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1 Einleitung

Atmung ist ein fundamentaler Prozess aller lebenden Organismen, um Energie durch Oxidation von
Reduktionsdquivalenten wie NADH und FADH; zu konservieren. Die Konservierung erfolgt durch
Elektronentransfer (ber eine Elektronentransportkette. Die Fahigkeit dabei Sauerstoff als
Endelektronenakzeptor zu nutzen, ist das Hauptcharakteristikum von sowohl aeroben als auch
fakultativ anaerob lebenden Bakterien. Letztere besitzen verzweigte Atmungsketten und nutzen auch
alternative Elektronenakzeptoren. Aber auch aerobe Bakterien konnen verzweigte Atmungsketten
mit zumindest zwei unterschiedlich terminalen Oxidasen besitzen. Derartige Atmungsketten zeigen
eine optimale Anpassung an wechselnde Sauerstoffverfligbarkeiten, was Bakterien die Besiedlung

vielseitiger mikrobieller Habitate ermoglicht.

Streptomyceten kdnnen als obligat aerobe, filamentds wachsende Bodenmikroorganismen nur in
Anwesenheit von Sauerstoff wachsen und sind damit zur Energiekonservierung auf Sauerstoff als
Endelektronenakzeptor angewiesen.

Sie zahlen zu den Hoch-GC-reichen Actinobacteria (66-74 %), leben saprophytisch und zeigen durch
die Vollziehung eines komplexen Lebenszyklus eine auBerordentlich prazise Anpassung an ihr
natlirliches Habitat Boden. Streptomyceten wachsen multizelluldar und bilden somit wahrend der
Morphogenese ausgehend von einem verzweigten unseptierten, vegetativen Substratmyzel,
multikernhaltige Filamente (Luftmyzel), die wiederum septierte Sporenketten und damit (Exo-)
Sporen ausbilden (Chater, 2000). Streptomyces-Sporen sind relativ resistent gegentiber Austrocknung
und Hitzestress, dennoch sind sie langst nicht so robust wie Endosporen von Niedrig-GC-reichen
Sporenbildnern wie Bacillus subtilis (Hardisson et al., 1978; Elliot und Flardh, 2012). Sie scheinen
damit eher die Funktion einer schnellen und effektiven Anpassung an veranderte Bedingungen und
die Moglichkeit zur Verbreitung einzunehmen.

Im Allgemeinen sind Streptomyceten fiir ihre Fahigkeit bekannt, eine Vielzahl von bioaktiven und
mikrobiellen Sekundarmetaboliten (Tetrazykline, zyklische Lipopeptide und Aminoglykosoide wie
Kanamycin und Hygromycin B) zu synthetisieren, die vorwiegend nach einem metabolischen Switch
vom Primar- zum Sekundarmetabolismus gebildet werden (Hodgson et al., 2000). Nach Angaben von
Kieser et al. (2000) bilden Streptomyceten mehr als 50 % der 11.900 bekannten mikrobiellen
Antibiotika. Damit gelten Streptomyceten als malRgeblich beteiligt an der Gewinnung natdrlicher
Antibiotika und haben somit eine hohe Relevanz fiir die humanmedizinische Forschung.

Der Vertreter Streptomyces coelicolor A(3)2, welcher als Untersuchungsmodell in der vorliegenden

Dissertation verwendet wird, etablierte sich schon frih als genetischer Modellorganismus fir



Streptomyceten. Seine Namensgebung ist auf das von ihm gebildete blau gefarbte Polyketid
Actinorhodin zurtickzufiihren (Bystrykh, 1996; Hopwood, 1999).

Neben dem antibiotischen Polyketid Actinorhodin bildet S. coelicolor auch den erdig-riechenden
bizyklischen Alkohol Geosmin (Jiang et al., 2007), das antibiotische Methylenomycin und ein rotes
Prodigiosingemisch aus vier Verbindungen, darunter Undecylprodigiosin (Rudd und Hopwood, 1980).
Die Bildung der beiden Polyketide Actinorhodin und Undecylprodigiosin unterliegt der
Transkriptionskontrolle von Transkriptionsfaktoren, die von act/l-ORF4 (Actinorhodin) und redD
(Undecylprodigiosin) kodiert werden (Bibb, 1996). Fir die humanmedizinische Forschung vor allem
relevant, ist gegenwartig die antibiotische Wirkung von Undecylprodigiosin sowie seinen Derivaten,
die als antiproliferativ und damit tumorsuppressiv beschrieben werden (Tsuji et al., 1992; Magae et
al., 1996). Generell erfolgt die Antibiotikasynthese bei S. coelicolor aus Vorlduferverbindungen wie
Malonyl-CoA und Methylmalonyl-CoA durch die Aktivitdt einer Polyketidsynthase. Letztere ist in
einem Gen-Cluster (red-Gen-Cluster SCO5877-98) zusammen mit den Strukturgenen fiir die
Antibiotikasynthese kodiert. Fir die Synthese der medizinisch relevanten Prodigiosine ist Malonyl-
CoA die Vorlauferverbindung, aus der das Intermediat 2-Undecylpyrrol gebildet wird (Mo et al.,
2008). Dieses ist die Vorlauferverbindung fiir die Biosynthese von Undecylprodigiosin und seinen
isomeren und zyklischen Derivaten Butylcycloheptylprodigiosin (Tsao et al, 1985),
Metacycloprodigiosin (Mo et al., 2008) und Streptorubin B (Abbildung 1.1. C) (Haynes et al., 2010;
Withall et al., 2015).

Abbildung 1.1.: Sekundarmetabolitbildung bei S. coelicolor. A. und B. Sekundarmetabolitbildung auf Festmedium.
S. coelicolor sekretiert wahrend der Differenzierung aus einer sporulierten Einzelkolonie das blau gefarbte antibiotisch
wirksame Actinorhodin. In Folge der Antibiotikabildung farbt sich das umgebende Medium dunkel (Aufnahme T. Pawlik,
MLU Halle-Wittenberg, 2011). C. Biosyntheseweg des Undecylprodiogiosins und seinen isomeren und zyklischen Derivaten.
Undecylprodigiosin  (3) wird aus den Vorlduferverbindungen 2-Undecylpyrrol (1) und 4-Methoxy-2,2-bipyrrol-5-
carboxaldehyd (MBC, 2) gebildet. Durch oxidative Carboxylierungsreaktionen werden aus Undecylprodgiosin die isomeren
Derivate Metacycloprodigiosin (4), Butylcyclohexylprodigiosin (5) und Streptorubin B (6) gebildet. [verdndert nach Haynes
et al. (2010) und Jones et al. (2013)]



Der Nutzen der Antibiotikabildung beruht bislang nur auf Vermutungen. Wai&hrend der
Differenzierung ist S. coelicolor anfallig gegenliber Nahrstoffkonkurrenz. Die Bildung von Antibiotika
ist vermutlich ein Abwehrmechanismus, der verhindert, dass konkurrierende Bodenmikroorganismen
die wahrend der Differenzierung freigesetzten Nahrstoffe verstoffwechseln kénnen (Kieser et al.,

2000).

Die Differenzierung von S .coelicolor in Sporen und Myzel stellt einen wichtigen Aspekt fir die
Untersuchungen am Modellorganismus dar. Beide differenzierten Stadien sind Gegenstand der
Untersuchungen in dieser Dissertation. Wahrend S. venezuelae sowohl in Flussigkultur als auch auf
Festmedium sporulieren kann (Glazebrook et al., 1990), ist der Prozess der Sporulation bei S.
coelicolor nur auf Festmedium moglich. Die Kultivierung und Entwicklung auf Festmedium
unterscheidet sich stark von der Differenzierung in submersen Kulturen. Unter Laborbedingungen
vollzieht sich auf SFM-Agar (Soya Flour Mannitol) ein kompletter Sporulationszyklus in 7 bis 10 Tagen.
Flr die Initiation der Keimung werden aerobe Bedingungen, Kohlenstoffdioxid, exogene Nahrstoffe
und divalente Kationen (Ca%*, Mg*" oder Fe?"), die als ,Trigger’-Faktoren wirken, benétigt. Fehlen
diese Faktoren verharren Sporen im Zustand der Dormanz (ruhende Sporen). Nach Hardisson et al.
(1978) verlauft die Keimung in drei Phasen: darkening (Phasenkontrastanderung), Quellen (swelling)
und die Ausbildung des Keimschlauches. Yaglie et al. (2013) postulierten ein Modell zum
Lebenszyklus, bei dem Sporen zunachst zu einem jungen, kompartimentierten primaren Myzel (Ml)
auskeimen, was sich durch die Initiation eines programmierten Zelltods (PCD) in ein
multikernhaltiges sekundares Myzel (MIl) differenziert. Dieses bildet das, in das Ndhrmedium
einwachsende, verzweigte Substratmyzel (Yaglie et al., 2013). Nach einem zweiten PCD bildet das
Uberlebende Substratmyzel eine hydrophobe Hiille und differenziert sich zum Luftmyzel (Yagle et al.,
2013). Substratmyzel und Luftmyzel sekretieren die antibiotisch wirkenden Sekunddrmetabolite in
das umgebende Medium, ein Prozess der das Konkurrieren um das Nahrstoffangebot mit anderen
Mikroorganismen wahrend der Sporulation ermdglicht (Yagle et al., 2013). Der letzte Schritt des
Lebenszyklus auf Festmedium beinhaltet die Septierung der Hyphen und die Bildung von Sporen in
den Septen.

In submersen Kulturen differenziert sich S. coelicolor durch Durchlaufen des PCD-Stadiums vom
kompartimentierten Myzel (Ml) zu multikernhaltigen Substratmyzel (Mll). Ein hydrophobes Luftmyzel
wird dabei nicht gebildet (Yagle et al., 2013). Allerdings kommt es zur Zusammenlagerung von
Myzelgeflechten, die in unterschiedlich stark ausgepragte Aggregationsformen miinden.

Proteom- und Transkriptom-Analysen der MI- und MIl-Stadien belegen, dass, unabhangig von der

Differenzierung auf Festmedium oder in submerser Kultur, Proteine des Primadrmetabolismus



vorwiegend im MlI-Stadium hochreguliert sind. Proteine und Transkripte, die in den
Sekundarmetabolismus involviert sind, sind dagegen im MII-Stadium hochreguliert.
Generell liegen derzeit nur wenige aktuelle Studien zum Metabolismus in S. coelicolor vor. Es ist aber

davon auszugehen, dass sich dieser in Sporen und Myzel unterscheidet.

1.1. Aerobe Stoffwechselwege von S. coelicolor

Anhaltspunkte zur Energiekonservierung und zu aeroben Stoffwechselwegen liefern bislang nur
Genomanalysen (Borodina et al., 2005) und einige frihere Studien von Hey-Ferguson et al. (1973),
Hardisson et al. (1980), Quiros et al. (1986); McBride und Ensign (1990). S. coelicolor verstoffwechselt
Kohlenhydrate tber die Glykolyse, den Pentosephosphatweg und den TCA-Zyklus (Borodina et al.,
2005). Glukose wird in S. coelicolor Gber einen Protonensymport transportiert. Der dafiir benotige
Protonengradient wird hauptsachlich Uber die aerobe Atmungskette gebildet. Die beim
Kohlenhydratmetabolismus gebildeten Reduktionsaquivalente NADPH, NADH und FADH; werden in
die Elektronentransportkette eingespeist und konnen somit fir die Energiekonservierung genutzt
werden (Borodina et al., 2005).

Der Metabolismus dormanter Sporen unterscheidet sich bereits durch das Substratangebot vom
Metabolismus des Myzels. Sporen von S. coelicolor kbnnen ohne exogenes Substrat iberleben. Der
Mechanismus ist bislang allerdings wenig verstanden. Frilhere Studien belegen, dass Sporen eine
Reihe von Enzymen, wie Trehalase, Trehalose-Phosphat-Synthetase und einen Pool an stabilen
mRNAs synthetisieren, um ihren Grundstoffwechsel aufrecht zu erhalten (Hey-Ferguson et al., 1973;
Hardisson et al., 1980; Quiros et al., 1986; McBride und Ensign, 1990). Um ihre Uberlebensfihigkeit
Uber lange Zeit beizubehalten, nutzen sie als Speicherstoff Trehalose (Hey-Ferguson et al., 1973;
Garcia Diaz et al.,, 1983) und bauen Glukose ebenfalls Gber den Pentose-Phosphat-Weg und TCA-
Zyklus ab (Salas und Hardisson, 1981; Garcia Diaz et al. 1983, Salas et al., 1984). Die Atmung mit
Sauerstoff ist in Sporen im Vergleich zu Myzel stark vermindert aber messbar (Ensign, 1978; Salas
und Hardisson, 1981; Garcia Diaz et al., 1983). Quiros et al. (1986) konnten dariiberhinaus die
Aktivitaten einer NADH-Oxidase, NADH(P)H-DCPIP-Reduktase, NADH-Cytochrom c-Reduktase,
Succinat-DCPIP-Reduktase und DL-alpha-Glycerophosphate-DCPIP Reduktase nachweisen. Damit ist
in beiden Entwicklungsstadien die Hauptquelle fiir ATP die oxidative Phosphorylierung.

Die oxidative Phosphorylierung ist Teil des Energiestoffwechsels und ein Merkmal aller aeroben
Lebewesen. Die zur ATP-Synthese bendtigte Energie wird durch Elektronentransport Gber ein
Membranproteinsystem generiert, das im Allgemeinen vier Enzymkomplexe beinhaltet. Die
Elektronen-Eintrittsstellen in die Atmungskette werden durch die Aktivitat der NADH-Dehydrogenase
(Komplex 1) und der Succinat-Dehydrogenase (Komplex Il) aus dem Citratzyklus gewahrleistet, die

durch die Oxidation der Reduktionsdquivalente NADH (Komplex 1) und FADH, (Komplex) die



freiwerdenden Elektronen auf ein membrangingiges Chinon transferieren. Der weitere
Elektronentransport erfolgt Gber ein Cytochrom-System, welches den Komplex Ill (Cytochrom bc;-
Komplex) und Komplex IV (Cytochrom Oxidase) reprasentiert. Beide Komplexe des verwendeten

Modellorganismus sind Untersuchungsgegenstand in der vorliegenden Dissertation.

I. Elektronentransport iiber Komplex lll und Komplex IV der aeroben Atmungskette

Cytochrom bci-Komplexe sind oligomere Membranproteinkomplexe, die die Elektronen vom
Ubichinon bzw. Menachinon mit niedrigerem Redoxpotenzial auf Cytochrom c¢ oder Plastocyanin
Ubertragen. Der Elektronentransfer auf zwei Molekiile Cytochrom ¢ wird dabei an die Translokation
von vier H'-Protonen {(ber die Zytoplasmamembran gekoppelt. Der elektrochemische
Protonengradient dient letztendlich zur Aufrechterhaltung des Membranpotentials. Bakterien, die
den Elektronentransport tiber den bci-Komplex leiten, verfiigen Gber mindestens einen alternativen
Ubichinol-Oxidase-Weg, der die Beteiligung des bci-Komplexes am Elektronentransfer tber die
respiratorische Atmungskette nicht erfordert (Trumpower, 1990). Generell sind diese alternativen
Oxidasen nicht an der Aufrechterhaltung des Membranpotentials beteiligt, das heil3t, sie pumpen
keine Protonen.

Gewodhnlich assemblieren drei Untereinheiten mit jeweils vier prosthetischen Gruppen zu einem bc;-
Komplex. Die Cytochrom b Untereinheit fungiert als hydrophobes, integrales Membranprotein und
tragt zwei nicht-kovalent gebundene Ham b-Gruppen (b-566, b-560). Uber bis-Histidin-Reste sind
diese mit der Untereinheit verbunden. Die Cytochrom c-Untereinheit ist Gber eine hydrophobe
Domdne am C-Terminus mit der bakteriellen Membran verankert und enthdlt ein kovalent
gebundenes Ham ¢, das lber 2 Cystein-Reste an das Protein gebunden ist (Trumpower, 1990). Das
Rieske-Eisen-Schwefel-Protein bildet die dritte Untereinheit des bc;-Komplexes und ist, Gber am N-
Terminus lokalisierte, hydrophobe Seitenketten in der bakteriellen Membran als monotopisches
Protein verankert. Uber zwei Histidine und zwei Cysteine ist das Eisen-Schwefel-Protein im
assemblierten Protein gebunden. Mitchell beschrieb 1975 erstmals den Elektronentransfer im und
Uber den bci-Komplex und pragte den Begriff protonenmotorischer Q-Zyklus. Der Q-Zyklus
beschreibt dabei den Elektronentransfer zwischen den redox-prosthetischen Gruppen im bc;-
Komplex. In der Summe werden zwei Molekiile Ubichinol/ Menachinol zu Ubichinon/ Menachinon
oxidiert und zwei Molekiile Cytochrom c reduziert. Dabei werden zwei Protonen auf die positive
Membranseite transloziert und zwei Protonen werden auf der negativen Membranseite verbraucht
(Trumpower, 1990). Das H*/e™-Verhiltnis betragt damit 2.

Die Elektronen, die den bci-Komplex passieren, werden gewohnlich (ber einen mobilen
Elektronencarrier, meillt Cytochrom c¢ oder Ubichinon auf die terminale Cytochrom ¢ Oxidase

transferiert, die die Oxidation von Substrat (Cytochrom ¢ oder Ubichinol) an die 4-Elektronen-



Reduktion von Sauerstoff zu Wasser koppelt. Wie der bci-Komplex koppelt die Cytochrom ¢ Oxidase
den Elektronentransport an die Translokation von Protonen: vier Molekiile Cytochrom c¢ bzw.
Ubichinol werden oxidiert und vier Protonen ins Periplasma transloziert. Das H*/e-Verhaltnis betragt

damit 2.

Cytochrom c¢ Reduktasen werden wie Chinol-Oxidasen in die Klasse der Ham-Kupfer-Oxidasen
eingeordnet und bilden eine Sub-Familie der terminalen Oxidasen. Letztere lassen sich nach Borisov

et al. (2011) in insgesamt 3 Familien untergliedern:
1. Hdm-Kupfer-Oxidasen
2. alternative Oxidasen

3. Cytochrom bd Oxidasen

1.Hdm-Kupfer-Oxidasen

Ham-Kupfer-Oxidasen verfliigen (iber 2 Hamgruppen (Ham aas, cas, o3 oder bs) und als zentrale
Zentren Kupferkomplexe. Kupfer-lon und Ham dienen als Elektronentbertrager und bilden das
binukledre Zentrum fir die Sauerstoffreduktion. Sie sind in der Lage, Protonen zu pumpen und sind
dadurch an der Aufrechterhaltung des Membranpotentials beteiligt. Zu ihnen zdhlen sowohl

Cytochrom c Oxidasen als auch Quinol-Oxidasen (Borisov et al., 2011).

2. Alternative Oxidasen

Alternative Oxidasen (AOX) sind sowohl in Mitochondrien von hoheren Pflanzen als auch Pilzen und
allen taxonomischen Bakteriengruppen verbreitet (Borisov et al., 2011; Rogov et al., 2014). Der
Elektronentransport durch AOX spaltet sich bereits am Ubichinon bzw. Menachinon von der
Atmungskette ab und ist nicht an die ATP-Synthese und Energiekonservierung gekoppelt (Rogov et
al., 2014). Durch diese Verzweigung wird bei Aktivitat der AOX kein Elektronentransfer liber Komplex
lIl n6tig. AOX sind nach Angaben von Rogov et al. (2014) nicht durch Cyanid hemmbar und zdhlen
somit zu den Cyanid-resistenten Oxidasen. Sie nehmen vor allem eine regulatorische Funktion bei
der Hitzeregeneration, der Regulation vom Energiemetabolismus sowie dem Schutz vor oxidativem

Stress und Homdostase ein (Rogov et al., 2014, Borisov et al., 2015).

3. Cytochrom bd Oxidasen

Cytochrom bd Oxidasen bilden die dritte Familie der terminalen Oxidasen. Zu ihnen zahlen die
Quinol-Oxidasen, die im aktiven Zentrum kein Kupfer und kein Eisen-Schwefel-Zentrum tragen

(Borisov et al., 2011). Sie sind im Allgemeinen aus zwei Untereinheiten aufgebaut — Untereinheit |



und Il - und tragen drei redox-aktive Hame (b558, b595, d). Him b558 ist in der Untereinheit |
gebunden und in die Chinoloxidation involviert, Him b595 und Ham d sind flir gewohnlich an der
Schnittstelle zwischen Untereinheit | und Il lokalisiert (Borisov et al., 2011). Wahrend Hdm d
molekularen Sauerstoff bindet, ist die Funktion von Ham b595 bislang unklar, wobei
wissenschaftliche Studien suggerieren, dass Him b595 den Elektronentransfer zwischen Ham b558
und Ham d vermittelt (Poole und Williams, 1987; Hata-Tanaka et al., 1987; Borisov et al., 2015).
Durch transmembrane Ladungstrennung/aufteilung sind Cytochrom bd Oxidasen an der
Aufrechterhaltung des Membranpotentials beteiligt, kbnnen aber selbst keine Protonen pumpen. Die
Expression des cyd-Operons (Synthesegene der Cytochrom bd Oxidase) wird unter
sauerstofflimitierenden Bedingungen und eisenlimitierenden Bedingungen induziert, weshalb sich
Cytochrom bd Oxidasen durch eine hohere Sauerstoffaffinitat als Cytochrom ¢ Oxidasen auszeichnen.
Der Ubichinon/Menachinon-Pool ist Elektronenlieferant der Cytochrom bd Oxidasen. Damit wird eine
Beteiligung des bci-Komplexes am Elektronentransfer wie bei den alternativen Oxidasen Uberflissig.
Somit betragt das H*/e” Verhéltnis lediglich 1.

Im Allgemeinen zeigt sich die physiologische Relevanz der Cytochrom bd-Oxidasen jedoch bei der
Toleranz gegeniiber sauerstofflimitierenden Bedingungen, der Funktion als Sauerstoff-Scavenger zur
Inhibierung der Degradierung Sauerstoff-sensitiver Enzyme wie Nitrogenasen und der Toleranz
gegeniber nitrosativen Stress (Borisov et al., 2015).

Einige Cytochrom bd Oxidasen sind wie alternative Oxidasen Cyanid-resistent und bilden daher als
Cyanid-insensitive Oxidasen (CIO) eine Subklasse der Cytochrom bd Oxidasen. Vermutlich erlangen
sie ihre Resistenz durch die variable Menge an Ham d im aktiven Zentrum.

Miura et al. (2013) konnten fiir die CIO aus Gluconobacter oxydans durch Reinigung neben
reduziertem Ham b und oxidierten Eisen-Hdm auch Ham d nachweisen, das moglicherweise als
Liganden-Bindestelle von CIO dient. Dariberhinaus scheint die Ham-Komposition der CIO

wachstums-spezifisch zu sein (Miura et al., 2013).

Ist Sauerstoff der terminale Elektronenakzeptor, folgen die aus der Oxidation der
Reduktionsdquivalente freiwerdenden Elektronen somit den Weg von Komplex | bzw. Komplex I
Uber den Chinon-Pool zum bci-Komplex und der terminalen Cytochrom c¢ Oxidase bzw. einer
Ubichinol-Oxidase [Cytochrom bos Oxidase aus E. coli (Abramson et al., 2000)], die die Reduktion von
Sauerstoff zu Wasser katalysiert (Abbildung 1.2. A). Unter sauerstofflimitierenden Bedingungen
werden die Elektronen dagegen direkt vom Chinon-Pool zur Cytochrom bd Oxidase transferiert
(Abbildung 1.2. B). Eine derartige Variation des Elektronenflusses ist als verzweigte Atmungskette

definiert. Beide Wege der Energiekonservierung fiihren zur Translokation von H*-Protonen und



damit zur Aufrechterhaltung des Membranpotentials und Generierung von ATP durch Komplex V

(ATP-Synthase).

A. Komplex| Komplex il Komplex IV KomplexV B. Komplex|

4H* 2H* 10H* 4H"

aufBen (+)
H,0 innen (-) 2H*
1/,0,+2H*
NADH  NAD*+H* 2H 2H*  3-4ADP 3-4ATP 20 NADH = 4.~ NAD'+H*
+3-4p, 10H"
NADH Dehydrogenase Cytochrom bc,- Cytochrom ¢ ATP- Cytochrom bd Oxidase
Komplex aa, Oxidase Synthase

Abbildung 1.2.: Elektronentransport iiber die aerobe Atmungskette.

A. Elektronentransport Gber die Membrankomposition Komplex | (NADH-Dehydrogenase), Komplex Il (Cytochrom bc;-
Komplex) und Komplex IV (Cytochrom c aas Oxidase). Die dabei translozierten Protonen werden zur Aufrechterhaltung des
Membranpotentials und zur ATP-Synthese genutzt (Komplex V, ATP-Synthase). Die Succinat-Dehydrogenase (Komplex )
bildet den zweiten Eintrittspunkt flr die Elektronen in die Atmungskette und katalysiert als Enzym des Citratzyklus die
Oxidation von Succinat zu Fumarat. Sie tbertragt die Elektronen direkt in den Chinon-Pool (nicht abgebildet)

B. Unter sauerstofflimitierenden Bedingungen werden die Elektronen direkt vom Chinon-Pool auf die Cytochrom bd
Oxidase libertragen. Da der Cytochrom bci;-Komplex nicht am Elektronentransfer beteiligt ist und die Cytochrom bd Oxidase
selber keine Protonen pumpem kann, werden in der Summe 6 Protonen weniger tber die Membran transloziert.

Il. Das aerobe Respirationssystem von S. coelicolor

Aktuell existieren fiir S. coelicolor nur wenige Studien zur Respiration mit Sauerstoff. Generell
beschrdanken sich wissenschaftliche Arbeiten zur aeroben Atmungskette bei grampositiven Bakterien
bisher zumeist auf Corynebacterium glutamicum, Bacillus subtilis und Mycobacterium. Nur wenig ist
bislang bekannt Uber Aufbau, Anordnung, Verteilung sowie Verknlpfung der funktionellen
Komponenten der aeroben und anaeroben Atmungskette in Streptomyceten. Als obligat aerobes
Bodenbakterium generiert S. coelicolor lber oxidative Phosphorylierung durch Elektronentransfer
vom Substrat liber eine Elektronentransportkette Energie in Form von ATP. Sato et al. (1940)
beschrieben erstmals die Existenz von Cytochromen in Streptomyceten. Fundierte Erkenntnisse zum
Nachweis der Cytochrome in der Atmungskette von Streptomyceten erzielten Heim et al. (1957).
Durch spektrophotometrische Analysen war es ihnen maéglich, in 13 Streptomyces Arten Cytochrom b
nachzuweisen, wohingegen kein Cytochrom a und kein Cytochrom c nachzuweisen war. Auf
Grundlage ihrer Ergebnisse suggerierten Heim et al. (1957) erstmals die Prdasenz einer atypischen
respiratorischen Atmungskette, die mit einer Cyanid-insensitiven Cytochrom b-Komponente endet.
In Streptomyces griseus dagegen konnte Inoue (1958) die Existenz von a-, b- und c-Typ-Cytochromen
nachweisen, was von Niederpruem und Hacket (1961) durch die spektroskopische Analyse von
zellfreiem  Myzel-Extrakt  bestdtigt wurde: Messbare  Aktivitdten konnten von der

Diphosphopyridinnukleotid-Oxidase (DPNH), DPNH Diaphorase und Succinoxidase bestimmt werden.



Die Sauerstoffrespiration war zwischen 50-70 % durch Zugabe von 0,001 M Cyanid hemmbar. Mit
diesem Ergebnis ist davon auszugehen, dass Streptomyces bislang keine nachweisbare CIO bildet.

Der postulierte respiratorische Elektronentransfer vom Substrat zu Sauerstoff erfolgt nach
Erkenntnissen der ersten Studien (iber Flavoprotein, b-, c- und a-Typ-Cytochrome bis zu einer
terminalen Cyanid-sensitiven Cytochrom-Oxidase (Niederpruem und Hacket, 1961). Die
Atmungskette von Streptomyces beinhaltet damit ein komplettes Cytochrom-System, was am
Elektronenfluss zur terminalen Oxidase beteiligt ist.

Fiir Streptomyces antibioticus konnte 1967 von Rehacek et al. eine aktive respiratorische
Atmungskette nachgewiesen werden, die die Oxidation von reduziertem NADH, katalysiert. Die
Reduktion von molekularem Sauerstoff durch die terminale Oxidase konnte ebenfalls durch Cyanid

gehemmt werden.

Trotz der geringen Datenlage zum Aufbau und den Elektronentransport Gber das Membransystem
geben Sequenzanalysen von S. coelicolor Aufschluss tber den moglichen Weg der oxidativen
Phosphorylierung. Das lineare 8,7 Mb groRe Genom liegt seit 2002 vollstandig sequenziert vor
(Bentley et al., 2002) und umfasst 7825 kodierende Sequenzbereiche. Neben dem linearen Genom
besitzt S. coelicolor noch das 365 groRe, lineare Plasmid SCP1, was unter anderem die Synthesegene
fir das antibiotisch wirksame Methylenomycin enthélt (Bentley et al., 2004) und das kleine, 31 kb
groRe, zirkuldre Plasmid SCP2, was einen Fertilitdtsfaktor trdgt (Haug et al., 2003). Alle
experimentellen Arbeiten dieser Dissertation wurden mit seinem plasmidfreien Derivat Stamm M145
bzw. seinen Mutanten durchgefiihrt.

Das lineare Genom von S. coelicolor lasst sich in einen linken Arm (bis 1,5 Mb), den Kern/Core (1,5 bis
6,4 Mb) und den rechten Arm gliedern (Bentley et al., 2002). Sequenzbereiche, die flir putative
aerobe Respirationskomponenten kodieren, sind Uber das gesamte lineare Genom verteilt und liegen

vorwiegend in duplizierter oder hoherer Anzahl im Genom vor (Abbildung 1.3.).
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Abbildung 1.3.: Lokalisation putativer Komponenten der aeroben Atmungskette auf dem linearen Genom von
S. coelicolor.

Das lineare Genom gliedert sich in einen linken Arm (bis 1,5 Mb), den Core-Bereich (1,5 bis 6,4 Mb) und einen rechten Arm
(Bentley et al., 2002). Kodierende Sequenzen fiir putative Respirationskomponenten sind tber das gesamte Genom verteilt
und liegen vorwiegend in duplizierter oder hoherer Anzahl im Genom vor. Succinat-DH-UE* — Succinat-Dehydrogenase-
Untereinheit mit Ahnlichkeit zu FrdA (Fumarat-Reduktase-Flavoprotein Untereinheit) aus Mycobacterium tuberculosis, Cyt ¢
assembly Faktor— Cytochrom c¢ Assemblierungsfaktor, NADH-DH — NADH-Dehydrogenase, putative Succinat-DH-UE** -
putative Succinat-Dehydrogenase-Untereinheit mit Ahnlichkeit zu SDHA (Succinat-Dehydrogenase-Flavoprotein) aus
Methanobacterium thermoautotrophicum.

Der Core-Bereich des Genoms enthalt 3 Genbereiche, die fiur 3 differentielle putative NADH-
Dehydrogenasen (Komplex | der aeroben Atmungskette) kodieren (SCO4562-75, SC04599-4608,
SC06954-59). Diese oxidieren die Reduktionsdquivalente NADH aus den Stoffwechselprozessen und
koppeln sie an die Reduktion eines Chinons. In der Folge werden Protonen durch die Membran
transloziert, was zur Entstehung eines Membranpotenzials beitragt. Des Weiteren beinhaltet das
Genom von S. coelicolor drei Module zur Synthese einer Succinat-Dehydrogenase (Komplex Il der
aeroben Atmungskette, SCO0923, SC0O4855-58; SC05106-07), die die Oxidation von Succinat zu
Fumarat im TCA-Zyklus katalysiert. Die prosthetische Gruppe FAD dient dabei als Oxidans und wird
selbst zu FADH, reduziert. Die dabei freiwerdenden Elektronen werden direkt in einen Chinon-Pool
der aeroben Atmungskette transferiert. Studien von Pandya und King (1966) und Yassin et al. (1988)
bewiesen, dass Streptomyces Menachinon als mobilen Elektronen-Carrier nutzt, was im Zuge der

Elektroneniibertragung zu Menachinol reduziert wird. Im Core-Bereich liegen zusatzlich Gene zur



Synthese einer Ubichinol-Cytochrom c-Reduktase vor (bci-Komplex/Komplex 1ll der aeroben
Atmungskette, kodiert durch SC02148-50) sowie Sequenzbereiche fiir zwei terminale Cytochrom-
Oxidasen (Komplex IV: Cytochrom c aas; Oxidase kodiert durch SCO2151-56, Cytochrom bd Oxidase
kodiert durch SC03945-46), die sich, basierend auf den Daten anderer Organismen in ihrer Affinitat
zu Sauerstoff unterscheiden (D’mello et al., 1996) und damit einhergehend bei unterschiedlichen
Sauerstoffkonzentrationen aktiv sind. Die Komplexe Ill und IV sind beide an der oxidativen
Phosphorylierung beteiligt. Komplex Il nimmt zunachst die Elektronen vom reduzierten Chinon auf,
welches infolge dessen wieder reoxidiert wird. Die Elektronen werden vom Komplex Ill tiblicherweise
auf einen mobilen Elektronen-Carrier (meist Cytochrom c) (bertragen. Letztere werden zur
Reduktion von Sauerstoff zu H,O genutzt, was durch die terminalen Oxidasen katalysiert wird.
Werden die Elektronen auf die Cytochrom ¢ Oxidase Ubertragen (SC02148-50) wird die Reduktion an
die Translokation von Protonen Uber die Membran gekoppelt, was mit der Erzeugung einer
protonenmotorischen Kraft (pmf) einhergeht. Die Gene SCO5366-74, ebenfalls im Core des linearen
Genoms gelegen, kodieren flir eine membranstidndige ATPase, die die Protonentranslokation ins
Zellinnere an die Synthese von ATP koppelt.

Die beschriebene Genorganisation im Genom zeigt damit, dass S. coelicolor ein komplettes aerobes
Respirationssystem synthetisiert und in der Lage ist, sich durch Variation der terminalen Oxidasen an
unterschiedliche Sauerstoffverfligbarkeiten anzupassen. Die Bildung mehrerer terminaler Oxidasen
mit unterschiedlichen Affinitdten zu Sauerstoff scheint angesichts der Sauerstoffverfiigbarkeit im
Boden notwendig, da der Lebensraum Boden hinsichtlich der Sauerstoffverfiigbarkeit ein sehr
variables Habitat reprasentiert.

Inwieweit S. coelicolor seinen Stoffwechsel an wechselnde Sauerstoffbedingungen adaptiert hat,
zeigen die Genomanalysen von Bentley et al. (2002) und Studien von van Keulen et al. (2005).
Interessanterweise konnten in diesem Zusammenhang tatsachlich neben den Genbereichen fiir die
aerobe Respiration auch Sequenzbereiche von Genen fakultativ anaerober bzw. strikt anaerober
Bakterien annotiert werden (van Keulen et al., 2005). Im Hinblick auf die obligat aerobe Lebensweise
von S. coelicolor wird dieses Phdanomen als anaerobes Paradoxon bezeichnet (Borodina et al., 2005).
So ist S. coelicolor in der Lage eine sauerstoffunabhangige Klasse |- und Klasse IlI-
Ribonukleotidreduktase zu synthetisieren, um die DNA-de novo-Synthese unter anaeroben
Bedingungen zu gewahrleisten (Bentley et al., 2002; Borovok et al., 2006). Des Weiteren liegen Gene
fur die Synthese eines Pta/Ack-Systems (Phosphotransacetylase-Acetatkinase) vor, das den Acetat-
Metabolismus ermoglicht. Zusatzlich sind im Genom kodierende Bereiche fir zwei Lactat-
Dehydrogenasen anntotiert. Damit ist flr S. coelicolor auch ein fermentativer Stoffwechsel mit dem

Hauptfermentationsprodukt Lactat moglich (Borodina et al., 2005). Hockenhull et al. (1954) konnten



flr S. griseus die Aktivitdt der Lactat-Dehydrogenase unter mikroaerophilen Bedingungen bereits
nachweisen.

Neben den annotierten Genen, die S. coelicolor die Fermentation mit dem
Hauptfermentationsprodukt Lactat ermdglichen wiirden (Borodina et al., 2005) liegen im Genom von
S. coelicolor gleich drei Operone vor, deren Genprodukte fiir respiratorische Nitratreduktasen (Nars)
kodieren (Bentley et al., 2002; van Keulen et al., 2007). Damit kann S. coelicolor unter
sauerstofflimitierenden Bedingungen, wie sie im Boden auftreten, Nitrat als Elektronenakzeptor

nutzen.

1.2. Anaerobe Atmung mit Nitrat

Respiratorische Nitratreduktasen sind molybdanhaltige, membranassoziierte Enzyme mit einer
heterotrimeren Struktur, die die Reduktion von Nitrat zu Nitrit katalysieren und die Reaktion an die
Energiekonservierung koppeln (Abbildung. 1.4. A). Unter anaeroben Bedingungen kann somit durch
die Entstehung einer pmf das Membranpotential aufrechterhalten werden.

In S. coelicolor werden die drei respiratorischen Nitratreduktasen durch jeweils ein narGHJI-Operon
kodiert. Die drei mutmallichen Operone sind in relativ weit voneinander entfernten Bereichen des
Genoms lokalisiert, das nar1-Operon befindet sich im rechten Arm, das nar2-Operon im linken Arm
und das nar3-Operon im Core-Bereich. Der strukturelle Aufbau der Operone ist untereinander
identisch. narG kodiert fiir die katalytische Untereinheit des Nar-Enzyms. Die cytoplasmatisch
orientierte 135 kDa groRe Untereinheit bindet den bis-Molybdopterin-Guanidin-Dinukleotid-Kofaktor
(bis-MGD) in seinem aktiven Zentrum und tragt ein 4Fe-4S-Cluster. narH kodiert fiir die ca. 60 kDa
groRRe Elektronentransferkomponente, die vier Fe-S-Cluster bindet, wahrend nar/ fir die ca. 27 kDa
grolRe Membrankomponente kodiert, die das Nar-Holoenzym in der Membran verankert. Narl bindet
ein di-b-Typ-Cytochrom und fungiert als Chinol-Dehydrogenase (Blasco et al., 2001; Rothery et al.,
2001). Fir das Genprodukt von narJ wird bislang eine Funktion als Chaperon bei der Assemblierung
des Nar-Komplexes postuliert (Lanziano et al., 2007). Die prosthetischen Gruppen sind als
Elektronentransferkette organisiert, wahrend das Nar-Enzym in situ ein Dimer bildet (Richardson et

al., 2001).



A. NO;" ) Abbildung 1.4.: Modell der Nar-
vermittelten Nitratreduktion.

A. Das Nar-Holoenzym ist aus den drei
Untereinheiten Narl (membranasso-
zierte Untereinheit), NarH (Elektronen-
transferkomponente) und NarG
(katalytische Untereinheit) assembliert.
Die Elektronen zur Reduktion von Nitrat
zu Nitrit stammen vom reduzierten
Chinon (QH,) und werden Uber die vier
Fe-S-Cluster ~der  Elektronentransfer-
komponente NarH auf die katalytische
Untereinheit transferiert. Dort erfolgt
die Kofaktor-abhangige Reduktion von
Nitrat zu Nitrit. Letzteres wird Uber
einen Nitrat/Nitrit-Antiporter aus der
Zelle geschleust.

B. Anordnung der fir den
Elektronentransfer relevanten  Fe-S-
Cluster in den Untereinheiten NarH und
NarG (PDB1ql6, nach Bertero et al.,
2003). Die ermittelte Distanz (in
Angstrém) zwischen den prosthetischen
Gruppen verdeutlicht die Effizienz des
Elektronentransports.

Respiratorische Nars haben ihr aktives Zentrum an der inneren Zytoplasmamembran. Die derzeit
gangige Theorie zum Elektronenfluss und damit zur Funktionalitdit des Nar-Enzyms ist die
Elektronenibertragung durch ein membrangangiges Chinon auf die Membrankomponente Narl des
Nar-Enzyms. Unter anaeroben Bedingungen erfiillt Menachinon die Funktion als mobiler Elektronen-
Carrier (Newton, 1971; Young, 1975). Dieser Ubertragt die Elektronen direkt auf Cytochrom bim Narl,
welches infolge  dessen  reduziert wird. Uber eine Anordnung von einem
[4Fe-4S]-Cluster und 3 [Fe-S] im NarH-Protein werden die Elektronen auf die katalytische
Untereinheit NarG geleitet (Abbildung 1.4. A + B). NarG selber tragt ebenfalls ein [4Fe-4S]-Cluster,
liber das die Elektronen schlieRlich zum aktiven Zentrum, dem bis-MGD-Kofaktor, transferiert
werden (Abbildung 1.4. B). Am aktiven Zentrum in der katalytischen Untereinheit erfolgt die 2-
Elektronen-Reduktion von Nitrat zum Nitrit. Die bei der Ubertragung frei werdenden Protonen
werden zur Aufrechterhaltung des Membranpotentials genutzt.

Da das aktive Zentrum der respiratorischen Nitratreduktasen auf der inneren Zytoplasmamembran
lokalisiert ist, muss Nitrat Gber ein Nitrat/Nitrit-Antiporter, der gleichzeitig durch Transport von Nitrit
aus der Zelle der Akkumulation toxischer Nitritmengen entgegenwirkt, in die Zelle gelangen. Dieser
wird durch das Gen narK kodiert (Moir und Wood, 2001).

Gewohnlich ist das narK-Gen stromaufwarts bzw. in unmittelbarer Ndhe zum narGHJI-Operon

lokalisiert (Moir und Wood, 2001). E. coli besitzt neben narkK, was stromaufwarts des Gens fir die



Nitratreduktase A gelegen ist, das NarK-Homologon NarU. Diese ist stromaufwarts einer zweiten
Nitratreduktase, NarZ, lokalisiert. Studien von Clegg et al. (2002) und Jia et al. (2009) identifizerten
NarK und sein Homologon NarU als Nitrat/Nitrit-Antiporter.

Flr S. coelicolor konnten die Gene SCO2959 und SC00213 als NarK1- und NarK2-homologe Proteine
identifiziert werden (van Keulen et al., 2005). Auf Aminosdureebene zeigt NarKl eine
Ubereinstimmung von 39 % mit NarK und 37 % mit NarU aus E. coli. Das narkK1-Gen liegt nicht in
unmittelbarer Nahe zu Genen, die am Stickstoffmetabolismus beteiligt sind. Das Gen fir NarK2 ist
dagegen 3 Gene stromaufwarts vor dem nar2-Operon lokalisiert. Auf Aminosaureebene zeigt Nark2
eine Ubereinstimmung von 22 % mit NarK und 23 % mit NarU. Studien der Streptomyces-
Arbeitsgruppe zeigen, dass NarK2 der spezifische Nitrat/Nitrit-Antiporter fir das Nar2-Enzym ist
(Diplomarbeit, Tony Pawlik, MLU Halle-Wittenberg, 2011). Ob auch NarK1 als ein spezifischer

Transporter fiir eins der drei Nar-Enzyme fungiert, ist bislang noch nicht geklart.

Im Gegensatz zum verwendeten Modellorganismus, besitzt S. avermitilis keine respiratorischen
Nitratreduktasen (van Keulen et al., 2007). Damit nimmt S. coelicolor in der Gattung Streptomyces
durch die Bildung von gleich 3 Nitratreduktasen eine Sonderstellung ein. Das Vorkommen von zwei
Nitratreduktasen ist aber bereits fir E. coli (lobbi et al., 1987), Salmonella typhimurium (Barrett und
Riggs, 1982) und Ralstonia eutropha (Cramm, 2009) beschrieben. Fir E. coli konnte die
Kristallstruktur der Nitratreduktase A bereits aufgeklart werden (Bertero et al., 2003; Jormakka et al.,
2004), sie ist damit in dieser Arbeit Grundlage fiir erste Strukturanalysen der Streptomyces-Nar-
Enzyme. Die zweite respiratorische Nitratreduktase, NarZ, von E. coli wird durch das narUZYW-
Operon kodiert und ist nur schwach exprimiert. Clegg et al. (2006) postulierten fiir NarZ eine
Expression unter nadhrstoffarmen Bedingungen.

Die primdren Aminosduresequenzen von NarG der Nitratreduktase und der katalytischen
Untereinheit von NarZ aus E. coli zeigen eine Identitit von 78 % und eine Ubereinstimmung von
90 %, die Nitratreduktasen scheinen damit redundant beziglich Funktion und biochemischer
Struktur. S. coelicolor synthetisiert drei Nar-Enzyme, deren katalytische Untereinheiten NarG1, NarG2
und NarG3 eine Identitdt von lediglich ca. 65 % und eine Ubereinstimmung von 78 % auf
Aminosaureebene zeigen (Abbildung 1.5.). Die postulierten Tertidrstrukturen der Monomere aller
drei katalytischen Untereinheiten sowie der Elektronentransportkomponente NarH und der
Membrankomponente Narl verdeutlichen aber, dass die drei Nitratreduktasen von S. coelicolor im

strukturellen Aufbau dennoch groRe Homologien aufweisen und damit funktionell sehr dhnlich sind.



Abbildung 1.5.: Vergleich der durch Phyre? (Kelley et al., 2015) vorhergesagten Tertidrstrukturen von NarG (A), NarH (B)
und Narl (C) der drei Nar-Enzyme (Untereinheiten von Narl cyan, Nar2 orange, Nar3 rot) von S. coelicolor.

Die homologen Sequenzbereiche aller drei Nars werden in den einzelnen Untereinheiten durch die farbliche Kennzeichnung
der Nar1-Struktur (cyan) dargestellt.

Tabelle 1.1.: Alignment der Primirsequenzen der jeweiligen Nar-Untereinheiten nach Strukturaufklirung durch Phyre2.
Vergleich der Identitdten nach Alignment der jeweiligen Nar-Untereinheiten von S. coelicolor. Der Abgleich der primaren
Aminosauresequenzen wurde mit UCSF Chimera (Pettersen et al., 2004) durchgefiihrt.

Untereinheit NarG (A) NarH (B) Narl (C)

Identitaten [%)]

Narl zu Nar2 64,31 62,3 45,95
Narl zu Nar3 64,5 70,02 49,1
Nar2 zu Nar3 63,4 62,37 54,05

Die Ausbildung von Nitratreduktasen, wie sie fiir S. coelicolor annotiert sind, ist unter gram-positiven
Mikroorganismen nicht etwa einzigartig. Neben dem gram-positiven Sporenbildner Bacillus subtilis
(Hoffmann et al., 1995) konnten respiratorische Nitratreduktasen auch in den gram-positiven
Actinobacteria Corynebacterium glutamicum (Takeno et al., 2007) und Mycobacterium (Sohaskey
und Wayne, 2003) identifiziert und charakterisiert werden. Vor allem in M. tuberculosis konnte ein
Zusammenhang zwischen der Ausbildung der Nitratreduktasen und seiner Uberdauerung im NRP-I-
Stadium (non-replicating persistence) nachgewiesen werden. Demnach ist die Aktivitdt des Nar-
Enzyms essentiell fiur die Bildung des NRP-I-Stadiums in M. tuberculosis und sichert damit die

Uberdauerung in Makrophagen (Sohaskey und Wayne, 2003).

Neben den respiratorischen Nars kann Nitrat auch von der I6slichen, assimilatorischen
Nitratreduktase NasA und der periplasmatischen Nitratreduktase Nap als Elektronenakzeptor genutzt
werden (Kraft et al.,, 2011). Da S. coelicolor kein Periplasma besitzt, bildet es neben den
respiratorischen Nars nur die assimilatorische NasA (kodiert durch SCO7374, Wang und Zhao, 2009).

Das durch die Nitratreduktion entstandene Nitrit wird anschlieRend durch die Nitritreduktase NirBC



(kodiert durch SC02487-5C02488) zu Ammonium reduziert, welches in der Folge durch das GS-
GOGAT-System (Glutaminsynthetase und Glutamin-2-Oxoglutarat-Aminotransferase) in die Biomasse

eingebaut werden kann (Tiffert et al., 2008, Fischer et al., 2012).

Der evolutiondre Nutzen respiratorischer Nitratreduktasen ist im Allgemeinen als Anpassung an
sauerstofflimitierende Bedingungen zu sehen. Nitrat kann bei Sauerstofflimitierung als alternativer
Elektronenakzeptor genutzt werden, um unter anaeroben Bedingungen durch die Generierung einer
pmf die Energiekonservierung zu gewahrleisten (Richardson et al., 2001).

Nar-Enzyme werden in M. tuberculosis beim Eintritt von Hypoxie verstarkt induziert. Der Transporter
NarK2 sensiert den Redoxstatus der Zelle, so dass Nitrat unter hypoxischen Bedingungen unmittelbar
ins Zytoplasma transportiert wird (Sohaskey, 2008). Die Reduktion von Nitrat zu Nitrit ermoglicht far
M. tuberculosis dadurch eine Adaption an wechselnde Sauerstoff- und/bzw. Nitrat-Bedingungen
(Khan und Sakar, 2012) und damit das Uberleben im Wirt im non-replicating state (Sohaskey, 2008).
Tan et al. (2010) konnten auRerdem belegen, dass die Respiration mit Nitrat M. tuberculosis eine

Resistenz gegeniber Saurestress vermittelt.

S. coelicolor kann zwar anaerobe Perioden Uberdauern, allerdings nicht auskeimen oder wachsen,
wenn Fumarat oder Nitrat als mogliche Elektronenakzeptoren zur Verfiigung stehen (van Keulen et
al., 2007). Fischer et al. (2010) konnten demnach durch Analyse von nar-Deletionsmutanten zeigen,
dass die Expression aller drei nar-Operone zur Bildung von anaerob aktiven Nar-Enzymen fihrt (in
vivo). Damit kann S. coelicolor Nitrat als Elektronenakzeptor nutzen. Die Nar-Enzyme sind
untereinander nicht redundant und in unterschiedlichen Phasen des Lebenszyklus aktiv [Narl in
Sporen, Nar2 in Myzel, Nar3 in stationdrem Myzel (Fischer et al., 2010)].

Welche Relevanz die drei Nar-Enzyme fiir die Energiekonservierung fiir S. coelicolor bei Eintreten
anaerober Bedingungen tragen, ist bislang allerdings nicht geklart, da nur wenige Daten Uber das
Uberdauern und die Uberlebensfihigkeit von S. coelicolor mit Nitrat existieren. Da S. coelicolor als
Modellorganismus fiir die anaerobe Nitratreduktion bisher nicht in den Fokus geriickt ist, liegen
aulerdem wenig genetische noch biochemische Studien zu den Nar-Enzymen vor. Interessant ist in
diesem Zusammenhang vor allem, wie die drei Nar-Enzyme funktionell in den komplexen
Lebenszyklus eingebettet sind und welchen regulatorischen Mechanismen ihre Synthese und
Aktivitat unterliegen.

Im Kontext der Energiekonservierung lber das aerobe Respirationssystem ist vor allem der Aspekt
relevant, ob eine Schnittstelle zwischen der aeroben Atmung mit Sauerstoff und der anaeroben
Atmung mit Nitrat existiert, um eine Anpassung von S. coelicolor an spontan wechselnde

Sauerstoffbedingungen zu gewahrleisten.



Die Beantwortung dieser These fihrt zur experimentellen Abfassung dieser Arbeit. Auf Grundlage der
molekularbiologischen Vorarbeiten von Janet White und Jesse Alderson (JIC, Norwich) sowie den
physiologischen Vorarbeiten von Dr. M. Fischer, war es Ziel dieser Arbeit, die drei Nar-Enzyme von
S. coelicolor funktionell und biochemisch zu charakterisieren und zu zeigen, inwiefern die Bildung von
gleich drei Nar-Enzymen in Bezug auf die Energiekonservierung bei Sauerstoffmangel wahrend des
komplexen Lebenszyklus gerechtfertigt ist. Des Weiteren wird der Aspekt untersucht, inwiefern das
bislang relativ unerforschte Respirationssystem von S. coelicolor mit den bereits untersuchten
Systemen anderer gram-positiver Mikroorganismen vergleichbar ist.

Erstmals erforderte die experimentelle Umsetzung die Etablierung von in vitro-
Untersuchungssystemen und proteinbiochemischen Ansdtzen, um sowohl die Funktionalitdt der
aeroben Respirationskomponenten als auch der Nar-Enzyme in den einzelnen Lebenszyklusphasen zu
charakterisieren.

Gegenstand und Ziel dieser Dissertation sind somit die Charakterisierung eines nitrat-abhangigen
anaeroben Energiekonservierungssystems/Respirationssystems und dessen potenzielle Verbindung

zur aeroben Atmung am Untersuchungsmodell S. coelicolor.



2 Material und Methoden

2.1. Gerdte, Chemikalien und Losungen

Nachfolgend sind alle in der vorliegenden Dissertation verwendeten Gerdte und Chemikalien

aufgelistet. Anderweitige Gerate, die an dieser Stelle nicht gelistet wurden, sind an entsprechender

Stelle im Material-und Methoden-Teil zu finden.

Anaerobzelt
Blotting-Aparatur
Elektroporator
Gel-Dokumentation

Inkubationsschittler
Kugelmihle
Laborwippen
Laminarbox
Lyophilisator
Magnetrihrer

Mikrotiterplatten-Reader
PCR-Thermocycler
pH-Meter
(UV/VIS-)Photometer

Spannungsgeber

Thermoblock
Ultraschall

Vortexer
Waagen

Zentrifugen

Vinyl Glove Box; Coy Laboratories (Michigan, USA)

Fastblot Semi-Dry Blotter (Biometra, Gottingen)

BioRad Gene Pulser, Pulse Controller (BioRad, Miinchen)
UV-Transilluminator (Intas, Gottingen)

Gelelektrophorese Mini-Agarose-Gelkammer (Peqglab, Erlangen)
Midi-Agarose-Gelkammer Professionel Il (Roth, Karlsruhe)
Polyacrylamid-Gelkammer Mini-Protean Tetra Cell, BioRad

TS1 Thermoshaker (Biometra, Gottingen)

Schwingmihle Typ MM2 (Retsch, Haan)

ST5 (CAT, Staufen)

LF MRF 06.12 GS (Steag, Pfullingen)

Alpha 4 (Christ)

MLW R3T; Rihrgeratewerk Medingen (Freital)

VWR VMS-A, VWR (Darmstadt)

Tecan Sunrise (Crailsheim)

T3000, Biometra (Gottingen)

MV870, Pracitronic (Dresden) 761 Calimatric Fa. Knick

Spekol 1500 (Analytik Jena, Jena)

NanoDrop ND-1000 (Peglab, Erlangen)

Uvikon 900, Kontron Instruments (GrofRzimmern)

Power Supplies EV 243 (Peqlab, Erlangen)

PHERO-stab. 300 (Biotec-Fischer, Wembley, Australien)
Trio-Thermoblock, Nr. 9511386 (Biometra, Gottingen)
Generator: Sonoplus GM3100, Ultraschallwandler: Sonoplus UW
3100, Kegelspitze: KE76 (Bandelin electronic, Berlin)

Vortex Genie-2; Scientific Industries (New York, USA)

Feinwaage GR200 Electronic Balance (A&D Company, Tokyo, Japan)
Kern 572 (Kern & Sohn, Balingen-Frommern)

FX-200 Electronic Balance (Tokyo, Japan)

Sorvall RC6 Plus (SLA-3000, SS34, Dupont Instruments, USA)
Rotanta 460R (Hettich-Zentrifugen, Tuttlingen)

Hettich Universal 30 RF (Hettich-Zentrifugen, Tuttlingen)
Eppendorf Zentrifuge 5415C (Eppendorf, Hamburg)
2216 MK (Hermle Labortechnik, Wehningen)
Sorvall Discovery M120 SE (Kendro, Osterode)
L8-60M Ultrazentrifuge (Beckmann, Miinchen)
Sorvall MX120+ Micro-Ultrazentrifuge
Braunschweig)

(ThermoScientific,



Die Chemikalien wurden, wenn nicht anders angegeben, von folgenden Firmen bezogen:

Amersham Bioscience Europe
Fluka

Gerbu

Invitrogen

Merck

Riedel de Haen/Sigma-Aldrich
Roche Diagnostics

Roth

SERVA

Sigma-Aldrich

Verwendete kommerzielle Kits:

High Pure PCR Template Preparation Kit

QlAprep Spin Miniprep Kit
QlAquick Gel Extraction Kit
RNeasy Mini Kit

(Freiburg)
(Buchs, CH)
(Gaiberg)
(Karlsruhe)
(Darmstadt)
(Seelze)
(Mannheim)
(Karlsruhe)
(Heidelberg)

(Steinheim)

(Roche Diagnostics, Mannheim)
(Qiagen, Hilden)
(Qiagen, Hilden)
(Qiagen, Hilden)

RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific, Braunschweig)



2.2.

Alle in der vorliegenden Dissertation verwendeten sowie neu konstruierten Bakterienstimme,

Plasmide und Cosmide sind in der nachfolgenden Ubersicht tabellarisch nach Genotyp und Herkunft

gelistet.

Organismen, Plasmide, Cosmide

Tabelle 2.1.: Ubersicht der verwendeten Plasmide und Cosmide

Plasmid/Cosmid
pET-30a(+)
pET-30a/narG1
pET-30a/narG2
pET-30a/narG2
pMS82

pMS82/5C02152
pMS82/5C02148-50
pMS82/5C02148-51
pMS82/5C02153-56
pMS82/SC03945-46
1C07.2.e05.EZR1.seq
1C07.2.h09.EZR1.seq
6G10A.1.F03
6G10A.2.G04
6G10A.1.FO2
pASK-IBA3(+)

pASK-IBA5(+)

pASK-IBA30212
pASK-IBA50212

Vektor
pPET30a(+)
pET30a(+)
pET30a(+)
pET30a(+)
pMS82

pMS82
pMS82
pMS82
pMS82
pMS82
Supercosl
Supercosl
Supercosl
Supercosl
Supercosl

pASK-IBA3(+)

pASK-IBA5(+)

pASK-IBA3(+)
pASK-IBAS5(+)

Genotyp

Expressionsvektor

pET30a(+) mit SCO6535, Kanf
pET30a(+) mit SCO0216, Kan®
pET30a(+) mit SCO4947, Kanf

¢BT1-Derivat, integriert in SCO4848,
Hyg"
pMS82 mit SC02152, HygF®

pMS82 mit SCO2148-50, HygR
pMS82 mit SC02148-51, HygR
pMS82 mit SC02153-56, Hyg"
pMS82 mit SCO3945-46, Hyg®
$C07235::Tn5062, Carb®, Apra®
$C07236::Tn5062, Carb®, Apra®
S$C02152::Tn5062, Carb®, Apra®
$C02153::Tn5062, Carb®, Apra®
$C02150::Tn5062, Carb®, Apra®

Expressionsvektor, fl-IG, bla, ori, tipp,
tet-Repressor, tetA-
Promotor/Operator, Strep-Tag Il C-
terminal

Expressionsvektor, fl-IG, bla, ori, tipp,
tet-Repressor, tetA-
Promotor/Operator, Strep-Tag Il N-
terminal

pASK-IBA3(+) mit SC00212

pASK-IBAS(+) mit SCO0212

Referenz
Novagen, USA
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit

Gregory et al., 2003

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit

diese Arbeit

IBA Technologies, Gottingen

IBA Technologies, Gottingen

diese Arbeit

diese Arbeit




Tabelle 2.2.: Ubersicht der verwendeten und neu konstruierten E. coli-Stimme

Escherichia coli-Stamm

MC4100

XL1-Blue

DH5a

JM109

Rosetta (DE3)/pLysS

XL1-pET30a-narG1
XL1-pET30a-narG2
XL1-pET30a-narG3
XL1-1BA3/0212

XL1-1BA5/0212
Rosetta-pET30a/narG1
Rosetta-pET30a/narG2
Rosetta-pET30a/narG3
Rosetta-IBA3/0212
Rosetta-IBA5/0212
JM109-E05
JM109-H09
JM109-F03
JM109-G04
JM109-F02
JM109/pMS82
DH5a/pMS82-3945-46
DH5a/pMS82-2148-50
DH5a/pMS82-2148-51
DH5a/pMS82-2153-56
DH5a/pMS82-2152
ET12567/pUZ8002

ET12567/pMS82-3945-46
ET12567/pMS82-2148-50

ET12567/pMS82-2148-51

Genotyp

F araD 139 A (argF-lac) U 169 ptsF25 deoC1
relAl flbB530 rpsL 150 A

hsdR17 endA1 supE44, thi-1, recAl, gyrA96,
relAl, lac

[F proAB, lacl2AM15, Tn10], Tet®

F- ¢80lacZAM15 A(lacZYA-argF)U169 recAl
endA1 hsdR17(r¢,mk’) phoA supE44 thi-1
gyrA96 relAI\-

F traD36 proAB lacl? A(lacZ)M15/A(lac-
proAB) ginV44 e14- gyrA96 recAl relAl
endA1 thi hsdR17

F ompT hsdSs(Re'ms’) gal dem N(DE3[lacl
lavUV5-T7 gene 1 ind1
sam7nin5])pLysSRARE (Cam®)CmF

XL1-Blue mit pET30a-narG1, Tet®, Kan®

XL1-Blue mit pET30a-narG2, Tet®?, Kan®
XL1-Blue mit pET30a-narG3, Tet?, Kan®

XL1-Blue mit pASK-IBA3SC00212, TetF,
AmpR
XL1-Blue mit pASK-IBA5SC00212 Tet®?, AmpF

Rosetta mit pET30a-narG1, CmR, Kan®
Rosetta mit pET30a-narG2, CmR, Kan®
Rosetta mit pET30a-narG3, CmR, Kan®
Rosetta mit pASK-IBA3SC00212, CmFf, AmpR®
Rosetta mit pASK-IBA5SC00212 CmR, Amp®
Cosmid 1C07.2.e05.EZR1.seq, Carb®, Apra®
Cosmid 1€07.2.h09.EZR1.seq, Carb®, Apra®
Cosmid 6G10A.1.F03, Carb®, Apra®

Cosmid 6G10A.2.G04, Carb®, Apra®

Cosmid 6G10A.1.F02, CarbR, ApraR

JM109 mit pMS82, HygR

DH5a mit pMS82/SC03945-46, Hyg"

DH5a mit pMS82/5C02148-50, Hyg®

DH5a mit pMS82/5C02148-51, Hyg®

DH5a mit pMS82/5C02153-56, Hyg®

DH5a mit pMS82/SC02152, Hyg®

Adam, Adecm, AhsdS; tra auf pUZ8002, CmR,
Kanf

Wie ET12567/pUZ8002 mit
pMS82/5C03945-46, HygR, Kan®

Wie ET12567/pUZ8002 mit
pMS82/5C02148-50, Hyg®, Kan®

Wie ET12567/pUZ8002 mit
pMS82/5C02148-51, HygR, Kan®

Referenz

Casadaban und Cohen, 1979

Stratagene, Amsterdam, NL

Bethesda Research Laboratories

Yanisch-Perron et al., 1985

Novagen

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit
Fernandez-Martinez et al., 2010
Fernandez-Martinez et al., 2010
Fernandez-Martinez et al., 2010
Fernandez-Martinez et al., 2010
Fernandez-Martinez et al., 2010
diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

MacNeil et al., 1992

diese Arbeit
diese Arbeit

diese Arbeit




ET12567/pMS82-2153-56 Wie ET12567/pUZ8002 mit diese Arbeit
pMS82/SC02153-56, HygF, Kan®

ET12567/pMS82-2152 Wie ET12567/pUZ8002 mit diese Arbeit
pMS82/5C02152, HygR, Kan®

ET12567-E05 Wie ET12567/pUZ8002 mit diese Arbeit
1C07.2.e05.EZR1.seq, Kan®, CarbR, Apra®

ET12567-H09 Wie ET12567/pUZ8002 mit diese Arbeit
1C07.2.h09.EZR1.seq, Kan®, Carb®, Apra®

ET12567-F03 Wie ET12567/pUZ8002 mit 6G10A.1.F03, diese Arbeit
KanR, Carb®, Apra®

ET12567-G04 Wie ET12567/pUZ8002 mit 6G10A.2.G04, diese Arbeit
Kan®, Carb®, Apra®

ET12567-F02 Wie ET12567/pUZ8002 mit 6G10A.1.F02, diese Arbeit

KanR, Carb®, Apra®

Tabelle 2.3.: Ubersicht der verwendeten und neu konstruierten S. coelicolor-Stimme

S. coelicolor A3(2) Stamm Genotyp

M145 (Wildtyp) SCP1, SCP2"

Untersuchung der Nar-Enzyme

NM92 AnarGHJI; AnarG2H2J12; AnarG3H3J313
NM1821 M145 ASCO1821::aac(3)IV

NM29 AnarGHJI; AnarG2H2J12

NM59 AnarGHJI, AnarG3H3J313

NM68 AnarG2H2J12; AnarG3H3J313

NM24 AnarGHJI

NM3 AnarG2H2J12

NM27 AnarG3H3J313

M559 AredA

COE285 M145 SC00213::Tn5062

COE404 M145 SC00213::Tn5062 + pMS82nark2
COE301 M145 SC02959::Tn5062

COE403 M145 SC02959::Tn5062 + pMS82narK1
COE382 M145 SC00203::Tn5062

COE432 M145 SC00203::Tn5062 + pMS82-SC00203

Untersuchung der Cytochrom-Oxidasen

COE190 ASCO3945-46
COE192 ASCO2148-56
COE193 wie COE192, ASCO2148-56

Referenz

Kieser et al., (2000)

Fischer etal., 2010

Fischer et al., 2010

Fischer, Falke et al., 2013
Fischer, Falke et al., 2013
Fischer, Falke et al., 2013
Fischer, Falke et al., 2013
Fischer, Falke et al., 2013
Fischer, Falke et al., 2013

Janet White, JIC Norwich,
Stamm ist Bestandteil der
Laborsammlung

Fischer etal., 2014

Fischeretal., 2014
Fischer et al., 2014
Fischer et al., 2014
P. Haase, MLU Halle
T. Pawlik, MLU Halle

Jesse Alderson, JIC
Norwich
Jesse Alderson, JIC
Norwich

Jesse Alderson, JIC
Norwich



COE437 COE190 pMS82/SC03945-46 diese Arbeit

COE441 COE192 pMS82/SC02152 diese Arbeit
COE450 COE192 pMS82/5C02148-50 diese Arbeit
COE452 COE192 pMS82/5€02148-51 diese Arbeit
COE454 COE192 pMS82/SC02153-56 diese Arbeit
COE460 M145 SCO7236::Tn5062 diese Arbeit
COE462 M145 SCO7234::Tn5062 diese Arbeit
COE464 COE192 SC0O7234::Tn5062 diese Arbeit
COE466 COE192 SCO7236::Tn5062 diese Arbeit
COE468 COE190 SC0O7236::Tn5062 diese Arbeit
COE470 COE190 SC0O7234::Tn5062 diese Arbeit
COE472 M145 SC02152::Tn5062 diese Arbeit
COE474 M145 SC02153::Tn5062 diese Arbeit
COE502 M145 SC02150::Tn5062 diese Arbeit
COE520 COE502 pMS82/5C02148-50 diese Arbeit
COE522 COE502 pMS82/5C02148-51 diese Arbeit

2.3. Nahrmedien und Zusitze

Die Anzucht und Kultivierung der verwendeten Bakterienstimme erfolgte in den nachfolgend
aufgelisteten Nahrmedien. Alle Ndhrmedien wurden zuvor bei 121 °C fiir 20 min autoklaviert,
hitzelabile Substanzen und Antibiotika wurden sterilfiltriert (PorengroRe 0,22 uM) und nach dem
Autoklavieren dem abgekiihlten Medium steril zugesetzt. Wenn nicht anders angegeben, wurden alle

Medien und Zuséatze in zweifach entionisiertem H,0 (H204est.) gelost.

2.3.1. Vollmedien zur Anzucht und Kultivierung von E. coli und S. coelicolor

Lysogenic Broth (LB) (Sambrook et al., 1989)

Zur Anzucht von E. coli im Vollmedium wurde LB-Medium nach Miller verwendet:

Hefeextrakt 0,5 % (w/v)
Pepton 1% (w/v)
(aus Casein, tryptisch verdaut)

NaCl 0,5 % (w/v)
(Agar-Agar) 1,5 % (w/v)

Zur Selektion rekombinanter Klone Uber Zusidtze wie Apramycin und/oder Hygromycin, erfolgte die

Anzucht von E. coli in LB-Medium nach Luria mit der niedrigsten Salzkonzentration (0,05 %), da hohe



Salzkonzentration die freie Verfligbarkeit und somit die Wirkstoffkonzentration der Antibiotika
beeinflusst. Zur Herstellung von LB-Festmedium wurde dem Nahrmedium 1,5 % (w/v) Agar-Agar

zugesetzt.

Soya Flour Mannitol (SFM) Medium

Zur Anzucht und Kultivierung von S. coelicolor wurde SFM-Medium, gel6st in Leitungswasser, als

Sporulationsmedium verwendet:
Sojamehl 2% (w/v)
D-Mannitol 2 % (w/v)

Agar-Agar 2% (w/v)

Tryptone Soya Broth (TSB)

Flr die Anzucht in Flissigkultur wurde als Vollmedium 3 % TSB (Oxoid) in H,Ogest gelost.

TB-Medium (terrific broth)

Zur Produktion von Strep-Tag-llI-Fusionen wurden die Expressionskulturen in terrific broth TB-

Medium kultiviert.

Pepton 12 g

(aus Casein, tryptisch verdaut)

Hefeextrakt 24 ¢
Glycerin 4 ml
H20gest. ad 850 ml

Die Zusatze sind der Tabelle 2.4 zu entnehmen. Soweit nicht anders angegeben wurde diese

ebenfalls bei 121 °C autoklaviert oder sterilfiltriert und dem Medium separat zugesetzt.

Tabelle 2.4.: TB-Medium Zusatze

Zusatz Stamml6sung Endkonzentration
Aspartat 20 % (w/v) in H2Ogest; steril filtriert 0,375 % (v/v)
Kaliumphosphatpuffer pH 7,0 1 M in H2Odest. 100 mM

Glucose 20 % (w/v) in H2Odest. 0,8 % (v/v)

MgSOA 1Min HZOdest, 2mM

Anhydrotetracyclin (AHT) 2 mg/ml in DMF; steril filtriert 0,2 ug/ml




2.3.2. Nahrmedienzusitze
MOPS-Puffer
Flr die Kultivierung von S. coelicolor in Flussigkultur sowie fiir Inkubationsassays wurde 2 M MOPS-

Puffer mit einem pH-Wert von 7,2 zur Einstellung eines pH-Wertes von 7,0 im Medium verwendet.

Natrium-Kalium-Phosphat-Puffer

Flr Inkubationsversuche mit dem Zusatz Phosphat wurde eine 0,5 molare Stammldsung Natrium-
Kalium-Phosphat-Puffer pH 7,0 hergestellt. Die Einstellung des pH-Wertes erfolgte Uber das
Mischungsverhaltnis der 0,5 molaren Komponenten Dikaliumhydrogenphosphat und

Natriumdihydrogenphosphat.
Antibiotika
Nachfolgend sind die bei den Anzuchten und Inkubationsassays verwendeten Antibiotika gelistet. Die

Stammlésungen wurden steril filtriert und bei -20 °C gelagert.

Tabelle 2.5.: Ubersicht der verwendeten Antibiotika

Antibiotikum StammlG6sung Endkonzentration im Medium
Ampicillin 125 mg/ml in H2Ogest. 125 pg/ml

Chloramphenicol 50 mg/ml in Ethanol 25 pg/ml

Kanamycin 50 mg/ml in H2Odest. 25 pg/ml

Apramycin 100 mg/ml in H2Ogest 25 pg/ml

Carbenicillin 100 mg/ml in H2Odest 100 pg/ml

Hygromycin B 50 mg/ml in H2Odest 8 ug/ml

Nalidixinsaure 25 mg/mlin 0,3 M NaOH 25 pg/ml

2.4. Mikrobiologische Methoden

2.4.1. Zellanzucht und Ernte von E. coli

Zur Standardkultivierung wurden die in Tabelle 2.1 gelisteten E. coli-Stamme in LB-Flissigmedium
(schittelnd bei 200 Upm) oder LB-Festmedium mit den in Tabelle 2.5 angegebenen Antibiotika-
Zusatzen flr 12 h bei 37 °C kultiviert. Dabei erfolgte das Beimpfen der Flissigkultur generell mit
Einzelkolonien eines 13-Strich-Verdiinnungsausstriches. Zur Plasmid- bzw- Cosmid-Prdparation

wurden die Kulturen bei 2.370 x g fiir 5 min pelletiert.

Aerobe Anzucht von Expressionskulturen
Zur Produktion von Fusions-Proteinen wurden die Expressionsstamme in Schikanekolben kultiviert,
die das 5fache des Anzuchtvolumens fassen, was eine optimale Sauerstoffversorgung gewahrleistet.

Dem Medium wurde vor dem Beimpfen das entsprechende Antibiotikum zugesetzt und die Kultur



anschlieRend bei 37 °C (Uberexpression von His-Tag-Fusionen) bzw. 30 °C (Uberexpression von Strep-
Tag-lI-Fusionen) auf einem Rundschiittler bei 100 Upm inkubiert. Die Zellernte erfolgte durch

Zentrifugation bei 4 °C, 2.990 x g fiir 20 min.

2.4.2. Zellanzucht und Ernte von S. coelicolor

I. Herstellung eines Standardmyzelgemisches fiir Inokula

Durch das filamentdse Wachstum von S. coelicolor ist eine Zelldichtebestimmung mit den gangigen
Methoden (ber Bestimmung der optischen Dichte nicht moglich. Fir die Herstellung eines
Standardmyzelgemisches wurde die Pelletgrole nach dem Zentrifugieren als indirekter
Zelldichteparameter gemessen. Dafiir wurden die Kulturen in einem 15 ml Greiner-Réhrchen bei
2.000 x g fur 10 min pelletiert und das Pellet an der Mantellinie des Kreiskegels vom
Zentrifugenréhrchen mit einem Lineal vermessen (Tabelle 2.6). Nach einem in der Arbeitsgruppe
festgelegten Standard wurde das Pellet entsprechend seiner GréRe in 1 x TSB geldst und definierte

Volumen des Standardmyzelgemisches als Inokulum fiir die jeweiligen Kulturansatze eingesetzt.

Tabelle 2.6.: Herstellung eines Standardmyzelgemisches fiir Inokula

PelletgroRe (mm) ad TSB-Medium (ml)

5 2,5
6 4

7 5

8 6,25
9 7,5
10 10
11 11,25
12 15
13 17,5
14 20
15 25

Il. Herstellung einer Standardsporensuspension fiir Inokula

Sporulierte SFM-Agarplatten wurden steril geerntet, filtriert und nach zweimaligen Spilen mit
H2O04est. 2,5 pl bzw. 5 pl der Sporensuspension in eine Kiivette mit 1 ml H,Ogest. Uberflhrt. Es wurde die
OD bei 450 nm ermittelt, beide Messwerte gemittelt und die so bestimmte ODasso der

Sporensuspension fir die Herstellung einer Suspension mit einer OD4so von 10 bzw. 20 genutzt.

lll. Aerobe Anzucht auf Festmedium
Die aerobe Anzucht auf Festmedium (SFM) wurde genutzt, um sporulierte Kolonien von S. coelicolor

als Ausgangsmaterial flir weitere Sporulationsplatten und zur Flissiganzucht zu erhalten. Mit Hilfe



einer Impfose wurden dafiir aus Sporenstammkulturen Vereinzelungsausstriche auf SFM-Agar
angefertigt und die erhaltenen Einzelkolonien fir flichendeckende Ausstriche zur Gewinnung groRRer
Sporenmengen oder zur Anzucht in Flissigkultur genutzt. Die Platten wurden fiir mindestens 4 Tage

bei 30 °C inkubiert.

IV. Aerobe Anzucht in Fliissigmedium

Anzucht von Myzel als Vorkultur

Fir die Anzucht von Myzel als Vorkultur wurden 20 ml TSB-Fliissigmedium (Reagenzgldser Duran,
Wertheim/Main) mit 100 mM MOPS-Puffer versetzt und mit einer sporulierten Einzelkolonie oder
10%ig mit einer bei 4 °C gelagerten Flissigkultur beimpft. Pro Reagenzglas wurde, um eine
ausreichende Sauerstoffversorgung zu gewahrleisten und um Myzelaggregationen zu vermeiden eine
Spiralfeder (Druckfeder, Stump und Schiile, Beuren) eingesetzt. Die Kulturen wurden bei 200 Upm

und 30 °Cfir ca. 2 Tage inkubiert. Der Erntezeitpunkt wurde anhand der Flockendichte festgelegt.

Anzucht von Myzel als standardisierte 15-Stunden-Anzucht — Herstellung exponentielles Myzel

Die standardisierte 15-Stunden-Anzucht wurde genutzt, um exponentielles Myzel der jeweiligen
S. coelicolor-Stamme herzustellen. Eine Vorkultur, wie zuvor beschrieben, diente zunachst als
Ausgangsmaterial fir die Herstellung eines Standardmyzelgemisches (2.4.2 1). 20 ml TSB-
Flissigmedium + 100 mM MOPS-Puffer wurden als Hauptkultur 10%ig mit dem
Standardmyzelgemisch angeimpft und die Hauptkultur fir 15 h bei 30 °C und 200 Upm schiittelnd

inkubiert.

Anzucht von Myzel zur Préparation hochkonzentrierter Membranfraktionen

Zur Praparation hochkonzentrierter Membranfraktion fir die Aufnahme von Redox-
Differenzspektren wurden 300 ml TSB-Fliissigmedium in einem 500 ml Erlenmeyerkolben mit 40 ml
exponentiellem Myzel beimpft und auf einem Rihrer bei 200 Upm bis zur Bildung einer
hochdispersen Myzelkultur bei 30 °C inkubiert. Um eine gesteigerte Schaumbildung zu vermeiden
wurden dem Ansatz 1 pl Struktol J70 (Antischaummittel, “Struktol“ GmbH, Germany) zugesetzt. Flr
eine optimale Beliftung und Sauerstoffversorgung erfolgte die Anzucht unter kontinuierlicher
Begasung mit Druckluft Gber zwei Ausstrémersteine. Das Myzel wurde bei 2.570 x g fir 10 min
pelletiert, einmal mit 100 mM Kalium/Kalium-Phosphatpuffer (KPP, pH 7,2) gesptilt und das Pellet bis

zum Zellaufschluss bei -20 °C gelagert.



V. Anaerobe Inkubation von Sporen und aerobe Inkubation von Myzel in Puffer

Anaerobe Inkubation von Sporen

Zur Untersuchung der Narl-bedingten Nitritbildung in Sporen wurden in sterile Hungate-
Kulturréhrchen jeweils 500 pl doppelt konzentrierter Sporeninkubationspuffer (100 mM MOPS pH
7,2, 10 mM NaNOs) und 500 pl einer Standardsporensuspension mit einer ODsso von 10 bzw. 20
Uberfiihrt, sodass im Ansatz Sporendichten mit einer ODsso von 5 bzw. 10 vorlagen. Die Hungate-
Réhrchen wurden mit sterilen Stopfen verschlossen und die Ansatze unter Stickstoff-Atmosphare 10
min bei 0,25 bar steril begast (Sterilfilter PTFE vor der Eingangskaniile). Die Inkubation erfolgte fiir 5
bzw. 24 h bei 30 °C und schiittelnd bei 200 Upm.

Aerobe Inkubation von Myzel

Zur Induktion der Nar3-Synthese wurde exponentiell angezogenes Myzel (20 x 20 ml Flussigkultur) 5
min bei 2.570 x g und 4 °C pelletiert, zweimal mit eiskaltem H;Oqest. gespiilt und das Pellet in 300 ml
eiskaltem H,0gest. suspendiert. Je 20 ml des gespiilten Myzels wurden in 20 ml doppelt konzentrierten
Myzel-Inkubationspuffer (MIP I-VI, Tabelle 2.7) umgesetzt und in 250 ml Serumflaschen fiir 5 bis 6,5 h
liegend bei 170 Upm und 30 °C inkubiert. Um der Entstehung eines anaeroben Milieus in der nicht
begasten Serumflasche entgegenzuwirken, wurde nach 2,5 h lber eine Kaniile steril Luft zugefiihrt.
Das Myzel wurde bei 2.570 x g, 4 °C und fur 10 min geerntet und bis zum Zellaufschluss bei -20 °C

gelagert.

Tabelle 2.7.: verwendete Inkubationspuffer zur Nar3-Induktion

2fach konzentriert MIP-I MIP-I1I MIP-llI MIP-IV MIP-V MIP-VI
Glukose (1 M) 180 mM 180 mM 180 mM 180 mM 180 mM 180 mM
MOPS (2 M) 200 mM 200 mM 200 mM 200 mM 200 mM 200 mM
Na/K-Phosphatpuffer - 40 mM - 40 mM - 40 mM
(0,5 M)

TSB - - 2% 2% 4% 4%
NaNOs (1 M) +/-20mM  +/-20mM  +/-20mM  +/-20mM  +/-20 mM +/-20 mM

Aerobe Anzucht von Myzel unter Nar3-Bedingungen zur RNA-Isolation

Zur vergleichenden Analyse der gebildeten narG3-Transkripte und Synthese der katalytischen
Untereinheit NarG3 unter Phosphateinfluss wurde exponentiell angezogenes Myzel geerntet, mit
H20udest. gesplilt und in Myzelinkubationspuffer (2fach konzentriert: 80 mM Glukose, 2 mM NaNOs,
100 mM MOPS, +/- 50 mM Na/Kalium-Phosphatpuffer) umgesetzt. Die Inkubation erfolgte fir mind.

5 Stunden bei 30 °C und 60 Upm in 300 ml Erlenmeyerkolben mit einem Anzuchtvolumen von 50 ml.



Die Induktion von Nar3 wurde mittels Nitritbildungs-Assay (2.8.1.) liberprift. Das Myzel wurde fir 5

min bei 2.570 x g, 4 °C zentrifugiert und bis zur Protein- und RNA-Isolation bei -20 °C gelagert.

VI. Zellaufschluss und Fraktionierung

Sporenaufschluss und Fraktionierung

Die zentrifugierten Sporen wurden vor dem Aufschluss bei -20 °C gelagert. Fir den Aufschluss wurde
das Sporenpellet im 2fachen Volumen 100 mM KPP pH 7,2 mit Zusatz von 4 pl/ml DNase
(Stammlésung 10 U/pl, Gerbu, Gaiberg) und 2 ul/ml PMSF (Stammldsung 0,2 M, gel6st in
Isopropanol) suspendiert und in 1,5 ml safe-lock-tubes mit Sporenaufschlussmischung Gberfihrt. Die
Sporen wurden fiir 30 min in der Kugelmihle (bei -80 °C vorgekiihlt Einsatze) mit maximaler
Schwingung aufgeschlossen. Nach 10-minitiger Inkubation auf Eis wurden die Zelltrimmer und nicht
aufgeschlossene Sporen bei 21.380 x g, 4 °C fiir 20 min zentrifugiert. Das erhaltene Rohextrakt wurde
bis zur Verwendung auf Eis gelagert oder zur Membranfraktion bei 130 000 x g und 4 °C fir 1 h
weiter fraktioniert. Die Membranfraktion wurde zur Entfernung unspezifisch gebundener

cytoplasmatischer Proteine mit 100 mM Tris-HCl pH 7,4 + 150 mM NacCl gewaschen.

Sporenaufschlussmischung

1 Glasperle Kalknatron-Glas (Roth) 0,08¢g
Glasperlen Kalknatron-Glas 1,25 mm,— 1,55 mm 04¢g
Miniglasperlen (0,1 mm) 04¢g

Mpyzelaufschluss und Fraktionierung

Geerntetes Myzel wurde ebenfalls vor dem Aufschluss bei -20 °C gelagert. Zur Gewinnung von Myzel-
Rohextrakt wurde dieses im 2fachen Volumen 100 mM KPP pH 7,2 mit Zusatz von 4 pl/ml DNase
(Gerbu, Gaiberg) und 2 pl/ml PMSF (Stammldsung 0,2 M, geldst in Isopropanol) suspendiert und
mittels Ultraschall (KE76, Puls 0,5-0,5 s, 3 x 2 min, 25 Watt) aufgeschlossen. Das Lysat wurde durch
Zentrifugation bei 21.380 x g und 4 °C fir 20 min von Zelltrimmern und nicht aufgeschlossenem
Myzel getrennt. Das erhaltene Rohextrakt wurde bis zur Verwendung auf Eis gelagert oder zur
Membranfraktion bei 130.000 x g und 4 °C fiir 1 h weiter fraktioniert. Zur Entfernung unspezifisch
gebundener zytoplasmatischer Proteine wurde die Membranfraktion mit 100 mM Tris-HCl pH 7,4 mit

150 mM NaCl gewaschen.



2.4.3. Stammbhaltung

I. Herstellung von Stammkulturen E. coli

E. coli-Stamme wurden auf LB-Agar (je nach Antibiotika-Einsatz auf Miller bzw. Luria, 2.3.1) vereinzelt
und bei 37 °C fur 12 h kultiviert. Zur langerfristigen Lagerung wurden die Nahragarplatten bei 4 °C
aufbewahrt. Fir eine dauerhafte Lagerung wurden Einzelkolonien der E. coli-Stamme in Fllssigkultur
fir 12 h bei 37 °C schittelnd kultiviert und anschliefend 1 ml der Kultur mit 450 pl LB-Glycerin-1:2-

Gemisch versetzt und als Glycerinkultur bei -80 °C gelagert.

Il. Herstellung von Stammbkulturen S. coelicolor
Zur dauerhaften Lagerung von S. coelicolor wurden frisch geerntete Sporen 2-mal mit H,O gest.
gesplilt, das Pellet in 20 % Glycerin suspendiert und nach Inkubation fiir 10 min auf Eis ebenfalls bei -

80 °C gelagert.

2.5. Molekularbiologische Methoden

Zur Inaktivierung von Nukleasen wurden alle hitzebestandigen Gerate, verwendete L&sungen,
Pipettenspitzen fiir 20 min bei 121 °C autoklaviert. Fiir Arbeiten mit RNA wurden alle verwendeten
Gerate 2-mal autoklaviert. Alle hitzelabilen Gerate sowie die Arbeitsflaichen wurden zum Schutz vor

Kontaminationen zuvor mit 70%igem (v/v) Ethanol behandelt.

2.5.1. Isolierung von Nukleinsauren

I. Isolierung von Plasmid- und Cosmid-DNA mit kommerziellem Kit

Die Isolierung reiner Plasmid-DNA fir Transformationsexperimente und Sequenzierungsreaktionen
erfolgte mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden). 5 ml Flssigkultur wurden pelletiert und
nach Protokoll des Herstellers zur Plasmid-Isolation eingesetzt. Die Elution erfolgte in 30 pl H2Ogest.

(Plasmid-Isolation) bzw. 30 pl 70 °C-temperiertem H;Ogest. (Cosmid-Isolation).

Il. Isolierung von genomischer DNA aus Myzel von S. coelicolor mittels kommerziellem Kit

Fir die Isolierung genomischer DNA aus Myzel wurde dieses als 20 ml Kultur in TSB angezogen,
pelletiert (2.570 x g, 5 min) und in 2 Aliquots aufgeteilt. Das Pellet wurde in 700 ul TE25S-Puffer
(25 mM Tris-HCI, pH 8, 25 mM EDTA, 0,3 M Saccharose) resuspendiert, dem Ansatz zum
Zellaufschluss 1 mg Lysozym (Stamml6sung 100 mg/ml, was 100.000 U/mg entspricht) und 0,1 mg
RNase A (Typ Il A, Stammldsung mit 10 mg/ml, entspricht 93 Kunitz U/mg) zugesetzt und der
Aufschluss unter mehrmaligen Invertieren bei 37 °C fir 60 min inkubiert. Die Isolation der Gesamt-

DNA erfolgte mit Hilfe des High Pure PCR Template Preparation Kit von Roche nach Protokoll des



Herstellers. Die Gesamt-DNA wurde mit 200 pl 70 °C temperierten Elutionspuffer eluiert. Das Eluat

wurde bei -20 °C gelagert.

Il Isolierung von Gesamt-RNA aus S. coelicolor (Fischer, Falke et al., 2013)

Die Anzucht/Vorbehandlung der Streptomyces-Kulturen sowie der gewebespezifische Zellaufschluss
zur lsolierung der Gesamt-RNA aus Sporen, Luftmyzel, exponentiellem Myzel sowie stationar
angezogenem Myzel ist den Experimental Procedures von Fischer, Falke et al. (2013) zu entnehmen.
Fir die RNA-Isolation von Nar3-induzierten Myzelproben wurde das Myzel wie unter 2.4.2 V
beschrieben inkubiert und mittels Ultraschall aufgeschlossen. Die Isolation der Gesamt-RNA selbst

wurde mit dem RNeasy Mini-Kit (Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben durchgefiihrt.

Qualitatskontrolle der isolierten Gesamt-RNA

Durch elektrophoretische Auftrennung der isolierten Gesamt-RNA auf ein 1%iges Agarosegel (2.5.6)
wurde eine mogliche Degradierung der RNA Uberpriift. Bei hochwertiger, reiner RNA sollte die 16S

und 23S-rRNA als scharfe Banden detektierbar sein.

IV. cDNA-Synthese von isolierter Gesamt-RNA

Die isolierte Gesamt-RNA wurde mit Hilfe des RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo
Fisher Scientific) in cDNA umgeschrieben. Sofern nicht anders angegeben wurden fiir die cDNA-
Synthese 600 — 2.000 ng Gesamt-RNA eingesetzt und mit Random Hexamer Primern nach

Herstellerangaben in cDNA umgeschrieben.

2.5.2. Konzentrationsbestimmung von isolierten Nukleinsduren

Die Konzentration der gereinigten Nukleinsdurelésungen wurde photometrisch mit Hilfe des
Nanodrops (Peqlab, Erlangen) bestimmt. Bei doppelstrangiger DNA entspricht die OD2s=1 einer
Konzentration von 50 pg/ml, bei RNA entspricht diese einer Konzentration von 40 pg/ml. Der
Quotient OD260:0D230 gibt Aufschluss Uber die Reinheit der DNA- bzw. RNA-Proben, der unter

optimalen Bedingungen zwischen 1,8 — 1,9 liegt.

2.5.3. Amplifikation von DNA-Fragmenten
Um spezifische DNA-Fragmente aus der genomischen DNA von S. coelicolor sowie rekombinanter

Plasmid-DNA zu amplifizieren, wurde das Prinzip der PCR (polymerase chain reaction; Mullis et al.,



1992) angewendet. Dies ermdglicht die Amplifikation einzelner DNA-Fragmente in hoher Kopienzahl

(Saiki et al., 1992).

I. Standard-PCR

Die PCR-Reaktionen wurden im PCR-Thermocycler T 3000 (Biometra, Gottingen) durchgefiihrt. Je
nach Verwendungszweck des erzeugten Amplifikats wurden verschiedene hitzestabile Polymerasen
genutzt. GC-reiche Amplifikate von S. coelicolor fiir Klonierungsreaktionen (Herstellung der
Expressionsvektoren, Erstellung der Komplementationskonstrukte) wurden unter Verwendung der
Herculase 1l Fusion-DNA Polymerase (Agilent) oder der Q5 Hot-Start DNA Polymerase (NEB) erzeugt.
Diese besitzen eine 3 5-Exonuklease-Aktivitdt (proof-reading), was zur Reduktion der Fehlerrate
bei der Amplifikation flihrt. Um eine vollstandige Denaturierung der GC-reichen Streptomyces-DNA
zu ermoglichen, erfolgte vor Zugabe der Polymerase eine initiale Denaturierung fiir 5 min bei 98 °C.
Fiir analytische PCRs zur Uberpriifung eines Plasmid-Inserts wurde die Dream-Tag-DNA-Polymerase
(MBI Fermentas, St. Leon-Roth) genutzt. Die Zusammensetzung der Standard-PCR-Ansatze sowie die

Amplifizierungsprogramme sind nachfolgend tabellarisch gelistet.

Tabelle 2.8.: PCR-Ansdtze bei Verwendung der verschiedenen Polymerasen

Komponenten Dream-Tag- Herculase Il Fusion Q5 Hot Start High-Fidelity DNA-
P DNA-Polymerase = DNA-Polymerase Polymerase

template-DNA (50-200 ng) 1yl 1ul 1yl

DMSO 4% 4% 4%

10 x Reaktionspuffer 2 ul -

5 x Herculase-Puffer - 10 ul

5 x Q5 Reaktionspuffer 10 ul

5 x Q5 High GC Enhancer 10 ul

Primer forward 0,5 pl 1,25 pl 1,25

(10 pmol/ul)

Primer reverse 0,5 ul 1,25 pl 1,25

(10 pmol/ul)

dNTP-Mix (40 mM) 0,5 pl - 0,25 ul

dNTP-Mix (100 mM) - 0,5 ul -

Polymerase (1 U) 1yl 0,5 ul 0,5 ul

H20dest. ad 20 ad 50 ad 50 ul




Tabelle 2.9.: Amplifikationsprogramme der verwendeten Polymerasen

Amplifikations- Dream-Tag- Herculase Il Fusion DNA- Hot Start High-Fidelity
programm DNA-Polymerase Polymerase Q5 DNA-Polymerase
Initiale 95 °C, 10 min 98 °C, 5 min 98 °C, 5 min

Denaturierung

Pause - Zugabe der Polymerase Zugabe der Polymerase
Denaturierung 95°C, 155 98 °C, 20 s 98 °C, 20s

Annealing 55°C-66°C,30s 33x 58°C-68°C,20s 30 x 58°C-68°C, 20s 30 x
Extension 72°C,30s -4 mins 72°C,60s -130s 72°C,60s -130s

Final Extension 72 °C, 5 min 72 °C, 3 min 72 °C, 3 min

Pause 4°C 4°C 4°C

Die Extension-Zeit variierte je nach Lange des zu erwartenden PCR-Produktes. Zudem wurde die
gewdhlte Extension-Zeit an die Syntheseleistung der jeweiligen Polymerase angepasst.
Die Annealing-Temperatur in den Amplifizierungsprogrammen wurde in Abhdngigkeit der

errechneten Schmelztemperatur der verwendeten Primer ermittelt (Gleichung 1).

Berechnung der Schmelztemperatur (Bertram und Gassen, 1991)

Gleichung 1 T =2°Cx Anzahl der A/T-Paare + 4 °C x Anzahl der G/C-Paare

T =Schmelztemperatur

A/T = Adenin/Thymin
G/C = Guanin/Cytosin

Fir eine optimale Anlagerung der Primer wurde diese 5 °C unter der berechneten
Schmelztemperatur der Primer gewahlt.

Die verwendeten Primer fur die PCR-Reaktion sind der Tabelle 8.1. (Anhang) zu entnehmen.

Zur direkten Uberpriifung von Transformanden auf das Vorhandensein des korrekten Plasmid-Inserts
wurden E. coli-Einzelkolonien als Matrize fir die PCR eingesetzt (Kolonie-PCR). Das Koloniematerial
wurde direkt im PCR-Gefal in HyOgest. suspendiert und die Zellen durch 10-minitige Denaturierung
bei 98 °C im PCR-Cycler mit anschlieBender 10-minitiger Inkubation bei 80 °C aufgeschlossen. Die
PCR am aufgeschlossenen Zellmaterial erfolgte nach Zugabe des PCR-Reaktionsmixes mit der

DreamTaq DNA-Polymerase.



Il. RT-PCR (Reverse Transkriptase-PCR)

Zum Nachweis spezifischer mRNA-Transkripte in S. coelicolor wurde die isolierte Gesamt-RNA
zundchst wie unter 2.5.1 IV beschrieben mit Random Hexamer-Primern umgeschrieben und
anschlieBend an der synthetisierten ¢cDNA die PCR mit der DreamTaq DNA-Polymerase und
genspezifischen Primern zum Nachweis gebildeter Transkripte durchgefiihrt (Reverse Transkriptase-

PCR). Als template wurden 50 - 100 ng cDNA eingesetzt.

2.5.4. Enzymatische Modifikation von DNA-Abschnitten

I. DNA-Spaltung mit Restriktionsendonukleasen

Die Restriktion von isolierter DNA erfolgte nach Herstellerangaben fiir die verwendeten
Restriktionsenzyme (New England Biolabs; MBI Fermentas) unter den jeweiligen angegebenen
Bedingungen fiir Reaktionstemperatur, Restriktionspuffer und der einsetzbaren Enzymkonzentration.
Flr die DNA-Spaltung wurden 0,5 pg DNA in einem 30 pl Ansatz eingesetzt und die Reaktion durch
die Zugabe von 0,1 Vol. des entsprechenden Reaktionspuffers bzw. 0,2 Vol. bei Einsatz eines 2fach
Puffers bei Doppelverdau sowie der Zusatz des Restriktionsenzyms in einer Konzentration von
2 — 10 U/ug DNA (maximaler Anteil des Enzyms am Gesamtvolumen = 10%) gestartet. Die
Restriktionsansdtze wurden fiir mindestens 3 h oder Uber Nacht bei 37 °C inkubiert und die
Restriktionsendonukleasen zum Abstoppen der Reaktion bei 65 °C fiir 10 min hitzeinaktiviert. Zur

Kontrolle der Restriktion wurde der Ansatz auf ein 1%iges (w/v) Agarosegel aufgetragen.

Stopplosung/Probenpuffer

Glycerin (v/v) 40 %
Bromphenolblau (w/v) 0,25 %
Xylencyanol (w/v) 0,25 %

Il. Ligation von DNA-Fragmenten

Die Reaktionen wurden fiir gewoéhnlich in einem 10 pl Ligationsansatz durchgefiihrt. Fiir die Ligation
von spezifischen DNA-Fragmenten in einen linearisierten Vektor wurden die Fragmente sowie der
Vektor mit dem gleichen Restriktionsenzym gespalten, um kohasive Enden fiir die Ligation zu
erzeugen und anschlieBend Uber Gelextraktion gereinigt. Vektor und DNA wurden in einem
Vektor:DNA-Verhaltnis von 1:3 gemischt und zur Freilegung kohasiver Enden fiir 10 min bei 50 °C

erhitzt. Der Ansatz wurde auf Eis abgekiihlt und 1 pl 10 x Ligasepuffer sowie 1 U T4-DNA-Ligase



(Roche Diagnostics, Mannheim) zugefiigt. Die Ligationsreaktion erfolgte Gber Nacht bei 16 °C. und

wurde durch Erhitzen bei 65 °C fiir 10 min abgestoppt.

Ill. Mikrodialyse von DNA-L6sungen (Marusyk und Sergeant, 1980)

Hohe Salzkonzentrationen beeinflussen die Effizienz des Elektroorationsprozesses. Zur Entfernung
der im Ligationspuffer prasenten Salze wurden Ligationsansatze und Vektoren, die mit Elutionspuffer
von der Saule isoliert wurden, auf einer Dialysemembran (Durapore Membrane Filters 0,025 um GV,

Millipore, Billerica, USA) 30 min gegen H,Oqest. dialysiert.

2.5.5. Herstellung und Selektion rekombinanter E. coli-Klone

I. Herstellung elektrokompetenter Zellen

Fir die Herstellung elektrokompetenter Zellen wurden 100 ml LB-Medium mit einer Vorkultur des
E. coli-Stammes XL1-Blue (Zusatz von Tetrazyklin zum Medium) bzw. DH5a 1 — 2%ig in einem
Klettkolben beimpft und bis zu einer ODggo von 0,5 — 0,8 bei 37 °C auf einem Schiittler inkubiert. Die
Zellen wurden auf zwei sterile 50 ml Greiner-Réhrchen verteilt, fir 20 min auf Eis inkubiert und 10
min bei 4 °C und 2.570 x g pelletiert. Das erhaltene Zellpellet wurde nacheinander zweimal mit 1 Vol.
eiskaltem HyOgest. gewaschen und anschlieBend mit 30 ml sterilem eiskalten 10%igen (v/v) Glycerin
gespult. Das Zellpellet wurde in 0,6 ml eiskalten 10%igen (v/v) Glycerin suspendiert und die Zellen zu
je 50 pl in sterile 1,5 ml Reaktionsgefadlle aliquotiert. Bis zur Verwendung wurden die Aliquots bei

-80 °C gelagert.

Il. Elektroporation

Flr die Elektroporation mit dem Gene Pulser (Biorad, Miinchen) wurden fir gewdhnlich 200 — 250 ng
gereinigter und dialysierter Plasmid-DNA oder maximal 5 pl eines dialysierten Ligationsansatzes
eingesetzt. Ein 50 ul Aliquot elektrokompetenter DH5a-Zellen oder XL1-Blue-Zellen wurde auf Eis
aufgetaut, die DNA zugesetzt und die Suspension fiir 1 min auf Eis inkubiert. Nach Uberfiihrung in
eine vorgekihlte Elektroporationskivette (0,2 cm Elektrodenabstand; VWR, Darmstadt) erfolgte der
Transfer der DNA in die E. coli Zellen bei 25 uF, 2,5 kV und 200 Q. Den Zellen wurde unmittelbar nach
der Pulsgebung 800 ul LB-Medium zugefligt. Der Transformationsansatz wurde anschlieBend fir
mind. 1 h bei 37 °C schittelnd inkubiert und anschlieRend je 200 ul auf Antibiotika-haltigen

Agarplatten ausplattiert. Die Platten wurden fiir 12 h Stunden bei 37 °C inkubiert.



lll. DNA-Sequenzierung

Um die Korrektheit des Inserts zu Uberpriifen und falsch eingebaute Nukleotide durch die DNA-
Polymerase ausschlieRen zu kdnnen wurden die amplifizierten DNA-Sequenzen von der Firma
Seqlab/Microsynth (Goéttingen) nach dem Prinzip der Kettenabbruchmethode von Sanger et al.
(1977) analysiert. Ein Sequenzieransatz von 7 pl enthielt 0,6 pug Plasmid-DNA und 100 pmol
spezifische Primer. Die erhaltenen Sequenzen wurden mit dem Computerprogramm FinchTV
ausgewertet und der Abgleich im Serial Cloner mit gespeicherten DNA-Sequenzen tber das ,National
Center for Biotechnological Information” (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) und der Datenbank StrepDB

(http://strepdb.streptomyces.org.uk/) durchgefiihrt.

2.5.6. Analyse der Nukleinsduren durch Agarosegel-Elektrophorese

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte zu analytischen oder praparativen Zwecken mittels
horizontaler Gelelektrophorese (Roth). Sofern nicht anders angegeben, wurden je nach der zu
erwartenden GroéRe des DNA-Fragmentes ein 0,8 — 1%iges Agarosegel (w/v in 1 x TAE) angefertigt.
Als Laufpuffer diente ebenfalls 1 x TAE-Puffer. Die Proben wurden vor dem Elektrophorese-Lauf mit
0,2 Vol. DNA-Probenpuffer versetzt und anschlielend bei 80 — 100 V fir ca. 1 h separiert. Als
Lingenstandard wurde Pstl-verdaute A-Phagen-DNA (0,3 pg/pl; MBI Fermentas) in einem
GroRenbereich von 0,25 kb — 1,5 kb eingesetzt.

50 x TAE-Puffer

EDTA 0,05 M
Tris/HCI 2M
Essigsaure (v/v) 1%
pH 8,0

Fiir die Detektion der aufgetrennten Fragmente wurde das Gel nach dem Gellauf fir ca.
30 min in einem Ethidiumbromidbad (1 pg/ml) gefarbt. Ethidiumbromid interkaliert in die DNA,
wodurch diese mit UV-Licht detektierbar ist. Mit Hilfe des UV-Transilluminators

(Intas GDS, Gottingen) wurden die separierten Fragmente dokumentiert.

Elution von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen
Durch PCR amplifizierte DNA-Abschnitte sowie linearisierte Vektoren wurden auf einem 1%igen
Agarosegel aufgetrennt, mit einem Skalpell unter UV ausgeschnitten, das Agarosestiick bei 50 °C

geschmolzen und mittels Gelextraktion unter Verwendung des QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen,



Hilden) nach Herstellerangaben gereinigt. Die eluierten Amplifikate wurden bis zur weiteren

Verwendung zur Spaltung durch Restriktionsendonukleasen bei -20 °C gelagert.

2.5.7. Herstellung von Komplementationskonstrukten mit dem shuttle-Vektor pMS82

Zur Komplementation der Cytochrom-Oxidase-Mutanten wurde ein flir Streptomyces etabliertes
System fiir Klonierungen genutzt. Mit den in Tabelle 8.1. angegebenen Oligonukleotiden wurden
unter Verwendung der Herculase I|I-DNA-Polymerase die Komplementationsamplifikate mit
flankierenden Schnittstellen fir Kpnl und Hindlll bzw. Nsil und Hindlll erstellt. Als Matrizen-DNA
diente genomische DNA des Wildtyps M145. Die Oligonukleotide lagerten sich dabei stromaufwarts
und stromabwarts mindestens 70 bp vor bzw. nach dem Gen an, um die Amplifikation der
Erkennungssequenz des nativen Promotors zu gewahrleisten. Die Amplifikate wurden mittels der
spezifischen Restriktionsendonukleasen geschnitten und mit den zuvor linearisierten shuttle-Vektor
pMS82 (Gregory et al.,, 2003) durch gerichtetes Klonieren ligiert. Bis zum jetzigen Zeitpunkt
(November, 2015) liegt keine Sequenzanalyse des verwendeten Klonierungsvektors vor. Es ist aber
bekannt, dass pMS82 eine Integrase aus der Serin-Rekombinase-Familie besitzt, die eine
ortspezifische Rekombination zwischen der attP-Site in pMS82 und der attB-Site im Gen SCO4848
(putatives integrales Membranprotein) in S. coelicolor ermdoglicht. Damit kann bei Integration des
Komplementationskonstruktes eine Anderung des Phinotyps ausgeschlossen werden. Uber die
durch pMS82 vermittelte Hygromycinresistenz wurden positive Transformanden selektiert und die

Komplementationskonstrukte auf ihre Korrektheit sequenziert.

Transformation von pMS82-Konstrukten in E. coli

Die Transformation der Komplementationskonstrukte erfolgte zunachst in den E. coli-Stamm DH5aq,
um die Komplementationskonstrukte in hoher Kopienzahl zu erzeugen. Dabei wurden 2 pl
Komplementationskonstrukt wie unter 2.5.5. Il beschrieben durch Elektroporation in DH5a
eingebracht und die Transformationsansitze zur Selektion auf N&hragarplatten mit 8 pg/ml

Hygromycin ausplattiert. Die Inkubation erfolgte anschlieend tiber Nacht bei 37 °C.

2.5.8. Herstellung von Transposon-Insertionsmutanten

Zur Herstellung von Transposon-Insertionsmutanten wurden Cosmide mit Transposon-Insertionen
fir die jeweiligen Gene von Fernandez-Martinez et al. (2010) erworben. Die in der vorliegenden
Dissertation verwendeten Cosmide zur Generierung neuer Cytochrom-Oxidase-Mutanten sind der

Tabelle 2.1. zu entnehmen.



Das Cosmid wurde aus einem ca. 33,8 kb DNA-Abschnitt des S. coelicolor-Chromosoms und dem
Klonierungsvektor SuperCos 1 (Stratagene) konstruiert. Der Supercos 1-Vektor vermittelt
Carbenicillin- und Kanamycin-Resistenz. Das Transposon Tn5062 selbst tragt eine Apramycin-
Kassette, kodiert durch das Gen aac(3)IV. Die Selektion erfolgte daher auf 100 pg/ml Carbenicillin,
50 pg/ml Kanamycin und 25 pug/ml Apramycin, Die Cosmide wurden aus FlUssigkulturen mittels

QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden) isoliert und in den Helferstamm transformiert.

Transformation von Cosmiden mit Transposon-Insertionen und pMS-Konstrukten in den
Helferstamm ET12567/pUZ8002

Nach Isolation der Cosmide aus dem E. coli-Stamm JM109 wurden diese sowie die pMS-
Komplementationskonstrukte durch Elektroporation in den Zwischendonor ET12567/pUZ8002
transformiert. Das Plasmid pUZ8002 vermittelt die Ausbildung des Pilus durch die Transfer-Gene
(tra). Dieser ist essentiell fiir die Ubertragung der rekombinanten DNA durch Konjugation. Die
Selektion transformierter Cosmide erfolgte auf LB-Nahragarplatten mit 100 pg/ml Carbenicillin,
25 pg/ml Kanamycin und 25 pg/ml Apramycin. Transformierte pMS-Konstrukte wurden auf 25 pg/ml

Chloramphenicol, 25 pg/ml Kanamycin und 8 pg/ml Hygromycin selektiert.

2.5.9 Ubertragung von rekombinanter DNA durch Konjugation

Zur Ubertragung der rekombinanten DNA wurden die E. coli-Stimme als 5 ml Flissigkultur
angezogen, mit dieser Kultur 25 ml LB im Erlenmeyerkolben beimpft und bei 37 °C und 200 Upm
schittelnd inkubiert. Zur optimalen Pilus-Ausbildung wurden die Kulturen bei einer ODggo von 0,4
steril geerntet und zur Entfernung der bei der Konjugation stérenden Antibiotika 2-mal mit LB-
Medium gespiilt. Das Zellpellet wurde anschlieBend in Restfllssigkeit suspendiert. Ein Aliquot von
500 ul E. coli-Zellsuspension wurde mit 10 — 20 pl einer Sporensuspension fiir 20 min auf Eis inkubiert
und eine Verdiinnungsreihe bis 10~ in LB-Medium angelegt. 100 pl der jeweiligen Verdiinnung sowie
der unverdiinnten E. coli-Sporen-Suspension wurden anschlieRend auf SFM-Agar ausplattiert und die

Platten fir 16 h bei 30 °C inkubiert.

Selektion nach Konjugation

Durch Konjugation vermittelte Resistenzen werden erst nach dem Auskeimen und der Protein
de novo-Synthese ausgebildet. Daher wurden die SFM-Platten 16 h nach der Konjugation mit 1 ml
Overlay-Losung Uberschichtet. Dies ermoglicht die Selektion auf Streptomyces-Kolonien, die nicht nur
die DNA vom Zwischenwirt aufgenommen haben, sondern auch die rekombinante DNA durch

homologe Rekombination ins Genom eingebaut haben. Zur Eliminierung des Zwischenwirts E. coli



und Selektion von pMS82 enthaltenden Konstrukten wurde der Overlay-Losung 25 pg/ml
Nalidixinsdure und 625 pg/ml Hygromycin zugesetzt und die Platten nach Uberschichtung bis zur
Sporulation bei 30 °C inkubiert. Die Selektion wurde nach dem Sporulationszyklus erneut
durchgefihrt.

Die Selektion von Transposon-Insertionsmutanten erfolgte durch ein erstes Screening mit 25 pg/ml
Nalidixinsdure und 25 pg/ml Apramycin, dessen Resistenz durch die Integration des Transposon
vermittelt wird. Es folgte ein zweites Screening zum Nachweis eines zweiten Rekombinationsereignis
(Doppel-cross-over), um die Integration des SuperCos 1-Vektor (vermittelt Kanamycinresistenz)
auszuschlielen. Dazu wurden 96 well-Zellkulturtestplatten (TPP, Trasatingen, Schweiz) steril mit
200 pl SFM-Agar befillt und pro Kolonie zwei Vertiefungen der Mikrotiterplatten beimpft. Die Platten
wurden fur 16 h bei 30 °C inkubiert, pro Kolonie eine Vertiefung mit 20 pl Kanamycin (25 pg/ml) bzw.
Apramycin (25 pg/ml) Gberschichtet und auf Kanamycinsensitivitadt, was den Verlust des SuperCos1-

Rickgrads widerspiegelt, selektiert. Die Platten wurden bis zur Sporulation bei 30 °C inkubiert.

2.6. Herstellung rekombinanter Proteine

2.6.1. Herstellung von Proteinen mit His-Tag-Fusion durch heterologe Genexpression

I. Klonierung in pET30+ und Herstellung der Expressionskulturen

Die Expression der Gene fir die 3 katalytischen Untereinheiten narG1, narG2 und narG3 aus
S. coelicolor wurde im Expressionsstamm E. coli Rosetta (DE3)pLysS durchgefiihrt. Um eine optimale
Reinigung der Proteine Uber eine Affinitatschromatographie zu ermoglichen, wurden die Gene mit
einer C-terminalen His-Tag-Fusion markiert. Dafiir wurden die Gene in den Vektor pET-30a(+)
kloniert, der sowohl die codons fiir einen C- als auch N-terminalen His-Tag tragt. Alle 3 Gene wurden
durch PCR unter Verwendung der Herculase |I-DNA-Polymerase und genspezifischen Primern, die an
das Amplifikat eine Ndel- und Xhol-Schnittstelle anfiigen, amplifiziert. Als Matrize diente dabei
genomische DNA von S. coelicolor M145. Durch gerichtetes Klonieren in den pET30a(+)-Vektor Giber
Ndel und Xhol-Schnittstellen wurde der N-terminale His-Tag entfernt, wodurch das Zielprotein spater
lediglich eine C-terminale His-Tag-Fusion tragt. Die Ligationsansatze wurden in den E. coli Stamm
XL1-Blue durch Elektroporation transformiert. Positive Klone wurden auf selektiven Nahragarplatten
mit Kanamycin selektiert und zundchst mittels Kolonie-PCR und Restriktionsverdau der isolierten
Plasmide auf die Insertion lberprift.

Die Plasmide sowie die Korrektheit des Inserts wurden durch Sequenzierung nochmals tGberprift. Die
Produktion der Fusionsproteine erfolgte durch heterologe Genexpression nach Transformation der
hergestellten Expressionsvektoren in den Expressionsstamm Rosetta (DE3)pLysS durch

Elektroporation.



Il. Zellanzucht, Induktion der Expression und Zellernte

Fir die Produktion der Fusionsproteine mit C-terminalem His-Tag wurden die Zellen in 1 | LB-Medium
mit Kanamycin (Resistenz auf dem Plasmid), Chloramphenicol (Resistenz des Expressionsstammes)
und 1 mM Natriummolybdat (essentiell fir Kofaktor-Biosynthese) auf eine Start-ODgg von 0,07 —
0,09 angeimpft und diese bei 37 °C schiittelnd bis zu einer ODggo von 0,8 inkubiert. Die Expression der
Gene wurde bei einer ODgoo von 0,8 durch die Zugabe von 0,1 mM IPTG induziert und die Kulturen fir
weitere 4 Stunden bei 37 °C schiittelnd inkubiert. Die Ernte der Zellen erfolgte nach 10-miniitiger
Inkubation der Kultur auf Eis durch Zentrifugation fir 25 min bei 4 °C und 2.990 x g. Das erhaltene
Zellpellet wurde bis zum Zellaufschluss bei -20 °C aufbewahrt. Die Synthese des Proteins erfolgte
durch Induktion mit 0,1 mM IPTG. Zur Uberpriifung der Synthese wurde je 1 ml Kultur vor und nach
der Induktion entnommen und nach dem Pelletieren (5 min, 2.370 x g) und Aufnahme des Pellets in
5 x SDS-Probenpuffer (in 0,1 ml x ODggo) mittels Immunodetektion auf gebildetes Protein mit

C-terminalem His-Tag untersucht.

lll. Anreicherung von His-Tag-Fusionsproteinen unter denaturierenden Bedingungen

In Vorversuchen konnte durch Fraktionierung des geernteten Zellpellets und anschlieBender
Affinitatschromatographie unter nativen Bedingungen bereits festgestellt werden, dass alle
produzierten Proteine mit His-Tag-Fusion in inclusion bodies vorlagen und der His-Tag des Proteins in
seiner nativ gefalteten Form fir die Affinitdtschromatographie unzuganglich ist.

Die Proteinfraktion wurde daher zunachst aus den inclusion bodies solubilisiert und die
Affinitdtschromatographie unter denaturierenden Bedingungen mit den entfalteten Proteinen

durchgefihrt.

Reinigung der His-Tag-Fusionsproteine aus inclusion bodies

Flr die Aufreinigung der His-Tag-Fusionsproteine aus inclusion bodies wurde das Zellpellet in 20 ml
Puffer A (50 mM Tris-HCl, 300 mM NacCl, pH 8,0) resuspendiert, mittels Ultraschall (KE76, Puls 0,5-0,5
s, 3 x 4 min, 30 Watt) aufgeschlossen und die Zelltrimmer bei 19.000 Upm, 4 °C fiir 45 min pelletiert.
Durch Zentrifugation werden Rohextrakt und inclusion bodies voneinander getrennt. Letztere
befinden sich nach Zentrifugation im erhaltenen Zelltrimmerpellet. Das Zelltrimmerpellet wurde
anschlieRend in 20 ml Puffer A + 8 M Urea (Puffer A*) resuspendiert, fir 30 min bei 4 °C riihrend
inkubiert und nochmals mit Ultraschall (KE76, Puls 0,5-0,5 s, 3 x 4 min, 30 Watt) aufgeschlossen und
bei 19.000 Upm, 45 min bei 4 °C zentrifugiert. Es schloss sich eine erneute Suspendierung der
sedimentierten Fraktion in Puffer A* und eine Inkubation fir 30 min auf einem Riihrer bei 4 °C an.

Die Suspension wurde erneut einer Ultraschallbehandlung unterzogen (KE76, Puls 0,5-0,5 s, 3 x 4



min, 30 Watt) und bei 19.000 Upm, 45 min bei 4 °C zentrifugiert. Der erhaltene Uberstand wurde

fortan als inclusion body-Fraktion bezeichnet und zur Affinitdtschromatographie eingesetzt.

Denaturierende Affinitdtschromatographie von Proteinen mit His-Tag-Fusion

Die Affinitdtschromatographie zur Anreicherung der His-Tag-Fusionsproteine aus der inclusion body-
Fraktion erfolgte bei Raumtemperatur unter denaturierenden Bedingungen. Eine Polypropylen-Saule
(Qiagen, Hilden) wurde mit 2 ml Cobalt-Chromatographie-Matrix (50 %) beflllt, um so ein
Saulenvolumen von 1 ml zu erreichen. Die Sdule wurde mit 10 Saulenvolumen Puffer A* dquilibriert
und anschlieBend mit 10 ml inclusion body-Fraktion beladen. Nicht gebundene Proteine wurden
durch Waschen mit 10 Saulenvolumen Puffer A*+ 10 mM Imidazol entfernt. Die Elution der
gebundenen rekombinanten Proteine erfolgte fraktioniert durch einen Imidazolgradienten (je 2
Saulenvolumen) von 20 mM, 30 mM und 300 mM Imidazol in Puffer A*. Die Sdule wurde mit 10
Saulenvolumen MES-Puffer regeneriert, mit H,O gespilt und bis zur Wiederverwendung in 20 %

Ethanol bei 4 °C gelagert.

Gradientendialyse zur schrittweisen Entfernung von Imidazol und Harnstoff

Die 300 mM-Imidazol-Elutionsfraktionen wurden zur Gradientendialyse eingesetzt. Nach
Uberfithrung in einen zuvor in HyOges: dquilibrierten Dialyseschlauch (Spectra/Por, Spectrum
Laboratories, MWCO 6-8 kDa) erfolgte der erste Dialyseschritt fiir 2 h bei 4 °C gegen 500 ml
Puffer A + 6 M Urea. Es folgte ein 2-stiindiger Dialyseschritt gegen 500 ml Puffer A + 3 M Urea und
2 h gegen 500 ml Puffer A + 1,5 M Urea. Zur restlosen Entfernung von Imidazol und Urea schloss sich
ein finaler Dialyseschritt Gber Nacht bei 4 °C gegen 500 ml Puffer A ohne Urea an.

Die dialysierte Proteinlosung wurde durch Inkubation auf PEG 20.000 bei 4 °C auf definierte
Endvolumen konzentriert. Zur langerfristigen Lagerung wurde der Proteinlésung 0,5 % Glycerin
zugesetzt und in 500 pl Aliquots bei -20 °C gelagert. Die gereinigten His-Tag-Fusionsproteine dienten

als Positivkontrolle bei der Immunodetektion von S. coelicolor-Proteinen.

2.6.2. Herstellung von Proteinen mit Strep-Tag-ll-Fusion durch heterologe Genexpression

I. Klonierung in die pASK-IBA-Vektoren und Herstellung der Expressionskulturen

Das in der Datenbank StrepDB als hypothetisches Protein annotierte SC00212 wurde durch
heterologe Genexpression im Expressionsstamm E. coli Rosetta (DE3)pLysS produziert und ulber
Strep-Tag-Affinitatschromatographie gereinigt. Daflr erfolgte die Klonierung des Gens in die

Vektoren pASK-IBA5 und pASK-IBA3, die beide die codons fiir die AS des Strep-Tag tragen. Die



Klonierung in pASK-IBA5 ermoglicht eine N-terminale Fusion mit SC00212, wéahrend durch die
Klonierung in pASK-IBA3 eine C-terminale Fusion mit SCO0212 moglich ist.

Die codierende Sequenz des Gens SCO0212 wurde zunachst durch PCR mit der Herculase |I-DNA-
Polymerase und genspezifischen Primern, die eine Bsal-Schnittstelle an das Amplifikat anfligen,
amplifiziert. Als Matrize diente hierfiir die genomische DNA des S. coelicolor Stammes M145. Uber
gerichtete Klonierung durch die angefligte Bsal-Schnittstelle wurde das Amplifikat mit den Vektoren
ligiert und die Ligationsansatze durch Elektroporation in den E. coli-Stamm XL1-Blue transformiert.
Nach Ausplattieren der Transformationsansatze auf selektiven Nahragarplatten mit Ampicillin
erfolgte mittels Kolonie-PCR mit den Primern Strep-up und Strep-down und Restriktionsverdau der
isolierten Plasmide ein Screen auf positive Klone mit Plasmid und Insert. Die Plasmide sowie die
Korrektheit des Inserts in den Plasmiden wurden durch Sequenzierung nochmals liberprift. Fir die
anschlieRende heterologe Genexpression wurden die sequenzierten Expressionsvektoren in den

Expressionsstamm Rosetta (DE3)pLysS durch Elektroporation (2.5.5.) transformiert.

Il. Zellanzucht, Induktion der Expression und Zellernte

Fur die Induktion der Genexpression erfolgte die Anzucht in 1 | TB-Medium mit Ampicillin (Resistenz
auf dem pASK-IBA-Plasmid) und Chloramphenicol (Resistenz des Expressionsstammes). Dafur wurde
zunichst eine Tageskultur mit einer ODggo von 0,1 mit einer Ubernachtkultur angeimpft und diese bei
37 °C schittelnd bis zu einer ODggo von 0,8 inkubiert. AnschlieRend wurde eine Hauptkultur (1 | TB-
Medium) 1%ig mit der Tageskultur beimpft und bei 30 °C schiittelnd inkubiert. Die Kultur wurde bei
einer ODggo von 0,5 — 0,6 mit 0,2 pg/ml Anhydrotetracyclin (AHT) induziert und Giber Nacht bei 16 °C
und 100 Upm schiittelnd inkubiert. Die Zellen wurden durch Zentrifugation fir 25 min bei 4 °C und
2.990 x g pelletiert und das erhaltene Zellpellet bis zum Zellaufschluss bei -20 °C gelagert. Um das
gebildete Protein nachweisen zu kénnen, wurde je 1 ml Kultur vor und nach der Induktion
entnommen. Die Proben wurden durch Zentrifugation fiir 5 min bei 21.380 x g pelletiert, das Pellet
anschliefend in 0,1 ml x ODgoo 5 x SDS-Probenpuffer suspendiert und mittels Immunodetektion auf

gebildetes rekombinantes Protein untersucht.

I1l. Reinigung von Strep-Tag-ll-Fusionsproteinen

Zellaufschluss und Solubilisierung der Membranfraktion

Das geerntete Zellpellet wurde pro 1 g Zellpellet in 3 ml Aufschlusspuffer [50 mM Tris-HCl, 170 mM
NaCl, pH 8,0, pro 1 ml Aufschlusspuffer Zusatz von 1 mg Lysozym (gelost in 200 pl Tris-HCI pH 7,4),
2 ul 0,2 M PMSF (gel6st in Isopropanol) und 2 pl DNase | (10 U/ul)] suspendiert, durch Ultraschall
(KE76, Puls 0,5-0,5 s, 3 x 4 min, 30 Watt) aufgeschlossen und bis zur Membranfraktion fraktioniert.
Die pelletierte Membranfraktion wurde in 7 ml Puffer W (100 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 1 mM



EDTA, pH 8,0) resuspendiert und der Proteingehalt der Suspension im Nanodrop bei 280 nm
ermittelt. In Abhangigkeit von der Proteinkonzentration wurde der Membranfraktion die 3-fache
Menge an Dodecylmaltosid (DDM) (3 mg DDM/1 mg Protein; maximal 12 — 15 mM in der
Proteinlésung) zugesetzt und die Losung zur Solubilisierung der Proteine aus der Membranfraktion
Uber Nacht bei 4 °C langsam riihrend inkubiert. Zum Trennen unloslicher Komponenten wurde die
Proteinlésung zentrifugiert (1 h, 4 °C, 130.000 x g; L8-60 M, Ti50, Beckmann, Minchen). Dem
erhaltenen Uberstand wurde 240 pl/l Ansatz Avidin (Stammldsung 2 mg/ml) zugesetzt und der
Ansatz 30 min auf Eis inkubiert. Avidin dient zur Maskierung von E. coli-Biotin, welches ansonsten
ebenfalls an das Siulenmaterial binden wiirde. Der Uberstand wurde anschlieRend sofort zur

Reinigung eingesetzt.

Reinigung mittels Affinitdtschromatographie von Proteinen mit Strep-Tag-Fusion

Die Reinigung der Strep-Tag-ll-Fusionsproteine erfolgte durch Chromatographie an Strep-Tactin-
Sepharose-Material (IBA, Gottingen) bei 4 °C. Eine Polypropylen-Saule (Qiagen, Hilden) wurde mit
2 ml Strep-Tactin-Sepharose (50 %) befiillt (entspricht 1 Sdulenvolumen), mit 5 Saulenvolumen
Puffer W* (Puffer W + 1 mM DDM) &quilibriert und anschlieBend mit der Proteinldsung beladen. Alle
nicht gebundenen Proteine wurden durch Waschen mit 5 Siulenvolumen Puffer W* entfernt. Die
Elution der gebundenen rekombinanten Proteine erfolgte fraktioniert mit 6 x 0,5 ml Elutionspuffer
(2,5 mM a-Desthiobiotin in Puffer W"). Die Sdule wurde mit 20 Siulenvolumen Puffer R [1 mM 4-
Hydroxyazobenzol-2-carbonsdure (HABA) in Puffer W] regeneriert, mit 10 ml Puffer W und 10 ml

H,04est. gesplilt und zur langerfristigen Lagerung auf 20 % Ethanol bei 4 °C belassen.

2.7. Proteinchemische Methoden

2.7.1. Bestimmung der Proteinkonzentration (Lowry et al., 1951)

Die Bestimmung der Gesamt-Proteinkonzentration in Proteinextrakten von S. coelicolor erfolgte nach
Lowry et al. (1951). Ein 10 ul Aliquot einer Proteinlésung wurde in einer 1 ml Kiivette mit H;Ogest. auf
100 upl Endvolumen aufgefillt, mit 1 ml Lésung C gemischt und der Ansatz 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Dem Ansatz wurde anschlieffend 150 pl Lésung D zugesetzt und fir 30
min bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss inkubiert. Die Extinktion wurde bei 750 nm im Uvikon
bestimmt. Als Proteinstandard wurde BSA (Type H1, Gerbu, Gaiberg) in einem Konzentrationsbereich

von 5 - 60 pg Protein als Kalibriergerade mitgefihrt.



Losung A

Na,COs (w/v) 2%

Natriumtartrat (w/v) 0,5%

NaOH 1N
Losung B

CuSO4 x 5 H,0 (w/v) 0,1%
Losung C

Losung A (v/v) 90 %

Losung B (v/v) 10%

SDS (w/v) 0,5%
Lésung D

Folin-Ciocalteau’s Phenol Reagenz 50 %

(Fluka, Steinheim)

2.7.2. Bestimmung der Proteinkonzentration mit Hilfe des spezifischen
Extinktionskoeffizienten

Die Proteinkonzentration gereinigter Fusions-Proteine wurde mit Hilfe des spezifischen
Extinktionskoeffizienten des gereinigten Proteins bei 280 nm ermittelt. Der spezifische
Extinktionskoeffizient wurde auf Grundlage des errechneten Molekulargewichts des Proteins und
unter Einbezug der angefligten Fusion (Strep-Tag |l bzw. His-Tag) Uber ExPASy Proteomics
(http://www.expasy.ch/tools/protparam.html) bestimmt und als Parameter im NanoDrop (Peqlab,
Erlangen) angegeben. Nachfolgend sind die abgeleiteten Parameter flr die rekominanten Proteine

NarG1-His, NarG2-His, NarG3-His, SCO0212srep-n, SCO02125strep-c, gelistet.

Tabelle 2.10.: spezifische Extinktionskoeffizienten der rekombinanten Proteine

Protein berechnete Molekularmasse [kDa] €280 [Mcm™]
NarG1-His 136,86 259.130
NarG2-His 138,11 257.070
NarG3-His 136,03 276.090

SCO0212strep 18,4 19.605




2.7.3. Denaturierende SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE erméglicht die Auftrennung von Proteinen nach ihrer Grof3e in einem denaturierenden
Gel. Zur Auftrennung von zytoplasmatischen Proteinen wurde zunachst durch initiale Denaturierung
(95 °C, 10 min) und Behandlung mit s-Mercaptoethanol (fiihrt zur Reduzierung der Disulfidbricken)
die Sekundar-, Tertiar- und Quartarstrukturen aufgebrochen, was die Auftrennung der Proteine in
ihrer Primarstruktur ermoglicht. Die Denaturierung von Membranproteinen erfolgte durch 60-
mindtige Inkubation bei Raumtemperatur und ohne Zusatz von f8-Mercaptoethanol. Die Zugabe von
SDS bewirkt eine negativ Nettoladung der Proteine, weshalb diese elektrophoretisch nach ihrer
GroRe aufgetrennt werden kdnnen. Fiir die SDS-PAGE wurden vertikale Minigel-Apparaturen (Biorad,
Gottingen) eingesetzt, die Auftrennung erfolgte in 7,5 — 12,5%igen SDS-Gelen (Laemmli, 1970). Die
Konzentration des Acrylamids in den Gelen wurde dabei in Abhédngigkeit der errechneten
Molekularmasse des zu analysierenden Proteins gewahlt, je kleiner die Molekularmasse, desto héher
die Acrylamid-Konzentration.

Die Zusammensetzung eines SDS-Gels fiir eine Minigel-Apparatur ist in der Tabelle 2.11. aufgelistet.

Tabelle 2.11.: Zusammensetzung eines Minigels fiir SDS-PAGE

Komponente 7,5% 10% 12,5% 5% Einheit
Acrylamid Acrylamid Acrylamid Acrylamid
Trenngel Trenngel Trenngel Sammelgel
Rotiphorese Gel 30 1,5 2 2,5 0,33 ml
(Roth, Karlsruhe)
1,5 M Tris/HCI pH 8,8 1,2 1,2 1,2 - ml
0,5 M Tris/HCI pH 6,8 - - - 0,4 ml
0,5 % (w/v) SDS 1,2 1,2 1,2 04 ml
H20dest. 2,1 1,6 11 0,87 ml
TEMED 5 5 5 2 pl
10 % (w/v) APS 30 30 30 10 pl

Die Proteinlésungen wurden mit 0,2 Vol. 5 x SDS-Probenpuffer (zytoplasmatische Proteine) bzw.
0,25 Vol. 5 x Membranprobenpuffer (Membranproteine) versetzt und nach initialer Denaturierung
(95 °C fur zytoplasmatische Proteine, 1 h Raumtemperatur fir Membranproteine) im SDS-Gel
aufgetrennt. Die Proben wurden im Sammelgel bei einer Stromstarke von 12,5 mA gesammelt und

bei Ubergang ins Trenngel bei 25 mA/Gel im 1 x SDS-Laufpuffer der GréRe nach separiert.

SDS-Laufpuffer
Tris 25 mM

Glycin 192 mM
SDS (w/v) 0,1%



2 X SDS-Proben-Puffer

Tris-HCl pH 6,8 125 mM
Glycerin (v/v) 50 %
B-Mercaptoethanol (v/v) 5%
Bromphenolblau (w/v) 0,01 %

SDS (w/v) 2%
5 x Probenpuffer fiir Membranproteine

Tris-HCl pH 6,8 160 mM

Glycerin (v/v) 25 %

Bromphenolblau (w/v) 0,025 %
DTT (w/v) 25 mM
SDS (w/v) 5%

Als Molekularmassenmarker der Proteine diente der PageRuler Prestained (MBI, Fermentas, St.

Leon-Rot; 11 kDa — 170 kDa).

2.7.4. Native Polyacrylamidgelelektrophorese (Nativ-PAGE)

Proteine konnen bei Verzicht auf SDS auch nach ihrer Eigenladung im Polyacrylamidgel aufgetrennt
werden. Dabei bleibt die nativ gefaltete Form der Proteine erhalten, Protein-Protein-Komplexe
kénnen angefarbt werden und Aktivitaten durch Zusatz von Redoxfarbstoffen nachgewiesen werden.
Tabelle 2.12. zeigt die Zusammensetzung eines 10%igen nativen Polyacrylamidgels. Fir die
Auftrennung von Proteinen in einer Nativ-PAGE wurden diese nach Fraktionierung bis zum Gellauf
auf Eis gelagert, um die nativ gefaltete Form durch einfrieren nicht zu zerstéren und Protein-
Komplex-Aktivitdten zu erhalten. Die Proben wurden zur Solubilisierung aus Membranen mit 1 %
Triton X-100 (bei Nachweis der Nitratreduktase-Aktivitdt) bzw. 4 % Triton X-100 (bei Nachweis der
Cytochrom c Oxidase-Aktivitdt) sowie mit Beschwererlésung (5-fach Beschwererlésung: 20 % (w/v)
Saccharose, 0,01 % (w/v) Bromphenolblau) versetzt und nach kurzer Inkubation auf Eis im
Polyacrylamidgel separiert. Die Auftrennung erfolgte in 1 x Nativ-Laufpuffer (10 x Stammlésung: 1 M

Tris, 1 M Glycin) bei 15 mA/Gel und bei 4 °C fiir ca. 4 Stunden.



Tabelle 2.12.: Zusammensetzung eines Minigels fiir Nativ-PAGE

Komponente Trenngel 10 % Sammelgel 5 %
H20est. 3,4ml 1,47 ml
Rotiphoresegel 30 (Roth) 2ml 0,33 ml

2,5 M Tris-HCl pH 8,5 0,6 ml 0,4 ml

20 % (v/v) Triton X-100 30 pl 20 pl

TEMED 5 pl 10 pl

APS 80 ul 20 pl

I. Aktivitatsfarbung mit Methylviologen

Die Aktivitat der respiratorischen Nitratreduktase kann zymografisch durch die Reduktion von extern
zugeflihrtem Nitrat zu Nitrit durch [In-gel-Aktivitatsfarbung nachgewiesen werden. Die dafir
benotigten Elektronen werden dabei durch den Redoxfarbstoff Methylviologen (MV, Sigma-Aldrich)
bereitgestellt, der infolge der Elektronenabgabe oxidiert wird und einen Farbumschlag von
dunkelblau (reduzierte Form) zu farblos (oxidierte Form) bewirkt. Eine Entfarbung im sonst
durchgehend blau gefarbten Gel ist damit der Indikator fiir die enzymatische Aktivitat der
respiratorischen Nitratreduktase.

Flr die Aktivitatsfarbung wurde das Nativ-Gel nach dem Gellauf mit 50 mM MOPS-Puffer (pH 7,0)
gespilt und in ein Anaerob-Zelt (95 % N3, 5 % H,) eingeschleust. 20 ml entgaster MOPS-Puffer wurde
durch die Zugabe von 2 mM Natriumdithionit reduziert und mit 100 mM NaNOs versetzt. Das Gel
wurde mindestens 15 min in diesem Prainkubationspuffer &quilibriert, bevor es bis zum
Sichtbarwerden von Aktivitat in Aktivitatspuffer (50 mM MOPS, 2 mM Natriumdithionit, 10 mM MV,
100 mM NaNOs) belassen wurde. Die Inkubation des Gels in Aktivitatspuffer flihrt zundchst durch das
reduzierte MV zur kompletten Blaufarbung, bei Reduktion des zugesetzten Nitrats zu Nitrit wird das
MV oxidiert und weile Bande erscheinen auf Laufhohe der Nitratreduktase. Je nach Aktivitat erfolgte

die Inkubation des Gels bis zu einer Stunde unter anaeroben Bedingungen.

Il. Aktivitatsfarbung mit Diaminobenzidin (modifiziert nach Sabar et al., 2005)

Zum Nachweis der Komplex-IV-Aktivitdt (Cytochrom ¢ Oxidase der aeroben Atmungskette) wurde die
Komplex-1V-bedingte Oxidation von Cytochrom c¢ zymografisch durch In-gel-Aktivitatsfarbung
nachgewiesen. Als Elektronendonor fungiert der Redoxfarbstoff Diaminobenzidin (DAB), der die
Elektronen auf Cytochrom c Ubertragt. Bei Oxidation von Cytochrom ¢ durch Komplex IV wird DAB
selber oxidiert und akkumuliert als braune Bande im Gel.

Das Nativ-Gel wurde nach Gellauf zunachst fir 30 min in Prdinkubationspuffer [10 ml
Kaliumphosphatpuffer (50 mM) + 500 ul DAB (Stammlésung 10 mg/ml)] &quilibriert und
anschlieRend in Aktivitatspuffer [10 ml Kaliumphosphatpuffer (50 mM) + 500 pl DAB (Stamml6sung



10 mg/ml)] mit Cytochrom c als Substrat [1 ml Cytochrom ¢ (Stammlésung 10 mg/ml)] bis zur Bildung
brauner Banden inkubiert.
Die Reaktion wurde durch mehrmaliges Inkubieren des Gels in Fixier-Lésung (50 % Methanol, 10 %

Essigsdure) abgestoppt.

Ill. Aktivitatsfarbung mit Nitroblau-Tetrazoliumsalz (NBT) zum Nachweis der Succinat-
Dehydrogenase (Komplex Il der aeroben Atmungskette)

Zum Nachweis der Succinat-Dehydrogenase-Aktivitdt aus S. coelicolor wurden 65 pg
Membranfraktion von Sporen und Myzel in einer Nativ-PAGE aufgetrennt und der Umsatz von
Succinat zu Fumarat durch die Succinat-Dehydrogenase unter Bildung von Formazan zymografisch
detektiert. Das Gel wurde nach Gellauf bei 4 °C bis zur nachweisbaren Aktivitat in Aktivitatspuffer
(50 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,2, 0,2 mM PMS, 10 mM Succinat, 1 mM NBT) lichtgeschiitzt und
schittelnd inkubiert.

Die Farbung wurde durch mehrmaliges Inkubieren des Gels in Fixier-Lésung (50 % Methanol, 10 %

Essigsdure) abgestoppt.

2.7.5. Coomassie-Farbung von Proteinen (Weber und Osborn, 1969)
Zur Anfarbung der Proteine mit Coomassie wurde das Gel fir 12 h in Coomassie-Farbelosung
geschwenkt. Die Farbelosung wurde entfernt und das Gel anschliefend bis zur gewinschten

Farbintensitat der Banden durch Inkubation in Entfarbeldsung entfarbt.

Coomassie-Farbeldsung

Serva Blau R250 (w/v) 0,2%
Serva Blau G250 (w/v) 0,05 %
Methanol (v/v) 5%
Essigsaure (v/v) 10%
Ethanol (v/v) 42,5%
Entférbelésung
Essigsaure (v/v) 10%
Ethanol (v/v) 45 %

HZOdest. 45 %



2.7.6. Ham-Farbung zum Nachweis von kovalent gebundenem Ham (modifiziert nach
Thomas et al., 1976)

Zum Nachweis der Synthese und des korrekten Einbaus der Komplex llI- und Komplex IV-
Komponenten in die Membran wurde das kovalent gebundene Ham in der Membranfraktion mittels
TMBZ (3,3/,5,5'-Tetramethylbenzidin) als Farbstoffindikator angefarbt. 50 ug Membranfraktion
wurden dafir in einer 12,5%igen SDS-PAGE aufgetrennt und das Gel nach Gellauf fir 10 min in
Prainkubationspuffer [9,9 ml Na-Acetat (0,1 M) pH 5,2 + 100 pl TMBZ (Stamml6sung 10 mg/ml in
DMSO)] &quilibriert. Durch Zugabe von 34 pl 30 % H.,O, wurde die Reaktion gestartet. Kovalent
gebundenes Ham wird im Proteinkomplex mit SCO2150 (Cytochrom c-Ham-bindende Untereinheit
im Komplex Ill) als blaue Bande mit einer Molekularmasse von 27,5 kDa angefarbt. Die Farbung ist

nach Fixierung in 30 % Isopropanol (Acetat-gepuffert) stabil.

2.7.7. Western Blot-Analyse (Towbin et al., 1979)
Mittels Western Blot-Analyse war es moglich, iber Immunodetektion Zielproteine spezifisch in

Proteinextrakten von E. coli und S. coelicolor nachzuweisen.

I. Antikorperdepletion

Zum Nachweis der 3 katalytischen Untereinheiten NarG1, NarG2 und NarG3 sowie das als
zytoplasmatisches Protein annotierte SC00212 von S. coelicolor wurden von der Firma Seqlab
(Gottingen) polyklonale Peptidantikorper (NarG1l, NarG2, NarG3) durch Immunisierung von
Kaninchen gegen die in Tabelle 2.13. aufgelistete jeweilige Peptidsequenz des Zielproteins generiert
und mittels Immunoblotting auf ihre Spezifitdt getestet. Zur Entfernung unspezifisch synthetisierter
Antikorper in den erhaltenen Kaninchenseren (final bleeding) wurden diese durch
Antikorperdepletion mit dem Myzel-Rohextrakt der entsprechenden Deletionsmutante gereinigt. Zur
Herstellung des Rohextraktes wurde exponentielles Myzel der Deletionsmutante wie unter 2.4.2. IV
beschrieben angezogen, das Zellpellet in 4fachem Volumen pro Gramm Zellpellet in 1 x PBS
suspendiert und zur Herstellung von Rohextrakt mit Ultraschall aufgeschlossen. Die Zelltrimmer
wurden bei 21.380 x g fuir 30 min zentrifugiert und das erhaltene Rohextrakt fiir 20 min bei 121 °C
autoklaviert. Letzteres bewirkt die Denaturierung der Proteine, so dass diese in ihrer Primarstruktur
vorliegen. Das erlaubt eine bessere Zuganglichkeit der Peptidsequenz fiir den Antikdrper. Die
Absattigung erfolgte Uber Nacht bei 4 °C auf einem Rotator (Labortechnik Frébel, Lindau) durch
Zugabe des finalen Serums (final bleeding) im Verhaltnis 1:100 bis 1:50. Unspezifische freie
Antikoérper werden dabei von Proteinen des Rohextrakts als Antigen-Antikorper-Komplex gebunden,

welcher durch Zentrifugation bei 21.380 x g fiir 30 min pelletiert werden kann. Der Uberstand, fortan



als depletierter Antikorper bezeichnet, beinhaltet idealerweise hauptsachlich Antikorper, die gegen
das Zielprotein gerichtet sind. Der depletierte Antikdrper wurde, soweit nicht anders angegeben, in

einer Verdlinnung von 1:50 bis 1:250 eingesetzt.

Tabelle 2.13.: Aminosduresequenzen der 3 katalytischen Untereinheiten zur Ableitung AS-spezifischer Antikorper

Katalyt. Untereinheit Abgeleitete Peptidsequenz zur Peptid-Antikorpersynthese

NarG1 MHRLFGEPRLGPDGHR AS1065-1080
NarG2 NSPRHYGDERLHED AS1067-1079
NarG3 NLAELGDAPIPTGDG AS1062-1075

Il. Transfer der Proteine auf Nitrocellulosemembran

Nach Auftrennung der Proteinfraktionen durch SDS-PAGE (2.7.3.) wurden die Proteine mittels einer
semi-dry-Fastblot B34-Apparatur (Biometra, Géttingen) auf eine Nitrocellulose-Membran (Machery &
Nagel, Diiren) transferiert, welche zuvor ebenso wie das Polyacrylamid-Gel und 6 Lagen Whatman-
Papier (Schleicher & Schiill, Dresden) fiir mind. 5 min in Towbin-Puffer (25 mM Tris, 192 mM Glycin,
20 % (v/v) Methanol) inkubiert wurden. Fir semi-dry-electroblotting erfolgte die Schichtung der

einzelnen Lagen, ausgehend von der Anode, luftblasenfrei wie folgt:

3 Lagen Whatman-Papier (Starke 3 mm)
Nitrocellulose-Membran
SDS-Polyacrylamidgel

3 Lagen Whatman-Papier (Starke 3 mm)

Der Transfer der Proteine aus dem SDS-Polyacrylamidgel auf die Nitrocellulosemembrann erfolgte flr
1,5 h in Abhangigkeit von der Molekularmasse der nachzuweisenden Zielproteine bei einer
berechneten Stromstirke von 1,2 mA/cm? Membranfliche und einer elektrischen Leistung von

maximal 8 W.

Ill. Proteindetektion mittels ECL-Reaktion (Enhanced Chemiluminescence)

Nach Transfer der Proteine auf die Nitrocellulose-Membran folgte die Blockierung unspezifischer
freier Bindungsstellen durch Inkubation der Membran fiir mindestens 1 h oder Giber Nacht in 1 x PBS
+ 7 % (w/v) Magermilchpulver (Sucofin, TSI & Co. KG GmbH, Zeven). Die Membran wurde
anschliefend 3 x 5 min mit 1 x PBS gewaschen. Die Inkubation mit dem Primarantikorper (depletierte
Antikorper anti-NarG1, anti-NarG2, anti-NarG3 sowie anti-SC00212) erfolgte generell (iber Nacht bei
4 °C. Um ungebundene Antikorper zu entfernen, wurde die Membran im Anschluss 3 x 15 min mit 1 x

PBS + 0,5 % Tween 20 gewaschen. Es folgte die Inkubation mit dem sekundaren Antikorper [1: 5.000



in 1 x PBS + 0,5 % (w/v) BSA; goat-anti-rabbit 1gG (H+L)-HRP Konjugat, Biorad, Miinchen] fir 1 h mit
einem anschlieBendem Waschschritt fiir 3 x 15 min mit 1 x PBS + 0,5 % Tween 20 an. Da das
verwendete 1gG (H+L)-HRP Konjugat mit Meerrettich-Peroxidase gekoppelt ist konnen die
geblotteten Proteine indirekt durch die Oxidation von Luminol in Anwesenheit von H,0; zu einem
lichtemittierenden Produkt detektiert werden. Fiir die Luminolreaktion wurden Lésung A und Losung
B im Dunkeln miteinander vermischt und die geblottete Membran fiir 1 min darin geschwenkt. Die
Membran wurde anschlieBend luftblasenfrei in einer Fotokassette fixiert und durch Auflegen eines
Rontgenfilms (Lumi-Film Chemiluminescent Detection Film, Roche Diagnostics, Mannheim)
exponiert. Die Zeit der Exposition richtete sich dabei nach der Stdrke des zu erwartenden
Detektionssignals. Zur Entwicklung wurde der Rontgenfilm fir 1 — 2 min in Entwicklerldosung (Calbe
Fotochemie, Calbe) geschwenkt, mit Wasser gespiilt und in Fixierlésung (Calbe Fotochemie, Calbe)

fur ebenfalls 1 — 2 min belassen.

1 x PBS-Puffer

KH2P04 4 mM
Na;HPO,4 16 mM
NaCl 115 mM

Losung A

5 ml 100 mM Tris/HCl pH 8,0

50 pl 250 mM Luminol (Fluka, Steinheim) in DMSO

22 ul 90 mM p-Coumarsdaure (Fluka, Steinheim) in DMSO
Losung B

5 ml 100 mM Tris/HCl pH 8,0
5 ul 30 % (v/v) H,0,

Wiederverwendung der Nitrocellulosemembran durch Entfernung gebundener Polypeptide (Mild
Stripping)

Fir eine zweite Detektion mit einem primdren Protein-spezifischen Antikorper wurden bereits

gebundene Primar- und Sekundéarantikorper durch ,Mild Stripping”“ (Abcam, Cambridge, UK)
entfernt. Dazu wurde die Membran zunachst kurz in 1 x PBS getrankt und anschlieBRend nacheinander
2 x 10 min in Mild Stripping-Puffer und 2 x 10 min in 1 x PBS gewaschen. Zum Nachweis des
erfolgreichen stripping wurde eine ,,Blinddetektion” durchgefiihrt. Vor der erneuten Inkubation mit
einem Antikdrper wurden freie Bindungsstellen durch Inkubation in 1 x PBS + 7 % (w/v)

Magermilchpulver blockiert.



Mild Stripping-Puffer

Glycin 15g
SDS lg
Tween 20 10 ml
pH 2,2

ad 1 | HyOgest.

2.7.8. Kontinuierlicher Nitratreduktase-Assay in Sporen und Myzel

Zur Bestimmung der spezifischen Gesamt-Nar-Aktivitat (Nitratreduktase-Aktivitat) im Rohextrakt von
Sporen und Myzel wurde der kontinuierliche Nitratreduktaseassay genutzt. Rohextrakte von Sporen
und Myzel von S. coelicolor wurden daflir wie unter 2.4.2 VI angegeben durch Fraktionierung
synthetisiert und bis zur Messung auf Eis gelagert. Fiir die Herstellung des Aktivitatspuffers wurde
anaerober MOPS-Puffer (50 mM, pH 7,0) unter anaeroben Bedingungen mit 10 mM Natriumdithionit
reduziert und mit 4 mM des Redoxfarbstoffes Benzylviologendichlorid (BV, Sigma Aldrich) versetzt.
Insgesamt 800 pl des Aktivitatspuffers wurden in 1 ml Quarzkivetten Uberfihrt und mit
Gummistopfen anaerob verschlossen. Die Gesamt-Nar-Aktivitat kann durch die Reduktion von Nitrat
zu Nitrit photometrisch durch die Anderung der Extinktion von reduziertem Benzylviologen zum
oxidierten Benzylviologen ermittelt werden. Die Messung der Extinktionsanderung erfolgte dabei
Uber einen Zeitraum von 3 - 5 min (Programm Time Drive), bei einer Wellenldnge von 578 nm im
Uvikon 900 (Kontron Instruments, GrofRzimmern). 50 pl Rohextrakt wurden dem MOPS-BV-Gemisch
in der Kiivette zugesetzt, welches zuvor, wenn nétig mit Natriumdithionit auf einen Wert von 1,9 bis
2 eingestellt wurde, und anschliefend der Extinktionsverlauf fiir 3 - 5 min aufgezeichnet. Durch
Zusatz von 6 pl einer 1,25 M Natriumnitrat-Stammlésung wurde die Reaktion gestartet und die
Extinktion ebenfalls fiir 3 — 5 min gemessen. Pro Stamm wurden, wenn nicht anders angegeben, drei
unabhangige biologische Replikate gemessen, wobei jedes Rohextrakt 2mal (technische Replikate)

gemessen wurde.

Bestimmung der spezifischen Nitratreduktaseaktivitat:

Die Bestimmung der spezifischen Nitratreduktaseaktivitat erfolgte aus der Berechnung der
Volumenaktivitat A,, die auf dem auf dem Lambert-Beerschen Gesetz basiert. Nach Ableitung der
allgemeinen Formel fir das Lambert-Beersche Gesetz ergab sich zur Berechnung der

Volumenaktivitat folgende Gleichung:



m = Anstieg (min-1)

€ = molarer Extinktionskoeffizient

d = Schichtdicke der Kivette (1 cm)

VF = Verdunnungsfaktor (Vansat:/VRohextrakt)

n = stochiometrischer Ausgleichsfaktor (0,5)

Bei einer Wellenldnge von 578 nm betrdgt der molare Extinktionskoeffizient von BV 8,6 mM™ cm™.

BV ist ein Einelektronenibertrdager, die Reduktion von Nitrat zu Nitrit benétigt allerdings
zwei Elektronen, weshalb je reduziertem Nitrat zwei Molekile BV oxidiert werden. Es wird daher ein

stochiometrischer Ausgleichsfaktor von 0,5 eingefiihrt.

2.7.10. UV-VIS-Spektroskopie

I. Redox-Differenzspektroskopie (DTH-reduced-minus-ferricyanide-oxidized Spektrum)

Zur Analyse der in S. coelicolor synthetisierten End-Oxidasen wurden UV-VIS-Spektren der aus Myzel
isolierten Membranfraktionen aufgenommen. Myzel der jeweiligen Stamme wurde wie unter 2.4.2.
IV beschrieben aerob angezogen und bei Erreichen einer hochdispersen Myzelkultur (ca. 4 h)
pelletiert und vor dem Aufschluss bei -20 °C gelagert. Das Pellet wurde im 2fachen Volumen Tris-HCI-
Puffer pH 7,4 resuspendiert, mittels Ultraschall (30 Watt, Puls 0,5 s - 0,5 s, 4 x 3 min) aufgeschlossen
und bei 19.000 Upm und 4 °C fir 45 min zentrifugiert. Das erhaltene Rohextrakt wurde durch
Ultrazentrifugation (130.000 x g, 1 h, 4 °C) zur Membranfraktion fraktioniert. Zur Gewinnung
hochkonzentrierter Membranfraktion (25-30 pg/pl) wurde diese nach einem Waschschritt (100 mM
Tris-HCI, 150 mM NaCl pH 7,4) in Restpuffer suspendiert.

Die Membranfraktionen wurden auf eine Konzentration von 2,8 mg/100 pl bzw. 800 pug/100 pl
eingestellt. Fir die Aufnahme eines Redox-Differenzspektrums in einem Wellenlangenbereich von
300 — 700 nm wurden dem Mess-Ansatz 1,25 mM DTH (Stammldsung 100 mM) zur Reduktion bzw.

1,25 mM Kaliumhexacyanoferrat (Stammlésung 100 mM) zur Oxidation zugesetzt.

Il. UV-VIS-Spektrum zum Nachweis eines Hamerythrins (modifiziert nach Kendall et al., 2014)

Hamerythrine zeigen bei Aufnahme eines UV-VIS-Spektrums bei Zugabe von Na-Azid eine Schulter
bei 450 nm, die auf die Bildung einer Azido-Fe(lll)-Liganden-Form zurilickzufiihren ist. Fir die
Untersuchung eines maoglichen Hamerythrin-dhnlichen Charakters von SC00212 wurden 0,284 mM

gereinigtes SCO0212strep-n Mit 50 MM Na-Azid versetzt und der Kurvenverlauf bei einer Wellenlange



von 350 nm bis 700 nm aufgezeichnet. Als Referenz diente ein Ansatz des gereinigten Proteins ohne

Zusatz von Na-Azid.

2.8. Analytische Methoden

2.8.1. Nitritbildungs-Assay - Nitritbestimmung im Uberstand

Zur Bestimmung der gebildeten Nitritmenge wurden Sporen wie unter 2.4.2 beschrieben in Nitrat-
haltigem Inkubationspuffer fiir 5 h bzw. 24 h inkubiert und die Inkubation durch Erhitzen bei 80 °C fir
10 min abgestoppt. Die Proben konnten bis zur Messung anschlieRend bei 4 °C gelagert werden.
Nach Trennung des Inkubationsmediums von den Sporen durch Zentrifugation fir 5 min bei
2.370 x g wurde der Nitritgehalt im Medium (Fischer et al., 2010) spektrophotometrisch gemessen. In
einer 96 well-Zellkulturtestplatte wurde eine 50 ul Probe unverdiinnt, 1:10 verdiinnt und 1:110
verdiinnt jeweils mit 50 pl 4 % Sulfanilsdure (in 20 % HCI) versetzt, flir 5 min inkubiert und durch
Zugabe von 50 ul 0,2 % Naphthylethylendiaminhydrochlorid die Reaktion gestartet. Nach 10-
mindtiger Inkubation wurde die Extinktion bei 540 nm am Mikrotiterplatten-Reader (Tecan Sunrise)
bestimmt und die Nitritmenge anhand einer Kalibriergerade mit 0,5 mM bis 10 mM Nitrit als

Standard ermittelt.

2.8.2 Analyse von Prodigiosinen von S. coelicolor

I. Isolierung von Prodigiosinen aus S. coelicolor

Exponentiell angezogenes Myzel von S. coelicolor wurde zur Induktion der Prodigiosin-Bildung in
Inkubationspuffer mit 20 mM Phosphat und 4 % TSB umgesetzt und bis zur Rotfarbung, was der
Indikator fir die Bildung von Prodigiosinen ist, aerob schiittelnd in 1 | Serumflaschen bei 30 °C und
liegend bei 170 Upm inkubiert. Das Myzel wurde durch Zentrifugation geerntet, in HyOgest. gespiilt
und das Zellpellet zur Extraktion vakuumgetrocknet. Die Extraktion der Prodigiosine aus dem
lyophilisierten Zellpellet erfolgte mit HCl-angesdauertem Methanol bei -20 °C.

Isoliertes Extrakt wurde durch Aufnahme eines UV-VIS-Spektrum (Spekol 1500, Analytik Jena) im
Wellenldangenbereich 400 nm bis 600 nm analysiert und anschliefend die Pigmentkonzentration mit

Hilfe des spezifischen Extinktionskoeffizienten bei 530 nm (gs30 = 100.500 M cm™) bestimmt.

Il. Messung hochauflésender Massenspektren
Durch die Aufnahme hochauflésender Massenspektren (MS/MS) wurden die chemischen
Verbindungen im isolierten Extrakt ermittelt. Die Massenspektren wurden in Kooperation mit Prof.

Dr. N. Arnold [IPB, Institut fir Pflanzenbiochemie, Halle (Saale)] durchgefiihrt.



3 Ergebnisse
Kapitel 1

Charakterisierung von Narl und dessen Regulation durch die aerobe
Atmungskette: Identifizierung einer sporenspezifischen Oxidase

Entgegen des fiir Streptomyces charakteristischen Merkmals einer obligat aeroben Lebensweise,
weisen Annotationen auch die Existenz anaerober Gencluster im Genom von Streptomyces coelicolor
A3(2) nach (Bentley et al., 2002); darunter drei Operone, die jeweils flir eine unterschiedliche
respiratorische Nitratreduktase (Narl, Nar2, Nar3) kodieren kdnnten. Fischer et. al (2010) zeigten
daraufhin, dass alle drei Nar-Enzyme wahrend des komplexen Lebenszyklus von S. coelicolor
synthetisiert werden und tatsachlich die Reduktion von Nitrat zu Nitrit katalysieren.

Die Ergebnisse im folgenden Kapitel zeigen die Details der Prasenz eines ausschlieRlich in
ausdauernden Sporen aktiven Nar Enzyms und verdeutlichen erste Indizien fiir eine regulatorische
Verbindung zwischen aerober Atmung mit Sauerstoff und anaerober Atmung mit Nitrat als

terminaler Elektronenakzeptor in Sporen.

3.1. Charakterisierung von Nar1 als sporenspezifische Nitratreduktase
(Daten publiziert in Fischer, Falke et al., 2013)

Vorangegangene Studien zeigten, dass anaerob inkubierte Sporensuspensionen von
S. coelicolor Nitrat reduzieren, wahrend Sporensuspensionen einer Mutante, die keines der drei Nar-
Enzyme synthetisiert, nicht in der Lage war, vorhandenes Nitrat im Medium zu Nitrit zu reduzieren
(Fischer et al., 2010). AnschlieBend durchgefiihrte Analysen von Einzel- und Doppel-nar-
Deletionsmutanten hinsichtlich ihrer gebildeten Nitritmenge zeigten, dass bei dieser Art eines
durchgefiihrten anaeroben Nitritbildungs-Assay das Nar-Enzym 1 hauptverantwortlich fir die
Nitratreduktion in Sporen bei diesen anaeroben Nitritbildungs-Assays ist (Fischer, Falke et al., 2013).
Ausgehend von diesen in vivo Daten sollte die Prasenz der Transkripte bzw. Proteine von narl, nar2,
nar3 und die messbare Nitratreduktase-Aktivitat in ausdauernden Sporen charakterisiert werden.
Dafiir wurden zundchst die jeweiligen katalytischen Untereinheiten NarG1l, NarG2 und NarG3 der
drei respiratorischen Nitratreduktasen mit einem C-terminalen His-Tag markiert, Gberproduziert,
mittels Affinitdtschromatographie gereinigt und als Positivkontrolle fiir die Analysen verwendet. Da
alle 3 katalytischen Untereinheiten nicht in ausreichender Menge und nur unter denaturierenden
Bedingungen gereinigt werden konnten, dienten diese nicht als template fiir die Synthese spezifische

Proteinantikorper. Stattdessen wurden anhand von Proteindatensequenzen Peptidantikorper Uber



die Firmen Seqlab und Bioscience synthetisiert und im Rahmen dieser Doktorarbeit aus dem

Kaninchenserum gereinigt und depletiert eingesetzt.

3.1.1. Narl liegt ausschlieB8lich in Sporen und nicht im Myzel vor

Die Analyse von Proteinfraktionen der verwendeten nar-Deletionsmutanten sollte Aufschluss tGber
die Prasenz eines synthetisierten Narl-Proteins liefern. Sporen wurden daflir nach 5-7 tagiger
Inkubation geerntet, aufgeschlossen, bis zur Gewinnung des Rohextraktes fraktioniert und 60 pg des
erhaltenen Rohextraktes mittels Immunodetektion auf synthetisiertes Narl hin untersucht. Da das
zur NarG1-Detektion verwendete, unbehandelte Kaninchenserum zu starken Kreuzreaktionen fiihrt
wurde der Reinheitsgrad sowie die Bindungsspezifitit des verwendeten AntikGrpers mittels
Antikorperdepletion erhoht und fortan der depletierte Antikorper fir Western Blot-Analysen

eingesetzt. Abbildung 3.1. zeigt die Immunodetektion nach Western Blot-Analyse.
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Abbildung 3.1.: Nachweis der gebildeten katalytischen Untereinheit NarG1 in ausdauernden Sporen und exponentiellem
Myzel

Immunodetektion nach Western Blot-Analyse mit 60 pug Rohextrakt von ausdauernden Sporen (A) und Myzel (B). NarG1
migriert bei einer erwarteten GroRe von 136 kDa. ,*“ markiert ein bislang unbekanntes kreuzreagierendes Signal bei ca.
50 kDa (A) bzw. 70 kDa (B), das als Ladekontrolle fungiert. Gereinigtes, mit einem C-terminalem His-Tag markiertes NarG1
(1 ug) wurde als Positivkontrolle eingesetzt. Die Detektion erfolgte mit anti-NarG1 1:25 (depletiert) tiber Nacht.

Die katalytische Untereinheit NarG1 migriert bei einer GréRe von ca. 136 kDa im SDS-Gel und konnte
mit  depletierten  Peptidantikorpern, gerichtet gegen die AS-Sequenz (AS1065-1080
MHRLFGEPRLGPDGHR) der katalytischen Untereinheit NarG, detektiert werden (Abbildung 3.1. A).
Gereinigtes, mit einem C-terminalem His-Tag markiertes NarG1 diente als Positivkontrolle und zeigte
eine starke Interaktion mit dem depletierten Antikorper. Die Synthese des His-Tags fiihrt zu einer
Zunahme der Molekularmasse um 0,84 kDa, was sich in einem veranderten Laufverhalten im
Vergleich zum Wildtyp-NarG1l &duRert. NarGl konnte zudem in den Proteinfraktionen des

Wildtypstammes M145 und den Mutanten NM68 (Anar2Anar3), NM3 (Anar2) und NM27 (Anar3) bei



135 kDa detektiert werden. Die Rohextrakte der Mutanten, die durch Gendeletion des nar1-Operons
kein Narl-Protein mehr synthetisieren (NM92 und NM24), zeigen dagegen keine Reaktion mit dem
Antikorper bei 136 kDa. Lediglich ein unspezifisches, kreuzreagierendes Signal wird, wie bei allen
analysierten Stammen, bei ca. 53 kDa detektiert (Kreuzreaktion durch Stern markiert).

Um Evidenzen zu erhalten, ob Narl ausschlieBlich in Sporen vorliegt, wurde exponentielles Myzel der
verwendeten Stamme fraktioniert und das erhaltene Rohextrakt auf Vorhandensein der
katalytischen Untereinheit (NarGl) mittels Immunodetektion untersucht (Abbildung 3.1. B).
Gereinigtes, His-Tag-markiertes NarG1 agierte erneut als Positivkontrolle und zeigte ein klares
detektierbares Signal bei ca. 137 kDa. In allen Proteinfraktionen konnte eine Kreuzreaktion bei ca.
70 kDa mit dem Peptidantikorper detektiert werden. Des Weiteren konnte in den Rohextrakten der
Mutanten NM92 (AnariAnar2Anar3), NM68 (Anar2Anar3) und NM24 (Anarl) ein unspezifisches
Signal bei 130 kDa detektiert werden. Die Analyse der narl-Deletionsmutanten NM92 und NM24
verdeutlicht, dass es sich bei diesem Signal nicht um NarG1l handeln kann. Folglich zeigte kein
Rohextrakt des exponentiellen Myzels ein NarG1-spezifisches Signal. Dieses Ergebnis deutet darauf,

dass das Narl-Protein ausschlielRlich in Sporen und nicht im exponentiellen Myzel vorhanden ist.

Die Daten der Western Blot-Analyse lassen zundchst noch offen, ob lediglich das Protein nicht im
Myzel vorhanden war oder auch keine spezifische mRNA im Myzel vorlag. Zur Charakterisierung von
Narl als sporenspezifisches Nar-Enzym erfolgte daher zusatzlich die Analyse der Stamme auf
Transkriptionsebene in den verschiedenen Zellzyklusstadien von S. coelicolor mittels RT-PCR. Isolierte
Gesamt-RNA von geernteten Sporen, exponentiellem und stationdrem Myzel sowie Luftmyzel wurde
isoliert und in cDNA umgeschrieben. Die erhaltene cDNA-Bibliothek wurde eingesetzt, um spezifische
MRNA in den Lebenszyklusphasen nachzuweisen. Abbildung 3.2. zeigt das Ergebnis der RT-PCR unter

Verwendung verschiedener Primerkombinationen.
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Gesamt-RNA der Stdamme M145 (Wildtyp) und
NM92 (Dreifach-nar-Deletionsmutante) wurde aus
ausdauernden Sporen, exponeniellem Myzel,
stationdrem Myzel und Luftmyzel isoliert und in
cDNA umgeschrieben. 100 ng cDNA dienten als
template fiir die RT-PCRs mit den in Tabelle 8.1.
angegebenen Primerkombinationen. Genomische
DNA des Wildtypstammes M145 diente als
Positivkontrolle, H,O wurde als Negativkontrolle
eingesetzt. [Anmerkung: Das Experiment aus Abb.
3.2, Abb. 3.15. und Abb 3.23 wurde gleichzeitig
durchgefiihrt und somit die Bilder der Kontrollen
(whiB, 16S rRNA) geteilt und jeweils mitgefiihrt.]



Genomische DNA des Wildtyps M145 wurde als Positiv-Kontrolle eingesetzt und zeigt ein narG1-
spezifisches PCR-Produkt mit einer GroRe von 600 bp. Spezifische narG1-Transkripte konnten
deutlich in Sporen des Wildtypstammes M145 nachgewiesen werden, wogegen lediglich ein sehr
schwaches Signal im exponentiellen Myzel detektierbar war. Kein narG1-Transkript war dagegen in
stationdrem Myzel und Luftmyzel detektierbar. Als Negativkontrolle diente isolierte RNA der
Dreifach-nar-Deletionsmutante NM92, in der keine narG1-Transkripte detektiert werden konnten.
Der Nachweis der whiB-Transkripte fungierte als Kontrolle fiir das Luftmyzel und zeigt die Synthese
eines fur die Entwicklung des Luftmyzels essentiellen Proteins (Soliveri et al., 1992). In beiden
verwendeten Stdmmen konnten spezifische whiB-Transkripte nachgewiesen werden. Die Analyse der
16S rRNA stellt sicher, dass die vergleichbare Menge Gesamt-RNA in allen Fillen eingesetzt wurde.
Als Kontrolle fiir das Sporenstadium wurde die mRNA des Gens SCO3780, eine putative Trehalose-6-
Phosphat-Hydrolase, gewahlt und erwartungsgemall als House-Keeping-Gen fiir Sporen detektiert.
Auffallend ist die duBerst schwache Transkriptmenge von SCO3780 im exponentiellen Myzel und
Luftmyzel, wohingegen in Sporen und im stationdren Myzel verstirkte Transkriptmengen

nachweisbar sind.

Die Daten der RT-PCR-Analyse belegen, dass narG1-Transkripte hauptsachlich in Sporen vorliegen. Es
kann vermutet werden, dass diese bereits wahrend der Sporenbildung gebildet werden. Im Vergleich
zu Sporen wird die narG1-spezifische mRNA nur zu einem geringen Anteil im exponentiellen Myzel

gebildet. Diese Daten bestatigen damit eine sporenspezifische Relevanz von Narl.

3.1.2. Narl ist in Sporen permanent vorhanden und im Rohextrakt immer nachweisbar

Die Transkriptdaten aus 3.1. zeigen, dass die Synthese von aktivem Narl prinzipiell kontinuierlich
moglich ist. Dieses Ergebnis wirft die Frage auf, ob das Narl-Enzym in intakten ausdauernden Sporen
bereits aktiv vorliegt oder erst bei anaeroben oder hypoxischen Stressbedingungen gebildet und
aktiviert wird. Die in vivo-Daten von Fischer, Falke et al. (2013) lieBen fiir Sauerstoff eine
regulatorische Funktion bei der Nitratreduktion in Sporen vermuten, da in der Anwesenheit von
Sauerstoff die Nitratreduktion gehemmt wurde. Diese Regulation verlief reversibel und gleicht daher
einem on-off-Schalter-Mechanismus. Auf welcher Ebene die regulatorische Funktion von Sauerstoff
angreift, das heillt, wird durch Sauerstoff der Nitrattransport in die Zelle blockiert oder wird das
Narl-Enzym durch Sauerstoff selber inaktiviert? Dies wurde durch Bestimmung der spezifischen
Enzymaktivitat in aufgeschlossenen Sporen ermittelt.

Zur Bestimmung des Sauerstoffeinflusses auf die Enzymaktivitdit wurde ein Teil der geernteten

Sporen vor dem Aufschluss 1 h bei 30 °C anaerob inkubiert und ein Teil 1 h auf Eis aerob inkubiert.



Nach dem Sporenaufschluss wurde im Rohextrakt durch einen DTH/BV-basierenden Assay die

spezifische Narl-Enzymaktivitdt gemessen (Abbildung 3.3. A+B).
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Abbildung 3.3.: Nachweis der spezifischen Nitratreduktaseaktivitdt im Rohextrakt von ausdauernden Sporen und der
Einfluss einer anaeroben Prdinkubation der Sporen auf die in vitro Aktivitat.

A+B. Nachweis der spezifischen Nitratreduktaseaktivitat im Rohextrakt von ausdauernden Sporen der Nar-Mutanten mit (A)
einfachem Knockout (NM24 — Deletion von narl, NM3 — Deletion von nar2, NM27 — Deletion von nar3) und (B) eines
zweifachen Knockout (NM59 — Deletion von narl und nar3, NM29 — Deletion von narl und nar2, NM68 — Deletion von nar2
und nar3) mit Hilfe eines BV-DTH-basierten Enzym-Assays ohne anaerobe Prdinkubation (dunkelblaue Balken) und mit
anaerober Prainkubation (hellblaue Balken) der Sporen vor dem Aufschluss.

C.+D. In-gel Nar-Aktivitatsfarbung nach Auftrennung der mit Detergenz behandelten Proteine (30 pg) der Nar-Mutanten mit
einfachem Knockout (C) und zweifachem Knockout (D) in einer 10%igen Nativ-PAGE. Zum Nachweis der Nar-Aktivitat im Gel
wurde dieses mit DTH-Methylviologen und Nitrat als Substrat unter Sauerstoffausschluss gefarbt. Die Nar-abhangige
Oxidation von Methylviologen wird als weile Lauffront im blau gefarbten Gel sichtbar. Ein (-) ist definiert als Rohextrakt
ohne vorherige anaerobe Prdinkubation der Sporen, (AP) ist definiert als Rohextrakt mit einer einstiindigen Prdinkubation
der Sporen bei 30 °C vor dem Aufschluss.

Im Rohextrakt des Wildtypstammes M145 war eine vergleichbare Narl-spezifische Enzymaktivitat
von 30 mU/mg messbar, unabhéngig von der aeroben oder anaeroben Prainkubation der Sporen vor
dem Aufschluss. Dieses Ergebnis spricht dafiir, dass Sauerstoff seine regulatorische Funktion beim
Nitrattransport in die Zelle hat und Narl trotz Exposition mit Sauerstoff wieder aktiviert werden
kann. Die Dreifach-nar-Deletionsmutante NM92 diente in diesem Aktivitatsassay als Negativkontrolle
und zeigte keine messbare Enzymaktivitat. Im Rohextrakt einer Mutante ohne funktionelles Nar2
oder Nar3 (NM3, Anar2; NM27, Anar3)war dagegen eine Enzymaktivitat analog zum Wildtyp M145
messbar. Eine Mutante, ohne funktionelles Narl-Enzym (NM24), zeigte hingegen eine stark
verringerte messbare Enzymaktivitdit von 12 mU/mg, die auf die Aktivitdt von Nar2 oder Nar3
zuriickzufihren ist. Die Analyse der Doppel-nar-Deletionsmutanten (Abbildung 3.3. B) korreliert mit
den Ergebnissen der Einzel-nar-Deletionsmutanten und zeigt durch eine geringe messbare aber

reproduzierbare Aktivitat im Rohextrakt der Mutante NM29 (AnarlAnar2), dass diese Restaktivitat



(25-30 % der Wildtypaktivitat) auf Nar3 beruht. Um eine Differenzierung der gemessenen Gesamt-
Nar-Aktivitat in Narl-, Nar2- und Nar3-Aktivitat zu erméglichen, wurde die Nar-Aktivitdt zymografisch
durch Aktivitatsfarbung nach Nativ-PAGE visuell dokumentiert (Abbildung 3.3. C+D). Die Rohextrakte
anaerob und aerob préinkubierter Sporen wurden in einer nicht-denaturierenden PAGE aufgetrennt
und die Nar-Aktivitdt durch DTH/Methylviologen (MV)-In gel-Farbung als weie Bande im blau
gefarbten Gel sichtbar gemacht. Das Ergebnis der Aktivitatsfarbung steht im Einklang mit der
gemessenen Enzymaktivitat: Eine Aktivitditsbande mit vergleichbarer Intensitat war detektierbar im
Rohextrakt des Wildtypstammes sowohl nach aerober als auch anaerober Prdinkubation. In den
Mutanten ohne Narl-Protein war dagegen keine Gesamt-Nar-Aktivitdt detektierbar. Die qualitative
Analyse der Gesamt-Nar-Enzymaktivitat der Einzel- und Doppelmutanten sowie die zymografisch
sichtbare Aktivitat im Nativgel konkretisieren die ersten Ergebnisse des Nitritbildungsassays bei
Fischer, Falke et al. (2013), dass die Nitratreduktion in Sporen auf der Aktivitdt von Narl beruht und

dieses ausschliefllich in Sporen prasent und aktiv ist.

Die bisher beschriebenen Daten definieren Narl eindeutig als sporenspezifisches Nar-Enzym,
welches vermutlich bereits wahrend der Sporenbildung in der Spore synthetisiert wird und somit bei
einem Shift von aerober zur anaeroben Atmung sofort die Reduktion von Nitrat zu Nitrit katalysieren
kann. Sauerstoff hemmt die Nitratreduktion in intakten Sporen, wobei, wie die spezifischen
Enzymaktivitaten zeigen, nicht das Enzym per se durch Sauerstoff inaktiviert wird. Vermutlich scheint
die Regulation vielmehr Uber den Nitrat-Transport in die Zellen zu erfolgen, welcher in der

Anwesenheit von Sauerstoff blockiert wird.

3.2. Die Enzym-Aktivitadt von vorliegendem Narl ist abhangig von Komponenten der
aeroben Atmungskette

Als membranstandiges Enzym katalysiert Narl die Reduktion von Nitrat zu Nitrit direkt an der, dem
Zytoplasma zugewandten Seite der Zytoplasmamembran. Narl ist als Membrananker direkt mit der
Zytoplasmamembran assoziiert, wahrend NarH und NarG lediglich als membranassoziierte
Komponenten des Narl-Holoenzyms fungieren. Unklar ist zum jetzigen Zeitpunkt, woher das Narl-
Enzym in Sporen die fiir die Reduktion notigen Elektronen bezieht, d. h. was als Elektronenquelle fiir
das Narl-Enzym agiert. Denkbar ware eine Kopplung der Nitratreduktion an Membran-Komponenten
der aeroben Atmungskette, weil bereits im vorrangegangenen Abschnitt gezeigt werden konnte, dass
das Narl-Protein in Sporen permanent prasent ist. Eine mogliche Korrelation zwischen der aeroben
Atmungskette und der Narl-bedingten Nitratreduktion in Sporen sollte zundchst mit der

Charakterisierung zweier von Jesse Alderson (JIC, Norwich) hergestellten Mutanten (COE190,



COE192) mit Gendeletionen in essentiellen Komponenten der aeroben Atmungskette untersucht
werden.

Die Mutante COE190 ist durch Deletion der Gene SC03945-46 nicht mehr in der Lage, die
sauerstoffaffinere Cytochrom bd Oxidase, die unter sauerstofflimitierenden Bedingungen aktiv ist,
auszubilden; die Mutante COE192 bildet durch die Deletion der Gene SCO2148-56 weder einen bcl-
Komplex noch eine terminale Cytochrom c¢ aas; Oxidase aus. Der genaue Aufbau des Lokus von

SC02148-56 und SCO3945-46 ist im Anhang grafisch dargestellt (Abb. 8.1., Anhang).

3.2.1. Der Verlust des bci;-Komplexes und der Cytochrom aa3 Oxidase fiihrt zum Verlust
der Nitratreduktaseaktivitat in Sporen in vivo und in vitro

Nitritbildungsassays  von  Sporensuspensionen  beider = Atmungskettenkomplex-Mutanten,
durchgefiihrt von Dr. M. Fischer, zeigten bereits im Vorfeld die Ausbildung eines Phdnotyps von
COE192. Die Mutante COE192 war im Vergleich zum Wildtyp nicht langer in der Lage, Nitrat zu Nitrit
zu reduzieren, wohingegen COE190 Nitrit in dquivalenten Mengen zum Wildtyp bildete. Der Verlust
des Komplex Il und Komplex IV geht damit einher mit dem Verlust der Nitratreduktaseaktivitat in
intakten oder ausdauernden Sporen. Der Verlust der Cytochrom bd Oxidase hat dagegen keinen
Einfluss auf die Nitratreduktaseaktivitat in vivo.

In der vorliegenden Doktorarbeit wurden beide Mutanten auf das Vorliegen eines aktiven Narl-
Enzyms im Rohextrakt hin untersucht. Aerob geerntete Sporen wurden aerob aufgeschlossen und bis
zum Rohextrakt fraktioniert. Die Narl-spezifische Enzymaktivitdt im Rohextrakt wurde wie zuvor
angegeben durch einen DTH/BV-basierenden Assay anaerob gemessen, bei dem die Elektronen

direkt vom Benzylviologen auf die Nitratreduktase libertragen werden.
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Abbildung 3.4.: Untersuchung einer moglichen Korrelation der Nitratreduktaseaktivitdt und des Komplex Il der aeroben
Atmungskette in ausdauernden Sporen.

A. Nachweis der spezifischen Nitratreduktaseaktivitdit im Rohextrakt von ausdauernden Sporen der
Atmungskettenkomplexmutanten COE190 und COE192 mit Hilfe eines BV-DTH-basierten Enzym-Assays. Die Balken
reprasentieren die Messung von 3 unabhangigen Sporenernten, wobei bei jeder Messung das Rohextrakt mindestens
zweimal gemessen wurde.

B. Immunodetektion nach Western Blot-Analyse von 60 ug Sporen-Rohextrakt. Die Detektion erfolgte mit anti-NarG1 1:25
(depletiert). Gereinigtes, mit einem C-terminalem His-Tag markiertes NarG1 (1 pg) wurde als Positivkontrolle eingesetzt.

C. In gel Nar-Aktivitatsfarbung nach Auftrennung der mit Detergenz behandelten Proteine (30 ug) der
Atmungskettenkomplexmutanten in einer 10%igen Nativ-PAGE. Zum Nachweis der Nar-Aktivitdt im Gel wurde dieses mit
DTH-Methylviologen und Nitrat als Substrat unter Sauerstoffausschluss gefarbt. Die Nar-abhangige Oxidation von
Methylviologen wird als weiRe Lauffront im blau gefarbten Gel sichtbar.

D. In gel Oxidase-Aktivitatsfarbung zum Nachweis der Komplex IV-Aktivitat (Cytochrom ¢ Oxidase-Farbung) im Rohextrakt
von ausdauernden Sporen der Atmungskettenkomplexmutanten COE190 und COE192 sowie Wildtyp M145 und NM92
(Dreifach-nar-Deletionsmutante). Die mit Detergenz behandelten Proteine (150 pg) wurden in einer 10%igen Nativ-PAGE
elektrophoretisch aufgetrennt und mit einer Diaminobenzidin-Cytochrom c-Aktivitatsfarbung ihre Komplex IV-Aktivitdat im
Gel nachgewiesen. Die Aktivitat wird als braune Bande im farblosen Gel sichtbar.

Das Rohextrakt der Mutante COE190 zeigte eine dem Wildtyp entsprechende spezifische
Enzymaktivitdit von ca. 23 mU/mg, wohingegen die Mutante COE192 keine messbare
Nitratreduktaseaktivitdt im Rohextrakt aufweist (Abbildung 3.4. A). Der Verlust des bc;-Komplexes
und der Cytochrom ¢ aas Oxidase kann nicht direkt fir die fehlende Enzymaktivitdat von COE192
verantwortlich sein, da aufgrund des direkten Ubergangs der Elektronen von Benzylviologen auf Nar1
die Atmungskettenkomplexkomponenten im Enzym-Assay nicht essentiell sind. Um zu klaren, ob die
fehlende Enzymaktivitdt von COE192 mit dem Fehlen eines aktiven Nars begriindet werden kann,

wurden die Mutanten mittels Immunodetektion untersucht (Abbildung 3.4. B). Die katalytische



Untereinheit wurde durch die Detektion mit depletierten Peptitantikdrpern bei einer molekularen
Masse von 135 kDa nachgewiesen. Das gereinigte, mit einem C-terminalen His-Tag markierte NarG1
fungierte als Positivkontrolle fir den depletierten Antikoérper. Wildtyp M145, Stamm NM68
(Anar2Anar3) und die Mutante COE190 (AcydAB) zeigten ein klar detektierbares Signal fiir NarG1 bei
ca. 136 kDa. Uberraschenderweise war im Rohextrakt der Mutante COE192 ebenfalls NarG1 bei ca.
136 kDa detektierbar. Allerdings zeigte sich ein weiteres detektierbares Signal bei ca. 95 kDa, das auf
Degradierung von NarGl hindeuten konnte. Auch im Nativgel war nach Aktivitatsfarbung
zymografisch keine Narl-spezifische Aktivitdt im Rohextrakt von COE192 nachweisbar, wohingegen
der Wildtypstamm M145 und die Mutante COE190 deutlich eine Aktivitdt, sichtbar als weil3e
Lauffront im blaugefarbten Gel, zeigten. Stamm NM92 diente als Negativkontrolle und zeigte
ebenfalls keine Nar-spezifische Aktivitat.

Der Verlust der Narl-Enzymaktivitdt im Sporen-Rohextrakt der Mutante COE192 ist folglich nicht auf
das Fehlen von Narl zuriickzufiihren. Narl muss in Sporen demnach inaktiv vorliegen. Moglich ware
eine gestorte Kofaktor-Biosynthese, weshalb Narl nicht mehr vollstandig assembliert wird. Ein Indiz
fir diese Hypothese zeigt das detektierte Degradierungsmuster nach Western Blot-Analyse, welches

sich ebenfalls nach Western Blot Analyse einer moaA-Mutante abzeichnet (Abbildung 8.2. Anhang).

Eine weitere Moglichkeit fiir inaktiv vorliegendes Narl konnte in einer regulatorischen Abhdngigkeit
bei Fehlen der Gene SC02148-56 (Komplex Ill und Komplex 1V), die in der Mutante COE192 deletiert
sind, begrindet sein. Ist dies der Fall, kann angenommen werden, dass diese regulierende
Abhdngigkeit auch in beide Richtungen wirkt. Das heiRt, ein Fehlen eines Narl-Enzyms wirde somit
auch einen Effekt auf die Aktivitat des bci-Komplexes oder die Cytochrom ¢ aas-Oxidase zeigen. Ziel
war es daher zu prifen, ob das Fehlen der Nar-Enzyme einen Einfluss auf die Funktionalitat der
Atmungskettenkomplexe haben kdnnte. Um Aussagen (iber die Funktionalitdt der respiratorischen
Atmungskettenkomplexe Il und IV treffen zu kdnnen, wurde daher die Cytochrom ¢ Oxidase-Aktivitat
in den Mutanten untersucht (Abbildung 3.4. D). Die Aktivitat lasst sich liber die Cytochrom ¢ Oxidase-
vermittelte Reduktion von Cytochrom ¢ mittels Diaminobenzidin durch In-gel Aktivitatsfarbung nach
Nativ-PAGE zymografisch nachweisen. Abbildung 3.4. D zeigt, dass im Rohextrakt von Sporen des
Wildtyps M145 und der Mutante NM92 (AnarlAnar2Anar3) die respiratorischen
Atmungskettenkomplexe Il und IV aktiv/funktionell vorliegen. Das Rohextrakt der Mutante COE192
zeigt, dass der Aktivititsnachweis spezifisch fiir die Cytochrom c¢ Oxidase ist. Uber eine aktiv
vorliegende Cytochrom bd Oxidase ist durch Mangel an Nachweismethoden keine Aussage moglich.
Der vermutete regulatorische Einfluss der Gene SC02148-56 auf die Narl-Aktivitat scheint zudem
nur in eine Richtung angelegt. Das Fehlen der Nar-Enzyme hat gemal} den Ergebnissen der Mutante

NM92 (AnarlAnar2Anar3) keinen Einfluss auf die Cytochrom ¢ Oxidase-Aktivitat (Abbildung 3.4. B),



sodass der vermutete regulatorische Einfluss der Gene SC02148-56 auf die Nar1l-Aktivitat nur in eine

Richtung angelegt zu sein scheint.

3.2.2. Durch einzeln oder kombiniert eingebrachte Atmungskettengene ist die fehlende
Synthese von Komplex Il und Komplex IV teilweise komplementierbar

Die Ergebnisse der Mutante COE192 (Kapitel 3.2.1.) lieferten erste Hinweise auf Verknipfung von
aerober Atmung mit Sauerstoff und anaerober Nitratreduktion in Sporen. Dabei scheint der bcl
Komplex und/oder Komplex IV eine regulatorische Funktion bei der Nitratreduktion in Sporen
einzunehmen. Mit der Erstellung verschiedener Komplementationskonstrukte fiir COE192 sollte
zunachst analysiert werden, bei welcher Kombination der eingebrachten Gene der Wildtypphanotyp
der Mutante COE192 wiederhergestellt wird. Abbildung 3.5. gibt einen Uberblick tiber die erstellten

Komplementationskonstrukte fir die Mutante COE192.
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Abbildung 3.5.: Komplementationskonstrukte fiir COE190.

Zur Uberpriifung der Komplementationsfihigkeit der erstellten Konstrukte wurden die neu
konstruierten Mutanten auf ihre Cytochrom ¢ Oxidase-Aktivitat sowohl in Sporen als auch im Myzel

mittels In-gel-Aktivitatsfarbung und Ham-Farbung untersucht (Abbildung 3.5.).
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Abbildung 3.6.: Uberpriifung der Komplementationsfihigkeit der erzeugten Konstrukte fiir COE192 Spore versus Myzel.

A und C. In-gel Oxidase-Aktivitatsfarbung zum Nachweis der Komplex IV-Aktivitdt (Cytochrom c¢ Oxidase-Farbung) im
Rohextrakt von ausdauernden Sporen (A) und exponentiellem Myzel (B) der Atmungskettenkomplexmutanten und den
Komplementationsmutanten. Die mit Detergenz behandelten Proteine (150 pg fir A und 40 pg fiur B) wurden nach
elektrophoretischer Auftrennung mit einer Diaminobenzidin-Cytochrom c-Aktivitatsfarbung ihre Komplex IV-Aktivitat im Gel
nachgewiesen. Die Aktivitat wird als braune Bande im farblosen Gel sichtbar.

B und D. In-gel Ham-Farbung zum Nachweis von kovalent gebundenem Ham in Membranfraktionen der
Atmungskettenkomplexmutanten und deren Komplementationskonstrukte fir (I) Sporen und (1) exponentielles Myzel. 50
pug Membranfraktion von Sporen wurden in einer 15%igen SDS-PAGE aufgetrennt. Zum Nachweis von kovalent
gebundenem Ham wurde das Gel mit TMBZ und H,0, gefdrbt. Gebundenes Hdm wird sichtbar als blaue Bande und zeigt
den korrekten Einbau der Komplementationskonstrukte.

Abbildung 3.6. zeigt, dass auller der Positivkontrolle M145 (Wildtyp) und COE190 (AcydAB)in keinem
Rohextrakt der Komplementationsmutanten die Cytochrom c-Oxidase-Aktivitat zuriickgebracht
werden konnte. Durch Nachweis eines kovalent gebundenen Hams in der Membranfraktion der, in
der Cytochrom c¢ Oxidase-Farbung analysierten Extrakte konnte allerdings die Bildung der
Komponenten SC02156-52 nachgewiesen werden (Abbildung 3.6. B). Die Cytochrom c¢ Oxidase
scheint damit korrekt in die Membran eingebaut zu sein. Die Membranfraktionen des
Wildtypstammes M145 und der Mutante COE190 wurden bei der Ham-Farbung als Positivkontrolle
eingesetzt und zeigten eine blaue Him-Bande bei einer molekularen Masse von ca. 23 kDa. Die
Membranfraktion des E. coli-Wildtypstammes MC4100 (Cytochrom c Oxidase-negativ) diente als

Negativkontrolle. Bei der Interpretation der durch die Hamfarbung erhaltenen Ergebnisse, sind



generell zwei Aspekte zu beachten: zum einen die Synthese der eingebrachten
Komplementationskonstrukte und zum anderen der Membraneinbau der gebildeten Proteine. Der
Nachweis eines kovalent gebundenen Hams zeigt zunachst die Synthese der Komplex Ill- und
Komplex IV-Komponenten. Kann das kovalent gebundene Ham in der Membranfraktion detektiert
werden, zeigt das den Membraneinbau der gebildeten Proteine. Bei der Anfarbung der Sporen-
Membranfraktionen der Komplementationskonstrukte SC02148-50, SC0O2148-51 sowie SCO2152 ist
keine Hdm-Bande detektierbar. Es ist somit davon auszugehen, dass die Genprodukte der Konstrukte
S$C02148-50, SCO2148-51 sowie SCO2152 in Sporen nicht komplementieren, d.h. es erfolgen weder
der Membraneinbau noch die Synthese des gebildeten bci-Komplexes. Letzteres konnte durch
Anfarbung der |6slichen Proteinfraktionen aller Stimme nachgewiesen werden. Denn auch in der
|6slichen Fraktion ist kein kovalent gebundenes Ham detektierbar, was impliziert, dass die Proteine
der eingebrachten Gene erst gar nicht synthetisiert wurden (Daten nicht gezeigt).

Vergleichend zur Analyse der Sporenrohextrakte ist auch im Myzel keine der
Komplementationsmutanten in der Lage, den Oxidase-negativen Phdnotyp der Mutante COE192 zu
komplementieren (Abbildung 3.6. C). Der Wildtypstamm M145, die Mutante COE190 sowie deren
Komplementationsmutante wurden bei der Aktivitatsfarbung als Positivkontrolle eingesetzt und
zeigten die Aktivitdt von zwei Komplexen (Bande 1* und 2*), wobei jeder Komplex als Doppelbande
im Nativ-Gel migriert. Die Analyse des Rohextraktes der Mutante COE192 zeigte, dass die Bande 1
der Aktivitat der Cytochrom ¢ Oxidase zuzuschreiben ist, da die Mutante COE192 als Cytochrom c-
Oxidase-negativer Stamm keine Aktivitat besitzt. Die Aktivitatsbande 2 hingegen war in allen Myzel-
Rohextrakten detektierbar, beruht jedoch ebenfalls auf der Aktivitit einer Oxidase. Die Him-Farbung
im Nativ-Gel zeigt, dass die Bande 2 kovalent gebundenes Ham im Komplex tragt (Abbildung 8.3.,
Anhang). Auffallig ist, dass diese Aktivitatsbande ausschlieBlich im Myzel detektierbar ist und Bande 1
und Bande 2 als Doppelbande auftreten, nicht jedoch im Rohextrakt von Sporen. Dieses Ergebnis
zeigt erste Indizien fir eine unterschiedliche Verfligbarkeit an Oxidasen in Sporen und Myzel.

Da durch die Oxidase-Aktivitatsfarbung keine funktionelle Komplementation der eingebrachten Gene
im Myzel nachgewiesen werden konnte, wurde Uber Ham-Farbung nach SDS-PAGE die
Komplementation Uber Synthese der Genprodukte und damit der Einbau des Ham untersucht
(Abbildung 3.6. D). Die Membranfraktion des Oxidase-negativen E. coli-Stammes MC4100 diente als
Negativkontrolle, wohingegen der S. coelicolor Wildtypstamm M145, der Mutante COE190 sowie
deren Komplementationsmutante als Positivkontrollen eingesetzt wurden und eine Hdm-Bande mit
einer molekularen Masse von ca. 23 kDa anfarbbar war. Vergleichend zur Himfarbung in Sporen ist
im Myzel allerdings die Synthese der bc1-Komplex-Komponenten (Konstrukt SCO2148-50, Konstrukt
SC02148-51) nachweisbar, das Genprodukt des Konstrukts SC02153-56, was der gebildeten

Cytochrom c-Oxidase entspricht, wird dagegen in Myzel nicht gebildet. Das Ergebnis der Himfarbung



bestatigt damit die erste Annahme, dass in Sporen und Myzel verschiedene End-Oxidasen aktiv sind

und somit unterschiedliche Atmungskettenkomplexe existieren kénnten.

3.2.3. Der Verlust der Narl-Nitratreduktaseaktivitidt bei COE192 ist durch einzelne
oder kombiniert eingebrachte Gene von SC02148-56 nicht komplementierbar

Die bisherigen Ergebnisse der Komplementationsversuche fir die Mutante COE192 zeigten, dass die
Atmungskettenproteine zwar synthetisiert werden, allerdings ihre Funktion in der aeroben
Atmungskette nicht nachgewiesen werden kann. Ob sich dennoch durch Einbringen der Konstrukte
die Narl-Aktivitat zurickfiihren lasst, wurde anschlieBend sowohl in vivo mit dem Nitritbildungs-
Assay als auch in vitro mit Messung der spezifischen Nar-Enzymaktivitdt im Rohextrakt von Sporen
untersucht.

Alle Komplementationsmutanten wurden zuvor mittels RT-PCR auf die Anwesenheit von narG1-
Transkript getestet. Genomische DNA diente als Positivkontrolle. Im Wildtypstamm M145 und
COE192 konnte ein starkes Signal flr das narG1-Transkript nachgewiesen werden (Daten nicht
gezeigt). Uberraschenderweise war in keiner Komplementationsmutante von COE192 narGi-
Transkript nachweisbar. Die Komplementation in Sporen beeinflusst demnach die Bildung narG1-
spezifischer mRNA. Ob kein narG1-Transkript vorliegt, weil bereits Narl-Enzym synthetisiert wurde
und keines nachgebildet wird, kann bislang nur vermutet werden.

Wie bereits der Komplementationsversuch des Cytochrom ¢ Oxidase-negativen Phdnotyps von
COE192, zeigte auch der Nitritbildungs-Assay, dass bei keinem Konstrukt die Nitratreduktaseaktivitat
in vivo nach 5 Stunden wiederhergestellt werden konnte (Daten nicht gezeigt). Die Messung der in
vitro-Enzymaktivitdt bestdtigte ebenfalls, dass durch Einbringen der Konstrukte keine
Komplementation der Narl-Aktivitdt moglich ist. Es liegt daher nahe, dass nur das Einbringen des
gesamten Operons (SC02148-56) den Phanotyp von COE192 komplementieren kann. Die Klonierung
des gesamten Genbereichs (SC02148-56) war nach mehrmaligen Versuchen allerdings nicht moglich,
wobei jedoch ohnehin davon auszugehen ist, dass nur eine Teil-Komponente der deletierten Gene
flr den Verlust der Narl-Aktivitdt verantwortlich ist. In diesem Zusammenhang konnten auch die
Gene SC02152 (unbekannte Funktion, annotiert als putativer response Regulator) und SC02153
(unbekannte Funktion, annotiert als Flavin-dhnliches, sekretiertes Protein) durch Herstellung der
Transposon-Mutanten SC02152::Tn5062 (COE472) und SC02153::Tn5062 (COE474) und deren
Charakterisierung als relevante Komponenten mit Einfluss auf die Aktivitdt von Narl ausgeschlossen
werden.

Nachfolgend sind die Daten der bisher durchgefiihrten Komplementationsstudien zum besseren

Uberblick noch einmal tabellarisch zusammengefasst.



Tabelle 3.1.: Komplementationsstudien der konstruierten Mutanten hinsichtlich ihrer Nar-Aktivitat in Sporen und ihrer
Cytochrom c Oxidase-Aktivitdt in Sporen und Myzel.

Stamm/ Nar-Aktivitat Cytochrom ¢ Synthese + Membraneinbau der AKK*

Mutante (Sporen) Oxidase-Aktivitdit | (Komplementationsnachweis durch Him-Farbung)
Sporen Myzel Sporen Myzel

M145 (WT) + + + + +

COE190 + + + + +

COE190K (COE190 + + + + +

+5C03945-64)
COE192 (SC02148-56) - - - - -
COE192+5C02148-50 - - - -
COE192+5C02148-51 - - - -
COE192+5C02152 - - - - -
COE192+5C02153-56 - - - + -

+ +

*AKK = Atmungskettenkomponenten

3.2.4. Die Cytochrom c Ham-bindende Untereinheit SCO2150 nimmt direkten Einfluss auf
die Nar1-Aktivitat in Sporen

Die Ergebnisse der Him-Farbung und der Oxidase-Aktivitatsfarbung in Sporen zeigten die Relevanz
des bci-Komplexes fir die Narl-Aktivitat. Die komplementationsvermittelte Synthese der Cytochrom
c aas Oxidase fuhrte nicht zur Ausbildung der Narl-Aktivitat, was mit dem Fehlen des bc;-Komplexes
begriindet werden kann, da dessen Synthese in der Ham-Farbung in Sporen nicht nachgewiesen
werden konnte (Tabelle 3.1.). Es liegt daher nahe, dass die Elektronen fiir die Nitratreduktion von
einer Komponente des bci;-Komplexes (ibertragen werden, bzw. diese Komponente essentiell fir die
Aktivitat oder den Elektronenfluss auf Narl ist. Die Erzeugung einer neuen Einzel-Genmutante
mittels Transposon-Insertion in den Wildtypstamm M145 (Mutante COE502), ermoglichte die
Untersuchung von SC02150 als potenziell essentielles Element fiir die Narl-Aktivitdt in Sporen

(Abbildung 3.7.).
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Abbildung 3.7.: Erzeugung der Mutante COE502.

Die neu konstruierte Mutante COE502 (SC02150::Tn5062) wurde sowohl in vivo auf die Nitritbildung
in ganzen Sporen als auch in vitro auf ihre spezifische Nar-Enzymaktivitat untersucht (Abbildung 3.8.
A). Durch Einbringen der Komplementationskonstrukte pMS/2148-50 und pMS/2148-51 in die
Mutante COE502 sollte ein moglicher Phanotyp von COE502 gleich komplementiert werden. Sie

wurden bei den durchgefiihrten Experimenten daher mitgefihrt.
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Abbildung 3.8.: Nachweis der Korrelation einer Mutation in der Cytochrom c-bindenden Untereinheit des Komplexes lll
und der Nitratreduktion in ausdauernden Sporen.

A. Quantitative Bestimmung der Nitritbildung in Sporen. Die Nar-Enzymaktivitdt wurde in anaeroben Sporensuspensionen
mit einer OD4s50=5 ermittelt. Die Sporensuspensionen wurden in MOPS-NaOH-Puffer mit 5 mM Nitrat fiir 5 h (blaue Balken)
und 24 h (rote Balken) unter Stickstoffatmosphare inkubiert. Gebildetes Nitrit wurde im Mediumiberstand gemessen.

Bl.. Nachweis der spezifischen Nitratreduktaseaktivitit im Rohextrakt von ausdauernden Sporen der
Atmungskettenkomplexmutanten = COE190 (ASCO3945-46), COE192  (ASCO2148-56) wund COE502 (M145
SC02150::Tn5062)mit Hilfe eines BV-DTH-basierten Enzym-Assays. Die Balken reprdsentieren die Messung von 3
unabhangigen Sporenernten, wobei bei jeder Messung das Rohextrakt mindestens zweimal gemessen wurde.

Bll. In gel Aktivitatsfairbung nach Auftrennung der mit Detergenz behandelten Proteine (30 pg) der
Atmungskettenkomplexmutanten in einer 10%igen Nativ-PAGE. Zum Nachweis der Nar-Aktivitdt im Gel wurde dieses mit
DTH-Methylviologen und Nitrat als Substrat unter Sauerstoffausschluss gefirbt. Die Nar-abhangige Oxidation von
Methylviologen wird als weiRe Lauffront im blau gefarbten Gel sichtbar.

C. Immunodetektion nach Western Blot-Analyse von 60 pg Sporen-Rohextrakt nach Auftrennung in einer 7,5%igen SDS-
PAGE. Die Detektion erfolgte mit anti-NarG1 1:25 (depletiert). Gereinigtes, mit einem C-terminalem His-Tag markiertes
NarG1 (1 pg) wurde als Positivkontrolle eingesetzt.

Der Wildtypstamm M145 wurde als Positivkontrolle, die Mutante COE193 (ASC02148-56) als
Negativkontrolle eingesetzt. In vivo war eine kaum messbare Aktivitat in Sporen der Mutante COE502
detektierbar, die Mutante COE502 zeigt somit in vivo den gleichen Phdnotyp wie die Mutante
COE193 (Abbildung 3.8. A). Dieses Ergebnis lieferte das erste Indiz, dass eine Transposon-Insertion in
SCO2150 die Nitratreduktion in  vivo erheblich beeinflusst. Die Analyse der
Komplementationsmutanten zeigt, dass der Phanotyp von COE502 sich in vivo nicht
komplementieren lies. Die geringe messbare in vivo Restaktivitdat in COE502-Sporen ist vermutlich auf
Nar3 zuriickzufiihren, da mittels Immunodetektion kein Nar2-Protein, aber Nar3 in Sporen-

Rohextrakt nachgewiesen werden konnte (Daten nicht gezeigt).



Um die potenziell regulatorische Rolle des Gens SC02150 auf die Narl-Aktivitat in vitro zu
untersuchen, wurden Rohextrakte von Sporen hergestellt, die spezifische Nitratreduktase-Aktivitat
im Rohextrakt gemessen und mittels Aktivitatsfarbung nach Nativ-PAGE analysiert (Abbildung 3.8.
BI+BIl). Das Rohextrakt des Wildtyps M145 wurde als Positivkontrolle eingesetzt, die Mutante
COE192 diente als Negativkontrolle. Die Mutante COE502 zeigte wie die Negativkontrolle COE192
keine messbare Nar-Aktivitdt. Die Transposon-Integration in SCO2150 fiihrt also direkt zum Verlust
der Narl-Aktivitdt in vitro. Uberraschenderweise war nur in der Komplementationsmutante mit
Konstrukt pMS82/2148-50 eine schwache Aktivitit detektierbar (1 mU/mg). Trigt das

Komplementationskonstrukt zusatzlich SCO2151 war keine Narl-spezifische Aktivitat nachweisbar.

Die Daten der Aktivitatsfarbung korrelieren mit den Daten der Enzym-Aktivitatsmessung und zeigen,
dass in vitro die Narl-Aktivitat nur zu einem Teil komplementiert werden kann. Dabei spielt
offensichtlich die Genanordnung der Gene fiir den bc;-Komplex eine entscheidende Rolle: SCO2148-
50 kann zu einem geringen Teil die Narl-Aktivitdt komplementieren. Wird zuséatzlich SC02151, was
fir eine Untereinheit der Cytochrom ¢ aas Oxidase kodiert, eingefligt, ist auch diese
Komplementation nicht mehr funktionell. Dass durch die Integration des Transposons nicht die
Synthese des Narl-Proteins betroffen ist, zeigt das Autoradiogramm nach Immunodetektion mit
depletierten NarG1l-spezifischen Peptidantikorpern (Abbildung 3.8. C). Gereinigtes, mit einem C-
terminalen His-Tag markiertes NarG1l und das Rohextrakt des Wildtyps M145 dienten als
Positivkontrolle, die Dreifach-nar-Deletionsmutante NM92 diente als Negativkontrolle. Im Rohextrakt
der Mutanten COE192 und COE502 war NarG1 als spezifisches Signal bei ca. 135 kDa detektierbar.
Diese Daten implizieren damit, dass Narl durch die Transposon-Insertion in der Mutante COE502
inaktiv vorliegt und die Transposon-Insertion in SCO2150 zum gleichen Phanotyp wie der komplette

Gen-Knockout von SCO2148-56 bei der Mutante COE192 fiihrt.

3.3. Transkript-Analysen zu COE502 im Kontext der Bildung terminaler
Atmungskettenkomplexe (Spore versus Myzel)

Neben dem Effekt von SCO2150 auf die Aktivitdt von Narl in Sporen (Einfluss auf Ebene der
Enzymaktivitdt) sollte ein moglicher Einfluss der Transposon-Insertion in SCO2150 im Kontext der
Synthese und Aktivitdt der Atmungskettenkomplex-relevanten Komponenten untersucht werden.
Vergleichend fir Sporen und Myzel wurden dafiir Transkriptanalysen der Oxidase-Gene fiir die
Cytochrom bd Oxidase, die terminale Cytochrom ¢ aa; Oxidase sowie Gene des bci-Komplexes im
Stammbhintergrund der Mutante  COE502 (M145  SC02150::Tn5062) und deren

Komplementationsmutanten durchgefiihrt (Abbildung 3.9.)
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Abbildung 3.9.: Detektion der mRNA-Transkripte von Atmungskettenkomplex-Komponenten in ausdauernden Sporen
vergleichend mit exponentiellem Myzel.

A. Gesamt-RNA des Wildtypstammes M145, der Atmungskettenkomplexmutanten COE190 (ASC03945-46), COE192
(ASC02148-56), COE502 (M145 SC02150::Tn5062)sowie deren Komplementationsmutanten wurde von ausdauernden
Sporen isoliert und zur cDNA-Synthese eingesetzt. 100 ng cDNA dienten als template fiir die RT-PCR mit den in Tabelle 8.1.
angegebenen Primerkombinationen. Genomische DNA von M145 diente als Positivkontrolle, H,O wurde als
Negativkontrolle eingesetzt.

B. Gesamt-RNA des Wildtypstammes M145, der Atmungskettenkomplexmutanten COE190, COE192, COE502 sowie deren
Komplementationsmutanten wurde von exponentiellem Myzel isoliert und zur cDNA-Synthese eingesetzt. cDNA wurde fir
die RT-PCRs wie flr Sporen beschrieben eingesetzt. (Die Experimente aus Abbildung 3.13. und Abbildung 3.9. wurden
gleichzeitig durchgefiihrt und somit die Bilder der Kontrollen (whiB, 16S rRNA) sowie SC02148, SCO2155 geteilt und jeweils
mitgefiihrt.]

Genomische DNA wurde fortwahrend als Positivkontrolle, H,O als Negativkontrolle mitgefiihrt. Die
Transposon-Insertion in SCO2150 der Mutante COE502 zeigt keinen Einfluss auf die Sporen-mRNA
der Cytochrom bd Oxidase-Komponenten. Im Myzel lieR sich die durch Transposon-Insertion
bedingte schwache Transkription der Cytochrom bd Oxidase-Gene durch Einbringen der Konstrukte
komplementieren. Eine erfolgreiche Komplementation des schwachen Transkriptions-Phanotyps
zeigte sich auch bei Analyse der mRNA des bci-Komplexes in Sporen als auch Myzel und der
Komponenten der Cytochrom ¢ aas Oxidase (Abbildung 3.9. B, Transkript-Daten Myzel). Die Daten
der RT-PCRs zeigen deutlich, dass die Komplementationskonstrukte auf Ebene der Transkription
funktionell sind und implizieren, dass die Transkription der Gene fir den bc;-Komplex und die
Cytochrom c¢ aas Oxidase abhangig vom Sporen-oder Myzelstadium erfolgt. Die Transkript-Analyse

vom Wildtyp M145 zeigte, dass eine differenzielle Expression der Atmungskettenkomplex-Gene in



Sporen und Myzel vorliegt: das heiSt, wahrend die Transkripte der Cytochrom bd Oxidase nur
schwach in Sporen nachweisbar sind, zeigt sich in Myzel eine erhohte Transkriptmenge. Die
Transkripte des bci-Komplexes und der Cytochrom ¢ aas Oxidase konnten ebenfalls verstarkt im
exponentiellen Myzel nachgewiesen werden. In diesen Stadien sind somit vermutlich unterschiedlich

zusammengesetzte Atmungskettenkomplexe (Komplex Il und IV) vorhanden und aktiv.

3.4. Identifizierung einer neuen Oxidase, die sporenspezifisch ist

Ausgehend von der Beobachtung, dass in einem zunachst anaerob prdparierten Nativgel bei
Versuchen zur In gel-Nitratreduktaseaktivitdt nach Exposition mit Luftsauerstoff eine zusatzliche
sauerstoffabhdngige Aktivitdtsbande sichtbar wird, deutet dies auf die Existenz einer weiteren

Oxidase in den untersuchten Sporen-Rohextrakten hin (Abbildung 3.10. A).
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Abbildung 3.10.: Charakterisierung einer neu identifizierten Oxidase als sporenspezifisches Enzym.

A. In gel-Nar-Aktivitatsfarbung von 60 pg Sporen-Rohextrakt vom Wildtyp M145, NM92 (Dreifach-nar-Deletionsmutante)
sowie der Mutanten COE190 (ASCO3945-46) und COE192 (ASC0O2148-56). Die Nar-Aktivitat wird als weille Lauffront im blau
gefarbten Gel unter anaeroben Bedingungen sichtbar. Sauerstoffexposition filhrt zum Nachweis einer neuen
sauerstoffabhangigen-Aktivitat, die weder auf Komplex IV noch auf der Cytochrom bd Oxidase beruht.

B. Transkriptanalysen von SCO7236, SCO7234, SCO7233, die nach in silico Studien einen alternativen bc;-Komplex und eine
alternative Cytochrom-Oxidase-Untereinheit bilden kdnnen. Die Gesamt-RNA vom Wildtyp M145 wurde in den
verschiedenen Lebenszyklusstadien isoliert und in cDNA umgeschrieben. Als template fiir die RT-PCR-Analysen dienten
100 ng cDNA.

Diese Aktivitat tritt unabhdngig von der Zugabe von Nitrat und der Prasenz eines Nar-Enzyms auf. Die
Analyse der Rohextrakte der Mutanten COE190 und COE192 verdeutlicht auBerdem, dass die neu
identifizierte sauerstoffabhangige Bande nicht auf die Aktivitdt der Cytochrom bd Oxidase und der
Cytochrom ¢ aas Oxidase zuriickzufiihren ist. Uberraschenderweise konnte diese neue
Aktivitatsbande bislang nicht im Myzel-Rohextrakt nach Sauerstoff-Exposition nachgewiesen werden
(Daten nicht gezeigt). Nach ersten Hinweisen fiir eine weitere aktive Oxidase bei der praktischen
Versuchsdurchfihrung wurde ein Abgleich des Genoms von S. coelicolor durchgefiihrt. In silico

Analysen flhrten letztendlich zur Identifikation neuer Oxidase-dhnlicher Gene (SCO7236, SCO7235,



SCO07234 und SCO7120) im Genom von S. coelicolor. Ein Sequenzabgleich mit den bereits
untersuchten strukturellen Oxidase-Komponenten (SC02148-56, SC0O3945-46) verdeutlicht dabei
eine enge Assoziation der neu identifizierten Gene SCO7236 (gcrB3), SCO7235 (putatives integrales
Membranprotein) und SCO7234 (ctaF) mit SCO2148 (gcrB1), SCO2155 und SCO2154.

Damit erscheint die in Kapitel 3.3. bereits aufgestellte Hypothese einer sporenspezifischen und

myzelspezifischen Atmungskette umso wahrscheinlicher.

Transkriptstudien von isolierter Gesamt-RNA aus den verschiedenen Lebenszyklusphasen des
Wildtypstammes sollten zunachst Aufschluss lber eine potenzielle ,gewebespezifische” Bildung von
zwei neu identifizierten strukturellen Komponenten, SCO7236 und SCO7234, geben (Abbildung 3.10.
B). Die genomische DNA vom Wildtyp M145 diente als Positivkontrolle und zeigte jeweils ein starkes
Signal fur SCO7236, SCO7234 und SCO7233. Spezifische mRNA-Transkripte von SCO7234 waren
ausschlieBlich in Sporen und stationdarem Myzel detektierbar (der Pfeil markiert das Transkript), die
Transkripte fir SCO7233 zeigten im Vergleich dazu keine Spezifitdt in einer Lebensphase, sie waren in
allen Lebensphasen detektierbar. Die Transkripte von SC07234 konnten dagegen in keiner
Lebensphase nachgewiesen werden. Diese Transkriptdaten deuten darauf hin, dass das
Atmungskettenkomplex-Gen SCO7236, was fiur eine Ubichinol-Cytochrom ¢ Reduktase-Untereinheit

(QcrB3) kodiert, potenziell sporenspezifisch ist.

3.4.1. Nachweis einer moglichen Interaktion der neu identifizierten Oxidase mit den
bereits charakterisierten Atmungskettenkomplexen Ill und IV
Zum Nachweis ihrer Funktion bzw. einer moglichen Kreuz-Regulation oder Interaktion mit den
bereits charakterisierten Atmungskettenkomplexen, wurden Transposon-Insertionsmutanten
(5C07236::Tn5062 und SCO7234::.Tn5062) sowohl im Wildtyphintergrund als auch im Genotyp-
Hintergrund der Mutanten COE190 (ASC03945-46) und COE192 (ASC02148-56) erstellt und
hinsichtlich ihrer Cytochrom ¢ Oxidaseaktivitat mittels Aktivitatsfarbung untersucht (Abbildung 3.10.)
im Myzel untersucht. Das Rohextrakt vom Wildtyp M145 wurde als Positivkontrolle eingesetzt, das
Rohextrakt von COE192 (ASC02148-56) diente durch das Fehlen der Cytochrom c aas Oxidase als

Negativkontrolle.



Tn5062-Insertionsmutanten

Mutante Stammbhintergrund betroffenes Gen

COE460 WT M145 SC07236 (Ubichinol-Cytochrom c-Reduktase, qcrB3 )
COE462 WT M145 SC07234 (Cytochrom ¢ Oxidase Polypeptid I)
COE464 COE192 ASC02148-56 SC0O7234 (Cytochrom c Oxidase Polypeptid I)
COE466 COE192 ASC02148-56 SC07236 (Ubichinol-Cytochrom c-Reduktase, gcrB3 )
COE468 COE190 ASC03945-46 SC07236 (Ubichinol-Cytochrom c-Reduktase, qcrB3 )
COE470 COE190 ASC0O3945-46 SCO7234 (Cytochrom c Oxidase Polypeptid I)

Rohextrakt Myzel
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Abbildung 3.11.: In gel Oxidase-Aktivitdtsfirbung zum Nachweis der Komplex IV-Aktivitit (Cytochrom c Oxidase-
Farbung) im Rohextrakt von exponentiellem Myzel (45 pg) der erstellten Transposon-Insertionsmutanten (grau
unterlegt).

Die mit Detergenz behandelten Proteine wurden nach elektrophoretischer Auftrennung mit einer Diaminobenzidin-
Cytochrom c-Aktivitatsfarbung ihre Komplex IV-Aktivitdt im Gel nachgewiesen. Die Aktivitat wird als braune Bande im
farblosen Gel sichtbar.

Bei der Analyse der Myzel-Rohextrakte mittels In gel-Aktivitatsfarbung (Abbildung 3.11.) zeigte sich,
dass in allen analysierten Stammen auRer der Negativkontrolle COE192 (ASC02148-56) sowie deren
Transposon-Insertionsmutanten COE464 (COE192 mit SCO7234::Tn5062) und COE466 (COE192 mit
SC07236::Tn5062) Cytochrom ¢ Oxidase-Aktivitat im Nativgel nachweisbar ist. Ein Funktionsverlust
der neu identifizierten Oxidase hat damit im Myzel-Stadium keinen Einfluss auf die Cytochrom c¢
Oxidase-Aktivitat. Diese Daten bestatigen folglich die Interpretation der Transkript-Studien aus
Abbildung 3.10. B, dass die neu identifizierten Atmungskettenkomponenten eine sporenspezifische
Funktion auszuliben scheinen.

Interessanterweise zeigte die Analyse der Sporenrohextrakte (Abbildung 8.4., Anhang), dass die
Mutante COE468 (Stammhintergrund COE190) mit einer zusatzlichen Transposon-Insertion im Gen
SCO7236 keine nachweisbare Cytochrom c¢ Oxidase-Aktivitdat in Sporen besitzt. Ein Ausfall der
Cytochrom bd Oxidase (Mutante COE190) und des Gens SCO7236 (COE468) fiihrt damit zum Verlust
der Cytochrom ¢ Oxidase-Aktivitat. Es scheint somit eine Kreuz-Regulation oder Verknipfung dieser

Oxidasen in Sporen vorzuliegen. Der Oxidase-negative Phanotyp der Mutante COE192 zeigt zugleich,



dass die Aktivitat der neu identifizierten Atmungskettenkomponenten SCO7236 und SCO7234 nicht

Gber die In gel-Aktivitatsfarbung nachweisbar sind.

3.4.2. In vitro-Studien zum Einfluss der neu identifizierten Oxidase auf das Narl-Enzym in
Sporen

Ob die neu identifizierten Atmungskettenkomponenten SCO7236 und SCO7234 ebenfalls mit der
Nar-vermittelten Nitratreduktion in Sporen gekoppelt sind, wie es in Kapitel 3.2.4. fir Narl und
Komplex Il gezeigt werden konnte, sollte durch die In gel-Nar-Aktivitatsfarbung und die Gesamt-Nar-
Aktivitatsbestimmung in Sporen untersucht werden. Die nachtragliche Sauerstoffexposition des Gels
ergab dabei, dass trotz Transposon-Insertion in den Genen SCO7236 und SCO7234, die Aktivitat der
zu Beginn auftretenden Bande nach wie vor nachgewiesen werden kann und somit nicht auf
SC0O7236 und SCO7234 zuriickzufiihren ist (Daten nicht gezeigt). Durch MS-Analysen der isolierten
sauerstoffabhangigen Bande konnte in diesem Zusammenhang aber die Enzymaktivitat einer
Katalase identifiziert werden (Daten nicht gezeigt). Abbildung 3.12. A zeigt, dass in allen
Rohextrakten der Transposon-Insertionsmutanten mit Wildtyphintergrund (COE460, COE462) sowie
dem Wildtyp M145 selber, der Mutante COE190 (ASC0O3945-46) und der Mutante COE470 (COE190
mit SC07236::Tn5062) eine Nar-Aktivitdit in Sporen nachweisbar ist. Die Mutante COE192
(ASC02148-56) wurde als Negativkontrolle eingesetzt und zeigte, wie auch bei Insertion eines
Transposons im Gen SCO7236 (COE466) oder SCO7234 (COE464) bei Stammbhintergrund COE192
keine Nar-Aktivitit im Nativgel. Uberraschenderweise konnte allerdings eine Abhingigkeit der Nar1-
Aktivitat im Rohextrakt von SCO7236 (gcrB3) nachgewiesen werden, wenn auch keine Cytochrom bd
Oxidase mehr synthetisiert wird (COE468 im Stammhintergrund COE190). Das fihrt in Kombination
mit dem Funktionsverlust der neu identifizierten Ubichinol-Cytochrom ¢ Reduktase-Untereinheit

(QcrB3) SCO7236 zum Ausfall der Narl-Aktivitat (Abbildung 3.12. A, mit ,,COE468*“ markiert).



Tn5062-Insertionsmutanten

Mutante Stammhintergrund betroffenes Gen

COE460 WT M145 SC07236 (Ubichinol-Cytochrom c-Reduktase, gcrB3 )
COE462 WT M145 SCO7234 (Cytochrom c Oxidase Polypeptid 1)

COE464 COE192 ASCO2148-56 SC0O7234 (Cytochrom c Oxidase Polypeptid I)

COE466 COE192 ASCO2148-56 SC07236 (Ubichinol-Cytochrom c-Reduktase, gcrB3 )
COE468 COE190 ASCO3945-46 SCO7236 (Ubichinol-Cytochrom c-Reduktase, gcrB3 )
COE470 COE190 ASCO3945-46 SC0O7234 (Cytochrom c Oxidase Polypeptid 1)
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Abbildung 3.12.: Untersuchung des Einflusses von SCO7236 und SCO7234 auf die Nar-vermittelte Nitratreduktion in
ausdauernden Sporen.

A. In gel-Aktivitatsfarbung nach Auftrennung der mit Detergenz behandelten Proteine (30 pg) der Transposon-
Insertionsmutanten von SCO7236, SCO7234 im Stammhintergrund des Wildtyp M145, der Mutanten COE190 (ASCO3945-
46) und COE192 (ASC02148-56) in einer 10%igen Nativ-PAGE. Zum Nachweis der Nar-Aktivitdt im Gel wurde dieses mit
DTH-Methylviologen und Nitrat als Substrat unter Sauerstoffausschluss gefarbt. Die Nar-abhangige Oxidation von
Methylviologen wird als weiRe Lauffront im blau gefarbten Gel sichtbar.

B. Nachweis der Gesamt-Nar-Aktivitdt im Rohextrakt von ausdauernden Sporen der Transposon-Insertionsmutanten mit
Hilfe eines BV-DTH-basierten Enzym-Assays. Die Balken reprasentieren die Messung von zwei unabhangigen Sporenernten,
wobei bei jeder Messung das Rohextrakt mindestens zweimal gemessen wurde.

Die Daten der spektrophotometrisch ermittelten Gesamt-Nar-Aktivitdt korrelieren mit den
Ergebnissen der Aktivitatsfarbung und ermoglichten die Quantifizierung der visuellen Aktivitaten
(Abbildung 3.12. B). Der Wildtyp M145 und die Mutante COE190 (AcydAB) wurden als
Positivkontrollen eingesetzt und zeigten messbare Narl-Aktivitit von 11,2 mU/mg (M145) und
7,7 mU/mg (COE190), die Mutante COE192 (ASCO2148-56) diente als Negativkontrolle. Eine
Transposon-Insertion im Gen SC07236 bzw. SCO7234 fihrte zu einer erhohten Narl-Aktivitat im
Vergleich zum Wildtyp. Vergleichbar mit COE190 war in COE470 (Transposon-Insertion im Gen
SC0O7234) ebenfalls eine leicht erhohte Narl-Aktivitdt von 12,7 mU/mg messbar. Im Rohextrakt der
Mutante COE468 (Transposon-Insertion im Gen SC07236) war dagegen keine Narl-spezifische
Enzymaktivitdt mehr messbar. Sowohl die Narl-Aktivitat in Sporen als auch die Cytochrom c-Aktivitat
aus Abbildung 8.4. (Anhang) scheinen somit negativ beeinflusst durch eine Transposon-Insertion im
Gen SCO7236, was fiir eine zusatzliche Ubichinol-Cytochrom ¢ Reduktase-Untereinheit (QcrB3)

kodiert.



Diese Daten verdeutlichen damit einen ersten regulatorischen Crosslink zwischen den verschiedenen
Oxidasen und dem Narl Enzym in Sporen und bestarken die Hypothese, dass es moglich ist, einen
fehlenden Atmungskettenkomplex in Sporen durch die Synthese einer alternativen
Atmungskettenkomponente (SCO7236 bzw. SCO7120, SCO7235 und SCO7234) zu ersetzen. Letzteres
konnte durch Transkriptionsanalysen der Mutanten COE190 (AcydAB), COE192 (ASC02148-56),
COE502 (M145 mit SC02150::Tn5062) und deren Komplementationsmutanten bestatigt werden
(Abbildung 3.13. A und B).

cDNA Sporen cDNA Myzel
1 1
A. f ' B f
N S N
b2} o .o
& & o & & q,’i"b% & S v NG ‘\7’@ '\7’@
o oY © > s O O
) N <& & O S ) & & O S
bp & S 8 ov &8 bp & P & & RO
= —
805 — [ wun 805—| S $C02148
- 514_
= =0
S e $C07236
805—
514 |y = s
268 5=
.- e
805— 805— SCO7120
-— 514
-
-l
805 — )
514 — .. 805— $C02155
468 514=| L —
468
[T
805 —| 805— -
514 - $C07234
=
468 8=
514 _
805— 468 $ . Kontroll
514 L8] oo d.“ o~ - -— ontrolle
468
\ \ J
I I
16S rRNA whiB

Abbildung 3.13.: Transkriptstudien der artifiziellen Atmungskettenkomplex-Komponenten in ausdauernden Sporen
vergleichend mit exponentiellem Myzel.

A. Gesamt-RNA des Wildtypstammes M145, der Atmungskettenkomplexmutanten COE190 (AcydAB),
COE192 (ASC02148-56), COE502 (M145 mit SC0O2150::Tn5062) sowie deren Komplementationsmutanten wurde von
ausdauernden Sporen isoliert und zur cDNA-Synthese eingesetzt. 100 ng cDNA dienten als template fiir die RT-PCR mit den
in Tabelle ... angegebenen Primerkombinationen. Genomische DNA von M145 diente als Positivkontrolle, H,O wurde als
Negativkontrolle eingesetzt.

B. Gesamt-RNA des Wildtypstammes M145, der Atmungskettenkomplexmutanten COE190, COE192, COE502 sowie deren
Komplementationsmutanten wurde von exponentiellem Myzel isoliert und zur cDNA-Synthese eingesetzt. Die cDNA wurde
fir die RT-PCRs wie fiir Sporen beschrieben eingesetzt. (Anmerkung: Die Experimente aus Abbildung 3.13. und Abbildung
3.9. wurden gleichzeitig durchgefiihrt und somit die Bilder der Kontrollen (whiB, 16S rRNA) sowie SC02148, SCO2155 geteilt
und jeweils noch einmal mitgefiihrt.]

Der Nachweis der Transkripte der neu identifizierten Komponenten SCO07234 und SCO7236 zeigt,
dass der fehlende bci;-Komplex in COE192 durch die alternative bci-Komplex-Komponente ersetzt
werden koénnte, was sich durch nachweisbares Transkript zeigt. Gleichzeitig verdeutlichen die
Transkriptdaten, dass das Transkript von SCO7236 auch bei Ausfall des bc;-Komplexes (COE192) nur

in Sporen gebildet wird. Es liegt daher nahe, dass die Elektronen fiir die Nitratreduktion in Sporen



somit nicht nur ausschlieBlich vom bc;-Komplex auf Narl Gbertragen werden, sondern auch tber
eine der alternativen Atmungskettenkomponenten auf Narl transferiert werden kénnten.

Alle bisherigen Daten deuten darauf hin, dass der Effekt einer Mutation in der neuen bc;-
Komplexkomponente SCO7236 sich vorerst auf den Verlust der Narl-Aktivitat beschrankt, wenn die
alternative Cytochrom bd Oxidase in Sporen ebenfalls nicht synthetisiert wird. Eine essentielle
Funktion der neu entdeckten Atmungskettenkomponenten konnte bislang allerdings nicht

nachgewiesen werden.

3.5. Zusammenfassung Kapitel 1

Kapitel 1 vermittelt einen Einblick, wie komplex und metabolisch aktiv das Ruhestadium der Sporen
von S. coelicolor ist. Es ist dabei gelungen, sowohl aerobe als auch anaerob ablaufende Prozesse in

intakten Sporen und Proteinextrakten nachzuweisen:

1. Die Identifikation einer neuen sporenspezifischen Oxidase und der Nachweis der in vitro-Aktivitat
der Atmungskettenkomplexe zeigen, dass ausdauernde Sporen durchaus eine nachweisbare

metabolische Aktivitat in vivo aufweisen.

2. Neben der Respiration mit Sauerstoff als terminalen Elektronenakzeptor kénnen Sporen auch
Nitrat als alternativen Elektronenakzeptor nutzen, um unter Sauerstoffmangel die Nitratreduktion fir

die Energiekonservierung zu verwenden.

3. Narl wurde in diesem Kapitel dabei als sporenspezifische Nitratreduktase identifiziert. Es liegt in
einem ready-to-use-Modus in Sporen vor und zeigte eine sauerstoffabhdngige Regulation. Die Narl-
bedingte Nitratreduktion ist eng gekoppelt an den Elektronenfluss der aeroben Atmungskette, wobei
der bci;-Komplex als regulatorische Verknilipfung zwischen Atmung mit Sauerstoff und Nitratatmung

im Sporenstadium identifiziert werden konnte.

Bislang konnte auch in Myzel von Streptomyces coelicolor die Aktivitat einer Nitratreduktase
nachgewiesen werden (Fischer et al., 2010). Woher diese allerdings die Elektronen fiir die
Nitratreduktion bezieht und welche Komponenten die Aktivitdt beeinflussen und regulieren ist noch
nicht bekannt. Die Charakterisierung des Nar-Enzyms im Myzel sowie die Regulation seiner Synthese

und Aktivitat ist Gegenstand des nachfolgenden Kapitels.



Kapitel 2

Charakterisierung von Nar2 und dessen Regulation

durch das Zweikomponentensystem (ZKS) NarXL

- Der Einfluss von NarK2 und SC00212 auf Nar2 -

Fischer et al. (2010) konnten durch in vivo-Studien neben der Narl-vermittelten Nitratreduktion in
Sporen auch in Myzel eine in vivo Nitratreduktion zeigen. Dass diese nicht auf Narl beruht, zeigte der
immunologische Test auf Vorhandensein von Narl in Myzel (Kapitel 1). Welches der anderen
vorhandenen Nar-Enzyme fir die Nitratreduktion in Myzel verantwortlich ist, ist Gegenstand dieses
Kapitels. Auf molekularbiologischer als auch biochemischer Ebene sollte dieses Nar-Enzym im
Kontext der Nar-vermittelten Nitratreduktion charakterisiert werden und darlGber hinaus die
Einflisse, sowie Regulationsebenen, die auf die Synthese und Aktivitdt des Enzyms einwirken, ndher

analysiert werden.

3.5. Nar2 katalysiert die Nitratreduktion in Myzel
(Daten z. T. publiziert in Fischer et al., 2014)

Zur ldentifikation, welches Nar-Enzym hauptverantwortlich fiir die Nitratreduktion in Myzel ist,
wurden nar-Deletionsmutanten mit einfacher Gen-Deletion [NM24 (Anarl); NM3 (Anar2); NM27
(Anar3)] sowie zweifacher Gen-Deletion [NM29 (AnarlAnar2); NM59 (AnariAnar3); NM68
(Anar2Anar3)] hinsichtlich ihrer Nitratreduktase-Aktivitat zymografisch untersucht. (Abbildung 3.14.
A). Dafir wurden 60 pg der Rohextrakte des exponentiellen Myzels in einer Nativ-PAGE aufgetrennt
und mittels In-Gel-Aktivitatsfarbung die Nar-Aktivitdt nachgewiesen (Abbildung 3.14. A). Die
spezifische Nar-Aktivitat ist im blauen Gel als weille Lauffront detektierbar. Das Rohextrakt des
Wildtypstammes M145 diente als Positivkontrolle, das Rohextrakt der Dreifach-nar-
Deletionsmutante NM92 wurde als Negativkontrolle eingesetzt.

Abbildung 3.14. A zeigt, dass nur in Mutanten mit vorliegendem Nar2 eine Nar-Aktivitat detektierbar
war (NM59, NM24, NM27). Dagegen konnte in den Rohextrakten der Mutanten NM3 (Anar2), NM29
(AnariAnar2), NM68 (Anar2Anar3) sowie im Rohextrakt der Dreifach-nar-Deletionsmutante NM92

keine Aktivitatsbande nachgewiesen werden. Die Aktivitatsbande migriert dabei in allen Mutanten



auf gleicher Laufhohe. Die Ergebnisse verdeutlichen, dass die Nitratreduktase-Aktivitdt im Gel, und

damit die Nitratreduktion im exponentiellen Myzel, Nar2-bedingt ist.
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Abbildung 3.14.: Analyse der Myzel-Rohextrakte auf Gesamt-Nar-Aktivitdt und immunologischer Nachweis von Nar2.

A. In gel-Aktivitatsfarbung zum Nachweis der spezifischen Nar-Aktivitdit der Mutanten NM29 (AnarlAnar2), NM59
(Anar1Anar3), NM68 (Anar2Anar3), NM92 (AnarlAnar2Anar3), NM24 (Anarl), NM3 (Anar2), NM27 (Anar3) sowie Wildtyp
M145.

60 pg Rohextrakt wurden nach Behandlung mit Triton X-100 in einer 10%igen nativen PAGE aufgetrennt und unter
Sauerstoffausschluss nach Reduktion mittels DTH-MV als Elektronendonor und Natriumnitrat als Substrat die
Aktivitdtsfarbung durchgefiihrt. Eine spezifische Nar2-Aktivitdt wird im blau gefarbten Gel als weiBe Bande/Lauffront
sichtbar.

B. Messung der spezifischen Enzymaktivitdt im Myzel-Rohextrakt der unter A angegebenen Mutanten mittels BV-DTH-
basiertem Enzym-Assay. Die Messung wurde in Duplikaten bzw. Triplikaten (Standardabweichung) durchgefihrt, wobei mit
jedem Rohextrakt die Messung mind. zweimal erfolgte.

C.+D. Immunodetektion nach Western Blot-Analyse mit 60 pg Rohextrakt von und exponentiellem Myzel (C) und
ausdauernden Sporen (B). Die Detektion erfolgte mit anti-NarG2 (1:250). NarG2 migriert bei einer erwarteten GroRe von
137 kDa. Der Stern markiert ein bislang unbekanntes kreuzreagierendes Signal bei ca. 70 kDa (A) bzw 55 kDa (B), das als
Ladekontrolle fungiert. Gereinigtes, mit einem C-terminalem His-Tag markiertes NarG2 (1 pg) wurde als Positivkontrolle
eingesetzt.

Mittels DTH/BV-basierten Enzymassays wurde bestimmt, ob quantitative Nar-Aktivitdtsunterschiede
zwischen den bisher im Nativgel analysierten Mutanten bestehen (Abbildung 3.14. B).

Im Rohextrakt des Wildtypstammes liegt demnach eine spezifische Enzymaktivitat von 17,26 mU/mg
vor, wohingegen die Rohextrakte ohne vorliegendes Nar2 einen Aktivitatsverlust im Vergleich zum
Wildtyp von dber 95 % [NM29 (AnarlAnar2), NM68 (Anar2lnar3)] bzw. von lber 80 %
[NM3 (Anar2)] aufweisen. Im Gegensatz dazu weisen die Rohextrakte mit Nar2 aber ohne
vorliegendem Narl und/oder Nar3 nur einen Aktivitatsverlust von 30 % auf (NM59, NM24, NM3).

Diese Daten verdeutlichen, dass die Gesamt-Nar-Aktivitdit in den Rohextrakten ohne Nar2 fast



verloren geht. Ist nur Nar2 als Nar-Enzym vorhanden, liegt diese Gesamt-Nar-Aktivitat allerdings
geringer als im Wildtyp vor.

Eine Immunodetektion der analysierten Rohextrakte mit Peptidantikorpern, die gegen die
katalytischen Untereinheiten NarG1l und NarG3 von Narl und Nar3 gerichtet sind, zeigte, dass bei
Vorliegen der Gene beider Proteine, diese im Myzel nicht detektierbar sind (Daten nicht gezeigt). Die
Detektion mit NarG2-spezifischen Peptidantikdrpern weist dagegen das Vorliegen von NarG2 in den
Rohextrakten der analysierten Mutanten nach (Abbildung 3.14. C). Das gereinigte, mit einem C-
terminalen His-Tag markierte NarG2 diente als Positivkontrolle und zeigte eine starke Interaktion mit
dem Antikorper. In allen Rohextrakten mit messbarer Gesamt-Nar-Aktivitdt [M145, NM24 (Anarl),
NM27 (Anar3), NM59 (AnarlAnar3)] war NarG2 als katalytische Untereinheit von Nar2 bei etwa
137 kDa detektierbar. Im Rohextrakt migrierte NarG2 stets als Doppelbande. Eine kreuzreagierende
Proteinbande bei ca. 70 kDa aller aufgetragenen Rohextrakte wurde in diesem und weiteren Western
Blot-Analysen als Ladekontrolle genutzt.

Um letztendlich zu Uberpriifen, ob Nar2 ausschlieflich im Myzel synthetisiert wird, wurden die
Sporen-Rohextrakte der analysierten Mutanten ebenfalls auf synthetisiertes Nar2 untersucht
(Abbildung 3.14. D). Gereinigtes NarG2 diente erneut als Positivkontrolle. Die Detektion mit NarG2-
spezifischen Peptidantikorpern fiihrte in allen Rohextrakten lediglich zum Nachweis von zwei
kreuzreagierenden Signalen mit einer molekularen Masse von etwa 70 kDa und 55 kDa.

Die Immunodetektion sowie die Aktivitatsdaten belegen eindeutig, dass Nar2 unter den getesteten
Bedingungen ausschlieBlich in Myzel vorliegt und aktiv ist, dagegen nicht in ausdauernden Sporen
nachgewiesen werden kann. Nar2 ist damit hauptverantwortlich fiir die Nitratreduktion in Myzel. Die
guantitative Messung der Nar-Aktivitdten zeigte, dass die geringfiigig erhohte Gesamt-Nar-Aktivitat
in Rohextrakten des Wildtyps zunachst nicht auf die Addition der Einzelaktivitaten zurickzufihren
ist, sondern vielmehr fiir einen Cross-Talk zwischen den Nars auf genetischer oder enzymatischer

Ebene spricht.

Ob die Bildung des Nar2-Enzyms in Myzel daher einer transkriptionellen oder gar post-
transkriptionellen Regulation unterliegt, wurde nach Isolation der Gesamt-RNA vom Wildtypstamm
M145 und der Dreifach-nar-Deletionsmutante NM92 durch Nachweis spezifischer narG2-mRNA
mittels Transkriptionsanalyse untersucht (Abbildung 3.15.).

Genomische DNA des Wildtypstammes wurde als Negativkontrolle eingesetzt, der Nachweis der 16S
rRNA und der whiB-Transkripte diente zur Kontrolle fiir den Einsatz gleicher RNA-Mengen zur cDNA-
Synthese. Sowohl in Sporen als auch dem Myzel der exponentiellen und stationdaren Phase des
Wildtypstammes war es moglich, narG2-Transkript mittels RT-PCR nachzuweisen. Bei der gleichen

eingesetzten RNA-Menge wurde dabei in der stationdren Phase im Vergleich zu Sporen und dem
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Bilder der Kontrollen (whiB, 16S rRNA) geteilt und jeweils mitgefiihrt.]

3.6. Post-transkriptionelle Regulation der Enzymaktivitdt von Nar2

Eigene Studien sowie die Transkriptdaten deuteten zunachst darauf hin, dass Nar2 konstitutiv im
Myzel gebildet wird. Die Verifizierung der Hypothese flihrten zur naheren Untersuchung der Nar2-
Synthese. Hinsichtlich des Widerspruchs der scheinbar konstitutiven Expression von Nar2, gab es
dennoch Grund zur Annahme, dass aufgrund des morphologischen Wachstums von S. coelicolor in
Aggregationen die Vermutung nahe liegt, dass vor allem bei hohen Myzelmengen,
sauerstofflimitierende Bedingungen in den Aggregationen vorherrschen, was die messbare
Nitratreduktion in gewachsenen Kulturen erklart. 2014 gelang es Dr. M. Fischer die
Kultivierungsbedingungen fiir unsere Myzelkultur so zu optimieren, dass unter Vermeidung von
Myzelaggregaten und kontrollierter Sauerstoffzufuhr eine standardisierte Anzucht aerob und/oder
hypoxisch gewachsenen Myzels moglich wurde (Fischer et al., 2014).

Die Western Blot-Analyse zum Nachweis der Nar2-Synthese wahrend der Myzelanzuchten belegte,
dass in aerob gewachsenem Myzel ein Grundlevel an Nar2 gebildet wurde, dass aber in vivo und in
vitro nicht aktiv ist. Ein abrupter Shift zur anoxischen Inkubation fiihrt weder zur gesteigerten Nar2-
Synthese noch zum aktiven Protein. Wird das Myzel dagegen hypoxisch weiter kultiviert, wird ein

erhohtes Level Nar2 synthetisiert, was auch in vivo und in vitro aktiv ist (Fischer et al., 2014).



Denn obwohl van Keulen et al. (2007) und Fischer et al. (2010) die Nitratreduktion in einem obligat
aeroben Bodenbakterium nachwiesen, wurde die Nitratreduktion eindeutig als anaerob ablaufender
Prozess verstanden. Sauerstoff konnte damit eine regulatorische Rolle fir die Nar2-vermittelte
Nitratreduktion einnehmen. Auf welcher Ebene Sauerstoff den Prozess der Nitratreduktion in Myzel
reguliert, war zu diesem Zeitpunkt spekulativ. Zum einen kdnnte das Nar2 Enzym selber durch
Sauerstoff reguliert werden, oder der Nitrattransport ist Angriffspunkt fir Sauerstoff und O,-sensitiv.
Im Rahmen dieser Dissertation sollte dabei charakterisiert werden, welche Einfllisse generell auf die

Synthese und Aktivitdt von Nar2 im Myzel einwirken.

Dafir sollten:

1. Die Assemblierung/der Einbau von Nar2 in die Membran
2. Der fir die Aktivitat notwendige Elektronenfluss zu Nar2
3. Der Einfluss von putativ Nitrat-sensierenden Proteinen

4. Der Transport von Nitrat zum zytoplasmatisch gelegenen NarG2

untersucht werden.

3.6.1. Sauerstoff-unabhangiger Einbau von Nar2 in die Membran

Um zu untersuchen, ob die Variation der Kultivierungsbedingungen (aerobe Kultivierung, hypoxische
Kultivierung, anaerobe Kultivierung) den Membraneinbau von Nar2 beeinflussen, was die kaum
messbare Nitritbildungsrate unter aeroben und anoxischen Bedingungen erklaren wiirde, wurden
derartig angezogene Myzel-Proben bis zur Membranfraktion fraktioniert und alle Fraktionen mittels
Western Blot-Analyse auf NarG2-Bildung untersucht.

Abbildung 3.16. zeigt die Immunodetektion mit NarG2-spezifischen Peptidantikérpern. Das
gereinigte, mit einem C-terminalen His-Tag markierte NarG2 wurde als Positivkontrolle mitgefiihrt

und zeigte eine starke Interaktion mit dem Peptidantikorper bei ca. 138 kDa.
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Membran. Bei der hypoxischen Kultivierung ist sowohl in der Membran auch in der I6slichen Fraktion
NarG nachweisbar, was vermutlich auf die verstdrkte Synthese von Nar2 zuriickzufiihren ist:
moglicherweise kann nicht alles gebildete Nar2 in die Membran eingebaut werden. Bei anaerober
Kultivierung ist NarG2 zum uberwiegenden Teil in der Membranfraktion detektierbar. Durch
Fraktionierung der Rohextrakte ist es auBerdem gelungen, die zwei Laufformen von NarG2, die bei
Western Blot-Analyse des Rohextraktes auftreten, durch Membranfraktionierung zu separieren
(Abbildung 3.16., Laufform mit Stern markiert). Dabei ist das Auftreten der beiden Laufformen
Sauerstoff-unabhangig. Es ist aullerdem anzumerken, dass die Laufform mit einer hoheren
Molekularen Masse nach Fraktionierung in der Membranfraktion detektiert werden kann, nicht
dagegen die Lauffront mit geringerer Molekularer Masse. Dieses Ergebnis fiihrt zur Annahme, dass
die beiden Migrationsformen dem aktiven und inaktiven Zustand von NarG2 entsprechen kdnnten
und die inaktive Form nach wie vor als zytoplasmatische Komponente durch Degradierung oder noch

nicht vollstéandige Prozessierung schneller im Gel migriert.



3.6.2. Elektronenfluss zu Nar2 — Verkniipfung aerober Atmungskettenkomplexe mit
Nitratatmung

Um einen moglichen Einfluss der aeroben Atmungskettenkomplexe auf die Nitratreduktion in Myzel
zu untersuchen wurden die bereits fiir das Sporenstadium charakterisierten Atmungskettenkomplex-
Mutanten COE190 und COE192, sowie die Transposon-Insertionsmutanten der neu identifizierten
Atmungskettenkomplex-Gene SC07234-36 aus Kapitel 1 im Myzelstadium untersucht. Zur
Bestimmung der Gesamt-Nitratreduktaseaktivitat wurde exponentiell gewachsenes Myzel geerntet
und im fraktionierten Rohextrakt mittels DTH/BV basierten Nitratreduktase-Assay die spezifische

Enzymaktivitat ermittelt. Abbildung 3.17. A zeigt die grafische Auswertung der Aktivitdatsbestimmung.
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Abbildung 3.17.: Untersuchung eines moglichen Einflusses der aeroben Atmungskette auf die Gesamt-Nar-Aktivitdt im
exponentiellen Myzel.

A. Nachweis der spezifischen Nitratreduktaseaktivitat in vitro im Rohextrakt von exponentiellem Myzel der
Atmungskettenkomplexmutanten COE190 (AcydAB)und COE192 (ASCO2148-56), deren Komplementationsmutanten
COE437, COE441, COE450, COE452, COE454 sowie den Transposon-Insertionsmutanten COE460, COE462, COE466, COE464,
COE468, COE470 mit Hilfe eines BV-DTH-basierten Enzym-Assays. Die Balken reprasentieren die Messung von 3
unabhangigen Sporenernten (Standardabweichung) bzw. Duplikaten, wobei bei jeder Messung das Rohextrakt mindestens
zweimal gemessen wurde.

B. In gel —Oxidase-Aktivitatsfarbung zum Nachweis der Komplex IV-Aktivitdt (Cytochrom ¢ Oxidase-Farbung) im Rohextrakt
von exponentiellem Myzel von WT M145, NM92 (Dreifach-nar-Deletionsmutante) und den
Atmungskettenkomplexmutanten COE190 und COE192. Die mit Detergenz behandelten Proteine (45 pg) wurden in einer
10%igen Nativ-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt und mit einer Diaminobenzidin-Cytochrom c-Aktivitatsfarbung ihre
Komplex IV-Aktivitdt im Gel nachgewiesen. Die Aktivitdt wird als braune Bande im farblosen Gel sichtbar.



Im Myzel-Rohextrakt des Wildtypstammes M145 liegt eine Gesamt-Nar-Aktivitdt von 17,2 mU vor.
Die Dreifach-nar-Deletions-Mutante NM92 wurde als Negativkontrolle eingesetzt und zeigte keine
messbare Nar-Aktivitdt. Sowohl die Mutante COE190 (AcydAB) als auch die Mutante COE192
(ASC0O2148-56) zeigten im Vergleich zum Wildtyp M145 eine verminderte Gesamt-Nar-Aktivitat im
Rohextrakt. Eine Immunodetektion der Rohextrakte mit NarG2-spezifischen Peptidantikérpern
zeigte, dass der Aktivitatsverlust nicht auf einen Mangel an Nar2 zurlickzufiihren ist, sondern auf
einen Aktivitatseffekt. Sowohl COE190 (AcydAB) als auch COE192 (ASC02148-56) synthetisieren
Nar2-Mengen auf Wildtypniveau (Abbildung 8.5., Anhang). Ein vermuteter regulatorischer Einfluss
der Gene SC02148-56 (kodiert fir den bci;-Komplex und die Cytochrom ¢ aas Oxidase) und SCO3945-
46 (kodiert fir die Cytochrom bd Oxidase) auf die Nar2-Aktivitat scheint zudem nur in eine Richtung
angelegt, da ein Fehlen aller Nar-Enzyme [NM92 (Anar1Anar2Anar3)] in Myzel keinen Einfluss auf die
Cytochrom c Oxidase-Aktivitat zeigt (Abbildung 3.17. B).

Um Rickschliisse auf einen gestorten Elektronenfluss von den Atmungskettenkomplexen, die in
COE190 und COE192 deletiert sind, auf Nar2 zu ermoglichen, wurden die
Komplementationsmutanten der Mutante COE190 und der Mutante COE192 gleichermalien auf ihre
Gesamt-Nar-Aktivitdt im exponentiellen Myzel untersucht (Abbildung 3.17. A). Die Analyse der
Komplementationsmutanten zeigt, dass der Aktivitatseffekt in beiden Mutanten durch Rickfihrung
der deletierten Gene teilweise komplementiert werden kann. Die Rohextrakte des Wildtyps M145,
der Mutante COE190 und der Mutante COE192 wurden als Kontrollen eingesetzt. Das Einbringen der
Gene SC02152 (COE441), SCO2150-48 (COE450) und SC02156-53 (COE454) komplementiert den
Aktivitatseffekt der Mutante COE192. In allen genannten Rohextrakten wird mindestens die Gesamt-
Nar-Aktivitat auf Wildtypniveau erreicht, im Rohextrakt der Mutante COE441 liegt eine zweifach
gesteigerte Gesamt-Nar-Aktivitat vor. Das Einbringen des Komplementationskonstruktes SCO3945-46

stellt ebenfalls die Wildtyp-Gesamt-Nar-Aktivitat wieder her.

Um zu untersuchen, ob die neu identifizierten aeroben Atmungskettenkomplex-Komponenten
SC07236-34 eventuell Gber Elektronenfluss oder regulatorisch mit der Nitratreduktion in Myzel
gekoppelt sind, wurden Transposon-Insertionsmutanten von SC0O7234 und SCO7236 im
Wildtyphintergrund (COE460, COE462), im Stammhintergrund von COE190 (COE468, COE470) und
COE192 (COE466, COE464) aus Kapitel 1 ebenfalls hinsichtlich ihrer Gesamt-Nar-Aktivitdt im
exponentiellen Myzel untersucht (Abbildung 3.17. A). Dabei zeigte sich, dass eine Transposon-
Insertion im Gen SCO7234 (COE462) und SCO7236 (COE460) im Wildtyphintergrund zu einer stark
verminderten Gesamt-Nar-Aktivitat flihrt, wohingegen eine Transposon-Insertion im Gen SCO7234

der Ursprungsmutante COE190 (COE470) zu einer vielfach gesteigerten Nar-Aktivitat im Vergleich zur



Ursprungsmutante COE190 fiihrt. Eine Transposon-Insertion im Gen SC07234 oder SC07236
beeinflusst die Gesamt-Nar-Aktivitdt in COE192 nicht.

Die Ergebnisse deuten damit an, dass die Aktivitat von Nar2 und der fiir die Nitratreduktion in Myzel
essentielle Elektronenfluss an Komponenten der aeroben Atmungskette gekoppelt zu sein scheint, da
beim Fehlen von essentiellen aeroben Atmungskettenkomplex-Komponenten eine verminderte
Gesamt-Nar-Aktivitat vorliegt, das Enzym allerdings in Wildtypmengen nachweisbar ist (Daten nicht

gezeigt).

3.6.3. NarX beeinflusst die Transkription von Nar2 und den Nitrat/Nitrit-Transporter NarK2

Ein weiterer wichtiger Aspekt bei der Aufklarung der Nar2-vermittelten Nitratreduktion ist die
Sensierung von Nitrat. Fir E. coli ist ein Zweikomponentensystem beschrieben, welches Nitrat direkt
sensiert und so die Nitratreduktion unter anaeroben Bedingungen reguliert.

Im Genom von Streptomyces coelicolor konnten ebenfalls Gene fiir ein NarXL-dhnliches
Zweikomponentensystem annotiert werden, dessen generelle Funktionalitdit bereits in den
Bachelorarbeiten von Phillip Haase und Timon Damelang nachgewiesen wurde. Um eine mogliche
Korrelation zwischen der Aktivitdt des NarXL-Sensorsystems und der Nar2-vermittelten
Nitratreduktion in Myzel zu untersuchen, wurde in dieser Dissertation eine Transposon-
Insertionsmutante COE382, das Gen SCO0203 (narX) betreffend, zunachst mittels Transkript-Analyse
auf Vorhandensein von nark2-Transkript und narG2-Transkript untersucht (Abbildung 3.18. A+B).
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Abbildung 3.18.: Transkriptnachweis von narK2 und narG2 sowie immunologischer Nachweis von NarG2 in
exponentiellem Myzel im Stammhintergrund einer nark2 — und einer narX-Deletionsmutante.

A. + B. Detektion von nark2-(A) und narG2-Transkripten (B) im exponentiellen Myzel von M145, der Dreifach-nar-
Deletionsmutante NM92 (Anar1Anar2Anar3), der Nitrattransportmutante COE285 (Anark2) und COE382 (AnarX). Gesamt-
RNA wurde von exponentiellem Myzel isoliert und zur cDNA-Synthese eingesetzt. 100 ng cDNA dienten als template fiir die
Transkriptanalyse mit den in Tabelle 8.1. angegebenen Primerkombinationen. Genomische DNA von M145 diente als
Positivkontrolle, H,O wurde als Negativkontrolle eingesetzt. Die Detektion von whiB diente als Nachweis fur den Einsatz
gleicher RNA-Mengen zur cDNA-Synthese.

C. Immunologischer Nachweis von NarG2 in 30 ug Rohextrakt von COE382 (Anarx), COE432 (COE382 + pMS/narX), NM4
(Anar2), NM59 (AnarlAnar3), NM92 (AnarlAnar2Anar3) und NM1821 (AmoaA). Die Detektion erfolgte mit anti-NarG2
1:250 (depletiert) Gber Nacht.



Abbildung 3.18. A zeigt den Transkriptionsnachweis von nark2-spezifischer mRNA im exponentiellen
Myzel des Wildtyps, der nark2-Mutante COE285 sowie der narX-Mutante COE382. Genomische DNA
diente als Positivkontrolle und zeigte ein nark2-spezifisches PCR-Produkt mit einer GréRe von ca. 600
bp. Mit der cDNA des exponentiellen Myzels des Wildtyps konnte ebenfalls, jedoch deutlich
schwacher, ein PCR-Produkt, was nark2-spezifischer mRNA entspricht, detektiert werden. Die cDNA
der Mutante COE285 (Anark2) wurde als Negativkontrolle eingesetzt. Die Transkriptanalyse der
Mutante COE382 (AnarX) zeigte lUiberraschenderweise ebenfalls den Phanotyp einer nark2-Mutante.
Der Nachweis vorhandener narG2-Transkripte zeigte, dass durch Deletion von nark2 (COE285) die
Bildung narG2-spezifischer mRNA nicht beeinflusst wird, allerdings in der Mutante COE382 (AnarX)
neben dem Fehlen von nark2-Transkript auch kein narG2-Transkript gebildet wird (Abbildung 3.18.
B). Der Nachweis whiB-spezifischer mRNA wurde als Kontroll-Standard verwendet und beweist, dass
fiir die durchgefiihrten RT-PCRs in allen Fallen die gleiche Menge an cDNA eingesetzt wurde. Die RT-
PCR-Daten belegen zunachst, dass das Fehlen von narX die Bildung von nark2- und narG2-
Transkripten beeinflusst und zeigt damit einen regulatorischen Einfluss auf die Nar2-vermittelte
Nitratreduktion. Nach der Komplementation von narX (Mutante COE432) konnte auf
Transkriptionsebene sowohl fir nark2 als auch fir narG2 der Wildtypphanotyp wieder hergestellt
werden (Abbildung 8.6., Anhang). Ein direkter Zusammenhang zwischen narX sowie nark2 und narG2

ist somit bewiesen.

Der Nachweis spezifischer mRNA-Transkripte ldsst dennoch bislang keine Aussage lber die Synthese
der Proteine NarK2 und Nar2 zu. Die Rohextraktes des exponentiellen Myzels aller fir die
Transkriptanalyse verwendeten Stamme wurden daher mittels Immunodetektion auf Vorhandensein
von NarG2 untersucht (Abbildung 3.18. C). Das gereinigte, mit einem C-terminalen His-tag markierte
NarG2, diente als Positivkontrolle und zeigte ein starkes Signal bei einer GréRe von 138 kDa. Das
Rohextrakt vom Wildtyp M145, sowie der Mutante NM59 (AnariAnar3) wurden ebenfalls als
Positivkontrolle eingesetzt und zeigten ein detektierbares Signal bei etwa 135 kDa, was dem NarG2
ohne C-terminalen His-Tag entspricht. Die Dreifach-nar-Deletionsmutante NM92 sowie die Mutante
NM3 (Anar2) dienten als Negativkontrolle. Die Analyse des Rohextraktes der Mutante COE382
(AnarX) zeigte, dass bei Fehlen von NarX auch die Synthese von Nar2 im exponentiellen Myzel
betroffen ist. Der Verlust von Nar2 lieR sich durch Riickfiihrung von narX in der Mutante COE432 in

dquivalent vergleichbaren Mengen zum Wildtyp M145 komplementieren.

Die Ergebnisse der Transkript-Analyse (Abbildung 3.18. A und B) sowie der Immunodetektion
(Abbildung 3.18. C) belegen, dass die Deletion von narX und damit der Funktionsverlust des putativen

Nitrat-Sensor-Systems einen direkten Einfluss auf die Nar2-vermittelte Nitratreduktion in Myzel



ausiiben. Nar2 wird bei Fehlen der Sensordomane NarX nicht synthetisiert. Das NarXL-
Zweikomponentensystem reguliert damit die Nar2-vermittelte Nitratreduktion in Myzel. Darlber
hinaus nimmt das NarXL-System direkten Einfluss auf die Genexpression von nark2 und scheint
dadurch auch den Import von Nitrat in die Zelle zu regulieren. Ob lediglich die nark2-Transkripte
nicht nachweisbar waren oder auch die Synthese des NarkK2-Proteins beeinflusst ist, wurde bislang
mittels Immunodetektion aufgrund fehlender Antikérper gegen den Transporter NarK2 nicht

untersucht.

3.6.4. Abhidngigkeit der Nar2-vermittelten Nar-Aktivitdt vom Transport zur
zytoplasmatischen Seite

Der Transport von Nitrat erfolgt in der Regel (iber NarK-dhnliche Transportproteine. S. coelicolor
besitzt laut Annotation zwei Gene, die flr putative Nitrattransportproteine (NarkKl und NarkK2)
kodieren. 2011 konnte Tony Pawlik in seiner Diplomarbeit zeigen, dass eine Transposon-
Insertionsmutante den NarK2-Transporter SC00213 betreffend, eine stark verringerte
Nitritakkumulation im Medium bei Myzel aufwies, wahrend der Phanotyp in Sporen nicht betroffen
war. Durch Einbringen von nark2 war der Myzel-Phanotyp wieder komplementierbar. NarK2 konnte
damit vorerst als ein flr die respiratorische Nitratreduktion in Myzel spezifischer Nitrat-Transporter

identifiziert werden.

Es stellte sich daher die Frage, inwieweit ein funktioneller Nitrattransporter die Aktivitat von Nar2
bestimmt. Um einen moglichen regulatorischen Einfluss des Nitrat/Nitrittransporters Nark2 auf die
Synthese und Aktivitdt von Nar2 zu untersuchen, wurden die Mutanten COE285 (kein NarK2) und
COE404 (Ruckfiihrung von nark2 in der Mutante COE285) hinsichtlich ihrer Gesamt-Nitratreduktase-
Aktivitat analysiert und mittels Immunoblotting auf vorhandenes Nar2 getestet (Abbildung 3.19. A
und B).
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Abbildung 3.19.: Analyse der spezifischen Nitratreduktaseaktivitdt und immunologischer Nachweis von NarG2 im Myzel-
Rohextrakt bei Deletion vom Nitrat/Nitrittransporter NarK2.

A. Messung der spezifischen Enzymaktivitdit im Myzel-Rohextrakt der Stamme NM92 (AnarlAnar2Anar3), NM59
(AnarlAnar3), COE285 (AnarK) und COE404 (COE285 + pMS82/nark2) mittels BV-DTH-basiertem Enzym-Assay. Die Messung
wurde in Triplikaten (Standardabweichung) oder Duplikaten durchgefiihrt, wobei mit jedem Rohextrakt die Messung mind.
zweimal erfolgte.

B. Immunologischer Nachweis von NarG2 in 60 pug Rohextrakt der Mutanten NM92 (AnarlAnar2Anar3), NM3 (Anar2),
NM59 (AnariAnar3), COE301 (Anark1), COE403 (COE301 + pMS/nark1), COE285 (Anark2), COE404 (COE285 + pMS/nark2)
und COE318 (Anark3). Die Detektion nach Transfer auf Nitrocellulose erfolgte mit anti-NarG2 1:250 (depletiert) Gber Nacht.
NarG2 migriert bei einer erwarteten GroRe von 137 kDa. Ein kreuzreagierendes Signal bei etwa 70 kDa fungierte als
Ladekontrolle.

Die Dreifach-nar-Deletionsmutante NM92 wurde als Negativkontrolle eingesetzt und zeigte keine
messbare Nar-Aktivitdt. Der Wildtyp zeigte eine messbare Gesamt-Nar-Aktivitat von ca. 17 mU/mg,
wohingegen die Mutante NM59 (Anar1Anar3) nur 70 % der Wildtypaktivitat erreicht. Bei der Analyse
der Rohextrakte der Mutanten COE285 und COE404 war eine 80%ige Aktivitat zum Wildtyp messbar
(Abbildung 3.19. A).

Die Rohextrakte aller Stamme wurden mittels Western Blot-Analyse auf die gebildete Menge an Nar2
Uberprift (Abbildung 3.19. B). Es zeigte sich, dass sowohl in der Mutante COE285 (Anark2) als auch
der Komplementationsmutante COE404 &quivalente Mengen an Nar2 im Vergleich zum Wildtyp
M145 gebildet wurden. Die Dreifach-nar-Deletionsmutante NM92 als auch die Mutante NM3 (Anar2)
wurden als Negativkontrollen mitgefiihrt.

Neben NarK2 existiert in Streptomyces coelicolor ein weiteres putatives Membranprotein, welches
eine Sequenzahnlichkeit von 39 % auf Aminosdureebene mit NarK aus E. coli aufweist und von
unserer Arbeitsgruppe als NarK1 annotiert wurde. Um einen moglichen Einfluss von NarK1 auf die
Bildung von Nar2 zu untersuchen, wurde das Rohextrakt einer narkK1-Mutante (COE301) auf
gebildetes Nar2 untersucht. Da sowohl in COE301 (AnarK1) als auch seiner
Komplementationsmutante COE403 (Ruckfiihrung von nark1 in COE301) dquivalente Mengen an
NarG2 im Vergleich zum Wildtyp vorliegt, kann ein Einfluss auf die Synthese von Nar2 ausgeschlossen

werden.



3.7. Der Einfluss von SCO0212 auf den essentiellen Nitrattransport fiir Nar2

Die unmittelbar stromabwarts von nark2 annotierte Lokalisation von SCO0212 mit einem intergenen
Bereich von lediglich 19 bp, lasst die Hypothese aufstellen, dass nark2 und SC0O0212 moglicherweise
ein Operon bilden und damit von einem gemeinsamen Promotor transkribiert werden. Ein direkter
funktioneller Zusammenhang beider Gene im Kontext der Nar2-vermittelten Nitratreduktion ist
dahingehend denkbar. Die unmittelbare Ndahe von SC00212 zu narK2 im Genom sowie die
strukturelle Ahnlichkeit zu Hamerythrinen gaben daher Anlass zur ndheren Untersuchung von

SC00212 und deren Beteiligung an der Nar2-vermittelten Nitratreduktion.

3.7.1. SC00212 und narK2 bilden ein Operon

SC00212 ist in der StrepDB-Datenbank als hypothetisches Protein mit einer molekularen Masse von
17,4 kDa annotiert. Ein Abgleich der Nukleotidsequenz von SC00212 mit der NCBI-Datenbank zeigte
eine Einordnung von SC00212 in die Familie der Hamerythrin-dhnlichen Proteine, die durch eine
sauerstoffbindende Doméane (Hamerythin-nicht-Ham-Eisen-Zentrum) als Sauerstoff-Speicherprotein
ausliben, als Detoxifizierungsprotein oder O,-Sensor fungieren. Denkbar ware daher eine Regulation
des Nitrat/Nitrittransporters Nark2 durch SC0O0212.

Um eine mogliche Kotranskription nachzuweisen, wurde mittels RT-PCR die Bildung einer
gemeinsamen MRNA Uberprift. Abbildung 3.20. A zeigt, welche moéglichen mRNAs bei der RT-PCR
erwartet wurden. Bei Verwendung der Primerkombination | (RT-narK2_214fw, RT-narK2_829rv)
sollte eine gebildete nark2-mRNA von 615 bp nachweisbar sein. Bei der Primerkombination Il (RT-
SC00212_fw, RT-SC0O0212_rv) sollte fiir die SCO0212-mRNA ein Transkript mit 474 bp nachweisbar
sein. Im Falle eines Kotranskripts sollte mit der Primerkombination Il (RT-narK2_214fw, RT-
SC00212_rv) eine mRNA von 1518 bp gebildet werden. Isolierte Gesamt-RNA wurde in cDNA
umgeschrieben.

Abbildung 3.20. B zeigt die Transkriptanalysen der Stimme NM92 (AnarlAnar2Anar3), COE285
(Anark2), COE404 (COE285 mit pMS/narK2), COE382 (AnarX), COE432 (COE382 mit pMS/narX) sowie

der Wildtypstamm M145 unter Verwendung der genannten unterschiedlichen Primerkombinationen.
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Primerkombinationen. Genomische DNA von M145 wurde als
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allerdings ebenfalls durch

Rickflihrung des deletierten

kann. Die Transkriptanalyse
unter Verwendung von SC00212 spezifischen Primern (Primerkombination Il) zeigte lediglich bei der
Positivkontrolle (genomische DNA) ein spezifisches PCR-Produkt bei 474 bp. Ein Transkript dieser
GroRe konnte in keiner cDNA der untersuchten Staimme detektiert werden. Uberraschenderweise
war bei der genutzten Primerkombination Il (RT-narK2_214fw, RT-SCO0212_rv) ein PCR-Produkt mit
einer GrofRe von 1518 bp beim Wildtyp M145 schwach und bei der Dreifach-nar-Deletionsmutante
NM92 deutlich detektierbar. Dieses entspricht der GroRe eines nark2-SCO0212-Kotranskripts. Eine
Transposon-Insertion in nark2 (COE285), fuhrt dagegen nicht zur Bildung eines nark2-SC00212-
Kotranskripts. Eine Komplementation der Mutante COE285 durch das Konstrukt pMS82/nark2
(Mutante COE404) ist daher auch nicht funktionell, da das Komplementationskonstrukt im Gen
SC04848 inseriert und somit auch keine gemeinsame mMRNA gebildet werden kann. Die
Transkriptanalyse der Mutanten COE382 (AnarX) und COE431 (Ruckfihrung von narX in COE382)
bestatigt die Transkription durch einen gemeinsamen vorangestellten Promotor von nark2 und

SC00212. Die Ruickfihrung von narX komplementiert in der Mutante COE431 den nark2-negativen



Phanotyp und flhrt somit auch zur Bildung des nark2-SC00212-Kotranskripts. Die Transkriptanalyse
zum Nachweis spezifischer whiB-mRNA diente wie in vorherigen RT-PCRs als Kontrolle fiir den Einsatz
gleicher cDNA-Mengen. Die Daten der Transkriptanalyse beweisen, dass nark2 und SCO0212 durch
einen gemeinsamen Promotor transkribiert werden und damit ein Operon bilden. Die Bildung einer
gemeinsamen mRNA untermauert die Annahme, dass SCO0212 als eisenbindendes Hamerythrin und

damit als Sauerstoffsensor im Nitrat-Stoffwechsel eingreifen konnte.

3.7.2. Nachweis der Synthese von SCO0212 und Charakterisierung als Hamerythrin

Bislang basieren samtliche Informationen (ber das Genprodukt von SCO0212 auf dem Ergebnis eines
Nukleotid-BLASTS, der SCO0212 als putatives Hdmerythrin identifizierte.

Hamerythrine Gben ihre Funktion als 16sliche Proteine im Zytoplasma aus und sind in der Lage, liber
gebundenes Eisen den Sauerstoffgehalt/Redoxstatus der Zelle zu erfassen. Um Anhaltspunkte Gber
die putative Funktion sowie die Eigenschaften des Proteins zu erhalten, wurde SC0O0212 sowohl mit
einem N- als auch C-terminalem Strep-Tag durch heterologe Genexpression im E. coli-Stamm Rosetta
Uberproduziert und Uber Affinitdtschromatographie gereinigt. Beide Proteinvarianten wurden zur
Far-Western-Analyse eingesetzt, um mogliche Interaktionspartner im Sporen-Rohextrakt und Myzel-
Rohextrakt zu identifizieren. Um eine mogliche Interaktion von SCO0212 mit den Nars sowie die fir
die Nitratreduktion essentiellen Transporter zu untersuchen, wurden Rohextrakte der Nar-Einzel-
und Doppelmutanten, sowie der NarK2- und NarK1l-Mutanten in der Far-Western-Analyse
beriicksichtigt (Daten nicht gezeigt). Die Far-Western-Analyse fiihrte allerdings zu keinen
Riickschlisse auf etwaige/potenzielle Interaktionspartner von SCO0212, die mit der Nar-vermittelten
Nitratreduktion in Verbindung stehen.

Um zunachst die Synthese des Proteins in S. coelicolor nachzuweisen und zu untersuchen, wurden
mit Hilfe des (iberproduzierten und gereinigten SCO0212sep-n Spezifische Antikdrper gegen die
Gesamt-Peptid-Sequenz generiert und SC0O0212 (iber Western Blot-Analyse im Rohextrakt von S.

coelicolor nachgewiesen (Abbildung 3.21.).
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Abbildung 3.21.: Nachweis von SCO0212 in Proteinfraktionen von S. coelicolor.

A. Nachweis von SC00212 im Rohextrakt von exponentiellem Myzel. Die Proteine wurden in einer 15%igen SDS-PAGE
aufgetrennt und auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Die Detektion erfolgte mit anti-SC00212 1:8000 (bleed 3).
SC00212 migriert bei einer erwarteten GréRe von etwa 18 kDa. Gereinigtes SCO0212sep-c diente als Positivkontrolle.
B. Nachweis von SC00212 im Rohextrakt (RE), Membranfraktion (MF) und |6sliche Fraktion (IF) des Wildtypstammes M145
nach Kultivierung unter verschiedenen Sauerstoffbedingungen (Aerobe Anzucht — Hypoxische Anzucht — Anaerobe
Anzucht). Die Proteine wurden, wie fur Abbildung A beschrieben in einer SDS-PAGE getrennt, die Detektion erfolgte mit
anti-SC00212 1:8000 (bleed 3).

Gereinigtes SCO0212 agierte als Positivkontrolle und zeigte nach Western Blot-Analyse eine starke
Interaktion mit dem Antikorper bei ca. 18,7 kDa. Im Rohextrakt des Wildtypstammes M145 war bei
einer GroRe von ca. 18 kDa ein Signal detektierbar, welches dem Wildtyp-SC00212 entspricht. Auch
im Rohextrakt der Mutanten COE285, deren Komplementationsmutante COE404 sowie der Dreifach-
nar-KO-Mutante NM92 und NM59 (kein funktionelles Narl und Nar3) war SC00212 bei etwa 18 kDa
nachweisbar. Die Analyse der Membranfraktionen und Iéslichen Fraktionen (Abbildung 3.21. B) zeigt,
dass SC00212 nicht membrangebunden ist, sondern als zytoplasmatisches Protein vorliegt. Zusatzlich

zeigt SCO0212 durch ein diffuses Laufverhalten ein Merkmal eisenhaltiger Proteine.

Als putativ Hamerythrin-dhnliches Protein wiirde sich SCO0212 ebenfalls durch einen gebundenen
Kofaktor in Form eines Eisen-Zentrums auszeichnen, welches bei Konzentrierung eines gereinigten
Proteins mit diesem Kofaktor eine typisch braune Farbe aufweist. Weder die N-terminal markierte,
noch die C-terminal markierte Variante des Proteins zeigte einen Farbumschlag. Auch mittels UV-VIS-
Spektrum konnte bislang kein gebundener Kofaktor im gereinigten SCO0212 nachgewiesen werden
(Daten nicht gezeigt).

Kendall et al. (2014) identifizierten durch Zugabe von Natriumazid und den damit verbundenen
charakteristischen Kurvenverlauf bei Aufnahme eines UV-VIS-Spektrums ein putatives gereinigtes
Protein als Hamerythrin. Um eine Zuordnung von SC00212 zur Hamerythrinfamilie eindeutig zu
belegen, wurde bei der Aufnahme eines UV-VIS-Spektrums dem gereinigten Protein mit einer
Konzentration von 0,284 mM Natrium-Azid (50 mM) zugesetzt und der Kurvenverlauf von 300 nm —

700 nm dokumentiert (Abbildung 3.22.).
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nachweisbar ist. SC00212 zeigt daher im UV-VIS-Spektrum nach Na-Azid-Behandlung das
charakteristische Absorptionsspektrum eines Hamerythrins. Eine Funktion als Sauerstoffsensor und
damit eine mogliche Regulation des Nitrat/Nitrittransporters NarkK2, oder sogar der Aktivitdt von

Nar2, erscheint somit moglich.

3.8. Zusammenfassung Kapitel 2

In diesem Kapitel konnte Nar2 als myzelspezifisches Nar-Enzym charakterisiert werden, welches

unter den aufgefiihrten Inkubationsbedingungen ausschlieBlich im Myzel nachweisbar ist.

1. Die Synthese und Aktivitdt von Nar2 in Myzel erfolgt unter hypoxischen Bedingungen und
unterliegt der Kontrolle der NarX-Histidinkinase eines moglichen NarXL-Zweikomponentensystems.
Letzteres (ibt seine regulatorische Funktion nicht nur auf die Synthese des Nar2 Enzyms aus, sondern
reguliert gleichermalRen die Transkription des nark2 Gens und damit die Synthese des Nar2-

spezifischen Nitrat/Nitrit-Antiporters NarK2.



2. Darliber hinaus ist es gelungen, das hypothetische Protein SCO0212 als putatives Hamerythrin-
Protein naher zu charakterisieren und eine Kotranskription dessen Gens mit nark2 nachzuweisen. Die
Bildung eines gemeinsamen Operons von SC00212 und nark2 (SC00213) stitzt die Annahme,
SC00212 konne als zytoplasmatisches Hamerythrin Sauerstoff sensieren und so die Synthese von
Nar2 oder NarK2 regulieren. Es ist auch denkbar, dass SCO0212 durch direkte Interaktion mit dem
Transporter oder Nar2 oder beiden, die Nitratreduktion in Myzel reguliert. Da die Funktion von
SC00212 bei der Nitratreduktion bislang nicht eindeutig nachgewiesen wurde, unterliegt der

Mechanismus der Regulation von NarK2 und Nar2 durch SCO0212 vorerst reiner Spekulation.

3. Fir Sporen konnte gezeigt werden, dass nar2-Transkripte trotz fehlendem Nar2-Protein vorliegen.
Aktuelle Studien von Dr. M. Fischer belegen in diesem Zusammenhang, dass die Nar2-Synthese unter

hypoxischen Bedingungen bzw. anderen Stressbedingungen in Sporen induziert werden kann.



Kapitel 3
Charakterisierung von Nar3 und seine Regulation durch Phosphat,

inverse Korrelation der Nar3-Synthese und der Undecylprodigiosin-
Antibiotika-Biosynthese

Die Tatsache, dass S. coelicolor gleich drei Operone, deren Genprodukte jeweils ein Nar-Holo-
Enzymkomplex bilden, besitzt und die Expression von narl und nar2 in verschiedenen Lebensstadien
nachgewiesen werden konnte (Fischer et al., 2010; Fischer, Falke et al., 2013), lasst vermuten, dass
auch das dritte Operon unabhangig von narl und nar2 im Lebenszyklus exprimiert wird. Das folgende
Kapitel zeigt, dass eine Nar-vermittelte Nitratreduktion auch wahrend des Sekundarmetabolismus im
stationdaren Myzel von S. coelicolor stattfindet - sie beruht auf der Aktivitdt von Nar3. Auf
molekularbiologischer als auch biochemischer Ebene sollte die Synthese und Regulation seiner
Aktivitat analysiert werden. Untersuchungen zur Regulation von Nar3 lieferten dabei erste Hinweise
auf eine inverse Korrelation der Nar3-Synthese im Myzel und der Biosynthese eines Prodigiosin-

Gemisches, was den roten Phanotyp von S. coelicolor bewirkt (RED-Phanotyp).

Die nachfolgend dokumentierten Ergebnisse entstanden in Kooperation mit Dr. M. Fischer. Fischer et
al. (2010) konnten fiir Nar3 nachweisen, dass es im Myzelstadium aktiv ist. Unklar war jedoch, wie
die Synthese und Aktivitat von Nar3 genau reguliert ist und ob Nar3 auch in anderen Stadien des
Entwicklungszyklus aktiv sein kann. Frilhere Ergebnisse von Dr. M. Fischer deuteten bereits darauf

hin, dass die Nar3-Synthese und seine Aktivitat an Substratmangel gekoppelt ist.

3.9. Die Synthese von Nar3-Transkripten wird unter Substratlimitierung bei Eintritt in die
stationdre Phase (Sekundarmetabolismus) induziert

Die Analyse von mRNA-Transkripten sollte erste Hinweise auf die Bildung spezifischer narG3-mRNA
wahrend des Lebenszyklus liefern. Gesamt-RNA wurde dafiir vom Wildtyp-Stamm M145 und der
Dreifach-nar-Deletionsmutante (Negativkontrolle flir den Nachweis spezifischer mRNA) isoliert und
nach  cDNA-Synthese fur  Transkriptionsanalysen  unter Verwendung  verschiedener

Primerkombinationen eingesetzt. Abbildung 3.23. zeigt die Analyse dieser mRNA-Transkripte.
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Abbildung 3.23.: Untersuchungen zu Nar3-Induktionsbedingungen auf . . .
RNA- Ebene - Transkriptanalyse zum Nachweis spezifischer narG3- detektierbar, wohingegen in Sporen
Transkripte in den verschiedenen Lebenszyklusphasen von S. coelicolor. und exponentiellem Myzel narG3-
Gesamt-RNA der Stdamme M145 (Wildtyp) und NM92 (Dreifach-nar-
Deletionsmutante) wurde aus ausdauernden Sporen, exponeniellem Myzel,
stationdrem Myzel und Luftmyzel isoliert und in cDNA umgeschrieben. \yerden konnte.
100 ng cDNA dienten als template fiir die RT-PCRs mit den in Tabelle 8.1.
angegebenen Primerkombinationen. Genomische DNA des Wildtypstammes Diese Ergebnisse deuten darauf hin,
M145 diente als Positivkontrolle, H,O wurde als Negativkontrolle eingesetzt.
[Anmerkung: Das Experiment aus Abb. 3.2., Abb. 3.15. und Abb 3.23. wurde dass narG3-Transkript bereits im

gleichzeitig durchgefiihrt und somit die Bilder der Kontrollen (whiB, 16S . .
rRNA) geteilt und jeweils mitgefiihrt.] Sporenstadium vorliegt, es aber zur

Transkript nur schwach detektiert

Neusynthese von Transkripten
hauptsichlich beim Ubergang zur
stationdren Phase kommt. Letzteres spricht fiir die verstarkte Bildung des Proteins.
Alle nachfolgenden Untersuchungen fokussieren sich daher auf das Myzelstadium und in diesem vor

allem auf die durch Substratmangel induzierte stationare Phase.

3.10. Phosphat reguliert Nar3 auf posttranskriptioneller Ebene

Ausgehend von den Transkriptdaten aus 3.1 stellte sich die Frage, wie die Regulation von Nar3 beim
Ubergang von exponentieller zur stationiren Phase reguliert wird. Wichtige Hinweise hierzu lieferte
die Kooperation mit Dr. M. Fischer, der die Nar3-in-vivo-Aktivitdit des Myzels in Abhangigkeit
verschiedener Anzucht/Inkubationsbedingungen untersuchte. Er stellte fest, dass die Nar3-in-vivo-
Aktivitat des Myzels unabhadngig von der Konzentration der Kohlenstoff- und Energiequelle in bisher
verwendetem Vollmedium TSB ist. Er identifizierte anstelle dessen die Phosphatkonzentration als
entscheidenden Faktor und etablierte ein Verfahren, bei dem aerob geerntetes Myzel (exponentiell)
aus TSB in ein Glukose-MOPS-Puffer mit Nitrat Uberfiihrt wurde und bei dem sich reproduzierbar

nach 5 h eine Nar3-in-vivo-Aktivitat nachweisen aber mit Phosphat hemmen lieR3.



Es liegt daher die Vermutung nahe, dass Phosphat einen entscheidenden Einfluss auf die Aktivitat
und/oder Synthese von Nar3 haben konnte. Um diese Hypothese zu verifizieren, wurde in der
vorliegenden Dissertation die Mutante NM29 (AnariAnar2) nach Anzucht im Vollmedium TSB bei
Simulation der stationdren Phase durch Inkubation in Glukose-MOPS-Puffer mit und ohne Phosphat
bei 30 °C aerob inkubiert, anschlieend die spezifische Gesamt-Nar-Aktivitdt im Rohextrakt gemessen
und mittels Immunoblot-Detektion die Fraktionen auf vorhandenes Nar3 getestet.

Um gleichzeitig eine Aussage zu treffen, ob Nitrat fiir die Synthese von Nar3 essentiell ist wurde ein

Ansatz mit 10 mM Nitrat mitgefihrt.
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Abbildung 3.24.: Abhingigkeit der Nar3-Synthese von der Phosphatkonzentration bei Ubergang zur stationiren Phase.

A. Bestimmung der Gesamt-Nar-Aktivitat im Rohextrakt von NM29 (Anarl1Anar2) nach Inkubation des Myzels mit (+) 20 mM
Phosphat oder ohne (-) Phosphat sowie mit 10 mM Nitrat (rote Balken) oder ohne Nitrat (blaue Balken).

B. Immunodetektion nach Western Blot-Analyse mit 60 pug Rohextrakt von unterschiedlich inkubierten Myzel wie unter A
beschrieben. Die Detektion erfolgte mit anti-NarG3 1:75. NarG3 migriert bei einer erwarteten GréRe von 135 kDa.

C. Nachweis spezifischer narG3-mRNA im Myzel nach unterschiedlicher Inkubation in MOPS-Glukose-Puffer mit (+) oder
ohne (-) Phosphat. Gesamt-RNA von M145 (Wildtyp), NM92 (Dreifach-nar-Deletionsmutante) und NM29 (AnarlAnar2),
wurde aus stationdrem Myzel nach Zusatz von Phosphat (+) bzw. ohne Phosphat (-) isoliert und in cDNA umgeschrieben. 50
ng cDNA dienten als template fiir die Transkript-Analyse mit den in Tabelle 8.1. angegebenen Primerkombinationen.
Genomische DNA des Wildtypstammes M145 diente als Positivkontrolle, H,O wurde als Negativkontrolle eingesetzt.

D. Immunodetektion nach Western Blot-Analyse mit 45 pug Rohextrakt von unterschiedlich inkubierten Myzel der Staimme
wie unter C beschrieben. Die Detektion erfolgte mit anti-NarG3 1:75. NarG3 migriert bei einer erwarteten GréRe von 135
kDa.



Die Messung der Gesamt-Nar-Aktivitdt zeigt, dass im exponentiellen Myzel vor dem Umsetzen in
MOPS-Glukose-Puffer keine Nar-Aktivitdt im Rohextrakt nachweisbar war (Abbildung 3.24.). Dieser
Ansatz diente als Nullprobe, da eine Nar3-Aktivitat erst unter Substratlimitierung, wie sie in der
stationdren Phase auftritt, nachweisbar ist. Nach Umsetzen des Myzels in MOPS-Glukose-Puffer und
einer Inkubation fiir 5 h, 30 °C war sowohl mit Nitratzugabe (blaue Balken) als auch ohne
Nitratzugabe (rote Balken) eine Gesamt-Nar-Aktivitat messbar. Der Zusatz von Nitrat hat demnach
keinen Einfluss auf die Synthese und/oder Aktivitait von Nar3, wenn man die ermittelte
Standartabweichung einbezieht. Mit Zusatz von Phosphat zum MOPS-Glukose-Puffer ist dagegen nur
eine sehr geringe Nar-Aktivitat messbar (Abbildung 3. A). Ob der inhibitorische Effekt von Phosphat
auf Aktivitditsebene oder bereits auf die Synthese von Nar3 wirkt, zeigt der immunologische

Nachweis von gebildetem Nar3 der gemessenen Rohextrakte (Abbildung 3.24. B).

Vor dem Umsetzen des Myzels (Nullprobe) in MOPS-Glukose-Puffer (exponentielles Myzel,
Nullprobe) konnte bereits schwach NarG3 bei 135 kDa detektiert werden, welches allerdings nicht
aktiv ist. Nach 5-stlindiger Inkubation in MOPS-Glukose-Puffer ohne Phosphat zeigt sich dagegen ein
deutlich starkeres NarG3-spezifisches Signal nach Immunoblot-Detektion. Das Umsetzen des Myzels
in MOPS-Glukose-Puffer fihrt damit zur Neusynthese des Proteins, was mit den Transkriptdaten aus
3.1. korreliert. Die Zugabe von Nitrat zeigt keinen Einfluss auf die Menge an gebildeten NarG3 und
wird somit nicht als Induktor fir die Nar3-Synthese bendtigt. Bei Zusatz von Phosphat zum MOPS-
Glukose-Puffer wird die Neusynthese von Nar3 dagegen gehemmt. NarG3 ist in schwacher, aber
vergleichbarer Menge zur Nullprobe bei 135 kDa detektierbar. Wurde dem MOPS-Glukose-Puffer 2 %
oder 4 % TSB (dient durch enthaltene Phosphatkomponente als zusatzliche Phosphatquelle)
zugesetzt, flihrte das ebenfalls zur verminderten Nar3-Synthese im Vergleich zur Inkubation ohne
TSB. Die Zugabe von Phosphat zum MOPS-Glukose-TSB-Puffer verstarkt diesen Effekt. Der
regulatorische Effekt von Phosphat zeigt sich damit schon auf Ebene der Proteinbiosynthese.

Diese Daten lassen allerdings zunachst noch offen, ob Phosphat nicht bereits auf die Expression von
narG3 Einfluss nimmt, d.h. ob Phosphat bereits die Transkription von narG3 hemmt.
Transkriptionsanalysen der Stamme M145 (Wildtyp), NM92 (Anar1Anar2Anar3), NM29 (Anar1Anar2)
nach Inkubation mit und ohne Phosphat sollten einen moglichen Einfluss von Phosphat auf
Transkriptebene zeigen (Abbildung 3.24. C). Die Dreifach-nar-Deletionsmutante NM92 wurde als
Negativkontrolle mitgeflihrt und zeigte kein detektierbares narG3-Transkript. Die Transkriptdaten
aller weiteren Stamme belegen, dass sowohl mit als auch ohne Phosphat in allen Stdmmen, die Nar3
synthetisieren konnen (M145, NM29) narG3-Transkript gebildet wird. Die Transkription bleibt durch
Phosphat unbeeinflusst, Phosphat scheint damit einen post-transkriptionellen Effekt auf Nar3

auszuliben.



Um die post-transkriptionelle Kontrolle durch Phosphat zu verifizieren, wurden die Proteinfraktionen
der analysierten Mutanten durch Immunoblot-Detektion auf gebildetes NarG3 untersucht (Abbildung
3.24. D). Die Dreifach-nar-Deletionsmutante NM92 diente erneut als Negativkontrolle und zeigte
daher weder mit noch ohne Phosphatzusatz kein gebildetes NarG3. Die Analyse der Proteinfraktion
der Mutante NM29 (AnarlAnar2) zeigt jedoch, dass die Bildung von Nar3 in Abhéangigkeit von
Phosphat erfolgt. Das heifdt, Eine Inkubation der Stdmme ohne Zusatz von Phosphat fihrt zur Bildung
von NarG3, wohingegen bei Zusatz von Phosphat in keinem Rohextrakt der Stamme (WT, NM29)

gebildetes NarG3 nachweisbar ist.

Die Daten der Transkriptionsanalyse sowie der immunologische Nachweis der katalytischen
Untereinheit NarG3 zeigen, dass Phosphat keinen Einfluss auf die narG3-Transkriptbildung hat,
Phosphat allerdings die Translation von narG3 inhibiert, weshalb kein Nar3 im Rohextrakt
nachweisbar ist. Die Anzucht im Vollmedium TSB (Nullprobe) fiihrt durch die enthaltene
Phosphatkomponente demnach offenbar zur Inhibierung der nar3-Translation. Beim Ubergang zur
stationaren Phase dagegen, ist Phosphat limitierend (Substratlimitierung), weshalb die Translation

nicht langer blockiert wird und die Nar3-Synthese und deren Aktivitat nachweisbar sind.

3.11. Inverse Korrelation von Nar3-Synthese und Undecylprodigiosin-Biosynthese —
Phosphat induziert die Bildung von Prodigininen

Im untersuchten System zur Nar3-Induktion lieRen sich weitere Effekte beobachten: Das System
gewahrleistete zusatzlich definierte Bedingungen zur reproduzierbaren Sekundarmetabolit-Synthese
(Farbstoffbildung).

Es ist bekannt, dass Phosphat wahrend des Sekundarmetabolismus (iber eine
Signaltransduktionskaskade sowohl durch Transkriptionskontrolle als auch post-transkriptionelle
Kontrolle die Synthese einiger Polyketide reguliert, darunter das rot-gefirbte Polyketid
Undecylprodigiosin, welches von seiner chemischen Struktur in die Gruppe der Prodigiosine
einzuordnen ist (RED-Antibiotika). Letztere bewirken die Ausbildung des RED-Phanotyps bei
S. coelicolor (Rudd und Hopwood, 1980). Da Antibiotikabildung ein aerob ablaufender Prozess ist,
Nitratreduktion allerdings nur unter anaeroben Bedingungen stattfindet, lasst sich die Hypothese
aufstellen, ob Antibiotikabildung und Nitratreduktion in dem untersuchten System zur Nar3-
Induktion gleichzeitig ablaufen kdnnen oder nicht eher konkurrierende Prozesse sind und Phosphat
als ,Regulator” fungiert.

Im verwendeten Nar3-Untersuchungssystem zeigt die Zugabe von Phosphat und ein Zusatz von 2 %

bzw. 4 % TSB (enthdlt 14 mM PO,*) eine verstirkte Induktion der Bildung eines roten



Sekundarmetabolits wahrend der Inkubationsphasen. Ohne Zugabe von Phosphat zeigt sich dagegen
eine stark verzogerte Induktion des roten Farbstoffes (Abbildung 3.25. A). Dieses Ergebnis deutet
unter den gewadhlten Bedingungen auf eine inverse Korrelation der Nar3-Synthese und

Farbstoffbildung hin.

Um Evidenzen zu erhalten, welche chemische Verbindung wunter den gewahlten
Inkubationsbedingungen verstarkt durch Phosphat induziert wird, wurde der Farbstoff nach
Induktion dessen Bildung mit Phosphat und Zusatz 4 % TSB aus dem stationdren Myzel extrahiert,
mittels UV-Vis-Spektrum analysiert und die Pigment-Konzentration in Abhédngigkeit von der
zugesetzten Phosphat-Konzentration ermittelt (Abbildung 3.24. B+C). Des Weiteren wurde das
Extrakt durch MS/MS (Tandem-Massenspektrometrie) und ESI-MS (Elektrospray-lonisations-MS)
analysiert (Abbildung 8.7. — 8.9., Anhang).

Abbildung 3.25.: Phosphat induziert die
A.  Prodigiosin-Gemisch (RED-Antibiotika-Bildung) Bildung des RED-Phinotyps

A. Bildung des RED-Antibiotikums nach
Umsetzen des exponentiellen Myzels in
MOPS-Glukose-Puffer mit (+) und ohne (-)
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Das UV-Vis-Spektrum zeigt ein Absorptionsmaximum bei 525 nm, was dem Absorptionsmaximum
von Undecylprodigiosin entspricht. Die Bestimmung der Pigmentkonzentration in Abhdngigkeit von
der zugesetzten Phosphatkonzentration bestatigt die verstarkte Induktion von Undecylprodigiosin
bei 100 mM Phosphat und 4 % TSB im Vergleich zu 50 mM Phosphat und 4 % TSB (rote Balken). Diese
Daten lassen allerdings offen, ob nicht eher ein Prodigiosingemisch  bzw.
Synthesevorstufen/Intermediat von Undecylprodigiosin im Extrakt vorliegt. Uber hochauflésende

MS/MS (Tandem-Massenspektrometrie) und ESI-MS (Elektrospray-lonisations-MS) (Abbildung 8.7. —



8.9., Anhang) war es moglich, Streptorubin B mit einer Masse von 392,27 [M+H]* und
Undecylprodigiosin (394,28 [M+H]*) zu differenzieren. Beide chemischen Verbindungen
unterscheiden sich lediglich durch eine aromatische Seitenkette (Abbildung 1.1. Einleitung). Unter
ESI-MS-Bedingungen (Elektrospray-lonisations-MS, Abbildung 8.8. und 8.9., Anhang) zeigt sich der
Nachweis von Undecylprodigiosin durch Fragmentierung der Alkylketten (m/z 394 — 379 — 362,
Abbildung 8.8., Anhang; Chen et al., 2008) und von Streptorubin durch Fragmentierung von
m/z 392 — 377 (Abbildung 8.9., Anhang; Chen et al., 2008).

Phosphat induziert damit die verstarkte Bildung eines Prodigiosin-Gemisches aus Undecylprodigiosin
und Streptorubin B unter aeroben Bedingungen, wobei gleichzeitig die Synthese von Nar3 gehemmt
wird. Die RED-Antibiotikabildung und die Nar3-Synthese kénnen somit unter diesen Bedingungen als

konkurrierende Prozesse verstanden werden.

Um einen moglichen downstream-Effekt der Undecylprodigiosin-Biosynthese auf die Nar3-Synthese
auszuschlielRen, sollte eine Mutante, deren Syntheseweg von Undecylprodigiosin durch eine Deletion
des redA-Gens im red-Genclusters gestort ist (Mutante M559), hinsichtlich der Nar3-Synthese mit
und ohne Phosphatzugabe untersucht werden. Die Rohextrakte vom Wildtyp M145 und NM29
(Anar1Anar2) wurden als Positivkontrolle eingesetzt, die Mutante NM92 (Dreifach-nar-

Deletionsmutante) diente als Negativkontrolle.

WT NM92 NM29  bldN RED Abbildung 3.26.: Untersuchung eines méglichen
kDa e b - b -+ - 4 - 4 downstream- Effekts der RED-Antibiotika-Bildung auf
- die Nar3-Synthese
130—f & -~ — — <= NarG3 |mmunodetektion von NarG3 in Rohextrakten (45 pg)
von WT, NM92, NM29, bldN, und RED Mutanten nach
100—p S Lo el Inkubation des stationidren Myzel mit (+) und ohne (-)

70 Phosphat. Die Detektion erfolgte mit anti-NarG3 1:75.
I R e Der Pfeil markiert NarG3, der Stern reprasentiert die
Ladekontrolle (unspezifische Induktion).
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Abbildung 3.26. zeigt, dass NarG3 in vergleichbarer Menge in NM29 (Anar1Anar2) und im Wildtyp
nachweisbar sind. Die Zugabe von Phosphat verhindert dagegen die Bildung von Nar3.
Eine Deletion im red-Gen-Cluster (Mutante AredA) zeigt aulRerdem keinen Einfluss auf Nar3-Bildung

beweist, dass die regulatorische Kontrolle beider Prozesse alleinig auf Phosphat beruht.



3.12. Zusammenfassung Kapitel 3

In diesem Kapitel konnte ein erster Bezug der Nar3-vermittelten Nitratreduktion zur RED-Antibiotika-
Bildung definiert werden, der auf einer inversen Korrelation der Nar3-Synthese und der Bildung eines

Prodigiosin-Gemisches im Nar3-Induktions-System beruht.

1. Es konnte gezeigt werden, dass die Nar3-Synthese unter Substratlimitierung mit Ubergang zur
stationdren Phase induziert wird. Das narG3-Transkript liegt dagegen bereits im Sporenstadium vor,

erfahrt aber bei Ubergang zur stationiren Phase eine Neusynthese.

2. Phosphat konnte im untersuchten System zur Nar3-Induktion als regulatorisches Agens
identifiziert werden: Zum einen zeigt die Nar3-Synthese eine post-transkriptionelle Regulation durch
Phosphat und damit eine inverse Korrelation mit der Phosphat-Konzentration. Zum anderen induziert
Phosphat unter diesen Bedingungen die Biosynthese eines Prodigiosin-Gemisches aus den

chemischen Verbindungen Undecylprodigiosin und Streptorubin B.

3. Die aerob ablaufende RED-Antibiotika-Bildung und der anaerobe Prozess der Nar3-vermittelten
Nitratreduktion sind damit in unserem Inkubationssystem gegenlaufige Prozesse, deren Regulation

der verfligbaren Phosphatkonzentration unterliegt.



4 Diskussion

In der vorliegenden Dissertation ist es gelungen, die drei synthetisierten Nar-Enzyme von S. coelicolor
naher zu charakterisieren und ihre Relevanz sowie ihre Funktionalitdt beim switch von aerober
Atmung zu anaerober Atmung nachzuweisen.

Die erzielten Ergebnisse filihrten, neben dem Gesichtspunkt der fiir Charakterisierung der drei
Nitratreduktasen, Gberraschenderweise zu einem neuen und bislang kaum untersuchten Aspekt zum
aeroben Respirationssystem von S. coelicolor.

Demzufolge wurde die Diskussion thematisch in zwei Haupt-Aspekte gegliedert, welche zunachst
eine putative Verkniipfung zwischen dem aeroben und anaeroben Respirationssystem erortert
(Abschnitt 4.1.) und anschliefend mogliche Regulationsmechanismen unter Berlicksichtigung der neu

erhobenen Daten diskutiert (Abschnitt 4.2.).

4.1. Funktionelle Verkniipfung von aerobem Respirationssystem und anaerober Atmung
bei S. coelicolor

Die Daten aus Kapitel 1 des Ergebnisteils (Charakterisierung von Narl) zeigten, dass sich fir das
Sporenstadium eine regulatorische Verbindung der anaeroben Nitratreduktion und des aeroben
Respirationssystems andeutet. Als Verknlipfungsstelle konnten dabei Komplex Il und Komplex IV
(Cytochrom bci-Komplex, kodiert durch SC02148-52; terminale Cytochrom c¢ aas Oxidase, kodiert
durch SC02153-56) identifiziert werden.

Auf Grundlage bereits untersuchter Komplex IllI- und Komplex IV-Kompositionen bekannter Vertreter
der Actinobacteria, wie Corynebacterium und gram-negative Bakterien wie Paracoccus soll im
nachfolgenden Diskussionsabschnitt der Elektronentransfer (iber die bislang wenig untersuchte
Atmungskette von S. coelicolor naher diskutiert werden und mogliche Verzweigungswege zur
Nitratreduktion diesbeziiglich erdrtert werden. Im ersten Teil (I + 11) wird aus den wenigen bekannten
Daten zum Respirationssystem von Streptomyceten und den Daten dieser Doktorarbeit ein
alternativer bc;-Komplex fiir das Respirationssystem bei S. coelicolor abgeleitet. Im zweiten Teil (lIl)

werden die Evidenzen fir die Existenz eines ,Respirasoms’ (respiratorischer Superkomplex) dargelegt.



I. Das aerobe Respirationssystem von S. coelicolor im Kontext bekannter bakterieller
Respirationssysteme
Beziiglich des Aufbaus der aeroben Atmungskette geht man im Allgemeinen davon aus, dass ein
komplettes Respirationssystem, welches NADH-Dehydrogenase (Komplex |), Succinat-Dehydrogenase
(Komplex 11), Ubichinol-Cytochrom ¢ Reduktase (bci-Komplex, Komplex Ill) und Cytochrom c aas
Oxidase umfasst, existiert (Bentley et al., 2002). Erstaunlicherweise zeigen Sequenz-Analysen, dass
Komponenten von sowohl Komplex | als auch Komplex I mehrfach im Genom annotiert sind (Bentley
et al., 2002; Abbildung 1.2., Einleitung). Das legt die Vermutung nahe, dass S. coelicolor in
Abhangigkeit der Lebenszyklusphasen die Komplexkomposition der Atmungskette verdandern kdnnte.
Dieser Aspekt soll im Teil lll noch einmal aufgegriffen werden.
Die aerobe Atmungskette in S. coelicolor folgt somit dem postulierten Elektronentransfer vom
Substrat (iber NADH-Dehydrogenase (Komplex 1) zur Succinat-Dehydrogenase. Die Elektronen
werden bei S. coelicolor in einen Menachinon-Pool eingespeist und auf Komplex Il (Ubichinol-
Cytochrom c-Reduktase) Ubertragen. Der Elektronentransfer endet mit der terminalen Cytochrom ¢
aas-Typ-Oxidase, die die Reduktion von molekularem Sauerstoff zu Wasser ermaoglicht.
Uber die Komposition bzw. Assemblierung der einzelnen Respirationskomplexe liegen dahingegen
nur ungenigend Daten vor. Der Cytochrom bc;-Cytochrom aas-Zweig der Actinobacteria zeigt
ungewohnliche Charakteristika im Vergleich zu den gut charakterisierten Komplexen von Paracoccus
denitrificans oder von Rinderherzmitochondrien (Baker et al., 1998; Lenaz et al., 2012; Hopkins et al.,
2013).
Paracoccus denitrificans verfligt (iber einen bc;-Komplex, der in seiner funktionellen Form ein Dimer
bildet (Mayer et al., 2002). Er ist aus drei grundlegenden katalytischen Untereinheiten assembliert:
die Cytochrom b Untereinheit mit 2 b-Typ Hamen, der Cytochrom ¢ Untereinheit mit kovalent
gebundenem c-Typ Cytochrom und dem Rieske Eisen-Schwefel-Protein. Alle Gene des bci;-Komplexes
sind in einem Operon angeordnet (Kurowski et al., 1987). Die Reduktion von molekularem Sauerstoff
kann in Paracoccus Uber drei terminale Oxidasen erfolgen, die alle neben ihrer Funktion als
Elektronenlibertrager als Protonenpumpen fungieren (Saraste et al., 1991). Alle drei Oxidasen
(Cytochrom aas; Oxidase, cbbs; Oxidase und bas-Oxidase) zdhlen zur Familie der Ham-Kupfer-
Oxidasen, die in Abhangigkeit des verfligbaren Sauerstoffpartialdruckes (Cytochrom aas unter
normalen Sauerstoffpartialdruck, cbbs-Oxidase unter sauerstofflimitierenden Bedingungen) und in
der Anwesenheit von Nitrat und Nitrit (bas-Oxidase) gebildet werden. Die Cytochrom ¢ aas Oxidase
sowie die cbbs-Oxidase akzeptieren die Elektronen vom bci-Komplex, sie kénnen damit bis zu 6H*/2e”
translozieren. Die Cytochrom bas Oxidase transloziert dagegen nur 4H*/2e (Otten et al., 1999).
Differenzen in der Komposition der aeroben Atmungskette zu Actinobacteria zeigen sich vor allem

deutlich bei der Assemblierung des bci-Komplexes. Die Cytochrom b Komponente der Actinobacteria,



kodiert durch das Gen gcrB, umspannt die Membran mit 9 vorhergesagten Transmembranhelices,
anstelle von 8 Transmembranhelices wie fiir den mitochondrialen Komplex Il hervorgesagt.
Allerdings zeigen die letzten 4 Transmembranhelices schwache Homologien zum mitochondrialen
Gegenspieler. Die Cytochrom ¢ Komponente, kodiert durch gcrC, ist bei Corynebacterium als
membranverankertes Di-Hdm c-Typ Cytochrom beschrieben (Sone et al., 2001; Niebisch und Bott,
2001). Das kovalent gebundene c-Typ-Cytochrom ist das einzige identifizierte Cytochrom c im
Respirationskomplex von Corynebacterium glutamicum, M. tuberculosis und Streptomyces. Damit
verfligen sie nicht Uber ein membrangdngiges Cytochrom c als Elektronencarrier und leiten die
Elektronen offensichtlich direkt zur terminalen Cytochrom-Oxidase weiter. Das Rieske-Eisen-
Schwefel-Protein, kodiert durch gcrA zeichnet sich durch eine hdhere Hydrophobizitdt aus. Im
Vergleich zu bereits untersuchten Rieske-Eisen-Schwefel-Proteinen (Xia et al., 1997) ist es Uber drei
Transmembranhelices als polytopisches Protein in der Membran verankert. Gingige Rieske-Eisen-

Schwefel-Proteine aus anderen Organismen weisen einen monotopischen Charakter auf.

Hopkins et al. (2013) untersuchten die Assemblierung des Cytochrom bc; Komplexes in die Membran
von S. coelicolor und konnten einen Tat-abhadngigen Transport und damit eine Tat-abhangige
Aktivitait vom Cytochrom bci-Komplex nachweisen. Dariliberhinaus identifizierten sie einen
ungewdhnlichen, sowohl Tat-abhdngigen als auch Tat-unabhadngigen Transportmechanismus vom
Rieske-Eisen-Schwefel-Protein in die Membran. Der atypische polytopische Charakter des Rieske-
Proteins (zusatzliche Transmembranhelices) vermittelt dabei die hydrophoben Interaktionen mit den

Cytochrom-Untereinheiten.

Eigene, in dieser Dissertation durchgefiihrte Studien dokumentieren die Existenz von a-Typ-, b-Typ-
und c-Typ-Cytochromen sowie die Funktionalitat des bci-Komplexes und der Cytochrom c¢ aas
Oxidase. Sporen- und Myzelmembranfraktionen wurden auf die Existenz von kovalent gebundenem
Ham in der Atmungskette untersucht (Abbildung 3.6.). Der Nachweis von Hdam im Komplex Il und
Komplex IV der Atmungskette ist ein Indiz auf die korrekte und vollstidndige Assemblierung beider
Komplexe. Zusatzlich zeigten auch differentielle Redoxspektren ausgewahlter Cytochrom-Oxidase-
Mutanten und des Wildtyps M145 den Nachweis der prosthetischen Gruppen von Komplex |l
(Cytochrom b, kovalent gebundenes Cytochrom c¢) und Komplex IV (Cytochrom a) der aeroben

Atmungskette (Abbildung 8.10., Anhang).

Fir beide Komplexe konnten die charakteristischen Absorptionsmaxima (Cytochrom b 560 nm,
Cytochrom a 600 nm) detektiert werden. Ein Absorptionsmaximum bei

660 nm, was auf Cytochrom d hindeutet, und bei 550 nm, was dem Cytochrom c entspricht, konnte



hingegen nicht detektiert werden. Cytochrom d ist im aktiven Zentrum der Cytochrom bd Oxidase
gebunden, die verstarkt unter sauerstofflimitierenden Bedingungen exprimiert wird. Die strikt
aerobe Anzucht mit zusatzlicher Sauerstoffzufuhr wirde somit zur Inhibierung der Bildung der
Cytochrom bd Oxidase fihren.

Damit kongruieren diese Ergebnisse mit den Daten der differentiellen Redoxspektren von Hopkins et
al. (2013). Des Weiteren zeigen sie, dass flir S. coelicolor die Cytochrom ¢ aas Oxidase die vorwiegend

prasente und aktive terminale Oxidase ist.

Analoge Cytochrom-Kompositionen und ein vergleichbarer Respirationszweig sind bereits fir
Corynebacterium glutamicum beschrieben (Bott und Niebisch, 2003). Die Succinat-Dehydrogenase,
kodiert durch das sdhCAB-Operon, transferiert die Elektronen auf Menachinon, welches durch die
Aktivitat des Cytochrom bc; Komplexes reoxidiert wird. Letzterer lbertragt die Elektronen auf die
terminale Cytochrom c aas-Typ-Oxidase. C. glutamicum synthetisiert kein 16sliches Cytochrom c, die
Elektronen werden daher durch direkte Assoziation von Komplex lll und Komplex IV als Cytochrom
bci-aas-Superkomplex Ubertragen (Bott und Niebisch, 2003; Niebisch und Bott, 2003). Der
Menachinon-Pool fungiert als Verzweigungspunkt fir den Elektronenfluss auf den vermutlich
konstitutiv exprimierten bci-aas-Superkomplex oder alternativ auf die Cytochrom bd Oxidase. Beide
Verzweigungswege unterscheiden sich zusatzlich zur Sauerstoffaffinitdt auch hinsichtlich ihrer
Protonentranslokation: Folgen die Elektronen dem Weg Ulber den bci-Komplex zur terminalen
Cytochrom ¢ Oxidase werden zwei H*-Protonen lber den Q-Zyklus, plus 2 Protonen lber den bc;-
Komplex und zwei H*-Protonen Uber die Cytochrom ¢ Oxidase transloziert, mit deren Hilfe ein
Protonengradient aufrechterhalten wird. Unter sauerstofflimitierenden Bedingungen werden die
Elektronen Uber die Succinat-Dehydrogenase direkt zur alternativen, sauerstoffaffinieren Cytochrom
bd Oxidase ohne Beteiligung des bci-Komplexes weitergeleitet, weshalb letztendlich sechs Protonen

weniger zur Aufrechterhaltung des Membranpotentials transloziert werden.

Eine Verzweigung der Atmungskette ermoglicht das Wachstum unter variierenden
Sauerstoffkonzentrationen. Da bereits durch eigene als auch vorherige Studien (van Keulen et al.,
2007) bekannt ist, dass S. coelicolor sauerstofflimitierende Bedingungen (iberdauern kann, scheint
die Bildung einer alternativen Cytochrom bd Oxidase mit einer gesteigerten Affinitat zu Sauerstoff,
deren Strukturgene ebenfalls annotiert sind, relevant (Bentley et al., 2002).

Unter diesem Gesichtspunkt sowie unter Einbezug der, in der vorliegenden Dissertation erzielten
Ergebnisse ist flir S. coelicolor ebenfalls der Elektronenfluss Uber ein verzweigtes Respirationssystem

moglich, das bei niedrigen Sauerstoffkonzentrationen die Elektronen direkt vom Menachinon auf die



alternative Cytochrom bd Oxidase, ohne Mitwirkung der Ubichinol-Cytochrom c-Reduktase,
transferiert.

Eine derartig verzweigte Atmungskette bietet damit die Grundlage fir die funktionelle Verknipfung
der aeroben Atmung und der Nitratratmung in Sporen- und Myzelstadium. Eine andersartige
Komposition/Organisation der respiratorischen Komponenten kdnnte unter diesem Gesichtspunkt
einen alternativen Elektronenfluss zur Nitratreduktase gewahrleisten.

Letzteres ist eine interessante Hypothese, die im Folgenden naher diskutiert werden soll.

Il. Die Notwendigkeit eines alternativen bc;-Komplexes

Die Fahigkeit von Streptomyces, widrige Bedingungen, wie Temperaturstress, Substratmangel mit
minimaler metabolischer aber dennoch messbarer Aktivitdt im Sporenstadium zu lGberdauern, zwingt
zur Annahme, dass moglicherweise ein artifizielles Respirationssystem fiir eben solche Bedingungen
existieren muss. Eine vermutete ungewdhnliche Zusammensetzung der Atmungskomplex-
Komponenten in Sporen scheint im Vergleich zu Myzel daher plausibel.

Sequenzanalysen der bereits untersuchten respiratorischen Komponenten (bci-Komplex, Cytochrom
¢ aas Oxidase) offenbarten, dass im Genom von S. coelicolor analoge Genbereiche dieser
Komponenten kodiert sind, die die Synthese eines alternativen bc;-Komplexes und einer alternativen
Cytochrom ¢ Oxidase-Komponente mit ungewdhnlicher Zusammensetzung ermdoglichen (Abbildung
8.11., Anhang). Damit verfigt S. coelicolor Uber gleich drei gcrB-Untereinheiten, die am
respiratorischen Elektronentransport involviert sein kdnnten.

Konventionelle bc;-Komplexe waren bis vor kurzem die einzigen Enzymkomplexe, die in der Lage
sind, die Elektronen vom reduzierten Chinon-Pool auf Cytochrom c zu transferieren (Refojo et al.,
2010). Dass neben diesen allerdings auch alternative Elektroneniibertrager existieren missen, zeigt
die Membrankomposition von Chloroflexus aurantiacus. Das Fehlen eines konventionellen bci-
Komplexes und die Abwesenheit von I6slichem Cytochrom c¢ werden durch einen alternativen
Komplex Il (ACIII) ersetzt, der die Elektronen von Menachinon auf Auracyanin libertragt (Gao et al.,
2009). Letzteres fungiert im anoxischen phototrophen Bakterium als Elektronencarrier anstelle von
Cytochrom c.

Ein alternativer Komplex Il wird in der Literatur als respiratorischer Komplex mit einer Chinon-
Elektronakzeptor-Oxidoreduktaseaktivitat beschrieben und wird nicht in die Gruppe der bc;-
Komplex-Familie eingeordnet (Refojo et al., 2010). Aufgrund der Sequenzhomologie einiger
Untereinheiten z3dhlt der alternative Komplex 1ll zur CISM-Familie (complex iron-sulfur
molybdoenzyme), denen die Nitratreduktase, Formiat-Dehydrogenase und DMSO-Oxidoreduktase

zuzuordnen sind (Refojo et al., 2010). Derartige alternative Enzymkomplexe konnten auch in



Rhodothermus marinus identifiziert werden (Pereira et al., 2007). R. marinus verfigt Uber drei
verschiedene Oxidasen (caas, bas, cbbs), allerdings zeigten Sequenzanalysen das Fehlen eines bc;-
Komplexes (Lucas et al., 2009). Diese drei Oxidasen sind hingegen nicht in der Lage, die Elektronen
direkt vom Chinon-Pool zu nutzen. Der alternative Komplex Il fungiert in diesem Fall als
Verknipfungspunkt zwischen Chinon-Oxidation und Reduktion des Elektronencarriers HiPIP. Er
gleicht damit das Fehlen des bci-Komplexes aus.

Interessanterweise konnte fir alternative funktionsgleiche Komplexe eine einzigartige Komposition
der funktionellen Untereinheiten nachgewiesen werden (Refojo et al., 2010). Die Gene zur Bildung
eines alternativen Komplex Il sind fir gewoéhnlich in einem Cluster, bestehend aus 6-8 Genen
(actABCDEFG) angeordnet. Die Genanordnung selbst wird als sehr variabel beschrieben: wahrend in
manchen Organismen ganze Gene im Cluster fehlen, kénnen Gene im Cluster auch gesplittet
vorliegen (Refojo et al., 2010). Es ist nicht ungewdhnlich, dass dem Cluster fliir den alternativen
Komplex Ill, das Gen-Cluster fiir die terminalen Oxidasen folgt (Refojo et al., 2010; Yanyushin et al.,
2005). Die Untereinheiten zur Bildung eines alternativen Komplex Il kdnnen variabel als Module in
der Membran angeordnet sein (Abbildung 4.1.). Die variable Orientierung der unterschiedlichen
Module (Membranverankerungsmodule und Elektronentransfermodule) ermoglichen verschiedene
Wege der Energiekonservierung: zum einen den linearen Elektronentransfer und zum anderen einen

als Bifurcation definierten Elektronentransfer (Refojo et al., 2010).

AClll

Abbildung 4.1.: Nach Refojo et al. (2010, 2012) postulierte Komposition eines alternativen Komplex Il (ACIII).

Dieser wird durch die Anordnung von Membranverankerungsmodulen (hellgrau  dargestellt) und
Elektronentransfermodulen (dunkelgrau dargestellt) gebildet. Das Membranverankerungsmodul B (gestrichelt umrandet)
kann sowohl an zur periplasmatischen als auch zytosolischen Seite orientiert sein. Je nach Orientierung werden dadurch
verschiedene Wege der Energiekonservierung ermoglicht.

Basierend auf den bisherigen strukturellen Erkenntnissen zum alternativen Komplex Il (Abbildung
4.1.) muss allerdings eine differentielle Gruppierung fiir die in S. coelicolor identifizierten alternativen
Respirationskomponenten vorgenommen werden. Da es sich bei den identifizierten Genen fir zwei
Ubichinol-Cytochrom ¢ Reduktase-Untereinheiten (SC07236, SC0O7120) und ein Cytochrom c

Oxidase-Polypeptid (SCO7234) nur um jeweils eine Komponente eines am Elektronentransfer



beteiligten Komplex handelt, liegt eher die Vermutung nahe, dass diese bei Bedarf in die
respiratorische Atmungskette (SCO7236 und SCO7120 in Komplex Ill, SCO7234 in Komplex IV)
integriert werden kénnen und die Funktion am Elektronentransfer durch Reaktion mit Menachinon
und Cytochromen partiell ersetzen kann. Die Komponenten wirden somit lediglich eher die
Elektronentransfermodule bilden, die durch Assoziation mit den Membranverankerten Modulen von
Komplex Il und Komplex IV einen alternativen Komplex Ill bilden. Bekannt ist ein derartiges
Phdanomen bereits durch die Existenz multipler Rieske/cytb Komplexe innerhalb eines Organismus
(Brink et al., 2013). Den Kern des Komplexes bilden ein transmembranes Cytochrom b und eine
Rieske-Untereinheit.

Rieske/cytb-Komplexe sind in der Lage, mit Chinonen und Cytochromen zu interagieren. Aufgrund
ihrer einzigartigen Struktur metabolisieren sie kein exogenes Substrat und sind dadurch
ausschlieBlich am inneren Elektronentransfer beteiligt. Damit konnen sie in jede beliebige

respiratorische Atmungskette integriert werden (Brink et al., 2013).

Bislang war es nicht moglich, eine bci-Komplex-Cytochrom c¢ Oxidase-Cytochrom bd Oxidase
Dreifachmutante von S. coelicolor zu konstruieren. Damit wird deutlich, dass die neu identifizierten
Respirationskomponenten SCO7236, SCO7234 und SCO7120 nicht alleinig die Funktion des bc:-
Komplexes und der terminalen Cytochrom c Oxidase komplementieren kénnen. Eine partielle
Ersetzung der einzelnen Komponenten scheint deshalb offensichtlich, da fir einen fortlaufenden
Elektronenfluss wesentliche Elektroneniibertrager fehlen wiirden.

Die Ahnlichkeit der Tertidrstrukturen von SCO7236 und SCO7234 mit analogen Komponenten des
konventionellen bc;-Komplexes bzw. der terminalen Cytochrom ¢ Oxidase bestdtigt aulRerdem die
letztgenannte Vermutung und verdeutlicht, warum die Funktion potenziell Glbernommen werden

kann (Abbildung 4.2.).

Abbildung 4.2.: Alignment der durch Phyre? postulierten Tertidrstrukturen der neu identifizierten
Atmungskettenkomplexkomponenten SC07236, SCO7120, SCO7234 und SCO7235 mit SC0O2148, SCO2155 und SCO2154.
A. Alignment der Tertidrstrukturen von SC02148 (grau), SCO7236 (blau) und SCO7120 (orange). B. Alignment der
Tertidarstrukturen von SC0O2155 (grau) und SCO7234 (rot). C. Alignment der Tertidrstrukturen von SCO2154 (grau) und
SCO7235 (griin). Sequenzidentitdten sind in allen Analysen in grau dargestellt.



Ein Alignment der Tertiarstrukturen verdeutlicht die hohe Sequenzidentitat (grau dargestellt) der
verglichenen Aminosauresequenzen. SC07236 (blau) und SCO7120 (orange) zeigen lediglich
Unterschiede in den Loop-Regionen beim strukturellen Vergleich mit SCO2148 (grau). Ein dhnliches
Bild zeigt sich beim strukturellen Vergleich von SCO7234 (rot) und SCO2155, die sich ebenfalls fast
ausschlieRlich in der Loop-Region unterscheiden. Die durch Phyre? erméglichte Strukturaufkldrung
gibt allerdings keinen Hinweis (iber putative gebundene prosthetische Gruppen im Molekil. Dennoch
ist anhand der stark konservierten Regionen eindeutig belegt, dass es sich beim jeweiligen Alignment
um homologe Proteine handelt, die funktionell ahnlich sind.

Das bedeutet, bei Deletion von SC02148, SC02149 des bci-Komplexes und SC02150, SCO2155 der
Cytochrom ¢ Oxidase, ware S. coelicolor nach wie vor in der Lage, das Membranpotenzial durch
Elektronentransfer Gber die alternativen Module (SCO7236, SCO7120, SCO7234, SCO7235) aufrecht

zu erhalten.

Zu Beginn dieses Diskussionsabschnittes wurde bereits die These aufgestellt, dass Sporen und Myzel
sich in der Komposition der aeroben Atmungskettenkomponenten vermutlich unterscheiden. Die
Entdeckung der artifiziellen  Respirationskomponenten charakterisierte  diese  mittels
Transkriptstudien als sporenspezifische Analogie zum konventiellen bc;-Komplex und bestétigt damit
diese These. Transkripte, das alternative Respirationssystem betreffend, konnten ausschlieBlich in
Sporen nachgewiesen werden. Vergleichend dazu liegen Transkripte von Komponenten des
konventionellen bc;-Komplexes und der terminalen Cytochrom ¢ Oxidase sowohl in Sporen als auch
Myzel vor (Abbildung 3.13.). Diese Daten sprechen dafiir, dass in Sporen und Myzel der
Elektronentransfer Gber ein Respirationssystem mit divergierender Zusammensetzung erfolgt. Die
Komplementationsstudien der Mutante COE190 bestitigen diese These: Der Test auf kovalent
gebundenes Ham in der Membranfraktion dient als Indiz fiir die korrekte Assemblierung der Komplex
llI- und Komplex IV-Untereinheiten in die Membran. Erstaunlicherweise zeigte sich eine
Komplementation der deletierten Gene fir die Cytochrom ¢ aas Oxidase nur in Sporen
(Abbildung 3.6.), das heilst die Assemblierung der Komplex IlI- und Komplex IV-Untereinheiten erfolgt
in Abhangigkeit von Myzel und Sporenstadium: Die Bildung der Untereinheiten SC02153-56
(Cytochrom ¢ aas Oxidase) konnten nur in Sporen nachgewiesen werden, wohingegen die
Untereinheiten SC02148-51 des bci-Komplexes nur in Myzel gebildet wurden. Diese Beobachtung
lasst vermuten, dass die Existenz von SC02148-51 im Sporenstadium nicht essentiell ist, um den
elektrochemischen Gradienten durch oxidative Phosphorylierung aufrecht zu erhalten und spricht
erneut fir die Hypothese, dass diese Untereinheiten in Sporen durch die Komponenten des

alternativen Respirationssystems partiell ersetzt werden kénnen.



Das bislang postulierte Modell einer verzweigten Atmungskette, die entweder mit der End-Oxidation
durch die Cytochrom c aas Oxidase oder die End-Oxidation Uber die Cytochrom bd Oxidase endet,
erfordert somit eine Erweiterung zum Verstiandnis des Elektronenflusses (ber die
Respirationskomplexe im Sporenstadium (Abbildung 4.3.): Der Eintrittsweg der Elektronen in die
Atmungskette wird durch die Aktivitdit der NADH-Dehydrogenase, der Succinat-Dehydrogenase,
Pyruvat-Dehydrogenase oder auch der Lactat-Dehydrogenase und der ETFAB-Komplex ermoglicht.
Die Elektronen werden in den Menachinon-Pool eingespeist und je nach Sauerstoffverfligbarkeit
Gber den bcl-Komplex oder direkt zur Cytochrom bd Oxidase geleitet. Passieren die Elektronen den
bci-Komplex, konnten die alternativen, sporenspezifischen Respirationskomponenten als
Elektronentransfermodule in bestehende Membranverankerungskomponenten eingebaut werden
und die Elektronen Uber diese umleiten. Derzeit ist allerdings unklar, unter welchen Bedingungen die
Assemblierung der alternativen Komponenten erfolgt bzw. unter welchen Bedingungen sie am
Elektronentransfer beteiligt sind. Eine aktive Teilnahme der artifiziellen Respirationskomponenten
bleibt bislang ebenfalls weiter rein spekulativ, da bisher keine enzymatischen Aktivitdten

nachgewiesen werden konnten.
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Abbildung 4.3.: Verzweigte Atmungskette in S. coelicolor unter Beriicksichtigung aller im Genom annotierten
Komponenten fiir den Elektronen-Eintritt in die Atmungskette und Komponenten der Endoxidation. (verandert nach Bott
und Niebisch, 2003)

Bei Blick auf die Genanordnung der Gene fiir die Respirationskomponenten ist anzumerken, dass die
Gene des konventionellen bci-Komplex bzw. der artifiziellen Komplexkomponenten und die Gene fir

die Cytochrom ¢ Oxidase bzw. das Cytochrom ¢ Oxidase-Polypeptid SCO7234 in unmittelbarer



raumlicher Nahe lokalisiert sind. Diese Anordnung ist nicht ungewdhnlich und wird in der Literatur als
Indiz fur eine Assoziation der Komplexe untereinander beschrieben (Refojo et al., 2010; Yanyushin et
al., 2005). Damit ware fir S. coelicolor die Moglichkeit gegeben, den Elektronenfluss Uber ein
Respirationssystem zu leiten, das fir einen effizienteren Elektronentransfer in supramolekularen
Strukturen (Superkomplexen) assoziiert/assembliert ist. Teil Ill der Diskussion erértert somit die

Moglichkeit zur Bildung eines respiratorischen Superkomplexes im verwendeten Modellorganismus.

[1l. Evidenzen fiir die Existenz eines respiratorischen Superkomplexes — Respirasom in S. coelicolor

Die Fahigkeit, liber oxidative Phosphorylierung (OXPHOS) Energie in Form von ATP zu konservieren,
ist in Sdugetieren, hoheren Pflanzen, Pilzen und Bakterien ubiquitdr verbreitet. Membranstdndige
respiratorische Enzymkomplexe ermoglichen die Oxidation von Reduktionsaquivalenten in Form von
NADH oder FADH,. Diese ist gekoppelt an das Pumpen von Protonen in den Interzellularraum bzw.
Periplasma. Der daraus resultierende Protonengradient wird von der ATPase (Komplex V) zur ATP-
Generierung genutzt. Die bislang gadngige Theorie des Fluid-Modells (auch liquid-state Modell)
beschrieb die respiratorischen Komponenten als voneinander unabhangige Strukturen, die in der
Membran eingebettet die Elektronen lber mobile, membrangangige Carrier, wie Cytochrom ¢,
Ubertragen (Rich, 1984). Dieses Modell leitete sich schrittweise zum , liquid-state Modell” ab. Die
Komplexe sind dabei in der Lage, sich frei und durch laterale Diffusion unabhangig voneinander zu
bewegen, wobei der Elektronentransfer an diffusionskontrollierte Kollisionen der Komponenten
gekoppelt ist (Gupte et al., 1984, 1988, 1988a; Hackenbrock et al., 1986). Mittlerweile konnte von
Schagger (2002) auch dieses Modell zum Teil widerlegt werden. Er postulierte das Random Diffusion
Model (Schagger et al., 2000, Schagger, 2002) wonach respiratorische Enzymkomplexe lediglich
Fragmente von groReren funktionellen Einheiten sind, die er als Respirasom definiert. In einem
Respirasom liegen nach Angaben von Schégger (2002) die respiratorischen Enzymkomplexe als
assemblierte Superkomplexe vor. Bislang konnten assemblierte Superkomplexe hauptsachlich
zwischen Komplex | und Il und Komplex Ill und IV nachgewiesen werden. Erste Evidenzen zur
Existenz von Superkomplexen zwischen Komplex II und Il in Mitochondrien konnten in
Saccharomyces cerevisiae durch Bruel et al. (1996)und Rinderherzmitochondrien bestatigt werden.

Die Bildung assemblierter Superkomplexe konnten bereits auch in gramnegativen Bakterien wie
Paracoccus denitrificans (Berry et al., 1985; Stroh et al., 2004) und Escherichia coli (Sousa et al., 2011;
2012) als auch in grampositiven Organismen wie C. glutamicum, M. smegmatis und B. subtilis
nachgewiesen werden. 2001 postulierten Niebisch und Bott auf Grundlage des Fehlens zusatzlicher c-
Typ-Cytochrome in C. glutamicum einen direkten Kontakt zwischen Cytochrom c¢; und der Cua-Stelle
in der Untereinheit Il der Cytochrom aas Oxidase, was eine direkte Interaktion zwischen bc; Komplex

und Cytochrom aas Oxidase vermuten ldsst. Praparationen von gereinigten QcrB-Strep-Tag-Varianten



zeigten anschliefend die Ko-Reinigung von 3 Untereinheiten des bci-Komplexes als auch 4
Untereinheiten der Cytochrom aas-Oxidase. Dass der gereinigte bci-aas-Superkomplex nach wie vor
Uber einen funktionsfahigen Elektronentransfer zwischen Cytochrom ciund dem Cua-Center der
Cytochrom aas-Oxidase verfugt, zeigte die messbare Chinol-Oxidase-Aktivitat von 1,5 bis 1,7 U/mg
(Niebisch und Bott, 2003).

Fir C. glutamicum konnte damit eine verzweigte Atmungskette identifiziert werden, die es
ermoglicht, die Elektronen von Menachinol Uber den Cytochrom bci/aas-Superkomplex oder die
alternative Cytochrom bd Oxidase zu transferieren. Beide Verzweigungen unterscheiden sich in der
Effizienz der Energiekonservierung wahrend die Cytochrom bd Oxidase mit hoherer
Sauerstoffaffinitat unter Sauerstofflimitierenden Bedingungen verstarkt aktiv ist und nicht als
Protonenpumpe fungiert, ist der Cytochrom-bci/aas-Superkomplex in der Lage, durch
Protonenpumpen eine hohere energetische Effizienz zu erzielen.

Superkomplexassemblierungen treten auch in der Atmungskette humanpathogener und klinisch
relevanter grampositiver Actinobacteria wie M. tuberculosis und M. smegmatis auf (Black et al.,
2014, 2015; Lu et al., 2014, Weinstein et al., 2005; Kim et al., 2015). Dabei gelang es erstmal ein
Hybrid-Superkomplex aus Cytochrom bcc (Komplex Ill) von M. tuberculosis und Cytochrom aas-
Oxidase aus M. smegmatis zu reinigen, der wahrend der Extraktion und der Reinigung trotz
Anwesenheit vom Detergenz DDM stabil vorliegt. Letzteres spricht fir eine starke Assoziation beider
Komplexe.

Neben dem bci/aas-Superkomplex verfiigt die Gattung Mycobacteria durch die Synthese der
alternativen Cytochrom bd Oxidase ebenfalls liber eine verzweigte Atmungskette und kann Energie
durch Elektronentransfer vom Menachinon-Pool iber den bci/aas-Superkomplex oder die alternative
Cytochrom bd Oxidase generieren. Shi et al. (2005) konnten in diesem Zusammenhang zeigen, dass
Proteine des bci/aas-Superkomplexes bei Hypoxie runterreguliert werden, wohingegen die
Expression der alternativen Cytochrom bd Oxidase induziert wurde. Fehlt allerdings der bci/aas-
Superkomplex zeigt M. smegmatis ein verlangsamtes Wachstum unter aeroben Bedingungen
(Matoso et al., 2005). Damit wird die Relevanz des bci/aas-Superkomplexes beim mikrobiellen
Wachstum unter aeroben Bedingungen deutlich.

Dass assemblierte Superkomplexe nicht nur als bci/aas Superkomplex oder Komplex | und llI-
Assoziation vorliegen missen, ldsst sich am Beispiel der Atmungskettenkomplexe vom grampositiven
Sporenbildner B. subtilis verdeutlichen. 2012 postulierten Montes de Oca et al. erstmals eine
supramolekulare Organisation der aeroben Atmungskette von B. subtilis. Durch CNE (Clear Native
Electrophorese), BN-PAGE (Blue native PAGE) und anschlieBender Massenspektrometrie
identifizierten sie gleich zwei Superkomplexorganisationen: Komplex bsc (Komplex lll) konnte als

Superkomplex mit membrangebundenem Cytochrom csso und der ATP-Synthese nachgewiesen



werden, Komplex Il (Succinat-Dehydrogenase) zeigte eine starke Assoziation mit der respiratorischen

Nitratreduktase. Die NADH-Dehydrogenase konnte lediglich als einzelnes Protein, was nicht mit den
anderen Komplexen assoziiert ist, detektiert werden. Auf Grundlage der Studien von Montes de Oca
et al. (2012) war es Sousa et al. (2013) moglich, die Stochiometrien der assemblierten
Superkomplexe zu ermittelten, woraus sie die Bildung eines Megakomplexes in der Membran

ableiten konnten.

Die Vielzahl an Modellen konstatiert, dass die Organisation der Atmungskettenkomplexe in
Superkomplexen sowohl in Eukaroyten als auch Prokaryoten weit verbreitet ist und ihnen eine
fundamentale Rolle beim Elektronentransfer lber die aerobe Atmungskette zugesprochen werden
muss. Nahezu allen aufgelisteten Organismen (Paracoccus, Corynebacterium, Mycobacterium,
Bacillus) gemein, ist das Fehlen einer membrangdngigen Cytochrom c- Einheit, was als mobiler
Elektronen-Carrier zwischen Komplex Il und Komplex IV agiert. Somit erscheint die Bildung eines
Superkomplexes  beider = Atmungskettenkomponenten  plausibel, um einen  direkten
Elektronentransfer zu ermdoglichen. Die Tatsache, dass auch in der aeroben Atmungskette des in
dieser Dissertation untersuchten Modellorganismus S. coelicolor A3(2) kein l6sliches Cytochrom ¢
vorzufinden ist, stiitzt die Vermutung zur Bildung eines assemblierten Superkomplexes.
Dariberhinaus ist aus bisherigen Studien zur Superkomplexbildung eine veranderte
Membrankomposition bekannt (Arias-Cartin et al.,, 2012): Cardiolipin konnte als
Schlisselkomponente bei der Energielibertragung in Membranen identifiziert werden. Als non-
bilayer anionisches Phospholipid bindet es vorwiegend an Kontaktflichen der Komplex-
Untereinheiten und fungiert als flexible amphipathische Verkniipfung und ermdglicht dadurch die
Stabilisierung der Superkomplexe. Mit einem Anteil von 25 % an der Gesamt-Phospholipid-Menge
sind auch die Membranen von Bacillus-Sporen reich an Cardiolipin. Die Anreicherung von Cardiolipin
ist auch fur Streptomyceten beschrieben (Hoischen et al., 1997), bislang ist allerdings nichts (iber das
Vorkommen von Cardiolipin in der Membran von S. coelicolor bekannt. Sandoval-Calderon et al.
(2009) postulierten allerdings die Prasenz einer Cardiolipin-Synthase in S. coelicolor, deren
Funktionalitat wahrend der Morphogenese nachgewiesen wurde (Jyothikumar et al., 2012).

Meinem Wissen nach existieren bislang keine Studien Giber Superkomplexbildung in Streptomyceten,
da auch nur wenig zur Atmungskette in Streptomyceten publiziert wurde. Evidenzen zur
Superkomplexbildung in Streptomyces lassen aber eigene Studien wahrend der Dissertation

erkennen.



Ergebnisse der vorliegenden Dissertation postulieren einen klaren Zusammenhang zwischen der
aeroben Atmungskette und der Nar-vermittelten Nitratredukation im Sporenstadium, wonach der
Elektronentransfer vom Menachinon bis zur End-Oxidase bzw. Nar-Enzym {ber einen bisher
unbekannten Verzweigungsweg erfolgt. Denn nach wie vor ist nicht klar, ob die Nitratreduktase die
Elektronen direkt vom Menachinol bezieht oder, was energetisch durchaus moglich ist, eine
Komponente der aeroben Atmungskette zwischengeschaltet ist. Letzteres erscheint denkbar, da das
Gen SC02152 (Cytochrom c-bindende Untereinheit) im Operon des bci-Komplexes zumindest als
notwendige/erforderliche Komponente fir die Nitratreduktaseaktivitit in Sporen identifiziert
werden konnte. Ein Vergleich mit den Daten von Montes de Oca et al. (2012) und Sousa et al. (2013)
lassen auBerdem eine Assoziation des Komplex Il mit der Nitratreduktase in Streptomyces coelicolor
vermuten.

Um eine mogliche Superkomplexassemblierung in S. coelicolor zu verifizieren, wurden im Zuge der
vorliegenden Dissertation durch Nativ-PAGE komparative Komplex 1l-, Komplex IV- und Nar-
Aktivitaten in Sporen- und Myzelmembranfraktionen massenspektrometrisch analysiert (Abbildung
8.12, Tabelle 8.2. + 8.3., Anhang, die massenspektrometrische Analyse wurde freundlicherweise von

Dr. Ch. Ihling, Pharmazie, MLU Halle-Wittenberg durchgefiihrt).

Die Daten der massenspektrometrischen Analyse der Komplex lI-Aktivitdtsbanden implizieren, dass
sowohl fir das Sporenstadium als auch das Myzelstadium von S. coelicolor
Superkomplexassemblierungen in der Membran moglich sind. Interessanterweise zeigen sich
eindeutige Unterschiede hinsichtlich der gefundenen Peptide in Sporen und Myzel. Nur in Sporen
scheinen die artifiziellen Respirationskomponenten (SCO7236, SCO7234) an der Assemblierung eines
Superkomplexes beteiligt zu sein und kénnten somit in den Elektronentransport involviert sein. Das
bestatigt die im Teil Il erorterte Hypothese einer differentiellen Organisation der respiratorischen
Komplexe in Sporen und Myzel.

Vergleicht man die Daten der massenspektrometrischen Analyse mit den publizierten Daten von
Sousa et al. (2013), so zeigt sich, basierend auf der Anzahl der identifizierten Peptide, eine
Superkomplexassemblierung zwischen der Succinat-Dehydrogenase (SDH) und einem Nar-Enzym
sowohl in Sporen als auch in Myzel. Durch Superkomplexbildung des Nar-Enzyms mit der SDH waére
fir S. coelicolor direkt die Kopplung der Nitratreduktion an die Menachinol-Produktion durch SDH
moglich, vermutlich um tberschiissige Reduktionsenergie zu eliminieren (Richardson, 2000).

In Sporen wurden interessanterweise die Peptide von gleich 2 synthetisierten Succinat-
Dehydrogenasen gefunden, die mit dem Nar-Enzym assoziiert sein kdnnten. Erstaunlicherweise
konnten zudem hauptsachlich Peptide des Nar3-Enzyms in Sporen und einige Peptide des Nar2-

Enzyms detektiert werden. Dr. M. Fischer zeigte bereits wahrend seiner Dissertation, dass Nar2 auch



in Sporen unter hypoxischen Bedingungen induziert sein kann. Dass kaum Peptide vom Narl-Enzym
vorliegen lasst sich mit der durch Western Blot-Analysen nachgewiesenen geringen Menge an Enzym
erklaren. Zusatzlich wurden Peptide der NADH-Dehydrogenase, Ubichinol-Cytochrom ¢ Reduktase
(Komplex Ill) und der terminalen Cytochrom ¢ Oxidase sowie der ATPase in der isolierten Bande
identifiziert. Damit liegt die Assemblierung zu einem Megakomplex, wie es bereits flr B. subtilis
beschrieben ist, nahe (Montes de Oca et al., 2010; Sousa et al., 2013). Die komparative Farbung der
Cytochrom c¢ Oxidase bestatigt die Bildung eines Superkomplexes mit Assoziation aller funf
Komponenten (SDH, Nar-Enzym, Ubichinol-Cytochrom ¢ Reduktase, Cytochrom ¢ Oxidase, ATPase)
(Tabelle 8.2., Anhang, eine detaillierte Auflistung der Peptide ist der Tabelle 8.3. im Anhang zu

entnehmen).

Fiir Myzel zeichnet sich ein anndhernd gleiches Bild ab. Der Nachweis von Nar2-Peptiden und
Peptiden zweier SDHs in der isolierten Bande ist ein Indiz flir die Formation als Superkomplex.
Desweiteren scheint den Daten der Massenspektrometrie zufolge auch hier die Ubichinol-Cytochrom
¢ Reduktase, die Cytochrom c aas Oxidase und die ATPase an der Assoziation beteiligt zu sein.

Derzeit ist aber davon auszugehen, dass der bci-Komplex (Ubichinol-Cytochrom ¢ Reduktase) und die
Cytochrom ¢ aas Oxidase durch das Fehlen von Cytochrom c als mobiler Carrier einen Superkomplex
mit konstanter Assoziation bilden, die SDH, das Nar-Enzym und der bci;-aas-Komplex zusammen
dagegen nur temporar einen Superkomplex bilden.

Bei den derzeitig aufgefiihrten Gesichtspunkten scheint daher eine Superkomplexassemblierung in
der Membran von S. coelicolor relativ wahrscheinlich. Liegen die aeroben Respirationskomponenten
und die Nitratreduktase als Superkomplex vor, konnte dieser die nachfolgenden der Funktionen
Ubernehmen: Die Bildung von Superkomplexen tragt zunachst zur Stabilisierung von Einzelkomplexen
bei. Desweiteren werden die Wege der Elektronentranslokation zum Ubichinon/Menachinon
verkiirzt, was der Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies vorbeugt (Kotlyar et al., 1990; Acin-Perez
und Enriquez, 2013). Durch Reduktion der Diffusionsstrecken und Diffusionszeiten (,catalytic
enhancement”) steigt somit auch die Transfereffizienz (Genova et al, 2003; Acin-Perez und Enriquez,
2013). Als weiterer funktioneller Aspekt gilt ,,substrate channeling” (Schagger, 2002). Dabei werden
die Intermediate direkt zwischen den aktiven Zentren zweier Enzyme weitergeleitet.
Substratmolekiile, wie Chinol und Cytochrom ¢, sind ortlich gebunden, so dass die Reaktion
unabhangig von der Menge an Molekilen im Substrat-Pool ist. Boumanns et al. (1998) postulierten
angesichts der Abwesenheit eines Cytochrom c Pools, wie es fiir S. coelicolor ebenfalls der Fall ist,

substrate channeling in S.cerevisiae.



Mogliche Superkomplexassemblierungen in S. coelicolor kénnten noch tber Ko-Migration in BN-PAGE
und Ko-Reinigungen mit Sucrose-Gradienten verifiziert werden, um die aufgefiihrten Hypothesen zu
bestatigen. Die Organisation in Superkomplexen ermdglicht letztendlich den Elektronentransfer (iber

drei potentielle Wege in Abhangigkeit der verfligbaren terminalen Elektronenakzeptoren.

1. Superkomplex Succinat-Dehydrogenase +Komplex lll + Komplex IV
2. Superkomplex Succinat-Dehydrogenase + Nar-Enzym

3. Superkomplex/Assoziation Komplex Il + Nar-Enzym

Angesichts der Datenlage und der aufgefiihrten Argumentationsstruktur flr einen assemblierten
Superkomplex kénnen wir derzeit davon ausgehen, dass die Membrankomposition von S. coelicolor
temporare und  strukturell permanente Superkomplexassemblierungen der aeroben
Respirationskomplexe untereinander und in Verbindung/Assoziation mit den Nar-Enzymen
beinhaltet. Dieses Respirationssystem bildet damit eine neue, bislang unbekannte Organisation von
aeroben und anaeroben Respirationskomplexen, die die direkte Kopplung der aeroben Atmung mit
der anaeroben Nitratatmung ermoglicht. Weiterfilhrende Arbeiten sollten somit auf die

Untersuchung dieser direkten Kopplung abzielen.

4.2. Putative Regulationsmechanismen des aeroben Respirationssystems in Assoziation
mit anaerober Nitratrespiration bei S. coelicolor

Die Regulationsebenen von aeroben Respirationskomponenten sowie der anaeroben Atmung mit
Nitrat in Abhangigkeit des verfligbaren Sauerstoffpartialdrucks sind bislang vor allem im gram-
negativen Bakterium E. coli und dem gram-positiven Sporenbildner B. subtilis weitgehend
untersucht. In Streptomyces dagegen sind die Regulationsebenen der aeroben Atmung und
anaeroben Atmung mit Nitrat in den verschiedenen Lebenszyklusphasen noch relativ wenig
erforscht. Auf Grundlage der bisher diskutierten Aspekte zur aeroben und anaeroben Atmung mit
Nitrat bietet sich daher eine Reflexion von divergenten Regulationsebenen an.

Zu Beginn steht in jedem Fall die Sensierung von Sauerstoff, der je nach Verfiigbarkeit unter aeroben
Bedingungen als terminaler Elektronenakzeptor eingesetzt wird und damit indirekt die Expression
und Synthese der terminalen Oxidasen reguliert. Ist Sauerstoff verfligbar unterliegt die Expression
der Gene fir die Cytochrom bd-Oxidase (cydAB) und die o-Oxidase (cyoABCDE) aus E. coli der
Kontrolle des ArcAB-Systems und von FNR, wobei ArcA als indirekter Sauerstoffsensor durch Bindung

an den membrangebundenen Sensor ArcB und FNR als direkter Sauerstoffsensor fungiert. Die



Aktivitat beider Transkriptionsfaktoren wird lber den Sauerstoffverbrauch der terminalen Oxidasen
reguliert.

In der Abwesenheit von Sauerstoff sensiert ArcB von E. coli den Redoxstatus der
Elektronentransportkette durch Autophosphorylierung (Cotter et al., 1997; Bai et al., 2014). Als Folge
wird gebundenes ArcA ebenfalls phosphoryliert und bildet durch Oligomerisierung ein Octamer, das
als Transkriptionsfaktor die Transkription der cydAB-Gene induziert und gleichzeitig die Expression
der Gene der Cytochrom o Oxidase inhibiert (Bai et al., 2014).

FNR sensiert in E. coli durch sein 4Fe-4S-Cluster Sauerstoff dagegen direkt im Zytoplasma. Die N-
terminale Sensor-Domane tragt vier essentielle Cystein-Reste fiir die Bildung eines Dimers bei
Sauerstoffabwesenheit. Das 4Fe-4S-Cluster reagiert mit Sauerstoff, was zur Konformationsdanderung
von FNR fiihrt und die DNA-Bindung an Zielgene verhindert. Unter sauerstofflimitierenden
Bedingungen bewirkt FNR damit die Repression von cydAB (Cytochrom bd Oxidase) und cyoABCDE
(Cytochrom o Oxidase) (Bai et al., 2014). FNR kann zusatzlich als Transkriptionsregulator die
Expression von ArcA unter anaeroben Bedingungen regulieren.

In Streptomyces wird der Redoxstatus der Zelle von Rex (redox sensing repressor) erfasst. Dieser
bindet an die Operator-Sequenz ROP, die stromaufwarts von respiratorischen Genen gelegen ist
(cydABCD und rex-hemACD-Operon) (Brekasis und Paget, 2003). Die DNA-bindende Aktivitdt von Rex
selber wird durch das Redoxgleichgewicht von NADH/NAD* kontrolliert: NADH inhibiert die DNA-
Bindeaktivitdt von Rex wahrend NAD* mit NADH um die Bindung an Rex konkurriert. NADH wird
durch Sauerstoff Uber die aerob induzierte Elektronentransportkette wieder reoxidiert. Der sich
aufbauende elektrochemische Gradient wird anschlieRend zur Generierung von ATP genutzt
(Brekasis und Paget, 2003).

Die in der vorliegenden Dissertation erzielten Ergebnisse zu den neu identifizierten
sporenspezifischen Respirationskomponenten (SCO7236, SCO7234, SCO7120) deuten darauf hin,
dass S. coelicolor die Komposition der Atmungskomplexe Il und IV in Abhangigkeit des
Entwicklungsstadiums durch die Organisation in Modulen variieren kann. Es scheint offensichtlich,
dass die Expression der sporenspezifischen Komplexkomponenten (SCO7236, SCO7234, SCO7210)
dem gleichen Regulationsmechanismus lber das Rex-System unterliegen konnte und somit je nach
verfliigbarem Sauerstoffpartialdruck die Expression der neu identifizierten Gene induziert wird.
S. coelicolor ware damit in der Lage, die Elektronen Uber die neu identifizierten Komponenten auf
den terminalen Elektronenakzeptor zu transferieren und die Energiekonservierung uber die

Elektronentransportkette den Lebenszyklusphasen und damit dem Substratangebot anzupassen.

Steht Sauerstoff durch Auftreten hypoxischer bzw. sauerstofflimitierender Bedingungen nicht langer

als terminaler Elektronenakzeptor zur Verfligung, kann S. coelicolor alternative Elektronenakzeptoren



wie Nitrat nutzen, um das Membranpotential aufrecht zu erhalten. Die Nar-vermittelte
Nitratreduktion ist in allen Lebenszyklusphasen existent und wird an die Energiekonservierung
gekoppelt. Die Untersuchung einer SC02150-Transposon-Mutante (Cytochrom ¢ bindende
Untereinheit im bci-Komplex, Kapitel 3.2.) zeigt dabei, dass die Regulation der Nitratreduktion vor
allem in Sporen eng mit der Regulation und Expression der aeroben Atmungskomplexkomponenten
gekoppelt ist. Dass Sporen von S. coelicolor fiir einen abrupten Switch von aerober zur anaeroben
Atmung mit Nitrat vorbereitet sind, zeigen die permanente Prasenz des Narl-Enzyms in Sporen sowie
der Nachweis von narG1-mRNA in Transkriptionsanalysen in dieser Arbeit. Das Narl-Enzym selber ist
nicht durch Sauerstoff hemmbar und ist auch unter aeroben Bedingungen durch Western Blot-
Hybridisierung in Sporen nachweisbar, allerdings ist es nur unter anaeroben Bedingungenaktiv. Die
Elektronen folgen somit, wenn Nitrat in Sporen als Elektronenakzeptor zur Verfiigung steht, dem
Weg von der NADH-Dehydrogenase bzw. Succinat-Dehydrogenase in den Menachinon-Pool. Von
diesem konnen die Elektronen zum einen direkt auf den bci-Komplex und unter Ausschluss der
terminalen Oxidase auf Narl (ibertragen werden, oder vom Menachinon-Pool direkt auf Narl
transferiert werden. Die Assemblierung von Komplex Il und Narl oder Komplex Il, Komplex 1l und
Narl in Superkomplexen verringert dabei die Elektronentransportwege und erhéht deren Effizienz.
Die Regulation der Aktivitdt von Narl beruhte bislang liberwiegend auf Spekulation. Experimentelle
Ansatze der vorliegenden Dissertation und Daten der Streptomyces-Gruppe zeigen einen direkten
Einfluss des bci-Komplexes auf die Aktivitdit von Narl (Kapitel 1 des Ergebnisteils). Bei
Funktionsverlust der Cytochrom c-bindenden Untereinheit, was einhergeht mit der gestorten
Assemblierung des bci-Komplexes in die Membran, wird Narl zwar nach wie vor gebildet, ist
allerdings nicht mehr aktiv (Abbildung 3.8.). Die fehlerhafte Assemblierung verhindert die Formation
der Komplex-Komponenten und des Narl-Enzyms als Superkomplex. Das kdnnte vermutlich zu einem
verminderten  Elektronentransport  filhren. Eine  potenzielle  regulatorisch  relevante
Signalweiterleitung zu Narl ware dadurch ebenfalls beeintrachtigt.

Ein weiterer regulatorischer Ansatzpunkt kénnte der verflighare NADH-Pool sein, der das Signal fiir
die Narl-Aktivitat liefert. Das wiirde bedeuten, dass der Uberschuss an NAD* unter aeroben
Bedingungen die Aktivitdt von Narl hemmen kann. Bei einem Switch zu anaeroben Bedingungen
verschiebt sich das Redoxgleichgewicht zugunsten von NADH. Das hat zur Folge, dass Narl nicht
langer gehemmt ist und die Reduktion von Nitrat zu Nitrit katalysieren kann. Letzteres wird an die
Energiekonservierung gekoppelt. Eine enzymatische Aktivierung von Narl ware auch uber
Autophosphorylierung  moglich. Die  Elektronentransferkomponente  NarH  trdgt eine
Phosphorylierungsstelle am Tyr288, deren chemische Modifikation die Aktivitdt von Narl bedingen
kénnte (M. Bibb, personliche Mitteilung). Weiterhin ist denkbar, dass der Verlust der Nar1-Aktivitat

auf gestorte Synthese oder Einbaus des Molybdan-Kofaktors zuriickzuflihren ist.



Im  Myzelstadium nutzt S. coelicolor bei Sauerstoffanwesenheit ebenfalls aerobe
Respirationskomplexe, um Energie (iber eine Elektronentransportkette zu konservieren. Unter
Einbezug der bisherigen Ergebnisse (Transkriptionsdaten, Kapitel 3.4.) ist davon auszugehen, dass S.
coelicolor im Myzelstadium lediglich das konventionelle aerobe Respirationssystem synthetisiert und
die Expression der aeroben Respirationsgene, wie auch fir Sporen vermutet, durch die Aktivitdt von
Rex reguliert wird.

Unter sauerstofflimitierenden Bedingungen nutzt S. coelicolor Nitrat als Elektronenakzeptor, was
durch die Aktivitat des Nar2-Respirationssystems zu Nitrit reduziert werden kann.

Die Regulation von Nar2 ist im Gegensatz zu Narl direkt sauerstoffabhangig und die Bildung nicht nur
auf das Myzelstadium beschrankt sondern auch in hypoxisch inkubierten Sporen induzierbar
(Dissertation Dr. M. Fischer, 2014). Die Aktivitdt von Nar2 ist sowohl in Sporen als auch Myzel dabei
nicht direkt an Komplex Il und Komplex IV der aeroben Atmungskette gekoppelt, dennoch ist nach
derzeitigen Erkenntnissen davon auszugehen, dass Nar2, Komplex Il, Komplex lll und Komplex IV in
Superkomplexen organisiert und assoziiert sind (Daten der massenspektrometrischen Analyse,
Abbildung 8.12., Tabelle 8.2., Anhang). Die Tatsache, dass Nar2 die Elektronen scheinbar direkt vom
Menachinon-Pool bezieht, die durch die Succinat-Dehydrogenase bzw. Komplex | zuvor eingespeist
werden, ist ein Indiz flr die eine Superkomplexassemblierung zwischen Nar2-Enzym und Succinat-
Dehydrogenase bzw. Komplex I. Eigene Daten und Daten der Streptomyces-Arbeitsgruppe liefern
aulerdem erste Ansatze, dass die Bildung und Aktivitdt von Nar2 zwei regulatorischen Einheiten
unterliegt: zum einen ist die Nar2-Aktivitat direkt abhangig vom NarK2-vermittelten Nitrattransport
in die Zelle und zum anderen vermutlich von der Sensierungsaktivitdit von SCO0212. Eine zweite
Regulationsebene bildet das NarXL-Zweikomponenten-System. Im Folgenden werden die
Mechanismen beider identifizierter Regulationsmechanismen kurz naher erlautert.

Die Nar2-Reduktion in Myzel ist direkt gekoppelt an den Nar2-spezifischen Nitrat-Transporter NarK2.
Flr E. coli NarK2 konnte gezeigt werden, dass der Transportmechanismus durch Sauerstoff gghemmt
wird. Eine mogliche Erklarung fir die Hemmung durch Sauerstoff ist die Tatsache, dass es
thermodynamisch glinstiger ist, die Elektronen direkt auf den Komplex Il der aeroben Atmungskette
weiterzuleiten. Damit wadre die Nar-Aktivitdt durch fehlenden Elektronenfluss gehemmt. Ein
moglicher Sauerstoffabhdngiger Transportmechanismus fur Nitrat kann flr S. coelicolor derzeit nur
postuliert werden. Sohaskey (2005) beschrieben, dass die Nitratreduktion durch die Kontrolle von
Transport von Nitrat durch NarK2 reguliert wird. NarK2 sensiert den Redoxstatus der Zelle durch
Kontrolle des Elektronenflusses zur Cytochrom Oxidase und reguliert dariiber seine Aktivitat. Folglich
wird Nitrat unter reduzierenden Bedingungen transportiert und der Transport bei oxidierenden

Bedingungen  gehemmt  (Sohaskey,  2005). Im Falle eines sauerstoffabhdngigen



Transportmechanismus ist eine direkte Sauerstoffsensierung durch das Genprodukt von SC00212
denkbar, das in dieser Dissertation als putatives Hamerythrin identifiziert wurde. Eine direkte
Assoziation mit dem NarK2-vermittelten Transport liegt aufgrund der Bildung einer gemeinsamen
narkK2-SCO0212 mRNA nahe. Hamerythrine sind sauerstoffbindende Proteine, die entgegen ihrer
Namensgebung kein Ham als prosthetische Gruppe tragen (non heme) sondern ein Fe-S-Cluster
gebunden haben (French et al., 2007). Neben der Involvierung in der Detoxifizierung kbnnen sie
Sauerstoff durch Bindung im aktiven Zentrum direkt im Cytoplasma sensieren. Damit wirde das
Genprodukt von SCO0212 dieselbe Funktion wie DcrH aus Desulfovibrio vulgaris ibernehmen (Xiong
et al., 2000) und nach Initiation der Transkription von nark2 und SC00212 als cytoplasmatisches
Protein Sauerstoff direkt sensieren. Ob die Expression der Transkriptionseinheit durch ein Signal
initiilert wird, ist bislang noch nicht bekannt. Zum gegenwartigen Zeitpunkt gehen wir von einer
konstitutiven Expression aus. Es ist denkbar, dass die Sauerstoffsensierung durch SC00212
nachtraglich die Aktivitdt von NarK2 und die Synthese von Nar2 reguliert, so dass einerseits der
Nitrat-Transport blockiert ist und Nar2 tatsachlich erst bei Sauerstofflimitierung gebildet wird. Diese
Hypothese wiirde durch die experimentelle Analyse einer SCO0212-Disruptions- oder Knockout-
Mutante bestatigt werden konnen, was wahrend dieser Dissertation bereits begonnen wurde.
Weitere experimentelle Ansatze miissen allerdings noch durchgefiihrt werden.

Die zweite Regulationsebene umfasst die Beteiligung der als NarX und NarL annotierten Gene in S.
coelicolor an der Nar2-vermittelten Nitratreduktion gezeigt werden. Eine Gendisruption im putativen
Nitratsensor-Protein NarX fuhrt zum Totalausfall der Nar2-Nitratreduktion, da NarX Nar2-
transkriptionell positiv reguliert (Abbildung 3.18., Transkriptionsanalysen).

Trotz des regulatorischen Einflusses auf die Nar2-Synthese ist bis zum jetzigen Zeitpunkt die Funktion
beider Gene in S. coelicolor nicht eindeutig nachgewiesen und es bleibt offen, ob sie die Funktion als

Nitratsensor-Einheit wie in E. coli austiiben konnen.

Neben den bereits beschriebenen Regulationsmechanismen ist eine gemeinsame Regulation der Nar-
Enzyme Uber ResD/ResE und das Zweikomponentensystem DosR-DosS/DosT ebenfalls denkbar. Fir
beide regulatorischen Komponenten sind Gene mit strukturellen Ahnlichkeiten annotiert (van Keulen
etal., 2007).

Das DosR-DosS/DosT-System (direct oxygen sensor) ist flir grampositive Organismen bislang vor allem
bei M. tuberculosis charakterisiert. Bei Anwesenheit von Sauerstoff wird das Eisen seines Ham-
Kofaktors oxidiert, wodurch DosS und DosT direkt als Sauerstoffsensor wirken. In der Folge wird die
katalytische Aktivitat der Phosphodiesterase gehemmt. In der Abwesenheit von Sauerstoff kann DosR
als response regulator mit den Sensorkinasen interagieren und wird phosphoryliert, was die Bindung

an die DNA als Transkriptionsfaktor ermdéglicht (Unden et al., 2010; Sivaramakrishnan und Ortiz de



Montellano, 2013). Derzeit ist die Aktivitdt des DosR-DosS/DosT fiir S. coeliolor allerdings noch nicht
nachgewiesen und sollte durch experimentelle Ansatze untersucht werden.

Als indirekter Sauerstoffsensor wirkt dagegen das Res-System, das fiir B. subtilis beschrieben ist. Die
Verdnderung des Redoxstatus bei Aktivitat/bzw. Inaktivitdt der terminalen Oxidasen ist vermutlich
der Impulsgeber fir die Aktivitdit von ResD. Phosphoryliertes ResD induziert die Genexpression fiir
FNR (Fumarat-Nitrat-Regulator), der die Expression des nar-Operons und nark2 initiiert (Unden et al.,
2010). Weiterhin reguliert ResD die Transkription des cydABCD Operon positiv, sein Gegenspieler
CcpA (carbon catabolite regulator protein) reprimiert die Transkription dieser Gene (Puri-Taneja et
al.,, 2007). Fur S. coelicolor muss es allerdings einen anderen Mechanismus geben, da

Genomanalysen bisher kein FNR identifizieren konnten.

Die Nar3-bedingte Nitratreduktion ist nach aktuellen Ergebnissen unserer Arbeitsgruppe wie Nar2
unter hypoxischen Bedingungen induziert.

Die Regulationsprozesse in der substratlimitierten stationaren Phase, die die Induktionsbedingungen
fir Nar3 definieren, beinhalten Phosphat als regulatorisches Agens, was bereits in Konzentrationen
von 20 mM die Bildung von Nar3 hemmt (Abbildung 3.24.). Demgegeniber steht die Synthese eines
Undecylprodigiosin/Streptorubin B-Gemisches, was in unserem etablierten Untersuchungssystem
durch Phosphat induziert zu sein scheint.

Das Phosphatlevel wird in Streptomyces durch das PhoR/P-System sensiert (Martin, 2004). In E. coli
und B. subtilis konnen dem Phosphat-Regulon mehr als 30 Gene zugeordnet werden. Unter
Phosphatmangel wird die Sensorkinase PhoR autophosphoryliert. In der Konsequenz wird auch das
dephosphorylierte PhoP phosphoryliert, das in seinem aktivierten Zustand die Expression von Uber
30 Genen induziert, darunter die Biosynthese-Gene zur Polyketidsynthese von Undecylprodigiosin
(RED) (Martin, 2004). Eine Regulation anderer bakterieller respiratorischer Nitratreduktasen durch
Phosphat ist nach meinen Kenntnissen bislang nicht beschrieben. Phosphat hemmt in unserem
Untersuchungssystem die Translation der narG3-mRNA, und reguliert Nar3 dadurch post-
translationell. Die Transkription der narG3-mRNA selber bleibt dagegen unbeeinflusst. Unter diesem
Gesichtspunkt erscheint es moglich, dass Phosphat regulatorisch auf tRNA—Ebene wirken konnte
und damit die Translation der nar3-mRNA hemmt. Der Wirkmechanismus von Phosphat ist aber
experimentell bislang nur ansatzweise untersucht. Weitere Analysen sind daher nétig, um diesen

Aspekte zu bestatigen.

Die bereits identifizierten als auch die postulierten Regulationsmechanismen der aeroben und

anaeroben Atmung mit Nitratzeigen, dass im verwendeten Modellorganismus S. coelicolor ein bisher



unbekanntes, neues Respirationssystem existiert, das nur ansatzweise mit bereits untersuchten
Systemen in B. subtilis, M. tuberculosis und C. glutamicum vergleichbar ist.

Die erhobenen Daten in dieser Dissertation zahlen zusammen mit den Daten von Hopkins et al.
(2013) seit den ersten Studien zur aeroben Atmungskette von Niederpruem und Hacket (1959, 1961)
zu den, nach meinem Wissen, ersten experimentellen Untersuchungen, die die Struktur und
Funktionsweise der aeroben Respirationskomponenten in Verbindung mit der anaeroben Atmung
aufklaren. Unter diesem Aspekt ist es notwendig, auf Grundlage der bislang erhobenen Daten
weitere Untersuchungen durchzufiihren, um ein bislang nicht identifiziertes oder beschriebenes
aerobes Respirationssystem zu charakterisieren und phylogenetisch einzuordnen. Fiir dieses hat sich
durch  die  experimentellen  Vorarbeiten in  dieser  Arbeit S. coelicolor  als

Untersuchungsmodell/Modellorganismus als besonders geeignet herausgestellt.



5 Zusammenfassung

Die vorliegende Dissertation greift zwei bislang wenig untersuchte Aspekte des Energiestoffwechsels
des obligat aeroben Modellorganismus S. coelicolor auf: die Zusammensetzung und Regulation des

aeroben und anaeroben Respirationssystems.

Zum einen ist es gelungen, das anaerobe Respirationssystem durch biochemische Untersuchungen
der drei respiratorischen Nitratreduktasen (Narl, Nar2, Nar3) unter Verwendung neuer

experimenteller Ansatze naher zu charakterisieren:

- Narl konnte dabei als sporenspezifische Nitratreduktase identifiziert werden. Es liegt in einem

ready-to-use-Modus vor und zeigt eine sauerstoffabhdngige Regulation.

- Nar2 konnte als myzelspezifische Nitratreduktase identifiziert werden. Seine Synthese wird unter
hypoxischen Bedingungen induziert und unterliegt der Regulation durch die NarX-Histidinkinase des
moglichen NarXL-Zweikomponentensystems. Eine Deletion von narX fihrt zum Verlust der Nar2-

Proteinsynthese.

- Die Nitratreduktion in Myzel ist abhangig vom Nar2-spezifischen Nitrat/Nitrit-Antiporter NarK2.
Dieser bildet ein Operon mit SCO0212, was als putatives Hamerythrin identifiziert werden konnte

und moglicherweise als Sauerstoffsensor aktiv ist.

- Die Synthese des Nar3-Enzyms ist abhdngig von der Substratlimitierung bei Eintritt in die stationare
Phase. Dabei scheint die Synthese von Nar3 unter hypoxischen Bedingungen zu erfolgen, die Nar3-

vermittelte Nitratreduktion findet jedoch nur unter anaeroben Bedingungen statt.

- Phosphat hemmt die Proteinsynthese von Nar3, wahrend die Transkription von narG3 unbeeinflusst
bleibt. Gleichzeitig induziert Phosphat in unserem Untersuchungssystem die Bildung eines
Prodigiosin-Gemisches (RED-Antibiotika) aus Undecylprodigiosin und Streptorubin B. Die Nar3-

vermittelte Nitratreduktion zeigt damit eine inverse Korrelation zur RED-Antibiotikasynthese.

- Die Transkription aller drei nar-Operone scheint bisher konstitutiv zu erfolgen, sie wird weder durch
Sauerstoff noch durch Nitrat reguliert. Alle Nar-Enzyme sind dagegen in vivo nur anaerob aktiv und

durch Western Blot-Hybridisierungen im jeweiligen Entwicklungsstadium nachweisbar.



Die Untersuchungen zum Nar-System unter Einbezug der Cytochrom-Oxidasemutanten in
S. coelicolor ermoglichte gleichzeitig die Charakterisierung des aeroben Respirationssystems und

offenbarte eine Zweigstelle beider Stoffwechselwege:

1. Eine Mutante ohne bc;-Komplex (SC02148-50) und terminaler Cytochrom c aas Oxidase (SC0O2151,
SC02153-56) zeigt im Sporenstadium keine Nar-Aktivitdt, obwohl das Nar1-Enzym gebildet wird. Eine
Transposon-Insertion im Gen SCO2150 (Cytochrom ¢ Him-bindende Untereinheit) flihrt zum selben
Narl-Phanotyp. Damit konnte der bc;-Komplex als regulatorische Verknipfung zwischen aerober

Atmung mit Sauerstoff und Narl-bedingter Nitratatmung im Sporenstadium identifiziert werden.

2. Im Sporen- und Myzelstadium zeigen die aeroben Atmungskettenkomplexe eine differentielle
Zusammensetzung. Sporen kdnnen durch Modulation der bestandigen Komplex Ill- und Komplex V-
Kompositionen mit alternativen Komponenten einen alternativen Komplex Il bilden. In diesem
Zusammenhang konnte eine neue sporenspezifische Oxidase sowie drei alternative QcR-
Komponenten identifiziert werden, deren einzelne Module (SCO7236, SCO7235, SCO7234; SCO7120)

am Elektronentransfer beteiligt sein konnten.

3. Die Komponenten der aeroben und anaeroben Atmungskette sind sowohl in Sporen als auch in
Myzel in supramolekularen Strukturen als Superkomplexe organisiert. Dabei bilden der bc;-Komplex
und die Cytochrom c¢ aas Oxidase durch fehlendes Cytochrom c als Elektronen-Carrier einen
permanenten Superkomplex. Damit konnte eine direkte Verbindung zwischen aerober Atmung und
anaerober Atmung nachgewiesen werden. Flr Narl und Nar3 in Sporen und Nar2 in Myzel konnte
gezeigt werden, dass sie mit Komponenten der aeroben Atmungskette (NADH-Dehydrogenase,
Succinat-Dehydrogenase, bci-Komplex, Cytochrom ¢ aas Oxidase) als temporarer Superkomplex
assoziiert sind. Fur S. coelicolor deutet sich damit die Organisation eines gemeinsamen

Megakomplexes der aeroben und anaeroben Respirationskomponenten in der Membran an.

Die Untersuchungen zum aeroben und anaeroben Respirationssystem zeigen letztendlich, dass sich
S. coelicolor fiir weiterfiihrende Fragestellungen zum aeroben und anaeroben Respirationssystem

bei obligat aeroben Vertretern als Modellorganismus eignet.



6 Ausblick

Basierend auf den erhobenen Daten der vorliegenden Dissertation sollte der Fokus weiterfiihrender
experimenteller Ansatze in der detaillierten Analyse der identifizierten Schnittstelle zwischen aerober

Atmung und anaerober Atmung mit Nitrat liegen. Dafiir ist es notwendig:

1. zundchst die Ursache fiir den Aktivitatsverlust vom Narl-Enzym in Sporen mit vorliegender
Deletion des Operons vom bci;-Komplex zu untersuchen. Durch Mutagenese des Tyr288 in NarH, was
als Phosphorylierungsstelle identifiziert wurde (M. Bibb, persénliche Mitteilung), kann ein moglicher
Einfluss der Phosphorylierungstelle auf die Narl-Aktivitat untersucht werden. Weiterhin kénnten ICP-
MS-Messungen zum Molybdan-Gehalt im Sporenrohextrakt der Mutanten COE190 (ASC02148-56),
COE502 (M145 mit SC02150::Tn5062) und NM1821 (AmoaA) dariber Aufschluss geben, ob der
Aktivitatsverlust von Narl in Sporen auf eine gestorte Kofaktor-Synthese zurlickzufiihren ist.
Dariiberhinaus ist eine Komplementation des Narl-Phanotyps beider Mutanten (Rickflihrung von
SC02148-56 in die Mutante COE192 und Riickfihrung von SC02150 in die Mutante COES502)

unabdingbar.

2. Fur Nar2 sollte ein moglicher direkter Einfluss von SC00212 auf den Nitrattransport und/oder das
Nar2 Enzym in Myzel untersucht werden. Die Charakterisierung der bereits konstruierten Knockout-
Mutanten von SC00212 wiirde dabei erste Anhaltspunkte liefern, ob die hypoxisch induzierte Nar2-
Synthese funktionell an die Aktivitdit von SC00212 gekoppelt ist und im Fall einer Deletion von
SC00212 Nar2 konstitutiv auch aerob gebildet werden kann. Da die Daten von Dr. M. Fischer
belegen, dass Nar2 unter Hypoxie auch in Sporen synthetisiert wird, ist es notwendig eine mogliche
Beteiligung von SC00212 und der NarX-Histidinkinase an der Nar2-Synthese in Sporen zu

untersuchen.

3. Fir Nar3 konnte eine post-transkriptionelle Regulation durch Phosphat unter
substratlimitierenden Bedingungen gezeigt werden. In diesem Zusammenhang sollte vor allem die
Fragestellung tberprift werden, wie Phosphat regulatorisch auf die Nar3-Synthese wirkt. Dafir ist es

notwendig, zundchst eine phoP-Mutante auf eine Nar3-vermittelte Nitratreduktion zu untersuchen.

4. Der Hinweis auf mogliche Superkomplexassemblierungen sollte Giber Ko-Migration in BN-PAGE und
Ko-Reinigungen mit Sucrose-Gradienten nachgewiesen werden, um die direkte Kopplung zwischen

aerober Atmung mit Sauerstoff und anaerober Atmung mit Nitrat zu verifizieren.
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8 Anhang

I. Verwendete Oligonukleotide (Primer)

Tabelle 8.1.: Liste der verwendeten Oligonukleotide (Primer)

Primer

Sequenz 5'-3'

Klonierung narG1, narG2, narG3

NarG1/Ndel_forward
NarG1/Xhol_reverse
NarG2/Ndel_forward
NarG2/Xhol_reverse
NarG3/Ndel_forward
NarG3/Xhol_reverse

GGTGGTCATATGACCGACACGCGGACACCGCCC
GGTGGTCTCGAGGTACTCGACCTCCTGGGAACG
GGTGGTCATATGGAGAACGATCAGAACGCACGC
GGTGGTCTCGAGGTACTCCACTCGCTGGTCGCG
GGTGGTCATATGGCCGACGCCGCTGACCGGCTTC
GGTGGTCTCGAGGTACGTGACCTCCTGGGAGCGGCG

Sequenzierung narG-Konstrukte

NarG1/710f
NarG1/1902f
NarG1/2145r
NarG1/2955r
Nar2/807f
Nar2/2450r
Nar2/1617f
Nar2/3076r
Nar3/840f
Nar3/2449r
Nar3/1623f
Nar3/3046r

CGTCCCCGCAGGTATTCG
GCTGGGCGAGGGGCGGCTGGC
CCCTTGCCCGACGAACCGAGC
ATCCGCTTGCCCTCGTGCTCG
CAACATCCCCGTCACCCGCAC
AGCTGTCGTAGTCGGTGCGGG
CCTCGGGGCGGGCACCAACCA
CTTGTGCTCGGTGTTGATGAC
GAAGGTCGTCGTCTCGCC
GCGGGCGAGGGAGTGGAAGAT
GTTCCACTCCGACACCATCTA
GACGGTGAAGGGCGAGTAGCG

Klonierung SC00212 in pASK-IBA

Sco0212/Bsal_IBA3+fw
$c00212/Bsal_IBA3+rv
$c00212/1BAS5+_Bsalfw
Sc00212/I1BA5+_Bsal-rv

ATGGTAGGTCTCAAATGTGTGAGTACTGCGGCTGCCAG
ATGGTAGGTCTCAGCGCTCGGCAGCGATCGCGGCAGC

ATGGTAGGTCTCAGCGCCATGTGTGAGTACTGCGGCTGCC

ATGGTAGGTCTCATATCACGGCAGCGATCGCGGCAGC

Verwendung

Klonierung von narG1 in pET30a(+)
Klonierung von narG1 in pET30a(+)
Klonierung von narG2 in pET30a(+)
Klonierung von narG2 in pET30a(+)
Klonierung von narG3 in pET30a(+)

Klonierung von narG3 in pET30a(+)

Sequenzierung intern von narG1
Sequenzierung intern von narG1
Sequenzierung intern von narG1
Sequenzierung intern von narG1
Sequenzierung intern von narG2
Sequenzierung intern von narG2
Sequenzierung intern von narG2
Sequenzierung intern von narG2
Sequenzierung intern von narG3
Sequenzierung intern von narG3
Sequenzierung intern von narG3

Sequenzierung intern von narG3

Klonierung SCO0212 in pASK-IBA3+
Klonierung SCO0212 in pASK-IBA3+
Klonierung SCO0212 in pASK-IBA5+
Klonierung SCO0212 in pASK-IBA5+

Komplementation der Cytochrom-Oxidasemutanten COE190 (ASCO3945-46) und COE192 (ASCO2148-56)

Sco02150_Hindlll_fw
*%5c02148_Kpnl_rv
Sc02151_Hindlll_fw
$c02152_HindllI_fw
Sco02152_Kpnl_rv
Sc02156_Hindlll_fw
Sco02153_Nsil_rv
$c03945_HindllI_fw

$c03946_Kpnl_rv

GGCGGCAAGCTTCACCAGAAGCATCGACAG

GGCGGCGGTACCAACGGGGCCCTTCGACCG

GGCGGCAAGCTTTACTCCCTCGAACGTCCC

GGCGGCAAGCTTAACCAGTGCTGACGGGAC

GGCGGCGGTACCTACAAGGACCCGCACTCC

GGCGGCAAGCTTAGAAGGCAGGCCGCAGCC

GGCGGCATGCATGTCGCGCAGTTCCCCGC

GGCGGCAAGCTTCCTTCCGGTGTCGAAAAGC

GGCGGCGGTACCTCCCGGGACTCAGTG

Komplementation der Mutante COE192,
Konstrukt | (SCO2148-50)
Komplementation der Mutante COE192,
Konstrukt | (SCO2148-50)
Komplementation der Mutante COE192,
Konstrukt Il (5C02148-51)
Komplementation der Mutante COE192,
Konstrukt 111 (SC02152)
Komplementation der Mutante COE192,
Konstrukt 111 (SCO2152)
Komplementation der Mutante COE192,
Konstrukt IV (SCO2153-56)
Komplementation der Mutante COE192,
Konstrukt IV (SCO2153-56)
Komplementation der Mutante COE190,
SC03935-46

Komplementation der Mutante COE190,
SC03935-46

**5c02148_Kpnl_rv gleichzeitig als reverse-Primer fiir das Konstrukt SCO2148-51 verwendet



Sequenzierung der Komplementationskonstrukte

$€03945_720fw
$C03945_300rv
$C03945_1319fw
$C03945-46_2007fw
$C03945-46_2427fw
$C02150-48_394rv
$C02150-48_721fw
$C02150-48_1361fw
$C02150-48_2092fw
$C02150-48_2812fw
$C02151-48_397rv
$C02151-48_1020rv
$C02156-53_700fw
$C02156-53_1441fw
$C02156-53_2161fw
$C02156-53_2801fw
$C02156-53_3500fw
$C02156-53_4200fw
$C02156-53_398rv

CTTCTCGGCGGCCTTCCTCAC
CTTCTCCTTCTCCGTGCGGAC
GGATGTACTGGCTGCTGGCGC
TGGCAGCGCAACTGGGAGACG
GCCCTGTCCGGCGTCACCATC
TCCGCCTGGGAGTAGATGACC
ACACCGAGAGCCCCGGTGGTC
ACGATGCTGGGCGCGCTCACC
TTCATCATCATCATCCTCACG
CGGCCCGACCAGGTCTCCACC
GGGAGGAGAGCACCAGGATCG
CGACGGCGTAGAGCTTCTTGC
CTCTGGCTCCCCAAGGGCAAG
GCTCGACCATCGCGGTGGGCG
GTGGTCTGACCGGTGTCATCC
AGCGTCTTCATCCTCGCCGTG
ACCCGGACAAACCCCTGGAGG
CGTACGCATGCGCAGCAGCAC
TACAGCGCCTCGATGGGCAGG

Primer fiir Reverse Transkriptase-PCR (RT-PCR)

16S_fw

16S_rv

RTnarG1_fw
RTnarG1_rv
RT-narG2_212fw
RT-narG2_821rv
RT-narG3_207fw
RT-narG3_821rv
SC03034_fw
SCO3034_rv
$C03780_fw
SCO3780_817rv
RT-narK2_214fw
RT-narK2_829rv
RT-200fw_SC02148
RT-811rv_SC02148
RT-203fw_SC02149
RT-810fw_SC0O2149
RT-139fw_SC0O3945
RT-921rv_SC03945
RT-14fw_SCO3946
RT-873rv_SCO3946
RT-217fw_SC0O7120
RT-817rv_SCO7120
RT-SCO7236_211fw
RT-SCO7236_806rv
RT-SCO7234_254fw
RT-SCO7234_961rv
RT-SCO7233_228fw
RT-SCO7233_805rv
RT-SC00212_fw
RT-SCO0212_rv

ACAAGCGGCGGAGCATGTGGC
AGCCGCACCTTCCGGTACGGC
ATCACCTCGCCGGAGTGGTCG
CCAGGACAACTGGGCGTAGCC
CGTGCTCCTGGATGGTGTACG
GTGACGGGGATGTTGGAGCCC
CCTGGGAGACCCAGCAGACGG
TCCGCCATCCAGTGCGCGTCG
ATGACCGAGCTGGTGCAGCAA
TCAGACCGCGGCCTTCTTGAG
GTGACCGTACGCAGCACCGCC
AGGCGTCGAGGATCTTGCGCC
CTGGGGCGGATACCCGTCGGC
CCATCGGGCGCATGGCGACCG
TGTACCTGACGCTGTTCTTCC
GAAGACCAGGAAGAAGAAGCC
TGGCCACCATCGCCTTCATCG
TTCGAGTACGCCACGATGCCC
GAGAAGGAGAAGTACCTC
TTGTTGGTGTCGTTGATG
ACGTCTGGTTCGTTCTGA
ATGATCTTCAGCGTGTAG
CCTTCCTCCGAACTCGTGGTC
GAAGAAGATCACGCCGGCCAC
TTCTTCAAGCCCTCCATGACG
GTGGAGTTCGTCATGAACTGC
TGCAGTTGTTCAGCAACGAGC
AGAGAAAGGTGATGGCGATGG
ACGGGTGGAGTTCCACACCGC
CCTGGCCGTTGATGCCGTTGG
ATGTGTGAGTACTGCGGCTGC
TTACGGCAGCGATCGCGGCAG

Sequenzierung intern von SCO3935-46
Sequenzierung intern von SCO3935-46
Sequenzierung intern von SCO3935-46
Sequenzierung intern von SCO3935-46
Sequenzierung intern von SCO3935-46
Sequenzierung intern von SCO2148-50
Sequenzierung intern von SC02148-50
Sequenzierung intern von SC02148-50
Sequenzierung intern von SC02148-50
Sequenzierung intern von SCO2148-50
Sequenzierung intern von SCO2148-51
Sequenzierung intern von SCO2148-51
Sequenzierung intern von SC02148-51
Sequenzierung intern von SCO2153-56
Sequenzierung intern von SCO2153-56
Sequenzierung intern von SCO2153-56
Sequenzierung intern von SCO2153-56
Sequenzierung intern von SCO2153-56
Sequenzierung intern von SCO2153-56

RT-PCR Primer 16SrRNA
RT-PCR Primer 16SrRNA
RT-PCR Primer narG1 hinterer Bereich
RT-PCR Primer narG1 hinterer Bereich
RT-PCR Primer narG2 vorderer Bereich
RT-PCR Primer narG2 vorderer Bereich
RT-PCR Primer narG3 vorderer Bereich
RT-PCR Primer narG3 vorderer Bereich
RT-PCR Primer SCO3034
RT-PCR Primer SCO3034
RT-PCR Primer SCO3780
RT-PCR Primer SCO3780
RT-PCR Primer nark2 vorderer Bereich
RT-PCR Primer nark2 vorderer Bereich
RT-PCR Primer SC02148
RT-PCR Primer SCO2148
RT-PCR Primer SCO2149
RT-PCR Primer SCO2149
RT-PCR Primer SCO3945
RT-PCR Primer SCO3945
RT-PCR Primer SCO3946
RT-PCR Primer SCO3946
RT-PCR Primer SCO7120
RT-PCR Primer SCO7120
RT-PCR Primer SCO7236
RT-PCR Primer SCO7236
RT-PCR Primer SCO7234
RT-PCR Primer SCO7234
RT-PCR Primer SCO7233
RT-PCR Primer SCO7233
RT-PCR Primer SCO0212
RT-PCR Primer SC0O0212



RT-SC00203_347fw AGCTGATCCGACATCCCGAGC RT-PCR Primer narX
RT-SCO0203_1025rv AACTCCTGACCACCCGACTGC RT-PCR Primer narX

Uberpriifung auf Transposon-Insertion Tn5062

SCO07236_fw GTGCTGTTGCAGAGGAGAAGG Uberpriifung der Transposon-Insertion in
SCO7236

SC07236_rv TCAGCGCTCCGGCTCGCCCGA Uberpriifung der Transposon-Insertion in
SCO7236

SC07234_fw GTGGTCGTGGGCCTGAGCCCA Uberpriifung der Transposon-Insertion in
SCO7234

SC07234_rv TCACTGCACATGCCTCTGATC Uberpriifung der Transposon-Insertion in
SCO7234

TP16Tn5062-for GAGGGCGAGGGCGATGCCACCTAC Nachweis des Transposons Tn5062, 173 bp
stromaufwarts im Transposon

TP17Tn5062-rev GCTCGGTTGATCCGCTCCCGCGAC Nachweis des Transposons Tn5062, 1456 bp

stromabwarts im Transposon




Il. Untersuchung von Cytochrom-Oxidasemutanten

COE192 (ASCO2148-56)

COE190 (ASCO3945-46)
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Abbildung 8.1.: Genorganisation des Lokus SC02148-56 und SCO3945-46 von S. coelicolor.

Die in der Dissertation untersuchten Cytochrom-Oxidasemutanten COE192 und COE190 zeichnen sich durch Deletionen von
Komplex Il Komplex IV (COE192, ASCO2148-56) bzw. eine Deletion der Gene flr die alternative Cytochrom bd Oxidase
(COE190, ASC0O3945-46) aus. Der bci-Komplex von S. coelicolor wird von den Genen SC02148-50 kodiert, die terminale
Cytochrom ¢ aas Oxidase wird durch die Gene SCO2153-56 kodiert. Das Schema der Genanordnung von Komplex Ill und
Komplex IV verdeutlicht eine ungewdéhnliche Genanordnung, da SCO2151, was fir die Cytochrom ¢ Oxidase Untereinheit IlI
kodiert, in unmittelbarer Anordnung zu den Genen des bci-Komplexes gelegen ist und somit in rdumlicher Entfernung zum
Cytochrom c Oxidase-Operon lokalisiert ist.

Ill. Nachweis eines maglichen Defizits beim Einbau des Molybddn-Kofaktors
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Abbildung 8.2.: Immunodetektion nach Western Blot-Analyse zum Nachweis eines méglichen Defizits beim Einbau des
molybdén-haltigen Kofaktors in COE192 (ASC02148-56) und COE502 (WT mit SC02150::Tn5062).

Die Proteine der Mutanten NM1821 (AmoaA), COE192 (ASC02148-56), COE502 (WT mit SC02150::Tn5062), NM92
(AnariAnar2Anar3) und des Wildtyps M145 wurden in einer 7,5%igen SDS-PAGE aufgetrennt. Der Gellauf erfolgte zur
optimalen Dokumentation von selbst geringen Laufunterschieden fiir 4 h bei 4 °C. Unter diesen Bedingungen zeigt eine
Kofaktor-Mutante ein verandertes Laufverhalten im Vergleich zum Wildtyp (Pinske und Sawers, 2011). Der Wildtyp M145
und das gereinigte NarG1-His wurden als Positivkontrolle eingesetzt, die Dreifach-nar-Deletionsmutante NM92 diente als
Negativkontrolle. Die Detektion erfolgte mit anti-NarG1 1:25 (depletiert) Gber Nacht.



IV. Nachweis eines kovalent gebundenen Hims nach Oxidase-Aktivitat

Stamm Genotyp
WT M145
COE190 ASCO3945-46
COE192 ASCO2148-56
COE437 COE190 + pMS/SC03945-46
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Abbildung 8.3.: Komparative In gel-Aktivitatsfarbung nach Auftrennung der Proteine aus Myzel in einer Nativ-PAGE zum
Nachweis der (A) Cytochrom c Oxidase und (B) dem Nachweis des kovalent gebundenem Hams.

Der Wildtyp (M145) und die Mutante COE190 (ASCO3945-46) dienten als Positivkontrolle, die Mutante COE192 (ASC0O2148-
56) wurde als Negativkontrolle eingesetzt. Die Himfarbung nach Oxidase-Aktivitdtsnachweis zeigt, dass die Aktivitatsbande,
die in allen untersuchten Stammen nachweisbar ist, ein kovalent gebundenes Ham tragt.

V. Komplementationsstudien von COE192 (ASC02148-56) in Sporen

Mutante Stammhintergrund betroffenes Gen

COE460 WT M145 S$CO7236 (Ubichinol-Cytochrom c-Reduktase, gcrB3 )
COE462 WT M145 SC0O7234 (Cytochrom ¢ Oxidase Polypeptid I)
COE464 COE192 ASC0O2148-56 SCO7234 (Cytochrom ¢ Oxidase Polypeptid I)
COE466 COE192 ASCO2148-56 SC0O7236 (Ubichinol-Cytochrom c-Reduktase, gcrB3 )
COE468 COE190 ASC0O3945-46 SCO7236 (Ubichinol-Cytochrom c-Reduktase, qcrB3 )
COE470 COE190 ASCO3945-46 SC0O7234 (Cytochrom ¢ Oxidase Polypeptid 1)

Rohextrakt Sporen
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Abbildung 8.4.: In gel-Aktivitdtsnachweis der Cytochrom ¢ Oxidase-Aktivitdt nach Nativ-Page von Sporen-Rohextrakten.

Es wurden 65 pg Rohextrakt von Sporen eingesetzt und in einer 10%igen Nativ-PAGE aufgetrennt. Der Wildtyp M145 und
die Mutante COE190 (ASC0O3945-46) wurden als Positivkontrolle eingesetzt, die Mutante COE192 (ASC02148-56) wurde als
Negativkontrolle eingesetzt. Bei Cytochrom c Oxidase-Aktivitat wird diese als braune Bande im farblosen Gel sichtbar.



VI. Nachweis von NarG2 in Proteinfraktionen von COE190 und COE192
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Abbildung 8.5.: Immunodetektion nach Western Blot-Analyse zum Nachweis von NarG2 in den Proteinfraktionen von
Myzel von COE190 (ASC03945-46) und COE192 (ASCO2148-56).

Dafir wurden 60 pg der Rohextrakte auf einer 7,5%igen SDS-PAGE aufgetrennt. Der Wildtyp M145 wurde als
Positivkontrolle eingesetzt, die Mutante NM92 (Anar1Anar2Anar3) und NM68 (Anar2Anar3) dienten als Negativkontrolle.
NarG2 ist durch Immunodetektion mit einer molekularen Masse von 137,1 kDa detektierbar. Der Stern markiert eine
unspezifische Kreureaktion bei ca. 60 kDa, die als Ladekontrolle genutzt wurde. Die Detektion erfolgte mit anti-NarG2 1:25
(depletiert) ber Nacht.

VIl. Nachweis der Komplementation von narX auf Transkriptionsebene
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Abbildung 8.6.: Detektion der mRNA-Transkripte von narK2 und narG2 im exponentiellen Myzel.

Die Gesamt-RNA der Stamme M145 (Wildtyp), NM92 (Dreifach-nar-Deletionsmutante), COE285 (AnarkK2), COE404
(COE285 + pMS/nark2), COE382 (AnarX) und COE432 (COE382 + pMS/narX) wurde aus exponentiellem Myzel isoliert und in
cDNA umgeschrieben. Als template fir die RT-PCRs dienten 100 ng cDNA mit den in Tabelle 8.1. angegebenen
Primerkombinationen. Die genomische DNA des Wildtypstammes M145 diente als Positivkontrolle, H,O wurde als
Negativkontrolle eingesetzt.



VIIl. MS/MS-Analysen zum Nachweis chemischer Verbindungen im isolierten

Extrakt von S. coelicolor

XAN153-1pos_150326112341 #1-25 RT: 0.00-0.06 AV: 25 NL: 1.77E6
T: FTMS + p ESI Full ms [150.00-1500.00]
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Abbildung 8.7.: (+)-ESI-MS des isolierten Extraktes aus Myzel von S. coelicolor.
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Die molekularen Summenformeln CisH3sON3 und CisHzgONs wurden durch ESI-FT-ICR-MS (positiver Modus) als m/z
394.2857 [(M+H]* berechnet fir CysHzsONs 393.278)] und m/z 392.2701 [(M+H]* berechnet fiir CysH33sON3 391.262)]
ermittelt. Nach Chen et al. (2008) ist Undecylprodigiosin mit [M+H]* von 394.28 und Streptorubin B mit [M+H]* von 393.27

detektierbar.

XAN153-1MS2-394pos_150326112341 #1-25 RT: 0.00-0.09 AV: 25 NL: 1.18E6
T: FTMS + p ESI Full ms2 394.00@cid40.00 [105.00-400.00]

1004

® © ©
a o a
L

@
=3

238.0978
C14H12ON3
10.5 RDBE
1.3028 ppm

N W W A A O O @ @ N N
a & 6 5 & o o o & o a

N
=]

161.0711
CoHoON2 EScre
6.5 RDBE 16 126

1.0399 ppm 4.5 RDBE
0.6068 ppm

.
o

=
=)

o

252.1133
Ci15sH14ON3
10.5 RDBE
0.5964 ppm

379.2621
C24H33 ON3
10.0 RDBE
0.6589 ppm

394.2850
C25H3as ON3
9.5 RDBE
-0.7243 ppm

362.2590
C24Ha2 N3
10.5 RDBE

-0.1830 ppm

160 180 200 220 240

=3

Abbildung 8.8.: (+)-ESI-MS? (positiver Modus)

der detektierten

molekularen Summenformel C;sH3sON3

(Undecylprodigiosin). Die Verbindung zeigt einen Massenverlust, der nach Chen et al. (2008) bereits fiir Undecylprodigision

definiert ist (m/z 394 — 379 — 362).



XAN163-1-MS2-392pos_150918164359 #1-25 RT: 0.00-0.12 AV: 25 NL: 9.02E3
T: FTMS + p ESI Full ms2 392.00@cid40.00 [105.00-425.00]
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Abbildung 8.9.: (+)-ESI-MS? der detektierten molekularen Summenformel C;sH3,ON3 (Streptorubin B) Die Verbindung
zeigt einen Massenverlust, der nach Chen et al. (2008) bereits fiir Streptorubin B definiert ist (m/z 392 —377).



IX. UV-VIS-Spektroskopie zum Nachweis der Cytochrome

Redox-Differenzspektren
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Abbildung 8.10.: Redoxdifferenzspektren von hochkonzentrierten Membranfraktion (Myzel) von S. coelicolor zum
Nachweis der am Elektronentransport beteiligten Cytochrome.

Der Wildtyp M145 (schwarze durchgezogene Linie) wurde als Positivkontrolle eingesetzt, die Mutante COE192
(ASC0O2148-56, rote gestrichelte Linie) wurde als Negativkontrolle eingesetzt; sie zeigt im Gegensatz zum Wildtyp
und der Mutante COE190 (ASCO3945-46) kein Absorptionsmaximum fur Cytochrom aas. Die einzelnen Cytochrome

haben ihr Absorptionsmaximum wie folgt: bei 550 nm Cytochrom ¢, bei 600 nm Cytochrom aas , bei 630 nm
Cytochrom d.

X. Identifikation eines neuen Oxidase-Operons (SCO7233-36)

putatives integrales Membranprotein

2000 bp
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Abbildung 8.11.: Durch in silico-Studien neu identifizierte Komponenten der aeroben Atmungskette.

Die Genanordnung zeigt eine ungewodhnliche Zusammensetzung der Genprodukte. Sie bilden keinen assemblierten
Komplex, wie es fir die Genprodukte SC02148-50 und SCO2151-56 (iblich ist, sondern bilden lediglich Komponenten bzw.
Untereinheiten eines alternativen Komplexes Il oder Komplexes IV.



XI. Nachweis einer Superkomplexassemblierung durch In gel-Aktivitdtsfarbung

A. B.
Sporen Myzel Sporen Myzel Myzel Sporen Myzel
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Abbildung 8.12.: In gel-Aktivitdtsfarbung zum Nachweis der Succinat-Dehydrogenaseaktivitit (SDH, A) und Cytochrom ¢
Oxidase-Aktivitat (B). Die mit * markierten Banden wurden isoliert und zum Nachweis mdglicher
Superkomplexassoziationen massenspektrometrisch analysiert (Die MS-Analyse wurde freundlicherweise von Dr. Ch. lhling
(Pharmazie, MLU-Halle-Wittenberg durchgefiihrt).

Tabelle 8.2.: Identifizierte Peptide nach massenspektrometrischer Analyse der isolierten Banden 1-9. Die Anzahl der
identifizierten Peptide fiir die Untereinheiten der in Spalte 3 und Spalte 7 gelisteten Komplexe wurden summiert.

Farbung Band Identifizierte Komplexe Identifizierte Farbung Bande Identifizierte Komplexe Identifizierte
e Peptide Peptide
SDH 1 SDH 40 Oxidase 5 ATPase 53
(Sporen) ATPase 33 (Sporen) Cytochrom ¢ aa3 Oxidase 14
Cytochrom c aa; Oxidase 9 Ubichinol-Cytochrom c Reduktase 8
Nar3 24 NADH-Dehydrogenase 11
Ubichinol-Cytochrom ¢ 5 SDH 5
Reduktase Nar3 5
SCO7236 4 Cytochrom bd Oxidase 4
SDH 2 SDH 53 Oxidase 6 Nar2 60
(Sporen) ATPase 16 (Myzel) ATPase 43
Cytochrom c aa; Oxidase 10 NADH-Dehydrogenase 24
NADH-Dehydrogenase 4 Cytochrom c aaz Oxidase 27
Ubichinol-Cytochrom ¢ 3 SDH 25
Reduktase Cytochrom bd Oxidase 15
Ubichinol-Cytochrom c Reduktase 17
SDH 3 SDH 81 Oxidase 7 Nar2 46
(Myzel) ATPase 36 (Myzel) ATPase 69
Nar2 21 Cytochrom c aasz Oxidase 29
Cytochrom c aa; Oxidase 14 Cytochrom bd Oxidase 18
Ubichinol-Cytochrom ¢ 5 Ubichinol-Cytochrom c Reduktase 20
Reduktase SDH 21
Cytochrom bd Oxidase 3 NADH-Dehydrogenase 8
SDH 4 Nar2 87 Oxidase 8 Nar2 16
(Myze)l ATPase 49 (Myzel) Cytochrom c aas; Oxidase 27
SDH 46 SDH 28
Cytochrom c aa; Oxidase 11 Cytochrom bd Oxidase 16
Cytochrom bd Oxidase 8 ATPase 25
Ubichinol-Cytochrom ¢ 16 Ubichinol-Cytochrom c Reduktase 18
Reduktase NADH-Dehydrogenase 7
Oxidase 9 SDH 29
(Myzel) ATPase 41
Nar2 29
Cytochrom c aas; Oxidase 12
Ubichinol-Cytochrom c Reduktase 10
Cytochrom bd Oxidase 5




Tabelle 8.3.: detaillierte Auflistung der identifizierten Peptide nach massenspektrometrischer Analyse. Bei der Auflistung
wurden nur Peptide mit einer Anzahl > 3 berticksichtigt.

Bande Enzym SCO- ident. PSMs- MW [kDa]
Nummer Peptide Wert

1 succinate dehydrogenase SC04856 26 41 64,748
FOF1 ATP synthase subunit alpha SC05371 23 30 57,221
cytochrome C oxidase subunit Il SC02156 15 34 35,424
nitrate reductase A subunit alpha SC04947 14 14 134,98
succinate dehydrogenase [Streptomyces] SC04855 10 18 29,283
ubiquinol-cytochrome C reductase [Streptomyces] SC02149 9 22 38,55
cytochrome C oxidase subunit | SC02155 9 13 64,08
FOF1 ATP synthase subunit B SCO5378 6 10 20,201
menaquinol-cytochrome C reductase cytochromeb ~ SC02148 5 8 60,847
subunit
succinate dehydrogenase SC04858 4 10 14,1
FOF1 ATP synthase subunit A SCO5367 4 4 30,597
menaquinol-cytochrome C reductase cytochrome b SC07236 4 4 61,428
subunit
nitrate reductase subunit beta SC04948 3 3 59,809

2 succinate dehydrogenase SC0O4856 32 128 64,748
succinate dehydrogenase SC04855 16 34 29,283
FOF1 ATP synthase subunit alpha SC05371 11 20 57,221
succinate dehydrogenase [Streptomyces] SC00923 9 17 71,975
cytochrome C oxidase subunit | SC02155 5 8 64,08
cytochrome C oxidase subunit Il SC02156 5 8 35,424
FOF1 ATP synthase subunit B SCO5369 5 7 20,201
succinate dehydrogenase [Streptomyces] SC00922 5 6 26,581
NADH:ubiquinone oxidoreductase subunit L SC04573 4 4 69,181
menaquinol-cytochrome C reductase cytochrome b SC02148 3 4 60,847
subunit

3 succinate dehydrogenase [Streptomyces] SC00923 33 225 71,975
succinate dehydrogenase SC04856 32 165 64,748
FOF1 ATP synthase subunit alpha SC05371 25 55 57,221
succinate dehydrogenase SC04855 17 48 29,283
nitrate reductase subunit beta SC00217 15 20 57,249
succinate dehydrogenase [Streptomyces] SC00922 11 64 26,581
cytochrome C oxidase subunit Il SC02156 8 11 35,424
FOF1 ATP synthase subunit B SCO5369 7 10 20,201
nitrate reductase A subunit alpha SCO0216 6 8 137,03
cytochrome C oxidase subunit | [Streptomyces] SC02155 6 7 64,08
ubiquinol-cytochrome C reductase SC02149 5 7 38,55
succinyl-CoA synthetase subunit beta SC0O4808 5 6 41,577
FOF1 ATP synthase subunit gamma SC05372 4 6 32,969
cytochrome BD ubiquinol oxidase subunit | SC03945 3 6 55,85

4 nitrate reductase A subunit alpha SC00216 57 122 137,03
nitrate reductase subunit beta SC00217 30 63 57,249
FOF1 ATP synthase subunit alpha SC05371 29 61 57,221
succinate dehydrogenase SC04856 23 53 64,748
succinate dehydrogenase SC00923 18 28 71,975
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