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Meiner Familie

Das tiefste und erhabenste Gefühl, dessen wir fähig sind, ist das Erlebnis
des Mystischen. Aus ihm allein keimt wahre Wissenschaft. 

Wem dieses Gefühl fremd ist, sich nicht mehr wundern und in Ehrfurcht 
verlieren kann, der ist seelisch bereits tot.

Albert Einstein (1879-1955)



Obwohl Streptomyceten durch apikales Spitzenwachstum ein verzweigtes 

Myzel ausbilden, besitzen  sie ein mre-Gencluster, das bei stäbchenförmi-

gen Bakterien für die laterale Zellwandsynthese verantwortlich ist und so die 

Ausbildung der Stäbchenform bewerkstelligt. Dabei wird der Zellwand-

synthesekomplex durch Aktin-homologe Proteine (MreB, Mbl, MreBH) positioniert. 

S. coelicolor kodiert für drei MreB homologe Proteine: MreB, Mbl und SCO6166. 

In RT-PCR Experimenten konnte gezeigt werden, dass die drei mreB-ähnlichen. 

Gene unterschiedliche Expressionsprofile aufweisenmreB wird bereits im Substrat-

myzel exprimiert und während der Differenzierung hochreguliert. Das Gen mbl wird 

zunächst schwach exprimiert und die Expression steigt kontinuierlich mit Zunahme 

des Differenzierungsgrades an. sco6166 zeigt eine gegenläufige Expression. Es wird 

stark im Substratmyzel exprimiert und nimmt im Laufe derSporulation stark ab. 

Die Deletion von sco6166 führte zu keiner phänotypische Veränderung im Ver-

gleich zum Wildtyp. Das Fusionsprotein SCO6166-mCherry zeigte eine starke, 

allerdings unspezifische Fluoreszenz im Substratmyzel, es war jedoch keine Flu-

oreszenz im Luftmyzel oder in Sporen zu detektieren. Das Protein hat un-

ter den getesteten Bedingungen keine Funktion während der Sporulation. 

Phänotypische Untersuchungen der Deletionsmutanten verschiedener Gene des  mre-

Clusters (mreB, mreC, mreD, pbp2 und sfr) sowie von mbl ergaben Hinweise auf eine Beteili-

gung aller Gene an der Ausbildung einer resistenten Sporenwand. Alle Mutanten produzi-

erten geschwollenen Sporen, die vorzeitig auskeimten und die für Streptomycetensporen 

charakteristische Resistenz gegen Hitzestress und osmotischen

Stress weitgehend verloren hatten. Mit Hilfe von Lokalisationsstudien 

Zusammenfassung



durch Fluoreszenzmikroskopie von MreB-eGFPund Mbl-mCherry konnte gezeigt werden, 

dass diese beiden Proteine eine Rolle während derSporenwandbildung besitzen. Sowohl 

MreB als auch Mbl lokalisierenzunächst an den Septen des Luftmyzels und assemblieren 

anschließend unterhalb der Sporenwand. Auch eine Co-Lokalisation von MreB und Mbl 

an den Septen konnte gezeigt werden. Während MreB unabhängig von Mbl, MreC oder 

PBP2 an den Septen lokalisieren kann, ist die  Lokalisation von Mbl abhängig von MreB. 

Diese Ergebnisse weisen daraufhin, dass sowohl MreB als auch Mbl an der Bildung 

einer stressresistenten Sporenwand beteiligt sind. SCO6166 ist nicht an der 

Sporulation in S. coelicolor beteiligt, seine Funktion in Streptomyceten ist

bislang noch unklar. 
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1.1 Die bakterielle Morphologie 

Bakterien können verschiedene Zellformen ausbilden. Diese reichen von runden, über 

Stäbchen-förmige bis hin zu länglichen, verzweigten und helikalen Strukturen (Abb.1). 

Phylogenetische Analysen haben ergeben, dass kugelförmige Bakterien aus der Stäbchen-

form heraus entstanden sind, vermutlich durch den Verlust von Genen (Siefert et al., 1998). 

Durch die Inaktivierung bestimmter Gene konnte bereits 1988 gezeigt werden, dass die 

Zellgestalt von Escherichia coli in eine kugelförmige verändert werden kann (Doi et al., 1988). 

Die Zellform der meisten Bakterien wird durch die Zellwand und die Peptidoglykanschicht 

bestimmt. Letzteres trifft nicht auf alle Bakterien zu, da es einige Bakterien gibt, die keine

Peptidoglykanschicht besitzen, dennoch eine komplexe Zellmorphologie aufweisen 

(Miyata et al., 2006; Trachtenberg 2004). In elektronenmikroskopischen

Aufnahmen des 2008 entdeckten Bakteriums Haloplasma contractile 

(Antunes et al., 2008) konnte keine Peptidoglykanschicht detektiert 

werden. Dieses Bakterium bitzt einen kugelförmigen Körper mit Tentakel-

artigen Ausstülpungen, die unterschiedliche Formen annehmen können (Abb. 2).

Die komplexe Morphologie dieses Bakteriums zeigt, dass nicht alleine die Peptidoglykanchicht

formgebend ist. Es wird vielmehr klar, dass Zytoskelettelemente formbestimmend sind, 

während die Peptidoglykanschicht für die Stabilität und Fixierung der Zellform 

verantwortlich ist. 

1. Einleitung
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Abb.1: Darstellung der häufigsten bakteriellen Zellformen. Die meisten Bakterien kön-

nen in die drei Hauptgruppen bezüglich ihrer Zellmorphologie eingeteilt werden. Sie können 

eine runde Form annehmen, wie beispielsweise verschiedene Kokken, zu denen Streptokokken 

oder Staphylokokken gezählt werden. Die zweite Hauptgruppe sind die Stäbchen-förmigen Bak-

terien. Zu ihnen gehören Pseudomonaden, Salmonellen, sowie auch Clostridien  undMykobak-

terien. Die dritte hier gezeigte Form sind die spiral bzw. helikal geformten Spirocheten zu 

denen beispielsweise Treptonema und Leptospira gehören. aus www.merckmanuals.com/ 

Abb.2: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen des Stammes SSD-17BT Ha-
loplasma contractile. Diese Aufnahmen zeigen die morphologische Varianten des kugel-

förmigen Zentralkörpers und dessen Tentakel-artigen AusstülpungenIn (A) ist der Zen-

tralkörper mit zwei geraden Ausstülpungen (relaxierte Form) zu sehen. (B) zeigt ebenfalls 

den Zentralkörper, hier mit Ausstülpungen aus aneinander gereihten sogenannten Mi-

crosphären. (C) bis (E) zeigt Detailaufnahmen mit einer helikal gewundenen (C), ein-

er polypenartigen (D) und einer ringförmigen (E) Ausstülpung. Aus Antunes et al. 2008



1.2 Die bakterielle Zellwand

1.2.1 Aufbau der Zellwand

Die bakterielle Zellhülle muss einem meist sehr hohen Zellinnendruck entgegen-

halten. Sie ist eine komplexe vielschichtige Struktur, die das Bakterium vor äußeren 

Einflüssen schützt. Die meisten Zellhüllen lassen sich in zwei Hauptgruppen einteilen. 

Gramnegative Bakterien besitzen eine dünne, meist einschichtige Peptidoglykanschicht 

(1-7 nm), welche zusätzlich von einer Lipopolysaccharidhaltigen äußeren Membran 

umgeben ist.Grampositiven Bakterien fehlt eine äußere Membran, sie besitzen jedoch 

eine dickere vielschichtige Peptidoglykanschicht (30-100nm) als Gramnegative. Diese 

dickere Peptidoglykanschicht  ist zudem von anionischen Polymeren, den Teichon-

säuren, durchzogen. Das bakterielle Peptidoglykan setzt sich aus einem Disaccharid-

Pentapeptid zusammen,welches aus zwei Aminozuckern besteht. Diese Aminozucker sind 

zum einen N-Acetylmuraminsäure (MurNAc) und N-Acetylglukosamin (GlcNAc), welche 

über eine β(1-4) glykosidische Bindung verknüpft sind. An der Laktylgruppe des Zuckers 

MurNAc sind fünf Aminosäuren angehängt, welche das Pentapeptid bilden. Die Zusammen-

setzung des Pentapeptids sowie deren Verknüpfung variiert von Bakterium zu Bakterium. 

Die Vernetzung der Pentapeptide erfolgt in grampositiven Bakterien meist über ein 

oder mehrere Glyzine, während in gramnegativen oftmals eine direkte Verknüpfung der 

dritten mit der vierten Aminosäure des anderen Pentapeptids erfolgt 

(Vollmer et al., 2008). In Staphylococcus aureus sind die Pentapeptide über fünf 

Glyzine miteiander verbunden (Vollmer et al., 2008; Abb. 3). In Streptomyces coelicolor 

sind die Pentapeptide über ein einzelnes Glyzin vernetzt (Abb. 3; 

Schäberle et al., in revision). Bacillus subtilis hingegen vernetzt seine 

Pentapeptide, wie auch E. coli direkt und nicht über Glyzine oder andere Aminosäuren

(Abb. 3; Warth und Strominger 1971).
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Abb. 3: Schematische Darstellung des Peptidoglykanaufbaus. In E. coli und B. subtilis sind die Aminosäuren 

D-Ala und m-DAP (Diaminopimelinsäure) direkt miteinander verknüpft. In S. aureus wird das endständige D-Ala 

über fünf Glyzine mit der Aminosäure L-Lysin verknüpft, während die Glyzinbrücke in 

S. coelicolor aus nur einem Glyzin besteht und zwischen den Aminosäuren D-Ala und L,L-DAP erfolgt. 
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Eine Besonderheit bezüglich der Zellwand besitzt die Gruppe der Mycobakterien. 

Zu ihnen zählen unter anderem die pathogenen Stämme Mycobacterium 

tuberculosis und M. leprae. Die Peptidoglykanschicht enthält kovalent gebundenes 

Arabinogalaktan, welches wiederum kovalent an Mykolsäuren gebunden ist 

(Minnikin et al., 1982). In 16S rRNA Sequenzvergleichen wurden sie zu den G+C reichen 

Grampositiven gezählt, haben jedoch auch einige Homologien zu Gramnegativen. 

In einer Genomanalyse, basierend auf konservierten Genen, wiesen sie eine höhere 

Homologie zu gramnegative Bakterien auf (Fu et al., 2002).Beispielsweise sind die Gene 

der Energiegewinnung sehr ähnlich zu denen in E. coli und Pseudomonas aeruginosa (Fu 

et al., 2002). 

1.2.2 Zellwandsynthese

In kugelförmigen Bakterien, wie beispielsweise S. aureus, wird neues Zellwandmaterial an 

der Zellteilungsebene eingebaut. Zellteilung und –wachstum erfolgen an der gleichen 

Stelle in der Mitte der Zelle (Abb. 4). Für die Lokalisation des Septums in der Mitte der 

Zelle ist das Tubulin-ähnliche Protein FtsZ essentiell (Pinho und Errington 2003). FtsZ 

bildet eine Ringstruktur an der Zellteilungsebene aus und ist wesentlich an der Zellteilung 

in Bakterien beteiligt (Dai und Lutkenhaus 1991). Das Penicillin-Bindeprotein PBP2 ist 

das einzige PBP in S. aureus welches eine Transglykosylase und Transpeptidase Domäne 

besitzt. In der Abwesenheit von FtsZ lokalisiert PBP2 an der gesamten Zelloberfläche und 

nicht mehr am Septum. Demnach erfolgt auch der Einbau neuen Peptidoglykans an der

ganzen Zelloberfläche (Goffin und Ghysen 1998, Pinho et al., 2001a). 

Über die Regulation der Peptidoglykansynthese während der Zellteilung in stäbchen-

förmigen Bakterien ist wenig bekannt. Zwei unabhängige Forschergruppen 
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(Typas et al., 2010, Paradies-Bleau et al., 2010) fanden die Lipoproteine LpoA und LpoB

 in der äußeren Membran von E. coli. Diese Lipoproteine erkennen spezifisch ihr PBP, 

stimulieren die Transpeptidaseaktivität und regulieren so PBP1a und 

PBP1b in der inneren Zellwand.

In stäbchenförmigen Bakterien, wie B. subtilis, E. coli und Corynebakterien, kann 

zwischen Zellteilung und Zellwachstum unterschieden werden. Die Zellteilung 

erfolgt ähnlich wie in S. aureus. Die Bildung des Z-Rings in der Mitte der Zelle ist 

wichtig für die Initiation der Zell-teilung. Für die Auswahl der Zellteilungsebene sind 

zwei Mechanismen bekannt. Zum einen gibt es die sogenannte nucleoid occlu-

sion, welche die Ausbildung des Z-Rings über dem Chromosom verhindert (Mulder 

et al., 1989; Woldringh et al. ,1990). Der andere Mechanismus ist das Min-System, 

welches das Ausbilden des Z-Rings an den Zellpolen verhindert (zusammengefasst in 

Margolin, 2001 und in Harry, 2001). Die gleichzeitige Inaktivierung beider Systeme ist 

letal und führt zur Ausbildung vieler FtsZ Strukturen, welche sich nicht mehr zu einem 

Ring zusammenlagern können (Wu und Errington 2004, Bernhardt und de Boer 2005). 

Nucleoid occlusion wurde das erste Mal in Bakterienzellen beobachtet, deren 

DNA Replikation und/oder Segregation gestört war und diese Störung einen 

hemmenden Effekt auf die Zellteilung hatte (Mulder et al., 1989). Bakterien haben einen 

bisher nicht vollständig verstandenen Mechanismus entwickelt, die Konzentration der 

DNA in der Mitte der Zelle zu messen. Ist die richtige DNA Konzentration vorhanden, 

können sich die FtsZ-Proteine zu einem Ring zusammenschließen (Harry 2001) und 

die Zellteilung kann erfolgen. Das besser verstandene System ist das Min-System. Es 

besteht im Wesentlichen aus drei Proteinen MinC, D und E (zusammengefasst in Mar-

golin 2001, Harry 2001). MinCD oszillieren von einem Zellpol zum anderen in etwa 25s 
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(Hu et al., 1999, Raskin et al., 1999) und verhindern die Assemblierung des Z-Rings. MinE 

inhibiert die Lokalisation von MinCD in der Mitte der Zelle (de Boer et al., 1989). Ein weiteres 

Protein steht im Zusammenhang mit dem Min-System, DivIVA. DivIVA beeinflusst 

die Zell-teilung in B. subtilis indirekt durch das Min-System (Edwards und Errington 

1997). Es lagert sich an die Zellteilungsproteine am Septum an und verbleibt an 

den neu gebildeten Zellpolen und dirigiert so MinCD (Marston und Errington 1999) 

an die Zellpole. 

Um eine Stäbchenform zu erreichen, benötigen Bakterien ein Längenwachstum 

zwischen den Zellteilungsphasen. Es gibt zwei Möglichkeiten, neues Zellwand-

material einzubauen. Zum einen wird neues Zellmaterial direkt nach der Zellteilung 

am Septum eingebaut, anschließend erfolgt der Einbau neuen Peptidoglykans entlang 

der ganzen Zellwand (de Pedro et al., 1997, Daniel und Errington 2003; sowie Abb. 4). 

Für den Einbau neuen Peptidoglykans ist das Aktin-homologe Protein MreB essentiell, 

welches ein helikales Zytoskelett entlang der Zelle ausbildet (Carballido-Lopez 2006, 

Thanbichler und Shapiro 2008). Elongationswachstum kann auch an den Zellpolen 

erfolgen, wie es bei Corynebakterien (Umedo und Amako 1983, Daniel und Errington 2003, 

Abb.4) der Fall ist, oder an der Hyphenspitze wie bei Streptomyceten (Hempel et al., 2008).
.

Corynebakterien besitzen kein MreB-homologes Protein (Letek et al., 2008), während 

Streptomyceten zwar MreB besitzen, dieses jedoch nicht für das Wachstum an der 

Hyphenspitze verantwortlich ist (Mazza et al., 2006). Für das MreB-unabhängige Spitzen-

wachstum in S. coelicolor ist das coiled-coil Protein DivIVA essentiell (Flärdh 2003). 

DivIVA ist an der Hyphenspitze lokalisiert und spielt eine Rolle beim Spitzenwachstum und 

der Verzweigung der Hyphen. Desweiteren ist es wichtig für die Zellform (Flärdh 2003). 
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Abb.4: Schematische Darstellung des Einbaus von neuem Zellwandmaterial in Kokken (B) 
und Stäbchen (A,C). In Kokken (B) erfolgt der Einbau neuen Zellwandmaterials ausschließlich an 

der Zellteilungsebene. In den Stäbchen (A, C) erfolgt der Einbau für die Zellteilung ebenso am Septum. 

Unterschiede sind im Einbau neuen Peptidoglykans während des Elongationswachstums zu sehen. In 

den meisten Stäbchen (A), wie E. coli und B. subtilis erfolgt der Einbau entlang der gesamten Zelllänge. 

In seltenen Fällen, wie beispielsweise in C. glutamicum (C) findet der Einbau neuen Zellwandmaterials 

für das Elongationswachstum an den Zellpolen statt. Neue Zellwandsysntheseaktivität (gelb) und der 

Einbau neuen Zellwandmaterials (rot) sind farbig markiert. (aus Cabeen und Jacobs-Wagner 2007).



Timelaps Experimente mit DivIVA-eGFP haben gezeigt, dass DivIVA nicht 

nur an der Hyphenspitze, sondern auch an der Seite lokalisiert, an der sich 

weniger später die Hyphe verzweigt (Hempel et al., 2008). Die Überexpression von 

DivIVA führt zur Assemblierung vieler Moleküle an die laterale Zellwand und somit zu 

multiplen Verzweigungen der Hyphen (Hempel et al., 2008). Diese Daten zeigen, dass 

DivIVA als Orientierungshilfe für die Zellwandsyntheseproteine an der Hyphenspitze 

dient. In Corynebacterium glutamicum lokalisiert DivIVA erst am Septum, nachdem die 

Zellwandsynthese erfolgt ist, und verbleibt dann am neuen Zellpol. Es spielt somitkeine 

Rolle bei der Zellteilung oder der Verteilung der Chromosomen (Letek et al., 2008). In 

Corynebakterien ist DivIVA für das Elongationswachstum und somit die Stäbchen-

form verantwortlich. Depletionexperimente haben gezeigt, dass die Zellen im 

Elongationswachstum gehemmt werden und eine kugelige Form annehmen

(Letek et al., 2008). 

1.3 Aktin-ähnliche Zytoskelettproteine

1.3.1 MreB und seine homologen Proteine Mbl und MreBH

Das Protein MreB weist eine hohe Strukturhomologie zu eukaryotischem Aktin auf 

(van den Ent et al., 2001). Für MreB kodierende Gene fehlen in Kokken, sind jedoch auf 

vielen Chromosomen anderer Bakterien zu finden (Daniel und Errington 2003), und in 

den meisten Fällen ist eine Deletion letal. Gramnegativen Organismen besitzen nur ein 

mreB Gen, welches in einem Operon mit mreC und mreD liegt. Die meisten grampositiven 

Bakterien haben neben mreB noch zwei weitere mreB-ähnlichenGene mbl und mreBH. 

MreB von Thermotoga maritima konnte als erstes MreB Proteinerfolgreich aufgereinigt 
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und charakterisiert werden. Mit Hilfe von ATP oder GTP, jedoch ohne Zusatz von 

Magnesium, bildet es Filamente aus (van den Ent et al., 2001). Es assembliert zudem

über einen hohen Temperatur- (5°C- 65°C) sowie pH-Bereich (5.5-9.5), wobei die 

Geschwindigkeit der Polymerisationdirekt mit steigender Temperatur korreliert

(Bean und Amann 2008). 

In E. coli und B. subtilis lokalisiert MreB unterhalb der Zytoplasmamembran in 

einer helikalen Struktur (Jones et al., 2001; Defeu Soufo und Graumann 2004; Figge et 

al., 2004). In Rhodobacter spheroides lokalisiert MreB als Ring-Struktur in der Mitte der 

Zelle (Slovak et al., 2005). MreB formt flexible und dynamische Strukturen,  welche 

mit der Zelle wachsen und sich während der Zellteilung separieren und anschließend 

erweitern und wieder komprimieren (Carballido-Lopez und Errington 2003; 

Defeu-Soufo und Graumann 2004; Formstone und Errington 2005; 

Vats und Rothfield 2007). 

Durch Depletion von MreB in E. coli oder B. subtilis kommtes zunächst zum Anschwellen 

und anschließend zur Lyse der Zelle (Formstone und Errington 2005; Gitai et al., 2005). 

Ähnliches konnte durch die Zugabe von A22 (verhindert die ATP-Bindung, Bean et al., 

2009) oder das kürzlich entdeckte YeeV (Tan et al., 2011) beobachtet werden. Diese 

Substanzen verhindern die Polymerisation von MreB. Ein Grund für die Zelllyse könnte der 

nicht exakte Einbau von neuem Peptidoglykan während des Elongationswachstums sein.

Der Peptidoglykansynthesekomplex besteht aus den Proteinen MreC, 

MreD, RodA, PBP2, sowie RodZ. In B. subtilis konnte gezeigt werden, dass 

MreB verantwortlich für die Positionierung von PBP2 ist (Kawai et al., 2009). 

Es ist somit wahrscheinlich, dass die Deletion von mreB zu einer gestörten 
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Peptidoglykansynthese führt, welche die Lyse der Zellen zur Folge hat. RodZ 

wurde erst kürzlich als Bestandteil des Synthesekomplexes identifiziert (Shiomi et al., 

2008; Alyahya et al., 2009, Gerdes et al., 2009). RodZ ist in der Lage, sowohl mit dem 

MreB-Monomer als auch dem polymerisierten MreB-Filament zu interagieren (van 

den Ent et al., 2010). Desweiteren wurde eine fehlerhafte Chromosomensegregation 

in B. subtilis beobachtet, bevor ein Defekt auf die Zell-wand zu sehen war (Soufo und 

Graumann 2003). Diese Auswirkung auf die Chromosomen-segregation ist jedoch sehr 

umstritten, in E. coli zeigte eine Inhibierung der MreB-Polymerisation keinen Effekt auf die 

Chromosomensegregation (Wang und Sherrat 2010).Durch die intensive Forschung in 

den letzten Jahren an MreB, ergeben sich weitere Funktionen für dieses Protein. So wird 

vermutet, dass MreB nicht nur für die Positionierung des Zellwandsynthesekomplexes 

verantwortlich ist, sondern auch für den Einbau von Zellwandvorstufen wichtig ist 

(Uehara und Park 2008) und eine aktive Rolle bei derStabilisierung der Zellwand (Wang 

et al., 2010) übernimmt. Neuere Versuche mitCaulobacter crescentus bestätigen die 

Vermutung, dass MreB die Transglykosylase Aktivität begünstigt (Takacs et al., 2009).

In gramnegativen Stäbchen, ist meist nur ein MreB Homolog zu finden. Viele der gramposi-

tiven Stäbchen, wie beispielsweise B. subtilis besitzen drei MreB homologe Proteine MreB, 

Mbl und MreBH. Das Lokalisationsprofil der drei Proteine ist sehrähnlich. Sie co-lokalisieren als 

helikale Struktur entlang der Zelle unterhalb der Zytoplasmamembran (Jones et al., 2001; Abb. 5).

Ein Unterschied zeigt sich in den Mutanten. Die Deletion von mbl (mreB-like) führt zu 

deformierten, geschwollenen und gekrümmten Zellen, was für eine Rolle von Mbl bei 

der Bestimmung der Zelllänge spricht (Kawai et al., 2009). Die mreBH (mreB-homologue) 

Mutantenzellen sind hingegen schmaler als die Wildtypzellen (Carballido López et al., 2006). 

Die Deletion von mreB und mbl ist letal, kann jedoch durch Zugabe von Sucrose oder 
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Abb. 5 Aktuelles Modell des Elongationskomplexes in stäbchenförmigen 
Bakterien. Der Elongationskomplex besteht aus ein bis drei MreB-homologen Proteinen 

(MreB, Mbl und MreBH), welche eine Helix unterhalb der Zytoplasmamembran bilden. MreB 

ist für die Lokalisation des Peptidoglykan-Synthese-Komplexes essentiell, welcher aus den 

Membranproteinen MreC, MreD, RodA und RodZ besteht (nach J. Errington, P. Graumann, K. Gerdes)



Magnesium Ionen (3 mM) supprimiert werden (Formstone und Errington 2005; 

Schirner und Errington 2009; Kawai et al., 2009), während die mreBH Mutante 

nur 100 µM Mg2+ benötigt (Carballido López et al., 2006). In E. coli wurde gezeigt, 

dass die Überexpression von ftsQAZ den letalen Phänotyp einer mreB Mutante 

aufhebt (Kruse et al., 2005). Vermutet wird, dass sich die geschwollen Zellen 

durch die erhöhte Anzahl von FtsZ Molekülen trotzdem teilen können (Kruse et al., 2005).

1.3.2 Das Protein MamK

Auf dem Genom von Magnetospirillum magneticum ist neben MreB ein weiteres 

Aktin-ähnliches Protein kodiert, MamK. MamK wurde bisher nur in magnetotaktischen 

Bakterien entdeckt und gehört zu einer eigenen Familie (Komeili et al. 2006, 

Rioux et al., 2010). EM Aufnahmen von aufgereinigtem MamK

Protein zeigten, dass sich das Protein zu Filamentbündeln und helikalen 

Einzelfilamenten zusammen lagert (Taoka 2007). In einer mamK Mutante sind keine 

Filamente zu sehen, und die Magnetosomen liegen ungeordnet in der Zelle vor, was

für eine Rolle von MamK in der Organisation der Magentosomen spricht (Komeili et al. 2006).

1.3.3 Die Proteine ParM und AlfA

Neben den auf dem Chromosom kodierten Aktinhomologen gibt es auch Aktinho-

mologe welche auf Plasmiden kodiert sind. Zu ihnen gehört beispielsweise das an der 

Plasmid-verteilung beteiligte ParM. Es ist Teil eines dreiteiligen Verteilungssystems 

aus einer cis-acting DNA-SequenzparC (centromer), einem Repressor ParR und dem 

Motorprotein ParM (Ebersbach und Gerdes 2005). Es bildet, im Gegensatz zu F-Aktin, 

welches eine rechts-gewundene Helix bildet, eine links-gewundene Helix aus, die aus 

zwei Protofilamenten besteht (Galkin et al., 2009, Orlova et al., 2007, Popp et al., 2008). 
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Seine Kristallstruktur ähnelt sehr stark dem des eukaryotischen F-Aktins (van den Ent 

et al. 2002). Es kann sowohl ATP als auch GTP umsetzen (Galkin et al., 2009, Popp et al., 

2008). Die ATPase Aktivität wird in vitro durch die Bindung von ParR an parC verstärkt 

(Jensen und Gerdes 1997). Durch die Bindung von ParR-parC an die Enden der ParM 

Filamente wird auch die Deassemblierung des ParM Filaments verhindert (Abb. 6). 

Das Filament wird stabilisiert und polymerisiert an beiden Enden durch den 

Einbau neuer ParM Moleküle. Die Plasmide werden durch die Polymerisa-

tion der ParM-Filamentean die Zellpole transportiert. Dort angelangt, dis-

soziiert eines der Plasmidevon dem Filament ab und das Filament beginnt zu 

depolymerisieren(Garner et al., 2007, Garner et al., 2004, Campbell und Mullins 2007).

Ein weiteres Aktin-ähnliches und an der Segregation von Plasmiden beteiligtes Pro-

tein ist AlfA (actin-like filament) aus B. subtilis (Becker et al., 2006). AlfA segregiert das 

Plasmid pLS32 in B. subtilis und es bildet dort dynamische gekrümmte Filamente en-

tlang der Längenachse der Zelle aus. Die Struktur der AlfA Filamente sind wie ParM 

links-gewunden, jedoch nicht mit entgegengesetzter Polarität (Polka et al., 2009). Der 

Mechanismus,sofern er bisher bekannt ist, ähnelt stark dem des ParMRC Modells (Beck-

er et al. ,2006,Polka et al., 2009). In BLAST Analysen, ausgehend von der AlfA Sequ-

enz, wurden 35 Aktin-ähnliche Protein Familien (sogenannte Alps – actin-like protein) 

identifiziert, manche sindchromosomal kodiert, die Mehrheit jedoch befindet sich auf 

Plasmiden, Phagen, Genomen oder auf konjugativen Elementen (Derman et al., 2009).

1.4 Morphologische Differenzierung in S. coelicolor
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Abb. 6 Modell der Plasmidverteilung durch das R1-Par-Operon. (A) Filamente binden an das 

mit ParR beladene Plasmid. (B)Plasmide diffundieren innerhalb Zelle, bis sie nah genug aneinander 

sind. (C) Wenn zwei Plasmide sich räumlich nah sind,werden die Filamente an jedem Ende an ein 

Plasmid gebunden und bilden eine Spindel. Das verhindert die Depolymerisierung des Filaments. 

(D) Durch die Polymerisierung der stabilisierten Filamente werdendie beiden Plasmide zu den ge-

genüber liegenden Zellpolen transportiert. (E) Erreicht ein Plasmid den Zellpol,dissoziiert das Plas-

mid von einem Ende des Filaments und dieses depolymerisiert (aus Campbell und Mullins 2007)



Der Lebenszyklus von Streptomyceten ist dem von filamentös wachsenden Pilzen sehr 

ähnlich. Trifft eine Streptomycetenspore auf nährstoffreichen Boden, beginnt sie 

anzuschwellen und bildet ein oder zwei Keimschläuche aus. Die Keimschläuche wachsen 

in den Boden hinein und beginnen sich dort zu verzweigen. Das entstandene Bodenge-

flecht wird als Substratmyzel bezeichnet. Verschiedene Signale, wie etwa ein geringes 

Nährstoffangebot, führen zur Bildung des Luftmyzels, welches in die Höhe 

wächst. Aus dem Luftmyzel werden schließlich Sporen gebildet, die dann 

über die Luft weitergetragen werden können, um andere Orte beispiels-

weise mit mehr Nährstoffen besiedeln zu können (Abb. 7). Mit der Initiation 

der Sporulation erfolgt meist auch die Produktion von Sekundärmetaboliten.

1.4.1 Wachstum des Substratmyzels

Streptomyceten wachsen durch apikales Wachstum des Substratmyzels und der Einbau

neuen Peptidoglykans erfolgt an der Hyphenspitze (Flärdh 2003). Für das von mreB-

unabhängige Elongationswachstum ist das coiled-coil Protein DivIVA wichtig (Flärdh 2003, 

sowie Abschnitt 1.2.2). An der Hyphenspitze erfolgt nicht nur der Einbau neuen Zellwand-

materials. Es wurde ein Zellulose-Synthase-ähnliches Protein (CslA) gefunden, welches mit 

DivIVA interagiert und für den Einbau von β-Glukan in die Zellwand verantwortlich ist 

(Xu et al., 2008). Eine cslA Mutante zeigte verschiedene Effekte, beispielsweise eine verzögerte

Bildung des Luftmyzels und eine veränderte Zellmorphologie, wie faltige

Sporenwände (Xu et al., 2008).

1.4.2 Bildung des Luftmyzels
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Abb. 7 Der Lebenszyklus von Streptomyces coelicolor. Der Lebenszyklus beginnt zunächst 

mit dem anschwellen einer Sporen die anschließend zu keimen beginnt (Germination). 

Dieser Keimschlauch wächst tief in den Boden, verzweigt sich und bildetdas Substratmyzel

(vegetative mycelium). Unter beispielsweise nährstoffarmen Bedingungen kommt es zur Bildung 

des Luftmyzels, welches aus einer unverzweigten Hyphe besteht, die in die Luft wächst (Aerial 

mycelium). Durch regelmäßige Septierung werden Vorsporen gebildet, die anschließend durch die 

Verdickung der Zellwand zu reifen Sporen (Sporulation) differenzieren (schematische Zeichnung 

von M. Hempel nach K. F. Chater; http://www.cob.lu.se/microbiology/differentiation.html). 



Um die Oberflächenspannung des Mediums zu überwinden und in die Luft zu 

wachsen,produziert S. coelicolor eine hydrophobe Schicht um das Luftmyzel. Diese 

hydrophobe Schicht besteht aus sogenannten Chaplins und Rodlins sowie, auf nährstoff-

reichem Medium, SapB (Willey et al., 1991; Elliot et al., 2003; Claessen et al., 2002; Claessen et 

al., 2003). SapB ist ein Lantibiotka-ähnliches Peptid, ausgehend von einer 42 Aminosäuren-

sequenz, welche von RamC (ram-rapid aerial mycelium) post-translational modifiziert 

wird (Kodani et al., 2004). SapB wird von ramS kodiert, welches Bestandteil des ramCSAB 

Operons ist. Dieses Operon steht unter der Kontrolle des Aktivators RamR (Kodani et al., 2004; 

O`Connor et al., 2002; O`Connor und Nodwell 2005; Keijser et al., 2002; Nguyen et al., 2002). 

Auf nährstoffarmem Medium erfolgt die Bildung der hydrophoben Schicht über 

einen SapB-unabhängigen Weg. Diese Schicht wird von den ebenso stark hydrophoben 

Rodlins und Chaplins gebildet. Zu der Familie der Chaplins gehören acht Proteine 

ChpA-H, welche einen stark konservierte, 50 AS große, hydrophobe Domäne besitzen, 

die sogenannte Chaplindomäne (Elliot et al., 2003; Claessen et al., 2003; Di Berardo et 

al. 2008). Die kurzen ChpD-H werden über das Sec-System, die drei längeren ChpA-C 

werden durch Sortase Enzyme sekretiert (Elliot et al., 2003; Claessen et al.,2003). 

Die Chaplins lagern sich selbstständig zu einer Amyloid-ähnlichen Struktur an der

Oberfläche zusammen. Es wird vermutet, dass die kurzen Chaplins über die, in der 

Membran sitzenden, längeren Chaplins an der Zelloberfläche verankert werden (Claes-

sen et al.,2003). Die zweite, an der hydrophoben Schicht beteiligten Proteine sind die 

Rodlins A und B (Claessen et al., 2002). Rodlins sind wichtig für die richtige Anordnung 

der Chaplins, da eine Deletion von rdlA und rdlB eine ungeordnete Chaplin-struk-

tur an der Zelloberfläche im Elektronenmikroskop zeigt (Claessen et al., 2002,  2004).

Die Regulationskaskade von SapB oder den Chaplins ist bisher kaum verstanden. 
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Eine regulatorische Funktion scheinen einige der bald-Gene (bald- da ihre Dele-

tion zu einem glatten Aussehen der Streptomyceten- Kolonien führt) zu besitzen. 

Die Expression von SapB oder den Chaplins auf nährstoffreichem Medium benötigt 

alle der bisher getesteten bld Gene (Willey et al., 1991, Willey et al., 1993; Nguy-

en et al., 2002; Elliot et al., 2003). Einige der bisher charakterisierten bld Gene kodi-

eren für Transkriptionsfaktoren und scheinen eine eher indirekte Rolle zu spielen, 

beispielsweise durch Signalerkennung oder –weitergabe (Flärdh und Buttner 2009).

1.4.3 Sporulation

Die eigentliche Zellteilung und Segregation der Chromosomen von 

Streptomyceten findet während der Sporulation statt. Der Zellteilungsprozess 

erfolgt bei S. coelicolor während der Septierung des Luftmyzels. In Streptomyceten 

konnten bisher keine homologen Gene für Zellteilungsmechanismen wie das 

Min-System oder das Noc-System gefunden werden (Flärdh und Buttner 2009). 

Das Luftmyzel besteht aus einer unverzweigten, nicht septierten, langen Hyphe, die 

bis zu 50 Kopien des Chromosoms enthält (Ruban-Osmialovska et al. 2006). Für das 

anschließende Umschalten vom Elongationswachstum zur Zellteilung werden die 

Gene whiA und whiB benötigt (Flärdh et al., 1999). Für die Septierung des Luftmyzels 

verantwortlich ist, wie auch bei der Zellteilung in stäbchenförmigen Bakterien, das 

Protein FtsZ. Die FtsZ Proteine lagern sich auch hier zu einer Ringstruktur am 

Sporulationsseptum zusammen. FtsZ rekrutiert andere Zellteilungsproteine, wie 

FtsW, FtsI, FtsQ und andere, an die Zellteilungsebene (Schwedock et al., 1997; 

McCormick et al., 1994; Bentley et al., 2002; McCormick und Losick 1996; Mistry et al., 2008).

Diese Proteine an der Zellteilungsebene gehören zu dem sogenannten Divisom. FtsZ 
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er et al. 2000 entdeckten, dass auch Streptomyceten 

ein mre-Cluster besitzen. Dieses Cluster weist die gleiche Operonstruktur auf, 

welche bereits in stäbchenförmigen Bakterien beschrieben wurde (Burger et al. 

2000). Das Vorkommen eines mre-Clusters in Streptomyceten war überraschend.

Streptomyceten besitzen kein Elongationswachstum wie stäbchenförmige Bakterien, 

sondern Wachsen an der Hyphenspitze. Mre-Gene wurden nicht in allen Actinomyceten 

gefunden, sondern nur in Actinomyceten, die über die Ausbildung eines Luftmyzels 

sporulieren (Mazza et al. 2006). In stäbchenförmigen Bakterien ist die Deletion von 

mreB letal. In S. coelicolor führt die Deletion von mreB zu geschwollenen Sporen, die 

sensitiver gegenüber äußeren Stressfaktoren (z.B. Hitze) sind (Mazza et al. 2006). Durch GFP 

Fusionen konnte gezeigt werden, dass MreB zunächst an den Sporulationssepten 

lokalisiert, anschließend an den Polender Vorsporen assembliert und letztlich eine Art 

Hülle unterhalb der Zytoplasmamembran der fertigen Sporen bildet (Mazza et al. 2006). 

Elektronenmikroskopische Aufnahmen bestätigten die Vermutung, dass MreB an der

Verdickung der Sporenwand beteiligt ist und vermutlich den Peptidoglykan-

synthesekomplex in Sporen lokalisiert (Mazza et al. 2006). Genomanalysen 

von S. coelicolor zeigten, dass zwei weitere mreB-ähnliche Gene auf dem 

Chromosom lokalisiert sind (mbl und sco6166).

Bislang ist über beiden mreB-ähnlichen Gene mbl und sco6166 wenig bekannt. Eben-

so ist die Funktion der Gene des mre-Clusters (mreC, mreD, pbp2 und sfr) während der 

Sporulation in S. coelicolor noch unklar. In der vorliegenden 

Dissertation sollten diese Gene durch phänotypische Analysen, während der 

morphologischen Differenzierung genauer charakterisiert werden. Desweiteren 

sollte die Expression von mreB, mbl und sco6166 während der Sporulation genauer 

analysiert werden. Diese Expressionsstudien sollten zu einem besseren Verständnis 
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der Rolle der mreB-ähnlichen Gene bezüglich der Sporulation beitragen.

Bisher ist nur ein genaues Lokalisationsprofil von MreB-eGFP erstellt worden (Maz-

za et al. 2006). Unklar ist, welche Proteine mit MreB interagieren und einähnliches 

Lokalisationsprofil aufweisen. Es sollten deshalb ein Lokalisationsprofil von den MreB-

ähnlichen Proteinen Mbl und SCO6166 sowie der anderen Proteine des Mre-Clusters 

erstellt werden. Ein weiterer Punkt ist die Analyse der Abhängigkeit der Lokalisation von 

MreB und Mbl voneinander und anderen Mre-Proteinen mittels Fluoreszenzmikroskopie.

2.1 Charakterisierung der drei Aktin-ähnlichen Gene mreB, mbl und sco6166 von

       S. coelicolor A3(2)

2.1.1 Die Gene mreB und mbl weisen eine hohe Sequenzähnlichkeit auf

S. coelicolor enthält neben mreB (SCO2611) zwei weitere Gene, mbl und sco6166, die 

MreB-homologe Proteine kodieren. mbl (SCO2451) liegt zwischen einem Serin-Threonin-

Kinase-Gen und einem Histidin-Kinase-Gen. Das Protein Mbl hat ein Molekulargewicht 

von 37,5 kDa und eine Aminosäurensequenzähnlichkeit zu MreB (36,5 kDa) von 42%. 

sco6166 ist translational mit sco6165 (ein Homolog zu DnaK Suppressor DksA von E. 

coli) gekoppelt. Das Protein ist mit nur 28,7 kDa deutlich kürzer als MreB oder Mbl. Es 

konnten in allen sequenzierten Streptomyceten MreB oder Mbl Homologe gefunden 

werden, S. avermitilis oder S. viridochromogenes besitzen jedoch kein SCO6166 Homolog, 

was für eine nicht essentielle Rolle des Proteins in Streptomyceten sprechen könnte.

2.1.2 SCO6166 fehlen die Untereinheiten IB und IIB 
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Aufgrund der hohen Sequenzähnlichkeit zu MreB von Thermotoga maritima (MreBTM) 

war es möglich, ein Strukturmodell aller MreB-ähnlichen Proteine von S. coelicolor 

anzufertigen. Das Modell basierte auf der bereits bekannten Kristallstruktur von 

MreBTM. Dieses besteht aus zwei Domänen I und II, welche in die Unterdomänen A und B 

aufgeteilt sind. Die beiden größeren IA und IIA, sowie die kleineren IB und IIB. Die Unter-

einheiten IB und IIB sind innerhalb der Aktin ähnlichen Proteine oft verschieden und 

vermutlich spezifisch für die jeweilige Funktion des Proteins (van den Ent et al. 2001). 
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Das angefertigte Strukturmodell von MreB, Mbl und SCO6166 zeigte, dass größere 

Abschnitte  in der Sequenz von SCO6166, die den Untereinheiten IB und IIB 

entsprechen, fehlen (Manuskript 5.2 Fig.1A und B). MreB und Mbl entsprachen zum 

Großteil der Struktur von MreBTM.

2.1.3 Die Deletion von mbl führt zu geschwollenen Sporen, während die Δsco6166 

           Mutante keinen Phänotyp aufweist

Über die Funktion der MreB homologen Proteine in S. coelicolor ist nichts bekannt. Um 

auf eine mögliche Funktion der Gene schließen zu können, wurden sowohl mbl, sco6166 

als auch gleichzeitig mbl und mreB deletiert. Anschließend wurden diese Mutanten 

auf Wachstumsdefizite während der morphologischen Differenzierung untersucht. Die  

Deletionen dieser Gene zeigten keinen Einfluss auf das vegetative Wachstum von 

S. coelicolor. Dies wurde auch schon für die Deletion von mreB in Mazza et al. 2006 

beschrieben. Es konnte jedoch ein Unterschied während der Sporulation beobachtet 

werden. Während die Deletion von mbl und mbl/mreB einen sehr ähnlichen 

Phänotyp aufwiesen, war für die Δsco6166 Mutante kein Phänotyp sichtbar.Δmbl und 

Δmbl/mreB Mutanten hatten geschwollene und zum Teil lysierte Luftmyzelhyphen 

als auch bereits in der Sporenkette auskeimende Sporen (Manuskript 5.2 Fig.3 A). 

Desweiteren wurde die Länge und Weite der ΔmreB, Δmbl, Δmbl/mreB und Δsco6166 

Mutantensporen ermittelt. Von den 4 Tage auf SM-Agar gewachsenen Kulturen wurde 

die Größe der Sporen mit Hilfe des Lichtmikroskops und der AnalySIS Software von 

Olympus (SIS, Soft Imaging System GmbH) bestimmt. Die Deletion von mbl hatte 

einen größeren Einfluss auf die Länge, als auf die Weite der Sporen. Die Sporen von 

Δmbl oder Δmbl/mreB waren etwas länger als die von ΔmreB. Die Weite der Sporen war 

in der Mutante Δmbl geringer als bei ΔmreB oder der Doppelmutante Δmbl/mreB. Die 

Sporengröße von Δsco6166 entsprach der des Wildtyps. Die genauere Untersuchung 

der Sporenwand erfolgte mittels Transmissionselektronenmikroskopie TEM. Elektro-
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nenmikroskopische Bilder zeigten für Δmbl unförmige Sporen, deren Zellwand stark 

beeinträchtigt war (Manuskript 5.2 Fig. S4). Auch der Sporeninhalt zeigte ein verändertes 

Erscheinungsbild. Es waren helle runde Bereiche im Inneren der Sporen zu sehen.

2.1.4 Die Sporen von der Δmbl, Δmbl/mreB Mutante sind sensitiv gegenüber 
           osmotischem Stress oder Hitze

Um Auswirkungen verschiedener Stressfaktoren, wie osmotischen Stress (6,5 % 

NaCl oder 10.3 % Sucrose) oder Hitze, auf die Mutanten zu testen, wurden diese auf 

verschiedenen Festmedien ausplattiert und auf Wachstumsdefekte untersucht. Auf 

SM-Agar keimten die Mutanten ΔmreB, Δmbl und ΔmreB/mbl bereits in der Sporen-

kette aus, was für die ΔmreB Mutante in Mazza et al. 2006 bereits beschrieben wurde. 

Durch die Zugabe von 10,3 % Sucrose zum Medium wurde der osmotische Druck auf die 

Kulturen erhöht, und es war ein deutlicher Effekt zu sehen: Die Mutanten ΔmreB, Δmbl 

und ΔmreB/mbl sporulierten kaum nach vier Tagen auf SM-Agar mit 10,3 % Sucrose. 

Lichtmikroskopiche Untersuchungen zeigten stark lysierte Luftmyzelhyphen sowie stark 

verformte, sporenähnliche Gebilde (Manuskript 5.2 Fig. 3B). Zudem wurde der Einfluss 

von hohen Salzkonzentrationen untersucht, indem die Lebendzahl nach 3 Tagen auf  

LB-Agar ohne und mit 6,5 % NaCl verglichen wurde (Manuskript 5.2 Fig.4). Getestet 

wurden die Mutanten ΔmreB, Δmbl, ΔmreB/mbl und Δsco6166. Die Überlebensrate des 

Wildtyps wurde auf 100 % gesetzt. Die Sporen von ΔmreB und Δmbl zeigten eine hohe 

Empfindlichkeit gegenüber 6,5 % NaCl auf LB-Agar, nur 0,001 % für ΔmreB bzw. 0,003 % 

für Δmbl überlebten, die Überlebensrate der Doppelmutante ΔmreB/mbl lag bei 0,02 %. 

Im Gegensatz dazu hatte die Deletion von sco6166 keine Auswirkung auf die Überlebens-

rate, verglichen mit ΔmreB, Δmbl, ΔmreB/mbl. Die Sporen von Δsco6166  waren nahezu 

resistent gegenüber den hohen Salzkonzentrationen mit einer Überlebensrate von 89,4 %.
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Für den Hitzetest wurden die Sporen von M145 sowie der Mutanten ΔmreB, Δmbl, ΔmreB/

mbl und Δsco6166 in H2O bei 30°C oder 60°C für 30 Minuten inkubiert und anschließend auf 

LB-Agar Platten aufgetropft. Die Sporen des Wildtyps und der Δsco6166 Mutante waren 

resistent und konnten auch nach der Hitzebehandlung auskeimen. Die Sporen der Mutanten 

ΔmreB, Δmbl, ΔmreB/mbl waren sensitiv gegenüber der Hitzebehandlung und zeigten nach 

zwei Tagen Inkubation auf LB-Agar bei 30 °C keinWachstum mehr (Manuskript 5.2 Fig.4 A). 

2.1.5 Die drei mreB-ähnlichen Gene zeigen unterschiedliche Expressionsprofile                

           während der Sporulation

Ziel war es ein Expressionsprofil von mreB, mbl sowie sco6166 während der morphologischen 

Differenzierung zu erstellen. Dies wurde mittels RT-PCR gemacht. Für die RNA Isolierung 

wurden die M145 Sporen auf mit einer Zellophanscheibe überzogenen LB-Agar- und 

SM-Agar-Platten ausgestrichen und nach 48 h, 72 h und 96 h geerntet. Streptomyceten 

bilden auf LB-Agar nur Substratmyzel aus, während sie auf SM-Agar nach etwa 48 h 

beginnen Luftmyzel zu bilden und zu sporulieren. Um zwischen der Expression 

im Substratmyzel und im Luftmyzel und Sporen unterscheiden zu können,

wurden die Kulturen auf den beiden oben genannten Medien ausplattiert. Anschließend

erfolgte die RNA Isolierung wie im Manuskript 5.2 beschrieben.

Die Gene mreB und mbl werden während der Sporulation hoch reguliert 

(Manuskript 5.2 Fig. 2). Für mbl war im Substratmyzel (auf LB-Agar) nach 48 h und 72 h 

keine Expression zu sehen, während nach 48 h auf SM-Agar eine schwache Expression 

zu sehen war. Die Expression für mbl nahm im Laufe der morphologischen Differenzierung 

nach 72 h und 96 h zu. In Burger et al. 2000 wurden vor dem mreB Cluster drei Promotoren 

identifiziert, wobei einer davon während der Sporulation aktiv ist, die anderen beiden sind 
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konstitutiv aktiv. Dies konnte durch die RT-PCR Daten bestätigt werden, in denen eine 

Expression von mreB im Substratmyzel zu erkennen war und während der Sporulation die 

Expression zunahm. Ein anderes Expressionsprofil ergab sich für sco6166. sco6166 wurde 

im Substratmyzel stark exprimiert und ein Transkript konnte nach 48 h 

auf SM-Agar nur noch schwach detektiert werden, und nach 72 h war keine Expression

mehr zu erkennen. (Manuskript 5.2 Fig. 2). 

2.2 Phänotypische Charakterisierung der Mutanten in Genen des mreBCD, pbp2, 

        sfr Genclusters (mre-Gencluster)

2.2.1 Die mre-Mutanten haben unter hohen osmotischem Stress den gleichen 

           Phänotyp wie ΔmreB 

Um eine genauere Aussage über die an der Sporulation beteiligten Gene machen zu 

können, wurden alle Gene des mre-Clusters deletiert und die Mutanten auf Defekte 

während der morphologischen Differenzierung hin untersucht. Das Substratmyzel dieser

Mutanten zeigte normales Wachstum während die Sporen eine vorzeitige Auskeimung 

sowie geschwollene Luftmyzelhyphen aufwiesen. Dieser Phänotyp konnte durch die 

Zugabe von 10,3 % Sucrose verstärkt werden. Nach drei bis vier Tagen auf 

SM-Agar + 10,3 % Sucrose war das Luftmyzel stark lysiert, während kaum Sporen zu 

erkennen waren und diese eine starke Deformation zeigten. Der Wildtyp wies normales

Wachstum auf SM-Agar Platten auf und konnte auch unter Zugabe von 10, 3 % Sucrose

Sporen bilden (Manuskript 5.1 Fig. 2B). Dieser Phänotyp ist dem von Mazza et al. 2006

gezeigten Phänotyp von ΔmreB Mutantensporen ähnlich. Die Sporen der ΔmreB Mutante 

keimten ebenso auf SM-Agar in der Sporenkette aus und die Hyphen

des Luftmyzels waren geschwollen oder lysierten. Desweiteren stellte sich mittels Trans-

missionselektronenmikroskopie (TEM) heraus, dass diese Mutanten eine unregelmäßige 
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Sporenzellwand besitzen (Manuskript 5.1 Fig. 2C). Die Sporen des Wildtyps hatten eine 

regelmäßige Sporenwand und eine ovale Form, während die Mutanten stark verformt 

waren. 

2.2.2 Die Sporen der mre-Mutanten sind stark vergrößert

Es wurde die Länge und Weite der mre-Mutantensporen ermittelt. Die Sporen aller 

Mutanten waren im Vergleich zum Wildtyp stark vergrößert. Die Sporen von ΔmreC und

Δpbp2 zeigten die stärkste Abweichung von der Länge der Wildtypsporen. 

Auch die Weite der Mutantensporen war vergrößert. Ein etwas geringerer Effekt zeigte sich

bei ΔmreC, ΔmreD::aac und ΔmreBCD, während Δsfr::aac undΔpbp2 deutlich geschwollen

waren (Manuskript 5.1 Tab. 1). Auch für die von Mazza et al. beschriebene mreB 

Mutante konnten geschwollene Sporen gemessen werden. Die Sporengrößen der 

komplementierten Mutanten entsprachen der des Wildtyps (Manuskript 5.1 Tab.1). 

Mit Hilfe von Interaktionsstudien durch das Bacterial-two-hybrid-System (durchgeführt

von E.-M. Kleinschnitz) konnte das Protein SCO2097 identifiziert werden, welches 

beispielsweise mit MreC, MreD, PBP2 und Sfr interagierte (Manuskript 5.2 Fig. 5 A). Das 

Gen sco2097 oder dessen Homologe liegen in den meisten Actinomyceten neben

dem oder nahe des dcw Clusters. Dieses Cluster hat eine Rolle bei der Zellteilung und der 

Zellwandumgestaltung (Mingorance et al., 2004). Um die Rolle des sco2097 Gens 

genauer  zu untersuchen, wurde es deletiert  (beschrieben in Fig. S 11) und der Phänotyp 

getestet. Es zeigte sich, dass der Phänotyp dem der mre-Mutanten sehr ähnlich war und

die Sporen ebenfalls bereitsin der Sporenkette auskeimten (Manuskript 5.1 Fig. 6 A). 

Die Bestimmung der Sporengröße ergab, dass die Sporen deutlich verlängert waren, 

die Weite der Sporen entsprach jedoch in etwa der des Wildtyps (Manuskript 5.1 Tab.1).
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2.3 Lokalisation der MreB homologen Proteine sowie PBP2 und Sfr während der

       morphologischen Differenzierung

2.3.1 Mbl-mCherry lokalisiert an den Septen des Luftmyzels und bildet eine 

           Ringstruktur unterhalb der Sporenwand

In Mazza et al., 2006 konnte gezeigt werden, dass MreB-eGFP an den Septen des Luftmyzels

lokalisiert, dann an den Sporenpolen assembliert und abschließend eine Ring-Struktur 

unterhalb der Sporenwand bildet. Über die Lokalisation von Mbl war bisher nichts bekannt.

Aus diesem Grund wurde ein Fusionsprotein mit dem rot fluoreszierenden mCherry

Protein hergestellt und in den Wildtypstamm M145 gebracht (siehe Methodenteil

Manuskript 5.2, sowie Tab. 1). Anschließend wurde die Lokalisation während der 

morphologischen Differenzierung untersucht. Es stellte sich heraus, dass Mbl-mCherry

ein ähnliches Lokalisationsmuster zeigt wie MreB-eGFP. Im Substratmyzel war keine 

Fluoreszenz zu erkennen. Erst nach zwei Tagen auf SM-Agar, wenn sich erste 

Luftmyzelhyphen bildeten, war eine Lokalisation an den Septen des Luftmyzels und an 

den Polen der jungen Sporen zu sehen. In den späteren Sporenketten konnte ebenfalls

eine Ringstruktur, wie sie bereits für MreB-eGFP publiziert wurde, gesehen 

werden (Manuskript 5.2 Fig. 6 A).

2.3.2 MreB-eGFP und Mbl-mCherry co-lokalisieren während der Sporulation an den 

           Septen des Luftmyzels

Aufgrund des ähnlichen Lokalisationsprofils von Mbl-mCherry und MreB-eGFP lag 
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die Vermutung nahe, dass diese beiden Proteine co-lokalisieren. Um dies genauer zu 

untersuchen, wurde der Vektor pMreBeGFP (pPM4), welcher das Gen für das Fusionsprotein

MreB-eGFP enthielt, in den Stamm M145-Mbl-mCherry mittels Konjugation eingebracht 

(siehe Methoden Manuskript 5.2). Es war deutlich eine Co-Lokalisation von MreB-eGFP 

und Mbl-mCherry an den Septen des Luftmyzels zu erkennen (Manuskript 5.2 Fig.6 B). 

2.3.3 MreB-eGFP scheint eine helikale Struktur während der Sporulation zu besitzen

Jones et al., 2001 konnten für Bacillus subtilis zeigen, dass MreB-eGFP eine helikales

Filament unterhalb der Zellmembran während des Elongationswachstums ausbildet.

Mittels Dekonvolution Experimenten mit MreB-eGFP und Mbl-eGFP sollte heraus-

gefunden werden, ob diese helikale Struktur auch in Streptomyceten zu sehen ist. 

Hierfür wurden mittels eines Fluoreszenzmikroskops sogenannte Z-Stacks durchgeführt. 

Um Z-Stacks zu erhalten geht man von oben nach unten durch das Objekt und macht in 

bestimmten definierten Abständen auf jeder Ebene ein Bild. Dadurch erhält man ein 3D-Bild

der Zelle und des darin enthaltenen Fluoreszenzsignals und kann so die genaue Lage des 

Proteins in der Zelle bestimmen. Ein großes Problem dabei ist, dass das Fluoreszenzsignal

eines Proteins aufgrund von Beugungserscheinungen an Blenden oder beispielsweise Einfluss

der Sensorfläche oder der Apertur streut und somit kein klares Endbild entsteht (s. Abb. 8). 

Um die Streuung der Fluoreszenz wieder auf ein einzelnes Protein zurückrechnen zu können,

muss die sogenannte Punktspreizfunktion (point spread function) PSF berechnet werden. 

Mit Hilfe des berechneten PSF, kann die Software anschließend für das zu untersuchende 

Objekt den Ausgangspunkt des Fluoreszenzsignals berechnen und das Bild somit ge-

schärft werden. Diese Berechnungen sind Bestandteil der Dekonvolutionsmikroskopie. 

Es waren teilweise helikale Strukturen für MreB-eGFP in den jungen Sporenketten
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zu erkennen (Abb. 9). 

Zu einem früheren oder späteren Zeitpunkt der Differenzierung war keine Auswer-

tung des Fluoreszenzsignals möglich. Die lange Belichtungsdauer durch das 

Erstellens der Z-Stacks führte zum Ausbleichen der Fluoreszenz. Dies war ein großes 

Problem bei der Durchführung der Experimente. 

 

2.3.4 SCO6166-mCherry zeigt keine spezifische Lokalisation während der 

           morphologischen Differenzierung

Um mehr über die Funktion von SCO6166 zu erfahren, wurde das Gen sco6166 mit 

mCherry fusioniert (siehe Methoden Manuskript 5.2, sowie Tab. 1). In RT-PCR Analysen 

wurde, wie bereits in 2.1.4 beschrieben, sco6166 im Substratmyzel stark exprimiert, wobei 

es während der Sporulation zu einer Verminderung der Transkriptmenge kam. Dies konnte

auch mit fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen bestätigt werden. Es war eine starke 

Expression von SCO6166-mCherry im Substratmyzel zu sehen (Manuskript 5.2 Fig. S. 5).

Diese war jedoch im ganzen Zytoplasma verteilt, und es gab kein klares Lokalisationsprofil,

wie es für Mbl oder MreB der Fall war. Diese starke Fluoreszenz war ausschließlich im 

Substratmyzel in Kulturen zu sehen, die auf LB-Agar gewachsen waren. In Kulturen auf 

SM-Agar war nach zwei bis drei Tagen weder im Substratmyzel noch im Luftmyzel oder 

in Sporen ein Fluoreszenzsignal zu erkennen (Abb. 10; siehe Manuskript 5.2 Fig. S 5).

 

2.3.5 Für die exakte Lokalisation von Mbl-mCherry an den Septen 

           des Luftmyzels ist MreB essentiell

Um die Abhängigkeit der Lokalisation von MreB-eGFP von anderen Mre Proteinen zu

testen, wurde der Vektor pMreBeGFP, welcher das für das Fusionsprotein 
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Abb. 8 Darstellung eines Beispielbildes einer erfolgreichen Bearbeitung 
durch Dekonvolution. Aufgrund deserrechneten PSF kann man mit Hilfe einer Software das 

Streuungsmuster berechnen und dies auf das zu untersuchende Objekt (B) anwenden. 

Links ist das leicht verschwommene bzw. gestreute Originalbild zu sehen, rechts das Bild 

nach der Berechnung des optimalen PSF und der Rückrechnung der Lichtstreuung bzw. 

-beugung. Aus http://darwin.winston.wfu.edu/microscopy/ index.php/Main/InvertedScope

Abb. 9: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen einer jungen 
Sporenkette in vier verschiedenen Ebenen (1-4).Es sind helikale Strukturen von-

MreB-eGFP zu erkennen, vor allem in dem weiß markierten Bereich ist dies deutlich. 



MreB-eGFP kodierende Gen enthielt, mittels Konjugation in die Mutanten 

Δmbl, ΔmreC, Δpbp2 und Δsfr eingebracht (siehe Methoden Manuskript 5.1 und 5.2) 

und die Fluoreszenz im Myzel untersucht. Die Lokalisation von MreB-eGFP 

war in keiner Mutante beeinträchtigt. In allen Mutanten lokalisierte MreB-eGFP 

an den Septen des Luftmyzels, assemblierte an den Zellpolen und bildete 

anschließend die bekannte Ringstruktur unterhalb der der Sporen-

wand aus (Manuskript 5.1 Fig. 4, Fig. S 8 und Manuskript 5.2 Fig. 7 A).

Desweiteren wurde untersucht, ob Mbl-mCherry andere morphogene Proteine zur 

korrekten Lokalisation benötigt. Hierzu wurde pMbl-mCherry (pAH5) in ΔmreB, 

Δsfr und Δpbp2 eingeführt (siehe auch Tab. 1). Zusätzlich wurde die Mutante 

Δsco2097 getestet, um zu sehen, ob dieses vermutlich auch an der Sporulation

beteiligte Gen einen Einfluss auf die Lokalisation vonMbl hat (Tab. 1).

Die Lokalisation von Mbl-mCherry in den Δsfr, Δpbp2 und Δsco2097 Mutanten

war nicht beeinträchtigt, und Mbl-mCherry lokalisierte wie im Wildtyp

M145 (Abb. 11, sowie Manuskript 5.2 Fig. 7 B). Die Deletion von mreB 

führte jedoch dazu, dass Mbl-mCherry weder an den Septen des Luftmyzels noch 

unterhalb der Sporenwand lokalisieren konnte (Manuskript 5.2 Fig. 7 B).

Um eine regulatorische Funktion von MreB auf die Expression von Mbl auszuschließen, 

wurde RNA von ΔmreB::Mbl-mCherry und M145::Mbl-mCherry isoliert, cDNA 

synthetisiert und mit Primern spezifisch für mbl eine semiquantitative RT-PCR 

durchgeführt (Methode siehe supplementary Material Manuskript 5.2 Fig. S 7). Als 

Kontrolle diente das housekeeping Gen hrdB. Es konnte sowohl nach 48 h als auch nach 

72 h auf SM-Agar ein Transkript für mbl nachgewiesen werden (Manuskript 5.2 Fig. S 7). 

Die Deletion von mreB hatte also keinen regulatorischen Einfluss auf die 
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Abb. 10: Vergleich der Lokalisation von SCO6166-mCHerry auf LB-Agar (A) und 

SM-Agar (B). SCO6166-mCherry zeigt nach zwei Tagen auf LB-Agar eine starke Expression 

(A), während nur eine sehr schwache Fluoreszenz nach zwei Tagen 

im Substratmyzel auf SM-Agar zusehen ist (-). Größenbalken = 5 μm



Expression von Mbl

2.3.6 Die Proteine PBP2-eGFP und Sfr-eGFP lokalisieren an den Septen des Luftmyzels

Um mehr über die Lokalisation der anderen mre-Gene herauszufinden, wurden in vorherigen 

Arbeiten pbp2 bzw. sfr mit egfp fusioniert. Die entstandenen Genfusionen wurden

anschließend als single copy ins Chromosom integriert. Die Expression war jedoch nicht 

ausreichend oder das Fusionsprotein nicht aktiv, denn es konnte keine klare Fluoreszenz

detektiert werden. Um eine stärkere Expression auf Grund einer höheren Kopienzahl zu

erreichen, wurde pbp2-egfp und sfr-egfp in den multi-copy Expressionsvektor 

pGM190 kloniert (Tab. 1). Sowohl pbp2-egfp als auch sfr-egfp konnten unter der Kontrolle

des tipA Promotors exprimiert werden. PBP2-eGFP und Sfr-eGFP lokalisierten unter 

diesen Bedingungen an den Septen des Luftmyzels, wie auch für MreB und Mbl gezeigt. 

In diesen Experimenten kann allerdings ein Einfluss der Überexpression auf die korrekte 

Lokalisation von PBP2-eGFP oder Sfr-GFP nicht vollständig ausgeschlossen werden, ist 

jedoch aufgrund der ähnlichen Lokalisation wie MreB und Mbl eher unwahrscheinlich. 

3.1 Die Mre Proteine in S. coelicolor werden nicht für das Wachstum des 

       vegetativen Myzels benötigt, sie besitzen jedoch eine Funktion bei der

       morphologischen Differenzierung

Die Deletion von beispielsweise mreB oder mbl führt im stäbchenförmigen Bakterium 

B. subtilis zum Verlust der Zellform und anschließend zur Zelllyse. Diese Zelllyse ist auf 

den fehlerhaften Einbau neuen Peptidoglykans während der Elongation zurückzuführen 

(Formstone und Errington 2005; Gitai et al. 2005). Stäbchen-förmige Actinomyceten 

wie Corynebakterien oder Mycobakterien oder filamentöse Streptomyceten bilden die 

Zellgestalt nach einem anderen Mechanismus aus, der kein laterales Zellwandwachstum 
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Abb. 11: Lokalisation von Mbl-mCherry in der Δsco2097  Mutante. 
Die Lokalisation von Mbl-mCherry ist nicht in Δsco2097 beeinträchtigt. 

Mbl-mCherry lokalisiert wie auch im Wildtyp an den Septen des Luftmyzels. 

Es konnte jedoch keine genaue Aussage über die Lokalisation in den Sporen 

getroffen werden. (Balken entspricht 2 µm).



beinhaltet.Bei Actinomyceten erfolgt der Einbau neuen Zellwandmaterials überwiegend 

an den Zellpolen (Daniel und Errington 2003, Letek et al. 2008, Mazza et al. 2006). Dieses 

apikale Spitzenwachstum beruht auf dem DivIVA Protein (Letek et al. 2008, Hempel et al. 

2008) ohne Beteiligung von Mre-Proteinen. Daher kommen in den meisten Aktinomyceten 

auch keine mre-Gene vor (Mazza et al. 2006). Überraschenderweise wurde aber in S. 

coelicolor ein vollständiges mre-Gencluster identifiziert (Burger et al. 2000), sowie auch zwei 

weitere mreB-ähnliche Gene mbl und sco6166 Manuskript 5.2). Aufgrund des ähnlichen 

Aufbaus des mre-Genclusters, wie das am Elongationswachstum in Stäbchen beteiligte, 

wurde ebenso eine Funktion der entsprechenden Proteine im Wachstum bzw. in der 

Peptidoglykansynthese in S. coelicolor vermutet. Diese Hypothese wurde allerdings durch 

den Phänotyp der Δmbl sowie der mre-Mutanten (ΔmreC, ΔmreD, Δpbp2 und Δsfr), der 

weitestgehend dem des bereits in Mazza et al. 2006 beschriebenen ΔmreB-Phänotyps 

entsprach, nicht bestätigt. Da kein auffallender Phänotyp bezüglich des vegetativen
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Tab. 1 Übersicht der zu lokalisierenden Proteine, den Vektor tragen-

den Stämmen sowie der Lokalisation der entstandenen Fusionsproteine.



Wachstums beobachtet wurde (Manuskripte 5.1 und 5.2) ist auszuschließen, 

dass diese Gene eine essentielle Funktion in der Zellwandsynthese bei 

dem apikalen Spitzenwachstum besitzen.

Der beobachtete Defekt bei der Sporulation, vorzeitige Keimung der Sporen, 

Sensitivitätgegen Hitze, Detergentien, Lysozym, Vancomycin und hohe Osmolarität, 

könnte aber durch eine fehlerhafte Peptidoglycansynthese in der Sporenwand erklärt 

werden. Diese Vermutung konnte durch elektronenmikroskopische Aufnahmen 

bestätigt werden. In TEM Bildern der Δmbl und der Δmre-Mutanten konnte gezeigt werden, 

dass die Zellwand der Sporen geschädigt war. Die Mutantensporen waren im Vergleich 

zu den regelmäßig geformten Sporen des Wildtyps, unförmiger und wiesen eine diffuse 

Zellwand auf (Manuskripte 5.1 und 5.2). Auch für die Sporen der ΔmreB Mutante 

konnte dies bereits gezeigt werden (Mazza et al. 2006). Desweiteren wurden häufig größere 

helle Bereiche innerhalb der Mutantensporen gesehen.Vermutlich ist dies jedoch ein 

Artefakt des Fixierungs- bzw. Färbeprozesses aufgrund der beeinträchtigten Sporenwand. 

3.2 Nur zwei der drei Aktin-ähnlichen Proteine sind an der Sporulation von 

       S. coelicolor beteiligt

Eine genauere Untersuchung der drei Aktin-ähnlichen Gene mreB, mbl und sco6166 

bezüglich ihrer zeitlichen Expression erfolgte mit Hilfe von Transkriptionsanalysen. 

Mittels semi-quantitativer RT-PCR konnte gezeigt werden, dass sowohl mreB als auch mbl 

während der morphologischen Differenzierung hoch reguliert wurden. Diese Ergebnisse 

sind in Übereinstimmung mit S1-Mapping Experimenten von Burger et al. 2000. In diesen 

S1-Mapping Experimenten wurden drei Promotoren für das mreBCD Operon identifiziert, 

wobei zwei konstitutiv exprimiert wurden und einer davon während der Sporulation 

induziert wurde (Burger et al. 2000). Die -35 und die -10 Region des P1 Promotors von 
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mreBCD (GGAAC-N17-CGTCCTC) entsprechen dem der SigEabhängigen Promotoren 

(GCAAC-N17-CGTCTTC) (Hong et al. 2002). sigE kodiert für einen RNA Polymerase Sigma ,  

welcher zu der ECF (extracytoplasmic function) Unterfamilie gehört (Paget et al. 1999). 

SigE ist Teil eines Signaltransduktionssystems, welches Veränderungen in der Zellwand 

reguliert (Hutchings et al. 2006). Zudem reguliert SigE das cwg Operon, welches an der 

Synthese von Zuckern der Zellwand beteiligt ist (Hong et al. 2002). Der Phänotyp einer 

sigE Mutante resultiert unter underem in einer höheren Sensitivät gegenüber Zellwand 

lysierenden Reagenzien (Paget et al. 1999). Dieser Phänotyp konnte auch für die ΔmreB 

Mutante beobachtet werden (Manuskript 5.2). Dies lässt vermuten, dass die Transkrip-

tion des P1 Promotors von SigE abhängigist und somit mreB während Zellwandstress 

induziert wird. 

mbl wies in allen Studien eine deutliche geringere Expressionshöhe als mreB auf. 

Besonders deutliche Unterschiede wurden bezüglich der Expression im Substratmyzel

beobachtet. Während eine starke Expression von mreB in früheren Wuchsphasen 

nachgewiesen wurde, konnte für mbl kein Transkript detektiert werden. Dies deutet

daraufhin, dass Mbl eine untergeordnetere Rolle als Gerüstprotein spielt.

Das dritte mreB-ähnliche Gen, sco6166 zeigte eine starke Expression im Substratmyzel, 

sobald jedoch die Sporulation einsetzte wurde es herunter reguliert. Nach drei Tagen 

auf SM-Agar war keine Expression für sco6166 mehr sichtbar. Diese Ergebnisse decken 

sich mit denen von fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen. Hier konnte nur im 

Substratmyzel auf LB-Agar ein Signal für SCO6166-mCherry detektiert werden, nicht 

jedoch auf Sporulationsmedium. Dies lässt vermuten, dass Regulatorgene, welche 

während der Sporulation aktiv werden, eine Abschaltung des Gens sco6166 bewirken.

Aufgrund der hohen Sequenzähnlichkeit der drei MreB-ähnlichen Proteine war es möglich 
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(Moritz Ammelburg, Tübingen), basierend auf der Kristallstruktur von MreB aus T. mariti-

ma ein Homologie Modell anzufertigen. Während MreB und Mbl eine hohe Strukturähn-

lichkeit besitzen zeigt SCO6166 eine hohe Homologie nur in den Untereinheiten IA und 

IIA, es fehlten jedoch die beiden Untereinheiten IB und IIB (Manuskript 5.2). Auch von an-

deren Aktin-ähnlichen Proteinen ist die hohe Variabilität der B Untereinheiten bekannt. 

StbA (plasmid stability protein), welches auch zu der Aktin-Superfamilie gehört, fehlt die 

Untereinheit IIB (Tabuchi et al. 1988; Bork et al. 1992) und ParM fehlen Teile der Unterein-

heit IB (Salje et al. 2010). Für das Zellteilungs-protein FtsA, welches mit FtsZ interagiert, 

vermutet man ebenso, dass es Filamente bildet obwohl diese bisher nicht bestätigt wer-

den konnten. FtsA unterscheidet sich von den anderen Aktin-ähnlichen Proteinen durch 

die Lokalisation der IB-Untereinheit auf der Seite von IA (van den Ent und Löwe 2000). 

Die Untereinheiten IB und IIB variieren stark innerhalb der Aktin-Superfamilie und sind 

vermutlich spezifisch für Funktion des Proteins. Auf Grund des Fehlens der IB Unterein-

heit ist es wahrscheinlich, dass SCO6166 eine andere Rolle während des Lebenszyklus in 

Streptomyceten erfüllt als MreB und Mbl.

Das genetische Umfeld von sco6166, translationale Kopplung mit sco6165, lässt eine Speku-

lation auf die Rolle von SCO6166 zu. SCO6165 ist ein Homolog von DksA (DnaK suppressor 

A). Dies lässt auf eine Rolle von sco6165/6166 im Falle eines Hitzeschocks oder als Stress ant-

wortschließen. DksA wurde ebenso als Suppressor von MukB in E. coli beschrieben (Bass et 

al. 1996). Das Protein MukB wird für die Verteilung des Chromosoms benötigt,  was auch für 

eine Funktion von sco6165/6166 während der Chromosomenverteilung sprechen könnte. 

sco6165/6166 besitzt jedoch keine essentielle Funktion, da einige Streptomyceten wie 

z.B. S. avermitilis oder S. viridochromogenes kein sco6165/6166 Paar enthalten. Daher ist 

esauch nicht weiter verwunderlich, dass die Δsco6166 Mutante keinen Phänotyp aufwies 
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(Manuskript 5.2). 

3.3 Die Sporenwandsynthese in S. coelicolor erfolgt nach einem ähnlichen 
        Mechanismus wie die laterale Zellwandsynthese in Stäbchen-förmigen 

        Bakterien

In stäbchenförmigen Bakterien interagieren die vom mre-cluster kodierten Proteine 

(MreC, MreD, PBP2 und RodA) und bilden den lateralen Peptidoglykansynthesekomplex 

für das Elongationswachstum (Daniel und Errington 2003). Der ähnliche Phänotyp von 

ΔmreB, Δmbl und den anderen mre-Mutanten von S. coelicolor lässt auf ein Zusammen-

wirken der Mre-Proteine bei der Synthese einer verdickten Sporenwand schließen. PBP2 

ist ein monofunktionelles Penicillinbindeprotein, das Transpeptidaseaktivität aber keine 

Transglycosylaseaktivität aufweist. Transpeptidasen sind für die Quervernetzung des 

Peptidoglykans verantwortlich (Vollmer und Höltje 2001). Entfällt die korrekte 

Lokalisierung von PBP2 und dessen Transpeptidaseaktivität, führt das vermutlich zu 

einer beeinträchtigten, weniger quervernetzten Sporenwand, welche sensitiver 

gegenüber äußeren Stressfaktoren ist. In stäbchenförmigen Bakterien konnte 

durch den Einsatz von Fluoreszenz-markiertem Vancomycin gezeigt werden, dass 

die Lokalisation von MreB und der Einbau von neuem Peptidoglykan an den gleichen 

Stellen erfolgen. Daher wurde vermutet, dass MreB für die Positionierung des 

Peptidoglykansynthesekomplexes im Zuge des Elongationswachstums verant-

wortlich ist (Daniel and Errington, 2003; Tiyanont et al., 2006; Divakaruni et al., 2007; 

Kawai et al., 2009). Postuliert man für die Mre-Proteine von S. coelicolor eine ähnliche 

Funktion, sollten diese für die Positionierung des Peptidoglykansynthesekomplexes 

der Sporenhülle bedeutsam sein. In Bacterial-two-Hybrid Studien (Manuskript 5.1) k
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onnte bestätigt werden, dass die Mre-Proteine sowohl miteinander als auch mit 

anderen Proteinen der Zellwandsynthese (z.B. FtsI und weiteren Penicillinbinde-

proteinen) interagieren und so den sogenannten Streptomyces spore wall synthesizing

complex SSSC bilden. Das beobachtete Interaktionsmuster entsprach dabei 

weitgehend den in stäbchenförmigen Bakterienbeschriebenen Interaktionen

des lateralen Zellwandsynthesekomple es (Manuskript 5.1, Kawai et al., 2009

Kruse et al., 2005; White et al., 2010).

3.4 Die Positionierung des SSSC erfolgt durch das Zusammenspiel der Proteine      

       MreB und Mbl

Für einige der SSSC Proteine war es möglich ein aktives GFP-Fusionsprotein zu erstellen 

und dessen Lokalisation während der morphologischen Differenzierung zu beobachten. 

Diese Lokalisation im lebenden Myzel bestätigt die Existenz des SSSC. MreB, Mbl, PBP2 

und Sfrlokalisierten in der frühen Sporulationsphase an den Septen des Luftmyzels, später 

dann unterhalb der Sporenwand. In früheren Arbeiten (Mazza et al. 2006) konnte bereits 

gezeigt werden, dass die Lokalisation von MreB-eGFP und die Peptidoglykansynthese 

während der Sporulation an den gleichen Stellen erfolgen. Die Proteine MreB-eGFP und 

Mbl-mCherry zeigen eine klare Co-Lokalisation an den Septen des Luftmyzels. Die Gruppe 

um Jones et al. 2001 konnten ebenfalls zeigen, dass die Aktin-ähnlichen Proteine MreB, 

Mbl und MreBH in B. subtilis als helikale Struktur unterhalb der Zellwand co-lokalisieren. 

Diese helikalen Filamente bewegen sich entlang der Zelllänge (Jones et al., 2001; 

Carballido-Lopez und Errington, 2003). Diese Strukturen konnten auch in anderen

Bakterien, wie E. coli (Shih et al., 2003), C. crescentus (Figge et al., 2004, Gitai et al., 2004) 

und Rhodobacter sphaeroides (Slovak et al. 2005) beobachtet werden.In Streptomyceten 

war bisher nicht bekannt, ob MreB und Mbl eine Spiralen-ähnliche Struktur bilden. Mittels 
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Dekonvolution-Mikroskopie konnte gezeigt werden, dass auch in jungen Sporenketten 

von S. coelicolor eine helikale Struktur von MreB ausgebildet wird (2.3.3 Abb. 9). Aufgrund 

des schwachen Fluoreszenzsignals und des schnellen Ausbleichens während der langen

Belichtungszeit waren die Spiralstrukturen jedoch nur in wenigen Fällen eindeutig. 

Um eine klare Aussage bezüglich der helikalen Struktur von MreB machen zu können sind 

weitere Untersuchungen zu früheren und späteren Differenzierungsstadien notwendig. 

Sowohl Mbl-eGFP, als auch Mbl-mCherry zeigten ein zu schwaches Fluoreszenzsignal um 

Dekonvolution Experimente durchzuführen. Um den Einfluss anderer am SSSC beteiligten 

Proteine auf die MreB- und Mbl-Lokalisation zu untersuchen, wurden Lokalisations-

studien von MreB und Mbl in verschiedenen Mutanten durchgeführt. Die Lokalisation 

von MreB und Mbl war in keiner der getesteten Mutanten (ΔmreC, Δpbp2, Δsfr, Δsco2097)

beeinträchtigt. Selbst in einer Δmbl Mutante, konnte MreB an den Septen des Luftmyzels 

und unterhalb der Sporenwand lokalisieren. In anderen Organismen kann hingegen die 

Lokalisation von MreB durch das Fehlen andererer Mre Proteine beeinflusst sein. Während 

MreB in C. crescentus unabhängig von MreC lokalisiert (Dye et al., 2005), ist die Lokalisation 

von MreB in in E. coli bei Abwesenheit von MreC, MreD oder RodA gestört (Kruse et al., 2005). 

Interessanterweise benötigt aber die Lokalisation von Mbl die Anwesenheit von 

MreB in S. coelicolor. In ΔmreB Zellen kam es zu keiner klaren Lokalisation von 

Mbl-mCherry an den Septen oder an der Sporenperipherie. MreB ist folglich 

essentiell für die richtige Positionierung von Mbl. Soufo und Graumann 2010 

konnten zeigen, dass die Aktin-ähnlichen Proteine MreB, Mbl und MreBH sich gegenseitig 

stabilisieren. Sowohl MreB, Mbl als auch MreBH haben eine unterschiedliche 

Anordnung der Filamente, wenn diese in einem heterologen Systemexprimiert werden. 

Die Formen unterscheiden sich von ihrer eigentlichen helikalen Struktur in B. subtilis 

Zellen, indem sie sowohl gerade Filamente als auch Helices oder Ringstrukturen ausbilden 

34



Soufo und Graumann 2010). In S. coelicolor hat Mbl vermutlich eine stabilisierende 

Wirkung auf die MreB Filamente, während MreB für die Lokalisation von Mbl essentiell ist. 

In Abb.12 ist schematisch die morphologische Differenzierung ausgehend von Luft-

myzelhyphen dargestellt. Das Protein DivIVA (hier orange) assembliert an der Hyphen-

spitze und es kommt zum apikalen Spitzenwachstum des Luftmyzels. Erreicht das 

Luftmyzel eine bestimmte Länge, assembliert FtsZ (hier rosa) zunächst als helikales 

Filament entlang der Hyphe. Anschließend erfolgt die Umstrukturierung zu Z-Ringen in 

regelmäßigem Abstand zueinander. Diese Z-Ringe definieren die zukünftige Zellteilungs-

ebene und rekrutieren andere Zellteilungsproteine an die späteren Sporulationssepten. 

Nach erfolgreicher Septierung des Luftmyzels erfolgt die Verdickung der Sporenwand, an 

deren Prozess die Mre-Proteine beteiligt sind. Aufgrund der Ergebnisse dieser Arbeit ist 

es jetzt möglich ein detaillierteres Modell der Sporulation zu erstellen. Das Protein MreB 

(hier grün) assembliert zunächst an den Sporulationssepten, gefolgt von dem etwas 

später und schwächer exprimierten Mbl (hier rot). MreB übernimmt hierbei die „Führungs-

position“, da Mbl ohne MreB nicht an den Septen lokalisieren kann (Manuskript 5.2). Nach 

erfolgreicher Lokalisierung und Rekrutierung der anderen Mre-Proteine (bspw. PBP2 

und Sfr) assemblieren MreB und Mbl als helikales Filament beginnend an den Polen der 

Vorsporen. Später erstreckt sich dieses Filament über die ganze Spore und dirigiert so den 

Einbau neuen Peptidoglykans.Ist die Sporenwandsynthese abgeschlossen, werden die 

Mre-Proteine abgebaut, da inden späteren freigesetzten Sporen keine Fluoreszenz von 

MreB-eGFP oder Mbl-mCherrymehr zu detektieren war. SCO6166 (hier blau) scheint an 

der Sporulation nicht beteiligt zu sein und besitzteine andere, noch unbekannte Funktion 

in S. coelicolor. Durch die Erzeugung von spezifischen Mutanten, Charakterisierung ihres 

Phänotyps, das Erstellen eines Homologie Modells, Elektronenmikroskopische Unter-

suchungen, Expressionsanalysen, sowie Lokalisationsstudien mit Fusionsproteinen 
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konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass Mbl und die Mre Proteine zusammen 

arbeiten, um eine verdickte Sporenwand, die für die Resistenz gegen schädliche Umwelt-

bedingungenbenötigt wird, auszubilden. Dadurch wurde deutlich, dass der Einbau 

von Peptidoglykan in vielen Bakterien zwar nach einem ähnlichen Prinzip erfolgt, die

Auswirkungen allerdings unterschiedlich sein können. Während die Mre-Proteine 

in Stäbchen-förmigen Bakterien das Elongationswachstum durchführen 

und somit für die Ausbildung der Zellgestalt verantwortlich sind, bilden sie 

in Streptomyceten (und vermutlich anderen sporulierenden Actinomyceten) den 

Streptomyces spore wall synthezing complex SSSC.

 Alyahya SA, Alexander R, Costa T, Henriques AO, Emonet T, Jacobs-Wagner C. (2009). RodZ, a 
component of the bacterial core morphogenic apparatus. Proc Natl Acad Sci U S A. 106:1239-44. 

Antunes A, Rainey FA, Wanner G, Taborda M, Pätzold J, Nobre MF, da Costa MS, Huber R. (2008). A new 
lineage of halophilic, wall-less, contractile bacteria  from a brine-filled deep of the Red Sea. J Bacteriol. 
190:3580-7.

Bass S, Gu Q, Christen A. (1996). Multicopy suppressors of prc mutant Escherichia coli include two HtrA 
(DegP) protease homologs (HhoAB), DksA, and a truncated R1pA. J Bacteriol. 178:1154-61.

Bean GJ, Flickinger ST, Westler WM, McCully ME, Sept D, Weibel DB, Amann KJ. (2009). A22 disrupts the 
bacterial actin cytoskeleton by directly binding and inducing a low-affinity state in MreB. Biochemistry. 
48:4852-7.

Bean GJ, Amann KJ. (2008). Polymerization properties of the Thermotoga maritima actin MreB: roles of 
temperature, nucleotides, and ions. Biochemistry. 47:826-35. 

Becker E, Herrera NC, Gunderson FQ, Derman AI, Dance AL, Sims J, Larsen RA, Pogliano J. (2006). DNA 
segregation by the bacterial actin AlfA during Bacillus subtilis growth and development. EMBO J. 
25:5919-31.

Bernhardt TG, de Boer PA (2005). SlmA, a nucleoid-associated, FtsZ binding protein required for block-

36

Abb. 12: Schematische Darstellung der morphologischen Differenzierung
in S. coelicolor. Gezeigt ist die fortschreitende morphologische Differenzierung, 

ausgehend vom Luftmyzel bis zu den fertig gebildeten Sporen. Genauere Erklärung siehe Text. Daten 

von FtsZ und DivIVA basieren auf Grantcharova et al. 2005, Flärdh 2003 und Hempel et al. 2008



ing septal ring assembly over Chromosomes in E. coli. Mol Cell. 18:555-64.

Bork, P., Sander, C. & Valencia, A. (1992). An ATPase domain common to prokaryotic cell-cycle proteins, 
sugar kinases, actin, and Hsp70 heat-shock proteins. Proc. Natl Acad. Sci. USA 89: 7290-7294.

Burger A, Sichler K, Kelemen G, Buttner M, Wohlleben W. (2000). Identification and characterization of 
the mre gene region of Streptomyces coelicolor A3(2). Mol Gen Genet. 263:1053-60.

Cabeen MT, Jacobs-Wagner C. (2007). Skin and bones: the bacterialcytoskeleton, cell wall, and cell mor-

37



phogenesis. J Cell Biol. 179:381-7. 

Campbell CS, Mullins RD. (2007). In vivo visualization of type II plasmid segregation: bacterial actin 

filments pushing plasmids. J Cell Biol. 179:1059-66. 

Carballido-López R, Errington J. (2003). The bacterial cytoskeleton: in vivo dynamics of the actin-like 
protein Mbl of Bacillus subtilis. Dev Cell. 4:19-28.

Carballido-López R. (2006). The bacterial actin-like cytoskeleton. Microbiol Mol Biol Rev. 70:888-909.

Carballido-Lopez, R., A. Formstone, Y. Li, S. D. Ehrlich, P. Noirot, and J. Errington. (2006). Actin homolog 
MreBH governs cell morphogenesis by localization of the cell wall hydrolase LytE. Dev. Cell 11:399–409.

Claessen D, Wösten HA, van Keulen G, Faber OG, Alves AM, Meijer WG, Dijkhuizen L. (2002). Two novel 
homologous proteins of Streptomyces coelicolor and Streptomyces lividans are involved in the formation 
of the rodlet layer and mediate attachment to a hydrophobic surface. Mol Microbiol. 44:1483-92.

Claessen D, Rink R, de Jong W, Siebring J, de Vreugd P, Boersma FG, Dijkhuizen L, Wosten HA. (2003). A 
novel class of secreted hydrophobic proteins is involved in aerial hyphae formation in Streptomyces coe-
licolor by forming amyloid-like fibrils. Genes Dev. 17:1714-26. 

Claessen D, Stokroos I, Deelstra HJ, Penninga NA, Bormann C, Salas JA, Dijkhuizen L, Wösten HA. (2004). 
The formation of the rodlet layer of streptomycetes is the result of the interplay between rodlins and 
chaplins. Mol Microbiol. 53:433-43.

Dai K, Lutkenhaus J. (1991). ftsZ is an essential cell division gene in Escherichia coli. J Bacteriol. 

173:3500-6.

Daniel RA, Errington J. (2003). Control of cell morphogenesis in bacteria: two distinct ways to make a 
rod-shaped cell. Cell. 113:767-76.

De Boer PA, Crossley RE, Rothfield LI. (1989). A division inhibitor and a topological specificity factor cod-
ed for by the minicell locus determine proper placement of the division septum in E. coli. Cell. 56:641-9.

De Pedro MA, Quintela JC, Höltje JV, Schwarz H. (1997). Murein segregation in Escherichia coli. J Bacteriol. 
179:2823-34.

38

4. Literatur



Defeu Soufo HJ, Graumann PL. (2004). Dynamic movement of actin-like proteins within bacterial cells. 
EMBO Rep. 5:789-94. 

Del Sol R, Pitman A, Herron P, Dyson P. (2003). The product of a developmental gene, crgA, that 

coordinates reproductive growth in Streptomyces belongs to a novel family of small actinomycete-spe-
cific proteins. J Bacteriol. 185:6678-85. 

Del Sol R, Mullins JG, Grantcharova N, Flärdh K, Dyson P. (2006). Influence of CrgA on assembly of the cell 
division protein FtsZ during development of Streptomyces coelicolor. J Bacteriol. 188:1540-50.

Derman AI, Becker EC, Truong BD, Fujioka A, Tucey TM, Erb ML, Patterson PC, Pogliano J. (2009). Phyloge-
netic analysis identifies many uncharacterized actin-like proteins (Alps) in bacteria: regulated polymeri-
zation, dynamic instability and treadmilling in Alp7A. Mol Microbiol. 73:534-52. 

Di Berardo C, Capstick DS, Bibb MJ, Findlay KC, Buttner MJ, Elliot MA. (2008). Functionand redundancy of 
the chaplin cell surface proteins in aerial hypha formation, rodlet assembly, and viability in Streptomyces 
coelicolor. J Bacteriol. 190:5879-89. 

Divakaruni AV, Baida C, White CL, Gober JW . (2007). The cell shape proteins MreB and MreC control cell 
morphogenesis by positioning cell wall synthetic complexes. Mol Microbiol. 66:174-88

Doi M, Wachi M, Ishino F, Tomioka S, Ito M, Sakagami Y, Suzuki A, Matsuhashi M. (1988). Determinations 
of the DNA sequence of the mreB gene and of the gene products of the mre region that function in 

formation of the rod shape of Escherichia coli cells. J Bacteriol. 170:4619-24. 

Dye NA, Pincus Z, Theriot JA, Shapiro L, Gitai Z. (2005). Two independent spiral structures control cell 
shape in Caulobacter. Proc Natl Acad Sci U S A. 102:18608-13.

Ebersbach G, Gerdes K. (2005). Plasmid segregation mechanisms. Annu Rev Genet. 39:453-79. Review.

Edwards DH, Errington J. (1997). The Bacillus subtilis DivIVA protein targets to the division septum and 
controls the site specificity of cell division. Mol Microbiol. 24:905-15.

Elliot MA, Karoonuthaisiri N, Huang J, Bibb MJ, Cohen SN, Kao CM, Buttner MJ. (2003). The chaplins: 

39



a family of hydrophobic cell-surface proteins involved in aerial mycelium formation in Streptomyces 

coelicolor. Genes Dev. 17:1727-40. 

Figge RM, Divakaruni AV, Gober JW (2004). MreB, the cell shape-determining bacterial actin homologue, 
co-ordinates cell wall morphogenesis in Caulobacter crescentus. Mol Microbiol. 51:1321-32.

Flärdh K, Findlay KC, Chater KF. (1999). Association of early sporulation genes with suggested develop-
mental decision points in Streptomyces coelicolor A3(2). Microbiology. 145: 2229-43.

Flärdh K. (2003). Growth polarity and cell division in Streptomyces. Curr Opin Microbiol. 6:564-71. Review.

Flärdh, K. (2003). Essential role of DivIVA in polar growth and morphogenesis in Streptomyces coelicolor 
A3(2). Mol. Microbiol. 49: 1523–1536. 

Flärdh K, Buttner MJ. (2009). Streptomyces morphogenetics: dissecting differentiation in a filamentous 
bacterium. Nat Rev Microbiol. 7:36-49.

Flärdh, K., Leibovitz, E., Buttner, M. J. & Chater, K. F. (2000). Generation of a non-sporulating strain of 
Streptomyces coelicolor A3(2) by the manipulation of a developmentally controlled ftsZ promoter. Mol. 
Microbiol. 38: 737–749. 

Formstone A, Errington J. (2005). A magnesium-dependent mreB null mutant: implications for the roleof 
mreB in Bacillus subtilis. Mol Microbiol. 55:1646-57.

Fu LM, Fu-Liu CS. (2002). Is Mycobacterium tuberculosis a closer relative to Gram-positive or Gram-nega-
tive bacterial pathogens? Tuberculosis (Edinb). 82:85-90.

Galkin VE, Orlova A, Rivera C, Mullins RD, Egelman EH. (2009). Structural polymorphism of the ParM fila-
ment and dynamic instability. Structure. 17:1253-64.

Garner EC, Campbell CS, Mullins RD. (2004). Dynamic instability in a DNA-segregating prokaryotic actin 
homolog. Science. 306:1021-5.

Garner EC, Campbell CS, Weibel DB, Mullins RD. (2007). Reconstitution of DNA segregation driven by as-

40



sembly of a prokaryotic actin homolog. Science. 315:1270-4.

Gerdes K. (2009). RodZ, a new player in bacterial cell morphogenesis. EMBO J. 28:171-2.

Gitai Z, Dye N, Shapiro L. (2004). An actin-like gene can determine cell polarity in bacteria. Proc Natl Acad 
Sci U S A. 101:8510-1. 

Gitai Z, Dye NA, Reisenauer A, Wachi M, Shapiro L. (2005). MreB actin-mediated segregation of a specific 
region of a bacterial chromosome. Cell. 120:329-41.

Goffin C, Ghuysen JM. (1998). Multimodular penicillin-binding proteins: an enigmatic family of orthologs 
and paralogs. Microbiol Mol Biol Rev. 62:1079-93.

Grantcharova N, Lustig U, Flärdh K. (2005). Dynamics of FtsZ assembly during sporulation in Streptomy-
ces coelicolor A3(2). J Bacteriol. 187:3227-37.

Grantcharova, N., Ubhayasekera, W., Mowbray, S. L., McCormick, J. R. & Flärdh, K. (2003). A missense mu-
tation in ftsZ differentially affects vegetative and developmentally controlled cell division in Streptomy-
ces coelicolor A3(2). Mol. Microbiol. 47: 645–656. 

Harry EJ. (2001). Bacterial cell division: regulating Z-ring formation. Mol Microbiol. 40:795-803. Review.

Hempel AM, Wang SB, Letek M, Gil JA, Flärdh K. (2008). Assemblies of DivIVA mark sites for hyphal branch-
ing and can establish new zones of cell wall growth in Streptomyces coelicolor. J Bacteriol. 190:7579-83. 

Hong HJ, Paget MS, Buttner MJ. (2002). A signal transduction system in Streptomyces coelicolor that ac-
tivates the expression of a putative cell wall glycan operon in response to vancomycin and other cell 
wall-specific antibiotics. Mol Microbiol. 44:1199-1211.

Hu Z, Lutkenhaus J. (1999). Topological regulation of cell division in Escherichia coli involves rapid pole 
to pole oscillation of the division inhibitor

MinC under the control of MinD and MinE. Mol Microbiol. 34:82-90.

Hutchings MI, Hong HJ, Leibovitz E, Sutcliffe IC, Buttner MJ. (2006). The sigma(E) cell envelope stress 
response of Streptomyces coelicolor is influenced by a novel lipoprotein, CseA. J Bacteriol. 188:7222-9.

41



Jensen RB, Gerdes K. Partitioning of plasmid R1. (1997). The ParM protein exhibits ATPase activity and 
interacts with the centromere-like ParR-parC complex. J Mol Biol. 269:505-13.

Jones LJ, Carballido-López R, Errington J. (2001). Control of cell shape in bacteria: helical, actin-like fila-
ments in Bacillus subtilis. Cell. 104:913-22.

Kawai, Y., K. Asai, and J. Errington. (2009). Partial functional redundancy of MreB isoforms, MreB, Mbl and 
MreBH, in cell morphogenesis of Bacillus subtilis. Mol. Microbiol. 73:719-731.

Kawai Y, Daniel RA, Errington J. (2009). Regulation of cell wall morphogenesis in Bacillus subtilis by 

recruitment of PBP1 to the MreB helix. Mol Microbiol. 71:1131-44. 

Keijser BJ, van Wezel GP, Canters GW, Vijgenboom E. (2002). Developmental regulation of the Strep-
tomyces lividans ram genes: involvement of RamR in regulation of the ramCSAB operon. J Bacteriol. 

184:4420-9.

Kodani S, Hudson ME, Durrant MC, Buttner MJ, Nodwell JR, Willey JM. (2004). The SapB morphogen is 
a lantibiotic-like peptide derived from the product of the developmental gene ramS in Streptomyces 

coelicolor. Proc Natl Acad Sci U S A. 101:11448-53

Komeili A, Li Z, Newman DK, Jensen GJ. (2006). Magnetosomes are cell membrane invaginations 

organized by the actin-like protein MamK. Science. 311:242-5. 

Kruse T, Bork-Jensen J, Gerdes K. (2005). The morphogenetic MreBCD proteins of Escherichia coli form an 
essential membrane-bound complex. Mol Microbiol. 55:78-89.

Kruse T, Blagoev B, Løbner-Olesen A, Wachi M, Sasaki K, Iwai N, Mann M, Gerdes K (2006). Actin homolog 
MreB and RNA polymerase interact and are both required for chromosome segregation in Escherichia 
coli. Genes Dev. 20:113-24.

Margolin W. (2001). Spatial regulation of cytokinesis in bacteria. Curr Opin Microbiol. 4:647-52.

Marston AL, Errington J. (1999). Selection of the midcell division site in Bacillus subtilis through 

MinD-dependent polar localization and activation of MinC. Mol Microbiol. 33:84-96.

42



Mazza P, Noens EE, Schirner K, Grantcharova N, Mommaas AM, Koerten HK, Muth G, Flärdh K, van Wezel 
GP, Wohlleben W. (2006). MreB of Streptomyces coelicolor is not essential for vegetative growth but is 
required for the integrity of aerial hyphae and  spores. Mol Microbiol. 60:838-52.

McCormick JR, Su EP, Driks A, Losick R. (1994). Growth and viability of Streptomyces coelicolor mutant for 
the cell division gene ftsZ. Mol Microbiol. 14:243-54.

McCormick JR, Losick R. (1996). Cell division gene ftsQ is required for efficient sporulation but not growth 
and viability in Streptomyces coelicolor A3(2). J Bacteriol. 178:5295-301.

McPherson DC, Popham DL. (2003). Peptidoglycan synthesis in the absence of class A penicillin-binding 
proteins in Bacillus subtilis. J Bacteriol. 185:1423-31.

Mingorance, J., Tamames, J., and Vicente, M. (2004). Genomic channeling in bacterial cell division. J Mol 
Recognit 17:481–487.

Minnikin DE, Minnikin SM, Goodfellow M, Stanford JL. (1982). The mycolic acids of Mycobacterium che-
lonei. J Gen Microbiol. 128:817-22.

Mistry BV, Del Sol R, Wright C, Findlay K, Dyson P. (2008). FtsW is a dispensable cell division protein 
required for Z-ring stabilization during sporulation septation in Streptomyces coelicolor. J Bacteriol. 
190:5555-66. 

Miyata M, Ogaki H. (2006). Cytoskeleton of mollicutes. J Mol Microbiol Biotechnol. 11:256-64. 

Molle, V., Palframan, W. J., Findlay, K. C. & Buttner, M. J. (2000). WhiD and WhiB, homologous proteins 
required for different stages of sporulation in Steptomyces coelicolor A3(2). J. Bacteriol. 182: 1286–1295. 

Mulder E, Woldringh CL. (1989). Actively replicating nucleoids influence positioning of division sites in 
Escherichia coli filaments forming cells lacking DNA. J Bacteriol. 171:4303-14.

Nguyen KT, Willey JM, Nguyen LD, Nguyen LT, Viollier PH, Thompson CJ. (2002). A central regulator of 
morphological differentiation in the multicellular bacterium Streptomyces coelicolor. Mol Microbiol. 
46:1223-38.

O’Connor TJ, Kanellis P, Nodwell JR. (2002). The ramC gene is required for morphogenesis in Strepto-

43



myces coelicolor and expressed in a cell type-specific manner under the direct control of RamR. Mol 

Microbiol. 45:45-57.

O’Connor TJ, Nodwell JR. (2005). Pivotal roles for the receiver domain in the mechanism of action of the 
response regulator RamR of Streptomyces coelicolor. J Mol Biol. 351:1030-47.

Orlova A, Garner EC, Galkin VE, Heuser J, Mullins RD, Egelman EH. (2007). The structure of bacterial ParM 
filaments. Nat Struct Mol Biol. 14:921-6. 

Paget MS, Chamberlin L, Atrih A, Foster SJ, Buttner MJ. (1999). Evidence that the extracytoplasmic 

function sigma factor sigmaE is required for normal cell wall structure in Streptomyces coelicolor A3(2). J 
Bacteriol. 181:204-11.

Paradis-Bleau C, Markovski M, Uehara T, Lupoli TJ, Walker S, Kahne DE, Bernhardt TG. (2010). Lipoprotein 
cofactors located in the outer membrane activate bacterial cell wall polymerases. Cell. 143:1110-20.

Pinho MG, de Lencastre H, Tomasz A. (2001). An acquired and a native penicillin-binding protein cooper-
ate in building the cell wall of drug-resistant staphylococci. Proc Natl Acad Sci U S A. 98:10886-91.

Pinho MG, Errington J. (2003). Dispersed mode of Staphylococcus aureus cell wall synthesis in the 

absence of the division machinery. Mol Microbiol. 50:871-81.

Polka JK, Kollman JM, Agard DA, Mullins RD (2009). The structure and assembly dynamics of plasmid 
actin AlfA imply a novel mechanism of DNA segregation. J Bacteriol. 191:6219-30. 

Popp D, Narita A, Oda T, Fujisawa T, Matsuo H, Nitanai Y, Iwasa M, Maeda K, Onishi H, Maéda Y. (2008). 
Molecular structure of the ParM polymer and the mechanism leading to its nucleotide-driven dynamic 
instability. EMBO J. 27:570-9. 

Potúcková L, Kelemen GH, Findlay KC, Lonetto MA, Buttner MJ, Kormanec J. (1995). A new RNA 

polymerase sigma factor, sigma F, is required for the late stages of morphological differentiation in 
Streptomyces spp. Mol Microbiol. 17:37-48.

Raskin DM, de Boer PA. (1999). MinDE-dependent pole-to-pole oscillation of division inhibitor MinC in 

44



Escherichia coli. J Bacteriol. 181:6419-24.

Rioux JB, Philippe N, Pereira S, Pignol D, Wu LF, Ginet N. (2010). A second actin-like MamK protein in 
Magnetospirillum magneticum AMB-1 encoded

outside the genomic magnetosome island. PLoS One. 5:e9151.

Ruban-Ośmiałowska B, Jakimowicz D, Smulczyk-Krawczyszyn A, Chater KF, Zakrzewska-Czerwińska J. 
(2006). Replisome localization in vegetative and aerial hyphae of Streptomyces coelicolor. J Bacteriol. 
188:7311-6.

Salje J, Gayathri P, Löwe J. (2010). The ParMRC system: molecular mechanisms of plasmid segregation by 
actin-like filaments. Nat Rev Microbiol. 8:683-92.

Scheffers DJ, Jones LJ, Errington J. (2004). Several distinct localization patterns for penicillin-binding 
proteins in Bacillus subtilis. Mol Microbiol. 51:749-64.

Schirner K, Errington J. (2009). The cell wall regulator {sigma}I specifically suppresses the lethal 

phenotype of mbl mutants in Bacillus subtilis. J Bacteriol. 191:1404-13. 

Schwedock J, McCormick JR, Angert ER, Nodwell JR, Losick R. (1997). Assembly ofthe cell division protein 
FtsZ into ladder-like structures in the aerial hyphae of Streptomyces coelicolor. Mol Microbiol. 25:847-58.

Shih YL, Le T, Rothfield L. (2003). Division site selection in Escherichia coli involves dynamic redistribution 
of Min proteins within coiled structures that extend between the two cell poles. Proc Natl Acad Sci USA. 
100:7865-70.

Shiomi D, Mori H, Niki H. (2009). Genetic mechanism regulating bacterial cell shape and metabolism. 
Commun Integr Biol. 2:219-20.

Siefert JL, Fox GE. (1998). Phylogenetic mapping of bacterial morphology. Microbiology; 144:2803-8.

Slovak PM, Wadhams GH, Armitage JP. (2005). Localization of MreB in Rhodobacter sphaeroides under 
conditions causing changes in cell shape and membrane structure. J Bacteriol. 187:54-64.

Soufo HJ, Graumann PL. (2003). Actin-like proteins MreB and Mbl from Bacillus subtilis are required for 
bipolar positioning of replication origins. Curr Biol. 13:1916-20.

45



Tabuchi A, Min YN, Kim CK, Fan YL, Womble DD, Rownd RH. (1988) Genetic organization and nucleotide 
sequence of the stability locus of IncFII plasmid NR1. J Mol Biol. 202:511-25.

Takacs CN, Poggio S, Charbon G, Pucheault M, Vollmer W, Jacobs-Wagner C. (2010). MreB drives de novo-
rod morphogenesis in Caulobacter crescentus via remodeling of the cell wall. J Bacteriol. 192:1671-84. 

Tan Q, Awano N, Inouye M. (2011). YeeV is an Escherichia coli toxin that inhibits cell division by targeting 
the cytoskeleton proteins, FtsZ and MreB. Mol Microbiol. 79:109-18. 

Taoka A, Asada R, Wu LF, Fukumori Y. (2007). Polymerization of the actin-like protein MamK, which is as-
sociated with magnetosomes. J Bacteriol. 189:8737-40. 

Thanbichler M, Shapiro L. (2008). Getting organized--how bacterial cells move proteins and DNA. Nat 
Rev Microbiol. 6:28-40.

Tiyanont K, Doan T, Lazarus MB, Fang X, Rudner DZ, Walker S. (2006). Imaging peptidoglycan biosynthe-
sis in Bacillus subtilis with fluorescent antibiotics. Proc Natl Acad Sci U S A. 103:11033-8.

Trachtenberg S. Shaping and moving a spiroplasma. (2004). J Mol Microbiol Biotechnol. 7:78-87.

Typas A, Banzhaf M, van den Berg van Saparoea B, Verheul J, Biboy J, Nichols RJ, Zietek M, Beilharz K, 
Kannenberg K, von Rechenberg M, Breukink E, den Blaauwen T, Gross CA, Vollmer W. (2010). Regulation 
of peptidoglycan synthesis by outer-membrane proteins. Cell. 143:1097-109.

Uehara T, Park JT. (2008). Growth of Escherichia coli: significance of peptidoglycan degradation during 
elongation and septation. J Bacteriol. 190:3914-22. 

Umeda A, Amako K. (1983). Growth of the surface of Corynebacterium diphtheriae. Microbiol Immunol. 
27:663-71.

Van den Ent, F. Löwe, J. (2000). Crystal structure of the cell division protein FtsA from Thermotoga mar-
itima. EMBO J. 19: 5300-5307. 

Van den Ent F, Amos LA, Löwe J. (2001). Prokaryotic origin of the actin cytoskeleton. Nature. 413:39-44.

Van den Ent F, Møller-Jensen J, Amos LA, Gerdes K, Löwe J. (2002). F-actin-like filaments formed by plas-

46



mid segregation protein ParM. EMBO J. 21:6935-43.

Van den Ent F, Johnson CM, Persons L, de Boer P, Löwe J. (2010). Bacterial actin MreB assembles in 

complex with cell shape protein RodZ. EMBO J. 29:1081-90. 

Vats P, Rothfield L. (2007). Duplication and segregation of the actin (MreB) cytoskeleton during the 
prokaryotic cell cycle. Proc Natl Acad Sci U S A. 104:17795-800. 

Vollmer W, Höltje JV. (2001). Morphogenesis of Escherichia coli. Curr Opin Microbiol. 4:625-33.

Vollmer W, Joris B, Charlier P, Foster S. (2008). Bacterial peptidoglycan (murein) hydrolases. FEMS Micro-
biol Rev. 32:259-86.

Vollmer W, Blanot D, de Pedro MA. (2008). Peptidoglycan structure and architecture. FEMS Microbiol Rev. 
32:149-67. 

Wang S, Arellano-Santoyo H, Combs PA, Shaevitz JW. (2010). Actin-like cytoskeleton filaments contrib-
ute to cell mechanics in bacteria. Proc Natl Acad Sci U S A. 107:9182-5. 

Wang X, Sherratt DJ. (2010). Independent segregation of the two arms of the Escherichia coli ori region 
requires neither RNA synthesis nor MreB dynamics. J Bacteriol. 192:6143-53. 

Warth, AD, and Strominger, JL. (1971). Structure of the peptidoglycan from vegetative cell walls of Bacil-
lus subtilis. Biochemistry 10:4349-4358.

White CL, Kitich A, Gober JW. (2010). Positioning cell wall synthetic complexes by the bacterial morpho-
genetic proteins MreB and MreD. Mol Microbiol. 76:616-33. 

Wildermuth H, Hopwood DA. (1970). Septation during sporulation in Streptomyces coelicolor. J Gen 
Microbiol. 60:51-9.

Willey J, Santamaria R, Guijarro J, Geistlich M, Losick R. (1991). Extracellular complementation of a devel-
opmental mutation implicates a small sporulation protein in aerial mycelium formation by S. coelicolor. 
Cell. 65:641-50.

Willey J, Schwedock J, Losick R. (1993). Multiple extracellular signals govern the production of a morpho-

47



genetic protein involved in aerialycelium formation by Streptomyces coelicolor. Genes Dev. 7:895-903.

Woldringh CL, Mulder E, Valkenburg JA, Wientjes FB, Zaritsky A, Nanninga N. (1990). Role of the nucleoid 
in the toporegulation of division. Res Microbiol. 141:39-49.

Wu LJ, Errington J. (2004). Coordination of cell division and chromosome segregation by a nucleoid oc-
clusion protein in Bacillus subtilis. Cell. 117:915-25.

Xu H, Chater KF, Deng Z, Tao M. (2008). A cellulose synthase-like protein involved in hyphal tip growth 
and morphological differentiation in Streptomyces. J Bacteriol. 190:4971-8. 

48



49



50

Manuskript 5.1

Manuskript 5.1



51



52



53



54



55



56



57



58



59



60



61



62



63



64



65



66



67



68



69



70



71



72



73



74



75

Manuskript 5.2



76



77



78



79



80



81



82



83



84



85



86



87



88



89



90



91



An 5.1 

Zur Publikation “Proteins encoded by the mre gene cluster in Streptomyces coelicolor

A3(2) cooperate in spore wall synthesis” habe ich wesentliche Teile beigetragen.

Die darin enthaltenen Arbeiten bezüglich der phänotypischen Charakterisierung

der Mutanten, Lichtmikroskopischen Aufnahmen, Fluoreszenzmikroskopischen

Aufnahmen und TEM Bilder wurden von mir durchgeführt und ausgewertet.

Die Präparation der Proben für die TEM Aufnahmen erfolgte durch C. Menzel (Gruppe Prof. 

Forchhammer/Maldener). Die in der Publikation enthaltenen Ergebnisse bezüglich des 

Bacterial-Two-Hybrid-Systems basieren auf den Arbeiten von E.-M. Kleinschnitz. 

Die Konstruktion einiger Mutanten beruht auf den Arbeiten von

Annette Latus, K. Schirner und J. Winkler.

An 5.2

Die Publikation „The MreB-Like Protein Mbl of Streptomyces coelicolor A3(2) Depends on 

MreB for Proper Localization and Contributes to Spore Wall Synthesis” wurde von mir verfasst. 

Die darin enthaltenen Ergebnisse beruhen im Wesentlichen auf eigenen experimentellen 

Arbeiten. Die Erstellung des Homologie-Models der Aktin-ähnlichen Proteine erfolgte 

in Zusammenarbeit mit dem Zweitautor M. Ammelburg. Die Bacterial-Two-Hybrid

Analysen wurden von E.-M. Kleinschnitz gemacht. A. Latus half unterstützend 

bei der Konstruktion der Mutanten und der Vancomycin/Lysozym-Tests. 
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