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“Das Gliick muss entlang der Strafde gefunden werden,

nicht am Ende des Wegs.”

- DAVID DUNN -
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ZUSAMMENFASSUNG

1 ZUSAMMENFASSUNG

Saccharothrix espanaensis (S. espanaensis) ist ein grampositives Bodenbakterium, das zur Familie der
Pseudonocardiaceae gehort. Dieser Stamm produziert die beiden Antibiotika Saccharomicin A und B.
Bei diesen Substanzen handelt es sich um die Vertreter einer neuen Wirkstoffklasse mit Aktivitat ge-
gen Methicillin-resistente Staphylococcus aureus und Vancomycin-resistente Enterokokken. Neben
der Produktion von bioaktiven Naturstoffen ist S. espanaensis bekannt fiir seine Biotransformationsak-
tivitdt. Der Stamm nimmt dabei Xenobiotika auf, die dem Medium wéhrend der Kultivierung zugege-
ben werden. Diese Substanzen werden durch den Stamm mit Rhamnose konjugiert, bevor sie in glyco-

sylierter Form wieder ins Kulturmedium abgegeben werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Genomsequenz von S. espanaensis untersucht. Das Genom ist
zirkulér, 9.360.653 bp lang und codiert flr 8.427 Proteine. Die Neuannotierung des Saccharomicin-
Clusters hat zusammen mit der vollstandigen Genomsequenz einen weiterfihrenden Einblick in die
Saccharomicin-Biosynthese gewahrt. Neben dem Saccharomicin-Cluster wurden in der Genomse-
guenz 25 zusatzliche Biosynthese-Gencluster identifiziert. Diese Cluster codieren fiir Enzyme, welche
die Synthese von Naturstoffen katalysieren, die in S. espanaensis bisher nicht detektiert wurden. Bei
den Produkten dieser Cluster handelt es sich um Terpene, ribosomale und nichtribosomale Peptide,
Polyketide, Hybride aus nichtribosomalen Peptiden und Polyketiden, Melanin und ein Aminocyclitol-

Derivat.

Die Biotransformationsaktivitat von S. espanaensis wurde im Rahmen dieser Arbeit ndher charakteri-
siert. Die Strukturen der glycosylierten Alizarin-Derivate AliPro2 und AliC1 wurden aufgeklart und es
wurden Fitterungsexperimente mit Aminoanthrachinonen durchgefiihrt. Zur Klarung der Frage, wel-
ches Gen fir die Glycosylierung von Xenobiotika in S. espanaensis verantwortlich ist, wurde die Ge-
nomsequenz auf Glycosyltransferasegene (GT-Gene) untersucht. Unter den insgesamt 106 GT-Genen
wurde mit Hilfe von Sequenzanalysen, einem heterologen Testsystem und Geninaktivierungsexperi-
menten das Gen ses60310 identifiziert. Es wurde nachgewiesen, dass dieses Gen fiir die flexible GT
codiert, welche fur die Glycosylierung der diversen Xenobiotika in S. espanaensis verantwortlich ist.
Mit Hilfe des heterologen Testsystems wurde gezeigt, dass diese Glycosyltransferase (GT) neben akti-
vierter L-Rhamnose auch L-Olivose Ubertragt. Die Inaktivierung des Gens ses60310 in S. espanaensis
fiihrte zu einer Mutante, die zugefutterte Substanzen nicht glycosylieren kann. Diese Inaktivierungs-
mutante zeigt aber trotzdem Biotransformationsaktivitét. Einige der zugefitterten Xenobiotika wurden
hydroxyliert, fir Alizarin konnte zusétzlich eine Methylierung detektiert werden. Daraus wurde ge-
schlossen, dass es sich bei der Biotransformation in S. espanaensis um einen Mechanismus handelt,

um Xenobiotika zu detoxifizieren oder zu eliminieren.
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Die GT Ses60310 zeigt Sequenzahnlichkeit zur GT SACE_2010 aus Saccharopolyspora erythraea
(S. erythraea). Mit Hilfe des heterologen Testsystems wurde gezeigt, dass dieses Enzym die Testsub-
stanz Alizarin ebenfalls glycosyliert. Bei der Futterung von S. erythraea mit 1,4-Diaminoanthrachinon
(U3) wurde gezeigt, dass der Stamm Aminosubstituenten von Xenobiotika acetylieren und glucosylie-
ren kann. Die GT SACE_2010 ist jedoch nicht fir die Konjugation von U3 mit Glucose verantwort-
lich. Der Biotransformationswirt S. erythraea besitzt demnach eine weitere GT, die fir die Glucosylie-

rung von Substanzen mit Aminosubstituenten zustandig ist.

Das Enzym Ses60310 wurde gereinigt und biochemisch charakterisiert. Das Protein zeigt in vitro Gly-
cosylierungsaktivitat. Die Reaktion von Alizarin und dTDP-Rhamnose zu AliProl und dTDP wird
durch Ses60310 katalysiert. Es wurde gezeigt, dass fiir diese Reaktion bei pH 8,8 und einer Inkubati-
onstemperatur von 37 °C am meisten glycosyliertes Produkt entsteht. Weiterhin wurden fir diese Re-

aktion die enzymkinetischen Parameter K., und v, bestimmt.

GTs, die Xenobiotika glycosylieren, zeichnen sich durch ihre hohe Akzeptor-Substratflexibilitat aus.
Bei Ses60310 und SACE_2010 handelt es sich demnach um wertvolle Enzyme, die als Werkzeuge in
der enzymatischen Katalyse eingesetzt werden kdnnen. Aus diesem Grund sind die GTs, die im Rah-
men dieser Arbeit identifiziert und charakterisiert wurden, ein enormer Gewinn fiir die ,,Freiburger

Glycosyltransferase-Toolbox*.
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2 EINLEITUNG

2.1 Die Geschichte der Genomsequenzierung

Im Jahr 1977 haben Sanger et al. mit der Nukleotidsequenz des Bakteriophagen ® X174 das erste
Genom vollstandig sequenziert **. Die Methode, die zur Sequenzierung dieses 5.386 Basenpaar (bp)
grolRen Genoms fiihrte, wurde in den folgenden Jahren weiterentwickelt, sodass 1993 das 186 kb grofe
Genom des Pocken-Virus Orthopoxvirus variola vollautomatisiert sequenziert werden konnte ™. Im
Jahr 1995 wurde das erste Genom eines lebenden Organismus sequenziert *"). Dabei handelte es sich
um das Bakterium Haemophilus influenzae Rd. Die Sequenzierung der 1,8 Mb langen Nukleotid-

sequenz dauerte damals 13 Monate und kostete circa 50 US-Cent pro bp 2.

Im Jahr 1990 wurde zur Sequenzierung des menschlichen Genoms das internationale Humangenom-
projekt gegriindet. Insgesamt 2.800 Wissenschaftler arbeiteten an der Verwirklichung dieses Projekts.
Die Sequenzierung der 3,27 Gb wurde 2003 abgeschlossen und kostete insgesamt 2,7 Milliarden US-$
(19 Im Lauf der Jahre haben sich die Technologien zur Genomsequenzierung immer weiter verbessert,
sodass es bald mdglich sein soll, das menschliche Genom in wenigen Stunden fir circa 1.000 US-$ zu
sequenzieren. Die X PRIZE Foundation hat fiir Januar 2013 einen Wettbewerb ins Leben gerufen. Ziel
ist die Squenzierung 100 menschlicher Genome innerhalb von 30 Tagen fur weniger als 1.000 US-$
pro Genom mit weniger als einem Fehler pro Mb. Das Team, welches dieses Ziel zuerst erreicht, ge-
winnt 10 Millionen US-$ !,

2.2 Sequenzierung von Bakteriengenomen

Nach der vollstandigen Sequenzierung von Haemophilus influenzae Rd folgten die Genome von Mo-
dellorganismen wie Escherichia coli (E. coli) ! und Bacillus subtilis (B. subtilis) ??. Die Sequenzie-
rung dieser Genome fiihrte zur Identifizierung aller Gene, die zum Uberleben dieser freilebenden Zel-
len nétig sind. Die Organisation der Gene und die Verteilung von codierenden und nichtcodierenden
Bereichen konnte mit Hilfe der Genomsequenz aufgeklart werden . Zusatzlich wurden die geneti-
schen Informationen, die fiir verschiedene Virulenzfaktoren codieren, identifiziert. Die Mdglichkeit
anhand der Genomsequenz die Ursache der Pathogenitét eines Bakteriums zu erkennen und damit
maogliche Angriffspunkte zur Bekdmpfung dieser Keime zu identifizieren, hat in den folgenden Jahren
zur Sequenzierung verschiedener Arten von Infektionserregern gefihrt 1. Die neuesten Sequen-
ziermethoden erlauben heutzutage klinisch relevante Serotypen innerhalb kiirzester Zeit zu sequenzie-
ren. Zwischen Mai und Juli 2011 war beispielsweise der Stamm E. coli 0104:H4 fir eine EHEC-
Epidemie in Deutschland verantwortlich. Laut dem Robert-Koch-Institut wurden insgesamt 3842

Menschen infiziert von denen 53 starben 1?81, Das Genom dieses Erregers wurde in einer Kooperation
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von Forschern des chinesischen Beijing-Genomics-Institute und des Universitatsklinikums Hamburg-
Eppendorf drei Tage nach Erhalt der DNA sequenziert. Die Rohdaten der Sequenzierung wurden im
Internet verdffentlicht, sodass Bioinformatiker auf der ganzen Welt gemeinsam an der Analyse der
Genomdaten arbeiten konnten. In weniger als einer Woche konnte gezeigt werden, dass der Erreger
von einem enteroaggregativen E. coli abstammt, der Gene zur Produktion von Shigatoxin 2 und zur
Ausbildung von Antibiotikaresistenzen erworben hat 1. Verschiedene klinische Isolate dieses E. coli-
Stamms waren somit die ersten Erregerstimme, deren Genome noch wahrend einer laufenden Epide-

mie entschliisselt werden konnten 2°%,

Neben bakteriellen Krankheitserregern werden auch apathogene Bakterienstdmme sequenziert. Bei-
spielsweise besteht die Ordnung Actinomycetales mit wenigen Ausnahmen aus Arten, die nicht patho-
gen sind. Trotzdem sind die Genomsequenzen von einigen Vertretern dieser Ordnung von groflem
wissenschaftlichem und wirtschaftlichem Interesse. Actinomyceten sind grampositive Bakterien mit
einer Genomsequenz, die einen hohen Gehalt der Basen Guanin und Cytosin aufweist. Einige Vertre-
ter dieser Ordnung sind bekannte Naturstoffproduzenten. VVon allen bekannten bioaktiven Stoffen, die
von Mikroorganismen produziert werden, stammen 45 % aus Actinomyceten B, Die Gene, die fiir die
Biosynthese dieser Sekundarstoffe codieren, liegen in sogenannten Clustern im Genom dicht beiei-
nander ¥>®1. Anhand der Genomsequenz von Actinomyceten kann somit auf die Anzahl der mogli-
chen Sekundérstoffe geschlossen werden, die durch den jeweiligen Stamm produziert werden konnen.
Die ersten Vertreter der apathogenen Actinomyceten, deren Genome vollstandig sequenziert wurden,
waren Streptomyces coelicolor (S. coelicolor) ¥4 und Streptomyces avermitilis (S. avermitilis) **, die
Modelorganismen der Gattung Streptomyces. Durch elektrophoretische Analysen war damals bereits
bekannt, dass Streptomyceten lineare Genome besitzen ®®. Diese Beobachtung konnte mit Hilfe der
erhaltenen Genomsequenzen bestatigt werden. Die linearen Genome werden ausgehend von einem
Zentromer in der Mitte des Genoms bidirektional repliziert. Die Genomsequenz hat gezeigt, dass die
Gene, die firr das Uberleben der Zelle essentiell sind, in der ndheren Umgebung des Zentromers lie-
gen. Nicht-essentielle Gene liegen weiter auf’en an den linearen Enden der Genome. Zu diesen nicht-
essentiellen Genen gehoren auch die Gencluster, die fiir die Biosynthese der bakteriellen Sekundar-
stoffe codieren. Neben den bekannten Sekundérstoff-Clustern konnten in den Genomen von
S. coelicolor und S. avermitilis noch zusétzliche Cluster identifiziert werden, die fur bis dahin nicht
detektierte Sekundarstoffe codieren. Diese Beobachtung fuhrte zu der Annahme, dass das Potential zur
Produktion von Sekundarstoffen in Streptomyceten nur zu circa 10 % ausgeschopft wird und dass die

Genomsequenz den Zugang zu einer Vielzahl neuer bioaktiver Naturstoffe eroffnet 4537,

Streptomyceten-Stdmme lassen sich einfach aus Bodenproben isolieren und im Labor kultivieren. Aus
diesem Grund stammen circa 75 % der bekannten bioaktiven Naturstoffe, die von Actinomyceten pro-
duziert werden, von Bakterien der Gattung Streptomyces B, Die seltenen Actinomyceten sind schwie-

riger kultivierbar, aber ebenfalls in der Lage hochpotente Sekundarstoffe zu produzieren. Die Familie
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der Pseudonocardiaceae gehort zu den seltenen Actinomyceten und enthdlt wichtige Naturstoff-
Produzenten wie zum Beispiel den Erythromycin-Produzenten Saccharopolyspora erythraea NRRL
2338 (S. erythraea), den Vancomycin-Produzenten Amycolatopsis orientalis (A. orientalis) und den
Rifamycin SV-Produzenten Amycolatopsis mediterranei U32 (A. mediterranei). Der erste Vertreter
dieser Familie, dessen Genom vollstandig sequenziert wurde, war S. erythraea *®, Abgesehen davon,
dass dieses Genom zirkular aufgebaut ist, ist es denen der Streptomyceten sehr dhnlich. Die essentiel-
len Gene befinden sich ebenfalls in der Néhe ihres Replikationsursprungs. Nicht-essentielle Gene, wie
Sekundarstoff-Cluster, liegen im unteren Teil des Genoms nahe dem Replikationsende. Durch die
Sequenzierung des Genoms von S. erythraea konnte gezeigt werden, dass dieser Stamm, neben dem
Erythromycin-Cluster, 29 weitere Biosynthese-Cluster besitzt 2.

Die Entwicklung von Sequenziermethoden der zweiten und dritten Generation fuhrte dazu, dass auch
Actinomyceten-Genome schnell und kostenglinstig sequenziert werden kénnen. Im November 2012
waren insgesamt 6 Stamme aus der Familie der Pseudonocardiaceae vollstandig sequenziert. Die Zahl
der 6ffentlich zugénglichen Shotgun-Sequenzen in den Datenbanken von NCBI oder dem Broad Insti-
tute war deutlich hoher. Die Griinde flir die Sequenzierung eines bestimmten Actinomyceten-Genoms
sind unterschiedlich. Durch die Sequenzierung des Erythromycin- beziehungsweise des Rifamycin-
Produzenten wurde erhofft, dass die Genomsequenzen einen tieferen Einblick in die zellularen Abl&u-
fe gewahren, die zur Produktion dieser Antibiotika fiihren ¥l Diese Erkenntnisse sollten anschlie-
Rend genutzt werden, um die Produktivitat der Stimme zu erhdhen. Die DNA-Sequenz anderer Acti-
nomyceten-Genome soll ebenfalls zur Erhéhung der Ausbeute bekannter Sekundarmetabolite oder zur
Identifizierung neuer Naturstoffe genutzt werden. Im Rahmen des GEBA-Projekts (Genomic Encyc-
lopedia of Bacteria and Archaea) werden Bakteriengenome aus taxonomischen Nischen zur Sequen-
zierung ausgewahlt . Aus der Familie der Pseudonocardiaceae wurde unter anderem Actino-
synnema mirum DSM 43827 (A. mirum) sequenziert ¥, Die Genomsequenz dieses Stammes hat ge-
zeigt, dass A. mirum 23 Sekundérstoff-Cluster besitzt, die méglicherweise fiir bioaktive Naturstoffe
codieren. Saccharomonospora viridis DSM 43017 (S. viridis) wurde ausgewdhlt, da die Zellwand
dieses Bakteriums sich nach Gram “? nicht anfarben lasst %I, Das ist insofern ungewdhnlich, da dieser
Stamm auf Grund der Sequenz seines 16S-rRNA-Gens taxonomisch zur Ordnung Actinomycetales
gehort, obwohl Actinomyceten definitionsgemaR grampositive Bakterien sind ©““. Thermobispora
bispora DSM 43833 (T. bispora) wurde sequenziert, da dieser Stamm zwei 16S-rRNA-Gene besitzt,
wodurch die taxonomische Einordnung dieses Stammes erschwert war . Der Stamm Pseudonocar-
dia dioxanivorans CB 1190 (P. dioxanivorans) wurde sequenziert, da dieses Bakterium das Umwelt-
gift Dioxan verstoffwechseln kann “6#". Die Genomsequenz sollte dazu verwendet werden mehr iber

die biodegradierenden Eigenschaften dieses Stammes zu erfahren &,
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2.3 Naturstoffe aus Actinomyceten

Actinomyceten sind in der Lage bioaktive Naturstoffe zu produzieren. Bei diesen Naturstoffen handelt
es sich unter anderem um potente Arzneistoffe wie die Antibiotika Erythromycin, Vancomycin und
Daptomycin, die Immunsuppressiva Rapamycin und Tacrolimus und die Cytostatika Daunorubicin
und Bleomycin ¥\, Fiir die Synthese dieser Substanzen sind Gene des bakteriellen Sekundarstoff-
wechsels verantwortlich. Da diese Biosynthesegene im Genom geclustert vorliegen ¥2%! kann anhand
der Genomsequenz die Anzahl der mdglichen Sekundérstoffe bestimmt und erste Aussagen ber die
mdogliche Struktur der entsprechenden Substanzen getroffen werden. Der Grofteil der bakteriellen
Sekundérstoffe entstammt der Polyketidsynthese, der Peptidsynthese, dem Terpenstoffwechsel oder

einem Hybrid dieser Biosynthesewege.

Zur Synthese von Polyketiden konnten in Actinomyceten drei verschiedene Stoffwechselwege identi-
fiziert werden, die alle zur Kondensation von Acyl-Coenzym A-Einheiten fuhren. Die Polyketid-
synthasen (PKS) vom Typ | sind multifunktionale Enzyme, die modular aufgebaut sind. Die Module,
bestehend aus einer Ketosynthase-, einer Acyltransferase- und einer Acyl-Carrier-Protein-Domane,
katalysieren die Kettenverlangerung um je eine Ketid-Einheit (siehe Abbildung 2-1 1). Zuséatzliche
Domanen sind fur die Modifizierung dieser Ketid-Einheiten verantwortlich. Ketoreduktasen reduzie-
ren das Keton zum Alkohol, Dehydratasen filhren unter Wasserabspaltung zur Ausbildung von Dop-
pelbindungen und Enoylreduktasen reduzieren diese Doppelbindungen zu Einfachbindungen. Dieser
Biosyntheseweg fuhrt in Actinomyceten zu makrozyklischen Naturstoffen, wie beispielsweise Eryth-
romycin oder Amphotericin B 1. PKS vom Typ Il bestehen aus drei Proteinen, die einen Mul-
tienzymkomplex ausbilden. Die Ketosynthase und das Acyl-Carrier-Protein verknupfen iterativ Ma-
lonyl-Coenzym A-Einheiten zu einer Polyketidkette (siehe Abbildung 2-1 II). Das dritte Protein des
Komplexes ist der sogenannte Kettenlangenfaktor (chain length factor). Diese Einheit bestimmt die
Kettenldnge des Polyketids. Die Zyklisierung der Ketten fiihrt zur Synthese von polyzyklischen Struk-
turen, die meist einen aromatischen Anteil besitzen. Aktinorhodin, das blau gefarbte Antibiotikum aus
S. coelicolor, und das Zytostatikum Daunorubicin werden beispielsweise von PKS des Typs Il synthe-
tisiert ®*2. PKS vom Typ Il kommen in Actinomyceten nur selten vor. Sie unterscheiden sich von
PKS Typ | und Il darin, dass sie keine Acyl-Carrier-Proteine besitzen. Diese PKS sind Homodimere,
die ebenfalls iterativ den Aufbau von Polyketiden katalysieren. Ein Beispiel flr einen Naturstoff, der
in Actinomyceten durch eine PKS vom Typ 11 synthetisiert wird, ist das rot gefarbte Flaviolin, ein
Shuntprodukt der HPQ-Melanin-Synthese 3%, Trotz Unterschiede in der Struktur und im Mechanis-
mus sind alle drei PKS-Typen fir die fortlaufende Kondensation von Acyl-Coenzym A-Einheiten
durch Decarboxylierung verantwortlich. Die erforderliche C-C-Bindung wird im Fall von PKS Typ |
von der Ketosynthase-Doméne und im Fall von PKS Typ Il und I11 von der Ketosynthase-Untereinheit

katalysiert %,
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Abbildung 2-1 Schematische Darstellung verschiedener Sekundérstoff-Biosynthesewege in Actinomyceten. (1) Doma-
nen der Typ | PKS, die durch die Gene eryAl und eryAll aus dem Erythromycin-Cluster codiert werden . (11) Die
Gene der minimalen PKS vom Typ 11 und ein Oktaketid als mégliches Produkt. (111) Doménen der NRPS, die durch
die Gene tycA und tycB aus dem Tyrocidin-Cluster codiert werden ", (1) Gene, die fiir die Biosynthese von
Lantibiotika codieren. Als mégliches Produkt sind beispielhaft die Ringe A, B und C des Antibiotikums Nisin
dargestellt 4. A, Adenylierung; Ala-S-Ala, Lanthionin; Abu-S-Ala, threo-p-Methyllanthionin; ACP, Acyl-Carrier-
Protein; AT, Acyltransferase; C, Kondensation; DH, Dehydratase; Dha, Dehydroalanin; Dhb, Dehydrobutyrin; E,
Epimerase; ER, Enoylreduktase; KR, Ketoreduktase; KS, Ketosynthase; T, Thiolation.
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Zusammen mit den Polyketiden bilden die peptidischen Sekundarstoffe die groRte Gruppe an bioakti-
ven Naturstoffen aus Actinomyceten. Fir die peptidischen Sekundarstoffe gibt es zwei verschiedene
Biosynthesewege. Die meisten bioaktiven Polypeptide werden nichtribosomal gebildet. Flr deren
Synthese ist ein multifunktionelles Enzym verantwortlich, vergleichbar mit der PKS vom Typ I. Die
Nichtribosomale Peptidsynthase (NRPS) ist modular aufgebaut (siehe Abbildung 2-1 I1lI). Diese Mo-
dule bestehen aus einer Kondensations- einer Adenylierungs- und einer Thiolations-Doméne und sind
fur den Einbau je einer Aminosdure verantwortlich. Die Adenylierungs-Domanen sind dabei nicht nur
fiir den Einbau von proteinogenen Aminosauren verantwortlich, sondern erkennen auch nichtproteino-
gene Aminosauren. Zur Umwandlung von L-Aminosauren in das D-Konformer enthalten einige Modu-
le zusétzlich eine Epimerisierungs-Doméne. In Actinomyceten werden beispielsweise die beiden Re-
serveantibiotika VVancomycin und Daptomycin durch NRPS gebildet *®*"). Seltener werden peptidi-
sche Sekundérstoffe in Actinomyceten auch ribosomal gebildet. Die erste Naturstoff-Klasse, fur wel-
che die Synthese am Ribosom nachgewiesen wurde, waren die Lantibiotika. Die Gene, welche zur
Synthese von Lantibiotika essentiell sind, und die Struktur eines méglichen Produkts sind in Abbil-
dung 2-1 IV dargestellt. Fir die Synthese eines Lantibiotikums, wie den Lebensmittelzusatzstoff
E 234 Nisin, wird ein Strukturgen (lanA) benétigt. LanA wird ribosomal synthetisiert und besteht aus
einer N-terminalen Leadersequenz und einem C-terminalen Propeptid. Das Propeptid wird posttransla-
tional modifiziert. Dabei werden die Aminosauren Serin und Threonin zu Dehydroalanin und Dehyd-
robutyrin dehydriert. Diese modifizierten Aminoséuren kdnnen anschlieBend mit Cysteinen zu Thio-
ether-Briicken reagieren und makrozyklische Ringe ausbilden. Die Dehydrierung und Zyklisierung
wird entweder durch die beiden Enzyme LanB und LanC Kkatalysiert oder durch ein bifunktionelles
LanM-Derivat. Das Lantibiotikum wird anschliefend uber einen Transporter (LanT) aus der Bakteri-
enzelle geschleust. Dabei wird die Leadersequenz abgespalten ™8, Neben den Lantibiotika gibt es
noch weitere Substanzen, die ribosomal synthetisiert werden. Sie unterscheiden sich durch die Art der
posttranslationalen Modifizierung. Das Antibiotikum Thiostrepton enthalt beispielsweise Thiazole, die

durch einen nukleophilen Angriff von Cysteinen an Carbonylen entstehen %1,

Terpene bilden eine weitere Gruppe an Sekundarstoffen, die in Actinomyceten weit verbreitet ist °”.
Diese Naturstoffe sind aus Isopren-Einheiten aufgebaut und bilden eine strukturell diverse Stoffklasse.
Fur die Biosynthese dieser Stoffe sind Terpen-Zyklasen verantwortlich. Geosmin, das fir den charak-
teristischen Geruch vieler Actinomyceten verantwortlich ist und das diterpenoide Grundgerust der
Phenalinolactone werden durch Terpen-Zyklasen synthetisiert 2. Einige Naturstoffe, wie das Ami-
nocumarin-Antibiotikum Novobiocin, besitzen einzelne Isopren-Einheiten, die durch Prenyltrans-

ferasen iibertragen werden %,
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2.4 Glycosylierte Naturstoffe

Viele bioaktive Sekundarstoffe aus Actinomyceten liegen glycosyliert vor. Einige Substanzen, wie die
Aminoglycosid-Antibiotika Kanamycin und Streptomycin und das Antidiabetikum Acarbose, sind nur
aus Zuckern und Cyclohexan-Bausteinen aufgebaut. Die meisten glycosylierten Naturstoffe bestehen
jedoch aus einem Aglycon eines anderen Sekundérstoff-Biosynthesewegs, das mit einem oder mehre-
ren Zucker-Einheiten verknipft ist. Das Cytostatikum Daunorubicin ist beispielsweise ein Polyketid
vom Typ Il, das mit dem Aminozucker Daunosamin verknipft ist. Das Reserveantibiotikum Vanco-
mycin besteht aus einem nichtribosomal gebildeten Polypeptid, das mit einem Disaccharid aus Gluco-
se und dem Aminozucker Vancosamin, verkniipft ist. Das Antibiotikum Erythromycin besitzt ein
Aglycon aus dem Polyketid-Stoffwechsel vom Typ I, welches mit dem neutralen Deoxyzucker Cladi-
nose und dem Aminozucker Desosamin verbunden ist. Die Strukturformeln dieser glycosylierten Arz-

neistoffe sind in Abbildung 2-2 dargestellt.

Cl

ZT
Iz

Abbildung 2-2 Strukturformeln glycosylierter Naturstoffe. Daunorubicin aus Streptomyces peuceticus, Vancomycin
aus A. orientalis und Erythromycin aus S. erythraea.

Die Zuckerbausteine tragen zur Steigerung der Hydrophilie von Naturstoffen bei und sind fur die Los-
lichkeit dieser Stoffe verantwortlich. Im Fall von Erythromycin sind die Zuckerbausteine fiir die
in vivo Aktivitat essentiell . Das Vancomycin-Aglycon zeigt in vitro antibiotische Aktivitat, in vivo
ist diese Aktivitat jedoch signifikant reduziert **). Die Zuckersubstituenten beeinflussen nicht nur die
pharmakokinetischen Eigenschaften dieser Wirkstoffe sondern sind oft mal3geblich fir die Interaktion
dieser Substanzen mit dem Targetmolekiil **. Mit Hilfe von NMR-Analysen konnte gezeigt werden,
dass die Zuckersubstituenten fir die Ausbildung der bioaktiven Konformation des VVancomycins ver-
antwortlich sind . Der Zucker-Baustein des Daunorubicins ist fiir dessen Wirkung essentiell, da es

die Interkalation des Wirkstoffs in den DNA-Strang erméglicht. ®. Der Einfluss der Zuckersubsti-
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tuenten auf die Aktivitat von Naturstoffen lasst sich auch anhand eines Vergleichs der Glycopeptid-
Antibiotika Vancomycin und Balhimycin zeigen. Die beiden Substanzen besitzen dasselbe Aglycon,
sie unterscheiden sich jedoch in den Zuckersubstituenten . Das Balhimycin zeigt verglichen mit

Vancomycin eine stérkere antibiotische Aktivitat gegen anaerobe Bakterien °2,

Zuckersubstituenten spielen fiir die pharmakokinetischen und pharmakodynamischen Eigenschaften
von Wirkstoffen eine bedeutende Rolle. Dies hat dazu gefiihrt, dass zur Entwicklung neuer therapeu-
tisch wirksamer Substanzen das Glycosylierungsmuster vorhandener Stoffe verandert wird. Mit Hilfe
der kombinatorischen Biosynthese konnten in vivo neue glycosylierte Sekundarmetabolite produziert
werden ®*™. In vitro wurde mit Hilfe der Glycorandomisierung ebenfalls eine Vielzahl neuer glyco-
sylierter Substanzen erhalten ™. Durch die kombinatorische Biosynthese konnten beispielsweise
Daunorubicin-Derivate generiert werden, die andere Zuckersubstituenten tragen ™", Zhu et al. zeig-
ten, dass Daunorubicin-Analoga mit 2,6-Desoxyzucker-Baustein die beste cytotoxische Aktivitat be-
sitzen . Die Anderung des Glycosylierungsmusters hat zu Derivaten gefiihrt, die vom P-
Glycoprotein nicht aus der Zelle transportiert werden kénnen. Diese Derivate wirken demnach auch
bei Tumoren die gegen Daunorubicin resistent sind "), Die fiir die Anthracycline typische Nebenwir-
kung der Cardiotoxizitat konnte durch die Entwicklung des Daunorubicin-Derivats Epirubicin deutlich
reduziert werden . Durch die Modifizierung der Zuckersubstituenten kann somit die Aktivitét einer
Wirksubstanz optimiert werden, Resistenzen werden umgangen und moégliche Nebenwirkungen ge-

senkt.

2.5 Der Actinomycet Saccharothrix espanaensis

Saccharothrix ist eine Bakterien-Art, die zur Familie der Pseudonocardiaceae gehort. Die Gattung
Saccharothrix espanaensis (S. espanaensis) wurde aus einer Bodenprobe aus Puerto Llano in Spanien
isoliert und im Jahr 1989 von Labeda und Lechevalier erstmals beschrieben [, Der Stamm produziert
gelbbraunes Substrat- und Luftmycel, bildet aber keine Sporen. Die Morphologie von S. espanaensis
ist in Abbildung 2-3 gezeigt.

Abbildung 2-3 Fotos verschiedener S. espanaensis-Kulturen. A: S. espanaensis-Einzelkolonien auf TSB-Festmedium.
B: Konfluenter Rasen von S. espanaensis auf R2YE-Festmedium [?. C: Rasen und Einzelkolonien von S. espanaensis
auf R2YE-Festmedium.
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2.5.1 S. espanaensis als Antibiotika-Produzent

Bei der ersten Beschreibung von S. espanaensis wurde gezeigt, dass dieser Stamm eine Substanz mit
antibiotischer Aktivitat produziert, die LL-C19004 genannt wurde ["®!. Kong et al. zeigten, dass es sich
bei LL-C19004 um einen Komplex handelt, aus welchem die Saccharomicine A und B isoliert wur-
den. Bei einer Kultivierung von S. espanaensis in einem 820 L-Fermenter wurden 1,25 g LL-C19004
erhalten. Daraus wurden umgerechnet 200 mg Saccharomicin A und 220 mg Saccharomicin B isoliert
% Die Saccharomicine besitzen eine einzigartige Struktur. Sie sind aus einem N-(m,p-
Dihydroxycinnamoyl)-taurin-Aglycon und einer aus 17 Zuckern bestehenden Zuckerkette aufgebaut.
Unter allen bisher bekannten bioaktiven Substanzen bestehen die Saccharomicine somit aus der grofR-
ten Anzahl an Monosaccharid-Einheiten. Die Strukturformeln von Saccharomicin A und B sind in

Abbildung 2-4 dargestellt.
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Abbildung 2-4 Strukturformeln von Saccharomicin A (1) und B (2). Die absolute Konfiguration von Fucose und Sac-
charosamin wurde experimentell ermittelt % Die tibrigen Monosaccharid-Einheiten sind willkiirlich in der Konfi-
guration dargestellt, die in der Natur am haufigsten vorkommt 9 Fyc, pb-Fucose; Sac, b-Saccharosamin; Rha, L-
Rhamnose; Eva, L-4-epi-Vancosamin; Dig, L-Digitoxose.

Bei den 17 Monosacchariden der Saccharomicine handelt es sich um die Desoxyhexosen Fucose, Sac-
charosamin, Rhamnose, 4-epi-Vancosamin und Digitoxose. Die beiden Saccharomicine unterscheiden
sich nur in einem Monosaccharid. Saccharomicin A besitzt an zehnter Stelle in der Zuckerkette o-
Digitoxose, in Saccharomicin B findet sich an dieser Stelle a-Rhamnose. Es wurde gezeigt, dass die
Fucose-Einheiten D-konfiguriert sind ! und dass die Saccharosamine die gleiche Konfiguration
aufweisen wie die Fucose-Bausteine %! Die absolute Konfiguration der tibrigen Zucker-Einheiten
wurde bisher nicht bestimmt. Kong et al. zeigten, dass die beiden 4-epi-Vancosamine an den Enden
der verzweigten Zuckerkette protoniert vorliegen. Die Sulfonsdauregruppe des Aglycons und die Sul-
fatgruppe der ersten Fucose der Zuckerkette liegen deprotoniert vor. Es wird deshalb angenommen,
dass die Saccharomicine, als vierfach geladene Zwitterionen, zwei makromolekulare Schleifen ausbil-
den ™. Diese Konformation konnte moglicherweise mit der bakteriellen Zellmembran interagieren

und somit zur Lyse der Zellen fiihren. Die Theorie zum molekularen Wirkmechanismus der Sac-
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charomicine wird durch die Beobachtungen von Singh et al. unterstitzt. Sie zeigten die unspezifische
Hemmung von DNA-, RNA- und Proteinsynthese in B. subtilis-Zellen, die mit Saccharomicin A be-
handelt wurden. AuBerdem deutete die mikroskopische Untersuchung von Bakterienzellen, die mit

diesem Antibiotikum behandelt wurden, ebenfalls auf eine Lyse der Zellen hin "),

Die Saccharomicine bilden eine neue Klasse potenter Antibiotika, die keine Ahnlichkeit zu bisher
bekannten Antibiotika aufweisen ™. Die Substanzen sind gegen mehrfach resistente Staphylococcus
aureus-Stamme und Vancomycin-resistente Enterokokken antibiotisch aktiv *%. Das Maus-Modell hat
ebenfalls gezeigt, dass die Saccharomicine eine mit Vancomycin vergleichbare in vivo Aktivitat gegen
pathogene Keime besitzen. Fur die systemische Anwendung dieser Substanzen in der Klinik ist das
therapeutische Fenster der Saccharomicine jedoch zu eng. Auf Grund der hohen Wasserloslichkeit und
der fehlenden Kreuzresistenzen zu bekannten Antibiotika, kdnnten die Saccharomicine aber topisch

eingesetzt werden .

Die ersten molekularbiologischen Experimente mit S. espanaensis wurden von M. Berner durchge-
flihrt. Zwar konnte er die Produktion der Saccharomicine nicht reproduzieren, es gelang ihm jedoch
das Saccharomicin-Cluster (sam-Cluster) zu identifizieren . Ein circa 47 kb groBes Cluster, welches
aus 38 Genen besteht, wurde durch Sequenzierung auf zwei Cosmiden lokalisiert. Die Organisation
des sam-Clusters ist in Abbildung 2-5 dargestellt.
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Abbildung 2-5 Saccharomicin-Cluster aus S. espanaensis. Die Einteilung der Gene in funktionelle Einheiten erfolgte
anhand der neusten Annotation des Clusters und allen weiterfuhrenden Sequenzanalysen (siehe 3.1.1 und 4.2.2).

Das sam-Cluster besitzt 10 Gene, die fiir Glycosyltransferasen codieren. Damit enthdlt das sam-
Cluster die meisten Glycosyltransferasegene (GT-Gene), die bisher in einem Sekundarstoff-Cluster
identifiziert wurden. Der Nachweis, dass es sich bei diesem Gencluster tatsachlich um das sam-Cluster
handelt, konnte durch die heterologe Expression der Gene sam8 und sam5 erbracht werden. Durch die
Expression dieses Tyrosin-Ammonia-Lyasegens und dieses 4-Coumarat-3-Hydroxylasegens im hete-
rologen Wirt Streptomyces fradiae XKS (S. fradiae XKS) wurde eine Mutante generiert, die in der
Lage war, Kaffeesdure zu produzieren. Berner et al. konnten damit nachweisen, dass diese Gene flr
Enzyme codieren, die fiir die Synthese der Halfte des Saccharomicin-Aglycons verantwortlich sind .
Die Analyse des Clusters hat gezeigt, dass Gene fehlen, deren Produkte fur die Synthese der Sac-
charomicine benotigt werden. Es konnte beispielsweise kein Gen identifiziert werden, das fir eine
dTDP-Glucose-4,6-Dehydratase codiert. Die Dehydrierung von aktivierter Glucose ist ein essentieller

Teil der Synthese aller fiinf Desoxyzucker. Es wurde bereits von mehreren Sekundarstoff-Clustern
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berichtet, die zur Synthese von Desoxyzuckern eine dTDP-Glucose-4,6-Dehydratase verwenden, wel-
che von einem Gen codiert wird, das auflerhalb des betrachteten Clusters liegt 5781 gomit ist es sehr
wahrscheinlich, dass die Gene, die zur Synthese der Saccharomicine im sam-Cluster fehlen, von Ge-

nen codiert werden, die auRerhalb des sam-Clusters liegen %,

2.5.2 8. espanaensis als Biotransformationswirt

Der Actinomycet S. espanaensis ist nicht nur der Produzent einer neuen Antibiotika-Klasse, sondern
besitzt auBerdem Biotransformationsaktivitat. A. Luzhetskyy zeigte, dass S. espanaensis Anthra-
chinone wie Alizarin oder Emodin biotransformieren kann ®2. A. Linnenbrink hat diese Biotransfor-
mationsaktivitdt ndher untersucht. Dabei konnte er nachweisen, dass es sich bei den Biotransformati-
onsprodukten um Derivate der zugefitterten Substanzen handelt, die O-glycosidisch mit Rhamnose
verknipft sind ¥ Die Strukturformeln aller bisher bekannten Biotransformationsprodukte aus
S. espanaensis, die mittels NMR bestétigt wurden, sind in Abbildung 2-6 dargestellt. Durch die Ftte-
rung verschiedener Xenobiotika und die Strukturaufklarung der erhaltenen Produkte wurde die Bio-
transformationsaktivitit des Stammes néher untersucht. Bei der Futterung mit Emodin wurde unter
anderem das Biotransformationsprodukt EmoPro3 erhalten. Diese Substanz zeigt eine zweifache
Rhamnosylierung 1. Obwohl das Xenobiotikum 1-Amino-4-chloranthrachinon keine Hydroxylgruppe
besitzt, die fur die O-glycosidische Verknlpfung mit Rhamnose in S. espanaensis verwendet werden
kann, biotransformierte der Stamm diese Substanz. Das erhaltene Biotransformationsprodukt
Antl4Prol besitzt eine Hydroxylgruppe, tber welche die Substanz ebenfalls mit Rhamnose verknipft
ist. Der Stamm S. espanaensis zeigt demnach neben der Rhamnosylierungs- auch Hydroxylierungs-
aktivitat ¥1. Zur Untersuchung des Substratspektrums der Biotransformation wurden neben Anthra-
chinonen weitere Substanzen verschiedener Substanzklassen gefiittert. Das Flavonoid Quercetin zeigte
eine nahezu vollstandige Umsetzung zu dem einfach rhamnosylierten Derivat QuercProl F!. Die Fitte-
rung von Novobiocinsaure, dem Aglycon des antibiotisch aktiven Novobiocins, resultierte in der Pro-
duktion zweier hydroxylierter und eines rhamnosylierten Derivats. Die antibiotische Aktivitdt des
rhamnosylierten Derivats NovPro5 wurde mit der von Novobiocin und dessen Aglycon Novobiocin-
séure verglichen. Die Novobiocinsdure zeigt eine deutlich geringere antibiotische Aktivitat gegen
B. subtilis als Novobiocin. Y. Schmidt zeigte, dass das rhamnosylierte NovPro5 keine antibiotische
Aktivitat besitzt 3. Durch die Glycosylierung in S. espanaensis wurde das Antibiotikum demnach

vollstandig inaktiviert.

Die Glycosylierungsaktivitat von S. espanaensis ist aulergewéhnlich. Die beobachtete Glycosylierung
diverser Xenobiotika wurde bisher fiir keinen anderen Actinomyceten beschrieben. Fir diese Glycosy-

lierungsaktivitdt in S. espanaensis ist mindestens eine GT verantwortlich.
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Abbildung 2-6 Strukturformeln aller bisher bekannten Biotransformationsprodukte aus S. espanaensis, die mittels
NMR-Spektroskopie bestatigt sind . Die Strukturelemente, die durch die Biotransformationsreaktion ins Molekill
eingebracht wurden, sind rot dargestellt.
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2.6 Glycosyltransferasen

2.6.1 Einteilung und Struktur

GTs sind Enzyme, die Zucker in aktivierter Form auf Akzeptor-Substrate tibertragen. Bei den Zucker-
Donatoren handelt es sich bei sogenannten Leloir-Glycosyltransferasen um Nukleosid-Phosphat-
Zucker, meist Nukleosid-Diphosphat-Zucker (NDP-Zucker) ®). Nicht Leloir-GTs iibertragen auch
Zucker, die direkt mit Phosphat aktiviert sind. Die Akzeptor-Substrate von GTs sind meist andere
Zucker. GTs akzeptieren daruber hinaus Lipide, Proteine, Nukleinsauren, Antibiotika oder andere
niedermolekulare Substanzen. Der Zucker wird meist auf den nukleophilen Sauerstoff einer Hydro-
xylgruppe des Akzeptors tbertragen. Seltener werden die Zucker mit N-, S- und C-Nukleophilen ver-
kniipft 1,

Die verschiedenen Substanzen, die von GTs als Substrat akzeptiert werden, verdeutlichen, dass GTs in
der Zelle an einer Vielzahl von Reaktionen beteiligt sind. Aus diesem Grund ist es nicht verwunder-
lich, dass GTs nur eine geringe Sequenzhomologie besitzen . Trotz dieser geringen Ahnlichkeit der
Aminosdure-Sequenzen gibt es fir GTs nur vier mdgliche Formen der Proteinfaltung. Fir die Nukleo-
tid-Zucker-abhangigen GTs wurden bisher die beiden Strukturen GT-A und GT-B beobachtet 78],
Bei den Nicht Leloir-GTs kommen zusétzlich die Strukturformen GT-C und GT-D vor ®*% Auf
Grund der grofRen Vielfalt an GTs haben Campbell et al. erstmals eine sequenzbasierte Klassifizierung
von Hexosetransferasen in Familien vorgenommen . Die entwickelte CAZy-Datenbank wird seit-
dem stets aktualisiert und beinhaltet in der Zwischenzeit tber 100.000 GTs, welche in 94 Familien
eingeteilt werden %3 Die GTs einer Familie haben nicht nur dhnliche Aminosaure-Sequenzen, son-
dern besitzen auch dieselbe Proteinfaltung und den gleichen molekularen Mechanismus. Man unter-
scheidet zwischen GTs, die die Konformation am anomeren C-Atom des Zuckers beibehalten oder

diese umkehren 4,

Alle bisher bekannten GTs des bakteriellen Sekundarmetabolismus gehéren zur CAZy-Familie 1. Bei
den Sekundérstoff-GTs handelt es sich demnach stets um NDP-Hexosetransferasen, die die Konforma-
tion am anomeren C-Atom des Zuckers wahrend der Reaktion umkehren. Strukturell gehoren sie zur
Gruppe der GTs mit GT-B-Faltung. Diese Struktur wurde erstmals firr die p-Glucosyltransferase aus
dem Bakteriphagen T4 gezeigt ™. GTs mit dieser Faltung bestehen aus zwei Doméanen mit p/a/p-
Rossmann-Faltung, die durch eine zentrale Kluft getrennt sind °\. Die Rossmann-Faltung der C-
terminalen Doméne dient der Stabilisierung des Nukleosid-Diphosphats am Zucker-Donor wéhrend
der Reaktion. Das Akzeptor-Substrat wird N-terminal gebunden. In der Kluft zwischen den beiden

Domanen befindet sich das aktive Zentrum ©°,
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2.6.2 Glycosyltransferasen als Werkzeuge in der Biokatalyse

Zur Glycosylierung von Zielsubstanzen werden GTs eingesetzt. Die enzymatisch katalysierte Reaktion
besitzt gegeniliber der chemischen Synthese einige Vorteile. Die Enzyme katalysieren regio- und ste-
reoselektive Glycosylierungen. In der chemischen Synthese mussten dafiir Schutzgruppen eingefiihrt
und anschlieBend wieder entfernt werden. Dies fuhrt zu aufwendigen Synthesen mit schlechten Aus-
beuten des gewiinschen glycosylierten Produkts ©*91. AuBerdem konnen im Rahmen der enzymati-
schen Glycosylierung die Nukleotid-Zucker in situ regeneriert werden !, Der Nachteil der enzymati-
schen Katalyse ist, dass sich GTs durch eine hohe Substratspezifitat auszeichnen. GTs bertragen iib-
licherweise einen einzigen Zucker auf ein bestimmtes Akzeptor-Substrat. Der Einsatz dieser Enzyme
beschrénkt sich demnach auf die Katalyse von wenigen naturidentischen Reaktionen. Abweichend
davon wurden circa 20 GTs beschrieben, die in der Wahl ihrer Substrate flexibel sind. Harle und
Bechthold geben eine Auflistung dieser Enzyme. Diese GTs kénnen entweder verschiedene Zucker
iibertragen oder sind in der Wahl ihrer Akzeptor-Substrate flexibel *®!. Eine Auswahl spezifischer und
substratflexibler GTs sind in der ,Freiburger Glycosyltransferase-Toolbox“ zusammengestellt .

Diese GTs stehen als Werkzeug fur die enzymatische Glycosylierung zur Verfligung.

Die GT EImGT aus dem Elloramycin-Cluster von Streptomyces olivaceus besitzt Donor-
Substratflexibilitat. Sie wird eingesetzt, um verschiedene Zucker auf das Elloramycin-Aglycon 8-
Demethyltetracenomycin C zu iibertragen %% Aych fiir GtfE aus dem Vancomycin-Cluster und
CalG1 aus dem Calicheamycin-Cluster ist der Einsatz zur Synthese neuer glycosylierter Derivate be-
schrieben M%%4 Han et al. synthetisierten Daunorubicin-Derivate, die mit verschiedenen Zuckern
substituiert sind . Dabei verwendeten sie die GT AknS aus dem Aclacinomycin A-Cluster von
Streptomyces galilaeus "%, Diese GT ist in der Lage unterschiedliche Anthracyclin-Aglyca zu glyco-
sylieren. Die GT DesVII aus dem Pikromycin-Cluster von Streptomyces venezuelae katalysiert die
Glycosylierung von 12-, 14- und 16-gliedrigen Makroliden “°%. Das Substratspektrum von AknS und
DesVII beschrénkt sich jedoch auf artverwandte Akzeptor-Substrate. Fir die GT OleD aus Streptomy-
ces antibioticus wurde eine auRergewshnlich hohe Akzeptor-Substrat-Flexibilitat gezeigt !, Die-
ses Enzym wird zur Glycosylierung einer Reihe von Substraten wie Makroliden, Cumarinen oder
Flavonoiden eingesetzt *"1%1 Dje GT OleD ist damit das Enzym mit dem gréBten bisher bekann-

ten Akzeptor-Substratspektrum.

Steht fur die Glycosylierung eines Akzeptor-Substrats kein Enzym zur Verfligung, das die gewinschte
Reaktion katalysiert, kann durch gezieltes Protein-Engineering ein entsprechendes Enzym generiert
werden. Hoffmeister et al. zeigten, dass durch den Austausch weniger Aminosauren der GT UrdGT1b
aus dem Urdamycin-Cluster von Streptomyces fradiae Ti2717 Derivate mit vollig neuem Sub-
stratspektrum generiert werden kénnen. Truman et al. stellten chimére GTs her, indem sie die C- und
N-terminalen Doméanen von Glycopeptid-GTs tauschten. Diese Enzyme konnten nun den durch die C-

terminale Doméne festgelegte Zucker auf das durch die N-terminale Domane erkannte Polypeptid
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iibertragen ™2, Neben dem Substratspektrum von GTs kann auch die Art der Bindungskniipfung
durch Protein-Engineering verandert werden. Durch die gezielte Mutation einzelner Aminosauren
konnte aus der O-GT LanGT2 des Landomycin-Cluster von Streptomyces cyanogenus S-136 ein En-

zym generiert werden, welches Olivose C-glycosidisch verkniipft 22,

Das Protein-Engineering ist zwar eine zukunftsweisende Technologie, sie steht jedoch an ihren An-
fangen. Die Synthese von GTs, die Reaktionen nach Wahl katalysieren, ist noch nicht méglich. Aus
diesem Grund ist die Identifizierung neuer GTs mit breitem Substratspektrum derzeit ein vielverspre-
chender Ansatz zur Gewinnung glycosylierter Substanzen. Neue GTs sind ausschlaggebend flr den

weiteren Erfolg der ,,Freiburger Glycosyltransferase-Toolbox*.

2.7 Zielsetzung dieser Arbeit

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte die Genomsequenz von S. espanaensis untersucht werden.
Anhand der Sequenz sollten Gencluster, die fur die Biosynthese von Sekundarstoffen codieren, identi-
fiziert werden. Damit sollte das vollstdndige Potential von S. espanaensis als Naturstoff-Produzent
aufgedeckt werden. AuRerdem sollte durch die Analyse des vollstdndigen Genoms tiefere Einblicke in

die Saccharomicin-Biosynthese erhalten werden.

Des Weiteren sollte die Biotransformationsaktivitit von S. espanaensis charakterisiert werden. Durch
die Futterung von Xenobiotika und die Strukturaufklérung der erhaltenen Produkte sollte das Sub-
stratspektrum charakterisiert werden. AuBerdem sollte die Genomsequenz von S. espanaensis auf Ge-
ne untersucht werden, die mdglicherweise fur Glycosyltransferasen codieren. Unter diesen Genen
sollte mit Hilfe von Sequenzanalysen und molekularbiologischen Methoden das Gen identifiziert wer-
den, welches flir die GT mit breitem Substratspektrum codiert. Die verantwortliche GT sollte an-
schliefend mit bekannten GTs verglichen werden. Weiterhin sollte die GT gereinigt und im in vitro-
Experiment charakterisiert werden. Die neu beschriebenen GTs kdnnten zur erfolgreichen Erweiterung

der ,,Freiburger Glycosyltransferase-Toolbox* dienen.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Insilico Untersuchungen zum Genom von S. espanaensis

S. espanaensis produziert die antibiotisch wirksamen Heptadecaglycoside Saccharomicin A und Sac-
charomicin B "%, Der Stamm gehért zur Familie der Pseudonocardiaceae. Bekannte Vertreter dieser
Familie sind unter anderem der Erythromycin-Produzent S.erythraea und der Rifamycin SV-
Produzent A. mediterranei. Die Sequenzierung der Genome von S. erythraea und A. mediterranei hat
gezeigt, dass diese Stimme neben den Clustern flr Erythromycin und Rifamycin weitere zum Teil

unbekannte Sekundarstoffcluster besitzen 2839,

Die Sequenzierung von S. espanaensis erfolgte in Kooperation mit Christian Riickert und Jorn Kali-
nowski von CeBiTec an der Universitat Bielefeld (siehe 5.8.3). Das Chromosom ist zirkuldr und be-
steht aus 9.360.653 bp. Weitere Daten zum Genom von S. espanaensis sind in Tabelle 3-1 dargestellt.
Das Genom-Annotationsprogramm GenDB (siehe Tabelle 5-30) hat insgesamt 8.427 Sequenzen vor-
hergesagt, die méglicherweise fir Proteine codieren (coding DNA sequence, CDS). Fiir 4.297 (51 %)
der annotierten CDS konnte ebenfalls automatisch eine Funktion zugeordnet werden. Die Einteilung
der CDS in eggNOG (evolutionary genealogy of genes: non-supervised orthologous groups) ™ ist in
Tabelle 3-2 dargestellt. Zusétzlich zur automatischen Annotierung wurde eine manuelle Annotierung
vorgenommen. Dabei wurde fiir insgesamt 1284 CDS (15,2 %) die Positionierung der Startcodons
Uberprift und gegebenenfalls gedndert. Aulerdem wurde den CDS auf Grund von Sequenzahnlichkei-
ten zu bereits bekannten Genprodukten eine mogliche Funktion zugeordnet. Fiir diese manuelle Anno-
tation wurden Gene ausgewahlt, die entsprechend der Fragestellung dieser Arbeit von Interesse waren.
Es handelte sich dabei um Gene aus Sekundéarstoff-Clustern, um GT-Gene und um die Gene, die je-

weils in der unmittelbaren Naher dieser Gene liegen.

Tabelle 3-1 Allgemeine Daten zum Genom von S. espanaensis.

Grole des Genoms 9.360.653 bp
Genomstruktur zirkular
GC-Gehalt 72,19 %
CDS 8.427
Codierungsdichte 90,02 %
rRNA Operons 4

tRNA 80
Extrachromosomale Replikons keine
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Tabelle 3-2 Anzahl der Gene, die mit einer eggNOG Kategorie verknipft sind.

Code Anzahl % Beschreibung

A 1 0,01 RNA Prozessierung und Modifikation

B 0 0,00  Chromatinstruktur und Dynamik

C 308 3,66 Energieproduktion und Umsetzung

D 21 0,25 Kontrolle des Zellzyklus, der Zellteilung, der Aufteilung der Chromosomen
E 376 4,46  Transport und Metabolismus von Aminosauren

F 86 1,02 Transport und Metabolismus von Nukleotiden

G 213 2,53  Transport und Metabolismus von Kohlenhydraten

H 163 1,93  Transport und Metabolismus von Co-Enzymen

| 167 1,98  Transport und Metabolismus von Lipiden

J 166 1,97 Translation

K 475 5,64 Transkription

L 180 2,14 Replikation

M 161 1,91 Biosynthese von Zellwand, Zellmembran und Hulle

N 0 0,00 Zellbeweglichkeit

(@) 142 1,69 Posttranslationale Modifikation, Sekretion und vesikulérer Transport
P 242 2,87  Transport und Metabolismus von anorganischen lonen

Q 171 2,03 Biosynthese, Transport und Abbau von Sekundarstoffen

R 449 5,33 Nur allgemeine Funktionsvorhersage

S 737 8,75  Unbekannte Funktion

T 190 2,26 Signalweitergabe Mechanismus

U 27 0,32 Intrazelluldrer Transport, Sekretion und vesikulérer Transport
\ 112 1,33  Abwehrmechanismus

w 0 0,00  Extrazellulare Strukturen

Y 0 0,00 Kernstruktur

Z 0 0,00  Cytoskelett

4037 47,92  Kein Treffer in eggNOG

3.1.1 Sequenz-Analyse des Saccharomicin-Clusters

Mit Hilfe einer Cosmid-Bibliothek konnte M. Berner einen Sequenzbereich im Genom von S. espana-
ensis identifizieren, der mit grofRer Wahrscheinlichkeit fir die Enzyme der Saccharomicin-Biosynthese
codiert . Im Rahmen der vollstandigen Sequenzierung des Genoms von S. espanaensis wurde auch
dieses sam-Cluster erneut annotiert. Das sam-Cluster befindet sich im unteren Teil des zirkuléren
Chromosoms, in der Ndhe des Replikationsendes. Es besteht aus 38 Genen und umfasst circa 47.000

bp. Alle 38 Genprodukte des Clusters wurden manuell geblastet ™! und die Lénge der offenen Leser-
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ahmen (open reading frame, ORF) an die Lange der in der Datenbank hinterlegten Proteine angepasst
(111 Dabei wurde verglichen zur Annotation von M. Berner das Startcodon von acht Genen upstream
und von vier Genen downstream verschoben. Durch die gréRere Anzahl an Proteinen, die in der Da-
tenbank zum Vergleich zur Verfiigung standen, wurde auch die funktionelle Annotation der Genpro-
dukte weiter verfeinert. Tabelle 3-3 zeigt die neu annotierten Gene des sam-Clusters mit der mogli-
chen Funktion der Genprodukte und dem nachsten verwandten Protein.

Tabelle 3-3 Beschreibung der Gene aus dem sam-Cluster. 1: Anzahl der Aminosauren; 2: Anteil identischer Amino-
sauren/Anteil ahnlicher Aminosauren in %; 3: GenBank Accession Nummer des dhnlichen Proteins.

Gen 1 mogliche Funktion des Gen- Proteinsequenz ahnlich zu 2 3
produkts (Name des Proteins [Organismus])
saml 267 transkriptionaler Regulator Psed_2412 [Pseudonocardia dioxani- 67/78  AEA24616
vorans CB1190]
sam2 377 Protein mit extrazellularen Geob_2007 [Geobacter sp. FRC-32] 33/48  YP_002537464
Sequenzwiederholungen
sam3 293 transkriptionaler Regulator SSBG_00020 [Streptomyces sp. 44/54  ZP_06825724
SPB74]
sam4 219 positiver Regulator mit Ahn- FRAAL4627 [Frankia alni ACN14a] 54/69  YP_714812
lichkeit zu NovE
sam5 512 4-Coumarat 3-Hydroxylase Funktion experimentell nachgewiesen % ABC88666
sam6 290 Glucose-1-phosphat Nucleo- sal4 [Streptomyces aureofaciens] 67/82  ACK77763

tidyltransferase
sam7 374 Acetyl-Coenzym A Synthetase ~ Ndas_4723 Nocardiopsis dassonvillei 47/58  YP_003682615
subsp. dassonvillei DSM 43111

sam8 510  Tyrosin-Ammonia-Lyase Funktion experimentell nachgewiesen % ABC88669
sam9 299 putative S-Adenosylmethionin-  GQ274953.1 ORF10 [Streptomyces 45/60 ACY01395
abhangige Methyltransferase platensis subsp. rosaceus]
sam1l0 256 hypothetisches Protein, NodH MED193_14177 [Roseobacter sp. 30/43  ZP_01055406
ahnlich MED193]
samll 424 Glycosyltransferase desVII [Streptomyces venezuelae] 45/58  AAC68677
saml2 422 Glycosyltransferase oleG2 [Streptomyces antibioticus] 46/61  CAA05642
sam13 425 Glycosyltransferase Ndas_4716 [Nocardiopsis dassonvillei 46/61  YP_003682608
subsp. dassonvillei DSM 43111]
saml4 420 Glycosyltransferase Ndas_4707 [Nocardiopsis dassonvillei 44/56  YP_003682599
subsp. dassonvillei DSM 43111]
saml5 419 Glycosyltransferase Ndas_4716 [Nocardiopsis dassonvillei 50/63  YP_003682608
subsp. dassonvillei DSM 43111]
saml6 424 Glycosyltransferase Ndas_4716 [Nocardiopsis dassonvillei 46/60  YP_003682608
subsp. dassonvillei DSM 43111]
saml7 420 Glycosyltransferase Ndas_4716 [Nocardiopsis dassonvillei 48/60  YP_003682608
subsp. dassonvillei DSM 43111]
sam18 420 Glycosyltransferase Ndas_4727 [Nocardiopsis dassonvillei 50/61  YP_003682619

subsp. dassonvillei DSM 43111]
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Fortsetzung von Tabelle 3-3 Beschreibung der Gene aus dem sam-Cluster. 1: Anzahl der Aminosauren; 2: Anteil
identischer Aminosauren/Anteil ahnlicher Aminosauren in %; 3: GenBank Accession Nummer des &hnlichen Pro-

teins.
Gen 1 mdgliche Funktion des Gen- Proteinsequenz &hnlich zu 2 3
produkts (Name des Proteins [Organismus])
saml19 427 Glycosyltransferase Ndas_4716 [Nocardiopsis dassonvillei 47/61  YP_003682608
subsp. dassonvillei DSM 43111]
sam20 422 Glycosyltransferase desVII [Streptomyces venezuelae] 45/61  AAC68677
sam2l 326 NDP-4-Keto-6-desoxyhexose 4-  jadV [Streptomyces venezuelae ATCC 52/66  AAL14256
Ketoreduktase 10712]
sam22 330 Aldo/Keto-Reduktase Tcur_2669 [Thermomonospora curvata  51/65  YP_003300259
DSM 43183]
sam23 569 Protein, das membranflank- Xcel_2081 [Xylanimonas cellulosilytica  42/55  YP_003326657
ierende Domanen besitzt DSM 15894]
sam24 176 Protein, das membranflank- Snas_5070 [Stackebrandtia nassauensis  52/63  YP_003513799
ierende Domdnen besitzt DSM 44728]
sam25 114 hypothetisches Protein Ndas_4706 [Nocardiopsis dassonvillei 51/64  YP_003682598
subsp. dassonvillei DSM 43111]
sam26 188 hypothetisches Protein Ndas_4738 [Nocardiopsis dassonvillei 40/57  YP_003682630
subsp. dassonvillei DSM 43111]
sam27 430 L-Threonin-Synthase thrC1 [Streptomyces bingchenggensis 54/67  ADI04248
BCW-1]
sam28 177 hypothetisches Protein Ndas_4730 [Nocardiopsis dassonvillei 38/57  YP_003682622
subsp. dassonvillei DSM 43111]
sam29 140 Aspartate-1-Decarboxylase Franeanl_0199 [Frankia sp. EAN1pec] 58/78  YP_001504572
sam30 369 Glutamine--Scyllo-Inositol- Ndas_4709 [Nocardiopsis dassonvillei 75/85  YP_003682601
Transaminase subsp. dassonvillei DSM 43111]
sam31l 468 NDP-hexose-2,3-Dehydratase ChIC3 [Streptomyces antibioticus] 58/70 AAZT77682
sam32 207 dTDP-4-Dehydrorhamnose-3,5-  SBI_06869 [Streptomyces bingcheng- 60/74  ADI09989
Epimerase gensis BCW-1]
sam33 331 NDP-Hexose 3-Ketoreductase KijD10 [Actinomadura kijaniata] 56/71 ACB46498
sam34 409 NDP-Hexose-C-3-Methy- dvaC [Amycolatopsis balhimycina] 74/83  CAC48364
transferase
sam35 175 Adenylylsulfat-Kinase SghaAl_010100008098 [Streptomyces  67/78  ZP_04685125
ghanaensis ATCC 14672]
sam36 798 Penicillinamidase Rpic_4199 [Ralstonia pickettii 12J] 51/65  YP_001892723
sam37 419 hypothetisches Protein Ndas_1063 [Nocardiopsis dassonvillei 60/70  YP_003679011
subsp. dassonvillei DSM 43111]
sam38 189 RNA Polymerase Sigmafaktor SACE_6625 [Saccharopolyspora eryth-  66/75  YP_001108716

raea NRRL 2338]
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3.1.2 Identifizierung von Sekundirstoffclustern

Bevor die Genomsequenz zur Verfligung stand, waren auer den Saccharomicinen keine weiteren
Sekundérstoffe bekannt, die von S. espanaensis produziert werden. Mit Hilfe der antiSMASH Soft-
ware ™ konnten im Genom 30 zusétzliche Sekundarstoffcluster identifiziert werden. Nach der manu-
ellen Analyse der Software-Ergebnisse (siehe 5.13) wurde die Zahl auf 25 korrigiert. Neben dem sam-
Cluster gibt es also 25 weitere Cluster, die moglicherweise Sekundérstoffe produzieren kénnen. Die
Lage aller Cluster ist im Anhang unter 7.2 aufgelistet.

3.1.2.1 Putative Terpencluster
Die Genom-Sequenzanalyse ergab, dass S. espanaensis sieben Cluster besitzt, die wahrscheinlich flr
die Biosynthese von Naturstoffen aus dem Terpenstoffwechsel codieren. Die fur deren Synthese beno-

) M7 Es wurde fiir

tigten C5-Bausteine stammen aus dem Methylerythritolphosphatweg (MEP-Weg
jedes Enzym des MEP-Wegs mindestens ein entsprechendes Gen im Genom von S. espanaensis iden-

tifiziert (siehe Tabelle 3-4).
Tabelle 3-4 Beschreibung der Enzyme aus dem MEP-Weg. 1: Name des Proteins; 2: Funktion des Proteins; 3: ent-

sprechendes Genprodukt aus S. espanaensis; 4: Name des Proteins mit groRter Ahnlichkeit [Organismus bei Erstnen-
nung]; 5: Anteil identischer Aminosauren/Anteil ahnlicher Aminoséduren in %.

1 2 3 4 5
DXS  Desoxyxylulosephosphat- Ses18140 Amir_1524 83/92
Synthase Ses60810  Amir_5020 69/79
[Actinosynnema mirum DSM 43827]
IspC 1-Desoxy-D-xylulose-5-  Ses70640  Amir_5890 78/85
phosphat-Reduktase
IspD  Cytidindiphosphat- Ses04060 Amir_0363 84/90
Methylerythritol-Synthase
IspE Cytidyl-Methyl-Kinase Ses07050 Amir_0649 86/92
IspF Methyl-Erythritol-Cyclo-  Ses04050 Amir_0362 80/88
Diphosphat-Synthase
IspG Hydroxy-Methyl-Butenyl- Ses70620 Amir_5888 95/98
Diphosphat-Synthase Ses60820  Strvi_2023 80/88
[Streptomyces violaceusniger T 4113]
LytB  IPP/DMAPP-Synthase Ses08140  Amir_0729 91/96
Ses60800 Amir_5019 81/88
Ses33480  Snas_1999 38/50

[Stackebrandtia nassauensis DSM 44728]
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Bakterielle Naturstoffe aus dem Terpenstoffwechsel sind zum Beispiel carotinoide Pigmente und di-
verse Duftstoffe. Diese Substanzen dienen dem UV-Schutz oder verleihen den Actinomyceten ihren
charakteristischen Geruch *#*°1, Dje sieben Terpencluster (tcpl-tcp7) sind in Abbildung 3-1 darge-
stellt. Im Genom von S. espanaensis gibt es vier Gencluster, die wahrscheinlich Carotinoide produzie-
ren (tcp2, tcp3, tcp5 und tep7). Zusatzlich gibt es je ein Cluster, das méglicherweise flr die Produktion
des erdig riechenden Sesquiterpens Geosmin (tcpl) und des modrig riechenden Monoterpens 2-
Methylisoborneol (tcp6) codiert. Allerdings wird fiir die Produktion von 2-Methylisoborneol (2-MIB)
neben der Terpen-Zyklase aus tcp6 eine Geranylpyrophosphat-2-Methyltransferase (GPP MT) beno-
tigt. Um ein Gen zu finden, dass fir ein solches Protein codiert, wurde die charakterisierte GPP MT
aus Streptomyces lasaliensis 2
Genprodukt Ses41360 teilt 54 % identische und 70 % &hnliche Aminoséuren mit der GPP MT aus

Streptomyces lasaliensis. Ob das Gen ses41360 tatséchlich an der Synthese von 2-MIB beteiligt ist, ist

gegen alle CDS von S. espanaensis geblastet. Das dabei identifizierte

fragwirdig, da es circa 2,1 Mb vom tcp6 Cluster entfernt liegt. Es ist nicht ausgeschlossen, dass es
sich bei dem Produkt von tcp6 um nicht-methyliertes Isoborneol handelt. Allerdings ist das Substrat
der 2-MIB Synthase Ublicherweise das bereits methylierte 2-Methyl-Geranylpyrophosphat ™. Zu-
sétzlich zu den Pigmenten und Duftstoffen gibt es auch Antibiotika, die dem Terpenstoffwechsel ent-
stammen. S. espanaensis besitzt eine Terpen-Zyklase (tcp4), die Ahnlichkeit zu einer Zyklase auf-
weist, die fir die Produktion von Pentalenen verantwortlich ist. Pentalenen ist eine Vorstufe der Anti-

biotika aus der Familie der Pentalenolaktone 2%,

tcp1 ——)
geoA sarp
| T ‘ T T T | T
tcp2 ——
crtB hp crtl crtE
| T T T ‘ T T T | T T T ‘ T T T |
tcp3
crtl crtE criB crtV crtl mt  Ipc Ipc
| I T ‘ T T I I I ‘ T I T I
tcpd
ptiA
| T T T T T
tcpb
crtY
| T T T T T T
tcp6
P 2-mib
| ’ T .
tep7
P criL
‘ T T ‘ T T I T ‘ |
0 2 4 6 8 kb

Abbildung 3-1 Terpencluster aus dem Genom von S. espanaensis.

Gene, die fUr Terpen-Synthasen codieren sind orange dargestellt, alle anderen Gene blau.

2-mib, 2-Methylisoborneol Terpen-Synthase; crt, B-Carotin Terpen-Synthasen; geoA, Geosmin-Synthase; hp,
hypothetisches Protein; Ipc, Lycopen-Zyklase; mt, Methyltransferse; ptlA, Pentalenen-Synthase; sarp,
Regulator typisch flir Streptomyceten.
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3.1.2.2  Cluster der Nichtribosomalen Peptidsynthese
Im Genom von S. espanaensis sind fiinf Cluster vorhanden, die flir Nichtribosomale Peptidsynthasen
(NRPS) codieren (Cluster 1, 2, 3, 7 und 12). Die fiinf NRPS-Cluster sind in Abbildung 3-2 dargestellt.
Bekannte Sekundarstoffe, die durch NRPS in Actinomyceten gebildet werden, sind zum Beispiel das
Reserveantibiotikum Vancomycin, das Cytostatikum Bleomycin und das eisenbindende Siderophor
Griseobactin ®"*?%22 proteine, die solche Polypeptide produzieren, bestehen tiblicherweise aus ver-
schiedenen Modulen, die wiederum aus Kondensations-, Adenylierungs-, und Thiolationsdoménen
bestehen. Das Cluster 1 stellt eine Ausnahme dar. Dieses Cluster besteht aus einer Reihe von Genen,
die jeweils nur fir eine einzige NRPS-Domaéne codieren. Somit besteht dieses Cluster mdglicherweise
aus einer Urform an nrps Genen. Diese Gene, die jeweils aus einer Kondensations-, einer Adenylie-
rungs- beziehungsweise einer Thiolationsdomane bestehen, kdnnten Vorldaufer der tiblichen nrps Gene
sein, die aus einer Reihe von verschiedenen Doménen bestehen. Die Module aller nrps Gene und die

Spezifitaten ihrer Adenylierungsdomanen ist im Anhang unter 7.3 aufgelistet.

nrpsi-a3 nmpsi-c2nmpst-a2  npst
nrps1-t4 nmpsi1-t3 | nrps1-t2
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Abbildung 3-2 Cluster der Nichtribosomalen Peptidsynthese aus dem Genom von S. espanaensis.

Gene, die flir NRPS codieren sind dunkelblau dargestellt. Griin dargestellt sind die Gene, die fir die Synthese von
aktivierter 2,3-Dihydroxybenzoesdure codieren (dhbas). Alle Ubrigen Gene der Cluster sind hellblau.

abc, ABC-Transporter; acp, Acyl-Carrier-Protein; act, Acyl-CoA Transferase; chs, Carbamoyltransferase; cys,
Cystein Synthase; eff, Efflux Protein; hal, Histidin Ammonia-Lyase; hyd, Hydrolase; lam, Lysin 2,3-Aminomutase;
mfs, Transporter aus der mfs-Familie; mo, Monooxygenase; mtr, Methionyl-tRNA Synthetase; ocd, Ornithin
Cyclodeaminase; oxy, Oxidoreduktase; p450, Cytochrom P450 abhangige Monooxygenase; po, Peroxydase; pro,
Protease; reg, Regulator Protein; sarp, Regulator typisch fur Streptomyceten; sip, mit Siderophoren interagierendes
Protein; tcd, Dioxygenase fir den Taurinabbau; tetr, Tetracyclin Repressor Protein.

ALBERT-LUDWIGS-UNIVERSITAT FREIBURG — PHARMAZEUTISCHE BIOLOGIE UND BIOTECHNOLOGIE



40
ERGEBNISSE

Ein anderer bemerkenswerter DNA-Abschnitt, der fir NRPS codiert, ist Cluster 2. Dieses Cluster ent-
hélt zwei Gene, die fur eine NRPS mit sechs Modulen codieren und alle Gene, die fiir die Synthese
von 2,3-Dihydroxybenzoesaure bendtigt werden. Diese Struktur ist in Actinomyceten ein typischer
Baustein fur die Biosynthese von Siderophoren des Catechol-Typs . Das Gen ses26900, das fiir ein
mit Siderophoren interagierendes Protein codiert, und die drei Gene, die fiir Proteine mit Ahnlichkeit
zu Eisen-Siderophor ABC-Transportern codieren (ses26950, ses26970 und ses26980), unterstiitzen
ebenfalls die Vermutung, dass das Produkt, das von Cluster 2 gebildet wird, fiir die Eisenaufnahme in

S. espanaensis verantwortlich ist.

Auch das NRPS-Cluster 7 enthalt ein mit Siderophoren interagierendes Protein (ses45760) und drei
Gene, deren Produkte Ahnlichkeiten zu Eisen-Siderophor ABC-Transportern aufweisen (ses45720,
ses45730 und ses45740). Aus diesem Grund liegt die Annahme nahe, dass auch Cluster 7 flr die Pro-
duktion eines Siderophors verantwortlich ist. Allerdings zeigt die NRPS (Ses45580) eine hohe Ahn-
lichkeit zu TioY aus dem Thiocoralin-Cluster aus Micromonospora sp. ML1 ™. TioY ist nicht ver-
antwortlich fir die Synthese des Peptidgerusts von Thiocoralin, obwohl die Inaktivierung des Gens die
Produktion dieses Cytostatikums hemmt. Es wurde postuliert, dass tioY ein kleines Peptid produziert,
dass an einer Quorum Sensing Regulation beteiligt sein konnte 23], Cluster 7 kénnte also auch fiir ein
solches Regulator-Protein codieren, das méglicherweise fiir die Regulation des nahe gelegenen Clus-

ters 8 verantwortlich ist.

3.1.2.3 Polyketidsynthese-Cluster

Neben den Clustern, die Nichtribosomale Peptide synthetisieren konnen, gibt es drei Cluster, die Po-
lyketide vom Typ | codieren (Cluster 4,9 und 11). Diese Naturstoffe werden durch die Kondensation
von Malonyl-CoA-Bausteinen unter CO,-Abspaltung synthetisiert. Polyketidsynthasen (PKS) vom
Typ | besitzen einen modularen Aufbau und sind in anderen Actinomyceten-Stdmmen zum Beispiel
fiir die Produktion des Antibiotikums Erythromycin und des Immunosuppressivums Tacrolimus ver-
antwortlich %1% Dje PKS-Cluster sind die langsten Cluster im Genom von S. espanaensis und be-
stehen aus 50 bis 86 kb. Die PKS-Cluster sind in Abbildung 3-3 dargestellt, der Aufbau der PKS-
Module ist im Anhang unter 7.4 gelistet.

Cluster 11 besitzt drei Gene, die Ahnlichkeiten zu moeA4, moeB4 und moeC4 (ses48510, ses48520
und ses48530) aus dem Moenomycin A-Cluster aus Streptomyces ghanaensis ATCC 14672 aufweisen
(1261 Dijese Gene sind verantwortlich fiir die Produktion des Chromophors CsN (2-Amino-3-hydroxy
cyclopent-2-en-1-on). Somit besitzt die Substanz, die von Cluster 11 produziert wird, wahrscheinlich

ebenfalls das in Abbildung 3-4 dargestellte CsN-Chromophor.
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Abbildung 3-3 Cluster der Polyketidsynthese vom Typ | aus dem Genom von S. espanaensis.

Gene, die fir PKS codieren sind pink dargestellt. Griin dargestellt sind die Gene fur die Synthese des Chromophors
2-Amino-3-hydroxycyclopent-2-on (c5n). Alle Gbrigen Gene der Cluster sind hellblau.

abc, ABC-Transporter; acc, Acyl-CoA Carboxylase; acd, Acyl-CoA Dehydrogenase; acp, Acyl-Carrier-Protein; amo,
Aminoxydase; amt, Aminotransferase; ap, Aminopeptidase; at, Acyltransferase; cho, Cholesterol Oxidase; ct,
Carboxyltransferase; dhg, Dehydrogenase; e/l, Esterase/Lipase; hmbppr, 4-Hydroxy-3-methylbut-2-enyl-diphosphat
Reduktase; ksll, FabF &hnliches Protein; ksl11, FabH &hnliches Protein; mfs, Transporter aus der mfs-Familie; mo,
Monooxygenase; npd, 2-Nitropropan Dioxygenase; oxy, Oxidoreduktase; p450, Cytochrom P450 abhéngige
Monooxygenase; phas, Polyhydroxyalkansdure Synthase; ppph, 2-Polyprenylphenol-6-Hydroxylase; reg, Regulator
Protein; sarp, Regulator typisch fiir Streptomyceten; tn, Transposase.

HN/R

Abbildung 3-4 Struktur des Chromophors 2-Amino-3-hydroxy cyclopent-2-en-1-on.

3.1.2.4  Hybrid-Cluster

Zusétzlich zu reinen NRPS- oder PKS-Clustern gibt es sechs Cluster, die beide Arten dieser Sekundar-
stoff-Synthasen besitzen (Cluster 5, 6, 8, 10, 13 und 14). Zum Beispiel produziert Cluster 5 sehr wahr-
scheinlich ein Nichtribosomales Peptid, mit einem Polyketid-Anteil. AuRerdem besitzt dieses Cluster
vier Gene (ses35400, ses35410, ses35420, ses35440) ahnlich zu ozmG, ozmE, ozmD, und ozmB aus
dem Oxazolomycin Cluster von Streptomyces albus JA3453 #], Diese Gene sind beteiligt an der Bio-
synthese eines Methoxymalonyl-ACP. Die Tatsache, dass in Cluster 5 ein Methyltransferasegen mit
Ahnlichkeit zu omzF fehlt, deutet darauf hin, dass das Polypeptid statt einer o-Methoxycarbonyl-
Einheit eine a-Hydroxycarbonyl-Gruppe enthalt. Alle NRPS/PKS-Hybrid-Cluster sind in Abbildung
3-5 dargestellt.

Cluster 6 codiert fur ein weiteres NRPS/PKS-Hybrid. Dieses Cluster besitzt eine Endiin-PKS mit allen
Genen, die zur Ausbildung des Endiin-Rings notwendig sind (siehe Abbildung 3-5 braun umrandet).
Diese Gene sind ahnlich zu denen aus dem Maduropeptin-Cluster in Actinomadura madurae
ATCC 39144 28 Somit ist Cluster 6 ein putatives Endiin-Cluster. Zusétzlich besitzt es eine PKS, die
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wahrscheinlich 6-Methylsalicylsaure produziert. Dieser Baustein ist oft Teil von Antibiotika des Endi-
in-Typs wie auch in Maduropeptin. Die chemische Struktur von Maduropeptin ist in Abbildung 3-6
dargestellt. Der NRPS-Teil von Cluster 6 ist mdglicherweise flr die Verbindung der beiden Polyketid-

bausteine mit einer Aminosaure verantwortlich.
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Abbildung 3-5 Cluster der NRPS/PKS-Hybride aus dem Genom von S. espanaensis.

Gene, die fiir PKS vom Typ | codieren sind pink, PKS Typ Il Gene sind orange dargestellt. Gene, die fiir NRPS
codieren sind dunkelblau dargestellt. Grin dargestellt sind die Gene flr die Synthese von Hydroxymalonyl-ACP
(hmacps) und von der Aziridino [1,2a] pyrrolidinyl Aminoséure (apaa). Alle tbrigen Gene der Cluster sind hellblau.
Die Gene, die in Cluster 6 an der Bildung des Endiin-Rings beteiligt sind, sind braun umrandet.

aao, Aminosdure Oxidase; abc, ABC-Transporter; acc, Acyl-CoA Carboxylase; acd, Acyl-CoA Dehydrogenase; acp,
Acyl-Carrier-Protein; acs, Acetyl-CoA Synthetase; amt, Aminotransferase; ap, Aminopeptidase; asl, AMP abhéngige
Synthetase und Ligase; ask, Adenylylsulfat Kinase; ass, Sulfat Adenylyltransferse; at, Acyltransferase; bh, beta-
Hydroxylase; cd; Cystein Desulfurase; cl, Chlorierendes Protein; clf, Kettenldngen-Faktor; dbp, DNA bindendes
Protein; dc, Decarboxylase; dgb, Glyoxalase/Bleomycin Resistenzprotein/Dioxygenase; dhg, Dehydrogenase; e/l,
Esterase/Lipase; eci, Enoyl-CoA Hydratase/lsomerase; eff, Efflux Protein; fe, Ferrodoxin Protein; gsit, Glutamin-
Scyllo-Inositol Transaminase; gt, Glycosyltransferase; hal, Histidin Ammonia-Lyase; hmg, Hydroxymethylglutaryl-
CoA Synthase; hpah, 4-Hydroxyphenylacetat-3-hydroxylase, hyd, Hydrolase; iah, Indolacetamid Hydrolase; int, In-
tegrase; ks, Ketosynthase; ksll1, FabH &hnliches Protein; lip, Lipolytisches Protein; mfs, Transporter aus der mfs-
Familie; mmcd, Methylmalonyl-CoA Decarboxylase; mo, Monooxygenase; mt, Methyltransferase; oxy,
Oxidoreduktase; p450, Cytochrom P450 abhangige Monooxygenase; pkc, Polyketid Cyclase; pro, Protease; red,
Reduktase; reg, Regulator Protein; rsam, Radical SAM Protein; tetr, Tetracyclin Repressor Protein; tn, Transposase.

Das NRPS/PKS-Hybrid-Cluster 8 weist eine hohe Homologie zu einem uncharakterisierten Cluster
aus Micromonospora aurantiaca ATCC 27029 auf [GenBank:CP002162]. Beide Cluster unterschei-
den sich nur in sechs zusatzlichen Genen am linken Rand des S. espanaensis-Clusters. Ein charakteri-
siertes Cluster mit hoher Sequenzhomologie zu beiden Clustern wurde in Streptomyces atroolivaceus

S-140 gefunden. Dieses Cluster produziert das in Abbildung 3-6 dargestellte Leinamycin, welches
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durch eine PKS mit separat arbeitender Acyltransferase (trans-AT) gebildet wird %%, Insgesamt 16
CDS aus Cluster 8 zeigen sehr hohe Homologien zum Gencluster dieses Cytostatikums. Die PKS-
Gene beider Cluster bestehen aus ahnlichen Modulen und das S. espanaensis-Cluster besitzt ebenfalls
eine trans-AT. In beiden Clustern findet sich auch ein gleichartiges NRPS/PKS-Hybrid-Gen. Aller-
dings fehlen in Cluster 8 aus S. espanaensis entsprechende Gene zur Produktion eines separat arbei-
tenden Proteins mit Adenylierungsdoméne und ein Peptidyl-Carrier-Protein &hnlich denen im Lein-
amycin-Cluster. Das gleiche gilt fur die modifizierenden Enzyme: es fehlen homologe Gene zu InmB,
InmD und InmW in Cluster 8, aber Gene mit Ahnlichkeiten zu InmA, InmF und InmZ sind vorhanden.
AuRerdem enthélt Cluster 8 zusétzliche Gene, die fiir modifizierende Enzyme wie eine Glycosyltrans-
ferase (ses45900) und eine Methyltransferase (ses45940) codieren. Darlber hinaus enthalt Cluster 8
auch ein Gen, das fiir ein chloriibertragendes Enzym codiert. Das Produkt dieses Gens zeigt Ahnlich-
keit zu SyrB2. Dieses Enzym ist verantwortlich fiir die Ubertragung von Chlor auf Threonin wahrend
der Syringomycin E-Biosynthese in Pseudomonas syringae pv. syringae B301D . Cluster 8 produ-

ziert also sehr wahrscheinlich eine Substanz, die strukturelle Ahnlichkeiten zu Leinamycin aufweist.

. oH @
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0 =0 o) H.C N Q
H | 3 H o

MeO N H.C

0 N 3 OH

| H CH, OH 4
o) o)
DR
O HO

Maduropeptin 5

MeO

Azinomycin B

Kinamycin D Leinamycin

Abbildung 3-6 Strukturformeln von Azinomycin B aus Streptomyces sahachiroi, Kinamycin D aus Streptomyces
murayamaensis, Leinamycin aus Streptomyces atroolivaceus S-140 und Maduropeptin aus Actinomadura madurae
ATCC 39144.

Cluster 13 ist nicht nur ein Hybrid aus NRPS und PKS vom Typ I, sondern enthélt auch Gene, die fir
PKS vom Typ Il codieren. Der Teil des Clusters, der fur die PKS-Gene vom Typ Il codiert, zeigt gro-
Re Ahnlichkeit zum Kinamycin-Gencluster aus Streptomyces murayamaensis [GenBank:
AH012623.1]. Die Struktur von Kinamycin ist in Abbildung 3-6 gezeigt *". Alle Strukturgene des
Kinamycin-Clusters sind in Cluster 13 vorhanden. Zusatzlich enthdlt das S. espanaensis-Cluster weite-
re Gene, die fir modifizierende Enzyme wie zum Beispiel eine Cytochrom P450-abh&ngige Mo-

nooxygenase (sesb4730), eine Aminotransferase (ses54750) und eine Methyltransferase (ses54760)
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codieren. Die NRPS und PKS vom Typ | dieses Clusters kénnten an der Modifikation des PKS II-

Grundgerists mitwirken und somit ebenfalls zur Produktion eines Kinamycin-Derivats beitragen.

Ein weiteres Hybrid, Cluster 14, zeigt Ahnlichkeiten zum Azinomycin B-Biosynthesegen-Cluster aus
Streptomyces sahachiroi. Azinomycin B ist ein Zytostatikum bestehend aus einem Carboxynaphthalin
aus dem Polyketidstoffwechsel, das mit einem Nichtribosomalen Peptid verknipft ist *3. Die chemi-
sche Struktur von Azinomycin B ist in Abbildung 3-6 dargestellt. Der Peptidteil dieses Molekils ist
aus seltenen Bausteinen wie a-Ketovalin und einer Aziridino-[1,2a]-pyrrolidinyl-Aminoséure zusam-
mengesetzt *2. Cluster 14 beinhaltet ses56840, dessen Genprodukt Ahnlichkeiten zu AziC1 aufweist,
das die Reaktion von Valin zu a-Ketovalin katalysiert. Aulerdem sind abgesehen von einem Gen,
dessen Produkt homolog zu Azi8 ist, alle Gene vorhanden, die wahrscheinlich fiir die Produktion der
Aziridino-[1,2a]-pyrrolidinyl-Aminoséure verantwortlich sind (aziC2-aziC7 und aziC9-aziC10;
sesb56710, ses56680, sesb6700, ses56740, sesb6730, sesb6750, ses56760, und ses56690). Zusétzlich
besitzt das Cluster homologe Gene zu aziD2 und aziD3 (ses56770 und ses56780), die fir weitere Mo-
difikationen an der Grundstruktur verantwortlich sind. Allerdings unterscheiden sich die PKS-Module
aus dem Azinomycin B-Cluster von denen, die in Cluster 14 identifiziert wurden. Der aus dem Po-
lyketidstoffwechsel stammende Strukturteil unterscheidet sich also vom Carboxynaphthalin, aus dem
Azinomycin B. Eine weitere hervorzuhebende Feststellung ist, dass Cluster 14 von Transposase- und
Integrase-Genen umgeben ist. Das deutet darauf hin, dass das Cluster Uber horizontalen Gentransfer

ins Genom von S. espanaensis gelangt ist.

3.1.2.5 Weitere Sekundarstoff-Cluster

Zusétzlich zu den Sekundarstoff-Clustern, welche die weit verbreiteten NRPS, PKS und Terpen-
Synthasen beinhalten, besitzt das Genom von S. espanaensis seltenere Cluster-Arten. Zum Beispiel
enthélt es ein putatives Aminocyclitol-Cluster. Der bekannteste Vertreter der Amincyclitole ist das
Antidiabetikum Acarbose. Die Gene des Aminocyclitol-Clusters aus S. espanaensis bilden eine Ope-
ron-Struktur. Ein sehr ahnliches, aber ebenfalls uncharakterisiertes Operon befindet sich im Genom
von Streptomyces clavuligerus ATCC 27064 [GenBank:ABJH00000000]. Teile beider Cluster zeigen
Ahnlichkeiten zu dem Cluster des Trehalase-Inhibitors Salbostain aus Streptomyces albus ATCC
21838 '3 Alle weiteren Cluster aus dem Genom von S. espanaensis sind in Abbildung 3-7 darge-
stellt.

Weiterhin besitzt das Genom von S. espanaensis zwei Lantibiotika Cluster (lanl und lan2). Lantibioti-
ka sind ribosomal synthetisierte und posttranslational modifizierte Peptide, mit Quervernetzungen der
Aminosauren iiber Thioether ", Fiir die Synthese eines Lantibiotikums wird ein Strukturgen (lanA)
bendtigt. LanA wird ribosomal synthetisiert und besteht aus einer N-terminalen Leadersequenz und
einem C-terminalem Propeptid. Eine posttranslationale Zyklisierung von Aminoséuren des Propeptids

wird von LanC katalysiert, nachdem die entsprechende Aminosdure von LanB dehydriert wurde. In
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einigen Lantibiotika-Clustern wird die Dehydrierung und anschlieBende Zyklisierung der Aminosau-

ren von einem einzigen Enzym (LanM) katalysiert.

aminocyclitol “é-@”‘
I I I I I
lan1 »)—--
| T l T T
fan2 e Gmmi (e m— (e gmm g ) )) ) e
| | | | | | |
mel ' ).
| | | | | | |
0 10 20 30 kb

Abbildung 3-7 Weitere Cluster aus dem Genom von S. espanaensis.

Gene, die wahrscheinlich an der Synthese von Aminocyclitol beteiligt sind, sind lila dargestellt. Gene, die
moglicherweise an der Produktion von Lantibiotika mitwirken, sind rot dargestellt. Griin dargestellt sind die Gene
fur die Synthese von Melanin. Alle Gibrigen Gene der Cluster sind hellblau .

abc, ABC Transporter; apo, Apoprotein; cdh, Cyclodehydratase; cdhg, Cyclitol Dehydrogenase; dhg, Dehydrogenase;
eevk, 2-Epi-5-epi-valiolon-7-kinase; eevs, 2-Epi-5-epi-valiolon Synthase; eff, Efflux Protein; gt, Glycosyltransferase;
hyd, Hydrolase; lana, lanA ahnliches Protein; lanc, LanC &hnliches Protein; lbp, Lantibiotia Biosyntheseprotein; ldh,
Lantibiotika Dehydrogenase; melcl, Tyrosinase Co-Faktor; melc2, Tyrosinase; mo, Monooxygenase; oxi, Oxidase;
oxy, Oxidoreduktase; p450, Cytochrom P450; pgl, 6-Phosphogluconolactonase; reg, Regulator Protein; rpe,
Ribulosephosphat-3-epimerase; sarp, Regulator typisch flr Streptomyceten; tetr, Tetracyclin Repressor Protein.

Das Lantibiotikum wird anschlielend Uber einen Transporter (LanT) aus der Bakterienzelle ge-
schleust. Dabei wird auch die Leadersequenz abgespalten. Das lan1-Cluster aus S. espanaensis besteht
aus einer Reihe von Genen mit Ahnlichkeit zu Genen aus Stackebrandtia nassauensis DSM 44728
[GenBank:CP001778]. Das lan1-Cluster besitzt das Gen ses41320, das nur aus 192 bp besteht. Auf
Grund der GroRe ist es moglich, dass dieses Gen fiir ein LanA Strukturprotein codiert. Eine Ahnlich-
keit zu bekannten LanA-Proteinen konnte jedoch nicht festgestellt werden. Das Genprodukt von
ses41330 zeigt Sequenzahnlichkeit zu LanC und LanM. Ein Gen, dessen Produkt Ahnlichkeiten zu
LanB aufweist, wurde nicht entdeckt. Die C-terminalen Domdnen von LanM-Proteinen zeigen ubli-
cherweise Ahnlichkeiten zu LanC. Dieser Teil des Enzyms ist fir die Zyklisierung der Aminosauren
verantwortlich. Der N-Terminus von LanM-Proteinen zeigt keine Ahnlichkeit zur Dehydratase LanB.
Ses41330 besitzt eine Zyklisierungsdomane. Es konnte aber keine Domane zur Dehydrierung identifi-
ziert werden. Insgesamt ist die Sequenzé&hnlichkeit von Ses41330 zu LanC hoher als zu LanM. Ob das
Enzym Ses41330 sowohl die Zyklisierung als auch die Dehydrierung von Aminosduren katalysiert,
kann nur durch experimentelle Untersuchungen abschlieBend geklart werden. Besitzt Ses41330 keine
Dehydratase-Domane handelt es sich bei lan1 um ein unvollstandiges Lantibiotika-Cluster. Es ist also
fraglich, ob das Cluster lanl tatséchlich zu Produktion eines Lantibiotikum fuhrt, oder ob es sich um

ein defektes Cluster handelt.
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Das lan2-Cluster besitzt das Gen ses54200, dessen Produkt Ahnlichkeiten zum Strukturprotein LanA
aus dem Thiomuracin-Biosynthese-Gencluster aus Nonomuraea sp. Bp3714-39 3% aufweist. AuRer-
dem besteht das Cluster aus Genen, die mdglicherweise an der Dehydrierung (ses54130, ses54140 und
sesb4150) und an der Zyklisierung von Aminoséuren beteiligt sind. Aus diesem Grund wird ange-
nommen, dass es sich bei dem Cluster lan2 um ein funktionsféhiges Lantibiotika-Cluster handelt. Eine
weitere Besonderheit des lan2-Clusters ist das Gen ses54220. Das Produkt dieses Gens &hnelt dem
Apoprotein aus dem Neocarzinostatin-Cluster, einem Endiin-Chromoprotein aus Streptomyces carzi-
nostaticus ATCC 15944 1% Das Neocarzinostatin-Apoprotein dient dem Transport des sehr unstabi-
len Neocarzinostatin-Chromophors. Nur die Kombination von Chromophor und Apoprotein ist cy-
tostatisch aktiv ™*®. Das Apoprotein aus dem lan2-Cluster kénnte zur Stabilisierung des Lantibioti-
kums dienen. Allerdings wurde ein Apoprotein bisher noch nie in Kombination mit einem Lantibioti-

kum entdeckt.

Das Genom von S. espanaensis besitzt schlieRlich noch ein Melanin-Cluster (mel) ™*". Sowohl ein
Tyrosinasegen (ses45030) als auch ein Gen, das fiir den Tyrosinase Co-Faktor codiert (ses45020), sind
in diesem Cluster vorhanden. Das bedeutet, dass S. espanaensis, der lblicherweise einen gelblichen
Phénotyp aufweist, auch dazu in der Lage ist ein schwarzes Pigment zu produzieren.

3.2 Untersuchungen zur Saccharomicin-Biosynthese

Die Saccharomicine A und B sind aus einem N-(3,4-Dihydroxycinnamoyl)-taurin Aglycon und einer
aus 17 Zuckern bestehenden Seitenkette aufgebaut . M. Berner konnte einen Teil der Biosynthese
des Aglycons aufklaren: Durch die heterologe Expression von sam8, einem Tyrosin-Ammoniak-
Lyasegen, in S. fradiae XKS konnte er die Produktion von p-Cumarsdure nachweisen. Die Koexpres-
sion von sam8 mit sam5, einem 4-Cumarat-3-Hydroxylasegen, fuhrte zur Produktion von Kaffeeséure
5%, Diese Ergebnisse sollten im Rahmen dieser Arbeit rekonstruiert werden. AuRerdem sollten zusitz-
liche Experimente, die zur weiteren Aufklarung der Biosynthese des Saccharomicin-Aglycons beitra-

gen, durchgefiihrt werden.

3.2.1 Heterologe Expression von Kaffeesdure-Biosynthesegenen

Zur Rekonstruktion der von M. Berner gezeigten Kaffeesiure-Synthese wurden die Gene sam8 und
sam5 in den Vektor pTESb Kkloniert (siehe 5.9.1.1). Das erhaltene Plasmid pTESb-sam8+5 sollte ver-
wendet werden, um die Gene mittels Konjugation in einen heterologen Wirt einzubringen. Die Gene
sollten in das Wirtsgenom integrieren und dort tber den ermEpl-Promotor abgelesen werden. Das
Plasmid wurde in den von M. Berner verwendeten Wirt S. fradiae XKS und in Streptomyces albus
J1074 (S. albus) eingebracht. Die Mutanten S. fradiae XKS x pTESb-sam8+5 und S. albus x pTESb-
sam8+5 wurden kultiviert (siehe 5.7.2) und auf Kaffeesaure-Produktion untersucht (siehe 5.12.1. und
5.12.5.1). Obwohl die Gene sam8 und sam5 jeweils im Genom mittels PCR nachgewiesen wurden,

konnte die Kaffeesdure-Produktion fur keine der beiden Mutanten gezeigt werden.
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In Zusammenarbeit mit N. Gehring wurden im Rahmen ihrer Bachelorarbeit die Gene sam8 und sam5
in die Vektoren pTAJA und pUWL-A kloniert “®1. Die resultierenden Plasmide pTAJA-sam8+5 und
pUWL-sam8+5 wurden in S. albus konjugiert. Beide Gene konnten in den Genomen der erhaltenen
Exkonjuganden S. albus x pTAJA-sam8+5 und S. albus x pUWL-A-sam8+5 mittels PCR nachgewie-
sen werden. Die beiden Mutanten wurden kultiviert und auf Kaffeesdure-Produktion untersucht. Fir
die Mutante S. albus x pTAJA-sam8+sam5 konnte keine Kaffeesdure-Produktion nachgewiesen wer-
den. Der Rohextrakt der Kultivierung von S. albus x pUWL-A-sam8+5 zeigte im Vergleich zum
Rohextrakt der Kultivierung des Wildtyps einen Peak bei 10,4 min, dessen UV-Absorptions- und
Massenspektren denen der Kaffeesdure-Referenzsubstanz entsprechen (siehe Abbildung 3-8). Zuséatz-
lich findet sich im Rohextrakt von S. albus x pUWL-A-sam8+5 bei 11,6 min ein zusatzlicher Peak. Im
Massenspektrum dieses Peaks konnten negativ geladene Fragmentionen einer Masse von 135 u und
179 u detektiert werden. Diese Fragmentionen sind fiir Kaffeesaure typisch und deuten darauf hin,
dass auch ein Kaffeesdure-Derivat gebildet wurde. Damit konnte gezeigt werden, dass Kaffeesaure
unter Verwendung des Multicopy-Plasmids pUWL-A-sam8+5 im heterologen Wirt S. albus produziert

werden konnte.

A[mau] 1S. albus x pUWL-A-sam8+5

3500

30007 N

250013 albus Wildtyp
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HO
5007 OH
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Abbildung 3-8 HPLC/ESI-MS-Diagramme (A = 310 nm) der Ethylacetat-Extrakte der Kulturen von S. albus x pUWL-
A-sam8+5 (blau) und S. albus Wildtyp (griin). Rot dargestellt ist das Chromatogramm der Kaffeesaure Referenzsub-

stanz. Hellblau hinterlegt ist ein Peak bei 10,4 min, der Kaffeesdure entspricht. Hellgrau hinterlegt ist ein neuer Peak,
der einem mdglichen Kaffeesdure-Derivat entspricht. Die Strukturformel von trans-Kaffeesédure ist abgebildet.

3.2.2 Heterologe Expression des putativen Kaffeoyl-CoA-Ligasegens sam7

Zur Untersuchung der Funktion der putativen Kaffeoyl-CoA-Ligase aus dem sam-Cluster sollte das
Gen sam7 in dem heterologen Wirt S. albus exprimiert werden. Die erhaltene Mutante sollte mit Kaf-
feesdure supplementiert, mehrere Tage kultiviert und anschlielend extrahiert werden (siehe 5.12.1).

Der erhaltene Extrakt sollte auf das VVorhandensein von Kaffeoyl-CoA untersucht werden.
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Dafiir wurde das Gen sam7 in den Vektor pTAJA kloniert (siehe 5.9.1.2). Das resultierende Plasmid
pSET*sam7 wurde in S. albus konjugiert. Das Gen sam7 konnte in den erhaltenen S. albus X
pSET*sam7-Exkonjuganden mittels PCR nachgewiesen werden. Die Mutante wurde unter Zugabe
von 25 mg/mL Kaffeesaure in HA-Medium kultiviert. Das Metabolitenspektrum der Kultur wurde
jeweils an vier aufeinanderfolgenden Tagen untersucht, beginnend 24 h nach Start der Kultivierung.
Daftr wurde die Kultur mit Ethylacetat extrahiert (siehe 5.12.1) und der erhaltene Rohextrakt mittels
HPLC/ESI-MS untersucht (siehe 5.12.5.1). In den erhaltenen Chromatogrammen konnte ein Peak
identifiziert werden, der auf Grund von Retentionszeit, UV- und Massenspektrum Kaffeeséure zuge-
ordnet werden konnte. Es wurde kein neuer Peak detektiert, dessen Massenspektrum einen Peak mit
929 g/mol zeigt. Damit wurde kein Kaffeoyl-CoA detektiert.

3.2.3 Identifizierung moglicher Taurin-Biosynthesegene

Das Saccharomicin-Aglycon besteht aus Kaffeesdure und Taurin, die Uber eine Peptidbindung mitei-
nander verknupft sind. Die Biosynthese von Taurin konnte in Bakterien noch nicht gezeigt werden
[ '1n Eukaryonten erfolgt die Synthese von Taurin entweder durch die Oxidation von Cystein durch
die Cysteindioxygenase (CDO) unter Cysteinsulfinat-Bildung, das durch eine Cysteinsulfinat-
Decarboxylase (CSAD) decarboxyliert wird, oder aus Cysteamin durch eine Oxidation mittels einer 2-
Aminoethanthiol-Dioxygenase (ADO). Beide Biosynthesewege bilden Hypotaurin, welches zu Taurin

oxidiert wird [,

Zur ldentifizierung moglicher Taurin-Biosynthesegene wurden die Sequenzen bekannter Enzyme aus
anderen Organismen mit den Genprodukten aller CDS aus dem Genom von S. espanaensis verglichen.
Diese BLASTp-Analyse wurde mit Enzymen durchgefuhrt deren Funktionen experimentell bestétigt
sind. Zur Identifizierung der CDO wurde SCO3035 aus Streptomyces ceelicolor verwendet ™. Die
CSAD und die ADO wurden mit den entsprechenden Enzymen aus der Wanderratte gesucht (Gen-
Bank: ACF07922 und NP_001101096) . Das Ergebnis der BLASTp-Analysen ist in Tabelle 3-5
dargestellt.

Tabelle 3-5 Ergebnis der BLASTp-Analysen zur ldentifizierung von Taurin-Biosynthesegenen. 1: Gesuchtes Protein;
2: Name des experimentell charakterisierten Vergleichsproteins; 3: Genprodukt aus S. espanaensis mit Ahnlichkeit zu

2; 4: Ant_z_ail identischer Aminosauren/Anteil ahnlicher Aminosauren von 2 und 3 in %; 5: Name des Proteins mit
groBter Ahnlichkeit zu 3; 6: Anteil identischer Aminosauren/Anteil ahnlicher Aminosauren von 3 und 5 in %.

1 2 3 4 5 6
CDO SCO3035 Ses71790 45/59 Amir_5989 75/85
Ses72720 39/52 Amir_6068 69/77
CSAD ACF07922 Ses32170 28/45 Sros_1440 74/81
Ses68200 29/43 Amir_5685 71/83
Ses23400 27/42 BRAS3809_930013 60/71
ADO NP_001101096 --- --- --- ---
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Die BLASTp-Analyse hat ergeben, dass das Genom von S. espanaensis zwei Gene besitzt, die mog-
licherweise flr eine CDO codieren. Der Vergleich mit der CSAD zeigte, dass es in S. espanaensis drei
Genprodukte gibt, die Ahnlichkeiten aufweisen. Diese Enzyme zeigen allerdings weit hohere Ahn-
lichkeiten zu anderen Aminoséure-Decarboxylasen. Es wurden keine Gene identifiziert, deren Gen-
produkte Ahnlichkeiten zur ADO aufweisen.

3.2.4 Plasmide zur Untersuchung der Biosynthese des Saccharomicin-Aglycons

Zur weiteren Aufklarung der Biosynthese des Saccharomicin-Aglycons wurde das Plasmid
pTOS*sam7+5+8 kloniert (siehe 5.9.1.3). Dieses Plasmid kann verwendet werden, um die Gene, die
flir eine Tyrosin-Ammoniak-Lyase, eine 4-Cumarat-3-Hydroxylase und eine putative Kaffeoyl-CoA-
Ligase codieren, in Actinomyceten zu exprimieren. Dieses Plasmid kann in weiterflihrenden Experi-
menten verwendet werden, um zu Uberprifen, ob diese drei Enzyme fiir die Produktion von Kaffeoyl-

CoA verantwortlich sind.

AuRerdem wurde das Plasmid pTOS*sam7+5+8+36 kloniert (siehe 5.9.1.4). Dieses Plasmid enthalt
neben den drei Genen sam7, sam5 und sam8 noch das Gen sam36. Dieses Gen codiert fur ein Enzym
mit Ahnlichkeit zu der Penicillinamidase SacazDRAFT_02075 aus Saccharomonospora azurea NA-
128. Der BLASTp-Vergleich beider Enzyme ergibt 57 % identische und 70 % &hnliche Aminosauren.
Penicillinamidasen spalten die Amidbindung in Penicillinen. Die Riickreaktion, also die Kniipfung
einer Amidbindung, wird bei der Synthese des Saccharomicin-Aglycons benétigt. Das erstellte Plas-
mid pTOS*sam7+5+8+36 kann in weiterfiihrenden Experimenten dazu verwendet werden, um zu
tUberprifen, ob sam36 flr ein Enzym codiert, dass die aktivierte Kaffeesdure mit Taurin unter Ausbil-

dung einer Amidbindung verknupft.

3.3 Biotransformationsexperimente mit S. espanaensis

Wird der Actinomycet S. espanaensis in Flissigmedium unter Zugabe von Xenobiotika wie Alizarin
oder Emodin kultiviert, werden in den Kulturextrakten per HPLC/ESI-MS neue Substanzen detektiert
52 Djese neuen Stoffe zeigen ein UV-Absorptionsspektrum mit Ahnlichkeit zu der zugefiitterten Sub-
stanz und im Massenspektrum ist ein Massenzuwachs zu erkennen. Das fuhrte zur Annahme, dass
S. espanaensis Biotransformationsaktivitat besitzt. Bei der Biotransformation nimmt S. espanaensis
die zugegebenen Substanzen auf, derivatisiert sie und setzt sie frei 2. A. Linnenbrink zeigte, dass es
sich bei den Biotransformationsprodukten um verschiedene hydroxylierte und rhamnosylierte Derivate
handelt I, Die Fiitterung von strukturell verschiedenen Xenobiotika, wie zum Beispiel Quercetin oder
Novobiocinsdure, fihrte ebenfalls zur Bildung von rhamnosylierten Derivaten. Damit konnte gezeigt

werden, dass der Stamm S. espanaensis eine GT mit geringer Substratspezifitat besitzt &,
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3.3.1 Biotransformation von Alizarin

Fur Biotransformationsexperimente in S. espanaensis und verschiedenen Mutanten wurde Alizarin
stets als Testsubstanz verwendet. Alizarin ist kduflich zu erwerben, gunstig und wird von S. espanaen-
sis sehr gut umgesetzt. Abbildung 3-9 zeigt das HPLC/ESI-MS-Diagramm des Rohextrakts einer Kul-
tur von S. espanaensis, die mit Alizarin gefuttert wurde. Das Hauptprodukt der Biotransformationsre-
aktion ist AliProl. Die Struktur dieser Substanz konnte von A. Linnenbrink mittels NMR-Analyse
bestimmt werden. Es handelt sich dabei um 2-O-a-L-Rhamnosylalizarin I,
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Abbildung 3-9 HPLC/ESI-MS-Diagramm (A = 430 nm) des Ethylacetat-Extrakts einer Kultur von S. espanaensis nach
Zufltterung von Alizarin und UV-Absorptionsspektren von Alizarin (rot), AliPro2 (blau) und AliC1 (grun). Die
Strukturformeln von Alizarin und AliProl sind abgebildet.

Neben AliProl wurden weitere Biotransformationsprodukte gebildet. Bei einer Retentionszeit (RT)
von 14,0 min wurde die Substanz AliPro2 detektiert. Das UV-Absorptionsspektrum dieser Substanz ist
ahnlich dem von Alizarin. Im Massenspektrum von AliPro2, das im positiven Modus gemessen wurde,
liegt das hochste Signal bei m/z = 571 [M+Na]". Im negativen Modus findet man Signale mit m/z =
547 [M-H] und m/z = 583 [M+CI]". Das Signal mit hochster Intensitat im negativen Modus entspricht
einem Fragmention mit m/z = 401 [M-Rham-H]". Der Massengewinn von 308 u (16 u + 146 u + 146 u)
deutet auf eine Hydroxylierung und eine zweifache Rhamnosylierung hin.

Eine weitere Substanz mit einem UV-Absorptionsspektrum &hnlich dem Spektrum von Alizarin wurde
bei einer RT von 11,4 min detektiert. In den Massenpektren der Substanz AliC1 liegen die Signale mit
groRter Intensitat bei m/z = 555 [M+Na]* und m/z = 567 [M+CI]". Im negativen Modus konnten aufer-
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dem die Fragmentionen m/z = 385 [M-OH-Rham-H] und m/z = 401 [M-Rham-H]" detektiert werden.

Der Massengewinn von 292 u (146 u + 146 u) deutet auf eine zweifache Rhamnosylierung hin.

Bei einer RT von 17,3 min findet sich noch eine Substanz, die ein mit dem von Alizarin vergleichba-
res UV-Absorptionsspektrum aufweist. AliPro3 zeigt im Massenspektrum, das im negativen Modus
gemessen wurde, ein Signal mit hdchster Intensitat bei m/z = 255 [M-H]". Der Massengewinn von 16 u

deutet auf eine Hydroxylierung hin.

3.3.1.1 Isolierung von AliPro2 und AliC1

Aus zwei Litern Kultur von S. espanaensis, gefiittert mit insgesamt 100 mg Alizarin, wurden die ge-
bildeten Biotransformationsprodukte extrahiert (siehe 5.12.1). Der erhaltene Rohextrakt wurde mittels
Festphasenextraktion fraktioniert (siehe 5.12.2) und Uber préparative Dinnschichtchromatographie
(siehe 5.12.3) und eine Sephadex LH-20 S&ule (siehe 5.12.4) gereinigt. Auf diese Weise konnten
3,4 mg AliPro2 und 4,6 mg AliC1 jeweils als orange-rotes Pulver gewonnen werden.

3.3.1.2 Strukturanalyse von AliPro2

Die Strukturanalyse mittels NMR-Spektroskopie wurde von Dr. T. Paululat an der Universitat Siegen
durchgefiihrt. Die Probe wurde in DMSO-ds geldst und vermessen. Die Auswertung der *H-, **C- und
TOCSY-1D-NMR-Experimente und der 2D-NMR-Experimente (*H/*H-COSY, *H/*C-HMBC, ROE-
SY) fiihrten zur Aufklarung der Struktur von AliPro2 (siehe Abbildung 3-10). Es handelt sich dabei
um 2,3-Di-O-a-L-rhamnosylanthragallol. Die den Spektren entnommenen Daten sind im Anhang unter

7.5.1 zusammengefasst.

d)H CH o CpH CH
O OH OH OH
OH

(0] CpH CH

O‘O o 0o W&OH
o o}

HOHSC O
O

Abbildung 3-10 Strukturformel von AliPro2, die mittels Abbildung 3-11 Strukturformel von AliC1, die mittels
NMR-Analyse aufgeklart wurde. Es handelt sich dabei um NMR-Analyse aufgeklért wurde. Es handelt sich dabei
2,3-Di-O-a-L- rhamnosylanthragallol (M,: 548,49 g/mol). um 1,2-Di-0-a-L-rhamnosylalizarin (M,: 532,49 g/mol).

3.3.1.3 Strukturanalyse von AliC1

Die Strukturanalyse mittels NMR-Spektroskopie wurde von Dr. T. Paululat an der Universitat Siegen
durchgefiihrt. Die Probe wurde in DMSO-ds geldst und vermessen. Die Auswertung der *H- und **C-
1D-NMR-Experimente und der 2D-NMR-Experimente (*H/*H-COSY, 'H/**C-HMBC, ROESY) fiihr-
ten zur Aufklarung der Struktur von AliProC1 (siehe Abbildung 3-11). Es handelt sich dabei um 1,2-
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Di-O-a-L-rhamnosylalizarin. Die den Spektren entnommenen Daten sind im Anhang unter 7.5.2 zu-

sammengefasst.

3.3.2 Biotransformation von Aminoanthrachinonen in S. espanaensis

Zur Untersuchung des Substratspektrums der GT, die in S. espanaensis an der Biotransformationsreak-
tion beteiligt ist, wurden weitere Fitterungen durchgefiihrt. Es sollte untersucht werden, ob nicht nur
Hydroxylgruppen sondern auch Aminogruppen als Nukleophil akzeptiert werden. Dafiir wurden die
1-Amino-2-methylanthrachinon (U7) und 2-
Aminoanthrachinon (U8) verwendet. Abbildung 3-12 zeigt die HPLC/ESI-MS-Diagramme der Rohex-

trakte der verschiedenen Fitterungen.

drei Substanzen 1,4-Diaminoanthrachinon (U3),

AImAYL g espanaensis gefiittert mit U3 -
™
©
2000 ~ U3 (@) NH,
1500 ] PI"OdUktN3-1 O‘O
o
1000 % Produkt 3-2
500 O NH,
0 M
0 5 10 15 20 25 30 t[min]
AlmAUl 5 espanaensis gefiittert mit U7 ©
500 ] ]
{8 U7 O NH,
400 CH
200 ] Produkt 7-1
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[0 T I o N -
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7 o
s U8 O]
400 -
Produkt 8-2 O‘O NH,
300 4
200 Produkt8-1 g Produkt 8-3
; _E
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Abbildung 3-12 HPLC/ESI-MS-Diagramme der Ethylacetat-Extrakte von S. espanaensis-Kulturen nach Zufitterung

von 1,4-Diaminoanthrachinon (U3) in rot (A = 550 nm), 1-Amino-2-methylanthrachinon (U7) in griin (A = 430 nm) und
2-Aminoanthrachinon (U8) in blau (A = 430 nm). Die Strukturformeln von U3, U7 und U8 sind abgebildet. Alle Peaks,
deren UV-Absorptionsspektren dem des zugefiitterten Aminoanthrachinons dhneln, sind mit Produkt markiert.

Alle drei Aminoanthrachinone wurden von S. espanaensis biotransformiert. Es wurden in den
HPLC/ESI-MS-Diagrammen fir alle drei Substanzen neue Peaks detektiert, deren UV-Absorptions-
spektren dem zugefltterten Aminoanthrachinon &hneln. Durch die Analyse der Massenspektren wurde
deutlich, dass es sich bei den Hauptprodukten (Produkt 3-1, Produkt 8-1 und Produkt 8-2) mit groRer

Wahrscheinlichkeit um hydroxylierte und O-rhamnosylierte Derivate handelt (siehe Tabelle 3-6). In
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allen drei Fallen wurden zusatzlich Peaks detektiert, deren Massen potentiell N-rhamnosylierten Deri-
vaten entsprechen (Produkt3-2, Produkt 7-1 und Produkt 8-3; siehe Tabelle 3-6). Diese potentiell N-
rhamnosylierten Derivate wurden allerdings in so geringer Menge produziert, dass eine Reinigung und
anschlielende Strukturaufklarung dieser Substanzen praktisch unmdglich ist.
Tabelle 3-6 Auswertung der Massenspektren der bei der Fltterung von S. espanaensis mit Aminoanthrachinonen

erhaltenen Produkte. Auf Grund der detektierten Masse wurde jedem Produkt eine mégliche Molekdilstruktur zuge-
ordnet.

Produkt RT Massenpeak  molare Masse mogliche Molekdulstruktur

Futterung von S. espanaensis mit U3

U3 17,7 239 [M+H]" 238 g/mol
Produkt 3-1 8,6 min 435 [M+CI] 400 g/mol U3 hydroxyliert und rhamnosyliert
Produkt 3-2 10,7 min 420 [M+CI] 384 g/mol U3 N-rhamnosyliert

Futterung von S. espanaensis mit U7
u7 24,1 min 238 [M+H]" 237 g/mol
Produkt 7-1 15,8 min 418 [M+CI] 383 g/mol U7 N-rhamnosyliert

Futterung von S. espanaensis mit U8
u8 19,0 min 224 [M+H]" 223 g/mol
Produkt 8-1 9,7 min 420 [M+Cl] 385 g/mol U8 hydroxyliert und rhamnosyliert
Produkt 8-2 10,8 min 420 [M+CI] 385 g/mol U8 hydroxyliert und rhamnosyliert
Produkt 8-3 13,2 min 404 [M+ClI] 369 g/mol U8 N-rhamnosyliert

3.4 ldentifizierung des flexiblen Glycosyltransferasegens

Der Actinomycet S. espanaensis besitzt Biotransformationsaktivitat. Fiir die beobachtete Derivatisie-
rung ist unter anderem eine GT verantwortlich, die Rhamnose auf verschiedene Substrate Ubertrégt.
GTs haben (blicherweise ein sehr enges Substratspektrum. Sie Ubertragen meist einen bestimmten
Zucker auf ein bestimmtes Akzeptor-Substrat. Diese GT aus S. espanaensis besitzt eine geringe Ak-
zeptor-Substratspezifitdt. Um dieses Enzym nédher charakterisieren zu kénnen und um schlieRlich den
Grund fir die hohe Flexibilitat zu ermitteln, sollte das Gen identifiziert werden, welches fir diese au-

Rergewohnliche GT codiert.

3.4.1 Genom-Analyse zur Identifizierung méglicher Kandidaten-Gene

Zur ldentifizierung des Gens, welches fir die flexible GT codiert, wurde das Genom von S. espanaen-
sis auf GT-Gene untersucht. Mit Hilfe von BLASTp-Analysen konnten insgesamt 106 potentielle GT-
Gene identifiziert werden. Tabelle 3-7 zeigt alle 106 Gene. Die mégliche Funktion der entsprechenden
Enzyme wurde durch die Zugehdrigkeit zu den COG (cluster of othologous groups) abgeleitet. Zusétz-
lich wurden die Gene den Familien nach CAZy zugeordnet. Die GT-Datenbank von CAZy beinhaltet

NDP-Hexose-Transferasen und teilt sie auf Grund von Sequenzhomologien in 94 verschiedene Fami-
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lien ein 4. Alle Proteine aus der GT-Datenbank von CAZy wurden gegen die Proteine aus dem Ge-

nom von S. espanaensis geblastet. Zeigte eine GT Homologien zu GTs aus einer bestimmten Familie

wurde diese GT dieser Familie zugeordnet (siehe Tabelle 3-7). War keine eindeutige Zuordnung mdég-

lich oder handelt es sich nicht um eine NDP-Hexose-Transferase, ist in Tabelle 3-7 keine Familienzu-

gehdrigkeit angegeben.

Tabelle 3-7 GT-Gene aus dem Genom von S. espanaensis. Die mogliche Funktion des Proteins ist Gber die EC Num-
mer (enzyme commission numbers) und COG Funktion angegeben. Die GTs wurden in die Familien nach CAZy

eingeteilt.

Gen ID Name EC Nummer  COG Funktion CAZy Familie

ses00250  ftsl 2.4.1.129 Peptidoglycan GT / Zellteilungsprotein Ftsl /
Penicillin-bindendes Protein 2

ses00670  gtuS4-1 Glycosyltransferase 4

ses00700  gtuS4-2 Glycosyltransferase 4

ses01590 gtuS2-1  24.1.- GT beteiligt an der Zellwand-Biosynthese 2

ses01620 gtuS2-2  2.4.1.- GT beteiligt an der Zellwand-Biosynthese 2

ses01660  gtuS2-3 Glycosyltransferase 2

ses01700 gtuS2-4  2.4.1.- Glycosyltransferase 2

ses02750 gtuSh1-1 2.4.2.- Glycosyltransferase / Membrancarboxypeptidase 51
(Penicillin-bindendes Protein)

ses03480  hpt 2428 Hypoxanthin-Guanin Phosphoribosyltransferase

ses04110  otsA 2.4.1.15 Trehalose-6-phosphat Synthase 20

ses04130 in die Membran integriertes Protein 87

ses06920  gtuS39-1 2.4.1.- Dolichylphosphat-Mannose--Protein O- 39
Mannosyltransferase

ses08290 24.1.- Mannosyltransferase 87

ses08760  glgA 24121 Glycogensynthase 4

ses09910 Glycosyltransferase unklassifiziert

ses10330 gtuS2-5 2.4.1.- GT beteiligt an der Zellwand-Biosynthese 2

ses10720 gtuS2-6  2.4.1.- GT beteiligt an der Zellwand-Biosynthese 2

ses11290 gtuS1-2  2.4.1.-- GT, verwandt mit UDP-Glucuronosyltransferasen 1

ses11600  pncB 24211 Nikotinatphosphoribosyltransferase

ses15380 gtuS2-7  2.4.1.- GT mdglicherweise beteiligt an der Zellwand- 2
Biosynthese

ses16050  cobT 24221 Nikotinat-Nukleotid--Dimethylbenzimidazol Phos-
phoribosyltransferase

ses16220  trpB 24.2.18 Anthranilat Phosphoribosyltransferase

ses16340 gtuS4-3  2.4.1.-- Glycosyltransferase 4

ses22060  gtuS2-23 2.4.1.- GT mdglicherweise beteiligt an der Zellwand- 2
Biosynthese

$es24690  gtuS-1 4-Amino-4-desoxy-L-arabinose Transferase und
verwandte GT aus der PMT Familie

ses25110  gtuS-2 4-Amino-4-desoxy-L-arabinose Transferase und
verwandte GTs aus der PMT Familie

ses25120 gtuS2-8  2.4.1.- GT beteiligt an der Zellwand-Biosynthese 2
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Fortsetzung von Tabelle 3-6 GT-Gene aus dem Genom von S. espanaensis. Die mdgliche Funktion des Proteins ist
Uber die EC Nummer (enzyme commission numbers) und COG Funktion angegeben. Die GTs wurden in die Familien
nach CAZy eingeteilt.

Gen ID Name EC Nummer  COG Funktion CAZy Familie
ses25130  gtuS-3 4-Amino-4-desoxy-L-arabinose Transferase und unklassifiziert
verwandte GTs aus der PMT Familie
ses25240 GT GT beteiligt an der Lipopolysaccharid Synthese
ses25370  gtuS-4 Glycosyltransferase
ses25390  gtuS2-9  2.4.1.- GT beteiligt an der Zellwand-Biosynthese 2
5es25460 Teichonséure Biosynthese Protein 26
ses25470  gtuS2-10 Glycosyltransferase 2/4
ses29580  gtuS4-4 Glycosyltransferase 4
ses30330  pimA 2.4.1.57 Phosphatidylinositol a-Mannosyltransferase 4
ses33990  hisG 2.4.2.17 ATP Phosphoribosyltransferase
ses35910 gtuS2-11 24.1.- Glycosyltransferase 2
ses38330 gtuS2-12 2.4.1.- GT beteiligt an der Zellwand-Biosynthese 2
ses41110 gtuS2-13 24.1.- GT beteiligt an der Zellwand-Biosynthese 2
ses41250 Glycosyltransferase 4
ses43080 gtuS2-14 2.4.1.- GT beteiligt an der Zellwand-Biosynthese 2
ses43790  udp 24.2.3 Uridin-Phosphorylase
ses44490 gtuS1-3  2.4.1.-- GT, verwandt mit UDP-Glucuronosyltransferasen 1
ses44520 gtuS1-4  2.4.1.- GT, verwandt mit UDP-Glucuronosyltransferasen 1
ses45900 gtuS1-5 24.1.- GT, verwandt mit UDP-Glucuronosyltransferasen 1
ses47640 gtuS1-6  2.4.1.- GT, verwandt mit UDP-Glucuronosyltransferasen 1
ses48230  gtuS4-5 Glycosyltransferase
ses49200 gtuS1-7  2.4.1.- GT, verwandt mit UDP-Glucuronosyltransferasen 1
ses50220  gtuS4-6 Glycosyltransferase
ses50500 gtuS2-15 2.4.1.- GT beteiligt an der Zellwand-Biosynthese 2
ses50510  gtuS9-1 ADP-Heptose: LPS Heptosyltransferase 9
ses50570  gtuS4-7 Glycosyltransferase 4
ses50580  gtuS4-8 Glycosyltransferase unklassifiziert
ses50590  gtuS9-2 ADP-Heptose: LPS Heptosyltransferase 9
ses50630  gtuS2-16 2.4.1.- Glycosyltransferase 2
ses50750  gtuS4-9 Glycosyltransferase 4
ses54000 gtuS1-8 2.4.1.- GT, verwandt mit UDP-Glucuronosyltransferasen 1
sesb8720  samll 24.1.- GT, verwandt mit UDP-Glucuronosyltransferasen 1
sesb8730  saml2 24.1.- GT, verwandt mit UDP-Glucuronosyltransferasen 1
sesb8740  saml13 24.1.- GT, verwandt mit UDP-Glucuronosyltransferasen 1
sesb8750  saml4 24.1.- GT, verwandt mit UDP-Glucuronosyltransferasen 1
ses58760  saml5 24.1.- GT, verwandt mit UDP-Glucuronosyltransferasen 1
ses58770  saml6 24.1.- GT, verwandt mit UDP-Glucuronosyltransferasen 1
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Fortsetzung von Tabelle 3-6 GT-Gene aus dem Genom von S. espanaensis. Die mdgliche Funktion des Proteins ist
Uber die EC Nummer (enzyme commission numbers) und COG Funktion angegeben. Die GTs wurden in die Familien
nach CAZy eingeteilt.

Gen ID Name EC Nummer  COG Funktion CAZy Familie
ses58780  saml7 24.1.- GT, verwandt mit UDP-Glucuronosyltransferasen 1
ses58790  saml8 24.1.- GT, verwandt mit UDP-Glucuronosyltransferasen 1
ses58800 saml19 24.1.- GT, verwandt mit UDP-Glucuronosyltransferasen 1
ses58810  sam20 24.1.- GT, verwandt mit UDP-Glucuronosyltransferasen 1
ses59470  gtuS4-10 Glycosyltransferase
ses59490 GT Polysaccharid Biosynthese Protein / Membranpro-
tein beteiligt am Export des O-Antigens und
Teichonséure
ses59500  gtuS4-11 Glycosyltransferase 4
ses59510  gtuS4-12 Glycosyltransferase
ses59540 gtuS2-17 2.4.1.- GT beteiligt an der Zellwand-Biosynthese 2
ses60310 gtuS1-9  2.4.1.- GT, verwandt mit UDP-Glucuronosyltransferasen 1
ses60350 gtuS1-10 2.4.1.- GT, verwandt mit UDP-Glucuronosyltransferasen 1
ses60920  gtuS2-18 GT beteiligt an der Zellwand-Biosynthese 81
ses61840 GT4 24125 4-a-Glucanotransferase
ses61920 gtuS51-2 2.4.2.- Membrancarboxypeptidase (Penicillin-bindendes 51
Protein)
ses62050  ftsl 2.4.1.129 Peptidoglycan GT / Zellteilungsprotein Ftsl /
Penicillin-bindendes Protein 2
5es62370  gtuS4-13 Glycosyltransferase 4
ses63200 pyrR 2429 Pyrimidin Operon ddmpfendes Protein / Uracil
Phosphoribosyltransferase
$es66670 GT, moglicherweise in die Zellmembran integriert 87
ses68280 gtuSl-1  2.4.1.- GT, verwandt mit UDP-Glucuronosyltransferasen 1
ses68680 nadC 24.2.19 Nikotinat-Nucleotid-Pyrophosphorylase
$es69080  murG 2.4.1.227 UDP-N-Acetylglucosamin: LPS N- 28
Acetylglucosamin Transferase
5es69180  ftsl 2.4.1.129 Peptidoglycan GT / Zellteilungsprotein Ftsl /
Penicillin-bindendes Protein 2
ses72610  gtuS4-14 Glycosyltransferase 4
ses72750  glgP 2411 a-Glucan Phosphorylase 35
ses73590  gtuS-5 UDP-N-Acetylmuramyl Pentapeptid Phosphotrans- ~ ---
ferase / UDP-N-Acetylglucosamin-1-phosphat
Transferase
ses75990 Amidophosphoribosyltransferase
ses76210 gtuS2-19 2.4.1.- Glycosyltransferase 2
ses76290 gtuS2-20 24.1.- Glycosyltransferase 2
ses76310  gtuS4-15 Glycosyltransferase 4
ses76330  gtuS4-16 Glycosyltransferase 4
ses76340 gtuS2-21 2.4.1.- Glycosyltransferase 2
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Fortsetzung von Tabelle 3-6 GT-Gene aus dem Genom von S. espanaensis. Die mdgliche Funktion des Proteins ist
Uber die EC Nummer (enzyme commission numbers) und COG Funktion angegeben. Die GTs wurden in die Familien
nach CAZy eingeteilt.

Gen ID Name EC Nummer  COG Funktion CAZy Familie
ses76360  gtuS2-22 Membrancarboxypeptidase (Penicillin-bindendes 2/4
Protein)
ses76370  gtuS4-17 Glycosyltransferase 4
ses76990 deoD 2421 Purin-Nukleosid Phosphorylase
ses77120  upp 2429 Uracil Phosphoribosyltransferase
ses77380  deoA 2424 Thymidin Phosphorylase
ses79020  gtuS4-18 Glycosyltransferase 4
ses80370  gtuS4-19 Glycosyltransferase 4
ses80380 gtuS4-20 2.4.1.- Glycosyltransferase 4
ses81180  gtuS4-21 Glycosyltransferase 4
5es82300  purF 24214 Glutamin Phosphoribosylpyrophosphat Amidotrans-  ---
ferase
ses83250  pyrE 2.4.2.10 Orotat Phosphoribosyltransferase
ses84500  gtuS51-3 Membrancarboxypeptidase (Penicillin-bindendes 51
Protein)

Die CAZy-Familie 1 enthdlt die sogenannten UDP-Glucuronosyltransferase-&hnlichen GTs. In dieser
Familie sind alle GTs zu finden, die im bakteriellen Sekundarstoffwechsel an der Glycosylierung von
niedermolekularen Substanzen beteiligt sind. Da der gesuchten flexiblen GT eine ahnliche Funktion
zugeschrieben wurde, ist sie sehr wahrscheinlich in dieser Familie zu finden. Im Genom von S. espa-
naensis finden sich 20 GT-Gene, die fir GTs der CAZy-Familie 1 codieren. Damit reduzierte sich die
Zahl der moglichen Kandidaten-Gene auf 20 (siehe Tabelle 3-7). Unter den 20 GT-Genen, die fur GTs
der CAZy-Familie 1 codieren, finden sich alle zehn GT-Gene des sam-Clusters. Es ist unwahrschein-
lich, dass eine GT aus dem sam-Cluster fur die Biotransformationsaktivitat von S. espanaensis ver-
antwortlich ist. Da sie jedoch nicht vollkommen ausgeschlossen werden konnten, wurden sie trotzdem

den folgenden Sequenzanalysen unterzogen.

Die 20 GTs der CAZy-Familie 1 wurden auf Sequenzhomologien zu EImMGT untersucht. EImGT ist
die GT aus dem Elloramycin-Cluster von Streptomyces olivaceus Tii2353 ™%, Dieses Enzym kataly-
siert die Verkntpfung des Elloramycin-Aglycons mit L-Rhamnose. Das Elloramycin-Aglycon besitzt
strukturelle Ahnlichkeiten zu den Substraten, die von der gesuchten GT ublicherweise akzeptiert wer-
den (siehe Abbildung 3-13). Weiterhin wurden die GTs aus Familie 1 auf Sequenzhomologien zu
OleD verglichen. OleD ist eine GT aus Streptomyces antibioticus ), die in die Bakterienzelle aufge-
nommene Makrolide glycosyliert und damit inaktiviert (siehe Abbildung 3-14). Dieses Enzym besitzt

zu diesem Zweck eine gewisse Akzeptor-Substrat-Flexibilitat. Da flr die gesuchte GT aus S. espana-
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ensis ebenfalls eine Flexibilitat beobachtet werden konnte, wurde angenommen, dass die gesuchte GT

Homologien zu OleD aufweist.

MeO

OMe

glycosylierte,
inaktivierte Makrolide

A

Fa829 D’l]?-”ll&{l}t)i'l)t!”’

1
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1
fremde Makrolide

Abbildung 3-13 Strukturformel von Elloramycin aus
Streptomyces olivaceus Ti2353.

Abbildung 3-14 Putativer unspezifischer Resistenz-
mechanismus von OleD in Streptomyces antibioticus.

Die Ergebnisse der BLASTp-Analysen sind in Abbildung 3-15 dargestellt. Die BLASTp-Analyse
zeigt, dass die GTs aus CAZy-Familie 1 nur eine sehr geringe Ahnlichkeit zu EImGT und OleD besit-
zen. Drei GTs zeigen keine Ahnlichkeit zu OleD (Ses44490, Ses54000 und Ses68280), eine davon
(Ses44490) zeigt auch keine Ahnlichkeit zu EImGT. Die lbrigen GTs zeigen einen relativen Score
von 4 bis 14 %. Die GT Ses47640 zeigt den hochsten relativen Score von 24 % beim Vergleich mit
OleD.
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Abbildung 3-15 Diagramm der BLASTp-Analyse von EImMGT und OleD gegen die GTs der CAZy-Familie 1 aus

S. espanaensis. Gezeigt ist der relative Score. Der Score von EImMGT gegen EImMGT beziehungsweise OleD gegen OleD
wurde auf 100 % festgelegt. Die Scores von EImMGT beziehungsweise OleD gegen die GTs aus Familie 1 wurden ins
Verhéltnis dazu gesetzt.
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3.4.2 Inaktivierung von Kandidaten-Genen
Zur Identifizierung der gesuchten flexiblen GT sollten Geninaktivierungsexperimente im Genom von
S. espanaensis durchgefiihrt werden. Mdgliche Kandidaten-Gene sollten inaktiviert werden. Die erhal-
tenen Mutanten sollten anschlieSend mit der Testsubstanz Alizarin geflttert werden. Zeigt die Mutante
keine Biotransformationsaktivitit handelt es sich bei dem inaktivierten Gen hdchstwahrscheinlich um
das gesuchte Gen, das fir die GT mit geringer Substratspezifitat codiert. Zeigt die Mutante weiterhin
die glycosylierten Biotransformationsprodukte, handelt es sich bei dem inaktivierten nicht um das
gesuchte Gen. Fir diese Experimente sollten zuerst die sieben Gene ses11290, ses44520, ses45900,
ses47640, ses49200, ses60310 und ses60350 herangezogen werden. Die Untersuchung der GTs aus
dem sam-Cluster und Ses44490, Ses54000 und Ses68280, die keine Sequenzéhnlichkeit zu OleD auf-

weisen, wurde nicht verfolgt.

3.4.2.1 Inaktivierung von ses44520

Das GT-Gen mit der Bezeichnung ,,5es44520““ wurde in den ersten Annotationen des Genoms mit
,0130* benannt. Beide Begriffe wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit synonym verwendet. Die
GT Ses44520 zeigt am meisten Ahnlichkeit zu AMED_8701 einer uncharakterisierten GT aus
A. mediterranei ¥, Beide GTs teilen 73 % identische und 78 % &hnliche Aminoséuren. Die nachste
charakterisierte GT mit Ahnlichkeit zu Ses44520 ist CalG1 aus dem Calicheamycin-Cluster von
Micromonospora echinospora ™. Die beiden GTs teilen 47 % identische und 54 % &hnliche Amino-
sduren. Im Genom von S. espanaensis findet sich in der ndheren Umgebung um ses44520 ein weiteres

GT-Gen (ses44490). Es wurden keine Gene identifiziert, die auf ein Sekundéarstoff-Cluster hinweisen.

<+— 2,1kb
<+— 16kb

Abbildung 3-16 Agarose-Gelelektrophorese der Amplifizierung des nativen und des mutierten Gens ses44520 mit
verschiedenen Templates.

1: Chromosomale DNA der S. espanaensis x pKCA6130 Singlecrossover-Mutante.

Tragt das native und das mutierte Gen ses44520 (1,6 und 2,1 kb).

2: Chromosomale DNA der S. espanaensis A6130 Doppelcrossover-Mutante.

Trégt das mutierte Gen ses44520 (2,1 kb).
: Chromosomale DNA des S. espanaensis Wildtyps. Tragt das native Gen ses44520 (1,6 kb).
: Plasmid DNA von pKCA6130. Trégt das mutierte Gen ses44520 (2,1 kb).
: H,O als Negativkontrolle
: Langenstandard der Firma Promega (LP)

o O1ls W

Zur Inaktivierung des Gens ses44520 im Genom von S. espanaensis wurde eine Spectinomycin-

resistenz-Kassette Uber einen Doppelcrossover in das Gen eingebracht. Die Durchfuihrung der Inakti-
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vierung ist unter 5.10 beschrieben. Abbildung 3-16 zeigt die Amplifizierung des nativen und des mu-
tierten Gens ses44520 zum Nachweis des erfolgreichen Erhalts der Singlecrossover-Mutante S. espa-

naensis x pKCA6130 und der Doppelcrossover-Mutante S. espanaensis A6130.

Mit der Mutante S. espanaensis A6130 wurde wie unter 5.7.6 beschrieben ein in vivo Glycosylierungs-
experiment durchgefiihrt. Alizarin wurde als Testsubstanz verwendet. Abbildung 3-20 zeigt das Er-
gebnis des Fltterungsexperiments. Die Mutante S. espanaensis A6130 konnte Alizarin wie gewohnt
glycosylieren. Damit konnte gezeigt werden, dass es sich bei ses44520 nicht um das gesuchte Gen

handelt, dass fiir die Glycosyltransferase mit geringer Substratspezifitat codiert.

3.4.2.2 Inaktivierung von ses45900

Das GT-Gen mit der Bezeichnung ,,5es45900“ wurde in den ersten Annotationen des Genoms mit
,0266° benannt. Beide Begriffe wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit synonym verwendet. Die
GT Ses45900 zeigt am meisten Ahnlichkeit zu Amir_2497 einer uncharakterisierten GT aus Actino-
synnema mirum DSM 43827 ¥4, Beide GTs teilen 70 % identische und 78 % ahnliche Aminosauren.
Das Gen ses45900 liegt im NRPS/PKS-Hybrid-Cluster 8, das mdglicherweise ein Leinamycin-Derivat

produziert.

<4+— 2,1kb
+— 16kb
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Abbildung 3-17 Agarose-Gelelektrophorese der Amplifizierung des nativen und des mutierten Gens ses45900 mit
verschiedenen Templates.

1: Chromosomale DNA des S. espanaensis Wildtyps. Tragt das native Gen ses45900 (1,6 kb).
2-3: S. espanaensis X pKCA6266 Singlecrossover-Mutante.

Tragt das native und das mutierte Gen ses45900 (1,6 und 2,1 kb).

4-5: S. espanaensis A6266 Doppelcrossover-Mutante. Tréagt das mutierte Gen ses45900 (2,1 kb).

6: Plasmid DNA von pKCA6266. Tragt das mutierte Gen ses45900 (2,1 kb)

7: H,0 als Negativkontrolle

8: LP

Zur Inaktivierung des Gens ses45900 im Genom von S. espanaensis wurde eine Spectinomycin-
resistenz-Kassette Gber einen Doppelcrossover in das Gen eingebracht. Die Durchfuhrung der Inakti-
vierung ist unter 5.10 beschrieben. Abbildung 3-17 zeigt die Amplifizierung des nativen und des mu-
tierten Gens ses45900 zum Nachweis des erfolgreichen Erhalts der Singlecrossover-Mutante S. espa-
naensis x pKCA6266 und der Doppelcrossover-Mutante S. espanaensis A6266.
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Mit der Mutante S. espanaensis A6266 wurde wie unter 5.7.6 beschrieben ein in vivo Glycosylierungs-
experiment durchgefihrt. Auch hier wurde Alizarin als Testsubstanz verwendet. Abbildung 3-20 zeigt
das Ergebnis des Futterungsexperiments. Die Mutante S. espanaensis A6266 konnte Alizarin wie ge-
wohnt glycosylieren. Damit konnte gezeigt werden, dass es sich bei ses45900 nicht um das gesuchte
Gen handelt, dass fir die Glycosyltransferase mit geringer Substratspezifitat codiert.

3.4.2.3 Inaktivierung von ses47640

Das GT-Gen mit der Bezeichnung ,,5es47640“ wurde in den ersten Annotationen des Genoms mit
,,0449% benannt. Beide Begriffe wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit synonym verwendet. Die
GT Ses47640 zeigt am meisten Ahnlichkeit zu LipGtf der GT aus dem o-Lipomycin-Cluster von
Streptomyces aureofaciens ). Beide GTs teilen 42 % identische und 54 % &hnliche Aminosauren.
Das Gen ses47640 liegt im Genom von S. espanaensis in der Nahe des PKS Clusters 9 und dem
NRPS/PKS-Hybrid-Clusters 10. Die GT Ses47640 zeigte im BLASTp-Vergleich mit OleD den héchs-

ten relativen Score von 24 %.

Zur Inaktivierung des Gens ses47640 im Genom von S. espanaensis wurde eine Spectinomycin-
resistenz-Kassette (iber einen Doppelcrossover in das Gen eingebracht. Die Durchfuihrung der Inakti-
vierung ist unter 5.10 beschrieben. Abbildung 3-18 zeigt die Amplifizierung des nativen und des mu-
tierten Gens ses47640 zum Nachweis des erfolgreichen Erhalts der Singlecrossover-Mutante S. espa-

naensis x pKCA6449 und der Doppelcrossover-Mutante S. espanaensis A6449.

’: 19kb
1,6 kb

Abbildung 3-18 Agarose-Gelelektrophorese der Amplifizierung des nativen und des mutierten Gens ses47640 mit
verschiedenen Templates.

1: Chromosomale DNA des S. espanaensis Wildtyps. Trégt das native Gen ses47640 (1,6 kb).
2-3: Kolonie PCR von S. espanaensis x pKCA6449 Singlecrossover-Mutanten.

Sie tragen das native und das mutierte Gen ses47640 (1,6 und 1,9 kb).

4: Kolonie PCR von S. espanaensis A6449 Doppelcrossover-Mutante. Tragt das mutierte Gen ses47640 (1,9 kb).

5: Plasmid DNA von pKCA6449. Tragt das mutierte Gen ses47640 (1,9 kb)

6: H,0 als Negativkontrolle

7:LP

Mit der Mutante S. espanaensis A6449 wurde wie unter 5.7.6 beschrieben ein in vivo Glycosylierungs-
experiment durchgefihrt. Alizarin wurde als Testsubstanz verwendet. Abbildung 3-20 zeigt das Er-

gebnis des Fltterungsexperiments. Die Mutante S. espanaensis A6449 konnte Alizarin wie gewohnt
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glycosylieren. Damit konnte gezeigt werden, dass es sich bei ses47640 nicht um das gesuchte Gen

handelt, dass fiir die Glycosyltransferase mit geringer Substratspezifitat codiert.

3.4.2.4 Inaktivierung von ses49200

Das GT-Gen mit der Bezeichnung ,,5es49200“ wurde in den ersten Annotationen des Genoms mit
,0609° benannt. Beide Begriffe wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit synonym verwendet. Die
GT Ses49200 zeigt am meisten Ahnlichkeit zu SACE_2010 einer uncharakterisierten GT aus
S. erythraea . Beide GTs teilen 49 % identische und 64 % ahnliche Aminosauren. Die néchste cha-
rakterisierte GT mit Ahnlichkeit zu Ses49200 ist CalG1 aus dem Calicheamycin-Cluster von Micro-
monospora echinospora ™. Diese beiden GTs teilen 47 % identische und 63 % &hnliche Aminos&u-
ren. Im Genom von S. espanaensis finden sich in der ndheren Umgebung um ses49200 keine Gene die

auf Sekundarstoff-Cluster hinweisen.

Zur Inaktivierung des Gens ses49200 im Genom von S. espanaensis wurde eine Spectinomycin-
resistenz-Kassette Uber einen Doppelcrossover in das Gen eingebracht. Die Durchfuihrung der Inakti-
vierung ist unter 5.10 beschrieben. Abbildung 3-19 zeigt die Amplifizierung des nativen und des mu-
tierten Gens ses49200 zum Nachweis des erfolgreichen Erhalts der Singlecrossover-Mutante S. espa-

naensis x pKCA6609 und der Doppelcrossover-Mutante S. espanaensis A6609.

Mit der Mutante S. espanaensis A6609 wurde wie unter 5.7.6 beschrieben ein in vivo Glycosylierungs-
experiment durchgefihrt. Alizarin wurde als Testsubstanz verwendet. Abbildung 3-20 zeigt das Er-
gebnis des Fitterungsexperiments. Die Mutante S. espanaensis A6609 konnte Alizarin wie gewohnt
glycosylieren. Damit konnte gezeigt werden, dass es sich bei ses49200 nicht um das gesuchte Gen

handelt, dass fiir die Glycosyltransferase mit geringer Substratspezifitat codiert.

<4— 16kb
1,3 kb

Abbildung 3-19 Agarose-Gelelektrophorese der Amplifizierung des nativen und des mutierten Gens ses49200 mit
verschiedenen Templates.
1: Kolonie-PCR von S. espanaensis Wildtyp. Tragt das native Gen ses49200 (1,3 kb).
2-3: Kolonie-PCR von S. espanaensis x pKCA6609 Singlecrossover-Mutanten.
Tragen das native und das mutierte Gen ses49200 (1,3 und 1,6 kb).
4-5: Kolonie-PCR von S. espanaensis A6609 Doppelcrossover-Mutanten. Tragen das mutierte Gen ses49200 (1,3 kb).
6: H,0 als Negativkontrolle
7:LP
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Abbildung 3-20 HPLC/ESI-MS-Diagramme (A = 430 nm) der Ethylacetat-Extrakte von S. espanaensis Wildtyp-,

S. espanaensis A6130-, S. espanaensis A6266-, S. espanaensis A6449- und S. espanaensis A6609-Kulturen nach Zufutte-
rung von Alizarin. Alle finf Chromatogramme zeigen einen Peak fir das zugefutterte Alizarin (blau), und fir die
Biotransformationsprodukte AliProl (lila), AliPro2 (rot) und AliC1 (grin). Damit wurde gezeigt, dass die Kandida-
ten-Gene ses44520, ses45900, ses47640 und ses49200 nicht fur die gesuchte GT mit geringer Substratspezifitat codie-
ren.

3.4.3 Heterologes Testsystem

Durch Geninaktivierungsexperimente konnte gezeigt werden, dass die GT-Gene ses44520, ses45900,
ses47640 und ses49200 nicht fir die gesuchte GT mit geringer Substratspezifitat codieren. Die Me-
thode das gesuchte Gen mittels Geninaktivierung zu identifizieren, hatte sich jedoch als zeitaufwendig
erwiesen. Aus diesem Grund sollte ein heterologes Testsystem zur schnelleren Untersuchung der Gbri-
gen Kandidaten-Gene ses11290, ses60310 und ses60350 entwickelt werden.

Als heterologer Wirt wurde S. albus verwendet. Dieser Stamm zeichnet sich durch sein schnelles
Wachstum und seine einfache Konjugierbarkeit aus. Salas et al. haben bereits mehrfach Glycosyl-
transferasen in diesem Stamm erfolgreich charakterisiert 31! Der fiir die Glycosylierung notwen-
dige aktivierte Desoxyzucker dTDP-Rhamnose wird von S. albus nicht produziert, deshalb sollte die
Mutante S. albus Rham hergestellt werden. In diese Mutante sind die dTDP-Rhamnose Biosynthese-
gene unter der Kontrolle des ermE*-Promotors ins Genom integriert. Diese Mutante wurde anschlie-
Rend fir die Untersuchung der verbliebenen Kandidaten-Gene, die méglicherweise fur die gesuchte
GT codieren, verwendet. Daftir musste nur der entsprechende codierende Bereich in das Expressions-

plasmid pUWL-A Kloniert und in S. albus Rham konjugiert werden. Durch Futterung der erhaltenen
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Exkonjuganden und HPLC/ESI-MS-Analyse des Ethylacetat-Extrakts wurde anschlieRend untersucht,

ob der entsprechende codierende Bereich an der Glycosylierung von Alizarin beteiligt ist.

3.4.3.1 Erstellung von S. albus Rham

Zur Erstellung der Mutante S. albus Rham wurden die dTDP-Rhamnose-Biosynthesegene ins Genom
von S. albus eingebracht. Um diese Gene dauerhaft und stabil zu integrieren wurde die markerfreie
Integration gewahlt 31,

Die Gene oleL, oleS, oleE und oleU codieren fir Enzyme, die die Biosynthese von dTDP-Rhamnose
katalysieren 1. Bei oleS handelt es sich um eine dTDP-D-Glucosesynthase, bei oleE um eine dTDP-
Glucose-4,6-dehydratase, bei oleL um eine dTDP-4-Keto-6-desoxyglucose-3,5-epimerase und bei
oleU um eine dTDP-4-Ketohexulosereduktase. Diese vier Gene wurden bereits von Salas et al. unter
der Kontrolle des ermE*-Promotors im Plasmid pRHAM zur Untersuchung der Glycosyltransferase
EImGT verwendet .. Das Plasmid pPRHAM wurde von J. A. Salas freundlicherweise zur Verfiigung
gestellt. Die vier Gene oleS, oleE, oleL und oleU wurden zusammen mit dem ermE*-Promotor in das
Plasmid pTOS kloniert (siehe 5.9.2).

2SR SR TAMEERS6E 70 "8 9 =10 1T

- -‘ <4+— 0,9 kb

Abbildung 3-21 Agarose-Gelelektrophorese der Amplifizierung von aac(3)1V (0,9 kb) und oleU (0,9 kb) zum Nachweis
der markerfreien Integration der dTDP-Rhamnose Biosynthesegene ins Genom von S. albus
1:LP
2: Amplifizierung von oleU mit chromosomaler DNA von S. albus als Template. Das Gen ist nicht detektierbar.
3: Amplifizierung von oleU mit chromosomaler DNA von S. albus x pTOS-Rham als Template.

Das Gen ist detektierbar.
: Amplifizierung von oleU mit chromosomaler DNA von S. albus Rham als Template. Das Gen ist detektierbar.
: Amplifizierung von oleU mit pTOS-Rham als Template als Positivkontrolle. Das Gen ist detektierbar.
: Amplifizierung von oleU ohne DNA Template als Negativkontrolle. Das Gen ist nicht detektierbar.
: Amplifizierung von aac(3)1V mit chromosomaler DNA von S. albus als Template. Das Gen ist nicht detektierbar.
: Amplifizierung von aac(3)1V mit chromosomaler DNA von S. albus x pTOS-Rham als Template.

Das Gen ist detektierbar.
9: Amplifizierung von aac(3)1V mit chromosomaler DNA von S. albus Rham als Template.

Das Gen ist nicht detektierbar.

10: Amplifizierung von aac(3)1V mit pTOS-Rham als Template als Positivkontrolle. Das Gen ist detektierbar.
11: LP

o ~NO O~

Mittels Konjugation wurde das resultierende Plasmid pTOS-Rham in S. albus eingebracht. Da das
Plasmid auf dem Integrationssystem des VVWB-Phagen basiert *!, wurde bei den erhaltenen apra-
mycinresistenten Exkonjuganden S. albus x pTOS-Rham das gesamte Plasmid ins Genom integriert.
Das Apramycinresistenzgen (aac(3)IV) und das Integrasegen (int) wurden anschlieBend aus dem Ge-

nom entfernt, um eine markerfreie und dauerhaft stabile Integration der dTDP-Rhamnose-
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Biosynthesegene zu erhalten. Daflr besitzt das Plasmid pTOS zwei rox-sites, die als Erkennungsse-
guenz fir die Dre-Rekombinase dienen. Durch Konjugation des Plasmids pUWL-Dre in die S. albus x
pTOS-Rham-Mutante wurde in diesen Zellen die Dre-Rekombinase exprimiert. Diese erkennt die rox-
sites und schneidet den von ihnen flankierten DNA-Abschnitt des Plasmids aus dem Genom. Damit
wurden aac(3)IV und int aus dem Genom entfernt. Zuriick bleiben eine rekombinante rox-site und die
dTDP-Rhamnose-Biosynthesegene oleL, oleS, oleE und oleU unter der Kontrolle des ermE*-
Promotors. Mittels PCR konnte nachgewiesen werden, dass vor der Expression des dre-
Rekombinasegens sowohl aac(3)IV als auch das dTDP-Rhamnose Biosynthesegen oleU im Genom
vorhanden waren. Nach der Expression des dre-Rekombinasegens konnte mittels PCR nur das Gen
oleU nachgewiesen werden, aac(3)IV war nicht mehr amplifizierbar (siehe Abbildung 3-21).

3.4.3.2 Expression des Glycosyltransferasegens ses11290 in S. albus Rham

Das GT-Gen mit der Bezeichnung ,,ses/7290“ wurde in den ersten Annotationen des Genoms mit
,098 benannt. Beide Begriffe wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit synonym verwendet. Die
GT Ses11290 zeigt am meisten Ahnlichkeit zu Kfla_3873 einer uncharakterisierten GT aus Kribella
flavida DSM 17836 1. Beide GTs teilen 49 % identische und 62 % &hnliche Aminosauren. Die
nachste charakterisierte GT mit Ahnlichkeit zu Ses11290 ist CalG1 aus dem Calicheamycin-Cluster
von Micromonospora echinospora ™. Diese beiden GTs teilen 32 % identische und 46 % &hnliche
Aminoséuren. Das Gen ses11290 liegt im Genom von S. espanaensis in der N&he des potentiellen

Geosmin-Clusters tcpl.

Das GT-Gen ses11290 wurde in den replikativen Vektor pUWL-A kloniert (siehe 5.9.3.1). Das resul-
tierende Plasmid pUWL-A-698 wurde in S. albus Rham konjugiert. Mit der erhaltenen Mutante
S. albus Rham x pUWL-A-698 wurde wie unter 5.7.6 beschrieben ein in vivo Glycosylierungs-
experiment durchgefiihrt. Alizarin wurde als Testsubstanz verwendet. Abbildung 3-22 zeigt das Er-
gebnis des Fitterungsexperiments. Die Mutante S. albus Rham x pUWL-A-698 war nicht in der Lage
Alizarin zu glycosylieren. Damit konnte nicht gezeigt werden, dass das Gen ses11290 fur eine Glyco-

syltransferase codiert, die an der Biotransformationsreaktion in S. espanaensis beteiligt ist.

3.4.3.3 Expression des Glycosyltransferasegens ses60350 in S. albus Rham

Das GT-Gen mit der Bezeichnung ,,5es60350“ wurde in den ersten Annotationen des Genoms mit
,» 10668 benannt. Beide Begriffe wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit synonym verwendet. Die
GT Ses60350 zeigt am meisten Ahnlichkeit zu MLP_36120 einer uncharakterisierten GT aus Micro-
lunatus phosphorus NM-1 ™71 Beide GTs teilen 45 % identische und 59 % &hnliche Aminoséuren.
Die néchste charakterisierte GT mit Ahnlichkeit zu Ses60350 ist NovM aus dem Novobiocin-Cluster
von Streptomyces caeruleus !, Diese beiden GTs teilen 34 % identische und 45 % ahnliche Amino-
sduren. Im Genom von S. espanaensis findet sich in der ndheren Umgebung um ses60350 ein weiteres

GT-Gen (ses60310). Es wurden keine Gene identifiziert, die auf ein Sekundarstoff-Cluster hinweisen.
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Das GT-Gen ses60350 wurde in den replikativen Vektor pUWL-A kloniert (siehe 5.9.3.3). Das resul-
tierende Plasmid pUWL-A-7668 wurde in S. albus Rham konjugiert. Mit der erhaltenen Mutante
S. albus Rham x pUWL-A-7668 wurde wie unter 5.7.6 beschrieben ein in vivo Glycosylierungs-
experiment durchgefihrt. Alizarin wurde als Testsubstanz verwendet. Abbildung 3-22 zeigt das Er-
gebnis des Fitterungsexperiments. Die Mutante S. albus Rham x pUWL-A-7668 war nicht in der Lage
Alizarin zu glycosylieren. Damit konnte nicht gezeigt werden, dass das Gen ses60350 fir eine Glyco-
syltransferase codiert, die an der Biotransformationsreaktion in S. espanaensis beteiligt ist.

A[mAU] Alizarin
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1's. albus Wildtyp gefiittert mit Alizarin
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10004 NS N —
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Abbildung 3-22 HPLC/ESI-MS-Diagramme (. = 430 nm) der Ethylacetat-Extrakte von S. albus Wildtyp-, S. albus
Rham-, S. albus Rham x pUWL-A-698- und S. albus Rham x pUWL-A-7668-Kulturen nach Zufltterung von Alizarin.
Alle vier Chromatogramme zeigen einen Peak fiir das zugefutterte Alizarin (blau). Glycosylierte Biotransformations-
produkte wurden nicht detektiert. Damit wurde gezeigt, dass der Stamm S. albus keine GT besitzt, die Alizarin glyco-
sylieren kann. AuRerdem wurde gezeigt, dass die Expression der Gene ses11290 und ses60350 ebenfalls nicht zu glyco-
syliertem Alizarin fuhrt.

3.4.3.4 Expression des Glycosyltransferasegens ses60310 in S. albus Rham

Das GT-Gen mit der Bezeichnung ,,ses60310“ wurde in den ersten Annotationen des Genoms mit
,» 10665 benannt. Beide Begriffe wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit synonym verwendet. Die
GT Ses60310 zeigt am meisten Ahnlichkeit zu SACE_2010 einer uncharakterisierten GT aus
S. erythraea . Beide GTs teilen 55 % identische und 67 % &hnliche Aminosauren. Die nachste cha-
rakterisierte GT mit Ahnlichkeit zu Ses60310 ist CalG1 aus dem Calicheamycin-Cluster von Micro-

monospora echinospora !, Diese beiden GTs teilen 48 % identische und 64 % &hnliche Aminoséu-
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ren. Im Genom von S. espanaensis findet sich in der ndheren Umgebung um ses60310 ein weiteres

GT-Gen (5es60350). Es wurden keine Gene identifiziert, die auf ein Sekundarstoff-Cluster hinweisen.

Das GT-Gen ses60310 wurde in den replikativen Vektor pUWL-A kloniert (siehe 5.9.3.2). Das resul-
tierende Plasmid pUWL-A-7665 wurde in S. albus Rham konjugiert. Mit der erhaltenen Mutante
S. albus Rham x pUWL-A-7665 wurde wie unter 5.7.6 beschrieben ein in vivo Glycosylierungs-
experiment durchgefiihrt. Alizarin wurde als Testsubstanz verwendet. Abbildung 3-23 zeigt das Er-
gebnis des Fitterungsexperiments. In dem HPLC/ESI-MS-Diagramm ist zu sehen, dass neben der
zugefiitterten Substanz Alizarin weitere Substanzen im erhaltenen Rohextrakt vorhanden waren. Eine
dieser Substanzen ist das 2-O-a-L-Rhamnosylalizarin AliProl. Das bedeutet, dass die Mutante S. albus
Rham x pUWL-A-7665 in der Lage ist zugefiittertes Alizarin zu glycosylieren. Die Glycosyltransfera-
se ses60310 ist damit hochstwahrscheinlich auch an der Biotransformationsreaktion in S. espanaensis
beteiligt. Neben AliProl wurden weitere Biotransformationsprodukte gebildet. Bei einer RT von 18,6
min wurde die Substanz AliProN detektiert. Das UV-Absorptionsspektrum dieser Substanz ist ahnlich
dem von Alizarin. Im Massenspektrum von AliProN, das im negativen Modus gemessen wurde, liegt
das hochste Signal bei m/z = 369 [M-H]". Der Massengewinn von 130 u deutet auf eine Glycosylie-

rung mit einem Didesoxyzucker hin.
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Abbildung 3-23 HPLC/ESI-MS-Diagramm (A = 430 nm) des Ethylacetat-Extrakts einer S. albus Rham x pUWL-A-
7665-Kultur nach Zufltterung von Alizarin. Das Chromatogramm zeigt einen Peak fur das zugefitterte Alizarin
(blau). AufRerdem konnte AliProl (lila) und einen neuen Peak bei 18,7 min (orange) detektiert werden. Das entspre-
chende Biotransformationsprodukt wurde AliProN bezeichnet. Die UV-Absorptionsspektren von Alizarin und
AliProN und das im negativen Modus gemessene Massenspektrum von AliProN sind gezeigt.
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3.4.3.5 Isolierung und Strukturanalyse von AliProN
Aus 1,5 Litern Kultur von S. albus Rham x pUWL-A-7665, geflittert mit insgesamt 75 mg Alizarin,
wurden die gebildeten Biotransformationsprodukte extrahiert (siehe 5.12.1). Der erhaltene Rohextrakt
wurde mittels Festphasenextraktion fraktioniert (siehe 5.12.2) und Uber praparative Dunnschichtchro-
matographie (siehe 5.12.3) gereinigt. Auf diese Weise konnten 10,1 mg AliProN als orange-rotes Pul-
ver gewonnen werden.

Die Strukturanalyse mittels NMR-Spektroskopie wurde im Rahmen ihrer Dissertation von E. Brétz an
der Universitat Siegen durchgefiihrt **®!. Die Probe wurde in DMSO-ds gelést und vermessen. Die
Auswertung der *H-, **C- und TOCSY-1D-NMR-Experimente und der 2D-NMR-Experimente (*H/*H-
COSY, H/®C-HMBC, HSQC, ROESY, TOCSY) fuhrten zur Aufklarung der Struktur von AliProN
(siehe Abbildung 3-24). Es handelt sich dabei um 2-O-a-L-Olivosylalizarin. Die den Spektren ent-
nommenen Daten sind im Anhang unter 7.5.3 zusammengefasst.

o CH3
H

o on mﬁ

o0

O

Abbildung 3-24 Strukturformel von AliProN, die mittels NMR-Analyse aufgeklart wurde. Es handelt sich dabei um
2-O-a-L-Olivosylalizarin (M,: 370,35 g/mol).

3.4.3.6 Ursprung der L-Olivose
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Abbildung 3-25 HPLC/ESI-MS-Diagramme (. = 430 nm) der Ethylacetat-Extrakte von S. albus Rham x pUWL-A-
7665- und S. albus x pUWL-A-7665-Kulturen nach Zufiitterung von Alizarin. Die Chromatogramme zeigen beide
einen Peak flir das zugefiitterte Alizarin (blau). Die Biotransformationsprodukte AliProl (lila) und AliProN (orange),
die im Rohextrakt der Mutante S. albus Rham x pUWL-A-7665 detektiert werden, sind im Extrakt von S. albus x
pUWL-A-7665 nicht vorhanden.
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Es sollte tberprift werden, ob es sich bei der aktivierten L-Olivose, die flr die Synthese von AliProN
in S. albus Rham x pUWL-A-7665 benotigt wird, um einen Zucker handelt, der von S. albus produ-
ziert wird, oder ob dieser Zucker durch eine nachtragliche Modifikation aus aktivierter L-Rhamnose
entsteht. Daflr wurde das Plasmid pUWL-A-7665 in S. albus konjugiert. Die Mutante S. albus x
pUWL-A-7665 wurde mit Alizarin gefttert und der Kulturextrakt mittels HPLC/ESI-MS analysiert.
Abbildung 3-25 zeigt, dass die Mutante S. albus x pUWL-A-7665 weder ein rhamnosyliertes noch ein
olivosyliertes Biotransformationsprodukt synthetisieren kann. Auf Grund der Tatsache, dass trotz der
Expression von ses60310 kein AliProN gebildet wurde, konnte gezeigt werden, dass die aktivierte L-
Olivose nicht von S. albus produziert wird.

3.4.4 Uberpriifung der Aktivitit von Ses60310 in S. espanaensis

Durch die Expression des Plasmids pUWL-A-7665 in S. albus Rham und die anschlieRende Fitterung
der erhaltenen Mutante mit Alizarin konnte mit dem Nachweis von AliProl gezeigt werden, dass die
GT Ses60310 an der unspezifischen Glycosylierung von exogenen Substraten in S. espanaensis betei-
ligt ist (siehe 3.4.3.4). Um zu bestétigen, dass es sich bei Ses60310 um die einzige GT handelt, die fir
diese Glycosylierung verantwortlich ist, musste das Gen ses60310 in S. espanaensis inaktiviert wer-
den. Zeigt die Inaktivierungsmutante keine Glycosylierungsaktivitat, ist zweifelsfrei nachgewiesen,
dass nur Ses60310 fiir diese Reaktion verantwortlich ist.

3.4.4.1 Inaktivierung von ses60310

Zur Inaktivierung des Gens ses60310 im Genom von S. espanaensis mittels homologer Rekombinati-
on wurde das Inaktivierungskonstrukt pKCA7665 erstellt (siehe 5.9.4.5). Die Durchfiihrung der Inak-
tivierung ist unter 5.10 beschrieben. Abbildung 3-26 zeigt die Amplifizierung des nativen und des
mutierten Gens ses60310 zum Nachweis des erfolgreichen Erhalts der Singlecrossover-Mutante

S. espanaensis X pKCA7665 und der Doppelcrossover-Mutante S. espanaensis A7665.

<4—— 18kb
< 1,3 kb

Abbildung 3-26 Agarose-Gelelektrophorese der Amplifizierung des nativen und des mutierten Gens ses60310 mit
verschiedenen Templates:
1: Langenstandard der Firma NEB (LN)
2: Chromosomale DNA des S. espanaensis Wildtyps. Tragt das native Gen ses60310 (1,3 kb).
3: S. espanaensis x pKCA7665 Singlecrossover-Mutante.
Trégt das native und das mutierte Gen ses60310 (1,3 und 1,8 kb).
4: S .espanaensis A7665 Doppelcrossover-Mutante. Tragt das mutierte Gen ses60310 (1,8 kb).
5: H,0 als Negativkontrolle
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Mit der Mutante S. espanaensis A7665 wurde wie unter 5.7.6 beschrieben ein in vivo Glycosylierungs-
experiment durchgefuhrt. Alizarin wurde als Testsubstanz verwendet. Die in Abbildung 3-27 darge-
stellten Chromatogramme zeigen, dass im Rohextrakt der S. espanaensis A7665-Mutante nicht die
gleichen Biotransformationsprodukte enthalten sind wie im Rohextrakt des Wildtyps. Die charakteris-
tischen Peaks bei einer RT von 13,9 min und 15,8 min, die im Wildtyp-Chromatogramm den glycosy-
lierten Biotransformationsprodukten AliProl und AliPro2 entsprechen, sind im Chromatogramm der
S. espanaensis A7665-Mutante deutlich Kleiner. Der Rohextrakt der Mutante zeigt stattdessen einen
deutlich groReren Peak bei 17,2 min. Im Rohextrakt der Mutante ist also mehr von dem hydroxylierten
Derivat AliPro3 vorhanden. Zusétzlich besitzt das Chromatogramm der Mutante bei einer RT von
22,3 min einen Peak, der im Chromatogramm des Wildtyps nicht detektierbar ist. Dabei handelt es
sich um die Substanz AliPro4. Im Massenspektrum von AliPro4, das im positiven Modus gemessen
wurde, findet sich ein Signal bei m/z = 271 [M+H]". Im negativen Modus liegt das Signal mit hochster
Intensitét bei m/z = 269 [M-H]". Der Massengewinn von 30 u (16 u + 14 u) deutet auf eine Hydroxylie-
rung und eine Methylierung hin.
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Abbildung 3-27 HPLC/ESI-MS-Diagramme (A = 430 nm) der Ethylacetat-Extrakte von S. espanaensis Wildtyp- und
S. espanaensis A7665-Kulturen nach Zufltterung von Alizarin. Die Chromatogramme zeigen beide einen Peak fir das
zugefutterte Alizarin (blau). Die glycosylierten Biotransformationsprodukte AliProl (lila), AliPro2 (rot) und AliC1
(grun), die im Rohextrakt des Wildtyps detektiert werden, sind im Extrakt von S. espanaensis A7665 nur in Spuren
vorhanden. Im Rohextrakt von S. espanaensis A7665 ist verglichen mit dem Wildtyp mehr hydroxyliertes Produkt
AliPro3 (petrol) detektierbar. Zusatzlich zeigt das Chromatogramm der Mutante einen weiteren Peak bei 22,3 min,
der bei der Fltterung des Wildtyps nicht produziert wird. Das entsprechende Biotransformationsprodukt wurde
AliPro4 bezeichnet. Die UV-Absorptionsspektren von Alizarin und AliPro4 sind gezeigt.
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3.4.4.2 Komplementierung von S. espanaensis A7665 mit ses60310

Die Ftterung von S. espanaensis A7665 mit Alizarin hat gezeigt, dass diese Mutante den Grol3teil
ihrer Rhamnosylierungsaktivitéat verloren hat. Um nachzuweisen, dass die Inaktivierung von ses60310
zu dieser Veranderung der Biotransformationsaktivitat gefiihrt hat und nicht beispielsweise auf eine
spontane Mutation zurlickzufuhren ist, sollte die S. espanaensis A7665 mit dem Gen ses60310 kom-
plementiert werden. Fihrt die Expression des GT-Gens ses60310 in der Mutante wieder zur Biotrans-
formationsaktivitat des Wildtyps, ist nachgewiesen, dass es sich bei ses60310 um das flr die Biotrans-

formationsaktivitat verantwortliche Gen handelt.

Zur Expression von ses60310 in S. espanaensis A7665 wurde das Plasmid pSET-7665 kloniert (siehe
5.9.5) und anschlieBend in S. espanaensis A7665 konjugiert. Mit der Mutante S. espanaensis A7665 x
pSET-7665 wurde wie unter 5.7.6 beschrieben ein in vivo Glycosylierungsexperiment durchgefuhrt.
Alizarin wurde als Testsubstanz verwendet. Die in Abbildung 3-28 dargestellten Chromatogramme
zeigen, dass im Rohextrakt der S. espanaensis A7665 x pSET-7665-Mutante die gleichen Biotrans-
formationsprodukte enthalten sind wie im Rohextrakt des Wildtyps. Die charakteristischen Peaks bei
einer RT von 13,9 min und 16,8 min, die den glycosylierten Biotransformationsprodukten AliPro2 und

AliProl entsprechen, sind in beiden Chromatogrammen vorhanden.
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Abbildung 3-28 HPLC/ESI-MS-Diagramme (A = 430 nm) der Ethylacetat-Extrakte von S. espanaensis Wildtyp- und
S. espanaensis A7665 x pSET-7665-Kulturen nach Zufltterung von Alizarin. Die Chromatogramme zeigen beide
einen Peak fiir das zugefutterte Alizarin (blau) und die Biotransformationsprodukte AliProl (lila), AliPro2 (rot) und
AIliC1 (griin) und AliPro3 (petrol). Durch die Komplementierung von S. espanaensis A7665 mit pSET-7665 konnte die
Glycosylierungsaktivitat der Mutante wieder hergestellt werden.
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3.4.4.3 Isolierung und Strukturanalyse von AliPro4
Aus 1,4 Litern Kultur von S. albus Rham x pUWL-A-7665, geflittert mit insgesamt 70 mg Alizarin,
wurden die gebildeten Biotransformationsprodukte extrahiert (siehe 5.12.1). Der erhaltene Rohextrakt
wurde mittels Festphasenextraktion fraktioniert (siehe 5.12.2) und Uber praparative Dunnschichtchro-
matographie (siehe 5.12.3) gereinigt. Auf diese Weise konnten 3,9 mg AliPro4 als orange-rotes Pulver

gewonnen werden.

Die Strukturanalyse mittels NMR-Spektroskopie wurde von Dr. T. Paululat an der Universitat Siegen
durchgefiihrt. Die Probe wurde in DMSO-ds geldst und vermessen. Die Auswertung der *H- und **C-
1D-NMR-Experimente und der 2D-NMR-Experimente (*H/*H-COSY und H/**C-HMBC) fiihrten zur
Aufklarung der Struktur von AliPro4 (siehe Abbildung 3-29). Es handelt sich dabei um 2-O-

Methylanthragallol. Die den Spektren entnommenen Daten sind im Anhang unter 7.5.4 zusammenge-

O  OH
SN
™
OH
O

Abbildung 3-29 Strukturformel von AliPro4, die mittels NMR-Analyse aufgeklart wurde. Es handelt sich dabei um
2-O-Methylanthragallol (M,: 270,24 g/mol).

fasst.

3.4.4.4 Flexibilitdt von Ses60310

Durch die Fiitterung der Mutanten S. espanaensis A7665 und S. espanaensis A7665 x pSET-7665 mit
Alizarin, konnte gezeigt werden, dass die GT Ses60310 fur die Glycosylierung von Alizarin verant-
wortlich ist. Um nachzuweisen, dass Ses60310 die gesuchte flexible GT aus S. espanaensis ist, wurden

zusétzlich Emodin, Novobiocinséure und Quercetin als Akzeptor-Substrate gefittert.

Abbildung 3-30 zeigt exemplarisch die Fiitterung des S. espanaensis Wildtyp, S. espanaensis A7665
und S. espanaensis A7665 x pSET-7665 mit Emodin. Es ist zu erkennen, dass die Inaktivierungsmu-
tante die glycosylierten Biotransformationsprodukte EmoPro1, EmoPro2 und EmoPro3 ®! nicht syn-
thetisierte. Stattdessen wurden mit EmoPro4 und EmoPro5 zwei neue Substanzen detektiert. Die Mas-
senspektren dieser Substanzen zeigen jeweils nur einen Peak bei m/z = 285 [M-H]". Der Massenge-
winn von 16 u deutet darauf hin, dass es sich jeweils um ein hydroxyliertes Derivat handelt. Das
Chromatogramm der Komplementierungsmutante zeigt, dass dieser Extrakt die glycosylierten Produk-
te EmoProl, EmoPro2 und EmoPro3 enthdlt. Damit wurde gezeigt, dass durch die Inaktivierung von
ses60310 im Genom von S. espanaensis der Stamm nicht mehr dazu in der Lage ist Emodin zu glyco-
sylieren. Durch die Komplementierung der Mutante mit pSET-7665 konnte die Biotrans-

formationsaktivitat wieder hergestellte werden (siehe Abbildung 3-30).
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Abbildung 3-30 HPLC/ESI-MS-Diagramme (A = 430 nm) der Ethylacetat-Extrakte von S. espanaensis Wildtyp-,

S. espanaensis A7665- und S. espanaensis A7665 x pSET-7665-Kulturen nach Zufiitterung von Emodin. Das zugefit-
terte Emodin (blau) ist nur in der Inaktivierungsmutante detektierbar. Im Wildtyp und der Komplementierungsmu-
tante scheint Emodin vollstéandig verstoffwechselt. Die glycosylierten Biotransformationsprodukte EmoProl (lila),
EmoPro2 (rot) und EmoPro3 (griin), die im Rohextrakt des Wildtyps detektiert werden, sind im Extrakt von

S. espanaensis A7665 nicht vorhanden. Diese Mutante zeigt Peaks fiir die hydroxylierten Produkte EmoPro4 (petrol)
und EmoPro5 (gelb). Die Mutante besitzt keine Glycosylierungsaktivitat. Im Chromatogramm der Komplementie-
rung sind die glycosylierten Produkte EmoProl, EmoPro2 und EmoPro3 detektierbar. Durch die Komplementierung
von S. espanaensis A7665 mit pSET-7665 konnte die Glycosylierungsaktivitat der Inaktivierungsmutante wieder her-
gestellt werden.

Bei der Fiitterung von S. espanaensis A7665 mit Novobiocinsaure wurden nur die hydroxylierten Bio-
transformationsprodukte NovProl und NovPro3 detektiert. Das glycosylierte NovPro5 war nicht
nachweisbar. Die Komplementierung der Inaktivierungsmutante mit ses60310 fiihrte jedoch nicht zu
einer nachweisbaren Produktion von NovPro5. Dieses Experiment wird zukinftig wiederholt werden
mussen. Fir die Ftterung der Inaktivierungsmutante mit Quercetin wurde &hnlich der Futterung mit
Alizarin eine kleine Menge glycosyliertes QuercProl P detektiert. Die Komplementierung fiihrte an-
schlieBend wieder zur gewohnten vollstdndigen Umsetzung von Quercetin zu QuercProl.

Durch die Fitterung von S. espanaensis A7665 und S. espanaensis A7665 x pSET-7665 mit verschie-
denen Akzeptor-Substarten konnte gezeigt werden, dass die GT Ses60310 fiir die Produktion der gly-
cosylierten Biotransformationsprodukte in S. espanaensis verantwortlich ist. Das bedeutet, dass es sich
bei ses60310 um das gesuchte Gen handelt, das fur die GT mit geringer Substratspezifitat codiert.

ALBERT-LUDWIGS-UNIVERSITAT FREIBURG — PHARMAZEUTISCHE BIOLOGIE UND BIOTECHNOLOGIE



74
ERGEBNISSE
3.4.4.5 Sequenzanalyse des Genomabschnitts um das GT-Gen ses60310
Das GT-Gen ses60310 codiert fur die GT, die fur die Biotransformation von Xenobiotika in S. espa-
naensis verantwortlich ist. Um mehr ber dieses Gen herauszufinden, wurde eine Sequenzanalyse von

ses60310 und des umliegenden Genom-Abschnitts durchgefiihrt.

Protein Thyrosin-  Regulator ~ ses60310 Gluconattransporter Regulator ses60350 Zucker-spezifischer

phosphatase ArsR-Familie GT1 flexibel ~ gniT gntR GT1 Peptidase Regulator TrmB-Familie
et ¥ ! _§ 3 W [y =
Major intrinsic Protein Gluconatkinase gntK
| 1 I I | I I I | 1 1 I | I I 1 | I I I [ 1
0 2 4 6 8 10 kb

Abbildung 3-31 Genom Abschnitt von S. espanaensis, auf dem das GT-Gen ses60310 liegt. GT-Gene sind pink darge-
stellt. Die Gene des Gntl-Wegs sind grin, die Gbrigen Gene sind blau dargestellt.

Wie in Abbildung 3-31 zu erkennen ist, liegt vier Gene upstream von ses60310 mit ses60350 ein wei-
teres GT-Gen der CAZy-Familie 1. Zwischen den beiden GT-Genen liegen die Gntl-Gene des Haupt-
systems des Gluconat-Metabolismus M°**°!, Das Genprodukt von gntT ist verantwortlich fiir die spezi-
fische Aufnahme von Gluconat in die Zelle und gntK codiert fur eine Gluconatkinase, die das Gluco-
nat aktiviert. Das Genprodukt von gntR reguliert diesen Gluconat-Metabolismus. Das Produkt des
Gntl-Metabolismus, 6-Phosphogluconat, wird in der Zelle anschliefend dem Pentosephosphat-Weg
zugefiihrt ™ oder es wird im Entner-Doudoroff-Weg unter Energiegewinnung zu Pyruvat und Gly-
ceraldehyd-3-phosphat abgebaut ™%, Zusatzlich findet sich in der Nahe von ses60310 ein Zucker-
spezifisches Regulatorgen der TrmB-Familie. Dieses Gen codiert flir ein Protein, das die Expression
von Transportergenen Zucker-abhéangig reguliert. Die entsprechenden Transporter sind wiederum fiir

die Aufnahme von Zuckern wie Trehalose, Maltose oder Maltodextrin in die Zelle verantwortlich £,

Zur ldentifizierung von GTs, die Ahnlichkeiten zu Ses60310 aufweisen, wurde die Proteinsequenz
gegen die NCBI-Datenbank geblastet. Das Ergebnis dieser BLASTp-Analyse ist in Tabelle 3-8 aufge-
listet. Ses60310 zeigt Ahnlichkeiten zu Ses49200 aus S. espanaensis und der uncharakterisierten GT
SACE_2010 aus S. erythraea. Die erste charakterisierte GT mit Ahnlichkeit zu Ses60310 ist CalG1

aus dem Calicheamicin-Cluster von Micromonospora echinospora ssp. calichensis.

Tabelle 3-8 GTs mit Ahnlichkeit zu Ses60310 aus S. espanaensis.

GT Organismus Anteil identischer / &hnlicher Referenz
Aminosauren in %
Ses49200 Saccharothrix espanaensis 59/70 14
DSM 44229
SACE_2010 Saccharopolyspora erythraea 55/67 1]
NRRL23338
CalG1 Micromonospora echinospora 48/64 44

ssp. calichensis
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3.5 SACE 2010 aus S. erythraea

Die GT Ses60310 ist in S. espanaensis flr die Glycosylierung verschiedener exogener Substrate ver-
antwortlich. Bisher sind GTs mit solch breitem Akzeptor-Substratspektrum sehr selten. Aus diesem
Grund sollte untersucht werden, ob es noch weitere GTs mit gleicher oder dhnlicher Funktion gibt. Die
GT SACE_2010 aus S. erythraea zeigt im BLASTp-Vergleich eine sehr groBe Ahnlichkeit zu
Ses60310. Beide GTs teilen 55 % identische und 67 % ahnliche Aminoséuren. Auf Grund der Ahn-
lichkeit der Proteinsequenz der beiden GTs sollte die Glycosylierungsaktivitat von S. erythraea und
der GT SACE_2010 untersucht werden.

3.5.1 Biotransformation in S. erythraea

Der Bakterienstamm S. erythraea wurde von Prof. Dr. M. A. Marahiel von der Universitdt Marburg
freundlicherweise zur Verfugung gestellt. Mit diesem Stamm wurde wie unter 5.7.6 beschrieben ein in
vivo Glycosylierungsexperiment durchgefiihrt. Alizarin wurde als Testsubstanz verwendet. Das in
Abbildung 3-32 dargestellte Chromatogramm zeigt, dass im Rohextrakt von S. erythraea geflttert mit
Alizarin bei einer RT von 15,8 min das Biotransformationsprodukt Sace 15 enthalten ist. Hydroxylier-
te Derivate wurden nicht detektiert. Das UV-Absorptionsspektrum von Sace 15 ahnelt dem von Aliza-
rin und ist identisch zu dem von AliProl. Im Massenspektrum von Sace_ 15, das im negativen Modus
gemessen wurde, liegt das hdchste Signal bei m/z = 385 [M-H]". Zusatzlich wurde ein weiteres Signal
mit m/z = 421 [M+CI] detektiert. Der Massengewinn von 146 u deutet auf eine Glycosylierung mit
einem Desoxyzucker hin.

Alizarin
AmAUL | T
16001 "( 1505{ |
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Abbildung 3-32 HPLC/ESI-MS-Diagramm (A = 430 nm) des Ethylacetat-Extrakts einer S. erythraea-Kultur nach
Zufitterung von Alizarin. Das Chromatogramm zeigt einen Peak flir das zugefitterte Alizarin (blau) und ein Bio-
transformationsprodukt Sace_15 (pink). Die UV-Absorptionsspektren von Sace_15, Alizarin und AliProl (lila) sind
gezeigt.

Retentionszeit, UV-Absorptionsspektrum und Massenspektrum von Sace 15 deuten darauf hin, dass

es sich bei dieser Substanz um das aus der Fitterung von S. espanaensis bekannte AliProl handelt.
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Um zu zeigen, welcher Desoxyzucker im Fall von Sace_15 mit Alizarin verknipft wurde oder ob es

sich um AliProl handelt, wurde die Substanz gereinigt und mittels NMR analysiert.

3.5.2 Isolierung und Strukturanalyse von Sace_15

Aus 900 mL Kultur von S. erythraea, gefuttert mit insgesamt 45 mg Alizarin, wurden die gebildeten
Biotransformationsprodukte extrahiert (siehe 5.12.1). Der erhaltene Rohextrakt wurde mittels Festpha-
senextraktion fraktioniert (siehe 5.12.2) und (ber préparative Dinnschichtchromatographie (siehe
5.12.3) und eine Sephadex LH-20 Saule (siehe 5.12.4) gereinigt. Auf diese Weise konnten 2,5 mg

Sace_15 als orange-rotes Pulver gewonnen werden.

Die Strukturanalyse mittels NMR-Spektroskopie wurde von Dr. T. Paululat an der Universitat Siegen
durchgefiihrt. Die Probe wurde in CD;OD geldst und vermessen. Die Auswertung der *H- und **C-1D-
NMR-Experimente und der 2D-NMR-Experimente (*H/*H-COSY, 'H/*C-HMBC, ROESY) fiihrten
zur Aufklarung der Struktur von Sace_15 (siehe Abbildung 3-33). Es handelt sich dabei um 2-O-a-L-
Rhamnosylalizarin. Sace_15 und AliProl sind dementsprechend dieselbe Substanz. Die den Spektren

entnommenen Daten sind im Anhang unter 7.5.5 zusammengefasst.

O OH
Cry”
O

Abbildung 3-33 Strukturformel von Sace_15, die mittels NMR-Analyse aufgeklart wurde. Es handelt sich dabei um
2-O-a-L-Rhamnosylalizarin (M,: 386,35 g/mol).

3.5.3 Fitterung von S. albus Rham x pUWL-A-sace_2010 mit Alizarin

Der Actinomycet S. erythraea zeigt ebenso wie S. espanaensis Biotransformationsaktivitat. Beide
Stdmme exprimieren eine GT, die in der Lage ist zugefuttertes Alizarin zu rhamnosylieren. In S. espa-
naensis ist die GT Ses60310 fiir diese Reaktion verantwortlich. In S. erythraea ist die GT SACE_2010
vorhanden, deren Proteinsequenz eine relativ groRe Ahnlichkeit zu Ses60310 aufweist. Um zu (iber-
priifen, ob diese GT fur die Glycosylierungsaktivitdt von S. erythraea verantwortlich ist, sollte das

Gen sace_2010 im heterologen Testsystem S. albus Rham exprimiert werden.

Dafiir wurde das Gen sace_2010 in den Vektor pUWL-A kloniert (siehe 5.9.3.4). Das resultierende
Plasmid pUWL-A-sace_2010 wurde in S. albus Rham konjugiert. Mit der erhaltenen Mutante S. albus
Rham x pUWL-A-sace 2010 wurde wie unter 5.7.6 beschrieben ein in vivo Glycosylierungs-
experiment durchgefiihrt. Alizarin wurde als Testsubstanz verwendet. Abbildung 3-34 zeigt das Er-

gebnis des Fitterungsexperiments. In dem HPLC/ESI-MS-Diagramm ist zu sehen, dass neben der
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zugefiitterten Substanz Alizarin das rhamnosylierte AliProl und das olivosylierte AliProN im erhalte-
nen Rohextrakt vorhanden waren. Die GT SACE_2010 kann das dem Stamm S. albus Rham zugeft-
terte Alizarin glycosylieren. Damit konnte gezeigt werden, dass die GT SACE_2010 auch an der Gly-
cosylierung von Alizarin in S. erythraea beteiligt ist.

AliProl  AliProN Alizarin
A[mAU]

800 1

600 1

400 T

20071 S, albus Rham x pUWL-A-sace 2010
gefiittert mit Alizarin

0 5 10 15 20 25  t[min]

Abbildung 3-34 HPLC/ESI-MS-Diagramm (A = 430 nm) des Ethylacetat-Extrakts einer S. albus Rham x pUWL-A-
sace_2010-Kultur nach Zufiitterung von Alizarin. Das Chromatogramm zeigt einen Peak fur das zugefiitterte Alizarin
(blau) und die glycosylierten Biotransformationsprodukte AliProl (lila) und AliProN (orange).

3.5.4 Biotransformation von 1,4-Diaminoanthrachinon in S. erythraea

Der Actinomycet S. erythraea zeigt Biotransformationsaktivitat. Er kann zugefuttertes Alizarin glyco-
sylieren. Anders als S. espanaensis besitzt dieser Stamm aber keine Hydroxylierungsaktivitat. Aus
diesem Grund soll dieser Stamm zur Glycosylierung von Aminoanthrachinonen verwendet werden.
Durch die fehlende Hydroxylierungsaktivitdt wirde dieser Stamm nicht wie bei der Fitterung in
S. espanaensis zu hydroxylierten und O-glycosylierten Derivaten sondern eventuell zu N-glycosy-

lierten Derivaten fihren.

S. erythraea wurde flr ein in vivo Glycosylierungsexperiment verwendet (siehe 5.7.6). Als Testsub-
stanz wurde U3 verwendet. Das in Abbildung 3-35 dargestellte Chromatogramm zeigt, dass im
Rohextrakt von S. erythraea, gefuttert mit U3, die beiden Biotransformationsprodukte U3-8 und U3-
21 enthalten waren. Das UV-Absorptionsspektrum von U3-8 &hnelt dem von U3. Im Massenspektrum
von U3-8, das im negativen Modus gemessen wurde, liegt das hochste Signal bei m/z = 435 [M+CI]".
Im positiven Modus wurden Signale mit m/z = 401 [M+H]" und m/z = 423 [M+Na]" detektiert. Der
Massengewinn von 162 u deutet auf eine Hydroxylierung und Glycosylierung mit einem Desoxy-
zucker (16 u + 146 u) oder eine Glycosylierung mit einem Monosaccharid mit vier Hydroxylgruppen
(162 u) hin. Das UV-Absorptionsspektrum von U3-21 unterscheidet sich deutlich von dem von U3. Im
Massenspektrum von U3-21, das im negativen Modus gemessen wurde, liegt das héchste Signal bei
m/z = 279 [M-H]". Im positiven Modus wurden Signale mit m/z = 281 [M+H]" und m/z = 303 [M+Na]"
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detektiert. AuBerdem wurde ein Signal mit m/z = 239 [U3+H]" detektiert. Dieses Fragmention lasst
darauf schlielRen, dass es sich bei U3-21 trotz abweichendem UV-Absorptionsspektrum um ein Deri-
vat von U3 handelt. Der Massengewinn von 42 u deutet weder auf eine Glycosylierung noch auf eine

Hydroxylierung hin.
U3-8 U3 us-21
A[mAU]
250 ] N:;mc, ‘ U3
| uU3-8
500 |
200 |
400’\“
|
1507 | aoo]
2007
1007
1001
50 ] ]
0
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Abbildung 3-35 HPLC/ESI-MS-Diagramm (A = 550 nm) des Ethylacetat-Extrakts einer S. erythraea-Kultur nach
Zuflitterung von U3. Das Chromatogramm zeigt einen Peak fiir das zugefitterte U3 (violett) und die beiden Biotrans-
formationsprodukte U3-8 (blau) und U3-21 (griin). Die UV-Absorptionsspektren von U3, U3-8 und U3-21 sind gezeigt.

3.5.4.1 Isolierung und Strukturanalyse von U3-8
Aus 1,4 L Kultur von S. erythraea, gefuttert mit insgesamt 70 mg U3, wurden die gebildeten Biotrans-

formationsprodukte extrahiert (siehe 5.12.1). Der erhaltene Rohextrakt wurde mittels Festphasenex-
traktion fraktioniert (siehe 5.12.2) und (Ober praparative Diinnschichtchromatographie (siehe 5.12.3)
und eine Sephadex LH-20 Saule (siehe 5.12.4) gereinigt. Auf diese Weise konnten 0,7 mg U3-8 als

violettes Pulver gewonnen werden.

O  NH,
O NH
OH
HONS OH
OH

Abbildung 3-36 Strukturformel von U3-8, die mittels NMR-Analyse aufgeklart wurde. Es handelt sich dabei um 1-N-
a-Glucosyldiaminoanthrachinon (M,: 400,38 g/mol).

Die Strukturanalyse mittels NMR-Spektroskopie wurde von Dr. T. Paululat an der Universitat Siegen
durchgefiihrt. Die Probe wurde in DMSO-ds geldst und vermessen. Die Auswertung der *H-, **C- und
TOCSY-1D-NMR-Experimente und der 2D-NMR-Experimente (*H/*H-COSY, *H/*C-HMBC, ROE-
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SY) fuhrten zur Aufklarung der Struktur von U3-8 (siehe Abbildung 3-36). Es handelt sich dabei um
1-N-a-Glucosyldiaminoanthrachinon. Die den Spektren entnommenen Daten sind im Anhang unter

7.5.6 zusammengefasst.

3.5.4.2 Isolierung und Strukturanalyse von U3-21

Aus 1,4 L Kultur von S. erythraea, geflittert mit insgesamt 70 mg U3, wurden die gebildeten Biotrans-
formationsprodukte extrahiert (siehe 5.12.1). Der erhaltene Rohextrakt wurde mittels Festphasenex-
traktion fraktioniert (siene 5.12.2) und uber préaparative Dlnnschichtchromatographie (siehe 5.12.3)
gereinigt. Auf diese Weise konnten 3,3 mg U3-21 als violettes Pulver gewonnen werden.

Die Strukturanalyse mittels NMR-Spektroskopie wurde von Dr. T. Paululat an der Universitat Siegen
durchgefiihrt. Die Probe wurde in DMSO-ds geldst und vermessen. Die Auswertung der *H- und **C-
1D-NMR-Experimente und der 2D-NMR-Experimente (*H/*H-COSY, 'H/**C-HMBC, ROESY) fiihr-
ten zur Aufklarung der Struktur von U3-21 (siehe Abbildung 3-37). Es handelt sich dabei um 1-N-
Acetyldiaminoanthrachinon. Die den Spektren entnommenen Daten sind im Anhang unter 7.5.7 zu-

sammengefasst.

Abbildung 3-37 Strukturformel von U3-21, die mittels NMR-Analyse aufgeklart wurde. Es handelt sich dabei um 1-N-
Acetyldiaminoanthrachinon (M,: 280,28 g/mol).

3.5.4.3 Fiitterung von S. albus Rham x pUWL-A-sace_2010 mit U3

u3
A[mAU]
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Abbildung 3-38 HPLC/ESI-MS-Diagramm (A = 550 nm) des Ethylacetat-Extrakts einer S. albus Rham x pUWL-A-
sace_2010-Kultur nach Zufutterung von U3. Das Chromatogramm zeigt einen Peak fiir das zugefitterte U3 (violett).
Weitere Biotransformationsprodukte wurden nicht detektiert.
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Mit Hilfe der Fltterung von S. erythraea mit U3 konnte gezeigt werden, dass dieser Stamm eine GT
besitzt, die Glucose N-glycosidisch mit U3 verknlpfen kann. Um zu Uberprifen, ob es sich bei dieser
GT um SACE_2010 handelt, wurde die Mutante S. albus Rham x pUWL-A-sace 2010 mit U3 gefiit-
tert. Das in Abbildung 3-38 dargestellte Chromatogramm zeigt, dass im erhaltenen Rohextrakt nur das
zugefutterte U3 enthalten ist. Es konnte kein glycosyliertes U3 detektiert werden.

3.6 Biochemische Untersuchungen der GT Ses60310

3.6.1 Proteinpraparation von Ses60310

Die Glycosyltransferase Ses60310 sollte biochemisch charakterisiert werden. Dafiir sollte das GT-Gen
ses60310 in E. coli exprimiert und das Protein anschlielend gereinigt werden. Zur Reinigung des Pro-
teins mit N-terminalem Hise-tag wurde das Gen ses60310 in den Vektor pET(28)a kloniert (siehe
5.9.6.1). Zur Reinigung mit C-terminalem Hise-tag wurde das Gen ses60310 in den Vektor pET(28)b
kloniert (siehe 5.9.6.2).

Frau Y. Schmidt versuchte im Rahmen ihrer Diplomarbeit unter Verwendung dieser und anderer Ex-
pressionskonstrukte das Protein Ses60310 zu reinigen . Alle von ihr getesteten Bedingungen zur
Proteinreinigung mittels Ni»-NTA-Affinitdtschromatographie und Gelpermeationschromatographie

flihrten dabei stets zu aggregiertem Protein.

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die Synthese des Zielproteins Ses60310 (43,28 kDa), wie unter
5.11.1 beschrieben, im Stamm E. coli BL21 Codon Plus RP x pL1SL2 mit dem Expressionskonstrukt
PET28a-7665-N-his-TEV. Die Zellen wurden lysiert (siehe 5.11.2) und das Protein unter Verwendung
des AKTA-FPLC-Systems zuerst Uber eine Ni»-NTA-Affinitatschromatographie und anschliefend
mittels Gelpermeationschromatographie gereinigt (siehe 5.11.3). Die verwendeten Reinigungspuffer
(siehe 5.2.8) enthielten alle das starke Reduktionsmittel Tris-(2-carboxyethyl)-phosphin (TCEP). Ab-
bildung 3-39 zeigt das Elutionschromatogramm der Reinigung von Ses60310. Bei einer Imidazol-
konzentration von 75 mM und einem Elutionsvolumen von 104 bis 116 mL eluiert die Hauptfraktion
des Proteins. Das Protein zeigt jetzt bereits keine Verunreinigungen mehr. Um die aggregierten von
nicht-aggregierten Proteinfraktionen zu trennen, wurde im Anschluss eine Gelpermeationschromato-
graphie durchgefuhrt. Abbildung 3-40 zeigt das Elutionschromatogramm der Gelpermeations-
chromatographie. Bei einem Elutionsvolumen von 44 bis 52 mL wurde der Peak des Ausschlussvolu-
mens detektiert. Im Ausschlussvolumen eluiert das aggregierte Protein. Bei einem Volumen von
78 bis 83 mL eluiert das nicht-aggregierte Protein Ses60310. Dieses Protein wurde gesammelt, vereint
und konzentriert. Abbildung 3-40 zeigt das Gelbild einer SDS-PAGE (siehe 5.11.6) des reinen nicht-
aggregierten Proteins. Aus einem Liter Kultur konnten so im Schnitt 1-2 mg Ses60310 produziert

werden.
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Abbildung 3-39 Elutionschromatogramm der Ni?*-NTA-Affinitatschromatographie zur Reinigung von Ses60310. Es
sind die gemessene Absorption (blau) und die verwendete Imidazolkonzentration (rot) gezeigt. Bei einer Imidazolkon-

zentration von 75 mM eluiert die Hauptfraktion des Proteins Ses60310.
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Abbildung 3-40 Elutionschromatogramm der Gelpermeationschromatographie zur Reinigung von Ses60310. Bei

einem Elutionsvolumen von 78-83 mL eluiert das reine, unaggregierte Protein Ses60310. Es ist das Gelbild einer SDS-

PAGE des gereinigten und konzentrierten Proteins Ses60310 (1) gezeigt.
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3.6.2 Invitro Aktivititsassays
Zum Nachweis und zur Charakterisierung der Proteinaktivitdt wurden mit dem gereinigten Protein
Ses60310 Aktivitatsassays durchgefiihrt. Als Akzeptor-Substrat wurde Alizarin, als Zuckerdonor
dTDP-Rhamnose eingesetzt. Das Enzym Ses60310 soll die Reaktion zu AliProl und dTDP katalysie-
ren. Die Reaktionsgleichung ist in Abbildung 3-41 dargestellt.

CH
o

N o 9y 3
o OH o %YO O OH MFP o o %\fo
I i oo
OH Ses60310 o
P __P O__N__NH P___P O__N_ _NH
*'O"O HC7 o 7>07/~0" o = hy vo P oo
* HOW HO OH T + HO OH 1(
OH HO' :
o)

(0]

Alizarin dTDP-Rhamnose AliProl dTDP

Abbildung 3-41 Reaktionsgleichung des durchgefiihrten Aktivitatsassays von Ses60310 mit Alizarin als Akzeptor-
Substrat. Die Strukturformeln aller eingesetzten und erhaltenen Substanzen sind dargestellt.

Zur Bestimmung des pH-Optimums dieser Reaktion wurde der Aktivitdtsassay mit anschlieBender
Bestimmung der Reaktionsprodukte mittels HPLC/ESI-MS durchgefiihrt (siene 5.11.7.1). Fur den
Assay wurde nur Protein aus einer Produktionscharge verwendet. Zur Einstellung der verschiedenen
pH-Werte wurde TRIS-Puffer mit pH-Werten von pH 6 bis pH 9,5 verwendet. Der Assay wurde eine
Stunde bei 25 °C inkubiert. Alle Werte wurden viermal bestimmt. Die Auswertung der HPLC/ESI-
MS-Daten ist in Abbildung 3-42 zusammengefasst. Bei einem pH-Wert von pH 8,8 wurde am meisten
AliProl gebildet.
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Abbildung 3-42 Abhangigkeit der Produktion von AliProl im in vitro Aktivitdtsassay vom pH-Wert. Die Mengen an
produziertem AliProl, die fir die einzelnen Messungen erhalten wurden, sind mit blauen Kreuzen dargestellt. Die
blaue Linie zeigt den Mittelwert, die schwarzen Balken die Standardabweichung. Das meiste AliProl wird bei einem
pH-Wert von 8,8 gebildet.
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Zur Bestimmung des Temperatur-Optimums dieser Reaktion wurde der Aktivitatsassay mit anschlie-
Render Bestimmung der Reaktionsprodukte mittels HPLC/ESI-MS durchgefuhrt (siehe 5.11.7.1). Fir
den Assay wurde nur das Protein aus einer Produktionscharge verwendet. Zur Einstellung des pH-
Werts wurde TRIS-Puffer mit pH 8,8 verwendet. Die Reaktion wurde eine Stunde bei 16, 28, 37, 42
und 55 °C inkubiert. Die Werte bei 16-37 °C wurden viermal, die Werte bei 42 °C dreimal und bei
55 °C zweimal bestimmt. Die Auswertung der HPLC/ESI-MS-Daten ist in Abbildung 3-43 zusam-
mengefasst. Bei einer Temperatur von 37 °C wurde durchschnittlich am meisten AliProl gebildet.
Dies bedeutet, dass bei dieser Temperatur das Verhéltnis von Molekiilbewegung zu Proteinstabilitat
fur diese Reaktion am glinstigsten ist und somit am meisten AliProl gebildet wird.

6

Stoffmenge AliProl[nmol]
N w
X

0 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

Temperatur [°C]

Abbildung 3-43 Abhéangigkeit der Produktion von AliProl im in vitro Aktivitatsassay von der Temperatur. Die Men-
gen an produziertem AliProl, die fir die einzelnen Messungen erhalten wurden, sind mit blauen Kreuzen dargestelit.
Die blaue Linie zeigt den Mittelwert, die schwarzen Balken die Standardabweichung. Das meiste AliProl wird bei
einer Temperatur von 37 °C gebildet.

Zur Bestimmung des zeitlichen Verlaufs der betrachteten Enzymreaktion wurde die photometrische
Bestimmung der Aktivitdt durchgefiihrt (siehe 5.11.7.2). Dabei wurde die Menge an erhaltenem
AliPro1 bestimmt. Die Anderung der Produktmenge innerhalb der ersten Minute ergab die Anfangsge-
schwindigkeit der Reaktion. Dieser Wert wurde fur verschiedene Substratkonzentrationen je dreimal
bestimmt. Innerhalb der ersten Minute war das Donor-Substrat dTDP-Rhamnose im Uberschuss vor-
handen, sodass die Menge an gebildetem AliProl allein von der Akzeptor-Substratkonzentration und
der Enzymaktivitdt abhéngig war. Basierend auf der Annahme, dass sich reversibel ein Enzym-
Substrat-Komplex bildet, der dann in Enzym und Produkt zerfallt, 1&sst sich die Michaelis-Menten-
Gleichung ™ zur Beschreibung der enzymatischen Reaktionsgeschwindigkeit verwenden (siehe
Gleichung 1). Die erhaltenen Werte wurden in ein Michaelis-Menten-Diagramm eingetragen (siehe
Abbildung 3-45). AuRerdem wurden die gemessenen Werte doppelt reziprok in ein sogenanntes Line-

weaver-Burk-Diagramm ™ eingetragen (siehe Abbildung 3-44). In diesem Diagramm konnte iiber
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den Schnittpunkt der Ausgleichsgerade mit der X-Achse K., und tber den Schnittpunkt der Y-Achse
Vmax Destimmt werden. Diese Werte wurden zusatzlich in das Michaelis-Menten-Diagramm eingetra-
gen. Beide Diagramme zeigen somit, dass die maximale Reaktionsgeschwindigkeit dieser Reaktion
bei Vinax = 0,00156 s und die Michaelis-Menten-Konstante bei K, = 0,03081 mM liegt.

Vimax*c(S)
Vo = m Gleichung 1
c(S) Substratkonzentration bei Beginn der Reaktion
Vo Anfangsgeschwindigkeit der Reaktion bei der entsprechenden Substratkonzentration
Vinax Maximalgeschwindigkeit der Reaktion, die bei Substratsattigung erreicht wird
Km Michaelis-Menten-Konstante; bei dieser Substratkonzentration lauft die Reaktion mit

halbmaximaler Geschwindigkeit ab. Oft ist die Michaelis-Menten-Konstante ein Mal}
fiir die Affinitat des Enzyms zum Substrat.

£ZUUU ‘

y =19,743x + 640,8
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Abbildung 3-44 Lineweaver-Burk-Diagramm der Ses60310 vermittelten Reaktion von Alizarin und dTDP-Rhamnose
zu AliProl und dTDP. Doppelt reziprok aufgetragen sind die gemessenen Anfangsgeschwindigkeiten der Reaktion,
die mit Hilfe des photometrischen Assays bestimmt wurden, gegen die eingesetzte Substratkonzentration von Alizarin
(blaue Punkte). Die blaue Linie zeigt die berechnete Ausgleichsgerade. Weiterhin sind die Werte, die fur 1/v . und
-1/K,, abgelesen wurden, angegeben (rot).
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Abbildung 3-45 Michaelis-Menten-Diagramm der Ses60310 vermittelten Reaktion von Alizarin und dTDP-Rhamnose
zu AliProl und dTDP. Aufgetragen sind die gemessenen Anfangsgeschwindigkeiten der Reaktion, die mit Hilfe des
photometrischen Assays bestimmt wurden, gegen die eingesetzte Substratkonzentration von Alizarin (blaue Kreuze).
Die blaue Linie zeigt die Michaelis-Menten-Kurve, basierend auf den Werten von v, und K,,, die im Lineweaver-
Burk-Diagramm abgelesen wurden. Die Werte flr V., %2 Vimax Und K, sind in rot angegeben und eingezeichnet.
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4 DISKUSSION

4.1 Insilico Untersuchungen zum Genom von S. espanaensis

4.1.1 Vergleich der Genome aus der Familie der Pseudonocardiaceae

Die Gattung Saccharothrix gehort zur Familie der Pseudonocardiaceae. S. espanaensis ist der erste
Vertreter dieser Gattung, dessen Genom vollstandig sequenziert wurde. Der Vergleich des Genoms
von S. espanaensis mit den anderen bis Oktober 2012 vollstdndig sequenzierten Genomen aus der
Familie der Pseudonocardiaceae ist in Tabelle 4-1 gezeigt. Die Stdimme T. bispora und S. viridis
wachsen beide bei erhohten Temperaturen und wurden aus nahrstoffreichen Umgebungen wie Mist
und Kompost beziehungsweise Torf isoliert 5"*%8 Sie besitzen ein vergleichsweise kleines Genom
von circa 4,2 Mb. Die anderen sequenzierten Pseudonocardiaceae A. mirum, A. mediterranei,
P. dioxanivorans, S. erythraea und S. espanaensis wachsen bei moderaten Temperaturen und stammen
aus dem Erdboden. Sie besitzen alle ein deutlich groReres Genom.

Tabelle 4-1 Kennzahlen der Genome von S. espanaensis und den anderen bis Oktober 2012 vollstandig sequenzierten
Stdmmen der Familie Pseudonocardiaceae.

Spezies Grole des G+C CDS rRNA tRNAs Plasmide Referenz
Chromosoms [bp]  Gehalt [%0] Operons
G' g;edite”a“ei 10.236.715 71,3 9.228 4 52 0 (3]
g'sr,'\‘/ilrzg‘sﬂ 8.248.144 73,71 7.100 5 74 0 [
(P;Bdil"l’;ag“""ra“s 7.096.571 73,31 6495 3 47 3 )
> enyinraca 8.212.805 71,29 7198 4 50 0 (58
%gfﬂpﬂg‘gis 9.360.653 72,19 8.427 4 80 0 [154]
%g’,uiji;w 4.308.349 67,32 3.906 3 64 0 13l
Esbl\m%?% 4.189.976 72,43 3.596 3 63 0 [45]

Tabelle 4-2 zeigt die Art und Anzahl der Sekundérstoff-Cluster aller vollstandig sequenzierten Bakte-
riengenome der Familie Pseudonocardiaceae. Der Stamm P. dioxanivorans wurde in, mit Dioxan
verseuchtem, Industrieschlamm entdeckt [*“"). Dieses Bakterium zeigt anhaltendes Wachstum in einer
Kultur mit 1,4-Dioxan als einziger Kohlenstoff- und Energiequelle " Im Genom dieses biodegradie-
renden Stammes P. dioxanivorans sind genau wie in den kleinen Genomen von T. bispora und
S. viridis weniger als zehn Sekundérstoff Cluster vorhanden. In den Genomen der aus dem Erdboden

stammenden Antibiotika-Produzenten A. mirum, S. erythraea und A. mediterranei finden sich mehr als
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20 Sekundarstoff-Cluster. Mit den insgesamt 26 Sekundérstoffclustern (siehe 3.1.2) besitzt S. espana-
ensis demnach ebenso viele Sekundérstoff-Cluster wie die anderen Antibiotika-produzierenden Bo-
denbakterien aus der Familie der Pseudonocardiaceae.

Tabelle 4-2 Vergleich von Art und Anzahl der Sekundarstoffcluster aus S. espanaensis mit den aus den anderen bis
Oktober 2012 vollstandig sequenzierten Stammen der Familie Pseudonocardiaceae.

Spezies Terpene PKS NRPS Hybrid Andere  Gesamt
A. mirum DSM 43827 4 10 3 5 1 23

A. mediterranei U32 4 6 7 4 4 25

P. dioxanivorans CB1190 2 0 1 0 2 5

S. erythraea NRRL 2338 10 11 4 2 3 30

S. espanaensis DSM 44229 7 3 5 6 5 26

S. viridis DSM 43017 2 2 2 0 2 8

T. bispora DSM 43833 1 1 0 0 3 5

4.1.2 Sekundarstoff-Cluster aus dem Genom von S. espanaensis

Die Anzahl der vollstandig sequenzierten Genome hat in den letzten Jahren durch die Einfuhrung
neuster Sequenziermethoden stetig zugenommen. Die Zunahme der zugéanglichen Genomsequenzen
bedingt auch einen Anstieg der neu entdeckten Sekundarstoff-Cluster. Die Sequenzierung des Genoms
von S. espanaensis fihrte zur Identifizierung von insgesamt 26 Sekundarstoff-Clustern (siehe 3.1.2).
Die Produkte des sam-Clusters, die Saccharomicine A und B, sind die einzigen Sekundarstoffe, die
von S. espanaensis nachweislich produziert werden "%, Bisher wurden keine weiteren Sekundérstof-
fe aus S. espanaensis detektiert. Dadurch, dass alle Cluster vollstandig sequenziert vorliegen, kann das
Potenzial von S. espanaensis zur Produktion von neuen Sekundarstoffen nun einfacher ausgeschopft
werden ™%, Ein Hauptgrund dafir ist die Tatsache, dass die Clusterdaten einen Anhaltspunkt geben,
nach welcher Art von Naturstoff gezielt gesucht werden muss. Mit Cluster 2 und Cluster 7 wurden
zum Beispiel zwei mogliche Siderophor-Cluster entdeckt (siehe 3.1.2.2). Bei Siderophoren handelt es
sich um eisenbindende Substanzen, die unter Eisenmangelbedingungen gebildet werden und fur die
Eisenaufnahme in die Bakterienzelle verantwortlich sind. Challis und Kreutzer et al. beschreiben die
gezielte Identifizierung von neuen Siderophoren durch die Kultivierung der Bakterienstamme in Ei-
senmangelmedien "*°*4. Die fiir das Produkt von Cluster 2 vorausgesagte Catechol-Struktur kann
UV-metrisch detektiert werden und konnte somit zur gezielten Identifizierung des Sekundérstoffs, der

von Cluster 2 produziert wird, fiihren.

Die Produktion von bakteriellen Sekundarstoffen ist allgemein sehr stark von Kultivierungsbedingun-
gen und -zeitpunkt abhéngig. Liu et al. konnten beispielsweise zeigen, dass bei der Co-Kultivierung
von Streptomyces roseosporus (S. roseosporus) mit Staphylococcus aureus beziehungsweise Staphy-

lococcus epidermidis 36 bis 48 h nach Kultivierungsbeginn Arylomycin A2 produziert wird. Nach
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48 h ist dieses Antibiotikum nicht mehr detektierbar. Ab diesem Zeitpunkt beginnt die ausschlie3liche
Produktion des Antibiotikums Daptomycin %%, Diesen Zusammenhang konnten die Autoren mit einer
neuentwickelten Technologie, der bildgebenden Massenspektroskopie (imiging mass spectrometrie,
IMS), herstellen %331 Dje Kombination von IMS mit einer Genomanalyse, die auf der Identifizie-
rung von kurzen Sequenzen basiert (short sequence tagging, SST) fuhrte zur Identifizierung des Ary-
lomycin A2-Clusters in S. roseosporus *2. Diese Technologien kénnten auch zur Identifizierung von
Sekundérstoffen und den dazugehdorigen Clustern in S. espanaensis verwendet werden. Durch die Kul-
tivierung von S. espanaensis auf verschiedenen Medien oder durch Co-Kultivierung mit anderen Bak-
terienarten konnte die Produktion neuer Metabolite angeregt werden. Mit Hilfe des IMS konnte ein
zeitlicher Verlauf der Produktion verschiedenster lonen detektiert werden. Bestimmte Fragmentionen
kdnnten Hinweise auf Struktureinheiten wie zum Beispiel einzelne Aminosauren geben, die dann mit-

tels SST zur Identifizierung des entsprechenden Clusters fihren kénnen.

In einigen Féllen wird es nicht méglich sein, nur durch die Variierung von Kultivierungsbedingungen
den Trigger zur Aktivierung eines bestimmten Clusters zu finden. Eine weitere Mdglichkeit zur Identi-
fizierung der Produkte, die durch diese Sekundérstoffcluster produziert werden, ist die Expression von
clusterspezifischen Regulatoren. In vielen Fallen konnte gezeigt werden, dass die Expression der clus-
terspezifischen positiven SARP-Regulatoren zur vermehrten Produktion des entsprechenden Sekun-
darstoffs fiihrt M%% |m Genom von S. espanaensis sind vier Sekundarstoffcluster vorhanden, die ein
Gen enthalten, welches mdglicherweise fur ein SARP codiert (tcpl, Cluster 1, Cluster 11 und lanl).
Durch die Expression dieser Gene konnte eine direkte Aktivierung der Sekundarstoffproduktion ange-
regt werden. In Cluster 9 findet sich ebenfalls ein Gen, das wahrscheinlich fiir einen clusterspezifi-
schen positiven Regulator codiert. Das Produkt dieses Gens zeigt Ahnlichkeit zu einem LuxR-
Regulator. Laureti et al. konnten zeigen, dass ein Cluster, das bei der Kultivierung unter Laborbedin-
gungen nicht transkribiert wurde, durch die Expression eines clusterspezifischen LuxR-Regulators
geweckt werden konnte. Diese Expression fuhrte zur Entdeckung der Stabomycine A-D, die vielver-
sprechende Leitstrukturen fiir die Entwicklung neuer Cytostatika darstellen ™. Ein weiterer Regula-
tortyp, der in den Clustern von S. espanaensis vertreten ist, gehdrt zur Familie der tetR-Regulatoren.
Diese Regulatoren kénnen sowohl einen induzierenden ™ als auch einen inhibierenden ™"#*"*! Effekt
auf die Produktion von Sekundérstoffen in Actinomyceten haben. Aus diesem Grund konnte entweder
die Uberexpression oder die Inaktivierung des tetR-Gens aus Cluster 2, Cluster 5, Cluster 6, Cluster 10

oder lan2 zur Synthese der entsprechenden Sekundarstoffe flihren.
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4.2 Saccharomicin-Biosynthese

4.2.1 Biosynthese des Saccharomicin Aglycons

Die Saccharomicine A und B sind aus einem N-(3,4-Dihydroxycinnamoyl)-taurin-Aglycon und einer
Seitenkette, bestehend aus 17 Zuckermolekiilen, aufgebaut . M. Berner hat fiir die Synthese des
Aglycons einen Biosyntheseweg postuliert . Abbildung 4-1 zeigt den putativen Syntheseweg ausge-
hend von L-Tyrosin tiber Cumarat und Kaffeat zu Kaffeoyl-CoA, welches zusammen mit Taurin zum
vollstandigen Aglycon reagieren soll. M. Berner konnte zeigen, dass die Reaktion von L-Tyrosin zu
Cumarat vom Genprodukt von sam8, einer Tyrosin-Ammonia-Lyase, katalysiert wird. Fir die Fol-
gereaktion zu Kaffeat ist das Genprodukt von sam5, eine 4-Coumarat 3-Hydroxylase, verantwortlich
[ Auch die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte heterologe Expression der Gene sam8 und sam5
mit Hilfe des replikativen Vektors pUWL-A in S. albus fuhrte zur Produktion von Kaffeesdure (siehe

3.2.1). Dadurch konnten die ersten beiden Biosyntheseschritte von Tyrosin zu Kaffeat erneut bestétigt

werden.
OH OH OH
Sam8 Samb5
-0 N > -0 NS
; OH
NH, o ¢}
L-Tyrosin trans-p-Cumarat trans-Kaffeat
CoA-SH +ATP
Sam7
AMP + PP,
OH OH
- \A/(j
H
N N CoA-S N
Ho,s™ > OH i OH
(0] o
N-(m,p-Dihydroxycinnamoyl)taurin Kaffeoyl-CoA
-0,S
3 \/\ NH3+
Taurin

Abbildung 4-1 Putativer Biosynthese-Weg des Saccharomicin-Aglycons N-(3,4-Dihydroxycinnamoyl)-taurin !, Die
Ausgangssubstanz L-Tyrosin, das fertige Aglycon sowie die experimentell bestatigten Intermediate sind schwarz dar-
gestellt. Die postulierten Intermediate und die fiir deren Synthese mdéglicherweise verantwortlichen Enzyme sind blau
dargestellt.

M. Berner hat weiterhin postuliert, dass zur Synthese des Saccharomicin-Aglycons Kaffeat mit
Coenzym A aktiviert wird. Fiir diese Aktivierung ist wahrscheinlich das Gen sam7 verantwortlich, das
fur eine Acetyl-Coenzym A-Synthetase codiert. Bei der von M. Berner und A. Chargé durchgefihrten
Expression von sam7 zusammen mit sam8 und sam5 im heterologen Wirt S. fradiae XKS konnte kein
Kaffeoyl-CoA detektiert werden. Auch bei der Expression von sam? in S. fradiae XKS und der an-
schliefenden Kultivierung unter Zugabe von Kaffeeséure konnte das gewiinschte Intermediat nicht
nachgewiesen werden ©”. Da durch diese in vivo Experimente die postulierte Funktion von Sam7

nicht geklart werden konnte, sollte die Acetyl-Coenzym A-Synthetase anschlieBend in E. coli syntheti-
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siert und gereinigt werden, um sie in einem in vitro Aktivitatsassay einsetzen zu kénnen. Dieses Vor-
haben scheiterte jedoch daran, dass nur eine minimale Ausbeute des Zielproteins erhalten wurde ©°.
Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrte erneute Annotation des sam-Clusters hat dazu geflhrt,
dass die Genstarts von insgesamt acht Genen upstream und von vier Genen downstream verschoben
wurden (siehe 3.1.1). Unter den Genen, deren Startcodon upstream verschoben wurden, befindet sich
sam7. Nach der neuen Annotation besteht das Genprodukt von sam7 aus 374 Aminosauren, die Anno-
tation von M. Berner hatte lediglich 363 Aminosauren vorhergesagt. Das bedeutet, dass die Experi-
mente von M. Berner nach dem heutigen Kenntnisstand mit einem zu kurzen Gen sam7 durchgefiihrt
wurden. Bei den Experimenten im heterologen Wirt S. fradiae XKS wurde durch das falsche Startco-
don und die fehlende Ribosomenbindestelle sehr wahrscheinlich gar kein Genprodukt von sam7 gebil-
det. Fur die Expression in E. coli wurde ein Plasmidkonstrukt verwendet, welches eine Ribosomen-
bindestelle besitzt. Uber das falsche Startcodon wurde jedoch nur eine sehr geringe Menge eines ver-
kirzten Proteins gebildet. Die von M. Berner durchgefiihrten Versuche zur Acetyl-Coenzym A-
Synthetase Sam7 konnten auf Grund des verkirzten Gens sam7 nicht funktionieren und sollten mit

einem vollstandigen Gen sam7 erneut durchgefiihrt werden.

Das vollstandige Gen sam7 wurde mit Hilfe des Plasmids pSET*sam7 in S. albus exprimiert und die
erhaltene Mutante anschliefend unter Zugabe von Kaffeesdure kultiviert. Wie unter 3.2.2 beschrieben
ist, konnte jedoch kein Kaffeoyl-CoA detektiert werden. Eine mdgliche Ursache dafiir kdnnte sein,
dass das Gen sam? durch die Verwendung des integrativen Vektors pTAJA in einen Bereich des Ge-
noms von S. albus integriert wurde, der nur sehr schwach transkribiert wird. N. Gehring konnte zei-
gen, dass die Expression der Gene sam8 und sam5 mit Hilfe des integrativen Vektors pTAJA, der nur
einmal pro Zelle vorhanden ist, nicht zur Produktion von Kaffeesdure in S. albus fiihrte (%8 Duyrch die
Expression dieser Gene mit Hilfe des replikativen Vektors pUWL-A konnte die Produktion von Kaf-
feesdure nachgewiesen werden (siehe 3.2.1). Die Expression von sam7 mit Hilfe des Vektors pUWL-
A, der in der Zelle mit einer hohen Kopienzahl vorhanden ist, kénnte also auch zur gewiinschten Akti-
vierung von Kaffeesaure mit Coenzym A fiihren. Fihren diese Experimente nicht zur Detektion von
Kaffeoyl-CoA, kdnnte das moglicherweise auch daran liegen, dass die Expression von sam7 im hete-
rologen Wirt nur zur Produktion von einer geringen Menge Kaffeoyl-CoA fiihrt oder das gebildete
Kaffeoyl-CoA weiter metabolisiert wird. In diesem Fall wiirde sich anbieten, die Acetyl-Coenzym A-
Synthetase in E. coli zu synthetisieren, zu reinigen und in einem in vitro Aktivititsassay zu verwen-

den.

Fur den letzten Schritt der Synthese des Saccharomicin-Aglycons wurde postuliert, dass die aktivierte
Kaffeesdure unter Ausbildung einer Peptidbindung mit Taurin verknlpft wird. Im sam-Cluster findet
sich allerdings kein Gen, das fir eine Peptidyl-Transferase codiert. Das Genprodukt von sam36 zeigt
Ahnlichkeiten zur Penicillinamidase SacazDRAFT_02075 aus Saccharomonospora azurea NA-128

(siehe 3.2.4). Penicillinamidasen spalten die Amidbindung in Penicillinen. Die Riickreaktion, also die
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Knupfung einer Amidbindung, wird flr die Synthese der Saccharomicine bendtigt. Da Enzyme oft
sowohl Hin- als auch Riickreaktion katalysieren kénnen, handelt es sich bei Sam36 um das Genpro-

dukt aus dem sam-Cluster, dass am wahrscheinlichsten fiir diese Reaktion verantwortlich ist.

4.2.2 Der Ursprung des Taurins

Das Saccharomicin-Aglycon besteht aus Kaffeesdure und Taurin, die Uber eine Peptidbindung mitei-
nander verkniipft sind. Taurin ist eine Aminosulfonséure, deren Biosynthese in Bakterien bisher noch
nicht nachgewiesen werden konnte **. Abbildung 4-2 zeigt die beiden Biosynthesewege, die in Euca-

ryonten ausgehend von L-Cystein zur Synthese von Taurin fihren ©.

L-Cystein ————> CoenzymA

CDO l

\ 4

Cysteinsulfinat Cysteamin

CSAD

! ADO

Hypotaurin
\ 4
Taurin

Abbildung 4-2 Biosynthese von Taurin in Eucaryonten . CDO, Cysteindioxygenase; CSAD, Cysteinsulfinat-
Decarboxylase; ADO, 2-Aminoethanethiol-Dioxygenase.

Die BLASTp-Ergebnisse unter 3.2.3 zeigen, dass im Genom von S. espanaensis die Genprodukte von
ses71790 und ses72720 Ahnlichkeiten zu charakterisierten (SCO3035) und uncharakterisierten
(Amir5989 und Amir6068) CDOs zeigen. Die Oxidation von Cystein zu Cysteinsulfinat wurde in Bak-
terien bereits beschrieben ™!, Damit ist es sehr wahrscheinlich, dass Ses71790 und Ses72720 in
S. espanaensis auch flr diese Reaktion verantwortlich sind. Eine CSAD konnte in Bakterien noch
nicht nachgewiesen werden 3%, Die BLASTp-Analyse mit einer CSAD aus der Wanderratte zeigt,
dass S. espanaensis CDS besitzt, deren Genprodukte Ahnlichkeiten zu diesem Enzym aufweisen
(ses32170, ses68200 und ses23400). Allerdings zeigen diese Genprodukte noch groRere Ahnlichkeiten
zu anderen Aminosdure-Decarboxylasen. Damit ist es nicht sehr wahrscheinlich, dass eines dieser
Enzyme fir die Decarboxylierung von Cysteinsulfinat in S. espanaensis verantwortlich ist. Im Genom
von S. espanaensis konnte jedoch kein Gen identifiziert werden, das fiir ein Enzym mit Ahnlichkeit zu
einer ADO codiert. Obwohl kein Gen identifiziert werden konnte, das fir eine CSAD codiert, ist durch
die fehlende ADO wahrscheinlicher, dass das Taurin Uber Cysteinsulfinat und nicht Gber Cysteamin
gebildet wird. Abbildung 4-3 zeigt den Biosyntheseweg des Taurins tber Cysteinsulfinat mit den ent-

sprechenden Enzymen, wie er in S. espanaensis ablaufen kénnte.
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Abbildung 4-3 Putativer Biosyntheseweg des Taurins in S. espanaensis. Die putativen Cysteindioxygenasen aus

S. espanaensis sind blau dargestellt.
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Bei der Annotation des sam-Clusters ist das Gen sam29 aufgefallen. Das Genprodukt von sam29 zeigt

Ahnlichkeiten zu Aspartat-Decarboxylasen (siehe 3.1.1). Bei der Decarboxylierung von Aspartat ent-

steht B-Alanin. In der Struktur der Saccharomicine ist aber keine B-Alanin-Einheit enthalten. Wie in

Abbildung 4-4 dargestellt, unterscheiden sich die Strukturen von Aspartat und B-Alanin von Cystein-

sulfinat und Hypotaurin nur im Kohlenstoffatom der Sauregruppe und im Schwefelatom der Sulfon-

saure. Das Genprodukt von sam29 zeigt zwar keine Ahnlichkeit zu CSADs aus Eucaryonten, auf

Grund der strukturellen Ahnlichkeit der Substrate kénnte Sam29 aber fiir die Decarboxylierung von

Cysteinsulfinat statt von Aspartat verantwortlich sein. Sam29 ware damit das erste Enzym, das in Bak-

terien zur Decarboxylierung von Cysteinsulfinat und damit zur Produktion von Taurin fuhrt.

NH,+
Cysteinsulfinat

Cysteinsulfinat-
Decarboxylase Co,

O. NH._+
ﬁ/\/ 3
O

Hypotaurin

Aspartat

B-Alanin

@)

0
NH,+

Aspartat-
Decarboxylase

Abbildung 4-4 Vergleich der Strukturformeln von Cysteinsulfinat und Aspartat vor und nach der Decarboxylierung.
Sam29 zeigt Ahnlichkeiten zu Aspartat-Decarboxylasen, kénnte aber auch fiir die Decarboxylierung von Cysteinsul-

finat verantwortlich sein.
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4.3 S. espanaensis als Biotransformationswirt

Der Actinomycet S. espanaensis besitzt Biotransformationsaktivitat ®2. Der Stamm kann zugefiltterte
Xenobiotika aufnehmen und verknlpft diese O-glycosidisch mit Rhamnose. Die Futterung der
Testsubstanz Alizarin fuhrte zur Produktion der Hauptprodukte AliProl, AliC1 und AliPro2. AliProl
ist an der Hydroxylgruppe in Position 2 rhamnosyliert !. AliC1 ist an beiden OH-Gruppen mit Rham-
nose verkniipft (siehe 3.3.1.3) und AliPro2 ist zusatzlich zur Rhamnosylierung an Position 2 und an
Position 3 hydroxyliert und rhamnosyliert (siehe 3.3.1.2). A. Linnenbrink konnte durch die Futterung
von Emodin zeigen, dass der Stamm ebenfalls in der Lage ist, Xenobiotika mehrfach zu glycosylieren.
Die Futterung von 1-Amino-4-chloroanthrachinon und Novobiocinsdure hatte auch die Hydroxy-
lierungsaktivitat des Stamms bereits gezeigt Pl S. espanaensis biotransformiert Stoffe aus ver-
schiedensten Substanzgruppen wie Anthrachinone, Aminocumarine und Flavonoide. Da es sich bei
den getesteten Substanzen um zufallig gewahlte Xenobiotika handelt, liegt der Schluss nahe, dass es
sich bei der Biotransformation in S. espanaensis um eine Metabolisierung exogener Substanzen han-
delt ©!. Die Substanzen werden nach der Aufnahme in die Zelle teilweise funktionalisiert. Das bedeutet
Substanzen wie 1-Amino-4-chloroanthrachinon, die keine OH-Gruppen besitzen, werden durch den
Stamm hydroxyliert. Alle Substanzen, die freie OH-Gruppen besitzen, werden direkt mit L-Rhamnose
verkniipft. Durch diese Konjugation konnte dem Stamm anschlieRend der aktive Auswartstransport

der nun deutlich hydrophileren Substanzen ermdglicht werden.

Zur Charakterisierung des Substratspektrums der Biotransformationsreaktion in S. espanaensis wurden
Aminoanthrachinone gefuttert (siehe 3.3.2). Dabei sollte untersucht werden, ob der Stamm in der Lage
ist N-glycosylierte Produkte zu generieren. Die Auswertung der HPLC/ESI-MS-Daten der Biotrans-
formationsreaktionen zeigte die Massen von N-glycosylierten Produkten aller drei getesteten Amino-
anthrachinone. Die Ausbeute dieser Produkte war jedoch sehr gering, so dass eine Reinigung und
Strukturaufklarung dieser Produkte nicht mdglich war. Bei den Hauptprodukten, die bei der Fitterung
von S. espanaensis mit U3 und U8 detektiert wurden, handelt es sich den Massenspektren zufolge um
hydroxylierte und O-rhamnosylierte Derivate. Damit war es nicht mdglich zu beweisen, dass der Bio-
transformationswirt S. espanaensis in der Lage ist, N-glycosylierte Produkte zu generieren. Da der
Stamm die Fahigkeit besitzt die Aminoanthrachinone mit OH-Gruppen zu funktionalisieren, wird die
Bildung von O-Glycosiden der Bildung von N-Glycosiden vorgezogen. Um zu zeigen, dass auch die
Bildung N-glycosylierter Biotransformationsprodukte maglich ist, musste die fiir die Funktionalisie-
rung verantwortliche Oxygenase im Genom von S. espanaensis inaktiviert werden. Ohne die Funktio-
nalisierung kdnnte mehr N-glycosyliertes Produkt entstehen. Eine weitere Mdglichkeit, um nachzu-
weisen, dass N-glycosylierte Biotransformationsprodukte generiert werden kdnnen, wére die verant-
wortliche GT zu reinigen und im in vitro Experiment zur Glycosylierung von Aminoanthrachinonen

einzusetzen.
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4.4 ldentifizierung der flexiblen Glycosyltransferase aus S. espanaensis

Der Actinomycet S. espanaensis biotransformiert zugefutterte Xenobiotika. Fir die Synthese der ver-
schiedenen glycosylierten Konjugate ist wahrscheinlich eine GT verantwortlich, die eine sehr hohe
Akzeptor-Substratflexibilitat aufweist. Diese Eigenschaft ist fur GTs sehr selten und macht dieses
Enzym zu einem vielversprechenden Forschungsobjekt. Eine flexible GT konnte zur Glycosylierung
verschiedener Substrate im Rahmen der kombinatorischen Biosynthese eingesetzt werden. Weiterhin
kénnte sie als Werkzeug der enzymatischen Katalyse zur Glycosylierung von synthetischen Molek-
len angewendet werden. AuBerdem kdnnte die Struktur dieses Enzyms als Model fur weitere flexible
GTs dienen. Die Voraussetzung, um diese GT auf diesen Gebieten einsetzen zu kénnen, ist die Identi-
fizierung des Gens im Genom von S. espanaensis, das fur diese GT mit geringer Substratspezifitat

codiert.

4.4.1 Glycosyltransferasen aus S. espanaensis

Im Genom von S. espanaensis konnten 106 Gene identifiziert werden, die wahrscheinlich fir GTs
codieren (siehe 3.4.1). Abbildung 4-5 zeigt die evolutionédren Beziehungen dieser 106 GTs zueinander
in einem Phylogenetischen Baum. 76 GTs konnten einer Familie nach CAZy zugeordnet werden. Dies
bedeutet, dass es sich bei diesen GTs um NDP-Hexose-Transferasen handelt. Unter den ubrigen 30
GTs befinden sich zum Beispiel Ribose-Transferasen oder Enzyme, die einen Phosphat-aktivierten
Zucker bertragen. Von den insgesamt 106 GTs konnten mit Hilfe der durchgefiihrten Sequenzanalyse
32 Enzymen keine nahere Funktion zugeordnet werden. Weitere 54 GTs sind vermutlich am Primar-
stoffwechsel der Zelle beteiligt. Sie sind beispielsweise verantwortlich fiir den Aufbau der Zellwand
oder beteiligt am Aufbau der DNA. Die tbrigen 20 GTs gehoren zur CAZy-Familie 1. Diese Familie
beinhaltet alle bekannten Sekundarstoff-GTs. Aus diesem Grund wurde angenommen, dass diese GTs
auch in S. espanaensis am bakteriellen Sekundéarstoffwechsel beteiligt sind. Diese Theorie wird
dadurch untermauert, dass zehn dieser GT-Gene Teil des sam-Clusters sind (ses58720-ses58810),
zwei weitere sind Teil von Cluster 8 beziehungsweise dem lan2-Cluster (ses45900 und ses54000) und
weitere zwei liegen in der unmittelbaren Néhe von tcpl und Cluster 9 (ses11290 und 47640).

Tabelle 4-3 Anzahl der GT-Gene der CAZy-Familie 1 aus S. espanaensis und den anderen bis Oktober 2012 vollstén-
dig sequenzierten Stammen der Familie Pseudonocardiaceae 2.

Species GT-Gene aus Familie1 Bemerkung

A. mirum DSM 43827 10 2 Gene liegen geclustert vor

A. mediterranei U32 21 9 Gene liegen geclustert vor

P. dioxanivorans CB1190 4

S. erythraea NRRL 2338 14 2 Gene sind Teil des Erythromycin-Clusters
S. espanaensis DSM 44229 20 10 Gene sind Teil des sam-Clusters

S. viridis DSM 43017 2

T. bispora DSM 43833
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Abbildung 4-5 Phylogenetischer Baum der 106 GTs aus S. espanaensis. Der Baum wurde durch Bootstrapping
[ und den Neighbour-joining ! Algorithmus mit dem Programm Clustal X2 generiert. Die GT-Gene, die
keiner Familie nach CAZy zugeordnet sind, sind schwarz dargestellt. Die Zugehdrigkeit der GT-Gene zu den
verschiedenen GT-Familien nach CAZy ist farbig dargestellt. Die Gene des sam-Clusters sind markiert.

Tabelle 4-3 zeigt die GT-Gene der CAZy-Familie 1 aller vollstandig sequenzierten Stamme, die zur
Familie der Pseudonocardiaceae gehéren. In den Genomen von P. dioxanivorans, S. viridis und
T. bispora sind wenige bis gar keine GT-Gene der CAZy-Familie 1 vorhanden. Diese Beobachtung
scheint logisch, da diese Genome auch weniger Sekundarstoff-Cluster besitzen als die tbrigen voll-
stdndig sequenzierten Pseudonocardiaceae. S. espanaensis und A. mediterranei besitzen mit 20 und
21 die meisten GT-Gene der Familie 1. Im Genom von S. espanaensis befindet sich das sam-Cluster,
das allein 10 GT-Gene beinhaltet. Auch im Genom von A. mediterranei ist ein bisher uncharakterisier-
tes Cluster enthalten, das 9 GT-Gene besitzt. Abzliglich der GT-Gene dieser beiden auBergewdhnlich
GT-Gen-reichen Cluster besitzen die Stamme A. mirum, A. mediterranei, S. erythraea und S. espana-

ensis eine vergleichbare Menge von 10 bis 14 GT-Genen der CAZy-Familie 1.

4.4.2 Sequenzanalysen zur Identifizierung der gesuchten GT

Die gesuchte GT aus S. espanaensis Ubertrdgt Rhamnose auf ein exogenes Substrat. Dieser VVorgang
ist fiir das Uberleben der Bakterienzelle sehr wahrscheinlich nicht essentiell. Aus diesem Grund wurde
angenommen, dass es sich bei dem gesuchten Enzym um eine GT aus dem Sekundarstoffwechsel von
S. espanaensis handelt. Fir den bakteriellen Sekundéarstoffwechsel werden die GTs aus der CAZy-
Familie 1 verantwortlich gemacht. Somit enthdlt das Genom von S. espanaensis 20 Gene, von denen

zumindest eines mit hoher Wahrscheinlichkeit fur die gesuchte GT codiert (siehe 3.4.1).

Unter den 20 GT-Genen, die fur GTs der CAZy-Familie 1 codieren, finden sich alle zehn Gene des
sam-Clusters. Die gesuchte GT Ubertréagt stets L-Rhamnose auf verschiedene Akzeptor-Substrate. Sac-
charomicin A besitzt zwei, Saccharomicin B eine Rhamnose-Einheit pro Molekdil (19 Djese Rhamno-
se-Bausteine sind Teil der Zuckerkette. Die GT der Saccharomicin-Biosynthese lbertrdgt Rhamnose
auf Fucose, also ebenfalls einen Zucker. Die Akzeptor-Substrate der gesuchten GT sind aber nieder-
molekulare Substanzen. Aus diesem Grund ist es unwahrscheinlich, dass eine GT aus dem sam-
Cluster fur die Biotransformationsaktivitit von S. espanaensis verantwortlich ist. Da sie jedoch nicht
vollkommen ausgeschlossen werden konnten, wurden sie ebenfalls den weiteren Sequenzanalysen

unterzogen.

Die 20 GTs der CAZy-Familie 1 wurden auf Sequenzhomologien zu EImGT und OleD untersucht
(siehe 3.4.1). EImGT wurde gewéhlt, da dieses Enzym L-Rhamnose auf das Elloramycin-Aglycon
iibertragt. Dieses Aglycon besitzt strukturelle Ahnlichkeiten zu den Substanzen, die von der gesuchten
GT Ublicherweise als Substrat akzeptiert werden. Fir OleD aus Streptomyces antibioticus konnte ge-
zeigt werden, dass dieses Enzym verschiedene Akzeptor-Substrate akzeptiert ™% Durch die

BLASTp-Analyse mit OleD sollte gezielt nach flexiblen GTs gesucht werden. Es wurde erwartet, dass
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das gesuchte Enzym, verglichen mit den Ubrigen GTs der Familie 1, wenigstens zu einer dieser beiden
GTs eine deutlich groRere Ahnlichkeit aufweist. Drei der iiberpriiften GTs aus S. espanaensis zeigen
keine Ahnlichkeit zu OleD (Ses44490, Ses54000 und Ses68280), eine davon (Ses44490) zeigt auch
keine Ahnlichkeit zu EImGT. Die tibrigen 17 GTs zeigen eine relative Ahnlichkeit zu EIMGT von
unter 15 %. Ses47640 zeigt den hochsten relativen Score fir den Vergleich mit OleD. In Streptomyces
antibioticus ist OleD fur die Glycosylierung von exogenen Makroliden verantwortlich. Das GT-Gen
ses47640 liegt ganz in der N&he des Typ | PKS-Clusters 9. Da dieses Cluster wahrscheinlich auch fiir
die Produktion eines Makrolids verantwortlich ist, haben diese beiden GTs vermutlich &hnliche Sub-
strate. Die groRere Sequenz-Ahnlichkeit von Ses47640 zu OleD liegt also moglicherweise nicht an der
Flexibilitat der Enzyme, sondern ist wahrscheinlich auf die strukturelle Ahnlichkeit der Substrate zu-

rickzufihren.

Die durchgefiihrte Sequenzanalyse konnte die Gruppe der Gene, die mdglicherweise fur die gesuchte
GT mit geringer Substratspezifitat codieren, nicht weiter eingrenzen. Die gesuchte GT zeigt keine
groRere Sequenz-Ahnlichkeit zu EImGT und OleD, obwohl auf Grund der vergleichbaren Eigenschaf-
ten dieser Enzyme eine erhéhte Ahnlichkeit erwartet wurde. Das bedeutet, dass die gesuchte GT mog-
licherweise noch weitere Eigenschaften hat, die bei dieser Suche nicht berticksichtigt wurden. Auf
Grund von fehlenden Informationen, die eine weitere Suche auf Sequenzbasis ermdglicht hétten,
musste die Suche der flexiblen GT experimentell weitergefiihrt werden. Die 20 GT-Gene der CAZy-
Familie 1 kamen theoretisch noch immer alle in Frage. Die drei GTs ohne Ahnlichkeit zu OleD
(Ses44490, Ses54000 und Ses68280) und die GTs aus dem sam-Cluster wurden flir weniger wahr-
scheinlich erachtet, sodass die anderen 7 GT zuerst fiir die experimentelle Uberpriifung gewéahlt wur-

den.
4.4.3 Experimentelle Identifizierung der flexiblen GT aus S. espanaensis

4.4.3.1 Inaktivierung von ses44520, ses45900, ses47640 und ses49200

Zur ldentifizierung des Gens, das in S. espanaensis fir die GT mit geringer Substratspezifitat codiert,
wurden Geninaktivierungsexperimente durchgefuhrt. Die GT-Gene ses44520, ses45900, ses47640 und
ses49200 wurden durch eine Insertionsmutagenese mit Hilfe eines Doppelcrossovers inaktiviert. Dabei
wurden die Mutanten S. espanaensis A6130, S. espanaensis A6266, S. espanaensis A6449 und S. e-
spanaensis A6609 generiert (siehe 3.4.2.1, 3.4.2.2, 3.4.2.3 und 3.4.2.4). Diese Mutanten zeigten nach
der Futterung mit Alizarin im Chromatogramm der HPLC/ESI-MS-Analyse des Rohextrakts dieselben

Biotransformationsprodukte wie die Fiitterung des S. espanaensis Wildtyps.

Die Inaktivierung der in Frage kommenden Zielgene und die anschliellende Fiitterung der entstande-
nen Mutanten ist ein sehr aussagekraftiges Verfahren zur Identifizierung der gesuchten GT. Ware die
erhaltene Mutante nicht mehr in der Lage die zugefiitterte Testsubstanz Alizarin zu glycosylieren,

waére eindeutig nachgewiesen, dass nur dieses Gen fiir die gesuchte GT codiert. Da die erhaltenen Mu-
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tanten Alizarin wie gewohnt glycosylierten, konnte gezeigt werden, dass diese GT-Gene nicht fur die
gesuchte GT codieren. Der Nachteil dieses Verfahrens ist der hohe Zeit- und Arbeitsaufwand auf
Grund der relativ schwierigen genetischen Zuganglichkeit von S. espanaensis. Aus diesem Grund
wurde flr die Untersuchung der tbrigen in Frage kommenden Zielgene ein heterologes Testsystem
entwickelt.

4.4.3.2 Identifizierung der gesuchten GT mit Hilfe eines Heterologen Testsystems

Das Gen, das im Genom von S. espanaensis fur die GT mit geringer Substratspezifitat codiert, sollte
experimentell ermittelt werden. Der bisherige Ansatz, das gesuchte Gen mittels Geninaktivierung zu
identifizieren, hatte sich als sehr zeitaufwendig erwiesen. Aus diesem Grund wurde ein heterologes
Testsystem zur schnelleren Untersuchung der in Frage kommenden Gene entwickelt. Als heterologer
Wirt wurde S. albus verwendet. Dieser Stamm zeichnet sich durch sein schnelles Wachstum und seine
einfache Konjugierbarkeit aus. Salas et al. haben bereits mehrfach GTs in diesem Stamm erfolgreich
charakterisiert P! Da der fiir die Glycosylierung notwendige aktivierte Desoxyzucker dTDP-
Rhamnose von S. albus nicht produziert wird, wurde die Mutante S. albus Rham erstellt. In diese Mu-
tante wurden die dTDP-Rhamnose-Biosynthesegene unter der Kontrolle des ermE*-Promotors ins
Genom integriert (siehe 3.4.3.1). Bei der Fitterung dieser Mutante mit Alizarin wurden keine glycosy-
lierten Biotransformationsprodukte detektiert. Damit wurde gezeigt, dass der Stamm S. albus Rham
selbst keine GT besitzt, die Alizarin glycosylieren kann. Diese Mutante konnte also fur die Untersu-
chung von ses11290, ses60310 und ses60350, die moglicherweise fur die gesuchte GT codieren, ver-

wendet werden.

Die Gene ses11290, ses60310 und ses60350 wurden in S. albus Rham exprimiert (siehe 3.4.3.2,
3.4.3.3 und 3.4.3.4). Die Mutanten S. albus Rham x pUWL-A-698, S. albus Rham x pUWL-A-7665
und S. albus Rham x pUWL-A-7668 wurden mit der Testsubstanz Alizarin gefittert. Die Chromato-
gramme der HPLC/ESI-MS-Analysen der Rohextrakte zeigen, dass fur die Fltterung von S. albus
Rham x pUWL-A-698 und S. albus Rham x pUWL-A-7668 keine Biotransformationsprodukte erhal-
ten wurden. Fir die Futterung von S. albus Rham x pUWL-A-7665 wurden glycosylierte Produkte
detektiert. Damit konnte nachgewiesen werden, dass das heterologe Testsystem funktioniert und dass
die GT Ses60310 Alizarin glycosylieren kann. Da das System funktioniert, die Expression von
ses11290 und ses60350 aber zu Mutanten fhrt, die Alizarin nicht glycosylieren kénnen, ist es sehr
wahrscheinlich, dass diese Gene auch in S. espanaensis nicht fiir die Biotransformationsreaktion ver-
antwortlich sind. Die Beobachtungen, die mit dem heterologen Testsystem gemacht wurden, sind auf
S. espanaensis nicht direkt (bertragbar, da es sich in beiden Stammen um zwei verschiedene moleku-
larbiologische Umgebungen handelt. Um zu beweisen, dass ausschliellich die GT Ses60310 in
S. espanaensis fur die Biotransformationsreaktion verantwortlich ist, musste die Funktion des Genpro-
dukts von ses60310 in S. espanaensis mittels Geninaktivierung und anschlieRender Fitterung der er-

haltenen Mutante Uberpriift werden.
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4.4.3.3 Inaktivierung von ses60310 in S. espanaensis und Komplementierung

Zum Nachweis, dass die GT Ses60310 fur die Biotransformationsreaktion verantwortlich ist, wurde
das Gen ses60310 in S. espanaensis inaktiviert. Durch eine Insertionsmutagenese mit Hilfe eines Dop-
pelcrossovers wurde die Mutante S. espanaensis A7665 generiert (siehe 3.4.4.1). Die Futterung dieser
Mutante mit Alizarin zeigte im Vergleich zur Futterung des Wildtyps im HPLC/ESI-MS-Diagramm
ein verandertes Biotransformationsprofil (siehe Abbildung 3-27). Die glycosylierten Produkte AliProl
und AliPro2 wurden von der Mutante nur noch in sehr geringen Mengen gebildet, AliC1 war nicht
mehr detektierbar. Die Komplementierung von S. espanaensis A7665 mit pSET-7665 zeigte im Fitte-
rungsexperiment eine Biotransformationsaktivitat vergleichbar zu der des Wildtyps (siehe Abbildung
3-28). Die im Vergleich zur Fitterung des Wildtyps deutlich geringere detektierte Menge an glycosy-
lierten Alizarinderivaten im Rohextrakt von S. espanaensis A7665 geflttert mit Alizarin lasst darauf
schlieRen, dass es sich bei dem inaktivierten GT-Gen ses60310 um das Gen handelt, dessen Genpro-
dukt fiir die Glycosylierung von Alizarin verantwortlich ist. Die minimale Aktivitat, die zur Produkti-
on einer geringen Menge an glycosylierten Produkten fiihrt, stammt wahrscheinlich von einer anderen
viel weniger produktiven GT. Die Hauptaktivitat geht aber eindeutig von Ses60310 aus. Da die Kom-
plementierung der S. espanaensis A7665-Inaktivierungsmutante mit dem GT-Gen ses60310 zur Wie-
derherstellung der Biotransformationsaktivitdt der Mutante flhrte, ist eindeutig nachgewiesen, dass es
sich bei dem Gen ses60310 um das fiir die bei der Inaktivierung beobachtete Aktivitatsanderung ver-
antwortliche GT-Gen handelt. Polare Effekte, die bei der Inaktivierung des Gens ses60310 durch Inse-
rtion eines Spectinomycinresistenzgens und einem oriT entstehen konnten, konnten als mdgliche Ur-
sache fiir den Verlust der Biotransformationsaktivitat der S. espanaensis A7665-Mutante ausgeschlos-
sen werden. Damit konnte eindeutig nachgewiesen werden, dass die GT Ses60310 fiir die beobachtete

Biotransformation von Alizarin in S. espanaensis verantwortlich ist.

4.4.3.4 Nachweis der Flexibilitit von Ses60310

Durch die Fitterung der Inaktivierungsmutante S. espanaensis A7665 und der Komplementierungsmu-
tante S. espanaensis A7665 x pSET-7665 mit Alizarin, konnte gezeigt werden, dass die GT Ses60310
fur die Glycosylierung der Testsubstanz verantwortlich ist. Um zu zeigen, dass es sich bei Ses60310
um die gesuchte GT mit geringer Substratspezifitat handelt, wurden die verschiedenen Substrate, die
von S. espanaensis Ublicherweise biotransformiert werden, ebenfalls diesen Mutanten geflittert (siehe
3.4.4.4). Bei dem Futterungsexperiment von S. espanaensis A7665 mit Emodin und Novobiocinsdure
wurden keine glycosylierten Biotransformationsprodukte detektiert. Bei der Fitterung dieser Mutante
mit Quercetin wurde &hnlich der Futterung mit Alizarin auch nur eine kleine Menge an glycosyliertem
Quercetin erhalten Die Synthese dieses glycosylierten Produkts ist wahrscheinlich auch auf eine ande-
re GT mit deutlich weniger Aktivitat zuriickzufiihren. Die Fitterung von S. espanaensis A7665 x
pSET-7665 mit Emodin und Quercetin fihrte zur Synthese der Biotransformationsprodukte, die auch
fiir die Fitterung des S. espanaensis Wildtyps erhalten werden. Fir die Ftterung der Komplementie-

rungsmutante mit Novobiocinséure wurden keine glycosylierten Biotransformationsprodukte erhalten.
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Es ist mdglich, dass es sich dabei um eine einmalige Beobachtung handelt. Diese Fiitterung konnte
jedoch nicht wiederholt werden, da keine Novobiocinsaure mehr vorhanden war. Die Substanz sollte
also zukinftig neu synthetisiert und erneut gefuttert werden. Die Ubrigen Ergebnisse zeigen alle, dass

das Gen ses60310 fur die gesuchte flexible GT aus S. espanaensis codiert.

4.5 Neue Biotransformationsprodukte im heterologen Testsystem

Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass das Gen ses60310 flr eine GT codiert, die fir die Bio-
transformation exogener Substrate in S. espanaensis verantwortlich ist (siehe 3.4.4.1, 3.4.4.2 und
3.4.4.4). Die Expression dieses GT-Gens im heterologen Testsystem S. albus Rham hatte zu einer
Mutante gefuhrt, die die gefitterte Testsubstanz Alizarin glycosylierte (siehe 3.4.3). Neben dem
Hauptprodukt AliProl, das aus der Fltterung des S. espanaensis-Wildtyps bereits bekannt war, wurde
ein neues glycosyliertes Produkt detektiert. Bei diesem neuen Produkt handelt es sich um das 2-O-a-L-
Olivosylalizarin AliProN (siehe 3.4.3.5). Damit konnte gezeigt werden, dass die GT Ses60310 aus
S. espanaensis nicht nur den Desoxyzucker L-Rhamnose, sondern auch den Didesoxyzucker L-Olivose
Ubertragen kann. Dies bedeutet, dass die GT nicht nur in der Wahl des Akzeptor-Substrats flexibel ist,
sondern auch verschiedene Zuckerdonatoren akzeptiert. Unter den Sekundarstoff-GTs gibt es Vertreter
wie EImGT 0174171 yng GtfE, 1% die viele verschiedene Zucker iibertragen kénnen. Diese Flexibili-
tat ist aber nicht die Regel. Fir die GT NovM des Novobiocin-Cluster aus Streptomyces caeruleus
(frilher Streptomyces spheroides) konnte eine hohe Zuckerdonator-Spezifitat gezeigt werden 076,
Die beiden Zucker, die von Ses60310 akzeptiert werden, unterscheiden sich nur minimal. L-Rhamnose
besitzt an C2 eine OH-Gruppe, die in L-Olivose nicht vorhanden ist. Auf Grund dieser groRen Ahn-
lichkeit kann keine Aussage Uber den Grad der Zuckerdonator-Flexibilitdt von Ses60310 getroffen
werden. Es wére moglich, dass die GT nur diese beiden sehr &hnlichen Zucker Gbertragen kann. Um
zu zeigen, dass es sich um eine GT mit geringer Zuckerdonator-Spezifitat handelt, missen weitere
Experimente durchgefiihrt werden bei denen dem Enzym verschiedene Zuckerdonatoren zur Verfi-

gung gestellt werden, wie Zucker der D-Reihe, Amino- oder Ketozucker.

Fir das heterologe Testsystem wurden nur die dTDP-Rhamnose-Biosynthesegene ins Genom von
S. albus integriert. Die aktivierte L-Olivose, die zur Synthese von AliProN benétigt wird, wurde aber
ebenfalls von S. albus Rham produziert. Um zu untersuchen, ob der S. albus Wildtyp aktivierte Olivo-
se synthetisieren kann, wurde das GT-Gen ses60310 in S. albus exprimiert. Die erhaltene Mutante
zeigte im Futterungsexperiment mit Alizarin keine Biotransformationsprodukte (siehe 3.4.3.6). Das
bedeutet, dass kein aktivierter Zucker zur Verfligung stand, der im Fitterungsexperiment ubertragen
werden konnte. Damit wurde gezeigt, dass der Wildtyp selbst die dTDP-L-Olivose nicht vollstandig
synthetisieren kann. An der Synthese der aktivierten Olivose in S. albus Rham sind demnach auch die
Gene der dTDP-Rhamnose-Biosynthese beteiligt. Fir das heterologe Testsystem wurden die dTDP-L-
Rhamnose-Biosynthesegene oleS, oleE, oleL und oleU in das Genom von S. albus integriert. Rodrigu-

ez et al. haben gezeigt, dass die Expression dieser Gene in S. albus zur Synthese von dTDP-Rhamnose
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fuhrt P, Urspriinglich stammen diese Gene jedoch aus dem Oleandomycin-Cluster von Streptomyces
antibioticus ATCC11891. Zusammen mit dem 2,3-Dehydratasegen oleV, dem 3-Ketoreduktasegen
oleW und dem Methyltransferasegen oleY sind sie dort fiir die Synthese von einer aktivierten 3-O-
Methylolivose namens Oleandrose verantwortlich *3. Abbildung 4-6 zeigt den Biosyntheseweg von
Glucose-1-phosphat zu dTDP-L-Rhamnose und dTDP-L-Olivose. Fur die Synthese von dTDP-Olivose
sind im Genom von S. albus wahrscheinlich zwei Gene vorhanden, die flir Enzyme mit Homologie zu
OleV und OleW codieren. In der Shotgun-Sequence *""! von S. albus konnte das Gen sshg_05325
identifiziert werden, dessen Genprodukt Ahnlichkeit zu OleV aufweist. Beide Enzyme teilen 46 %
identische und 61 % ahnliche Aminosauren. Ein Gen, dessen Produkt Ahnlichkeit zu OleW aufweist,
wurde nicht identifiziert. Bis zur vollstandigen Sequenzierung des Genoms von S. albus bleibt also
unklar, ob dieser Stamm ein Enzym mit Homologie zu OleW besitzt. Fest steht jedoch, dass der
Stamm Enzyme besitzt, die die Funktion einer 2,3-Dehydratase und einer 3-Ketoreduktase tberneh-

men konnen.
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Abbildung 4-6 Biosyntheseweg von Glucose-1-phosphat zu dTDP-L-Rhamnose und dTDP-L-Olivose nach ! und &%,
Die Enzyme, die an der Synthese beider Produkte beteiligt sind, sind blau dargestellt. Die Enzyme, die nur an der
Synthese von dTDP-L-Olivose beteiligt sind, sind grun dargestellt.

Die Tatsache, dass die Mutante S. albus Rham dTDP-L-Rhamnose und dTDP-L-Olivose gleichzeitig
produzieren kann, zeigt, dass die Gene, die fir die 2,3-Dehydratase und die 3-Ketoreduktase codieren,
weniger transkribiert und/oder deren mRNA weniger translatiert werden als die Gene, die zur Synthe-

se von dTDP-L-Rhamnose ins Genom integriert wurden. S. albus Rham produziert mit Hilfe der En-
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zyme OleS und OleE einen Uberschuss an dTDP-4-Keto-6-desoxyglucose, der durch die vorhandene
Menge an 2,3-Dehydratase und 3-Ketoreduktase vermutlich nicht vollstdndig zu dTDP-4-Keto-2,6-
desoxyglucose umgewandelt werden kann. Die Menge an gebildetem OleL reicht aus, um die dTDP-
4-Keto-2,6-desoxyglucose und die berschissige dTDP-4-Keto-6-desoxyglucose zu epimerisieren.
Die beiden Produkte werden von OleU reduziert, sodass sowohl dTDP-L-Olivose als auch dTDP-L-
Rhamnose gebildet wird. Um im heterologen Testsystem nur dTDP-L-Rhamnose zu produzieren,
mussten zusatzlich zur Expression der Rhamnose-Biosynthesegene oleS, oleE, oleL und oleU die Ge-
ne, die fir die 2,3-Dehydratase und die 3-Ketoreduktase codieren, im Genom von S. albus inaktiviert
werden. Erst dann wiirden die Expression von ses60310 und die anschlielende Xenobiotika-Fitterung
nur zu rhamnosylierten Derivaten fihren. Sollen mehr olivosylierte Biotransformationsprodukte erhal-
ten werden, muissen Gene, die fir die 2,3-Dehydratase und die 3-Ketoreduktase codieren, (iberexpri-

miert werden.

4.6 Neue Biotransformationsprodukte in S. espanaensis A7665

Die flexible GT Ses60310 ist an der Biotransformation von Xenobiotika in S. espanaensis beteiligt.
Durch die Inaktivierung des GT-Gens ses60310 im Genom von S. espanaensis entstand die Mutante
S. espanaensis A7665. Diese Mutante zeigte im Fitterungsexperiment mit Alizarin nur eine sehr ge-
ringe Menge an glycosylierten Biotransformationsprodukten (siehe 3.4.4.1). Die Testsubstanz wurde
aber trotz der fehlenden GT biotransformiert. Im Fitterungsexperiment zeigt S. espanaensis A7665
deutlich mehr hydroxyliertes Alizarin als der Wildtyp. S. espanaensis funktionalisiert Alizarin zwar
ebenfalls mit einer OH-Gruppe, dieses Anthragallol wird aber durch die GT Ses60310 nahezu voll-
stdndig zu AliPro2 umgesetzt. Durch die fehlende GT wird deshalb fir die Fitterung der Inaktivie-
rungsmutante mehr hydroxyliertes Derivat detektiert als fur die des Wildtyps. Fur die Fitterung von
S. espanaensis A7665 mit Alizarin wurde noch ein weiteres Biotransformationsprodukt erhalten, das
bei der Fitterung des Wildtyps nie detektiert wurde. Dabei handelt es sich um das 2-O-Methyl-
anthragallol AliPro4 (siehe 3.4.4.3). Das Alizarin wurde hydroxyliert und da die erhaltene Substanz
durch das Fehlen der GT Ses60310 in der Inaktivierungsmutante nicht glycosyliert werden konnte,

wurde sie methyliert.

A. Linnenbrink hat die Hypothese aufgestellt, dass es sich bei der Biotransformation in S. espanaensis
um die Metabolisierung von Xenobiotika handelt, die anschlieend zur Eliminierung dieser potentiell
schadlichen Fremdstoffe fiihrt . Die beobachtete Hydroxylierung hatte er dem Phase-I-Metabolismus
zugeschrieben. Durch diese Reaktion werden in lipophile Fremdstoffmolekile funktionale Gruppen
eingefiihrt, die die Wasserloslichkeit des Molekdls steigern und es gegebenenfalls fir Phase-11-
Reaktionen aktivieren. Die Glycosylierung der Xenobiotika stellt seiner Ansicht nach einen Teil des
Phase-11-Metabolismus in S. espanaensis dar. Das Fremdstoffmolekil wird dabei mit einem polaren
Zucker konjugiert. Durch diese Verkniipfung steigt die Wasserltslichkeit des Xenobiotikums erheb-

lich an, sodass die Substanz aus der Zelle transportiert werden kann. Diese Theorie wird durch die

ALBERT-LUDWIGS-UNIVERSITAT FREIBURG — PHARMAZEUTISCHE BIOLOGIE UND BIOTECHNOLOGIE



104
DISKUSSION

Entdeckung eines methylierten Alizarin-Derivats unterstlitzt: Nachdem die Mutante S. espanaensis
AT7665 keine Moglichkeit besitzt, das gefltterte Alizarin zu glycosylieren, wird die Substanz methyl-
iert. Am humanen Phase-I1-Metabolismus sind neben einer Glucuronosyltransferase auch Methyltrans-
ferasen, wie beispielsweise die Catechol-O-Methyltransferase (COMT), beteiligt . Bei der beo-
bachteten Methylierung handelt es sich also ebenfalls um eine Phase-l1-Reaktion, die dazu beitragt,
dass das Alizarin entweder in eine fur die Zelle unschadliche Form transformiert wird, oder um dessen
Export zu erleichtern. Da methylierte Produkte im Futterungsexperiment des S. espanaensis Wildtyp
nicht detektiert wurden, handelt es sich bei der Glycosylierung scheinbar um den bevorzugten Metabo-
lisierungsvorgang. Der Phase-1-Metabolit Anthragallol wird demnach nur methyliert, wenn eine Gly-
cosylierung nicht méglich ist. Fur die Fltterungsexperimente von S. espanaensis A7665 mit anderen
Xenobiotika wurden keine methylierten Biotransformationsprodukte detektiert. Diese Xenobiotika und
deren Phase-1-Metabolite sind fiir die Bakterienzelle moglicherweise weniger toxisch. Brown und
Brown konnten in Salmonella thyphimurium nachweisen, dass Anthragallol direkte Frameshift-
Mutationen induzieren kann !, Auf Grund der planaren Struktur und den drei benachbarten Hydro-
xylgruppen kénnte Anthragallol in die DNA des Bakteriums interkalieren und so zu Mutationen fiih-
ren. Eine Detoxifikation des Phase-1-Metabolits von Alizarin kénnte demnach fir S. espanaensis es-

sentiell sein.

4.7 Sequenzanalyse von ses60310 und der umliegenden Gene

Die GT Ses60310 ist fiir die Biotransformation von exogenen Substanzen in S. espanaensis verant-
wortlich. Zur Identifizierung des Gens, das flr diese GT codiert, wurde eine Sequenzanalyse durchge-
fuhrt, die die Gruppe der in Frage kommenden Gene eingrenzen sollte. Es hat sich herausgestellt, dass
es sich bei der gesuchten GT wie erwartet um eine GT der CAZy-Familie 1 handelt. AuBerdem wurde
die Hypothese bestétigt, dass das gesuchte GT-Gen nicht Teil des sam-Clusters ist. Das GT-Gen

5es60310 liegt im Genom von S. espanaensis mehr als 110 kb von jedem anderen Cluster entfernt.

Vier Gene upstream von ses60310 liegt mit ses60350 ein weiteres GT-Gen der CAZy-Familie 1 (siehe
3.4.4.5). Im heterologen Testsystem hat die Expression dieses Gens nicht zu einer Mutante gefiihrt, die
Alizarin glycosylieren konnte (siehe 3.4.3.3). Trotz der Néhe zu ses60310 ist es deshalb unwahr-
scheinlich, dass ses60350 an der Biotransformation von Xenobiotika in S. espanaensis beteiligt ist.
Die Gene, die im Genom von S. espanaensis in der direkten Umgebung von ses60310 liegen, sind
vermehrt am Zucker-Metabolismus der Zelle beteiligt. Diese Gene codieren fiir Enzyme des Gntl-
Metabolismus und einen Zucker-abh&ngigen Regulator (siehe 3.4.4.5). Es gibt jedoch keinen Hinweis
darauf, dass diese Enzyme an der Biotransformationsreaktion in S. espanaensis beteiligt sind oder
diese in irgendeiner Weise beeinflussen kdnnen. Das einzige Gen, das mdglicherweise einen Einfluss
auf die Transkription von ses60310 hat, ist das Gen ses60300. Dieses Gen liegt direkt vor dem Gen
ses60310 und wird in die entgegengesetzte Richtung transkribiert. Das Genprodukt von ses60300 zeigt

Ahnlichkeiten zu Regulatoren der ArsR-Familie. Diese Regulatoren-Familie stammt vom Regulator
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des Arsen-Resistenz-Operons aus E. coli ab ™. Vertreter dieser Familie regulieren Metall-abhéngig
die Transkription von Genen, die in der Zelle zur Aufnahme, Abgabe oder Entgiftung von Metallen
fihren. Es wére mdoglich, dass das Genprodukt von ses60300 entsprechend fir die Xenobiotika-
abhangige Transkription des GT-Gens ses60310 verantwortlich ist. Dass die Gene nicht in einem Ope-
ron liegen, sondern in entgegengesetzter Richtung transkribiert werden, sollte darauf keinen Einfluss
haben. Kim et al. konnten zeigen, dass die Aktivierung der Transkription des Regulatorgens antR in
Pseudomonas aeruginosa zur Aktivierung der Transkription des entgegengesetzt gerichteten Gens
antA fuhrt "8,

Die BLASTp-Analyse von Ses60310 hat ergeben, dass diese GT die groRte Ahnlichkeit zu Ses49200,
einer anderen GT aus S. espanaensis aufweist (siehe 3.4.4.5). Die Futterung der Mutante S. espanaen-
sis A6609, bei der das GT-Gen ses49200 inaktiviert wurde, zeigte keinen Unterschied zur Fitterung
des S. espanaensis Wildtyps (siehe 3.4.2.4). Damit konnte keine Beteiligung von Ses49200 an der
Biotransformationsaktivitt in S. espanaensis gezeigt werden. Es ware aber moglich, dass dieses Gen
fiir eine deutlich weniger aktive Variante dieser Xenobiotika-metabolisierenden GT codiert. Die Inak-
tivierung hétte dann im Fltterungsexperiment zu einem nicht detektierbaren Aktivitatsverlust gefuhrt,
da die GT Ses60310 fir die Hauptaktivitat verantwortlich ist. Flr den Fall, dass die GT Ses49200
tatsdchlich eine weniger aktive Variante von Ses60310 ist, katalysiert diese GT moglicherweise auch
die in S. espanaensis A7665 detektierte Produktion der geringen Menge an glycosylierten Biotrans-
formationsprodukten (3.4.4.1). Um diesen Zusammenhang nachzuweisen, misste eine S. espanaensis-
Doppelmutante generiert werden, in der die beiden GT-Gene ses60310 und ses49200 inaktiviert sind.
Diese Mutante durfte dann im Fitterungsexperiment iberhaupt keine glycosylierten Biotransformati-
onsprodukte mehr zeigen. Es besteht aber ebenfalls die Mdglichkeit, dass die GT Ses49200 nicht in
die Biotransformationsreaktion eingreifen kann, weil das Gen ses49200 nicht transkribiert wird. Um

das herauszufinden sollte eine Transkriptionsanalyse von ses49200 durchgefiihrt werden.

Die uncharakterisierte GT SACE_2010 aus S. erythraea zeigt die zweitgroRte Ahnlichkeit zu
Ses60310 und ist damit die GT mit groRter Ahnlichkeit aus einem anderen Organismus. Unter den
GTs, deren native Funktion aufgeklart ist, besitzt CalG1 aus dem Calicheamicin-Cluster von Micro-
monospora echinospora ssp. chalichensis die gréRte Ahnlichkeit zu Ses60310. Bei Calicheamicin
handelt es sich um ein Cytostatikum mit Endiin-Struktur ™. Im Genom von S. espanaensis konnte
mit dem NRPS/PKS-Hybrid-Cluster 6 ebenfalls ein potentielles Endiin-Cluster identifiziert werden
(siehe 3.1.2.4). Es ist also mdglich, dass die GT Ses60310 fiir die Glycosylierung von Endiinen vorge-
sehen ist. Da die GT nicht mit den Endiin-Biosynthesegenen geclustert vorliegt, ist sie vermutlich
nicht direkt fir die Synthese des Endiins verantwortlich. Vergleichbar mit OleD aus Streptomyces
antibioticus konnte die GT fur die Metabolisierung externer Endiine verantwortlich sein. OleD liegt
ebenfalls aulerhalb des Oleandomycin-Clusters, ist aber fiir die Inaktivierung von externen Makroli-

den in Streptomyces antibioticus verantwortlich %7,
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4.8 Der Biotransformationswirt S. erythraea

Die in S. espanaensis beobachtete Biotransformationsreaktion wurde bisher in keinem anderen Bakte-
rienstamm beschrieben. Da SACE_2010 aus S. erythraea unter den sequenzierten GTs aus anderen
Actinomyceten-Stammen die groRte Sequenz-Ahnlichkeit zu Ses60310 aufweist, wurde Gberpriift, ob
diese GT auch eine &hnliche Funktion Ubernehmen kann. Die Fltterung von S. erythraea mit Alizarin
hat ergeben, dass dieser Stamm ebenfalls in der Lage ist, diese Testsubstanz zu glycosylieren (siehe
3.5.1). Bei dem erhaltenen Produkt Sace 15 handelt es sich um 2-O-a-L-Rhamnosylalizarin (siehe
3.5.2). Sace_15 entspricht also dem fir die Fltterung von S. espanaensis erhaltenen Produkt AliProl.
Damit konnte gezeigt werden, dass der Stamm S. erythraea ebenfalls Biotransformationsaktivitat be-
sitzt und L-Rhamnose auf das Xenobiotikum Alizarin tbertragen kann. Als Nachweis, dass es sich bei
der GT SACE_2010 um das Enzym handelt, das fur die beobachtete Glycosylierung verantwortlich
ist, wurde das GT-Gen sace_2010 im heterologen Testsystem exprimiert. Die erhaltene Mutante
S. albus Rham x pUWL-A-sace_2010 zeigte im Fltterungsexperiment mit Alizarin die Produkte
AliProl und AliProN (siehe 3.5.3). Damit konnte nachgewiesen werden, dass die GT SACE_2010
genau wie Ses60310 L-Rhamnose und L-Olivose auf Alizarin tibertragen kann. Dieses Enzym ist dem-
nach an der Biotransformation in S. erythraea beteiligt.

Der Actinomycet S. erythraea zeigt trotz der nachgewiesenen Aktivitat der GT SACE_2010 nicht das
gleiche Spektrum an Biotransformationsprodukten wie S. espanaensis. Die Fiitterung von S. erythraea
mit Alizarin hat gezeigt, dass diese Substanz zwar glycosyliert werden kann, es wurden jedoch keine
hydroxylierten Produkte detektiert (siehe 3.5.2). Dieser Stamm besitzt demnach keine Oxygenase, die
Alizarin zusétzlich funktionalisiert. In S. espanaensis konnten fur die Fltterung von Aminoanthra-
chinonen N-glycosylierte Biotransformationsprodukte nur in einer so geringen Menge erhalten wer-
den, die fur eine Strukturaufkl&rung nicht ausreichend war (siehe 3.3.2). Die Aminoanthrachinone
wurden stattdessen hydroxyliert und anschlieend O-glycosidisch mit Rhamnose verkniipft. Da diese
Konkurrenzreaktion auf Grund der fehlenden Hydroxylierungsaktivitat in S. erythraea nicht zu erwar-
ten ist, wurde dieser Stamm zur Synthese von N-glycosylierten Aminoanthrachinon-Derivaten einge-
setzt. Fur die Fitterung von S. erythraea mit U3 wurden zwei verschiedene Biotransformationspro-
dukte erhalten (siehe 3.5.4). Bei dem Produkt U3-21 handelt es sich um 1-N-Acetyldiamino-
anthrachinon (siehe 3.5.4.2) bei U3-8 um 1-N-a-Glucosyldiaminoanthrachinon (siehe 3.5.4.1). Mit der
Acetylierung zeigt S. erythraea eine weitere Variante der Xenobiotika-Metabolisierung. Das ge-
wiinschte N-Glycosid wurde mit U3-8 zwar erhalten, es handelt sich jedoch um ein N-glucosyliertes
statt um das erwartete N-rhamnosylierte Biotransformationsprodukt. Mit der Mutante S. albus Rham x
pUWL-A-sace_2010 wurde (berprift, ob die GT SACE_2010 auch fiir die Glycosylierung von U3
verantwortlich ist. Im Futterungsexperiment dieser Mutante konnte kein glycosyliertes U3 detektiert
werden. Dies bedeutet, dass die GT SACE_2010 L-Rhamnose nicht auf U3 Ubertragen kann. Eine
mdogliche Ursache kdénnte sein, dass die GT SACE_2010 die Substanz U3 nur mit Glucose konjugieren
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kann. Zum Nachweis dieser Theorie kdnnte ein neues Testsystem generiert werden, welches dTDP-D-
Glucose statt dTDP-L-Rhamnose als Zucker-Donator zur Verfligung stellt. Das Gen oleS, das fiir eine
dTDP-D-Glucosesynthase codiert, kdnnte in das Genom von S. albus integriert werden. Die Expressi-
on von sace_2010 in diesem neuen Testsystem S. albus Gluc kénnte zu einer Mutante flhren, die im
Futterungsexperiment D-Glucose auf U3 Ubertrégt.

_| ses11290
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o ewm0
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|| sace3464
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saceb5174
I ses44490
' Ses68280
ses54000
sace6675
n I ses45900
I sace2346

_| sace3665

sace4644
0.1

Abbildung 4-7 Phylogenetischer Baum der GTs aus CAZy-Familie 1 von S. espanaensis, S. erythraea und S. coelicolor.
Der Baum wurde durch Bootstrapping ! und den Neighbour-joining ® Algorithmus mit dem Programm Clustal X2
generiert. Farbig markiert sind die GTs aus dem sam-Cluster von S. espanaensis (grun), die Gene aus dem Erythro-
mycin-Cluster von S. erythraea (rot), die flexible GT Ses60310 aus S. espanaensis (lila), die GT SACE_2010 aus

S erythraea (orange) und die GTs die moglicherweise Glucose auf exogene Substrate tibertragen (blau).

Viel wahrscheinlicher ist jedoch, dass SACE_2010 nicht an der Ubertragung von Glucose auf U3 be-
teiligt ist. Im S. erythraea konnte eine weitere GT fiir die Glucosylierung von exogenen Substraten
verantwortlich sein. A. Linnenbrink hat gezeigt, dass die Futterung von S. coelicolor mit Emodin zur
Produktion eines Metaboliten fiihrte, der wahrscheinlich mit einer Hexopyranose wie Glucose konju-
giert wurde 1. Ausgehend von der Annahme, dass fiir die Glucosylierungen in S. erythaea und

S. coelicolor &hnliche GTs aus der CAZy-Familie 1 verantwortlich sind, lieBen sich die entsprechen-
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den Gene einfach identifizieren. Im Genom von S. coelicolor sind mit sco0040 und sco6090 nur zwei
Gene vorhanden, die fir GTs der CAZy-Familie 1 codieren. Wie in Abbildung 4-7 zu erkennen ist,
zeigen ihre Genprodukte Ahnlichkeiten zu SACE_1884, SACE_3599 und SACE_4470. Unter den
zwei GT-Kandidaten aus S. coelicolor und den drei GT-Kanditaten aus S. erythraea kénnen die ver-
antwortlichen GTs mit Hilfe des oben erwéhnten heterologen Testsystems S. albus Gluc ermittelt wer-
den.

4.9 Biochemische Untersuchungen der GT Ses60310

Im Rahmen ihrer Diplomarbeit hat Y. Schmidt versucht die GT Ses60310 zu reinigen. Dabei wurde
stets lsliches, aber aggregiertes Protein erhalten 3. Die Synthese von Proteinen aus Actinomyceten
in E. coli gestaltet sich oft schwierig, da die Proteine in einem heterologen Wirt oft nicht korrekt gefal-
tet werden konnen. Betancor et al. haben deshalb ein Expressionssystem entwickelt, das Chaperone
aus Streptomyceten produziert ®. Die Chaperone GroES, GroEL1 und GroEL2 aus S. coelicolor
sollen zur korrekten Faltung der artfremden Proteine filhren. Dieses System hatte zur erfolgreichen
Produktion der 6-Desoxyerythronolid-Synthase 3 (DEBS 3) in I6slicher Form geflihrt. DEBS 3 ist eine
PKS aus dem Erythromycin-Cluster von S. erythraea und ist 332 kDa groR. Auch fiir die Synthese der
GT EryClll und ihrem Hilfsprotein EryCll wurde dieses System bereits erfolgreich eingesetzt %3, Im
Fall von Ses60310 hat die Verwendung dieses Expressionssystems in Kombination mit dem Redukti-
onsmittel TCEP zum Erhalt von Igslichem, unaggregiertem Protein gefthrt (siehe 3.6.1). Y. Schmidt
hatte fir ihre Reinigungsversuche das Reduktionsmittel Dithiothreithol (DTT) eingesetzt. Es konnte
jedoch keine Verringerung der Proteinaggregation feststellt werden ®3. TCEP ist ein stabileres und
starkeres Reduktionsmittel als DTT. Dieses Reduktionsmittel kann unter den verschiedensten Reakti-
onsbedingungen auch starke Disulfidbriicken-Bindungen spalten %! Durch TCEP kénnen die drei
Thiole der Cystein-Seitenketten im Protein Ses60310 wahrend der Reinigung nicht zu Disulfidbricken
oxidieren. Ob TCEP allein fiir die Gewinnung von unaggregiertem Ses60310 verantwortlich ist, oder
ob die Anwesenheit der Streptomyceten-Chaperone wéhrend der Proteinsynthese ebenfalls eine Rolle
spielt, wurde nicht untersucht. Die Reinigung, so wie sie hier durchgefiihrt wurde, hat erstmals zu

Gewinnung von reinem, unaggregiertem Ses60310 gefiihrt.

Das gereinigte Protein Ses60310 wurde fir erste in vitro Aktivititsassays verwendet (siehe 3.6.2). Es
konnte gezeigt werden, dass dieses Enzym Alizarin und dTDP-Rhamnose zu AliProl und dTDP um-
setzen kann. Die Menge an produziertem AliProl wurde abhangig von pH und Temperatur bestimmt.
Die Einzelwerte fur einen bestimmten pH- oder Temperatur-Wert variieren trotz gleicher Reaktions-
bedingungen. Eine mdgliche Ursache dafiir, konnte die schlechte Wasserléslichkeit des Akzeptor-
Substrats Alizarin sein. Bei der Alizarin-Stockldsung handelt es sich um eine Suspension. Diese wurde
vor jeder Verwendung stets frisch aufgeschuttelt, dabei kénnen aber Varianzen in der eingesetzten
Menge an Alizarin nicht ausgeschlossen werden. Um solche Schwankungen auszugleichen, wéren

mehr Einzelmessungen nétig gewesen. Es konnte jedoch lediglich eine begrenzte Zahl an Messungen
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durchgefiihrt werden, da die Assays jeweils nur mit einer Proteincharge durchgefiihrt werden konnten.
Verschiedene Proteinchargen lieferten zwar relativ zueinander &hnliche, aber bezogen auf die Stoff-
menge des produzierten AliProl sehr unterschiedliche Werte. Es wird vermutet, dass die Proteinquali-
tat fir diese Schwankungen verantwortlich ist. So ist es wahrscheinlich, dass das Protein Ses60310
nicht dauerhaft stabil bleibt. MOglicherweise aggregiert das Protein nach der Reinigung erneut.

Trotz der relativ ungenauen Messweise konnte das pH- und Temperatur-Optimum der betrachteten
Reaktion bestimmt werden. Bei pH 8,8 konnte innerhalb einer Stunde am meisten Alizarin zu AliProl
umgesetzt werden. Das heilit nicht, dass Ses60310 bei diesem pH-Wert sein pH-Optimum besitzt.
Vielmehr bedeutet es, dass bei pH 8,8 das Verhaltnis von Proteinaktivitat zu Substratléslichkeit fur
diese Reaktion am giinstigsten ist. Bei einer Temperatur von 37 °C war die Menge an produziertem
AliProl am groRten. Bei einer Inkubationstemperatur von 42 °C wurde verglichen zu 37 °C weniger
AliProl synthetisiert. Das bedeutet, dass das Temperatur-Optimum der Reaktion in einem Bereich um
37 °C liegt. Bei héheren Temperaturen wird weniger AliProl produziert, was auf eine beginnende
Denaturierung von Ses60310 zurtickzufuhren ist.

Zur weiteren Charakterisierung von Ses60310 wurden die enzymkinetischen Parameter V. und K,
bestimmt. Die Parameter sind Teil der Michaelis-Menten-Theorie. Die Maximalgeschwindigkeit der
durch das Enzym Katalysierten Reaktion wird durch vy, beschrieben. K, gibt die Substratkonzentrati-
on an, bei der die halbmaximale Reaktionsgeschwindigkeit erreicht wird. Je kleiner K, ist, desto héher
ist die Affinitat von Enzym und Substrat zueinander. Die Michaelis-Menten-Gleichung findet Anwen-
dung flr Reaktionen, bei denen nur ein Substrat umgesetzt wird oder sich die Konzentration des zwei-
ten Substrats wahrend der Reaktion nicht merklich &ndert. GTs besitzen mit dem aktivierten Zucker
und dem Aglycon jedoch zwei Substrate. Beide Substrate milissen zuerst an das Enzym binden, bevor
die Reaktion stattfindet und die Produkte freigesetzt werden konnen. Die von einer GT katalysierte
Reaktion lduft also nach einem sogenannte ,,sequenziellen bi-bi‘“-Mechanismus ab (871 Trotzdem wird
die Michaelis-Menten-Gleichung auch fiir GTs angewandt, wenn eines der Substrate im Uberschuss
an der Reaktion beteiligt ist (8] Dann handelt es sich um eine ,,Pseudo-Einsubstrat-Reaktion®. Diese
Né&herung spiegelt nicht die Gleichgewichtsreaktion des Proteins wieder und die ermittelten Parameter
gelten auch nur fir den Fall, dass ein Substrat im Uberschuss vorliegt. Zur Bestimmung von v, und
K. wurde die Anfangsgeschwindigkeit der Reaktion bestimmt. Die Konzentration des Zucker-
Donators dTDP-Rhamnose wurde konstant gehalten, die Konzentration von Alizarin wurde variiert.
Auf Grund der Tatsache, dass die dTDP-Rhamnose nicht kommerziell erhéltlich ist, wurde sie nicht
im Uberschuss, sondern nur stéchimetrisch eingesetzt. Da die Reaktionsgeschwindigkeit zu Beginn
der Reaktion gemessen wurde, wurde angenommen, dass ausreichend viel dTDP-Rhamnose fir die
Messung zu Verfugung stand. Die Anfangsgeschwindigkeit der Reaktion wurde mit Hilfe eines pho-
tometrischen Assays bestimmt. Die Menge des gebildeten AliProl wurde nicht direkt sondern indirekt

iiber die Umsetzung des freigesetzten dTDP gemessen “®¥. Durch die Gesamtproteinmenge einer
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Charge begrenzt konnten fiir die Messung der Anfangsgeschwindigkeit der betrachteten Enzymreakti-

on ebenfalls nur wenige Einzelmessungen durchgefiihrt werden.

Mit Hilfe der Michaelis-Menten-Gleichung und dem Lineweaver-Burk-Diagramm wurde fir diese
Reaktion eine maximale Reaktionsgeschwindigkeit von Vpa = 0,0936 min™ und eine Michaelis-
Menten-Konstante von K, = 30,81 uM erhalten. Fir die Bestimmung dieser enzymkinetischen Para-
meter spielt jedoch die Enzymgqualitét ebenfalls eine bedeutende Rolle. Die erhaltenen Werte sind aus
den oben genannten Griinden nur Naherungen. Die Werte gelten nur fiir die untersuchte Proteincharge

mit allen beschriebenen Vereinfachungen.

Yang et al. hat die enzymkinetischen Parameter der Reaktion von Oleandomycin mit UDP-Glucose
bestimmt, die sowohl durch die spezifische GT Olel als auch durch die flexible GT OleD katalysiert
werden kann. Fir Olel wurde Ky oeandomyciny = 4,8 = 0,5 UM und Viax = 0,00093 min™ fiir OleD
K ©leandomycin) = 32 £ 8 UM und Ve = 0.00095 + 0.00022 min™ erhalten %), Diese Werte wurden
durch eine massenspektroskopische Bestimmung der Anfangsgeschwindigkeit der Reaktion generiert.
Diese Methode fiihrt zu prazisen und robusten Ergebnissen ™. AuRerdem wurde fiir die Bestimmung
VON Vimax Und K, nicht die Michaelis-Menten-Theorie fur eine Einsubstrat-Reaktion, sondern die King-
Altman-Theorie fir Multisubstrat-Reaktionen zu Grunde gelegt '™, Die K,-Werte zeigen, dass
Olel und Oleandomycin eine hohere Affinitat zueinander besitzen als OleD und Oleandomycin. Das
lasst sich dadurch erkléren, dass es sich bei Oleandomycin um das natirliche Substrat von Olel han-
delt. OleD ist eine flexible GT, die viele verschiedene Makrolide glycosylieren kann. Aus diesem
Grund ist die Affinitat von Oleandomycin und OleD Kkleiner. Bei Ses60310 handelt es sich ebenfalls
um eine flexible GT, wodurch erklart wird, dass der ermittelte Naherungswert fur K., von Ses60310
und Alizarin dem von OleD und Oleandomycin sehr dhnlich ist. Der Wert flir die Maximalgeschwin-
digkeit ist fur die Reaktion von Ses60310 viel groRer als die Werte fiir die Reaktionen von Olel und
OleD. Das muss nicht bedeuteten, dass dieses Enzym schneller arbeitet, sondern kénnte mit der einge-

setzten Menge an dTDP-Rhamnose zusammenhéngen.

Die enzymatischen Parameter, die fiir die von Ses60310 katalysierte Rhamnosylierung von Alizarin
erhalten wurden, kénnen zukinftig unter Beriicksichtigung der Enzymqualitdt mit Hilfe modernster
Technologien genauer bestimmt werden. Die hier erhaltenen Werte geben vorerst nur Anhaltspunkte

uber die kinetischen Eigenschaften von Ses60310.
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5 MATERIAL UND METHODEN

5.1 Chemikalien und andere Verbrauchsmittel

5.1.1 Medien- und Pufferbestandteile

Tabelle 5-1 Verwendete Medien- und Pufferbestandteile und deren Hersteller beziehungsweise Bezugsquelle.

Herkunftsort und Land sind bei Erstnennung angegeben.

111

Bezeichnung Hersteller
Agar-Agar Roth, Karlsruhe, D
CaCl, Roth
CaCOq Roth
CASO Bouillon Roth
1,4-Dithiothreit (DTT) Roth
Ethylendiamin-tetraessigsédure (EDTA) Dinat- Roth
riumsalz Dihydrat

Glucose Roth
Glycin Roth

HCI Roth
Hefeextrakt Roth
Imidazol Roth
Kaliumacetat Roth

Lab Lemco Fleischextrakt
LB-Trockenpulver

Malzextrakt

D-Mannitol

MgCl, Hexahydrat

NaCl

NaOH

Phosphoenolpyruvat (PEP), Natriumsalz
Saccharose

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Sojamehl, vollfett
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)
Tris-(2-carboxyethyl)-phosphin-HCI (TCEP)
TRIS-HCI

Oxoid Ltd., Basingstoke, GB
Roth

Becton Dickinson, Heidelberg, D
Roth

Roth

Roth

Roth

Sigma-Aldrich, Seelze, D

Roth

Roth

W. Schoenenberger GmbH & Co KG, Magstadt, D

Roth
Roth
Roth
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5.1.2 Chemikalien fiir Glycosylierungsexperimente

Tabelle 5-2 Niedermolekulare Substanzen, die fiir Glycosylierungsexperimente eingesetzt wurden und deren Herstel-
ler beziehungsweise Bezugsquelle.

Bezeichnung (Abkurzung) Hersteller / Bezugsquelle

Alizarin Fluka, Taufkirchen, D

Emodin Roth

Novobiocinsaure Dr. A. Linnenbrink !

Quercetin Dihydrat Roth

1,4-Dihydroxyanthrachinon (U2) Prof. Dr. V. Novikov, Lemberg, UA
1,4-Diaminoanthrachinon (U3) Prof. Dr. V. Novikov
1-Amino-2-methylanthrachinon (U7) Prof. Dr. V. Novikov
2-Aminoanthrachinon (U8) Prof. Dr. V. Novikov

5.1.3 Andere Chemikalien

Tabelle 5-3 Andere verwendete Chemikalien und deren Hersteller beziehungsweise Bezugsquelle.
Herkunftsort und Land sind bei Erstnennung angegeben.

Bezeichnung Hersteller

1 kb-DNA-Leiter Promega, Mannheim, D — NEB, Ipswich, GB
Agarose Roth

Ammoniumperoxodisulfat (APS) Roth

Blue/Orange 6X Loading Dye Promega

Brilliant Blue R-250 Roth

Bromphenolblau, Natriumsalz Roth

dNTP-Mix Peglab, Erlangen, D

dTDP-Rhamnose J. Rohr, University of Kentucky, USA
Ethidiumbromid Roth
Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid (IPTG) Roth

Methylenblau Merck, Darmstadt, D

Nicotinsaureamid-Adenin-Dinukleotid (NADH), Roth

Dinatriumsalz

Pfu-Puffer, 10x Im Institut selbst hergestellt
Rotiphorese Gel 30 % Roth
Taqg-Puffer, 10x Im Institut selbst hergestellt

N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED) Roth
5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-galactopyranosid  Roth
(X-Gal)
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Fortsetzung von Tabelle 5-3 Andere verwendete Chemikalien und deren Hersteller beziehungsweise Bezugsquelle.
Herkunftsort und Land sind bei Erstnennung angegeben.

Bezeichnung Hersteller
5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-glucuronséure X-Gluc Direct, UK
(X-Gluc)

Xylencyanol Merck

5.1.4 Organische Losungsmittel

Tabelle 5-4 Verwendete organische Ldsungsmittel und deren Hersteller beziehungsweise Bezugsquelle.
Herkunftsort und Land sind bei Erstnennung angegeben.

Bezeichnung Hersteller
Chloroform Roth
Dimethylformamid (DMF) Roth
Dimethylsulfoxid (DMSO) Roth
Eisessig Roth
Ethanol Roth
Ethylacetat Roth
Glycerol Roth
Isopropanol Roth

5.1.5 Antibiotika

Tabelle 5-5 Verwendete Antibiotika und deren Hersteller beziehungsweise Bezugsquelle.
Herkunftsort und Land sind bei Erstnennung angegeben.

Bezeichnung Hersteller

Ampicillin, Natriumsalz Sigma-Aldrich
Apramycinsulfat AppliChem, Darmstadt, D
Carbenicillin, Dinatriumsalz Roth

Chloramphenicol Sigma-Aldrich
Fosfomycin, Dinatriumsalz Sigma-Aldrich
Hygromycin B Roth

Kanamycinsulfat Roth

Spectinomycin Dihydrochlorid Pentahydrat AppliChem
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5.1.6 Enzyme und Kits

Tabelle 5-6 Verwendete Enzyme und deren Hersteller beziehungsweise Bezugsquelle.
Herkunftsort und Land sind bei Erstnennung angegeben.

Bezeichnung des Enzyms Hersteller / Bezugsquelle

Bovines Serum Albumin (BSA) Promega - NEB
DNA-Restiktionsendonukleasen Promega - NEB

Lysozym aus Hilhnereiweif3 Roth

Pfu-Polymerase Im Institut selbst hergestellt durch P. Schneider
Proteinase K Promega

Pyruvatkinase (PK) und Laktat Dehydrogenase Sigma-Aldrich

(LDH)

RNase A Qiagen, Hilden, D

T4-DNA-Ligase Promega

Taqg-Polymerase Im Institut selbst hergestellt durch P. Schneider

Tabelle 5-7 Verwendete Kits und deren Hersteller beziehungsweise Bezugsquelle.
Herkunftsort und Land sind bei Erstnennung angegeben.

Bezeichnung des Kits Hersteller / Bezugsquelle
innuPREP Plasmid Mini Kit Analytik Jena, Jena, D
PureYield™ Plasmid Midiprep System Kit Promega

Rapid DNA Dephos & Ligation Kit Roche AG, Basel, CH
Wizard®Plus SV Minipreps Kit Promega

Wizard®SV Gel and PCR Clean-up System Kit Promega

5.1.7 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 5-8 Verwendete VVerbrauchsmaterialien und deren Hersteller beziehungsweise Bezugsquelle.
Herkunftsort und Land sind bei Erstnennung angegeben.

Bezeichnung Hersteller / Bezugsquelle
Amicon® Ultra-15 Merck Millipore, Billerica, USA
DC-Fertigplatten Adamant UV s, Macherey-Nagel, Dlren, D
Oasis®HLB 20 35 cc (60) Waters, Eschborn, D
Rotilabo®-Petrischalen, Durchmesser 10 mm Roth

Rotilabo®-SpritzenfiIter, 0,45 om, PVDF Roth

Rotilabo®-SpritzenfiIter, steril, 0,2 om, PVDF Roth
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5.2 Puffer und Lésungen

Sofern nicht anders angegeben, wurden alle Puffer und L&sungen mit bidestilliertem Wasser
(H2Ouigest) hergestellt. Zur pH-Wert Einstellung wurden NaOH (1 M) oder HCI (1 M) verwendet. In
der Regel wurden die Losungen autoklaviert und bei Raumtemperatur gelagert. Ausnahmen sind in

den entsprechenden Tabellen unter Anmerkung vermerkt.
5.2.1 Losungen zur DNA Isolierung

5.2.1.1 Puffer zur Plasmidisolierung aus E. coli

Tabelle 5-9 Puffer zur Plasmidisolierung aus E. coli mittels alkalischer Lyse.

Bezeichnung Bestandteile Anmerkung

P1 TRIS-HCI 30 mM auf pH 8,0 einstellen, RNase A vor Ge-
EDTA 3 mM brauch zugeben und bei 4 °C aufbewahren
RNAse A 100 pg/mL

P2 NaOH 200 mM  NaOH- und SDS-L6sung getrennt ansetzen
SDS 1% (m/V) und 1:1 mischen; nicht autoklavieren!

P3 Kaliumacetat 3 M mit Eisessig auf pH 5,2 einstellen und bei

4 °C aufbewahren

5.2.2 Puffer und Losungen zur DNA-Isolierung aus Actinomyceten

Tabelle 5-10 Puffer und Lésungen zur DNA-Isolierung aus Actinomyceten.

Bezeichnung Bestandteile Anmerkung
SET-Puffer TRIS-HCI 20 mM  auf pH 8,0 einstellen
EDTA 25 mM
NaCl 75 mM
Lysozym-L&sung Lysozym 50 mg/mL -
Proteinase K-Ldsung Proteinase K 20 mg/mL -
SDS-Lgsung SDS 10 % (m/V) nicht autoklavieren
NaCl-Lodsung NaCl 5M -

5.2.3 Puffer und Losungen zur DNA-Agarose-Gelelektrophorese

Tabelle 5-11 Puffer und Ldsungen zur DNA-Agarose-Gelelektrophorese.

Bezeichnung Bestandteile Anmerkung
1 x TAE-Puffer TRIS 40 mM mit Eisessig auf pH 8,0 einstellen;
EDTA 1 mM nicht autoklavieren
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Fortsetzung von Tabelle 5-11 Puffer und Losungen zur DNA-Agarose-Gelelektrophorese.

Bezeichnung Bestandteile

Anmerkung

Agarose-Losung  Agarose

0,7 % (m/V)

Ladepuffer 1 Blue/Orange 6X Loading Dye

Ladepuffer 2 Gel Loading Dye, Blue 6X

Ladepuffer 3 Xylencyanol 0,25 % (m/V)
Saccharose 40 % (m/V)

Ladepuffer 4 Bromphenolblau 0,25 % (m/V)
Saccharose 40 % (m/V)

Léngenstandard 1 1 kb-Leiter Promega 0,1 pg/uL

(LP) 1x

Langenstandard 2 1 kb-Leiter NEB 0,5 ng/ul

(LN) 1x

Ethidiumbromid-  Ethidiumbromid 1 pg/mL

Farbeldsung

in 1 x TAE-Puffer durch aufkochen
I6sen und bei 60 °C lagern

in TE-Puffer pH 7,6 I6sen; zur De-
tektion von Banden < 6,0 kb

in TE-Puffer pH 7,6 I6sen; zur De-
tektion von Banden > 6,0 kb
enthalt DNA-Fragmente einer Lan-
ge von 10 kb, 8 kb, 6 kb, 5 kb, 4 kb,
3 kb, 2,5 kb, 2 kb, 1,5 kb, 1 kb,
0,75 kb, 0,5 kb und 0,25 kb

enthalt DNA-Fragmente einer Lan-
ge von 10 kb, 8 kb, 6 kb, 5 kb, 4 kb,
3 kb, 2 kb, 1,5 kb, 1 kb und 0,5 kb

vor Licht schitzen

5.2.4 Antibiotika-L6sungen

Von den Antibiotika wurden Stocklésungen hergestellt, die bei -20 °C gelagert wurden. Wassrige

Loésungen wurden durch einen Rotilabo® Spritzenfilter steril mit einem maximalen Porendurchmesser

von 0,22 pm filtriert.

Tabelle 5-12 Verwendete Antibiotikalésungen, deren Lésungsmittel und verwendete Standardkonzentrationen.

Bezeichnung [Abk] Losungs- Konzentration der Stock-  Ubliche Endkonzentration
mittel I6sung im Medium

Ampicillin [Amp] H,O 50 mg/mL 50 pg/mL

Apramycin [Apra] H,O 100 mg/mL 100 pg/mL

Carbenicillin [Carb] H,O 50 mg/mL 50 pg/mL

Chloramphenicol [Cam] Ethanol 30 mg/mL 30 pg/mL

Fosfomycin [Phos] H,O 200 mg/mL 400 pg/mL

Hygromycin [Hyg] H:0 50 mg/mL 100 pg/mL

Kanamycin [Kana] H,0 30 mg/mL 30 pg/mL

Spectinomycin [Spec] H,0 100 mg/mL 100 pg/mL
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5.2.5 Losungen zur Herstellung kompetenter E. coli-Zellen

Tabelle 5-13 Verwendete Lésungen zur Herstellung kompetenter E. coli-Zellen.

Bezeichnung Bestandteile Anmerkung
MgCl,-Losung MgCl, 0,1 M bei 4 °C lagern
CaCl,-Losung CaCl, 0,1 M bei 4 °C lagern
CaCl,-Glycerol- CaCl, 0,1 M bei 4 °C lagern
Ldsung Glycerol 15 % (m/V)
Glycerol-L6sung Glycerol 10 % (m/V) bei 4 °C lagern

5.2.6 Losungen fiir die Blau-Weif3-Selektion
Tabelle 5-14 Lésungen fur die Blau-WeilR-Selektion in E. coli.

Bezeichnung  Bestandteile Anmerkung

IPTG-L6sung IPTG 2 mM zur Keimreduktion Losung filtrieren; 20 uL pro Agar-
platte verwenden; bei -20 °C lichtgeschitzt lagern

X-Gal-Lésung  X-Gal 100 g/L in DMF l6sen; autosteril; 20 uL pro Agarplatte verwen-
den; bei -20 °C lichtgeschditzt lagern

Tabelle 5-15 Losung fur die Blau-WeiR-Selektion in S. espanaensis.

Bezeichnung Bestandteile Anmerkung
X-Gluc-Lésung  X-Gluc 100 mM in DMF losen; autosteril; bei -20 °C lichtgeschutzt
lagern

5.2.7 Losungen zur Herstellung von Dauerkulturen

Tabelle 5-16 Lésung zur Herstellung von E. coli-Dauerkulturen.

Bezeichnung Bestandteile Anmerkung

Glycerol-Lésung Glycerol 15% (m/V) -

Tabelle 5-17 Lésung zur Herstellung von Actinomyceten-Dauerkulturen.

Bezeichnung Bestandteile Anmerkung

Saccharose-Ldsung Saccharose 25% (m/\V) -
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5.2.8 Puffer zur Proteinisolierung aus E. coli

Tabelle 5-18 Puffer fur die Reinigung von Ses60310 mittels praparativer Affinitdtschromatographie und Gelfiltration.

Bezeichnung Bestandteile Anmerkung

Puffer B TRIS-HCI 40 mM  pH 8, partikelfrei
NaCl 100 mM
MgCl, 5mM
TCEP 1 mM
Glycerol 10 % (m/V)
Imidazol 500 mM

5.2.9 Puffer und Lésungen zur Durchfiihrung einer SDS-PAGE
Tabelle 5-19 Puffer und Lésungen zur Durchfihrung einer SDS-PAGE.

Bezeichnung Bestandteile Anmerkung

ALBERT-LUDWIGS-UNIVERSITAT FREIBURG — PHARMAZEUTISCHE BIOLOGIE UND BIOTECHNOLOGIE



119
MATERIAL UND METHODEN

Fortsetzung von Tabelle 5-19 Puffer und Lésungen zur Durchfihrung einer SDS-PAGE.

Bezeichnung Bestandteile Anmerkung

10 x SDS-PAGE SDS 10g pH 8,3; vor der Durchfiih-

Laufpuffer TRIS-HCI 30,39 rung der Elektrophorese um
Glycin 144,2 g den Faktor 10 verdiinnen
Wasser ad1L

Coomassieblau-  Brilliant Blue R-250

Farbeldsung Ethanol 450 mL
Eisessig 100 mL
H2Obigest ad 1L

Proteinstandard 1  Roti~-Mark Standard pro Gel 8 uL auftragen
(PR) Myosin, Rind 212 kDa

R-Galactosidase, rek. E. coli 118 kDa

Serumalbumin, Rind, glycosyliert 66 kDa

Ovalbumin, glycosyliert 43 kDa

Carboanhydrase 29 kDa

Trypsin-Inhibitor, Soja 20 kDa

Lysozym, Huhn 14 kDa
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Fortsetzung von Tabelle 5-19 Puffer und Losungen zur Durchfiihrung einer SDS-PAGE.

Bezeichnung

Bestandteile

Anmerkung

Proteinstandard 2 PageRuler™ Prestained Protein Marker; enthélt

pro Gel 8 uL auftragen

(PF) Proteine eine L&nge von 170 kDa, 130 kDa, 100
kDa, 70 kDa (rot), 55 kDa, 40 kDa, 35 kDa, 25
kDa, 15 kDa und 10 kDa (griin)

5.2.10 Stocklésungen zur Durchfithrung von in vitro Aktivititsassays

Tabelle 5-20 Stocklésungen zur Durchfiihrung von in vitro Aktivitatsassays.

Bezeichnung

Konzentration der Stockldsung

Anmerkung

Enzym Ses60310

Alizarin

TRIS-Puffer

BSA

MgCl,

dTDP-Rhamnose

TCEP

interner Standard
1,4-Dihydroxyathrachinon
PEP

NADH

PK und

LDH

variabel
2 mM

05M

10 mg/mL
1M

10 mM
100 mM
2 mM

70 mM
15mM
917 units/mL
913 units/mL

frisch aufgereinigt

in wassriger Suspension, vor Gebrauch frisch
aufschitteln

eingestellt auf verschiedene pH-Werte
(3/6/65/7/75/8/85/8,8/9/9,5)

in methanolischer Suspension, vor Gebrauch

frisch aufschitteln

5.3 Nahrmedien

Alle Nahrmedien wurden autoklaviert. Fiir die Herstellung von Festmedien wurde Agar-Agar mit ei-

ner Endkonzentration von 21 g/L verwendet. Antibiotika und andere hitzeempfindliche Substanzen

wurden nach dem Autoklavieren steril zugegeben.
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5.3.1 Nihrmedium zur Kultivierung von E. coli

Tabelle 5-21 Nahrmedium zur Kultivierung von E. coli.

Bezeichnung Bestandteile Anmerkung
LB ™% LB-Trockenpulver 20 g/L in Leitungswasser lésen; pH 7,3
einstellen

5.3.2 Ndhrmedium zur Kultivierung von Actinomyceten

Tabelle 5-22 Nahrmedium zur Kultivierung von Actinomyceten.

Bezeichnung Bestandteile Anmerkung
TSB 4 Casson Bouillon 30 g/L in Leitungswasser lésen; pH 7,2
einstellen

5.3.3 Nidhrmedium zur Intergenerischen Konjugation

Tabelle 5-23 N&hrmedium zur intergenerischen Konjugation.

Bezeichnung Bestandteile Anmerkung
Mms 1 Sojamehl, vollfett 20 g/L in Leitungswasser lésen; pH 7,2
D-Mannitol 20 g/L einstellen

5.3.4 Nihrmedium fiir in vivo Glycosylierungsexperimente

Tabelle 5-24 N&hrmedium fir in vivo Glycosylierungsexperimente.

Bezeichnung Bestandteile Anmerkung

NL111 ' Lab Lemco Fleischextrakt 20 g/L in Leitungswasser lésen; pH 7,5
Malzextrakt 100 g/L einstellen
CaCO, 10 g/L

5.3.5 Nahrmedium zur Produktion von Kaffeesaure in S. albus

Tabelle 5-25 Nahrmedium zur Produktion von Kaffeesaure in S. albus.

Bezeichnung Bestandteile Anmerkung

HA 4 Hefeextrakt 4 g/L in Leitungswasser l6sen; pH 7,2
Malzextrakt 10 g/L einstellen
Glucose 4 g/L
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5.4 Verwendete Plasmide und Vektoren

5.4.1

Tabelle 5-26 In dieser Arbeit verwendete Vektoren und Plasmide.

In dieser Arbeit verwendete Vektoren und Plasmide

Vektor/Plasmid Beschreibung

Resistenzgen Referenz

cosl7

c0s35

fosba8
PET-28a(+)

pPET28a-7665-
N-his-TEV

pPET28btev-x12
pGEM®-T Easy
pKC1132
pKCXY02
pL1SL2
pLERE-Spec-
oriT

pLITMUS 28i
pMB9

pRham

pSET152
pSET-1cerm

pTAJA

Cosmid, tragt die Gene sam9 bis sam38 des
Saccharomicin Clusters

Cosmid, tragt die Gene sam1 bis sam8 des Sac-
charomicin Clusters

Fosmid, tragt die Gene ses60310 und ses60350
Expressionsplasmid zur Produktion von Protei-
nen mit N-terminalem Hisg-tag
Expressionsplasmid zur Produktion von
Ses60310 mit N-terminalem Hisg-tag und TEV-
Schnittstelle

Expressionsplasmid zur Produktion von AviX12
mit C-terminalem Hisg-tag

Klonierungsvektor, zur Klonierung von DNA
mit 5°-Adenin Uberhdngen

Suizidplasmid

Suizidplasmid, trégt das Markergen gusA
Expressionsplasmid, codiert fur die Streptomy-
ceten Chaperone GroEL1, GroEL2 und GroES
Klonierungsvektor, tragt aadA und oriT flan-
kiert von zwei lIoxRE Erkennungssequenzen
Klonierungsvektor

Expressionsplasmid mit sam8 und sam5 unter
Kontrolle von ermE up, ohne oriT
Expressionsplasmid, tragt die Gene oleL, oleS,
oleE und oleU unter Kontrolle von ermE*
intergrativer Vektor (®C31)

intergrativer Vektor (®C31) mit urdGT1c unter
Kontrolle von ermE up

intergrativer Vektor (®C31) mit ermE*

aac(3)IV

aac(3)IV

cat

aphll

aphll

aphll
bla
aac(3)IV
aac(3)IV
bla

aadA, bla

bla
tsr

bla, tsr

aac(3)IV
aac(3)IvV

aac(3)IV

[80]

[80]

[154]

Novagen®

[83]

Wunsch-Palasis
unpubliziert

Promega

[195]
[196]

[182,183]

Kobylyanskyy,
unpubliziert

NEB
[80]

[5]

[195]

[197]

Heitzler, unpu-
bliziert

Fortsetzung von Tabelle 5-26 In dieser Arbeit verwendete Vektoren und Plasmide.
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Vektor/Plasmid Beschreibung Resistenzgen Referenz
pTAJA-sam8+5 intergrativer Vektor (#C31) mit sam8 und sam5 aac(3)IV 11l
unter Kontrolle von ermE*
pTESb Vektor zur markerfreien Genintegration aac(3)IVvV Siegl, unpubli-
(©C31), mit ermEpl ziert
pTOS Vektor zur markerfreien Genintegration (vwb)  aac(3)IV [143)
puUC931 Klonierungsvektor [19%]
pUWL-A replikatives Multicopy-Plasmid mit ermE up aac(3)IV, bla 1%
pUWL-Dre Expressionsplasmid, tragt das Dre- bla, tsr (sl
Rekombinasegen
pUWL-A- Expressionsplasmid, tragt sam8 und sam5 aac(3)IV [138]
sam8+5
pUZ8002 Fertilitatsplasmid zur Konjugation von Plasmi-  aphll, tcr [195.2001
den mitoriT
5.4.2 Indieser Arbeit erstellte Plasmide

Tabelle 5-27 In dieser Arbeit erstellte Plasmide.

Vektor/Plasmid

PET28a-7665-N-his
PET28b-7665-C-his

pKCA6130

pKCA6266

pKCA6449

PKCA6609

pKCA7665

pLit28-sam5

pLit28-sam8

pSET*sam7

pSET*sam7+5

tragt das GT-Gen ses60310 mit N-terminalem Hisg-Tag
tragt das GT-Gen ses60310 mit C-terminalem Hiss-Tag

tragt das Gen sam7 zur heterologen Expression des Ace-

Ursprungsvektor Beschreibung
pET-28a(+)
pET-28b(+)
pKC1132 Plasmid zur Inaktivierung von ses44520 in
S. espanaensis
pKC1132 Plasmid zur Inaktivierung von ses45900 in
S. espanaensis
pKC1132 Plasmid zur Inaktivierung von ses47640 in
S. espanaensis
pKC1132 Plasmid zur Inaktivierung von ses49200 in
S. espanaensis
pKCXY02 Plasmid zur Inaktivierung von ses60310 in
S. espanaensis
pLITMUS 28i trégt das 4-Cumarat-3-Hydroxylase-Gen sam5
pLITMUS 28i tragt das Tyrosin-Ammoniak-Lyase-Gen sam8
pTAJA
tyl-CoA-Ligasegens
pTAJA tragt die Gene sam7 und sam5

Fortsetzung von Tabelle 5-27 In dieser Arbeit erstellte Plasmide.
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Vektor/Plasmid

Ursprungsvektor

Beschreibung

PSET-7665

pTESb-sam8+5

pTOS*sam7+5
pTOS*sam7+5+8

pTOS*sam7+5+8+36
pTOS-Rham

pUC931-sam8+5

pUWL-A-698
pUWL-A-7665
pUWL-A-7668
pUWL-A-sace_2010

pSET-1cerm

pTESh

pTOS
pTOS*sam7+5

pTOS*sam7+5+8
pTOS

pUC931

PUWL-A
PUWL-A
pUWL-A
pUWL-A

tragt das GT-Gen ses60310 zur Komplementierung von
S. espanaensis Ases60310

tragt die Gene sam8 und sam5 zur heterologen Produkti-
on von Kaffeesdure

tragt die Gene sam7 und sam5

tragt die Gene sam7, sam5 und sam8 zur heterologen
Produktion von aktivierter Kaffeesdure

tragt die Gene sam7, sam5, sam8 und sam36

tragt die Gene oleL, oleS, oleE und oleU zur heterologen
Produktion von dTDP-Rhamnose

tragt die Gene sam8 und sam5 fur Klonierungsexperi-
mente

tragt das GT-Gen ses11290 zur heterologen Expression
tragt das GT-Gen ses60310 zur heterologen Expression
tragt das GT-Gen ses60340 zur heterologen Expression
tragt das GT-Gen sace_2010 zur heterologen Expression

5.5 Bakterienstimme

5.5.1 In dieser Arbeit verwendete E. coli-Staimme

Tabelle 5-28 Verwendete E. coli-Stamme.

Stamm

Verwendung

Genotyp

Referenz

E. coli DH5a

E. coli ET12567 x
pUZ8002

E. coli XL1-Blue

Klonierung

F, ¢80/lacZAM15, A(lacZY A-

Invitrogen"

argF)U169, recAl, endAl, hsdR17(rk,

Konjugation

mk*), phoA, supE44, X, thi-1, gyrA96,
relAl

F, dam-13::Tn9, dcm-6, hsdM, hsdR, zij-
202 ::Tnl0, recF143, galK2, GalT22,

[201]

ara-14, lacY1, xyl-5, leuB&, thi-1,
tonA31, rpsL136, HisG4, tsx-78, mtl-1,
ginv44

Klonierung

recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 Stratagene
relAl lac [F" proAB laclqZAM15 Tn10
(Tet)]

Fortsetzung von Tabelle 5-28 Verwendete E. coli-Stdmme.
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Stamm Verwendung Genotyp Referenz

NEB Turbo E. coli Klonierung F proA™B” lacl® AlacZM15/ fhuA2 A(lac-  New England
proAB) gInV gal R(zgb-210::Tn10)Tet® Biolabs
endAl thi-1 A(hsdS-mcrB)5

E. coli BL21 Codon  Proteinsynthese  F ompT hsdS(rs” mg ) dcm* Tet' gal endA 11921

Plus RP x pL1SL2 Hte [argU proL Cam']

5.5.2 In dieser Arbeit verwendete Actinomyceten-Stamme

Tabelle 5-29 Verwendete Actinomyceten-Stamme.

Stamm Beschreibung Referenz

Saccharopolyspora  ery- Wild-Typ, produziert Erythromycin 12021

thraea NRRL 2338

Saccharothrix espanaensis ~ Wild-Typ, produziert Saccharomicin A und B, besitzt (7e]

DSM 44229 in vivo Rhamnosylierungsaktivitét

Saccharothrix espanaensis Mutante von Saccharothrix espanaensis DSM 44229; diese Arbeit

A6130 ses44520 (Inaktivierung des Gens ses44520)

Saccharothrix espanaensis Mutante von Saccharothrix espanaensis DSM 44229; diese Arbeit

A6266 ses45900° (Inaktivierung des Gens ses45900)

Saccharothrix espanaensis  Mutante von Saccharothrix espanaensis DSM 44229; diese Arbeit

AE ses47640 (Inaktivierung des Gens ses47640)

Saccharothrix espanaensis Mutante von Saccharothrix espanaensis DSM 44229; diese Arbeit

A6609 5es49200° (Inaktivierung des Gens ses49200)

Saccharothrix espanaensis Mutante von Saccharothrix espanaensis DSM 44229; diese Arbeit

AT665 ses60310 (Inaktivierung des Gens ses60310)

Streptomyces albus J1074  Wirt zur heterologen Expression (<03l

Streptomyces albus Rham  Wirt zur heterologen Expression, produziert dTDP- diese Arbeit
Rhamnose

Streptomyces fradiae XKS  Mutante von Streptomyces fradiae Tii2717; urdB und %%/

urdC" (Inaktivierung der minimalen PKS im Urdamycin-

Gencluster)
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5.6 Software, Datenbanken und Internetservices

Tabelle 5-30 Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Software, Datenbanken und Internetservices.

Bezeichnung

Hersteller / Anbieter

antiSMASH %!

BLAST 1%

CAZY ¥

ChemStation Rev. A 09. 03
Clone Manager 7

Clustal X 2.0 ?%!

ExPASy (2%

GenDB 1?7
NRPSpredictor2 1%
PKS/NRPS Analysis **!

SBSPKS 21

SWIFT Il

TreeView #U

http://antismash.secondarymetabolites.org/

National Center for Biotechnology Information, National Library
of Medicine, National Institutes of Health, Bethesda, USA
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/BLAST .cgi

AFMB - CNRS - Université d'Aix-Marseille, F
http://www.cazy.org/

Agilent, Waldbronn

Scientific and Educational Software, Cary, USA

Conway Institute UCD Dublin, IRL
http://www.clustal.org/clustal2/

Swiss Institute of Bioinformatics

http://expasy.org/

Center for Biotechnology (CeBiTec), Universitat Bielefeld
http://www.cebitec.uni-
bielefeld.de/groups/brf/software/gendb_info/index.html
http://nrps.informatik.uni-tuebingen.de/Controller?cmd=SubmitJob
University of Maryland School of Medicine, Baltimore, USA
http://nrps.igs.umaryland.edu/nrps/

Structure Based Sequence Analysis of Polyketide Synthases
http://www.nii.ac.in/~pksdb/shspks/master.html

GE Healthcare UK Ltd, Buckinghamshire, UK

Roderic D. M. Page, Division of Environmental and Evolutionary
Biology, Institute of Biomedical and Life Sciences, University of
Glasgow, GB
http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.html

5.7 Methoden der Mikrobiologie

5.7.1 Kultivierung und Herstellung von Dauerkulturen von E. coli

Zur Anzucht von E. coli wurde eine einzelne Kolonie mit einem sterilen Zahnstocher oder einer auto-

klavierten Pipettenspitze gepickt und in fliissiges LB-Medium (siehe Tabelle 5-21) eingebracht. Flus-

sigkulturen bis zu einem Volumen von 10 mL wurden in einem Reagenzglas mit Aluminiumkappe

angezogen, fur Volumina bis 100 mL wurden 300-mL-Erlenmeyerkolben mit einer Schikane verwen-
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det. Bei der Anzucht auf einer LB-Agarplatte wurde die gepickte Kolonie mit einem sterilen Zahnsto-
cher auf dieser ausgestrichen. Dem Medium wurden Selektionsantibiotika in entsprechender Konzent-
ration zugesetzt (siehe Tabelle 5-12). Die Inkubation der Kulturen erfolgte fur 14-16 h bei 37 °C.
Hierbei wurde fur Flissigkulturen ein Schuttelturm (180 rpm) verwendet, wéhrend die Kultivierung

auf Festmedium in einem Brutschrank durchgeftihrt wurde.

Zur Herstellung einer Dauerkultur wurde der gew(inschte Stamm uber Nacht in 100 mL LB-Medium
unter Zusatz der entsprechenden Selektionsantibiotika angezogen. Diese Kultur wurde abzentrifugiert
(5.000 rpm, 5 min) und die Zellen in 10 mL 15 %ige Glycerol-Ldsung (siehe Tabelle 5-16) suspen-
diert. Die Lagerung erfolgte bei -20 °C.

5.7.2 Kultivierung von Actinomyceten-Stimmen und Herstellung von Dauerkul-
turen

Zur Standardkultivierung der in Tabelle 5-29 angegebenen Actinomyceten-Stammen und ihrer Mutan-

ten wurde TSB-Medium verwendet (siehe Tabelle 5-22). Dabei wurden 50 mL TSB-Medium in einem

100-mL-Erlenmeyerkolben mit zwei Schikanen mit 200 pL einer Saccharose-Dauerkultur oder einem

1 cm?-groRen, dichtbewachsenem Agarstiick inokuliert. Die Anzucht erfolgte (iber 1-2 Tage unter

Zugabe der entsprechenden Selektionsantibiotika und Fosfomycin (siehe Tabelle 5-12) bei einer Inku-

bationstemperatur von 28 °C in einem Schiittelturm mit einer Umdrehungszahl von 180 rpm.

Die Produktion von Kaffeesédure wurde in 100 mL HA-Medium (siehe Tabelle 5-25) in einem 300-

mL-Erlenmeyerkolben mit zwei Schikanen und einer Metallspirale durchgefihrt.

Die Kultivierung der Stamme auf Festmedium erfolgte auf einer TSB-Agarplatte, die die entsprechen-
den Selektionsantibiotika enthielt. Hierfir wurde eine einzelne Kolonie mit einem sterilen Zahnstocher

gepickt, ausgestrichen und im Brutschrank bei 28 °C flir 3-5 Tage inkubiert.

Zur Herstellung einer Dauerkultur wurden 50 mL einer frischgewachsenen Bakterienkultur verwendet.
Diese wurde abzentrifugiert (5.000 rpm, 5 min) und die Zellen mit 30 mL einer Sacchacharose-Ldsung
(25 % m/V) gewaschen (siehe Tabelle 5-17) bevor sie in 15 mL Saccharose-Losung suspendiert wur-

den. Die Lagerung erfolgte bei -20 °C.
5.7.3 Transformation von E. coli

5.7.3.1 CaClz-vermittelte Transformation
Zur Transformation von E. coli DH5a, E. coli XL1-Blue, NEB Turbo E. coli und E. coli BL21 Codon
Plus RP x pL1SL2 mit Ligationsansatzen oder Plasmid-DNA wurde die CaCl,-vermittelte Hitze-

schocktransformation verwendet.
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Herstellung CaCl;-kompetenter Zellen
Die Herstellung CaCl2-kompetenter Zellen von E. coli DH5a, E. coli XL1-Blue, NEB Turbo E. coli
und E. coli BL21 Codon Plus RP x pL1SL2 erfolgte in Anlehnung an die von Sambrook et al. be-
schriebene Methode ™. Die Herstellung der Losungen, die zum Waschen und zur Lagerung der Zel-

len verwendet werden, sind in Tabelle 5-13 beschrieben.

100 mL LB-Medium (siehe Tabelle 5-21) mit dem entsprechenden Antibiotikum (siehe Tabelle 5-12)
wurde mit einer E. coli-Einzelkolonie beimpft und tber Nacht bei 37 °C und 180 rpm im Schdittelturm
angezogen. Mit 2 mL dieser Vorkultur wurden 100 mL LB-Medium beimpft, welches bis zu einer
ODgy von 0,4-0,6 unter den angegebenen Bedingungen inkubiert wurde. Nach Zentrifugation
(5.000 rpm, 10 min, 4 °C) wurden alle folgenden Schritte unter sterilen Bedingungen auf Eis durchge-
fiihrt: Das Zellpellet wurde in 30 mL einer eisgekiihlten MgCl,-Ldsung resuspendiert und erneut ab-
zentrifugiert (3.000 rpm, 10 min, 4 °C). Anschliefend wurde das Pellet vorsichtig in 30 mL einer eis-
gekuhlten CaCl,-Losung resuspendiert und 20 min auf Eis inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation
(3.000 rpm, 10 min, 4 °C) wurden die Zellen vorsichtig in 5 mL eisgekihlter CaCl,-Glycerol-Lésung
resuspendiert und in Aliquots von 150 pL direkt zur Transformation weiterverwendet oder bei -80 °C

gelagert.

Transformation von E. coli mittels Hitzeschock

Pro Transformationsansatz wurden 150 uL. CaCl,-kompetente Zellen mit der zu transferierenden
DNA-LGsung (circa 50 ng DNA) versetzt und 30 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde der An-
satz einer Hitzeschockbehandlung von 90 s bei 42 °C unterworfen und unmittelbar darauf 5 min auf
Eis abgekuhlt. Zur Regenerierung wurde 1 mL LB-Medium (siehe Tabelle 5-21) zugegeben und der
Ansatz 60 min bei 37 °C inkubiert. Die Zellen wurden auf LB-Agarplatten mit den entsprechenden
Antibiotika ausplattiert und 12-16 h bei 37 °C inkubiert.

5.7.3.2 Transformation durch Elektroporation
E. coli ET12567 x pUZ8002-Zellen wurden durch Elektroporation mit Plasmid-DNA transformiert.

Herstellung elektrokompetenter Zellen
Die Herstellung elektrokompetenter Zellen von E. coli ET12567 x pUZ8002 erfolgte in Anlehnung an
die von Sambrook et al. beschriebene Methode ™. Die Herstellung der Lésung, die zum Waschen

und zur Lagerung der Zellen verwendet wird, ist in Tabelle 5-13 beschrieben.

Mit 2 mL einer Vorkultur des entsprechenden E. coli-Stammes wurden 100 mL LB-Medium mit dem
entsprechenden Antibiotikum beimpft (vergleiche 5.7.3.1). Diese Hauptkultur wurde bis zu einer
ODgyo von 0,4-0,6 angezogen und abzentrifugiert (5.000 rpm, 10 min, 4 °C). Alle folgenden Schritte
wurden unter sterilen Bedingungen auf Eis durchgefiihrt: Das Zellpellet wurde zweimal mit 30 mL

Glycerol-Ldsung vorsichtig gewaschen und erneut abzentrifugiert (3.000 rpm, 10 min, 4 °C). Das
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Pellet wurde im Anschluss in 5 mL Glycerol-Losung suspendiert und in 150 pL Aliquots aufgeteilt,

die bei -80 °C gelagert oder direkt zur Transformation weiterverwendet wurden.

Transformation von E. coli mittels Elektroporation

Die zu transferierende DNA-L6sung wurde mit 150 pL elektrokompetenter Zellen gemischt und in
vorgekuhlte Elektroporationskiivetten mit einem Elektrodenabstand von 0,1 cm gegeben. Die Trans-
formation erfolgte bei 25 pF, 1,8 kV und 200 Q mit dem E. coli Pulser™ der Firma BioRad. Nach
dem Puls von 4-5 ms wurde innerhalb der néchsten 10 s 1 mL LB-Medium (siehe Tabelle 5-21) hin-
zugefiigt, die Zellen vorsichtig suspendiert und 60 min bei 37 °C inkubiert. Die Zellen wurden auf LB-

Agarplatten mit dem entsprechenden Antibiotikum ausplattiert und 12-16 h bei 37 °C inkubiert.

5.7.4 Blau-Weif3-Selektion in E. coli

Mit Hilfe der Blau-Weil3-Selektion in E. coli kann der Erfolg von Klonierungsexperimenten anhand
der Kolonie-Férbung festgestellt werden. Dabei werden Klonierungsvektoren verwendet, die ein lacZ-
Gen zur Komplementierung der B-Galactosidase enthalten. Wird E. coli DH5a, E. coli XL1-Blue oder
der NEB Turbo E. coli mit einem Vektor transformiert, bei dem ein Insert in dieses lacZ-Gen kloniert
wurde, kann mit Hilfe einer Farbreaktion festgestellt werden, ob das Bakterium ein religiertes oder

rekombiniertes Plasmid aufgenommen hatte.

Fr die Durchfiihrung einer Blau-Weil3-Selektion wurde die LB-Agarplatte, die bereits entsprechende
Selektionsantibiotika enthielt, zusétzlich mit 20 pL IPTG-L6sung und 20 pL X-Gal-Ldsung (siehe
Tabelle 5-14) tberschichtet. Nachdem die Transformation, wie unter 5.7.3.1 beschrieben, durchgefiihrt
worden war, wurde der gesamte Transformationsansatz auf der tiberschichteten LB-Agarplatte ausplat-
tiert und bei 37 °C 14-16 h inkubiert.

5.7.5 Intergenerische Konjugation

Um Plasmid-DNA in S. espanaensis oder S. albus einzubringen, wurde die intergenerische Konjugati-
on, abgewandelt nach Kieser et al., verwendet “. Dabei wurde die DNA ausgehend von einem E. coli
Donorstamm auf den Actinomyceten als Rezipienten tibertragen. Basis dieser Methode ist das Konju-
gationssystem des E. coli-Plasmids RP4, das eine stark relaxierte Rezipientenspezifitit aufweist. So
ermoéglichen die Mobilisierungsfaktoren dieses Plasmids den Transfer von Plasmiden, die den RP4
origin of Transfer (oriT) enthalten, auch in artfremde Organismen %, Um Restriktionsbarrieren zu
unterlaufen wurde als Donor der methylierungsdefiziente Stamm E. coli ET 12567 verwendet (siehe
Tabelle 5-28), der das RP4—Derivat pUZ8002 (siehe Tabelle 5-26) enthalt.

5.7.5.1 Vorbereitung des Donorstammes
CaCl,-kompetente E. coli ET12567 x pUZ8002-Zellen wurden mit dem gewtnschten Plasmid trans-
formiert. Die Selektion auf Transformanden erfolgte mit Kanamycin (30 pg/mL) auf Anwesenheit von

pUZ8002 (siehe Tabelle 5-26), und mit einem weiteren Selektionsantibiotikums auf die Anwesenheit
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des zu mobilisierenden Plasmids (siehe Tabelle 5-26 beziehungsweise Tabelle 5-27). Um einen dich-
ten E. coli-Bewuchs auf einer Agarplatte zu erhalten, wurden die Transformanden groRflachig ausge-
strichen und unter Selektionsdruck tber Nacht bei 37 °C inkubiert. Waren diese Platten noch nicht
ausreichend dicht bewachsen, wurde mit Hilfe eine Impfése so viel Zellmaterial wie moglich abge-
nommen, auf einer neuen LB-Agarplatte mit dem entsprechenden Antibiotikum ausgestrichen und
nochmals tber Nacht bei 37 °C inkubiert. Von dieser dicht bewachsenen Platte wurde mit einer
Impfose die Halfte der E. coli Biomasse abgenommen und mit dem Rezipienten vermengt.

5.7.5.2 Vorbereitung des Rezipienten

50 mL TSB-Flussigkultur wurde mit 400 pL einer S. espanaensis- beziehungsweise S. albus-
Dauerkultur beimpft und 16 h bei 28 °C im Schuttelturm bei 180 rpm inkubiert. Pro Konjugationsan-
satz wurde je 1 mL Kultur abzentrifugiert (7.000 rpm, 3 min), mit 1 mL frischem TSB-Flussigmedium
gewaschen und erneut abzentrifugiert (7.000 rpm, 3 min). Dem erhalten Pellet wurden 700 puL TSB-

Medium zugegeben.

5.7.5.3 Konjugation

Zur Konjugation wurde der Rezipient mit dem Donorstamm sorgfaltig gemischt. Dieses Gemenge
wurde auf eine MS-Platte (siehe Tabelle 5-23) aufgebracht und flachig ausgestrichen. Nach 8 h Inku-
bation bei 28 °C wurde die Platte mit 400 pg/mL Fosfomycin und einem weiteren, fur das zu Ubertra-
gende Plasmid spezifischen Selektionsantibiotikum uberschichtet. Dazu wurden entsprechende Volu-
mina der Antibiotika-Stockldsungen (siehe Tabelle 5-12) in 1 mL H,O geldst und durch Schwenken
auf der Platte verteilt. Die getrocknete Platte wurde bei 28 °C inkubiert. In der Regel wurden Exkon-
juganten von S. espanaensis nach 6-7 Tagen, fir S. albus nach 3-4 Tagen erhalten. Die Exkonjugan-

den wurden gepickt und auf antibiotikahaltige TSB-Platten Gberfihrt.

5.7.6 Invivo Glycosylierungsexperimente

Zur Durchfiihrung von in vivo Glycosylierungsexperimenten im analytischen MaRstab wurde vom
gewtinschten Bakterienstamm S. espanaensis, S. erythraea, S. albus oder einer Mutante eine VVorkultur
hergestellt (siehe 5.7.2). 2 mL dieser Kultur wurde verwendet um 100 mL NL111-Medium (siehe Ta-
belle 5-24) in einem 300-mL-Erlenmeyerkolben mit zwei Schikanen und einer Metallspirale zu beimp-
fen. Dem Medium wurde bei Bedarf entsprechende Selektionsantibiotika zugegeben (siehe Tabelle
5-12). Nach 24 h Inkubation bei 28 °C in einem Schuttelturm mit einer Umdrehungszahl von 180 rpm
wurden 20 pL einer Testldsung zugegeben. Die Testsubstanzen (siehe Tabelle 5-2) lagen als
25 mg/mL-Stammldsungen in DMSO vor. Wéhrend der weiteren Kultivierung bei 28 °C im Schuttel-
turm wurde diese Zugabe jeweils im Abstand von 12 h viermal wiederholt. Im Anschluss an die letzte
Zugabe wurde die Kultur weitere drei Tage kultiviert, bevor sie auf Glycosylierungsprodukte unter-

sucht wurde.
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Im praparativen MaRstab wurden mehrere einzelne Kolben mit derselben Bakterienkultur beimpft.
Den Hauptkulturen wurden flinfmal jeweils 40 pL Testldsung zugegeben. Der Zeitpunkt der Zugaben

und die weitere Kultivierung erfolgten analog dem analytischen Malstab.
5.8 Methoden der Molekularbiologie

5.8.1 Plasmidisolierung aus E. coli
Je nach gewilinschtem Reinheitsgrad und bendtigter Konzentration der DNA wurden verschiedene

Methoden fur die DNA-Isolierung angewendet. Die isolierte DNA wurde bei -20 °C gelagert.

5.8.1.1 Plasmidminiprdparation

Die Plasmidisolation im Mini-Mafstab beruht auf dem Prinzip der alkalischen Lyse und wurde abge-
wandelt nach einem Protokoll von Sambrook et al. durchgefiihrt %2, Alle verwendeten Puffer sind in
Tabelle 5-9 aufgefiihrt.

E. coli-Einzelkolonien wurden tiber Nacht bei 37 °C und 180 rpm in 2 mL LB-Medium (siehe Tabelle
5-21) mit dem entsprechenden Antibiotikum inkubiert. Die Bakterienkultur wurde abzentrifugiert
(14.000 rpm, 5 min) und das Zellpellet in jeweils 200 puL Puffer P1 resuspendiert. AnschlieBend wur-
den 200 puL Puffer P2 zugegeben, durch Invertieren gemischt und 5 min bei Raumtemperatur inku-
biert. Nach Zugabe von 200 pL Puffer P3 wurde die Mischung invertiert, 5 min auf Eis inkubiert und
anschlieBend zentrifugiert (14.000 rpm, 15 min, 4 °C). Der klare Uberstand wurde in ein neues Reak-
tionsgefal tberflhrt, die DNA gefallt (siehe 5.8.4) und in 30 uL H,Opigest. geltst. Die mit Hilfe dieser

Methode isolierte DNA wurde fur Restriktionsanalysen und Klonierungsexperimente verwendet.

5.8.1.2 Plasmidmaxiprdparation

GroRere Plasmidmengen mit einem hoheren Reinheitsgrad wurden durch Aufreinigung der Plasmid-
DNA mit Hilfe des PureYield™ Plasmid Midiprep System Kits (siehe Tabelle 5-7) erhalten. Die
DNA-Isolierung erfolgte entsprechend den Angaben des Herstellers Promega. Die erhaltene DNA
wurde in 600 pul. H,Opigest, gelost. Die auf diese Weise gewonnene DNA wurde fir Klonierungsexpe-

rimente und als Stocklésung verwendet.

5.8.1.3 Plasmidisolierung zur Sequenzierung

Fur Auftragssequenzierungen wurde die Plasmid-DNA in kleinem MaRstab mit hohem Reinheitsgrad
isoliert. Hierfiir wurde das Wizard® Plus Minipreps DNA Purification System oder das innuPREP
Plasmid Mini Kit (siehe Tabelle 5-7) verwendet. Die Isolierung erfolgte entsprechend den Angaben

der Hersteller. Die gewonnene DNA wurde in 50 uL H,Opigest. aufgenommen.
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5.8.2 Isolierung genomischer DNA aus Actinomyceten-Stimmen
Die Isolierung von genomischer DNA aus S. espanaensis, S. erythraea, S. albus und deren Mutanten
erfolgte nach einem Protokoll von Kieser et al. ! Die verwendeten Puffer sind in Tabelle 5-10 aufge-
fuhrt.

30 mL einer frischen Bakterienkultur (siehe 5.7.2) wurden 5 min bei 5.000 rpm zentrifugiert. Das Pel-
let wurde in 5 mL SET-Puffer resuspendiert und nach Zugabe von 100 pL Lysozym-Lésung 1 h bei
37 °C inkubiert. AnschlieBend wurden 140 uL Proteinase K-Losung zugegeben und gemischt. Nach
der Zugabe von 600 pL SDS-L6sung wurde vorsichtig invertiert und bei 55 °C inkubiert bis eine klare
Losung erhalten wurde. AnschlieBend wurde die entstandene Ldsung mit 2 mL NaCl-Lésung und
5mL Chloroform versetzt, 20 min durch stdndiges Invertieren gemischt und abzentrifugiert
(5.000 rpm, 15 min, 20 °C). Die waéssrige Phase wurde abgenommen und in ein neues Reaktionsgefal
gegeben. Fir den Fall, dass nach der Zentrifugation keine Phasentrennung erfolgt war, wurde die
Mischphase in ein neues ReaktionsgefaR uberfuhrt und das Protokoll ab der Zugabe von Chloroform
wiederholt. Zur gesamten wassrigen Phase wurden 0,6 Volumenteile (VT) Isopropanol gegeben. Eine
Pasteurpipette wurde an der Flamme eines Bunsenbrenners zu einem Hakchen geschmolzen. Mit der
Hilfe dieses Hakchens konnte die ausgefallene genomische DNA aus dem Reaktionsgefal gefischt
werden. Die DNA wurde in ein 2 mL-Eppendorfgefal tberfihrt, mit Ethanol (70 % (V/V)) gewaschen,
getrocknet und in 1 mL H,Opiges. gelost. Die Qualitat und Konzentration der genomischen DNA wurde
elektrophoretisch in einem 0,7 %igen Agarosegel bestimmt (siehe 5.8.6). Die DNA wurde bei 4 °C
gelagert.

5.8.3 DNA-Sequenzierung
Die Sequenzierung von Plasmid-DNA wurde bei der 4base lab GmbH in Reutlingen in Auftrag gege-
ben. Ausgehend von mindestens 300 ng Plasmid-DNA wurden mit Hilfe von vektorspezifischen Stan-

dardprimern oder genspezifischen Primern automatisch prozessierte Sequenzdaten erhalten.

Die Sequenzierung des Genoms von S. espanaensis wurde von den GenBioCom Projektpartnern Jorn
Kalinowski und Christian Riickert von CeBiTec an der Universitat Bielefeld durchgefihrt 5%, Zwei-
mal 10 ug DNA wurden verwendet um eine 3k Paired End und eine Whole Genome Shotgun Library
fir die Pyrosequenzierung an einem Genome Sequencer FLX von Roche herzustellen. Insgesamt
1.536.941 Shotgun Reads (404.849.780 bp) wurden zu 352 Contigs in funf Scaffolds zusammenge-
fligt. Die verbliebenen Liicken wurden durch das Sequenzieren einer Fosmid-Bibliothek und 69 gezielt

klonierten PCR-Produkten geschlossen.

5.8.4 DNA-Fillung und Konzentrierung
Um eine Konzentrierung von in Lésung befindlicher DNA zu erreichen, wurde eine Féllung mit Isop-
ropanol durchgefiihrt ™94, Dabei wird gleichzeitig eine Befreiung von niedermolekularen Verunreini-

gungen erreicht. Hierzu wurde die DNA-haltige Lésung durch Zugabe von 0,8-1,0 VT eiskalter Isop-
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ropanol (-20 °C) gefallt. Die geféllte DNA wurde anschlieBend durch Zentrifugation (14.000 rpm,
15 min, 4 °C) pelletiert und mit 200 pL eiskaltem Ethanol (70 % (V/V)) gewaschen. Um stérende Res-
te von Ethanol zuverléssig zu entfernen, wurde das Pellet fir 5 min im Wéarmeschrank bei 65 °C ge-

trocknet und anschliefend im gewiinschten Volumen H,Opigest. (10-100 ul) gelGst.

5.8.5 Restriktionsanalyse von DNA

Die Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen wurde gemaR der vom Hersteller angegebenen
enzymspezifischen Inkubationstemperatur und mit dem jeweils mitgelieferten Puffer (ber einen Zeit-
raum von 1,5 h durchgefthrt. Im analytischen Mafstab wurde in einem Gesamtvolumen von 10 pL
1 pL Enzym eingesetzt. Bei einem préparativen Verdau wurde in einem Gesamtvolumen von 70 uL
3 UL je Restriktionsendonuklease eingesetzt. Der Enzymanteil betrug maximal 10 % des Gesamtvo-
lumens, um eine Inhibierung der Reaktion durch das im Lagerungspuffer des Enzyms enthaltene Gly-
cerin zu vermeiden. Falls erforderlich wurden die Restriktionsenzyme anschlielend, entweder durch
alkoholische Fallung (siehe 5.8.4) oder mit Hilfe des Wizard®SV Gel and PCR Clean-up System Kits
(siehe Tabelle 5-7) entfernt.

5.8.6 Agarose-Gelelektrophorese
Die Herstellung von Agarosegelen und die elektrophoretische Trennung von DNA-Fragmenten unter-
schiedlicher Lange wurde nach dem Protokoll von Sambrook et al. durchgefiihrt . Alle verwende-

ten Puffer und Losungen sind in Tabelle 5-11 aufgefiihrt.

Die DNA-Proben wurden mit Ladepuffer gemischt und in eine Tasche im Agarosegel pipettiert. Die
Trennung der DNA erfolgte bei 80-100 V in 1x TAE-Puffer bei Raumtemperatur. Zur Gréenabschat-
zung wurde eine 1 kb-DNA-Leiter von Promega oder NEB verwendet. Nach Beendigung der Elektro-
phorese wurde das Agarosegel in einem wassrigen Ethidiumbromidbad 10-30 min gefarbt. Die DNA-
Fragmente wurden mit einem UV-Transilluminator (Pharmacia) und einer CCD-Kamera (Eagle Eye,

Stratagene) dokumentiert.

Fur praparative Gele wurden die Taschen des Gels durch das Zusammenkleben der Kamm-Zinken mit
Tesafilm vergroRert. Die Trennung der DNA erfolgte bei maximal 80 V. Das Gel wurde anschlieRend
hdchstens 10 min in der Ethidiumbromid-Lésung gefarbt und die gefarbten DNA-Banden wurden
unter UV-Licht ausgeschnitten. War eine Elution der DNA aus der Agarosematrix notig, wurde hierfir
das Wizard®SV Gel and PCR Clean-up System Kit (siehe Tabelle 5-7) gemaR den Herstellerangaben
verwendet. Die isolierte DNA wurde in 30-100 pL. H,Opigest. aufgenommen und bei -20 °C gelagert.

5.8.7 Ligation

Fur DNA-Ligationen wurde die T4-DNA-Ligase verwendet (siehe Tabelle 5-6), welche, in Gegenwart
von ATP, die Ausbildung von Phosphodiesterbindungen zwischen dem 3"-OH- und dem 5"-Phosphat-
Ende doppelstrangiger DNA katalysiert. Die Reaktion erfolgte in einem Volumen von 20 uL in ATP-
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haltigem Puffer mit 3 units T4-Ligase. Bei Insert / VVektor-Ligationen wurden Vektor und Insert im
Verhdltnis 1:3 eingesetzt. Die Ligationen wurden entweder 1 h lang bei Raumtemperatur inkubiert
oder bei 4 °C Uber Nacht. Bei Insert / Vektor-Ligationen, bei denen glatte DNA-Enden miteinander
verknupft werden sollten oder bei denen der Vektor mit nur einem Enzym geschnitten wurde, wurde
der Vektor vor der Ligation dephosphoryliert. Daflir wurde das Rapid DNA Dephos & Ligation Kit
verwendet (siehe Tabelle 5-7). Die Ligationsansatze wurden bei -20 °C eingefroren oder direkt zur
Transformation von E. coli eingesetzt (siehe 5.7.3).

5.8.8 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (englisch: polymerase chain reaction, PCR) wurde zur Amplifizierung
eines gewiinschten DNA-Abschnitts verwendet ***1, Die dafiir verwendeten Primer wurden von euro-
fins MWG Operon bezogen. Fiir jedes zu amplifizierende DNA-Fragment erfolgte eine Anpassung des
angegebenen Basis-Temperaturprogramms (siehe Tabelle 5-31). Die Annealingtemperatur (X) wurde
an die Schmelztemperaturen der Primer angepasst. Daflir wurde meist eine Gradienten-PCR durchge-
fiihrt, bei der in verschiedenen Reaktionsansétzen verschiedene Annealingtemperaturen ausprobiert
wurden. Fur folgende Amplifikationen wurde die Annealingtemperatur verwendet, bei der die hochste
Ausbeute an gewtiinschtem Produkt mit dem geringsten Anteil an Verunreinigungen synthetisiert wur-
de. AuBerdem wurde die Elongationsdauer (Y) an die L&nge des zu amplifizierenden PCR-Produkts
und die verwendete Polymerase angepasst. Fir analytische Amplifikationen von DNA-Abschnitten
wurde Tag-Polymerase verwendet. Dieses Enzym synthetisiert circa 1000 bp pro min. Fir die Ampli-
fikation von DNA-Fragmenten, die zur Klonierung verwendet werden sollten, wurde die Pfu-
Polymerase eingesetzt. Diese Polymerase besitzt eine Korrekturlesefunktion auf Grund ihrer 3‘— 5°
Exonukleaseaktivitat, sie ist deshalb weniger schnell und synthetisiert nur 500 bp pro min. Die Zu-

sammensetzung eines Standardansatzes flir PCR-Reaktionen ist in Tabelle 5-32 aufgefiihrt.

Tabelle 5-31 PCR-Standard-Programm.

PCR Schritt Dauer Temperatur Cyclenzahl

Initiation 2:00 min 94 °C 1
Denaturierung 0:30 min 94 °C

Annealing 0:30 min X°C 25
Elongation Y min 72°C

Termination 10:00 min 72°C 1
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Tabelle 5-32 PCR-Standard-Reaktionsansatz.

Komponente Volumen Stoffmenge/Enzymmenge
DNA-Matrize 1 uL

Pfu-Puffer, 10x bzw. 10 uL.

Taqg-Puffer, 10x

forward-Primer, 10 uM 2 uL 20 pmol
reverse-Primer, 10 M 2 uL 20 pmol
DMSO 10 pL

dNTP-Mix, 10 mM 2 ul je Nukleotid 20 nmol
H2Oidest. ad 99 uL

Pfu-Polymerase bzw. 1 pL circa 5 units
Tag-Polymerase circa 5 units

5.8.8.1 Stepdown-PCR

Eine Abweichung vom Standard-PCR-Programm wurde notwendig, wenn keine getestete Annealing-
temperatur zur Synthese des gewiinschten DNA-Abschnitts gefiihrt hatte. In diesem Fall wurde eine
Stepdown-PCR durchgefihrt. Bei einer Stepdown-PCR wurde ausgehend von einer hohen Annealing-
temperatur, diese in jedem Zyklus um 1 °C abgesenkt. Nach zehn Zyklen wurden weitere 20 Zyklen
angehdngt, bei denen die bis dahin niedrigste Annealingtemperatur verwendet wurde. Dieses Verfah-

ren soll die Ausbeute an gewinschten PCR-Produkten erhhen.

5.8.8.2 Kolonie-PCR
Die Kolonie-PCR ist ein Verfahren um einzelne Bakterienklone auf das Vorhandensein bestimmter

DNA-ADbschnitte zu untersuchen, ohne zuerst DNA zu isolieren.

PCR mit E. coli-Kolonien als Template

Eine einzelne E. coli-Kolonie wurde mit einem sterilen Zahnstocher gepickt, als Sicherung der Kolo-
nie auf eine frische LB-Agarplatte tberstrichen und samt Zahnstocher in ein 1,5 mL-Eppendorfgefald
mit 50 L H,Opigest. Uberfiinrt. Das EppendorfgefaR wurde bei gedffnetem Deckel 5 min bei 95 °C auf
dem Heitzblock inkubiert. AnschlieRend wurde der Zahnstocher entfernt, das Gefal verschlossen und
auf Eis abgekiihlt. Der Ansatz wurde zentrifugiert (14.000 rpm, 1 min) und 1 pL des Uberstands als

Template fiir die PCR verwendet.

PCR mit Actinomyceten-Kolonien als Template
Ein Teil einer einzelnen Actinomyceten-Kolonie wurde mit einem sterilen Zahnstocher gepickt und
samt Zahnstocher in ein 1,5 mL-Eppendorfgefal mit 100 pL H,Opiqes. Uberfiihrt. Das Eppendorfgefald

wurde bei gedffnetem Deckel 7 min bei 95 °C auf dem Heitzblock inkubiert. AnschlieRend wurde der
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Zahnstocher entfernt, das GefaR verschlossen und auf Eis abgekihlt. Der Ansatz wurde zentrifugiert
(14.000 rpm, 1 min) und 10 pL des Uberstands als Template fiir die PCR verwendet.

S. albus und dessen Mutanten eignen sich nicht flr eine Kolonie-PCR. Fir diesen Stamm muss geno-

mische DNA als Template fiir eine PCR eingesetzt werden.

5.8.8.3 Indieser Arbeit verwendete Primer

In Tabelle 5-33 sind alle Primer, die im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurden, nach Projekten ge-
ordnet aufgefiihrt. Tabelle 5-34 zeigt die exakten PCR-Bedingungen. Die Spezifischen PCR-
Bedingungen fir die Primer zum Nachweis einer Single- und einer Doppelcrossover-Mutante sind in
Tabelle 5-35 aufgelistet.

Tabelle 5-33 Verwendete Primer. Die Sequenzen der Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen.

Name Sequenz Restriktions-
schnittstelle

Primer zur Klonierung und zum Nachweis von Saccharomicin-Biosynthesegenen

PALf-Eco ™! CCGCTGGGAATTCTGCGGCACGG EcoRl
PALr-Xba & GCCCTCGTTCTAGACCCGTGCGG Xbal
3MO-f-Xba-Hind ¥ CCGCGTTCTAGACCAAGCTTCACCTCAGC Xbal, Hindlll
3MO-r2-Eco *% GCGCGGGAATTCATCGGGTGC EcoRl
sam7-EV-f TATAGATATCAGAACTCCGAGTACGGCCGGTACC EcoRV
sam7-El-r TATAGAATTCGTTCCACGACCTGCGTCACCTTGT EcoRlI
Sam36-f TATAGCGGCCGCCTATTCGTCATTCCACATCGCCTGG  Notl
Sam36-r TATAGCGGCCGCCGCGCTACTTCGGCAGCAG Notl
Primer zum Nachweis der markerfreien Intergration der dTDP-Rhamnose Biosynthesegene
aac(3)IV-f ACGTACCAAGCTTGGTTCATGTGCAGCTCCATCAGC  Hindlll
aac(3)IV-r 44 ACGTACGAATTCATGAGCTCAGCCAATCGACTGG EcoRI
oleU-f CCCATGAGATGGCTGATCAC
oleU-r GCACGCCTCGTTTCATGCTG
Primer zur heterologen Expression von ses11290, ses60310, ses60350 und sace_2010
698-f GTCCCACAAGCTTGCGGCTACCTCCAG Hindlll
698-r GGCGACCGAATTCTCCCGTCCACTCG EcoRlI
7665-f GAATGCCGGAATTCATCGGGTGTCG EcoRl
7665-r GCGTCCCGGATCCGTCGAACACCTC BamH]I
7668-f CGCAGGCACCGAGAATTCGGGCAGC EcoRl
7668-r GTTCGGGCGCTAGCCGGATCCGAAC BamH]I
Sace 2010-f ATATAAGCTTCCACGCGCAGTGACGAATC Hindlll
Sace_2010-r ATATGAATTCGACGCGGCCCGCACG EcoRl
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Fortsetzung von Tabelle 5-33 Verwendete Primer. Die Sequenzen der Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen.

Name Sequenz Restriktions-
schnittstelle

Primer zur Inaktivierung von ses44520

6130-EcoRIXbal-f GCGAAGGCGGAATTCGGCCTGAGGCCGGGACCTG EcoRlI
6130-EcoRIXbal-r GCCGACTCTAGAGAGACTGGCGAAGAGCACGCGC Xbal
6130-HindllIXbal-f GACGAGICTAGACGCGCCCTGCCGGACCTCGCCTAG  Xbal

6130-HindllIXbal-r CGCTGCCGGAGGAAGCTTTCGAAGGCGTGAAGC Hindlll
6130-dx-f GTTCCGGTGGTGGACATCCGTTC ---
6130-dx-r CGGCTAGCTTCGGTACAGCTCTC ==

Primer zur Inaktivierung von ses45900

6265+6266—HX-f CGCGGCAAGCTTCCCCACCTCTCGTGCCGG Hindlll
6265+6266-HX-r GACCAGTCTAGACACGACGAAGAGGAACCTGCTCAC  Xbal
6265+6266—MX-f CCACCTTCTAGAGCTGGCGGCGCGGTCGCCCGTCCG Xbal
6265+6266-MX-r GCGCACTATTAAGTACCAATTGTGAGGTATTATCCC Munl
6266-xx-f ACGTGGTCGGCAACTCCTTC ——-
6266-XX-r ACGGACTCGTCATCGTGTTC ---

Primer zur Inaktivierung von ses47640

6449-Hindll1Xbal-f GCGCGTCCGGGAAGCTTGGTCAG Hindlll
6449-Hindll1Xbal-r CACGAATCTAGACCAGGTGGGGGACATACCGCGTG Xbal
6449-EcoRIXbal-f CGCGGGICTAGAGAGGAACAGGATGTGTGCGGGC Xbal
6449-EcoRIXbal-r CCGGACGAATTCTGCGGTTACGTTGTCGTGCCAGGC EcoRlI
6449-xx-f CGGCCATCGATICTAGATCACGCGGTATG Xbal
6449-xx-r GCGGCCACAGCTGCAGGTCGTTC Pstl

Primer zur Inaktivierung von ses49200

6609—MunliXbal-f CCAACAGATGATACAACATGTCTCAATTGAGACGCTG Munl
6609—MuniXbal-r CACGACTCTAGACGCCTGCTGCCCGACTACGCGTG Xbal

6609-HindllIXbal-f CGAATCGACGTCTAGATGGTCGCAACGG Xbal
6609-HindllIXbal-r GCCCGCAAGCTTGACGACCACCATCGGCTCGTTC HindllIl
6609xx-f TCGGGTTTCACGCGTAGTCG
6609xx-r CTGACCGTCACGTCCGTGAT
Primer zur Inaktivierung ses60310
7665-PX-f GACCGTCGACTGCAGCCGGCAGAAC Pstl
7665-PX-r CGGATGCCGTGCCTCTAGACCGC Xbal
7665-EX-f GAGGCGGTGCTCTAGAACGGGCTGG Xbal
7665-EX-r GGTCTCCACGAGGCCGAATTCTCTC EcoRlI
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Fortsetzung von Tabelle 5-33 Verwendete Primer. Die Sequenzen der Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen.

Name Sequenz Restriktions-
schnittstelle

Primer zur Synthese von Ses60310 mit Hisg-tag

7665-N-his-f TATAGCTAGCATGGGTACGATCGAGCCG Nhel
7665-N-his-r TATAAAGCTTCAGGAGCCGCGGAACAG Hindlll
7665-C-his-f TATACCATGGGTACGATCGAGCCGGTGAAG Ncol
7665-C-his-r AATTCTCGAGCAAGCGGGCGTACTCGGACAG Xhol

Tabelle 5-34 Spezifische PCR-Bedingungen.

Primerpaar Polymerase Annealing- Elongations- zur Amplifizierung
temperatur  zeit von (erwartete
Fragmentlange)

Primer zur Klonierung und zum Nachweis von Saccharomicin-Biosynthesegenen

PALf-Eco / -Xba %] Pfu 62 °C 3:00 min sam8 (1,5 kb)
3MO-f-Xba-Hind / -Eco® Pfu 62 °C 3:00 min sam5 (1,7 kb)
sam7-EV-f/-r Pfu 68,6 °C 2:30 min sam7 (1,3 kb)
sam36-f / -r Pfu 68,6 °C 5:00 min sam36 (2,5 kb)
Primer zum Nachweis der markerfreien Intergration der dTDP-Rhamnose-Biosynthesegene
aac(3)IV-f / -r ¥4 Pfu 60,0 °C 2:00 min aac(3)IV (0,9 kb)
oleU-f/-r Pfu 58,3 °C 2:00 min oleU (0,9 kb)
Primer zur heterologen Expression von ses11290, ses60310, ses60350 und sace_2010
698-f / -r Pfu 56,5 °C 3:30 min ses11290 (1,9 kb)
7665-f [ -r Pfu 56,5 °C 3:30 min ses60310 (1,3 kb)
7668-f/ -r Taq 56,5 °C 1:15 min ses60350 (1,2 kb)
Sace 2010-f/-r Pfu 46,6 °C 2:30 min sace_2010 (1,3 kb)
Primer zur Inaktivierung von ses44520
6130—EcoRIXbal-f / -r Pfu 64,5 °C 5:00 min 6130-EX (2,8 kb)
6130-HindlI1Xbal-f / -r Pfu 64,5 °C 5:00 min 6130-HX (2,8 kb)
Primer zur Inaktivierung von ses45900
6265+6266—Hindll1Xba-f / -r Pfu 57,3°C 5:00 min 6266-HX (2,6 kb)
6265+6266—MunlXba-f / -MX-r Taq 62,7 °C 5:00 min 6266-MX (2,8 kb)
Primer zur Inaktivierung von ses47640
6449-Hindll1Xbal-f / -r Pfu 70,0 °C 5:00 min 6449-HX (2,8 kb)
6449-EcoRIXbal-f / -r Pfu 60,9 °C 5:00 min 6449-EX (2,5 kb)
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Fortsetzung von Tabelle 5-34 Spezifische PCR-Bedingungen.

Primerpaar Polymerase Annealing- Elongations- zur Amplifizierung
temperatur  zeit von (erwartete
Fragmentlange)

Primer zur Inaktivierung von ses49200

6609—MunliXbal-f / -r Taq 51,8°C 2:00 min 6609-MX (2,1 kb)
6609-Hindll1Xbal-f / -r Pfu 70,0 °C 5:00 min 6609-HX (2,5 kb)
Primer zur Inaktivierung ses60310
7665-PX-f / -r Pfu 58,3 °C 5:10 min 7665-PX (2,6 kb)
7665-EX-f / -r Pfu 58,3 °C 4:50 min 7665-EX (2,4 kb)
Primer zur Synthese von Ses60310 mit Hise-tag
7665-N-his-f / -r Pfu 58,3 °C 2:30 min ses60310 (1,2 kb)
7665-C-his-f / -r Pfu 58,3 °C 2:30 min $es60310 (1,2 kb)

5.9 Konstruktion von Plasmiden

Alle Vektoren und Plasmide, die im Rahmen dieser Arbeit als Basis zur Klonierung neuer Plasmide
verwendet wurden, sind in Tabelle 5-26 aufgelistet. Die neu synthetisierten Plasmide sind in Tabelle
5-27 zusammengefasst. Die Plasmidkarten der neu klonierten Plasmide sind im Anhang unter 7.6 zu
finden. Alle Primer, die zur Amplifikation von zu klonierenden Genen verwendet wurden sind in Ta-
belle 5-33, die PCR Bedingungen in Tabelle 5-34 aufgefiihrt. Alle neu klonierten Plasmide wurden
mittels Restriktionsverdau auf ihre Richtigkeit Uberprift. Enthielten die Plasmide DNA-Abschnitte die

mittels PCR amplifiziert wurden, wurden diese Bereiche zusatzlich mittels Sequenzierung tberprift.
5.9.1 Klonierung von Saccharomicin-Biosynthesegenen

5.9.1.1 pTESb-sam8+5
Die Gene sam8 und sam5 aus dem Saccharomicin-Cluster wurden in den integrativen Vektor pTESb
kloniert. Dieser Vektor kann verwendet werden um die beiden Gene unter der Kontrolle des ermEp1-

Promotors markerfrei in ein Actinomycetengenom zu integrieren 243,

Hierfur wurden die Gene sam5 und sam8 (ber Hindlll und Xbal aus dem Plasmid pMB9 ausgeschnit-
ten und in den Hindlll- und Xbal-gedffneten Vektor pUC931 subkloniert. Die beiden Gene wurden
aus dem resultierenden Plasmid pUC931-sam8+5 anschlielend lber Nhel und EcoRV erneut ausge-
schnitten und in den Xbal- und EcoRV-gedffneten Vektor pTESb kloniert.

5.9.1.2 pSET*sam7
Das Gen sam7 soll in Actinomyceten tberexprimiert werden. Zu diesem Zweck sollte das Gen unter

der Kontrolle des ermE*-Promotors in den integrativen Vektor pTAJA kloniert werden.
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Das Gen sam7 wurde mit Hilfe der Primer sam7-EV-f und sam7-EV-r amplifiziert. Als Template
diente cos35. Uber die Primer wurden in das PCR-Produkt kiinstlich eine EcoRI- und eine ECoRV-
Schnittstelle eingebracht. Nach dem Restriktionsverdau dieses PCR-Fragments konnte es anschlielend
in den ebenfalls mit EcoRI- und EcoRV-geodffneten Vektor pTAJA kloniert werden. Bei dem resultie-
renden Plasmid handelt es sich um pSET*sam?7.

5.9.1.3 pTOS*sam7+5+8
Die Gene sam8, sam5 und sam7 aus dem Saccharomicin-Cluster sollen in Actinomyceten (ber-
exprimert werden. Dafiir sollten alle drei Gene unter der Kontrolle des ermE*-Promotors in das

markerfreie Expressionssystem pTOS kloniert werden.

Zuerst wurden die Gene sam5 und sam8 einzeln subkloniert. Uber EcoRI und Hindlll wurde sam5 aus
dem Plasmid pTESb-sam5+8 ausgeschnitten und in den ebenfalls EcoRI- und Hindll-gedffneten Vek-
tor pLITMUS 28i kloniert. Das resultierende Plasmid ist pLit28-sam5. Das Gen sam8 wurde uber
EcoRI aus pTESb-sam5+8 ausgeschnitten und in den EcoRI-getffneten Vektor pLITMUS 28i klo-
niert. Mit Hilfe eines Restriktionsverdaus konnte das Plasmid pLit28-sam8 von pLit28-sam8-inv un-

terschieden werden.

AnschlieBend wurde das Gen sam5 ber Stul und SnaBl aus dem Vektor pLit28-sam5 ausgeschnitten
und in den BsaBl-getffneten Vektor pSET*sam7 kloniert. Mit Hilfe eines Restriktionsverdaus konnte
zwischen dem gewinschten Plasmid pSET*sam7+5 und pSET*sam7+5-inv, bei dem das Gen sam5
gegen die Richtung des Promotor kloniert wurde, unterschieden werden. Im Anschluss daran wurden
die beiden Gene sam7 und sam5 zusammen mit dem ermE*-Promotor uber Pvull aus diesem Plasmid
ausgeschnitten und in den SnaBI-gedffneten Vektor pTOS kloniert. Mittels Restriktionsverdau konnte
ermittelt werden, ob es sich bei dem erhaltenen Plasmid um das gewiinschte pTOS*sam7+5 oder um
pTOS*sam7+5-inv handelt. Zuletzt wurde das Gen sam8 (ber Xbal und Spel aus dem Vektor pLit28-
sam8 ausgeschnitten und in das Spel-gedffnete Plasmid pTOS*sam7+5 kloniert. Erneut konnte mit
Hilfe eines Restriktionsverdaus zwischen dem gewinschten Plasmid pTOS*sam7+5+8 und
pTOS*sam7+5+8-inv, bei dem das Gen sam8 gegen die Richtung des Promotor kloniert wurde, unter-

schieden werden.

5.9.1.4 pTOS*sam7+5+8+36
Das Gen sam36 soll zusammen mit sam7, sam5 und sam8 in Actinomyceten iberexprimiert werden.
Dafiir sollten alle vier Gene unter der Kontrolle des ermE*-Promotors in das markerfreie Expressions-

system pTOS kloniert werden.

Das Gen sam36 wurde mit Hilfe der Primer sam36-f und sam36-r amplifiziert. Als Template diente
cos17. Uber die Primer wurden in das PCR-Produkt kiinstlich zwei Notl-Schnittstellen eingebracht.

Nach dem Restriktionsverdau dieses PCR-Fragments konnte es anschlielend in den ebenfalls mit No-
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tl-gedffneten Vektor pTOS*sam7+5+8 kloniert werden. Mit Hilfe eines Restriktionsverdaus konnte
zwischen dem gewdinschten Plasmid pTOS*sam7+5+8+36 und pTOS*sam7+5+8+36-inv, bei dem das

Gen sam36 gegen die Richtung des Promotor Kloniert wurde, unterschieden werden.

5.9.2 Klonierung von pTOS-Rham
Die dTDP-Rhamnose-Biosynthesegene oleL, oleS, oleE und oleU sollen markerfrei ins Genom von

S. albus integriert werden. Dafur wurde das Plasmid pTOS-Rham konstruiert.

Aus dem Plasmid pRHAM wurde (ber Hindlll eine Kassette bestehend aus oleL, oleS, oleE und oleU
unter der Kontrolle des ermE*-Promotors ausgeschnitten und in den HindllI-getffneten Vektor pTOS
kloniert. Mittels eines Restriktionsverdaus konnte zwischen dem resultierenden Plasmid pTOS-Rham
und pTOS-Rham-inv, bei dem das Insert in der umgekehrten Richtung ligiert wurde, unterschieden

werden.
5.9.3 Klonierung von Glycosyltransferasegenen

5.9.3.1 pUWL-A-698

Zur heterologen Expression von ses11290 in S. albus Rham wurde das Expressionskonstrukt pUWL-
A-698 kloniert. Dafur wurde das Gen ses11290 mit Hilfe der Primer 698-f und 698-r amplifiziert. Als
Template diente genomische DNA von S. espanaensis. Uber die Primer wurden in das PCR-Produkt
kinstlich eine HindllI- und eine EcoRI-Schnittstelle eingebracht. Nach dem Restriktionsverdau dieses
PCR-Fragments konnte es in den ebenfalls mit Hindlll- und EcoRI-ge6ffneten Vektor pUWL-A klo-

niert werden. Bei dem resultierenden Plasmid handelt es sich um pUWL-A-698.

5.9.3.2 pUWL-A-7665

Zur heterologen Expression von ses60310 in S. albus Rham wurde das Expressionskonstrukt pUWL-
A-7665 kloniert. Daftr wurde das Gen ses60310 mit Hilfe der Primer 7665-f und 7665-r amplifiziert.
Als Template diente genomische DNA von S. espanaensis. Uber die Primer wurden in das PCR-
Produkt kunstlich eine EcoRI- und eine BamHI-Schnittstelle eingebracht. Nach dem Restriktionsver-
dau dieses PCR-Fragments konnte es in den ebenfalls mit EcoRI- und BamHI-getffneten Vektor
pUWL-A kloniert werden. Bei dem resultierenden Plasmid handelt es sich um pUWL-A-7665.

5.9.3.3 pUWL-A-7668

Zur heterologen Expression von ses60350 in S. albus Rham wurde das Expressionskonstrukt pUWL-
A-7668 kloniert. Daflr wurde das Gen ses60350 mit Hilfe der Primer 7668-f und 7668-r amplifiziert.
Als Template diente das Fosmid fos5a8. Uber die Primer wurden in das PCR-Produkt kiinstlich eine
EcoRI- und eine BamHI-Schnittstelle eingebracht. Nach dem Restriktionsverdau dieses PCR-
Fragments konnte es in den ebenfalls mit EcoRI- und BamHI-gedffneten Vektor pUWL-A kloniert

werden. Bei dem resultierenden Plasmid handelt es sich um pUWL-A-7668.
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5.9.3.4 pUWL-A-sace_2010

Zur heterologen Expression von sace_2010 in S. albus Rham wurde das Expressionskonstrukt pUWL-
A-sace_2010 kloniert. Dafur wurde das Gen sace 2010 mit Hilfe der Primer sace 2010-f und
sace_2010-r amplifiziert. Als Template diente genomische DNA von S. erythraea. Uber die Primer
wurden in das PCR-Produkt kinstlich eine EcoRI- und eine HindllI-Schnittstelle eingebracht. Nach
dem Restriktionsverdau dieses PCR-Fragments konnte es anschlieend in den ebenfalls mit EcoRI-
und Hindlll-ge6ffneten Vektor pUWL-A Kloniert werden. Bei dem resultierenden Plasmid handelt es
sich um pUWL-A-sace_2010.

5.9.4 Klonierung von Inaktivierungskonstrukten

5.9.4.1 pKCA6130

Zur Erstellung des Inaktivierungskonstrukts wurden zwei DNA-Abschnitte amplifiziert. Der Abschnitt
6130-HX ist homolog zum DNA-Bereich upstream, der Abschnitt 6130-EX ist homolog zum DNA
Bereich downstream von ses44520. 6130-HX wurde unter Verwendung der Primer 6130-
HindllIXbal-f und 6130-HindllIXbal-r amplifiziert. Als Template diente genomische DNA von
S. espanaensis. Uber die Primer wurden in das PCR-Produkt kiinstlich eine Xbal- und eine HindllI-
Schnittstelle eingebracht. 6130-EX wurde unter Verwendung der Primer 6130-EcoRIXbal-f und
6130-EcoRIXbal-r amplifiziert. Als Template diente genomische DNA von S. espanaensis. Uber die
Primer wurden in das PCR-Produkt kiinstlich eine EcoRI- und eine Xbal-Schnittstelle eingebracht.

6130-HX wurde mit Hindlll und Xbal verdaut und in den ebenfalls mit HindlIl- und Xbal-getffneten
Vektor pKC1132 kloniert. Das resultierende Plasmid pKC1132+6130-HX wurde mit Xbal und EcoRl
gedffnet und mit dem Xbal- und EcoRI-verdauten PCR-Produkt 6130-EX ligiert. Durch Sequenzie-
rung, konnte gezeigt werden, dass es sich bei dem dabei erhaltenen Plasmid um pKC1132+6130-HX-
EX handelt. AnschlieRend wurde aus dem Plasmid pLERE-Spec-oriT (ber Xbal und Spel ein 1,5 kb
groBes DNA-Stiick, bestehend aus loxLE-loxLE-loxRE-aadA-oriT-loxRE ausgeschnitten und in den
Xbal-gedffneten Vektor pKC1132+6130-HX-EX kloniert. Mittels eines Restriktionsverdaus konnte
zwischen dem resultierenden Plasmid pKCA6130 und pKCA6130-Spec-inv, bei dem das Insert in der

umgekehrten Richtung ligiert wurde, unterschieden werden.

5.9.4.2 pKCA6266

Zur Erstellung des Inaktivierungskonstrukts wurden zwei DNA-Abschnitte amplifiziert. Der Abschnitt
6266-HX ist homolog zum DNA-Bereich upstream, der Abschnitt 6266-MX ist homolog zum DNA
Bereich downstream von ses45900. 6266-HX wurde unter Verwendung der Primer 6265+6266—
Hindll1Xbal-f und 6265+6266—HindllIXbal-r amplifiziert. Als Template diente genomische DNA von
S. espanaensis. Uber die Primer wurden in das PCR-Produkt kiinstlich eine Xbal- und eine HindllI-
Schnittstelle eingebracht. 6266-MX wurde unter Verwendung der Primer 6265+6266—MunlXbal-f und
6265+6266—-MX-r amplifiziert. Als Template diente genomische DNA von S. espanaensis und die
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PCR wurde ohne die lbliche Zugabe von DMSO durchgefiihrt (siehe Tabelle 5-32). Uber die Primer

wurden in das PCR-Produkt kiinstlich eine Munl- und eine Xbal-Schnittstelle eingebracht.

6266-HX wurde mit Hindlll und Xbal verdaut und in den ebenfalls mit Hindlll- und Xbal-getffneten
Vektor pKC1132 kloniert, dabei entstand pKC1132+6266-HX. 6266-MX wurde unverdaut in den
Vektor pGEM®-T Easy subkloniert. AnschlieBend wurde 6266-MX (iber EcoRI und Xbal erneut aus-
geschnitten und in den EcoRI- und Xbal-ge6ffneten Vektor pKC1132+6266-HX kloniert. Durch Se-
guenzierung, konnte gezeigt werden, dass es sich bei dem dabei erhaltenen Plasmid um
pKC1132+6266-HX-MX handelt. AnschlieRend wurde aus dem Plasmid pLERE-Spec-oriT uber Xbal
und Spel ein 1,5 kb groRes DNA-Stiick, bestehend aus loxLE-loxLE-loxRE-aadA-oriT-loxRE ausge-
schnitten und in den Xbal-ge6ffneten Vektor pKC1132+6266-HX-MX kloniert. Mittels eines Restrik-
tionsverdaus konnte zwischen dem resultierenden Plasmid pKCA6266 und pKCA6266-Spec-inv, bei
dem das Insert in der umgekehrten Richtung ligiert wurde, unterschieden werden.

5.9.4.3 pKCA6449

Zur Erstellung des Inaktivierungskonstrukts wurden zwei DNA-Abschnitte amplifiziert. Der Abschnitt
6449-HX ist homolog zum DNA-Bereich downstream, der Abschnitt 6449-EX ist homolog zum DNA
Bereich upstream von ses47640. 6449-HX wurde unter Verwendung der Primer 6449-HindllIXbal-f
und 6449—HindII1Xbal-r amplifiziert. Als Template diente genomische DNA von S. espanaensis. Uber
die Primer wurden in das PCR-Produkt kinstlich eine Xbal- und eine Hindlll-Schnittstelle einge-
bracht. 6449-EX wurde unter Verwendung der Primer 6449-EcoRIXbal-f und 6449-EcoRIXbal-r
amplifiziert. Als Template diente genomische DNA von S. espanaensis. Uber die Primer wurden in
das PCR-Produkt kiinstlich eine EcoRI- und eine Xbal-Schnittstelle eingebracht.

6449-HX wurde mit Hindlll und Xbal verdaut und in den ebenfalls mit Hindlll- und Xbal-getffneten
Vektor pKC1132 kloniert. Das resultierende Plasmid pKC1132+6449-HX wurde mit Xbal und EcoRlI
gedffnet und mit dem Xbal- und EcoRI-verdauten PCR-Produkt 6449-EX ligiert. Durch Sequenzie-
rung, konnte gezeigt werden, dass es sich bei dem dabei erhaltenen Plasmid um pKC1132+6449-HX-
EX handelt. AnschlieRend wurde aus dem Plasmid pLERE-Spec-oriT (ber Xbal und Spel ein 1,5 kb
grolles DNA-Stiick, bestehend aus loxLE-loxLE-loxRE-aadA-oriT-loxRE ausgeschnitten und in den
Xbal-gedffneten Vektor pKC1132+6449-HX-EX kloniert. Mittels eines Restriktionsverdaus konnte
zwischen dem resultierenden Plasmid pKCA6449 und pKCA6449-Spec-inv, bei dem das Insert in der

umgekehrten Richtung ligiert wurde, unterschieden werden.

5.9.4.4 pKCA6609

Zur Erstellung des Inaktivierungskonstrukts wurden zwei DNA-Abschnitte amplifiziert. Der Abschnitt
6609-HX ist homolog zum DNA-Bereich upstream, der Abschnitt 6609-MX ist homolog zum DNA
Bereich downstream von ses49200. 6609-HX wurde unter Verwendung der Primer 6609-
HindllIXbal-f und 6609—HindllIXbal-r amplifiziert. Als Template diente genomische DNA von

ALBERT-LUDWIGS-UNIVERSITAT FREIBURG — PHARMAZEUTISCHE BIOLOGIE UND BIOTECHNOLOGIE



144

MATERIAL UND METHODEN
S. espanaensis. Uber die Primer wurden in das PCR-Produkt kiinstlich eine Xbal- und eine HindlII-
Schnittstelle eingebracht. 6609-MX wurde unter Verwendung der Primer 6609-MuniXbal-f und
6609—MunlXbal-r amplifiziert. Als Template diente genomische DNA von S. espanaensis. Uber die

Primer wurden in das PCR-Produkt kiinstlich eine Munl- und eine Xbal-Schnittstelle eingebracht.

6609-HX wurde mit Hindlll und Xbal verdaut und in den ebenfalls mit Hindlll- und Xbal-getffneten
Vektor pKC1132 kloniert. Das resultierende Plasmid pKC1132+6609-HX wurde mit Xbal und EcoRl
geodffnet und mit dem Xbal- und Munl-verdauten PCR-Produkt 6609-MX ligiert. Durch Sequenzie-
rung, konnte gezeigt werden, dass es sich bei dem dabei erhaltenen Plasmid um pKC1132+6609-HX-
MX handelt. AnschlieRend wurde aus dem Plasmid pLERE-Spec-oriT Uber Xbal und Spel ein 1,5 kb
groBes DNA-Stiick, bestehend aus loxLE-loxLE-loxRE-aadA-oriT-loxRE ausgeschnitten und in den
Xbal-gedffneten Vektor pKC1132+6609-HX-MX kloniert. Mittels eines Restriktionsverdaus konnte
zwischen dem resultierenden Plasmid pKCA6609 und pKCA6609-Spec-inv, bei dem das Insert in der
umgekehrten Richtung ligiert wurde, unterschieden werden.

5.9.4.5 pKCA7665

Zur Erstellung des Inaktivierungskonstrukts wurden zwei DNA-Abschnitte amplifiziert. Der Abschnitt
7665-EX ist homolog zum DNA-Bereich downstream, der Abschnitt 7665-PX ist homolog zum DNA
Bereich upstream von ses60310. 7665-EX wurde unter Verwendung der Primer 7665-EX-f und 7665-
EX-r amplifiziert. Als Template diente fos5a8. Uber die Primer wurden in das PCR-Produkt kiinstlich
eine Xbal- und eine EcoRI-Schnittstelle eingebracht. 7665-PX wurde unter Verwendung der Primer
7665-PX-f und 7665-PX-r amplifiziert. Als Template diente fos5a8. Uber die Primer wurden in das
PCR-Produkt kiinstlich eine Pstl- und eine Xbal-Schnittstelle eingebracht.

7665-EX wurde mit EcoRI und Xbal verdaut und in den ebenfalls mit EcoRI- und Xbal-gedffneten
Vektor pKCXYO02 kloniert. Das resultierende Plasmid pKCXY02+7665-EX wurde mit Xbal und Pstl
geodffnet und mit dem Xbal- und Pstl-verdauten PCR-Produkt 7665-PX ligiert. Durch Sequenzierung,
konnte gezeigt werden, dass es sich bei dem dabei erhaltenen Plasmid um pKCXY02+7665-EX-PX
handelt. Anschlieend wurde aus dem Plasmid pLERE-Spec-oriT tber Xbal und Spel ein 1,5 kb gro-
Res DNA-Stiick, bestehend aus loxLE-loxLE-loxRE-aadA-oriT-loxRE ausgeschnitten und in den
Xbal-gedffneten Vektor pKCXY02+7665-EX-PX kloniert. Mittels eines Restriktionsverdaus konnte
zwischen dem resultierenden Plasmid pKCA7665 und pKCA7665-Spec-inv, bei dem das Insert in der

umgekehrten Richtung ligiert wurde, unterschieden werden.

5.9.5 Klonierung des Komplementierungskonstrukts pSET-7665

Fur die Komplementierung der Inaktivierungsmutante S. espanaensis Ases60310 soll das GT-Gen
ses60310 unter der Kontrolle des ermE up-Promotors in einen integrativen Vektor kloniert werden.
Dafiir wurde das Gen ses60310 tiber Kpnl und BamHI aus dem Plasmid pUWL-A-7665 ausgeschnit-
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ten und in den Kpnl und Bglll gedffneten Vektor pSET-1cerm kloniert. Bei dem resultierenden Plas-
mid handelt es sich um pSET-7665.

5.9.6 Klonierung von Plasmiden zur Proteinpriparation

5.9.6.1 pET28a-7665-N-his

Zur Expression des GT-Gens ses60310 zusammen mit einem N-Hisgs-tag und einer Thrombin Schnitt-
stelle in E. coli wurde das Expressionskonstrukt pET28a-7665-N-his erstellt. Dafir wurde das Gen
ses60310 mit Hilfe der Primer 7665-N-his-f und 7665-N-his-r amplifiziert. Uber die Primer wurden in
das PCR-Produkt kinstlich eine Nhel- und eine Hindlll-Schnittstelle eingebracht. Nach dem Restrik-
tionsverdau dieses PCR-Fragments konnte es anschlielend in den ebenfalls mit Nhel- und HindlIl-
geoOffneten Vektor pET28a(+) kloniert werden. Bei dem resultierenden Plasmid handelt es sich um
pET28a-7665-N-his.

5.9.6.2 pET28b-7665-C-his

Zur Expression des GT-Gens ses60310 zusammen mit einem C-Hisg-tag wurde das Expressionskon-
strukt pET28b-7665-C-his erstellt. Dafiir wurde das Gen ses60310 mit Hilfe der Primer 7665-C-his-f
und 7665-C-his-r amplifiziert. Als Template diente pUWL-A-7665. Uber die Primer wurden in das
PCR-Produkt kinstlich eine Ncol- und eine Xhol-Schnittstelle eingebracht. Nach dem Restriktions-
verdau dieses PCR-Fragments konnte es anschlieBend in den mit Ncol- und Sall-gedffneten Vektor
PET28btev-x12 Kloniert werden. Bei dem resultierenden Plasmid handelt es sich um pET28a-7665-C-
his.

5.10 Geninaktivierung in S. espanaensis

Die Inaktivierung spezifischer Gene im Genom von S. espanaensis wurde angelehnt an eine von Kie-
ser et al. beschriebene Methode durchgefuihrt. Dabei wird das Zielgen durch die Insertion von Fremd-
DNA inaktiviert. Mit Hilfe eines Doppelcrossovers kann das native Gen durch das mutierte Gen er-

setzt werden @,

5.10.1 Erstellung von Inaktivierungskonstrukten

Zur Erstellung der Inaktivierungskonstrukte wurden jeweils zwei 2 bis 2,8 kb lange Rekombinations-
abschnitte amplifiziert. Der eine Abschnitt, homolog zum DNA-Bereich upstream des Zielgens, trug
einen Teil des Genstarts. Der andere DNA-Abschnitt war homolog zur DNA downstream und trug
einen Teil vom Ende des Gens. Beide homologen Bereiche wurden so in ein Suizidplasmid kloniert,
dass Start und Ende des Gens direkt aneinander ligiert wurden. Zwischen die homologen Bereiche
wurde anschlielend eine Kassette bestehend aus einem Spectinomycinresistenzgen und einem oriT,
flankiert von zwei loxP-sites, kloniert. Durch diese Insertion war der grote Teil in der Mitte des Ziel-
gens mutiert. Die Klonierung der in dieser Arbeit verwendeten Inaktivierungskonstrukte ist unter 5.9.4

beschrieben.
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5.10.2 Gewinnung und Nachweis einer Singlecrossover-Mutante
Die Inaktivierungskonstrukte wurden mittels Konjugation in S. espanaensis eingebracht. Dabei wurde
auf das Apramycinresistenzgen im Vektoranteil der Inaktivierungskonstrukte selektiert. Es wurden nur
dann apramycinresistente Exkonjuganden erhalten, wenn eine Rekombination von einem der beiden

homologen Bereiche des Plasmids mit dem Genom von S. espanaensis erfolgt war.

Zum Nachweis, dass es sich bei den erhaltenen apramycinresistenten Exkonjuganden um Single-
crossover-Mutanten handelt, wurde eine PCR durchgefuihrt. Es wurden Primer abgeleitet die kurz vor
dem Start und kurz nach dem Ende des Zielgens binden. Singlecrossover-Mutanten tragen sowohl das
native als auch das mutierte Gen im Genom. Auf Grund der Insertion des Spectinomycinresistenzgens
ist das mutierte Gen deutlich groRer als das native Gen. Deshalb zeigt diese PCR fir eine Single-
crossover-Mutante je zwei unterschiedlich lange Fragmente fur das native und das mutierte Gen. Die
PCR-Bedingungen und die erwarteten Fragmentlangen fur den Nachweis des erfolgreichen Erhalts der
im Rahmen dieser Arbeit generierten Singlecrossover-Mutanten sind in Tabelle 5-35 aufgelistet.
Tabelle 5-35 PCR-Bedingungen zum Nachweis von Single- und Doppelcrossover-Mutanten. Aufgelistet sind die ver-

wendeten Primer und die Abweichungen von den Standard-PCR-Bedingungen (siehe Tabelle 5-31 und Tabelle 5-32).
Es ist angegeben, welche Fragmentlangen fiir ein natives und fir ein mutiertes Gen erhalten wurden.

Zielgen Primer-  verwendete Annealing- Elongations- Léange Lange
paar Polymerase temperatur zeit natives Gen mutiertes Gen

ses44520 6130-dx-f Pfu 55,2 °C 4 min 1,6 kb 2,1 kb
6130-dx-r

ses45900 6266-xx-f Taq 62,0 °C 2 min 1,6 kb 2,1 kb
6266-xXx-r

ses47640 6449-xx-f Taq 56,5 °C 2 min 1,6 kb 1,9 kb
6449-xx-r

ses49200 6609-xx-f  Pfu 61,0 °C 3 min 1,3 kb 1,6 kb
6609-xx-r

ses60310  7665-f Pfu 56,5 °C 3:30 min 1,3 kb 1,8 kb
7665-r

5.10.3 Gewinnung und Nachweis einer Doppelcrossover-Mutante

Zum Erhalt einer Doppelcrossover-Mutante wurde eine Singlecrossover-Mutante mehrfach passagiert.
Dazu wurde eine einzelne Kolonie in 50 mL spectinomycinhaltiges TSB-Flissigmedium gegeben und
24 h bei 28°C im Schittelturm bei 180 rpm inkubiert. Von dieser ersten Passage wurde 1 mL in fri-
sches Medium Gberimpft und erneut inkubiert. Nach 10 bis 12 solcher Passagen wurde mit der Flis-
sigkultur eine Verdiinnung in TSB-Medium hergestellt (1:10 bis 1:10") und ausplattiert. Von den Plat-

ten, auf denen Einzelkolonien gewachsen waren (meistens ab der 1:10° Verdiinnung), wurden 250 bis
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350 Klone auf Verlust der Apramycinresistenz durch das zweite Crossover-Ereignis getestet. Dies
gelang durch Uberimpfen der Klone auf apramycin- und spectinomycinhaltiges TSB-Festmedium.
Eine Rastervorlage, welche auf die Platten angelegt wurde, erlaubte spéter die Zuordnung identischer
Klone. Nach 3 bis 4 Tagen Inkubation der Selektionsplatten konnten apramycinsensitive und spectino-

mycinresistente Klone identifiziert werden.

Eine Weiterentwicklung dieses Verfahrens ist im Fall der Inaktivierung von ses60310 angewendet
worden. Das verwendete Inaktivierungsplasmid pKCXYO02 tragt das Markergen gusA ?*!. Dieses Gen
codiert fur eine B-Glucuronidase, die das Substrat X-Gluc in einen blauen Indigofarbstoff umwandeln
kann. Nach der zehnten Passage einer Singlecrossover-Mutante wurden ebenfalls Einzelklone gene-
riert. Diese wurden dann mit 20 pL X-Gluc Lésung (siehe Tabelle 5-15) berschichtet. Nach 24 h
Inkubation bei 28 °C im Wéarmeschrank konnten Kolonien, die das gusA Gen im Genom tragen an-
hand ihres blauen Phanotyps identifiziert werden. Bei diesen blauen Kolonien handelt es sich um Sin-
glecrossover-Mutanten. Die gewiinschten Doppelcrossover-Mutanten haben das gusA Gen verloren
und haben den ursprunglichen Phénotyp. Die Blaufarbung der Singlecrossover-Mutanten ist jedoch
zum Teil nur schwach zu erkennen. Deshalb wurde um richtige von falschen Doppelcrossover-
Mutanten zu unterscheiden ebenfalls eine Selektion auf antibiotikahaltigen Platten durchgefuhrt. Auf-
grund der Vorauswahl durch die Koloniefarbung mussten jedoch deutlich weniger Kolonien gepickt
werden (circa 20) um eine apramycinsensitive und spectinomycinresistente Doppelcrossover-Mutante

zu erhalten.

Mittels PCR wurde nachgewiesen, dass es sich bei den erhaltenen apramycinsensitiven und spectino-
mycinresistenten Klonen um Doppelcrossover-Mutanten handelt. Die PCR wurde analog zum Nach-
weis der Singlecrossover-Mutanten durchgefiihrt (siehe Tabelle 5-35). Fir die gewinschten Dop-

pelcrossover-Mutanten wurde nur das l&ngere, dem mutierten Gen entsprechende Fragment erhalten.
5.11 Proteinpréparation und Analytik

5.11.1 Heterologe Proteinsynthese in E. coli

Die Synthese des Zielproteins Ses60310 erfolgte im Stamm E. coli BL21 Codon Plus RP x pL1SL2
(siehe Tabelle 5-28) mit dem Expressionskonstrukt pET28a-7665-N-his-TEV (siehe Tabelle 5-26). Es
wurde eine Vorkultur in 10 mL LB-Medium mit Kanamycin (30 pg/mL), Chloramphenicol
(50 pg/mL), Ampicillin (50 pg/mL) und Glucose (0,2 % (m/V) mit einem Teil einer Dauerkultur (siehe
5.7.1) angeimpft. Nach der Kultivierung fir 16 h bei 37 °C im Schittelturm wurden je 2 mL zum Be-
impfen einer Hauptkultur verwendet. Fir die Hauptkultur wurden je 100 mL LB-Medium mit Ka-
namycin (30 pg/mL), Chloramphenicol (50 pg/mL), Ampicillin (50 pg/mL) und Glucose (0,2 % (m/V)
in einem 300-mL-Erlenmeyerkolben verwendet. Die Kultur wurde bis zu einer ODgy von 0,5 bis 0,7
bei 28 °C im Schittelturm bei 180 rpm inkubiert. Nach der Zugabe von IPTG bis zu einer Endkon-

zentration von 0,1 bis 0,5 mM wurde fiir 20 h bei 20 °C im Schittelturm weiterinkubiert. Anschlie-
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Rend wurden die Zellen mittels Zentrifugation geerntet (10.000 rpm, 10 min, 4 °C), der Uberstand

verworfen und das Pellet bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert

5.11.2 Zellaufschluss mittels French Pressure Cell Press

Das verwendete Zellpellet wurde auf Eis aufgetaut und in 30-50 mL Puffer A resuspendiert (siehe
Tabelle 5-18). Die Zellen wurden in einer eisgekuhlten French-Press-Zelle (40 K) mit einem Volumen
von 35 mL dreimal bei einem Druck von 800-1000 psi aufgeschlossen. Nach Zugabe von 10 uL DNa-
se und einer Inkubation fiir 20 min auf Eis wurden die unléslichen Zellbestandteile durch zweimalige
Zentrifugation (14.000 rpm, 4 °C, 30 min) abgetrennt.

5.11.3 Proteinpriparation mit dem AKTA-FPLC-System

Alle chromatographischen Aufreinigungen im préaparativen MaRstab wurden an einem AKTA-FPLC
(Fast Protein Liquid Chromatographie)-System von GE Healthcare bei 4 °C durchgefiihrt. Dieses Sys-
tem ermdglicht eine Automatisierung und Vereinfachung der Proteinaufreinigung. Als mobile Phase
dienen dabei Puffer und Ldsungen, die dem System Uber Schlauche aus einem Reservoir zugefihrt
werden. Ein konstanter Fluss der mobilen Phase wird von den eingesetzten Pumpen gewahrleistet. Als
stationare Phase dienen je nach gewinschter Aufreinigung verschiedene Sdulen, mit denen Proteine
anhand ihrer GroRe, Affinitat, Ladung oder Hyrophobizitat aufgetrennt werden kénnen. Der Unter-
schied zur HPLC liegt darin, dass hier nur mit einem Druck bis maximal 3 bis 4 MPa gearbeitet wer-

den kann.

5.11.3.1 Niz+*-NTA-Affinititschromatographie

Das Lysat wurde nach der Zentrifugation in einen Superloop gefillt und damit auf eine HisTrap FF-
Sdule geladen, die vorher mit Puffer A (siehe Tabelle 5-18) equilibriert wurde. Zur Elution wurde der
entsprechende Puffer B (siehe Tabelle 5-18) verwendet. Die einzelnen Imidazolkonzentrationen wur-
den von der AKTA-FPLC je nach Bedarf aus den beiden Puffern zusammengemischt. Tabelle 5-36

gibt die S&ulenparameter und weitere Beschreibungen der Methode wieder.

Tabelle 5-36 Saulenparameter und Methodenbeschreibung der Affinitadtschromatographie.

Saule HisTrap FF 5 mi

Sdulenmaterial/ PartikelgroRe @ Ni Sepharose (Agarose) 6 Fast Flow/90 um
Séaulenvolumen 5mL

Equilibrierung 30 mL Puffer A, Flussrate 2 mL/min
Probeninjektion 30-40 mL, Flussrate 0,5 mL/min

Waschen 1 30 mL Puffer A, Flussrate 1,5 mL/min
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Fortsetzug von Tabelle 5-36 Saulenparameter und Methodenbeschreibung der Affinitatschromatographie.
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Elution

Woaschen 2

Fraktionsvolumen

Wellenlange der Absorptionsmessung

30 mL 7 % Puffer B (35 mM), Flussrate 1-2 mL/min
50 mL 15 % Puffer B (75 mM), Flussrate 1-2 mL/min
30 mL 45 % Puffer B (225 mM), Flussrate 1-2 mL/min
30 mL 100 % Puffer B (500 mM), Flussrate 2 mL/min
30 mL H,Opigest, Flussrate 2 mL/min

30 mL Ethanol (20 % (V/V), Flussrate 2 mL/min

5.11.3.2 Gelpermeationschromatographie

Bei der Gelpermeationschromatographie, auch Gelfiltration oder Grof3enausschlusschromatographie

genannt, handelt es sich um ein flissigchromatographisches Verfahren, bei der die Trennung der Sub-

stanzen aufgrund ihrer MolekilgroRe erfolgt. Die Reinigung des Proteins durch die Gelpermeations-

chromatographie wurde im préaparativen MaRstab am AKTA-FPLC-System durchgefiihrt. Dazu wur-

den die proteinhaltigen Fraktionen der Niz-NTA-Affinitatschromatographie zunéachst vereinigt, kon-

zentriert und auf die mit Gelfiltrations-Puffer (siehe Tabelle 5-18) equilibrierte S&ule aufgetragen. In

Tabelle 5-37 sind die entsprechenden Parameter und die weitere Beschreibungen der Methode zu fin-

den.

Tabelle 5-37 Saulenparameter und Methodenbeschreibung der Gelfiltration.

Saule

Saulenmaterial/ PartikelgroRe @

Saulenvolumen

Equilibrierung

Probeninjektion

Elution

Woaschen

Fraktionsvolumen

Wellenldnge der Absorptionsmessung

HilLoad 16/60 Superdex 200 prep grade
Agarose/Dextran/34 pm

120-124 mL

120 mL Gelfiltrations-Puffer, Flussrate 0,3 bis
1 mL/min

maximal 1,2 mL konzentrierte Proteinlésung,
Flussrate 0,4 mL/min

120 mL Gelfiltrations-Puffer, Flussrate 0,4 bis
1 mL/min

120 mL H,Opigest,, Flussrate 0,3 bis 1 mL/min
120 mL Ethanol (20 % (V/V), Flussrate 0,3 bis
1 mL/min

2mL

280 nm
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5.11.4 Proteinkonzentrierung
Die Konzentrierung von Proteinlésungen nach der Ni**-NTA-Affinitatschromatographie und der Gel-
permeationschromatographie erfolgte durch Ultrafiltration bei 4 °C. Hierzu wurden Amicon® Ultra-15
Konzentratoren (siehe Tabelle 5-8) mit einem Ausschlussvolumen von 10 kDa verwendet. Die Kon-
zentratoren wurden bei 5.000 rpm zentrifugiert, die Dauer der Zentrifugation richtete sich nach dem zu

zentrifugierenden VVolumen, der Proteinkonzentration und dem Zustand des Konzentrators.

5.11.5 Konzentrationsbestimmung von Proteinlosungen

Zur Bestimmung der Konzentration von Proteinlésungen wurde die Methode nach Edelhoch verwen-
det ] Durch Messung der Absorption bei 280 nm kann unter Zuhilfenahme des Lambert-Beerschen
Gesetzes die Konzentration berechnet werden (Gleichung 2), sofern der molare dekadische Extinkti-
onskoeffizient des Proteins bekannt ist ). Durch Addition der Extinktionskoeffizienten aller Tryp-
tophan-, Tyrosin- und Cysteinreste, die zur Absorption bei 280 nm beitragen, kann fiir den molaren
dekadischen Extinktionskoeffizienten ein theoretischer Wert bestimmt werden (Gleichung 3). Die

Werte, die fur das Protein Ses60310 verwendet wurden, sind in Tabelle 5-38 aufgelistet.

Aggo * M, [-L-

[ﬂ] = 280—[’""’] Gleichung 2

mL £ [mol*cm] xd [cm]
Ao Absorption bei A =280 nm
M, Molekiilmasse des Proteins
d Schichtdicke der Kiivette
€280 — nTrp * 5500 + nTyr * 1490 + ncys_s_s_cys * 125) [moll;cm] Gleichung 3
NTrprTyr Anzahl der jeweiligen Aminosauren im Protein
Neys-5-5-Cys Anzahl der Disulfidbriicken
€280 molarer dekadischer Extinktionskoeffizient des Proteins bei 280 nm
Tabelle 5-38 Eingesetzte Parameter zur Konzentrationsbestimmung von Ses60310.
Molekilmasse von Ses60310 mit N-terminalem Hisg-Tag und TEV-Schnittstelle 43286,3 g/mol
Schichtdicke der Kiivette lcm
Nyrp 3
N1y 7
nCys-S-S-Cys 0
€080 26.930 L/mol*cm
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5.11.6 SDS-PAGE
Die SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) wird zur Auftrennung
von Proteinen nach ihrer Molekiilmasse verwendet '8, Es wurden 4 %ige Sammelgele und 12 %ige
Trenngele verwendet (siehe Tabelle 5-19). Die Proben wurden im Verhdaltnis 1:1 mit SDS-Ladepuffer
(siehe Tabelle 5-19) versetzt und fir 5 min bei 98 °C oder Raumtemperatur inkubiert. 10-20 uL der
Proben wurden auf die Gele aufgetragen. Die Elektrophorese wurde bei einer konstanten Stromstérke
von 35 mA/Gel durchgefuhrt und abgebrochen, nachdem die Bromphenolblau-Bande die untere Gel-
kante erreicht hatte. Gefarbt wurden die Gele in heiller Coomassieblau-Férbelésung (siehe Tabelle
5-19) fur 60 min. Nach der Entfarbung (siehe Tabelle 5-19) wurden die Gele eingescannt und zur

Konservierung in einem Trockengestell zwischen zwei Einmachfolien getrocknet.

5.11.7 In vitro Aktivitatsassays

Zum Nachweis und zur Charakterisierung der Proteinaktivitat wurden Aktivitatsassays durchgefuhrt.
Alizarin wurde dabei als Substrat, dTDP-Rhamnose als Zuckerdonor eingesetzt. Das Enzym Ses60310
soll die Reaktion zu 2-a-L-Rhamnosylalizarin (AliProl) und dTDP katalysieren. Die verwendeten
Stockldsungen sind in Tabelle 5-20 beschrieben. Der Erfolg und der Verlauf der Reaktion wurden
entweder durch eine HPLC/ESI-MS-Analyse, oder photometrisch ermittelt.

5.11.7.1 Bestimmung der Reaktionsprodukte mittels HPLC/ESI-MS

Zur Analyse der Reaktionsprodukte wurde ein Aktivitatsassay mit anschlieBender HPLC/ESI-MS-
Analytik durchgefiihrt. Die Zusammensetzung des Assays ist in Tabelle 5-39 aufgelistet. Nach 1 h
Inkubation wurde die Reaktion durch Zugabe von 200 pL Ethylacetat gestoppt. AnschlieBend wurde
als interner Standard 10 pL einer methanolischen Suspension von U2 zugegeben. Die Ethylacetat-
Phase wurde abgenommen und in ein neues Eppendorfgefal tUberfuhrt. Der Reaktionsansatz wurde
erneut mit 200 puL Ethylacetat ausgeschiittelt. Die vereinigten organischen Phasen wurden mittels
Speedvac bis zur Trockne eingedampft und in 200-300 uL Methanol aufgenommen. Diese Lésung
wurde filtriert und mit der Methode tina3 an der HPLC/ESI-MS analysiert (siehe 5.12.5.2).

Tabelle 5-39 Zusammensetzung des Aktivitatsassays zur Bestimmung mittels HPLC/ESI-MS.

Bestandteil eingesetzte Menge Stocklésung Endkonzentration
Enzym variabel 5uM

Alizarin 10 pL 0,2 mM
TRIS-Puffer 5 puL 0,025 mM

BSA 5puL 0,5 mg/mL

MgCl, 0,25 pL 2,5mM
dTDP-Rhamnose 2 L 0,2 mM

TCEP 1puL 1 mM

H,0hidest. ad 100 pL
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Die Menge an produziertem AliProl wurde mit Hilfe des internen Standards bestimmt. Als Standard
wurde U2 gewahlt, da das UV-Spektrum von U2 dem von Alizarin und AliProl ahnelt, die Retenti-
onszeiten von U2, Alizarin und AliProl sich jedoch eindeutig unterscheiden. Aus diesem Grund kann
durch den Vergleich der Peakflachen auf die Stoffmenge des gebildeten Produkts geschlossen werden.
Durch den Bezug auf den internen Standard kénnen Fehler, die bei der Extraktion und Probenaufberei-
tung aufgetreten sind, eliminiert werden. Gleichung 4 zeigt die Berechnung der Stoffmenge von
AliProl aus den Peakfl&chen.

A(AliPro1)*n(U6)

n(AliProl) = A6 T

Gleichung 4

n(AliProl) Stoffmenge an erhaltenem AliProl in der analysierten Probe
A(AliProl) Peakflache von AliProl

n(U6) Stoffmenge an eingespritztem U6
A(U6) Peakflache von U6
f Korrekturfaktor

Der Korrekturfaktor f ist substanzspezifisch und wird experimentell ermittelt. Er soll unterschiedliches
Verhalten der beiden verglichenen Substanzen ausgleichen, wie zum Beispiel Unterschiede in der
Absorption oder der Extrahierbarkeit. Zur Bestimmung von f wird eine definierte Menge zu analysie-
rende Substanz mit internem Standard gemischt, aufbereitet und analysiert. Anhand der erhaltenen
Peakfldchen kann f berechnet werden. Da die Substanz AliProl nicht kommerziell erhéltlich ist und
deshalb nicht in ausreichender Menge zu Verfligung stand, wurde der f-Wert statt mit AliProl mit
Alizarin bestimmt. Damit ist der verwendete f-Wert nur eine N&herung, da sich die Substanzen Aliza-
rin und AliProl zwar &hnlich, aber nicht vollkommen identisch verhalten. Tabelle 5-40 zeigt die f-

Werte fiir Alizarin und U6, die bei verschiedenen pH-Werten jeweils dreifach bestimmt wurden.

Tabelle 5-40 f-Werte von Alizarin und U6 bei verschiedenen pH-Werten.

pH f-Wert (1) f-Wert (2) f-Wert (3) f-Wert @
6,0 1,553 1,347 1,546 1,482
7,0 1,355 1,478 1,329 1,387
8,0 1,517 1,893 1,502 1,637
8,5 1,604 1,633 1,467 1,568
8,8 1,086 1,203 1,302 1,197
9,0 1,663 1,587 1,625
9,5 2,049 1,918 1,761 1,909
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5.11.7.2 Photometrische Bestimmung des Reaktionsverlaufs
Zur Bestimmung des zeitlichen Verlaufs der betrachteten Enzymreaktion wurde die von Y. Schmidt
vorgeschlagene photometrische Bestimmung der Aktivitat durchgefiihrt 3. Dabei wird angelehnt an
Gosselin et al. die Menge an freigesetztem dTDP bestimmt ). Das dTDP soll mit PEP durch die
Pyruvatkinase zu Pyruvat und dTTP umgesetzt werden. Das Pyruvat kann anschliefend zusammen mit
NADH durch die Laktatdehydrogenase zu Laktat und NAD" reagieren. NADH besitzt ein Absorpti-
onsmaximum bei 340 nm, die oxidierte Form NAD™ absorbiert bei dieser Wellenldnge nicht. Damit
kann die Abnahme von NADH photometrisch bestimmt werden. Diese Abnahme entspricht der Zu-

nahme an freigesetztem dTDP und damit der Bildung von AliProl.

Die Zusammensetzung des photometrischen Assays ist in Tabelle 5-41 aufgelistet. Der Reaktionsan-
satz wurde ohne das Enzym Ses60310 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Damit soll gewahrleistet
werden, dass das in der dTDP-Rhamnose-Losung moglicherweise vorhandenes dTDP abreagieren
kann. Nach der Zugabe des Enzyms wurde die Absorption fiir 3 min am Ultrospec 2100 pro

UV/Visible Spectrophotometer gemessen und mit Hilfe des Programms SWIFT |l aufgezeichnet.

Tabelle 5-41 Zusammensetzung des photometrischen Aktivitatsassays.

Bestandteil eingesetzte Menge Stocklésung Endkonzentration
Enzym variabel 5uM
Alizarin 10 L 0,2 mM
TRIS-Puffer 5puL 0,025 mM
BSA 5uL 0,5 mg/mL
MgCl, 0,25 pL 25 mM
dTDP-Rhamnose 2 uL 0,2 mM
TCEP 1puL 1 mM

PEP luL 0,7 mM
NADH 1puL 0,15 mM
PKund LDH 4 uL je 3,6 units
H2Obigest. ad 100 pL

5.12 Isolierung und Analytik von bakteriellen Sekundarstoffen

5.12.1 Extraktion glycosylierter Biotransformationsprodukte und Kaffeesiaure

Zur Extraktion der Biotransformationsprodukte aus in vivo Glycosylierungsexperimenten wurde die
Bakterienkultur auf pH 7 eingestellt, zur Extraktion von Kaffeesdure auf pH 3,2. Anschliefend wurde
die Kultur zentrifugiert (5.000 rpm, 5 min) und der Uberstand ein- bis zweimal mit dem gleichen Vo-

lumen Ethylacetat ausgeschttelt. Das Mycel wurde mit 40 mL Ethylacetat versetzt und mindestens
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10 min lang regelmaRig geschiittelt. Die vereinigten Ethylacetat-Phasen wurden mit wasserfreiem
Na,SO, getrocknet und Uber einen Cellulosefilter filtriert. Die organische Phase wurde mit Hilfe eines
Rotationsverdampfers bis zur Trockne eingeengt. Die Analyse des Rohextrakts erfolgte in methanoli-
scher Losung tiber HPLC/ESI-MS (siehe 5.12.5).

5.12.2 Festphasenextraktion

Zur Fraktionierung eines Rohextrakts und damit zur Aufkonzentrierung eines gewinschten Biotrans-
formationsprodukts wurde eine Festphasenextraktion (solid phase extraction, SPE) durchgefiihrt. Als
Saulenmaterial wurde die Oasis® HLB 20 35 cc (6g) verwendet (siehe Tabelle 5-8). Die Saule wurde
zuerst mit absteigender Konzentration Methanol konditioniert, bis eine Konzentration von 30 % (V/V)
Methanol erreicht worden war. AnschlieRend wurde die Sdule mit dem Rohextrakt, der in 10 mL
30 %igem Methanol (V/V) gelést worden war, beladen. Da sich der Gesamtextrakt nicht vollstandig in
30 %igem Methanol (V/V) Ioste, wurde der ungeldste Teil abzentrifugiert (5.000 rpm, 5 min) und nur
der geltste Teil des Rohextrakts auf die Sdule aufgetragen. Danach wurden die unterschiedlichen
Fraktionen des Rohextraktes mit 100 mL eines aufsteigenden Methanol-Gradienten von der Séule
eluiert, wobei die Methanolkonzentration bei jedem Elutionsschritt um 10 % erhéht wurde. Jede Frak-
tion wurde einzeln aufgefangen. Bevor mit einem neuen Elutionsschritt begonnen wurde, wurde der
verbliebene, ungeltste Rohextrakt in 10 mL des neuen Eluenten aufgenommen und durch Behandlung
im Ultraschallbad geldst. Ungeldste Teile wurden unter den oben genannten Bedingungen erneut ab-
zentrifugiert. Die erhaltenen Fraktionen wurden bis zur Trockene eingeengt und mittels HPLC/ESI-
MS analysiert. Tabelle 5-42 zeigt die gereinigten Biotransformationsprodukte, das Ausgangsmaterial
und die Fraktion mit der die gewiinschte Substanz eluiert wurde.

Tabelle 5-42 Biotransformationsprodukte, die mittels SPE aufkonzentriert wurden. Das Ausgangsmaterial und die
Elutionsfraktion sind angegeben.

Biotransformations- Ausgangsmaterial SPE-Fraktion
produkt Rohextrakt von

AliProN S. albus Rham x pUWL-A-7665 gefuttert mit Alizarin 80-90 %
AliPro2 S. espanaensis gefuttert mit Alizarin 60 %

AliPro4 S. espanaensis A 7665 gefuttert mit Alizarin 100 %

AliC1 S. espanaensis gefuttert mit Alizarin 60-70 %
U3-21 S. erythraea gefittert mit U3 100 %

U3-8 S. erythraea gefittert mit U3 60 %

Sace_15 S. erythraea gefuttert mit Alizarin 60-70 %

5.12.3 Praparative Diinnschichtchromatographie
Nach der Vorreinigung mittels SPE wurde fiir die weitere Reinigung der Biotransformationsprodukte

die praparative Dinnschichtchromatographie (DC) gewéhlt. Dazu wurde der in Methanol geldste Ex-
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trakt auf eine DC-Fertigplatte Adamant UV, (Kieselgel 60, siehe Tabelle 5-8) aufgetragen. Als
FlieBmittel wurde ein Gemisch aus Dichlormethan und Methanol (9:1 (V/V), 0,1 % Essigséure) oder
Acetonitril und H,Opigest. (85:10 (V/V), 0,1 % Essigsaure) verwendet. Die Platte mit aufgetragenem
Rohextrakt wurde Uber eine Auftrennstrecke von 12 cm in einer DC-Kammer entwickelt. Die ge-
wiinschte Bande wurde mit Hilfe eines Skalpells aus der DC-Platte ausgekratzt und mit Methanol ex-
trahiert. Die Methanol-Extraktion wurde solange wiederholt bis keine Farbung des Methanols mehr zu
erkennen war. Der methanolische Extrakt wurde (ber einen 0,4 um-Filter filtriert und mit Hilfe eines
Rotationsverdampfers bis zur Trockne eingeengt. Die Analyse des erhaltenen Extrakts erfolgte in me-
thanolischer Lésung tber HPLC/ESI-MS (siehe 5.12.5.2). Die gereinigten Biotransformationsproduk-
te, das verwendete FlieBmittel und die zugehdrigen R-Werte sind in Tabelle 5-43 aufgelistet.

Tabelle 5-43 Biotransformationsprodukte, die mittels préparativer Dinnschichtchromatographie gereinigt wurden.
Die verwendeten FlieBmittel und Re-Werte sind angegeben.

Biotransformationsprodukt FlieRmittel R-Wert
AliProN Dichlormethan / Methanol 0,42
AliPro2 Acetonitril / Wasser 0,18
AliPro4 Dichlormethan / Methanol 0,70
AliC1 Acetonitril / Wasser 0,39
U3-21 Dichlormethan / Methanol 0,33
U3-8 Acetonitril / Wasser 0,72
Sace 15 Acetonitril / Wasser 0,17

5.12.4 Sdaulenchromatographie

Die abschlieBende Reinigung der mit SPE und DC vorgereinigten Biotransformationsprodukte
AliPro2, AliC1, U3-8 und Sace_15 erfolgte mit Hilfe der Saulenchromatogaphie. Als Sorbens wurde
Sephadex LH 20 und als Elutionsmittel Methanol verwendet. Nach einem zwdlfstiindigen Quellvor-
gang des Sorbens in Methanol wurde die Saule befiillt. Der aufzureinigende Extrakt wurde im Elu-
tionsmittel gelést und moglichst konzentriert auf die Sdule aufgetragen. Die erhaltenen Fraktionen
wurden gesammelt, mittels HPLC/ESI-MS auf vorhandene Sekundarstoffe berprift und wenn

mdglich vereint.

5.12.5 Analytische HPLC/ESI-MS

Zur Analyse von bakteriellen Sekundarstoffen mittels HPLC/ESI-MS wurde das Agilent 1100
System verwendet. Die Auftrennung von Kaffeesdure erfolgte tber ein S&ulensystem bestehend
aus einer Vorsdule XBridge™ C18 (20 mm x 4,6 mm; PartikelgroRe: 3,5 pm) und einer
Xbridge™ C18-Saule (100 mm x 4,6 mm; PartikelgroBe: 3,5 pm) als Hauptsiule. Die glycosy-

lierten Biotransformationsprodukte wurden tber eine Zorbax Eclipse XDB-C8 Sdule (150 mm x
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4,6 mm; PartikelgrofRe: 5 um) mit einer Zorbax XDB-C8 Vorsdule (12,5 mm x 4,6 mm; Pratikel-
groe: 5 um) aufgetrennt. Als Detektoren kamen ein Diodenarray-Detektor (DAD) und ein
Quadrupol Massendetektor (MSD) zum Einsatz. Die lonisierung der Analyten erfolgte mit einer
ESI-Quelle (electrospray ionization). Die Parameter der lonisationsquelle sind in Tabelle 5-44
gelistet. Die zur Analyse von glycosylierten Biotransformationsprodukten und Kaffeeséure ver-
wendeten Gradienten und weitere Einstellungen sind in der Methode sam1 und tina3 beschrieben.
Die Steuerung der Anlage und die Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe der Software
LC/MSD ChemStation Rev. A. 09.03.

Tabelle 5-44 Parameter der ESI-lonisationsquelle.

Parameter Einstellung
Drying gas flow 12 L/min
Drying gas temperature 350 °C
Nebulizer pressure 50 psig
Capillary voltage (Vcap positive) 3.000V
Capillary voltage (Vcap negative) 3.000 vV

5.12.5.1 Methode sam1
Die Methode saml wurde zur Analyse von Kaffeesaure und deren Derivate verwendet. Tabelle 5-45

zeigt die spezielle Parameter der Methode, Tabelle 5-46 zeigt den verwendeten Gradienten.

Tabelle 5-45 Spezielle Parameter der Methode sam1.

Parameter Einstellung

Fluss 0,5 mL/min

Temperatur des Saulenofens 28 °C

Laufmittel A Acetonitril mit 0,5 % Essigsaure
Laufmittel B H,0 mit 0,5 % Essigsédure

MSD Scan 100-500 Da; MSD(+), MSD(-) Modus

Tabelle 5-46 HPLC/ESI-MS-Gradient sam1 zur Analyse von Kaffeesdure und deren Derivate.

Zeit [Zeit] Laufmittel A [%0] Laufmittel B [%6]
0 10 90

3 10 90

9 30 70

12 50 50

18 95 5
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Fortsetzung von Tabelle 5-46 HPLC/ESI-MS-Gradient sam1 zur Analyse von Kaffeesdure und deren Derivate.

Zeit [Zeit] Laufmittel A [%0] Laufmittel B [%0]
20 95 5

22 10 90

32 10 90

Detektion: 345 nm (Ref. 600 nm), 310 nm (Ref. 500), 279 nm (Ref. 500 nm), 250 nm (Ref. 400 nm)

5.12.5.2 Methode tina3
Die Methode tina3 wurde zur Analyse von glycosylierten Biotransformationsprodukten verwendet.
Tabelle 5-47 zeigt die spezielle Parameter der Methode, Tabelle 5-48 zeigt den verwendeten Gradien-

ten.

Tabelle 5-47 Spezielle Parameter der Methode tina3.

Parameter Einstellung

Fluss 0,7 mL/min

Temperatur des Saulenofens 30°C

Laufmittel A Acetonitril

Laufmittel B H,O mit 0,5 % Essigsdure

MSD Scan 100-1100 Da; MSD(+), MSD(-) Modus

Tabelle 5-48 HPLC/ESI-MS-Gradient tina3 zur Analyse von glycosylierten Biotransformationsprodukten.

Zeit [Zeit] Laufmittel A [%0] Laufmittel B [%6]
0 20 80

9 33 67

16 50 50

20 70 30

24 95 5

29 95 5

30 20 80

35 20 80

Detektion: 254 nm (Ref. 360 nm), 480 nm (Ref. 800), 360 nm (Ref. 580 nm), 430 nm (Ref. 600 nm);
550 nm (Ref. 700 nm)
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5.12.6 Strukturaufklarung mittels NMR

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die Strukturaufkldrung unbekannter Naturstoffe durch NMR-
Spektroskopie (nuclear magnetic resonance). Die Strukturaufklarung der gebildeten Biotransformati-
onsprodukte erfolgte durch unsere Kooperationspartner Elke Brétz und Dr. Thomas Paululat an der
Universitat Siegen. Durch Aufnahmen von *H- und **C-Spektren konnten die entsprechenden Atome
detektiert werden und tber Kopplungen zwischen den verschiedenen Atomgruppen deren Position im
Molekdilgerust bestimmt werden. Alle Spektren wurden auf einer Varian VNMR-S 600-Apparatur
aufgenommen. Neben 1D-NMR-Experimenten wurden auch folgende 2D-NMR-Experimente durch-
gefilhrt: *H/*H-COSY (correlation spectroscopy), TOCSY (total correlation spectroscopy), ‘H/**C-
und *H/"®N-HMBC (heteronuclear multiple bond correlation), HSQC (heteronuclear single quantum
coherence) H2BC (heteronuclear 2-bond correlation) und ROESY (rotating frame nuclear Overhauser
effect spectroscopy). Alle NMR-Experimente, die zur Strukturaufklarung der unterschiedlichen Bio-
transformationsprodukte durchgefihrt wurden, sind in Tabelle 5-49 aufgefiihrt. Die chemischen Ver-

schiebungen wurden auf das verwendete Losungsmittel bezogen.

Tabelle 5-49 Durchgefuhrte NMR-Experimente zur Strukturaufkldrung von Biotransformationsprodukten.

Biotransforma-  Losungsmittel NMR-Experimente

tionsprodukt

AliProN DMSO-d; 'H, °C, 1D-/2D-TOCSY, "H/"H-COSY, "H/**C-HMBC,
HSQC, ROESY

AliPro2 DMSO-ds 'H, *C, 1D-TOCSY, 'H/'H-COSY, 'H/"C-HMBC, ROESY

AliPro4 DMSO-ds 'H, *C, 'H/*"H-COSY, 'H/**C-HMBC

AliC1 DMSO-ds 'H, *c, 'H/'"H-COSY, *H/**C-HMBC, ROESY

U3 21 DMSO-ds 'H, BC, 'H/"H-COSY, 'H/*®*C-HMBC, 'H/*N-HMBC, H2BC

U3 8 DMSO-ds 'H, *C, 1D-TOCSY, 'H/'H-COSY, 'H/*C-HMBC, ROESY

Sace_15 CD;0D 'H, *C, 'H/"H-COSY, 'H/*C-HMBC, ROESY

5.13 In silico Genom-Analyse

Die zur in silico Genom-Analyse verwendete Software und Internetservices sind in Tabelle 5-30 auf-
gelistet. Zur Identifizierung von Sekundarstoff-Clustern wurden die Bakteriengenome mittels BLAST-
Suche ™ quf Ahnlichkeiten zu bekannten Naturstoffclustern untersucht. Die manuellen Untersuchun-
gen wurden mit antiSMASH M unterstiitzt. Ein DNA-Abschnitt mit mehreren Genen wurde als Clus-
ter identifiziert, wenn zumindest eines dieser Gene flr eine Sekundarstoffsynthase codiert. Folglich
wurde ein DNA-Abschnitt, der nur eine einzige Domane einer Sekundérstoffsynthase besitzt, wie zum
Beispiel eine Adenylierungs-Domadne, nicht als Cluster eingestuft. Die Grenzen der Cluster wurden

definiert als das letzte Gen upstream und downstream einer Sekundéarstoffsynthase mit Homologie zu
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einem Gen, das flr einen Regulator, einen Transporter oder ein modifizierendes Enzym codiert. Fur
den Fall, dass dieses Gen Teil eines putativen Operons ist, wurde das ganze Operon in das Cluster
integriert. Der Aufbau der Module von PKS vom Typ | oder von NRPS wurde mit Hilfe der Inter-
netservices PKS/NRPS Analysis 2 und SBSPKS ! bestimmt. Die Spezifitaten von Adenylierungs-
Domanen wurden mit Hilfe des NRPSpredictor2 8! untersucht.

Die vollstandige Genomsequenz von S. espanaensis ist in der EMBL Datenbank [EMBL:HE804045]
(%4 hinterlegt. Die Vorsilbe der Genbezeichnungen “BN6_”, die vom ENA (European Nucleotide

Archive) vergeben wurde, wurde in dieser Arbeit durch ,,Ses* ersetzt.
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ANHANG

7 ANHANG

7.1 Abkirzungen

Physikalische Grofden
A Absorption
J Kopplungskonstante
Kn Michaelis-Menten-Konstante
m Masse
m/z Masse-Ladungs-Verhéltnis
M, molare Masse
ODgoo optische Dichte bei einer Wellenl&nge von 600 nm
R BestimmtheitsmaR
R¢ Retentionsfaktor
RT retention time: Retentionszeit
t Zeit
\Y Volumen
Viax maximale Reaktionsgeschwindigkeit
3 chemische Verschiebung
A Wellenlénge
Einheiten
% Prozent
°C Grad Celsius
Au absorption units: Absorptionseinheiten
b(p) Basenpaar
Da Dalton
F Farad

Gramm

Stunde(n)
Hz Hertz
L Liter
M molar
m Meter
min Minute(n)
mol Einheit der Stoffmenge

CLXXIX
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CLXXX

ANHANG

Pa Paskal
ppm parts per million
psi pound-force per square inch
psig pound-force per square inch gauge, relativer Druck
rpm revolutions per minute: Umdrehungen pro Minute
S Sekunde
u unit; Enzymmenge, die umol Substrat pro Minute umsetzt
\Y Volt
Q Ohm
Vorsilben
G Giga 10°
M Mega 10°
k kilo 10°
c zenti 10
m milli 10°
0 micro 10°

nano 10°
p pico 10™
Nukleotide
A Adenin
C Cytosin
G Guanin
T Thymin
Aminosauren
Alanin Ala A
Arginin Arg R
Asparagin Asn N
Asparaginséure Asp D
Cystein Cys C
Glutamin GlIn Q
Glutaminséure Glu E
Glycin Gly G
Histidin His H
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Isoleucin
Leucin
Lysin
Methionin
Phenylalanin
Prolin
Serin
Threonin
Tryptophan
Tyrosin
Valin

Bakterienstimme

A. mediterranei
. mirum

. orientalis

. subtilis
.coli

. dioxanivorans
. albus

. avermitilis

. coelicolor

. erythraea

. espanaensis
. fradiae XKS

. roseosporus

mw omwo»m M o»m »mw W W T MW > >

. viridis

T. bispora

Sonstige

1D

2D

2-MIB

aac(3)IV

aadA
ABC-Transporter
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lle
Leu
Lys
Met
Phe
Pro
Ser
Thr
Trp
Tyr
Val

< < s H4wnw3vTmzg xR

Amycolatopsis mediterranei U32
Actinosynnema mirum DSM 43827
Amycolatopsis orientalis

Bacillus subtilis

Escherichia coli

Pseudonocardia dioxanivorans CB1190
Streptomyces albus J1074

Streptomyces avermitilis

Streptomyces coelicolor A3(2)
Saccharopolyspora erythraea NRRL 2338
Saccharothrix espanaensis DSM 44229
Streptomyces fradiae XKS
Streptomyces roseosporus
Saccharomonospora viridis DSM 43017
Thermobispora bispora DSM 43833

eindimensional
zweidimensional
2-Methylisoborneol
Apramycinresistenzgen
Spectinomycinresistenzgen

ATP-binding cassette transporter: ATP abhédngiger Transporter
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ADO 2-Aminoethanethiol-Dioxygenase
A-Domaéne Adenylierungs-Doméne
aphll Kanamycinresistenzgen
APS Ammoniumperoxodisulfat
bidest. bidestilliert
bla B-Lactamresistenzgen
BLASTp basic local alignment search tool zum Vergleich von Proteinen
BSA Rinderserumalbumin
CsN 2-Amino-3-hydroxy-cyclopent-2-en-1-on
cat Chloramphenicolresistenzgen
CAZy carbohydrate active enzymes
CD;0D deuteriertes Methanol
CDO Cysteindioxygenase
CDS coding DNA sequence: codierende DNA-Sequenz
CoA Coenzym A
COG cluster of othologous groups
COMT Catechol-O-Methyltransferase
Cosy correlation spectroscopy: homonukleare Korrelationspektroskopie fiir *H/"H
CSAD Cysteinsulfinat-Decarboxylase
DAD Dioden array detector: UV/Vis-Detektor
DEBS 3 6-Deoxyerythronolid-Synthase 3
DMF Dimethylformamid
DMSO Dimethylsulfoxid
DMSO-dg deuteriertes Dimethylsulfoxid
DNA desoxyribonucleic acid: Desoxyribonukleinsaure
dNTP Desoxynukleosidtriphosphat
DSM Deutsche Stammsammlung von Mikroorganismen
dTDP Desoxythymidindiphosphat
DTT Dithiothreithol
dTTP Desoxythymidintriphosphat
EC Enzyme Commission
EDTA Ethylendiamintetraessigsaure
eggNOG evolutionary genealogy of genes: non-supervised orthologous groups
EHEC Enteroh&morrhagische Escherichia coli
ESI Elektrospray-lonisation
etal. et alii: und andere
FPLC fast protein liquid chromatography
GEBA Genomic Encyclopedia of Bacteria and Archaea
GPP MT Geranylpyrophosphat-2-Methyltransferase
GT(s) Glycosyltransferase(n)
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H2BC
Hise-tag
HMBC

HPLC
HPQ-Melanin
HSQC

IMS

int

IPTG
LDH

LN

LP
MEP-Weg
MS

MSD

NAD*
NADH
NCBI
NDP
Ni#-NTA
NMR
NRPS
ORF
oriT
PAGE
PCR
PEP

PF

PK
PKS
PR

Ref.
RNA
ROESY
rRNA
sam-Cluster
SARP
SDS

sp.
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heteronuclear 2-bond correlation
Hexapeptid der Aminosdure Histidin

heteronuclear multiple-bond correlation: heteronukleare Korrelationsspektroskopie
iiber mehrere Bindungen (*J)
high performance liquid chromatography: Hochleistungsfliissigkeitschromatographie

Hexahydroxyperylen-Quinon-Melanin

heteronuclear single quantum coherence: Heteronukelare Korrelationsspektroskopie
iiber mehrere Bindungen (%J, %)
imiging mass spectrometrie: bildgebenden Massenspektroskopie

Integrasegen

Isopropyl-B-d-thiogalactopyranosid

Laktat Dehydrogenase

1 kb-Leiter NEB

1 kb-Leiter Promega

Methylerythritolphosphatweg

Massenspektrometrie

Quadrupol Massendetektor
Nikotinsédureamid-Adenin-Dinukleotid, oxidierte Form
Nikotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid, reduzierte Form
National Center for Biotechnology Information
Nukleosid-Diphosphat

Nickel-Nitrolotriesigsaure

nuclear magnetic resonance: Kernspinresonanzspektroskopie
Nichtribosomale Peptidsynthase(n)

open reading frame: offener Leserahmen

origin of transfer

Polyacrylamid-Gelelektrophorese

polymerase chain reaction: Polymerase-Kettenreaktion
Phosphoenolpyruvat

Proteinstandard PageRuler™ Prestained Protein Marker
Pyruvatkinase

Polyketidsynthase

Proteinstandard Roti®-Mark Standard

Referenz

ribonucleic acid: Ribonukleinséure

rotating frame nuclear Overhauser effect spectroscopy
ribosomale RNA

Saccharomicin-Cluster

Streptomyces antibiotic regulatory protein
Natriumdodecylsulfat

species
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SPE solid phase extraction: Festphasenextraktion
ssp. subspecies
SST short sequence tagging, Genomanalyse, die auf der Identifizierung von kurzen Se-
guenzen basiert
TCEP Tris-(2-carboxyethyl)-phosphin
ter Tetracyclinresistenzgen
TEMED N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin
TOCSY total correlation spectroscopy
trans-AT separat arbeitende Acyltransferase
TRIS Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
tRNA transfer-RNA
tsr Thiostreptonresistenzgen
u2 1,4-Dihydroxyanthrachinon
U3 1,4-Diaminoanthrachinon
u7 1-Amino-2-methylanthrachinon
us 2-Aminoanthrachinon
UDP Uridindiphosphat
uv Ultraviolett
VT Volumenteile
X-Gal 5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B- D-galactopyranosid
X-Gluc 5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-f- D-glucuronsaure
A in einer Mutante inaktiviertes Gen
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7.2 Sekundarstoffcluster aus S. espanaensis

Tabelle 7-1 Sekundarstoffcluster aus dem Genom von S. espanaensis. Angegeben sind Start und Ende der Cluster, die
Anzahl der Gene, die Lange der Cluster und die Gennamen.

Cluster Start Ende Gene Lange (bp) GeneID
Terpene

tpc 1 1166889 1170617 2 3728 5es11180-ses11190
tpc 2 1706767 1712091 4 5324 ses16510-ses16540
tpc 3 5680801 5688469 8 7668 5es50830-s5es50900
tpc 4 6114314 6115375 1 1061 ses54650

tpc 5 6295999 6297102 1 1103 ses56360

tpc 6 6630735 6631823 1 1088 ses59350

tpc 7 6954768 6955850 1 1082 56562220

Nichtribosomale Peptide, Polyketide und Hybride
Cluster 1 2349924 2370700 15 20776 ses22350-s5es22490
Cluster 2 2831236 2865923 16 34687 5e526880-s5es27030
Cluster 3 3453255 3504409 15 51154 ses32450-ses32590
Cluster 4 3600126 3651122 30 50996 ses33420-ses33720
Cluster 5 3831231 3881764 31 50533 5es35380-5e535690
Cluster 6 4248529 4303665 44 55136 ses38940-ses39380
Cluster 7 4972661 4999886 20 27225 ses45570-ses45780
Cluster 8 5008350 5094309 41 85959 ses45860-ses46270
Cluster 9 5186392 5271055 31 84663 ses47160-ses47500
Cluster 10 5283255 5336168 33 52913 ses47640-ses47960
Cluster 11 5367953 5424891 25 56938 ses48290-ses48530
Cluster 12 5732076 5753813 11 21737 ses51300-ses51400
Cluster 13 6124164 6177506 46 53342 ses54730-ses55180
Cluster 14 6306803 6368410 45 61607 5es56460-s5es56900
Weitere Cluster

Aminocyclitol 5883892 5891400 8 7508 5e552590-5es52660
lan 1 4529644 4536759 5 7115 ses41310-ses41350
lan 2 6044178 6076769 31 32591 ses54000-ses54300
mel 4916581 4917904 2 1323 ses45020-ses45030
sam 6549548 6596050 38 46502 5es58620-5es58990
26 Cluster 506 823759
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7.3 Nichtribosomale Peptidsynthase Cluster

Tabelle 7-2 Abgeleitete Funktion von Genen aus dem Genom von S. espanaensis, die fir Nichtribosomale Peptidsyn-
thasen codieren. Es sind die von Stachelhaus et al. definierten Aminosauren der Adenylierungs-Domanen (A-
Domanen) angegeben 1 die méglichen Substrate der A-Doméanen und der Aufbau der NRPS-Module.

Polypeptid  Gen Aminosduren der A-Doméane Substrat  Modul-
Aufbau
235 236 239 278 299 301 322 330 331 517
Nrpsl ses22480 D A C E M S E L A K unbekannt A-T-C
Nrps1-t2 ses22460 T
Nrpsl-a2 ses22430 D L T K Vv G E Vv G - Asn A
Nrps1-t3 ses22390 T
Nrps1-c2 ses22380 C
Nrps1-a3 ses22370 D \% W H A S M D - unbekannt A
Nrpsi-t4 ses22360 T
Nrps2-1 ses26940 D A E D \% G T \% \% - unbekannt C-A
Nrps2-2 ses26930 D V W H I S L \% D K Ser T-C-A-
T
D A D D A G L V D K unbekannt C-A-T-
E
D A D D C G L V D K unbekannt C-A-T
D A D D C G C \% D K unbekannt C-A-T-
E
D L F A L G AV N K Haorn C-A-T-
Te
Nrps3-1 ses32580 D A L L I G A V \ K Val A-T-C-
T-E
D F W N | G M V H K Thr C-A-T
Nrps3-2 ses32570 D T E D M G F \Y D K unbekannt C-A-T-
E
D T E D L G Y V D K unbekannt C-A-T
D T E D M G F V D K unbekannt C-A-T-
E
D F W N | G M V H K  Thr C-A-T
D L L V G A V Vv K Tyr C-A-T-
E
Nrps3-3 ses32470 D | W E \ T A D D K unbekannt C-A-T-
E
D A W A V A G L A K unbekannt C-A-T
D | W E \ T A D D K unbekannt C-A-T
- - L R V A G V D K unbekannt C-A-T-
Te
Nrps5-1 ses35630 D L L W L G G T F K  Val C-A-T-
?
Nrps5-2 ses35610 D \% \ Q \ G G \% Y K unbekannt C-A-T
Nrps5-3 ses35580 D | L Q I G \Y/ V w K unbekannt C-A-T
Nrps5-4 ses35560 D A G D M G H \% C K unbekannt C-A-T-
Red
Nrps5-a5 ses35450 D P F F \ | vV VvV A K unbekannt A
Nrps5-t5 ses35380 T
Nrps6-c 5es39030 Cc
Nrps6 ses39040 S M F H M G M L F K unbekannt A-T
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Fortsetzung von Tabelle 7-2 Abgeleitete Funktion von Genen aus dem Genom von S. espanaensis, die fur Nichtribo-
somale Peptidsynthasen codieren. Es sind die von Stachelhaus et al. definierten Aminosauren der Adenylierungs-
Doménen (A-Doméanen) angegeben ', die méglichen Substrate der A-Domanen und der Aufbau der NRPS-Module.

Polypeptid  Gen Aminosauren der A-Doméane Substrat  Modul-
Aufbau
235 236 239 278 299 301 322 330 331 517
Nrps7 ses45580 D A Y F L G G T F K  Val A-T
D A Y F W G G V F K  Val C-A-T-
Red
Nrps8 ses46030 D F w S \Y G M V H K Thr A-T
Nrpks8 ses46060 D L F N F S L vV W K Cys T-Cy-?-
A-T-
KS
Nrps10-1 ses47680 D vV W F S L V D K Ser C-A-T
D V Q F | S Q V A K unbekannt C-A-T-
Te
Nrps10-2 ses47940 D vV W N vV A M V H K Ser A-T
Nrps10-3 ses47910 D | L Q V G \Y/ | W K Gly Cy/C-
A-T-Te
Nrps10-4 ses47890 A A F - \ T L \% A K unbekannt C-A-T
Nrps10-a6 ses47870 D A F F L G L | T K unbekannt A
Nrps12-1 ses51320 D A L W L G G T F K Val C-A-T
D L F N N A L T Y K Ala C-A-T
Nrps12-2 ses51330 ?-C-T-
C
Nrps13 sesb5100 D L Y N M S L | W K Cys C-A-T
Nrpsl4-1 sesb6580 D | L A - - - V L - unbekannt C-A-?
- - A Q \Y G MV W K unbekannt A-T-C
Nrps14-2 sesb6610 D M V Q F G L V Y K unbekannt C-A-T
D A T E Q S Q L A K unbekannt C-A-T
Nrpsl14-3 sesb6790 D V F D F G G V T K unbekannt C-A-T
Nrpsl4-4 sesb6830 G C \Y H L S L V F - unbekannt A-T
Nrpsl14-5 sesb6850 D L Y N I A S V W K unbekannt C-A-T

Abkirzungen: A, Adenylierung; C, Kondensation; Cy, Zyklisierung; E, Epimerisierung; Red, Reduktion; T, Thiolati-
on; Te, Thioesterase; ?, Doméane mit neuer Funktion (Domane bestehend aus mehr als 450 Aminosduren mit keiner
Ahnlichkeit zu bekannten Doménen); KS, Ketosynthase. Haorn, delta-N-Acetyl-delta-N-hydroxyornithin.
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7.4 Polyketidsynthase Cluster

Tabelle 7-3 Abgeleitete Funktion von Genen aus dem Genom von S. espanaensis, die fir Polyketidsynthasen codieren.
Angegeben sind die vorhandenen Module und deren Aufbau.

Polypeptid Gen Modul Modulaufbau
Pks4-1 ses33510 Modul 1 KS-AT-DH-ER-KR-
ACP
Pks4-2 5es33620 Modul 2 KS-AT-ACP
KR-ACP
Pks4-3 5es33690 Modul 3 KS-AT-DH-?-ER-KR-
ACP
Pks5 5es35390 Beladung KS-ACP
Pks6-1 $es39100 Modul 1 KS-AT-DH-KR-ACP
Pks6-2 56539290 Modul 2 KS-AT-ACP-KR-DH
Nrpks8 ses46060 Modul 2 T-Cy-?-A-T-KS
Pks8-1 ses46180 Beladung ACP
Modul 1 KS-KR-ACP
Modul 2 KS
Pks8-2 ses46170 Modul 2 DH-ACP
KR
Modul 3 KS-ACP
Modul 4 KS-DH-KR-ACP
Modul 5 KS-KR-ACP
Modul 6 KS-ACP-ACP
Pks8-3 ses46000 KS
Pks8-4 ses45860 Modul 7 KS-AT-ACP-KR
Pks8-5 ses45870 KS-AT
Pks9-1 ses47260 Beladung KS-ACP
Modul 1 KS-AT-DH-KR-ACP
Modul 2 KS-AT-DH-KR-ACP
Modul 3 KS-AT-DH-KR-ACP
Pks9-2 ses47240 Modul 4 KS-AT-KR-ACP
Pks9-3 ses47230 Modul 5 KS-AT-KR-ACP
Freigabe TRed
Pks9-4 ses47420 Modul 1 KS-AT-ACP
Modul 2 KS-AT-DH-KR-ACP
Pks9-5 ses47410 Modul 3 KS-AT-KR-ACP
Pks9-6 ses47400 Modul 4 KS-AT-DH-KR-ACP
KS-AT
Pks9-7 ses47370 Modul 5 KS-AT-DH-KR-ACP
Freigabe TE
Pks10 ses47930 Modul 1 KS-AT-?-KR-ACP
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Fortsetzung von Tabelle 7-3 Abgeleitete Funktion von Genen aus dem Genom von S. espanaensis, die flir Polyketid-

synthasen codieren. Angegeben sind die vorhandenen Module und deren Aufbau.

Polypeptid Gen Modul Modulaufbau
Pks11-1 ses48330 Modul 1 KS-AT-ACP
Modul 2 KS-AT-DH-KR-ACP
Modul 3 KS-AT-DH-KR-ACP
Pks11-2 ses48320 Modul 4 KS-AT-DH-KR-ACP
Modul 5 KS-AT-DH-ACP
Pks11-3 ses48310 Modul 6 KS-AT-DH-KR-ACP
Freigabe TRed
Pks13 ses55110 Modul 1 KS-AT-DH-KR-ACP
Pks14 5es56590 Modul 1 KS-AT-ACP
KR-ACP

Abkurzungen: ACP, Acyl Carrier Protein; AT, Acyltransferase; Cy, Zyklisierung; DH, Dehydratase; ER, Enoylre-
duktase; KR, Ketoreduktase; KS, Ketosynthase; TE, Thioesterase; TRed.,.Thioester Reduktase; ?, Domane mit neuer
Funktion (Doméne bestehend aus mehr als 450 Aminosdauren mit keiner Ahnlichkeit zu bekannten Doménen); A,

Adenylierung; T, Thiolation.
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7.5 NMR-Daten

7.5.1 AliPro2
Das Losungsmittel DMSO-dg wurde als interner Standard verwendet (64 = 2,50 ppm, ¢ = 39,5 ppm).

Abbildung 7-1 Strukturvorschlag fur AliPro2. Es handelt sich dabei um 2,3-Di-O-a-L-rhamnosylanthragallol
(M,: 548,49 g/mol).

Tabelle 7-4 NMR-Daten fiir AliPro2, die aus den *H- und *3C-1D-Spektren und den *H/*H-COSY-, *H/*C-HMBC-
und ROESY-2D-Spektren abgelesen wurden.

Position  &¢ oy (JHz)  'H/'H-COSY 'H/BC-HMBC ROESY
[pPpm] [ppm]

1 156,5 (br)

1-OH 12,78 bs s

2 138,2 (br) 4-H

3 154,8 4-H, 1¢-H

4 106,5 7,57 - 1-H

4a 128,9 4-H

5 126,8 8,15 m 7-H 7-H, 8-H 7-H

6 134,7 7,91 m 6-H 9-H 6-H

7 134,4 7,91 m 9-H 6-H (7-H) 9-H

8 126,4 8,21 m 8-H 7-H, 8-H 8-H

8a 132,9 (6-H), 7-H, 8-H, 9-H

9 187,1 9-H

%a 112,2 4-H

10 181,4 4-H, 6-H

10a 129,6

1€ 102,1 547s 2¢-H 5¢H 2¢-H, (3°-H)

2 70,0 403brm  1‘H,2‘OH, 3‘-H 1<-H 1¢-H, 2¢-OH, 3°-H

2¢-OH 501 (brs)  2¢H 2¢-H

3¢ 70,39 3,75m 2¢-H, 3‘-OH, 4*-H 1¢-H, 4°-OH 2¢-H, 3‘-OH, 5-H

3¢-OH 4,82 (brs)  3*-H 3¢-H

4 71,5 3,31m 3*-H, 4*-OH, 5*-H 3°-H, 4°-OH, 3‘-OH, 3‘H,5‘-H, 6’H;

5°H, 6°-H;

4¢-OH 485 (brs)  4-H 4¢-H

5¢ 70,42 3,97m 4°-H, 6°-Hs 1°-H, 4°-OH, 6°-H; 3°-H, 6°-H;

6 17,8 1,09d (6,2) 5¢-H 4¢-H, 5H, 1 4‘-H, 4°-OH, 5‘-H

1¢ 99,1 5,62s 2¢-H 2¢-OH, 5*“-H 4-H, 2¢-H, 2“-OH

2¢ 69,8 394brm  1¢-H,2“-OH,3“-H 2‘-OH 1¢-H, 2“-OH, 3“-H,
4¢-H
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Fortsetzung von Tabelle 7-4 NMR-Daten fiir AliPro2, die aus den *H- und *3C-1D-Spektren und den *H/*H-COSY-,
'H/AC-HMBC- und ROESY-2D-Spektren abgelesen wurden.

Position 8¢ oy (JHz)  'H/*H-COSY 'H/BC-HMBC ROESY
[ppm] [ppm]
2¢-OH 526 (brs)  2¢-H 14-H, 2¢“-H
3 70,3 3,71m 2¢-H, 3-OH, 4‘-H  1°“-H,4‘“-OH, 5°-H  2“-H, 3‘-OH, 4¢-
OH, 5¢-H
3¢-OH 4,82 (brs)  3¢<-H 3¢-H
4 715 3,36'm 3“-H,4*-OH, 5-H  4‘-OH, 5*“-H, 6‘-H;  6*‘-Hs
4+-OH 493 (brs)  4«-H
5 70,2 3,46 m 4°-H, 6*“-H, 14-H, 4**-OH 4°-OH, 3°“-H, 6*“-H,
6 17,8 1,13d (6,2) 5‘-H 5¢H, % 4¢-H, 5-H

Nachweis der Zuckerkonfiguration

'H-NMR und 1D-TOCSY mit gezielter Anregung von 1°-H und 1¢*-H nach Zugabe von D,0 durchge-
fihrt (600MHz, 35 °C, DMSO-ds /D,0). Die erhaltenen Werte sind: 6y = 8,13 (d, J = 9,0 Hz, 9-H);
8,08 (d, J = 9,0 Hz, 6-H); 7,85 (dd, J = 9,0; 9,0 Hz, 7-H, 8-H); 7,48 (s, 4-H); 5,56 (br s, 1°’-H); 5.40
(brs, 1’-H); 4,01 (dd, J = 3,1; 1,8 Hz, 2”’-H); 3,95 (dq, J = 9,4, 6,3 Hz, 5>-H); 3,92 (dd, J = 3,4, 1,8
Hz, 2°’-H); 3,72 (dd, J = 9,5, 3,1 Hz, 3°-H); 3,67 (dd, J = 9,5, 3,4 Hz, 3°’-H); 3,43 (dq, J = 9,2, 6,2 Hz,
5°’-H); 3,34 (dd, J = 9,5, 9,1 Hz, 4>-H); 3,32 (dd, J = 9,5, 9,2Hz, 4’-H); 1,11 (d, J = 6,2 Hz, 6’’-Hy);
1,09 (d, J =6,2 Hz, 6’-H3 ) ppm.

7.5.2 AliC1
Das Losungsmittel DMSO-dg wurde als interner Standard verwendet (64 = 2,50 ppm, ¢ = 39,5 ppm).

Abbildung 7-2 Strukturvorschlag fiir AliC1. Es handelt sich dabei um 1,2-Di-O-a-L-rhamnosylalizarin
(M,: 532,49 g/mol).
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Tabelle 7-5 NMR-Daten fiir AliC1, die aus den 'H- und 3C-1D-Spektren und den *H/*H-COSY-, *H/**C-HMBC-
und ROESY-2D-Spektren abgelesen wurden.

Position  &c oy (JHz)? [ppm]  H/AH-COSY® 'H/BC-HMBC®  ROESY’
[ppm]
1 146,2 3-H, 1-H
2 154,8 3-H, 4-H, 1“-H
3 120,2 7,69d (8,6) 4-H (4-H) 4-H, 1-H
4 124,2 8,02 d (8,6) 3-H 4-H
4a 127,8 3-H
5 126,7 8,12d (8,0) 7-H 8-H 7-H
6 133,9 7,87 m 6-H 6-H 6-H
7 134,7 7,89 m 9-H 7-H 9-H
8 126,7 8,12d (8,4) 8-H 7-H 8-H
8a 132,2 6-H, 7-H
9 182,0 6-H
9%a 126,6 4-H
10 181,6 4-H
10a 134,3
1€ 104,4 5,23 brs 2¢-H 3 2¢-H
2 70,3 4,26 brm 1°-H, 2¢-OH, 3*-H 1°-H, 2°-OH, 3*-H
2¢-OH 4,98 brs 2¢H 2¢H
3¢ 70,6 3,85 br d (9,1) 2¢H, 4*-H 2¢H, 5*-H
4 715 3,32 * 3“H 5-H, 6‘-Hs 2¢H, 5*-H
5¢ 70,8 3,92dq (9,7;6,3)  (4-H), 6°-Hs 6°-Hs 3-H, 6-Hs
6° 17,8 1,02 d (6,3) 5¢H 4H 4¢H, 5¢-H
1 98,8 5,63 brs 2¢-H 3-H, 2¢“-H
2¢ 69,9 3,96 m 1¢“-H, 2¢“-OH, 3**-H 14-H, 3¢“-H
2¢-OH 5,26 br s 2¢-H
3¢ 70,4 377m 2¢-H, 4*-H 14-H, 2¢“-H, 5-H
4 716 3,33 * 3“H 5¢-H, 6“-Hs
5¢ 70,1 3,41 % 6°-Hs 14-H, 6“-H, 3“-H, 6*“-H,
6 17,8 1,09d (6,1) 5¢-H 4¢-H 2¢-H, 4*“-H, 5-H

23<.0H, 4‘-OH, 3¢*-OH und 4‘‘-OH waren nicht zuordnebar
PK reuzsignale schwacher Intensitat werden in Klammern dargestellt.
vom Wassersignal Uberdeckt

Nachweis der Zuckerkonfiguration

'H-NMR und 1D-TOCSY mit gezielter Anregung von 2*-H und 3¢‘-H nach Zugabe von D,0O durchge-
fihrt (600MHz, 35 °C, DMSO-dg /D,0). Die erhaltenen Werte sind: 8y = 8,08 (m, 6-H, 9-H), 7,99 (d,
J = 9,0 Hz, 4-H); 7,86-7,84 (m, 7-H, 8-H); 7,64 (d, J = 9,0 Hz, 3-H); 5,60 (d, J = 1,6 Hz, 1°-H); 5,17
(brs, 1’-H); 4,26 (dd, J = 3,2; 1,7 Hz, 2°-H); 3,94 (dd, J = 3,5; 1,7 Hz, 2’-H); 3,91 (dq, J = 9,6; 6,3
Hz, 5°-H); 3,82** (dd, J = 9,5; 3,2 Hz, 3’-H); 3,73 (dd, J = 9,3; 3,3 Hz, 3”’-H); 3,39 (dq, J = 9,5; 6,2
Hz, 5°°-H); 3,31 (dd, J = 9,5; 9,3 Hz, 4°°-H); 3,31 (dd, J = 9,6; 9,5 Hz, 4>-H); 1,07 (d, J = 6,2 Hz, 6°’-
Hs); 1,02 (d, J = 6,3 Hz, 6’-Hs) ppm.

**yom Wassersignal Uberdeckt (Kupplungsmuster und —konstanten abgeleitet von den Nachbarato-

men)
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7.5.3 AliProN
Das Losungsmittel DMSO-ds wurde als interner Standard verwendet (64 = 2,50 ppm, 8¢ = 39,5 ppm).

6 CH

(0] 3

Abbildung 7-3 Strukturvorschlag fur AliProN. Es handelt sich dabei um 2-O-a-L-Olivosylalizarin (M,: 370,35 g/mol).

Tabelle 7-6 NMR-Daten fiir AliProN, die aus den 'H- und *C-1D-Spektren und den *H/*H-COSY-, *H/*C-HMBC-
und ROESY-2D-Spektren abgelesen wurden.

Position  &¢ 8n (J Hz) [ppm] HH- 'H/BC-HMBC?* ROESY?

[pPpm] Ccosy?
1 156,6
2 152,5 4-H, (3-H), 1°-H)
3 119,8 7,37d(7.9) 4-H 4-H 1-H
4 1254 7,52d(7,9) 3-H
4a 126,6 3-H

126,4 8,13dd (1,6 7,2) 6-H 7-H 7,86
6 1339 7,86 ddd (1,6 7,2 7,3) 7-H,5-H,8-H 5-H,8-H, (7-H) 8,13
7 133,9 7,86 ddd (1,6 7,3 7,3) 6-H,8-H,5-H 5-H,8-H, (6-H) 8,21
8 126,5 8,21dd (1,6 7,3) 7-H 6-H 7.86
8a 134,1 7-H
9 185,9 8-H
9%a 116,8 4-H
10 181,3 5-H, (4-H)
10a 133,3 6-H
1 96,0  5,81d(28) 2¢-Hay 2¢-Heq 2¢-Hay, (2°-Heg), (3-H)
2¢ 37,6 1,69max(13,311,43,4) 2°He, 3-H 2’-Heg, I’-H, 4>-H, (3’-H)

2,20 dd eq (6,3 13,3)" 3°-H, (1’-H) 2’-Hay, (1’-H), (3°-H)
3¢ 67,3 385m 2’-H, 4’-H 2-H, 4’-H, (2°-Hax), 2°-Heg, (4°-H),
(5°-H), I’-H 5°-H
4 770  2,92dd (9,09,2)° 5°-H, 3°-H 6°-Ha, 2°-Hay, 6°-Ha, 2°-Hay, (3°-H)
5°-H, 3°-H

5¢ 69,2  3,53dd (6,4 9,2)" 4-H 6°-Hz, 4>-H, 1’-H  6’-Hj, (4’-H), 3°-H
6 180  1,10d (6,4) 5°-H 3, 4-H 4-H, 5°-H, (1°-H)

a Kreuzsignale schwacher Intensitat werden in Klammern dargestellt.
b Daten mittels 1D-TOCSY Experiment unterstiitzt 481,
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7.5.4 AliPro4
Das Losungsmittel DMSO-ds wurde als interner Standard verwendet (64 = 2,50 ppm, 8¢ = 39,5 ppm).

Abbildung 7-4 Strukturformel von AliPro4, die mittels NMR-Analyse aufgeklart wurde. Es handelt sich dabei um
2-O-Methylanthragallol (M,: 270,24 g/mol).

Tabelle 7-7 NMR-Daten fiir AliPro4, die aus den H- und *C-1D-Spektren und den *H/*H-COSY- und *H/=C-
HMBC-2D-Spektren abgelesen wurden.

Position dc[ppm] &4 (J Hz) [ppm] 'H/'H-CcOSY 'H/BC-HMBC
1 157,0

1-OH 13,23 s (br)

2 140,1 2-OCHs, 4-H
2-OCH, 58,9 3,76's

3 157,0

4 114,5 6,88 s

4a 129,3

5 126,2 8,06 dd (7,7 1,2) 7-H 8-H

6 133,9 7,76 dd (7,6 7,5) 6-H, 8-H 6-H

7 132,8 7,83dd (7,6 7,5) 7-H, 9-H 7-H, 9-H

8 125,6 8,13dd (7,71,2) 8-H 7-H

8a 134,5 6-H, 8-H

9 181,6 9-H

9%a 105,7 4-H

10 182,9 4-H, 6-H
10a 132,8 7-H, 9-H
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Das Losungsmittel CD;0D wurde als interner Standard verwendet (8 = 3,30 ppm, 6¢ = 49,0 ppm).

Abbildung 7-5 Strukturformel von Sace_15, die mittels NMR-Analyse aufgeklart wurde. Es handelt sich dabei um
2-0-0-L-Rhamnosylalizarin (M,: 386,35 g/mol).

Tabelle 7-8 NMR-Daten fiir Sace_15, die aus den 'H- und *C-1D-Spektren und den *H/*H-COSY-, *H/*C-HMBC-
und ROESY-2D-Spektren abgelesen wurden.

Position  &¢ oy JHz) [ppm]  'HAH-COSY  'H/®C-HMBC ROESY*®
[pPpm]
1 155,0*
2 155,0 1’-H
3 120,7  7,34d(8,0) 4-H - -
4 1183  7,51d(8,0) 3-H - (1°-H)
4a 129,2 3-H
5 1275  8,15d(7,2) 7-H 8-H 7-H
6 1345  7,74dd(7,27,2)  6-H, 8-H 9-H 6-H
7 1348  7,77dd(7,37,2)  7-H,9-H 6-H 9-H
8 1279  8,27d(7,3) 8-H 7-H 8-H
8a 134,4 9-H
9 187,0 (9-H)
%a 119,3 4-H
10 184,2 (4-H), 6-H
10a 135,0 7-H
1¢ 100,3  5,56d (1,7) 2¢-H 1, (2>-H), 5-H, (6>-Hs)  3-H, 2‘-H
2¢ 71,9 416dd (3,41,7)  1¢H,3*-H 1’-H, 4-H 1¢-H, 3¢-H
3¢ 72,1 4,01dd (9,634)  2¢H, 4-H 2>-H,'1, 5°-H 2¢H, (4‘-H), 5-H
4 73,8 3,48dd (9,69,3)  3“H,5H 2>-H,3-H, 5>-H, 6’-H;  (3‘-H), (5°-H), 6‘-H,
5¢ 71,1 3,70dq(9,36,2)  4°H, 6°-H, 1I>-H, (3°-H), 4’-H, 6’-H;  3*-H, (4*-H), 6-Hs
6 18,1 1,23d (6,2) 5H 4’-H,5’-H, 1) 4¢-H, 5-H

* Signal nicht sicher
2 Signale in Klammern sind schwache Signale
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7.5.6 U3-8
Das Losungsmittel DMSO-ds wurde als interner Standard verwendet (64 = 2,50 ppm, 8¢ = 39,5 ppm).

Abbildung 7-6 Strukturformel von U3-8, die mittels NMR-Analyse aufgeklart wurde. Es handelt sich dabei um
1-N-a-Glucosyldiaminoanthrachinon (M,: 400,38 g/mol).

Tabelle 7-9 NMR-Daten fiir U3-8, die aus den *H- und **C-1D-Spektren und den *H/*H-COSY-, *H/*C-HMBC-
und ROESY-2D-Spektren abgelesen wurden.

Position 8¢ 8y (J Hz)* [ppm] HAR- 'H/RC-HMBC  ROESY
[ppm] Cosy
1 144,9 2-H, I’-H
1-NH - 10,89 d (4,8) 1’-H (1’-H), 3’-H
2 125,2 7,59.d (9,7) 3-H 1-NH 3-H, (1’-H)
3 129,0 7,29d (9,7) 2-H 2-H
4 146,7 2-H
4a 108,2 3-H
5 125,9 8,24 m 7-H 7-H, 8-H 7-H
6 133,8 7,82m 6-H, 8-H 6-H, 8-H 6-H
7 133,6 7,82m 7-H, 9-H 6-H, 9-H 9-H
8 125,9 8,48 m 8-H 7-H, 8-H 8-H
8a 133,8 8-H, 9-H
9 181,7 9-H
%a 109,8 1-NH, 2-H
10 182,3 6-H
10a 133,8 6-H, 7-H
I 80,7 5,33 dd (4,8; 4,8) 1-NH,2’-H  1-NH (1-NH), 2-H, 2°-H
2 70,3 3,59 dd (8,9; 4,8) 1’-H, 3°-H (1-NH), 1>-H 4-H
3 73,7 3,63 dd (9,4; 8,9) 2-H, 4-H 1I’-H,2’-H,4’-H 1-NH, 1’-H, 4-H, 5’-H
4 70,2 3,17 dd (9,5; 8,9) 3-H,5-H  3’-H 2-H, 3’-H
5 72,2 3,29 m** 4-H,6-H, 1’-H,'J, 4-H 3’-H, 6’-H,
6’ 61,0 Ha: 3,56 m; Hy: 3,46 dd 6’-Hy 4-H 5-H
(11,8; 6,9) 5°-H, 6’-H,

*Kopplungskonstanten vom *H NMR-Spektrum und 1D-TOCSY angeregt bei 5,32 ppm
**yom Wassersignal tberdeckt

ALBERT-LUDWIGS-UNIVERSITAT FREIBURG — PHARMAZEUTISCHE BIOLOGIE UND BIOTECHNOLOGIE



ANHANG

7.5.7 U3-21
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Das Losungsmittel DMSO-dg wurde als interner Standard verwendet (64 = 2,50 ppm, ¢ = 39,5 ppm).

Abbildung 7-7 Strukturformel von U3-21, die mittels NMR-Analyse aufgeklart wurde. Es handelt sich dabei um

1-N-Acetyldiaminoanthrachinon (M,: 280,28 g/mol).

Tabelle 7-10 NMR-Daten fiir U3-21, die aus den *H- und **C-1D-Spektren und den *H/*H-COSY-, *H/**C-HMBC-,
'H/*N-HMBC- und H2BC-2D-Spektren abgelesen wurden.

Position  &¢ /oy oy (J H2) Cosy 'H,®C-HMBC H2BC
[ppm] [ppm] (*H,"°N-HMBC)
1 133,5 2-H, 3-H
2 128,6 8,68 d (9,5) 3-H 1-NH 3-H
3 126,9 7,33d (9,5) 2-H 2-H
4 149,0 2-H
4a 108,9* 3-H
125,9 8,20 dd (7,7; 1,6) 7-H 8-H 7-H
6 134,3 7,90 ddd (7,7; 7,7; 1,6) 6-H, 8-H 9-H 6-H, 8-H
7 133,2 7,85ddd (7,7; 7,7; 1,4) 7-H, 9-H 6-H 7-H, 9-H
8 126,4 8,21 dd (7,5; 1,4) 8-H 7-H 8-H
8a 132,9 8-H
9 186,0 10-H
%a 116,0 1-NH, 2-H
10 182,8 6-H
10a 133,7 7-H
11 169,1 1-NH, 12-H,
12 25,4 2,21s
1-NH 127,7 12,2 s br 1-NH (1), 12-H,
4-NH, 108,8* 7,17*sbr/6,57*sbr

*Signal und Zuordnung nicht klar
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7.6 Plasmidkarten

7.6.1 pTESb-sam8+5 EcoRl

Hindlll

int (phiC31)

AN
8000

pTESb-sam8+5, -

9201 bps

EcoRlI

Nhel

aac(3)IV
ermEpl

. attP
ori ColE1 |oxP
Hindlll

Abbildung 7-8 Plasmidkarte von pTESb-sam8+5, verwendet fir die heterologe Expression des Tyrosin-Ammoniak-
Lyasegens sam8 und des 4-Cumarat-3-Hydroxylasegens sam5 in Actinomyceten.

7.6.2 pSET*sam?7

Xbal

int (phiC31)

/ sam?/
6000 1000

pSET*sam7

5000 7031 bps 200 _

EcoRI

aac(3)IV =

Abbildung 7-9 Plasmidkarte von pSET*sam?7, verwendet fiir die heterologe Expression des putativen Kaffeoyl-CoA-
Ligasegens sam?7 in Actinomyceten.
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7.6.3 pTOS*sam7+5+8

Xbal

oriT rox BsaBl

erme*

aac(3)IV v

oriColEl __ p TOS*S am7+52'?'08/

8000

10500 bps
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Pvull Pvull
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Pvull

EcoRV EcoRI

CXCIX

Abbildung 7-10 Plasmidkarte von pTOS*sam7+5+8, kann zur heterologen Expression von sam7, sam8 und sam5 in

Actinomyceten verwendet werden.

7.6.4 pTOS*sam7+5+8+36

%Z:(S) v

ori ColE1 _
2000

p‘[og%S*s am7+5+8+36
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Pvull

4000
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BsaBI
Pvull
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Pvull
EcoRl Puull

Pwvull

Abbildung 7-11 Plasmidkarte von pTOS*sam7+5+8+36, kann zur heterologen Expression von sam7, sam8, sam5 und

sam36 in Actinomyceten verwendet werden.
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7.6.5 pTOS-Rham

Hindlll

aac(3)IvV

\8000 - OIeE
pTOS-Rhamgoo
ori ColE1
9823 bps
oleS
6000 4000
4 \
ntp oleL

int (vwwb) ~ erme*
attP

rox Hindlll

Abbildung 7-12 Plasmidkarte von pTOS-Rham, verwendet fur die heterologe Expression der dTDP-Rhamnose Bio-
synthesegene oleS, oleE, oleL und oleU in S. albus.

7.6.6 pUWL-A-698

ermE up R

rep

ses11290

N
8000

pUWL‘A'Gg&ooo/

9519 bps

EcoRlI

6000
aac(3)IV
4 4000 ®)

ori ColE1

Abbildung 7-13 Plasmidkarte von pUWL-A-698, verwendet flr die heterologe Expression des Glycosyltransferase-

gens ses11290 in S. albus Rham.
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7.6.7 pUWL-A-7665

ermE up R
rep

ses60310
\

pPUWL-A-7665 _
8923 bps

aac(3)IvV

ori ColE1

Abbildung 7-14 Plasmidkarte von pUWL-A-7665, verwendet fur die heterologe Expression des Glycosyltransferase-
gens ses60310 in S. albus Rham.

7.6.8 pUWL-A-7668

ermE up R
rep

ses60350

PUWL-A-7668 _
8857 bps

6000

aac(3)IV

ori ColE1

Abbildung 7-15 Plasmidkarte von pUWL-A-7668, verwendet fur die heterologe Expression des Glycosyltransferase-
gens ses60350 in S. albus Rham.
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7.6.9 pUWL-A-sace_2010

Sace_2010 :
= N ori

8000

pUWL-A-sace_2010

9011 bps

aac(3)Iv

ori ColE1

Abbildung 7-16 Plasmidkarte von pUWL-A-sace_2010, verwendet flr die heterologe Expression des Glycosyltrans-
ferasegens sace_2010 in S. albus Rham.

7.6.10 pKCA6130
loxRE
EcoRI oriT )
loxLE Hindlil\|oXRE ses44520'
loXLE Xbal\ 3 aadA
AN
'ses44520 v

10000
homologe Region up

pKCdeltag139°

8000

10488 bps

homologe Region down

" Hindll

4000
6000 AN

/

aac(3)IV W

EcoRI

Abbildung 7-17 Plasmidkarte von pKCA6130, verwendet zur Inaktivierung des Glycosyltransferasegens ses44520 in
S. espanaensis.
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7.6.11 pKCA6266

loxLE loxRE

loXLE  Hindlll
Xbal| EcoRlI

)
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10000
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homologe Region up

4000

6000 \

CClHl

Abbildung 7-18 Plasmidkarte von pKCA6266, verwendet zur Inaktivierung des Glycosyltransferasegens ses45900 in

S. espanaensis.

7.6.12 pKCA6449
loxRE
orde
loxLE EcoRI
ox £ Hindil\lRE 'Ses47640
Xbal 8
N aadA
AN
Ses47640' Vo

10000

Homologe Region down

-..pKCdelta6449° _ EcoRl
10290 bps
Homologe Region up
4000
6000 N
/

aac(3)IV

/
Hindll

Abbildung 7-19 Plasmidkarte von pKCA6449, verwendet zur Inaktivierung des Glycosyltransferasegens ses47640 in

S. espanaensis.
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7.6.13 pKCA6609
loxRE
oriT q
EcoRlI 'ses49200
loxLE Hindlll{XR
o e AL aadA
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6000

7 4000
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Abbildung 7-20 Plasmidkarte von pKCA6609, verwendet zur Inaktivierung des Glycosyltransferasegens ses49200 in
S. espanaensis.
7.6.14 pKCA7665
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Abbildung 7-21 Plasmidkarte von pKCA7665, verwendet zur Inaktivierung des Glycosyltransferasegens ses60310 in
S. espanaensis.
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7.6.15 pSET-7665

BamHI

int (phiC31)

1000

"’ pSET-7665

7298 bps

ses60310

2000

? aac(3)IV

Abbildung 7-22 Plasmidkarte von pSET-7665, verwendet zur Komplementierung von S. espanaensis A7665 mit dem
Glycosyltransferasegens ses60310.

7.6.16 pET28a-7665-N-his

Hindlll
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ses60310-N-his

pSEOO;I'28a-7665-N-h IS -
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. 4000
oripBR322  , 3000

Abbildung 7-23 Plasmidkarte von pET28a-7665-N-his, verwendet zur Expression des Glycosyltransferasegens
ses60310 mit N-terminalem Hisg-tag in E. coli.
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7.6.17 pET28b-7665-C-his

ses60310-C-his

' Xhol

7
1000

PE]28b-7665-C-his
6427 bps
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2000

~

Abbildung 7-24 Plasmidkarte von pET28b-7665-C-his, verwendet zur Expression des Glycosyltransferasegens
5es60310 mit C-terminalem Hisg-tag in E. coli.
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