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4CL 4-Coumarat:CoA Ligase

4HB 4-Hydroxybenzoesaure

4HPL 4-Hydroxypenyllactat

4HPP 4-Hydroxyphenylpyruvat

6xHis Hexahistidin

Abb. Abbildung

ABC ATP-Binding Casette

ACP Acyl-Carrier-Protein

ADP Adenosindiphosphat

AMP Adenosinmonophosphat

APS Ammoniumpersulfat

ATP Adenosintriphosphat

ATPase Adenosintriphosphat-Hydrolase
Bis-Tris Bis-(2-hydroxyethyl)-imino-tris-(hydroxymethyl-)-methan
bp Basenpaare

Bq Bequerel

BSA Rinderserumalbumin

bzw. beziehungsweise

CDM chemisch definiertes Medium
CoA Coenzym A

cpm Impuls pro Minute

CTP Cytidintriphosphat

Da Dalton

ddNTP Didesoxynukleosidtriphosphat
DEAE Diethylaminoethyl

DIG Digoxigenin

DMA Dimethylallyl

DMAPP Dimethylallyldiphosphat

DMF Dimethylformamid

DMS Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdure

Dnase Desoxyribonuclease

dNDP Desoxynukleosiddiphosphat
dNTP Desoxynukleosidtriphosphat
DPFG-NOE double pulsed-field-gradient nuclear overhauser effect
dpm digits per minute

DTT 1,4-Dithiothreitol

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure
El electron impact

ESI electron spray impact

FGPP Farnesylgeranyldiphosphat
FPP Farnesyldiphosphat

g Gramm
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gyrB Gyrase B

VI



VIII Abkurzungen

h Stunde

HCI Salzsaure

HCOOH Ameisensaue

HMW high molecular weight

HPLC Hochdruckflissigkeitschromatographie
HTH Helix-Turn-Helix

Hz Hertz

IPP Isopentenyldiphosphat
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I Liter

lacZ B-Galaktosidase-Gen

LB Luria und Broth

LMW Low molecular weight
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MDR Multiple Drug Resistance
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n nano
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NBSS Novobiocinsaure-Synthetase

NCIMB National Collection of Industrial, Food and Marine Bacteria
NDP Nukleosiddiphosphat

Ni-NTA Nickel-Nitriloacetat-Agarose

NMR nuclear magnetic resonance

NRPS nicht-ribosomale Peptidsynthetase
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p pico

p.a. pro analysis
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TEMED
TES
Tris-Maleat
tRNA

TTP

uv

Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur

Sekunde

siehe

Streptomyces

S-Adenosylmethionin
Sodiumdodecylsulfat
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| Zusammenfassung

Novobiocin (Albamycin®, Pharmacia & Upjohn) ist ein Humanantibiotikum, das in den USA
zur Therapie von Infektionen mit multiresistenten, grampositiven Bakterien zugelassen ist. Es
wird von Streptomyces spheroides NCIMB 11891 produziert. Novobiocin besteht aus einer
prenylierten 4-Hydroxybenzoesaure-Einheit (Ring A), einer substituierten 3-Aminocumarin-
Einheit (Ring B) und einem Desoxyzucker (Ring C) (siehe Kapitel I, Abb. 1).

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit stand die biochemische Aufklarung der
Prenylierungsreaktion innerhalb der Biosynthese der substituierten 4-Hydroxybenzoesaure-
Einheit (Ring A) im Mittelpunkt. Es gelang der Nachweis einer Dimethylallyldiphosphat:4-
Hydroxyphenylpyruvat Dimethylallyltransferase (4HPP  Dimethylallyltransferase), die
spezifisch die Umsetzung von 4-Hydroxyphenylpyruvat (4HPP) und Dimethylallyldiphosphat
(DMAPP) zu 3-Dimethylallyl-4-hydroxyphenylpyruvat katalysiert. Das Reaktionsprodukt
wurde durch MS- und "H-NMR-Spektroskopie identifiziert. Nach partieller Reinigung der
4HPP Dimethylallyltransferase durch DEAE-Anionenaustausch-Chromatographie wurde die
Prenyltransferase hinsichtlich Metallionen-Abhangigkeit, pH-Optimum, Temperatur-Optimum
und Substratspezifitdt fur das aromatische und isoprenoide Substrat charakterisiert. Es
handelte sich um ein l6sliches Protein. Aufgrund seiner Eigenschaften konnte eine klare
Abgrenzung zu aromatischen Prenyltransferasen des Primarstoffwechsels und zu bisher
bekannten, vergleichbaren Enzymen des Sekundarstoffwechsels aufgezeigt werden. Die
Ergebnisse sprechen dafur, dal die 4HPP Dimethylallyltransferase in die Novobiocin-
Biosynthese involviert ist, und dal® die Isoprenylierung im Verlauf der Biosynthese von Ring
A auf der Stufe des 4HPP erfolgt.

Der zweite Teil dieser Arbeit konzentrierte sich auf die ldentifizierung und Sequenzierung
des Novobiocin-Biosynthese-Clusters. In Vorarbeiten innerhalb der Arbeitsgruppe waren
durch Screening einer Cosmidbank von S. spheroides mit homologen dNDP-Glucose-4,6-
Dehydratase-Sonden zwei unterschiedliche Cosmidgruppen detektiert worden. Durch
Sequenzierarbeiten im Rahmen dieser Arbeit konnte das Novobiocin-Resistenz-Gen gyrB®
innerhalb einer der Cosmid-Gruppen identifiziert werden. Diese Cosmid-Gruppe wurde
detailliert kartiert. Im Bereich der Cosmide 9-6G und 10-9C, welche einen etwa 58 kb grof3en
genomischen Bereich umfalten, wurden 53,1 kb einzelstrangig und davon 30,5 kb
doppelstrangig sequenziert. Ein zentraler Bereich von 25,6 kb ist in der Datenbank
Genbank™ unter der Datenbanknummer AF170880 hinterlegt. Die Sequenzanalyse ergab
das Vorliegen von 42 offenen Leserahmen innerhalb der gesamten Region, von denen 14
eine putative Funktion innerhalb der Novobiocinn-Biosynthese zugeordnet werden konnte.

Ein Funktionsnachweis des identifizierten Clusters wurde durch die Klonierung und
heterologe Expression der Novobiocinsaure-Synthetase erbracht. Die Expression eines 9,7
kb grollen EcoRI-Fragmentes aus Cosmid 9-6G in Streptomyces lividans TK24 fiuhrte zu
Novobiocinsaure-Synthetase-Aktivitat. Die Herstellung und Expression verkurzter Konstrukte
belegte, dal® diese Enzymaktivitdt durch ein einziges Gen, novL, codiert wird. Das 527
Aminosauren grofe Enzym NovL mit einem theoretischen Molekulargewicht von 56.885 Da
konnte sowohl als N- als auch als C-terminales Hexa-Histidin-Fusionsprotein aktiv in
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Escherichia coli Uberexprimiert werden. Die rekombinante Novobiocinsaure-Synthetase
NovL-(His)s wurde bis zur anndhernden Homogenitdt durch Nickel-Affinitats- und
Gelfiltrations-Chromatographie gereinigt. Das gereinigte Enzym katalysierte die ATP-
abhangige Bildung der Amidbindung zwischen 3-Dimethylallyl-4-hydroxybenzoesaure (Ring
A) und 3-Amino-4,7-dihydroxy-8-methylcumarin (Ring B) zur Novobiocinsaure. NovL zeigte
ausgepragte Homologien zur Familie der Adenylat-bildenden Enzyme. Die Bildung eines
Acyl-Adenylat-Intermediates aus Ring A und ATP konnte mit Hilfe eines ATP-PP;-Austausch-
Assays demonstriert werden. Die Novobiocinsdure-Synthetase weist sowohl Aktivierungs-
als auch Transferfunktion auf, kann also auch die Ubertragung der Acyl-Gruppe auf die
Aminogruppe von Ring B katalysieren. Durch Gelffiltrations-Chromatographie konnte gezeigt
werden, dafld das Enzym in seiner nativen Form als Monomer vorliegt. Die Novobiocinsaure-
Synthetase-Reaktion war spezifisch fur das Nukleotidtriphosphat ATP und abhangig von der
Anwesenheit divalenter Kationen. Ferner zeigte die Reaktion die typische Michaelis-Menten-
Kinetik, und es konnten K,-Werte von 19 uM fur Ring A und 131 pM fir Ring B ermittelt
werden. Es wurde eine Wechselzahl von 2,9 s™ fiir das gereinigte Enzym berechnet. Bei der
Bestimmung der Substratspezifitat wurde von den getesteten Ring A-Analoga lediglich 3-
Geranyl-4-hydroxybenzoesdure und zu einem geringeren MalR  3-Methyl-4-
aminobenzoesaure als Substrat akzeptiert.

Der im ersten Teil der Arbeit biochemisch nachgewiesenen 4HPP Dimethylallyltransferase
konnte bisher keines der sequenzierten Strukturgene zugeordnet werden.
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i Einleitung

1 Streptomyces - eine Gattung mit groBem Potential zur Produktion
von Sekundarmetaboliten

Die Gattung Streptomyces gehdrt mit mehr als 600 Arten zur Gruppe der obligat aeroben,
grampositiven coryneformen Bakterien und Actinomyceten (Bergey, 1984; Woese, 1987).
Ihre charakteristische morphologische Komplexitat, die sich in ihrer Fahigkeit zum
filamentésen Wachstum und zur Differenzierung in Substrat- und Luftmycel aufert, gab
urspriinglich Anlal fir erste genetische Untersuchungen an dieser extrem heterogenen
Gruppe von Bodenbakterien. Die morphologische Differenzierung des vegetativen
Substratmycels zum charakteristischen Luftmycel bei verschlechterten Milieubedingungen
und der schlieBlich eintretende Prozel3 der Sporulation erfordert eine vielgestaltige und
flexible metabolische Aktivitdt zur Produktion Differenzierungs- und Zellzyklus-spezifischer
Signalsubstanzen. Sie geht also auch mit einer physiologischen Differenzierung einher
(Chater, 1998). Die aulerordentliche Stoffwechselvariabilitat zeigt sich ebenso in der
Produktion einer Fille von Sekundarmetaboliten, die wahrend der Differenzierungsphase
gebildet werden, darunter auch von antibiotisch wirksamen Substanzen (Maplestone et al.
1992).

Mehr als 70 % der bisher bekannten nahezu 10.000 Sekundarmetabolite, die als Bakterizide,
Fungizide, Viruzide, Zytostatika, Insektizide, Herbizide usw. wirksam sind, werden durch die
Ordnung der Actinomycetales gebildet (Grafe, 1992). Die Genetik der Streptomyceten
zeichnet sich durch eine Vielzahl besonderer struktureller und funktioneller Merkmale aus:

Die Genome der Streptomyceten sind mit einer Grésse von 8.000-10.000 kb verhaltnismaRig
grofd und weisen einen extrem hohen GC-Gehalt von durchschnittlich mehr als 70 % auf
(Bibb et al. 1984; Gladek und Zakrzewska, 1984). Auffallig ist ferner die genetische
Instabilitat der Streptomyceten, die sich in einer hohen Deletions- und Amplifikations-
Frequenz zeigt (Volff und Altenbuchner, 1998). Die Klonierung einer Vielzahl von Genen, die
in die Biosynthese von Antibiotika, Pigmenten und anderen Sekundarmetaboliten involviert
sind, flhrte zu einem umfassenden Bild der Organisation dieser nicht fur das Wachstum
essentiellen Gene. Gene fur die Biosynthese von Sekundarmetaboliten, sowie Gene fur
Resistenzen, Regulation und Transport sind im Gegensatz zu eukaryontischen Organismen
in Streptomyceten in groRen Gen-Clustern lokalisiert (Martin und Liras, 1989; Chater, 1992;
Maplestone et al. 1992). Die zeitliche Kopplung von Sekundarmetabolit-Produktion und
morphologischer Differenzierung wird zumindest zu einem gewissen Anteil durch
gemeinsame regulatorische Elemente koordiniert. Diese regulatorischen Mechanismen
operieren sowohl auf transkriptionaler als auch auf translationaler Ebene. Die Nutzung
multipler Promotor-Strukturen und die auf alternativen Sigma-Faktoren basierende
Heterogenitdt der RNA-Polymerase erlauben eine direkte Kontrolle der selektiven
Transkription differenzierungs- und Sekundarmetabolit-spezifischer Gen-Gruppen (Buttner,
1989; Chater, 1998).
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Bereits gegen Ende der 60er Jahre starteten erste Projekte zur Aufklarung der
Biosynthesewege einer Vielzahl mikrobieller Wirkstoffe auf molekularbiologischer Ebene bis
hin zur Charakterisierung der beteiligten Enzyme. Fundierte Erkenntnisse liegen zum
Beispiel fur Vertreter der Makrolid-Antibiotika, Tetracycline, Anthracycline, Aminoglykoside
und Peptid-Antibiotika vor. Die Gruppe der Aminocumarin-Antibiotika, zu denen auch das
durch Streptomyces spheroides und S. niveus gebildete Novobiocin gehdrt, sind bisher
weitgehend unerforscht und sind Gegenstand der Untersuchungen dieser Arbeit.

2 Die Gruppe der Aminocumarin-Antibiotika

2.1 Struktur, Biosynthese und bisherige Klonierungsstrategien

Novobiocin, Coumermycin A1 und Clorobiocin sind strukturell eng verwandte
Streptomyceten-Antibiotika, deren Gemeinsamkeit auf dem Vorhandensein einer
Aminocumarin-Einheit beruht (Abb. 1). Im Novobiocin ist diese Aminocumarin-Einheit (Ring
B) einerseits O-glykosidisch mit einer 6-Desoxyzucker-Komponente, der Noviose (Ring C),
und andererseits Uber eine Amidbindung mit der Carboxylgruppe eines prenylierten
Aromaten, der 3-Dimethylallyl-4-hydroxybenzoesaure (Ring A), verknlpft. Im Clorobiocin ist
die Methylgruppe der Aminocumarin-Einheit durch ein Chloratom ersetzt; anstelle der
Carbamoylgruppe der Noviose befindet sich eine 5-Methyl-2-pyrrolylcarbonyl-Gruppe.
Methylierte Pyrrolringsysteme sind auch in der Struktur des Coumermycins A1 zu finden.
Dort sind zwei 6-Desoxyzucker-Cumarin-Einheiten jeweils amidartig mit einem zentralen
methylierten Pyrrolring anstelle von Ring A verknUpft. Novobiocin wird durch S. spheroides
und S. niveus produziert, Coumermycin A1 wird durch S. rishiriensis DSM 40489 gebildet.
Als Clorobiocin-Produzent ist S. hygroscopicus NRRL 3418 bekannt.
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Abb. 1: Struktur von Novobiocin und strukturell verwandten Cumarinen Clorobiocin
und Coumermycin A1.

Wahrend zur Biosynthese des Clorobiocins keine Daten in der Literatur vorliegen, wurden
Studien zur Biosynthese des Novobiocins in den 60er und 70er Jahren durchgefuhrt.
Allerdings waren vorwiegend Inkorporationsexperimente  Gegenstand damaliger
Untersuchungen und lieferten Erkenntnisse Uber biosynthetische Vorstufen und
Intermediate. Tyrosin fungiert als Vorstufe fur die Aminocumarin- und die substituierte
4-Hydroxybenzoesaure-Einheit (Bunton et al. 1963; Calvert et al. 1972; Kominek und Sebek,
1974); der 6-Desoxyzucker Noviose wird direkt aus Glucose gebildet (Birch et al. 1962). Die
Methylgruppen an Position 4 und 5 der Novoise, wie auch die an Position 8 der
Aminocumarin-Einheit, stammen aus S-Adenosyl-Methionin (Birch et al. 1962), die
Carbamoylgruppe an Position 3 des Desoxyzuckers wird wahrscheinlich durch
Carbamoylphosphat bereitgestellt (Kominek, 1972). Futterungsexperimente neueren
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Ursprungs mit *C-Glucose belegten eindeutig, daR der Dimethylallyl-Rest von Ring A nicht
Uber den Mevalonatweg, sondern Uber den alternativen Rohmer-Pathway durch
Kondensation von Pyruvat und Glycerinaldehyd-3-phosphat gebildet wird (Li et al. 1998;
Orihara et al. 1998). Das einzige bisher detektierte Enzym der Novobiocin-Biosynthese ist
die Novobiocinsaure-Synthetase, welches die Knupfung der Amidbindung zwischen Ring A
und Ring B katalysiert (Kominek und Meyer, 1975).

Die Untersuchungen zur Biosynthese des Coumermycins A1 begrenzten sich auf Arbeiten
zur Bildung des Pyrrolrings, welcher sich vom L-Prolin ableitet (Scannell und Kong, 1969).

Studien auf molekularbiologischer Ebene beschrankten sich in den letzten Jahren auf
Arbeiten zur Erforschung des Resistenz-Mechanismus’ Novobiocin-produzierender
Organismen und resultierten in der Identifizierung und Klonierung des Novobiocin-
Resistenzgens gyrB® (Thiara und Cundliffe, 1988 und 1993). Versuche zur Klonierung des
Novobiocin-Biosynthese-Clusters durch Herstellung von Novobiocin-Defekt-Mutanten von S.
niveus und Komplementation mit Wildtyp-DNA fuhrten nicht zum Ziel, insbesondere da sich
die Transformierbarkeit dieses Streptomyceten als problematisch erwies (Cushing, 1989;
Hussain und Ritchie, 1991).

Die Klonierung des Novobiocin-Biosynthese-Clusters und Charakterisierung der beteiligten
Enzyme konnte Aufschlul® Gber die einzelnen Schritte zur Bildung der Aminocumarine geben
und somit Informationen Uber die Entstehung der strukturellen Variabilitat innerhalb dieser
Substanzklasse liefern.

2.2 Wirkungsweise der Aminocumarin-Antibiotika

2.21 Die bakterielle DNA-Gyrase als Target der Aminocumarin-Antibiotika

Die antimikrobielle Wirkung des Novobiocins beruht auf der Interaktion mit der bakteriellen
DNA-Gyrase, einer DNA-Toposiomerase des Typs Il, welche ubiquitar in allen Prokaryonten
zu finden ist (Maxwell, 1997). Topoisomerasen katalysieren topologische Veranderungen der
DNA: die Entfernung von negativen DNA-Supercoils bewirkt eine Relaxation der DNA. Die
Fahigkeit der DNA-Gyrase zur Einflihrung negativer Supercoils in doppelstrangige DNA-
Molekiile ist einzigartig fuir diese Enzymgruppe und bietet die Grundlage fiur Replikation,
Rekombination und Transkription. Die Gyrase besteht aus zwei unterschiedlichen
Untereinheiten GyrA und GyrB, die im aktiven Enzym einen tetrameren A;B,-Komplex bilden.
Der Mechanismus der DNA-Uberspiralisierung ist intensiv untersucht worden, da dieser,
abgesehen von seiner Eigenschaft als Angriffspunkt antibakterieller Wirkstoffe, auch als
Modellsystem zur Erforschung von DNA-Protein-Wechselwirkungen diente (Reece and
Maxwell, 1991). Die DNA wird wahrend der Umwindung um den A,B,-Komplex kovalent Gber
einen Tyrosinrest an das Enzym gebunden, und unter ATP-Hydrolyse werden negative
Supercoils eingefiihrt. Ein DNA-Strang wird dabei durch die entstandene Offnung
hindurchgefuhrt, und der DNA-Doppelstrang wird anschliefiend wieder verknupft. Auf diese
Weise werden zwei negative Supercoils in die DNA eingebracht. Die Funktion der A-
Untereinheit (GyrA) besteht in der Einflhrung des Doppelstrangbruchs und der



Il Einleitung 7

Wiederverknupfung der DNA. Diese Funktion wird durch den 59-64 kDa grof3en N-terminalen
Bereich dieser Untereinheit wahrgenommen. Der C-terminale Bereich (33 kDa) ist in die
DNA-Protein-Interaktionen involviert. Die ATPase-Aktivitat ist im amino-terminalen Bereich
(43 kDa) der B-Untereinheit (GyrB) lokalisiert, wahrend die carboxy-terminale Domane (47
kDa) an der Bindung der A-Untereinheit und der DNA beteiligt ist. Diese Erkenntnisse
wurden unter anderem durch rontgenstrukturspektroskopische Untersuchungen erhalten
(Jackson et al. 1991; Wigley et al. 1991).

Cumarin-Antibiotika inhibieren die durch die Gyrase katalysierte Uberspiralisierung der DNA,
spezifisch die ATPase-Aktivitat der B-Untereinheit. Die ATP-unabhangige Relaxation negativ
superspiralisierter DNA bleibt hingegen unbeeinflult. Novobiocin wirkt als kompetitiver
Inhibitor, indem es an die N-terminale 24 kDa gro3e Subdomane von GyrB bindet. Durch
Roéntgenstrukturanalysen  konnte  gezeigt werden, dall die Interaktion auf
Wasserstoffbrickenbindungen insbesondere mit der Hydroxyl-Gruppe an Position 2 und der
Carbamoyl-Gruppe der Zuckerkomponente des Novobiocins beruhen. Auch der Carbonyl-
Sauerstoff an Position 2 des Aminocumarin-Rings ist an der Bindung beteiligt. Weiterhin
liegen mehrere hydrophobe Kontakte zwischen Gyrase und Cumarin-Ring und Isopentenyl-
Gruppe des Novobiocins vor (Lewis et al. 1996; Tsai et al. 1997). Sowohl Novobiocin als
auch Clorobiocin binden GyrB als Monomer (Tsai et al. 1997), wohingegen Coumermycin A1
GyrB als Dimer stabilisiert (Maxwell, 1997).

Anhaltspunkte dafur, daR die Interaktion der Gyrase mit dem Cumarin-Ring von essentieller
Bedeutung fur die Sensitivitdt der Enzymaktivitat sind, lieferten erste Experimente mit
naturlich vorkommenden Cumarin-resistenten Stammen (Contreras und Maxwell, 1992).
Mutationen am Arginin-Rest an Position 136 der 24 kDa amino-terminalen GyrB-
Subdomane, der mit dem Carbonyl-Sauerstoff an Position 2 des Aminocumarin-Rings
interagiert, aulRerten sich in vitro in einer verringerten Aminocumarin-Sensivitat des Enzyms.
Gerichtete Mutagenesen an Asn46 und Asp73, die Wechselwirkungen mit der 2-OH-Gruppe
beziehungsweise Carbamoyl-Gruppe der Novoise eingehen, fihrten zu einer reduzierten
Aminocumarin-Bindung und belegten die Bedeutsamkeit der Zucker-Einheit fur die
Wirksamkeit des Novobiocins (Kampranis et al. 1999).
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2.2.2 Wirkungsspektrum und therapeutische Anwendungsgebiete des Novobiocins

Novobiocin wird in den Vereinigten Staaten als humantherapeutisches Antiinfektivum unter
dem Handelsnamen Albamycin® (Pharmacia & Upjohn) vertrieben und ist vorwiegend gegen
grampositive Keime wirksam. Aufgrund von Nebenwirkungen und Vertraglichkeitsproblemen
wurde Novobiocin jedoch hauptsachlich als Reserve-Antibiotikum eingesetzt (Grafe, 1992).

In den letzten Jahren ist das Interesse an Novobiocin, insbesondere aufgrund seiner
nachgewiesenen in-vitro-Aktivitat gegen multiresistente, darunter auch Vancomycin-
resistente Erreger wie Staphylokokken (S. aureus, S. epidermidis, S. xylosus) (Walsh et al.
1985; Proctor et al. 1987) und Enterokokken (E. faecium) (Freeman et al. 1995; Montecalvo
et al. 1995), vor allem in Kombination mit dem Makrolid Rifampicin (Martin, 1994) oder
Fluorochinolonen (French et al. 1993; Landman et al. 1993), wieder gestiegen. Die
Wirksamkeit in Kombination mit Rifampicin bei oraler Applikation konnte auch durch
randomisierte klinische Studien belegt werden (Arathoon et al. 1990). Synergistische Effekte
beruhen dabei auf einer reduzierten Resistenzentwicklung (Walsh et al. 1993). Die klinische
Relevanz dieser Kombination zeigte sich auch bei der Prophylaxe Katheter-assoziierter
Infektionen von Krebspatienten mit fortgeschrittenem Melanom wahrend der Interleukin-2-
Therapie (Raad et al. 1998). Im veterinarmedizinischen Bereich wird Novobiocin zusammen
mit Penicillin zur Behandlung boviner Mastitis wirksam gegen Infektionen mit
Staphylokokken, Streptokokken und gramnegativen Keimen eingesetzt (Thornsberry et al.
1997).

Abgesehen von seiner Effektivitdt als Antiinfektivum interferiert Novobiocin auch mit
metabolischen Prozessen in eukaryontischen Tumorzellen. So stellen eukaryontische
Topoisomerasen Targets cytostatisch wirksamer Therapeutika dar, deren Wirkung auf der
Tatsache basiert, da® Tumorzellen eine erhdhte Zellteilungsfrequenz aufweisen. Fir die
Topoisomerase-Inhibitoren Etoposid oder Teniposid konnte gezeigt werden, dal® Novobiocin
deren cytotoxische Wirkung potenzieren kann (Lorico et al. 1992; Rappa et al. 1992). Eine
Wirksamkeit der Aminocumarine zeigte sich auch im Zusammenhang mit seiner anti-Hsp90-
Aktivitdt (Marcu et al. 2000). Hsp90 ist ein eukaryotisches Hitzeschockprotein mit
Schlusselfunktion fir die Stabilitdt und Funktion multipler Zellsignalsubstanzen, wie zum
Beispiel onkogener Proteinkinasen. Dieses Chaperon ist in die Zellproliferation involviert und
in 2-10-fach hoherer Konzentration in Tumorzellen zu finden. Die Hsp90-inhibierende
Aktivitdt des Novobiocins konnte in vitro und in vivo nachgewiesen werden: im Tierversuch
wurde der Level der onkogenen Raf-1-Proteinkinase um 71 % gesenkt. Dabei erfolgt die
Wirkung des Novobiocins nicht Uber eine Inhibition der Topoisomerase Il wie bei den
Podophyllumtoxinen, sondern durch spezifische Interaktion mit C-terminalen Hsp90-
Bereichen.

Des weiteren wurde von immun-modulierenden Eigenschaften des Novobiocins auf
menschliche Monocyten berichtet (Lihrmann et al. 1998). Zum Beispiel interagiert
Novobiocin mit Signaltransduktionsprozessen, die in die Lipopolysaccharid-induzierte
Cytokin-Bildung involviert sind, durch Inhibition der ADP-Ribosylierung. Ferner wurde in vitro
eine Suppression der TNF-a-Produktion beobachtet und Uber die Wirksamkeit des
Novobiocins als Apoptose-Inhibitor spekuliert .
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Eine Ubersicht tiber die beschriebenen Effekte des Novobiocins und weiterer potentieller
therapeutischer Einsatzgebiete des Novobiocins ist in Tab. 1 dargestellt.

Tab. 1: Therapeutische Einsatzmoglichkeiten des Novobiocins. n.b. = nicht beschrieben

Wirkung Zielstruktur Wirkspektrum synergistische Referenz
Effekte
antiinfektiv | bakterielle DNA- grampositve Keime, Kombinations-
Gyrase multiresistente therapie mit:
Pathogene:
- Staphylokokken - Rifampicin Martin, 1994
- Enterokokken - Fluorochinolone | Montecalvo et al. 1995
- Streptokokken - Penicillin French et al. 1993
antiviral Replikation Vaccinia-Virus n.b. Sekiguchi und Shuman,
1997
cytostatisch | eukaryontische Tumorzellen Kombinations- Rappa et al. 1992

Topoisomerase | therapie mit Schwarz et al. 1993
und Il Zytostatika

(Etoposid,

Teniposid,

Topotecan)
Hsp-90-Chaperon | humane, periphere n.b. Marcu et al. 2000

Blutzellen und murine

Splenocyten
antiproli- multifaktoriell Tumorzellen additive Wirkung Nordenberg et al. 1992
ferativ mit Butyrat und
Tiazofurin

immun- ADP-Ribosy- humane Monocyten n.b. Luhrmann et al. 1998
modulierend | lierung, Interleukin-

und Cytokin-

Produktion, CD14-

Ausschittung

3 Kombinatorische Biosynthese als gentechnologisches Verfahren

Zur

Wirkstoffstrukturen

gezielten Arzneistoff-Modifikation

und Optimierung von

Die erfolgreiche Klonierung einer Vielzahl von Biosynthese-Clustern, die fur die Synthese
potenter bioaktiver Naturstoffe verantwortlich sind, und die Aufklarung spezifischer
Biosynthese-Schritte fuhrte zu der Idee, dal} das gewonnene Basiswissen zur Erzeugung
modifizierter oder sogar neuer Arzneistoffe mit Hilfe von gentechnologischen Verfahren wie
dem der ,Kombinatorischen Biosynthese“ genutzt werden kdnnte (Katz und Hutchinson,
1992; Hutchinson, 1998). Dieses Konzept gewann nicht zuletzt im Hinblick auf die
Gewinnung  von  antibiotischen  Wirkstoffen mit  verbesserter  Wirksamkeit,
Wirkungsselektivitat, Vertraglichkeit und Pharmakokinetik, sondern insbesondere auch
angesichts der aufkommenden Resistenzproblematik durch multiresistente, pathogene
Mikroorganismen an pharmazeutischer und wirtschaftlicher Bedeutung.
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GrolRe Fortschritte bei der Herstellung rekombinanter Naturstoffe wurden fur die Klasse der
Polyketid-Antibiotika erzielt, die durch Polyketid-Synthasen (PKS) gebildet werden
(Hutchinson, 1999). PKS katalysieren die Kondensation von Acyl-CoA-Einheiten unter CO,-
Abspaltung zu einem Polyketid-Grundgerust, welches in Folge durch Reduktase-,
Dehydratase- und Enoylreduktase-Komponenten der Polyketidsynthase modifiziert werden
kann. Je nachdem, ob die katalytischen Domanen modular in groRen multifunktionellen PKS
oder iterativ auf kleineren monofunktionalen Proteinen angeordnet sind, unterscheidet man
zwischen Typ | und Il Polyketid-Synthasen. Durch die Herstellung hybrider Typ Il PKS konnte
eine Vielzahl neuer Substanzen, wie zum Beispiel das Tetracenomycin M (Kinzel et al.
1997), hergestellt werden. Zahlreiche rekombinante Polyketide (Erythromycin-, Methymycin-,
Spiramycin-, Tylosin-, Doramectin-Analoga) wurden durch Deletion, Substitution, Insertion,
Verlagerung oder Inaktivierung einzelner Domanen modularer PKS* oder gesamter Module
gewonnen (Baltz, 1998).

Ahnliche Erfolge hat man auch bei der Herstellung analoger glysosylierter Antibiotika erzielt.
Der Austausch bestimmer Zucker-Biosynthesegene, z.B. des Ketoreduktase-Gens im
Doxorubicin-/Daunorubicin-Produzenten S. peucetius flhrte zur Produktion der klinisch
relevanten Analoga Epirubicin und 4‘-Epidaunorubicin (Madduri et al. 1998).

Nicht-ribosomale Peptidsynthetasen (NRPS) sind &hnlich wie PKS multifunktionelle,
modulare Enzyme zur Biosynthese von Peptid-Antibiotika. Jedes Modul besteht aus
spezifischen Domanen zur Aminosaure(-Derivat)-Erkennung, -Aktivierung, und Bildung der
Peptidbindung (Stachelhaus und Marahiel, 1995). Die Anordnung der Module entspricht der
Aminosaure(-Derivat)-Reihenfolge im fertig synthetisierten Antibiotikum. Durch Substitution
einzelner Module gelang die Herstellung funktioneller Hybrid-Peptidsynthetasen (Symmank
et al. 1999; Mootz und Marahiel, 1999; Mootz et al. 2000).

Vorraussetzung fur die Anwendbarkeit der Kombinatorischen Biosynthese zur gezielten
Herstellung von neuen, pharmakologisch aktiven Wirkstoffen sind jedoch Kenntnisse tber
die bendtigten Biosynthese-Gene, Regulatoren, sowie Uber die an der Biosynthese
beteiligten Enzyme, ihre kinetischen Parameter und Substrat-Spezifitaten.

Die Klonierung des Novobiocin-Biosynthese-Clusters und das heute zur Verfigung stehende
Wissen darlber, wie Aminocumarin-Antibiotika mit der DNA-Gyrase interagieren und
insbesondere welche aktiven Gruppen dieser Substanzen an der Bindung an die Gyrase
beteiligt sind, er6ffnet neue Moéglichkeiten zur Erzeugung neuer Novobiocin-Derivate mit Hilfe
der modernen Gentechnik. Unter Beibehaltung struktureller Eigenschaften, die eine Rolle bei
den Gyrase-Wirkstoff-Interaktionen spielen, waren Wirkstoffabwandlungen mit dem Ziel einer
gesteigerten Aufnahmefahigkeit durch die Bakterien und einer reduzierten Toxizitat far
eukaryotische Systeme denkbar.

Kurzlich wurde Uber die Entwicklung neuer, synthetischer Aminocumarin-Derivate berichtet
(Laurin et al. 1999a und b; Ferroud et al. 1999; Peixoto et al. 2000). Wahrend sowohl Ring B
als auch Ring C essentiell fir die Bindung des Novobiocins an die Gyrase sind, kann die
Struktur von Ring A ohne Verlust der antibiotischen Aktivitat variiert werden (Althaus et al.
1988; Laurin et al. 1999a). Es wurde vermutet, dal® die Struktur von Ring A die Aufnahme
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des Antibiotikums durch die bakterielle Membran beeinflut (Reusser und Dolak, 1986;
Althaus et al. 1988). Unter diesem Gesichtspunkt ware die Klonierung des oder der Gene fir
die Novobiocinsaure-Synthetase und die Ermittlung der Substratspezifitat dieses Enzym
interessant, um Novobiocin-Derivate mit einem modifizierten Ring A zu entwickeln.

4  Aromatische Prenyltransferasen

Prenyltransferasen sind universell sowohl in pro- als auch eukaryontischen Organismen zu
finden. Sie katalysieren die Ubertragung einer allylischen Prenylgruppe auf ein nicht-
allylisches Prenyldiphosphat oder einen nicht-isoprenoiden Akzeptor und sind an der
Biosynthese einer Vielzahl verschiedener Substanzen mit unterschiedlichsten Funktionen
beteiligt.

Die an erster Reaktion beteiligten Prenyltransferasen der Isoprenoid-Biosynthese werden
gemall ihrer Untereinheiten-Zusammensetzung und der Prenyl-Kettenlange und
Stereospezifitdit des Endprodukts unabangig von ihrer Funktion in vier Hauptgruppen
klassifiziert (Ogura und Koyama, 1998). Zur Gruppe | gehdren beispielweise die kurzkettigen
Prenyldiphosphat-Synthasen, wie Geranyldiphosphat- (GPP), Farnesyldiphosphat- (FPP),
Geranylgeranyldiphosphat- (GGPP) und Farnesylgeranyldiphosphat- (FGPP)- Synthasen,
die eine Kettenlange bis C,s synthetisieren kdnnen. Diese kurzkettigen Prenyldiphosphate
stellen Vorstufen von Steroiden, Carotinoiden und Monoterpenen dar. Die Produkte der
Gruppe IlI-Prenyltransferasen (Hexa- und Heptaprenyldiphosphat-Synthasen) bestehen aus
30 bis 35 C-Atomen. Diese Enzyme spielen zum Beispiel eine Rolle bei der Bildung der
isoprenoiden Ubichinon- und Menachinon-Seitenkette. Von langkettigen
(E)-Prenyltransferasen (Gruppe IllI) spricht man, wenn die Kettenlange Cj;s Uberschreitet
(Octaprenyldiphosphat-, Solanesyldiphosphat- und Decaprenyldiphosphat-Synthasen).
Gruppe IV-Prenyltransferasen (Nonaprenyl-, Undecaprenyl- und Dehydrodolichyl-
diphosphat-Synthasen) schliellich sind zur Synthese von (Z)-Prenylketten befahigt. Diese
meist mit der Membran assozierten Enzyme sind in die Biosynthese der bakteriellen
Zellwand und eukaryotischer Glyoproteine involviert.

Auch Proteine selbst kénnen Prenylgruppen-Akzeptoren darstellen. So haben prenylierte
Proteine eine bedeutende Funktion bei intra- und interzellularen Signaltransduktions-
prozessen (Casey und Seabra, 1996). DMAPP-tRNA-Transferasen sind wichtig zu
Stabilisierung von tRNA-mRNA-Wechselwirkungen wahrend der Translation (Moore und
Poulter, 1997).

Aromatische Prenyltransferasen kdnnen die Funktion essentieller Primarstoffwechselenzyme
besitzen, sind aber auch im Sekundarstoffwechsel prasent. Sie katalysieren die
Isoprenylierung aromatischer Ringsysteme und sind beispielsweise an der Bildung von
Ubichinon und Plastochinon, den membrangebundenen Proteinkomplexen innerhalb der
respiratorischen beziehungsweise photosynthetischen Elektronentransportkette, beteiligt
(Soballe und Poole, 1999). Eine beachtliche Anzahl von Phytoalexinen, pflanzliche
Sekundarmetaboliten mit antimikrobiellen Eigenschaften, gehdren strukturell zu den
prenylierten Isoflavonoiden (Tahara und Ibrahim, 1995).



12 Il Einleitung

Auch die Biosynthese des Novobiocins erfordert die Einfuhrung eines isoprenoiden
Substituenten an ein aromatisches Ringsystem (Abb. 2). Wahrend L-Tyrosin als
Ausgangsprodukt der Biosynthese dieser Struktureinheit nachgewiesen wurde, konnte bisher
nicht eindeutig bestimmt werden, welche Verbindung im Verlauf der Tyrosin-
Seitenkettenverklrzung prenyliert wird. Die Aufklarung der Prenylierungs-Reaktion wahrend
der Bildung des Novobiocins und die molekularbiologische und biochemische
Charakterisierung des involvierten Enzyms konnten sinnvolle Ansatzpunkte fur die
gentechnische Erzeugung neuer Wirkstoffstrukturen liefern.

R R
. Mg2+ / Mn2*
L-Tyrosin —» —>»—>» + PPO N ~ + PP,
Prenyltransferase
OH OH

Abb. 2: Postulierte Isoprenylierungs-Reaktion im Verlauf der Biosynthese von Ring A
des Novobiocins.

5 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Charakterisierung der Novobiocin-Biosynthese durch
Klonierung und Sequenzierung des Biosynthese-Gen-Clusters, sowie die aktive, heterologe
Expression eines zentralen Biosynthese-Gens. Damit soll eine Grundlage fur den Einsatz der
.,Kombinatorischen Biosynthese“ als gentechnologisches Verfahren zur zukinftigen
Erzeugung neuer, pharmazeutisch relevanter Novobiocin-Derivate geschaffen werden.

Durch Screening einer Cosmidbank von S. spheroides NCIMB 11891 mit homologen Sonden
fir das Strukturgen eines zentralen, an der Biosynthese des 6-Desoxyzuckers des
Novobiocins beteiligten Enzyms, der dNDP-Glucose-4,6-Dehydratase, waren in Vorarbeiten
zwei verschiedene Cosmidgruppen identifiziert worden, welche moglicherweise die Gene zur
Novobiocin-Biosynthese enthielten.

Folgende Untersuchungen sollen im Hinblick auf die gegebene Zielsetzung durchgefuhrt
werden:

» Sequenzierarbeiten innerhalb beider Cosmidgruppen sollen zunachst Anhaltspunkte zum
Vorliegen potentieller Novobiocin-Biosynthesegene oder Resistenzgene liefern und damit
zur ldentifizierung des Novobiocin-Biosyntheseclusters beitragen.

» Nach Kartierung und Sequenzierung der identifizierten Cosmide soll den sequenzierten
Genen eine mdogliche Funktion innerhalb der Novobiocin-Biosynthese zugeordnet und
damit die Mdglichkeit zur Erstellung eines hypothetischen Biosynthese-Schemas
geschaffen werden.
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Schwerpunktmafig sollen Biosynthese-Enzyme biochemisch naher charakterisiert werden,
mit deren Hilfe eine Modifizierung der Struktur des Ring A ermdglicht werden konnte:

» Aufklarung der Prenylierungsreaktion innerhalb der Ring A-Biosynthese und
biochemische Charakterisierung der aromatischen Prenyltransferase

> Klonierung, heterologe Uberexpression und homogene Reinigung der Novobiocinséure-
Synthetase

Die Expression dieser charakteristischen Biosynthese-Gene wirde gleichzeitig einen
Funktionsnachweis des Clusters liefern.
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]| Material und Methoden

1 Chemikalien, Saulenmaterialien, Nahrmedien, Puffer und Synthesen

11 Chemikalien und Medienbestandteile

Chemikalien wurden vorwiegend von den Firmen Fluka (Neu-Ulm), Merck (Darmstadt), Roth
(Karlsruhe), Serva (Heidelberg) und Sigma (Deisenhofen) bezogen. Alle Medienbestandteile
stammen von der Firma Difco (Augsburg). Spezielle Chemikalien und Medienbestandteile
sind nachfolgend aufgelistet:

Tab. 2: Spezielle Chemikalien und Medienbestandteile

Hersteller Bezeichnung

Acros Organics, Schwerte GTP

Amersham, Buckinghamshire, [1-"*C]IPP

England

Biotrend, KéIn [1-"“C]DMAPP
[1-"*C]GGPP

Fluka, Buchs Novobiocin
4-Hydroxybenzoesaure (4HB)
Maleinsaure

FMC BioProducts, Rockland, NuSieve®GTG®Agarose

USA

Lancaster, Mihlheim a.M. L-Prolin
3,5-Dimethyl-4-hydroxybenzoesaure

Merck, Darmstadt ATP
L-Tyrosin

NEN Life Science Products,
Boston, MA, USA

[**P]Tetranatriumpyrophosphat

Pharmacia & Upjohn,
Kalamazoo, Michigan, USA

3-Amino-4,7-dihydroxy-8-methyl-cumarin (Ring B)
Novobiocinsaure

Roth, Karlsruhe

Bis-(2-hydroxyethyl)-imino-tris-(hydroxymethyl-)-methan
(Bis-Tris)

5-Brom-4-Chlor-3-indolyl-B-D-galactosid (X-Gal)
1,4-Dithiothreitol (DTT)

Isopropyl-B-thiogalactosid (IPTG)

Maleinsaure

Phenol/Chloroform (pH 8,0)

Rotiphorese®Gel 30 (30 % Acrylamid, 0,8% Bisacryl-
amid) Rotiszint® Eco Plus (Szintillationscocktail)

Polyethylenglykol (PEG 1000)
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Fortsetzung Tab. 2: Spezielle Chemikalien und Medienbestandteile

Roth, Karlsruhe Sodiumdodecylsulfat (SDS)
N,N,N‘,N‘-Tetramethylethylendiamin (TEMED)

N-Tris-(hydroxymethyl)-methyl-2-aminoethansulfonsaure
(TES)

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan-maleat (Tris-Maleat)

Serva, Heidelberg Coomassie Brilliant Blau G-250
N-Lauroylsarkosin (Na-Salz, 35 %)

Sigma-Aldrich, Deisenhofen 3-Methyl-4-aminobenzoesaure
7-Amino-4-methylcumarin
Ammoniumpersulfat (APS)
Bromphenolblau
3-(Carboxymethylaminomethyl)-4-hydroxybenzoesaure
CTP
p-Cumarsaure
3,5-Di-tert.-butyl-4-hydroxybenzoesaure
Dimethylformamid (DMF)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
4-Hydroxypenyllactat (4HPL)
4-Hydroxyphenylpyruvat (4HPP)
Imidazol
B-Mercaptoethanol
t-Octylphenoxypolyethoxyethanol (Triton X-100)
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Polyoxyethylensorbitanmonolaurat (Tween 20)
Polyvinylpolypyrrolidon (PVPP)

TTP
Sidzucker, Mannheim Saccharose, feine Raffinade
uUSB Polyacrylamid (5% Mix) fir Sequenziergele

1.2 Saulenmaterialien

Die verwendeten Saulenmaterialien wurden als Fertigsaulen oder Suspensionen bezogen
und grundsatzlich bei 4°C in 20% (v/v) Ethanol gelagert.

Tab. 3: Saulenmaterialien

Hersteller Saulenmaterial
Pharmacia, DEAE Sephacel (Suspension)
Freiburg HiLoad 26/60 Superdex 200 (Fertigsaule)

Sephadex G-25 (Suspension und Fertigsaulen PD-10, NAP-10, NAP-5)

Qiagen, Hilden Ni-NTA-Agarose (Suspension)
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1.3 Enzyme und Kits

Tab. 4 : Kits und Enzyme

Hersteller

Bezeichnung

Amersham, Braunschweig

Low Molecular Weight Calibration Kit for SDS Electrophoresis
Restriktionsendonukleasen

T4-DNA-Ligase

Texas Red™-Labeled T3-17mer Sequencing Primer

Texas Red™-Labeled T7-17mer Sequencing Primer

Thermo Sequenase Core Sequencing Kit with 7-deaza-dGTP,
RPN 2440

Boehringer Mannheim,
Mannheim

DIG-High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit Il
DIG-Chem-Link Labeling and Detection Set
DNA Molecular Weight Marker Il und VII, DIG-markiert

GibcoBRL Life
Technologies, Karlsruhe

1 kb DNA- Leiter
High Molecular Weight DNA Markers

Machery-Nagel, Duren

Nucleobond®Kit PC100

Merck, Darmstadt

Lysozym (zur DNA-Isolierung)

New England Biolabs,
Schwalbach

Restriktionsenzyme

Perkin-Elmer, Weiterstadt

AmpliTag Gold™ Polymerase

Pharmacia, Freiburg

alkalische Phosphatase
Gel Filtration Calibration Kit

Qiagen

QIAEX Il Gel Extraction Kit Il (150)
RNase A

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Lysozym (zur Protoplastierung)

Stratagene

cloned Pfu-Polymerase
Restriktionsendonukleasen

USB, Cleveland, Ohio, USA

DNA Sequencing Gel Mix Kit
Restriktionsendonukleasen

1.4

Medienbestandteile

Nachfolgend sind alle in dieser Arbeit verwendeten Medien aufgefuhrt. Die Angaben
beziehen sich, soweit nicht anders angegeben, jeweils auf 1 | Medium. Im Falle von
Festmedien wurden vor Autoklavieren (20 min, 121°C) 1,8-2% (w/v) Agar zugesetzt.
Antibiotika und andere hitzelabile Substanzen wurden erst nach dem Autoklavieren steril
zugegeben. Die Lagerung der Medien erfolgte bei 4°C.



18

Il Material und Methoden

1.4.1

Nahrmedien zur Kultivierung von E. coli

Tab. 5: Nahrmedien und -lI6sungen zur Kultivierung von E. coli. Die Angaben beziehen
sich, falls nicht anders angegeben, jeweils auf 1 | Medium.

Medium Zusammensetzung Herstellung
LB-Medium Trypton 10,0 g Bestandteile in Leitungs-
(verandert nach Hefeextrakt 5049 \(laviizf:ﬁerlléssﬂ% 1au|f aFt)Jlf_|fUIl7ég
1S§Er3ngt)>rook etal. NaCl 509 und autoklavieren

Glucose 1,09
NZCYM Bacto Casein 10,0 g Bestandteile in Leitungs-
(Sambrook et al. Bacto Casamino Acids 1,09 \rlevi?]zf:ﬁertés:ﬂ% 1au|f az:ijll?ég
1989) Hefeextrakt 5049 und autoklavieren

NaCl 509

MgSO, 0,98 g
Spurenelementlésung ZnSO, * 7 H,0 288 mg  mit H20 pigest auf 1 | auffiillen
(Hoffman et al. 1995) MnSO, * 7 H,0O 142 mg  undautoklavieren

H3;BO; 62 mg

NaMoO, * 2 H,O 48 mg

CoCl, * 6 H,O 48 mg

Kl 83 mg

CuS0O,4 * 5 H,0 125 mg

H,S0O,4 (0,25 M) 1ml
Minimalmedium KH,PO, 3,049 Bestandteile in HyO pigest
(verandert nach Na,HPO, 6,09 I;jusfené%uf rall-i ;hoﬁgigﬂeltennd
Hoffman et al. 1995) NaCl 059 autoKlavieren

NH,ClI, 0,59

MgSO, 0,59

CaCl, * 2 H,O 0,025¢g

nach dem Autoklavieren steril zugeben:

Spurenelementldsung 2mi

MgSO,4 (1 M) 10 ml

Glucose [20 % (w/v)] 20 mi

FeSO, * 7 H,O (1,12 %) 1 ml 1,12 g FeSO, * 7 H,O in 95

ml HyO pigest 16s€N, Zugabe
von 5 ml 0,25 M H,SO, und
autoklavieren
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1.4.2 Medien zur Kultivierung von Streptomyceten

Tab. 6: Medien zur Kultivierung von Streptomyceten. Die Angaben beziehen sich, falls
nicht anders angegeben, jeweils auf 1 | Medium.

Medium Zusammensetzung Herstellung

HA-Medium Hefeextrakt 409 Bestandteile in Leitungs-
wasser losen, auf pH 7,3

Malzextrakt 1009 ginstellen, auf 1 I auffillen
Glucose 409 und autoklavieren
nach dem Autoklavieren steril zugeben:
CaCly* 2 H,O (1 M) 1 mi
CRM-Medium Saccharose (Stidzucker) 103,0g  Bestandteile in Leitungs-
. wasser loésen, auf pH 7,0
Tryptic Soy Broth 20049 einstellen, auf 1 | aufflllen
MgCl, * 6 H,O 1009 und autoklavieren
Hefeextrakt 759
Glycin 759
nach dem Autoklavieren steril zugeben:
CaCly* 2 H,O (1 M) 10 ml
CDM-Medium tri-Natrium-Citrat * 2 H,O 6,09 Bestandteile nacheinander
L ) i . in HyO igest lOsen, vor
(.Novoblo.cmproduk L-Prolin 6,09 MgSO. * 7 H,0-Zugabe auf
tionsmedium und * X .
. . K:HPO, * 3 H,O 209 pH 7,2 einstellen, restliche
Expressionsmedium) o
. (NH,),SO. 1,59 Bestandteile l6sen, auf pH
(Kominek, 1972) 7,2 einstellen, auf 900 ml
NaCl 509 auffiillen und autoklavieren
MgSQO, * 7 H,O 2,059
CaC|2* 2 Hzo 014 g
FeSO, * 7 H,O 0,29
ZnSO4 *7 Hzo 011 g

nach dem Autoklavieren steril zugeben:
Glucose [30 % (w/v)] 100 ml




20

Il Material und Methoden

1.4.3

Medien zur Protoplastentransformation von Streptomyceten

Tab. 7: Nahrmedien und Nahrlésungen zur Protoplastentransformation von Streptomy-
ceten. Die Angaben beziehen sich, soweit nicht anders angegeben, jeweils auf 1 | Medium.

Medium Zusammensetzung Herstellung
Spurenelementlosung ZnCl, 40 mg Bestandteile in H;O pigest
FeCl; * 6 H,0 200 mg Iz;)ust?)rll’la?/:gr;nl auffillen und
CuCl, * 2 H,O 10 mg
MnCl, * 4 H,O 10 mg
Na,B4O¢ * 10 H,O 10 mg
(NH4)sM07024 * 4 H,O 10 mg
R2YE-Medium Saccharose 103,0g  Bestandteile in HyO pigest
glélggwood et al. K,SO, 0,25¢g Ie;)ust?)rll,la?/:gr;nl auffillen und
) MgCl, * 6 H,0 10,12 g
Glucose 10,09
Casaminosauren 0,19
Spurenelementlésung 2,0 ml
Hefeextrakt (Difco) 5049
TES-Puffer 573¢
Agar 25,049
nach dem Autoklavieren steril zugeben:
K>HPO, (0,5 %) 10,0 ml
CaCl, *2 H,O (5 M) 4,0 ml
L-Prolin (20 %) 15,0 ml
NaOH (1 N) 7,0 ml
1.5 Antibiotika

Die Antibiotika wurden in Stammlésungen mit den angegebenen Konzentrationen angefertigt
und bei —20°C gelagert. Wassrige Losungen wurden durch einen Membranfilter (Porengréfe
0,2 um) sterilfiltriert. Losungen in DMSO und Ethanol sind autosteril. Die Antibiotika wurden
den Medien nach Abkihlen unter eine Temperatur von 50°C steril in den angegebenen
Endkonzentrationen zugesetzt.

Tab. 8: Verwendete Antibiotika

Antibiotikum Endkonzentration in Losungsmittel |Hersteller
Stammlésung [mg/ml] | Medium [ug/ml]

Carbenicillin 50 50 H,O Roth

Chloramphenicol | 34 34 Ethanol Merck

Thiostrepton 50 20-50 DMSO Fluka
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1.6  Puffer und Losungen
1.6.1 Puffer zur Enzymreinigung

Die verwendeten Puffer und Lésungen wurden, sofern nicht anders angegeben, in HyO pigest
angesetzt und bei 4°C gelagert.

Tab. 9: Puffer zur Enzymreinigung

Medium Zusammensetzung
PMSF-Stammlésung PMSF 50 mM in Isopropanol
Lysepuffer NaH,PO, / Na,HPO, 50 mM (pH 8,0)
NaCl 300 mM
Imidazol 10 mM
Lysozym 1 mg/mi
Waschpuffer NaH,PO,/ Na,HPO, 50 mM (pH 8,0)
NaCl 300 mM
Imidazol 20 mM
Elutionspuffer NaH,PO,/ Na,HPO, 50 mM (pH 8,0)
NaCl 300 mM
Imidazol 250 mM
Puffer A Tris-HCI 50 mM (pH 7,5)
Glycerin 10 % (w/v)
DTT 2mM
PMSF 20 uM
Puffer B Puffer A
+ NaCl 1M
Puffer C Tris-HCI 50 mM (pH 8,0)
DTT 5mM
PMSF 50 uM
Puffer D Puffer C

+ NaCl 150 mM
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1.6.2 Losungen zur Protein-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) und Coomassie-
Farbung von Proteingelen

Die Angaben gelten fiir die Benutzung der Mini-PROTEAN® Il Elektorphorese-Kammer (BIO-
RAD, Cell) und entsprechen den Angaben des Herstellers-Handbuches.

Tab. 10: Puffer und Losungen zur Protein-Gelelektrophorese

Puffer / L6sung Zusammensetzung Herstellung / Bemerkung
Sammelgel (4%) H20 pigest 6,1 ml vor Zugabe von APS und
OSMTISHOIpHE  25m  [SUED e e Loy
10 % (w/v) SDS 0,1 ml gast
Rotiphorese®Gel 30 1,33 ml
10 % (w/v) APS 0,05 ml
TEMED 0,01 mi
Trenngel (12 %) H0 pigest 3,35 ml vor Zugabe von APS und
SuTeRGIGHon  2sm  [CNED o de Lours
10 % (w/v) SDS 0,1 ml gast
Rotiphorese®Gel 30 4,0 ml
10 % (w/v) APS 0,05 ml
TEMED 0,005 ml
Probenpuffer H20 pidest 3,8 ml B-Mercaptoethanol wurde
(1x) 0,5 M Tris-HCI (pH 6,8) 1,0 ml erst kurz vor Verwendung
_ des Probenpuffers zuge-
Glycerin 0,8 ml geben; Lagerung bei
10 % (w/v) SDS 1,6 mi Raumtemperatur
[B-Mercaptoethanol 0,4 ml
1 % (w/v) Bromphenolblau 0,4 mi
5x Laufpuffer Tris base 15,0 g Auffillen mit HoO pigest auf
Glycin 72,0 g 1 1; Lagerung bei 4°C
SDS 5049
Fixierlésung H20 pigest 70 % (viv) Lagerung bei Raumtemp-
Essigséure 10 % (viv) ~ eratur
Methanol 20 % (v/v)
Coomassie Coomassie Brilliant Blau G-250 0,25% (w/v) Lagerung bei Raumtemp-

Essigsaure 10 % (v/v)
Methanol 45 % (viv)

Essigséure 10 % (viv) ~ eratur

(

(

Entfarberlésung  H2O pigest 45 % (vIv) Lagerung bei Raumtemp-

(
Methanol 45 % (viv)
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1.6.3 Ldésungen zur Proteinbestimmung

Bradford-Farbelésung (nach Bradford, 1976) (5x):

70 mg Serva Blau R 250 in 50 ml Ethanol I6sen, Zugabe von 100 ml H3PO, [85%, (v/Vv)], mit
H,0 pigest auf 200 ml auffillen.

Die Stammlésung wurde bei 4°C aufbewahrt, vor Gebrauch 1:5 mit H,O pigest verdinnt und
Uber einen Faltenfilter filtriert. Die gebrauchsfertige Bradford-Losung wurde bei
Raumtemperatur gelagert.

1.6.4  Puffer zur DNA-Gelelektrophorese

Tab. 11: Puffer zur DNA-Gelelektrophorese. Die Puffer wurden mit H,O 4t hergestellt,
autoklaviert und, falls nicht anders angegeben, bei Raumtemperatur gelagert.

Puffer / Losung Zusammensetzung Herstellung

5x TBE-Puffer Tris base 54,0 g auf pH 8,0 einstellen
Borsaure 275 g und mit Hzo bidest auf 1|

’ auffullen

EDTA (0,5 M, pH 8,0) 20 ml

50x TAE Tris base 242 g mit Eisessig auf pH 8,0
EDTA (0,5 M, pH 8,0) 100 ml einstellen und mit H,O

B ’ bigest aUT 1 | auffullen

Eisessig 57,1 mi

Ladepuffer Glycerin 30 % (w/v)  Lagerung bei 4°C
Bromphenolblau 0,25 % (w/v)

Ethidiumbromidlésung fur TE-Puffer

Agarose-Gele + Ethidiumbromid 1 pg/ml

1.6.5 Puffer zur Protoplastierung und Transformation von Streptomyceten

Die Einzelbestandteile der Lésungen wurden in H,O pigest angesetzt, getrennt autoklaviert und
steril zusammengegeben. Eine Lagerung erfolgte nach Aliquotierung bei —20°C.

Tab. 12: Puffer zur Protoplastierung und Transformation von Streptomyceten.

Puffer Zusammensetzung

Protoplastierungspuffer ~ Saccharoselosung [12 % (w/v)] 85,5 ml

(P-Puffer) Spurenelementldsung (siehe 1.4.3) 0,2 ml

(Thompson et al. 1982)  1gg (0,25 M, pH 7,2) 10 ml
MgCl, * 6 H,O (1 M) 1,0 ml
K2SO4 (140 mM) 1,0 mi
KH,PO, (40 mM) 1,0 ml

CaCl, * 2 H,0 (250 mM) 1,0 ml
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Fortsetzung Tab. 12: Puffer zur Protoplastierung und Transformation von Streptomyceten

Transformationspuffer Saccharoseldsung [25 % (w/Vv)] 1,0 ml

(T-Puffer) Spurenelementlésung (siehe 1.4.3) 0,03 ml

(Thompson et al. 1982) PEG 1000 [50 % (w/V)] 5,0 mi
K>SO, (140 mM) 0,1 ml
CaCl, * 2 H,O (5 M) 1,0 mi
Tris-Maleat (0,5 M, pH 8,0) 1,0 ml
KH,PO,4 (40 mM) 0,1 ml
MgCl, * 6 H,O (1 M) 0,1 mi
H20 pigest 2,0 ml

1.6.6 Ldsungen zur Transformation und Selektion von E. coli

Tab. 13: Medien und Stammlésungen zur Transformation und Blau-WeiR-Selektion

Medium /Lésung Zusammensetzung Herstellung
SOC-Medium Bacto-Trypton 0,5 % (w/v) Bestandteile in HO pigest 10seN,
NaCl 10 mM auf pH 7,0 einstellen und
autoklavieren
KCI 2,5mM
MgCl, 10 mM
MgSO, 10 mM
Glucose 20 mM
IPTG-Lésung 80 mg/ml in HyO igest 16sen und steril-
filtrieren (0,2 ym Membranfilter)
10 ul pro Platte ausplattieren
X-Gal-Lésung 20mg/ml in DMF ansetzen, autosteril

40 pul pro Platte ausplattieren

1.6.7  Puffer zur DNA-Isolierung

Tab. 14: Puffer zur Plasmid-Isolierung aus Streptomyceten und E. coli. Die Puffer
wurden mit H,O pigest angesetzt.

Puffer Zusammensetzung Herstellung

STE-Puffer Tris-HCI 10 mM auf pH 8,0 einstellen und
NaCl 100 mM autoklavieren
EDTA 1 mM

STET-Puffer STE-Puffer mit vor Gebrauch frisch ansetzen
Triton X-100 5,0 % (v/v)

Lysozym (Merck) 600 pg/ml
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Fortsetzung Tab. 14: Puffer zur Plasmid-Isolierung aus Streptomyceten und E. coli

L1-Puffer Gucose 50 mM auf pH 8,0 einstellen und
Tris-HCI 25 mM autoklavieren
EDTA 10 mM

L2-Lésung L1-Puffer mit Lysozym vor Gebrauch zugeben

Lysozym (Sigma) 4 mg/ml

L3-Loésung NaOH 04N NaOH- und SDS-Lésung getrennt
D 209 ansetzen und jeweils  vor

sbS 7 (Wiv) Gebrauch frisch 1:1 mischen
L4-Losung Kaliumacetat 29,44 g Kaliumacetat in 60 ml HyO pigest
Eisessig 11,5 ml I6sen, Essigsaure zugeben und

auf 100 ml HyO igest auffillen,
autoklavieren

TE-Puffer Tris-HCI 10 mM auf pH 7,6 einstellen
EDTA 1 mM

1.6.8  Puffer und Lésungen fiir Southern-Blot-Hybridisierungen

Tab. 15: Puffer und Losungen fir Southern-Blot-Hybridisierungen. Die Puffer wurden
mit H,O pigest @angesetzt und bei Raumtemperatur gelagert. Die Angaben beziehen sich,
sofern nicht anders angegeben, auf 1 | Puffer.

Puffer / Losung Zusammensetzung Herstellung
Maleinsaure-Puffer Maleinsaure 0,1 M mit HCI auf pH 7,5
NaCl 150 mM einstellen
Blocking-Puffer Magermilchpulver 3,09 mit Maleinsaure-Puffer auf
100 ml auffillen
Detektions-Puffer Tris-HCI 0,1 M pH 9,5 einstellen
NaCl 0,1M
Depurinierungslosung HCI 250 mM
Denaturierungslésung NaOH 0,5N
NaCl 1,5M
Neutralisierungspuffer Tris-HCI 0,5M pH 7,5 einstellen
NaCl 3M
20x SSC tri-Natrium-Citrat * 2 H,O 0,3M pH 7,0 einstellen
NaCl 3M
Prahybridisierungs- 5x SSC 96,51 ml frisch ansetzen
Puffer Magermilchpulver 39
10 % (w/v) SDS 0,2 ml

35 % (w/v) N-Lauroylsarkosin 0,29 ml
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Fortsetzung Tab. 15: Puffer und Lésungen fur Southern-Blot-Hybridisierungen

Hybridisierungs- 5x SSC 9,8 ml  frisch ansetzen
Losung Magermilchpulver 0,159
10 % (w/v) SDS 0,02 ml
35 % (w/v) N-Lauroylsarkosin 0,029 ml
2x Waschpuffer 10 % (w/v) SDS 1 ml frisch ansetzen
2x SSC 99 ml
0,5x Waschpuffer 10 % (w/v) SDS 1ml frisch ansetzen
5x SSC 10 ml
H20 bigest 89 mi
Tween-Waschpuffer  Tween 20 0,8 ml  frisch ansetzen
Maleinsaure-Puffer 400 ml
Antikorper-Losung Blocking-Losung 20 ml frisch ansetzen
Maleinsaure-Puffer 20 ml
Anti-DIG-AP-Konjugat 4 ul

2 Plasmide und Bakterienstamme

2.1 Vektoren

Tab. 16: Vektoren, Plasmide und Cosmide

Vektor GroBe |Eigenschaften Hersteller/
[kp] Referenz
Litmus 28 2,823 Amp', M13-origin, ColE1- New England
origin, lacZ' (a-Komplemen- | Biolabs;
tation Evans et al. 1995
pBlueskript SK(-) (pBSK(-)) 2,958 Amp', lacZ‘ (a-Komplemen- Stratagene;
tation), f1(-)-origin, ColE1- Short et al. 1988
origin
pBC SK(-) 3,399 |Cam', lacZ' (a-Komplemen- | Stratagene
tation), f1(-)-origin, ColE1-
origin
pEM4 ca. 7,9 |Streptomyceten-E. coli Shuttle | Quirds et al. 1998
Vektor, bla', tsr', lacZ* (a-
Komplementation), konsti-
tutiver ermE up-Promotor
pGEM-11Zf(+) 3,223 Amp', f1-origin, ColE1-origin, |Promega
lacZ' (a-Komplementation)
pQE70 3,427 Amp', E. coli- Uberexpres- Qiagen;
sionsvektor, Expression eines |Bujard et al. 1987
C-terminalen Histidin-Fusions-
proteins, T5-Promotor, ColE1-
origin, snythetische RBS I
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Fortsetzung Tab. 16: Vektoren, Plasmide und Cosmide
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pRSet B 2,939 Amp', E. coli- Uberexpres- Invitrogen;
sionsvektor, Expression eines | Schoepfer, 1993
N-terminalen Histidin-Fusions-
proteins, T7-Promotor, f1-
origin, ColE1-origin

pUWL201 ca. 6,9 |Streptomyceten-E. coli-Shuttle | U. Wehmeier,
Vektor, bla', tsr’, konstitutiver | personliche
ermE up-Promotor, ColE1- Mitteilung
origin

SuperCos 1 7,939 Cosmidvektor, Amp', Neo', Stratagene
S40-origin, Vektor der S.
spheroides NCIMB 11891
Genbank

9-6G ca. 52,4 | Cosmide aus der S. Z. Wang,

10-9C ca. 51,9 | spheroides NCIMB 11891 — personliche

2-9A ca. 43 |Genbank im Cosmidvektor Mitteilung

2-6G ca. 42,8 | SuperCos 1

pSL1(-) ca. 21,4 | 13,535 kb EcoRI-Fragment S.-M. Li,
aus p9-6GE4 in pEM4; enthalt | personliche
orf15 bis orf9 (orf15 Mitteilung
unvollstandig) hinter dem
ermE up-Promotor

pSL2(+) ca. 18,1 | 10,16 kb EcoRI-Fragment aus | S.-M. Li,
p9-6GE2 in pEM4; enthalt personliche
nov21 bis novG hinter dem Mitteilung
ermE up-Promotor

pSL2(-) ca. 18,1 | 10,16 kb EcoRI-Fragment aus | S.-M. Li,
pSL2(+) in pEM4, jedoch in personliche
umgekehrter Orientierung Mitteilung
hinter dem ermE up-Promotor

pSL3(+) ca. 17,6 |9,74 kb EcoRI-Fragment aus |S.-M. Li,
p9-6GE9 in pEM4; enthalt persoénliche
novH bis novN hinter dem Mitteilung
ermE up-Promotor

pSL4(+) ca. 21,9 | 14 kb EcoRI-Fragment aus S.-M. Li,
p10-9CE1 in pEM4; enthalt personliche
orf13 bis orf3 hinter dem ermE | Mitteilung
up-Promotor

pSL4(-) ca. 21,9 | 14 kb EcoRI-Fragment aus S.-M. Li,
pSL4(+) in pEM4, jedoch in personliche
umgekehrter Orientierung Mitteilung

hinter dem ermE up-Promotor
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Tab. 17: Eigene Plasmid-Konstrukte. Im folgenden werden alle relevanten zur
Cosmidkartierung und zu Expressionsversuchen verwendeten Konstrukte aufgeflihrt. Die
jeweilige Orientierung der Inserts innerhalb der Multiple-Cloning-Site (MCS) ist durch die
Lage der enthaltenen offenen Leserahmen in Bezug auf die Sequenzierprimer T3 und T7
bzw. M13-forward und M13-reverse angegeben. Zur Sequenzierung hergestellte Konstrukte
werden nicht gesondert aufgefuhrt.

Konstrukt GroRe Beschreibung
[kb]
p9-6GE1 ca. 5,8 58 kb Cosmidfragment nach Insertdeletion aufgrund

Plasmidinstabilitat aus Cosmid 9-6G enstanden; enhalt
Teilbereiche von gyrB°

p9-6GE2 13,12 10,16 kb EcoRI-Fragment aus Cosmid 9-6G in pBSK(-); tragt
T3-nov21, nov20 und novA bis novG-T7

p9-6GE4 16,49 13,54 kb EcoRI-Fragment aus Cosmid 9-6G in pBSK(-); tragt
T7-0rf15, 16, 17, 11, 10, 18, 14 und 9 (orf15 unvollstandig)-T3

p9-6GES5 5,06 2,10 kb EcoRI-Fragment aus Cosmid 9-6G in pBSK(-); tragt T7-
novT und novU (beide unvollstandig)-T3

p9-6GE6 5,61 2,656 kb EcoRI-Fragment aus Cosmid 9-6G in pBSK(-); tragt
T7-novQ, R, S-T3

p9-6GE7 5,87 2,91 kb EcoRI-Fragment aus Cosmid 9-6G (3'-Randbereich des

Cosmids) in pBSK(-); enthalt T3-novV, W, gyBR (gyrBR
unvollstandig)-T7

p9-6GE9 12,70 9,74 kb EcoRI-Fragment aus Cosmid 9-6G in pBSK(-); enthalt
T3-novHIJKLMN-T7

p9-6GE9-R 12,70 9,74 EcoRl-Insert aus p9-6GE9 in umgekehrter Orientierung in
pBSK(-), enthalt T7- novHIJKLMN -T3

p10-9CE1 ca. 16,96 |14 kb EcoRI-Fragment aus Cosmid 10-9C in pBSK(-); tragt T7-
orf13,7,6,5,4,1,2und 3-T3

pMS50 5,78 2,82 kb BamHI-Fragment aus Cosmid 9-6G; enthalt T3-orf17,
10, 11 (nur orf10 vollstandig)-T7

pMS64 4,91 1,95 kb EcoRI-Bglll-Fragment aus p9-6GE9 Uber EcoRI-BamHI
in pBSK(-), enthalt novH

pMS65 ca. 8,85 |1,95 kb EcoRI-Bglll-Fragment aus p9-6GE9 Uber EcoRI-BamHI
hinter den ermE up-Promotor in pUWL201; enthalt novH mit
RBS

pMS66 6,11 3,16 kb EcoRI-Ncol-Fragment in pBSK(-) nach Ncol-Spel-

Verdau von p9-6GE9-R, Herstellung von blunt ends und
Religation; trégt novH und nov/

pMS67 7,06 4,11 kb EcoRI-SnaBl-Fragment in pBSK(-) nach SnaBl-Spel-
Verdau von p9-6GE9-R, Herstellung von blunt ends und
Religation; tragt novHIJKL

pSM69 9,90 6,95 kb EcoRI-PfIMI-Fragment in pBSK(-) nach PfIMI-Spel-
Verdau von p9-6GE9-R, Herstellung von blunt ends und
Religation; tragt novH, novl, novJ und novK

pMS70 ca. 10,06 |3,16 kb EcoRI-Xbal-Fragment aus pMS66 in pUWL201; tragt
novH und novl hinter dem ermE up-Promotor, jeweils mit RBS

pMS71 ca. 11,01 4,11 kb EcoRI-Xbal-Fragment aus pMS67 in pUWL201; tragt
novHIJ jeweils mit RBS hinter dem ermE up-Promotor

pMS73 ca. 13,85 | 6,95 kb EcoRI-Xbal-Fragment aus pMS69 in pUWL201; tragt
novHIJKL jeweils mit RBS hinter dem ermE up-Promotor

pMS74 8,50 5,55 kb Notl-Fragment aus p9-6GE9 in pBSK(-); enthalt T3-

novHIJK=T7
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Fortsetzung Tab. 17: Eigene Plasmid-Konstrukte

pMS75 ca. 12,5 |5,55 kb EcoRI-Xbal-Fragment aus pMS74 in pUWL201; tragt
novHIJK jeweils mit RBS hinter dem ermE up-Promotor

pMS76 5,32 2,1 kb Apal-Fragment aus p9-6GE9 in pGEM-11Zf(+); enthalt
M13-forward- novL-M13reverse

pMS77 ca. 9,0 2,1 kb EcoRI-Xbal-Fragment aus pMS76 in pUWL201; tragt
novL mit RBS hinter dem ermE up-Promotor

pMS78 7,27 1,95 kb EcoRI-Bglll-Fragment aus p9-6GE9 uber EcoRI-BamHI
in pM76; enthalt M13-forward-novH, novL- M13-reverse

pMS79 ca. 10,98 (4,08 kb EcoRI-Xbal-Fragment aus pMS78 in pUWL201; tragt
novH und novL mit RBS hinter dem ermE up-Promotor

pMS80 5,0 Uberexpressionskonstrukt mit novL; novL wurde iber PCR
amplifiziert (1,584 kb) und Uber eine Sphl-BamHI-Schnittstelle
vor den 6xHis-Tag in pQE70 ligiert

pMS82 4,53 Uberexpressionskonstrukt mit novL; novL wurde Uber PCR
amplifiziert (1,608 kb) und Uber eine Bglll-EcoRI-Schnittstelle
hinter den 6xHis-Tag in pRSet B ligiert

pMS84 4,98 Uberexpressionskonstrukt mit novL ohne 6xHis-Tag in pQE70;
der C-terminale 6xHis-Tag in pMS80 wurde durch BamHI-
Hindlll-Verdau, Herstellung von blunt-ends und Religation
entfernt

pMS85 443 Uberexpressionskonstrukt mit novL ohne 6xHis-Tag in pRSetB;
der N-terminale 6xHis-Tag in pMS82 wurde durch Ndel-Verdau
und Religation entfernt

2.2 Bakterienstamme

Tab. 18: Bakterienstamme

E. coli relevante Marker Hersteller / Referenz
XL1 Blue MRF* recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 | Stratagene;
supE44 relA1  lac [F° proAB |Bullock et al. 1987
lacl®ZDM15 Tn10 (Tet")]
BL21(DE3)pLysS F" ompT hsdSg (rs- mg-) gal dcm|Invitrogen
(DE3) pLysS (Cam®)
Streptomyces
S. spheroides NCIMB | Wildtypstamm, Novobiocinproduzent | The National Collections
11891 of Industrial, Food &

Marine Bacteria, Ltd,
Aberdeen, Schottland

S. spheroides DSM 40292

Wildtypstamm, Novobiocinproduzent | Deutsche Sammlung
von  Mikroorganismen
und Zellkulturen GmbH,

Braunschweig

S. lividans TK24

Wirtsstamm zur heterologen
Expression, Novobiocin-sensitiv

Hopwood et al. 1985
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3  Kulturbedingungen

3.1 Anzucht und Kultivierung von E. coli

Generell erfolgte die Anzucht von E. coli in LB-Flissigmedium (siehe 1.4.1) in Erlenmeyer-
kolben mit Schikane Uber Nacht (16-18 h) bei einer Inkubationstemperatur von 37°C und
unter Schitteln bei 170 rpm. Zur Herstellung von Einzelkolonien wurde die
Bakteriensuspension auf LB-Festmedium im Verdlnnungsausstrich mit einer Platindse
ausgestrichen. Eine Selektion erfolgte durch Zugabe des entsprechenden Antibiotikums zum
Medium (s. 1.5).

Zur Anzucht in Uberexpressionsexperimenten wurde die Inkubationstemperatur auf 30°C
reduziert und die IPTG-Induktion bei Erreichen einer ODggonm Von 0,7 durchgefihrt.

E. coli-Dauerkulturen wurden hergestellt, indem zu 770 pl einer spat-logarithmischen
Bakteriensuspension 230 ul 87% ige (v/v) Glycerin-Lésung steril zugesetzt wurden. Eine
Lagerung erfolgte bei —70°C.

3.2  Anzucht und Kultivierung von Streptomyceten
3.21  Anzucht in Fest- und Fliissigmedien

Die Kaultivierung von Streptomyceten zwecks Stammhaltung, Transformation und DNA-
Isolation wurde generell in HA-Medium (s. 1.4.2) durchgeflihrt. Zur Novobiocinproduktion und
fur Expressionsexperimente wurde CDM-Medium, zur Protoplastierung CRM-Medium
verwendet (s. 1.4.2). Die Anzucht erfolgte auf Festmedien oder in 50-80 ml Medium in
300 ml-Erlenmeyer-Schikanekolben bzw. in 220 ml Medium in 1 I|-Erlenmeyer-
Schikanekolben bei 28°C unter Schutteln mit 170 rpm. Um ein homogeneres Wachstum in
Flussigkulturen zu erzielen wurden pro Kolben etwa 10-15 Glasperlen (Durchmesser: 2,85-
3,3 mm) steril zugesetzt. Eine Selektion wurde durch Zugabe des entsprechenden
Antibiotikums zum Medium erzielt (s. 1.5).

3.2.2 Herstellung von Sporensuspensionen und Glycerindauerkulturen

Zur Langzeitkonservierung wurden Sporensuspensionen oder Glycerindauerkulturen
hergestellt.

Zum Anlegen von Sporensuspensionen wurde 1 ml Streptomycetenflissigkultur oder
10-20 pl Sporensuspension auf einer HA-Agarplatte steril ausplattiert und anschlief3end
15-20 min unter der Sterilbank getrocknet. Die Kultivierung erfolgte tber 3-6 Tage bei 28°C
bis zur Sporulation. Die Sporen wurden nach Zugabe von 9 ml einer 0,1% igen Tween
20-Lésung mit Hilfe einer Impfése abgekratzt und abgeschwemmt. Die Suspension wurde
anschlielRend 1 min bei maximaler Leistung gevortext, und eine Trennung von Mycelresten
und Sporen wurde durch Filtration durch sterile Watte erzielt. Nach Zentrifugation (2.100 x g,
6 min, 4°C) wurden die Sporen zunachst mit 20 % iger Glycerinlésung (v/v) gewaschen,
pelletiert und die Sporen in 1-3 ml der Glycerinlésung resuspendiert. Die Lagerung erfolgte
bei —70°C.

Fir die Herstellung von Glycerindauerkulturen wurden 80 ml einer 1-2 Tage kultivierten
Flussigkultur abzentrifugiert (4.300 x g, 10 min, 4°C), das Zellpellet in 15 ml 15% iger
Glycerinlésung (v/v) gewaschen, pelletiert und anschlieRend in 10 ml 15% iger
Glycerinlésung resuspendiert. Die Zellsuspension wurde steril in 1 ml-Aliquote aufgeteilt und
bei —70°C gelagert. Die Inokulation wurde nach Auftauen mit jeweils 0,5 ml der
Glycerindauerkultur pro 50 ml Flissigmedium durchgeflhrt, wobei eine Homogenisierung
des Mycels durch Verwendung von Insulinspritzen erzielt wurde.
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4  Methoden der Molekularbiologie

4.1 CaCl,-vermittelte Transformation von E. coli
(verandert nach Sambrook et al. 1989)

411 Herstellung CaCl,-kompetenter Zellen

5 ml LB-Medium wurden mit einer E. coli-Einzelkolonie beimpft unter nach Zugabe des
entsprechenden Antibiotikums bei 37°C und 170 rpm Uber Nacht angezogen. 2 ml dieser
Vorkultur dienten als Inokulum fir 100 ml LB-Medium, das bis zu einer ODgo von 0,5-0,7
unter den angegebenen Bedingungen weiterkultiviert wurde. Alle weiteren Schritte wurden
unter sterilen Bedingungen und bei 4°C durchgefihrt. Das Zellpellet wurde nach
Zentrifugation (2.750 x g, 7 min) in 30 ml eiskalter 0,1 M MgCl,-Lésung resuspendiert und
erneut zentrifugiert (2.100 x g, 10 min). Die Zellen wurden vorsichtig in 30 ml eiskalter 0,1 M
CaCl,-Lésung resuspendiert und 20 min auf Eis inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation (s.
vorheriger Schritt) wurden die Zellen vorsichtig in 3-5 ml eiskalter 0,1 M CaCl-Lésung mit
15 % Glycerin (v/v) resuspendiert und zu 200 pl-Aliquoten bei —70°C gelagert.

41.2 CaCl,-vermittelte Transformation von E. coli und Blau-WeiR-Selektion

Pro Transformationsansatz wurden 200 pl CaCl,-kompetente E. coli-Zellen (s. 4.1.1) mit
1-10 pl der einzubringenden DNA versetzt und 30 min auf Eis inkubiert. Anschliefiend wurde
der Ansatz einer 2-minutigen Hitzeschockbehandlung bei 42°C unterworfen und unmittelbar
daurauf einige Minuten auf Eis abgeklhlt. Zur Regeneration wurde 1 ml LB-Medium steril
zum Ansatz zugegeben und die Zellen unter Schitteln 1 h bei 37°C inkubiert. 200 ul des
Ansatzes wurden auf LB-Agarplatten mit dem entsprechenden Antibiotikum ausplattiert.
Nach kurzer Zentrifugation des restlichen Ansatzes (420 x g, 3 min , 4°C) wurden die Zellen
vorsichtig in 200 pl LB-Medium resuspendiert und auf eine weitere LB-Agarplatte ausplattiert.
Die Agarplatten wurden 16 h bei 37°C bebrutet.

Blau-WeiRk-Selektion:

Bei Transformationen mit Klonierungsvektoren, welche das lacZ-Gen zur «-
Komplementation der [(-Galactosidase enthielten, wurde eine Blau-Weil3-Selektion zur
Detektion  rekombinanter  Plasmide  durchgefuhrt. Wa&hrend der 60-minutigen
Regenerationsdauer wurden die Antibiotika-haltigen LB-Agaraplatten mit einem Gemisch aus
40 pl X-Gal-Lésung (s. 1.6.6), 10 pl IPTG-LAsung (s. 1.6.6) und 150 pl H,O (steril) pro Platte
ausplattiert und 30-40 min offen unter der Sterilbank zum Verdampfen des toxischen
Lésungsmittels DMF getrocknet. Die Transformationsansatze wurden anschlieRend wie oben
beschrieben ausplattiert und bebritet.

4.2 Elektroporations-vermittelte Transformation von E. coli

Plasmide mit einer GroRe von mehr als 30 kb (vor allem Cosmide) wurden durch die
effizientere Elektroporationsmethode (Transformationsrate: 10° — 10" Transformanden/ug
DNA) unter Verwendung der E. coli Pulser™-Transformations-Apparatur (BIO-RAD, Cell) in
E. coli eingebracht.
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4.21 Herstellung elektrotransformationskompetenter Zellen

Die Praparation der Zellen richtete sich nach den Angaben des E. coli Pulser™-
Herstellerhandbuches (BIO-RAD), Kapitel 5. Die Zellen einer 100 ml-Kultur wurden mehrfach
in steriler, eiskalter 10 % iger (v/v) Glycerin-Loésung gewaschen, in 1,5 ml eiskalter 20 % iger
(v/v) Glycerin-Lésung resuspendiert und zu 60 pl-Aliquoten bei —70°C gelagert.

4.2.2 Elektroporation

Die Elektroporation erfolgte genau nach den Angaben des Gerate-Herstellers (BIO-RAD,
Cell) mit 1-2 yl DNA, welche zur Verringerung der Leitfahigkeit mdglichst in HyOpigest gelost
war. Als Regenerations-Medium wurde SOC-Medium (s. 1.6.6) verwendet.

4.3 Protoplastierung von Streptomyces lividans TK24

100 ml einer 36 —48 h alten, in CRM-Medium (s. 1.4.2) gewachsenen Kultur wurden 10 min
bei 2.100 x g und 4°C zentrifugiert, zweimal mit je 20 ml TE-Puffer mit 10 % (w/v)
Saccharose gewaschen und anschlieBend in 10 ml Protoplastierungspuffer (P-Puffer) (s.
1.6.5) mit 2 mg/ml Lysozym (Sigma) resuspendiert. Der Protoplastierungsansatz wurde
15-90 min bei 30°C unter leichtem Schitteln inkubiert. Wahrenddessen wurde die
Protoplastierungs-Effizienz in  15-minlitigen Abstanden mikroskopisch nach steriler
Probennahme verfolgt. Nach ausreichender Protoplastierung wurde der Ansatz auf Eis
gestellt und die Reaktion durch Zugabe von 5 ml eiskaltem P-Puffer gestoppt. Zur
Abtrennung von Mycelresten wurde der Ansatz durch sterile Quarzwolle filtriert und, die
Filtrationseinheit nochmals mit 2 ml P-Puffer durchspiilt und das Filtrat 7 min bei 700 x g und
4°C zentrifugiert. Die Protoplasten wurden vorsichtig in 0,5 — 3 ml P-Puffer resuspendiert und
zu 100 pl-Aliquoten in einem Eisbad bei —70°C eingefroren und zur Verwendung schnell
unter lauwarmem Wasser aufgetaut.

Zur Uberprifung des Anteils nicht-protoplastierter Zellen wurden 20 pl der
Protoplastensuspension mit 200 ul sterilem HOpigest gemischt und der Ansatz auf eine R2YE-
Platte (s. 1.4.3) ausplattiert. Als Kontrolle diente ein Ansatz, in dem die gleiche Menge
Protoplastensuspension mit 200 ul P-Puffer ausplattiert wurde. Die Bestimmung der Anzahl
der regenerierungsfahigen Protoplasten erfolgte durch Ausplattieren von geeigneten
Verdinnungsstufen in P-Puffer auf R2YE-Platten.

4.4 Transformation von Streptomyceten

Das Einbringen von Plasmid-DNA in Streptomyceten-Protoplasten wurde durch die
Polyethylenglykol-vermittelte Transformation nach Hopwood et al. (1985) realisiert. Alle
Schritte wurden, sofern mdglich, auf Eis durchgefihrt. 100 ul Protoplastensuspension (etwa
10° regenerationsfahige Zellen) wurden mit 100 pl P-Puffer (s. 1.6.5) verdiinnt. Nach Zugabe
von 5-10 ug DNA (aus Nukleobond AX-100-Prapartionen, s. 4.5.2) in einem Volumen von
maximal 10 pl wurde der Ansatz unmittelbar mit 500 ul T-Puffer (s. 1.6.5) versetzt und durch
vorsichtiges Auf-und Abpipettieren durchmischt. Der Transformationsansatz wurde auf 3-4
R2YE-Platten ausplattiert. Zur Regeneration wurden die Agarplatten 14 Stunden bei 28°C
bebritet und zur Selektion mit 200 pl einer 5 mg/ml Thiostrepton-Lésung in sterilem H2Opigest
Uberschichtet. Nach 3-5 Tagen weiterer Bebritung bei 28°C wurden Einzelkolonien mit
sterilen Zahnstochern gepickt und zur weiteren Selektion auf HA-Agarplatten mit 50 pg/ml
Thiostrepton ausgestrichen.
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4.5 Isolierung von Plasmid-DNA
4.5.1 Plasmidminipraparationen aus E. coli

Die nachfolgend beschriebene, nach Holmes und Quigley (1981) veranderte Methode wurde
routinemallig fur Restriktionsanalysen, Klonierungsexperimente und zur Isolierung von
Cosmiden eingesetzt. Es wurden Ausbeuten bis zu 25 ug erzielt. Die in den Praparationen
enthaltene RNA wurde gegebenenfalls durch Behandlung mit RNase A entfernt. Alle
verwendeten Puffer sind unter 1.6.7 aufgefuhrt.

E. coli-Einzelkolonien wurden Gber Nacht bei 37°C und 170 rpm in 3 ml LB-Medium mit dem
entsprechenden Antibiotikum angezogen. 1,5 ml der Bakteriensuspension wurden
abzentrifugiert (1.811 x g, 5 min, 4°C), der Uberstand mit der Wasserstrahlpumpe
abgezogen und das Zellpellet in 500 pl STE-Puffer resuspendiert. Nach Zentrifugation wurde
das Pellet in 400 yl STET-Puffer aufgenommen und 5-10 min auf Eis inkubiert. Nach einer
1-mindtigen Inkubation bei 100°C wurde der Ansatz kurz auf Eis abgekuhlt und dann 20 min
bei 17.500 x g und RT zentrifugiert. Denaturierte Proteine und genomische DNA wurden mit
einem sterilen Zahnstocher entfernt und die Plasmid-DNA durch Zugabe von 40 pyl 3 M
Natrium-Acetat-Lésung (pH 5,2) und 300 pl eiskaltem Isopropanol gefallt. Nach
Zentrifugation (20 min, 17.500 x g, 4°C) wurde der Uberstand dekantiert und die pellettierte
DNA mit 1 ml 70 % (v/v) eiskaltem Ethanol gewaschen (5 min, 17.500 x g, 4°C), getrocknet
und in 50 yl TE-Puffer geldst. Die Lagerung erfolgte bei —24°C. Fir Restriktionsanalysen
wurden 0,25 - 0,5 pl der Plasmid-DNA eingesetzt.

4.5.2 Plasmidmaxipraparationen aus E. coli

GroRere Plasmidmengen mit einem hoheren Reinheitsgrad durch Abtrennung von RNA,
Proteinen, Kohlehydraten und anderen Metaboliten wurden nach Aufreinigung der Plasmid-
DNA (ber Nukleobond AX-100-Saulen (Machery-Nagel, Diren) (s. 1.3) erhalten. Die
Aufarbeitung von Zellmaterial aus 50 ml Bakteriensuspension richtete sich genau nach
Angaben des Herstellers und fiihrte zu einer Ausbeute von 80-160 pg Plasmid-DNA, die in
160 ul TE-Puffer, pH 7,6 (s. 1.6.7) oder sterilem H,Opigest (zUr Sequenzierung) gelést wurde.
Die Lagerung erfolgte bei —24°C. Die so erhaltene DNA wurde sowohl zur Transformation in
S. lividans TK24 (s. 4.4) als auch zur DNA-Sequenzierung am Vistra DNA Sequencer 725
(Molecular Dynamics, Krefeld) (s. 4.9) und zur Auftragssequenzierung durch die Firma
MWG-Biotech (Ebersberg) verwendet.

4.5.3 Plasmid-Isolierung aus Streptomyceten

Eine DNA-Isolierung von Plasmiden bis zu einer Grélie von etwa 25 kb im geringen Malstab
war durch eine nach Hopwood et al. (1985) modifizierte Methode mdglich. Dabei wird der
Mureinsacculus der bakteriellen Zellwand durch Lysozym-Behandlung abgebaut und die so
entstandenen Spharoblasten werden durch alkalische Lyse in Gegenwart von SDS
aufgeschlossen. Die verwendeten Puffer und Losungen sind unter 1.6.7 aufgelistet.

2 ml einer Uber 1-2 Tage bei 28°C unter Schitteln bei 170 rpm in HA-Medium (s. 1.4.2) mit
30 pg/ml Thiostrepton kultivierten Streptomyceten-Suspension wurden abzentrifugiert
(2.240x g, 10 min, 4°C), mit 500 pl L1-Puffer gewaschen und in 500 pl L2-Loésung
resuspendiert. Die Zellsuspension wurde 20-30 min bei 37°C inkubiert und nach Zugabe von
650 pl L3-Lésung mehrmals invertiert und weitere 10 min bei RT inkubiert. Nach Zugabe von
650 pl eiskalter L4-Lésung, vorsichtigem Invertieren und 10-mindtigem Inkubieren auf Eis
wurden Zellfragmente und Proteine durch Zentrifugation (17.500 x g, 20 min, 4°C) entfernt
und das klare Lysat durch Phenol/Chloroform-Extraktion (s. 4.6.1) weiter aufgereinigt. Die in
der wassrigen Phase enthaltene DNA wurde durch Zugabe des doppelten Volumens an
eiskaltem Isopropanol und Invertieren 15 min bei RT gefallt. Das nach Zentrifugation
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(17.500 x g, 20 min, 4°C) erhaltene DNA-Prazipitat wurde mit 1 ml 70 % (v/v) Ethanol
gewaschen, getrocknet und in 50 pl TE-Puffer (s. 1.6.7) 30 min bei 4°C geldst. Eine
Lagerung erfolgte bei —24°C. Zur Restriktionsanalyse wurden 5-10 uyl Plasmid-DNA
eingesetzt.

46 Methoden zur Reinigung, Konzentrierung und Konzentrations-
bestimmung von DNA

4.6.1 Phenol-/Chloroform-Extraktion von DNA

Zur Abtrennung von Proteinen von DNA-Praparationen wurden DNA-L6sungen mit dem
gleichen Volumen Rotiphenol (Phenol:Chloroform:lsoamylalkohol (25:24:1), Roth, Karlsruhe)
versetzt, durch Vortexen gut durchmischt und zur besseren Phasentrennung zentrifugiert
(1-5 min, 17.500 x g, 4°C). Die obere wassrige, die DNA enthaltende Phase wurde vorsichtig
abgezogen und verbliebene Phenolreste durch Ethanolfallung (s. 4.6.2) entfernt.

4.6.2 Alkoholfallung

Sowohl eine Aufkonzentrierung als auch Reinigung der DNA von niedermolekularen
Substanzen wird durch Alkoholfallung erzielt. Zur DNA-L6sung wurde das 0,1-fache
Volumen 3 M Natrium-Acetat-Losung (pH 5,2) und das 3-fache Volumen eiskalten 98 % igen
Ethanols oder das 0,8 bis 1-fache Volumen Isopropanol zugegeben und der Ansatz nach
Invertieren bei Verwendung von Ethanol 20 min bei —70°C bzw. 5 min bei RT bei
Verwendung von Isopropanol gefallt. Nach Zentrifugation (17.500 x g, 20 min, 4°C) wurde
das DNA-Prazipitat mit 1 ml 70 % Ethanol gewaschen, getrocknet und in TE-Puffer oder
sterilem H;Opiqest gelost.

4.6.3 Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Quantifizierung von DNA mit hohem Reinheitsgrad erfolgte photometrisch nach
geeigneter Verdlnnung in HyOpigest Mit einem GeneQuant Photometer (Pharmacia, Freiburg)
bei 260 nm. Die Berechnung des DNA-Gehalts erfolgte auf der Grundlage, dal® eine
Absorption von 1,0 einer Konzentration von 50 ug/ml doppelstrangiger DNA entspricht.

Die Konzentrationsbestimmung von DNA-Praparationen mit Verunreinigungen von RNA oder
Proteinen erfolgte nach gelelektrophoretischer Auftrennung und Ethidiumbromid-Farbung
durch Abschatzung der Fluoreszenzintensitat im Vergleich zu der eines geeigneten DNA-
Grolenstandards mit bekannter Konzentration.

4.7 Agarose-Gelelektrophorese von DNA

Eine Auftrennung von DNA-Fragmenten nach ihrer Molekulgréfte wurde durch Horizontal-
Gelelektrophorese unter Verwendung einer GNA-100-Apparatur (Pharmacia, Freiburg) mit
einem Spannungsgeber (BIORAD, Modell 3000xi) erzielt. Durch Verwendung von 0,4-1,5 %
igen (w/v) Agarosekonzentrationen (Agarose ultrapure, USB, Cleveland, USA) konnten DNA-
Fragmente im Bereich von 0,5 bis 50 kb auf%etrennt werden. Zur Trennung von Fragmenten
< 500 bp wurden 3,5% (w/v) NuSieve®GTG®Agarose (Biozym, Hess. Oldendorf) eingesetzt.
Die Herstellung der Agarosegele wurde nach den Angaben von Sambrook et al. (1989)
durchgefuhrt. Die zur Kartierung eingesetzten 0,4% igen Agarosegele (14,5 x 21 cm und
14,5 x 16 cm) wurden zu Erhéhung der Stabilitat auf eine diinne 1,5 % ige Agaroseunterlage
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aufgeschichtet. Die DNA-Proben wurden vor dem Auftragen in die Geltaschen im Verhaltnis
1:1 mit Ladepuffer (s. 1.6.4) versetzt. Als Elektrophorese-Puffer diente gewodhnlich 1x TAE
(s. 1.6.4), zur Kartierung wurde 0,5x TBE (s. 1.6.4) eingesetzt. Die Elektrophorese
analytischer Gele wurde bei einer konstanten Spannung von 50 - 70 V bei RT durchgefihrt;
bei den zur Kartierung eingesetzten TBE-Gelen erfolgte die Trennung bei 40-50 V (ca.
16-20 mA) Uber 22-24 h bei 4°C. Folgende DNA-Standardmarker dienten zur
GréRenbestimmung, wobei die eingesetzte Menge in Klammern angegeben ist:

* 1 kb DNA-Leiter (Gibco BRL, Karlsruhe): 0,5 - 12 kb (300 ng)

* High Molecular Weight Marker (Gibco BRL, Karlsruhe): 8,3 — 48,5 kb (125 ng) (zur
Kartierung wurden 50 ng nach chemischer DIG-Markierung eingesetzt (s. 4.8.5.2))

» DNA Molecular Weight Marker Il und VII, DIG-markiert (Boehringer Mannheim,
Mannheim): 0,564 — 23,13 kb und 0,359 — 8,576 kb flr Southern-Blot-Hybridisierungen
(je 50 ng)

Zur Detektion der DNA-Fragmente wurden die Agarosegele 15-30 min in 300 ml
Ethidiumbromidlésung (s. 1.6.4) inkubiert und anschlie®end unter UV-Durchlicht bei 312 nm
(Transilluminator IL-200 M, Bachofer, Reutlingen) betrachtet. Die Dokumentation erfolgte mit
Hilfe des Eagle-Eye II-Systems (Stratagene, Heidelberg).

4.71 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen

Nach gelelektrophoretischer Auftrennung praparativer DNA-Restriktionsansatze wurde das
Agarose-Gel Ethidiumbromid-gefarbt und das Agarosestiick des entsprechenden DNA-
Fragmentes unter UV-Licht ausgeschnitten. Die Extraktion der DNA aus dem Gel erfolgte mit
Hilfe des QIAEX II Gel Extraction Kits (150) (Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben. Nach
Ethanol-Fallung der erhaltenen DNA wurde diese in TE-Puffer (s. 1.6.7) geldst.

4.8 DNA-Manipulationen
4.8.1 Restriktionsspaltung von DNA

Die DNA-Restriktionsspaltungen wurden gemal der vom Hersteller angegebenen,
enzymspezifischen Inkubationstemperatur und mit den mitgelieferten Puffern Gber einen
Zeitraum von 1-2 h in einem Gesamtvolumen von 10-120 ul durchgefihrt. Vorhandene RNA
wurde durch Zugabe von RNase A in einer Endkonzentration von 0,2 mg/ml zum
Restriktionsverdau zerstort. Falls erforderlich wurden die Restriktionsenzyme unter den
jeweils enzymabhangigen Bedingungen durch Erhitzen (15 min, 80°C), Ethanol-Fallung
(4.6.2) oder Phenol-Chloroform-Behandlung (4.6.1) inaktiviert.

Partielle Restriktionsspaltung:

Eine partielle Spaltung der DNA war zur Cosmid-Kartierung durch das Cosmid-Kartierungs-
Verfahren (s. 4.8.6) notwendig und wurde sowohl durch Variation der Enzymkonzentration
als auch der Reaktionszeit erzielt. Die Partialverdaus wurden mit jeweils unterschiedlichen
Enzymkonzentrationen (0,05 bis 0,25 Units/ug DNA) in Abhangigkeit von der Anzahl der im
Cosmid enthaltenen Schnittstellen mit einer DNA-Menge von 16-20 pg in einem
Gesamtvolumen von 25 ul durchgeflhrt. Wahrend der Inkubation bei der entsprechenden
Temperatur wurden nach 5, 10, 15, 20 und 30 min jeweils 5 pyl des Ansatzes entnommen und
die Reaktion gestoppt, indem die Aliquote in eisgekuhlte Eppendorfgefale mit 3 pl
vorgelegter 0,5 M EDTA-Lésung (pH 8,0) einpipettiert wurden. Jeweils 500 ng DNA der
Partialverdaus wurden zur Ermittlung der optimalen Bedingungen durch Agarose-
Gelelektrophorese mit 0,4 % Agarose aufgetrennt (s. 4.7).
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4.8.2 Auffiillreaktion von DNA mit Hilfe der T4-DNA-Polymerase

Mit Hilfe der T4-DNA-Polymerase aus E. coli konnten doppelstrangige DNA-Fragmente mit
Uberhangenden 5'-Enden aufgefilllt werden. 3'-Uberhdngende Enden werden aufgrund der
3-5-Exonuklease-Aktivitat des Enzyms entfernt. Die somit erhaltenen ,glatten Enden®
konnten in einer anschlieBenden ,blunt-end-Ligation® religiert werden. Zu diesem Zweck
wurde etwa 1-4 yg DNA mit 0,2 mM dNTP-Mix (jeweils 0,2 mmol Nukleotid), 1x T4-DNA-
Polymerase-Puffer, 1 mg/ml BSA und 4 U T4-DNA-Polymerase (Amersham, Braunschweig)
in einem Gesamtvolumen von 20 pl 5 min bei 37°C inkubiert und die Reaktion durch
Phenolisierung (s. 4.6.1) gestoppt.

4.8.3 Dephosphorylierung von DNA mit Hilfe der alkalischen Phosphatase

Zur Vermeidung von intramolekularer Ligation der DNA wurde die dazu notwendige
5-Phosphatgruppe durch Inkubation mit alkalischer Phosphatase entfernt. Die zu
dephosphorylierende DNA wurde in einem Gesamtvolumen von 50 pl mit 1x One-phor-all-
buffer und 0,1 U alkalischer Phosphatase (Pharmacia, Freiburg) 30 min bei 37°C inkubiert
und die Reaktion anschlieRend durch Hitzeinaktivierung (20 min bei 85°C) abgestoppt.

4.8.4 DNA-Ligation mit Hilfe der T4-DNA-Ligase

Zu Bildung von Phosphodiesterbindungen zwischen dem 3‘-OH- und dem 5-Phosphat-Ende
doppelstrangiger DNA in Gegenwart von ATP wurde die T4-DNA-Ligase (Stratagene,
Heidelberg) eingesetzt. Ligationsansatze enthielten in einem Volumen von 10 pl 1 U T4-
DNA-Ligase, 1x Ligationspuffer und 0,1 mM rATP. Linearisierter Vektor und das zu
klonierende Insert wurden im Verhaltnis 1:10 bis 1:100 eingesetzt. Die Ligation erfolgte 2 h
bei RT und der Ansatz wurde ohne weitere Behandlung in E. coli eingebracht.

4.8.5 Southern Hybridisierung von DNA

Alle zur Immobilisierung und Southern Hybridisierung verwendeten Puffer und Lésungen
sind unter 1.6.8 aufgefuhrt. Grundsatzlich wurden alle Schritte nach den Angaben der jeweils
benutzten Kits durchgefuhrt.

4.8.56.1  Enzymabhéngige ,Random Prime*“- DIG-Markierung von DNA-Fragmenten

DNA-Fragmente im Grdlenbereich zwischen 200 und 1000 bp wurden enzymatisch mit Hilfe
des DIG-High Prime DNA-Labelling and Detection Starter Kits Il (Boehringer Mannheim,
Mannheim) Digoxigenin-markiert. Die Sonde wurde aus 0,5 —1 ug der zu markierenden DNA,
die zuvor nach Restriktionsverdau aus Agarosegelen eluiert und nach Phenol-Chloroform-
Extraktion gefallt wurde, nach Anleitung des Kits hergestellt. Dabei kommt es zum zufalligen
Einbau von DIG-gekoppeltem dUTP wahrend der DNA-Synthese mit Klenow-DNA-
Polymerase |. Nicht eingebautes, freies DIG-dUTP wurde durch LiCI-EtOH-Fallung entfernt.
Ebenso wurde die Sonden-Detektion und Quantifizierung der Labeling-Effizienz nach
Herstellerangaben durchgefihrt.

Fir die auf Southern-Blot-Hybridisierung basierende Cosmid-Kartierungs-Methode wurden
folgende Sonden aus dem Cosmidvektor SuperCos 1 hergestellt, die eine Kartierung vom
T3- bzw. T7-Promotor-seitigen Bereich erlaubten:

SuperCos 1-T3: Herstellung der Sonde aus einem 512 bp Scal-EcoRI-Fragment

SuperCos 1-T7: Herstellung der Sonde aus einem 813 bp BamHI-Sspl-Fragment
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Die DNA-Sequenzen der SuperCos 1-T3 und —T7-Sonden befinden sich im Anhang (s. VII
1).

4.8.5.2 Chemische DIG-Markierung von DNA-Fragmenten

Die chemische DIG-Markierung mit Hilfe des DIG-Chem-Link Labeling and Detection Sets
(Boehringer Mannheim, Mannheim) eignet sich auch zur Markierung von DNA-
Langenstandards und Oligonukleotiden im Grdéflenbereich unter 100 bp. Hierbei kommt es
zur nicht-kovalenten koordinativen Bindung von DIG-Chem-Link an die Position N7 der
Guanosin- und Adenosin-Basen. Durchschnittlich wird jede 10. Base innerhalb der DNA
markiert.

DIG-Markierung des High Molecular Weight DNA-Markers (8,2 — 48,5 kb):

Unter Standardbedingungen wird die DNA zum Teil auch fragmentiert. Um die ursprungliche
GrolRe des DNA-Markers nicht zu verandern, wurden folgende milde Markierungs-
bedingungen flr eine geringe Markierungsdichte gewahilt:

1 pg High Molecular Weight DNA-Marker (8,2 — 48,5 kb) (GibcoBRL, Life Technologies,
Karlsruhe) wurden mit 0,2 pl DIG-Chem-Link-Reagenz 1 auf 20 pyl Endvolumen mit HyOpigest
aufgefillt und nach Durchmischung 30 min bei 50°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von 5 ul Stop-Ldésung abgestoppt und der Reaktionsansatze nach LiCl-Ethanol-
Fallung in 40 ul TE-Puffer geldst. Fir Southern-Blot-Hybridisierungen wurden 50 ng des DIG-
markierten Markers auf Agarosegele aufgetragen.

DIG-Markierung der Prenyltransferase-Sonde PT1:

Zur ldentifizierung des 4HPP Dimethylallyltransferase-Gens aus S. spheroides NCIMB
11891 wurde eine degenerierte 30 bp-Oligonukleotid-Sonde (PT1) aus einem konservierten
Bereich der Prenyl-Bindungsstelle verschiedener Prenyltransferasen mit folgender Sequenz
abgeleitet und durch die Firma Perkin Elmer (Weiterstadt) synthetisiert:

PT1: 5-CTS HTS CWS GAC GAC VTS CCS KSS RTS GAC -3

Die DIG-Markierung wurde unter folgenden Bedingungen mit Hilfe des DIG-Chem-Link
Labeling and Detection Sets (Boehringer Mannheim, Mannheim) durchgefuhrt:

2 pg PT1-Sonde wurden mit 2 pl DIG-Chem-Link-Reagenz 1 in einem Gesamtvolumen von
20 pl H20 30 min bei 85°C inkubiert und anschliefiend durch Zugabe von 5 ul Stop-Lésung
abgestoppt. Die markierte Sonde wurde direkt zur Hybridisierung eingesetzt, wobei 10 ml
Hybridisierungslésung mit 110 pmol PT1-Sonde (1 ug DNA) verwendet wurden.

4.8.5.3 Southern Blot

Nach Restriktion und gelelektrophoretischer Auftrennung von 5-10 ng Plasmid-DNA bzw.
10-750 ng Cosmid-DNA in TBE-Puffer und Ethidiumbromid-Farbung (s. 4.7) wurde das
Agarosegel 5 min in Depurinierungslésung und anschlieBend 2 mal 15 min in
Denaturierungslésung inkubiert. Diese alkalische Depurinierung ermdglicht aufgrund der
durch Strangbriiche hervorgerufenen Fragmentierung der DNA einen leichteren Transfer
groRerer Fragmente (> 10 kb) beim Blotten. Nach zweimaligem Waschen tber je 15 min in
Neutralisierungslésung fand der Transfer der einzelstrangigen DNA auf eine Hybond-N
Nylonmembran (Amersham, Braunschweig) mittels Kapillartransfer (Sambrook et al. 1989)
mit 20x SSC-Puffer Uber einen Zeitraum von 16 h statt. Danach wurde die DNA durch UV-
Crosslinking auf der Membran fixiert, indem diese 60 s auf der Vorder- und 30 s auf der
Ruckseite mit UV-Licht bei 312 nm bestrahlt wurde.
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4.8.5.4  Hybridisierung, Waschbedingungen und Detektion

Die geblottete und fixierte Nylonmembran wurde in eine Hybridisierungsrohre tberfuhrt und
zwischen 2 und 4 Stunden prahybridisiert. Die Hybridisierung erfolgte mit 10-11 ml
Hybridisierungsldésung und der entsprechenden unmittelbar zuvor denaturierten (10 min, 100
°C) Sonde Uber Nacht bei der jeweils spezifischen Hybridisierungstemperatur. Unspezifische
Bindungen wurden durch Waschen mit jeweils 2 mal 2x SSC mit 0,1% SDS bei RT und
0,5x SSC mit 0,1 % SDS bei der jeweiligen Hybridisierungstemperatur entfernt. Die
Detektion erfolgte Uber Chemilumineszenz unter Verwendung von Hyperfim ECL-
Roéntgenfilmen der Firma Amersham (Braunschweig).

In Tab. 19 ist eine Ubersicht iber die in dieser Arbeit verwendeten Sondenkonzentrationen,
Hybridisierungs- und Waschbedingungen dargestellt. Das Volumen der jeweiligen
Waschpuffer betrug in Abhangigkeit von der Membrangrée 100 ml/100 cm?.

Tab. 19: Zusammenfassung der DNA-Sonden-Konzentrationen, Hybridisierungs- und
Waschbedingungen der durchgefiihrten Southern-Hybridisierungen

Sonde geblottete Markierung Sonden-Konzen- Hybridisierungs- Expositions-
DNA-Menge tration pro ml temperatur dauer
Hybridisierungs- [°C] [min]
I6sung
[ng/ml]
SuperCos1-T3 je 50, 250 und random- 16 68 30
und 700 ng prime
SuperCo1-T7 Cosmid 9-6G
und 10-9C
PT1 je 10und 100 DIG-Chem- 100 45 120
ng Cosmid Link (11 pmol/ml) 50
9-6G, 10-9C 55
und 2-9A 65

Entfernung der Sonden:

Nach Hybridisierung und Detektion konnten die Membranen nach Entfernung der
gebundenen Sonde fir neue Hybridisierungen eingesetzt werden. Dazu wurde die Membran
gut in HyOpigest gespult und anschlieend je 3 mal mit 150 ml 0,2 M NaOH / 0,1 % SDS
(37°C) und 2x SSC (RT) gewaschen. Eine Lagerung der Membranen war nach leichtem
Antrocknen zwischen Whatmanpapier bei 4°C moglich.

4.8.6 Cosmid-Kartierungs-Methode

Zur Charakterisierung der mittels dNDP-Glucose-4,6-Dehydratase-Sonde identifizierten
Cosmide wurde neben der Restriktionskartierung eine auf Southern Hybridisierung
basierende, nicht-radioaktive Cosmid-Kartierungs-Methode etabliert. Diese Methode
orientierte sich nach dem im Cosmid-Mapping-Kit der Firma Takara Biomedicals (Boehringer
Ingelheim Bioproducts Partnership, Heidelberg) angewandten Verfahren und erlaubt eine
Kartierung rekombinanter, in den Cosmid-Vektor SuperCos 1 einklonierter DNA bis zu einer
Grofe von 40 kb.

Das zu kartierende Cosmid wird dazu durch ein Restriktionsenzym linearisiert, welches im
Optimalfall lediglich eine Schnittstelle im SuperCos 1-Vektor im Abstand von 200 bp zum
einklonierten Insert, jedoch keine (oder maximal eine) Schnittstelle im Insert aufweist. In
dieser Arbeit wurde Hindlll verwendet, dessen Spaltsequenz allerdings einmal im mittleren
Bereich der Cosmide auftrat. AnschlieRend wurde das linearisierte Cosmid mit dem zu
kartierenden Restriktionsenzym partialverdaut, so dal® unterschiedlich lange DNA-Fragmente
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entstanden. Nach gelelektrophoretischer Auftrennung der DNA-Fragmente mit 0,4% igen
Agarosegelen (s. 4.7) erfolgte die Detektion durch Southern Hybridisierung mit Sonden, die
aus SuperCos 1-Sequenz-Bereichen seitlich des einklonierten Inserts (Bereiche der T3- und
T7-Promotor-Bindungsstelle) ausgewahlt wurden (s. Anhang VIl 1). Die Lange der einzelnen
detektierten DNA-Fragmente reprasentiert den  Abstand der  spezifischen
Restriktionssschnittstellen vom rechten oder linken Ende der Cosmid-Klone. Die Kartierung
war so von beiden Seiten mdglich.

Die Kartierung der Cosmide 9-6G und 10-9C wurde mit EcoRI und Bgl/ll durchgefiihrt:

Fur die Kartierung mit einem Restriktionsenzym wurden je 100 — 120 pg des entsprechenden
Cosmids mit 120 U Hindlll vollstandig verdaut und anschliefend durch Phenol-Chloroform-
Behandlung und EtOH-Fallung gereinigt. Mit jeweils 20 pg des Cosmids wurden
Partialverdaus mit dem zu kartierenden Restriktionsenzym mit jeweils 5-6 verschiedenen
Enzymkonzentrationen zwischen 0,05 und 0,25 Units/ug DNA wie unter 4.8.1 beschrieben
durchgefuhrt. In einem Vorversuch wurde zuvor der am besten geeignete
Enzymkonzentrations-Bereich ermittelt. Die Qualitdt der Partialverdaus wurde durch
gelelektrophoretische Auftrennung von jeweils 500 ng des entsprechenden Partialverdaus
Uberpruft. Von dem Partialverdau mit optimalen Ergebnissen wurden jeweils 50, 250 und
700ng DNA und geeignete DIG-markierte GroRenstandards gelelektrophoretisch
aufgetrennt und Ethidiumbromid-gefarbt (s. 4.7). Die DNA wurde anschlieRend wie unter
4.8.5 beschrieben auf eine Nylonmmbran geblottet und unter den in Abschnitt 4.8.5.4
aufgeflhrten Bedingungen mit der SuperCos 1-T3-Sonde hybridisiert. Nach Maoglichkeit
wurde der Blot nach Entfernung der Sonde zur erneuten Hybridisierung mit der
SuperCos 1-T7-Sonde wiederverwendet. Die Herstellung und enzymatische DIG-Markierung
der beiden Kartierungssonden ist in Abschnitt 4.8.5.1 beschrieben. Nach
Chemolumineszenz-Detektion wurde der Abstand der Restriktionsschnittstellen Uber eine
Eichkurve mit Hilfe der GréRenstandards bestimmt.

4.8.7 PCR-Methoden

Alle in dieser Arbeit durchgefihrten PCR-Reaktionen wurden mit einem GeneAmp PCR
System 2400 (Perkin-Elmer, Weiterstadt) in einem Volumen von 100 pl durchgefihrt.

4.8.7.1  Cosmid-Kartierung

Nach Erstellung einer Restriktionskarte fur die Cosmide 9-6G und 10-9C mit Hilfe der
Cosmid-Kartierungs-Methode (s. 4.8.6) sollte die Orientierung der klonierten gréferen
EcoRI-Fragmente (Subklone p9-6GE4, p9-6GE2, p9-6GE9, p10-9CE3, p10-9CE4, p9-6GE5,
p9-6GE6, p10-9CE2 und p10-9CE1) innerhalb der Cosmide durch PCR-Amplifikation mit
jeweils 3 Primern pro Ansatz bestimmt werden. Die PCR-Primer wurden jeweils aus den
Endbereichen der Fragmente abgeleitet und dergestalt kombiniert, da® die Reaktion mit
jeweils einem Primer eines EcoRI-Fragmentes mit beiden Primern des benachbarten
Fragmentes durchgefihrt wurde. Die Primer wurden dabei so gewahlt, dal® PCR-Produkte im
Bereich zwischen ca. 300 und 1500 bp amplifiziert wurden, die Sequenzbereiche der
jeweiligen benachbarten Fragmente stromauf- und stromabwarts der EcoRI-Schnittstelle
enthielten. Durch die unterschiedliche Gro3e der moglichen PCR-Produkte konnte bestimmt
werden, welche Primer-Kombination (und somit welche Fragment-Orientierung) vorliegt. Um
weiterhin eine PCR-Klonierung der Uberlappenden PCR-Produkte zu ermdglichen wurden
Hindlll bzw. Xbal-Schnittstellen in die Primer eingebaut, wobei maximal 3 Basen der
23-25 bp groRen Oligonukleotide zum Einbringen der Schnittstellen verandert wurden.
Folgende Primer wurden abgeleitet, wobei die Erkennsequenzen der eingefuhrten
Schnittstellen unterstrichen und im Vergleich zur Originalsequnenz veranderte Basen fett
markiert sind:
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MS1: 5- TCCAGTGAAGCTTGTCGAACGCCA -3’ (Hindlll)

MS2: 5- AGGCCTCGTCTAGATGTAGCTCG -3’ (Xbal)

MS3: 5- TTGCCTCTAGAACCGTCCCGGTG -3’ (Xbal)

MS4: 5- TCGGTAAGCTTGGTGTCGGGCA -3’ (Hindlll)

MS5: 5- GTACAAGCTTAGTCGAGTGACTGG -3’ (HindlIl)

MS6: 5- CGCATTAAGCTTCGCTTTCGCAAG -3’ (HindIll)

MS7: 5- AGGCCAAGCTTACACCGATCCGG -3’ (Hindlll)

MS8: 5- AGTGGTTICTAGACGTGCAGCCAC -3’ (Xbal)

MS9: 5- AAGCGTCTAGAATGCCTTGCCCAC -3’ (Xbal)

MS10: 5- TAGCCGAAAAGCTTCTGGCCATAG -3’ (Hindlll)

MS11: 5- TCCTGTTAAGCTTCATGCGGCCAC -3’ (Hindlll)

MS12: 5- AGGGTGTICTAGACGTCCTGGGAC -3’ (Xbal)

Die Lage der einzelnen Primer innerhalb der Gesamtsequenz ist im Anhang (VII 2)
dargestellt.

Die Primer-Kombinationen MS1-MS2-MS3; MS2-MS3-MS4; MS5-MS6; MS7-MS8-MS9;

MS8-MS9-MS10 und MS11-MS12 wurden unter folgenden Bedingungen in PCR-Reaktionen
eingesetzt:

Substanz Endkonzentration Cyclus Temperatur |Zeit Cyclen
10x-PCR-Puffer 1X Hotstart 95 °C 5min |1
(Perkin Elmer)

Primer 1 bis 3 je 22 pmol Denaturierung [95°C 90 s 35
9-6G oder 10-9C 500 ng Annealing 70°C 2 min
dNTP-Mix 0,2 mM Elongation 72°C 2 min
AmpliTag-Gold- 25U 4°C 00 1
Polymerase

(Perkin-Elmer)

4.8.7.2 Herstellung von Plasmidkonstrukten zur Uberexpression der Novobiocinséure-
Synthetase

Die  Novobiocinsdure-Synthetase = (NBSS) sollte zur Reinigung Uber Nickel-
Affinitatschromatographie sowohl als C- als auch als N-terminales 6xHistidin-Fusionsprotein
in E. coli Uberexprimiert werden. Zu diesem Zweck wurden zur PCR-Amplifikation folgende 3
Primer aus der Sequenz von novL aus S. spheroides NCIMB 11891 abgeleitet (eingeflihrte
Schnittstellen sind fett markiert):

novL-1:  5-TAGCCACGCATGCCGAACAAGGATCAC-3'
novL-3:  5- CATCGAATTCTCAGGATCCCCTGTCCACCA-3'
novL-4:  5-CGAAAGATCTCCACATATGGCGAACAAGG-3*
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Zur Klonierung von novL als C-terminales 6xHistidin-Fusionsprotein wurde die PCR-Reaktion
mit den Primern novL-1 und novL-3 durchgefuhrt, wobei durch Primer novL-1 eine Sphl-
Schnittstelle eingebracht wurde, und dadurch eine Anderung des Startcodons von GTG nach
ATG mit sich fuhrte. Durch Primer novL-3 wurde eine zusatzliche BamHI-Schnittstelle
eingefuhrt, woduch das urspringliche Stopcodon entfernt und eine in-frame-Ligation des
C-Terminus an den 6xHis-Tag ermdglicht wurde. Die PCR wurde unter folgenden
Bedingungen durchgeflhrt:

Substanz Endkonzentration Cyclus Temperatur |Zeit Cyclen
Pfu DNA-Poly- 1X Hotstart 96 °C 6 min |1
merase Reak-

tionspuffer (10x)

DMSO 5 % (viv) Denaturierung |95°C 90 s 27
pMS76 100 ng Annealing 72°C 45 s
dNTP-Mix 0,2 mM Elongation 72°C 4 min
Pimer novL-1 und je 22 pmol 4°C 00 1
novL-3

Pfu DNA-Poly- 25U

merase

(Stratagene)

Das PCR-Produkt wurde durch geeignete Restriktionsverdaus geprift und nach Sphl-
BamHI-Verdau in die gleichen Schnittstellen des Uberexpressionsvektors pQE70 ligiert. Das
erhaltene Konstrukt wurde pMS80 benannt.

Um Uberprifen zu kénnen, ob das Anhangen des His-Tags an NovL die NBSS-Aktivitat
beeinflullt, wurde das entsprechende Konstrukt auch ohne His-Tag hergestellt: Zur
Entfernung des C-terminalen His-Tags wurde pMS80 BamHI-Hindlll-verdaut und nach
anschlieRender Herstellung von blunt-ends durch T4-DNA-Polymerase religiert (=Konstrukt
pMS84).

Die Amplifikation von novL unter Verwendung der Primer novL-4 und novL-3 diente zur
Klonierung der Novobiocinsaure-Synthetase als N-terminales 6xHistidin-Fusionsprotein.
Durch Primer novL-4 wurden eine Bglll-Schnittstelle zur in-frame-Ligation des His-Tags an
den N-Terminus eingebracht. AuRerdem wurde eine Ndel-Schnittstelle eingefuhrt, die eine
Entfernung des His-Tags nach Ndel-Verdau und Religation ermdglichte (Konstrukt pMS85)
und ebenfalls eine Anderung des Startcodons von GTG zu ATG bewirkte. Mit Hilfe von
Primer novL-3 wurde eine EcoRI-Schnittstelle zur Klonierung des Expressionskonstruktes
eingebracht. Aufderdem wurde der C-Terminus um 2 Aminosauren von urspriinglich -VDR zu
—-VDRGS verlangert. Die PCR wurde unter den gleichen Bedingungen durchgefuhrt, wobei
jedoch die Annealing-Temperatur auf 65°C reduziert wurde. Das PCR-Produkt wurde
ebenfalls durch geeignete Restriktionsverdaus Uberprift und nach Bglll-EcoRI-Verdau in die
gleichen Schnittstellen des Uberexpressionsvektors pRSet B ligiert. Das erhaltene Konstrukt
wurde pMS82 benannt.

4.9 Nicht-radioaktive DNA-Sequenzierung

Ein Grofiteil der in dieser Arbeit beschriebenen Sequenzierungen wurden durch die Firma
MWG-Biotech (Ebersberg) durchgeflhrt. Teilbereiche der Subklone p9-6GE1, p9-6GEZ2,
p9-6GE4, p9-6GE5, p9-6E6, p9-6GE7 und p10-9CE1 wurden nach dem nun folgenden
Didesoxy- oder Kettenabruch-Verfahren nach Sanger et al. (1977) durchgefuhrt. Zur
Sequenzierung wird mit Hilfe einer DNA-Polymerase in einer PCR-Reaktion (,Cylce
Sequencing“) ausgehend von spezifischen Universal-Primern (T3- und T7-Primer bzw.
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M13-forward und M13-reverse) ein zur Template-DNA komplementarer Strang neugebildet.
Die Polymerase-Reaktion wird in 4 getrennten Reaktionsansatzen durchgefihrt. Als Substrat
fur das Enzym werden zusatzlich zu den normalen 4 dNTPs je ein Didesoxynukleotid
(dINTP) zugesetzt. Der Einbau des ddNTPs bewirkt den Abbruch der Synthese, da im
ddNTP keine freie 3‘-OH-Gruppe mehr verfugbar ist. In jeden Ansatz wird zum jeweiligen
dNTP das entsprechende ddNTP in einem bestimmten Verhaltnis zugegeben, so dal} es
statistisch an jeder Position, an der dieses Didesoxynukleotid eingebaut wird, zum
Kettenabbruch kommt. Man erhalt ein Gemisch aus teilweise aufsynthetisierten DNA-
Molekulen unterschiedlicher Lange, welches nach Denaturierung in vier parallelen Spuren
gelelektrophoretisch tber ein Polyacrylamidgel aufgetrennt wird.

4.9.1 Gerate, Kits und Sequenzierreaktion

Die Sequenzierungen wurden am automatischen Sequenzierer Vistra 725 (Molecular
Dynamics, Krefeld) durchgefihrt. Als Universalprimer wurden die mit dem
Fluoreszenzfarbstoff TexasRed™ markierten T3- und T7-Primer (USB, Cleveland, Ohio)
verwendet, welcher vom Helium-Neon-Laser des Sequenziergerates bei einer Wellenlange
von 594 nm angeregt und bei 615 nm emittiert wird. Die Detektion erfolgt durch ein
Diodenarray-System. Die Sequenzierreaktion enthielt alle Bestandteile nach Angaben des
Thermo-Sequenase Core Sequencing Kit with 7-deaza-dGTP, RPN 2440 (Amersham,
Braunschweig) und jeweils 3-5 ug template-DNA in einem Gesamtvolumen von 8 pl.

49.2 Bedingungen der Cycle Sequencing-Amplifikation

Die PCR-Reaktion wurde mit dem GeneAmp PCR System 2400 (Perkin-Elmer, Weiterstadt)
unter folgenden Bedingungen durchgefuhrt:

Reaktionsschritt Temperatur |Zeit Anzahl der Cyclen
Denaturierung 98 °C 5min |1

Denaturierung 98 °C 30s 25

Annealing und Elongation |60 °C 30s

Endelongation 60 °C 30s 1

Kuhlung auf 4°C 0 1

Nach Beendigung der Reaktion wurden pro Probe jeweils 2,5 ul Loading Dye zugesetzt und
die Proben ca. 25 min bei RT in einer Vakuumzentrifuge bis auf ein Volumen von etwa 2,5 pl
eingeengt.

4.9.3 Herstellung des Sequenziergels und Laufbedingungen

Das Sequenziergel wurde mit Hilfe des DNA Sequencing Gel Mix Kits (USB, Ohio)
hergestellt. Dazu wurden 25 ml Gel-Mix (5,0 % Acrylamid, 0,5 % Bisacrylamid, 7,0 M
Harnstoff in TBE) durch Zugabe von 175 pl APS (10 %) und 21 yl TEMED innerhalb von
1,5-2 h auspolymerisiert. Mit Hilfe eines Haifischkamms konnten 10 Templates unter
folgenden Laufbedingungen sequenziert werden:

* Spannung: 1.400 V

» Laufpuffer: 1x TBE

» Temperatur: 45°C

* Vorlauf: 10 min

* Laufzeit: 480 min
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49.4 Sequenzauswertung

Die Auswertung der ermittelten DNA-Sequenzen erfolgte mit Hilfe des Programmes DNASIS
for Windows Version 2.1 (1995), Hitachi Software Engineering, San Bruno, USA. Die
Identifikation offener Leserahmen erfolgte durch das CODONPREFERENCE-Programm
(Devereux et al. 1984) unter Berucksichtigung des fur Streptomyceten typischen
Codongebrauchs (Wright und Bibb, 1992).

Homologievergleiche auf DNA- und Proteinebene wurden tber Internet-NCBI-Blast-Analyse
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/blast.cgi?Jform=1) (Gish and States, 1993; Altschuh et al.
1990). Weitere Datenbankrecherchen erfolgten unter Nutzung von SWISSPROT und EMBL.

5 Methoden der Biochemie

5.1  Herstellung von zellfreien Enzymrohextrakten
5.1.1  Standard-ZellaufschluB von E. coli

Zur Bestimmung der Loslichkeit heterolog Uberexprimierter rekombinanter Proteine und von
Enzymaktivitaten in Rohextrakten in E. coli XL1 Blue MRF‘ und BL21(DE3)pLysS wurden
100 ml Flissigmedium mit dem entsprechenden Antibiotikum mit 5 ml einer Ubernacht-
Vorkultur (37°C, 170 rpm, Inokulation mit einer Einzelkolonie) angeimpft und unter Schutteln
mit 180 rpm bei 30 bzw. 37°C inkubiert. Nach Erreichen einer ODgy zwischen 0,5 und 0,7
wurde mit 0,2 - 1 mM IPTG induziert und die Zellsuspension nach weiterer 3-4-stindigen
Kultivierung pelletiert (4.300 x g, 10 min, 4°C). Die Zellen wurden 1 mal mit 50 ml 50 mM
Tris-HCI (pH 8,0) gewaschen, pelletiert und anschliefend in 1 — 1,5 ml 50 mM Tris-HCI (pH
8,0) pro g Feuchtgewicht resuspendiert. Der Aufschlul} erfolgte durch Ultraschall (Branson
Sonifier 250, Mikrospitze, Output: 200 W) mit einer 5-minltigen Beschallzeit und 50 %
Intervallpausen bei 4°C. Zellfragmente wurden durch Zentrifugation (30 min, 17.500 x g, 4°C)
abgetrennt und der Uberstand (ber Sephadex G-25 NAP-10-Saulen entsalzt. Der
Proteingehalt wurde nach Bradford (s. 5.2) bestimmt.

5.1.2 Herstellung von Enzymrohextrakt zur Reinigung rekombinant exprimierter
Novobiocinsdure-Synthetase in E. coli

Die Reinigung der Novobiocinsaure-Synthetase erfolgte nach heterologer Uberxpression als
C-terminales Histidin-Fusionsprotein mit Hilfe des Expressionskonstruktes pMS80 in E.
coliXL1 Blue MRF. 80 ml einer mit einer Einzelkolonie des transgenen
E. coli XL1 Blue MRF:pMS80 beimpften LB-Ubernacht-Kultur mit 50 pg/ml Carbenicillin
dienten als Vorkultur fur die Inokulation von insgesamt 1000 ml LB-Medium mit 50 ug/mi
Carbenicillin (5 x 200 ml in 1 I-Erlenmeyerkolben mit Schikane). Nach Kultivierung bei 30°C
unter Schutteln mit 180 rpm bis zu einer ODgy von 0,7 wurde mit 0,5 mM IPTG
Endkonzentration induziert. 3 Stunden nach Induktion wurden die Zellen geerntet
(Zentrifugation: 6.200 x g, 10 min, 4°C), mit 100 ml 50 mM Tris-HCI (pH 8,0) gewaschen und
das Zellpellet nach erneuter Zentrifugation (siehe oben) in flussigem Stickstoff eingefroren.
Nach 15-minutigem Auftauen der Zellen bei 4°C wurden insgesamt 3-4 g Zellen
(Feuchtgewicht) in 1 ml Lysepuffer (s. 1.6.1) pro g Zellen Feuchtgewicht resuspendiert und
30 min auf Eis inkubiert. Der Aufschlufd erfolgte mit Hilfe eines Sonifiers (Branson Sonifier
250, Mikrospitze) bei 4°C im Eisbad unter Beschallung von 6 x 10 Sekunden bei 200 W mit
jeweils 10-sekundiger Intervallpause. Nach anschlieRender Zugabe von 10 ug/ml RNase A
und 5 yg/ml DNase | wurde das Lysat nochmals 10 min bei 4°C inkubiert, bevor restliche
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Zellfragmente durch Zentrifugation (30 min, 17.500 x g, 4°C) abgetrennt wurden. Das so
gewonnene klare Lysat wurde nach Bestimmung des Proteingehaltes (s. 5.2) in weiteren
saulenchromatographischen Reinigungsschritten aufgearbeitet.

5.1.3 Zellanzucht und ZellaufschluBR von Streptomyces spheroides DSM 40292 zur
Untersuchung der 4HPP Dimethylallyltransferase-Aktivitat

Zur Herstellung kleinerer Mengen an Rohextrakt (aus bis zu 10 g Zellen Feuchtgewicht)
wurden zwei 300 ml-Schikane-Erlenmeyerkolben mit je 50 ml CDM-Medium mit je 1 ml einer
spat-logarithmischen S. spheroides DMS 40292-Vorkultur in 50 ml CDM-Medium, die zuvor
mit 20 pl Sporensuspension beimpft wurde, angeimpft und 4-5 Tage bei 28°C unter Schutteln
mit 170 rpm Kultiviert.

Zur partiellen Enzymreinigung wurden gréRere Rohextrakt-Mengen aus bis zu 180 g Zellen
Feuchtgewicht aus insgesamt 2,84 | CDM-Medium hergestellt: hier dienten je 5 ml einer
spat-logarithmischen S. spheroides DSM 40292-Vorkultur als Inokulum fir je 220 ml CDM-
Medium in 1 I-Schikane-Erlenmeyerkolben und die Anzucht erfolgte unter den oben
beschriebenen Bedingungen mit einer Schittelfrequenz von nur 150 rpm.

Die Zellen wurden ab einer Novobiocin-Produktion von mindestens 25 ug/ml (siehe 6.1.3)
geerntet (Zentrifugation: 4.300 x g, 15 min, 4°C), zweimal mit je 50 ml 50 mM Tris-HCI
(pH 7,5) gewaschen und wie oben beschrieben zentrifugiert. Alle folgenden Schritte wurden
bei 4°C durchgefihrt: Die Zellen wurden pro g Feuchtgewicht in 1 ml Puffer A mit 0,05 g/ml
PVPP (s. 1.6.1) resuspendiert und unter Zugabe von Seesand 30 min gemoérsert. Nach
Abtrennung von Zellfragmenten durch Zentrifugation (27.000 x g, 30 min, 4°C) und
Bestimmung des Proteingehaltes (s. 5.2) wurde der Rohextrakt flr weitere Bestimmungen
der Enzymaktivitat Uber Sephadex G-25-Saulen entsalzt oder zur Enzymreinigung in
anderen saulenchromatographischen Verfahren aufgearbeitet.

5.1.4 Zellanzucht und ZellaufschluB von Streptomyces lividans TK24 zur
Untersuchung rekombinant exprimierter Proteine

Die Zellanzucht von S. lividans TK24-Transformanden mit den zu untersuchenden
Expressionsplasmiden erfolgte in 300 ml-Erlenmeyer-Schikanekolben mit Glasperlen und je
50 ml CDM-Medium (s. 1.4.2) mit 20 pg/ml Thiostrepton, die mit je 500 pl
Glycerindauerkulturen der entsprechenden Transformanden beimpft wurden. Nach einer
Kultivierung von 4-5 Tagen bei 28°C und einer Schuttelfrequenz von 170 rpm, wurden die
Zellen durch Zentrifugation (4.300 x g, 15 min, 4°C) geerntet, mit 50 ml Tris-HCI (pH 7,5)
gewaschen und pro g Zellen Feuchtgewicht in 1 ml Puffer A (s. 1.6.1) zur Untersuchung der
4HPP Dimethylallyltransferase-Aktivitat (s. 5.3.2) bzw. Puffer C (s. 1.6.1) zur Untersuchung
der Novobiocinsaure-Synthetase-Aktivitdt (siehe 5.3.3) resuspendiert. Der Zellaufschluf®
wurde wie in Abschnitt 5.1.3 beschrieben durch Mérsern durchgefiihrt und der erhaltene,
zentrifugierte Rohextrakt Uber Sephadex G-25-Saulen entsalzt.

5.2 Proteingehaltsbestimmung

Der Proteingehalt von Enzymldsungen und Rohextrakten wurde nach der Methode von
Bradford (1976) Uber eine Eichgerade mit BSA als Standard Uber einen Bereich von
5-100 pg/ml ermittelt. 100 pl der in 50 mM Tris-HCI (pH 7,5) verdinnten Enzym- oder BSA-
Lésung wurden mit 1 ml Bradford-Reagenz (s. 1.6.3) versetzt und die Absorption nach 5 min
Inkubation bei RT spektralphotometrisch bei 595 nm vermessen. Als Referenz wurden 100 pl
50 mM Tris-HCI (pH 7,5) mit 1 ml Bradfordlésung eingesetzt.
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5.3 Bestimmung von Enzymaktivitaten
5.3.1 Bestimmung der DMAPP-IPP-Isomerase- und Phosphatase-Aktivitat

Im DMAPP-IPP-Isomerase-Assay wird das gebildete DMAPP durch ethanolische
Saurehydrolyse in den entsprechenden Alkohol hydrolysiert und durch die anschlieRende
Extraktion mit Heptan vom saurestabilen IPP abgetrennt.

Im Rohextrakt enthaltene Phosphatasen bewirken eine Stérung des DMAPP-IPP-Isomerase-
Assays, da sie eine Hydrolyse der Prenyldiphosphate zum entsprechenden Alkohol
katalysieren. Aus diesem Grund wurde die DMAPP-IPP-Isomerase-Aktivitat jeweils unter
Bertcksichtigung moglicher Phosphatase-Aktivitaten bestimmt. Dazu wurde das durch
Phosphatasen gebildete Isopentenol durch Heptan-Extraktion vom nichtzersetzten Substrat
IPP abgetrennt.

Die Bestimmung der DMAPP-IPP-Isomerase- und Phosphatase-Aktivitat wurde nach Heide
und Berger (1989) durchgefihrt und wie folgt modifiziert:

Der DMAPP-IPP-Isomerase-Assay enthielt in einem Gesamtvolumen von 100 ul 2,4 pM
[1-"C]IPP (0,5 kBq), 45 uM IPP, 2,5 mM MgCl,, 50 mM Tris-HCI (pH 7,0) und 50-200 ug
Protein. Der Ansatz wurde 30 min bei 37°C inkubiert und die Reaktion anschliefend durch
Zugabe von 400 ul Ethanol und 20 ul 37% iger HCI abgestoppt. Nach 60-mindtiger Hydrolyse
bei 37°C wurde der Reaktionsansatz mit 800 ul Heptan extrahiert. 500 ul des Heptan-
Uberstandes wurden nach Zentrifugation des Reaktionsansatzes (3.000 x g, 10 min, RT) zur
besseren Phasentrennung entnommen und mit Hilfe des Szintillationszahlers (s. 7.2)
vermessen.

Der Reaktionsansatz des Phosphatase-Assay enthielt die gleichen Komponenten wie der
des DMAPP-IPP-Isomerase-Assays. Die Reaktion wurde jedoch durch Abkuhlen auf 0°C
gestoppt und ohne Saurehydrolyse direkt mit 800 pl Heptan extrahiert. Die weitere
Aufarbeitung erfolgte wie oben angegeben.

5.3.2 Bestimmung der 4HPP Dimethylallyltransferase-Aktivitat

Der Prenyltransferase-Assay enthielt in einem Gesamtvolumen von 100 pl 50 mM Tris-HCI
(pH 7,0), 1,5 bis 8,2 uM [1-"*CIDMAPP (305 bis 1.665 Bq), 10 uM DMAPP, 2,5 mM 4HPP,
0,5 mM MgCl, und 50-75 pg Protein. Nach einer 20-minutigen Inkubation bei 37°C wurde die
Reaktion durch Zugabe von 2 pyl HCOOH,.,. gestoppt. Der Reaktionsansatz wurde mit
500 ul Ethylacetat extrahiert, um das entstandene 3DMA-4HPP vom 4HPP abzutrennen.
450 ul der Ethylacetatphase wurden nach Phasentrennung durch Zentrifugation (3.000 x g,
10 min, RT) entnommen, eingeengt und der Rickstand wurde in 100 pl Methanol geldst und
entweder Uber HPLC (s. 6.1.2) oder mit Hilfe des Szintillationsz&hlers (s. 7.2) analysiert.

Als Kontrolle wurden jeweils Aktivitatsbestimmungen mit hitzeinaktiviertem Protein (30 min,
100°C) in Anwesenheit aller Assaykomponenten und mit nativem Protein in Abwesenheit des
Substrates 4HPP durchgefihrt.

5.3.3 Bestimmung der Novobiocinsaure-Synthetase-Aktivitat

Der Novobiocinsaure-Synthetase-Assay enthielt in einem Gesamtvolumen von 100 pl 1 mM
Ring A, 1 mM Ring B, 5 mM ATP, 5 mM MnCl, und 50 mM Tris-HCI (pH 8,0).
Aktivitatsbestimmungen mit zellfreiem Rohextrakt wurden mit 20-100 ug Protein und einer
Inkubationsdauer von 20 min durchgefiihrt, wahrend mit gereinigtem Enzym maximal 5 pg
Protein eingesetzt und die Inkubationsdauer auf 7 min reduziert wurde. Die Reaktion wurde
bei 30°C durchgeflihrt und durch Zugabe von 5 pl 1,5 M Trichloressigsaure-Lésung gestoppt.
Die gebildete Novobiocinsaure wurde zweimal mit 500 pl Ethylacetat extrahiert und die
Ethylacetat-Phase nach Vereinigung in einer Vakuumzentrifuge bei 30°C abgedampft. Der
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Rickstand wurde in einem Methanol:H,Opiges-Gemisch (1:1) resuspendiert und mittels HPLC
analysiert (s. 6.1.3).

5.3.4 ATP-[*2-P]PP;-Austauschreaktion

Die ATP-abhangige Aktivierung von Carbonsauren in Form eines Acyladenylates kann durch
einen ATP-[32-P]I$--Austausch nachgewiesen werden. Da es sich bei der Reaktion
ATP + R-COOH <= R-CO~AMP + PP; um einen reversiblen Vorgang handelt, kann die
substratabhangige Bildung von [*PJATP nach Zugabe von [*’P]PP; zum Reaktionsgemisch
beobachtet werden. Eine Trennung von radioaktivem ATP und nicht umgesetztem [*P]PP;
erfolgt durch Zugabe von Aktivkohle, welche lediglich [*?P]ATP bindet (Gevers et al. 1969).
Der ATP-[*P]PP-Austausch-Assay enthielt in einem Gesamtvolumen von 100 pl 50 mM
Tris-HCI (pH 8,0); 5 mM MnCl,, 5 mM ATP, 0,1 mM Na,(PO,),, 34,41 KBq [**P]PP;, 4 ug
gereinigte Novobiocinsaure-Synthetase und 1 mM der zu testenden Substrate Ring A oder
Ring B. Als Kontrollen wurden hitzeinaktivierte Novobiocinsdure-Synthetase bzw. BSA
eingesetzt. Nach einer Inkubation von 20 min bei 30°C wurde die Reaktion durch Zugabe
von 1 ml Stopmix (1,2 % (w/v) Aktivkohle, 0,1 M Nas(PO,). , 3% (v/v) Perchlorsaure)
gestoppt. Die Aktivkohle wurde durch Zentrifugation (17.500 x g, 5 min, RT) pelletiert,
zweimal mit je 1 ml HyOpigest gewaschen und in schlieBlich in 0,5 ml H;Opigest resuspendiert.
Die an die Aktivkohle gebundene Radioaktivitat wurde im Szintillationszahler gemessen (s.
7.3).

5.4 Verfahren zur Enzymreinigung und -charakterisierung

5.4.1 Gerate, Regenerierung und Lagerung der Saulenmaterialien

Die saulenchromatographischen Verfahren wurden mit folgenden Biochromatographie-
Anlagen der Firma Pharmacia (Freiburg) durchgefihrt:

FPLC-Anlage: Die Anlage bestand aus zwei P-500 Doppelkolben-Pumpen, einem UV-MiI|
DurchfluBphotometer (280 nm), einem GradiFrac Fraktionssammler und einem LCC-501
Chromatographie-Controller. Die Probenauftragung erfolgte Uber eine 2 mi-Probenschleife
mit Hilfe eines MV-7 Injektionsventils. Die UV-Absorption wurde Uber einen 2-Kanal-
Flachbettschreiber aufgezeichnet.

Piccolo-System 50: Die Anlage bestand aus einer P-50 Displacement Pumpe, einem UV1-
DurchfluBphotometer (280 nm) und einem GradiFrac Fraktionssammler, der zur Steuerung
der Anlage diente. Hinter die UV-DurchfluBkivette war ein Leitfahigkeitsdetektor
angeschlossen. UV-Absorption und Leitfahigkeit wurden Uber einen 2-Kanal-
Flachbettschreiber (REC-102) aufgezeichnet.

Als Suspension vorliegende Saulenmaterialien (s. 1.2) wurden in C-Leersdulen der Firma
Pharmacia (Freiburg) bzw. der Firma Qiagen (Hilden) nach den entsprechenden
Empfehlungen des Herstellers gepackt und anschlieend mit dem 3-5-fachen
Saulenvolumen des entsprechenden Puffers equilibriert. Die Reinigungsschritte wurden stets
bei 4°C durchgeflhrt.

Folgende Saulenmaterialien wurden nach Gebrauch zur Wiederverwendung regeneriert und
in 20 % Ethanol (v/v) bei 4°C gelagert:

Sephadex G-25: Nach Gebrauch wurden die Saulen mit dem jeweils 5-fachen
Saulenvolumen H;Opigest Und 0,1 N NaOH gespilt. AnschlieBend wurde bis zum Erreichen
eines neutralen pH-Wertes mit H,Opiqest. gewaschen.
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DEAE-Sephacel: Die Regeneration erfolgte durch Waschen mit jeweils 3-fachem
Saulenvolumen mit Hzobidest, 0,1 M NaCI, Hzobidest, 0,1 N NaOH, Hzobidest.

HiLoad 26/60 Superdex 200: Zur Regeneration wurde die Saule mit 3 Saulenvolumina
H>Opidest gewaschen. Nach 5-maligem Gebrauch wurde das Material mit je 3 Sdulenvolumina
0,5 N NaOH und H;Opi¢est geplilt.

5.4.2 Partielle Reinigung der 4HPP Dimethylallyltransferase aus S. spheroides DSM
40292

5.4.2.1 DEAE-Sephacel-Séule

Der nach Zellanzucht und Zellaufschluf® von Streptomyces spheroides DSM 40292 (s. 5.1.3)
erhaltene zellfreie Rohextrakt (zwischen 160 wund 190 ml) wurde Uber eine
P-1-Schlauchpumpe mt einer Fluf3rate von 1 ml/min auf eine mit Puffer A (s. 1.6.1)
equilibrierte DEAE-Sephacel-Saule (Saulenvolumen ca. 170 ml) aufgetragen. Die Saule
wurde mit 100 ml Puffer A gewaschen, bis keine Proteine mehr von der Saule eluierten und
die Basislinien-UV-Absorption wieder erreicht wurde. Die Elution erfolgte unter Auffangen
von 10 mi-Fraktionen in folgendem nicht-linearen NaCl-Gradienten in Puffer B (Tab. 20):

Tab. 20: Nicht-linearer-Gradient der DEAE-Sephacel-Saule

Volumen [ml] Puffer A [%] Puffer B [%]
0 100 0
100 100 0
500 50 50
750 0 100
950 0 100

Die Fraktionen, in denen Prenyltransferase-Aktivitdt detektiert werden konnte, wurden
vereinigt und durch Ammoniumsulfat-Fallung aufkonzentriert.

5.4.2.2  Ammoniumsulfat-Féllung (0-70%)

Zu den Prenyltransferase-aktiven DEAE-Sephacel-Fraktionen wurden 70 % (w/v) fein
gemorsertes (NH4),SO, langsam unter Ruhren bei 4°C zugegeben und weitere 30 min
geruhrt. Das geféllte Protein wurde durch Zentrifugation (27.000 x g, 30 min, 4°C)
abgetrennt, in 2,4 ml Puffer A aufgenommen und Uber eine mit Puffer A equilibrierte
Sephadex-G25-Saule (PD-10) entsalzt.

5.4.3 Reinigung der Novobiocinsaure-Synthetase

5.4.3.1  Nickel-Affinitats-Chromatographie

Die Novobiocinsdure-Synthetase wurde als C-terminales 6xHistidin-Fusionsprotein in E. coli
XL1 Blue MRF* Uberexprimiert (Expressionskonstrukt pMS80), was die Moglichkeit zur
Verwendung der Nickel-Affinitats-Chromatographie bietet. In dieser Arbeit wurde als Matrix
Ni-NTA-Agarose (Nickel-Nitriloacetat-Agarose) der Firma Quiagen (Hilden) verwendet und
die Reinigung nach Anleitung des ,The QlAexpressionist‘-Handbuches (Qiagen, 3. Auflage,
Stand Marz 1999) unter nativen Bedingungen durchgefiihrt. Die Bindungskapazitat dieses
Materials betragt 5-10 mg His-Tag-Fusionsprotein pro ml Sdulenmaterial.
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Zellanzucht und Zellaufschluf® erfolgten unter den in 5.1.2 beschriebenen Bedingungen.
Dabei wurde der Zellaufschlul3 in Natriumphosphat-Puffer anstelle von Tris-HCI-Puffer
durchgefiihrt, da Puffer mit sekundaren oder tertiaren Aminen eine Reduktion der Ni%*-lonen
bewirken. Zwischen 3-4 ml des erhaltenen zellfreien, klaren Lysates wurden mit 1 ml
Ni-NTA-Suspension (50% [w/v] Ni-NTA-Agarose in 30 % [v/v] Ethanol) 60 min bei 4°C unter
leichtem Ruhren inkubiert. Das Gemisch wurde in eine leere Saule Uberfihrt, die Saule zwei
mal mit 4 ml Waschpuffer (s. 1.6.1) gewaschen und das Fusionsprotein anschliefiend mit
2 ml Elutionspuffer (s. 1.6.1) eluiert. Das Eluat wurde auf eine HiLoad 26/60 Superdex 200-
Saule aufgetragen.

5.4.3.2  Gelfiltrations-Chromatographie liber Superdex 200

Das Eluat der Nickel-Affinitatschromatographie-Saule wurde auf eine mit Puffer D (s. 1.6.1)
equilibrierte HiLoad 26/60 Superdex 200-Saule aufgetragen. Die Elution erfolgte mit Hilfe der
FPLC-Anlage im selben Puffer mit einer Flufrate von 1,5 mil/min und bei einer
Fraktionsgréfie von 6 ml.

5.4.4 Bestimmung des nativen Molekulargewichtes

Das native Molekulargewicht der als 6xHis-Fusionprotein gereinigten Novobiocinsaure-
Synthetase wurde durch eine HiLoad 26/60 Superdex 200-S&ule (Lange: 60 cm,
Innendurchmesser: 26 mm) bei einer Fluf3rate von 1,5 ml/min bestimmt, deren Trennbereich
zwischen 10 und 600 kDa lag. Zur Eichung wurde eine Trennung mit den in Tab. 21
aufgeflihrten Eichproteinen aus den Pharmacia Gel Filtration Calibration Kits HMW und LMW
in 1 ml Puffer C durchgefuhrt. Das AusschluRvolumen der Sdule wurde mit Dextran Blau
2000 (M, 2.000 kDa) bestimmt. Der K,,~-Koeffizient berechnet sich folgendermalien:

Kav = Ve =V / V= Vi mit V, = Elutionsvolumen des Eichproteins, V, = Ausschluf3volumen =
Elutionsvolumen von Dextran Blau 2000 (111 ml), Vi = Bettvolumen der Saule =
Elutionsvolumen von Aceton (291 ml).

Tab. 21: Eichung der Superdex 200-Gelfiltrationsaule. M=
Molekulargewicht, V.=Elutionsvolumen der Eichsubstanz,
Kav=Koeffizient zur Erstellung einer Kalibrierungskurve (Berechnung s.
oben).

Eichsubstanz M, Konzentration V. K.y
[kDa] [mg/ml]

Dextran Blau 2000 2000 2,0 111

Aldolase 158 2,0 166,5 0,308

Albumin 67 7,0 190,5 0,442

Ovalbumin 43 6,3 207 0,533

Ribonuclease A 13,7 8,0 247.5 0,758

Durch Auftragung des K,-Quotienten des jeweiligen Eichproteins gegen den Logarithmus
des dazugehorigen Molekulargewichtes kann eine Kalibrierungskurve zur Bestimmung des
Molekulargewichtes der Novobiocinsaure-Synthetase erstellt werden (s. Abb. 3).
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Abb. 3: Kalibrierungskurve fiir die Superdex 200-Gelfiltrationssaule.

5.4.5 Ultrazentrifugation

Die Ultrazentrifugation diente zur Separation von Membranfraktionen und I&slichen
Proteinen, wodurch eine Lokalisierung der 4HPP Dimethylallyltransferase ermoglicht wurde.
Dazu wurde zellfreier Rohextrakt aus S. spheroides (s. 5.1.3) 60 min bei 100.000 x g und
4°C zentrifugiert (Ultrazentrifuge L5-75, Beckman Instruments, Dreieich). Nachdem die
Membranfraktion mit 50 mM Tris-HCI, pH 7,0 gewaschen und anschlieBend im
urspringlichen Volumen resuspendiert wurde, erfolgte die Prenyltransferase-Aktivitats-
Bestimmung (s. 5.3.2) sowohl in der Membranfraktion als auch Uberstand.

5.4.6 Denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE wurde nach der Methode von Laemmli (1970) durchgefihrt. Die
Proteinauftrennung erfolgte in 12%-igen Polyacrylamidgelen (GelgréRe 70 x 80 x 0,5 mm)
mit Hilfe einer Mini-PROTEAN Il Elektrophorese-Zelle der Firma BIO-RAD (Cell) uber 45 min
bei 200 V. Die Herstellung und Zusammensetzung der dazu verwendeten Losungen richtete
sich nach den Angaben des Herstellerhandbuches und ist in 1.6.2 beschrieben. Die
Proteinproben wurden vor Auftragen 1:4 mit (1x)-Probenpuffer verdinnt und 5 min bei 95°C
denaturiert. Als Molekulargewichtsstandard dienten 13 ug Low Molecular Weight-Standard
(Amersham Pharmacia Biotech) mit Phosphorylase b (94 kDa), Albumin (67 kDa),
Ovalbumin (43 kDa), Carboanhydrase (30 kDa), Trypsin-Inhibitor (20,1 kDa) und a-
Lactalbumin (14,4 kDa).

Die Gele wurden anschlieBend nach 10-mindtiger Fixierung in Fixierldsung (s. 1.6.2)
5-10 min mit Coomassie Brilliant Blau G-250 (s. 1.6.2) gefarbt. Zur Entfarbung des
Hintergrundes wurden die Gele maximal 90 min in Entfarberlésung und dann gut mit H,Opgest
gespuilt.
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5.4.7 Bestimmung der Loslichkeit des uberexprimierten Novobiocinsaure-
Synthetase-Histidin-Fusionsproteins

Eine Abschatzung des ldslichen Anteils des heterolog tUberexprimierten Novobiocinsaure-
Synthetase-Histidin-Fusionsproteins im Vergleich zum Gesamtprotein (léslicher und
unldslicher Anteil) erfolgte Uber SDS-PAGE. Zur Detektion von sowohl I6slich als auch
unldslich exprimiertem Protein wurden die nach IPTG-Induktion geernteten Zellen (s. 5.1.1)
mit 10 pl (1x)-Probenpuffer (s. 1.6.2) versetzt, 5 min bei 95°C denaturiert und die Proteine
mittels SDS-PAGE (s. 5.4.6) aufgetrennt. Durch Auftragen des nach Zellaufschluf®
zentrifugierten zellfreien Rohextraktes wird eine Detektion des Idslichen Proteinanteils
ermaoglicht.

5.4.8 Resolubilisierung von Inclusion Bodies

Oftmals kommt es bei Uberexpressionsexperimenten zur Bildung sogenannter unldslicher
Inklusionskdérperchen (,Inclusion Bodies®). Dies wird auf eine intermolekulare Assoziation
hydrophober Domanen wahrend des Faltungsprozesses zuriickgefuhrt. Bei Cystein-haltigen
Proteinen kann es auch zur Bildung von Disulfidbindungen kommen, welche ebenfalls zur
unkorrekten Faltung beitragen kdnnen. Eine Resolubilisierung und Wiederauffaltung des
Histidin-Fusionsproteins kann man durch Behandlung der Inclusion Bodies mit Denaturantien
wie Guanidin-HCI, SDS, Harnstoff oder Detergenzien erzielen.

5.4.8.1 Waschen von Inclusion Bodies

Unter Umstanden ist das Zielprotein nicht wirklich unléslich, sondern ledglich an
Membranfragmente im Zellpellet assoziiert und kann durch Waschen mit Detergenzien
fraktioniert werden. In dieser Arbeit wurde die Fraktionierung in Anlehnung an eine von
Sambrook et al. (1989) beschriebene Methode durch Waschen mit 0,5 % (v/v) Triton X-100
getestet. Zellen, die mit 1 mM IPTG induziert worden waren, wurden 4 h nach Induktion wie
unter 5.1.1 beschrieben geerntet und aufgeschlossen. Nach Zentrifugation (17.500 x g,
30 min, 4°C) wurde das Pellet in 9 Volumina 50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 0,5 % (v/v)
TritonX-100 resuspendiert und 5 min bei RT inkubiert. Anschlielend wurde der Ansatz
15 min bei 12.000 x g und 4°C zentrifugiert und Uberstand und I6sliches Pellet durch SDS-
PAGE (s. 5.4.6) analysiert.

5.4.8.2 Resolubilisierung von Inclusion Bodies

Zur Resolubilisierung wurden die Inclusion Bodies wie folgt nach Sambrook et al. (1989)
behandelt:

Ca. 0,1 — 0,2 g Inclusion Bodies wurden in 100 pl Resolubilisierungspuffer (50 mM KP; (pH
8,0), 50 mM NaCl, 8 M Harnstoff, 0,1 mM PMSF) resuspendiert und 1 h bei RT inkubiert.
Nach Zugabe von 9 Volumina KP; (pH 10,7) wurde der Ansatz weitere 30 min bei RT
inkubiert. Wahrenddessen wurde eine Aufrechterhaltung des pH-Wertes durch Zugabe von
1 M KOH erzielt. Nach Erniedrigung des pH-Wertes auf pH 8,0 durch Zugabe von 1 M HCI
und weiterer 30-minutiger Inkubation wurde der Ansatz 15 min bei RT und 12.000 x g
zentrifugiert und das resolubilisierte Protein im Uberstand und den (ibrigen Fraktionen durch
SDS-PAGE analysiert. Der Resolubilisierunguberstand wurde vor und nach Umpufferung
Uber Sephadex-G25-NAP-5-Saulen auf Novobiocinsaure-Synthetase-Aktivitat (s. 5.3.3) hin
untersucht.
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6  Analytik und Isolierung niedermolekularer Substanzen

6.1  Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)
6.1.1 Gerate, Saulen und FlieBmittel

Zur Analytik und Isolierung niedermolekularer, nichtradioaktiver und radioaktiver Substanzen
wurden in dieser Arbeit zwei HPLC-Anlagen der Firma Waters (Eschborn) verwendet, deren
Detektion durch den Anschlufd eines UV-DurchfluRdetektors (Waters, Eschborn) oder eines
Radioaktivitats-DurchflulRdetektors (Berthold GmbH & Co., Wildbad) ermdglicht wurde.
Sowohl die Steuerung der HPLC-Systeme als auch die Auswertung erfolgte Uber die
Millenium-Software. Die einzelnen Komponenten beider HPLC-Anlagen sind in Tab. 22
aufgefuhrt.

Tab. 22 : Komponenten der HPLC-Anlagen

Komponente Anlage 1 Anlage 2 (Radioaktivanlage)
Pumpen Waters 510 Waters 501

Autosampler Waters 717 Plus Waters 717

UV-Detektor Waters 486 Absorbance Detector Waters 486 Absorbance Detector
Radioaktivitats- - LB 507 A

DurchfluRdetektor

Software Millenium V2.15.01 Millenium V2.00

Die Trennung erfolgte bei einer FluBrate von 1 ml/min Uber eine Multospher RP-18-Saule
(250 mm x 4 mm, PartikelgroRe 5 um) (CS-Chromatographie, Langerwehe), der eine mit
Multoprep RP-18 gefullte Vorsaule (30 mm x 4 mm, PartikelgroRe 40 pm) (CS-
Chromatographie, Langerwehe) vorgeschaltet war.

Als Fliemittelkomponenten wurden Methanol (Lichrosolv, Merck), Ameisensaure (p.a.) und
HoOuigest  Verwendet. Die FlieBmittel wurden vor Gebrauch durch Filtration Gber einen
Membranfilter (PorengréfRe 0,2 um) von Partikeln befreit und unter Vakuum entgast.

FlieBmittel A: H2Obigest. : Ameisensaure (99:1)
FlieRmittel B: Methanol : Ameisensaure (99:1)

6.1.2  Analytik von 3DMA-4HPP und anderen prenylierten Aromaten

Die Qualifizierung und Quantifizierung von 3DMA-4HPP und anderen prenylietren Aromaten
erfolgte durch Elution mit einem linearen Gradienten Uber 35 min unter folgenden
Bedingungen (Tab. 23):

Tab. 23: Gradient zur Analytik von 3DMA-4HPP

Zeit [min] FlieBmittel A[%] FlieBmittel B [%]

0 65 35
5,0 65 35
15,0 0 100
17,0 0 100
17,1 65 35

25,0 65 35
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Zur praparativen Isolierung von 3DMA-4HPP wurde folgender lineare Gradient verwendet:

Tab. 24: Gradient zur Reinigung des praparativ
isolierten 3DMA-4HPP

Zeit [min] FlieBmittel A[%] FlieBmittel B [%]

0 65 35
5,0 65 35
25,0 0 100
27,0 0 100
271 65 35
35,0 65 35

Die Detektion erfolgte Uber Radioaktivitdtsmessung und Uber die Absorption bei 270 nm.
Eine Quantifizierung erfolgte Uber die gemessene Radioaktivitat, die aus dem eingesetzten
Substrat [1-"*C]DMAPP stammt und basiert auf der Vorraussetzung, daR dieses die gleiche
spezifische Radioaktivitdt wie die daraus enzymatisch entstandenen prenylierten Aromaten
aufweist. Es wurde eine Eichkurve aus steigenden [1-'C]DMAPP-Mengen und den
entsprechenden, durch den RadiodurchfluRdetektor erhaltenen Peakflachen erstellt, die zur
Berechnung der gebildeten Produktmengen diente. Dabei wurde ein Korrekturfaktor mit
einbezogen, der das Verhaltnis von eingesetztem radioaktivem zu nichtradioaktivem
Substrat und das Injektionsvolumen mit bertcksichtigte.

6.1.3  Analytik von Novobiocin und Novobiocinsaure

Zur Uberpriifung der Novobiocin-Produktion wurde S. spheroides in CDM-Fliissig-Medium (s.
1.4.2) 5-8 Tage bei 28°C unter Schutteln mit 170 rpm kultiviert. Nach Abzentrifugieren der
Kultur (17.500 x g, 30 min, 4°C) wurde ein Aliquot des Medienuberstandes (85 pl) direkt zur
HPLC-Analyse eingesetzt.

Die Detektion der im Novobiocinsaure-Synthetase-Assay gebildeten Novobiocinsdure bzw.
Novobiocinsaure-Derivate erfolgte ebenso wie die des Novobiocins durch Gradienten-Elution
Uber einen Zeitraum von 25 min bei einer Deteketionswellenldange von 305 nm unter
folgenden Bedingungen:

Tab. 25: Gradient zur Analytik von Novobiocin und
Novobiocinsdure

Zeit [min]  FlieBmittel A [%] FlieBmittel B [%]

0 40 60
20 40 60
13,0 0 100
19,0 0 100
19,1 40 60
25,0 40 60

Eine Quantifizierung wurde Uber Eichgeraden mit Novobiocin (Fluka, Buchs) und
Novobiocinsdure (Pharmacia & Upjohn, Kalamazoo, Michigan, USA) durchgefuhrt. Die
Standardsubstanzen wurden zu diesem Zweck in Methanol geldst.
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6.2 Praparative Isolierung von 3DMA-4HPP

Zur ldentifizierung der durch die 4HPP Dimethylallyltransferase-Reaktion in S. spheroides
enzymatisch gebildeten Reaktionsprodukte durch 'H-NMR- und Massen-Spektroskopie
waren groRere Substanzmengen erforderlich. Zu diesem Zweck wurden 141 mg partiell
gereinigte 4HPP Dimethylallyltransferase aus insgesamt 5 Reinigungsprozeduren in
mehreren groReren Inkubationsansatzen zur enzymatischen Synthese von 3DMA-4HPP
unter den in Tab. 26 aufgelisteten Bedingungen eingesetzt:

Tab. 26: Bedingungen zur enzymatischen 3DMA-
4HPP-Synthese

Bestandteil Endkonzentration
DMAPP 400 pM
4HPP 2,5mM
MgCl, 0,5 mM
Tris-HCI (pH 7,5) 50 mM

partiell gereinigte 4HPP 0,7 mg/ml
Dimethylallyltransferase

Die Inkubationen wurden jeweils unmittelbar nach Enzymreinigung 90 min bei 37°C
durchgefihrt und durch Einfrieren bei —70°C gestoppt. Die Reaktionsansatze wurden bei
-70°C bis zur weiteren Aufarbeitung gelagert.

Zur Isolierung der Reaktionsprodukte wurden alle Reaktionsansatze vereinigt (156 ml) und
nach Ansduerung mit 8,0 ml gesattigter Citronensaure auf pH 2,0 dreimal mit 170 ml
Ethylacetat (p.a.) ausgeschittelt. Die Ethylacetatphase wurde dreimal mit 85 ml HyOpigest
gewaschen und durch Zugabe von 50 g Na,SO, (Suprapur, Merck) getrocknet. Nach
Filtration Uber Quarzwolle wurde das Filtrat im Rotationsverdampfer bis zur Trockne
eingeengt. Die Rlckstande wurden in Methanol aufgenommen und die Reaktionsprodukte
durch praparative HPLC-Trennung unter Verwendung des in Tab. 24 aufgeflhrten linearen
Gradienten weiter aufgereinigt.

Im Prenyltransferase-Assay mit radioaktiv markiertem Substrat [1-'*C]IDMAPP konnten zwei
enzymatisch gebildete Reaktionsprodukte detektiert werden. Um sicherzustellen, daf3 es sich
bei den aus den Inkubationsansatzen zu isolierenden Substanzen um die prenylierten
Reaktionsprodukte handelte, wurde ein Gemisch aus einem geringen Anteil der praparativ
isolierten Reaktionsprodukte und radioaktiv markierten Reaktionsprodukten mittels HPLC
getrennt, die durch UV-Absorption bei 270 nm detektierten Substanzpeaks aufgefangen, und
die Radioaktivitat im Szintillationszéhler gemessen (s. 7.2).

Die aufgefangenen Fraktionen der somit identifizierten beiden seperierten Reaktionsprodukte
wurden jeweils vereinigt, das FlieBmittel abrotiert, die Proben im Exsikkator unter Vakuum
getrocknet und einer '"H-NMR- und MS-Analyse unterzogen.

6.3 Praparative Isolierung von Novobiocinsaure

Nach heterologer Expression von novL in S. lividans TK24 mit Hilfe des
Expressionskonstruktes pMS77 konnte bei Durchfihrung des Novobiocinsaure-Synthetase-
Assays mit zellfreiem Rohextrakt ein enzymatisches Reaktionsprodukt detektiert werden,
dessen Identifizierung als Novobiocinsdure nach praparativer Isolation durch
Massenspektroskopie erfolgen sollte. GroRere Mengen des Reaktionsproduktes wurden aus
einem Inkubationsansatz mit den fir den Novobiocinsaure-Synthetase-Assay (s. 5.3.3)
beschriebenen Bedingungen erhalten. Die Inkubation wurde in einem Gesamtvolumen von
15 ml mit insgesamt 22,5 mg Protein (2,8 ml eines Uber Sephadex G-25 entsalzten
Rohextraktes aus S. lividans TK24:pMS77) Uber einen Zeitraum von 60 min bei 30°C
durchgefihrt. Durch Zugabe von 750 ul 1,5 M Trichloressigsdure wurde die Reaktion
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gestoppt und der Reaktionsansatz 3 mal mit 20 ml Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten
Ethylacetatphasen wurden abrotiert und der Rickstand in 1 ml Methanol:H;Opigest (1:1)
resuspendiert. Das Reaktionsprodukt wurde durch praparative HPLC-Trennung mit dem in
Tab. 25 aufgeflhrten linearen Gradienten aufgereinigt. Die aufgefangenen Fraktionen
wurden vereinigt, das FlieBmittel abrotiert und der Rickstand im Exsikkator getrocknet. Eine
El-MS-Analyse der Probe wurde an einem TSQ70 Spektrometer (Finnigan, Bremen) unter
Verwendung von Dichlormethan als Losungsmittel durchgefthrt.

6.4 Enzymatische Synthese und préaparative Isolierung von GBA

GBA wurde enzymatisch aus 4HB und GPP durch die 4HB-Polyprenyltransferase aus E. coli
AN385:pALMU3 gebildet (Melzer und Heide, 1994). Der Inkubationsansatz (3 ml) wurde 60
min bei 37°C inkubiert und enthielt folgende Bestandteile:

Tab. 27: Inkubationsansatz zur enzymatischen Synthese von GBA

Bestandteil Endkonzentration
4HB 0,4 mM

GPP 2mM

MgCl, 50 mM

KF 1 mM

Tris-HCI (pH 8,0) 50 mM

Membranfraktion aus E. coli AN385:pALMU3 0,2 mg/ml

Durch Zugabe von 90 ul konzentrieter HCOOH wurde die Reaktion gestoppt und die
entstandene GBA mit 3 mal 10 ml n-Hexan extrahiert. Die n-Hexan-Phase wurde abrotiert
und der Ruckstand in 50 mM Tris-HCI (pH 8,0) geldst und bei —24°C gelagert.

6.5 Praparative Isolierung von GBA-Ring B (Dimethylallyl-Novobiocinsaure)

Zur Bestatigung der Identitat des durch die Novobiocinsaure-Synthetase aus dem Ring A-
Analogon GBA und Ring B enzymatisch gebildeten Reaktionsproduktes, wurden 50 pg
gereinigte Novobiocinsaure-Synthetase, 0,5 mM GBA, 1 mM Ring B, 5 mM ATP, 5 mM
MnCl; und 50 mM Tris-CHL (pH 8,0) in einem Gesamtvolumen von 1 ml 20 min bei 30°C
inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 50 pl 1,5 M Trichloressigsaure gestoppt und
das Reaktionsprodukt 3 mal mit 1 ml Ethylacetat extrahiert. Nach Abrotieren der vereinigten
Ethylacetatphase wurde der Ruickstand in Methanol:H,Opigest (1:1) gelést und das
Reaktionsprodukt durch praparative HPLC-Trennung mit dem in Tab. 25 aufgeflhrten
linearen Gradienten aufgereinigt. Die aufgefangenen Fraktionen wurden vereinigt, das
Flielmittel abrotiert und der Rickstand im Exsikkator getrocknet. Eine EI-MS-Analyse der
Probe wurde an einem TSQ70 Spektrometer (Finnigan, Bremen) unter Verwendung von
Methanol als Losungsmittel durchgefuhrt.

7 Radioaktivititsmessungen im Szintillationszahler

7.1 Quantifizierung von Isopentenol und Dimethylallylalkohol

Die Quantifizierung des im Phosphatase-Assay gebildeten Isopentenols und des im DMAPP-
IPP-Isomerase-Assay gebildeten Dimethylallyl-Alkohols erfolgte durch Radioaktivitats-
messung. Nach Zugabe von 9 ml Szintillationscocktail (Rotiszint® Eco Plus, Roth) zu 500 pl
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Probe wurde die Messung in einem Tri-Carb 2100TR Szintillationszahler (Conberra-Packard,
Dreieich) Uber einen Zeitraum von 3 min durchgeflihrt (siehe 5.3.1). Hintergrundaktivitaten
durch chemische Zersetzung wurden in einem Kontrollassay mit hitzeinaktiviertem Protein
bestimmt und entsprechend subtrahiert. Die Berechnung der gebildeten Produktmenge
erfolgte (iber die spezifische Radioaktivitit des Substrates [1-'*C]IPP und unter
Einbeziehung eines Korrekturfaktors, der das Verhaltnis von eingesetztem radioaktivem zu
nichtradioaktivem Substrat und das eingesetzte Probevolumen mit berticksichtigte.

7.2 Quantifizierung des im 4HPP Dimethylallyltransferase-Assay gebildeten
3DMA-4HPP

Zur Quantifizierung des im Prenyltransferase-Assay gebildeten 3DMA-4HPP wurde neben
der HPLC-Analytik auch die Radioaktivitdtsmessung angewandt, da diese vor allem bei der
Enzymreinigung eine verkirzte MeRzeit im Vergleich zur HPLC-Analyse aufwies und
aufgrund der niedrigeren Nachweisgrenze eine Reduzierung der [1-*C]DMAPP-
Endkonzentration im Assay auf 1,5 yM [305 Bq] erlaubte. Dazu wurden 50 ul von insgesamt
500 pl des Ethylacetat-Extraktes mit 3 ml Szintillationscocktail (Rotiszint® Eco Plus, Roth)
versetzt und die Messung uber 3 min in einem Tri-Carb 2100TR Szintillationszahler
(Conberra-Packard, Dreieich) durchgefiihrt. Hintergrundaktivitdten durch chemische
Zersetzung oder andere enzymatische Umsetzungen wurden durch Kontrollassays mit
einerseits denaturietem Protein und andereseits nativem Protein in Abwesenheit des
aromatischen Substrates 4HPP bestimmt und entsprechend subtrahiert. Die Berechnung der
gebildeten 3ADMA-4HPP-Menge erfolgte Uber die spezifische Radioaktivitdt des Substrates
[1-"*CIDMAPP und unter Einbeziehung eines Korrekturfaktors, der das Verhaltnis von
eingesetztem radioaktivem zu nichtradioaktivem Substrat und das eingesetzte
Probevolumen mit berlcksichtigte.

7.3 Quantifizierung von [*-P]ATP

Die Radioaktivitit des an Aktivkohle gebundenen [*>-PJATP wurde 5 Stunden nach Zugabe
von 9 ml Szintillationscocktail (Rotiszint® Eco Plus, Roth) in einem Tri-Carb 2100TR
Szintillationszahler (Conberra-Packard, Dreieich) gemessen, nachdem sich die Aktivkohle in
den Proben abgesetzt hatte. Die Mel3zeit betrug 30 min. Die Berechnung der gebildeten
ATP-Menge erfolgte unter Verwendung der im stérungsunanfalligeren Kanal B (50-1700
keV) gemessenen cpm und einer Zahlerausbeute von 98%.

8 Synthese von Drupanin

Das Ring A-Analogon Drupanin (3-Dimethylallyl-4-hydroxyzimtsaure) wurde aus Plicatin B,
welches von R. Bates (Bangkok, Thailand) zur Verfigung gestellt wurde, durch
methanolische Verseifung nach Bates et al. 1995 synthetisiert. 10 mg Plicatin B wurden in
170 pl Methanol (Lichrosolv) gelést und nach Zugabe von 114 pl 5%iger (w/v) NaOH 1 h bei
70°C inkubiert. Nach Abkuhlen auf Eis wurde der Ansatz durch Zugabe von 25 pl
konzentrierter HCOOH auf einen pH-Wert von 2-3 gebracht. Die Methanolphase wurde in
der Vakuumzentrifuge abgedampft und das entstandene Drupanin 2 mal mit je 1 ml
Ethylacetat extrahiert. Die vereinigte Ethylacetatphase wurde mit 2,7ml H,Opisest geWaschen
bis der pH-Wert bei etwa 6 lag. Nachdem die Ethylacetat-Phase bis zur Trockne eingeengt
worden war, wurde der Rickstand im Exsikkator getrocknet und bei —24°C gelagert.

Die Ausbeute der Verseifung wurde durch HPLC-Analyse (s. 6.1.3) untersucht und betrug >
96 %.
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IV Ergebnisse

1 Identifizierung der 4-Hydroxyphenylpyruvat Dimethylallyltransferase
aus Streptomyces spheroides

1.1 Einleitung

Die ersten biochemischen Untersuchungen zur Novobiocin-Biosynthese in der vorliegenden
Arbeit konzentrierten sich auf die innerhalb der Biosynthese von Ring A auftretende
Prenylierungsreaktion.

Die zu der Zeit verfigbaren Daten zur Biosynthese dieser prenylierten
4-Hydroxybenzoesaure-Einheit des Aminocumarin-Antibiotikums beschrankten sich auf
Arbeiten der 60er und 70er Jahre an Streptomyces niveus und basierten vorwiegend auf
Futterungsexperimenten mit madglichen Biosynthese-Vorstufen. Demnach erfolgt die
Biosynthese von Ring A ausgehend von Tyrosin (Bunton et al. 1963; Kominek und Sebek,
1974), wobei in einer bis dahin nicht geklarten Reaktionsfolge eine Verkirzung der Cs-
Seitenkette und Prenylierung des aromatischen Rings erfolgt.

Unter der Annahme, dal® die Tyrosin-Seitenkettenverkirzung Uber 4-Hydroxyphenylpyruvat
(4HPP) und 4-Hydroxyzimtsdure und im Anschlu® daran Uber einen (-
Oxidationsmechanismus in Analogie zum Fettsdure-Abbau stattfinden kénnte (Calvert et al.
1972), sollte die Prenyltransferase-Reaktion mit den in Frage kommenden aromatischen
Substraten in vitro nachgewiesen werden. Als isoprenoides Substrat wurde dabei zunachst
das kostengiinstigere [1-"C]Isopentenyldiphosphat (IPP) eingesetzt, welches durch die
ubiquitar  vorkommende DMAPP-IPP-Isomerase in das eigentliche  Substrat
Dimethylallyldiphosphat (DMAPP) umgewandelt wird. In Vorversuchen konnte die DMAPP-
IPP-Isomerase-Aktivitat in S. spheroides bestatigt werden. Nach Etablierung des
Prenyltransferase-Assays in S. spheroides wurden die spateren Messungen mit [*CIDMAPP
durchgefinhrt.

1.2 Detektion von 4-Hydroxyphenylpyruvat Prenyltransferase-Aktivitat in
Rohextrakten von Streptomyces spheroides DSM 40292

Mit einem radioaktiven Prenyltransferase-Assay konnten im zellfreien Rohextrakt aus
Streptomyces spheroides DSM 40292 mit HPLC-Analytik zwei aus den Substraten 4HPP
und DMAPP gebildete Reaktionsprodukte detektiert werden (siehe 1.5, Abb. 5). Ihre Bildung
war sowohl substrat- als auch enzymabhangig (Tab. 28).
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Tab. 28: Substrat- und Enzymabhéangigkeit der 4HPP Dimethyl-
allyltransferase-Reaktion. Die Reaktion wurde jeweils mit 100 pg zellfreiem
Rohextrakt aus S. spheroides DMS 40292 unter den in Kapitel Il 5.3.2
angegebenen Bedingungen mit jeweils 8,1 pM [1-*CIDMAPP und 2,5 mM des
zu testenden aromatischen Substrates durchgefuhrt.

Assay-Komponenten Spez. Aktivitat' Relative Aktivitat
[pkat/mg Protein] [%]

4HPP 0,737 100

- 4HPP <0,1 <13,6

4HPP, hitzedenaturierter Rohextrakt < 0,1 <13,6
4-Hydroxyphenyllactat (4HPL) <0,1 <13,6
4-Hydroxyzimtsaure <0,1 <13,6
4-Hydroxybenzoesaure (4HB) <01 <13,6

'Die spezifische Aktivitit wurde aus der Radioaktivititsmenge des Produktes
berechnet, wobei vom Einbau von 1 mol [“C]DMAPP in 1 mol Produkt
ausgegangen wurde.

Mit dem isoprenoiden Substrat IPP konnte ebenfalls eine Produktbildung beobachtet werden,
die substrat- und enzymabhangig war. IPP wird durch die DMAPP-IPP-Isomerase, welche im
Rohextrakt von S. spheroides mit einer Aktivitat von 1,26 pkat/mg Protein nachgewiesen
werden konnte, in DMAPP umgewandelt.

1.3 Lokalisation der 4HPP Dimethylallyltransferase

Fir eine weitere Charakterisierung der 4HPP Dimethylallyltransferase war der Nachweis der
Lokalisation des Enzyms wichtig. Nach Abtrennung der lI6slichen Proteine von der
Membranfraktion durch Ultrazentrifugation (s. Ill 5.4.5) konnte die enzymatische
Gesamtaktivitat vollstandig im Uberstand wiedergefunden werden, wohingegen die
Membranfraktion keinerlei Aktivitat aufwies (Tab. 29).

Tab. 29: Bestimmung der 4HPP Dimethylallyltransferase-Aktivitit nach
Ultrazentrifugation. Die Aktivitdt wurde vergleichend im Rohextrakt und nach
Ultrazentrifugation in I6slicher Fraktion und Membranfraktion bestimmt.

Fraktion Gesamtprotein Gesamtaktivitat Spezifische Aktivitat
pro Fraktion
[mg] [pkat] [%] [pkat/mg Protein] [%]
Rohextrakt 12,6 12,2 100 0,97 100
I6sliche Fraktion 9,5 14,6 119,7 1,54 159
Membranfraktion 3,6 < 0,01 <0,08 <0,1 <10,3
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1.4 Partielle Reinigung der 4HPP Dimethylallyltransferase

Zur ldentifizierung der beiden in der Prenyltransferase-Reaktion aus 4HPP und DMAPP
auftretenden Reaktionsprodukte durch 'H-NMR- und Massen-Spektroskopie war die
Herstellung gréRerer Substanzmengen notwendig. Zuvor sollte fur das Enzym ein
Reinigungsverfahren entwickelt werden, das die Bereitstellung ausreichender Enzym- und
somit Reaktionsproduktmengen gewahrleistete.

Die partielle Reinigung der l6slichen 4HPP-Dimethylallyltransferase aus S. spheroides DSM
40292 umfaldte einen saulenchromatographischen Schritt mit einer DEAE-Sephacel-
Anionenaustauschersaule und eine daran anschlieRende Enzym-Aufkon-zentrierung durch
Ammoniumsulfat-Fallung. Genaue Angaben zur Durchfihrung der Reinigungsprozedur und
zu den gewahlten Bedingungen sind dem Abschnitt Il 5.4.2 zu entnehmen. Die im folgenden
beschriebene Reinigungsstrategie wurde insgesamt 5 mal durchgefihrt, und die Ergebnisse
eines reprasentativen Verlaufes sind in Tab. 30 dargestellt.

DEAE-Sephacel-Anionenaustausch-Chromatographie:

Zellfreier Rohextrakt aus S. spheroides-Zellsuspensionen (s. Il 5.1.3) mit einer Novobiocin-
Mindestproduktion von 25 pg/ml wurde direkt auf eine DEAE-Sephacel-Saule
(Saulenvolumen: 170 ml) aufgetragen und die gebundenen Proteine mit einem nicht-linearen
NaCl-Gradienten von 0 bis 1 M NaCl eluiert (s. Abb. 4).

Die 4HPP Dimethylallyltransferase eluierte zwischen 150 und 230 mM NaCl. Die hohe
Wiederfindungsrate von 341 % deutet auf eine Abtrennung im Rohextrakt vorhandener
inhibierender Substanzen oder auf um die Substrate 4HPP und DMAPP konkurrierende
Enzyme hin. Bei einem Reinigungsfaktor von 39,6 konnten mehr als 90 % der Fremdproteine
abgetrennt werden.

—— Wxom
—— Volumenaktivitat [pkat/ml] 4.0

- NaCl-Gradient

1.0+

NaCl-Konzentration [M]
[lwpyexd] yen Ay

Fraktion [10 ml]

Abb. 4: Elutionsprofil der Reinigung der 4HPP Dimethyl-
allyltransferase durch DEAE-Sephacel-Anionenaus-
tausch-Chromatographie.
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Ammoniumsulfat-Fallung:

Alle aktiven DEAE-Sephacel-Fraktionen wurden durch Ammoniumsulfatfallung (0-70 %
Sattigung) aufkonzentriert. Nach Resuspendieren des Pellets und anschlieRender
Entsalzung Uber Sephadex-G25-Saulenmaterial konnten nahezu 95 % der aufgetragenen
Enzymaktivitdt wiedergefunden und nochmals knapp 25 % der Fremdproteine abgetrennt
werden.

Letztendlich konnte die 4HPP Dimethylallyltransferase nach einer Abtrennung von mehr als
93 % der Fremdproteine mit einem Reinigungsfaktor von 49,1 (s. Tab. 30) partiell gereinigt
werden.

Die Verarbeitung von insgesamt 774 g Zellen aus 13,8 | Zellkultur in 5 Reinigungsprozeduren
lieferte 141 mg aufkonzentriertes, partiell gereinigtes Enzym, durch welches in einem
Inkubationsgrof’ansatz gentigend grof3e Reaktionsproduktmengen enzymatisch hergestellt
werden konnten.

Tab. 30: Partielle Reinigung der 4HPP Dimethylallyltransferase aus S. spheroides DSM
40292.

Fraktion Gesamtprotein Gesamtaktivitat Spezifische Reinigungs-
Aktivitat faktor
[mg] [pkat] [%] [pkat/mg] [-fach]
Rohextrakt 492,0 105,3 100,0 0,2 1
DEAE-Sephacel 43,2 359,1 341,0 8,3 39,6

Ammoniumsulfat-
fallung (0-70 %) 33,0 340,4 323,3 10,3 49 1

1.5 Identifizierung der Reaktionsprodukte der 4HPP Dimethylallyl-
transferase-Reaktion

Wie auch schon im Rohextrakt konnte mit partiell gereinigter 4HPP Dimethylallyltransferase
die Bildung von zwei aus 4HPP und DMAPP gebildeten Reaktionsprodukten detektiert
werden (Abb. 5). Zur Strukturaufklarung wurde das aus 5 Reinigungsprozeduren erhaltene
aufkonzentrierte Enzym (141 mg) in Inkubationsansatzen gréReren Malstabs unter den
ermittelten optimalen Prenyltransferase-Reaktionsbedingungen (s. 1.6) eingesetzt, und die
beiden Reaktionsprodukte wie unter Il 6.2. beschrieben praparativ isoliert und tber HPLC
gereinigt. Es konnten zwischen 0,5 und 1 mg des jeweiligen Reaktionsproduktes isoliert
werden.
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Abb. 5: HPLC-Chromatogramm der in der 4HPP Dimethylallyltransferase-
Reaktion nach Inkubation von 4HPP und DMAPP gebildeten Reaktionsprodukte.
Der Nachweis der Produktbildung erfolgte im radioaktiven 4HPP Dimethyl-
allyltransferase-Assay mit partiell gereinigtem Enzym.

1.5.1 'H-NMR-Spektroskopie

Die Strukturaufklarung erfolgte in Zusammenarbeit mit Dr. B. Vogler, Institut fir Chemie,
Universitat Hohenheim, Stuttgart.

Die 1H-NMR-Spektren der beiden isolierten Substanzen wurden in dg-Aceton bei 500 MHz
und 24,5°C aufgenommen und zeigten in beiden Fallen Signale fur 3-(3’-Dimethylallyl-
4’-hydroxyphenyl)-2-hydroxypropensaure (3DMA-4HPP): d,,m = 7,62 (dd, J = 2,3 Hz, 8,8 Hz,
H-6’), 7,48 (d, 2,3 Hz, H-2'), 6,75 (d, 8,8 Hz, H-5’), 6,05 (s, H-3), 5,33 (br t, 7,4 Hz, H-2"),
3,31 (d, 7,4 Hz, H-1"), 1,71 (br s, CH3-5”, trans), 1,68 (br s, CH;-4", cis). Das entsprechende
'H-NMR-Spektrum ist fiir eines der Reaktionsprodukte in Abb. 6, A dargestellt.
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Abb. 6: 'H-NMR-Spektrum der als 3DMA-4HPP identifizierten Reaktionsprodukte (A)
und DPFG-NOE-Spektrum (B).

Diese Ergebnisse wurden weiterhin durch DPFG-NOE-Experimente (double pulsed-field-
gradient nuclear Overhauser effect) (Stott et al. 1997) bestatigt. Dabei zeigte H-3 positive
NOE-Verstarkungssignale zu H-2' und H-6° (Abb. 6, B). Ein weiteres DPFG-NOE-Experiment
lieferte den Nachweis der Prenylierung des aromatischen Ringsystems an C-3‘. Nach
Anregung von H-1* wurden positive Signalverstarkungen an H-2%, CH;-4“ und H-2°
beobachtet.

1.5.2 Massenspektroskopie

Von beiden Reaktionsprodukten wurden ESI-MS-Spektren an einem TSQ 700
Massenspektrometer (Finnigan) in Methanol aufgenommen. Auch hier zeigten die Spektren
fir beide Substanzen Molekularionen bei m/z = 247 (M-1), was dem theoretisch flr
prenyliertes 4HPP (Summenformel: Ci;H04) berechneten Molekulargewicht von 248
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entsprach (Abb. 7). Die Fragmentierungs-Sequenz ahnelte der fir 4HPP (Cassidei et al.
1980) beschriebenen Abfolge:

3DMA-4HPP: m/z (relative Intensitat): 247 (M-1, 100), 203 (7), 201 (3), 175 (69).

247.0

100 = _E+0
4 8.6

[+
(=
|

40

| S N T TR N T |

20

100 200 300 400

Abb. 7: Massenspektrum der als 3DMA-4HPP identifizierten Reaktionsprodukte.

1.5.3 Interpretation der Ergebnisse

Die Daten der 1H-NMR-AnaIyse belegten, dal} beide Reaktionsprodukte identisch waren,
wobei ihre Struktur als Enol-Form von 3-Dimethylallyl-4-hydroxyphenylpyruvat identifiziert
werden konnte. Bei den nach HPLC-Analytik detektierten beiden Signalpeaks handelt es sich
vermutlich um die Keto- und Enol-Form dieser Substanz. Das Auftreten der Keto-Enol-
Tautomerie wurde schon fur das Substrat der Prenyltransferase-Reaktion, 4HPP,
beschrieben (Blchner und Kirberger, 1952; Cassidei et al. 1980). AufRerdem wurde
beobachtet, da® das Gleichgewicht der Reaktion in organischen Ldsungsmitteln fast
vollstandig zur Enolform hin verschoben ist. In Aceton liegt 4HPP zu 98 % in der Enolform
vor (Cassidei et al. 1980). Da die 'H-NMR-Analyse beider Reaktionsprodukte eben unter
diesen Bedingungen erfolgte, kann somit die Ubereinstimmung der Spektren erklart werden.
In wassrigen Systemen dagegen dominiert pH-abhangig die Ketoform. Die Verwendung
eines Wasser-Methanol-Ameisensaure-Gemisches wahrend der HPLC-Analytik erméglichte
das Auftreten beider Tautomerformen. Dabei ist die Reaktionsgeschwindigkeit der
tautomeren Umwandlung im sauren pH-Bereich so langsam, dal® selbst eine Papier-
chromatographische Trennung beider Formen erzielt werden konnte (Schwarz, 1961). Die
wahrend der HPLC-Trennung beobachteten Reaktionsprodukte der Prenyltransferase-
Reaktion reprasentieren mit hoher Wahrscheinlichkeit die Keto- und Enolform des
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prenylierten 4HPPs (Abb. 8), wobei eine genaue Zuordnung der jeweiligen Form zum
entsprechenden HPLC-Peak nicht méglich war. Die Tatsache, daR identische 'H-NMR-
Spektren fur beide Reaktionsprodukte erhalten wurden, liegt im nahezu vollstandigen
Vorliegen des in Aceton gelésten 3DMA-4HPPs als Enolform begriindet.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dal® die Isoprenylierung innerhalb der Ring A-
Biosynthese auf der Stufe des 4-Hydroxyphenylpyruvates stattfindet und bestatigen die von
Calvert et al. (1972) erbrachten Ergebnisse der Futterungsexperimente.

COOH COOH
0 o A
Mgz+
4 J A
PPO\\,/§7//
OH OH
COOH
7 “OH B
A
OH

Abb. 8: Darstellung der 4HPP Dimethylallyltransferase-Reaktion
und der gebildeten tautomeren Formen des Reaktionsproduktes
3DMA-4HPP. A: Ketoform ; B: Enolform.

1.6 Charakterisierung der 4HPP Dimethylallyltransferase aus S. spheroides

Die partiell gereinigte 4HPP Dimethylallyltransferase wurde biochemisch charakterisiert.
Dabei stand die Ermittlung optimaler Prenyltransferase-Reaktions-bedingungen im Hinblick
auf die flr eine Strukturaufklarung der Reaktionsprodukte erforderliche Substanzmenge im
Vordergrund. Hierbei zeigten die eingangs fur die Etablierung des Reinigungsstrategie
durchgefuhrten Untersuchungen zur Lokalisation der Prenyltransferase, dal es sich um ein
I6sliches Enzym handelt (s. 1.3). Diese Eigenschaft zeichnet bereits seine Abgrenzung zu
membrangebundenen Prenyltransferasen des Primarstoffwechsels, wie zum Beispiel der an
der Biosynthese des respiratorischen Elektronenlbertragers Ubichinon (Ashby et al. 1992;
Melzer und Heide, 1994) oder des Menachinons (Shineberg und Young, 1976) beteiligten
Polyprenyltransferasen, vor. Die Ermittlung der Substratspezifitit der 4HPP
Dimethylallyltransferase diente auch zur Differenzierung des vorliegenden Enzyms von
aromatischen Sekundarstoffwechsel-Prenyltransferasen einer Vielzahl anderer Organismen.
Sie kdnnte somit weitere Belege fur eine spezifische Beteiligung innerhalb der Novobiocin-
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Biosynthese und insbesondere Uber die Stufe des innerhalb der Ring A-Biosynthese zu
prenylierenden Intermediates liefern.

Die Charakterisierung der 4HPP Dimethylallyltransferase wurde mit saulenchro-
matographisch partiell gereinigtem Enzym durchgefiihrt. Die enzymatische Reaktion zeigte
eine lineare Proteinmengenabhangigkeit bis 100 pg Protein pro Inkubationsansatz und
Zeitlinearitat bis zu einer Inkubationsdauer von 30 min. Ebenso wies sie fur die Substrate
4HPP und DMAPP den erwarteten hyperbolischen Verlauf einer bimolekularen
enzymabhangigen Reaktion auf.

1.6.1 Metallionenabhangigkeit

Die Metallionenabhangigkeit wurde fir Magnesium- und Manganionen untersucht und zeigte
eine maximale Aktivitdtserhéhung bei 0,5 mM fir beide Kationen (Abb. 9), wobei in
Gegenwart von Mn?*-lonen nur 75 % der im Vergleich mit Mg®*-lonen erhaltenen Werte
beobachtet werden konnten.

12 Abb. 9: Metallionenab-

—=— MgCl, hangigkeit der 4HPP Di-
MnCl, methylallyltransferase-
9 Reaktion. Der EinfluR der

untersuchten divalenten
6- Kationen wurde durch
i Bestimmung der 4HPP

Dimethylallyltransferase-
3 aktivitat (s. 1l 5.3.2) in
Gegenwart des entsprech-
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1.6.2 Bestimmung des pH-Optimums

Das pH-Optimum der 4HPP Dimethylallyltransferase wurde mit Hilfe von 4 Puffersystemen
bestimmt und lag sowohl in Tris-HCI- als auch in Bis-Tris-Puffer um pH 7 (Abb. 10).
Halbmaximale Reaktionsgeschwindigkeiten wurden etwa bei pH 5 und 8,5 beobachtet. Dabei
konnten in Phosphat-Puffer nur durchschnittlich 30 % der in Tris-Puffer detektierten Aktivitat
beobachtet werden. Der inhibierende Effekt von Phosphat-Puffer wurde bereits mehrfach fur
Primarstoffwechselenzyme beschrieben (Stoll und Blanchard, 1990).
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N
o
|

=  Na*-Acetat-Puffer
—&— Phosphat-Puffer
—e— Bis-Tris-Puffer
8 —— Tris-HCFPuffer

Spez. Aktivitat
[pkat/mg Protein]
(e}

pH-Wert

Abb. 10: pH-Abhangigkeit der 4HPP Dimethylallyltransferase-Reaktion.

1.6.3 Bestimmmung des Temperaturoptimums

Wie fir mesophile Bodenbakterien zu erwarten, zeigte die 4HPP Dimethylallyltransferase-
Reaktion ein Temperatur-Optimum zwischen 30 und 40°C (Abb. 11).

Spez. Aktivitat
[pkat/mg Protein]
T

N
1

0 T T T T T T T
20 30 40 50 60 70

Temperatur [°C]

Abb. 11: Temperatur-Abhangigkeit der 4HPP-Dimethylallyltrans-
ferase-Reaktion.
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1.6.4  Substratspezifitat

Die Uberpriifung der Substratspezifitat wurde sowohl fiir das aromatische Substrat als auch
fur die Prenyldiphosphate IPP und GPP durchgeflhrt (Tab. 31). Von den getesteten
aromatischen Verbindungen wurde neben dem eigentlichen Substrat 4HPP lediglich 4-
Hydroxyphenyllactat in geringem Mal® umgesetzt. Die Inkubation mit dem Prenyldiphosphat
[1-"C]IPP fiihrte, wie schon im Rohextrakt beobachtet, zu einer 30% igen Produktbildung im
Vergleich zu derjenigen mit [1-"*CIDMAPP. Allerdings konnte immerhin noch eine DMAPP-
IPP-Isomerase-Aktivitdt von 0,193 pkat/mg im verwendeten partiell gereinigten Enzym
festgestellt werden, so dald ein Teil des eingesetzten Substrates wahrscheinlich zu DMAPP
umgesetzt wurde. [1-""C]JGPP wurde unter Standardbedingungen nicht als
Seitenkettensubstrat akzeptiert. Erst nach Erhéhung der Konzentration auf 36 uM konnte
eine geringe Produktbildung nachgewiesen werden.

Tab. 31: Substratspezifitit der 4HPP Dimethylallyltransferase. Die Prenyltransferase-
Aktivitat wurde jeweils nach Zugabe des aromatischen bzw. isoprenoiden Substrates in einer
Endkonzentration von 2,5 mM bzw. 18 uyM untersucht.

Substrat Spezifische Aktivitit  Relative Aktivitat
[pkat/mg Protein] [%]

aromatisches Substrat (2,5 mM):
4-Hydroxyphenylpyruvat 2,62 100
4-Hydroxyphenyllactat 0,15 5,7
4-Hydroxyzimtsaure <0,1 <38
4-Hydroxybenzaldehyd <0,1 <38
4-Hydroxybenzoesaure <0,1 <3,8
L-Tyrosin <0,1 <3,8

isoprenoide Seitenkettensubstrate (18 uM):

Dimethylallyldiphosphat 2,62 100
Isopentenyldiphosphat 0,78 29,8
Geranyldiphosphat <0,1 <3,8

1.6.5 Stabilitat

Die partiell gereinigte 4HPP Dimethylallyltransferase konnte nach Zugabe von 2 mM DTT,
20 uM PMSF und 10 % (w/v) Glycerin problemlos bei —20°C gelagert werden. Nach 7-tagiger
Lagerung konnte unter diesen Bedingungen kein Aktivitatsverlust verzeichnet werden; nach
4-monatiger Aufbewahrung wurden noch 75 % der Ausgansgsaktivitat detektiert. Dagegen
brachte eine 3-tagige Lagerung bei 4°C einen 48% igen Aktivitatsverlust mit sich. Das Enzym
wurde unmittelbar nach Durchfuhrung der Reinigung unter den oben genannten
Bedingungen eingefroren oder direkt zur weiteren Charakterisierung eingesetzt.
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2 Identifizierung und Sequenzierung des Novobiocin-Biosynthese-
Clusters aus S. spheroides NCIMB 11891

2.1 Einleitung

Im Rahmen des in unserer Arbeitsgruppe begonnenen Projektes zur ldentifizierung des
Novobiocin-Biosynthese-Clusters wurde durch L. Heide eine Cosmidbank des
Novobiocinproduzenten S. spheroides NCIMB 11891 im SuperCos 1-Vektor hergestellt. Die
Klonierungsstrategie des Clusters basierte auf einem Screening mit einem dNDP-Glucose-
4,6-Dehydratase-Gen. Die Struktur des Novobiocins enthalt unter anderem eine
6-Desoxyhexose (Ring C), an deren Biosynthese im allgemeinen dNDP-Glucose-4,6-
Dehydratasen beteiligt sind (Liu et al. 1994; Piepersberg, 1994). Mit Hilfe von degenerierten
Primern aus konservierten N-terminalen Bereichen von dTDP-Glucose-4,6-Dehydratasen
(Decker et al. 1996) konnten Uber PCR aus genomischer DNA von S. spheroides zwei
unterschiedliche Fragmente durch Z. Wang amplifiziert werden (554 bp und 537 bp), die
Uber Sequenzvergleiche als putative dTDP-Glucose-4,6-Dehydratasen identifiziert werden
konnten. Das Screening der Cosmidbank mit diesen beiden homologen Dehydratase-
Sonden flhrte zur Detektion von zwei unterschiedlichen Cosmidgruppen 1 und 2 mit jeweils
vier Uberlappenden Cosmiden.

Zur Uberpriifung, welche der beiden Cosmidgruppen die gesuchten Biosynthesegene des
Novobiocins enthalt, wurden im weiteren folgende Ansatze verfolgt:

Random-Sequenzierungen innerhalb beider Cosmidgruppen im Rahmen dieser Arbeit sollten
Hinweise auf das Vorliegen von Novobiocin-Biosynthesegenen und eventuell
Resistenzgenen liefern.

Parallel wurde durch A. Mihlenweg ein Screening der beiden Cosmidgruppen mit einer
homologen Sonde aus Bereichen des gyrB*-Resistenz-Gens durchgefiihrt, welches schon in
den 80er Jahren von Thiara und Cundliffe (Thiara und Cundliffe, 1988 und 1993) identifiziert
worden war.

2.2 Charakterisierung und Analyse der Cosmide 9-6G und 10-9C

Erste Sequenzierarbeiten wurden am Cosmid 9-6G aus Cosmidgruppe 1 nach
Subklonierung mit dem Restriktionsenzym EcoRI durchgefuhrt. Gleich zu Beginn konnten
Uber einen sequenzierten Bereich von 371 bp des Subklons p9-6GE1 hohe Homologien zum
Novobiocin-Resistenzgen gyrB® (Thiara und Cundliffe, 1993) festgestellt werden. Dieses
Ergebnis liel3 vermuten, dal® Cosmidgruppe 1 die gesuchten Novobiocin-Biosynthese-Gene
tragt.

Aus dieser vorliegenden gyrBR-Sequenz wurde durch A. Mihlenweg mittels PCR das
entsprechende Fragment aus genomischer DNA von S. spheroides amplifiziert, kloniert und
als homologe Sonde zur Southern Hybridisierung der beiden Cosmidgruppen eingesetzt
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(Dissertationsschrift A. Mihlenweg, 1999). Es konnte eindeutig gezeigt werden, dal} das
Novobiocin-Resistenzgen gyrBF lediglich auf Cosmiden der Gruppe 1 lokalisiert war.

Zur weiteren Charakterisierung der Cosmidgruppe 1 wurden Restriktionskartierung, die in
dieser Arbeit etablierte Methode der nicht-radioaktiven Hybridisierungskartierung und DNA-
Sequenzanalysen eingesetzt.

2.21 Restriktionskartierung und Hybridisierungskartierung

Erste Ergebnisse der durch Z. Wang durchgefiuhrten Restriktionskartierung mit den
Restriktionsenzymen EcoRI, Bglll, Xhol, Notfl und Hindlll ergaben, dal3 von den 4
Uberlappenden Cosmiden die Cosmide 9-6G und 10-9C mit etwa 58 kb den gesamten
Bereich aller Cosmide abdeckten. Eine genaue Kartierung dieser beiden Cosmide fur die
Restriktionsenzyme EcoRI und Bglll lieferte die auf Southern-Hybridisierung basierende
Cosmid-Kartierungs-Methode. Eine genaue Beschreibung dieser Methode ist in Kapitel IlI
4.8.6 zu finden. Die durch Hindlll-Restriktionsverdau im SuperCos 1-Vektor linearisierten
Cosmide wurden mit EcoRI bzw. Bglll partialverdaut, gelelektrophoretisch aufgetrennt und
nach Blotten mit den Kartierungssonden SuperCos 1-T3 bzw. SuperCos 1-T7 hybridisiert. Da
die beiden Cosmide im mittleren Bereich ebenfalls eine Hindlll-Schnittstelle aufwiesen, war
keine vollstandige Kartierung von beiden Seiten, sondern jeweils nur eine Analyse mit der
entsprechenden Sonde bis zur Hindlll-Schnittstelle moglich.

In Abb. 12 und Abb. 13 ist ein typischer Partialverdau nach gelelektrophoretischer
Auftrennung und die Southern Hybridisierungen der mit EcoRI und Bglll-partialverdauten
Cosmide 9-6G und 10-9C dargestellt.
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Abb. 12: Kartierungsanalyse der Cosmide 9-6G und 10-9C mit EcoRl.

A. Partieller EcoRI-Restriktionsverdau der Cosmide 9-6G und 10-9C. Die
Cosmide wurden mit unterschiedlichen Restriktionsenzymmengen wie unter Il 4.8.1
beschrieben partialverdaut. Die mit 0,13 U EcoRIl/ug DNA verdaute DNA wurde zur
Kartierung wie in Kapitel 11l 4.8.6 beschrieben eingesetzt.

B. Southern Hybridisierungen der EcoRl-partialverdauten Cosmide.
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Abb. 13: Kartierungsanalyse der Cosmide 9-6G und 10-9C mit Bglil.

A. Partieller Bglll-Restriktionsverdau der Cosmide 9-6G und 10-9C. Die Cosmide
wurden mit unterschiedlichen Restriktionsenzym-Mengen wie unter Il 4.8.1
beschrieben partialverdaut. Die mit 0,063 U Bglll/ug DNA verdaute DNA von Cosmid
9-6G bzw. 0,15 U Bglll/[ug DNA verdaute DNA von Cosmid 10-9C wurde zur
Kartierung wie in Kapitel 1l 4.8.6 beschrieben eingesetzt.

B. Southern Hybridisierungen der Bglll-partialverdauten Cosmide.

Die Lange der einzelnen detektierten DNA-Fragmente reprasentiert den Abstand der
spezifischen Restriktionssschnittstellen von der T3- beziehungsweise T7-Promotor-Seite der
Cosmid-Klone. Eine Zusammenfassung der aus den Southern Hybridisierungen, erhaltenen
Ergebnisse ist unter Beriicksichtigung von Restriktionskartierungen und Sequenzanalysen in
Tab. 32 und dargestellt.
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Tab. 32: Zusammenfassung der durch Southern Hybridisierung erhaltenen Ergebnisse
der Cosmid-Kartierung. Die Tabelle enthalt eine Auflistung der nach Southern
Hybridisierung mit den Hybridisierungssonden SuperCos 1-T7 beziehungsweise —-T3
detektierten Fragmente fur die Cosmide 9-6G und 10-9C. Die Lage der EcoRI- und Bglll-
Schnittstellen der kartierten genomischen DNA aus S. spheroides NCIMB 11891 in Bezug
auf den T7-Promotor des SuperCos1-Vektors ist unter Berlcksichtigung der nach
vollstandigem Restriktionsverdau erhaltenen FragmentgrofRen und den aufgefihrt. Die mit
Stern gekennzeichneten Fragmente stellen SuperCos 1-Fragmente ohne Insert dar. n.d. =
nicht detektiert.

EcoRI-Kartierung

Lage der Fragmente in Bezug
auf den T7- Pomotor

detektierte Fragmente nach
Southern Hybridisierung

Kartierungssonde

[kb] [kb]
Cosmid 9-6G Cosmid 10-9C |Cosmid 9-6G | Cosmid 10-9C
SuperCos 1-T7 245 10,96 13,5 10,1
17,0 2,2 (%) 10,1 9,7
2,2 (%) 9,7 2,7
SuperCos 1-T3 23,2 32,58 0,8 2,1
14,3 25,5 0,5 4.2
13,2 22,9 2,7 14
12,7 20,75 2,1
9,7 17 3,0
75 4,5 (%)
4,5 ()

Bglll-Kartierung

Kartierungssonde

detektierte Fragmente nach
Southern Hybridisierung

Lage der Fragmente in Bezug
auf den T7- Pomotor

[kb] [kb]
Cosmid 9-6G Cosmid 10-9C |Cosmid 9-6G | Cosmid 10-9C

SuperCos 1-T7 24,95 11,8 25,6 10
SuperCos 1-T3 22,75 31,6 7,2 7,2
21,379 26,7 3,8 3,8
13,91 23,6 5,6 5,6

10,0 17,9 0,9 (n.d.)
4,5 13,6 4.4
52 10

Die Cosmid-Kartierungsmethode erlaubte zum Teil die Ermittlung von Restriktions-
schnittstellen-Abstanden von weniger als 1 kb. Dies konnte jedoch nicht mehr flr
Hybridisierungssignale mit einer GroRe von mehr als 15 kb erreicht werden, da sich in
diesem Bereich die Trennleistung der 0,4 % igen Agarosegele als limitierender Faktor
erwies. Die in Abb. 14 dargestellte Kartierung ist deshalb auch durch die Ergebnisse der
spateren Sequenzanalyse (s. 2.2.2) erganzt.

Die Orientierung der einzelnen groRen EcoRI-Fragmente innerhalb der Cosmide konnte nicht
vollstdndig durch die Kartierung und die Sequenzanalyse ermittelt werden, da sich die
Restriktionsschnittstellen oftmals in intergenischen Bereichen befanden oder die erhaltenen
Sequenzdaten keine eindeutigen Zuordnungen zulieen. Durch PCR-Amplifikation mit
jeweils drei spezifischen Primern konnten eindeutige Resultate in Bezug auf die jeweilige
Subklon-Orientierung erzielt werden. Die PCR-Reaktionen wurden mit Primern aus




IV Ergebnisse 73

Randbereichen der benachbarten Fragmente durchgefihrt, wobei ein Primer des
entsprechenden Fragmentes stets mit beiden Primern des benachbarten Fragmentes
kombiniert wurde. Das Primerdesign wurde dabei so ausgewahlt, dal je nach Orientierung
der Fragmente unterschiedlich groRe PCR-Produkte zwischen 300 und 1500 bp amplifiziert
wurden. Die einzelnen Primer sind im Kapitel Il 4.8.7.1 aufgefiihrt; ihre Lage innerhalb der
Gesamtsequenz ist in Abb. 14 und im Anhang, Abschnitt VII 2 dargestellt.

Mit den in Tab. 33 aufgefihrten Ergebnissen konnte der Nachweis fir die Orientierung der
entsprechenden EcoRI-Subklone erbracht werden. Die Orientierung von p10-9CE2 und
p10-9CE1 lag durch bisherige Ergebnisse schon vor und sollte lediglich bestatigt werden.

Tab. 33: Ermittlung der Subklon-Orientierung innerhalb der Cosmide durch
spezifische PCR-Amplifikation.

Primer Primerursprung theoretisch méglich detektierte PCR-
Kombination PCR-Produktgrofe Produkt-GroRe
MS2-MS3-MS4 MS2: p9-6GE9 MS2-MS4 1013
MS3: p9-6GE9 MS3-MS4 634 650
MS4: p9-6GE2
MS7-MS8-MS9  MS7: p9-6GE6 MS7-MS8 744 820
MS8: p9-6GES MS7-MS9 321
MS9: p9-6GES
MS11-MS12 MS11: p10-9CE2 782 850

MS12: p10-9CE1

Auf der Basis der ausgewerteten Daten konnte eine in Abb. 14 dargestellte Restriktionskarte
erstellt werden, welche einen etwa 58 kb grof3en, genomischen DNA- Bereich von S.
spheroides NCIMB 11891 reprasentierte.

Dehydratase-
Sonde gyrBR-Sonde
1kb E E EEEE Ey E E
— [ 1< 11" o | e
= < > <
| | MS3 H ég Bg Bdmssmsg BlgIBg MS12 lBg ég
N N N N
E E E EEEE E E
[ p9-6GE4 | p9-6GE2 | p9-6GE9 Il | Boo-65E6]sssces | po-6GE7 9-6G
E E EEEE E E E
| l 111 [ | l 2:9A
E E EEEE E E E
| l (] [ | l 2-6G
E E EEEE E E E E
| | 1L ] ferosce2 | p10-9CE1 | 109cC

Abb. 14: Restriktionskarte der mit dNDP-Glucose-4,6-Dehydratase- und gyrBR-Sonde
hybridisierenden Cosmide. Restriktionsenzyme wurden wie folgt abgekirzt: Bg = Bglll,
E = EcoRI, H = Hindlll, N = Notl. Die Lage der mit der homologen dNDP-Glucose-4,6-
Dehydratase- und gyrB"-Sonde hybridisierten EcoRI-Fragmente und ebenso der zur
Kartierung ausgewahlten Primer ist entsprechend gekennzeichnet. Aus den Cosmiden 9-6G
und 10-9C wurden die in der Graphik bezeichneten EcoRI-Subklone hergestellt.
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2.2.2 Sequenzierung der Cosmide 9-6G und 10-9C

Zur weiteren molekularbiologischen und biochemischen Charakterisierung des Novobiocin-
Biosynthese-Clusters wurde das Cosmid 9-6G vollstandig, und Bereiche des Cosmids 10-9C
partiell sequenziert. 6,5 kb des Cosmids 9-6G wurden im Rahmen der Dissertationsarbeit
von A. Muhlenweg sequenziert. 30,5 kb des insgesamt 53,1 kb umfassenden sequenzierten
Bereiches wurden doppelstrangig sequenziert. Dazu wurden die kartierten 0,5 - 14 kb
grolten EcoRI-Fragmente der Cosmide 9-6G und 10-9C in den Vektor pBSK(-) kloniert,
welche wiederum gegebenenfalls nach Restriktionsverdau mit BamHI, Bglll, Kpnl, Ncol, Notl,
Sacll, Sall und Smal im GroRenbereich zwischen 0,2 und 5 kb weiter in die
Klonierungsvektoren pB SK(-), pBC SK(-) oder Litmus 28 subkloniert wurden. Die
Herstellung von Uber benachbarte EcoRI-Fragmente uberlappenden Subklonen erfolgte
nach Subklonierung mit Hindlll — Notl und Bglll. Erste Sequenzierarbeiten erfolgten wie unter
Il 4.9 beschrieben, ein Grolteil der Nukleotidsequenz wurde jedoch durch
Auftragssequenzierung durch die Firma MWG-Biotech (Ebersberg) ermittelt. Es wurden
jeweils Universal-Primer (T3, T7, M13-reverse, M13-univers) und interne Primer eingesetzt.
Die Erstellung der Gesamtsequenz erfolgte nach  Auswertung von 132
Einzelsequenzierreaktionen mit den in Kapitel 11l 4.9.4 aufgeflhrten Software-Programmen.
In Abb. 15 ist die Sequenzierungsstrategie und die Lage der detektierten offenen
Leserahmen innerhalb der untersuchten Cosmide zusammengefal’t. 25,6 kb des
doppelstrangig sequenzierten Bereiches (novA bis gyrBY) sind in der Datenbank GenBank
unter der Datenbanknummer AF170880 hinterlegt. Die Gesamt-DNA-Sequenz ist im Anhang
unter Abschnitt VII 2 aufgefuhrt.

Die DNA wies den fur Streptomyceten typischen GC-Gehalt von 68,7 % auf (Wright und
Bibb, 1992). Die Sequenzanalyse offenbarte das Vorliegen von 42 offenen Leserahmen
(ORF), von denen 38 vollstandig sequenziert wurden. Zusammenfassend ist in Tab. 34 eine
Auflistung aller detektierten offenen Leserahmen mit den durch Homologievergleich
zugewiesenen moglichen Funktionen aufgeflihrt. Die Auflistung enthalt zusatzlich die fir eine
Ribosomen-Bindungsstelle in Frage kommende Shine-Dalgarno-Sequenz (Bibb und Cohen,
1982; Strohl, 1992).
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Abb. 15: Sequenzierung der Cosmide 9-6G und 10-9C und Restriktionskarte mit Anordnung der detektierten offenen Leserahmen. A. Ubersicht der
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Tab. 34: Zusammenfassung der auf den Cosmiden 9-6G und 10-9C identifizierten Gene
und ihrer putativen Funktionen. Noch unvollstandig sequenzierte, offene Leserahmen sind
mit *, nicht sequenzierte Shine-Dalgarno-Bereiche sind mit ** gekennzeichnet. Nukleotide,
die zum 3-Ende der 16S-rRNA (3-UCUUUCCUCCACUAG-5) (Bibb und Cohen, 1982)
komplementar sind, wurden unterstrichen. Vermutete Startcodons sind fett hinterlegt. Im
Falle nur geringer Homologien ist ein (?) angegeben. Putative Funktionen innerhalb der
Novobiocin-Biosynthese sind durch die im postulierten Biosyntheseschema (s. Abb. 35)
gekennzeichneten romischen Zahlen dargestellt.

Gen Gen- mogliche Shine-Dalgarno-Sequenz | Homologien zu mogliche Referenz
produkt- Funktion
GroRe innerhalb
[Amino- der Novo-
sduren] biocin-Bio-
synthese
orf15 |~ GCGCAGGCGCCGGAGCATGTCGTG | unbekannt unbekannt -
orf16 | 351 TCGGGGCCGAAGCGAGGCAAGATG | Helicase (?) unbekannt Redenbach et
al. 1996
orf17 |240 ATCATGCGGGGACGACGATGATG hypothetisch, unbekannt -
unbekannt
orf 11 | 595 GGAAGAGATCGAGGAATCCGCATG ABC-Transporter Novobiocin- Beyer et al.
(Strw) Export (?) 1996
orf 10 | 620 TCCACGACTCACTGGGACGTCATG ABC-Transporter Novobiocin- Beyer et al.
(StrV) Export (?) 1996
orf 18 | 380 GGTACCCGTGATGGGACGTCCGTG unbekannt unbekannt Redenbach et
(integrales al. 1996
Membranprotein)
orf 14 | 346 CCAAGGTCTCAGGAGGGCGCCGTG Regulator (?) unbekannt Redenbach et
al. 1996;
Raibaud et al.
1991
orf 9 1294 AACGGAAGGCATGGGACCAGATG Subtilisin-ahnliche unbekannt Suzuki et al.
Protease 1997
nov21|494 CGTCAGCTCCTCTGGAGGCTTCATG Oxidoreduktase (?) unbekannt Nomura et al.
1992;
Redenbach et
al. 1996;
Nakatsu et al.
1997
nov20 | 156 GTAGTCCTGTTATTATTCCGCCATG Regulator (?) unbekannt Redenbach et
al. 1996
novA |635 AAGCCCTCTCGAAGGAGCCCATG ABC-Transporter Resistenz (?) van Wangen-
dingen et al.
1998
novB | 284 TTGTCCGGGTTAGCGTGCCCGCATG | Aminodesoxy- unbekannt Cole et al.
chorismat-Lyase (?) 1998;
Tomb et al.
1997
novC |352 GCGGCGCGGGGAATACAGGACATG Oxidoreduktase (?) unbekannt Redenbach et
al. 1996
novD | 143 CCCGCCGCCGGGACGGCAGGATG hypothetisch unbekannt Cole et al. 1998
novE | 217 CCGAGGGGAAGAGAGGCATCGTG LmbU aus unbekannt Peschke et al.
Streptomyces 1995
lincolnensis
novF |362 AAGGGATTGCGGGAGATCAATG Oxidoreduktase unbekannt Redenbach et
al. 1996; van
Wageningen et
al. 1998
novG | 318 ATTAAGTCCTATGGGGGTTACATG Regulator (?) Regulator (?) Distler et al.
1987
novH | 600 GGAGACTTAAGGGGGAAGTTTG Peptidsynthetase Ring B- van Wangen-
Biosynthese (?) | dingen et al.
(X) 1998
novl |407 CGACCCTCGAGGAGTGAGAGATG Cytochrom Paso Ring B- Lauer et al.
Biosynthese (?) | 2000
(X)
novdJ |262 GGGGCGGGGAGGCGTGCGGATG 3-Ketoacyl-[ACP]- Ring B- Shen und
Reduktase Biosynthese (?) | Byers, 1996

(X1)
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Fortsetzung Tab. 34: Zusammenfassung der auf den Cosmiden 9-6G und 10-9C
identifizierten Gene mit putativer Funktion.

novK | 244 CACGTCGACGGCGGTCGGCCATG | 3-Ketoacyl-[ACP]- Ring B-Biosyn- | Redenbach et
Reduktase these (?) (XII) al. 1996
novL |527 TTCGCGAAAGGTAGCCACTGGTG Novobiocinsaure- Amidbindung Redenbach et
Synthetase (V1) al. 1996
novM | 379 ACAGGTGAGGTGGGTCATTCGATG | Glycosyltransferase Glykosylierung | Fernandez et
(v al. 1998
Westrich et al.
1999
novN | 677 GTGCTCGCAGATTGGAACGACATG | Carbamoyltransferase | Carbamoyl- Freiberg et
ierung (IX) al.1997;
Coque et al.
1995;
Luka et al.
1993
novO |230 CCCAACACGAGGGGCATCGAGATG | C-Methyltransferase Ring B- Peschke et al.
Biosynthese 1995
(X
novP | 262 GCCTGGACCCGAGTGAGGGGTG O-Methyltransferase Noviose- Inouye et al.
Biosynthese 1994,
(vhrny Fouces et al.
1999
novQ | 271 TTCGCCCAGGGCGCCACCCTGTG unbekannt unbekannt N
novR | 270 TCGATCACCGGAGGTGCCCGATG Aldolase (?) Ring A- Redenbach et
Biosynthese al. 1996
novS | 288 CATGGAGCCCGCGCTCCCGTCATG | dTDP-4-Keto-6- Noviose- Pissowotzki et
Desoxyhexose- Biosynthese al. 1991;
(V) Draeger et al.
Reduktase 1999
novT |336 AGAGAAAGGAGGGGCCGCAGATG dTDP-Glucose-4,6- Noviose- Linton et al.
Dehydratase (E?:;)Synthese 1995
novU |420 TCCATGAGGGGAAGGAAGAAATG C-Methyltransferase Noviose- Haydock et
Biosynthese al.,1991;
(V) Gaisser et al.
1998
novV | 297 GATCGCCGAGGGGGTCGCTGGTTG | dTDP-1-Glucose- Noviose- Ma et al. 1997
Synthase (Bli)OSynthese
novW | 207 GTTGAAGGAGGTGAAGCCGTCGTG | dTDP-4-Keto-6- Noviose- Pissowotzki et
Desoxyglucose-3,5- Biosynthese al. 1991
Epimerase )
gyrBR 677 CCATGCCCGAAAGAGAGTTTCCGTG | resistente Gyrase B Resistenz Thiara und
Cundliffe, 1993
orf13 |318 CCACGCGTACGCTGGCACCGTG Transkriptions- unbekannt Ohnishi et al.
regulator (?) 1999
orf7 332 CGCGAAAGGACAACCCCTCATG Glycerinaldehyd-3- unbekannt Kormanec et al.
phosphat- 1995
Dehydrogenase
orfé 219 GCCGGCCGCAGTGTCGCGATCGTG | ATP-Bindeprotein unbekannt Abouhamad
eines Oligopeptid- 111834Manson,
Transporters Alloing et al.
1990
orfs |* ** ATP-Bindeprotein unbekannt Perego et al.
eines Oligopeptid- 1991
Transporters
orf4 * ACCGGCCAGGAGGGCCGTCTTGTG | Substrat-Bindeprotein | unbekannt Perego et al.
eines Dipeptid- 1991
Transporters
orf1t | 307 GCTGGCGGGGGGATACCTGCCGTG | Substrat-Bindeprotein | unbekannt Schidsser et al.
eines Zucker- 1999
Transporters (?)
orf2 |268 CCATCTGCCGCAGTACGTAGCCGTG | ATP-Bindeprotein unbekannt Schiésser et al.
eines Zucker- 1999
Transporters (?)
orf3 * CACGACCAAGGAGGACGCCCGATG ATP-Bindeprotein unbekannt Schlésser et al.

eines Zucker-
Transporters (?)

1999
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Eine ausfuhrlichere Auswertung der Nukleotid-Sequenz wird im folgenden fir diejenigen
Gene aufgefuhrt, denen eine mdogliche Funktion innerhalb des postulierten Novobiocin-
Biosynthese-Schemas zugeordnet werden konnte und erfolgt gemal der funktionellen
Einteilung ihrer Genprodukte.

2.2.2.1  Enzyme der Desoxyzucker-Biosynthese

Innerhalb eines Bereiches von 4,8 kb direkt stromaufwérts des Resistenzgens gyrB®
befinden sich finf offene Leserahmen, von denen vier mit hoher Wahrscheinlichkeit einer
Funktion innerhalb der Biosynthese des Desoxyzuckers Noviose zugeordnet werden kénnen.
Ein hypothetisches Biosyntheseschema (siehe auch Kapitel V, Abb. 35) umfaldt
Nukleotidylierung von Glucose-1-phosphat durch eine dTDP-1-Glucose-Synthase (NovV),
Umsetzung der dTDP-Glucose zu dTDP-4-Keto-6-Desoxyglucose mittels einer
dTDP-Glucose-4,6-Dehydratase  (NovT), 3,5-Epimerisierung  (dTDP-4-Keto-6-Desoxy-
glucose-3,5-Epimerase, NovW) und 4-Ketoreduktion (dTDP-4-Keto-6-Desoxyhexose-
Reduktase, NovS). Das Genprodukt von novU weist mit 36 % ldentitdt Homologien zu einer
C-Methyltransferase aus Saccharomyces erythraea (Haydock et al. 1991; Gaisser et al.
1998) auf und kénnte eine Rolle bei der Methylierung des Desoxyzuckers an C-5" spielen.

Eine detaillierte Auswertung der flr novT, novU, novV und novW erhaltenen
Nukleotidsequenzen findet sich in der Dissertationsschrift von A. Mihlenweg (1999).

dTDP-4-Keto-6-Desoxyhexose-Reduktase:

Der 867 bp groRe ORF novS codiert flr ein abgeleitetes Genprodukt von 288 Aminosauren
mit einem Molekulargewicht von 31,7 kDa. Die Datenbankanalyse ergab hohe Ahnlichkeiten
zu dTDP-4-Keto-6-Desoxyhexose-Reduktasen aus Streptomyces griseus (Pissowotzki et al.
1991) (ldentitét 53 %) und Streptomyces antibioticus (Draeger et al. 1999) (Identitat 55 %),
welche an der Desoxyzucker-Biosynthese des Aminoglykosids Streptomycin beziehungs-
weise der Polyketid-Antibiotika Oleandomycin und Granaticin beteiligt sind.

Die Sequenz von NovS enthalt Ahnlichkeiten zu einem hochkonservierten Glycin-reichen, N-
terminalen Motiv, welches die pap-Rossmannfalte Nukleotid-bindender Enzyme
reprasentieren kénnte (Rossmann et al. 1975, Wierenga et al. 1985). Weiterhin konnte das
fur die Superfamilie der NAD(P)(H)-abhangigen Oxidoreduktasen charakteristische YxzK-
Motiv (x= beliebige Aminosaure) (Labesse et al. 1994; Jornvall et al. 1995) in NovS detektiert
werden. Dieses Motiv befindet sich im aktiven Zentrum. Die katalytischen Tyrosin- und Lysin-
Reste agieren als Protonen-Donor, wobei Lysin mit der Hydroxylgruppe der Nicotinamid-
Ribose des Cofaktors, und Tyrosin mit der des Substrates interagiert. Eine ldentifizierung
von NovS als dTDP-4-Keto-Rhamnose-Reduktase kdnnte durch den entsprechenden
Funktionsnachweis erfolgen.
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2.2.2.2 Glycosyltransferase

Die abgeleitete Aminosaure-Sequenz von novM (1140 bp, 379 Aminosauren) liel3
ausgepragte Homologien zu einer Vielzahl von Glycosyltransferasen erkennen, darunter zu
der im Mithramycin-Biosynthese-Cluster von Streptomyces argillaceus (Fernandez et al.
1998) lokalisierten oder der im Landomycin-Produzenten Streptomyces cyanogenus
(Westrich et al. 1999) detektierten Glycosyltransferase. Fur das Enzym aus Streptomyces
argillaceus konnte ein funktioneller Nachweis durch Geninaktivierungsexperimente erbracht
werden. Die Identitdt mit NovM auf Proteinebene betrug 45 % beziehungsweise 41 %. Das
fur UDP-Glycosyltransferasen charakteristische Motiv HHGGxxT (x = variable Aminosaure)
(Fernandez et al. 1998) konnte auch innerhalb des C-terminalen Bereiches der NovM-
Sequenz gefunden werden. Das Genprodukt von novM katalysiert mit hoher
Wahrscheinlichkeit die Glykosylierungsreaktion innerhalb der Novobiocin-Biosynthese.

2.2.2.3 Oxidoreduktasen

Im Bereich der Cosmide 9-6G und 10-9C konnten insgesamt 6 offene Leserahmen mit
Homologien zu Oxidoreduktasen entdeckt werden, Uber deren Funktion innerhalb der
Novobiocin-Biosynthese keine sichere Aussage moglich ist. Das fur eine putative Bap-
Rossmannfalte charakteristische Motiv. GxGxxG (x = beliebige Aminosaure) der
NAD(P)*/NAD(P)H-Bindedoméne konnte im N-terminalen Bereich aller ORFs mit Ausnahme
von novC und novl gefunden werden.

nov21:

Die vom 1485 bp groRen ORF nov21 abgeleitete Aminosduresequenz besitzt 29 % ldentitat
zu einer putativen Oxidoreduktase aus Streptomyces coelicolor A3(2) (Redenbach et al.
1996). Jeweils 28 % und 27 % Identitat wurden weiterhin zu Dehydrogenasen des Phthalat-
und Chlorobenzoat-Katabolismus in Pseudomonas putida (Nomura et al. 1992) und
Alcaligenes sp. (Nakatsu et al. 1997) gefunden. Die Funktion von Nov21 fur die Novobiocin-
Biosynthese ist unbekannt.

novC:

Fiar den 1059 bp langen ORF novC, der fir ein 352 Aminosauren langes Protein mit einer
Molmasse von 37,9 kDa codiert, wurden im Sequenzvergleich auf Proteinebene Homologien
zu einer Vielzahl von Monooxygenasen festgestellt. Mit 46 % Identat konnten die héchsten
Homologien zu einer putativen Monooxygenase aus Streptomyces coelicolor A3(2)
(Redenbach et al. 1996) beobachtet werden. Auch hier liegt kein Hinweis fir eine
offensichtliche Beteiligung von NovC innerhalb der Novobiocin-Biosynthese vor.

novF:

Die aus novF (1089 bp) abgeleitete Aminosauresequenz zeigte im Homologievergleich 44 %
Identitédt zu einer putativen Prephenat-Dehydrogenase aus Streptomyces coelicolor A3(2)
(Redenbach et al. 1996) und 43 % Identitat zu einer moglichen Prephenat-Dehydrogenase
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aus Amycolatopsis orientalis (van Wageningen et al. 1998). Durch Prephenat-
Dehydrogenasen wird in einem der letzten Schritte der L-Tyrosin-Biosynthese Prephenat zu
4-Hydroxyphenylpyruvat (4HPP) umgesetzt (Ahmad und Jensen, 1988). 4HPP stellt mit
hoher Wahrscheinlichkeit ein Intermediat der Ring A-Biosynthese dar. Im Rahmen dieser
Arbeit konnte eine 4HPP Dimethylallyltransferase identifiziert werden (siehe 1), die
angesichts ihrer hohen Substratspezifitat fur 4HPP wahrscheinlich die Isoprenylierungs-
reaktion innerhalb der Ring A-Biosynthese katalysiert. Durch Futterungsversuche mit
L-["*C]-Tyrosin konnten Bunton und seine Mitarbeiter zeigen, daR Tyrosin mit hoher Effizienz
in das 4-Hydroxybenzoesaure-Derivat inkorporiert wird (Bunton et al. 1963). Durch weitere
Untersuchungen mufte geklart werden, ob 4HPP auch direkt aus dem Shikimat-Chorismat-
Weg in Ring A eingebaut wird, und ob die Funktion von NovF tatsachlich in der Umwandlung
von Prephenat in 4HPP besteht.

novl:

Fir das vom 1224 bp groRen ORF nov/ abgeleitete, 407 Aminosauren lange Produkt wurden
signifikante Homologien zu Enzymen der Cytochrom P450-Superfamilie, darunter zu NikQ
aus Streptomyces tendae (40 % Identitdt) (Lauer et al. 2000), Orf20 aus dem
Chloroeremomycin-Produzenten Amycolatopsis orientalis (38 % ldentitat) (van Wageningen
et al. 1998) und zu P-450lin aus Pseudomonas incognita (36 % ldentitat) (Ropp et al. 1993)
beobachtet. NikQ wurde durch Insertionsinaktivierungs- und Komplementationsexperimente
eine Funktion innerhalb der 4-Formyl-4-imidazolin-2-on-Bildung wahrend der Biosynthese
des Peptidyl-Nukleosid-Antibiotikums Nikkomycin X zugeschrieben. Dabei wurde vermutet,
dall NikQ bifunktionell fir die B-Hydroxylierung von L-Histidin und die daran anschlielende
Fragmentierung zu 4-Formyl-4-imidazolin-2-on verantwortlich sein kénnte. Die Biosynthese
des Chloroeremomycins erfordert zwei 3-Hydroxylierungsschritte an Tyrosin-Rest 2 und 6,
woran das Produkt von orf20 beteiligt sein kdnnte. Bei P-450lin handelt es sich nachweislich
um eine 8-Methyl-Linalool-Hydroxylase. Das Enzym konnte aktiv in E. coli exprimiert und
gereinigt werden.

Die Biosynthese der Aminocumarin-Einheit des Novobiocins erfolgt tiber die Vorstufe Tyrosin
(Bunton et al. 1963; Clavert et al. 1972). Dabei stammt die Aminogruppe des Ring B aus
dem Tyrosin. Ebenso bleibt das heterocyclische Sauerstoffatom des Aminocumarins aus der
Carboxylgruppe des Tyrosins erhalten, wie Inkorporationsexperimente mit Carboxyl-['20]-
Tyrosin zeigten. Es wurde vermutet, dal® der Ringschlul} Uber eine oxidative Cyclisierung
erfolgt. Die Biosynthese des 3-Amino-4,7-dihydroxycumarins koénnte also nach
stereospezifischer Einflihrung einer B-Hydroxyl-Gruppe Uber Oxidation und oxidative
Cyclisierung ablaufen. Novl stellt einen mdglichen Kandidaten fir die besagte [-
Hydroxylierungsreaktion dar. Bakterielle Cytochrom P450-Enzyme der Klasse | nutzen zwei
weitere Komponenten fur den Elektronen-Transport wahrend der Monooxygenase-Reaktion:
eine FAD-abhangige Reduktase, die die Elektronen vom NAD(P)H empfangt und ein Eisen-
Schwefel-Ferredoxin, welches die Elektronen weiter von der Reduktase zum Substrat-
bindenden Cytochrom P450 Ubertragt (Munro und Lindsay, 1996). Unmittelbar stromabwarts
von novl wurden zwei Gene, novJ und novK, mit Homolgien zu 3-Ketoacyl-[Acyl-Carrier-
Protein]-Reduktasen gefunden; ein fur Ferredoxin codierendes Gen konnte nicht innerhalb
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des sequenzierten Bereiches detektiert werden. Mdglicherweise kdnnen beide Komponenten
durch andere Redoxsysteme ersetzt werden (O’Keefe and Harder, 1991). Erkenntnisse
durch Inaktivierungsexperimente  sowie ein biochemischer Nachweis der
Hydroxylierungsreaktion kénnten zur weiteren Klarung der postulierten Reaktionsfolge
beitragen.

novdJ und novK:

Die abgeleitete Aminosaure-Sequenz von novdJ (789 bp) codiert flr ein 262 Aminosauren
langes Protein mit einem Molekulargewicht von 26,8 kDa, die von novK (735 bp) flr ein 244
Aminosauren langes Protein der Molmasse 25,6 kDa. novK ist unmittelbar hinter novJ
lokalisiert, wobei das Startcodon von novK teilweise mit dem Stopcodon von novJ uUberlappt.
Beide abgeleiteten Genprodukte weisen Homologien zu 3-Ketoacyl-[Acyl-Carrier-Protein]-
Reduktasen der Fettsaure-Biosynthese auf, welche die Reduktion des uUber einen
Phosphopantethein-Cofaktor an das Acyl-Carrier-Protein (ACP) gebundenen Ketoacyl-
Restes zum entsprechenden Hydroxyacyl-ACP katalysieren. 46 % der Aminosduren von
Nowvd sind identisch zu FabG aus Vibrio harveyi (Shen und Byers, 1996). Vergleichsweise
geringere Homologien wurden fir NovK zum entsprechenden Enzym in Streptomyces
coelicolor A3(2) mit 38 % Identitat (Redenbach et al. 1996) gefunden. NovdJ und NovK sind
zu 35 % identisch. Das konservierte Motiv GxxxGxG (x=variable Aminosaure) der
NAD(P)*/NAD(P)H-Bindungsstelle (Jérnvall et al. 1995) innerhalb der Familie der
kurzkettigen Dehydrogenasen/Reduktasen (short-chain dehydrogenases/reductases, SDR)
tritt auch in der Sequenz der abgeleiteten Genprodukte auf.

Die Biosynthese der Aminocumarin-Einheit (Ring B) erfolgt wie schon beschrieben
ausgehend von Tyrosin, und das gegenwartig postulierte Biosyntheseschema umfalit die
Aktivierung des Tyrosins mit anschlieRender Hydroxylierung an C-3, Oxidation, sowie eine
oxidative Cyclisierung (siehe auch novl). Demzufolge koénnten die beiden letzten
Reaktionsschritte durch die Genprodukte von novJ und novK katalysiert werden, zumal
ahnliche Gene mit mehr als 90 % Identitat auf Nukleotidebene sich auch im Coumermycin
A1-Biosynthesecluster befinden (persdnliche Mitteilung, Z. Wang). Die Hypothese bedarf
weiterer experimenteller Bestatigung wie z.B. durch entsprechende Inaktivierungs-
experimente oder durch Identifizierung der jeweiligen Intermediate beim funktionellen
Aktivitatsnachweis.

2.2.2.4  Methyltransferasen

In Futterungsexperimenten mit L-[*C]-Methionin an Streptomyces niveus konnte eine
10 % ige Einbaurate ins Novobiocin-Gertist beobachtet werden, wobei eine gleichmalige
Verteilung des Isotopes zwischen der Methylgruppe an C-8' der Aminocumarin-Einheit und
der Methylgruppen an C-4 und C-5 der Noviose festgestellt wurde (Birch et al. 1960).
Innerhalb des Cosmids 9-6G konnten 3 ORFs (novO, novP und novU) mit Homologien zu S-
Adenosyl-Methionin  (SAM)-abhangigen Methyltransferasen detektiert werden, deren
Beteiligung innerhalb der Novobiocin-Biosynthese in Frage kommen kénnte. Sowohl NovP
als auch NovO wiesen Regionen mit Ahnlichkeiten zu dem an der SAM-Bindung beteiligten
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konservierten Motiv hh(D/E)hGxGxG (h = hydrophobe Aminosaure, x = variable Aminosaure)
(Kagan und Clarke, 1994) auf. Beide Gene sind nebeneinander lokalisiert.

novU:

Der ehemals als nov7 bezeichnete ORF wurde durch Agnes Mihlenweg sequenziert
(MUhlenweg, 1999). Die vom 1263 bp langen ORF novU abgeleitete Aminosauresequenz
(420 Aminosauren, theoretisches Molekulargewicht 45,96 kDa) zeigte signifikante
Homologien (36 % ldentitat) zu einer ANDP-Hexose-3-C-Methyltransferase (TylClll) aus dem
Tylosin-Produzenten S. fradiae (Bate et al. 2000). Des weiteren fanden sich 36 % Identitat zu
der an der Mycarose-Biosynthese beteiligten 3-C-Methyltransferase EryBlll aus
Saccharopolyspora erythraea (Haydock et al. 1991; Gaisser et al. 1998), deren Funktionalitat
durch Punktmutagenese demonstriert werden konnte. Auf3erdem wurden jedoch auch 34 %
Identitdt von NovU zu einer putativen Hydroxylase aus dem Vancomycin-Biosynthese-
Cluster aus Amycolatopsis orientalis (van Wageningen et al. 1998) registriert. Durch
Inaktivierungsexperimente konnten Hinweise fur eine C-Methylierung an Position 5 der
Noviose geliefert werden.

novO:

Ebenso konnten fir das vom 693 bp langen novO codierte 230 Aminosauren lange
Genprodukt (berechnetes Molekulargewicht 25,4 kDa) Homologien zu C-Methyltransferasen
beobachtet werden. Es wurden 27 % Identitdt zum Genprodukt von ImbW, einer putativen
Methyltransferase aus dem Lincomycin-Produzenten Streptomyces lincolnensis (Peschke et
al. 1995) verzeichnet. NovO konnte die C-Methylierung von Ring B katalysieren.

novP:

Datenbankrecherchen ergaben Homologien zu O-Methyltransferasen fur die von novP
(789 bp) abgeleitete Aminosauresequenz (262 Aminosauren, theoretische Molmasse
29,9 kDa). Somit kdnnte NovP in die O-Methylierung der Noviose an C-4 involviert sein. Die
Genprodukte von mycF aus Micromonospora griseorubida (Inouye et al. 1994) und von tylF
aus Streptomyces fradiae (Fouces et al. 1999) besallen die hdchsten Homologien zu NovP
(563 und 49 % Identitat). Die von beiden Streptomyceten gebildeten Makrolide enthalten den
O-methylierten Zucker Mycinose. Fur MycF konnte die Mycinamycin 1ll-O-Methyltransferase-
Aktivitat nach heterologer Expression in E. coli funktionell nachgewiesen werden. Ebenso
wie im MycF-Protein ist das zentrale Glycin innerhalb des SAM-Bindungsstellen-Motives
(VLE/DxGxGxG, x = variable Aminosaure) durch Tryptophan ersetzt.
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2.2.2.5 Carbamoyltransferase

Eine Vielzahl verschiedener Antibiotika und anderer Metabolite des Sekundarstoffwechsels
enthalten Carbamoyl-Gruppen, deren Transfer durch Carbamoyltransferasen katalysiert wird.
Intensive Untersuchungen auf molekularbiologischer und biochemischer Ebene wurden fir
die in der Cephamycin-Biosynthese beteilige 3‘-Hydroxymethylcephem-O-Carbamoyl-
transferase aus Nocardia lactamdurans und Streptomyces clavuligerus (Coque et al. 1995)
durchgefuhrt. Das entsprechende Strukturgen cmcH wurde kloniert, und die Expression in
Streptomyces lividans flihrte zum funktionellen Nachweis der Enzymaktivitat.

Die vom 2034 bp gro3en ORF novN abgeleitete Aminosauresequenz zeigte 29 % |dentitat
zu CmcH. Ebenso wie CmcH wies NovN Homologien zu O-Carbamoyltransferasen aus
Rhizobium sp. (Freiberg et al. 1997) und Bradyrhizobium japonicum (Luka et al. 1993) auf
(45 % und 33 % Identitdt), welche in die Biosynthese von carbamoylierten Lipo-
Oligosaccharid-Nodulations-Faktoren involviert sind. AuRerdem wurden 36 % ldentitat zur
Carbamoyltransferase MmcS aus dem Mitomycin C-Produzenten Streptomyces lavendulae
gefunden (Mao et al. 1999). Die Ergebnisse des Homologieverlgeiches sprechen dafur, daly
NovN die O-Carbamoylierung des 6-Desoxyzuckers an Position C-3 katalysieren kénnte. Die
Carbamyolgruppe der Noviose stammt nachweislich aus CO, (Kominek, 1972), wobei
vermutlich Carbamoylphosphat als Carbamoylgruppen-Donor fungiert.

2.2.2.6  Adenylat-bildende Enzyme

Durch Auswertung der Sequenzdaten konnten 2 Gene mit Homologien zu Vertretern der
Adenylat-bildenden Enzyme gefunden werden (Turgay et al. 1992).

novH:

Der 1803 bp lange ORF novH (Startcodon: TTG) codiert fir ein 600 Aminosauren langes
Genprodukt mit einem berechneten Molekulargewicht von 63,5 kDa und zeigte signifikante
Homologien zu nicht-ribosomalen Peptidsynthetasen. So wurden 46 9% identische
Aminosauren zu PCZA361.18 aus Amycolatopsis orientalis (van Wageningen et al. 1998), 27
% Identitat zur Tyrocidin-Synthetase aus Bacillus brevis (Mootz und Marahiel, 1997) und 26
% Identitdt zur Gramicidin S-Synthetase | aus Bacillus cereus (Kratzschmar et al. 1989)
festgestellt. Nicht-ribosomale Peptidsynthetasen gehdren wie 4-Coumarat:CoA-Ligasen,
Acetyl-CoA-Ligasen, CoA-Synthetasen der langerkettigen Fettsduresynthese und
Luciferasen zur Superfamilie der Adenylat-bildenden Enzyme, deren Gemeinsamkeit sich in
der enzymatischen Aktivierung des Acyl-Substrates in Form eines Acyl-Adenylates aulert
(Trugay et al. 1992). Die meist modular aufgebauten nicht-ribosomalen Peptidsynthetasen
besitzen ebenso wie alle anderen Vertreter dieser Superfamilie ein Adenylierungsmodul mit
mehreren hochkonservierten Motiven, denen bestimmte Funktionen wahrend der Adenylat-
Bildung, wie zum Beispiel Nukleotid-Bindung (Abb. 16, Motive A5 und A7), Pyrophosphat-
Freigabe (Abb. 16, Motive A3 und A8) und Adenylierung der Carboxylgruppe (Motiv A10,
Abb. 16), zugewiesen werden konnten (Marahiel et al. 1997, Stuible et al. 2000). Den
Motiven A1 und A2 wird eher eine strukturelle Funktion zugeschrieben; beide sind weit vom
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aktiven Zentrum entfernt. Eine Substratbindungsfunktion wurde fir Motiv A4 beschrieben.
Die Rolle von Motiv A6 ist bisher nicht geklart. Im Gegensatz zu den genannten Vertretern
sind nicht-ribosomale Peptidsynthetasen zu einer kovalenten Bindung des aktivierten
Substrates in Form eines Thioesters Uber einen kovalent gebundenen 4'-
Phosphopantethein-Cofaktor befahigt. Innerhalb der von novH abgeleiteten Aminosaure-
Sequenz konnten 8 konservierte Motive des Adenylierungsmoduls und die hoch konservierte
4‘-Phosphopantetheinyl-Bindungsstelle (T-Motiv: LGxH/DSL, x = beliebige Aminosaure)
gefunden werden. Die detektierten Motive innerhalb von NovH sind im Alignment mit
anderen nicht-ribosomalen Peptidsynthetasen in Abb. 16 dargestellit.

Eine Vielzahl von Peptidantibiotika und anderer Substanzen bakteriellen und fungalen
Ursprungs werden unter Katalyse von multifunktionellen Enzymkomplexen gemafl dem
Thiotemplate-Mechanismus (Stachelhaus und Marahiel, 1995) gebildet. Dabei beschrankt
sich die Substratspezifitat nicht auf die in der ribosomalen, Nukleinsdure-abhangigen
Protein-Biosynthese genutzten 21 proteinogenen Aminosauren, sondern diverse Gruppen
verschiedenster Substanzen (modifizierte proteinogene Aminosauren, nicht-proteinogene
Aminosauren, Carbonsauren, Amine) kdnnen verknupft werden. Unter diesem Gesichtspunkt
war die Beteiligung einer nicht-ribosomalen Peptidsynthetase an der Bildung der
Amidbindung zwischen den Tyrosin-Derivaten Ring A und Ring B des Novobiocins denkbar,
zumal die ATP-Abhangigkeit der Reaktion schon in Rohextrakt von S. spheroides
nachgewiesen worden war (Kominek und Meyer, 1975). Die mogliche Rolle von NovH
innerhalb der Novobiocinsaure-Synthetase-Reaktion wird ausfihrlich in Abschnitt 4.1
beschrieben.
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Enzym Amino- Sequenz Amino- Sequenz Amino- Sequenz
saure saure saure
Motiv
NovH 47
GRSA 65
PCZA361.18 35
SpsnbDE 491
TycA 53
SvsnbDE 93 i
Consensus ItY-eIN--A a-LAV-K-G-ayIPiD--yP - IAYVIYTSGsTG-PGK
Enzym Amino- Sequenz Amino- Sequenz Amino- Sequenz
saure saure saure
Motiv
NovH 222 308 355 GELYLSGAGLEGY
GRSA 232 319 368
PCZA361.18 200 288 335
SpsnbDE 1698 1785 1832
TycA 220 307 357
SvsnbDE 1312 1399 1446 3
Consensus --NAYGPTE- p-G--GEI-i-G-GIArGYI
Enzym Amino- Sequenz Amino- Sequenz
saure saure
Motiv
NovH 391
GRSA 403
PCZA361.18 371
SpsnbDE 1872
TycA 392
SvsnbDE 1482
Consensus --GermYrTGDI -f- GR D-QVkiRG-RIEIQEVE-----h
Enzym Amino- Sequenz
saure
Motiv
NovH 548
GRSA 560
PCZA361.18 526
SpsnbDE 4526
TycA 550
SvsnbDE 587
Consensus -g--d-Ff-l GGhSi-A---

Abb. 16: Vergleich der konservierten Motive von NovH aus S. spheroides NCIMB 11891
mit nicht-ribosomalen Peptidsynthetasen. GRSA (Gramicidin S-Synthetase) aus Bacillus
cereus (Kratzschmar et al. 1989), PCA136.18 (Peptidsynthetase) aus Amycolatopsis
orientalis (van Wageningen et al. 1998), SpsnbDE (Pristinamycin | Synthetase) aus
Streptomyces pristinaespiralis (De Crécy-Lagard, 1997a), TycA (Tyrocidin-Synthetase) aus
Bacillus brevis (Mootz und Marahiel, 1997), SvsnbDE (Virginamycin S Synthetase) aus
Streptomyces virginiae (De Crécy-Lagard, 1997b). Die Motive A1 bis A8 stellen konservierte
Bereiche der Adenylierungsdomane, Motiv T die 4'-Phosphopantethein-Bindungsstelle dar.
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novlL:

Der 1584 bp lange ORF novL beginnt 7 bp hinter novK (Startcodon: GTG) und zeigte einen
fir Streptomyceten typischen GC-Gehalt von 70,1 %. Auch das von novL abgeleitete 527
Aminosauren lange Produkt wies wie NovH Homologien zur Superfamilie der Adenylat-
bildenden Enzyme auf, allerdings vorwiegend zu 4-Coumarat:CoA-Ligasen und Acyl-CoA-
Ligasen. Hochste Homologien wurden mit 41 % Identitat zu einer putativen Acyl-CoA-Ligase
aus Streptomyces coelicolor (Redenbach et al. 1996) und mit 35 % ldentitédt zu einer 4-
Coumarat:CoA-Ligase aus Oryza sativa (Zhao et al. 1990) registriert. In Abb. 17 ist ein
Sequenzvergleich von NovL mit konservierten Bereichen verschiedener Acyl-CoA-Ligasen
und 4-Coumarat:CoA Ligasen dargestellt, welche in die Adenylierung involviert sind.
Insbesondere die Motive Box | (SSGTTGxPKGV, x = variable Aminosaure) und Box I
(GEICIRG) sind bei 4-Coumarat:CoA Ligasen hoch konserviert (Stuible et al. 2000) und
ahneln den in Peptidsynthetasen auftretenden Motiven A3 beziehungsweise A6. Die
Peptidsynthetase-Motive A8 (GRxDxQVKIRGXRIELGEIE) und A10 (NGK(VL)DR) sind
charakteristisch fur alle Adenylat-bildenden Enzyme. Kirzlich konnte durch Mutationsanalyse
bestatigt werden, dal} der konservierte Lysin-Rest aus Motiv Box | und der Arginin-Rest aus
Motiv A8 kooperativ die Pyrophosphat-Freigabe bei der Adenylat-Bildung koordinieren
(Stuible et al. 2000). Der Lysin-Rest innerhalb von Motiv A10 interagiert sowohl mit der
Carboxylgruppe des zu adenylierenden Substrates als auch mit den O-4‘ und O-5'-Atomen
der Ribose des Nukleotids (Marahiel et al. 1997). Fir das zentrale Cystein aus Box | wurde
eine Beteiligung an der Thiolbildung bei 4-Coumarat:CoA-Ligasen diskutiert (Becker-André
et al. 1991). Seine hypothetische funktionelle Bedeutung konnte jedoch durch
Mutationsanalysen widerlegt werden (Stuible et al. 2000). Im Gegensatz zu
Peptidsynthetasen und NovH wurde in NovL keine 4‘-Phosphopantethein-Bindungsstelle
(T-Motiv LGx(HD)SL, x = beliebige Aminosaure) gefunden.

Auch far NovL wurde eine mogliche Beteiligung innerhalb der ATP-abhangigen
Novobiocinsaure-Synthetase-Reaktion untersucht. Die Ergebnisse sind in Abschnitt 4.1
dargestellt.
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Enyzm Amino- Sequenz Amino- Sequenz
séure séure

NovL 181 364 ¢

SCE36.03 180 366 S

MtFadD8 220 406 G

MTH657 198 389 G

DR1692 228 418 G

4CLORYSA 210 406 G

At4CL2 204 400 G

4CL1 195 391 G

Pt4CL1 186 382 G

4CL2 193 389 G

Motiv

NovL 411 500 N

SCE36.03 413 502 A

MtFadD8 453 549 G

MTH657 436 525 A

DR1692 469 558 A

4CLORYSA 454 540 P

At4CL2 448 537 P

4CL1 439 528 P

Pt4CL1 430 519 P

4CL2 437 526 P

Motiv

Abb. 17: Aminosaure-Sequenzvergleich von NovL mit konservierten Bereichen von
Acyl-CoA-Ligasen und 4-Coumarat:CoA-Ligasen. Acyl-CoA-Ligasen: SCE36.03,
Streptomyces coelicolor A3(2) (Redenbach et al. 1996); MtFadD8, Mycobacterium
tuberculosis (Cole et al. 1998); DR1692, Deinococcus radiodurans (White et al. 1999).
4-Coumarat:CoA-Ligasen: 4CLORYSA, Oryza sativa (Zhao et al. 1990); At4CL2, Arabidopsis
thaliana (Ehlting et al. 1999); 4CL1, Nicotiana tabacum (Lee und Douglas, 1996); Pt4CLA1,
Populus tremuloides (Hu et al. 1998); 4CL2, Solanum tuberosum (Becker-André et al. 1991).

2.2.2.7 ABC-Transporter

Innerhalb des untersuchten Bereiches konnten mehrere offene Leserahmen detektiert
werden, deren Genprodukte Bestandteile von ABC-Transportern (ABC= ATP-Binding
Casette) darstellen (Schneider und Hunke, 1998). ABC-Transporter reprasentieren eine
vielgestaltige Klasse von Membrantransportproteinen, welche die Translokation von
Substanzen durch die Membran mit der durch ATP-Hydrolyse gewonnenen Energie koppeln.
Typischerweise sind ABC-Transporter aus charakteristischen Teilbereichen aufgebaut: sie
enthalten hydrophobe, membran-integrale und hydrophile, ATP-hydrolysierende Domanen,
welche auf einem einzigen Polypeptid oder auf verschiedenen Untereinheiten lokalisiert sein
konnen. Die ATP-Bindedomanen weisen 2 charakteristische Motive auf, Walker A Motiv
(GxxGxGKS/T, x = variable Aminosaure) und Walker B Motiv (hhhhDEAT, h = hydrophobe
Aminosaure), die an der Nukleotid-Bindung beteiligt sind. Insgesamt konnten wahrscheinlich
4 ABC-Transporter identifiziert werden.
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orf10 und orf11:

orf10 (1863 bp) und orf11 (1788 bp) codieren fir 620 beziehungsweise 595 Aminosaure
groRe Proteine, die Ahnlichkeiten zu den Transporterproteinen StrV beziehungsweise StrW
(19 % bzw. 28 % Identitat) aus dem 5'-Hydroxy-Streptomycin-Biosyntheseclusters aus
Streptomyces glaucescens und S. griseus aufweisen (Beyer et al. 1996). Die Funktion
dieses vermutlich als Heterodimer vorliegenden Transporters wurde im Export Streptomycin-
ahnlicher Aminoglykoside vermutet, wobei jedoch keine Resistenz-vermittelnden
Eigenschaften festgestellt werden konnten. Eine ahnliche Funktion im Novobiocin-
Biosynthese-Cluster bedarf weiterer experimenteller Bestatigung.

novA:

Der 1908 bp grof’e ORF novA konnte ebenfalls anhand der detektierten Walker A und B
Motive als ABC-Transporter identifziert werden. Das 635 Aminosauren grofde Genprodukt
zeigte hohe Homologien zu multidrug-resistance (MDR)-Transportern wie etwa dem im
Vancomycin-Biosynthese-Cluster aus Amycolatopsis orientalis befindlichen orf2 (42 %
Identitat) (van Wageningen et al. 1998). Im N-terminalen Bereich von NovA sind im Kyte-
Doolittle-Hydrophobizitats-Blot (Abb. 18) hydrophobe Bereiche erkennbar, die auf das
Vorliegen einer Transmembran-Domane hinweisen. Die mdgliche Beteiligung von NovA an
einem durch aktiven Antibiotika-Export vermittelten Resistenzmechanismus mufte auch hier
durch weitere experimentelle Ergebnisse belegt werden.
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Abb. 18: Hydrophobizitits-Blot nach Kyte-Doolittle von NovA. Der
Hydrophobizitatsblot wurde mit Hilfe des Programms WDNASIS Version 2.1
erstellt. Positve Werte der Ordinate reprasentieren hydrophobe, negative Werte
hydrophile Bereiche.
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orf4, orf5 und orf6:

Homologievergleiche auf Proteinebene ergaben Hinweise flr das Vorliegen eines Peptid-
Transporters (siehe auch Tab. 34). Es konnten Homologien zu Di- und Oligopeptid-
Transportern aus E. coli (Abouhamad und Manson, 1994), Streptococcus pneumoniae
(Alloing et al. 1990) und Bacillus subtilis (Perego et al. 1991) gefunden werden. Bei Orf5 und
Orfé handelt es sich vermutlich um ATP-Bindeproteine (27,4 % Identitat zwischen Orf5 und
OPPD aus Bacillus subtilis; 30,4 % ldentitat von Orf6 zu DPPF aus E. coli). Fir Orf4 wurden
mit 25 % ldentitat etwas geringere Homologien zu OPPA aus B. subtilis festgestellt, einem
Substrat-Bindeprotein des Oligopeptid-Transporters, welches vermutlich als initialer
Rezeptor des Oligopeptid-Substrates fungiert. Die erwahnten Operons der Peptid-
Transporter enthalten gewdhnlich noch zwei weitere Gene, deren Produkte hydrophobe
Transmembranproteine darstellen. Entsprechend deren Lokalisation innerhalb der opp-
Operons konnten sich vergleichbare Gene in S. spheroides zwischen orf4 und orf5 befinden.
Ein Bereich von etwa 3,4 kb wurde dort noch nicht sequenziert (sieche Abb. 15).

orf1, orf2 und orf3:

Diese unmittelbar stromabwarts von orf4 bis orfé befindlichen Gene (s. Abb. 15) kénnten
aufgrund ihrer Homologien zur Gruppe der Zucker-Transporter zugeordnet werden. Orf1,
Orf2 und Orf3 weisen Homologien zu CBP, CEBF und CEBG (ldentitat 28 %, 38 % und 39%)
aus dem ceb-Operon aus Streptomyces reticuli (Schlésser et al. 1999) auf, einem
induzierbaren ATP-abhangigen Cellobiose- und Cellotriose-Aufnahmesystem. CBP codiert
fur das Cellobiose-Bindeprotein, ein in der Cytoplasmamembran verankertes Lipoprotein,
das fir die Substratspezifitat des Transporters verantwortlich ist. CebF und CebG codieren
jeweils fur integrale Membranproteine.

2.2.2.8  Proteine mit regulatorischer Funktion

Innerhalb des sequenzierten Bereiches konnten vier offene Leserahmen mit Homologien zu
regulatorisch wirksamen Proteinen gefunden werden. Ihre mdgliche regulatorische
Beteiligung an der Transkription von Novobiocin-Biosynthese-Genen bedarf eingehender
weiterer Untersuchungen, wie zum Beispiel Operatorbindungsstudien. DNA-bindende
Regulator-proteine liegen in ihrer aktiven Form meist als Dimer vor und zeichnen sich durch
ein charakteristisches Helix-Turn-Helix (HTH)-Motiv aus. Zwei a-helicale Bereiche sind pro
Untereinheit des Dimers direkt an der DNA-Bindung beteiligt: ein a-helicaler Abschnitt liegt in
der groRen Rinne der DNA, der andere liegt quer dariber (Pabo und Sauer, 1984). Dieses
HTH-Motiv Ax3GxsV/I (x = beliebige Aminosaure) kam in allen im folgenden beschriebenen
Regulator-Proteinen vor.
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orf14:

orf14 (1041 bp, Genprodukt: 346 Aminosauren, theoretisches Molekulargewicht 37,2 kDa)
wies auf Proteinebene signifikante Homologien zu putativen Transkriptions-Regulatoren aus
Streptomyces coelicolor A3(2) auf (70 % identische Aminosauren zum Genprodukt von
SCF51A.11) (Redenbach et al. 1996). Mit 32 % Identitdt wurden auch Homologien zum
Biolaphos-Biosynthese-Regulator-Protein BrpA aus Streptomyces hygroscopicus (Raibaud
et al. 1991) detektiert. Das fir die Subfamilie der transkriptionalen Aktivatorproteine
charakteristische Helix-Turn-Helix-Motiv AxzGxsV (Pabo und Sauer, 1984) konnte im C-
terminalen Bereich von Orf14 detektiert werden.

nov20:

Auch fur das 156 Aminosauren grole Produkt des Gens nov20 (471 bp) konnten
Homologien zu moglichen Transkriptions-Regulatoren aus Streptomyces coelicolor A3(2)
(Redenbach et al. 1996) verzeichnet werden (ldentitat 38 %), allerdings zum Repressor-
Homologon MarR. marR ist Bestandteil des mar-Lokus in E.coli, einem regulatorischen,
chromosomalen Bereich, der die Ausbildung multipler Antibiotika-Resistenz kontrolliert
(Cohen et al. 1993). Das davon abgeleitete Protein MarR fungiert dabei als Repressor des
Operons, dessen Transkription durch verschiedene Antibiotika induziert werden kann.

novG und orf13:

Der mit einem Abstand von 196 bp vor dem Gen novH befindliche ORF novG ist 957 bp lang
und codiert fur ein 318 Aminosaure grof3es Protein (M, 34,3 kDa), das 46 % ldentitat zum
positiven Regulator StrR der Streptomycin-Biosynthese in Streptomyces griseus hat (Distler
et al. 1987). StrR ist Bestandteil einer A-Faktor-abhangigen, regulatorischen Signal-
Transduktions-Kaskade. Der A-Faktor (2-Isocapryloyl-3R-hydroxymethyl-y-butyrolacton) I6st
dabei die Streptomycin-Biosynthese aus, indem er an den Repressor ArpA bindet. ArpA
wiederum bindet an die Promotor-Region des Transkriptions-Aktivators AdpA, dessen
Vorhandensein Vorraussetzung fur die Transkription von StrR ist. StrR aktiviert letztendlich
die Expression verschiedener Streptomycin-Biosynthese-Gene, indem es an multiple,
definierte DNA-Bindestellen (inverted repeats) bindet (Retzlaff und Distler, 1995). Das
typische Helix-turn-Helix-Motiv  DNA-bindender Enzyme Ax3;GxsV konnte innerhalb der
Sequenz von StrR und auch von NovG gefunden werden.

Unmittelbar stromaufwarts von orf7 ist wahrscheinlich ein weiterer Regulator lokalisiert, der
durch das Gen orf13 (956 bp) codiert wird und Homologien zum Transkriptions-Aktivator
AdpA aus Streptomyces griseus aufweist (41 % ldentitat) (Ohnishi et al. 1999).

Ob NovG und Orf13 eine analoge regulatorische Funktion innerhalb des Novobiocin-
Biosynthese-Clusters aufweisen, mufte im weiteren verifiziert werden.
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2.2.2.9 Resistenzgen gyrB~®

Das fiir die Novobiocin-resistente B-Untereinheit der Gyrase codierende Gen gyrBY (2033
bp, 678 Aminosauren, M, 74,4 kDa) wurde wahrend anfanglicher Random-
sequenzierungsarbeiten innerhalb dieser Arbeit zwecks Identifizierung des Novobiocin-
Biosyntheseclusters detektiert und ansequenziert. Eine doppelstrangige Sequenzierung des
gyrBR-Gens wurde in der Dissertationsarbeit von A. Miihlenweg (1999) durchgefiihrt. Es
zeigten sich pragnante Sequenzunterschiede zu der von Thiara und Cundliffe (1993)
veroffentlichten Sequenz (lediglich 79 % Identitat). Deshalb wurde das in dieser
Arbeitsgruppe sequenzierte Gen als ngyrB® bezeichnet.

2.2.2.10 Weitere Proteine mit unbekannter Funktion innerhalb der Novobiocin-Biosynthese

Den im folgenden besprochenen Genen konnte auf der Basis von Sequenzvergleichen keine
eindeutige Funktion zugeordnet werden, oder ihre mdgliche Beteiligung innerhalb der
Novobiocin-Biosynthese war nicht offensichtlich.

orf15, orf17, orf18 , nhovD und novQ:

Fir die offenen Leserahmen orf15, orf17, orf18, novD und novQ (siehe auch Tab. 34)
ergaben Datenbankrecherchen keine auffalligen Homologien zu bereits bekannten Proteinen
beziehungsweise Homologien zu Proteinen mit unbekannter Funktion.

Fir die von orf16 (1143 bp) abgeleitete Aminosauresequenz (380 Aminosauren) wurden
Homologien zu einer moéglichen Helicase aus Streptomyces coelicolor A3(2) (Redenbach et
al. 1996) mit einer Identitat von 22 % festgestellt.

orf9:

Das vom 3885 bp grofden orf9 abgeleitete Genprodukt (1294 Aminosauren, M, 135,6 kDa)
wies ausgepragte Homologien zur Familie der Subtilisin-ahnlichen Serin-Proteasen auf.
Dabei wurden 38 % identische Aminosduren zu der membranverankerten Protease SAM-
P45 aus Streptomyces albogriseolus (Suzuki et al. 1997) festgestellt, deren Funktion
innerhalb morphologischer Differenzierungsprozesse diskutiert wurde.

novB:

Das von novB abgeleitete 284 Aminosauren grolde Produkt weist Homologien zu
Aminodesoxychorismat (ADC)-Lyasen aus der p-Aminobenzoat-Biosynthese von
Mycobacterium tuberculosis (Cole et al. 1998) (34 % Identitat) und Helicobacter pylori (Tomb
et al. 1997) (31 % ldentitat) auf. Dieses Pyridoxalphosphat-abhangige Enzym katalysiert die
Bildung von p-Aminobenzoat und Pyruvat aus 4-Amino-4-desoxychorismat. Es bleibt zu
klaren, ob NovB eine Funktion innerhalb der Novobiocin-Biosynthese hat oder ein
Primarstoffwechselenzym darstellt.
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novEk:

Der offene Leserahmen novE ist 654 bp lang und codiert flr ein 217 Aminosauren grolRes
Protein mit einem berechneten Molekulargewicht von 34,4 kDa. Im Sequenzvergleich zeigten
sich lediglich Homologien zu LmbU, einem Protein aus dem Lincomycin-Biosynthese-Cluster
von Streptomyces lincolnensis 78-11 (Peschke et al. 1995) mit unbekannter Funktion. Da
dieses Gen auch im Coumermycin A1-Cluster detektiert wurde (cum28), ist eine Funktion
innerhalb der Aminocumarin-Biosynthese wahrscheinlich.

novR:

novR (813 bp, Genprodukt: 270 Aminosauren, theoretisches Molekulargewicht: 29,9 kDa)
zeigte im Homologievergleich eine 48 % ige Identitat zu einer putativen Aldolase aus
Streptomyces coelicolor A3(2) (Redenbach et al. 1996). Die Beteiligung einer Aldolase
innerhalb der Novobiocin-Biosynthese ware bei der Tyrosin-Seitenkettenverkiirzung wahrend
der Ring A-Bildung denkbar. Nach Prenylierung des 4HPP kdnnte die Abspaltung der C2-
Einheit in Form einer Retroaldol-Reaktion erfolgen, welche durch NovR katalysiert werden
konnte.

orf7:

Das 333 Aminosauren lange Genprodukt von orf7 (999 bp, theoretisches Molekulargewicht
35,3 kDa) konnte Uber Sequenzvergleich eindeutig als Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) identifiziert werden. Mit 86 % Identitdt wurden hdchste
Homologien zur GAPDH aus Streptomyces aureofaciens (Kormanec et al. 1995) gefunden.

2.2.2.11 Begrenzung des Novobiocin-Biosynthese-Clusters

Die im Bereich stromabwérts des Novobiocin-Resistenzgens ngyrB® detektierten Gene
weisen Homologien zu Primarstoffwechselenzymen auf, die vermutlich nicht mehr zum
Novobiocin-Biosynthese-Cluster gehdren. Neben den erwahnten Zucker- und
Peptidtransportern (orf1 bis orf6) konnte das Genprodukt von orf7 als Glycerinaldehyd-3-
phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) identifiziert werden. Unmittelbar stromaufwarts von orf7
ist ein Regulator (orf13) lokalisiert, der mdglicherweise Bestandteil eines Signal-
Transduktions-Systems sein kdénnte (sieche Abb. 15 und 2.2.2.8). Das Resistenzgen ngyrBR
beziehungsweise das Regulator-Gen orf13 reprasentiert moglicherweise das rechte Ende
des Novobiocin-Biosynthese-Clusters.

Unklarer gestaltet sich die Situation hinsichtlich der linksseitigen Begrenzung des Clusters.
Stromaufwarts des Peptidsynthetase-Homologons NovH sind neben putativ regulatorischen
Genen und Oxidoreduktasen mehrere Gene lokalisiert, deren abgeleitete Produkte
Ahnlichkeiten zu Proteinen unbekannter Funktion aufwiesen beziehungsweise keine
signifikanten Homologien zu bekannten Enzymen erkennen lielken. In diesem Bereich lielRen
sich keine konkreten Zuordnungen hinsichtlich einer mdglichen Funktion innerhalb der
Novobiocin-Biosynthese machen. Die beiden dort befindlichen ABC-Transportersysteme
(NovA und Orf10/0rf11) koénnten unter Resistenz-vermittelnden Gesichtspunkten als
Novobiocin-Exporter fungieren.
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3 Identifizierung des 4HPP Dimethylallyltransferase-Gens

3.1  Entwicklung von Klonierungsstrategien

Nachdem die Cosmidbank von S. spheroides NCIMB hergestellt und ein Screening mit
homologen dNDP-Glucose-4,6-Dehydratase-Gen-Sonden zur Detektion einer Gruppe von
vier Uberlappenden Cosmiden fuhrte, auf welchen auch das Novobiocin-Resistenzgen
ngyrBF lokalisiert war, lag die Vermutung nahe, daR dieser DNA-Bereich zumindest Teile des
Novobiocin-Biosynthese-Clusters und damit mdglicherweise das 4HPP Dimethylallyl-
transferase-Gen enthielt.

Eine eindeutige Identifizierung des 4HPP Dimethylallyltransferase-Gens  durch
Sequenzanalysen ist nicht zu erwarten, da aromatische Prenyltransferasen untereinander
nur sehr geringe Homologien aufweisen. Die im folgenden beschriebenen Arbeiten wurden
vor den im vorherigen Abschnitt beschriebenen Sequenzarbeiten durchgefiihrt.

Eine Mdglichkeit bei der Suche nach dem 4HPP Dimethylallyltransferase-Gen kénnten
Komplementationsexperimente mit Defektmutanten des Novobiocinproduzenten, die nicht
mehr zur Biosynthese von Ring A befahigt sind, bieten. Das Verfahren der Komplementation
von Defektmutanten durch Transformation mit Wildtyp-DNA-Bereichen flhrte beispielsweise
bei der Identifizierung des fur die aromatische 4HB-Polyprenyltransferase codierenden ubiA-
Gens zum Erfolg (Siebert et al. 1992).

Im Zuge der durch Ritchie und seine Mitarbeiter durchgefiuihrten funktionellen
Untersuchungen zu Novobiocin-Resistenz-vermittelnden Sequenzen und zur Regulation der
Resistenzinduktion an Streptomyces niveus (Mitchell et al. 1990; Hoggarth und Ritchie,
1995) wurden Novobiocin-defiziente Stamme durch ungerichtete N-Methyl-N‘-nitro-
nitrosoguanidin (MNNG)- Mutagenese hergestellt (Cushing, 1989; Hoggarth et al. 1995).
Allerdings zeigte eine Charakterisierung der isolierten Mutanten, dal} diese in 90 % aller
Falle eine Blockierung innerhalb der Ring B-Biosynthese aufwiesen bzw. die Fahigkeit zur
Novobiocinsaure-Produktion ganzlich verloren hatten. Eine zwecks Klonierung des 4HPP
Dimethylallyltransferase-Gens verwendbare Isolierung von Ring A-defizienten Mutanten
wurde jedoch nicht erzielt.

Ein weiterer Ansatz stellt der funktionelle Nachweis der 4HPP Dimethylallyltransferase-
Aktivitdt nach Expression grélRerer Cosmidteilbereiche in einem geeigneten Wirt gleicher
Gattung, der nicht die Fahigkeit zur Novobiocin-Produktion besitzt, dar. Diese Strategie bot
sich in dieser Arbeit an, da die nétigen Kenntnisse und die experimentelle Methodik fur einen
biochemischen Nachweis der 4HPP Dimethylallyltransferase-Aktivitdt aus den
vorhergehenden Untersuchungen vorlagen beziehungsweise schon etabliert worden waren.
Die Expressionsversuche wurden nach Klonierung von 9 bis 14 kb groRen Cosmid-
Fragmenten in den E. coli-Streptomyceten-Shuttle-Vektor pEM4 (Quirds et al. 1998) in
Streptomyces lividans TK24 durchgefihrt.

Parallel wurde versucht, eine Identifizierung des 4HPP Dimethylallyltransferase-Gens durch
Screenen der Cosmide mit einer degenerierten Sonde zu erzielen, welche aus hoch
konservierten Bereichen verschiedener Prenyltransferasen abgeleitet wurde.

Die in dieser Arbeit angewandten Klonierungsstrategien werden nachfolgend beschriebenen.
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3.2 Screening von heterolog exprimierten Cosmid-Subklonen nach 4HPP
Dimethylallyltransferase-Aktivitat

3.21 Subklonierung

Zur ldentifizierung des 4HPP Dimethylallyltransferase-Gens wurden 9 bis 14 kb grofe
EcoRI-Fragmente aus den Cosmiden 9-6G und 10-9C, welche mit etwa 58 kb den gesamten
Bereich aller detektierten Cosmide umfaldten, in den den E.coli-Streptomyceten-Shuttle-
Vektor pEM4 (Quirds et al. 1998) kloniert (Durchfihrung durch S. Li). Bei diesem Vektor
handelt es sich um ein vom Multi-Copy-Vektor pWwWHM4 (Vara et al. 1989) abgeleitetes
Derivat, welches zusatzlich den ermE up Promotor des Erythromycin-Resistenzgens aus
Saccharopolyspora erythraea (Bibb et al. 1985) enthalt. Die erfolgreiche Expression unter
der Kontrolle dieses starken konstitutiven Promotors wurde vielfach beschrieben (Bao et al.
1998; Tang et al. 1996). Da noch keine vollstandigen Sequenzinformationen Uber die
untersuchten Cosmide vorlagen und insofern Daten Uber die Orientierung einzelner Gene
innerhalb der Fragmente und das Vorhandensein eigener Promotoren noch ausstanden,
wurden die einzelnen EcoRI-Fragmente jeweils in beiden moglichen Orientierungen hinter
den ermE up Promotor des Vektors kloniert. In Abb. 19 ist sowohl die urspringliche Lage der
untersuchten EcoRI-Fragmente innerhalb der Cosmide, als auch die Umklonierungsstrategie
der Expressionskonstrukte veranschaulicht. Die Umklonierungsarbeiten in den pEM4-Vektor
wurden durch S.-M. Li durchgefuhrt. FUr einen Teil der kleineren EcoRI-Fragmente
(Subklone p9-6GES5, p9-6GE6 und p9-6GE7) lagen schon Sequenzdaten vor, und neben der
Identifizierung des Resistenzgens ngyrB® auf p9-6GE7 konnte einigen offenen Leserahmen
Uber Sequenzvergleich eine putative Funktion innerhalb der Zucker-Biosynthese des
Novobiocins zugeordnet werden. Aus diesem Grund wurden diese Cosmid-Bereiche
zunachst nicht in die Expressionsversuche mit einbezogen.

pSL4(+)
pSL4(-)
E EEE E E E
E p10-9CE1 E
; | L1 | | | Cosmid 10-9C
E E EEE E E
E \ \ 1 E
} ~ f Cosmid 9-6G
p9-6GE4 p9-6GE2 p9-6GE9 T p9-6GE5 T
L L i p9-6GE6  p9-6GE7
pPSLA(+) pSL2(+) pSL3(+)
pSLA(-) pSL2(-) pSL3(-)

Abb. 19: Lage der zum Screenen nach 4HPP Dimethylallyltransferase-Aktivitat
eingesetzten Expressionskonstrukte innerhalb der untersuchten Cosmide. Die jeweils
unterschiedliche Orientierung der Inserts in den erhaltenen Expressionskonstrukten ist mit
(+) bzw. (-) gekennzeichnet; E = EcoRI-Schnittstelle.

Samtliche Konstrukte wurden in S. lividans TK24 eingebracht. Die erhaltenen
Transformanden wurden 2-3 Tage auf HA-Agarplatten unter Thiostrepton-Selektion
(50 pg/ml) kultiviert, in HA-Flissigmedium Uberimpft und nach weiterer 2-3 tagiger Anzucht
zur Sporulation auf HA-Agarplatten ausplattiert. Aus der verbliebenden Zellsuspension wurde
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zum Nachweis der erfolgreichen Transformation das entsprechende Expressionskonstrukt
wieder reisoliert und mittels geeigneter Restriktionsverdaus auf Nativitdt untersucht. Die
Transformanden wurden in Form transgener Sporen bei —70°C gelagert.

3.2.2 Test auf Plasmidstabilitat von pEM4-Konstrukten in S. lividans TK24

Neben dem Nachweis der Transformation war jedoch die Sicherstellung der Stabilitat der
Plasmidkonstrukte nach Replikation und anschlieBender Ubertragung auf die Tochterzellen
eine Voraussetzung fir erfolgreiche Expressionsversuche. Insbesondere bei grof3en
Multicopy-Konstrukten, wie sie auch hier eingesetzt wurden, kann es auch unter
Konstanthaltung des Selektionsdrucks zu Modifikationen wie DNA-Rearrangements und
Insertdeletionen kommen (Kieser et al. 1982; Lee et al. 1986; Pigac et al. 1988).

Die Plasmidstabilitdt unter Selektionsdruck wurde fir mehrere Transformanden eines
jeweiligen Konstruktes Uberprift. Zu diesem Zweck wurden nachweislich transgene Sporen
in HA-Flissigmedium Uber 2-3 Tage angezogen und anschliefend nochmals in zwei
aufeinanderfolgenden Passagen Uberimpft. Aus Zellen der 3. Subkultivierung wurde nach
Plasmidisolierung die Nativitdt des jeweiligen Konstruktes Uber das erhaltene
Restriktionsmuster Gberprift. Die Ergebnisse sind in Tab. 35 dokumentiert und zeigen, daf}
vor allem fur Konstrukte mit einer Insertgé3e von mehr als 10 kb keine Plasmidstabilitat nach
mehrfacher Subkultivierung gewahrleistet werden konnte, da alle untersuchten Konstrukte
einer vollstandigen Deletion des Inserts unterlagen. Hingegen wiesen die Konstrukte pSL2
und pSL3 geringere strukturelle Instabilitdten auf. Hier unterlag lediglich eines der isolierten
Plasmide (pSL3(+)) einer Modifizierung, die sich in einem Teilverlust des Inserts zeigte.

Tab. 35: Test auf Plasmidstabilitdt von pEM4-Konstrukten in S. lividans TK24

Konstrukt InsertgroBe Anzahl der Transformanden mit
[kb] untersuchten nativem Konstrukt nach 3
Transformanden Kultivierungspassagen
pEM4 - 2 2
pSL1(+) 13,5 3 0
pSL1(-) 13,5 4 0
pSL2(+) 10,1 2 2
pSL2(-) 10,1 1 1
pSL3(+) 9,7 1 0
pSL4(+) 14 1 0
pSL4(-) 14 1 0

Durch Herstellung von Glycerindauerkulturen bei einem mdglichst frihen Stadium zur
Vermeidung langerer Kultivierungspassagen konnte eine zufriedenstellende Reduzierung der
strukturellen Plasmidinstabilitdt erzielt werden. Nach Transformation wurden die
Einzelkulturen grof¥flachig auf HA-Agarplatten ausgestrichen und nach Bebritung in HA-
Flussigmedium Uberimpft. Von dieser erhaltenen Zellsuspension wurden einerseits
Glycerindauerkulturen angelegt (siehe Kapitel Ill 3.2.2) und nach einer weiteren
Uberimpfungspassage Kontrollplasmidisolierungen durchgefiihrt. Es konnte gezeigt werden,
dal® bei nur einem von neun untersuchten Transformanden mit den Plasmiden pSL1(-),
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pSL4(+) und pSL4(-) eine Insert-Teildeletion detektiert wurde; pSL1(+)-Transformanden
wiesen stets einen vollstandigen Insertverlust auf. Alle pSL2 und pSL3-Konstrukte konnten
nativ isoliert werden. Somit war mit Ausnahme von Konstukt pSL1(+) eine stabile Grundlage
fur weitere Expressionsexperimente gegeben.

3.2.3 Funktionelle Untersuchung von Cosmidsubklonen auf 4HPP
Dimethylallyltransferase-Aktivitat

Anfangliche Kontrolluntersuchungen ergaben, dall S. lividans TK24 als Expressionswirt
geeignet erschien, da im zellfreien Rohextrakt keine 4HPP Dimethylallyltransferase-Aktivitat
detektierbar war. Zunachst wurden die Transformanden S. lividans:pSL2(+), S.
lividans:pSL2(-), S. lividans:pSL3(-) und S. lividans:pSL4(-) auf 4HPP Dimethyl-
allyltransferase-Aktivitat gescreent. Die Inkubationsdauer des 4HPP Dimethylallyl-
transferase-Assays betrug neben 30 min auch 180 min, um gegebenenfalls geringste
Enzymaktivitaten oberhalb der Nachweisgrenze registrieren zu kénnen. Es zeigte sich, da®
bei einigen Transformanden nach HPLC-Analytik ein Reaktionsprodukt mit der
Retentionszeit eines 4HPP Dimethylallyltransferase-Reaktionsprodukt-Peaks beobachtet
werden konnte. Allerdings trat dieser Peak auch in der entsprechenden denaturierten
Kontrolle auf. Weitere Kontrollexperimente zeigten, daR dieser Peak nur wahrend der
Inkubation und in Gegenwart der Substrate 4HPP, DMAPP und des nativen oder
denaturierten Rohextraktes auftrat. Wahrscheinlich handelte es sich um eine zeitabhangige
nicht-enzymatische Reaktion, die auch nach Inkubation mit hitzedenaturiertem Rohextrakt
oder nach Vorinkubation des Rohextraktes mit Proteinase K stattfand, gleichzeitig jedoch
nicht mehr auftrat, wenn der Rohextrakt durch BSA-LOsung ersetzt wurde. Insgesamt ist die
Aussagefahigkeit der Kontrollversuche jedoch als gering einzustufen, da die gewonnenen
Daten nicht reproduzierbar waren. Fur die vorliegende Fragestellung erwies sich S. lividans
TK24 unter den gegebenen Bedingungen nicht als geeigneter Expressionswirt.

3.3 Screening der Cosmide mit einer degenerierten Prenyltransferase-Sonde

Alternativ wurden die Cosmide zur Lokalisierung des 4HPP Dimethylallyltransferase-Gens
mit einer degenerativen Sonde aus konservierten Prenyltransferase-Bereichen gescreent.

Die bis heute vorliegenden Sequenzdaten zu aromatischen Prenyltransferasen sind recht
beschrankt, und die Homologien zwischen Prenyltransferasen der Isoprenoid-Biosynthese
sind nur gering. Zwei hoch konservierte, Asparaginsaure-reiche Bereiche (DDxxD, x=
beliebige Aminosaure) erwiesen sich als funktionell bedeutsam und wurden als
Prenyldiphosphat-Bindungsstelle diskutiert (Ashby und Edwards, 1990; Joley und Edwards,
1993; Song und Poulter, 1994; Koyama et al. 1996). Aus Sequenzalignments einer Vielzahl
sowohl pro- als auch eukaryotischer Prenyltransferasen wurden folgende Consensus-Motive
abgeleitet (in eckigen Klammern dargestellte Aminosauren reprasentieren die fur diese
Position variablen Aminosauren, x bedeutet beliebige Aminosaure):
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Motiv I: [LIVM] (2) -x-D-D-x(2,4)-D-x(4)-R-R-[GH]
Motiv I1: [LIVMFY]-G-X(2)-[FYL]-Q-[LIVM]-x-D-D-[LIVMFY]-x-[DNG]

Durch réntgenstrukturspektroskopische Untersuchungen an einer Farnesyldiphosphat-
Synthase konnte die Bindung der Diphosphat-Gruppen Uber Magnesium-Bricken an die
Carboxylgruppen der Aspartat-Reste aus Motiv | nachgewiesen werden (Tarshis et al. 1996).
Aus dem Bereich des Motiv | der in Tab. 36 aufgeflihrten Prenyltransferasen wurde unter
Berlcksichtigung des Streptomyceten-typischen Codon-Gebrauches folgende degenerierte
30 bp-Sonde (PT1-Sonde) abgeleitet:

PT1-Sonde: 5-CTS HTS CWS GAC GAC VTS CCS KSS RTS GAC -3

Tab. 36: Sequenzvergleich der konservierten Domane | von Prenyltransferasen. Hoch
konservierte Aminosauren sind schwarz unterlegt. Hexaprenyldiphosphat-Synthasen: HEP2,
GRC3, COQ1; Octaprenyl- und Nonaprenyldiphosphatsynthasen: PREA, ISPB;
Farnesyldiphosphat-Synthasen: IDSA, ISPA; Geranylgeranyldiphosphat-Synthasen: GGPP,
CRTE. Die PT1-Sonde wurde aus dem in der Consensus-Sequenz unterstrichenen Bereich
abgeleitet.

Enzym Aminosdure Domane 1 Ursprung Datenbank-
nummer

HEP2_BACST 80 SLVH[pV..| B. stearothermophilus P55785
GRC3_BACSU 108 B. subtilis P31114
COQ1_YEAST 189 S. cerevisiae P18900
PREA CYAPA 84 Cyanophora pardoxa P31171
PREA_PORPU 84 Porphyra purpurea P51268
ISPB_ECOLI 80 E. coli P19641
ISPB_HAEIN 86 H. influenzae P44916
IDSA_METJA 84 M. janaschii Q58270
IDSA_METTH 80 M. thermoautotrophicum 026156
ISPA_BRAJA 111 B. japonicum Q45220
ISPA_RHISN 111 Rhizobium  spez. P55539
ISPA_ECOLI 80 E. coli P22939
ISPA_HAEIN 81 H. influenzae P45204
ISPA_BACST 82 B. stearothermophilus Q08291
ISPA_BACSU 91 B. subtilis P54383
GGPP_SULAC 78 S. acidocaldarius P39464
GGPP_NEUCR 177 N. crassa P24322
GGPP_ARATH 151 A. thaliana P34802
GGPP_CAPAN 153 C. paradoxa P80042
CRTE_CYAPA 85 Cyanophora pardoxa P48368
CRTE_ERWHE 89 E. herbicola pP22873
CRTE_ERWUR 90 R. uredorora P21684
CRTE_RHOCA 76 R. capsulatus P17060
CRTE_RHOSH 76 R. spheroides P54976

Consensus

SLIH DDLPCNDDDDIRRG

Die PT1-Sonde wurde nach chemischer DIG-Markierung zur Southern-Hybridisierung mit
den Dehydratase- und ngyrBX-positiven Cosmiden 9-6G, 10-9C und 2-9A, die jeweils mit den
Restriktionsenzymen EcoRI-, BamHI- und Bglll geschnitten wurden, eingesetzt. Die
Stringenz wurde durch Variation der Hybridisierungstemperatur in 5°C-Schritten zwischen 45
und 60°C verandert. Lediglich bei niedriger Stringenz konnten Hybridisierungssignale
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detektiert werden, die jedoch eher unspezifischer Natur waren. Abb. 20 zeigt eine
Darstellung der gelelektrophoretisch nach Restriktionsverdau aufgetrennten Cosmid-
Fragmente und den entsprechenden Southern Blot nach Hybridisierung mit der PT1-Sonde
bei 45°C.

Cosmid 9-6G Cosmid 10-9CCosmid 2-9A

8,6kb ___
6,1kb___
49kb

3,6kb —
2,8kb

o
e
i
—
-
-

1,9kb— &
1,5kb —

-

Abb. 20: EcoRIl-, BamHI- und Bglli-Restriktionsverdau der untersuchten Cosmide und
Southern Blot nach Hybridisierung mit der Prenyltransferase-Sonde PT1. Die
Hybridisierungstemperatur betrug 45°C. Der Pfeil markiert das nach Detektion aus Cosmid
9-6G klonierte 2,8 kb BamHI-Fragment.

Ein vergleichsweise verstarktes Signal wurde im BamHI-verdauten Cosmid 9-6G bei einer
Grolke von etwa 2,8 kb detektiert. Dieses 2,8 kb BamHI-Fragment wurde 2zwecks
Sequenzanalyse in pBluescript SK(-) kloniert (Konstrukt pMS50). Die Auswertung der
Nukleotidsequenz zeigte das Vorliegen von 3 offenen Leserahmen, orf17, orf10 und orf11,
wobei sich lediglich orf11 vollstandig auf dem Subklon befand (siehe auch Sequenzanalyse
in Abschnitt 2.2.2). Durch Datenbankrecherchen wurden keine Homologien zu bekannten
Proteinen fur Orf17 gefunden. Orf10 und Orf11 zeigten Homologien zu ABC (“ATP binding
casette®)-Transportern, welche sich durch hochkonservierte, sogenannte Walker A- und
Walker B-Motive auszeichnen (Schneider und Hunke, 1998). Insbesondere wiesen diese
ORFs hohe Homologien zu den Transporterproteinen StrV bzw. StrW (19 % bzw. 28 %
Identitat) innerhalb des 5‘-Hydroxy-Streptomycin-Biosyntheseclusters aus Streptomyces
glaucescens auf, deren Funktion innerhalb der Biosynthese und des Exportes Streptomycin-
ahnlicher Aminoglykoside spekuliert wird (Beyer et al. 1996). Nach Auswertung der
Sequenzdaten zeichnete sich also kein eindeutiger Hinweis fir das Vorliegen einer
Prenyltransferase auf Subklon pMS50 ab.

Durch Screening der Cosmide mit der degenerierten PT1-Sonde konnte das 4HPP
Dimethylallyltransferase-Gen nicht identifiziert werden, da offenbar unspezifische
Hybridisierungssignale auftraten.
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3.4 Sequenzanalyse der Cosmide und Homologievergleich auf Proteinebene

Im Verlauf dieser Arbeit wurden 53,1 kb (davon 6,5 kb durch A. Muhlenweg) innerhalb der
Cosmide 9-6G und 10-9C sequenziert (s. 2.2.2), wobei im Sequenzvergleich durch
Datenbankrecherchen keinerlei Homologien zu Prenyltransferasen aufgezeigt werden
konnten. Eine gezielte Suche der offenen Leserahmen nach den Prenyltransferase-Motiven |
und Il ergab, dall diese in keinem der detektierten Gene vollstandig identifiziert werden
konnten. Hingegen konnten die motivisch hochkonservierten Bereiche DDxxD und DDxxxxD
in 17 % aller untersuchten Gene detektiert werden. Eine Identifizierung des 4HPP
Dimethylallyltransferase-Gens innerhalb der Cosmide 9-6G und 10-9C konnte nach
Auswertung der vorliegenden Sequenzdaten nicht erzielt werden. Die Problematik spiegelt
sich in der Tatsache wider, dall die Homologien verschiedenster Prenyltransferasen
untereinander nur sehr gering sind und sich nur auf einzelne Aminosauren beziehungsweise
aulerst kurze Motive beschranken, welche den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit zufolge
nicht fur eine Identifizierung geeignet erscheinen. Des weiteren sind die Uber aromatische
Prenyltransferasen  des  Sekundarstoffwechsels  vorliegenden  Kenntnisse  auf
molekularbiologischer Ebene nur sehr limitiert.

Letztendlich besteht dennoch Klarungsbedarf hinsichtlich der Frage, ob das gesuchte Gen
tatsachlich auf den bis jetzt untersuchten Cosmiden lokalisiert ist. Zwar konnte bisher Uber
Sequenzvergleiche noch nicht allen detektierten offenen Leserahmen eine mogliche
Funktion innerhalb der Novobiocin-Biosynthese zugewiesen werden, dennoch muf} die
Moglichkeit, dal® das Novobiocin-Biosynthese-Cluster sich nicht vollstandig auf dem Uber
58 kb erstreckenden Bereich der Cosmide befindet, berlcksichtigt werden.
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4 Klonierung und funktionelle Expression der Novobiocinsaure-
Synthetase aus S. spheroides NCIMB 11891

Nachdem das Novobiocin-Biosynthese-Cluster durch Screening der Cosmidbank aus S.
spheroides NCIMB 11891 mit homologen dTDP-Glucose-4,6-Dehydratase-Sonden und
durch Detektion des Novobiocin-Resistenzgens ngyrBY und weiterer Gene mit mdéglicher
Funktion innerhalb der Novobiocin-Biosynthese identifiziert werden konnte, war ein
Funktionsnachweis des Clusters unerlasslich. Dieser Funktionsnachweis wurde zum einen
durch ein durch A. Muhlenweg duchgefiihrtes Geninaktivierungsexperiment mit dem dTDP-
Glucose-4,6-Dehydratase-Gen (novT) erbracht und zum anderen durch die aktive heterologe
Expression eines Schlisselenzyms der Novobiocin-Biosynthese, der Novobiocinsaure-
Synthetase (NBSS), geliefert. Dieses Enzym katalysiert ATP-abhangig die Bildung der
Amidbindung zwischen Ring A und Ring B. Die enzymatische Reaktion wurde schon Mitte
der 70er Jahre durch Kominek und Meyer im Rohextrakt von S. niveus nachgewiesen
(Kominek und Meyer, 1975). Das oder die Novobiocinsaure-Synthetase-Struktur-Gen(e)
sollten innerhalb der Cosmide 9-6G und 10-9C durch funktionellen Aktivitatsnachweis
identifziert und im weiteren nach Klonierung tUberexprimiert, bis zur Homogenitat gereinigt
und biochemisch unter Bericksichtigung des Reaktionsmechanismus’ charakterisiert
werden.

41 Identifizierung des Novobiocinsaure-Synthetase-Gens

Zur ldentifizierung des Novobiocinsaure-Synthetase-Gens sollten grélRere Cosmid-Bereiche
nach heterologer Expression in einem geeigneten Streptomyceten funktionell auf
Novobiocinsdure-Synthetase-Aktivitat hin untersucht werden. Voraussetzung hierfur war die
Optimierung eines Novobiocinsaure-Synthetase-Assays in Anlehnung an die durch Kominek
und Meyer (1975) beschriebene Methode. Das Produkt der Reaktion, die Novobiocinsaure,
wurde durch HPLC nach Gradienten-Elution mit einem Wasser-Methanol-Ameisensaure-
Gemisch detektiert (siehe Kapitel 11l 5.3.3 und 6.1.3). Die Expression erfolgte, wie schon
beim Screening auf 4HPP Dimethylallyltransferase-Aktivitat in Kapitel 3.1 beschrieben, mit 9-
14 kb grofRen EcoRI-Fragmenten der Cosmide 9-6G und 10-9C, welche zu diesem Zweck in
beiden Orientierungen in den E.coli-Streptomyceten-Shuttle-Vektor pEM4 (Quirds et al.
1998) kloniert wurden. Die erhaltenen Expressionskonstrukte wurden in Streptomyces
lividans TK24 einbegracht und die entsprechenden Transformanden nach Nachweis der
Transformation durch Plasmidisolierung auf Novobiocinsaure-Synthetase-Aktivitat hin
untersucht. Das Screening wurde durch S. Hennig und S.-M. Li durchgefihrt, und es konnte
Novobiocinsaure-Synthetase-Aktivitdat mit durchschnittlich 9,1 pkat/mg Protein nach
Expression eines 9,7 kb EcoRI-Fragmentes aus Cosmid 9-6G im Konstrukt pSL3(+) im
Rohextrakt detektiert werden. Die Lage dieses exprimierten Bereiches innerhalb des
Cosmides 9-6G ist auch in Abb. 19 (Abschnitt 3.2) dargestellt. In Transformanden, die
lediglich den leeren Vektor pEM4 enthielten, konnte dagegen keine Aktivitdt beobachtet
werden.

Die Sequenzauswertung zeigte, daf’ dieses Fragment 6 offene Leserahmen (novH bis novN)
enthielt, die alle in der gleichen Orientierung vorlagen. Die Lage der betreffenden Gene
innerhalb des Novobiocin-Biosynthese-Clusters ist auch in Abb. 21 verdeutlicht. Fur eine
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Beteiligung an der Novobiocinsaure-Synthetase-Reaktion kamen vor allem zwei Gene, die
zur Superfamilie der Adenylat-bildenden Enzyme gehdrten, novH und novL, in Frage. Bei
den Genprodukten von novl, novJ und novK handelt es sich wahrscheinlich um
Oxidoreduktasen. novM codiert mit hoher Wahrscheinlichkeit fur eine Glycosyltransferase,
und novN zeigte Homologien zu O-Carbamoyltransferasen (siehe Abschnitt 2.2.2).
Sequenzanalysen ergaben Homologien zu nicht-ribosomalen Peptidsynthetasen fur novH
und zu Acyl-CoA-Ligasen und 4-Coumarat:CoA-Ligasen fur das von novL abgeleitete
Produkt (siehe 2.2.2.6). Um die an der Reaktion beteiligten Gene zu identifizieren, wurden
ausgehend von dem 9,7 kb EcoRI-Fragment Verkurzungskonstrukte hergestellt und nach
Transformation in S. lividans TK24 auf NBSS-Aktivitat hin untersucht. Die jeweilige
Klonierungsstrategie ist in Tab. 37, die Lage der Expressionskonstrukte innerhalb des
Clusters ist UbersichtsmaRig in Abb. 21 dargestellit.

Tab. 37: Klonierungsstrategien zur Herstellung verschiedener Expressionskonstrukte
zwecks ldentifizierung des Novobiocinsaure-Synthetase-Gens. MCS = Multiple Cloning
Site.

Expressions- Klonierungsstrategie enthaltene
konstrukt ORFs
pSL3(+) Klonierung des 9,74 kb EcoRI-Fragmentes aus Cosmid 9-6G in pEM4 novHIJKLMN
pMS73 PfIMI-Spel-Verdau von p9-6GE9-R (9,74 kb EcoRI-Fragment aus Cosmid 9-6G in  novHIJKL

pBSK(-), Spel-Schnittstelle der MCS befindet sich stromabwarts von novN)
bewirkt Deletion eines 2,78 kb groRen Bereiches mit den Genen novM und novN.
Herstellung von blunt-ends durch T4-DNA-Polymerase und Religation (pMS69).
Klonierung des 6,96 kb grofen Inserts aus pMS69 gerichtet Uber EcoRI-Xbal
hinter den Promotor von pUWL201 (pMS73).

pMS75 Klonierung des 5,55 kb Notl-Fragmentes aus p9-6GE9 (9,74 kb EcoRI-Fragment  novHIJK
aus Cosmid 9-6G in pBSK(-), Notl-Schnittstelle der MCS befindet sich
stromabwarts von novN) in pBSK(-) (Konstrukt pMS74, Xbal-Schnittstelle der
MCS befindet sich stromabwarts von novK).
gerichtete Umklonierung Uber EcoRI-Xbal hinter den Promotor von pUWL201
(pMS75).

pMS71 SnaBl-Spel-Verdau von p9-6GE9-R (Spel-Schnittstelle der MCS befindet sich  novHIJ
stromabwarts von novN) bewirkt Deletion eines 5,63 kb grofen Bereiches mit den
Genen novL bis novN.
Herstellung von blunt-ends durch T4-DNA-Polymerase und Religation (pMS66).
Klonierung des 4,1 kb grofen Inserts aus pMS66 (ber EcoRI-Xbal gerichtet
hinter den Promotor von pUWL201 (pMS71).

pMS65 Klonierung des 1,95 kb groflen EcoRI-Bglll-Fragmentes aus p9-6GE9 Uber  novH
EcoRI-BamHI gerichtet hinter den Promotor von pUWL201 (pMS65).
pMS77 Klonierung des 2,1 kb Apal-Fragmentes aus p9-6GE9 in pGEM-11Zf(+) (Xbal-  novL

Schnittstelle der MCS befindet sich stromabwarts von novL) (pMS76).
Umklonierung tber EcoRI-Xbal hinter den Promotor von pUWL201 (pMS77).

pMS79 Klonierung des 1,95 kb grofRen EcoRI-Bglll-Fragmentes aus p9-6GE9 (novH) in  novH, novL
die EcoRI-BamHI-Schnittstellen der MCS von Konstrukt pMS76 (pMS78).
gerichtete Umklonierung des 4,08 kb grof3en Inserts Uber EcoRI-Xbal hinter den
Promotor von pUWL201 (pMS79).
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Als Expressionsvektor wurde der Multi-Copy E.coli-Streptomyceten-Shuttle-Vektor pUWL201
(U. Wehmeier, Wuppertal) verwendet, der ebenso wie pEM4 den konstitutiven ermE up
Promotor des Erythromycin-Resistenzgens aus Saccharopolyspora erythraea (Bibb et al.
1985) enthalt. Bei den Klonierungen wurde die Orientierung der zu klonierenden Gene
bertcksichtigt und so gewanhlt, dal® stets die Transkriptionsrichtung des Promotors vorlag.
Die erhaltenen Konstrukte wurden jeweils durch Restriktions-Kontrollverdaus auf ihre
Richtigkeit hin Uberprift und in S. lividans TK24 eingebracht. Die Novobiocinsaure-
Synthetase-Aktivitatsbestimmungen wurden im Rohextrakt von jeweils zwei nachweislichen
Transformanden des entsprechenden Konstruktes durchgefiihrt (siehe Kapitel 11l 5.3.3) und
die Ergebnisse sind in Abb. 21, B dargestellit.
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Abb. 21: Schematische Darstellung der zur heterologen Expression der
Novobiocinsdure-Synthetase hergestellten Expressionskonstrukte. A. Ausschnitt der
Restriktionskarte des Novobiocin-Biosynthese-Clusters mit putativer Funktions-Zuordnung.
B. Lage der Expressionskonstrukte innerhalb des Clusters und Ergebnisse der
Novobiocinsdure-Synthetase-Aktivitatsbestimmungen. Es wurden jeweils Doppelbeste-
stimmungen mit zwei unabhangigen Transformanden durchgefihrt.

Es zeigte sich, dal® die Expression von novL essentiell fir die Enzymaktivitat war. Wahrend
mit Konstrukt pMS73 hohe Aktivitaten (229,6 pkat/mg Protein) beobachtet werden konnten,
war mit allen weiteren verklrzten Konstrukten (pMS75 und pMS71) keine NBSS-Aktivitat
mehr detektierbar. Auch die alleinige Expression von novH (Konstrukt pMS65) flhrte nicht
zur Novobiocinsdure-Bildung.

Die Detektion von NBSS-Aktivitat konnte schlie3lich auf die ausschlieRliche Expression von
novL (Konstrukt pMS77) eingeschrankt werden. Die Novobiocinsaure-Bildung erwies sich als
enzym- und substratabhangig und zeigte einen linearen Reaktionsverlauf bis 200 ug Protein
pro Inkubationsansatz und bis zu einer Inkubationsdauer von 45 min. Die l|dentitat des
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enzymatischen Produktes der Reaktion, der Novobiocinsdure, konnte nach praparativer
Isolierung und Reinigung wie unter Kapitel 1l 6.3 beschrieben durch EI-MS-Analyse bestatigt
werden. Ebenso wie beim Referenzspekirum mit authentischer Novobiocinsaure wurde im
MS-Spektrum des Reaktionsproduktes eine Masse von 395,2 bestimmt, die mit dem
theoretisch berechneten Molekulargewicht (Summenformel Novobiocinsaure: C;;H21NOg)

Ubereinstimmte (Abb. 22).
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Abb. 22: El-Massensprektren des in der Novobiocinsaure-Synthetase-Reaktion

gebildeten Reaktionsproduktes (A) und der Novobiocinsadure-Referenzsubstanz (B).
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Eine gemeinsame Expression von novH und novL fuhrte nicht zu hdheren NBSS-Aktivitaten
im Vergleich zur Expression von novL alleine (Abb. 21). Ebenso konnte nach gemeinsamer
Inkubation der Rohextrakte der einzeln exprimierten Gene (Konstrukt pMS65 und pMS77) im
NBSS-Assay keine hdheren Aktivitaten registriert werden (Tab. 38).

Tab. 38: Untersuchung zur Funktion von NovH und NovL innerhalb der
Novobiocinsaure-Synthetase-Reaktion. Die Novobiocinsaure-Synthetase-Aktivitdt wurde
nach heterologer Expression der verschiedenen Expressionskonstrukte im Rohextrakt mit
jeweils 100 ug Protein bestimmt. Bei der gemeinsamen Inkubation der Rohextrakte einzeln
exprimierter Konstrukte pMS77 und pMS65 wurden je 100 ug Rohextrakt eingesetzt.

Rohextrakt aus heterolog Novobiocinsaure- relative Novobiocinsaure-

Transformanden mit  exprimierte Gene Synthetase-Aktivitdt Synthetase-Aktivitat

Expressionskonstrukt [pkat] [%]

pMS77 novL 5,89 100

pMS65 novH < 0,001 < 0,01

pMS79 Coexpression von 3,98 67,6
novH und novL

Mischung von Roh- Einzelexpression 2,32 39,4

extrakten aus pMS77 von novH und novL

und pMS65

pUWL201 - < 0,001 < 0,01

Diese Resultate deuteten darauf hin, dal} die Novobiocinsdure-Reaktion alleine durch NovL
katalysiert wird, und dal® das Peptidsynthetase-Homologon NovH nicht involviert war.

4.2 Heterologe Uberxpression von novL in E. coli

Der Nachweis der ausschliellichen Beteiligung von NovL an der Novobiocinsaure-
Synthetase-Reaktion sollte durch Uberexpression von novL und Reinigung des Enzyms bis
zur Homogenitat erfolgen. Zu diesem Zweck bot sich eine heterologe Uberexpression von
novL als Hexa-Histidin-Fusionsprotein in E. coli an, welche die Mdéglichkeit einer effektiven
Reinigung Uber Nickel-Affinitdts-Chromatographie erlaubte. Die Expression von
Streptomyceten-Enzymen mit anfusioniertem His-Tag in ihrer aktiven Form und
anschlielRende Reinigung wurde mehrfach beschrieben (Ingham et al. 1996; Parry und Li,
1997; Trauger und Walsh, 2000). Um mdglicherweise auftretende positionsbedingte,
negative Effekte des 6xHis-Tags auf die Enzymaktivitdt wahrzunehmen, sollte NovL sowohl
als C- als auch als N-terminales 6xHis-Fusionsprotein tUberexprimiert werden.
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4.2.1 Uberexpression von novL in E. coli als N-terminales Hexa-Histidin-
Fusionsprotein

Zur Uberexpression der Novobiocinsiure-Synthetase mit N-terminal anfusioniertem Hexa-
Histidin-Tag wurde novL in den Vektor pRSet B der Firma Invitrogen unter die Kontrolle des
Bakteriophagen-T7-Promotors kloniert. Durch PCR-Amplifikation von novL mit den Primern
novL-4 und novL-3 wurde vor den N-Terminus von novL eine Bglll-Schnittstelle eingebracht,
welche eine in-frame-Klonierung an den His-Tag von pRSet B ermdéglichte. Zusatzlich wurde
eine Ndel-Schnittstelle eingefiihrt, die eine Anderung des novl-Startcodons von GTG zu
ATG mit sich brachte und die Entfernung des His-Tags durch Ndel-Verdau und Religation
erlaubte. Im C-terminalen Bereich hatte die Verwendung des Primers novL-3, welcher auch
fur die Herstellung des C-terminalen Fusionsproteins genutzt wurde (siehe 4.2.2), eine
Verlagerung des novL-Stopcodons um 6 Basen stromabwarts und damit eine Verlangerung
des exprimierten Proteins von -VDR zu -VDRGS zur Folge (siehe Kapitel Il 4.8.7.2). Eine
schematische Darstellung des erhaltenen Konstruktes pMS82 ist in Abb. 23 dargestellt.

Ein entsprechendes Kontrollkonstrukt ohne His-Tag wurde durch Ndel-Verdau und
Religation von pMS82 hergestellt. Das erhaltene Konstrukt wurde als pMS85 bezeichnet.

Bglll EcoRlI

T7-Promotor Ndel ||Nde| BamH|I

Terminator

6xHis | ATG novL

Abb. 23: Uberexpressionskonstrukt pMS82 zur Expression von NovL als N-terminales
Hexa-Histidin-Fusionsprotein. Das mit Hilfe der Primer novL-4 und novL-3 amplifizierte
Gen wurde uber Bglll und EcoRlI in den Vektor pRSet B ligiert. Ein entsprechendes Konstrukt
ohne His-Tag (pMS85) wurde nach Ndel-Verdau und Religation erhalten. RBS = ribosomale
Bindungsstelle.

Die Expression erfolgte in E.coli BL21(DE3)pLysS. Dieser Stamm enthalt DE3 Lysogen und
das Plasmid pLysS (Cam®). E.coli BL21(DE3) exprimiert die T7 RNA-Polymerase und
erlaubt die Induktion rekombinanter Gene mit IPTG. pLysS exprimiert konstitutiv geringe
Mengen an T7-Lysozym, welches die Basis-Expression des rekombinanten Gens durch
Inhibition der T7-RNA-Polymerase verhindert. Abb. 24 verdeutlicht, dall in E.coli:pMS82
nach IPTG-Induktion zeitabhangig die Expression eines etwa 62,5 kDa grof3en Proteins
auftrat (theoretisch erwartete Proteingrolle 61,45 kDa). In der Kontrolle konnte diese
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Proteinbande nicht beobachtet werden. Ohne His-Tag (Konstrukt pMS85) wurde eine etwa
61 kDa grol3e Proteinbande detektiert (theoretisch erwartete ProteingroRe 57,06 kDa).
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Abb. 24: SDS-PAGE (12 % Polyacrylamid) des =zeitlichen Verlaufs der
Expression des N-terminalen Hexa-Histidin-NovL-Fusionsproteins in E.coli
BL21(DE3)pLysS. Es wurde jeweils das Gesamtzellprotein vor (Spur 1) und nach
Induktion von E.coli:pMS82 mit 1 mM IPTG jeweils stindlich bis 5 Stunden nach
Induktion aufgetragen (Spur bis 2-6). Der Anteil des |6slich exprimierten Proteins ist
in Spur 7 aufgetragen; die Kontrolle mit leerem Vektor pRSet B befindet sich in Spur
10. Das Gesamtzellprotein der ohne His-Tag exprimierten Novobiocinsaure-
Synthetase (Konstrukt pMS85), 5 h nach Induktion ist in Spur 8 zu sehen. Spur 9
enthalt den Marker. Die Proteine wurden durch Coomassie-Farbung gefarbt.

Die Novobiocinsaure-Synthetase konnte im pRSet B-Expressionssystem mit und ohne His-
Tag nur mit duBerst geringen Aktivitaten (0,743 bzw. 0,705 pkat/mg Protein) in E.coli
exprimiert werden. Im Vergleich zur spezifischen Aktivitdt im S. spheroides-Wildtyp mit
53,97 pkat/mg Protein wurden weniger als 1,4 % der Aktivitdt gefunden, was zu einem
gewissen Teil in der Expression als groRtenteils unléslicher ,Inclusion Bodies® begrindet lag.

Im Anschlufd sind die Ergebnisse nach Fusion des His-Tags an den C-Terminus von NovL
vergleichend gegenubergestellt.

4.2.2 Uberexpression von novL in E.coli als C-terminales Hexa-Histidin-
Fusionsprotein

Zur Uberexpression der Novobiocinsaure-Synthetase mit anfusioniertem Hexa-Histidin-Tag

am C-Terminus wurde der pQE70-Vektor der Firma Qiagen (Hilden) verwendet. Dieses

System erlaubt eine hohe Transkription unter dem Bakteriophagen-T5-Promotor und unter

zwei lac-Operator Sequenzen, welche die lac-Repressor-Bindung verstarken.

novL wurde Uber PCR  amplifiziet, wobei das Einbringen  geeigneter
Restriktionsschnittstellen eine in-frame-Klonierung des C-Terminus an den 6xHis-Tag des
Vektors erlaubte (siehe Kapitel 11l 4.8.7.2). In Abb. 25 ist eine schematische Darstellung des
Uberexpressionskonstruktes zu sehen. Durch Verwendung von Primer novL-1 wurde eine
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Sphl-Schnittstelle anstelle des natlrlichen Startcodons eingefiihrt, so dal’ eine Klonierung
von novL hinter die synthetische Ribosomenbindungsstelle RBSIlI von pQE70 mdglich war.
Im Gegenprimer novL-3 wurde das natlrliche Stopcodon durch Einbringen einer BamHI-
Schnittstelle eliminiert, so dal® eine in-frame-Ligation Uber BamHI an den 6xHis-Tag des
Vektors erfolgen konnte. Das erhaltene Konstrukt wurde pMS80 benannt.

Ein entsprechendes Konstrukt ohne His-Tag (pMS85) wurde wie in Kapitel 1ll 4.8.7.2
erlautert hergestellt.

Terminatoren

T5-Promot i
romotor o sphi BamHI Hindlll t, t,

RBSII |-ATG novL GGA 6xHis |

Abb. 25: Uberexpressionskonstrukt pMS80 zur Expression von NovL als C-terminales
Hexa-Histidin-Fusionsprotein. Das mit Hilfe der Primer novL-1 und novL-3 amplifizierte
Gen wurde Uber Sphl und BamHI in den Vektor pQE70 ligiert. Ein entsprechendes Konstrukt
ohne His-Tag (pMS84) wurde nach BamHI-Hindlll-Verdau, Herstellung von blunt-ends und
Religation erhalten.

Die Expression erfolgte in E.coli XL1 Blue MRF, einem Stamm mit /ac-Repressor-Produktion
aufgrund einer lacl’-Mutation. Nach Induktion einer pMS80-transgenen Kultur mit IPTG
konnte im weiteren Wachstumsverlauf in der SDS-PAGE-Analyse die zunehmende
Expression eines Proteins von etwa 60,6 kDa detektiert werden, dessen Molekulargewicht
dem flr das NovL-Fusionsprotein theoretisch berechneten Wert von 58,1 kDa in etwa
entsprach (Abb. 26). In der entsprechenden E.coli-Kontrollkultur, die lediglich den leeren
Vektor pQE70 enthielt, trat diese Proteinbande nicht auf.
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Abb. 26: SDS-PAGE (12 % Polyacrylamid) des =zeitlichen Verlaufs der
Expression des C-terminalen Hexa-Histidin-NovL-Fusionsproteins in E.coli
XL1 Blue MRF‘. Aufgetragen wurde das Gesamtzellprotein vor (Spur 2) und jeweils
stuindlich bis 5 Stunden nach Induktion mit 1 mM IPTG (Spur bis 3-7). Der Anteil des
I6slich exprimierten Proteins ist in Spur 10 aufgetragen; die Kontrolle mit leerem
Vektor pQE70 befindet sich in Spur 9. Spur 8 enthalt das Gesamtzellprotein von
pMS84 (Konstrukt ohne His-Tag), 5 h nach Induktion. Die Proteine wurden durch
Coomassie-Farbung visualisiert.

Eine Bestimmung der enzymatischen Novobiocinsaure-Synthetase-Aktivitdt im Rohextrakt
pMS80-transgener, IPTG-induzierter E.coli-Kulturen ergab mit durchschnittlich 5,11 pkat/mg
Protein spezifische Aktivitdten, die lediglich knapp 9,5 % der im S. spheroides NCIMB
11891-Wildtyp gemessenen Werte (53,97 pkat/mg Protein) entsprachen. Die beobachtete
Novobiocinsdure-Bildung war enzym- und substratabhangig. Vor Induktion konnte keine
Novobiocinsaure-Synthetase-Aktivitat registriert werden. Die Fusion des Hexa-Histidin-Tags
an den C-Terminus von NovL hatte offensichtlich keinen Einflu auf die Enzymaktivitat, da
im Kontrollexpressionskonstrukt pMS84 ohne His-Tag vergleichbare Werte erzielt wurden.

Eine Analyse des Anteils des gebildeten |6slichen, Uberexprimierten Zielproteins zeigte, daf
nur ein geringer Teil von NovL in I6slicher Form vorlag (siehe Abb. 26). Im Vergleich wurden
in der SDS-PAGE das Gesamtzellprotein und der |6sliche Enzymextrakt nach Zellaufschlul®
und Zentrifugation aufgetragen (s. Kapitel Ill 5.4.7). Die Bildung sogenannter unléslicher
»Inclusion Bodies" ist meist eine Folge intermolekularer Assoziation hydrophober Domanen
wahrend der Proteinfaltung (,The QlAexpressionist®, 1999) und auf hohe Expressionsraten
zurtckzufuhren. Inclusion Bodies stellen einen limitierenden Faktor flr eine effektive
Enzymreinigung unter nativen Bedingungen dar. Allerdings besteht auch die Mdglichkeit
einer Reinigung des Histidin-Fusionsproteins unter denaturierenden Bedingungen mit
anschlie®ender Rickfaltung. Alternativ kann eine Erniedrigung der Expressionsrate durch
eine entsprechende Angleichung der Expressionsbedingungen eine Erhdhung der Bildung
funktionell aktiven Enzyms mit sich bringen. Beide Strategien wurden Uberprift und sind im
folgenden beschrieben. Die Optimierung der Ldslichkeit wurde mit dem C-terminalen
Histidin-Fusionsprotein durchgefihrt, da mit diesem System 7-fach hdhere Aktivitaten im
Vergleich zum pRSet B-Expressionssystem erzielt werden konnten.
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4.2.2.1  Préparation des C-terminalen Novobiocinséure-Synthetase-Histidin-Fusions-
proteins unter denaturierenden Bedingungen und Rlickfaltung

100 ml E.coli:zpMS80-Zellkultur wurden bei einer ODgyo von 0,6 mit 1 mM IPTG induziert und
nach weiteren 4 h Wachstum bei 37°C geerntet und wie unter Kapitel Ill 5.1.1 beschrieben
geerntet und aufgeschlossen. Die unldsliche Fraktion wurde durch Zentrifugation vom
I8slichen Anteil getrennt. Eventuell an die Membranfraktion des Zellpellets assoziiertes
Protein wurde durch Waschen mit 0,5 % (v/v) Triton-X-100-Lésung fraktioniert (Kapitel Il
5.4.8.1). Die unldsliche Fraktion wurde durch Harnstoffbehandlung solubilisiert und
anschlieRend durch pH-Erniedrigung und Verdinnung renaturiert (Ill 5.4.8.2). Der Anteil des
resolubilisierten Proteins in den jeweiligen Fraktionen wurde mittels SDS-PAGE-Analyse
detektiert. Zusatzlich wurde die Novobiocinsdure-Synthetase-Aktivitat nach Ruckfaltung im
umgepufferten Solubilisat bestimmt. Die SDS-PAGE (Abb. 27) verdeutlicht, dal’ die
Uberexprimierte Novobiocinsaure-Synthetase tatsachlich unldslich war, da nach Waschen
der Inclusion Bodies der Hauptteil des Proteins im Pellet verblieb. Durch die Behandlung mit
8 M Harnstoff konnte ein geringer Teil der denaturierten Novobiocinsdure-Synthetase nach
Verdinnung des Denaturans‘ wieder in Loésung gebracht werden, wie das Auftreten zweier
Proteinbanden im Bereich von 61-64 kDa in der SDS-PAGE verdeutlichte. Allerdings wies
das Resolubilisat auch nach Umpufferung keine NBSS-Synthetase-Aktivitat mehr auf. Durch
die angewandte Methode war zwar grundsatzlich eine Ruckfaltung maoglich, diese ging
jedoch ohne die gewlinschte Wiederherstellung der Enzymaktivitdt einher. Die Detektion
zweier Proteinbanden im erwarteten Bereich deutet auf eine mégliche Protein-Degradation
durch die Harnstoffbehandlung hin.
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Abb. 27: Coomassie-gefirbte SDS-PAGE (12 % Polyacrylamid) zur
Solubilisierung der Inclusion Bodies durch Behandlung mit 8 M Harnstoff
und anschlieBender Riickfaltung. Dargestellt sind Gesamtzellprotein vor
Induktion (Spur 1), 4 h nach IPTG-Induktion (Spur 2), I6sliche Fraktion nach 4 h
Induktion (Spur 3), Uberstand nach Waschen der Inclusion Bodies mit 0,5 % Triton
X-100 (Spur 4), Inclusion Body-Pellet nach Waschen mit 0,5 % Triton X-100 (Spur
5), ProteingréRenstandard (Spur 6), nach Harnstoffbehandlung (8 M) und
Verdunnung rickgefaltete NovL vor Umpufferung (Spur 7) und nach Umpufferung
(Spur 8), verbliebenes Inclusion Body-Pellet nach Harnstoffbehandlung (Spur 9).
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4.2.2.2 Erh6éhung der Léslichkeit der rekombinanten Novobiocinsdure-Synthetase durch
Optimierung der Expressionsbedingungen

Auch eine Erniedrigung der Expressionsrate durch Variation der Kultivierungsbedingungen
kann den Anteil des Ibslich exprimierten, nativen Zielproteins bewirken. Hilfreiche
MalRnahmen stellen hierbei Reduktion der Wachstumstemperatur, Induktion zu einer
spateren Wachstumsphase, Erniedrigung der IPTG-Konzentration und Minimierung der
Expressionsperiode dar (,The QlAexpressionist‘, 1999). Weiterhin kann die Wahl eines
anderen Wirtsstammes oder die Ergdnzung des Kulturmediums mit Metallionen die
Proteinloslichkeit positiv beeinflussen. Durch Hoffman und seine Mitarbeiter wurde ein Fed-
Batch-Fermentationsverfahren entwickelt, das eine Senkung des unléslichen Anteils des
exprimierten Metalloproteins von 60 % auf 10 % mit sich brachte (Hoffman et al. 1995). Bei
dem angewandten Fermentationsverfahren wurde Vollmedium durch Eisen- und
Magnesium-Salz-haltiges Minimalmedium und IPTG durch Lactose als Induktor ersetzt.
Lactose verringert die Induktionsstarke im Expressionssystem. Es wurde vermutet, dafl
Metall-Aufnahme und Einbau in das untersuchte Metalloprotein limitierende Schritte fir die
Bildung des funktionsfahigen Enzyms darstellten und durch eine Reduktion der
Wachstumsrate erhdht werden koénnten.

In Tab. 39 sind die erhaltenen Resultate nach Variation einzelner, die Expressionrate
beeinflussender Parameter und ihre Auswirkung in Bezug auf die Aktivitdt der
Uberexprimierten Novobiocinsdure-Synthetase aufgeflihrt.

Tab. 39: Optimierung der Loslichkeit liberexprimierter NovL-(His)e.

Bedingungen

Medium Wachstums- ODgy, IPTG-Kon- Wachs- Spez. Aktivitats-

temperatur zentration tumsdauer Aktivitit erhoéhung
[°C] [mM] nach [pkat/mg] [-fach]
Induktion

LB 37 0,53 1 4h 5,11 1

LB 37 0,65 1 3h 14,06 2,8

LB 30 0,71 0,5 3h 460,96 90,2

LB 30 0,65 0,2 3h 232,88 45,6

LB mit 10 mM 30 0,5 0,2 3h 201,86 39,5

MgSO4

Minimalmedium 30 0,72 0,5 3h 8,29 1,6

mit je 10 mM

MgSO, und

FeSO4

Die Daten belegen, daR auch im Fall der Uberexpression von NovL-(His)s durch
Erniedrigung der Expressionsrate die Bildung korrekt gefalteter, nativer Novobiocinsaure-
Synthetase signifikant erhéht werden konnte. Eine 90-fache Steigerung der spezifischen
Aktivitat konnte letztendlich durch eine Kombination folgender Ma3nahmen erzielt werden:
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* Reduktion der Wachstumstemperatur von 37 auf 30°C

* Induktion bei einer héheren Zelldichte (ODgy = 0,7)

* Erniedrigung der IPTG-Konzentration von 1 auf 0,5 mM

» Reduktion der Expressionsdauer nach Induktion von 4 auf 3 Stunden

Auch die Art des verwendeten Mediums ist offensichtlich von Bedeutung. Im Gegensatz zu
den Ergebnissen durch Hoffman et al. (1995) konnte nach Wachstum in Magnesium- und
Eisen-supplementiertem Minimalmedium keine deutliche Aktivitatssteigerung beobachtet
werden. Auch die Zugabe von MgSO, zum LB-Medium zeigte keine positiven Effekte.

Mit einer spezifischen Aktivitat von 461 pkat/mg Protein in E.coli wurden 8,5-fach hohere
Werte als im Wildtyp S. spheroides und doppelt so hohe Aktivitdten wie nach heterologer
Expression in S. lividans TK24 erzielt. Somit war die Grundlage flr eine Reinigung des
rekombinanten Enzyms gegeben.

4.2.3 Reinigung der Novobiocinsdure-Synthetase als C-terminales Hexa-Histidin-
Fusionsprotein

pMS80-transgene E.coli XL1 Blue MRF*-Zellen wurden in LB-Medium bei 30°C bis zu einer
ODggo von 0,7 kultiviert und mit 0,5 mM IPTG induziert. Nach weiterem 3-stlindigem
Wachstum wurden die Zellen aus 1 | Kultur geerntet und, wie in Kapitel 111 5.1.2 beschrieben,
aufgeschlossen. NovL-(His)s wurde aus zellfreiem Enzymextrakt unter nativen Bedingungen
Uber zwei sadulenchromatographische Schritte, Nickel-Affinitdts-Chromatographie und
Gelffiltrations-Chromatographie an Superdex 200, wie unter Il 5.4.3 beschrieben, gereinigt.

Aus der Reinigungstabelle (Tab. 40) wird ersichtlich, dal® die Novobiocinsaure-Synthetase
mit einer Ausbeute von 55 % 115-fach gereinigt werden konnte. Ausgehend aus 1 | Zellkultur
(4 g Biomasse) konnten im Zwei-Schritt-Reinigungsverfahren 1,4 mg natives Enzym mit
einer Gesamtaktivitat von 70,8 nkat erhalten werden.

Tab. 40: Reinigung der Novobiocinsiure-Synthetase nach Uberexpression als C-
terminales Hexa-Histidin-Fusionsprotein in E. coli XL1 Blue MRF*.

Reinigungsschritt Gesamtprotein Gesamtaktivitdt Spezifische Aktivitat  Reinigung Ausbeute
[mg] [nkat] [nkat/mg Protein] [-fach] [%]
Rohextrakt 289,9 128,4 0,44 1 100
Nickel-Affinitats- 4,3 69,3 16,1 36,6 54,0
Chromatographie
Superdex™ 200 Geffiltration 1,4 70,8 50,6 115,0 55,1

Dabei kam es zu einem 56 % igen Verlust der Gesamtaktivitdt nach der Nickel-Affinitats-
Chromatographie. Durchschnittlich 7,2 % der Gesamtaktivitdt wurden im Durchlauf und in
der Waschfraktion (Waschpuffer mit 20 mM Imidazol) der Affinitatssaule gefunden. Denkbar
ware, dal® der His-Tag aufgrund der Proteinfaltung nicht vollstandig fur eine Bindung an das
Saulenmaterial zuganglich war. Es kann weiterhin nicht ausgeschlossen werden, daf



112 IV Ergebnisse

Proteasen eine Abspaltung des His-Tags verursachten. Es zeigte sich aulerdem, dal} das
im Elutionspuffer enthaltene Imidazol die Stabilitdt der Novobiocinsdure-Synthetase
erheblich beeintrachtigte. Wahrend nach 7-stiindiger Aufbewahrung in Gegenwart von 250
mM Imidazol bei 4°C noch keine Aktivitatsverluste registriert werden konnten, wurden nach
23 h im Vergleich zur Kontrolle nur noch 3,1 % der Ausgangs-Aktivitat detektiert.

Der anschlieBende gelchromatographische Reinigungsschritt an Superdex 200 diente
sowohl zur weiteren Abtrennung von Fremdproteinen, als auch zur Entfernung des
Imidazols. Das Elutionsprofil ist in Abb. 28 dargestellt. In Gegenwart von 50 uM PMSF und 5
mM DTT konnte nach zweitdgiger Aufbewahrung bei 4°C lediglich ein 22 % iger
Aktivitatsverlust beobachtet werden. Unter diesen Bedingungen war auch eine Lagerung bei
—20°C moglich. Nach 14 Tagen konnten dann immerhin noch 58 % der ursprunglichen
Aktivitdt gemessen werden.
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Abb. 28: Elutionsprofil der Reinigung der rekombinanten
Novobiocinsdure-Synthetase durch Gelfiltrations-Chromatographie an
Superdex 200.

Der Verlauf der Reinigung ist mittels SDS-PAGE in Abb. 29 dargestellt und zeigt, dal® schon
die Nickel-Affinitats-Chromatographie einen effektiven Reinigungsschritt darstellt. Nach
Gelffiltration lag die rekombinante Novobiocinsaure-Synthetase NovL-(His)s annahernd
homogen vor.
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Abb. 29: SDS-PAGE des
Verlaufs der Reinigung des
Novobiocinsaure-Synthetase-

kDa | kDa Fusionsproteins NovL-(His)s
e nach heterologer Uberex-

A — — X pression in E.coli XL1 Blue
67 — 6/ | MRF. Spur 1 und T:
43 — 43 ProteingréRenstandard; Spur 2:
Gesamtzellprotein vor Induk-

tion; Spur 3: Gesamtzellprotein

30 — 30 3 h nach IPTG-Induktion; Spur
4: zellfreier Enzymextrakt mit

_ |6slichem Proteinanteil (70 pg
20,1 20,1 Protein); Spur 5: Nickel-
Affinitatschromatographie (1,85

Mg Protein); Spur 6:
Superdex™ 200 (1 pg Protein).

Hiermit war der Nachweis erbracht, da® NovL alleine die Bildung der Amid-Bindung
zwischen Ring A und Ring B katalysiert. Eine Beteiligung anderer Enzyme an der Reaktion
konnte durch die homogene Reinigung des Enzyms in seiner aktiven Form ausgeschlossen
werden.

4.3 Charakterisierung der rekombinanten, gereinigten Novobiocinsaure-
Synthetase aus S. spheroides

Die Novobiocinsaure-Synthetase-Reaktion wurde wie bereits erwahnt schon Mitte der 70er
Jahre erstmals durch Kominek und Meyer (1975) beschrieben, allerdings im Rohextrakt des
Novobiocin-Produzenten Streptomyces niveus. Schon damals wurde die ATP-Abhangigkeit
der Reaktion demonstriert und das Enzym hinsichtlich Substratspezifitdt und pH-Optimum
vorlaufig charakterisiert. Nachdem das Novobiocinsaure-Synthetase-Gen im Laufe dieser
Arbeit identifiziert und das Enzym nach Uberexpression in E.coli aktiv bis zu anndhernder
Homogenitat gereinigt werden konnte, war eine nahere Charakterisierung des Enzyms vor
allem hinsichtlich Substratspezifitat und Reaktionsmechanismus von Interesse. Im Hinblick
auf die Herstellung neuer Novobiocin-Derivate mit Hilfe der “Kombinatorischen Biosynthese”
ware eine relativ breite Substratspezifitdt von NovL wiinschenswert. Hinweise zum
Aktivierungs-Mechanismus dieser ATP-abhangigen Amid-Synthase-Reaktion koénnten
Aufschlufd darUber geben, ob es sich tatsachlich um ein Adenylat-bildendes Enzym handelt,
wie die Ergebnisse der Homologievergleichsanalyse vermuten lief3en.
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4.3.1 Bestimmung der Zeit-, Proteinmengen- und Cofaktor-Abhangigkeit

Die durch die gereinigte Novobiocinsaure-Synthetase katalysierte Produktbildung erwies sich
sowohl als Zeit- als auch Proteinmengen-abhangig. Das Vorhandensein von divalenten
Cofaktoren wie Mg?* oder Mn®* wahrend der Inkubation war essentiell fiir die Enzymaktivitat.
Ohne Zugabe von divalenten Cofaktoren wurden nur noch 20,3 % Restaktivitdt gemessen.
Optimale Umsatzraten wurden in Gegenwart von jeweils 5 mM des entsprechenden
Chloridsalzes erreicht. Die Zugabe von EDTA (0,5 mM) zum Inkubationsansatz bewirkte eine
Aktivitatsminderung um 98,6 %. Eine lineare Reaktion wurde bis zu 5 pg Protein pro
Inkubationsansatz und Uber eine Inkubationsdauer von 10 min festgestellt. Die im weiteren
durchgefuhrten Charakterisierungen sind im Anschluf3 aufgefuhrt.

4.3.2 Bestimmung des nativen Molekulargewichtes

Das native Molekulargewicht der rekombinanten Novobiocinsaure-Synthetase NovL-(His)e
wurde durch Gelfiltrations-Chromatographie an einer Superdex 200-Saule bestimmt (s. Il
5.4.4). Das Elutionsvolumen des Enzyms betrug 198 ml. Somit konnte ein natives
Molekulargewicht von 57-58 kDa bestimmt werden, dal® in etwa dem theoretisch
berechneten Wert von 58,1 kDa mit C-terminalem His-Tag entsprach.

Unter denaturierenden Bedingungen wurde ein Molekulargewicht von etwa 60,6 kDa
festgestellt. Dies bedeutet, dal® das Enzym in seiner aktiven Form als Monomer vorliegt.

4.3.3 Bestimmung des pH-Optimums

Das pH-Optimum wurde in 2 Puffersystemen bestimmt. Maximale Aktivitdten wurden in Tris-
HCI-Puffer bei pH 8,0, dagegen in KP-Puffer um pH 7,0 gefunden (Abb. 30). Damit lag das
pH-Optimum um eine pH-Einheit niedriger als in S. niveus (Kominek und Meyer, 1975). Dort
wurde im Rohextrakt ein pH-Optimum von pH 9,0 detektiert.
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Abb. 30: pH-Abhangigkeit der Novobiocinsaure-Synthetase.
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4.3.4 EinfluB der lonenstarke

Der EinfluR der lonenstarke auf die Novobiocinsdure-Synthetase-Aktvitat wurde in
Gegenwart von NaCl in einem Konzentrationsbereich von 0-400 mM bestimmt (Abb. 31). Es
konnte eine annahernd lineare Aktivitditszunahme mit steigender lonenstarke beobachtet
werden. Bei einer Konzentration von 400 mM NaCl wurden im Vergleich zur Kontrolle 2,3-
fach hdhere Werte registriert.
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Abb. 31: EinfluB der lonenstiarke auf die Novobiocinsaure-
Synthetase-Aktivitat.

4.3.5 Substratspezifitat des Nukleotidtriphosphates

Nachdem die ATP-Abhangigkeit der Novobiocinsaure-Synthetase-Reaktion nachgewiesen
worden war, wurde auch die Substratspezifitat hinsichtlich der Nukleotide GTP, CTP und
TTP Uberpruft (Tab. 41). Novobiocinsaure-Synthetase-Aktivitat konnte nur in Gegenwart von
ATP (100 %) und zu einem geringen Mal} auch mit GTP (2,4 %) detektiert werden.

Tab. 41: Nukleotid-Abhédngigkeit der Novobiocinsaure-
Synthetase-Reaktion. Der  Novobiocinsaure-Synthetase-Assay
wurde jeweils in Anwesenheit von 5 mM des entsprechenden
Nukleotids, wie in Kapitel 11l 5.3.3 beschrieben, durchgefihrt.

Nukleotid Spezifische Aktivitat Relative Aktivitat
[pkat/mg Protein] [%]

ATP 26.126 100

GTP 632 24

TTP <0,014 < 0,001

CTP <0,014 < 0,001
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4.3.6 Substratspezifitat

Die Substratspezifitat der Novobiocinsaure-Synthetase-Reaktion wurde mit verschiedenen
Ring A-Analoga untersucht, wobei insbesondere eine Substitution der Isoprenoid-Seitenkette
an Position C-3 erfolgte (Tab. 42). Zwei der getesteten Ring A-Analoga wurden selbst
synthetisiert. 3-Geranyl-4-hydroxybenzoesaure (GBA) wurde enzymatisch aus 4HB und GPP
durch die 4HB-Polyprenyltransferase aus E. coli AN385:pALMU3 hergestellt (Il 6.4).
Drupanin (3-Dimethylallyl-4-hydroxyzimtsaure) wurde aus Plicatin B durch methanolische
Verseifung synthetisiert (s. Ill 8), und das Molekulargewicht von 232,2 (Summenformel:
Ci4H1603) wurde durch EI-MS-Analyse (TSQ70-Spektrometer, Finnigan, Bremen) in
Methanol verifiziert.

Nach Austausch der Dimethylallyl-Seitenkette durch eine Geranyl-Gruppe konnte im
Vergleich zum natirlichen Substrat immerhin eine 26 % ige Produktbildung beobachtet
werden. Das geranlyierte Reaktionsprodukt wurde praparativ isoliert (Il 6.5) und nach
Reinigung Uber HPLC (lll 6.1.3) mittels EI-MS identifiziert. Wie erwartet wurde ein
Molekulargewicht von 463,3 bestimmt (theoretisch: Co;Hx9 NOg, MW 463,53) (Abb. 32).

Geringe Umsatzraten (4,6 %) wurden auch mit 3-Methyl-4-aminobenzoesaure festgestellt.
Aufgrund der geringen Produktbildung war jedoch eine Bestatigung der Struktur nicht
mdglich. Im Gegensatz dazu, wurde prenylierte 4-Hydroxyzimtsdure (Drupanin) nicht als
Substrat akzeptiert. Die eher hohe Spezifitat fur die Carboxyl-Gruppe an C-1 zeigte sich
auch fir die Positionen C-3 und C-4, zumal 4-Hydroxyzimtsaure-Derivate mit polaren oder
unpolaren Substituenten nicht umgesetzt wurden.

Ebenfalls keine Produktbildung wurde nach Inkubation mit 7-Amino-4-methylcumarin oder L-
Tyrosin anstelle von Ring B registriert.
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Tab. 42: Substratspezifitit der rekombinanten Novobiocinsdure-Synthetase mit C-
terminalem Hexa-Histidin-Rest. Die Novobiocinsaure-Synthetase-Aktivitdt wurde mit
jeweils 2,5 ug gereinigtem Enzym und Substratkonzentrationen von jeweils 1 mM bestimmt
(m 5.3.3).13-Geranyl-4-h2ydroxybenzoeséure wurde, wie in Kapitel Il 6.4 beschrieben,
enzymatisch hergestellt. “Die Synthese von 3-Dimethylallyl-4-hydroxyzimtsaure ist unter 11l 8

beschrieben.
Substrat Spezifische Aktivitit Relative Aktivitat
[pkat/mg Protein] [%]
Ring A und Ring B 26.450 100
Ring B und Ring A-Analoga:
3-Geranyl-4-hydroxybenzoesaure’ 6.914 26,1
3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxybenzoesaure <0,014 < 0,001
3-(Carboxymethylaminomethyl)- <0,014 < 0,001
4-hydroxybenzoesaure
3-Methoxy-4-hydroxybenzoesaure <0,014 < 0,001
3,4-Dihydroxybenzoesaure <0,014 < 0,001
3,5-Dimethyl-4-hydroxybenzoesaure <0,014 < 0,001
3-Methyl-4-aminobenzoesaure 1.229 4.6
3-Cyclohexyl-4-hydroxybenzoesaure <0,014 < 0,001
3-Dimethylallyl-4-hydroxyzimtsaure? <0,014 < 0,001
Ring A und Ring B-Analoga:
7-Amino-4-methylcumarin <0,014 < 0,001
L-Tyrosin <0,014 < 0,001
43.1 *E+B86

186+

Abb. 32: EI-MS-Analyse des durch die Novobiocinsaure-Synthetase aus Ring B und
GBA synthetisierten Reaktionsproduktes.
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4.3.7 Michaelis-Menten-Kinetik der Novobiocinsaure-Synthetase-Reaktion

Die kinetischen Parameter V.« und K, wurden fur die Substrate Ring A und Ring B in
Gegenwart von 5 mM ATP und 5§ mM MnClI, bestimmt. Das jeweils konstant gehaltene
Substrat wurde in einer Konzentration von 1 mM im Novobiocinsaure-Synthetase-Assay
eingesetzt. Um 2zu gewahrleisten, dal} die Produktbildung im niedrigen Substrat-
konzentrationsbereich stets im linearen Bereich lag, muften zur Bestimmung von
Initialgeschwindigkeiten aulerst geringe Proteinmengen eingesetzt werden. Fur die K,-Wert-
Bestimmung von Ring A wurden 4,5 ug/ml Protein in einem Assay-Gesamtvolumen von 100
Ml eingesetzt; im Fall von Ring B muldte das Gesamtvolumen bei einer Proteinkonzentration
von 1,45 pg/ml Protein auf 1 ml erhdht werden, um eine Produktbildung oberhalb der
Nachweisgrenze der HPLC zu erhalten. Die Inkubationsdauer betrug stets 5 min. Die
Novobiocinsaure-Synthetase-Reaktion zeigte die typische Michaelis-Menten-Kinetik. Mit Hilfe
der entsprechenden Lineweaver-Burk-Methode wurde ein K,-Wert von etwa 19 yM fur Ring
A und von 131 pM fur Ring B ermittelt (Abb. 33).
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—_ 0.37%m
A o Vinax = 25,45 nkat/mg B T 037 K,=130,71 M
= 1
- D - 1 Ve = 30,46 nkat/m
£2 o021 §9 max J
£3 2.2
20 S 3 0.1
-z 74 ==
T T T T T T T
-0.2 -O./]/ 0.1 0.2 = — 7T T
o A[S] [1/mM Ring Al -0.02 -0.01 | 0.01 0.02 0.03 0.04
0. 04 1/[S] [1/mM Ring B]

Abb. 33: Lineweaver-Burk-Plots zur Bestimmung der Michaelis-Menten-Konstante fiir
Ring A (A) und Ring B (B).

Mit einer spezifischen Aktivitat von 50,6 nkat/mg Protein konnte eine Wechselzahl von 2,9 s
fr das gereinigte Enzym berechnet werden.

4.3.8 ATP-abhangiger Mechanismus der Aktivierung

Prinzipiell sind 2 Mechanismen fir eine ATP-abhangige Aktivierung von Carbonsauren
moglich: zum einen ist die Bildung eines phosphorylierten Intermediates unter ADP-Freigabe
denkbar. Diesen Aktivierungsmechanismus findet man sowohl bei Succinyl-CoA-
Synthetasen (Walsh et al. 1970) und der O-Succinylbenzoat-CoA-Ligase aus Galium
mollugo (Sieweke und Leistner, 1992), als auch bei der Glutamin-Synthetase-Reaktion
(Midelfort und Rose, 1976). Weit haufiger kommt es zur Bildung eines Acyl-Adenylates. So
stellt die Adenylierung den typischen Aktivierungsmechanismus der nicht-ribosomalen
Peptidsynthetasen, Luciferasen, Acyl-CoA-Ligasen und 4-Coumarat:CoA-Ligasen dar
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(Turgay et al. 1992). Der ATP-PP;-Austausch-Assay bietet die Moglichkeit zur Bestimmung
enzymatischer Adenylierungsaktivitaten. Da die Reaktion ein Gleichgewicht darstellt, kann
man nach Zugabe von [**P]PP; zum Reaktionsansatz die Bildung von [**P]JATP beobachten.

Die gereinigte rekombinante Novobiocinsdure-Synthetase wurde bezlglich mdglicher
Adenylierungsaktivitat getestet (Ill 5.3.4). Wie die Daten in Tab. 43 zeigen, konnte
enzymabhangig eine Adenylierungsaktivitat nach Inkubation mit Ring A und ATP festgestellt
werden. Dagegen konnte keine Adenylatbildung mit dem Substrat Ring B detektiert werden.

Tab. 43: Adenylierungsaktivitat der Novobiocinsaure-Synthetase.
Die [*P]JATP-Bildung wurde im ATP-PP-Austausch-Assay wie in
Kapitel 11l 5.3.4 beschrieben mit gereinigter NovL-(His)s bestimmt. Die
Werte stellen Mittelwerte aus Doppelbestimmungen dar.

Assay Bestandteile Produktbildung
[Ba]
Ring A, ATP, [**P]PP;, NovL 685,2
Ring B, ATP, [**P]PP;, NovL 11,8
ATP, [**P]PP;, NovL 12,4
Ring A, ATP, [**P]PP;, NovL (hitzedenaturiert) 3,2

Die Resultate unterstitzen die Vermutung, dal® auch im Falle der Novobiocinsaure-
Synthetase-Reaktion ein Adenylierungsmechanismus unter Bildung eines Ring A-AMP-
Intermediates vorliegt (Abb. 34). Im Anschlul3 daran erfolgt dann der Transfer der 3-
Dimethylallyl-4-hydroxybenzoesaure-Einheit auf die Aminogruppe von Ring B. Die
Novobiocinsdure-Synthetase weist demnach sowohl Aktivierungs- als auch Transferfunktion
auf. Die Beteiligung von Coenzym A an der Reaktion, also die Ubertragung des aktivierten
Intermediates auf CoA, erscheint als unwahrscheinlich, zumal die Zugabe von 0,5 mM CoA
zum Novobiocinsaure-Synthetase-Assay die Novobiocinsaure-Bildung nicht erhéhte.

Carbonsaure + ATP ——= Acyl-Adenylat + PP,

~

COOH CO ~AMP

N + ATP —= + PP,

OH OH

Abb. 34: Novobiocinsdure-Synthetase-vermittelte Aktivierung von Ring A (3-
Dimethylallyl-4-hydroxybenzoeséaure) als Adenylat.
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\"/ Diskussion

1 Klonierung des Novobiocin-Biosynthese-Clusters aus S. spheroides
NCIMB 11891

Eine mdgliche Strategie zur Klonierung von Antibiotika-Biosynthese-Clustern aus
Streptomyceten beruht auf der Beobachtung, daly oftmals die gleichen grundlegenden
Biosynthesewege fir die Produktion einer Vielzahl physiologisch unterschiedlicher
Sekundarmetabolite genutzt werden. So kann man sich beispielsweise den sowohl
strukturellen, als auch funktionalen und mdoglicherweise evolutiondren Zusammenhang
zwischen Antibiotika, welche desoxygenierte Zuckerkomponenten als strukturellen
Bestandteil aufweisen, zu Nutze machen, um die entsprechenden Biosynthese-Gene zu
identifizieren. 6-Desoxyhexosen werden im allgemeinen aus Nukleosiddiphosphat (dNDP)-
aktivierten Hexosen gebildet, die mit Hilfe von dNDP-Hexose-4,6-Dehydratasen zu einem
zentralen Intermediat, der 4-Keto-6-Desoxyhexose, umgesetzt werden (Piepersberg, 1994;
Liu und Thorson, 1994).

Schon Anfang der 90er Jahre gelang es, in 70 % der 43 untersuchten Streptomyceten-
Stamme, die Sekundarmetaboliten mit 6-Desoxyhexose-Derivat-Anteil produzierten, durch
Hybridisierung mit heterologen DNA-Sonden aus den Dihydrostreptose-Biosynthesegenen
(strDELM) des Streptomycin-Produzenten Streptomyces griseus, darunter unter anderem mit
Hilfe einer heterologen Dehydratase-Sonde, Hybridisierungssignale nachzuweisen
(Stockmann und Piepersberg, 1992).

Auch mit Hilfe von homologen Dehydratase-Sonden konnten die Biosynthese-Gene der
verschiedensten, glykosylierten Antibiotika kloniert werden, zumal alle erforderlichen
Biosynthesegene sehr haufig in groRen Gen-Clustern lokalisiert sind (Martin und Liras,
1989). dNDP-Hexose-4,6-Dehydratasen aus Actinomyceten besitzen untereinander einen
vergleichsweise hdheren Verwandschaftsgrad als Dehydratasen aus anderen Bakterien-
Species. Aus stark konservierten Bereichen der Dehydratase-Gene aus S. griseus N2-3-11,
S. violaceoruber Tu22 und Saccharopolyspora erythraea DSM 5908 konnten degenerierte
Primer abgeleitet werden, mit denen Uber PCR aus genomischer DNA Dehydratase-
Genfragmente aus 8 verschiedenen Actinomyceten-Species amplifiziert werden konnten
(Decker et al. 1996). Damit war die Mdglichkeit zur Herstellung homologer Dehydratase-
Sonden gegeben, die dann zum Screenen einer DNA-Bank eingesetzt werden kénnen. Mit
Hilfe dieser Methode konnte beispielsweise das Biosynthese-Cluster des
Orthosomycinantibiotikums Avilamycin aus S. viridochromogenes Tu57 (Gaisser et al. 1997)
und des Rubradirins aus S. achromogenes var. rubradiris NRRL3061 (Sohng et al. 1997)
identifiziert werden. Auch das Screening genomischer DNA von Actinoplanes sp. SE50/110
mit einer homologen Dehydratase-Sonde fiihrte bei der Suche nach dem Acarbose-
Biosynthese-Cluster zum Erfolg (Stratmann et al. 1999). Kurzlich wurden in gleicher Weise
die Biosynthesegene der zur Familie der kanzerostatisch wirksamen Chromopeptid-
Antibiotika gehérenden Substanz C-1027 aus S. globisporus isoliert (Liu und Shen, 2000).
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Ein 6-Desoxyhexose-Derivat, die Noviose, ist auch in der Struktur des Novobiocins
enthalten, womit die Grundlage flr eine erfolgversprechende ldentifizierung des Novobiocin-
Biosynthese-Clusters durch Screening mit homologen Dehydratase-Sonden gegeben war.
Im Rahmen eines Grof3projektes innerhalb der Arbeitsgruppe gelang die PCR-Amplifikation
von zwei verschiedenen Fragmenten aus genomischer DNA von S. spheroides NCIMB
11891 mit Hilfe der auch durch Decker, Bechthold und Mitarbeiter verwendeten
degenerierten dNDP-Glucose-4,6-Dehydratase-Primer (Z. Wang, personliche Mitteilung).
Uber Homologie-Vergleich konnten beide Fragmente eindeutig als putative dNDP-Glucose-
4,6-Dehydratasen identifiziert werden. Tatsachlich fuhrte das Screening der Cosmid-Bank
aus S. spheroides mit beiden Dehydratase-Sonden zur Detektion von zwei Cosmidgruppen
mit jeweils vier Gberlappenden Cosmiden.

Auch in der Vergangenheit konnte gezeigt werden, dall das Screening mit homologen
Dehydratase-Sonden nicht immer die Identifizierung des gesuchten Biosyntheseclusters mit
sich bringt. So wurde im Falle des Daunorubicin-Biosynthese-Clusters aus S. peuceticus
berichtet, dal® die an der Biosynthese der Daunosamin-Komponente des Anthracyclins
beteiligte TDP-Glucose-4,6-Dehydratase nicht im Cluster lokalisiert ist (Gallo et al. 1996).
Der Versuch, die Biosynthesegene des Nystatin-Produzenten S. noursei Uber dieses
Verfahren zu detektieren, schlug fehl (Zotchev et al. 2000). Alle hergestellten
Deletionsmutanten bewahrten ihre Fahigkeit zur Bildung dieses Polyen-Antibiotikums. Statt
dessen wurde anhand der erhaltenen Sequenzdaten vermutlich ein neues Makrolid-Cluster
entdeckt.

Ziel war also im weiteren die Identifizierung derjenigen Cosmidgruppe, welche die
Novobiocin-Biosynthese-Gene enthalt. Hierbei erwies es sich als zweckdienlich, dall auch
das oder die Resistenzgene, deren Genprodukte den jeweiligen Antibiotika-Produzenten vor
einer Selbstintoxikation schitzen, in enger Kopplung mit den Biosynthese-Genen im Cluster
vorliegen und oftmals coreguliert exprimiert werden. (Cundliffe, 1989; Martin und Liras, 1989;
Mansouri und Piepersberg, 1991). Ein Novobiocin-Resistenzgen gyrB® wurde schon 1988
aus S. spheroides kloniert (Thiara und Cundliffe, 1988) und spater auch in seiner Funktion
naher charakterisiert (Thiara und Cundliffe, 1989 und 1993). Die Detektion eines Novobiocin-
Resistenzgens auf einer der beiden Cosmidgruppen koénnte folglich einen weiteren
Anhaltspunkt fur das Vorliegen des gesuchten Novobiocin-Clusters liefern.

Zur Differenzierung der beiden Cosmidgruppen wurden in der vorliegenden Arbeit
Randomsequenzierungen durchgefuhrt, mit dem Ziel, weitere Gene mit Bezug zur
Novobiocin-Biosynthese zu finden. Gleich zu Beginn des Sequenzierprojektes konnte das
Novobiocin-Resistenz-Gen gyrB® in Cosmidgruppe 1 nachgewiesen werden. Dieses
Ergebnis lield vermuten, daf diese Gruppe die gesuchten Biosynthese-Gene enthalt. Durch
Southern Hybridisierungen der beiden Cosmidgruppen mit einer homologen gyrB®-Sonde
konnte daraufhin eindeutig belegt werden, dall das Resistenzgen lediglich auf Cosmidgruppe
1 lokalisiert ist (Dissertationsschrift A. Mudhlenweg, 1999). Ein letztendlicher funktioneller
Nachweis des Novobiocin-Clusters muf3te dennoch erbracht werden, zumal Biosynthese-
und Resistenzgene nicht immer geclustert vorliegen. So wurde zum Beispiel festgestellt, daf’
das Thiostrepton-Resistenzgen aus S. Jaurentii nicht im Bereich der Thiostrepton-
Biosynthesegene lokalisiert ist (Smith et al. 1995).
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Die vier Cosmide der Cosmidgruppe 1 wurden daraufhin eingehend durch Restriktions- und
Hybridisierungskartierung und weitere Sequenzanalysen charakterisiert. Die Beteiligung des
identifizierten DNA-Bereiches an der Biosynthese des Antibiotikums sollte einerseits durch
die heterologe Expression eines Schlisselenzyms der Novobiocin-Biosynthese und zum
anderen durch ein Geninaktivierungsexperiment demonstriert werden. Letzteres wurde im
Rahmen der Dissertationsarbeit von A. Mihlenweg durchgefihrt.

2 Kartierung des Novobiocin-Biosynthese-Clusters

Zur Kartierung der mit der dNDP-Glucose-4,6-Dehydratase-Sonde und gyrB®-Sonde
hybridisierenden Cosmide fanden die gangige Methode der Restriktionskartierung und die
innerhalb dieser Arbeit etablierte Cosmid-Hybridisierungskartierung Verwendung. Diese
Cosmid-Kartierungs-Methode basiert im Prinzip auf einem durch Rackwitz etablierten
Verfahren, wobei die durch A-Terminase linearisierten, mit dem zu Kkartierenden
Restriktionsenzym partialverdauten Cosmide nach gelelektrophoretischer Auftrennung durch
Southern Hybridisierung mit [**P]-markierten, cos-site-komplementdren Oligosonden
detektiert wurden (Rackwitz et al. 1984 und 1985). Die Lange der einzelnen, detektierten
DNA-Fragmente reprasentiert den Abstand der spezifischen Restriktionssschnittstellen vom
rechten oder linken Ende des Cosmid-Inserts. Die Methode wurde insofern abgewandelt, als
auf die Verwendung einer radioaktiv-markierten Sonde verzichtet wurde. Statt dessen
wurden Digoxigenin-markierte Sonden aus rechts- beziehungsweise linksseitig des Inserts
flankierenden SuperCos 1-Bereichen hergestellt. Die Verwendung der A—Terminase zur
Linearisierung der Cosmide erwies sich in diesem Zusammenhang als nachteilig. Dieses
hochspezifisch innerhalb der cos-Stelle schneidende Restriktionsenzym ist zum einen teuer
und wies zum anderen in der Praxis vor allem keine zufriedenstellende Aktivitdt auf. Die
Detektion von aufgrund unvollstdndigen A—-Terminase-Verdaus nicht-linearisierter Cosmid-
DNA wurde eine Auswertung unmdglich machen. Aus diesem Grund wurde ein anderes,
moglichst nicht im Insert schneidendes Restriktionsenzym ausgewahlt. Dabei fiel die Wahl
auf Hindlll, das allerdings neben einer Schnittstelle im SuperCos 1-Vektor auch eine weitere
Schnittstelle im mittleren Bereich der Inserts aufwies. Aus diesem Grund war eine Kartierung
von jeweils beiden Seiten des Inserts erforderlich.

Erste Ergebnisse der Restriktionskartierung ergaben, daf3 die vier Cosmide aufgrund des
zum Teil gemeinsamen Bandenmusters Uberlappten und wahrscheinlich nativ waren. Dabei
umfaldten die Cosmide 9-6G und 10-9C mit etwa 58 kb den gesamten Bereich aller Cosmide.
Die Hybridisierungskartierung wurde fur diese beiden Cosmide mit EcoRl und Bglll
durchgefuhrt und erlaubte die Erstellung einer recht genauen vorlaufigen Restriktionskarte
(siehe Kapitel IV, Abb. 14). So war mit Hilfe des hier beschriebenen Verfahrens die dul3erst
zeitsparende Kartierung rekombinanter, in den SuperCos 1-Vektor einklonierter DNA bis zu
einer Grole von 40 kb mdglich.

Die Effizienz dieses Kartierungsprinzips zeigte sich zum Beispiel auch bei der
Charakterisierung des Daptomycin-Biosynthese-Clusters aus S. roseosporus (Michenney et
al. 1998). Selbst das 350 kb grof3e, lineare Plasmid SCP1 aus S. coelicolor konnte unter



124 V Diskussion

Anwendung einer analogen Hybridisierungstechnik bis auf zwei 0,8 kb groRe Licken
vollstandig EcoRl-kartiert werden (Redenbach et al. 1998). Dennoch zeigten sich die
Grenzen dieser Methode vor allem bei der Kartierung kleiner Fragmente und solcher, deren
GrofRe sich nur in wenigen 100 Basenpaaren unterschied.

3 Sequenzierung des Novobiocin-Biosynthese-Clusters

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde das Cosmid 9-6G vollstandig und Cosmid 10-9C
partiell sequenziert. Ein Teilbereich von 6,5 kb des insgesamt 58 kb umfassenden, klonierten
Abschnitts der genomischen DNA aus S. spheroides wurde von A. Muihlenweg
(Dissertationsschrift 1999) sequenziert. Nach Auswertung der Sequenzdaten konnten
insgesamt 42 offene Leserahmen detektiert werden. Die Zuordnung mdglicher Funktionen
dieser Gene erfolgte vorwiegend Uber Homologievergleiche mit bereits bekannten Genen.
Ihre postulierte Funktion innerhalb der Novobiocin-Biosynthese wird im folgenden diskutiert.
Dabei wird zunachst auf die Biosynthese der jeweiligen Ring-Einheiten des Novobiocins
(Ring A, B und C) eingegangen und im Anschlu® daran die Verknlipfung der einzelnen
Struktur-Einheiten und abschlieRenden Modifikationen innerhalb der letzten Biosynthese-
Schritte naher erlautert. Schliellich werden regulatorische Elemente und Transport-
Funktionen besprochen.

3.1 Biosynthesegene des Desoxyzuckers Novoise (Ring C)

Gerade die in den letzten Jahren auf molekularbiologischer und biochemischer Ebene
gewonnenen Erkenntnisse hinsichtlich der Biogenese Desoxyzucker-haltiger Antibiotika und
einer Vielzahl von Substanzklassen mit den verschiedensten strukturellen Funktionen
verdeutlichen die grundlegenden Gemeinsamkeiten einzelner Biosyntheseschritte (Liu und
Thorson, 1994) und erlauben die Postulierung eines detaillierten Biosyntheseweges flr die
Ring C-Einheit des Novobiocins.

Die Bildung des Desoxyzuckers erfolgt direkt aus Glucose. Schon in den 60er Jahren konnte
durch Futterungsexperimente nachgewiesen werden, dal® das Hexose-Grundgerust
vollstandig im Novobiocin erhalten bleibt (Birch et al. 1962). Die einzelnen postulierten
Biosyntheseschritte beinhalten Nukleotidylierung von Glucose-1-phosphat zu dTDP-Glucose
Uber eine dTDP-1-Glucose-Synthase (NovV), Umsetzung zu dTDP-4-Keto-6-Desoxyglucose
mittels einer dTDP-Glucose-4,6-Dehydratase (NovT), 3,5-Epimerisierung uber eine dTDP-4-
Keto-6-Desoxyglucose-3,5-Epimerase (NovW) und die 4-Ketoreduktion unter Beteiligung
einer  dTDP-4-Keto-6-Desoxyhexose-Reduktase  (NovS). Die  Methylierung des
Desoxyzuckers an Position C-5“ kdnnte einer der letzten Schritte innerhalb der Noviose-
Biosynthese darstellen und durch die putative C-Methyltransferase NovU katalysiert werden.
Der hypothetische Biosyntheseweg fur Ring C ist in Abb. 35 (Reaktion | bis V) illustriert.

Die entsprechenden Strukturgene novSTUVW konnten 374 bp stromaufwarts des
Resistenzgens ngyrB" detektiert werden. Die abgeleiteten Genprodukte dieser auf der Basis
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von Homologievergleichen identifizierten Gene stellen mit hoher Wahrscheinlichkeit
Kandidaten fur die Katalysierung der Reaktionen | bis V innerhalb des vorgeschlagenen
Noviose-Biosynthese-Weges dar. |hre unmittelbare Kopplung innerhalb des Clusters deutet
darauf hin, dal} diese Gene gemeinsam mit noch zwei weiteren stromaufwarts befindlichen
ORFs, novR und novS, transkribiert werden: Die intergenischen Bereiche waren mit maximal
62 bp nur sehr klein und bei novQRS und novVW lag jeweils eine Uberlappung von Stop-
und Start-Codon vor. Zu erwartende, vor novR befindliche Promotor-Elemente konnten nicht
eindeutig indentifiziert werden.

Die Beteiligung der Gene novT und novU an der Noviose-Biosynthese konnte eindeutig
durch ein Geninaktivierungsexperiment belegt werden (A. Muhlenweg, 1999). Die nach
Integration eines Inaktivierungskonstruktes mit Teilbereichen von novT und novU durch
Einfach-Crossover ins Genom von S. spheroides erhaltene Mutante war nicht mehr zur
Novobiocin-Produktion befahigt. Statt dessen konnte die Bildung des Aglykons des
Novobiocins, der Novobiocinsdure, nachgewiesen werden. Da nach Integration des
Konstruktes eine Tandem-Duplikation beider Gene novT und novU mit jeweils einer intakten
und einer unvollstandigen Kopie vorlag, wurde die Unterbrechung der Biosynthese auf einen
polaren Effekt auf die stromabwarts vom Integrationsort lokalisierten Gene novV und novW
zuruckgefuhrt. Diese Ergebnisse sprechen ebenfalls dafur, dal® die besagten
Zuckerbiosynthese-Gene eine Transkriptionsseinheit bilden.

O-Methylierung und O-Carbamoylierung an Position C-4“ beziehungsweise C-3“ des
Desoxyzuckers stellen vermutlich abschlieRende Modifikationen nach Verknipfung der
einzelnen Ring-Einheiten dar und werden in Abschnitt 3.4 diskutiert.
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sind mit romischen Ziffern gekennzeichnet. Eine nahere Erlduterung findet sicf;
im Text. SAM = S-Adenosylmethionin.
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3.2 Biosynthese der Aminocumarin-Einheit (Ring B)

Die Vorstellungen hinsichtlich der Biosynthese des Aminocumarin-Rings sind noch recht
spekulativer Natur. Ausgangspunkt fir die Biosynthese von Ring B stellt (ebenso wie fir
Ring A) Tyrosin dar. Fitterungsstudien an S. niveus mit L-Tyrosin-U-"*C-"°N lieferten den
experimentellen Nachweis, dal® die Aminogruppe des Cumarins aus Tyrosin stammt (Calvert
et al. 1972). Auch pflanzliche 7-Oxycumarine leiten sich vom Tyrosin ab und es stellte sich
die Frage, ob die Bildung der Ring B-Einheit des Novobiocins ebenso wie bei Pflanzen durch
ortho-Hydroxylierung und Lactonisierung der cis-Zimtsaure erfolgen konnte. Ebenfalls mit
Hilfe von Inkorporationsexperimenten mit Carboxyl-['®0]-Tyrosin konnte jedoch gezeigt
werden, dall das heterocyclische Sauerstoffatom des Aminocumarins aus der
Carboxylgruppe des Tyrosins stammt (Bunton et al. 1963). Man schlul¥folgerte, dal} der
Ringschlul eher unter Beteiligung eines oxidativen Cyclisierungs-Mechanismus erfolgt. Ein
hypothetisches Biosyntheseschema fur Ring B ist in Abb. 35 dargestellt (Reaktionen X bis
XII) und kénnte die stereospezifische [-Hydroxylierung des Tyrosins mit anschlieffender
Oxidierung und Ringschluf} durch oxidative Cyclisierung umfassen.

Die Ergebnisse der Sequenzanalyse lassen vermuten, dal} das Genprodukt von nov/ einen
moglichen Kandidaten fir die postulierte -Hydroxylierungsreaktion reprasentieren konnte.
Das daraus abgeleitete 407 Aminosduren lange Protein wies signifikante Homologien zu
Enzymen der Cytochrom P450-Superfamilie auf. Zusatzlich zu der mit 40 % hohen Identitat
zu NikQ aus dem Nikkomycin-Produzenten Streptomyces tendae, zeigte Novl Ahnlichkeiten
zu ORF20 aus dem Chloroeremomycin-Biosynthese-Cluster von Amycolatopsis orientalis
(38 % ldentitat) und zu Cytochrom P-450lin aus Pseudomonas incognita (36 % ldentitat). Die
Biosynthese der Nukleosid-Einheit der Peptidyl-Nukleosid-Antibiotika Nikkomycin X und |
erfolgt aus L-Histidin Uber 4-Formyl-4-imidazolin-2-on unter Beteiligung von NikQ, wie durch
Insertionsinaktivierungs- und anschlielende Komplementationsexperimente demonstriert
werden konnte. Dabei wurde NikQ eine bifunktionale Rolle zugeschrieben, die sowohl die 3-
Hydroxylierung des L-Histidins, als auch die nachfolgende Fragmentierung zu 4-Formyl-
4-imidazolin-2-on beinhaltete. Der biochemische Nachweis der Monooxygenierung des
L-Histidins durch die aktive heterologe Expression von NikQ gelang allerdings nicht. Auch fir
das Genprodukt von orf20 wurde eine mdgliche Funktion als Hydroxylase diskutiert, denn
das Heptapeptid-Grundgertist des Chloroeremomycins enthalt zwei in [(-Stellung
hydroxylierte Tyrosin-Reste. Im Falle der 8-Methyl-Linalool-Hydroxylase P-450lin konnte der
funktionelle Nachweis nach heterologer Expression in E. coli erbracht werden.

Novl enthalt die fur Cytochrom P450-Enzyme konservierten, typischen Motive der Oo-
Bindungsstelle und den Bereich der Ham-Bindungsdomane mit dem hochkonservierten
Cystein, Uber welches die kovalente Bindung der Ham-Gruppe erfolgt (Poulos et al. 1987)
(Abb. 36).
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Enyzm Amino- |Sequenz Amino- | Sequenz

saure saure
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Abb. 36: Aminosaurealignment der konservierten Bereiche der putativen O,- und
Ham-Bindungsstelle von Novl mit Cytochrom P450-Monooxygenasen. Hoch
konservierte Bereiche sind schwarz hinterlegt, ebenso der hochkonservierte Tyrosin-Rest
im Consensus der O,-Bindungsstelle und der Cystein-Rest innerhalb der Ham-
Bindungstasche. NikQ = Cytochrom P450 aus Streptomyces tendae (Datenbanknummer:
AJ250199), PCZA361.17 = P450-verwandte Oxidase/Hydroxylase aus Amycolatopsis
orientalis (Datenbanknummer: AJ223998), P-450lin = 8-Methyl-Linalool-Hydroxylase aus
Pseudomonas incognita (Datenbanknummer: L23310).

Die vorliegenden Sequenzdaten und die Tatsache, dal® analog im Coumermycin A1-
Biosynthese-Cluster ein entsprechendes Cytochrom P450-Gen (cumD) mit mehr als 90 %
Identitat zu Novl enthalten ist (Z. Wang, personliche Mitteilung), sprechen dafir, daf’ Novl im
Zusammenhang mit der Biosynthese der Aminocumarin-Einheit eine p-Hydroxylierung
katalysieren kénnte. Allerdings nutzen bakterielle Cytochrom P450-Enzyme der Klasse | zwei
weitere Komponenten fur den Elektronentransport wahrend der Monooxygenase-Reaktion:
eine FAD-abhangige Ferredoxin-Reduktase, die die Elektronen von NAD(P)H empfangt, und
ein Eisen-Schwefel-Ferredoxin, welches als weiterer Elektronentbertrager zwischen der
Reduktase und den Substrat-bindenden Cytochrom P450 fungiert (Munro und Lindsay,
1996). Innerhalb des sequenzierten Bereiches (53,1 kb) konnten keine dieser Komponenten
uber Datenbankrecherchen identifiziert werden. Eine ahnliche Situation zeigt sich auch im
Nikkomycin-Biosynthese-Cluster. Allerdings konnte dort ein putatives Ferredoxin-
Homologon, nikG, in unmittelbarer Nachbarschaft zu einem weiteren Cytochrom P450-Gen,
nikF, detektiert werden. Die Frage, ob NikG als Elektronenubertrager fir beide Cytochrom
P450-Enzyme fungiert, bleibt noch zu klaren. Die Beobachtung, da® P450 Monooxygenase-
Gene nicht zwangslaufig mit Genen, die fur ein Ferredoxin und eine spezifische Reduktase
codieren, assoziiert sind, wurde mehrfach fiur Actinomyceten beschrieben (O’Keefe und
Harder, 1991). Dal beide Komponenten moglicherweise durch alternative Redox-Systeme
ersetzt werden kénnen, konnte schliel3lich durch in vitro-Rekonstitutionsexperimente gezeigt
werden. So war beispielsweise die aktive, heterologe Expression des DoxA Cytochrom P450
ohne die Coexpression eines entsprechenden Ferredoxins und einer Ferredoxin-Reduktase
in S. lividans moglich (Lomovskaya et al. 1999). Diese Hydroxylase aus S. peuceticus
katalysiert die Oxidation von 13-Desoxy-Carminomycin und -Daunorubicin zu den
entsprechenden 13-Dihydro-Formen. Fir das Cytochrom P450105D1 aus S. griseus war
sogar eine aktive in vitro-Expression in E. coli unter Nutzung endogener Redox-Partner
beschrieben worden (Taylor et al. 1999). Eine Klarung der Frage, ob die Ring B-Biosynthese
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tatsachlich eine [-Hydroxylierungsreaktion beinhaltet, und ob diese Reaktion durch Novl
katalysiert wird, kann nur durch zukinftige Inaktivierungsexperimente und/oder den
enzymatischen Nachweis beantwortet werden.

Unmittelbar stromabwarts von nov/ befinden sich zwei weitere Gene, novJ und novK, die fur
Enzyme codieren, welche in die im Anschlufl an die -Hydroxylierung postulierte Oxidation
und die oxidative Cyclisierung involviert sein kénnten. Beide Gene besitzen ausgepragte
Homologien zu 3-Ketoacyl-[Acyl-Carrier-Protein]-Reduktasen der Fettsdure-Biosynthese. Flr
NovdJ wurden im Homologievergleich 46 % identische Aminosauren zu FabG aus Vibrio
harveyi und fur NovK eine Identitat von 38 % zu einem entsprechenden putativen Enzym aus
Streptomyces coelicolor A3(2) gefunden. Das fir diese zur Familie der kurzkettigen
Dehydrogenasen/Reduktasen (Short-Chain-Dehydrogenases/Reductases, SDR) gehdrende
charakteristische Glycin-reiche Motiv der NAD(P)"/NAD(P)H-Bindungsstelle GxxxGxG
(x=variable Aminosaure) konnte in der Sequenz beider Proteine gefunden werden, allerdings
im Fall von NovK in leicht modifizierter Form. Innerhalb der Fettsaure-Biosynthese
katalysieren diese Enzyme die Coenzym-abhangige Reduktion des uUber einen
Phosphopantethein-Cofaktor an das Acyl-Carrier-Protein (ACP) gebundenen Ketoacyl-
Restes zum entsprechenden Hydroxyacyl-ACP. Vergleichbare Ketoreduktasen findet man
auch bei Polyketidsynthasen, die in analoger Weise Acyl-CoA-Einheiten zu den
verschiedensten Ringsystemen verknupfen und gegebenenfalls modifizieren, woraus die
breite strukturelle Vielfalt dieser Antibiotika-Klasse resultiert (Bentley and Bennet, 1999). Ob
die diskutierte Beteiligung von NovJ und NovK an der Bildung von Ring B in der Tat zutrifft,
kann auch hier nur durch den funktionellen Nachweis geklart werden.

Wie auch schon fir die in Abschnitt 3.1 besprochenen 6-Desoxyzuckergene ist die Kopplung
der postulierten Aminocumarin-Biosynthese-Gene innerhalb des Clusters auffallig.
novHIJKLMN  kénnten in  Anbetracht der beobachteten kurzen intergenischen
Sequenzbereiche ebenfalls eine einzige Transkriptionseinheit bilden. Promotor-Elemente
stromaufwarts von novH konnten allerdings auch hier nicht eindeutig indentifiziert werden. In
diesem Zusammenhang ist die Rolle des novH-Produktes innerhalb der Ring B-Biosynthese
interessant. NovH weist signifikante Homologien zu den zur Familie der Adenylat-bildenden
Enzymen zugehdrigen nicht-ribosomalen Peptidsynthetasen auf (Turgay et al. 1992). Die
urspringliche Annahme, dal® dieses Enzym an der Bildung der Amidbindung zwischen Ring
A und Ring B beteiligt sein kdnnte, konnte in spateren Experimenten widerlegt werden (siehe
Abschitt 4). Wahrend den Ubrigen eng gekoppelten Genen novL, novM und novN zweifellos
andere Funktionen zugeordnet werden konnten, war fir novH ein Zusammenhang zur Ring
B-Biosynthese denkbar, zumal ein entsprechendes Homologon (cumC) auch im
Coumermycin A1-Cluster zu finden ist.

Nicht-ribosomale Peptidsynthetasen aktivieren Acyl-Substrate ATP-abhangig in Form eines
Acyl-Adenylates und binden dieses in einem zweiten Schritt Uber eine Thioesterbindung an
einen kovalent gebundenen 4‘-Phosphopantethein-Cofaktor (Marahiel et al. 1997). Auch
innerhalb der Sequenz von NovH konnten die katalytisch relevanten Bereiche der
Adenylierungsdomane und die 4'-Phosphopantetheinyl-Bindungsstelle identifiziert werden.
Ein ahnlicher Mechanismus bei der Ring B-Biosynthese wirde die Aktvierung der Carboxyl-
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Gruppe des Tyrosins und die nachfolgende kovalente Bindung tber den Phosphopantethein-
Cofaktor beinhalten (Abb. 35, Reaktion X). Im Anschlu® an die B-Hydroxylierung und
Oxidation des an NovH gebundenen Tyrosins, ware die oxidative Cyclisierung unter
Freigabe des Aminocumarin-Rings denkbar. Weitere funktionelle Untersuchungen
hinsichtlich dieser Hypothese sind unerlallich.

Die Einfuhrung der Methylgruppe an Position C-8° des Cumarin-Rings (Abb. 35, Reaktion
XIIl) kénnte durch das Genprodukt von novO vermittelt werden. S-Adenosyl-Methionin (SAM)
dient dabei als Methylgruppen-Donor, denn nach Fiitterung mit L-["*C]-Methionin fand ein
gleichmaRiger Einbau in die in Frage kommenden Positionen in Ring B und C des
Novobiocins statt (Birch et al. 1960). NovO zeigte mit 27 % iger Identitdt Homologien zur
moglichen C-Methyltransferase LmbW aus Streptomyces lincolnensis und wies einen
Bereich mit Ahnlichkeiten zu dem an der SAM-Bindung beteiligten konservierten Motiv
[hhD/EhGxGxG, h= hydrophobe Aminosaure, x= beliebige Aminosaure) (Kagan and Clarke,
1994) auf. Auch bei NovU handelt es sich vermutlich um eine C-Methyltransferase, allerdings
wird diesem Enzym eher eine Funktion bei der C-Methylierung des Desoxyzuckers
zugeschrieben, da das Gen mit den Zuckergenen assoziiert vorliegt und Homologien zu
Methyltransferasen der 6-Desoxyzucker-Biosynthese zeigte.

3.3 Biosynthese der prenylierten 4-Hydroxybenzoesaure-Einheit (Ring A)

3.31 Die Prenylierung erfolgt auf der Stufe des 4-Hydroxyphenylpyruvates

Die ersten innerhalb dieser Arbeit durchgeflihrten Untersuchungen konzentrierten sich auf
den biochemischen Nachweis der an der Ring A-Bildung beteiligten Prenylierungsreaktion.
Die Bearbeitung aromatischer Prenyltransferasen stellte zu diesem Zeitpunkt ein
Schwerpunktgebiet innerhalb der Arbeitsgruppe dar: Die fur die Biosynthese des
Phytoalexins Shikonin regulatorisch bedeutsame 4-Hydroxybenzoat-3-Geranyltransferase
aus Zellkulturen von Lithospermum erythrorhizon Sieb. et Zucc. konnte partiell gereinigt und
biochemisch charakterisiert werden (Muhlenweg et al. 1998). Des weiteren konnte die
gleichfalls membranstandige 4-Hydroxybenzoat-Polyprenyltransferase, die die Eingangs-
reaktion der Ubichinon-Biosynthese katalysiert, in Escherichia coli identifiziert und das
entsprechende Strukturgen kloniert werden (Siebert et al. 1992).

Die zu Anfang dieser Arbeit auf der Basis von Fitterungsexperimenten mit S. niveus in den
60er und 70er Jahren verfigbaren Daten zur Biosynthese der Ring A-Einheit des
Novobiocins, belegten den Einbau von Tyrosin (Bunton et al. 1963; Calvert et al. 1972). Die
weiteren Schritte erfordern eine Verkirzung der C-3-Seitenkette und Prenylierung des
aromatischen Ringsystems. Die Stufe der Prenylierung war derzeit noch nicht geklart und
widerspruchliche Ergebnisse gaben Anlal® zu kontroversen Diskussionen. Kominek (1972)
postulierte eine Prenylierung auf der Stufe der 4-Hydroxybenzoesaure (4HB)
beziehungsweise eines 4-Hydroxybenzoesaure-Derivates, da er nach gleichzeitiger
Futterung von 4HB und Ring B eine gesteigerte Novobiocin-Produktion beobachten konnte.
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Dieser Effekt zeigte sich jedoch nicht bei alleiniger Futterung von entweder 4HB oder Ring B.
Die Ergebnisse der Inkorporationsexperimente durch Calvert et al. (1972) sprachen jedoch
gegen diese Hypothese. Demnach betrug die spezifische Einbaurate von [°H]-4HB fiir
Novobiocin nach Zufiitterung lediglich 0,1 %, wahrend die verhaltnismaRig hohe ["C]-4-
Hydroxyphenylpyruvat (4HPP)-Einbaurate von 5,2% in Ring A die Effizienz dieses
Phenylpropan-Derivates als Vorstufe belegte. Unter Beriicksichtigung der nur geringen 4-
Hydroxyzimtsaure-Inkorporationsrate wurde 4HPP als Substrat der Prenylierungsreaktion
vorgeschlagen.

Mit den Ergebnissen dieser Arbeit konnte eine spezifische, 16sliche Prenyltransferase in S.
spheroides identifiziert und partiell gereinigt werden, die die Bildung von 3-Dimethylallyl-4-
hydroxyphenylpyruvat (3DMA-4HPP) aus 4HPP und Dimethylallyldiphosphat (DMAPP)
katalysiert. Anhand der Substratspezifitdt dieser Prenyltransferase konnte eine deutliche
Abgrenzung zu aromatischen Prenyltransferasen des Primarstoffwechsels aufgezeigt
werden. 4HB wurde im Gegensatz zu der an der Ubichinon-Biosynthese beteiligten
Polyprenyltransferase nicht als aromatisches Substrat akzeptiert (Ashby et al. 1992; Melzer
und Heide, 1994). Wahrend die 4HB-Polyprenyltransferase aus E. coli auch langerkettige
Prenyldiphosphat-Substrate, wie Farnesyl- und Solanesyldiphosphat umsetzt (Melzer und
Heide, 1994), wurde schon Geranyldiphosphat durch die hier beschriebene
Prenyltransferase kaum als Substrat genutzt. Deutliche Unterschiede in der
Substratspezifitdt sind auch zu der 1,4-Dihydroxy-2-naphthoat-Polyprenyltransferase der
Menachinon-Biosynthese zu verzeichnen (Shineberg und Young, 1976). Anders als bei der
hier untersuchten Prenyltransferase handelt es sich bei den an der Ubichinon- und
Menachinon-Biosynthese beteiligten Enzymen um membranstandige Enzyme. Auch in die
Tocopherol- und Plastochinon-Biosynthese sind aromatische Prenyltransferasen involviert
(Soll et al. 1980; Marshall et al. 1985). Es ist jedoch nicht zu erwarten, dall diese beiden
zuletzt genannten isoprenoiden Chinone in Streptomyceten auftreten. Aromatische
Prenyltransferasen spielen auch im Sekundarmetabolismus eine bedeutende Rolle. So findet
man diese Enzymklasse beispielsweise bei einer Vielzahl Phytoalexin-produzierender
Pflanzen (Tahara und Ibrahim, 1995), aber auch in Pilzen, wie zum Beispiel im Echinulin-
bildenden Ascomyceten Aspergillus amstelodami (Allen, 1972) oder dem Produzenten des
gelben Pigmentes Apulvinon, Aspergillus terreus (Takahashi et al. 1978). Keine der
genannten, in der Literatur beschriebenen Prenyltransferasen ist in ihrer Substratspezifitat
mit der hier vorgestellten 4HPP Dimethylallyltransferase aus S. spheroides vergleichbar,
womit die Beteiligung dieses Enzyms an der Novobiocin-Biosynthese plausibel erscheint,
zumal diese die Isoprenylierung eines von Tyrosin abgeleiteten Intermediates beinhaltet.

Die hier erhaltenen Resultate sind gut mit den von Calvert et al. (1972) beschriebenen
Ergebnissen vereinbar und lassen die Schluf¥folgerung zu, dal3 die Prenylierung auf der
Stufe des 4HPPs erfolgt. 4-Hydroxyphenyllactat und 4-Hydroxyzimtsaure wurden nur
minimal (5,7 %) beziehungsweise nicht durch die detektierte Prenyltransferase umgesetzt.
Die durch Kominek (1972) beobachtete gesteigerte Novobiocin-Bildung nach Fitterung mit
4HB und Ring B war wohl eher auf unspezifische Effekte zurtickzufuhren.
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3.3.2 Die Suche nach dem 4HPP Dimethylallyltransferase-Gen

Der endglltige Beweis daflr, dall die identifizierte 4HPP Dimethylallyltransferase im
Zusammenhang mit der Novobiocin-Biosynthese steht, sollte durch die Klonierung des
entsprechenden Strukturgens innerhalb des Biosynthese-Clusters erbracht werden.

Die Herstellung von Ring A-Defektmutanten und anschlieRende Wiederherstellung des
Phanotyps nach Komplementation mit Wildtyp-DNA-Bereichen koénnte ein mdgliches
Verfahren zur Identifizierung und Isolierung des gesuchten Gens darstellen. Auf diese Weise
wurde auch das ubiA-Gen der 4HB-Polyprenyltransferase erfolgreich kloniert (Siebert et al.
1992). Im Rahmen der durch Ritchie durchgefihrten Studien zum Novobiocin-
Resistenzmechanismus und zur Regulation der Resistenz-Induktion an S. niveus wurden
zwar Novobiocin-Defektmutanten durch ungerichtete Mutagenese hergestellt, doch wiesen
nahezu samtliche Mutanten einen genetischen Defekt innerhalb der Ring B-Biosynthese auf
(Cushing, 1989; Hoggarth et al. 1995). Die Isolierung Ring A-defizienter Stamme, die flr die
hier vorliegende Fragestellung hatten genutzt werden konnen, gelang damals allerdings
nicht.

Nachdem das Novobiocin-Biosynthese-Cluster in Folgearbeiten identifiziert und
charakterisiert werden konnte, bot sich die Wahl einer alternativen Klonierungsstrategie an.
Durch Screening der Cosmide mit einer degenerierten Sonde aus konservierten
Prenyltransferase-Bereichen sollte gepruft werden, ob das gesuchte Gen auf dem
untersuchten genomischen DNA-Bereich lokalisiert ist. Unter diesem Aspekt erwies sich
allerdings die Tatsache, dal® aromatische Prenyltransferasen sowohl eu- als auch
prokaryotischen Ursprungs auf molekularbiologischer Ebene noch weitgehend unerforscht
waren, als nachteilig. Eine Vielzahl von Prenyltransferasen, die aromatische Substrate
isoprenylieren, wurden bis heute biochemisch untersucht und charakterisiert, hingegen sind
fur diese Enzyme kaum Sequenzdaten vorhanden. Deutlich vollstandiger ist die Datenlage
hinsichtlich der Prenyltransferasen der Isoprenoid-Biosynthese, zu denen erheblich mehr
Sequenzdaten vorliegen.

Die Funktion zweier hoch konservierter, Asparaginsaure-haltiger Bereiche | und Il (DDxxxxD
und DDxxD, x = beliebige Aminosaure) als Prenyldiphosphat-Bindungsstellen wurde in den
90er Jahren vielfach diskutiert und konnte auch durch in vitro-Mutagenesen verifiziert werden
(Ashby und Edwards, 1990; Joley und Edwards, 1993; Koyama et al. 1996). Schlief3lich
konnte durch rontgenstrukturspektroskopische Untersuchungen an einer
Farnesyldiphosphat-Synthase die direkte Bindung der Diphosphat-Gruppen des DMAPP
Uber Magnesium-Bricken an die Carboxylgruppen der Aspartat-Reste aus Motiv |
nachgewiesen werden (Tarshis et al. 1996).

Aus Motiv | einer Vielzahl pro- und eukaryontischer Prenyltransferasen wurde eine
degenerierte 30 bp-Oligonukleotid-Sonde abgeleitet und zum Screening der bereits durch die
ngyrBR- und dNDP-Glucose-4,6-Dehydratase-Sonde identifizierten Cosmide eingesetzt.
Zwar konnten Hybridisierungssignale bei niedriger Stringenz detektiert werden, doch
handelte es sich dabei eher um eine unspezifische Sondenbindung mit einem Grof3teil der
geblotteten DNA. Ein 2,8 kb grolles BamHI-Fragment aus Cosmid 9-6G, welches ein
verhaltnismaRig starkes Signal lieferte, wurde kloniert und sequenziert. Die
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Sequenzauswertung lieferte allerdings keine Hinweise fur das Vorliegen einer
Prenyltransferase in diesem DNA-Bereich. Es konnten 3 offene Leserahmen (orf17, orf10
und orf11) gefunden werden, wovon Orf10 und Orf11 eindeutig als ABC-Transporter-
Komponenten identifiziert werden konnten, wahrend das von orf17 abgeleitete Genprodukt
keine Homologien zu bekannten Proteinen aufwies.

Durch das hier angewandte Screening mit einer aus dem DMAPP-Bindungsmotiv |
abgeleiteten degenerierten Sonde konnte das 4HPP Dirmethylalylltransferase-Gen nicht auf
den untersuchten Cosmiden identifiziert werden. Im Verlauf der Arbeit wurde der durch die
Cosmide 9-6G und 10-9C abgedeckte genomische DNA-Bereich von S. spheroides fast
vollstandig sequenziert und nach Sequenzanalyse konnten keinerlei Homologien zu
Prenyltransferasen festgestellt werden. Eine gezielte Suche nach beiden Motiven brachte
ebenfalls keine aussagekraftigen Ergebnisse. Die motivisch héchst konservierten Bereiche
DDxxD und DDxxxxD konnten in 17 % der Uberpriften Genprodukte, darunter auch in Orf7,
NovU und der resistenten Gyrase B-Untereinheit, bei denen es sich offensichtlich nicht um
Prenyltransferasen handelt, aufgefunden werden.

Die eingangs erwahnte Tatsache, dall Prenyltransferasen nur geringe Homologien
untereinander aufweisen, und dal} diese auf aufllerst kurze Motive beschrankt sind, laft
zusammen mit den in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnissen den Schlull zu, dal} die Motive
nicht fur eine eindeutige ldentifizierung von Prenyltransferasen geeignet erscheinen. Dabei
mufd aulerdem bericksichtigt werden, dall die Zahl der in der Aminosdure-Sequenz
aufgeklarten aromatischen Prenyltransferasen, insbesondere des Sekundarstoffwechsels,
aulerst gering ist. Dal’ das Motiv DDxxD nicht uneingeschrankt in allen Prenyltransferasen
vorzufinden ist, konnte zum Beispiel flr die Dimethylallyltryptophan-Synthase (DMATS)
gezeigt werden. Die DMATS aus Claviceps sp. stellt das am besten untersuchte Enzym aus
der Mutterkornalkaloid-Biosynthese dieser pflanzen-parasitischen Pyrenomyceten dar und
katalysiert die Isoprenylierung von Tryptophan an Position 4 mit DMAPP. Das Enzym konnte
erfolgreich aus Claviceps fusiformis (bei dem urspringlich als C. pupurea bezeichneten
Stamm handelt es sich vermutlich um eine Vertauschung) bis zur Homogenitat gereinigt
(Gebler und Poulter, 1992) und das codierende Gen (dmaW) Uber reverse Genetik kloniert
und aktiv exprimiert werden (Tsai et al. 1995). Unter Verwendung dieses DMATS-Gens als
heterologe Sonde, konnte das entsprechende Gen (cpd7) auch in C. purpurea identifiziert
werden (Tudzynski et al. 1999). Beide Gene zeigten in Datenbankrecherchen keine
Homologien zu Prenyltransferasen, und das schon in DmaW reduziert auftretende putative
Motiv DDxxN wurde in Cpd1 weiter zu xDxxN modifiziert. Die ldentitat zwischen beiden
DMATS-Synthasen auf Aminosaureebene betrug unerwarteterweise nur 68 % Identitat. Die
strukturelle Variabilitdt innerhalb der Prenyltransferasen kann auch am Beispiel der
Undecaprenyldiphosphat-Synthetasen aufgezeigt werden. Die Primarstruktur dieser Z-Typ-
Prenyltransferasen unterscheidet sich auferordentlich von allen anderen Prenyltransferasen
und das hochkonservierte Aspartat-Motiv DDxxD ist in dieser Enzymklasse nicht zu finden
(Apfel et al. 1999).

Unabhangig vom diskutierten Sachverhalt mul® bericksichtigt werden, dald das gesuchte
4HPP Dimethylallyltransferase-Gen moglicherweise nicht auf den bisher untersuchten
Cosmiden lokalisiert ist. Auch wenn nicht allen identifizierten offenen Leserahmen eine
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Funktion innerhalb des Novobiocin-Biosynthese-Clusters zugeordnet werden konnte, besteht
immer noch die Mdglichkeit, dal® das Cluster nicht vollstandig auf den Cosmiden 9-6G und
10-9C vorhanden ist.

Ein weiterer, parallel zum Sonden-Screening in dieser Arbeit verfolgter Ansatz, stellte das
Screening der identifizierten Cosmide nach Expression von Prenyltransferase-Aktivitat dar.
Zu diesem Zweck wurden 10-14 kb groRRe Cosmidbereiche heterolog in S. lividans TK24
exprimiert und funktionell auf Aktivitat hin untersucht. Eine ahnliche Vorgehensweise fand
auch bei der Suche nach dem Undecaprenyldiphosphat-Synthase-Gen aus Micrococcus
luteus B-P 26 Anwendung und fiihrte zum Erfolg (Shimizu et al. 1998). Bei dem dort
durchgeflhrten Shotgunscreening der Genbank auf Prenyltransferase-Aktivitat wurde der
Assay direkt auf Replikafiltern mit ["*C]-markiertem Prenyldiphosphat-Substrat durchgefiihrt
und positive Kolonien autoradiographisch  detektiert. Im Falle des 4HPP
Dimethylallyltransferase-Gen-Screenings  offenbarte  sich  die  Problematik, dal
unglnstigerweise S. lividans TK24 nicht als Expressionswirt fir die funktionellen
Prenyltransferase-Aktivitatsuntersuchungen geeignet erschien. Das Auftreten eines wahrend
der HPLC-Analytik auftretenden Substanzsignals im Bereich der Retentionszeit der
Prenyltransferase-Reaktionsprodukte machte eine Auswertung unmaoglich, da dieses neue
Reaktionsprodukt nicht-reproduzierbar nach Inkubation von zellfreiem Rohextrakt mit [1-"*C]-
markierten Prenyldiphosphat-Substraten auftrat und nicht-enzymatischer Natur war. Weitere
Experimente wurden daraufhin zurtickgestellt in der Hoffnung, dal® die Erkenntnisse aus den
fortlaufenden Sequenzierungsarbeiten nahere Hinweise fur eine Identifizierung des
gesuchten Gens liefern wirden. Wie schon erwahnt lieferte die Sequenzanalyse allerdings
keine weiteren Anhaltspunkte.

Die Frage, ob das gesuchte Prenyltransferase-Gen auf den untersuchten Cosmiden
lokalisiert ist, und welches der in Frage kommenden offenen Leserahmen fir das
entsprechende Enzym codiert, konnte schlufendlich nicht beantwortet werden. Einigen der
detektierten ORFs konnte noch keine Funktion innerhalb der Novobiocin-Biosynthese
zugeordnet werden. Zuklnftige, gezielte Geninaktivierungs-Experimente konnten unter
diesem Aspekt zur Aufklarung beitragen. Weiterhin koénnten zusatzliche Hinweise durch
Vergleich der Sequenzdaten mit denen des Clorobiocin-Biosynthese-Clusters erhalten
werden. Das Vorliegen des Prenyltransferase-Gens ist auch in diesem Cluster zu erwarten,
da in der Struktur des Clorobiocins lediglich die Methylgruppe der Cumarin-Einheit durch ein
Chloratom ersetzt ist.



V Diskussion 135

3.3.3 Seitenkettenverkiirzung des Tyrosins zur prenylierten 4-Hydroxybenzoesaure

Der erste Schritt innerhalb der Ring A-Biosynthese stellt modglicherweise die
Transaminierung des Tyrosins zum 4-Hydroxyphenylpyruvat (4HPP) dar (Abb. 35). Dieser
Weg wurde schon durch Calvert et al. (1972) vorgeschlagen, zumal es dieser Arbeitsgruppe
nicht gelang, ein nicht-oxidatives Deaminierungssystem in S. niveus nachzuweisen.
Interessanterweise wurde innerhalb des Novobiocin-Biosynthese-Clusters ein Gen (novF)
mit Ahnlichkeit zu putativen Prephenat-Dehydrogenasen entdeckt (44 % bzw. 43 % Identitat
zur Prephenat-Dehydrogenasen aus S. coelicolor A3(2) und Amycolatopsis orientalis). Ob
die Funktion von NovF tatsadchlich in der Umwandlung von Prephenat zu 4HPP besteht,
muBte in Folgeuntersuchungen verifiziert werden.

Nach Isoprenylierung des 4HPP sind nun 2zwei grundsatzliche Moglichkeiten der
Seitenkettenverkiirzung denkbar, die analog auch beim Ferulat-Katabolismus von
Pseudomonas fluorescens diskutiert wurden (Mitra et al. 1999). Zum einen kénnte eine
Parallele zur Biosynthese der Benzoesauren in Pflanzen gegeben sein, wobei nach
Reduktion des 3-DMA-4HPP zum prenylierten 4-Hydroxyphenyllactat GOber das
entsprechende 4-Hydroxyzimtsaure-Derivat eine Seitenkettenverkirzung Uber einen [3-
Oxidationsmechanismus in Analogie zum Abbau von Fettsauren erfolgen kénnte (Abb. 37,
Variante A). Die erhaltenen Sequenzdaten lieferten bisher keinen eindeutigen Anhaltspunkt
Uber die Beteiligung dieser Reaktionsschritte innerhalb der Ring A-Biosynthese.

Einen alternativen Weg konnte die direkte Abspaltung der C2-Einheit von einem prenylierten
Phenylpropan-Derivat in Form einer Retroaldol-Reaktion zum prenylierten 4-
Hydroxybenzaldehyd darstellen (Abb. 37, Variante B). Tatsachlich konnte innerhalb des
Novobiocin-Biosynthese-Clusters ein Gen, novR, identifiziert werden, das mit 48 % iger
Identitdt Homologie zu einer putativen Aldolase aus Streptomyces coelicolor A3(2) aufwies.

Die Detektion eines novR-Homologons innerhalb des Clorobiocin-Biosynthese-Clusters,
sowie Inaktivierungsexperimente und weitere Funktionsuntersuchungen koénnten diese
Hypothese stitzen.
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Abb. 37: Hypothetisches Biosyntheseschema fiir die
Seitenkettenverkiirzung des Tyrosins zur prenylierten 4-
Hydroxybenzoesdure. A. Seitenkettenverkirzung unter C2-Abspaltung
in Form einer Retro-Aldol-Reaktion. B: Seitenkettenverkirzung in
Analogie zur B—Oxidation des Fettsaureabbaus. 3DMA = 3-Dimethylallyl,
3DMAPP = 3-Dimethylallyldiphosphat, 4HB = 4-Hydroxybenzoesaure,
4HPP= 4-Hydroxyphenylpyruvat.

3.4 Verknipfung der Ringsysteme und abschlieBende Modifikationen

Ein recht klares Bild zeichnet sich fir die letzten Biosynthese-Schritte ab, und diese stehen
in praziser Ubereinstimmung mit den identifizierten Genen.

Vor Beginn unserer Arbeiten am Novobiocin-Projekt lagen widersprichliche Ergebnisse
hinsichtlich der Reihenfolge der Verknupfung der einzelnen Ringsysteme vor. Die
Zufutterung von Ring A und Ring B zu S. niveus-Zellen resultierte in einer Steigerung der
Novobiocinsaure-Bildung in vivo, wahrend die Novobiocin-Produktion unbeeinfluf3t blieb
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(Kominek, 1972). Letztere wurde auch nicht nach direkter Novobiocinsaure-Zugabe erhoht.
Kominek schlufolgerte daraus, dal} die Verknipfung von Ring C und B vermutlich die
initiale Reaktion darstellt. Dagegen berichtete Hoggarth et al. (1995), dall in
Supplementationsanalysen mit Ring A-akkumulierenden S. niveus-Mutanten die Fahigkeit
zur Novobiocin-Produktion nach Zufltterung von Novobiocinsaure, nicht aber von
Novenamin (= Ring C + B), wiederhergestellt werden konnte. Die Ergebnisse des
Geninaktivierungsexperimentes (Muhlenweg, 1999) sprechen deutlich zu Gunsten der von
Hoggarth et al. erbrachten Resultate, die implizieren, dal® die Knupfung der Amidbindung
einer Glykosylierung vorausgeht. Die Integration des Inaktivierungskonstruktes im
genomischen Bereich der Zuckerbiosynthesegene von S. spheroides brachte die
Akkumulation von Novobiocinsaure in der erhaltenen Mutante mit sich.

Die Sequenzdaten liefern deutliche Indizien dafir, dall novM fir die bendtigte
Glycosyltransferase codiert (Abb. 35, Reaktion VII). Das 379 Aminosauren lange Genprodukt
zeigte Homologien zu Glycosyltransferasen aus verschiedenen Antibiotika-Clustern und
enthielt das charakteristische Motiv HHGGxxT (x=variable Aminosaure) (Fernandez et al.
1998) im C-terminalen Bereich.

Die Verknupfung der Amidbindung zwischen Ring A und Ring B (Abb. 35 , Reaktion VI) wird
durch die Novobiocinsaure-Synthetase katalysiert (Kominek und Meyer, 1975). Auch das
Novobiocinsaure-Synthetase-Gen konnte im Cluster identifiziert werden. Die Ergebnisse
hierzu werden in Kapitel 4 besprochen.

Wiederum Untersuchungen zur Sekundarmetabolit-Akkumulation von S. niveus-Mutanten mit
Defekten innerhalb der Carbamoylierungs- und Methylierungsfunktion zeigten, daf}
O-Methylierung und O-Carbamoylierung an Position C-4“ beziehungsweise C-3“ des
Desoxyzuckers (Abb. 35, Reaktion VIII und IX) wie schon erwahnt wahrscheinlich die letzten
Modifikationen innerhalb der Biosynthese repasentieren (Kominek und Sebek, 1974). Diese
Funktionen konnten mit hoher Wahrscheinlichkeit den Genprodukten von novP und novN
zugeordnet werden. Fir NovP waren ausgepragte Homologien zu den O-Methyltransferasen
aus den Mycinamicin Ill- und Tylosin-Biosynthese-Clustern, und zwar zu MycF aus
Micromonospora griseorubida und zu TylF aus Streptomyces fradiae erkennbar (53
beziehungsweise 49 % Identitdt). Beide Makrolide enthalten den an Position C-3
O-methylierten Zucker Mycinose und fir beide Gene liegen Funktionsnachweise vor. Das
charakteristische Gylcin-reiche SAM-Bindungsstellen-Motiv (VLE/DxGxGxG, X = variable
Aminosaure) konnte innerhalb der NovP Sequenz detektiert werden. Die Zuordnung der
Carbamyoltransferase-Funktion zum Genprodukt von novN beruhte auf dessen Homologie
zu O-Carbamoyltransferasen aus symbiontischen Knodllchenbakterien (Rhizobium sp. und
Bradyrhizobium japonicum), die zur Stickstoff-Fixierung befahigt sind. Carbamoylierte Lipo-
Oligosaccharid-Nodulations-Faktoren stellen Signalfaktoren dar, die nach Infektion die
typische Gewebewucherung bei der Wurzelkndlichenbildung der Leguminosen induzieren.
Daneben wurden jedoch auch Homologien zu O-Carbamoyltransferasen aus Antibiotika-
Produzenten wie Streptomyces lavendulae und Streptomyces clavuligerus verzeichnet. Die
3'-Hydroxymethylcephem-O-Carbamoyltransferase CCT aus S. clavuligerus ist intensiv
erforscht und wurde aktiv heterolog exprimiert (Coque et al. 1995). Dabei konnte belegt
werden, dald Carbamoylphosphat als Carbamoylgruppen-Donor dient. Auch fur S. niveus
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konnte erwiesen werden, dal® die Carbamoylgruppe der Noviose aus CO, stammt (Kominek,
1972). Die Homologie von CCT zu NovN betragt allerdings nur 29 % Identitat. Dal} die CCT
nur zu Cephamycin C-Produzenten hohe Homologien aufweist, konnte in Southern
Hybridisierungen gezeigt werden (Coque et al. 1995): Sonden aus verschiedenen Bereichen
der CCT hybridisierten nicht mit genomischer DNA von S. niveus oder anderen Produzenten
carbamoylierter Antibiotika, eingeschlossen der Cephamycin A oder B-Produzenten.

3.5 Begrenzung des Novobiocin-Biosynthese-Clusters

Neben den bisher beschriebenen Genen wurden weitere offene Leserahmen im Bereich der
untersuchten Cosmide sequenziert, deren Funktion innerhalb der Novobiocin-Biosynthese
nicht offensichtlich wird beziehungsweise deren Funktion nicht unmittelbar mit der
Novobiocin-Biosynthese in Zusammenhang gebracht werden kann. So wurden stromabwarts
des Novobiocin-Resistenzgens ngyrB® Gene mit Homologien zu Primérstoffwechselenzymen
wie zu Zucker- und Peptid-Transportern (orf1 bis orf6) und zu einer Glycerinaldehyd-3-
phosphat-Dehydrogenase (orf7) detektiert. 546 bp stromabwarts von ngyrB® ist ein
mogliches Regulator-Gen (orf13) lokalisiert, dessen Genprodukt zusammen mit NovG und
Nov20 Bestandteil eines Signal-Transduktions-Systems sein kdnnte, denn fir NovG und
0Orf13 konnten Homologien zu StrG beziehungsweise AdpA festgestellt werden. Beide stellen
Komponenten einer A-Faktor-abhangigen, regulatorischen Signaltransduktions-Kaskade aus
Streptomyces griseus (Retzlaff und Distler, 1995; Ohnishi et al. 1999) dar, welche die
Induktion der Streptomycin-Biosynthese auslost. Dabei bindet der A-Faktor (2-Isocapryloyl-
3R-hydroxymethyl-y-butyrolacton) an den Repressor ArpA, wodurch dessen Bindung an die
Promotor-Region des Transkriptions-Aktivators AdpA verhindert wird. AdpA wiederum dient
als Aktivator fur die Transkription von StrR, der als letzter Aktivator innerhalb der Kaskade
die Expression verschiedener Streptomycin-Biosynthese-Gene initiiert. Analog zur Funktion
von ArpA konnte das Genprodukt von nov20 als Repressor fungieren. Das direkt an der
DNA-Bindung beteiligte Helix-Turn-Helix-Motiv (Ax3GxsV/l, x = beliebige Aminosaure) (Pabo
und Sauer, 1984) konnte in allen Regulatorproteinen detektiert werden. Neben der Induktion
der Streptomycin-Bildung hat dieses beschriebene A-Faktor-abhangige Signal-
Transduktions-System auch eine Kontrollfunktion flr Streptomycin-Resistenz- und Luftmycel-
Bildung in S. griseus inne (Vujaklija et al. 1993). Eine analoge Funktion ware auch in S.
spheroides vorstellbar, zumal Thiara und Cundliffe (1989) die Induzierbarkeit des gyrBR-
Promotors durch Novobiocin und Fluorochinolone belegen konnten. Allerdings reagiert der
gyrBR-Promotor auf topologische DNA-Verénderungen: die Novobiocin-Produktion bewirkt
die Hemmung der konstitutiv exprimierten sensitiven Gyrase, was eine Reduktion der negativ
superspiralisierten DNA zur Folge hat. Die Beteiligung mdglicher weiterer regulatorischer
Komponenten wurde bisher nicht in S. spheroides untersucht.

ngyrBR beziehungsweise orf13 reprasentieren mdglicherweise das rechte Ende des
Novobiocin-Biosynthese-Clusters. Weit weniger deutliche Aussagen lassen sich hinsichtlich
der linken Begrenzung des Clusters machen. Es wurden eine Reihe von offenen
Leserahmen identifiziert, die keine auffaligen Homologien zu bekannten Proteinen in
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Datenbanken aufwiesen (orf15, orf17, orf18 und novD), oder deren Rolle innerhalb der
Novobiocin-Biosynthese aufgrund des Homologievergleiches nicht eindeutig ableitbar war,
wobei eine klare Zuordnung zu Primarstoffwechselenzymen allerdings ebenfallls nicht
moglich war (orf16, orf14, nov21, novB, novC und novE). Lediglich das durch orf9 codierte
Enzym, eine mdglicherweise Subtilisin-ahnliche Protease, steht vermutlich nicht mit der
Novobiocin-Bildung im Zusammenhang, sondern ist wohl eher an morphologischen
Differenzierungsprozessen beteiligt. Ferner wurden zwei ABC-Tansporter-Systeme kloniert:
novA und orf10/orf11. Fur NovA wurden Ahnlichkeiten zu multidrug-resistance (MDR)-
Transportern festgestellt, die implizieren, dal} dieses Protein an einem durch aktiven
Novobiocin-Export vermittelten Resistenzmechanismus beteiligt sein kénnte. Orf10 und
Orf11 zeigen leichte Homologien zu einem als Heterodimer vorliegenden Transporter aus
dem 5‘-Hydroxy-Streptomycin-Biosynthese-Cluster aus S. glaucescens und S. griseus. Die
Funktion dieses Transporters wurde im Export Streptomycin-ahnlicher Aminoglykoside
vermutet, wobei Resistenz-vermittelnde Eigenschaften nicht nachgewiesen werden konnten
(Beyer et al. 1996). Aus genomischer DNA von S. niveus konnten zusétzlich zum gyrBR-Gen,
zwei weitere Resistenz-vermittelnde Bereiche isoliert werden (Mitchel et al. 1990; Hoggarth
und Ritchie, 1995), deren Resistenzmechanismus jedoch nicht ndher charakterisiert werden
konnte. Das Vorhandensein multipler Resistenzmechanismen in Antibiotika-Produzenten ist
nicht ungewohnlich (Cundliffe, 1992). Eine Novobiocin-spezifische Export-Funktion unter
gegebenenfalls Resistenz-vermittelnden Gesichtspunkten muRte fir die beiden detektierten
Transporter-Systeme experimentell belegt werden.

Konkrete Angaben daruber, welche der 42 sequenzierten Gene essentiell fir die Novobiocin-
Biosynthese sind, kénnen letztendlich nur durch heterologe Expression des Clusters mit
Nachweis der Aminocumarin-Produktion oder - langfristig gesehen - durch Funktions-
nachweise der einzelnen beteiligten Gene gemacht werden.

3.6 Homologien zum Coumermycin A1-Biosynthese-Cluster

Die Verwendung der gleichen Klonierungsstrategie, das Screening einer Cosmidbank mit
einer homologen dNDP-Glucose-4,6-Dehydratase-Sonde, erlaubte auch die Identifizierung
und Klonierung des Coumermycin A1-Biosynthese-Clusters aus S. rishiriensis DSM 40489
innerhalb unserer Arbeitsgruppe (Z. Wang, mundliche Mitteilung). Bemerkenswerterweise
konnten hohe Ubereinstimmungen fiir 16 Gene hinsichtlich Homologie und Organisation der
offenen Leserahmen innerhalb beider Cluster beobachtet werden (Abb. 38). Dabei zeigte
sich mehrfach eine lber 90 % ige Identitat selbst auf DNA-Ebene. Diese Ubereinstimmung
liegt vermutlich in den strukturellen Gemeinsamkeiten beider Aminocumarine begriindet. So
konnten die fur die 5-Methyl-Rhamnose-Biosynthese des Desoxyzuckers bendtigen Gene in
gleicher Anordnung auch im Coumermycin A1-Cluster stromaufwérts von gyrB~ gefunden
werden. Eine analoge Situation ist fur die Biosynthese-Gene des Aminocumarin-Rings zu
erwarten, der im Coumermycin A1 identisch vorliegt. Die hypothetische Rolle der in Abschnitt
3.2 diskutierten Funktion der Genprodukte NovEGHIJKO innerhalb der Ring B-Biosynthese
beziehungsweise Regulation wird unter diesem Aspekt gestutzt. Die Funktion von novE
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(bzw. dem Homologon cum28) ist dabei unklar. Das abgeleitete Genprodukt wies lediglich
Homologien zu LmbU aus Streptomyces lincolnensis 78-11 auf (34 % ldentitat), dessen
Funktion bisher ebenso ungeklart ist. Erwahnenswert ist jedoch, daf® die Bildung der
Propylprolin-Einheit des Lincomycins ebenfalls aus L-Tyrosin erfolgt.
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Abb. 38: Homologien zwischen Coumermycin A1- (A) und Novobiocin-Biosynthese-
Cluster (B). Die schwarz unterlegten Pfeile kennzeichnen Gene, die in beiden Clustern mit
hoher Homologie auftreten. lhre jeweilige Anordnung ist in beiden Clustern identisch.

4  Funktionelle Untersuchungen zur Novobiocinsaure-Synthetase

4.1 novL codiert fur die Amidsynthetase

Obwohl nach Auswertung der erhaltenen Sequenzdaten hinreichend Indizien fur die
Identifizierung des Novobiocin-Biosynthese-Clusters vorlagen, war dennoch ein funktioneller
Nachweis der Beteiligung der Gene an der Novobiocin-Biosynthese unentbehrlich. Neben
der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten 4HPP Dimethylallyltransferase, deren Strukturgen
jedoch nicht identifiziert werden konnte, wurde bisher lediglich ein weiteres in die
Novobiocin-Biosynthese involviertes Enzym, die Novobiocinsaure-Synthetase, enzymatisch
nachgewiesen (Kominek und Meyer, 1975). Durch die heterologe Expression dieser
Amidsynthetase, die ATP-abhangig die Verknipfung von Ring A und B katalysiert, konnte
erstmals der geforderte funktionale Zusammenhang erbracht werden: Novoboicinsaure-
Synthetase (NBSS)-Aktivitdt konnte nach Expression eines 9,7 kb gro3en EcoRI-
Fragmentes (p9-6GE9) in S. lividans TK24 demonstriert werden. Mit der weiteren
Identifizierung, Klonierung und Charakterisierung des oder der Novobiocinsaure-Synthetase-
Gene standen neue Informationen hinsichtlich des Amidbindungs-Mechanismus zur
Verfligung. Kenntnisse Uber die Substratspezifitat kbnnten neue Perspektiven im Hinblick auf
die molekularbiologischen Erzeugung Ring A-modifzierter Novobiocin-Derivate eréffnen.
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Die Sequenzanalyse ergab, dal® dieser 9,7 kb groRe Bereich zwei Gene, novH und novL,
enthielt, die anhand ihrer Homologien eindeutig zur Familie der adenylierenden Enzyme
zugeordnet werden konnten und insofern fur eine Beteiligung an der NBSS-Reaktion in
Betracht kamen. Tatsachlich war nach Expression eines Fragmentes, das beide Gene
enthielt (Konstrukt pMS73), die Bildung von Novobiocinsaure zu beobachten.

Die Superfamilie der Adenylat-bildenden Enzyme wird in zwei Subgruppen unterteilt (Turgay
et al. 1992): Enzyme der Gruppe |, zu denen auch die nicht-ribosomalen Peptidsynthetasen
gehdren, enthalten eine hochkonservierte 4'-Phosphopantetheinyl-Bindungsstelle. Nach
Aktivierung des Acyl-Substrates in Form eines Acyladenylates, wird dieses kovalent Uber
eine Thioesterbindung an den enzymgebundenen 4‘-Phosphopantethein-Cofaktor gebunden.
Im Gegensatz dazu enthalten Enzyme der Gruppe Il, zu der 4-Coumarat:CoA-Ligasen,
Luciferasen, Acetyl-CoA Synthetasen und die CoA-Synthasen der langerkettigen Fettsaure-
Biosynthese gehoren, keine 4'-Phosphopantetheinyl-Bindungsstelle. Folglich aktivieren sie
ihr Acyl-Substrat als Acyladenylat, jedoch findet keine kovalente Substratbindung an das
Enzym statt.

Die nicht-ribosomale Proteinbiosynthese war Gegenstand intensiver Untersuchungen der
letzten Jahrzehnte, zumal eine Vielzahl von Peptid-Antibiotika und anderer Substanzen mit
einem breiten Wirkungsspektrum bakteriellen und fungalen Usprungs mit Hilfe von
mutlifunktionellen Enzymkomplexen, den Peptidsynthetasen, gebildet werden (Kleinkauf und
Déhren, 1996; Marahiel et al. 1997). Die nicht-ribosomale Proteinbiosynthese erfolgt nach
dem Prinzip des Thiotemplate-Mechanismus (Stachelhaus und Marahiel, 1995), wonach die
Transpeptidierung durch Ubertragung der aktivierten Aminosdure (oder des Aminoséure-
Derivates) vom 4‘-Phosphopantethein-Cofaktor auf die Aminogruppe der nachsten
4‘-Phosphopantethein-gebundenen aktivierten Aminosaure erfolgte. Die Aminosauren-
Reihenfolge der entstehenden Peptidkette wird dabei durch die sequentielle Anordnung der
fur Aktivierung und Thioesterbindung verantwortlichen Domanen festgelegt. Nach dem
urspringlichen Modell sind die Funktionen fir die Aktivierung und Thioesterbindung eines
jeden Substrates auf unterschiedlichen Peptidsynthetase-Modulen zusammengefal’t. Die
Substratspezifitat der Peptidsynthetasen beschrankt sich nicht auf die proteinogenen
Aminosauren, sondern erfahrt eine Ausweitung auf nicht-proteinogene Aminosauren bis hin
zu Carbonsauren und Aminen. In Analogie zur nicht-ribosomalen Peptidbiosynthese wirde
ein hypothetisches Modell der Novobiocinsaure-Biosynthese die Aktivierung und kovalente
enzymatische Bindung sowohl von Ring A als auch von Ring B (oder einer Ring B-Vorstufe)
durch zwei separate Peptidsynthetase-Module und den Transfer der Acylgruppe von Ring A
auf die Aminogruppe einer aktivierten Ring B-Einheit beinhalten.

Die Anwesenheit einer hochkonservierten 4‘-Phosphopantethein-Bindungsstelle innerhalb
der Sequenz von NovH legte eine Klassifizierung des Enzyms in Gruppe | der Adenylat-
bildenden Enzyme nahe. Hingegen wurde NovL aufgrund des Fehlen dieses Motives in
Gruppe Il eingeordnet. Die beschriebene strukturelle Organisation der Peptidsynthetasen ist
jedoch nicht ausschlieRlich bei allen Peptidsynthetasen zu finden und Abweichungen vom
urspriinglichen Modell wurden in den letzten Jahren vermehrt beschrieben. So ist
beispielsweise innerhalb der Actinomycin-Biosynthese (Schauwecker et al. 1998; Pfennig et
al. 1999) und der Enterobactin-Biosynthese (Gehring et al. 1997) eine grof3ere strukturelle
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Ahnlichkeit zur Polyketid- und Fettsiure-Biosynthese erkennbar. Im Falle des Aktinomycins
erfolgt die Bildung des 4-Methyl-3-hydroxyanthranilsdure (4-MHA)-Pentapeptidlactons durch
drei Actinomycin-Synthetasen (ACMS |, Il und Ill), wobei ACMS Il und IIl typische
Peptidsynthetasen darstellen und je zwei beziehungsweise drei Aktivierungsdomanen und
4‘-Phosphopantethein-Bindungsstellen enthalten. ACMS | hingegen stellt eine 4-MHA-AMP-
Ligase dar und besitzt ahnlich wie NovL keinen 4‘-Phosphopantethein-Cofaktor. Diese
fehlende prosthetische Gruppe wird jedoch durch ein weiteres Gen, acmD, das fir ein Acyl-
Carrier-Protein (ACP) codiert, bereitgestellt. Ahnliche Verhaltnisse findet man bei der
Biosynthese des Eisen-Siderophors Enterobactin (Gehring et al. 1997): Hier wird die
Adenylierung von 2,3-Dihydroxybenzoat durch das Genprodukt von EntE, eine
Dihydroxybenzoesaure-AMP-Ligase, katalysiert. EntB enthalt im C-terminalen Teil ebenfalls
eine ACP-Domane, dessen 4‘-Phosphopantethein-Cofaktor unter Katalyse von EntE mit
2,3-Dihydroxybenzoat acyliert wird.

Die Knupfung der Amidbindung zur Novobiocinsaure gestaltet sich jedoch nach einem
andersartigen Mechanismus. Innerhalb des untersuchten Sequenzbereiches konnten keine
Hinweise fur das Vorliegen eines Acyl-Carrier-Protein-Gens gefunden werden. Ferner zeigte
sich, daf’ ausschlieRlich NovL in die Novobiocinsaure-Synthetase-Reaktion involviert ist, d.h.
daR ein einziges Enzym beide Schritte, die Aktivierung von Ring A als Acyladenylat und den
anschlielenden Transfer auf die Aminogruppe von Ring B, katalysiert. Es wurden keinerlei
Hinweise daflr gefunden, dal®3 das Peptidsynthetase-Homologon NovH an der Reaktion
beteiligt ist. Nach Coexpression von novH und novL konnte keine Aktivitatssteigerung
beobachtet werden; ebenso brachte die gemeinsame Inkubation der einzeln exprimierten
Gene im NBSS-Assay keine Erhéhung der Aktivitat mit sich. Die Uberexpression und
homogene Reinigung der enzymatisch aktiven Novobiocinsaure-Synthetase NovL schlof3
schliel3lich die Beteiligung weiterer Enzyme aus. Die experimentellen Daten belegten also,
dall der Mechanismus der Novobiocinsadure-Bildung sich von dem der nicht-ribosomalen
Proteinbiosynthese unterscheidet.

4.2 Uberexpression und Reinigung der Novobiocinsdure-Synthetase als C-
terminales Hexahistidin-Fusionsprotein

Zur weiteren Charakterisierung der Novobiocinsdure-Synthetase wurde NovL nach
Uberexpression als rekombinantes Hexahistidinfusionsprotein in E. coli bis zur Homogenitéat
gereinigt. Zwar konnte nach Fusion des His-Tags an den N-Terminus von NovL die
Expression eines etwa 62,5 kDa grofen Proteins beobachtet werden, doch lag die
gemessene NBSS-Aktivitat bei nur 1,4 % im Vergleich zu der im Wildtyp (s. Kapitel IV 4.2.1).
Dies war zumindest teilweise darin begrindet, dal® ein Grofteil des gebildeten Enzyms in
Form von unlbslichen ,Inclusion Bodies” vorlag. Nach Verwendung eines anderen
Expressionssystems, das die C-terminale (His)s-Fusion erlaubte, konnten immerhin 7-fach
hohere NBSS-Aktivitaten registriert werden. Allerdings lag auch in diesem Fall ein Grofteil
des gebildeten Proteins in unldslicher Form vor (s. Kapitel IV 4.2.2). Da die NBSS-Aktivitat
nachweislich nicht durch die Fusion des Histidin-Schwanzes beeinflul3t wurde, wurden zwei
Ansatze verfolgt, um eine effektive Reinigung des rekombinanten Enzyms Uber Nickel-
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Affinitats-Chromatographie zu ermdglichen. Beim Auftreten unléslicher Inclusion Bodies ist
eine Reinigung unter denaturierenden Bedingungen angezeigt, sofern eine anschliel’ende
Ruckfaltung durch Entfenung des Denaturans zum aktiven Enzym maoglich ist. Mit der in
dieser Arbeit angewandten Methode der Behandlung mit 8 M Harnstoff konnte zwar ein
geringer Teil des Enzyms wieder in Lésung gebracht werden, allerdings ging dies nicht mit
der gewunschten Wiederherstellung der NBSS-Aktivitat einher (s. IV 4.2.2.1). Auf die
empirische Etablierung eines adaquaten Ruckfaltungsverfahrens wurde jedoch verzichtet
und statt dessen alternativ der EinfluR der Erniedrigung der Expressionsrate auf die
Loslichkeit untersucht. Mit den in Kapitel IV 4.2.2.2 beschriebenen Mallnahmen konnte der
Anteil korrekt gefalteter, nativer NovL-(His)s signifikant erhdoht werden, was sich in einer
90-fachen Erhéhung der spezifischen Aktivitat dulderte. In dhnlicher Weise wurde auch bei
der heterologen Uberexpression der Yersiniabactin Synthetase HMWP2 verfahren (Keating
et al. 2000) was ebenfalls in einer verbesserten Loslichkeit dieser nicht-ribosomalen
Peptidsynthetase resultierte.

Mit Hilfe eines Zwei-Schritt-Reinigungsverfahrens unter Verwendung von Nickel-Affinitats-
und Gelfiltrations-Chromatographie war die Reinigung des C-terminalen NovL-Hexa-Histidin-
Fusionsproteins bis zur anndhernden Homogenitat moglich. Ausgehend von 4 g Biomasse
konnten mit einer Ausbeute von 55 % 1,4 mg homogenes Enzym mit einer Gesamtaktivitat
von 70,8 nkat erhalten werden (s. IV 4.2.3). Hiermit war der Nachweis fur die ausschlie3liche
Beteiligung von NovL an der Katalyse der Amid-Bindung zwischen Ring A und Ring B
erbracht worden.

4.3 Biochemischer Nachweis der Adenylierungsfunktion von NovL

In Einklang mit der im Homologievergleich erkennbaren Ahnlichkeit von NovL zur
Superfamilie der Adenylat-bildenden Enzyme, konnte die Adenylierungsaktivitdt der
Novobiocinsaure-Synthetase mit Hilfe des ATP-PP;-Austausch-Assay dokumentiert werden
(Kapitel 1V, Tab. 43). Wie erwartet konnte eine enzymabhangige Adenylierung von Ring A,
nicht jedoch von Ring B, nachgewiesen werden. Nach Bildung des Ring A-AMP-
Intermediates erfolgt der Transfer der Acyl-Gruppe auf die Aminogruppe von Ring B. Die
Aminocumarin-Einheit wird offenbar nicht aktiviert.

Die Adenylierungsfunktion von NovL spiegelte sich auch in der Proteinsequenz wider. Die
Novobiocinsaure-Synthetase zeigte insbesondere Homologien zu 4-Coumarat:CoA-Ligasen
(4CL) und Acyl-CoA-Ligasen. Die fir 4-Coumarat:CoA-Ligasen charakteristischen,
konservierten Motive Box | und Box Il (Stuible et al. 2000) und die Motive A8 und A10
(Marahiel et al. 1997), die am Adenylierungsmechanismus beteiligt sind, konnten in NovL
detektiert werden (Kapitel IV, Abb. 17). Durch Mutationsanalysen an der 4CL aus
Arabidopsis thaliana konnte gezeigt werden, dal} der konservierte Lysin-Rest in Motiv Box |
und der Arginin-Rest in Motiv A8 in Kooperation die PP-Freigabe wahrend der Adenylat-
Bildung koordinieren (Stuible et al. 2000). Das konservierte Lysin aus Motiv A10 interagiert
sowohl mit der Carboxylgruppe des zu adenylierenden Substrates, als auch mit den 4‘- und
5-Sauerstoffatomen der Ribose des Nukleotids (Marahiel et al. 1997) und fungiert als aktives
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Zentrum der Adenylat-Bildung. Fir den zentralen Cystein-Rest in Motiv Box Il wurde langere
Zeit eine Beteiligung an der Thiolester-Bildung bei 4CLs spekuliert, da Experimente mit
Sulfhydryl-modifizierenden Agenzien eine 4CL-Aktivitdts-Hemmung bewirkten (Knobloch und
Hahlbrock, 1977; Becker-André et al. 1991). Die direkte Beteiligung dieses Restes am
katalytischen Mechanismus konnte jedoch durch weitere Mutationsanalysen widerlegt
werden (Stuible et al. 2000). Eine Unterscheidung zwischen CoA-Ligasen und Enzymen, die
nur eine Adenylierungsfunktion aufweisen, ist anhand der Sequenzdaten nicht mdglich. Daf’
Coenzym A an der Novobiocinsaure-Synthetase-Reaktion beteiligt ist, erscheint
unwahrscheinlich, zumal die Anwesenheit des Cofaktors im Assay keine Aktivitats-
steigernde Wirkung zeigte. Das Fehlen der hochkonservierten 4‘-Phosphopantethein-
Bindungsstelle in NovL deutet darauf hin, dal auch dieses enzym-gebundene CoA-Derivat
nicht im Mechanismus involviert ist.

Die Kondensation der als Thioester gebundenen Intermediate wird bei nicht-ribosomalen
Peptidsynthetasen bewiesenermallen durch eine Kondensations—Doméne (C3-Core) mit
dem hochkonservierten Motiv HHxxxDG (x = variable Aminosaure) katalysiert (Stachelhaus
et al. 1998; Konz und Marahiel, 1999). Dieses Histidin-Motiv ist auch bei der Familie der gut
untersuchten Acyl-Transferasen zu finden und am Mechanismus des Acyl-Transfers beteiligt.
In NovL konnte das Motiv der C-Domane unterdessen nicht identifiziert werden. Kuirzlich
wurde durch in vitro-Mutagenesen an der nicht-ribosomalen Yersiniabactin-Synthetase
HMWP2 herausgefunden, dal} ein weiteres, in der Nahe des C3-Cores lokalisiertes
konserviertes Motiv, Dx;Dx,S (x = beliebige Aminosaure) eine entscheidende Funktion beim
katalytischen Mechanismus inne hat. Die beiden Asparaginsdure-Reste sind von
entscheidender Bedeutung flr die Bildung der Amidbindung (Keating et al. 2000). Dieses
Motiv konnte zweimal im zentralen Bereich der NovL-Sequenz gefunden werden. Ob
gewisse Analogien im Kondensations-Mechansimus der Novobiocinsaure-Synthetase
vorliegen, muf} schluf3endlich durch Mutationsanalysen geklart werden.

44 Biochemische Charakterisierung der rekombinanten Novobiocinsaure-
Synthetase

Die Novobiocinsaure-Synthetase aus S. spheroides liegt in ihrer aktiven Form als Monomer
vor. Durch Gelfiltrations-Chromatographie konnte ein natives Molekulargewicht von 57-58
kDa fur das rekombinante Enzym ermittelt werden, was dem theoretisch berechneten Wert
von 58,1 kDa mit C-terminalem His-Tag entsprach. Unter denaturierenden Bedingungen
wurde ein Wert von etwa 60,6 kDa bestimmt.

Das pH-Optimum der Novobiocinsaure-Synthetase liegt in Tris-HCI-Puffer bei pH 8,0. Fir
das Enzym aus S. niveus wurden optimale Aktivitaten bei pH 9,0 gemessen.

NovL(His)s zeigte die fur Adenylat-bildende Enzyme typische Abhangigkeit von divalenten
Kationen wie Mg** oder Mn?".

Die biochemischen Eigenschaften des rekombinanten Enzyms lagen innerhalb des Bereichs
der fuUr andere in der Literatur beschriebenen Daten von adenylierenden Enzymen der
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Gruppe Il. In Tab. 44 ist ein Vergleich von NovL-(His)s zu vorhandenen Daten aus Acyl-CoA-
Synthetasen und 4-Coumarat:CoA-Ligasen dargestellit.

Tab. 44: Vergleich von Molekulargewicht und Wechselzahl der rekombinanten
Novobiocinsdure-Synthetase mit verschiedenen Acyl-CoA-Synthetasen und 4-
Coumarat:CoA-Ligasen.

Enzym Organismus Molekulargewicht =~ Wechselzahl Referenz
[kDa] [min™]
NovL-(His)s S. spheroides 57-58 174 diese Arbeit
Acyl-CoA-Synthetasen:
MF7 Brassica napus 74,4 1,71 Fulda et al.
1997
VLACS Rattus 70,7 2,76 (Palmitat) Uchiyama et

4,08 (Lignocerat) al. 1996

4-Coumarat:CoA-Ligasen:

Nt4CL1 Nicotiana tabacum 60 82,5 Lee und
Nt4CL2 60 90,36 Douglas, 1996
Pt4CLA1 Populus tremuloides 60 41,34 Hu et al. 1998
Pt4CL2 63 7,08

In unseren Untersuchungen zeigte NovL-(His)s eine strikte Spezifitat fur das Nukleotid ATP
(Kapitel 1V, Tab. 41). Im Gegensatz dazu konnte eine etwas hohere Flexibilitat hinsichtlich
der Struktur des Acyl-Substrates (Ring A) verzeichnet werden. Das Ring A-Analogon 3-
Geranyl-4-hydroxybenzoesaure (GBA) wurde mit immerhin 26 % iger Produktbildung als
Substrat akzeptiert (Kapitel 1V, Tab. 42). Eine relativ breite Substratspezifitat der
Novobiocinsdure-Synthetase ware unter dem Gesichtspunkt der Herstellung neuer
Novobiocin-Derivate von Interesse. Die Inaktivierung der fir die Biosynthese von Ring A
verantwortlichen Gene und Zufltterung der entsprechenden Ring A-Analoga zu den
erhaltenen Mutanten konnte den leichten und effizienten Zugang zur Gewinnung neuer
Substanzen eréffnen. Gleichermalien interessant ware die Identifizierung der fur die
Substratspezifitat verantwortlichen Bereiche. Die Veranderung der Substratspezifitat durch
Mutation einzelner Aminosauren koénnte weitere Ansatzpunkte zur Produktion neuer
Aminocumarin-Antibiotika liefern.
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Vil  Anhang

1 DNA-Sequenz der bei der Cosmid-Kartierungsmethode verwendeten
Sonden SuperCos 1-T3 und SuperCos 1-T7

Restriktionsschnittstellen sind fett hinterlegt.

SuperCos 1-T3 (512 bp Scal-EcoRI-Fragment):

Scal
1 agtact caac caagtcattc tgagaatagt gtatgcggcg accgagttgc tcttgcececgg
61 cgtcaacacg ggataatacc gcgccacata gcagaacttt aaaagtgctc atcattggaa
121 aacgttcttc ggggcgaaaa ctctcaagga tcttaccgct gttgagatcc agttcgatgt
181 aacccactcg tgcacccaac tgatcttcag catcttttac tttcaccagc gtttctgggt
241 gagcaaaaac aggaaggcaa aatgccgcaa aaaagggaat aagggcgaca cggaaatgtt
301 gaatactcat actcttcctt tttcaatatt attgaagcat ttatcagggt tattgtctca
361 tgagcggata catatttgaa tgtatttaga aaaataaaca aataggggtt ccgcgcacat
421 ttccccgaaa agtgccacct gacgtctaag aaaccattat tatcatgaca ttaacctata
481 aaaataggcg tatcacgagg ccctttcgtc ttcaa gaatt c¢

EcoRl

SuperCos 1-T7 (813 bp BamHI-Sspl-Fragment):

BanH|
1 ggatcc ctat agtgagtcgt attatgcggc cgcgaattct catgtttgac cgcttatcat
61 cgataagctc tgctttttgt tgacttccat tgttcattcc acggacaaaa acagagaaag
121 gaaacgacag aggccaaaaa gctcgctttc agcacctgtc gtttccttte ttttcagagg
181 gtattttaaa taaaaacatt aagttatgac gaagaagaac ggaaacgcct taaaccggaa
241 aattttcata aatagcgaaa acccgcgagg tcgccgeccce gtaacaaggc ggatcgecgg
301 aaaggacccg caaatgataa taattatcaa ttgcatacta tcgacggcac tgctgccaga
361 taacaccacc ggggaaacat tccatcatga tggccgtgcg gacataggaa gccagttcat
421 ccatcgcttt cttgtctgct gecatttgcet ttgtgacatc cagcgecgcea cattcagcag
481 cgtttttcag cgcgttttcg atcaacgttt caatgttggt atcaacacca ggtttaactt
541 tgaacttatc ggcactgacg gttaccttgt tctgcgcetgg ctcatcacgce aggataccaa
601 ggctgatgtt gtagatattg gtcaccggct gagggttttc gattgccgct gcgtggatag
661 caccatttgc gatcaggcgt ccttgatgaa tgacactcca ttgcgaataa gttcgaagga
721 gacggtgtca cgaatgcgct ggtccagctc ggtcgattgce cttttgtgca gcagaggtat
781 caatctcaac gccaaggctc atcgaagcgce aatatt

Sspl
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2 Sequenzierung eines 53,1 kb Abschnitts (Cosmide 9-6G und 10-9C)
aus dem Novobiocin-Biosynthesecluster aus S. spheroides NCIMB
11891

Aufgefihrt ist die Nukleotidsequenz des jeweils codierenden DNA-Stranges und die
entsprechende Ubersetzung in die Aminoséauresequenz der 42 identifizierten ORFs aus
Kapitel IV 2.2.2 Startcodons sind fett gedruck, Stopcodons sind mit einem * gekennzeichnet.
Méogliche ribosomale Bindungsstellen sind unterstrichen. Bereiche, aus denen Primer
abgeleitet wurden, sind punktiert hervorgehoben.

Der Bereich von novT bis ngyrB® wurde durch A. Mihlenweg sequenziert
(Dissertationsschrift 1999) und ist hier zur Vervollstandigung mit aufgeflhrt.

Bereich: orf15 bis orf5

1 CTAGGAGGAGCTATGGCTCGTTGAAGCCCGGCGCGCGCAGCCCTGGCCACGGGTCGAGGA
DEEIGLLKPGRADPGTGLE

61 GCATGAGCAGGGTCATGGGCAGGTAGCGGAGCGGGGTCCGCAGGCGCAGGGTCGGGCTGA
EYEDWYGDMAEGWADADWGS
121 GCCGCAGGTCGAGCGGGTCAAGCATGCAGAACAGGTCGCGGCGTTCGAGGTGGGACGCCT
EADLEGLEYTKDLAALEVRR

181 TGTAGCGCAACGCGTGGTCGTGGGCCTTCCGTGCGGGCAAGCGCCACTGGCCGAACTGGA
FMANRVLVRFARGNATVPKYV

241 CCAGCCGGAAGAGGACCCGGACGAGCCGCCAGAGCTAGAGGCCCAACCGGTCGACGAGGG
QDAKEQAQEATEIEPNALROQE

301 TGAGCAGGTCGTCCGACCTCAGCTGGACGGCGTGGTAGAGCGGCTCGGTCCGCTAGTCTA
WEDLLSSDVQRVMEGLWAIL

361 GGAGGTCTAGGAGGCTGAAGTCTAGCAGCCCCTACCACACGAGCTTGCGGAACATCCGCG
DELDESKLDDPITHEFAKYA

421 AGCGCTCTATGGCGTCGTGCTACGGGAGCCACGCGCGGTCGAGCATCACGCTCCACTTGA
SALYRLVIGETRALEYHSTEF

481 GGCACTTCCAGTACCGGGCAAGCTTGTACAGTGCCTACTGCCTGAAGCCGCTGTGGCCTA
ETFTMAREFMDRIVSKPSVP

541 CCAGCGGCTGGGTGCCTACCGACCACGCCATGTGGAGCATGCGCACGGTGTCGTCGAGGA

HDGVWPHSTRYVEYAHWLLE

601 GGTCGCCGAAGCCCATGCACTTGAGGACCTCGGCGAGGTAGGCAAGGAGCATGAGCTGTG
ELPKPYTFEQLREMREEYEYV

661 GCAGCCGGAAGTAGACTGGCTAGCGGAGCGGCGCGCGGAACAAGACGACGCGCCGCTCCT
GDAKMQGIAEGRAKNOQQAAL

721 AGACGGCCCCTAGCAGCTCACAGCTGAGGTGCTGCCTCTGGTACAGGTCGCGCATGCTCC
IQRPDDLTSEVVSVMDLAYS

781 CGCTCGGGCCGAGGTCGTCAAGCTTGCGCCGGTCGCGCTTGCAGCTGTCGCCGACCAACT
PSGPELLEFAALAFTSLPQN

841 CGCGCTTCAAGACGACCTCCAGCTGCCACTCGGCCTACTAGGCCGGGAGGAGCAGGCCGC
LAFNQQLDVTLRIIRGEEDP

901 AGAGTTCCGCGAGGTGGTGGGGCGGCAGGTCGTCGCTGGCCATCTACCGCTAGCGCGCGG
TELREVVGGDLLSRYIAIAR

961 ACTACACGGCGTTGACGACGAACGCGCCGAGCACCAACAGGAGGTCCTCTACCGCGTAGC
RIHRLQQKRPEHNDELLHRM

1021 GCAGCTTCCGCAACGGGCCGGCGCGCTACTGTCTGTCGTCGTACCACACCCACTGGGCCT
ADFANGPRAIVSLLMTHTVR

1081 TCGCCCTCCAGTTGCCGAGCTCTAGCCTCGGCTAGTCGAACAGCTTGCAGCAGAGGCTGG
FRSTLPELDSGILKDFTTES

1141 TCCGGTGCTTCGGGAGCCCGCGGAAGAACGCCTGGTGGAACGCCGCGAAGAAGCCCAGCA
WAVFGEPAKKRVVKRRKKPD

1201 GCGGGCGGAACCGCTCGCGGAAGAGCAAGAGETGTACGAGGCCGCGGACGCGCTGCT
DGAKALAKENEYV

orfls
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1261 GCTTCGGGCGGCACAGCTTTGGCCGGGCGGGCCGGGCCGGGCGCTAGACCACCTTGAGTG
*

1321 CCCGCGCGTCACGCGTGTGCGCAGGGCAGCATGAACCACTCTCGGCACTTGTCGTGGCAT
PRATRVRTGDYKTLATFLVT

1381 GCCTACCCCTGCAACTGCGGCTGCGGCTCCCACAGGCATGGCGTCTAGTGGAAGTTGTCT
RIPVNVGVGLTDTGCIVKLL

1441 GGACGGACGCGGTCGAAAAGCTGGTCCGCCGCCATGAAGCCGTCGTAAGGGCGCACCACG
GAQALKEVLRRYKPLMGAHH

1501 TGGGGCTACGGCACCGCATGCATTGCCCTCTCTAACGCCGGCTTGAACCACCACTTCGCC
VGIGHRVYRSLNRGFKTTEFR

1561 TTCAACGGCTAGTCTAGCCGCTAGGCCAGGAAGAGGAGCGCGCACGTGTACAACTACGAG
FNGILDAIRDKEERTCMNIS

1621 TAGTCGCTGACGCGCGCGAGCTGCCGGCGGCGGACCCACTTCACGTGCTACATCTGGCCG
MLSQAREVAAAQTFHVIYVP

1681 CGGACTCCCCAGAGGTCGTCAAGGCAGTCGCAGAGCCACTAGCCGCACTCCGCCATGAGC
AQPTELLETLTETIPTLRYE

1741 ATTGAGTCGCCGTGGCCCGCCCAGCGGCTGGCATGCTGCCTCCAGCCGGCCGGGCATGCG
YSLPVPRTASRVVSTPRGTR

1801 GCCCAGTCTAGGAGGAGCTTGGCGCTGTACAGTGGCTCGCAGCGGCTGTAGTCCTGCTTG
RTLDEEFRSMDGLTASMLVE

1861 ACGCGGACGCCGTCGAGGTCGTCCCCCTAGACGGTCCGGGTCGGCGCCAGGCCGAGGLCGC
QAQPLELLPIQWAWGRDPEA

1921 ATCTTCACCTGAGCAGGTAGTGCTGGACCGGCTACAGCCGCACGAACGGCAGCGCGTCGC
YFHVRGDRGPRHRRAQRRAA

1981 TACCTGCGGTCGTGGAGGCGGCACGTCGTCTACTGGCCGCGCAGCCGCAAGTGCCTGCGC
ISALVEATCCIVPADANVSA

2041 AGCGGCCAGTCGTACGGCTGCAAGAGGCATGGCTTCTCGAACGTGTCCAGCTTCTTGAAG
DGTLMGVNETGFLKCLDFFK

2101 AGGCTGTGGTCGCGGAACTAGCCCCGCCACATCTTCCACTGGAACAGGACCCGGTCGCGG
ESVLAKIPATYFTVKDQALA

2161 CACTTCACGCGTGGGCGGCGCTAGTCCGAGAAGGGCCTCGGCCAGCCCCAGCTCTGCTAG
TFHAGAAILSKGSGTPTSVI

2221 TGCAACCGGGGCCTCTGGTGGAGCTAGTCGCGGAGGAGGACTCGGCCTATCTCGCACTAC
VNAGSVVEILAEEQAPYLTI

2281 GGGAGCGGGAGCCGGGTACTGCTCTTCCGGAGCTTCTCCCGTAGCCCCAGCCGAAGGCCG
GEGEAWSSFAEFLADPDAEP

5 CCCCGATGAGGGA

2341 CCGTCGACTAGTTATTCCCAGTGCGGGE&I ACAACGGAGCGABGGGGGCT 5°

PLQDILTVGGM
orfl6
2401 ACCGGACGACCGGCCGAAGATCACTGACGATACGCTGATCCGTCAACTGGGCCCCGCCAC
2461 AACGGCGGTGAGCCTTCGGTACGTGTCACCACGGCGACGACGGGGCGGGGAACGATCATG
orfl7
2521 CGGGG ACGACGATAIGGGACCGGCGCACTCCCTGTCGGGCGCGGCGGCCTGGCTGGGGG
MGPAHSLSGAAAWLGYV

2581 TCGGAGCAGCGGCGGCGGCGGCCGATCGCGCCATGCCCTGGCCGGTGCTGGTCGTCGGCG
GAAAAAADRAMPWPVLVVGA

2641 CGCTGATCTGCGCGGGGGCGGCGCTCGCGCCCGACCTGGACCACAAGTCGGCGACGATCT
LICAGAALAPDLDHKSATIS

2701 CGCGGGCGTTCGGGCCGGTGTCCAAGGCGCTGTGCGAGATCGTCGACAAGCTGTCGTACG
RAFGPVSKALCEIVDKLSYA

2761 CCGTCTACAAGGCGACGAAGAAACCCGGTGACCCGCGCAGGACCGGLGGCCAceGeAccee
VYKATKKPGDPRRTGGHRTL

2821 TCACCCACACCTGGCTCTGGGCCGTCATGATCGGCGGCGGCGCCTCGGCGCTCGCGATAC
THTWLWAVMIGGGASALAIL

2881 TCGGCGGCCGGTGGGCGGTGCTCGCGCTGCTCTTCATCCATATGGTGCTCGCCGTCGAGG
GGRWAVLALLFIHMVLAVEG

2941 GGCTGCTCTGGCGGGCGGCCCGGATGTCGAGCGACATCCTCGTCTGGCTGCTCGGCGCGA
LLWRAARMSSDILVWLLGAT

3001 CGAGCGCGTGGATCCTGGCGGGTGTGCTGGACAAGCCGGGCAACGGCTCGGACTGGCTCT
SAWILAGVLDKPGNGSDWLF
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3061 TCTCGGCGCCCGGCCAGGAGTACCTGTGGCTGGGACTCCCGATCCTCCTGGGCGCGLCTGG
SAPGQEYLWLGLPILLGALYV
3121 TGCACGACATCGGCGACGCGCTCACTGTGTCGGGGTGCCCGATCCTGTGGCCCATCCCGG
HDIGDALTVSGCPILWPIPYV
3181 TGGGGCGCAAGCGCTGGTACCCGATCGGGCCGCCGAAGCGATCCGGTTCAGGGCCGGGAG
GRKRWYPIGPPKRSGSGPGA
3241 CTGGGTGGAGCTGA 3
3’ CCTCGACTTCCACGACTACGGCCACAAGTACAACGAGCCGCCCCACCCGLLGLG
GWS*
3301 CCGCCGCGACTTGCACTAGACTGGCCCACCCCCGCCGCAGCCGCTGCATGCACAGCAGCA
3361 TGCGCGGGTGGTGGGTACTGCGCAGGCCCGCTCGGGGGGLCGLCGGGCGGGCCTGCGGLCGAG
3421 TGTCGTGCCGGGGCTGGCGAGGAGTCGGCACGGTCCTGGCGGTGTCGCGGCGCATGCGLCG
*GHWSRWLAAYA
3481 GCAGGCGTCGGTGGTCGAGCAGTACTGACGGGTCGAGCGACTAGGCCGGGAGGAGGTGGT
GDAAVLEDHSGLESIRGEEYV
3541 GCCGCTAGTGTAGGCGCAGCACGCGSCACACGTCGGCCACGCGCTACCGGTGCTGGCATG
VAIVDADHATHLRHAIAVYVT
3601 CCGGCAGGTCGTGGAAGCGGTCGCTGGCGAGGTCTACGGCCCGCCGTGCGCCCAGCTCGT
RGDLVKALSRELHRAARPDL
3661 CGCTGCAGCGGAGCAGGTCCTGGTCGCACACGCCCAGCCGGTCCTGGTCGGCGCGGTCGG
LSTAEDLVLTHPDALVLRAL
3721 CTAGACGACGCGGACGCGCCCGCACTCCGGCATGGCGGCCTCGGCTGGAGGCACAGCTCG
RDAAGARAHPRVAPASRRTS
3781 GGCAGCAGGTCGCGCGCCCGGGTCGGCAGGCGCAGCTGGCGCGGCTCCGGCGGGTGTCGA
GTTWRAPGATRTSRASAAWL
3841 GCCGCAGGTGGCGCAGGCGCGCCCGCTCGGCGTCTAACAGCGCGTAGCTGGGGTGCTTCT
EADVADARALRLNDRMSGVEF
3901 GCACCACGAGGTCCAACTGGTCACGCTGTACCGGCGCGTGGGCGAGCCGCCCGTAGGCGC
VHHELNVLAVHGRVREAPMR
3961 TGTCGAGCCGGAGCGGCTGCCACTAGGCCGGCCACGCGCCCCGCATCTAGGGCCGCTCGT
SLEAEGVTIRGTRPAYIGAL
4021 CGGCGGGGTCTCACCTGAACGGGCGCGGCCTGCCAGGCTGGTCGCGCTGCGCCCACGGLC
LRGLTSKGAGSPGVLAVRTG
4081 CTCGCTGGAGGTCGCAGTGGAGCACCTCCTGCAGCTACGGGAGCGCCATTGGCTTCAACT
PAVELTVEHLVDIGERYGTFN
4141 GGGCCAGCCGTACCTGCAGGGCCGGCAGGCCGTGCTGGAAGAGCAGTGGCAGCAGGCCGA
VRDAHVDRGDPVVKEDGDDP
4201 GCTAGAGCGCATGCGGCTGGTCGGCCCGCTCCCTGTGGACACGGTGGACGTTGAGCAGCA
EIERVGVLRALSVQAVQLED
4261 TGGTCGCGTCCTACTCTGGGTGGCCTAGCTGGTCGTAGACGCGCTTGTCGCGCGGCCAGC
YWRLILGVPDVLMQAFLAGT
4321 AGTCGACGGGCTGCCACTAGGTCGGGACCTCCTGCTTCTGTGGCGGCGGGTGGTCGCAGC
TLQGVTIWGQLVFVGGGVLT
4381 GGTCCTTCTAGCACTGCACCCACTCCAACTACTGGCCCTTCTCGTGGCTGGCGTCGGTCT
ALFITVHTLNIVPFLVSRLW
4441 CCAACATGGCGAGGGTGCGGCAGGTGAGGAACTACGCGGCCAGCCTGTCGCGGTGGGLCCG
LNYREWATWEKIRRDSLAVR
4501 CCGCCGGCTCCGCCACGCGGAGCTGGCAGGCCGGGCGCAGCTAGCAGAGGCGCTCATGCC
RRGLRHAEVTRGADITEALYV
4561 GCCGCTGGCGCCGCATGGGCCGCCGGAGGCTCGCCATGCGCCGGCCGCGGGCGGCCTTCA
AAVAAYGAAESRYAAPARREF
4621 TGGTCGCCGTCGGGTGCTAGTCGTCGCCGTCACGGTGGTGGTGGCGCTCACGGTCGLCCGLC
YWRCGVILLPLAVVVALALP
4681 CGCGCCAGTGGCGGTCGCGCGGCTAGTCGTCGGGGCGGGTGTGCTGCGGCTAGCGGTCGA
PATVALAGILLGAWVVGIAL
4741 CGCCGTGACGGAGGGCGTAGCGCAACCGGTCCGCCAGCTACAGCCACCACTAGGCCCTGT
QPVAERMANALRDIDTTIRS
4801 CGTCTAGCGGCCATGGCCGCGCGAGGTCCTGTGGCCCGCCGTCGGCATGGCTGGCATGCT
LLDGTGARELVGPPLRVSRYV
4861 CCTTCAGGAGGGCGTCCAGCCGGTCGTAGAGGAGCGGCTCGTAGCGCCGCGCGTCGGLGT
LFDERLDALMEEGLMAARLR
4921 AGTAGGCCCACTTCTGCCAGACCTACTGGTCGCGCGGGCGCTTCTGCTGCCGCCACGCGA
MMRTFVTQIVLAGAFVVATR
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4981 GGTCTACCTCGAGGAAGTGGGGGAAGCGCGGCAGCCTGTCCAGGAGCTGCTGCGGCGGCT
ELHLEKVGKAGDSLDEVVGG
5041 CGTCCATGCCGGGGCGGTACCTCCGCTAGTGGCGCTGGCGCAAGTGGCGCTACTCGTCCC
LLYPGAMSAIVAVANVAILL
5101 GCTTGCGGCATGCCACGGCAGCGTTGTCGAGGTGCTGTATCCGGGCATGCCAGCGGCCCG
AFATRHRRLLEVVYARVTAP
5161 CCCGCTGCCCGTCCCAGCACCGGCTGAGGCCACGGCGGCCCAGCATGAGGCCACCACGGT
RAVPLTTASEPAAPDYEPPA
orfll
5221 GCGGCTA GTACGCCTAAGGAGCTAGAGAAGGTCGACAAGGGCACGCCGCTCTCCCCAGCC
VGIM
*ASEEIEELQERAALPTP
5281 GAAGTCGCACGGCGGCAGCGAGCACTAGAGCTAGAGACAGGGGCATGGACAGGGACAGGG
KLTGGDSTIEIETGTGTGTG
5341 CCGGAGCCGCAGGCAGGCCGCGCACTGCTGCAGGACTATCGCGCTCAGGAGGGCGTCGTC
AEADTRRTVVDQYRSDERLL
5401 GAGGGCCACGCTGGGCCACCGGCGCTGGAAGGGGAGCACCTGCTTGTGGTGCCACAGGCG
ERHSGTAAVKGEHVFVVTDA
5461 GACCAGCTCGTCGTCCCCGCTGCTGCGCTTGTGCTGGCAGCATGCCGGCGGCGCGTCAGC
QDLLLPSSAFVVTTRGGRLR
5521 GGCATGCGGAAGGCGCTAGGCGCGGAGCCACACACTCAGGTGCCGCCTGCACCCGAGCAG
RVGEAIRAETHSDVASTPED
5581 CTCCTGGTCATGGAGTCCCAGCCGCTGGTCGCTCGCCCGGTCGCGCTCGGCGACCGCGAC
LVLVEPDAVLSRALALRQRAQ
5641 GGGCGGCCTCTCGCTGGCCGGCGCGAGCCACTACGCGCTCGCGTCGCCCAGCGGCGACGG
GGSLSRGRETIRSRLPDGSG
5701 CAGGTGGCTGCGGACCTGCTCGCGCCGCTCGTGCAGCAGCGTGACGCGCCGCAGGTCGCG
DVSAQVLAALVDDCOQAADLA
5761 CGGCAAGCCGACGTGCCGCGGCCTGCGCCCGTGCAGGTCGTCGAGCCACTCCCACGGCCT
GNPQVAGSAPVDLLETLTGS
5821 GTCGTCGTGGCCTAGGAACAGGACATGCTCCTGCCTCCGCGCGCGGCGCAGGTCGCCTTC
LLVPDKDQVLVSARAADLPL
5881 CAGCAGCTCGCGGTGGCCTGGGTCGTCATGCCTGCCCTCGAAGAGGAGCAGCCGGCGCAC
DDLAVPGLLVSPLKEEDAAH
5941 AGGCGGGTCGGCGAGCCGGTCGGCAGGCCGGCGCAGCCCCAGCGGCGTGTGCTGCCGCCA
GGLREALRGAADPDGCVVAT
6001 CTCGACGGGCCGCCCCCGCTCGTACGGCCAGCGGCCCAGCATCTCCAGTGGCCACCCGGC
LQGAPALMGTAPDYLDGTPR
6061 CCACAGCAGCTCAGGCGGCGCGAGCAGGAGCATGCTCCAGGCGAGGTCGGCGTCGTGTGC
TDDLGGREDEYSTRELRLVR
6121 CCGGCGCGCGCAGCGGCTCCCTGCGCTCTTCCTCATCCGGTACCGCTAGAGGAGCTTCAC
AARTASPRSFSYAMAIEEFH
6181 TGCCTCTCCCTTCTCGTCGTCCCACTGGCGCGACATGTGGCACTGGTCAAGCGGCTGGCT
RLPFLLLTVASYVTVLEGVS
6241 CTAGGCCGGCAGCGGGCGCTCCTCGCGCGGCATGGTCTGGTGGCACTAGTCGTCTTGCGG
IRGDGALLAGYWVVTILLVG
6301 GCCGTCCTTGTGGACTTACCGGCTCTAGTCGCGGGTGTATGCCCGCGAAGCCTGCCGGCG
PLFVQIASILAWMRASRVAA
6361 GAGCGCCTGGAGGACGCTGCGGCGGGCCATGGCGCACTCCTTCTCGAGGAGCGGCGGCTA
ERVEQSAARYRTLFLEEGGI
6421 TGGCGCGTCGTGGGCGTCAGGCCGGTGGCACAGCCGCCGGTCGAGCCACCGGGCCGGGCG
GRLVRLGAVTDAALETARGA
6481 GAACAGCGCGACCTACAGCCGCGCGACCCACCGCGCCCCCTCGTCGCCGTCGTGCCGGTC
KDRQIDARQTARPLLPLVAL
6541 CCGCTCATGGCCGTGCGGCTACCGGTGCTGGCGCGGCTAGCTGCCGTCTATGTCGTGCTC
ALVPVGIAVVAGISPLYLVL
6601 CGGCTGCGTCTGGTGCTGCTGCCGCTACCGCCGCCGGTCCTTCGCGCTGTCGAGCTGCTT
GVCVVVVAIAAALFRSLEVEF
6661 GGTCGGCTAGAAGAGCTGCAGCGGGCAGCTGTGCCGCTGGTGGAGTGGCCGCCGCTGGGC
WGIKEVDGTSVAVVEGAAVR
6721 CGCCCAGTCCGGGCTCGGGTCGAGCCGCCAGAACGCCCTCTCGTCGACGACCTACGCCCT
RTLGSGLEATKRSLLQQIRS
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6781 CCGCCGCCACTAGGTCAACCACTGGCGGCGCGCCACGTCGTAGCACAGCGGCTGCCACTA
AATIWNTVAARHLMTDGVTI

6841 GCGCCGCGGCTTCTCCCGCTACTGCTGTGGCCGGTCGCGGTCGGCGGGCGGGCTTGCCAG
AAGFLAIVVGALALRGGSRD

6901 GTGCTGCCGGACGTGCCGCTCGGGCCGCGGGTCGCCGTCTGGCCGCTGCGGGTCAACCAC
VVAQVALGAGLPLGAVGLOQH

6961 GTCGTCGGGGGTCCTCTCGCTAAACTCGACCGGTGCGTCGACTAACGCCGGCTCGGTCAT
LLGWSLSKLQGRLQNRGLWY

7021 GTCCTTTGCGCCAGGACTGGCCCGTAGCCCACAGGGCCCTAGCCCTATGCCTTCTAGCGC
LFRPGSRADPTGPDPYPLDR

5° TGACGTCCCAGTGAGTCGTGGATGGCCCAAACCGTGCAAGGTTGTCTTCGGG

7081 TTAGAC GTACTGCAGGGTCACTCAGCAS!
I Q M

7141 AACGGCCGGGGGCAATCGATTATTCGCTTCTCGGCCACACGGCGAACGGCCCGGGCTCGA

7201 CGTGATCACCCAATTCGCCGACCGTCTCGCGGAGTTGCTCGCGCGGCGTGCGTAGCCTCG

7261 GTGGGCACCGGCCGTCCCCTGCATGCGGACAGCGGCGTGTCGCGGTACCCGTGATGGGAC

orfl8
7321 GTCC GTACTGTCACGTTGAGTTCAACAAAGACTCGCGCCGCGCTGCGTACCTCGGCCCG
VSVTLSSTKTRAALRTSAR

7381 AGCTTCCGTCGAAATGCTGGTCATCCTCGTCATGGCGGGGGTGACTCTGTGGCTTCTGGG
ASVEMLVILVMAGVTLWLLG

7441 GCGGATGTGGTCCGTCGTGTGGCCGCTGATAGTCGGCCTGCTCCTGACCACGCTGACCTG
RMWSVVWPLIVGLLLTTLTW

7501 GCCGCTGGCCCGGTTCCTGCGTCGGCACGGGTGGCCGCCGGCCCTGGCCGCCTCCGTGGT
PLARFLRRHGWPPALAASVYV

7561 GATGGTGCTGTTCCTGGCGGCCGCTGTGGGCGTCGCGGCGCTGATCGCGGTGCCGGTGGC
MVLFLAAAVGVAALIAVPVA

7621 GTCACAGTCGGGTGAGCTGGCGACGGGGGTCGCCGACGGCATCGACAAGGTGCGGGAGTG
SQSGELATGVADGIDKVREW

7681 GGCGGCCGGGCCGCCGCTGAACATCGACGACGACGAGATCACCGGCGCGCTGGACTCCGG
AAGPPLNIDDDEITGALDSG

7741 GATGGCGCGTCTTCAGGACAGTGTCGGCAGCATGGTCACCACCGTCGTCACGGGCGTCAG
MARLQDSVGSMVTTVVTGVS

7801 CACCGTGGTCAACGGAGTCGTGACCGCTGTCCTCGCGCTCTTCCTGATGTTCTTCTTCCT
TVVNGVVTAVLALFLMFFFL

7861 CAAGGACGGGCCGAAGTTCCTGCCGTGGCTGGCCCGTCAGCTGCCCGGCCGACTCGCCAC
KDGPKFLPWLARQLPGRLAT

7921 CGACATCCCGGTGGTGGCCGCCCGCAGCTGGGACACGCTCGGCGCGTTCGTACGGTCCCA
DIPVVAARSWDTLGAFVRSAOQ

7981 GGCGTTCGTCGGTCTGCTCGACGCGGTGTTCATCGGGCTCGGCCTGTGGATCGTGGACGT
AFVGLLDAVFIGLGLWIVDYV

8041 ACCGCTCGTACTCCCGCTGGCGGTGCTGACGTTCGTCTCCGCGTTCGTGCCCGTCGTCGG
PLVLPLAVLTFVSAFVPVVG

8101 TGCCCTGTTCGCCGGTCTGGTCGCGGTGCTCATCGCGCTGGTCTCGAACGGCCCGACGGA
ALFAGLVAVLIALVSNGPTD

8161 CGCGCTGATCGTGCTGGCGGTCATCATCGTCGTGCAGCAGCTGGAGGGCAATGTGTTCCA
ALIVLAVIIVVQQOQLEGNVFAQ

8221 GCCCATGATCCAGAGCCGGGGGCTGGGTCTGCACGCGGCGGTGGTCCTGCTGGCGGTGAC
PMIQSRGLGLHAAVVLLAVT

8281 GCTCGGGGCGAGCCTGGCGGGCATCGTGGGCAGCCTGCTCGCCGTACCGATGCGCCGeGe
LGASLAGIVGSLLAVPMRRA

8341 TGATCGCGGTGGTCTGGAACTACGTACGCGAACAGCTCACCGACCCGGAGCCGGAACCGA
DRGGLELRTRTAHRPGAGTE

8401 GCCAGACCCTGCGCCGGACGAGGACCCCGCGCCGGACCCGGCACCCGCCACeaGeeeeaae
PDPAPDEDPAPDPAPATAPA

8461 CTCGTAG 3°
3*CATCTTGCGGGGGCCAGTGTCGGTCGGCGCGGCCCGGCGGACGGTCCGCTCGACGTA
S * *LWGRRAAQWALQM

8521 GGCCCACCAGCGAGGCCGCTCTAGGTAGTACACGACCTACACCGCGACGTGCCACGCGGC
RTTAGALDMMHQIHRQVTRR

8581 CGAGTCAGGGTGGACCCACCGCTAGCGGAACAGCCGCTGGGGGCGCTGCTCGTCACTGTC
SLGVQTAIAKDAVGAVLLSL
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8641 CTCGGAAGACAGCTACCTGCTGTCGCCGAGCCCGCGGGGCCGGGGCAGCCAAGGCTGCTG
LRRDISSLPEPAGAGDTGVYV
8701 GCGCGGNGNCNTCCAGCRSTGCCCCCGGGCCAGGCCVSVGVGGAGCTCCAGCTGGAGGTC
AG??T?VPARDP??ELDVEL
8761 GCCCTGCCGCAGGAGGGTCATGGCAAGCTTGTCCCGCTACTCGCGCCGGTCGTCTGACGA
PVADEWYREFLAILAALLSS
8821 CAGGGCGTGGTCGCGGCACCAGCCAAGCAGGCCCGACGGCACGCCGGGCGGCCCTTGGTC
DRVLATTPEDPSGHPGGPVL
8881 GCCCGTCTACCGCTAGCGCGCCAGCCGTTGCCGGTCCGCGTTGCCGTCTACGCCGTGGCT
PCIAIARDAVALRLPLHPVS
8941 GGCCCGGTCGAGGGGCCGCGCATGCGGGAGGTGCTGCAACAGGTGGCGCGGGAGCAGCAG
RALEGARVGEVVNDVAGEDD
9001 CTTCTTGCGGAAGAGCATCTCGTGGGCCATCCAGTGGGGTGCCGGGTCGCGAAGCTTGAG
FFAKEYLVRYTVGRGLAEFE
9061 GCGCAACAACGACGGGCTCCCGTAGCGGTGCATGACGCGGAACGTCTTGGTCTCGTAGAG
ANNSGSPMAVYQAKCFWLME
9121 CAGCGCGCGCGAGCGGACCTAGACGGCGTCTACGACCGCGTCGCGGAGCGGCGGCCACTA
DRASAQIQRLHQRLAEGGTI
9181 CTGGAGCTAGTCGGGCGGGCCCAGTACGGCCGCGCGCCGCAGGGCCATGCAGAGGTCTTC
VEILGGPDHRRAADRYTELL
9241 TGACCACTGGAGCTATGCCCGCTCCAGGTTGCGCAGCCGCAACGCGAAGTCTACCCCTCA
STVEIRALDLADANRKLHPT
9301 CTCGCGGTGCAGGCCCCCTCAGCCGGCCATGGCCGCGCCGTCTGGCAGCCACACCGACCG
LAVDPPTPRYRRPLGDTHSA
9361 GTACGGGAACCGCCACTCTGGCCAGTCGTGCAGTGCCCGGAGGCGNTGCAGGCGGGGCTC
MGKATLGTLVDRAEAVDAGL
9421 GGCCAGCCGCTGGAGTTGCCGCCACTCGCCCGGGCAGCAATAGTCGTCGGCCATGTGCCG
RDAVEVATLPGTTILLRYVA
orfl4
9481 AAGGAGCTGACGCCAATGGGGCCGCCGGAGGTGICECGCGGGAGGACTCTGGAACC
EEVATVGAAELAYV
9541 GGGGGTACGCGAGTGTAAGTGCGTGGAAGATTACTAAGTATGGCATGACGTAGCCACATC
*HNMGYQMPT
9601 TCGTGTGGCCACCCGCCCACGAGCGGCGTTGGGCGGGTGGCCACGAGCCTTTGTCTTGGG
SCVPPRTSAAVRGGTSPFLYV
9661 GAGAGGGCGATAGGCGCCACGTCCATCCGCGCAAGCTGGCAGACGGCCTGTGCCAACGGG
GRGSDATCTPANSRRGSVTA
9721 CTCCTCAGGAGCCGGCACTGCGCGTCAGTATGCGCAGCGGGGCGACGGCCAGGCCGGCCA
RPTRPRSACDYADGRQRDPR
9781 GCTAGGCGCGGCTCTTCGGCAGCCTTGGTGCCCTGAACTGGCAGCGGGCGAGGGTCGAGG
DIRASFGDSGRSKVTAREWS
9841 AGGGCAGCAACATCGACCGGAGCTGGAACTGCCACTGAGGCGCGCCGGAGCCGTCGGGCA
RGDNYSAEVKVTVGRPRPLG
9901 GGACCCGCGCCTGCCACTCGGGCTGGCACACGCTCGCCGGTGCCGGCTGGCGCAACACGC
DQARVTLGVTHSRGRGVANH
9961 GCAGGTGGCCATGCAGCATCAGCTCAACCTCGTCGCCGTCCCAGCAGCGGGGCGGCCGGC
ADVPVDYDLQLLPLTTAGGA
10021 GCGGCCTCGCCTTGCTGGTGCTGCACAGCCACCGCCAGCGCATGCGGGTGAGCCCGCTGA
AGSRFSWSTDTATAYAWEPS
10081 AGGCGCTGCAGCAGTCCAGGTCGGCCATCAGCCGGCGCGGCCTGCCGTGGCCCTTCAGCC
KRSTTLDLRYDAAGSPVPED
10141 AGGGTCCGCGACAGGCGGAGCCGCCGGAAGAAGGGCAGCGCCATCTCGTGCCGGCGGCGG
TGPATRRPPRRGTATSCPRR
10201 CACAGTGGGAAGAGCGGCAGCAGCCGGCATGGGCTGTGCGGCTAGGGCAGTGGGTGGTGG
RTVRRATTPRVRCASGTVWW
10261 TCGGCGCTGCCACGGGCCGTCAGCTCAGCCACTTGAGGCCATAGGCGTCGCTGTCATGCA
WGRRHGATSDTFEPIRLSLYV
10321 AGGGGAGGGCCTGGCTGCCGCAGGCGCACGGTGCCCCTTACCTGCCGGCCTGGTGCCGTG
NGERVSPTRTGRPISPRVVA
10381 GGACGGTCCAGAGCCGGTGCGCGAGCGGGCCGGCCATCCAGGCCCGGCACAGCGGGTACG
GOWTEAVREGPRYTRATDGM
10441 GGTGCTAGTCGCCGTACAGGTACAGCTTCCACCAGAGCACCACGTGGTACACGGCGGTCA
GVILPMDMDFTTEHHVMHRW
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10501 GCCACAGGGGCCGCGACTGCATGAGCCACGCAAGCTACGGCCAGCGGTGTACCGCCCACA
DTDGASVYETREIGTAVHRT

10561 TGACCAAGGTGCTCCGCAGGACCATGCCCGCGGCCCGCTTCGCGACGAGGCTACGGGTGC
YOQONWSADQYPRRAFRQESAW

10621 CGCTCGGCGGCAACAGGCGCATTCACGAGGCATGCTAGCGCGACAACGCGAGGCTGTGGC
PSGGNDAYTSRVIASNRESYV

10681 ACACGTGGTGGGCGGCGCCTTAGGGGACGCTCCTCTGGACGTACTGCAGCATCTCCATGC
THVVRRPIGQSSVQMVDYLY

10741 CCGACGCGCGCCACGGCGGCTTGGCGTGGCACCACCGCGCGGACAGCTAGGCGAAGTCGT
PSRATGGFRVTTARRDIRKL

10801 CGAGGCGCGGGCGCGAGCGCGGCTAGGCGTGCCACCCGTCGCGGTCGGCAAGCGGCAGCC
LEAGASAGIRVTPLALREGD

10861 CGGCGGTCGCCCAGGTCCGCTACAGCCTCAGCACCTGCTCGTAGTGCGGTGCCCGCGGLCC
PRWRTWAIDSDHVLMVGRAG

10921 GCCGACGGCGGAAGCGCTGCTCCAGGGCAAGCGAGAGCGGAAGGAACAACCAGTGCTGCC
AAAAKAVLDRESEGEKNTVYV

10981 GCTCGAAGGGCGCATGGAAGGGCTTGAAGCCCCGGAAGCGCAGCGGGCGCAGCTGGAGCT
ALKGRVKGFKPAKADGADVE

11041 CACCCCCCGGGCCATGGGGCGAGCAGCTTCTCCCGGCTCCTGCCGTACATCATCCGCGGC
LPPGPVGSTSSPRPRCTTPA

11101 TCCAGCTATAGCACGGCCCGTGCCGGCAAAGCTCCTCTCCGCGCCACTCGACGGTCGCCC
STSITGPVATELLPATLQWR

11161 TCCGCTTGAGCTTGCACGGGAGGCACTGCCAGCTTCACCCCGACTGTATGTCCGCGAACC
SAFEFTGETVTSTPSVYLRK

11221 GCTGCAGCTTCATGTAGCACGGGACCTAGTCCGGGAAAGGCAGCTAGAAGGCCATGCAGA
AVDFYMTGQILGKGDIKRYT

11281 CCATCGACTCCTAGGGCGCGACGAGCCGCCCGGCCCCGCACGCCTACAGCTGGTCCCACC
QYSLIGRQEAPRPTRIDVLT

11341 ACGCCGCACGCAGCTCGCACTGCCAGTACAGGAACCACTGGAAGTGGAGCCCGTCCTGCT
TRRADLTVTMDKTVKVEPLYV

11401 GTACCGCGTCAAGGAGCGGCAGGCTGCGGTACAGGTCCCTCCTCCACAACTGGACCATGC
VHRLEEGDSAMDLSSTNVQY

11461 ACGGGAGGAGCTGGAGCCGCTGCCGGCCCAGGCACGGGCACATGGGCTGCTTAGGGAACC
TGEEVEAVAPDTGTYGVFGK

11521 GCGGGGTCTAGCAGCCGTCGCGGACCTGGGCCAACGGGAACACCAGCTGCCACAACTGCC
AGWITPLAQVRNGKHDVTNYV

11581 AGTCGAACACCCACCCCGGGACCTGCTAGTCCGAGTCGCACCACACGTGCCCCCGGCTTG
TLKHTPGQVILSLTTHVPAS

11641 GCAGGCTGCCCCAGCGCCAGTGCATTGGCATCATCAGTGGGACGCGGCGTGCGCGCCCGA
GDSPTATVYGYYDGQAARAP

11701 GGTGCCGCTCCCCGTGGACGCGGCAGCTCGGGCGGCCCTGCGCATGCCTCAGGCTCGGGL
EVALPVQATSGAPVRVSDSG

11761 CGGCGTGGCGCGGCAGCCGGCCAAGTGCCGGCGGCGGCCACCGGTCGAAGTGCCGGCTCA
PRVAGDAPERGGGTALKVAS

11821 CGGTCGCACTGGAGGAACAGGCTCCATAACCACATCGCGTCGCAGCGCCACGCGCAGACT
HWRSRRTRPIPTACRRPARR

11881 GGCAGGGGGCGGAGCTTCCCCGGCTCCCGCTGCCACGGCCACCGCCAAGTGGCGCGGCLTC
VTGRRSPASPSPAPPPEGRR

11941 GCCGCCGGCGCCGGTCCAGCTATGCGGGCGGCGGGACAAGCCACTGGACGACCGGCCGCT
AAAAALDIRGGGQETVQQGA

12001 AGCATGCCCGCCACGACTGGTCGCGCAGGAACTCGACGCGGCGGCTGGTCAGCCCTACGG
I TRATSVLADKLQAASWDPH

12061 CGACCCGCTCGTCGCGGCGGCGAGGGCGCTGTACCCCTCACCGGTAGCTGCACGGGLCTGC
RQALLAAAGAVHPTAMSTGS

12121 GCCGGCACATCGGCAGCAGGTGGCCCAGTGGGTACGGCCACGGGCAGLCGLGLLCCGGLGLT
AATYGDDVPDGMGTGTARAA

12181 GCTAGGGCTGAGGGCCTCGGCAGTGCAGCCCGAACTGACGGAGCAGCGGCCTGGLLCCCCG
VIGVGPATVDPKVAEDGSRP

12241 GTGCCGACCTCTTGAGCCGGTCGCTCAGCAGGGCCAGGTGGCGAGGCTGGCAGTCGLCGCC
GRSSFEALSDDRDVAGVTLA

12301 GTAGGCGCCGCGGCCCCCTCGGCTACCAGGGCGAGGGCCCCGGCGACAACGGGLGGLGET
ADAAGPSGITGSGPGSNGAA
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12361 GCTGCTTCTCGCGCGGCGACGAGAGCGAGTCGAGCAAGTGGCGCTCCGAGTACCCCAGCC
VVFLAGSSESLENVALSMPD
12421 ACGGCAGCGAGCCCCGCAGGCTCGGGTCCGAGTACAACTGCTGGAGCCGAGGGAAGCGGC
TGDSPADSGLSMNVVEAGKA
12481 GCCGGGTGAGGTAGGGCCGCTAGTGGACGCTGAGCCTCGGCTTCGGCAGCAGCGGCTCCT
AAWEMGAIVQSESGFGDDGL
12541 GGAACGGCTAGTAGTTGAGCCGGCGCCCGCGCTGAGGAACTGCCCACGGCGGGCTGCGGA
VKGIMLEAAPAVGQRTGGSA
12601 AGGGCGACGGCGGCTGCTACCTCCGGTGTACGCATGGCACCGGCTTCGGCAGGCGGCAAG
KGSGGVISAVHTGHGFGDAT
12661 GCCTCGACGGCCTCTTCAGGAGCCGCCGCCGCTACGCCGGGCGCTCCAGCCCCACCCAGA
GSSGSFDEAAAIRGALDPHT
12721 CCAGCCGCGGCCACAGCTCTTGCCGCTGGAACTGCGCGAGTGGCGCGTCTGGCCTGAAGG
QDAGTDLVAVKVREGRLGSK
12781 TATGCAGCCCGCGCGGCTAGACCCGCCACGACGCCAGGTCGCTGCGCGACTGGGCGGGCA
WVDPAGIQATSRDLSASVRG
12841 GCTCGGTGTGGAACCCCTGCCGCAGCTCCCGCCGCGACAACTACCTGCCGGGCCGCCCGC
DLWVKPVADLAASNISPGAP
12901 GGTTGACAAAGGTCTTGCGCGGCTCCAGCCGCCCCCTCTGGGCATGGCGGGCACGCAGCT
ALQKWFAGLDAPSVRVARAD
12961 ACGAGAGGTCCGCGGCCTGCCGGCTTGGCAGCAGCCGGTCCCGGCACTCCGCAGCGTGGC
ISELRRVASGDDALATLRRYV
13021 ACCGAAGCCGGAAGAACGGCCTGAGCGAGTGCTAGTCGCCCTCGCGCCTCCACACGCGGA
TAEAKKGSESVILPLASTHA
Primer MS1 (5' - 39
13081 GCAGCATGGCGACCCGCTGCTCGCTCCAGTGCAGCTTGTCGAACGCCAGGTCGGCCGGCC
EDYRQAVLSTVDFLKRDLRG
13141 GCCTCTGGTTTAGGGGCCGCAGGCTCCCGTCTTGCCACTCGGCCGGCAGGACAAGCTCTC
ASVLDGADSPLVTLRGDOQEL
13201 AGACCTTCTACTACGGCGGCGCCGGGCCCGGGCCGAGCTGGCTCTGCTAGCCCGGTGGCC
TQFIITGGRGPGPEVSVIPGG
13261 GCAGCAGGAACGGCTCTCACTGGGCCAGTGGCCACTAGTCCGCATGTCTCCGCCGCGAAA
ADDKGLTVRDGTILRVSAAS
13321 GGCCCCGCCGGCTCGGCGAACGGCTACCGGACAGGACACGCGGCGGCCCCCTCCTCCGGC
EPAASGSASPRDQAGGPSSA
13381 TGTGCCCGCGGTGCCGCGGCCGCCGGTCCCAGTCAGGGTGGCTATGGCGGCGGTGCTCCC
SVPAVAGAALTLGVSVAAVL
ORF9
13441 CCTAGGCAGA GTAGACCAGGGTEEAAGGCAACACGCTTCGCTCTTTAAGTGCACGACG
PIRRM
13501 TGTCTTTAGGCAACCGCCGCCTGCCCACAGTGACTTAAGGCCACCGTGTCCACCCTGTAC
13561 AGGGTTGCTGCTGTCCGCGCCCTGGTCCCTTACACGGCCTAGCGCTGGCTCGGGCCGCGC
13621 AGTCCCTGCGTGGCCCGAGCCCCCTTGAGGCTTCTGTGCCGGATGCCAAGCCTGCCGAAG
*PESPK
13681 AGGCTCAGGCATGGCCCGGCCCTGAAGAAGGTGAGCGGTGCCCACTTCAGGCCCTAGACG
ESDTGPRSKKWEGRTFDPIQ
13741 ACGCCGAACGGCAAGCGGAACTACCTGCGCACCGAGTCGCCATGCCCCCGCCAGGTCCAG
QPKGNAKISAHSLPVPATWT
13801 CGGCGCAGCATGTGCAGCTTCAGGCCGTGCTCCGGCTCCGCCTGCGTAACGTAGTCCGCC
AADYVDFDPVLGLRVCQMLR
13861 TTCTGGTACTACATCAGGTAGGGCGGCACGGGCGGGCCGCCCAAGCGCACGAGGAAGGTG
FVMIYDMGGHGGPPNAHEKW
13921 TCGGTCACCAGGGTCAGCCGCATGCGCCGCTTCAGCGGGGTGAGCAGCAAGCGCACCAGG
LWHDWDAYAAFDGWEDNAHD
Primer MS2 (3 - 59
13981 CCGAGCTACATCTACGCGAGGCCTATCAGGAGCTTCTGCGGGGACCATGGCGGCTCTGAC
PEIYIREPYDEFVGRTGGLS
14041 AACTATGCCGACATGCCCACGCCGCAGCTCTGCAGCACGAGGTCCGCCTGCTGGGCCGGG
NIRSYPHPTSVDHELRVVRG
14101 AACCGGCAGACCTGGTCTGACTAGCAGGCCAGCGACGACTGCATGCAGAGGAAGGTTGAC
KATQVLSITRDSSVYTEKWS
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14161 CGCAGCGGGCCGCCGTACAAGAGGAGCGCCATGACCCGCTCCGGLTCGLGLCCGLALCGGG
ADGPPMNEERYQALGLAPTG
14221 TACGACCACTACGACTGCCGCGCCAGTGGCGCCAACTACAGGTCCATCAACCGCTGCCCce
MSTISVARDGRNIDLYNAVP
14281 GGCTTCGGCACCAAGCCCATCTCCAGCGGCGCGTCGGCCCACACGGTGTCGGCCGCGGTC
GFGHNPYLDGRLRTHWLRRW
14341 CCCGGAAGCATCATCAGGCCCAGCTTGTAGTCCGGCGCGTCCAGCACCAACATGCGCGGC
PGEYYDPDFMLGRLDHNYAG
14401 CGCGGCACGTCGTCTAGCGGCTTGTCCGGGCGCACGCGGTAGGCGTCCTGCGCGTAGAGC
AGHLLDGFLGAHAMRLVRME
14461 AAGAACGGCATGCGCGTCAAGAGGTCAACGTACGTCACTGCGGCCCACGCGAGC CCcTCTCC
NKGYACNELQMCHRRTRESL
14521 AGCTGGTCGAAGGTGTCGAGCAGCTCGGCGTAGCGCTGGCCTGTGAGGTGCGGCTGCACA
DVLKWLEDLRMAVPCEVGVH
14581 AACGGCAAGTCGTAGCGGCAGAACCGGTAGAGCTTCACCTTCAGGGTGCCTCACCGGTGT
KGNLMATKAMEFHFDWPTAYV
14641 ATGTGCTTCAGCTGCAGCGGCGCGCGCGTCTCGACAAGCATCAGCACGAGCAGGAAGCAC
YVFDVDGRACLQEYDHEDKT
14701 ATCTGCCGCCCGCGCCCGACGGGCCGGAACTGCTGGAACCGC CGLCLCGLGAGLCGLCCGGAAC
YVAPAPQGAKVVKAAASAAK
14761 AGGGCGTGGCACAGCGTGTCCCGCTGCTGGGCCTGCGGCCCGTGGCGCTCCTTGTCCAGC
DRVTDCLAVVRVGPVALFLD
14821 TAGTACGACGGCGGCGCCAACGGCTCCGGCTACTACGGCTGCGCCTGGCACCTCGCAGAA
IMSGGRNGLGIIGVRVTSRR
14881 AGCTTCCCGTGCGGCCGGTAGCACGCCGGGACCGCGAAGCCACGCCGCCTGAGCAGCCTG
EFPVGAMTRGQRKPAASEDS
14941 AGCCGCCGCCCCTGCCGCCAGACGCGCCGGAGGCCCTGCCTCCGLCCTCCGCCACGGLCCAG
EAAPVATQAAEPVSASATGT
15001 GGCTCCCGCCTCTCAGGCTCGGGCCGCGGCCGCTGAGGGCGGCAGCATGCCCTCTCGC CCTT
GLASLGLGAGAVGATTRLAS
15061 GCGCCCGAGTAGCTCGGCGGCAACAGGAAGAGGGGCCACGGGAAGCGGAGCAGGACEGGe
RPSMSGGNDKEGTGKAEDOQG
nov21
15121 CCCAAGACGCCACGACGCAGCAN  LCTTCGGAGGTCTCCTCGACTGCACG CG ceaeeTT
PNQPAADNM
15181 AACTTGGAGCCCTTCCTGGAACCATCAACCCTGGCCACTACGCGTTCCCCGGGCAAACCT
15241 GAGAAGCTAGCCCGGGAACCTGAGAAGCGGCGCGTCCAGC CG LG L CACCGGLeTTGGGEG
15301 AGTCGTCGCGGCCAGCCCGTGCGGCAGCTGGCCGGGCGGGTGCTCGCGGLCTGTCGTCGGG
*CRRDPVGDVPGGVLASLLG
15361 CGGCTCGTGCAGCGCGACCAGGCGGCAGTCGCCCCGGTCCTACAGGAGCCGLCCGGLTGGA
GLVDRQDATLPALIDEAASR
15421 CGCGCGCAGCGCGTCGCGGGCGTCGTGCGGGGCGGGGCAGAGCCAGTCGAGCTAGGCCTA
RADRLARLVGRGTETLEIRI
15481 GTGGGCGGCCAACCAGCCCAGCCCCCGCGCCGCCTGLCGTCGGCGAGCTGAGGTCCGGCCAG
VRRNTPDPARRVCGSSELGD
15541 CTGGTCCGAGCAGTGGCGCGCCCCCTGGTGAAGCTCCGCGAGGCGCTCTAGGCGGTAGGC
VLSTVARPVVELREALDAMR
15601 GCCGCCTGACAGCATCTTCCGCTGGCACGCGTCGTCAGCGCTGACGCGCCCCCACTAGGG
PPSDYFAVTRLLRSQAPTIG
15661 CTAGCCGAGGTCTATCGCGAAGACCTGCGCCACCTCAGCCGCCCAGTCGGAGTCCTCGAC
IPELYRKQVRHLRRTLRLLQ
nov20
15721 AAGCCGGTCGTCCGGCAGCCGTAGCCCGCACGGCCGCAGCCCGCTAILIICCTTAT
EALLGDADPTGADPTTM
15781 5 ATTGTGAGGATAGGTAACAGTGAGCTATGCTCCTCCACGTGTT
TATTGTCCTGATGCATGTAACACT 5
NnovA
15841 TTCCTCACCCCCTGAAGCCCTCTCGAABGCCBTCAAGTCCGCACTCTCGACCTGGAA
MKSALSTWK
15901 GCCCTCGGACCGGCCGCCGGATCCGACACTGCCCGAGC CGCCeGGCecCAGCTG LG CeGCAT
PSDRPPDPTLPEPPAQLRRI
15961 CTTCCGGCTCTTCCGCCCGTACCGCGGCAGGCTCGCCGTCGTCGGCCCCTGCTCGTCGGCGL
FRLFRPYRGRLAVVGLLVGA
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16021 CTCGTCGCTGGTGGCCGTCGCCTCGCCGTTCATGCTGCGCGAGATCCTCGACACCGCGAT
SSLVAVASPFMLREILDTAI

16081 CCCGCAGGGCCGCACCGGGCTGCTCAGCCTGCTCGCCCTCGGCATGATCCTGACCGCCGT
POGRTGLLSLLALGMILTAYV

16141 CCTCAGCAGCGTCTTCGGCGTCGTCCAGACCCTCATCTCCACGACGGTCGGCCAGCGCGT
LSSVFGVVQTLISTTVGQRYV

16201 CATGCACGACCTGCGCACCGCCGTCTACGCGCAGCTCCAGCGCATGCCCCTCGCGTTCTT
MHDLRTAVYAQLQRMPLAFF

16261 CACCCGCACCCGCACCGGTGAGGTCCAGTCCCGGATAGCCAACGACATCGGCGGCATGCA
TRTRTGEVQSRIANDIGGMAQ

16321 GGCGACCGTCACCTCAACCGCCACGTCGCTGGTCTCCAACCTCACCGCCGTCATCGCCAC
ATVTSTATSLVSNLTAVIAT

16381 CGTCGTCGCGATGCTCGCGCTGGACTGGCGGCTGACCGTCGTCTCGCTGCTCCTGCTGCC
VVAMLALDWRLTVVSLLLLP

16441 GGTGTTCGTCTGGATCAGCCGCCGCGTCGGCCGTGAGCGCAAACGGATCACCCTGCAACG
VEVWISRRVGRERKRITLQR

16501 GCAGAAGCAGATGGCCACGATGGCCGCCACGGTCACGGAGTCGCTGTCGGTCAGCGGCAT
QKQMATMAATVTESLSVSGI

16561 CCTCCTCGGCCGCACGATGGGGCGCGCCGACTCGCTCACCAGATCCTTCGCCGAGGAGTC
LLGRTMGRADSLTRSFAEES

16621 CGAGCGACTCGTCGACCTGGAGGTCCGCTCCAACATGGCCGGGCGGTGGCGGATGTCCGT
ERLVDLEVRSNMAGRWRMSYV

16681 CATCGGCATCGTCATGGCCGCCATGCCCGCCGTCATCTACTGGGCGGCCGGCTTCGTCCT
IGIVMAAMPAVIYWAAGFVL

16741 CCAGTCCGGCGGCACGGTCGTCTCCATCGGCACACTCGTCGCCTTCGTCTCCCTCCAGCA
QSGGTVVSIGTLVAFVSLQQ

16801 GGGCCTCTTCCGCCCGGCCGTGAGCCTGCTCCCCACCGGCGTGCAGATGCAGACGTCCCT
GLFRPAVSLLPTGVQMOQTSL

16861 CGCGCTCTTCCAGCGCATCTTCGAATATCTCGACCTGCCCGTCGACATCACCGAACCCGA
ALFQRIFEYLDLPVDITEPE

16921 GCGTCCGGTGGCCCTCGACAAGGTCCGGGGCGAAGTGCGCTTCGACGGCGTCGACTTCAG
RPVALDKVRGEVRFDGVDES

16981 TTACGAGGAGAAGGACGGCAACACCCTCCACGGCCTGGATCTGACCGTCCCGGCCGGLGG
YEEKDGNTLHGLDLTVPAGG

17041 CAGCCTCGCCGTCGTCGGTCCCACCGGATCGGGCAAGTCGACCCTGAGCTATCTCGTGCC
SLAVVGPTGSGKSTLSYLVP

17101 GCGTCTGTACGACGTGACGGGCGGCCGGGTCCTGCTCGACGGCGTCGACGTACGCGACCT
RLYDVTGGRVLLDGVDVRDL

17161 GGCCTTCGACACCCTCGCCCGCGCGGTGGGCGTCGTGTCGCAGGAGACGTATCTCTTCCA
AFDTLARAVGVVSQETYLFH

17221 CGCCTCCGTCGCCGACAACCTCCGCTTCGCCAAACCGGACGCGACGGACGAGGAGATCGA
ASVADNLRFAKPDATDEEIE

17281 GAAGGCGGCCAGGGCCGCCCAGATCCACGAGCACATCGTCACCCTGCCCGACGGGTACGA
KAARAAQIHEHIVTLPDGYD

17341 CACACTGGTCGGCGAGCGCGGATACCGGTTCTCCGGCGGCGAGAAACAGCGCCTCGCGAT
TLVGERGYRFSGGEKOQRLAI

17401 CGCCCGCACCATCCTGCGCGACCCGCCCGTCCTCGTGCTGGACGAGGCGACGAGLCGLCGCCT
ARTILRDPPVLVLDEATSAL

17461 CGACACCCGTACCGAACACGCGGTCCAGCAGGCCATCGACTCCCTCTCCGAGGGCCGTAC
DTRTEHAVQQAIDSLSEGRT

17521 GACCATCACCATCGCCCACCGGCTCTCCACGGTGCGCGACGCCGACCAGATCGTCGTCCT
TITIAHRLSTVRDADOQIVYVL

17581 CGACGCCGGTCGCATAGCCGAGCGCGGCACGCACGAGGAGCTGATCGACCGGGACGGCAG
DAGRIAERGTHEELIDRDGR

17641 GTACGCGGCGCTCGTCCGCCGGGACGGCGCGCCGGLCGCCLCGLCGLCCCGTGCCCGLCLCCGGGA
YAALVRRDGAPAPAPVPARD

17701 CGGGAAGCGACGGCGCCGGTGGTGCGGGTGTGTCAGACGAGCCAGCCGACGAAGTGGACG
GKRRRRWCGCVRRASRRSGR

17761 AGACCGGCGAGCAGGTTCGTGATGACGTTCATGTGGGGCGTTCTCCTTGTGAAGATGTAC
DRRAGS*

17821 AGCTGGGACAGCGCGGTCGCGGTCTGCAGCCCGTCGCTTGCGCACCGTAAGCATCTGTTG

17881 TCGCAGGGGAGTTGTGCCAGGAATCCCGTTGCGATCACACGTTCCAGCGAACACCCGCTC

17941 CCACGTTCGTGTGTTCGTGTCGTCGGTGAACGCTTGGCGTCGCCCTGATGCGGGCTGCCG
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novB
18001 GAATCTGCCCTTTGTCCGGGTTAGCGTGCCQFCATGAACGAGCCCCGACGAGCGGCA
MMNEPRRAA
18061 TCCGGGCGCGGGCCCCGACTGACCCGCCGTGGCAGAGTGGTCCTGATCGTGGCGGCGGTG
SGRGPRLTRRGRVVLIVAAYV
18121 GCCGTCGCCGCCGCCGTGGCCGTACTCGTCCCGTTGCTGCGCACCGGGGGAACACCCGAG
AVAAAVAVLVPLLRTGGTPE
18181 GGCGAGCCGAAGAAGACCGTGTCGCTGCTCGTCCCCGAGGGGCGGCGGGCGACCCAGGTG
GEPKKTVSLLVPEGRRATQV
18241 TACGCCTCCGTCGACAAGGTCCTCGGCGTGCCGCCCGGCACCACCGCGAAGACGGCGACC
YASVDKVLGVPPGTTAKTAT
18301 GGAGCCCGGCTCGAACTCCCCGGCGCCGCCCGGCACAACCCCGAGGGATATCTCTTCCCG
GARLELPGAARHNPEGYLFP
18361 GCCACCTATCCGGTCGACGAGGGCGCGACCCCGGCCGGTCTGCTCGGCTACATGGTCGAC
ATYPVDEGATPAGLLGYMVD
18421 ACGGCCCGCCAGCGCTTCGGCTCCGAGCGCATCACCGAAGGCGCGCGGCGCAACGGGGTG
TARQRFGSERITEGARRNGYV
18481 AGCGTCTATCAGACCGTGACGATCGCCAGCATCGTGCAGGCCGAGGCCGACAcCAcccceacece
SVYQTVTIASIVQAEADTPA
18541 GACATGGGCCGGGTGGCGCGCGTCGTGCACAACCGACTGGCCAGGGACATGGCGCTTCAG
DMGRVARVVHNRLARDMALDQ
18601 ATGGACTCGACCCTCAACTACGCCCTGAACCGCAGCACACTGGACACCACGCACTCCGAC
MDSTLNYALNRSTLDTTHSD
18661 ACGAAGACGGCCAGTCCCTACAACACCTACGAGTCCAAGGGTCTGCCGCCCACACCGATC
TKTASPYNTYESKGLPPTPI
18721 GGCAATCCGGGGGAGGAGGCGATGAACGCGGCGATCAACCCCACGCGCGGCGACTGGCCTG
GNPGEEAMNAAINPTRGDWL
18781 TACTTCGTCACGGTGGCGCCTGGGGACACCCGCTTCACCGCCGACTACGCCGAACACCGA
YFVTVAPGDTRFTADYAEHR
18841 AGCAACGTCGAGGAGTTCAACGCCAACCGGAGTACCCCGACCGACTGAGCCGTGT 3
SNVEEFNANRSTPTD?®* 3 CATGCGC
18901 GGGAGTCTGCTCCTGGCCTAGGGCGAGGTCGTCGCGGGCCTAGAGGGCATGCCGLCCGCGC
*VLVPDRELLARIERVAAR
18961 GGGGCGGGCCAACCGCGGCTAGCACCTCCGGCTTGGCAATGGGCTGGTCTACCTGCGCGA
GARNAGITSASGNGSWISAS
19021 GCAGCGCATGCCGTGCGCACAGGCGGTGGGCCTAGGGCGGLCGGLCCCGAG LGeGTGGCCTC
TAYPVRTRWGSGAAPSACRL
19081 GCCGCGGTCTACCAGCTAGCGGCCCGCCTTCGGCCACCGGGTCTCCTAGTGTAGCCGCAG
PALHDIAPRFGTAWLIVDAD
19141 CTGCACGGCGGGCAGCAGGGTCTGGTGTGGGCTGCCCCACTAGGCCAGCTTGTAGCCGTC
VHRGDDWVVGSPTIRDFMPL
19201 GGCCAGCTCGTGGGGGGCGAGGGCGCGGGCCCACTAGCGGAGCAAGTGGCCGTCAGGCCA
RDLVGRERARTIAENVPLGT
19261 GTGGCTGTGGTGCGACGCCCCGCCGTCGGGCCGCGCATGGGCGAGCAGGTGGTCGCGGTG
VSVVSRPPLGARVREDVLAYV
19321 GCGCCGGGCGGGGAGGAGGAGCGGCTTGCCGGGAAGGGCCTTCTGGLCGLLGGLCGLGLA
AARGEEEGFPGERFVPPRRT
19381 CTGGGTGCAGCAGCGCCGCCGGTGCAGGCGCTAGAGGTAGTCTACGACCCAGGGCCCTCCG
VWTTAAAVDAIEMLHQTGSA
19441 GGGCGGCGGCTGCTGCTGGTGGGCCTCGGGCCGCTTGAGCGGCCCGGGGCCCATCAGGCG
GGGVVVVRLGAFEGPGPYDA
19501 ACACACGTCAACCGCCGGGGCCTTCCAGAGGACCGGGCCTATCGCGCCGGTCTTG GG
THLQRGRFTEQGPYRPWFPR
19561 CAGGGTCCACGGCCACCGTAACTAGTCGCGGGCGCGGCTGGTCTGCGGCAGGCTGCAGAG
DWTGTANILARASWYVYGDSTE
19621 CTGCGCGTCGGCGGGTGGCAGCGGGAGGGCATGCCGGCAGTGCAGGTGCCCGGCCACATG
VRLRGGDGERVATVDVPRHYV
19681 CGCGTCCAGCTTGGCGAAGAGCATGCGCCACTTCATGGGGGGCTAGTGGAGCCTGCTTCC
RLDFRKEYATFYGGIVESSP
19741 GGCCCTGGGTAGCCGCGGCCAGTCGAGGTACGGCCCGTCGCGCACGTACGGCACCTAGAA
RSGDAGTLEMGPLAHMGHIK
19801 GAGCATGCACTCACTCAGGGTGGCCTTGACGGTCCGCGGCGGGLCCGGLGLLCLCLCTCACCA
EYTLSDWRFQWAGGPRPPTT



VIl Anhang 177

19861 GCTCCCACTGCTTCAGGGGCCCAGCCCGTGCTCGGGCCTCGCGGCGTCTACCATCCGCGA
SPSSTGPDPVLGSRRLHYAS
novC
19921 GCTGTCTGGCCGGACGGGGCGCGGCTACTGGTGCTEHEREAEGGACATAAGGGGCGCG
SLGAQGAGIVVVDM
19981 GCGACGGCGGGGCTTCAGCAAGTGGAAAGATGATTGTCGCCTCCCCCGCGCCTAGTAGGG

novD
5 AACCCGCCGCCGGGACGECAGABTGEACCTCATGTCCGACGCCTTCACCACCA
20041 CCTGCGCTT 5° MDLMSDAFTTT

20101 CGATCGTGAGCCTCACCACCGGCACCGACGAGACCGTCACCGATCTGACTCGCGTGTGCG
IVSLTTGTDETVTDLTRVCE

20161 AACAGTTCCTCCACGAGAGCGCTGCCGGCCGGGACGGCCTCCTCAACATCTTCGTCCCGC
QFLHESAAGRDGLLNIFVPH

20221 ACGCGACAGCCGGCGTCGCGGTCATCGAGACGGGCGCGGGCAGCGACGALCGACeTGCCTCG
ATAGVAVIETGAGSDDDLLA

20281 CCGCGCTGCGCACCCTGCTCCCGGCGGACAACCGCTGGCGACACC G L CACaGGeTCeeeeaa
ALRTLLPADNRWRHRHGSPG

20341 GCCACGGCCGCGACCATGTCCTGCCGGCCCTGGTCCCGCCCCACGCGACCCTCCCGGTGA
HGRDHVLPALVPPHATLPVI

20401 TCGCCGGCCGACTGGAACTGGGCACCTGGCAGTCGGTCTGCCTGGTCGACACCAACACCG
AGRLELGTWQSVCLVDTNTD

20461 ACAACCCGGACCGGTACGTACGGCTGAGCTTCCTCGGCTGAGCCGGGACCGTCCCGGLCGA
NPDRYVRLSFLG?®*

20521 CGGCAGCCGCGCATTCCAGCCAGATCGCTCACACACCGTCAACAAGTGAACCCAAAGCGT

20581 TTCGAATCGCGAGTAATCTGATGATCGGTTGATCGAAGCGGCGTGTCTGCGATGGACCGA

nove
20641 GGGCACGCCGGTCCGCTTGTCCCGAGGGGAAGAGAGGTAITICGCGTCTGGTCGGA
VVASGRT

20701 CAGCTTCGAAAGGGCGGGGAAACGGCGCCACTCCGGTGAGGCCGACGGCAGGGGALCGCGA
ASKGRGNGATPVRPTAGDAT

20761 CCCCCGTTGACAGCGGACAACCGAGCGACACCACGTATGGCGGCCTGGAAGTCTCGGCCCG
PVDSGQPSDTTYGGLEVSAE

20821 AGAGGACCAGACTTCGGATCCCGCGGGACCTCTCCTTGGAGGCCTGGTGCCGTCTCGGCG
RTRLRIPRDLSLEAWCRLGG

20881 GAAGGATCCTCGCGGTGTGCGATTCATCGGTGTGGTGGATCGGCGACTGGCTGGTGTTCG
RILAVCDSSVWWIGDWLVEG

20941 GACAGAACCAATACGGTGACCGATACCGCCGGGCGATGAAAGAGACCAAGCTCGACTACC
QNQYGDRYRRAMKETKLDYRQ

21001 AGACACTGCGCAATTACGCCTGGGTGGCGAGAAAATTCGAGCCGTCTCGCCGGCGAGACA
TLRNYAWVARKFEPSRRRDS

21061 GCCTCACGTTCCAACATCACATGGAAGTGGCGGCTCTCTCGGAAGCCGAACAGGACCACT
LTFQHHMEVAALSEAEQDHW

21121 GGCTCGATTTCGCGGTCCGACTGAATTGGTCGAGGAACGAGCTGCGCAAACAGATCCGGG
LDFAVRLNWSRNELRKQIRA

21181 CCAGCTTGTCGGGCGAAGAAGACGACCTCCGGTGCGAGGTCCAACTCAACCTCCAGTTGG
SLSGEEDDLRCEVQLNLQLD

21241 ACGAGTTACGTCTCGAACGGTGGAGGGAGGCGGCGCGGGGGAGCAATCTGACTCTGACGG
ELRLERWREAARGSNLTLTD

21301 ACTGGATCCTGTCCGTCGTGGACGGGGCCGTTTGACCGGACGCACTCCGATCCATTTCGC

WILSVVDGAV?® novF
21361 GGCCTCACGGCTTCGCGCGTGACGGTCTCGAAGGGATTGCGGGABEIGBACGGC
MRTA

21421 CGTGATAATCGGGACCGGAATGATCGGCACATCCATCGGTCTGGCGCTGCGGAAGCAAGG
VIIGTGMIGTSIGLALRKQG

21481 CGTCGACTCCTACCTCATGGACACCAGTCCCGTCGCACTGCGCATCGCCGAAGCAGTCGG
VDSYLMDTSPVALRIAEAVG

21541 CGCCGGGACGGCCGAGGAACCGCCGGAAACGGTGGACCTGGCGGTGGTCGCCGTACCACC
AGTAEEPPETVDLAVVAVPP

21601 GGTCCACGTGGCACCGGTGATCGCCTCCCACCAGTCGAGGGGAACCGCCCGCTTCTACGT
VHVAPVIASHQSRGTARFYYV

21661 CGACGTGGCCGGTGTGAAGGTCTCCACCCGGCGTGAACTGGACGCACTGGGCTGTGACCT
DVAGVKVSTRRELDALGCDL
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21721 TGCCACGGTGGTGGGCGGTCATCCGCTGGTGGGACGGCCGGGGTCGGGCCCCCTGGCGGC
ATVVGGHPLVGRPGSGPLAA

21781 GCGGGGCGACCTGTTCGACGGACGGCCGTGGGCGCTCGTCCCCGCGGTGGGAACAGACGC
RGDLFDGRPWALVPAVGTDA

21841 CGCCGCACTGAACCGCGCTCTCGAACTGGTCGCCGCCTGCGGCGCGATACCGGTCGTCCT
AALNRALELVAACGAIPVVL

21901 GGACGCCGAGGCGCACGACAGGGCGATCGCTCTCGGCACACTCGTCCCCCAGATCGCCCT
DAEAHDRAIALGTLVPQIAL

21961 CACTCTCGTCGCCGCTCGCCTCACGGAGGCGGACAGTGGCGCGTTACGGTTGCTGGGCAG
TLVAARLTEADSGALRLLGS

22021 CGTGTGGTCGGAGATACCTCAGCTCGTCGGGGTCGACTCCGCCACCTCGTGGACACAGGT
VWSEIPQLVGVDSATSWTOQV

22081 CCTCGCCGCGAACGCGGCTCCGGTCGTGGGTGAACTGGAGAAGCTGAGCCGGGACTTGGC
LAANAAPVVGELEKLSRDLA

22141 GAGCCTGTTGGAGACGCTCAGAGGTGTCGCCGACGGGGACGGCTCGCTCGCGGAGCCCGA
SLLETLRGVADGDGSLAEPD

22201 CGGGCGACTGCTGGAGTTCATCCAGCGTGGCATCGACGGCTCCAACCGCGTTCCCGGAAG
GRLLEFIQRGIDGSNRVPGR

22261 GTACGGGATCCCCACGGAGACCGCGCTCGCGGACGTCGACGTGTCCGTGGACGAC GG e
YGIPTETALADVDVSVDDRP

22321 GGCCGAGCTGGCCCGCCTCTTCGACGACGTGGCCGGCGCCGGGGTGGTGATGCGCGGCAT
AELARLFDDVAGAGVVMRGI

22381 CGACATCTCGCAGCGGCCCGACAGCCCCGACCGTACGGTCACCATTTCGGTCACCCCCGCG
DISQRPDSPDRTVTISVTPR

22441 CGACGCCGAGAACCTCCTGCACGAACTGCGCCGCAGGAAGTGGCCGGCGAACTCCTGACG
DAENLLHELRRRKWPANSF*

22501 TCGGGAAGGGCGTTGCCGCCCGGCGGTGGATGGGCGATGAACGTGCTTTGATGCTGATGA

novG
22561 GCGTGCCGATCCGGACCAGACCATTAAGTCCTATGGGGATRC CAACAGCGGCGA
MTNSGD

22621 TGAGGAGATAACGCCGGCTTCGCTCAAGGCAACCAGAAAGGGGGAACGGGTCTCGATCGG
EEITPASLKATRKGERVSIG

22681 TTCACTATTACCGCCGTCCGAACTGGTACGGTCCGGCGAAAGCACCGAACACATTCGAGT
SLLPPSELVRSGESTEHIRYV

22741 GCTCGCCGAAACGGACGAGGATCTGCCACCCATTGTCGTGCACCGTGGGACCCGGCGGGT
LAETDEDLPPIVVHRGTRRYV

22801 CGTCGACGGAATGCACCGGCTGTGGGCGGCTCGTTTCCGAGGCGACGAATCGATCGAGGT
VDGMHRLWAARFRGDESIEYV

22861 CGTATTCGTCGACGGCTCCCCGGCCGATGTGTTCGTTCTCGCGGTCGAGTTGAACCGTGC
VFVDGSPADVFVLAVELNRA

22921 GCACGGCCTGCCGCTCACGCTGGACGAGCGCAAATCCGCCGCCGCCCAGATCATGGATTC
HGLPLTLDERKSAAAQIMDS

22981 ACACCCGCACTGGTCCGACCGCAAGATCGCACGGACCACCGGACTGGCGGCCCAGCACeaT
HPHWSDRKIARTTGLAASTYV

23041 CGCGTCGCTGAGGTCGTCGTCCACCGCCGGCACGGTCGGGCGCAGGACCGGCCAGGACGG
ASLRSSSTAGTVGRRTGQDG

23101 CCGGAGCCGGCCCAACGACGGTACGGACGGACGGCAGCGCGCCGCCGCCCTGCTGGCCCG
RSRPNDGTDGRQRAAALLAR

23161 GAATCCGAACGCGTCGCTTCGCGAGGTGACCAGAGCCGCGGGGATCTCGGTCGGCACCCGC
NPNASLREVTRAAGISVGTA

23221 CAGCGATGTGCGCGCCAGACTGCGGCGGGGGGAGCCGGCGCTCACCGCCCGGCAGCAGGC
SDVRARLRRGEPALTAROQQA

23281 CGTGATGAAACTGCGCCCCGCCGCGGCTCAGCGGAGCGGCCCGGACTACGGCCGCGTACT
VMKLRPAAAQRSGPDYGRVL

23341 GGAAAACCTGCGCAAGGACCCGTCGCTGCGCTTCACCGACCTCGGCCGGLGLeTGLeTCCG
ENLRKDPSLRFTDLGRRLLR R

23401 CCTGCTCGACGGCTCCGTCCCCGGCAGTGTCGAGCAGATCGCCCAGATCGCGGACGGCGT
LLDGSVPGSVEQIAQIADGYV

23461 GCCGGAACACTGCCGGACCGTGGTGGTCGACATGGCCCGCGAGTGCGCCGCCGCCTGGCCA
PEHCRTVVVDMARECAAAWRQ

23521 GCATCTCGCCGACCAGCTCGCCGACCGGGACACCGCCTGACGTTCAACTGCTCGAATCAT
HLADQLADRDTA*®
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Primer MS3 (5' - 39
23581 TCGGTTGAACACCACCGCATGGCATTTGCCTCTTGAACCGTCCCGGTGCGATGCGGAGGA
23641 TGTTTCCGGGGCGGTTGTCGGTGCGAGCTGTCCCGGGAGTCGCCTTTTCGCGCAGAATTC
novH
23701 CCCTTCGGTCATCCGGGGAGTACGTTCCAATGTCATGGAGACTTAABBGTEGT T
LF

23761 CAACACACGTGCGAACAAAGCTTCTGATCAGTCGCCGACAATACCGACGGAATCGGCCAC
NTRANKASDQSPTIPTESAT

23821 CCTGGCCGAACTCTGGGAGCGGACGGTACGAAGTCGGCCGAGCAGCCCGGCAATTGTCAC
LAELWERTVRSRPSSPAIVT

23881 CAACGGCGAGACCCTGTCCTACGACGAGGTCAACGCCAGGGCGAACCGGCTGGCACGACT
NGETLSYDEVNARANRLARL

23941 GCTGCTCGACGAGGGGGCGGGCCCGGGCCGTCTGGTGGCACTGGCGCTGCCCCGCTCCAG
LLDEGAGPGRLVALALPRSS

24001 TCATCTGGTGATCAGCGTGCTTGCCGTGGCCAAGGCCGGCGCGGTGTTCCTGCCGCTGGA
HLVISVLAVAKAGAVFLPLD

24061 CGTCAACCACCCGCGGGAGCGGCTCTCGTACCAACTCGCCGATGCCCGGCCCGCGTTGCT
VNHPRERLSYQLADARPALL

24121 GTGCACCGTCCGAAGCGCCGCCGCGAGACTGCCGGACGGCATCGAGATGCCGCGGGTGCT
CTVRSAAARLPDGIEMPRVL

Primer MS4 (3 < 59

24181 GCTGGACTCGCCCGAGCGCACCGCCGTACTCGACGCACTGCCCGACACCGACCTGACCGA
LDSPERTAVLDALPDTDLTD

24241 CGACGAACGCGGCGGACCGCTCGCCGCGACGGACCTGGCCTACGTGATCTACACCTCCGG
DERGGPLAATDLAYVIYTSG

24301 CTCGACAGGCCGGCCGAAAGGCGTCGCGCTGACCGGCGCCGGGTTGCCGGCCCTGGCAGC
STGRPKGVALTGAGLPALAA

24361 GGCCAAGGTCGCCGCGATGCGGGTCACCGGGGACAGCCGGGTGCTCCAGTTCGCGTCGCC
AKVAAMRVTGDSRVLQFASP

24421 GGGCTTCGACGCCTACCTGACCGAACTGCTGGCCGCGTTCACCGCCGGTGCCACTCTCGT
GFDAYLTELLAAFTAGATLYV

24481 GGTGCCGGGAACGGACACGCTCGCCGGTGACCCGCTGCGAAGGGCCTTGCGGGACGGCCG
VPGTDTLAGDPLRRALRDGR

24541 GGTGAGCCACGCTGTGCTGCGCCCGCGGCGGTCCGCGACCATGTCCCCGGACGCGGTGLCC
VSHAVLRPRRSATMSPDAVP

24601 CGACCTGCGCGTGCTGGTGGTGGCGGGCGAGGCGTGCCCGGCCGGCCTGGTCGAACGGTG
DLRVLVVAGEACPAGLVERW

24661 GGCGCCCGGCCGCCTTCTGATCAACGCCTACGGTCCGACCGAGTGCACGGTGTGCGCGAC
APGRLLINAYGPTECTVCAT

24721 CATGACCGGCCCGCTCACCCCGACGGACGAGGTCACCATCGGCCGGCCGATTCCCGGCGT
MTGPLTPTDEVTIGRPIPGYV

24781 GTCCGTGTACATCCTCGACGCCGAACGACGCCCGGCCGCGCCCGGAGAGATCGGCGAGTT
SVYILDAERRPAAPGEIGEL

24841 GTACCTCAGCGGTGCCGGGCTGGCCCAGGGCTACCTCAACAGCCCCGACCTGACGGCCCA
YLSGAGLAQGYLNSPDLTARQ

24901 GATGTTCGTACCCAACCCGTTCGCCGCCGACGGCGAACGGATGTACCGCACGGGCGATCT
MFVPNPFAADGERMYRTGDL

24961 GGCCTCCAGGCGGGCCGACGGCGACATCCTCTTCCACGGCCGGATCGATGATCAGGTCGA
ASRRADGDILFHGRIDDO QVE

25021 ACTGCGCGGATTCCGCGTCGAGTTGGGAGAGGTGGAGTCCGTACTCAGCCAACATCCGGA
LRGFRVELGEVESVLSQHPD

25081 CGTGGCACAGGCGGTGGCCGCGCTGTGGACCGATCCGGCCGAGGGGCCGCAGTTGGTGAC
VAQAVAALWTDPAEGPQLVT

25141 GTACGTCGTCCCGGCACCCGGCACCACGCCGTCGGCGGGCGAACTGCGTGAGCACGCCGG
YVVPAPGTTPSAGELREHAG

25201 CCGCTTCCTGCCCGACTTCATGGTGCCGTCGGCATTCACGACCATCGACGCCGTTCCCCT
RFLPDFMVPSAFTTIDAVPL

25261 GACTCCCGGCGGAAAGACGGACCGGGCCGGGCTGCCGGATCCGGTGAAAGCCACCCAGCC
TPGGKTDRAGLPDPVKATQP

25321 TGCCGGACTTGGCCCGCGTACTCCTGCCGAGAAGGTCCTCTGTGACATATTCCGGGACCT
AGLGPRTPAEKVLCDIFRDL



180 VII Anhang

25381 GTTCGACCTTGTTGAGATCGACGTGCGCAGTAATTTCTTCGAAATGGGCGGGAACAGCAT
FDLVEIDVRSNFFEMGGNSI

25441 TCTGGCTGTCGACCTCATTCAGCGAGCGCAAGAAGCCGGCTTGACGCTCATGCCGAGGAC
LAVDLIQRAQEAGLTLMPRT

25501 CGTGATCGACCACCCCACCATCGAGCAACTGGCCGCGATAGCGACCCTCGAGGAGTGAGA
VIDHPTIEQLAAIATLEE?®™

novl

25561 G ATGAGCACCCGTCCCACGGTGTCCCCCAGCGAACTCGAACAGATCGACCTGGCATCACC
MSTRPTVSPSELEQIDLASP

25621 GGTCCTGCACGCCGAGTACGAACTGGACGAGATCTTCCGCCACCTGCGCGCCGATGAGCC
VLHAEYELDEIFRHLRADEFP

25681 GGTGTACTGGCAGCAGCCACGGAACGAGCAGCCCGGCTTCTGGGTGATCAGTCGCCACGC
VYWQQPRNEQPGFWYVISRHA

25741 CGACGTGAACGAGGTGTACAAGGACAAGGAGCACTTCACGACGGAGCACGGCAACGeGCCT
DVNEVYKDKEHFTTEHGNAL

25801 GGCCACTTTGCTGACCGGCGGTGACTCTGCCTCGGGCGCCATGCTCGCCGTCACCGACGG
ATLLTGGDSASGAMLAVTDG

25861 AGTGCGCCACCATCAGGTGCGCAACGTGTTGTCCAGGGGCTTCTCGGCGCGGATGCTCGA
VRHHQVRNVLSRGFSARMLD

25921 CCTCATCGCCCACACGCTGCAGGAAACCGTGGACGGTCTGCTGCTGGCGGCACTGGAGCG
LIAHTLQETVDGLLLAALER

25981 AGGCGAATGCGACGCCGCGCAGGACATCGCGGCGGACGTGCCACTCGGGGCGATCTGCGA
GECDAAQDIAADVPLGAICD

26041 CCTGCTGGAGATTCCCCACGCGGACCGGAAGTACCTGCTCGGTCTGACCTCGCACGCGTG
LLEIPHADRKYLLGLTSHAW

26101 GAGCACGGACTACGCGGACGAGCCTCCCGAGGAGAGCTGGGTCGCCAAGAACGAGATCCT
STDYADEPPEESWVAKNEIL

26161 GCTGTACTTCAGCAAGCTGCTCAAGGAGCGTCGCGGTGGAGTCCGGGAGGACATGGTCAG
LYFSKLLKERRGGVREDMVYVS

26221 CCTGCTGGCGAACTGCCGGATCGACGGCGATCCGCTCAAGGCGGCCGAGCAGATGGCCAA
LLANCRIDGDPLKAAEQMAN

26281 CTGCTACGGGCTGATGATCGGCGGCGACGAGACCGGCAGGCACGCCATCACCGGCACGAT
CYGLMIGGDETGRHAITGTII

26341 CCTCGCGTTGATCCAGAACCCCGACCAGTGGCGTGCGCTGAAGAACGGCGACGTCGATCT
LALIQNPDQWRALKNGDVDL

26401 GAACACGGCGACCGAGGAGGCCCTGCGCTGGACCGTGCCGTCGCTGCACGGAGGCCGGAA
NTATEEALRWTVPSLHGGRK

26461 GGCGACCGGAGACGTCGTGATCAACGGCCGGCGGATCAACGCCGGCGATGTGGTCAGTGT
ATGDVVINGRRINAGDVYVSYV

26521 GTGGATCTCCTCGGCCAACCGTGACGAGACCGTCTTCGACGCGCCGGACGAGTTCAACCT
WISSANRDETVFDAPDEFNL

26581 CGCCCGCACCCCGAACAAGCACTTCACCTTCGCGTACGGCTCGCACTACTGCCTCGGCCCA
ARTPNKHFTFAYGSHYCLGH

26641 CTACCTCGGCCGGATGGAGGTCTACGCCGTGCTCGACGGGCTGCGCCGGLCTGGTGGGCGA
YLGRMEVYAVLDGLRRLVGD

26701 CCTGGAGCAGATCGGCGAGGAGCGATGGATCTACTCCAGCATCCTGCACGGGATGAGCTC
LEQIGEERWIYSSILHGMSS

novJ

26761 ACTGCCGATCAGGATCACGGGCTGAGGGGCGGGGAGGCRAIBEEGGAGCCLCGGLeG
LPIRITG?®* MTSPAD

26821 ATGCGACCACCGAAGTCGCTGTGTCTCAGGAGTCGGTCGCCATGGTCACCGGAGCCGGCCC
ATTEVAVSQESVAMVTGAGR

26881 GGGGCATCGGCGCGGCCACGGCCGAGCGCCTCGCCGCCGAGGGCATGGCGGTGATCGTCG
GIGAATAERLAAEGMAVIVYV

26941 TGGACCGCACCGAACAGGACACCCGGGCCACGGTCGCGGCCATTCGCACGGLCCGGLGGAC
DRTEQDTRATVAAIRTAGGR

27001 GGGCCCGCGGGATCGGCTGTGACGTCGCCGTGGCCCAGGCCGTGALCGGLCCGLGGTECGCCA
ARGIGCDVAVAQAVTAAVAT

27061 CGGCCGTCGAGGAGTTCGGCCGCATCGACGTACTGGTGAACTGCGCCGGGATCAACCGGG
AVEEFGRIDVLVNCAGINRD

27121 ACCGGCTGCTGCTCACCATGGGCGATCAGGAGTGGGACACGGTCCTGGACGTCAACCTCG
RLLLTMGDQEWDTVLDVNLG
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27181 GCGGCACCATGCGATGTTCGTTCGCCGTCGGCCGGCACATGCGCCGGCAGGGGCACGGCC
GTMRCSFAVGRHMRRQGHGR

27241 GGATCATCAACTTCAGCTCCGTGGCCGCGCGCGGCAATGCCGGCCAGACCAACTACGCGA
ITNFSSVAARGNAGQTNYAT

27301 CCGCCAAAGGCGCGATCGCCGGGTTCACCCGTACGCTCGCGGCCGAACTGGGCCCGLCACG
AKGAIAGFTRTLAAELGPHG

27361 GCGTGACGGTCAACGCCATCGCACCGGGCTTCGTGGCCACGCCGATGGTGGACGAGCTGG
VTVNAIAPGFVATPMVDELA

27421 CCGAACGGCTCGGCGGGGACCGGGACTCGGTCATGTCGGAGGCGGCGAAGTCCTCGGCAG
ERLGGDRDSVMSEAAKSSAYV

27481 TGGGCCGGATCGGGACGCCCGAGGAAATCGCCGCGACCGTGGTCTTCGTCGLCCCGGLCCGG
GRIGTPEEIAATVVFVARPE

novk

27541 AATCGGGCTACCTCACCGGCGAGACCGTTCACGTCGAGGE GGCATCACACGAGT

SGYLTGETVHVDGGRP*
MTRYV

27601 GGCGGTCGTGGCCGGCGGCGGCGAGCACACGGGGLCCCGLCGGTCGLCGLCTCAGGLCTGGLGGL
AVVAGGGEHTGPAVALRLAA

27661 GGGGGGCTTCGACGTCGCCCTGCTGGGCTCCGAGTTCACGTCGGCCGACAAGACGGTCAG
GGFDVALLGSEFTSADKTVR

27721 GCGCGTCGAGGAGTACGGCAGGCAATGCGTCACCGTGCGGGCCGAGTTGAGCGACGCCAG
RVEEYGRQCVTVRAELSDAR

27781 ATCCGTCGCGGTCGCCTTCGGCCGGGTACGTACGGCGTTGAGCGGCCCGGCCGTACTGGT
SVAVAFGRVRTALSGPAVLYV

27841 CACCTGCGTCGGACCGCAGCCGCTGCCGGACGGGTTGCCCGAGGACGAGAGCGCGGACGA
TCVGPQPLPDGLPEDESADE

27901 ACAGCGCTACACGGCGGTACGGCGGGCGCTGCGCCCGGTGTTCGTGTGCTGCCAGGLCCGG
QRYTAVRRALRPVFVCCQAG

27961 GGCCGGCCAGCTGCTGCGCCACCGGTGGGGACGGATCATCATCGTCACCGAGCCGGCCGA
AGQLLRHRWGRIIIVTEPAD

28021 CGCCGACGGGAACACCTGGCGCACCAGCCGGCCGGTGCTCGACGGGCTGATCGGTTTCAC
ADGNTWRTSRPVLDGLIGFT

28081 CCGGTCCGCGGCGCTGGAGCTGGCGAGGTCCGGGACCACCGTGAACCTCGTCGC CTCCGGC
RSAALELARSGTTVNLVAPA

28141 CGACCGCGCCGCCGACAGCCGGGCCCCGGLCLCLCACCGGGLGGLGEGGLGACGALCAGLGEGGE
DRAADSRAPAHRAAGDDSAG

28201 CTCCTACGCGGACGGGGTCGCGCACGTGACGGAGTTCCTGGTCGACGAGCGAGCCGTCGG
SYADGVAHVTEFLVDERAVG

28261 AATCACCGGGCAGGCGATCCGTGTCGCCGCCCGGGCGGACGTACCTCTACTTCGCGAAAG
ITGQAIRVAARADVPLLRER

novL

28321 GTAG CCACTGTGCGAACAAGGATCACGCACCGGAGCACTACGTCACCCGCATCCTCGC
* VANKDHAPEHYVTRILA

28381 CGAGGCGACCCTTGACGGCGCGCGACCGGTCGTCCGGTGGCGGGACACGGTCATCACCGG
EATLDGARPVVRWRDTVITG

28441 CACCCAACTCGACCGATCGGTACGGCGCGTCGTGACGGCACTGCGCGAGGCAGGTGTGGC
TQLDRSVRRVVTALREAGVA

28501 ACGCGATCACGCGGTGGCCGTCCTGACCCAGGTCAACAGTCCATGGATGCTGATCGTCCG
RDHAVAVLTQVNSPWMLIVR

28561 CTACGCCGCGCACCTGGTGGGCGCGTCGGTCGTGTACATCACCGGCGCCAACCACGGCAT
YAAHLVGASVVYITGANHGI

28621 CGTGACGCACGAACTGCCGGTGGCCACCCGGGTCCGGATGCTGCGTGAAGCGGGLGLGTC
VTHELPVATRVRMLREAGAS

28681 GGTGCTGGTGTTCGACGAGAGCAACGCCCAACTCGCCGAGACCGTCGACGAGACGGTGCG
VLVFDESNAQLAETVDETVR

28741 GGACAAGCTGGTGCTGTGCGGCCTCGGTCATCCGGCGTCCGGCACGGTGAGCGTCGACGG
DKLVLCGLGHPASGTVSVDG®G

28801 CCGGCCTGTCGATGACGTCTCGGTGGACTTCACGCCCGAGGCGCCCGAGCTGGCCATGGT
RPVDDVSVDFTPEAPELAMYV

28861 GCTCTACACCAGCGGCACCACCGGTCAACCCAAGGGCGTGTGCCGGTCGTTCGGGTCGTG
LYTSGTTGQPKGVCRSFGSW

28921 GAACGCGGCGGCGCTCCGCGGGGCGGCGTATCCCCGGCCGGTCTTCCTGACAATGACCGC
NAAALRGAAYPRPVFLTMTA
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28981 GGTGAGCCAGACAGTCGCGATGATCGTCGACACGGTGCTGGCCGCCGGCGGGAGCGTGCCT
VSQTVAMIVDTVLAAGGSVL

29041 GCTGCGCGAGAGGTTCGATCCCGCCGACTTCCTGCGGGATGTCGGAGAGCACCGCGTCAC
LRERFDPADFLRDVGEHRVT

29101 CGAGACGTTCATGGGCGTGGCGCAGCTCTACGCGATCCTCGGGCACCCGGACGCTCGTAC
ETFMGVAQLYAILGHPDART

29161 CGCGGACCTGTCCTCGTTGCGCCACGTGTTGTATCTCGGCTGCCCCGCGTCACCGGAACG
ADLSSLRHVLYLGCPASPER

29221 CCTGCGGGAGGCGGCCGCACTGCTGCCCGGCGTACTGGCCCAGTCGTACGGCTCCACCGA
LREAAALLPGVLAQSYGSTE

29281 GGCCGGCCGGATCACGGTGCTCCGCGCGGCCGACCACGAACGTCCGGAACTGCCTGGCCAC
AGRITVLRAADHERPELLAT

29341 CGTGGGCCGGGCGGTGCCGGGGGTCACCATCGCCATCCGCGACCCGGAAACAGGACACGA
VGRAVPGVTIAIRDPETGHD

29401 CCTGCCGGTCGGCGAGATCGGCGAGGTCGTGGTGCACGGCCCGGAGGTCATGGLCCGGCTA
LPVGEIGEVVVHGPEVMAGY

29461 TGTCGCCGATCCCGAGCACACCGCGCGGGTGATCCGGGACGGCTGGGTGCACACCGGCGA
VADPEHTARVIRDGWVHTGD

29521 CTTCGGTTCCGTCGACGAACGCGGGTACGTGCGGCTGTTCGGCCGGATGCGCGAGGTGGT
FGSVDERGYVRLFGRMREVYV

29581 CAAGGTGCAGGACACGCGGGTCAGTCCGACCGAGGTGGAGAAGGTGCTCGTCGGCTGTCC
KVQDTRVSPTEVEKVLVGCP

29641 CGGTGTGGTCGACGCGTGCGTGTACGGCCACCGCGGGCCGGACCTCATCGAGGAACTGCA
GVVDACVYGHRGPDLIEELH

29701 CGCCGCCGTCGTACTGGGCACCGAGGGCGCTCCGAGCTTTGACACTCTGCGCGACCACGT
AAVVLGTEGAPSFDTLRDHYV

29761 CGCCCGGGCCATGACCCCGACACACGCCCCGATCCGGTTCGTACGGTGGLCGGLCGGTTCCC
ARAMTPTHAPIRFVRWRRFP

29821 GATCAACAACACCGGCAAGGTGAATCGGCTGCGGGTCCGAGAGGTCAGCGCCGAGGCCeeG
INNTGKVNRLRVREVSAEAR

novM

29881 CGGTGACAGCCCGGACGTCCTGGTGGACAGGTGAGGTGGGTBATRCGBGTGCTGT
GDSPDVLVDR®* MRVLL

29941 TGACGAGTCTGCCCGGCATCGGCCACCTGTTTCCCATGGTGCCGCTGGGCTGGGLCGCLCTCC
TSLPGIGHLFPMVPLGWALDQ

30001 AGGCGGCCGGGCACACCGTCCTGGTCGCCACGGACCGGGAGTTCCTCCCGGTGGTGACCG
AAGHTVLVATDREFLPVVTG

30061 GGGCGGGACTGTCCGCCACGGCCGTACTGGACCCGGTCGACCCGGTCGAGCTGTTCAAAC
AGLSATAVLDPVDPVELFKP

30121 CGGTCGAACCGTTCGGCGATCCGCTGAGCCCGGCCGAGCGGACCGGGLACCGGTGLGCeG
VEPFGDPLSPAERTGHRCAE

30181 AGGCCGGTGTCCGGGCGCTGCCCGCCATGCGCGCACTCGTGGACGTGTGGCACCCGGACC
AGVRALPAMRALVDVWHPDL

30241 TGGTGATCGCCGAGCCCATGGAGCTGGCCGGGCCCGCCGCGGCGACGAATGLCCGGGGETGC
VIAEPMELAGPAAATNAGVP

30301 CCTGGGTACGGCACTCCTACGGGCTGATCCCGCCGGGGCCGCTGCTGAGCGTCGLCGGCCG
WVRHSYGLIPPGPLLSVAAE

30361 AGGTTCTGGACGCCGAACTGGCGGTACTGGGGCTCTCCGCGCTGGCGAAACCGGCGAGGA
VLDAELAVLGLSALAKPART

30421 CGATCGACGTGTGCCCCGACAGCCTCCGGCCTTCGGACGGAGTGGCGACCGTGCCCATGC
IDVCPDSLRPSDGVATVPMR

30481 GGTACGTCCCCTACAACGGCCCGGCCGGCGTACCCGACTGGCTGTTGGCCGGGLCCCCCTG
YVPYNGPAGVPDWLLAGPPA

30541 CCCGGCCCCGGGTCTGCCTGACGCTGGGCACGTCCCTGCCCCGGCGTGATCCGCACGTGG
RPRVCLTLGTSLPRRDPHVA

30601 CACCGCTGTGGCGGCTGCTGCTGGATGAACTGGTGGCCCTGGGCCAAGAGGTGGTCATCG
PLWRLLLDELVALGQEVVIA

30661 CCATCGACGAGAGCCACCGGCCCCTGCTGGGCCACCTGCCCGALCGGLGTG LG LG eeaece
IDESHRPLLGHLPDGVRAAR

30721 GGATCCCGCTCTGCGACCTGCTGCCGACGTGCACCGCGATCGTGCACCACGGTGGCTCGG
IPLCDLLPTCTAIVHHGGSG




VII Anhang 183

30781 GGAGCACCATGGCGGCGGCCTCCTTCGGTGTGCCGCAGCTGGTGGTTCCGCACTTCGCGG
STMAAASFGVPQLVVPHFAD
30841 ACCACTTCACCAACGCGGAGCGACTCACCGCCGTCGGCGCGGGTCTGAGCCTG CLCGLACG
HFTNAERLTAVGAGLSLPHD
30901 ACACCGACGACCTGGCACGGATCAGCGCGGCCTGCGAGCTGATCACCGGAGACGGceeeaGe
TDDLARISAACELITGDGPH
30961 ACCGCGCGATCTCACGCCGTCTCGCCGACGAGAACGCCCGCCGACCGACCCCGGLLGETGG
RAISRRLADENARRPTPAVY
31021 TGGCCGAGGGCCTGGCGGCCGAACAACGGTCAATGACTCCCGCGTGAAAGCGCCCGTGCCTC
AEGLAAEQRSMTPA*
novN
31081 GCAGATTGGAACGACATAETCATTCTTGGCCTGAACGGGAATGTGTCCGCAG CGGG LG CC
MLILGLNGNVSAAGA
31141 GATGTGGTGCCGAACCTCAACGAGCTCTACATGCACGACGCCGC L CG L CACACTGGTCCGC
DVVPNLNELYMHDAAATLVR
31201 GACGGAGTTCTCGTGGCGGCGGTGGAGGAGGAGCGGCTCAACCGGATCAAGAAGACGACG
DGVLVAAVEEERLNRIKKTT
31261 AAATTCCCCAGCAACGCGATCCGGGAATGCCTCGCCGCCGCGGGTGCGAAACCGGLCGGAC
KFPSNAIRECLAAAGAKPAD
31321 GTCGACGCGATCGCCTACTACTTCCCCGAAGACTTCTTCGACGACATATTCCAGCAGCTC
VDAIAYYFPEDFFDDIFQQL
31381 TACACCGAGCATCCGAGCGTGCCGACGCGGTACTCGCGCGAGATGATCCTGGAGCGTCTT
YTEHPSVPTRYSREMILERL
31441 CGCGTCGACCTCGGCTGGGCGCTCCGCCGGAACATCCTCCACTACGTGCCGCACCACCTG
RVDLGWALRRNILHYVPHHL
31501 GCCCACGCGATGTCGACGTACTACCGGTCGGGCATGCGCGAGGCACTGGTCGTCGTCATG
AHAMSTYYRSGMREALVVVM
31561 GACGGGGCGGGTGAGCGCAACTGCACCACGATCTACCGGTCGGACGGGGCCGAGCTGTTC
DGAGERNCTTIYRSDGAELF
31621 GAGATCGCGTCGTACCCGGTGCCGAAGTCGCTCGGCATGTTCTACCTGTACGGGACCAGA
EIASYPVPKSLGMFYLYGTR
31681 CACCTCGGCTACGGCTTCGGCGACGAGTACAAGGTGATGGGCCTCGCCCCGTACGGCGAC
HLGYGFGDEYKVMGLAPYGD
31741 CCGTCCACCTACCGCGACGTCTTCTCGACCCTGTACTCGCTCGGTCCGAACGGCACCTAC
PSTYRDVFSTLYSLGPNGTY
31801 GAGTTGATCCCGCGCGGGGGAGTGGTCTTCAGGATGACCACGATCCTGCGGGAGCACGGT
ELIPRGGVVFRMTTILREHG
31861 CTCCAACCCCGCCGTCGCGGTGAGCCGTTCACCCAGGCGCACATGGACTTCGCGGCGAGT
LQPRRRGEPFTQAHMDFAAS
31921 GTGCAGGAGACCACCGAGCAGATCGCGATGCACGTGATCGGCTACTGGGCACGCTCCACG
VOQETTEQIAMHVIGYWARST
31981 GGCCTGCGGAACCTGGCCTTCGGTGGCGGCGTCGCCCACAACTCGACGCTCAACGGCCGC
GLRNLAFGGGVAHNSTLNGR
32041 ATCCTCACCTCCGGCCTGTTCGACGAGGTGTTCGTCCATCCGGCGTCGCACGACGCCGGA
ILTSGLFDEVFVHPASHDAG
32101 TCCAGCGAGGGCGCCGCACTCGTGGTCGCGCGGGAACGCGGCGAACGCGTATGGLCCGCTG
SSEGAALVVARERGERVWPL
32161 CCCCGGTTGACGAACGCGAGCCTCGGCCCGGATCTGGGCGACGTCGACTCGCTGGAGCGG
PRLTNASLGPDLGDVDSLER
32221 ACGCTCAAGTCGTGGAGCCCGCTCGTCGACGTCGAGCGTCCCGACGACATCGTCGAGGCC
TLKSWSPLVDVERPDDIVEA
32281 ACCGCGCACCTGCTCGCTGCCGGCGAGGCGATCGGCTGGGLCGCACGGCCGCTCGGAGTTCC
TAHLLAAGEAIGWAHGRSETF
32341 GGGCCGCGCGCGCTGGGCAACCGCAGCATCCTCGCCGACGCGCGCCCCAAGGAGAACCAG
GPRALGNRSILADARPKENDRQ
32401 ACGCGCATCAACGCCATGGTGAAGAAGCGCGAGAGCTTCCGCCCGTTCGCCCCGGTCGTG
TRINAMVKKRESFRPFAPVYV
32461 ACCGCGGAGGCGGCCGGTGACTACTTCGATCTGCCGGAGACCGTGGGACACCACGACTTC
TAEAAGDYFDLPETVGHHDF
32521 ATGTCGTTCGTCGTGCAGGTGCGGGCGGACCGCCGGGAGTTGCTCGGCGCGGTGACCCAT
MSFVVQVRADRRELLGAVTH
32581 GTCGACGGCAGCGCGCGCGTCCAGGTCGTCACCGAGGAGACGAACCCGCGATTCCACCGG
VDGSARVQVVTEETNPRFHR



184 VII Anhang

32641 CTCGTCACGCGCTTCGGTGAGTTGACCGGCACCCCCGTGCTGCTCAACACCTCGTTCAAC
LVTRFGELTGTPVLLNTSEFEFN

32701 AACCACGCCGAGCCGATCGTGCAGTCCGTCGATGACGTCCTCACGAGCTATCTCACGACG
NHAEPIVQSVDDVLTSYLTT

32761 AGCCTCGACGTGCTCGTGATCGAGGACTTCGTGGTTCGCAGGCGGACCGAACTGCCGCTG
SLDVLVIEDFVVRRRTELPL

32821 GCGCTGGAGGACTTCACCATCGGCTTTCGCCCGGTGACCAGGCTCGTCCGLCCGGLTCGLC
ALEDFTIGFRPVTRLVRRLA

32881 GACGTGTCGGCGGGCAGGCCGGGCGCTCCCGAGGTCTCGCACGAGATCTACCTCGACCAC
DVSAGRPGAPEVSHEIYLDH

32941 ACCTCCGGACCGCGTGCGACGATCTCGGCCGCCATGTACGAGCTGCTCACCCACGCCGAC
TSGPRATISAAMYELLTHAD

33001 GGTGTCACCCCGCTGGGCAGCCTCGGCATCGAGCTGACCGGAGAGCTCCTGACAGAGCTG
GVTPLGSLGIELTGELLTEL

33061 TACGACCTGTGGCAGGGGCGCTTCGTCACCGTCGCCCCCGTGGGGGACGGTGCCGGATCC
YDLWQGRFVTVAPVGDGAGS

33121 GCACCGTGAATGGTGCGGATCCGGGCCGGGAATGGGCCGTCGCGGCCGTACAACTGCCCT
AP*

33181 TTCATTTCGGAATACACCGGCCCTGTGTCCGTGTAGGCTCAATTCAGGATTTATCGGCGG

33241 CGGTCGGAGGAAGTCGGCGAGTGTGGAATGTCAGCCACCGCCGACCTCAATTTCCCCCAC

Primer MS5 (5° - 39 novO
33301 CGTGATCTACGCCAATCATGTTCAGATCAGCTCACTGACCCAACACERAGCGAGL
M

33361 TGAAGATTGAAGCGATTACGGGATCCGAGGCCGAAGCATTTCACCGGATGGGGTCCCAGG
KIEAITGSEAEAFHRMGSOQA

33421 CGTCCCACAGGTACGACGAATTCGTGGATCTGCTTGTCGGGGCCGGCATCGCCGACGGCCC
SHRYDEFVDLLVGAGIADGAQ

33481 AGACCGTGGTCGACCTGTGCTGTGGCTCGGGCGAGCTGGAAGTCATCCTCAGCTCCCGGT
TVVDLCCGSGELEVILSSREF

33541 TCCCCTCGCTGAATCTGGTCGGTGTCGACCTCTCGGAGGACATGGTCCGTATCGCCCGGG
PSLNLVGVDLSEDMVRIARE

33601 AGTACGCGGCCGAGCAGGGCAAGGCGCTCGAATTCCGGCACGGCGACGCGCAACTCCTGG
YAAEQGKALEFRHGDAQLLA

33661 CCGGTATGGAGGATCTGGCCGGGAAAGCGGACCTGGTGGTCTCGCGGAACGCGTTCCACC
GMEDLAGKADLVVSRNAFHR

33721 GGCTCACCCGGCTGCCGGCGGCGTTCGACACCATGCTGCGCCTGGCCAAGCCGGGAGGGG
LTRLPAAFDTMLRLAKPGGA

33781 CCGTCCTCAACTGCTCCTTCATACACCCGAGCGACTTCGACGAGTCCGGGTTCCGGGCGT
VLNCSFIHPSDFDESGFRAW

33841 GGGTCACGTTCCTCAACCAGCGGCCCTGGGACTCGGAGATGCAGATCGTCTGGGCGCTGG
VTFLNQRPWDSEMQIVWALA

33901 CTCACCATTACGCGCCCCGGCTCGACGACTACCGCGAGGCCCTGGCLCCCAGGLGGCCLGTG
HHYAPRLDDYREALAQAARE

33961 AGACGCCGGTGTCCGAGCAGCGCGTCTGGATCGACGACCAGGGATACGGCGTTCCCACGG
TPVSEQRVWIDDQGYGVPTYV

34021 TCAAATCGTTCGCCCGCCGGGCCGCCGCCTGAGCGGCGGAATTGTCCCGAACAGAGCCGCCe
KSFARRAAA*

novP
34081 TGGACCCGAG TGAGGGTGCACCTATCGTGGAAACCGCGAAGGAAACGAACAGCGACTC
VAPIVETAKETNSDS

34141 ATCGCTGTATCTGGACCTCATGATCAAAGTGCTGGCCGGGACGGTGTACGAGGATCCCGC
SLYLDLMIKVLAGTVYEDPA

34201 GCACCGGGAGAACTTCTCGCACCGCGATTCGACGTACCGGGAAGAAGTCCGCAACGAGGG
HRENFSHRDSTYREEVRNEG

34261 ACGCGACTGGCCCGCGAACGCACACACGATGATCGGAATCAAACGCCTCGAGAACATCCG
RDWPANAHTMIGIKRLENIR

34321 GCAATGTGTCGAGGACGTCATCGGCAACAACGTACCCGGCGACCTCGTGGAAACCGGCCGT
QCVEDVIGNNVPGDLVETGYV

34381 ATGGCGTGGGGGAGCCTGCATCCTCATGCGGGGAATTCTGCGCGCCCATGACGTGCGGGA
WRGGACILMRGILRAHDVRD

34441 CCGCACAGTCTGGGTCGCCGACTCCTTCCAGGGCATTCCCGACGTCGGTGAGGACGGCTA
RTVWVADSFQGIPDVGEDGY



VII Anhang 185

34501 CGCCGGCGACCGGAAGATGGCGCTGCACCGGCGAAACTCGGTGCTCGCGGTCTCCGAGGA
AGDRKMALHRRNSVLAVSEE

34561 AGAGGTCCGGCGCAACTTCCGCAACTACGACCTGCTGGACGAACAGGTCCGGTTCCTTCC
EVRRNFRNYDLLDEQVRFLP

34621 CGGCTGGTTCAAGGACACGCTGCCCACCGCGCCGATCGACACGCTCGCCGTGCTGCGGAT
GWFKDTLPTAPIDTLAVLRM

34681 GGACGGGGACCTGTACGAATCCACCTGGGACACCCTGACCAATCTCTACCCGAAGGTGTC
DGDLYESTWDTLTNLYPKVS

34741 CGTCGGTGGCTATGTCATCGTCGACGACTACATGATGTGCCCGCCGTGCAAGGACGCGGT
VGGYVIVDDYMMCPPCKDAYV

34801 CGACGAATACCGCGCGAAGTTCGACATCGCCGACGAACTGATCACGATCGACCGCGACGG
DEYRAKFDIADELITIDRDG

34861 TGTCTACTGGCAACGCACCCGGTAATTCACTGTGAGTTGATCACGGAGGAATTCATGCCC
VYWQRTR?*

Primer MS6 (3 < 59
34921 GCACTCCCGATGAATCAAGAATTCGACCGCGAACGCTTTCGCGTCGATTTACGCGCCACC
34981 GCCGCCGCGATCGGCGCGCCCGTCACCCCCCGTGTCACCGACACGGTCCTCGAGACCTTC
novQ
35041 CGTGACAACTTCGCCCAGGGCGCCACCEMSAAGACCACCAGCCAGCCCGGGGACCAG
VEDHQPARGPA

35101 CTGTCGTACCGGTTCTTCTCCCGTCTCAAGATGGACACCGTCGGCCGGGCCGTCGACGCC
VVPVLLPSQDGHRRPGRRRR

35161 GGGCTGCTCGACGGCACACATCCGACCGTGCCCATCGTCGAGGACTGGAGCGACCTCTAC
AARRHTSDRAHRRGLERPLR

35221 GGCGGCACGCCGTGCAGTCGGCCGACTTCGACGCCGGGCGGGGAATGGCCAAGACCTGGC
RHAVQSADFDAGRGMAKTWL

35281 TGTACTTCGGCGGCCTGCGGCCGGCCGAGGACATCCTCTCCGTCCCCGCACTGCCGGCGC
YFGGLRPAEDILSVPALPAP

35341 CGGTACAGGCCCGGCTGAAGGACTTCCTCGGACTGGGCCTGGCACATGTCCGGTTCGCGG
VQARLKDFLGLGLAHVRFAA

35401 CGGTGGACTGGCGCCACCGGAGTGCGAACGTCTACTTCCGCGGTCAAGGCCCCCTGGACA
VDWRHRSANVYFRGQGPLDT

35461 CCGCTCAGTTCGCCCGCGTCCACGCCCTGTCCGGCGGCACACCACCCGCCGCGGATGTCG
AQFARVHALSGGTPPAADVYV

35521 TGGCGGAGGTCCTCGCGTACGTGCCCGAGGACTACTGCGTCGCCATCACCCTCGACCTGC
AEVLAYVPEDYCVAITLDLH

35581 ACACCGGCGCCATCGACCGGGTGTGCTTCTACGCCCTGAAGGTCCCCAAGGACGCGCGGL
TGAIDRVCFYALKVPKDARP

35641 CACGCGTCCCCGCCCGCATCGCCACGTTCCTCGAGGTCGCGCCCAGCCACGACCCGGAGG
RVPARIATFLEVAPSHDPEE

35701 AGTGCAACGTCATCGGCTGGTCGTTCGGCCGCAGCGGCGACTACGTCAAGGCCGAACGCA
CNVIGWSFGRSGDYVKAERS

35761 GCTACACCGGGAACATGACGGAGATCCTGTCCGGCTGGAACTGCTTCTTCCACGGCGAGG
YTGNMTEILSGWNCFFHGEE

35821 AAGGCCGCGACCACGACCTGCGCGCGCTTCAAGACACCGGATCGATCACCGGAGGTGCCC
GRDHDLRALQDTGSITGGAR

novRk

35881 G ATGAGCGAGGCTCTGGCGAACATGCCCGGAGACGACTACTTCCGTCAGCCGCCGGTGTT

*

MSEALANMPGDDYFRQPPVEF

35941 CGACACCTACGCCGAGCACCGCGCCTATCTCAAGTTCCGGCACGCCGTCGCGCTGCGGCA
DTYAEHRAYLKFRHAVALRH

36001 CTTCGCCCGCCTCGGCTTCGACCAGGACGGCCTCGCCGGACTGATCACCGTCGCCGACCC
FARLGFDQDGLAGLITVADP

36061 GGAACACGCCGACACCTACTGGGCCAATCCGCTGGCCCACCCCTTCTCCACCATCACACC
EHADTYWANPLAHPFEFESTITP

36121 GGCGGACCTGATCCGCGTCGACGGCGACAGCGCCGAGACCGTCGAAGGCCAACGCCGGGT
ADLIRVDGDSAETVEGQRRYV

36181 CAACATCGCCGCGTTCAACATCCACGCCGAGATCCACCGCGCACGCCCCGACGTCCAGGC
NITAAFNIHAEIHRARPDVQA

36241 CGTCATCCACCTGCACACCGTCTACGGCCGAGCCTTCTCCGCCTTCGCCCGCAAGCTCCC
VIHLHTVYGRAFSAFARKLP



186 VII Anhang

36301 TCCGCTGACCCAGGACGCGTGCCCGTTCTTCGAGGACCACGAGGTGTTCGACGACTTCAC
PLTQDACPFFEDHEVFDDFT
36361 GGGTCTGGTGCTCGCCAAGGACGACGGGCGCAGGATCGCGAAACAGCTGCGCGGGCACAA
GLVLAKDDGRRIAKQLRGHK
36421 GGCGATCCTGCTGAAGAACCACGGTCTGGTCACCGTCGGGGAGACACTCGACGCCGGCeaGe
AILLKNHGLVTVGETLDAAA
36481 CTGGTGGTTCACGCTCCTGGACACCTGCTGCCATGTCCAGCTGCTGGCGGACGLCGGLCCGG
WWFTLLDTCCHVQLLADAAG
36541 GAAGCCGGAGGAGATCCCCGCGGAGGTCGCACGCCTGACGGGCCGGCAGLCTCGGLTCGCA
KPEEIPAEVARLTGRQLGSH
36601 CCTGCTGGGCTGGAACAGCTACCAGCCCCTGCACGAGGCAGCCCTGGLCCCGTGACCCCGA
LLGWNSYQPLHEAALARDPD
novS
36661 CCTGGCGACCATGGAGCCCGCGCTCCCATCACGGATCGCTGGCTGGTCACCGGTGCG
LATMEPALPS*®*
MTDRWLVTGA
36721 GCGGGAATGCTCGGGCGAGATCTGGTGGCGCTCCTGCGAGGGCTGAACGAACCGGTGGTC
AGMLGRDLVALLRGLNEPVYV
36781 GCCATCACCCGGCACGATCTCGACATCACCGACCGCCTCTCGGTCCGGGCCGTTGTCGAC
AITRHDLDITDRLSVRAVVD
36841 AGGCACCGGCCGACGACCATCGTCAACTGCGCCGCCTGGACACGATTCGGCGAGGCGGAG
RHRPTTIVNCAAWTRFGEAE
36901 GCCGGCGAATCGGCGGCCCTTCTCGTCAACGGAGGAGGGGCCCGGGAGCTGGCCGLGGTA
AGESAALLVNGGGARELAAYV
36961 TGCCGTGATCGATCGATACGGCTGGTCCACCTCTCCACCGATTACGTCTTCGACGGCACG
CRDRSIRLVHLSTDYVFDGT
37021 AGCCGCCGCCCCTACGCCGAAAGCGCGGTCACGAGCCCGATCAACGCGTACGGLCCGGACG
SRRPYAESAVTSPINAYGRT
37081 AAGCAGGCCGGCGAACAGGCGGTGCTCGACCTGCTGCCGGACGACGGCACGATCGTACGA
KQAGEQAVLDLLPDDGTIVR
37141 ACCGCCTGGCTGTACGGGCGGCACGGCATGAACTTCATCCGCAAGATGGTCCGGCTGGAG
TAWLYGRHGMNFIRKMVRLE
37201 CAGCTGCGCGAGACCGTGGACGTGGTGGACGACCAGTGGGGCCAGCCGACCTGGACCGTG
QLRETVDVVDDQWGQPTWTYV
37261 GATCTGGCACAGCAGATCGTGGCACTCGTCCGGCACGGTGCGTCCGGCGTGTTCCACGGA
DLAQQIVALVRHGASGVFHG
37321 ACGAGCGCGGGCGAGGCCACCTGGTACGACCTCGCCCGCATGACCTTCCGGCTGLCTCGGC
TSAGEATWYDLARMTFRLLG
37381 GCGGACCCCGGACGAGTGCGCCCGGTGCCCAGCGACCGGATCGCCGGCGGTGAACTGCGG
ADPGRVRPVPSDRIAGGELR
Primer MS7 (5 - 39
37441 CCCCGGTACACGGTGTTGGGGCATGACGCCTGGCGGGAGGCCGGGCTGACACCGATCCGG
PRYTVLGHDAWREAGLTPIR
37501 CACTGGACCACCGCTCTGACGCAGGCGTTCCCCCTGCTGAACGCCGATGAATCGTAGTAG
HWTTALTQAFPLLNADES?®*
novT
37561 TCCTCGACCGAGAGAAAGGAGGGGGCAGTACGAATTCTGGTGACGGGCGGCGCCGGL
MRILVTGGAG
37621 TTCATCGGCTCGGAATTCGTCCGGGCCACCTTGCGCGGAACTCTGCCGGGCTCATCGGGA
FIGSEFVRATLRGTLPGSSG
37681 ACTCAGGTCACCGTTCTGGACAAGTTGACGTACTCCGGCAACGTGCTGAACCTCGC G CCG
TQVTVLDKLTYSGNVLNLAP
37741 ATCGCGGACCTGCGCAACTACCGTTTCGTGCGGGGCGACATCTGTGATCAGGACCTGGTG
IADLRNYRFVRGDICDQDLYV
37801 GACGACGTGGTCGCCGGTCACGACGCGATCGTGCACTTCGCCGCCGAGACACATGTGGAC
DDVVAGHDAIVHFAAETHVD
37861 CGCTCGATCGGCAGCGCCGCCTCGTTCGTCCGCACGAACGCGATGGGCACCCAGGTACTG
RSIGSAASFVRTNAMGTQVL
37921 CTCGAAGCGGCCTCCCGCCACCGGCTGGGACGGTTCGTTCACATCTCGACCGACGAGGTG
LEAASRHRLGRFVHISTDEVYV
37981 TACGGATCGATCCCCGAGGGCGCCTGGGACGAGGAGTCCCCGGTGGLCCCCGAALCGCeeea
YGSIPEGAWDEESPVAPNAP
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38041 TACGCGGCGGCCAAGGCGGCGGGAGACCTGCTGGCGCTGGCCTGGCACCGGACCCACGGG
YAAAKAAGDLLALAWHRTHG

38101 CTCGACGTCGTGGTCACCAGGTGCACCAACAACTACGGGCCGTACCAGTATCCGGAGAAG
LDVVVTRCTNNYGPYQYPEK

38161 CTGATCCCGCTGTTCACGACCAACGTGATGGACGGTCAGCAGGTCCCGGTGTACGGCGAG
LIPLFTTNVMDGQQVPVYGE

Primer MS8 (3 < 59

38221 GGCCACAACCGCCGGCAGTGGCTGCACGTCTCGGACCACTGCCGCGCCATCCAGCTGGTG
GHNRRQWLHVSDHCRAIQLYV

38281 CTCCTCGGTGGCCGGGCCGGGGAGGTCTACCACATCGGCGGTGGCACCGAGTTGACCAAT
LLGGRAGEVYHIGGGTELTN

38341 CTCGAACTGGCCGAACAGATCCTGAAGTCCTGCGGTGCCGGCTGGGACATGGTCCGGCAC
LELAEQILKSCGAGWDMVRH

38401 GTGCCGGACAGGCCGGGGCACGATTTCCGCTACTCCCTGGACACCACCAAGATCCGTACA
VPDRPGHDFRYSLDTTKIRT

38461 GAACTCGGTTTCTCGCCCCGGGTCGCGTTCGCGGACGGGCTGGTGGAGACCGTGGAGTGG
ELGFSPRVAFADGLVETVEW

38521 TATCGCGACAACCGGGCCTGGTGGGAACCGCTCAAGAGTCCCGACGAAGCCACGGGTTCA
YRDNRAWWEPLKSPDEATGS

38581 CCCGGCGACGCCGGCAGATGACGGCGTGACCGGGAAAGGCCGGCGGGTTTCGTCCATGAG
PGDAGRT®™

novU
38641 GGGA AGGAAGAATACAGGACATAGTGCGGCCCATCGACGAGTGCCGGGTGTGCGGACAC
MQDIVRPIDECRVCGH

38701 GACGATTGGCTCGATGTCGTCTCGTTCGGGTCGACGCCACTGGCCGGAAACCTGCTCGGC
DDWLDVVSFGSTPLAGNLLG

38761 GACGAAGACGACGCGGGGGGCGAGACCCTGTTCCCGCTGGACGTCGTGGTGTGCCGGCGA
DEDDAGGETLFPLDVVVCRR

38821 TGCTGGCTGATGACCGTGCGCCATGTCATCGAACCGGACGTCCTCTTCGGTCACTACCGT
CWLMTVRHVIEPDVLFGHYR

38881 TACGTCGCCTCGGACGCGGGCTCGATCATCCAGCACATGCGGAAGCTCGTCGACCTGTGT
YVASDAGSIIQHMRKLVYDLC

38941 GTCGAGCGGATCGGACTGACCGACGGAGACCTCGTCGTGGAGTTCGGCAGCAACACCGGC
VERIGLTDGDLVVEFGSNTG®G

39001 GCGCATCTGGAGCTGTTCCGGCAGGCCGGCCCCCGGGTGGTCGGCGTCGATCCCGCGCGL
AHLELFRQAGPRVVGVDPAR

39061 AATCTCGCGGGTGTCGCCAACGACCGCGGCGTGGAAACGATCCCCGCCGGTTTCACCGCC
NLAGVANDRGVETIPAGFTA

39121 GAAGTCGGTGAGGAGATCGCGACCAGGCACGGCCTGGCACGACTGGTGTACGGGCGCCAG
EVGEEIATRHGLARLVYGRAQ

39181 TGCTTCGCCCATATCCCGGACATCCACGAAGTCCTCAACGGGGTATCGGCCCTGCTGGCT
CFAHIPDIHEVLNGVSALLA

39241 CCAGACGGTCTGTTCTTCGTGGAAGTTCCCTATCTGGTGGAACTGCTCAAGAACAATCAG
PDGLFFVEVPYLVELLKNNRQ

39301 TTCGACACCATCTTCCACGAACACTTCTCCTACTTTTCGCTCGGCTCCCTGTGCACGCTG
FDTIFHEHFSYFSLGSLCTL

39361 TTCGAGTCGCACGGCCTGCGCGTCGTGGACGTCCATACGGCCGATGTGCACGGCGGCTCG
FESHGLRVVDVHTADVHGGS

39421 ATCGTGGTCTTCGCCGCCCCGGCCGCCGCCGACCACGAGGTGCGGCCGGCCGTCGCCGAG
IVVFAAPAAADHEVRPAVAE

39481 ATGCTCGCGGAAGAGCGGAGCCAGGGCATCGCGGAGGAGCGGACCTACCGGGAGTTCGCC
MLAEERSQGIAEERTYREFA

Primer MS9 (5 - 39

39541 GATCGTACGGAACGGGTGCGCGCACAGATCCGGGAACTGGTACGCGGCGTGGTGGCGGAC
DRTERVRAQIRELVRGVVAD

39601 GGCAAGACCGTGGCGGGATACGGCGCACCGACCAAGGGCAGCGCACTGCTGGCCGCCTGC
GKTVAGYGAPTKGSALLAAC

39661 GGGCTCGGACATCAGGAGATCCGGTTCTGCAGCGACACAACCGTTCTCAAGCAGGGGAAA
GLGHQEIRFCSDTTVLKQGK

39721 ATACTTCCGGGGTCCAGAATTCCGATCTGGTCACCGGAACAGGCGGCCGGCCATGTACCG
ILPGSRIPIWSPEQAAGHVP



188 VII Anhang

39781 GACTACTACCTGCTGTTGGCCTGGAACTACGCACCGGAGATCATCGACAACGAGAAGGAA
DYYLLLAWNYAPEIIDNESKE

39841 TTCCTGGAGAACGGCGGCCGATTCATCGTTCCCATACCCGAACCGCGGGTGATATCGGCG
FLENGGRFIVPIPEPRVISA

39901 GAGTCGACGCTGTGACATCGAAGGCCGCGCCGACGGCGAGGTTCAGATGGTGCCGGATCG
ESTL* novVv

39961 CCGAGGGGGT CGCTGBTIGAGGGGAATCCTGCTCGCGGGCGGTACCGGCTCCAGGCTGTG

LRGILLAGGTGSRLW

40021 GCCGGTCACCCGCGCCATCTCCAAGCAGCTGATACCGGTCTTCGACAAGCCGATGATCTA
PVTRAISKQLIPVFDKPMIY

40081 CTACCCGCTGACCACGCTGATGATGGCCGGCGTACGCGAGATACTCGTGATCACGCCGCCCC
YPLTTLMMAGVREILVITRP

40141 CGACGACCAGCGCCAGTTCCGTCATCTCCTCGGCGACGGCTCGCAACTGGGCCCTGCCGCCCT
DDQRQFRHLLGDGSQLGLRL

40201 CGAGTACGCCGTCCAGGAGCGGCCCGAGGGCATCGCGCAGGCGTTCGTCCTGGGLCGLCCGA
EYAVQERPEGIAQAFVLGAE

40261 GTTCATCGGCGACCAGTCGGTGGCCCTGGTCCTCGGGGACAACATCTTCCACGGCGCGGG
FIGDQSVALVLGDNIFHGAG

40321 CCTGGGAACCCGGCTGCGGCAGTACAACGACCCCGCCGGGGCCCGGATCTTCGCCTACGT
LGTRLRQYNDPAGARIFAYYV

40381 CGTGGCCGACCCCAAGGCGTACGGGGTGGTGGAGTTCGACGAGGCCGGAAGGGCEGTCTC
VADPKAYGVVEFDEAGRAVS

40441 CATAGAGGAGAAGCCGGCGCGTCCCAAGTCGCGGTACGCCGTACCGGGGTTGTACTTCTA
IEEKPARPKSRYAVPGLYFY

40501 CGACAACCGGGTGCTGGATGTCGTCCACGGCCTGGTGCCGAGCCGGCGCGGCGAACTGGA
DNRVLDVVHGLVPSRRGELE

40561 GATCACCGCCGTCAACGAAACGTATCTGAAGTGGGGCCAGTTGCGGGTCACCACGCTCGA
ITAVNETYLKWGQLRVTTLD

40561 CCGGGGCACCGCCTGGCTGGACACGGGAACGTTCGCCTCCTTGGTCCAGGCATCGGAGTA
RGTAWLDTGTFASLVQASEY

40681 CGTACGAGTCGTGGAGGAACGGCAGGGCCTCAAGATCGGCTGCGTGGAGGAGGTCGLCCTG
VRVVEERQGLKIGCVEEVAW

40741 GCGCTGCGGCTTCATCGGGAACGACCAGTTGCGGGATCTCAGCCGCCCGCTGCTCAAGAG
RCGFIGNDQLRDLSRPLLKS

40801 CGGCTACGGCCGGTACCTCCTCGATCTGCTCGCCGATCACGAGGAGTTGAAGGAGGTGAA
GYGRYLLDLLADHEELKEVK

novwW

40861 GCCGTC GTRAGACTTCGCCCGCTCGGTATCGAGGGTGTCTGGGAGATCACCCCCGAGCAG

PS*
VRLRPLGIEGVWEITPERQ

40921 CGCGCCGATCCGCGGGGGGTCTTCCTGGACTGGTATCACGTCGACCGGTTCGCCGAGGCG
RADPRGVFLDWYHVDRFAEA

40981 ATCGGCCGCCCCCTGCGGCTGGCCCAGGCCAATCTGTCGGTGTCCGTCCGCGGGGTGGTG
IGRPLRLAQANLSVSVRGVYV

41041 CGCGGCATCCACTTCGTCGATGTGCCGCCGGGGCAGGCCAAGTACGTGACGTGTGTGCGC
RGIHFVDVPPGQAKYVTCVR

41101 GGCGCGGTGTTCGACGTGGTGGTGGACCTGCGCGTCGGCTCGCCGACGTACGGGTGCTGG
GAVFDVVVDLRVGSPTYGCW

41161 GAAGGCACCCGGCTCGACGATGTCAGCCGTCGTGCCGTCTACCTCTCGGAGGGCATCGGG
EGTRLDDVSRRAVYLSEGIG

41221 CACGGCTTCTGCGCGATCTCGGACGAGGCCACGCTGTGCTATCTGTCTTCGGGGACCTAC
HGFCAISDEATLCYLSSGTY

41281 GACCCGGCGACCGAGCACGGTGTGCACCCGCTCGATCCCGAACTGGCCATCGACTGGCCCC
DPATEHGVHPLDPELAIDWP

41341 ACCGGGACGCCGCTGCTGTCCCCCCGCGACCAGGACGCGCTCCTGCTCGCCGAAGCCECGG
TGTPLLSPRDQDALLLAEAR

41401 GACGCCGGCCTGTTGCCGACCTACGCGACCTGTCAGGCCGTCACGGTGCCTTCACCGGCG
DAGLLPTYATCQAVTVPSPA

41461 CCGGGTTCGGTCGGAGACCCGGGCCCGTGATCTGACGCAGCGCCACTGGCGACTGCGGAG
PGSVGDPGP*

41521 GGTCATGTCGGAAATAGTGTCCGGGACGCTGTCCGGCAAGGCGTCAGGGAACCCTTCAGG

41581 CGGCCCTCTCCCGTCTTTTCGACAGGGGAAGGCAGGGGGGATCGACTTATGTGGTGCGGG

41641 AGCCGCACGGCGGCGCGCAGAGGTGCTCTCGTTCCGGCGGCAAGGGGTGGCGTCGGTATT
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41701 GTCTTCAGCGTCCCGATGGTCGGCGGCGGCCGGCGTCCCGAGGGTTTCGCGAGCCCCGGG
41761 GCCCAGGTCGGGCTGCCGTGCCGCGCCTCTCCCCCCCAGTTC'II;CCGGCTGCTTCCCGCAC
ngyr B
41821 GTGGTGCGGGAGCCGGGTCTGCCATGCCCGAAAGAGAGETECTTCTTACGACAC
VTSYDT

41881 CCGCACCGCCACCGACACCCCCGGACCCCAACTGCCCGGCCAGGTGGGGACGGCGTCGTA
RTATDTPGPQLPGQVGTASY

41941 CGACGCCGACGCGATCACCGTGCTGGACGGCCTGGACGCCGTACGCAAGCGGCCCGGGAT
DADAITVLDGLDAVRKRPGM

42001 GTACATCGGCTCCACGGGGGAGCGGGGGCTCCATCACCTGGTGCAGGAACTCGTGGACAA
YIGSTGERGLHHLVQELVDN

42061 CTCGGTGGACGAGGCACTCGCGGGGGTGGCCGACCGGATCGACGTGACGGTCCTGGCCGA
SVDEALAGVADRIDVTVLAD

42121 CGGCGGGGTGCGGGTGGTCGACAACGGCCGCGGCATCCCGGTGGGGATGCACCCGGTGGA
GGVRVVDNGRGIPVGMHPVE

42181 GAAGCGGCCGGCCGTCGAGGTCGTACTGACCGTGCTGCACGCGGGCGGGAAGTTCGGGGG
KRPAVEVVLTVLHAGGKFGG

42241 CGGCGGGTACACGGTCTCCGGCGGACTGCACGGCGTGGGTCTGTCGGTGGTCAACGCCCT
GGYTVSGGLHGVGLSVVNAL

42301 GTCGGCCAGGCTGTCGGCGGAGATCTGGACGGACGGCCACCGCTGGACGCAGGACTACCG
SARLSAEIWTDGHRWTQDYR

42361 GGACGGCGCTCCCACCGCCCCACTGGTCCGCCGGGAGGCCACCTCCCGCACGGGCACCTC
DGAPTAPLVRREATSRTGTS

42421 ACTGACCTTCTGGGCGGACGGCTCCATCTTCGAGACCACCGACTACTCCTTCGAGACGCT
LTFWADGSIFETTDYSFETL

42481 GGCCAGGCGTTTCCAGGAGATGGCCTTCCTCAACCGTGGGCTCACGCTGACCCTCACCGA
ARRFQEMAFLNRGLTLTLTD

42541 CGAACGGGCCTCCGCGCGCGCCACGGCCGCGACCGACGAGGTCCACCCGGACCLCGGLGGe
ERASARATAATDEVHPDPAA

42601 GAAGACGGTCTCCTACCGCTACGACGGCGGCATCACCGACTTCGTCGCGTATCTCAACTC
KTVSYRYDGGITDFVAYLNS

42661 CCGCAAGGGCGAACCGGTCCATCCCTCGGTCGTCACCATCGCCGCCGACGACACGGAGCG
RKGEPVHPSVVTIAADDTER

42721 GCTGCTGTCGGCCGAGATCGCGCTCCAGTGGAACGGCCAGTACACCGACAGCGTGTACTC
LLSAEIALQWNGQYTDSVYS

42781 GTACGCCAACGCGATCCACACCCACGAGGGCGGCACCCACGAGGAGGGCTTCCGTACGGC
YANAIHTHEGGTHEEGFRTA

42841 CCTGACCACCGTGGTCAACCGCTACGCGCGGGACAAGAAGCTGCTGCGGGAGAAGGACGC
LTTVVNRYARDKKLLREKDA

42901 GAACCTCGCCGGCGAGGACATCCGTGAGGGGCTGACCGCGATCATCTCGGTCAAGCTCAG
NLAGEDIREGLTAIISVKLR

42961 AGAACCGCAGTTCGAGGGCCAGACCAAGACCAAACTCGGCAACACGGAGGTGCGCACCTT
EPQFEGQTKTKLGNTEVRTF

43021 CGTCCAGAAGGTCGTCCACGAGCATCTGACCGACTGGTTCGACCGCAACCCGAACGAGGC
VQKVVHEHLTDWFDRNPNEA

43081 CGCGGACATCGTGCGCAAGGCCGTTCAGGCCGCCACGGCCCGGGTCGCGGCCCGTAAGGC
ADIVRKAVQAATARVAARKA

43141 GCGGGATCTGACCCGCCGTAAGGGCCTGCTGGAGACGGCGTCGCTGCCGGGCAAGCTGTC
RDLTRRKGLLETASLPGKLS

43201 GGACTGTCAGTCGAACGACCCGGCGATGTCGGAGATCTTCATCGTCGAGGGAGACTCCGC
DCQSNDPAMSEIFIVEGDSA

43261 CGGCGGCTCGGCCAAATCCGGCCGCAATCCGCAGTACCAGGCGATCCTCCCGATCCGGGG
GGSAKSGRNPQYQAILPIRG

43321 GAAGATCCTCAATGTCGAGAAGGCGCGGATCGACAGGATTTTGCAGAACCAGGAGATCCA
KILNVEKARIDRILQNQEIQ

43381 GGCGCTCATCTCCGCGTTCGGCACGGGTATGCACGAGGACTTCGACATCGCCAAGCTCCG
ALISAFGTGMHEDFDIAKLR

43441 CTACCACAAGGTCATCTTGATGGCGGACGCCGACGTCGACGGCCAGCACATCAACACCCT
YHKVILMADADVDGQHINTL

Primer MS11 (5 - 39
43501 GCTGCTGACCGTCCTGTTCCGCTTCATGCGGCCACTGATCGAGGAGGGGCACGTCTACCT

LLTVLFRFMRPLIEEGHVYL
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43561 CTCGCGCCCGCCGCTCTACAAGATCAAGTGGAGCCGGGACCACGTCGAGTACGCCTACTC
SRPPLYKIKWSRDHVEYAYS

43621 CGACCGCGAACGCGACACGCTGCTGGAACTGGGCCGTCGGGACGGCCGCAGGGTCAGGGA
DRERDTLLELGRRDGRRVRD

43681 CGACTCCATCCAGCGCTTCAAGGGCCTCGGCGAGATGAACGCCGAGGAACTGCGCGTCAC
DSIQRFKGLGEMNAEELRVT

43741 CACCATGGACCCCGACCACCGGGTGCTGGGGCGGGTCGCCCTCGACGACGCGGCCGTCGC
TMDPDHRVLGRVALDDAAVA

43801 CGACGACCTCTTCTCGGTTCTGATGGGTGAGGACGTGGAAGCCCGCCGCCACTTCATCCA
DDLFSVLMGEDVEARRHFIQ

43861 GCGCAACGCCAAGGACGTCCGCTTCCTCGACATCTGACCCCGGGCGGCGCTCCGCGGGAT
RNAKDVRFLDI*

43921 CAGCGGGTGGCCGGCGCCGGTTCCTCCAGCGTGGCCACGACCATGACCGGGAGGTCGGTG

43981 TCCTGCTGGATCACACCGGCGCTCAGCACCCGCCCGTCCTGCAGCCACTTCCGTACGGCG

44041 ATGAATTCCCTCCTCGTCCGCCGCCGTCAGCCCGGCCTCCGCGAGGTGGCCGGCGAGCGG

44101 GGAGTCCTCGATCTCGGGGAGGAACCGGGCCAGCACCCGCTCGCCCTCGTCGTAGAGCGC

44161 CTCCAGGTCGTCGAAGTAACCCGACGCGTCGACATCGCGGATCCAGACGGTGAACGAGAC

PrimerMS12 (3 < 59
44221 CCGGACCTCCCCGTCGCCGAACACCTGGGTCCAGCCGTGGACGCCGTCCTTGTCCCAGGA

44341 CGCCGCTCCCTCGCGGGTCAGTGGGACCAGACCCGTCAGTTCTTCGAGCATCGCGCTCAC
orfl3
44401 CGCTGTCATGGACGCACACCCTTCCACGCGTACGCTGGGRAETAGCCCCCCGCCCG
VPAPRP

44461 CAGCGCGTCGCCGTCCTGGTGCTGGAGGGCGCGAAACCGCTCGACGTCGGCATCCCCGCG
QRVAVLVLEGAKPLDVGIPA

44521 CAGGTGTTCACGACCCGCGAGAGCATGCCGTACGAGGTACGGGTCTGCGGTGCGGCACCC
QVFTTRESMPYEVRVCGAAP

44581 GGTCTGGTGACCGGCGGGGACGGGCTCTCGTACCACGTCGCCCACGGGCTCGACGCGCTC
GLVTGGDGLSYHVAHGLDAL

44641 GTCTGGGCCGACCTCGTCTTCATCCCCGGCTACCGGTTCCCGGACCGCGACGACCCGCGC
VWADLVFIPGYRFPDRDDPR

44701 CAGGAGATCATCGACGCGCTGATCGCCGCACACGAGCGGGGCGCGCGGCTCGCCGCCATC
QEIIDALIAAHERGARLAAI

44761 TCGACGGGTGCCTTCGCGCTCGCCGCCATAGGTCTGCTCGACGGCAGGTGCGCCATGACG
STGAFALAAIGLLDGRCAMT

44821 CACTGGCACTACACGCGGGCGCTCGCGGCGAAGCATCCGCTCGTGCGGGTCGACGAGAAC
HWHYTRALAAKHPLVRVDEN

44881 GTGCTGTTCGTCGACGAGGGCAGCGTGCTGACGTCGGCCGGCGCCGCCTCGGGCATCGAC
VLFVDEGSVLTSAGAASGID

44941 CTGTGCCTGCACATCCTGCGCGCCGACCTCGGCGTGGCCGCATCGAACCACACCGCCCGA
LCLHILRADLGVAASNHTAR

45001 CGGCTGGTCGCGGCCCCGTACCGCAGCGGCGGGCAGGCGCAGTACGTACCGCGCCGGGTG
RLVAAPYRSGGQAQYVPRRYV

45061 CCCGAGNNCGCTCGGCGAGCGGTTCGCCGCCACCCGCGAATGGGCGCTGCGCCGCTCGGC
PE?ARRAVRRHPRMGAAPLG

45121 GAGCCCCTGACCCTCACGGCGCTCGCCCGGCACGCGGCGGTGTCGCCCCGCACCTTCTCG
EPLTLTALARHAAVSPRTEFS

45181 CGGCGCTTCGTCGAGGACACCGGGTACACGCCGATGCAGTGGGTCATGCGCGCCNGCGTC
RRFVEDTGYTPMQWVMRAZ?YV

45241 GACGCGGCCCGCGAGTTGCTGGAGCGTTCGGAGCTGAGCATCGAGCAGATCGCCACGGAT
DAARELLERSELSIEQIATD

45301 GTCGGCCTCGGCACGGGGACGAACCTGCGCCTGCACTTCCAGTCGACACTCGGCACCACC
VGLGTGTNLRLHFQSTLGTT

45361 CCCAGCGCATACCGGCGCACCTTCACCCAGGGCGAGTAGCGCGCCCCGGCCCGCACGGCG
PSAYRRTFTQGE®™

45421 CGGCACGCGCGTCCGCCACGTTTGGCGTGATCCTTTCGAACCATGGCGTTCGCGCCGCCG

45481 TCGTCCGGCGGGCGCCGCTTGCGAGCATGGGCAGGACCCGAAACGCGAAAGGACAACCCC

orf7
45541 TC ATGACTCGTGTCGCCATCAACGGATTCGGCCGCATCGGACGCAACGCGCTGCGCGTCC
MTRVAINGFGRIGRNALRVL
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45601 TGCTCGAACGCGACAGGCACCTGGAGGTCGTCGCCGTCAACGACCTCACGGAACCCGCCT
LERDRHLEVVAVNDLTEPAS

45661 CCCTCGCGCGGCTGCTCGCCTTCGACACGACGGCCGGCCGGCTCGGCCGCCCGGTCGACG
LARLLAFDTTAGRLGRPVDYV

45721 TCGACGGCGACACCCTCGTCGTCGACGGCCGGCGTGTCACCGTGCTCGCCGAGCGCGAGC
DGDTLVVDGRRVTVLAEREP

45781 CGGCGCGGCTGCCGTGGGCCGAACTCGGCGTCGACATCGTGCTGGAGTCGACCGGCCGCT
ARLPWAELGVDIVLESTGREF

45841 TCACCTCGGCCGACGCCGCCCGCGCCCATCTCACGGCAGGCGCCAGGAAGGTCCTGGTCA
TSADAARAHLTAGARKVYLVS

45901 GCGCCCCGTCGGCCGGCGCGGACGCCACCGTCGCGTTCGGGGTCAACACCGAGGCGTACG
APSAGADATVAFGVNTEAYD

45961 ACCCGGCCACGCACACGATCATCTCGAACGCCTCCTGCACGACCAACGCCCTCGCACCGC
PATHTIISNASCTTNALAPL

46021 TGGCCAAGGTCCTCGACGACCTCGCCGACATCGAGCACGGCTTCATGACGACGGTGCACG
AKVLDDLADIEHGFMTTVHA

46081 CCTACACCCAGGAGCAGAACCTCCAGGACGCCCCGCACCGCGACGCCCGCCGLCGLeeaGea
YTQEQNLQDAPHRDARRARA

46141 CCGCCGCCGTCAACATCGTCCCGACCACGACGGGCGCCGCCAAGGCGATCGGCCTCGTCC
AAVNIVPTTTGAAKAIGLVL

46201 TGCCGAACCTCGACGGCAAACTGTCCGGCGACTCGATCCGCGTACCGGTACCGGTGGGCT
PNLDGKLSGDSIRVPVPVGS

46261 CGATCGTCGAGCTCAACACCACCGTCGCCCGCGACGTGACGCGCGACGACGTCCTGGCGG
IVELNTTVARDVTRDDVLAA

46321 CCTACCGCGCCGCGGCGGACGGGCCGCTCGCCGGCATCATCGAGTACTCCGACGACGCGC
YRAAADGPLAGIIEYSDDAL

46381 TCGTGTCGTCCGACATCACCGGCAACCCGCACTCGGCGATCTTCGACTCGGCCCTCACCC
VSSDITGNPHSAIFDSALTR

46441 GGGTCGACGGCCGGCACATCAAGGTCGTCGCCTGGTACGACAACGAGTGGGGCTTCTCGA
VDGRHIKVVAWYDNEWGEFSN

46501 ACCGGCTGATCGACACGCTCGAACTGCTCGCCGCGCGCTGACCAGTTCA 3¢

RLIDTLELLAAR®*3 AAGTCGGCACTGGCG

46561 AGTCGGCAGCACGAAGAGGTCCGCCTCGCGGCTGTCGTCCGCGCCGTGTGAGCGCTAGTC
*GDHKELRLASLLRPVSAIL

46621 GGCCCGCCACATGCCCACCCTGCCGCGCGGGTCGTGGAGCGCCCACAGCGGGACGAGGTG
RATYPHSPAGLVERTDGOQEV

46681 CTGGGCCGGCGAGAGGTCGTGGCGGCACACGAGTGTGTCGCGGCGGTGGTGGCTGTCCAG
VRGSELVATHECLAAVVSLD

46741 CACCCTCTGGTACCGCTACCAGTCTGGGGAGCTGAGGAAGTCGAGTGGCTCTTCTAGCTG
HSVMAITLGRSEKLEGLLDYV

46801 CTATGCGTGCGCCCACCACTGCAGCTCCCGCGACTGGCCAAGCAGGCGGTCGTCGTGCGC
IRVRTTVDLASVPEDALLVR

46861 GCCCAGCGTCTGGCACCGGGCGTGCTCCCGCTAGGCGACGGCGACTGGCGGCCTCTTGAG
PDCVTARVLAIRQRQGGSFE

46921 CACGCCCATCGCCAGGGGCCGCAGGCGGCCGTCGGGGTGGGGGCGGTCGCGCCGCCGGTG
HPYRDGADAPLGVGALAAAYV

46981 GGCCGGCAGCCACAGGCCAGGGCGCTCGGGGTCGCTCGCGTCGCCGAGCCTCTGCTAGGC
RGDTDPGALGLSRLPESVIR

47041 CGCGTGGGCGACGGCCCCTAGGACCTTCTGCGAGACGTGTGACGCGGCCTTCCGGGCGTA
RVRQRPDQFVSQVSRRFARM

47101 GGCGCGGGCCAAGGCGTCAGNCTCGCCGACAGGCAGCTTCTCGTGGAGCGGCGGCCACCC
RARNRL?LPQGDFLVEGGTP

orfé

47161 GGCCAACTCTGGCTCCTCGTCGGCGTCGTCGCAGCAGAACGGGCGGGGCOIBAGCGG
RNLGLLLRLLTTKGAGSEGYV

47221 CTAGCGCTGTGACGCCGGCCGCCGCTAGAGGTCTGACTGCGGCACGTCCTGTCCCCGCCG

47281 CGGGGGCCATGCGCTTTGGGCGCAGGGCATGCCGCTCATGGCCACTTGAGTAGCGCACTA

*R T I

47341 GGCAAGGTCACGCAAGAGCTTCCATGCCCGCGAGAGGTGGTCCGAGGCGCACATGCCGAC
RELANEFTRASEVLSRTYPQ

47401 GGCCCCGCGCACGTCCTCCAGCCGCCACGCGGGGCTGAGGTGGCGGGCCGGCAGGAACTC
RPAHLLDATRGSEVARGDKL
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47461 GTGGTGGTCGAGCAGCCACTGGGGCCTCTGCTGCCGGTCCAGTACCGAGTGCTTGTCGTC
VVLEDTVGSVVALDHSVEFLL

47521 CCGGTACAGGAAGAGGCGCTAGTTGAGCGGGTCGTCTGGCTCGTGAAGCCGGACCTGCCA
AMDKEAILEGLLGLVEAQVT

47581 GTGTAGCTCGCGGCAGCAGCCGAGCAGGCGCTAGTCGTCGCGGCCGAGCCGCCGGTCCCG
VDLATTPEDAILLAPEAALA

47641 GTACCGCTCCCGGTGGGCGACCGCGACAGGCGGCCTCTAGAGCACGCCCTTTCGCGCCCG
MALAVRQRQGGSIEHPFARA

47701 CTAGGCCAGGCCGAGGCCGTCGACCTGGGCCAGCTACCGCCGCCGCTGCCGTGCGACTGC
IRDPEPLQVRDIAAAVARQR

47761 GAGGCGGGGCGCGTCTGGAGCCACCGCCGCGTGCCCAAGCCGCTAGACGGCAGGCTGTGC
EAGRLGRHRRVPEAIQRGVR

47821 GTAGTCGCCTAGCTCGCGGCACTCGCCAAGGACCTTGTGGTGGGGGCGTGGGGCCGGCGC
MLPDLATLPEQFVVGAGRGR

orf5

47881 GTCCTGCGTCGGCCCTGAGCCGGCGCGG 5°

LVCGPSPRA

Bereich: orf4

1 3* TCTGCATCGACTCCAACATCTGCTTGCTCTAGCTGAACCAGAAGTCGCAGTGGAGCTGGC
VYSLNYVFSISKTKLTVEYV

61 ACGCGCCCAGGCCCCACCGCTACCTGAAGTGCCGAAGCTCCGACGAGAACGCGCGGCTGA
TRPDPTAISKVEALSSKRAS

121 CCCTGCTGAGCGGGCAGTGGAAGAGCTACGACATGAAGTGTAGCCGCCTCAGCTCGCGGG
QSSEGTVKIESYKVDASDLA

181 CCGGGCTCACCTTGAAGTGCGGCAGCGCCTCGAACTTGCACATCCACTCCGGCAGGCCGC
RGSHFKVGDRLKFTYTLGDP

241 TCTGCCACATCGAGAGCCGCTCGTCGAAGAGCTGGAACGGGACCAGGCACTCGGACTTGT
SVTYSEALLKEVKGQDTLREF

301 CTGGGAGCATGTGCAACGGCAACTCCCGGAGCCACTGCGGGACCGGCGGCGGCGGGCACA
LGEYVNGNLAETVGQGGGGT

361 ACAGGTCCAAGACGCCGAGCATGTCCCTCGGCTACCTCTGGCAGCGCAGGAACAGCTTCC
NDLNQPEYLSGISVTADKDTEF

421 TCGGCCTCCGGGGCGGGAAGACCAAGCTGCACGGCGCGGCGTCCGLCCACTCCCGLTGCCT
SGSAGGKQNSTGRRLRHPRR

481 CTAGCGCTGGTGGTCCCGCCGCGGCCGCTCCCCTCACCGACAAGCCAAGTGAAGCTATGA
LDRGGPRRRRPSHSNPESRY

541 GGACTCCCCACCGACGGCAGCTAGCACACCGGCAGCTCCTTCTGCCCGTCGAAGAGCGGG
EQPTAATSRTATSSSPCSRA

601 CGCCCATGCCCCTCTACCTCGGCCAAGACGCCGCCCCCCTCGCCCGTCAACATGACCTGC
RPYPSISGTRRRPSRATTSS

661 CTCTTCGCGTGCCGCCCTGCTTCCGCGCCAACTTCAGCTCGCACTGCCACAGCGGLCGGCC
PSACPPVFARNFDLTVTDGG

721 CACGCGCGAGGTGCTTCTCCTTCGCCGGCCTCCGCATGCATGGCCTGGGCAAGCAGCCCA
PAREVFLFRGSAYTGSGNTP

781 GCCGCTTCTGCTCTTCGTCACAGGGCGGCAGCAGCTTCCGGCGCTCCCACATCAGCTGCG
DAFVLLLTGGDDFAALTYDYV

841 GCAGCTCGCACTCCCACTACAGCGGCCCGTGCTAGTCTGGGCGACGGCGCAACAGTGCCT
GDLTLTIDGPVILGAAANDR

901 ACATGAGCTTGCCCTAGGCCGCCAGGCACCGCTGCCCCCACTTCCAGCGGGCATGGTGGG
IYEFPIRRDTAVPTFTARVYV

961 TGCGGCCTAGCACCAGCATGCAGAGCTACACGCTCTTCACGGCCTAGCGCCCCCTGAGCC
WAPDHDYTEIHSFHRIAPSE

1021 GCAGGGTCTTGGCGTCTGGCTTGAGGCCGAGTGGCCACTACTACAGCCGCGCGAGGTCGC
ADWFRLGFEPEGTIIDAREL

1081 TCCACTGCGCATGCGGGCCCCCTCGCAAGGCGACGAGCCGCAGGCCCAGLCCCCeaaGeeCT
STVRVGPPANRQEADPDPAP

1141 GGCACGGCCTCCCGTCGGTAGACCAAAGCTGGTCGCGGTCCAAAGGCCACCCGCGGCAGT
VTGSPLWRTEVLALNGTPAT

1209 GCCTCCGCTAGGCGGCGCGCGCGGTCAGGAGGGTCCTCCGCCAGCGCCCTAGCCACGAGG
VSAIRRARWDEWSATAPDTS
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1261 CGCGGCTCCCCCGCGGCCCGCTGCCCTCCCTGTACGCCTGAGCTAAGCCGTTCCACTCTA
RASPAGPSPLSMRVRNPLTL
1321 CACACGAAGCTGTGTGTGCAGAGCGTTCCACCATGCCCCTACTCTTTTCCGGGGACAGGT
HTSRCVRRALHYPSSFLGRD
1381 GCCGGGCCGATGCCCGCCTGTTCCCACCGGCCGTGCAGGTGCTACACCCTTTACCAAGGC
VARSRASLPPRCTWSTPFPE
orf4
1441 CGACGTATCTGCCGGGAGGACCGGCCACATGCCGCCTCCCCGGGTGCCGTGGCGAGTCT
PQV
1501 GCCGCCTCCCCGATGTCTCGCGCGAGCGCTGCGCCTGTTCTAGGTGCACACGCGCCGGAT
1561 GCTCCACGTCTCTGACCTTGTGCCGCGTTCTAAGCGTGTGCGAAAGGGCCCCCAGTTTGT
1621 TTGATTTGGCCTGCCAAGCAGTCTACAGCCTACGCGGGCGGCGCGCGCTGCCCGCGGACG
1681 AGGAGCCGCGCCAGGCGCCGGGTGCCACTGGCGCGGGCCGGAGAGCCGLCCACTGGGLCGG
1741 CAGCGCCAGCTGCGCCCCAGCAYY

Bereich: orf1 bis orf3

1 CCCGAAGCCTCGGCGCGCTCGCCGTCGAACAGGCCGGGCGGCTGCTGACCGGCGGCGAGC

61 CACTCGGCCCCGACGAGCTGGTGGTTCGCGCGGAGTTGAGACTGCGCGAGTCCGGCTGAG

121 CGGTCCGGCCGGGCATGCTGTGAGCGCGCCATGAGCCTTCACGCGTACGGGGTCCGGAGG

181 GCGTGCCGCCGTACGCGCGCCCAACGCACCCCGTACGTCACACCTCTTGACACATCGCGT

241 CGCCCGGTCAGAGACTTCCCGGCAATTCGTGAACGTTCACGGGAGCGTTCACGGGCCTTG

301 GAAGGGTCCTCAATGACGCTGACTCGACGAAGGCTCCTGGCAGGCGCGACCGCTCTCGGC

361 GCCGCCGCGTTCGGAGCCGGCGGATGTGCGAGCCCGATGACCGCGAACCCCGGTCATCTC

421 ACCTTCTGGTACACGTACAACGGCTTCTCCGAGAATGTGCTGAAGGCCGCCCGCAAGCGT

481 TCGCCGCCGACAAGTTCGTCCCCTCGCAGGTGAGCGGTGACCTGACGCAGCGGCTGCTCG

541 CCGCGCTCGCCGGTGGTGCCTATCTGCCCGACATCACGATGATCGGCGACAACATCTCGC

601 GGTACTTCGGCGACAGCGACCGCTTCGTGAACATGAACGACCACGGCGCGCGGGAGCTGG

orfl
661 CGGGGGGATACCTGCCGTGAAGTGGCATGCGGGCGCCACCCCCGACGGCTTCCAGCTCG
VEVACGRHPRRLPAR

721 GCTTCCCCATCGACATCGGCCCCGCGGCCCTCTACTACCGGCACGACATCTTCGAGAAGG
LPHRHRPRGPLLPARHLRESG

781 CAGGCCTGCCCAGCGAACCGGACGACGTCGCGGCGGCCGTACCCACCTGGGAGAAGTACT
RPAQRTGRRRGGRTHLGEVL

841 TCACTTCGGCGAACGGATCCGCGACAAACTCCCCGGCCGCTATCTGATCACCGACACCAA
HFGERIRDKLPGRYLITDTK

901 GACGGTGTTCACGTACTCGATGGCCCAGGAGCGGCGGAAGTACTTCACGCCGGAGAACAC
TVFTYSMAQERRKYFTPENT

961 CTACCTCGACGACCAGTCCCATGTCCGCCTCGCCTGGGACCGCGCGGTCGAGGCGTTCGG
YLDDQSHVRLAWDRAVEAFG

1021 CCGCCGCCTCACCGCGGGATTCGGCGGCTCGCAGACGGCCGGCGGCAGTCCGTGGACCAG
RRLTAGFGGSQTAGGSPWTR

1081 ACACGCGGCCTGGAACACCGGCCAGGAGGTCAGCCTCGTCAACGCCTCCTGGATCACCGG
HAAWNTGQEVSLVNASWITG

1141 CGAGATCAAGCAGTCGGCCCCCGGCACCGCCGGCAAGTGGCGGGTCTGCGCACCGCCCGG
EIKQSAPGTAGKWRVCAPPG

1201 CGGCCCCGGCAACCAGGGCGGTTCGTTCCTCGCCATCACCGCCGCCTGCCCCGACCCGCA
GPGNQGGSFLAITAACPDPAQ

1261 GGCGGCCTTCGACATCATCAGCTGGCTCCAGAACCCGGCGAACCAGGCCGCCAACTACGC
AAFDIISWLQNPANQAANYA

1321 CGAGATCGGCCTCTTCCCGTCCGGTCCGGCCGCGGCCGACGACGAACGGATCACCGCCCC
EIGLFPSGPAAADDERITAP

1381 GGACCCGTTCTTCGGCGGCCAGTCCGCCGTGCGGGTCTTCGCCGACATCGCCGACCAGGT
DPFFGGQSAVRVFADIADQV

1441 GAAGTACGCCTACTTCAGTCCCTGGGACATCACTCTCAGCGACACCTACACCGACGAGCT
KYAYFSPWDITLSDTYTDEL

1501 GACCAACGTGGAACTCGGCGGCAAGGACCCGGAGCGCGCCTGGCGGGACGCCSGGAACCG
TNVELGGKDPERAWRDA?NR

1561 GATCGAACGGCTTCTGCGCCGGCAGGGGGTGCTCTCATGACCGCGACGTCCGACCTCGAC
IERLLRRQGVLS*®
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1621 ACCCCGGCGACCGCCGTCCCGCGCCCACCGGCCGAGGACGCCGCCCGGCGCACGCAGGCG
orf2
1681 ATGGCGCCATCTGCCGCAGTACGAGCGTACCCCGTTCTTCATCCTCTTCGCCGTCTT
VSPFFILFAVEF

1741 CGGCCTCTACCCGGTCTTCTACTCGCTCTATCTCTCGCTCCAACGCTGGGACGGCGTGGG
GLYPVFYSLYLSLQRWDGVG

1801 CCCGATGAAGTTCGTCGGCCTGGAGAACTTCCGCTATYTGCTCACCGACAGCCAGTTCTG
PMKFVGLENFRYLLTDSOQFW

1861 GGACTCCATAGCCAACACCCTGATCATCTGGGTCATGTCGACGGTCCCGATGACCGTCCT
DSIANTLIIWVMSTVPMTVL

1921 CGCCCTGCTCATCGCCCTCGGCCTGAACTCCTCCGTGCGCTTCAAGGGCGCTGGCGTCGC
ALLIALGLNSSVRFKGAGVA

1981 GTACTTCATGCCCAACGTGACATCGATCGTGGCCATGTCGCTGGTCTTCGGCTCGATCTT
YFMPNVTSIVAMSLVFGSIF

2041 CAGCGGCGAGTTCGGCATCCTCAACTGGATCCGGTGCGCCATCGCCATCATGATCATCTG
SGEFGILNWIRCAIAIMIIW

2101 GCGGTGGACCGGCTACAACGCCATCATCTTCCTCGCCGGACTCCAGGCCCTGCCCACCGA
RWTGYNAIIFLAGLQALPTD -

2161 CGTCTACGAGGCGGCGCCCGTCGACGGCGCGAGCCCCGTACAGACCTTCTTCCGGATCAC
VYEAAPVDGASPVQTFFRIT

2221 GCTGCCCCTGCTGCGGCCGGTCCTGCTGTTCTCCCTGGTGATGTCGGCCATCGGCGGGCT
LPLLRPVLLFSLVMSAIGGL

2281 CCAGATCTTCACCGAGTCACAGGTGCTGCTCGGCGACCGCGGCGGTCCCGGLGGGGLLGG
QIFTESQVLLGDRGGPGGAG

2341 ACTGACGATGGTCCTCTACTTCTACGGAACCGCCTTCGCGGACAACGACTTCGGCTACGG
LTMVLYFYGTAFADNDFGYG

2401 AGCCGCCATCGCCTGGGGCATCTTCGTCGTCGTCGTGCTGTTCTCCATCCTCAACTGGCG
AAIAWGIFVVVVLFSILNWR

orf3

2461 CCTCGTGCAACGCCCCGAGCGCGGCCGGGTCACGACCAAGGAGGARTBCUOACG

LVQRPERGRVTTKEDART*
MST

2521 CGCGGCCGTTTCCTGACGTACGCCGCGCTTCTCGTCGGCGCCGCGATCACCCTCTTCCCC
RGRFLTYAALLVGAAITLEFP

2581 TACTACTGGCTCGCCGTCATGGCGTCCAACACCACCCCCGACATCTACTCCTCCCceG e
YYWLAVMASNTTPDIYSSPP

2641 AAGCTCGTCTTCGGCGACCAGCTGTTCCACAACATCGGGGAGGTGTTCTCCCGGATCGAC
KLVFGDQLFHNIGEVFSRID

2701 TTCTTCGGGTCGCTGCTCAACACACTGGTCGTCGCCGTCGTGACGACCGTCGCCGTGCTG
FFGSLLNTLVVAVVTTVAVL

2761 TTCTTCGACTCACTCGCGGCCTTCACCTTCGCCAAGTACACGTTCCCCGGCAGCAAGATC
FFDSLAAFTFAKYTFPGSKI

2821 CTCTTCGGGATACTGCTGGCCACCTTCGTCGTGCCCACCCAGCTCGCCGCCATCCCCCAG
LFGILLATFVVPTQLAAIPQ

2881 TTCTCCCTGATGGCCGACCTCGGCTGGGTCGGTAGTCTGAAGGCGCTGATCGTGCCCGCC
FSLMADLGWVGSLKALIVPA

2941 GCCGCCAACGCCTTCGGCATCTTCTGGATGCGCCAGTACGCCGCCGGCGCCCTGCCGGAC
AANAFGIFWMRQYAAGALPD

3001 GAACTGCTGGACGCCGCCCGTATCGACGGCTGCGGCTTCTTCCGTACGTATCTGCACGTC
ELLDAARIDGCGFFRTYLHYV

3061 GGACTGCCGGTGCTGCGACCGGCGCTCGCGTTCCTCGGCATCTTCACGTTCGTCAACGTG
GLPVLRPALAFLGIFTFVNYV

3121 TGGAACGACTTCCTGTGGCCGCTGGTCGTCCTCATCGACTCCCGCCACATCACGCTCCAG
WNDFLWPLVVLIDSRHITLAQ

3181 CTCGCGCTCGCCCAGCTCAACGGCCTCTACGTCACCGACTACAGCGTGGTCATGGCGGGC
LALAQLNGLYVTDYSVVMAG

3241 ACGCTGGTGGCCATCGTCCCGCTGATCATCATCTTCCTGTTCGGCGCCCGGCACTTCATC
TLVAIVPLIIIFLFGARHEI

3301 CGCAACATGCCGCAGGCGCCCTCAAGGGCTGAAGGGAATCCATTGCCTTCCTCGCACGCC
RNMPQAPSRAEGNPLPSSHA

3361 GACTTCTCGTACGTGGACGATCCCTTTAGTGAGGGTT 3
DFSYVDDPFSEG
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