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ZUSAMMENFASSUNG

Diese Arbeit befasste sich mit dem Stickstoffstoffwechsel bei Actinoplanes sp. unter besonderer
Berticksichtigung der Frage, wie der Stickstoff in den alpha-Glucosidaseinhibitor Acarbose wéhrend
der Biogenese eingefiihrt wird. Zu kldren galt es welches der postulierten Intermediate der
Biosynthese transaminiert und durch welches Enzym diese Reaktion katalysiert wird.

Heterologe PCR fiihrte zur Identifizierung der Glutaminsynthetasen kodierenden Gene g/nd und
ginll auf dem Genom von Actinoplanes sp.. Das Vorkommen von mindestens zwei
Glutaminsynthetasen deutet darauf hin, dass Actinoplanes einen von E. coli abweichenden, aber zu
anderen Actinomyceten und im Boden lebenden Bakterien dhnlichen Stickstoffmetabolismus besitzt.
Die Aufkldrung einer moglichen Beteiligung dieser beiden Proteine an der Stickstoftbereitstellung fiir
die Acarbosebiosynthese konnte fiir eine zukiinftige Optimierung der industriellen
Acarboseproduktion von Bedeutung sein.

Hybridisierungsexperimente mit einer Gensonde aus S. glaucescens GLA.O (acbB) fihrte zum
Auffinden eines homologen Gens in Actinoplanes sp.. Eine physikalische Kartierung und DNA-
Sequenzierung zeigten, das dieses als achV bezeichnete Gen ca. 7 kb stromaufwirts von achQ und
anderen Acarbosebiosynthesegenen lokalisiert ist. Die abgeleitete Aminosduresequenz zeigt mit ca.
30% die hochste Ahnlichkeit zu verschiedenen GabT-Proteinen. Diese zéhlen zur Subfamilie III der
Aminotransferasen. Die Homologie von acbV zu acbB aus S. glaucescens betragt 72,3% identische
Aminosduren.

Die aufgrund der Aminosduresequenzanalyse von AcbV aus Actinoplanes sp. postulierte Funktion
als Aminotransferase sowie dessen homologes Protein AcbBSg aus S. glaucescens konnte
experimentell untermauert werden. Nach heterologer Expression beider Proteine in E. coli und S.
lividans TK23 und anschlieBenden Enzymtests mit Zellextrakten wurde gezeigt, dass dTDP-4-Keto-6-
desoxyglucose mit L-Glutamat als Aminodonor spezifisch umgesetzt wird. Wahrscheinlich entsteht
dTDP-D-4,6-Didesoxy-4-aminoglucose. Damit scheint nicht 2,5-epi-Valiol-1-amin, sondern dTDP-D-
4,6-Didesoxy-4-aminoglucose die aminierte Vorstufe fiir die Bildung von Acarbose zu sein.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten drei weitere, in Nachbarschaft zum Acarbose-
Biosynthesegencluster liegende Gene gefunden werden, acbU, acbW und acbX. Das Genprodukt von
achU enthilt die fiir eine ATP-Bindung charakteristischen “Walker-Motive” und zeigt Ahnlichkeit zu
den beide Pep2 Proteinen, die von zwei Glycogenbiosynthese-Genclustern aus S. coelicolor kodiert
werden. Die abgeleiteten Proteine AcbW und AcbX zeigen signifikante Ahnlichkeit zu Proteinen der
Superfamilie der ABC-Transporter. Sie konnten fiir den Acarbose-Export zustidndig sein.

Es konnte gezeigt werden, dass unter Verwendung der Gene acbV aus Actinoplanes sp. bzw. acbB
aus S. glaucescens spezifisch Valienamin-haltige Sekundirmetabolit produzierende Streptomyceten
identifiziert werden konnen. Von den Genen acbK (Acorbose-7-Kinase) und achC (C7-
Cyclitolsynthase) abgeleitete Hybridisierungssonden eignen sich nicht fiir das Screening von

Produzenten bakterieller alpha-Glucosidaseinhibitoren.



SUMMARY

This thesis deals with the nitrogen metabolism in Actinoplanes sp. and is focused on the
incorporation of the amino nitrogen into the alpha-glucosidase inhibitor acarbose during its
biogenesis. It should be clarified which of the postulated precursors serve as substrate for the
transamination and which enzyme is responsible for its catalysis.

Heterologous PCR revealed the existence of the genes glnd and ginll within the genome of
Actinoplanes sp.. The occurrence of at least two genes encoding glutamine synthetases indicates that
Actinoplanes sp. has a nitrogen metabolism, which may be similar to those of other actinomycetes and
soil living bacteria. Further investigations will probably elucidate the implication of the two enzymes
in nitrogen metabolism and the acarbose formation in Actinoplanes sp. during industrial fermentation
processes.

Using an acbB gene probe from of S. glaucesens GLA.O in Southern hybridisation experiments led
to the detection of an homologue gene in Actinoplanes sp. The homologous gene is located about 7 kb
upstream of the achQ gene and other acarbose biosynthetic genes as was shown by physical mapping
and DNA sequencing of the hybridising fragment. The deduced amino acid sequence shares about
30% identity with various GabT proteins, which belong to the subfamily III of aminotransferases. The
amino acid sequence homology of AcbV from Actinoplanes sp. to AcbB from S. glaucescens is
72.3%.

The amino acid sequence analyses of AcbV from Actinoplanes sp. and AcbB from S. glaucescens
suggested for both proteins a function as an aminotransferase. Enzyme assays using cell free extracts
from S. lividans TK23, which was able to express heterologously both proteins, corroborated the
assumed function. The nucleotide activated sugar dTDP-4-keto-6-desoxyglucose is converted by both
proteins in the presence of L-glutamate probably to dTDP-D-4,6-didesoxy-4-aminoglucose.
Consequently dTDP-D-4,6-didesoxy-4-aminoglucose and not 2,5-epi-valiol-1-amine seems to be the
aminated precursor for the formation of acarbose.

In the course of this study three additional genes, acbU, acbW, and acbX have been identified,
which also seem to belong to the acarbose biosynthetic gene cluster. The gene product of achbU
harbours typical "Walker-motives" indicating a putative ATP-binding site. Additionally, the deduced
amino acid sequence shares similarity to the Pep2 proteins, which are encoded by the two glycogen
biosynthetic gene clusters of S. coelicolor. The deduced proteins AcbW and AcbX show significant
homology to proteins of the ABC transporter superfamily. They could be involved in the export of
acarbose.

Hybridisation probes derived from the genes acbV from Actinoplanes sp. or acbB from S.
glaucescens are valuable tools in order to identify streptomycetes producing secondary metabolites of
the valienamine type. On the other hand acbK (encoding acarbose 7-kinase) or acbC (encoding C7-
cyclitol synthase) gene probes have not been useful for the screening of alpha-glucosidase inhibitor

producers.



RESUMEN

Esta tesis trata sobre el esclarecimiento del metabolismo del nitrogeno en Actinplanes sp., y en
particular sobre la incorporacion del nitrogeno en acarbosa, inhibidor de alpha-amylasas, durante su
biosintesis. Las principales preguntas a responder han sido la identificacion del intermediario el cual
es transaminado durante la biosintesis de acarbosa, asi como la identificacion de la enzyma
responsable de dicha reaccion.

Utilizando el método PCR fué posible identificar dos genes gind y ginll, los cuales codifican dos
glutaminsintetasas diferentes en el genoma de Actinoplanes sp.. El hecho de que esta bacteria posea
dos enzymas glutaminsintetasas demuestra que su metabolismo del nitrogeno es similar al que poseen
otros actinomycetes y bacterias del suelo. Como Proteinas responsables de la asimilacion de
nitrégeno, el esclarecimiento del papel que juegan estas dos proteinas en la biosintesis de la Acarbosa
podria ser de gran ayuda en la optimizacidn de la produccion industrial de la acarbosa en el futuro.

Experimentos de hybridacion utilizando un gen de S. glaucescens GLA.0 como sonda, dieron
como resultado la identificacion de un gen homologo en el genoma de Actinoplanes sp. Por medio de
mapeo de restriccion y de sequenciacion de DNA se pudo establecer la localizacion de este gen, al
que se le llam6 acbV, a unas 7 kb de distancia del gen achbQ y otros genes responsables de la
biosintesis de la acarbosa. La sequencia de aminoacidos, deducida de la del DNA, presenta la mayor
similitud, de aproximadamente 30%, con proteinas GabT, las cuales pertenecen a la subfamilia III de
aminotransferasas. Las proteinas AcbV de Actinoplanes sp. y AcbB de S. glaucescens GLA.O
presentan una identidad del 72,3% a nivel de aminoacidos entre ellas.

La funcién de aminotransferasa que se postuld para AcbV y para su homoéloga AcbB en base a los
analysis de la secuencia de aminoacidos se pudo demostrar experimentalmente. Tras la expresion
heterdloga en E. coli y en S. lividans TK23 de las dos proteinas y la utilizacion de dichos extractos
libres de células en tests enzymaticos se pudo demostrar que estas proteinas, AcbV y AcbB catalizan
la reaccion que transforma dTDP-4-keto-6-desoxyglucosa en dTDP-D-4,6-didesoxy-4-aminoglucosa
utilizando L-Glutamato como donador del grupo amino. Con este hecho se demuestra que el
intermediario en la formacioén de acarbosa es dTDP-D-4,6-didesoxy-4-aminoglucosa y no 2,5-epi-
Valiol-1-amin.

En este trabajo se identificaron tres genes mads, los cuales se localizan, asi como achV, en el
“cluster” de genes responsables de la biosintesis de acarbosa, los cuales fueron llamados acbU, acbW
y acbX. El producto del gen acbU presenta en su sequencia de aminoacidos los motivos “Walker,
caracteristicos para sequencias de uniéon a ATP (ATP-binding site), y a su vez presenta homologia con
proteinas codificadas en “clusters” de genes relacionados con la biosintesis de glucdgeno localizados
en el genoma de S. coelicolor. Las proteinas deducidas de los genes acbW 'y acbX tienen similitud con
proteinas de la superfamilia de ABC-tranportadores de membrana. Estas podrian jugar un papel en la
exportacion de acarbosa.

Se pudo demostrar que la utilizacion de AcbV de Actinoplanes sp., asi como de AcbB de S.
glaucescens GLA.O, como sondas especificas para la localizacion de genes relacionados en la
biosintesis de metabolitos secundarios que contienen Valienamina en otros Streptomycetes resulto

eficiente y especifica.



Einleitung 1

1. Einleitung
1.1. Actinoplanes sp.

Die Bakteriengattung Actinoplanes gehdrt zu der Ordnung Actinomycetales, Familie
Actinoplanaceae  (Goodfellow und Cross 1993). Die in diese Gattung eingeordneten
Bakterien sind Gram-positiv und wachsen in Form von filamentdsen Hyphen. Ein Luftmycel
ist sehr spérlich oder meistens gar nicht ausgeprdgt (Bland und Couch 1981). Die Sporen
werden in runden oder globuldren Sporangien gebildet und sind polar oder lateral begeiflelt
(Parenti und Coronell 1979). Das gattungsspezifische Merkmal ist die Zusammensetzung der
Zellwinde. Das Peptidoglycan enthdlt meso- und/oder Hydroxydiaminopimelinsdure und
Glycin (Zellwandtyp II), ein Zucker (Xylose und Arabinose) und Phosphatidylethanolamin
(Lechevalier und Lechevalier 1970). Anstelle von N-Acetylmuraminsdure ist N-
Glycolylmuraminsdure mit Acetylglucosamin alternierend b(1,4)-glycosidisch verkniipft. Aus
dieser Besonderheit resultiert die Unempfindlichkeit von Actinoplanes gegeniiber Lysozym
(Vobis 1989). Die Bestimmung der 16S rDNA bestitigte die taxonomische Einordnung von
Actinoplanes sp. innerhalb des Bakterienreiches und zeigt die Abgrenzung zu den aus der
gleichen Ordnung stammenden Streptomyceten (Mehling et al. 1995). Die hdochste
Sequenziibereinstimmung konnte mit Frankia sp. und Micromonospora chalcea gezeigt
werden (Mehling 1996). Die DNA von Actinoplanes sp. besitzt mit 72-73% den typischen
hohen G+C-Gehalt, der charakteristisch fiir Actinomyceten ist (Farina und Bradley 1970).

Vertreter der Gattung Actinoplanes kommen auf Pflanzenresten, auf vielen verschiedenen
Boden und an FluB- und Seeufern vor. Wegen der Anpassung an ein wésseriges Milieu durch
ein bewegliches Stadium wéhrend ihres Lebenszyklus (Higgins 1967), wurde eine Anpassung
an ein wassriges “Habitat” vorgeschlagen. Die Tatsache, da3 auch in Sandboden Actinoplanes
sp. isoliert werden konnten (Palleroni 1976), spricht gegen so eine Hypothese (Parenti und
Coronelli 1979; Makkar und Cross 1982). Die durchgefiihrten Untersuchungen, die iiber
Beweglichkeit der Sporen, welche polar oder lateral begeiBlelt sind, konnten keine
Wanderungsfahigkeit bei Actinoplanes sp. nachgewiesen werden (Palleroni 1980).

Die Gattung Actinoplanes zeichnet sich durch die Bildung diverser Sekundidrmetabolite mit
antibiotischer Wirkung (z.B. Teicoplanin, Purpuromycin, Xanthon, Plauracin, Gardimycin)
aus (Parenti und Coronelli 1979; Kirillov et al. 1997; Chu et al.1997).

Der a-Glucosidase Inhibitor Acarbose konnte erstmals in der Kulturbrithe von
Actinoplanes sp. SE50 nachgewiesen werden (Schmidt et al. 1977). Acarbose gehort
strukturell zu den Aminoglycosiden, die hauptséchlich von Actinomyceten gebildet werden
(Piepersberg und Distler 1997). Diese bedeutende Gruppe von Sekundirmetaboliten
(Streptomycin, Bluensomycin, Spectomycin, Neomycin, Kanamycin, Gentamycin,

Validamycin, u.s.w.) hat hohe medizinische Bedeutung erlangt.



Einleitung 2

1.2 Acarbose und homologe Pseudooligosaccharide als Inhibitoren von a-Glucosidasen

Acarbose gehort zu einer Gruppe von hitze- und sdurestabilen Pseudooligosacchariden, die
sich durch ihre Fahigkeit zur Inhibition von a-Glucosidasen auszeichnen (Miiller et al., 1980),
wobei die Acarviosyl-Einheit essentiell fiir die Hemmwirkung ist (Heiker et al., 1981). Die
Acarviose besteht aus einem ungesittigten C;N-Cycliten, dem Valienamin, und einer 4,6-
Dideoxy-D-glucopyranose, welche a-1,4 N-glycosidisch miteinender verkniipft sind. Dieses
”core” kann an dem reduzierenden und an dem nicht reduzierenden Ende mit einer
unterschiedlichen Anzahl von Glucoseeinheiten a-1,4-O-glycisidisch (bzw. analog dazu)
verknlipft werden (Abb. 1.1). In Kulturversuchen mit Actinoplanes sp. konnte gezeigt werden,
daBB in Abhédngigkeit der Fermentatiosbedinungen verschiedene Inhibitorgemische fiir a-
Amylasen, Maltasen, Glucoamylase und Saccharasen gebildet werden. Mit Glucose als
Kohlenstoffquelle wird hauptsédchlich die Komponente 2 (m = 0, n = 1; Abb. 1.1) gebildet.
Mit Maltose wird vorwiegend die als Acarbose bezeichnete Komponente 3 (m = 0, n = 2;
Abb. 1.1) gebildet, mit kleinen Mengen von Starke die Komponenten 4, Sund 6 (m =1, n=2;
m=2,n=2und m=3,n=2; Abb. 1.1; Frommer et al. 1979; Schmidt et al, 1977).

IThre Hemmwirkung iiben diese Pseudooligosaccharide gegeniiber Hydrolasen von a-1,4-
glycosidischen Bindungen aus (Truscheid et al. 1981). b-Amylasen, b-Glucosidasen, b-
Galactosidasen sowie Pullulanasen und Isoamylasen mikrobieller oder pflanzlicher Herkunft
werden nicht gehemmt. Es konnte gezeigt werden, dal durch Acarbose eine Cyclodextrin-
Glycosyltransferase sowie a-Amylasen aus Bacillus sp. bzw. Aspergillus sp. durch Acarbose
gehemmt werden (Truscheid et al. 1981; Strokopytov et al. 1995; Miiller 1986).

Die a-Glucosidasen werden von Acarbose kompetitiv gehemmt, wie aus
rontgenkristallographisch Studien an Saccharase-Isomaltase Komplexen, isoliert aus den
Diinndarm von Ratten abgeleitet werden kann. (Samulitis et al. 1987, Hanzoet et al. 1981).
Die Saccharase spaltet stereospezifisch die Bindung der Saccharose zwichen dem C1 des
Glucosylrestes und dem glycosidischen Sauerstoff. Nach der Protonierung des glycosidischen
Sauerstoffs durch eine Proton-Donor-Gruppe des Enzyms, entsteht ein Oxocarbeniumion,
welches iiber eine benachbarte Carboxylgruppe des Enzyms stabiliziert wird und nach
Dissoziation der Fructose mit einem Wassermolekiil zur a-Glucose reagiert (Miiller 1986).

Durch die Kristallisation der a-Amylase aus der Bauchspeicheldriise vom Schwein (PPAII)
(Gilles et al. 1996; Qian et al. 1994) und der Cyclodextrin Glycosyltransferase (CGTase) aus
Bacillus circulans (Strokopytov et al. 1995) mit gebundener Acarbose im aktiven Zentrum,
konnten detailliertere Aussagen liber den molekularen Mechanismus der Hemmung dieser
Enzyme gemacht werden. Fiir die PPAII konnte gezeigt werden, dal Glutamat-233 des
aktiven Zentrums der a-Amylase eine Wasserstoffbriicke mit der N-glycosidischen Bindung
der “core-Einheit” bildet (Qian et al. 1994). Bei der Hemmung von CGTase kommt es zu

einer Wasserstoffbriicke zwischen das Glutamat-257 im aktiven Zentrum mit der O-
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glycosidischen Bindung zwischen der 4-Keto,6-deoxy-D-glucopyranose und dem Maltoserest
(Strokopytov et al. 1995).

A B C

CH> OH HOH ,C CH,OH
2<OH L ZQ

D
CH2OH I_ CH, | HoOH
L/~
OH
H OH OH
o) N
H
OH OH OH n
~
CH20OH HoOH CH20OH CH20H OH
o
OH
H OH OH HOH2(,
o o (0] OH
OH . OH OH
F
CH,OH
HOH, C
OH

OH

Abb. 1.1: Struktur von Acarbose und homologen Pseudooligosacchariden. A. Oligostatin-Grupe (Meji
Seika, 1979). B. Epoxid-Gruppe (Takeda, 1982). C. Adiposin-Gruppe (Toyo Jaza, 1977; Thaisha Pharm., 1978).
D. Acarbose-Grupe (Acarbose n = 2, m = 0; Bayer 1970). E. Trestatin-Gruppe (A:n=2; B:n=1; C: n=3;
(Yokose et al. 1983). F. Validamycin A (Hori und Kameda 1972).

Sekundirmetaboliten mit einer Acarbose homologen Struktur werden von einigen
Streptomyces Arten gebildet (Abb. 1.1). Die von Streptomyces diastaticus subsp.
amylostaticus gebildeten Homologen der Amylostatin-Reihe weisen eine zur Acarbose
identische Struktur auf (Murao und Ohyama 1975; Fukuhara et al. 1982). Die
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Pseudooligosaccharide der Adiposin-Reihe, die von Streptomyces calvus gebildet werden,
unterscheiden sich von der Acarbose-Reihe durch einen Austausch der 4-Amino-4,6-
dideoxyglucopyranose gegen eine 4-Amino-4-deoxyglucopyranose (Namiki et al. 1982a;
Namiki et al. 1982b). Der Unterschied zwischen den Homologen der Oligostatin-Reihe von
Streptomyces myxogenes zur Acarbose-Reihe besteht in der Addition von Wasser an die
Doppelbindung der Valienamin-Einheit (Omoto et al. 1981). Von Streptomyces
flavochromogenes werden Epoxid-Derivate an der gleichen Doppelbindung gebildet (Takeda
et al. 1982). Die Trestatine (A, B, C) werden von Streptomyces dimorphogenes gebildet und
weisen einen Trehalosylrest am reduzierenden Ende der Molekiile und einen ein- bis drei-
fachen Einbau von Acarviosyl-Resten auf (Yokose et al. 1983).

Die Validamycine bzw. Validoxylamine aus Streptomyces hygroscopicus subsp. limoneus
zeigen grossere strukturelle Unterschiede zu den Homologen der Acarbose (Abb. 1.1). An die
Valienamin-Einheit ist ein geséttiger C,-Cyclit gebunden, der unterschiedlich substituiert sein
kann (Horii und Kameda 1972). Im Gegensatz zu den oben aufgefiihrten Verbindungen zeigen
die Validamicine keine Aktivitit gegen a-glycosidische Bindungen spaltende Enzyme. Sie

wirken wie die Trestatine als Trehalase-Inhibitoren.

1.3 Medizinische Anwendung von Acarbose

Der a-Glucosidase-Inhibitor Acarbose ist seit 1990 unter dem Namen Glucobay fiir die
medizinischen Anwendung zugelassen (Bischoff et al. 1994). Acarbose wird zur Behandlung
von Kohlenhydrat-Stoffwechselkrankeiten ~wie Diabetes mellitus, Adipositis und
Hyperlipoproteindmie angewendet (Puls und Keup 1973; Puls et al. 1977).

Die a-Glucosidasen des Diinndarmbiirstensaumes sind essentiell fiir die Verdauung von
Kohlenhydraten, weil nur Monosaccharide in Diinndarm resorbiert werden kénnen. Deswegen
miissen alle Di- und Oligosaccharide in der Nahrung vor der Aufnahme im Diinndarm
abgebaut werden. Die verminderte Resorbtion von Monosacchariden, und damit ein geringer
postprandialer Anstieg des Blutzuckerspiegels fiihrt zu einer modulierten Insulinantwort, die
die direkte Auswirkung ist, wenn die Kohlenhydrat-Verdauung durch den Inhibierung von a-
glucosidasen (Saccharase, a-Amylase, Maltase, usw.) mit Acarbose beeinflullit worden ist.

In pharmakokinetischen Untersuchungen zeigte sich, da3 Acarbose den Diinndarm passiert
und in unverdndeter Form fast vollstdndig wieder ausgeschieden wird. Die Resorption freier
Glucose wird durch Acarbose gehemmt und die Lipid- und Proteinaufnahme im Diinndarm
beeinflult. In medizinischen Studien konnte die Wirksamkeit von Acarbose hauptsidchlich in
der Therapie von Diabetes mellitus Typ II (nicht Insulin abhingig), aber auch beim Typ 1
(Insulin abhéngig), gezeigt werden (Emilien et al. 1999; Mooradian und Thurman 1999;
Yamamoto et al. 1999).
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1.4 Acarbose-Stoffwechsel in Actinoplanes sp.

Zur Biosynthese von Acarbose in Actinoplanes sp. ist bisher nur wenig bekannt.
Wahrscheinlich werden die Untereinheiten C;N-Cyclit, 4,6-Didesoxypyranose und die
Glucosemono- bzw. oligomere zuerst synthetisiert und dann miteinander verkniipft. Die
Biosynthesestudien konzentrierten sich zundchst auf die Entstehung der “core-Einheit”
bestehend aus dem Cycliten, der N-glycosidisch mit der Desoxyhexose verkniipft ist.

Der C;N-Cyclit von Acarbose ist identisch mit Valienamin, einer Komponente von
Validamycin A (Abb. 1.1) und besteht aus einem Cyclohexan-Ring mit einer Hydroxymethyl-
Gruppe und einer Aminogruppe in einer 1,3 (meta) Anordnung (Abb. 1.2 A). Diese m-C;N-
Einheit kommt in modifizierter Form in zahlreichen anderen Sekundéarstoffen wie z. B.
Rifamycin, Mitomycin, Ansatrienin vor. Die Vorstufen fiir die Synthese solcher Cycliten
entstammen dem Shikimisdure-Weg, der im Primirstoffwechsel fiir die Bereitstellung von
aromatischen Aminosduren verantwortlich ist (Abb. 1.2; August et al. 1998; Kim et al. 1998;
Chen et al. 1999; Abou-Zeid et al. 1995; Frost und Draths 1995).

—o" H,0
l—0 2 HOIlIII
HO AcbC 4
PP-Weg —#> —oH —> —>
—OH Transaminier ung ? ",
—OH HO : NH,
o @ :
OH
Sedoheptul ose-7-phosphate Valienamin
B.
®,, _oooH on COOH
r RIfG
1 Aminodonor ° AnsA
AN H H NapC
PEP>_\> HoN — —>
OH
P OH E NH, : , HO NH,,
°—@ : 2
F: OH OH
. ) ’ 3-Amino-5-hydr oxybenzoesaur e
°—@ Amino-DAHP Amino-DHQ § Amino-DHS (AHBA) §
E4P
C. COOH COOH
QOTCOOH COGH
PEP >—— H — —>
/
H O Y OH o/ OH HO OH
oH OH OH OH
OH 3-Deoxy-D- arabino-
—o0—0@ Heptulosonsaur e- Dehydr ochinaséure (DHQ) Dehydroshikimisdure (DHS) Shikimisaure
E4p 7-phos phat (DAHP)

Abb. 1.2: Vergleich der Valienamine-, AHBA- und Shikimisiure-Biosynthese-Wege. (A.) Biosynthese-Weg
des Valienamins in Actinoplanes sp. (Stratman et al. 1999); (B.) Postulierter Biosynthese-Weg der 3-Amino-5-
hydroxybenzoeséure in Amycolatopsis mediterranei (RifG) und Streptomyces collinus (AnsA und NapC) (August
et al. 1998; Chen et al. 1999); (C.) Biosynthese-Weg der Shikimiséure in E. coli. § Markierte Substrate, die fiir
Fiitterungsexperimente in Actinoplanes sp. eingesetzt wurden.
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In Fiitterungsexperimenten mit den C-markierten Substraten 3-Aminodehydrochinasdure
(ADHQ) und 3-Amino-5-hydroxybenzoesdure (AHBA) (Abb. 1.2 B), konnte in Acarbose
keine markierte dieser C;N-Einheiten eingebaut werden, so dass eine Beteiligung des
Shikimisdure-Weges, wie bei der Biosythese des Validamycins, wahrscheinlich nicht vorliegt
(Degwert et al. 1987; Floss 1997). Bei der Synthese der Acarbose wird 13C-Glycerin in den
Valienamin-Rest (Degwert et al. 1987) eingebaut und L-Arabinose und D-Xylose konnten als
mogliche Vorstufen des C;-Cyclitols identifiziert werden (van Hiilst 1985). Deswegen wurde
die Cyclisierung eines Heptulose-Phosphats, das aus der Transketolase-Reaktion des Pentose-
Phosphat-Wegs stammte, vorgeschlagen (Rinehart et al. 1992). Diese Hypothese wurde durch
genetisch-biochemische Untersuchungen bewiesen (Stratmann 1997). Die C;-Cyclit Synthase
AcbC (Abb. 1.2) wurde heterolog produziert und mit diesem Enzym konnte die Cyclisierung
von Sedoheptulose-7-phosphat nachgewiesen werden (Stratmann et al. 1999). Das AcbC
Protein zeigt 26,8% Identitdt in der Aminosduresequenz zum AroB Protein aus
Mycobacterium tuberculosis, welches mit verschiedenen bakteriellen AroB Proteinen, die fiir
5-Dehydrochinasduresynthasen kodieren, verwandt ist (DHQ-Synthase von E. coli oder
ADHQ von Amycolatopsis mediterranei S699; Abb. 1.2). Durch die Kristallisation der
Dehydrochinasdure-Synthase aus dem filamentosen Pilze Emericella nidulans  konnten
Aussagen iiber die molekularen Mechanismen der Reaktion gemacht werden (Carpenter et al.
1998) und auf die AcbC Reaktion iibertragen werden (Abb. 1.3).

Co 2+

OH

2-epi-5-epi-Valiolon

Abb. 1.3 Moglicher Raktionsmechanismus von AcbC. (nach Carpenter et al. 1998; Stratmann et al. 1999). (1)
Dehydrogenierung an C-5; (2) Phosphat Elimination; (3) Reduktion; (4) Offnung des Ringes und Rotation von C-
5-C-6; (5) Aldol-kondensation.
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Als bevorzugte Hypothese zum FEinbau des Stickstoffes in die Acarbose erchien die
Transaminierung des Cycliten, wobei Valienamin (3) oder eine andere C;N-Einheit das
Endprodukt der Reaktion hitte darstellen kdnnen (Abb. 1.4). Mit zellfreien Extrakten von
Actinoplanes sp. wurde versucht, verschiedener a-Ketosduren mit Hilfe von Valienamin zu
transaminieren. Es konnte aber keine Transaminierung nachgewiesen werden (Niehues 1991).
Es ist zu vermuten, daB die erforderlichen optimalen Test-Bedingungen fiir die
Aminotransferase nicht ermittelt werden konnten oder aber eine andere Verbindung das
Produkt der Transaminierung des Cyclites sein konnte, wobei 2-epi-5-epi-Valiolon, das
Produkt der AcbC Reaktion, z. B. als Substrat hitte dienen konnen.

Wichtige Hinweise fiir die Entwicklung der Hypothese, welche Substanz der direkte
Vorldufer fiir die Bildung von Acarviose darstellen konnte, erhielt man aufgrund von
Fiitterungsversuchen mit verschiedenen, Isotopen-markierten des C;-Cycliten bzw. deren
aminierter Form (C;N) (Abb. 1.4, Mahmud et al. 1999). Die ersten Fiitterungsexperimente
wurden mit tritiertem Valienon (2), dem sog. Gabosin, und dessen aminierter Form,
Valienamin (3), und mit tritiertem Valiolon (4) bzw. Valiolamin (5), durchgefiihrt (Abb. 1.4).
Valienon (2) und Valienamin (3) weisen die gleiche Konfiguration des Cycliten auf wie die
der Acarviosyl-Einheit und sollten deswegen direkt in Acarbose eingebaut werden. Valiolon
(4) und Valiolamin (5) sind die in C5 hydroxilierten Vorstufen des Cycliten (2) und (3),
welche vor den Einbau in der Acarviosyl-Einheit deshydratisiert werden miissen. Keine dieser
genannten Cyclite wurde von Actinoplanes sp. in Acarbose eingebaut. Die
Fermentationsmedien und zellfreien Extrakte von Actinoplanes sp. wurden analysiert, um die
verschiedenen vorkommenden Cyclite zu identifizieren. Am Ende der Fermentation fand man
jedoch signifikante Mengen von l-epi-Valienol (6) vor. Es wurde vermutet, dass
moglicherweise 1-epi-Valienol (6) ein Produkt des Acarboseabbaus sein konnte. Die
Hypothese, dass 1-epi-Valienol (6) nach einer Phosphataktivierung an C1 mit dem Stickstoff
des C4 der dTDP-4-Amino-4,6-didesoxyglucose verbunden werden konnte, wie es dhnlich in
der Aristeromycin- und Neplanocin-Biosynthese bei S. citricolor postuliert wird (Hill et al.
1995), konnte auch fiir die Acarbose-Biosynthese plausibel sein. Ausgehend von dieser
Annahme wurde dann [1-]3C]-markiertes 1-epi-Valienol (6) gefiittert. Es konnte jedoch auch
kein Einbau von 1-epi-Valienol (6) in Acarbose nachgewiesen werden (Mahmud et al. 1999).

Die Auswahl der Cyclite (Abb. 1.4;) 2, 3, 4, 5, und 6, die bisher in Fiitterungsexperimente
benutzt wurden, besitzen die gleiche Stereochemie an C2 wie der Cyclit in der Acarviosyl-
Einheit. Das bedeutet, das die C;-Cyclase entweder ido-Heptulose-7-phosphat verwendet
oder aber sedo-Heptulose-7-phosphat, wobei dann allerdings gleichzeitig eine C5-
Epimerisierung erfolgen miifite. Die Vermutung, dass das Reaktionsprodukt der C;-Cyclase
eine andere Stereochemie an C2 oder C5 haben konnte, filhrte zu Einbaustudien unter
Verwendung von 2-epi-Valiolon (7), 2-epi-Valienon (8) und 2-epi-5-epi-Valiolon (9),
welches das Cyclisierungsprodukt der AcbC Cyclase darstellt (Stratmann et al. 1999). In

einem spdteren Schritt miisste dann die C2-Epimerisierung erfolgen. Es konnte gezeigt
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werden, dass das nur das Produkt des AcbC Enzyms, das C,-Cyclit 2-epi-5-epi-Valiolon (9),
eine Vorstufe flir die Acarbosebiosynthese ist (Abb. 1.4; Mahmud et al. 1999). Auf welcher
Stufe die Epimerisierung dann nachtréglich erfolgt ist noch nicht geklart.

CHZOH H,OH
HO\,__
HO Y
OH
Valienon (2) Valienamin (3) Valiolon (4) Valiolamin (5)
CH
3 —> Acarbose

Ot
T

1-epi-Valienol (6) 2-epi-Valiolon (7) 2-egpi-Valienon (8) 2-epi-5-epi-Valiolon (9)

Abb. 1.4 Acarviosylbiogenese. Zuzammenfassung der Flitterungsexperimente mit radioaktiven
Cyclitolvorstufen. Die gerahmte Substanz wird in Acarbose eingebaut.

Die zweite Hypothese zum Einbau des Stickstoffes in die Acarbose war die
Transaminierung der Carbonylfunktion von dTDP-4-Keto-6-desoxy-D-glucose. Rohextrakte
unterschiedlich alter Zellen wurden auf Transaminase-Aktivitit mit allen 21 proteinogenen
Aminosduren und auch mit D-Aminosduren als Substrat untersucht (Niehues 1991). Es konnte
keine Transaminierungsaktivitit nachgewiesen werden. Natiirlich besteht die Moglichkeit,
daBl dieses Enzym existiert, aber noch nicht die erforderlichen optimalen Test-Bedingungen
ermittelt werden konnten.

Eine weitere offene Frage ist die Herkunft des Stickstoffes. Es wurde durch

Fiitterungsexperimente mit ['*N]-markierten potentiellen Aminogruppen-Donoren festgstellt,
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daB von allen getesteten Aminoséduren der a-Aminostickstoff von Glutamat am effizientesten
in Acarbose von den Actinoplanes sp. Zellen eingebaut wird (Lee und Egelkrout 1998).

Die Hypothese, dass die Biosynthese der Vorstufen von dTDP-4-Keto-6-desoxyglucose
ausgehend von Glucose-1-phosphat iiber einen aktivierenden Schritt (AcbA, dTDP-Glucose-
Synthase Reaktion) und anschlieBender dTDP-Glucose 4,6-Dehydratase Reaktion ablduft
(AcbB; Abb. 1.5), wurde mit enzymatischen Untersuchungen unterstiitzt. In diesen Versuchen
konnte eine dTDP-Glucose 4,6-Dehydratase Aktivitit, die mit der Acarbose-Production
wihrend der Fermentation korreliert, im Rohextrakt von Actinoplanes sp. nachgewiesen
werden (Goeke 1986; Liedert 1991). Fiitterungsexperimente mit [13C]-Glucose zeigten, dal3
der 4-Keto-6-desoxyzucker des Acarviosylrestes aus der Glucose stammt (van Hiilst 1985).
Dieser Biosyntheseweg der Vorstufen von Desoxyhexosen wurde mehrmals beschrieben (Liu
und Thorson 1994; Piepersberg 1995; Piepersberg und Distler 1997; Verseck 1997; Liu und
Rosazza 1998).

CH,OH CH,OH Aminotransfer?

Aminodonor ?
Ach Ach
- dTDP dTDP dTDP

Glucose-1-phosphat dTDP-Glucose  dTDP-4-Keto-6-desoxyglucose dTDP-D-4,6-Dideoxy-4-aminoglucose

Abb. 1.5: Biosynthese von dTDP-4-keto-6-desoxyglucose und moglicher Aminotransferauf das
Zuckermolekiil.

Eine Theorie zur Kldarung des Mechanismus der Kondensation der beiden Einheiten, C;N-
Cyclit und 4-6-Didesoxypyranose, lieferte Schaper (1991) mit der Vermutung, daf3 die dTDP-
4-Keto-6-desoxyglucose vor der Verkniipfung mit dem Cycliten auf ein Lipidcarriermolekiil
iibertragen werden konnte. AnlaB3 fiir diese Hypothese waren Experimente mit Tunicamycin,
einem Antibiotikum, von dem bekannt ist, daB es spezifisch den Transfer von
nucleotidgebundenen Zuckern auf Lipidcarrier inhibiert. Ein Zusatz von Tunicamycin zum
Fermentationsmedium zu einem Zeitpunkt starker Acarboseproduktionsrate resultierte in einer
deutlichen Abnahme der Acarbosebildung. Beispiele fiir derartige Carrier finden sich bei der
Synthese der bakteriellen Zellwand, wobei Undecaprenylphosphat, ein in der Membran
verankertes Css-Isoprenoid an der Verkniipfung des Muraminsdurepentapeptides mit N-
Acetylglucosamin beteiligt ist (Holtje und Schwarz 1985; Lennarz und Scher 1972; Raetz
1996). Alternativ konnte die Biosynthese des primdren Endproduktes, beziehungsweise
Acarbose und Nebenkomponenten, intrazelluldr ablaufen und anschieBend durch einen
speziellen Transporter, wie fiir andere Sekunddrmetabolie, z. B. Erythromycin, Daunorubicin,
Doxorubicin, Oleandromycin usw., beschrieben worden ist (Fath und Kolter 1993; Ross et al.
1990; Guilfoile und Hutchinson 1991; Rodriguez et al. 1993), ausgeschleust werden.
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Die biologische Bedeutung der Acarbose- und Nebenkomponenten-Produktion bei
Actinoplanes sp. ist unbekannt. Es konnte gezeigt werden, dal die a-Amylase AcbE (Abb.
1.6; Abb. 1.7 und Tab. 1.1) in Gegenwart von 1mM Acarbose, Stirke hydrolisiert,
wohingegen diese Acarbose-Konzentration andere a-Amylasen aus anderen Organismen
vollstindig hemmt (Stratmann 1997; Hemker 1997). Diese Produkte des Stdrkeabbaus
konnten durch die Aktivitdt der Acarviosyltransferase (AcbD, Abb. 1.6; Abb. 1.7 und Tab.
1.1), welche von Hemker (1997) und Stratmann (1997) beschrieben wurde, mit dem
Acarviose-Rest verkniipf werden. Die enstandenen Pseudooligosaccharide konnten dann
durch ein spezifisches Aufnahmesystem in die Zellen von Actinoplanes sp. aufgenommen
werden, um sich dadurch einen Vorteil gegeniiber konkurrierenden Mikroorganismen bei der
ErschlieBung von C-Quellen zu verschaffen. Méglicherweise sind die Genprodukte von achG,
acbF (Stratmann 1997) und achH (M. Jahrling, personliche Mitteilung) die Komponenten
eines solchen spezifischen Aufnahmesystems (Tab. 1.1), das dhnlich zu dem Maltose-
Maltodextrin Aufnahmesystem (malEFG) von Streptomyces coelicolor 1ist (van Wezel et al.
1997). Es konnte allerdings kein Leserahmen fiir ein Protein mit einer ATP-spaltenden ABC-
Doméne gefunden werden. In S. lividans und S. reticuli konnte ein unspezifisches ATP-
spaltendes Enzym (MsiK), nachgewiesen werden, das an einer separaten Stelle im Genom und
ebenfalls nicht benachbart zu den Genen fiir die weiteren Komponenten eines ABC-
Aufnahmesystems liegt und das die Energie fiir die spezifischen Cellobiose- bzw. Maltose-
Aufnahmesysteme dieser beiden Streptomyceten liefert (Schlosser et al. 1997). Es wurde
gezeigt, dall Acarbose ein kompetitiver Inhibitor der Maltose-Aufnahme in E. coli ist
(Brunkhorst et al. 1999). Diese Ergebnisse unterstiitzen die Hypothese -eines
Aufnahmesystems, das zu dem Maltose-Maltodextrin Aufnahmesystem MalEFGK2 von E.
coli (Boos und Shuman 1998) dhnlich sein konnte (Abb. 1.6; Abb.1.7).

Eine Acarbose-7-Phosphotransferase wurde in Actinoplanes identifiziert und
charakterisiert (Goeke et al. 1996; Drepper und Pape 1996). Dieses Enzym (AcbK, siche Abb.
1.6; Tab. 1.1) zeigt eine hohe Spezifitdt fiir Acarbose obwohl ihre biologische Funktion bisher
nicht geklart werden konnte. Da die intrazellulire Maltase von Actinoplanes sp. durch
Acarbose inhibiert wird, hingegen unempfindlich gegen Acarbose-7-Phosphat ist, wird eine
Art Resistenzmechanismus diskutiert oder aber eine Funktion in der Wiederaufnhahme der
Acarbose und der Nebenkomponenten diskutiert.

Das acbQ Genprodukt konnte nach Aufnahme von Maltodextrinen oder aber von Acarbose
und deren Nebenkomponenten die Rolle einer Maltodextrin-Glucanotransferase
(Amylomaltase) tibernehmen, wie es bei dem MalQ Protein in E. coli der Fall ist, und aus
Maltrodextrinen Glucose freisetzen. Der Acarviosylrest konnte durch eine Phosphorylase,
entsprechend dem MalP Protein in E. coli (Boos und Shuman 1998), freigesetzt werden und
durch eine Nukleotidaktivierung der Acarviosyl-Einheit regeneriert werden. Solch eine

Phosphorylase ist jedoch noch nicht bei Actinoplanes sp. nachgewiesen worden.
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AcbF ?OO AcbG ? ’7OO ? ZM
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Abb. 1.6 Modell Acarbose-Stoffwechsel bei Actinoplanes sp.: Erklirung siche Text 1.4. R = Glucose oder
Oligosaccharide; postulierte Reaktionen sind durch gestrichelte Linien markiert.
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1.5 Das Acarbose-Biosynthesegencluster

Mittels Hybridisierung mit dem strE-Gen des Streptomycin-Biosynthesegenclusters aus S.
griseus als DNA-Hybridisierungsprobe konnen DNA-Bereiche, die fiir die Synthese von
Desoxyhexosen kodieren, in der genomischen DNA von Actinomyceten identifiziert werden
(Piepersberg 1994; Stockmann und Piepersberg 1992). Mit Hilfe dieses fiir eine dTDP-
Glucose-4,6-dehydratase codierenden Gens wurde ein verwandtes Gen (achB), dessen
Genprodukt an der postulierten Acarbose Biosynthese beteiligt sein konnte, in der
chromosomalen DNA von Actinoplanes sp. identifiziert und der benachbarte DNA-Bereiche
kloniert, sequenziert und weiter analysiert (Stratmann 1997). Unter der Voraussetzung, daf3
die kodierenden DNA-Bereich, die fiir die Produktion von Sekundirmetaboliten
verantwortlich sind, in sog. “Clustern” gruppiert sind (Malpartida und Hopwood 1986), wurde
vermutet, dass die von Stratmannn (1997) identifizierten Leserahmen fiir Proteine, die an der
Bildung der Acarbose beteiligt sein konnten, kodieren. Tab. 1.1 enthilt alle bisher bekannten

Gene des Acarbose-Genclusters.

Bglll Sst| BamHI Bl Sst
g hsr Blss e 8 |8 8]F i
achQ K M L N O C B A E D G acbF
L 1
1 Kb

Abb. 1.7 Das Acarbose-Biosynthesegencluster (Stratmann 1997). P = Pstl; B = BamHI; S = Sstl.

Tab. 1.1 Gene des Acarbose-Biosynthesegencluster.

Gen (mogliche) Funktion Evidenz(a Referenz(b)
acbA dTDP-Glucosesynthase S 1,2,3
acbB dTDP-Glucose-4,6-dehydratase S, € 1,4,5
acbC  C7-Cyclitolcyclase s, e 1,6
acbD Acarviosyltransferase S, © 1,7
acbE a-Amylase S, € 1,7
acbFF Membrankomponente eines Kohlenhydrat-ABC-Transporters s 1
acbG ~ Membrankomponente eines Kohlenhydrat-ABC-Transporters s 1
achK  Acarbose-7-kinase S, e 9,10
acbL (Polyol-) Dehydrogenase s 8
acbM  unbekannt S 8
acbN  unbekannt S 8
achO  unbekannt S 8
acbQ  Amylomaltase S 1

a) Abkiirzungen: s = Aminosduresequenzvergleich mit Proteindatenbanken; e = Enzymcharakterisierung.

b) 1 = Stratmann (1997); 2 = Piepersberg (1995); 3 = Piepersberg und Distler (1997); 4 = Goeke (1986); 5 =
Liedert (1991); 6 = Stratmann et al. (1999); 7 = Hemker (1997); 8 = M. Jahrling (pers. Mitteilung); 9 = Goeke et
al. (1996); 10 = Drepper und Pape (1996).
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1.6 Zur Regulation des Acarbose-Biosynthesegenclusters

Die ersten Versuche zur Regulation der Expression von Enzymen des Acarbose-
Stoffwechsels bei Actinoplanes sp. wurden von Stratmann (1997) durchgefiihrt. Die Induktion
der Expression der Acarviosyltransferase (AcbD) und der a-Amylase (AcbE) in einem
Vollmedium durch Maltose und Maltotriose konnte in einer SDS-PAGE sichtbar gemacht
werden. Es konnte gezeigt werden, daB3 dieser Induktionsmechanismus nicht durch Glucose
reprimierbar war. In den intercistronischen Bereichen zwischen den Genen acbA - acbB und
acbE - acbD konnte das Hexanucleotid 5> C/A TTGC T/A 3’ nachgewiesen werden. Solche
vergleichbaren Strukturen sind auch in den regulatorischen Regionen von Genen des Stérke-
bzw. Maltose-Stoffwechsels anderer Bakterien vorhanden und eine Beteiligung dieser
Sequenzen an der Regulation des Maltose-Autnahmesystems bei Streptomyces coelicolor
wird diskutiert (Wezel et al. 1997b). Die Aufklarung der Funktion der Hexanucleotid-

Sequenzen muss noch untersucht werden.
1.7 Stickstoff-Assimilation

Die Beobachtung einer Abnahme der  Acarbose-Produktion bei  hoher
Ammoniumaccumulation im Medium (A. Crueger, pers. Mitteilung), machte eine
Untersuchung der Stickstoff-Regulation bei Actinoplanes sp. sinnvoll. Ahnliche Efekte
konnten bei der Cephalosporin-Produktion bei Streptomyces clavuligerus (Buscaran et al.
1989) und bei der Teicoplanin-Produktion bei Actinoplanes teichomyceticus (Heydorn et al.
1999) beobachtet werden. Die zustindigen Enzyme der Amoniumassimilation sind die
Glutamin-Synthetase (GS), die Glutamat-Synthase (GOGAT) und die Glutamat-
Dehydrogenase (GDH), wobei der GS/GOGAT Biosynthese-Weg ubiquitdr bei Bakterien ist
(Abb. 1.8).

A GS
NH; + Glutamat + ATP E— Glutamine + ADP + Pi
GOGAT
Glutamine + 2-Ketoglutarat + NADPH @~———» 2 Glutamat + NADP"

B GDH
NH; + 2-Ketoglutarat + NADPH Glutamat + NADP"

Abb. 1.8 Reaktionen der Amoniumassimilation in Bakterien. (A) GS/GOGAT Biosynthese-Weg; (B) GDH
Biosynthese-Weg.

Es wurden mehrere Glutamin-Synthetasen identifiziert. Es konnte gezeigt werden, dal3
manche durch Adenylierung postranslational modifiziert und damit reguliert werden kdnnen.

Diese Eigenschaft wird fiir ihre Zuordnung bentitzt (Tab. 1.2).
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Tab. 1.2 GS Enzyme in Prokaryonten. (Merrick und Edwards 1995)

Enzym  Gen GroBe kD Nr- Merkmal Modifikation Verbreitung
GSI glnd 55 12 Hitze stabil Adenylierungo, Fast ubiquitér
ADP-ribosilierungc

GSII glnll 36 8 Hitze labil ~ Moglich Rhizobium, Bradyrhizobium,
Agrobacterium,
Streptomyces, Frankia spp.

GSIII glnd 75 6 NB® NB Bacteroides, Butyrivibrio,
Synechocystis,

Synechococcus, Gleocapsa,
Pseudoanabaena spp.
GInT ginT 47 8 Hitze stabil ADP-ribosilierungg Rhizobium, Agrobacterium spp.

* Untereinheit; -~ Nicht bei Cyanobakterien beschreiben; “In R. rubrum, Streptomyces griseus und Synechocystis
spp.; In R. leguminosarum; ° NB Nicht bekannt; = Auch GSIII genannt; £1n R. meliloti.

Die Synthese dieser Proteine, und teilweise deren Aktivitét, ist Nahrstoff abhidngig und
deswegen stark reguliert. Die allgemeine Stickstoff-Regulation , das so genannte ntr-System,
wurde ausfiihrlich bei der Familie Enterobacteriaceae untersucht (Abb. 1.9; Merrick und
Edwards 1995). Dieses Regulationssystem betsteht aus vier Enzymen: eine
Uridylyltransferase (UTase/UR; g/nD), ein kleines Trimere-bildendes Protein (Py; g/nB), eine
Histidin-Kinase (NtrB; ntrB) und ein DNA-Bindeprotein (NtrC; n#rC). Bei limitierenden
Stickstoff-Bedingungen transferiert das UTase Enzym auf einen Tyr Rest des P;; Enzyms eine
Uridylyl-Gruppe. Das uridylierte Py fordert einerseits die Deadenylierung des GS Enzyms in
seine aktive Form durch eine Adenylyl-Transferase (ATase; g/nE), und andereseits die
Phosphorylierung des NtrC Enzym durch die Histidin-Kinase NtrB. Nur durch die
phosphorylierte Form des NtrC wird die Transkription des gln4 (GSI) aktiviert (Abb. 1.9).

NtrB + P
NtrC-P :T Il g niC
GS ase » GS-AMP Hoch N
A A
P
3UMP (o) 3UTP
UR/UTase
(gInD)
3PPi
I (UMP)
\
GS -« GS-AMP Niedrig N
NtrC-P <@ A,\TI??E NtrC

Abb. 1.9: Stickstoff-Regulation der Familie Enterobacteriaceae (ntr-Systhem). UTase/UR (ginD) =
Uridylyltransferase; Py (g/nB) = Trimere-bildendes Protein; NtrB (ntrB) = Histidin-Kinase; NtrC (ntrC) = DNA-
Bindeprotein; NtrC-P = phosphoryliertes DNA-Bindeprotein, aktiviert die GS Transkription: GS = aktive
Glutamin-Synthetase; GS-AMP = adenylierte und dadurch inaktive Glutamin-Synthetase.
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Die Stickstoff-Regulation wurde in Actinomyceten bisher wenig untersucht. GSI und GSII
konnten in manchen Streptomyceten identifiziert werden. Beide Enzyme wurden aus S.
hygrocopicus (Kumada et al. 1990), S. viridochromogenes (Hillemann et al. 1993), S.
coelicolor und S. griseus (Fink et al. 1999) kloniert und sequenziert, und mittels ”Southern”
Hybridisierung bei S. cattleya, S. parvulus, S. lividans und S. galilaeus identifiziert
(Behrmann et al. 1990). Es konnte auch gezeigt werden, dal3 fiir die Transkription des g/inA
Gens in S. coelicolor ein einziges Gen, g/nR, das “upstream” von ginA liegt, notwendig ist
(Lewis V. Wray et al. 1991). Die Sequenz des g/nR Gens zeigte Homologien mit DNA-Binde-
Proteinen. Mit Hilfe der PCR-Methode konnten ntr-dnhliche Strukturen (g/nE, ntrC und ginB)
bei S. coelicolor identifiziert werden (E. Engels, personliche Mitteilung). Die Aktivitit des
Proteins GInE aus S. coelicolor konnte als eine Adenylyl-Transferase, entsprechend GInE aus
E. coli (Merrick und Edwards 1995), zum ersten mal in einem Vertreter der Gram + Bakterien
identifiziert werden (Fink et al. 1999).

1.8 Ziele der Arbeit

Mit Hilfe der Identifizierung von Acarbose-Biosynthesegenen und der Entschliisselung der
biochemischen Grundlagen des Acarbose-Stoffwechsels in Actinoplanes sp., konnte die
industrielle  Produktion von  Acarbose durch Methoden eines biochemisch-
molekularbiologisches “Enginering” in Zukunft optimiert oder auch eine biokombinatorische

Methodik zur Synthese neuer Naturstoffe aufgebaut werden. Ziele dieser Arbeit sind:

1. Suche nach Aminotransferasegenen innerhalb oder in benachbarten DNA-Bereichen des

Acarbose-Biosynthesegenclusters.

2. Suche nach einem Acarbose-spezifischen Aminotransferasegen, welches fiir ein Protein
kodiert, das den Einbau des Stickstoffes in die Vorldufer katalysiert.

3. Aufkldrung, welches die aminierte Vorldufersubstanz fiir die Synthese der Acarviose ist

und welches Co-Substrat dabei bendtigt wird.

4. ”Screening” nach potentiellen Glutaminsynthetasen und deren Beteiligung bei der

Acarbose-Biosynthese.

5. Entwicklung einer ”Screening”’-Methode, um homologe Acarbose-Biosynthesegene in

anderen Actinomyceten identifizieren zu kénnen.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Chemikalien und Enzyme

Die fiir diese Arbeit verwendeten Chemikalien und Enzyme wurden von folgenden Firmen

bezogen.

Chemikalien
Agarose

Antibiotika

Blocking-Reagenz
Chemikalien, p.A. Qualitdt

dNTP

Fluoreszenz markierte Sequenzierprimer
Hybond-NT Nylon-Membanen
Jet-Sorb-Kit

Medienbestandteile

Qiagen-Plasmid-Kit
Qiagen-Gel Extraction Kit
Qiagen-PCR Purification Kit
Radiochemikalien
Rontgenfilme

Thermosequenase Cycle-Sequence Kit

Enzyme
Alkalische Phosphatase (CIP)
DIG Nucleic Acid Detection Kit
DIG DNA Labelling Kit
DNA-Polymerase I Klenow-Fragment
DNase I (RNase frei)
Double-stranded Nested Deletion-Kit
a-Ketoglutarate Dehydrogenase

Lysozym

Boehringer (Mannheim)

Bochringer (Mannheim), Serva (Heidelberg), Sigma
(Deisenhofen), Squibb and Sons (Princeton, USA)
Boehringer (Mannheim)

Fluka (Buchs, Schweiz), Merck (Darmstadt), Roth
(Karlsruhe), Serva (Heidelberg), Sigma (Deisenhofen)
Boehringer (Mannheim)

MWG Biotech, Interactiva

Amersham Buchler (Braunschweig)

Genomed (Bad Oeynhausen)

Difco (Detroit, USA)Life Technologies (Eggenstein),
Merck (Darmstadt), Oxoid (Wesel), Roth (Karlsruhe)
Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Amersham Buchler (Braunschweig)

Amersham Buchler (Braunschweig)

Amersham Pharmacia (Freiburg)

Roche Diagnostics (Mannheim)

Roche Diagnostics (Mannheim)

Roche Diagnostics (Mannheim)

Life Technologies (Eggenstein)
Roche Diagnostics (Mannheim)

Amersham Pharmacia (Freiburg)
Sigma (Deisenhofen)

Serva (Heidelberg)
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Restriktionsendonukleasen

Rediprime Random Primer Labelling-Kit
Ribonuklease A

Succinat Semialdedehyde Dehydrogenase
T4-DNA-Ligase (einschl. Puffer)
T4-Polynukleotidkinase (einschl. Puffer)
Taq-DNA-Polymerase (einschl. Puffer)
Transketolase

Vent-DNA-Polymerase (einschl. Puffer)
Western-Blot-Kit

New England Biolabs (Schwalbach), Roche
Diagnostics (Mannheim), Life Technologies
(Eggenstein), Amersham Pharmacia (Freiburg)
Amersham Buchler (Braunschweig)

Sigma (Deisenhofen)

Sigma (Deisenhofen)

Life Technologies (Eggenstein)

New England Biolabs (Schwalbach)

Life Technologies (Eggenstein)

Sigma (Deisenhofen)

New England Biolabs (Schwalbach)

Roche Diagnostics (Mannheim)

2.2 Medien und Losungen

2.2.1 Verwendete Medien

Medien fiir E.coli:

LB-Medium (Miller 1972)
LB-Agar (LB+1,5% Agar)

SOB-Medium (Hanahan 1983)
SOC-Medium (Hanahan 1983)

MO9+CA-Medium
TBYE-Medium

(Moore 1992)
(Moore 1992)

Tryptone-Phosphate-Medium (Moore 1992)

TB-Medium (Miller 1972)
Top-Agar (Miller 1972)
LT-Agar (Miller 1972)

Medien fiir Streptomyceten und Actinoplanes sp.:

SMA-Agar (Distler et al. 1985)
SPMR-Agar (Babcock und Kendrick 1988)
Spurenelemente (Hopwood et al. 1985)
TSB-Medium (Hopwood et al. 1985)

TSB-PEG 8000
YEME-Medium

(Babcock, Kendrick 1988)
(Hopwood et al. 1985)
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Acarbose-Produktionsmedium (Stratmann, 1997)
Losung I: MD-50 70 g
(NH4)SO4 5g
Hefeextrakt 2g
ad 400 ml mit H,O
Losung II: ~ K,HPO, lg
KH2PO4 1 g
Tri-Natriumcitrat 5¢g
ad 400 ml mit H,O pH 7,0
Losung ITII:  MgCl, x 6H,0O lg
FeCl; x 6H,O 0,25 ¢g
CaCl, x 2H,0 2¢
ad 200 ml mit H,O
die Losungen wurden gemischt und anschlieend sterilfiltriert.
SC-Medium (Stratmann, 1997)
K,HPO, 05¢g
KH,PO, 025¢g
Glucose 10g
Pepton 5¢g
ad 950 ml mit H,O pH 7.0
nach dem Autoklavieren dazugeben:
Asparagin 0.5 g in 50 ml H,O sterilfiltriert
Wenn nicht anders vermerkt, wurden die Kulturmedien bei Bedarf entsprechend den
Plasmid-resistenzmarkern mit 100 pg/ml Ampicillin, 25 pg/ml Chloramphenicol, 4 pg/ml
Gentamicin, 50 pg/ml Kanamycin oder 25 pg/ml Thiostrepton supplementiert.
2.2.2 Verwendete Losungen
TBE (10 x) (Sambrook et al. 1989) SSC (20 X) (Sambrook et al. 1989)
Tris/HCI 108 g/l NaCl 3iM
Borsdure 55 g/l Natriumcitrat 0,3M
0,5 M EDTA (pH 8,0) 80 ml pH (mit Citrat eingestellt) 7,0
pH 8,3
TAE (50 x) (Sambrook et al. 1989) TE (10 x) (Sambrook et al. 1989)
Tris/HCI 242 g/l Tris/HCl1 100 mM
Eisessig 57 ml EDTA 10 mM
0,5 M EDTA (pH 8,0) 100 ml pH 8,0
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Hybridisierungslosung I
SSC
Na-Phosphatpuffer pH 6,8
EDTA
SDS
Blocking-Reagenz

Western-Blot Puffer
Tris/HCl
Glycin
SDS

SM Puffer
Tris/HCI
MgSO4
Gelatine

pH

Aufschlufipuffer I
Tris
MgCl,
EDTA
DTT
PLP
pH

6 x
10 mM
1 mM
0,5%
0,1%

15,1 g/l
72 g/l
0,1%

10 mM
10 mM
0,01%

7,4

50 mM

10 mM

1 mM

1 mM

0,02 mM
7,5

Hybridisierungslosung IT
SSC
N-Lauroylsarcosin
SDS
Blocking-Reagenz

TBS Puffer
Tris/HCl1
NaCl
pH

Ninhydrin-Reagenz
Spriihlésung:
Ninhydrin
Ethanol

Aufschlufipuffer II
Kaliumphosphat
b-Mercaptoethanol
EDTA
PLP
pH

6 x
0,1%
0,02%
1%

10 mM
150 mM
7,5

02¢g
ad 100 ml

20 mM
0,01%

1 mM
0,02 mM
7,2
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2.3 Bakterien und Plasmide

Die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstimme sind in Tab. 2.1, Phagen und Plasmide in
Tab. 2.2 und 2.3 aufgelistet.

Tab. 2.1 Verwendete Bakterienstimme

Stamm

genetische und phénotypische

Eigenschaften

Referenz

Escherichia coli DH5a

E. coli IM109

E. coli NM539
E. coli BL21(DE3)pLysS

E. coli XL1 Blue MRF’

E. coli LE392

Actinoplanes sp. 50/110
Streptomyces glaucescens
GLA.0

S. lividans 66 TK 23

S. lividans 1326

S. dimorphogenes

S. dimorphogenes

S. hygroscopicus sp limoneus
S. hygroscopicus sp limoneus
S. calvus

S. myxogenes

j 80d,lacZ 11 M15, endAl, recAl, hsdR17,(rx” mg"),
supE44, thi-1, | , gyrA96, reld1, [ (lacZYA-
argF)U169

F’ traD36, lacIQ lacZ 1) M15, proATBT (Mcrd™);
O(lac-proAB), thi-1, gyrA96, endAl, hsdR17 (ri”

my"), reldl, supE44, recAl

supF, hsdR, lacY, (P2cox)

ompT, hsdSB (1B- mB-), | Prophage mit T7 RNA
Polymerasegen, pLysS, cat

recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44,
reldl, lac (F’ proAB lac@ Z [ M15 Tnl0 (Tet 7))
F~, hsdR574 (rx” mK"), supE44, supF58, lacll

(O (laclZY)6, galK?2, galT22, metB1, trpR55)
Acarboseproduzent

Wildtyp, 5'-Hydroxystreptomycinproduzent

Actinorhodin, spc-1
Prodigiosinproduzent CDA
Wildstamm
Trestatinproduzent
Trestatinproduzent
Validamycinproduzent
Validamycin produzent
Adiposinproduzent

Oligostatinproducent

Hanahan 1983

Yanisch-Perron 1985

Frischauf et al. 1983
Studier et al. 1990

Bulloock et al.1987

Sambrook et al.1989

ATCC 31044
ETH22794; Ono et
al.1983

Hopwood et al. 1985

Hopwood et al. 1985
ATCC 31484
ATCC 31485
ATCC 21431
ATCC 21432
ATCC 31478
ATCC 31305




Material und Methoden

21

Tab. 2.2 Verwendete Phagen und Plasmide

Phage/Plasmid  Genotyp/ Eigenschaften/Verwendung Referenz
| GEM-12 Herstellung eine Actinoplanes sp. DNA-Bibliothek Jarling, M., Wuppertal
| GEM-24SMAT1  ca. 14 kb-Fragment genomischer DNAvon Actinoplanes sp. diese Arbeit
| GEM-1GSI ca. 16 kb-Fragment genomischer DNAvon Actinoplanes sp. diese Arbeit

aus der glnA-Region
| GEM-1GSII ca. 15 kb-Fragment genomischer DNAvon Actinoplanes sp. diese Arbeit

aus der g/nll-Region
pBlueScript KS+ bla, lacZ-a, Klonierungsvektor Stratagene, Heidelberg
pET11a bla, T7 @ 10, E. coli Expressionsvektor Rosenberg et al. (1987)
pET16b bla, T7 @ 10, E. coli Expressionsvektor Rosenberg et al. (1987)
pUCI8 bla, lacZ-a, Klonierungsvektor Vieira und Messing (1982)
pUCI19 bla, lacZ-a, Klonierungsvektor Vieira und Messing (1982)
pUCBM21 bla, lacZ-a, Klonierungsvektor Vieria und Messing (1982)
pUCPU21 bla, lacZ-a, Klonierungsvektor Wehmeier U., Wuppertal
pSVW701 bla, heterologe Expression von RbfB Verseck, S., (1997)
pJOE2702 bla, rrnB, rhaP, E. coli Expressionsvektor Volff, et al (1996)
pJOE2775 bla, rrnB, rhaP, E. coli Expressionsvektor Volff, et al (1996)
pUWL201 bla, tsr, Streptomyces-E. coli ,,shuttle“-Plasmid, Wehmeier U., Wuppertal

pUWL201 RBS II

pUWL218
pSTW22.1

PAAW24.1
pAS2

pAS6/3.1
pASS8.3
pSUTNESLB10

Streptomyces Expressionsvektor

bla, tsr, Streptomyces-E. coli ,,shuttle“-Plasmid,
Streptomyces Expressionsvektor

bla, tsr, Streptomyces-E. coli ,,shuttle“-Plasmid

cat, tsr, strR, Streptomyces-E. coli ,,shuttle“-Plasmid,
Streptomyces Expressionsvektor

bla, kan, Streptomyces Expressionsvektor

bla, lacZ-a, 2,2 kb BamHI Fragment (achbC-Bereich)
bla, lacZ-a, 1.1 kb Hincll Fragment (acbK)

bla, acbC E.coli Expressionsvektor

groESL aus S. griseus, cat, E. coli Expressionsvektor

Weingarten P., Wuppertal

Wehmeier U.F. (1995)
Thamm S. (1997)

Arnold A. Wuppertal
Stratmann A. (1997)
Stratmann A. (1997)
Stratmann A. (1997)
Pohling S. (1997)

Tab. 2.3 Neukonstruierte Plasmide

Name Konstruktion

pMD13 3 kb Ssf-Fragment aus Phage 24SMAT1 in pUC18
pMD13.1 1 kb Kpnl/Sstl-Fragment aus pMD13 in pUC18
pMD13.2 2 kb BamHI-Fragment aus pMD13 in pUC18

pMD13.3

0.7 kb BamHI-Fragment aus pMD13 in pUC18
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Tab. 2.3 (Fortsetzung)

pMD13.4
pMD14.2
pMD14.2.1
pMD14.2.2
pMD14.2.3
pMD14.2.31
pMD14.2.32
pMD14.2.33
pMD14.2.34
pMD14.2.35
pMD14.2.36
pMD14.2.37
pMD14.3
pMD14.3.2
pMD15
pMD15.1
pMD15.2
pMD15.3
pMD15.5
pMD15.6
pMD15.7
pMDATI1Sg

pUCATSg
pUCATI1
pUCAT9
pUMDC
pMD418.2
pMD1
pMD3
pMD5

pMD7

pMD6

0,3 kb BamHI/SstI-Fragment aus pMD13 in pUC18

3,5 kb BamHI-Fragment aus Phage 1GSI in pUC18

1,5 kb BamHI/SstI-Fragment aus pMD14.2 in pUC18

1,2 kb BamHI-Fragment aus pMD14.2 in pUC18

2 kb BamHI-Fragment aus pMD14.2 in pUCI18

1,3 kb BamHI/Pstl-Fragment aus pMD14.2.3 in pUCI18

0,7 kb Pstl/BamHI-Fragment aus pMD14.2.3 in pUC18

1,2 kb BamHI/EcoRI-Fragment aus pMD14.2.3 in pUC18

1,7 kb SsfI-Fragment aus pMD14.2.3 in pUC18

0,3 kb BamHI/Sstl-Fragment aus pMD14.2.3 in pUCI18

0,5 kb EcoRl/BamHI-Fragment aus pMD14.2.3 in pUC18

0,3 kb EcoRI-Fragment aus pMD14.2.3 in pUC18

2,8 kb SstI-Fragment aus Phage1GSI in pUC18

1,2 kb Sst1/BamHI-Fragment aus pMD14.3 in pUC18

7 kb Sstl-Fragment aus Phage 1GSII in pUC18

2 kb BamHI-Fragment aus pMDI15 in pUCI18

1 kb BamHI/Pstl-Fragment aus pMD15.1 in pUC18

0,9 kb PstI-Fragment aus pMD15.1 in pUC18

1 kb BamHI/Kpnl-Fragment aus pMD15 in pUC18

0,8 kb Kpnl-Fragment aus pMD15 in pUC18

3,2 kb Kpnl/Sstl-Fragment aus pMD15 in pUC18

1290 bp PCR-Fragment (Primer AT1/AT2) aus genomischer S. glaucescens GLA.O
DNA in pUCI18/Hincll

1392 bp Xbal/BamHI-Fragment aus pH16ATSg in pUCPU21

1554 bp Xbal/BamHI-Fragment aus pH16AT1 in pUCPU21

1608 bp Xbal/BamHI-Fragment aus pH16AT9 in pUCPU21

1143 bp Ndel/Hindll1-Fragment aus pMDC in pUCPU21

2,2 kb BamHI-Fragment aus pMD418 in pUC18

366 bp PCR-Fragment (Primer MS1/MS3) aus genomischer Actinoplanes sp DNA in
pUCI18/Hincll

278 bp PCR-Fragment (Primer MD9/MD10) aus genomischer Actinoplanes sp DNA
in pUC18/Hincll

490 bp PCR-Fragment (Primer MD12/MD13) aus genomischer Actinoplanes sp
DNA in pUCI18/Hincll

1047 bp PCR-Fragment (Primer MD14/MD16) aus genomischer Actinoplanes sp
DNA in pUCI18/Hincll

300 bp PCR-Fragment (Primer AS2/AS5) aus genomischer S. calvus DNA in
pUCI18/Hincll
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Tab. 2.3 (Fortsetzung)

pMDS8 300 bp PCR-Fragment (Primer AS2/AS5) aus genomischer S. hygroscopicus spp.
limoneus DNA in pUC18/Hincll

pMD9 300 bp PCR-Fragment (Primer AS2/AS5) aus genomischer S. dimorphogenes DNA
in pUC18/Hincll

pMD418 5,13 kb Kpnl/Bglll-Fragment aus genomischer Actinoplanes sp. DNA in pUC19
Kpnl/BamHI

pVK26 4,7 kb verkiirztetes Fragment aus pMD418

pVK43 4,2 kb verkiirztetes Fragment aus pMD418

pVK65 3,9 kb verkiirztetes Fragment aus pMD418

pVKS83 3,6 kb verkiirztetes Fragment aus pMD418

pVK104 3,4 kb verkiirztetes Fragment aus pMD418

pVKI124 3,1 kb verkiirztetes Fragment aus pMD418

pVK13 2,7 kb verkiirztetes Fragment aus pMD418

pVK102 2,2 kb verkiirztetes Fragment aus pMD418

pVK311 1,8 kb verkiirztetes Fragment aus pMD418

pVK143 1,4 kb verkiirztetes Fragment aus pMD418

pVK182 1,0 kb verkiirztetes Fragment aus pMD418

pVK285 0,6 kb verkiirztetes Fragment aus pMD418

pMDR418 5,13 kb Xbal/EcoRI-Fragment aus pMD418 in pBlueScript KS+ Xbal/EcoRI

pRVK6 4,8 kb verkiirztetes Fragment aus pMDR418

pRVK2 4,4 kb verkiirztetes Fragment aus pMDR418

pRVKS 3,9 kb verkiirztetes Fragment aus pMDR418

pRVK39 3,6 kb verkiirztetes Fragment aus pMDR418

pRVK40 3,2 kb verkiirztetes Fragment aus pMDR418

pRVK45 3,0 kb verkiirztetes Fragment aus pMDR418

pRVK18 2,8 kb verkiirztetes Fragment aus pMDR418

pRVK16 2,5 kb verkiirztetes Fragment aus pMDR418

pRVK19 1,9 kb verkiirztetes Fragment aus pMDR418

pRVK34 1,5 kb verkiirztetes Fragment aus pMDR418

pRVK47 1,2 kb verkiirztetes Fragment aus pMDR418

pRVK13 0,8 kb verkiirztetes Fragment aus pMDR418

pRVK45 0,4 kb verkiirztetes Fragment aus pMDR418

pMDEATI1Sg 1290 bp Ndel/BamHI-Fragment aus pMDAT1Sg in pET11a. Heterologe Expression

von AcbB aus S. glaucescens GLA.O

pHI6ATSg 1290 bp Ndel/BamHI-Fragment aus pMDAT 1Sg in pET16b. Heterologe Expression
von His-AcbB aus S. glaucescens GLA.O

pHI16ATI1 1452 bp Ndel/BamHI-PCR-Fragment in pET16b. Heterologe Expression von His-
AcbV-k aus Actinoplanes sp.
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Tab. 2.3 (Fortsetzung)

pH16AT9 1506 bp Ndel/BamHI-PCR-Fragment in pET16b. Heterologe Expression von His-

pPMATI 2,2 kb BamHI-Fragment aus pMD418 in pUWL218. Heterologe Expression von
AcbV aus Actinoplanes sp.

pPMAT2 5,13 kb EcoRl/Xbal-Fragment aus pMD418 in pUWL218. Heterologe Expression
von AcbV aus Actinoplanes sp.

pJATSg 1290bp Ndel/BamHI-Fragment aus pH16ATSg in pJOE2702. Heterologe
Expression von AcbB aus S. glaucescens GLA.O

pJATI1 1452 bp Ndel/BamHI-Fragment aus pHI6AT1 in pJOE2702. Heterologe
Expression von AcbV-k aus Actinoplanes sp.

pJATY9 1506 bp Ndel/BamHI-Fragment aus pHI6AT9 in pJOE2702. Heterologe
Expression von AcbV-1 aus Actinoplanes sp.

pJATHSg 1290 bp Ndel/BamHI-PCR-Fragment in pJOE2775. Heterologe Expression von
AcbB-His aus S. glaucescens GLA.O

pJATH1 1290 bp Ndel/BamHI-PCR-Fragment in pJOE2775. Heterologe Expression von
AcbV-k-His aus Actinoplanes sp.

pJATH9 1350 bp Ndel/BamHI-PCR-Fragment in pJOE2775. Heterologe Expression von
AcbV-1-His aus Actinoplanes sp.

pSTMDATSg 1290 bp Ndel/BamHI-Fagment aus pMDAT1Sg in pSTW22.1 Ndel/BglI1.
Heterologe Expression von AcbB aus S. glaucescens GLA.O

PAMATI 1452 bp Ndel/BamHI-Fragment aus pH16AT1 in pAAW24.1. Heterologe
Expression von AcbV-k aus Actinoplanes sp.

PAMAT?2 1506 bp Ndel/BamHI-Fragment aus pH16AT9 in pAAW24.1. Heterologe
Expression von AcbV-l aus Actinoplanes sp.

pHWATSg 1392 bp Hindlll/BamHI-Fragment aus pUCATSg in pUWL201. Heterologe
Expression von His-AcbB aus S. glaucescens GLA.O

pHWATI1 1554 bp Hindlll/BamHI-Fragment aus pUCAT1 in pUWL201. Heterologe
Expression von His-AcbV-k aus Actinoplanes sp.

pHWAT9 1608 bp Hindlll/BamHI-Fragment aus pUCAT9 in pUWL201. Heterologe
Expression von His-AcbV-1 aus Actinoplanes sp.

pMDC 1143 bp Ndel/BgllI-PCR-Fragment in pJOE2702 Ndel/BamHI. Heterologe
Expression von AcbC aus Actinoplanes sp.

pFMDC 1143 bp Ndel/BgllI-PCR-Fragment in pJOE2775 Ndel/BamHI. Heterologe

AcbV-1 aus Actinoplanes sp.

Expression von AcbC-His aus Actinoplanes sp.
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2.4 Oligonukleotide

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide fiir die Amplifizierung von DNA-
Fragmenten mittels PCR sind in Tab. 2.4 aufgefiihrt.

Tab. 2.4 Verwendete Oligonukleotide

Primerbezeichnung Sequenz

Heterologe Primer fiir die Amplifizierung von SMAT-codierenden Genbereichen aus Actinoplanes sp.:

MS1: 5’GGCGACGAGGTGATCGTCCC 3’

MS2: 5’ACTGCCTGGACCCGG ¥’

MS3: 5’TGTGCGCAGTCCTCGAT 3’

MS4: 5’CCGGGTCCAGGCAGT 3’

MDS5: 5’GGCGACGAGGTGATCGTGCC 3’

MD6: 5’CTGCGCCGCGTCCTCCACGA 3’

MD:9 5’CC(C/G)GG(C/G)GACGAGGT(C/G)ATC 3’
MD10: 5°(C/G)GC(C/G)CC(C/G)CCCTC(C/G)CC(C/G)CC 3°
MD11: 5’CTG(C/G)GC(C/G)GCGTCCTC(C/G)AC(C/G)AC 3’
Heterologe Primer fiir die Amplifizierung Glutaminsynthetase-codierenden Genbereichen aus Actinoplanes sp.:
MD12: 5’CAGTGGGAGTTCCAG 3’

MD13: 5’GCGTCCTCGATGTA(C/G)CCCTT 3’

MD14: 5’TTCGACGGCTCCTCGATC 3’

MD15: 5’GGCCAGGTACGGGTTGCC 3’

MD16: 5’GTAGAGGTCCTTGTCGAT 3’

MD17: 5’GAGGTGGGCACCGCCGGC ¥’

Heterologe Primer fiir die Amplifizierung von Teilbereichen des achB Gens aus Actinoplanes sp. (A. Stratmann
1997):

AS1: 5’CTGGTGACCGGAGCGGCGGGCTTC 3’

AS2: 5’GCCGCCGA(A/G)TCCCATGT(C/G)GAC 3’
AS3: 5’(C/G)CCGTAGACCTCGTC(C/G)GT(C/G)GA 3’
AS4: 5’TC(C/G)AC(C/G)GACGAGGTCTACGGG 3’
ASS5: 5’CCCGTAGTTGTTGGAGCAGCGGGT 3°

AS6: 5’GTA(C/G)CGCCGGTCGTG(T/G)CC 3’
Heterologe Primer fiir die Amplifizierung von Teilbereichen des acbC Gens aus Actinoplanes sp.:
acbCl: 5’CGGCGGTTCGTGGTGGTG 3’

acbC2: 5’GTCGGTGGTGGGGTG 3’

acbC3: 5’GGTCTGGTGGCCAGCCTCTAC 3’

acbC4: 5’GTGCCGACGACACTGGTC 3’

acbC5: 5’GACCAGTGTCGTCGGCAC 3’

acbC6: 5’AACGGGCTCGCCGAG 3’

acbC7: 5’CTCGGCGAGCCCGTT 3’

acbC8: 5’GAACGTGTGCCCGTA 3’

acbC9 5’ACACACGGCCTCGCCGTG 3’

Primer fir die Amplifizierung des acbB-Gens von S. glaucescens GLA.O:

ATI: 5’GCAGAGGCACATATGACAGGCTT 3°

AT2: 5’TGGAGAGGATCCCGAGCAGGC 3’

sgl RHAM: 5’CGGCCAGGATCCCGCGATC 3’

Primer flir die Amplifizierung des acbV-Gens von Actinoplanes sp.:

MATI: 5’GCGGCGGTTCATATGAGCAGGCAGG ¥’
MAT3: 5’GTCGAGGATCCGCACCCC 37

MATO9: 5’GTGACCCGTCATATGTTCCGAGCCG 3’

act RHAM: 5’GCCGGGGGATCCTGCCGTCACC 3’

Primer flir die Amplifizierung des acbC-Gens von Actinoplanes sp.:

AS-C1 (A. Stratmann 1997): 5’AGGGAAGCTCATATGAGTGGTGTCGAG 3’

MD-C3: 5’TCGCTTCCGGAGATCTGCGTC 3’
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Tab. 2.4 (Fortsetzung)

MD-C4: 5’GTGCTGCAAGATCTCGGGCGGCCT 3’
Primer fiir DNA-Sequenzreaktionen:

universal primer: 5’GTAAAACGACGGCCAGT 3°

reverse primer: 5’GAAACAGCTATGACCATG ¥’

2.5 Kulturbedingungen und Lagerung der Bakterienstimme

E. coli wurde in LB-Medium bzw. auf LB-Agarplatten (s. 2.2.1) angezogen. Fiir das
Wachstum von Plasmid-haltigen Stdammen wurden die Medien mit den entsprechenden
Antibiotika supplementiert (s. 2.2.1). LB-Agar wurde fiir die Blau-Weill Selektion
rekombinanter pUC- und pBluescript-Derivate 40 pg/ml X-Gal zugesetzt. Stammkulturen
wurden in 30% Glycerin bei -20°C gelagert.

E. coli NM539 oder LE392 wurde als Wirtstamm fiir Derivate des Bakteriophagen
LambdaGEM-12 verwendet. Nach Anzucht bei 37°C iiber Nacht wurden die Zellen mit
einigen Tropfen Chloroform lysiert und die Phagensuspension bei 4°C aufbewahrt. Fiir das
Durchmustern rekombinanter LambdaGEM-12 sowie fiir die Pridparation von DNA wurden
Phagen entsprechend der von Sambrook et al. (1989) beschriebenen Platten-Lysat-Methode
vermehrt.

Streptomycetenstimme wurden bei 28 - 30°C und bei Anzucht in Fliissigkulturen unter
Schiitteln bebriitet. Wenn nicht anders vermerkt wurden die Stimme auf SMA-Platten
angezogen. Sporen wurden mit einer 20%igen Glycerinlosung abgeschwemmt und bei -20°C
gelagert.

S. lividans wurde in TSB und fiir die Herstellung von Protoplasten in TSB-PEG 8000-
Medium angezogen. Fiir Plasmid-tragende Stimme enthielt das Medium die entsprechenden
Antibiotika (s. 2.2.1).

2.6 Gentechnische Methoden
2.6.1 Priparationsmethoden von Nukleinsiuren

Fiir die Isolation von Plasmiden aus E. coli wurden die Methoden Kochpriparation
(Sambrook et al. 1989), Alkalische Lyse (Birnboim und Doly 1979) und des Proteokolls zum
Qiagen-Plasmid-Kit verwendet.

Die Préparation von Phagen DNA aus E. coli NM539 und LE392 erfolgte nach der Platten-
Lysat-Methode von Sambrook et al. (1989).

Fiir die Isolation von Plasmiden aus Streptomyceten wurde der Qiagen-Plasmid-Kit

verwendet (modifiziert nach Birnboim und Doley 1979): 1 ml Zellsuspension wurden
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sedimentiert und mit Losung I gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen in 200 pl Lyse-
Puffer (Losung I mit 10 mg/ml Lysozym) resuspendiert und bis zu 30 min unter Schiitteln bei
37°C inkubiert. Die weitere Vorgehensweise entsprach dem Originalprotokoll, allerdings
unter Verdopplung der angegebenen Volumina.

Fiir die Prédparatation von Gesamt-DNA aus Streptomyceten wurde die Quick-Priparation
(Pospiech, A. und Neumann, B., 1995) eingesetzt: 2 g Myzel (Nassgewicht) wurde in 5 ml
SET Puffer mit 1mg/ml Lysozym fiir Streptomyces sp. und 10 mg/ml fiir Actinoplanes sp. (75
mM NaCl, 25 mM EDTA, 20 mM Tris pH 7,5) aufgenommen. Nach 30 min (60 min fiir
Actinoplanes sp.) Inkubation bei 37°C in einem Schiittelinkubator wurden 0,5 ml SDS 10%
und 0,5 mg/ml Proteinase K zupipettiert. Nach 2 Stunden Inkubation bei 55°C wurden 5 M
NacCl (1/3 des vorhandenen Volumens) und das gleiche Volumen an Chloroform zugegeben.
Die Losung wurde vorsichtig durchmischt und bei Raumtemperatur mindestens fiir eine
Stunde inkubiert. Durch Zentrifugation (30 min, 5000 upm, Sigma 3K1-Zentrifuge) wurde
die wissrige Phase mit einer abgeschnittenen Kunststoff-Spitze abpipettiert. Die sich in der
wissrigen Phase befindende DNA wurde mit 1 Volumen Isopropanol gefillt, abzentrifugiert
(13000 g, 20 min) und zweimal mit 70%igem Ethanol gewaschen. Das Sediment wurde in

Wasser oder TE aufgenommen.

2.6.2 In vitro Manipulation von Nukleinsiuren

Restriktionsendonucleasen, alkalische Phosphatase, T4-Polynukleotidkinase und T4-Ligase
wurden gemdll den Empfehlungen der Hersteller verwendet. Entsprechendes galt fiir die Ent-
fernung von 3’- oder 5’-Uberhiingen von DNA-Fragmenten mit dem Klenow-Fragment der
DNA-Polymerase I.

Die Reinigung in vitro manipulierter DNA erfolgte durch Phenol/Chloroform-Extraktion
(Sambrook et al. 1989) oder durch Auftrennung in Agarosegelen (s. 2.6.3) und anschlieBender
Gelelution mit Hilfe des Jet-Sorb-Kit oder des Qiagen Gel Extraction Kit (s. 2.1)

Die Plasmide mit seriell verkiirzten Insertionen wurden mit Hilfe des “Double-stranded
Nested Deletion Kits* (s. 2.1) ausgehend von den Plasmiden pMD418 und pMDR418 (Tab.
2.3) und unter Beachtung der Herstellerempfehlungen hergestellt (s. Ergebnisse 3.3.4).

2.6.3 Auftrennung von DNA-Fragmenten

DNA-Fragmente wurden durch Agarosegelelektrophorese unter einer Spannung von 5 - 10
V/em aufgetrennt. Den Proben wurden 1/10 Volumenanteile Probenauftragspuffer (0,5 g/ml
Saccharose, 160 mM EDTA (pH 8,0), 0,5 mg/ml Bromphenolblau, 0,5 mg/ml Xylencyanol)
beigemischt. Es wurden 0,5 - 2%ige Agarosekonzentrationen und TAE- oder TBE-Puffer (s.
2.2) verwendet (Sambrook et al. 1989). Zur Visualisierung der DNA-Fragmente unter
langwelligem UV-Licht (366 nm) enthielt die Agarose 0,1 pg/ml Ethidiumbromid.
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Denaturierende Harnstoff-Polyacrylamid-Gelelektrophoresen wurden fiir die Auftrennung
von DNA-Fragmenten, die aus Sequenzier-Reaktionen (s. 2.6.7) hervorgegangen waren,
verwendet. Das Gel setzte sich zusammen aus 6% Polyacrylamid (Acrylamid:N,N-
Bisacrylamid = 19:1), 7 M Harnstoff und 1 x TBE-Puffer (2.2). Die Polymerisation wurde
durch den Zusatz von 500 ul APS (10%) und 40 ul TEMED pro 80 ml Losung gestartet. Die
Trennstrecke betrug 40 cm. Die Elektrophorese erfolgte bei 65°C bei einer konstanten

Spannung von 1600 V.

2.6.4 Markierung von DNA-Fragmenten

Die radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten erfolgte mit 50 uCi a- [32P]-dCTP
(3000 Ci/mmol) und dem “rediprime-Random Primer Labelling-Kit* (s. 2.1) und nach den
Vorgaben des Herstellers. Die Reaktion wurde durch Hitzeinaktivierung (70°C, 10 min)
gestoppt.

Die nicht radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten wurde mit dem DIG-DNA
Labelling Kit (2.1) unter Beachtung der Herstellerempfehlungen durchgefiihrt.

2.6.5. DNA-DNA Hybridisierung

Fiir den Transfer elektrophoretisch aufgetrennter DNA aus Agarosegelen (s. 2.6.3) auf
Hybond-N* Nylon-Membanen (s. 2.1) wurde nach der Methode von Reed und Mann (1985)
verfahren. Der mit 0,4 M NaOH durchgefiihrte Kapillarblot erfolgte iiber Nacht. Die
Membran wurde anschliefend in 2 x SSC (s. 2.2) geschwenkt und 20 min bei 120°C
getrocknet.

Fiir das Durchmustern von rekombinanten Bakteriophagen | GEM12 wurde die Methode
von Benton und Davis (1977), modifiziert nach Sambrook et al. (1989) verwendet. Phagen-
DNA wurde auf Hybond-N" Nylon-Membranen (2.1) transferiert.

Hybridisierungen erfolgten in Plastikschiisseln und temperierbaren Wasserbadschiittlern.
Die Membranen wurden zunichst fiir 2 - 4 h in reichlich Hybridisierungslosung (2.2)
geschwenkt. AnschlieBend wurde die Hybridisierungslosung erneuert und zu dieser die
hitzedenaturierte (100°C, 5 min), [*°P]-markierte- oder DIG-markierte-DNA-Sonde (2.6.4)
pipettiert. Die Hybridisierungen erfolgten iiber Nacht. Fiir die Beseitigung unspezifischer
Wechselwirkungen wurden die Membranen 3 mal mit [6 x SSC (2.2), 0,5% SDS] gewaschen.
Entsprechend der in den Versuchen angegebenen Stringenz wurden weitere Waschvorgénge
mit abnehmender SSC-Konzentration, jedoch gleichbleibender SDS-Konzentration

vorgenommen.
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2.6.6 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die PCR (Mullis et al. 1987) diente der gezielten in vitro Vermehrung ausgesuchter DNA
Bereiche (Innis et al. 1990). Diese Methode wurde zur Amplifizierung verschiedener DNA-

Abschnitte aus chromosomaler DNA von Actinoplanes sp. und Streptomyces sp. verwendet.
In den Tab. 2.5, 2.6 und 2.7 sind die PCR-Bedingungen dargestellt.

Tab. 2.5: Standard PCR-Ansitze.

Komponente (s. 2.1) Konzentration
dNTPs 200 uM
DMSO oder Formamid 10%
Vent-DNA-Polymerase oder Tag-Polymerase 2,5 Unit

PCR Puffer (10x) 10%

Template: genomischer DNA aus Actinoplanes sp. und S. variable

glaucescens GLA.0O oder Plasmide (s 2.6.1)

Oligonukleotid-Primer

50 bis zu 100 pmol je

Primer
H,0 ad 100 pl
Mineral6l (Roth, Karlsruhe) 75 ul
Tab. 2.6: Standard Amplifikationsbedienungen
Schritt (nr) Temperatur (°C) Dauer

1 98 5 min.
2 95 1 min.
3 variable (Tab.2.7) 30 sec.
4 72 variable (Tab 2.7; *)
5 72 5 min.
6 9 0

(*) 30 Zyclen von Schritt 4 bis 2.

Tab 2.7: Temperatur und Dauer fiir die Primeranlagerung der jeweiligen Ansiitze im Ergebnisteil

Anlagerungstemperatur

Polymerisationsdauern

Oligonukleotid-Primer-Paare

°O) (sec.) (Tab. 2.4)
40 30 MD14/17 (ginA, Ergebnisse 3.1.1.1)
45 30 MD12/13 (ginll, Ergebnisse 3.1.2.1)
40 30 MS1/3 (Smat2) und MD9/10 (Smatl),
Ergebnisse 3.2.1
S54(erste 5 Zyklen) und 60 (25 Zyklen) 30 AT1/2 (acbB aus S. glaucescens GLA.O,
Ergebnisse 3.3.1)
58 20 MATI1/3, MAT9/3 MAT1/act. RHAM
und MAT9/act. RHAM (Ergebnisse
3.42und 3.4.4)
53 20 AT1/2 und AT1/sgl. RHAM (Ergebnisse
3.42und 3.4.4)
50 20 AS-C1/MD-C3 und AS-C1/MD-C4
(Ergebnisse 3.5.1)
54 30 AS3/ASS (Ergebnisse 3.7.1.2)
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2.6.7 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung erfolgte nach der Methode von Sanger et al. (1977) mit rekombi-
nanten pUCI18, pUCI19, pBlueScript KS+ und pUCBM21 Plasmiden (s. 2.3).

Die Sequenzierung mit CYS5-markierten Oligonukleotiden (Tab. 2.4) erfolgte mit
Thermosequenase (Amersham Pharmacia, Freiburg). Die aus der Sequenzierreaktion
resultierenden Fragmente wurden in einem 6% Long-Range-Gel (Biozym, Hessisch
Oldendorf), das 6 M Harnstoff enthielt, getrennt und mittels eines A.L.F-Express DNA-
Sequenzer (Amersham Pharmacia, Freiburg) detektiert. Die Umsetzung der gemessenen
Fluoreszenzmuster zu einer DNA-Sequenz erfolgte durch das Computerprogramm A.L.F.
Manager 2.5 bzw. ALFwin 1.1.

Um das Insert von pMD418 (Tab. 2.3) zu sequenzieren, wurde der "Double-stranded
Nested Deletion Kit" (2.1) benutzt. Es wurde Plasmid-DNA von pMD418 mit dem Qiagen-
Plasmid-Kit prépariert (2.6.1) und mit den Restriktionenzymen Pst#l/Xbal hydrolysiert. Mit
Hilfe der Exonuklease III, die an dem 3’-Strang des Xbal-Restriktiosschnittes angreift und
einzelstringig verkiirzt, wurde bei 30°C die erste Phase des Verkiirzungsprozesses
durchgefiihrt. Es wurden alle 5 min Proben genommen und mit Nuklease S1, die die
restlichen Einzelstringe angreift, 30 min weiterinkubiert. Dann wurde die Reaktion beendet
und die verkiirzten DNA Molekiile religiert und in E. coli XLL1 Blue MRF’ transformiert (2.7).
Mit der Absicht, das 5,2 Kb DNA-Fragment doppelstringig zu sequenzieren, wurden
Verkiirzungsklone in die andere Richtung hergestellt. Dazu wurde das Insert des pMD418 als
EcoRI/Xbal Fragment in pBluescript KS™ ligiert. Das resultierende Plasmid pMDR418 wurde
mit den Restriktionsenzymen Hindlll/Apal hydrolysiert. Das hydrolisierte Plasmid wurde mit
der Exonuklease III, die den 3’-Strang des HindIII-Restriktiosschnittes angreift und verkiirzt,
mit Nuklease S1 inkubiert und schliesslich religiert. Die Plasmide wurden dann der Grosse
entsprechend ausgewdhlt und sequenziert (Tab. 2.3). Die resultierenden Plasmide sind in der
Abb. 3.3.2 dargestellt.

2.7 Transformation von E. coli und Streptomyceten

Kompetente Zellen der E. coli Stimme XL1 Blue MRF’ und DH5a wurden nach der
Methode von Hanahan (1983) und Zellen von E. coli BL21(DE3)pLysS nach der Methode
von Mandel und Higa (1970) (CaCls-Methode) hergestellt. Fiir die Transformation wurden
0,1 ml Zellsuspension und 0,01 - 1 ug DNA verwendet (Sambrook et al. 1989). Die
Regeneration der Zellen erfolgte in SOC- oder LB-Medium (s. 2.2).

Protoplastierung und Transformation von Streptomyceten erfolgte nach der Methode von
Babcock und Kendrick (1988). S. livdans wurde in TSB-PEG8000 (s. 2.2) angezogen. Die
Regeneration der transformierten Protoplasten erfolgte fiir 18-24 Stunden bei 28°C auf zuvor
getrockneten SPMR-Agarplatten (s. 2.2). AnschieBend wurden die Platten mit 2,5 ml wissiger
Thiostreptonlosung (200 ng/ml), bzw. mit 2,5 ml Kanamycinlosung (400 nm/ml) tiberschichtet
und weitere 3-4 Tage bei 28°C inkubiert.
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2.8 Heterologe Genexpression in E. coli

E. coli BL21(DE3)pLysS mit den Plasmiden pH16ATSg, pH16ATI1, pHI6AT9 und
pSUTNESLBI10, die die heterologe Expression von AcbV aus Actinoplanes sp. und AcbB aus
S. glaucescens GLA.O (Ergebnisse 3.4.2 und 3.4.3; Tab. 2.3) ermdglichen sollten, wurden in
LB-Medium (s. 2.2 mit dem entsprechend Selektionsantibiotikum) unter starkem Schiitteln
bei 37°C, 30°C oder 20°C kultiviert. Frisches Medium wurde mit einer Ubernachtkultur auf
eine anfiangliche ODss0 von ca 0,05 beimpft. Bei einer Zelldichte von ODsso = 0,5 wurde die
Kultur mit 1 ml IPTG (100 mM) induziert und noch fiir eine weitere Stunde inkubiert. Zu
definierten Zeiten wurden 1 ml Proben gezogen, die Zellen sedimentiert, mit 40 ul PAGE-
Probenauftragspuffer (Laemmli 1970) versetzt und fiir eine anschlieBende SDS-PAGE (s.
2.11) eingefroren. Der verbliebende Rest der Kultur wurde geerntet und zur Herstellung von
Zell-freiem Extrakt verwendet (s. 2.10).

JM109 mit den rekombinanten Plasmiden pJOE2702 und pJOE2775 sowie deren Derivaten
pJATSg, pJATI, pJAT9, pJATHSg, pJATHI, pJATH9, pMDC und pFMDC, die fiir die
heterologe Expression von AcbV aus Actinoplanes sp. und AcbB aus S. glaucescens GLA.O
konstruiert worden waren (vgl. Ergebnisse 3.4.4 und 3.5.1; Tab. 2.3), wurden in LB-Medium
mit 0,2% L-Rhamnose (Volff 1996) bei 30°C mit einer Ubernachtkultur beimpft. Nach 6 und
12 Stunden wurden jeweils Proben gezogen und fiir eine anschlieBende SDS-PAGE

vorbereitet.
2.9 Heterologe Expression in Streptomyceten

Mit Derivaten der Plasmide pUWL201, pHWATI1, pHWAT9 und pHWATSg (Tab. 2.2)
transformierte S. /ividans 66 TK23 Zellen, wurden in TSB (s. 2.2) mit 25 ni/ml Thiostrepton
angezogen. Diese Kulturen wurden mit einer 2 bis 3 Tage alten Vorkultur angeimpft, bei 28°C
kultiviert und nach 3-4 Tagen geerntet.

Mit Derivaten der pAAW?24.1 (Tab. 2.2), bzw. plJ6021 (Takano et al. 1995) transformierte
S. lividans 66 1326 Zellen wurden in YEME (s. 2.2) mit 25 ng/ml Kanamycin und mit einer 2
bis 3 Tage alten Vorkultur beimpft. Nach 12-20 Stunden wurde die Expression der heterologen
Proteine durch Zugabe von Thiostrepton (8 ng/ml Endkonzentration) induziert. Nach weiteren

48 bis 58 Stunden Inkubation bei 28°C in einem Schiittel-Inkubator wurden die Zellen geerntet.
2.10 Herstellung Zell-freier Extrakte

Zellen von Streptomyceten wurden durch Zentrifugation geerntet, zweimal mit kaltem
Tris/HCI-Puffer (50 mM, pH 7,5) gewaschen und bei -20°C gelagert. Fiir die Herstellung Zell-
freier Extrakte wurden die Zellen in Aufschlusspuffer I (s. 2.2.2) im Verhéltnis 1,5 ml/g
Zellen aufgetaut und mittels Ultraschall (Bandelin Sonoplus UW60 mit 5 mm Mikrospitze
und Spannungsquelle HD60, Bandelin, Berlin) auf Eis fiir 4-10 x 20 sec in 15 sec-Abstinden

mit 70% Intensitit und 20% Zyklus aufgeschlossen. Zelltriimmer wurden durch Zentrifugation
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mit mit 30000 g bei 4°C (Sorvall RC-5B, DuPont, Bad Nauheim) abgetrennt. Der Uberstand
wurde auf Enzymaktivitét tiberpriift.

Die Anreicherungen der iiberexprimierten His-AcbV-1 und His-AcbB Fusionsproteine in S.
lividans Expressionssextrakte erfolgten durch Affinititschromatografie mit Ni'-NTA-Agarose
Séulen von Quiagen (Hilden) unter Beachtung der Herstellerempfehlungen.

Mit E. coli-Stimmen wurde wie oben beschrieben verfahren mit der Ausnahme, dass die
Zellen in Aufschlusspuffer im Verhiltnis 1 ml/0,2 g Zellen aufgetaut wurden. AnschlieBend

wurden alle Rohextrakte aliquotiert und eingefroren.

2.11 Bestimmung der Proteinkonzentration, SDS-Polyacrylamidgelelektro-phorese und

Coomassie-Firbung

Die Bestimung der Proteinkonzentration der zu analysierenden Proben erfolgte nach
Bradford (1976) mit Hilfe des Protein-Assay Kit (BioRad, Miinchen), wobei mit BSA eine
Eichgerade erstellt wurde.

Die denaturierende Auftrennung von Proteinen in SDS-Polyacrylamidgelen sowie deren
Anfarbung mit Coomassie-Farbstoff erfolgte nach der Methode von Laemmli (1970). Es
wurden 10%ige Gele hergestellt. Fiir die Abschidtzung von Proteinmassen wurden als
Vergleichsproteine BSA (M; = 66 kDa), Ovalbumin (M; = 45 kDa), Glycerinaldehyd-3-
phosphat Dehydrogenase (M; = 36 kDa), Carboanhydrase (M; = 29 kDa), PMSF behandeltes
Trypsinogen (M; = 24 kDa), Trypsinhibitor aus Sojabohne (M; = 20 kDa) und a-Lactalbumin
(M; = 14,2 kDa) des Proteinstandardgemisches 7L von Sigma (Deisenhofen) verwendet.

2.12 Immobilisierung von Proteinen auf Nitrocellulose-Membran

Proteine wurden nach analytischer SDS-PAGE mittels einer Semidry-Blotapparatur
(Biometra, Gottingen) auf PVDF-Membran (Amersham Buchler, Braunschweig) iibertragen.
Der Transfer erfolgte 15 min bei 250 mA, gefolgt von 15 min bei 150 mA in Western-Blot
Puffer (2.2.2). Die erfolgreiche Ubertragung auf die Membran wurde durch eine reversible
Ponceau S-Farbung (0,2 % Ponceau S in 1 % Essigsdure) mit anschliefender
Hintergrundentfarbung durch Wasser iiberpriift. Durch Inkubation in TBS Puffer (2.2.2)

wurde die Membran vollstindig entfernt.
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2.13 Immunologischer Nachweis immobilisierter Polyhistidin-Fusionsproteine

Zum Nachweis immobilisierter Proteine (2.12) wurde die Membran fiir 30 min mit TBST
Puffer (TBS in 2.2.2, 0,05% Tween 20, 0,2% Triton X-100) + 3% BSA zur Unterdriickung
unspezifischer Bindungen versetzt und anschlieBend 30 min mit dem Anti-His-Tag-
Antikorper (verdiinnt nach den Anweisungen des Herstellers (Boehringer, Mannheim) in
TBST + 3% BSA inkubiert. Uberschiissiger Antikdrper wurde durch dreimaliges Waschen fiir
je 10 min mit TBST Puffer entfernt. Danach erfolgte die Inkubation mit dem Zweitantikorper,
Anti-Rabbit-IgG-Alkalische-Phosphatase-Konjugat (Boehringer, Mannheim), der zuvor
1:2500 in TBST + 3% BSA verdinnt wurde. Nach Entfernen des ungebundenen
Zweitantikorpers (3 x 10 min Waschen mit TBST) erfolgte die Nachweisreaktion mit
NBT/BCIP (Boehringer, Mannheim) als Substrat fiir die Alkalische Phosphatase.

2.14 Priparative Umsetzung von dTDP-D-Glucose zu dTDP-4-Keto-6-desoxyglucose.
Die Bestimung der Aktivitit der dTDP-D-Glucose-4,6 Dehydratase erfolgte abgewandelt
nach Wang und Gabriel (1969) und Okazaki et al. (1962).

Folgender Ansatz wurde fiir die praparative Umsetzung von dTDP-D-Glucose zu dTDP-4-
keto-6-desoxyglucose gewihlt (Verseck 1997)

Priparative Umsetzung mit RmlB:

Tris/HCI, pH 7,5 300 pmol

dTDP-Glucose 164 umol (entspricht100 mg)
Rohextr. RfbB 120 nKat

Endvolumen 6 ml

Fir die Umsetzug der dTDP-D-Glucose wurde Rohextrakt von E. coli
BL21(DE3)/pSVW701, der das Enzym RmlIB aus Salmonella enterica B iiberexprimiert,
(Verseck, S., 1997) eingesetz. Der Ansatz wurde fiir eine Stunde bei 37°C inkubiert. Die
Reaktion wurde durch einminiitiges Kochen abgestoppt. Die Proteine wurden durch
Zentrifugation abgetrennt. Der Uberstand mit der dTDP-4-Keto-6-desoxyglucose wurde fiir
die Bestimung einer moglischen Aminotransferaktivitit (s. 3.6) weiter verwendet.
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2.15 Umsetzung von Ribose-5-phosphat und Hydroxypyruvat zu 2-epi-5-epi-Valiolon

Die in Schirken U. 1997 beschriebene Umsetzung von Ribose-5-phosphat und
Hydroxypyruvat zu Sedoheptulose-7-phosphat sollte in dem Puffersystem, welches fiir die
Zyclisierung von Sedoheptulose-7-phosphat von Stratmann (1997) entwickelt wurde,
erfolgen. Der Ablauf des gekoppelten Tests ist in Abb. 2.1 dargestellt.

CH,OH
o H c=0
N\ / |
\C HO—C—H
| | H HQC OH
H—C—OH H—C—OH
! E——— _I —
CH, OH H—C—O0H H—C—o0H
| | Transketolase |
c=0 + H—Cc—OH H—C—OH
CH, CH,0 0% CH,0 OF
Hydroxypyruvat Ribose-5-phosphat Sedoheptulose-7-phosphat 2- epi -5- epi -Valiolon

Abb. 2.1: Umsetzung von Ribose-5-phosphat und Hydroxypyruvat zu 2-epi-5-epi-Valiolon

Die Herstellung des AcbC Proteins ist in 3.5.1 beschrieben. Die Enzymtests wurden bei
30°C iiber Nacht inkubiert.

Zuzammensetzug des gekoppelte Enzymtest :

0,5 mM Thiaminpyrophosphat (TPP)
10 mM Ribose-5-phophat

10 mM Hydroxypyruvat

1 Unit Transketolase

4 mM CoCl,

2 mM NAD"

variable m Expressionsextrakte (AcbC)
ad 50 m Kaliumphosphatpuffer pH 7,5

2.16 Nachweis der Aminotransferaseaktivitiat

Es wurden verschiedene Enzymtests mit dem AcbV-Protein (kurze und lange Versionen
aus Actinoplanes sp.) und AcbB-Protein (aus S. glaucescens ) in zellfreien Extrakten nach
Yohana et al. (1985) durchgefiihrt (vgl. 3.4). Als Substrat diente dTDP-4-Keto-6-
desoxyglucose (2.14) und als Aminodonoren L-Glutamat, L-Glutamin, L-Asparagin, L-
Aspartat, L-Ornithin und 4-Aminobutyrat. Die Ansédtze wurden fiir eine Stunde bei 37°C

inkubiert. Die Reaktion wurde durch einminiitiges Kochen abgestoppt. Die Proteine wurden



Material und Methoden 35

durch Zentrifugation abgetrennt. Die Uberstinde wurden durch HPLC-Analysen
charakterisiert (2.17).

Es wurden verschiene gekoppelte Enzymtests entwickelt (vgl. 3.6). Als Substrate dienten
jeweils 2-epi-5-epi-Valiolon (2.15 oder von O. Block (pers. Mitteilung) synthetisiertes 2-epi-
5-epi-Valiolon) und dTDP-4-Keto-6-desoxyglucose (2.14) und als Aminodonoren jeweils 4-
Aminobutyrat und L-Glutamat.

4-Aminobutyrat als Aminodonor:

Zuzammensetzug des Enzymtestes nach Zaboura et al. (1978):

1 mM Substrat (s 3.6.1)
1 mM Aminobutyrat
1 mM NADP"
0,1 mM PLP
0,5 Unit SSDH
variable m Expressionsextrakte (AcbV oder AcbB)
ad 1 ml Kaliumphosphatpuffer pH 7,2

L-Glutamat als Aminodonor:

Zuzammensetzug des Enzymtestes:

0,2 mM Substrat a) oder b)
0,2 mM L-Glutamat
0,1 mM NAD"
0,1 mM FAD"
0,1 mM CoA
0,1 mM TPP
0,1 mM PLP
0,5 Unit a-KGDH
variable m Expressionsextrakte (AcbV oder AcbB)
ad 1 ml Kaliumphosphatpuffer pH 7,2

Die Reaktionen wurden durch Zugabe von Substrat gestartet. Die Zunahme von NADH
bzw. NADPH wurden spektroskopisch bei | 340nm beobachtet (Perkin Elma Lambda 2). Die
Berechnung der NADPH und NADH Umsatz erfolgte nach der Formel:

DE=exdxc DE = Extinktionséinderung
€ = molarer Extinktionskoefizient
(NADH = 6,2 x 10° I/mol x cm)
d = Schichtdicke der Kuvette (cm)

¢ = Konzentration
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2.17 Hochdruckfliissigchromatographie-Analyse

Zur Analyse Nukleotid-aktivierter Zucker wurde die Hochdruckfliissigchromatographie
(HPLC) eingesetzt. Die HPLC-Trennungen wurden mit einer Anlage der Firma Beckman
(Beckman Instruments, Miinchen), bestehend aus Detektormodul 166, Solventmodul 125 und
Autosampler 502 mit 20 pl Probenschleife, durchgefiihrt. Folgende Trennsysteme wurden

modifiziert nach Payne und Ames (1982) verwendet:

"reversed phase' Chromatographie (Verseck 1997):

Séule: Eurospher 100 C18; 250 x 4,6 mm, 5 um (Knauer, Berlin)
Laufmittel A:  Kaliumphosphatpuffer pH 6 30 mM
Acetonitril 2%
Tetrabutylammoniumhydrogensulfat 5 mM
Laufmitte] B:  Acetonitril 100%
Elutionsprogramm: FluBrate: 1,5 ml/min

von 0% B nach 40% B in 60 min (interne Gradientenkurve 4).
Redquilibriert wurde die Séule fiir 15 min. mit 100% A

Alle Laufmittel wurden vor der Benutzung in einer Sterilfilter-Einheit mit einer MF12-
Membran (PorengréBe: 0,2 um; Schleicher & Schiill, Bassel) entgast.

Die Detektion fand bei 260 nm statt. Die Auswertung der Elutionsprofile erfolgte mit dem
Computerprogramm "Gold" Version 711U (Beckman Instruments, Miinchen). Die Identi-
fizierung Nukleotid-aktivierter Zucker erfolgte durch Co-Chromatographie und Vergleich der
Retentionszeiten mit Standardsubstanzen. Fiir die Quantifizierung der Zucker wurde mit
Standardsubstanz eine Dreipunkteichung der Peakflichen in Abhéngigkeit von der Konzen-

tration vorgenommen.

2.18 Diinnschichtchromatographie

Die Uberpriifung der Umsetzung von Ribose-5-phosphat und Hydroxypyruvat zu 2-epi-5-
epi-Valiolon erfolgte auf Kieselgelfolien mit dem Laufmittel Butanol/Ethanol/A.dest. (9:7:4),
wobei Aliquots aus entsprecheden Reaktionsansitze analysiert wurden. Durch Bespriihen der
DC-Folien mit dem Cer-Reagenz (2.2.2) und anschlieender Entwicklung bei 90°C wurden
die verschiedenen Reaktionsansitze analysiert. Auch bei der Uberpriifung der moglichen
Aminotransferaseaktivitit wurden Kieselgelplatten verwendet. Die Detektion von
Aminogruppen-enthaltenden Verbindungen erfolgte durch Bespriihen mit Ninhydrin Reagenz
(2.2.2) und Entwicklung bei 110°C
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2.19 Computerprogramme

Fiir die Analyse von DNA- und Aminosduresequenzen wurden die Programme DNA-
Strider 1.1 (Marck 1988), Brujene Il (Vara), das BLAST-Programmpaktet (Altschul et al.
1990), FASTA 1.4 x 2 (Pearson und Lipman 1988) und ClustalV (Higgins 1991) verwendet.
Von Nukleinsduren abgeleitete Aminosduesequenzen wurden mit den aktuellsten verfligbaren
Versionen der SWISSPROT- und GENBANK-Datenbanken verglichen. Hydrophobizitits-
profile von Aminoséduresequenzen wurden unter Verwendung des Algorithmus von Kyte und
Doolittle (1982) berechnet.



Ergebnisse 38

3 ERGEBNISSE

Da zu Beginn dieser Arbeit nicht bekannt war, welche Enzyme am spezifischen N-
Metabolismus und -Einbau wéhrend der Acarbosesynthese in Actinoplanes sp. beteiligt waren,
sollten zunichst die Gene fiir Glutaminsynthetasen und Aminotransferasen gesucht werden
(vgl. 1.8). Abhidngig von den Befunden sollte dann flexibel verfahren werden, um deren

Funktion und Beteiligung an der Biosynthese zu charakterisieren.
3.1 Glutaminsynthetasen aus Actinoplanes sp.

3.1.1 Glutaminsynthetase I (g/nA)

3.1.1.1 Amplifizierung und Klonierung eines g/in4 Fragments

Das glnA-Gen sollte mittels heterologer PCR aus der genomischen DNA von Actinoplanes
sp. amplifiziert werden. Dazu wurden auf der Basis bekannter g/n4-DNA-Sequenzen
geeignete Oligonukleotide abgeleitet. Als Grundlage fiir die Synthese der Primer fiir die glnA-
PCR (MD14 - MDI17) diente ein Sequenzvergleich zwischen den GInA Proteinen aus S.
viridochromogenes und S. hygroscopicus, wobei das als MD16 bezeichnete Oligonukleotid
den Bereich der Adenylierungsstelle des Proteins umfafite (Abb. 3.1.2). In einer unter
Standardbedingungen (2.6.6) durchgefiihrten PCR mit chromosomaler DNA von Actinoplanes
sp. wurden mit der Primerkombination MD14/16 ein DNA-Fragment amplifiziert, das der
erwarteten Ldnge von ca. 1 kb entsprach. Das DNA-Fragment wurde in den mit Hincll
hydrolysierten pUC18 Vektor zu pMD?7 kloniert. Die aus der anschlieBend bestimmten
Nukleotidsequenz abgeleitete Aminosduresequenz zeigte die erwartete signifikante

Ahnlichkeit zu bereits bekannten Glutaminsynthetase von Typ I (Tab. 3.1.1).
3.1.1.2 Screening einer Genbank mit der gln4-Gensonde

Eine GEM12 Genbank von Actinoplanes sp. (M. Jarling, pers. Mitteilung) wurde mit
einem 1 kb Pstl/Xbal Fragment aus dem Plasmid pMD7 gescreent. Es wurden vier
rekombinante Phagen isoliert, die als 1GSI, 2GSI, 9GSI und 10GSI bezeichnet wurden. Die
DNA des rekombinanten Phagen 1GSI wurde prépariert, SstI und BamHI hydrolisiert und
anschliefend mit der o.g. Sonde hybridisiert. Zwei hybridisierende DNA-Fragmente, ein 2,8
kb Ssfl und ein 3,5 kb BamHI DNA-Fragment, wurden mit entsprechend hydrolysiertem
Vektor pUCI18 ligiert. Die weitere Analyse der resultierenden Plasmide pMD14.3 und
pMD14.2 fiihrte zu den in Abb. 3.1.1 dargestellten Restriktionskarte. Nach Subklonierung
iiberlappender Restriktionsfragmente konnte die DNA-Sequenz des Actinoplanes sp. ginA-

Gens ermittelt werden (Anhang 1).
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Abb. 3.1.1 Restriktionskarte des gln4-DNA-Bereiches von Actinoplanes sp.. Ausgewéhlte Schnittstellen fiir
Restriktionsendonukleasen sind dargestellt. Die relative Lage der aus den Plasmiden pMD14.3 und pMD14.2 zur
Sequenzierung subklonierten DNA-Bereiche ist dargestellt. Abk.: S = Ss#I, B = BamHI, E = EcoRI, P = Pstl, Sm
= Smal.

3.1.1.3 Analyse der DNA- und abgeleiteten Aminosiuresequenz des glnA-Gens aus

Actinoplanes sp.

Es wurde ein 1422 bp grosser offener Leserahmen (g/nA) identifiziert, dessen G+C-Gehalt
mit 66% fiir Actinomyceten recht gering ist. Mit 61%, 42% und 95% an Position 1, 2 bzw. 3
entsprach die G+C-Verteilung der typischen Codonverwendung bei Streptomyceten. Die
Linge der aus dem offenen Leserahmen abgeleiteten Proteinkette betridgt 474 AS. Vergleiche
der Aminosduresequenz mit den bereits bekannten Proteinen von S. viridochromogenes und S.
coelicolor ergab eine Sequenzidentitét von ca. 70% (Tab. 3.1.1, Abb. 3.1.2).

Tab. 3.1.1 Ahnlichkeit der GSI-Aminosiuresequenzen verschiedener Eubakterien. (% Identitit)

Actinoplanes sp.  S. viridochromogenes S. coelicolor — Frankia alni  Rhizobium

meliloti
Actinoplanes sp. 100 70,0 70,8 67,1 50,2
S. viridochromogenes 100 90,6 66,4 50,7
S. coelicolor 100 67,5 51,9
Frankia alni 100 56,5

Rhizobium meliloti 100
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Abb. 3.1.2 Sequenzvergleich von GInA-Protein aus verschiedenen Actinomyceten. GInA Proteine aus
Actinoplanes sp. (Act., diese Arbeit), S. viridochromogenes (S. vir.) und S. coelicolor (S. coe.). Die konservierte
Adenylierungsstelle ist umrandet dargestellt. Bereiche, die fiir die Ableitung von PCR-Primern verwendet
wurden, sind mit Pfeilen dargestellt. Identische Aminosduren sind durch einen Stern (¥*) und konservative
Austausche durch einen Punkt (.) markiert.
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3.1.2 Glutaminsynthetase 11 (g/nll)
3.1.2.1 Amplifizierung und Klonierung eines ginl/I-Genfragments

Das ginll Gen sollte mittels PCR direkt aus der genomischen DNA von Actinoplanes sp.
amplifiziert werden. Es wurden Oligonukleotid-Primer (MD12 und MDI3) aus
hochkonservierten Bereichen von GlInll-Proteinen (Behrmann et al. 1990) abgeleitet unter
Verwendung der Streptomyceten-spezifischen Codonverwendung (Wright und Bibb 1992).
Mit dem Primerpaar konnte unter Standardbedinungen (2.6.6) ein DNA-Fragment mit der
erwarteten Grosse von 490 bp amplifiziert werden. Das DNA-Fragment wurde in den mit
Hincll hydrolysierten Vektor pUC18 zu pMDS5 kloniert und sequenziert. Die aus der teilweise
bestimmten Nukleotidsequenz abgeleitete Aminosduresequenz zeigte eine signifikante

Ahnlichkeit zu bereits bekannten Glutaminsynthetasen von Typ II.
3.1.2.2 Screening einer Genbank mit einer gln/I-Gensonde

Die 1 GEM12 Genbank von Actinoplanes sp. wurde mit einer fiir das g/n/l-Gen
spezifischen Sonde (400bp Pstl/Xbal Fragment aus dem Plasmid pMDS5) gescreent. Es
wurden drei rekombinante Phagen isoliert (1GSII, 8GSII und 11GSII), die mit der Sonde
hybridisierten. Die DNA den rekombinanten Phagen 1GSII wurde prépariert, Ss¢I hydrolysiert
und gegen die o. g. g/nll Sonde hybridisiert. Ein 7 kb grofles Fragment hybridisierte mit der
Sonde. Dieses wurde in pUCI18 kloniert. Das resultierende Plasmid pMD15 wurde durch
Restriktionsanalyse und Hybridisierung kartiert (Abb. 3.1.3). Nach der Subklonierung
iiberlappender Restriktionsfragmente konnte nachgewiesen werden, dass die DNA-Sequenz

des Actinoplanes sp. ginll-Gens nicht komplett auf pMD15 liegt.

S P PB K K S
ginll 1 kb
[——A
K s
B P B K L '
P e pMD15 7
pMDL 52 pMDL 55
B B KK
pMD1 5.1 pMD1 56
P P
pMD1 53

Abb. 3.1.3 Restriktionskarte des klonierten Bereiches des glnll Gens. Ausgewdhlte Schnittstellen fiir
Restriktionsendonukleasen sind dargestellt. Die relative Lage der aus dem Plasmid pMD15 zur Sequenzierung
subklonierten DNA-Bereiche ist dargestellt. Abk.: S = SstI, B = BamHI, K = Kpnl, P = Pstl.
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3.1.2.3 Analyse der DNA- und abgeleiteten Aminosiuresequenz des ginll-Gens aus

Actinoplanes sp.

Es wurde ein 477 bp grosser Bereich eines offenen Leserahmens (g/n/l) identifiziert, dessen
G+C-Gehalt 69,8% betragt. Mit 68%, 52% und 88,7% an Position 1, 2 bzw. 3 entsprach die
G+C-Verteilung der typischen Codonverwendung bei Streptomyceten. Die Liange der aus dem
sequenzierten DNA-Bereich abgeleiteten Proteinkette betrdgt 159 AS. Vergleiche der
Aminosduresequenz des C-terminalen Bereiches des Proteins mit den bereits bekannten

Proteinen von S. viridochromogenes und S. coelicolor ergab eine Sequenzidentitit von ca.

83% (Tab. 3.1.2, Abb. 3.1.4).

Act.

S.vir.
S.coe.

Act.

S.vir.
S.coe.

Act.

S.vir.
S.coe.

Act.

S.vir.
S.coe.

Act.

S.vir.
S.coe.

Act.

S.vir.
S.coe.

Act.

S.vir.
S.coe.

Abb. 3.1.4 Sequenzvergleich von GInlI aus verschiedenen Actinomyceten. GInll Proteine aus Actinoplanes
sp. (Act., diese Arbeit), S. viridochromogenes (S. vir.) und S. coelicolor (S. coe). Bereiche, die fiir die Ableitung
von PCR-Primern verwendet wurden, sind mit Pfeilen dargestellt. Identische Aminoséuren sind durch einen Stern

MTFKAEYIWIDGTEPTAKLRSKTKIITGQPAGLDALPIWGEDGSSTNQAE
MTFKAEYIWIDGTEPTAKLRSKTKIITAAPAGLDALPVWGEDGSSTNQAE

GHSSDCVLKPVFTCPDPIRGGDDILVLCEVLNIDLTPHASNTRAALAEVA
GSSSDCVLKPVFSCPDPIRGGEDILVLCEVLDTDMTPHPSNTRAALAELS

ERFAAQEPIFGIEQEYTFFQODGYPLGFPKGGFPAPQGGYYCGVGADEIFG
ERFAAQEPVFGIEQEYTFFKGTRPLGFPEGGFPAAQGGYYCGVGSDEIFG

———————————————————————————— QWEFQVGPVAPLQVSDHLWVAR
RDVVEAHLDNCLKAGLAISGINAEVMPGQWEFQVGPVSPLEVSDHLWVAR
RDVVEAHLENCLKAGLGISGINAEVMPGQWEFQVGPLAPLEVSDQLWVAR

*kkkkkk*k Kk kkk Kkkkk*k

WLLYRIAEDFGISATLDPKPVKGDWNGAGAHTNEFSTKAMRDNYAATIITAA
WLLYRTAEDFDVAATLDPKPVKGDWNGAGAHTNEFSTKAMRESYDATIITAA
WLLYRTAEDFEVSATLDPKPVKGDWNGAGAHTNEFSTKAMREGYDAIITAA

Kk kkk Kk k*k kA kA k kA k kA k kA khkhkrkkhkhAkrxkhkkxkkx% * kkkkkk

ESLGK--RROEHVDGYGAGIEHRLTGLHETAPWTEYSYGVSDRGASVRIP
ESLGEGSKPLDHVKNYGAGIDDRLTGLHETAPWNEYSYGVSDRGASVRIP
ESLGEGSKPMDHVKNYGAGIDDRLTGLHETAPWNEYSYGVSDRGASVRIP
* Kk Kk * . LKk Kkkok k| Kk K AXKKKEAAK KAAXK KK AR KK KA XK
MD13 e
WOVEKDGKGYIEDRRPNANVDPYVVTRLLIDTCCAAL---AQA
WOVEKDGKGYIEDRRPNANVDPYVVTRLLVDTCCSALEKAGQV
WOVEKDGKGYIEDRRPNANVDPYVVTRLLVDTCCTALEKAGQV

AhkkhkhAkk kA khhkhAkk kA khkhkkhkhkhkkhrkkhrkkhx* *k*k*x %% *

(*) und konservative Austausche durch einen Punkt (.) markiert.
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Tab. 3.1.2 Ahnlichkeit der GSII-Aminosiuresequenzen verschiedener Eubakterien in einem C-terminalen
Bereich von 165 AS. (% Identitét)

Actinoplanes sp.  S. viridochromogenes ~ S. coelicolor ~ Frankia alni  Rhizobium

meliloti
Actinoplanes sp. 100 83,0 83,0 54,3 40,4
S. viridochromogenes 100 91,5 59,9 46,6
S. coelicolor 100 59,9 459
Frankia alni 100 43,4
Rhizobium meliloti 100

3.2 Sekundirmetabolit-Aminotransferasen (SMATS)

Aminogruppen iibertragende Enzyme, die iiberwiegend von Genclustern der Antibiotika-,
Lipopolysaccharid- bzw. anderer Sekundérmetabolit-Biosynthesen codiert werden, gehdren zu
einer neuen Unterfamilie von Aminotransferasen. Vertreter dieser Subfamilie wurden als
“sekunddrmetabolische Aminotransferasen (SMATs) oder Ketozucker- und Ketocyclit-
aminotransferasen bezeichnet (Piepersberg 1994, Piepersberg und Distler 1997). Alle Vertreter
dieser Proteinfamilie weisen acht hochkonservierte Motive bzw. Aminosdurepositionen und
einen konservierten Lysin-Rest auf. Eine Ausnahme bilden die Pyridoxaminphosphat-
abhingigen Dehydratasen RfbH und AscC, die an Stelle des Lysins einen konservierten
Histidin-Rest aufweisen (Abb. 3.2.1). Die hochkonservierten Reste Asp-173 und Lys-202
bezogen auf StsC, sind wahrscheinlich durch Interaktion des N-1-Atoms des Cofaktors
Pyridoxalphosphat an der Bildung der Schiff-Base beteiligt (Pascarella und Bossa 1994).

Unter der Voraussetzung, dass der Einbau des Stickstoffes in Acarbose durch
Transaminierung der dTDP-4-Keto-6-deoxy-D-glucose erfolgt, machte dieses die Beteiligung
einer SMAT plausibel und sogar sehr wahrscheinlich. Die aus der bisher klonierten und
bestimmten Nukleotidsequenz  abgeleiteten = Aminosduresequenzen des  Acarbose-
Biosynthesegenclusters zeigten jedoch keine signifikanten Ahnlichkeiten zu dieser Protein-
Subfamilie (Stratmann 1997). In dieser Arbeit wurde die Identifizierung eines
Aminotransferasegens, das in Nachbarschaft zum bisher bekannten Acarbose-
Biosynthesegenclusters auf dem Chromosom von Actinoplanes sp. liegen und an dem

Acarbose-Stoffwechsel beteiligt sein sollte, vorgenommen.
3.2.1 Amplifizierung und Klonierung von zwei SMAT-codierenden DNA-Fragmenten

Die Suche nach Genen fiir Aminotransferasen vom SMAT-Typ wurde mittels heterologer
PCR und mit der genomischen DNA von Actinoplanes sp. als Template durchgefiihrt. Dazu
wurden aus den auf AS-Ebene hochkonservierten Bereichen geeignete Oligonukleotide
abgeleitet (MS1 - 4 und MDS5 - 11, s. Tab. 2.4; Abb. 3.2.1). Es wurden verschiedene PCR-
Ansitze durchgefiihrt, wobei die Anlagerungstemperaturen zwischen 30°C und 45°C variierten

und die Oligonukleotidkombinationen gewechselt wurden. In einer durchgefiihrten PCR



Ergebnisse 44

wurde bei einer Anlagerungstemperatur von 40°C und einer Verldngerungszeit von 30 sec.
mit der Oligonukleotidkombination MS1/3 ein 278 bp Fragment, das der erwarteten Linge
entsprach, amplifiziert. Das DNA-Fragment wurde in Hincll hydrolysiertem Vektor pUC18 zu
pMD1 (smat2) kloniert und sequenziert. In einer anderen PCR wurde bei gleicher
Anlagerungstemperatur und Verlidngerungszeit fiir die MD9/10 Oligonukleotidkombination e
in 366 bp DNA-Fragment amplifiziert. Dieses Fragment entsprach auch der erwarteten Linge
und wurde in Hincll hydrolysiertem Vektor pUCI8 zu pMD3 (smatl) kloniert und
sequenziert. Die aus der smatl-Nukleotidsequenz abgeleiteten Aminosduresequenz, die den
konservierten Lysinrest enthielt, zeigte eine 69%ige Identitit mit der Aminosduresequenz von

StsC, die aus der smat2-Nukleotidsequenz abgeleitete Aminosduresequenz eine von 45%.

3.2.2 Lokalisation der smatl- und smat2-kodierenden DNA-Bereiche im Genom von

Actinoplanes sp.

Mit Hilfe der Southern-Hybridisierung sollte die Restriktionskarte der beiden SMAT-Gene
bestimmt werden. Damit sollte die Frage geklart werden, ob sie in der chromosomalen
Umgebung des bisher klonierten Acarbose-Biosynthesegenclusters lagen. Dafiir wurden
verschiedene  Cosmide, die die chromosomale Umgebung des  Acarbose-
Biosynthesegenclusters von Actinoplanes sp. tragen, mit den smatl- und smat2-Gensonden
gescreent (s. 2.6.4 und 2.6.5). Die Hybridisierungen gegen die DNA der Cosmide pES7.12K4,
pES7.12KS, pES7.12K9 und pES7.12K10 einer Bank, die bei der Bayer AG erstellt worden
war (E. Schmidt und H. Apeler, pers. Mitteilung), hydrolysiert mit den Restriktionsenzymen
BamH]I, Sstl und Pstl, erbrachten jedoch keine Signale. Daraus ergab sich ein guter Hinweis,
dass keine der so gefundenen SMAT-Gene im oder benachbart zum Acarbose-
Biosynthesegencluster lagen.

Um die gefundenen SMAT-Gene distinkten chromosomalen Fragmenten zuordnen zu
konnen, wurden die klonierten Fragmente mit chromosomaler Actinoplanes sp. DNA,

hybridisiert und die in Tabelle 3.2.1 aufgefiihrten Signale erhalten.

Tab. 3.2.1 Mit der smatl- und smat2-kodierenden
DNA hybridisierende genomische DNA-Fragmente
in Actinoplanes sp..

Enzym SMATI SMAT2
Bglll 3 7
BamHI 3 2.3
Psi 2,5 >1

Sstl 2,2 6,5
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StsC MDSSLAISGGPRLSNREWPRWPQPGDRALKSLEDVLTSGRWTISCAYQGRDSYERQFASAFADYCGSAMCVPISTGT--A- 79
EryCl MDVPFLDLQ--AAYLELRSDIFQACRRVLGSGWYL-HGPEE-EAFEAEFAAYCENAHCVTVG---SGC-DAL 62
LmbS MSDYIPF-——--—- AA-PCFDTAEEEAVLRVVRSGWGVSTGAE-AQSFEEEFAAYIGVAH-AVAL---TSC-TAA 61
RifD MNARKAPEFPAWPQY-DD-AERNGLVRALEQGQWWRMGGDE-VNSFEREFAAHHGAAHGLAV-TN---GT-HA- 24
RfbH MTANNLREQISQLVAQYANEALSPKPFVAGTSVVPPSGKVIGAKELQLMVEASLDG-WLTTGRFNDA--FEKKLGEFIGVPHVLTTTSGSSANLL--AL-TAL 97
gt A
SmaTl DEVIVPAFTFIATAQAVVAAHAVPVEVDID-P-——--- RTYCLDPTAAEAAITGRTRAIMPVHVHGLPADVPALRALADRHGLALVEDASH
SmaT2 DEVIVPSFSFAASANAVRLAGATPVFADID-P---—— VTFCIDPDAVAAAITPRTVAIMPVHLYGHPAAMDRIMPLAEAHGLSQIEDCAQ
StsC SLATIALEACGVGAGDEVIVPGLSWVASASAVLGINAVPVLVDVD-P--—-- ATYCLDPAATEAAITERTRAITVVHAYSAVADLDALLDIARRHGLPLIEDCAH 176
EryCl --ELSLVALGVGQGDEVIVPSHTFIATWLGVP-VGAVPVPVEPEG-----— VSHTLDPALVEQAITPRTAAILPVHLYGHPADLDALRAIADRHGLALVEDVAQ 160
LmbS -LHVALKAIGIGPGDEVIVPTMTFVATATSVVHAGAAPVLADVG-P--—-- EHLTFDPDQVKSLITERTKAVVPVHLFGRMAAMEPLRELCDSHGLTLLEDAAH 158
RifD —-LELALQVMGVGPGTEVIVPAFTFISSSQAAQRLGAVTVPVDVDA-—-——— ATYNLDPEAVAAAVTPRTKVIMPVHMAGLMADMDALAKISADTGVPLLQDAAH 161
RfbH T-SPKLGERALKPGDEVITVAAGFPTTVNPAIQNGLIPVEVDVDIP--——-— TYNIDASLIEAAVTEKSKAIMIAHTLGNAFNLSEVRRIADKYNLWLIEDCCD 193
GDeVI vH G ViED**

SmaTl AHSARIGDAVAGSFGDAAGQSLMADKNFPLGGEGG

StsC AHGAGFRGRPVGAHGAAGVFSMQGSKLLTC-GEGGALVTDDADVALRAEHLRADGRV-—-=—-—-=———=— VRREPV-G-VGE-MELEETGRMMGSNACLSEFHAA 262

EryCl AVGARHRGHRVGAGSNAAAFSFYPGKNLGALGDGGAVVTTDPALAERIRLLRNYGSK KYVHEVR----GTNARLDELQAA 236

LmbS TLPARDGDAVAGRAGDASAFSFFATKPITTA-EGGMLCTDDARVADEARRWSLHGLS-—-==- RGAVVNRYRPGHSAAYDVDRPGHKYNMSDLA--AALGRAQLA 236

RifD AHGARWQGKRVGELDSIATESFQNGKLMTA-GEGGAVVFPDGETEKYETAFLRHSCG RPRDDRRYFHKIAGSNMRLNEFSAS 242

RfbH ALGTTYEGQMVGTFGDIGTVSFYPAHHITM-GEGGAVFTKSGELKKIIESFRDWGRDCYCAPGCDNTCGKRFGQQOLGSLPQGYDHKYTYSHLGYNLKITDMQAA 297
G S * GeGG *o* * *

StsC VLLDQLELLDGQNARRTR-AADHLTDRLSELGMTAQATAPGTTARAYYRYLVRLPDEVLAVAPVERFAHALTAELG-FAVTQTHRPLNDNPLNRPSSRRRFATD 344
EryCl VLRVKLRHLDDWNARRTTLAQHY-QTELKDVPGITLPETHPWADSAWHLFVLRCEN--—-—---—— RDHLQRHLTDAGVQTLIHYPTPVHLSPAYADL-GLPPGS 329
LmbS KAGR-L-H-----ARRTAIAEVYLRE-LAGLDRLELPAADTATNRSSWYLFPVRVHGHRRD--AFRQRL-HALGVGT-SVHFEPLHRFTWLRDHVVRTGQ--G- 333
RifD VLRAQLARLDEQIAVRDEPWTLLSRLLGAID-GVVPQGGDVRADRNSHYMAMFRIPGLTEE---RRNALVDRLVEAGLPA-FAAFRAIYRTDAFWEL-GAPDES 343
RfbH CGLAQLERVEEFVEQRKANF-SYLKQGLQSCTEFLELPEATEKSDPSWFGFPITLKE-TS--GVNRVELVKFLDEAKIGTRLLFAGNLIRQPYFANVKYRVVGE 398

R
StsC A--AYLERVDPSRFDLPAARKRAHE--SVVS-———=————————— FS-H-EVLLAPLDAIDDIARAFRKVLDNVRE-VSR 424
EryCl FPVAESLAGEVLSL-P IGPHLSREAADHVIATLKAGA 365
LmbS FPVADAAADTLVSL-PVFPAMHDD----AAVSRVV----AAV--RRA---HDEA---GR 382
RifD VDAIARRCPNTDAISSDCVWLHH--—--—————————=———— RVLLAGEPELHATEAIIADAVGRA 388
RfbH LTNTDRIMNQTFWIIGIYP GLTTEHLDYVVSKFEEFFGLNF 437

Abb. 3.2.1 Sequenzvergleich der Aminosidure von SmaT1, SmaT2 und StsC-verwandten Vertretern dieser
Enzymfamilie. Die aus der PCR-Nukleotidsequenz abgeleitete Aminosduresequenz , SmaTl und SmaT2
stammen aus Actinoplanes sp.. StsC aus S. griseus (Ahlert 1997), EryCl aus Saccharopolyspora erythraea
(Dillon et al.1989), LmbS aus S. /incolnensis (Peschke et al. 1995), RifD aus Amycolatopsis mediterranei (Kim
et al. 1992) und RfbH aus Salmonella enterica B (Jiang et al. 1991). Hochkonservierte AS-Reste sind mit grof3en
bzw. kleinen Buchstaben versehen. Der konservierte Lysinrest in der PLP-abhingigen Unterfamilie und die
konservierten Cysteinreste in der Dehydratase-Unterfamilie sind (Sterne) fett gedruckt. Die Zahlen geben die
Positionen innerhalb der Proteine an.

3.3 Identifizierung eines Aminotransferasegens aus Actinoplanes sp. und der

benachbarten Gene innerhalb des Acarbose-Biosynthesegenclusters

Transaminierungsreaktionen stellen den weitaus groBten Anteil aller biochemischen Wege
des Stickstoffeinbaus in biologische Molekiile, Sie sind daher fiir den Stickstoffmetabolismus
von entscheidender Bedeutung und spielen eine wichtige Rolle sowohl beim anabolen als
auch beim katabolen Stoffwechsel. Die Aminotransferase-Superfamilie gehért zu der a-
Familie der PLP-abhéngigen Enzyme (Alexander et al. 1994). Die Aminotransferasen lassen
sich in die Familien I-IV einteilen (Mehta et al. 1993). Neben der Hypothese einer SMAT-
Beteiligung beim Einbau des Stickstoffes in Acarbose besteht die Moglichkeit, dass die
beteiligte Aminotransferase zu einer anderen Subfamilie gehoren konnte. Die bisherigen
experimentellen Arbeiten zeigten, dass die zwei identifizierten SMAT kodierenden Gene,
smaTll und smaT2, bei Actinoplanes sp. nicht in der chromosomalen Umgebung des bisher
klonierten Acarbose-Biosynthesegenclusters liegen (s. 3.2.2). Deswegen wurde eine
Beteiligung der beiden Aminotransferasen, SmaTl und SmaT2, an der Biosynthese der

Acarbose ausgeschlossen.
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Pseudooligosaccharide mit einer zum Amylostatin-Gruppe (Acarbose) homologen Struktur
werden von einer Reihe von Streptomyces Arten gebildet (s. 1.2). Die Biosynthesegene fiir
Pseudooligosaccharide aus diesen Stimmen sind bislang noch nicht intensiv untersucht
worden. Es wurden bisher nur aus S. glaucescens GLA.0 Biosynthesegene, die fiir die
Biosynthese von a-Amylase-Hemmstoffe kodieren, isoliert (Hoechst Patent DE19622783).
Eines der dabei charakterisierten Gene (achbB; Genprodukt zur Vermeidung von
Verwechslungen im folgenden AcbBSg genannt) kodiert fiir ein Protein mit hoher Homologie
zu Aminotransferasen (z. B. 30% GabT aus E. coli), die zu der Subfamilie III der PLP-
abhiangigen Aminotransferasen gehoren. Es wurde spekuliert, dass AcbBSg fiir den Einbau
des Stickstoffes in die a-Amylase hemmenden Pseudooligosaccharide verantwortlich sein
konnte. Ein dazu &hnliches Gen wurde bisher nicht in der N&he des Acarbose-
Biosynthesegenclusters identifiziert. Daher wurde zunédchst die Suche nach einem homologen
Gen im Genom von Actinoplanes sp. vorgenommen. Sollte ein zu AcbBSg dhnliches Gen
gefunden werden, gélte es anschliefend eine mogliche Beteiligung des Genproduktes an der

Biosynthese von Acarbose zu iiberpriifen.
3.3.1 Amplifizierung und Klonierung von achB aus S. glaucescens GLA.0

Um eine Gensonde flir die Suche nach einem Gen, das eine AcbBSg entsprechende
Aminotransferase kodiert, zu priparieren, wurde mittels PCR das achB-Gen direkt aus der
genomischen DNA von S. glaucescens GLA.O amplifiziert. Mit Hilfe der bekannten ach-Gene
aus S. glaucescens GLA.O (Hoechst Patent DE19622783) wurden geeignete Oligonukleotide
abgeleitet. Dabei wurde fiir die spitere Klonierung (s. u.) in Expressionsvektoren am
vermuteten Startcodon des acbB-Leserahmens eine Ndel-Restriktionsschnittstelle (Primer
ATI; s. Tab. 2.4) und eine BamHI-Restriktionsschnittstelle 50 bp stromabwirts des
Stopcodons (Primer AT2; s. Tab. 2.4) eingefiigt. Unter den in Tab. 2.7 aufgefiihrten
Bedingungen wurde unter Verwendung der Vent-DNA-Polymerase ein 1290 bp DNA-
Fragment, das das komplette acbB-Gen umfalite, amplifiziert und mit Hincll hydrolysiertem
Vektor pUCI18 zu pMDATI1Sg ligiert. Durch Restriktionskartierung und Sequenzierung von
pMDATI1Sg wurde die Ubereinstimmung mit dem publizierten Gen achB aus S. glaucescens

belegt.
3.3.2 Southern-Hybridisierungen mit einer achB-Gensonde

Mit Southern-Hybridisierungen sollte festgestellt werden, ob ein achbB-homologes
Aminotransferasegen in der DNA von Actinoplanes sp. SE 50/100 existiert. Das achB-Gen
aus S. glaucescens GLA.O (s. 3.3.1) wurde dazu als heterologe Sonde gegen verschieden
hydrolysierte chromosomale DNA von Actinoplanes sp. benutzt (s. 2.6.5). Es konnte in jedem
Restriktionsansatz ein einzelnes DNA-Fragment identifiziert werden, das mit der Sonde
spezifisch hybridisierte (Tab. 3.3.1).
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Tab 3.3.1 Mit achB aus S. glaucescens GLA.0 hybridisierende
genomische DNA-Fragmente in Actinoplanes sp.

Restriktionenzyme Hybridisierende
DNA-Fragment (kb)

Sstl 12
Sstl/Bglll 7,2
Sstl/Kpnl 7,1
BamHI 2,2
Bglll 7,2
Bglll/Kpnl 5,2
Kpnl 7,1

3.3.3 “Shot gun“ Klonierung das acbB-idhnlichen Aminotransferasegens aus

Actinoplanes sp.

Um das mit achB hybridisierende 5.2 kb Bg/ll/Kpnl DNA-Fragment aus der genomischen
DNA von Actinoplanes sp., zu klonieren, wurde chromosomale DNA mit den
Restriktionsenzymen Bg/Il/Kpnl vollstindig hydrolysiert, elektrophoretisch aufgetrennt und
DNA-Fragmente korrespondierender Grofle isoliert und mit BamHI/Kpnl hydrolysiertem
pUCI19 Plasmid ligiert. Mit Hilfe der Southern-Hybridisierung wurden 500 verschiedene
Plasmide, welche aus Pools von je 25 Plasmid-tragenden Transformanden prépariert wurden,
mittels der acbB-Gensonde und Southern Hybridisierung untersucht. Es konnten zwei
“Plasmid-pools*, die mit der Gensonde hybridisierten, identifiziert werden (Abb. 3.3.1).

Al 23456 78A9 AI1011121314151617A18 A19M2021 A22232425 MS

il w p Q'

Abb. 3.3.1 Isolation von achbV aus einer DNA-Bibliothek von Actinoplanes sp.. Dargestellt ist ein
Autoradiogramm der Hybridisierung mit der acbB-Gensonde aus S. glaucescens GLA.O gegen die resultierenden
“Plasmid-Pools* der “Shot-gun“ Klonierung eines 5,2 kb DNA-Fragmentes aus Actinoplanes sp.. (A) Kpnl
hydrolysierte genomische DNA aus Actinoplanes sp. (1-25) Plasmid-Pools. (M) DNA-Standard. (S) Ncol/BamHI
hydrolysierte genomische DNA aus S. glaucescens GLA.O.

Die Plasmidpriparationen aus den Transformanden-Pools Nr. 4 und 21 wurden
anschlieBend durch Vereinzelung der Stimme und erneuter Southern-hybridisierung (nicht
gezeigt) zwei unabhingige Plasmide, pMD218 und pMD418, isoliert. Beide hybridisierten mit
der acbB-Gensonde und enthielten, wie eine Restriktionsanalyse zeigte, identische 5,2 kb

Bglll/Kpnl DNA-Fragmente aus Actinoplanes sp..
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3.3.4 Analyse des 5,2 kb Kpnl/BgIlll DNA-Fragmentes durch DNA-Sequenzierung

Um das Insert von pMD418 zu sequenzieren, wurden verschiedene Verkiirzungsplasmide,
hergestellt (Tab. 2.3, 2.6.7). Das Insert von pMD418 hatte eine Gesamtldnge von 5128 bp
(Sequenz s. Anhang 2). Unter Beachtung der Kriterien fiir die Streptomyceten-spezifische
Codonverwendung (Bibb et al. 1984; Wright und Bibb 1992) konnten auf dem in Anhang 2
dargestellten DNA-Fragment, vier offene Leserahmen identifiziert werden. Diese erhielten die
Bezeichnungen acbhU, V, Wund X (Abb. 3.3.2).

pavVK285
pavVK182
paVK143
pavK3.11
pavkK102
pVKL.3
pVK124
pVK104
pVK8.3
pVK6.5

VK43 Kpnl BamH]I BamHI BamHI Bglll

pVK2.6 | | | | I
achX achWw achVv acbU

PRVK 6

PRVK 2

pRVK 8

PRVK 39
PRVK 40
pRVK45
pRVK 18
PRVK 16
PRVK 19
1 kb - ____ — DPRVK34
pRVK 47
PRVK 13
PRVK 45

Abb. 3.3.2 Restriktionkarte und Sequenzierungsstrategie fiir das klonierte DNA-Fragment in pMD418.
Dargestellt sind die Restriktionskarte und die vier identifizierten Leserahmen acbU, acbV, acbW und acbX. Die
lange der Rest-DNA in den Verkiirzungsplasmiden sind mit Linien dargestellt.

Es zeigte sich, dass die Gene acbXW einen Gesamt-[G + C]-Gehalt von 69,6 bzw. 70,3
mol% hatten, wohingegen derjenige von achV’U mit 72,5 und 73.9 mol% hoher lag (Tab.
3.3.2). Wie fiir Actinomyceten charakteristisch, fand sich an Position 3 eines jeden Codons zu
90 % ein G oder C (Tab. 3.3.2; Bibb et al. 1984). Die 7 Codons TTA, CTT, ATA, TCT, CCT,
CAA, und AGA wurden nicht verwendet (Tab. 3.3.3). Weiterhin zeigte die Analyse, dass die
Genpaare acbXW und acbVU entgegengesetzt orientiert sind und wahrscheinlich je eine
gemeinsame Transkriptionseinheit bilden, da die jeweiligen postulierten Stopp- und

Startcodons dieser beiden Genpaare miteinander liberlappten.
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Tab. 3.3.2 G+C-Gehalt der Codons der Gene acbU, acbV, acbW und acbX.

Gen G+C-Gehalt gesamt G+C-Gehalt G+C-Gehalt G+C-Gehalt
(%) Position 1 (%) Position 2 (%) Position 3 (%)
achU 73,9 77,6 54,9 89,3
achV 72,5 76,6 50,9 90,0
achW 70,3 70,8 449 95,3
achX 69,6 67,2 49,6 92,2
Tab. 3.3.3: Codonverwendung der Gene achU, acbV, acbW und acbX.
As Codon acbU acbV acbW acbX a As Codon acbU achV acbW acbX a
F TTT - 1 - - 1 Y TAT 1 1 - - 2
TTC 7 13 11 12 43 TAC 8 6 7 8 29
L TTA - - - - - H CAT 5 1 - - 6
TTG 1 2 - 2 5 CAC 10 16 9 2 37
CTT - - - - - Q CAA - - - - -
CTC 6 18 10 18 52 CAG 9 8 10 6 33
CTA 1 - - - 1 N  AAT - 1 - - 1
CTG 33 33 28 30 124 AAC 3 6 4 8 21
I ATT - 1 - - 1 K AAA - 1 1 - 2
ATC 11 12 21 12 56 AAG 1 3 5 1 10
ATA - - - - - D GAT 4 1 3 - 8
M  ATG 3 3 7 4 17 GAC 20 22 25 4 71
A% GTT 1 - - - 1 E GAA 7 7 3 - 17
GTC 10 12 21 10 53 GAG 11 20 12 4 47
GTA - 2 - 2 4 C TGT 1 - - 1 2
GTG 13 22 12 12 59 TGC 3 7 1 - 11
S TCT - - - - - W TGG 6 3 3 4 16
TCC 5 4 4 3 16 R CGT 2 2 - 2 6
TCA 1 1 - - 2 CGC 15 11 15 6 47
TCG 6 6 6 6 24 CGA 3 1 1 1 6
P CCT - - - - - CGG 22 23 22 6 73
CCC 12 5 2 3 22 AGA - - - - -
CCA - 1 - - 1 AGG - 1 - 1 2
CCG 19 16 13 12 60 S AGT - - - 1 1
T ACT - 1 1 - 2 AGC 6 6 9 3 24
ACC 13 19 15 8 55 G GGT 3 5 2 4 14
ACA 4 - 1 - 5 GGC 19 24 17 14 74
ACG 3 6 4 3 16 GGA - 3 2 3 8
A GCT 2 1 - 3 6 GGG 8 11 5 2 26
GCC 30 45 22 25 122
GCA 4 3 1 3 11
GCG 14 14 7 18 53 a Codons 366 432 343 268
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3.3.5 Informationsgehalt der offenen Leserahmen acbU, acbV, acbW und acbX von

Actinoplanes sp.
3.3.5.1 Das Gen achU

Das Genprodukt von achU zeigte eine geringe Ahnlichkeit (25% Identitit) zu einem Protein
Pep2, welches von dem Glycogensynthese-Gencluster aus S. coelicolor kodiert wird (Bruton
et al. 1995). In dem Genom von S. coelicolor kommen zwei Glycogensynthese-Gencluster
vor. Diese haben dhnliche Gene, die die selbe Anordnung zeigen, obwohl die

Nukleotidsequenzen nicht identisch sind. Die Funktion dieser Proteine ist unbekannt.
3.3.5.2 Das Gen acbV

Das von der Nukleotidsequenz abgeleitete Polypeptid AcbV dhnelte Aminotransferasen,
die zu der Aminotransferasesubfamilie III gehoren. Die Tabelle 3.3.5 zeigt die Ahnlichkeit mit
verschiedenen Typ III-Aminotransferasen. Die hdchste Ahnlichkeit bestand dabei aber, wie zu

erwarten, zu AcbBSg aus S. glaucescens GLA.O.

Tab. 3.3.4 Ahnlichkeit von AcbV zu GabT-verwandten (Subfamilie III) Aminotransferasen verschiedener
Eubakterien. (% Identitat)

Actinoplanes  S. glaucescens A. M. S. coelicolor E. coli,
sp. mediterranei  tuberculosis, GabT
GabT
Actinoplanes sp. 100 72,3 27,1 28,6 25,3 30,0
S. glaucescens 100 27,2 30,5 26,1 27,8
A. mediterranei 100 23,7 22,4 27,2
M. tuberculosis, 100 25,4 41,1
GabT
S. coelicolor 100 25,8
E. coli, GabT 100

AcbV Aminotransferase aus Actinoplanes sp. (diese Arbeit), AcbBSg Aminotransferase aus S. glaucescens
(Hoechst Patent DE19622783), putative dNTP-hexose Aminotransferase aus 4. mediterranei (Kim et al. 1998),
putative GabT aus M. tuberculosis (Connor et al. 1996,), putative Aminotransferase aus S. coelicolor
(SC66T3.33, Accesion Nr. e1490128) , GabT aus E. coli (Bartsch et al. 1990).

3.3.5.3 Das Gen acbW

Das Gen achW kodierte fiir ein Protein, das Ahnlichkeit zu Membrantranslokatoren der
Superfamilie der ABC-Transportproteine (ATP binding cassette; Hyde et al. 1990) zeigt. Die
Polypeptidketten der ATP-Bindungproteine vom Typ MtrA (z. B. DrrA, OleC-Orf4), zu denen
AcbW mit ca. 30% identischen As strukturell den hdchsten Grad Ubereinstimmung aufwies,
enthielten die charakteristischen hochkonservierten ATP-Bindungsdominen. Diese

charakteristischen Domaéanen bestehen aus zwei konservierten Motiven, die “Walker A und B
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Sites* genannt werden (Walker et al. 1982; Abb. 3.3.3). Die ATP-Binddungsproteine von Typ
MtrA sind die charakteristischen cytoplasmatischen Komponenten von ABC-Transportern,
die z. B. Resistenz gegen verschiedene Antibiotika und Antikrebs-Drogen vermitteln. Diese
Substanzen werden durch die ABC-Transporterproteine aus den Zellen transportiert
(Exporter-Typ).

Walker Motiv A Loop 3 Walker Motiv B

AcbW GVKIAYIGANGAGKSTTIKLLT 85aa LSLGORMLAEIAASLLHDPAVVFLDEPTIGLD
MtrA GEIVGFLGPNGAGKTTTMRMLT 84aa LSGCOQARRVDMALGLMHQPELLFLDEPTANLD
DrrA GLVYGILGPNGAGKSTTIRMLA 84aa YSGGMRRRLDIAASIVVTPDLLFLDEPTTGLD

OleC GTVMGVLGPNGAGKTTLVRILS 84aa YSGGMRRRLDLAASMIGRPAVLYLDEPTTGLD
kL Lk _kkxkk Kk % * LUK Lk kKK k%

Abb. 3.3.3 Vergleich der ATP-Bindungsdomine von AcbW mit bekannten ATP-Bindungsproteinen
Identische Aminosédurereste sind durch einen Stern, konservative Austausche durch einen Punkt markiert. Die
konservierten AS-Reste in den Walker Motiven sind fettgedruckt. AcbW aus Actinoplanes sp. (diese Arbeit);
MtrA,  Mithramycinresistenzgen aus S.  argillaceus  (Fernandez et  al. 1996);  DrrA,
Daunorubicin/Doxorubicinresistenzgen aus S. peucetius (Guilfoile und Hutchinson 1991); OleC,
Oleandromycinresistenzgen aus S. antibioticus (Rodriguez et al. 1993).

3.3.5.4 Das Gen acbX

Das von der Nukleotidsequenz abgeleitete Polypeptid AcbX zeigte keine signifikante
Ahnlichkeit zu bereits bekannten Proteinen. Das postulierte Startcodon des achX-Gens
iiberlappte mit dem fiir acbW postulierten Stopcodon und in Konsequenz wurde vermutet,
dass das achX-Gen fiir Membran-stindige Proteinkomponente des ABC-Transportsystems
kodieren konnte. Deshalb wurde ein Hydrophobizititsprofil der abgeleiteten
Aminosduresequenz von achbX erstellt und mit denjenigen anderer ABC-Transporter
verglichen. Abb. 3.3.4 und Tabelle 3.3.4 zeigen, das AcbX 6 Membran-durchspannende
Doménen besitzen konnte. Im Vergleich zu DrrB und OleC-Orf4 waren die

Transmembranhelices I und II in AcbX dabei zum N-Terminus hin verschoben.

Tab. 3.3.5 Mogliche Transmembrandoméinen von AcbX.

Transmembranhelix von bis AS Linge  Richtung
AS in AS

I 24 44 21 i-a

II 41 75 35 a-i
I 115 133 19 i-a
v 142 159 18 a-i

A% 181 199 19 i-a
VI 232 255 24 a-i

Das Modell wurde mit dem TMPRED-Programm errechnet.
(i-a) = innen-ausen.
(a-1) = ausen-innen.
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Abb. 3.3.4 Vergleich der Hydrophobizititsprofile von AcbX mit bekannten Membranproteinen von ABC-
Transporten. Die Ahnlichkeit der Hydrophobizitisprofile wurden nach Kyte und Doolittle (1982) berechnet.
Kurvenverlauf: > 0 = hydrophobe, < 0 = hydrophile Bereiche innerhalb der Polypeptidekette. (A) AcbX aus
Actinoplanes sp.. (B) DrrB, Membranprotein des Daunorubicin/Doxorubicin ABC-Transporters aus S. peucetius
(Guilfoile und Hutchinson 1991). (C) OleC-Orf4, Membranprotein des Oleandomycin ABC-Transporters aus S.
antibioticus (Rodriguez et al. 1993).

3.3.6 Lage des 5,2 kb Kpnl/BgIll DNA-Fragmentes relativ zum acbh-Gencluster auf dem

Chromosom von Actinoplanes sp.

Um eine mogliche Beteiligung der auf dem 5,2 kb Kpnl/Bg/ll DNA-Fragment liegenden
(und vorldufig mit ach-Symbol benannten) Gene an der Biosynthese von Acarbose zu
tiberpriifen, werde zundchst die Lage des o. g Fragmentes in Bezug zum
Acarbosebiosynthesegen-cluster bestimmt. Spiter identifizierte und parallel unabhingig
analysierte Acarbosebiosynthesegene enthaltende rekombinante Phagen (F52, F53 und F103;
M. Jarling und H. Thomas, pers. Mitteilung) bestdtigten durch Restriktionsanalyse und
Hybridisierungsexperimente eine Uberlappung mit dem 5,2 kb Kpnl/Bglll-Fragment. Dabei
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wurde ein mit der acbB-Gensonde (s. 3.3.1) hybridisierendes 2,2 kb BamHI-Fragment des
rekombinanten Phagen F52 identifiziert (s. auch Abb. 1.7). Der DNA-Bereich lag demnach
auf dem Chromosom von Actinoplanes sp. benachbart zu Genen, fiir die eine Beteiligung an
der Bildung der Acarbose gezeigt wurde (Stratmann 1997).

Nach der Sequenzbestimmung des Inserts von den pMD418 Plasmid wurde festgestellt,
daBB die Sequenz eines DNA-Bereich zu 100% mit einer bereit bekannten Sequenz des

rekombinanten Phagen F 52 iibereinstimmt (M. Jarling, pers. Mitteilung).

3.4 Versuche zur Expression der Aminotransferase AcbV

3.4.1 Versuche zur Expression von AcbV unter Kontrolle des natiirlichen Promotors in
S. lividans TK23

Es konnte gezeigt werden, dal die alpha-Amylase AcbE aus Actinoplanes sich in S.
lividans TK23 unter Kontrolle des natiirlichen Promotors konstitutiv exprimieren liel3
(Stratmann 1997). Es ist zu vermuten, dal im Bereich stromaufwérts des achV-Gens ein
Promotor liegt, der moglicherweise auch von den S. /ividans TK23 RNA-Polymerasen erkannt
wird. In der Hoffnung einer konstitutiven Expression von acbV in S. lividans wurden ein 5,2
kb EcoRI/HindIll- und ein 2,2 BamHI DNA-Fragment aus pMD418 in den bifunktionalen
Streptomyceten-£. coli Vektor pUWL218 ligiert. Beide Fragmente umfaf3ten das achV-Gen
sowie die stromaufwarts liegenden DNA-Bereiche, die mogliche
Transkriptionsinitationssignale tragen konnten. S. [lividans Zellen, die die daraus
resultierenden Plasmide pMDATI1 und pMDAT2 enthielten, wurden auf Expression von
AcbV tberpriift. In zellfreien Extrakten konnte nach denaturierender SDS-Gelelektrophorese,
im Vergleich zu Kontrollexperimenten mit pUWL218, kein zusitzliches auf AcbV
hinweisendes Protein detektiert werden, unabhingig davon, ob die S. /ividans Zellen in TBS

oder Acarboseproduktionsmedium angezogen wurden.

3.4.2 Expression der Aminotransferasen AcbV aus Actinoplanes sp. und AcbB aus S.

glaucescens in E. coli

Es wurden zwei mogliche Startcodons fiir achV gefunden (acbV-1, acbV-k; s. Abb. 3.4.1).
Die abgeleiteten hypothetischen Proteine wurden mit AcbV-1 (47,9 kDa) und AcbV-k (45,8
kDa) bezeichnet. Deswegen wurden mittels der PCR-Methode zwei verschiedene Fragmente
aus chromosomaler DNA von Actinoplanes sp. amplifiziert, welche die beiden moglichen
kodierenden Bereiche des acbV-Gens umfassten (2.6.6, Tab. 2.7: Primerkombinationen
MATI1/3 und MAT9/3). Das acbB-Gen aus S. glaucescens GLA.O wurde ebenfalls
amplifiziert (2.6.6, Tab 2.7: Primerkombination AT1/2). Die amplifizierten Gene acbV-k,
acbV-1und achbB wurden mit dem E. coli Expressionsvektor pET16b ligiert (Tab. 2.2).
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RBS
TCC CCT TCA GGA GTG ACC CGT GAT GTG TTC CGA GCC GGT TCG TTT CGA
M F R A G S F R
* achbV-1

CAC CGG CGC CGC GAC CCG GCG GCG GTT CCG GTG AGC AGG CAG GCC
H R R R D P A A vV P M S R Q A
» acbV-k

Abb. 3.4.1 5’-Bereich des achbV-Gens. Dargestellt ist die Nukleotidsequenz sowie die abgeleitete
Aminosduresequenz. In fett sind die beiden moglichen Startcodons gezeigt. RBS: Mogliche Ribosomen-
bindungsstelle.

Die resultierenden Plasmide pH16AT1, pH16AT9 und pH16ATSg (Tab. 2.3) kodieren fiir
die Proteine AcbV-k, AcbV-1 und AcbBSg jeweils mit einem Hisg-Rest N-terminal fusioniert.
In Expressionsexperimenten in E. coli BL21 (DE3) Zellen unter Standardbedingungen (s. 2.8),
konnte nur eine zusétzliche Proteinbande (45,6 kDa), welche in dem Zellextrakt des AcbBSg-
Expressionsexperiments vorkam, im Vergleich zu den Kontrollexperimenten mit pET16b auf
SDS-Gelen nach Coomassie-Féarbung (2.11) detektiert werden. Die Expression von AcbV-k
und AcbV-1 war nicht erfolgreich oder zu schwach, um mittels SDS-PAGE nachgewiesen
werden zu konnen. Die Expressionsexperimente wurden dann in LB Medium + 1M Sorbitol +
2,5 mM Betain bei 20 °C nochmals durchgefiihrt. Die Zellen wurden bei einer ODgpp = 0,3
induziert und nach 14 Stunden geerntet. Diesmal konnten die Expressionen von AcbV-k,
AcbV-l und AcbBSg auf SDS-Gelen nachgewiesen werden (s. Abb. 3.4.2). Die

Expressionsversuche fiihrten nur zur Bildung von unldslichen Proteinen.

1 2 3 4

kDa

M ABABABABM

[

Abb. 3.4.2 Expression von AcbV-k, AcbV-1 und AcbBSg E. coli BL21 (DE3). Dargestellt ist eine SDS-PAGE
Analyse nach Coomassie-Farbung. A: Zellextrakte 14 Stunden nach der Induktion geerntet B: Zellextrakte vor
der Induktion geerntet. M: Standard. 1: AcbBSg (pH16ATSg). 2: AcbV-1 (pH16AT9). 3: AcbV-k (pH16AT1). 4:
Kontrolle (pET16b).
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3.4.3 Co-Expression der Aminotransferasen AcbV bzw. AcbBSg mit GroESEL von S.

griseus in E. coli

Um l6sliche Proteine zu gewinnen, wurde eine Co-Expression der Aminotransferasen
AcbV bzw. AcbBSg mit den Chaperonen GroESEL von S. griseus in E. coli versucht
(Pohling 1997).

Die Plasmide pH16ATI1, pHI6AT9 und pH16ATSg (s. 3.4.2) wurden in E. coli BL21
(DE3) Zellen, welche das pSUTNESLB10 Plasmid trugen, transformiert. Das Plasmid
pSUTNESLBIO0 ist ein GroESEL-Expressionsystem unter Kontrolle des T7010 Promotors
(Pohling 1997). Unter Standardbedingungen (2.8), konnten keine zusitzlichen Proteinbanden
im Vergleich zu den Kontrollexperimenten mit pET16b auf SDS-Gelen nach Coomassie-
Féarbung (2.11) detektiert werden. Mit Hilfe der Westernblot-Methode und Anti His-Tag
Antikorpern (2.12 und 2.13), konnte die Produktion der drei Fusionsproteine His-AcbV-k,
His-AcbV-1 und His-AcbBSg in I6slicher Form nachgewiesen werden (s. Abb. 3.4.3).

A B

12 34 M 12 3 4

kDa
| 45
g 30

Abb. 3.4.3 Co-Expression beider AcbV-Versionen und AcbBSg mit GroESEL aus S. griseus in E. coli Die
Expressionen wurden mittels anti His-tag Antikdrpern nachgewiessen. A: komplette Zellextrakte. B: Zellfreie-
Extrakte. M: Standard. 1: Kontrolle (pET16b). 2: His-AcbV-k (pH16AT1). 3: His-AcbV-1 (pH16AT9). 4: His-
AcbBSg (pH16ATSg).

3.4.4 Heterologe Expression der Aminotransferasen AcbV und AcbBSg unter Kontrolle
des rhaP Promotors in E. coli

Die rekombinanten Plasmide pJATHI1, pJATHY9 und pJATHSg, die Derivate von
pJOE2775 sind, kodierten AcbV-k-His, AcbV-I-His und AcbBSg-His jeweils mit einer Hisg-
enthaltenden Peptidextension C-terminal fusioniert (Tab. 2.3). Um diese Plasmide zu

konstruieren, wurden an der Stelle des Stopcodons der Gene achV-k, acbV-1 und acbB mittels
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PCR eine BamHI-Restriktionsschnittstelle eingefiihrt (2.6.6, Tab. 2.7: Primerkombinationen
MATI1/act. RHAM, MAT9/act. RHAM und AT1/sgl. RHAM).

Die Expressionsexperimente wurden wie in 2.8 beschrieben in E. coli IM109 durchgefiihrt.
Es konnten keine zusatzlichen Proteinbanden im Vergleich zu den Kontrollexperimenten mit
pJOE2775 auf SDS-Gelen nach Coomassie-Farbung detektiert werden. In Westernblots mit
Anti His-Tag Antikorpern konnte die Expression der AcbV-1-His und AcbBSg-His

Fusionsproteine in 16slicher Form nachgewiesen werden (Abb. 3.4.4).

1 2 3 4

A B ABMAIBAB
kDa

=8 . 45

N — —

= - B 30
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Abb. 3.4.4 Expression von AcbV-l-His und AcbBSg-His unter Kontrolle des rhaP Promotors in E. coli
JM109. Die rekombinant produzierten Proteine wurden mittels Anti His-tag Antikdrpern im Westernblot
nachgewiessen. A: Zellfreie Extrakte. B: Komplette Zellextrakte. M: Standard. 1: AcbBSg-His (pJATSg). 2:
AcbV-1-His (pJAT9). 3: AcbV-k-His (pJAT1). 4: Kontrolle (pJOE2775).

3.4.5 Heterologe Expression der Aminotransferasen in S. lividans TK23.

Diese Expressionsvektoren pHWATI1 (his-acbV-k), pHWATY (his-acbV-I ) und
pHWATSg (his-acbB ) (Tab. 2.3) wurden in S. lividans TK23 transformiert. Die Expression
der AcbV-k-His, AcbV-I-His und AcbBSg-His Enzyme erfolgte unter der Kontrolle des
ermE* Promotors (2.9). Nach 48 Stunden Wachstum wurden die Zellen geerntet. Es konnten
keine zusétzlichen Proteinbanden auf SDS-Gelen nach Coomassie-Farbung detektiert werden
aber in Western Blots mit Anti His-Tag Antikorpern konnte die Expression der AcbV-1-His
und AcbBSg-His Fusionsproteine nachgewiesen werden. Die iiberproduzierten Proteine
AcbV-I-His und AcbBSg-His wurden mittels Affinititschromatografie mit Ni'-NTA-Agarose
Sdulen angereichert (2.10). Wegen der schwachen Produktion beider Proteine, wurden bei der
Affinititschromatografie neben den nur geringfiigig iiberproduzierten AcbV-1-His und
AcbBSg-His andere Proteine, die unspezifisch an der Ni'-NTA-Agarose banden, angereichert.
Die Anreicherung wurde jedoch mit Anti His-Tag Antikdrpern nachgewiesen (Abb. 3.4.5).
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Abb. 3.4.5 Produktion und Anreicherung von AcbV-I-His und AcbBSg-His. Die Fusionsproteine AcbV-1-His
und AcbBSg-His waren in S. lividans wie unter 3.4.5 beschrieben produziert worden und wurden mittels Anti
His-tag Antikorpern nachgewiesen. A: Expression und Anreicherung des AcbV-1-His Proteins. B: Expression und
Anreicherung des AcbBSg-His Proteins. M: Standard. 1: Zellfreie-Extrakte. 2: Waschen. 3: Elution 1. 4: Elution
1L

3.5 Herstellung von 2,5-epi-Valiolon

Die C7-Cyclitol Synthase AcbC katalysiert die Bildung des Reaktionsproduktes 2,5-epi-
Valiolon (Stratmann et al. 1999). Diese Valienamin-Vorstufe konnte das mogliche Substrat
fiir andere Biosynthesegene, d.h. Acb-Proteine (wie z.B. AcbV), darstellen (vgl. 1.4).
Sedoheptulose-7-phosphat, das Substrat des AcbC Enzyms war nicht kduflich zu erwerben.
Daher musste eine enzymatische Methode zur Herstellung von 2,5-epi-Valiolon etabliert
werden (2.15).

3.5.1 Versuche zur Expression von loslichem AcbC in E. coli

Bisherige Versuche zur Expression von AcbC in E. coli fiihrten nur zur Bildung von
unldslichem Protein; anderseits erwiesen sich die rekombinanten Uberproduzenten von AcbC
in S. lividans als instabil (Stratmann 1997). Um daher 16sliches Protein in E. coli zu
gewinnen, wurde ein anderes Expressionssystem fiir E. coli getestet, das unter der Kontrolle
des rha Promotors eine moderate und kontrollierte Uberproduktion ermdglichen sollte (Volff,
et al. 1996; s. auch 3.4.4).

Zwei verschiedene PCR-Fragmente, welche das acbC-Gen umfassten, wurden jeweils mit
einer Bgl/ll Restriktionsschnittstelle 30 bp stromabwirts des Stopcodons der achC-Gens und
andere mit der Bg/Il Restriktionsschnittstelle an Stelle des Stopcodons des achbC-Gens
amplifiziert (2.6.6, Tab. 2.7: Primerkombinationen AS-C1/MD-C3 und AS-C1/MD-C4).
Diese DNA-Fragmente wurden mit der pJOE2702 und pJOE2775 zu pMDC und pFMDC



Ergebnisse 58

kloniert (Tab. 2.3). Die Expression erfolgte in E. coli IM109 (2.8). Die Expression des AcbC
Proteins konnte auf SDS-Gelen nach Coomassie-Farbung (2.11) nachgewiesen werden (Abb.
3.5.1).
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Abb. 3.5.1 Expression des AcbC Proteins aus Actinoplanes sp. unter Kontrolle des rha Promotors in E. coli
JM109. Dargestellt ist eine SDS-PAGE Analyse nach Coomassie-Farbung. A: komplette Zellextrakte. B:
Zellfreie-Extrakte. M: Standard. 1: pJOE2702 (Kontrolle). 2: pMDCI1. 3: pMDC2.

3.5.2 Synthese von Sedoheptulose-7-Phosphat und 2,5-epi-Valiolon in einer gekoppelten
Reaktion

Die Umsetzung von Ribose-5-phosphat und Hydroxypyruvat zu Sedoheptulose-7-phosphat
wurde in einem Kaliumphosphatpuffer optimiert, obwohl die Verwendung dieses Puffer die
Transketolase storte (Schiarken 1997). Allerdings sollte in diesem Puffersystem gewéhrleistet
sein, dal die Zyklisierungsreaktion erfolgt. Der Ablauf und die Zusammensetzung des
gekoppelten Tests ist in Material und Methoden (s. 2.15) dargestellt.

Die Umsetzung der Substrate wurde durch Diinnschichtchromatografie auf Kieselgelfolien
verfolgt (2.18). Die Transketolase EC 2.2.1.1 setzt Hydroxypyruvat mit Ribose-5-phosphat zu
Sedoheptulose-7-phosphat um (vgl. Spur 6, Abb. 3.5.2). Wurde zusitzlich ein wie oben
beschriebener AcbC-Extrakt (s. 3.5.1) zugesetzt, konnte die Bildung einer Substanz
festgestellt werden (Spur 8), die die gleichen Laufeigenschaften aufwies, wie das zuvor
beschriebene 2,5-epi-Valiolon (Stratmann et al. 1999; vgl. Spur 3). Heterolog in E. coli
produziertes AcbC-Protein ist somit in der Lage, 2,5-epi-Valiolon zu bilden. Es ergaben sich
Hinweise, dass in den verwendeten Rohextrekten eine starke Dephophorylierung der Substrate

Ribose-5-phosphat und Sedoheptulose-7-phosphat (vgl. Spur 8) stattfand.
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Abb. 3.5.2 Bildung von 2,5-epi-Valiolon durch gekoppelte Enzymreaktionen. DC-chromatographische
Trennung des Umsatzes von Ribose-5-phosphat und Hydroxypyruvat mit Transketolase und AcbC. Die
getrocknete DC-Folie wurde mit dem Cer-Reagenz bespriiht und durch Hitze entwickelt. 1: Sedoheptulose-7-
phosphat. 2: Sedoheptulose. 3: AcbC-Enzymtestansatz von Stratmann A. (1997). 4: Ribose-5-phosphat. 5:
Hydroxypyruvat. 6: Umsetzung von Ribose-5-phosphat und Hydroxypyruvat zu Sedoheptulose-7-phosphat durch
Transketolase-aktivitit. 7: Transketolase mit Extrakt aus E. coli (pJOE2702) als Negative-kontrolle. 8:
Gekoppelter Transketolase/AcbC-Ansatz mit pMDC-Extrakt. Pfeil = 2,5-epi-Valiolon; Stern = wahrscheinlich
Mischung aus dephophorylierter Ribose und Sedoheptulose.

3.6 Versuche zum Nachweis einer Aminotransferaseaktivitit von AcbV bzw. AcbBSg

Es wurden verschiedene Enzymtests mit den Proteinen AcbV-1 aus Actinoplanes sp. und
AcbBSg aus S. glaucescens GLA.0 durchgefiihrt (2.16). Die Enzymtests wurden mit
Zellfreien Extrakten von S. lividans TK23 Zellen, die die jeweiligen Aminotransferase-
Expressionsplasmide trugen, durchgefiihrt (s. 3.4.5). Diese Extrakte wurden ausgewéhlt, um
eine mogliche Hintergrundaktivitdt der dTDP-4-Keto-L-rhamnose 3,5-Epimerase aus E. coli,
welche ebenfalls dTDP-4-Keto-6-desoxyglucose umsetzt, zu vermeiden (Verseck 1997). Als
Substrate dienten 2,5-epi-Valiolon und dTDP-4-Keto-6-deoxyglucose. 2,5-epi-Valiolon wurde
enzymatisch gewonnen (s. u.). Spéter konnte auch von O. Block (Uni. Wuppertal) synthetisch
hergestellte Substanz fiir die Enzymtests eingesetzt werden. dTDP-4-Keto-6-deoxyglucose
wurde mit dem Enzym RmlIB aus Sa. enterica (dTDP-Glucose 4,6-dehydratase) ausgehend
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von dTDP-Glucose gewonnen (s. 2.14; Verseck 1997). In von Lee und Egelkraut (1998)
durchgefiihrten Studien wurde L-Glutamat als Hauptdonor des Stickstoffes fiir die
Acarbosebildung identifiziert. Aufgrund dieses Hinweises und der Ahnlichkeit von AcbBSg
und AcbV zu GabT aus E. coli und M. tuberculosis (s. 3.3.5.2), welche 4-Aminobutyrat
umsetzen sollten, wurden neben diesen beiden Substraten auch andere Aminodonoren wie L-
Glutamin, L-Asparagin, L-Aspartat und L-Ornithin in dieser Arbeit getestet.

Zunichst wurden die Reaktionsgemische durch HPLC-Analyse (2.17) auf die Umsetzung
des jewelils eingesetzten Substrats {iberpriift. Aufgrund der schwachen Aktivitit der beiden
Proteine AcbV-1 und AcbBSg, welche spéter nachgewiesen wurde (s. 3.6.2), konnte jedoch
mit dieser Methode keine eindeutige Bildung des Produkts dTDP-D-4,6-Didesoxy-4-
aminoglucose nachgewiesen werden. Zahlreiche Substanzen des Reaktionsgemisches zeigten
ein sehr dhnliches Retentionsverhalten und waren auch durch leichte Modifizierung der
Chromatographiebedingungen nicht von dem zu erwartenden Produkt zu trennen. Deswegen

wurden verschiedene gekoppelte Enzymtests entwickelt.
3.6.1 4-Aminobutyrat als Aminodonor

Die abgeleiteten Aminosduresequenzen von AcbV und AcbBSg zeigten die hochste
Ahnlichkeit (30% Identitit) zu GabT aus E. coli (Bartsch et al. 1990). GabT Kkatalysiert die
Umsetzug von 4-Aminobutyrat zu Succinatsemialdehyd unter Verwendung von a-
Ketoglutarat als Aminoakzeptor (Abb. 3.6.1 a). Dieses Enzym spielt eine Rolle beim Abbau
verschiedener Aminosduren. Daher sollte Aminobutyrat als potentieller Aminogruppendonor
getestet werden (s. Abb. 3.6.1 und 2.16). Ausserdem sollte die Moglichkeit, dass AcbBsg und
AcbV eine typische GabT-Aktivitit besitzen konnten, ausgeschlossen werden. (Test a, Abb.
3.6.1). Dafiir wurde der in Abb. 3.6.1 dargestellte Enzymtest entwickelt. Die Umsetzung von
2,5-epi-Valiolon, dTDP-4-Keto-6-desoxyglucose oder a-Ketoglutarat mit AcbV-1 bzw.
AcbBSg enthaltenden zellfreien Extrakten von S. lividans TK23 (s. 3.4.5) sollte unter
Verbrauch von NADP " photometrisch verfolgt werden kénnen.

Es konnte jedoch im Vergleich zu den Kontrollexperimenten (mit zellfreien Extrakten, die
gewonnen wurden aus S. lividans TK23 Zellen, die das Plasmid pUWL201 trugen) keine
erhohte Umsetzung von a-Ketoglutarat nachgewiesen werden. Damit konnte eine typische
GabT-Aktivitét fiir die Proteine AcbV und AcbBSg ausgeschlossen werden. Bei Verwendung
von 2,5-epi-Valiolon und dTDP-4-Keto-6-desoxyglucose (Tests b und c, Abb. 3.6.1) als
Substrate konnte ebenfalls keine Zunahme oder Abnahme von NADPH nachgewiesen
werden, weder bei Verwendung von S. lividans Extrakten, die aus AcbV-1, AcbBSg oder

pUWL201 tragenden Zellen stammen, noch in Ansitzen, denen eines der Substrat fehlte.
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a) a-Ketoglutarat a) L-Glutamat
b) 2,5 - epi -Valiolon b) 5- epi -Valiol-1-amin
c) dTDP-4-Keto-6-desoxyglucose ¢) dTDP- D-4,6-Didesoxy-4-aminoglucose

AcbV-I oder AcbBSg

o ’ NADPH
N/ )
NH, C H,0 NADP COOH
(CHY 4 (CH) , SSDH (CHY ,
COOH COOH COOH
4-Aminobutyrat Succinatsemialdehyd Succinat

Abb. 3.6.1 Strategie fiir den Nachweis der Aminotransferase mit 4-Aminobutyrat als Aminodonor. Der
Nachweis wurde durch Zunahme von NADPH gemessen. SSDH: Succinatsemialdehyd Dehydrogenase. a) GabT
Reaktion in E. coli. b) 2,5-epi-Valiolon als Substrat. ¢) dTDP-4-Keto-6-desoxyglucose als Substrat.

3.6.2 Glutamat als Aminodonor

Ebenfalls in einem gekoppelten Enzymtestsystem mit a-Ketoglutarat Dehydrogenase als
Hilfsenzym wurde iiberpriift, ob L-Glutamat als Aminodonor fiir die Bildung von 5-epi-
Valiol-1-amin (mit unklarer Stereochemie an C2) bzw. dTDP-D-4,6-desoxy-4-aminoglucose
dienen konnte. Der Verlauf der Reaktion konnte photometrisch bei 340 nm durch Bildung von
NADH verfolgt werden (Abb. 3.6.2).

COOH
(CH % )
— — +
H i? NH
COOH a) 2, 5- epi -Valiolon
Glutamat b) dTDP-4-Keto-6-desoxyglucose

AcbV-I oder AcbBSg
COOH
a) 5- epi -Valiol-1-amin
(CH % ) b) dTDP- D-4,6-Didesoxy-4-Aminoglucose
cC=o0

cooH + NaD" + coA — ¥ Succinyl-CoA + NADH 4+ co,
a-KGDH
a-Ketoglutarat

Abb. 3.6.2 Strategie fiir den Nachweis der Aminotransferase mit L-Glutamat als Aminodonor. Der
Nachweis wurde durch Zunahme von NADH gemessen. a-KGDH: a-Ketoglutarat Dehydrogenase. a) 2,5-epi-
Valiolon als Substrat. b) dTDP-4-Keto-6-desoxyglucose als Substrat.
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Die Enzymtests wurden mit zellfreien Extrakten von S. /lividans TK23 Zellen, die die
jeweiligen Aminotransferase-Expressionsplasmide pHWAT9 und pHWATSg trugen,
durchgefiihrt (s. 3.4.5). Sowohl in AcbV-I als auch in AcbBSg Extrakten konnte mit dTDP-4-
Keto-6-desoxyglucose als Aminoakzeptor eine iiber die Zeit zunehmende Extinktion bei 340
nm beobachtet werden, was wahrscheinlich auf die Bildung eines dTDP-Glucosederivates,
moglicherweise von dTDP-D-4,6-desoxy-4-aminoglucose zurilickgefiihrt werden kann (Abb.
3.6.3, Kurven D und E).

In den Kontrollexperimenten, welche z. B. mit zellfreien Extrakten, gewonnen von S.
lividans/pUWL201 oder aber ohne Zusatz von einem der beiden Substrate durchgefiihrt
wurden, entstand kein NADH. Auch unter Verwendung von 2,5-epi-Valiolon als Substrat
unterschied sich die Extinktionsverdnderung bei 340 nm nicht von den o. g. Negativkontrollen
(Abb. 3.6.3). Mit zellfreien Extrakten von Actinoplanes sp. konnte ebenfalls weder mit 2,5-
epi-Valiolon noch mit dTDP-4-Keto-6-desoxyglucose eine NADH-Bildung beobachtet
werden (Abb. 3.6.3, Kurve B).
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Abb. 3.6.3 Aminotransferaseaktivitiit von AcbV-l und AcbBSg mit dTDP-4-Keto-6-desoxyglucose als
Substrat und L-Glutamat als Aminodonor (vgl. Abb. 3.6.2; b). Enzymtests wurden bei RT durchgefiihrt.
Kurve A: Umsatz a-Ketoglutarat mit a-Ketoglutarat Dehydrogenase (Positivkontrolle). Kurve B: Actinoplanes
sp. zellfreier Extrakt. Kurve C: Zellfreier Extrakt als Negativkontrolle (S. lividans TK23/pUWL201; s. 3.4.5).
Kurve D: AcbV-I zellfreier Extrakt (S. lividans TK23/pHWATY; s. 3.4.5). Kurve E: AcbBSg zellfreier Extrakt
(S. lividans TK23/pHWATSg; s. 3.4.5).
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3.7 Suche nach Genen fiir die Biosynthese von Valienamin-haltigen

Sekundirmetaboliten in Streptomyceten

Acarbose gehort zu einer Gruppe von Pseudooligosacchariden, die sich durch die Fahigkeit
zur Inhibition von Glucosidasen und Trehalasen und den Besitz des Valienamin-Bausteins
auszeichnen (Miiller et al. 1980; vgl. Einleitung). Neben Acarbose werden z. B. von
Actinomyceten auch andere acarviosylhaltige Naturstoffe und Validamycin produziert (Abb.
1.1).

Mit Hilfe von Gensonden, abgeleitet von dem Gencluster der Acarbosebiosynthese aus
Actinoplanes sp. sollten daher homologe Gene in Streptomyceten, die dhnliche Substanzen

produzieren, identifiziert und isoliert werden.

3.7.1 Identifizierung von Homologen zu Acarbose-Biosynthesegenen in anderen

Streptomyceten mittels PCR

3.7.1.1 Versuche zur Isolierung von achbC-ihnlichen Genen mit Hilfe der PCR

Verschiedene Oligonukleotid-Primer wurden aus hochkonservierten Bereichen von
Proteinen, die zu AcbC dhnlich sind, abgeleitet (Abb. 3.7.1; Tab. 2.4). Genomische DNA von
S. myxogenes, S. calvus, S. dimorphogenes und S. hygroscopicus ssp. limoneus wurden als
“Template-DNA* in den verschiedenen PCR-Ansitzen eingesetzt (2.6.6). Es konnten mit
unterschiedlichen Primerkombinationen, Anlagerungstemperaturen und Verldngerungszeiten
Fragmente aus verschiedenen Stimmen isoliert werden (Tab. 3.7.1). Sequenzierungsanalysen
zeigten jedoch, dass die von den klonierten DNA-Fragmenten abgeleiteten

Aminoséduresequenzen keine Homologie zu AcbC aufwiesen.

Tab. 3.7.1 PCR Ansiitze fiir die Amplifizierung von Teilbereichen mogliche achC-
Gene homologe.

Primerpaar Erwartete Grofie bei Anlagerungstemperatur
Actinoplanes sp. (bp) °O)
acbC 1/9 738 von 44 bis zum 58
acbC 3/9 501 von 44 bis zum 58
acbC 4/9 456 von 44 bis zum 58
acbC 3/7 219 von 44 bis zum 58
acbC 2/8 471 von 44 bis zum 58
acbC 1/8 678 von 44 bis zum 58
acbC 3/8 441 von 44 bis zum 58

Die erhaltenen PCR-Fragmente aus den verwendeten Stimmen zeigten keine Homologie
zu AcbC.
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AcbC VSGVETVGVHADAHRDSWQVRAQ-KQITYEVRFRDDVEGLDSTDLLEAGA
RifG VPTTAT-—————=——— TREVRVELGERAYTVHIGHGVRA-ALPDVVRA-—
AroB MER--—=———=———————— IVVTLGERSYPITIASGLFN-EPASFLPL--
*
—p acbC1
AcbC DGAGSRRRFVVVDSAVDALYGSRIREYFTHHGIDHSILVM—--RVGETVKD
R1fG --LGARRAVVVTA-—————————— RPPDQTPDPGVPSLVLPARDGEHDKT
AroB -—-KSGEQVMLVTNETLAPLYLDKVRGVLEQAGVNVDSVILP--DGEQYKS
.* * . .. * * *
acbC2 Iach3
AcbC FDTAGRIVAAMDAFGLARRREPMIVVGGGVLMDVAGLVASLYRARHAVLR
R1fG LATVAHLCSRFAEFGLTRA-DVVVSCGGGTTTDAVGLAASLYHRGTPVVH
AroB LAVLDTVFTALLQKPHGRD-TTLVALGGGVVGDLTGFAAASYQRGVRFIQ
. . . * .. * % % * *. *. *.
achCSg——pacbC4
AcbC VPTTLVGLIDA-VSREDRVNENGHKEPAGYVRPADLTLLDRRFLATLDRR
R1fG VPTSLLAQVDASVGGKTAVNLPEGKNLVGSYWQPAAVLCDLDLLATLPER
AroB VPTTLLSQVDSSVGGKTAVNHPLGKNMIGAFYQPASVVVDLDCLKTLPPR
***.*.. .*. *. * * *. * . . * * k% *
achC7¢—»acbC6
AcbC HLSNGLAEMLKIALIKDAELFQLLERHGRVLIEERFQGVPEPVTGPPSGP
R1fG ELRNGLGEIARCHFI-GAPGLDRL-———-—-— PLLD-———————=— QVAASVA-
AroB ELASGLAEVIKYGIILDGAFFNWLEENLDALLR-————=——— LDGPAMAY
.* .**.*. . .* .« . .« . * *. .« o .
achC g achCY
AcbC CARH--PWHAGGTRPNLWESRLERSVDYGHTFSPTIEM-RALPALLHGEA
rRif¢c = LKARVVAADERDRGLRHTLNYGHTLGHALELATGFAVR-HGEG
AroB CIRRCCELKAEVVAADERETGLRALLNLGHTFGHAIEAEMGYGNWLHGEA
* .« . .« . * .« . ***.. ..* . ***.
AcbC VCVDMALTTVLAYRRGLLDVAQRDRIFAVMTALGLPTGI-RLLTPEVLEA
R1fG VAIGTVFAGRLAGALGRIGPDRVAEHHAVVAGYGLPVALPPGVPDDELLR
AroB VAAGMVMAARTSERLGQFSSAETQRIITLLKRAGLPVNGPREMSAQAYLP
* . . . * . .« o * kK
AcbC ALQDTVRHRDGWQRLPLPVGIGGVTFVNDVTAAELQP———-—— PRX
R1fG FVRRDKKS-TGGLAFVLDGPRGAELVR-DVDEHVVAATLAAMPRA
AroB HMLRDKKVLAGEMRLILPLAIGKSEVRSGVSHELVLNAIADCQSA

* * * *

Abb. 3.7.1 Sequenzvergleich von AcbC. RifG: 3-Amino-5-Dehydrochinasdure Synthase aus Amycolatopsis
mediterranei (August et al. 1998). AroB: 3-Hydroxy-5-Dehydrochinasdure Synthase aus E. coli. Bereiche, die fiir
die Ableitung von PCR-Primern verwendet wurden, sind mit Pfeilen gekennzeichnet.

3.7.1.2 Isolierung von achbB-(dTDP-Glucose-4,6-Dehydratase) dhnlichen Genen mit Hilfe
der PCR

Aus konservierten DNA-Bereichen der strE Genfamilie abgeleitete Oligonukleotide wurden
fiir die Identifizierung des achB-Gens benutzt (Stratmann 1997). Diese Primer wurden unter
gleichen Bedingungen fiir die PCR-Amplifikation acbB-homologer-Gene aus dem bereits
oben genannten Stammkollektiv eingesetzt (Tab. 2.4; Tab. 2.7). DNA-Fragmente konnten aus
genomischer DNA von S. calvus, S. hygroscopicus spp. limoneus und S. dimorphogenes
amplifiziert werden (2.6.6) und wurden mit dem Vektor pUC18 zu pMD®6 (S. calvus), pMDS8
(S. hygroscopicus spp. limoneus) und pMD9 (S. dimorphogenes) ligiert und anschlieBend
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sequenziert. Die abgeleiteten Aminosduresequenzen zeigten Homologie mit AcbB aus
Actinoplanes sp. und mit StrE aus S. griseus (Tab. 3.7.2, Abb.3.7.2).

StrE MALTTHLLVTGAAGFIGSQYVRTLLGPG-GPPDVV--VTALDALTYAGNP
AcbB M--—--KILVTGGAGFIGSHEFVTSLISGDIATPQPVTQVTVVDKLGYGGNL
AS2 ——p
StrE DNLAAVRGHPRYRFERGDICDAPGRR-VMAGQDQVVHLAAESHVDRSLLD
AcbB RNLAEASADPREFSFVRGDICDEGLIEGLMARHDTVAHFAAETHVDRSVVA
s. hyg. == - —— == AAESHVDRSIVG
S. cal. o AAESHVDRSLEG
S. dim. 0 @ —mmmmmmm e AAESHVDRSIDA
***'*****'
StrE ASVEFVRTNVHGTQTLLDAATRHGVASEVQVSTDEVYGSLEHGSWTEDEPL
AcbB SGPEVASNLVGTQVLLDAALRHHIGRFLHVSTDEVYGSIDTGSWAEGHPL
S. hyg. AAPFVSTNVLGTQTLLDAALRHRVDREVQVSTDEVYGSLDTGSWTETAPL
S. cal. AAPFFRTNVLGTQTLLDAVLASGVERVVHVSTDEVYGSIAEGSWTEERPL
S. dim. PDAFTIQTNLVGTYTMLPEAVRRPVSGLHHISTDEVYGSLGDGSWPADTPY
* '*' * * '* . "********' * kK *
G A S5
StrE RPNSPYSASKASGDLLALAHHVSHGLDVRVTRCSNNYGPRQFPEKLIPREFE
AcbB APNSPYAASKAGSDLLALAYHQTHGMDVVVTRCSNNYGPRQFPEKMIPLEFE
S. hyg. DPSSPYSASKAAADLVALAYHRTHGLDVVVTRCSNNYG-—-——————————
S. cal. LPNTPYAASKACSDLVARTYWRTHGVNLSVTRCSNNYG--—-—=————————
S. dim. DPRSPYSASQAGSDHLASARGQYFGLPVLITRCSNNYG-————————————
* '**'**'* '* '* . *' . '********
StrE ITLLMDGHRVPLYGDGLNVREWLHVDDHVRGIEAVRTRGRAGRVYNIGGG
AcbB VTRLLDGLDVPVYGDGRNIRDWLHVSDHCRGLALALGAGRAGEVYHIGGG
StrE ATLSNKELVGLLLEAAGADWGSVEYVEDRKGHDRRYAVDSTRIQRELGEFA
AcbB WEATNLELTEILLEACGARRSRISFVTDRKGHDRRYSLDYSKIAGELGYR
StrE PAVDLADGLAATVAWYHKHRSWWE-—-——————— PLVPAGSL--PA
AcbB PRVDFTDGIAETVAWYRANRSWWTDGNRWADGRRSLPAIGVRGPS

Abb. 3.7.2 Sequenzvergleich von bekannten dTDP-Glucose-4,6-Dehydratasen mit der abgeleiteten
Aminosiduresequenzen der PCR-Fragmente. StrE Protein aus S. griseus. AcbB Protein aus Actinoplanes sp..
Die Oligonukleotide, die fiir die PCR Ansétze genutzt wurden, sind mit Pfeilen dargestellt.

Tab. 3.7.2 Ahnlichkeit der dTDP-Glucose-4,6-Dehydratasen StrE und AcbB mit der mittels PCR
identifizierten Aminosiuresequenzen verschiedener Streptomyceten. (% Identitat)

StrE AcbB S. hygroscopicus S. calvus S. dimorphogenes
StrE 100 65,3 76,2 65,3 56,4
AcbB 100 72,3 62,4 54,4
S. hygroscopicus 100 71,3 56,4
S. calvus 100 48,5

S. dimorphogenes 100
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3.7.2 Versuche zur Identifizierung von Homologen zu Acarbose-Biosynthesegenen in

anderen Actinomyceten mittels “Southern“ Hybridisierung

Die Gene acbC, acbK und acbV, die fiir die C7-Zucker Cyclase, die Acarbose-7-phosphat-
Kinase und die dTDP-4-Keto-6-Desoxyglucose Aminotransferase kodieren, wurden fiir die
Identifizierung von homologen Genen aus Produzenten, die Strukturverwandte Stoffe bilden,
ausgewdhlt. Es wurden drei Gensonden eingesetzt, die die Gene achC (900 bp Pstl/BamHI-
Fragment aus pAS2; vgl. Tab. 2.2), acbK (1000 bp EcoRl/HindlI-Fragment aus pAS6/3.1; vgl.
Tab. 2.2) und acbB aus S. glaucescens GLA.O (s. 3.3.1) umfassen.

Unter dem gewdhlten Stringenzbedingungen konnten nur in den
Hybridisierungsexperimenten mit der Aminotransferasesonde aus S. glaucescens GLA.O
(acbB) bei allen Acarbosehomologe-produzierenden Stimmen ein Signal erhalten werden
(Tab. 3.7.2). Die Hybridisierungsexperimente mit den beiden anderen o. g. Gensonden fiihrten
dagegen zu keinen eindeutigen Ergebnissen. Es tauchten jedoch jeweils mehrere schwache

Hybridisierungssignale auf, die aber als unspezifisch eingeschétzt wurden.

Tab 3.7.2 Mit achBSg aus S. glaucescens GLA.0 hybridisierende Fragmente.

Stamm Produkt GroBle des hybridisierenden
BamHI Fragments (kb)

Actinoplanes sp. (*) Acarbose 2.2

S. myxogenes Oligostatin 8

S. calvus Adiposin 4.9

S. dimorphogenes 31485 Trestatin 7.3

S. dimorphogenes 31484 Trestatin 3

* in dieser Arbeit kloniertes acbV-Gens
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4 DISKUSSION

Fir eine Optimierung der industriellen Acarboseproduktion und eine zukiinftige
Herstellung von neuen Wirkstoffen auf der Basis der Struktur der Acarbose und anderer
homologer Pseudooligosaccharide ist die Aufklirung des Biosyntheseweges und dessen
Regulation bei Actinoplanes sp. von entscheidender Bedeutung. Auch die Hypothese einer
biologischen Bedeutung der Acarbose- und Nebenkomponentenproduktion an der
ErschlieBung von C-Quellen durch Actinoplanes sp. macht die Analyse des
Biosynthesegenclusters und dessen Regulation interessant. Mit der Identifizierung eines an
der Acarbose-Biosynthese beteiligten Genclusters im Genom von Actinoplanes sp. und dessen
molekularbiologische Analyse konnten die Grundlagen fiir die Aufkldrung der Acarbose-
Biosynthese gelegt werden (Stratmann 1997).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Gene, die zum Acarbose-Biosynthesegencluster gehdren,
identifiziert, kloniert, sequenziert und analysiert. Die Funktionalitét eines dieser Genprodukte
als Aminotransferase mit entscheidener Bedeutung fiir die Bildung der Acarviosyl-Einheit
(siche Einleitung) wurde nachgewiesen. Mit dieser Arbeit konnten auch Grundlagen fiir die
weitere Untersuchung des Stickstoffsregulationssystems von Actinoplanes sp. sowie fiir die
Suche nach einer effizienten “screening“-Methode fiir Acarbose- und homologe

Pseudooligosaccharid-Biosynthesegene verschieder Actinomyceten gelegt werden.

4.1 Suche nach einem Aminotransferasegen innerhalb des Acarbose-
Biosynthesegenclusters

Auf dem bisher von Stratmann (1997) klonierten und teilweise sequenzierten DNA-
Fragment, welches einen Grofiteil des Acarbose-Biosynthesegenclusters beinhaltet und die
Gene acbQ bis achF kodiert (s. Abb. 1.6), konnte kein Leserahmen gefunden werden, der fiir
eine Aminotransferase hitte kodieren konnen. In Antibiotika-, Lipopolysaccharid- bzw. anderen
Sekiinddrmetabolit-Biosynthesegenclustern wurden Gene beschrieben, die fiir PLP-abhingige
Aminotransferasen einer neuen Unterfamilie kodieren, wie z. B. DnrJ aus S. peucetius, EryC1
aus Saccharopolyspora erythraea und StsC aus S. griseus. Diese neue Proteinfamilie ist durch
acht konservierte Motive charakterisiert (vgl 3.2, Ahlert 1997), die allerdings keine Aussagen
iiber die Substratspezifitit dieser sehr weit verbreiteten und funktionell versatilen Enzyme
erlauben. Diese Ketozucker- und Ketocyclitaminotransferasen werden als “Sekundérmetabolit-
Aminotransferasen® (SMATSs) bezeichnet (Piepersberg 1994, Piepersberg und Distler 1997).
Der erste Vertreter der SMAT-Familie, fiir den eine Funktion als Aminotransferase
biochemisch nachgewiesen wurde, ist StsC (Ahlert et al. 1997). Es katalysiert die Umsetzung
von scyllo-Inosamin zu scyllo-Inosose innerhalb der Streptidin-Biosynthese in dem
Streptomycinproduzenten S. griseus. Das Genprodukt von nikC, ebenfalls ein Vertreter der
SMAT-Familie aus dem Nikkomycin-Biosynthesegencluster von S. tendae Tii901, besitzt eine
a-Aminotransferaseaktivitit und setzt L-Lysin zu Piperidin-2-carbonsdure um (Bruntner und

Bormann 1998). Fiir weitere Vertreter der Subfamilie wie z. B. DnrJ wird eine Funktion als
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Aminotransferase postuliert (Liu und Thorson 1994). Die Hypothese einer Beteiligung einer
SMAT an der Acarbose-Biosynthese, welche einen Ketozucker oder einen Ketocyclit aminieren
sollte, erschien daher als sehr wahrscheinlich. In dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden,
dass keine der beiden identifizierten SMAT-Gene (smaTl und smaT2, s. 3.2.1) in der
unmittelbaren Umgebung des bisher klonierten Acarbose-Biosynthesegenclusters liegen (s.
3.2.2). Aufgrund dieses Ergebnisses musste die Beteiligung dieser SMAT-Gene an der
Acarbosebildung in Frage gestellt werden. Es ist zu vermuten, dass die beiden identifizierten
SMATSs an der Bildung anderer Sekundidrmetabolite oder anderer Zellkomponenten (z. B.
Zellwandbestandteile) beteiligt sind, die bisher jedoch noch nicht identifiziert wurden. Es ist
bekannt, dass andere Vertreter der Gattung Actinoplanes verschiedene Sekunddrmetabolite
wie z. B. das Glycolipid-Antibitikum Teicoplanin, dessen Biosynthese eine Aminotransferase-
Akivitédt erfordert (Borghi et al. 1991), produzieren. Auch kann vermutet werden, dass eine
groflere Anzahl von SMAT-Genen im Genom von Actinomyceten vorkommt als in anderen
Bakteriengruppen. Im dem S coelicolor Genom, welche zu Zeit ca. 75% komplett sequenziert
wurde, wird mit StsC z. B. auch ein signifikant homologe Gen gefunden.

Die Tatsache, dass die Acarbose-Produktion schon zu Beginn der exponentiellen
Wachsumsphase einsetzt, und nicht mit der stationdren Phase wie eigentlich typisch fiir die
bakterielle Sekundiarmetabolitproduktion, einhergeht, zeigt, dass die Acarbose kein typischer
Sekundirmetabolit ist. Deshalb wire eine Beteiligung von Proteinen, die eigentlich im
Primérstoffwechsel der Mikroorganismen involviert sind, denkbar. Wird diese Annahme
zugrunde gelegt, so besteht die Mdglichkeit, dass die an der Acarbosebiosynthese beteilligte
Aminotransferase wegen der metabolischen Wechselbeziehungen einer anderen Subfamilie
angehdren konnte. Biosynthesegene fiir Pseudooligosaccharide, die eine zur Acarbose
homologe Struktur aufweisen und von einigen Streptomyces Arten gebildet werden, sind
bislang nicht intensiv untersucht worden (vgl 1.2). Es wurden bisher nur aus S. glaucescens
GLA.0 Biosynthesegene fiir einen a-Amylase Hemmstoff isoliert (Hoechst Patent
DE19622783). Mit dem selben Versuchsansatz von A. Stratmann (1997) zur Identifizierung
des Acarbose-Biosynthesegenclusters wurden auch bei S. glaucescens GLA.0 Gene, welche fiir
die Synthese von 6-Desoxyhexosen kodieren, gefunden. Eines dieser Signale sollte zu einem
Biosynthesegencluster gehoren, welches fiir die Biosynthese eines Acarbose-dhnlichen a-
Glucosidase-Hemmstoftfes kodieren sollte. Die Gene wurden ebenfalls als ach-Gene bezeichnet
(s. Abb. 4.2). Durch Deletion der Gene acbBCD, welche jeweils fiir eine Aminotransferase,
dTDP-Glucose Synthase und dTDP-Glucose 4,6-Dehydratase kodieren (s. Tab. 4.2), wurde
eine Mutante von §. glaucescens GLA.O erzeugt, die in dem Produktionsmedium keinen a-
Glucosidase-Hemmstoff mehr produziert (Hoechst Patent DE19622783). Die abgeleitete
Aminosduresequenz eines der klonierten Gene (acbB) aus S. glaucescens GLA.O zeigt
signifikante Ahnlichkeit zu Aminotransferasen der Subfamilie III (GabT-Familie). Diese
Aminotransferasen sind typische Priméarstoffwechselenzyme (Keller et al. 1990; Shaibe et al.
1985). Das AcbB Protein aus S. glaucescens GLA.O zeigte die hdchste Anhlichkeit zu GabT
aus E. coli. Dieses Enzym spielt offenbar bei den meisten Orgamnismen eine wichtige Rolle

fiir den zentralen Stickstoffkreislauf und ist am Abbau der Aminoséduren L-Arginin, L-Ornithin
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und L-Glutamat beteilig (Shaibe et al. 1985). Damit verwandte Aminotransferasen sind bisher
nur in drei Fillen innerhalb eines Sekundidrmetabolit-Biosynthesegenclusters identifiziert
worden: im Bereich des Rifamycin-Biosynthesegenclusters von Amycolatopsis mediterranei
S699 (August et al. 1998) und in den Spectinomycin-Biosynthesegenclustern von S.
flavopersicus (Lyutzkanova et al. 1997) und S. spectabilis (Accession Nr AF170704). Das
Orf9-Gen aus Amycolatopsis mediterranei S699 sowie acbB aus S. glaucescens GLA.0 liegen
neben Leserahmen, deren abgeleitete Aminosduresequenzen Homologien zu Proteinen zeigen,
die an der Bildung von Nukleotid-aktivierten Hexosen beteiligt sind (August et al. 1998).
Deswegen wird postuliert, dass die zueinander dhnlichen Genprodukte von orf9 und achB (s.
Tab. 3.3.5) eine Aminotransferase fiir nukleotid-aktivierte Hexosen darstellen und
beispielsweise die Umsetzung von dTDP-4-Keto-6-desoxyglucose zu dTDP-4,6-Didesoxy-4-
aminoglucose katalysieren konnten.

Ausgehend von dieser Hypothese wurde mit Hilfe des acbB-Gens aus S. glaucescens
GLA.0 ein homologes Gen (achV) im Genom von Actinoplanes sp. identifiziert (vgl 3.3.1 und
3.3.2). Mittels Southern Hybridisierung und PCR-Analyse wurde nachgewiesen, dass das
acbV-Gen ca. 7 Kb aufwirts des achQ-Gens auf dem Chromosom von Actinoplanes sp. liegt
(Abb. 4.1). Parallel zu dieser Arbeit wurde das DNA-Fragment zwischen achU und acbQ
analysiert (Tab. 4.1; M. Jarling und H. Thomas, pers. Mitteilung).

Durch  Aminosduresequenzvergleiche  der  entsprechenden  Genprodukte — mit
Proteindatenbanken konnte mit Ausnahme von acbU den Genen achbV, W und X eine
mogliche Funktion innerhalb der Acarbose-Biosynthese zugeordnet werden (Tab 4.1). Diese
Enzymfunktionen fiigen sich gut in das gegenwiértige Bild des Acarbose Stoffwechsels von
Actinoplanes sp. ein (vgl 4.5). Auch ist aus dem Vergleich der Sequenzen der sich
entsprechenden acb-Gene aus Actinoplanes sp. und S. glaucescens GLA.O deutlich, dass die
beiden Gencluster fiir die Produktion sehr dhnlicher bzw. identische Genprodukte kodieren (s.
Abb. 4.2, Tab. 4.2). Die Proteine AcbW (ATP-Bindeprotein) und AcbV (Aminotransferase)
aus Actinoplanes sp. zeigen viel hohere Identitidten zu AcbA bzw. AcbB aus S. glaucescens (s.
Tab. 4.2) und ihre kodierenden DNA-Bereiche bzw. Gene, liegen nebeneinander ebenfalls in
Actinoplanes sp. (Abb. 4.2). Es ist zu vermuten, dass diese homologen Proteine die selbe
Funktion aufweisen. Der postulierte Regulator AcbE aus S. glaucescens, welche zu der
Familie der Lacl-Regulatoren Ahnlichkeit zeigt, zeigt leichte Homologie zu Asp3.3 (Tab.
4.2). Das Protein AcbF aus S. glaucescens zeigt Homologien zu AcbH aus Actinoplanes sp.
und zu MalE aus E. coli und stellt vermiitlich daher eine Komponente eines ABC-
Transporters dar. Durch Sequenzvergleiche mit dem sequenzierten Genom von S. coelicolor
konnten Proteine identifiziert werden, welche nicht nur Homologie zu AcbE und AcbF
zeigten, sondern deren kodierende Bereiche bzw. Gene auch nebeneinander liegen und die
selbe Anordnung zeigen. In Actinoplanes sp. scheint dies nicht der Fall zu sein (vgl. Abb. 4.1
und Abb.4.2).
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Abb. 4.1 Das Acarbose-Biosynthesegencluster von Actinoplanes sp.. Graue Pfeile = in dieser Arbeit

analysierte ORFs. P = Pstl; B = BamHI; K = Kpnl; S = Sstl.

Tab. 4.1 Gene des Acarbose-Biosynthesegenclusters von Actinoplanes sp..

Gen (mogliche) Funktion Evidenz(a) Referenz(b)
acbA dTDP-Glucosesynthase s 1-3

acbB dTDP-Glucose-4,6-dehydratase s, € 1-5

acbC  C7-Cyclitolcyclase s, € 1,6

acbD  Acarviosyltransferase s, € 1,7

acbE a-Amylase S, € 1,7

acbF Membrankomponente eines Kohlenhydrat-ABC-Transporters s 1

acbG ~ Membrankomponente eines Kohlenhydrat-ABC-Transporters s 1

acbH  Bindungsprotein eines Kohlenhydrat-ABC-Transporters s 8

achK  Acarbose-7-kinase S, e 9,10

achl unbekannt ] 8

acbhJ unbekannt ] 8

acbL (Polyol-) Dehydrogenase s 8

acbM  unbekannt ] 8

achN  unbekannt ] 8

achO  unbekannt ] 8

achP  unbekannt s 11

acbQ  Amylomaltase s 8

acbR GlgC-dhnliche NDP-Polyol Synthase s 11

achS unbekannt s 11

achU  unbekannt ] diese Arbeit
acbV Aminotransferase S, e diese Arbeit
acbW  ABC-Exporter s diese Arbeit
acbX  ABC-Exporter s diese Arbeit
achY  unbekannt s 11

acbZ a-Amylase s 11

asp3.1  Galactocerebrosidase (Hexosyl O-acetylhydrolase) ] 8

asp3.2  endo-1,4-beta-Xylanase ] 8

asp3.3 unbekannt ] 8

a) Abkiirzungen: s = Aminosduresequenzvergleich mit Proteindatenbanken; e = Enzymcharakterisierung.

b) 1 = Stratmann (1997); 2 = Piepersberg (1995); 3 = Piepersberg und Distler (1997); 4 = Goeke (1986); 5 =
Liedert (1991); 6 = Stratmann et al. (1999); 7 = Hemker (1997); 8 = M. Jarling (pers. Mitteilung); 9 = Goeke et

al. (1996); 10 = Drepper und Pape (1996); 11 = H. Thomas (pers. Mitteilung).
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Abb. 4.2 Das Psedooligosaccharid-Biosynthesegencluster von S. glaucescens GLA.0 (Hoechst Patent
DE19622783). P = Pstl; E = EcoRV; S = Sstl.

Tab. 4.2 Gene des Psedooligosaccharid-Biosynthesegencluster von S. glaucescens GLA.0.

Gen (maogliche) Funktion Homologe in Anbhlichkeit
Actinoplanes sp. (% Identitit/in iibelappenden AS)

acbA ABC-Exporter acbw 72/240
acbB Aminotransferase acbV 73/421
acbC  dTDP-Glucosesynthase acbA 45/209
acbD  dTDP-Glucose-4,6-dehydratase achbB 59/317
acbE Regulator asp3.3 25/215
acbF ABC-Transporters acbH 24/352

4.2 AcbV aus Actinoplanes sp. ist eine ANTP-4-Keto-6-desoxyglucose Aminotransferase

Die Sequenzierung des acbV-Gens aus Actinoplanes sp. zeigte, dass eine Identitdt der
Nucleotidsequenzen von 69,7% zu acbB aus S. glaucescens GLA.O fiir eine erfolgreiche
DNA-DNA Hybridisierung ausreichte. Die von achV abgeleitete Aminosiduresequenz zeigte
eine Identitit von 73% zu AcbB aus S. glaucescens GLA.O, so dass es durchaus
wahrscheinlich ist, dass beide Proteine die gleiche katalytische Aktivitit aufweisen. AcbV
wies eine Identitdt von 27,3% zu der postulierten Hexoseaminotransferase (Orf9) aus dem
Rifamycin-Biosynthesegencluster von Amycolatopsis mediterranei S699 auf (August et al.
1998) und von 30,4% zu SpcC aus dem Spectinomycin-Biosynthesegencluster von S.
flavopersicus (Lyutzkanova et al. 1997) auf. Alle vier Proteine zeigen Ahnlichkeiten zu
Aminotransferasen, die zu der Subfamilie III der Aminotransferasen gehdren (vgl. 3.3.5.2).

Ein Phylogramm mit den hier aufgefiihrten Proteinen 148t vermuten, dass die gamma-
Aminobuyrataminotransferasen, vertreten durch GabT verschiedenen Ursprungs, zuzammen
mit AcbV und AcbB aus Actionoplanes bzw. S. glaucescens sowie SpcC aus S. flavopersicus
und dem Genprodukt von Orf9 aus Amycolatopsis mediterranei aus einer gemeinsamen
Vorldufersequenz hervorgegangen sind, moglicherweise zunédchst durch Genduplikationen
(Abb. 4.3). Zu einem spdteren Zeitpunkt wihrend der Evolution haben sich die Gene bzw.
Genprodukte innerhalb einer Species funktionell auseinander entwickelt. Die Enzyme der
GabT-Familie sind am Primdrmetabolismus beteiligt (s.0.). AcbV bzw. AcbB und die anderen
0. g. Aminotransferasen iibernehmen nunmehr Aufgaben im Sekundérstoffwechsel z. B. als
nuklotidaktivierte Zucker transaminierende Enzyme (s.u.). Diese funktionelle Aufspaltung

konnte sich auch fiir Genprodukte dieser Proteinfamilie bei S. coelicolor zeigen: Beide im
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Phylogramm aufgefiihrten Genprodukte (SC66T3, GabTSc) gehdren unterschiedlichen Asten
an, obwohl eine Aussage iiber die Funktion der SC66T3 noch nicht mdglich ist. Man muss
deshalb annehmen, das z. B. auch Actinoplanes sp. und S. glaucescens zumindest eine
zusitzliche Aminotransferase der unmittelbaren GabT Familie besitzen. Mit zunehmender
DNA-Sequenzinformation von verschiedenen Mikroorganismen und biochemischer
Auftkldrung von einzelnen Aminotransferasen dieser Gruppe sollte es in Zukunft moglich sein,
diese Hypothese einer Genduplikation mit anschlieBender funktionaler Differenzierung vor

der Weiterverbreitung in anderen Spezies zu untermauern.

A AcbVAs
159 AcbBSg
— 7 SpsCSf
— 1019 _ SC66T3
80 GabTSc
453
I w5 82— GabTMi
68
610 5% GabTBs
L7 GabTEc
20 — 7% GabTPa
570
176 _ GabTCe
1013 Rif9AmM

Abb. 4.3 Phylogenetischer Baum der GabT-Familie. Das Phylogramm wurde mit dem PAUP-Program
aufgrund des Aligments alle verwendeten Aminosdure-Sequenzen errechnet. Die Zahlen geben die Mutation
Distanzen an. Das Protein AcbVAs stammt aus Actinoplanes sp. (diese Arbeit), AcbBSg aus S. glaucescens
GLA.O (Hoechst Patent DE19622783), SpsCSf aus S. flavopersicus (Lyutzkanova et al. 1997), Rif9Am aus
Amycolatopsis mediterranei (August et al. 1998), GabTMt aus M. tuberculosis (Connor et al. 1996), GabTEc aus
E. coli (Bartsch et al. 1990), SC66T3 aus S. coelicolor (SC66T3.33, Accession-Nr. ¢1490128), GabTSc aus S,
coelicolor (Accession-Nr. AL022268), GabTBs aus Bacillus subtilis (Accession-Nr. D50453), GabTPa aus
Pyrococcus abyssi (Accession-Nr. AJ248285, AL096836), GabTCe aus Caenorhabditis elegans (Accession-Nr.
269664).

Die Gene, welche fiir die Synthese von 6-Desoxyhexosen kodieren, liegen meist
nebeneinander innerhalb eines Operons oder in benachbarten Operons und ihre Transkription
wird gemeinsam reguliert. Diese wurde z. B. beim Streptomycincluster aus S. glaucescens und
S. griseus gezeigt (Pissowotzki et al. 1991). Auch fiir die Gene achBCD (Aminotransferase,
dTDP-Glucose Synthase und dTDP-4,6-Glucose Dehydratase) aus S. glaucescens GLA.O
scheint dies zuzutreffen. Uberraschenderweise liegt achV aus Actinoplanes sp. innerhalb des

Acarbose-Biosynthesegenclusters nicht neben acbA und achB, Gene fiir die dTDP-Glucose
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Synthase bzw. dTDP-4,6-Glucose Dehydratase kodieren. Eine gemeisame Regulation all
dieser Gene wire zu erwarten, wenn ein Regulatorprotein die Trankription dieser Operons
regulieren wiirde. Bisher gibt es jedoch im gesamten analysierten Acarbosecluster noch
keinen eindeutigen Hinweis auf einen solchen Regulator. Ebenso wurden auf der DNA-Ebene

keine potenziellen Operatorsequenzen identifiziert.

4.2.1 Heterologe Uberproduktion der Enzyme AcbB aus S. glaucescens GLA.0 und

AcbV aus Actinoplanes sp. in E. coli und 8. lividans.

Um die Enzyme AcbB aus S. glaucescens GLA.0 und AcbV aus Actinoplanes sp. 16sliche
und aktiv zu erhalten, mussten verschiedene Expressionssysteme fiir E. coli und
Streptomyceten getestet werden, die nachfolgend diskutiert werden. Aufgrund der zwei
moglichen identifizierten Startcodons des AcbV Proteins wurden beide Versionen, AcbV-k
(kurz) und AcbV-I (lang), heterolog in den o. g. Stimmen iiberproduziert (vgl. 3.4.2). Tabelle
4.3 stellt die Ergebnisse der verschiedenen Versuche nochmals vergleichend gegentiber.

Tab. 4.3 Ubersicht iiber die Ergebnisse der heterologen Proteinproduktion in Abhingigkeit verschiedener
Expressionssysteme.

Expressionsplasmide
Protein pET11a pET16b pJOE2702 pJOE2775 pUWL218 pUWL201
AcbB + () +* (A*) n.d. +* (A) +* (A)
AcbV-k n.d. +* (A¥*) n.d. - n.d. -
AcbV-1 n.d. +* (A¥*) n.d. +* (A) n.d. +* (A)

+ = detektierbare Proteinbildung nach PAGE und Coomassie-Farbung, +* = immunologisch detektierbare
Proteinbildung (s. 2.13 und 3.4), n.d. = mit keiner der beiden o. g. Methoden detektierbar, (I) = Bildung
unloslischen Proteins (inclusion bodies), (A) aktives Enzym, (A*) aktives Enzym, erhalten durch Ko-Expression
mit Chaperonen (s. 3.4.3).

Es konnte nur das Protein AcbB aus S. glaucescens GLA.O unter Standardbedingungen mit
den Expressionsplasmiden pET11a und pET16b exprimiert werden (Novagen 1992; Studier et
al. 1990). Allerdings lag es komplett in inaktiver Form als unldsliche Inclusion Bodies, vor.
Die Griinde fiir die Bildung von Inclusion Bodies sind bisher nur wenig verstanden.
Chemophysikalische Eigenschaften von Proteinen, wie z. B. GréBe, Hydrophobizitit usw.
konnten bisher nicht mit der Bildung unlGslicher Aggregate korreliert werden (Kane und
Hartley 1988, Wilkinson und Harrison 1991). Eine Rolle bei der Bildung solcher falsch
gafalteter Proteine konnte indirekt der GC-Gehalt iiber die damit verbundene Kodon-
Verwendung spielen. Fiir diese Hypothese liegen noch keine experimentell eindeutigen
Befunde vor. Erste Hinweise fiir diese Vermutung lieferte Verseck (1997) mit verschiedenen
Uberproduktionsversuchen der Rml-Proteine A, B, C und D aus Sa. enterica und den analogen
Str-Proteinen aus S. griseus. Die Gene aus Sal/monella besitzen einen GC-Gehalt von 39 bis
50% (Stevenson et al. 1994, Marolda und Valvano 1995) und éhnlen damit den E. coli Genen.

Die Str-Proteine werden dagegen von Genen mit einem GC-Gehalt zwischen 66 - 76% kodiert
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(Distler et al. 1987; Beyer 1996). Es ist so auch zu vermuten, dass die Kodonverwendung in
acbB aus S. glaucescens GLA.O und achbV-k und acb-I aus Actinoplanes sp. die Bildung von
aktiven AcbB bzw. AcbV Proteine verhinderte.

Zu den am hdufigsten angewandten Strategien zur Vermeidung unldslicher Protein-
Aggregate zdhlt die Verdnderung der Kulturbedingungen fiir die E. coli Zellen wie z. B
Absenkung der Inkubationstemperatur, Variation des pH im Medium, limitierende Induktion
der Expression oder Anzucht der Zellen unter osmotischen Stressbedingungen durch Zugabe
von z. B. Glycin oder Sorbitol (Kopetzki et al. 1989, Olis und Lee 1993, Hockney 1994).
Diese MaBnahmen fiihren zu einer Verlangsamung des Faltungsvorgangs der nascierenden
Proteine (Rudolph und Lillie 1996). Die Proteine AcbB aus S. glaucescens GLA.O, AcbV-k
und AcbV-l aus Actinoplanes sp. wurden unter verschiedenen Verdnderungen der
Kulturbedingungen immer noch als Inclusion Bodies produziert (s. 3.4.2).

AcbBSg und AcbV Proteine wurden in 16slicher Form in E. coli durch Co-expression mit
den Chaperonen GroESL aus S. griseus tiberproduziert (P6hling 1997), oder mit Hilfe eines
Expressionsystems, das als Kontrollelemente der Transkription und Translation den Promotor
rhaP besitzt (vgl. 3.4.3 und 3.4.4). Allerdings waren sie nur in geringer Menge exprimiert und
mit Antikorper nachweisbar.

Fiir die heterologe Expression der Aminotransferase-Proteine erwies sich auch hier ein
nahe verwandter Wirtsstamm als vorteilhaft, da darin die zuvor auftretenden Probleme
teilweise ausgerdumt werden konnten (s.0.). Es wurde ein DNA-Fragment aus Actinoplanes
sp. kloniert, welches zusidtzlich zu den AcbV-kodierenden-Bereich, auch potenzielle native
Regulationselemente beinhaltet (s. 3.4.1). Ein Teil der mangelnden AcbV Bildung konnte
daher an einer mangelnden Aktivierung liegen. Es ist zu vermuten, dass der Promotor
entweder nicht von den Transkriptionsystemen des Wirtsorganismus erkannt wurde oder dass
ein Aktivator in S. [lividans nicht gebildet wird unter den verwendeten
Expressionsbedingungen. Ein Gen, dessen abgeleitetes Produkt Ahnlichkeit zu
Transkriptionsregulatoren aufweist, konnte bisher auch noch nicht im acb-Gencluster
gefunden werden (vgl. Tab 4.1). Der intercistronische DNA-Bereich zwischen achV und
acbW scheint somit nicht die Regulationselemente zu besitzen, die fiir eine deutlich
detektierbare Expression nach Induktion mit Maltose oder Maltotriose in S. lividans
notwendig sind. Anderseits konnte das von Stratmann (1997) identifizierte Hexanukleotid,
welches upstream des Start-Kodons in entsprechenden Bereichen von Genen des Stirke- bzw.
Maltose-Stoffwechsels wie z. B. acbD und acbE aus Actinoplanes sp., malE aus S. coelicolor
und malP aus E. coli usw., 197 bp upstream des Start-Kodons von achV identifiziert werden
(s. Anhang 2). Daraus kann geschlossen werden, dass eine starke Expression von AcbV in S.
lividans entweder eine andere Promotor- Struktur oder zusitzliche induzierende Faktoren

bendtig, die in diesem Stamm nicht vorhanden sind.
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4.2.2 AcbB aus S. glaucescens GLA.0 und AcbV aus Actinoplanes sp. Kkatalysieren die
Umsetzung von dTDP-4-Keto-6-deoxyglucose zu dTDP-D-4,6-Dideoxy-4-aminoglucose.

Das Hauptziel dieser Arbeit war die Aufklarung des Einbaus des Stickstoffes in Acarbose.

Die Fragen, die beantwortet werden mussten, waren:

1. Welches Substrat wird transaminiert, das C;-Cyclit oder die 4-Keto-6-didesoxypyranose?

2. Welche Aminodonor dient der Reaktion als Cosubstrat?

Die in dieser Arbeit identifizierten Genprodukte AcbBSg bzw. AcbV konnten die
Transaminierung eines Acarbose-Vorldufers katalysieren. Die Befunde verschiedener Studien
zeigten, dass die potenziellen Substrate fiir die Transaminierung das Cyclit 2,5-epi-Valiolon
oder 4-Keto-6-desoxyglucose sein konnten (vgl. 1.4). Zur Beantwortung dieser Frage mussten
die beiden potenziellen Substrate hergestellt werden (vgl. 3.5 und 2.14). Hinweise auf den
vermutlichen Aminodonor wurden durch Fiitterungsversuche mit Stickstoff markierten
moglichen Aminodonoren erhalten. In diesen Studien wurde L-Glutamat als Hauptdonor des
Stickstoffes fiir die Acarbosebildung identifiziert (Lee und Egelkraut 1998). Die Ergebnisse
konnten in dieser Arbeit untermauert werden. Aufgrund der hohen Ahnlichkeit von AcbV
bzw. AcbBSg zu den GabT-Proteinen aus E. coli und M. tuberculosis, welche 4-Aminobutyrat
umsetzen, hitte man annechmen koénnen, dass dies ebenfalls das Cosubstrat von AcbV bzw.
AcbBSg ist. Jedoch war der einzige positiv messbare Aminodonor L-Glutamat und nicht L-
Glutamin, L-Asparagin, L-Aspartat oder L-Ornithin, die ebenfalls getestet wurden (vgl. 3.6.1).

Die einzigen reproduzierbaren Transaminierungsaktivititen von AcbV-l und AcbBSg
konnten in einem gekoppelten Enzymtestsystem mit a-Ketoglutarat Dehydrogenase als
Hilfsenzym und nur mit dTDP-4-Keto-6-desoxyglucose als Aminoakzeptor und L-Glutamat
als Aminodonor detektiert werden (vgl. 3.6.2). Diese Testbedingungen fiir die
Transaminierungsreaktion miissen wahrscheinlich optimiert werden. Andererseits enthielten
die in S. lividans TK23 iiberproduzierten AcbBSg und AcbV Proteine am N-Terminus einen
fusionierten Polyhistidinrest, welcher unter Umstdnden die Reaktivitit der Enzyme verringern
konnte. Aufgrund der insgesamt schwachen Aktivitdt kann man vermuten, dass das aminierte
Produkt dTDP-D-4,6-Dideoxy-4-aminoglucose in den verschiedenen zuvor durchgefiihrten
Enzymtests nicht nachgewiesen werden konnte. Die Analyse dieser Experimente war
erschwert, da die Reaktionsgemische mittels HPLC-Analyse und Detektion bei 260 nm auf
die Umsetzung des jeweils eingesetzten Substrats, nicht jedoch auf Produktbildung hin
tiberpriift werden konnten. Zahlreiche Substanzen des Reaktionsgemisches zeigten ein sehr
dhnliches  Retentionsverhalten und  waren auch  durch  Modifizierung  der
Chromatographiebedingungen nicht von dem zu erwartenden Produkt zu trennen.

Eine zukiinftig mogliche gezielte Mutagenese des acbV-Gens bei Actinoplanes sp. sollte
die Beteiligung von dessen Genprodukt Einbau des Stickstoffes in die Acarviose-Einheit der
Acarbose untermauern. Andererseits sollte die Bildung von Acarbose durch Klonierung des

gesamten Acarbose-Biosynthesegenclusters in einem geeigneten Vektor, in S. lividans
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nachgewiesen werden. Auch hier sollte eine gezielte Mutagenese des achV-Gens zum Verlust
der Acarbosebiosynthese und der Anhdufung von dTDP-4-keto-6-desoxyglucose fiihren.
Damit wiirde die in dieser Arbeit nachgewiesene Aminotransferaseaktivitit ebenfalls bestdtigt.

Die bisher identifizierten Aminotransferasen, die innerhalb der Biosynthesegencluster von
Aminoglycosideinheiten verschiedener Sekunddrmetabolite liegen, und fiir welche Nukleotid-
aktivierte Zucker als Substrate postuliert wurde wie z. B. TylB aus S. fradiae (Tylosin;
Merson-Davies und Cundliffe 1994), LmbS aus S. lincolnensis (Lincomycin; Peschke et
al.1995), gehoren zu der SMAT-Familie (s. 4.1; Piepersberg 1997). AcbV aus Actinoplanes
sp. und AcbB aus S. glaucescens GLA.0 sind die ersten Vertreter einer anderen
Aminotransferase Subfamilie (GabT Familie), welche einen Nukleotid-aktivierten 6-
Desoxyhexose transaminieren. Diese beiden Aminotransferasen sowie SpcC aus S.
flavopersicus und das Genprodukt von Orf9 aus Amycolatopsis mediterranei, welche einen
gemeinsamen Ursprungs in der GabT-Familie haben konnten, kénnten zu einer neuen
Sekundirmetabolit-Aminotransferase Familie gehdren, die eine vollig andere Entwicklung

genommen haben als die Aminotransferasen, die als SMATs bezeichnet wurden (s. 4.2).

4.3 Die Proteine AcbW und AcbX, mogliche Komponenten eines ABC-Exporters

Die sequenzielle Anordnung der Gene achW und acbX (und acbY) 1dBt vermuten, dass Sie
wahrscheinlich eine gemeinsame Transkriptionseinheit bilden, da die jeweiligen postulierten
Stopp- und Startcodons dieser beiden Genpaare miteinander iiberlappen. Das AcbW Protein
besitzt einen vollstindigen Satz der fir ATP-Bindung und -Hydrolyse notwendigen
Sequenzmotive, die als Walker A und B Sequenzmotive bezeichnet werden. Das AcbX Protein
enthélt sechs Membran-durchspannende Domaénen (vgl. 3.3.5.4). Die getrennten AcbW und X
Polypeptidketten wiirden dann wie in dem Fall von OleC und OleC-Orf5 aus S. antibioticus
(Rodriguez et al 1993), DrrA und DrrB aus S. peuceticus (Guilfoile und Hutchinson 1991) und
MtrA und MtrB aus S. argillaceus (Fernandez et al. 1996), jeweils ein ABC-Exportersystem
des Typ B reprisentieren (Higgins 1992). Durch Aminosduresequenzvergleiche der
Genprodukte AcbW, AcbX und AcbY mit Proteindatenbanken konnten dhnliche Proteine,
deren Gene die gleiche Anordnung zeigen, in Deinococcus radiodurans und Synechocystis sp.
gefunden werden (White et al. 1999; Kaneko et al. 1996). Allerdings ist die Funktion dieser
postulierten ABC-Transporter ebenfalls noch unbekannt.

ABC-Transporter wurden mittlerweile in zahlreichen Streptomyceten identifiziert. Die
bisher beschriebenen ABC-Transporter sind am Export von Antibiotika wie z. B. OleC aus S.
antibioticus (s.0.) und am Import, wie z. B. das Xylobiose-Aufnahmesystem bei S. /ividans
(Hurtubise et al. 1995), beteiligt. Im Acarbose-Biosynthesegencluster konnte auch ein
potenzielles Kohlenhydrat-Aufnahmesystem identifiziert werden (vgl. Tab. 4.1; Stratmann
1997). Fiir einen Antibiotika-produzierenden Organismus hat ein solches Exportsysteme nicht
nur die Bedeutung eines weiteren Resistenzmechanismus gegen ihr eigenes Produkt, sondern
auch fiir einen schnellen Export des Produkts. Mdglicherweise werden nur die im Organismus

vorliegenden modifizierten Produkte, z. B. die phosphorylierten, acetylierten oder glycosylierten
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Derivate von den ABC-Exportern erkannt (Mansouri und Piepersberg 1992; Calcutt und
Schmidt 1994; Olano et al. 1995). Eine solche Funktion wiirde sich gut in die Hypothese
einfiigen, dass die Acarbose-7-Phosphotransferase (AcbK), die von Goeke et al (1996)
identifiziert wurde, an dem Acarbose Exportsystem beteiligt ist. Eine Beteiligung von AcbK
konnte auch Bedeutung fiir die intrazelluldre Inaktivierung aufgenommener bzw.

biosynthetisch hergestellter Acarbose-(derivate) haben.
4.4 Das AcbU Protein

Durch Sequenzvergleiche von AcbU mit Proteindatenbanken konnten bisher keine
Vorschldge fiir eindeutige Funktionen abgeleitet werden, die eine Beteiligung an der
Acarbose-Biosynthese nahelegen wiirden. Das Genprodukt von achU zeigte Ahnlichkeit zu
zwel unterschiedlichen Proteinfamilien. Es hat geringe Homologien zu den Pep2-Proteinen,
welche von den zwei Glycogensynthese-Genclustern aus S. coelicolor kodiert werden (Bruton
et al. 1995) und andererseits zu RamA aus S. coelicolor und S. lividans, welches fiir das ATP-
Bindeprotein eines ABC-Transporters vom Typ A kodiert (Ma und Kendall 1994).

Das konservierte Motiv, das auf beiden Pep2 Sequenzen liegt, kommt auch in zwei
abgeleiteten Proteinen zweier ORFs mit unbekannter Funktion in Mycobacterium tuberculosis
vor (Abb. 4.4, A). Aufgrund der Lage der pep2 Gene innerhalb des Glycogen-
Biosynthesegenclusters bei S. coelicolor kann spekuliert werden, dass die Pep2 Proteine,
AcbU und vielleicht auch die aus M. tuberculosis stammenden Genprodukte an der
Kondensation von Zuckereinheiten oder auf sonstige Weise am Metabolismus von
Maltodextrinen bzw. Glucose beteiligt sein konnten.

Andererseits konnten typische Motive fiir ATP-Bindestellen identifiziert werden (Abb. 4.4;
B). Das konnte bedeuten, dass achbU fiir ein ATP-Bindeprotein kodiert. Das Protein AcbU
muf} aber deshalb nicht unbedingt Bestandteil eines ABC-Transporter-Systems sein, da die
Ahnlichkeit sich lediglich auf die Walker-Motive beschrinkt (s. Abb. 4.4), die anderen
Sequenzbereiche aber nur sehr schwache Ahnlichkeit zu z. B. RamA aus S. coelicolor
besitzen. Das Protein AcbU konnte eine Phosphorylierungsfunktion besitzen und z. B. 2,5-
epi-Valiolon vor der Kondensation mit der dTDP-D-4,6-Didesoxy-4-aminoglucose aktivieren
konnte. Solche Proteine, wie bei der Aktivierung des Cyclites vor der Kondensation mit einer
Adeninbase im Biosyntheseweg von Aristeromycin und Neplanocin in S. citricolor
beschrieben wurden (Hill et al. 1995), konnte noch keinem Genprodukt des Acarbose-
Biosynthesegenclusters zugeordnet werden, obwohl sie fiir die Biosynthese der Acarviose

notwendig sein konnten.
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A
AcbU DFHTELAQRLEPAP-TFPVNA 53aa PSHGDLHLTHILRRQTPDG--WRLCVID
M. tub SVHATLADSLGTAQATFPVDR 37aa RVHGDLHLGQVLR--TPES--WLL--ID
Pep2 EVHTALARAL---PTVTLGHA 50aa RVHGDLHLGQCLR--SPDG-EWSL--ID
Pep2* DVHLALAS---—-—-— A-FPVGA 5laa RIHGDLHLGQVLRA----GRDWE--VID
B Walker Motiv A Loop 3 Walker Motiv B
Typ B

AcbW GVKIAYIGANGAGKSTTIKLLT 85aa LSLGQRML-AEIAASLLHDPAVVFLDEPTIGLD
MtrA GEIVGFLGPNGAGKTTTMRMLT 84aa LSGCQARR-VDMALGLMHQPELLFLDEPTANLD
DrrA GLVYGILGPNGAGKSTTIRMLA 84aa YSGGMRRR-LDIAASIVVTPDLLFLDEPTTGLD
OleC GTVMGVLGPNGAGKTTLVRILS 84aa YSGGMRRR-LDLAASMIGRPAVLYLDEPTTGLD

AcbU AAGRHRTGRRGDGRA--ASIAG 86aa PSHGDLHLSHILRRQTPDGWRLCVIDLSTPAPD

Typ A
RamA GSTVAVVGRSGAGKSVLAAVAG 99aa LSGGEHQR-LGLARAFAHAGRLLVLDDATSSLD

Abb. 4.4 Konservierte Motive der Aminosiuresequenz des Proteins AcbU. A. Vergleich mit Pep2-dhnlichen
Proteinen. AcbU aus Actinoplanes sp. (diese Arbeit); Pep2, kodiert vom Glycogensynthese-Genclusters aus S.
coelicolor (Bruton et al. 1995); M. tub, M. tuberculosis, unbekannte Funktion (Accesion Nr. Z92770 und
796071). B. Vergleich mit ATP-Bindestellen in ABC-Transportern. Die Walker Motive sind auf fettgedruckt.
AcbW, aus Actinoplanes sp. (diese Arbeit); MtrA, Mithramycinresistenzgen aus S. argillaceus (Fernandez et al.
1996); MrrA, Daunorubicin/Doxorubicinresistenzgen aus S. peuceticus (Guilfoile und Hutchinson 1991); OleC-
orf4, Oleandromycinresistenzgen aus S. antibioticus (Rodriguez et al. 1993); RamA, Luftmyzelbildung aus S.
coelicolor (Ma und Kendall 1994).

4.5 Ein Modell des Acarbose-Stoffwechsels in Actinoplanes sp.

Die Ergebnisse dieser Arbeit erweitern das bisherige Modell des Acarbosestoffwechsels in
Actinoplanes sp. (vgl. Einleitung 1.4, Abb. 1.6; Abb. 4.5). Viele Annahmen dieses Modells
miissen noch durch genetische und biochemische Arbeiten in der Zukunft bestétigt bzw.
iiberpriift werden.

Nach der Bestitigung der Cyclisierung von sedo-Heptulose-7-phophat zu 2,5-epi-Valiolon
durch AcbC (Stratmann et al. 1999), das mit groBer Wahrscheinlichkeit eine direkte Vorstufe
fiir die Cycliteinheit der Acarbose darstellt (Mahmud et al. 1999), konnte die Transaminierung
der dTDP-4-Keto-6-desoxyglucose durch das Enzym AcbV nachgewiesen werden (s. 4.3).
Danach ensteht wahrscheinlich die ”core Einheit” durch Kondensation des 2,5-epi-Valiolons
mit  dTDP-D-4,6-Didesoxy-4-aminoglucose. Der C;-Cyclit koénnte zuvor durch
Phosphorylierung aktiviert werden und die Kondensationsreaktion thermodynamisch
begiinstigen. Eine dafiir notwendige Kinase ist jedoch noch nicht im Acarbose-
Biosynthesegencluster identifiziert worden. AcbU konnte mdglicherweise aufgrund der
Ahnlichkeit zu einem Protein, welches am Zuckerstoffwechsel beteiligt ist und gleichzeitig
eine ATP-Bindestelle besitzt, diese Funktion {ibernehmen (s. 4.4). Nach Kondensation mit der

dTDP-D-4,6-Didesoxy-4-aminoglucose wird
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Arbeit sind in griin wiedergegeben.
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es wahrscheinlich dehydratisiert und an C2 epimerisiert, so dass dTDP-Acarviose entsteht. Es
wird spekuliert, dass diese Reaktionen nur von einem einzigen Enzym katalysiert werden
konnte. Nach der Verkniipfung von Glucosemono- bzw. -oligomeren mit der “core-Einheit”
konnten die resultierende Acarbose und davon abgeleiteten Nebenkomponenten durch AcbK
(Drepper und Pape 1996; Goeke et al. 1996) oder eine andere Kinase inaktiviert bzw. als
Transportmolekiil markiert und durch ein ABC-Transporter-System, z. B. mit AcbW und
AcbX, aus der Zelle exportiert werden.

Um die biologische Bedeutung der Produktion der Acarbose- und ihrer Nebenkomponenten
bei Actinoplanes zu erkliaren, wurde spekuliert, dass mit Hilfe der a-Amylase AcbE und der
Acarviosyltransferase AcbD mehrere Zucker-Einheiten zu verldngerten Acarbosederivaten
ausserhalb der Zelle miteinander verkniipft werden und die resultierenden Molekiile durch ein
zu E. coli dhnliches Aufnahmesystem aus AcbG, AcbF und AcbH anschlielend wieder
aufgenommen werden (s. Einleitung 1.4; Abb. 1.6). Acarviose oder Acarbose wiirde somit ein
“Taxi*“ darstellen, welches Glucoseoligomere aus der Umgebung aufsammelt und zum
Bestimmungsort in die Zelle transportiert. Fiir die Beforderung wird mit ATP bezahlt. So eine
Strategie konnte von Vorteil gegeniiber konkurrierenden Mikroorganismen bei der
ErschlieBung von C-Quellen fiir Actinoplanes sp. bedeuten (s. Einleitung 1.4).

4.6 Entwicklung einer ”Screening”-Methode, um homologe Acarbose-Biosynthesegene

in Actinomyceten zu identifizieren

In dieser Arbeit konnten die Grundlagen fiir das Etablieren einer effizienten ”Screening”-
Methode fiir Acarbose- und homologe Pseudooligosaccharide produzierende Streptomyceten
gelegt werden. Fiir diesen Zweck wurden Acarbose-Biosynthese spezifische Gene wie acbC
(C7-Cyclitolcyclase AcbC), achK (Acarbose-7-kinase AcbK), achbB (dTDP-Glucose-4,6-
dehydratase AcbB) und acbV (Aminotransferase AcbV) aus Actinoplanes sp. ausgewdhlt. Die
Ergebnisse (vgl. 3.7) sind in der Tab. 4.4 zusammengefalt.

Tab. 4.4 TUberblick der identifizierten Gene in den untersuchten

Streptomyceten.

Methode Durch Hybridisierung1 Durch PCR?
Gen acbC acbK acbV acbB acbC
Stamm
Actinoplanes sp. (*) + + + + +
S. calvus - - + + -
S. myxogenes - - + - -
S. dimorphogenes - - + + -
S. hygroscopicus limoneus - - + + -
S. lividans (**) - - - n.d. n.d.

'(s. 3.7.2), *(s. 3.7.1), (*) = Positivkontrolle, (**) = Negativkontrolle, n.d. = nicht
durchgefiihrte Experiment.
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Die Verwendung der achC- und acbK-Gene als gezielte Sonden zum Auffinden von
Homologen zu Acarbosebiosynthesegenen in Streptomyceten scheint nicht moglich zu sein (s.
Tab 4.4). Die Ahnlichkeit von achC auf DNA-Ebene mit Genen fiir mdglicher C7-
Cyclitolcyclasen, die die gleiche Funktion bei anderen Stammen besitzen sollten, reicht auch
bei niedrig stringenten Hybridisierungsbedingungen offensichtlisch nicht aus, um homologe
Gene zu identifizieren. Auch unter Verwendung der PCR Methode konnten keine acbC
homologen Gene gefunden werden (vgl. 3.7.1.1). Aufgrund der niedrigen Ahnlichkeit der
Primérstrukturen der C7-Cyclitolcyclase AcbC aus Actinoplanes sp. mit denen der 3-Amino-
5-Dehydrochinasdure-Synthase RifG aus Amycolatopsis mediterranei (August et al. 1998) und
derjenigen der 3-Hydroxy-5-Dehydrochinasidure Synthase AroB aus E. coli wurden vielleicht
nicht die optimalen Primer und PCR-Bedingungen verwendet. Eine alternative Moglichkeit
besteht darin, dass keine AcbC-dhnliche Cyclase in anderen Produzenten Valienamin-haltiger
Sekundirmetabolite benutzt wird, sondern ein vollig anderer Biosyntheseweg beschritten
wird. Gleiches gilt fiir die Hybridisierungsversuche mit der acbK-Sonde.

Homologe Gene zu der dTDP-Glucose-4,6-dehydratase (st#E) aus dem Streptomycin-
Biosynthesegencluster bzw. acbB aus Actinoplanes sp. konnten in S. calvus, S.
dimorphogenes und S. hygroscopicus limoneus identifiziert werden (vgl. 3.7.1.2). Damit
bestétigte sich noch einmal, dass mit von s#7E abgeleiteten Gensonden DNA-Bereiche, die fiir
Synthesegene von 6-Desoxyhexosen kodieren, in der genomischen DNA von Actinomyceten
identifiziert werden konnen (Stockmann und Piepersberg 1992). Die Verwendung von strE als
Gensonde konnte allerdings bei Actinomyceten, die mehrere Sekundirmetabolite bilden, nicht
spezifisch genug sein. So konnen z. B. bei S. glaucescens GLA.0 mindestens zwei
unabhingige Homologe mit der strE Gensonde identifiziert werden: st#E aus dem Hydroxy-
Streptomycin Biosynthesegencluster, welches an der dTDP-L-Dihydrostreptose-Biosynthese
beteiligt ist, und acbD, welches von einem a-Amylase Hemmstoff-Biosynthesegencluster
kodiert wird (Hoechst Patent DE19622783; s. 4.1).

Die Anwendung der achB-Gensonde aus S. glaucescens GLA.O bzw. der acbV-Gensonde
aus Actinoplanes sp., deren Genprodukte beide Nukleotid-aktivierte Zucker transaminieren,
scheinen spezifisch genug zu sein, um Gene fiir die Biosynthese von Valienamin-haltigen
Sekundédrmetaboliten zu identifizieren (vgl. Tab. 3.7.2). Das 14t darauf schlie8en, dass in den
untersuchten Stdmmen nur ein zu acbV aus Actinoplanes sp. und acbB aus S. glaucescens
GLA.0 hochgradig homologes Gen vorhanden ist, welches dann mit grofer
Wahrscheinlichkeit an der Biosynthese von Adiposin, Oligostatin, Trestatin bzw.
Validamycin A beteiligt sein sollte. Aufgrund der Ahnlichkeiten benachbarter Gene zu AcbV
und AcbSg, wie AcbASg zu AcbW (vgl. Tab. 4.2), konnten noch mehr solche spezifischen

Gensonden identifiziert werden.
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4.7 Actinoplanes sp. besitzt zwei Glutaminsynthetasen

Im Rahmen dieser Arbeit konnten die Grundlagen fiir die Untersuchung des zentralen
Stickstoff-Regulationssystems von Actinoplanes sp. gelegt werden. Die in dieser Arbeit
identifizierten Gene g/nA und ginll sind in verschiedenen Actinomyceten gefunden worden
(vgl. 3.1.1, 3.1.2 und 1.7). Die Regulation des GInA Enzyms aus S. coelicolor A3(2) ist in
verschiedenen Studien untersucht worden. In diesen Studien wurde gezeigt, dass das ginA-
Gen auf Transkriptions- und Translationsebene reguliert wird (Lewis V. Wray et al. 1991;
Fink et al. 1999). Uber die Regulation und biologische Bedeutung des g/nll-Gens ist noch
wenig bekannt. Das GInll Enzym kommt hauptséchlich in Bodenmikroorganismen vor (s.
Tab. 1.2). Deswegen wird spekuliert, dass diese Stimme aufgrund des eingeschrinkten
Stickstoffsgehalts mancher Boden eine zweite Glutaminsynthetase bendtigen. Diese
Hypothese wiirde nur Sinn machen, wenn das GInlI-Enzym einen niedrigeren K,,-Wert als das
GInA besdBe. Beide Enzyme aus verschiedenen Bakterien wie z. B. Rhizobium,
Agrobacterium, Frankia und auch Streptomyceten weisen aber mit einen K,, von 0,2 mM
identische Affinititen zu Ammonium auf (Merrick und Edwards 1995). Uberraschenderweise
konnte durch Sequenzierung des Genoms von S. coelicolor eine dritte potentielle
Glutaminsynthetase, welche mehr Ahnlichkeit zum g/nd-Typ zeigt, identifiziert werden
(Cosmid SC135; Accession Nr. 3581868). Es ist somit moglich, dass auch Actinoplanes sp.
als naher Verwandter zu Streptomyces eine dritte Glutaminsynthetase besitzen konnte.

Aufgrund des Einflusses der Ammoniumakkumulation auf die
Sekundédrmetabolitproduktion wédhrend der Fermentationsprozesse (vgl. 1.7) ist die
Aufklarung des Sticksoffregulationssystems in Actinomyceten von grossem Interesse. Weitere
Untersuchungen sind notwendig, um den EinfluB dieses Regulationsystems fiir die
Sekundirmetabolit- bzw. Acarbose-Produktion aufzukldren. Mit denen in dieser Arbeit
identifizierten Genen konnte z. B. die Expression, insbesondere die Transkription von g/nA
und/oder ginll mit der Acarboseproduktion in Korrelation zu bringen. Diese Arbeiten miissen
auch die Suche nach weiteren regulatorischen Genen wie z. B ntrBC, die noch nicht in einem
Gram-positiven Mikroorganismus identifiziert wurden oder g/nE, identifiziert in S. coelicolor
A3(2) (Fink et al. 1999), mit einschliessen. Dieses wiirde die Moglichkeit einer zukiinftigen
gezielten Mutagenese und damit die Beeinflussung des Stickstoffhaushaltes bzw. der

Stickstoffverwertung wihrend der Fermentation bei der Acarboseproduktion ermdglichen.
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Anhang 1

95

CACGACCGGGGGAGCTTACGGCGATAGGTTCCGGGGTTCGGCCGTTGCGCACACGCCGTGCCTGA

TCACCCGGTTACGTAACACGGCGGAAACAATAGGGACACGCCGGGGCAACTCCGGACCCATAACG
-35

TCGCGACCAGCCTTGCCAGGTGGCGGCGTATGCCGCCCGGTGTCGGAAAACTGTGCCAGGAGGAC
-10 RBS
Start
GTGTGTTCGCCAATCCCGAGGAACTCCTGCGATACCTCAAAGACGAGGACGTCAAGTTCGTCGAC
vV *F A N P E E L L R Y L K D E D V K F V D

GTACGTTTCTGTGACCTCCCCGGCGTGATGCAGCACTTCAACATCCCGGTGGAGTCGTTCGACGA
v R F C DL P GV M OQHF N I P V E S F D D

CAGTGTGGCAACCGACGGTCTCGCCTTCGACGGGTCCTCGATCCGCGGTTTCCAGGCCATCCACG
s v A T D G L A F D G S S I R G F O A I H E

BamHI
AGTCCGACATGATGCTGCTGCCGGACGTCGCCACCGCGTTCGTCGACCGGTTCCGGATCCAGAAG
s b M M L L P DV A T A F V D R F R I Q K

ACGCTGGCCCTGAACTTCTTCATCCACGACCCGTTCACCCGCGAGGCCTACTCGCGTGACCCGCG
T L. A L N F F I H D P F T R E A Y S R D P R

GAACGTGGCCAAGAAGGCCGAGGCGTACCTCGCGTCGAGCGGCATCGCCGACACCGCCTACTTCG
NV A K K A E A Y L A S S G I A DT A Y F G

GCGCCGAGGCCGAGTTCTACATCTTCGACTCGATCCGCCACGAGACCTCCGCGCACCAGGCGTTC
A E A E F Y I F D S I R H E T S A H Q A F

TACTACATCGACTCGATCGAGGGCGCGTGGAACTCCGGCCGTGAGGAGGAGGGCGGCAACCGLGG
y vy T b s I B G A W N S G R E E E G G N R G

TTACAAGACCGCGTTCAAGGGCGGCTACTTCCCGGTCTCCCCGGTCGACCACTACGCCGACCTGC
Yy K T A F K G G Y F P V S P V D H Y A D L R

GCGACGCGATGGTCCGCCGCCTGGTCGACACCGGCTTCACCGTGGAGCGCTCGCACCACGAGGTC
b A MV RURLL VD T G F T V E R S H H E V

GGCACCGCCGGCCAGGGCGAGATCAACTACAAGTTTTCCACGCTGCTGCACGCCGGCGACCAGAT
G T A G Q G E I NY K F S T L L H A G D Q M

GCAGCTGTTCAAGTACATCATCAAGAACACCGCCTGGGAGCACGGCAAGACGGCGACCTTCATGC
¢ L F K Y I I K N T A W E H G K T A T F M P

SphI
CGAAGCCGCTGTTCGGCGACAACGGCTCCGGCATGCACACCCACCAAAACCTGTGGCTGGGCGGL
K p L. ¥ 6 b N G S GG MHTH QN L W L G G

GAGCCGCTGTTCTACGACAAGACCGGTTACGCCGGGCTGTCCGACATGGGCCGCTGGTACATCGG
E p L F Y DK T G Y A G L S DM G R W Y I G

CGGGCTGCTGCACCACGCGCCGTCGCTGCTGGGCTTCACAAACCCGACGGTCAACTCTTACGCCG
G L L H H A P S L L G F T N P T V N S Y A A

CTGTTCCCGGCTACAAGGCCCCGGTCAACCTGGTTCTATCGCAGCGCAACCGTTCCGCGTGCACC
v P G Y K A P V N L VL S 0 R N R S A C T

65

130

195

260

325

390

455

520

585

650

715

780

845

910

975

1040

1105

1170

1235



Anhang 1

96

GGCATCCCGGTCACCGGCAGCAACCCGAAGGCCAAGCGCGTCGAGTTCCGCGTCCCGGACCCGTC
G I p V T GG S N P KA KU RV E F R V P D P S

GTCCAACCCGTACCTGGCGTTCTCCGCCCAGATGATGGCCGGCCTCGACGGCATCAAGAACAAGA
s N p Y L A F S A Q MM A G L D G I K N K I

TCGAGCCCCCGGCCCCGATCGACAAGGACCTCTACGACCTCCCGCCGGAGGAGTGGGGCAGCGTC
E p P A P I DK DUL Y DL P P E E W G S V

AAGCAGGTCCCCGGCTCCCTCGACGCCGTCCTCAACTCCCTCGAGGCCGACCACGAGTTCCTCAC
K ¢ v P G s L. baA VvV L N S L E A D HE F L T

CGCCGGCGGCGTCTTCACCGACGACCTCATCTCCACCTGGATCGACTACAAGCGCACCAACGAAA
A G GV F T D D L I § T W I DY K R T N E I

TCGACCCGGTCCGGCTCCGCCCGACCCCGCACGAGTTCGAGATGTACTACAACGTCTGACGCTTG
D P V R L R P T P HE F E M Y Y N V * Stop

CTGAAGTGGCCACTCCCGGTCCGGGGGTGGCCGCTTCTCTCTGTCCGGTGGCGACCGCCATCCTT

BamHI
GTTGGCGGTGGCGGCCGGTATCTCTCTTCCCGGTGGACGGCCGCCATCCAGGATCC

1300

1365

1430

1495

1560

1625

1690

1746

Anhang 1: ginA DNA-Sequenz. Die DNA-Sequenz umfaflit die offene Leserahm gind. Unter der DNA-

Sequenz ist die abgeleitete Aminosduresequenz des glnA-Gens dargestellt. Vor

dem ginA-

Translatiosstartpunkt wurde eine mogliche RBS (Ribosomenbindestelle) fett markiert. Schnittstellen fiir

Restriktionsendonukleasen sind iiber der unterstrichenen DNA-Sequenz angegeben.



Anhang 2

97

Kpnl
CCATGGCCGCGCGGCACCTCTGCCAGTAGGCGGCTCGTGGAGGTGGGACGCGTCGCTGGCCAAGG
Stop AcbXx * 6 G L VvV E V R R L S R N

TCCGGTCCCGGTCGTGCGGCATGTCGTCATGGCGGGTCTCGCGGACCTGTGGCTCCTACCGTCGC
w A L A L V G Y L L V A W L A Q V G L I A A

CGCGGCCTTGGCGGCCTCATCGGCGGCTCGTCGTCGGCGTTGCCCGACAGCTAGTCCGGGACCTT
A G S5 G G S Y G 66 L L L R L P s D I L G Q F

GCCGTCGTCGGCGTCGTCGGCCCGGETGCGGCAGGCCCTTGTCGCGCTCGCCCTGCTGGACCGGLC
pP L L R L L R AV G D P F L A L P V V QO G

GGTCCTTCCGCTGCTCGCGCAAGAACTAGCATGCCTACGGGGTCCACAACCAGCACTGCTTCCGC
A L F A V L AN K I TR I GW TN T T V F A

CGCTCTGGGTGGTCCTTCAACTAGAGCTTCCGCTCCTAGTGGCTCTCGTCGTCGCGCTGCCGCTT
A L G VL F N I E F A L I V S L L L A V A F

GTCGTCGTCCAACCGCCCGCCCCCTCGCCCGTCGCTGCGCTTGTAGCGCTTTGGCCGCTCGTGGL
L .. L. ~Nn AP P P A P L S A F MAVF G A L V

CCCGCGGCCGGTCGTCGCGTGACTCGCGCCGCCAGCCGTCCAAGTGGCGGTCTGTCGACTCGCGL
P A G A L L A S L A A T P L NV AL C s L A

ATCAAGCGGCCCGCATGGTCCCTCTGGCGCTACAGGGGCGCCATGTGGAGCGGCCGCTAGTAGAG
Yy NA P R V L 8 V A I D GG R Y V E G A I M E

CAGCTAGGCCAACCACACGTCGTAGGGCTCGTGGACGCGCTCGTGCTACATGCTCCACTCGACAC
p I R N T H L M G L V Q A L VvV I Y s T L Q

GCTTGCCCTCCGGCCGGCCACGGCCAGGCGGCCGCATCTGCCGAGCGGTGTCCTTGTGGACGTTG
A F P L G A P A P G G A Y V A R W L F V O L

CTCCACCGGCGTCGGCGGCACTCACGCGAGTCCTGCTACCAGCTCGCCATTGCCCACTGCCGCAC
s T A A A A T L A S L Vv I T S R Y R T V A H

GTCAGGCCGCTCCCGCTTGCCGCGCATGGCCGCGCGCCGCGCCTAGTACGCGGCAGGGGCCGCCA
Stop AcbwW * A G D G A T
L G AL A F P A Y R R A A R I M

44— Start AcbX

CTGGCCGAGGCCCGCGCTGGGCCGCATCTACGCCGCGTCGTCACAGAGGTCTAGCCGCAGGCCGT
v P E P R S G A Y I R R L L T E L D A D P

GGTCGTGCAGCGAGTCCAGCTTGGCCAGGTCGTCCTTCCGCTAGTGGACGGCCCGGCTGGTCGCC
v L.v D S L D F R D L L F A I V Q R A S W R

BamHI
AGGTGGCCCTTGAGCTGGGCCTAGGCCGGCCTGAGCCGGCCTCACCGCAGGTGGAGCCCGTCAGG
p v p F E V R I R G S E A P T A D V E P L G

AAGCCACTACTACGCGTCGCGCCGCCGGAGCCTCTGCGACGGCCGCCGCATGAGCTTCCACTGGC
E T I1 I R L A A A E S V S G A A Y E F T V

GGGCCCACAGGTGGCTGGCGTCGTCCAGGGCGTAGCAAGGGACCACCTGCTAGCAGGGCGCCAGG

AR T DV S R L LD R M T G O H V I T G R D

TGCTGGTCGCGGACTAGCGTCTACGACCACTACAGCGGCTACAGCACCGACCAGTCGTACTGGCA
v v L. A 9 D C I s T I D G I D H S T L M Vv T

65

130

195

260

325

390

455

520

585

650

715

780

845

910

975

1040

1105

1170

1235



Anhang 2 98
CCACGGGTCAAGCCGCACCTACACCAACTAGTCCAGGGCCTGGCGGACGAACTCCTGGTCCAGGT 1300
T G L E A H I H N I L D R V A Q K L VvV L D
CCGGCTACCACCCAAGCAGCTCCTTCTGGTGCCGGCCCAGCACGTCGTCGCTCCGCCGCTAGAGC 1365
L G I T P E p L. ¥ V V A P D H L L S A A I E
CGGGCGTACGCGACCGGGTCCGAGTCGACCGCCTGGCCCCACAACGGLCTCCCGCGGLCTCCAGGTC 1430
AR M R 0 G L S L. Q R V P TN G L A G L D L
GGCCAGGGCCTTGTCCGCGTACAAGGCCAGCATGTGGCGGACGCCGTGGAGCATCTGCACGGCGT 1495
R DR F L. R M N R DY V A Q P V E Y V H R
CCTACGCCTTGCTCAGCTCCTGGCCGTCTAGGGTGGTCTCGACCGACGCGACCGGCTTCTGGTGC 1560
L I R F S p L v P L D W W L QQ S R Q G F VvV V
GGCTAGGCCGGCCGCTGGGCCCACGCGACGGCCACGCCCAGCTCCGGCAGCTGGGCCTGGGCGGEGE 1625
G I R G A VvV R T R 0 R H P D L G D V R V R G
CCACCAGCCCGCGTACTACGGCCAGTCCTCAAACTAGCACCACCTGAACGGGCGCGGCAAGCGGG 1690
T T P R M I G T L L K I T T S K G A G N A
GCTACATCCGCTAGAACTGTGGCCTGCCCTGGAGCTTCGACTACAGCAGCTGCCGGGCCTGGTGL 1755
G I Yy A I K V G S P VvV E F S I D D V A R V V
AGCATGGCCCGGCTCTTGTACCAAGCGTCCGACGGGGCGTCTGGGCCGAGCGCGGCCATCGCGAA 1820
D Y R A S F M T R L S G R L G P E R R Y R K
CTTCACGAACGACTCCACGAGCCGCTCCTAGTACGGCCAGCACGGCAGGCCGGLCCCGTACGGCCE 1885
GCCGGTCGTGCCGTCCGGCCGGGCATGCCGGG
F H K S L H E A L I M
4 Start AcbW
BamHI
GCATGGGCCCGTACCGCTCAGCTCTACTAAGTGCCTAGGAGCAAAGAAAAGGCCTTCTACAGCAC 1950
CGTACCCGGGCATGGCGAGTCGAGATGATTCACGGATCCTCGTTTCTTTTCCGGAAGATGTCGTG
CGCCGTTGTAAAACTTTAACTACTAATGGTAGTTAATTGGCTCAAAGGTGTTACAGCGCGGCCAG 2015
GCGGCAACATTTTGAAATTGATGATTACCATCAATTAACCGAGTTTCCACAATGTCGCGCCGGTC
AGCCGCTGGCCGATATACCTTCGTTAGGCTTGTCAGCCGGCCTCCTACAACAGCTGCCACACTGT 2080
TCGGCGACCGGCTATATGGAAGCAATCCGAACAGTCGGCCGGAGGATGTTGTCGACGGTGTGACA
TAGGCGCCCGCCGGCCGCGGCGCGACGCGGCCTCACGCCGGCCGGTAGGAGCAACAGGCTCCACG 2145
ATCCGCGGGCGGCCGGCGCCGCGCTGCGCCGGAGTGCGGCCGGCCATCCTCGTTGTCCGAGGTGC
ACTCCCCGTGCCGGCTAGCGAGCCATCCCCCTCCCGCCAGTAGGCGACACGCCACGCCCTAGTCG 2210
TGAGGGGCACGGCCGATCGCTCGGTAGGGGGAGGGCGGTCATCCGCTGTGCGGTGCGGGATCAGC
GTTCACTCGTAACTTACGCTAACGCCGCCGTGAGCAGTTCGGCGGCACGGGCCAGGAGCTTTACA 2275
CAAGTGAGCATTGAATGCGATTGCGGCGGCACTCGTCAAGCCGCCGTGCCCGGTCCTCGAAATGT
CTGGCGCTTTGGAAAGGGCAGGCTATACCTCACTGGCCGCAGTATTAAACAACAAAGCCCGTTGT 2340
GACCGCGAAACCTTTCCCGTCCGATATGGAGTGACCGGCGTCATAATTTGTTGTTTCGGGCAACA
TTGGGTAGCGGCTAGGAGCTATATAATGGTCGGCCGAAAAGGCTGTAAGCCGGTCTACTTACGCC 2405
AACCCATCGCCGATCCTCGATATATTACCAGCCGGCTTTTCCGACATTCGGCCAGATGAATGCGG
[
AATGTCTGCCCTGGCCGCCCACCCCGGCCTACCACCCGCCCCAACGCCTCCCCGCCGGCCACTTG 2470

TTACAGACGGGACCGGCGGGTGGGGCCGGATGGTGGGCEGGEGETTGCGGAGGGGCGGCCGGTGAAC



Anhang 2

99

CEAEGTTCTTGAACGACTTTGAAAGTCCAGGTCAACGCCACGGCCAAAGTGGCGGTATCTAAAGC
GATGCAAGAACTTGCTGAAACTTTCAGGTCCAGTTGCGGTGCCGGTTTCACCGCCATAGATTTCG
—
GCCAGTAGCCCGGAGCTGCCAAGGCTAGGCCGGGCCGACTCACACGCCGAGCGACCCGCCACGTC
CGGTCATCGGGCCTCGACGGTTCCGATCCGGCCCGGCTGAGTGTGCGGCTCGCTGGGCGGTGCAG

GCTGCGGCTGCAGCGAACTTGGGGCTTGAAGGTCGGGTAGAGTGGCCTACGCCGCCGATAGGGGA
CGACGCCGACGTCGCTTGAACCCCGAACTTCCAGCCCATCTCACCGGATGCGGCGGCTATCCCCT

AGTCCTCACTGGGCACTA
TCAGGAGTGACCCGTGATGTGTTCCGAGCCGGTTCGTTTCGACACCGGCGCCGCGACCCGGCGGC

M F R A G S F R HR R R D P A A
Start Acbv-1 —=———-p

GGTTCCGGTGAGCAGGCAGGCCGACCTGCTCGCCCGGGAGTCGCGTCACCTGGCTCCGGGAGCCT
v P V S R 0 A D L L A R E S R H L A P G A S
—
Start AcbV-k

CCGAAGAGGCGGCGCTCGGCCGGCGEGGETGTTCGTCGAGGGCCGCGGCGCGACCCTGCGCGACGLC
E E A AL G R RV F V E G R G AT L R D A

GACGGTGTGGAATACCTCGACTTCGCCGCCGGTACTTTGACCCAGTCACTCGGGCACTGCCACCC
b 6 v EY L D F A A G T L T Q S L G H C H P

CGAGGTGGTGGCCCGGCTCACCGAACAGGCCGGGAAGCTGTGGAACGTCCACGACTTCGCGACCG
E vvVv A RTLTTE QA AGI KL WN V HD F A T A

CCGACCGCGCCGCGCTCTGCGAACTGCTCGCCGAACTGCTGCCCGACCACCTCACCACGCTCGLC
b R A A L C E L L A E L L P D HUL T T L A

TTCTTCTCGACCGGCGCCGAGGTGGTGGAGGCGGCACTGCGGACGGTCCAGGCCGTCGCCGAACC
F F S T G A E V V E A AL R T V Q A V A E P

CGGCCGCAACCGGGTCGGGGCACTGCGGCACGGCTTCCACGGCAAGACGATGGGCGCCCGCATGC
G R NRV G A LRUHGUF H G K T M G A R M L

TGGTGCACTGGGACGTGGGGGACCAGTCGTTCGCCGGCAACAGCGTGCTGGGTACGGCCCCGTAC
v H W DV G b S F A G N S V L G T A P Y

TGCTACCGGTGCCCGCTGGAGCTGAGCTATCCGTCGTGCGAGGTCCGATGCGCCACCCTGGTACG
c ¥y R C P L EL S Y P s CE V R C A T L V R

CCGGCACATCGCCGAGAAACCCAACGTGAGCGCCCTGTTCTTCGAACCGGTGCTGGGCGCGGCCG
R H I A E K P NV S AL F F E P V L G A A G

GCGTGATCGTGCCGCCACCGGGCTACTGGGAGCAGATCGCGGCCGCGTGCCGGGACAACGGCGTA
v I v Pp P P G Y W E Q I A A A C R D N G V

CTGCTGGTCGCCGACGAGGTGCTCACCGGCGGCGGCCGGACCGGAACCTTTCTGGCCAGCGAGGC
L. ... vaDE VL TG G G R T G T F L A S E A

GATCGGGGTCGCCCCGGATCTGGTCACGTTGGCCAAGGGCACCGCGTCCGGTTTCCCGTTCGCCG
I G vaAP DL VTLAI KGT A S G F P F A V

TGCTCGCCGGGCGTGACGAGGTGCTGCGGCATCCCCGGGCCGGGCTCGCCGGATCGACCGCCTCC
L. A G RDE VL R H PR AGUL A G S T A S

ACCTACGCCGGCAACCCGCTCGGGATCGCCGCCGCCCACGCCACCCTCTCGGTGATCTCCCGCGA
T vy A G N P L G I A A A HA T L s Vv I S R D

2535

2600

2665

2730

2795

2860

2925

2990

3055

3120

3185

3250

3315

3380

3445

3510

3575

3640

3705



Anhang 2 100
CCGGCTGATCGAGCAGGTCCGGGACCTCGGCGCGGTGCTGGCCGACCGCCTGGCCGAGATGCACG 3770
R L. T £E 9 vV R D L G A V L. A DU R L A E M H D
ACCGGCACCCGCACCTGGGCGACGTGCGCGGCATCGGCCTGCTGCACGGGCTCGAGTTCGTGCAC 3835
R H P H L G DV R G I G L L H G L E F V H
GACCGGCAGAGCCGGCGGCCGGCCCCGGAGATCGCCCGGCGGGTCTACACCACCGLCLCCTCGALCGE 3900
D R Q@ S R R P A P E I A R R V Y T T A L D A
CGGTCTGCGCACCGCCATCGGCGGGCACATCATCCGGCTCGCGCCGCCGTTCGTCATCGACGAGA 3965
G L R T A I G G H I I R L. A P P F V I D E T
CCGAGCTGCTGCGCGGCCTGGACCTGCTGGACCGGGCGATTACCGAGGCCGGGCGGGTGACGGCA 4030
F L L R G L D L L D R A I T E A G R V T A
M
Start AcbU
TGACACCCCGGCCGGTCAGCACGATCGACGTGAGCCTCGCCAGCCTGCTGCGCACCGCCGACTGG 4095
* Stop AcbVv
T P R P VvV S T I b v S L A S L L R T A D W
BamHI
CCGCACGAGGATCTGCGCGGTCCCGGCGGGGTGCGGATCCTCGACGAGGCGATCCTCGGLCCCGTC 4160
P H E D L R G P G G V R I L DDE A I L G P S
CCGGTTGCTGATCGTCGCGGCCGAACGGAACCCCGAGAGCCGCTACTTCGTCGCCGTTCTGCGCC 4225
R L L. I v A A E R N P E S R Y F V A V L R H
ACGATCCGTCCCGGGAGGCCGTCGGCGACGCCGCCCACGACCGGGCCGETGGTCCAGGCGATGLGC 4290
b p S R E A V G D A A H D R A V V Q A M R
GAGCGGCTGGCACTACCCACCGCAGCCGGCCATCTGATCGTCTTCGACGGTGACCCCGCGCCGETT 4355
E R L. AL P T A A G H L T V ¥F D G D P A P F
CCGAGCCACCCGGCCGTTCGACCCCGGGTGGTCGACCAACGCCCTGTCGCTGGCCGATCTGGACG 4420
R A T R P F D P G W S T N A L S L A D L D G
GGACACTGCACATCCACAAGGCGTACCGGCTGGTGTCGGCCGCCACCCGGGAACCGCATCTGCTG 4485
T L H I H K A Y R L v S A A T R E P H L L
CGGCTGATGCATCGCGGCGGCCGTACCCAGCGATGGGCCGGCGACTACCACTACGTGGAGCAGCC 4550
R L. M H R G G R T Q R W A G D Y H Y V E Q P
CTCCGGGCGCCGCTACCCGCTGGGCCTGCTCTACGCCTATGCCGAAGGGACAGCCTCGACCTGCC 4615
s G R R Y P L. G L L YA Y A E G T A S T C R
GCTGCGCACAGCATCCGGTCGATGTGGCCGGCGCTGCTGGGCGGCACCGAACCGGLCCGGLGLGGET 4680
c A Q H P V D V A G A A G R H R T G R R G
GACGGCCGCGCAGCGTCCATCGCGGGCGAGCTGCCCGGLCGTCGGCCGGTTCCTCCGCGACTTCCA 4745
D G R A A S I A G E L P G V G R F L R D F H
TACCGAACTGGCGCAGCGGCTGGAACCCGCGCCGACGTTCCCGGTGAACGCCTACCTGCGGGAGA 4810
T £ L. A Q R L. E P A P T F P V N A Y L R E T
CCGCCGAGCGGGTGGCGGCGCTGGGGETGCCGGATCAGCGCCGACGAACGTTACCCCCGGLCLCGGETG 4875

A E R V A A L G C R I S A D E R Y P R P V



Anhang 2 101

CGCGAGGCGGTCGTCGCCGCCCTGACCGGCGAACTGGACCAGGCCACCACCAGCGCGGTGCGGGET 4940
R E A V V A AL T G E L D O A T T S A V R V

GCCGTGGCCGGCCGGCCCGTCGCACGGCGACCTGCACCTGTCGCACATCCTGCGCCGGCAGACAC 5005
P W P A G P S H G DL HUL S H I L R R Q T P

CGGACGGCTGGCGGCTGTGTGTGATCGACCTGTCCACGCCCGCCCCCGACCCGGCCGACCCGCTC 5070
b 6 w R L ¢ Vv I DL s T P A P D P A D P L

BglII
GGCGCCGCCCAGTCACCGTGGCAGGACCTGGTGGCGCTGCTGCGCGGGCTGGAGATCT 5128
G AAQ S P W QDL V ALTUILTZ RTGTLE I

Anhang 2: DNA-Sequenz des 5,2 kb Kpnl/Bglll DNA-Fragmentes. Die DNA-Sequenz umfafit die
offenen Leserahmen acbU, acbV, acbW und acbX. Unter der DNA-Sequenz ist die abgeleiteten
Aminosduresequenzen der entsprechenden Gene dargestellt. Vor dem achV-Translatiosstartpunkt (197 bp)
wurde ein mogliches regulatorisches  Hexanukleotidmotive  fett  markiert.  Schnittstellen  fiir
Restriktionsendonukleasen sind iiber der unterstrichenen DNA-Sequenz angegeben.



