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Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, die zwei bisher identifizierten Abschnitte des ach-Genclusters

(acbC- und acbV-Subgencluster) aus Actinoplanes sp. SE50/110 zu einem durchgehenden
acb-Gencluster zu ergidnzen und neue Biosynthesegene zu identifizieren. Die Ergebnisse
sind im Folgenden zusammengefasst:

1.

Der rekombinante GEM12-Phage ®52 wurde durch DNA-DNA-Hybridisierung mit
Gensonden aus beiden ach-Subgenclustern isoliert und die DNA-Sequenz des 20,13 kb
groflen Inserts des Phagen ®52 bestimmt. Dabei konnte gezeigt werden, dass Bereiche
beider Subgencluster auf dem Insert des Phagen ®52 vorhanden waren. Die schon
bekannten ach-Subgencluster und die in dieser Arbeit beschriebenen ach-Gene bildeten
somit ein durchgehendes ach-Gencluster in Actinoplanes sp. SE50/110.

. Basierend auf der DNA-Sequenz wurden 13 offene Leserahmen (achIPRSUVWXYZ,

asp52.1, asp52.2 und asp52.3) identifiziert; dabei waren die Gene achl und asp52.3 nur
partiell auf dem Insert des Phagen ®52 vorhanden. Aufgrund der postulierten Funktion
threr Genprodukte gehdrten die 10 mit ach- bezeichneten Gene zu dem acb-Gencluster
aus Actinoplanes sp. SE50/110.

. Mit den in dieser Arbeit beschriebenen ach-Genen konnte der vermutlich vollstindige

Genbestand des acb-Genclusters aus Actinoplanes sp. SE50/110 bestimmt und ein
erweitertes Modell der Acarbose-Biosynthese entwickelt werden.

Zwischen dem ach-Gencluster aus Actinoplanes sp. SE50/110 und dem partiell
analysierten acb-Gencluster aus Streptomyces glaucescens GLA.O bestehen signifikante
Unterschiede in der Organisation und dem Genbestand. Sie sind nur entfernt miteinander
verwandt.

. Das rekombinante Cosmid pHTWCos6 wurde durch DNA-DNA-Hybridisierung einer

Cosmidbank genomischer DNA von Actinoplanes sp. SE50/110 mit dem Gen acbC
isoliert und fiir die heterologe Expression des ach-Genclusters in S. lividans 66 TK23
eingesetzt. Sein 41 kb grofles Insert umfasste das gesamte ach-Gencluster. Die
erfolgreiche Expression der ach-Gene wurde durch den Nachweis der Enzymaktivitat der
Acarviosyltransferase (AcbD), der Acarbose-7-Kinase (AcbK) sowie des AcbE-Proteins
im Kulturfiltrat gezeigt. Weiterhin konnte in den Kulturiiberstinden von S. lividans 66
TK23 pHTWCos6 eine mit der Acarbose verwandte Substanz, moglicherweise das
Biosyntheseintermediat Acarbose-7-phosphat, nachgewiesen werden, wodurch die
Definition des acb-Genclusters bestétigte wurde.

Die Phosphorylierung des potentiellen Biosyntheseintermediates 1-epi-Valienol durch
heterolog exprimierte acb-Gene konnte in vitro gezeigt werden. Wahrscheinlich wurde
diese Reaktion durch die postulierte Cyclitol-Kinase AcbU katalysiert. Dies stiitzte die
Vermutung, dass l-epi-Valienol bzw. sein Phosphat 1-epi-Valienol-(7)-phosphat ein
Intermediat der Acarbose-Biosynthese ist und durch eine Phosphorylierung,
wahrscheinlich an der Position C-1 des Cyclitols, aktiviert wird.
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Summary

The objective of this study was to examine the structure and entire gene set of the complete
ach-gene cluster in Actinoplanes sp. SE50/110.

1. The GEM12-derivative ®52 was isolated by means of Southern hybridization with gene
probes derived from both known subclusters of acb-genes. By sequencing the 20.13 kb
insert of the phage @52 the gap between both acb-subclusters were filled. The residual
parts of the contiguous acb-gene cluster downstream of achW also could be identified.

2. In the 20.13 kb DNA-fragment, 11 complete (achbPRSUVWXYZ, asp52.1 and asp52.2)
and two incomplete open reading frames have been identified (achl and asp52.3). All of
the ach-genes are thought to belong to the acb-gene cluster. Except for the protein Acbl, a
function in the metabolism of acarbose in Actinoplanes sp. SE50/110 could be assigned to
all Acb-proteins on the basis of amino acid sequence similarity to known proteins.

3. Based on the deduced functions of all Acb-proteins a putative modell of the acarbose
biosynthesis in Actinoplanes sp. SE50/110 was proposed.

4. Comparing the acb-gene clusters from Actinoplanes sp. SE50/110 and from S.
glaucescens GLA.O siginificant differences in the organisation and the gene content were
found implying that both gene clusters are only distantly related.

5. A genomic library of Actinoplanes sp. SE50/110 constructed in the shuttle vector pOJ446
was screened with a DNA-fragment containing the acbC gene. The isolated recombinant
cosmid pHTWCos6 encompassed the complete ach-gene cluster and was used for the
heterologous expression of the entire set of ach-genes in S. lividans 66 TK23. The
enzymatic activities of the acarbose-7-kinase (AcbK) and the acarviosyltransferase
(AcbD) were successfully detected by in vitro assays. The production of the a-amylase
AcbE was shown by an SDS-PAGE of the culture filtrate confirming the expression of
the ach-genes. Furthermore, the recombinant strain S. lividans 66 TK23 pHTWCos6
produced a new substance which was suggested to be acarbose-7-phosphate.

6. It was possible to phosphorylate 1-epi-valienol using cell free extracts of S. lividans 66
TK23 pHTWCos6 or pHTW214. This reaction was most likely catalyzed by the putative
cyclitol kinase AcbU. These results suggested that 1-epi-valienol or the corresponding
phosphate 1-epi-valienol-(7)-phosphate are intermediates of the biosynthesis of acarbose
in Actinoplanes sp. SE50/110. Most likely, this intermediate becomes activated through
phosphorylation at the C-1 position of the cyclitol, which would fit excellently into the
proposed model of the biosynthesis of acarbose.
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1. Einleitung

1.1 Die Gattung Actinoplanes

Der in dieser Arbeit verwendete Acarbose-Produzent Actinoplanes sp. SE50/110 ist eine
Spontanmutante von Actinoplanes sp. SE50 und innerhalb der Gruppe der Actinomyceten in
die Ordnung Actinomycetales (Familie Actinoplanaceae) einzuordnen (FROMMER et al.,
1979). Mitglieder des Genus Actinoplanes verhalten sich Gram-positiv und bilden
charakteristische Sporangien mit motilen Sporen aus (PARENTI AND CORONELLI, 1979;
VoBIs, 1989). Bis auf wenige Ausnahmen wird von Mitgliedern der Gattung Actinoplanes
jedoch kein Luftmyzel ausgebildet (PARENTI AND CORONELLI, 1979; BLAND AND COUCH,
1981). Thre Zellwand enthdlt als gattungsspezifisches Merkmal meso-2,6-
Diaminopimelinsdure, LL-2,6-Diaminopimelinsdure und/oder Hydroxydiaminopimelinsdure
sowie Glycin und entspricht somit dem Zellwandtyp II (LECHEVALIER AND LECHVALIER,
1970). Auch ist innerhalb der Peptidoglycanstruktur N-Acetylmuraminsidure durch N-
Glycolylmuraminsdure substituiert, was die Unempfindlichkeit gegeniiber der N-
Acetylmuramidase Lysozym erkldrt (VOBIS, 1989). Der GC-Gehalt genomischer DNA der
Gattung Actinoplanes entspricht mit 70-73 mol% der fiir Actinomyceten typischen
GroBenordnung und kann fiir eine taxonomische Abgrenzung dieser Gattung nicht
verwendet werden (FARINA AND BRADLEY, 1970). Molekularbiologische Untersuchungen
der 16S rRNA bestitigten die systematische Einordnung von Actinoplanes sp. SE50/110,
wobei die hdchsten Ubereinstimmungen mit Vertretern der Genera Micromonospora und
Frankia vorhanden waren (MEHLING, 1995).

Actinoplanes-Stimme besiedeln verschiedenste Habitate und konnten aus einer Vielzahl
unterschiedlicher Bdden, marinen Habitaten sowie Binnengewissern isoliert werden
(WILLOUGHBY, 1966; PALLERONI, 1976; PARENTI AND CORONELLI, 1979; JENSEN et al.,
1991; TAKIZAWA et al., 1993). Ein gemeinsames Merkmal aller Isolate ist das Wachstum auf
Pflanzenresten und fast alle untersuchten Species sind in der Lage mit Xylose und
Arabinose, zwei Hauptbestandteilen pflanzlicher Zellwédnde, als C-Quelle zu wachsen
(PARENTI AND CORONELLI, 1979).

Neben Acarbose produzieren Mitglieder dieser Gattung eine Vielzahl unterschiedlicher
Sekundédrmetabolite (z. B. die Antibiotika Lipiarmycin, Taitomycin, Purpuromycin,
Teichomycin) und wurden vereinzelt erfolgreich fiir die Biotransformation eingesetzt
(PARENTI AND CORONELLI, 1979; KUHNT et al., 1996; QUARTA et al., 1996; CHU et al., 1997,
KIRILLOV et al., 1997).
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1.2 Acarbose: Struktur, verwandte Verbindungen und Wirkung

Der a-Glucosidase Inhibitor Acarbose wird, neben einer Reihe strukturell verwandter
Pseudooligosaccharide, von dem Bakterium Actinoplanes sp. produziert. Charakteristisches
Strukturmerkmal dieser Verbindungen ist die Acarviosyl-Untereinheit der Acarbose. Sie
besteht aus dem ungesittigten Aminocyclitol Valienamin, das N-glycosidisch mit einer 4,6-
Didesoxyglucose verkniipft ist (MULLER et al., 1980; TRUSCHEIT et al., 1981; MULLER,
1989; PIEPERSBERG AND DISTLER, 1997). Daher ist Acarbose in die Gruppe der
Aminoglycoside einzuordnen (PIEPERSBERG AND DISTLER, 1997). In Anlehnung an die
Nomenklatur der Kohlenhydrate wird das anomere Zentrum der 4-Amino-4,6-didesoxy-D-
glucose und die Position C-4 des Valienamins auch als reduzierendes bzw. nicht-
reduzierendes Ende der Acarviosyl-Untereinheit bezeichnet. Im Fall der Acarbose ist die 4-
Amino-4,6-didesoxy-D-glucose mit einem Maltosylrest a-1,4-glycosidisch verkniipft. Sie
unterscheidet sich von den {iibrigen, auch als Homologe der Acarbose bezeichneten,
Pseudooligosacchariden durch die Anzahl o-1,4-glycosidisch verkniipfter Glucosereste,
welche am reduzierenden bzw. nicht-reduzierenden Ende der Acarviosyl-Untereinheit
gebunden sind (Abb.1.2.1).

Die Anzahl der Glucosereste variiert in Abhdngigkeit von den im Kulturmedium
vorhandenen Kohlenstoffquellen. Mit Maltose und Glucose werden iiberwiegend niedere
Homologe (Komponente 2 oder Acarbose; Abb. 1.2.1) gebildet. Hingegen nimmt durch die
Zugabe geringer Mengen von Stirke in das Kulturmedium der Anteil héhermolekularer
Komponenten zu (FROMMER et al., 1979; SCHMIDT et al., 1981).

Die inhibitorische Wirkung auf verschiedene a-Glucosidasen verdndert sich ebenfalls
abhingig von der Summe der Glucosereste der Pseudooligosaccharide. Die
niedermolekularen Homologen (Komponente 2 und Acarbose) inhibieren vorwiegend
Maltasen und Disaccharidasen, wogegen die hohermolekularen Homologen wesentlich
effizienter a-Amylasen hemmen (FROMMER et al., 1979).

Essentiell flir die inhibitorische Wirkung auf a-Glucosidasen ist die Acarviosyl-Untereinheit
der Pseudooligosaccharide. Die N-glycosidische Bindung der Acarviosyl-Untereinheit kann,
im Gegensatz zu a-1,4-O-glycosidischen Bindungen, durch das aktive Zentrum der o-
Glucosidasen nicht hydrolysiert werden (HEIKER et al., 1981; NAHOUM et al., 2000). Dabei
soll die Inhibierung der a-Glucosidasen auf einem kompetitiven Mechanismus basieren, der
zunichst an dem Saccharase-Isomaltase Komplex aus dem Diinndarm von Ratten untersucht
worden war (SIGRIST et al. 1975; HANZOET et al., 1981; SAMULITIS et al., 1987). So konnte
auch gezeigt werden, dass Acarbose im Vergleich zu Saccharose eine ca. 15000 fach hohere
Affinitdt zu einer Saccharase aufwies und mit dieser einen sehr stabilen Enzym-Inhibitor-
Komplex ausbildete (CASPARY UND GRAF, 1979).
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Kristallographische Untersuchungen von Acarbose/o-Amylase-Komplexen zeigten jedoch,
dass Acarbose erst durch die Amylasen zu effizienteren Inhibitoren umgesetzt wird. So wird
z. B. durch die Pankreas a-Amylase des Menschen die Acarviosylglucose auf das nicht-
reduzierende Ende eines zweiten Acarbosemolekiils iibertragen (NAHOUM et al., 2000).
Wohingegen die maltogene o-Amylase Novamyl Maltose auf das nicht-reduzierende der
Acarbose iibertriagt (DAUTER et al., 1999). Erst diese Reaktionsprodukte fiihrten zu einer fiir
die inhibitorische Wirkung notwendigen Positionierung der N-glycosidischen Bindung der
Acarviose im aktiven Zentrum der o-Glucosidasen (DAUTER et al., 1999; NAHOUM et al.,
2000).

A.
CH,0H
HO/
HO
Acarviosyl-Untereinheit
B.
Name m n
Komponente 2 0 1
Komponente 3 (Acarbose; BAY gh5421) 0 2
Komponente 4 @ 1 2
Komponente 5 @ 2 2
Komponente 6 @ 3 2

(a) Hauptbestandteile des Isomerengemisches m+n=3, 4 oder 5.

Abb.1.2.1: Struktur der Acarbose und homologer Verbindungen.
Angegeben ist die Struktur der von Actinoplanes sp. produzierten
Pseudooligosaccharide (A) sowie die Zusammensetzung ausgewihlter homologer
Verbindungen (B). m und n geben die Anzahl der Glucosereste an. Verbindungen
mit m+n zwischen 1 und 30 wurden beschrieben (FROMMER et al., 1979).
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Neben den sich nur in der Anzahl der Glucosereste unterscheidenden Homologen der
Acarbose werden von Actinoplanes sp. auch noch weitere Verbindungen mit der
charakteristischen Acarviosyl-Untereinheit produziert (Tab. 1.2.1; HEMKER, 1997). Diese
Substanzen werden auch als Nebenkomponenten der Acarbose bezeichnet und teilweise erst
wiéhrend der Aufreinigung von Acarbose gebildet (z. B. Komponente A; HEMKER, 1997).

Tab. 1.2.1:  Struktur ausgewihlter Nebenkomponenten der Acarbose.

a

Name Struktur

Acarbose (Komponente 3) Ac-1,4-Glc-1,4-Glc

Komponente A Ac-1,4-Glc-1,4-Fru

Komponente B Ac-1,4-Glc-1,4-(1-epi-Valienol)
Komponente C Ac-1,4-Glc-1,1-Glc

Komponente D Ac-1,4-Glc-1,4-Man

Komponente 4b Ac-1,4-Glc-1,4-Glc-1,4-Glc
Komponente 4a Ac-1,4-Glc-1,4-Glc-1,4-Fru
Komponente 4c Ac-1,4-Glc-1,4-Glc-1,1-Glc

(a). Die Unterschiede zu Acarbose bzw. Komponente 4b sind fett hervorgehoben. Als Position 1
der Acarviosyl-Untereinheit wird die Position C-1 der 4,6-Didesoxyglucose bezeichnet. Ac,
Acarviose; Fru, Fructose; Glc, Glucose; Man, Mannose.

Der a-Glucosidase Inhibitor Acarbose wird seit 1990 auch zur oralen Therapie des Diabetes
mellitus Typ II in der Humanmedizin verwendet (BISCHOFF et al., 1990). Die Inhibierung der
o-Glucosidasen des Darms fiihrt zu einer =zeitlich verzogerten Freisetzung von
Monosacchariden, vor allem von Glucose, aus den langkettigen Kohlenhydraten der
Nahrung und somit zu einer verringerten Resorption von Monosacchariden. Hierdurch
kommt es zu einer deutlichen Reduzierung des postprandialen Blutzucker- und
Seruminsulinspiegels. Obwohl der Stirkeabbau durch a-Amylasen von Acarbose in vitro
nur schwach gehemmt wird, konnte dieser Effekt auch bei paralleler Gabe von Acarbose und
Stirke-haltiger Nahrung nachgewiesen werden. Eine Metabolisierung der Acarbose findet
hingegen nicht statt (PULS AND KEUP, 1973; PULS AND KEUP, 1974; PULS et al., 1977).
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Aber auch in der biologischen Grundlagenforschung wird Acarbose eingesetzt. In der
Proteinkristallographie dient Acarbose als Substratanalogon fiir a-Glucoside und wird
hiufig zur Aufkldrung der rdumlichen Struktur des aktiven Zentrums von o-Amylasen
eingesetzt (DAUTER et al., 1999; NAHOUM et al., 2000).

Neben Actinoplanes sp. bilden eine Reihe von Streptomyceten Sekundidmetabolite, die
Derivate des charakteristischen C7-Cyclitols Valienamin beinhalten. Zu diesen Substanzen
gehoren die Amylostatine, Adiposine, Oligostatine, Trestatine und Validamycine (MUARO
AND OHYAMA, 1975; NAMIKI et al., 1982a+b; OMOTO et al., 1981; YOKOSE at al., 1983). Die
Validamycine wirken im Gegensatz zu den iibrigen Verbindungen nicht als a-Glucosidase-
Inhibitoren, sondern sind effektive Trehalase-Inhibitoren und werden als Fungicide
eingesetzt.

1.3 Regulation des Acarbose-Metabolismus in Actinoplanes sp.

Bisher liegen nur wenige Informationen iiber die Regulation der Acarbose-Biosynthese in
Actinoplanes sp. vor; jedoch scheinen die im Medium vorhandenen C-Quellen dabei eine
Schliisselfunktion einzunehmen. So konnte die Produktion der Acarviosyltransferase AcbD
sowie der a-Amylase AcbE durch Maltose und/oder Maltotriose induziert werden und war
nicht durch Zugabe von Glucose reprimierbar (STRATMANN, 1997). Fiir eine positive
Regulation durch einen Transkriptionsaktivator sprach die Identifikation einer ,,Maltose-
Box“ upstream von acbD, wie sie auch fiir MalT abhdngige Promotoren in E. coli
beschrieben worden ist (STRATMANN, 1997; BOOS AND SHUMAN, 1998). In diesem
Zusammenhang wurde auch diskutiert, dass die, in den intercistronischen Regionen
zwischen acbA/acbB und acbD/acbE sowie upstream von achV identifizierten, konservierten
Hexanukleotide (Konsensussequenz C/ATTGCT/A) mogliche Erkennungssequenzen fiir
einen positiven Transkriptionsregulator darstellen (STRATMANN, 1997; DIAZ-GUARDAMINO,
2000). Hinweise fiir eine Beteiligung dieser auch in S. coeliocolor konservierten
Hexanukleotidsequenz an der Substratinduktion des Maltose-Operons durch den Regulator
MalR wurden bereits beschrieben (VAN WEZEL et al., 1997).
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14 Der Acarbose-Metabolismus in Actinoplanes sp.

Der Acarbose-Metabolismus in Actinoplanes sp. ist bisher nur partiell bekannt, basierend auf
Fiitterungsexperimenten, molekularbiologischen und enzymologischen Untersuchungen
konnten jedoch erste Erkenntnisse gewonnen werden. Im Rahmen dieser Arbeiten wurde
sowohl der Ursprung der Maltosyl-Untereinheit und die Biosynthese der charakteristischen
Acarviosyl-Untereinheit analysiert.

Erste Erkenntnisse {iber den Ursprung der Maltosyl-Untereinheit konnten durch
Fiitterungsexperimente mit Actinoplanes sp. erlangt werden. In Einbaustudien mit Isotopen-
markierter Glucose, Maltose und Maltotriose wurde nachgewiesen, dass Glucose nur in die
4-Amino-4,6-didesoxy-D-glucose der Acarviose (Abb. 1.2.1) und nicht in die Maltosyl-
Untereinheit eingebaut wird (VAN HULST, 1985; MAUL et al., 1989; LEE et al., 1997). Diese
scheint direkt aus freier Maltose und/oder Maltotriose gebildet zu werden (LEE et al., 1997).
Im Fall der Maltotriose erfolgt der Einbau auf zwei alternativen Stoffwechselwegen: (1)
Nach Abspaltung von Glucose an dem nicht-reduzierenden Ende der Maltotriose wird die
resultierende Maltose mit der Acarviose verkniipft. Basierend auf diesem Mechanismus
werden 60% der Acarbose gebildet. (2) Die restlichen 40% entstehen durch Verkniipfung
von Maltotriose mit der Acarviose und anschlieBender Abspaltung von Glucose an dem
reduzierenden Ende des Maltotriosyl-Restes (LEE et al., 1997). Unklar ist, ob der Einbau in
die Acarbose intra- und/oder extrazelluldr erfolgt. Wenngleich bisher keine Erkenntnisse
tiber die an diesen Reaktionen beteiligten Enzymen vorliegen, ist eine Beteiligung der
extrazelluliren Acarviosyltransferase AcbD denkbar (HEMKER, 1997). Unter anderem
konnte der AcbD-katalysierte Transfer der Acarviosyl-Untereinheit der Acarbose auf
Maltotriose und Maltose in vitro gezeigt werden (HEMKER et al., 2001). Die Abspaltung von
Glucose kann mit dieser Reaktion jedoch nicht erklért werden.

Eine alternatives Modell des Maltose-Einbaus stiitzt sich auf die Identifikation des Gens
achQ innerhalb des partiell bekannten ach-Genclusters, dessen Genprodukt mit
Amylomaltasen verwandt ist (STRATMANN, 1997). Dabei konnte die Maltose bzw.
Maltotriose intrazelluldr auf das reduzierende Ende der Acarviose iibertragen und
gegebenenfalls ein Glucoserest der Maltotriose abgespalten werden. Diese Reaktion wire
vergleichbar mit der Metabolisierung von Maltooligosacchariden durch die Amylomaltase
MalQ aus E. coli (BOOS AND SHUMAN, 1998; STRATMANN, 1997). Allerdings kann die
alternative Abspaltung von Glucose vom reduzierenden oder nicht-reduzierenden Ende der
Maltotriose mit dieser Hypothese nicht erklért werden.

Von besonderem Interesse war die Biosynthese der zentralen, aus dem C-7 Cyclitol
Valienamin und einer 6-Desoxyglucose bestehenden Acarviosyl-Untereinheit (Kap. 1.2).
Die Biosynthese der 4-Amino-4,6-didesoxy-D-glucose entspricht wahrscheinlich dem fiir
diese Substanzgruppe typischen dTDP-Hexose-Weg (L1U AND THORSON, 1994; KIRSCHNING
et al.,, 1997; PIEPERSBERG AND DISTLER, 1997). Ausgehend von Glucose-1-phosphat erfolgt
eine Aktivierung durch eine dTDP-D-Glucose-Synthase (AcbA) und anschlieBend die
Dehydratisierung zu dTDP-4-Keto-6-desoxy-D-glucose katalysiert durch die dTDP-D-
Glucose-4,6-Dehydratase AcbB (STRATMANN et al., 1999). Fiir diese Vermutung sprach,
neben dem Einbau der Isotopen-markierten Glucose in die Acarbose, die Identifikation der
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korrespondierenden Gene acbA bzw. acbB innerhalb des ach-Genclusters und der Nachweis
der Dehydratase-Reaktion in Actinoplanes sp. (Kap. 1.5; GOEKE, 1986; STRATMANN, 1999).
Auch die zeitliche Korrelation dieser Enzymaktivitit mit der Acarbose-Produktion in
Actinoplanes sp. sprach fiir diesen Syntheseweg (GOEKE, 1986; LIEDERT, 1991). Als
abschlieBender Schritt in der Biosynthese der 6-Desoxyhexose wurde die Transaminierung
von dTDP-4-Keto-6-desoxy-D-glucose zu dTDP-4-Amino-4,6-didesoxy-D-glucose mit
Glutamat als Aminodonor vorgeschlagen (LEE AND EGELKROUT, 1998; MAHMUD et al.,
1999; DiAz-GUARDAMINO, 2000). Diese Annahme wurde durch die Identifikation der
Aminotransferase AcbV in Actinoplanes sp. SE50/110 gestiitzt (Kap. 1.5). Eine
Transaminierung von dTDP-4-Keto-6-desoxy-D-glucose mit L-Glutamat als Aminodonor
konnte mit der heterolog produzierten Aminotransferase AcbV bereits gezeigt werden (Abb.
1.4.2; D1AZ-GUARDAMINO, 2000). Hingegen ist die Transaminierung einer Vorstufe des C-7
Cyclitols der Acarviose auszuschlieBen, da bei Fiitterungsexperimenten weder Valienamin
noch das potentielle Biosyntheseintermediat Valiolamin von Actinoplanes sp. in Acarbose
eingebaut wurden (Abb. 1.4.1; MAHMUD et al., 1999). Auch die Transaminierung von 2-epi-
5-epi-Valiolon, einer Vorstufe des C-7 Cyclitols der Acarbose und anschlieBende
Epimerisierung an Position C-2 sowie Dehydratisierung zur Einfiihrung der A-5,6-
Doppelbindung wurde aufgrund mechanistischer Betrachtungen von MAHMUD verworfen
(MAHMUD et al., 1999; Abb. 1.2.1 und Abb. 1.4.1).

Eine Schliisselreaktion in der Biosynthese des C-7 Cylcitols Valienamin ist die AcbC-
katalysierte Zyklisierung von sedo-Heptulose-7-phosphat zu 2-epi-5-epi-Valiolon (Abb.
1.4.2; STRATMANN et al, 1999). Dabei wurde aufgrund der signifikanten
Ubereinstimmungen in der Primirstruktur von AcbC und bakteriellen Dehydroquinat-
Synthasen ein vergleichbarer Reaktionsmechanismus der von diesen Enzymen katalysierten
Reaktionen postuliert (STRATMANN et al., 1999). Weiterhin bestdtigte die Inkorporation von
deuteriertem 2-epi-5-epi-Valiolon in die Acarbose durch Actinoplanes sp. die Vermutung,
dass es sich um eine Vorstufe der Acarbose handelt (Abb. 1.4.1; MAHMUD et al., 1999).
Unklar ist bisher jedoch, wann die Epimerisierung an Position C-2 sowie die
Dehydratisierung zur Einfithrung der A-5,6-Doppelbindung erfolgen. Fiitterungsversuche
ergaben keine Inkorporation der potentiellen Biosyntheseintermdiate Valiolon, 5-epi-
Valiolon, Valienon, 2-epi-Valienon und 1-epi-Valienol in die Acarbose durch Actinoplanes
sp. (Abb. 1.4.1; MAHMUD et al., 1999; DONG, et al., 2001).
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2-epi-5-epi-Valiolon (+) Valiolon (-) 2-epi-Valienon (-)

Q e
=

0

H
1-epi-Valienol (-) Valienon (-) 5-epi-Valiolon (-)
OH
HO 4,
HO ; " N,
on oH
Valienamin (-) Valiolamin (-)

Abb. 1.4.1:  Struktur der bisher in Fiitterungsexperimenten analysierten Cyclitole.
(+) erfolgreicher Einbau in Acarbose. (-) kein Einbau in Acarbose (MAHMUD et al.,
1999; DONG et al., 2001).

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde vermutet, dass 2-epi-5-epi-Valiolon direkt mit der dTDP-
4-Amino-4,6-didesoxy-D-glucose unter Ausbildung einer Schiffschen Base kondensiert
(MAHMUD et al.,, 1999). Diese soll, nach Epimerisierung an Position C-2 und
Dehydratisierung zur Einfiihrung der Doppelbindung zwischen der Position C-5 und C-6 des
Cyclitols, zu der charakteristischen gesittigten C-N-C Bindung reduziert werden. Dabei
sollen alle Reaktionen durch einen noch unbekannten Enzymkomplex katalysiert werden und
somit keine weiteren, freien Vorstufen des Valienamins auftreten (Abb. 1.4.2; MAHMUD et
al., 1999). Hinweise auf einen derartigen Enzymkomplex konnten durch die Analyse des
bisher beschriebenen Acarbose-Biosynthesegencluster jedoch nicht gefunden werden (Kap.
1.5; STRATMANN, 1997; STRATMANN et al., 1999; HEMKER et al., 2001; DIAZ-GUARDAMINO,
2000; M. JARLING, personliche Mitteilung).
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Im Widerspruch zu diesem Biosynthesemodell stand auch das Auftreten von 1-epi-Valienol,
einer potentiellen Vorstufe der Acarbose, zum Beginn der Acarbose-Biosynthese in
Actinoplanes sp. (MAHMUD et al., 1999). Der frithe Zeitpunkt sprach dafiir, dass es sich um
eine Vorstufe des Valienamins und nicht um ein Abbauprodukt der Acarbose handelte.
AulBlerdem liegen keine Informationen iiber die Umsetzung der, aus der Kondensation und
den nachfolgenden Reaktionen resultierenden, dTDP-Acarviose zu Acarbose vor (MAHMUD
et al., 1999).

Ebenfalls denkbar wiére ein Export von dTDP-Acarviose durch einen membrangebundenen
Polyprenylcarrier und anschlieBenden Transfer der Acarviose auf freie Maltose, da
Bacitracin und Tunicamycin die Acarbose-Produktion hemmten (SCHAPER, 1991). Dieser
Transport wére vergleichbar mit der Biosynthese des Mureins und der LPS-Antigene in
Bakterien (HOLTJE AND SCHWARZ, 1985; LENNARZ UND SCHER, 1972; RAETZ, 1996).
Genetische und/oder enzymologische Belege fiir die Existenz eines solchen
Transportmechanismus liegen jedoch ebenfalls nicht vor. Alternativ konnte dTDP-Acarviose
auch durch einen spezifischen ABC-Transporter exportiert und im Kulturiiberstand zu
Acarbose umgesetzt werden. Ein &dhnlicher Export-Mechanismus wurde schon fiir
verschiedene Antibiotika, z. B. fiir den Export von Doxorubicin durch §. peucetius,
beschrieben (GUIFOILE AND HUTCHINSON, 1991). Die bei beiden Alternativen zu fordernde
Kondensation von Acarviose und Maltose konnte extrazellulir durch die
Acarviosyltransferase AcbD katalysiert werden (HEMKER, 1997; HEMKER et al., 2001).
Gegen beide Modelle spricht jedoch, dass weder dTDP-Acarviose noch freie Acarviose
Membran-assoziiert und/oder im Kulturiiberstand nachgewiesen wurden. Somit erscheint die
intrazelluldre Biosynthese von Acarbose derzeit als plausibelste Alternative.

Aufgrund der Ubereinstimmungen des Proteins AcbQ mit Amylomaltasen wurde
vorgeschlagen, dass, moglicherweise unter Abspaltung von dTDP, Maltose AcbQ-katalysiert
auf die Acarviose iibertragen und somit Acarbose gebildet wird (Abb. 1.4.2; STRATMANN,
1997; M. JARLING, personliche Mitteilung). Diese Reaktion soll dhnlich der Amylomaltase-
Reaktion des Maltose-Stoffwechsels von E. coli ablaufen (BOOS AND SHUMAN, 1998;
STRATMANN, 1997; DIAZ-GUARDAMINO, 2000).

Ein weiteres Indiz fiir die intrazelluldre Biosynthese von Acarbose war die Identifikation des
intrazelluldren Enzyms Acarbose-7-Kinase (AcbK), das Acarbose an der C-7 Position der
Valienamin-Untereinheit phosphoryliert (Abb. 1.4.2; DREPPER AND PAPE, 1996; GOEKE et
al., 1996) und dessen Gen im acbhb-Gencluster von Actinoplanes sp. SES0/110 liegt (Kap.
1.5; STRATMANN, 1997). Es wurde angenommen, dass Acarbose durch Phosphorylierung
inaktiviert und so die Inhibierung intrazelluldrer o-Glucosidasen von Actinoplanes sp.
verhindert wird (DREPPER AND PAPE, 1996). Gestiitzt wurde diese Hypothese durch die
Charakterisierung einer Acarbose sensitiven, aber Acarbose-7-phosphat insensitiven,
intrazelluldren Maltase aus Actinoplanes sp. (DREPPER AND PAPE, 1996). In diesem Modell
wiirde Acarbose oder Acarbose-7-phosphat durch einen spezifischen Transporter aus der
Zelle transportiert. Das fiir ABC-Transporter typische ATP-Bindeprotein AcbW wurde als
Bestandteil dieses Exporters und Beleg fiir eine intrazellulire de novo Biosynthese der
Acarbose interpretiert (Abb. 1.4.2; Kap. 1.5; DiAZ-GUARDAMINO, 2000). Ob Acarbose-7-
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phosphat wéihrend des Exports oder erst im Kulturiiberstand dephosphoryliert wird, ist bisher
nicht bekannt (Abb. 1.4.2).

Weitgehend unbekannt ist auch die physiologische Bedeutung der Acarbose in Actinoplanes
sp.. Die Beteiligung von extrazelluliren sowie intrazelluliren Proteinen am Acarbose-
Metabolismus fiihrte zu der Vermutung, dass Acarbose eine Art ,,Shuttle-Molekiil* darstellt,
das den Import von prozessierten Oligosacchariden und somit deren Metabolisierung
ermoglicht (Abb. 1.4.2; vgl. Kap. 4.6). In diesem Modell wiirde die Stirke durch die
Acarbose-insensitive a-Amylase AcbE zu kurzkettigen Maltodextrinen bzw. Maltose
hydrolysiert (STRATMANN, 1997; STRATMANN et al. 1999). Die resultierenden Maltodextrine
konnten anschlieBend, katalysiert durch die Acarviosyltransferase AcbD, auf die Acarviosyl-
Untereinheit der Acarbose iibertragen und die resultierende Acarbose bzw. hoheren
Homologen in die Zelle aufgenommen werden (STRATMANN, 1997; HEMKER et al., 2001).
Allerdings kann mit dieser Reaktion die Biosynthese von Acarbose-Homologen mit
Zuckerresten am nicht-reduzierenden Ende der Acarviosyl-Untereinheit nicht erklart werden
(Abb. 1.2.1). Als Acarbose-spezifisches Aufnahmesystem wurde der ABC-Importer
AcbHGF vorgeschlagen, da die drei Proteine signifikante Ubereinstimmungen mit
Bindeprotein-abhéngigen Kohlenhydrat-Importern aufwiesen (STRATMANN, 1997; M.
JARLING, personliche Mitteilung).

Nach Aufnahme der Acarbose bzw. Acarbose-Homologen wiirden diese dann, analog zur
Acarbose-Biosynthese, durch die Acarbose-7-Kinase AcbK phosphoryliert und inaktiviert.
Intrazelluldir wurde eine Freisetzung der Glucosereste durch einen mit dem Maltose-
Verwertungssytem von E. coli vergleichbaren Mechanismus vorgeschlagen (STRATMANN,
1997; BOOS AND SHUMAN, 1998). Gestiitzt wurde diese Hypothese durch die signifikanten
Ubereinstimmungen von AcbQ mit bakteriellen Amylomaltasen (STRATMANN, 1997; M.
JARLING, persOnliche Mitteilung). Das regenerierte Acarbose-7-phosphat wiirde schlielich
wieder durch den postulierten ABC-Exporter AcbWX in den Kulturiiberstand exportiert
(D1AzZ-GUARDAMINO, 2000). Nach erfolgter Dephosphorylierung wiirde Acarbose dann
wieder als Substrat flir die Acarviosyltransferase AcbD und evtl. andere extrazelluldre
Enzyme zur Verfligung stehen (Abb. 1.4.2).
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Abb. 1.4.2:  Modell des Acarbose-Metabolismus in Actinoplanes sp. SE50/110.
Dargestellt ist das zu Beginn dieser Arbeit wahrscheinlichste Modell der de novo Biosynthese
der Acarbose sowie ihre postulierte Funktion bei der Metabolisierung exogener
Kohlenhydrate. Enzyme, deren Funktion bereits in vitro charakterisiert wurde, sind durch
einen Stern (*) gekennzeichnet. R: Glucose oder Maltooligosaccharide; In: Intrazellulir; Ex:
Extrazellulidr; CM: Cytoplasmamembran.
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1.5 Das ach-Gencluster aus Actinoplanes sp. SE50/110

In bisherigen Arbeiten wurden bereits 22 Leserahmen analysiert, fiir die eine Beteiligung am
Acarbose-Metabolismus in Actinoplanes sp. bereits nachgewiesen oder vermutet wurde
(Tab. 1.5.1; STRATMANN, 1997; STRATMAN et al.,, 1999; DiAz-GUARDAMINO, 2000;
HEMKER et al., 2001; JARLING, personliche Mitteilung). Dabei befanden sich diese auf zwei
unabhingig voneinander isolierten DNA-Fragmenten des Chromosoms von Actinoplanes sp.
SE50/110 (Abb. 1.5.1). Es lagen keine Informationen dariiber vor, ob diese beiden Bereiche
zu einem durchgehenden Acarbose-Biosynthesegencluster (ach-Gencluster) gehoren und in
welchem Abstand sie zueinander auf dem Chromosom angeordnet sind.

Der erste 17 kb umfassende DNA Abschnitt wurde durch DNA-Hybridisierungen mit dem
Gen strE (dTDP-Glucose-4,6-Deyhdratase) aus S. griseus N2-3-11 identifiziert und
sukzessive auf 21,8 kb erweitert (Tab. 1.5.1; STRATMANN, 1997; STRATMANN et al., 1999;
HEMKER et al., 2001; M. JARLING, personliche Mitteilung). Insgesamt konnten 21 Gene auf
diesem DNA-Abschnitt identifiziert werden, wobei fiir 18 Gene eine Funktion innerhalb der
Acarbose-Biosynthese vermutet wurde. Daher wurden sie als acb-Gencluster bezeichnet.
Die Gene acbK und acbD konnten den beiden, bereits beschriebenen, Enzymen Acarbose-7-
Phosphotransferase (AcbK) und Acarviosyltransferase (AcbD) zugeordnet werden (DREPPER
AND PAPE, 1996; GOEKE et al., 1996; STRATMANN, 1997; HEMKER et al., 2001). Zusétzlich
bestétigte die enzymologische Charakterisierung der 2-epi-5-epi-Valiolon Synthase AcbC
die Definition der Gene als Bestandteil des ach-Genclusters (STRATMAN, 1997; STRATMANN
et al., 1999). Aufgrund ihrer postulierten Funktion erschien die Beteiligung der
benachbarten, mit asp bezeichneten, Gene an der Acarbose-Biosynthese als
unwahrscheinlich (Abb. 1.5.1 B). Sie wurden daher nicht mehr dem ach-Gencluster
zugeordnet.

Die Identifizierung des Gens einer Aminotransferase in dem partiell analysierten Acarbose-
Biosynthesegencluster von S. glaucescens GLA.O (DECKER, Hoechst Patent DE19622783)
fiihrte zu der Vermutung, dass ein homologes Gen auch in dem ach-Gencluster aus
Actinoplanes sp. SE50/110 vorhanden ist. Durch DNA-Hybridisierung mit dem Gen der
Aminotransferase aus S. glaucescens GLA.O konnte das Aminotransferase-Gen achbV auf
einem 5,12 kb Kpnl/Bgl/ll-Fragment chromosomaler DNA von Actinoplanes sp. SE50/110
lokalisiert werden (Abb. 1.5.1 A; DIiAz-GUARDAMINO, 2000). Neben dem Gen der
Aminotransferase (acbV) wurden auf diesem Fragment auch noch die Gene achU, acbW und
acbX gefunden (Tab. 1.5.1; DiAZ-GUARDAMINO, 2000). Dabei wiesen die Aminotransferase
aus Actinoplanes sp. SE50/110 und S. glaucescens GLA.O 73 % identische Aminoséduren auf
(D1AZ-GUARDAMINO, 2000). Aufgrund dieser Ubereinstimmungen und der experimentell
nachgewiesenen, AcbV-katalysierten Transaminierung von dTDP-4-Keto-6-desoxy-D-
glucose, wurden die Gene acbUVWX ebenfalls dem acb-Gencluster zugeordnet (DIAz-
GUARDAMINO, 2000).
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Abb. 1.5.1: Schematische Darstellung der analysierten Bereiche des acb-Genclusters aus
Actinoplanes sp. SE50/110.

Dargestellt sind die beiden vor Beginn dieser Arbeiten analysierten Bereiche des Chromosoms
von Actinoplanes sp. SE50/110. Leserahmen, fiir die eine Funktion innerhalb der Acarbose-
Biosynthese postuliert wurde sind mit ach bezeichnet. Sie bilden das hypothetische ach-

Gencluster. Leserahmen fiir die nur partielle Sequenzinformationen zur Verfiigung standen
sind durch unterbrochene Linien markiert.
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Tab. 1.5.1 Analysierte Leserahmen der acb-Gencluster Region aus
Actinoplanes sp. SE50/110.

Gen Postulierte Funktion des Genproduktes Referenz
achbX Membranprotein 1
acbw ATP-Bindeprotein eines ABC-Transporters 1
acbVv Aminotransferase 1
acbU unbekannt 1
acbR unbekannt 6
acbP unbekannt 6
acbI unbekannt 6
acbJ unbekannt 6
achbQ Amylomaltase-&hnliche Funktion mit 2, 6
Acarbose als Substrat anstatt
Maltodextrinen.

acbk Acarbose-7-Kinase 5 7, 2
acbM unbekannt 6
acbL unbekannt 6
acbN unbekannt 6
achO unbekannt 6
acbhC 2-epi-5-epi-Valiolon Synthase 2
acbB dTDP-Glucose-4, 6-Dehydratase 2
acbA dTDP-Glucosesynthase 2
acbk o-Amylase 2
acbD Acarviosyltransferase 4, 2
acbG Membranprotein des ABC-Importers AcbHGF 2
acbF Membranprotein des ABC-Importers AcbHGF 2, 6
acbH Bindeprotein des ABC-Importers AcbHGF 6
asp3.1 Galactocerebrosidase 6
asp3.2 Xylanase 6
asp3.3 unbekannt 6

(a) 1: DIAZ-GUARDAMINO, 2000; 2: STRATMANN, 1997; 3: STRATMANN et al., 1999;
4: HEMKER et al., 2001; 5: GOEKE et al., 1996, DREPPER AND PAPE, 1996;
6: M. JARLING, personliche Mitteilung; 7: C. S. ZHANG, personliche Mitteilung
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1.6 Ziele dieser Arbeit

Die Biosynthese von Acarbose in Actinoplanes sp. war zu Beginn dieser Arbeit nur
liickenhaft verstanden. Einzelne Reaktionen konnte jedoch durch enzymologische
Untersuchungen und Fiitterungsexperimente mit potentiellen, Isotopen-markierten Vorstufen
der Acarbose charakterisiert werden. Im Rahmen der bisherigen molekularbiologischen
Untersuchungen wurden ebenfalls zwei unabhéngig voneinander isolierte Bereiche des ach-
Genclusters aus Actinoplanes sp. SE50/110 beschrieben (Kap. 1.5).

Erstes Ziel dieser Arbeit war daher zu untersuchen, ob diese beiden Bereiche ein
durchgehendes ach-Gencluster in Actinoplanes sp. SE50/110 bilden und in welchem
Abstand sie voneinander im Chromosom angeordnet sind. In diesem Zusammenhang sollten
weitere potentielle Gene des acb-Genclusters identifiziert und basierend auf den postulierten
Enzymfunktionen ein erweitertes Modell der Acarbose-Biosynthese erarbeitet werden. Falls
moglich sollte ein rekombinanter Phage aus einer vorhandenen GEMI2-Phagenbank
genomischer DNA von Actinoplanes sp. SE50/110 isoliert werden, der den DNA-Bereich
zwischen den zwei bisher beschriebenen Teilbereichen des ach-Genclusters abdeckt (M.
JARLING, personliche Mitteilung).

Zweites Ziel war es, den fiir die Acarbose-Biosynthese notwendigen Genbestand des acbh-
Genclusters festzulegen. Ein limitierender Faktor war, dass die Konstruktion von Gen-
Deletionsmutanten in Actinoplanes sp. SE50/110 nicht durchfiihrbar war, da kein etabliertes
System zur Transformation dieses Stamms zur Verfligung stand. Somit war es nicht mdglich
durch die Deletion eines Gens zu liberpriifen, ob es essentiell flir die Acarbose-Biosynthese
ist. Es sollten daher alle Gene des postulierten ach-Genclusters in dem heterologen
Wirtsstamm S. /ividans 66 TK23 exprimiert und die erwartete Acarbose-Biosynthese
nachgewiesen werden. Fiir dieses Vorgehen sollte eine Cosmid-Bank genomischer DNA von
Actinoplanes sp. SE50/110 konstruiert und ein fiir die heterologe Expression geeignetes
rekombinantes Cosmid isoliert werden. Um das gesamte acb-Gencluster in den heterologen
Wirtsstamm S. /lividans 66 TK23 {ibertragen zu konnen, wurde eine durchschnittliche
Insertgrofle der rekombinanten Cosmide zwischen 30 und 40 kb angestrebt.
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2. Material und Methoden

2.1  Verwendete Bakterienstimme, Plasmide und GEM12-Phagen
Tab. 2.1.1:  Verwendete Bakterienstimme

Stamm Phinotyp, Genotyp® Referenz

Actinoplanes sp. SE50/110

Streptomyces lividans 66 TK23

S. lividans 66 TK23

pHTWCos6

S. lividans 66 TK23 pOJ446

S. lividans 66 1326
pHTWCos6

S: lividans 66 1326 pCKM

Escherichia coli DH5 o

E. coli XL1-Blue

E. coli LE392

Acarbose-Produzent, acb-
Gencluster

spc-1

S. lividans 66 TK23
transformiert mit pHTWCos6;
acb-Gencluster, asp3.1,
asp3.2, aac(3)IV

S. lividans 66 TK23;
transformiert mit pOJ446;
aac(3)IV

S. lividans 66 1326
transformiert mit pHTWCos6;
acb-Gencluster, asp3.1,
asp3.2, aac(3)IV

S. lividans 66 1326
transformiert mit pCKM; acbK,
acbM, tsr

F’, supE44, AlacU169, endA1,
recA1, gyrA96, ¢80d,
lacZAM15, thi-1, relA1

recA1, endA1, gyrA96, thi-1,
hsdR17, supE44, relA1, lac[F’
proAB, lacl'ZAM15, Tn10]

hsdR514, supE44, supF58,
lacY1 or A(laclZY)6, galK2,
galT22, metB1, trpR55

Stammsammlung Chem.
Mikrobiologie, BUGH
Wuppertal

John Innes Institute; KIESER et
al., 2000

diese Arbeit

diese Arbeit

A. STRATMANN, personliche
Mitteilung

C. S. ZHANG, persoOnliche

Mitteilung

HANAHAN, 1983

Stratagene (Niederlande)

Promega, Mannheim

(@)
Tab. 2.1.3.

relevante Merkmale sind angegeben. Fiir die Beschreibung der Plasmide pHTWCos6 und pOJ446 siche
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Tab. 2.1.2:

Rekombinante GEM12-Phagen

Rekombinante GEM12-

Phagen

Beschreibung

Referenz

GEM12-Phagenbank

102

D52

GEM12-Phagenbank gemonischer
DNA von Actinoplanes sp. SE50/110

GEM12 Derivat der Phagenbank
genomischer DNA von Actinoplanes
sp. SE50/110

20,1 kb chromosomale DNA von
Actinoplanes sp. SE50/110; achl,
acbP, acbR, acbS, acbU, acbV,
acbW, acbX, acbY, acbZ, asp52,1,
apsb2.2, asp52.3b

M. JARLING, personliche
Mitteilung

M. JARLING, personliche
Mitteilung

M. JARLING, personliche
Mitteilung; diese Arbeit

(a)

Die bereits identifizierten Gene sind angegeben (vgl. Kap. 3.5)

(b)  Diese Gene sind auf dem Insert des Phagen ®52 nur partiell vorhanden.
Tab. 2.1.3:  Verwendete Plasmide
Plasmide Charakterisierung® Referenz
pUC57 pUC19-Derivat; lacZ , bla, ori pMB1 Fermentas (St. Leon-Rot)
pUCPU21 lacZ , bla, ori ColE1 U. WEHMEIER, persdnliche
Mitteilung
pUCBM21 lacZ , bla, ori ColE1 VIEIRA AND MESSING, 1982
pBluescript KS II (-) lacZ , bla, ori ColEl Stratagene (Niederlande)
pBluescrip SKII (+) lacZ , bla, ori ColE1 Stratagene (Niederlande)

pCR4Blunt-Topo
pPCR-Script Amp SK(+)
pUWL218

pOJ446

p54S5

pASS/7
pMD418.2
pASS/5
pHTW200

pHTW201

pHTW203

pHTW204

lacZ’ ccdb, ori pUC, bla, neo
ori ColEl, lacZ, bla

tsr, bla, ori pUCI1S, ori plJ101
aac(3)IV, oriT RK2, ori SCP2*

ca. 3,3 kb Ss#I-Fragment aus dem Phagen ®54
in pUCI18

1,2 kb Psfl/Sstl-Fragment in pUC18/ Pst1/Ssf1
2,2 kb BamHI-Fragment in pUC18; acbV
1,5 kb PCR-Fragment in pUC18 (acbC-Gen)

12 kB SsfI-Fragment aus dem Phagen ®52 in
pUCS57 / Sst

5,4 kB SstI-Fragment aus dem Phagen ©52 in
pUCS57 / Sstl

2,7 kB Sstl-Fragment aus dem Phagen ®52 in
pUC57 / Sstl

Religation des Kpnl-hydrolysierten Plasmids
pHTW200;

Invitrogen (Niederlande)
Stratagene (Niederlande)
WEHMEIER, 1995
BIERMAN et al., 1992

M. JARLING, personliche
Mitteilung

STRATMANN, 1997
DIARZ-GUARDAMINO, 1997
STRATMANN, 1997

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

Fortsetzung
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Fortsetzung Tab. 2.1.3: Verwendete Plasmide

Plasmide Charakterisierung” Referenz
pHTW204SRE Sall-Religand von pHTW204 diese Arbeit
pHTW204 SF-I 1,6 kb Sall-Fragment aus pHTW204 in diese Arbeit
pUCS57 / Sall
pHTW206 6,8 kB Kpnl-Fragment aus pHTW200 in diese Arbeit
pUCS57 / Kpnl
pHTW207 3,2 kB Kpnl-Fragment aus pHTW200 in diese Arbeit
pUCS57 / Kpnl
pHTW208 5,1 kB Kpnl/Bglll Fragment aus pHTW206  diese Arbeit
in pUC57 / Kpnl/BamHI
pHTW209 1,7 kB Bgl/ll/Kpnl Fragment aus pHTW206  diese Arbeit
in pUC57 / Kpnl/BamHI
pHTW206/p1.5A lineare Verkiirzung des Plasmids pHTW206 * diese Arbeit
pHTW206/p1.5A lineare Verkiirzung des Plasmids pHTW206 * diese Arbeit
pHTW206/pl.6 lineare Verkiirzung des Plasmids pHTW206 * diese Arbeit
pHTW206/pl.7 lineare Verkiirzung des Plasmids pHTW206 * diese Arbeit
pHTW206/p2.5 lineare Verkiirzung des Plasmids pHTW206 * diese Arbeit
pHTW206/p2.8 lineare Verkiirzung des Plasmids pHTW206 ° diese Arbeit
pHTW206/p4.2 lineare Verkiirzung des Plasmids pHTW206 * diese Arbeit
pHTW206/p3.6 lineare Verkiirzung des Plasmids pHTW206 * diese Arbeit
pHTW206/p5.1 lineare Verkiirzung des Plasmids pHTW206 * diese Arbeit
pHTW206/p5.2 lineare Verkiirzung des Plasmids pHTW206 ° diese Arbeit
pHTW206/p5.6 lineare Verkiirzung des Plasmids pHTW206 * diese Arbeit
pHTW206/p5.3 lineare Verkiirzung des Plasmids pHTW206 * diese Arbeit
pHTW206/p4.3 lineare Verkiirzung des Plasmids pHTW206 * diese Arbeit
pHTW206/p3.1 lineare Verkiirzung des Plasmids pHTW206 ° diese Arbeit
pHTW206/p3.5 lineare Verkiirzung des Plasmids pHTW206 ° diese Arbeit
pHTW206/p2.4 lineare Verkiirzung des Plasmids pHTW206 * diese Arbeit
pHTW206/p3.3 lineare Verkiirzung des Plasmids pHTW206 * diese Arbeit
pHTW206/p1.5A lineare Verkiirzung des Plasmids pHTW206 ° diese Arbeit
pHTW206/p3.7 lineare Verkiirzung des Plasmids pHTW206 * diese Arbeit
pHTW206/p4.4 lineare Verkiirzung des Plasmids pHTW206 * diese Arbeit
pHTW206/p4.5 lineare Verkiirzung des Plasmids pHTW206 * diese Arbeit
pHTW206/p4.8 lineare Verkiirzung des Plasmids pHTW206 ° diese Arbeit
pHTW206/p5.5 lineare Verkiirzung des Plasmids pHTW206 * diese Arbeit
pHTW206/p5.7 lineare Verkiirzung des Plasmids pHTW206 * diese Arbeit
pHTW206/p5.8 lineare Verkiirzung des Plasmids pHTW206 * diese Arbeit

Fortsetzung
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Fortsetzung Tab. 2.1.3: Verwendete Plasmide

Plasmide Charakterisierung” Referenz

pHTW210 4,8 kb Xhol-Fragment aus pHTW206 in diese Arbeit
pBluescript SK 11 (+) / Xhol

pHTW214 12 kb Ss#I Insert aus pHTW200 in pUWL218 diese Arbeit
/ Sstl

pHTW218 1,28 kb Xhol-Fragment aus pHTWCos6 in diese Arbeit
pBluescript SK 11 (+) / Xhol

pHTW219 3,38 kb Xhol-Fragment aus pHTWCos6 in diese Arbeit
pBluescript SK II (+) / Xhol

pHTW 222 4,8 kb Xhol-Fragment aus pHTWCos6 in diese Arbeit
pBluescript SK II (+) / Xhol

pHTW 224 Sphl-Religand von pHTW208 diese Arbeit

pHTW 225 1,9 kb -Sphl-Fragment aus pHTW208 in diese Arbeit
pUCS7 / Sphl

pHTW226 1,3 kb Sphl-Fragment aus pHTW208 in diese Arbeit
pUCS57 / Sphl

pHTW227 0,5 kb Sphl-Fragment aus pHTW 208 in diese Arbeit
pUCS7 / Sphl

pHTW229 1,68 kb BamHI-Fragment aus pHTW201 in  diese Arbeit
pUCS57 / BamHI

pHTW228 BamHI Religand von pHTW201 diese Arbeit

pHTW239.2 0,53 kb PCR Fragment in pPCR-Script Amp  diese Arbeit
SK(+) (Primer HTS63 und HTS79, Template
pHTWCos6 ; vgl. Kap. 2.9.11)

pHTW240 0,59 kb PCR Fragment in pCR4Blunt-Topo  diese Arbeit
(Primer HTS67 und HTS73; Template,
genomische DNA von Actinoplanes sp.
SE50/110; vgl. Kap. 2.9.11)

pHTW241 1,4 kb Bglll/Xbal-Fragment aus pHTWCos6  diese Arbeit
in pBluescript KS II (-) / BamHI1/Xbal

pHTW242 2,4 kb Bglll/Spel-Fragment aus pHTWCos6  diese Arbeit

in pUCBM21 / BamH1/Xbal

Fortsetzung
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Fortsetzung Tab. 2.1.3: Verwendete Plasmide

Plasmide

Charakterisierung”

Referenz

ACHTW 1-30

pHTWCosl

pHTWCos2

pHTWCos3

pHTWCos4

pHTWCos5

pHTWCos6

pHTWCos7

pHTWCos8

Cosmidbank genomischer DNA von
Actinoplanes sp. SE50/110; jeweils eine
Mikrotiterplatte mit 96 rekombinanten E. coli
XL1-Blue Stammen; (vgl. Kap. 2.19.12)

30-40 kb genomische DNA von Actinoplanes
sp. SE50/110; Bestandteil der Cosmidbank
ACHTW1-30.

30-40 kb genomische DNA von Actinoplanes
sp. SE50/110; Bestandteil der Cosmidbank
ACHTW1-30

30-40 kb genomische DNA von Actinoplanes
sp. SE50/110; Bestandteil der Cosmidbank
ACHTW1-30

30-40 kb genomische DNA von Actinoplanes
sp. SE50/110; Bestandteil der Cosmidbank
ACHTW1-30

30-40 kb genomische DNA von Actinoplanes
sp. SE50/110; Bestandteil der Cosmidbank
ACHTW1-30

41 kb genomische DNA von Actinoplanes sp.
SE50/110. Bestandteil der Cosmidbank
ACHTW1-30

30-40 kb genomische DNA von Actinoplanes
sp. SE50/110; Bestandteil der Cosmidbank
ACHTW1-30

30-40 kb genomische DNA von Actinoplanes
sp. SE50/110; Bestandteil der Cosmidbank
ACHTW1-30

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

(a)  Relevante Eigenschaften sind angegeben. fs7: Thiostrepton Resistenzgen
(b)  Die linearen Verkiirzungen wurden mit dem ,,Nested Deletion Kit* (Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg) ausgehend von der Xbal Site eingefiihrt.
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2.2 Verwendete Oligonukleotide

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von der Fa. MWG Biotech
(Ebersberg) bezogen.

Tab 2.2.1: Ubersicht der verwendeten Oligonukleotide

Bezeichnunga Sequenz Referenz

HTS1 CAGTGGCTGCTGTTGCTGC diese Arbeit
HTS4 GCAGATCGAGGTACTCGTCG diese Arbeit
HTS6 ATCGCCGACCCGCTCTTC diese Arbeit
HTS7 TGACCGGCGAACTGGACC diese Arbeit
HTS9 GATGCTGCTGTCCGGTTATG diese Arbeit
HTS10 AGCACATGCACATCATCGAG diese Arbeit
HTS11 TGTGGGGCGAACGGTTCC diese Arbeit
HTS12 ATCAGGTCGCACTTCGGTG diese Arbeit
HTS13 CACACCGTGGCGATGAGC diese Arbeit
HTS14 CCGTTCGCGCAGCTGTTCG diese Arbeit
HTS16 GGCCAGCTTCATCGTGCGC diese Arbeit
HTS19 GTTCCAGGGCCTGATCGAC diese Arbeit
HTS25 TTGGCGAGGGCTTCGAAGG diese Arbeit
HTS26 GTTGCTCATCGGGGCGAT diese Arbeit
HTS28 CATCTGCATGATCCGGCGG diese Arbeit
HTS29 AAGCAGTGGAATTCGGCACC diese Arbeit
HTS31 GTCGGGCAAGACCAGTTCG diese Arbeit
HTS33 ATGTGACGACCTCGCGCG diese Arbeit
HTS34 TAGGTAGGCGGAGAACGCG diese Arbeit
HTS35 CGGCGAAGTCGATCCGCT diese Arbeit
HTS39 ATCGTGACCTCGGGCCGT diese Arbeit
HTS40 GTCACCGTGAGCTTGCCG diese Arbeit
HTS41 AGGTAACTGGTCCGGTCGG diese Arbeit
HTS42 TGCCTCAAGACGTGTGCGG diese Arbeit
HTS43 CGTCCAGGTCCAGGAGCAG diese Arbeit
HTS45 TCGTGGACCCGCATGTCACC diese Arbeit
HTS46 ACCTCTACACCGCCCGCG diese Arbeit
HTS47 AGGCGAGCCGTAATCGCAGG diese Arbeit
HTS48 ACATGGTCGGGTCGTTCAGC diese Arbeit
HTS49 ACCGATCACCGTACGCAATTG diese Arbeit
HTS50 AGCTCTGGTGACTCCGGGC diese Arbeit
HTS52 ATCCACGCAACGTTCGGTAG diese Arbeit
HTS53 CGGTCAACGGCTCGTCCAG diese Arbeit
HTS54 CACTGGCTTCAGCGCTGAC diese Arbeit
HTS55 GATGCGACGGTCCTGCTCC diese Arbeit
HTS56 TGGCGATGTACGAGGCGAAG diese Arbeit
HTS73 ATCAGGTAGCGGGTACCGAC diese Arbeit
HTS51 CGGGTAGCGGTACTGCTCC diese Arbeit
HTS58 AGGACGACGATACCGAGGAG diese Arbeit
HTS59 AACAGTTCTACTTCGTCCTGC diese Arbeit
HTS60 GCAAGAGCACGTACGTGGAC diese Arbeit
HTS61 AGGTGGAGAGCCGATACGTC diese Arbeit
HTS62 ATCTTCGCGTTCTCCCGGG diese Arbeit
HTS63 ACCGTGCGGATCAGCGCAC diese Arbeit

Fortsetzung
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Fortsetzung Tab 2.2.1: Ubersicht der verwendeten Oligonukleotide

Bezeichnung Sequenz Referenz
HTS67 CCGATGATCGCCACTTCCTC diese Arbeit
HTS68 ACTACTACCTCGCCGCC diese Arbeit
HTS69 TGCCAGCCCGTTCGATATGG diese Arbeit
HTS71 ATCTCGTCATGGCGCTCCTC diese Arbeit
HTS72 GCAAACTCTTGCATCACGTGG diese Arbeit
HTS73 ATCAGGTAGCGGGTACCGAC diese Arbeit
HTS79 GTCGACGAACCGGTCCTGC diese Arbeit
HTS80 ACTACCGTCCGCCGTCCG diese Arbeit
HTS81 GCTGCTGTCGCAGTACC diese Arbeit
HTS82 ACCGCTACCTGGAACTG diese Arbeit
HTS83 GGTACGTGCACCTGTTCGG diese Arbeit
HTS84 AGTGTCGTACCGGCGGACC diese Arbeit
HTS85 CAGCTACGGGGTCGTCACC diese Arbeit
HTS86 GACATGCGCCAGCGTGCC diese Arbeit
HTS87 CCGAGCGGTACGACCTGG diese Arbeit
HTS88 GCACACTGTCGCGCACCG diese Arbeit
HTS89 CGTCGAACTCGACCATCCC diese Arbeit
HTSS0 AGTACCGGCGGCGAAGTCGAGG diese Arbeit
HTSS3 GGTGACCTGCTGCGGTTC diese Arbeit
HTS94 CAGACTGAAGTCGATCAG diese Arbeit
HTSS96 ACCGTAGAGCTGGCCGAGG diese Arbeit
HTS98 GTCGAAGGCGAGGGCTTC diese Arbeit
HT100 GGTACGCCGGCACATCGC diese Arbeit
HT101 TGCTGGCCGACCGCCTGG diese Arbeit
HT102 CGCACGAGGATCTGCGCGG diese Arbeit
HT103 CCAACGCCCTGTCGCTGGC diese Arbeit
HT104 TGCCGGATCAGCGCCGACG diese Arbeit
HT105 CAGTGTCCCGTCCAGATCGG diese Arbeit
HT108 GTACGACCTGGTCGAACTCG diese Arbeit
HT109 GGGTAACGTTCGTCGGCGC diese Arbeit
HT110 GGCACATGAGATCGCTCAGG diese Arbeit
HT115 GGAAGGCGCCGTACCGCC diese Arbeit
HT111 GGCGATCCCGATGCTCATGC diese Arbeit
HT112 CACGACGGTCACCAGGACG diese Arbeit
HT113 GGATGGCTACCGAACGTTGC diese Arbeit
HT114 GCCTATGGCGATCTGGGTCC diese Arbeit
HTS774 CCCCTGGATGTAGTCCAGC diese Arbeit
mod-up GGTAACGCCAGGGTTTTCC Amersham
Pharmacia
Biotech, Freiburg
mod-rp GGAATTGTGAGCGGATAACA Amersham
Pharmacia
Biotech, Freiburg
(a) Die angegeben Primer wurden fiir die DNA-Sequenzierung verwendet.

Die Primer HTS,63, HTS79, HTS67 und HTS73 wurden ebenfalls
fiir die PCR verwendet (Kap. 2.9.11).
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2.3 Chemikalien, Enzyme, Reaktions-Kits, sonstige Materialien

Chemikalien

Acarbose
Agarose

Antibiotika

Blocking Reagenz
Chemikalien, p.a. Qualitét

DIG Nucleic Acid Detection Kit
ATP

dNTP

y-[**P]-ATP und a-[**P]-dCTP
Szintillationsfliissigkeit
[U-'*C]-Maltose

Hydrolink Long Ranger
Medienbestandteile

Sonstige Materialien

X-Ray film Hyperfilm [JP
DC-Platten

Hybond N+-Membran
96-well Mikrotiterplatten

Enzyme

Shrimp Alkaline Phosphatase

DNA Polymerase I Klenow Fragment
Lysozym

Mutanolysin

Proteinase K

DNAse 1

RNase A

Benzonase

Restriktionsendonukleasen

T4 DNA-Ligase (einschl. Reaktions-Puffer)

BAYER AG, Wuppertal-Elberfeld
Roche Diagnostics (Mannheim), Roth (Karlsruhe)

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

Roche Diagnostics (Mannheim)

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

Roche Diagnostics (Mannheim)

Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)
Roche (Mannheim)

Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)
Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)
Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)
Biozym Diagnostika GmbH (Hess. Oldendorf)

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

Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)
Merk (Darmstadt)
Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)

Nunc (Wiesbaden)

Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)
Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)
Serva (Heidelberg)

Sigma (Deisenhofen)

Roth (Karlsruhe)

Roche Diagnostics (Mannheim)

Sigma (Deisenhofen)

Merck (Darmstadt)

Life Technologies (Karlsruhe), New England Biolabs
(Frankfurt)

Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)
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Molekularbiologische Reaktions-Kits

Advantage-GC cDNA PCR Kit Clontech (Heidelberg)

Bradford Reagenz BioRad (Miinchen)

QIAprep Spin Miniprep Kit Qiagen (Hilden)

QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen (Hilden)

QIAGEN Genomic-tip 100/G Qiagen (Hilden)

QIAGEN Lambda Mini Kit Qiagen (Hilden)

double-stranded Nested Deletion Set Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)
Gigapack III XL Packaging Extract Stratagene (Niederlande)
Thermosequenase Cy5 Dye Terminator Kit Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)
Thermosequenase Cycle-Sequencing Kit Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)
DIG Nucleic Acid Detection Kit Roche Diagnostics (Mannheim)

DIG High Prime Kit Roche Diagnostics (Mannheim)
Rediprime 11 Kit Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)
PCR Script Amp Cloning Kit Stratagene (Niederlande)

Zero Blunt TOPO PCR Cloning Kit for Sequencing Invitrogen (Niederlande)

2.4 Nihrmedien

Sédmtliche Ndahrmedien wurden, wenn nicht anders angegeben, 20 min bei 200 kPa und
121°C autoklaviert. Hitze-empfindliche Komponenten wurden mit Sartorius-Sterilfiltern
(Porengrofe 0,45um) filtriert und nach dem Abkiihlen der Medien auf 50°C zugegeben.
Soweit nicht anders angegeben wurde fiir alle Medien zweifach destilliertes Wasser (ddH,O)
verwendet

2.4.1 Medien zur Kultivierung von Actinomyceten

SMA-Agar (DISTLER et al., 1985)

Sojamehl 20 g/l
Mannit 20 g/l
Agar 22 g/l

TSB-Medium (KIESER et al., 2000)

Tryptic Soy Broth (Oxoid) 30 g/l
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MD-50 Medium (STRATMANN, 1997)

Lsg. I: MD-50 70 g
(NH4)2$O4 5 g
Yeast Extract (Difco) 2 g
ad 400ml ddH,0

Lsg. II: K,HPO, 1 g
KH2P04 1 g
Tri-Natriumecitrat 5 g

add 400 ml ; pH 6,8

Lsg. III MgCl, x 6 H,O 1 g
FCC13 X6 HzO 0,25 g
CaCl, x 2 H,O 2g
add 200 ml ddH,0

Die drei Losungen wurden gemischt und anschlieBend steril filtriert.

NBS-Medium (BAYER AG, Wuppertal, personliche Mitteilung)

Glucose 10 g/l

Pepton (Difco) 4 g/l

Hefeextrakt (Difco) 4 g/l

MgS04 x 7 H,O 0,5 gl
NBS-Agar

NBS-Medium

Agar 20 g/l

2.4.2 Medien zur Kultivierung von E. coli

LB-Medium (MILLER, 1972)

Trypton 10 gl
Hefeextrakt 5 gl
NaCl 10 g/l
pH 7,2

LB-Agar (MILLER, 1972)

LB-Medium
Agar 15 gl
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2 x TY-Medium (Miller, 1972)

Trypton (Difco)
Hefeextrakt (Difco)
NaCl

SOB-Medium (HANAHAN, 1983)

Hefeextrakt (Difco)
Bacto Trypton (Difco)
NaCl

KCl

nach dem Autoklavieren einstellen auf :

MgCIZ
MgSO4

SOC-Medium (HANAHAN, 1983)

SOB-Medium

nach dem Autoklavieren einstellen auf :

D-Glucose

2.4.3 Medien zur Vermehrung von Bakteriophagen

16
10

20
10
2,5

10
10

20

(modifiziert nach SAMBROOK ET AL., 1989)

LB-MgSO,-Agar
LB-Agar
MgSO4

Top-Layer
Agarose
MgSO4

LB-Maltose-Medium

LB-Medium
Maltose

10

g/l
g/l
g/l

g/l
g/l
mM
mM

mM
mM

mM

mM

g/l
mM

g/l
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2.5 Anzucht von Escherichia coli

Die Anzucht von E. coli erfolgte submers in LB-Medium bzw. 2 x TY-Medium oder auf LB-
Agarplatten (Kap. 2.4.2) bei 37 °C. Zur Anzucht plasmidhaltiger Stimme wurde das
Medium mit Ampicillin (100 pg/ml) oder Apramycin (50 pg/ml) supplementiert. Zur
Kultivierung von E. coli XL1-Blue wurde das Medium mit Tetracyclin (12,5 pg/ml)
supplementiert. Die Stammkonservierung erfolgte in LB-Medium mit 25% (v/v) Glycerin
bei -20 °C.

2.6  Anzucht von Actinomyceten
2.6.1 Generelle Anzucht von Actinomyceten

Die Anzucht von Streptomyceten erfolgte, soweit nicht explizit angegeben, in TSB-Medium
(Kap. 2.4.1) supplementiert mit den erforderlichen Antibiotika (Apramycin: 50 pg/ml;
Thiostrepton 20 pg/ml) bei 28°C und starker Durchmischung.. Zur Herstellung von
Dauerkulturen wurden die Bakterien auf SMA-Platten (Kap. 2.4.1) angezogen und
Sporensuspensionen (KIESER et al., 2000), oder Glycerinkulturen (30% (v/v) Glycerin in
dem verwendeten Medium) hergestellt. Die Kultivierung von Actinoplanes sp. SE50/110
erfolgte, soweit nicht explizit angegeben, submers in NBS-Medium oder auf NBS-
Agarplatten bei 28°C (Kap. 2.4.1).

2.6.2 Anzucht von Actinoplanes sp. SE50/110 fiir die Isolierung chromosomaler DNA

Um die Isolierung hochmolekularer chromosomaler DNA von Actinoplanes sp. SES0/110 zu
ermOglichen, wurden 50 ml NBS-Medium mit einer stationdren Vorkultur inokuliert [2%
(v/v)] und fiir 14-16 h inkubiert (28°C, 200 upm). AnschlieBend wurden die Zellen durch
Zentrifugation abgetrennt (20 min., 4000 g, 4°C) und zweimal mit eiskalter 10,3 % (w/v)
Saccharose-Losung gewaschen. Aus 50 ml Hauptkultur wurden ca. 1,4-1,8 g (Nassgewicht)
Myzel erhalten und direkt zur Isolierung chromosomaler DNA eingesetzt (Kap. 2.9.2).

2.7  Vermehrung und Stammbhaltung rekombinanter GEM12-Phagen
(modifiziert nach SAMBROOK ET AL., 1989)

Die Vermehrung von Derivaten des Phagen GEMI12 erfolgte in dem Wirtsstamm E. coli
LE392 auf LB-MgSOs-Agarplatten (Kap. 2.4.3). Eine Hauptkultur von E. coli LE392 wurde
in LB-Maltose-Medium (Kap. 2.4.3) bei 37 °C bis zu einer ODs73 = 0,5-0,6 angezogen.
AnschlieBend wurden 0,3 ml der Bakterienkultur mit 10-100 pl Phagenlosung (10° pfu)
versetzt, vorsichtig gemischt und fiir 30 min bei 37 °C inkubiert. Das Phagen/E. coli-
Gemisch wurde mit 4 ml Top-Layer (40-50 °C; Kap. 2.4.3) vorsichtig vermischt, sofort auf
einer LB-MgSO4-Agarplatte (18 cm?) verteilt und fiir 16-18 h bei 37 °C inkubiert. Die
Phagen eines einzelnen Plaques wurden in 100 ul SM-Puffer (50 mM Tris/HCI pH7,5; NaCl
5,8 g/l; MgS04 2 g/l; Gelantine 0,1 g/l) resuspendiert und die restlichen Bakterien durch
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Zentrifugation (4000 g, 4 °C, 10 min) sedimentiert. Der Uberstand wurde nach Zugabe von
einem Tropfen Chloroform bei 4 °C gelagert.

Zur Herstellung eines Phagenstocks wurde diese Phagensuspension vermehrt und die Phagen
wurden mit 3 ml SM-Puffer und 5 pl Chloroform eluiert. AnschlieBend wurden die
restlichen E. coli-Zellen durch Zentrifugation (4000 g, 4 °C, 10 min) sedimentiert und der
Uberstand auf 0,3 % Chloroform und 7 % DMSO eingestellt. Die Lagerung des
Phagenstocks erfolgte bei -70 °C.

2.8 Heterologe Expression von ach-Genen in S. lividans 66 TK23
2.8.1 Heterologe Expression mit dem Expressionsplasmid pHTW214

Die rekombinanten Stimme S. lividans 66 TK23 pHTW214 sowie die entsprechende
Negativkontrolle S. lividans 66 TK23 pUWL218 wurden in einer zweistufigen Fermentation
in MD50-Medium (Thiostrepton, 20 pnpg/ml; Kap. 2.4.1) bei 28°C und starker
Durchmischung angezogen. Es wurden 50 ml Hauptkultur in einem 500 ml Schikanekolben
mit 2,5 ml einer stationdren Hauptkultur inokuliert und fiir 55 h bei 28°C und 200 upm
inkubiert. AbschlieBend wurden die Zellen durch Zentrifugation (4000 g, 20 min, 4 °C)
sedimentiert und zweimal mit je 30 ml eiskaltem Puffer (25 mM Tris/HCI pH 7,5)
gewaschen. Die Zellen wurden bis zum Zellaufschluss bei -70 °C gelagert.

2.8.2 Heterologe Expression des achb-Gencluster in S. lividans 66 TK23

S. lividans 66 pHTWCos6 und die entsprechende Negativkontrolle S. lividans 66 pOJ446
wurden fiir die heterologe Expression des acbhb-Genclusters verwendet. Die submerse
Anzucht erfolgte in einer zweistufigen Fermentation in MD50-Medium (Apramycin,
50pg/ml; Kap. 2.4.1). Die Hauptkultur wurde 5% (v/v) mit einer stationdren Vorkultur
inokuliert und bei 28°C und starker Durchmischung inkubiert. Abhdnigig von dem spiteren
Verwendungszweck variierte die Inkubationsdauer der Hauptkultur:

(1) Fir den Nachweis der Enzymaktivitit von AcbK bzw. AcbD sowie der
Phosphorylierung von 1-epi-Valienol wurde die Hauptkultur fiir 55 h inkubiert. Die
Zellen wurden anschlieen durch Zentrifugation sedimentiert (4000 g, 20 min, 4°C)
und zweimal mit eiskaltem Puffer (25 mM Tris/HCl pH 7,5) gewaschen. Das
Zellsediment wurde bei -70 °C gelagert. Der Kulturiiberstand wurde {iber Nacht gegen
AcbD-Puffer (25 mM Tris/HCI pH7,5; 1 mM CaCl,) dialysiert und anschlieBend bei -
20 °C gelagert.

(2) Fiir den Nachweis heterolog produzierter Acarbose und/oder Derivate der Acarbose
wurde die Hauptkultur fiir 88 h angezogen. Die Zellen und Zelldebris wurden durch
Zentrifugation sedimentiert (4000 g, 30 min, 4 °C) und der Kulturiiberstand
abdekantiert. AnschlieBend wurde der Kulturiiberstand bei -20 °C gelagert.
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2.9  Molekularbiologische Methoden

2.9.1 Isolierung von Plasmid- und Cosmid-DNA aus E. coli

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus den verwendeten E. coli Stimmen wurde mit dem
»QIAprep Spin Miniprep Kit*“ (Qiagen, Hilden) gemédfl den Empfehlungen des Herstellers
durchgefiihrt. Abweichend hiervon wurde die DNA von pOJ446 und Derivaten durch eine
alkalische Lyse mit anschlieBender Isopropanol-Prizipitation der DNA (BIRNBOIM AND
DoLy, 1979) oder mit Hilfe des ,,QIAGEN Plasmid Mega Kit* (Qiagen, Hilden) isoliert.

2.9.2 Isolierung chromosomaler DNA aus Actinomyceten

Die Isolierung chromosomaler DNA aus Actinomyceten erfolgte abhingig von dem
vorgesehenen Verwendungszweck mit dem ,,QIAGEN Genomic-tip 100/G* Kit oder einer
modifizierten Methode nach POSPIECH UND NEUMANN (1995). Um hochreine chromosomale
DNA fiir Southern-Blots und die PCR zu erhalten, wurde das ,,QIAGEN Genomic-tip
100/G* Kit verwendet. Abweichend von dem Protokoll des Herstellers wurden die
sedimentierten Bakterien in 10 ml 10,3% Saccharose resuspendiert und bei 37°C mit
lytischen Enzymen sphéroplastiert [Lysozym 10mg/ml flir Streptomyceten; Mutanolysin,
200 Units/mg Nassgewicht fiir Actinoplanes sp. SE50/110]. Der Grad der Sphéroplastierung
wurde im Lichtmikroskop verfolgt. AnschlieBend wurden die Zellen sedimentiert (4000 g,
20 min., 4 °C) und der Uberstand verworfen. Alle weiteren Schritte wurden gemiB dem
Protokoll des Herstellers durchgefiihrt. Wenn die DNA fiir die Isolierung von Cosmid DNA
aus Streptomyceten verwendet werden sollte (Kap. 2.9.3), wurden alle weiteren Schritte
gemall dem von POSPIECH UND NEUMANN (1995) beschriebenen Protokoll durchgefiihrt.

Zur Isolierung hochmolekularer DNA fiir die Konstruktion einer Cosmidbank
chromosomaler DNA von Actinoplanes sp. SE50/110 wurde eine von POSPIECH und
NEUMANN (1995) beschriebene Methode mit den folgenden Modifikationen angewandt: Es
wurden ca. 1,3-1,5 g Myzel (Nassgewicht) in 15 ml 10,3 % Saccharose-Losung
aufgenommen, mit 1000 Units Mutanolysin (Sigma, Deisenhofen) versetzt und bei 37 °C fiir
30 Minuten inkubiert. AnschlieBend wurden Sphiroplasten sowie intaktes Myzel
sedimentiert (10 min, 5000 g, 4 °C), in 10 ml SET-Puffer (1 % SDS; 0,6 mg ProteinaseK/ml;
3,33 mg RNaseA/ml) resuspendiert und 60 min bei 55 °C inkubiert. Nach erneuter
Sedimentation von Zelldebris und intaktem Myzel (10 min, 4000 g, 4 °C) wurde der
Uberstand in ein neues GefdB iiberfiihrt und gemiB dem Originalprotokoll verfahren. Die
prézipitierte DNA wurde in 10 mM Tris/HCI pH 8,5 resuspendiert und bei + 4°C gelagert.

2.9.3 Isolierung von pOJ446-Derivaten aus S. lividans 66 TK23

Zur Isolierung der Vektoren pOJ446 und pHTWCos6 aus S. /ividans 66 TK23 wurde zuerst
die Gesamt-DNA der rekombinanten S. lividans 66 TK23 Stimme isoliert (Kap. 2.9.2;
POSPIECH AND NEUMANN, 1995). In einem zweiten Schritt wurde eine Trennung der
chromosomalen DNA von der Cosmid DNA durch einen alkalischen Denaturierungsschritt
mit anschlieBender Neutralisierung und Alkohol-Féallung nach KIESER et al. (2000)
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durchgefiihrt. Die so gewonnene Cosmid DNA wurde anschlieend in E. coli DH5a oder E.
coli XL1-Blue transformiert (Kap. 2.9.10), um eine problemlose Isolierung der Cosmid-
DNA zu ermdglichen (Kap. 2.9.1)

2.9.4 Isolierung von GEM12-Phagen DNA aus E. coli LE392
(modifiziert nach SAMBROOK ET AL., 1989; Qiagen, Hilden)

Die iiber Nacht auf einer LB-Agarplatte vermehrten Phagen (Kap. 2.7) wurden mit 2,5-5 ml
SM- Puffer (Kap. 2.7) sowie einem Tropfen Chloroform iiberschichtet und fiir 2 h unter
leichtem Schiitteln bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde der Uberstand in ein
neues Reaktionsgefdl iiberfiihrt und die restlichen E. coli-Zellen wurden durch
Zentrifugation (5 min, 4000 g) sedimentiert. Der Uberstand wurde mit RNAse A- und
DNAse I-Losung (Endkonzentration je 1 pg/ml) versetzt und fiir eine Stunde bei 37 °C
inkubiert. Nach Zugabe von einem Volumen Fallungslosung (20 % PEG 8000, 2 M NaCl)
wurden die Phagen durch Inkubation des Ansatzes fiir eine Stunde auf Eis gekiihlt und durch
anschlieBende Zentrifugation (10 min, 10000 g) sedimentiert. Das Prézipitat wurde in 3 ml
Puffer B3 des ,,QIAGEN Lambda Mini Kit“ (Qiagen, Hilden) aufgenommen und alle
weiteren Schritte wurden geméll den Empfehlungen des Herstellers durchgefiihrt.

2.9.5 In vitro Manipulation von DNA

Alle in vitro Manipulationen wie die Hydrolyse von DNA, gelelektrophoretische Trennung
von DNA Fragmenten in Agarosegelen sowie die Ligation von DNA-Fragmenten wurden
gemil den Empfehlungen der Hersteller der verwendeten Enzyme oder entsprechend
Standardprotokollen durchgefiihrt (SAMBROOK ET AL., 1989). Abweichend hiervon wurde
die Ligation von DNA-Fragmenten, die durch die PCR erhalten wurden (Kap. 2.9.11), unter
Verwendung des ,,PCR-Script Amp Cloning Kit* (Stratagene, Niederlande) oder des ,,Zero
Blunt TOPO PCR Cloning Kit for Sequencing® (Invitrogen, Niederlande) entsprechend den
Empfehlungen der Hersteller durchgefiihrt. Zur Isolierung von DNA-Fragmenten aus
Agarosegelen wurde das ,,QIAquick Gel Extraction Kit*“ (Qiagen, Hilden) eingesetzt. Die
Einfiihrung gerichteter Verkiirzungen des Plasmids pHTW206 wurde mit dem ,,double
stranded Nested Deletion Kit*“ (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) durchgefiihrt. Die
radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten wurde mit dem ,,Rediprime II Kit*“ unter
Verwendung von a-[**P]-dCTP (beide Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg)
durchgefiihrt. Fiir die nicht-radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten wurde das DIG
High Prime Kit (Roche Diagnostics, Mannheim) geméfl dem Protokoll des Herstellers
verwendet.
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2.9.6 Plaque-Hybridisierung von GEM12-Phagen DNA
(SAMBROOK et al., 1989)

Nach Vermehrung der Phagen (Kap. 2.7) wurde die Agarplatte fiir 1-2 h bei 4 °C inkubiert.
AnschlieBend wurde eine Hybond N+-Membran (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg)
fiir 30-60 s auf den Top-Layer gelegt. Die Membran wurde vorsichtig abgenommen, fiir 20
min in Denaturierungslosung (1,5 M NaCl, 0,5 M NaOH) gelegt und anschlie8end fiir 5 min
mit Neutralisierungslosung (1,5 M NaCl, 0,5 M Tris/HCI pH 8,0) behandelt. Nach
Aquilibrierung der Membran in 2 x SSC (Kap. 2.9.7) wurde sie fiir die DNA-DNA-
Hybridisierung verwendet (Kap. 2.9.7).

2.9.7 DNA-DNA Hybridisierung
(SAMBROOK et al., 1989)

Priahybridisierungspuffer 20x SSC

Blocking Reagenz 0,1 % (w/v) NaCl 1753 g/l
N-Laurylsarcosinat 0,1 % (w/v) Trinatrium-Citrat 88,2 g/l
SDS 0,02 % (w/v)

Phosphat 10 mM mit Citrat auf pH 7-7,5 einstellen
20 x SSC 30 % (v/v)

Die Membran (Kap. 2.9.6 & 2.9.8 & 2.9.13) wurden fiir 4 h in 300-500 ml Préhybridi-
sierungspuffer bei 68 °C prahybridisiert. Der Prahybridisierungspuffer wurde wéhrend
dieses Zeitraums 2-3 mal gewechselt. Die radioaktiv markierte Gensonde (Kap. 2.9.4)
wurde durch Erhitzen (95 °C, 10 min) denaturiert und sofort auf Eis abgekiihlt.
AnschlieBend wurde die Membran mit 20 ml Prahybridisierungspuffer und der denaturierten
Gensonde bei 65 °C fiir 16 h inkubiert. Nach erfolgter Hybridisierung wurde die Membran
zweimal fiir 30 min mit 6 x SSC/0,1 % SDS bei 65 °C und leichtem Schiitteln inkubiert.
AbschlieBend wurde die Membran unter stringenten Bedingungen gewaschen. Die
Pufferzusammensetzung und verwendete Waschtemperatur wurde abhédngig von der
verwendeten DNA-Sonde variiert (0,1-1 x SSC, 0,1 % SDS, 65-68 °C, 20 min). Der
Nachweis hybridisierender DNA-Fragmente erfolgte durch Autoradiographie mit dem
Hyperfilm MP-Rontgenfilm (Amersham-Pharmacia Biotech, Freiburg) bei -70 °C fiir 16-
20h.

Alternativ wurden auch nicht-radioaktiv markierte DNA-Sonden (Kap. 2.9.4) fiir die DNA-
DNA Hybridisierung eingesetzt. Abweichend von dem oben beschriebenen Vorgehen
erfolgte der immunologische Nachweis hybridisierender DNA-Fragmente mit dem ,,DIG
Nucleic Acid Detection Kit*“, unter Verwendung von NTP/BCIP als Substrat. Diese Methode
wurde auch fiir die nicht-radioaktive Dot-Blot Analyse isolierter Cosmid DNA verwendet.
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2.9.8 Koloniehybridisierung der Cosmid-Bank in E. coli XL1-Blue
(modifiziert nach SAMBROOK ET AL., 1989)

Die Mikrotiterplatten der Cosmid-Bank (Kap. 2.9.12.4) wurden aseptisch auf Hybond N+-
Membran repliziert und tliber Nacht bei 37°C auf LB-Platten (Apramycin 30 pg/ml)
inkubiert. AnschlieBend wurden die Filter fiir 30 min bei Raumtemperatur in
Denaturierungslosung (Kap. 2.9.6) inkubiert. Zur Neutralisierung wurden sie zweimal fiir je
5 min. in Neutralisierungslosung (Kap. 2.9.6) gewaschen, wobei auch die verbleibende
Zelldebris entfernt worden ist. Die DNA-DNA-Hybridisierung erfolgte mit radioaktiv
markierten DNA-Fragmenten wie in Kap. 2.9.7 beschrieben.

2.9.9 DNA-Sequenzierung
(modifiziert nach SANGER et al., 1977)

Die DNA Sequenzierung wurde nach der von SANGER et al. (1977) publizierten Methode
durchgefiihrt. Fiir die Sequenzreaktion wurde das ,,Thermosequenase Cy5 Dye Terminator
Kit*“ oder das ,,Thermosequenase Cycle-Sequencing Kit ,, (beide Amersham Pharmacia
Biotech, Freiburg) mit den in Tab 2.2.1 angegebenen Oligonukleotiden und den in Tab.
2.1.3 angegebenen Plasmiden verwendet. Abweichend von dem Protokoll des Herstellers
wurden die Cycle-Parameter wie folgt modifiziert:

1. 98 °C 5 min.

2. 95°C 45s <

3. 63 °C 45s 30x
4. 68 °C 1 min 20 s |

5. 68 °C 1 min

Die Analyse der Sequenzreaktionen erfolgte auf einem ALFExpress Sequencer (Amersham
Pharmacia Biotech, Freiburg) unter Verwendung eines 6 M Harnstoft/6 % ,,Hydrolink Long
Ranger“-Gels (Biozym, Hessisch Oldendorf). Die Auswertung wurde mit der Alfwin
Software Version 2.10.6 (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) und dem Staden Package
(Kap. 2.19) durchgefiihrt. Alternativ wurden Sequenzierungen von der Fa. MWG Biotech
(Ebersberg) im ,,Value Read* Mal3stab durchgefiihrt.

2.9.10 Transformation von S. lividans 66 TK23 und E. coli

Die Herstellung transformationskompetenter E. coli -Zellen erfolgte basierend auf der von
HANAHAN (1983) publizierten Methode. Fiir die Transformation wurden 200 pl der
Zellsuspension verwendet und die Transformation wurde wie von SAMBROOK et al. (1989)
beschrieben durchgefiihrt.

Die Protoplastierung von S. lividans 66 TK23 wurde basierend auf der Methode von CHATER
et al. (1982) und die anschlieBende Transformation gemidf dem von BABCOCK und
KENDRICK (1988) publizierten Protokoll durchgefiihrt. Abweichend hiervon erfolgte die
Regeneration der Protoplasten auf R5-Platten bei 28 °C (KIESER et al., 2000).
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2.9.11 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Fiir die Amplifizierung von DNA-Fragmenten mit Hilfe der PCR wurde das Advantage-GC
cDNA PCR Kit (Clontech, Heidelberg) verwendet. Die Zusammensetzung der
Reaktionsansétze entsprach den Empfehlungen des Herstellers, mit Ausnahme der GC-Melt
Konzentration. Die GC-Melt Konzentration in den PCR-Ansdtzen betrug 0,75 M. Zur
Durchfiihrung der PCR wurden die folgende Standardreaktionsbedingungen verwendet. Die
Annealing Temperatur des 1. Zyklus betrug 64 °C und es wurden 4 bzw. 15 Wiederholungen
im 1. bzw. 2. Zyklus durchgefiihrt. Das verwendete Template sowie die verwendete Primer-
Kombination ist in Tab 2.9.11.1 angegeben.

Standardreaktionsbedingungen fiir die PCR:

98 °C 5 min.

95 °C 45 sec.

64 °C 45 sec. j i
68 °C 3 min.

95°C 45 sec.

68 °C 3 min. hiNtH
68 °C 7 min.

Tab.2.9.11.1:  Verwendete Primer-Kombinationen und Templates.

Primer Template Das PCR-Fragment wurde fiir die
Konstruktion des angegebenen Plasmids
verwendet
HTS63 D 52 pHTW240
HTS79
HTS67 pHTWCos6 pHTW239.2
HTS73
2.9.12 Konstruktion einer Cosmid-Bank genomischer DNA von Actinoplanes sp.

SE50/110 in dem Cosmidvektor pOJ446

Es wurde eine Cosmid-Bank genomischer DNA von Actinoplanes sp. SE50/110 in dem E.
coli / Streptomyceten Shuttle-Vektor pOJ446 (BIERMAN et al., 1992) konstruiert. Hierfiir
wurde hochmolekulare chromosomale DNA von Actinoplanes sp. SE50/110 isoliert (Kap.
2.9.2). AnschlieBend wurde diese mit der Restriktionsendonuklease Sau3A 1 partiell
hydrolysiert (Kap. 2.9.12.1), in den linearisierten Vektor pOJ446 ligiert (Kap. 2.9.12.2), in
A-Phagenkopfe verpackt und in E. coli XL1-Blue transduziert (Kap. 2.9.12.3). Die
Amplifikation und Stammhaltung der rekombinanten E. coli XL1-Blue Stimme wurde in
Mikrotiterplatten durchgefiihrt (Kap. 2.9.12.4).
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2.9.12.1 Partielle Hydrolyse der chromosomalen DNA aus Actinoplanes sp. SE50/110
mit Sau3A 1

Die partielle Hydrolyse von ca. 60 ng chromosomaler DNA wurde in einem Gesamtvolumen
von 250 pl mit 3 Units Sau3A I (New England Biolabs, Frankfurt) bei 37 °C und den vom
Hersteller empfohlenen Reaktionsbedingungen durchgefiihrt. Um den Verlauf der Hydrolyse
zu kontrollieren, wurden je 50 pl des Reaktionsansatzes nach 5, 10, 15, 20 und 25 min
entnommen, 20 min. bei 68 °C inkubiert, mit Ethanol prézipitiert und die DNA in 20 pl 10
mM Tris/HCI pH 8,5 resuspendiert. Die gelelektrophoretische Analyse zeigte, dass nach 5
min Inkubation die FragmentgroBe der chromosomalen DNA iiberwiegend oberhalb von ca.
30 kb lag (Daten nicht gezeigt). Daher wurde die DNA der ,,5-min-Fraktion® fiir die
weiteren Schritte verwendet (Kap. 2.9.12.2).

2.9.12.2  Ligation der partiell hydrolysierten DNA in pOJ446 / BamH 1

Die partiell hydrolysierten chromosomalen DNA-Fragmente der ,,5 min-Fraktion* wurden in
das, mit der Restriktionsendonuklease BamH I hydrolysierte, Cosmid pOJ446 (BIERMAN et
al.,, 1992) ligiert. Um ein Religation des Cosmid-Vektors pOJ446 zu vermeiden, wurde
dieser nach erfolgter Hydrolyse gemiB dem Protokoll des Herstellers mit der ,,Shrimp
Alkaline Phosphatase® (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) dephosphoryliert. Die
Phosphatase wurde anschlieBend durch das Erhitzen des Reaktionsansatzes fiir 20 min auf
68 °C inaktiviert. Zu Aufreinigung der DNA wurde diese mit Ethanol prézipitiert und in 10
mM Tris/HCI pH 8,5 resuspendiert. Fiir die Ligation von ca. 3 pg Cosmid-Vektor wurden
ca. 2,7 pg chromosomale DNA-Fragmente und 10 Units T4-DNA-Ligase (Amersham
Pharmacia Biotech, Freiburg) in einem Gesamtvolumen von 20 pl eingesetzt und fiir 20 h
bei 16 °C inkubiert. AbschlieBend wurde die T4-DNA-Ligase fiir 20 min bei 68 °C Hitze-
inaktiviert.

2.9.12.3 Verpackung des Ligationsansatzes und Transduktion in E. coli XL1-Blue

Die ,,Verpackung® der Cosmid-DNA-Konkatemere (Kap. 2.9.12.2) in A-Phagen wurde mit
dem ,,Gigapack III XL Packaging Extract® (Stratagene, Niederlande) geméll dem Protokoll
des Herstellers durchgefiihrt. Dabei wurden 6 pl des Ligationsansatzes (Kap. 2.9.12.2) fiir
die Verpackungsreaktion eingesetzt. Anschlieend wurden die A-Phagen in E. coli XL1-Blue
transduziert und auf LB-Agarplatten (50 pug Apramycin/ml) ausplattiert.

2.9.12.4 Amplifikation und Stammhaltung der Cosmidbank

Um eine Diskriminierung innerhalb der Population rekombinanter E. coli XL1-Blue-Stamme
durch eine positive oder negative Beeinflussung des Wachstumsverhaltens durch die
rekombinanten Cosmide zu verhindern, wurde die Stammhaltung in Mikrotiterplatten
durchgefiihrt. Aufgrund der geringeren Wachstumsgeschwindigkeit in der Mikrotiterplatte,
erfolgte die submerse Anzucht eines distinkten Klons pro Well der Mikrotiterplatte in dem
Vollmedium 2 x TY (Kap. 2.4.2), supplementiert mit 30 pg/ml Apramycin, fiir 2 Tage bei
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37 °C. AnschlieBend wurde Glycerin bis zu einer Endkonzentration von 25 % (v/v) zugesetzt
und die Dauerkulturen wurden bei —80 °C gelagert.

2.9.13 ,,Southern“-Blot
(modifiziert nach SAMBROOK ET AL., 1989)

Der Transfer von DNA aus einem Agarosegel auf die Hybond N'-Membran (Amersham
Pharmacia Biotech, Freiburg) ist, anschlieBend an die gelelektophoretische Auftrennung der
DNA-Fragmente, als Kapillar-Transfer durchgefiihrt worden. Die Denaturierung der dsDNA
erfolgte wihrend des Transfers durch den Transferpuffer (0,4 M NaOH). AnschlieBend an
den fiir 16 h durchgefiihrten Transfer der DNA wurde die Membran in 2 x SSC (Kap. 2.9.7)
fiir 30 s gewaschen.

2.10 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentration wurde mit Hilfe des Bradford-Reagenz. (Bio-Rad, Miinchen) nach
der Methode von BRADFORD (1976) durchgefiihrt. Als Referenzsubstanz wurde
Rinderserumalbumin (BSA, NEW ENGLAND BIOLABS) verwendet.

2.11 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

SDS-Probenpuffer Trenngelpuffer

SDS (20 %) 2 ml Tris/HCI, pH 8,8 1,5 M

B-Mercaptoethanol 4 ml SDS 4,0 g/l

Glycerin 2 ml

Bromphenolblau (1 g/1) 2 ml

Sammelgelpuffer SDS-Laufpuffer

Tris/HCI, pH 6,8 0,5 M Tris 30 g/l

SDS 1,0 g/l Glycin 144 g/l
SDS 10 g/l

Coomassie- Firbelosung Entférbelsung

Coomassie Brillant

Blue R250 0,15 % Methanol 20 %

Methanol 45 % Essigsédure 10 %

Essigsédure 10 %

Die gelelektrophoretische Auftrennung von Proteinen ist in denaturierenden,
diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamidgelen nach der Methode von LAEMMLI et al. (1970)
durchgefiihrt worden. Zur Herstellung des Gels wurden Polyacrylamidkonzentrationen
(Acrylamid:N,N-Bisacrylamid = 29:1) von 6 % fiir das Sammelgel und 8-12,5 % fiir das
Trenngel in Sammel- bzw. Trenngelpuffer verwendet. Zur Grofenbestimmung wurde
alternativ der VII-L-Marker (SIGMA, Deisenhofen) oder der High-Molecular Weight
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Marker (MW-SDS-200, SIGMA, Deisenhofen) verwendet. Die Auftrennung erfolgte mit
SDS-Laufpuffer und 1,5-12 V/cm in einer Minigel-Twin-Kammer (Biometra, Gottingen)
oder der Renner Twin-Vertical-Apparatur (Renner, Darmstadt). Zur Anfarbung der Proteine
wurde das Polyacrylamidgel fiir 30-60 min unter leichtem Schiitteln in Coomassie-Farbe-
16sung geférbt und anschlieBend fiir 3 h bei Raumtemperatur mit Entfarbelésung behandelt.

2.12  Herstellung zellfreier Proteinextrakte

Fiir den Zellaufschluss wurden 1,5 ml Aufschlusspuffer (25 mM Tris/HCI, pH 7,625 mM
MgCl,, 63 mM NH4Cl, 1,5 mM DTT) pro 1 g Zellnassgewicht verwendet. Sollte der zellfreie
Extrakt fiir radioaktive Enzymansétze verwendet werden, erfolgte der Aufschluss durch die
zweimalige Passage einer French Press Zelle bei (American Instruments Company, Silver
Spring, USA) einem internen Druck von 20000 Psi. AnschlieBend wurde eine Benzonase-
Behandlung (1 h auf Eis, 10 units Benzonase; Merck, Darmstadt) durchgefiihrt und
unldsliche Bestandteile durch Zentrifugation fiir 40 min bei 119200g abgetrennt. Der
Uberstand wurde in N, (f1.) schockgefroren und bei -70 °C gelagert.

Fiir den nicht-radioaktiven Nachweis der Acarbose-7-Kinase wurden die Zellen durch eine
Ultraschallbehandlung aufgeschlossen (Bandelin Sonoplus UW60, Spannungsquelle HD60,
Bandelin, Berlin). Die Zellen wurden in einem Abstand von 20 Sekunden 3- bis 5-mal 20
Sekunden mit 70 % Intensitit und 20 % Zyklus beschallt. Die Zelldebris wurde durch eine
Zentrifugation fiir 30 min bei 20000g abgetrennt. Die zellfreien Extrakte wurden ebenfalls in
N> (fl.) schockgefroren und bei -70 °C gelagert.

2.13 Messung der Acarviosyltransferase AcbD
(modifiziert nach HEMKER et al., 2001)

Fiir den Nachweis der Aktivitdt der Acarviosyltransferase (AcbD) erfolgte die Anzucht und
Praparation der Kulturiiberstdnde wie in Kap. 2.8.2 (1) beschrieben.

Das verwendete Testsystem basierte auf dem AcbD-katalysierten Austausch des
Maltosylrests der Acarbose gegen [U-'*C]-Maltose (Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg) und wurde modifiziert nach der Methode von HEMKER et al. (2001) durchgefiihrt.

Acarbose + [U-'*C]-Maltose <> ['*C]-Acarbose + Maltose

Die Reaktion wurde in einem Reaktionsvolumen von 14 pl fiir 15 min. bei 30 °C
durchgefiihrt und enthielt neben 10 pl Kulturiiberstand die folgenden Bestandteile:

I ul IM Tris/Maleinat-Puffer pH 6,3

1 pul Acarbose [51 mg/ml]

1 pul Maltose [2,48 mg/ml] und 0,74 kBq [**C]-Maltose
1 ul ddH,0O

Die Reaktion wurde durch Zugabe von 100 pl Ethanol p.a. abgestoppt und die denaturierten
Proteine durch eine Zentrifugation sedimentiert. AnschlieBend wurde die Acarbose durch
eine lonenaustauschchromatografie von freier Maltose getrennt. Der Uberstand wurde mit
500 ul einer Dowex 50 WX 4 Suspension (H'-Form in ddH,0 50 % (v/v)) vermischt. Unter
den verwendeten Bedingungen band Acarbose an das Harz und die ungebundene Maltose
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konnte durch Waschen des Harzes mit ddH,0 entfernt werden. Die vereinigten
Waschfraktionen wurden als Maltosefraktion bezeichnet. Die gebundene Acarbose wurde
durch 0,5 M NHy4-Losung eluiert und als Acarbose-Fraktion bezeichnet. Die in beiden
Fraktionen enthaltene Radioaktivitit wurde mit Hilfe eines Szintillisationszdhler (Wallac
1415 DSA; Wallac, Bad Wildbach; Szintillationsfliissigkeit, Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg) bestimmt. Die prozentuale Austauschrate des Maltosylrestes der Acarbose gegen
freie ['*C]-Maltose wurde als MaB fiir die AcbD-Aktivitit verwendet (HEMKER, 1997;
HEMKER et al., 2001). Die Enzymaktivitdt wurde um die unspezifische Austauschrate der
Negativkontrolle S. lividans 66 TK23 pOJ446 korrigiert. Die prozentuale Gesamtaus-
tauschrate (GA) ergab sich wie folgt: GA = 100 x [dpm Acarbose-Fraktion / (dpm
Acarbose-Fraktion+ dpm Maltose-Fraktion)].

Die spezifische Enzymaktivitit wurde nach folgender Formel berechnet (HEMKER, 1997):

spez. Aktivitidt = (GA x Maltosekonzentration x V{) / (t x Proteinkonzentration)

Maltosekonzentration : 500 nmol/ml

t: : Inkubationszeit = 900 s
Proteinkonzentration : [mg/ml]

Vf : Verdiinnungsfaktor der Probe im Test = 1,4
spez. Aktivitét : [nkat/mg Protein]

2.14 Nachweis der Phosphorylierung von 1-epi-Valienol
(modifiziert nach DREPPER AND PAPE, 1996; GOEKE et al., 1996;
C. S. ZHANG, personliche Mitteilung)

Die Phosphorylierung von 1-epi-Valienol wurde mit dem folgenden Standardreaktionsansatz
durchgefiihrt:

Standardreaktionsansatz

Tris/HCI (pH 7,5) 71,42 mM
MgCl, 7,14 mM
ATP 7,14 mM +2 pCi y-[**P]-ATP
1-epi-Valienol 14,28 mM

(Racemat, BLOCK, 2000)
zellfreier Extrakt 9ul
Endvolumem 14 ul

Die Reaktion wurde durch Zugabe des =zellfreien Extraktes gestartet und die
Inkubationsdauer betrug 3 h bei 30 °C. Anschlieend wurde die Reaktion durch Erhitzen der
Ansitze fiir 1 min auf 98 °C gestoppt. Die denaturierten Proteine wurden durch
Zentrifugation entfernt (13000 g, 20 min, RT) und 5 pl des Uberstandes durch
Diinnschichtchromatografie mit Losung A als mobile Phase (Kap. 2.17) analysiert. Um
Acarbose-7-phosphat als Referenzsubstanz zu erhalten, wurde der Standardreaktionsansatz
mit zellfreiem Extrakt von Actinoplanes sp. SE50/110 und 7,14 mM Acarbose anstatt 1-epi-
Valienol als Substrat durchgefiihrt.
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2.15 Nachweis der Acarbose-7-Kinase AcbK
(modifiziert nach DREPPER AND PAPE, 1996; GOEKE et al., 1996;
C. S. ZHANG, personliche Mitteilung)

Die Messung der Acarbosekinase-Reaktion (AcbK) wurde in einem nicht-radioaktiven
Testsystem mit dem folgenden Standardreaktionsansatz durchgefiihrt:

Standardreaktionsansatz

Tris/HCI (pH 7,5) 71,42 mM
MgCl, 7,14 mM
ATP 10 mM
Acarbose 15 mM
zellfreier Extrakt variabel
Endvolumem 30 ul

Die Reaktion wurde durch Zugabe des zellfreien Extraktes gestartet und fiir 16 h bei 30 °C
inkubiert. Anschliefend wurde die Reaktion durch Erhitzen auf 98 °C fiir 1 min gestoppt
und die denaturierten Proteine durch Zentrifugation (13 000 g, 20 min, RT) entfernt. Die
Uberstinde wurden durch Diinnschichtchromatografie mit Lésung B als Laufmittel
analysiert (Kap. 2.17).

2.16 Chromatografische Analyse der Kulturiiberstinde von S. lividans pOJ446 und
S. lividans 66 TK23 pHTWCos6

Die Analyse der Kulturiiberstinde von S. [lividans pHTWCos6 und S. lividans pOJ446
erfolgte durch HPAE-Chromatografie (High Performance Anionic Exchange) und
amperometrischer Detektion der oxidierbaren Bestandteile des Kulturiiberstandes. Es wurde
eine Cabopac PA 1 Saule (250*4 mm; Fa. Dionex, Idstein, Deutschland) mit einer FluBrate
von Iml /min verwendet. Als mobile Phase wurde ein Gradient aus Losung A (0,05 N
NaOH, CO;-frei) und Losung B (0,05 N NaOH + 0,5 N Natriumacetat suprapur) mit
folgendem Mischungsverhiltnis eingesetzt: 0 min, 100% A; 10 min 92% A, 8% B; 34 min,
64% A, 36% B; 36 min, 62% A, 38% B; 39 min, 100% B; 40 min, 100 % A, 45 min, 100 %
A. Die Detektion erfolgte mit einem gepulsten chemischen Detektor der Fa. Dionex, einer
Messspannung von 0,1 V fiir 0,2 s sowie Pulsspannungen von +0,6 V fiir 0,08 s und -0,6 V
fiir 0,08 s. Das Injektionsvolumen der Proben betrug 20 pl und die chromatografische
Trennung wurde bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Die Messungen wurden im Labor von
Dr.J. LENZ (Bayer AG, Wuppertal -Elberfeld) vorgenommen.

Zusétzlich wurden die Proben mit einer LC-MS Kopplung analysiert. Die Trennung erfolgte
durch eine ,,Reverse Phase* Chromatografie und anschlieBender Q-TOF-Analyse. Diese
Untersuchungen wurden durch die ,,Zentrale Forschung“ der BAYER AG in Leverkusen
durchgefiihrt (Dr. J. LENZ, BAYER AG, personliche Mitteilung).
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2.17 Diinnschichtchromatografie von Enzymansitzen

Zur Analyse der Enzymansétze wurden 5-20 pl der Proben auf eine mit Kieselgel 60 Fjs4
beschichtete DC-Platte aufgetragen (Merck, Darmstadt). Als mobile Phase wurde alternativ
Losung A [Buttersdure : 1M NH; im Verhiltnis 5:3 (v/v)] oder Losung B [Isobuttersdure : 1
M NHj; im Verhéltnis 5:3 (v/v)] eingesetzt (GOEKE et al., 1996). Die Visualisierung von
chemischen Verbindungen erfolgte durch Bestrahlung mit UV-Licht (254 nm) sowie
anschlieBender Anfarbung mit dem Cer-Reagenz. Zur Anfiarbung mit dem Cer-Reagenz
wurden die DC-Platten mit einer Losung aus Molybdatphosphosdure (25 mg/ml),
Cer(IV)sulfat (10 mg/ml) sowie konz. Schwefelsdure(60 mg/ml) bespriiht und anschlieend
fiir 5-10 min auf 120 °C erwdrmt (ALBERMAN, 2001). Alternativ wurden die radioaktiv
markierten Substanzen durch Autoradiografie visualisiert (Hyperfilm MP-Rontgenfilm,
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg; Exposition flir 16h bei Raumtemperatur).

2.19 Analyse von DNA- und Aminosiuresequenzen

Die Analyse der DNA-Sequenz wurde mit den Programmen Pregap4, Gap4 und Nip4 des
Staden Package Release 2000.0 (BONFIELD et al., 1995; STADEN, 1996; http://www.mrc-
Imb.cam.ac.uk/pubseq) sowie dem Programm Artemis V4.0 (http://www.sanger.ac.uk)
durchgefiihrt. Zur Identifikation von offenen Leserahmen wurde das Programm Frameplot
eingesetzt (BIBB et al., 1984; ISHIKAWA AND HOTTA, 1999; http://www.nih.go.jp/~jun/cgi-
bin/frameplot.pl). Multiple Sequenzvergleiche wurden mit dem Programm TCoffee
durchgefiihrt und die Ergebnisse von Hand modifiziert (NOTREDAME et al., 2000;
http://www.ch.embnet.org/software/TCoffee.html). Paarweise Sequenzvergleiche wurden
mit den Programmen Fasta 3 (PEARSON AND LIPMAN, 1988; http://www.ebi.ac.uk), WU-
Blast2  (http://www.ebi.ac.uk) sowie Bic2 (SMITH AND WATERMAN, 1981:
hhtp://www.ebi.ac.uk) und der jeweiligen nicht-redundanten Sequenzdatenbank bzw. der
SWISSPROT-Datenbank durchgefiihrt. Fiir den Vergleich der hypothetischen Proteine
AcbX und AcbY mit den Proteinen der Datenbank wurde zusdtzlich der Seg-Filter des
Programms WU-Blast2 verwendet. Die Zuordnung von Proteinen zu einem sogenannten
,Cluster of Orthologous Group“erfolgte mit dem BLASTP 2.1.2 Programm (TATUSOV et al.,
2001;  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG). Zur Identifikation von konservierten
Proteindoménen bzw. Proteinmotiven wurde die PFAM-Datenbank (BATEMAN et al., 2000;
http://www.sanger.ac.uk), die Interpro-Datenbank (http://www.ebi.ac.uk) und die Prosite-
Datenbank (HOFMAN et al., 1999; http://wwww.expasy.ch) eingesetzt. Eine Ausnahme
bildete das Protein AcbP; hier erfolgte die Zuordnung mit Hilfe der ,,Conserved Domain
Database* und dem RPS-Programm (ALTSCHUL et al., 1997; http://www.ncbi.nlm.nih.gov).
Zur Analyse der Transmembran-Helices wurde das Programm TMPred verwendet
(HOFFMAN AND STOFFEL, 1993; http://www.ch.embnet.org). Die Definition von
Signalpeptiden wurde mit dem SignalP-Server durchgefiihrt (http://www.cbs.dtu.dk;
NIELSEN et al., 1997; NIELSEN AND KROGH, 1998)
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3. Ergebnisse

3.1 Identifizierung des rekombinanten GEM12-Derivates ©52

Um die Lage des von DIiAzZ-GUARDAMINO (2000) durch ,,Shot-Gun-Klonierung®“ aus
chromosomaler DNA von Actinoplanes sp. SE50/110 isolierten Gens der Aminotransferase
AcbV realtiv zu den bereits bekannten Genen des Acarbose-Biosynthesegenclusters (acb-
Gencluster) zu bestimmen und weitere bisher noch unbekannte Gene zu identifizieren,
wurden Hybridisierungen mit dem 2,2 kb BamHI-Insert des Plasmids pMD418.2 als Sonde
durchgefiihrt (Tab. 2.1.3; DIAz-GUARDAMINO, 2000). Diese ergaben sowohl mit der
vollstindigen GEM12-Phagenbank chromosomaler DNA von Actinoplanes sp. SE50/110
sowie der DNA des GEM12-Derivates ®52 positive Signale (Kap. 2.9.6, Kap. 2.9.7). Ein
Hybridisierungssignal mit dem GEM12-Derivat @102 wurde hingegen nicht erhalten (Tab.
2.1.1; M. JARLING, persOnliche Mitteilung). Dies widerlegte die bisher postulierte Lage von
acbV upstream von achH (Abb. 4.1.1; M. JARLING, personliche Mitteilung). Neben dem der
Hybridisierungssonde entsprechenden 2,2 kb BamHI-Fragment konnte in einer
anschlieBenden physikalischen Kartierung auch das von DIAZ-GUARDAMINO (2000)
beschriebene 5,12 kb Bg/lI-Kpnl-Fragment auf der in dem Phagen ®52 inserierten DNA von
Actinoplanes sp. SES50/110 identifiziert werden. Parallele Hybridisierungen der
hydrolysierten DNA von ®52 und chromosomaler DNA von Actinoplanes sp. SE50/110
bestdtigten die identische Anordnung von achV im Chromosom und ®52 (Daten nicht
gezeigt). Zusitzlich wurde die Lage von achV relativ zu den bereits bekannten Teilen des
acb-Genclusters durch Hybridisierungen des ®52 Derivates pHTW200 (Abb. 3.1.1; Kap.
2.9.7) mit dem terminalen 3,3 kb SsfI-Fragment des Phagen ¢54, der einen Teil des bereits
beschriebenen ach-Gencluster codiert, untersucht (Tab. 2.1.3, p54S5; M. JARLING,
personliche Mitteilung; STRATMANN, 1997). Die erhaltenen Hybridisierungssignale zeigten
eine Uberlappung der in den GEM12-Derivaten ®54 und ®52 klonierten Segmente der
chromosomalen DNA von ca. 2,5 kb (Daten nicht gezeigt). Sowohl der Nachweis von acbV’
als auch die partielle Identitét der Phagen ®52 und ®54 wurde durch die Bestimmung der
kompletten DNA-Sequenz des Inserts von @52 bestitigt (Kap. 3.5). Eine physikalische
Karte des in dem Phagen ®52 integrierten 20,13 kb groflen Fragments chromosomaler DNA
von Actinoplanes sp. SE50/110, die Position von acbV sowie die Lage des Inserts von @52
relativ zu dem in @54 ist in Abb. 3.1.1 schematisch dargestellt.
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3.2  $52: Subklonierungs- und Sequenzierungsstrategie

Die, in dem Phagen ®52 klonierten, 20,13 kb chromsomaler DNA von Actinoplanes sp.
SE50/110 wurden auf 3 Ssf-Fragmenten (pHTW200, pHTW201, pHTW203; Tab. 2.1.3)
isoliert, und die Orientierung der SsfI-Fragmente zueinander durch die Plasmide
pHTW239.2 und pHTW240 verifiziert. Die in den Plasmiden pHTW239.2 und pHTW240
inserierte DNA wurde durch PCR mit chromosomaler DNA von Actinoplanes sp. SES0/110
(pHTW240) oder pHTWCos6 (pHTW239.2) als Template erhalten (Tab. 2.1.3; . 2.9.11).
Ausgehend von diesen Plasmiden wurden die in Abb. 3.1.1 dargestellten sowie die in Tab.
2.1.3 aufgefiihrten Subklone erstellt und in Kombination mit einer ,,Primer-Walking*-
Strategie zur Sequenzierung des Inserts von @52 verwendet (Kap. 2.9.9; Tab. 2.2.1).
Zusitzlich wurden Subklone des Cosmids pHTWCos6 benutzt, um noch vorhandene
Sequenzliicken zu schlieBen (pHTW218, pHTW219, pHTW222; Tab. 2.1.3; Kap. 3.1.1).
Die DNA-Sequenz des Inserts von @52 wurde bis auf die gekennzeichneten Bereiche
doppelstriangig sequenziert (Abb. 3.1.1). Die einzelstringig sequenzierten Bereiche des
Plasmids pHTW200 waren identisch mit der von DIAZ-GUARDAMINO (2000) beschriebenen
Sequenz des 5,12 kb Bgl/ll-Kpnl-Fragments chromosomaler DNA von Actinoplanes sp.
SES50/110.
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Abb. 3.1.1 Physikalische Karte des GEM12-Phagen ®52.
Die physikalische Karte des Inserts von ®52 sowie dessen Lage relativ zu dem Insert von ®54
ist schematisch dargestellt. Wichtige Subklone aus ®52 sowie die Lage von pMD418.2 sind
angegeben. Die terminalen SsfI-Schnittstellen (*) entstammen dem Polylinker des Phagen
GEMI12 und sind in Actinoplanes sp. SE50/110 nicht vorhanden. Es wurden nur die zur
Konstruktion von Plasmiden verwendeten Sphl-Schnittstellen eingezeichnet. Einzelstrangig
sequenzierte Bereiche sind durch Kédstchen gekennzeichnet.
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3.3  Konstruktion einer Cosmid-Bank chromosomaler DNA von Actinoplanes sp.
SES50/110

Zusétzlich zu der schon vorhandenen Phagen-Genbank genomischer DNA von Actinoplanes
sp. SE50/110 (M. JARLING, personliche Mitteilung) wurde eine Genbank chromosomaler
DNA in dem Shuttlecosmid pOJ446 erstellt. Dieses Cosmid kann sowohl in E. coli als auch
in S. lividans 66 propagiert werden (BIERMANN et al., 1992) und ermoglichte die heterologe
Expression von acbh-Genen, z. B. in S. lividans 66 TK23. Ziel war die Isolierung von
rekombinanten Cosmiden, die das komplette ach-Gencluster enthielten und zur heterologen
Produktion von Acarbose verwendet werden konnten.

Entscheidend fiir die Konstruktion einer reprisentativen Cosmid-Bank genomischer DNA
war die Isolierung hochmolekularer DNA von Actinoplanes sp. SE50/110. Dies wurde durch
die in Kap. 2.9.12 beschriebene Methode erreicht. Eine vergleichbare Effizienz bzgl. der
durchschnittlichen GréBe der chromosomalen DNA konnte weder bei der Verwendung von
Lysozym oder einer geringeren Mutanolysin-Konzentration zur Sphéroplastierung von
Actinoplanes sp. SE50/110 erreicht werden. Ebenso wurde bei Verwendung des
Anionenaustauschers Qiatip-100 (Qiagen, Hildesheim Deutschland) eine geringere
durchschnittliche GroBe der genomischen DNA erhalten (Daten nicht gezeigt). Durch
partielle Hydrolyse der chromosomalen DNA mit der Restriktionsendonuclease Sau3A 1
wurden nach 5 min Inkubationsdauer DNA-Fragmente mit einer durchschnittlichen Gréf3e
von iiber 25 kb erhalten. Diese wurden in den Cosmid-Vektor pOJ446 ligiert, in A-
Phagenpartikel verpackt und in E. coli XL1-Blue Zellen transduziert. Es wurden 2800
rekombinante E. coli XL1-Blue Stamme isoliert und in Mikrotiterplatten bei —80°C gelagert.
Zusiatzlich wurden diese auf HybondN-+-Membranen repliziert, kultiviert und die auf den
Membranen gewachsenen Kolonien fiir Koloniehybridisierungen verwendet (Kap. 2.9.8).
Um die durchschnittliche Insertgrofle der rekombinanten Cosmide zu iiberpriifen, wurde die
Cosmid-DNA aus sechs rekombinanten E. coli XL1-Blue-Stimmen isoliert (Kap. 2.9.1) und
das BamHI-Fragmentmuster analysiert. Alle sechs Cosmide enthielten chromosomale DNA-
Fragmente von iiber ca. 30 kb (Daten nicht gezeigt). Bei einer Genomgrofle von ca. 8 Mb
und einer zugrunde gelegten durchschnittlichen InsertgroBe von 32 kb ergab sich eine
ungefdhr 10-11 fache Abdeckung des Genoms von Actinoplanes sp. SE50/110 durch die
rekombinanten Cosmide. Die exakte Genomgrdéf3e von Actinoplanes sp. SES0/110 war zwar
bisher nicht bekannt, schien aber aufgrund von ersten Pulsfield-Gelelektrophorese-Analysen
in dieser Grofenordnung zu liegen (C. S. ZHANG, personliche Mitteilung). Eine Insertgrofle
von 32 kb wurde angenommen, da dies zusammen mit dem Vektor pOJ446 die fiir eine
Verpackung in A-Phagenpartikel erforderliche minimale Cosmidgrofle ergab (STRATAGENE,
Niederlande).
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3.4  Identifizierung von rekombinanten Cosmiden, die Bereiche des ach-Genclusters
codieren.

Zur Identifizierung rekombinanter Cosmide, deren Inserts mit demjenigen des Phagen ®52
und/oder bereits bekannten Bereichen des ach-Genclusters iibereinstimmten, wurden
,»Kolonie-Hybridisierungen* mit drei DNA-Sonden aus verschiedenen Regionen des ach-
Genclusters und der Cosmidbank durchgefiihrt (Kap. 2.9.8; STRATMANN, 1997; STRATMANN
et al., 1999; M. JARLING, personliche Mitteilung). In Hybridisierungen von 1250
rekombinanten E. coli XL1-Blue-Stimmen sowohl mit einer DNA-Sonde, welche die Gene
acbFG (pAS5/7; STRATMANN, 1997) codierte, als auch mit dem 3,2 kb Insert des Plasmids
pHTW207 (Abb. 3.1.1) wurde jeweils ein rekombinantes Cosmid identifiziert und als
pHTWCos1 (pAS5/7 als DNA-Sonde; Abb. 3.4.2) bzw. pHTWCos2 (pHTW207 als DNA-
Sonde; Daten nicht gezeigt) bezeichnet. Da die Identifizierung von jeweils nur einem
Cosmid im Widerspruch zu der ermittelten ca. 5-fachen Redundanz der von 1250 Cosmiden
codierten chromosomalen DNA stand, wurde eine weitere Hybridisierung mit dem acbC-
Gen durchgefiihrt (pAS8/5, STRATMANN et al., 1999). Hierfiir wurden weitere 1250
rekombinante E. coli XL1-Blue-Stimme der Cosmidbank verwendet. Dabei wurden 6
positive Hybridisierungssignale erhalten und mit pHTWCos3 bis pHTWCos8 bezeichnet.
Die Lokalisation des achC-Gens auf einem 2,2 kb und einem 0,9 kb groen BamHI-
Fragment wurde durch eine Hybridisierung der mit BamHI hydrolysierten DNA von
pHTWCos3-8 nachgewiesen (Abb. 3.4.1; STRATMANN et al., 1999). Auch entsprach die
Anzahl von sechs mit der DNA-Sonde hybridisierenden Cosmiden den theoretischen
Erwartungen und bestédtigte die postulierte 10-11 fache Redundanz fiir 2800 rekombinanten
Cosmide. Weiterfithrende Analysen wurden mit den Cosmiden pHTWCos1 und pHTWCos6
durchgefiihrt.
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Abb. 3.4.1:  Nachweis von achC in pHTWCos3-8.

Dargestellt ist das Autoradiogramm der Hybridisierung von BamHI-hydrolysierter DNA der
angegebenen Cosmide mit dem Insert von pAS8/5 (acbC) als Gensonde. Es wurden jeweils
zwei parallele DNA-Isolationen je Cosmid durchgefiihrt. Die Gréfe der hybridisierenden
BamHI-Fragmente ist angegeben. Spur 1,2, pHTWCos3; Spur 3,4, pHTWCos4; Spur 5,6
pHTWCos5; Spur 7,8, pHTWCos6; Spur 9,10, pHTWCos7; Spur 11,12, pHTWCos8

3.4.1 Lokalisation verschiedener mit dem acb-Gencluster iiberlappender Cosmid-
Klone.

Die Lage der in den Cosmiden pHTWCosl und pHTWCos6 klonierten DNA-Segmente
zueinander und relativ zu dem acb-Gencluster ist in Abb. 3.4.2 dargestellt. Zugrunde gelegt
wurden dabei sowohl die schon beschriebenen und sequenzierten Regionen des ach-
Genclusters, als auch die in dieser Arbeit neu analysierten Bereiche des Phagen @52
(STRATMANN, 1997; STRATMANN et al., 1999; DiAz-GUARDAMINO, 2000; HEMKER et al.,
2001; M. JARLING, personliche Mitteilung; Kap. 3.5). Eine vorldufige physikalische
Kartierung des Inserts des Cosmids pHTWCos1 ergab, dass es ca. 32 kb chromosomaler
DNA von Actinoplanes sp. umfasste und die Analyse von ca. 21 kb unbekannter DNA
upstream von asp3.3 ermoglichte (Abb. 4.1.1; M. JARLING, personliche Mitteilung). Der
Beginn von pHTWCos1 wurde durch Hybridisierungen mit der schon zur Identifizierung des
Cosmids verwendeten und die Gene acbGF enthaltenden DNA-Sonde (pAS5/7) festgelegt.
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Das Cosmid pHTWCos6 enthielt insgesamt 41,14 kb chromosomale DNA von Actinoplanes
sp. SE50/110 und umfasste das gesamte postulierte acb-Gencluster. Zusitzlich zu der
physikalischen Kartierung wurden die Subklone pHTW218, pHTW219, pHTW222,
pHTW241 und pHTW242 zur partiellen Uberpriifung der DNA-Sequenz verwendet (Abb.
3.4.2; Tab. 2.1.3). Abweichungen zwischen diesen und der bereits bekannten DNA-Sequenz
wurden dabei nicht festgestellt. Die exakte Position innerhalb des ach-Genclusters sowie die
InsertgroBe wurde durch die DNA-Sequenzierung der Enden des Inserts von pHTWCos6
erhalten (pHTW241 & 242; STRATMANN, 1997; M. JARLING, personliche Mitteilung; diese
Arbeit). Die Isolierung von pHTWCos6 bestitigte im Folgenden die in dieser Arbeit
vorgestellten sowie bisherige Untersuchungen zur Organisation des ach-Genclusters.
Dartiiberhinaus konnte das Cosmid pHTWCos6 in Versuchen zur heterologen Expression des
gesamten ach-Genclusters verwendet werden.
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Abb.3.42:  Anordnung der Cosmide pHTWCos6 und pHTWCos] relativ zum ach-
Gencluster.
Die Lage des Inserts von pHTWCosl und pHTWCos6 relativ zum acb-Gencluster und
benachbarten Regionen im Chromosom von Actinoplanes sp. SE50/110 ist dargestellt. Fiir
pHTWCos 1 wurde nur der terminale Bereich bis zur mit * markierten HindIII-Site
analysiert. Zusétzlich sind die Subklone von pHTWCos6 und die zur Identifikation der
Cosmide verwendeten Plasmide eingezeichnet (vgl. Kap. 3.4).
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3.5 Analyse der DNA-Sequenz von Actinoplanes sp. SES0/110 auf ®52

Die im Rahmen dieser Arbeit analysierten und auf dem Insert des Phagen ®52 vorliegenden
20,13 kb chromosomaler DNA von Actinoplanes sp. SE50/110 und die daraus abgeleitete
Aminosduresequenz ist im Anhang dargestellt (Kap. 2.9.9 & 2.16). Der durchschnittliche
GC-Gehalt von 72 % entsprach der flir Actinomyceten zu erwartenden Zusammensetzung
der DNA (BIBB, et al., 1984). Die durch eine physikalische Kartierung vorgenommene
Zuordnung des, bereits vorher sequenzierten, 5,12 kb Bg/Il/Kpnl-Fragments chromosomaler
DNA von Actinoplanes sp. 50/110 auf dem Insert des Phagen ®52 konnte dabei bestétigt
werden (Kap. 3.1; DiAZ-GUARDAMINO, 2000). Ebenso stimmte die partiell bekannte DNA-
Sequenz des Phagen ®54 mit den korrespondierenden Regionen des Phagen ®52 {iberein
(JARLING, personliche Mitteilung).

Unter Beriicksichtigung der fiir Streptomyceten typischen Kodonverwendung (BIBB et al.,
1984; WRIGHT AND BIBB, 1992) wurden die 13 offenen Leserahmen acbl, acbP, acbR, acbhS,
acbU, acbV, acbW, acbX, acbY, acbZ, asp52.1, asp52.2 sowie asp52.3 identifiziert.
Signifikante Abweichungen der Kodonverwendung in Actinoplanes sp. SE50/110 im
Vergleich zu anderen héheren Actinomyceten waren nicht vorhanden (Tab. 3.5.2; BIBB et
al. 1984). Die Gene acbV, acbW, acbX sowie partiell achU wurden auch schon auf dem 5,12
kb Bglll/Kpnl-Fragment nachgewiesen, und die Sequenz von achbV bzw. achbX konnte in
dieser Arbeit bestdtigt werden. Hingegen wurde der Start von achW neu bestimmt und die
Korrekturen in acbhU widerlegten den Nachweis von Walker-Motiven in AcbU (DNA-
Sequenz des 5,12 kB Bglll/Kpnl-Fragments, M. DIAZ-GUARDAMINO, personliche Mitteilung,
November 1999; DIAZ-GUARDAMINO, 2000). Die Anordnung und Transkriptionsrichtung der
Leserahmen ist in Abb. 3.5.1 schematisch dargestellt. Abweichend von den {ibrigen
Leserahmen sind acbl sowie asp52.3 nur partiell vorhanden und codieren fiir 262 bzw. 59
Aminosduren. Wahrscheinlich bildeten die Leserahmen achVUSRPI bzw. acbWXY jeweils
ein durchgehendes Transkript, da mit Ausnahme von achU und achS die Start- und
Stoppkodons benachbarter Gene iiberlappten. Eine potentielle Ribosomenbindestelle in dem
fiir Actinomyceten typischen Abstand zum Startcodon konnte fiir acbU, acbV, acbZ und
asp52.1 identifiziert werden (Tab. 3.5.1; STROHL, 1992). Im Gegensatz zu achE und acbD
war der Nachweis der -10 und -35 Region von ¢70-Faktor abhingigen Promotoren (E. coli-
dhnlich) in den intergenischen Region zwischen achV und acbW bzw. acbZ und asp52.1
nicht moglich (STROHL, 1992; STRATMANN, 1997). Hingegen war das konservierte und
bereits upstream von achbA, acbB, acbD, acbE und acbC nachgewiesene Hexanucleotid
C/ATTGCT/A auch upstream von achbV vorhanden (Anhang; STRATMANN, 1997; DIAz-
GUARDAMINO, 2000). Dies wurde auch in der regulatorischen Region von Genen des
Starkemetabolismus, unter anderem malP aus E. coli und malE aus S. coelicolor A3(2),
nachgewiesen und konnte an der Induktion der Acarbosebiosynthese durch
Maltose/Maltotriose beteiligt sein (DEBARBOUILLE et al., 1982, DANOT AND RAIBAUD, 1994;
STRATMANN, 1997; VAN WENZEL et al., 1997).
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Abb. 3.5.1:  Anordnung der auf dem Phagen @52 identifizierten Leserahmen.
Die in dieser Arbeit identifizierten Leserahmen sowie ihre Transkriptionsrichtung ist
angegeben. Die gestrichelt dargestellten Leserahmen sind nur partiell vorhanden. Die
Sterne (*) markieren die SstI-Schnittstellen des GEMI12-Polylinkers; sie sind im
Chromosom von Actinoplanes sp. SE50/110 nicht vorhanden.

Tab 3.5.1 : Postulierte Ribosomenbindestellen der offenen Leserahmen
acbS, acbV, acbW, acbZ und asp52.1.

Leserahmen Sequenz der Ribosomenbindestelle®
achS GCCGGTCACCGGGGAGAGCTGAGCAC ATG
achVv TATCCCCTTCAGGAGTGACCCGTGAT GTG
acbw CATGCCCGGCCGGACGGACGACCGGC ATG
acbz CGTCACGCCCCGAGGAGGGCCGCGTC TTG
aspb2.1 CGACGCGGCCGAACGAGAGGCACGGA ATG
16S rRNA 3’ -UCUUUCCUCCACUA-5"

(a) Die postulierte Ribosomenbindestelle ist kursiv gedruckt und die zum 3’-Ende
der 16S rRNA aus S. griseus und S. lividans komplementidren Nukleotide sind

unterstrichen (EUNJOON et al., 1993; BIBB AND COHEN, 1982). Das Startkodon
ist fett hervorgehoben.
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Tab 3.5.2 : Kodonnutzung der identifizierten Leserahmen

Kodon*

achl®® acbP® acbR® acbS® acbU® acbV® acbW® acbX® acbY® achZ’ asp52.1° asp52.2° asp52.3%¢

TTT/F
TTC/F
TTA/L
TTG/L

CTT/L
CTC/L
CTA/L
CTG/L

ATT/I
ATC/I
ATA/I
ATG/M

GTT/V
GTC/V
GTA/V
GTG/V

TAT/Y
TAC/Y
TAA/Z
TAG/Z

CAT/H
CAC/H
CRA/Q
CAG/Q

AAT/N
AAC/N
AAA/K
AAG/K

GAT/D
GAC/D
GAA/E
GAG/E
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Fortsetzung Tab. 3.5.2

Kodon® |acbl® acbP® acbR® achS® acbU® acbV’ acbW’® acbX® acbY® acbZ® asp52.1° asp52.2° asp52.3>¢
TCT/S - 1 - - - 1 - - - - - 2 -
TCC/S 4 3 2 5 7 6 4 3 4 16 10 6 -
TCA/S - - - 1 2 - - - - 2 3 -
TCG/S 1 3 5 8 7 9 6 6 1 12 8 6 1
cCT/P - - - - - 1 - - - 1 2 - -
cce/p 8 2 6 10 13 6 3 3 3 17 7 6 -
cca/p - - 1 - - 2 - - - 1 2 3

CCG/P | 13 8 19 37 25 18 12 12 10 50 18 17 4
ACT/T - - - - - 2 1 - - 1 1 2

ACC/T 5 7 16 26 20 20 15 8 17 70 38 19 3
ACA/T - 2 1 1 3 - 1 - - 5 1 -
ACG/T 3 3 2 9 5 7 4 3 4 16 16 8 -
GCT/A - 1 - 2 - 1 - 3 - - 4 8 -
Gcc/a | 22 19 23 62 39 46 22 25 11 85 41 30 2
GCA/A - - 1 3 2 4 1 3 1 4 5 5 -
GCG/A | 10 5 18 26 24 17 7 18 13 42 17 45 3
TGT/C - 1 - 1 1 - - 1 - - - 1 -
TGC/C - 1 2 6 2 8 1 2 - 12 7 -
TGA/Z 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 -
TGG/W 2 5 5 12 10 3 3 4 7 20 15 11 -
CGT/R - 3 2 5 3 3 - 2 - 8 2 4 -
CGC/R 9 7 12 20 14 13 15 6 9 23 8 17 4
CGA/R - 2 1 1 3 4 1 1 - 6 - 3 -
CGG/R | 13 8 18 40 32 28 22 6 9 51 7 19 2
AGT/S 1 - 3 1 1 - - 1 - 2 3 1 -
AGC/S 7 4 4 8 9 7 8 3 6 18 14 7 2
AGA/R - - - - - - - - - 1 - 2 -
AGG/R - - - 1 - 1 - 1 - 1 2 4 -
GGT/G 3 1 4 7 4 6 2 4 - 15 7 13 -
GGC/G | 12 13 17 27 23 26 17 14 8 74 39 18 6
GGA/G 2 2 4 5 1 4 2 3 - 4 1 2 -
GGG/G 5 5 8 9 9 12 5 2 13 25 4 13 2

(a) Angegeben sind die Kodons sowie die entsprechenden Aminosduren im
Ein-Buchstabenkode (fett gedruckt).

(b) Die Zahlen geben die Summe der verwendeten Kodons an.

(c) Die Leserahmen sind auf dem Insert des Phagen ¢52 nur partiell vorhanden.
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3.5.1 Das Genprodukt Acbl

Der offene Leserahmen achl ist auf dem Phagen ®52 nur partiell vorhanden und codiert 262
Aminoséduren. Im Vergleich zu den Ubrigen neu identifizierten Proteinen konnten keine
Ubereinstimmungen zwischen Acbl und bekannten Proteinen nachgewiesen werden. Auch
Vergleiche mit Proteindoméinen bzw. Proteinmotivdatenbanken ergaben kein Ergebnis. Das
Protein Acbl ist daher als Mitglied einer bisher noch unbekannten Proteinfamilie zu
charakterisieren.

3.5.2 Das Genprodukt AcbP

Das Genprodukt des offenen Leserahmens achP konnte aufgrund des Vergleichs der aus der
DNA-Sequenz abgeleiteten Aminosduresequenz mit Proteindatenbanken der sehr
heterogenen Gruppe der Nudix-Hydrolasen zugeordnet werden (COG 0494; Kap. 2.19;
TATUSOV et al., 2001). Enzyme dieser Familie hydrolysieren Nukleosiddiphosphate, die iiber
Phosphorsdureester- und/oder Phosphorsdureanhydridbindungen mit einem weiteren
Molekiil verbunden sind (BESSMAN et al.,, 1996; DUNN et al., 1999). Obwohl das
charakteristische Sequenzmotiv Gx(5)Ex(7)RE(L,V,L)xEExG(L,L,V) nur partiell in AcbP
konserviert war, konnte die entsprechende Proteindoméne in der Pfam-Datenbank
identifiziert werden (PF00293; Kap. 2.19; BATEMAN et al., 2000). Auffillig war, dass im
Gegensatz zu allen iibrigen Mitgliedern dieser Familie zwar der erste Glycin-Rest des
Nudix-Motives (G1; Nummerierung bezogen auf das Nudix-Motiv) sowie das Ende mit der
Aminosduresequenz ELAEETGL konserviert waren, jedoch die Aminosduren E6 und R14
nicht vorhanden waren. Auch war der Abstand zwischen dem proximalen Glycin und dem
zweiten konservierten Aminosdurebereich dieses Motives mit 16 Aminosduren um drei
Aminoséuren langer als erwartet ( Abb. 3.5.2.1).

Innerhalb der Gruppe der Nudix-Hydrolasen wies AcbP die hochsten Ubereinstimmungen in
der Aminosduresequenz mit einer ADP-Ribose-Phosphohydrolase aus Bacillus subtilis auf
(ADPP, Accession-Nr. P54570, EC 3.6.1.13; DUNN et al., 1999; Abb. 3.5.2.1). Auffillig
war, dass beide Proteine mit 195 (AcbP) bzw. 185 (ADPP) Aminosduren eine fast identische
Lange aufwiesen, und iiber die gesamte Lange der ADPP eine Vielzahl in beiden Proteinen
konservierter Aminosduren vorhanden waren. Im Gegensatz zu AcbP lag in der ADPP auch
das fiir Nudix-Hydrolasen charakteristische Sequenzmotiv vollstindig konserviert vor
(DUNN et al., 1999; Abb. 3.5.2.1). Zusitzlich zu dem Nudix-Motiv war ein zweiter C-
terminal zu diesem gelegener konservierter Bereich in beiden Proteinen vorhanden (Abb.
3.5.2.1, grau hinterlegt). Das in allen bisher bekannten ADPPs konservierte und in einem
Abstand von 15 Aminosduren zum Nudix Motiv angeordnete Prolin ist in AcbP hingegen
durch ein Tyrosin substituiert (Abb. 3.5.2.2, durch § markiert). Dies entspricht der an dieser
Position fiir Dinukleosidpolyphosphathydrolasen typischen Aminosdure (DUNN et al., 1999).
Aufgrund der, trotz der aufgefiihrten Unterschiede, vorhandenen Gemeinsamkeiten zwischen
AcbP, der Pfam-Doméne PF00293 (Nudix-Hydrolasen) und insbesondere der ADPP aus B.
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subtilis war AcbP eindeutig in die Gruppe der Nudix-Hydrolasen einzuordnen. Die
Substitution des in allen bekannten ADPPs hochkonservierten Prolins deutete jedoch auf ein
modifiziertes Substratspektrum von AcbP im Vergleich zur ADPP hin.

ADPP MKSLEEKTIAKEQIFSGKVIDLYVEDVELPNGKASKREIVKHPGAVAVLAVTDEGKI IMV
AcbP -MTGAVRAVRSREVYRNPWMSVREDDIVHADGSPGSYGVVTKPD-YALIIPRDNGLLHLV
: HE HEH Ht HE *it ik ¥
§

ADPP KQFRKPLERTIVEIPAGKLEK---GEEPEYTALRELEEETGYTAKKLTKITAFYTSPGFA
AcbP EQYRYPVGGRFWEFPQGSWPADAAGGAADLLARTELAEETGLRAGRLTPLGRIHVAYGYA
* * * : * *  * : * * Kk Kk k Kk k * * * H s : * *
ADPP DEIVHVFLAEELSVLEEKRELDEDEFVEVMEVTLEDALKLVESREVYDAKTAYAIQYLQL
AcbP SQGCHVFLAEQLTAGRSQRERTESD- MRQRAVDAAGWADLVGSGRITDAATLAAYTLLRM
. * K Kk kK * * * * * : : * *  *x : **x K * * [

ADPP KEALQAQK

AcbP YDSGTRQPMPEGAESCTW

*

Abb. 3.5.2.1: Vergleich der Aminosduresequenz von AcbP mit einer ADP-Ribose
Phosphohydrolase aus B. subtilis.

Die fiir die Gruppe der Nudix-Hydrolasen charakteristischen Aminosduren sind in der
Sequenz von ADPP fett hervorgehoben, und der in AcbP komplementire Bereich ist
unterstrichen. Ein weiterer zwischen beiden Proteinen konservierter Bereich ist grau
hinterlegt. § kennzeichnet das in allen bekannten ADPPs konservierte Prolin. Identische (*)
sowie konservierte (:) Aminosduren sind gekennzeichnet

ADPP: ADP-Ribose Phosphohydrolase aus B. subtilis (Accession-Nr. P54570).

AcbP : Actinoplanes sp. SE50/110 (diese Arbeit)

3.5.3 Das Genprodukt AcbR

Das aus der DNA-Sequenz abgeleitete Genprodukt von achR konnte durch Vergleiche der
Aminosduresequenz mit der Pfam-Datenbank eindeutig in die Familie der Nucleotidyl-
Transferasen eingeordnet werden (Pyrophosphohydrolasen, Accession-Nr. PF00483, E-
Value=2.1e-27; COG 0448; BATEMAN et al., 2000; TATUSOV et al., 2001). Die Mitglieder
dieser Enzym-Familie transferieren verschiedene Nucleotide auf eine Vielzahl
unterschiedlicher Zuckerphosphate.

Innerhalb der Gruppe der Nucleotidyl-Transferasen wies AcbR (363 Aminosiuren) die
héchsten Ubereinstimmungen mit ADP-Glucose Pyrophosphorylasen (EC 2.7.7.27; Tab.
3.5.3.1) auf. Hierbei waren die signifikantesten Ubereinstimmungen in der
Aminosduresequenz mit 35% identischen Aminosduren zwischen AcbR und der ADP-
Glucose-Pyrophosphorylase aus B. stearothermophilus GlgC vorhanden (TAKATA et al.,
1997). Die bakteriellen ADP-Glucose Pyrophosphorylasen aus B. subtilis, S. coelicolor
A3(2), Mycobacterium tuberculosis H37Rv, Salmonella typhimurium und E. coli (KIEL et
al., 1994; MARTIN et al., 1997; COLE et al., 1998; LEUNG and PREISS, 1987; BAECKER, et al.,
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1983) sowie jeweils die kleine Untereinheit der pflanzlichen ADP-Glucose
Pyrophosphorylasen aus Arabidopsis thaliana, Hordeum vulgare, Vicia faba und Solanum
tuberosum (LA COGNATA et al., 1995; TABATA, et al., 2000; VILLAND et al., 1992; WEBER et
al., 1995) wiesen zwischen 28 % und 33 % identische Aminosiduren mit AcbR auf. Somit
bestand kein wesentlicher Unterschied in dem Grad der Ubereinstimmung zwischen AcbR
und Enzymen aus nahe verwandten Mikroorganismen sowie stammesgeschichtlich weit
entfernten pflanzlichen Enzymen.

Tab. 3.5.3.1: Vergleich bakterieller und pflanzlicherADP-
Glucose Pyrophosphorylasen mit AcbR.

Species.” Identische
Aminosduren mit AcbR [%]
B. stearothermophilus 35
B. subtilis 31
S. coelicolor A3(2) 31
M. tuberculosis H37Rv 33
E. coli 30
S. typhimurium 30
H. vulgare 28
V. faba 28
S. tuberosum 31
A. thaliana 28
(a) Glucose-Pyrophosphorylasen aus diesen Organismen wurden mit AcbR

verglichen. Datenbank-Accession-Nr. siche Abb. 3.5.5.2

Zusétzlich wurden zwei in ADP-Glucose Pyrophosphorylasen konservierte Regionen mit
AcbR verglichen (Abb. 3.53.1). Im Gegensatz zu allen untersuchten ADP-Glucose
Pyrophosphorylasen war die Aminosdure Alanin des aminoterminal gelegenen
Sequenzmotivs PAV in AcbR durch ein Leucin ersetzt (Abb. 3.5.3.1 A). Fiir das Enzym aus
E. coli wurde eine Beteiligung dieses Motivs an der allosterischen Regulation der
Enzymaktivitdt nachgewiesen (SMITH-WHITE AND PREISS, 1992). Auch die an der Bindung
des Adeninrings beteiligte Aminosdure Tyrosin war in AcbR nicht vorhanden (Position 114
in E. coli; KUMAR et al., 1988). Die Substratbindestelle fiir Glucose-1-phosphat, FXEKP, war
hingegen auch in AcbR konserviert. Essentiell fiir die Substratbindung in der ADP-Glucose-
Pyrophosphorylase aus E. coli war die Aminosdure K194 (Abb. 3.5.3.1 B.; HILL et al., 1991;
PREISS AND ROMEO, 1994). Auftillig war, dass AcbR innerhalb der Nucleotidyl-Transferase
Familie zwar eindeutig in die Unterfamilie der ADP-Glucose Pyrophosphorylasen
einzuordnen war, die Ubereinstimmungen zwischen den Enzymen aus den verwandten
Bakterien S. coelicolor A3(2) und M. tuberculosis H37Rv mit ca. 60% identischer
Aminoséuren aber wesentlich hdher waren als die Ubereinstimmungen von AcbR zu diesen
Enzymen (ca. 30% identische Aminoséduren, Tab. 3.5.3.1). Dies konnte bedeuten, dass die
Substratbindeeigenschaften, trotz des konservierten Bindemotivs, und damit auch die
Funktion von AcbR nicht identisch mit derjenigen der ADP-Glucose Pyrophosphorylasen
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ist. Welches Nukleosidtriphosphat als Cosubstrat von AcbR verwendet wird, lies sich

basierend

auf den Sequenzdaten nicht zweifelsfrei festlegen. Wenngleich die

Ubereinstimmungen mit den ATP verwendenden ADP-Glucose Pyrophosphorylasen am

grofiten waren, spricht das Fehlen des konservierten und an der Bindung des Adeninrings
beteiligten Tyrosinrestes gegen ATP als Cosubstrat.

A.

GLGC_BAST
GLGC_BASU
GLGC_SALTY
GLGC_ECOLI
GLGC_MYCTB
GLGC_STRCO
GLGS_ARATH
GLGS_HORVU
GLG3_SOLTU
GLGS_VICFA
AcbR

B.

GLGC_BAST

GLGC_BASU

GLGC_SALTY
GLGC_ECOLI
GLGC MYCTU
GLGC_STRCO
GLGS_ARATH
GLGS_HORVU
GLG3_SOLTU
GLGS_VICFA
AcbR

24 -NIAKPAVPFGG-34
24 -NMAKPAVSFGG-34
39 -KRAKPAVHFGG-49
38 -KRAKPAVHFGG-48
26 -DRAKPAVPFGG-36
20 -ARAKPAVTFGG-30
109-KRAKPAVPLGA-119
102-KRAKPAVPLGA-112
68 —-RRAKPAVPMGG-78
97 -KRAKPAVPLGA-107
24 -GRLKPLVPFGG-34

Kk Kk ek

145-QADVTISVIEVPWEEASRFGIMNTNEEMEIVEFAEKPAEPK-————--— SNLASMG-192
145-KADVTISVIEVGWEEASRFGIMKANPDGTITHFDEKPKFPK-———-——— SNLASMG-192
160-GARCTVACMPVPIKEATAFGVMAVDESDKIIDFVEKPANP-AMLGDASKSLASMG-213
159-GARCTVACMPVPIEEASAFGVMAVDENDKIIEFVEKPANPPSMPNDPSKSLASMG-213
145-GAGATVAGIRVPRENATAFGCIDADDSGRIRSFVEKPLEPPGTPDDPDTTFVSMG-199
139-GAGVTVAGIRVPRAESPSLVITPGSDGQTVTGFLEKPPNPPGLGHDPGCVFPSMG-193
232-DADITVAALPMDEQRATAFGLMKIDEEGRIIEFAEKPKGEHLKAMKVDTTILGLD-286
225-DADITVAALPMDEERATAFGLMKIDEEGRIIEFAEKPKGEQLKAMMVDTTILGLE-279
196-GADITISSLPIDDSRASDFGLMKIDDTGRVMSFSEKPKGDDLKAMAVDTTVLGLS-250
220-DADITVAALPMDEKRATAFGLMKIDEEGRIIEFAEKPKGEQLKAMKVDTTILGLD-274
151-GAALTVSYQRIDRRYVHLFGMVEFDDRNRLVSFVEKPAEPT-—————— SDLVFAA-198

* K. . * Kk k Kk

Abb. 3.5.3.1: Vergleich der Aminosduresequenz aus zwei konservierten Bereichen

bakterieller und pflanzlicher ADP-Glucose Pyrophosphorylasen mit AcbR.

Fiir die grau hinterlegten Aminosduren konnte eine Beteiligung an der Bindung von Glucose-
1-phosphat (B, Lysin) und an der allosterischen Regulation (A, Aminoséuren PAV) bei dem
Enzym aus E. coli nachgewiesen werden. Identische (*) sowie konservierte (:) Aminosiuren
sind gekennzeichnet. Die Nummerierung bezieht sich auf die Position der ersten bzw. letzten
Aminosédure in dem jeweiligen Protein.

Fiir die Aminosduresequenzvergleiche wurden die ADP-Glucose Pyrophosphorylasen bzw.
einzelne Untereinheiten dieses Enzymkomplexes der folgenden Bakterien und Pflanzen
verwendet. In Klammern ist die Accession-Nummer fiir die Datenbanken Genebank oder
Swissprot  angegeben: GLGC BAST,  Bacillus  stearothermophilus, (008326);
GLGC BASU, B. subtilis (P39122); GLGC_SALTY, Salmonella typhimurium, (P05415);
GLGC _ECOLI , E. coli, (P00584); GLGC _MYCTB, Mycobacterium tuberculosis H37Rv,
(005314); GLGC _STRCO, S. coelicolor A3 (2) (P72394); GLGS_ARATH, Arabidopsis
thaliana (P55228); GLGS_HORVU, Hordeum vulgare (P55238); GLG3_SOLTU, Solanum
tuberosum (P55243) ; GLGS_VICFA, Vicia faba (P52416).



3. Ergebnisse -54 -

3.5.4 Das Genprodukt AcbS

Das aus der DNA-Sequenz abgeleitete Genprodukt von achS zeigte zu keinem bekannten
Protein iiber die gesamte Polypeptidkette (709 Aminosduren) signifikante
Ubereinstimmungen. Eine Einordnung in die Familie der Glycosyltransferase Gruppe I
konnte jedoch aufgrund der signifikanten Ubereinstimmungen der Aminosiuren 318-512 mit
der Konsensussequenz dieser Proteindoméne vorgenommen werden (Accession-Nr. PF0053,
E-Value = 4e-7; Kap. 2.19; BATEMAN et al., 2000; ALTSCHUL et al., 1997). Mitglieder dieser
Enzymfamilie iibertragen  Nukleotid-aktivierte = Kohlenhydrate auf verschiedene
Akzeptormolekiile (u. a. Kohlenhydrate, Lipopolysaccharide sowie Inositolderivate).
Innerhalb der Glycosyltransferasen der Gruppe [ wies AcbS die hochsten
Ubereinstimmungen zu den hypothetischen Proteinen 2SCD46.18 bzw. SCC53.09C aus S.
coelicolor A3(2), Rv1212c aus M. tuberculosis H37Rv, PH0069 aus Pyrococcus. horikoshii
OT3, der Glykogensynthase PAB2292 aus P. abysii und der UDP-N-
Acetylglucosamintransferase WaaK aus E. coli R2 auf (Abb. 3.5.4.1; REDENBACH et al.,
1996; COLE et al., 1998; KAWARABAYASI et al., 1998; HEINRICHS et al., 1998). Obwohl die
Ubereinstimmungen selbst zwischen AcbS (Aminosiuren 318-512) und den hypothetischen
Proteinen der nahe verwandten Bakterien M. tuberculosis H37Rv und S. coelicolor A3(2)
mit ca. 30% identischer Aminosduren relativ gering waren, konnte sowohl in der
Konsensussequenz der Glycosyltransferasen der Gruppe I als auch in den oben genannten
Proteinen ein 38 Aminosduren umfassender hochkonservierter Bereich identifiziert werden
(Abb. 3.5.4.1). Charakteristisch fiir Glycosyltransferasen waren die in einem Abstand von 7-
9 Aminosduren angeordneten und wahrscheinlich an der Katalyse beteiligten
Glutaminsdurereste (GEREMIA, et al., 1996; HEINRICHS et al., 1998). Demnach kénnten die
konservierten Aminosduren Prolin und Serin fiir eine korrekte Positionierung der
katalytischen Glutaminsiurereste notwendig sein. Aufgrund dieser Ubereinstimmungen mit
potentiellen und experimentell charakterisierten Glycosyltransferasen kann eine analoge
Funktion fiir AcbS angenommen werden. Die Abweichungen zu Proteinen nahe verwandter
Bakterien wie S. coelicolor A3(2) und M. tuberculosis H37Rv ist, vergleichbar mit AcbR,
auf eine verdnderte Substratbindeeigenschaft zuriickzufithren. Im Gegensatz hierzu zeigten
die Aminosduren 1-317 bzw. 513-708 von AcbS zu keinem bekannten Protein signifikante
Ubereinstimmungen. Dies konnte auf eine, in der Gruppe der Glycosyltransferasen und -
hydrolasen haufig anzutreffende, modulare Organisation von AcbS aus mehreren Doméinen
bisher nicht bekannter Funktion hinweisen (HENRISSAT AND DAVIES, 2000).
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S S
25CD46.18 379-DWFRAASVLVMPSYSE--SFGLVAIEAQAAGTPVLAAAV-415
SCC53.09C 326-DLVRSAEVACVPSLYE--GFSLPAAEAMATGTALLATTG-362
Rvl212c 274-EILSAATVFVCPSVYE--PLGIVNLEAMACATAVVASDV-310
PHO069 334-ELYGSVDFVIIPSYFE--PFGLVSLEAMCLGAIPIASSV-370
PAB2292 304-ELYGSVDFVIIPSYFE--PFGLVALEAMCLGAIPIASAV-360
WAAK 272-NYYRLADLVVVPSQVE-EAFCMVAVEAMAAGKPVLASQK-309
PF00534 77-ELYKSADVEFVLPSRYE--GFGIVLLEAMACGLPVIATDV-124
AcbsS 408-EYARAADFCLFPSKFEMDTFLIAQGEAMAAGAVPIATAQ-446
* * * * * * *

Abb. 3.5.4.1: Vergleich der in AcbS und Glycosyltransferasen konservierten Region.

Die Aminoséuren 408 bis 446 von AcbS sind im Vergleich zu korrespondierenden Bereichen
der Glycosyltransferase Gruppe I Domine (PF00534) sowie der hypothetischen Proteine
2SCD46.18 und SCC53.09C aus S. coelicolor A3(2) (QIFCGS bzw.QIKXK2), Rv1212¢
aus M. tuberculosis H37Rv (005313), PHO059 aus Pyrococcus horikoshii OT3 (057794),
der postulierten Glycogensynthase PAB2292 aus P. abyssi (Q9V2J8) und der N-
Acetlyglucosamin-Transferase WaaK aus E. coli R2 (AAC6959.1) dargestellt. Konservierte
Aminosduren sind fett hervorgehoben, und in allen Proteinen identische Aminoséduren
wurden durch einen * markiert; § kennzeichnet die in dieser Gruppe der Glycosyltransferasen
hochkonservierten Glutaminsdurereste. In Klammern ist jeweils die Accession-Nr. fiir die
Datenbank Genebank, die EMBL- und die PFAM-Datenbank angegeben.

3.5.5 Das Genprodukt AcbU

Die aus der DNA-Sequenz abgeleitete Aminosduresequenz des Leserahmens acbU wies
ebenfalls iiber das gesamte Polypeptid hinweg keine signifikanten Ubereinstimmungen mit
bekannten Proteinen auf (AcbU, 492 Aminosduren). Es konnte jedoch ein 38 Aminosduren
umfassender konservierter Bereich im carboxtyerminalen Drittel der Sequenz identifiziert
werden (Aminosdure 311-348), welcher signifikante Ubereinstimmungen mit der
katalytischen Untereinheit von Proteinkinasen, Aminoglycosid-Phosphotransferasen und
einer 4 Proteine umfassenden Gruppe von hypothetischen Proteinen aufwies (Abb. 3.5.5.1).
Innerhalb dieser Gruppe war mit 42 % konservierter Aminosiuren die Ubereinstimmung mit
den hypothetischen Proteinen Pep2A, Pep2B und SCL11.05C aus S. coelicolor A3(2) sowie
Rv0127 aus M. tuberculosis H37Rv am hochsten (Abb. 3.5.5.1 C; SCHNEIDER et al., 2000;
REDENBACH et al., 1996; COLE et al., 1998). Eine Funktion konnte bisher keinem dieser vier
Proteine zugeordnet werden. Die Proteine Pep2A und Pep2B befinden sich jedoch in dem
zweifach vorliegenden und mit Variationen versehenem Gencluster fiir den Glykogen- bzw.
Stiarke-Metabolismus in S. coelicolor A3(2) (BRUTON et al., 1995; SCHNEIDER et al., 2000).
Die Ubereinstimmungen mit verschiedenen Aminoglycosid-Phosphotransferasen und dem
konservierten Bereich von AcbU lagen zwischen 26 und 28 % (Abb. 3.5.5.1. B.). Mit nur 18
% konservierten Aminosduren im Bereich der analysierten 38 Aminosduren von AcbU war
die Ubereinstimmung mit den drei Proteinkinasen MAPK2, CDK2 und cAPK am geringsten
(DE BONDT et al., 1993, ZHANG et al., 1994, KNIGHTON et al., 1991a und b). Auffallend war,
dass die Aminosduren D166, N171 und D184 (die Nummerierung ist bezogen auf die cAMP
abhingige Proteinkinase cAPK) der Proteinkinasen in allen untersuchten Proteingruppen
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konserviert waren. Allerdings war die Aminosdure Asparagin-171 in AcbU durch ein
Histidin und im Fall der hypothetischen Proteine Pep2A, Pep2B, SCL11.05C und Rv0127
durch ein Glutamin substituiert. Zusatzlich war der Lysinrest-168 der cAPK in den Proteinen
Pep2A, Pep2B, SCL11.05C, Rv0127 und AcbU durch die Aminosdure Histidin konservativ
substituiert. In der Gruppe der Aminoglycosid-Phosphotransferasen konnte jedoch an
entsprechender Position keine mit Lysin verwandte Aminoséure nachgewiesen werden. Bei
den aufgefiihrten Proteinkinasen konnte durch proteinkristallographische Untersuchungen
allen vier Aminosduren (D166, K168, N171, D184 bei der cAPK) eine Beteiligung an der
Bindung von ATP bzw. Mg®" und der Phosphorylgruppeniibertragung zugeordnet werden.
Dabei ist der Aspartatrest an Position 166 der cAPK die katalytische Aminosdure (DE
BONDT et al.,, 1993, KNIGHTON et al. 1991b, NOBLE et al., 1999, TAYLOR et al., 1994,
TAYLOR et al., 1999, ZHANG et al., 1994). Eine Beteilgung an der Katalyse wurde auch fiir
die beiden Aspartatreste in dem konservierten Sequenzmotiv von Aminoglycosid-
Phosphotransferasen postuliert (RETZLAFF et al. 1993, HEINZEL et al., 1988; Abb. 3.5.5.1 A,
APH Seq). Im Gegensatz zu den Proteinkinasen war zusétzlich die Umgebung der beiden
Aspartatreste in AcbU, den Proteinen Pep2A, Pep2B, SCL11.05C, Rv0127 und den
Aminoglycosid-Phosphotransferasen stirker konserviert. Alle Proteine wiesen direkt vor
D336 (die Nummerierung ist im folgenden auf AcbU bezogen) einen Isoleucinrest (Position
335) und an Position 313 einen Histidinrest auf. Zuséatzlich kamen sowohl in AcbU als auch
in den Aminoglycosid-Phosphotransferasen zwei konservierte Aspartatreste an den
Positionen 343 bzw. 346 vor (Abb. 3.5.1. A). Eine Ausnahme bildete hier nur die
Aminoglycosid-Phosphotransferase aus S. ribosidificus mit der Aminosdure Threonin an
Stelle von D346.

Im Unterschied zu den Gruppen der Proteinkinasen und der Aminoglycosid-
Phosphotransferasen war der Bereich um die Aminosdure D315 in AcbU und den
hypothetischen Proteinen Pep2A, Pep2B, SCL11.05C sowie Rv0127 identisch. Weiterhin
wurden konservierte Aminosduren zwischen H320 und D336, dieser Bereich entspricht den
Aminosduren N168 bis D184 der cAPK, identifiziert. Auffillig war, dass in AcbU der
Aminoséurerest H320 an Stelle der sonst in dieser Position stark konservierten Aminoséuren
Asparagin oder Glutamin auftrat.

Aufgrund der dargestellten  Ubereinstimmungen und  Unterschiede in  der
Aminosduresequenz der analysierten Proteine, waren AcbU und die hypothetischen Proteine
Pep2A, Pep2B, SCL11.05C sowie Rv0127 in eine neue Unterfamilie der
Phosphotransferasen einzuordnen. Das charakteristische Aminoséuresequenzmotiv in der
katalytischen Doméne dieser postulierten Kinase-Unterfamilie lautet:
HGDLHL(G,S)(Q,H)x(L,I)Rx(2-4)(D,E)x(0-2)Wx(2,4)ID (Abb. 3.5.5.1 C). Es ist zu
vermuten, dass AcbU ebenfalls einen Phosphorylgruppentransfer katalysiert, aber ein im
Vergleich zu den Aminoglycosid- bzw. Proteinkinasen veréndertes Substratspektrum besitzt.
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A.

KKAS5 STRFR 183-VCHGDLCPNNVLLDPGTCRVT-GVIDVGRLGVADRHADIA-222
KKA9 STRRI 179-VCHGDLCPNNVLLDPETHRIT-GLIDVGRLRLATCHADLA-217
STRA_ STRGR 197-VLHWDLHYENVAAEREPW----LAIDPEPLVG-DPGFDLW-232
STRA STRGA 197-MLHWDLHYGNVLAAEREPW---LAIDPEPLAG-DPGFDLW-232
APHE STRGR 186-VCHGDLCLPNIVLHPETLEV-SGFIDLGRLGAADRHADLA-225

APHA-5C 180-LCHGDLCPNNVLLDPETCRV-TGMIDVGRLGRADRHADLA-218
Neo Eco 186-VTHGDACLPNIMV--ENGRF-SGFIDCGRLGVADRYQDIA-222
Neo Drm 186-VTHGDACLPNIMV--ENGRF-SGFIDCGRLGVADRYQDIA-222
AcbU 311-PSHGDLHLSHILRRQTPDGWRLCVIDLSTPAP-DPA-DPL-348
* Kk Kx [ * K * *
APH Seq HGDLxPxN x(15-19) ID

B.

P27703

MAPK2 143-VLHRDLKPSNLLLNTTCDL---KICDFGLARVADP-DHD-177

1942965 CDK2 123-VLHRDLKPONLLINTEGAI---KLADFGLARAF-GVPVR-157

230462 CcAPK 162-LIYRDLKPENLLIDQQGYI---QVTDFGFAKRVKGRTWT-197
AcbU 311-PSHGDLHLSHILRRQTPDGWRLCVIDLS-TPAPDPADPL-348

. * Kk . .« Kk Kk *
C.
SC_PepZA 322-RIHGDLHLGQVLR-AGRD--W--FVIDFEGEPSR-PLAERRSA-360
SCiPePZB 333-RVHGDLHLGQCLR--SPDGEW--SLIDFEGEPAK-PLAERRLP-370
SCL11.05C 181-LCHGDLHLGQLIRHPAPDGPW--LLIDVDDLGTGVP-AWDLA -221
Rv0127 318-RVHGDLHLGQVLRT--PES-W--LLIDFEGEPGQ-PLDERRAP-354
AcbU

311-PSHGDLHLSHILRRQTPDG-WRLCVIDLSTPAP-DP-ADPL -348
. *

* Kk kK k Kk . . % . Kk Kk *

Abb. 3.5.5.1: Vergleich der Aminosduresequenz eines konservierten Bereichs von AcbU mit

Aminoglycosid-Phosphotransferasen, Proteinkinasen und hypothetischen Proteinen.

Die Aminosduren 311 bis 348 von AcbU sind im Vergleich zu einem sowohl in Aminoglycosid-

Phosphotransferasen (A.), verschiedenen Proteinkinasen (B.) als auch in hypothetischen Proteinen

(C.) konservierten Bereich dargestellt. An der Substratbindung bzw. Katalyse beteiligte Aminoséuren

der Proteinkinase sowie die korrespondierenden Aminosduren der iibrigen Proteine sind grau

hinterlegt. Zusitzlich ist das in Aminoglycosid-Phosphotransferasen konservierte Sequenzmotiv

APH_Seq angegeben. Identische (*) sowie konservierte (:) Aminosduren sind gekennzeichnet. Die in

A. von dieser Regel abweichenden Aminoséuren sind fett markiert.

Fiir die Aminoséuresequenzvergleiche sind die folgenden Proteine verwendet worden. In Klammern

ist die Accession-Nummer fiir die Datenbanken Genebank, EMBL, TrEMBL oder Swissprot

angegeben.

A. KKAS5 STRFR: Aminoglycosid-3’-Phosphotransferase, S. fradiae (P00555, THOMPSON AND
GRAY, 1983); KKA9 STRRI: Aminoglycosid-3’-Phosphotransferase, S. ribosidificus (P13250,
HosHIKO et al. 1988); STRA_STRGR: Streptomycin-6-Phosphotransferase, S. griseus (P08077,
DISTLER et al., 1987); STRA STRGA: Streptomycin-6-Phosphotransferase, S. glaucescens
(P18622, VOEGTLI AND HUETTER, 1987); APHE STRGR: Streptomycin-3"'-Phosphotransferase,
S. griseus (P18150, HEINZEL et al., 1988); APHA-5C : Aminoglycosid-O-Phosphotransferase
Micromonospora chalcea, (Q53558, SALAUZE AND DAVIES, 1991); Neo Eco: Neomycin-
Phosphotransferase, mini-Tn5 Km, E. coli (AAA85506, BECK et al., 1982); Neo Drm: Neomycin-
Phosphotransferase, Drosophila melanogaster (BAA78209, LUKACSOVICH et al., 2001).

B. cAPK: cAMP-abhingige Proteinkinase, katalytische Untereinheit, Mus musculus (230462);
CDK2, Cyclin-abhingige Kinase 2, Homo sapiens (1942965); MAPK2: Mitogen aktivierte Kinase
2, Rattus norvegicus (P27703). Referenz siche Text.

C. SC _Pep2A: S. coelicolor A3(2) Pep2A-Protein (070013); SC_Pep2B: S. coelicolor A3(2) Pep2B-
Protein (054204); SC _SCL11.05C: S. coelicolor A3(2), hypothetisches Protein SCL11.05C
(Q9L1D3); Rv0127: Mycobacterium tuberculosis H37Rv, hypothetisches Protein Rv0127
(007177). Referenz siche Text.
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3.5.6 Das Genprodukt AcbV

Die aus der DNA-Sequenz abgeleitete Aminosduresequenz von AcbV (449 Aminoséduren)
zeigte signifikante Ubereinstimmungen zu der Konsensussequenz der Aminotransferase 111
Familie und AcbV war in diese Gruppe einzuordnen (Pfam-Accession Nr. PF00202;
BATEMAN et al., 2000). Dabei entsprach die in dieser Arbeit bestimmte Aminosduresequenz
vollstindig der von DiAz GUARDAMINO (2000) beschriebenen Aminotransferase aus
Actinoplanes sp. SE50/110.

3.5.7 Das Genprodukt AcbW

Das Genprodukt des offenen Leserahmens achW konnte aufgrund der Analyse der aus der
DNA-Sequenz  abgeleiteten =~ Aminosduresequenz mit  Proteindatenbanken  sowie
Proteindoménen- bzw. Proteinmotiv-Datenbanken eindeutig als ATP-Bindeprotein eines
ABC-Transporters charakterisiert werden (COG 1131; TATUsOV et al.,, 2001). Die
Aminosduren  48-231 von AcbW (342 Aminosduren) wiesen signifikante
Ubereinstimmungen mit der Konsensussequenz dieser Proteinfamilie auf (PF00005, E-Value
3.8e-40; BATEMAN et al., 2000). Auch die ebenfalls charakteristischen Walker A und B
Motive sowie die zwischen diesen beiden Motiven gelegene Prosite-Signatur fiir ABC-
Transporter waren vorhanden (Abb. 3.5.7.1 A und C; Kap. 2.19 WALKER et al., 1982;
SARASTE et al., 1990; HOFMAN et al., 1999).

Tab. 3.5.7.1: Vergleich von ATP-Bindeproteinen mit AcbW.

Species.” Verglichene Amino- Identische
sduresequenz’ Aminoséuren [%]

Streptococcus pyogenes M1 GAS 3-326 (1-328) 41
(SPY0518; AAK33517.1)
S. coelicolor A3(2) 63-270 (35-242) 55
(SCE6.31C; Q9KZQ9)
D. radiodurans R1 61-266 (37-242) 52
(DR0205; Q9RXV1)
S. peucetius 94-307 (37-251) 36
(DRRA; 028395)
S. kasuagensis M338-M1 33-231 (35-234) 35
(KasK, Q9LBX7)
(@) In Klammern sind die Gennamen sowie die Accession-Nr. der EMBL- bzw. Genebank-Datenbank

angegeben.

(b) Aminoséuren der angegebenen Proteine, die mit AcbW verglichen worden sind. Die entsprechenden
Aminoséduren von AcbW sind in Klammern aufgefiihrt.
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A. 52 % identische Aminosaduren; 75 % ahnliche Aminosduren

Walker A (PS00017)

GxxGxGKS
S. pyogenes 39- AVKDLSFEVPKGQILGFIGANGAGKSTTIKMLTGIL -74
S. coelicolor 65— AVDGLSFTVSRGEMVGYIGPNGAGKSTTIKMLTGIL -100

D. radiodurans 61- AVODISFSIPAGEIVGYLGPNGAGKSTTIKVLTGLL -96
Actinoplanes sp. 37- AVDDISFEVPSGVKIAYIGANGAGKSTTIKLLTGIM -72

* % :** . * . ::* **********:***::
B. 42 % identische Aminosaduren; 70 % dhnliche Aminosduren
S. pyogenes 99- IGAVFGORTOQLWWDLALQETYVVLKEIYDVP -129
S. coelicolor 125- IGVVEFGOQRTTLWWDLPLIDSYRLMHRMYRIP -125

D. radiodurans 121- LGAVFGORTTLWWDLPVRESLELLRHVYRVP -151
Actinoplanes sp. 96- IGVVEGOROOLWWDLPVLDSFRILRHVYEVP -126

ek Kk kkkk *kkkk . .. .« . ek ek

C. 71 % identische Aminosaduren; 97 % dhnliche Aminosduren
PS00211 Walker B
LSLgQRMRA-IA—L hhhhDEPT
S. pyogenes 155- RTLSLGQRMRADIAASLLHNPKVLFLDEPTIGLDV -189
S. coelicolor 181- RQLSLGQRMRGDIAAALLHDPEVLYLDEPTIGLDV -215

D. radiodurans 177- RALSLGQRMRADLAAALLHDPELLFLDEPTVGLDV -211
Actinoplanes sp. 153- RQLSLGQRMRAEIAASLLHDPAVVFLDEPTIGLDL -187

Kk Ak AkkhkhkAkhkKhk e ekhkkekkhkhkoek o0 ekhkAkAkKhkekhKk .

Abb. 3.5.7.1 : Vergleich der Aminosduresequenz hochkonservierter Bereiche potentieller
bakterieller ATP-Bindeproteine mit AcbW.

Identische Aminosduren sind mit einem (*), &dhnliche Aminosduren mit einem ()
gekennzeichnet. Angegeben ist der Prozentsatz identischer bzw. dhnlicher Aminoséuren der
konservierten Bereiche und die Position der Aminosduren in den Proteinen. Zusétzlich sind
die Konsensussequenzen der ATP-Bindemotive Walker A und B sowie die
Ubereinstimmungen mit der Prosite Signatur PS00211 (ABC-Transporter) angegeben (-:
keine Ubereinstimmung; x: jede Aminosiure; h: hydrophobe Aminosiure). Das fiir die
AcbW- Unterfamilie der ATP-Bindeproteine typische, konservierte Sequenzmotiv ist grau
hinterlegt. Fiir die Analyse wurden die Proteine SPY0518 aus S. pyogenes M1 GAS
(AAK33517.1), SCE6.31C aus S. coelicolor A3(2) (Q9KZQ9), DR0205 aus D. radiodurans
R1 (Q9RXV1) und AcbW aus Actinoplanes sp. SES0/110 verwendet. In Klammern ist die
Accession-Nr. der EMBL- bzw. Genebank-Datenbank angegeben.

Innerhalb der stark diversifizierten Gruppe der ATP-Bindeproteine wies AcbW die hochsten
Ubereinstimmungen mit drei hypothetischen ATP-Bindeproteinen aus Streptococcus
pyogenes M1 GAS, S. coelicolor A3(2) und Deinococcus radiodurans R1 auf (Tab. 3.5.7.1;
FERRETTI et al., 2001; REDENBACH et al., 1996; WHITE et al., 1999). Die signifikantesten
Ubereinstimmung zwischen AcbW und bereits experimentell charakterisierten Proteinen
waren mit den ATP-Bindeproteinen der ,,Drug-Exporter aus S. peucetius (DrrA) sowie S.
kasugaensis M338-M1 (KasK) vorhanden (Tab. 3.5.7.1; GUIFOILE AND HUTCHINSON, 1991;
IKENO et al., 2000). Eine analoge Funktion als ATP-Bindeprotein eines ABC-Exporters
konnte auch fiir AcbW angenommen werden. Dabei bildeten die hypothetischen Proteine aus
S. pyogenes M1 GAS, D. radiodurans R1 und S. coelicolor A3(2) sowie AcbW aufgrund des
in den ATP-Bindeproteinen der ,,Drug-Exporter nicht vorhandenen Sequenzmotivs
VFGQRxxLWWDL eindeutig eine eigenstindige Unterfamilie der ABC-Exporter (Abb.
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3.5.7.1 B). Diese Hypothese wurde zusdtzlich durch eine vergleichbare Genanordnung in
Actinoplanes sp. SE50/110, S. pyogenes M1 GAS, D. radiodurans R1 und S. coelicolor
A3(2) gestiitzt (Kap. 3.5.8 & 3.5.9, Abb. 4.4.1). Benachbart zu den ATP-Bindeproteinen
waren in diesen Bakterien zwei Membranproteine nachweisbar, die untereinander ebenfalls
signifikante Ubereinstimmungen aufwiesen (Kap. 3.5.8 und 3.5.9). Sie bilden mit AcboWXY
eine neue Untergruppe der ABC-Transporter mit bisher unbekanntem Substratspektrum.

3.5.8 Das Genprodukt AcbX

Der offene Leserahmen acbX codiert fiir ein 267 Aminosduren langes Membranprotein
(COG0842; Kap. 2.19) und zeigte signifikante Ubereinstimmungen mit potentiellen
Membranproteinen aus S. pyogenes M1 GAS (25% Identitdt mit AcbX; Accession-Nr.
Q9A113, FERRETI et al., 2001), D. radiodurans R1 (27 % Identitét iiber iiber eine Lénge von
180 As; Accession-Nr. Q9RXV3, WHITE et al., 1999) sowie S. coelicolor A3(2) (22 %
Identitét iiber die gesamte Lidnge von AcbX; Accession-Nr. Q9KZQ7, REDENBACH et al.,
1996). Die Anzahl potentieller Transmembranhelices war mit sechs (AcbX) bzw. sechs bis
sieben Helices in den iibrigen Proteinen ebenfalls stark konserviert (Kap. 2.19, Daten nicht
gezeigt). Signifikante Ubereinstimmungen der Aminosiuresequenz von AcbX mit anderen
Membranproteinen wurden hingegen nicht gefunden.

Da sowohl achX als auch die Gene der oben genannten hypothetischen Proteine in direkter
Nachbarschaft zu Genen fiir ATP-Bindeproteinen lagen, deren Genprodukte untereinander
ebenfalls hohe Ubereinstimmungen aufwiesen, konnten sie in eine neue Unterfamilie der
ABC-Transporter eingeordnet werden. Moglicherweise bilden AcbX bzw. die
hypothetischen Proteine eine von zwei Membrankomponenten dieser Transporter (Kap.
3.5.7&3.5.9).

3.5.9 Das Genprodukt AcbY

Der offene Leserahmen achY codiert fiir ein 267 Aminosduren langes Membranprotein
(COG 3694; Kap. 2.19) und zeigte signifikante Ubereinstimmungen mit potentiellen
Membranproteinen aus S. pyogenes M1 GAS (36 % ldentitdt liber eine Lange von 219 As;
Accession-Nr. Q9A112, FERRETI et al., 2001), D. radiodurans R1 (27 % Identitit iiber eine
Lange von 226 As; Accession-Nr. QORXV2, WHITE et al., 1999) sowie S. coelicolor A3(2)
(25% Identitét {iber eine Liange von 226 As; Accession-Nr. Q9KZQS8, REDENBACH et al.,
1996). Die Anzahl potentieller Transmembranhelices war mit fiinf (AcbX) bzw. flinf oder
sieben Helices in den iibrigen Proteinen stark konserviert (Kap. 2.19, Daten nicht gezeigt).
Die Gene der drei hypothetischen Proteine lagen ebenso wie achY benachbart zu den Genen
der in Kap. 3.5.7 beschriebenen ATP-Bindeproteine. Daher waren sie ebenfalls in die neue
Unterfamilie der ABC-Transporter einzuordnen. Sie bilden vermutlich die zweite
Membrankomponente des aus AcbWXY bzw. den entsprechenden Proteinen der anderen
Bakterien bestehenden ABC-Exporters (vgl. Kap. 3.5.7 & 3.5.8).
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3.5.10 Das Genprodukt AcbZ

Der offene Leserahmen acbZ codiert fiir ein 1072 Aminosdurereste langes Polypeptid,
welches aufgrund seiner Primérsequenz eindeutig als extrazellulire o-Amylase
charakterisiert wurde (COG 0366; Kap. 2.19). Abweichend von den hiufig auftretenden
Startkodons GTG und ATG wurde das Kodon TTG (Leucin) als Startkodon gewihlt, da es
im Gegensatz zu den alternativ in Frage kommenden Methionin-Kodons eine potentielle
Ribosomenbindestelle aufwies (Tab. 3.5.1). Die ersten 45 Aminosduren entsprachen einem
typischen prokaryontischen Signalpeptid und stiitzten diese Wahl (Abb. 3.5.10.1; NIELSEN et
al., 1997; NIELSEN and KROGH, 1998; Kap. 2.19). Das Signalpeptid wies die typische
Aufteilung in eine positiv geladene n-Region, eine hydrophobe h-Region sowie die polare c-
Region auf. Innerhalb der h-Region dominierten die charakteristischen Aminosduren Alanin
und Leucin (VON HEIUNE AND ABRAHMSEN, 1989). An Position -1 und -3 relativ zur
Schnittselle (zwischen Aminosdure 45 und 46) befand sich die fiir eine korrekte

Prozessierung notwendige Aminosdure Alanin (VON HEDNE, 1983 und 1985; SCHNEIDER
AND STEPHENS, 1990).
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Abb. 3.5.10.1: Analyse der aminoterminalen 70 Aminosduren von AcbZ und Identifikation
des Signalpeptids.
Dargestellt ist die Wahrscheinlichkeit (Score) jeder Aminosdure zu einer der drei
charakteristischen Regionen (n-, h-, c-Region) eines Signalpeptides zu gehoren. Dabei
bedeuten Werte iiber 0,5, dass die Aminosdure zu der jeweiligen Region gehort. Cleavage
gibt fiir jede Aminosédureposition die Wahrscheinlichkeit an, dass es sich um die Schnittstelle
des Signalpeptids handelt (NIELSEN AND KROGH, 1998). Die Position der postulierten

Schnittstelle des Signalpeptids von AcbZ (Aminosdure 45-46, A-L) ist durch einen Pfeil
gekennzeichnet.

Der Vergleich der aus der DNA-Sequenz abgeleiteten Aminosiduresequenz von AcbZ mit der
Proteindomiinendatenbank Pfam ergab signifikante Ubereinstimmungen der Aminoséiuren
63-521 mit der o-Amylase Familie, auch Glycosylhydrolase-Familie 13 genannt (E-Value
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6,5¢-82, Accession-Nr. PF00128; EC 3.2.1.1; BATEMAN et al., 2000; Kap. 2.19). Vier
innerhalb dieser Familie hoch konservierte Sequenzbereiche waren in AcbZ ebenfalls
vorhanden (Abb. 3.5.10.2; JESPERSEN et al., 1993; JESPERSEN et al., 1991; fiir einen
Ubersichtsartikel siche JANECK, 1997). Dargestellt sind die Regionen I-IV der TAKA-
Amylase aus Aspergillus oryzae (WIRSEL et al., 1989;. GENES et al., 1989; TADA et al., 1989;
TSUKAGOSHI et al., 1989; TODA et al., 1982 ), einer a-Amylase aus S. lividans (TSAO et al.,
1993), der potentiellen Amylase aus S. coelicolor A3(2) (Accession-Nr. Q9KZ11) sowie der
zweiten o-Amylase des acb-Genclusters AcbE aus Actinoplanes sp. SE50/110 (STRATMANN,
1997) im Vergleich zu den korrespondierenden Bereichen in AcbZ. Die fett gedruckten
Aminosduren D206, E230 und D297 (Nummerierung bezogen auf die prozessierte TAKA-
Amylase) bilden die katalytischen Aminoséduren und waren in allen fiinf Proteinen
vorhanden. Eine Beteiligung an der Substratbindung wurde fiir die Aminosduren H122,
K209, H210 und H296 gezeigt (Abb. 3.5.10.2 markiert durch §; MATSUURA, et al., 1984;
BRZ0OZOWSKI AND DAVIES, 1997). Dabei erwiesen sich die Aminosduren K209 und H296 als
typisch fiir Enzyme, die a-1,4-Glycosidische-Bindungen hydrolysieren (MACGREGOR et al.,
2001). Auftillig war, dass alle fiinf Proteine an diesen Positionen iibereinstimmten und nur
in AcbE an der dem Histidinrest H210 entsprechenden Aminosdureposition ein Alaninrest
vorlag (Abb. 3.5.10.2). Eine weitere Abweichung zwischen AcbE und den anderen
Amylasen war in der Region IV vorhanden. Nur AcbE wies vor dem katalytischen
Aspartatrest eine Insertion von zwei Aminosduren auf (E404 u. W405, Nummerierung
bezogen auf AcbE). In diesem Zusammenhang wire es interessant zu untersuchen, ob die
Abweichungen von AcbE in den hochkonservierten Regionen der a-Amylasen fiir die
Acarbose-Resistenz von AcbE verantwortlich sind (STRATMANN, 1997)

I IT I1T Iv
S S S
AMYA ASPOR 116-VDVVANH 202-GLRIDTVKH 226-YCIGEVLD 292-FVE--NHD
AMY STRLIT 144-FDVITNH 275-GFRIDTVKH 309-FMFGEVYS 379-FLG--NHD
SC10B7.21C 178-FDVITNH 309-GFRIDTVKH 343-FMFGEVYS 413-FLG--NHD
AcbE Asp 164-LDIVVNH 296-GYRLDTLKA 330-FLFGEAWS 400-HLGEWNHD
AcbZ ASP 180-LDIIVNH 311-GYRMDTVKH 345-FMFGEVFS 415-FLG--NHD

* * % * kX kk % * % * kK

Abb. 3.5.10.2: Vergleich konservierter Aminosduresequenzbereiche ausgewahlter a-
Amylasen.
Dargestellt sind vier in Mitgliedern der a-Amylase-Familie (Glycosyl-Hydrolase Familie 13;
Pfam-Accession-Nr. 00128) konservierte Regionen (I-IV). In allen Proteinen identische
Aminosduren sind durch * gekennzeichnet. An der Katalyse beteiligte Aminoséduren sind fett
hervorgehoben, und Aminosduren mit einer postulierten Beteiligung an der Substratbindung
sind durch § markiert. Die Nummerierung bezieht sich auf die Position der ersten
Aminosdure der 4 Bereiche innerhalb des Proteins. Im Fall der Amylasen aus S. lividans und
Aspergillus oryzae beziehen sich die Positionen auf das prozessierte Protein, in allen anderen
Féllen auf das noch nicht prozessierte Polypeptid.
Es wurden die Amylasen aus 4. oryzae (Taka-Amylase, AMYA ASPOR, Accession-Nr.
P10529, P11763, Q00250), S. lividans (AMY_STRLI, Accession-Nr. Q05884), S. coelicolor
A3 (2) (SC10B7.21C, Accession-Nr. Q9KZ11) sowie AcbE_Asp (STRATMANN, 1997) und
AcbZ_Asp (diese Arbeit) aus Actinoplanes sp. SE50/110 verwendet.
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Im Vergleich zu den meisten bekannten o-Amylasen war AcbZ mit 1072 Aminosduren
ungefihr doppelt so groB wie diese. Die hdchsten Ubereinstimmungen waren zwischen
AcbZ und den ebenfalls ungewdhnlich groen Proteinen aus Actinoplanes sp. (AcbE, 59%
identische Aminosduren), S. coelicolor A3(2) (SC10B7.21C, 52% identische Aminosduren)
und S. lividans (AMY, 51% identische Aminosduren) nachweisbar. WU-Blast Analysen von
Proteindatenbanken mit den carboxyterminalen 550 Aminosduren von AcbZ ergaben
zusitzlich geringere, wenn auch statistisch signifikante, Ubereinstimmungen mit
verschiedenen Pullulanasen (Daten nicht gezeigt). Aufgrund der fiir o-Amylasen
ungewdhnlichen GroBe und den Ubereinstimmungen mit Pullulanasen in der C-terminalen
Hilfte, bestehen diese langkettigen Amylasen wahrscheinlich aus zwei distinkten Doméanen
mit eventuell unterschiedlicher katalytischer Funktion.

3.5.11 Das Genprodukt Asp52.1

Der asp52.1 genannte Leserahmen codiert fiir ein 511 Aminosduren umfassendes
extrazelluldres Protein, das in die Gruppe der a-Arabinofuranosidasen (a-L-AFase; EC
3.2.1.55) eingeordnet werden konnte. Die ersten 36 Aminosduren entsprachen den typischen
Charakteristika eines prokaryontischen Signalpeptids mit einer hydrophilen n-Region, einer
hydrophoben h-Region sowie der polaren c-Region (Kap. 2.19; NIELSEN et al. 1997;
NIELSEN AND KROGH, 1998). Die fiir eine korrekte Prozessierung notwendigen, relativ zur
Schnittstelle an Position -1 und -3 gelegenen Alaninreste waren ebenfalls vorhanden (VON
HEDUNE, 1983 und 1985; SCHNEIDER AND STEPHENS, 1990). Die Aminosduren 37 bis 365 von
Asp52.1 wiesen nur mit vier bekannten Proteinen signifikante Ubereinstimmungen auf.
Neben den hypothetischen Proteinen aus Bacillus halodurans (31 % Identitdt iiber eine
Sequenzlinge von 306 As; Accession-Nr. QOKBQS), S. typhimurium (31 % Identitét iiber
eine Sequenzliange von 307 As; Accession-Nr. Q9L412) S. coelicolor A3(2) (33% Identitit
iber eine Sequenzldnge von 258 As; Accession-Nr. Q9F398) beinhaltete diese Gruppe auch
die bereits experimentell charakterisierte a-L-AFase Il aus S. chartreusis (32 % ldentitit
tiber eine Sequenzlidnge von 277 As; a-L-Arabinofuranosidase II, Accession-Nr. P82594,
MATSUO et al., 2000). In allen 5 Proteinen war das Sequenzmotiv WAPEx(5)G konserviert.
Der Glutaminsdurerest ist im Fall der a-L-AFase II an der Katalyse beteiligt (MATSUO et al.,
2000). Weiterhin waren die Aminosduren D146, D167, E217 und E225 in allen Proteinen
konserviert und konnten ebenfalls an der Bildung einer fiir Hydrolasen typischen
katalytischen Triade beteiligt sein (Nummerierung bezogen auf das unprozessierte Protein
Asp52.1). Aufgrund der Sequenziibereinstimmungen zwischen diesen Proteinen bilden sie
wahrscheinlich eine eigenstindige Proteinfamilie und hydrolysieren analog zu dem Enzym
a-L-AFase II a-1,5-verkniipfte Arabinofuranosyl-Polysaccharide bzw. -Oligosaccharide
(MATSUO et al., 2000).
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Im Gegensatz zu den oben genannten Proteinen wies Asp52.1 neben der aminoterminal
gelegenen katalytischen Doméne carboxyterminal eine Ricin B Lectin Domine mit den
charakteristischen QxW-Motiven auf (Aminosduren 366-511; Pfam-Accession-Nr.
PF00652). Fiir diese Domédne wird eine Funktion in der Bindung von Kohlenhydraten
postuliert, sodass eine analoge Funktion auch fiir Asp52.1 angenommen werden kann.

3.5.12 Das Genprodukt Asp 52.2

Das 552 Aminosduren umfassende Translationsprodukt von asp52.2 bestand aus einer
aminoterminalen Transmembrandoméne sowie einer carboxyterminalen GGDEF-Doméne
(COG 2199; Pfam-Accession Nr. PF00990; BATEMAN et al., 2000; Kap. 2.19), wobei der
Aminoterminus des Proteins wahrscheinlich extracelluldr lokalisiert war und die GGDEF-
Domine intracelluldr vorlag. Innerhalb der ersten 348 Aminoséuren (Transmembrandoméne)
konnten 9 potentielle Transmembranhelices identifiziert werden (Kap. 2.11; Daten nicht
gezeigt). AnschlieBend an die Transmembranhelices wies Asp52.2 signifikante
Ubereinstimmungen mit der Konsensussequenz der GGDEF-Domine auf (Aminodsuren
367-523) Wenngleich die Funktion dieser Domine nicht bekannt ist, wurde sie bisher
ausschlieflich in Prokaryonten nachgewiesen, und fiir Proteine mit dieser Doméne wird eine
Beteiligung an der Signaltransduktion vermutet (BATEMAN et al., 2000). Es konnte so zwar
eindeutig die GGDEF-Doméne in der Sequenz von Asp52.2 lokalisiert werden, aber eine
explizite Funktionsvorhersage war nicht moglich.

3.5.13 Das Genprodukt Asp 52.3

Der offene Leserahmen asp52.3 ist nur partiell auf dem Insert des @52 codiert. Dabei wiesen
die aus der DNA-Sequenz abgeleiteten carboxyterminalen 59 Aminosduren von Asp52.3
signifikante Ubereinstimmungen mit vier hypothetischen Proteinen aus S. coelicolor A3(2)
(Accession-Nr. Q9RJ38, QIKYJ7, Q9S223, Q9X8C4), einem hypothetischen Protein aus
Corynebacterium glutamicum (Accession-Nr. AX065255.1) und zwei hypothetischen
Protein aus M. tuberculosis H37Rv auf (Accession-Nr. P71741, AAK46770). Der
prozentuale Anteil identischer Aminosduren lag zwischen 52% und 72%. Auffillig war, dass
benachbart zu dem Protein SC1G8.16¢ aus S. coelicolor A3(2) (Accession-Nr. QIKYJ7)
eine postulierte ,,Sensor-Histidin-Kinase* lokalisiert war und das Protein Rv2402 aus M.
tuberculosis H37Rv (Accession-Nr. P71741) eine fiir DNA-bindende Proteine typisches
,Helix-turn-Helix“-Motiv  aufwies. Dies konnte auf eine Beteiligung an der
Signaltransduktion in Actinoplanes sp. SE50/110 in Kombination mit dem membran-
stindigen GGDEF-Protein Asp52.2 hindeuten. Asp52.3 wiirde dann als Trans-
kriptionsregulator fungieren, der durch Asp52.2 aktiviert bzw. inaktiviert wiirde.
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3.6 Charakterisierung der rekombinanten S. lividans 66 TK23 Stimme mit den

Cosmiden pHTWCos6 und pOJ446

Um zu bestétigen, dass pHTWCos6 alle fiir die Biosynthese der Acarbose bendtigten Gene
codiert, wurde das Cosmid pHTWCos6 sowie der entsprechende Vektor pOJ446 in den
heterologen Stamm S. lividans 66 TK23 transformiert und in dem Produktionsmedium
MD50 kultiviert (Kap. 2.9.10 & 2.8.2). Neben dem Nachweis der extrazelluliren Enzyme
AcbD und AcbZ wurde zusitzlich die Enzym-katalysierte Phosphorylierung von Acarbose
durch AcbK sowie die Phosphorylierung von 1-epi-Valienol durch zellfreie Extrakte von S.
lividans 66 TK23 pHTWCos6 nachgewiesen (STRATMANN 1997; HEMKER et al., 2001;
GOEKE et al., 1996, DREPPER AND PAPE, 1996; C. S. ZHANG, personliche Mitteilung)

3.6.1 Phinotypische Eigenschaften von S. lividans 66 TK23 pHTWCos6

Nach Transformation von pHTWCos6 und pOJ446 in Sphéroplasten von S. lividans 66
TK23 wurden mehrere Hundert Transformanten erhalten (Kap. 2.8.2). Diese konnten
problemlos auf verschiedenen festen Nahrmedien kultiviert werden (RSY, SMA, Kap. 2.4.1
& 2.8.2). Die Fahigkeit zum Wachstum bei submerser Kultivierung erwies sich fiir S.
lividans 66 TK23 Stamme, die mit dem dem Cosmid pHTWCos6 transformiert worden
waren, jedoch als stark eingeschrinkt. Von 20 verschiedenen Transformanten, die zur
submersen Kultivierung in TSB-Medium (Kap. 2.4.1) iiberimpft worden waren, konnte nur
bei einem Stamm Wachstum nachgewiesen werden. Dies begann im Vergleich zu der
Kontrolle S. lividans 66 TK23 pOJ446 mit einer Verzogerung von ca. 10 Tagen. Der so
erhaltene Stamm wurde als S. lividans 66 TK23 pHTWCos6 bezeichnet und fiir alle weiteren
Analysen verwendet. Im Gegensatz hierzu stand, dass der rekombinante Stamm S. /ividans
66 TK23 pHTWCos6 nach dieser initialen, submersen Kultivierung sowohl auf festen
Medien als auch in submersen Kulturen ein mit dem Kontrollstamm vergleichbares
Wachstumsverhalten aufwies, d. h. wieder Wildstamm-Phénotyp besa. Eine Ausnahme
bildete das Sporulationsverhalten auf SMA-Agarplatten. Im Gegensatz zu der Kontrolle S.
lividans 66 TK23 pOJ446 sporulierte S. lividans 66 TK23 pHTWCos6 nur partiell und ca. 75
% des Myzels wies einen sogenannten ,,bald““~Phénotyp auf.

Um auszuschliefen, dass der von dem Kontrollstamm abweichende Phénotyp durch
Rekombination des Cosmids pHTWCos6 mit dem Chromosom entstanden war, wurde das
Cosmid pHTWCos6 aus zwei submersen Kulturen von S. lividans 66 TK23 pHTWCos6
isoliert (Kap. 2.9.3). Unterschiede in dem Restriktionsfragmentmuster (X/ol bzw. BglIl) der
isolierten Cosmide mit dem Original pHTWCos6-Plasmid waren nicht vorhanden. Der
ungewohnliche Phinotyp von S. lividans 66 TK23 pHTWCos6 war somit nicht auf eine
Instabilitdt von pHTWCos6 zuriickfiihrbar.
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3.6.2 Nachweis heterolog produzierter Proteine in zellfreien Extrakten und

Kulturiiberstinden von S. lividans 66 TK23 pHTWCos6

Zum Nachweis der im Kulturiiberstand von Actinoplanes sp. SE50/110 dominanten Proteine
AcbD und AcbE (Abb. 3.6.2.1, Spur 4) wurde S. lividans 66 TK23 pHTWCos6 (zwei
parallele Kulturen) bzw. als Kontrolle S. lividans 66 TK23 p0J446 in MD50 Medium
kultiviert und der Kulturiiberstand nach Abtrennung der Zellen analysiert (Kap 2.8.2 &
2.11). Die Expression der Proteine wurde dabei durch die im Medium vorhandenen
Maltodextrine induziert und erfolgte unter Kontrolle der nativen Promotoren. Im Vergleich
zu dem Kontrollstamm konnten in S. lividans 66 TK23 pHTWCos6 zwei zusétzliche
Proteine mit einem approximativen Molekulargewicht von ca. 110 kDa und ca. 75 kDa
nachgewiesen werden (Abb. 3.6.2.1, Spur 1,2,3). Da das Molekulargewicht des 75 kDa
Protein mit dem, aus der Aminosduresequenz berechneten, Molekulargewicht von AcbD
ibereinstimmte und eine erfolgreiche Sekretion von AcbD in S. lividans 66 bereits gezeigt
worden war, war dieses Protein als AcbD zu charakterisieren (STRATMANN, 1997; HEMKER
et al., 2001). Das Molekulargewicht des 110 kDa Proteins entsprach hingegen dem aus der
DNA-Sequenz abgeleiteten Molekulargewicht von AcbE (107 kDa) oder AcbZ (109 kDa).
Eine eindeutige Zuordnung des in der SDS-PAGE identifizierten 110 kDa Proteins war
aufgrund dieses geringen GroBenunterschieds jedoch nicht moglich. Da in
Kulturiiberstinden von Actinoplanes sp. SE50/110 die dominante Proteinbande
vergleichbarer GroBe durch eine Aminosdure-Sequenzierung eindeutig als AcbE
charakterisiert worden war, entsprach das 110 kDa Protein wahrscheinlich ebenfalls AcbE
(Abb. 3.6.2.1, Spur 4; STRATMANN, 1997). Ein von Actinoplanes sp. SES50/110
abweichendes Expressionsmuster der Gene achZ und acbE konnte jedoch nicht
ausgeschlossen werden, sodass ein Gemisch aus AcbE und AcbZ vorgelegen haben konnte.
Im Gegensatz zu den Kulturiiberstainden waren in einer SDS-PAGE Analyse der zellfreien
Extrakte von S. lividans 66 TK23 pOJ446 und S. lividans 66 TK23 pHTWCos6 keine
Unterschiede im Proteinmuster erkennbar (Kap. 2.11; Daten nicht gezeigt). Dies deutete
darauf hin, dass das Cosmid pHTWCos6 keine grofleren Verdnderungen des
Expressionsmusters im heterologen Wirt S. lividans 66 TK23 hervorgerufen hat. Auch die
Expression der ach-Gene, falls vorhanden, fiihrte nicht zu sichtbaren zusétzlichen
Proteinbanden.
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Abb. 3.6.2.1: SDS-PAGE Analyse der Kulturiiberstinde von S. lividans 66 TK23
pHTWCos6, S. lividans 66 TK23 pOJ446 und Actinoplanes sp. SE50/110

Es wurden jeweils 500 pl der angegebenen Kulturiiberstinde analysiert. Die Proteine AcbD
und AcbE sind markiert. Spur 1: S. lividans 66 TK23 p0J446, Spur 2: S. lividans 66 TK23
pHTWCos6 (Kultur 1), Spur 3: S. lividans 66 TK23 pHTWCos6 (Kultur 2), Spur M:
Molekulargewichtmarker, Spur 4: Actinoplanes sp. SE50/110.

3.6.3 Nachweis der AcbD-Reaktion im Kulturiiberstand von S. lividans 66 TK23
pHTWCos6

Zusitzlich wurde die Enzymaktivitit der Acarviosyltransferase AcbD nachgewiesen. Als
MaB fiir die Enzymaktivitit wurde der AcbD-katalysierte Austausch von ['*C]-Maltose
gegen die Maltosyl-Untereinheit der Acarbose bestimmt (Kap. 2.13; HEMKER et al., 2001).
In den Kulturiiberstinden von zwei unabhéngigen Anzuchten des rekombinanten Stamms S.
lividans 66 TK23 pHTWCos6 war eine AcbD-Aktivitit von 126 bzw. 130 nkat/mg
Gesamtprotein nachweisbar. Hingegen war eine signifikant tliber der unspezifischen
Austauschrate der Maltosyl-Untereinheit der Acarbose gegen freie Maltose liegende AcbD-
Aktivitit in den Kulturiiberstinden der Negativkontrolle S. /ividans 66 TK23 pOJ446 nicht
vorhanden (Tab. 3.6.3.1).
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Tab 3.6.3.1: Acarviosyltransferase-Aktivitét in Kulturiiberstinden von S. lividans 66 TK23
pHTWCos6 bzw. pOJ446

Kulturiiberstand der Stimme Acarviosyltransferase Aktivitat
[nkat/mg Gesamtprotein]'

S. lividans 66 TK23 pHTWCos6 Kulturl 126

S. lividans 66 TK23 pHTWCos6 Kultur2 130

S. lividans 66 TK23 p0J446 B

1. Die Bestimmung der Enzymaktivitit erfolgte wie in Kap. 2.13 beschrieben (HEMKER et al., 2001).

3.6.4 Nachweis der katalytischen Aktivitit der Acarbose-7-Kinase AcbK in
zellfreien Extrakten von S. lividans 66 TK23 pHTWCos6

Neben den beschriebenen extrazelluldren Proteine AcbD und AcbE wurde die durch das
intrazelluldire Enzym AcbK katalysierte Phosphorylierung von Acarbose zu Acarbose-7-
phosphat in S. lividans 66 TK23 pHTWCos6 nachgewiesen (GOEKE et al., 1996, DREPPER
AND PAPE, 1996). Die Analyse der Reaktionsprodukte verschiedener Enzymansitze erfolgte
durch eine Diinnschichtchromatografie und Anfarbung der Substanzen mit dem Cer-Reagenz
(Kap. 2.14.1). Da authentisches Acarbose-7-phosphat nicht zur Verfiigung stand, wurden
parallel Enzymansétze mit zellfreien Extrakten von Actinoplanes sp. SE50/110 sowie dem
rekombinanten Stamm S. lividans 66 TK23 pCW201KM6 (AcbK-Uberproduzent; Tab.
2.1.1; C. S. ZHANG, persOnliche Mitteilung) durchgefiihrt und das gebildete Acarbose-7-
phosphat als Referenzwert verwendet. Im Vergleich zu der Negativkontrolle S. /ividans 66
TK23 pOJ446 (Abb. 3.6.4.1 Spur 2) konnte in Enzymansdtzen mit einem zellfreien Extrakt
von S. [lividans 66 TK23 pHTWCos6 die Produktion von Acarbose-7-phosphat
nachgewiesen werden. Das Laufverhalten der zusétzlich zur Acarbose auftretenden Substanz
stimmte mit dem Laufverhalten des in den Referenzansidtzen gebildeten Acarbose-7-
phosphats iiberein (Abb. 3.6.4.1; Spur 1,4,5). Auch bei Verwendung eines zellfreien
Extraktes von S. lividans 66 1326 pHTWCos6 (A. STRATMANN, C. S. ZHANG, personliche
Mitteilung) war die Bildung des Acarbose-7-phosphats nachweisbar (Abb. 3.6.4.1; Spur 3).
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Abb. 3.6.4.1: Nachweis der in vitro Phosphorylierung von Acarbose.
Dargestellt ist die Diinnschichtchromatografie der in vitro Phosphorylierungs-Ansétze von
Acarbose mit den angegebenen zellfreien Extrakten. Acarbose und Acarbose-7-phosphat sind
markiert. Spur 1: S. lividans 66 TK23 pHTWCos6; Spur 2: S. lividans 66 TK23 pOJ446; Spur
3: 8. lividans 66 1326 pHTWCos6; Spur 4: Actinoplanes sp. SE50/110; Spur 5: S. lividans 66
TK23 pCW201KMS6 (C. S. ZHANG, personliche Mitteilung).
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3.6.5 Chromatografische Analyse der Kulturiiberstinde von S. lividans 66 TK23
pHTWCos6 bzw. S. lividans 66 TK23 pOJ446

Zur Analyse der Kulturiiberstinde von S. lividans 66 TK23 pHTWCos6 bzw. pOJ446
wurden die rekombinanten Stdmme filir 88 h in MD50-Medium kultiviert (Kap. 2.8.2). Nach
Abtrennung der zelluliren Bestandteile wurden die Kulturiiberstinde durch HPAE-
Chromatografie analysiert (High Pressure Anionic Exchange; Kap. 2.16). In den
Kulturiiberstinden von drei unabhingig angezogenen Kulturen des rekombinanten Stamms
S. lividans 66 TK23 pHTWCos6 konnte eine im Vergleich zu der Negativkontrolle, dem
Stamm S. lividans 66 TK23 p0J446, zusdtzlich auftretende Substanz nachgewiesen werden.
Die Retentionszeit des Peakmaximums betrug 21,86 min und stimmte mit der Retentionszeit
des Acarbose-Standards (21,91 min) iiberein (Abb. 3.6.5.1, B). Nach Dotierung des
Uberstandes von S. lividans 66 TK23 pHTWCos6 mit authentischer Acarbose wiesen beide
Substanzen ein identisches Retentionsverhalten auf und eluierten als singuldrer
symmetrischer Peak. Die gerinfiigig erhohte Retentionszeit der authentischen Acarbose war
moglicherweise auf die biologische Matrix des Kulturiiberstandes zuriickzufiihren. Das
Peakmaximum war im Vergleich zu den einzelnen Proben erhoht und wies eine
Retentionszeit von 21,85 min auf (Abb. 3.6.5.1, B). Die Kaulturiiberstinde der
Negativkontrolle, S. lividans 66 TK23 pOJ446, wiesen kein vergleichbares Signal im HPAE-
Chromatogramm auf, wenngleich auch dieser Stamm Substanzen mit einer im Vergleich zu
Acarbose leicht verringerten Retentionszeit produzierte und eine Basislinientrennung der
dotierten Acarbose von diesen nicht moglich war (Abb. 3.6.5.1, A). Ebenso wie fiir den
Stamm S. lividans 66 TK23 pHTWCos6 wurde nach Dotierung der Probe mit Acarbose eine
leichte Linksverschiebung des Acarbose-Standards im HPAE-Chromatogramm erhalten.
Auch hier war dieses Verhalten wahrscheinlich auf die Medienbestandteile zurtickzufiihren.
Dieses Resultat konnte in zwei unabhéngigen Anzuchten reproduziert werden und stimmte
mit dem Ergebnis der HPAE-Chromatografie des Kulturiiberstandes von S. lividans 66
TK23 iiberein (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 3.6.5.1: HPAE-Chromatogramm der Kulturiiberstinde von S. lividans 66 TK23

pHTWCos6 und pOJ446.
Dargestellt sind Ausschnitte der Chromatogramme der Kulturiiberstinde von S. /ividans 66
TK23 p0J446 (A) und pHTWCos6 (B). Standard: authentische Acarbose [2 mg]; Dotiert:

Kulturiiberstand + Acarbose-Standard; X: markiert den in Kulturiiberstinden von S. lividans
66 TK23 pHTWCos6 zusitzlich auftretenden Peak.
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Um zu verifizieren, dass es sich bei der in der HPAE-Chromatografie identifizierten
Substanz um Acarbose handelte, wurden zusétzlich LC-MS Untersuchungen durchgefiihrt.
Abweichend von den oben verwendeten Bedingungen musste fiir diese Untersuchungen eine
»Reverse-Phase“-Sdule eingesetzt werden und die Elution erfolgte im Gegensatz zur HPAE-
Chromatografie nicht unter alkalischen Bedingungen (Kap. 2.16; Dr. J. LENZ, BAYER AG,
personliche Mitteilung). Eine Trennung der Substanzen im Kulturiiberstand basierend auf
den korrespondierenden Oxyanionen, wie in der HPAE-Chromatografie, war daher nicht
moglich. Im Gegensatz zu der HPAE-Chromatografie konnte jedoch in keiner der
analysierten Proben eine Verbindung mit der Masse und identischem Retentionsverhalten
von Acarbose nachgewiesen werden. Eine Degradation moglicherweise vorhandener
Acarbose durch die verwendeten Chromatografiebedingungen in der LC-MS Analyse wurde
durch periodische Analyse einer Standardprobe {iber einen Zeitraum von 20 h
ausgeschlossen (Daten nicht gezeigt; Dr. J. LENZ BAYER AG, personliche Mitteilung).
Somit wurde durch Kombination von zwei unterschiedlichen Chromatografiesystemen und
massenspektrometrischer Analysen der Kulturiiberstinde eindeutig ausgeschlossen, dass es
sich bei der in der HPAE-Chromatografie neu identifizierten Substanz um Acarbose
gehandelte hatte. Ein mogliches Intermediat der Acarbosebiosynthese ist Acarbose-7-
phosphat, welches unter den in der HPAE-Chromatografie verwendeten Bedingungen (0,5
M NaOH) zu Acarbose hydrolysiert worden sein konnte und daher identische
Trenneigenschaften wie authentische Acarbose besall. Hingegen ist Acarbose-7-phosphat
unter den Bedingungen des LC-MS Systems wahrscheinlich stabil. Dies wiirde das Fehlen
eines der Acarbose entsprechenden Massenpeaks erkldren. Ein Nachweis von Acarbose-7-
phosphat mit Hilfe der LC-MS war bisher jedoch nicht moglich, da weder ein Acarbose-7-
phosphat Standard noch Informationen bzgl. der Elutionszeit oder Stabilitdt dieser
Verbindung zur Verfiigung standen.

3.6.6 Nachweis der Phosphorylierung von 1-epi-Valienol durch zellfreie Extrakte
von 8. lividans 66 TK23 pHTWCos6

Aufgrund des, in der Diskussion néher erlduterten, Modells der Acarbose-Biosynthese in
Actinoplanes sp. stellt die postulierte Phosphorylierung einer Vorstufe der Valienamin-
Untereinheit an der C-1-Position des Cyclitols eine Schliisselreaktion dar. Daher wurde
untersucht, ob 1-epi-Valienol das Substrat fiir eine spezifische Phosphorylierung ist und
diese durch zellfreie Extrakte von S. lividans 66 TK23 pHTWCos6 katalysiert wird. Fiir die
Untersuchungen stand dabei eine racemische Mischung von 1-epi-Valienol zur Verfiigung
(BLOCK, 2000). Zum Nachweis der Phosphorylierung wurden Enzymansétze mit zellfreien
Extrakten von Actinoplanes sp. SE50/110, S. lividans 66 TK23 pOJ446 sowie S. lividans 66
TK23 pHTWCos6 durchgefiihrt und die Reaktionsprodukte mittels
Diinnschichtchromatografie analysiert (Kap. 2.14 & 2.17). Sowohl bei Verwendung des
zellfreien Extrakts von S. lividans 66 TK23 pHTWCos6 als auch von Actinoplanes sp.
SE50/110 war neben ATP und ADP ein zusétzliches Signal im Autoradiogramm
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nachweisbar (Abb. 3.6.6.1; Spur 3,4,5 markiert durch einen *), das bei Verwendung des
zellfreien Extraktes der Negativkontrolle S. lividans 66 TK23 pOJ446 nicht auftrat (Abb.
3.6.6.1; Spur 1,2). Im Vergleich zu ATP wies die phosphorylierte Substanz, im Folgenden
mit X bezeichnet, ein nur geringfiigig erhdhtes Retentionsverhalten in der DC-Analyse auf.
Damit ergab sich ein eindeutiger Hinweis, dass 1-epi-Valienol spezifisch durch ein acbh-
Genprodukt oder eine Kombination mehrere ach-Genprodukte phosphoryliert worden war.
Die mogliche Phosphorylierung von Il-epi-Valienol durch zellfreie Extrakte von
Actinoplanes sp. SE50/110 wurde, parallel zu dieser Arbeit, von C. S. ZHANG (personliche
Mitteilung) nachgewiesen und wurde hier als Referenz verwendet.

Ein moglicher Umsatz von l-epi-Valienol zu Acarbose-7-phosphat wurde durch das
unterschiedliche Laufverhalten der phosphorylierten Verbindung (X), vermutlich 1-epi-
Valienol-phosphat, und des Acarbose-7-phosphats ausgeschlossen. Die Acarbose-7-
phosphat-Referenz wurde wiederum durch Phosphorylierung von Acarbose mit einem
zellfreien Extrakt von Actinoplanes sp. SE50/110 hergestellt (Abb. 3.6.6.1, Spur 6).

Eine mdgliche Phosphorylierung und anschlieBende Adenylierung von 1-epi-Valienol
konnte ausgeschlossen werden, da nur ATP und ADP jedoch nicht die, neu aufgetretene,
phosphorylierte Verbindung (X; Abb. 3.6.6.1 markiert durch *) durch UV-Licht (254 nm)
nachweisbar waren. Diese Resultate deuteten darauthin, dass es sich bei der neu
identifizierten Substanz tatsdchlich um 1-epi-Valienol-phosphat gehandelt haben konnte.
Eine genaue Charakterisierung war jedoch nicht moglich, da eine Referenzprobe nicht zur
Verfligung stand.
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Abb. 3.6.6.1: Nachweis der in vitro Phosphorylierung durch S. lividans 66 TK23
pHTWCos6.
Dargestellt ist das Autoradiogramm der Diinnschichtchromatografie von in vitro
Phosphorylierungsansétzen mit 1-epi-Valienol (Spur 1-5) und Acarbose (Spur 6). Die
Positionen von ADP, ATP und Acarbose-7-phosphat sind angegeben. Die Position der in
Ansitzen mit zellfreien Extrakten von S. /ividans 66 TK23 pHTWCos6 und Actinoplanes sp.
SE50/110 zusétzlich auftretende phosphorylierte Substanz, vermutlich 1-epi-Valienol-
phosphat, ist durch einen Stern gekennzeichnet. Es wurden die angegebenen zellfreien
Extrakte verwendet. Spur 1,2: S. lividans 66 TK23 p0OJ446; Spur 3,4: S. lividans 66 TK23
pHTWCos6; Spur 5,6: Actinoplanes sp. SE50/110.
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3.7 Charakterisierung von S. lividans 66 TK23 pHTW214

Aufgrund der Ubereinstimmungen von AcbR und AcbS mit Enzymen die an der Aktivierung
und dem Transfer von Monosacchariden auf Akzeptormolekiile beteiligt sind, wurde das in
der Diskussion erlduterte Modell der Acarbose-Biosynthese aufgestellt. Dabei sollen die
Phosphorylierung von 1-epi-Valienol, moglicherweise durch die postulierte Kinase AcbU
und die anschlieBende AcbR-katalysierte Nukleotidylierung Schliisselreaktionen der
Biosynthese der Acarviosyl-Untereinheit darstellen (Kap. 4.6), Um diese beiden Schritte in
situ zu ermoglichen, wurde basierend auf dem Shuttle-Plasmid pUWL218 das
Expressionsplasmid pHTW214 konstruiert und in den heterologen Wirtsstamm S. lividans
66 TK23 transformiert (Tab. 2.1.3 & 2.9.10; WEHMEIER, 1995). Neben achR, achbS und
acbU waren auch noch die Gene acbW, acbX, acbY, acbV, acbP und partiell die Gene achl
und acbZ auf diesem Plasmid vorhanden. Dabei bildeten ach VUSRPI sowie acbWXY jeweils
eine Transkriptionseinheit und diese waren divergent zueinander angeordnet (Abb. 3.7.1).
Die Expression der acb-Gene beider Transkriptionseinheiten sollte reguliert durch die
postulierten Promotoren acbWp bzw. acbVp erfolgen. Diese waren vermutliche in der
intercistronischen Region zwischen achW und achV lokalisiert..
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Abb.3.7.1:  Genanordnung des Inserts in pHTW214.

Die durch das Expressionsplasmid pHTW214 codierten Gene des acb-Genclusters, ihre
Orientierung sowie die zwei postulierten Transkriptionseinheiten sind schematisch
dargestellt. Die Transkriptionseinheiten sind als Pfeile und die korrespondierenden
postulierten Promotoren als graues (acbWp) bzw. schwarzes (acbVp) Rechteck
eingezeichnet. Nur partiell auf diesem DNA-Fragment vorhandene Gene sind durch
gestrichelte Linien gekennzeichnet. Die mit (*) bezeichnete Ssfl Erkennungssequenz
entstammt dem Polylinker des rekombinanten GEM12-Phagen ®52.
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Zur Induktion der Genexpression wurde die Anzucht von S. /ividans 66 TK23 pHTW214
und der entsprechenden Negativkontrolle mit dem Plasmid pUWL218 in dem Acarbose-
Produktionsmedium MD50-Medium, supplementiert mit 20 pg/ml Thiostrepton,
durchgefiihrt (Kap. 2.8.1). Bei der SDS-PAGE Analyse der zellfreien Extrakten von S.
lividans 66 TK23 pHTW214 waren im Vergleich zu der Negativkontrolle jedoch keine
zusitzlich produzierten Proteine nachweisbar (Kap. 2.11; Daten nicht gezeigt). Dies
entsprach den Analysen des zellfreien Extrakts von S. /ividans 66 TK23 pHTWCos6 und
war moglicherweise durch eine zu geringe Transkriptionsrate ausgehend von den
postulierten Promotoren acbWp bzw. acbVp bedingt.

3.7.1 Enzymatische Charakterisierung von S. lividans 66 TK23 pHTW214

Zum Nachweis der moglichen Phosphorylierung von 1-epi-Valienol wurden Enzymansétze
mit zellfreien Extrakten von Actinoplanes sp. SE50/100, S. lividans 66 TK23 pHTW214 und
der entsprechenden Negativkontrolle S. /ividans 66 TK23 pUWL218 durchgefiihrt (Kap.
2.14). Als Substrat wurde wiederum ein Racemat des 1-epi-Valienols verwendet und die
Analyse der Reaktionsprodukte erfolgte mittels Diinnschichtchromatografie (Kap. 2.17;
BLoCK, 2000).

Bei Verwendung des zellfreien Extrakts von S. lividans 66 TK23 pHTW214 konnte im
Vergleich zu der Negativkontrolle mit dem Plasmid pUWL218 ein zusitzliches Signal in
dem Autoradiogramm identifiziert werden (Abb. 3.7.1.1, Spur 1,2, markiert durch *). Ein
entsprechendes Signal wurde auch bei Verwendung eines zellfreien Extrakts von
Actinoplanes sp. SE50/110 erhalten (Abb. 3.7.1.1, Spur 6 *; C. S. ZHANG, personliche
Mitteilung). Diese Ergebnisse deuteten auf eine spezifische in vitro Phosphorylierung des 1-
epi-Valienols, moglicherweise zu 1-epi-Valienol-phosphat, hin. Katalysiert wurde diese
hochstwahrscheinlich durch eines der, auf dem Expressionsplasmid pHTW214 codierten,
acb-Genprodukte. FEine theoretisch denkbare Phosphorylierung und anschlieende
Adenylierung des 1-epi-Valienols (vergleiche Kap. 4.6) konnte ausgeschlossen werden, da
ein Nachweis der phosphorylierten Substanz (*) durch UV-Licht (254 nm) im Gegensatz zu
ATP und ADP nicht moglich war. Eine eindeutige Charakterisierung der phosphorylierten
Verbindung als 1-epi-Valienol-phosphat konnte jedoch nicht durchgefiihrt werden, da eine
Referenzprobe nicht zur Verfiigung stand.
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1 2 3 4 5
<——ADP
<— ATP
<

* (1-epi-Valienol-phosphat ?)

Abb. 3.7.1.1 : Nachweis der in-vitro Phosphorylierung von 1-epi-Valienol.

Dargestellt ist das Autoradiogramm der Diinnschichtchromatografie der in vitro
Phosphorylierungs-Ansétze mit den angegebenen zellfreien Extrakten. Die Position der in
Ansitzen mit zellfreien Extrakten von S. lividans 66 TK23 pHTW214 und Actinoplanes sp.
SE50/110 zusitzlich auftretende phosphorylierte Substanz, vermutlich 1-epi-Valienol-
phosphat, ist durch einen Stern (¥) markiert. Ebenfalls angegeben ist die Position von ATP
und ADP. Spur 1,2: S. lividans 66 TK23 pHTW214; Spur 3,4: S. lividans 66 TK23
pUWL218 (Negativkontrolle); Spur 5: Actinoplanes sp. SE50/110.
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4. Diskussion

4.1 Struktur des vollstindigen ach-Genclusters

Molekularbiologische Untersuchungen zur Biosynthese von Acarbose und &hnlichen
Metaboliten wurden bisher nur in Actinoplanes sp. SE50/110 und S. glaucescens GLA.O
durchgefiihrt (STRATMANN, 1997; DECKER, HOECHST AG, Patent DE19622783, 1997,
STRATMANN et al., 1999; DiAz-GUARDAMINO, 2000; HEMKER et al., 2001; M. JARLING,
personliche Mitteilung). Die zur Identifizierung der Gencluster beider Bakterien
verwendeten Strategien sowie ihre Struktur und Genbestand werden im Folgenden
gegeniibergestellt.

Ein erster Abschnitt des ach-Genclusters aus Actinoplanes sp. SE50/110 wurde durch
heterologe PCR und Hybridisierung chromosomaler DNA mit dem Gen strE (dTDP-
Glucose-4,6-Dehydratase aus S. griseus N2-3-11) isoliert, und ein vergleichbarer Ansatz
wurde auch zur Identifizierung des Genclusters aus S. glaucescens GLA.O erfolgreich
angewendet. (Abb. 1.5.1., Abb. 4.1.2)

In Actinoplanes sp. SE50/110 umfasste der mit diesem Ansatz identifizierte Bereich die
Gene achHFGDEABCONLMKQJ (Tab. 4.1.1, vgl. Tab 1.5.1; STRATMANN, 1997;
STRATMANN et al. 1999; HEMKER et al. 2001; M. JARLING, personliche Mitteilung). Die
Charakterisierung dieser Gene als ach-Gencluster wurde durch verschiedene
enzymologische Untersuchungen, insbesondere die Charakterisierung der 2-epi-5-epi-
Valiolon Synthase AcbC, bestitigt (Kap. 1.4 & 1.5; DREPPER AND PAPE, 1996; GOEKE et al.,
1996; STRATMANN, 1997; DiAZ-GUARDAMINO, 2000; HEMKER et al., 2001; M. JARLING,
personliche Mitteilung; C. S. ZHANG, personliche Mitteilung).

Hingegen umfasste der bisher analysierte Bereich des ach-Genclusters aus S. glaucescens
GLA.O nur die fiinf Gene acbABCDE (im Weiteren durch den Zusatz Sgl gekennzeichnet;
Tab. 4.1.2). Die Deletion der Gene fiir die dTDP-Glucose-Synthase (achbCSgl), die dTDP-
Glucose-4,6-Dehydratase (acbDSgl) und die Aminotransferase (achBSgl) in S. glaucescens
GLA.O fiihrte zu einem Verlust der Acarbose-Produktion und bildete damit ihre
hypothetische Zuordnung zu einem weiteren acb-Gencluster.

Beim Vergleich der Gencluster aus beiden Bakterien fiel auf, dass sowohl in S. glaucescens
GLA.O als auch in Actinoplanes sp. SE50/110 Gene fiir eine dTDP-Glucose-4,6-
Dehydratase (acbB, acbDSgl) und dTDP-Glucose-Synthase (acbA, acbCSgl) vorhanden
waren, jedoch in Actinoplanes sp. SE50/110 kein Gen fiir eine Aminotransferase vorlag. Da
gestiitzt durch die Mutantenuntersuchungen eine Beteiligung der Aminotransferase an der
Acarbose-Biosynthese in S. glaucescens GLA.O angenommen werden konnte, wurden
DNA-Hybridisierungen der genomischen DNA von Actinoplanes sp. SE50/110 mit dem Gen
acbBSgl als Gensonde durchgefiihrt und weitere ach-Gene isoliert. Der so identifizierte
Abschnitt des acb-Genclusters von Actinoplanes sp. SES0/110 umfasste die Gene acbUVWX
(Tab. 4.1.1; Abb. 1.5.1; DiAZ-GUARDAMINO, 2000). Dabei konnte das Genprodukt des Gens
acbV enzymologisch als dTDP-4-Keto-6-desoxy-D-glucose Aminotransferase charakterisiert
werden und wies signifikante Ubereinstimmungen mit der Aminotransferase AcbBSgl auf
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(73 % identische Aminosduren; DECKER, HOECHST AG Patent DE19622783, 1997; DiAz-
GUARDAMINO, 2000). Vergleichbare Ubereinstimmungen waren auch zwischen dem
Genprodukt von acbW aus Actinoplanes sp. SE50/110 und acbASgl aus S. glaucescens
GLA.O vorhanden (72 % identische Aminosiuren in einem Uberlapp von 240 Aminoséuren;
diese Arbeit; DECKER, HOECHST AG, Patent DE19622783, 1997; Diaz-GUARDAMINO,
2000). Eine Beteiligung der Gene achUVWX aus Actinoplanes sp. SE50/110 an der
Acarbose-Biosynthese wurde daher postuliert (DIAZ-GUARDAMINO, 2000).

Erstes Ziel dieser Arbeit war es die beiden unabhingig isolierten Bereiche des ach-
Genclusters (Abb. 1.5.1) zu einer Einheit zu ergdnzen und neue potentielle
Biosyntheseenzyme zu identifizieren. Durch die Charakterisierung des rekombinanten
Phagen ®52 konnte erstmals bewiesen werden, dass die beiden unabhingig isolierten
Teilcluster in Actinoplanes sp. SE50/110 zu einem durchgehenden acb-Gencluster gehdren
(Abb. 4.1.1).

Auf der Grundlage der DNA Sequenz des Inserts des Phagen ®52 (20,13 kb) konnten 13
offene Leserahmen (achIPRSUVWXYZ, asp52.1, asp52.2 und asp52.3) identifiziert werden;
dabei waren die Gene achl und asp52.3 auf dem in dieser Arbeit analysierten DNA-
Abschnitt nur partiell vorhanden. Mit Ausnahme von Asp52.1, Asp52.2 und Asp52.3 konnte
den Translationsprodukten, basierend auf Aminosduresequenzvergleichen, eine Funktion
innerhalb der Acarbose-Biosynthese zugeordnet werden (Tab. 4.1). So ergab sich insgesamt
das folgende Bild vom notwendigen Genbestand des Acarbose-Metabolismus bzw. ach-
Genclusters von Actinoplanes sp. SE50/110 (Tab. 4.1, Abb. 4.1): Alle mit acb bezeichneten
Gene sollten, durch unterschiedliche Evidenzen gestiitzt, zum ach-Gencluster gehoren.
Uberwiegend beruhte diese Zuordnung auf dem Vergleich der Translationsprodukte mit
bekannten Proteinen und ihrer daraus abgeleiteten, postulierten Funktion innerhalb des
Acarbose-Metabolismus (Kap. 4.5 & 4.6). Dariiberhinaus wurde die Funktion der Proteine
AcbE (a-Amylase), AcbD (Acarviosyltransferase), AcbK (Acarbose-7-Kinase), AcbC (2-
epi-5-epi-Valiolon-Synthase) und AcbV (Aminotransferase) enzymologisch charakterisiert
(DREPPER AND PAPE, 1996; GOEKE et al., 1996; STRATMANN, 1997; DIAZ-GUARDAMINO,
2000; HEMKER et al., 2001; M. JARLING, personliche Mitteilung; C. S. ZHANG, personliche
Mitteilung). Allerdings war eine Funktionszuordnung fiir die Proteine Acbl, AcbJ, AcbL,
AcbN und AcbO bisher nicht moglich. Eine Beteiligung an dem Acarbose-Metabolismus
war aber aufgrund der Anordnung der Gene innerhalb des achb-Genclusters anzunehmen. Fiir
die mit asp bezeichneten Gene war, wegen ihrer vermuteten Funktion, eine Beteiligung am
Acarbose-Metabolismus nicht zu vermuten.

Die Gene des acb-Genclusters sind aufgrund ihrer Anordnung wahrscheinlich in neun
verschiedenen  Transkriptionseinheiten organisiert: achbZ, acbWXY, acbVUSRPI,
acbJOKMLNOC, acbB, acbA, acbE, acbD und acbHF G (STRATMANN, 1997; STRATMANN et
al., 1999; HEMKER et al., 2001; M. JARLING, personliche Mitteilung; C. S. ZHANG,
personliche Mitteilung; U. WEHMEIER, persOnliche Mitteilung; diese Arbeit).

Im Gegensatz zu dem acb-Gencluster aus S. glaucescens GLA.O waren die Gene fiir die
dTDP-Glucose-Synthase (achCSgl, achbA) und die dTDP-Glucose-4,6-Dehydratase
(acbDSgl, acbB) sowie fiir die Aminotransferase (achbBSgl, acbV) und das ATP-
Bindeprotein achASgl, acbW) in Actinoplanes sp. SE50/110 nicht direkt hintereinander und
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in gleicher Orientierung angeordnet (Abb. 4.1.1 & 4.1.2), wiesen aber in der
Aminosiuresequenz jeweils eine hohe Ubereinstimmung auf (DECKER, Hoechst AG, Patent
DE19622783, 1997; STRATMANN, 1997; DIAZ-GUARDAMINO, 2000). Auch ein mit AcbESgl
vergleichbarer Transkriptionsregulator war innerhalb des acb-Genclusters aus Actinoplanes
sp. SE50/110 nicht vorhanden. Mdoglicherweise deutet die offensichtliche Variabilitdt in
Organisation und Genbestand der beiden ach-Gencluster auf eine in wesentlichen Bereichen
unterschiedliche Biosynthese von Acarbose und/oder Regulation der Genexpression in den
beiden Bakterien hin. Anscheinend sind die beiden Gencluster nur entfernt miteinander
verwandt und nicht als Ganzes durch horizontalen Gentransfer zwischen Actinoplanes
sp.SE50/110 und S. glaucescens GLA.O ausgetauscht worden, sodass entweder eine stark
divergente oder vollig unabhingige Evolution der Gencluster angenommen werden muss.
Weiterhin war es ein vorrangiges Ziel die Abgrenzung des ach-Genclusters durch
Expression aller bekannten Biosynthesegene in dem heterologen Wirtsstamm S. /ividans 66
TK23 zu untersuchen (Kap. 4.2). Die notwendige Voraussetzung flir die heterologe
Expression aller postulierten achb-Gene in S. lividans 66 TK23 wurde durch die Konstruktion
der Cosmidbank genomischer DNA von Actinoplanes sp. SE50/110 in dem Shuttle-Cosmid
pOJ446 und die Isolierung des rekombinanten Cosmids pHTWCos6 geschaffen (Kap. 4.2).
Das 41,1 kb groBe Insert des Cosmids pHTWCos6 umfasste dabei alle Gene des ach-
Gencluster und zusitzlich die Gene asp3.1, asp3.2 sowie partiell das Gen asp3.3 (Abb.
4.1.1).
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Abb. 4.1.1: Die chromosomale Organisation und Umgebung des postulierten ach-
Genclusters aus Actinoplanes sp. 50/110.

Das achb-Gencluster sowie die angrenzenden Gene aus Actinoplanes sp. SE50/110 sind
schematisch dargestellt. Der durch das Cosmid pHTWCos6 abgedeckte Bereich ist angegeben.
Gene, die vermutlich zum acb-Gencluster gehoren, sind mit ach bezeichnet.

A.
1 2 4 6 6,8 kb
| | | | |
achA acbB  acbhC acbhD  acbE acbF
Gen Postulierte Funktion des Genproduktes
acbA ATP-Bindeprotein
acbB Aminotransferase
achC dTDP-Glucose-Synthase
acbD dTDP-Glucose-4, 6-Dehydratase
acbE Regulator
acbF Bindeprotein eines ABC-Transporters

Abb. 4.1.2: Das partielle ach-Gencluster aus S. glaucescens GLA.O.

Dargestellt ist die Anordnung der Gene des ach-Genclusters (A) sowie die postulierte Funktion
ihrer Translationsprodukte (B) (DECKER, HOECHST AG Patent DE19622783, 1997).
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Tab. 4.1.1:  Gene der ach-Gencluster-Region im Chromosom

von Actinoplanes sp. SES0/110.
(vgl. Abb. 4.1.1 bzgl. der Reihenfolge und Anordnung der Gene)

Gen postulierte Funktion des Genproduktes Referenz®
asp52.3 unbekannt, Regulator ?; bisher nur der 1

Carboxy-Terimus bekannt
asp52.2 unbekannt, Signal-Transduktion ? 1
asp52.1 Arabinofuranosidase 1
acbz a-Amylase 1
acbyY Membrankomponente des ABC-Exporters AcbWXY 1
acbX Membrankomponente des ABC-Exporters AcbWXY 2,1
acbw ATP-Bindeprotein des ABC-Exporters AcbWXY 1,2
acbV Aminotransferase 2, 1
acbU Cyclitol-Kinase 1, 2
acbS NDP-Cyclitol-Transferase 1
acbR NDP-Cyclitol-Synthase 1
acbpP NUDIX-Hydrolase 1
acbI unbekannt 1, 7
acbJ unbekannt 7
achbQ Amylomaltase-ahnliche Funktion mit 3, 7

Acarbose als Substrat anstatt

Maltodextrinen.
acbk Acarbose-7-Kinase 6, 8, 3
acbM 2-epi-5-epi-Valiolon-Kinase 8
acbL unbekannt 7
acbN unbekannt 7
acbO unbekannt 7
acbC 2-epi-5-epi-Valiolon-Synthase 4
acbB dTDP-Glucose-4, 6-Dehydratase 3
acbA dTDP-Glucose-Synthase 3
acbk o-Amylase 3
acbD Acarviosyltransferase 5, 3
acbG Membranprotein des ABC-Importers AcbHGF 3
acbF Membranprotein des ABC-Importers AcbHGF 3
acbH Bindeprotein des ABC-Importers AcbHGF 3
asp3.1 Galactocerebrosidase 7
asp3.2 Xylanase 7
asp3.3 unbekannt 7

(a) 1: diese Arbeit; 2: DIAZ-GUARDAMINO, 2000; 3: STRATMANN, 1997; 4: STRATMANN
et al., 1999; 5: HEMKER et al., 2001; 6: GOEKE et al., 1996, DREPPER AND PAPE,
1996; 7: M. JARLING, personliche Mitteilung; 8: C. S. ZHANG, personliche Mitteilung
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4.2  Heterologe Expression des acb-Genclusters in S. lividans 66 TK23

Ein Ziel dieser Arbeit war es, den Umfang des ach-Genclusters von Actinoplanes sp.
SE50/110 zu bestimmen. In diesem Zusammenhang erwies es sich als problematisch, dass
die Konstruktion von Gen-Deletionsmutanten in Actinoplanes sp. SE50/110 nicht moglich
war. Somit konnte nicht liberpriift werden, ob die Deletion von einzelnen ach-Genen zum
Abbruch der Acarbose-Biosynthese und der Akkumulation postulierter Biosynthese-
intermediate in Actinoplanes sp. SE50/110 fithrt. Um diese Probleme zu umgehen, wurde
das komplette ach-Gencluster in dem heterologen Wirtstamm S. [lividans 66 TK23
exprimiert und die erwartete Produktion von Acarbose iiberpriift. Voraussetzung hierfiir war
die Identifikation des, auf dem E. coli/Streptomyceten Shuttle Vektor pOJ446 basierenden,
Cosmids pHTWCos6, das alle postulierten Gene des acb-Genclusters umfasste und auch in
S. lividans 66 TK23 replizierte (Kap. 4.1; BIERMANN et al., 1992). Ein analoges Vorgehen
wurde auch schon erfolgreich fiir die Identifizierung von Polyketid-Genclustern aus
Streptomyces sp. WP4669 bzw. S. rimosus NRRL3016 und zum Nachweis der fiir die
Nikkomycin Biosynthese essentiellen Gene eingesetzt (BORMANN et al., 1996; HONG et al.,
1997).

Die Strategie, die Gene des acb-Genclusters, reguliert durch ihre eigenen Promotoren, in S.
lividans 66 TK23 zu exprimieren war offensichtlich erfolgreich. Durch den Nachweis der
Enzymaktivitit von AcbK (Acarbose-7-Kinase), AcbD (Acarviosyltransferase) und der
Phosphorylierung von 1-epi-Valienol, sowie die Identifikation der Proteine AcbD und AcbE
in dem Kulturiiberstand von S. [lividans 66 TK23 pHTWCos6 wurde die Expression
ausgewdhlter Gene des acb-Genclusters eindeutig gezeigt (STRATMANN, 1997; HEMKER et
al., 2001; GOEKE et al., 1996, DREPPER AND PAPE, 1996). Somit erscheint die Annahme, dass
auch die iibrigen acb-Gene in S. lividans 66 TK23 pHTWCos6 exprimiert worden sind,
gerechtfertigt. Dies gilt vor allem fiir die, wahrscheinlich auf einer Transkriptionseinheit
liegenden, Gene achbJOKMLNOC, da die Enzymaktivitit von AcbK bestitigt wurde. Fiir
eine Expression der Gene der Transkriptionseinheit achVUSRPI sprach auch die vermutlich
durch AcbU katalysierte Phosphorylierung von 1-epi-Valienol (Kap. 4.5).

Entgegen den Erwartungen konnte in den Kulturiiberstdnden zwar keine Acarbose, aber eine
mit Acarbose verwandte Substanz, moglicherweise das Biosyntheseintermediat Acarbose-7-
phosphat, identifiziert werden. Neben dem in der HPAE-Chromatografie unter alkalischen
Bedingungen (0,5 M NaOH) identischen Retentionsverhalten im Vergleich zu Acarbose,
wird diese Vermutung auch durch Arbeiten von C. S. ZHANG (personliche Mitteilung)
gestiitzt. So konnte in einem radiaoktiven Test eine Substanz in dem Kulturiiberstand von S.
lividans 66 TK23 pHTWCos6 durch die Acarbose-7-Kinase AcbK phosphoryliert werden,
wobei das Produkt als Acarbose-7-phosphat charakterisiert worden ist (C. S. ZHANG,
personliche Mitteilung). Da keine freie Acarbose in den Kulturiiberstinden nachweisbar war,
basierte der Nachweis von radioaktivem Acarbose-7-phosphat wahrscheinlich auf einem
AcbK-abhédngigen Austausch der Phosphatgruppen zwischen dem kalten Acarbose-7-
phosphat im Kulturiiberstand und der y-Phosphatgruppe des y-[**P]-ATP. Der Export von
Acarbose-7-phosphat kann gut mit dem postulierten Modell der Acarbose-Biosynthese in
Actinoplanes sp. SE50/110 in Einklang gebracht werden (Kap. 4.6). In diesem Modell
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wiirde die Inhibierung intrazellulirer a-Glucosidasen durch die Phosphorylierung von
Acarbose verhindert und so eine Selbstresistenz vermittelt. Erst nach erfolgtem Export des
inaktiven Acarbose-7-phosphats wiirde dieses durch eine extrazelluldre Phosphatase zu
Acarbose dephosphoryliert. Ein vergleichbarer Export- und Resistenzmechanismus wurde
auch fiir die Streptomycinbiosynthese in S. griseus N2-3-11 beschrieben (WALKER, 1975;
MANSOURI AND PIEPERSBERG, 1991). Das Antibiotikum wird als inaktives Streptomycin-6-
phosphat exportiert und erst durch die extrazelluldre Phosphatase StrK zu dem antibiotisch
wirksamen Streptomycin dephosphoryliert. Im Gegensatz zu dem ach-Gencluster aus
Actinoplanes sp. SE50/110 befindet sich das Gen s#K in S. griseus N2-3-11 jedoch
innerhalb des Streptomycin-Biosynthesegenclusters. Ob innerhalb oder auflerhalb des ach-
Genclusters ebenfalls ein Gen fiir eine Acarbose-7-phosphat spezifische Phosphatase in dem
Genom von Actinoplanes sp. SE50/110 vorkommit, ist bisher nicht bekannt. Mdglicherweise
war eine zwar produzierte und exportierte Phosphatase unter den verwendeten
Kulturbedingungen inaktiv. Auch die Phosphatase StrK wird z.B. durch ein geringfiigiges
Absinken des pH-Wertes des Kulturiiberstandes inaktiviert (W. PIEPERSBERG, personliche
Mitteilung). Denkbar wire auch eine Dephosphorylierung wéihrend des Exports, wobei diese
Alternative durch den Nachweis von Acarbose-7-phosphat in dem Kulturiiberstand von
Actinoplanes sp. SE50/110 ausgeschlossen werden konnte. Eine vergleichbare Situation
wurde auch bei der heterologen Expression von Polyketid-Genclustern aus S. rimosus NRRL
3016 und Streptomyces WP 4669 in S. lividans beobachtet (HONG et al., 1997). Dort kam es
ebenfalls zu einer Akkumulation von Metaboliten, die in dem natiirlichen Produzenten nur
transient oder in einer wesentlich geringeren Konzentration vorkamen.

Somit konnte die in dieser Arbeit vorgenommene Definition des acb-Genclusters durch die
heterologe Expression der acb-Gene in S. lividans 66 TK23 weitgehend bestdtigt werden.
Die bisherigen Untersuchungen legen den Schluss nahe, dass durch die heterolog in S.
lividans 66 TK23 exprimierten ach-Gene Acarbose-7-phosphat gebildet und ausgeschieden
worden war. Offensichtlich sind alle fiir die Biosynthese von Acarbose benétigten Gene in
dem ach-Gencluster vorhanden und werden auch durch den heterologen Wirtsstamm S.
lividans 66 TK23 produziert. Ein Ausnahme konnte dabei eine Phosphatase zur
Dephosphorylierung von Acarbsoe-7-phosphat zu Acarbose darstellen. Ob hierfiir eine
spezifische Phosphatase in Actinoplanes sp. SE50/110 vorhanden ist, muss in weiteren
Untersuchungen geklért werden.
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4.3  Gibt es eine Regulation des Acarbose-Metabolismus in Actinoplanes sp. ?

Obwohl bisher keine detaillierten Erkenntnisse iiber die Art und Mechanismen der
Regulation der Acarbose-Biosynthese in Actinoplanes sp. vorliegen, ergaben die bisherigen
physiologischen, biochemischen und molekularbiologischen Untersuchungen Hinweise auf
ein mogliches Modell der Regulation.

Ein wichtiger Unterschied zu der Physiologie gut untersuchter Biosynthesen typischer
Sekundarmetabolite, wie z. B. die Antibiotika-Biosynthese in Streptomyceten, ist der
zeitliche Verlauf der Acarbose-Biosynthese. Sie beginnt in Actinoplanes sp. bereits wihrend
der exponentiellen Wachstumsphase und nicht erst zu Beginn der stationiren
Wachstumsphase, wie es bei fast allen Antibiotika, z. B. bei dem Streptomycin, der Fall ist
(DREPPER AND PAPE, 1996; PIEPERSBERG AND DISTLER, 1997). Ein Gen fiir einen
»~Pathway‘“-spezifischen Transkriptionsregulator wie z.B. strR oder /S fir die
Streptomycin- bzw. Tylosin-Biosynthese, die innerhalb des jeweiligen Biosynthese-
Genclusters vorliegen, ist in dem ach-Genclusters ebenfalls nicht vorhanden (PIEPERSBERG
AND DISTLER, 1997; BATE et al., 1999; diese Arbeit). Somit scheint eine Wachstumsphasen-
abhiangige Regulation der Genexpression durch spezifische Regulatorproteine bei der
Acarbose-Biosynthese nicht vorzuliegen. Dabei stimmte der frilhe Beginn der Biosynthese
gut mit der postulierten Funktion als Kohlenhydrat-Verwertungssystem {iberein (Kap. 4.6),
da der Energiebedarf in der exponentiellen Wachstumsphase naturgemif sehr hoch ist.
Hinweise auf eine mogliche Substratinduktion durch exogene Kohlenstoffquellen lieferte die
erhohte Produktion von AcbD und AcbE nach Zugabe von Maltotriose oder Maltose zum
Kulturmedium (STRATMANN, 1997). Ob sich die vermutlich erhdhte Genexpression nur auf
Gene des ach-Genclusters oder generell auf Gene, deren Genprodukte an der
Metabolisierung von Kohlenhydraten beteiligt sind, erstreckte, ist jedoch nicht bekannt.
Unklar ist auch, ob dieser Effekt auf eine Aktivierung der Transkription, wie es fir MalT
und das Maltoseverwertungssystem von E. coli beschrieben worden ist, oder auf eine
Derepression der Transkription zuriickzufiihren ist (BOOS AND SHUMAN, 1998).

Die in dieser Arbeit identifizierten Proteine Asp52.2 und Asp52.3 kdnnten an einer solchen
Regulation beteiligt sein und als Zwei-Komponenten-Regulationssystem die Transkription
initileren. Denkbar ist, dass Asp52.2 als Membranprotein exogene Maltose/Maltotriose
erkennt und anschliefend, z. B. durch eine Phosphorylierung, den Transkriptionsregulator
Asp52.3 aktiviert. Dieser miisste dann an noch zu identifizierende Erkennungssequenzen in
der DNA binden und die Transkription aktivieren. Als mogliche Bindestellen kommen die,
in den intercistronischen Bereichen zwischen acbED und acbAB sowie upstream von acbV’
gelegenen, konservierten Hexanukleotide in Frage (STRATMANN, 1997; DIAZ-GUARDAMINO,
2000). Fir diese Hypothese spricht die Identifikation der GGDEF-Doméne in der
Aminosduresequenz  von Asp52.2 und von Asp52.3 mit einem potentiellen
Transkriptionsregulator aus M. tuberculosis. Fiir Proteine mit der GGDEF-Doméne wird die
Beteiligung an der Signaltransduktion postuliert (BATEMAN et al., 2000). Auch sind in S.
coelicolor A3(2) die Gene eines Asp52.3-dhnlichen Proteins und einer potentiellen ,,Sensor-
Histidinkinase® benachbart zueinander angeordnet. Eine Beteiligung des Zwei-
Komponenten-Regulationssystem PhoQ-PhoP an der Transkriptionsregulation der mal-Gene
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wurde auch fiir £. coli gezeigt. (BOOS AND SHUMAN, 1998). Aufgrund der nur geringen
Sequenzinformationen flir Asp52.3 und den geringen Informationen iiber die Funktion der
GGDEF-Domine miissen diese Uberlegungen jedoch derzeit noch als spekulativ angesehen
werden.

Ein zusétzlicher Regulationsmechanismus auf Enzymebene durch die NUDIX-Hydrolase
AcbP ist ebenfalls denkbar. Als libereinstimmendes Merkmal fiir die Mitglieder dieser sehr
diversifizierten Enzymfamilie wird der Abbau von toxischen Substanzen in der Zelle
und/oder akkumulierten Biosyntheseintermediaten (z. B. NDP-aktivierte Kohlenhydrate)
angenommen (BESSMAN et al., 1996; DUNN et al., 1999). Innerhalb der Acarbose-
Biosynthese konnte AcbP das eventuell toxische NDP-1-epi-Valienol hydrolysieren und so
eine intrazellulire Akkumulation verhindern, falls nicht ausreichend dTDP-4-Amino-4,6-
didesoxy-D-glucose fiir die Kondensation dieser Substanzen zu dTDP-Acarviose zur
Verfligung steht (Kap. 4.6). Die in zellfreien Extrakten von Actinoplanes sp. im Vergleich
zur Phosphorylierung von 1-epi-Valienol nicht oder nur sehr schwach nachweisbare
Transaminierung von dTDP-4-Keto-6-desoxy-D-glucose ist ein Indiz dafiir, dass der
Aminozucker limitierend fiir die Kondensationsreaktion sein konnte. (DIAZ-GUARDAMINO,
2000; H. G. FLoss, personliche Mitteilung; C. S. ZHANG, personliche Mitteilung). Auch
kann spekuliert werden, dass die Produktion unterschiedlicher Homologengemische der
Acarbose abhingig von den zur Verfiigung stehenden C-Quellen im Medium auf die
selektive ~ Expression  unterschiedlicher = Glucanasen  zuriickzufithren ist. Die
unterschiedlichen Hydrolyseprodukte konnten dann mit der Acarviosyl-Untereinheit zu den
verschiedenen Homologen kombiniert werden (Kap. 4.6.2; FROMMER et al, 1979). Ein
Hinweis auf einen derartigen Mechanismus kdnnte das Fehlen von AcbZ im Uberstand von
Actinoplanes sp. SE50/110 bei Anzucht in dem MD50-Medium darstellen (STRATMANN,
1997).

4.4 Transport von Acarbose und Homologen - Die ABC-Transporter AcbHFG und
AcbWXY

Innerhalb des acb-Genclusters sind die zwei zu unterschiedlichen Unterfamilien zugehdrigen
ABC-Transporter AcbHFG und AcbWXY codiert (STRATMANN, 1997; DIAZ-GUARDAMINO,
2000; M. JARLING persOnliche Mitteilung, diese Arbeit).

Der ABC-Transporter AcbHFG war eindeutig in die Gruppe der Bindeprotein-abhingigen
Importsysteme fiir Kohlenhydrate einzuordnen. Das fiir diese Gruppe charakteristische
Substratbindeprotein wird durch AcbH (PF01547) und die zwei integrale Membranproteine
durch AcbF bzw. AcbG (PF00528) gebildet (SCHNEIDER AND HUNKE, 1998). Ein fiir die
Energie-Bereitstellung ebenfalls notwendiges ATP-Bindeprotein ist hingegen nicht im ach-
Gencluster codiert. Dessen Funktion wird wahrscheinlich, wie bei den ABC-Importern fiir
Cellobiose, Maltose und Trehalose aus S. reficuli, durch das unspezifische ATP-
Bindeprotein MsiK erfiillt (SCHLOSSER et al., 1997; SCHLOSSER, 1999; SCHLOSSER et al.,
1999). Ein homologes Protein wurde auch in Actinoplanes sp. nachgewiesen (E. SCHNEIDER,
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personliche Mitteilung). Eine Aufnahme von Acarbose und hoheren Homologen oder
Oligomaltodextrinen in die Zelle durch den Importer AcbHFG kann daher angenommen
werden.

Im Gegensatz zu AcbHFG sind die Membranproteine AcbXY und das ATP-Bindeprotein
AcbW hochstwahrscheinlich als Komponenten eines ABC-Exporters zu charakterisieren.
Die hochsten Ubereinstimmungen zu experimentell untersuchten Proteinen bestanden dabei
zwischen AcbW und ATP-Bindeproteinen von bakteriellen ,,Drug-Exportern®, unter
anderem mit den ATP-Bindeproteinen der ABC-Exporter fiir Daunorubicin bzw.
Doxorubicin aus S. peucetius und fiir Kasugamycin aus S. kasugaensis (DrrA, KaskK;
GUILFOILE AND HUTCHINSON, 1991; IKENO et al.,, 2000). Aufgrund der fehlenden
Ubereinstimmungen zwischen den Membrankomponenten der bakteriellen ,,Drug-Exporter
und den Proteinen AcbXY, bildet AcbWXY jedoch eine neue Unterklasse dieser
Enzymfamilie. Bisher konnten nur im Genom von S. pyogenes M1 GAS, S. coelicolor A3(2)
und D. radiodurans R1 hypothetische ABC-Transporter identifiziert werden, die neben den
hochsten Ubereinstimmungen zu AcbWXY auf Aminosiureebene auch eine vergleichbare
Anordnung der Gene aufwiesen (Abb. 4.4.1). Auffillig war auch die, in den ATP-
Bindeproteinen der bakteriellen Drug-Exporter nicht vorhandene, konservierte
Aminoséauresequenz VFGQRxxLWWDL der ATP-Bindeproteine dieser neuen Unterfamilie.
Moglicherweise ist dieser Aminosduresequenzabschnitt der ATP-Bindeproteine fiir die
Substratbindung und/oder -spezifitit der ABC-Exporter verantwortlich. Eine solche
Beteiligung an der Substratbindung wird z. B. auch fiir die ATP-Bindeproteine des
Oleandomycin- und Polysialylsdure-Exporters aus S. antibioticus bzw. E. coli K1 diskutiert
(BUCHE et al., 1997; BLISS, et al., 1997).

Innerhalb des Acarbose-Metabolismus kann dabei ein Export von Acarbose oder einer
Vorstufe, wie z.B. dTDP-Acarviose, durch AcbWXY vermutet werden. Dieser wire nicht
nur fiir die Sekretion der de novo synthetisierten Acarbose notwendig, sondern wiirde sich
auch gut in das postulierte Modell der Metabolisierung von Kohlenhydraten einfiigen (Kap.
4.6). Ob die Bindung der Acarviosyl-Untereinheit fiir die ATP-Bindeproteine der AcbW-
Familie charakteristisch ist, sollte daher zukiinftig untersucht werden.
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D. radiodurans R1 | >| >-

Abb. 4.4.1: Genanordnung von ABC-Exportern der AcbWXY-Familie

Korrespondierende Gene der ABC-Transporter sind durch identische Farben gekennzeichnet.
Die Anordnung und Orientierung der Gene aus S. coelicolor A3(2), S. pyogenes M1 GAS und
D. radiodurans R1 basiert auf den Daten der Genomprojekte dieser Bakterien (Referenz vgl.
Kap. 3.5). Angegeben ist die Accession-Nummer sowie die Identifikationsnummer des
Leserahmens. Die Orientierung der Gene achWXY aus Actinoplanes sp. SE50/110 wurde in
dieser Arbeit beschrieben.

4.5 1-epi-Valienol - Ein Intermediat der Acarbose-Biosynthese?

In biochemischen Analysen zellfreier Extrakte von Actinoplanes sp., angezogen unter
Acarbose-Produktions-Bedingungen, wurden bisher nur die zwei potentiellen
Biosyntheseintermediate Valienol und 1-epi-Valienol nachgewiesen (MAHMUD et al., 1999).
Da ein Einbau dieser Substanzen in die Acarbose bei Fiitterungsexperimenten mit
Actinoplanes sp. nicht auftrat, wurde postuliert, dass es sich um Abbauprodukte von
Acarbose und nicht um Biosynthesevorstufen handelte. Fiir Valienol wurde diese Hypothese
durch das Auftreten in einer spiten Wachstumsphase und somit weit nach Beginn der
Acarbose-Produktion gestiitzt (MAHMUD et al., 1999). Hingegen sprach der Nachweis von 1-
epi-Valienol in einer friihen Wachstumsphase, dem Beginn der Acarbose-Biosynthese, fiir 1-
epi-Valienol als Vorstufe des Valienamins (MAHMUD, et al., 1999). Ein weiteres Indiz war
der Nachweis der in vitro Phosphorylierung von 1-epi-Valienol durch zellfreie Extrakte von
Actinoplanes sp. SE50/110 (C. S. ZHANG, personliche Mitteilung) sowie durch zellfreie
Extrakte von S. lividans 66 TK23 pHTWCos6 und S. lividans 66 TK23 pHTW214 (diese
Arbeit). Die Tatsache, dass 1-epi-Valienol bei Fiitterungsversuchen nicht in Acarbose
eingebaut wurde, konnte durch bisher unbekannte Probleme bei der Aufnahme in die Zelle
verursacht worden sein. Eine vergleichbare Situation wurde auch in Untersuchungen der
Valdiamycin A Biosynthese in S. hygroscopicus var. limoneus vorgefunden. Zwar konnte
das potentielle Biosyntheseintermediat Validamin in S. hygroscopicus var. limoneus
Kulturen nachgewiesen werden, aber es erfolgte in Fiitterungsexperimenten kein Einbau von
Isotopen-markiertem Validamin in Validamycin A (DONG et al., 2001). Es konnte jedoch in
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vitro die Transaminierung von Validol zu Validamin durch zellfreie Extrakte von S.
hygroscopicus var. limoneus gezeigt werden (DONG et al., 2001). Die Hypothese, dass 1-epi-
Valienol eine Vorstufe der Valienamin-Untereinheit der Acarbose darstellt, erscheint somit
trotz der fehlgeschlagenen Fiitterungsexperimente als gerechtfertigt.

Vor allem der Nachweis der in vitro Phosphorylierung von 1-epi-Valienol durch zellfreie
Extrakte von S. lividans 66 TK23 pHTWCos6 bzw. pHTW214 war ein guter Hinweis auf
eine Beteiligung dieser Reaktion an der Acarbose-Biosynthese und die beteiligten Enzyme.
Die Phosphorylierung wird wahrscheinlich durch das Enzym AcbU katalysiert. Von den auf
dem Expressionsplasmid pHTW214 vorhandenen Genen wies nur das Genprodukt AcbU
signifikante Ubereinstimmungen mit der katalytischen Region der Antibiotika- und
Proteinkinasen auf. Dabei war die hohe Variabilitidt auBBerhalb der katalytischen Region,
selbst innerhalb der AcbU-Unterfamilie, wahrscheinlich auf das sehr unterschiedliche
Substratspektrum der Protein- bzw. Aminoglycosid-Kinasen sowie der hypothetischen
Proteine aus S. coelicolor A3(2), M. tuberculosis H37Rv und Actinoplanes sp. SE50/110
(AcbU) zuriickzufithren. So sind die beiden Proteine Pep2A und Pep2B wahrscheinlich am
Maltodextrinstoffwechsel von S. coelicolor A3(2) beteiligt (SCHNEIDER et al., 2000). Dass,
bezogen auf die gesamte Aminosiuresequenz, sehr geringe Ubereinstimmungen im Bereich
der katalytischen Aminosduren mit der Proteinkinase cAPK der Maus fiir eine
Charakterisierung als Kinase ausreichen, wurde erst kiirzlich durch die Identifikation der
Lipopolysaccharid-Kinase WaaP aus E. coli gezeigt (YETHON AND WHITFIELD, 2001).
Wenngleich keine experimentellen Daten {iiber die Position und Stereochemie der
Phosphorylgruppe innerhalb des 1-epi-Valienol-phosphats vorlagen, erscheint eine
Phosphorylierung an Position C-1 des Cyclitols am wahrscheinlichsten, da die Einfiihrung
einer Phosphatgruppe an dieser Position fiir die nachfolgende, postulierte
Nukleotidaktivierung des Cyclitols notwendig ist (Abb. 4.6.1). Ein Hinweis auf eine
derartige Reaktionsabfolge war auch die Anordnung der Gene der potentiellen Kinase AcbU
sowie des GlgC-dhnlichen Proteins AcbR auf einer Transkriptionseinheit des ach-
Genclusters aus Actinoplanes sp. SE50/110 (Kap. 4.1). Dabei war die Ubereinstimmung
zwischen AcbR und dem GlgC-Proteinen aus den nahe verwandten Mikroorganismen S.
coelicolor A3(2) und M. tuberculosis H37Rv mit ca. 30% identischen Aminosduren sehr viel
geringer als die Ubereinstimmung zwischen den GlgC-Homologen dieser beiden
Bakteriengattungen (ca. 60% identische Aminosduren). Diese Abweichungen sind
wahrscheinlich in der Verdnderung des Substratspektrums von Glucose-1-phosphat im Fall
der GlgC-Proteine hin zu 1-epi-Valienol-1-phosphat fiir AcbR begriindet. Dennoch ist
anzunehmen, dass ebenso wie bei der Glykogensynthese (GIlgC-Proteine) ATP das
Nukleotid-Cosubstrat von AcbR darstellt (MARTIN et al., 1997). Eine vergleichbare
Reaktionsabfolge wurde auch in Leberzellen des Schweins nachgewiesen. Dort erfolgt die
Phosphorylierung von N-Acetylgalactosamin und die anschlieBende Nukleotidylierung an
dem, der Position C-1 des l-epi-Valienols entsprechenden, anomeren Zentrum von N-
Acetylgalactosamin (PASTUSZAK et al., 1996; SZUMILO et al., 1996).
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Da auf dem Expressionsplasmid pHTW214 und dem Cosmid pHTWCos6 neben achU auch
das Gen achR vorlag, waren die Voraussetzungen fiir eine gekoppelte Phosphorylierung
(AcbU-katalysiert) und anschlieBende Adenylierung (AcbR-katalysiert) von 1-epi-Valienol
durch die zellfreien Extrakte gegeben (vgl. Kap. 4.6.1). Entgegen den Erwartungen konnte
dies jedoch nicht nachgewiesen werden. Da weder AcbU noch AcbR durch eine SDS-PAGE
Analyse der zellfreien Extrakten von S. lividans 66 TK23 pHTWCos6 bzw. S. lividans 66
TK23 pHTW214 nachweisbar waren, noch Referenzproben von NDP-1-epi-Valienol zur
Verfligung standen, konnten Probleme bei der Genexpression, den verwendeten
Reaktionsbedingungen (Salzkonzentration, Cosubstrat etc.) und der Analytik fiir das
negative Ergebnis verantwortlich gewesen sein.

Aufgrund der nachgewiesenen AcbM-katalysierten Phosphorylierung von 2-epi-5-epi-
Valiolon, moglicherweise an Position C-7 des Cyclitols (C. S. ZHANG, personliche
Mitteilung), konnen die dargestellten Beobachtungen zur Beteiligung des 1-epi-Valienols an
der Acarbose-Biosynthese auch folgendermalen interpretiert werden (vgl. Kap. 4.6.1): 1. 2-
epi-5-epi-Valiolon-7-phosphat wird durch nachfolgende Reaktionen zu 1-epi-Valienol-7-
phosphat umgesetzt und dieses ist das ,,natiirliche* Substrat der potentiellen Kinase AcbU.
Dann wiirde die Phosphorylierung von 1-epi-Valienol nur eine artifizielle in vitro
Nebenreaktion darstellen, und das natiirliche Produkt der Phosphorylierung wére
hochstwahrscheinlich 1-epi-Valienol-1,7-diphosphat. 2. Somit konnten die erfolglosen
Versuche einer gekoppelten Phosphorylierung und Adenylierung von 1-epi-Valienol neben
den oben genannten Griinden (Cosubstrat, Reaktionsbedingungen etc.) auch darauf beruhen,
dass das wahrscheinlich gebildete 1-epi-Valienol-1-phosphat kein Substrat fiir AcbR
darstellte. 3. AufBlerdem konnten mit dieser Hypothese die negativ verlaufenen
Einbauversuche von 1-epi-Valienol in die Acarbose durch Actinoplanes sp. erklart werden.
Allerdings ist der Nachweis von 1-epi-Valienol in zellfreien Extrakten von Actinoplanes sp.
schon zu Beginn der Acarbose-Biosynthese mit diesem Modell nicht zu erkldren. Es muss
postuliert werden, dass es sich dabei um ein Abbauprodukt des 1-epi-Valienol-7-phosphats
oder der Acarbose gehandelt hat.
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4.6  Modell des Acarbose-Metabolismus in Actinoplanes sp. SE50/110

4.6.1 De novo Biosynthese von Acarbose

Die Erkenntnisse iiber die de novo Biosynthese von Acarbose in Actinoplanes sp. sind bisher
vergleichsweise gering. Basierend auf den vorherigen und den in dieser Arbeit gewonnenen
Informationen wurde ein erweitertes Modell der Acarbose-Biosynthese erstellt (Abb. 4.6.1).
Von besonderem Interesse war dabei die Biosynthese der fiir die inhibitorische Wirkung auf
a-Glucosidasen verantwortlichen Acarviosyl-Untereinheit der Acarbose (DAVIES et al.,
1997).

Die Biosynthese von dTDP-4-Keto-6-desoxy-D-glucose entspricht dem fiir 6-
Desoxyhexosen typischen Weg (Abb. 4.6.1 VII; STRATMANN, 1997; LIU AND THORSON,
1994; KIRSCHNING et al., 1997; PIEPERSBERG AND DISTLER, 1997). Der Einbau des, fiir die
N-glycosidische Bindung der Acarviose benétigten, Stickstoffs erfolgt durch die AcbV-
katalysierte Transaminierung von dTDP-4-Keto-6-desoxy-D-glucose zu dTDP-4-Amino-4,6-
didesoxy-D-glucose mit L-Glutamat als Aminodonor (D1AZ-GUARDAMINO, 2000).

Eine Schliisselreaktion in der Synthese der Valienamin-Untereinheit der Acarviose ist die
AcbC-katalysierte Zyklisierung von sedo-Heptulose-7-phosphat zu 2-epi-5-epi-Valiolon,
einer Vorstufe der Valienamin-Untereinheit der Acarviose (Abb. 4.6.1 I, STRATMANN et al.,
1999, MAHMUD et al., 1999). Als Kondensationsmechanismus wurde die direkte
Verkniipfung der Aminogruppe der dTDP-4-Amino-4,6-didesoxy-D-glucose mit der
Carbonyl-Funktion des 2-epi-5-epi-Valiolons in Form einer reduktiven Transaminierung
diskutiert (MAHMUD et al., 1999). Alle weiteren Schritte bis zur vollstindigen Acarbose
sollten dann gebunden an einem unbekannten Enzymkomplex erfolgen (MAHMUD et al.,
1999). Gegen diese Vermutung sprachen jedoch die nachgewiesenen Phosphorylierungen
von l-epi-Valienol sowie von 2-epi-5-epi-Valiolon (s. u., C. S. ZHANG, personliche
Mitteilung). Auch konnten bisher keine genetischen Hinweise auf einen derartigen
Enzymkomplex in dem acb-Gencluster gefunden werden.
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Abb. 4.6.1: Modell der de novo Biosynthese von Acarbose in Actinoplanes sp. SE50/110.
Erkliarung siehe Text. In Klammern sind die postulierten Biosyntheseintermediate angegeben,
die entstehen, wenn nicht 1-epi-Valienol, sondern 1-epi-Valienol-7-phosphat das Substrat fiir
AcbU darstellt und die Phosphatgruppe bis zur Acarbose erhalten bleibt. R: H oder POs>; (*):
Gibt Enzyme an, die bereits in vitro charakterisiert wurden.
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Basierend auf der Identifizierung der Gene fiir die Kinase AcbU, die NDP-Cyclitol-Synthase
AcbR, die NDP-Cyclitol-Transferase AcbS und die Aminotransferase AcbV ist eher eine
Aktivierung von l-epi-Valienol bzw. seines Phosphates 1-epi-Valienol-7-phosphat (siche
unten; vgl. Kap. 4.5) und nachfolgende Kondensation mit der dTDP-4-Amino-4,6-didesoxy-
D-glucose analog des fiir die Aktivierung und den Transfer von Monosacchariden
beschriebenen Mechanismus zu vermuten. (Abb. 4.6.1 III, IV, V; PIEPERSBERG AND
DISTLER, 1997). Da bisher nur experimentelle Daten zur Phosphorylierung des 1-epi-
Valienols vorliegen sind die folgenden, postulierten Biosyntheseintermediate basierend auf
dem 1-epi-Valienol angegeben. Um zu verdeutlichen, dass mdglicherweise sein Phosphat 1-
epi-Valienol-7-phosphat das eigentliche Biosyntheseintermediat darstellt, sind in Klammern
zusitzlich die Verbindungen ausgehend von dem 1-epi-Valienol-7-phosphat angegeben. Die
Aktivierung von 1-epi-Valienol (bzw. 1-epi-Valienol-7-phosphat) wiirde dabei durch die
AcbU-katalysierte Phosphorylierung des Cyclitols an Position C-1 (Abb. 4.6.1 III) und
anschlieBende AcbR-katalysierte Nukleotidylierung (Abb. 4.6.1 IV) erfolgen.

Die Kondensation von dTDP-4-Amino-4,6-didesoxy-D-glucose mit NDP-1-epi-Valienol
(bzw. NDP-1-epi-Valienol-7-phosphat) zu dTDP-Acarviose (bzw. dTDP-Acarviose-7-
phosphat) wiirde dann durch die NDP-Cyclitol-Transferase AcbS unter Abspaltung des
Nukleosiddiphosphates katalysiert (Abb. 4.6.1 V). Wahrscheinlich erfolgt die Inversion der
Konfiguration an Position C-1 des Cylitols wihrend dieses Transfers, da eine Inversion bei
der AcbU-katalysierten Phosphorylierung von 1-epi-Valienol (bzw. 1-epi-Valienol-7-
phosphat) thermodynamisch ungiinstig ist. Wahrend der Nukleotidaktivierung sollte, analog
zu den bisher beschriebenen NDP-Pyrophosphorylasen, die Konfiguration an Position C-1
des Cyclitols unverdndert erhalten bleiben (BARTON et al., 2001). Der Transfer Nukleotid-
aktivierter Kohlenhydrate unter Inversion der Konfiguration am anomeren Zentrum wurde
dagegen fiir die Gruppe der Glycosyltranferasen bereits beschrieben, wodurch diese
Uberlegungen gestiitzt werden (PALCIC, 1999).

AnschlieBend konnte Maltose bzw. Maltotriose, die primdren Quellen der
Maltosyluntereinheit, katalysiert durch AcbQ auf dTDP-Acarviose (bzw. dTDP-Acarviose-
7-phosphat) oder freie Acarviose (bzw. Acarviose-7-phosphat) iibertragen werden (Abb.
4.6.1 VI, DEGEWERT et al., 1987; LEE et al., 1997). Um die Kondensationsreaktion zu
ermoglichen, konnte dTDP-Acarviose (bzw. dTDP-Acarviose-7-phosphat) vor der
Kondensation AcbP-katalysiert zu Acarviose (bzw. Acarviose-7-phosphat) und dTDP
hydrolysiert werden. Ein Hinweis auf einen derartigen Mechanismus konnten die
Ubereinstimmungen von AcbP mit Proteinen der Nudix-Hydrolase Familie sein. Mitglieder
dieser Enzymfamilie hydrolysieren unter anderem Nukleotid-aktivierte Monosaccharide
(BESSMANN et al.,, 1996; DUNN et al., 1999). Denkbar wére aber auch, dass die
Kondensationsreaktion durch eine parallel ablaufende Abspaltung des dTDP
thermodynamisch begiinstig wiirde.

Abschliefend konnte Acarbose, katalysiert durch die Acarbose-7-Kinase AcbK, zu
Acarbose-7-phosphat phosphoryliert werden, falls diese Phosphat-Gruppe nicht bereits in
einer Vorstufe der Valienamin-Untereinheit vorhanden war. Somit wiirde Acarbose-7-
phosphat fiir den Export durch den postulierten ABC-Exporter AcboWXY zur Verfiigung
stehen.
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Bisher stehen jedoch nur wenig Informationen iiber die bei der Konversion von 2-epi-5-epi-
Valiolon zu 1-epi-Valienol (bzw. 1-epi-Valienol-7-phosphat) notwendige Epimerisierung an
Position C-2, Reduktion an C-1 und Dehydratisierung zur Einfithrung der Doppelbindung
zwischen C-5 und C-6 des Cyclitols zur Verfiigung (Abb. 4.6.1 II). Der erste Schritt ist eine
AcbM-katalysierte Phosphorylierung von 2-epi-5-epi-Valiolon, moglicherweise an Position
C-7 (Abb. 4.6.1. I, C. S. ZHANG, personliche Mitteilung). Die Phosphatgruppe konnte
analog zu Acarbose-7-phosphat eine Art Resistenz vermitteln und bis zum Acarbose-7-
phosphat erhalten bleiben (vgl. Kap. 4.5). Denkbar wiére auch eine spétere
Dephosphorylierung, um die parallel ablaufende Dehydratisierung zur Einfithrung der
Doppelbindung thermodynamisch zu begiinstigen. Fiir einen solchen Mechanismus spricht,
dass eine gekoppelte Dephosphorylierung und Eliminierungsreaktion im Cyclitol auch
wihrend der Chorismatbiosynthese auftritt (Chorismatsynthase-Reaktion, E.C. 4.6.1.4). Ein
Verbleib der Phosphorylgruppe im Molekiil wiirde allerdings die negativen Resultate der
Fiitterungsversuche mit den verschiedenen Vorstufen des Valienamins, insbesondere des
1-epi-Valienols, erklédren. (vgl. Kap. 4.5; MAHMUD et al., 1999).

Da kein mit bekannten Epimerasen verwandtes Acb-Protein gefunden wurde, konnte die
Reduktion (C-1) und Epimerisierung (C-2) auch in einem Schritt, vergleichbar mit der
Fucosesynthase-Reaktion in E. coli, erfolgen (ALBERMANN et al., 2000).

4.6.2 Physiologische Funktion von Acarbose und Acarbose-Homologen

Aufgrund der komplexen Biosynthese und der Beteiligung von intra- sowie extrazelluldren
Enzymen am Acarbose-Metabolismus, kann eine Beteiligung von Acarbose an der
Metabolisierung komplexer exogener Kohlenhydrate in dem natiirlichen Habitat von
Actinoplanes sp. angenommen werden (Abb. 4.6.2; STRATMANN, 1997; HEMKER et al.,
2001; Di1Az-GUARDAMINO, 2000). In diesem Modell erfolgt der Abbau verschiedener
Kohlenhydrate durch die im oder benachbart zum acbh-Gencluster codierten Glucanasen
(Abb. 4.6.2; AcbE, AcbZ, Asp52.1,) und dem folgenden AcbD-katalysierten Transfer der
Acarviosyl-Untereinheit auf das nicht-reduzierende Ende der Hydrolyseprodukte (HEMKER
et al., 2001). Die in Kulturiiberstinden von Actinoplanes sp. bei Anzucht auf verschiedenen
C-Quellen nachweisbaren Variationen im Homologengemisch der Acarbose konnen in
diesem Modell durch die unterschiedlichen Hydrolyseprodukte verschiedener Glucane
erklart werden (Abb. 4.6.2 m und n; SCHMIDT et al., 1977, FROMMER et al., 1979; HEMKER
et al.,, 2001). Eine fiir dieses Zusammenspiel zu fordernde Resistenz der a-Glucosidasen
gegen Acarbose konnte bereits fiir die a-Amylase AcbE gezeigt werden und ist aufgrund der
hohen Identitdt der Aminosduresequenz fiir AcbZ ebenfalls zu vermuten (STRATMANN,
1997). Gestiitzt wird diese Hypothese auch durch das breite Akzeptorspektrum der
Acarviosyltransferase AcbD (HEMKER et al., 2001).
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Nach Aufnahme der so mit zuséatzlichen Glucoseresten ,,beladenen® Acarbose durch den
Bindeprotein-abhingigen ABC-Transporter AcbFGH konnte die Abspaltung und
Metabolisierung  der  Glycosylgruppen  analog dem = Maltose/Maltodrextrin-
Verwertungssytem von E. coli erfolgen (Abb. 4.6.2; BOOS AND SHUMAN, 1998). Ein fiir
diesen Mechanismus notwendiges MalQ-homologes Enzym ist auch im ach-Gencluster
vorhanden (AcbQ; STRATMANN, 1997; M. JARLING, personliche Mitteilung).

Die Inhibierung intrazellulirer a-Glucosidasen von Actinoplanes sp. wird wahrscheinlich
durch die AcbK-katalysierte Phosphorylierung von Acarbose verhindert. Eine zwar
Acarbose sensitive, aber Acarbose-7-phosphat insensitive, intrazellulire Maltase wurde
bereits in Actinoplanes sp. nachgewiesen (DREPPER AND PAPE, 1996; GOEKE et al., 1996;
ZHANG, personliche Mitteilungen). Bisher ist allerdings noch nicht bekannt, ob eine AcbK-
katalysierte Phosphorylierung auch bei den héheren Homologen der Acarbose stattfindet.
Nach erfolgten Export durch den postulierten ABC-Exporter AcboWXY (diese Arbeit) und
abschlieBBender Dephosphorylierung von Acarbose-7-phosphat stiinde Acarbose wieder als
Substrat fiir extrazelluldre Transglycosylierungsreaktionen zur Verfiigung (Abb. 4.6.2). Ein
analoger Resistenzmechanismus und die Aktivierung des Antibiotikums durch eine
extrazellulire Phosphatase wurde auch fiir die Streptomycinbiosynthese beschrieben
(WALKER, 1975; MANSOURI AND PIEPERSBERG, 1991; PIEPERSBERG AND DISTLER, 1997).
Die fiir diesen Schritt zu postulierende extrazelluldre Phosphatase konnte in Actinoplanes sp.
bisher jedoch nicht identifiziert werden. Weitere Erkenntnisse konnte die Strukturaufklirung
der in Kulturiiberstinden von S. lividans 66 TK23 pHTWCos6 nachweisbaren Verbindung
liefern (vgl. Kap. 4.2).

Fiir Actinoplanes sp. SE50/110 wiirde die Kombination des Abbaus exogener Kohlenhydrate
mit dem Import und anschlieBendem Recycling des Kohlenhydrat-Shuttles (moglicherweise
Acarbose) aus dem Acarviose-haltigem Metabolitengemisch mehrere Vorteile bieten: 1.
Verschiede primdre Hydrolyseprodukte konnten durch ein Importsystem in die Zelle
aufgenommen werden, da der ABC-Importer wahrscheinlich spezifisch fiir die Acarviosyl-
Untereinheit und nicht fiir die Glucosylseitenketten der Acarbose-Homologen
(Amylostatine) ist. 2. Die Amylostatine kénnen aufgrund ihrer inhibitorischen Wirkung
durch die oa-Glucosidasen von konkurrierenden Mikroorganismen nicht metabolisiert
werden. Auch treten keine freien primdren Hydrolyseprodukte des Glucanabbaus auf, die
von Nahrungskonkurrenten aufgenommen werden konnten. 3. Eine Aufnahme von
Amylostatinen setzt wahrscheinlich spezifische Transportsysteme voraus, tber die
konkurrierende Bakterien nicht verfiigen sollten. Zwar konnte Acarbose durch den
Maltosetransporter von E. coli in die Zelle aufgenommen, aber nicht metabolisiert werden
(BRUNKHORST et al., 1999). Somit ist Actinoplanes sp. SE50/110 in der Lage Kohlenhydrate
zu metabolisieren und gleichzeitig die parallele Verwertung durch Nahrungskonkurrenten zu
verhindern. Ob der hier postulierte Im- und Export von Acarbose bzw. Amylostatinen durch
die genannten ABC-Transporter moglich ist, muss jedoch noch experimentell iiberpriift
werden.
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Abb. 4.6.2:  Hypothese zur physiologischen Funktion der Acarbose in Actinoplanes sp.
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4.7 Ausblick

Die im Rahmen dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse geben einen Uberblick iiber den
wahrscheinlich vollstindigen Genbestand des ach-Genclusters, der zur Biosynthese der
Acarbose (Amylostatine) notwendig ist. Basierend auf den Ubereinstimmungen der
Genprodukte AcbU (Kinase), AcbR (NDP-Transferase) und AcbS (NDP-Cyclitol-
Transferase) mit Enzymen die an der Aktivierung und dem Transfer NDP-aktivierter
Monosaccharide beteiligt sind, wurde ein neues Biosynthese-Modell der charakteristischen
Acarviosyl-Untereinheit der Acarbose entwickelt. Die nachgewiesene Phosphorylierung von
l-epi-Valienol stiitzte dieses Modell und bietet direkte Ansatzpunkte fiir weitere
Untersuchungen. Dabei sollte vorrangig die postulierte Nukleotidylierung des
phosphorylierten 1-epi-Valienols bzw. seines hypothetischen Phosphats, katalysiert durch
AcbR, untersucht werden. Interessant ist in diesem Zusammenhang, ob tatsichlich ATP als
Nukleotid-Cosubstrat verwendet wird. Die enzymatische Darstellung des NDP-Valienols
bzw. NDP-Valienol-7-phosphats und damit einhergehend die Strukturaufkldarung wiirde
Hinweise darauf liefern, ob die postulierte Transferase-Reaktion (AcbS-katalysiert) unter
Inversion oder Retention der Konfiguration am C-1 des Cyclitols erfolgen muss. Neben der
Verwendung des NDP-Valienols bzw. NDP-Valienol-7-phosphats als Substrat fiir die
Analyse der enzymatischen Funktion von AcbS, ist auch eine Verwendung in der
Biokombinatorik denkbar. Mdglicherweise sind AcbS und/oder bereits bekannte
Glycosyltransfersen in der Lage NDP-Valienol und/oder sein Phosphat auf artifizielle
Substrate (z.B. Aglyca von Macrolidantiobiotika) zu {ibertragen und kdnnen zur Produktion
biologisch wirksamer Substanzen verwendet werden.

Einen zweiten Ankniipfungspunkt fiir zukiinftige Analysen stellt das Cosmid pHTWCos6
und der rekombinante Stamm S. lividans 66 TK23 pHTWCos6 dar. Da die Konstruktion von
Gen-Deletionsmutanten in Actinoplanes sp. SE50/110 bisher nicht moglich war, kdnnten
einzelne Gene des acb-Genclusters gezielt in S. lividans 66 TK23 pHTWCos6 deletiert
und/oder mutagenisiert werden. Die Analyse des Produktspektrums der verschiedenen
Mutanten im Vergleich zu S. lividans 66 TK23 pHTWCos6 konnte zur Identifizierung bisher
unbekannter Intermediate der Acarbose-Biosynthese verwendet werden. In diesem
Zusammenhang muss auch noch iberpriift werden, ob es sich bei der in den
Kulturiiberstinden von S. [lividans 66 TK23 pHTWCos6 nachgewiesenen Substanz
tatsdchlich um Acarbose-7-phosphat handelte. Dieses Vorgehen bote erstmalig die
Moglichkeit, eine Funktionsanalyse der Genprodukte durchzufiihren, fiir die basierend auf
Datenbank-Recherchen bisher keine Funktionsvorhersage moglich war.

Weiterhin sollte die Funktion der beiden ABC-Transporter innerhalb des Acarbose-
Metabolismus experimentell iiberpriift werden. In diesem Zusammenhang wére es
interessant zu untersuchen, ob sich die hypothetischen ABC-Transporter der AcbWXY-
Unterfamilie hinsichtlich ihres Substratspektrums und Transportmechanismus unterscheiden.
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- G R T V E A T E L F E R L L S L R N DV G M L A E E
tcggecgecaccgtcgaggecgaccgagetgttecgageggetectgtegttgegecaacgacgtegggatgetegecgaggag
10 20 30 40 50 60 70 80

Yy b p G S G R H L G N T P QA F S L V G L V N A A R P
tacgacccgggcagcggecgecacctgggcaacaccccgecaggegttecagectggteggectggtcaacgeggeccgece
90 100 110 120 130 140 150 160

L G R P Q G * Stopp Asp52.3
gctgggccggecgcaggggtaggcgggcgcagacgtcgegaccactecgetcatcecggegtgatcatgtegteggtegt
170 180 190 200 210 220 230 240
cgcccgcegtcectgcagcecgectggtgaggcgagtagggecgcactagtacagcagccagceca

cggctacgcceccgetgtacecgectgageccgggggaccgggagaaccaggttcecgggtactgeggaggectgggegtecacegeet
250 260 270 280 290 300 310 320
gccgatgcgggcgacatggcgactcggcccectggecctecttggtccaageccatgacgecteccgacccgecagtggegga

cgcagatcttcctggacgagcegttgaccggecgegtecacgtecccggeectgecagecaggegetgegetegetgegagecgg
330 340 350 360 370 380 390 400
gcgtctagaaggacctgctcggcaactggccgecgcaggtgcagggceccggacgtecgteccgegacgcgagcgacgcteggece

ggacaccctggtcaccccgggctcggegeggetggeceggtcattggecgatacceggtecgatecgtecgagecagetecgege
410 420 430 440 450 460 470 480
cctgtgggaccagtggggcccgagceccgecgeccgaccgggeccagtaaccggectatgggeccagectagecagectegtecgagegeg

Start Asp52.2 -> M I R R W C R L L S L I P L R

agcgtcgegectgegtgtecctggecggecatetgecatgatceggeggtggtgteggetectgtetetecatacegetteg

490 500 510 520 530 540 550 560
tcgcagcgcggacgcacagggaccggceccggtagacyg

A P P I G L A I E S R R G WK G C KD AU EI R Y T G Q
cgcgccgccgataggtctggecgattgagagcaggagggggtggaaagggtgcaaggacgcggagecggtacaccggtcage
570 580 590 600 610 620 630 640

R R E AT S A S S G PV C WRIRV P P G AL W L V V Q

gccgcgaggcgaccagcgcttegtcectgggeccggtectgetggeggegtgtgecaccaggtgegttgtggetggtegtgecag
650 660 670 680 690 700 710 720

AL N P G W L P NV A W I P G GV T L L L G A W A A W
gccctgaaccccggatggctaccgaacgttgecgtggatcccgggecggtgtcactectgetectecggagegtgggecggectyg
730 740 750 760 770 780 790 800

R I A R R GA A S A DGR RF W T I A I G T A L V
gcggatcgcccggcecgecggtgecggecgtecgcggacggeccgacggttectggacccagatecgecataggcacagectectggtga
810 820 830 840 850 860 870 880

T p G A C L I N AV N T GAUL P A AAA AV L V V A V S
ctcecgggegectgectcatcaacgeggtcaacaccggggegttgececggecgeggeggetgttetegtegtggeggtaagt
890 900 910 920 930 940 950 960

rF I AV A L L L M I G A L L R L P V A DR A R G Q A V
ttcatcgcagtcgegetattgectgatgatecggggecattgetgeggetteccgtegetgaccgegeccgeggtcaggeggt
970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040

R L G L bA AT I MV V A A T V L W E Y Q V R P M I
ccgactcggectcgacgecgecacgatcatggtagtggecggecgaccgtgttgtgggaataccaggtececgecccatgateg
1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120

G s b P QL R T VI G P L L V C A I C M G A V L A V V
ggtcggacccgcaattgegtacggtgatcecggtececctgetggtgtgegecatetgecatgggegecgtectegeecgtggte
1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200

K ... ~» L. A G T DAV S V R S L Q A L G L L V L I G A L
aagctcatgctcgeccggecaccgacgeggtgteccgteccggtegetgecaggegttgggectgetegtectgatecggggecact
1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280

A S AL TR I L E H DA RW L GV G P L I S T V E G
ggcttcagcgctgaccagaatcctggaacacgacgcecccgetggetgggegttggteccgetgatcagecacggtggagggtyg
1290 1300 1310 1320 1330 1340 1350 1360



Anhang
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v L vV V A A G Q P P A A G A A A DU RIR S TPF S V M P
ttctegtegtggtggeggecgggecaaccgecggecggecggtgetgeggeggatecgecgecageaccttecagegtecatgecyg
1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430 1440

Yy v AV G v I D S L L L I H T L N G R Q N T A M V I G
tacgtcgcggtcggegtcatcgactecgetgetgectgatccacaccctgaacgggcgecagaacaccgegatggtgategg
1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520

s v L v T Vv vV V V G R Q I I A F R D N T H L I D S L
tcecgtectggtgaccgtegtggtegteggecggecagatcatecgegttececgegacaacacgcacctgatecgactegetge
1530 1540 1550 1560 1570 1580 1590 1600

R E H R R M L Q H Q A T H D P L T G L A N R A L F Y E
gtgagcaccgtcggatgctgcagcaccaggceccacccatgacccgttgaccggectggecaaccgggegetgttetacgag
1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680

b v s A A C A Q H DA TV L L L DL D G F K P V N D T
gacgtgtcagcggcectgecgegecagcacgatgecgacggtectgectectggacctggacggtttcaagecggtcaacgacac
1690 1700 1710 1720 1730 1740 1750 1760

F G H A A G DAL L V E V G R R L R D T A A Q A Q R
cttcggtcatgcggeccggecgacgegetgetggtecgaggtgggecggegectgagggacaccgecgegecaagetcagegag
1770 1780 1790 1800 1810 1820 1830 1840

vV AR L G G D E F A V L L P S S D @ D T A R T A A D R
tggcacgcctaggcggggacgagttcecgecgtgettettecegtegtcagatcaggacacggcacggacggecgecgatege
1850 1860 1870 1880 1890 1900 1910 1920

I I A A L R P P I A T H G V T L P V R M S I G I A V Y
atcatcgcggcgectgecggccaccgatcecgegacccacggcegtcacgetaccegtgegecatgagecatecgggategecgtgta
1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000

T b 6 b DA E S L I R H A DL A MY E A K R A G K N
taccgacggcgatgacgcggagtceccctgatcaggcacgeccgacctggegatgtacgaggecgaagegecgecggcaagaace
2010 2020 2030 2040 2050 2060 2070 2080

R H A T Yy T™AE G R H R I DA DAUDGU R L C S P L s E
ggcacgccacctacaccgcggaggggcggcacagaatcgacgecggatgecgacggtecggetgtgecagececctgtecgag
2090 2100 2110 2120 2130 2140 2150 2160

A S A * Stopp Asp52.2
gcttccgectgaccgacgcgggtgcecgaattecactgetttcatcatectggtecgecaactecgggtcagecgeteggtcag
2170 2180 2190 2200 2210 2220 2230 2240
ggctgcgcccacggcttaaggtgacgaaagtagtagaccaggcgttgagcccagtcggcgagecagte

ggtgctgcttgagcatccggcgagecgectgtggecgacgagcagecgtcecgecaccggegggcgaaagcgacgatcacggtcea

2250 2260 2270 2280 2290 2300 2310 2320

ccacgacgaactcgtaggccgctcgcgacaccgctgctecgtecgcagggecgtggecgececgetttegetgetagtgecagt
Stopp Asp52.1 *

2330 2340 2350 2360 2370 2380 2390 2400
ggctatccactggcactagccctgcacccagcaatgccgcaatacaaggtcgagaccgtcaacaacggcteccecgtcaggt
R Yy T v T I P V H T T V A N H E L E P L Q QQ R P C D V

2410 2420 2430 2440 2450 2460 2470 2480
gactgcctgccgeccggcaggcgecgcectegtcaggeggtgcagectecgtggaacggcaacggcgeccaaccgectagtececate
s P R R GDAAS CD AV DL V KGN G RN A I L Y

2490 2500 2510 2520 2530 2540 2550 2560
gcccatggctggeccccactgtgaggtgacgaccgtgcgcaacggctcacgacaggtgtccagectacggeccgecggcaggeg
R T GV P T V S W Q Q C AN G L A T W L D I G A G D A

2570 2580 2590 2600 2610 2620 2630 2640
gcatggcgtcaactggctcagctcgtggaacggcgacaactgtgaccactaccacatcatgecgeggecggtgggeccact
T G ¢ NV sS DIL V K G s NV s T I T Y Y A G A V R T F

2650 2660 2670 2680 2690 2700 2710 2720
tcgaggtgacgaccgtcgacaacgggtcgctcgaggtgacggcatgecggeccacggcaaccgccacggcgtcageccaccge
s w ¢ o ¢ s N G L S S W Q RV G T G N A T G C D T A

2730 2740 2750 2760 2770 2780 2790 2800
aggtcctggaacggtgacgagaccaactgctcggectatggecccacgggegttggeccttecactgecacggeggecccag
p L. v K G S s ¢ NV L R Y R T GA AV P F TV T G G P D



Anhang
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2810 2820 2830 2840 2850 2860 2870 2880
gggcctcccgeggcactaccaccacgggceteecgetggecgecacgggtceccaagecccacggecagectcaaggtcaagtgga
G s p A T I T T G S AV P T G L N P T G D S N W N V K

2890 2900 2910 2920 2930 2940 2950 2960
accactaggcccgceccatgecccacggeccgegtecgggacgcaccggctcagecaagegecactatectggtaggteccagagecac
T I R A T R T G A C G Q T A S DN A H Y V M W T E T

2970 2980 2990 3000 3010 3020 3030 3040
ggcaggccgctgcacttectteecgecactactggeccgggettetgeggecaaccgcagectecgegaccttetetegacacga
G b p s$s T F F A H H G P G F V GN A D S R Q F L A T S

3050 3060 3070 3080 3090 3100 3110 3120
gaagaactgggtccttcaccgctagtagecccagecgeggecacteccagtegtacggectagaacatcaggecgecaccacyg
K K vw s T™ATI M P D AG T L T L M G I K Y D P T T C

3130 3140 3150 3160 3170 3180 3190 3200
tcctegaccgectcettecactectteccagaacggeggtacgacgtectacacaccgegaagcaactggaaccggggectyg
s s A S F T L F T K G G H Q L I H P A E N V K A G S

3210 3220 3230 3240 3250 3260 3270 3280
cagagggtgcgcaaccacccccgecgctaggaccatecgeccgeggegactagcaggteccccaacgagtageccegetactt
T E W A N T P A A I R T A A G S I T W P N S M P A I F

3290 3300 3310 3320 3330 3340 3350 3360
ctccgagacgaccagtggctgggtccggectcatcttectttatgtcaaacggccgectagcaccgetgecgacggcagectace
L S ¢ 9 DGV WA S Y F F Y L K GATI T AUV S G D I A

3370 3380 3390 3400 3410 3420 3430 3440
gggtcggcaacaagacgtggccgtcgacgcgeccgettcaccatcececctgggtageccagecacggecgacgagaggtettga
w G N N Q VP L Q0 A A F HY P GM P DT G S S E L V

3450 3460 3470 3480 3490 3500 3510 3520
tggctcgcaacgggcagcgtcgtgecggecgecacggceccgccacatcatectectatggtecgecgaacggcaageccecggcagete
v S R 9 G D CCAATGA AT Y Y L Y WR K G N P G D L

3530 3540 3550 3560 3570 3580 3590 3600
gtccacgtcaaggccgcgggtccgcaacgtcgtctgeccaactcggecgtggeccacatectgetgecgacateccgecgeggge
L H L E P A WANCCV T S GAG T Y V V S Y A A G S

3610 3620 3630 3640 3650 3660 3670 3680
tgtcgacccactgcctccggcggaagaactggtgctggaccaacaaggtccagcaccgecgetceccatcatcaacggcaac
L ¢ T VS A A K KV VYV Q NDNWT T A AUL Y Y N G N

t

3690 3700 3710 3720 3730 3740 3750 3760
atcattgggtaggtgcccagtcgcggcatgeccacggecctecggtggteccaacctgcaccaccgecgecggcaacggeccgea
Yy Yy 6 M W P DA G Y P A P AV L NS T T A A A T A P T

3770 3780 3790 3800 3810 3820 3830 3840
acaacgacaattgttacaaggctaccgccgccagtcccagtagecggtcccggtegcagecgggaccggttecgecgeececegt
T A T L L T GG I A A T L T M AL A L T AR A L R R P L

tccgtgectcectegttecggecgegtecgecggecgggegtgcaaccttggaggcgaagtgtgaccgectaac

3850 3860 3870 3880 3890 3900 3910 3920

ccagtccacggtaaggcacggagagcaagccggcgcagecgcecgeccgecacgttggaaccteecgettcacactggegattyg
D P A M <- Start Asp52.1

accaggcgcggtcaacggaggtcagaaacattttcgaaatctttcggatggctgcgacgccatcgtgacctecgggecgte
3930 3940 3950 3960 3970 3980 3990 4000
tggtccgcgecagttgectccagtetttgtaaaagectttagaaagectaccgacgectgeggtagecactggageccggeag

cgggcaccggattcccgacagcecctggtecgecttctcggecgtggettectcaccagaateccgeggattgttcgagtgeta
4010 4020 4030 4040 4050 4060 4070 4080
gcccgtggectaagggctgtcggaccagcggaagagccggcaccgaaggagtggtecttaggegectaacaagctcacgat

tgaccaccggggacaggcccggcgctecggeggtecctaaccgggtagatecctgecgggecgagecggtgcagcagegttege
4090 4100 4110 4120 4130 4140 4150 4160
actggtggcccctgtccgggeccgcgagecgccaggattggeccatctaggacgeccggectecggeccacgtegtecgcaageg

gccaccgcatgaacctcgtcgggatcgaaggtcagcacgaagtcgatggcatecgtegtggegecgtecgegtgecacagage
4170 4180 4190 4200 4210 4220 4230 4240
cggtggcgtacttggagcagccectagecttcecagtecgtgecttcagectacegtagcagcaccgeggcagegecacgtgtceteg



Anhang
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cacggtgacatgcgggtccacgatcaccagcgccgcctccgactccaccccgctcagtccatecggtgatcgacgtgegaa
4250 4260 4270 4280 4290 4300 4310 4320
gtgccactgtacgcccaggtgctagtggtcgecggecggaggctgaggtggggcgagtcaggtageccactagetgcacgett

tcggcgaaggagctggcaggceccgggccgggaccggagacacccaccagecgecgeggtegatgecgegteggecagecge
4330 4340 4350 4360 4370 4380 4390 4400
agccgcttcecctcgaccgtceccgggececggecctggectectgtgggtggtecgeggegecagectacggecgcageccggteggeg

ggaatccagccgtgtccecgtecgecgaggtccggatacgegeccaggaccacgecgtacgggecggcgaacggcaattgect
4410 4420 4430 4440 4450 4460 4470 4480
ccttaggtcggcacagggcagcgctccaggcctatgecgecgggtecctggtgeggecatgeccggecgecttgecgttaacgga

caagacgtgtgcggtgagcccgtcgaggagatgccggtccececggteccgggegecggtggecgagecgaggeccatatcgaacyg
4490 4500 4510 4520 4530 4540 4550 4560
gttctgcacacgccactcgggcagctcectctacggccaggggccaggcccgecgeccaccgeteggetecggtatagettge

ggctggcaccgggtacgtacaactcagggcggggagcacgcaaccgagccgacgggtcgaccggeccaatcececgecacggeg
4570 4580 4590 4600 4610 4620 4630 4640
ccgaccgtggcccatgcatgttgagtccecgececctegtgegttggecteggectgeccagetggecggttagggegtgecge

acagcggcccaggccgggcgaacaaccatcecctgecccccagecggegeccaaggcgegtgecacctggagatectgetece
4650 4660 4670 4680 4690 4700 4710 4720

tgtcgccgggtccggceccecgecttgttggtagggacgggggtcggecgegggtteccgegecacggtggacctectaggacgagg

gtctcgatgccctcecggcgatcaccatcgcaccggtcececgectgggegtatecgcacaccagegeggtegtectegatggtgtg
4730 4740 4750 4760 4770 4780 4790 4800
cagagctacgggagccgctagtggtagecgtggccaggecgaccegcataggecgtgtggtecgegeccagecagagctaccacac

tgcgcagtacgggtcgcgcagcaggtgcatgtcgagecttgacgacctececggecteccaacagecggcaggaaggeccagecgaca
4810 4820 4830 4840 4850 4860 4870 4880
acgcgtcatgcccagcgecgtcgtcecacgtacagectcgaactgectggaggeccgaggttgtecgecgteettecggtegetgt

gccggtccgcaccaacatcgtcgagcgccagcgcaccgceccggtgeggtgecgeccgggecggcgacctcaagcagecgecgac
4890 4900 4910 4920 4930 4940 4950 4960
cggccaggcgtggttgtagcagctegecggtegegtggecggecacgecacgcgggeccgecgetggagttegtegeggetyg

gggtgcgccgccagggcacgctcggtgaactccagcacgtatcggtaggtcgagatcgaggcgageccgtaatcgecaggte
4970 4980 4990 5000 5010 5020 5030 5040
cccacgcggcggtceccegtgecgageccacttgaggtecgtgcatagecatcecagetctagetcegetecggecattagegtecag

ctcgctgagcggccgatccgeccecggecgggttecttgttgatgaacaccagecggtggcaccaccgcteccgggggectgag
5050 5060 5070 5080 5090 5100 5110 5120
gagcgactcgccggctaggcggggcecgcececcaaggaacaactacttgtggtecgecaccgtggtggegaggececceggacte

cgatctcatgtgcccgggcggcgcacaactggtccagcteccggcaccaggtcaacccgecgcagecggectcgaacaactgg
5130 5140 5150 5160 5170 5180 5190 5200
gctagagtacacgggcccgcecgegtgttgaccaggtcgaggeccgtggtccagttgggegegtegecggagettgttgace

tccgggaactccagcggggatcctgeccggecccacgecgcaagcgecctecgeccccaccageccggcecgggtatcgaggtecgac
5210 5220 5230 5240 5250 5260 5270 5280

aggcccttgaggtcgcccctaggacggeccgggtgecgegttecgeggaggecgggggtggtecggecgeccatagecteccagetg

gatgggctggaacagcggctcaacggcacgctcggccactacacgggagatgagcgcgacagactcgttceccgggegtcecac
5290 5300 5310 5320 5330 5340 5350 5360
ctacccgaccttgtcgeccgagttgeccgtgegageccggtgatgtgecctectactcecgegetgtectgagcaaggecececgecagtyg

acacctgcctgttcecctctggatcacaccaccagtcccgteccgagatggttteccgecacttectgetgatecggectgacaccecg
5370 5380 5390 5400 5410 5420 5430 5440
tgtggacggacaaggagacctagtgtggtggtcagggcaggctctaccaaaggcgtgaagacgactageccgactgtggge

gctcacctgagcactcgcgactccatggattcgaagacctgcttatcggcattcatgectgecgectgetectgtgecgaa
5450 5460 5470 5480 5490 5500 5510 5520
cgagtggactcgtgagcgctgaggtacctaagcttctggacgaatageccgtaagtacggacggecggacgagacacggett

cacgcggacgaccttgccgacgaggacgacgataccgaggagcgccatgacgagatcgacgaagegttegtgtggetgtyg
5530 5540 5550 5560 5570 5580 5590 5600
gtgcgcctgctggaacggectgectectgectgectatggetectegeggtactgetectagetgettcgcaagcacaccgacac

cgtgcccgtacagctcaagatcgaggatctggtggeccggecgggttgatccgecgaggtgecggecggagtectgecggtgegg
5610 5620 5630 5640 5650 5660 5670 5680
gcacgggcatgtcgagttctagctcecctagaccaccggecgeccaactaggcgectccacgecggectcagacggecacgec

cgctttccgggcggatgcgtgecgagtggcaggecgteccegcagcaagtgeetteccegetgacggecatecgagagacate
5690 5700 5710 5720 5730 5740 5750 5760
gcgaaaggcccgcctacgcacggcectcaccgtccggcagggegtecgttcacggaaggggegactgecgtagetetetgtag



Anhang

-113 -

gttgctgggggcgctcccatcgcaacggtgecgtccacagtgttaacggectggecgacagacggecttccecggetgtttgeaa
5770 5780 5790 5800 5810 5820 5830 5840
caacgacccccgcgagggtagecgttgccacgcaggtgtcacaattgeccgaccgectgtectgecgaagggeccgacaaacgtt

gtgcttccacgtgatgcaagagtttgctagcttecgtgeggtgecggtgacgeccgetggeggecatcgatgaagegecggec
5850 5860 5870 5880 5890 5900 5910 5920
cacgaaggtgcactacgttctcaaacgatcgaagcacgccacgccactgcggcgaccgceccggtagectacttecgeggecgg

Start AcbZz -> M V L
tctcecggacggcgggecgeccccgegggecaccgcaccacgttecececgtecacgeccecgaggagggecgegtettggttetgt
5930 5940 5950 5960 5970 5980 5990 6000

agaggcctgccgcccgcgggggcgeccgtggegtggtgcaaggggcagtgeggggcectectececcggegcaga

s R H R D VMU RIRIL S AV L AL G L VV P L L L A P P
cccgtcatcgcgacgtcatgegtcgectgteccgecgtgectggegeteggectggtggtgececectgetgetggegecaccyg
6010 6020 6030 6040 6050 6060 6070 6080

W R A L G R P R A E P S A A AL A H W G A DR P A P A

tggcgggcgctcggecggecgegegecgagecgagecgecgeggecctggeccattggggagecgaccggecggcacccge
6090 6100 6110 6120 6130 6140 6150 6160

E Q F Y F VL P DRPF ADGN?P K ND T G G L S G D
cgaacagttctacttcgtcctgcccgaccggttcgecgacgggaacccgaagaacgacaccggcggtcectectecggegace
6170 6180 6190 6200 6210 6220 6230 6240

R L s T GG Y D P T D K G F Y H G G D I Q G V I D K L D
ggctctccaccgggtacgaccccaccgacaagggcttcetaccacggtggggacatccagggggtgatcgacaagetggac
6250 6260 6270 6280 6290 6300 6310 6320

y T 9 G L G T T A I W L A P V F K N R P V Q G T G A A
tacatccaggggctcggcaccaccgceccatctggectggececggtettcaagaatcggeccggtgcaggggaccggegecge
6330 6340 6350 6360 6370 6380 6390 6400

P S A G Y H G Y W V T D F T Q V D P H F G T N A D L
gccectteggecggcetaccacggttactgggtcaccgacttcacccaggtcgaccecgecactteggecaccaacgecgacctea
6410 6420 6430 6440 6450 6460 6470 6480

K R L V. 0 L. A H R R G L K I Y L D I I vV N H T A D V I
agcgcctggtgcagectggcacaccggeggggectgaagatctacctggacatcategtcaaccacaccgecgacgteate
6490 6500 6510 6520 6530 6540 6550 6560

Q N E G G K s T vy Vv D K A D A P Y R D S R G R P F E D
cagaacgagggcggcaagagcacgtacgtggacaaggccgacgccccgtaccgggacagecggggecggecgttegagga
6570 6580 6590 6600 6610 6620 6630 6640

H N Y A D G S R P F P K V N L Q S F P Y T P V F A S
ccacaactacgccgacggctcecgeggecgtteccgaaggtgaacctgecagtegttececcgtacacgecggtettegecagec
6650 6660 6670 6680 6690 6700 6710 6720

P A DA T A KV P A WL ND P T MY HDNIR G N S L F S
ccgccgacgccacggcgaaggtccecggectggectgaacgacccgaccatgtaccacaaccgeggcaattcecgetgttcagt
6730 6740 6750 6760 6770 6780 6790 6800

G E NS EY G D HT G L D DL W T ER P E V V R G M T
ggggagaacagcgagtacggcgaccacaccggcctcgacgacctgtggaccgageggeccgaagtggtececgeggecatgac
6810 6820 6830 6840 6850 6860 6870 6880

E I Y A DW I RDADTIDGYRMUDT V K H S N I E
cgagatctacgccgactggatccgggacgccgacatcgacggctaccggatggacaccgtcaagcacagcaacatcgagt
6890 6900 6910 6920 6930 6940 6950 6960

F W Q OQ F N P A I Q QA A RURAGI K P GVF FMF G E V
tctggcagcagttcaacccggccatccagcaggeccgecgecgacgggecggcaaaccecggettettecatgttecggegaggte
6970 6980 6990 7000 7010 7020 7030 7040

F S A DOQE VE S RY VR OQAAW P R P L D F S F Q S
ttcagcgccgaccaggaggtggagagccgatacgtccggcaggeggectggecgegtececctggacttcectecttecagte
7050 7060 7070 7080 7090 7100 7110 7120

AA R T F V S G DT PATA AULA ADTILY R HDIDIL Y T
ggcggcccgcacgttecgtecteccggtgacacgeccggecaccgegectggeccgacctttaccgacacgacgacctcectacaccg
7130 7140 7150 7160 7170 7180 7190 7200



Anhang

_114-

AR D T GA G R M P T F L G N H D I G R I G S F I T T
cccgegacaccggggccggcecggatgeccaccttecteggcaaccacgacatcggecggateggetegttecatcaccace
7210 7220 7230 7240 7250 7260 7270 7280

G G A DR T S YL R RDOQOQIL A H EL M F L TR G Q P V
ggcggcgccgaccggaccagttacctgecggegegaccagetggeccacgagetgatgttecctcaccegegggecageeggt
7290 7300 7310 7320 7330 7340 7350 7360

v Yy s 6 b E Q G F T G P G G D K DA AU R QDM F A S R
ggtctactccggcgacgagcagggcttcaccgggccgggecggggacaaagacgcccggcaggacatgttegecageegga
7370 7380 7390 7400 7410 7420 7430 7440

A G L P R R R P DU RHUR P D P RE R QL R HR A P A

T p D Y L DD DL I G T DR T HA A S D N Y D T G H P L
cgccggactacctcgacgacgacctgatcggcaccgaccggacccacgcgagcgacaactacgacaccgggecaccecgete
7450 7460 7470 7480 7490 7500 7510 7520

Yy R T I A E L G A L R K AN P AL R D G V 0 I T R Y A
taccgcaccatcgccgagctgggcgcgctgecgtaaggcgaacccggcecgctacgecgacggecgtgcagatcaccecggtacge
7530 7540 7550 7560 7570 7580 7590 7600

AP GA G I F A F S RV D PV LRI RQE Y L V A V NN
ggcgcccggcecgcecggcatcecttegegttecteccecgggtcgaccecggteccgacgeccaggaatacctggtecgecggtcaacaacg
7610 7620 7630 7640 7650 7660 7670 7680

AT T A Q T A T V G T A T P G S T F T G V Y R A R Y R
ccaccaccgcacagacggccaccgtcggcaccgecacgccgggcagecaccttecaccggegtetaccgegegeggtacege
7690 7700 7710 7720 7730 7740 7750 7760

AT G S b G K L T V TV P A L S AV V Y R G G S P I A
gccaccggctceccgacggcaagcectcacggtgaccgtgecegeectgtececgeggtggtectaccggggeggecageccecatege
7770 7780 7790 7800 7810 7820 7830 7840

v P S AR P TV R I S A P A A G A S V P S R A D L V
ggtcccgtecggeccggeccaccgtgeggatcagegecaccggecgegggggegtecgtgeecgtecgegggecgatetggteg
7850 7860 7870 7880 7890 7900 7910 7920

A DV T G D P L A T V T F A A Q A G S G P W T V I G T
ccgacgtcaccggcgatccgetggecacggtgaccttegeggegecaggecggatececggeccgtggacegtgateggecace
7930 7940 7950 7960 7970 7980 7990 8000

AR Q A P Y Q V H H DL T G L A G G V TV R Y K A V V
gcgcggcaggccccgtaccaggttcaccacgacctgaccggtectggecggeggggtcaccgtgaggtacaaggeggtggt
8010 8020 8030 8040 8050 8060 8070 8080

R D G R G R TAS S TS S L R V G T P D T H V A P E
ccgggacggtcgeggacgtaccgegagcetecacctegtegetgegggteggcacceccggacacccacgtecgegecggage
8090 8100 8110 8120 8130 8140 8150 8160

R MV V HY QR PAGDY GA W RL Y A F G D I D A S
ggatggtggtgcactaccagcggcccgeccggtgactacggegectggeggttgtacgecttecggecgacatcgacgegtece
8170 8180 8190 8200 8210 8220 8230 8240

A Q T T Y P D G Q P F A G Q D E Y G A F A W V R L K P
gcccagaccacctacccggacgggcagceccgttecgecggecaggacgagtacggegegttegectgggtgagactcaagece
8250 8260 8270 8280 8290 8300 8310 8320

G A K NA G PF VV VD GN GV KDV Q QO D R F V D P
cggcgccaagaacgccggtttecgtecgtggtggacggcaacggegtcaaggacgtccagcaggaccggttcgtcgaccecgg
8330 8340 8350 8360 8370 8380 8390 8400

G R Q P E I WL KA G DA ATV Y P S R Q D AT G R P D
gccgacaaccggagatctggectgaaagcgggcgacgcgacggtgtaccecgteccecggcaggacgeccaccggecggeccgac
8410 8420 8430 8440 8450 8460 8470 8480

P oo p D P K T AV L HY RRADGDY T G W G L H V W
ccgcaaccggacccgaagaccgccgtcectgecactaccggecgegecgacggcgactacaccggatggggectgcacgtetg
8490 8500 8510 8520 8530 8540 8550 8560

p 6 A A Q P T EMWTA AP L AP S G R DAY G V T F R
ggacggcgcggcccagcccaccgagtggacggecgecgetggeccecgtcecgggegegacgectacggtgtcacgttecggg
8570 8580 8590 8600 8610 8620 8630 8640



Anhang

- 115 -

v p L A DGAT GV S Y V L H A G D T K D Q P T D Q R
tgccgctegecgacggegecactggggtcagetacgtectgcacgecggtgacaccaaggaccagecgaccgatcagegg
8650 8660 8670 8680 8690 8700 8710 8720

I b ¥ A A G R E V W L L. OD GV A E R L L P V T R R T A
atcgacttcgccgecggecgtgaggtgtggectgetcgacggggtggecgagegectgetgeccggtgaccecgecggacege
8730 8740 8750 8760 8770 8780 8790 8800

A G A G I DVT T S RAG WA S R DT V V W N T G V

ggccggegcecgggatcgatgtgacgacctecgegegecgggtgggecagecgggacacggtggtetggaacaccggtgtgg
8810 8820 8830 8840 8850 8860 8870 8880

G s T L 9 PV G G G T DGUR VY E L A Y A P V G G I T
gcagcaccttgcagccggtecggeggtggcaccgacgggegggtgtacgagetggectacgecceggtecggggggatcace
8890 8900 8910 8920 8930 8940 8950 8960

v v G G E L A G A Y R T L RL TAQQIR D G L T E S Q R

gtggtcggcggggagctggegggggegtaccggaccctgeggctecaccgegecagegtgacggectgaccgagagecagceyg
8970 8980 8990 9000 9010 9020 9030 9040

vV R F P K L W R Y G A F R V A DA T G I R L A T A L
agtccggttceccgaagetgtggecggtacggegecttecgegtegecgacgegaccggcatecegtetegecacggegttge
9050 9060 9070 9080 9090 9100 9110 9120

R 6 ¢ Vv v I1I T EIRDAS G K L L A A T G V G A A G D L
gcggtcaggtggtgatcaccgaacgggacgcctcgggcaagctgctcgeggeccaccggtgtgggegecgecggtgaccte
9130 9140 9150 9160 9170 9180 9190 9200

T G * Stopp AcbZ
accggctgaccggagaccgggattgatcgggcgcgagecgegegggecccgatecgeggtgaaccgg
9210 9220 9230 9240 9250 9260 9270 9280
ggcctctggccctaactageccgegectecgecgegeccggggctagegeccacttggeccagtcgacggececgta
Stopp AcbY * S G P M

9290 9300 9310 9320 9330 9340 9350 9360
gagcatcgcggcgtcgggctcecggecttccacggcatggggtegtectgecactecgecaccactggecgtegtaggtgtegt
E'Y R R L G L RP¥ T GY GG L L V TIL T TV P L MW L L

9370 9380 9390 9400 9410 9420 9430 9440
cgccgggccgcaggggceccactcecgteccatecgecgtggecatccatececgecacttgegettgecgtegtgggteccactegtgg
p A DSGT L L Y R V P L Y AT F A F P L V W T L V

9450 9460 9470 9480 9490 9500 9510 9520
ggcgcgtcgtggcecccaccatctccaactcgeccatgecgccacttgagcgactcecgaccaactggecggtggtagtgcaacte
G R L V P HY L N L P Y A T F E S L Q N V A V M V N L

9530 9540 9550 9560 9570 9580 9590 9600
cgacgaccagtaggtcttgctgtceccctecggtecttgeggaactecttecacacctagteccegeggeggetectggtece
s s T M W F $ L S A L F A K L F T H I L A G G L VvV L P

9610 9620 9630 9640 9650 9660 9670 9680
cgtcgttgtcgtecggtgacacggtgccagtccacgteccaggtagcagggecggegecactggtgetaccgetacggecac
r» L. L. L W Q AV T L H L DM T G A AT V V I A I G T

9690 9700 9710 9720 9730 9740 9750 9760
cggtcgaggggcttgggcaggectatcectecttggcaagectgtegtegegeatettgeccaagtggecggectagtecat
A L E G F G D P YL F R E S L L A Y F P NV P R I L Y

9770 9780 9790 9800 9810 9820 9830 9840
cgccttettcageggecacgegtggtegacggtecggtectaggtgtcgaccagecactteteggecaggtecgggegece
R F ¥F D G T R V L Q0 WAL I W L © DT F L R D L G R P

9850 9860 9870 9880 9890 9900 9910 9920
cgtcgtcectettgggetegtecttgtegeggacgaccgeccaggtecggeggectecgeggecttgecatgaccttetagtygg
L L S F G L L F L A Q Q R T W G G L A P V Y Q F I V

9930 9940 9950 9960 9970 9980 9990 10000
ggctagtcccgcectagaccgtececgetaggectactgettegaccggeggggetactecttcaggtaggecatgegecacte
G I L. A I 9o ¢C A I R I VF S A A G I L ¥ DM R Y A T L



Anhang

-116 -

10010 10020 10030 10040 10050 10060 10070 10080
ggccacgtccgagecggggcegtgtcgtggeggecacteccgegtecatggecgegeggcacctetgecagtaggeggetegtyg
Stopp AcbX * G G L V

R H L s A GG CUL VATLURULY R RAT S V T M <-- Start AcbY

10090 10100 10110 10120 10130 10140 10150 10160
gaggtgggacgcgtcgctggccaaggtccggtcccggtecgtgecggcatgtegtcatggecgggtectecgeggacctgtgget
EVRIERIL S RNWAILAILV G Y L L V A W L A Q V G L

10170 10180 10190 10200 10210 10220 10230 10240
cctaccgtcgccgeggecttggeggectcatecggecggectegtegtecggegttgeccgacagectagteccgggaccttgecg
I A A A G S G G S Y GG G L L L RL P S DI L G Q F P

10250 10260 10270 10280 10290 10300 10310 10320
tcgtcggecgtcgtecggecccggtgecggcaggeccttgtecgegetecgecctgetggaccggecggtecttecgetgetegeg
L LR L L R AV GGD P F L A L P V V QG AL F A V L A

10330 10340 10350 10360 10370 10380 10390 10400
caagaactagcatgcctacggggtccacaaccagcactgcttccgecgectectgggtggteccttcaactagagettecget
N K I TR I G W TN T TV F A A L G V L F N I E F A L

10410 10420 10430 10440 10450 10460 10470 10480
cctagtggctctcgtcgtcecgegectgecgettgtegtegtccaaccgeccgeccectecgececgtecgetgegettgtagege
I v s L. L L AV A PF L L L N AUPPPAUPIL S A F M A

10490 10500 10510 10520 10530 10540 10550 10560
tttggccgctegtggececcgeggecggtegtegegtgactegegecgecagecgteccaagtggeggtetgtegactegeg
¥ G A L VP A GA L L A S L A A T P L NV A L C S L A

10570 10580 10590 10600 10610 10620 10630 10640
catcaagcggcccgecatggtecctectggegetacaggggegecatgtggageggecgetagtagagcagetaggecaacce
Yy N A P R V L s V A I DGR Y V E GA I M E D I R N T

10650 10660 10670 10680 10690 10700 10710 10720
acacgtcgtagggctcgtggacgegectegtgetacatgetceccactecgacacgettgecctececggecggecacggecaggce
H L M G L VvV Q A L V I ¥ $S T L Q A F P L G A P A P G

10730 10740 10750 10760 10770 10780 10790 10800
ggccgcatctgeccgageggtgtecttgtggacgttgetecaccggegtecggeggecactcacgecgagtectgetaccaget
G A Y V AR W L ¥ V Q L 8§ T A A A A T L A S L Vv I T S

10810 10820 10830 10840 10850 10860 10870 10880
cgccattgcccactgecgecacgtcaggecgeteccgettgecgegecatggecgegegecgegectagtacgecggcagggyg

R Yy R T V A H L GA L A F P A Y R R A A R I M <- Start AcbX

Stopp AcbW * A G D G

10890 10900 10910 10920 10930 10940 10950 10960
ccgccactggecgaggcccgegetgggecgecatctacgececgegtegtcacagaggtectageecgecaggecgtggtegtgea
A T V P E P R S G A Y I R R L L TE L DA D P V L V D

10970 10980 10990 11000 11010 11020 11030 11040
gcgagtccagettggccaggtegtecttecgetagtggacggeceggetggtecgecaggtggeecttgagetgggectag
s L b F R DL L F A I V. 0 R A S W R DV P F E V R I

11050 11060 11070 11080 11090 11100 11110 11120
gccggectgagecggectcaccgcaggtggageccgtcaggaagecactactacgegtegegecgecggagectetgega
R G s E A P T A DV E P L G E T I I R L A A A E S V S

11130 11140 11150 11160 11170 11180 11190 11200
cggccgceccgcatgagettceccactggecgggeccacaggtggetggegtegteccagggegtagecaagggaccacctgetage
G A A Y E F T V A R T DV S R L L DR M T G Q H V I T

11210 11220 11230 11240 11250 11260 11270 11280
agggcgccaggtgctggtcgeggactagegtctacgaccactacageggctacagcaccgaccagtegtactggecaccac
G R DV VL A Q DCTI S T TIT D G I DH S T L MV T T

11290 11300 11310 11320 11330 11340 11350 11360
gggtcaagccgcacctacaccaactagtccagggcctggeggacgaactectggteccaggtececggetaccacccaagecag
G L E A H I H N I L DRV A Q K L VvV L DL G I T P E D

11370 11380 11390 11400 11410 11420 11430 11440
ctccttctggtgeccggecccagcacgtegtegeteccgecgectagagecgggegtacgecgaccgggtecgagtcgacecgect
L ¥F V V A P D HULL S A A I EA RMU ROQGUL S L Q R V



Anhang

-117 -

11450 11460 11470 11480 11490 11500 11510 11520
ggccccacaacggctccecgeggeteccaggtecggecagggecttgteccgegtacaaggecagecatgtggeggacgecgtgg
P T N G L A G L DL R DU RVF L R M N R DY V A Q P V

11530 11540 11550 11560 11570 11580 11590 11600
agcatctgcacggcgtcctacgecttgectcagetectggecgtectagggtggtectecgacgaccgegaccggettetggtyg
E Yy v H R L I R F s DL V P L D W W L Q0 O R Q G F V V

11610 11620 11630 11640 11650 11660 11670 11680
cggctaggccggecgetgggeccacgecgacggcecacgeccagetececggecagetgggectgggecgggecaccageccgegt
G I R G A V R T R QOQ R H P D L G DV R V R G T T P R M

11690 11700 11710 11720 11730 11740 11750 11760
actacggccagtcctcaaactagcaccacctgaacgggcgcggcaagcecggggctacatceccgetagaactgtggectgece
I G T L L K I T T S K G A G N A G I ¥ A I K V G S P

11770 11780 11790 11800 11810 11820 11830 11840
tggagcttcgactacagcagectgecgggectggtgcagecatggeceggetettgtaccaagegtecgacggggegtetygg
v E F S I b b Vv A RV V DY RAS F M T R L S G R L G

gccggtegtceccecgtceccggecgggeatg

11850 11860 11870 11880 11890 11900 11910 11920

gccgagcgcggccatcgcgaacttcacgaacgactccacgagceccgetgcectagtacggeccagcaggcaggccggeccgtac
P E R R Y R K F H K s L H E A V I M <- Start AcbW

ccgggcgtacccgggcatggcgagtcgagatgattcacggatectegtttectttteccggaagatgtcgtggecggcaacat
11930 11940 11950 11960 11970 11980 11990 12000
ggcccgcatgggcccgtaccgctcagectctactaagtgecctaggagcaaagaaaaggccttctacagcaccgecgttgta

tttgaaattgatgattaccatcaattaaccgagtttccacaatgtcgecgeccggtctecggecgaccggectatatggaagecaa
12010 12020 12030 12040 12050 12060 12070 12080
aaactttaactactaatggtagttaattggctcaaaggtgttacagcgcggccagageccgectggecgatataccttegtt

tccgaacagtcggccggaggatgttgtcgacggtgtgacaatccgegggeggecggegecgegetgegecggagtgegge
12090 12100 12110 12120 12130 12140 12150 12160
aggcttgtcagccggcctecctacaacagctgeccacactgttaggecgeccgecggecgecggecgecgacgcggectcacgecg

cggccatcctecgttgtccgaggtgectgaggggcacggeccgatecgetecggtagggggagggeggtecateccgetgtgeggtyg
12170 12180 12190 12200 12210 12220 12230 12240

gccggtaggagcaacaggctccacgactccececgtgecggectagcgageccatceccecctececgeccagtaggcgacacgcecac

cgggatcagccaagtgagcattgaatgcgattgcggcggcactecgtcaageccgeecgtgececggtectecgaaatgtgacecg
12250 12260 12270 12280 12290 12300 12310 12320
gccctagtcggttcactcgtaacttacgctaacgeccgecgtgagcagttcggeggcacgggeccaggagectttacactgge

cgaaacctttcccgtccgatatggagtgaccggecgtcataatttgttgtttcgggcaacaaacccatcgeccgatectega
12330 12340 12350 12360 12370 12380 12390 12400
gctttggaaagggcaggctatacctcactggccgcagtattaaacaacaaagcccgttgtttgggtagecggectaggaget

tatattaccagccggcttttccgacattcggeccagatgaatgeggttacagacgggaccggcgggtggggecggatggtyg
12410 12420 12430 12440 12450 12460 12470 12480
atataatggtcggccgaaaaggctgtaagcecggtctacttacgccaatgtctgcectggecegeecaccceggectaccac

ggcggggttgcggaggggcggccggtgaacgatgcaagaacttgetgaaactttcaggtccagttgeggtgeeggtttcea
12490 12500 12510 12520 12530 12540 12550 12560

ccgccccaacgcectceccegecggecacttgectacgttettgaacgactttgaaagtccaggtcaacgecacggeccaaagt

ccgccatagatttcgcggtcatcgggecctcgacggttccgatecggeccggectgagtgtgeggectecgectgggeggtgecag
12570 12580 12590 12600 12610 12620 12630 12640
ggcggtatctaaagcgccagtagccecggagcectgccaaggctaggeccgggecgactcacacgecgagcgacecgecacgte

cgacgccgacgtcgcttgaaccccgaacttccagcecccatctcaccggatgecggeggctatececcttcaggagtgacecegt
12650 12660 12670 12680 12690 12700 12710 12720
gctgcggctgcagcgaacttggggcttgaaggtcgggtagagtggecctacgececgececgataggggaagtectcactgggea

Start Acbv ->
M F R A G S F R H R R R D P A AV P V S R Q A D L L
gatgtgttccgagccggttegtttcgacaccggegecgegaccecggeggeggtteccggtgagcaggcaggecgacctget
12730 12740 12750 12760 12770 12780 12790 12800
cta

AR E S R H L A P GA S E EAAL G R RV F V E G R

cgccegggagtegegtcacctggetececgggagecteccgaagaggecggegeteggecggegggtgttegtecgagggecgeg
12810 12820 12830 12840 12850 12860 12870 12880



Anhang

- 118 -

G A T L R DA DGV E YL D F A A G T L T Q S L G H C
gcgcgaccctgcgecgacgecgacggtgtggaatacctecgacttecgecgecggtactttgacccagtcactegggecactge
12890 12900 12910 12920 12930 12940 12950 12960

H P E V V A R L T E Q A G K L W N V H D F A T A D R A
caccccgaggtggtggcccggctcaccgaacaggeccgggaagetgtggaacgteccacgacttecgegaccgecgaccgege
12970 12980 12990 13000 13010 13020 13030 13040

AL C E L L A E L L P D H L T T L A F F S T G A E V
cgcgctcectgecgaactgectegecgaactgetgeccgaccacctecaccacgectegecttettetegaccggegecgaggtygg
13050 13060 13070 13080 13090 13100 13110 13120

vV B A AL R T V Q A V A E P G R N R V G A L R H G F H
tggaggcggcactgcggacggtccaggeccgtcgecgaacccggecgcaaccgggteggggecactgeggcacggettecac
13130 13140 13150 13160 13170 13180 13190 13200

G K T M G A RM L V HW DV GGD QS F A G N S V L G Y

ggcaagacgatgggcgceccgecatgetggtgcactgggacgtgggggaccagtegttecgecggcaacagegtgetggggta
13210 13220 13230 13240 13250 13260 13270 13280

A P Y C Y R C P L E L S Y P s C E V R CA T L V R R
cgccecgtactgetaccggtgecegetggagetgagetatececgtegtgegaggtececgatgegecacecetggtacgeecgge
13290 13300 13310 13320 13330 13340 13350 13360

H I A E K P NV S A L F F E P V L G A A G V I V P P P
acatcgccgagaaacccaacgtgagcgeccecctgttcecttcgaaccggtgetgggecgeggeccggegtgatecgtgeecgecacecg
13370 13380 13390 13400 13410 13420 13430 13440

G Yy w E o I A A A CWURDWNSGV L L V ADEV L T G G G

ggctactgggagcagatcgcggccgecgtgccgggacaacggcgtactgectggtecgecgacgaggtgectcaccggeggegg
13450 13460 13470 13480 13490 13500 13510 13520

R T G T F L A S E A I GV A P DL V T L A K G T A S
ccggaccggaacctttctggccagecgaggecgatcggggtecgeccecggatectggtcacgttggecaagggcaccgegtecg
13530 13540 13550 13560 13570 13580 13590 13600
ggcctggccttggaaagaccggtcgctececgectagecccagecggggectagaccagtgcaaccggttececgtggecgecagge

G ¥ P F AV L A G R D E V L R H P RA G L A G S T A S
gtttccegttegecgtgetegecgggegtgacgaggtgetgeggecateccecgggecgggectegecggategacegectee
13610 13620 13630 13640 13650 13660 13670 13680

T Y A G N P L G I A A A H AT L S V I S R DR L I E Q
acctacgccggcaacccgctecgggatcecgecgecgeccacgecaccceteteggtgatecteccgegaccggetgategagea
13690 13700 13710 13720 13730 13740 13750 13760

vV R DL GA YV L A DI RUL AU EMUHEUDI RUHU®PHUL G D V R
ggtccgggacctcggcgeggtgetggecgacecgecectggecgagatgecacgacecggecacecgcacctgggecgacgtgegeg
13770 13780 13790 13800 13810 13820 13830 13840
ccaggccctggagccgcgceccacgaccggctggecggaccggectctacgtgectggecgtgggegtggaccecgetgcacgege

G I 6 L L H G L E F V H DU R Q S R R P A P E I A R R V
gcatcggcectgcectgcacgggctecgagttegtgecacgaccggecagageccggecggccggeccecggagategececggegggte
13850 13860 13870 13880 13890 13900 13910 13920

y T T AL D A G L R T A I G G H I I R L A P P F VvV I D
tacaccaccgccctcecgacgecggtcectgegecaccgecatcggecgggeacatcatececggetegegeecgeegttegtecatega
13930 13940 13950 13960 13970 13980 13990 14000

E T £E L L R G L DL L DR ATI T E A G R V T A * Stopp AcbV

Start AcbU -> M T P R
cgagaccgagctgctgcgecggecctggacctgectggaccgggcgattaccgaggeccgggegggtgacggcatgacacceceg
14010 14020 14030 14040 14050 14060 14070 14080

p v s T I DV s L A S L L R T A D W P H E D L R G P
gccggtcagcacgatcgacgtgagcecctcecgeccagectgectgecgcaccgeccgactggecgcacgaggatectgegeggteceg
14090 14100 14110 14120 14130 14140 14150 14160

G G v R I L D EATI L G P S R L L I V A A E R N P E S
gcggggtgcggatcctcgacgaggcgatcctecggeccgteccecggttgectgategtecgecggeccgaacggaaccccgagage
14170 14180 14190 14200 14210 14220 14230 14240



Anhang

-119 -

R Y F V AV L R H D P S R E AV G D A A H D R A V V Q
cgctacttcgtcegecegttetgegecacgateccgteccecgggaggecgtecggecgacgecgeccacgaccgggecgtggteca
14250 14260 14270 14280 14290 14300 14310 14320

A M R E R L A L P T A AG H L I V F D G D P A P F R
ggcgatgcgcgagcecggctggcactacccaccgcagecggecatetgategtettegacggtgaccecegegecgttecgag
14330 14340 14350 14360 14370 14380 14390 14400

AT R P ¥ D P G W S TN AL S L A DL D G T L H I H K
ccacccggcecgttecgacccecgggtggtecgaccaacgecctgtegetggecgatctggacgggacactgcacatccacaag
14410 14420 14430 14440 14450 14460 14470 14480

A Y R L V S A A TR E P H L L R L M H R G G R T Q R W
gcgtaccggetggtgtecggecgecaccecgggaaccgecatectgetgeggectgatgecategeggeggecgtacccagegatyg
14490 14500 14510 14520 14530 14540 14550 14560

A G D Y H Y VE Q P $S G R R Y P L G L L Y A Y A E G
ggccggcgactaccactacgtggagcagecctecgggegecgectaccegetgggectgetetacgectatgecgaaggeg
14570 14580 14590 14600 14610 14620 14630 14640

D S L D L P L R H S I R s M w P A L L G G T E P A G A
acagcctcgacctgecgetgeggecacagcatccggtegatgtggececggegetgetgggeggecaccgaaccggceccggcgeyg
14650 14660 14670 14680 14690 14700 14710 14720

v T A A Q R s I A GG E L P GV GGR F L R D F H T E L A
gtgacggccgcgcagcggtccatcgecgggecgagetgeccggegtecggecggttectecgegacttceccataccgaactgge
14730 14740 14750 14760 14770 14780 14790 14800

Q R L E P A P T F P V N A Y L R ETAE R V A A L G

gcagcggctggaacccgcecgecgacgttcecccggtgaacgectacctgecgggagaccgecgagecgggtggeggegetggggt
14810 14820 14830 14840 14850 14860 14870 14880

c R I S A D EUR Y P R P V R EAV V A A L T G E L D Q
gccggatcagcgccgacgaacgttacccccggecggtgegegaggeggtecgtegecgecctgaccggecgaactggaccag
14890 14900 14910 14920 14930 14940 14950 14960

AT T S A V RV P W P A G P S H G D L H L S H I L R R
gccaccaccagcgcggtgecgggtgecgtggeccggecggececgtecgcacggecgacctgecacctgtcecgecacatecctgegeecg
14970 14980 14990 15000 15010 15020 15030 15040

Q T p D G W R L C V I DL sSs T P A P D P A D P L G A
gcagacaccggacggctggcggctgtgtgtgatcgacctgtceccacgeccecgeccececgaccecggecgacccgetecggegecyg
15050 15060 15070 15080 15090 15100 15110 15120

A Q S P W QD L VAL L R G L E I F T ADE F V H Q A
cccagtcaccgtggcaggacctggtggcgectgctgecgecgggectggagatcttcaccgeccgacgagttecgtgcaccaggeg
15130 15140 15150 15160 15170 15180 15190 15200

AL R L G A D OQDIDTCUR TV L L I S A G Q T P D T P
gccctgcggctcggcgccgaccaggacgacacctgeccggaccgtgectgetgatcagtgeccgggcagaccccggacacgcece
15210 15220 15230 15240 15250 15260 15270 15280

G w T™ G S R L T A L R R M HD A A S V W A G Q V R R

gggttggaccgggtcccggctcaccgecgectgecggcggatgcacgacgcggegtecggtgtgggeccggacaggteccgecgga
15290 15300 15310 15320 15330 15340 15350 15360

M L L S G Y A D G G EAAZEEHPA AW R I F R L R R L
tgctgctgtccggttatgccgacggcggcgaggcggccgaggagcacccececgectggeggatettecggeteecgecgtetg
15370 15380 15390 15400 15410 15420 15430 15440

L H E L DY A Y A H D Q H Y H A A I N L R H V L O T Y
ttgcacgaactggactacgcgtacgcccacgaccagcactaccacgcggcgatcaaccttcgacacgtectccagaccta
15450 15460 15470 15480 15490 15500 15510 15520

Start Acbs -> M H I I E T Y F E C G G F D H R

R P P V T G E S8 * Stopp AcbU
ccggccgceccggtcaccggggagagectgagcacatgcacatcatcgagacgtacttecgaatgeggeggettcgaccaccgg
15530 15540 15550 15560 15570 15580 15590 15600



Anhang - 120 -

F I Q0 G G T s v Y L W ¢ L S R G L A D L G H R V S I Vv
ttcatccagggcggcaccteggtcetatctetggecagetgtecgegtggectggecgacctgggacaccgggtectecategt
15610 15620 15630 15640 15650 15660 15670 15680

T P A H G R L D DL R R L H E YV E DL P G T D E Y E
cacaccggcgcacggccgcectggacgatctgegecggetgcacgaggtecgaggacctgeccggcaccgacgagtacgaac
15690 15700 15710 15720 15730 15740 15750 15760

L p L V. D P R V W G E R F P A Q M D I A L R T T A H
tgccgctggtgctcecgacccgegegtgtggggecgaacggtteccecggeccagatggacategeecctgeggaccaccgegeat
15770 15780 15790 15800 15810 15820 15830 15840

R I R L. A GV DL ¥ F L S N E L L D QL P D R F Y P P
cggatccggctggcgggegtggacctgtacttecteteccaacgaactgetegatcagttgecggaccggttectatecece
15850 15860 15870 15880 15890 15900 15910 15920

Yy £ S K 6 v D L V F F K p L A Y Q V A A I R F I R S
gtacgagagcaagggggttgatctggtcttecttcaagececgetegectatcaggtggecggecatecggttcatcaggtege
15930 15940 15950 15960 15970 15980 15990 16000

H F G D Q R A I V H A H E P F Y H Y L M P A A F A A D
acttcggtgaccagcgcgecgatcgtgcacgcacacgagecegttctaccactacctgatgecggecgecttegecgeggac
16010 16020 16030 16040 16050 16060 16070 16080

P A K H V VS TV S NMP I NI K S VY R A E V A R L
ccggccaaacacgtggtcagcacggtgcagagcaacatgccgatcaacaagtcggtgtaccgggecgaggtggegegget
16090 16100 16110 16120 16130 16140 16150 16160

L G ¥ L. G AP N AL PADUD?PA AS G S R S P H TV A M
gctcggecttectecggecgeccecgaacgecgctgeccgecgacgateccggecggecagecgttegecgecacaccgtggegatga
16170 16180 16190 16200 16210 16220 16230 16240

s ¢ Yy o ¢ L. T H L HY E Y P P D HV R V Y D L V A E H
gccagtaccagcagctgacccacctgcactacgaatacccgeccggaccacgtgegggtectacgacctggtggecgageac
16250 16260 16270 16280 16290 16300 16310 16320

A DR I DF L S P G HRD Y Yy T CF A DT P F A Q L F
gccgaccggatcgacttcecctgtecgecggggcaccgegactactacacctgettecgecgacacccecgttecgegecagetgtt
16330 16340 16350 16360 16370 16380 16390 16400

AT L PV S R TV RURNADI K T F V G G C A V G D E
cgccaccctgccggtgtcgecggacggtacggecgcaacgcggacaagacgttcecgtecggeggetgegecgtcggtgacgagt
16410 16420 16430 16440 16450 16460 16470 16480

w v T 6 E L. P P VD REK VL A G L G L D P D L P A F

gggtgaccggcgagctgcccececggtcgaccgggagaaggtgectggeccgggectecggectggacccggacctgeecggectte
16490 16500 16510 16520 16530 16540 16550 16560

Y H N A R Y A V N H K G (Q V E L I R A V D R V L S G G
taccacaacgcccggtacgcggtcaaccacaaggggcaggtcgagctgatccgggeccgtcgaccgggtgectgagecggegg
16570 16580 16590 16600 16610 16620 16630 16640

vV R A S F I V R C L S DAGTI AD P L F HE V V A R
cgtgcgggccagcttcatcgtgecgetgectcagcgacgecgggatcecgecgaccegcectettecacgaggtggtggeccgece
16650 16660 16670 16680 16690 16700 16710 16720

H P G RV N L E WHU RV P E D QL R E Y A R A A D F C

acccgggccgggtgaatctggagtggcaccgggtgeccggaggaccagectgecgggagtacgeccgagecgecggacttetgt
16730 16740 16750 16760 16770 16780 16790 16800

L F P S K ¥F EMDTF L I A Q G E AMAAG AV P I A
ctcttccecgtccaagttcgagatggacaccttecctgatecgecccagggtgaggecgatggectgecggtgeggtaccgatege
16810 16820 16830 16840 16850 16860 16870 16880

T A 9 L. G M A HVF G H VA D ?P L T G P DA ATA T G
caccgcccagctggggatggcgcacttecggtcacgtcgeccgaccecgetgaccgggeccggacgecggecgacggeccaccggat
16890 16900 16910 16920 16930 16940 16950 16960

F AV N R S F A E DD ?P L L V Q0 G L T E QI R R A V T
tcgccgtcaaccgectcecgttecgeccgaggacgatcececgetgectggtccagggectgaccgagcagateccgecgggecgtecacg
16970 16980 16990 17000 17010 17020 17030 17040



Anhang

- 121 -

L W N E Q P G Q0 ¥ R R L S A N A V A R A R E F T W R R
ctctggaacgagcagcccggecagtaccgecggttgtececgecaacgecgtegeccgggeccgegagttcacctggeggeg
17050 17060 17070 17080 17090 17100 17110 17120

A A Q A H E A A F A GV WA G R T P R L P V G D L L
ggcggcccaggcgcacgaggccgegttecgecggggtgtgggecggecgtaccecececgectgecggteggtgacctgetge
17130 17140 17150 17160 17170 17180 17190 17200

R ¥ G W F D E L P A DA W T L H R D E I A E V A L A H
ggttcggctggttcgacgagectgecccgeggacgectggacgetgecaccgegacgagatcgeggaggtggecctggeccac
17210 17220 17230 17240 17250 17260 17270 17280

G b A DAY L R CUR P D DL DAL A A L F E R A W A R
ggcgacgccgacgcectacctgegetgecggeccgacgacctegacgecctggeggecactettecgagegggectgggececyg
17290 17300 17310 17320 17330 17340 17350 17360

A D F P A CA R TV E L A E E H R Q E R V P Q W R A

ggccgacttceccggectgecgegeggaccgtagagectggecgaggagcaccggcaggagegggtgecgecagtggegggece
17370 17380 17390 17400 17410 17420 17430 17440

R L. A GG R G R I DURDGIRL H Y R P P S A E R V E L V
ggctcgecggecgeggecgeatcecgaccgegacggteggetgeactacegtecgecgtecgecgaacgggtecgaactggte
17450 17460 17470 17480 17490 17500 17510 17520

L p DL AE P L R G T VTV TAMA AU®P TG D T F T G Q

ttgcccgacctggccgaaccectgegeggaacggtcaccgtgaccgegatggecteccgaccggecgacaccttcaccggaca
17530 17540 17550 17560 17570 17580 17590 17600

L p A G T RRADIL L L T L S DGR T V W D E V T A
Start AcbR -> M
gctgccggcecggaacccecggegtgecgacctgectgetcacecctecagtgacgggegecaccgtectgggacgaggtgacggeat
17610 17620 17630 17640 17650 17660 17670 17680

* Stopp AcbS
s T G v R AV L LA G G E G R URM G AL G A G R L K
gagcacgggcgtacgggcggtgectgectcgecggtggtgagggacggecggatgggagegetecggegegggecggetcaage
17690 17700 17710 17720 17730 17740 17750 17760

p L vPF GGAAR L I DU F SsS L A NAIRUD S G L D Q V
cgctggtgccgttcgggggcgcggeccggctgatcgacttcagtctggeccaatgeccecgegactccggectggaccaggtyg
17770 17780 17790 17800 17810 17820 17830 17840

L L.L s 9 Y 9Q ER QL M D DL R R T W W Q P G F R V H
ctgctgctgtcgcagtaccaggagcggcagctgatggacgacctgcggcgcacctggtggcageccggggttecgggtgcea
17850 17860 17870 17880 17890 17900 17910 17920

¥F 6 P Y DR AY T DG TI P V E Y E P P T G P P E R G
cttcgggccgtacgaccgggcectacaccgacgggatcccggtggagtacgageccgeccgaccgggecaccggagecggggcea
17930 17940 17950 17960 17970 17980 17990 18000

T A D AL I R KAUP Y L F G P DV TE V L V Q H A D H
ccgcggacgcgctgatccgcaaggecccecctacctgttecgggeccggatgtcaccgaggtgectggtgcagcacgecgatcac
18010 18020 18030 18040 18050 18060 18070 18080

v Yy R ¥ bDbYy R P M I AEHI R AS G A AULTV S Y QO R I
gtgtaccgcttcgactaccggccgatgatcgccgagcaccgecgecgteccggtgecgegttgaccgtgtectaccageggat
18090 18100 18110 18120 18130 18140 18150 18160

D R R YV HLF¥F¥F GMV EF DD RNIRL V S F V E K P
cgaccgccggtacgtgcacctgttcgggatggtcgagttcgacgaccgtaaccgtcectggtectegttecgtggagaageeccg
18170 18180 18190 18200 18210 18220 18230 18240

A E P T s DL V F A A F CV F DA AV L HR Y L E L L
ccgaaccgaccagcgacctggtgttcecgecgegttctgegtgttcgacgeccgeggtgectgcaccgectacctggaactgetyg
18250 18260 18270 18280 18290 18300 18310 18320

b 6 T bw 9 H DI S R D VI P AMTULA A AGEHTI R G C
gacggcaccgactggcagcacgacatcagccgcgacgtcatecccggecgatgectggecgeccggecgagcacatececgeggetg
18330 18340 18350 18360 18370 18380 18390 18400



Anhang

-122 -

P V P G Y W A D I G T V E R Y HE A H L S L V G T P
ccecggtgeccggetactgggecgacatcggcaccgtegagegetatcacgaggeccacctgtegetggtgggecacaccge
18410 18420 18430 18440 18450 18460 18470 18480

P s L AV DA M P W TV A P R TAI R ALV T S A D G V
cgtcgctggecgtecgacgecatgecgtggaccgtggegececcecggaccgeccgggcactggtgaccteggecgacggtgtyg
18490 18500 18510 18520 18530 18540 18550 18560

R H S vv P A DL VN HGT V E R S V L F P A A R I G
cggcacagtgtcgtaccggcggacctggtcaaccacggcaccgtcgagegecagegtgetettecceggeggegeggategyg
18570 18580 18590 18600 18610 18620 18630 18640

P 6 A TV RD SV L L P G A V V P A G A E I D G A V

gcceggegegacggtgegegacagtgtgetgetgeccggageggtggtgecggecggegeggagategacggegecgtgg
18650 18660 18670 18680 18690 18700 18710 18720

Start Acbp -> M T G A V R A V R S R
v L E D G T V Q Q v T T G A R R * Stopp AcbR
tgctcgaggacggcaccgtccagcaggtcaccaccggagecccggecgatgaccggegeecgteccgggecgtgecgateecegtyg
18730 18740 18750 18760 18770 18780 18790 18800

E vy R NP WM S V R EDD I V HADG S P G S Y G V
aggtgtaccgcaacccgtggatgagcgtgcgcgaggacgacatcgtgcacgeccgacggctecgecgggcagectacggggte
18810 18820 18830 18840 18850 18860 18870 18880

v T K P D Y A L I I P R DN G L L H L V E Q Y R Y P V
gtcaccaaacccgattacgegcectgatcatccecgegggacaacggectgetgecacctggtggagecagtaccgetacceggt
18890 18900 18910 18920 18930 18940 18950 18960

G G R F W E F P 0 G S W P A DA A G G A A D L L A R
cggcgggceggttetgggagttececegecagggectegtggecggecgacgecgecggcggtgecgetgacctgetegecegta
18970 18980 18990 19000 19010 19020 19030 19040

T E L A E E T GGG L R A G R L T P L G R I H V A Y G Y A
ccgagttggccgaggagaccgggctgecgggecggecggctgacaccgetggggegeatceccacgtegegtacggetacgee
19050 19060 19070 19080 19090 19100 19110 19120

s ¢ G ¢ H V F L A E Q L T A G R S Q R E R T E S D M R
agccagggctgtcacgtcttectggeccgaacagetcacageggggegetctcagegggagegecaccgagtecgacatgeg
19130 19140 19150 19160 19170 19180 19190 19200

Q R AV DA A G WA ADIL V G S G R I T DA AT L A A
ccagcgtgccgtggacgecgecggctgggecgacctggteggetececggecggatcaccgacgecgegacgctegeggect
19210 19220 19230 19240 19250 19260 19270 19280

Start AcbI -> M S F

Yy T L. L R MY D S G TR OO P M P E G A E S C T W * Stopp AcbP

acaccctgctgcggatgtacgacagcggaacgcgacagcccatgeccggaaggagecgaatcecgtgecacgtggtgagetteg
19290 19300 19310 19320 19330 19340 19350 19360

A F E A L A F DV GMMUR G G L A P L A W E L A R H Y
ccttecgaagecctegecttecgacgtagggatgatgecgeggegggetegeccegetggectgggaactggeccgecactac
19370 19380 19390 19400 19410 19420 19430 19440

A A Q G H R s S I v T P A H G R L P Y L A E R Y D L V
gccgcccagggacaccgctectegategtcaccececggegecacggecgectgecgtacctegecgageggtacgacctggt
19450 19460 19470 19480 19490 19500 19510 19520

E L DY R D E H V V P V V P D P D V W A G Q P R E L
cgaactcgactaccgggacgagcatgtcecgtteccecgtggteccggacceecgacgtectgggecggggecageccecgegaactygg
19530 19540 19550 19560 19570 19580 19590 19600

G L p L V T R A H L L R H E G V D I Y L L $s D E Y L D
gcctgeccctggtcaccecgggeccacctgetgeggcacgagggegtecgacatectacctgetcagegacgagtacctegat
19610 19620 19630 19640 19650 19660 19670 19680

L L P E R L Y P A G T S E G S DL A Y F K P L V F Q V
ctgctgccggageggetcetaccecggecggcacgagtgagggcagecgacctggegtacttcaaaccgetggtgttecaggt
19690 19700 19710 19720 19730 19740 19750 19760

G G L R F L 9 S R L A G D E P A V V Q A Y E P Y Y H
cggtgggctgcgecttecctgcagtccecggetggecggtgacgagececgecgtecgtgcaggectacgagecgtactaccact
19770 19780 19790 19800 19810 19820 19830 19840



Anhang

- 123 -

Yy L. L »p P V L AG D P R F RV M S T V A S S M P I D L
acctcctgeccccecggtgetggecggegacccgeggtteccgggtgatgtecacggtggeccagecagecatgecgategacctyg
19850 19860 19870 19880 19890 19900 19910 19920

G vyY R P 0OV D RL L E HVF G A G T D L D R Y V E S P
ggtgtgtaccggccccaggtggaccgectgectecgagecactteggegecggecaccgacctggaccgetatgtggagagece
19930 19940 19950 19960 19970 19980 19990 20000

vV A A G A D HPA AT R EAATLGAAMATGY L P T

ggtcgcggceccggegecgaccatcecccgeggecacccgegaggeggegetgggegeggegatggecggatacctgecgacga
20010 20020 20030 20040 20050 20060 20070 20080

T R L S $S G R R R A D Y V G L F A L I
cccggcteteccagegggeggeggegggecgactacgtgggectgttegegetgate
20090 20100 20110 20120 20130 2

Anhang: DNA-Sequenz des Inserts des Phagen ®52

Die in dieser Arbeit ermittelte DNA-Sequenz sowie die daraus abgeleiteten Gene
und deren Aminosduresequenz sind angegeben. Postulierte Ribosomenbindestellen
sind unterstrichen. Die Sequenz des konservierten Hexanucleotids upstream von
acbV ist sowohl fett gedruckt als auch unterstrichen. Die postulierten Signalpeptide
der Proteine Asp52.1 und AcbZ sind grau hinterlegt. Die in der Abb. 3.5.1
dargestellten terminalen SstI-Erkennungssequenzen (dort markiert durch den *) sind
nicht angegeben, da sie origindr dem Polylinker des GEM12-Phagen entstammen.





