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Zusammenfassung

In der vorliegenden Dissertation wurden Arbeiten zur biochemischen
Charakterisierung der SAM-abhéngigen N-Methyltransferase FgaMT aus A.
fumigatus sowie verschiedener putativer Prenyltransferasen unterschiedlicher
Aspergillen durchgefihrt.

Das putative Gen fgaMT, bestehend aus zwei Exons von 272 bp und 748 bp,
getrennt durch ein Intron von 72 bp, wurde in dem Biosynthese-Gencluster von
Fumigaclavin C in A. fumigatus identifiziert. Das abgeleitete Protein FgaMT besteht
aus insgesamt 339 Aminosauren und weist eine molekulare Masse von 38.1 kDa auf.
Der codierende Abschnitt dieses Gens konnte per PCR erfolgreich aus cDNA
amplifiziert werden. Nach Klonierung in den Expressionsvektor pQE60 wurde das
entstandene Expressionskonstrukt pOR15 mit dem Stamm E. coli XL1 Blue MRF’
transformiert. Die Uberexpression des fgaMT-Gens erfolgte bei 37 °C, 200 rpm und
1 mM IPTG Endkonzentration im Medium. Das l6sliche FgaMT-Hisg wurde bis zur
Homogenitat aufgereinigt und biochemisch charakterisiert. Mit Hilfe von
Enzymassays wurde bewiesen, dass FgaMT in Anwesenheit von S-
Adenosylmethionin  (SAM) als Co-Substrat die Methylierung von 4-
Dimethylallyltryptophan (4-DMAT) an der NH,-Gruppe katalysiert. Das Produkt dieser
Reaktion wurde durch Analyse per NMR und Massenspektroskopie eindeutig als 4-
Dimethylallylabrin nachgewiesen. Da FgaMT 4-DMAT, nicht aber L-Tryptophan als
Substrat akzeptierte, konnte nachgewiesen werden, dass FgaMT den zweiten Schritt
in der Biosynthese von Ergotalkaloiden katalysiert. Das Enzym bendtigt keine Metall-
ionen fur seine enzymatische Aktivitat und weist eine relativ hohe Substratspezifitat
gegenuber einem Prenylrest an Position C-4 des Indolringes auf. Derivate von
4-DMAT mit Modifikationen am Indolring wurden ebenfalls von FgaMT als Substrate
akzeptiert. Sogar 4-Methyl-L-tryptophan wurde von FgaMT umgesetzt. Die Ky-Werte
wurden mit 0,12 mM fir 4-DMAT und 2,4 mM fiur SAM bestimmt. Die Umsatzrate
betrug 2,0 s™. Durch eine Analyse iiber FPLC konnte gezeigt werden, dass FgaMT
als Homodimer wirkt.

Das putative Prenyltransferasegen NFIA 112230 konnte von dem von mir betreuten
Bachelor-Studenten Andreas Schweitzer aus genomischer DNA von N. fischeri
NRRL181 amplifiziert und mit dem Expressionsvektor pQEG60 kloniert werden. In
Fortfiihrung dieses Projektes wurde das Gen von mir in dem Stamm E. coli XL1 Blue
MRF" erfolgreich Uberexprimiert und das abgeleitete, rekombinante Enzym
EAW20699-Hisg isoliert. Das Protein konnte mit einer molekularen Masse von ca. 50
kDa fast bis zur Homogenitat aufgereinigt werden. Um das natirliche Substrat von
EAW20699 zu identifizieren, wurde eine Vielzahl von Enzymassays mit
unterschiedlichen Substraten durchgefthrt und tber HPLC analysiert. Bisher konnte
jedoch noch keine Prenylierungsaktivitat nachgewiesen werden.
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Die beiden putativen Prenyltransferasegene AN9229-PT1 und AN9229-PT2 aus
A. nidulans sowie das Gen ATEG 03092.1 aus A. terreus, ebenfalls fur eine
Prenyltransferase kodierend, wurden erfolgreich durch Fusions-PCR aus Fosmiden
bzw. gDNA der entsprechenden Aspergillus-Stamme amplifiziert und in die beiden
E. coli Expressionsvektoren pQE60 und pHis8, sowie im Falle von AN9229-PT2,
auch in den Hefevektor pYES2/NT C Kkloniert und mit den entsprechenden
Wirtsstammen transformiert. Die erfolgreiche Klonierung konnte durch die
Sequenzierung der Expressionskonstrukte bei allen drei Prenyltransferasegenen
verifiziert werden. Die Uberexpression der Gene war in dem fir die Expression von
pQEG6O0-Konstrukten optimierten Wirtsstamm E. coli M15 [pREP4] ebenfalls
erfolgreich, wobei die Uberproduzierten Proteine jedoch anscheinend zu “inclusion
bodies“ aggregierten, ausfielen und nicht mehr ohne Weiteres isoliert und gereinigt
werden konnten. Im Falle der Uberexpression von AN9229-PT2 konnte aber durch
Kultivierung unter sehr milden Bedingungen (niedrige Kultivierungstemperatur und
Dauer, Induktion durch geringe IPTG-Konzentration) bzw. durch Aufreinigung mit
Laurylsarcosin, das Protein in geringer Menge isoliert werden. Die Enzymassays mit
den so gewonnenen Proteinen, wie auch durchgefiihrte Assays mit dem Rohextrakt,
zeigten bisher aber noch keine Prenyltransferaseaktivitat. Auch Enzymassays mit
Rohextrakten der beiden anderen Prenyltransferasen AN9229-PT1 und EAU36366
wiesen auf keine enzymatische Aktivitat hin.
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Summary

The main topics of the present dissertation are the biochemical characterisation of a
SAM-dependent N-methyltransferase from A. fumigatus and different putative
Prenyltransferases from various Aspergillus species.

The putative gene fgaMT, consisting of two exons with a size of 272 bp and 748 bp
and an intron sequence with a size of 72 bp, was identified in a biosynthetic gene
cluster of fumigaclavines in A. fumigatus. Its deduced protein FgaMT comprises 339
amino acids with a molecular mass of 38.1 kDa. The coding region of the gene was
successfully amplified from a cDNA library by PCR. After cloning of fgaMT into the
expression vector pQEG60 the created expression construct pOR15 was transformed
into E. coli strain XL1 Blue MRF". Overexpression of fgaMT was carried out by
cultivation at 37 °C, 200 rpm and 1 mM IPTG induction. Soluble FgaMT-Hise was
purified to near homogeneity and characterised biochemically. By performing enzyme
assays we could prove that FgaMT catalyzes the methylation of
4-dimethylallytryptophan (4-DMAT) in the presence of S-adenosylmethionine (SAM)
at the NH,-group. The product of this reaction was identified as 4-dimethylallyl-L-
abrine by NMR and mass spectrometry analysis. FgaMT only accepts 4-DMAT but
not L-Trp as substrate, which proves that FgaMT is responsible for the second step
in the biosynthesis of ergot alkaloids. This enzyme does not require metal ions for its
enzymatic activity and shows relatively high substrate specificity towards tryptophan
derivatives with a prenyl moiety at position C-4 of the indole ring. 4-DMAT derivatives
with modifications at the indole ring were also accepted as substrates. Even
4-methyl-L-tryptophan was accepted by FgaMT. Ky values were determined at 0.12
mM for 4-DMAT and 2.4 mM for SAM. The turnover number was 2.0 s™*. FPLC
analysis showed that FgaMT acts as a homodimer.

The putative prenyltransferase gene NFIA 112230 from Neosartorya fischeri NRRL
181 was successfully amplified by PCR and cloned into expression vector pQEG60.
This work was started by bachelor student Andreas Schweitzer under my
supervision. The expression construct pAS60s was transformed with E. coli XL1 Blue
MRF’, the gene was successfully overexpressed and the derived, recombinant
protein EAW20699-Hisg was isolated. The protein with a molecular mass of about 50
kDa was purified to near homogeneity. To identify its natural substrate a series of
enzyme assays with various different substances were carried out and analyzed by
HPLC. Until now no prenylation activity could be detected for the recombinant
enzyme.

Two putative prenyltransferase genes from A. nidulans FGSC A4, named AN9229-
PT1 and AN9229-PT2, and the putative prenyltransferase gene ATEG_03092.1 from
A. terreus DSM1958 were successfully amplified by Fusion-PCR from Fosmids or
gDNA of the appropriate Aspergillus strains, respectively. The amplified genes were
cloned into the expression vectors pQE60 and pHis8, and in case of AN9229-PT2,
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also into pYES2NT/C. The gene sequences were verified by sequencing of the
expression constructs. Expression of the genes was successful in the optimized
overexpression E. coli strain M15 [pREP4], but the overproduced proteins
aggregated to so called inclusion bodies and could not be used for further
experiments. In case of AN9229-PT2, it was possible to isolate little amounts of
soluble protein by cultivation under mild conditions (low temperature, short cultivation
duration and low IPTG concentration) and purification with N-laurylsarcosin,
alternatively. Enzyme assays carried out with purified protein as well as with crude
extracts in the presence of different possible substrates showed no enzymatic activity
until now. Similarily, enzyme assays carried out with crude extracts of AN9229-PT1
and EAU36366 showed the same result.
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1 Einleitung

1.1 Ascomycota

Die Schlauchpilze, auch Ascomycota genannt, bilden mit insgesamt tber 32000
Arten (Dingermann et al., 2009) die grof3te Abteilung im Pilzreich. Zusammen mit den
Standerpilzen (Basidiomycota) bilden sie das Unterreich der Dikarya (James et al.,
2006). lhren Namen verdanken die Pilze ihren charakteristischen
Fortpflanzungsorganen, den Asci (Ascus=Schlauch), langgezogenen Schlauchen in
denen die haploiden Ascosporen gebildet werden. Die Ascomycota selbst bestehen
aus dem Mycel, aufgebaut aus langen, dinnen Zellfaden, den Hyphen, oder aus
Einzelzellen mit kurzen Sprossmycelien. Bei der Fortpflanzung unterscheidet man
grundsatzlich zwischen der ungeschlechtlichen bzw. anamorphen Fortpflanzung Uber
Conidiosporen und der geschlechtlichen oder telomorphen Fortpflanzung mit Hilfe
von Ascosporen. Bei einigen Arten wurde bisher nur die anamorphe Fortpflanzung
nachgewiesen, weshalb man sie zu einer eigenen Abteilung, den ,fungi imperfecti*
oder Deuteromycota zusammengefasst hat (Campbell and Reece, 2003; Adrio and
Demain, 2003). Pilze der Abteilung der Ascomycota haben fur den Menschen eine
groRe Bedeutung. Zum einen kdnnen einige Arten als Pathogene wirken, und sind
somit fur zahlreiche Krankheiten bei Menschen, Tieren und Pflanzen verantwortlich,
zum anderen werden die Eigenschaften der Pilze mit gro3em Erfolg in der
Lebensmittelindustrie und in der Medizin genutzt. Zur Abteilung der Ascomycota
gehoren unter anderem sowohl die Familie der Clavicipitaceae mit den Gattungen
Claviceps, Acremonium und Tolypocladium, wie auch die Familie der
Trichocomaceae mit den Gattungen Aspergillus, Neosartorya und Penicillium.

1.2 Die Gattung Aspergillus

1.2.1 Allgemeines

Im Jahre 1729 wurde von dem italienischen Priester und Biologen P. Micheli zum
ersten Mal ein Schimmelpilz beschrieben, dessen Morphologie unter dem Mikroskop
einem Weihwasserwedel oder Aspergill ahnelte (Micheli, 1729). Sein
mikroskopisches Bild, bzw. das conidienabschnirende Mycelkdpfchen, ist aber auch
mit einer Giel3kanne zu vergleichen, mit der gerade gegossen wird. Daher rihrt auch
der deutsche Name GielR3kannenschimmelpilz.
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Die Gattung Aspergillus wird der Familie der Trichocomaceae zugeordnet. Pilze
dieser Gattung sind weltweit verbreitet und finden sich vor allem im Boden auf
abgestorbenem, sich zersetzendem organischen Material wie z. B. in
Komposthaufen.

Bis zum heutigen Tag sind mehr als 250 verschieden Aspergillus-Arten (Geiser et al.,
2007) bekannt. Viele davon haben grol3e ©6konomische Bedeutung fir den
Menschen, vor allem in der Lebensmittelherstellung und in der Pharmaindustrie. So
werden Arten dieser Gattung, wie z. B. Aspergillus sojae oder Aspergillus oryzae in
Teilen Asiens seit weit Uber 1000 Jahren in der Nahrungsmittelproduktion eingesetzt
(Biesebekei and Record, 2008). Weiterhin wird heutzutage durch die Fermentation
von Aspergillus niger fast 100 % des weltweiten Citronensaurebedarfs gedeckt (Khan
and Shaukat, 1990). Zusatzlich werden in der Industrie Enzyme aus dem pilzlichen
Sekundarstoffwechsel homolog oder heterolog hergestellt und u. a. in Waschmitteln
und der Lebensmittelproduktion verwendet (Adrio and Demain, 2003; Hendrickson et
al., 1999; Pandey et al., 1999). Eine besondere Bedeutung haben ausgesuchte Arten
auch fur die Pharmaindustrie. So werden aus verschiedenen Stdmmen von
Aspergillus terreus u. a. Cyclosporin A und Lovastatin gewonnen (Seite 16, Abb. 1-1)
(Hajjaj et al., 2001; Sallam et al., 2003).

Neben dem unbestrittenen Nutzwert von Pilzen der Gattung Aspergillus weisen sie
fur den Menschen aber auch negative und schadliche Eigenschaften auf. So kénnen
einige Vertreter dieser Gattung Allergien auslésen oder werden fir den Ausbruch der
haufig letalen Aspergillose verantwortlich gemacht (Latge, 1999; Sallam et al., 2003;
Speth et al., 2008). Aus diesem Grund wurde vor einigen Jahren damit begonnen,
die Gene und Genome einiger Arten naher zu untersuchen, um maoglichst viel Gber
deren Pathogenitat und deren zellulare Mechanismen zu erfahren (Galagan et al.,
2005; Archer and Dyer, 2004). Im weiteren Verlauf werden die Aspergillus-Arten
A. fumigatus, A. nidulans, A. terreus und Neosartorya fischeri ndher vorgestellt, die
Grundlage dieser Arbeit waren.
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Abbildung 1-1: Auswahl einiger wichtiger pilzlicher Sekundéarstoffe sowie nicht natirlicher
Ergotalkaloide aus verschiedenen Aspergillus- und Claviceps-Arten

1.2.2 Aspergillus fumigatus

A. fumigatus ist ein ubiquitar vorkommender Schimmelpilz, der sich saprophytisch
von verrotendem organischen Material ernédhrt und somit eine sehr bedeutende Rolle
im Recycling von Kohlenstoff und Stickstoff spielt (Wilson et al., 2002). Zu diesem
Zweck sezerniert der Pilz verschiedene Enzyme, die in der Lage sind,
Polysaccharide von Pflanzenzellw&nden zu verdauen (de Vries and Visser, 2001).
Dabei handelt es sich vor allem um Blatter und krautige Pflanzenteile, da bisher noch
keine Enzyme fur den Ligninabbau des Holzes nachgewiesen werden konnten
(Tekaia and Latgé, 2005). Der Name A. fumigatus leitet sich vom lateinischen Wort
fumans (=rauchend) ab, was auf seine charakteristischen, rauchgriinen Sporen
abzielt. Eine Besonderheit von A. fumigatus, im Vergleich zu vielen anderen
Aspergillus-Arten, ist seine hohe Thermotoleranz. Er kann bei Temperaturen bis 55
°C wachsen und uberlebt Temperaturen von bis zu 70 °C (Beffa et al., 1998;
Ryckeboer et al., 2003). Aufgrund dieser Thermotoleranz ist A. fumigatus ein
wichtiger Bestandteil der Mikroflora in einem Komposthaufen (Tekaia and Latgé,
2005). Da bei A. fumigatus lange Zeit nur die ungeschlechtliche, anamorphe
Fortpflanzung Uber Conidiosporen beobachtet werden konnte, wurde er lange den
Deuteromycota zugeordnet (Ward et al.,, 2006). Seit 2009 ist jedoch auch eine
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sexuelle Fortpflanzung Uber Ascosporen nachgewiesen worden (O"Gorman et al.,
2009).

A. fumigatus ist fur den Menschen und auch fir Tiere ein opportunistisches
Pathogen. Durch seine starke Sporulation und sehr geringe Conidiengroéf3e (2-3 pm)
kénnen die Sporen die Lunge befallen und bis in die Alveolen vordringen (Latge,
1999). Obwohl ein Mensch pro Tag mehrere hundert Sporen einatmet (Latgé, 2001),
hat das Eindringen der Sporen in die Lungen bei einem gesunden Menschen mit
intaktem Immunsystem in der Regel keine gesundheitlichen Folgen, da die Sporen
recht schnell abgetotet werden (Speth et al., 2008). Bei immunsupprimierten
Personen, z. B. bei Patienten nach einer Operation, bei Leukédmie oder AIDS,
kobnnen die Sporen die Lungen befallen, sporulieren und somit eine invasive
Aspergillose auslosen (Speth et al.,, 2008). Dabei stellt diese generalisierte
Aspergillus-Infektion  bei immungeschwéchten Personen bis heute die
Haupttodesursache, mit einer Sterblichkeitsrate von bis zu 50 % bei
Hochrisikogruppen dar (Hohl and Feldmesser, 2007). Sobald das Gehirn betroffen
ist, steigt die Rate auf 100 %, da eine mogliche Therapie mit Antimykotika durch
deren Unpassierbarkeit der Blut-Hirnschranke verhindert wird (Speth et al., 2008).
Zwar kann eine invasive Aspergillose auch durch andere Aspergillus-Arten, wie z. B.
A. niger oder A. terreus, verursacht werden, der Haupterreger ist aber A. fumigatus
(Latgé, 1999; Perfect et al., 2001). Diese Begebenheit legt den Schluss nahe, dass
sich A. fumigatus durch eine besonders hohe Pathogenitat auszeichnet. Worauf
diese im Speziellen beruht, ist bisher aber noch nicht vollstandig geklart. Es wird
jedoch vermutet, dass nicht wie z. B. bei Cryptococcus neophormans eine einzelnes
Gen fur die Pathogenitat verantwortlich ist (Cox et al.,, 2001), sondern dass eine
Reihe unterschiedlicher Faktoren daran beteiligt sind (Hohl and Feldmesser, 2007).
Unter anderem wird vermutet, dass die hohe Hitzetoleranz, insbesondere fiir das
Wachstum in den Respirationsorganen von Saugern, von Vorteil gegenldber anderen
Aspergillen ist (Bhabhra et al., 2004). Es werden aber auch die Oberflachenmolekile
und Pigmente der Pilzsporen (Jahn et al., 1997; Wasylnka and Moore, 2000), sowie
die Produktion des Sekundarmetabolits Gliotoxin (Abb. 1.1) (Sugui et al., 2007) als
mogliche Ursachen fur die erhdhte Pathogenitat diskutiert.

Neben der Verursachung der invasiven Aspergillose kann A. fumigatus aber auch als
Allergen wirken und somit allergische Reaktionen hervorrufen (Casadevall and
Pirofski, 1999; Greenberger, 2002). So wird er z. B. wegen seiner Mykotoxine mit der
Allergischen Bronchopulmonalen Aspergillose (ABPA) und auch Asthma in
Verbindung gebracht (Kurup et al., 2002; Zureik et al., 2002). Die Produktion dieser
unterschiedlichen Mykotoxine stellt zudem ein grof3es Problem in der Lebens- und
Futtermittellagerung dar (Kabak et al., 2006).

A. fumigatus erlangte ebenfalls betrachtliche Bedeutung durch die Produktion
verschiedener Sekundéarstoffe. Darunter versteht man niedermolekulare Substanzen,
die sowohl von Tieren und Pflanzen, als auch von Mikroorganismen gebildet werden
kénnen und nicht direkt fur das Wachstum und die Reproduktion des Organsimus
bendtigt werden. Diese Sekundarstoffe spielen jedoch eine wichtige Rolle fir das
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Uberleben und die Konkurrenzfahigkeit des Organismus in seiner Umwelt. So
konnen Sekundarmetabolite z. B. als Schutz gegen Fral¥feinde dienen oder auch
potentielle Bestauber anlocken. Oft weisen diese Sekundarstoffe besondere
biologische und pharmakologische Aktivitaten auf, wie z. B. die antibiotische Wirkung
der pilzlichen Sekundarstoffe der Penicilline, wie z. B. dem Penicillin G oder den
Cephalosporinen, wie dem Cephalosporin C (Seite 16, Abb. 1-1) (Elander, 2003).
Durch die Produktion dieser Stoffe kann der Pilz in seiner Umwelt besser mit
anderen Mikroorganismen konkurrieren bzw. neue o6kologische Nischen besetzen
(Vining, 1990).

Im Sekundéarstoffmetabolismus von A. fumigatus werden u. a. eine Reihe
verschiedener prenylierter Indolalkaloide produziert. Dies sind zum einen die
Sekundarstoffe Fumitremorgin A, B und C (Horie and Yamazaki, 1981), die
Tryprostatine A und B (Cui et al., 1995), Verruculogen (Frisvad and Filtenborg, 1989)
und verschiedene Ergotalkaloide vom Clavin-Typ wie z. B. das Fumigaclavin,
Elymoclavin oder Festuclavin (Seite 22, Abb. 1-2) (Flieger et al., 1997). Weitere von
A. fumigatus synthetisierte Sekundéarstoffe sind Pseurotin A (Igarashi et al., 2004),
Fumagilin oder Gliotoxin (Abb. 1-1 und 1-2) (Spikes et al., 2008; Frisvad, 1989). Die
Gene, die fur die Biosynthese dieser Substanzen verantwortlich sind, liegen bei
Pilzen wie auch bei Bakterien in Genclustern vor. Dabei handelt es sich um einen
definierten Abschnitt im Genom, in dessen Bereich alle fur die Biosynthese des
jeweiligen Sekundarmetabolits benétigten Gene vorhanden sind (Keller and Hohn,
1997).

Bei dem klinischen Isolat Aspergillus fumigatus Af293 konnte vor einiger Zeit das
komplette Genom entschlisselt werden (Nierman et al., 2005). Es besitzt eine GroéRe
von 29,4 Mb, ist in 8 Chromosomen mit GréRen zwischen 1,8 bis 4,9 Mb unterteilt
und enthalt mindestens 26 Gencluster, die Gene fir eine nichtribosomale
Peptidsynthetase (NRPS), eine Polyketidsynthase (PKS) oder auch Gene fir eine
Prenyltransferase enthalten. Insgesamt konnten 9926 putative Gene identifiziert
werden, die im Schnitt 1431 bp grol3 sind und durchschnittlich 1,8 Introns enthalten.
Der G+C-Gehalt von A. fumigatus Af293 liegt bei 49,9 % (Nierman et al., 2005).
Mittlerweile konnten neben A. fumigatus Af293 noch weitere Stamme wie z. B. A.
fumigatus A1163, AF10 und AF210 sequenziert werden (Fedorova et al., 2008);
http://0-www.ncbi.nim.nih.gov.ilsprod.lib.neu.edu/Traces/wgs/?val=AFEXL;
http://0-www.ncbi.nlm.nih.gov.ilsprod.lib.neu.edu/Traces/wgs/?val=AFXM)
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1.2.3 Neosartorya fischeri

Neosartorya fischeri ist ein im Boden ubiquitar vorkommender filamentéser
Ascomycet, der saprophytisch lebt und sehr eng mit A. fumigatus verwandt ist. Die
anamorphe Form, also die asexuelle Reproduktionsphase von N. fischeri, wird
Aspergillus fischerianus genannt. Die Sporen von N. fischeri wurden auch schon in
landwirtschaftlichen Produkten nachgewiesen, wobei dieser Pilz jedoch nur sehr
selten im Zusammenhang mit Infektionen bei Menschen und Tieren genannt wurde.
Neben einer mykotischen Keratitis (Coriglione et al., 1990) wird N. fischeri aber
anscheinend auch mit der Lungen-Aspergillose bei Transplantationspatienten in
Verbindung gebracht (Lonial et al., 1997). Weiterhin kann dieser Pilz Mykotoxine der
Fumitremorgin-Gruppe wie z. B. Verruculogen und die Fumitremorgine A und B
produzieren (Nielsen et al.,, 1988), die nach Aufnahme in den menschlichen
Organismus auf das zentrale Nervensystem wirken kdnnen. Das Genom von N.
fischeri NRRL 181 wurde 2006 komplett sequenziert und annotiert. Es hat eine
GroR3e von etwa 32.5 Mb. Es besteht insgesamt aus 8 Chromosomen und es wurden
fast 10.500 putative Gene identifiziert, die im Schnitt 1610 bp grol3 sind. Der G+C-
Gehalt liegt bei 49.5 %. (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AAKEO0000000).

1.2.4 Aspergillus nidulans

Der Ascomycet A. nidulans ist im Gegensatz zu A. fumigatus und N. fischeri ein nicht
pathogener Schimmelpilz. Er wird seit tUber 50 Jahren fur Untersuchungen zellularer
Mechanismen in Eukaryoten als auch der Genregulation eingesetzt (Felenbok et al.,
2001). Da A. nidulans eine nahe Verwandtschaft zu anderen, fur die Industrie und
Medizin relevanten Aspergillen, wie z. B. A. fumigatus oder A. niger aufweist, ist
dieser Pilz heute ein sehr beliebter genetischer Modellorganismus in der
Mikrobiologie (Goldman and Kafer, 2004). A. nidulans ist aber ebenfalls ein
bedeutender Sekundarstoffproduzent von Substanzen mit pharmazeutischer
Relevanz, wie z. B. der Asterriquinone (Schneider et al., 2008) wie z.B. dem
Asterriquinon C-1 (Seite 16, Abb. 1-1) oder auch der Xanthone wie dem
Schamixanthon (Abb. 1-1) (Sanchez et al., 2011). Weitere in A. nidulans identifizierte
Sekundarmetabolite sind z. B. die Aspernidine und die Emodin-Derivate (Scherlach
et al., 2010; Chiang et al., 2010). Trotzdem wurden in diesem Pilz noch eine Reihe
weiterer Biosynthese-Gencluster mit putativen NRPS-Genen gefunden, deren
Funktionen bzw. Produkte bislang noch nicht identifiziert werden konnten (von
Dohren, 2009). Das Genom von A. nidulans FGSC A4 wurde 2005 komplett
sequenziert und annotiert und hat eine Gréf3e von etwa 30.1 Mb. Es besteht
insgesamt aus 8 Chromosomen und es wurden Uber 10.500 putative Gene
identifiziert. Der G+C-Gehalt liegt bei 50,3 % (Galagan et al., 2005).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AAKE00000000
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1.2.5 Aspergillus terreus

A. terreus ist ein filamentdser Ascomycet und findet sich vorwiegend im Erdboden. Er
besitzt groRe Bedeutung fur die Industrie, insbesondere bei der Produktion von
organischen Sauren wie z. B. der Itaconséaure (Seite 16, Abb. 1-1). Sie wird u. a. fur
die Herstellung von Gummi, Farben und Lacken, aber auch in der Pharmazie
eingesetzt. Weiterhin ist A. terreus die Hauptquelle zur Produktion von Lovastatin
(Abb. 1-1). Dieser Sekundarmetabolit wurde zum ersten Mal 1977 von Endo und
Kuroda isoliert und war der erste zugelassene Arzneistoff des Statin-Typs zur
Behandlung von Hypercholesterinamie (Endo et al., 1977; LaRosa et al., 1999).
Statine werden aber auch erfolgreich bei Arteriosklerose eingesetzt (Nissen et al.,
2006). A. terreus produziert neben Lovastatin aber auch weitere Sekundarmetabolite
wie z. B. Isoterrin, Patulin, Citrinin oder Asterriquinone (Kaji et al., 1997; Subazini
and Kumar, 2011) sowie kommerziell bedeutende Enzyme wie die Xylanasen
(Chantasingh et al., 2006; Pal et al., 2006). Weiterhin ist A. terreus ein typischer
Produzent von Butyrolactonen, wie z. B. dem Butyrolacton | oder auch von
Aspulvinonen (Abb. 1-1) (Samson et al., 2011). Das Genom von A. terreus NIH2624
wurde 2005 komplett sequenziert und annotiert und hat eine Gréf3e von etwa 29.3
Mb. Es besteht insgesamt aus 8 Chromosomen und es wurden Uber 10.400 putative
Gene identifiziert. Der G+C-Gehalt betragt 52.9 %.
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AAJN0O0O000000)
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1.3 Indolalkaloide

1.3.1 Allgemeines

Als Alkaloide bezeichnet man eine Gruppe von organischen stickstoffhaltigen
Substanzen des Sekundarstoffwechsels, die bakteriellen, pilzlichen oder auch
pflanzlichen Ursprungs sein kdnnen. Das Stickstoffatom ist dabei zumeist in ein
Ringsystem integriert. In wassriger Losung reagieren sie in der Regel alkalisch.
Gemein ist den Alkaloiden, dass sie direkte, charakteristische Auswirkungen auf
menschliche oder tierische Organismen haben. Die unterschiedlichen Alkaloide
kénnen Ihrer chemischen Struktur nach eingeteilt werden; je nachdem auf welchem
stickstoffhaltigen Heterozyklus das Alkaloid aufgebaut ist, werden sie unterschieden
und benannt. Sie konnen pharmakologische Auswirkungen auf den
Saugetierorganismus haben und wurden somit fur die Entwicklung verschiedener
Wirkstoffe verwendet (Newman and Cragg, 2007).

1.3.2 Prenylierte Indolalkaloide aus Pilzen

Bei den prenylierten Indolalkaloiden handelt es sich um hybride Naturstoffe,
bestehend sowohl aus einem Indol- oder Indolinringsystem, als auch einem
terpenhaltigen Bestandteil. Diese Sekundarstoffe weisen diverse chemische
Strukturen auf und finden sich in Pflanzen, Pilzen und Bakterien, werden aber in
besonderem MaRRe von Schimmelpilzen der Gattungen Aspergillus, Claviceps und
Penicillium hergestellt (Seite 22, Abb. 1-2) (Fraschini et al., 1985; Stocking et al.,
2000).

Die prenylierten Indolalkaloide entstehen durch Prenylierung an verschiedenen
Positionen des aromatischen und elektronenreichen Indolgrundgeriists und weisen
meist starke biologische und pharmakologische Aktivitdten auf (Lindel et al., 2012; Li,
2010). Im Gegensatz zu den unprenylierten Substanzen ist die biologische Aktivitat
ihrer prenylierten Derivate meist verstarkt oder modifiziert (Botta et al., 2005; Usui et
al., 1998).

Indolalkaloide werden meistens aus der dem Primarstoffwechsel entstammenden
Aminosaure L-Tryptophan synthetisiert (Higuchi and Kawasaki, 2007; Williams et al.,
2000). Meist entstehen die unterschiedlichen Strukturen der Indolalkaloide durch die
Verknupfung von L-Tryptophan mit einer anderen Aminosaure oder mit einem
zweiten L-Tryptophan durch eine NRPS, wodurch haufig ein zyklisches Dipeptid mit
Diketopiperazinstruktur oder ein Derivat davon gebildet wird. Beispiele hierfur sind
das Fellutanin D, das aus zwei L-Tryptophan Molekilen besteht sowie die
Fumitremorgine A, B und C und das Verruculogen, die aus den beiden Aminosauren
L-Tryptophan und L-Prolin aufgebaut sind (Abb. 1-2). Eine weitere Mdglichkeit stellt
die Prenylierung des Tryptophans zum Aufbau komplexerer Ringstrukturen dar, wie
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zum Beispiel bei den Ergotalkaloiden oder bei der Cyclopiazonsaure (Williams et al.,
2000) (Abb. 1-2).

Bisher konnte eine ganze Reihe prenylierter Indolalkaloide mit biologischer bzw.
pharmakologischer Aktivitat identifiziert werden. Die Tryprostatine A und B zum
Beispiel sind in der Lage den Zellzyklus von Maus tsFT210 Zellen in der M-Phase
(Cui et al., 1996b) zu unterbrechen. Tryprostatin A und Fumitremorgin C hemmen
das BCRP (Breast cancer resistance protein), einen ABC-Transporter, der
Brustkrebszellen eine Multidrug-Resistenz gegeniber Zytostatika verleiht (Jain et al.,
2008; Rabindran et al., 2000). Terrequinon-Alkaloide unterschiedlicher Aspergillen
zeigen antitumorale, antidiabetische und antiretrovirale Aktivitat (Balibar et al., 2007;
Bouhired et al., 2007).
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Abbildung 1-2 : Chemische Strukturen einiger prenylierter Indolalkaloide aus Schimmelpilzen,
Die Prenylbausteine sind fett markiert; modifiziert nach (Steffan et al., 2009)
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1.3.3 Ergotalkaloide

Die  frlheste  authentische Erwdhnung  von Ergotalkaloiden, bzw.
Mutterkornalkaloiden und deren Effekten erfolgte schon in chinesischen Schriften
aus dem Jahre 1100 vor Christus, wobei Ergotalkaloide bereits in der Geburtshilfe
eingesetzt wurden (Schiff, 2006). Im Mittelalter kam es im Jahre 944-945 AD zu
einer ersten dokumentierten Epidemie von Vergiftungen mit Ergotalkaloiden durch
kontaminiertes Getreide (Schiff, 2006). Auch in spateren Jahrhunderten kam es
durch den Befall von Roggen durch Sklerotien des Schimmelpilzes Claviceps
purpurea immer wieder zu Massenvergiftungen sowohl von Menschen als auch von
Tieren (Floss, 1976; Lee, 2009). Die Vergiftung mit diesen natirlichen Toxinen, die
vorrangig von an Gréasern oder Getreide parasitierenden Pilzen der Gattung
Claviceps produziert werden, wird Ergotismus genannt. Man unterscheidet dabei
zwei Typen von Ergotismus, den konvulsivischen Ergotismus, der durch Fieber,
Durchfall, Halluzinationen und Muskelkrampfe gekennzeichnet ist und den schwerer
verlaufenden, gangranosen Ergotismus. Diese Vergiftung (friher auch
,<Antoniusfeuer® genannt) fuhrte zu massiven Gefallkonstriktionen  und
Durchblutungsstdrungen, sowie zu Storungen des Zentralen Nervensystems. Als
Folge konnte es zum Absterben von Gliedmafien oder im schlimmsten Fall zum Tod
durch Herz- bzw. Atemstillstand fuhren (Flieger et al., 1997; van Dongen and de
Groot, 1995). Die erste direkte Verbindung zwischen den Symptomen einer
Ergotalkaloidvergiftung und dem Verzehr von Mutterkorn wurde in den 1850er
Jahren durch die Forschung des Mykologen Tulasne Uber den Zellzyklus eines
Mutterkorn-produzierenden Pilzes aufgedeckt (Tulasne, 1853). Im Jahre 1918 liel3
Arthur Stoll die erfolgreiche Isolierung von Ergotamin-tartrat erstmals patentieren,
was den Startpunkt fur die moderne Ergotalkaloidforschung und -produktion
darstellte (Stoll, 1945).

Neben den zuvor aufgefuihrten, negativen Eigenschaften der Ergotalkaloide wurden
aber auch schon friih die therapeutischen Mdglichkeiten von Mutterkorn z. B. bei der
Geburtshilfe oder bei Abtreibungen (daher der Name Mutterkorn) entdeckt und
genutzt (Tudzynski et al., 2001).

Die Ergotalkaloide sind Indolderivate und kommen vor allem in den Pilzgattungen
Claviceps, Epichloe, Aspergillus und Penicillium vor (Flieger et al., 1997; Schardl et
al., 2006). Die charakteristische chemische Struktur der Ergotalkaloide ist das
tetrazyklische Ergolin-Ringsystem (Abb. 1-3). Die Ergotalkaloide kdnnen insgesamt
drei verschiedenen Typen zugeteilt werden, namlich den Ergotalkaloiden des Clavin-
Typs, den Ergoamiden und den Ergopeptinen. Die Unterscheidung erfolgt dabei je
nach Substitution an Position C-8 und Ausgestaltung des Ringes D (Groger and
Floss, 1998; Wallwey and Li, 2011).

Die Ergotalkaloide vom Clavin-Typ bestehen aus dem schon genannten
tetrazyklischen Ergolin (Abb. 1-3) oder einer trizyklischen Vorstufe und sind bei den
erstgenannten an Position C-8 mit einer Methylgruppe substituiert. Produziert werden
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Ergotalkaloide des Clavin-Typs u. a. von Pilzen der Gattung Aspergillus und
Penicillium, normalerweise aber nicht von Pilzen der Familie der Clavicipitaceae wie
z. B. C. purpurea (Flieger et al., 1997). Lediglich der Pilz C. fusiformis ist in der Lage,
Ergotalkaloide des Clavin-Typs zu produzieren (Banks et al., 1974).

Die oftmals Pflanzen-assoziierten Pilze der Familie der Clavicipitaceae synthetisieren
dagegen vorrangig D-Lysergsaurederivate, wie die schon genannten Ergoamide
bzw. Lysergsédureamide. D-Lysergsaure ist dabei die tetrazyklische Vorstufe mit einer
Carboxygruppe an Position C-8, Uber die die Lysergsaure mit anderen Substanzen
verknlpft sein kann. Die Ergoamide entstehen dabei i.d.R. durch die Kondensation
von Lysergsdure mit einem Aminoalkohol, wie z. B. das Ergometrin. Bei den
Ergopeptinen handelt es sich ebenfalls um Lysergsaurederivate, sie entstehen durch
Kondensation von Lysergsadure und einem zyklischen Tripeptid, wie z. B. das
Ergotamin (Abb. 1-2). Die Ergopeptine werden von C. purpurea synthetisiert.

Abbildung 1-3: Ergolin-Ringsystem

Die ausgepréagte pharmakologische Aktivitat der Ergotalkaloide entsteht durch
Interaktion mit den verschiedenen Rezeptoren des zentralen Nervensystems. lhre
Aktivitat kann durch die strukturelle Ahnlichkeit des Ergolinringes zu den
Neurotransmittern Serotonin, Noradrenalin und Dopamin erklart werden (Tudzynski
et al., 2001). Dabei ergeben sich je nach Substitution an Position C-8 verschiedene
agonistische, antagonistische oder partiell-agonistische/antagonistische Effekte an
ihren entsprechenden Rezeptoren (Sinz, 2008). In der Vergangenheit konnten
dariiber hinaus optimierte Derivate von Ergotalkaloiden hergestellt werden, die u. a.
bei Parkinson Verwendung finden, wie z. B. das nicht natirliche Cabergolin (Seite
16, Abb. 1-1). Ergotamin und besonders das semi-synthetische Derivat
Dihydroergotamin (Abb. 1-1) wurden in der Vergangenheit und zum Teil auch heute
noch zur Therapie und Prophylaxe bei Cluster-Kopfschmerzen und Migrane
eingesetzt (Monteith and Goadsby, 2010).

Die Produktion der Ergotalkaloide fur die Pharmaindustrie wird heutzutage zu ca.
50 % Uber die traditionelle Feldkultivierung von kontaminiertem Roggen und zu 50 %
Uber Fermentierung erreicht (Hulvova et al., 2012).
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1.3.3.1 Fumigaclavine

Bei den Fumigaclavinen handelt es sich um Ergotalkaloide des Clavin-Typs. Sie
konnten bisher in verschiedenen Schimmelpilzarten der Gattungen Aspergillus und
Penicilium nachgewiesen werden (Flieger et al., 1997). Auch die Fumigaclavine
zeigten in vitro biologische bzw. pharmakologische Aktivitaten. So hat Fumigaclavin
C (Abb. 1-2) eine gefal3relaxierende Wirkung an isolierten Rattenaortenringen (Ma et
al., 2006) und positive Auswirkungen auf experimentell induzierte Leberschaden und
Colitis bei Mausen (Wu et al., 2005; Zhao et al., 2004). Weiterhin konnte gezeigt
werden, dass Fumigaclavin C die Expression von inflammatorischen Cytokinen wie
IL-18, IL-2, IL-12a, INF-y und TNF-a sowie der Matrixmetalloproteinase MMP-9 als
auch die Anheftung von Lymphozyten an extrazellulare Matrizen hemmt (Wu et al.,
2007; Zhao et al., 2004). Neuere Erkenntnisse zeigten, dass neben der
Arteriosklerosebehandlung mit Statinen auch Fumigaclavin C verwendet werden
koénnte, da es eine anti-inflammatorische Wirkung hat. Dabei wird die Aktivierung des
Toll-like recpetors (TLR4) und des nuclear factor B unterdriickt, wodurch die
Produktion des Tumor-Nekrosefaktors a inhibiert wird (Du et al., 2011).

1.3.3.2 Biosynthese von Ergotalkaloiden

In den Genomen von C. purpurea und A. fumigatus Af293 konnten zwei Gencluster
identifiziert werden, die fur die Biosynthese von Ergotalkaloiden zustdndig sind
(Tudzynski et al., 1999; Unsdld and Li, 2005) (Abb. 1-4). Sieben putative Gene dieser
beiden Biosynthesecluster weisen starke Sequenzahnlichkeiten zueinander auf
(Wallwey and Li, 2011).

Sowohl die Biosynthesewege der Ergotalkaloide des Clavin-Typs als auch der
Ergopeptine sind in den friihen Reaktionen identisch und gehen von der Aminosaure
L-Tryptophan aus. Erst nach der Bildung von Chanoclavin-l-aldehyd unterscheiden
sich die Biosynthesewege und gabeln sich auf (Abb. 1-5) (Wallwey and Li, 2011).
Durch die Identifikation des Gens dmaW aus Claviceps fusiformis, welches fiir eine
4-Dimethylallyltryptophansynthase codiert, begannen die molekularbiologischen
Untersuchungen zur Biosynthese von Ergotalkaloiden in Schimmelpilzen (Tsai et al.,
1995). Es konnten weitere Gene des dieses Genclusters, namlich cloA, Ips1 und Ips2
aus C. purpurea identifiziert und ihre Funktionen experimentell nachgewiesen
werden (Abb. 1-5 A). Das Enzym CIloA Kkatalysiert dabei die Oxidation von
Elymoclavin zu Paspalséaure, wahrend LPS1 und LPS2 fir die Verknipfung des
Tripeptides mit der Lysergsaure verantwortlich sind (Haarmann et al., 2006). Frau Dr.
Inge Unsdld konnte im Zuge Ihrer Doktorarbeit das Gencluster fur die Biosynthese
von Fumigaclavin C in A. fumigatus identifizieren (Abb. 1-5 B). Dabei konnte sie die
beiden Prenyltransferasegene fgaPT1 und fgaPT2 heterolog exprimieren und ihre
Funktionen in vitro aufklaren (Unsold and Li, 2006; Unsold and Li, 2005). Vor Beginn
dieser Dissertation konnte somit gezeigt werden, dass FgaPT2 fir den ersten Schritt
der Biosynthese, die Prenylierung von L-Tryptophan verantwortlich ist (Unséld and
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Li, 2005; Steffan et al., 2007), wohingegen FgaPT1 die reverse Prenylierung von
Fumigaclavin A katalysiert, und somit fir die letzte Reaktion der Fumigaclavin C
Biosynthese verantwortlich ist (Unséld and Li, 2006). Die Funktionen der Ubrigen
Gene des Genclusters waren bis dahin noch nicht bekannt.

Mittlerweile konnten bei der Charakterisierung des Fumigaclavin C Biosynthese-
genclusters aus A. fumigatus viele Biosyntheseschritte identifiziert werden. In der
Arbeitsgruppe Li konnte die Funktion des Gens fgaAT durch heterologe Expression
nachgewiesen werden. FgaAT katalysiert die Acetylierung von Fumigaclavin B in
Anwesenheit von Acetyl-CoA, sodass Fumigaclavin A entsteht (Liu et al., 2009).
Weiterhin konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit das Gen fgaMT charakterisiert
und die Funktion des abgeleiteten Enzyms FgaMT als SAM-anhéangige
N-Methyltransferase an zweiter Position des Biosyntheseweges aufgeklart werden.
Die Bildung von Chanoclavin-l im nachsten Schritt lauft wohl in mehreren Reaktionen
ab, wobei in A. fumigatus FgaOx1 und in C. purpurea EaskE beteiligt sind (Wallwey
and Li, 2011; Lorenz et al., 2010). Der letzte gemeinsame Schritt der
Biosynthesewege von A. fumigatus und C. purpurea ist die Synthese von
Chanoclavin-l-aldehyd durch FgaDH bzw. EasD (Wallwey et al., 2010a). Weiterhin
konnte gezeigt werden, dass in A. fumigatus die beiden Enzyme FgaOx3 und FgaFS
in Anwesenheit von NADH Chanoclavin-l-aldehyd zu Festuclavin umsetzen (Wallwey
et al., 2010b). In C. purpurea wird Chanoclavin-l-aldehyd mit Hilfe von EasG in
Anwesenheit von reduziertem Glutathion und NADPH zu Agroclavin umgesetzt
(Matuschek et al., 2011).

cloA easD easF dmaW
A IpsC easA IpsB easC eask easG easH1
- e i —
IpsA1 easH2 IpsA2
1kb
B fgaFS fgaPT1 fgaP450-2 fgaCat fgaOx1
fgaOx3  fgaP450-1 fgaDH fgaAT fgaPT2 fgaMT

Abbildung 1-4: : Cluster fur die Ergotalkaloid-Biosynthese in A: Claviceps purpurea und B:
Aspergillus fumigatus Af293; modifiziert nach (Wallwey and Li, 2011)
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Abbildung 1-5: Hypothetischer Biosyntheseweg der Ergotalkaloide in Claviceps sp. und A.
fumigatus; modifiziert nach (Matuschek et al., 2011)

1.4 Prenyltransferasen

Bei den Prenyltransferasen handelt es sich um eine Gruppe von Enzymen, die die
Verknupfung von Isopreneinheiten sowohl mit sich selbst als auch mit Aromaten oder
anderen Molekulen wie z. B: Proteinen katalysieren. Sie sind wichtige Enzyme
sowohl des Primar- als auch des Sekundarstoffwechsels bei Pilzen, Bakterien und
Pflanzen. Fir die Ubertragung des Isoprenrestes auf das entsprechende Substrat
der Reaktion werden dabei je nach Enzym Dimethylallyldiphosphat (C-5),
Geranyldiphosphat (C-10) oder Farnesyldiphosphat (C-15) als Donoren verwendet
(Stec et al., 2011; Yazaki et al.,, 2002). Die Bindung des Prenylrestes kann dabei
‘regular® Uber das C-1-Atom oder “revers® Uber das C-3-Atom des Prenylrestes
erfolgen (Abb. 1-6) (Li, 2009; Lindel et al., 2012).

reguldre Prenylierung reverse Prenylierung

NH;

COOH FgaPT2
N\ / N
N

H DMAPP PPi

NH:

COOH

L-Trp 4-L-DMAT Fumigaclavin A Fumigaclavin C

Abbildung 1-6: Regulare Prenylierung via FgaPT2 und reverse Prenylierung mit FgaPT1
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Dieser Transfer eines Prenylrestes auf ein Substrat ist eine weit verbreitete Reaktion
des Stoffwechsels und tritt z. B. in Form von trans-Prenyltransferasen in der
Terpenoid-Biosynthese ebenso wie bei aromatischen Prenyltransferasen wie z. B.
bei der Ubichinon- oder Menachinonsynthese im Priméarstoffwechsel auf (Brauer et
al., 2008). Ein weiteres Beispiel ist die Prenylierung von aromatischen Substanzen
des Sekundarstoffwechsels, wie z. B. den prenylierten Flavonoiden, Polyphenolen
oder Indolalkaloiden (Yu and Li, 2011; Steffan et al., 2009; Sugiyama et al., 2011). In
der Terpenoid-Biosynthese katalysieren trans-Prenyltransferasen die Verknipfung
mehrerer C5-Bausteine (DMAPP und IPP) miteinander, wodurch die verschiedenen
Terpene entstehen (Bohlmann et al., 1998).

Im Gegensatz dazu verknipfen die sogenannten aromatischen Prenyltransferasen
Prenylreste mit einem elektronenreichen Aromaten. Hierbei kdnnen zwei Gruppen
unterschieden werden, namlich die der “membrangebundenen® Prenyltransferasen
und die der “léslichen® Prenyltransferasen. Die  membrangebundenen
Prenyltransferasen sind dabei oft im Primarmetabolismus (Ubichinon und
Menachinon) zu finden, wobei es jedoch auch einige Ausnahmen gibt. So ist z. B.
das membrangebundene Enzym AuaA an der Aurachin D-Biosynthese in Stigmatella
aurantiaca beteiligt (Stec et al., 2011). Weiterhin sind vor kurzem drei neue
pflanzliche Flavonoid-Prenyltransferasen aus dieser Gruppe, SfN8DT-1, SfiLTD und
SfG6DT aus Sophora flavescens identifiziert und biochemisch charakterisiert worden
(Sasaki et al., 2011; Sasaki et al., 2009). Letztere kann neben DMAPP zusatzlich
auch GPP und FPP als Prenyldonor verarbeiten. Die membrangebundenen
Prenyltransferasen wie auch die trans-Prenyltransferasen weisen ein oder mehrere
hoch konservierte (N/D)DXXD-Motive auf, die essentiell fur die Bindung des
Prenyldiphosphates via divalenter Kationen sind. Im Jahre 2002 konnte gezeigt
werden, dass die enzymatische Reaktion dieser beiden Enzymgruppen von der
Anwesenheit von Mg®*- oder Mn?*- lonen abhéangig ist (Liang et al., 2002).

Weiterhin gibt es die Superfamilie der sogenannten ABBA-Prenyltransferasen, die
Ihren Namen durch die “PT-barrel® Faltung sich wiederholender aBBa-Strukturen
erhielt. Die Prenylierung wird dabei in einer hydrophoben Reaktionskammer im
Zentrum des “PT-barrels®, bestehend aus zirkular angeordneten [-Faltblattern
umgeben von a-Helices, katalysiert (Jost et al., 2010). Diese PT-barrels wurden
bisher nur in Prenyltransferasen des Sekundéarstoffwechsels bei der Prenylierung von
aromatischen Substanzen identifiziert. Sie weisen kein (N/D)DXXD-Motiv auf und
haben auch sonst keine Sequenzéhnlichkeit mit den membrangebundenen
Prenyltransferasen. Trotzdem kann ihre Aktivitat, wie zum Beispiel im Falle von
NphB aus Streptomyces sp., von der Anwesenheit divalenter Kationen abh&ngen
(Tello et al., 2008). Mit HHsearch (Soding et al., 2005) konnte keine Verbindung
zwischen den membrangebundenen aromatischen Prenyltransferasen, wie z. B.
UbiA und den l6slichen aromatischen Prenyltransferasen, wie NphB oder DMATS
(Dimethylallyltryptophansynthase) nachgewiesen werden (Bonitz et al., 2011; Gebler
and Poulter, 1992). So kann davon ausgegangen werden, dass sich in der Natur
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zwei voneinander unabhangige Strategien der Prenylierung von Aromaten entwickelt
haben.

Diese ABBA-Superfamilie kann wiederum in zwei Unterfamilien unterteilt werden,
namlich in die Phenol/Phenazin-Prenyltransferasen vom CloQ/NphB-Typ und die
Indolprenyltransferasen des DMATS/CymD-Typs, die aber nicht nur Indole sondern
grundsatzlich auch andere Substanzen wie z. B. die Tyrosine oder Xanthone
prenylieren kénnen. Mitglieder der erstgenannten CloQ/NphB Enzymgruppe sind
zum Beispiel die Metallionen-unabhangigen Enzyme CloQ aus Streptomyces
roseochromogenes (Pojer et al., 2003), NovQ aus Streptomyces niveus (Ozaki et al.,
2009), NphB aus Streptomyces sp. (Sugiyama et al.,, 2011) oder Fng26 aus
Streptomyces cinnamonensis (Haagen et al., 2006).

Bei der Familie der Indolprenyltransferasen des CymD/DMATS-Typs (Schultz et al.,
2010; Gebler and Poulter, 1992), kann wiederum in bakterielle und pilzliche
Indolprenyltransferasen  unterschieden werden. Neben den hauptsachlich
prenylierten Indolen gibt es in dieser Familie aber auch Vertreter, die andere
aromatische Substrate prenylieren kénnen. Ein Beispiel hierfir ware SirD aus
Leptosphaeria maculans (Zou et al.,, 2011; Kremer and Li, 2010) welches die
Prenylierung von L-Tyrosin katalysiert. Daher wére es vielleicht besser diese Gruppe
als DMATS-Superfamilie zu bezeichnen. Zur besseren Ubersicht sind die
unterschiedlichen Prenyltransferase-Familien in einem Diagramm in Abb. 1-7
dargestellt.

ABBA-Superfamilie
(PT-barrel Enzyme)

CymD/DMATS-Familie C(L%%ﬁ':%:e?:;::e
(Indolprenyltransferasen)

Prenyltransferasen)
Pilzliche Bakterielle
Indolprenyltransferasen Prenyltransferasen

Abbildung 1-7: Klassifikation der ABBA-Prenyltransferasen nach (Bonitz et al., 2011)
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Die pilzlichen Indolprenyltransferasen katalysieren jedoch meistens den Transfer
eines Prenylrestes auf den Stickstoff- oder ein Kohlenstoffatom des Indolkérpers
wodurch regulér oder revers prenylierte Indolalkaloide entstehen (Li, 2009)
(Abb. 1-6). Diese Enzyme zeigen ebenfalls kein (N/D)DXXD-Motiv und haben dabei
weder Sequenzahnlichkeiten mit den membrangebundenen Prenyltransferasen noch
mit den l6slichen, aromatischen Prenyltransferasen der Bakterien (Bonitz et al.,
2011). Diese Prenyltransferasen zeigen eine breite Substratspezifitat, katalysieren
aber eine regiospezifische Prenylierung an unterschiedlichen Positionen des Indol-
oder Indolinringes (Li, 2009). Mittlerweile konnten Prenyltransferasen fur die
Prenylierung an allen Positionen des Indols identifiziert und charakterisiert werden
(Abb. 1-8). Mitglied dieser pilzlichen Enzymgruppe ist z. B. FtmPT2, das “regular® an
Position N-1 des Indolringes prenyliert. Das nattirliche Substrat flr diese Reaktion ist
12,13-Dihydroxyfumitremorgin C (Grundmann et al., 2008). Die Enzyme FtmPT1 und
FgaPT1 prenylieren “regular‘ bzw. “revers® am C-2 Atom des Indols. Bei FtmPT1 ist
Brevianamid F und bei FgaPT1 Fumigaclavin A das nattrliche Substrat (Grundmann
and Li, 2005; Unsold and Li, 2006). Alle vier Enzyme stammen aus dem Pilz
A. fumigatus. Eine reverse Prenylierung an Position C-3 wird u. a. von dem Enzym
AnaPT aus N. fischeri katalysiert, wobei (R)-Benzodiazepindion zu Aszonalenin
umgewandelt wird (Yin et al., 2009). Die Prenylierung an Position C-4 wird u. a.
durch das Enzym FgaPT2 aus A. fumigatus bewerkstelligt. Die regulare Prenylierung
an C-4 von L-Trp ist der erste Schritt in der Biosynthese von Fumigaclavin C (Unséld
and Li, 2005). Vor kurzem konnte mit der Identifizierung und biochemischen
Charakterisierung des Enzyms 5-DMATS aus A. clavatus die letzte Licke der
Prenylierungspositionen geschlossen werden. Dieses Enzym katalysiert die
Prenylierung an Position C-5 des Indolringes, z. B. bei L-Trp (Yu et al., 2012). Die
Position C-6 wird durch Prenylierung von L-Trp durch das Enzym IptA aus dem
Bodenbakterium Streptomyces sp. besetzt (Takahashi et al., 2010). Die beiden
Enzyme 7-DMATS (aus A. fumigatus) und CTrpPT (aus A. oryzae) sind fur die
Prenylierung von C-7 verantwortlich. Es wird vermutet, dass die natirlichen
Substrate L-Trp fur 7-DMATS bzw. cyclo-L-Trp-L-Trp fur CTrpPT sind (Kremer et al.,
2007; Zou et al., 2010). Durch diese Arbeiten konnten Indolprenyltransferasen fur die
regioselektive Prenylierung an allen Positionen (N-1, C-2, C-3, C-4, C-5, C-6 und
C-7) des Indolringes identifiziert und biochemisch charakterisiert werden (Abb. 1-8).
Somit ist ein kompletter Satz an Prenyltransferasen fir die Katalyse des
Prenyltransfers an alle Positionen des Indolringes vorhanden.
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Abbildung 1-8: Beispiele fiir die regioselektive Prenylierung verschiedener Substrate an allen
Positionen des Indolringes in Anwesenheit von DMAPP (N-1, C-2, C-3, C-4, C-5, C-6 und C-
7);der Ubertragene Prenylrest ist fett dargestellt; modifiziert nach (Yu et al., 2012)

Die Prenyltransferase-Aktivitat von Enzymen dieser Gruppe ist unabhangig von der
Anwesenheit divalenter Kationen. Bei einigen dieser Enzyme konnte durch Zugabe
von Ca**-lonen ihre Prenyltransferase-Aktivitat aber deutlich erhéht werden (Yin et
al., 2007). Grunde fir diese Aktivitatssteigerung sind bisher jedoch nicht bekannt. Da
die Prenyltransferreaktionen unabhangig von der Anwesenheit divalenter Kationen
ist, wurde vermutet, dass basische Aminosduren die Funktion der Kationen bei der
Komplexierung des DMAPP ubernehmen konnten. Tatsachlich konnte durch
Mutagenese gezeigt werden, dass wohl zwei basische Lysinreste in der AS-Sequenz
fur die enzymatische Aktivitat dieser pilzlichen Indolprenyltransferasen verantwortlich
sind (Stec et al., 2008). Durch die Strukturaufklarung der beiden Prenyltransferasen
FgaPT2 und FtmPT1 konnte dieses nun eindeutig nachgewiesen werden (Metzger et
al., 2009; Jost et al., 2010). Sowohl die membrangebundenen, als auch die l6slichem
aromatischen Prenyltransferasen zeigen eine breite Substratspezifitdit und konnten
bereits erfolgreich bei der chemoenzymatischen Synthese von neuen prenylierten
Aromaten eingesetzt werden (Li, 2010; Wang et al., 2009; Koeduka et al., 2011,
Ozaki et al., 2009).
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1.5 Nicht-ribosomale Peptidsynthetasen

Neben der Protein- und Peptidsynthese wahrend der Translation an den Ribosomen,
konnen auch eine Vielzahl linearer oder zyklischer Peptide mit Hilfe von nicht-
ribosomalen Peptidsynthetasen (NRPS) synthetisiert werden (Du et al., 2001; Stack
et al., 2007; Weber and Marahiel, 2001). Weiterhin werden Polyketide, &hnlich der
Biosynthese von Fettsauren, an den Polyketidsynthasen (PKS) produziert. Bei
diesen NRPS- und auch den PKS-Enzymen handelt es sich i.d.R. um
multienzymatische, multimodulare Megasynthasen (Marahiel and Essen, 2009). Die
von NRPS oder PKS produzierten Sekundarmetabolite weisen oft starke biologische
Aktivitaten auf und koénnen anti-mikrobielle, anti-fungale, anti-tumorale oder auch
immunsuppressive Wirkungen haben (Cane and Walsh, 1999). Charakteristisch fur
diese Multi-Enzymkomplexe ist die Organisation in Modulen, die wiederum aus
mehreren Domanen aufgebaut sind (Marahiel et al., 1997; Weber and Marabhiel,
2001). Dabei hat jede Domane eine bestimmte Funktion bei der Verknupfung der
beteiligten Aminosauren (Abb. 1-9). Ein typisches Modul einer NRPS besteht aus
einem Satz von mindestens drei Doméanen fur die Adenylierung, Thiolierung und
Kondensation. Der Verknipfungsvorgang beginnt mit der Auswahl der bendtigten
Aminosaure und seiner Aktivierung unter ATP-Verbrauch. Diese Reaktion wird von
der Adenylierungs- oder A-Doméne vorgenommen (Stachelhaus and Marahiel, 1995;
Turgay et al., 1992; Lee et al., 2010). Uber einen Thioester wird die aktivierte
Aminosaure auf eine Peptidylcarrier- oder P-Domane (PcP-Domane, friher auch
Thiolierungs- oder T-Doméne genannt) Ubertragen und kovalent gebunden
(Stachelhaus et al., 1996). Die Aminosaure wird dann von der P-Domane an die
Kodensationsdomane (C-Domane) ubertragen, an der die Kondensation mit einer
entsprechenden zweiten Aminosaure erfolgt (Stachelhaus et al., 1998). Wé&hrend
dieses Vorgangs bleiben die beteiligten Aminosauren permanent an das NRPS-
Enzym gebunden. Neben den A-, P- und C-Doméanen (Abb. 1-9) kdnnen jedoch eine
Reihe weiterer Domanen an der Peptidsynthese beteiligt sein. So kdnnen zusétzliche
Domaénen fur zum Beispiel die Methylierung, Epimerisierung, Reduktion, Oxidation
oder Hydroxylierung eines Substrats in einem Modul vorhanden sein (Pohlmann and
Marahiel, 2008).Die Freisetzung des Peptids von der NRPS, bzw. die intramolekulare
Verknupfung zu einem zyklischen Peptid, wird durch eine Thioesterase-Doméne
bewerkstelligt (Du and Lou, 2010).

Weiterhin kann eine nicht-ribosomale Peptidsynthetase zusammen mit einer
Polyketidsynthase (PKS), eine neues sogenanntes PKS/NRPS Hybridenzym bilden,
wie z. B. die NRPS/PKS in der Biosynthese von Pseurotin A in A. fumigatus (Maiya
et al., 2007). Weitere Beispiele hierfir sind die Enzyme CpaA, beteiligt an der
Biosynthese von Cyclopiazonsaure in A. flavus (Seshime et al., 2009) oder auch
ApdA als Teil der Aspyridon-Biosynthese in A. nidulans (Bergmann et al., 2007).
Durch die Analyse der Aminosauresequenz und  Vergleiche von
Adenylierungsdomanen (A-Domanen) mit unbekannter Funktion mit funktional
bekannten A-Domaénen, wird versucht, vorherzusagen, welche
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Adenylierungsdomane welche Aminosaure bindet und aktiviert, um somit schon
frihzeitig zu erkennen, welches Peptid eine nicht-ribosomale Peptidsynthetase
herstellt (Challis et al., 2000; Stachelhaus et al., 1999). So entstanden Programme
wie der ,NRPSpredictor® (Rausch et al., 2005), bzw. die weiterentwickelte Version
,NRPSpredictor2“ (Rottig et al., 2011) oder die ,PKS/NRPS Analysis website”
(Bachmann and Ravel, 2009), um durch Analyse von NRPS Aminosauresequenzen
und Datenbankvergleichen auf die Funktion von Adenylierungsdoménen und somit
auf das Endprodukt des NRPS-Enzyms schlieRen zu kdnnen. Die bisherigen
Programme basierten jedoch auf Untersuchungen von bakteriellen NRPS und es ist
nicht bekannt, inwieweit diese Erkenntnisse auf pilzliche NRPS lbertragen werden
konnen. Erst seit Mitte 2011 wurde mit der neuen Version ,NRPSpredictor2“ auch die
Vorhersage von pilzlichen A-Domanen mdglich und online zur Verfigung gestellt
(Réttig et al., 2011).

A: Adenylierung »:Doméne
P: Peptidyl-carrier
C: Kondensierung =Modul

Abbildung 1-9: Schema eines vereinfachten NRPS-Moduls

NRPS bzw. PKS/NRPS-Hybridenzyme sind essentielle Bestandteile bei der
Biosynthese von wichtigen, auch pharmazeutisch relevanten Naturstoffen im
Sekundéarstoffwechsel von Pilzen. Bisher sind eine ganze Reihe unterschiedlicher
pilzlicher Naturstoffe bekannt, an deren Synthese NRPS, PKS/NRPS als auch
Prenyltransferasen beteiligt sind. Beispiele hierfir sind neben den schon
vorgestellten Substanzen Fumitremorgin, Acetylaszonalenin, Ergotamin oder den
Pseurotinen auch die Thiopyrazine und Fumiquinazoline (Abb. 1-2) (Qiao et al.,
2011; Gao et al., 2011).

1.6 Methyltransferasen

Methyltransferasen sind Enzyme, die die Ubertragung eines Methylrestes auf ein
Substrat katalysieren und kommen in Bakterien, Pflanzen, Tieren und Pilzen vor. Sie
sind Bestandteil vieler Biosynthesewege, sowohl des Primar- als auch des
Sekundéarstoffwechsels, kdnnen aber auch bei der genetischen Prozessierung, wie
z. B. der DNA- oder mRNA-Methylierung beteiligt sein (Cheng, 1995). Die
Ubertragung einer Methylgruppe auf biologisch aktive Substrate kann zu wichtigen
Veranderungen der physiologisch-chemischen Eigenschaften dieser Molekiile
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fuhren. Die meisten Methyltransferasen der Biosynthese des Primar- und
Sekundarstoffwechsel brauchen als Co-substrat S-Adenosylmethionin (SAM), das
als Methyldonor dient. Dabei wird der Methylrest des S-Adenosylmethionins auf das
Substrat Ubertragen, wodurch das methylierte Substrat und S-adenosyl-homocystein
(SAH) entstehen (Abb. 1-10). Die erste SAM-abhangige Methyltransferase die 1994
strukturell charakterisiert werden konnte, war eine Catechol O-Methyltransferase
(Vidgren et al., 1994).
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Abbildung 1-10: S-Adenosylmethionin (SAM) als Methyldonor

Bei diesen Enzymen handelt es sich daher um die SAM-abhéngigen
Methyltransferasen. Insgesamt werden die SAM-abhangigen Methyltransferasen, je
nach Art des Substrates in verschiedene Unterklassen unterteilt. Dabei wird
zwischen “small molecule®-, Lipid-, Protein-, DNA- oder RNA-Methyltransferasen
unterschieden. Zusatzlich kann je nach Ort der Methylierung, in C-, N-, O- oder S-
Methyltransferasen unterteilt werden. Dabei weisen alle bekannten Enzyme dieser
Gruppe mindestens eine bis zu drei hochkonservierte Domanen (Motive I, Il und III)
in ihrer Aminosauresequenz auf (Tab. 1-1) (Kagan and Clarke, 1994; Kozbial and
Mushegian, 2005).

Tabelle 1-1: Konservierte Aminosauresequenzen in SAM-abhangigen Methyltransferasen

Motiv | (VIIIL)(LIV)(D/E)(V/YG(GIC)G(T/P)G
Motiv 11 (PIG)(QIT)(FIYIA)DANIY)(FI)(CIVIL)
Motiv 111 LL(R/K)PGG(R/N/L)(L/Y(L/IF/IV)(I/L)

Neben ihren konservierten Motiven, zeigen die SAM-anhangigen Methyltransferasen
nur sehr geringe Sequenzhomologie untereinander. In ihrer Proteinfaltung sind diese
Enzyme jedoch sehr &hnlich (Martin and McMillan, 2002). Eine typische SAM-
abhangige Methyltransferase besteht aus abwechselnden Strukturen von sieben
B-Faltblattern und sechs a-Helices und weisen sowohl eine Bindedomane fir das Co-
Substrat SAM, als auch eine sehr variable Domane fiur die Substratbindung auf (Abb.
1-11). Die Anordnung der B-Faltblattstrukturen ist generell “3214576“, wobei das
B-Faltblatt 7 antiparallel zu den anderen liegt. Die Bindedomane fur das Co-Substrat
SAM befindet sich dabei am N-terminalen Ende des B-Faltblattes, die Bindung des
entsprechenden Substrates geschieht am C-terminalen Ende. Das glycinreiche
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Motiv 1 (Tab. 1-1) liegt in der SAM-bindenden Region zwischen 1 und aA am
N-terminalen Ende des Enzyms und interagiert mit dem Aminosédureende von SAM,
wahrend der saure Bereich zwischen B2 und aB, Motiv Il genannt, mit den
Hydroxylresten der Ribose interagiert.

Neben den l8slichen SAM-abhéngigen Methyltransferasen, kénnen diese Enzyme
auch als Teil von NRPS-Enzymen auftreten. Hier bilden sie die
Methylierungsdomanen und katalysieren dementsprechend die Methylierung des von
der NRPS synthetisierten Peptids, wie z. B. in der Cyclosporin Biosynthese von
Beauvaria nivea (Velkov and Lawen, 2003).

|

SAM } N [ Substrate _
\ l ﬁj ]\/ EL l'\j
C
Abbildung 1-11: Schema einer typischen SAM-abhangigen Methyltransferase (Martin &
McMillan, 2002)
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1.7 Zielsetzung dieser Arbeit

Im Rahmen dieser Dissertation sollten folgende Fragestellungen bearbeitet werden:

Untersuchungen zur SAM-abhdngigen N-Methyltransferase FqgaMT aus Aspergillus
fumigatus:

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte die SAM-abhéngige N-Methyltransferase
FgaMT aus A. fumigatus Uberproduziert und biochemisch charakterisiert werden.

Folgende Arbeiten sollten durchgefuhrt werden:

- Amplifikation von fgaMT aus cDNA von A. fumigatus und Klonierung in einen
geeigneten Expressionsvektor

- Uberexpression des Gens und Isolierung des (iberproduzierten,
rekombinanten Enzyms FgaMT-Hisg

- ldentifizierung des naturlichen Substrats von FgaMT mit Hilfe von Tandem-
Enzymassays mit FgaPT2 und Analyse per HPLC

- Aufklarung der Struktur des enzymatischen Produkts tber NMR und LC-MS

- Bestimmung der kinetischen Parameter fur die Umsetzung des naturlichen
Substrats

- Bestimmung der Substratspezifitat von FgaMT

Untersuchungen zu der putativen Prenyltransferase EAW20699 aus N. fischeri
NRRL181:

Das Gen NFIA 112230 aus dem Pilz N. fischeri NRRL181 sollte mit Hilfe des
Expressionswirts E. coli Uberexprimiert und das Uberproduzierte Enzym EAW20699
biochemisch charakterisiert werden.

Folgende Arbeiten waren vorgesehen:

- Amplifikation von NFIA_112230 aus gDNA von N. fischeri und Klonierung in
einen geeigneten Expressionsvektor; wurde bereits von A. Schweitzer
durchgefthrt

- Uberexpression des Gens und Isolierung des (berproduzierten,
rekombinanten Enzyms EAW20699-Hisg

- Identifizierung des naturlichen Substrats von EAW20699 mit Hilfe von
Enzymassays in Anwesenheit von DMAPP und Analyse per HPLC

- Aufklarung der Struktur des Produktes sowie Bestimmung der kinetischen
Parameter der katalytischen Reaktion
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Untersuchungen zu zwei putativen Prenyltransferasen AN9229-PT1 und —PT2 aus A.
nidulans FGSC A4

Durch bioinformatische Methoden wurde ein Gencluster mit bisher unbekannter
Funktion auf Chromosom 4 von A. nidulans FGSC A4 identifiziert. Es enthalt ein
putatives NRPS-Gen AN9226 sowie zwei putative Prenyltransferasegene AN9229-
PT1 und -PT2. Diese beiden putativen PT-Gene sollen utberexprimiert und die
abgeleiteten Proteine isoliert und biochemisch charakterisiert werden.

Dafur waren folgende Arbeitsschritte vorgesehen:

- Herstellung einer cDNA-Bank bzw. von cDNA aus A. nidulans FGSC A4

- Amplifikation beider Gene ohne Intronsequenzen und Klonierung in geeignete
Vektoren fir die Uberexpression in E. coli-Wirtsstammen

- Uberexpression der beiden Gene und Isolierung der Uberproduzierten,
rekombinanten Hisg-getaggten Enzyme AN9229-PT1 und —PT2

- ldentifizierung der natlirlichen Substrate beider Enzyme mit Hilfe von
Enzymassays in Anwesenheit von DMAPP und Analyse per HPLC und
maoglicherweise Funktionsaufklarung des Biosynthesegenclusters

- Strukturaufklarung der enzymatischen Produkte sowie Bestimmung der
kinetischen Parameter der katalytischen Reaktionen

Charakterisierung einer putativen Prenyltransferase EAU36366 aus A. terreus
DSM1985

Durch Sequenzvergleiche und Datenbankabgleiche wurde ein putatives Gencluster
in A. terreus identifiziert, welches moglicherweise an der Biosynthese von
Butyrolactonen beteiligt ist. Es enthalt unter anderem ein Gen fir ein NRPS/PKS-
Hybridenzym und ein putatives Prenyltransferasegen ATEG_03092.1. Dieses Gen
soll amplifiziert und Gberexprimiert und das abgeleitete Enzym EAU36366 analog zu
den vorhergehenden Projekten Gberproduziert und biochemisch analysiert werden.

- Herstellung von gDNA aus Zellmaterial von A. terreus DSM1958

- Amplifikation von ATEG_03092.1 aus gDNA von A. terreus per Fusions-PCR
und Klonierung in einen geeigneten Expressionsvektor

- Uberexpression des Gens und Isolierung des tberproduzierten EAU36366-
Hisg Proteins

- ldentifizierung des naturlichen Substrats von EAU36366 mit Hilfe von
Enzymassays in Anwesenheit von DMAPP und Analyse per HPLC

- Aufklarung der Struktur des Produktes sowie Bestimmung der kinetischen
Parameter der Enzymreaktion
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien, Saulenmaterialien, Substrate und Enzyme

2.1.1 Chemikalien

Die fur die vorliegende Arbeit verwendeten Chemikalien wurden gréf3tenteils von den
Firmen Alfa Aesar (Karlsruhe), Fluka (Taufkirchen), Merck (Darmstadt), Roth
(Karlsruhe), Sigma-Aldrich (Taufkirchen) und VWR (Darmstadt) bezogen. Bestandteile
zur Herstellung von Kulturmedien wurden hauptséchlich von den Firmen BD
(Heidelberg) und Applichem (Darmstadt) verwendet. Brevianamid F und DMAPP wurde
von Herrn Dr. Alexander Grundmann und DMAPP auch von Herrn Marco Matuschek
synthetisiert. FPP wurde von Frau Edyta Stec synthetisiert und mir zur Verfigung
gestellt. Die speziellen Chemikalien und Medienbestandteile sind in Tabelle 2-1

aufgelistet.

Tabelle 2-1: Chemikalien und Medienbestandteile

Chemikalien Hersteller

L-Abrin Aldrich, Taufkirchen
Acetonitril, HPLC Roth, Karlsruhe

Adenin Roth, Karlsruhe
Agar-Agar BD, Heidelberg

Agarose GE Healthcare, Miinchen

2-Aminoacridon

Fluka, Taufkirchen

Ammoniumperoxodisulfat (APS)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-galactosid (X-Gal)

Fermentas, Burlington, Canada

Bromphenolblau

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Butyrolacton I

Synthetisiert von Lena Ludwig, AK Li

Carbenicillin

Roth, Karlsruhe

Chloramphenicol

Roth, Karlsruhe

Coomassie Brilliant Blau R-250

Roth, Karlsruhe

cyclo-D-Trp-L-Tyr

Bachem, Weil am Rhein

cyclo-L-Trp-Gly

Bachem, Weil am Rhein

cyclo-L-Trp-L-Leu

Bachem, Weil am Rhein

cyclo-L-Trp-L-Phe

Bachem, Weil am Rhein

cyclo-L-Trp-L-Trp

Bachem, Weil am Rhein

cyclo-L-Trp-L-Tyr

Bachem, Weil am Rhein

dNTP Mix

Bioline GmbH, Luckenwalde

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

1,4-Dithiothreitol (DTT)

Roth, Karlsruhe

EDTA

Merck, Darmstadt

Eisen(Il)chlorid

Fluka, Taufkirchen

Eisen(Il)sulfat

Fluka, Taufkirchen
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5-Fluor-L-Tryptophan

Fluka, Taufkirchen

Galaktose Fluka, Taufkirchen

D-Glucose Caelo, Bonn

Hefeextrakt BD, Heidelberg; Applichem, Darmstadt
L-Histidin Roth, Karlsruhe

L-B-Homotryptophan

Fluka, Taufkirchen

5-Hydroxy-L-Tryptophan

Fluka, Taufkirchen

Imidazol

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Indol-3-brenztraubensaure

Acros, Geel, Belgien

Indol-3-buttersaure

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Indol-3-essigsaure

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Indol-3-propionséaure

Aldrich, Taufkirchen

Indol-3-DL-milchsaure

Aldrich, Taufkirchen

L-Isoleucin

Roth, Karlsruhe

Isopropyl-p-thiogalactosid (IPTG)

Roth, Karlsruhe

Kanamycin Roth, Karlsruhe
L-Leucin Merck, Darmstadt
L-Lysin Roth, Karlsruhe

B-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

5-Methoxy-DL-Tryptophan

Fluka, Taufkirchen

a-Methyl-DL-Tryptophan

Bachem, Weil am Rhein

1-Methyl-L-Tryptophan

Aldrich, Taufkirchen

4-Methyl-DL-Tryptophan

Bachem, Weil am Rhein

5-Methyl-DL-Tryptophan

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

6-Methyl-DL-Tryptophan

Fluka, Taufkirchen

7-Methyl-DL-Tryptophan

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Methanol, HPLC

Roth, Karlsruhe

L-Methionin Merck, Darmstadt
Natriumdodecylsulfat (SDS) Roth, Karlsruhe
Pepton BD, Heidelberg

L-Phenylalanin

Roth, Karlsruhe

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

Roth, Karlsruhe

Phosphorpentoxid

Merck, Darmstadt

Polyoxyethylensorbitanmonolaurat (Tween® 20)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

L-Prolin

Roth, Karlsruhe

H-L-Pro-L-Trp-OH

Bachem, Weil am Rhein

D-(+)-Raffinose

Roth, Karlsruhe

Rinderserumalbumin (BSA)

Merck, Darmstadt

Roti® Phenol/Chloroform (pH 8.0)

Roth, Karlsruhe

Rotiphorese®GeI 30 (30 % Acrylamid, 0,8 %
Bisacrylamid)

Roth, Karlsruhe

L-Serin

Merck, Darmstadt

D-Sorbitol

Roth, Karlsruhe

N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Roth, Karlsruhe

L-Threonin

Merck, Darmstadt

Trichloressigsaure

Roth, Karlsruhe
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Trifluoressigsaure Roth, Karlsruhe
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) Sigma-Aldrich, Taufkirchen
H-L-Trp-L-Pro-OH Bachem, Weil am Rhein
Tryptamin Fluka, Taufkirchen

Trypton BD, Heidlberg und Applichem, Darmstadt
D-Tryptophan Fluka, Taufkirchen
L-Tryptophan Roth, Karlsruhe
L-Tryptophan-hydroxamat Signa-Aldrich, Taufkirchen
L-Tryptophan-methylester Fluka, Taufkirchen
L-Tyrosin Roth, Karlsruhe

L-Valin Roth, Karlsruhe

Yeast nitrogen base without amino acids BD, Heidelberg
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2.1.2 Materialien zur Chromatographie

Die verwendeten S&ulenmaterialien wurden als Trockensubstanzen, Suspensionen
oder Fertigsaulen vom Hersteller bezogen. Die Lagerung des Materials erfolgte nach
Herstellervorschrift (Liste der Materialien: siehe Tab. 2-2).

Tabelle 2-2: Materialien fur die Chromatographie

Hersteller

Chromatographiematerial

Agilent, Boblingen

C&S  Chromatographie
Service, Dlren

GE Healthcare, Freiburg

Merck, Darmstadt
Qiagen, Hilden

Eclipse XDB-C18-column (Fertigséule, 5 pm, 4,6 x 150 mm)
Multospher RP 18-5 (Fertigsaule, 5 um, 4 x 250 mm)
Multospher 120 RP 18-5 (Fertigsaule, 5 um, 10 x 250 mm)
HiLoad 26/60 Superdex 200 (Fertigsaule)

Sephadex G 25 PD-10, NAP-10, NAP-5 (Fertigsaulen)
DC-Alufolien 60 Fys,4

Ni-NTA Agarose (Suspension)

2.1.3 Enzyme und Kits

Tabelle 2-3: Enzyme, GrofRenstandards und Kits

Hersteller

Bezeichnung

Fermentas, St. Leon-Rot

Fluka, Ulm
GE Healthcare, Freiburg

Jena Biozymes
Omega Bio-Tek
Promega, Mannheim

Qiagen, Hilden
Roche Applied Science,
Mannheim

Restriktionsendonukleasen

GeneRuler 1kb DNA-Ladder, Bandenmuster [bp]: 10.000, 8.000; 6.000,
5.000; 4.000, 3.500, 3.000, 2.500, 2.000, 1.500, 1.000, 750, 500 und 200
GeneRuler DNA-Ladder Mix, Bandenmuster [bp]: 10.000, 8.000; 6.000,
5.000; 4.000, 3.500, 3.000, 2.500, 2.000, 1.500, 1.200, 1.000, 900, 800,
700, 600, 500, 400, 300, 200 und 100

Lysozym (76000 U/mg)

Low Molecular Weight Calibration Kit for SDS Electrophoresis

Low Molecular Weight Gel Filtration Kit

Restriktionsendonukleasen

T4-DNA-Ligase

Restriktionsendonukleasen

E.Z.N.A.™ Fungal RNA Miniprep Kit

Taqg DNA Polymerase

Wizard SV Genomic DNA Purification System

SV Total RNA Isolation System

ImProm-11"" Reverse Transcriptase Kit

RNAse A

Expand High Fidelity PCR-System

Expand High Fidelity PCR-System plus
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2.2 Plasmide, Primer, Bakterien- und Pilzstamme

2.2.1 Plasmide

Tabelle 2-4: Kommerziell erworbene Klonierungs- und Expressionsvektoren

Vektor Beschreibung Hersteller
p-GEM-T easy Linearisierter Vektor mit T-Uberhang zum direkten Promega
Einklonieren von PCR-Produkten mit A-Uberhang,
lacZa., ori, f1-Origin, Amp"®
pQEG60 Expressionsvektor fiir E. coli, Amp", T5-Promotor, Qiagen
Sequenz fur C-terminalen Hisg-Tag, Col E1 origin
von pBR322
pYES2/NT C Expressionsvektor fir S. cerevisiae, Amp", URA3- Invitrogen

Marker, pUC-Origin, f1-Origin, 2u-Origin, GAL1-
Promotor, T7-Promotor, Sequenz fur N-terminalen
Hise-Tag

Tabelle 2-5: Plasmide, Fosmide und cDNA

Vektor Beschreibung Referenz

pHis8 Expressionsvektor fir E. coli, Kan", f1-Origin, (Jez et al., 2000)
pBR322-origin, T7-Promotor, Sequenz fur N-
terminalen Hisg-Tag und C-terminalen Hise-Tag

cDNA A. fumigatus B5233, in Form von Phagen erworben, Stratagene
durch Inge Unsold zu Phagemiden umgewandelt

F8004 B11 Genbank Accessionnumber AACD01000170; Fungal Genetics
Chromosom VI, Contig 170, 162206 bp — 202660 bp  Stock Center

F8434 H2 Genbank Accessionnumber AACD01000170; Fungal Genetics
Chromosom VI, Contig 170, 171334 bp — 210073 bp  Stock Center

F8441 F12 Genbank Accessionnumber AACD01000170; Fungal Genetics

Chromosom VI, Contig 170, 176664 bp — 215799 bp  Stock Center

Tabelle 2-6: In dieser Arbeit hergestellte und verwendete Plasmide

Plasmid

Beschreibung

pOR13

pOR15

pOR18

fgaMT (AFUA_2G18060) aus A. fumigatus B5233, komplettes Gen (bp
2928072 bis 2929163 von AAHF01000001.1), in pGEM-T easy, PCR
amplifiziert mit den Primern fgaMT-for und fgaMT-rev2 und cDNA von A.
fumigatus B5233 als template, GroR3e des Inserts: 1034 bp (Schnittstellen:
Ncol und BamH]I)

fgaMT (AFUA_2G18060) aus A. fumigatus B5233, komplettes Gen (1023
bp) in pQE6O, umkloniert aus pOR13 uber die Restriktionsschnittstellen
Ncol und BamHI

AN9229PT1 (ANID_11194.1), komplettes Gen (bp 194898 bis 196350 von
AACDO01000170.1), aus A. nidulans FGSC A4 in pGEM-T easy, amplifiziert
per Fusions-PCR mit dem Fosmid F8441 als template (Primerpaare:
AN9229PT1.1 und AN9229PT1In1A,; AN9229PT1In1B und
AN9229PT1In2A; AN9229PT1In2B und AN9229PT1.2), Grol3e des Inserts:
1362 bp (Schnittstellen: Ncol und BamHI)
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Plasmid

Beschreibung

pOR19

pOR20

pOR21

pOR22

pOR23

pOR24

pOR25

pOR26

pOR27

pOR28

pOR29

pOR33

pAS-60s K11

AN9229PT1 (ANID_11194.1) aus A. nidulans FGSC A4, komplettes Gen
(1353 bp) in pQE6O, umkloniert aus pOR18 Uber die
Restriktionsschnittstellen Ncol und BamHI

AN9229PT2 (ANID_11202.2) komplettes Gen (bp 196713 bis 198052 von
AACDO01000170.1) aus A. nidulans FGSC A4 in pGEM-T easy, amplifiziert
per Fusions-PCR mit dem Fosmid F8441 als template (Primerpaare:
AN9229PT2.1 und AN9229PT2InA; AN9229PT2InB und AN9229PT2.2),
Grole des Inserts: 1276 bp), (Schnittstellen: Ncol und BamH]I)

AN9229PT2 (ANID_11202.2) aus A. nidulans FGSC A4, komplettes Gen
(1263 bp) in pQE6O, umkloniert aus pOR20 Uber die
Restriktionsschnittstellen Ncol und BamHI

AN9229PT1 (ANID_11194.1) komplettes Gen (bp 194898 bis 196350 von
AACDO01000170.1) aus A. nidulans FGSC A4 in pGEM-T easy, amplifiziert
per Fusions-PCR und dem Fosmid F8441 als template (Primerpaare:
AN9229PT 1fwd und AN9229PT1In1A; AN9229PT1In1B und

AN9229PT1In2A; AN9229PT1In2B und AN9229PT1rev, Grof3e des Inserts:
1373 bp, (Schnittstellen: Notl und BamHI)

AN9229PT1 (ANID_11194.1) aus A. nidulans FGSC A4, komplettes Gen
(1353 bp) in  pHis8, umkloniert aus pOR22  Uber die
Restriktionsschnittstellen Notl und BamHI

AN9229PT2 (ANID_11202.2) komplettes Gen (bp 196713 bis 198052 von
AACDO01000170.1) aus A. nidulans FGSC A4 in pGEM-T easy, amplifiziert
per Fusions-PCR und dem Fosmid F8441 als template (Primerpaare:
AN9229PT2fwd und AN9229PT2InA , AN9229PT2InB und AN9229PT2rev)
Grole des Inserts: 1284 bp, (Schnittstellen: Notl und BamHI)

AN9229PT2 (ANID_11202.2) aus A. nidulans FGSC A4, komplettes Gen
(1263 bp) in  pHis8, umkloniert aus pOR24  Uber die
Restriktionsschnittstellen Notl und BamHI

ATEG_03092.1 komplettes Gen (bp 463836 bis 465221 von
AAJN01000088.1) aus A. terreus DSM1958 in pGEM-T easy, amplifiziert
per Fusions-PCR mit gDNA von A. terreus DSM1958 (Primerpaare:
ATEG_fwdNcol und ATEG1.1, ATEG1.2 und ATEG_revHind3) Grolie des
Inserts: 1344 bp, (Schnittstellen: Ncol und Hindlll)

ATEG_03092.1 aus A. terreus DSM1958, komplettes Gen (1332 bp) in
pHis8, umkloniert aus pOR26 Uber die Restriktionsschnittstellen Ncol und
Hindlll)

ATEG_03092.1 komplettes Gen (bp 463836 bis 465221 von
AAJN01000088.1) aus A. terreus DSM1958 in pGEM-T easy, amplifiziert
per Fusions-PCR mit gDNA von A. terreus DSM1958 (Primerpaare:
ATEG_fwdNcol und ATEG1.1, ATEG1.2 und ATEG_revBamHI), Grol3e des
Inserts: 1343 bp (Schnittstellen: Ncol und BamHI)

ATEG_03092.1 aus A. terreus DSM1958, komplettes Gen (1332 bp) in
pQEG6O, umkloniert aus pOR28 uber die Restriktionsschnittstellen Ncol und
BamHI

AN9229PT2 (ANID_11202.2) aus A. nidulans FGSC A4, komplettes Gen
(1263 bp) in pYES2/NT C, umkloniert aus pOR24 (ber die
Restriktionsschnittstellen Notl und BamHI

NFIA_112230 komplettes Gen (1362 bp; bp 75150 bis 76510 von
AAKEOQ03000034.1) aus N. fischeri NRRL181 in pQE60, amplifiziert mit den
Primern Nf1Ncol und Nf2BamHInew aus gDNA von N. fischeri NRRL181,
kloniert Uber die Restriktionsschnitstellen Ncol und BamHI
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2.2.2 Primer

Tabelle 2-7: Verwendete Primer; im Vergleich zur Originalsequenz mutierte Basen sind fett

gedruckt

Primer Gen Sequenz (5°-3") Schnittstelle Plasmide
fgaMT-for fgaMT CAGCCACCATGGCGATTTCAGCTC Ncol pOR15
C
fgaMT-revl fgaMT GGGATCCAATATCTGATATAT BamHI -
fgaMT-rev2 fgaMT CATGGATCCGTTCAGACGCAGTCT BamHI pOR15
CAA
AN9229PT1.1 AN9229PT1 CACCATGGTATGCAAAACTGGAGG Ncol pOR19
AN9229PT1.2 AN9229PT1 CAGGATCCCTCTGATCCTGGGA BamHI pOR19
AN9229PT1In1A  AN9229PT1 CATTCTTGTACCACTGGGTTATACC - pOR19
CTACCTCGCCCCGGTTGCAGCAGG
AN9229PT1In1B  AN9229PT1 CCGGGGCGAGGTAGGGTATAACCC - pOR19
AGTGGTACAAGAATGTGAGGATCT
Cc
AN9229PT1In2A  AN9229PT1 CCACGCTCAACAATGCTAACATACA - pOR19
TGACCCCGCGGAAGCTCGGG
AN9229PT1In2A  AN9229PT1 GCCCGGGGTCATGTATGTTAGCAT - pOR19
TGTTGAGCGTGGAAGCGTGTC
AN9229PT1fwd AN9229PT1 GCGGATCCATGCTATGCAAAACTG BamHI pOR23
GAGGATG
AN9229PT1rev AN9229PT1 CAGCGGCCGCTACGCCTCTGATCC  Notll pOR23
TGGGAGAAG
AN9229PT2.1 AN9229PT2 CGCCATGGACAGGAACTCATTC Ncol pOR21
AN9229PT2.2 AN9229PT2 CCAGGATCCAAACCAGTTTTCACG BamHI pOR21
AN9229PT2InA AN9229PT2 GAAACACTGCGGTATCTTCACAAAA - pOR21
CCAAATCTGCGCACACATGGTTG
AN9229PT2InB AN9229PT2 GTGTGCGCAGATTTGGTTTTGTGAA - pOR21
GATACCGCAGTGTTTCCGGGTATG
AN9229PT2fwd AN9229PT2 GCGGATCCATGGACAGGAACTCAT  BamHI pOR25/33
TCACAGCTTATG
AN9229PT2rev AN9229PT2 GCGCGGCCGCTCAAAACCAGTTTT  Notl pOR25/33
CACGGATC
ATEG_fwdNcol ATEG_0309 CACCATGGCTCAACAGACAAGAC Ncol pOR26/27
21 128129
ATEG_revHind3 ATEG_0309 TCAAGCTTCAGGAGATCAGCTAC Hindlll pOR27
2.1
ATEG1.1 ATEG_0309 CGACTCGTCAAGGTTACAAGAGGG - pOR26
21 GTAGTAAGAAGATACGTCCTCCTTG
ATEG1.2 ATEG_0309 CAAGGAGGACGTATCTTCTTACTAC - pOR26
2.1 CCCTCTTGTAACCTTGACGAGTCGT
ATEG_revBamHI ATEG 0309 GGGATCCCAGGAGATCAGCTACCC BamHI pOR28/29
21 GTC

2.2.3 Bakterienstamme

Tabelle 2-8: Bakterienstamme

Stamm Beschreibung/relevante Marker Hersteller/Referenz

XL1 Blue MRF’ A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl Stratagene

SupE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac [F* proAB
laclqZAM15 Tn10 (Tetr)] [F’ proAB™ lacl’ lacZ
AM15 Tn10 (tet")]
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Stamm Beschreibung/relevante Marker Hersteller/Referenz
SOLR™ eld—(McrA-) A(mcrCB-hsdSMR-mm)171 sbcC  Stratagene
recB recJ uvrC umuC:Tn5 (Kanr) lac gyrA96
relAl thi-1 endAl AR [F" proAB laclgZAM15] Su—
(nonsuppressing)
K12 JM109 F~ traD36 proA'B" A(lacZ)M15/A(lac-proAB) Stratagene
ginV44 el4 gyrA96 recAl relAl endAl thi
hsdR17
DH5a F endAl glinVv44 thi-1 recAl relAl gyrA96
deoR nupG ®80dlacZAM15 A(lacZYA-
argF)uU169, hsdR17(rx’ my’), A—
M15 [pREPA4] Nal®, Str®, Rif°, Thi', Lac’, Ara”, Gal*, Mtl', F, Qiagen
RecA”, Uvr’, Lon”
SG13009 [pREP4] Nal®, Str®, Rif°, Thi, Lac’, Ara®, Gal’, MtI', F, Qiagen
RecA", Uvr’, Lon".
BL21 (DES3) pLysS F omgT hsdSg(rs'mg’) gal dem (DE3) pLysS Invitrogen
(Cam™)
Rosetta2 (DE3) pLysS F ompT hsdSg(Rg" mg) gal dcm A(DE3 [lacl Invitrogen
lacUV5-T7 gene 1 indl sam7 nin5])
pLysSRARE (Cam")
2.2.4 Pilzstamme
Tabelle 2-9: Verwendete Pilzstdmme
Pilz Beschreibung/relevante Marker Hersteller/Referenz
Aspergillus nidulans Glasgow wild type (veA+) Fungal Genetics Stock
FGSC A4 Center
Aspergillus nidulans Grindle wild type 44 Fungal Genetics Stock
FGSC A96 Center
Aspergillus terreus - DSMz
DSM1985

N. fischeri NRRL181

S. cerevisiae INVScl

- ARS Culture Collection
(Peoria, IL)
his341/his341 leu2/leu2 trpl- 289/trpl- Invitrogen

289 ura3-52/3-52

2.3 Nahrmedien

Nachfolgend sind alle Medien aufgeftihrt, die wéahrend der vorliegenden Arbeit
verwendet worden sind. Dabei beziehen sich alle Mengen jeweils auf 1 | Medium. Fur
die Festmedien wurde vor dem Autoklavieren (20 Min, 121 °C, 2 bar) 1,5-2 % (m/V)
Agar zugesetzt. Antibiotika und andere hitzelabile Substanzen wurden erst nach dem
Autoklavieren steril zugegeben. Wenn nicht anders angegeben, erfolgte die Lagerung
der Medien bei Raumtemperatur.
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2.3.1 Néahrmedien zur Kultivierung von E. coli

LB-Medium
NaCl 10,0 g
Trypton 10,09
Hefeextrakt 50409

Alle Bestandteile wurden in demin. Wasser gel6st, auf pH 7,0 eingestellt, auf 1 |
aufgefullt und autoklaviert.

LB-Medium mit Zusétzen

NaCl 10,09
Trypton 10,0 g
Hefeextrakt 5009
MgSO, 2,46 g
Maltose 29

Alle Bestandteile wurden in demin. Wasser gel6st, auf pH 7,0 eingestellt, auf 1 |
aufgefullt und autoklaviert.

TB-Medium
Trypton 12,09
Hefeextrakt 24049
Glycerin 4 ml

Die Bestandteile wurden in 900 ml demin. geldst und autoklaviert. Anschlie3end
wurden 100 ml einer sterilen Losung von 0,17 M KH,PO4 und 0,72 M K;HPO,4
zugegeben.

NZY-Medium
NacCl 5009
Hefeextrakt 5009
MgSO4 x 7 H,0O 509
NZ-Amin 1049

(Caseinhydrolisat)

Alle Bestandteile wurden in demin. Wasser gel6st, auf pH 7,5 eingestellt, auf 1 |
aufgefllt und autoklaviert.
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NZY-Topagar

NZY-Medium mit 0,7 % (w/v) Agarose

SOC-Medium
Trypton 20,09
Hefeextrakt 50¢g
NaCl 0,59
1 M KCI 2,5ml

Alle Bestandteile wurden in demin. Wasser gel6st, auf pH 7,0 eingestellt, auf 1 |
aufgefillt und autoklaviert. AnschlieBend wurde 20 ml 1 M Glucoselésung steril
zufiltriert.

2.3.2 Nahrmedien zur Kultivierung von S. cerevisiae INVScl

YPD (Yeast-Peptone-Dextrose Medium) (Ausubel et al., 1996)

Hefeextrakt 10,049
Pepton 20,09
D-Glucose 20,09

Hefextrakt und Pepton wurden in demin. Wasser gel6st, auf 900 ml aufgefillt und
autoklaviert. Die Glucose-Losung wurde separat als 20 %ige Stammldsung
sterilfiltriert und nach Bedarf zum autoklavierten Medium zugegeben.

SC-U Minimal Medium (Herstellervorschrift von pYES2/NT, Invitrogen)

Yeast nitrogen base (without amino acids, but with ammoniumsulfate) 6,79
Adenin und Aminosauren wie in Tabelle 2-10

Tabelle 2-10: Zugesetztes Adenin und Aminosauren fir das SC-U Medium

Je 100 mg Je 50 mg
Adenin L-Asparaginsaure
L-Arginin L-Histidin
L-Cystein L-Isoleucin
L-Leucin L-Methionin
L-Lysin L-Phenylalanin
L-Threonin L-Prolin
L-Tryptophan L-Serin

L-Tyrosin

L-Valin
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Die einzelnen Bestandteile wurden in 800 ml demin. Wasser geldst und autoklaviert.
Zur Kultivierung der Klone wurden vor der Verwendung 100 ml sterilfiltrierte 20 %ige
Glucose-Losung und 100 ml steriles demin. Wasser hinzugegeben. Zur Induktion der
Expression wurden je 100 ml 20 %ige Galaktose-Losung sowie 100 ml 10 %ige
Raffinose-L6sung zugefigt (Beide Lésungen wurden zuvor sterilfiltriert).

2.3.3 Nahrmedien zur Kultivierung von A. nidulans FGSC A4

Czapek-Dox Medium

Czapek-Dox Broth 35,09
Saccharose 270,09

Alle Bestandteile wurden in demin. Wasser gel6st, auf pH 7,5 eingestellt, auf 1 |
aufgefllt und autoklaviert.

modifiziertes Czapek-Dox-Medium

Czapek-Dox Broth 35,09
Hefeextrakt 519
NaNO; 209
KH,PO,4 109
MgSO4 x 7 H,0O 0,39
FeSO,x 7 H,0 0,01g

Alle Bestandteile wurden in demin. Wasser gel6st, auf pH 7,5 eingestellt, auf 1 |
aufgefullt und autoklaviert.

2.3.4 Nahrmedien zur Kultivierung von A. terreus

YME-Medium
Malzextrakt 10,09
Hefeextrakt 409
Glucose-1-hydrat 4049

Alle Bestandteile wurden in demin. Wasser gel6st, auf 1 | aufgefullt und autoklaviert.
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Potato-Dextrose Agarplatten (PDA)

Potato-Dextrose 2409
Broth
Agar 15049

Alle Bestandteile wurden in demin. Wasser gel6st, auf 1 | aufgeftillt und autoklaviert.

YAG-Medium (Yeast-extract Agar Glucose-Medium)

D-Glucose 10,0¢g
Hefeextrakt 5009
Uracil 109
Uridin 2,44 ¢
Riboflavin 259
Pyridoxin 0,59

Alle Bestandteile wurden in demineralisiertem Wasser gelost, auf 1 Liter aufgefullt
und autoklaviert
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2.4 Antibiotika

Alle verwendeten Antibiotikalosungen (Tab. 2-11) wurden auf Vorrat hergestellt und vor
Gebrauch bei -20 °C gelagert. Wassrige Losungen wurden mit einem Spritzenfilter
(PorengroRe 0,2 um) steriffiltriert. Losungen in Ethanol wurden nicht sterilisiert. Die
Antibiotika wurden unter sterilen Bedingungen nach Autoklavieren und Abkuhlen des
Mediums auf unter 50 °C zugesetzt.

Tabelle 2-11: Verwendete Antibiotika

Konzentration

Antibiotikum Stammlosung Medium Losungsmittel
[mg/ml] [Hg/mi]

Carbenicillin 50 50 H,O

Chloramphenicol 25-50 25-50 Ethanol

Kanamycin 50 50 H,O

2.5 Puffer und L6sungen

Alle Puffer und Lésungen wurden, soweit nicht anders beschrieben, mit bidest. Wasser
angesetzt, autoklaviert und anschlieRend bei Raumtemperatur gelagert bzw. direkt
verwendet.

2.5.1 Puffer und Lésungen zur DNA-Isolierung

Tabelle 2-12: Puffer und Lésungen zur DNA-Isolierung aus E. coli

Puffer/L6sung Zusammensetzung Endkonzentration Hinweise

Losung MP1 Tris-HCI 50 mM pH 8,0 einstellen
EDTA 10 mM RNAse A frisch
RNAse A 100 pg/ml dazugeben

Losung MP2 NaOH 0,2M nicht autoklavieren
SDS 1% (m/V)

Lésung MP3 Kaliumacetat 3M pH 4,8 mit Eisessig

einstellen
TE-Puffer Tris-HCI 10 mM pH 8,0 mit HCI

EDTA 1mM einstellen
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Puffer/Lésung Zusammensetzung Endkonzentration Hinweise
PBS-Puffer NaCl 140 mM pH 7,4 mit HCI
Na,HPO, 10 mM einstellen
KCI 2,7 mM
KH,PO, 2mM
2.5.2 Puffer und Losungen zur DNA-Gelelektrophorese
Tabelle 2-13: Puffer und Lésungen zur DNA-Gelelektrophorese
Puffer/Losung Zusammensetzung Endkonzentration Hinweise
50 x TAE-Puffer Tris-HCI 2M pH 8,0 mit HCI
Natriumacetat 05M einstellen
EDTA 50 mM
Ladepuffer Glycerin 30 % (V/IV) Lagerung bei 4 °C

SybrSafe™-Lsg.

Bromphenolblau 0,25 % (m/V)

SybrSafe 5 %o Lagerung bei RT

2.5.3 Puffer und Losungen zur Proteinaufreinigung

Tabelle 2-14: Puffer zur Reinigung von Proteinen aus E. coli mittels Ni-NTA

Affinitdtschromatographie und zur Gelfiltration

Puffer Zusammensetzung Endkonzentration Hinweise

Lysepuffer NaH,PO./Na,HPO, 50 mM pH 8,0 mit NaOH
NaCl 300 mM einstellen
Imidazol 20 mM Lysozym vor An-
Lysozym 1 mg/ml wendung dazu

gegeben

Waschpuffer NaH,PO4/Na,HPO, 50 mM pH 8,0 mit NaOH
NaCl 300 mM einstellen
Imidazol 50 mM

Elutionspuffer NaH,PO./Na,HPO, 50 mM pH 8,0 mit NaOH
NaCl 300 mM einstellen
Imidazol 250 mM

Aufbewahrungspuffer Tris-HCI 50 mM
Glycerin 15 % (V/IV)

STE-Puffer Tris/HCI 10 mM pH 8,0 mit HCI
NaCl 150 mM einstellen
EDTA 1mM
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Tabelle 2-15: Puffer zur Isolierung von Proteinen aus S. cerevisiae

Puffer Zusammensetzung Endkonzentration Hinweise
Storage buffer Tris-HCI 20 mM pH auf 7,5
EDTA 0,1 mM einstellen, Lagerung
Glycerin 10 % (VIV) bei 4 °C
KCI 100 mM
DDT 1mM
PMSF 1mM

Tabelle 2-16: Puffer fir die SDS-PAGE

Puffer Zusammensetzung Endkonzentration Hinweise
Laufpuffer Tris-Base 25 mM pH nicht einstellen
Glycin 1,92 M
SDS 35 mM

Tabelle 2-17: Zusammensetzung der Gele fir die SDS-PAGE und des Probenpuffers

Gel/Puffer Zusammensetzung Volumen Hinweise

Sammelgel (4 %) Wasser, bidest 6,1 ml APS und TEMED
Tris-HCI-Lésung 0,5 M, pH 6.8 2,5 ml erst direkt vor dem
SDS-Lésung 10 % (m/V) 0,1 ml Giefl3en hinzugeben
Acrylamid/Bis Solution 30 % 1,3 mi
APS 10 %-L6sung 0,05 ml
TEMED 0,01 ml

Trenngel (12 %) Wasser, bidest 3,4ml APS und TEMED
Tris-HCI-Losung 1.5 M, pH 8.8 2,5 ml erst direkt vor dem
SDS-Lésung 10 % (m/V) 0,1ml Gief3en hinzugeben
Acrylamid/Bis Solution 30 % 4,0 ml
APS 10 %-L6sung 0,05 ml
TEMED 0,005 ml

Probenpuffer Wasser, bidest 3,55 ml Vor Verwendung
Tris-HCI-Lésung 0,5 M, pH 6.8 1,25 ml des Probenpuffers
Glycerin 2,5 ml 50 pl B-Mercapto-
SDS-Lésung 10 % (m/V) 2,0ml ethanol pro 950 pl
Bromphenolblau 0,5 % (m/V) 0,2 ml Puffer hinzugeben

Farbeldsung

Fixierldsung

Entfarbelésung

Coomassie Brilliant Blue
Wasser

Essigsaure

Methanol

Wasser
Essigsaure
Methanol

Wasser
Methanol
Essigsaure

0,25% (m/V)
45 % (VIV)
10 % (VIV)
45 % (VIV)

70 % (VIV)
10 % (VIV)
20 % (VIV)

45 % (VIV)
45 % (VIV)
10 % (V/V)

Losung mehrmals
wechseln, bis SDS-
PAGE ausreichend
entfarbt
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2.6 Methoden der Mikrobiologie

2.6.1 Kultivierung von E. coli

Anzucht und Kultivierung von Escherichia coli erfolgte, wenn nicht anders angegeben,
in LB-Flissigmedium oder auf LB-Agarplatten unter Zusatz des entsprechenden
Antibiotikums flr die Selektion. Flissigkulturen wurden bei 37 °C tber Nacht (16-18 h)
unter Schutteln bei 200 rpm kultiviert (Sambrook & Russel, 2001).

E. coli-Dauerkulturen wurden durch Mischen von 800 ul einer Ubernachtkultur mit
200 pl sterilem Glycerin (Endkonzentration 20 % V/V) hergestellt und bei -80 °C
gelagert.

2.6.2 Kultivierung von S. cerevisiae INVScl

Die Kultivierung von Saccharomyces cerevisiae erfolgte in YPD- oder SC-U-Medium
bei 30 °C. Flussigkulturen wurden bei 30 °C lber Nacht (16-18 h) unter Schiitteln bei
250 rpm kultiviert.

2.6.3 Kultivierung von A. nidulans

Die Kultivierung von A. nidulans FGSC A4 und FGSC A96 erfolgte auf Czapek-Dox-
Platten bei 37 °C oder in CD-Flussigmedium bei 200 rpm und 37 °C.

2.6.4 Kultivierung von A. terreus

Die Kultivierung von A. terreus DSM1985 erfolgte auf YME- oder PDA-Platten bei 30 °C
bis 37 °C im Inkubator.

2.6.5 Herstellung einer Sporensuspension aus A. nidulans FGSC A4 und
A. terreus DSM1985

Die Stdmme wurden zunachst fir 2 bis 4 Wochen auf CDH-Festmedium (2.3.3)
kultiviert. Um die Sporen von der Platte zu ernten, wurden Mycel und Sporen von
zwei Platten mit je 3 ml einer 0,1 %igen Tween® 20-Lésung mit Hilfe einer Impfése
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suspendiert und in ein Falcon Tube Uberflhrt. AnschlieBend wurden die Platten
zweimal mit je 3 ml frischer 0,1 %iger Tween 20-Losung gewaschen.

Die erhaltenen Suspensionen wurden in dem Falcon-Tube vereinigt und mit einer
Spatelspitze Glasperlen (g ca. 2 mm) 30 Sekunden gevortext. Danach wurde die
Suspension Uber Watte filtriert und nachfolgend bei 3000 x g fur 5 Minuten
zentrifugiert. Das Pellet mit den Sporen wurde zur Kontrolle mikroskopiert, in 200 pl
einer sterilen 20 %igen Glycerin-Loésung resuspendiert, aliquotiert und bei -80 °C
eingefroren. Zur Bestimmung des Titers wurden 6 Verdiinnungen (107 bis 107) der
Sporensuspension hergestellt. 100 pl jeder Verdinnung wurden auf CDH-Platten
ausgestrichen. Die Kultivierung erfolgte fiir 2-4 Tage bei 25 °C.

2.7 Methoden der Bioinformatik

2.7.1 Vorhersage von Intron- und Exonsequenzen

Mit Hilfe der Software FGenesH von Softberry kbnnen sehr genaue HMM-basierte
Vorhersagen von Gen-ldentitéaten, bzw. der Anzahl und Gr63e von Intronsequenzen
in den zu untersuchenden Genen getroffen werden (http://www.softberry.com/). Dazu
wird bei der sogenannten “ab initio“-Genidentifizierung ein moglichst breit gefasster
gDNA-Abschnitt, der das Gen von Interesse enthalt, mit Hilfe des Programms nach
organismusspezifischen Parametern ausgewertet (Salamov and Solovyev, 2000).

2.7.2 Sequenzvergleiche

Nucleotid- und Aminoséuresequenzen wurden mittels Blast (Basic Local Alignment
Search Tool) mit anderen Sequenzen der Datenbank von NCBI oder mittels
Blast2Sequences  miteinander  verglichen  (http://www.ncbi.nim.nih.gov/Blast)
(Altschul et al., 1990). Bei Nucleotid-Vergleichen wurde BlastN oder BlastX
verwendet, bei Aminosauresequenzen wurde auf BlastP zurtickgegriffen.

2.8 Methoden der Molekularbiologie

2.8.1 Isolierung von DNA aus Bakterien und Pilzen

2.8.1.1 Isolierung von genomischer DNA aus A. terreus DSM1958

Fur die Isolierung von genomischer DNA aus A. terreus DSM1958 Pilzmycel wurde
ein Reagenzglas mit 5 ml YME-Medium mit Sporen einer A. terreus DSM1958
Plattenkultur angeimpft, und flr ca. 7 Tage bei Raumtemperatur und 120 rpm
kultiviert. Das Mycel wurde Uber einen Filter vom Medium getrennt und mit flissigem
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Stickstoff in einem Mdrser aufgeschlossen. Das fein geriebene Pilzmycel wurde dann
in 1x PBS-Puffer (2.5.1) gewaschen, zentrifugiert und das Pellet fur die DNA-
Isolierung verwendet. Benutzt wurde das Wizard SV Genomic DNA Purification
System von Promega. Dabei wurde nach den Herstellerangaben vorgegangen.

2.8.1.2 Isolierung von Plasmid DNA aus E. coli (alkalische Lyse)

E. coli Einzelkolonien wurden tber Nacht bei 37 °C und 200 rpm in 5 ml LB-Medium mit
dem entsprechenden Antibiotikum kultiviert. Bei der Minipreparation wurde das Pellet
aus 2 ml Bakterienkultur (Zentrifugation 1500 x g, 5 Min, 4 °C) in 250 pl L6sung MP1
(2.5.1) durch Vortexen resuspendiert, mit 250 pl Lésung MP2 gemischt und 5 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. Die Lyse der Bakterien war an der schleimigen
Konsistenz der Lésung erkennbar. Durch Zugabe von 250 ul Losung MP3 erfolgte die
Ausfallung eines weil3en, flockigen Niederschlages, der vor allem aus genomischer
DNA und Proteinen besteht. Nach Zentrifugation (11000 x g, 20 Min, 4 °C) wurde der
klare Uberstand in ein neues GefaR (berfiihrt. Die Fallung der DNA erfolgte unter
Zugabe von 1 Vol. Isopropanol und erneuter Zentrifugation bei 4 °C und 11000 x g.
Nach Trocknen des DNA-Pellets wurde dieses in 10-30 pl bidestilliertem Wasser gelost.

Bei der Maxipraparation wurde eine abgewandelte alkalische Lyse durchgefihrt.
Einzelne E. coli-Kolonien wurden tber Nacht bei 37 °C und 200 rpm in 100 ml LB-
Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum kultiviert. Das Pellet der
Bakterienkultur (Zentrifugation 1500 x g, 5 Min, 4 °C) wurde in 4 ml Lésung MP1
durch Vortexen resuspendiert, mit 4 ml Lésung MP2 gemischt und 5 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Anschlie3end erfolgte durch Zugabe von 4 ml Lésung
MP3 die Ausfallung der genomischen DNA und der Proteine. Nach Filtration durch
einen Papierfilter wurde der klare Uberstand in ein neues GefaR (berfuhrt. Die
Fallung der DNA erfolgte unter Zugabe von einem Vol. eiskaltem Isopropanol und
anschlieBender Zentrifugation bei 4 °C und 11000 x g. Nach Trocknung wurde die
DNA in 100 bis 150 pl bidestilliertem Wasser gelost.

2.8.2 Methoden zur Reinigung, Konzentrierung und Quantifizierung von
DNA

2.8.2.1 Phenol-Chloroform-Extraktion

Um mogliche Proteinverunreinigungen aus Nukleinsaurelésungen zu entfernen,
wurde eine Extraktion mit einer fertigen Mischung von Phenol-Chloroform-1AA
(25:24:1 V/IV; Rotiphenol®, Roth) durchgefilhrt. Die zu extrahierende Lésung wurde
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mit gleichem Volumen Phenol-Chloroform-1AA versetzt und fir 1 min gut gevortext.
Nach Zentrifugation fir 10 min bei 15000 x g und 4 °C wurde die obere wassrige
Phase unter Vermeidung der Interphase in ein neues Gefald Uberfuhrt. Dieser
Vorgang wurde wenn notig mehrmals wiederholt. Durch die Zugabe des 2,5 bis
3fachen Volumens von 100 %igen Ethanol und des 0,1fachen Volumens einer 3M
Natriumacetat-Losung wurde die DNA gefallt, mit 70 %igem Ethanol gewaschen,
getrocknet und in autoklaviertem bidest. Wasser oder TE-Puffer aufgenommen.

2.8.2.2 DNA-Fallung

Die DNA-Fallung wurde sowohl fir die Konzentrierung von DNA, als auch fur die
Reinigung durchgefuhrt, da Salze und andere niedermolekulare, wasserlosliche
Substanzen im Uberstand geldst bleiben.

Fallung mit Ethanol:

Die DNA-L6sung wurde mit dem 0,1-fachen Volumen einer 3 M Natriumacetat-
Losung (pH 5.2) sowie dem 3-fachen Volumen an absolutem Ethanol
(Endkonzentration ca. 70 %) vermischt und die DNA anschlieend durch
Zentrifugation (13000 x g, 4 °C, 30 min) sedimentiert. AnschlieRend wurde das
Pellet mit 500 ul 70 %igem Ethanol gewaschen, erneut zentrifugiert und nach
Entfernung des Uberstandes getrocknet. Das Pellet wurde anschlieBend in TE-
Puffer oder bidest. Wasser gelost.

Fallung mit Isopropanol:
Bei der DNA-Fallung mit Isopropanol wurde das 0,8 fache Volumen an 100
%igem Isopropanol zur DNA-L6sung zugegeben und gemischt. Durch
Zentrifugation (13000 x g, 4 °C, 30 min) wurde die DNA pelletiert, der Uberstand
verworfen und schlie3lich mit Ethanol 70 % gewaschen und erneut zentrifugiert.
Das weitere Vorgehen entspricht dem der Fallung mit Ethanol.

2.8.2.3 Konzentrationsbestimmung

Zur Konzentrationsbestimmung bzw. Quantifizierung von DNA wurde eine Agarose-
Gelelektrophorese mit anschlieRender Farbung mit Sybr®Safe durchgefiihrt. Dabei
wurde die Bandenintensitdt der zu untersuchenden Probe im Vergleich mit dem
DNA-GroRRenstandard mit bekannter Konzentration abgeschatzt.

2.8.2.4 Agarose-Gelelektrophorese

Alle fur die Agarose-Gelelektrophorese benétigten Losungen und Puffer sind in
Tabelle 2.5.2 aufgefiihrt. Die Auftrennung von DNA-Fragmenten nach ihrer Grol3e
erfolgte durch horizontale Gelelektrophorese mit einer Standardkonzentration von
0,8 % Agarose in TAE-Puffer. Fur die Analyse von kleineren DNA-Fragmenten (unter
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500 bp) wurde die Konzentration der Agarose auf 1,5 bis 2 % erhoht. Die DNA-
Praparationen wurden nach Mischen mit dem Ladepuffer (Verhaltnis 3:1) in die
Taschen des Agarosegels pipettiert und mit Hilfe eines Spannungsgebers Spannung
angelegt. Fur ein kleines Gel (50 ml) lag die Spannung zwischen 80 und 90 V, fir ein
groles DNA-Gel (100 ml) betrug die Spannung 120 V. Die Detektion der DNA
erfolgte durch die Zugabe der Farbeldsung Sybr®Safe mit einer Endkonzentration
von 5 %o vor Ausharten der Gelmatrix. Zur Dokumentation wurde das ImageQuant
100 System (GE Healthcare, Freiburg) mit UV-Durchlicht bei 365 nm und eine
Digitalkamera mit UV-Filter verwendet.

Verwendete Geréte:
Gelkammern : Pharmacia Gel Electrophoresis Apparatus GNA-100
Hoefer HE 99X
Spannungsgeber : Gene Power Supply GPS 200/400, Pharmacia
Detektion : Imagequant 100 System (GE Healthcare)
Dokumentation : Imagequant 100 System (GE Healthcare) und Digitalkamera

2.8.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR-Amplifikationen wurden mit Hilfe eines iCyclers der Firma BioRad
(Munchen) durchgefuhrt. Die verwendeten Oligonucleotid-Primer wurden von der
Firma MWG-Biotech (Ebersberg) hergestellt. Als Polymerase wurde das Expand
High fidelity PCR System (Roche, Mannheim) verwendet. Die Standard-PCR-
Bedingungen sind in Tabelle 2-18 dargestellt. Je 5-10 ul des erhaltenen PCR-
Produktes wurden mit Hilfe eines Agarose-Gels analysiert.

Tabelle 2-18: Die PCR-Standardbedingungen fur die Amplifikation von Prenyl- als auch
Methyltransferasen

Substanz Endkonzentration Temperatur  Zeit Zyklen

PCR-Puffer (10x)  1x initiale Denaturierung 96 °C 5 Min 1

Primer je 10 pmol Denaturierung 96 °C 1 Min

Template ca. 10 ng gDNA/ Annealing 45-70 °C 1,5 Min | 25-30
cDNA

dNTPs je 0,2 mM Elongation 72 °C 2 Min

Polymerase 1-3U Endelongation 72°C 10 Min 1

Endvolumen 50 pl Ende 4°C ) 1
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2.8.4 Fusions-PCR

In einer ersten PCR-Runde Randprimer 1

werden beide Exons 1 _ |

separat amplifiziert.

Randprlmer 1 und , Randprimer 2
Mittelprimer 1

Randprimer 1

vervielfaltigen das Exon —

am 5-Ende (schwarz), 9 _

Randprimer 2 und ”

Mittelprimer 2 amplifizieren Randprimer 2
das Exon am 3"-Ende des

Gens (grau). Dabei weisen 3 _

beide Mittelprimer
Sequenzuberhange  auf,
die mit der Basensequenz
des jeweils nicht
amplifizierten Exons paaren (Abb. 2-1; 1). Diese uberhangenden Bereiche weisen
eine GroRRe von 20 bis 25 bp auf. So entstehen zwei separate Exons mit einem
entsprechendem Sequenziiberhang (Abb. 2-1; 2). In einer weiteren PCR werden
beide Amplifikate als template, sowie die beiden Randprimer 1 und 2 verwendet.
Durch die Sequenziiberhange, die jeweils mit dem anderen Exon paaren und sich so
verbinden, kann das Gen ohne Intron amplifiziert werden (Abb. 2-1; 3).

Abbildung 2-1: Schema einer Fusions-PCR zur Amplifikation
eines Gens ohne Intronsequenz

2.8.5 DNA Manipulation

2.8.5.1 Restriktionsverdau

Die Restriktionsverdaus zur Analyse von DNA wurden i.d.R. in einem Volumen von 10
pl mit verschiedenen Restriktionsenzymen und den mitgelieferten Reaktionspuffern
unter den jeweils vom Hersteller angegebenen Bedingungen durchgefiihrt. Praparative
Restriktionsverdaus zur anschliel3enden Isolierung von DNA-Fragmenten wurden in
grofderen Volumina von bis zu 100 pl durchgefthrt.

2.8.6 CaCl,-vermittelte Transformation von E. coli

2.8.6.1 Herstellung Ca**-kompetenter Zellen

100 ml LB-Medium wurden nach Zugabe des entsprechenden Antibiotikums mit 1-3 ml
einer Ubernachtkultur einer E. coli-Einzelkolonie beimpft und bei 37 °C und 170 rpm bis
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zu einer ODggo von ca. 0,6 kultiviert. Alle folgenden Schritte wurden unter sterilen
Bedingungen und bei 4 °C durchgefuhrt. Das Zellpellet wurde nach Zentrifugation
(3000 x g, 10 Min) in 30 ml eiskalter 0,1 M CaCl,-L6sung resuspendiert und erneut
zentrifugiert (3000 x g, 10 Min). Die Zellen wurden vorsichtig in 20 ml eiskalter
0,1 M CaCl,-Lésung resuspendiert und 20 Minuten auf Eis inkubiert. Nach erneuter
Zentrifugation wurden die Zellen vorsichtig in 3 ml eiskalter 0,1 M CaCl,-Losung mit
15 % (V/IV) Glycerin resuspendiert und in 200 pl-Aliquots bei -80 °C gelagert.

2.8.6.2 Transformation

Pro Transformationsansatz wurden 200 pl CaCl,-kompetente E. coli-Zellen mit 1-5 pl
(sollte 0,1 bis 1 pg DNA entsprechen) der einzubringenden DNA versetzt und
30 Minuten auf Eis inkubiert. Anschlieend wurde der Ansatz einer zweiminltigen
Hitzeschockbehandlung bei 42 °C unterworfen und unmittelbar darauf finf Minuten auf
Eis abgekuhlt. Zur Regeneration wurde 1 ml LB-Medium (ohne Antibiotikum) zu dem
Ansatz gegeben und mindestens eine Stunde bei 37 °C inkubiert. 200 pl des Ansatzes
wurden auf LB-Agarplatten mit dem entsprechenden Antibiotikum ausplattiert. Der
restliche Ansatz wurde fur 5 Minuten zentrifugiert (420 x g, 4 °C). 800 ul des
Uberstands wurden verworfen, die Zellen vorsichtig in den restlichen 200 ul
resuspendiert und auf einer weiteren LB-Agarplatte ausplattiert. Die Agarplatten wurden
Uber Nacht bei 37 °C inkubiert.

2.8.7 Transformation von E. coli durch Elektroporation

2.8.7.1 Herstellung elektrokompetenter E. coli-Zellen

100 ml LB-Medium (evtl. mit Antibiotikum) wurden mit 1 ml Ubernachtkultur beimpft und
die Kultur bis zu einer ODgyo Von ca. 0,6 kultiviert. Die Kultur wurde zunachst fir 30 min
auf Eis gelagert und anschlieBend die Zellen abzentrifugiert (3000 x g, 4 °C, 5 min). Der
Uberstand wurde nach der Zentrifugation verworfen und das Pellet im Rucklauf
resuspendiert. Nach Zugabe von 50 ml eiskaltem 10 %igem Glycerin und Vortexen des
Gemischs wurde erneut zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Es wurden 25 ml
eiskaltes 10 %iges Glycerin zugegeben, erneut resuspendiert und ein letztes Mal
zentrifugiert. Das Pellet wurde nach AbgieBen des Uberstands im Riucklauf
resuspendiert, zu Volumina von je 50 pl aliquotiert und bei -80 °C gelagert.

2.8.7.2 Elektroporation

Es wurden ca. 1 ug DNA zu 50 pl elektrokompetenten E. coli Zellen gegeben und die
Mischung in eine eiskalte Elektroporationskiivette mit einem Durchmesser von 2 mm
Uberfuhrt. Die Elektroporation wurde mit folgenden Konstanten durchgefiihrt: 2,5 kV,
200 Q und 25 pF. Nach dem elektrischen Puls wurde sofort 1 ml eiskaltes LB- oder
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SOC-Medium zugegeben und die Zellen bei 37 °C und 170 rpm fur 1 Stunde
regeneriert. AnschlieBend wurde auf mehreren LB-Platten mit dem entsprechenden
Antibiotikum ausplattiert und bei 37 °C tber Nacht kultiviert.

2.8.7.3 Blau-Weil? Selektion

Mit Hilfe einer Blau-Weil3 Selektion kann tberprift werden, ob Transformanden ein
fur diese Selektionsmethode konstruiertes Plasmid (z. B. pGEM-T easy), in das
zuvor eine Fremd-DNA Sequenz ligiert worden ist, aufgenommen haben. Durch die
Zugabe von IPTG, einem Galactose-Analogon, wird die Expression des lacZ-Gens
durch Bindung von IPTG an den Repressor induziert. Der zuvor ebenfalls
zugegebene Indikator X-Gal wird von der B-Galactosidase gespalten, was zu einer
Blaufarbung der Bakterienkolonie fuhrt. Durch die Blaufarbung wird nachgewiesen,
dass die MCS des Plasmids intakt ist und keine Fremd-DNA aufgenommen wurde.
Wird durch Aufnahme eines Inserts in die MCS das in dem Plasmid enthaltene lacZ-
Gen jedoch unterbrochen, kann das lacZ-Gen nicht mehr transkribiert und das
abgeleitete Enzym B-Galactosidase nicht mehr synthetisiert werden. Nicht gefarbte
Kolonien haben demnach Fremd-DNA in die MCS ihres Plasmids aufgenommen und
kénnen zur weiteren Analyse von der Platte isoliert werden.

Fur die Blau-Weil3-Selektion wurden 10 pl sterile IPTG-L6sung (80 mg/ml) und 40 pl
X-Gal-Lésung (20 mg/ml in DMF) mit 150 pl Wasser gemischt und schnell
ausplattiert. Zur Entfernung des toxischen Ldésungsmittels DMF wurden die Platten
vor Ausbringung des Transformationsansatzes fur 20-30 min offen unter der
Sterilbank stehen gelassen.

Auf die so praparierten Agar-Platten koénnen dann Transformationsansatze
ausplattiert und Gber Nacht bei 37 °C kultiviert werden. Auf den Platten kénnen dann
nur Bakterien wachsen, die ein Plasmid mit der entsprechenden Antibiotikaresistenz
enthalten. Ob das aufgenommene Plasmid zusatzlich ein Insert aufgenommen hat,
wird dann Uber die Blau-Weiss Selektion festgestellt.

2.8.8 Transformation von S. cerevisiae durch Elektroporation

Herstellung elektrokompetenter Hefezellen

250 ml YPD-Medium (2.3.2) wurden mit 1 ml einer Ubernachtkultur von
Saccharomyces cerevisiae INVScl in YPD-Medium beimpft und bei 30 °C und 300 rpm
Uber Nacht kultiviert. Die ODgg sollte dann ca. 1,3 — 1,5 betragen. Die Kultur wurde bei
3000 x g und 4 °C fur 10 Minuten abzentrifugiert und das Zellpellet in 40 ml sterilem
Wasser resuspendiert. Die Suspension wurde mit sterilem Wasser auf 250 ml verdinnt
und wieder zentrifugiert. Dann wurde das Pellet in 125 ml eiskaltem sterilen Wasser
resuspendiert, erneut zentrifugiert und in 10-15 ml eiskalter Sorbitol-L6ésung (1 M)
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resuspendiert. Zum Abschluss wurde wieder zentrifugiert und das Pellet in 250 pl
eiskalter Sorbitol-Lésung (1 M) resuspendiert.

Elektroporation

40 ul der aufkonzentrierten Hefezellen wurden mit ca. 100 ng zu transformierender
DNA (pYES2/NT-Konstrukte in 1-5 pl demin. H,O gel6st) auf Eis gemischt, und die
Mischung in eine eiskalte 0,2 cm breite Elektroporationskivette pipettiert. Elektroporiert
wurde bei 2.5 kV, 25 uF und 200 Q. Die Zeitkonstante sollte idealerweise zwischen 4.2
u. 4.9 ms liegen. Unmittelbar danach wurde 1 ml eiskalte Sorbitol-L6ésung (1 M) in die
Klvette gegeben und vorsichtig mit den Zellen vermischt. Aliquots aus der Kivette
wurden auf SC-U-Medium (2.3.3) mit 1 M Sorbitol-Zusatz ausplattiert und bei 30 °C
solange inkubiert, bis Kolonien erschienen (3-6 Tage).

2.8.9 Herstellung von cDNA aus einer UniZAP cDNA-Bank

2.8.9.1 Titerbestimmung der ExAssist Helferphagen

Fur die Titerbestimmung der ExAssist-Helferphagen wurde zunéchst eine
Einzelkolonie der E. coli XL1 Blue MRF’-Zellen in 10 ml LB-Medium mit Zusétzen
uberimpft und unter Schutteln bei 37 °C auf eine ODggo von 1 wachsen gelassen. Von
dem ExAssist-Helferphagen wurde eine Verdiinnungsreihe (10* — 107) hergestell,
und je ein ul jeder Verdinnung mit 200 ul der XL1-Blue MRF’-Zellen kombiniert. Es
wurde fur 15 min bei 37 °C inkubiert, damit sich die Phagen an die Zellen heften
konnten. Nach Zugabe von 3 ml geschmolzenem und auf ca. 48 °C abgekihltem
NZY-Topagar, wurde das Gemisch zigig auf einer NZY-Agarplatte ausplattiert. Nach
dem Verfestigen des Topagars (ca. 10 min) wurden die Platten bei 37 °C tber Nacht
inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Plaques auf den Platten gezahlt und der Titer
mit Hilfe dieser Formel bestimmt.

Anzahl der plfaques (pfu) x Verduinnungsfaktor x 1000 pl/ml
Ausplattiertes Volumen (ul)

2.8.9.2 Titerbestimmung der cDNA-Bank

Vor der cDNA-Gewinnung aus der A. nidulans cDNA-Bank muss der Titer bestimmt
werden. Dazu wurden E. coli XL1 Blue MRF"-Zellen auf einer LB-Carbenicillin Platte
ausgestrichen und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Von dieser Platte wurde eine
Einzelkolonie entnommen und damit 50 ml LB-Medium mit Zusatzen angeimpft.
Unter Schutteln (200 rpm) wurde bei 30 °C uber Nacht inkubiert. Die Bakterien
wurden in einer Zentrifuge fur 10 min bei 1000 x g sedimentiert und in 25 ml 10 mM
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MgSO, resuspendiert. Fur die Titerbestimmung wurde die optische Dichte bei 600
nm mit Hilfe einer 10 mM MgSO,—Lsg. auf 0,5 eingestellt. Es wurde analog zu der
Titerbestimmung des ExAssist-Helferphagen eine Verdiinnungsreihe (10%-107)
hergestellt, und je 1 ul der verdiinnten cDNA-Bank mit 200 pl der XL1 Blue MRF’-
Zellen mit der ODggo Von 0,5 gemischt. 15 min Inkubation bei 37 °C ermoglichten es
den Phagen die Bakterienzellen zu infizieren. Dann wurden 2-3 ml vorgewarmter (ca.
48 °C) NZY-Topagar zugegeben, sofort auf einer NZY-Agarplatte ausgebracht und
zum Verteilen vorsichtig geschwenkt. Nach dem Verfestigen des Topagars wurden
die Platten bei 37 °C Uber Nacht inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Plaques
gezahlt und der Titer mit obiger Formel bestimmt.

2.8.9.3 Amplifikation der cDNA-Bank

Fur die Amplifikation der A. nidulans cDNA-Bank wurde eine 50 ml Kultur von E. coli
XL1 Blue MRF’-Zellen tber Nacht bei 30 °C unter Schiitteln inkubiert. Die XL1 Blue
MRF’-Zellen wurden bei 1000 x g zentrifugiert und in 25 ml 10 mM MgSO4
resuspendiert. Es wurde die ODgyp gemessen und mit 10 mM MgSO, auf eine
optische Dichte von 0,5 eingestellt. Aliquots der Suspension mit ca. 5 x 10* pfu
Bacteriophagen wurden mit 600 ul der auf ODggo= 0,5 eingestellten XL1-Blue MRF’-
Zellen in einem kleinen Falcon-Tube vereinigt. Um 1 x 10° Plaques zu amplifizieren
wurden insgesamt 20 Aliquots bendétigt. Die R6hrchen mit den Phagen und XL1 Blue
MRF’-Zellen wurden bei 37 °C fur 15 min inkubiert, damit die Phagen sich an die
Wirtszellen anheften konnten. Dann wurden 6,5 ml NZY-Topagar geschmolzen, auf
ca. 48 °C abgekuhlt und mit den infizierten Bakterienaliquots vermischt. Dieses
Gemisch wurde zigig auf einer NZY-Agarplatte ausgegossen und durch leichtes
Schwenken verteilt. Nachdem sich das NZY-Topagar mit den infizierten Bakterien
verfestigt hatte, wurden sie fiir 6 bis 8 Stunden bei 37 °C inkubiert. Die entstehenden
Plaques sollten dabei nicht gréf3er als 1-2 mm werden. Nun wurden die Platten mit 8
— 10 ml SM-Puffer tberschichtet und bei 4 °C Uber Nacht gelagert, sodass die
Phagen in den SM-Puffer diffundieren konnten. Am né&chsten Tag wurde die
Bakteriophagen-Suspension von den Platten entnommen und in einem Falcontube
zusammengefuhrt. Zu der Suspension wurde 5 % Chloroform (v/v) zugegeben, gut
gemischt und far 15 min inkubiert. Die Zelltrimmer wurden durch 10 mindtige
Zentrifugation mit 500 x g entfernt. Der Uberstand wurde in ein steriles Falcontube
Uberfihrt und nach Zugabe von Chloroform zu einer Endkonzentration von 0,3 %
(v/v) bei 4 °C im Kihlschrank gelagert. Aliquots der amplifizierten Bibliothek wurden
in 7 % (v/v) DMSO bei —80 °C gelagert.
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2.8.9.4 Gewinnung der cDNA-Bank in Form von Plasmiden aus einer UniZap
XR Premade Library

Es wurden separate 50 ml Kulturen von E. coli XL1 MRF" und E. coli SOLR in LB-
Medium mit Zusatzen angeimpft und Uber Nacht bei 30 °C inkubiert. Beide Kulturen
wurden bei 1000 x g zentrifugiert und die Zellen in 25 ml 10 mM MgSO.-LOsung
resuspendiert. Die ODggy beider Zellsuspension wurde gemessen und die
Konzentration mit 10 mM MgSO, auf eine optische Dichte von 1 eingestellt (8 x 10®
Zellen/ml). Die SOLR-Zellen wurden bei 4 °C im Kuhlschrank gelagert. XL1-Blue
MRF’-Zellen wurden in einem Verhaltnis 1:10 (lambda-Phagen:Bakterienzellen) mit
lambda Bacteriophagen aus der cDNA-Bank gemischt. Dazu wurden EXxAssist-
Helferphagen in einem Verhdltnis 10:1 (ExAssist-Helferphagen:Bakterienzellen) zu
den XL1-Zellen zugegeben, um sicher zu gehen, dass jede Zelle sowohl mit dem
lambda-Phagen als auch mit Helferphagen koinfiziert wurden. Es wurde fir 15 min
inkubiert, um den Phagen die Anheftung an die Zellen zu ermdglichen, bevor 20 ml
LB-Medium mit Zusatzen zugegeben wurde und unter Schitteln und bei 37 °C fiir 2,5
bis 3 Stunden inkubiert wurde. Das Falcontube wurde anschlielend 20 min bei 65 -
70 °C erhitzt, um die Zellen und lambda-Phagen zu lysieren sowie die Phagemide
freizusetzen. Durch Zentrifugation fur 10 min bei 1000 x g wurden die Zell- und
Phagentrimmer sedimentiert. Der Uberstand mit den enthaltenden Phagemiden
wurde in ein weiteres steriles Falcontube uberfiihrt. Je 1 pl des Uberstands wurde mit
200 pl SOLR-Zellen (ODggo =1; in ImM MgS0O,) aus dem Kuhlschrank vereinigt und
15 min bei 37 °C inkubiert. Je 100 pl wurden dann auf LB-Carbenicillin Platten
ausplattiert und bei 37 °C uber Nacht inkubiert. Am nachsten Tag wurden die
Kolonien gezahlt, mit LB-Medium und einem Spatel von der Platte entfernt und
schlieBlich in einem Falcon-Tube gesammelt. Die Zellen wurden erneut
abzentrifugiert und eine Plasmidpraparation durchgefihrt. Mit Hilfe einer
Restriktionsanalyse wurde Uberpruft, ob erfolgreich cDNA-Plasmide gewonnen
werden konnten. Zusatzlich wurden vier Einzelklone von der Platte gepickt und eine
Plasmidpraparation durchgefiihrt, um mit Hilfe einer Restriktionsanalyse zu
Uberprifen, ob es sich in dem Vektor auch um unterschiedliche Fragmente handelt.

2.8.10 Herstellung von cDNA aus Gesamt-RNA von Pilzen

2.8.10.1 Isolierung von gesamter RNA aus A. nidulans FGSC A4 mit dem SV
Total Isolation System

Fur eine Reverse-Transkriptase-PCR und die Herstellung eigener cDNA aus A.
nidulans wurde die Gesamt-RNA von A. nidulans FGSC A4 als template bendtigt.
Hierfur wurden zwei Czapek-Dox Agarplatten mit A. nidulans FGSC A4 angeimpft
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und fur 3 Tage bei 30 °C kultiviert. Es wurde eine Sporensuspension aus beiden
Platten hergestellt. Dazu wurde die Agarplatte mit 3 ml Tween 20-Ldésung (0,1%)
gespult und der Pilz mit einer Impfése abgeschabt. Die Lésung wurde nun mit einer
Pipette aufgezogen und in ein Falcon-Tube Uberflhrt. Es wurden noch zwei weitere
Male so verfahren, um mdoglichst alles in dem Falcon-Tube zu vereinen. Schlie3lich
wurden sterile Glasperlen zugegeben und kréaftig gevortext. Die Suspension konnte
dann mit Hilfe einer Einwegspritze und steriler Watte in ein neues Falcon-Tube
filtriert werden. Nach 6 minutiger Zentrifugation bei 3000 rpm und 4 °C wurde der
Uberstand verworfen und der Riickstand in einem sterilem Mdrser unter Zugabe von
flussigem Stickstoff aufgeschlossen.

Die Gesamt RNA-Isolierung wurde entsprechend dem Protokoll des SV Total RNA-
Isolation System von Promega durchgefihrt. Dabei wurden die gemdrserten Zellen in
einem 1,5 ml Eppendorf GefaR mit 175 pl RNA Lyse Puffer versetzt und durch
Invertieren vorsichtig gemischt. Nach Zugabe von 350 pl RNA Verdinnungspuffer
und erneutem, vorsichtigen Mischen wurde fir 10 min zentrifugiert (12000 x g; auch
in allen folgenden Zentrifugationen). Der  Uberstand wurde in ein frisches
Eppendorfgefal tberfuhrt, mit 200 pl Ethanol (95%) versetzt und gut durchmischt.
Das Gemisch wurde dann in einen Gefal3einsatz mit Filter, der in einem 2 ml
Eppendorfgefal sitzt, gegeben und erneut zentrifugiert. Der Durchfluss wurde
verworfen, zur Reinigung 600 pl RNA Waschlosung auf den Filter gegeben und
erneut zentrifugiert. AnschlieBend wurde 50 pl einer zuvor vorbereiteten DNAse-
Losung bestehend aus DNAse, MnCl, und Puffer auf den Filter getropft und fur 15
min bei RT inkubiert. Durch Zugabe von 200 pl DNAse Stopplosung wurde die DNA-
Hydrolyse gestoppt. Darauf folgten zwei weitere Waschschritte mit RNA Wasch-
Losung (1. Schritt: 600 pul, 2. Schritt: 250 pl). Der Durchfluss wurde nach der
Zentrifugation jeweils verworfen. Zum Schluss wurde 100 pl Nuklease-freies Wasser
auf die Filtermembran gegeben und durch Zentrifugation die RNA eluiert. Die
Lagerung der RNA erfolgte bei -80 °C.

2.8.10.2 Isolierung von pilzlicher RNA mit Hilfe des E.Z.N.A™ Fungal RNA
Miniprep Kits

Fir die Isolierung von RNA aus A. nidulans FGSC A4 mit Hilfe des E.Z.N.A.™ Kits
wurde der Pilz zunachst fur ca. 5 Tage auf CD-Platten kultiviert und anschlie3end
das Pilzmaterial geerntet und eingefroren. Es wurden ca. 50 mg Pilzmaterial in ein
1,5 ml Eppendorfgefal3 gegeben, 500 ul RB-Puffer mit 3-Mercaptoethanol zugegeben
und grundlich gevortext. Das Lysat wurde in ein Homogenisationssaulchen, das in
einem 2 ml Gefald sitzt, gegeben und fir 5 min bei RT und bei 13000 x ¢
zentrifugiert. Der Uberstand des Durchflusses wurde vorsichtig in ein neues 1,5 ml
Eppendorfgefal tberfihrt, das 0,5 fache Volumen an Ethanol zugefligt und erneut
mit einem Vortexer gemischt. Die gesamte Probe wurde in ein HiBind® RNA-
Saulchen, das in einem sauberen 2 ml Gefal3 sitzt, gegeben und fir 30 s bei RT und
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10000 x g zentrifugiert. Nach Verwerfen des Durchflusses wurde 500 pl Waschpuffer
auf die Membran gegeben und erneut fir 30 s bei RT und 10000 x g zentrifugiert.
Der Durchfluss wurde samt Gefal3 entsorgt, das RNA-Saulchen in ein frisches 2 ml
Gefald eingesetzt und 700 ul Waschpuffer Il, versetzt mit Ethanol zugegeben. Es
wurde erneut 30 s bei RT und 10000 x g zentrifugiert, der Durchfluss verworfen und
nachfolgend der Waschschritt mit 500 pl Waschpuffer Il wiederholt. Auch hier wird
der Durchfluss entsorgt und zum Trocknen ohne Zugabe bei 13000 x g fur 1 min
abzentrifugiert. Fur die Elution der RNA, wird die Saule in ein sauberes 1,5 ml
Eppendorf Gefald tberfuhrt, 50 bis 100 ul DEPC-behandeltes Wasser auf die
Membran gegeben und 1 min bei 13000 x g und RT zentrifugiert.

2.8.10.3 Reverse Transkriptase PCR

Um cDNA von A. nidulans fir die Amplifikation der beiden putativen
Prenyltransferasegene AN9229-PT1 sowie AN9229-PT2 zu erhalten, wurde mit der
vorher isolierten Gesamt-RNA eine Reverse Transkriptase Reaktion durchgefihrt.
Benutzt wurde das ImProm-1I"™ Reverse Transcriptase Kit von Promega. Sie enthalt
sowohl eine reverse Transkriptase, als auch die bendtigten Reagenzien fir eine
effektive Synthese des cDNA Primar-Stranges zur Vorbereitung fur die folgenden
PCR-Amplifikationen. Zunachst wurde mit Hilfe der reversen Transkriptase, dNTP-
Mix, Ribonuclease-Inhibitor, 5X Puffer, RNA-Primer sowie der zuvor isolierten
Gesamt-RNA (2.8.1.1) als Template die RT-PCR durchgefiihrt. Fir die RNA-
Primeranlagerung wurden die Reaktionsansatze zunachst fir 5 min bei 25 °C
gehalten und anschlieend fur die Verlangerung und cDNA-Synthese bis zu eine
Stunde bei 42 °C inkubiert. Durch Inkubation der Anséatze fiir 15 min bei 70 °C wurde
die reverse Transkriptase hitze-inaktiviert. Die erhaltene cDNA wurde anschlie3end
in einer PCR als Template eingesetzt.

2.8.11 Heterologe Genexpression

2.8.11.1 Standardprotokolle fur die heterologe Genexpression

Expression in E. coli

Es wurden 100 ml LB mit je 1-5 ml einer Ubernachtkultur (je nach Plasmid mit
Carbenicillin 50 ug/ml oder Kanamycin 50 pg/ml) inokuliert. Die Kulturen wurden bei
37 °C oder einer anderen Temperatur mit einer Schiittelgeschwindigkeit von 200 rpm
bis zu einer ODgpo von 0,4 bis 0,7 kultiviert. Die Induktion der Genexpression erfolgte
durch Zugabe von IPTG zu einer Endkonzentration von bis zu 1 mM im Medium. Die
weitere Kultivierung erfolgte ebenfalls bei 37 °C und 200 rpm. Nach 16 h Induktion
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wurden die Zellen durch Zentrifugation (3000 x g, 10 min, 4 °C) geerntet und bei -20
°C eingefroren oder direkt weiterverarbeitet.

Expression in S. cerevisiae INVScl

Je 500 ml SC-U Medium (2 % Glucose) wurden mit einer Kolonie S. cerevisiae
INVScl, in die das Expressionskonstrukt (pYES2/NT + Insert) eingebracht wurde,
angeimpft und bei 30 °C und 200 rpm fir 24 h in einem 1000 ml Erlenmeyerkolben
kultiviert. AnschlieRend wurde die ODgoo der Ubernachtkultur gemessen und soviel
Kultur abzentrifugiert (1600 x g, 6 min, 4 °C), dass in einem Volumen von 1000 ml
eine ODggo von ca. 0,4 zu erwarten war. Der Uberstand wurde verworfen und die
Zellen mit SC-U Medium (ohne Glucose) gewaschen, um die Glucose moglichst
grundlich zu entfernen und anschlieRend erneut zentrifugiert. Nach Abschitten des
Uberstandes wurden die Hefezellen in 1000 ml Induktionsmedium (SC-U Medium mit
2 % Galaktose und 1 % Raffinose) resuspendiert und bei 30 °C und 250 rpm in
einem 2000 ml Erlenmeyerkolben kultiviert. Nach 16 h wurden die Zellen erneut
sedimentiert, der Uberstand verworfen und die Zellen entweder bei — 20 °C
eingefroren oder sofort weiterverarbeitet.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde versucht das Gen AN9229-PT1 in S. cerevisiae
INVSc1l zu Uberexprimieren und das abgeleitete Protein zu isolieren.

2.8.11.2 Expression von fgaMT in E. coli XL1 Blue MRF’

Chemokompetente E. coli XL1 Blue MRF'-Zellen wurden mit dem
Expressionskonstrukt pOR15 transformiert. Aus einer Ubernachtkultur eines
Transformanden wurden 100 ml LB-Medium (Carbenicillin 50 ug/ml) beeimpft und bei
37 °C bis zu einer ODggo von 0,6 kultiviert. Die Uberexpression von fgaMT erfolgte
durch Zugabe von IPTG zu einer Endkonzentration von 1 mM. Nach weiteren 16 h
Kultivierung wurden die Zellen geerntet und das tberproduzierte FgaMT isoliert.

2.8.11.3 Expression von NFIA_ 112230 in E. coli XL1 Blue MRF’

Das Expressionskonstrukt pAS-6os wurde mit chemokompetenten E. coli XL1 Blue
MRF’-Zellen transformiert. Aus einer Ubernachtkultur eines Transformanden wurden
100 ml TB-Medium (Carbenicillin 50 pg/ml) beeimpft und bei 37 °C bis zu einer ODgq
von 0,6 kultiviert. Die Uberexpression von NFIA 112230 erfolgte durch die Zugabe
von IPTG zu einer Endkonzentration von 1 mM. Nach weiteren 16 h Kultivierung bei
37 °C wurden die Zellen geerntet und das Uberproduzierte Protein EAW20699
isoliert.

2.8.11.4 Expression von AN9229-PT2 in E. coli M15 [pREP4]

Das Expressionskonstrukt pOR21 wurde mit chemokompetenten E. coli M15
[PREP4]-Zellen transformiert. Aus einer Ubernachtkultur eines Transformanden
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wurden 100 ml TB-Medium (Carbenicillin 50 pg/ml) beeimpft und bei 22 °C bis zu
einer ODggo von 0,6 kultiviert. Die Uberexpression von AN9229-PT2 erfolgte durch
die Zugabe von IPTG zu einer Endkonzentration von 0,1 mM. Nach 3 h Kultivierung
ebenfalls bei 22 °C wurden die Zellen geerntet und das Uberproduzierte Protein
AN9229-PT2 isoliert.

2.9 Methoden der Biochemie

2.9.1 Gewinnung des Proteinrohextraktes aus E. coli

Der Gewinnung des Proteinrohextraktes lag das Protokoll 9 des “The
QlAexpressionist™ (Qiagen, Hilden) zugrunde.

Der Kulturansatz wurde 5 Minuten bei 3000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Zellpellet in 2-5 ml Lyse-Puffer pro Gramm Pellet resuspendiert.
Nach 30 Minuten Inkubation auf Eis wurde die Suspension mit einem Sonifier 250
(Branson) sechsmal je 10 Sekunden lang bei 200-300 W behandelt.

Danach wurde fur 20-30 Minuten bei 4 °C und 11000 x g zentrifugiert. Mit dem
Uberstand wurde weitergearbeitet.

2.9.2 Gewinnung des Proteinrohextraktes aus S. cerevisiae INVScl

Die folgende Methode wurde von Ausubel beschrieben (Ausubel et al., 1996). Die
Hefezellen wurden nach der Expression zunéchst zentrifugiert, anschlie3end in dem
noch vorhandenen Restmedium resuspendiert und in eine vorne verschlossene
Spritze Uberfuhrt. Der Kolben wurde in die Spritze gesteckt, eine Kantle aufgesteckt
und die Zellpaste in flliissigen Stickstoff eingespritzt. Die zu kleinen Kugeln erstarrte
Zellsuspension wurde unter wiederholter Zugabe von flissigem Stickstoff in einem
Morser zu einem feinen Pulver verrieben. Anschlieend wurde das entstandene
Pulver in 10 ml eiskaltem Puffer (50 mM Tris-HCI, pH 7,5, 15 % Glycerin (V/V), 1 mM
PMSF) auf Eis fur mindestens 1 h gerthrt und anschlieend 15 Minuten bei 5000 x g
zentrifugiert.



68 Material und Methoden

2.9.3 Reinigung von Uberproduzierten Proteinen mit His-tag

Der Reinigung lag das Protokoll 12 des ,The QlAexpressionist™ (Qiagen, Hilden)
zugrunde.

1 ml zellfreier Rohextrakt wurde mit 0,05 bis 0,1 ml Ni-NTA-Agarose (Qiagen, Hilden)
versetzt und mindestens 1 h auf Eis geruhrt. Der Ansatz wurde anschlie3end in eine
leere Saulenhulse geflllt, der Durchlauf abgelassen und somit die Durchlauffraktion
erhalten. Die Saule wurde zweimal mit je 4 ml Waschpuffer (2.5.3) gewaschen und
die Waschfraktion erhalten. Dann wurde das Hisgss-Fusionsprotein drei Mal mit je 0,5
ml Elutionspuffer (2.5.3) eluiert. Die verschiedenen Fraktionen wurden mittels SDS-
PAGE analysiert. AnschlieRend wurden die Fraktionen Uber Sephadex G25 NAP-10-
oder G25 NAP-5-Saulen in Aufbewahrungspuffer (2.5.3) umgepuffert und bei -80 °C
gelagert.

2.9.4 Reinigung von Proteinen mit Hilfe von Laurylsarcosin (analytischer
Mal3stab)

Es wurden 1,5 ml induzierter E. coli Kultur abzentrifugiert (13000 g, 4 °C, 1 min) und
der Uberstand verworfen. Das Zellpellet wurde mit 200 pl STE-Puffer gewaschen und
das Gemisch erneut zentrifugiert (13000 x g, 4 °C, 1 min). Das Zellpellet wurde in
135 ul STE-Puffer mit 100 pg/ml Lysozym (immer frisch zubereiten) und fur 15 bis 30
min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 7 pl einer 0,1 M DTT-L6sung und optional
von 1 pl 200 mM PMSF wurden 25 pl einer 10 %igen Sarkosylldsung (10 % Sarkosyl
in STE-Puffer) zugegeben, sodass eine Endkonzentration von 1,5 % Sarkosyl in der
Lésung resultierte. Das Gemisch wurde fur 5 min gevortext und fur 3 bis 4 min in ein
Ultraschallbad gegeben. Nach erneuter Zentrifugation fir 5 min bei 13000 x g und 4
°C, wurde der Uberstand abgenommen und mit 2 % Triton X-100-Lésung (in STE-
Puffer) versetzt.

2.9.5 Denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die diskontinuierliche SDS-PAGE mit Sammel- und Trenngel wurde nach der
Methode von Laemmli (1970) durchgefuhrt. Alle verwendeten Puffer und Lésungen
fur die Elektrophorese wurden exakt nach den Angaben des Herstellers der
verwendeten Mini-PROTEAN® 3 Elektrophorese-Zelle (Bio-Rad, Miinchen)
hergestellt (2.5.3). Als Sammelgel wurde ein 4 %iges Polyacrylamidgel verwendet,
als Trenngel diente ein 12 %iges Gel (2.5.3.). Die Elektrophorese wurde bei einer
Spannung von 180 V durchgefuhrt. Die zu analysierenden Proben wurden
unmittelbar vor der Elektrophorese im Verhéltnis 1:1 mit dem Probenpuffer gemischt
und 5 Minuten im Wasserbad gekocht. Nach beendeter Elektrophorese wurden die
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Gele in Fixierlosung (H2O : MeOH : Essigsaure = 70 : 20 : 10 V/V) getaucht, bis der
Blauton des Markers sich gelb verfarbt hatte. Anschlie3end wurde 20 bis 30 Minuten
in Coomassie-Farbelosung (Coomassie Brilliant Blau R-250 0,25 % (m/V) in H,0 :
MeOH : Essigsaure = 45 : 45 : 10 V/V) gefarbt. Zum Entfarben des Hintergrundes
wurden die Gele zunachst kurz mit demin. Wasser gewaschen und anschlie3end mit
Entfarbeldésung (H2O : MeOH : Essigsaure = 45 : 45 : 10 V/V) entfarbt. Abschlie3end
wurde das Gel mit Wasser gewaschen und zur Dokumentation eingescannt.

Zur GroéfRenbestimmung wurde das Low Molecular Weight Calibration Kit zur SDS
Gelelektrophorese von GE Healthcare verwendet (2.9.8).

2.9.6 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Fir die Bestimmung der Proteinkonzentration gereinigter Proteine wurde die Bande
auf der SDS-PAGE mit den definierten Konzentrationen der Marker-Banden
verglichen und so die Proteinkonzentration abgeschétzt.

2.9.7 Saulenchromatographie von Proteinen

Zur saulenchromatographischen Trennung von Proteinen wurde in Dusseldorf eine
FPLC™-Anlage der Firma Pharmacia LKB Biotechnology (Uppsala, Schweden)
eingesetzt. Die Anlage wurde i.d.R. bei einer Temperatur von 4 °C betrieben. Die
verwendeten Komponenten der Anlage sind nachfolgend aufgefthrt.

FlieBmittelpumpe: Pharmacia LKB Pump P-500

UV-Detektor: Pharmacia Optical Unit UV-1

Fraktionssammler: Pharmacia LKB Frac-100

Steuerung: Pharmacia Liquid Chromatography Controller LCC-500
Aufzeichnung: LKB Bromma 2210 Recorder

Saule: HiLoad 26/60 Superdex 200

2.9.8 Bestimmung des Molekulargewichts von Proteinen

Zur Bestimmung des Molekulargewichtes von Uberproduzierten Proteinen wurde
zunéachst eine SDS-PAGE durchgefihrt (2.9.5) und anhand des Proteinmarkers eine
Kalibriergerade erstellt. Dazu wurde der R;-Wert der einzelnen Proteinstandards
gegen das logarithmierte Molekulargewicht in kDa aufgetragen. Die Standards des
“‘Low Molecular Weight Calibration Kit for SDS Electrophoresis“ Proteinmarkers
waren: Phosphorylase B (97.0 kDa), Albumin (66.0 kDa), Ovalbumin (45.0 kDa),
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Carbonic Anhydrase (30.0 kDa), Trypsin Inhibitor (20.1 kDa) und a-Lactalbumin (14.4
kDa). Anhand dieser Gerade und dem Rq+Wert des rekombinanten Proteins konnte
das Molekulargewicht unter denaturierenden Bedingungen bestimmt werden.

2.9.9 Bestimmung des nativen Molekulargewichts von FgaMT mittels
FPLC

Zur Bestimmung des nativen Molekulargewichtes von FgaMT wurde eine HiLoad
26/60 Superdex 200-Saule, die zunachst mit Puffer (50 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl,
pH 7.5) aquilibriert worden war, mit Dextranblau 2000 (2000 kDa), Aldolase (158
kDa), Albumin (66 kDa), Ovalbumin (45 kDa) und Ribonuklease A (13.7 kDa)
kalibriert. Das Bettvolumen (V) wurde mit Aceton bestimmt, das Ausschlussvolumen
(Vo) mit Dextranblau 2000. Die Flussrate betrug 1 ml/min. Anschlieend wurde das
Enzym Uber die Saule laufen gelassen und durch Aktivititsmessung der einzelnen
Fraktionen das Elutionsvolumen (V) bestimmt. Zur Erstellung der Kalibriergeraden
(Abb. 2-2) wurde der Koeffizient K,y gegen den Logarithmus des Molekulargewichtes
aufgetragen. K, berechnet sich als: Ka=(Ve-Vo)/(Vi-Vo).

5.754

log Mr

3.75+

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4
Kav

Abbildung 2-2: Kalibriergerade fur die Bestimmung des nativen Molekulargewichts am Beispiel
von FgaMT

2.9.10 Enzymassays

Alle verwendeten Ldsungen wurden, bis auf die in DMSO gelosten, bis zur
Verwendung auf Eis gekuhlt. Die Mischung der Assaybestandteile erfolgte ebenfalls
auf Eis. Wenn mdglich wurde ein Mastermix hergestellt und anschliel3end aliquotiert.
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Bei Assays zur Untersuchung der pH-Abhangigkeit wurde fur den Bereich von pH 3,5
bis 6,5 Phosphat-Puffer und fir den Bereich von pH 7 bis 9 Tris-HCI-Puffer
verwendet.

Das Endvolumen aller Assays lag bei 100 pl, wenn nicht anders angegeben. Die
Inkubationstemperatur betrug 30 °C oder 37 °C. Zum Abstoppen der Assays wurden
die Inkubationsgefal3e zunachst auf Eis gestellt und anschlieBend mit gleichem
Volumen Methanol gestoppt. Das gefallte Protein wurde durch Zentrifugation bei
11000 x g fur 15 Minuten pelletiert und der Uberstand mittels HPLC analysiert.

Zur Negativ-Kontrolle wurde das Enzym jeweils flir mindestens 20 Minuten bei 100
°C im Wasserbad gekocht, um es zu denaturieren.

2.10 Instrumentelle Analytik

2.10.1 Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC)

Zur Analytik und Isolierung niedermolekularer Substanzen dienten HPLC-Anlagen
der Firma Agilent (Béblingen) (1090, 1100 und 1200). Zur Detektion wurden DAD-
Durchflussdetektoren eingesetzt. Steuerung und Auswertung wurden mit der
ChemsStation Software durchgefuhrt.

Zu analytischen Zwecken erfolgte die Trennung bei einer Flussrate von 1 ml/min
Uber eine Multospher RP-18-Saule (250 mm x 4 mm, 5 um) (C&S Chromatographie
Service, Langerwehe) oder Uber eine Eclipse XDB-C18 (150 x 4.6 mm, 5 um), denen
eine mit Multoprep RP-18 geflllte Vorsaule (30 mm x 4 mm, 40 pm) (C&S
Chromatographie Service, Langerwehe) vorgeschaltet war.

Fur die praparative Isolierung erfolgte die Trennung bei einer Flussrate von 2,5 ml
pro Minute Uber eine Multospher 120 RP-18-Saule (250 mm x 10 mm, 5 pm) (C&S
Chromatographie Service, Langerwehe), der eine mit Multoprep RP-18 gefillte
Vorsaule (50 mm x 10 mm, 40 um) (C&S Chromatographie Service, Langerwehe)
vorgeschaltet war.

In allen Fallen wurde bei den Wellenlangen 254 nm (bw 16; Referenz 550 nm, bw
100), 277 nm (bw 4; Referenz 550 nm, bw 100) und 296 nm (bw 8; Referenz 550 nm,
bw 100) gemessen.

Als FlieBmittelkomponenten wurden ACN, MeOH und bidestilliertes H,O mit Zusatz
von 0,5 % TFA verwendet. Die wassrigen FlieBmittel wurden vor Gebrauch durch
Filtration Uber einen Membranfilter (PorengrofR3e 0,2 um) von Partikeln befreit.
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2.10.2 Analyse der Assays mit FgaMT und einfachen Tryptophan-
derivaten mittels HPLC

Nach Abstoppen der Enzymassayreaktionen durch Zugabe gleichen Volumens 100
%igen MeOH und Zentrifugation wurden die Uberstande per HPLC analysiert. Dazu
wurde eine Agilent 1100 mit einer angeschlossenen Agilent Eclipse XDB-C18 Saule
verwendet. Die Flussrate betrug 1 ml pro Minute und es wurden bidestilliertes H,O
und ACN mit jeweils 0,5 % (V/V) TFA als FlieBmittel benutzt. Die Trennung erfolgte
mit Hilfe eines Gradienten von 30 % bis 70 % ACN fur 23 min. Nach dem Waschen
der S&ule mit 100 % ACN fir 5 min wurde die S&ule mit 30 % ACN fur 7 Minuten
aquilibriert.

2.10.3 Analyse der Assays mit EAW20699, AN9229-PT1 und AN9229-
PT2 mit verschiedenen putativen Substraten

Die verschiedenen Enzymassays wurden ebenfalls mit gleichem Volumen Methanol
abgestoppt und per HPLC analysiert. Verwendet wurde eine Agilent 1200 mit einer
vorgeschalteten RP18-Saule (5 pum, 125 x 2 mm). Die Flussrate betrug 1 ml pro
Minute und es wurden bidestilliertes H,O und MeOH mit jeweils 0,5 % (V/V) TFA als
FlielBmittel benutzt. Die Trennung erfolgte mit Hilfe eines Gradienten von 30 % bis 70
% MeOH fur 23 min. Nach dem Waschen der Sdule mit 100 % MeOH fir 5 min
wurde die Saule mit 30 % MeOH fur 7 Minuten aquilibriert.

2.10.4 Flussigchromatographie mit Massenspektrometrie-Kopplung
(LC-MS)

Die Messungen mit negativen resp. positiven ESI-MS wurden am “Institut far
Pharmazeutische Biologie und Biotechnologie der Heinrich-Heine-Universitat
Dusseldorf ~ durchgefihrt. Das  Messgerdt war ein  TSQ  Quantum
Massenspektrometer von ThermoFinnigan. Der Massenspektrometer war dabei an
ein Agilent 1100 HPLC-Gerat gekoppelt, an die eine RP18-Saule (5 pm, 125 x 2 mm)
angeschlossen war. Fiur die Trennung wurde nach 5 min 10 % MeOH (V/V) in H,O
(beides mit 0,1 % Ameisensaure versetzt) ein Gradient von 10 % bis 100 % MeOH
Uber einen Zeitraum von 30 min verwendet. Anschlie3end folgte eine Waschphase
von 10 min bei 100 % MeOH, die von einer Aquilibrierungsphase des
Anfangsverhaltnisses (10 % MeOH) abgeltst wurde. Die Flussrate betrug 0,2 ml pro
Minute und als Hilfsgas wurde Stickstoff verwendet.
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2.10.5 Kernresonanzspektroskopie (NMR)

Fur die Strukturaufklarung mittels *H-NMR-spektroskopischer Analysen wurden die
isolierten Proben tber Nacht in einem Exsikkator oder Gefriertrockner getrocknet und
in deuterierten LOsungsmitteln (Merck) aufgenommen. Die Messungen erfolgten
ebenfalls an der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf. Verwendet wurde ein Avance
DRX 500 Spektrometer (Bruker, Karlsruhe), die Spektren wurden bei 500 MHz
aufgenommen.
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3 Ergebnisse

3.1 Untersuchungen zur SAM-abhangigen N-Methyltransferase
FgaMT aus Aspergillus fumigatus

3.1.1 Einleitung

Durch bioinformatische Methoden, d. h. Sequenzvergleiche von AS-Sequenzen von
bereits charakterisierten Enzymen mit bekannter Funktion mit putativen Enzymen der
NCBI-Datenbank (BLAST) und Analyse des Genclusters mit FGenesH, konnte in der
Vergangenheit ein Biosynthesegencluster bestehend aus 11 putativen Genen fiur die
Biosynthese von Fumigaclavin C auf Chromosom 2 von A. fumigatus identifiziert
werden (Abb. 1-5 B). Zum Beginn dieser Arbeit wurde durch Gen-
Inaktivierungsexperimente (Coyle and Panaccione, 2005) sowie durch heterologe
Expression der Gene fgaPTl1l und fgaPT2 mit anschlieRender biochemischer
Charakterisierung (Unséld and Li, 2005; Unsold and Li, 2006), die Funktion dieses
Genclusters nachgewiesen. Die erste Reaktion, die Prenylierung von L-Trp in
Gegenwart von DMAPP an Position C-4 des Indolringes wurde bereits in unserem
Arbeitskreis erfolgreich untersucht und charakterisiert (Unsold and Li, 2005). In
diesem Biosyntheseweg wurde vermutet, dass die Methyltransferase FgaMT den
zweiten Schritt, namlich die Methylierung von 4-DMAT in Anwesenheit von SAM, an
der NH,-Gruppe katalysiert, wobei 4-Dimethylallylabrin entsteht. Das Gen
AFUA 2G18060 (im weiteren Verlauf fgaMT genannt) ist Bestandteil dieses
Genclusters, liegt zwischen den beiden Genen AFUA 2G18050 und
AFUA 2G18070 und weist eine Lange von 1092 bp auf. Die Annotierung durch NCBI
und eigene Analyse mit Hilfe von FGenesH wies daraufhin, dass die fgaMT-Sequenz
ein Intron besitzt und das abgeleitete Protein eine molekulare Masse von 38,1 kDa
haben sollte (Abb. 3-1, Tab 3-1).

Tabelle 3-1: Das Gen AFUA_2G18060 aus A. fumigatus

Gen Lange Exons Intron Protein Lange Molekulare
[bp] [bp] [bp] [AS] Masse [kDa]

fgaMT | AFUA_2G18060 1092 272,748 72 EAL94105 339 38.1
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Abbildung 3-1: AFUA_2G18060 Gen des Fumigaclavin C-Genclusters von Chromosom 2 aus A.
fumigatus

Die Aminosauresequenz von FgaMT weist hohe Sequenzhomologien zu OrfB’s
einiger anderer Pilze auf. So liegen die Ubereinstimmungen zu einer OrfB aus N. lolii
bei 60 % (Fleetwood et al., 2007) und zu den beiden OrfB’s von C. purpurea
(Schardl et al., 2006) und C. fusiformis (Lorenz et al., 2007) bei 53 %.

Es wird angenommen, das FgaMT 4-DMAT am N-Atom methyliert und das S-
Adenosylmethionin (SAM) dieser Reaktion als Methyldonor fungiert. Als Endprodukte
dieser enzymatischen Reaktion entstanden demnach 4-Dimethylallylabrin sowie das
demethylierte Co-Substrat S-Adenosylhomocystein (SAH) (Abb. 3-2).
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Abbildung 3-2: Postulierte Umsetzung von 4-Dimethylallyltryptophan (4-DMAT) zu 4-
Dimethylallyl-L-abrin durch FgaMT aus A. fumigatus in Anwesenheit von S-Adenosylmethionin
(SAM)

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte versucht werden, das Gen fgaMT
heterolog in dem Expressionswirt E. coli zu exprimieren, das abgeleitete Protein zu
isolieren und die Funktion des Enzyms FgaMT zu verifizieren, bzw. biochemisch zu
charakterisieren. Weiterhin soll mit Hilfe des in vitro-Verfahrens der
‘chemoenzymatischen Synthese“ versucht werden, verschiedene methylierte
Substanzen mit Hilfe von FgaMT herzustellen, um so Kenntnisse Uber die
Substratspezifitat des Enzyms zu gewinnen. Zuséatzlich sollten Experimente zur
Enzymkinetik durchgefuhrt werden.



76 Ergebnisse

3.1.2 Amplifikation von fgaMT aus cDNA von A. fumigatus

Das Gen fgaMT wurde mit Hilfe des High Fidelity PCR-Kits von Roche in zwei
Versionen, namlich einmal fur den Nachweis des Stopcodons an der erwarteten
Position und einmal mit mutiertem Stopcodon fiir die Klonierung und Uberexpression
des Gens amplifiziert. Daflr wurden die Primerkombinationen fgaMT-fwd und fgaMT-
revl fir den Nachweis des Stopcodons sowie fgaMT-for und fgaMT-rev2 (Tab. 2-7)
fur die Klonierung und Uberexpression verwendet. Als Template diente eine
kommerziell erworbene cDNA-Bank von A. fumigatus B5233 in Plasmidform. Wie auf
dem Agarosegel in Abb. 3-3 zu beobachten, war die Amplifikation in beiden Fallen
erfolgreich.

bp 1 2 94 °C 94 °C 65 °C 72°C 72°C 4°C
b 4 min 45 sec 45sec |1:30min| 5 min 0
3000 s | 1x 25X 1x
.-
-
-
1000 p— 4 Erwartete Beobachtete
- FragmentgréRe FragmentgroRe Primerkombinationen
[bp] [bp]
fgaMT- 1020 1000 fgaMT-for +
mut (1) fgaMTrev2
fgaMT (2) 1061 1100 fgaMT-for +
fgaMTrevl

Abbildung 3-3: Agarosegel der PCR-Amplifikation von fgaMT mit mutiertem (1) und
unmutiertem Stopcodon (2)

3.1.3 Klonierung und Transformation

Die erfolgreich amplifizierten PCR-Fragmente wurden in den Klonierungsvektor
PGEM-T easy ligiert und per Hitzeschock in E. coli XL1 Blue MRF~ eingebracht. Uber
Blau-Weil3 Selektion wurden potentiell positive Klone identifiziert, weiterkultiviert und
die Plasmide isoliert. Mit Hilfe eines EcoRI-Verdaus und einer DNA-
Gelelektrophorese wurden die Plasmide analysiert (Abb. 3-4). Durch eine
Sequenzierung wurde sowohl die korrekte Position des Stopcodons, als auch die
fehlerfreie Basensequenz des fgaMT-Gens in dem Konstrukt pOR13 nachgewiesen.
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Erwartete
Fragmentgrof3en [bp]

Beobachtete
FragmentgréRen [bp]

pOR13 (Spur

2 und 3)

3000 und 1019

3000 und 1000

Ncol BamHI

fgaMiT ‘

3000

1000 aoe

pOR13
(4037 bp) |

Abbildung 3-4. Agarosegel der Kontrollrestriktion von drei pOR13-Klonen und Schema des
Klonierungsvektors pOR13, Die Spuren 2 und 3 des Agarosegels zeigten das erwartete
Fragmentmuster und Klon 3 wurde fir die weiteren Experimente verwendet; der Klon von Spur
1 wurde vermutlich nicht geschnitten und daher verworfen.

fgaMT wurde Uber die beiden Restriktionsschnittstellen BamHI und Ncol wieder aus
dem pOR13 Plasmid entfernt und der Restvektor durch einen Dral-Verdau
zerstluckelt. Parallel dazu wurde auch der Expressionsvektor pQE60 mit BamHI und
Ncol gedffnet. Das Gen fgaMT wurde in den gedffneten Vektor pQEG0 ligiert. Per
Hitzeschock wurde E. coli XL1 Blue MRF" mit diesem Konstrukt transformiert, um
das Expressionskonstrukt pOR15 zu erhalten. Zur Kontrolle wurde das isolierte
Plasmid pOR15 mit BamHI und Ncol verdaut und per Gelelektrophorese analysiert
(Abb. 3-5). Die Insertsequenz von pOR15 befindet sich im Anhang (6.1.1).

Erwartete Beobachtete
Fragmentgrof3en [b FragmentgréRRen [b
bp 1 2 3 4 SORTS g g [bp] g g [op]
3423 und 1019 3400 und 1000
(Spur 2-4)
‘ pra— Necol BamHI
3000 g .|
— ~ED®eS[ N e
1000 e
-
..
o '
r pOR15 \
\ (4442 bp) /
Abbildung 3-5: Kontrollrestriktion von pOR15 und schematische Darstellung des

Expressionsplasmids, Die Klone der Spuren 2,3 und 4 zeigen das erwartete Fragmentmuster und
Klon 3 wurde fur die weiteren Arbeiten verwendet, der Klon von Spur 1 wurde nicht geschnitten
und daher verworfen.
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3.1.4 Uberproduktion und Reinigung von FgaMT

Fur die Uberexpression von fgaMT wurde pOR15 in E. coli XL1 Blue MRF" in LB-
Medium bei 37 °C und 220 rpm bis zu einer ODggo Von 0,6 kultiviert. Die Induktion
erfolgte durch Zugabe von IPTG zu einer Endkonzentration von 1 mM und weiterer
Kultivierung fur 16 h. Nach der Ernte und Lyse der induzierten Zellen durch
Behandlung mit Lysozym und Ultraschall, wurde aus der l6slichen Proteinfraktion das
Fusionsprotein Hisg-FgaMT mittels einer Affinitatschromatographie tber Nickel-NTA
Agarose aufgereinigt. Das bis zur Homogenitat gereinigte Protein zeigte auf dem
SDS-PAGE eine GroRe von ca. 40 kDa. Dieser Wert stimmte gut mit der zuvor
berechneten Molekulargewicht fir FgaMT-Hisg von 39.2 kDa uberein (Abb. 3-6). Es
konnte eine Ausbeute von bis zu 13 mg aufgereinigtes Hisg-FgaMT pro Liter Kultur
erzielt werden. Die Lagerung des rekombinanten FgaMT Proteins erfolgte in
Aufbewahrungspuffer bei -80 °C.

kba 1 2 3 4 5 6 7 8

97.0
66.0

0 FgaMT-His;

33.0

20.1

Abbildung 3-6: SDS-PAGE der Reinigung von Hisg-FgaMT: (erwartete GroRe 39.2 kDa) 1:
vor Induktion 2: Gesamtprotein nach Induktion, 3: I6sliches Protein nach Induktion, 4:
Durchfluss, 5: Waschfraktion, 6: Elutionsfraktion 1, 7: Elutionsfraktion 2, 8:
Elutionsfraktion 3
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3.1.5 Aktivitdtsnachweis von FgaMT

Fur den enzymatischen Aktivitdtsnachweis von FgaMT sollte zun&chst das erwartete
naturliche Substrat 4-Dimethylallyltryptophan (4-DMAT) synthetisiert werden. Dazu
wurde mit Hilfe des Plasmids plU18 (Unsold 2006) das Enzym FgaPT2
Uberproduziert und isoliert (Daten nicht gezeigt). In einem Enzymassay wurde dieses
Protein dann mit L-Trp und DMAPP in Gegenwart von 5 mM CacCl, in Tris-HCI Puffer
bei pH 7,5 inkubiert, um das Tryptophan mdglichst komplett zu 4-DMAT umzusetzen
(Abb. 3-7).

4-DMAT

35=

N
[
1

absorption [mAU]
g

L

L

' 1 v v 1
0 5 10 15 20 25
time [min]

Abbildung 3-7: HPLC-Chromatogramm der fast kompletten Umsetzung von L-Trp mit FgaPT2 in
Anwesenheit von DMAPP

Fir den Nachweis der enzymatischen Aktivitdt von FgaMT wurden verschiedene
Tandemassays von L-Trp mit FgaPT2 und FgaMT durchgefiihrt und anschliel3end
per HPLC analysiert (Abb. 3-8). Die Inkubation von L-Trp und FgaPT2 in
Anwesenheit von DMAPP flhrte zur Bildung von 4-DMAT mit einer Retentionszeit
von 11,2 min (Abb.3-8 A), wie schon in friiheren Arbeiten gezeigt (Unséld and Li,
2005; Steffan et al., 2007). Diese Reaktionsmischung wurde dann mit aufgereinigtem
Hiss-FgaMT Fusionsprotein, in Gegenwart von Ca** und SAM bei 37 °C inkubiert.
Wie in Abb. 3-8 B zu erkennen, entstand ein zusatzlicher Peak mit einer
Retentionszeit von 12,3 min. Dieser neu entstandene Peak hatte dieselbe
Retentionszeit wie 4-Dimethylallylabrin (Abb. 3-8 C), welches durch die Inkubation
von L-Abrin mit FgaPT2 in Anwesenheit von DMAPP gewonnen wurde (Steffan et al.,
2007). Parallel dazu wurde ein Enzymassay mit hitzedenaturiertem Protein Hise-
FgaMT, sowie ein Assay mit aktivem Protein jedoch ohne SAM als Negativkontrollen
durchgefihrt. Wie in den HPLC-Chromatogrammen von Abb. 3-8 D und E zu sehen,
konnte in diesen beiden Assays kein zusatzlicher Peak mit der Retentionszeit von
12,3 min beobachtet werden. Diese Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass
FgaMT in Anwesenheit von SAM fur die enzymatische Umsetzung von 4-DMAT zu
4-DMA-abrin verantwortlich ist.
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Abbildung 3-8: HPLC-Chromatogramme der Enzymassays fur den Aktivitdtsnachweis von
FgaMT A: Enzymassay der kompletten Umsetzung von L-Tryptophan mit FgaPT2 und DMAPP;

B: Tandemassay von L-Tryptophan,

FgaPT2 und DMAPP sowie FgaMT und SAM; C:

Enzymassays von L-Abrin und FgaPT2 mit DMAPP; D: Tandemassay wie bei B aber ohne SAM
E: Tandemassays wie bei B aber mit hitze-denaturiertem FgaMT
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Das enzymatische Produkt wurde mit Hilfe einer préparativen Saule tUber HPLC
isoliert und per *H-NMR und LC-MS analysiert. Hiermit konnte eindeutig gezeigt
werden, dass es sich bei dem enzymatischen Produkt um 4-Dimethylallyl-L-abrin
handelte.

H-4°
H-5

H-2

2H-1"
H-7 [H-6 H-5
I H-2' H-A1 H-10°
L,J R [

TV IN-CH3  H4

H-5

H-2

- 2H-1" i
4-DMA-L-abrin ~ H-7 [H-6 H-5 o
H-2' H-ﬂhw i
J« A L.J» A e al) |_,_J.L
| T T

— T T T T )
35 3.0 25 20 1:5 1.0 0.5

T T I T T T | T
8.5 8.0 75 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0
(ppm)

Abbildung 3-9: 'H-NMR-Spektren von 4-DMAT und dem Produkt aus der FgaMT-Reaktion
(4-Dimethylallyl-L-abrin), zusatzliches Signal flir einen Methylrest gestrichelt markiert.

Durch den Vergleich des *H-NMR Spektrums des Substrates 4-DMAT mit dem des
enzymatischen Produktes (Abb. 3-9) zeigte ein zusatzliches Signal fir einen
Methylrest bei 2,7 ppm. Auch nach langerer Inkubation (16 h) konnte kein weiteres
enzymatisches Produkt nachgewiesen werden. Es konnte also ohne Zweifel gezeigt
werden, dass das rekombinante FgaMT in Anwesenheit von SAM als Methyldonor
die Methylierung von 4-DMAT am N-Atom Kkatalysiert (Abb. 3-10) und so das
enzymatische Produkt 4-Dimethylallyl-L-abrin gebildet wird. Die gemessenen NMR-
Daten des isolierten Produktes stimmten gut mit schon zuvor gewonnenen Daten fir
4-DMA-L-abrin Uberein (Steffan et al., 2007).

NMR-Daten: 4-DMA-abrin

Das Losungsmittel (D,O) bei 4.81 ppm wurde als Referenz herangezogen.

Ppm (multiplicity, Hz): 7.40 (d, 8.4, H-7), 7.32 (s, H-2), 7.21 (t, 7.9, H-6), 6.99 (d, 7.6,
H-5), 5.36 (t, 6.2, H-2), 3.91 (dd, 8.4, 5.9, H-11), 3.78 (d, 6.2, 2H-1"), 3.62 (dd, 15.8,
5.4, H-10), 3.41 (dd, 15.8, 8.7, H-10), 2.67 (s, N-CH3), 1.80 (s, 3H-4), 1.76 (s, 3H-5")
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FgaMT + SAM

4-DMA-L-abrin

Abbildung 3-10: Umsetzung von 4-Dimethylallyltryptophan (4-DMAT) zu 4-Dimethylallyl-L-
abrin durch FgaMT in Anwesenheit von SAM

Durch positives ESI-MS konnte zuséatzlich die erwartete Masse von 4-Dimethylallyl-
abrin mit 286.2 bestatigt werden. Die Fragmentmuster des gemessenen Produktes
und MS-Referenzdaten aus einer friheren Untersuchung stimmten ebenfalls sehr gut
Uberein.

Gemessenes Produkt:

Positives ESI-MS von 4-Dimethylallyl-abrin : m/z (Intensitat): 287.2 [M+1]"
ms? von [M+1]* m/z (Intensitat): 256.1 (100), 231.1 (13), 219.1 (14), 200.2 (33),
184.1 (6), 158.3 (2)

Referenzdaten 4-DMA-abrin (Steffan et al., 2007):

Positives ESI-MS von 4-Dimethylallyl-abrin : m/z (Intensitéat): 287.4 [M+1]"
ms?von [M+1]* m/z (Intensitat):  255.9 (100), 230.9 (14), 218.9(12), 200.0 (29),
184.0 (6), 157.9 (2)

In einem weiteren Ansatz sollte dann untersucht werden, ob FgaMT in der Lage ist,
L-Tryptophan in Anwesenheit von SAM zu L-Abrin zu methylieren. Es wurde ein
entsprechender Enzymassay durchgefuhrt und als Kontrolle ein Gemisch aus
kommerziell erworbenem L-Tryptophan und L-Abrin hergestellt. Beide Proben
wurden per HPLC analysiert. In Abb. 3-11 sind beide Chromatogramme dargestellt.
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Abbildung 3-11: HPLC-Analyse der Inkubationsmischung von FgaMT und SAM mit L-
Tryptophan (A) und Standardmischung bestehend aus L-Trp und des erwarteten Produkts
nach Methylierung durch FgaMT, L-Abrin (B)

Man erkennt an Abb. 3-11 B, dass sich L-Tryptophan und L-Abrin mit der
verwendeten HPLC Methode und Acetonitril als Flielmittel trennen lieRen. Es sind im
Bereich von 8 bis 9 min deutlich zwei Peaks zu unterscheiden. In Chromatogramm 3-
11 A zeigt sich jedoch nur der Peak fur das L-Tryptophan bei ca. 8 min, sowie ein
kleinerer Peak fir das SAM. L-Tryptophan wurde somit nicht von FgaMT methyliert.

3.1.6 Biochemische Eigenschaften von FgaMT

3.1.6.1 Bestimmung des Molekulargewichtes

Fur die Bestimmung des nativen Molekulargewichts des Hisg-FgaMT Fusionsproteins
wurde eine Gelfiltrations-Chromatographie mit einer kalibrierten Superdex-200 Saule
durchgefuhrt. Das rekombinante FgaMT wurde im Bereich von 75 kDa eluiert. FUr
das aktive FgaMT Enzym wurde somit ein natives Molekulargewicht von 75 kDa
bestimmt. Dieser Wert stimmte gut mit dem doppelten Wert des theoretisch
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berechneten Molekulargewichts des rekombinanten FgaMT-Monomers mit C-
terminalem Hise-Tag (39.2 kDa) von 78.4 kDa uberein. Dadurch konnte
nachgewiesen werden, dass FgaMT in seiner aktiven Form als Homodimer vorliegt.

3.1.6.2 Substratspezifitat von FgaMT

Fur die Untersuchung zur Substratspezifitat von FgaMT gegeniber weiteren
aromatischen Substanzen, D-Trp oder Tryptophanderivaten mit Methylgruppen,
mussten mit Hilfe des Enzyms FgaPT2 und dem Prenyldonor DMAPP zunéchst
andere an Position C-4 prenylierte Substrate synthetisiert werden. Dazu wurden
Tandemassays mit dem Enzym FgaPT2 und DMAPP fir die Prenylierung von
verschiedenen Substraten (L-Trp, D-Trp, 5-Methyl-, 6-Methyl- und 7-Methyl-DL-
Tryptophan) sowie anschlieRend mit FgaMT in Anwesenheit von SAM durchgefihrt.
In Abb. 3-12 sind die Chromatogramme der Tandemreaktionen zu sehen, wobei in
der ersten Spalte die vorhergehende FgaPT2-Reaktion in Anwesenheit von DMAPP
dargestellt, und in der zweiten Spalte die Methylierungsreaktion, katalysiert durch
FgaMT in Anwesenheit von SAM, zu sehen ist. Hierbei unterschieden sich die
Umsatzraten der verschiedenen Substrate durch FgaPT2 und lagen zwischen ca. 93
% flUr das naturliche Substrat L-Trp und nur 24 % fir 5-Methyl-DL-Trp. Die ermittelten
Umsatzraten fur 5-, 6- und 7-Methyl-DL-Trp durch FgaPT2 steigerten sich mit
VergroRerung des Abstands der Methylgruppen zur Prenylierungsposition. Dieses
konnte schon in friheren Arbeiten in unserem Arbeitskreis festgestellt werden
(Steffan et al., 2007). Alle angebotenen Substrate wurden wie erwartet von FgaPT2
akzeptiert und die entsprechenden Produkte Uber LC-MS Analyse verifiziert (Tab. 3-
2). Im Gegensatz zu FgaPT2 zeigt FgaMT keinerlei Umsetzung von D-Trp Derivaten.
Wie in Abb. 3-12 zu erkennen, wird 4-D-DMAT von FgaMT nicht als Substrat
akzeptiert und zeigt somit eine hohere Stereoselektivitat als FgaPT2. Die Substrate
5-, 6- und 7-Methyl-DMAT wurden hingegen von FgaMT in Anwesenheit von SAM
methyliert. Die entstandenen Produkte wurden per LC-MS analysiert und die
ermittelten Massen stimmten mit den entsprechenden methylierten Produkten
Uberein (Tabelle 3-3). Wegen der unterschiedlichen Umsatzraten von 5-, 6- und 7-
Methyl-DL-Trp und  FgaPT2  variierten  dementsprechend auch  die
Substratkonzentrationen fur die FgaMT-Reaktion. Daher ist ein quantitativer
Vergleich der Umsatzraten dieser Substanzen untereinander und auch mit dem
naturlichen Substrat 4-DMAT nicht moglich. Man kann aus den Chromatogrammen in
Abb. 3-12 aber ersehen, dass 7-Methyl-4-DMAT besser von FgaMT akzeptiert wurde
als 5- und 6-Methyl-4-DMAT.
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Tabelle 3-2: Positive und negative ESI-MS Daten der FgaPT2 Reaktionen

Substrat FgaPT2 Reaktion

Produkt M, [M+H] [M-H]
L-Tryptophan 4-L-DMAT 272.2 273.2 271.2
D-Tryptophan 4-D-DMAT 272.2 273.2 271.2
4-Methyl-DL-tryptophan | nicht bestimmt - - -
5-Methyl-DL-tryptophan | 5-Methyl-4-DMAT 286.2 287.0 285.7
6-Methyl-DL-tryptophan | 6-Methyl-4-DMAT 286.2 287.0 285.7
7-Methyl-DL-tryptophan | 7-Methyl-4-DMAT 286.2 287.0 285.8

Tabelle 3-3: Positive und negative ESI-MS Daten der FgaPT2 + FgaMT Tandemreaktionen

Substrat FgaPT2 + FgaMT Reaktion

Produkt M, [M+H]* [M-H]
L-Tryptophan 4-DMA-abrin 286.2 287.2 285.4
D-Tryptophan kein Produkt 286.2 - -
4-Methyl-DL-tryptophan | 4-Methyl-abrin* 232.2 233.2 231.1
5-Methyl-DL-tryptophan | 5-Methyl-4-DMA-abrin 300.2 301.2 299.2
6-Methyl-DL-tryptophan | 6-Methyl-4-DMA-abrin 300.2 301.2 299.2
7-Methyl-DL-tryptophan | 7-Methyl-4-DMA-abrin 300.2 301.2 299.2

*4-Methyl-DL-tryptophan wurde nur mit FgaMT und SAM inkubiert
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Substrat Inkubation mit Umsatzrate der Inkubation mit Umsatzrate der
FgaPT2 und DMAPP  FgaPT2 Reaktion FgaPT2 und DMAPP  FgaMT Reaktion
(%) FgaMT und SAM (%)
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Abbildung 3-12: HPLC-Chromatogramme der Assays fur die Bestimmung der Substratspezifitat
von FgaMT; Linke Spalte: Enzymassays von FgaPT2 mit L- und D-Tryptophan sowie einigen
methylierten Derivaten, Rechte Spalte: Tandemenzymassays mit FgaMT mit den prenylierten
Tryptophanderivaten, Die Umsatzraten wurden durch Berechnung der Peakflachen der
Substrate vor und nach der Inkubation berechnet. Die Stereochemie der Produkte von FgaMT
wurde nicht bestimmt.
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Abbildung 3-13: Substratspezifitat von FgaMT; A: Enzymassays mit FgaMT und SAM und 4-
Methyl-DL-tryptophan als Substrat, B: Negativkontrolle, Enzymassay mit hitze-denaturiertem
FgaMT und SAM mit 4-Methyl-DL-tryptophan

Wahrend mit dem unsubstituierten L-Trp kann keinerlei Produktbildung nach FgaMT-
Reaktion beobachtet werden konnte (Abb. 3-8) wird das natirliche Substrat 4-DMAT,
wie schon zuvor gezeigt, gut methyliert. Auch das an Position C-4 methylierte L-Trp
(4-Methyl-DL-Trp) wurde als Substrat von FgaMT akzeptiert und mit einer relativen
Aktivitat von 9 % (Abb. 3-13) umgesetzt. Das Produkt wurde mit Hilfe einer LC-MS
Analyse als das methylierte Derivat 4-Methylabrin mit [M-1]" von m/z 231.1 und
[M+1]" von m/z 233.2 identifiziert. Der Alkylsubstituent an Position C-4 des Indolrings
ist somit essentiell fir die FgaMT-Akzeptanz.

3.1.7 Bestimmung der kinetischen Parameter

Die von FgaMT katalysierte Methyltransferase-Reaktion folgte der Michaelis-Menten-
Kinetik. Die kinetischen Parameter Ky und k. konnten erfolgreich bestimmt werden.
Dabei wurden die Daten fir das Substrat 4-DMAT und das Cosubstrat SAM nach
Lineweaver Burk und Hanes-Woolf ausgewertet. Die Ky-Werte fur 4-DMAT und SAM
lagen bei 0,12 mM bzw. 2,4 mM. Die durchschnittliche Wechselzahl wurde mit 2,0 st
bestimmt (Abb. 3-14 und 3-15).
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Abbildung 3-14: Ky- und k.i-Wertbestimmung fur 4-DMAT
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Abbildung 3-15: Bestimmung von Ky und K¢y fir SAM

3.1.8 lonenabhangigkeit von FgaMT

Um zu untersuchen, ob die Anwesenheit von lonen fur die Enzymaktivitat von FgaMT
erforderlich ist, bzw. die Aktivitat durch Zugabe von verschiedenen lonen gesteigert
werden kann, wurden Enzymassays zur lonenabhéangigkeit durchgefihrt. Es wurden
dabei zunachst L-Trp mit FgaPT2 und DMAPP ohne jegliche lonenzugabe inkubiert,
um 4-DMAT zu synthetisieren. Im zweiten Schritt wurden neben FgaMT und SAM
unterschiedliche Metall-lonen zu einer Endkonzentration von 5 mM, bzw. keine lonen
zu den Assays zugegeben, inkubiert und dann per HPLC analysiert. Wie in dem
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Diagramm von Abb. 3-16 zu beobachten, konnte kein Einfluss auf die Aktivitat von
FgaMT nachgewiesen werden. Sogar nach Zugabe des Komplexbildners EDTA bis
zu einer Konzentration von 5 mM, erreichte die relative Aktivitat noch 87 % der
Aktivitét des Assays ohne jegliche lonenzugabe. Diese Ergebnisse stimmen gut mit
den Erkenntnissen der Untersuchung einer 4-DMAT-Methyltransferaseaktivitat aus
dem Rohextrakt eines Claviceps sp. Stammes SD58 uberein (Otsuka et al., 1980).

lonenabhangigkeit FgaMT

= -
(=] N
o (54}
| 1

rel. Aktivitat [%)]

Vv . > Vv
é@ + é'b 00 é{\ Q/o& ((0

Zusatz [5mM]

vy

Abbildung 3-16: lonenabhangingkeit von FgaMT
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3.1.9 Expressionsstamm E. coli M15 [pREP4]

In einem kurzen Vorversuch sollte Uberprift werden, ob ein neu erhaltener E. coli
Expressionsstamm besser fiir die Uberexpression geeignet sein kénnte als die bisher
Im Arbeitskreis eingesetzten Stamme. Hierbei handelte es sich um den Stamm
E. coli M15 [pREP4] von Qiagen, der laut Herstellerangaben fiir die Uberexpression
optimiert worden ist.

Hierfir wurde das Plasmid pOR15 in die drei E. coli Stamme M15 [pREP4], XL1 Blue
MRF" und DH5a eingebracht. Diese drei Transformanten wurden parallel unter den
gleichen Bedingungen kultiviert und mit der gleichen Menge IPTG (1 mM) induziert.
Auch die Proteinaufreinigung mittels Ni-NTA-Agarose sowie die nachfolgende
Analyse mittels SDS erfolgte bei allen drei Kulturen auf die gleiche Art und Weise.

kDa 1 2 3 4

97.0
66.0

45.0

30.0 ===

20.1

— e

Abbildung 3-17: SDS-PAGE der Proteinisolierung der drei pOR15-Transformanten nach
Induktion; 1: aufgereinigte Proteinfraktion von pOR15 in E. coli M15 [pREP4] 2: leer; etwas
Protein aus Tasche 1 uUbergeflossen, 3: aufgereinigte Proteinfraktion von pOR15 in E. coli
DH5aq, 4: aufgereinigte Proteinfraktion von pOR15 in E. coli XL1 Blue MRF’

Anhand der SDS-PAGE (Abb. 3-17) war abzuschétzen, dass die Expression von
fgaMT in E. coli M15 [pREP4] mindestens 7 bis 8 mal starker erfolgte als bei den
anderen beiden Stdmmen. Aus diesen Beobachtungen kann geschlossen werden,
dass, der neue Stamm E. coli M15 [pREP4], anscheinend eine gute Alternative zu
E. coli DH5a oder E. coli XL1 Blue MRF’ darstellt, falls unter ihrer Verwendung keine
Uberexpression des gewiinschten Gens feststellbar ist.
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3.2 Untersuchungen zu putativen Prenyltransferasen aus
N. fischeri, A. nidulans und A. terreus

Wie in der Einleitung bereits dargestellt, handelt es sich bei Prenyltransferasen u. a.
um wichtige Enzyme in der Biosynthese von verschiedenen
Sekundarstoffmetaboliten (siehe Kapitel 1.4.). In der vorliegenden Arbeit wurden mit
Hilfe von Sequenzvergleichen in der NCBI-Datenbank per BLAST vier verschiedene
putative Prenyltransferasegene in der Nachbarschaft von putativen NRPS- bzw.
PKS-Genen in den Genomen von drei verschiedenen Schimmelpilzen identifiziert
(N. fischeri NRRL 181, A. nidulans FGSC A4 und A. terreus DSM1985). Die
Sequenzvergleiche mit bereits bekannten Prenyltransferasen, wie z. B. FtmPT1 und
FtmPT2 (Grundmann and Li, 2005; Grundmann et al., 2008), SirD (Kremer and Li,
2010), CTrpPT (Zou et al.,, 2010) und CdpNPT (Yin et al., 2007) zeigten eine fur
diese Enzymgruppe signifikante Identitat auf AS-Ebene im Bereich von ca. 30 %
(Tab. 3-4). Daher kann spekuliert werden, dass diese vier Gene fir
Prenyltransferasen aus dem Sekundarstoffwechsel der entsprechenden Pilzstimme
kodieren.

Tabelle 3-4: Putative Prenyltransferasegene und Sequenzvergleiche der abgeleiteten Proteine
mit bereits charakterisierten Prenyltransferasen

abgeleitetes

Gen Pilz : Identitat zu aus Organismus
Protein
N. fischeri NRRL
NFIA_ 112230 181I ! EAW20699 SirD 30% L. maculans
A. nidulans FImMPT1 30 %
AN9229-PT1 AN9229-PT1 A. fumigatus
FGSC A4 9229 FtmPT2 29 % umigatu
A. nidulans FImMPT1 31%
AN9229-PT2 AN9229-PT2 A. fumigatus
FGSC A4 9229 FtmPT2 31 % vrmigatu
A. terreus CTrpPT 34 % A. oryzae
ATEG_03092.1 EA .
- DSM1985 U36366 CdpNPT 34 % A. fumigatus

Ziele der Arbeit mit den vier Prenyltransferasegenen war zunachst die Amplifikation
und Klonierung in geeignete Expressionsvektoren und anschlielend die
Uberexpression der Gene mit Uberproduktion und Isolierung der abgeleiteten
Proteine sowie die biochemische Charakterisierung.



92 Ergebnisse

3.3 Untersuchungen zur putativen Prenyltransferase EAW20699
aus N. fischeri NRRL181

3.3.1 Einleitung

Mit bioinformatischen Methoden, d. h. durch Sequenzvergleiche von bereits
bekannten und charakterisierten Enzymen mit Sequenzen aus der NCBI-Datenbank
wurden in der Genomsequenz von A. fumigatus Af293 und N. fischeri NRRL181 zwei
orthologe putative Biosynthesegencluster identifiziert, die neben einem PKS-Gen und
zwei Oxidoreduktasegenen auch ein putatives Prenyltransferasegen (Afu7g00170
bzw. NFIA 112230) enthalten (Abb. 3-18). Diese beiden Biosynthesegencluster
konnten zu Beginn der Arbeit keinem bekannten Sekundarmetaboliten aus A.
fumigatus oder N. fischeri zugeordnet werden. Aufgabe der vorliegenden Arbeit war
es daher das Prenyltransferasegen NFIA 112230 aus N. fischeri NRRL181 im
Rahmen der vorliegenden Arbeit durch heterologe Expression des Gens und
Isolierung des abgeleiteten rekombinanten Proteins (EAU36366) naher zu
charakterisieren. Mit Hilfe von Enzymassays sollte nachfolgend das naturliche
Substrat identifiziert werden, um weitere Ruckschlisse auf die mégliche Funktion
des putativen Genclusters ziehen zu koénnen. Abweichend zu anderen bereits
charakterisierten pilzlichen Prenyltransferasegenen besteht NFIA 112230 nur aus
einem einzigen Exon mit einer Grol3e von 1356 bp besteht. Somit kann das Gen
ohne Weiteres aus gDNA von N. fischeri amplifiziert werden.

Afu7g00180 Afu7g00170 Afu7g00160 Afu7g00150
> @ = N
A ) 4mmm— :
"/' 1 T - l/
NFIA_112220 NFIA_112230 NFIA_112240 NFIA_112250

1 kb

Abbildung 3-18: putative homologe Gencluster aus A. fumigatus Af293 (A) und N. fischeri
NRRL181 (B)

3.3.2 Amplifikation und Klonierung von NFIA 112230

Die Amplifikation und Klonierung von NFIA 112230 wurde zunéchst von dem
Bachelorstudenten Andreas Schweitzer durchgefihrt. Dabei wurde das Gen aus
gDNA von N. fischeri NRRL 181 amplifiziert und tber den Klonierungsvektor pGEM-
T easy und die Restriktionsschnittstellen Ncol und BamHI in das Plasmid pQEG60
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ligiert, um das Expressionskonstrukt pAS-6os zu erhalten (Abb. 3-19). Dieses
Konstrukt stand fur die nachfolgenden Arbeiten zur Verfiigung.

Ncol BamHI

bp

! NFIA_112230 His,

3000‘ == pQE6O
— L

NFIA_112230

Erwartete Beobachtete
Fragmentgrof3en [bp] Fragmentgrof3en [bp]
pAS-60s 3423 und 1358 3400 und 1400

Abbildung 3-19: Kontrollrestriktion von pAS-60s und Schema des Expressionskonstrukts.

3.3.3 Uberexpression von NFIA_ 112230 und Aufreinigung von
EAW20699

Der Stamm E. coli XL1 Blue MRF" wurde mit dem Expressionskonstrukt pAS-60s
transformiert. Die Uberexpression von NFIA 112230 erfolgte in TB-Medium durch
Zugabe von IPTG bei einer Endkonzentration von 1 mM fir 16 h bei 37 °C und 220
rpm. Die Proteinaufreinigung erfolgte nach Standardbedingungen (siehe 2.9.3), die
Analyse wurde per SDS-PAGE durchgefiihrt (Abb. 3-20).

kDa 1 2 3

o @

66.0 "

45.0

33.0

Abbildung 3-20: SDS-PAGE der Aufreinigung von EAW20699; 1: vor Induktion 2:
Gesamtprotein nach Induktion 3: durch Ni-NTA-Agarose gereinigtes Enzym (GrolRe 52
kDa)
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Das erfolgreich Uberproduzierte, rekombinante Protein Hiss-EAW20699 zeigte die
erwartete Grof3e von ca. 52 kDa und konnte in guter Reinheit isoliert werden. Es
konnten im Schnitt 4 mg rekombinantes EAW20699 pro Liter Kultur gewonnen
werden. Da das natirliche Substrat fur EAW20699 bisher unbekannt war, wurden
nachfolgend Enzymassays mit einer Vielzahl unterschiedlicher, putativer
aromatischer Substrate durchgefiihrt (Tab. 3-5). In einem 100 pl Reaktionsansatz
wurden hierfur jeweils 10 ug EAW20699, 1 mM des zu testenden Substrats, 1 mM
DMAPP und 5 mM CacCl, versetzt, mit 50 mM Tris-HCI pH 7,5 aufgefullt und tGber
Nacht fur 16 Stunden inkubiert. Am nachsten Morgen wurde die enzymatische
Reaktion mit gleichem Volumen 100 %igem Methanol gestoppt, der Niederschlag
abzentrifugiert und der Uberstand mittels HPLC analysiert (siehe 2.10.3). Es konnte
jedoch bis zum jetzigen Zeitpunkt mit keinem der getesteten Substrate eine
Prenyltransferaseaktivitait von EAWZ20699 nachgewiesen werden. Mdgliche
Ursachen hierfur werden unter Kapitel 4.2 diskutiert.

Tabelle 3-5: Liste der mit EAW20699 und DMAPP getesteten Substanzen

aromatische Aminosauren |[L-Trp, L-His, L-Phe, L-Tyr, D-Trp

Lineare Dipeptide H-L-Trp-Gly-OH, H-L-Trp-L-Pro-OH, H-L-Trp-L-Asp-OH,
H-L-Trp-L-Phe-OH, H-L-Trp-L-Ala-OH, H-L-Trp-L-Glu-OH,
H-Gly-L-Trp-OH, H-L-Pro-L-Trp-OH, H-L-Ala-L-Trp-OH,

H-L-Tyr-L-Gly

zyklische Dipeptide cyclo-L-Trp-Gly, cyclo-L-Trp-L-Trp, cyclo-L-Trp-L-Phe,
cyclo-L-Trp-L-Tyr, Brevianamid F

Indolderivate Indol-3-propionséaure, Indol-3-pyruvat, Indol-3-butyrat,

L-B-Homotryptophan, L-Tryptamin, L-Trp-hydroxamat;
L-Trp-methylester, 5-Methyl-Trp, 7-Methyl-Trp, 5-
Hydroxy-Trp,

Naphtalinderivate 1,3-Dihydroxynaphtalin, 1,4-Dihydroxy-2-naphtoeséure,
3,5-Dihydroxy-2-naphtoesaure, 1-Naphtol, 2-Naphtol,
3,7-Dihydroxy-2-naphtoesaure, 2,7-Dihydroxynaphtalin
Coumarinderivate 7-Methoxycoumarin, 4-Hydroxy-7-methoxycoumarin,
7,8-Dihydroxy-4-methylcoumarin, 6,7-Dihydroxy-4-
methylcoumarin

Xanthonderivate Xanthydrol, Xanthon, 3-Hydroxy-9-xanthenon,
1,3-Dihdroxy-xanthon, 1,3,6-Trihdroxy-xanthon,
1,3,7-Trihydroxy-xanthon

Anthraquinonderivate 1,4-Dihydroxyanthraquinon, 1-5-Dihydroxyanthraquinon,
Purpurin, Alizarin

Andere mogliche Substrate | Juglon, Verruculogen, Tetramséaure, Phloroglucin,
2,4,6-Trihdroxyacetophenon, Matairesinol, (+)- und (-)-
Indolactam V, Benzodiazepindion, Cyclopiazonsaure, L-
Kynurenin, D-Kynurenin, Kynureninsdure, 2-Aminoacridon
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3.4 Untersuchungen zu den putativen Prenyltransferasen AN9229-
PT1 und -PT2 aus A. nidulans

Durch Sequenzvergleiche und Abgleiche mit Datenbanken konnte auch im Genom
von A. nidulans FGSC A4 ein putatives Biosynthesegencluster fir eine bisher
unbekannte Substanz identifiziert werden, das mdglicherweise fir die Synthese
eines prenylierten, zyklischen Dipeptids verantwortlich ist. Anhand der
bioinformatischen Untersuchungen kann vermutet werden, dass dieses Cluster aus
insgesamt 11 Genen besteht (Abb. 3-21). Darunter befindet sich insbesondere ein
putatives NRPS-Gen (AN9226 bei NCBI, ANID_09226.1 in der Aspergillus
Comparative Database) mit zwei A-Doméanen, anscheinend verantwortlich fur die
Produktion eines Dipeptids. Desweiteren konnten zweli putative
Prenyltransferasegene identifiziert werden, die bei NCBI noch als ein Gen AN9229.2
zusammengefasst werden, in der “Aspergillus Comparative Database® hingegen als
ANID_11194.1 und ANID_11202.2 bezeichnet werden. Durch eigene Analysen
mittels Vergleich der Gensequenzen per BlastX mit Sequenzen von bekannten und
charakterisierten Prenyltransferasen kann angenommen werden, dass es sich
hierbei tatsachlich um zwei separate Gene handelt, die im weiteren Verlauf als
AN9229-PT1 und AN9229-PT2 bezeichnet werden (Abb. 3-22). Diese beiden Gene,
sowie die NRPS weisen signifikante Sequenzhomologien zu bekannten und
charakterisierten Prenyltransferasen insbesondere des ftm-Genclusters aus A.
fumigatus von etwa 30 % auf (Tab. 3-6). Aufgabe der vorliegenden Arbeit war es
zunachst, die beiden putativen Prenyltransferasegene in E. coli zu tberexprimieren.
In einem zweiten Schritt sollten unter Einsatz der beiden aufgreinigten His-Tag-
Proteine verschiedene Enyzmassays durchgefiihrt werden, um Rickschlisse auf
ihre natdrlichen Substrate ziehen zu kdnnen. In einer neueren Veroffentlichung
wurde nach Analyse der A-Doméne von AN9226 durch Vorhersageprogramme
postuliert, dass die nicht-ribosomale Peptidsynthetase ein Modul mit einer
Anthranylsaure aktivierenden Domane aufweist (Ames and Walsh, 2010). Somit
wirde durch die NRPS moglicherweise ein Dipeptid synthetisiert, welches
mindestens aus einem Anthranylsaure-Baustein bestehen wirde. Diese Prognose
konnte bisher aber noch nicht verifiziert werden.

ANO222 ANO223  AN9224 AN9225 ANO226 ANO227
AN9228 AN9229-PT1 AN9229-PT2 ANO9230 AN9231

-y —

Abbildung 3-21: putatives Biosynthesegencluster fur eine unbekannte Substanz in A. nidulans
FGSC A4
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Tabelle 3-6: Sequenzanalyse der beiden putativen Prenyltransferasegene AN9229-PT1 und -PT2
sowie des putativen NRPS-Gens AN9226

Grole Introns . Sequenzhomologie . .
G Protein [AS Putative Funkt
en [bp] [bp] rotein [AS] 2u fim-Cluster utative Funktion
AN9229-PT1 AN9229-PT1 FtmPT1 (30%)
(ANID_11194.1) 1453 58, 39 [464) FtmPT2 (29%) Prenyltransferase
AN9229-PT2 AN9229-PT2 FtmPT1 (31%)
1340 74 Prenyltransferase
(ANID_11202.2) [421] FtmPT2 (31%) y
AN9226 EAA61517
0,
(ANID_09226.1) 7848 46 [2559] FtmPS (32%) NRPS
AN9229-PT1 ANO9229-PT2

(ANID_11194.1) (ANID_11202.2)

) )

Abbildung 3-22: Darstellung der beiden putativen Prenyltransferasegene AN9229-PT1 und
AN9229-PT2

3.4.1 cDNA-Gewinnung aus einer UniZAP cDNA-Bank von A. nidulans

Beim “Fungal Genetics Stock Center” (FGSC) wurde eine UniZAP cDNA-Bank von
A. nidulans kauflich erworben, um cDNA fir die Amplifikation der beiden putativen
Prenyltransferasegene AN9229-PT1 und —PT2 zu erhalten. Dabei wurde nach
Herstellerangaben vorgegangen (2.8.9). Die erhaltenen Plasmide mit cDNA wurden
als template fur die Amplifikationen der beiden 0. g. Prenyltransferasegene
verwendet. Die Vervielfaltigung war zwar erfolgreich, nach Klonierung in pGEM-T
easy und Sequenzierung des Inserts zeigte sich jedoch, dass die Intronsequenzen
mit amplifiziert wurden. Fiir die Uberexpression und Proteinreinigung konnten diese
Konstrukte daher nicht weiterverwendet werden.
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3.4.2 Gesamt-RNA Isolierung aus A. nidulans FGSC A4 und cDNA-
Synthese

Um die beiden putativen Prenyltransferasegene ohne prognostizierte Intronsequenz
amplifizieren zu kénnen, wurde als nachstes versucht, Gesamt-RNA aus A. nidulans
FGSC A4 zu isolieren, um mit Hilfe der RNA in einer Reversen Transkriptase
Reaktion eigene cDNA herzustellen. Nach Kultivierung fur ca. 5 Tage wurde das
Pilzmycel entweder direkt verwendet oder bei -20 °C gelagert. Fir die RNA-
Isolierung wurden das “E.Z.N.A Fungal RNA Kit“ von Omega Bio-Tek (2.8.10.2) und
das “SV Total RNA Isolation System®“ von Promega (2.8.10.1) genutzt. Im Anschluss
wurde eine cDNA-Synthese mit dem “ImProm-II™ Reverse Transcriptase Kit* von
Promega, bzw. das “Reverse Transcriptase cDNA-Synthesis“ Kit von Roche nach
Herstellerangaben durchgefiihrt (2.8.10.3).

Die Amplifikation der gewinschten Gene war unter Verwendung der selbst
hergestellten cDNA als Template in beiden Fallen erfolgreich. Auch die Ligation der
Gene in den pGEM-T easy Vektor sowie die nachfolgende Transformation mit E. coli
XL1 Blue MRF verliefen erwartungsgemald (Daten nicht gezeigt). Nach
Sequenzierung der Basensequenzen beider Gene wurde jedoch deutlich, dass die
Gene immer noch die Intronsequenzen aufwiesen und somit nicht far die
Uberexpression geeignet waren. Auch die mehrfache Wiederholung der RNA-
Isolierung bzw. cDNA-Synthese u. a. mit langer kultiviertem A. nidulans bzw. die
Verwendung unterschiedlicher Kits fiir die RNA-Isolierung fihrte zu keinem positiven
Ergebnis. In allen Fallen waren in der isolierten cDNA die Intronsequenzen der
beiden Gene noch vorhanden und somit fir die nachfolgenden Arbeiten ungeeignet.
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3.4.3 Amplifikation von AN9229-PT1

In einem neuen Ansatz sollten die beiden Gene per Fusions-PCR aus genomischer
DNA von A. nidulans FGSC A4 amplifiziert werden. Dazu wurde jeweils ein Fosmid,
das den Genomabschnitt inklusive der beiden AN9229-Gene enthalt, als Template
verwendet. Fur das Gen AN9229-PT1 wurden die drei Exons nach nochmaliger
NCBI-, Aspergillus Comparative Database- und Selbsttberprifung mit FGENESH
zunachst separat amplifiziert (Abb. 3-23). In einer abschliel3enden, vierten PCR-
Reaktion wurden die drei Exons nach Zugabe der Aul3enprimer, die die
Restriktionsschnittstellen Ncol und BamHI aufwiesen, zu dem 1356 bp grof3en Gen
zusammengefuhrt (Abb. 3-23).

PCR-Bedingungen: Exon 1 PCR-Bedingungen: Exon 2 und 3
94 °C 94°C | 61 °C | 72°C 72°C | 4°C 94 °C 94°C | 61°C | 72°C 72°C | 4°C
4min | 45sec | 45sec | 30sec | 5min 0 4 min | 45sec | 45 sec 1m:iono 5 min 0
1x 25 X 1x 1x 25 X 1x
bp PCR-Bedingungen: Fusions-PCR
3 o] [o] [o] o] [o] o]
3000! 94 °C 94°C | 54°C | 72°C 72°C | 4°C
e R 4min | 45sec | 45 sec 1 :.30 5 min 0
— - min
C——
1000 :____-’ 1x 25 X 1x
500 e E_p,
| Exon 1 G
St
Nt
3000 E
Fusions-PCR e
bp ':__"' AN9229-PT1
1000 -
3000 IR -
pr g 500 -
1000 - .
e Exon 3
500 ..
- W Exon 2
Erwartete Beobachtete
F R F .
ragmentgréRe | Fragmentgrofle Primerkombinationen
[bp] [bp]
Exon 1 270 300 AN9229PT1.1 + AN9229PT1In1A
Exon 2 354 400 AN9229PT1In1B + AN9229PT1In2A
Exon 3 732 700 AN9229PT1In2A + AN9229PT1.2
AN9229PT1.1 + AN9229PT1.2 oder
AN9229-PT1 1 14
356 00 AN9229PT1fwd + AN9229PT1fwd

Abbildung 3-23: Fusions-PCR zur Amplifikation von AN9229-PT1, 1. PCR-Runde: seperate
Amplifikation der drei Exons; 2. PCR-Runde: Amplifikation des Gens mit den drei Exons als
template
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3.4.4 Klonierung und Transformation

Das Gen AN9229-PT1 wurde zunéchst Uber TA-Klonierung in den Klonierungsvektor
pPpGEM-T easy ligiert und nachfolgend in den E. coli Stamm XL1 Blue MRF
eingebracht. Mit Hilfe der Blau-Weil3 Selektion konnten einige Klone identifiziert
werden, die Konstrukt aufgenommen hatten. Nach einigen Kontrollrestriktionen
(Daten nicht gezeigt) wurde ein vielversprechender Klon ausgewahlt, eine
Plasmidisolierung durchgefihrt und die korrekte Gensequenz von AN9229-PT1
durch Sequenzierung verifiziert. Das entsprechende Plasmid (pOR18) wurde flr
weitere Klonierungen verwendet (Abb. 3-24).

bp bp
= nicol BamHi
Neol BamHl = I
3000 “ ey PGEM-Teasy . Pires| Awezzerti  lTHEL
4‘ AwszzERT S 30005 S pQE6O . i
. 1 b
- AN9229-PT1 - -
1000 == il
> 1000 ; AN9229-PT1 ,
500 - '
(4376 bp) 200 . ‘_‘_ (4775 bp)
~ )
Al
bp bp BamHI Mot
BamHI Notl = R - ‘
ST . | = - DHis8 - BT ResiHis, || ANS226-PT7 >
3000 &=« pGEM-T easy 3000
s e !
— W e AN9229-PT1
. P AN9229-PT1 _ ‘
. 1000 g — 1000 il
pOR22 ) ‘?1 ' - ( pOR23 I
(4385 bp) 500 500 (6663 bp) |
-
Erwartete Beobachtete
FragmentgroRen [bp] | FragmentgroRen [bp]
pOR18 3000 und 1352 3000 und 1350
pOR19 3423 und 1352 3400 und 1350
pOR22 3024 und 1361 3000 und 1350
pOR23 5302 und 1361 5500 und 1350

Abbildung 3-24: Ligation von AN9229-PT1 in die beiden Expressionsvektoren pHis8 und pQE60
um die entsprechenden Expressionskonstrukte pOR19 wund pOR23 zu erhalten;
Kontrollrestriktionen der beiden Klonierungskonstrukte pOR18 und pOR22 und der
Expressionskonstrukte pOR19 und pOR23, sowie schematische Darstellungen der beiden
Klonierungskonstrukte sowie der beiden Expressionskonstrukte.
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Dabei wurde das Gen uber die Restriktionsschnittstellen Ncol und BamHI aus
pOR18 entfernt und in den ebenfalls mit Ncol und BamHI geschnittenen
Expressionsvektor pQEG0 ligiert, um das Expressionskonstrukt pOR19 zu generieren
(Abb. 3-25).

Zusatzlich wurde das Gen AN9229-PT1 fur die Klonierung in den Expressionsvektor
pHis8 vorbereitett Dazu wurde das Gen mit weiteren Primern
(Restriktionsschnitstellen BamHI und Notl) analog zur vorherigen Vorgehensweise
per Fusions-PCR amplifiziert und mit dem Klonierungsvektor pGEM-T easy ligiert,
um pOR22 zu erhalten. Nach Kontrolle des Inserts von pOR22 per Restriktion und
Sequenzierung, wurde das Gen entsprechend Uber die Restriktionsschnittstellen
BamHI und Notl in den Expressionsvektor pHis8 ligiert und somit das Konstrukt
pOR23 erhalten (Abb. 3-24).

Somit standen zwei unterschiedliche Expressionskonstrukte (pOR19 und pOR23), fur
die T5- als auch die T7-Promotor gesteuerte Uberexpression von AN9229-PT1 zur
Verfligung. Die Insertsequenzen von pOR19 und 23 befinden sich im Anhang (6.1.2
und 6.1.4).

3.4.5 Uberexpression von AN9229-PT1

Die Expressionsplasmide pOR19 und pOR23 wurden mit den E. coli
Expressionsstammen XL1 Blue MRF" (T5-RNA Polymerase), respektive BL21 (DE3)
pLysS (T7-RNA Polymerase) transformiert und mit der Uberexpression von AN9229-
PT1 begonnen. Kultivierung und Induktion erfolgte  hierfir  nach
Standardbedingungen (Kultivierung bei 37 °C, 220 rpm, in 100 ml LB-Medium;
Induktion durch Zugabe zu einer Endkonzentration von 1 mM IPTG dann 16 Stunden
Kultivierung und Ernte). Die E. coli-Zellen wurden nachfolgend vom Medium
getrennt, lysiert und die Proteinrohextrakte tUber Ni-NTA Affinitatschromatographie
isoliert. Die Analyse der einzelnen Fraktionen erfolgte per SDS-PAGE (Abb. 3-25 und
3-26).
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Abbildung 3-25: SDS-PAGE der Aufreinigung von AN9229-PT1 aus pOR19 in E. coli XL1
Blue MRF nach Kultivierung unter Standardbedingungen; 1: vor Induktion, 2: nach
Induktion, 3: Gesamtprotein, 4: |6sliches Protein, 5: Waschfraktion, 6: Elutionsfraktion 1, 7:
Elutionsfraktion 2
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Abbildung 3-26: SDS-PAGE der Aufreinigung von AN9229-PT1 mit pOR23 in E. coli BL21
(pLysS) DE3 nach Kultivierung (Standardbedingungen); 1: vor Induktion, 2: Gesamtprotein
nach Induktion, 3: Elutionsfraktion 1, 4: Elutionsfraktion 2

Da in beiden Féllen auf den SDS-PAGE’s keine deutlichen Bande der erwarteten
Grolke von ca. 50 kDa zu erkennen waren, wurden die Kultivierungs- und
Induktionsbedingungen modifiziert und zudem auch weitere Expressionsstamme
getestet. Dabei wurde sowohl LB- und TB-Medium verwendet, als auch die IPTG-
Konzentration (0,1 mM; 0,25 mM; 0,5 mM; 0,75 mM; 1 mM und 2 mM), die
Kultivierungstemperatur (23 °C, 30 °C und 37 °C) und die Kultivierungsdauer (3 h, 6
h und 16 h) variiert. Das pOR19 Plasmid wurde in die Expressionsstamme E. coli
DH5a, JM109, M15 [pREP4] und SG13009 [pREP4] eingebracht und kultiviert, das
pOR23 Konstrukt wurde zusétzlich mit E. coli Rosetta2 (DE3) pLysS getestet. Bei der
Kultivierung von pOR19 in dem fir die Expression von pQE-Vektoren optimierten
Stamm E. coli M15 [pREP4] konnte eine deutliche Intensitatsverstarkung der
Proteinbande bei ca. 50 kDa in der Fraktion “Gesamtprotein nach Induktion®
beobachtet werden (Abb. 3-27). Diese Bande ist jedoch in der Proteinfraktion nach
Induktion nur sehr schwach zu sehen, so dass davon ausgegangen werden muss,
dass das uberproduzierte AN9229-PT1 zu unldslichen “inclusion bodies® aggregiert
und damit bei der Zentrifugation zusammen mit den Zelltrimmern verloren ging.

Um zu testen, ob das uberproduzierte aber unldsliche Protein grundsatzlich mittels
SDS-PAGE detektiert werden kann, wurde eine Aufreinigung unter denaturierenden
Bedingungen (8 M Urea) durchgefuhrt. Die nachfolgende Analyse per SDS-PAGE
zeigte, dass in geringen Mengen ein Protein mit der erwarteten Grof3e von ca. 50
kDa isoliert werden konnte.
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Abbildung 3-27: SDS-PAGE’s der Aufreinigung von AN9229-PT1 mit pOR19 in E. coli M15
[PREP4] unter denaturierenden Bedingungen; 1: Gesamtprotein vor Induktion, 2:
Gesamtprotein nach Induktion, 3: lésliche Proteinfraktion nach Induktion, 4: Durchfluss, 5:
Waschfraktion 1, 6: Waschfraktion 2, 7: Elutionsfraktion D1, 8: Elutionsfraktion D2, 9:
Elutionsfraktion D3, 10: Elutionsfraktion D4, (Elutionsfraktionen mit D > pH-Wert 5.9) 11:
Elutionsfraktion E1, 12: Elutionsfraktion E3, 13: Elutionsfraktion E2, 14: Elutionsfraktion E4,
(Elutionsfraktionen mit E > pH-Wert 4.5)
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3.4.6 Amplifikation und Klonierung von AN9229-PT2

Auch das Gen AN9229-PT2 (bestehend aus 2 Exons) wurde, wie schon zuvor bei
AN9229-PT1, mit Hilfe der Fusions-PCR in zwei Schritten aus dem Fosmid F8434
amplifiziert. Dazu wurden in einer ersten PCR-Runde die beiden Exons separat
vervielfaltigt und in einer zweiten Runde mit Hilfe der Randprimer
(Restriktionsschnittstellen: Ncol und BamHI) erfolgreich zusammengefihrt (Abb. 3-

28).

PCR-Bedingungen: Exon 1

PCR-Bedingungen: Exon 2

94°C | 94°C | 61°C | 72°C | 72°C | 4°C 94°C | 94°C | 61°C | 72°C | 72°C | 4°C
4 min | 45 sec | 45 sec 1n;i3n0 5 min 0 4min | 45sec | 45sec | 30sec | 5min o0
1x 25 X 1x 1x 25 X 1x
PCR-Bedingungen: Fusions-PCR
94°C | 94°C | 54°C | 72°C | 72°C | 4°C
4min | 45sec | 45 sec 1 :30 5 min 0
min
1x 25 X 1x
bp bp
= = l
000= 3000 &=
. " Exonl -
1000 s : ‘
s sl AN9229-PT2
500 e Fusions-PCR 1000 e
. —
S
—— 500 .
—~—~—
- Exon 2 W
Erwartete Beobachtete
FragmentgroRe Fragmentgrol3e Primerkombinationen
[bp] [bp]
Exon 1 1217 1200 AN9229PT2.1 + AN9229PT2InA
Exon 2 127 150 AN9229PT2InB + AN9229PT2.2
AN9229PT2.1 + AN9229PT2.2 oder
AN9229-PT2 1266 1300 AN9229PT2fwd + AN9229PT2rev

Abbildung 3-28: Fusions-PCR fur die Amplifikation von AN9229-PT2

Das erfolgreich amplifizierte Gen AN9229-PT2 wurde Uber TA-Klonierung in den
Klonierungsvektor pGEM-T easy ligiert und per Kontrollrestriktionen
Sequenzierung des Inserts, die korrekte Gensequenz verifiziert.

und



104 Ergebnisse

bp bp
- s : Neol . BamHI|
3000 Ty PGEM-T easy :: c B RBS AN9226-PT2 I Hisy]
ANS229-PT2 3000 o5 pQE60 - '
s
o AN9229-PT2 e \
1000 W AN9229-PT2
OR20 1000 e
P o= pOR21
(4283 bp) 500 —
500 - (4688 bp)
- -
-
= -
samHl ot bp bp BamHI Notl
| Hi 8 TP RBS His, AN9229-PT2
3000 B pGEM-T easy - pris
3000 .
" AN9229-PT2
1000 *
pOR24 —_—> . AN9229-PT2
(4296 bp) 1000 pOR25
500 S (6574 bp)
500
- —
Erwartete Beobachtete
FragmentgroRen [bp] | FragmentgréRen [bp]
pOR20 3000 und 1265 3000 und 1300
pOR21 3423 und 1265 3400 und 1300
pOR24 3024 und1272 3400 und 1300
pOR25 5302 und 1272 5500 und 1300

Abbildung 3-29: Ligation von AN9229-PT2 in die beiden Expressionsvektoren pHis8 und pQE60
um die Expressionskonstrukte pOR21 und pOR25 zu erhalten; Kontrollrestriktionen der beiden
Klonierungskonstrukte pOR20 und pOR22 und der Expressionskonstrukte pOR21 und pOR25,
sowie schematische Darstellungen der verwendeten Konstrukte

Das so entstandene Klonierungskonstrukt pOR20 (Abb. 3-29) wurde verwendet, um
das Expressionskonstrukt pOR21 herzustellen. Dabei wurde wie schon zuvor bei
AN9229-PT1, das Gen AN9229-PT2 uber Ncol und BamHI mit dem Vektor pQE60
ligiert und schlief3lich erneut mit Kontrollrestriktionen tberprft. (Abb. 3-29). Um auch
hier ein zusatzliches Expressionskonstrukt zur Verfigung zu haben, sollte analog zu
AN9229-PT1 das Gen AN9229-PT2 mit dem T7-Promotor-Plasmid pHis8 ligiert
werden. Dazu wurde das Gen mit zusatzlichen Primern (Schnittstellen: BamHI und
Notl) per Fusions-PCR amplifiziert, um das Stopcodon des Gens zu mutieren und
nachfolgend in pGEM-T easy ligiert. Das entstandene Konstrukt pOR24 wurde
sequenziert und die korrekte Basensequenz verifiziert. Uber die Schnittstellen BamHI
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und Notl wurde AN9229-PT2 aus dem Konstrukt pOR24 entfernt und in pHis8 ligiert,
um das Expressionskonstrukt pOR25 zu erhalten (Abb. 3-29).

Damit standen auch fur die Uberexpression von AN9229-PT2 zwei verschiedene
Expressionskonstrukte (pOR21 und pOR25) zur Verfugung. Sowohl fur die
Uberexpression in E. coli Stammen mit T5- als auch mit T7-RNA Polymerase. Die
Insertsequenzen von pOR21 und pOR25 befinden sich im Anhang (6.1.3 und 6.1.5).

3.4.7 Uberexpression von AN9229-PT2

Die Uberexpression von AN9229-PT2 wurde zunachst nach Standardbedingungen
durchgefuhrt (LB-Medium, 1 mM IPTG, 37 °C, 16 h Induktion). Die Isolierung bzw.
Aufreinigung der Proteine erfolgte nach Standardbedingungen, die Analyse der
Uberproduktion per SDS-PAGE. Sowohl die Expression mit Hilfe von pOR21 in
E. coli XL1 Blue MRF" als auch die Expression mit pOR25 in E. coli BL21 (pLysS)
DE3 zeigten jedoch keine Uberexpression des Gens bzw. Uberproduktion des
abgeleiteten Proteins (Abb. 3-30 und 3-31).

kDa 1
97.0 = -

660--

45.0 -

30.0% '

Abbildung 3-30: SDS-PAGE der Aufreinigung von AN9229-PT2 mit pOR21 in E. coli XL1 Blue
MRF’; 1: vor Induktion, 2: nach Induktion, 3: Gesamtprotein, 4: l6sliches Protein, 5:
Waschfraktion, 6: Elutionsfraktion 1, 7: Elutionsfraktion 2
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Abbildung 3-31: SDS-PAGE der Aufreinigung von AN9229-PT2 mit pOR25 in E. coli BL21
(pLysS) DES3; 1: vor Induktion, 2. Gesamtprotein nach Induktion, 3: I8sliches Protein, 4:
Elutionsfraktion 1, 5: Elutionsfraktion 2

Da die Uberexpression nach Standardbedingungen keinen Erfolg zeigte, wurde eine
Vielzahl weiterer Uberexpressionsversuche bei unterschiedlichen Bedingungen und
in verschiedenen Expressionsstammen durchgefihrt. Dabei wurde sowohl LB- und
TB-Medium verwendet, als auch die IPTG-Zugabe (0,1 mM, 0,25 mM, 0,5 mM, 0,75
mM, 1 mM und 2 mM), die Kultivierungstemperatur (23 °C, 30 °C und 37 °C) und die
Kultivierungsdauer (3 h, 6 h und 16 h) variiert. Das pOR21 Plasmid wurde in die
Expressionsstamme E. coli DH5a, JM109 und M15 [pREP4] eingebracht und
kultiviert, das pOR25 Konstrukt zusatzlich mit E. coli Rosetta2 (pLysS) DE3 getestet.
Hierbei zeigte die Kultivierung von pOR21 in E. coli M15 [pREP4] in TB-Medium das
bisher vielversprechendste Ergebnis (Abb. 3-32). Bei Induktion mit 1 mM IPTG zeigte
sich in den Fraktionen “nach 3 h Induktion® und “Gesamtprotein nach 16 h Induktion®
eine deutlich verstarkte Proteinbande mit der erwarteten Grof3e von ca. 50 kDa die in
der I6slichen und den folgenden Elutionsfraktionen jedoch sehr viel schwacher wird
(Abb. 3-32 A). Bei der Induktion mit 0,1 mM IPTG (Abb. 3-32 B) ist diese
Proteinbande nach Induktion zwar deutlich schwéacher zu sehen, dafir ist aber in der
ersten Elutionsfraktion eine schmale Proteinbande bei ca. 50 kDa zu erkennen.

A kbal 2 3 4 5 6 7 8 B kba 1 2 3 4 5 6 7
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Abbildung 3-32: SDS-PAGE der Aufreingung von AN9229-PT2 in E. coli M15 [pREP4]; A:
Induktion mit 1 mM IPTG B: Induktion mit 0,1 mM IPTG; A) 1. vor Induktion, 2: nach 3 h
Induktion, 3: Gesamtprotein nach 16 h Induktion, 4: |8sliches Protein, 5: Durchfluss, 6:
Waschfraktion, 7: Elutionsfraktion 1, 8: Elutionsfraktion 2, B) 1: vor Induktion, 2:
Gesamtprotein nach Induktion, 3: l6sliches Protein, 4: Durchfluss, 5: Waschfraktion, 6:
Elutionsfraktion 1, 7: Elutionsfraktion 2
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Dem Problem der Bildung von “inclusion bodies* wahrend der Uberexpression kann
grundsatzlich auf verschiedene Art und Weise begegnet werden. Neben den
Veranderungen bei den Kultivierungs- und Induktionsbedingungen (niedrigere
Temperatur, geringere IPTG-Zugabe und kirzere Kultivierungsdauer), kann auch
wahrend der Aufreinigung versucht werden, das in ‘“inclusion bodies*
eingeschlossene Uberproduzierte Protein in seine losliche Form zu Uberfihren. So
kann z. B. eine Aufreingung unter denaturierenden Bedingungen durchgefihrt
werden, bei der das Protein jedoch seine Enzymaktivitat verliert und nicht mehr
charakterisiert werden kann. Vorteil ist jedoch, dass das Protein so mittels SDS-
PAGE detektiert werden kann. Eine weitere Moglichkeit ist der Zusatz von
verschiedenen Solubilisierungsreagenzien wahrend der Proteinisolierung. Daher
wurden entsprechend des “Qiagen Expressionist® zum einen Aufreinigungen in
Gegenwart von 0,1 mM Triton X-100 bzw. Tween20 und zum anderen
Aufreinigungen unter Einsatz von 20 mM (-Mercaptoethanol durchgefuhrt. Nach
Analyse der jeweiligen Aufreinigungen per SDS-PAGE zeigte sich jedoch keine
erhohte Loslichkeit des Proteins. Lediglich durch Aufreinigung mit dem starken
Detergenz Laurylsarcosin konnte das Uberproduzierte AN9229-PT2 bis zu einem
gewissen Grad in seine losliche Form gebracht und in geringem Malie isoliert
werden (Abb. 3-33). Es konnten hierdurch jedoch lediglich 0,5 - 1 mg Protein pro
Liter Kultur gewonnen werden. Zudem besteht die Gefahr, dass das Protein durch
diese Aufreinigungsmethode seine Aktivitat verloren hat. Trotzdem wurden
Enzymassays mit ausgewahlten Substraten durchgefuhrt und per HPLC analysiert
(Liste der getesteten Substrate: siehe Seite 109, Tab 3-8) Es konnte unter den
gewahlten Bedingungen jedoch keine Prenyltransferaseaktivitdit von AN9229-PT2
nachgewiesen werden.
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Abbildung 3-33: SDS-PAGE der Aufreinigung von AN9229-PT1 mit pOR21 in E.coli M15
[PREP4]; 1: vor Induktion, 2: nach Induktion, 3: Gesamtprotein, 4: I8sliches Protein, 4:
Durchfluss, 6: Waschfraktion, 1 7: Waschfraktion 2, 8: Elutionsfraktion 1
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3.4.8 Uberexpression von AN9229-PT2 in S. cerevisiae INVSc1

Da die Uberexpression in E. coli kein befriedigendes Ergebnis erbracht hat, wurde in
einem weiteren Ansatz die Uberexpression in dem eukaryotischen Expressionswirt
S. cerevisiae INVScl getestet. Dazu wurde das Gen aus dem Klonierungsvektor
pOR25 Uber die beiden Restriktionsschnittstellen BamHI und Notl in das Plasmid
PYES2NT/ C eingebracht, um das Expressionskonstrukt pOR33 zu erhalten (Abb. 3-
34). Der Hefestamm S. cerevisiae INVScl wurde mit dem Plasmid pOR33
transformiert und die Uberexpression des Gens AN9229-PT2 (ber den Gall-
Promoter eingeleitet. Insertsequenz von pOR33 siehe Anhang 6.1.8.

BamHI Notl

bp

benie B8 R HE ¥

“ pYESZ/NTC DB His, | AN9229-PT2
3000 -

C—

'

2 ~ AN9229-PT2
1000

g pOR33
so0 .. - (7269 bp)

e :

—

herm -

Erwartete Beobachtete
FragmentgroRen [bp] | FragmentgrofRen [bp]
pOR33 5997 und 1272 6000 und 1300

Abbildung 3-34: Agarosegel der Kontrollrestriktion von pOR33 und schematische Darstellung
des Expressionskonstrukts

Die Kultivierung und Ernte der Hefezellen sowie die nachfolgende
Proteinaufreinigung erfolgte wie in Material und Methoden (2.6.2) angegeben. Die
Analyse der Proteintberproduktion und -isolierung wurde wie jeweils zuvor per SDS-
PAGE durchgefiihrt (Abb.3-35).

1 2 3 4 5 6 kDa

. 97.0
ww 66.0

we 45.0

we 330

L__‘ ' 20.1

Abbildung 3-35: SDS-PAGE der Aufreinigung von AN9229-PT2 mit pOR33 in S. cerevisiae
INVScl; 1. Gesamtprotei,n 2: ldsliches Protein, 3. Durchfluss, 4. Waschfraktion, 5:
Elutionsfraktion 1, 6: Elutionsfraktion 2
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Leider konnte auch hier keine Bande bei der erwarteten Grof3e von 50 kDa
beobachtet werden Die Uberexpression des AN9229-PT2 Gens war demnach
voraussichtlich auch in dem eukaryotischen Expressionswirt S. cerevisiae INVScl
nicht erfolgreich. Auch mehrere Versuche mit veranderten Kultivierungsbedingungen
zeigten keine positiven Resultate.

3.4.9 Enzymassays mit AN9229-PT1 und —PT2

Obwohl die Uberproduktion und Reinigung der beiden rekombinanten Enzyme nur
eingeschréankt erfolgreich war, sollten dennoch versuchsweise Enzymassays mit den
nur in geringer Menge erhaltenen Enzymen durchgefiihrt werden. Zusatzlich wurden
Enzymassays mit einem Proteinrohextrakt nach Kultivierung und Induktion in E. coli
M15 [pREP4] mit verschiedenen putativen aromatischen Substraten durchgefihrt.
Die Durchfiihrung der Assays erfolgte nach Standardmethoden. Nach Analyse der
Enzymassays per HPLC konnte aber weder fir AN9229-PT1 noch fir AN9229-PT2
Prenyltransferaseaktivitat festgestellt werden. Es wurde eine Reihe von
verschiedenen moglichen Substanzen getestet, die in den beiden folgenden Tabellen
dargestellt sind (Tab. 3-7 und 3-8).

Tabelle 3-7: Mit AN9229-PT1 getestete Substanzen

aromatische Aminosauren |L-Trp, L-Phe, L-Tyr

Lineare Dipeptide H-L-Trp-Gly-OH, H-L-Trp-L-Ala-OH, H-L-Trp-L-Glu-OH,
H-L-Pro-L-Trp-OH, H-L-Lys-L-Trp-OH,H-Leu-L-Trp-OH,
H-Arg-L-Trp-OH, H-L-Tyr-Gly-OH

zyklische Dipeptide cyclo-L-Trp-L-Trp, cyclo-L-Trp-L-Phe, cyclo-L-Trp-L-Tyr,
Brevianamid F,cyclo-L-Trp-L-Leu, cyclo-L-Phe-L-His,
cyclo-L-Phe-L-Pro, cyclo-L-Phe-L-Ser, cyclo-L-Tyr-L-Pro,
cyclo-L-Tyr-L-Ser, cyclo-L-His-L-Ala, cyclo-L-His-L-Pro,
cyclo-L-Tyr-L-Tyr

Indolderivate Indol-3-propionat, Indol-3-pyruvat, Indol-3-butyrat, Indol-3-
lactat, 5-Methyl-Trp,

Andere mogliche Substrate | R- und S-Benzodiazepindion, Butyrolacton I, 4-
hydroxybenzoeséaure, 3,4-dihydroxybenzoeséaure, 2,5-
dihydroxybenzoesaure, 3-7-dihydroxy-2-naphtoesaure,
Anthranilat, (+)- und (-)-Indolactam V, Cyclopiazonsaure,
Emodin
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Tabelle 3-8: Mit AN9229-PT2 getestete Substanzen

aromatische Aminosauren

L-Trp, L-Phe, L-Tyr

Lineare Dipeptide

H-L-Trp-Gly-OH, H-L-Trp-L-Ala-OH, H-L-Trp-L-Glu-OH,
H-L-Pro-L-Trp-OH, H-L-Lys-L-Trp-OH,H-Leu-L-Trp-OH,
H-Arg-L-Trp-OH, H-L-Tyr-Gly-OH

zyklische Dipeptide

cyclo-L-Trp-L-Trp, cyclo-L-Trp-L-Phe, cyclo-L-Trp-L-Tyr,
cyclo-L-Trp-L-Pro,cyclo-L-Trp-L-Leu, cyclo-L-Phe-L-His,
cyclo-L-Phe-L-Pro, cyclo-L-Phe-L-Ser, cyclo-L-Tyr-L-Pro,
cyclo-L-Tyr-L-Ser, cyclo-L-His-L-Ala, cyclo-L-His-L-Pro,
cyclo-L-Tyr-L-Tyr

Indolderivate

Indol-3-propionat, Indol-3-pyruvat, Indol-3-butyrat, Indol-3-
lactat, 5-Methyl-Trp,

Andere mogliche Substrate

R- und S-Benzodiazepindion, Cyclopiazonsaure,
(+)- und (-)-Indolactam V, Anthranilat, Emodin
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3.5 Untersuchungen zur putativen Prenyltransferase EAU36366
aus A. terreus DSM1958

3.5.1 Einleitung

Durch AS-Sequenzvergleiche in der NCBI-Datenbank mittels BLAST und
Sequenzanalysen mit FGenesH, wurde ein weiteres putatives Gencluster fur eine
bisher noch unbekannte Substanz im Genom von A. terreus NIH2624 entdeckt (Abb.
3-36). Dieses Gencluster enthalt unter anderem ein NRPS-ahnliches Gen
ATEG_030902.1 mit einer Adenylierungs- und einer Peptidylcarrier-Domane sowie
das Gen ATEG_03092.1, von dem wir vermuten, dass es fir eine Prenyltransferase
kodiert (Abb. 3-37). Mit BlastX wurden signifikante AS-Sequenzhomologien zu
anderen, putativen Prenyltransferasen aus N. fischeri NRRL 181 (z. B.
NFIA_093400, NFIA_074280) und A. fumigatus Af293 (AFUA_8G00620), von ca. 39
% - 33 % nachgewiesen.

ATEG_03089 ATEG_03090 ATEG_03091 ATEG_03092 ATEG_03093 ATEG_03094 ATEG_03095
— <y >}
s / < .

1kb

Abbildung 3-36: putatives Biosynthesegencluster flr eine unbekannte Substanz aus A. terreus

Das Gen ATEG_03092.1 ist 1386 bp lang und besteht voraussichtlich aus zwei
Exons und einem Intron. Das erste postulierte Exon ist 1217 bp, das zweite ist 118
bp lang. Die kodierenden Sequenzen werden durch eine Intronsequenz von 50 bp
Lange (Abb. 3-37) am 3"-Ende des Gens getrennt. Dieser Aufbau ist charakteristisch
fur viele bisher charakterisierte, pilzliche Prenyltransferasen. Das abgeleitete Protein
EAU36366 bestdnde demnach aus 444 AS und wirde eine molekulare Masse von
50.0 kDa aufweisen.

ATEG_03092.1

>

0.1 kb

Abbildung 3-37: Darstellung des Gens ATEG_03092.1 aus A. terreus DSM1958, Intron
graugefarbt
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Es kann spekuliert werden, dass das aus dem Gen ATEG_03092.1 abgeleitete
Protein EAU36366 eine Prenyltransferase ist, die an der Biosynthese von pilzlichen
Sekundarstoffen wie z. B. Butyrolactonen oder Aspulvinonen beteiligt sein konnte.
Der Primer ATEG-fwd, der am Startcodon des Gens binden soll, enthalt eine Ncol-
Schnittstelle, der Primer ATEG-rev weist eine Hindlll-Schnittstelle auf, der das
putative Stopcodon der Amplifikate mutieren soll.

Um zu testen, ob die synthetisierten Primer in der Lage sind zu binden, bzw. ob der
Stamm A. terreus DSM1958 das Gen fir die putative Prenyltransferase enthalt,
wurde genomische DNA aus Pilzmycel von A. terreus DSM1958 isoliert und als
template in einer PCR mit den beiden Primern ATEG-fwdNcol und ATEG-revHind3
eingesetzt. Das Gen konnte mit den beiden Primern aus der genomischen DNA
erfolgreich amplifiziert werden (Abb-3-38).

bp
— PCR-Bedingungen: ATEG_03092.1
——
i 94°C | 94°C | 54°C | 72°C | 72°C | 4°C
3000 —— 4 min | 45 sec | 45 sec 1:.30 5 min &)
— min
= L ATEG_03092.1 1x 25 X 1x
1000 =
500 -

Abbildung 3-38: PCR des kompletten ATEG_03092.1 aus gDNA von A. terreus DSM1958

Dies lieferte einen ersten konkreten Hinweis, dass das Gen ATEG_03092.1 im
Genom des Stammes A. terreus DSM1958 enthalten ist und die synthetisierten
Primer dazu geeignet sind das gewiinschte Gen zu amplifizieren. Fur weiterfihrende
Experimente konnte das amplifizierte Gen aufgrund der enthaltenen Intronsequenz
jedoch nicht eingesetzt werden.

3.5.2 Amplifikation und Klonierung von ATEG_03092.1

Auch hier wurde das Gen ohne postuliertes Intron per Fusions-PCR aus
genomischer DNA in zwei Schritten amplifiziert. Zunachst wurden die beiden Exons
separat vervielfaltigt, die dann in der dritten PCR-Runde mit Hilfe der beiden
Randprimer verbunden wurden. Somit konnte das komplette ATEG_03092.1 Gen mit
den kinstlich eingebrachten Restriktionsschnittstellen Ncol und BamHI amplifiziert
werden (Abb. 3-39). Das Gen wurde nachfolgend in den Klonierungsvektor pGEM-T
easy eingebracht und das entstandene Plasmid pOR26 zur Kontrolle geschnitten.
Die Basensequenz von ATEG 03092.1 in pOR26 wurde per Sequenzierung
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Uberpruft. Es zeigte sich, dass das Klonierungskonstrukt die korrekte Gensequenz
ohne Basenaustausche enthielt.

PCR-Bedingungen: Exon 1

PCR-Bedingungen: Exon 2

94°C | 94°C |54 °C | 72°C | 72°C | 4°C 94°C | 94°C | 54°C | 72°C | 72°C | 4°C
. 1:30 .
4 min | 45 sec | 45 sec min 5 min oo 4min | 45sec | 45sec | 30 min | 5min o0
1x 25X 1x 1x 25 X 1x
bp PCR-Bedingungen: Fusions-PCR
=
= 94°C | 94°C | 54°C | 72°C | 72°C | 4°C
3000 - .
- 4min | 45sec | 45 sec 1rﬁi3n0 5 min ©
: S Exonl
1000 ! 1x 25 X 1x
— bp
3000 -
e L. ATEG 03092.1
Fusions-PCR 1000 | —
% ——
bp 500 | M—
3000 ! -
1000 é
500 -
"~ Exon2
Erwartete Beobachtete
FragmentgroRe FragmentgroRe Primerkombinationen
[bp] [bp]
Exon 1 1217 1250 ATEG_fwdNcol + ATEG1.1
Exon 2 118 120 ATEG1.2 + ATEG_revHind3
ATEG_fwdNcol + ATEG revHind3 /
ATEG _03092.1 1335 1400 - -
- ATEG_revBamHlI

Abbildung 3-39: Fusions-PCR des Gens ATEG_03092.1 aus gDNA von A. terreus DSM1985

Aus dem Klonierungskonstrukt pOR26 wurde das Gen mit den Restriktionsenzymen
Ncol und Hindlll entfernt und in den ebenfalls zuvor mit Ncol und Hindlll
geschnittenem Expressionsvektor pHis8 ligiert, um das Expressionskonstrukt pOR27
zu erhalten (Abb. 3-40). Dieses wurde erneut per Kontrollrestriktion Uberprift und in
einen E. coli Stamm mit T7-Promotor (zunéchst E. coli BL21 (pLysS) DE3)
eingebracht.

Spéater wurde analog zur Klonierung von ATEG_03092.1 in pHis8 das Gen zusétzlich
fur die Uberexpression mit dem Vektor pQE60 vorbereitet. Dazu wurde das Gen mit
anderen Randprimern (je eine Ncol- und eine BamHI-Schnittstelle) aus dem
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sequenzierten und fehlerfreien Klonierungskonstrukt pOR26 amplifiziert und in den
Klonierungsvektor pGEM-T easy ligiert. Nach einer Kontrollrestriktion des neu
entstandenen Plasmids pOR28 und einer konfirmatorischen Sequenzierung des
Inserts ATEG_03092.1 wurde dieses uber die Restriktionsschnittstellen Ncol und
BamHI in den Expressionsvektor pQE60 eingebracht. Das entstandene
Expressionskonstrukt pOR29 wurde daraufhin per Kontrollrestriktion Uberprift und in
einen E. coli Stamm mit T5-Promoter (hier zunachst E. coli XL1 Blue MRF)
eingebracht. Die Insertsequenzen von pOR27 und pOR29 sind im Anhang aufgefuhrt
(6.1.6 und 6.1.7).

bp bp
Neol Hindli — = Meol Hinalll
N s S0 W pHis8 N
— ATEG 030921 : - [ Res (His, | ATEG_03092.1 L
3000 S @ GEM-T easy 3000!
— S—
——— 5
© W ATEG 03092.1 T ATEG_03092.1
| 1000 s— — 5 (looo%ss
pOR26 \ — - pOR27 ‘
(43580P) | 5o e 500 . (6635bp) |
o *% -
bp
Mol Ba‘mHI T bp Meol BamHi
. - —_— .
EECToCoR ' S S JRRN@ f,
Vs 3000 § “ pGEM-T easy pQEGO . ) '
—— /
1000 : W ATFG_03092.1 ATEG_03092.1 :
pOR28 E —_— / OR29
(4352 bp) 500 - p |
— (4757 bp) /
Erwartete Beobachtete
FragmentgrofRen [bp] | FragmentgréRen [bp]
pOR26 3024 und 1334 3000 und 1350
pOR27 5301 und 1334 5500 und 1350
pOR28 3000 und 1334 3000 und 1350
pOR29 3423 und 1334 3500 und 1350

Abbildung 3-40: Ligation von ATEG_03092.1 in die beiden Expressionsvektoren pHis8 und
pQEG6O um die Expressionskonstrukte pOR27 und pOR29 zu erhalten; Kontrollrestriktionen der
beiden Klonierungskonstrukte pOR26 und pOR28 und der Expressionskonstrukte pOR27 und
pOR29, sowie schematische Darstellungen der vier verwendeten Konstrukte.

Nach Transformation der Expressionsstamme E. coli XL1 Blue MRF" bzw. E. coli
BL21 (pLysS) DE3 mit den jeweiligen Expressionskonstrukten wurde die
Uberexpression der Gene eingeleitet. Hierfir wurden die Transformanden in LB-
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Medium bis zu einer ODgg von ca. 0,6 kultiviert und durch Zugabe von 1mM IPTG
die Uberexpression induziert. Nach weiterer Kultivierung fur ca. 16 Stunden wurden
die Zellen durch Zentrifugation vom Medium abgetrennt und die Proteinrohextrakte
per Ni-NTA Affinitatschromatographie aufgereinigt. Die Analyse der Uberexpression
und Proteinaufreinigung erfolgte per SDS-PAGE (Abb. 3-41 und 3-42).

kba 1 2 3 4 5 6 7 8 9

/
(8

—— —
| — —

Abbildung 3-41: SDS-PAGE der Aufreinigung von EAU36366 nach Kultivierung von pOR29
in E. coli XL1 Blue MRF"; 1: vor Induktion, 2: nach 3h Induktion, 3: nach 16h Induktion, 4:
Gesamtprotein, 5: Idsliches Protein, 6: Waschfraktion, 7: Elutionsfraktion 1, 8:
Elutionsfraktion 2, 9: Elutionsfraktion 3
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Abbildung 3-42: SDS-PAGE der Aufreininigung von EAU36366 mit pOR27 in E. coli BL21
(pLysS) DE3; 1: vor Induktion, 2: nach 16h Induktion, 3: Gesamtprotein, 4: I6sliches Protein,
5: Waschfraktion, 6: Elutionsfraktion 1, 7: Elutionsfraktion 2

In beiden Féllen konnten auf der SDS-PAGE keine Uberproduzierten Proteine mit der
erwarteten Grolde von 50 kDa nachgewiesen werden. Es wurden daher weitere
Uberexpressionsversuche mit verschiedenen E. coli Expressionsstammen und bei
unterschiedlichen Bedingungen durchgefiihrt (entsprechend der Uberexpression von
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AN9229-PT1 und —PT2). Abweichend zu den beiden AN9229-Genen, konnte die
Uberexpression von ATEG_03092.1 in dem Stamm E. coli M15 [pREP4] jedoch nur
in geringer Weise gesteigert werden (Abb. 3-43). Auch hier war das Protein unléslich
und anscheinend zu “inclusion bodies* aggregiert.

kbal 2 3 4 5 6 7 8
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3-1: SDS-PAGE der Aufreinigung von EAU36366 mit pOR29 in E. coli M15 [pREP4]; 1: vor

Induktion, 2: nach 16h Induktion, 4. Gesamtprotein, 5: I6sliches Protein, 6: Waschfraktion, 7:

Elutionsfraktion 1, 8: Elutionsfraktion 2
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4 Diskussion

4.1 Die SAM-abhangige N-Methyltransferase FgaMT aus A.
fumigatus

Methylierungen spielen eine bedeutende Rolle sowohl im Primar- als auch im
Sekundarmetabolismus. DNA-, Histon- und Proteinmethylierungen sind sehr haufige
chemische Modifizierungen und spielen eine wichtige funktionelle Rolle, wie z. B. bei
der Genregulation, der Transkriptionsaktivierung oder auch der Signaltransduktion
(Paik et al., 2007; Miranda and Jones, 2007; Krause et al., 2007; Sulewska et al.,
2007; Jeltsch, 2002). Daher sind die Methyltransferasen, die an diesen Prozessen
beteiligt sind, interessante Kandidaten fir pharmakologische und therapeutische
Zielsetzungen (Lam et al.,, 2007). Die SAM-abhangigen Methyltransferasen sind
ebenfalls an der Synthese von vielen Sekundarmetaboliten beteiligt. Zum Beispiel
katalysieren N-Methyltransferasen wichtige Schritte in der Biosynthese von
verschiedenen Alkaloiden wie den Tropanalkaloiden (Teuber et al.,, 2007), dem
Protopin (Liscombe and Facchini, 2007), dem Acridon (Rohde et al., 2008) oder
Purin-Alkaloiden  (Ashihara et al., 2008; Kodama et al, 2008). N-
Methyltransferasedoméanen in nicht-ribosomalen Peptidsynthetasen (NRPS) und
Hybrid-NRPS/Polyketidsynthasen sind fiir die N-Methylierung von Aminosauren in
vielen Naturstoffen verantwortlich (Walsh et al., 2001).

In dieser Arbeit wurde das putative Methyltransferasegen fgaMT aus dem
Fumigaclavin  C-Biosynthesegencluster von A. fumigatus Af293 Kkloniert,
Uberexprimiert und das Uberproduzierte, rekombinante Enzym FgaMT biochemisch
charakterisiert. Das enzymatische Produkt der Reaktion mit FgaMT wurde durch MS-
und NMR-Analyse eindeutig als 4-Dimethylallyl-L-abrin identifiziert. Es konnte damit
erfolgreich gezeigt werden, dass FgaMT die Methylierung von 4-DMAT an der NH,-
Gruppe in Anwesenheit von SAM als Co-Substrat katalysiert (Rigbers and Li, 2008).
Es ist zu erwarten, dass die Homologen von FgaMT, die OrfB’s (EasF) aus
verschiedenen anderen Pilzen wie z. B. C. purpurea, C. fusiformis und N. lolii die
gleiche Reaktion katalysieren wie FgaMT (Fleetwood et al., 2007). Damit erhéhen die
Erkenntnisse und Ergebnisse, die durch die vorliegende Arbeit gewonnen wurden
auch das Verstehen und das Wissen uber die Biosynthese der pharmazeutisch
wichtigen und relevanten Ergotalkaloide aus C. purpurea. Nach unserem Stand des
Wissens gehdrt FgaMT zu einer neuen bisher noch unbekannten Enzymklasse von
SAM-abhéangigen Methyltransferasen. Denn mit Ausnahme der
Aminosauresequenzen der orthologen Proteine der oben benannten Pilze zeigt
FgaMT keine signifikanten Sequenzahnlichkeiten zu anderen bekannten
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Methyltransferasen in den Datenbanken. Weiterhin konnte kein einziges, fur die
SAM-abhéangigen Methyltransferasen sonst typischen, konservierten Motive (Kagan
and Clarke, 1994; Kozbial and Mushegian, 2005) in FgaMT nachgewiesen werden.

In der Ergotalkaloid-Biosynthese wird L-Tryptophan durch die Prenylierung an
Position C-4 und Methylierung an der NH>-Gruppe zu 4-Dimethylallyl-L-abrin
umgesetzt. Insbesondere wurde berichtet, dass die Prenylierung der erste Schritt des
Biosyntheseweges ist und vor der Methylierung einsetzt. Frihere Ergebnisse
zeigten, dass jedoch auch L-Abrin, d. h. N-Methyl-L-Tryptophan gut von der
Prenyltransferase FgaPT2 umgesetzt wurde (Steffan et al., 2007), was durch unsere
Arbeit reproduziert werden konnte. Es kdnnte demnach grundsatzlich durchaus sein,
dass die Prenylierung erst nach der Methylierung von L-Tryptophan ablaufen kénnte.
Folgende Punkte sprechen jedoch dagegen: Da L-Tryptophan mit einem K-Wert
von 9 UM eine sehr viel hhere Affinitat zu FgaPT2 hat als das L-Abrin mit einem Kp,-
Wert von 130 um, deutet alles darauf hin, dass die Prenyltransferase FgaPT2 den
ersten Schritt in der Biosynthese von Ergotalkaloiden katalysiert. Wie in der
vorliegenden Arbeit gezeigt, wurde L-Tryptophan unter den gewahlten Bedingungen
nicht von FgaMT umgesetzt, wohingegen das an Position C-4 prenylierte L-
Tryptophan (4-DMAT) mit einem Ky-Wert von 0,12 mM akzeptiert wurde. Dadurch
konnte eindeutig bewiesen werden, dass in der Biosynthese der Ergotalkaloide die
Prenylierung tatsachlich vor der Methylierung stattfindet. Die Akzeptanz von L-Abrin
durch FgaPT2 ist dabei nur als ein weiterer Hinweis auf die Flexibilitat dieser
Prenyltransferase gegeniber unterschiedlicher Substrate zu bewerten (Steffan et al.,
2007; Kremer and Li, 2008; Markert et al., 2008; Ding et al., 2008).
Die beobachteten Ky-Werte von FgaMT von 0,12 mM fur 4-DMAT und 2,4 mM fur
SAM sind deutlich héher als bei anderen N-Methyltransferasen aus der Biosynthese
von Sekundarmetaboliten. Die Ky-Werte einer Anthranilat N-Methyltransferase aus
z. B. Ruta graveolens lagen fur Anthranilat bei 7,1 uM und fir den Methyldonor SAM
bei 3,0 uM (Rohde et al., 2008). Die Ky-Werte einer Tetrahydroprotoberberin cis-N-
Methyltransferase aus Papaver somniferum werden in der Literatur fur Stylopin bei
0,6 UM und far SAM bei 11,5 uM angegeben (Liscombe and Facchini, 2007).Die in
dieser Arbeit fir FgaMT ermittelten Ky-Werte stimmten jedoch gut mit Daten tberein,
die bei der Untersuchung der Aktivitat einer 4-DMAT-Methyltransferase Aktivitat aus
dem Rohextrakt eines Claviceps sp. SD58 Stammes gewonnen wurden (Otsuka et
al., 1980). Hier lagen die Ky-Werte fur 4-DMAT zwischen 0,11 und 0,27 mM und flr
SAM zwischen 0,5 und 1,6 mM.

In einer friheren Arbeit aus unserem Arbeitskreis konnte gezeigt werden, dass
verschiedene methylierte Tryptophanderivate ebenfalls von FgaPT2 als Substrate
akzeptiert und in die entsprechenden 4-DMAT-Derivate umgesetzt wurden (Steffan
et al., 2007). Durch die vorliegende Arbeit konnte zuséatzlich demonstriert werden,
dass einige dieser methylierten 4-DMAT-Derivate, namlich 5-, 6- und 7-Methyl-4-
DMAT, ebenfalls von FgaMT als Substrate akzeptiert und dementsprechend zu N-
Methyl-4-DMAT-Derivaten umgesetzt wurden. Sogar 4-Methyl-DL-Tryptophan wurde
von FgaMT akzeptiert und eine relative Umsetzung von ca. 9 % im Vergleich mit 4-
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DMAT wurde bestimmt. Diese Daten stimmten ebenfalls gut mit dem beobachteten
10 %igen Umsatz von 4-Methyl-DL-Tryptophan der 4-DMAT-Methyltransferase aus
dem Rohextrakt von Claviceps sp. SD58 uberein (Otsuka et al., 1980). 4-D-DMAT,
welches durch die Inkubation von D-Tryptophan mit FgaPT2 in Anwesenheit von
DMAPP gewonnen wurde, wurde von FgaMT hingegen unter den gewahlten
Bedingungen nicht umgesetzt, was auf eine hohe Stereoselektivitat des Enzyms
hinweist.

7-Methyl-4-DMAT mit einer Konzentration von 0,37 mM, bedingt durch eine FgaPT2-
Umsatzrate von 74 % von 1 mM 7-Methyl-tryptophan und einer 1:2 Verdinnung fur
die FgaMT-Reaktion, wurde mit einer Rate von 81,2 % zu 7-Methyl-4-DMA-abrin
umgesetzt. Dieser Wert ist sehr viel hoher als die erwartete Umsatzrate von 67,7 %,
wenn man zugrunde legt, dass moglicherweise nur 7-Methyl-4-L-DMAT nicht aber 7-
Methyl-4-D-DMAT (immerhin 24 % des Produktes der FgaPT2-Reaktion) von FgaMT
in Anwesenheit von SAM umgesetzt wurde. Die beobachtete erhohte Umsatzrate
von 7-Methyl-4-DMAT lasst vermuten, dass FgaMT eine niedrigere Stereoselektivitat
gegenuber 7-Methyl-4-DMAT aufweist als gegentber seinem natirlichen Substrat
DMAT. Durch den Methylrest am Indolring kdnnte also die Preferenz von FgaMT flr
die Methylierung von L-konfigurierten Substraten gegenidber D-konfigurierten
Substraten  verringert werden. Das gleiche Phanomen konnte schon bei den
Untersuchungen zur Prenyltransferase FgaPT2 beobachtet (Steffan et al., 2007).
Die erfolgreiche Prenylierung von diversen Tryptophan-Derivaten zunachst von
FgaPT2, sowie ihre nachfolgende Methylierung durch FgaMT zu ihren
entsprechenden 4-Dimethylallyl-L-abrin-Derivaten deutet darauf hin, dass die
Enzyme der Ergotalkaloid Biosynthesewege insgesamt eine breite Substratspezifitat
aufweisen konnten. Durch diese Flexibilitat in Ihrer Substratverwertung wéaren diese
Enzyme interessante Werkzeuge fur die Produktion von modifizierten
Ergotalkaloiden durch z. B. molekularbiologische oder biochemische Methoden
(Floss, 2006).

4.2 Die putative Prenyltransferase EAW20699 aus N. fischeri

Durch bioinformatische Methoden wurden homologe putative Biosynthesegencluster
in A. fumigatus und N. fischeri identifiziert. Diese Gencluster enthielten dabei neben
einem PKS-Gen ebenfalls ein putatives Prenyltransferasegen. Das putative
Prenyltransferasegen NFIA 112230 aus N. fischeri wurde aus gDNA von N. fischeri
NRRL181 amplifiziert und in den Expressionsvektor pQE60 kloniert. Insgesamt
konnten im Schnitt 4 mg EAW20699-Hisg pro Liter Kultur isoliert werden. Um das
naturliche Substrat fur EAW20699 =zu identifizieren, wurde eine Vielzahl
verschiedener Substanzen in Enzymassays mit EAW20699 und DMAPP eingesetzt
und inkubiert. Als mogliche Substrate wurden mit Hilfe von Enzymassays u. a.
aromatische Aminosauren, lineare und zyklische Dipeptide wie auch Indol-,
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Naphthalin- oder Coumarinderivate getestet. Bisher konnte nach Auswertung der
Assays per HPLC jedoch noch keine enzymatische Aktivitat festgestellt werden.

Nach neueren Erkenntnissen zeigt das Protein
EAW?20699 eine deutliche Sequenzhomologie zu dem
kurzlich  beschriebenen Enzym VrtC aus P.
aethiopicum (Chooi et al., 2010). Dieses Protein ist an
der Biosynthese von Viridicatumtoxin beteiligt (Abb. 4-
1). Das Protein EAW20699 weist dabei eine AS- Vifidicatiirtoxds
Sequenzhomologie zu VrtC von 49 % auf, das korrelierende PKS-Enzym EAW20700
sogar von 64 % zu der entsprechende PKS von P. aethiopicum. Dies legt den
Schluss nahe, dass EAW20699 moglicherweise an der Prenylierung von &hnlichen
tetrazyklischen Substanzen beteiligt sein kénnte. Bei dem Co-Substrat kénnte es
sich daher anstelle von DMAPP auch um GPP handeln.
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Abbildung 4-1: Von VrtC katalysierte Prenylierungsreaktion

4.3 Die putativen Prenyltransferasen AN9229-PT1 und -PT2 aus A.
nidulans

Auf dem Chromosom 4 von A. nidulans FGSC A4 konnte ein putatives Gencuster fur
eine bisher unbekannte Substanz entdeckt werden. Es besteht aus insgesamt 11
Genen, unter denen auch das putative NRPS-Gen AN9226 sowie zwei putative
Prenyltransferasegene AN9229-PT1 und —PT2 enthalten sind. Mit Hilfe der cDNA
aus der UniZAP CDA-Bank konnten die Gene nicht ohne Intronsequenzen
amplifiziert werden. In einem weiteren Ansatz wurde Gesamt-RNA aus A. nidulans
gewonnen, eine RT-PCR durchgefuhrt und die erhaltene cDNA als Template fur die
Amplifikation eingesetzt. Die so amplifizierten Gene wiesen jedoch ebenfalls
Intronsequenzen auf. Moglicherweise war hierfir eine Kontamination mit gDNA
verantwortlich. Es konnte aber auch sein, dass das Gencluster mit den beiden
AN9229-Prenyltransferasegenen in A. nidulans zwar vorhanden, aber nicht aktiv ist.
Somit ware moglicherweise auch keine korrekt “gesplicte® mMRNA (Gensequenz ohne
Intron) fur die RNA-Isolierung mit anschlieBender RT-PCR vorhanden, bzw. die
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cDNA-Bank von A. nidulans hatte dementsprechend ebenfalls keine AN9229-Gene
ohne Introns.

In einer Veroffentlichung von Ames und Walsh wurde gezeigt, dass der erste Schritt
in der Biosynthese von Acetylaszonalenin in N. fischeri NRRL 181, die Aktivierung
von Anthranilsdure zu Anthranilyll-AMP darstellt und die Synthese von
R-Benzodiazepindion durch AnaPS einleitet. Mit Hilfe dieser Erkenntnis, der
AS-Sequenz der A-Domaéne von AnaPS und bioinformatischen
Vorhersageprogrammen wurde postuliert, dass auch AN9226 eine Anthranilsdure-
aktivierende Adenylierungsdoméne aufweist (Ames and Walsh, 2010). Das
Biosyntheseprodukt dieses Genclusters konnte dementsprechend also ebenfalls
einen Anthranilsdurebaustein enthalten, und die von AN9226 katalysierte Reaktion
maoglicherweise ahnlich der Synthese von R-Benzodiazepindion aus einem L-
Tryptophan und einer Anthranilsdure katalysiert werden (Yin et al., 2009). Von
Dohren geht dagegen eher von einem zyklischem Peptid, &hnlich des Cyclosporins,
als Produkt von AN9226 aus (von Doéhren, 2009). Fur beide Theorien konnten bisher
jedoch noch keine Beweise erbracht werden.

Zunachst konnten beide Prenyltransferasegene mittels Fusions-PCR erfolgreich und
ohne postulierte Introns aus einem Fosmid, das den entsprechenden genomischen
Abschnitt mit beiden Genen, amplifiziert und anschlieBend in die beiden
Expressionsvektoren pQE60 und pHis8 kloniert werden. Die korrekte Basensequenz
der beiden Gene wurde durch Sequenzierung verifiziert. Die Uberexpression beider
Gene in E. coli XL1 Blue MRF" unter Standardbedingungen war jedoch nicht
erfolgreich. Auch die Uberexpression der Gene in pHis8 und dem Stamm E. coli
BL21 (pLysS) DE3 resultierte nicht in einer Uberproduktion des jeweils abgeleiteten
Proteins. Die Wiederholung der Uberexpressionsversuche bei veranderten
Kultivierungsbedingungen, wie z. B. niedrigerer Kultivierungstemperatur, verringerten
IPTG-Konzentrationen oder verkirzter Induktionsdauer fuhrte ebenfalls nicht zu dem
gewiinschten Erfolg. Auch die Wiederholung der Uberexpressionsversuche bei
unterschiedlichen Bedingungen nach Einsatz weiterer E. coli Stamme, wie JM109
oder DH5a fiur die Gene in pQE60, bzw. Rosetta? (pLysS) DE3 fur die Gene in
pHis8, brachten keinen Erfolg. Auch der Versuch der Uberexpression in dem
eukaryotischen Expressionswirt S. cerevisiae INVScl hatte keine lUberproduzierten
Enzyme zur Folge. Erst durch die Transformation des Expressionsplasmids pOR21
(AN9229-PT2 in pQEG60) in den neu erhaltenen, flir die Expression von pQE-
Plasmiden optimierten Stamm E. coli M15 [pREP4], konnte eine sehr starke
Uberexpression auf den SDS-PAGE’s beobachtet werden. Auch die Uberexpression
von AN9229-PT1 (pOR19) in E. coli M15 [pREP4] zeigte, wenn auch in deutlich
geringerem MaRe, eine Uberproduktion des abgeleiteten Enzyms. Beide Proteine
lagen jedoch in unléslicher Form vor. Grund hierfir konnte sein, dass die
Uberproduzierten Proteine zu sogenannten “inclusion bodies“ aggregierten und damit
nicht mehr auf herkdbmmliche Art und Weise isoliert werden konnten (Fink, 1998;
Baneyx and Mujacic, 2004). Durch starke Abmilderung der Kultivierungsbedingungen
fur E. coli M15 [pREP4] (Peternel and Komel, 2011) (das heif3t: Induktion durch nur
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0,1 mM IPTG, Kultivierung bei 22 °C und fir 3 h) konnte zumindest das AN9229-PT2
Protein in geringem Mal3e in l6slicher Form aufgereinigt werden. Eine weitere
Mdoglichkeit, unlésliche Proteine nach bakterieller Expression zu solubilisieren, ist die
Aufreinigung mit N-Laurylsarcosin (Frankel et al., 1991). Durch die Aufreinigung mit
N-Laurylsarcosin konnte die Léslichkeit des Enzyms deutlich gesteigert werden. Hier
ist das Problem jedoch die Proteinrtickfaltung in die aktive Form. Durch die Zugabe
von 2 % Triton X-100 sollte das Laurylsarcosin mdglichst komplett verdrangt werden.
Fur die Ruckfaltung von Proteinen stehen aber auch weitere Methoden, wie z. B. die
Dialyse oder Pufferaustausch zur Verfigung (Tsumoto et al.,, 2003). Im Falle der
Aufreinigung von AN9229-PT1 wurde zur Kontrolle eine Aufreinigung unter
denaturierenden Bedingungen durchgefiihrt. Hier konnte das Enzym AN9229-PT1
zwar in geringem MalRe erfolgreich isoliert und gereinigt werden, durch die
Denaturierung war das Protein jedoch nicht mehr aktiv und konnte somit nicht mehr
fur Enzymassays zur Substratfindung herangezogen werden. Dennoch konnte
gezeigt werden, dass das Gen mit groBer Wahrscheinlichkeit Gberexprimiert werden
konnte und das Protein theoretisch mittels Ni-NTA Affinitatschromatographie
aufgereinigt werden kénnte.

Die Enzymassays sowohl mit den in geringer Menge Uberproduzierten Enzymen
A9229-PT2 als auch mit den Rohextrakten beider Proteine zeigte bisher keine
Prenyltransferaktivitdt mit den getesteten Substanzen. Moglicherweise lagen die
Proteine nach der Aufreinigung mit Laurylsarcosin trotz Triton X-100 immer noch in
inaktiver Form vor. Auch im Falle der Enzymassays mit den Rohextrakten kann nicht
zwangslaufig davon ausgegangen werden, dass die Proteine aktiv sind. Eine weitere
mdogliche Ursache fur die fehlende Enzymaktivitdt konnte darin begrindet liegen,
dass die natirlichen Substrate der beiden Enzyme bisher nicht bekannt sind. Daher
ist es ebenfalls mdglich, dass unter den gewahlten Substraten bisher kein geeignetes
Substrat flr den Aktivitatsnachweis vertreten war.

4.4 Die putative Prenyltransferase EAU36366 aus A. terreus

In dem Genom von A. terreus wurde durch bioinformatische Analysen ebenfalls ein
putatives Biosynthesegencluster identifiziert. Dieses Cluster besteht unter anderem
aus einem NRPS/PKS-Gen (ATEG_03090.1) sowie dem  putativen
Prenyltransferasegen ATEG_03092.1. Auch hier ist das Produkt dieses Genclusters
bisher noch unbekannt. Durch Sequenzvergleiche des NRPS/PKS-Hybridenzyms mit
anderen Enzymen in Datenbanken, wurde vermutet, dass das Enzym
moglicherweise an der Biosynthese von Butyrolactonen beteiligt ist. Das Gen
ATEG_03092.1 konnte erfolgreich mittels Fusions-PCR aus gDNA von A. terreus
DSM1985 amplifiziert werden. Auch die Klonierung des Gens uber den
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Klonierungsvektor pGEM-T easy in die beiden Expressionsvektoren pQE60 und
pHis8 konnte erfolgreich abgeschlossen werden.

Die nachfolgende Uberexpression des Gens wurde ebenfalls zunachst unter
Standardbedingungen in den beiden entsprechenden E. coli Stammen XL1 Blue
MRF" und BL21 (pLysS) DE3 durchgefiihrt. Das Gen konnte jedoch nicht
Uberexprimiert und somit das abgeleitete Protein auch nicht Uberproduziert und
gereinigt werden. Auch die Kultivierung bei unterschiedlichen Bedingungen
(Variationen bei der Temperatur, IPTG-Konzentration, Kultivierungsdauer etc.) hatte
keinen detektierbaren positiven Effekt. In den alternativen Expressionsstédmmen
DH5a, JM109 bzw. Rosetta2 (pLysS) DE3 hatte die Uberexpression leider ebenfalls
keinen Erfolg. Lediglich in dem Stamm M15 [pREP4] konnte ein sehr leichter Anstieg
der Uberexpression beobachtet werden. Es konnte jedoch nicht in die losliche Form
gebracht und somit das Enzym auch nicht gereinigt und isoliert werden.
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6 Anhang

6.1 Insert- Sequenzen in Expressionsvektoren und AS-Sequenzen
der abgeleiteten Proteine

Im Anhang sind die DNA-Sequenzen der verschiedenen Expressionskonstrukte
dargestellt. Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen, Start- und Stop-codons sind
fett markiert, und die His-Tag Sequenzen sind grau unterlegt dargestellt.

6.1.1 pOR15 (fgaMT in pQE60)

CCATGGCGATTTCAGCTCCTCCCATTATTGATATCCGGCAAGCGGGGCTTGAAAGCTCAATTCCT
GACCAAGTTGTCGAAGGTCTCACGAAAGAAGTGAAAACCCTCCCAGCTCTACTTTTCTACAGCAC
GAAGGGAATTCAGCACTGGAACCGCCACTCCCATGCTGCCGACTTTTATCCCCGACATGAGGAA
CTATGTATTCTGAAAGCCGAGGCTTCAAAGATGGCAGCATCTATAGCCCAGGATAGTCTCGTCAT
AGATATGGGCAGCGCAAGTATGGACAAGGTCATCTTACTGCTTGAGGCGCTTGAAGAGCAAAAAA
AATCCATTACATACTACGCCCTTGACCTCAGCTACTCTGAGTTGGCCTCGAACTTTCAGGCCATAC
CTGTGGACCGCTTCCATTACGTCCGTTTTGCTGCCCTCCACGGCACATTTGACGATGGTCTGCAT
TGGCTTCAGAACGCACCAGACATCCGAAACCGTCCTCGTTGCATCCTTCTATTTGGTTTAACTATC
GGGAACTTTTCACGCGACAATGCAGCAAGTTTCCTGAGGAATATCGCACAATCTGCCCTCTCCAC
ATCACCCACGCAAAGCTCTATCATTGTAAGTCTCGACAGCTGCAAATTGCCCACCAAGATTTTACG
CGCGTACACTGCGGATGGAGTAGTTCCCTTCGCACTTGCGTCGTTAAGTTATGCCAACTCCCTGT
TTCACCCCAAGGGCGACAGAAAAATTTTTAACGAGGAAGATTGGTACTTCCATAGTGAATGGAAC
CATGCCCTAGGACGGCACGAAGCATCTCTAATCACGCAATCCAAGGACATTCAGCTGGGTGCTC
CTCTAGAGACTGTCATCGTGCGCAGGGATGAGAAGATCCGTTTTGGGTGCAGTTATAAATATGAT
AAAGCCGAACGGGACCAGCTCTTTCACTCCGCTGGTCTGGAGGATGCAGCTGTATGGACAGCCC
CAGACTGTGATGTGGCATTTTACCAGTTGAGACTGCGTCTGAACGGATCCAGATCTCATCACCAT
CACCATCACTAA

AS-Sequenz:

MAISAPPIIDIRQAGLESSIPDQVVEGLTKEVKTLPALLFYSTKGIQHWNRHSHAADFYPRHEELCILKAE
ASKMAASIAQDSLVIDMGSASMDKVILLLEALEEQKKSITYYALDLSYSELASNFQAIPVDRFHYVRFAA
LHGTFDDGLHWLQNAPDIRNRPRCILLFGLTIGNFSRDNAASFLRNIAQSALSTSPTQSSIIVSLDSCKL
PTKILRAYTADGVVPFALASLSYANSLFHPKGDRKIFNEEDWYFHSEWNHALGRHEASLITQSKDIQLG
APLETVIVRRDEKIRFGCSYKYDKAERDQLFHSAGLEDAAVWTAPDCDVAFYQLRLRLNGSRSHHHH
HH

6.1.2 pOR19 (AN9229-PT1 in pQE60)

CCATGGTATGCAAAACTGGAGGATGTGTTGAGGGTCGTGCCGCAGAGGATCAGAGCACAAGAAA
GGTCCACTGGGGGCAAGAGGGCAGTGGCCAAAGTCCAGAAGCCAGGCCCCGAGCATTGGATAT
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GATCTCAAGGTTAGAGCCTTCTCGCGGCCCTAGCCATGCCCACTGGTGGCACATTATCAGTCCA
CAGCTCGCAGTTATGCTAGAAGAGACTGGCTACCCTGTCGAGAAACAGCTCGAGATCCTCACATT
CTTGTACCACTGGGTTATACCCTACCTCGCCCCGGTTGCAGCAGGAAACGCAGCCAGCAGTTGC
AATTGGAAATCTCTCCTCCCCTCGGCAATCGTGCCGCTGGAGTACTCATGGAAATGGGATTCATC
TGGCAAGGCCAGAGAGCCGGAGATCAGACTCACTATCGAAGTGTTCGGTGAGCTTAGCGGGACC
CAGTTCGACCCTCTCAACCAGGCCCCGGCTATGGAGCTCCTTTATCGACTAAGTAGTATCCTACC
GGGAGTCAACCAAATCTTGGCCAGTCACTTCCGCTGTAAATTCTTCGATCATGACAATGTCAAATA
CATGGAAGAGCCGCGGCTTGACACGCTTCCACGCTCAACAATGCTAACATACATGACCCCGCGG
AAGCTCGGGCAGCAAGGCTTCGCCCCTTTGTCTGAATATGTATCGGCTATCCAGGCACTAGGGC
AAGCGTCAGGTCGGACCCTTGATACCCTAACGAATTTCCTAAGCACTAGCCCTGAGGGAGTGCAT
CTACACCCATTCGGCTTAGCATTCGACAACGTCGAGCCATCGTCATCTAGGCTAAAACTCTACTT
CTTCTCCAACCGAACAAGCTACAATTCTATGCGGGAGGTGCTTACCCTCGGGGGCCGCATCTAC
AGCGAAAGCTACGACATGGAGGAGAAGCTCCGCACGATCTACTCCCTCGCCCAGCTCCTCATGG
GATGTCCCGAAAATAATGCGGAAGACGCTGATATTCCATTACTGCCCATCACCCACTCTCAACAC
ACAGCCGCGGAGCGAGCTACCCTGCTCTCCGGATTCCAGTATTACTTCGATGTCGCCCCAGGCG
CGGACCTTCCCAGCGTCAAATTCTACATCCCTGTTCGCAAAGAGCACGCCAATGACCGCGCTGT
GGGGAGTGCATTGACTGGGTGGTTTAGAGAACAGGGACGGGGTAAATTCTGTGATAATTATATGC
GTATGTTGGAACGGCTAGCTGGAGGACTTGAACTGGGTGAGTGCCGCGGCTTGCATTCCTTTATT
AGCTGCATGATTGGTGGGGATGGGGAAATTGAGGTTACAAGTTATCTTCTCCCAGGATCAGAGG
GATCCAGATCTCATCACCATCACCATCACTAA

AS-Sequenz:

MVCKTGGCVEGRAAEDQSTRKVHWGQEGSGQSPEARPRALDMISRLEPSRGPSHAHWWHIISPQL
AVMLEETGYPVEKQLEILTFLYHWVIPYLAPVAAGNAASSCNWKSLLPSAIVPLEYSWKWDSSGKARE
PEIRLTIEVFGELSGTQFDPLNQAPAMELLYRLSSILPGVNQILASHFRCKFFDHDNVKYMEEPRLDTLP
RSTMLTYMTPRKLGQQGFAPLSEYVSAIQALGQASGRTLDTLTNFLSTSPEGVHLHPFGLAFDNVEPS
SSRLKLYFFSNRTSYNSMREVLTLGGRIYSESYDMEEKLRTIYSLAQLLMGCPENNAEDADIPLLPITH
SQHTAAERATLLSGFQYYFDVAPGADLPSVKFYIPVRKEHANDRAVGSALTGWFREQGRGKFCDNY
MRMLERLAGGLELGECRGLHSFISCMIGGDGEIEVTSYLLPGSEGSRSHHHHHH

6.1.3 pOR21 (AN9229-PT2 in pQE60)

CCATGGACAGGAACTCATTCACAGCTTATGGCCCAGCTACTGGAGCTATAACAGAGTCCGGGGA
GCAGGAAAATGACCACACGAAGCCTCACACATGGAGGACCTTCGCCAAGTACGCATGCTTCGAA
AGCGAAGCTGAGCGGCAGTGGTGGAATGATAGCGGAGCACTAATTGCCCGGTTCCTCTCGCTAA
CAAATGGCGATATAGACCAGCAATACCAATGTCTGCTCTTCGTGCGTCAAGTTCTCATTCCAGCTT
TGGGTCCCTATCCACCCGTCCGCCGTTGCTGCATCAACACCACAGAGATCGGAATGGAACTCAG
TTTGAACTTCCAGGGTCCAGGGGAGCCCGTGTTCAGAGTGAGTATAGACCCAGTCAGCAGAATG
ACCGGCACACCTATGGACCCGCTGAATATCAACACGGTGAATAACATGATTACGCGATTGGCGTC
AATGGGTATCAAAGGCTTCGACCGCACGCTCCACCACCACTTCACACGCGAGTTCTGCATGTCTG
AACAGAGCATGCAGAGTTACCAGAGAGACAGCGGCGAGGCAATTGCATGGTCGCAGACAATCCT
GGCATTTGACTTCAAAGGTGGCGACGTCGTCACGAAGCAATACATTTGGACTCGACATGCGGCA
CGTGCGAGCGGCTTGCATCCCCATAGCCTGATCCGTCGCGCTATTTCGCGGGTGGAAAACCAGA
TGCATTGCTCTGCAGCGGTGGAATTGGTACTGGAGTATATGGAGACGTTCAACGCGGACATCCC
TGTGCCCTTCTTCAGCTGGGACCTCGTCGACCCGACCCAGTCGCGTTTTAAGATCTACGGCATTT
CCTGGCAGTGGTCGTGGGCAAAGGCTGAAGAAGTCTGCACTCTGGGTGGGAAGCTCAATCACCA
TGATATTGACCTCCTGAAGAAGCTGTGGCATATCTTAAAGCTAGATGAGTTTACACCCACGATGG
GCTTCACTTGGAACTATGAGATCCGGCCCGGCCAGCCCAAGCCAGAAGTTAGGCTCTACCTCGC
TATCTGCGACCGCAGCGATGAGGAAGTTGCGCAGGCCGTGGTGCAATGGTTTGAGCTACTTGGG
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TGGCATGAGAGGGCGCAGTCATACCCGGAAACACTGCGGTATCTTCACAAAACCAAATCTGCGC

ACACATGGTTGTCAGTCACGGTCTCGGAAAAGGGTGTTTACACGTCGCTCTACTACCACCCTCTC
GGCAATGGGTCGGATGATTTCAAGATCCGTGAAAACTGGTTTGGATCCAGATCTCATCACCATCA
CCATCACTAA

AS-Sequenz:

MDRNSFTAYGPATGAITESGEQENDHTKPHTWRTFAKYACFESEAERQWWNDSGALIARFLSLTNG
DIDQQYQCLLFVRQVLIPALGPYPPVRRCCINTTEIGMELSLNFQGPGEPVFRVSIDPVSRMTGTPMD
PLNINTVNNMITRLASMGIKGFDRTLHHHFTREFCMSEQSMQSYQRDSGEAIAWSQTILAFDFKGGDV
VTKQYIWTRHAARASGLHPHSLIRRAISRVENQMHCSAAVELVLEYMETFNADIPVPFFSWDLVDPTQ
SRFKIYGISWQWSWAKAEEVCTLGGKLNHHDIDLLKKLWHILKLDEFTPTMGFTWNYEIRPGQPKPEV
RLYLAICDRSDEEVAQAVVQWFELLGWHERAQSYPETLRYLHKTKSAHTWLSVTVSEKGVYTSLYYH
PLGNGSDDFKIRENWFGSRSHHHHHH

6.1.4 pOR23 (AN9229-PT1 in pHis8)

ATGAAACACCACCACCACCACCACCACCACGGTGGTCTGGTTCCGCGTGGTTCCCATGGCGGAT
CCATGCTATGCAAAACTGGAGGATGTGTTGAGGGTCGTGCCGCAGAGGATCAGAGCACAAGAAA
GGTCCACTGGGGGCAAGAGGGCAGTGGCCAAAGTCCAGAAGCCAGGCCCCGAGCATTGGATAT
GATCTCAAGGTTAGAGCCTTCTCGCGGCCCTAGCCATGCCCACTGGTGGCACATTATCAGTCCA
CAGCTCGCAGTTATGCTAGAAGAGACTGGCTACCCTGTCGAGAAACAGCTCGAGATCCTCACATT
CTTGTACCACTGGGTTATACCCTACCTCGCCCCGGTTGCAGCAGGAAACGCAGCCAGCAGTTGC
AATTGGAAATCTCTCCTCCCCTCGGCAATCGTGCCGCTGGAGTACTCATGGAAATGGGATTCATC
TGGCAAGGCCAGAGAGCCGGAGATCAGACTCACTATCGAAGTGTTCGGTGAGCTTAGCGGGACC
CAGTTCGACCCTCTCAACCAGGCCCCGGCTATGGAGCTCCTTTATCGACTAAGTAGTATCCTACC
GGGAGTCAACCAAATCTTGGCCAGTCACTTCCGCTGTAAATTCTTCGATCATGACAATGTCAAATA
CATGGAAGAGCCGCGGCTTGACACGCTTCCACGCTCAACAATGCTAACATACATGACCCCGCGG
AAGCTCGGGCAGCAAGGCTTCGCCCCTTTGTCTGAATATGTATCGGCTATCCAGGCACTAGGGC
AAGCGTCAGGTCGGACCCTTGATACCCTAACGAATTTCCTAAGCACTAGCCCTGAGGGAGTGCAT
CTACACCCATTCGGCTTAGCATTCGACAACGTCGAGCCATCGTCATCTAGGCTAAAACTCTACTT
CTTCTCCAACCGAACAAGCTACAATTCTATGCGGGAGGTGCTTACCCTCGGGGGCCGCATCTAC
AGCGAAAGCTACGACATGGAGGAGAAGCTCCGCACGATCTACTCCCTCGCCCAGCTCCTCATGG
GATGTCCCGAAAATAATGCGGAAGACGCTGATATTCCATTACTGCCCATCACCCACTCTCAACAC
ACAGCCGCGGAGCGAGCTACCCTGCTCTCCGGATTCCAGTATTACTTCGATGTCGCCCCAGGCG
CGGACCTTCCCAGCGTCAAATTCTACATCCCTGTTCGCAAAGAGCACGCCAATGACCGCGCTGT
GGGGAGTGCATTGACTGGGTGGTTTAGAGAACAGGGACGGGGTAAATTCTGTGATAATTATATGC
GTATGTTGGAACGGCTAGCTGGAGGACTTGAACTGGGTGAGTGCCGCGGCTTGCATTCCTTTATT
AGCTGCATGATTGGTGGGGATGGGGAAATTGAGGTTACAAGTTATCTTCTCCCAGGATCAGAGG
CGTAGCGGCCGC

AS-Sequenz:

MKHHHHHHHHGGLVPRGSHGGSMLCKTGGCVEGRAAEDQSTRKVHWGQEGSGQSPEARPRALD
MISRLEPSRGPSHAHWWHIISPQLAVMLEETGYPVEKQLEILTFLYHWVIPYLAPVAAGNAASSCNWK
SLLPSAIVPLEYSWKWDSSGKAREPEIRLTIEVFGELSGTQFDPLNQAPAMELLYRLSSILPGVNQILAS
HFRCKFFDHDNVKYMEEPRLDTLPRSTMLTYMTPRKLGQQGFAPLSEYVSAIQALGQASGRTLDTLT
NFLSTSPEGVHLHPFGLAFDNVEPSSSRLKLYFFSNRTSYNSMREVLTLGGRIYSESYDMEEKLRTIYS
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LAQLLMGCPENNAEDADIPLLPITHSQHTAAERATLLSGFQYYFDVAPGADLPSVKFYIPVRKEHANDR
AVGSALTGWFREQGRGKFCDNYMRMLERLAGGLELGECRGLHSFISCMIGGDGEIEVTSYLLPGSEA

6.1.5 pOR25 (AN9229-PT2 in pHis8)

ATGAAACACCACCACCACCACCACCACCACGGTGGTCTGGTTCCGCGTGGTTCCCATGGCGGAT
CCATGGACAGGAACTCATTCACAGCTTATGGCCCAGCTACTGGAGCTATAACAGAGTCCGGGGA
GCAGGAAAATGACCACACGAAGCCTCACACATGGAAGACCTTCGCCAAGTACGCATGCTTCGAA
AGCGAAGCTGAGCGGCAGTGGTGGAATGATAGCGGAGCACTAATTGCCCGGTTCCTCTCGCTAA
CAAATGGCGATATAGACCAGCAATACCAATGTCTGCTCTTCGTGCGTCAAGTTCTCATTCCAGCTT
TGGGTCCCTATCCACCCGTCCGCCGTTGCTGCATCAACACCACAGAGATCGGAATGGAACTCAG
TTTGAACTTCCAGGGTCCAGGGGAGCCCGTGTTCAGAGTGAGTATAGACCCAGTCAGCAGAATG
ACCGGCACACCTATGGACCCGCTGAATATCAACACGGTGAATAACATGATTACGCGATTGGCGTC
AATGGGTATCAAAGGCTTCGACCGCACGCTCCACCACCACTTCACACGCGAGTTCTGCATGTCTG
AACAGAGCATGCAGAGTTACCAGAGAGACAGCGGCGAGGCAATTGCATGGTCGCAGACAATCCT
GGCATTTGACTTCAAAGGTGGCGACGTCGTCACGAAGCAATACATTTGGACTCGACATGCGGCA
CGTGCGAGCGGCTTGCATCCCCATAGCCTGATCCGTCGCGCTATTTCGCGGGTGGAAAACCAGA
TGCATTGCTCTGCAGCGGTGGAATTGGTACTGGAGTATATGGAGACGTTCAACGCGGACATCCC
TGTGCCCTTCTTCAGCTGGGACCTCGTCGACCCGACCCAGTCGCGTTTTAAGATCTACGGCATTT
CCTGGCAGTGGTCGTGGGCAAAGGCTGAAGAAGTCTGCACTCTGGGTGGGAAGCTCAATCACCA
TGATATTGACCTCCTGAAGAAGCTGTGGCATATCTTAAAGCTAGATGAGTTTACACCCACGATGG
GCTTCACTTGGAACTATGAGATCCGGCCCGGCCAGCCCAAGCCAGAAGTTAGGCTCTACCTCGC
TATCTGCGACCGCAGCGATGAGGAAGTTGCGCAGGCCGTGGTGCAATGGTTTGAGCTACTTGGG
TGGCATGAGAGGGCGCAGTCATACCCGGAAACACTGCGGTATCTTCACAAAACCAAATCTGCGC
ACACATGGTTGTCAGTCACGGTCTCGGAAAAGGGTGTTTACACGTCGCTCTACTACCACCCTCTC
GGCAATGGGTCGGATGATTTCAAGATCCGTGAAAACTGGTTTTGAGCGGCCGC

AS-Sequenz:

MKHHHHHHHHGGLVPRGSHGGSMDRNSFTAYGPATGAITESGEQENDHTKPHTWKTFAKYACFES
EAERQWWNDSGALIARFLSLTNGDIDQQYQCLLFVRQVLIPALGPYPPVRRCCINTTEIGMELSLNFQ
GPGEPVFRVSIDPVSRMTGTPMDPLNINTVNNMITRLASMGIKGFDRTLHHHFTREFCMSEQSMQSY
QRDSGEAIAWSQTILAFDFKGGDVVTKQYIWTRHAARASGLHPHSLIRRAISRVENQMHCSAAVELVL
EYMETFNADIPVPFFSWDLVDPTQSRFKIYGISWQWSWAKAEEVCTLGGKLNHHDIDLLKKLWHILKL
DEFTPTMGFTWNYEIRPGQPKPEVRLYLAICDRSDEEVAQAVVQWFELLGWHERAQSYPETLRYLHK
TKSAHTWLSVTVSEKGVYTSLYYHPLGNGSDDFKIRENWF

6.1.6 pOR27 (ATEG_03092.1 in pHis8)

ATGAAACACCACCACCACCACCACCACCACGGTGGTCTGGTTCCGCGTGGTTCCCATGGCTCAA
CAGACAAGACCTCGCAGCAAACCCCATACGAAACCCTCAGTGCGTCCCTATACTCCCCCGACTA
CGACCAACACGATTGGTGGCACGGCGCAGCCCCAGCCCTGGGGAAAATACTACAAGATGCCGA
CTACGATGTCCACCGACAGTACCAATACCTATCTCTCTTCGCCCATCACATCGTGCCTGCCCTGG
GCCCCTCGCCCAGGAACACCAGACCCGCCCTGTACCAGTCCGTCCTGGACACCGCGGGCLTTCC
TCAAGCTCAGCCAGAACTTCCAGCAGTTCGGCTGCACGACCCGCCTCCTCCTCGAGCCCACGAG
CTACCACACCAACGTCGTCGGCAACCGCATCAACGGGCTACTCACCCCCGAGACGCTGACCAGG
CTCCAGCACACCTGTGACAGCGACATCGACCTGCAGCCCTACCACCAGATCGCTGGCGAGCTGG
TGCTGAGCACGACCGAGCAGGGGCGTCTGCAGCAGCAGAACGATGGGCGCATCCCCGACCTCC
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TCCGACTAACTGACTACATCGGCCTGGACCTCCGTCCAGACGGCCACATCACCCTCAAGTACTAC
CGTTCTCTCCTGGGCAAGGCCACAGCCACGGGGACAACGGCCTCGACGCTGGCGTTTCGLCGCC
ATCCGCCGAGCAGACACTTGCGGGAGTCGCGAGCCGGCCCTGGCGCGCATCGAGGGCTACCTG
CACGACCGTACGCAGGAGCAGGAACAGGGACGTGCACCCCCCGAAACAGCCCCGCAAGCGTTC
GTGCTGTCGTGCGATCTGGTCGATGTCGCGCGCGCGCGCTTCAAGATCTACATCCTCGACCCCC
TGGTCTCGATGGACCGAGTCGCCGACCTGTGGACGCTAGGCGGGCGTCTCGGCGGGGTCCCG
GAAGTTGTCCGGGGCCTGGAGCTCTTGCGTGAGTTGTGGGCAGTTCTCGGTCTTGAGGAGGGG
TATCACTTTTTGTCCTGCGATGCGGGCACCGATGGAGGGGGTGTGCATGCATCCAGACCCCGGT
TCTTTGATAATCAGTTTCTCTTTGCCTATTTTGAGCTCCGCCCCGGCGACCCATATCCTCGGCCAC
AGATGTATTTTAACCTCGGTACGCTGCGCGACAGTGCGGTGGTGGACACTGTGTCGGCGTTCTT
CGAGAAACTTGGCTGGATGGACCGCGCGAGGCGGTACAAGGAGGACGTATCTTCTTACTACCCC
TCTTGTAACCTTGACGAGTCGTTCGATCGACTGGGCGTGTTGTCCTTCTCATACACCGCCGAGCA
GGGCCCGTACATCACCACCTACTATCGACGGGTAGCTGATCTCCTGAAGCTT

AS-Sequenz:

MKHHHHHHHHGGLVPRGSHGSTDKTSQQTPYETLSASLYSPDYDQHDWWHGAAPALGKILQDADY
DVHRQYQYLSLFAHHIVPALGPSPRNTRPALYQSVLDTAGFLKLSQNFQQFGCTTRLLLEPTSYHTNV
VGNRINGLLTPETLTRLQHTCDSDIDLQPYHQIAGELVLSTTEQGRLQQQNDGRIPDLLRLTDYIGLDL
RPDGHITLKYYRSLLGKATATGTTASTLAFRAIRRADTCGSREPALARIEGYLHDRTQEQEQGRAPPE
TAPQAFVLSCDLVDVARARFKIYILDPLVSMDRVADLWTLGGRLGGVPEVVRGLELLRELWAVLGLEE
GYHFLSCDAGTDGGGVHASRPRFFDNQFLFAYFELRPGDPYPRPQMYFNLGTLRDSAVVDTVSAFF
EKLGWMDRARRYKEDVSSYYPSCNLDESFDRLGVLSFSYTAEQGPYITTYYRRVADLL

6.1.7 pOR29 (ATEG_03092.1 in pQE60)

CCATGGGCTCAACAGACAAGACCTCGCAGCAAACCCCATACGAAACCCTCAGTGCGTCCCTATA
CTCCCCCGACTACGACCAACACGATTGGTGGCACGGCGCAGCCCCAGCCCTGGGGAAAATACTA
CAAGATGCCGACTACGATGTCCACCGACAGTACCAATACCTATCTCTCTTCGCCCATCACATCGT
GCCTGCCCTGGGCCCCTCGCCCAGGAACACCAGACCCGCCCTGTACCAGTCCGTCCTGGACAC
CGCGGGCTTCCTCAAGCTCAGCCAGAACTTCCAGCAGTTCGGCTGCACGACCCGCCTCCTCCTC
GAGCCCACGAGCTACCACACCAACGTCGTCGGCAACCGCATCAACGGGCTACTCACCCCCGAG
ACGCTGACCAGGCTCCAGCACACCTGTGACAGCGACATCGACCTGCAGCCCTACCACCAGATCG
CTGGCGAGCTGGTGCTGAGCACGACCGAGCAGGGGCGTCTGCAGCAGCAGAACGATGGGCGC
ATCCCCGACCTCCTCCGACTAACTGACTACATCGGCCTGGACCTCCGTCCAGACGGCCACATCA
CCCTCAAGTACTACCGTTCTCTCCTGGGCAAGGCCACAGCCACGGGGACAACGGCCTCGACGCT
GGCGTTTCGCGCCATCCGCCGAGCAGACACTTGCGGGAGTCGCGAGCCGGCCCTGGCGCGCAT
CGAGGGCTACCTGCACGACCGTACGCAGGAGCAGGAACAGGGACGTGCACCCCCCGAAACAGC
CCCGCAAGCGTTCGTGCTGTCGTGCGATCTGGTCGATGTCGCGCGCGCGCGCTTCAAGATCTAC
ATCCTCGACCCCCTGGTCTCGATGGACCGAGTCGCCGACCTGTGGACGCTAGGCGGGCGTCTC
GGCGGGGTCCCGGAAGTTGTCCGGGGCCTGGAGCTCTTGCGTGAGTTGTGGGCAGTTCTCGGT
CTTGAGGAGGGGTATCACTTTTTGTCCTGCGATGCGGGCACCGATGGAGGGGGTGTGCATGCAT
CCAGACCCCGGTTCTTTGATAATCAGTTTCTCTTTGCCTATTTTGAGCTCCGCCCCGGCGACCCA
TATCCTCGGCCACAGATGTATTTTAACCTCGGTACGCTGCGCGACAGTGCGGTGGTGGACACTG
TGTCGGCGTTCTTCGAGAAACTTGGCTGGATGGACCGCGCGAGGCGGTACAAGGAGGACGTAT
CTTCTTACTACCCCTCTTGTAACCTTGACGAGTCGTTCGATCGACTGGGCGTGTTGTCCTTCTCAT
ACACCGCCGAGCAGGGCCCGTACATCACCACCTACTATCGACGGGTAGCTGATCTCCTGGGATC
CAGATCTCATCACCATCACCATCACTAA
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AS-Sequenz:

MGSTDKTSQQTPYETLSASLYSPDYDQHDWWHGAAPALGKILQDADYDVHRQYQYLSLFAHHIVPAL
GPSPRNTRPALYQSVLDTAGFLKLSQNFQQFGCTTRLLLEPTSYHTNVVGNRINGLLTPETLTRLQHT
CDSDIDLQPYHQIAGELVLSTTEQGRLQQQONDGRIPDLLRLTDYIGLDLRPDGHITLKYYRSLLGKATAT
GTTASTLAFRAIRRADTCGSREPALARIEGYLHDRTQEQEQGRAPPETAPQAFVLSCDLVDVARARFK
IYILDPLVSMDRVADLWTLGGRLGGVPEVVRGLELLRELWAVLGLEEGYHFLSCDAGTDGGGVHASR
PRFFDNQFLFAYFELRPGDPYPRPQMYFNLGTLRDSAVVDTVSAFFEKLGWMDRARRYKEDVSSYY
PSCNLDESFDRLGVLSFSYTAEQGPYITTYYRRVADLLGSRSHHHHHH

6.1.8 pOR33 (AN9229-PT2 in pYES2NT/C)

ATGGGGGGTTCTCATCATCATCATCATCATGGTATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGG
TCGGGATCTGTACGACGATGACGATAAGGTACCCGGATCCATGGACAGGAACTCATTCACAGCTT
ATGGCCCAGCTACTGGAGCTATAACAGAGTCCGGGGAGCAGGAAAATGACCACACGAAGCCTCA
CACATGGAAGACCTTCGCCAAGTACGCATGCTTCGAAAGCGAAGCTGAGCGGCAGTGGTGGAAT
GATAGCGGAGCACTAATTGCCCGGTTCCTCTCGCTAACAAATGGCGATATAGACCAGCAATACCA
ATGTCTGCTCTTCGTGCGTCAAGTTCTCATTCCAGCTTTGGGTCCCTATCCACCCGTCCGCCGTT
GCTGCATCAACACCACAGAGATCGGAATGGAACTCAGTTTGAACTTCCAGGGTCCAGGGGAGCC
CGTGTTCAGAGTGAGTATAGACCCAGTCAGCAGAATGACCGGCACACCTATGGACCCGCTGAAT
ATCAACACGGTGAATAACATGATTACGCGATTGGCGTCAATGGGTATCAAAGGCTTCGACCGCAC
GCTCCACCACCACTTCACACGCGAGTTCTGCATGTCTGAACAGAGCATGCAGAGTTACCAGAGA
GACAGCGGCGAGGCAATTGCATGGTCGCAGACAATCCTGGCATTTGACTTCAAAGGTGGCGACG
TCGTCACGAAGCAATACATTTGGACTCGACATGCGGCACGTGCGAGCGGCTTGCATCCCCATAG
CCTGATCCGTCGCGCTATTTCGCGGGTGGAAAACCAGATGCATTGCTCTGCAGCGGTGGAATTG
GTACTGGAGTATATGGAGACGTTCAACGCGGACATCCCTGTGCCCTTCTTCAGCTGGGACCTCG
TCGACCCGACCCAGTCGCGTTTTAAGATCTACGGCATTTCCTGGCAGTGGTCGTGGGCAAAGGC
TGAAGAAGTCTGCACTCTGGGTGGGAAGCTCAATCACCATGATATTGACCTCCTGAAGAAGCTGT
GGCATATCTTAAAGCTAGATGAGTTTACACCCACGATGGGCTTCACTTGGAACTATGAGATCCGG
CCCGGCCAGCCCAAGCCAGAAGTTAGGCTCTACCTCGCTATCTGCGACCGCAGCGATGAGGAA
GTTGCGCAGGCCGTGGTGCAATGGTTTGAGCTACTTGGGTGGCATGAGAGGGCGCAGTCATACC
CGGAAACACTGCGGTATCTTCACAAAACCAAATCTGCGCACACATGGTTGTCAGTCACGGTCTCG
GAAAAGGGTGTTTACACGTCGCTCTACTACCACCCTCTCGGCAATGGGTCGGATGATTTCAAGAT
CCGTGAAAACTGGTTTTGAGCGGCCGC

AS-Sequenz:

MGGSHHHHHHGMASMTGGQQMGRDLYDDDDKVPGSMDRNSFTAYGPATGAITESGEQENDHTKP
HTWKTFAKYACFESEAERQWWNDSGALIARFLSLTNGDIDQQYQCLLFVRQVLIPALGPYPPVRRCCI
NTTEIGMELSLNFQGPGEPVFRVSIDPVSRMTGTPMDPLNINTVNNMITRLASMGIKGFDRTLHHHFT
REFCMSEQSMQSYQRDSGEAIAWSQTILAFDFKGGDVVTKQYIWTRHAARASGLHPHSLIRRAISRV
ENQMHCSAAVELVLEYMETFNADIPVPFFSWDLVDPTQSRFKIYGISWQWSWAKAEEVCTLGGKLNH
HDIDLLKKLWHILKLDEFTPTMGFTWNYEIRPGQPKPEVRLYLAICDRSDEEVAQAVVQWFELLGWHE
RAQSYPETLRYLHKTKSAHTWLSVTVSEKGVYTSLYYHPLGNGSDDFKIRENWF
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