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1 Zusammenfassung

Zusammenfassung

Mikroorganismen haben im Laufe ihrer Evolution zur Anpassung an ihren Lebensraum
eine Vielfalt an strukturell diversen und zum Teil sehr komplexen Metaboliten entwickelt.
Diese verschaffen ihnen Vorteile gegeniiber anderen Bewohnern ihrer Umwelt. Die Nutzung
dieser Substanzen fiihrte zur Entwicklung von Antibiotika, Immunsuppressiva und
Zytostatika. Hierbei zeigen sich besonders die Enzymklassen der Polyketidsynthasen (PKS),
nichtribosomalen Peptidsynthetasen (NRPS), NRPS/PKS-Hybride und NRPS-dhnliche
Enzyme fiir die Synthese der Grundgeriiste der Sekundarmetabolite verantwortlich. Die so
entstandenen Substanzen konnen durch andere Enzyme (tailoring enzymes) wie
beispielsweise Methyltransferasen oder Prenyltransferasen weiter modifiziert werden,
wodurch oftmals die biologische Aktivitit gesteigert wird. Zur fermentativen,
semisynthetischen oder chemoenyzmatischen Herstellung dieser Naturstoffe und deren
Derivate ist ein detailliertes Wissen der Biosynthese der beteiligten Enzyme Voraussetzung.
Obwohl die individuellen Doménen von NRPS und PKS inzwischen biochemisch und
strukturell sehr gut untersucht sind, ist das Verstdndnis fiir die Interaktion der Doméne und
die ablaufenden Mechanismen noch sehr gering. Da sich einfache Systeme wie die NRPS-
ahnlichen Enzyme leichter untersuchen lassen, sollten in der vorliegenden Arbeit alle NRPS-
ahnlichen Enzyme mit einer A-T-TE Enzymstruktur aus Aspergillus terreus (A. terreus) und
ein weiteres aus Chaetomium globosum (C. globosum) charakterisiert werden.

Zunachst sollten die NRPS-ghnlichen Gene apvA, melA, atrAa:, pgnA aus A. terreusmit
der eigenen Promoter- und Terminatorsequenz heterolog in Aspergillus nidulans exprimiert
werden. Obwohl eine Integration fiir melA und atrA4:ins Genom beobachtet wurde, konnte
in den Ethylacetatextrakten der Kulturiiberstinde kein Produkt nachgewiesen werden.

Fir die Expression der NRPS-dhnlichen Gene in Saccharomyces cerevisiae
(8. cerevisiae) sollten die Gene von cDNA bzw. gDNA amplifiziert werden. Hierdurch konnte
die Exon-Intron Struktur fir apvA, melA, btyA und atrAa:korrigiert werden. Des Weiteren
konnte die Doméanen Architektur fiir das putative NRPS-dhnlich Gen atrAa: das laut der
NCBI-Datenbank nur aus einer A- und einer T-Doménen bestand, durch die Amplifikation
von cDNA zu einer A-T-TE-Struktur korrigiert werden. Die NRPS-ahnlichen Gene haben
etwa eine Grofie von 2763-2874 bp und kodieren entsprechend fiir 920-958 AS lange Proteine.
Eine Expression der sieben NRPS-dhnlichen Gene in S. cerevisiae fihrte zu den finf
Produkten Aspuvinon E, Butyrolacton Ila, Atromentin, Phenguignarsdure und

Didemethylasterrichinon D. Die Produkte wurden extrahiert und die Strukturen mittels
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Massenspektrometrie und NMR-Spektroskopie aufgeklart. Auf einem Liter Kultur konnten
fur Aspulvinon E und Phenguignarsaure eine Produktion von 13 bzw. 15 mg und fir
Butyrolacton Ila sogar bis zu 35 mg berechnet werden.

In anschlieflenden Versuchen zur Isolierung der NRPS-dhnlichen Proteine stellte sich
heraus, dass Affinitdts-Tags am C-Terminus die Enzymaktivitit stark hemmt. Ein
N-terminaler His¢-Tag hatte hingegen keinen negativen Einfluss auf die Aktivitdt. Anhand
des Proteinnachweises mit Hilfe eines Western Blotes wurde der optimale Zeitpunkt fiir die
Isolierung auf etwa 16 Stunden nach der Induktion der Proteinexpression durch Galaktose
festgestellt. Die rekombinanten Proteine konnten mit einer Konzentration von etwa 1 ml/1
Kultur aufgereinigt werden. Allerdings konnte keine katalytische Aktivitat nachgewiesen
werden. Fir ein alternatives Expressionsystem in Escherichia coli wurden die NRPS-
ahnlichen Gene sowie das Phosphpantethenyltransferase Gen npgA in die Vektoren pQE60
und pET28a(+) kloniert. Die Expression konnte aus Zeitgriinden nicht mehr durchgefiihrt
werden.

Die A-T-TE Doménen der NRPS-dhnlichen Enzyme bilden theoretisch autonome
Einheiten, die zwischen den Enyzmen ausgetauscht werden kénnen. Um diese Theorie zu
tiberpriifen und um zusétlich fiir die NRPS-dhnlichen unnatiirliche Produkte zu generieren,
sollten die das Substrat aktivierenden A-Domanen mit den TE-Doméinen, die fir
Dimerisierung verantwortlich sind, kombiniert werden. Dafiir wurden die A-Doméanen von
Pgna, ApvA, AstA und AtgA, die Phenyl-; 4-Hydroxy-bzw. Indolpyruvat aktivieren, mit der
TE-Doméne von AvpA, BtyA, PgnA, AtrAat bzw. AstA rekombiniert. Die T-Doméane wurde
jeweils von einem der urspriinglichen Enzyme iibernommen. Insgesamt wurden 34
Konstrukte hergestellt, die zur Expression in S. cerevisiae verwendet wurden. Fiir 22 konnten
die erwarteten Produkte nachgewiesen und anhand der [M+HT]-Ionen und deren
Fragmentierungen sowie NMR-Spektroskopie aufgeklart werden. So konnten
Indolbutyrolacton und Indolguignarsdure synthetisiert werden, welche zuvor noch nie in der
Literatur beschrieben worden waren.

Weiterhin ist bekannt, dass die durch die NRPS-dhnlichen Enyzme hergestellten
Produkte oft nur das Grundgeriist fiir Sekundarmetabolite bilden. Daher wurde die nahere
genetische Umgebung der NRPS-dhnlichen Gene untersucht. Es wurden 4
Prenyltransferasegene identifiziert, die zur Ko-Expression mit den NRPS-dhnlichen
ausgewahlt wurden. Leider konnte das prenylierte Produkt in den Transformaten der

Bickerhefe nicht detektiert werden.
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Summary

In the course of their evolution, microorganisms have developed a variety of
structurally diverse and sometimes very complex metabolites to adapt to their habitat. These
give them advantages over other inhabitants of their environment. The use of these
substances led to the development of antibiotics, immunosuppressants and antitumor agents.
The backbone structures of these substances are often synthesized by the enzyme classes of
polyketide synthases (PKSs), nonribosomal peptide synthetases (NRPSs), NRPS / PKS hybrids
and NRPS-like enzymes. The resulting structures can be further modified by other tailoring
enzymes such as methyltransferases or prenyltransferases, which often increases the
biological activity. A detailed knowledge of the biosynthesis and of the involved enzymes is
a prerequisite for the fermentative, semisynthetic or chemoenzymatic production of these
natural substances and their derivatives. Although the individual domains of NRPS and PKS
have biochemically and structurally been investigated, understanding of the interaction of the
domain and the mechanisms involved is still very poor. Since simple systems like the NRPS-
like enzymes can be investigated more easily, the NRPS-like enzymes with an A-T-TE
architecture from Aspergillus terreus (A. terreus) and another from Chaetomium globosum
(C. globosum) will be characterized in the present work.

First, the NRPS-like genes apvA, melA, atrAas pgnA from A. terreus with their own
promoter- and terminator-sequence should be analysed by heterologous expression in
Aspergillus nidulans. Although an integration for melA and atrAa: into the genome was
observed, no product could be detected in the ethyl acetate extracts of the culture.

For the expression of the NRPS-like genes in Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae),
cDNA or gDNA was used for the amplification of the genes. This made it possible to revise
the exon-intron structures for apvA, melA, btyA and atrAAt. Furthermore, the domain
architecture of the putative NRPS-like gene atrAat, which according to the NCBI database
only consisted of one A and one T domains, could be corrected by amplifying cDNA to an A-
T-TE structure. The NRPS-like genes have a size of 2763-2874 bp and accordingly code for
proteins of 920-958 aa. Expression of the seven NRPS-like genes in S. cerevisiaeled to the five
products aspuvinone E, butyrolactone Ila, atromentine, phenguignardic acid and
didemethylasterrichinone D. The products were extracted and the structures were determined
by means of mass spectrometry and NRM spectroscopy. For aspulvinone E and
phenguignardic acid, a production of 13 and 15 mg/l and for butyrolactone Ila even up to

35 mg/1 could be calculated on one liter of culture.
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In subsequent attempts to isolate the NRPS-like proteins, it turned out that affinity tags
at the C-terminus strongly inhibit enzyme activity. In contrast, an N-terminal Hise tag had no
negative influence on the activity. On the basis of the protein detection by Western blot, the
optimal point in time for isolation was determined to be around 16 hours after the induction
of protein expression by galactose. The recombinant proteins could be purified with a
concentration of about 1 ml/l culture. However, no catalytic activity could be detected. To
test an alternative expression system, the NRPS-like genes and the
phosphpantethenyltransferase gene npgA were cloned into the vectors pQE60 and pET28a (+)
for the expression in Escherichia. Due to time limits the gene expression and protein isolation
could no longer be carried out.

The A-T-TE domains of the NRPS-like enzymes theoretically form autonomous units
that can be exchanged between the enzymes. In order to test this theory and in addition to
generate unnatural products, the substrate-activating A domains were combined with the TE
domains, which are responsible for the dimerisation. For this purpose, the A domains of Pgna,
ApvA, AstA and AtqA for activation of phenyl-, 4-hydroxy or indole pyruvate, were
recombined with the TE domain of AvpA, BtyA, PgnA, AtrAat and AstA, respectively. The T
domain was taken over from one of the original enzymes. A total of 34 constructs were
prepared in this way which were used for expression in S. cerevisiae. 22 of the expected
products could be detected. The structure was elucidated on the basis of the molecular ions
and their fragmentation as well as NMR spectroscopy. In this way, indole butyrolactone and
indole guignaric acid could be obtained, which had never before been described in the
literature.

It is also known that the products of the NRPS-like enzymes often only form the basic
structure for secondary metabolites. Therefore, the genetic environment of the NRPS-like
genes was investigated. 4 prenyltransferase genes were identified which were selected for co-
expression with the NRPS-like ones in S. cerevisiae. Unfortunately, the prenylated product

could not be detected in the baker's yeast transformants.



5 Einleitung

1. Einleitung

1.1.Naturstoffe und Ascomycota

Seit Jahrtausenden verwenden die Menschen Stoffe aus der Natur als Heilmittel, Gifte,
Duftstoffe oder Farbemittel. Noch heute ist der Haupteinsatzort der Schimmelpilze in der
Industrie die Fermentation von Lebensmitteln. Beispielsweise werden Aspergillus oryzae und
Aspergillus soja schon seit tiber 1500 Jahren bei der Herstellung von Sojasauce oder Sake und
Saccaromyces cerevisiae zur Produktion von Brot, Bier und Wein (Kiick et al. 2009)
verwendet. Ab 1928 riickten, durch die Entdeckung des B-Lactam Antibiotikums Penicillin,
besonders die aus Mikroorganismen extrahierten Naturstoffen in den Fokus der Forschung.
In den letzten Jahren ist durch die Entwicklung von modernen und kosteneffizienten
Sequenzierungstechnologien sowie bioinformatische Programmen zur Analyse der Genome
die Moglichkeit der Identifikation von Naturstoffe besonders in den filamentésen Pilzen
rapide gestiegen (Clevenger et al. 2017; Keller 2019; Ren et al. 2017).

Im Reich der Pilze stellen die Ascomyceten (Schlauchpilze) mit rund 64.000 bekannten
Arten die grofite Abteilung dar (Moore et al. 2011). Hochrechnungen lassen jedoch vermuten,
dass es etwa 2,5 Millionen Arten im Pilzreich und somit etwa 300.000 Ascomyceten gibt
(Hawksworth and Lucking 2017). Diese wachsen entweder als einzellige Hefen oder bilden
ein Mycel aus. Die meisten Ascomyceten erndhren sich saprotroph aber es sind auch
biotrophe und nekrotrophe Parasiten (z.B. echter Mehltau) bekannt. Einige wenige Arten
leben aber auch in Symbiose mit Algen oder Pflanzen und bilden auf diese Weise Flechten
bzw. Mykorrhiza (z.B. echte Triiffel).

Ihren Namen tragen die Ascomyceten, da die sexuelle Sporen in den schlauchéhnlichen
Asci produziert werden (teleomorphe Fortpflanzung) (Bennett and Turgeon 2016). Die
asexuelle (anamorphe) Fortpflanzung erfolgt tiber die durch mitotische Teilung entstehenden
Konidiosporen (Kiick et al. 2009). Die Morphologie der teleomorphen und anamorphen
Stadien unterscheidet sich teilweise sehr stark voneinander. Erst durch moderne
molekulargenetische Analysen konnten diese frither als Fungi imperfecti oder
Deuteromycestes bezeichneten Stadien zweifelsfrei einer Art zugeordnet werden.
Ascomycota werden in drei Unterabteilungen gegliedert: Taphrinomycotina, die
Saacharomycotina (mit den Echten Hefen) und die Pezizomycotina (Echte Schlauchpilze). Den
Pezizomycotina werden auch die Gattungen Aspergillus und Chaetomium zugeordnet,
welche einen wesentlichen Bestandteil dieser Arbeit bilden und in den nachfolgenden

Kapiteln néher beschrieben werden.
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1.1.1. Die Gattungen Aspergillus und Chaetomium

Die Gattung Aspergillus gehort zur Familie der Aspergillaceae innerhalb der Ordnung
der Eurotiales. Derzeit werden der Gattung etwa 450 Arten zugeordnet, die in sechs
Untergattungen (Aspergillus, Circumdanti, Fumigati,
Nidulantes, Cremei und Polypaecilum) und 27 Sektionen
eingeteilt werden (Houbraken et al. 2020). Aufgrund der
Form ihrer Konidiophoren (Konidientrager) wird die
Gattung umgangssprachlich auch als

Giefl)kannenschimmel bezeichnet. Die Konidiophoren

werden aus Hyphen gebildet und stehen senkrecht vom

Konidien

Vesikel
Mycel ab (Abbildung 1-1). Sie enden in einer

vesikelartigen Struktur, auf der je nach Species entweder FuB-Zelle

direkt die Phialiden befestigt sind oder das Vesikel ist mit 4

Metulae besetzt, die Biindel aus Phialiden tragen. Die Apbilqung 1-1: Darstellung eines

Konidiophoren der Gattung Aspergillus.
Modifiziert  (Bildquelle:  commons.
wikimedia.org/wiki/File:Conidiophores,
_Aspergillus,_Penicillium,_Eurotiales,_

Wichtiger Vertreter der Gattung in der Industrie sind vor Ascomycota.png)

Phialiden schniiren letztlich Ketten von Konidien ab, die

nach volliger Reife freigesetzt werden (Kiick et al. 2009).

allem Aspergillus niger als Produzent der Zitronensaure (Amato et al. 2020) und Aspergillus
terreus, auf den im folgenden Kapitel (1.1.1.1) ndher eingegangen wird. In der Medizin ist
Aspergillus fumigatus als haufigster opportunistischer Erreger der invasiven Aspergillose zu

nennen (Vahedi and Lass-Florl 2019).

Die Gattung Chaetomium gehort zur Familie der Chaetomiaceae innerhalb der Ordnung
der Soridariales. Inzwischen sind etwa 150 verschiedene Ostioke
Chaetomium-Arten  bekannt, die sich in sechs bl L
phylogenetische Gruppen unterteilen lassen (Zhang et al. A\
2017). Etwa ein Drittel der Arten gehort zu der Gruppe
Chaetomium globosum (C. globosum) (Wang et al. 2016a).

Ein Merkmal der Gattung Chaetomium ist die Bildung von

Fruchtkérpern in Form von rundlichen Perithecien

(Abbildung 1-2) (Abdel-Azeem 2020). Die oftmals

Ascus

Ascosporen

Abbildung 1-2: Darstellung eines
zitronen-formigen Ascosporen reifen in keulenformigen Asci Peritheciums der Gattung
Chaetomium. Modifiziert (Bildquelle:

und werden nach der Reifung iiber eine Pore an der Oberseite  traillab.natscimsu.edu/research-projects
/evolution-of-perthecim-development)

des Peritheciums, der sogenannten Ostiole freigesetzt. Die



7 Einleitung

Ostiole ist meist von zahlreichen, geraden oder spiralférmigen, dunklen Haare (Setae)
umgeben.

Vertreter dieser Gattung sind weltweit in diversen Okosystem, haufig auf verrottenden
organischen Materialen zu finden (Abdel-Azeem 2020). Ihre zellolytischen Eigenschaften
werden in der Industrie fir Tests zur Widerstandsfahigkeit von Materialien gegeniiber

Schimmelpilzen genutzt (Zhang et al. 2006).

1.1.1.1.  Aspergillus terreus

Aspergillus terreus (A. terreus) ist ein ubiquitdr vorkommender Schimmelpilz mit
saprotropher Erndhrung (Zersetzung toten organischen Materials). Die erste
wissenschaftliche Erwahnung war 1918, aber erst 2013 wurde die sexuelle Vermehrungsweise
nachgewiesen (Arabatzis and Velegraki 2013). Beim Wachstum einer Kolonie bildet sich auf
der Oberseite zunichst ein weifles, teilweise flauschiges Mycel, die Unterseite weist eine gelb
bis dunkelbraun Farbung auf. Durch die Bildung der Konidiosporen nehmen die A. ferreus
Kolonien eine ockergelbe bis zimtbraune Farbe an, anhand derer sie sich von anderen
Aspergillus Arten unterscheiden lassen (Abbildung 1-3 A und B) (Geib et al. 2016). Eine
weiteres Alleinstellungsmerkmal ist die Ausbildung von Aleurosporen (auch ,asseccory
conidia ‘) (Balajee 2009). Diese dickwandigen hyalinen Zellen, die in Submerskulturen seitlich
direkt an den Hyphen gebildet werden, liegen meist einzeln vor und sind deutlich grof3er als

normal gebildete Konidien (Abbildung 1-3 C) (Balajee 2009).

Abbildung 1-3: Kultur (A) und mikroskopische Bilder von dem Perithecium (B) und den Aleurosporen
(C) von A. terreus. Aus A) http://fungi.myspecies.info/file/954 B + C)
http://www.aspergillus.org.uk/images-library

2006 wurde das 29,33 Mb grofie Genome durch das Broard Institute (Cambridge, MA,

USA) sequenziert. Die etwa 10.500 proteinkodierenden Gene sind auf acht Chromosomen
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verteilt. Bisher wurden 74 Gene identifiziert, die fiir die Biosynthese der Kernstrukturen von
Sekundédrmetaboliten verantwortlich sind. Darunter fallen auch die Gene von 28
Polyketidesynthetasen (PKSs), 22 Nicht-Ribosomalen Peptid Synthasen (NRPSs) ein Hybrid
aus NRPS und PKS und 16 NRPS-dhnliche Enzyme (Guo and Wang 2014; Khaldi et al. 2010).

Nur etwa 4% der durch Aspergillus Arten hervorgerufenen invasiven Erkrankungen
(Aspergillosen) sind auf A. ferreus zuriickzufithren (Vahedi and Lass-Florl 2019). Seine
intrinsische Resistenz gegen Amphotericin B, welches als Standard-Therapeutikum bei
Aspergillosen eingesetzt wird, erschwert jedoch die Behandlung (Lass-Florl 2018; Posch et al.
2018).

In der pharmazeutischen Industrie weckte A. ferreus als Produzent von Statinen grof3es
Interesse und noch heute wird das Cholesterol senkende Lovastatin in groflen Mengen durch
Fermentation in dem Pilz hergestellt (Abbildung 1-4) (Subhan et al. 2016). In der
Kunststoffindustrie dient der Pilz der Herstellung grofler Mengen Itaconsdure, einem
Grundbaustein fiir die Herstellung von Kunstharzen und synthetischen Fasern (Abbildung
1-4) (Saha 2017). Des Weiteren finden sich einige biologisch aktive Stoffe wie Patulin (Puel et
al. 2010), Citreoviridin (Lin et al. 2016), Geodin (Nielsen et al. 2013), Terretonin (Balibar et al.
2007), sowie Butyrolactone und Aspulvinone (Guo et al. 2013a) unter den

Sekundirmetaboliten von A. ferreus.
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Abbildung 1-4: Strukturen einiger ausgewahlter Sekundirmetabolite aus A. ferreus
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1.1.1.2.  Chaetomium globosum

Die erste Erwdhnung von Chaetomium globosum (C. globosum) in der Literatur erfolgte
im Jahr 1817 durch Gustav Kunze. Seine Kolonien sind anfangs weify und farben sich spater
durch die Bildung der dunklen, mit zahlreichen verzweigten Haaren besetzen Perithecien
braun bis graubraun (Abbildung 1-5). Das optimale Wachstum zeigt der Pilz bei einer
Temperatur zwischen 25-27 °C und einem neutralen pH-Wert, dabei hangt die Entwicklung
und Morphologie der Kolonien stark von dem verwendeten Medium ab (Prokhorov and
Linnik 2011). In einem eher sauren Milieu wird die Entwicklung der Perithecien und der in
ihnen enthaltenen braunen, zitronenférmigen Ascosporen gefordert (Abbildung 1-5) (Fogle

et al. 2008).

Abbildung 1-5: Kultur (A) und mikroskopische Bilder von dem Perithecium (B) bzw. den Ascosporen
(C) von C. globosum. Modifiziert nach Wang et al. 2016

Das im Jahr 2004 durch das Broad Institute sequenzierte Genom wurde in 2005
annotiert. Es besteht aus 34,89 Mb und enthélt 11.124 proteinkodierende Gene.

In Gebduden ist C. globosum ein typischer Besiedeler von feuchten Rédumen und wird
oft nach Wasserschaden gefunden (Miller and McMullin 2014). Die Abgabe von fliichtigen
organischen Verbindungen und Mykotoxinen sowie die Freisetzung von Sporen von dem Pilz
konnen Allergien ausgeldst oder zur Entwicklung von Asthma beitragen. Dariiber hinaus ist
C. globosum als Erreger von oberflichlichen Infektionen wie beispielsweise der
Onychomykose bekannt (Shi et al. 2016). Aufmerksamkeit erregte der Pilz auch durch seine
antagonischten Aktivititen gegeniiber diversen Mikroorganismen und sein Potential
wirtschaftlich wichtige Pflanzenkrankheiten zu bekdmpfen (Gond et al. 2012).

C. globosum produziert eine Reihe von Sekundarmetaboliten, wie beispielsweise das zu
den Asterriquionen gehorende Cochliodinol, die zytotoxischen Chaetoglobosine, die
antimikrobiell wirksamen Diketopiperazine und Chaetoviridine sowie diverse Indolalkaloide

(Abbildung 1-6) (Abdel-Azeem 2020; Park et al. 2005; Xu et al. 2014; Zhang et al. 2012). Bei
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der Behandlung von Krebs weist das Chaetomin vielversprechende Ergebnisse bei der

Bekampfung von Tumoren auf (Dewangan et al. 2018; Viziteu et al. 2016; Yano et al. 2011).
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Abbildung 1-6: Strukturen einiger ausgewé&hlter Sekundéir Metabolite aus C. globosum

1.2. Nicht-ribolsomale Peptidsynthasen

1.2.1. Allgemein

Eine Fiille der in Pilzen und Bakterien zu findenden Sekundarmetabolite wird von
modular aufgebauten Enzymen generiert. Zu den wichtigsten Klassen gehoren die
Polyketidsynthasen (PKS), Nicht-ribosomalen Peptid Synthetasen (NRPS), PKS-NRPS Enzym-
Hybride sowie den PKS- und den NRPS-dhnlichen Enzymen (PKS-like/NRPS-like). Diese
Enzyme sind modulare, zum Teil hochkomplexe Enzyme. NRPS sind in der Lage
Peptidverbindungen ohne Beteiligung der Ribosomen aufzubauen, wobei neben den 20
proteinogenen Aminosduren auch unnatiirliche Aminosauren, o-Hydroxysauren, o-
Ketosduren oder Fettsduren in das entstehende Peptid integriert werden konnen. Fiir iber 500
verschiedene Molekiile konnte inzwischen eine Integration in ein Nichtribosomales Peptid
(NRP) dokumentiert werden (Kudo et al. 2019; Walsh et al. 2013). Die zahlreichen Arten an
Grundbausteinen gekoppelt mit internen Modifikations-Domédnen und nachfolgenden
Enzymen ermoglicht die Biosynthese einer bemerkenswerten Vielfalt von komplexen
Strukturen mit diversen biochemischen Eigenschaften (Abbildung 1-7).

NRPS sind hauptsichlich in Pilzen und Bakterien zu finden. Dokumentierte Ausnahmen
hiervon bilden die NRPS Ebony aus der Fruchtfliege (Drosophila melanogaster) (I1zore et al.
2019; Richardt et al. 2003) und das fir die Synthese von Nemamid A und Nemamid B
verantwortliche PKS-NRPS-Hybrid aus dem Wurm Caenorhabditis elegans (Shou et al. 2016).
In den Mikroorganismen sind die Produkte der NRPS in den meisten Féllen an der Bildung

von Sekundarmetaboliten beteiligt. Lebenswichtig sind jedoch vor allem die durch NRPS
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produzierten Siderophore, die zur Versorgung der Mikroorganismen mit Eisen beitragen, das
einen wichtigen Cofaktor fiir die Enzyme der Atmungskette darstellt. Einige wichtige
Beispiele fiir Siderophore sind die Bactine, zu denen Enterobactin (Drake et al. 2006; Gehring
et al. 1998) und das Vibriobactin gehoren (Keating et al. 2000). Aber auch viele andere der
durch NRPS produzierte Sekunddrmetabolite sind fiir den Menschen bedeutsam, da sie
bemerkenswerte pharmakologische und biomedizinische Eigenschaften haben. So lassen sich
beispielsweise die heutzutage selbstverstindlich genutzten -Lactam-Antibiotika (Friedrich
2006), das immunsuppressiv wirksame Cyclosporine A (Survase et al. 2011) und das

zytostatische Bleomycin A2 (Rahaman 2018) auf eine NRPS zuriickfithren.
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Abbildung 1-7: Beispiele mikrobieller Sekundiarmetabolite, an deren Biosynthese NRPS beteiligt sind.

Hinsichtlich der Abfolge der Prozessierungsreaktionen der NRPSs werden drei
Grundtypen unterschieden. Die am besten dokumentierten NRPS sind lineare NRPS (Typ A).
Bei der Biosynthese eines NRP durch den Typ A wird vom N-Terminus ausgehend pro Modul
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ein Monomer in das wachsende Peptid eingebaut. Die Anzahl und Anordnung der Module
bestimmen somit direkt die Grofie und Struktur des am C-Terminus freigesetzten Produktes.
Surfactin und Vancomycin werden auf diese Weise synthetisiert (Cosmina et al. 1993; Lee et
al. 2016). Iterative NRPS (Typ B) nutzen wéhrend der Synthese des Produktes ihre Module
mehrfach. Die entstehenden Peptide besitzen sich wiederholenden Untereinheiten, wie
beispielsweise das Siderophor Enterobactin oder das antibiotisch wirkende Gramicidin S
(Hoyer et al. 2007; Shaw-Reid et al. 1999). In Nicht-linearen NRPS (Typ C) werden einzelne
Module mehr als einmal verwendet. Folglich lassen sich durch die Anzahl und die Anordnung
der Module keine Riickschliisse auf das entstehende Produkt ableiten, wie es bei der Synthese
von Vibriobactin geschieht (Keating et al. 2000).

Unabhiangig von der Art der Synthese besteht ein Basis-Modul einer NRPS, welches die
minimale Anzahl an Doméanen zur Integration eines Monomerbausteins in die Peptidkette
enthdlt, aus einer Adenylierungs(A)-Doméne, einer Thiolierungs(T)-Doméne und einer
Kondensierungs(C)-Doméne (engl = condensation) (Abbildung 1-8). Jede Doméne
iibernimmt eine spezifische Aufgabe bei der Synthese des Peptides und ist somit essentiell fiir
die Funktionalitat des Enzymes. Die A-Doménen erkennen selektiv ein Monomer, aktivieren
dieses und tibertragen es auf die T-Domaéne. Die Verkniipfung zweier dieser kovalent an die
T-Doménen gebundene Substrate wird schlief}lich von der C-Domane katalysiert. Aufgrund
der FlieSband-ahnlichen Abfolge der Reaktionen wird oft auch von einer ,assembly line"

gesprochen.
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Abbildung 1-8: Schematische Darstellung der nichtribosomalen Peptidsynthese.

Zunichst aktiviert die A-Doméne unter ATP-Verbrauch ein Monomer (1) und tibertrégt es an die T-
Domaéne (2). Die C-Domaéne katalysiert die Verkniipfung zwischen zwei gebundenen Molekiilen (3).
Der Prozess wird so lange wiederholt, bis die Kettenlanger erreicht ist (4). Zur Produktfreisetzung
wird die Oligopeptidkette auf die TE-Doméne tibertragen und von dieser abgespalten (5).
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In vielen Féllen weisen NRPSs neben den drei primdren Doménen N-terminal eine
Thiosterase(TE)-Domaéne auf. Diese ist fiir die Freisetzung des Produktes verantwortlich und
katalysiert oftmals gleichzeitig dessen Makrocyclisierung (Kapitel 1.2.5.1). Zudem gibt es
noch eine Reihe von Modifikations-Doméanen, die verschiedene Reaktionen katalysieren
konnen (Kapitel 1.2.5). Im Folgenden wird der Kenntnisstand tiber die fiir diese Arbeit

wichtigsten Domanen eingegangen.

1.2.2. Adenylierungsdomane

In NRPS Enzymen wird die Selektion und Aktivierung der Substrate durch die
Adenylierungs(A)-Doménen katalysiert, welche zur ANL Superfamilie (Acyl-CoA-
Synthetasen, NRPS-Adenylierungsdomanen und Luciferase-Enzyme) gehoren (Gulick 2009;
Schmelz and Naismith 2009). Die Enzyme dieser Familie katalysieren in einem ersten Mg?*-
und ATP-abhingig Schritt die Adenylierung einer Carbonsdure (Abbildung 1-9). Im
Anschluss wird in einem zweiten Schritt das Aminoacyl-AMP-Intermediat auf den 4°-
Phosphopantethenyl-Arm (4°-Ppant-Arm) der downstream gelegenen T-Doméne tibertragen.
Hierbei ist die A-Domine auch fiir die Abschirmung des fiir Hydrolyse anfilligen

Intermediates verantwortlich.

NH,
0
N
OH HZN\HK o </ | SN OH  OH
—pP— —”—O—P—O ) > o=-p-0 N /) + HO—P-0—-P-0
R o 0 N 1l 1l
0 o]

HO OH
Substrat Aminoacyl-AMP-Intermediat Pyrophosphat

Abbildung 1-9: Durch die A-Doméne katalysierte Adenylierungsreaktion

Strukturanalysen von A-Dominen haben zwei Bereiche identifiziert, die fir die
katalytische Funktion verantwortlich sind. Das aus etwa 400-450 Aminosauren bestehende
Kernmotiv (Akerm) und die C-terminal lokalisierte Untereinheit (Asub), die circa 100
Aminosauren umfasst (Abbildung 1-10). Die beiden Einheiten werden mit einer kleinen
Schlaufe, der sogenannten Ainge-Region, flexibel miteinander verbunden (Drake et al. 2016;
Yonus et al. 2008). Auf diese Weise wird eine flexible Orientierung der beiden Untereinheiten
zueinander ermoglicht, welche einen wesentlichen Bestandteil des katalytischen
Mechanismus darstellt. Anhand verschiedener Kristallstrukturanalysen konnte ein Einblick
in den katalytischen Zyklus der A-Doménen gewonnen werden (Conti et al. 1997; Drake et

al. 2016; Lee et al. 2010; Reger et al. 2008; Reimer et al. 2016; Zettler and Mootz 2010).
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Abbildung 1-10: Struktur der A-Domine von FscC (PDB-Code: 6E60). Die Kern-Doméne ist in violett
und die Sub-Doméne in blau dargestellt. Der Ligand AMP ist in gelb gezeigt.

Ein Zyklus einer Adenylierungs-Reaktion beginnt mit einer ,offenen” Konformation.
Die beiden Untereinheiten orientieren sich voneinander weg, wodurch das aktive Zentrum
frei liegt. Dies ermoglicht die Bindung von ATP, Mg?* als auch des Substrates. Die Bindung
der Reaktionsbestandteile induziert wiederum die Rotation der Asub, welche infolgedessen
den Zugang zum katalytischen Zentrum verschliefit. Desweitern wird durch die Rotation das
fir die Adenylierung essenzielle Lysin zum aktiven Zentrum re-lokalisiert. Dieser streng
konservierte Lysin-Rest stabilisiert das Substrat und ATP und verhindert dadurch
insbesondere die Reaktion des hoch negativ geladenen Intermediates. Dieses Lysin bildet
somit eine Schliissel Komponente des katalytischen Zentrums (Osman et al. 2009). Nachdem
die Adenylierungsreaktion abgeschlossen ist, dreht sich die Asub-Einheit um etwa 140°. Dabei
wird das entstandene Pyrophosphat freigesetzt und es entsteht ein Zugang zur
Substratbindungstasche. Auflerdem induziert die Rotation der Asub die Relokalisation der T-
Domaine in Richtung der A-Domaine. Die so entstandene raumliche Niahe ermdglicht die
kovalente Bindung des Aminoacyl-Intermediat an den Ppant-Arm der T-Doméne fiir den
weiteren Reaktionsablauf der NRPS assemby line.

Neben dem schon erwéhnten fiir die Adenylierung essentiellen und somit streng
konservierten Lysinrest, wurden in A-Doménen weitere konservierte Bereiche identifiziert.
Die Aminosaurereste dieser konservierten Motive (Motif A1-A10) gewahrleistet die korrekte
Positionierung des Substrates im katalytischen Zentrum (Conti et al. 1997). Da sie nicht nur
die verlassliche Vorhersage der durch die A-Doméne aktivierten Substrate ermoglichen
(Challis et al. 2000; Kudo et al. 2019; Stachelhaus et al. 1999), sondern folglich auch

Riickschliisse auf das durch ein NRPS-System generiertes Produkt gewihren (Challis and
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Ravel 2000), werden diese Kernmotive auch als ,nicht-ribosomoler Code“ bezeichnet. Die
Nutzung dieser Erkenntnisse fiithrte schlielich zur Weiterentwicklung von den
Bioinformatischen Programmen, die heutzutage die Suche nach NRPS-Genclustern in silico
ermoglichen (Blin et al. 2019; Skinnider et al. 2015).

Inzwischen gibt es auch einige Beispiele fiir A-Doméanen, die eine geringere
Substratspezifitit aufweisen und verschiedene Monomere als Substrat akzeptieren. So ist
CahJ, die erste A-Doméne in der Synthese von Cahuitamycine, in der Lage entweder
Salicylsaure oder 6-Methyl-Salicylsdure in das Peptid zu integrieren (Tripathi et al. 2018).
Aber auch Substrate, die sich strukturell starker unterscheiden, wie Arginin und Tyrosin
konnen von einer einzelnen A-Domine akzeptiert werden (Kaljunen et al. 2015). Neuere
Studien zeigen auflerdem, dass C-Doménen Einfluss auf die Auswahl des Substrates seitens
der A-Domine haben konnen (Meyer et al. 2016). Des Weiteren kann die strukturelle Vielfalt
der in die Peptidkette integrierten Molekille mittels A-Doménen erhoht werden, die
sogenannte Hilfsdomanen enthalten und das aktivierte Substrate direkt modifizieren (Labby
et al. 2015).

In Bakterien ist die Funktionalitiat einiger A-Doménen von den sogenannten MbtH-
ahnlichen Proteinen (mbtH-like protein = MLP) abhangig (Felnagle et al. 2010; Herbst et al.
2013). Diese kleinen Hilfsproteine wurden aufgrund ihrer Ahnlichkeit dem mbtH-Gen im
Biosynthesegencluster des Siderophors Mycobactin in Mycobacterium tuberculosis benannt
(Quadri et al. 1998a). Die MLPs haben eine essentielle Bedeutung fiir die effiziente
Funktionalitat der A-Domaénen, indem sie eine korrekte Faltung der Doméne fordern, sowie
die Aktivitat und Stabilitat der Proteine steigern (Schomer and Thomas 2017; Wolpert et al.
2007). Auflerdem konnen innerhalb eines Genoms die MLP aus verschiedenen NRPS-
Genclustern gegenseitig komplementieren werden (Esquilin-Lebron et al. 2018). Vor kurzem
konnte durch eine Heterologe Expression von bakteriellen MLPs in Penicillium chrysogenum

die Produktivitat der fungalen NRPS erhohen werden (Zwahlen et al. 2019).

1.2.3. Thiolierungsdomane und Phosphopantetenyltransferasen

In der Regel folgt im Anschluss an die A-Doméne C-terminal eine Thiolierungs(T)-
Domane (Stachelhaus et al. 1996). Diese aus ca. 80-100 Aminosduren zusammengesetzte
Domane ist fiir die Translokation der Intermediate zu den katalytischen Reaktionszentren
wihrend der Peptidsynthese verantwortlich und wird daher oft auch als Peptidyl-Carrier-
Protein (PCP)-Domine bezeichnet. Sie weist eine grofle Ahnlichkeit mit den Acy/-Carrier-

Protein (ACP)-Dominen der Fettsidure- und der Polyketidesynthasen auf und besitzen wie
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diese keine eigenstindige katalytische Funktion. Auch ist diesen Trager-Doménen (engl.:
carrier domain) gemein, dass die Bindung der Intermediate iber den Kofaktor 4°-
Phosphopantethein (Ppant) erfolgt, welcher zuvor in einer posttranslationalen Reaktion
kovalent an die Doméanen gebunden wurde (Lambalot et al. 1996; Walsh et al. 1997).

Fir die Aktivierung des nach der Synthese zunéchst inaktiven NRPS-Enzymes (apo
Form) in die enzymatisch aktive Aolo-Form wird ein Phosphopantetheinrest von Coenzym A
(CoA) mithilfe einer 4°-Phosphopantetheinyl-Transferase (PPTase) auf ein hochkonserviertes
Serin in den T-Doménen iibertragen (Beld et al. 2014; Mootz et al. 2001). In der durch die
PPTase katalysierten Reaktion greift die Hydroxylgruppe des Serinrests zunéchst die f3-
Phosphatgruppe von CoA an. Im Anschluss wird der Ppant-Arm iibertragen und dabei das
3',5'-Adenosindiphosphat (3',5'-ADP) freigesetzt (

Abbildung 1-11).

NH,
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Abbildung 1-11: Phosphopantethenylierung der T-Doméne durch die PPTase. In der Mg?*-abhéngigen
Reaktion katalysiert die PPTase den nukleophilen Angriff der Serinseitenkette auf die p-
Phosphatgruppe von Coenzym A.

Die Anzahl der identifizierten PPTasen ist in den meisten Mikroorganismen deutlich
geringer als die Anzahl der zu modifizierenden multimodularen Synthasen, was auf eine
geringe Sperzifitit der PPTasen gegeniiber den Triger-Doménen hindeutet. So wurde
beispielsweise in A. nidulans fir NpgA eine Beteiligung an der Bildung von Siderophoren
sowie von Pigmenten nachgewiesen (Kim et al. 2015; Oberegger et al. 2003). In Bacillus subtilis
erkennt die Acyl carrier protein synthase (AcpS) spezifisch die ACPs der Fettsduresynthese
des primédren Metabolismus (Mootz et al. 2001) wahrend das an der Synthese von Surfactin
beteiligte Sfp eine Vielzahl an Trager-Doménen toleriert (Quadri et al. 1998b; Yang et al. 2017).
Einige der PPTasen sind nicht nur in der Lage eine Vielzahl von Tréger-Doménen zu
modifizieren sondern auch zahlreiche CoA-Derivate zu ibertragen (Wang et al. 2016b).

Inzwischen werden PPTasen nicht nur bei der Analyse von Carrier Proteinen verwenden,



17 Einleitung

sondern finden auch Anwendung als molekularbiologische Werkzeug (La Clair et al. 2004;
Song et al. 2018).

Die Struktur von isolierten T-Domanen lasst sich aufgrund ihrer relativ geringen Grofie
gut mittels NMR-Spektroskopie in Losung untersuchen (Haslinger et al. 2015; Koglin et al.
2006; Weber et al. 2000). Die Untersuchungen zeigen, dass die T-Doménen aus vier a-Helices
zusammengesetzt sind, die sich als Biindel falten (Abbildung 1-12) (Haslinger et al. 2015;
Jaremko et al. 2015). Dabei verlaufen die Helix 1 und 2 meist parallel zueinander und stellt die
Riickseite der Doméne dar. Sie sind in der Regel langer als die Helices 3 und 4, welche oftmals
gegen die beiden ersten Helices ausgerichtet sind. Die zweite Helix tragt am N-Terminus das
GxxS-Kernmotiv, an dem die posttranslationale Modifikation des Serins durch die PPTase
stattfindet (Stein et al. 1996). Die zweite Helix verkorpert aulerdem zusammen mit der
Schleife, die die erste und zweite Helix verbindet und der dritten Helix die
Hauptinteraktionsflaiche mit den verschiedenen katalytischen Zentren, wie den A-, C-, TE-,
E-, F-Dominen aber auch mit autonomen Modifikationsenzymen wie den PPTasen oder

Cytochrom P450 Enzymen (Harden and Frueh 2017; Jaremko et al. 2015; Jaremko et al. 2017).

Abbildung 1-12: Struktur der ersten T-Domine (apo-Form) von der Yersiniabactin Synthetase
(PDB-Code: 5U3H).

Jedoch ist bis heute noch nicht geklart auf welche Weise die T-Domianen die
Intermediate zwischen den Reaktionszentren transportieren. Zu Beginn der strukturellen
Analysen wurde postuliert, dass die Translokation auf eine von der Ladung abhéngigen
Konformationsanderung (A-, A/H und H-Zustand) zuriickgeht. Aktuelle Studien deuten

allerdings auf eine statische Struktur der T-Doménen hin (Izore and Cryle 2018).

1.2.4. Kondensierungsdoméane

Zwischen zwei Einheiten bestehend aus A- und T-Doménen befindet sich in der Regel

die Kondensations(C)-Doménen (engl.=condensation), die die Peptidbildung von zwei
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Substraten miteinander katalysiert (Stachelhaus et al. 1998). Sie bestehen aus ungefahr 450
Aminosdauren und koénnen aufgrund &hnlicher Sequenzmotive der Superfamilie der
Chloramphenicol-Acetyltransferasen (CAT) zugeordnet werden. Besondere Aufmerksamkeit
erregte bei den Sequenzanalysen der C-Doménen das konservierte HHxxxDG-Motiv, welches
in den CAT eine essentielle Rolle in der Verniipfung der Substrate einnimmt, indem es den
nucleophilen Angriff und somit den Transfer des Substrates fordert. Mutationsstudien des
HHxxxDG-Motives der C-Doménen fithrten zu kontroversen Ergebnissen. So wurde durch
die Mutation des zweiten Histidins in verschiedenen Untersuchungen das Enzym inaktiviert
(Bergendahl et al. 2002; Gaudelli et al. 2015; Stachelhaus et al. 1998), in anderen Studien
hingegen behielt das Enzym nach Mutationen in dem Motiv im Wesentlichen seine Aktivitat
(Keating et al. 2002; Marshall et al. 2002; Roche and Walsh 2003; Samel et al. 2007). Inzwischen
wird vermutet, dass das HHxxxDG-Motiv eine entscheidende Rolle bei der korrekten
Positionierung der a-Amingruppe bei der Verkniipfung durch die C-Domaéne spielt (Bloudoff
et al. 2016).

Anhand der Kristallstrukturen von alleinstehenden C-Doménen (Keating et al 2002)
oder mit benachbarten Doméanen (Samel 2007) wurde die Faltung der C-Doméne aufgeklart.
Die beiden Subdoméanen bilden eine V-férmige Struktur, welche an der Basis durch einen o-
helikalen Linker verbunden ist. Nahe des Linkers zwischen den beiden Subdoménen befindet
sich die aktive Stelle mit dem konservierten HHxxxDG-Motiv. Zwischen den beiden
Untereinheiten bildet sich ein Kanal, den die Pantetheinarme der beiden T-Doméne jeweils
von einer Seite durchqueren miissen, um die Substrate zum aktiven Zentrum zu bringen.
Dabei wird zwischen einer Spender und Akzeptor-Seite unterschieden (Belshaw et al. 1999).

Das Peptidyl-Intermediat wird von einer N-terminal gelegenen T-Domaine auf das C-
terminal an der T-Doméne gebundene Monosubstrat iibertragen. Fiir diesen Prozess greift die
a-Amingruppe des downstream gebundenen Aminoacylrests die Thioesterbindung zwischen
dem Peptidylrest und der T-Doméane an. Die somit entstandene verldngerte Peptidkette bleibt
an der downstream T-Doméne gebunden und die upstream gelegene T-Doméne kann erneut

beladen werden.
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Abbildung 1-13: Durch die C-Doméne katalysierte Peptidbindungsreaktion. Die an die T-Doméinen
gebundenen Substrate werden iiber die Spender und Akzeptor-Seite zum katalytischen Zentrum der
C-Doméne transportiert. Dort erfolgt der Angriff der Aminogruppe des Nukleophils auf die
Thioesterbindung des Elektrophils. Die verlangerte Peptidkette wird schlie8lich zu einer weiteren
katalytischen Doméne geleitet, wihrend die #o/o-T-Doméne erneut beladen werden kann.

Obwohl die meisten A-Doménen durch die spezifische Selektion der Substrate den
Autfbau der Peptidkette bestimmen, konnen auch die C-Doménen eine hohe Substratspezifitat
aufweisen und die Biosynthese des Peptides kontrollieren (Belshaw et al. 1999; Bloudoff et al.
2016; Kraas et al. 2012; Linne and Marahiel 2000; Rausch et al. 2007).

In Pilzen erfolgt die Freisetzung makrozyklischer NRPs wie z.B. bei der Biosynthese von
Cyclosporin durch eine C-Domine, anstelle der typischerweise in bakteriellen NRPS
gefunden TE-Doméne (vergl. Kapitel 1.2.5.1) (Gao et al. 2012). Diese als Ct bezeichneten
Doménen dhneln in ihrer strukturellen Komposition den kanonischen C-Doménen (Zhang et
al. 2016). Neben einer allgemein kompakteren Struktur ist der Verschluss der Bindetasche fiir
das Akzeptor-Molekiil das wesentlichste Unterscheidungsmerkmal. Wie andere C-Doménen
sind auch Ct-Doménen auf die fiir die Prasentation der Peptidyl-Kette durch die T-Doméne
angewiesen. Biochemische Studien der Ct-Doménen haben gezeigt, dass die intramolekulare
ZyKklisierung an dem an der T-Doméane gebundenen Aminoacyl-Intermediat stattfindet (Gao

et al. 2012; Parkinson et al. 2018).

1.2.5. Optionale Doménen

Die Strukturdiversitat der NRPs beruht aber nicht nur auf diesen drei Doméanen sondern
stiitzt sich auf eine Reihe weiterer Doménen. Diese sogenannten Hilfsdoménen (engi:
auxiliary domains) konnen in dem jeweiligen Modul zwischen zwei Doménen liegen, in eine
andere Doméne eingebettet sein, den C-Terminus der NRPS bilden oder als eigenstdandiges
Protein freistehend vorliegen. So vielfaltig wie ihre Lage in den NRPS-Systemen sind auch
ihre Funktionen. In den folgenden Kapiteln werden einige der haufiger vorkommenden

Hilfsdominen beschrieben.
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1.2.5.1. Thioesterase-Domane

In vielen Fillen beendet eine am C-Terminus des letzten Moduls gelegene
Thioesterase(TE)-Doméne die Biosynthese des NRP, indem sie die Freisetzung des Peptides
von der NRPS-Maschinerie katalysiert. Dabei werden zwei Arten von Thioesterasen
unterschieden. Die im letzten Modul des NRPS Enzym integrierten TE-Doménen (Typ I), die
die Abspaltung des fertigen Peptides von dem Enzym katalysieren und die im Gencluster der
NRPS kodierten aber ansonsten alleinstehenden Thioesterasen (Typ II). Der zweite Typ an
Thioesterasen kann eine Reihe der NRPS-Prozesse beeinflussen (Kotowska and Pawlik 2014),
und wie der Typ I fiir die Freisetzung von Produkten verantwortlich sein (Matsuda et al. 2019).
Der Typ II wirkt allerdings iiberwiegend als ein Reparatur-Mechanismus, der fiir die
Erkennung und Regeneration von falsch beladenen T-Doménen verantwortlich ist (Koglin et
al. 2008; Schwarzer et al. 2002; Yeh et al. 2004).

Die geringe Selektivitat einiger PPTasen wie Sfp kann zu einer Fehlbeladung der T-
Domianen wéhrend der posttranslationalen Modifikation fithren, da grofle Mengen des
Coenzyms A in einer Zelle acetyliert vorliegen konnen (Leonardi et al. 2005). Folglich steht
die Thiolgruppe des Ppant-Arms nicht fiir die Aufnahme einer Aminosaure zur Verfiigung
und muss durch Hydrolyse freigesetzt werden. Die Bindung eines falschen Monomers an den
Ppant Arm kann infolge der Selektion anschlieBender Domanen ebenfalls zu einer Stagnation
der NRPS-Maschinerie fithren. Auch in diesem Fall hydrolysieren die Tpy II Enzyme den
Thioester und geben die T-Doménen bzw. Ppant-Kofaktoren wieder fiir die Aufnahme einer
korrekten Aminosaure frei.

Die etwa 200-250 AS langen Thioesterasen-Doméanen gehdren gemeinsam mit den
Serinproteasen, den Lipasen und Esterasen zu der Familie der o/B-Hydrolasen. Die Faltung
wurde mittlerweile anhand Kristallstruktur von sowohl isolierten Thioesterasen des Typ I
(Bruner et al. 2002; Samel et al. 2006) und Typ II (Koglin et al. 2008) als auch von TE-Doménen
im Verband mit ihrem Modul (Frueh et al. 2008; Miller et al. 2016; Tanovic et al. 2008)
bestimmt. Sie weisen ein zentrales B-Faltblatt auf, welches aus sieben Strangen besteht. Im
Vergleich zu anderen Mitgliedern der o / f-Hydrolase-Familie (Holmquist 2000), fehlt den
NRPS TE-Doménen der erste N-terminale B-Strang. Sechs der B-Faltblatt-Striange sind parallel
zueinander angeordnet und der verbleibende Strang ist antiparallel. Auf diese Weise entsteht
ein zentrales B-Faltblatt, das von o-Helices umgeben ist. Die so gebildete schiisselférmige
Struktur wird von einer Art Deckel abgeschlossen, welche aus weiteren zwei bzw. drei Helices
besteht. Anhand der Kristallstruktur der TE-Doméane in dem SfrA-C Modul der Surfactin

Synthetase aus Bacillus subtilis wurden zwei unterschiedliche Konformationen in den beiden
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Molekiilen in der asymmetrischen Einheit fiir die Deckelstruktur beobachtet (Bruner et al.
2002) und als offen bzw. geschlossen bezeichnet (Abbildung 1-14). NMR-Studien und
Kristallstrukturanalysen des Terminationsmoduls der Enterobactin-Synthetase EntF stiitzten
die Theorie der flexiblen Gestaltung der Deckelstruktur und gaben einen Einblick in die
Interaktion der T-TE-Domaénen (Frueh et al. 2008; Liu et al. 2011). Die Studien zeigten, dass
der Ppant-Arm bei gedffneter Konformation in die schiisselartige Struktur der TE-Doméne
eindringt, sodass die katalytischen Zentren in rdumliche Niahe kommen. Der nucleophile

Angriff durch externe Molekiile wird durch schlieflen des Deckels verhindert.

Abbildung 1-14: Struktur der TE-Doméne von SrfAC in A) der offen und B) geschlossenen Form (PCB-
Code:1JMK)

Das biologisch aktive Zentrum der TE-Domianen besitzt eine katalytische Triade aus
einem Serin in einem konservierten GxSxG-Motiv, einem Histidin und einem Aspartat. In
seltenen Féllen ist statt eines Serin ein Cystein als Nucleophil in der Triade zu finden. Da in
Mutationsstudien an den TE-Doménen der Sulfazecin-Synthase und Obafluorin-Synthase das
Cystein essentielle fiir die Bildung des p-Lactom-Rings war, wurde vermutet, dass es
spezifisch fiir die Bildung dieser Ringsysteme ist (Oliver et al. 2018; Schaffer et al. 2017).

Unabhéangig von der Aminoséure fithrt die katalytische Triade infolge der Polarisierung
der Seitenkette des Serins (Cysteins) zu der Bildung eines reaktiven Oxyanion. Die
Stabilisierung dieses Ubergangszustand seitens eines aus dem Amidruckgrat der
Bindungstasche gebildeten = Oxyanion-Lochs, konnte anhand der strukturelle
Charakterisierung der TE-Doméne von Fengycin nachgewiesen werden (Samel et al. 2006).
Der eigentliche Freisetzung-Prozess beginnt, indem das Oxyanion die Thioester-Verbindung
der terminalen Peptidyl-T-Domaéne angreift und das Peptid auf diese Weise als Acyl-Oxoester
kovalent an die TE-Doméne bindet (Abbildung 1-15) (Du and Lou 2010). Im Anschluss erfolgt
durch Hydrolyse oder Makrozyklisierung die Abspaltung des Peptides. Hierbei ist ein
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nukleophiler Angriff durch ein Wassermolekiil wodurch dem ein lineares Produkt resultiert
wie beispielsweise bei der Freisetzung von Vancomycin (Hubbard and Walsh 2003) oder
Feglymicin (Gonsior et al. 2015) eher selten. Ublicher ist eine intramolekularer Angriff durch
ein Amin (vom N-terminus oder einer der Seitenketten des Oligopeptides) oder durch eine

Hydroxyl-Gruppe (von der Seitenkette des Oligopeptides). Dabei kommt es zu einer

Makrozyklisierung oder einer verzweigten Zyklisierung (Abbildung 1-15).
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Abbildung 1-15: Schematische Darstellung der durch die TE-Doméne katalysierten Reaktionen.
Ubertragung des Oligopeptides und anschlie8ende Produktfreisetzng tiber (1) Hydrolyse mit Wasser,
(2) Makrozyklisierung oder (3) verzweigte Zyklisierung.

Die TE-Doménen von NRPS haben iiberwiegend eine sehr geringe Substratselektivitat
und vollziehen die Freisetzung der Peptide trotz kleiner Veranderungen in den Strukturen der
Oligopeptide (Horsman et al. 2016). Bei Modifikationen, die kurz vor der Freisetzung an den
terminalen T-Domé&nen durchgefithrt werden, agieren die TE-Doménen jedoch als
Kontrollmechanismus. So werden beispielsweise Nocaridicin und Pyochelin bei fehlendem
B-lactam Ringschluss bzw. fehlender Methylierung nicht von der NRPS-Maschinerie
freigesetzt (Gaudelli and Townsend 2014; Patel and Walsh 2001) und die Aktivitat der
Teicoplanin TE-Domane wird bei fehlenden Ringschliissen des Intermediates stark gehemmt
(Peschke et al. 2018). Eine weitere Alternative zur Freisetzung der NRP bilden Reduktase(R)-
Domainen, die das lineare Peptid bei der Abspaltung zu einem Aldehyd oder primarem

Alkohol reduzieren.

1.2.5.2. Reduktase

Eine ebenfalls in NRPS-System prominente Strategie zur Produktfreisetzung wird tiber
die Reduktase(R)-Domianen vermittelt. Wie die TE- oder Ct-Doménen befinden sich auch die
fir die Abspaltung des NRP verantwortlichen R-Doménen als letzte C-terminale Doméne in
dem Terminationsmodul, wie beispielsweise in dem an der Biosynthese von Myxochelin A

beteiligten MxcG aus Stigmatella aurantiaca (Li et al. 2008b) oder der Saframycin-A-Synthase
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aus Streptomyces lavendulae (Li et al. 2008a; Peng et al. 2012). Bei der Freisetzung werden die
kovalent an den T-Doménen gebundenen Peptidylthioester durch eine zwei- oder vier-
Elektronen-Reduktion zu freien Aldehyden bzw. primaren Alkoholen reduziert (Du and Lou
2010; Manavalan et al. 2010). Dabei sind sie nicht zwangsldaufig an die Bereitstellung der
Intermediate durch die T-Doméne angewiesen (Chhabra et al. 2012; Read and Walsh 2007).
Die strukturelle Charakterisierung der NAD(P)H-abhangigen R-Doménen offenbarte
eine Untergliederung in zwei Untereinheiten (Chhabra et al. 2012; Kinatukara et al. 2016;
Wyatt et al. 2012). Der etwa 280 Aminosduren lange N-terminale Teil der R-Doméne zeichnet
sich durch eine Rossmann-Falte mit einem konservierten NAD(P)H-Bindemotiv (TGxxGxxG)
aus und der aus ca. 150 Aminosduren bestehende C-terminale Teil ist fiir die Erkennung und
korrekte Positionierung der Substrate verantwortlich. Anhand der strukturellen Organisation
lassen sich die R-Doméen der Proteinfamilie der Kurzketten-Dehydrogenasen/Reduktasen
(short-chain dehydrogenase/reductases = SDR) zuordnen (Kavanagh et al. 2008), obwohl der
kinetischen Parameter nicht dem typischen Reaktionsablauf dieser Enzymgruppe entspricht

(Haque et al. 2014).

1.25.3. Epimerisierungsdominen

Die Mehrheit der durch NRPS assemblierten Naturstoffe enthélt p-konfigurierte
Aminosauren, die eine Reihe von biologischen Eigenschaften beeinflussen, wie z.B. den
proteolytischen Abbau der Peptide hemmen (Genchi 2017). Nur in wenigen Fallen wird die
p-Aminosaure direkt durch eine A-Doméne aktiviert (Hoffmann et al. 1994). Meist wird die
Stereometrie der Aminosiure nach der Ubertragung an die T-Doméne von intramodularen
Epimerisierung (E)-Doméane umgewandelt, die zwischen der T- und der C-Doméne verankert
sind (Hai et al. 2019). Diese etwa 400 Aminosiduren umfassenden Doménen finden sich
beispielweise in den NRPS-Systemen von Surfactin oder Gramicidin S (Kraas et al. 2010; Stein
et al. 1995).

Strukturell sind E-Doméanen eng mit den C-Doménen verwandt. Wie am Beispiel von
TycA, dem Initiationsmodul der Tyrodidin-Synthase und GrsA gezeigt wurde, bilden die
beiden Untereinheiten wie auch die C-Domidnen ein V-férmiges Pseudodimer mit einem
Tunnel durch den die T-Doméne das Substrat zum katalytischen Zentrum bringt (Chen et al.
2016; Keating et al. 2002; Samel et al. 2014). Die katalytische Funktion ist ebenfalls von einem
hochkonservierten Hisitdin-Rest in einem HHxxxD-Motiv aber auch von einer konservierten

Glutaminsédure abhédngig (Kim et al. 2019; Stachelhaus and Walsh 2000).
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Neben den reinen E-Doméinen gibt es auch duale C/E-Dominen, die aufler der
Peptidbindung auch noch eine stereoisomerische Transformation katalysieren konnen. Sie
ersetzen im jeweiligen Modul die C-Doméne und besitzen ein zweites HHxxxD-Motiv
(Balibar et al. 2005; Rausch et al. 2007). Vor kurzem konnte fiir die TE-Doménen in der
Nacardicin-Synthase ebenfalls eine intrinsische Epimierisierungsaktivitit nachgewiesen
werden, obwohl sie die typische strukturelle Organisation einer TE-Doméne aufweist (vergl.

Kapitel 1.2.5.1) (Patel et al. 2019).

1.25.4.  Methylierungsdomanen

Eine weiter haufig vorkommende Modifikation sind Methylierungen der NRP, die unter
anderem die Bioverfiigbarkeit des Pepitides steigern und die proteolytische Suszeptibilitat
senken. Die in NRP vorkommenden N-, O- oder S-Methylierungen werden meist von in
sogenannten unterbrochenen A-Doménen integrierten Methylierungs(MT)-Doménen
katalysiert. Diese MT-Doménen sind haufig zwischen dem A8 und A9 Motiv der Asub-
Domaéne (Patel and Walsh 2001), aber auch zwischen dem A2 und A3 Motiv der Akern-Doméne
(Al-Mestarihi et al. 2014; Huang et al. 2018) lokalisiert. Mutationssexperimente haben gezeigt,
dass ein Austausch von MT-Doménen zwischen verschiedenen Enzymen trotz geringer
Homologien moglich ist (Mori et al. 2018). Auch die Herstellung einer ununterbrochenen,
funktionalen A-Domine durch die Deletion MT-Doméne (Shrestha and Garneau-Tsodikova
2016) sowie die gegenteilige Integration einer MT-Domaéne in eine zuvor kontinuierlichen A-

Domaine wurde anhand von verschiedenen Studien nachgewiesen (Lundy et al. 2019).

1.2.6. Modifikationen von NRPS

Wie schon bevor erwdhnt macht der modulare Aufbau und die meist autonome
Funktion der einzelnen Dominen bzw. Module die NRPS-Systeme zu potentiell
programmierbaren Synthese-Maschinerien. So ist es theoretisch durchaus vorstellbar, aus
einzelnen Doménen ein v6llig neues Enzym zu konstruieren, das die gewiinschte Struktur mit
einer definierten Lange synthetisiert. Allerdings stellt schon die Synthese von veranderten
Peptiden eine Herausforderung dar, da zwar die Doméanen strukturell und biochemisch gut
untersucht sind, die Mechanismen und Interaktionen, die hinter den komplexen Synthesen
stehen noch nicht ausreichend aufgeklart sind. So konnten zwar alternative Produkte fiir den
Austausch der A-Doméne in dem Initierungs- bzw. dem Terminationsmodul der Surfactin
Synthase detektiert werden, jedoch in sehr geringen Mengen im Vergleich mit dem Original

(Schneider et al. 1998; Stachelhaus et al. 1995). Um die intramodularen Interaktionen der
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Dominen nicht zu beeinflussen wurden auch Einheiten aus zwei Doménen (A-T bzw. C-A)
oder kompletten Modulen (C-A-T) ausgewechselt. Die geschieht meist mit drastisch
reduzierten Ausbeuten des modifizierten Produktes (Calcott et al. 2014). Eines der
erfolgreicheren Beispiele ist die Substitution der dptD Module aus der Biosynthese von
Daptomycin mit Modulen aus verwandten Lipopeptid-Synthasen. Die Ausbeute der durch die
Hybrid-Enzyme gebildeten Produkte lag bei maximal etwa 50% (Miao et al. 2006; Nguyen et
al. 2006). Sehr erfolgreich war hingegen der Austausch von A-T-C-Modulen, die als XU-
Einheit (eXchange Unif) bezeichnet wurde (Bozhiiyiik et al. 2018). Bei diesem Austausch muss
jedoch die Substratspezifitat der downstream gelegenen C-Domane beachtet werden.

Die Identifizierung des nicht-ribosomalen-codes und die Aufklarung der Struktur der
A-Doménen (s. Kapitel 1.2.2) eroffnete die Moglichkeit Untereinheiten oder einzelne
Aminosauren in der Bindetasche von A-Dominen zu modifizieren und so die Spezifitit zu
beeinflussen ohne intramodularen Interaktionsflachen der A-Doméne mit anderen Domanen
zu verdndern (Stanisic and Kries 2019). Auch diese Strategien wurden durch mehrere Studien
bestitigt, ohne jedoch das Problem der reduzierten Produktausbeute zu tiberwinden. (Kries

2016; Niquille et al. 2018; Villiers and Hollfelder 2011).

1.3.Nichtribosomale Peptidsynthetase-ahnliche Enzyme

NRPS-ahnliche Enzyme bestehen, im Gegensatz zu den meistens sehr komplexen NRPS-
Systemen nur aus einem einzigen Modul, welches drei Doménen beinhaltet. Das
Hauptunterscheidungsmerkmal ist jedoch das Fehlen einer C-Doméne und folglich die
Fahigkeit Peptidbindungen zu generieren. Anstatt der C-Domaine ist in NRPS-dhnlichen
Proteinen am C-Terminus entweder eine TE-Doméne oder eine R-Doméne prisent, die

sowohl die enzymatische Funktion als auch die Freisetzung des Produktes iibernehmen.

1.3.1. NRPS-ahnliche Carboxylsaure Reduktasen

NRPS-éhnliche Enzyme mit einer C-terminalen R-Doméne katalysieren ATP und
NADPH-abhingig die Umwandlung von Carbonsduren zu ihren zugehorigen Aldehyden
(vergl. Kapitel 1.2.5.2). So zeigen Deletionsexperimente in Aspergillus flavus, dass LnaA und
LnbA die Reduktion von Tyrosin katalysieren (Forseth et al. 2013). In Stachybotyrys bisbyi
reduziert StbB, als letzten Schritt in der Ilicicolin B Synthese, die Grifolsaure (Li et al. 2016).
Das Gen ATEG_03630 kodiert fiir ein NRPS-ahnliches Enzym, welches fiir die Reduktion von
5-Methyl-Orsellinsdure in A. terreus verantwortlich ist (Wang et al. 2014; Wang and Zhao



Einleitung 26

2014). Strukturell weisen NRPS-dhnliche mit einer A-T-R Architektur eine grofle Ahnlichkeit
mit den Carbonsaure Reduktasen (ccarboxylic acid reductase; CAR) auf, die ebenfalls eine A-
T-R Struktur besitzen (Gahloth et al. 2017; Venkitasubramanian et al. 2007; Winkler 2018).
Sequenzvergleiche von R-Dominen aus NRPS-System mit CAR ergaben Ahnlichkeit von 30-
50 % (Stothard 2000). Dabei ist zu beachten, dass die iiberwiegende Mehrheit der CARs aus
Actinobakterien stammt, die sich stark von pilzlichen CARs unterscheiden und einer eigenen
Untergruppe zugeordnet werden (Horvat et al. 2019; Stolterfoht et al. 2018). Wahrscheinlich
bilden die NRPS-ahnlichen Enzyme mit der A-T-R Struktur einen Teil der CAR’s. So wurden
beispielsweise StbB und ATEG_03630 in neueren Ubersichtsartikeln dem Typ II der CAR’s
zugeordnet (Butler and Kunjapur 2020; Derrington et al. 2019).

1.3.2. NRPS-dhnliche Enzyme mit einer A-T-TE Architektur

Von NRPS-dhnlichen Proteinen mit einer A-T-TE Strukturen sind bisher nur Vertreter
bekannt, die aromatische o-Ketosauren als Substrat nutzen. Auch bei diesen Enzymen wird
das Substrat spezifisch durch die A-Doméne erkannt und unter ATP-Verbrauch aktiviert
(Abbildung 1-16). Das Anhydrid wird an die T-Doméne weitergereicht und als Thioester
durch den Schwefel des Phosphopantetheinarms gebunden. Im Gegensatz zu NRPS tibertragt
die T-Domaine in NRPS-ahnlichen Enzymen das zuerst gebundene Substrat weiter an die TE-
Domaéne, an der es als Ester gebunden wird. Durch Mutationen in der TE-Domane von TdiA
(Aspergillus nidulans), dem ersten charakterisierten Vertreter mit einer A-T-TE Architektur,
wurde nachgewiesen, dass das erste Indolpyruvat von dem Serin 774 aufgenommen wird
(Balibar et al. 2007; Bok et al. 2006). Eine zweite Ketosdure wird anschlieBend von der A-
Domine aktiviert und an die T-Domiane ibertragen (Abbildung 1-16). Die zwei
Substratmolekiile werden von der TE-Domaéne miteinander verbunden und letztlich von dem

Enzym freigesetzt.
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Abbildung 1-16:Schematische Darstellung des Reaktionsweges von NRPS-dhnlichen Enzymen. Die A-
Doméne aktiviert unter ATP-Verbrauch eine a-Ketosaure (1) und tibertragt sie auf die T-Domaéne (2).
Vor dort wird die Sdure auf die TE-Doméne iibertragen (3). Eine weitere a-Ketosaure mit dem gleichen
Rest wie die erste wird von der A-Doméne aktiviert (4) und an die T-Doméne gebunden (5). Die TE-
Domaéne katalysiert die Verkniipfung der beiden Sduren und die Zyklisierung und setzt schlieflich
das Produkt frei (6). Abhéngig von der TE-Doméne koénnen dabei unterschiedliche Ringsysteme
gebildet werden (7). R=Phenyl-, 4-Hydroxyphenyl oder Indol-Rest.

Die meisten der bisher beschriebenen Vertreter der NRPS-dhnlichen Enzyme sind an
der Biosynthese von Quinonen beteiligt. Dazu gehoren neben TdiA, das Indolylpyruvat als
Substrat verwendet, die Atromentin-Synthasen Gre A aus Suillus grevillei (Wackler et al.
2012), InvA1, InvA2 und InvA5 aus Paxillus involutus (Braesel et al. 2015) und AtrA aus dem
Basidomyceten 7apinella panuoides (Schneider et al. 2008), sowie die fiir die Biosynthese von
Polyporsiaure verantwortliche EchA aus Streptomyces sp. LZ35 (Zhu et al. 2014). Im Fall der
Bildung eines Quinones erfolgt die Bindung der Substrate iiber eine doppelte Claisen-
Kondensation, die zur Bildung zweier C-C-Bindungen fiithrt (Balibar et al. 2007; Schneider et
al. 2007). Des Weiteren konnten mit der Ralfuranon-Synthase (RalA) aus Ralsfonia
solanacearum (Wackler et al. 2011) und dem fiir die Biosynthese von Micorperfuranon
beteiligte MicA aus Aspgergillus nidulans (Yeh et al. 2012) zwei Furanon Synthasen
identifiziert werden, die eine C-C und eine C-O-Bindung katalysieren.

Im Genom von A. ferreus wurden fiinf NRPS-dhnliche Gene mit einer TE-Domaéne
identifiziert (Guo and Wang 2014). Anhand von Deletionsstudien konnten mit BtyA und
ApvA, die die Grundgeriiste der Butyrolactone bzw. Aspulvinon synthetisieren, zwei weitere
Furanone-Synthasen identifiziert werden. AtqA wurde als eine weitere Bisindolyl-
benzochinonesynthetase identifiziert (Guo et al. 2013a). Die Deletion von MelA fiithrte zu
einer Storung in der Pigmentsynthese in den Sporen, das Produkt von MelA blieb jedoch

unbekannt.
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Abbildung 1-17: Beispiele fiir Sekundirmetabolite aus Pilzen, deren Grundstrukturen auf die
Biosynthese durch NRPS-dhnliche Enzyme zuriickzufiihren sind.

Trotz inzwischen einiger charakterisierter Enzyme wurde der genaue Mechanismus fiir
die Bildung des Ringes durch die TE-Domiane bisher nicht aufgeklart. Braesel et al (2015)
stellte die These auf, dass eine katalytische Triade also eine Dreiergruppe aus einem Serin,
Asparagin und einem Histidin fiir die Bildung von Quinone zustandig ist. Dabei sollte das
Asparagine von einer aliphatischen Aminosaure und zwei Prolinen befolgt werden. Bei der
Bildung von einer Struktur mit einem Furanonkern sollte das Asparagin mit einer

Asparaginsdure getauscht sein.

1.4.Prenyltransferasen

Prenyltransferasen katalysieren die Ubertragung von unterschiedlichen aktivierten
Terpeneinheiten auf eine Vielzahl verschiedener Akzeptoren. Die von diesen Enzymen
verwendeten  Prenyl-Einheiten = werden letztendlich aus den  C5-Bausteinen
Isopentenyldiphosphat (IPP) und Dimenthylallyldiphosphat (DMAPP) gebildet und stammen
je nach Organismus aus dem Mevalonat- oder dem Methylerythritolphosphatweg. Der
Transfer einer Prenyleinheit beginnt immer mit der Abspaltung des Diphosphats von dem
Prenyldonor, wodurch ein reaktives Carbeniumion entsteht. Dieses greift anschlieffend

elektrophil das Akzeptor Substrat an. Je nach Lokalisation der positiven Ladung kann die
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Prenyl-Einheit regular iber das C-1 oder revers iiber das C-3 Atom gebunden werden

(Abbildung 1-18).
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Abbildung 1-18: Regulire und reverse Prenylierung am Beispiel von DMAPP. Ar = beliebiger Aromat

Die Prenyltransferasen tragen zur Diversitat und biologischen Aktivitat der Molekiile
bei und bilden somit eine wichtige Enzymklasse im Priméar- und Sekunddrmetabolismus der
Organismen (Winkelblech et al. 2015a). Die Prenyltransferasen werden im Hinblick auf ihre
Akzeptormolekiile in drei grofie Gruppen eingeteilt.

Die Isoprenyldiphosphatsynthasen (IPPS) verkniipfen die Isomere DMAPP und IPP
zunéchst zu Geranyldiphosphat (GPP, C10), welches durch fortlaufender Kondensation mit
den IPP zu langgliedrigen Ketten, wie beispielsweise Farnesyldiphosphat (FPP, C15) und
Geranlygeranyldiphosphat (GGPP, C20) verlangert wird. Die magnesiumabhangigen Enzyme
lassen sich gemaf; der Konfiguration ihrer Produkte in cis- und frans-IPPS einteilen (Nagel et
al 2018).

Die durch die IPPS synthetisierten Isoprenyl-Einheiten (oftmals FPP oder GGPP) dienen
wiederum von der Gruppe der Proteinprenyltransferasen zur posttranslationalen
Modifikation von Proteinen. Dabei wird die Prenyleinheit auf das Schwefelatom eines
Cysteins im C-terminalen Bereich des Proteins tibertragen und ermoglicht so die Integration
von zuvor hydrophilen Proteinen in die Zellmembran (Nguyen et al 2010). Diese Art an
Prenylierung findet sich an Ras-, Rab- und anderen GTP-bindenden Proteinen und
Proteinkinasen, die hdufig an der Signalweiterleitung in Zellen verantwortlich sind.

Die dritte Gruppe bilden die aromatischen Prenyltransferasen, mit denen im Rahmen
dieser Arbeit gearbeitet wurde. Deshalb wird auf diese Gruppe nachfolgend néher

eingegangen.

1.4.1. Aromatische Prenyltransferasen

Aromatische PTasen Kkatalysieren den Transfer von Prenyl-Gruppen auf ein
aromatisches Akzeptormolekiil, wobei vor allem DMAPP aber auch GPP und FPP als Prenyl-
Donoren verwendet werden. In der Regel finden die Prenylierungen an den Kohlenstoff- oder
Stickstoffatomen der Aromaten statt. Es gibt aber auch Beispiele fiir Prenylierungen an

aromatisch gebundenen Hydroxy- oder Thiolgruppen (Rudolf and Poulter 2013; Wunsch et
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al. 2015). Im Vergleich zu ihrem nicht prenylierten Vorlaufer wird infolge des lipophileren
Charakters zumeist die biologische Aktivitat der prenylierten Substanz gesteigert (Elshahawi
et al. 2017; Wollinsky et al. 2012). Ferner dienen die Prenyl-Ketten als Angriffspunkte fiir
zusétzliche Modifikationen wie Oxidationen, Zyklisierungen oder Acetylierungen (Liu et al.
2016; Raju et al. 2011; Tagami et al. 2014).

Die Vielfalt der aromatischen Akzeptoren und deren verschiedene Prenylierungs-
positionen fithren auch zu einer breiten Heterogenitiat der aromatischen PTasen selbst. So
konnen sie diverse Bindemotive aufweisen, ihre katalytische Aktivitdit von Kationen
unabhingig oder vollstindig ionenabhéngig sein und Membrangebunden oder in 16slicher
Form vorliegen. In Bezug auf ihre strukturellen Organisation und katalytischen Motiven

werden die aromatischen PT’s in verschiedene Familien und Gruppen eingeteilt (Abbildung

1-19).
UbiA- Pilzliche
Superfamilie Prenyltransferasen
Aromatische DMATS-
Prenyltransferasen Superfamilie
PT-barrel LtxC-Gruppe
Superfamilie Bakterielle
Prenyltransferasen
CloQ/Nphb
Gruppe

Abbildung 1-19: Einteilung aromatischer Prenyltransferasen

Die Mitglieder der UbiA-Superfamilie sind membrangebunden, abhédngig von
divalenten Kationen, wie Mg?* (Ohara et al. 2009) und besitzen ein aspartatreiche, hoch
konservierte NDxxDxxxD-Motiv (Li 2016). Sie kommen in allen Reichen des Lebens vor und
stehen oft im Zusammenhang mit dem Priméarstoffwechsel. Dort spielen sie beispielsweise in
der Biosynthese der Ubichinone und Menachinone eine Rolle, wie auch der Namensgeber der
Familie, das UbiA aus Escherichia coliund COQ2 aus Saccharomyces cerevisiae (Ashby et al.
1992; Forsgren et al. 2004).

Die 16slichen Enzyme der PT-barrel Superfamilie sind in Pilzen und Bakterien zu finden.
Sie enthalten keine bisher bekannten gemeinsamen Sequenzmotive, formen aber durch die
funffache Wiederholung von apfo-Elementen eine dhnliche Tertidrstruktur (Tello et al.
2008). Die insgesamt zehn antiparallel angeordneten Faltbldtter bilden einen zentralen
Zylinder, der von einem Ring von Helices nach auflen abgeschirmt wird. Mit tiber 50

biochemisch charakterisierten Proteinen ist die Familie der Dimethylallyltryptophan-
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synthasen (DMATS) im Moment die am besten untersuchteste Gruppe dieser Enzymklasse
(Awakawa et al. 2018; Chen et al. 2017; Pan et al. 2018; Winkelblech et al. 2015a; Wohlgemuth
et al. 2018; Wong et al. 2018).

1.4.1.1. Die DMATS Superfamilie

In Claviceps purpurea wurde mit DmaW, welches den ersten Schritt in der Biosynthese
von Ergotalkaloiden katalysiert, das erstes Enzym der DMATS Superfamilie charakterisiert
(Tsai et al. 1995). Es tibertragt DMAPP auf das C-4-Atom des Indolrings von Tryptophan. Die
Identifizierung von FgaPT2 als das DmaW Orthologe aus A. fumigatus (Unsold and Li 2005)
markierte den Beginn einer intensiven Erforschung der DMATS-Prenyltransferasen. Bei den
DMATS-Prenyltransfreasen handelt es sich um Il6sliche Proteine vornehmlich aus
Ascomyceten, die in ihrer Reaktion stets unabhiangig von der Anwesenheit von zweiwertigen
Kationen sind. Zahlreiche biochemische Studien belegen deutlich die Promiskuitat gegeniiber
einer Vielzahl von aromatischen Akzeptoren (Fan et al. 2015a; Yang et al. 2020). Anhand ihrer
Herkunft werden sie manchmal in zwei Untergruppen unterteilt (Abbildung 1-19), die sich
strukturell aber sehr dhnlich sind (Metzger et al. 2009) und darum in der vorliegenden Arbeit
nicht unterschieden werden.

Fir die iiberwiegende Mehrheit bilden Tryptophanderivate oder tryptophan-haltige
zyklische Dipeptide die natiirlichen Substrate. Im Laufe der Zeit konnten regiospezifische
Prenyltransferasen fiir alle Positionen am Indolring identifiziert und charakterisiert werden.

(Winkelblech et al. 2015a; Yu and Li 2012)(Abb11dung 1-20 A-C).

SirD/TyrPT :
FgaPT2 /©/\(COOH M COOH |
NH, 7—T> '
N ; ; omz H
N orp  PPi N i L-Tyrosin opP PRI 4-0-DMA-L-Tyrosin !
L-Tryptophan 4-DMA-L-Tryptophan
B 0
: BrePT i
I i [ NN
J A 19—~ AT A0 (D
H H "
OPP  PPi °
Brevianamid F Deoxybrevianamid E ;
C " i
MpnD H
P \NX(N o "
\ '
Y on / N 5 i
0 \ i
AN OoPP PPi "
N "
N H "
H ::
(-)-Indolactam V Lyngbyatoxin A :E
i

Abbildung 1-20: Ausgesuchte Beispiele fiir die verschiedenen von DMATS akzeptierten Substrate. A:
L-Tryptophan, B/C: Zyklische Dipeptide, D: L-Tyrosin, E: andere Indol-Derivate, F: Nicht-aromatische
Substrate
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Neben den PTasen aus Ascomyceten, finden sich bakterielle PTase, wie die 6-DMATS
aus verschiedenen Streptomyces Spezies (Elshahawi et al. 2017; Winkelblech and Li 2014) und
LtxC aus Lyngbya majusculav (Edwards and Gerwick 2004), TelC aus Streptomyces
blastmyceticus (Awakawa et al. 2014) und MpnD aus Marinactinospora thermotolerans (Ma
et al. 2012) in dieser Gruppe. Wahrend die 6-DMATS die C6-Prenylierung von Tryptophan
katalysieren, prenylieren LtxC, TelC und MpnD die C7-Position an (-)-Indolactam V
(Abbildung 1-20 C). Aber auch andere Indolderivate werden haufig als Substrat verwendet.
So katalysieren AtmD aus A. flavus und PaxD aus Penicillium paxilli die Prenylierung von
Indol-Diterpenen und ArdB aus Aspergillus fischeri prenyliert ein zyklisches Tripeptid
(Haynes et al. 2013; Liu et al. 2013; Liu et al. 2014). Des Weiteren wurde bei der Aufklarung
des Terrechinon A Synthese in A. nidulans TdiB als Prenyltransferase fiir
Bisindolbenzochinone identifiziert (Abbildung 1 3 E) (Balibar et al. 2007; Schneider et al.
2008b) und in A. ferreus katalysiert AstA die Prenylierung von Asterichinon D (Tarcz et al.
2014a).

Dariiber hinaus iibertragen die DMATS-PTasen die Prenyl-Gruppen auch auf andere
aromatische Verbindungen. Dazu gehoren die beiden Tyrosin O-Prenyltransferasen SirD und
TyrPT aus Leptosphaeria maculans und Aspgergillus niger (Abbildung 1-20) (Fan et al. 2014;
Kremer and Li 2010). AbpB aus A. ferreus scheint gleichzeitig sowohl an der Biosynthese von
Aspulvinone als auch Butryrolactone beteiligt zu sein (Guo et al. 2015). Weitere Beispiele sind
die Prenylierung von Xanthone durch XptB aus A. nidulans (Pockrandt et al. 2012) oder die
Prenylierung von Flavonoiden durch FoPT1 aus Fusarium oxysporum (Yang et al. 2016). Einen
sehr auflergewohnlichen Vertreter der DMATS stellt PAPT aus Phomopisis amygdali dar, das
die Prenyl-Gruppe nicht an den Aromaten, sondern an ein Sauerstoff der Glukose-Einheit von
Fusioccin P uibertragt (Abbildung 1-20 F)(Noike et al. 2012).

Die iiberwiegende Mehrheit der DMATS akzeptieren ausschlie3lich DMAPP als Prenyl-
Spender und zeigen eine hohe Regioselektivitit bei der Verwendung ihrer natiirlichen
Substrate. Bei der Verwendung von unnatiilichen Substraten sind die PTasen jedoch deutlich
unspezifischer in der Position der Prenylierung (Mai et al. 2019; Winkelblech et al. 2016; Zhou
et al. 2017). In in-vitro Experimenten mit chemisch synthetisierten DMAPP-Analoga zeigte
sich gleichermafen eine Lockerung der Regiospezifitit (Liebhold et al. 2013; Winkelblech et
al. 2015b).

Allerdings gibt es einige wenige Ausnahmen fir DMATS die andere Prenyl-Donoren
wie GPP oder FPP oder sogar mehrere Prenyl-Donoren nutzen. Darunter fallen die an der
Biosynthese von Hydroxynaphthalinen beteiligte BAE61387 aus A. oryzae (Pockrandt et al.
2014) und die schon erwahnten Enzyme MpnD, TleC, und AstPT (Mori et al. 2016; Tarcz et al.
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2014b; Zhou et al. 2016). Wahrend LtxC und VrtC ausschlieflich GPP fiir die Geranylierung
ihrer Substrate verwenden (Chooi et al. 2012), akzeptiert AtaPT DMAPP, GPPund FPP als
Prenyldonoren (Chen et al. 2017). Mit der Aufklarung der Kristallstrukturen von FgaPT2,
FtmPT1 und CdpNPT (Jost et al. 2010; Metzger et al. 2009; Schuller et al. 2012) und der daraus
resultierenden Identifikation der Bindetasche wurden Mutagenensen der PTasen moglich
(Fan et al. 2015b; Mai et al. 2018; Zhao et al. 2017; Zhou et al. 2016). Mittlerweile konnten alle
Positionen am Indolring mit Hilfe von manipulierten DMATS eine Geranyl-Gruppe angefiigt

werden (Liao et al. 2018).
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2. Zielsetzung

Die folgenden Fragestellungen sollten im Rahmen dieser Dissertation bearbeitet werden:

Klonierung und Expression der putativen Gene fiir die NRPS-dhnlichen Enzyme aus A. ferreus
und EAQ91752 aus C. globosumn

Die NRPS-dhnlichen Gene ATEG_ 00700 (afgA), ATEG_02004 (apvA), ATEG_02815 (btyA);
ATEG_03090 (atrAar), ATEG_03563 (melA) und ATEG_08899 (pgnA) aus A. terreus FGSC
A1158 und CHGG_03687 (astA) aus C. globosum NRRL 1870 sollten heterolog exprimiert und

die enzymatischen Produkte identifiziert werden.

Die Arbeitsschritte sollten wie Folgt durchgefithrt werden:

% Amplifikation der NRPS-dhnlichen Gene aus cDNA von A. terreus FSA1158 zur
Kontrolle der vorhergesagten Intron-Exon Struktur

% Amplifikation von CHGG_03687 aus gDNA von C. globosum

¢ Klonierung der codierenden Sequenzen der NRPS-dhnlichen Gene aus A. ferreus und
CHGG aus in den Expressionsvektor pESC-URA mit anschlieSender Expression der
Gene in S. cerevisiae

% Aufreinigung der iiberproduzierten Proteine zur Untersuchung der enzymatischen
Aktivitat

% Identifizierung und Isolierung der Produkte sowie deren Strukturaufklarung

Zielgerichtete Interenzymatische Dominen Rekombination zur Gewinnung neuer Produkte

NRPS-éhnlichen Enzym besitzen wie auch NRPS autonome Domaianen. Eine rekombination
der Doméanen zwischen den Proteinen sollte die Bildung neuer Substanzen erméglichen. Um
das zu erreichen wurden die Phenylpyruvat, 4-Hydroxylpyruvat oder Indolpyruvat
verwendeten A-Doménen von ApvA, PgnA bzw. AstA oder AtqA mit den TE-Domanen der
verschiedenen Lacton bzw. Chinon bildenden Enzyme kombiniert. Die T-Doménen sollten

jeweils von beiden Enzymen abgeleitet werden.
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Dafiir war der folgende Arbeitsablauf vorgesehen:
% Amplifikation der A-; A/T-, T/TE- bzw. TE-Doméane mit komplementaren Bereichen
zu den jeweiligen zukiinftig benachbarten Domanen

¢ Fusion der amplifizierten Doméanen von den NRPS-dhnlichen Genen mittels
Homologer Rekomination in E. coli

¢ Expression der Konstrukte mit den rekombinierten NRPS-dhlichen Gene in
S. cerevisiae

% Aufreinigung und Strukturaufklirung der durch die rekombinierten Enzyme

entstandenen Produkte

Koexpression der NRPS-dhnlichen Gene mit den zugehérigen putativen Prenyltransferasen und

Analyse der Sekundirstoff in den Transformanten

In der ndheren genetischen Umgebung von einigen der zuvor untersuchen NRPS-dhlichen
Enyzme wurden Gene die fiir putative Prenyltransferasen kodieren gefunden. Die
Prenyltransferase Gene sollten zusammen mit den NRPS-ahnlichen Genen in Saccharomyces

cerevisiae expemiert und die Produkte identifiziert werden.

Vorgesehen waren folgende Arbeitsschritte:
% Amplifikation der putativen Prenytransferasen-Gene aus cDNA von A. ferreus
FSA1158 zur Kontrolle der vorhergesagten Intron-Exon Struktur

% Klonierung der kodierenden Sequenzen der Prenyltransferase Gene in den Clustern
der NRPS-dhlinichen Enyzme aus A. terreus und C. globosum in den
Expressionsvektor pESC-HIS

% Transformation der Plasmide mit den jeweils zugehorigen NRPS-dhnlichen Enzymen

¢ Identifizierung und Isolierung der Produkte sowie deren Strukturaufklarung
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3.1.Chemikalien, Gerate, Saulenmaterialien fiir die Chromatographie

3.1.1. Chemikalien

Die fiir die vorliegende Arbeit verwendeten Chemikalien wurden hauptsachlich von
den Firmen Roth (Karlsruhe), Merck (Darmstadt), Sigma-Aldrich und VWR (Radbor, USA),
Thermo Fisher Scientific (Walthham, USA), AppliChem (Darmstadt), Alfa Aesar (Karlruhe)

und BD (Heidelberg) bezogen.

Tabelle 3-1:Spezielle Chemikalien und Medienbestandteile

Bezeichnung

Hersteller

Bovines Serumalbumin (BSA)
Coomassie Brillant Blau G-250
Coomassie Brillant Blau R-250
dNTP Mix 100 mM (jeweils 25 mM)
Losungsmittel fiir die NMR-Spektroskopie:
Aceton-Ds, 99,80% D
DMSO-Dg, 99,80% D
Methanol-Dg4, 99,80% D
Roti®-Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol
Rotiphorese® Gel 30 (37,5:1)
SYBR® Safe DNA Gel Stain (10000x in DMSO)
Tween® 20
Glaskugeln (2,85-3,45 mm)
Glasperlen (1,25 - 1,65 mm)
CSM-HIS-LEU-URA

Merck (Darmstadt)

Serva (Heidelberg)

Serva (Heidelberg)

Bioline GmbH (Luckenwalde)
Eurisop-Top (Saarbriicken)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Life Technologies (Darmstadt)
Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

MP Biomedicals (Eschwege)

3.1.2. Geriate

Tabelle 3-2:Verwendete Gerite

Bezeichnung

Hersteller

AccuBlock™ Digital Dry Bath Heizblock
Agilent 1200 HPLC

Agilent 1260 HPLC gekoppelt mit einem
micrOTPF-QIIl Massenspektrometer
Autoklav VX-150

Brutschrank EB 280

Denver MAXX Elektronische Prazisionswaage
Ecotron Schiittelinkubator

Einkanalpipetten Discovery

Electrophoresis Power Supply EPS 301

Labnet (Edison, USA)
Agilent (Santa Clara, USA)
Bruker Daltonics (Billerica, USA)

Systec (Wettenberg

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
Denver Instrument (Bohemia, USA)
[nfors HT (Bottmingen, Schweiz)

Abimed (Langenfeld)

Amersham Bioscience (Corston, UK)
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Gefrietrocknungsanlage Alpha 1-2 LD Plus
Heraus Fresco 17 Centrifuge

Heraus Multifuge

Image Quant 100 Geldokumentationssystem
JOEL ECA-500

LLG-uniSPEC 2 Spectrophotometer
Membranpumpe

Mini-PROTEAN® 3 Elektrophorese-Zelle
M]J Mini Personal Thermal Cycler

MR Hei-Mix S Magnetriihrer

Multitron Schiittelinkubator

My Cycler™ thermal cycler

NanoDrop 2000c

pH 211 Microprocessor pH Meter
Pioneer™ Precision Balance PA4102C
PowerPac™ High-Current Pover Supply
Rocking Platform Shaker

Rotavapor-R Rotationsverdampfer
Sonifier 250

Sorval RC 6+ Centrifuge
Spannungsgeber LKB GPS 200/400
Sonorex AF 100 Ultraschallbad
ThermoMixer® C

UniVapo 100 H Vakuumzentrifuge

Martin Crist (Osterode am Harz)
Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
GE Healthcare (Freiburg)

JOEL (Miinchen)

LLG Labware (Meckenheim)

Bacuubrand (Wertheim)

Bio-Rad (Hercules, USA)

Bio-Rad (Hercules, USA)

Heidolph (Schwabach)

[nfors HT (Bottmingen, Schweiz)

Bio-Rad (Hercules, USA)

Thermo Fischer Scientific (Waltham, USA)
Hanna Instruments (Kehl am Rhein)
Ohaus (Greifensee, Schweiz)

Bio-Rad (Hercules, USA)

VWR (Radbor, USA)

Biichi (Flawil, Schweiz)

Branson Ultrsonics (Danbury, USA)
Thermo Fischer Scientific (Waltham, USA)
Pharmacia

Bandelin (Berlin)

Eppendorf (Hamburg)

UniEquip (Martinsried)

3.1.3. Saulenmaterialien fur die Chromatographie

Tabelle 3-3:Verwendetes Material fiir die Chromatographie

Bezeichnung

Hersteller

Multospher 120 RP18 (Fertigsaulen)

5 pm, 250 x 2 mm
e 5um, 250 x 4 mm
e 5upum, 250 x 10 mm
Protino Ni-NTA Agarose

Sephadex G-25 PD-10, NAP5

CS Chromatograpie Service (Langerwehe)

Macherey Nagel (Duren)
GE Healthcare (Freiburg)
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3.1.4. Kits und Enzyme

Tabelle 3-4: Enzyme, Kits und Antikorper

Bezeichnung Hersteller

Anti.Histidine Tagged Protein Mouse mAb Merck (Darmstadt)
Anti-Mouse 1gG (Sigma) Merck (Darmstadt)
cOmplete™ Protease Inhibitor Cocktail Roche (Mannheim)

DNA MB Grade from fish sperm (Carrier DNA) | Roche (Mannheim)

DNasel

Expand™ High Fidelity PCR System dNTPack
E.Z.N.A™ Fungal RNA Miniprep Kit
GeneRuler™ DNA Ladder Mix

HiYield® PCR Clean up and Gel-Extraction Kit
HMW and LMW Gel Filtration Calibration Kit
LMW Calibration Kit for SDS Electrophoresis

Lysozym

Merck (Darmstadt)

pGem®-T easy Vector system Merck (Darmstadt)

Phusion® HF DNA Polymerase

Precision Plus Protein™ All Blue Standard
ProtoScript 1l First Strand cDNA Synthesis Kit
Anti FLAG Antibody
Restriktionsendonukleasen

Dpnl

RNase A
T4-DNA-Ligase
Wizard clean up

Promega

AppliChem (Darmstadt)

Roche Applied Science (Mannheim)
Omega Bio-Tek (Norcross, USA)

Thermo Fischer Scientific (Waltham, USA)
SLG Sidlaborbedarf (Gauting)

GE Healthcare (Freiburg)

GE Healthcare (Freiburg)

New England Biolabs (Frankfurt)

Bio-Rad (Hercules, USA)

New England Biolabs (Frankfurt)

Agilent (Santa Clara, USA)

Jena Bioscience (Jena)

Thermo Fischer Scientific (Waltham, USA)
Thermo Fischer Scientific (Waltham, USA)
Jena Bioscience (Jena)

3.2.Mikroorganismen, Plasmide und Primer

3.2.1. Mikroorganismen

Tabelle 3-5: Verwendete E. coli Stimme

Bezeichnung

Genotyp

Hersteller

E. coli DH5a

E. coli M15 [pREP4]

E. coli XL1-Blue
MRF®

E. coli XL10-Gold

F- ®80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recA1l
endA1 hsdR17 (rK-, mK+) phoA supE44 A-
thi-1 gyrA96 relAl

nal® str rif> thi- lac ara* gal* mtl" F recA*
uvr* lon*

A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173
recA1 endAl1gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44
relA1 lac[F" proAB laclq ZAM15 Tn10 (Tetr)]
Tet” A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMRmrr) 173
endA1 supE44 thi-1 recA1 gyrA96 relAl lac
Hte [F* proAB lacld ZAM15 Tn10 (Tet") Amy
Cam’]

Thermo Fischer
Scientific (Waltham,
USA)

Qiagen (Hilden)

Agilent (Santa Clara,
USA)

Agilent (Santa Clara,
USA)
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Tabelle 3-6: Verwendete Pilzstimme

Bezeichnung

Genotyp

Hersteller

A. terreus FGSC
A1156
A. nidulans TNO2A7

A. nidulans LO4398

A. nidulans GR5

C. globosum NRRL
1870

S. cerevisiae BJ5464-

Wildtyp, sequenziert

pyrG89; pyroA4; nkuA::argB; riboB2
AAN7804-7825 (ST Cluster), pyrG89,
pyroA4, riboB2, nukA:argB, veAl
pyrG89; wA3; pyroA4; veAl

Wildtyp

MATa ura3-52 his3-A200 leu2-AT trp1

FGSC (Kansas City, USA)

(Nayak et al. 2006)
(Ahuja et al. 2012)

(Osherov and May 2000)
NRRL (Peoria, USA)

(Lee et al. 2009)

NpgA
S. cerevisiae KO1

S. cerevisiae KO3

pep4:HIS3 prb1 A1.6R can1 GAL npgA
MATa wura3-52 his3A1 leu2-3,112
HMG1t pep4:TDH3p-npgA-ACT 1t—
loxP-kanMX-loxP

MATa ura3-52 his3A1 leu2-3,112
TRP2-1 HMG1t PEP4:TDH3p-NpgA-
ACT1t PRB1:loxP

Kristin
veroffentlicht)

Oquist  (nicht

(Huhner et al. 2019)

3.2.2. Plasmide

Tabelle 3-7: Verwendete kommerziell erhaltliche Klonierungs- und Expressionvektoren

Bezeichnung | Beschreibung Hersteller
pGemT®-easy | Linearisierter ~Vektor mit T-Uberhang zur | Promega
Klonierung von PCR-Produkten mit A-Uberhang, | (Mannheim)
lacZ, ori, f1 ori, AmpR
pESC-His Expressionsvektor fiir S. cerevisiae, GAL1/10- | Agilent
Promotor, Sequenz fur C-terminalen FLAG-tag | (Santa Clara, USA)
(MCS1) bzw. myc-Tag (MCS2) HIS3, AmpR
pESC-Ura Expressionsvektor fiir S. cerevisiae, GAL1/10- | Agilent
Promotor, Sequenz fur C-terminalen FLAG-tag | (Santa Clara, USA)
(MCS1) bzw. myc-Tag (MCS2) URA3, AmpR
pET28a-(+) Expressionsvektor fur E. coli, T7-Promotor, Sequenz | Merck
fir N-terminalen Hiss-tag C-terminalen His¢-tag, | (Darmstadt)
KanR
pQE60 Expressionsvektor fir E. coli, T5-Promotor, Sequenz | Quiagen
fiir C-terminalen His¢-tag HIS3, AmpR (Hilden)
pJW24 Expressionsvektor fiir A. nidulans, ColE1-Origin, | (Calvo et al. 2004)
pyrG, pBluescript SK(-)-Derivat, AmpR
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Tabelle 3-8: Verwendete Plasmide
Bezeichnung Beschreibung Referenz
pAF19 Konstrukt zur Uberexpression von AbpB (EAU38487) | Frehse*
aus A. terreus in Hefe (pESC-HIS; MCS2)
pCaWé6 Konstrukt zur Transformation von ATEG_03090 | Wunsch
(AtrAat) mit eigener Promotor- und Terminator- | 2014
sequenz in A. nidulans, in pJW24
pKO4 Konstrukt zur Transformation von AN6140 (npgA) in | Oqvist™
S. cerevisiae, in pUG
pST20 Konstrukt zur Uberexpression von EAQ91749 aus C. | Tarcz 2014
globosum in E. coli (pHIS8)
pST31 Klonierungskonstrukt fiir ATEG_08899 (pgnA) aus A. | Tarcz 2014
terreus in pGem®-T easy
pST28 Konstrukt zur Transformation von CHGG_03687 | Tarcz 2014
(AstA) mit eigener Promotor- und Terminator-
sequenz in A. nidulans, in pJW24
pST38 Konstrukt zur Transformation von ATEG_2004 | Tarcz 2014
(ApvA) mit eigener Promotor- und Terminator-
sequenz in A. nidulans, in pJW24
pST33 Konstrukt zur Transformation von ATEG_03563 | Tarcz 2014
(MelA) mit eigener Promotor- und Terminator-
sequenz in A. nidulans, in pJW24
pST37 Konstrukt zur Uberexpression von EAU39348 aus A. | Tarcz 2014
terreus in E. coli (pHIS8)
pTAKN_2_HICCL2_S | Klonierungskonstrukt fir die CCL2 aus Humulus | Munakata*
c lupolus kodonoptimiert fur S. cerevisiae in pTAKN_2
pTAKN_2_HICCL4_S | Klonierungskonstrukt fir die CCL2 aus Humulus | Munakata*
c lupolus kodonoptimiert fiir S. cerevisiae in pTAKN_2
pTAKN_2_HIVPS_Sc | Klonierungskonstrukt fur die VPS aus Humulus | Munakata®
lupolus kodonoptimiert fur S. cerevisiae in pTAKN_2
* nicht veréffentlicht
Tabelle 3-9: Im Rahmen dieser Arbeit angefertigte Konstrukte
Bezeichnung Beschreibung
pEH1 Transformationskonstrukt fur ATEG_08899 mit eigener Promotor- und
Terminatorsequenz, Xbal-Notl Fragment aus pST31,
Vektor: pJW24 Expressionsorganismus: A. nidulans
pEH2 Klonierungskonstrukt fur pyrG und gpdA Promoter (aus pKM28)
Vektor: pGemT®-easy
Primer: pyrG fwd & pyrG rvs; pyrG_gpdA & gpdA rvs
pEH3 Klonierungskonstrukt fiir gpdA Promoter (aus pKM28) mit 40 bp

kompementar zu pyrG

Vektor: pGemT®-easy
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Primer: pyrG_gpdA & gpdA rvs
pEH4 Klonierungskonstrukt fiir gpdA Promoter (aus pKM28) mit 40 bp
komplementar zu pyrG
Vektor: pGemT®-easy
Primer: pyrG_gpdA & gpdA rvs
pEH5 Fusionskonstrukt fur gpdA Promoter (aus pEH4) und ATEG_02004 (aus
pST38)
Vektor: pGemT®-easy
Primer: pyrG_gpdA & HIS-2004_rvs; 2004 Fus fw & 2004_wA do
pEH6 Expressionskonstrukt fiir ATEG_02004 (ApvA) mit C-terminalen Hiss-Tag,
Fragment von cDNA amplifiziert (NT_165926.1: 330691 bp — 327913 bp)
Vektor: pESC-URA Expressionsorganismus: S. cerevisiae
Primer: 2004 _4 for & 2004 6 HIS rvs
pEH7 Expressionskonstrukt fiir ATEG_02004 (ApvA) mit C-terminalen Flag-Tag,
EcoRI-Spel Fragment aus pEH17
Vektor: pESC-URA Expressionsorganismus: S. cerevisiae
pEHS8 Expressionskonstrukt fiir ATEG_03090 (atrAat¢), Notl Bglll Fragment aus
pEH18
Vektor: pESC-URA Expressionsorganismus: S. cerevisiae
pEH9 Expressionskonstrukt fiir ATEG_03090 (atrAar) mit C-terminalen Flag-Tag,
Notl-Spel Fragment aus pEH18
Vektor: pESC-URA Expressionsorganismus: S. cerevisiae
pEH10 Expressionskonstrukt fiir ATEG_02004 (apvA), EcoRI-Spel Fragment aus
pEH16
Vektor: pESC-URA Expressionsorganismus: S. cerevisiae
pEH11 Expressionskonstrukt fur CHGG_03687 (astA), EcoRI-Bglll Fragment aus
pEH20
Vektor: pESC-URA Expressionsorganismus: S. cerevisiae
pEH12 Expressionskonstrukt fir CHGG_03687 (astA) mit C-terminalen Flag-Tag,
EcoRI-Notl Fragment aus pEH20
Vektor: pESC-URA Expressionsorganismus: S. cerevisiae
pEH13 Expressionskonstrukt fiir ATEG_03563 (MelA), Notl-Spel Fragment aus
pEH19
Vektor: pGemT®-easy
pEH16 Klonierungskonstrukt fiir ATEG_02004 (apvA) mit Schnittstellen fiir EcoRI

und Spel, Fragment von cDNA amplifiziert, (NT_165926.1: 330691 bp -
327913 bp)

Vektor: pGemT®-easy

Primer: 2004 1 fwd & 2004 2 rvs
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pEH17

pEH18

pEH19

pEH20

pEH21

pEH22

pEH23

pEH25

pEH26

Klonierungskonstrukt  far ATEG_02004 (apvA) ohne Stopkodon,
Schnittstellen: EcoRI +Spel, Fragment von cDNA amplifiziert, (NT_165926.1:
330691 bp — 327913 bp)

Vektor: pGemT®-easy

Primer: 2004 _1 fwd & 2004 3 rvs

Klonierungskonstrukt far ATEG_03090 (atrAa) ohne Stopkodon,
Schnittstellen: Notl + Spel Fragment von cDNA amplifiziert, (NT_165927.1:
855035 bp — 852276 bp)

Vektor: pGemT®-easy

Primer: 3090 1 fwd & 3090 3 rvs

Klonierungskonstrukt fiir ATEG_03563 (melA) mit Schnittstellen fur Notl
und Spel, Fragment von ¢cDNA amplifiziert (NT_165927.1: 2155631 bp -
215285 bp)

Vektor: pGemT®-easy

Primer: 3563 1 fwd & 3563 2 rvs

Klonierungskonstrukt  fur CHGG_03687 (astA) ohne Stopkodon,
Schnittstellen: EcoRI + Notl, Fragment von gDNA amplifiziert (NT_165977.1:
4976571 bp - 4979444 bp)

Vektor: pGemT®-easy

Primer: 3687 1 fwd & 3687 2 rvs

Klonierungskonstrukt  fur ATEG_03563 (melA) ohne Stopkodon;
Schnittstellen:  Notl + Spel Fragment von cDNA amplifiziert (NT_165927.1:
2155631 bp - 215285 bp)

Vektor: pGemT®-easy

Primer: 3563 1 fwd & 3563 3 rvs

Expressionskonstrukt fiir ATEG_03563 (melA) mit C-terminalen Flag-Tag,
Notl-Spel Fragment aus pEH21
Vektor: pGemT®-easy

Expressionskonstrukt fur ATEG_02004 (apvA) (MCS1) aus und ATEG_01730
(apbB) (MCS2); PCR-Produkt fur ATEG_02004 aus pEH25 in pAF19 kloniert
Vektor: pESC-URA Expressionsorganismus: S. cerevisiae
Primer: KAB-pESC-MSC1rev & KAB-pESC-MCS1for

Expressionskonstrukt fiir ATEG_02004 (apvA) mit N-terminalen Hiss-Tag,
Fragment von cDNA amplifiziert (NT_165926.1: 330691 bp — 327913 bp)
Vektor: pESC-URA Expressionsorganismus: S. cerevisiae
Primer: 2004 5 rvs & 2004 7 His_fwd

Expressionskonstrukt fur CHGG_03687 (astA) Fragment von gDNA
amplifiziert (NT_165977.1: 4976571 bp - 4979444 bp)

Vektor: pESC-URA Expressionsorganismus: S. cerevisiae
Primer: 3687 3 fwd & 3687 5 rvs
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pEH27

pEH28

pEH29

pEH30

pEH31

pEH32

pEH33

pEH34

pEH35

pEH36

pEH37

pEH41

Expressionskonstrukt fiir ATEG_08899 (pgnA), Fragment von cDNA
amplifiziert (NT_165936.1: 1126983 bp — 1124143 bp)

Vektor: pESC-URA Expressionsorganismus: S. cerevisiae
Primer: 8899 4 fwd & 8899 6 rvs

Expressionskonstrukt fiir ATEG_08899 (pgnA) mit N-terminalen Hiss-Tag,
Fragment von cDNA amplifiziert, (NT_165936.1: 1126983 bp — 1124143 bp)
Vektor: pESC-URA Expressionsorganismus: S. cerevisiae
Primer: 8899 5 HIS for & 8899 6 rvs

Expressionskonstrukt fir ATEG_02815 (btyA), Fragment von cDNA
amplifiziert (NT_165927.1: 107521bp —104728 bp)

Vektor: pESC-URA Expressionsorganismus: S. cerevisiae
Primer: 2815 1 fwd & 2815 2 rvs

Klonierungskonstrukt fuar HI VPS ohne Stopkodon, Fragment von
pTAKN_2_HIVPS_Sc amplifiziert

Vektor: pGemT®-easy

Primer: HIVPS_Bam_for & HIVPS_Kpn/Sal_rvs

Expressionskonstrukt fur HI VPS mit C-terminalen myc-Tag, BamHI-Kpnl
Fragment aus pEH30
Vektor: pESC-HIS Expressionsorganismus: S. cerevisiae

Klonierungskonstrukt fur HI VPS, Fragment von pTAKN_2_HIVPS_Sc
amplifiziert

Vektor: pGemT®-easy

Primer: HIVPS_Bam_for & HIVPS-Stop/Sal_-vs

Expressionskonstrukt fur Hl VPS, BamHI-Sall Fragment aus pEH32
Vektor: pESC-HIS Expressionsorganismus: S. cerevisiae

Expressionskonstrukt fur Hl VPS mit C-terminalen myc-Tag und HICCL2
EcoRl und Sstl Fragment aus pTAKN_2_HICCL2_Sc in pEH31 kloniert
Vektor: pESC-HIS Expressionsorganismus: S. cerevisiae

Expressionskonstrukt fiir Hl VPS mit C-terminalen myc-Tag und HICCL4
EcoRI und Sstl Fragment aus pTAKN_2_HICCL4_Sc in pEH31 kloniert
Vektor: pESC-HIS Expressionsorganismus: S. cerevisiae

Expressionskonstrukt  fur HI  VPS und HICCL2, HICCL2 aus
pTAKN_2_HICCL2_Sc EcoRl und Sstl Fragment aus pTAKN_2_HICCL2_Sc
in pEH33 kloniert

Vektor: pESC-HIS Expressionsorganismus: S. cerevisiae

Expressionskonstrukt fir Hl VPS und HICCLA4,
EcoRI und Sstl Fragment aus pTAKN_2_HICCL4_Sc in pEH33 kloniert
Vektor: pESC-HIS Expressionsorganismus: S. cerevisiae

Expressionskonstrukt fiir ATEG_02815 (btyA) mit N-terminalen Hiss-Tag,
Fragment von cDNA amplifiziert, (NT_165927.1: 107521bp —104728 bp)
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pEH42

pEH43

pEH44

pEH45

pEH46

pEH47

pEH48

pEH49

Vektor: pESC-URA Expressionsorganismus: S. cerevisiae
Primer: 2815 3 HIS fwd & 2815 2 rvs

Expressionskonstrukt fiir ATEG_03563 (melA) mit N-terminalen Hiss-Tag,
Fragment von cDNA amplifiziert, (NT_165927.1: 2155631 bp - 215285 bp)
Vektor: pESC-URA Expressionsorganismus: S. cerevisiae
Primer: 3563 5 HIS for & 3563 4 rvs

Expressionskonstrukt fir ATEG_03090 (atrAar) mit N-terminalen Hise¢-Tag,
Fragment von cDNA amplifiziert, (NT_165927.1: 855035 bp — 852276 bp)
Vektor: pESC-URA Expressionsorganismus: S. cerevisiae
Primer: 3090 5 HIS fwd & 3090 3 rvs

Fusionskonstrukt aus A/T-Domane von CHGG_03687 (aus pEH26)

& TE-Domanen von ATEG_02004 (aus pEH25)

Vektor: pESC-URA Expressionsorganismus: S. cerevisiae
Primer: KAB-pESC-MCS1rev &  3687-T-rvs; pESC-MCSifor &
2004_TE_3687fwd

Fusionskonstrukt aus A/T-Domé&ne von CHGG_03687 (aus pEH26)

& TE-Domanen von ATEG_03090 (aus pEH43)

Vektor: pESC-URA Expressionsorganismus: S. cerevisiae
Primer: KAB-pESC-MCS1rev & 3687-T-rvs; KAB-pESC-MCSifor &
3090 _TE_3687fwd

Fusionskonstrukt aus A/T-Domane von CHGG_03687 (aus pEH26)

& TE-Domanen von ATEG_02815 (aus pEH29)

Vektor: pESC-URA Expressionsorganismus: S. cerevisiae
Primer: KAB-pESC-MCS1rev & 3687-T-rvs; KAB-pESC-MCSifor &
2815_TE_3687fwd

Fusionskonstrukt aus A/T-Domé&ne von CHGG_03687 (aus pEH26)

& TE-Domanen von ATEG_08899 (aus pEH27)

Vektor: pESC-URA Expressionsorganismus: S. cerevisiae
Primer: KAB-pESC-MCS1rev & 3687-T-rvs; KAB-pESC-MCSTifor &
8899 TE_3687fwd

Fusionskonstrukt aus A/T-Domanen von ATEG_02004 mit N-terminalen
Hiss-Tag (aus pEH25) & TE-Doméane von CHGG_03687 (aus pEH26)
Vektor: pESC-URA Expressionsorganismus: S. cerevisiae
Primer: KAB-pESC-MCS1rev & 2004-T-rvs; KAB-pESC-MCSifor &
3687TE_2004for

Fusionskonstrukt aus A/T-Doméanen von ATEG_02004 mit N-terminalen
Hise-Tag (aus pEH25) & TE-Doméne von ATEG_03090 (aus pEH43)

Vektor: pESC-URA Expressionsorganismus: S. cerevisiae
Primer: KAB-pESC-MCS1rev & 2004-T-rvs; KAB-pESC-MCSifor &
3090TE_2004for
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pEH50

pEH51

pEH52

pEH53

pEH54

pEHS55

pEH56

pEH57

pEH58

Fusionskonstrukt aus A/T-Doméanen von ATEG_02004 mit N-terminalen
Hise-Tag (aus pEH25) & TE-Doméne von ATEG_08899 (aus pEH27)

Vektor: pESC-URA Expressionsorganismus: S. cerevisiae
Primer: KAB-pESC-MCS1rev & 2004-T-rvs; KAB-pESC-MCSifor &
8899TE_2004for

Fusionskonstrukt aus A/T-Domianen von ATEG_08899 mit N-terminalen
Hiss-Tag (aus pEH28) & TE-Domane von CHGG_03687 (aus pEH26)
Vektor: pESC-URA Expressionsorganismus: S. cerevisiae
Primer: KAB-pESC-MCS1rev & 8899-T-rvs; KAB-pESC-MCSifor &
3687TE_8899for

Fusionskonstrukt aus A/T-Doméanen von ATEG 08899 mit N-terminalen
Hise-Tag (aus pEH28) & TE-Doméne von ATEG_03090 (aus pEH43)

Vektor: pESC-URA Expressionsorganismus: S. cerevisiae
Primer: KAB-pESC-MCS1rev & 8899-T-rvs; KAB-pESC-MCSifor &
3090TE_8899for

Fusionskonstrukt aus A/T-Domanen von ATEG_08899 mit N-terminalen
Hiss-Tag (aus pEH28) & TE-Doméane von ATEG_02004 (aus pEH25)

Vektor: pESC-URA Expressionsorganismus: S. cerevisiae
Primer: KAB-pESC-MCS1rev & 8899-T-rvs; KAB-pESC-MCSifor &
2004TE_8899for

Expressionskonstrukt fir CHGG_03687 (astA) mit N-terminalen His¢-Tag
Fragment von gDNA amplifiziert (NT_165977.1: 4976571 bp - 4979444 bp)
Vektor: pESC-URA Expressionsorganismus: S. cerevisiae
Primer: 3687 4 HIS fwd & 3687 5 rvs

Expressionskonstrukt far ATEG_03090 (atrAa:), Fragment von cDNA
amplifiziert (NT_165927.1: 855035 bp — 852276 bp)

Vektor: pESC-URA Expressionsorganismus: S. cerevisiae
Primer: 3090 6 for & 3090 3 rvs

Expressionskonstrukt fir ATEG_08899 (pgnA) mit C-terminalen Hiss-Tag,
Fragment von cDNA amplifiziert, (NT_165936.1: 1126983 bp — 1124143 bp)
Vektor: pESC-URA Expressionsorganismus: S. cerevisiae
Primer: 8899 4 for & 8899 7 HIS rvs

Expressionskonstrukt fir ATEG_02815 (btyA) mit C-terminalen Hiss-Tag,
Fragment von cDNA amplifiziert, (NT_165927.1: 107521bp —104728 bp)
Vektor: pESC-URA Expressionsorganismus: S. cerevisiae
Primer: 2815 1 fwd & 2815 4 HIS rvs

Fusionskonstrukt aus A-Domane von ATEG 02004 mit N-terminalen Hiss-
Tag (aus pEH25) & T/TE-Domanen von ATEG_03090 (aus pEH43)

Vektor: pESC-URA Expressionsorganismus: S. cerevisiae
Primer: KAB-pESC-MCSTrev & 2004-A-rvs; KAB-pESC-MCSifor &
3090_T_2004fwd
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pEH59

pEH60

pEH61

pEH62

pEH63

pEH64

pEH65

pEH66

pEH67

Fusionskonstrukt aus A-Domane von ATEG_02004 mit N-terminalen Hise-
Tag (aus pEH25) & T/TE-Doménen von CHGG_03687 (aus pEH26)

Vektor: pESC-URA Expressionsorganismus: S. cerevisiae
Primer: KAB-pESC-MCSTrev & 2004-A-rvs; KAB-pESC-MCSifor &
3687_T_2004fwd

Fusionskonstrukt aus A-Doméane von ATEG_02004 mit N-terminalen Hise-
Tag (aus pEH25) & T/TE-Domanen von ATEG_08899 (aus pEH27)

Vektor: pESC-URA Expressionsorganismus: S. cerevisiae
Primer: KAB-pESC-MCS1rev & 2004-A-rvs; KAB-pESC-MCSifor &
8899 T 2004fwd

Fusionskonstrukt aus A-Domane von ATEG_08899 mit N-terminalen Hise-
Tag (aus pEH27) & T/TE-Doménen von ATEG_02004 (aus pEH25)

Vektor: pESC-URA Expressionsorganismus: S. cerevisiae
Primer: KAB-pESC-MCSTrev & 8899-A-rvs; KAB-pESC-MCSTifor &
2004 _T_8899fwd

Fusionskonstrukt aus A-Domane von ATEG 08899 mit N-terminalen Hiss-
Tag (aus pEH27) & T/TE-Domanen von ATEG_02815 (aus pEH29)

Vektor: pESC-URA Expressionsorganismus: S. cerevisiae
Primer: KAB-pESC-MCS1rev & 8899-A-rvs; KAB-pESC-MCSifor &
2815_T 8899fwd

Fusionskonstrukt aus A-Domine von ATEG 08899 mit N-terminalen Hise-
Tag (aus pEH27) & T/TE-Doménen von ATEG_03090 (aus pEH43)

Vektor: pESC-URA Expressionsorganismus: S. cerevisiae
Primer: KAB-pESC-MCSTrev & 8899-A-rvs; KAB-pESC-MCSTifor &
3090_T_8899fwd

Fusionskonstrukt aus A-Domane von ATEG 08899 mit N-terminalen Hiss-
Tag (aus pEH27) & T/TE-Domanen von CHGG_03687 (aus pEH26)

Vektor: pESC-URA Expressionsorganismus: S. cerevisiae
Primer: KAB-pESC-MCS1rev & 8899-A-rvs; KAB-pESC-MCSTifor &
3687_T_8899fwd

Fusionskonstrukt aus A-Doméane von CHGG_ 03687 mit N-terminalen Hise-
Tag (aus pEH54) & T/TE-Doménen von ATEG_02004 (aus pEH25)

Vektor: pESC-URA Expressionsorganismus: S. cerevisiae
Primer: KAB-pESC-MCSTrev & 3687-A-rvs; KAB-pESC-MCSifor &
2004 _T_3687fwd

Fusionskonstrukt aus A-Domane von CHGG 03687 mit N-terminalen Hisg-
Tag (aus pEH54) & T/TE-Domanen von ATEG_02815 (aus pEH29)

Vektor: pESC-URA Expressionsorganismus: S. cerevisiae
Primer: KAB-pESC-MCS1rev & 3687-A-rvs; KAB-pESC-MCSifor &
2815_T 3687fwd

Fusionskonstrukt aus A-Doméane von CHGG_03687 mit N-terminalen Hise-
Tag (aus pEH54) & T/TE-Doménen von ATEG_03090 (aus pEH43)
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pEH68

pEHG69

pEH70

pEH71

pEH72

pEH73

pEH74

pEH75

Vektor: pESC-URA Expressionsorganismus: S. cerevisiae
Primer: KAB-pESC-MCSTrev & 3687-A-rvs; KAB-pESC-MCSTifor &
3090_T_3687fwd

Fusionskonstrukt aus A-Doméane von CHGG_03687 mit N-terminalen Hise-
Tag (aus pEH54) & T/TE-Domanen von ATEG_08899 (aus pEH27)

Vektor: pESC-URA Expressionsorganismus: S. cerevisiae
Primer: KAB-pESC-MCS1rev & 3687-A-rvs; KAB-pESC-MCSifor &
8899 T_3687fwd

Expressionskonstrukt far ATEG_02815 (btyA) nach NCBI, Fragment von
cDNA amplifiziert (NT_165927.1: 107521bp —104608 bp)

Vektor: pESC-URA Expressionsorganismus: S. cerevisiae
Primer: 2815_1_fwd & 2815_5_long_rvs

Fusionskonstrukt aus A/T-Domanen von CHGG_03687 mit N-terminalen
Hiss-Tag (aus pEH54) & TE-Doméane von ATEG_02004 (aus pEH25)

Vektor: pESC-URA Expressionsorganismus: S. cerevisiae
Primer: KAB-pESC-MCS1rev & 3687-T-rvs; KAB-pESC-MCSTifor &
2004TE_3687for

Fusionskonstrukt aus A/T-Domanen von CHGG_ 03687 mit N-terminalen
Hise-Tag (aus pEH54) & TE-Doméne von ATEG_02815 (aus pEH29)

Vektor: pESC-URA Expressionsorganismus: S. cerevisiae
Primer: KAB-pESC-MCS1rev & 3687-T-rvs; KAB-pESC-MCSi1for &
2815TE_3687for

Fusionskonstrukt aus A/T-Domanen von CHGG_03687 mit N-terminalen
Hiss-Tag (aus pEH54) & TE-Doméane von ATEG_03090 (aus pEH43)

Vektor: pESC-URA Expressionsorganismus: S. cerevisiae
Primer: KAB-pESC-MCS1rev & 3687-T-rvs; KAB-pESC-MCSTifor &
3090TE_3687for

Fusionskonstrukt aus A/T-Domanen von CHGG_ 03687 mit N-terminalen
Hise-Tag (aus pEH54) & TE-Doméne von ATEG_08899 (aus pEH25)

Vektor: pESC-URA Expressionsorganismus: S. cerevisiae
Primer: KAB-pESC-MCS1rev & 3687-T-rvs; KAB-pESC-MCSifor &
8899TE_3687for

Expressionskonstrukt fir ATEG_02004 (apvA) mit N-terminalen Hise-Tag
zur Expression in E. coli, von pEH25

Vektor: pQE60 Expressionsorganismus: E. coli
Primer: QE-HIS-tag-f & QE-ESC-MCS1-r

Expressionskonstrukt fir ATEG_02815 (btyA) mit N-terminalen His¢-Tag
(aus pEHA41)

Vektor: pQE60 Expressionsorganismus: E. coli
Primer: QE-HIS-tag-f & QE-ESC-MCS1-r
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pEH76

pEH77

pEH78

pEH79

pEH80

pEH81

pEH82

pEH83

pEH84

pEH85

Expressionskonstrukt fur ATEG_03090 (atrAay) mit N-terminalen His¢-Tag
zur Expression in E. coli, von pEH43 amplifiziert, Vektor: pQE60

Vektor: pQE60 Expressionsorganismus: E. coli
Primer: QE-HIS-tag-f & QE-ESC-MCS1-r

Expressionskonstrukt fir ATEG_03563 (melA) mit N-terminalen His¢-Tag
(aus pEH42)

Vektor: pQE60 Expressionsorganismus: E. coli
Primer: QE-HIS-tag-f & QE-ESC-MCS1-r

Expressionskonstrukt fiir ATEG_08899 (pgnA) mit N-terminalen Hiss-Tag
(aus pEH29)

Vektor: pQE60 Expressionsorganismus: E. coli
Primer: QE-HIS-tag-f & QE-ESC-MCS1-r

Expressionskonstrukt fiir CHGG_03687 (astA) mit N-terminalen His¢-Tag
(aus pEH54)

Vektor: pQE60 Expressionsorganismus: E. coli
Primer: QE-HIS-tag-f & QE-ESC-MCS1-r

Expressionskonstrukt fiir AN6140 (npgA) (aus A. nidulans FGSC A4,
BNO001301.1: 1109260 bp - 1110291 bp) mit N-terminalen Hiss-Tag (aus
pKO4)

Vektor: pET28a-(+) Expressionsorganismus: E. coli
Primer: His_NpgA_fwd & NpgA_rvs

Expressionskonstrukt fiir AN6140 (npgA) (aus A. nidulans FGSC A4,
BN001301.1: 1109260 bp - 1110291 bp)mit C-terminalen His¢-Tag (aus pKO4)
Vektor: pET28a-(+) Expressionsorganismus: E. coli
Primer: NpgA_fwd & NpgA-HIS_rvs

Expressionskonstrukt fur ATEG_00702 (EAU39348), Fragment von pST35
amplifiziert (NT_165972.1: 1975238 bp —1974574 bp; 1974509 bp — 1974036
bp; 1973965 bp — 1973830 bp

Vektor: pESC-HIS Expressionsorganismus: S. cerevisiae
Primer: 0702_1 fwd & 0702 _2 rvs

Klonierungskonstrukt fir ATEG_02823 (EAU36097), Fragment von pEH88
amplifiziert (NT_165972.1: 121853 bp - 121991 bp; 122052 bp — 123178 bp)
Vektor: pESC-HIS Expressionsorganismus: S. cerevisiae
Primer: 2823_1_fwd & 2823_2_rvs; CaW_02823-3 & CaW_02823-2

Klonierungskonstrukt fir ATEG_03092 (EAU36366), Fragment von pEH89
amplifiziert (NT_165927.1: 857335 bp — 858936 bp; 858988 bp -859448 bp)
Vektor: pESC-HIS Expressionsorganismus: S. cerevisiae
Primer: 3092_1 fwd & 3092 2 rvs; ATEG1.1 & ATEG1.2

Klonierungskonstrukt fiir ATEG_06111 (EAU33872), Fragment von gDNA
amplifiziert
Vektor: pESC-HIS Expressionsorganismus: S. cerevisiae
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Primer: 6111_3 fwd & 6111_2 rvs; CaW_6111-3 & CaW_6111-2

pEH86 Klonierungskonstrukt fir CHGG_03684 (EAQ 91749), Fragment aus pST21
amplifiziert (NT_165977.1: 4969501 bp — 4968819 bp; 4968662 bp — 4968276
bp 4968224 bp — 4968089 bp)
Vektor: pESC-HIS Expressionsorganismus: S. cerevisiae
Primer: 3684 1 fwd & 3684 2 rvs

pEH87 Klonierungskonstrukt fiir ATEG_00702 (EAU39348), Fragment aus gDNA
von A. terreus FGSC A1156 amplifiziert (NT_165972.1: 1975377 bp — 1973662
bp)
Vektor: pGemT®-easy
Primer: 0702_gDNA_fwd & 0702_gDNA _rvs

pEH88 Klonierungskonstrukt fiir ATEG_02823 (EAU36097), Fragment aus gDNA
von A. terreus FGSC A1156 amplifiziert (NT_165927.1: 121723 bp - 123300
bp)
Vektor: pGemT®-easy
Primer: 2823_gDNA_fwd & 2823_gDNA _rvs

pEH8&9 Klonierungskonstrukt fiir ATEG_03092 (EAU36366), Fragment aus gDNA
von A. terreus FGSC A1156 amplifiziert (NT_165927.1: 857335 bp — 859448
bp)
Vektor: pGemT®-easy
Primer: 3092_gDNA_fwd & 3092_gDNA _rvs

pEH90 Klonierungskonstrukt fiir ATEG_06111 (EAU33872), Fragment aus gDNA
von A. terreus FGSC A1156 amplifiziert (NT_165931.1: 1343720 bp - 1345498
bp)
Vektor: pGemT®-easy
Primer: 6111_gDNA_fwd & 6111_gDNA_rvs

pEHI1 Expressionskonstrukt fiir ATEG_00700 (atqA) mit N-terminalen His¢-Tag,
Fragment von cDNA amplifiziert (NT_165972.1: 1968773 bp — 1971661 bp)
Vektor: pESC-URA Expressionsorganismus: S. cerevisiae
Primer: 0700 3 fwd & 0700 2 rvs

pEH92 Fusionskonstrukt aus A-Domane von ATEG_02815 mit N-terminalen Hiss-
Tag (aus pEH41) & T/TE-Doménen von ATEG_08899 (aus pEH27)
Vektor: pESC-URA Expressionsorganismus: S. cerevisiae
Primer: KAB-pESC-MCSTrev & 2815-A-rvs; KAB-pESC-MCS1for &
8899_T_2815fwd

pEH93 Fusionskonstrukt aus A-Doméane von ATEG_00700 mit N-terminalen Hise-
Tag (aus pEH91) & T/TE-Domanen von ATEG_08899 (aus pEH27)
Vektor: pESC-URA Expressionsorganismus: S. cerevisiae
Primer: KAB-pESC-MCS1rev & 0700-A-rvs; KAB-pESC-MCS1ifor &
8899_T_0700fwd

pEH94 Fusionskonstrukt aus A-Domane von ATEG_03090 mit N-terminalen Hiss-

Tag (aus pEH43) & T/TE-Doménen von ATEG_08899 (aus pEH27)
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pEH97

pEH98

pEH100

pEH101

pEH102

pEH103

pEH104

Vektor: pESC-URA Expressionsorganismus: S. cerevisiae
Primer: KAB-pESC-MCSTrev & 3090-A-rvs; KAB-pESC-MCS1for &
8899_T_3090fwd

Fusionskonstrukt aus A-Domane von ATEG_00700 mit N-terminalen Hise-
Tag (aus pEH91) & T/TE-Domanen von ATEG_02815 (aus pEH41)

Vektor: pESC-URA Expressionsorganismus: S. cerevisiae
Primer: KAB-pESC-MCS1rev & 0700-A-rvs; KAB-pESC-MCS1ifor &
2815_T_0700fwd

Fusionskonstrukt aus A-Doméane von ATEG_03090 mit N-terminalen Hiss-
Tag (aus pEH43) & T/TE-Doménen von ATEG_02815 (aus pEH41)

Vektor: pESC-URA Expressionsorganismus: S. cerevisiae
Primer: KAB-pESC-MCSTrev & 3090-A-rvs; KAB-pESC-MCS1for &
2815_T_3090fwd

Fusionskonstrukt aus A-Domane von ATEG 2004 mit N-terminalen Hise-
Tag (aus pEH25) & T/TE-Domiane von CHGG_03687 (aus pEH54) GS
Uberhang™

Vektor: pESC-URA Expressionsorganismus: S. cerevisiae
Primer: KAB-pESC-MCS1rev & 2004AGS-oh_rvs; KAB-pESC-MCS1for &
3687T_GS-oh_fwd

Fusionskonstrukt aus A-Doméane von ATEG 2004 mit N-terminalen Hiss-
Tag (aus pEH25) & T/TE-Domane von ATEG_08899 (aus pEH28) GS
Uberhang™

Vektor: pESC-URA Expressionsorganismus: S. cerevisiae
Primer: KAB-pESC-MCS1rev & 2004AGS-oh_rvs; KAB-pESC-MCS1for &
8899T GS-oh_fwd

Fusionskonstrukt aus A-Domane von CHGG 03687 mit N-terminalen Hiseg-
Tag (aus pEH54) & T/TE-Domane von ATEG_02004 (aus pEH25) GS
Uberhang™

Vektor: pESC-URA Expressionsorganismus: S. cerevisiae
Primer: KAB-pESC-MCS1rev & 3687AGS-oh_rvs; KAB-pESC-MCS1for &
2004T_GS-oh_fwd

Fusionskonstrukt aus A-Domane von CHGG 03687 mit N-terminalen Hiseg-
Tag (aus pEH54) & T/TE-Domane von ATEG_03090 (aus pEH43) GS
Uberhang™

Vektor: pESC-URA Expressionsorganismus: S. cerevisiae
Primer: KAB-pESC-MCS1rev & 3687AGS-oh_rvs; KAB-pESC-MCS1for &
3090T_GS-oh_fwd

Fusionskonstrukt aus A-Domane von CHGG 03687 mit N-terminalen Hisg-
Tag (aus pEH54) & T/TE-Domane von ATEG_08899 (aus pEH28) GS
Uberhang™

Vektor: pESC-URA Expressionsorganismus: S. cerevisiae
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Primer: KAB-pESC-MCS1rev & 3687AGS-oh_rvs; KAB-pESC-MCS1for &
8899T GS-oh_fwd

pEH105 Fusionskonstrukt aus A-Doméane von ATEG_08899 mit N-terminalen Hise-
Tag (aus pEH28) & T/TE-Domane von ATEG_02004 (aus pEH25) GS
Uberhang*
Vektor: pESC-URA Expressionsorganismus: S. cerevisiae
Primer: KAB-pESC-MCS1rev & 8899AGS-oh_rvs; KAB-pESC-MCS1for &
2004T_GS-oh_fwd

pEH106 Fusionskonstrukt aus A-Doméane von ATEG_08899 mit N-terminalen Hise-
Tag (aus pEH28) & T/TE-Doméne von CHGG_03687 (aus pEH54); GS
Uberhang*
Vektor: pESC-URA Expressionsorganismus: S. cerevisiae
Primer: KAB-pESC-MCS1rev & 8899AGS-oh_rvs; KAB-pESC-MCS1for &
3687T_GS-oh_fwd

pEH107 Expressionskonstrukt fiir ATEG_02004 (apvA) mit N-terminalen Hise-Tag
(aus pEH25)
Vektor: pET28a-(+) Expressionsorganismus: E. coli
Primer: pET28_His-tag_f & HIS8-ESC-MCS1-r

pEH108 Expressionskonstrukt fir ATEG_02815 (btyA) mit N-terminalen Hiss-Tag
(aus pEHA41)
Vektor: pET28a-(+) Expressionsorganismus: E. coli
Primer: pET28_His-tag_f & HIS8-ESC-MCS1-r

pEH109 Expressionskonstrukt fir ATEG_03563 (melA) mit N-terminalen Hiss-Tag
(aus pEH42)
Vektor: pET28a-(+) Expressionsorganismus: E. coli
Primer: pET28_His-tag_f & HIS8-ESC-MCS1-r

pEH110 Expressionskonstrukt fiir ATEG_08899 (pgnA) mit N-terminalen Hiss-Tag
(aus pEH29)
Vektor: pET28a-(+) Expressionsorganismus: E. coli
Primer: pET28_His-tag_f & HIS8-ESC-MCS1-r

pEH111 Expressionskonstrukt fiir CHGG_03687 (astA) mit N-terminalen His¢-Tag
(aus pEH54)
Vektor: pET28a-(+) Expressionsorganismus: E. coli
Primer: pET28_His-tag_f & HIS8-ESC-MCS1-r

pEH112 Fusionskonstrukt aus A/T-Doménen von ATEG_00700 mit N-terminalen
Hiss-Tag (aus pEH91) & TE-Domane von ATEG_02004 (aus pEH25)
Vektor: pESC-URA Expressionsorganismus: S. cerevisiae
Primer: KAB-pESC-MCS1rev & 0700-T-rvs; KAB-pESC-MCSi1for &
2004TE_0700for

pEH113 Fusionskonstrukt aus A/T-Doménen von ATEG_00700 mit N-terminalen

Hise-Tag (aus pEH91) & TE-Doméne von ATEG_02815 (aus pEH41)
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Vektor: pESC-URA Expressionsorganismus: S. cerevisiae
Primer: KAB-pESC-MCS1rev & 0700-T-rvs; KAB-pESC-MCSTifor &
2815TE_0700for

pEH114 Fusionskonstrukt aus A/T-Doménen von ATEG_00700 mit N-terminalen
Hiss-Tag (aus pEH91) & TE-Domane von ATEG_03090 (aus pEH43)
Vektor: pESC-URA Expressionsorganismus: S. cerevisiae
Primer: KAB-pESC-MCS1rev & 0700-T-rvs; KAB-pESC-MCSifor &
3090TE_0700for

pEH115 Fusionskonstrukt aus A/T-Doménen von ATEG_00700 mit N-terminalen
Hise-Tag (aus pEH91) & TE-Doméne von ATEG_08899 (aus pEH28)
Vektor: pESC-URA Expressionsorganismus: S. cerevisiae
Primer: KAB-pESC-MCS1rev & 0700-T-rvs; KAB-pESC-MCSTifor &
8899TE_0700for

pEH116 Fusionskonstrukt aus A-Domane von ATEG_00700 mit N-terminalen Hiss-
Tag (aus pEH91) & T/TE-Domanen von ATEG_02004 (aus pEH25)
Vektor: pESC-URA Expressionsorganismus: S. cerevisiae
Primer: KAB-pESC-MCS1rev & 0700-A-rvs; KAB-pESC-MCSifor &
2004T_0700for

pEH117 Fusionskonstrukt aus A-Doméane von ATEG_00700 mit N-terminalen Hise-
Tag (aus pEH91) & T/TE-Doménen von ATEG_03090 (aus pEH43)
Vektor: pESC-URA Expressionsorganismus: S. cerevisiae
Primer: KAB-pESC-MCSTrev & 0700-A-rvs; KAB-pESC-MCS1for &
3090T_0700for

pEH118 Fusionskonstrukt aus A/T-Doménen von ATEG_02004 mit N-terminalen
Hiss-Tag (aus pEH25) & TE-Doméane von ATEG_02815 (aus pEH41)
Vektor: pESC-URA Expressionsorganismus: S. cerevisiae
Primer: KAB-pESC-MCS1rev & 2004-T-rvs; KAB-pESC-MCSifor &
2815TE_2004for

pEH119 Fusionskonstrukt aus A-Doméane von ATEG_02004 mit N-terminalen Hise-
Tag (aus pEH25) & T/TE-Doménen von ATEG_02815 (aus pEHA41)
Vektor: pESC-URA Expressionsorganismus: S. cerevisiae
Primer: KAB-pESC-MCSTrev & 2004-A-rvs; KAB-pESC-MCS1for &
2815_T_2004fwd

pEH120 Fusionskonstrukt aus A/T-Doménen von ATEG_08899 mit N-terminalen
Hiss-Tag (aus pEH28) & TE-Domane von ATEG_02815 (aus pEH41)
Vektor: pESC-URA Expressionsorganismus: S. cerevisiae
Primer: KAB-pESC-MCS1rev & 8899-T-rvs; KAB-pESC-MCSifor &
2815TE_8899for

* Ein Uberhang aus einem GSGSGGSGS-Motiv zwischen der A- und T-Domine der Rekombinierten NRPS-
ahnlichen Gene
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3.2.3. Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden von den Firmen Eurofins Genomicx (Ebersberg) und
Microsynth (Balgach, Schweiz) synthetisiert.
Tabelle 3-10: Im Rahmen dieser Arbeit fiir die Expression der NRPS-éhnlichen Gene in A. nidulans

designte und verwendete  Oligonukleotide. ~ Uberhinge sind  klein  geschrieben,
Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen, der His-Tag ist kursiv.

Bezeichnung

Sequenz (5> 3°)

gpdA fwd
gpdA rvs
PyrG fwd
PyrG rvs

pyrG_gpdA

wAup_pyrG_rvs
pyrG_wA_fwd
pyrG_gpdA_rvs

tcagacacagaataactctccatgcggagagacggacggt
ATGGTGGTGGTGATGATGCATgattaaaggttcttggat
tctagaattctgtctgagaggaggcact
accgtccgtctcectceccgecatggagagttattectgtgtet
gcttggcatcacgcatcagtgcctcecctctcagacagaatCATGCGGAGAG
ACGGACGGACG
ACATATTTCGTCAGACACAGAATAACTCTCGATCAGGAGAAGGAGAGTC
TCAGCGGACTTGACTCTCCTTCTCCTGATCGAGAGTTATTCTGTGTCTG
TCTGCGTCCGTCCGTCTCTCCGCATGattctgtctgagaggaggcactyg

03687 Fus fwd
08899 Fus fwd
03563 Fus fwd
03090 Fus fwd
02004 Fus fwd

ATGcatcatcaccaccatGGCTCCCTCGCGGTTTCAG
ATGcatcatcaccaccatAATAAGAAGCTCAAGCTTTTC
ATGcatcatcaccaccatCAACCAAGCCTTATTCCCTC
ATGcatcatcaccaccatTCTTTCAAGAACCTCCAACA
ATGcatcatcaccaccatATGACTTTGAACAACCTACA

3687 _wA do ccttttcgccecctttgtcatagtaaagtgattcgegtcatgGCACCCAATC
ACTGTCAACTAC

2004_wA do ccttttcgcceccectttgtcatagtaaagtgattcgegtcatgAAAGATTTAC
TTAACGCGAGTCTCACAATC

8899 wA do gccttttcgeccctttgtcatagtaaagtgattcgegtcatgTTTTGGCAG
GTGCCTTTTGATAG

3563 _wA do ccttttcgeecctttgtcatagtaaagtgattecgegtcatgTCTACCTCAT
CTCTGAGAGCTGTC

3090 _wA do gccttttcgeccecctttgtcatagtaaagtgattcgegtcatgAGGTCGTCT
GGGGACGTGAGG

His-3687 rvs CTGAAACCGCGAGGGAGCCatggtggtggtgatgatyg

His-08899 rvs
His-03563 rvs
His-2004 rvs

GCTTGAGCTTCTTATTatggtggtggtgatgatyg
GAGGGAATAAGGCTTGGTTGatggtggtggtgatgatg
CCTGTAGGTTGTTCAAAGTatggtggtggtgatgatyg
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Tabelle 3-11: Oligonukleotide, die firr die Klonierung der NRPS-dhnlichen Gene in den pESC-URA
Vektor verwendet wurden. Uberhinge sind klein geschrieben, Restriktionsschnittstellen sind
unterstrichen, der His-Tagist kursiv.

Bezeichnung

Sequenz (5°> 3°)

2004 1 fwd
2004_2 rvs
2004 _3 rvs
2004_4 for
2004 _5 rvs
2004 _6_His_rvs

2004 7 His_fwd

ggaattccATGACTTTGAACAACCTACAG
gactagtcTCACATTCCTCGCTCATCCAG
gactagtcGGCACATTCCTCGCTCATCCAG
aaaagtaagaatttttgaaaATGACTTTGAACAACCTACAG
atcgtcgtcatccttgtaatcCATTCCTCGCTCATCCAGC
atcgtcgtcatccttgtaatcTCAatggtgatggtgatggtgCATTCCTCG
CTCATCCAGC
tccaaaaaaaaagtaagaatttttgaaaATGecaccatcaccatcaccatAC
TTTGAACAACCTACAG

2815 1 fwd
2815_2 rvs
2815 _3 HIS fwd
2815 4 HIS rvs

2815_5_long_rvs

tttgaaaattcgaattcATGACCAAAATTGATTTGATTAAC
aatccatcgatactagtgCTACAAACCCCGAGCATCCATC
gaatttttgaaaattcgaattcATGcaccatcaccatcaccatACCAAAAT
TGATTTGATTAAC
tccttgtaatccatcgataCTAgtggtgatggtgatggtgCAAACCCCGAG
CATCCATC
TTGTTAATTAAGAGCTCAGAGAGATAGAGAGAGACAGAGAGTACCCCGAGC
ATCCATCGC

3090 1 fwd
3090 _2 rvs
3090_3 rvs
3090_4_Stop_rvs
3090 5 HIS for

ataagaatgcggccgctaaATGTCTTTCAAGAACCTCCAAC
gaagatcttcactagtccTAGTCGACGGCCATACTCTG
agatctaaactagtccAATTCCCCGTGCTTCCAAC
gagctcagatcttatcgtcgtcatcctCTAAATTCCCCGTGCTTCCAAC
ccctcactaaagggcggccgctaaATGecaccatcaccatcaccatTCTTTC
AAGAACCTCCAAC

3090 6 for tccaaaaaaaaagtaagaatttttgaaaATGTCTTTCAAGAACCTCCAAC
3563 1 fwd ataagaatgcggccgcATGCAACCAAGCCTTATTCC

3563_2_rvs gactagtTTACATGCCCCTCTCAGCAAG

3563_3 rvs gactagtTTCATGCCCCTCTCAGCAAG

3563_4 rvs gtcatccttgtaatccatcgatactagtttacATGCCCCTCTCAGCAAG

3563_5_HIS_fwd

gaattcaaccctcactaaagggcggccgcATGecaccatcaccatcaccatC
AACCAAGCCTTATTCC

8899-1-fwd
8899 2 rvs
8899 3 rvs
8899 4 for
8899 5 HIS for

8899 6 rvs
8899 7 HIS rvs

ataagaatgcggccgctaaactATGAATAAGAAGCTCAAGC
ggactagtTTAGATTCCACGGTCATTCAGCG
ggactagtTTGATTCCACGGTCATTCAGCG
tccaaaaaaaaagtaagaatttttgaaaATGAATAAGAAGCTCAAGC
tccaaaaaaaaagtaagaatttttgaaaATGecaccatcaccatcaccatAA
TAAGAAGCTCAAGC
atcgtcgtcatccttgtaatcTTAGATTCCACGGTCATTCAGCG
atcgtcgtcatccttgtaatcTTAatggtgatggtgatggtgGATTCCACG
GTCATTCAGCG

0700_1_fwd
0700_2 rvs

tttgaaaattcgaattcATGACTCGCACGGAGATCCTC
aagagctcagatcttatCTACACCCCTCGCTCCCTCAAC
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0700_3_HIS_fwd

gaatttttgaaaattcgaattcATGcaccatcaccatcaccatACTCGCAC
GGAGATCCTC

3687_1 fwd
3687_2 rvs
3687 3 fwd
3687 _4 HIS fwd

3687_5_rvs

cggaattccgATGGGCTCCCTCGCGGTTTC
agatctgggcggccgcCAGCCCACGCTCCCGCAGC

agtaagaatttttgaaaattcgaattccgATGGGCTCCCTCGCGGTTTC
agtaagaatttttgaaaattcgaattccgATGecaccatcaccatcaccatG
GCTCCCTCGCGGTTTC
tcatccttgtaatccatcgatactagtCTACAGCCCACGCTCCCGCAGC

Tabelle 3-12: Fiir die Expression der NRPS-ahnlichen Gene in E. coli verwendeten Oligonukleotide. Die
homologen Bereiche sind klein geschrieben.

Bezeichnung

Sequenz (5> 3°)

pET28 His-tag_f

HIS8_ESC_MCS1_r

gtttaactttaagaaggagatataccatggATGCACCATCACCATCACC
ttgttagcagccggatctcagtggtaccGTTAATTAAGAGCTCAGATCT

QE-HIS-tag-f aattcattaaagaggagaaattaaccatggATGCACCATCACCATCACC
QE-ESC-MCS1-r aacaggagtccaagctcagctaattaagCTTAATTAAGAGCTCAGATCT
His_NpgA_fwd atgaaacaccaccaccaccaccaccaccacGTGCAAGACACATCAAG
NpgA_rvs aactcagcttcctttcgggctttgTTAGGATAGGCAATTACACAC
NpgA_fwd tgtttaactttaagaaggagatataATGGTGCAAGACACATCAAG
NpgA-HIS_rvs cggatctcagtggtggtggtggtggtgGGATAGGCAATTACACAC

Tabelle 3-13: Oligonukleotide, die fiir die Reorganisation der Domanen von NRPS-dhnlichen Genen
verwendet wurden. Die homologen Bereiche sind klein geschrieben.

Bezeichnung

Sequenz (5> 3°)

2004 A rvs

2815_T_2004fwd
3090_T_2004fwd
8899_T_2004fwd
3687_T_2004fwd

GTTATTGGCGTTCTGGTAGGT

ggagtatgcgacctaccagaacgccaatAACAATCGATTGCTCAAGCTC
ggagtatgcgacctaccagaacgccaatAACAGCCATCTAGTGAAGATG
gagtatgcgacctaccagaacgccaatAACGAACAGATGATGGCTCTAC
gggagtatgcgacctaccagaacgccaatAACGACGCCGCCGTCAAGAG

2004T rvs

2815TE_2004for
3090TE_2004for
8899TE_2004for
3687TE_2004for

GTACTCGCGCGGGCCCTGCAG
tttggaaaaactgcagggcccgcgcgagTACAACCCCGTCGTGACCCTG
tttggaaaaactgcagggcccgcgcgagTACAAACCGGTCATCACCTTG
tggaaaaactgcagggcccgecgcgagTACAACCCTGTAGTCGTATTAC
tttggaaaaactgcagggcccgcgcgagTACGACCCCGTGGTCACGCTG

8899 A rvs

2004 T 8899fwd
2815 T 8899fwd
3090 T 8899fwd
3687 _T 8899fwd

GTTCGCTTCTTGATAACTTTTATAG

gggagactataaaagttatcaagaagcgAACGAGCTGATGCGACGATAC
gggagactataaaagttatcaagaagcgAACAATCGATTGCTCAAGCTC
gggagactataaaagttatcaagaagcgaacagccatctagtgaagatg
aaggggagactataaaagttatcaagaagcgAACGACGCCGCCGTCAAG
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8899T rvs

2004TE_8899for
2815TE_8899for
3090TE_8899for
3687TE_8899for

GTATATGCTGCAGTCTCTTTGC

cacgctcagcaaagagactgcagcataTACGATCCGGTGGTGACGCTC
cacgctcagcaaagagactgcagcataTACAACCCCGTCGTGACCCTG
cacgctcagcaaagagactgcagcataTACAAACCGGTCATCACCTTG
cacgctcagcaaagagactgcagcataTACGACCCCGTGGTCACGCTG

3687 _A_rvs

2004 T 3687fwd
2815 T 3687fwd
3090 T 3687fwd
8899 T 3687fwd

GTTGGCCTCCTGCTGGGC

cggcgccttcaaggcccagcaggaggccAACGAGCTGATGCGACGATAC
cggcgccttcaaggcccagcaggaggccAACAATCGATTGCTCAAGCTC
cggcgccttcaaggcccagcaggaggccAACAGCCATCTAGTGAAGATG
ggcgccttcaaggcccagcaggaggccAACGAACAGATGATGGCTCTAC

3687T rvs

2004TE_3687for
2815TE_3687for
3090TE_3687for
8899TE_3687for

GTACTCGTGCGGCTTCTTGTC

cgtcgagacggacaagaagccgcacgagTACGATCCGGTGGTGACGCTC
cgtcgagacggacaagaagccgcacgagTACAACCCCGTCGTGACCCTG
cgtcgagacggacaagaagccgcacgagTACAAACCGGTCATCACCTTG
gtcgagacggacaagaagccgcacgagTACAACCCTGTAGTCGTATTAC

0700_A rvs

2004 T 0700fwd
2815 T 0700fwd
3090 T 0700fwd
8899 T 0700fwd

GTTAGCCGCTTCGTAGGCTGC
ggccagtttgcagcctacgaagcggctAACGAGCTGATGCGACGATAC
ggccagtttgcagcctacgaagcggctAACAATCGATTGCTCAAGCTC
ggccagtttgcagcctacgaagcggctAACAGCCATCTAGTGAAGATG
ggccagtttgcagcctacgaagcggctAACGAACAGATGATGGCTCTAC

0700T _rvs

2004TE_0700for
2815TE_0700for
3090TE_0700for
8899TE_0700for

ATACACATGCTTCCGTCCCGTG
accagcggcacgggacggaagcatgtgTACGATCCGGTGGTGACGCTC
accagcggcacgggacggaagcatgtgTACAACCCCGTCGTGACCCTG
accagcggcacgggacggaagcatgtgTACAAACCGGTCATCACCTTG
accagcggcacgggacggaagcatgtgTACAACCCTGTAGTCGTATTAC

3090_A rvs
2815 T 3090fwd
8899 T 3090fwd

GTTTGTGTCCTGGTAGGCTTTG
GGCGAGTACAAAGCCTACCAGGACACAAACAATCGATTGCTCAAGCTC
GGCGAGTACAAAGCCTACCAGGACACAAACGAACAGATGATGGCTCTAC

2815 A rvs
8899_T_2815fwd

GTTTGTCTCCTCGAATGCCTG
GGCGCCTTCCAGGCATTCGAGGAGACAAACGAACAGATGATGGCTCTAC

8899T GS-oh_fwd
2004T_GS-oh_fwd
3090T_GS-oh_fwd
3687T_GS-oh_fwd
2004A_GS-oh_rvs
8899A GS-oh rvs
3687A_GS-oh_rvs

ggtggtagtggtagtggtggtagtggtagtAACGAACAGATGATGGCTC
ggtggtrgtggtagtggtggtrgtggtagtAACGAGCTGATGCGACG
ggtagtggtagtggtggtagtggtagtAACAGCCATCTAGTGAAGATG
ggtagtggtagtggtggtagtggtagtAACGACGCCGCCGTCAAGAG
actaccactaccaccactaccactaccATTGGCGTTCTGGTAGGTCG
actaccacyaccaccCGCTTCTTGATAACTTTTATAG
actaccactaccaccactaccactaccGGCCTCCTGCTGGGCCTTG
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Tabelle 3-14 Oligonukleotide, die fiir die Klonierung der putativen Prenyltransferasen verwendet
wurden. Uberhénge sind klein geschrieben.

Bezeichnung

Sequenz (5> 3°)

0702_gDNA_fwd
0702_gDNA _rvs
0702_1 fwd
0702_2 rvs

GAACTATATCGAATECCTCTCC

CGGTAGTTATCGAALTCCGTATG
cgactcactatagggcccgggcecgtcgacATGACCATCCACGCCAAACAC
gagcggatcttagctagccgecggtaccCTAGACGTAGTCTCCCAAAAGC

2823_gDNA_fwd
2823_gDNA _rvs
2823 1 fwd
2823 2 rvs
CaW_02823-2
CaW _02823-3

TAAAAGAATTcAACCACACAGC

TAACTAACTGAgAATTCCACG
tcaaggagaaaaaaccccggatccgtaATGACGATTCATGATCCGAATG
ggatcttagctagccgcggtaccaagctTATACTGGCCGGGCGCCTTCC
tctgcgectcecgcagatgtcttCGCTGGTGTGGACATGTCCATTTCTACTCG
cgagtagaaatggacatgtccacaccagcgAAGACATCTGCGAGCGCAGA

3092_gDNA_rvs
3092_gDNA_fwd
3092_1_fwd
3092 2 rvs
3092-kurz_fwd
ATEG1.1
ATEG1.2

GGATTGGATTGGaATTCCTTG

TAGCAAGAGAATTCTACTTGGG
cgactcactatagggcccgggecgtcgacATGGGCTCAACAGACAAGACC
gatcttagctagccgcggtaccaagctTACAGGAGATCAGCTACCCGTC
cttatcgtcgtcatccttgtaatcCTAGTAAGAAGATACGTCCTCCTTG
cgactcgtcaaggttacaagaggggTAGTAAGAAGATACGTCCTCCTTG
caaggaggacgtatcttcttactaCCCCTCTTGTAACCTTGACGAGTCGT

3684 1 fwd
3684 2 rvs
3684 fus_4 fwd

tcaaggagaaaaaaccccggatccgtaATGGCGACCGTTGACACCATCG
ggatcttagctagccgcggtaccaagctTAAGTATACTTCCAGTTACCC
agctcgggcccggectcgatgtecgttgecgCTCGACTGTCTTGACCCGAC

6111_3_fwd
06111_TEST fwd
6111_gDNA _rvs

cccggatccgtaatacgactcactataggATGTCCTTGCCATACCTTCC
GCACCTCCATGGCCTCCTTGC
CAGTAGGCATTTGGAATTCATC

Tabelle 3-15: Oligonukleotide, die fiir Sequenzierung verwendet wurden.

Bezeichnung

Sequenz (5> 3°)

0700 K_fwd
2004 K_fwd
2815_K_fwd
3090_Seq_fwd
3563 _K_fwd
3687 K_fwd
8899 K_fwd
pESC-MCS1-f1
pESC-MCS1-r1
pESC-MCS2-f3
pESC-MCS2-r3
pESC-MCS2-f1
pESC-MCS2-r1
00700_Seq_fwd

KAB-pESC-MCS1for
KAB-pESC-MCSTrev

ACCTTTGCACCCAACTTC
GATGACGCACAGCACCGTCAG
GAAAGAGAACCATCACCCT
GAATGTCATAGTGCCTGGGTTTG
GCTATTGCTATGGGTCGATGTTG
CAAGACGCTCGACGAGGTGTTC
ATCTTCCACCTAGTCTGAATG
CTGAAAGTTCCAAAGAGAAG
TTTCTGGCAAGGTAGACAAG
GCCTTATTTCTGGGGTAATTAATCAGCG
GTCCCAAAACCTTCTCAAGCAAGG
CAAATGTAATAAAAGTATCAAC
GGTTGTCTAACTCCTTCC
GCGTCTCGCGCACCTTTGC
CCGACAACCTTGATTGGAGACTTGAC
GGTGGTAATGCCATGTAATATG
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3.2.4. Mikroorganismen

3.3.Nahrmedien und Losungen

3.3.1. Nahrmedien

Die angegebenen Mengen beziehen sich in der Regel auf ein Endvolumen von 1 1. Wenn
nicht anders angegeben, wurden die Medien und Zusétze zur Sterilisierung autoklaviert. Zur
Herstellung von Festmedien wurden dem Flissigmedium 1,5% (m/v) Agar zugesetzt.
Hitzelabile Zusatze, wie beispielsweise Antibiotika wurden mit einem Spritzenfilter
(Filtropur S 0,2, Porengrofle 0,2 um, Sarstedt, Numbrecht) steril filtriert und nach der
Sterilisation zugegeben.

Glukose- und Galaktoselosungen in kleinen Mengen (unter 50 ml) wurden ebenfalls
tiber einen Spritzenfilter (Filtropur S 0,2) filtriert. Grofler Mengen fiir die Zugabe zu
Hefemedien von 20%igen Glucoselosungen wurden autoklaviert. Galaktoselosungen wurden
iiber eine Millipore Express™ PLUS Membranfiltereinheit mit (Filterporengrofie 0,22um,

Merck Millipore, Darmstadt), die an eine Membranpumpe angeschlossen wurde filtriert.

3.3.1.1. Nahrmedien fiir die Kultivierung von E. coli

LB-Medium

NaCl 10,0 g
Trypton 10,0 g
Hefeextrakt 50¢g
SOC-Medium

Trypton 200g
Hefeextrakt 50g
NaCl 0,6g
KCl 0,2g
MgCl, 0,952 g
MgSO4 2,408 g

Die Bestandteile wurden in Wasser geldst, auf 980 ml aufgefiillt und durch

autoklavieren sterilisiert. Im Anschluss wurden 20 ml 1 M Glukoseldsung hinzufiigt.
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TB-Medium

Trypton 10,0 g
Hefeextrakt 50g
Glycerin (99,5%) 4,0 ml

Die Bestandteile wurden in Wasser gelost, auf 900 ml aufgefillt, und durch

autoklavieren sterilisiert. Im Anschluss wurden 100 ml Kaliumphosphatpuffer (pH 6,8)

zugegeben.
Kaliumphsophatpuffer
KH2PO4 0,17 M
KoHPO4 0,72 M

3.3.1.2. Nahrmedien fiir die Kultivierung von Ascomyceten

Glukose Minimal Medium (GMM)
Nitratsalze 20x 50 ml
Spurenelemente 1 ml
Glucose 10g

Mit NaOH auf pHsé,5 einstellen

Die Spurenelemente wurden steril nach dem Autoklavieren zugeben

HME

Malzextrakt 1% (w/v)
Hefeextrakt 0,4% (w/v)
Glucose 0,4% (w/v)
CDH

Czapek-Dox 3,5% (W/v)

Hefeextrakt 0,5% (W/v)
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3.3.1.3.  Medien zur Kultivierung von Saccharomyces cerevisiae

Hefemedien wurden vorldufig auf ein Volumen von 900 ml aufgefiillt und autoklaviert.
Nach der Sterilisierung wurden sterile 20%ige Zuckerlosungen als Kohlenstoffquelle zugefiigt.
Dabei wurde Galaktose fiir die Expression von Proteinen in Fliissigmedien verwendet,

ansonsten wurde Glukose eingesetzt.

YPD (Yeast extract Peptone Dextrose)

Hefeextrakt 1% (w/v)
Peptone 2% (wW/v)
Glucose 2% (w/v)

SC-Medium (Synthetic Complete)

Yeast Nitrogen Base without aminoacids 6,7% (W/v)
CMS-HIS-LEU-URA 0,069%
Zucker 2%
L-Leucin 60mg
L-Hisitidin 20mg
L-Uracil 20mg

Zur Selektion wurden die auf den Plasmiden kodierten Aminosauren ausgespart.

Mit 1M NaOH pH-Wert auf 6,2-6,3 einstellen

3.3.2. Antibiotika und Auxotropiemarker

Die Antibiotika wurden in Wasser als Stammlosung angesetzt, zur Sterilisierung tiber
einem Spritzenfilter (Filtropur S 0,2) filtriert, aliquotiert und bis zur Verwendung bei —20°C
gelagert. Die Zugabe der Antibiotika erfolgte unter sterilen Bedingungen kurz vor Gebrauch

der Medien. Festmedien wurden vor der Zugabe auf etwa 50°C abgekiihlt.

Tabelle 3-16: Verwendete Antibiotika

Stammlosung Endkonzentration im Losungsmittel des

Antibiotikum [mg/ml] Medium [pg/ml] Antibiotikums
Carbenicillin 50 50 H20
Kanamycin 50 25 H20
Tetrazyklin 12,5 12,5 H,0O
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Tabelle 3-17: Verwendete Auxotrophiemarker

Auxotrophiemarker Endkonzentration im Medium [g/I]
L-Arginin 0,5

Pyridoxin Hydrochlorid 0,5

Riboflavin 0,0025

Uracil 1,0

Uridin 2,4

3.3.3. Losungen und Puffer

Tabelle 3-18: Puffer und Losungen fiir die Protoplastierung und Transformation von A. nidulans

Puffer/ Losungen Bestandteile Konzentration/Volumen
Tween-Losung Tween® 80 0,1%
Losung A fir das NaH2PO4 * H,0 02 M
Osmotische Medium
Losung B fur das NaHPO4 * 2H.O 0,2 M
Osmotische Medium
Losung C fur das Losung A 7 ml
Osmotische Medium Losung B 93 ml
Osmotisches Medium Mg2504 - 7H20 1,2M

Losung C 5 ml

Mit HCI pH auf 5,7 einstellen und sterilfiltrieren
Trapping-Puffer Sorbitol 600 mM

Tris-Base 100 mM

pH 7,0 mit HCl einstellen, autoklavieren und bei 4°C lagern
STC-Puffer Sorbitol 1,2 M

CaCl; 10 mM

Tris-Base 10 mM

pH 7,5 mit HCl einstellen, autoklavieren und bei 4°C lagern
CaClz - Lésung CaCl; Y
PEG-L6sung PEG 3350 60% (v/v)
Calcium - PEG 1M CaClz 150 pl

PEG-Losung 2,85 ml
Nitratsalze (20x) NaNOs3 120 g

KCI 10,4 g

MgSO4 * 7H.0 10,4 g

KH2PO4 304 g

Wasser Ad 1000 ml
Spurenelemente ZnSO4 * 7H20 22g

H3BO3 1,1g

MnClz * H0 0,5g

FeSO4 * 7 H.0 05¢g

CoClz * 5 H20 0,16 g
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CuSO4* 5 H20 0,16 g

(NH4)Mo07024 * 4 H20 0,11g

EDTA 50g

Bis zum Farbumschlag riihren, Sterilfiltrieren, bei 4 °C lagern
Bottom Medium Nitratsalze (20x) 50 ml

Spurenelemente 1ml

Glucose 10,0 g

Sorbitol 2190 ¢

Agar 150¢g

Wasser Ad 1000 ml

pH 6,5 mit NaOH einstellen, autoklavieren, Spurenelemente
steril nach dem Autoklavieren zugeben

Top Agar

Nitratalze (20x) 25 ml
Spurenelemente 0,5 ml
Glucose 50¢g
Sorbitol 1100 g
Agar 3,75¢g
Wasser Ad 500 ml

pH 6,5 mit NaOH einstellen, autoklavieren, Spurenelemente
steril nach dem Autoklavieren zugeben

3.3.3.1.  Losungen zur Extraktion von DNA

Tabelle 3-19: Losungen fiir die Isolierung von Plasmid-DNA

Puffer Bestandteile Konzentration
Miniprep-Losung | Tris-Base 50 mM
Resuspensionspuffer EDTA 10 mM

RNaseA 100 pg/ml

pH 8,0 mit HCl einstellen, autoklavieren, RNase frisch zugeben
Miniprep Losung I NaOH 02M
Lysepuffer SDS 1% (w/v)
Miniprep Losung IlI Kaliumacetat 3M

Neutralisierungspuffer

pH 4,9-5,5 mit Essigsaure einstellen, autoklavieren

Tabelle 3-20: Puffer zur Isolierung von DNA aus Ascomyceten

Puffer Bestandteile Konzentration
Digestion Buffer (DB) Tris-HCI (pH 8,0) 10 mM

NaCl 400 mM

EDTA 25 mM

SDS 10 % 0,5%

pH auf 8,0 einstellen, autoklavieren
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3.3.3.2.  Puffer zur Detektion von DNA

Tabelle 3-21: Losungen fiir die Agarosegelelektrophorese

Puffer Bestandteile Konzentration
50x TAE Tris-Base 2M
Essigsaure 96% 400 mM
EDTA 50 mM
pH auf 8,0 einstellen, autoklavieren
6x Probenpuffer Glycerin 30% (v/v)
Bromphenolblau 0,25% (w/v)

3.3.3.3.  Puffer zur Arbeiten mit S. cerevisiae

Tabelle 3-22: Puffer fiir die Transformation von S. cerevisiae

Puffer Bestandteile Konzentration
Puffer A Sorbitol ™
Bicin (pH 8,35) 10 mM
Ethylenglykol 3% (V/v)
autoklavieren, bei Raumtemperatur aufbewahren
Puffer B PEG 1000 40% (w/v)
Bicin (pH8,35) 200 mM

autoklavieren, bei Raumtemperatur aufbewahren

Tabelle 3-23: Puffer zur Isolierung von Proteinen aus Hefe

Puffer Bestandteile Konzentration
GBD Tris-Base 20 mM
(glass beads disruption) Magnesiumchlorid Hexahydrat 10 mM
EDTA 50 mM
Glycerol 100% 5% (v/v)

pH 7,9 mit HClI einstellen, autoklavieren, Lagerung bei 4°C
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Losungen und Puffer zur Isolierung und Analyse von Proteinen

Tabelle 3-24: Puffer zur Reinigung von Proteinen mittels Nickel Affinititschromatographie
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Puffer Bestandteile Konzentration
Lysepuffer NaH2PO4 50 mM

NaCl 300 mM

[midazol 10 mM

Auf pH 8,0 einstellen und autoklavieren; Lagerung: 4°C
Waschpuffer NaH2PO4 50 mM

NaCl 300 mM

[midazol 20 mM

Auf pH 8,0 einstellen und autoklavieren; Lagerung: 4°C

Eluationspuffer

NaH2PO4 50 mM
NaCl 300 mM
Imidazol 250 mM

Auf pH 8,0 einstellen und autoklavieren; Lagerung: 4°C

Proteinlagerungspuffer

Tris-HCI (pH 7,5) 50 mM
Glycerin 15 % (v/v)
Auf pH 7,5 einstellen und autoklavieren; Lagerung: 4°C

Tabelle 3-25: Puffer und Losungen zur SDS-PAGE und Comassie-Farbung

Puffer/Lésung Bestandteile Konzentration/Volumen

Trenngel 12% Wasser 6,8 ml
1,5 M Tris/HCI (pH 8,8) 5,0 ml
10% (w/v) SDS 200 pl
Rotiphorese Gel 30 8,0 ml
10% (w/v) APS 300 pl
TEMED 10 pl
4 Gele: (8 cm x 5,8 cm x 0,75 ¢cm)

Sammelgel 4% Wasser 3,05 ml
1,5 M Tris/HCI (pH 8,8) 1,25 ml
10% (w/v) SDS 50 pl
Rotiphorese Gel 30 650 pl
10% (w/v) APS 100 pl
TEMED 5 ul
4 Gele: (8 cm x 5,8 cm x 0,75 ¢cm)

10 x SDS-Puffer Tris-Base 250 mM
Glycin 192 mM
SDS 1% (w/v)

5 x Protein-Probenpuffer  Tris/HCI (pH 6,8) 250 mM
DTT 500 mM
SDS 10 % (W/v)
Bromphenolblau 0,5 % (w/v)
Glycerin 50 % (v/v)
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Farbelosung Coomassie ~ CoomassieBrilliant Blau G-250 1 % (w/v)
Essigsdure 10 % (v/v)
Methanol 50 % (v/v)
Entfarberlosung Ethanol 20 % (v/v)
Coomassie Essigsaure 10 % (v/v)

Tabelle 3-26: Puffer und Losungen fiir den Western Blot

Puffer/Lésung Bestandteile Konzentration/Volumen
Roedel Mix NaOH 250 mM
B-Mercaptoethanol 140 mM
PMEFS 3mM
Frisch vor Gebrauch eine Tablette Protease Inhibitor (pro 10 ml) zugeben und l6sen
Towbin Tris-HCI (pH 8,8) 25 mM
Glycin 192 mM
Methanol 20% (v/v)
TBS Tris-HCI (pH7,4) 10 mM
NaCl 0,9% (w/v)
TBS-T Tris-HCI (pH7,4) 10 mM
NaCl 0,9% (w/v)
Tween®-20 0,05% (v/v)
Blockierlosung Milchpulver (gelost in TBS-T) 5% (w/v)
Substratpuffer Tris-HCI (pH9,5) 100 mM
NaCl 100 mM
MgCla 5 mM
Farbelosung BCIP (gelost in 100% DMF) 0,5 mM
NBT (gelost in 70% DMF) 0,37 mM
Tris-HCI (pH9,5) 100 mM
NaCl 100 mM
MgCla 5 mM
Laemmli-Puffer Tris-HCI (pH 6,8) 125 mM
Saccharose 5% (W/v)
SDS 2% (w/v)
B-Mercaptoethanol 2% (w/v)

Bromphenolblau

0,005 % (w/v)
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3.4.Kultivierungsbedingungen

3.4.1. Kultivierungsbedingungen fiir E. coli

Die Kultivierung von E. coli erfolgte in der Regel in LB-Fliissigmedium bzw. auf LB-
Festmedium bei 37°C mit den Resistenzen entsprechenden Antibiotika (Tabelle 3-16). Die
Flissigkulturen wurden tiber Nacht (16 h) unter Schiitteln bei 230 rpm und einer Temperatur
von 37°C inkubiert. Zu einer eventuellen Verbesserung der Proteinexpression wurde die
Temperatur auf 30°C oder 22°C gesenkt. 500 pl einer iiber Nacht gewachsenen Kultur wurden
mit 250 pl sterilem Glycerin gemischt um eine Dauerkultur herzustellen. Diese wurde

bei -80°C gelagert.

3.4.2. Kultivierungsbedingungen fiir Ascomyceten
3.4.2.1.  Kultivierungsbedingungen fir Aspergillus nidulans

Die Kultivierung von A. nidulans erfolgte in GMM unter der Zugabe der benétigten
Auxotrophiemarker (Tabelle 3-17) bei 37°C unter Lichtausschluss. Flissigkulturen wurden

unter Schiitteln bei 150 rpm und 37°C im Dunkeln kultiviert.

3.4.2.2.  Kultivierungsbedingungen fiir Aspergillus terreus

Die Kultivierung von A. terreuserfolgte auf HME-Agar oder in -Fliissigmedium bei 37°C
unter Lichtausschluss. Flissigkulturen wurden zusétzlich bei 150 rpm unter Schiitteln

angezogen.

3.4.2.3.  Kultivierungsbedingungen fiir Chaetomium globosum

Die Kultivierung von C. globosum erfolgte auf CDH-Agar oder in -Fliissigmedium bei

24°C im Dunkeln. Fliissigkulturen wurden zusétzlich bei 130 rpm unter Schiitteln angezogen.

3.4.2.4.  Kultivierungsbedingungen fiir Saccharomyces cerevisiae

Die Kultivierung von S. cerevisiae erfolgte in fliilssigem YPD- oder SC-X-Medium in
einem Schiittelinkubator bei 30° unter Schiitteln bei 230 rpm. Fir die Anzucht auf
entsprechendem Festmedium wurden die Platten bei 30°C im Brutschrank fiir bis zu 60 h
inkubiert. Zur Produktion von Aspulvinone E wurden die jeweiligen Fliissigkulturen nach

Bedarf unter Ausschluss von Licht kultiviert.
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3.4.3. Herstellung einer Sporensuspension

Sporen wurden unter der Verwendung von 3-5 ml einer 0,1 % (v/v) Tween® 20-Losung
von 2-6 gut sporulierenden Platten mithilfe einer sterilen Impfose abgewaschen und in ein
50 ml Reaktionsgefafy iiberfithrt. Zur griindlichen Trennung der Sporen von eventuell
vorhandenen Mycelbruchstiicken und Agarresten wurden der Suspension Glasperlen (2,85-
3,45 mm, Roth, Karlsruhe) hinzugefiigt und das Gemisch fiir etwa 2 min mit Hilfe eines
Vortexgerates gemischt. Um die Glasperlen, Myceliiberreste und Agarreste zu entfernen
wurde die Suspension im Anschluss iiber Watte filtriert. Die Suspension wurde bei 3000x g
fiir 5 min bei 4°C zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Zur Lagerung wurden die

Sporen in 500 pl Glycerinlésung (20 % v/v) resuspendiert und bei -80°C eingefroren.

3.5.Methoden der Molekularbiologie

3.5.1. Isolierung von genomischer DNA aus Ascomyceten

Das Mycel von 3 bzw. 4 Tage alten A. terreusoder C. globosum Schiittel-Kulturen wurde
iiber ein Filterpapier von dem Medium abgetrennt, um Wasserriickstinde zu entfernen mit
Kiichenrollenpapier gepresst und anschliefend mit fliissigem Stickstoff schockgefroren. Zur
Isolierung der genomischen DNA wurde das Mycel unter Verwendung von fliissigem
Stickstoff zu einem feinen Pulver gemorsert. Dabei wurde darauf geachtet, dass alle
verwendeten Materialien ebenfalls vor Gebrauch in Stickstoff gekiihlt wurden. 100 mg des
Mycel wurden in ein 2 mg Reaktionsgefafy iiberfithrt mit 1 ml DB (Tabelle 3-20) und eine
Spatelspitze Proteinase K fiir zwei Stunden bei 50°C und 160 rpm im Schiittelheitzblock
inkubiert. Es wurden 1 ml Phenol/Chloroform/Isomaylalkohol zugegeben und die Losung fiir
funf Minuten invertiert. Bei einer Zentrifugation fiir sieben Minuten bei 5000 rpm und 4°C
lieBen sich die Phasen voneinander trennten. Die obere wissrige Phase wurde in ein neues
Reaktionsgefaf3 tiberfithrt und der Vorgang bei Bedarf wiederholt, mindestens jedoch zweimal
durchgefiihrt. Da Phenol bei PCR-Reaktionen hinderlich sein kann erfolgte zur Entfernung
von Phenolriickstinden der Vorgang zum Abschluss mit einem Gemisch aus
Chloroform/Isomaylalkohol wiederholt. Durch die Zugabe von 80 pl 3 M Natriumacetat und
1,1 ml Isopropanol mit einer anschliefenden Inkubation fiir 30 min bei -80°C, oder tiber Nacht

bei -20°C, wurde die gDNA gefallt.
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3.5.2. Isolierung von mRNA aus A. terreus und cDNA-Synthese

Das E:N.Z.A. Fungal RNA Miniprep Kit wurde verwendet um die mRNA zu isolieren.
Das Mycel von 3 oder 4 Tage alten A. ferreus Kulturen wurde wie in Kapitel 3.5.1 beschrieben
zu einem feinen Pulver verarbeitet. Zur Isolierung der mRNA wurden ca. 80 mg des
pulverisierten Materials nach den Angaben des Herstellers verwendet. Auch der als optional
angegebene Schritt zum Verdau der DNA wurde durchgefiihrt. Die anschlielende Synthese
der cDNA erfolgte mit dem ProtoScript® II First Strand cDNA Aynthesis Kit (NEB) nach den
Angaben des Herstellers. Dazu wurden sowohl die Random-, als auch Oligo d(T)23 - Primer

verwendet.

3.5.3. Herstellung chemisch-kompetenter E. coli Zellen

Eine Einzelkolonie des gewiinschten £. co/i Stammes wurde von einer Platte gepickt, in
5ml SOC-Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum (Tabelle 3-16: Verwendete
AntibiotikaTabelle 3-16) tiberfithrt und bei 37°C tber Nacht kultiviert. 1 ml der Vorkultur
wurde genutzt um 100 ml SOC-Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum anzuimpfen.
Die Zellen wurden bis zu einer Absorption von 0,3 bei 600 nm weiter kultiviert. Anschlielend
wurde die Kultur in ein 50 ml Reaktionsgefafl tberfithrt und moglichst schnell
heruntergekiihlt. Alle folgenden Schritte erfolgten auf Eis bzw. bei 4°C. Zunachst wurden die
Zellen durch eine Zentrifugation bei 4000 rpm fiir 10 min sedimentiert. Das entstandene Pellet
wurden zweimal vorsichtig in 30 ml einer eiskalten 100 mM Calciumchlorid-Losung
gewaschen, fiir 5 min auf Eis inkubiert und erneut pelletiert. Anschliefend wurde der
Uberstand verworfen und die Zellen in 3-5 ml einer 100 mM Calciumchlorid-Losung, welche
mit 15% Glycerin versetzt worden war, resuspendiert. Die Suspension wurde in 1,5 ml
Reaktionsgefafie zu je 100/200 pl aliquotiert, in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -
80 °C gelagert.

3.5.4. Transformation von Plasmiden in kompetente E. coli Zellen

Zur Vermehrung oder der Herstellung von neuen Plasmiden wurden die Stamme XL1-
Blue MRF" oder DH5a verwendet. Die zu transformierenden Plasmide wurden auf die
bei -80°C gefrorenen, kompetenten E. coli Zellen gegeben und die Zellen fiir 30 Minuten auf
Eis aufgetaut. Der Hitzeschock erfolgte durch eine Inkubation der Zellen bei 42°C fiir 60-90
Sekunden. AnschlieSend wurden die Zellen fiir zwei Minuten auf Eis inkubiert. Nach der
Zugabe von 800 pl SOC-Medium wurden die Zellen fiir eine Stunde bei 37°C und 230 rpm

unter Schiitteln inkubiert. Durch eine Zentrifugation bei 5900 x g fiir eine Minute wurden die
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Zellen im Anschluss pelletiert. Der Uberstand wurde bis auf etwa 100 pl verworfen und das
Pellet im Restmedium resuspendiert. Auf einer LB-Agar-Platte mit dem Plasmid
entsprechendem Antibiotikum (Tabelle 3-16) wurden die Zellen ausplattiert. Zum Schluss
fand die Inkubation der Platten bei 37°C iiber Nacht statt.

3.5.5. Blau-Weif3-Selektion

Die Blau-Weif3-Selektion erlaubt eine Vorauswahl von méglichen positiven Klonen bei
der Herstellung von rekombinanten Plasmiden. Voraussetzung ist die Verwendung eines £.
coli Stammes, welcher durch eine Mutation in dem sogenannten /acZ Gen nicht in der Lage
ist, eine funktionsfahige f-Galaktosidase herzustellen. Der pGem-T® easy Vektor tragt die fiir
die a-Untereinheit der p-Galactosidase kodierende Sequenz, welche durch die Zugabe von
IPTG exprimiert wird. Das komplementierte Enzym spaltet den Farbstoff XGal (gelb) zu
Galaktose und 5-5"-Dibromo-4-4"-Indigo und die Kolonien werden blau. Die erfolgreiche
Integration einer DNA-Sequenz in die MCS (multiple cloning site) des pGem-T® easy Vektor

fithrt wiederum zur Inaktivierung des Gens und die Kolonien bleiben weif3.

3.5.6. Transformation von Plasmiden in S. cerevisiae

5 ml YPD-Medium wurden mit einer Einzelkolonie von einer 3-5 Tage alten Platte
inokuliert. Nach einer Kultivierung bei 30°C und 230 rpm tiber Nacht wurde die Vor-Kultur
verwendet um 50 ml YPD Medium auf eine Absorption von 0,3 bei einer Wellenlange von
600 nm einzustellen. Bei einer Zelldichte mit einer Absorption von 1,2 bis 2,0 wurde die Kultur
in ein 50 ml Reaktionsgefaf3 iiberfithrt und die Zellen bei 1200 x g fiir 5 min pelletiert. Das
Zellpellet wurden mit 25 ml Wasser gewaschen, in 1 ml 100 mM Lithiumacetat aufgenommen
und in ein 1,5 ml Reaktionsgefaf} iiberfithrt. Nach einer Zentrifugation bei 9500 x g fiir 3 min
wurden die Zellen in 400 pl Lithiumacetat aufgenommen und zu je 50 pl aliquotiert. Die
Zellen wurden erneut pelletiert und der Uberstand griindlich entfernt. Nacheinander wurden
vorsichtig 240 ul PEG 4000, 36 pl Lithiumacetat und 5 pl Carrier-DNA tber die Zellen
geschichtet. Zuletzt wurden 2-3 pl Plasmid zugegeben und die Bestandteile griindlich
miteinander vermischt (erst mit der Pipette und dann mit einem Vortex-Gerit). Im Anschluss
folgte eine Inkubation bei 30°C fiir 20 min und eine weitere bei 42°C fiir 30 min. Der Ansatz
wurde zum letzten Mal zentrifugiert und der Uberstand verworfen, bevor die Zellen in 50 ul
Wasser gelost und auf SC-X-Platten ausgestrichen wurden. Die Platten wurden fiir zwei bis

drei Tage bei 30 °C im Brutschank inkubiert.
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3.5.7. Transformation in S. cerevisiae nach der Freeze Methode

Fir die Herstellung von kompetenten Hefezellen wurden 50 ml YPD-Medium mit 1 ml
einer iiber Nacht gewachsenen Kultur angeimpft. Nach einer Inkubation bei 30°C und 230 rpm
bis zu einer optische Dichte von 0,6 bei 600 nm wurde die Kultur in ein 50 pl Reaktionsgefaf3
iiberfiihrt. Die Kultur wurde bei 1200 x g sowie Raumtemperatur fiir 5 min zentrifugiert, der
Uberstand verworfen und die Zellen in 5ml Puffer A (Tabelle 3-22) resuspendiert.
Anschlieend wurden die Zellen erneut bei 1200 x g fiir 5 min pelletiert. Das Pellet wurde in
4 ml Puffer A aufgenommen und in Aliaquots von 200 pl in 1,5 ml Reaktionsgefafien bei -80°C
eingefroren.

Fir die Transformation der Hefe wurden zu den gefrorenen Zellen 5 pl Carrier DNA
und 2 pl Plasmid-DNA hinzugefiigt. Bei 37°C wurden die Zellen fiir 5 min inkubiert, wobei sie
mehrfach vorsichtig invertiert wurden. Nach der Zugabe von 1 ml Puffer B (Tabelle 3-22)
wurde der Transformationsansatz fiir 1 Stunde bei 30°C inkubiert. Danach wurde der Ansatz
fiir 3 min bei 9500 x g zentrifugiert und 1 ml Uberstand verworfen. Die Zellen wurden im

Restmedium resuspendiert und auf Selekionsplatten ausgestrichen.

3.5.8. Protoplastierung und Transformation von A. nidulans

Die verwendeten Losungen und Medien sind in Tabelle 3-18 aufgefiihrt. Alle
Arbeitsschritte wurden unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt.

Fir die Transformation von A. nidulans wurden zuerst die Sporen von 6 - 8 gut
sporulierenden Platten geerntet. Mit der Sporensuspension wurden in einem 1 Liter
Erlenmeyerkolben 400 ml GMM-Fliissigmedium mit den benétigten auxotrophen Markern

angeimpft. Inkubation bei 28 C, 120 rpm Tischschiittler, fiir etwa 8 — 12 Stunden.

3.5.8.1.  Protoplastierung

Erreichten die Keimschlduche eine Lange, die etwa 2-3 mal dem Konidiendurchmesser
entsprachen, erfolgte die Ernte der Biomasse.

Die ausgekeimten Sporen wurden in ein 50 ml Reaktionsgefa3 tberfithrt und bei
3500 x g fiir 8 min pelletiert. Das Pellet wurde mit Wasser gewaschen. Die Sporen wurden in
15 ml osmotischem Medium (Tabelle 3-18) resuspendiert und mit 100 mg , lysingenzyme “aus
Trichoderma harzianum versetzt. Die Protoplastierung erfolgte in einem 11
Erlenmeyerkolben bei 30°C und 80 rpm fiir 3 — 4 Stunden. Durch mikroskopische Kontrollen
wurde die Protoplastierung tberpriift. Bei ausreichender Protoplastenmenge wurde die

Suspension in ein 50 ml Reaktionsgefay iiberfithrt und vorsichtig mit 7 ml Trapping Puffer
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(Tabelle 3-18) iiberschichtet. Durch Zentrifugation bei 3500 x g und 4°C fiir 15 min sammelten
sich die Protoplasten als milchig-triibe Schicht zwischen osmotischem Medium und Trapping
Puffer und wurden mit einer abgeschnittenen Pipettenspitze in ein 15 ml Reaktionsgefafd
iiberfiithrt. Die Protoplastenlosung wurde mit 1,5 mal dem Volumen kaltem STC-Puffer
versetzt und die Protoplasten durch erneute Zentrifugation pelletiert. Die Protoplasten
wurden vorsichtig in 1 ml kaltem STC-Puffer resuspendiert und in einem 1,5ml
Reaktionsgefdl bei 17000 x g fiir 30 Sekunden bei 4°C nochmals pelletiert. Der Uberstand
wurde verworfen und die Protoplasten in 120 ul kaltem STC-Puffer (Tabelle 3-18)
resuspendiert. Je 10 pl wurden fiir die Titerbestimmung und 10 pl fiir die Wasserkontrolle

abgenommen.

3.5.8.2. Transformation

Zur Transformation der Protoplasten wurde das aufgereinigte Plasmid (etwa 1-3 pg) mit
STC Puffer auf 100 pl aufgefiillt, gemischt und zu den 100 pl Protoplasten zugegeben. Der
Ansatz wurde vorsichtig durch Anschnipsen des Reaktionsgefafles gemischt und fiir 50 min
auf Eis inkubiert. Nach der Inkubation wurden 1,25 ml frisch angesetzte Calcium-PEG-Losung
(Tabelle 3-18) hinzugefiigt und der Ansatz in ein steriles 15 ml Reaktionsgefafl tiberfiihrt.
Durch behutsames Rollen des Reaktionsgefafies zwischen den Hdnden wurde der Ansatz sanft
gemischt, worauf eine Inkubation bei Raumtemperatur fiir 20 min erfolgte. Anschlielend
wurden weitere 5 ml STC-Puffer hinzugegeben und wieder sanft gemischt. Je 600 pl des
Trafoansatzes wurden auf eine Platte Bottom Medium mit dem bendtigten auxotrophen
Marker pipettiert. Sofort wurden 5 ml etwa 45°C warmer Top Agar mit den bendétigten
Zusétzen zugegeben und vorsichtig geschwenkt um den Weichagar gleichmafig zu verteilen
und die Protoplasten osmotisch einzubetten. Als Negativkontrolle wurden die Protoplasten

durch die Zugabe von Wasser zerstort und auf einer Platte ohne Selektionsmarker angezogen.

3.5.9. Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli Zellen

5 ml LB-Medium wurden mit dem benétigtem Antibiotikum versetzt und mit einem
einzelnen Klon angeimpft. Die Zellen von 2 ml Bakterienkultur wurden durch Zentrifugation
fiir zwei Minuten bei 16100 x g pelletiert und der Uberstand sauber abgenommen.

Die Isolierung der Plasmid-DNA erfolgt nach dem Prinzip der alkalischen Lyse. Dazu
wurden die Zellen zunéachst in 250 pl Losung I gut resuspendiert. Die Zelllyse erfolgte durch
die Zugabe von 250 pl Losung II und vorsichtiges Mischen mit anschlielender Inkubation bei

Raumtemperatur fiir 5 Minuten. Durch die Zugabe von 250 pl Lésung III und griindliches
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Mischen der Losung wurden die chromosomale DNA und die Proteine gefillt. Die Suspension
wurde bei 4°C fiir 10 min bei 16100 x g zentrifugiert und der Uberstand in ein neues
Reaktionsgefaf3 iiberfiihrt. Im Anschluss wurden 750 pl kaltes Isopropanol hinzugegeben und
durch Invertieren gemischt. Bei 16100 x g fiir 15 Minuten wurde die DNA pelletiert, der
Uberstand verworfen und das Pellet mit 400 pl eiskaltem, 70%igem Ethanol gewaschen. Nach
5-miniitiger Zentrifugation bei 16100 x g wurde der Ethanol verworfen und das Pellet fiir 10

Minuten getrocknet. Schliellich wurde das Pellet in 50 pl dest. Wasser gelost.

3.5.10. Restriktion durch Endonukleasen

Zu analytischen Zwecken wurden Restriktionen in einem Volumen von 10 pl
durchgefiihrt. Fiir eine nachfolgende Verwendung der entstandenen DNA-Fragmente wurden
die Restriktionen in einem préparativen Maf3stab von 50 pl angesetzt.

Die DNA-haltigen Losungen wurden mit dem bendtigtem Reaktionsenzym und dem
zugehorigen Reaktionspuffer vermischt und mit autoklaviertem Wasser auf das Endvolumen
aufgefiillt. Die Restriktion erfolgte fiir analytische Zwecke bei einer Temperatur von 37°C fiir
1 - 2 Stunden. Fiir den préiparativen Maf3stab wurde die Inkubationszeit auf bis zu 12 Stunden
verlangert. Fiir nachfolgende Experimente wurde die DNA im Anschluss je nach Bedarf

gereinigt oder dephsosphoryliert.

3.5.11. Dephosphorylierung

Zur Verbesserung der Effizienz von anschlielenden Ligationen und eine Religation der
Vektoren bei den nachfolgenden Homologen Rekombination zu hemmen wurden durch
Restriktion geoffnete Vektoren mit Hilfe der Shrimp-Alkaline-Phasphatase (SAP)
desphsphoryliert. Dafiir wurde der gedffnete und aufgereinigte Vektor mit 1 ul SAP versetzt
und fiir eine Stunde. bei 37 °C inkubiert. Zur Inaktivierung des Enzymes wurde der Ansatz

entweder mittels Ethanol gefillt oder fiir 20 min bei 65 °C inkubiert.

3.5.12. Ligation von DNA-Fragmenten

Reaktionen fiir eine Ligation in den pGemTeasy-Vektor wurden in einem Endvolumen
von 10 ul nach Herstellerangaben mit den mitgelieferten Komponenten angesetzt. Die
Ligationsreaktionen in andere Vektoren wurden mit der T4-DNA-Ligase (Jena Bioscience)

und dem mitgelieferten Reaktionspuffer in einem Mafistab von 20 pl durchgefithrt. Die
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Ligationen erfolgten bei 22°C iiber Nacht. Die Zusammensetzungen der Ligationsansitze
finden sich in Tabelle 3-27.

Tabelle 3-27: Schemata der Ligatonsansétze fiir pGem®T easy bzw. andere Vektoren

pGEM®T easy andere Vektoren
PCR-Produkt variabel Insert variabel
pPGEM®Teasy 25 ng Vektor 100-200 ng

(50 ng/ul)

T4-DNA-Ligase T4-DNA-Ligase

3 Weiss units 2,5 Weiss units

(3 Weiss units/pl) (2,5 Weiss units/ul)
2x Rapid ligation ‘
buffer 1x 10x T4-Ligase Puffer | 1x

Fir die Ligationsreaktion in die anderen Vektoren wurde in der Regel ein molares
Verhiltnis von linearisiertem Vektor zu Insert von 1:3 eingesetzt. Fiir die Berechnung der

Menge an benétigtem Insert wurde folgende Formel verwendet.

Masse (Vektor)[ng] x Linge (Fragment) [bp]
Masse (Insert) [ng] = x3
Ling (Vektor) [bp]

3.5.13. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Amplifizierung von benétigten DNA-Sequenzen wurde mit der Expand High
Fidelity™- oder der Phusion®-Polymerase nach Angaben der Hersteller durchgefiihrt.

Tabelle 3-28: Standard-Zusammensetzung des Ansatzes einer PCR

Bestandteil High Fidelity™-Polymerase Phusion®-Polymerase
Matrize Plasmid-DNA 5 ng-100 ng 5 ng-100 ng
gDNA/cDNA 500 ng — 1 pug 500 ng - 1pg
Reaktionspuffer 1 x konzentriert 1 x konzentriert
dNTP Mix 200 pM 400 pM
Primer 1 0,4 pM 0,2 uM
Primer 2 0,4 pM 0,2 pM
Polymerase 25U 2U

DMSO (optional) - 2,5 %
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Tabelle 3-29: Standard-PCR-Programm

High Fidelity™-Polymerase Phusion®-Polymerase
Phase Temperatur Dauer Zyklen Temperatur Dauer Zyklen
g;:zltirierung 94°C 3 min 1 98°C 30 sec 1
Denaturierung 94°C 30 sec 98°C 10 sec
Annealing Tm 1 min 30 Tm 30 sec 30
Elongation 72°C 1 min/kb 72°C 30 sec/kb
Finale Elongation 72°C 5 min 1 72°C 5 min 1

Die Amplifikation der NRPS-ahnlichen Gene fiir anschlieflende Fusions-PCR wurde mit
der Expand High Fidelity™ Polymerase bei 53 °C durchgefiihrt. Die NRPS-dhnlichen Gene
konnten nur mit der Expand High Fidelity™ Polymerase von cDNA amplifiziert werden. Die
Annealing Temperatur lag dabei bei: apvA = 58 °C; btyA = 56 °C; pgnA =60 °C und melA =
58 °C. Fiir alle anderen Amplifikationen wurde die Phusion® Polymerase mit einer Annealing-

Temperatur von 58 °C verwendet.

3.5.14. Homologe Rekombination in E. coli zur Herstellung von Konstrukten

Die zu fusionierenden DNA-Fragmente wurden mit Hilfe der Phusion Polymerase iiber
eine PCR-Reaktion vervielfiltigt. Die verwendeten Primer fiigen dabei einen mindestens
20 bp langen komplementaren Bereich fiir die in Zukunft benachbarten Sequenzen ein. Der
Vektor wurde durch eine Restriktion mit zwei verschiedenen Enzymen geoffnet und
anschlieflend dephosphoryliert. Alle DNA-Fragmente wurden aufgereinigt (Kapitel 3.5.16)
und in kompetente E. coli Zellen transformiert (Kapitel 3.5.4). Von dem Vektor wurden 100 ng
und von den DNA-Fragmenten 200-300 ng eingesetzt. Das Volumen fiir die Transformation
sollte dabei 10 pl nicht iberschreiten. Fiir die Transformation wurden 50 ul auf Eis aufgetaute

E. coli Zellen auf die DNA-Losung gegeben.

3.5.15. Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von Nukleinsiduren erfolgte nach ihrer Grofie mittels horizontaler
Agarose-Gelelektrophorese. Zur Herstellung der Agarosegele wurde die gewiinschte Menge
Agarose in 1x TAE-Puffer (Tabelle 3-21) in der Mikrowelle durch Erhitzen geldst. Die auf circa
50°C heruntergekiihlte Agaroselosung wurde mit 1x SYBR® Safe versetzt, in einen
vorbereiteten Gelschlitten gegossen und mit einem Probekamm versehen. Nach dem

Auspolymerisieren des Gels wurde der Schlitten in eine mit 1x TAE-Puffer gefillte
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Gelelektrophoresekammer gesetzt und der Probenkamm entfernt. Die Proben wurden mit 6x
BPB-Losung (Tabelle 3-21) versetzt und in die Taschen des Gels pipettiert. Die Elektrophorese
erfolgte bei ca. 5v/cm. Als Groflenstandard wurde der Gene Rule™ DNA-Ladder Mix
verwendet. Zur Detektion der Fragmente wurden die Eigenschaften von SYBR® Safe genutzt,
welches als Fluoreszenzfarbstoff in der Lage ist, in die DNA zu interkalieren. Dadurch
konnten die DNA-Fragmente auf dem UV-Tisch (Image Quant 100) bei einer Wellenldnge von

312 nm detektiert werden.

3.5.16. Reinigung und Aufkonzentrierung von DNA mit Hilfe von Ethanol

DNA wurde gereinigt bzw. ankonzentriert, indem der DNA haltigen Losung 110 Vol. 3M

Natriumacetat und 2,5 Vol. kaltes 100%iges Ethanol (p.a.) hinzugefiigt wurden. Der Ansatz
wurde vermischt und fiir 30 min bei -80°C oder tiber Nacht bei -20°C inkubiert. Durch
Zentrifugation bei 20180 x g fir 15 min bei 4°C wurde die DNA pelletiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet in 400 pl 70%igem Ethanol gewaschen. Das DNA-Pellet

wurde bei 55°C getrocknet und in dest. Wasser resuspendiert.

3.5.17. Konzentrationsbestimmung und Sequenzierung von DNA

Die Konzentration von Plasmid-DNA wurde am Nanodrop® 2000c photometrisch
ermittelt. Sequenzierungen wurden von der Firma Eurofins Genomicx (Ebersberg) oder von

der Firma Seqlab (Gottingen) durchgefiihrt.

3.6.Methoden der Biochemie

3.6.1. Gewinnung von Proteinextrakt aus S. cerevisiae

Die Zellen wurden pelletiert und das Pellet verwogen. Das Gewicht des Pellets in
Gramm entsprach im Folgenden einem Volumen. Das Reaktionsgefafl wurde so gewéahlt, dass
der Inhalt 70% des Gefafivolumens nicht tberstieg. Das Zellpellet wurde in 2 Vol
vorgekiihltem GBD-Puffer resuspendiert und 4 Vol. sdure-gewaschene Glaskugeln (1,25-
1,65 mm) wurden zugesetzt. Die Losung wurde fiir drei min auf Eis inkubiert. Zum Aufbruch
der Zellen wurde der Ansatz fiir 60 sec. bei maximaler Geschwindigkeit mit Hilfe eines
Vortexgerates gemischt und dann fir mindestens 1 min auf Eis gekiihlt. Diese Schritte
wurden fiinfmal widerholt. Mit Hilfe eines Mikroskops wurde der Aufschluss der Zellen

kontrolliert. Waren die Zellen noch nicht zerstort, wurde der Aufschluss noch fiinfmal
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wiederholt. Nachdem die Zellen fast vollstindig zerstort waren, wurden der Uberstand in ein
neues Reaktionsgefaf3 tiberfiihrt. Die Glaskugeln wurden mit 2 Vol. GBD-Puffer (Tabelle 3-23)
gewaschen und der Uberstand in das gleiche Reaktionsgefafl iberfiihrt. Die festen
Zellbestandteile wurden bei 12000 x g fiir 60 min bei 4°C abzentrifugiert. Der Uberstand

entsprach dem Zellextrakt und wurde in Aliquots von 100 pl oder 200 pl bei -80°C gelagert.

3.6.2. Affinitatschromatographie tiber Ni-NTA-Agarose

Der zuvor gewonnene Proteinrohextrakt wurde mit 250-500 pl Ni-NTA-Agarose
versetzt und mindestens fiir eine Stunde auf Eis vorsichtig gemischt. Die Suspension wurde
auf einen leeren Saulenkorper mit Fritte iberfihrt und die Ni-NTA-Agarose mit
angeheftetem Protein zweimal mit vier bzw. acht ml Waschpuffer gespiilt. Das His-zag-
Fusionsprotein wurde mit 500 ul Elutionspuffer eluiert. Zum Entsalzen wurde die
Elutionsfraktion auf eine vorher mit Proteinlagerungspuffer aquilibrierte NAP5- oder PD10-
Sédule aufgetragen und mit 1 bzw. 3,5 ml Proteinlagerungspuffer eluiert. Die proteinhaltige
Losung wurde aliquotiert und bei -80 °C gelagert. Von allen Aufreinigungschritten wurden

Proben gezogen und diese mittels SDS-PAGE (Kapitel 3.6.3) analysiert.

3.6.3. SDS-PAGE

Die SDS-PAGE dient zur Auftrennung von Proteinen nach ihrer Molekiilmasse unter
denaturierenden Bedingungengen (Laemmli 1970). Nach Tabelle 3-25 wurde zuerst das
Trenngel und nach dessen Aushértung das Sammelgel gegossen. Die Proteinlésungen wurden
mit 6x Probenpuffer gemischt und im Anschluss bei 100°C fiir 10 Minuten denaturiert. Als
Groflenstandard diente der Low Molekular Weight Calibration Kit for SDS Electrophoresis.
Die Elektrophorese erfolgte einmal SDS-Laufpuffer bei 180 V und 400 mA. Die Gele wurden

in Coomassie-Farbelosung gefarbt und in Entfarbelosung entfarbt.

3.6.4. Proteinnachweis mittels Western Blot

Der Western Blot dient dem spezifischen Nachweis von Proteinen mittels Antikorpern.
Die Proteine werden zuerst mittels SDS-PAGE aufgetrennt auf eine Membran tibertragen und
dann mit Hilfe von Antikdrpern detektiert. Die hierzu verwendeten Puffer und Losungen sind

in Tabelle 3-26 zu finden.
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3.6.4.1. Probenentnahme und Zellaufschluss

Die Absorption bei 600 nm (ODgoonm) der S. cerevisiae Kultur, die die Proteine
iiberproduzieren sollten, wurde gemessen. Bei einer Absorption von 1 wurde 1 ml der Kultur
entnommen. Hohere oder niedrigere Absorptionswerte wurden durch die Entnahme des nach

der folgenden Formel errechneten Volumens ausgeglichen.

ODsoonm von 1 x 1 ml

Probenvolumen [ml] =
ODsoonm aktuell

Die Probe wurde in ein 1,5ml Reaktionsgefafl tberfithrt und die Zellen fir
drei Minuten pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet in 500 pl Roedel-Mix
(Tabelle 3-26) resuspendiert und fiir 10 min auf Eis inkubiert. Zur Féllung der Proteine
wurden dem Ansatz 125 pl einer 65 %igen TCA-Losung (w/v) (Endkonzentration: 13 % TCA)
zugegeben und fiir weiter 10 Minuten auf Eis inkubiert. Die Proteine wurden bei 17.000 x g
fir 10 min bei 4 °C gefallt, das Pellet mit 200 pl eiskaltem Aceton gewaschen und bei 56 °C
getrocknet. Die Proteine wurden in 100 — 200 pl Laemmli-Puffer resuspendiert und 10 pl fiir
die anschlieBende Auftrennung der Proteine mit Hilfe der SDS-Page bei 100 °C fiir 10 min
denaturiert. Die SDS-PAGE wurde wie in Kapitel 3.6.3 durchgefiihrt, allerdings wurde als
Groflenstandard fiir den nachfolgenden Western Blot der Precision Plus Protein™ All Blue

Standard verwendet.

3.6.4.2. Proteinnachweis

Zur Vorbereitung des Blotting Prozesses wurden die PVDF-Membran und zwei
Filterpapiere auf die Grofle des Trenngels zurechtgeschnitten (ca. 8,5 x 6 cm) und die
Filterpapiere und zwei Schwammtiicher mit Towbin-Puffer durchdrangt. Auflerdem wurde
die Membran mit Methanol benetzt mit bidest. Wasser gewaschen und danach fiir 5 -30 min
in Towbin-Puffer dquilibriert. Das Gel wurde ebenfalls im Towbin-Puffer dquilibriert. Die
Bestandteile ~wurden in der Kassette der Wet-Blot-Apparatur wie folgt
iibereinandergeschichtet: =~ Schwammtuch, Filterpapier, SDS-Gel, PVDF-Membran,
Filterpapier, Schwammtuch. Die Kassette wurde mit der Membran in Richtung Kathode in die
mit eiskaltem Towbin-Puffer gefiillte Kammer eingesetzt, damit die negativ geladenen
Proteine von dem SDS-Gel auf die Membran tibertragen werden. Bei 4 °C, 100 V und 400 mA
wurden die Proteine in 45 min auf die Membran iibertragen. Um eine gleichbleibende

Temperatur wahrend der Proteiniibertragung zu gewahrleisten wurde die Kammer mit Eis
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gekiihlt und. der Towbin-Puffer mit Hilfe eines Magnetrithrers durchmischt. Anschlieflend
wurde die Blot-Kassette auseinandergebaut und das SDS-Gel fiir eine Uberpriifung des
Transfers gefarbt. Alle folgenden Wasch- und Inkubationsschritte der Membran wurden fiir
jeweils 5 min auf einem Schiittler durchgefiithrt. Zunachst wurde die Membran dreimal mit
TBS-Puffer gewaschen und fiir die nachfolgende Immundetektion bei 4°C iiber Nacht in
Blockierlosung inkubiert. Zur Entferndung der Blockierlésung wurde die Membran zweimal
in TBS-T-Puffer gewaschen. Danach wurde der Primar-Antikérper (1:1000 bis 1:10.000
verdinnt in 1x TBS-T-Puffer) fiir 2 Stunden zugegeben. Der iiberschiissige Primar-Antikorper
wurde durch achtmaliges Waschen TBS-T-Puffer entfernt. Die Inkubation mit dem Sekundar-
Antikorper (1:1000 bis 1:10.000 verdiinnt in 1x TBS-T-Puffer) erfolgte fiir eine Stunde. Die
Membran wurde fiinfmal mit TBS-T-Puffer gewaschen und im Anschluss fiir fiinf Minuten in
dem Substratpuffer aquilibriert. Die Membran wurde aus dem Substratpuffer entnommen und
vorsichtig mit der Farbelosung betraufelt. Fir die Farbreaktion wurde die Membran
abgedunkelt. Nach dem Sichtbarwerden der Banden wurde die Membran zum Fixieren

dreimal mit bidest. Wasser gewaschen und an der Luft getrocknet.

3.7.Isolierung von Sekundarmetaboliten aus Ascomyceten

3.7.1. Isolierung von Sekundarmetaboliten aus S. cerevisiae

Zur Analyse der Sekundarmetabolite wurde die Plasmid tragenden S. cerevisiae
Kulturen in 50 ml SC-X-Medium unter Schiitteln bei 230 rpm und 30 °C in der Regel fiir
48 Stunden, maximal aber fiir 5 Tage, kultiviert. Fiir den praperativen Mafstab wurden 500 ml
— 21 SC-X-Medium bei den gleichen Bedingungen kultiviert. Die gesamte Kultur wurden
dreimal mit 1:1 Volumen Ethylacetat ausgeschiittelt, die organischen Phasen vereinigt und
bis zur Trockene eingeengt. Das Pellet wurde in 1 ml Methanol resuspendiert und die
Sekundérmetabolite an einer HPLC detektiert. Fiir die Kulturen, die Pulvinon produzieren

erfolgte die Kultivierung unter Lichtausschluss.

3.7.2. Isolierung von Sekundarmetaboliten aus A. nidulans

Zur Analyse der Sekundarmetabolite wurde der A. nidulans Stamme TN02A7 oder GR5
und die aus diesen resultierenden Transformanten in 100 ml GMM unter Schiitteln bei
130 rpm fiir 5-6 Tage bei 37 °C im Dunkeln kultiviert. AnschlieBend wurde das Mycel
abfiltriert und fiir spatere Experimente bei -80 °C gelagert. Die Kulturfiltrate wurden zweimal

mit 1:1 Volumen Ethylacetat ausgeschiittelt, die organischen Phasen vereinigt und bis zur
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Trockene eingeengt. Das Pellet wurde in 1ml Methanol resuspendiert und die

Sekundarmetabolite an einer HPLC analysiert.

3.7.3. Analytische Methoden

3.7.3.1.  Hochleistungsflussigchromatographie (HPLC) und
Fliissigchromatograpie gekoppelt mit Massenspektrometrie (LC-MS)

Analysen von Sekundiarmetaboliten aus Ascomyceten und die Isolierung
enzymatischen Produkten wurde an Anlagen der 1200er- oder 1260er-Serie von Agilent
durchgefiithrt. Zu analytischen Zwecken wurde eine Flussrate von 1 ml/min fiir eine
Multospher RP-18-Séule (250 mm x 4 mm, Partikelgrofle 5 um) verwendet. Zum Schutz der
Hauptsiule wurde eine mit Multoprep RP-18 gefiillte Vorséule (30 mm x 4 mm, Partikelgrofle
40 um) vorgeschaltet. Die Isolierung von enzymatischen Produkten erfolgte tiber einen
Multospher RP-18 (250 mm x 10 mm, Partiktelgrofie 5um), welcher ebenfalls eine mit
Multoprep RP-18 gefiillte Vorsédule (50 mm x 10 mm, Partikelgrof3e 40 pm) vorgeschaltet war.
Die Detektion erfolgte mit einem Photodioden-Array-Detektor bei einer Wellenlédnge von 277
bzw. 296 nm. Die zur Trennung verwendeten FlieSmittelkomponenten wurden in einem

Gradientensystem verwendet und sind in den nachfolgenden Tabellen zusammengestellt.

Tabelle 3-30: Gradient zur Analytik der A. nidulans Transformanten

Phase

Einsplilen der Saule 5%B 5 min
Elutionsgradient 5-100%B 50 min
Spiilen der Saule 100 % B 5 min

Zur Isolierung der Produkte wurde eine Flussrate von 3 ml/min angewendet.

Tabelle 3-31: Gradient zur Isolierung von Butyrolacton IIa, Aspulvionen E und Atromentin

Phase Butyrolactone lla Aspulvinon E/Atomentin
Einspllen der Saule 10 % B 5 min 10 % B 5 min

Elutionsgradient 10-25%B 5 min 20-35%B 10 min
Elutionsgradient 25-32%B 15 min 35-40%B 10 min

Spilen der Saule 95 % B 10 min 95 % B 10 min
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Tabelle 3-32: Gradient zur Isolierung von Phenguignarsaure und Didemethylasterrichinon D

Phase Phenguignarsaure Didemethylasterrichinon D
Einspiilen der Saule 10 % B 5 min 10 % B 5 min
Elutionsgradient 45 -50 % B 15 min 10 - 65 % B 10 min
Elutionsgradient 50 -60 % B 25 min 65—-80 % B 10 min
Spiilen der Saule 95 % B 5 min 95 % B 5 min

Die Produkte der Hybrid-Enzyme wurden bei einer Flussrate von 5 ml/min isoliert.

Tabelle 3-33: Gradient zur Isolierung von den Produkten der NRPS-dhnlichen Hyrid-Enzyme

Phase Hydroxyphenguignarsaure/ Indolguignarsaure/
Phenylbutyrolacton lla Indolbutyrolacton lla
Einspiilen der Saule 10 % B 5 min 10 % B 5 min
Elutionsgradient 10-35%B 15 min 10-55%B 10 min
Elutionsgradient 35-45%B 25 min 55-68 % B 20 min
Spilen der Saule 95 % B 5 min 95 % B 5 min

Die LC-MS Analysen wurden an einer 1260er-Serie Anlage von Agilent durchgefiihrt,
die mit einem micrOTOF-QIII Massenspektrometer gekoppelt war. Zur Auftrennung wurde
eine Multospher 120 RP Saule (5 pl, 250 x 2 mm) mit einer Flussrate von 0,5 ml/min
verwendet. Wasser (A) und Acetonitril (B), die jeweils mit 0,1 % Ameisensédure versetzt waren,
wurden als FlieSmittel benutzt. Die beiden verwendeten Methoden sind in Tabelle 3-34
dargestellt. Die Parameter des Massenspektrometers wurden wie folgt eingestellt:
Elektrospray-Positiv- oder Negativionenmodus fiir die Ionisierung, Kapillarspannung mit
4,5kV und Kollisionsenergie mit 8,0 eV.Die Messungen wurden von Rixa Kraut, Lena Ludwig-

Radtke oder Nadja Braun durchgefiihrt.

Tabelle 3-34: LC-MS Methoden

Phase Kurze Methode Lange Methode
Einspllen der Saule 5%B 5 min 5%B 10 min
Elutionsgradient 5-100%B 10 min 5-100%B 40 min
Spiilen der Saule 100 % B 5 min 100 % B 5 min

3.7.3.2.  Kernspinresonanzspektroskpie (NMR)

Die Strukturen der Produkte von den NRPS-dhnlichen Enzymen wurden iiber
Rotationsverdampfer bis zur Trockene eingeengt und mindestens fiir eine Nacht im
Gefriertrockner getrocknet. Die Substanzen wurden in einem deuterierten Losungsmittel
aufgenommen (Tabelle 3-1) und an einem JEOL ECA-500 Spektrometer (JEOL, Akishima,

Tokio, Japan) von Frau Dr. Regina Ortmann oder Herrn Stefan Newel vermessen.
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3.7.3.3.  Zirkulardichroismus-Spektroskopie

Die Spektren wurden auf einem J-815 CD-Spektrometer (Jasco Deutschland GmbH,
Pungstadt) aufgenommen. Die Proben wurden in Methanol gelost und im Bereich von
200 — 400 nm unter Verwendung eine 1 mm Quarzkiivette (Hellma Analytics, Miillheim)

gemessen.
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4. Ergebnisse

4.1.Untersuchungen von putativen NRPS-dhnlichen Genen aus A.

terreus und C. globosum

4.1.1. Expressionsversuche von NRPS-ahnlichen Genen mit eigenem Promotor-

und Terminatorbereich in A. nidulans
4.1.1.1.  Einleitung

In dem Genom von A. ferreus waren zu Beginn der vorliegenden Arbeit fiinf Gene
identifiziert worden, die fir putative NRPS-dhnliche Enzyme mit einer A-T-TE
Domaéanenstruktur kodieren (Khaldi et al 2010). In Deletionsexperimenten konnte eine
Beteiligung von vier der NRPS-dhnlichen Enzyme an der Biosynthese von Grundgeriisten fiir
verschiedene Sekundiarmetabolite belegt werden (Guo et al 2013). So ist ATEG_02004 (apvA)
in die Produktion von Aspulvinonen involviert, fiir die eine Wirkung gegeniiber dem
Influenza Virus nachgewiesen werden konnte (Gao et al 2013a). ATEG_02815 (btyA) scheint
das Grundgeriist der Butyrolactone zu synthetisieren. Eine Beteiligung von ATEG_00700 an
der Bildung von Bisindolylbenzochinonen wird neben der Deletion des Gens in A. ferreus
zusétzlich durch die Untersuchungen an TdiA, dem Homologen Protein aus A. nidulans,
gestiitzt. ATEG_03563 konnte anhand der Deletionsexperimente kein enzymatisches Produkt
zugeordnet werden. Allerdings scheint es an der Produktion von Melanin, dem
Pigmentfarbstoffe in den Sporen, mitzuwirken. Die Deletion von ATEG_08899 hatte keinen
Einfluss auf das Profil der Sekundarmetabolite der A. ferreus Kulturen und dem Gen konnte
kein Produkt zugeordnet werden. Ein weiteres putatives NRPS-dhnliches Enzym
(ATEG_03090), welches nach den Vorhersagen jedoch nur aus einer A/T-Doméne besteht,
wurde ebenfalls deletiert, jedoch ohne Hinweis auf das zugehorige Produkt.

Die NRPS-dhnlichen Gene sollten in den A. nidulans Stamm TNO02A7 eingebracht
werden (Tabelle 3-6). Dieser Stamm besitzt aufgrund von Mutationen in dem Gen pyroA
(Untereinheit A der Pyridoxal 5'-phosphate Synthase) und dem Gen pyrG (Orotidin-5'-
phosphatdecarboxylase) eine Auxotrophie sowohl firr Pyridoxin, als auch fiir Uridin/Uracil.
Eine Komplementation der Gene ermdglicht eine Selektion der positiven Transformanten
durch die Kultivierung ohne Zugabe der jeweiligen Substanz in das Medium. Des Weiteren
verringert die  nukA  Deletion das  Vorkommen von  nicht-homologen
Rekombinationsereignissen (Nayak et al. 2006). Der fir die Transformation von A. nidulans

verwendete Vektor pJW24 enthélt pyrG aus A. parasiticus als Selektionsmarker (Calvo et al.
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2004). Ansonsten besitzt er jedoch keine Elemente, welche eine zielgerichtete Einbringung
der gewiinschten Sequenz in das Genom ermdglicht. Somit kann nur eine zufillige
(ektopische) Integration der Plasmid-DNA stattfinden. Des Weiteren finden sich in pJW24
keine Promotor- und Terminatorsequenzen, die eine zuverlassige Expression der Fremdgene
ermoglichen wiirden. Daher wurden in bereits von Dr. Carsten Wunsch und Dr. Sylwia Tarcz
an den NRPS-ahnlichen Genen ATEG 02004, ATEG 03090 ATEG 03653 und ATEG 08899
durchgefiithrten Arbeiten die Gene mit ihren eigenen Promotor- und Terminatorsequenzen

kloniert (Tabelle 4-1) (Tarcz 2014; Wunsch 2014).

Tabelle 4-1: Ubersicht iiber die vorhandenen NRPS-dhnlichen enthaltenen Plasmide

Gen Vektor Plasmid Promotor Gen Terminator
ATEG_02004 pJW24 pST38 506 2779 163
ATEG 03563 pJW24 pST33 511 2779 496
ATEG_03090 pJW24 pCaWé 906 2532 538
ATEG_08899 pGemT® easy pST31 466 2841 482

Da es fiir Ascomyceten jedoch keine addquaten Vorhersageméglichkeiten zur exakten
Identifizierung von Promotoren und Terminatoren gab, wurden pauschal etwa 500 bp fiir die
Promotor- und Terminatorsequenzen einkalkuliert und bei der Amplifikation der Sequenzen
aus der gDNA von A. ferreus ergéanzt. Bei erfolgreicher Transformation der vorhandenen
Konstrukte sollten die Gene ATEG_02815 und ATEG_00700, fiir die bis zu diesem Zeitpunkt
kein Konstrukt vorlag, ebenfalls in den Expressionsvektor integriert und in A. nidulans

transformiert werden.

4.1.1.2. Transformation von ATEG_ 03563 und ATEG_03090 mit ihren

Promotor- und Terminatorbereichen in A. nidulans TNQ2A7

Die in der Arbeitsgruppe vorliegenden Expressionskonstrukte pST33 (ATEG_03653),
pST38 (ATEG_02004) und pCaWé6 (ATEG_03090) wurden von Dr. Carsten Wunsch und Dr.
Sylwia Tarcz zur Verfiigung gestellt (Tabelle 4-1) (Tarcz 2014; Wunsch 2014). Die erhaltenen
Konstrukte wurden einem Kontrollverdau unterzogen, um die Richtigkeit der Plasmide zu
tberpriifen. Alle Restriktionshydrolysen wiesen das erwartete Bandenmuster auf und

bestitigten damit die Identitat der Plasmide (Abbildung 4-1).
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Abbildung 4-1: 1%iges Agarosegel zur Uberpriifung des Restriktionsmusters der Expressionskonstrukte.
A pST33 mit Hindlll verdaut; B pST38 mit Ncol verdaut; C pCaWé mit EcoRl verdaut. 1: DNA-
Groflenstandard; 2: Ergebnis des Plasmidverdaus

Im Folgenden wurden die Expressionskonstrukte wie in Kapitel 3.5.8 beschrieben
mittels Ca?*-PEG-Protoplastion und anschlieBender Transformation in das Genom des A.
nidulans Stamm TNO2A7 inseriert.

Fir pST38 konnten auch nach mehrfachen Transformations-Versuchen, bei denen die
Plasmid-DNA fiir einen hohere Effizienz der Transformation zusatzlich mit Dral linearisiert

worden war, keine Transformanten generiert werden.

Die bei der Transformation von pST33 erhaltenen Kolonien konnten nach 3 Tagen
Inkubationszeit auf GMM-Platten vereinzelt werden. Nach mehrfachem Umsetzen auf neue
Selektionsplatten blieben 4 Transformaten erhalten. Zur Uberpriifung der Integration von
ATEG_03653 ins Genom wurde die gDNA mit Phenol-Chlorophorm extrahiert (Kapitel 3.5.1)
und eine 3322 bp lange Sequenz mit dem Primerpaar 03563 Fus fwd und 3563_wA do
amplifiziert (Abbildung 4-2: Laufspuren 2-5). Als Negativkontrolle diente die gDNA von A.
nidulans TNO2A7 (Abbildung 4-2: Laufspure -) und als Positivkontrolle das Plasmid pST33
(Abbildung 4-2: Laufspure +).

+ 2 3 4 5

Erwartetes
Fragment:
3322 bp

Erhaltenes
Fragment:
~3500 bp

Abbildung 4-2: 1%iges Agarosegel zur Uberpriifung der Kontroll-PCR fiir die Transformation mit pST33.
1: DNA-Groflenstandard; -: negativ Kontrolle A. nidulans TN02A7 +: positiv Kontrolle pST33; 2-5:
PCR-Produkte der Transformanten A. nidulans EHO1-EH04

Obwohl nur die Transformanten EH02 und EHO3 ein PCR-Produkt aufwiesen wurden

zur Untersuchung der Sekundidrmetabolite von allen Transformanten sowie auch von
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TNO02A7 als Negativkontrolle die Sporen geerntet und mit diesen 100 ml GMM-
Flissigmedium beimpft. Die Kultivierung erfolgte fiir sechs Tage bei 30 °C und 140 rpm unter
Lichtausschluss. Das Medium wurde mit Hilfe eines Filters von dem Mycel getrennt und
zweimal mit 1:1 Volumen Ethylacetat ausgeschiittelt. Am Rotationsverdampfer wurde die
organische Phase bis zur Trockene eingeengt, in Methanol riickgeldst und schlief3lich an der
HPLC analysiert (Abbildung 4-3). Obwohl die Transformanten EH02 und EHO03 nachweislich
das Gen ins Genom integriert hatten, zeigte die Analyse der Chromatogramme keine neuen

Peaks fiir eine Produktion eines zusitzlichen Stoffes.

200+ TNO2A7 200+ pEHO1 200. pEHO2

100+

Agrz [mAU]
g

Ag7y [mAU]

Ag77 [mAU]
g

t [min] t [min] t [min]
200- pEHO3 200 pEHO4
2 2
£ 1004 E 100
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t [min] t [min]

Abbildung 4-3: HPLC Chromatogramme der Extrakte von den Kulturiiberstinden der Transformanten
im Vergleich mit dem untransformierten Stamm A. nidulans TN02A7 in GMM.

Fir die Transformation von A. nidulans TN02A7 mit dem Konstrukt pCaWé konnten
nach drei Selektionsrunden auf Uridin-/Uracil-freiem Medium fiinf Transformanten erhalten
werden. Die genomische DNA der Transformaten sowie von TN02A7 wurde extrahiert und
fir eine PCR mit den Primern 3090_Seq_f und 3090_wA do eingesetzt (Abbildung 4-4). Bei
allen Transformanten konnte im Agarosegel eine 1024 bp grofles Fragment beobachtet
werden, das in der Gréf3e mit dem Fragment der positiv Kontrolle tibereinstimmen (Abbildung
4-4 Laufspur +). Die Intensitdt der Banden entsprach jedoch eher der fiir die Negativkontrolle
beobachteten Bande (Abbildung 4-4 Laufspur -).
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Abbildung 4-4: 1%iges Agarosegel zur Uberpriifung der Kontroll-PCR fiir die Transformation mit
pCaWé. 1: DNA-Groflenstandard; -: negativ Kontrolle A. nidulans TNO02A7 +: positiv Kontrolle

pCaWeé; 2-6: Transformanten

Trotz der hohen Wahrscheinlichkeit, dass die getesteten Kulturen keine wahren

Transformanten waren, wurden die Kulturen wie zuvor beschrieben kultiviert und die

Sekundarmetabolite extrahiert (Abbildung 4-5). Leider konnten anhand der UV-Detektion

keine Produktion von neuen Metaboliten nachgewiesen werden.
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Abbildung 4-5: Chromatogramme der Extrakte von den Kulturiiberstinden der Transformanten im
Vergleich mit dem untransformierten Stamm A. nidulans TN02A7 jeweils 6 Tage in GMM.

4.1.1.3. Expression von ATEG_03563 inklusive seiner Promotor und

Terminatorsequenz in A. nidulans GR5

Wie schon erwahnt ist A. nidulans TNO2A7 fiir eine ektopische/zuféllige Einbringung
von Genen kein optimaler Stamm, da die Deletion des nukA Gens eine Reduktion von
Heterologen Integrationsereignissen zur Folge hat. Freundlicherweise wurde von Prof. Dr.
Reinhard Fischer der A. nidulans Stamm GR5 weitergeben (Osherov and May 2000). Dieser
hat neben Mutationen in der Auxotrophiemarkergenen pyrGund pyroA auch eine Mutation
in dem Gen veA, welches eine sexuelle Vermehrung des Pilzes hemmt (Calvo 2008).

Auflerdem ist in GR5 das wA deletiert, welches in A. nidulans an der Biosynthese den griinen
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Farbestoffes in den Sporen beteiligt ist (Mayorga and Timberlake 1992). Die PCR-
Amplifikation des 1083 bp langen Sequenzabschnittes von ATEG_03563 mit der
Primerkombination 3563-K-fwd und 3563_wAdo fiihrte fiir alle getesteten Transformaten zu
einem Produkt, allerdings auch bei der negativ Kontrolle. Zur weiteren Kontrolle wurden die
PCR-Produkte mit Ncol verdaut. Die Hydroylse der PCR-Produkte bestétigte eindeutig die
Integration der Sequenz in das Genom fiir die A. nidulans Tranformaten EH10-24 (Abbildung
4-6).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 -+
[br] S ;
)
) ~ '
‘ Erwartetes
— Fragment:
— 376 + 707 bp
-
700 aa R S S S — . a— - . - Erhaltenes
400 —5NSE s s G S SR S R e e — e - e Fragment:

<400 +~700 bp
Abbildung 4-6: 1%iges Agarosegel der Hydrolyse des 1083 bp groflen PCR-Produktes von ATEG_03653
mit Neol zur Uberpriifung auf positive Transformanten 1: DNA-Gréflenstandard; -: negativ Kontrolle
A. nidulans TN02A7 +: positiv Kontrolle pST33; 2-6: Transformanten

Zur Analyse der produzierten Sekundarmetabolite wurden die Transformanten in
Glucose-Minimalmedium mit den notwendigen Zusétzen kultiviert. Nach dem Abfiltrieren
wurde das Medium mit Ethylacetat extrahiert und das Extrakt bis zur Trockene eingeengt.
Die isolierten Sekunddrmetabolite wurden schliefSlich mittels HPLC detektiert. Leider
konnten im Vergleich zum untransformierten A. nidulans Stamm GR5 keine neuen Peaks

beobachtet werden.



Ergebnisse

3604 EH10 350+ EH11 350+ EH12 350+ EH13
= 2504 = 2504 = 2504 — 2504
E) =) =) =)
< < < <
E E E E
= 1504 ~ 1504 ~ 150 = 150
< < < <
50+ 50 50- 50-
] Al ~L I l.. 1
T T T T J T T T T J T T T T J T T T T i
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
t [min] t [min] t [min] t [min]
350- EH14 350 EH15 350 EH16 350 EH17
= 250 = 250 = 250 = 250
=) =) =) =)
< < < <
E E E E
1= 1509 = 150 1= 1504 1= 1504
< < < <
50 50 50 504
1] 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50 1] 10 20 30 40 50
t [min] t [min] t [min] t [min]
350 EH19 3504 EH18 350 EH20 3504 EH21
= 2504 = 2504 = 2504 — 2504
=) =) =) =)
< < < <
E E E E
1~ 1504 ~ 1504 1~ 1504 r~ 1504
< < < <
504 504 50 50
A A J\_J_ A o I A /\_L
P —(—— —]
10 20 30 40 50 10 20 30 40 50 10 20 30 40 50 10 20 30 40 50
t [min] t [min] t [min] t [min]
350 EH22 350 EH23 350- EH24 350 GRS
5 2504 5 2504 = 2504 5 2504
< < < <<
E E E £
1= 1504 - 150 r~ 1504 1= 1504
< < < <
50+ 504 504 50+
J-_.L /\L A /\‘_
1] 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
t [min] t [min] t [min] t [min]

88

Abbildung 4-7: Chromatogramme der Extrakte von den Kulturiiberstinden der Transformanten im Vergleich mit dem untransformierten Stamm A. nidulans GR5

jeweils 6 Tage in GMM.
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4.1.1.4.  Klonierung und Transformationsversuche von ATEG_08899

Das Gen ATEG_08899 lag bisher nur in dem Klonierungsvektor pGemT® easy (pST31)
vor. Der Versuch die Sequenz fiir eine weitere Klonierung aus dem Vektor herauszuschneiden
scheiterte. Daher wurden alle vorhandenen Aliquots von pST31 mittels Restriktionshydrolyse
auf ein korrektes Plasmid getestet. Nur eines der Reaktionsgefafie enthielt das richtige
Plasmid. Nun konnte die gewiinschte Sequenz mit Nofl und Xbal aus dem Vektor
herausgeschnitten und der Vektor mit Dral hydrolysiert werden. Nach der Aufreinigung der
DNA wurde das Fragment in den gedffneten pJW24 Vektor transformiert. Das erhaltene
Konstrukt wurde zur Kontrolle der korrekten Insertion mit Bgll und Ncol verdaut und

letztendlich als pEH1 bezeichnet (Abbildung 4-8).

] ) fi_orj
pmpR promoter

Ncol (1694)

1 2
(7519) NotI [bp]
pEH1 (pJWZ;i];g— l;ADTEG_OBBQQ) —-—
5000 — E £ artete
Ncol (2782) 2500 — = 8 Fragmente:
e 693 +1084 +
oot 2606 + 5340 bp
1200 - e
700— =% -
— Erhaltene
Xbal (3737) — Fragmente:
—~ o - ~700 +~1100 +
(5392) Bglll ~2600 + >5000 bp

Abbildung 4-8: Vektorkarte von pEH1 (ATEG_08899 in pJW24) und 1%iges Agarosegel zur Uberpriifung
des Restriktionsmusters. Not I und Xba I wurden zur Umklonierung verwendet. Bgll und Ncol zur
wurden zur Restriktionskontrolle verwendet. Ter: Terminator; Pro: Promotor

Das Plasmid wurde anschlieend fiir die Transformation von A. nidulans TN02A7
eingesetzt. Die nach drei Tagen gewachsenen Kolonien wurden mehrmals auf Uridin-/Uracil-
freiem Medium selektiert. Fiir die sieben iiberbleibenden Kolonien wurde zur Uberpriifung
der Insertion von ATEG_08899 ein PCR-Nachweis unter der Verwendung des Primerpaares

8899-K-fwd und 8899_wA durchgefiihrt (Abbildung 4-9).
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Abbildung 4-9: 1%iges Agarosegel zur Uberpriifung der Kontroll-PCR fiir die Transformation mit pEH1.
1: Marker; -: negativ Kontrolle A. nidulans TN02A7 +: positiv Kontrolle pEH1; 2-8: Transformanten

Die Insertion von ATEG 08899 ins Genom von A. nidulans TN02A7 konnte leider fiir
keinen der Transformanten nachgewiesen werden. Daher wurde von einer Kultivierung zur

Analyse der Produktion von Sekundarmetaboliten abgesehen.

4.1.1.5. Strategiewechsel und Klonierungsversuche

Da die ektopische Integration und die Verwendung der Promotor- und
Terminatorbereiche der untersuchten Gene nicht erfolgreich waren, sollte die Expression der
NRPS-dhnlichen Gene unter der Kontrolle des konstitutiven Promotors gpdA gestellt werden.
Als Terminator sollte der trpC-Terminator verwendet werden. Auflerdem sollten die Gene
gezielt iber Homologe Rekombination in einen definierten Bereich des Genoms integriert
werden. Fiir diese Ziele wurde Stamm A. nidulans 104389 (Ahuja et al. 2012) ausgewahlt.
Dieser besitzt, aufler den auxotophe Mutationen in den pyrG, riboB und pyroA-Genen, eine
nukA-Deletion (Nayak et al. 2006), wodurch die Anzahl der nicht homologen
Rekombinationen reduziert werden. Des Weiteren ist das Cluster fiir die Synthese von
Sterigmatocystin deletiert, welches eines der Hauptmetabolite in A. nidulans darstellt (Chiang
et al. 2009; Yu and Leonard 1995) und die Detektion der Syntheseprodukte der heterolog
exprimierten Gene erschwert. Die Konstrukte fiir die Transformation von A. nidulans1.04389
sollten auf dem Vektor pWY17 basieren (Abbildung 1-3). Dieser enthélt die 1000 kb langen
Sequenzen upstream bzw. downstream des wA Gens, welches mafigeblich an der Synthese
der griinen Pigmente in den Konidiosporen beteiligt ist. Da bei erfolgreicher Rekombination
in den wA-Locus die bisher griinen Kolonien weiflich bis graue Sporen aufweisen, erleichtert

dies die Suche nach positiven Transformaten.
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Abbildung 4-10: Vektorkarte von pWY17do und 1%iges Agarosegel zur Uberprifung des
Restriktionsmusters. 1: DNA-Grof3enstandard; 2: pWY17do mit Pvull verdaut; 3: pWY17do mit Kpnl
verdaut.

Die Sequenz des gpdA Promotors lag auf dem von Dr. Kathrin Mundt zur Verfiigung
gestellten Plasmid pKM 28 vor (Mundt 2013). Sie wurde C-terminal mit einem 20 bp langen
Uberhang zu pyrG (Primer: pyrG_gpdA) und N-terminal mit einem Uberhang fiir einen HISs-
Tag (Primer: gpdA rvs) amplifiziert und in den pGemT® easy Vektor ligiert. Die Kolonien
wurden mittels Blau-Weif3-Screening sortiert und potenziell positive Klone in Fliissigmedium

kultiviert. Das isolierte Plasmid wurde mit EcoRI verdaut und sequenziert.
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Abbildung 4-11: Vektorkarte von pEH4 (gpdA in pGemT® easy) und 1%iges Agarosegel zur
Uberpriifung des Restriktionsmusters. 1: DNA-Gréflenstandard; 2: pEH4 mit EcoRl verdaut.
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Fiir die Amplifikation der Gene wurden forward Primer konstruiert, die - wie der revers
Primer von gpdA - einen Uberhang fiir ein Startkodon und den 6x HIS-Tag besitzten (s.
Methoden: 8899 Fus fwd, 03563 Fus fwd, 03090 Fus fwd, gpdA_2004). Fiir die revers Primer
wurden Uberhinge von 40 bp von wA_down fiir die Homologe Rekombination in Hefe
angefiigt (s Methoden 8899 wA do, 03563 wA do, 03090 wA do, 2004 wA do). Aufler
ATEG_03090 konnten alle Gene mit der erwartenten Fragmentgrofle amplifiziert werden (s.
Abb 7). Fir die Amplifikation mittels Hifi-Polymerase wurde eine einminiitige
Elongationszeit und 53°C als Annealing Temperatur benutzt.

Die PCR-Produkte wurden iiber eine Gelextraktion aufgereinigt. Das mit gpdA zu
fusionierenden Gen wurde Verhaltnis 1:4, 1:1 und 3:1 fiir die Fusions-PCR eingesetzt. Auch
wurde versucht, die dufleren Primer zu den Reaktionsansatzen hinzuzufiigen und zusatzlich
die Zugabe von DMSO. Trotz aller Versuche konnten in keinem der PCR-Ansétze die Bande

von 4000 bp, welche dem Fusionsprodukt entspache, gefunden werden.
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Fragment: p— 3 3325 bp
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Abbildung 4-12: 1%iges Agarosegel der PCR-Amplifikate des A) gpdA-Promotors und B) pgnA, melA
bzw. apvA mit homologen Sequenzbereichen. A) gpdA-Promotor; B) 1: DNA-Gr6f8enstandard; 2) pgnA;
3) melA 4) avpA
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4.1.2. Expression der NRPS-ahnlichen Gene in Saccharomyces cerevisiae
4.1.2.1.  Einleitung

Da die Expression der NRPS-dhnlichen Gene mit dem eigenen Promotor und
Terminator in A. nidulans nicht erfolgreich war, sollten parallel zur heterologen Expression
in A. nidulans versucht werden die NRPS-dhnlichen Gene apvA, btyA, pgnA, melA und atra:
aus A. terreus in der Backerhefe Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) zu exprimieren.
Dabei ist zu beachten, dass die NRPS-dhnlichen Proteine nach der Synthese in der apo-Form
vorliegen und zunéchst posttranslational mit einem Ppant-Arm modifiziert werden miissen
(s. Kapitel 1.2.3). In dem S. cerevisiae Stamm BJ5464 NpgA wurde das Gen fiir die PPTase
npgA aus A. nidulans ins Genom integriert (Tabelle 3-6) (Lee et al. 2009). Uberdies sind die
beiden Gene ausgeschaltet, die fiir die Protease Pep4 und Prb1 kodieren, da sie fiir den Abbau
von Proteinen verantwortlich sind und die heterologen Proteine abbauen wiirden (Kerstens
and Van 2018). Schon bei Studien an Polyketiden aus Pilzen hat sich BJ5464_NpgA als gutes
Werkzeug fiir die Untersuchung pilzlicher Enzyme erwiesen (Bond et al. 2016). Aufgrund von
moglichen verschiedenen ,splice’ Mustern bei der Expression von pilzlichen Gene in
S. cerevisiae darf die Gensequenz der zu untersuchenden Gene keine Introns enthalten. Die
in der NCBI-Datenbank hinterlegten Sequenzen wiesen hingegen fiir drei der NRPS-
ahnlichen Gene eine Intron-Exon-Struktur auf, daher sollte fiir die Amplifikation cDNA

verwendet werden und so der Aufbau der Gene bestatigt werden.

4.1.2.2.  Isolierung von mRNA aus A. terreus und cDNA Synthese

Die A. terreus Stamme DSM1958 und A1156 (stimmt mit dem sequenzierten Stamm NIH
2624 tberein) wurden fiir drei bzw. vier Tage in HME-Fliissigmedium bei 30°C angezogen.
Das Mycel wurde abfiltriert und in fliisssigem Stickstoff tiefgefroren. Anschlieflend wurde das
Mycel der beiden Staimme mit Hilfe von fliissigem Stickstoff jeweils zu einem feinen Pulver
zermahlen und wie in Kapitel 3.5.2 beschrieben fiir die Isolierung der mRNA und die

anschliefende cDNA Synthese verwendet.
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4.1.2.3.  Amplifikation und Klonierung von apvA und melA

Das Gene apvA (ATEG_02004) wurde mit

[bp]
Hilfe der Primer 2004 1 fwd und 2004 2 rvs unter
Erwartetes
~ Fragment:
- 2764 bp

den im Kapitel 3.5.13 aufgefithrten PCR-Bedingung

3000
von allen vorhandenen cDNA Proben vervielfaltigt

(Abbildung 4-13). Das PCR-Produkt aus der cDNA

: | Erhaltenes
von dem Stamm A1156 nach 3 Tagen wurde Fragment:
A s ~2800bp

aufgereinigt und in den Vektor pGEM®-T easy o
. . o ) Abbildung 4-13: 1%iges Agarosegel der PCR-
ligiert (s. Kapitel 3.5.12). Wie in Abbildung 4-14 zu Amplifikation von ATEG_02004 aus cDNA.
1) DNA-Gro6flenstandard; 2) Aus A1156 3
Tage 3) Aus A1156 4 Tage; 4) Aus DSM1958
PsAl die Insertion des Gens in den Vektor. 3 Tage; 5) aus DSM1958 4 Tage

sehen, bestitigte eine Restriktionshydrolyse mit

(52) EcoRI EcoRI (63)

1 2
,‘ (bp]
él" —u"‘"
& 5000 —F S S—
N =
| f 5 pEH16 (pGemTeasy+ATEG_02004) : Erwartete
17 5811 bp - Fragmente:
? 1000 — S o 884+ 4927 bp
—
a—— Erhaltene
Fragment:
PstI (2000) ~900 + ~5000 bp

- Spel (2849)
(2884) Pstl Spel (2860)
EcoRI (2866)

Abbildung 4-14: Vektorkarte von pEH16 (ATEG_02004 in pGemT® easy) und 1%iges Agarosegel zur
Uberpriifung des Restriktionsmusters. EcoRI und Spel wurden zur Umklonierung verwendet.1: DNA-
Groflenstandard; 2: pEH16 mit PsA verdaut.

Die anschlieenden Sequenzanalysen fiir das apvA Konstrukt zeigten, dass das in der
Datenbank von NCBI vorhergesagte Intron von 31 bp weiter mit abgelesen wurde. Obwohl
es sehr unwahrscheinlich ist, ist es moglich, dass trotz der DNA-Hydrolyse vor der cDNA-
Synthese noch geringe Spuren an gDNA in der fir die PCR verwendeten Losung vorhanden
waren. Da es kaum moglich ist, dass mehrere Proben noch gDNA enthalten, wurde auch das
PCR-Produkt von der cDNA, welche von dem Stamm A1156 nach 4 Tagen gewonnen wurde,
aufgereinigt und in den Vektor pGEM®-T easy ligiert. Auch das so erhaltene Plasmid wies

noch das vermeintliche Intron auf, daher wurde die erhalte Sequenz als korrekt angesehen
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und genauer analysiert. In der Gensequenz der beiden Konstrukten fehlte im Vergleich mit
der in der NCBI Datenbank hinterlegten Sequenz ein Guanin an der Position 1957, welche in
dem vorhergesagten Intron lag. Durch diese fehlende Base kommt es in der Sequenz zu einer
Leserasterverschiebung zu -1. Diese entspricht der Verschiebung, die durch das heraussplicen
des Introns entstanden wére. Da in beiden Konstrukten die gleichen Mutationen des Genes
nachgewiesen wurden, konnte von einer korrekten Klonierung des Gens ausgegangen
werden und das Konstrukt wurde als pEH16 bezeichnet (Abbildung 4-14). Informationen zu

der urspriinglichen und hier identifizierten Sequenz ist in Tabelle 7-1 im Anhang einzusehen.

Die Amplifikation von melA (ATEG_03563) wurde unter 1 2

(bp]
den in Punkt 3.5.13 genannten PCR-Bedingungen mit den

Primern 3563_1_fwd und 3563_2_rvs durchgefithrt. Das

3000 Erwartetes
Amplifikat (s. Abbildung 4-15) wurde in den pGemT®-easy Fragment:
2543 b
Vektor ligiert und die Sequenz analysiert. Auch fiir melA P
Erhaltenes
wurde in der in NCBI hinterlegten Sequenz zwei Introns , Fragment:
h t, die in d DNA amplifizierten S zeonbe
vorhergesagt, die in der aus c amplifizierten Sequenz
gesag P q Abbildung  4-15:  1%iges
nicht entfernt worden waren. Die Sequenzanalysen Agarosegel der PCR-
Amplifikation von

offenbarten eine Deletion in einem der vorhergesagten Introns, ATEG_03563 aus cDNA. 1)
wodurch auch bei diesem Gen das Leseraster in den Rahmen - DNA-Gréfenstandard; 2) meld
1 verschoben wurde. Diese Verschiebung des Leserasters ware auch durch das splicen des
zweiten Introns entstanden. Auflerdem wurde eine stille Mutation von einem Thymin zu
einem Cytosin beobachtet. Die Sequenz von ATEG_03563 hat nun 288 bp mehr als in der
NCBI-Datenbank vorhergesagt wurde und hat eine Lange ApvA 925 AS (Tabelle 7-1). Das
pGemTeasy-Konstrukt wurde als pEH19 bezeichnet.
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(43) NotI EcoRI (52)
Notl (70)

"::—‘_i"‘.
B

1T 2
[bp]
s
:;:.‘”uf
Jaf o
oN g Erwartetes
EcoRI (1835) 3000—— ” Fragment:
2000—: - 1037 + 1783 + 2997 bp
1000— -
Erhaltenes
< Slpel (2855) —— Fragment:
Gs7e) Notl  EcoRY arsy ~ 1100 + ~1800 + ~3000 bp

Abbildung 4-16: Vektorkarte von pEH19 (ATEG_03563 in pGemT® easy) und 1%iges Agarosegel zur

Uberpriifung des Restriktionsmusters. Nofl und Spel wurden zur Umklonierung verwendet.1: DNA-
Groflenstandard; 2: pEH19 mit EcoRI verdaut.

Die beiden Gene wurden im Anschluss an die Verifizierung ihrer Sequenzen in den
pESC-URA-Vektor tiberfithrt. Dafiir wurden pEH16 mit NoA und Spel und pEH19 mit EcoRI
und Spel verdaut und der pGemT® easy Vektor zusatzlich mit Dral zerschnitten. Die Gene
und der mit den bendtigten Restriktionsenzymen verdaute pESC-URA Vektor wurden
aufgereinigt und nach dem Protokoll unter Punkt 3.5.12 ligiert. Die fertigen Konstrukte tragen

die Bezeichnungen pEH10 und pEH13 und konnen fiir die Expression in S. cerevisiae

verwendet werden.

(7512) Pvull

2500~ -
2000— s
1500 Erwartete Fragmente:
-— 1755 + 2359 + 5274 bp
Pvull (3398) z
-— Erhaltene Fragmente:
- ~1800 + ~2400 + >5000 bp

Abbildung 12: Vektorkarte von pEH10 (ATEG_02004 in pESC-URA) und 1%iges Agarosegel zur
Uberpriifung des Restriktionsmusters. EcoRI und Spel wurden zur Umklonierung verwendet. Pvull
diente zur Restriktionskontrolle. 1: DNA-Gro6flenstandard; 2: pEH10 mit Pvull verdaut.
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(bp]
8000
(7176) Spel Erwartetes
pEH13 (pESC-URA_ATEG_03563)
9409 b Fragment:
2000 1787 + 7622 bp
orsey Econt Erhaltenes
Fragment:

~1800 + ~8000 bp

(4391) NotI EcoRI (4369)

Abbildung 4-17: Vektorkarte von pEH13 (ATEG_03563 in pESC-URA) und 1%iges Agarosegel zur
Uberpriifung des Restriktionsmusters. Nofl und Spel wurden zur Umklonierung verwendet. EcoRI
diente zur Restriktionskontrolle. 1: DNA-Grof3enstandard; 2: pEH13 mit EcoRI verdaut.

4.1.2.4. Amplifikation und Klonierung von pgnA

Die Amplifikation von pgnA (ATEG_08899) erfolgte unter zu Hilfenahme der Primer
8899_4_for und 8899_6_rvs bei den unter Kapitel 3.5.13 aufgefithrten PCR-Bedingungen. Die
PCR-Fragmente wurden durch homologe Rekombination in E. coli (Kapitel 3.5.14) in den
geoffneten pESC-URA Vektor eingebracht. Ein Restriktionsverdau mit Pvull bestatigte die
korrekte Insertion des Genes in den Vektor. Die durch die Sequenzierung identifizierten
Mutationen sind in Tabelle 7-1 im Anhang einzusehen. Auch fiir die Sequenz von pgnA
wurden verschiedene Klone aus unterschiedlichen PCR-Ansétzen getestet, um sicherzugehen,
dass die Mutationen in der Gensequenz vorhanden waren und nicht aus einer fehlerhaften

PCR-Amplifikation resultierten.
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d é{/’\) moter
‘ 5 pro
=

(7350) Pvull

1 2
pEH27 (pESC-g:Ilgb+ATE6708899) [bp]
u e =
5000 —Eus -
o Erwartete
2500~y S Fragmente:
1500 —mse ™ 1600 + ~2500 + >5000bp
Pvull (3398)
- Erhaltene
~o o Fragmente:
(s0ss) Pyl B 1623 + 2529 + 5349 bp

Abbildung 4-18: Vektorkarte von pEH27 (ATEG_08899 in pESC-URA) und 1%iges Agarosegel zur
Uberpriifung des Restriktionsmusters. 1: DNA-Gréfenstandard; 2: pEH27 mit Pvull verdaut.

4.1.2.5. Amplifikation und Klonierung von btyA

Das Gen btyA (ATEG_02815) konnte mit den Primern 2815_1_fwd und 2815_rvs nicht
von der cDNA amplifiziert werden. Die Amplifikation wurde erfolglos mit der Taq-
Polymerase, HIFI Polymeras und Phusion Polymerase und diversen PCR-Bedingungen
(Gradienten-PCR mit 50-65) durchgefiithrt. Auch die Verwendung von GC-Puffer bei den PCR-
Ansitzen mit der Phusion bzw. Puffer 3 bei den PCR-Ansitzen mit der HIFI-Polymerase und
zusétzlicher Zugabe von DMSO fiihrte nicht zu dem gewiinschten Produkt. Eine Grund fiir
die ergebnislose PCR ist, dass unter den Kultivierungsbedingungen das Gen in A. ferreusnicht
transkriptiert wurde.

Angesichts der in den Sequenzen der anderen NRPS-dhnlichen Genen gefundenen
Mutationen, verglichen mit den in der NCBI-Datenbank hinterlegten Sequenzen, wurde
jedoch eine fehlerhafte Vorhersage des Genbereichs von ATEG_02815 vermutet. In der NCBI-
Datenbank hinterlegten Sequenz besteht der C-Terminus von bfyA aus einem zweiten, 27 bp
langen Exon. Ein Ablesen des Gens ohne das zweite Exon mit einem alternativen Stopkodon
wiirde einen Unterschied von lediglich acht AS in der Proteinsequenz bedeuten. Ein Vergleich
der C-Termini von bekannten NRPS-dhnlichen Enyzmen aus Ascomyceten und
Basidomyceten zeigt auflerdem, dass die C-Termini eine konsistente Lange aufweisen mit
dem der alternative C-Terminus von btyA kongruent ist (Abbildung 7-1). Daher wurde der
Primer 2815_2_rvs designet, mit welchem das Intron und das zweite Exon nicht abgelesen
werden. Eine Ubersicht der divergierenden Sequenzen ist im Anhang in Tabelle 7-1
einzusehen. Die Amplifikation war mit dem neuen Primer erfolgreich, allerdings

ausschliellich mit der HIFI Polymerase von Roche bei einer Temperatur von 56°C. Das PCR-
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Amplifikat wurde aufgereinigt und mittels Homologer Rekombination in den gedffneten
pESC-URA Vektor inseriert. Die Vektorkarte und das Agarosegel eines Kontrollverdaus mit
Pvull sind in Abbildung 4-19 zu sehen.

i

omoter o

(7526) Pvull-__ /

Erwartete
Fragmente:

302 + 415 + 1540
+ 1871 + 5274 bp

Erhaltene
Fragmente:

~300 + ~400 + ~1500
+~1900 + >5000 bp

(5655) pvull

(5240) Pvull |
(4938) Pvull

Abbildung 4-19: Vektorkarte von pEH29 (ATEG_02815 in pESC-URA) und 1%iges Agarosegel zur
Uberpriifung des Restriktionsmusters. 1: DNA-Groflenstandard; 2: pEH29 mit Pvull verdaut.

4.1.2.6. Amplifikation und Klonierung von atrAa:

Das putative NRPS-dhnliche Gen atrA4:(ATEG_03090) bestand nach den Voraussagen
aus einer 2535 bp langen Sequenz, die lediglich fiir eine A-Doméane und eine T-Doméne
kodiert. Folglich wiirde eine fiir die katalytische Aktivitit verantwortliche Doméne, wie eine
C-, R- oder TE-Domaéne fehlen. Da in dem néheren genetischen Umfeld eine Reihe von Genen
zu finden sind, die einem Sekundidrmetabolit-Cluster entsprechen, sollte ATEG_03090 als
Kandidat fiir ein ungewohnliches NRPS-ahnliches Enzym untersucht werden.

Die 2535 bp umfassende Sequenz wurde mit den Primern 3090_1_fwd und 3090_2_rvs
amplifiziert und in den pGemT® easy Vektor eingebracht. Wie bei einigen der anderen NRPS-
ahnlichen Gene wurde auch in dieser Gensequenz im Vergleich mit der NCBI-Sequenz eine
Deletion identifiziert, die eine Verschiebung des Leserahmens zur Folge hat. Um die korrekte
Lange des Genes zu identifizieren wurde das Konstrukt pCaWé, welches den downstream
Bereich von ATEG_03090 enthalt, mit dem Primer 3090_wA_do sequenziert. Die revidierte
Gensequenz wurde mit dem Primerpaar 3090_6_for und 3090_3_rvs amplifiziert. Die
Sequenzierung bestatigte die Gensequenz und das Konstrukt wurde als pEH55 bezeichnet. In
Abbildung 4-20 ist neben der Vektorkarte die Restriktionshydrolyse der Plasmid-DNA mit
EcoRI zu sehen. Die korrigierte Gensequenz ist 2763 bp lang und kodiert fiir ein aus 920

Aminosauren bestehendes Protein, welches eine A-T-TE Architektur aufweist (Tabelle 7-1).
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BLAST-Analysen der Proteinsequenz wiesen die hochsten Identitaten fiir ApvA aus A. tferreus

mit einer Ubereinstimmung von 57 % auf der Aminosdureebene auf (Tabelle 7-2).

5000

s e yromoter < >
# N/,y%ﬂ,p Opy

I 4
L

(7465) Pwull .‘."“H: < -l 2
- [bp]
| 3 -
A pEH55 (pESC-lgE:t;: ATEG_03090) g e and
10000 — = Erwartetes
b W Fragment:
3000 — t 1006 + 3061 + 5274 bp
Pvull (3398)
1000 — Erhaltenes
500 — P Fragment:

~1000 + ~3000 + 5274 bp

Pvull (4404)

Abbildung 4-20: Vektorkarte von pEH55 (ATEG_03090 in pESC-URA) und 1%iges Agarosegel zur
Uberpriifung des Restriktionsmusters. 1: DNA-Groflenstandard; 2: pEH55 mit Pvull verdaut.

Fir die Expression in der Backerhefe stehen somit fiinf Konstrukte (pEH10, pEH13,
pEH27, pEH29 und pEH55) auf der Basis des pESC-URA Vektors zur Verfiigung, die unter der

Kontrolle des durch Galaktose induzierbaren Promotor Gall stehen.

4.1.2.7.Transformation und Fermentation von S. cerevisiae BJ5464_NpgA

Die Plasmide pEH10, pEH13, pEH27, pEH29 und pEH55 sowie der pESC-URA Vektor
wurden in den S. cerevisiae Stamm BJ]5464_NpgA transformiert (Kapitel 3.5.6). In einem
Kulturréhrchen mit 5 ml SC-Medium und 2 % Glucose als Kohlenstoffquelle wurden die
Kolonien angeimpft und fiir mindestens 24 Std. kultiviert. Die Expression erfolgte in einem
50 ml-Ansatz in dem SC-URA-Medium mit 2 % Galaktose als Kohlenstoffquelle mit der
Vorkultur auf eine Absorption von 0,1 bei einer Wellenldnge von 600 nm angeimpft wurde.

Nach 24 Stunden war in den Kulturen, die das ApvA produzieren, eine gelbe Farbung
der Kultur zu beobachten. Nach einer Kultivierung von 48 Std. wurden die Ansitze im
Scheidetrichter dreimal mit 1:1 Volumen an Ethylacetat ausgeschiittelt. Die organischen
Phasen der drei Extraktionen wurden vereinigt und bis zur Trockene am Rotationsverdampfer
eingeengt. AnschlieBend wurde das Pellet in Methanol riickgelost und an der LCMS
vermessen. Im Vergleich mit der negativ Kontrolle sind in den UV-Chromatogrammen bei
296 nm von den pEH10, pEH27, bzw. pEH29 tragenden Transformanten neue, dominante
Signale zu erkennen (Abbildung 4-21 B, D und E).
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Abbildung 4-21: LC-MS Analyse der Ethylacetatextrakte von NRPS-dhnlichen Genen exprimierenden S.
cerevisiae BJ5454 NpgA Kulturen 48 Stunden nach der Induktion. Die UV-Spektren von 296 nm sind
in schwarz und die zu den Produkten gehorigen Chromatogramme der [M + H]* Ionen sind in Farbe

abgebildet.
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In den Chromatogrammen der afrAa: exprimierenden Kultur wurde bei einer
Absorption von 296 nm ein zusatzlicher Peak nach 7,5 min beobachtet (Abbildung 4-21 F). Die
detektierten [M + H]*-Ionen von m/z = 325.0707 entsprachen nicht der Masse von
Aspulvinon E, wie angesichts der Homologie von 57 % zu ApvA vermutet worden war. Der
Vergleich der theoretischen [M + H]*-Ionen aller bekannten Produkte von NRPS-dhnlichen
Enzymen, offenbarte eine Ubereinstimmung mit den theoretischen [M + H]*-Ionen von
m/z = 325.0719 fir Atromentin.

Fiir die Quantifikation der Produktion durch die NRPS-dhnlichen Enzyme von ApvA, BtyA,
PgnA und AtrAa: wurden die Transformanten in SC-URA Medium bei 30 °C kultiviert (apvA
tragende Kulturen wurden im Dunkeln inkubiert) und zu definierten Zeitpunkten Proben
gezogen. Die Produktbildung wurde anhand der Peakflichen bei 296 nm im Vergleich mit
einem authentischen Standard berechnet. In allen Kulturen stieg die Bildung der Substanzen
von 15-28 Std. exponentiell an und stagnierte fast vollig nach 40 Stunden (Abbildung 4-22).
Fir Aspulvinon E wurde eine Ausbeute von 13 mg/l, fiir Penguignarsaure 15 mg/l, fiir
Atromentin 3,2 mg/l und fiir Butyrolacton IIa sogar eine Produktion von 35 mg/l Kultur nach

100 Std. Kultivierung berechnet.

-+ Aspulvinon E

35- -~ Butyrolacton lla

-=- Penguignarsaure
Atromentin

©
s

N
o
1

Produktbildung (mg/l Kultur)
3 8

o
2

(3]
1

=)
o

A 2IO 4I0 6IO BIO 160 150
t[Std.]
Abbildung 4-22: Produktbildung in den S. cerevisiae Transformaten. Die Daten wurden von drei

unabhangigen Kultivierungen gewonnen. Ein authentischer Standard wurde fiirdie Quantifikation mit
einem Dioden-Array bei 296 nm verwendet.
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4.1.2.8. Isomerisierung von Aspulvinon E

In dem Sekundarmetabolit Profil von 2-

A

der Kultur, die apvA exprimiert, wurden

anstatt eines Produktpeaks zwei Peaks mit

Agge [MAU]
o 3

identischen [M + H]* von m/z = 297.076 ¢ T *
8000+

beobachtet. Da sich die Kultur auflerdem & 6000

gelb verfarbte, wurde vermutet, dass es g::jj k

. . EIC 297.0757 +/- 0.01

sich bei dem Produkt von ApvA um o - = -

t [min]
Aspulvmon E handelt’ welches B —— EIC 297.0757 +/- 0.01 Aspulvinon E
e . . —— UV (296 nm)
photosensitiv ist und sich unter Licht- I L

Einfluss in das Isomer Isoaspulvinon E __J

L Oh
umwandelt (Gao et al 2013). Um diesen W
Sachverhalt zu iuberpriifen wurde die

Kultur mit pEH10 fiir 48 Std. im Dunkeln I
_»—-J 0.5h
kultiviert. Anschlieflend wurde die Kultur

mit Ethylacetat ausgeschiittelt, eingeengt ”

und in Methanol riickgeldst. Des Weiteren |

wurde diese fir zwei Tage bei —J /\A"A-JL"—’\—JJL-*1 "
Raumtemperatur inkubiert, um Isoaspulvinon E MASPUMM"E
auszuschlieBen, dass das  Produkt J M‘J\__/LM,\_J\L‘
thermolabil ist und die Konformations- ; . ; .

1
0 10 20 30

isomerie durch Hitze bedingt ist. Es wurde Abbildung 4-23: Zeitabhiingige Umwandlung von

keine Umwandlung von Aspulvinon E Aspulvinone E zu Isoaspulvinone E unter Belichtung.

A) LC-MS Analyse des Ethylacetat-extraktes der
beobachtet (Abbildung 4-23). pEH10 tragenden Kultur im Dunkeln angezogen. B)
Analytik der Umwandlung im Extrakt nach
verschiedenen Belichtungsdauern

Die Anwendung der langen LC-MS
Methode gewahrleistete eine deutlichere
Trennung der beiden Produktpeaks. In der so erworbenen Probe wurde nur ein Peak mit der
Retentionszeit von Aspulvinon E detektiert (Abbildung 4-23 A). Darauthin wurde die Probe
bei Raumtemperatur fiir unterschiedliche Zeiten belichtet und die Veranderungen mittels
LCMS detektiert. Schon nach 30 min Belichtungszeit konnte die Isomerisierung von
Aspulvinon E zu Isoaspulvinon E beobachtet werden (Abbildung 4-23 B). Mit steigender
Belichtungszeit wurde immer mehr Aspulvinon E umgewandelt, bis nach 4 Std. etwa ein

Gleichgewicht zwischen den Isomeren erreicht wurde.
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4.1.29. Strukturaufklarung der Produkte

Zur Strukturaufklarung wurden 2 1 SC-URA Medium mit 2% Galaktose mit den pEH10,
pEH28, pEH29 bzw. pEH55 tragenden S. cerevisiae BJ5464_NpgA Zellen inokuliert. Nach
einer Kultivierung bei 30 °C fiir 48 Std. wurden die Sekundarmetabolite dreimal mit 1:1
Volumen Ethylacetat extrahiert und bis zur Trockene eingeengt. Anschlieflend wurden die
Pellets in Methanol gelst und die enzymatischen Produkte mit Hilfe der HPLC isoliert. Wie
bereits in Kapitel 4.1.2.8 erlautert, wurde aufgrund der gelben Farbe und der Lichtsensitivitat
von der durch ApvA synthetisierten Substanzen die Vermutung aufgestellt, dass es sich bei
dem akkumulierten Produkt um Aspulvinon E handeln kénnte. Daher wurde die zugehorige
Kultur unter Lichtausschluss kultiviert und auch alle nachfolgenden Schritte wurden im
Dunkeln durchgefiihrt.

Von den isolierten Substanzen aus den ApvA, BtyA, AtrAat und PgnA produzierenden
Transformanten wurden 'H-NMR-Spektren aufgenommen. Die 'H-NMR Spektren sind im
Anhang hinterlegt (Abbildung 7-4 - Abbildung 7-7). Als Referenz diente das Signal des
verwendeten Losungsmittels. Die in Tabelle 4-3 zusammengestellten Daten der Produkte
stimmen mit den in der Literatur beschriebenen Angaben fiir die entsprechenden Substanzen
iiberein (Gao et al. 2013b; Sun et al. 2016; van Dijk et al. 2016; Wackler et al. 2012). Da auch
die an der LC-MS detektierten Massen zu den theoretischen [M + H]*-Ionen der Produkte
passen, konnten die Produkte eindeutig identifiziert werden. Da das von MelA synthetisierte
Produkt die gleiche Retentionszeit, UV-Spektrum, photosensitive Eigenschaften und
theoretische [M + H]* von m/z = 297.0757 hatte, wurde auch das Produkt von MelA eindeutig

als Aspulvinon E identifiziert.

Tabelle 4-2: LC-HR-ESI-MS Daten der isolierten Produkte
LC-HR-ESI-MS Daten [M + H]*

Substanz Summen-Formel berechnet gemessen  Abweichung (ppm)
Aspulvinon E CisH1205 297.0757 297.0757 0.0
Butyrolacton lla C1sH107 343.0812 343.0813 -0.3
Phenguignarsaure CisH1505 311.0914 311.0910 1.3

Atromentin C1sH1206 325.0707 325.0719 -3.7
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Tabelle 4-3: 'H-NMR-Daten der Produkte von ApvA, BtyA, PgnA und Atra:
Aspulvinon E Butyrolacton lla Phenguignarsaure Atromentin

Lsg-mittel ((CD3)2CO) dn, multi; Jin Hz; Sn, multi Jin Hz; On, multi; Jin Hz;

Position &n, multi; J in Hz; ((CD3)2S0) (CDCl3) ((CD3)2S0O)
2 10.38, s (OH)2 10.76, s (OH)
5 6.62,s 3.55,d, 14.7 10.76, s (OH)

3.54,d,14.7

6 3.36,s 6.25,s
2¢ 7.68,d, 8.8 6.59, d, 8.6 7.63, m 7.21,d, 8.7
3¢ 6.88, d, 8,8 6.50, d, 8.6 7.40, m 6.78, d, 8.7
4 9.87, s (OH)? 7.34, m 9.49, s (OH)
5° 6.88, d, 8,8 6.50, d, 8.6 7.40, m 6.78, d, 8.7
6° 7.68,d, 8.8 6.59, d, 8.6 7.63, m 7.21,d, 8.7
2° 7.90, d, 8.7 7.60, d, 8,8 7.29, m 7.21,d, 8.7
3% 6.91,d, 8.7 6.87,d, 8.8 7.23, m* 6.78,d, 8.7
4 9.16, s (OH) 7.23, m* 9.49, s (OH)
5 6.91, d, 8.7 6.87,d, 8.8 7.23, m" 6.78, d, 8.7
6 7.90, d, 8.7 7.60, d, 8,8 7.29, m 7.21,d, 8.7

* Die Signal tiberlappen mit denen des Losungsmittels

2: Die Zuordnungen mit den gleichen Buchstaben sind austauschbar

Die Daten stimmen mit denen aus der Literautru fir Aspulvion E (Gao et al. 2013a), Butyrolacton IIa (van Dijk et al. 2016), Phenguignarsiure (Sun et al. 2016)
und Atromentin (Wackler et al. 2012) tiberein.
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4.1.3. Untersuchungen zu Indolpyruvat aktivierenden putativen
NRPS-dhnlichen Enzymen aus Aspergillus terreus und
Chaetomium globosum

4.1.3.1.  Einleitung

Vertreter von der als Asterrichinone bezeichneten Gruppe von Naturstoffen konnten
bisher ausschlief}lich aus Ascomyceten isoliert werden. Aus verschiedenen Chaefomium
Spezies wurden beispielsweise die Cochliodinole isoliert und auch in der Gattung Aspergillus
konnten eine Reihe von Asterrichinonen nachgewiesen werden (Abdel-Azeem 2020; Arai et
al. 1981). Fiir alle Sekundarmetabolite dieser Gruppe bildet das Didemethylasterrichinone D
(DDAQ D) das Grundgeriist, welches im Anschluss durch Prenylierungen oder
Methylierungen modifiziert werden kann. Es stellt somit einen universellen Vorlaufer dar und

ist eindeutig in den Molekiilen dieser Gruppe zu erkennen (Abbildung 4-24).

DDAQ D Ri=R2=R3=Rs4=H AQ A3 Ri=Rz=Rs4=H, R3=Rs5=Y
Cochliondon Ri=X, R2=R3=R4=H AQB1 Ri=R2=Rs=H, R4=X, Rs=Y
Isocochliondon  Ri=Rs=Rs4=H, R3=X AQ B2 Ri=R3=R4=Rs=H, R3=Y
Neocochliondon Ri=R2=R4=H, R3=X AQ C2 Ri=X, R2=R3=R4=Rs=H
AQCT5 Ri=R2=R3=H, R4=X AOD  Ri=R2=R3=R4=Rs=H

Abbildung 4-24: Beispiele einiger Strukturen von isolierten Bisindolbenzochinonen aus C. globosum
und A. terreus

Schon 1990 vermuteten Arai und Yamamoto, dass DDAQ D durch die Kondensation
von zwei Molekiilen Indol-3-Pyruvat gebildet wird. Anhand des tdi-Clusters aus A. nidulans
konnte die Biosynthese von Terrechinon A aufgeklart werden (Balibar et al. 2007; Schneider
et al. 2007). Dabei konnte nachgewiesen werden, dass das NRPS-dhnliche Enzym TdiA die
beiden Indol-3-Pyruvat Molekiile durch Claisen Condensation miteinander verkniipft. Durch
Bioinformatische Untersuchungen wurde sowohl in A. tferreus als auch in C. globosum ein
fast vollstandiges homologes Cluster zu dem ¢di-Cluster identifiziert. In diesen Clustern sind
ATEG_0700 (atgA) und CHGG_03687 (astA) homolog zu dem NRPS-dhnlichen Gen #diA und
weisen auf Aminosdureebene eine 66 %ige Identitat zu TdiA auf (Tabelle 7-3). Weiterhin
fihrte in einer Studie von 2013 die Deletion von afgA in A. terreus zu dem Fehlen der

Asterrichinone in den Sekundarmetabolitprofil (Guo et al. 2013a).
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4.1.3.2.  Amplifikation und Klonierung von atqA aus gDNA von A. terreus

Die Amplifikation von atgA (ATEG_00700) der cDNA war auch unter der Verwendung
verschiedener PCR-Bedingungen (Annealingtemperatur: 50-65 °C), Puffern und Polymerasen
(Phusion mit HF bzw. GC-Puffer oder HIFI-Polymerase) sowie der Zugabe von DMSO nicht
moglich. Daher wurde der Stamm A. ferreus A1156 fir 3 Tage bei 30 °C in HME-Medium
kultiviert und die gDNA isoliert (Kapitel 3.5.1). Das unter zu Hilfenahme der Primer
0700_3_fwd und 0700_2_rvs generierte PCR-Amplifikat von afgA wurde durch Homologe
Rekombination in E. coli in den gedffneten pESC-URA Vektor eingebracht (Kapitel 3.5.14).

Eine Restriktionsverdau mit Pvull bestatigte die korrekte Insertion des Genes in den Vektor.

romoter

(7607) Pvull

1 2
‘ [bp]
(6804) Pvull ™\ .
5000 _; — Erwartete
t—] Fragmente:
(©321) Pwull - 105 + 144 + 483 + 803
(6216) Pvull s 1500 — == + 1008 + 1666 + 5274 bp
y Pvull (3398) 1000 _é
800 — Erhaltene
500 —= Fragmente:
— ~500 + ~800 + ~1000
(5208) Pvull Pvull (s064) +~1700 + >5000 bp

Abbildung 4-25 Vektorkarte von pEH91 (ATEG_00700 in pESC-URA) und 1%iges Agarosegel zur
Uberpriifung des Restriktionsmusters. 1: DNA-Grofenstandard; 2: pEH91 mit Pvull verdaut.

4.1.3.3. Amplifikation und Klonierung von astA aus gDNA von

Chaetomium globosum

In der NCBI Datenbank wurde fiir astA (CHGG_03687) aus Chaetomium globosum kein
Intron vorhergesagt. Da sich auch in den Sequenzen der NRPS-dhnlichen Gene aus
Aspergillus terreus die prognostizierten Introns als unzutreffend herausgestellt hatten, wurde
die Gensequenz von astA aus gDNA gewonnen. Die gDNA wurde aus dem Chaetomium
globosum Stamm NRRL1870 isoliert (Kapitel 3.5.1), welcher dafiir 3 Tage in CDH-
Flissigmedium bei 24 °C kultiviert worden war. In der mit dem Primerpaar 3687_3_fwd und
3687_5_rvs amplifizierten und mittels homologer Rekombination in E. coliin den pESC-URA
klonierten Sequenz, wurden im Vergleich mit der NCBI-Sequenz drei Mutationen (A1333G;
C1848T; T1952C) gefunden. Die erste Mutation fiihrt in der Aminoséuresequenz von einem

Threonine zu einem Alanin. Die zweite Mutation ist stumm. Die letzte Mutation fithrt auf
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Proteinsequenz zu einem Wechsel von einem Leucin zu Prolin. Das Plasmid bekam die

Bezeichnung pEH26 (Abbildung 4-26).

(9089) Pstl

omoter Wy

1 2

[bp]

6000 ? e

2500— W Erwartete
: Fragmente:

(6az1) st 1200 : L 1137 + 2668 + 5679 bp
-— Erhaltenee
~sw = e Fragmente:
(5284) Pstl . ~1200 + ~2700 + <6000 bp

Abbildung 4-26: Vektorkarte von pEH26 (CHGG_03687 in pESC-URA) und 1%iges Agarosegel zur
Uberpriifung des Restriktionsmusters. 1: DNA-Gréf8enstandard; 2: pEH26 mit PsA verdaut.

4.1.3.4. Biotransformationsversuche von Indolpyruvat in dem

S. cerevisiae Stamm B)5464_NpgA bei Zugabe mit AstA

Die Expression von AtqA und AstA konnte nicht in dem Stamm S. cerevisiae
BJ5464_NpgA durchgefithrt werden, da der Stamm eine Deletion des tzp7 Gens besitzt, dessen
Genprodukt wichtige Schritte in der Synthese von Tryptophan katalysiert (vergl. Tabelle 3-6)
(Braus et al 1988). Zwar besitzt S. cerevisiae mit trp3 ein homologes Gen, allerdings weist
dieses eine deutlich geringere Aktivitat auf. Daher liegen in dem BJ5464_NpgA Stamm nur
basale Mengen an Tryptophan und folglich auch an dessen erstem Abbauprodukt
Indolpyruvat vor. Um den AstA und AtqA in ausreichenden Mengen Indolpyruvat zur
Verfiigung zu stellen, wurde es bei der Kultivierung dem Medium zugesetzt. Zuerst wurden
500 ml SC-URA-Medium mit 2 % Galaktose mit 5 ml einer Uber-Nacht-Kultur des pEH26 bzw.
pESC-URA tragenden Hefezellen inokuliert und fiir 36 Std. bei 230 rpm und 30 °C kultiviert.
Die gesamte Kultur wurde in 50 ml Reaktionsgefaflen bei Raumtemperatur und 3000 rpm fiir
5 min pelletiert. Die Zellen wurden in 50 ml SC-URA-Medium mit 2 % Galaktose als
Kohlenstoffquelle resuspendiert. Anschliefend wurde die Kultur in einen sterilen 250 ml
Erlenmeyerkolben iberfithrt, Indolpyruvat in einer Endkonzentation von 0,1 mM

hinzugetiigt und fiir weitere 48 Std. kultiviert.
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Die Analyse der Sekundiarmetabolite A Kontrolle (pESC-URA)

mittels LC-MS zeigte im Vergleich mit der
Negativkontrolle, einen zusétzlichen Peak fiir die
astA exprimierenden Kulturen mit einer
Retentionszeit von 27,4 min. Die detektierte
Masse stimmt mit dem theoretischen [M + H]*-
Ion von m/z = 371.1026 uiberein, daher wurde
vermutet, dass das enzymatische Produkt von
AstA tatsdchlich DDAQ D ist. Der Peaks mit einer
Retentionszeit von 17,7 min und [M + H]*-Ion
von m/z = 162.0918 ist vermutlich Tryptophol,
das erste Abbauprodukt von Indolpyruvat.
Tryptophol kann nicht von AstA verwendet
werden. Eventuell hat AstA eine zu niedrige
Umsatzrate, um groflere Mengen DDAQ D
herzustellen oder der Zeitpunkt der Zugabe von
Indolpyruvat stimmte nicht mit dem hdochsten
Level der Proteinexpression {iiberein. Eine
gestaffelte Zugabe von geringeren Mengen an
Indolpyruvat iiber den Kultivierungszeitraum
konnte die Ausbeute an Produkt deutlich steigern.
Parallel zu den hier beschriebenen Arbeiten wurde
in Zusammenarbeit von Dr. Katja Backhaus,

Kristin Oqvist und Johanna Schifer der Stamm .
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Abbildung 4-27: LC-MS Chromatogramm der
Biotransformation von Indolpyruvat in astA
exprimierenden S. cerevisiae Kulturen. Die UV-
Spektren von 296 nm sind in schwarz und die
Chromatogramme der [M + H]* Ionen von
DDAQ D (hellblau) und Tryptophol (rot) sind
in Farbe abgebildet.

cerevisize. KO3 hergestellt wurde. Dieser beruht auf KAB26, einem Tryptophan

tiberproduzierenden Hefestamm (Backhaus et al. 2017). Die Deletionen der beiden Peptidasen

prb1 und pep4 (Kerstens and Van 2018), sowie das Einfiigen von npgA in den prbI Lokus

gestatten schlief3lich die Expression der NRPS-dhnlichen Gene in KO3.

4.1.3.5.Produktakkumulation in dem 8. cerevisiae Stamm KO3 mit AstA und

AtqA

Parallel zu der Biotransformation von den anderen NRPS-idhnlichen Genen wurden

AstA und AtqA in S. cerevisiae KO3 transformiert, die Klone kultiviert und die mit Ethylacetat

ausgeschiittelten Die Sekundarmetabolitprofile der Ethylacetatphasen wurden schliefilich
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mittels LC-MS analysiert. Der Vergleich der Profile von den Kulturen, die den pESC-URA
Vektor tragen, mit den pEH54 bzw. pEH91 tragenden Kulturen, zeigt bei einer Retentionszeit
von 9,0 min ein Schulter an dem vorhergehenden Peak. Das zugehorige [M + H]*-Ion von

m/z = 371.1026 entspricht der theoretisch berechneten Masse.
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Abbildung 4-28: LC-MS Analyse der Kulturextrakte von NRPS-dhnlichen Genen exprimierenden S.
cerevisiae Kulturen 48 Stunden nach der Induktion. UV-Chromatogramme von 296 nm sind in schwarz,
die sind zugeho6rigen Chromatogramme der [M + H]* Ionen sind in Farbe abgebildet

4.1.3.6.  Strukturaufklarung

Aufgrund der hohen Identitétsiibereinstimmung von 66% von AstA und AtgA zu TdiA
wurde die Vermutung aufgestellt, dass es sich bei den Produkten von AstA und AtqA um
Didemethylasterrichinon D (DDAQ D) handeln kénnte. Auch die durch die LC-MS Analyse
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detektierten Massen der beiden Produktpeaks stimmen mit der theoretischen [M + H]* von
m/z = 371.1026 tiberein.

Fiir die Isolierung des Produktes mittels HPLC wurden die pEH26 tragenden Kulturen
unter Standardbedingungen im 3 1 Maf3stab kultiviert. Von der isolierten Substanz wurde ein
TH-NMR-Spektrum in (CD3)2CO aufgenommen. Das Spektrum befindet sich in Abbildung 7-8
im Anhang. Als Referenz diente das (CD3).CO-Signal. Die NMR-Daten sind in Tabelle 4-4
zusammengestellt.

Der Indol-Rest konnte leicht durch die Signale fiir die vier gekoppelten Protonen und
einem Duplett fiir das mit dem NH des Indolrings gekoppelte fiinfte Proton identifiziert
werden (Liao et al. 2018; Pirrung et al. 2005). Es wurde nur ein Satz an Signalen beobachtet,
da das Molekiill symmetrisch ist. Auch der Vergleich der erworbenen Daten mit in der
Literatur hinterlegten Werten bestitigt eindeutig die Synthese von DDAQ D durch AstA
(Balibar et al. 2007). Da in den LC-MS Analysen von den AstA und AtqA expremierenden
Kulturen die Retentionszeiten, das UV-Spektrum und die detektierten [M + H]*-Ionen von
m/z = 371.1026 ubereinstimmen, konnte auch fiir AtqA die Herstellung von DDAQ D

bestatigt werden.

Tabelle 4-4: 'TH-NMR-Daten der Produkte von AstA

Didemethylasterrichinon D

Lsg.-mittel (CD3)2CO
Position Sn, multi, J in Hz

1 10.64, s (NH)
2 7.68,d, 2.6
4 7.64, dd, 8.0,1.1
5 7.05, ddd, 8.0, 7.0,1.1
6’ 7.14, ddd, 8.2, 7.2, 1.1
7 7.46, dt, 8.1, 0.9
1 10.64, s, (NH)
27 7.68,d, 2.6
4" 7.64, dd, 8.0;1.1
577 7.05, ddd, 8.0, 7.0, 1.1
6" 7.14,ddd, 8.2, 7.2, 1.1

7.46, dt, 8.1,0.9

~

Die Daten stimmen mit denen aus der Literatur fiir
Didemethylasterrichinon D iiberein (Balibar et al. 2007; Liao et al. 2018;

Pirrung et al. 2005).
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4.1.4. Nachweis der Uberproduktion von NRPS-dhnlichen Proteine in S.

Fur Aktivitatstest und die Charakterisierung der Proteine sollten die NRPS-ahnlichen

Proteine aus den S. cerevisiae Kulturen isoliert werden. Dafiur sollten die Gene zunachst mit

einem Affinitats-Tag versehen werden. Hierzu wurden zunichst die Gene avpA, atrAars und

melA von der cDNA aus A. terreus FGSC A1156 und CHGG_03687 von der gDNA aus C.

globosum NRRL 1870 mit den in Tabelle 4-5 hinterlegen Primern amplifiziert und in den

pGemT® easy Vektor kloniert.

Tabelle 4-5: Ubersicht iiber die hergestellten Konstrukte der NRPS-shnlichen Gene mit verschiedenen

Affinitits-Tags.
Gen Primer Klonierungs- Restriktions- Expessions- Tag [kDa]
konstrukt enzyme vektor Uberhang
2004_1_fwd FLAG
A - = EH17 EcoRI + Spel EH7 104,5
apv 20043 rvs P coRt T ope P (14 AS) :
3090_1_fwd FLAG
trA - = EH18 Notl + Spel EH9 103,4
atrniat 3090 3 rvs P ot ¥ ope P (14 AS) :
3563_1_fwd FLAG
melA — e pEH21 Not! + Spel pEH22 104,0
3563_3_rvs (15 AS)
1_f FLA
astA 3687_1_fwd, pEH20 EcoRl + Notl  pEH12 074
3687_2_rvs (16 AS)
2004 4 for & HISe
A —= EH 1
apv 2004_6_HIS_rvs pERG (6 AS) 036
2815_1_fwd HISs
btyA - EH57 103,4
Y 2815 4_HIS_rvs P (6 AS)
8899 4 _fwd, HISs
A —= EH56 105,3
pen 8899 7 HIS_rvs P (6 AS) :
2004_7_HIS_fwd & HISs
A —I-T- EH25 103,6
apv 2004_5_rvs P (6 AS) :
2815_3_HIS_fwd HISs
btyA —o— EH41 103,4
Y 2815 2 rvs P (6 AS)
8899 5 HIS_fwd, HISs
A —2—TT>- EH28 105,3
pEn 8899 6_rvs P (6 AS)
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(51) EcoRI EcoRI (61) sall (301)

9 bp

Erwartetes
Fragment:
2493 + 3316 bp

Erhaltenes
= Fragment:
Spel (2848) ¢ ~2500 + ~3500
(2884) Sall
Spel (2858)
EcoRI (2864) + <6000 bp

Abbildung 4-29: Vektorkarte von pEH17 (ATEG_02004 ohne Stopkodon in pGemT® easy) und 1%iges
Agarosegel zur Uberpriifung des Restriktionsmusters. Zur Umklonierung wurden EcoRI und Spel
verwendet. 1: DNA-Grof3enstandard; 2: pEH17 mit Sall verdaut.

Aus den entstandenen Plasmiden pEH17 (apvA), pEH18 (atrAas), pEH21 (melA) und
pEH20 (astA) wurden die Gene mit den bendtigten Restriktionsendonukleasen
herausgeschnitten und in den pESC-URA Vektor eingefiigt (Tabelle 4-5). In der Abbildung
4-29 und Abbildung 4-30 sind beispielhaft die Kontrollverdaue und Konstrukte fiir apvA
dargestellt.

(7513) Pvull
(7156) Spel ‘I 2
[bp]
g
| —
3000— by - IErwartete's
= ragment:
2500555 s 1756 + 2359
20005 === . 5274 bp
Pvull (3398) ¥ Erhaltenes
- Fragment:
~1800 + ~2400
EcoRI (4369) + >5000 bp

Abbildung 4-30: Vektorkarte von pEH7 (ATEG_02004 mit C-terminalen FLAG-Tag in pESC-URA) und
1%iges Agarosegel zur Uberpriifung des Restriktionsmusters. Zur Umklonierung wurden EcoRI und
Spel verwendet. 1: DNA-Groflenstandard; 2: pEH7 mit Pvull verdaut.
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Die Plasmide wurden in den S. cerevisiae Stamm BJ5464_NpgA transformiert und die
Uberproduktion der Proteine in 100 ml SC-URA Medium, die mit 2 % Galaktose versetzt war,
in einem 500 ml Erlenmeyerkolben induziert. Nach 48 Stunden Kultivierung bei 30 °C wurden
die Zellen, wie in Kapitel 3.6.1 beschrieben, aufgeschlossen und die Proteine isoliert. Leider
konnten jedoch mittels SDS-PAGE keine erwarteten Proteine nachgewiesen werden. Zur
Kontrolle der Proteinexpression wurde ein WesternBlot durchgefiihrt, der einen spezifischen
Nachweis der Proteine mittels Antikérpern ermdglicht.

Die Plasmide pEH7, pEH9, pEH12 und pEH22 sowie der pESC-URA Vektor als
Negativkontrolle wurden in S. cerevisiae BJ5464_NpgA transformiert und kultiviert. Von den
Kulturen wurden, wie in Kapitel 3.6.4.1 beschrieben, zu unterschiedlichen Zeiten Proben
gezogen und nach der Entnahme aller Proben der Western Blot durchgefiihrt. Beispielhaft
sind die Ergebnisse fiir Proteinexpression von MelA und AstA sowie der Negativkontrolle mit

dem pESC-URA Vektor abgebildet (Abbildung 4-31).

M 40 24 16 0 M 0 16 24 40 48 M 0 16 24 40 48
A kDa B kDa . C kDa
100— 100— — 100 — e D S— . y—
M 0 2 4 7 10 14 26 0 2 4 7 M 10 26 0 2 M 4 7 10 26
D kDa E kDa F kDa
100— 100 — 100— p—

Abbildung 4-31: Membranen des WesternBlots zur Detektion von AstA und MelA in S. cerevisiae. A+D)
Negativkontrolle; B-E) MelA-Flagg; C+F) AstA-Flagg

Trotz des fiir den FLAG-Tag spezifischen Antikorpers ist auf allen Membranen ein
Hefeprotein von ca. 100 kDa detektiert worden (Abbildung 4-31). Die etwa 104 kDa grof3en
Fusionsproteine lassen sich jedoch als eine eigenstindige Bande leicht oberhalb der
Hefeproteinbande erkennen. Die fiir die Fusionsproteine spezifischen Banden erscheinen
etwa nach vier Stunden und sind am deutlichsten bei 10 bzw. 16 Stunden zu sehen. Danach
verblassen sie wieder. Damit erklart sich auch, warum bei der Isolierung der NRPS-ahnlichen

Proteine nach 48 Std. kein Protein gewonnen werden konnte. Fir folgende
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Proteinisolierungen sollte die Kultur daher fiir einen Zeitraum von ca. 16 Std. kultiviert

werden.
apvA-Konstrukte btyA-Konstrukte pgnA-Konstrukte
pEH25 pEH41 pEH28
4004 1500+ 800
uv v uv
= 300 5 500
2 1000 E)
E 2004 E E 400
4 & 500 g
& 100 < £ 200
HIS-Tag o A
N-terminal 2 4 6 8 10 2 4 6 ] 10 2 4 6 8 10
250000- t [min] 100000 t [min] 25000+ t [min]
= 200000- " = 200004
= 150000 z 50000 F 15000
g 100000 H 1 § 100004
= £ 4
= 500001 Eic 295,0601+/-0.005 = | eicas1.0656+-0.005 = 59 Eic 309.0757+1-0.005
0 2 } [} H 10 0 2 4 6 8 0 2 4 6 8 1
t [min] t [min] t [min]
pEH10 pEH29 pEH27
400+ 1500+ 800+
uv v uv
= 300- 51000_ E- 600
E 2004 E E. 400
[ % 5004 i
< 1004 & < 2001
kein 0 )y o a A L
Affinitéts-Tag 2 4 ] 8 10 2 4 6 8 10 2 4 [} 8 10
250000 t [min] 100000- ¢ [min] 25000- t [min]
® 200000- 5 E 20000
% 150000 g ] % 15000
§ 100000 & 50000 & 10000
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Abbildung 4-32: LC-MS Analyse der Produktbildung in den Kulturen, die Konstrukte ohne und mit C-
bzw. N-terminalem Affinitats-Tag exprimieren. UV-Chromatogramme von 296 nm sind in schwarz, die
sind zugehorigen Chromatogramme der [M + H]* Ionen sind in Farbe abgebildet

Bei der Probenentnahme fiir den Western Blot wurden auch je 1 ml Kultur fiir eine
Extraktion der Sekundarmetabolite entnommen. Die Kultur wurde in ein 2 ml Reaktionsgefaf3
tiberfithrt und zweimal mit 1:1 Vol. Ethylacetat ausgeschiittelt. Die organischen Phasen
wurden mit Hilfe der Speedvac eingeengt und anschlieffend fiir eine Analyse an der LC-MS
in 500 pl Methanol gel6st. In den Proben konnten die zu den Proteinen gehérenden Metabolite
nur in Minimalen Mengen detektiert werden (Abbildung 4-32). Da durch die Fusionierung mit
dem FLAG-Tag ein etwa 14 AS langer Uberhang am C-Terminus der Proteine entstanden war,

konnte dieser die Funktionalitat des Proteins beeinflussen. Ein kiirzerer Tag konnte die
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Aktivitat des Proteins weniger beeinflussen. Zum Testen dieser Hypothese wurde an die
Gensequenz von apvA, btyAund pgnA durch die Verwendung der in Tabelle 4-5 aufgefithrten
Primer eine Sequenz fiir einen C-terminaler HIS¢-Tag angefiigt. Die Gene wurde wiederum
in den pESC-URA Vektor eingebracht, in S. cerevisiae B]5464_NpgA transformiert und in 2 %
Galaktose enthaltenden SC-URA Medium kultiviert. Es wurden Proben fiir einen WesternBlot
und eine Analyse der Sekundirmetabolite entnommen. Leider konnten auch fiir diese
Konstrukte, verglichen mit den originalen Proteinen, nur eine sehr geringe Mengen an den
entsprechenden Sekundarmetabolite detektiert werden.

Da das Anfiigen von C-terminalen Aminosduren die Aktivitdit der Proteine
beeintrachtigt, sollte stattdessen ein N-terminalen Affinitdts-Tag verwendet werden. Dafiir
wurden Primer designed, die neben einer komplementiaren Sequenz fiir den pESC-URA
Vektor auch eine Sequenz fiir N-terminalen HIS¢-Tag an die Gene anfiigt (Tabelle 4-5). Die
PCR-Amplifikate wurden wiederrum mittels homologer Rekombination in den pESC-URA
Vektor eingefiigt. Als Beispiel ist in Abbildung 4-33 die Vektorkarte und der zugehorige
Restriktionsverdau von pEH25 abgebildet.

(7519) Pwull

1 2
[bp]
5000t s Erwartetes
= Fragment:
2500 =" s 1755 + 2366 + 5274 bp
1000 —we
Pvull (33908) = Erhaltenes
Fragment:

~1800 + ~2400 + ~5000 bp

Abbildung 4-33: Vektorkarte pEH25 (ATEG_02004 mit N-terminalen HIS¢-Tag in pESC-URA) und
1%iges Agarosegel zur Uberpriifung des Restriktionsmusters. 1: DNA-Grof3enstandard; 2: pEH7 mit
Pvull verdaut.

Um die Produktivitat der rekombinanten NRPS-dhnlichen Proteine zu iiberpriifen,
wurden die Expressions-Konstrukte in S. cerevisiae transformiert, die Transformanten
kultiviert und schlieB8lich die Sekundarmetaboitprofile analysiert. Wie in Abbildung 4-32
dargestellt, entspricht die Ausbeute an Produkten, welcher durch die N-Terminal
modifizierten Proteine generiert wurde, etwa dem der Enzyme ohne einen Affinitats-Tag. Da

durch den N-terminalen HIS¢-Tag kein negativer Effekt auf die Enzyme ausgeiibt wird, sollten
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diese Konstrukte fiir eine Isolierung der NRPS-dhnlichen Enzyme und eine anschlieende

biochemische Charakterisierung der Proteine verwendet werden.

4.1.4.1.  Uberproduktion und Aufreinigung der NRPS-idhnlichen Protein

Die Uberproduktion von Hiss-ApvA, Hise-BtyA und Hise-PgnA erfolgte mit pEH25,
pEH41 bzw. pEH28 in S. cerevisiae B]5464_NpgA. Um die Selektion so lange wie mdglich
aufrecht zu erhalten, wurde die Vorkultur in SC-Medium angezogen. Die Expression der
Proteine erfolgt im 500 ml Mafistab in YPD-Medium unter Zugabe von 2 % Galaktose bei einer
Inkubation von 30°C fiir 16 Stunden. Die Hefezellen wurden geerntet und wie in Kapitel 3.6.1
beschrieben aufgeschlossen. Der gewonnene Proteinextrakt wurde fiir die Aufreinigung
mittels Ni-NTA-Agarose nach dem Protokoll in 3.6.2 eingesetzt. Die Proteine wurden in 100 pl
Aliquots bis zur spateren Verwendung bei -80 °C gelagert.

Die theoretische Grofle der Proteine betragt 103,6 kDa fiir ApvA, 103,4 kDa fiir BtyA
und 1053 kDa fiir PgnA. Eine Analyse der wahrend der Aufreinigung gewonnenen
Fraktionen mittels SDS-Page zeigte, dass kein oder nur sehr wenig Protein in den anderen
Fraktionen verblieb. Die gewonne Proteinkonzentration nach der Umpufferung lag fiir ApvA

bei 0,7 mg/l, fiir BtyA bei 1,2 mg/1 und fiir PgnA bei 0,5 mg/L.

A 1 3 4 5 6 B 1T 6 5 4 2 C 1 2 3 4 5 6
[kDa] \ [kDa] [kDa] I
i1}
97 — 97 — I 97 — A
66 — 66 — 66 —
45 — 45 — 45 —
30 i 30 — 30 —

Abbildung 4-34: SDS-PAGE der Aufreinigung von A) HISs-ApvA, B) HIS¢-BtyA und C) HISs-PgnA aus
S. cerevisiae BJ5464_NpgA. 1) Protein-Grofienstandard; 2) unldsliches Protein; 3) 16sliches Protein;
4) Durchflussfraktion; 5) Waschfraktion; 6) NINTA-Elutionsfraktion

4.1.4.2.  Uberprifung der Aktivitit von den NRPS-dnlichen Enzyme mit

einem HISs-Affinitats-Tag in-vivo

Durch die Expression der Proteine in S. cerevisiae war davon auszugehen, dass 4-
Hydroxyphenylpyruvat das natiirliche Substrat fiir ApvA und BtyA ist, und Phenylpyruvat
das natiirliche Substrat fiir PgnA. 10 pg-100 pg des tberproduzierten und aufgereinigten
Proteins wurden zunichst mit 5 mM Substrat, in Anwesenheit von 5 mM MgClz, 5 mM ATP,
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in 50 mM Tris/HCl (pH7,5) fir vier Stunden bei 37 °C inkubiert. Durch dreimaliges
Extrahieren mit Ethylacetat wurde die Reaktion abgestoppt. Die Proben wurden an der LC-
MS vermessen. Leider konnte fiir keinen der Aktivitatstests das erwartete Produkt detektiert
werden. Daher wurden die Bedingungen getestet, die fiir andere NRPS-Enzyme erfolgreich
waren (Tabelle 4-6) (Geib et al. 2016; Schneider et al. 2008; Wackler et al. 2012). Zusétzlich
wurde der Inkubationszeitraum auf 12 Std. ausgedehnt und die Enzymtests bei 25 °C, 30 °C

und 37 °C durchgefiihrt. Trotzdem konnte keine Produktbildung nachgewiesen werden.

Tabelle 4-6: Zusammensetzung der getesteten Aktivititsassays

Substanz Konzentration Konzentration Konzentration
Substrat 7,5 mM 1,8 mM 1TmM
MgCl, 10 mM 5 mM 5 mM

ATP 5 mM 1,8 mM 5 mM
Puffer 100 mM 50 mM 50 mM
DTT 2,5 mM - -

EDTA - - 125 nM

Zur Uberpriifung, ob das Protein bei der Aufreinigung tiber die N-NTA-Agarose
inaktiviert wurde, wurden auch Aktivititstests mit dem Gesamtproteinextrakt aus den
aufgeschlossenen Hefezellen durchgefithrt. Es konnte auch hier fiir keines der NRPS-

ahnlichen Proteine eine Aktivitat nachgewiesen werden.

4.1.5. Klonierung der NRPS-ahnlichen Gene und des

Phosphopantethenyltransferase Gens NpgA fiir eine Expression in E. coli

Da in vitrokeine Aktivitat nachgewiesen werden konnte, war es trotz der erfolgreichen
Isolierung der NRPS-dhnlichen Enzyme nicht moglich die Proteine biochemisch zu
charakterisieren. Es ist moglich, dass durch die Aufreinigungsmethode aus der Hefe das
Protein zerstort wurde. Daher wurde eine Expression der NRPS-dhnlichen Gene in E. coli
angestrebt. Das Primerpaar pET28_His-tag_f und HIS8_ESC_MSC1_r wurde verwendet um
die Gene fiir eine homologe Rekombination in den pET28a (+) Vektor zu amplifizieren
(Tabelle 3-12). Die entstandenen Plasmide (pEH107 (apvA), pEH108 (btyA), pEH109 (melA),
pEH110 (pgnA), pEH110 (astA)) wurden zur Kontrolle der korrekten Inserierung sequenziert.
Exemplarisch ist in Abbildung 4-35 die Vektorkarte und der Kontrollverdau von pEH107 zu

sehen.
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Abbildung 4-35: Vektorkarte pEH107 (ATEG_02004 mit N-terminalen HIS¢-Tag in pET28a (+)) und
1%iges Agarosegel zur Uberpriifung des Restriktionsmusters. 1: DNA-Gréfenstandard; 2: pEH107 mit
Pvull verdaut.

Fir die Klonierung in den pQE60 Vektor wurden die Primer QE-HIS-tag-f und QE-
ESC-MCS1-r genutzt (Tabelle 3-12). In Abbildung 4-36 sind die Vektorkarte von pEH74 mit
dem zugehorigen Kontrollverdau als Stellvertreter fiir die entstandnen Plasmide (pEH74
(apvA), pEH75 (btyA), pEH76 (atrAa: ) pEH77 (melA), pEH78 (pgnA), pEH79 (astA))
dargestellt.

[HIS)

(5739) Scal

Scal (1070)

1 2
[bp]

2500 \;_, wuw Erwartete
2000 — - === Fragmente:
— - 1550 + 1974

1500 — + 2695 bp

- Erhaltene
A t0 tef Fragmente:

(3765) Scal ~1600 + ~2100

+~2800 bp

Abbildung 4-36: Vektorkarte pEH74 (ATEG_02004 mit N-terminalen HIS¢-Tag in pQE60) und 1%iges
Agarosegel zur Uberpriifung des Restriktionsmusters. 1: DNA-Groflenstandard; 2: pEH74 mit Scal
verdaut.

In E. coli gibt es, wie auch in der Backerhefe, keine Phosphopantethenyltransferase, die
in der Lage ist, die modularen Proteine wie die NRPS-ahnlichen Enzyme aus Ascomyceten zu

modifizieren. Daher wurde das npgA-Gen aus A. nidulans, welches fiir die Konstruktion von
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dem S. cerevisiae Stamm KO3 verwendet worden war, in den pET28a(+) Vektor eingebracht
(Abbildung 4-37). Fir die Amplifikation von pKO4 wurde das Primerpaar HIS_NpgA_fwd und
NpgA_rvs verwendet (Tabelle 3-12).

EcoRI (816)

(4937) Pvull f

(4844) Pwull ‘ 1 2
[be] [
— Erwartete
3000 —m; o Fragmente:
2000 —+ 93 + 999 +
2463 + 2999 bp
1000 —S— s
-_— Erhaltene
- Fragmente:
(3845) Pvull ~1000 + ~ 2400
+ ~3000bp

Abbildung 4-37: Vektorkarte pEH80 (AN6140 mit N-terminalen HISg-Tag in pET28a (+)) und 1%iges
Agarosegel zur Uberpriifung des Restriktionsmusters. 1: DNA-Groflenstandard; 2: pEH80 mit Pyull

verdaut.

Im Zeitlauf der hier dargestellten Arbeit konnte die Expression und anschlieende

Isolierung der NRPS-ahnlichen Proteine nicht mehr durchgefithrt werden.
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4.1.6. Zielgerichteter Austausch von Domianen der NRPS-dhnlichen

Enzyme zur Generierung anderer Produkte

4.1.6.1.  Einleitung

Wie bereits in Kapitel 1.2.6 beschrieben, ermdglicht die strukturelle Organisation von
NRPS-Enzymen theoretisch eine Rekonstruktion der Proteine und so die Herstellung neuerer
Produkte. Da NRPS-dhnliche Enzyme lediglich aus einem Modul bestehen, ist eine
Kombination von Modulen natiirlich nicht moglich. Allerdings wurden fiir NRPS-dhnliche A-
Domanen bisher keine Strukturaufklarung durchgefithrt und auch die Vorhersage fiir die
aktivierten Substrate mit Hilfe von entsprechenden bioinformatischen Programmen ist
oftmals nicht méglich. In NRPS-ahnlichen Proteinen sind die drei Doméanen jeweils durch
einen etwa 30 Aminosdure langen Bereich getrennt, der funktionell keiner Domaine
zugeordnet wird (Abbildung 7-1). In einer Studie von 2016 wurden diese Bereiche genutzt,
um die A-Domédne bzw. die A/T-Doménen von ApvA und PgnA mit der TE-Doméne bzw.
T/TE-Doméne von BtyA vertauscht. Wie zu erwarten, wurde durch die ApvA/BtyA Hybrid-
Proteine weiterhin Butyrolactone Ila produziert. Auch die Kombination aus PgnA/BtyA
fithrte zu der Expression eines aktiven Proteins und resultierte in der Synthese von
Phenylbutyrolacton Ila, welches zuvor noch nie aus Ascomyceten isoliert worden ist (Dijk et
al 2016). Bei dieser Rekombination besteht der Unterschied der beiden Substrate jedoch
lediglich in der Hydroxylgruppe am Benzolring der beiden Ketosduren.

Weiterfithrend sollten systematisch die Doméanen zwischen den NRPS-dhnlichen
Enzymen ausgetauscht werden, die fiir die Aktivierung unterschiedlicher Substrate und die

Bildung der verschiedenen Kernstrukturen verantwortlich sind (Abbildung 4-38).

. Domain Yeast .
NRPS-like — recombination — expression Designed product
EEE o - o 9 a
oo oo (] fkm
o Z®. Ko™
Ar— OH
Al THTE - - ¢
WA Ki i) - oo —— Oo o N
AEE .. N
S - o
OH o}
Al TLTE 1]
[j Ar = phenyl, 4-hydroxyphenyl or indolyl

Abbildung 4-38: Geplanter Ablauf der Klonierung und Expression von NRPS-ahnlichen Hybid-Proteinen
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4.1.6.2.  Fusionierung der Domanen aus unterschiedlichen NRPS-ahnlichen

Genen mit Hilfe von Klonierung

Die Fusion der verschiedenen Doménen aus den NRPS-dhnlichen Enzymen sollte iiber
homologe Rekombination in E. coli erfolgen. Die Expression der rekonstruierten Proteine
sollte ebenfalls in S. cerevisiae mit Hilfe des pESC-URA Vektors durchgefiihrt werden. Daher
konnten die Primer KAB-pESC-MCS1rvs und KAB-pESC-MCSfor verwendet werden, die
eigentlich zur Sequenzierung des Vektors genutzt werden. Die Nutzung dieser Primer fiithrt
zu einem komplementirer Bereich des PCR-Amplifikates, der die Re-Integration in den pESC-
URA Vektor ermdglicht.

Die A bzw. A/T-Doménen wurden mit KAB-pESC-MCS1rvs und einem Primer
amplifiziert, der keinen homologen Bereich einfiigt. Somit konnen die mittels PCR
amplifzierten Produkte fiir eine Vielzahl von Rekombinationen der Doménen eingesetzt

werden.

Tabelle 4-7: Ubersicht iiber die amplifizierten A- oder A/T-Doménen zur Konstruktion der Hybrid-Gene

Gen Domine Expressions- Primer 1 Primer 2 Template
konstrukt (forward) (reverse)
ATEG._ 02004 A ;’EE HH 65(?; EEE HH ]5]99 2004-A-rvs K/Qi-g ]E rif pEH25
ATEG_ 08899 A F;EEI:E; ‘;EE:Zi; 8899-A-rvs KQBC-;) ]E fi(r: pEH28
ATEG_00700 A ppEEl:ﬁZ;; F;)EEHH9171;7 0700-A-rvs KQ%E 1E fif pEH91
CHGG_03687 A ';’)EEHH6657 ‘; E;ZZ 3687-A-rvs KQEZ;E 1E fif pEH54
ATEG_02004  A&T ;’E g :(i; FF: EE HH f?é 2004-T-rvs KQEZ;;E;? pEH25
ATEG 08899  A&T ;’EES:; EEEHH]S 220 8899-T-rvs K//\}Eég ]E fif pEH28
ATEG 00700  A&T F;EEHH7702 F;EEI:177]3 0700-T-rvs KQ%;’]E;? pEHOT
CHGG 03687  A&T FF’)EE':I]]ﬁ Eiﬁni © 3687-T-rvs KQ%;’]E; f pEH54

Fir die Amplifikation der T/TE bzw. TE-Doménen wurde neben dem Primer KAB-
pESC-MCS1for ein Primer verwendet, der spezifisch ist fiir die benétigten Doménen des
jeweiligen Gens und die komplementédre Sequenz zu der geplanten Nachbardoméne tragt

(Tabelle 4-8). Die Amplifikation von den Doménen von den zugehorigen Plasmiden erfolgte
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mit der Phusion-Polymerase bei einer Annealing Temperatur von 58 °C und einer
Elongationszeit von 30 Sekunden.

Tabelle 4-8: Ubersicht iiber die amplifizierten T/TE- oder TE-Doménen zur Konstruktion der Hybrid-
Gene

i Expressions- Primer 1 Primer 2
Gen Domine Template
konstrukt (forward) (reverse)
ATEG_02004 TE pEH53 2004TE_8899for
T/TE pEH61 2004 T _8899fwd
TE pEH112 2004TE_0700for  KAB-pESC- DEH25
T/TE pEH116 2004 T_0700fwd MCS1for
TE pEH70 2004TE_3687for
T/TE pEHG5 2004 T _3687fwd
ATEG_02815 TE pEH118 2815TE_2004for
T/TE pEH119 2815 _T _2004fwd
TE pEH120 2815TE_8899for
T/TE pEH62 2815_T_8899fwd  KAB-pESC- DEH29
TE pEH113 2815TE_0700for MCS1for
T/TE pEH97 2815 _T _0700fwd
TE pEH66 2815TE_3687for
T/TE pEH71 2815 T 3687fwd
ATEG_03090 TE pEH49 3090TE_2004for
T/TE pEH58 3090 T 2004fwd
TE pEHS52 3090TE_8899for
T/TE pEH63 3090_T_8899fwd  KAB-pESC- JEHSS
TE pEH114 3090TE_0700for MCS1for
T/TE pEH117 3090 T _0700fwd
TE pEH72 3090TE_3687for
T/TE pEH67 3090 T 3687fwd
ATEG_08899 TE pEH50 8899TE_2004for
T/TE pEH60 8899 T 2004fwd
TE pEH115 8899TE_0700for  KAB-pESC- oEH27
T/TE pEH93 8899 T _0700fwd MCS1for
TE pEH73 8899TE_3687for
T/TE pEH68 8899 T 3687fwd
CHGG_03687 TE pEH48 3687TE_2004for
T/TE pEH59 3687_T_2004fwd  KAB-pESC- oEH26
TE pEH51 3687TE_8899for MCS1for
T/TE pEH64 3687 _T _8899fwd

Die PCR-Produkte wurden gefdllt und einem Verdau mit Dral unterworfen, um den
Ursprungsvektor zu zerstéren und dann erneut iiber eine Ethanolfallung aufgereinigt. Der
pESC-URA-Vektor wurde mit £coRI und Spel geodffnet und mit SAP dephosphoryliert bevor
er ebenfalls iber eine Ethanolfillung  aufgereinigt wurde. Nach der
Konzentrationsbestimmung am NanoDrop wurden 100 ng geodffneter pESC-URA-Vektor mit

200 ng des grofleren Fragmentes und 300 ng des kleineren Fragmentes zur homologen
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Rekombination in E. colf X1 blue Zellen transformiert. Jeweils 6 der entstanden Kolonien
wurden angezogen und das isolierte Plasmid mittels Restriktionshydrolyse untersucht. Die
korrekte Integration und Rekombination der Gene wurde anhand von Sequenzierung
bestatigt. Stellvertretend fiir die insgesamt 32 Konstrukte sind die Vektorkarten und
Kontrollverdaue von pEHS58 und pEH49 in den Abbildung 4-39 und Abbildung 4-40
dargestellt.

Xbal (428)

7 Sp romote ) L. P
@l \)‘zpﬂ promoter ~o,?
|

1 2
(7219) Sstl [bp]
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& [ 25002 w423+ 636 +
' 2616 + 5732 bp
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~400 + ~600

+~2600 + ~6000 bp

Abbildung 4-39 Vektorkarte von pEH58 (A-Doméne von ATEG_02004 fusioniert mit T/TE-Doméne von
ATEG_03090 in pESC-URA) und 1%iges Agarosegel zur Uberpriifung des Restriktionsmusters. 1: DNA-
Groflenstandard; 2: pEH58 mit SsA verdaut.
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Abbildung 4-40 Vektorkarte von pEH49 (A/T-Doméine von ATEG_02004 fusioniert mit TE-Doméne von
ATEG_03090 in pESC-URA) und 1%iges Agarosegel zur Uberpriifung des Restriktionsmusters. 1: DNA-
Groflenstandard; 2: pEH49 mit Sall verdaut.
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4.1.6.3.  Uberproduktion der Rekombinations-Enzyme

Die 16 Plasmide, die die A-Doméne von ApvA oder PgnA enthalten und somit Pyruvat
oder 4-Hydroxyphenylpyruvat aktivieren, wurden in den S. cerevisiae Stamm BJ5464_NpgA
transformiert. Die restlichen 16 Konstrukte, welche die A-Doméne von AstA oder AtqA
aufweisen und Indolpyruvat als Substrat verwenden, wurden in den S. cerevisiae Stamm KO3
transformiert. Als Negativkontrolle wurde der pESC-URA Vektor in beide Hefestimme
transformiert. Mit der Vorkultur wurde 50 ml SC-URA Medium mit 2 % Galaktose auf eine
optische Dichte von 0,1, bei einer Wellenldnge von 600 nm angeimpft. Nach 48 Std.
Kultivierung wurden die Kulturen im Scheidetrichter dreimal mit 1:1 Volumen an Ethylacetat
ausgeschiittelt. Die Ethylacetatphasen wurden vereinigt und bis zur Trockene am
Rotationsverdampfer eingeengt. Anschlieffend wurde das Pellet in Methanol riickgelost und

an der LCMS vermessen.
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Abbildung 4-41: LC-MS Analytik der Metabolitenprofile von S. cerevisiae BJ5464_NpgA Kulturen, die
Hyrid-Proteinen mit der A-Domine von ApvA exprimieren. (1) Die Absorption bei 296 nm, (2)
extrahierten Ionenchromatogramme und (3) Fragmentierungs-Muster von [M + H]" sind dargestellt.

In den Konstrukten, die die A- bzw A/T-Doménen von ApvA und die T/TE bzw. TE-Doméne
von BtyA (pEH118 und pEH119), PgnA (pEH50 und pEH60), AtrAat (pEH49 und pEH 58) bzw.
AstA (pEH48 und pEH59) enthalten, konnte in allen UV-Chromatogrammen ein deutlich
erkennbarer Produktpeak nachgewiesen werden. (Abbildung 4-41, Abbildung 4-42). Da BtyA
und AtrAat wie auch ApvA 4-Hydroxyphenylpyruvat als Substrat verwenden, war dies fir
die entsprechenden Rekombinationen nicht weiter verwunderlich. Besonders in beiden
rekonstruierten Proteinen mit der TE-Doméne von BtyA dominieren die Produktpeaks das

Chromatogramm (Abbildung 4-42).
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Abbildung 4-42: LC-MS Analytik der Metabolitenprofile von S. cerevisiae BJ5464 NpgA Kulturen, die
Hyrid-Proteinen mit der A-Domine von ApvA exprimieren. (1) Die Absorption bei 296 nm, (2)
extrahierten Jonenchromatogramme und (3) Fragmentierungs-Muster von [M + H]" sind dargestellt.

Der Unterschied der Substrate von ApvA und PgnA besteht lediglich aus einer
Hydroxylgruppe am  Aromaten, daher war auch die Dimerisierung von
Hydroxyphenylpyruvat durch die TE-Doméane von PgnA erwartet worden. In dem Konstrukt
mit der T/TE-Domdne von PgnA stellt Hydroxyguignarsdure in den analysierten

Chromatogramm den dominanten Peak darstellt. Trotz der relativ groflen Unterschiede der
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Substrate konnte selbst bei der Rekombination der Indol-3-pyruvat kondensierenden TE-
Domiane von AstA mit der A oder A/T-Domine von ApvA das erwartete Produkt
nachgewiesen werden.

Auch in den Sekundarmetabolitprofilen der Kulturen mit den Kombinationen der A- oder AT-
Doméne von PgnA mit der T-TE- oder TE-Doméane von AtrAat (pEH52 und pEH63), AstA
(pEH51 und pEH64), ApvA (pEH53 und pEH61) und BtyA (pEH120 und pEH62) konnte die
Produktbildung in allen Kulturen beobachtet werden (Abbildung 4-43). Im Vergleich zu den
Konstrukten mit der A-Domane von ApvA sind jedoch niedrigere Produktionsausbeuten zu
verzeichnen. Uberdies kann auch in diesem Fall die TE-Doméne des Indolylpyruvat-
verwendenden Enzyms AstA in beiden Kombinationen erfolgreich das durch die A-Domaine
von PgnA aktivierte Phenylpyruvats zu dem erwarteten Benzochinon kondensieren. Wie
auch in den vorhergehenden Konstrukten werden die Aryleinheit von der A-Doméne und die
Kernstrukturen von der TE-Domine bestimmt.

Nach erfolgreicher Rekombination von Phenyl- bzw. Hydroxyphenylpyruvat aktivierenden
A- oder A/T-Domianen von ApvA und PgnA mit den T-TE- oder TE-Doménen anderer
Enzyme, wurde eine Rekombination von der A-Doméne von AtqA und AstA mit den anderen
Enzymen angestrebt. Entsprechend den anderen rekonstruierten Enzymen wurde die fiir die
Substrataktivierung zustandige A-Doméne von AstA bzw. AtqA mit den TE-Doménen von
AtrAat, PgnA, ApvA und BtyA fusioniert, die fiir die Bildung der Kernstruktur mafigeblich
sind. Die T-Doméanen wurden von AtqA bzw. AstA oder ihren Gegenpartnern iibernommen.
Die in keiner Kultur, die die Konstrukte mit der TE-Doméine von AtrAa: oder ApvA
exprimieren wurde das erwartete Molekil detektiert. In den Transfomanten mit den TE-
Doménen von PgnA und BtyA konnten hingegen in 5 der 8 untersuchten Kominationen die

gesuchten Substanzen gefunden werden (Abbildung 4-44 und Abbildung 4-45).
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Abbildung 4-43: LC-MS Analytik der Metabolitenprofile von S. cerevisiae BJ5464_NpgA Kulturen, die Hyrid-Proteinen mit der A-Doméne von PgnA exprimieren. (1) Die
Absorption bei 296 nm, (2) extrahierten Ionenchromatogramme und (3) Fragmentierungs-Muster von [M + H]" sind dargestellt.
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Abbildung 4-44: LC-MS Analytik der Metabolitenprofile von S. cerevisiae KO3 Kulturen, die Hyrid-Proteinen mit der A-Doméne von AtqA exprimieren. (1) Die Absorption bei

296 nm, (2) extrahierten Ionenchromatogramme und (3) Fragmentierungs-Muster von [M + H] sind dargestellt.
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Abbildung 4-45: LC-MS Analytik der Metabolitenprofile von S. cerevisiae KO3 Kulturen, die Hyrid-Proteinen mit der A-Domiéne von AstA exprimieren. (1) Die Absorption bei
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296 nm, (2) extrahierten Ionenchromatogramme und (3) Fragmentierungs-Muster von [M + H] sind dargestellt.
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Abbildung 4-46: LC-MS Analytik der Metabolitenprofile von den Produkten der natiirlichen NRPS-dhnlichen Enzyme. (1) Die Absorption bei 296 nm, (2) extrahierten
Ionenchromatogramme und (3) Fragmentierungs-Muster von [M + H]" sind dargestellt.
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4.1.7. Strukturaufklarung

Zur Strukturaufklirung der durch die rekombinanten NRPS-dhnlichen Enzyme
generierten Produkte wurden die Sekundarmetabolite zunachst mittels LC-MS analysiert. Die
gemessenen LC-HR-ESI-MS Daten entsprechen sehr gut den theoretischen [M - H] bzw.
[2M -H]" Ionen der erwarteten Substanzen (Tabelle 4-9). Anhand des
Fragmentierungsmusters dieser Ionen liefen sich auflerdem einige strukturelle Einheiten
identifizieren. So entsprechen Fragmente von m/z= 117.0354 den theoretischen Massen eines
Phenyl-Rests. Diese Fragmente sind in Aspulvionen E, Atromentin und Phenguignarsiure zu
finden (Tabelle 4-9). Fiir Aspulvionen E und Atromentin sowie Phenylbutyrolactone Ila ist
aulerdem ein Fragment von m/z = 191.084 beobachtet worden. Die 4-Hydroxyphenyl-
Guppen lassen sich anhand von den Fragmenten bei m/z = 133.0304 identifizieren (Tabelle
4-9). Butyrolactone Ila und Atromentin liefen sich aufgrund des Vergleiches von der
Retentionszeit, dem UV-Spektrum, den [M — H]-Ionen und dessen Fragmentierungsmusters
mit einem authentischen Standard eindeutig identifizieren (Abbildung 4-46). Polyporsiure
und Pulvinon sind bekannte Isolate aus Pilzen und wurden iiber die Auswertung der
Fragmentierungsmuster der [M — H]" identifiziert (Cohen and Robinson 2001; Ojima et al.
1973; Sugiyama et al. 1979; Xu et al. 2013; Zhu et al. 2014). Da Pulvinon wie auch Aspulvinon
E photosensitiv sein und eine Konformationsisomerie aufweisen sollte, wurden die Extrakte
von den im Dunkeln angezogenen Kultur Licht ausgesetzt. Zu definierten Zeitpunkten
wurden Proben gezogen und an der LC-MS vermessen. Wie erwartet, konnte die
Umwandlung von Pulvinon zu Isopulvinon beobachtet werden (Abbildung 4-47).

Entsprechend der anderen Produkte der NRPS-dhnlichen Enzyme wurden die
rekombinierten Produkte aus 51 Kultur extrahiert. Aufgrund des groflen Volumens der
Proben wurden die Sekundéarmetabolite zunéchst tiber eine Sephadex Saule fraktioniert und
die Produkte aus den entsprechenden Fraktionen mittels HPLC isoliert. Anhand der
aufgenommenen !'H-NMR-Spektren konnen die aromatischen Ringsysteme einfach
unterschieden werden (Tabelle 4-10 und Abbildung 7-9 - Abbildung 7-12). Die fiinf Protonen
von Prenyl-Resten koppeln miteinander, was sich typischerweise als Signale fiir zwei Triplet
und einem Duplett in den Spektren beobachten lasst. Ein AA’BB’-System aus vier Protonen
ist charakteristisch fur eine 4-Hydroxyphenyl-Gruppe. Wie schon erwihnt, lassen sich Indol-
Einheiten anhand der Signale fiir die vier gekoppelten Protonen und Singulett bzw. einem
Duplett fiir das mit dem NH des Indolrings koppelt leicht identifizieren (Liao et al. 2018;
Pirrung et al. 2005). Lasst sich die Substanz in der Kernstruktur spiegeln, wie bei den

Hydroxybenzochinonen, kann nur ein Set der Signale nachgewiesen werden.
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Abbildung 4-47: Zeitabhiangige Umwandlung von Pulvinon zu Isopulvinon unter Belichtung. A) LC-MS
Analyse der Ethylacetatextrakte der im Dunkeln angezogen Kulturenn die pEH53 bzw. pEH61 tragen.
B) Analytik der Umwandlung im Extrakt anhand der [M + H]-Ionen nach verschiedenen
Belichtungsdauern.

Fir Hydroxyphenguignarsdure, Phenylbutyrolactone Ila, Indolguignarsiaure und
Indolbutyrolactone Ila wurden je zwei Sets an Signalen fiir die Aryl-Einheiten nachgewiesen
(Tabelle 4-10). Die Kernstrukturen der vier Substanzen tragen zwei prochirale
Methylenprotonen, die als zwei Dupletts mit Kopplungskonstanten von 14-16 Hz zu finden
sind. Bei 6,23 bzw. 6,45 ppm erscheinen die Singuletts von den olefinischen Protonen von den
beiden Guignarsauren. Die MS und NMR von Hydroxyphenguignarsdure und
Phenylbutyrolactone entsprechen auch den in der Literatur gefundenen Daten (van Dijk et
al. 2016; van Dijk and Wang 2018).

Zur Bestimmung der Stereochemie wurden Zirkulardichroismus-Spektren fiir die
Butyrolactone und Guignarsauren aufgenommen. Wie in Abbildung 7-2 und Abbildung 7-3

gezeigt, weisen Butyrolactone bzw. Guignarsduren dhnliche Spektren auf.
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Tabelle 4-9: LC-HR-ESI-MS Daten und beobachtete Fragmente der Produkte von den rekombinierten NRPS-éhnlichen Enzymen

LC-HR-ESI-MS Daten [M - H]-

MS2 of [M - H]

Substanz CPIlreorrnr:eclhe Kalkuliert Gemessen Ab\?:[l)cr:)ung [M - COH]- [ RJ>_R- H [C20R - H]-
R= phenyl, 4-OH-phenyl or indolyl
Phenguignarsaure CigH150s 309.0768 309.0790 -7.1 237.0927b 117.0353 163.0414
Polyporsaure C1gH1204 291.0663 291.0663 0.0 263.0715 191.0843 117.0316
2 (5H)- Furanone C17H1203 263.0714 263.0720 -2,3 191.0844 117.0358
Phenylbutyrolacton lla Ci8H140s 309.0768 309.0770 -0.6 191.0850
Aspulvinon E C1gH1205 295.0612 295.0622 -34 133.0303 233.0609
Butyrolacton lla CigH1407 341.0667 341.0682 -4.4 267.0670b 223.0769 297.0784 241.0887
Atromentin C18H1206 323.0561 323.0555 1.9 295.0626 133.0301
Hydroxyphenguignarsaure  CigH1407 341.0667 341.0660 2.1 269.0822b 133.0341 179.0349
Didemethylasterriquinone D C2H14N204 369.0881 369.0884 -0,8 341.0938 269.1080 156.0458
Indolguignarsaure C22H16N20s5 387.0986 387.0988 -0.5 271.1189
Indolbutyrolacton C22H16N20s5 387.0986 387.0985 0.3 315.1171b 158.0612 278.1165 202.0510

3; Butyrolacton ITa: [2M — H] anstatt [M - H]

b. [M — COOH - COJ"
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Hydroxyphenguignarsaure

Phenylbutyrolacton

[ndolguignarséaure

[ndolbutyrolacton

OH

Lsg-mittel (CD3)2SO (CD3)2CO (CD3)2SO (CD3)2CO
Position S, multi, Jin Hz SH, multi, J in Hz SH, multi, J in Hz SH, multi, Jin Hz
5 6.23,s 6.45, s
6 3.36,d, 14.7 2.88, d, 14.1 3.56,d, 15.6 3.71,d, 15.3
3.41,d, 14.7 2.90, d, 14.1 3.61,d, 15.6 3.81,d, 15.3
1 11.57, s (NH) 10.87, s (NH)
2 7.54,d, 8.7 7.86,d,7.7 7.80, s 7.86,s
3 6.82,d, 8.7 7.52,t,7.7
4 9.92, s (OH) 742,t,7.4 7.79,d, 7.9 8.04,d, 8.0
5 6.82,d, 8.7 7.52,t,7.7 7.06, ddd, 8.0, 7.1, 0.9 6.97, ddd, 8.0, 7.2, 0.8
6 7.54,d, 8.7 7.86,d,7.7 7.154, ddd, 8.0, 7.1, 0.9¢ 7.20, ddd, 8.0, 7.1, 0.8
7 7.61,d,7.9 7.31,d, 8.0
1 10.84, s (NH) 9.99, s (NH)
2" 7.05,d, 8.6 6.86, d, 7.149, s¢ 6.78, s
37 6.61,d, 8.6 7.132, t2
4" 9.28,s (OH) 7.128, t2 7.43,d, 8.0 7.51,d, 8.1
57 6.61,d, 8.6 7.132, 12 6.89, ddd, 7.9, 7.0, 0.8 6.80, ddd, 7.8, 7.1, 0.7
6"’ 7.05,d, 8.6 6.86, d, 6.99, ddd, 7.9,7.1,0.9 7.06,ddd, 7.8,7.3,0.6

77

7.27,d, 8.0

7.27,d, 8.0

ab,¢GSignale mit den gleichen Buchstaben iiberlappen miteinander
Die Daten stimmen mit denen aus der Literatur fir Hydroxyphenguignarsiure (van Dijk and Wang 2018) und Phenylbutyrolacton (van Dijk et al. 2016) iiberein.
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4.2.Untersuchungen zu putativen Prenyltransferasen aus Aspergillus

terreus und Chaetomium globosum

4.2.1. Einleitung

Meist sind die durch NRPS oder PKS synthetisierten Strukturen Grundgeriiste, die
durch nachfolgende Modifikationen erst ihre endgiiltige Struktur erhalten. Oftmals
beeinflussen diese Veranderungen die biologische Aktivitit im Vergleich zu den nicht
modifizierten Vorlaufern (Wollinsky et al. 2012). Auch in der genetischen Umgebung von den
NRPS-dhnlichen Gene findet sich eine Reihe von solchen Modifikations-Enzymen (Tabelle
4-11). Neben Methylierungen finden sich an Sekundarmetaboliten, deren Vorlaufer auf durch
NRPS-ahnlichen Enzyme synthetisiert werden haufig Prenylierungen, die weitergehend
zyklisiert oder oxidiert sein konnen (Guo et al. 2013a).

Tabelle 4-11: Modifikationsenzyme in der niheren genetischen Umgebung der NRPS-dhnlichen Gene

Gen Protein (putative) Funktion

ATEG_00700 AtqA NRPS-dhnlich (A/T/TE)

ATEG_00701 EAU39347 Zinkabhéngige Alkoholdehydrogenase
ATEG_00702 EAU39348 Aromatische Prenyltransferase (DMATS)
ATEG_00703 EAU39349 O-Methyltransferase

ATEG_02815 BtyA NRPS-ghnlich (A/T/TE)

ATEG_02816 BtyB O-Methyltransferase

ATEG_02818 EAU36092 O-Methyltransferase

ATEG_02819 EAU36093 Aminotransferase

ATEG_02820 EAU36094 Cytochrome P450

ATEG_02823 EAU36097 Aromatische Prenyltransferase (DMATS)
ATEG_03090 AtrAat NRPS-ahnlich (A/T/TE)

ATEG_03091 EAU36365 O-Methyltransferase

ATEG_03092 EAU36366 Aromatische Prenyltransferase (DMATS)
ATEG_08899 PgnA NRPS-ghnlich (A/T/TE)

ATEG_08901 EAU31033 P450

ATEG_08902 EAU31033 P450

CHGG_03684 EAQ91749 Aromatische Prenyltransferase (DMATS)
CHGG_03685 EAQ91750 Zinkabhéngige Alkoholdehydrogenase
CHGG 03686 EAQ91751 Aminotransferase

CHGG_03687 AstA NRPS-dhnlich (A/T/TE)

Anhand von BLAST-Analysen wurden im Genom von A. ferreus zehn putative
Prenyltransferasen der DMATS-Superfamilie identifiziert (Khaldi et al. 2010). Durch
biochemische Untersuchungen iiber rekombinante Proteine oder deren Orthologe wurden
bereits fiinf der Proteine charakterisiert, die jedoch nicht in Clustern der NRPS-dhnlichen

Gene liegen. Allerdings konnte nachgewiesen werden, dass AstPT (ATEG_09980) die



Ergebnisse 138

Prenylierung methylierter Asterrichinone katalysiert (Tarcz et al. 2014a), fiir welche
Diedemethyl-asterrichinone D das Grundgeriist bildet.

In vier Clustern von den NRPS-dhnlichen Genen wurden putative Prenyltransferasen
vorhergesagt (Tabelle 4-11). Dabei scheinen ATEG_00702, ATEG_03092 und CHGG_03684
fir die Prenylierung von Benzochinonen und ATEG_02823 fiir die Prenylierung von
Butyrolactonen verantwortlich zu sein. Interessanter Weise konnte im Cluster von apvA
keine Prenyltransferasen identifiziert werden, obwohl die meisten der aus A. ferreus
isolierten Aspulvinone eine oder mehrere Prenyl-Gruppen tragen (Guo et al. 2013a; Ojima et
al. 1975). Anhand von Deletionsexperimente und Bestimmung der Expressionslevel konnte
apbA (ATEG_01730) als Prenyltransferase fiir sowohl die Aspulvinone als auch Butyrolactone
identifiziert werden (Guo et al. 2015; van Dijk and Wang 2018).

Fiir eine Ko-Expression von den NRPS-ahnlichen Enzymen und den Prenyltransferasen
in S. cerevisiae sollten die Prenyltransferasegene in die MCS2 der pESC-Vektoren kloniert

werden.

4.2.2. Klonierung

Das Prenyltransferasegen aphA war bereits von Herrn Alexander Frehse in die MCS2
des pESC-HIS-Vektor (pAF19) eingebracht worden und konnte fiir eine Co-Transformation
mit beispielsweise pEH10 oder pEH29 eingesetzt werden. Da eine Co-Transformation von
zwei Vektoren in deutlich weniger positiven Tranformanten resultiert, sollten beide Gene von
einen Vektor exprimiert werden. Die MCS2 des pEH10 Vektors wurde mit den
Restriktionsenzymen EcoRI und Spel geodffent. Die apbB Sequenz wurden mit den Primern
pESC-MCS2-f1 und pESC-MCS2-r1 amplifiziert, das Fragment durch Ethanolfalllung
aufergereinigt und mittels homologer Rekombination in E. coli in den gedffneten pEH10
Vektor eingebracht. Das aus der Klonierung resultierende pEH23 Konstrukt wurde mit Pvull
verdaut und schlie3lich sequenziert. Die Vektorkarte und das Agarosegel des Kontrollverdaus

sind in Abbildung 4-48 zu sehen.
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Pvull (1876)

PEH23 (pESC-URA ATEG_2004 + ATEG_01730)
10,528 bp

Fragmente:
| 1876 + 3631
+ 7130 bp

(7130) Pvull
Erhaltenes
Fragment:
~1900 + ~3600
+ >6000 bp

Abbildung 4-48: Vektorkarte von pEH23 (ATEG_02004 in der MCS1 und ATEG_01730 in der MCS2 von
PESC-URA) und 1%iges Agarosegel zur Uberpriifung des Restriktionsmusters. 1: DNA-Gréf8enstandard;
2: pEH23 mit Pvull verdaut.

Die Prenyltransferasen ATEG_00702, ATEG_02823, ATEG_03092 und CHGG_03684
sollten aus cDNA amplifiziert werden, um die Gen-Struktur zu bestatigen. Allerdings konnten
die Prenyltransferase Gene nicht von cDNA amplifiziert werden, obwohl eine parallel
durchgefiihrte PCR-Amplifikation der NRPS-dhnlichen Gene problemlos méglich war. Daher
wurden die Gene zunéchst von gDNA amplifiziert und in den pGemT® easy Vektor ligiert,
um die in der NCBI-Datenbank hinterlegten Gen-Annonationen zu iiberpriifen. Nachdem die
Sequenzierung bestitigt worden war, wurden die Exons mit den entsprechenden Primern
amplifiziert, iber Homologe Rekombination miteinander verbunden und in den pESC-HIS-
Vektor eingefiigt Tabelle 4-12. Beispielhaft ist in Abbildung 4-49 die Vektorkarte von pEH83
und das zugehorige Agarosegel abgebildet.

Tabelle 4-12: Ubersicht iiber die Prenltransferasen exprimierenden Konstrukte und zu deren Herstellung
verwendeten Primer

Gen Exon 1 Exon 2 Exon 3 Plasmid

ATEG_00702 0702_1_fwd; ATEG_00702_3; ATEG_ 00702_5; pEH&2
ATEG_00702_2 ATEG_00702_4 0702_2 rvs

ATEG 02823 2823 1 fwd; CAW_02823-2; pEHS3
CAW_02823-3 28232 rvs

ATEG_3092 3092 1 fwd; ATEG1.2; pEH84
ATEG1.1 3092 _2 rvs

CHGG 03684 3684 1 fwd; CHGG_03684_fus_2; CHGG_03684_fus_4; pEH86

CHGG_03684_fus_1 CHGG_03684_fus_3 3684_2_rvs
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(6154) Scal 1 2
[bp]
6000 — S S—r
2500 _‘? === Erwartetes
- Fragment:
i 2523 + 5479 bp
-
. Erhaltenes
= Fragment:
Scal (3631) i ~2600 + <6000 bp

Abbildung 4-49: Vektorkarte von pEH84 (ATEG_03092 in pESC-HIS) und 1%iges Agarosegel zur
Uberpriifung des Restriktionsmusters. 1: DNA-Gréfenstandard; 2: pEH84 mit Scal verdaut.

4.2.3. Co-Transformation von NPRS-ahnlichen mit Prenyltransferasen

Die Prenyltransferase exprimierenden Plasmide wurden mit dem zugehorigen
Plasmiden fiir die NRPS-ahnliche Gene in den S. cerevisiae Stamm KO3 transformiert. Nach
48 stiindiger Kultivierung in SC-URA-HIS Medium mit 2 % Galaktose wurden die
Sekundarmetabolite extrahiert und an der LC-MS analysiert. Wie in Abbildung 4-50 zu sehen,
konnten fiir vier der NRPS-dhnlichen Enyzme die zugehorigen Produkte Aspulvinon E,
Butyrolacton Ila und Atromentin einwandfrei nachgewiesen werden. DDAQ D konnte aber
weder in den pEH91 noch in den pEH55 tragenden Transformanten detektiert werden (nicht
gezeigt).

Die prenylierten Strukturen konnten jedoch in keinem Ethylacetatextrakt der
getesteten Co-Transformationen gefunden werden (Abbildung 4-50 graues Spektrum). Auch
die Suche nach eventuell zweifach prenylierten Grundstrukturen blieb ergebnisslos

(Abbildung 4-50 tiirkises Spektrum).
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Abbildung 4-50: LC-MS Analyse der Ethylacetatextrakte von NRPS-dhnlichen Genen und
Prenyltransferasen co-exprimierenden S. cerevisiae KO3 Kulturen 48 Stunden nach der Induktion. A)
pEH23, B) pEH10 + pAF19, C) pEH41 pEHS83 und D) pEH55 + pEH84 tragende Transformanten. Die
UV-Spektren von 296 nm sind in schwarz und die zu den Produkten gehorigen Chromatogramme der
[M + H]* Ionen sind in Farbe abgebildet. Pink) Aspulvinon E; griin) Butyrolacton; orange) Atromentin;
grau) einfach prenyliert; tiirkis) zweifach prenyliert.
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5. Diskussion

5.1. Untersuchungen zu putativen NRPS-adhnlichen Genen aus A.

terreus und C. globosum

5.1.1. Expressionsversuche von putativen NRPS-dhnlichen Genen mit eigenem

Promotor- und Terminatorberiche aus A. terreus in A. nidulans

Das Projekt wurde fiir die Expression der sechs NRPS-dhnlichen Gene apvA
(ATEG_02004), melA (ATEG_03563), atqA (ATEG_00700), btyA (ATEG_02815), pgnA
(ATEG_08899) und atrAa: (ATEG_03090) aus dem Stamm A. ferreus A1156 in den Stamm A.
nidulans TNO02A7 angelegt. Die Hauptaufgaben bestanden in der Herstellung eines
Transformations- bzw. Expressionskonstruktes mit dem nativen Promotor und Terminator,
wenn noch nicht vorhanden, und die anschlieBende Einbringung in den A. nidulans Stamm
TNO02A7 mittels Ca?"-PEG-vermittelter Transformation von Protoplasten. Durch die
Extraktion der Sekundarmetabolite aus den erhaltenen Transformanten und deren Analyse
sollten zusidtzlich erhaltene Sekunddrmetabolite identifiziert und ihre Struktur aufgekart
werden.

Die durch die sechs NRPS-dhnlichen Gene gebildeten Enzyme besitzen, mit Ausnahme
von AtrAat nach bioinformatischen Analysen eine A-T-TE Struktur (Guo and Wang 2014).
Ein Vergleich der sechs NRPS-dhnlichen Enzyme zeigte eine hohe Sequenzidentitit auf
Aminosiureebene von 39%-49% zwischen den meisten Enzymen, wobei die Ahnlichkeit
zwischen ApvA und MelA mit 66% deutlich hervorstach (Tabelle 7-2). Die hohe
Sequenzidentitit liel vermuten, dass das gleiche Produkt durch die beiden Enzyme
synthetisiert wird. In einer Deletionsstudie von 2013 konnte gezeigt werden, dass die
Synthese von Aspulvinon E durch ApvA katalysiert wird und dass MelA an der
Pigmentsyntese in den Konidiosporen beteiligt ist (Guo et al. 2013b). Die Kolonien von A.
terreus weisen im Gegensatz zu den meisten anderen griinen bis braunlichen Aspergillus
Arten eine zimtfarbene bis ockergelbe Farbung auf. Somit ist durchaus denkbar, dass sich ein
unabhingiger Mechanismus entwickelt hat, um das fiir den UV-Schutz wichtige Pigment
Melanin zu synthetisieren, der nicht auf dem meist in Pilzen gefundenen
1,8-Dihydroxynaphthalen (DHN) oder dem seltener verwendeten
L-3,4-dihydroxyphenylalanin (L-dopa) als Intermediat beruhen (Eisenman and Casadevall
2012). Auf Grund der hohen Sequenzidentitat zwischen ApvA und MelA ist es moglich, dass

Aspulvinone E als ein Grundbaustein des A. ferreus Pigments verwendet wird.
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Das putative NRPS-dhnliche Enzym AtrAa: wies nach den Sequenzanalysen lediglich
eine A-T-Doménenstruktur auf. Durch einen Vergleich seiner Sequenz auf Aminosaureebene
wurde eine Homologie von 54% zu ApvA bzw. von 55% zu MelA berechnet. Daher wurde
vermutet, dass AtrAar wie auch ApvA und MelA 4-Hydroxyphenylpyruvat als Substrat
verwendet

Die Expressionskonstrukte fiir ApvA, MelA und AtrAat: mit eigener Promotor- und
Terminatorsequenz lagen in der Arbeitsgruppe bereits vor. Der Sequenzbereich fir pgnA
wurde im laufe dieser Arbeit ebenfalls in den Expressionsvektor pJW24 tuberfithrt. Die
Sequenzen fiir MelA und AtrAat: wurden erfolgreich Mittels ektopischer Integtation in das
Genom von dem A. nidulans Stamm TN02A7 eingebracht. So konnten die Sekundarmetabolit
von vier Transformanten fiir MelA und fiinf Transformaten von AtrAa: analysiert werden.
Leider konnte in keinem der Transformaten zusitzliche Sekundarmetabolite nachgewiesen
werden. Des Weiteren wurden 15 Transformaten fiir MelA auf Grundlage von dem A.
nidulans Stamm GR5 bestitigt. Da dem GR5 Stamm das fiir die Melanin-Synthese
verantwortliche wA3 Gen fehlt, sind die Kolonien weif. Demnach sollten bei der Expression
von MelA, wenn die Hypothese der Produktion von Aspulvinon E korrekt ist, die Kolonien
gelb gefarbt sein. Leider wurde jedoch selbst bei einer genauen Analyse der Kulturen im
Vergleich mit dem Wildtyp keine Produktion von Sekundiarmetaboliten nachgewiesen. Fiir
die Konstrukte von ApvA und PgnA wurde im Verlauf dieser Arbeit keine Transformaten
hergestellt, da vermutet wurde, dass vor allem die Verwendung der eigenen Promotoren eine
Expression in A. nidulans sehr erschwert. Daher sollte der gpdA-Promotor, ein starken,
konstitutiver Aspergillus-Promotors und der weitlaufig etablierte trpC-Terminator, fiir den
weiteren Versuchsaufbau verwendet werden. Sowohl der Promotor als auch die Gene
konnten in einer PCR mit Sequenziiberhdngen amplifiziert werden, die eine Fusion des
Promotors mit dem Gen mit Hilfe von einer Fusions-PCR ermoglicht. Leider konnten auch
nach mehreren Versuchen die beiden Sequenzabschnitte nicht miteinander verbunden
werden.

In spéter verdffentlichten Studien wurde die Synthese von Aspulvinon E durch ApvA
bzw. MelA tatsichlich mittels einer Uberexpression beider Proteine in A. nidulans bestatigt
(Guo et al. 2015). Des Weiteren wurde anhand einer Fusion des jeweiligen Proteins mit Gfp
(green fluoreszensing protein) beobachtet, dass MelA in den Konidiosporen aktiv ist und
wahrscheinlich einen Baustein fiir Asp-Melanin liefert, wohingegen ApvA im Mycel aktiv ist
und das Grundgeriist fiir verschiedene Aspulvinone liefert (Geib et al. 2016). Auch fiir BtyA
konnte an Hand von einer Uberexpression in A. nidulans die Synthese von Butyrolactone Ila

bestitigt werden (van Dijk et al. 2016). Das Syntheseprodukt von PgnA wurde nicht durch



Diskussion 144

einen allgemein gebrauchlichen Aspergillus Promotor identifiziert. Erst mit Hilfe des 7et-on
Expressionssystems wurde Phenguignarsaure als Produkt von PgnA identifiziert (Sun et al.

2016).

5.1.2. Expression von putativen NRPS-dahnlichen Genen in Saccharomyces

cerevisiae

Aspergillus als Expressionssystem bietet einige Vorteile. Es sollte ein alternatives
Expressionssystem geschaffen werden, welches in kurzer Zeit eine einfache und zuverlédssige
Identifizierung von Genprodukten erméglicht. Die Béckerhefe S. cerevisiae wird in der
Industrie vielfach fiir die Erzeugung von hochwertigen Metaboliten eingesetzt (Dai et al. 2015)
und ist einer der am Besten untersuchten einzelligen Eukaryoten. Seine anspruchslosen
Kultivierungsbedingungen und umfangreichen Methoden zur genetischen Modifikation
(Fletcher et al. 2016; Lian et al. 2018)

Neben den zuvor bereits erwahnten sechs NRPS-ahnlichen Genen aus A. ferreus sollte des
Weiteren das Gen astA (CHGG_03687) aus C. globosum in dem S. cerevisiae Stamm
BJ5464_NpgA exprimiert werden. Die Enzymprodukte sollten aus den Kulturen extrahiert
und die Struktur aufgeklart werden. Da BJ5464_NpgA eine Deletion in dem #p7 Gen der
Tryptophan-Biosynthese besitzt, konnte dieser fiir die Expression von astA und atgA, welche
aufgrund ihrer hohen Sequenzidentitit zu TdiA und einer Deletionstudie aus 2013
wahrscheinlich Indolyl-3-Pyruvat als Substrat aktivieren (Guo et al. 2013a) nicht verwendet
werden. In Kooperation von Dr. Katja Backhaus, Johanna Schifer und Kristin Oqvist wurde
der Hefestamm KO3 hergestellt. Der neue Hefestamm beruht auf dem Stamm KAB26, der
Tryptophan iiberproduziert (Backhaus et al. 2017). In KAB26 wurde das npgA Gen unter der
Kontrolle des TDH3 Promotors und des ACT1-Terminators in den Genlokus von pep4
eingefiigt (Ammerer et al. 1986; McAlister and Holland 1985). Des Weiteren wurde das fiir die
Serin Proteinase kodierende Gen prb1 deletiert, um so die Konzentration an NRPS-dhnlichen
Enyzmen und folglich die Produktion der gesuchten Metabolite zu steigern (Tabelle 3-6)
(Zubenko and Jones 1979).

Die sieben NRPS-dhnlichen Gene wurden aus der cDNA oder gDNA des entsprechenden
Ascomyceten amplifiziert und in den Expressionsvektor pESC-URA kloniert. Durch die
anschliefende Sequenzierung wurden, bis auf in der Sequenz von afgA, in allen NRPS-
ahnlichen Genen Abweichungen zu den in NCBI-Datenbank hinterlegten Annotierung
identifiziert. Die Sequenzunterschiede konnten anhand von mindestens zwei vollstindig

unabhingigen Klonierungen bestitigt werden und konnen im Anhang in Tabelle 7-1
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eingesehen werden. Fir afrAs: wurde durch die Deletion einer Base der Leserahmen
verschoben wodurch ein 76 Aminosduren langeres Peptid besteht. Die 920 AS lange
Peptidkette besitzt nach der bioinformatischen Analyse nun ebenfalls eine A-T-TE
Domaénenstruktur. Alle Gene bestehen nur aus einem Exon und die daraus resultierenden
Peptidketten der sieben NRPS-dhnlichen Enzyme werden aus 920 bis 961 Aminosduren
zusammengesetzt.

Die Produktbildung wurde in allen Transformanten der sieben NRPS-dhnlichen Gene
nachgewiesen und die Identitdt dieser Produkte wurde durch NMR- und MS-Analysen nach
Isolierung aus den Hefekulturen bestatigt. In den Sekundarmetabolitprofilen der
Transformaten von ApvA, BtyA und PgnA stellen von Butyrolacton Ila mit bis zu 35 mg/l,
Aspulvinon E mit bis zu 13 mg/l bzw. Phenguignardsaure mit bis zu 15 mg/l nach 120 Std.
Kultivierung die dominanten Produkte der Hefekulturen dar.

In den Kulturen die ApvA oder MelA exprimierten, wurden zwei Metabolite detektiert,
die als Aspulvinon E und sein Isomer Isoaspulvinon E identifiziert werden konnten. Durch
eine Kultivierung der Transformanten unter Lichtausschluss haben wir dargelegt, dass
Aspulvinon E das Produkt dieser beiden Enzyme ist und die Isomerisierung durch Sonnenlicht
induziert wird. Die in dieser Arbeit erlangten Ergebnisse bestétigen, dass die Produkte der
vier bekannten Enzyme ApvA, MelA, BtyA und PgnA mit denen identisch sind, die beim
naiven Produzenten oder bei den heterologen Aspergillus-Wirten nachgewiesen wurden
(Geib et al. 2016; Guo et al. 2013; Guo et al. 2015; Sun et al. 2016), was darauf hinweist, dass
Produkte dieser NRPS-dhnlichen Enzyme durch die Hefeenzyme nicht weiter umgewandelt
wurden. Der Nachweis der gleichen Metabolite spricht zudem fiir die metabolische Stabilitat
der erhalten Produkte, welches eine grundlegende Voraussetzung fiir eine weitere Umsetzung
durch  zusatzliche Modifikationsenzyme, wie Cytochrom  P450-Enzyme  oder
Prenyltransferasen darstellt.

AtqA und AstA weisen eine Sequenzidentitit von 70% zueinander und 66% bzw. 68% zu
TdiA einer bekannten DDAQ D-Synthase aus A. nidulans auf. Die Expression von AtqA und
AstA in dem S. cerevisiae Stamm KO3 bestétigte die Bildung von DDAQ D in den beiden
Transformaten. Nach 48Std. konnten 2,4 mg/l des Metabolites aus den Kulturen gewonnen
werden. Diese bisher beschriebenen Verbindungen sind Vorlaufer bekannter biologisch
aktiver Metaboliten aus Ascomyceten (da Silva et al. 2017; Dewi et al. 2015; Li 2010; Rao et al.
2000; Schneider et al. 2007) und werden bis aus Phenguiganrdsdure durch nachfolgende
Enzyme modifiziert (Sun et al. 2016).

Fur das bis zu dieser Arbeit noch nicht charakterisierte NRPS-dhnliche Gen atrAas,

konnte die Bildung von Atromentin beobachtet werden. Durch die von AtrAa: katalysierte
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Dimerisierung von 4-Hydroxyphenylpyruvat wird Benzochinon als Kernstruktur von
Atromentin gebildet. Nach unserem besten Wissen ist dies der erste Bericht iiber eine
Atromentinsynthetase in Ascomyceten. Der Benzochinonring findet sich in dem von AtgA
bzw. AstA aus C. globosum synthetisierten DDAQ D wider. Die Sequenzidentitat von AtrAat
zu AtqA und AstA betragt jedoch nur 44% bzw. 46% und ist damit deutlich niedriger als die
56% von AtrAat mit ApvA, welches fiir die Bildung einem Produkt mit unterschiedlichen
Strukturkern verantwortlich ist. Beispiele fiir die Dimerisierung von Hydroxyphenylpyruvat
zu Atromentin durch NRPS-dhnliche Enzyme lassen sich dennoch in Basidiomyceten finden.
So wird die Bildung von Atromentin in Suillus grevillei durch GreA, in Paxillus involutus
durch die Enzyme InvA1, InvA2 und InvA5 und in 7apinella panuoides mit Hilfe von AtrA
katalysiert. Deren Polypeptidketten bestehen aus 953 bis 957Aminoséduren (Braesel et al. 2015;
Schneider et al. 2008; Wackler et al. 2012) und weisen lediglich eine Sequenzidentitit von
etwa 37% zu dem 920 Aminosduren langen Peptid von AtrAa: auf (Tabelle 7-3). In
Streptomyces rapamycinicus findet sich das NRPS-dhnliche Enzym EchA, welches zur
Herstellung von Polyporsdure zwei Phenylpyruvatmolekiile aktivert und diese tiber den
gleichen Benzochinonkern wie Atromentin verbindet (Zhu et al. 2014). Fiir AtrAAt und EchA
wurde eine Sequenzidentitit von 39% berechnet (Tabelle 7-3), die mit denen von AtrAa: mit
verschiedenen Atromentinsynthetasen aus Basidiomyceten vergleichbar ist (Tabelle 7-3). Ein
Vergleich der TE-Domaienen zeigte sich, das AtrAat als auch AtgA und AstA die katalytische
Triade aus einem Serin, Asparagin und einem Histidin besitzen, die nach einer Hypothese aus
2015 fiir die Formierung von Benzochinon als Strukturkern verantwortlich ist (Abbildung 7-1)
(Braesel et al. 2015). Fiir die Bildung von anderen Strukturkernen sollte nach dieser Studie die
Triade statt einem Asparagin eine Asparaginsaure enthalten. Fiir BtyA und PgnA trifft diese
These zu aber in ApvA und MelA wurde die fiir Chinonsynthasen typische Ser, Asn, His
Dreiergruppe gefunden (Abbildung 7-1). Diese Ergebnisse liefern ein hervorragendes Beispiel
dafiir, dass die Sequenzanalysen einen Hinweis auf die Funktion liefern koénnen, die
Genfunktion jedoch nach wie vor experimentell nachgewiesen werden sollte.

Die in diesen Experimenten ausgewahlten sieben NRPS-ahnliche Gene, die fiir Enzyme
mit einer A-T-TE-Architektur kodieren, wurden erfolgreich in S. cerevisiae exprimiert. Die
identifizierten Metabolite stimmen mit den in anderen Studien detektierten Substanzen
iiberein Die Grundstruktur wurde also nicht durch Wirtsenzyme verandert. Daher bietet diese
Studie eine praktische Plattform fiir den funktionellen Nachweis von NRPS-ahnlichen Genen.

Frihere Studien weisen darauf hin, dass die meisten Produkte der NRPS-ihnlichen
Enzyme Grundgeriiste fir vielfaltige biologisch aktive Sekundarmetabolite darstellen, die

durch nachfolgende Enzyme gebildet werden (Balibar et al. 2007; Guo et al. 2013a; Guo et al.
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2015; Guo and Wang 2014). Diese von den NRPS-dhnlichen Enzyme gebildeten Grundgeriiste
konnen auch in dem in dieser Arbeit ausgewahlten Expressionsystem modifiziert werden,
indem Gene, die fiir mafigeschneiderte Enzyme wie Prenyltransferasen (Winkelblech et al.
2015) kodieren, in die bestehenden S. cerevisiae-Transformanten eingefithrt werden. Erste
Arbeitsschritte fiir eine mogliche Ko-Expression wurden in einem anderen Abschnitt dieser

Arbeit bereits durchgefiihrt.

5.1.2.1.  Untersuchungen zu NRPS-ahnlichen Enzymen in vitro

Nachdem in vivo die Produkte der NRPS-dhnlichen Enzyme in S. cerevisiae bestatigt
worden waren, sollten die Proteine auch in vitro charakterisiert werden. Dafiir wurde den
Proteinen zunéchst ein C-terminaler FLAG-Tag angehangt. 48 Std. nach der Induktion mit
Galaktose wurden die transformierten Zellen geerntet, aufgeschlossen und die Proteine
isoliert. Leider konnten die NRPS-dhnlichen Enzyme in der SDS-Page nicht nachgewiesen
werden. In der nachfolgenden Analyse der Proteinexpression anhand einer WesternBlot
Detektion wurde festgestellt, dass obwohl die Produktbildung erst nach etwa 40 Std.
stagnierte, die Proteinkonzentration der NRPS-ahnlichen Enzyme nach ungefahr 16 Std. am
Hochsten war (Abbildung 4-31). Zwar wird bei einer langeren Kultivierung die Zellmasse
grofler aber die Zellwdnde der Hefen werden wéhrend der limitierten Wachstumsphase
dicker und erschweren den Aufschluss der Mikroorganismen (Schweisthal et al. 2016). Daher
wurden die Transformanten fiir die spéatere Proteinisolierungen 16 Std. lang kultiviert.

Bei der Kulturvierung der Transformaten wurde jedoch beobachtet, dass die Kulturen,
die Aspulvinon E produzieren sollten und sich aufgrund dessen gelb farbten, keine gelbe
Farbung annahmen. Eine Kontrolle der Produktformation zeigte tatsachlich, dass kein
Produkt gebildet worden war (Abbildung 4-32). Auch die Verwendung des nur sechs
Aminosaure langen HIS-Tags resultierte in einer stark gehemmten Produktion der gesuchten
Metabolite (Abbildung 4-32). Eine stark gehemmte Produktbildung wurde auch bei der
Verwendung der Konstrukte pEH8 (AtrAat) und pEH11 (AstA) festgestellt, die durch die
Klonierung zwei bzw. drei zusétzliche Aminosduren am C-Terminus besaflen (nicht gezeigt).
Ein Vergleich des C-Terminus der NRPS-ahnlichen Enzyme zeigt, dass nach Ende der TE-
Domaéne fast immer drei AS folgen. Da die TE-Doméne sowohl ein Substratmolekiil aufnimmt
als auch die Dimerisierung der beiden Molekiile katalysiert, ist Aktivitdt der Proteine
anscheinend sehr anfallig fiir Modifikationen des C-Terminus. Infolgedessen wurde ein HIS¢-
Tag an den N-Terminus angefiigt. Mit den somit produzierten rekombinierten Enzymen

konnten vergleichbare Mengen an Produkt gewonnen werden, wie durch die Proteine ohne
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Affinitats-Tag. Die Proteine wurden erfolgreich aufgereinigt (Abbildung 4-34), aber auch mit
unterschiedlichen Bedingungen wurden in vitro die erwarteten Produkte nicht gebildet.
Auch bei dem Einsatz von Proteinrohextrakt in den Enyzemassays konnten die Produkte der
NRPS-dhnlichen nicht detektiert werden. Da die ausgewihlten Bedingungen schon in
anderen Studien erfolgreich fiir Aktivitatstests von NRPS-dhnlichen Enzymen eingesetzt
worden waren, liegt das Scheiten des Experiments wahrscheinlich an inaktiven Proteinen
(Geib et al. 2016; Schneider et al. 2008; Wackler et al. 2012). Bei der gewéhlten
Aufschlussmethode werden die Hefezellen mit Glaskugeln zerstort und durch das Mischen
auf dem Vortexgerit werden die Hefen kurzzeitig erwarmt, was einen Proteinabbau
begiinstigt. Aulerdem wirken starke Scherkrifte durch die Glaskugeln. Daher sollten fiir
zukiinftige Versuche eine andere Methode zum Aufschluss der Zellen verwendet werden.
Alternativ sollte auch eine Aufreinigung aus E. coli in Betracht gezogen werden. Die im
Vergleich zu NRPS relativ kleinen NRPS-ahnlichen Proteine sollten sich leicht in E. coli
exprimieren lassen. Bei einer erfolgreichen Expression und Produktformation wére dies
unserem Wissen nach auch der ersten Beispiele fiir eine Expression von NRPS-ahnlichen mit
einer A-T-TE-Struktur in E. coli Als Grundlage fiir diese Experimente wurden daher die
NRPS-dhnlichen Gene in den pET28a(+) und in den pEQ60 Vektor kloniert (Tabelle 3-8).
Auflerdem wurde das NpgA Gen in den pET28a(+) Vektor kloniert. Aufgrund von Zeitmangel
konnte die Expression bzw. die Proteinisolierung in E. coli leider nicht mehr durchgefiihrt

werden.
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5.1.3. Zielgerichteter Austausch der Domanen von NRPS-ahnlichen Enzymen

zur Erweiterung der Produktpalette

Ein weiterer Aufgabenbereich bei der Arbeit mit den NRPS-dhnlichen Enzymen sollten
die Enzyme an sich modifiziert werden. Wie bereits erwahnt konnen NRPS auf vielfaltige
Weise manipuliert werden, um ein gewiinschtes Produkt herzustellen. Dabei ist aufgrund
mangelnder Daten zu den A-Doménen von NRPS-dhnlichen Enzymen eine gezielte
Manipulation der A-Domaine sehr schwierig und der Austausch von ganzen Modulen
unmoglich, da die NRPS-dhnlichen nur aus einem Modul bestehen. Somit wurde beschlossen,
die Doméanen der verfiigbaren NRPS-ahnlichen miteinander zu rekombinieren, um andere
Produkte zu synthetisieren. Als Basis sollte weiterhin das Expressionssystem in S. cerevisiea
zusammen mit dem pESC-URA Vektor dienen. Die designten Produkte sollten aus den
Kulturen aufgereinigt und die Struktur aufgeklart werden. Dafiir wurden die gewiinschten
Doménen mit homologen Sequenziiberhdngen amplifiziert und mit Hilfe der Homologen
Rekombination in £. coliin dem Vektor pESC-URA fusioniert. Die A- bzw. A-T-Doménen von
ApvA, PgnA, AtqA wurden ausgewadhlt um die drei verschiedenen Substrate 4-
Hydroxyphenylpyruvat, Phenylpyruvat und Indol-3-Pyruvat zu aktivieren. Auflerdem wurde
die A- bzw. A-T-Domine von AstA getestet, da sie von aus einem anderen Organismus
stammt. Die Gene wurden anschliefend mit den T- oder T-TE-Doménen von ApvA, BtyA,
PgnA, AtrAat oder AstA komplementiert, die fiir die Bildung der Kernstruktur verantwortlich
sind.

Die Substrate Phenylpyruvat und 4-Hydroxyphenylpyruvat unterscheiden sich
lediglich in einer Hydroxyl-Gruppe, daher war bei einem Austausch der beiden Substrate eine
erfolgreiche Produktbildung erwartet worden, was auch schon in einigen wenigen Beispielen
bestitigt worden war (van Dijk et al. 2016; van Dijk and Wang 2018). Wie erwartet wurden
fir die Konstrukte, bei denen die A- bzw. A-T-Doménen ApvA und die T- oder T-TE-
Domianen von AtrAa; AstA, PgnA und BtyA eingesetzt wurden, in allen getesteten
Kombinationen das gesuchte Produkt detektiert werden. Dabei war die Konzentration von
Atromentin mit 0,5 - 0,8 mg/l bzw. Butryrolacton Ila mit 30,5 mg/1 (pEH118) oder 25,3 mg/1
(pEH119) vergleichbar mit der Produktausbeute der natiirlichen NRPS-ahnlichen Enzyme.
Erstaunlich ist, dass die beiden Konstrukte mit der TE-Doméne von AstA (pEH48 und pEH59)
ahnlich Ertrage haben, wie die Konstrukte mit der TE-Doméne von AtrAat, obwohl AstA
urspriinglich Indolpyruvat aktiviert. Die Kombination der A-Doméane von ApvA und der TE-
Domaine PgnA (pEH50 und pEH60) lieferte auch die erwartete Phenylguignarsiure, welches
in den pEH60 enthaltenen Hefen mit 8,6 mg/l das dominante Sekundarmetabolit bildet. Die
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Konstrukte, die die A-Doméne von PgnA enthalten, hatten im Vergleich mit den natiirlichen
Produkten mit der gleichen Kernstruktur eine deutlich geringere Ausbeute von hochstens
0,1 mg/1.

Ermutigend ist, dass bei der Verwendung von den A/A-T-Doménen von AtqA und AstA
in einigen Konstrukten die erwarteten Sekundarmetabolite nachgewiesen werden konnten.
Da die TE-Domianen von ApvA, BtyA, PgnA und AtrAa: deutlich kleine Substanzen
verwenden, ist das aktive Zentrum wahrscheinlich kleiner und kann so das grofere
Indolpyruvat nicht aufnehmen.

Die Untersuchung der Produktivitat der erhaltenen Transformanten ergab, dass die TE-
Domaine von BtyA eine breite Substratflexibilitat zeigte und gut mit A/A-T-Doménen anderer
Enzyme rekombiniert wurde. Die Konstrukte mit der TE-Doméne von BtyA fiithrten zu den
héchsten Produktausbeuten unter denen mit derselben A-Domane, d.h. 25,3 mg/1 fir pEH119
und 30,5 mg/1 fiir pEH118, 0,1 mg/1 fiir pEH62 und 0,6 mg/1 fiir pEH120 und 0,5 mg/1 fiir pEH71
und pEH66. Interessanterweise waren die Produktausbeuten einiger Konstrukte, die die A-T-
Domaénen eines Enzyms und die TE-Doméne eines anderen Enzyms enthalten, hoher als die
der zugehorigen Konstrukte mit der A-Doméne und der T-TE-Domane, z. B. 8,6 mg / | fiir
pEH50 gegeniiber 0,7 mg / 1 fiir pEH60 und 0,6 mg / 1 fir pEH120 gegeniiber 0,1 mg / 1 fiir
pEH62. Bei AstA und PgnA war die Kombination aus A und T-TE (pEH68) jedoch produktiver
als die Kombination aus A-T und TE (pEH73).

In der hier vorgestellten Arbeit konnte gezeigt, werden dass ein Austausch einzelner
Domaénen zwischen den NRPS-dhnlichen Enzymen moglich ist. Insgesamt wurden 34
rekombinierte Konstrukte hergestellt und fiir 21 Konstrukte wurde das theoretisch
vorhergesagte Produkt nachgewiesen. Fiir alle verwendeten A-Doménen konnte fiir
mindestens eine Rekombination das erwartet Produkt nachgewiesen werden. Besonders
beeindruckend ist, dass auch die Indolpyruvat aktivierenden Enzyme in 5 der Konstrukte
erfolgreich das Produkt detektiert wurde. Die Hefe eignet sich daher auch als
Expressionsplattform fiir die Modifikation der NRPS-ahnlichen Enzyme. Weiterfithrend ware
es interessant, z.B. durch ein molekulares Modeling die T-TE-Strukturen zu untersuchen und
anschlieBend zu modifizieren, sodass auch bei den unnatirlichen Substanzen die
Produktausbeute gesteigert werden konnte. Alle bekannten Beispiele von NRPS-dhnlichen
mit einer A-T-TE-Architektur aktivieren a-Ketosduren. Eine Modifikation der A-Doménen

waire somit auch von Interesse.
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5.2. Untersuchungen zu putativen Prenyltransferasen aus Aspergillus terreus und

Chaetomium globosum

In Genom von A. terreus finden sich die putativen Prenyltransferase Gene
ATEG 00702, ATEG 02823 und ATEG 03092 in den Clustern der in dieser Arbeit
untersuchten NRPS-dhnlichen Enzyme (Tabelle 4-11). Auch in C. globosum liegt mit
ATEG_03684 ein Prenyltransferasegen in der naheren genetischen Umgebung von astA. Des
Weiteren ist bekannt, dass die NRPS-dhnlichen Produkte Aspulvinon E und Butyrolacton Ila
durch die Prenyltransferase AbpB (ATEG_01730) modifiziert werden konnen (Guo et al.
2015). In unserer Arbeitsgruppe wurde bereits mit diesen fiinf fiir Prenyltransferase
kodierenden Gen gearbeitet, aus unterschiedlichen Griinden konnten sie bis zu diesem
Zeitpunkt aber nicht biochemisch charakterisiert werden (Rigbers 2014; Tarcz 2014; Wunsch
2014).

Wurde aus dem Stamm A. ferreus A1156 bzw. C. globosum DSM 1962 amplifiziert und
in die MCS2 des pESC-HIS eingebracht. ApbB wurde aufierdem in die MCS2 des pEH10
Vektors eingefiigt, wodurch eine Co-Expression beider Gene mit einem Plasmid méglich
wurde. Fiir die Indolpyruvat aktivierenden NRPS-dhnlichen Enzyme konnte auch deren
Produkt DDAQ D nicht nachgewiesen werden. Da die Co-Expression auf Grund von
begrenzter Zeit aber nur ein einziges Mal durchgefiithrt wurde, kann dies an Problemen bei
der Co-Transformation gelegen haben. Bei den Transformaten konnten die durch die NRPS-
ahnlichen Enzyme hergestellten Substanzen detektiert werden, leider aber nicht die
prenylierten Strukturen. In dem pEH23 Konstrukt sind beide Gene auf einem Plasmid kodiert,
wodurch ausgeschlossen wird, dass bei unvollstdndigen Co-Transformation nur eines der
Plasmide in die Hefe inseriert wurde. Trotzdem ist auch in dem pEH23 Konstrukt nur das
unprenylierte Aspulvinon E nachgewiesen worden. In der naheren genetischen Umgebung
der NRPS-dhnlichen befinden sich noch andere modifizierende Enzyme. Eventuell erkennen
die Prenyltransferasen nur die modifizierten Substanzen. Da Aspulvinon H und Aspulvinon I
dem einfach bzw. zweifach prenyliertem Aspulvinon E entsprechen ist auch ist eine
fehlgeschlagene Prenylierung wegen fehlender vorhergehender Modifikationen
unwahrscheinlich. Die Prenylierung konnte wahrscheinlich aufgrund von zeitlichen
Unterschieden nicht erfolgen. Die Konzentration der NRPS-dhnlichen Enzyme in den Hefen
nimmt schon nach 16 Std. deutlich ab. Wird von einer &hnlichen Expression der
Prenyltransferasen ausgegangen, nimmt auch ihre Konzentration ab, wahrend ihr Substrat

noch nicht oder nur in minimalen Konzentrationen produziert wurde. Daher sollten fiir
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fortlaufende Versuche die NRPS-dhnlichen Enzyme unter die Kontrolle eines konstitutiven
Promotors gestellt werden.

Die hier eingesetzten pESC Vektoren erlauben theoretisch nicht nur die Kodierung von
zwei Genen auf einem Vektor sondern eine co-Transformation von bsp. dem pESC-URA und
dem pESC-HIS. Unter Einsatz dieser Expressionssystems konnen somit unterschiedliche Gene
unter Einbezug regulatorischer Elemente zur Analyse ihrer Funktion heterolog exprimiert
bzw. coexprimiert werden und ihre Funktion direkt in einem geeigneten Wirtsorganismus
analysiert werden. Auflerdem konnten in zukiinftigen Untersuchungen durch die gezielte
Kombination unterschiedlicher Enzymkategorien auch die strukturelle Diversitiat und damit

einhergehend die biologische Aktivitat neu gewonnener Naturstoffe erhoht werden.
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7. Anhang

Tabelle 7-1: Ubersicht der Sequenzinformationen von den urspriinglichen und re-identifizierten NRPS-ihnlichen Gene

Genname

Proteinname

Genom Annotation

bestatigt durch mRNA

(Accession) Genposition vorher'gesa.l.gte Genposition Proteingrofie
Proteingrofie (AS)
ATEG_02004 330691...328739, 330691...327913
- EAU36966 (ApvA) 918 925
(NT_165926) 328707...327913 (bp 328734 fehlt)
2155631...2154053, 2155631...2152853
ATEG_03563
(NT 165927) EAU36837 (MelA) 2153953...2153736, 839 (bp 2153533 fehlt, 925
B 2153575...2152853 T2153970C)
ATEG_02815 107521...104737,
- EAU36089 (BtyA) 937 107521...104728 930
(NT_165927) 104636...104608
ATEG_08899 1126983...1124143
- EAU31031 (PgnA) 1126983...1124143 946 946
(NT_165936) (A1125756G, T1125218C)
ATEG_03090 855035...852276
- EAU36364 (AtrAat) 855035...852504 844 920

(NT_165927)

(bp 853013 fehlt)
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Tabelle 7-2: Vergleich der Aminosiuresequenz von den NRPS-dhnlichen Enzymen aus dieser Arbeit

MelA ApvA AtgA PgnA AtrAat AstA
BtyA 43% 42% 42% 41% 43% 41%
(EAU36089)
MelA 66% 42% 49% 57% 43%
(EAU36837)
ApvA 44% 48% 56% 43%
(EAU36966)
AtgA 39% 44% 70%
(EAU39346)
pgnA 48% 39%
(EAU31031)
AtrAat 46%
(EAU36364)
AstA
(EAQ91725)
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Tabelle 7-3: Identitétsvergleich der Chinon-bildenden NRPS-dhnlichen Enyzme

Produkt

HO 0

0 O OH
e
OH

(Atromentin)

(Didemethylasterrichinon D)

(Polyporsaure)

NRPS-

Accessi
Organismus dhnliche Ncc:q?:;n GreA  AtrA InvA1  InvA2  InvA5 | TdiA AstA AtgA EchA Bthl10240
u

Enzyme
A ill
t:ﬁ:i' us AtrAac MG384315 | 36%  37% 38%  37%  37% | 43% 46% 449 39% 40%
Suillus

us GreA AFB76152 79% 84%  83%  83% | 34% 35% 36% 42% 43%

grevillei
Tapinell
apinetia AtrA ACH90386 76%  74%  74% | 35% 37% 35% % 44%
panuoides
Paxill
raxtius InvA 1 ALNG66882 83%  83% | 35% 35% 36% 42% 43%
involutus
Paxill
raxtius InvA2 ALL98445 98% | 34% 36% 35% 42% 42%
involutus
Paxill
raxtius InvA5 ALN66885 34% 36% 35% 42% 43%
involutus
A ill
SPergiius TdiA CBF80711 68% 66% 36% 36%
nidulans
Chaetomium

AstA EAQ91725 70% 37% 40%
globosum
A ill
SPETBITUS AtgA EAU39346 39% 38%
terreus
Streptomyces

EchA AHN91924 64%

rapamycinicus
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Substrat Substrat Kernstruktur Erwartetes Expressions| Ausbeute
Aktivierung | Bereitstellung] bildende Einheit Produkt konstruct {mg/)
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o
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X
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o i 0 /L FN
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R U E=TS N o pon H pEHES | 0.4
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AstA p EFE] oy R ! !
D o pEH65 -
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v i OH
AstA L= jjj( PEHT1 | 05
T li
BtyA R R
ot ty, A, PEH66 05
o
T HO. R
pEH114 -
AlGA AtrA,, o pEH117 -
HO. _O AtrA,,
° v i pEH115 <0,01
\ MeA /e lTE! o%"R ,\ / 7
NA X | pgma R);?OH ey on pEHE3 | <0.01
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pyruvat Q pEH112 -
/o @ S | O |
1A 7 on pEH116 -
v pvA R 4 on
ApvA
m
T 9 N HO
™ OH ] wQ #TNH _
M = jj Mi% e '
ByA R R Ao EHO7 -
BtyA Y © o o P

o
Indolbutyrolacton

Tabelle 7-4: Ubersicht iiber die Dominenrekombination von den NRPS-ihnlichen Enyzmen, das
erwartete Produkt und deren Ausbeuten
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TdiA
AstA
AtgA
MicA
BtyA
PgnA
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MelA
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Nps3
InvA2
InvAS5
InvAl
GreA
RalA
Bth110240
EchA

TdiA
AstA
AtgA
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BtyA
PgnA
AtrAAt
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ApVvA
AtrA
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InvA2
InvAS5
InvAl
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RalA
Bth110240
EchA

TdiA
AstA
AtgA
MicA
BtyA
PgnA
AtrAAt
MelA
ApvA
AtrA
Nps3
InvA2
InvAS5
InvAl
GreA
RalA
Bth110240
EchA

Abbildung 7-1: Vergleich der Proteinsequenzen der NRPS-dhnlichen Enzyme mit Clustal Omega. Die
Domaéanenregion wurde mit dem NCBI conserved domain prediction Program bestimmt. A-Doménen
wurden in griin, T-Doménen in rot und TE-Doménen in blau hervorgehoben. Die als
Rekombinationspunkt ausgewéhlten Aminosauren sind in gelb hervorgehoben. Die in den roten
Kéasten hervorgehobenen Aminosduren wurden als Teil der katalytischen Triade vorgeschlagen

————————————————— MAPSKTETAPLRAAKYPFGNT
—————————————————————— MGSLAVSGVDYPFDNTI
R RTEILSNGHAEPASNGMVQYPFDN
——————————————————— MVGSVVEAHRQSVGCLRNLSQLLAW--ASNTSGGLIFYSRE
———————————————————————————————— MTKIDLINLLDHAADTVAASGILIYSP-

MTPIAVTPVA---PVDIIYDLK--H-TERAT
MTPIAITPVA---PVDIIYDLK--H-TERAT

(Braesel et al. 2015).
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TdiA 219
AstA 210
AtgA 221
MicA 207
BtyA 198
PgnA 209
AtrAAt 191
MelA 194
ApvA 196
AtrA 222
Nps3 227
InvA2 219
InvA5 219
InvAl 224
GreA 223
RalA 208
Bth110240 205
EchA 187
* .. :****:* * X * .. H *
TdiA 279
AstA 270
AtgA 281
MicA 266
BtyA 257
PgnA 268
AtrAAt 248
MelA 253
ApvA 255
AtrA 281
Nps3 286
InvA2 278
InvAS 278
InvAl 283
GreA 282
RalA 267
Bth110240 264
EchA 246
TdiA 335
AStA 325
AtgA 336
MicA 318
BtyA 313
PgnA 323
AtrAAt 301
MelA 309
ApvA 311
AtrA 335
Nps3 340
InvA2 332
InvA5 332
InvAl 337
GreA 336
RalA 324
Bth110240 323
EchA 304

ek kkok . . * o ek k %

Fortfithrung von Abbildung 7-1
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TdiA 390
AstA 380
AtgA 391
MicA 373
BtyA 368
PgnA 378
AtrAAt 356
MelA 364
ApvA 366
AtrA 393
Nps3 398
InvA2 389
InvAS5 389
InvAl 395
GreA 394
RalA 377
Bth110240 376
EchA 357
.***:** **. . H :* H :*:
TdiA 450
AstA 439
AtgA 450
MicA 433
BtyA 428
PgnA 438
AtrAAt 416
MelA 422
ApvA 424
AtrA 452
Nps3 457
InvA2 448
InvAS 448
InvAl 454
GreA 453
RalA 434
Bth110240 433
EchA 414
TdiA 510
AStA 499
AtgA 510
MicA 493
BtyA 488
PgnA 498
AtrAAt 476
MelA 482
ApvA 482
AtrA 510
Nps3 515
InvA2 506
InvAS 506
InvAl 512
GreA 511
RalA 492
Bth110240 491
EchA 472

* xk ke o . Kk oo . .. . . .ok

Fortfithrung von Abbildung 7-1



TdiA
AstA
AtgA
MicA
BtyA
PgnA
AtrAAt
MelA
ApvA
AtrA
Nps3
InvA2
InvA5
InvAl
GreA
RalA
Bth110240
EchA

TdiA
AstA
AtgA
MicA
BtyA
PgnA
AtrAAt
MelA
ApvA
AtrA
Nps3
InvA2
InvA>bS
InvAl
GreA
RalA
Bth110240
EchA

TdiA
AStA
AtgA
MicA
BtyA
PgnA
AtrAAt
MelA
ApvA
AtrA
Nps3
InvA2
InvA5
InvAl
GreA
RalA
Bth110240
EchA

Anhang

SRARLVNLL

sk I s

QFATQQQINDEAIRRYQQKTRASPETPDE
FKAQQEANDAAVKRYRLATRSEPENDAET]
QFAAYEAANEAATRRHRDTMRGEPASAEE
EYASIERADQLILAQYRQFKWRPAKSDSE,
FOAFEETNNRLLKLRQSTPVVPAGNETETL
DYKSYQEANEQMMALHHKVSHHQOPRSGLEQSLLGVFTRTIPENL -
EYKAYQODTNSHLVKMYRQAMRTPPKDELERS
EYRTHDSINRSLIARHRQATRASPKNDFEKG
EYATYONANNELMRRYRESTRAEPQNDLE
LAKHVARAEELISMARGASFVTPSTDDE
GELAKHIARADELLSEARGATFVVPATITET,
ELAKHIDRAEELVSIARGASFVAPSTETE
OGELAKHIDRAEELVSIARGASFVAPSTETE
ELAKHIARAEELLSEARGASFVTPQTETE
GOLAQHIARSEELLSEARGATFVAPSTETE
EFSETIAYIEKMTERQ-MGGYTPAADATE
SYDGYKARVADLANRQ-MGGYVAPDGQTE,
GYDDVIERVAELTTRR-LGGHTPPEGETE

* *

VALATGAAPRSQDQSSTHV
RIAKLTGALVETDKKPHE
————— TGRKHV
——————— RSSLAG

VNGLVN----NDASANE
IDALVS----KDNTQOE
VDSLIS----KDASQEE
DSLIS----KDASQEE
ALKT----KGASAEE
NALLS----KDSQTEE
—————— RRA-HAE
—~ERVTAGE
GAPGAVA

Fortfithrung von Abbildung 7-1

180

566
555
566
550
544
554
532
538
538
570
575
566
566
572
571
549
548
529

626
614
625
608
602
613
590
596
596
628
633
624
624
630
629
606
605
586

685
674
679
660
652
666
641
648
648
682
687
678
678
684
683
658
657
638



181 Anhang

TdiA YDPVVTLQPHGT-KS 743
AstA YDPVVTLQPNGT - 730
AtgA YDPVVVLQPHGR- 735
MicA YNAIVPLQQHRHGGT 715
BtyA YNPVVTLQPHGS- 707
PgnA YNPVVVLQSQGK- 720
AtrAAt YKPVITLONEGS- 695
MelA YNPVVTLQAHGD-KN 702
ApvA YDPVVTLQSHGH-KN 702
AtrA YDPIVPLQLSGD- 737
Nps3 YDPIVPLQLTGN- 742
InvA2 YDPIVPLQLTGN- 733
InvAS YDPIVPLQLTGN- 733
InvAl YDPIVPLQLTGK- 739
GreA YDPIVPLQLTGN- 738
RalA YDPVVPLQTSGS- 713
Bth110240 YDPVVPLQLTGG- 712
EchA YDPVVPLQTGGE- 693
*. : 2 * % *:: :** ***::*: * % **':':*::*
TdiA 802
AstA 789
AtgA 794
MicA 774
BtyA 767
PgnA 779
AtrAAt 754
MelA 761
ApvA 761
AtrA 796
Nps3 801
InvA2 792
InvA5 792
InvAl 798
GreA 797
RalA 772
Bth110240 771
EchA 752
oo * HEE R I R S
TdiA 861
AstA 848
AtgA 853
MicA 829
BtyA 822
PgnA 837
AtrAAt 811
MelA 816
ApvA 816
AtrA 851
Nps3 856
InvA2 847
InvAS 847
InvAl 853
GreA 852
RalA 828
Bth110240 827
EchA 807

Fortfithrung von Abbildung 7-1



TdiA
AstA
AtgA
MicA
BtyA
PgnA
AtrAAt
MelA
ApvA
AtrA
Nps3
InvA2
InvA5
InvAl
GreA
RalA
Bth110240
EchA

TdiA
AstA
AtgA
MicA
BtyA
PgnA
AtrAAt
MelA
ApvA
AtrA
Nps3
InvA2
InvA5
InvAl
GreA
RalA
Bth110240
EchA

Anhang

LDDADRARTTGRS

182

900
908
913
889
882
897
871
876
876
908
913
904
904
910
909
885
884
864

949
957
962
938
930
946
920
925
925
957
962
953
953
959
958
937
935
924



183 Anhang

A Phenylbutyrolacten

100
S\Tv
g
2 0
] y e

50 0

o}
200 250 300 350 400

Wellenlénge [nm]

B Butyrolacton lla
50
HO HO
a -
8 H
E 01
8 )
HO
o]
200 250 300 350 400

Wellenlénge [,y

C Indolbutyrolacton

CD [mgeq)
(=)
I

200 250 300 350 400
Wellenlange [,

Abbildung 7-2: Zirculardichroismus Spektren von A) Phenylbutyrolacton,
B) Butyrolacton Ila und C) Indolbutyrolacton
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Abbildung 7-3: Zirculardichroismus Spektren von A) Phenguignarsiue,
B) Hydroxyphenguignarsaure und C) Indolgungnarséure
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Abbildung 7-4: 'H-NMR Ubersichsspekturm von Aspulvinon E in (CD3):CO
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Abbildung 7-5: 'H-NMR Ubersichsspekturm von Butyrolacton ITa in (CD3),SO
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Abbildung 7-6: 'H-NMR Ubersichsspekturm von Phenguignarsiure in CDCL3
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Abbildung 7-7: 'H-NMR Ubersichsspekturm von Atromentin in (CD3)2SO
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Abbildung 7-9: 'H-NMR Ubersichsspekturm von Hydroxyphenguignarsiure in (CD3)2SO
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Abbildung 7-10: 'H-NMR Ubersichsspekturm von Phenylbutyrolacton in (CD3);CO
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