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Zusammenfassung

Die Substanz FR-900493 zahlt zu den Nukleosid-Antibiotika mit ADR-GlyU Grundstruktur, zu
welchen auch die Caprazamycine und Muraymycine gehéren. Der Wirkmechanismus dieser
Substanzen besteht in der Hemmung des Enzyms MraY-Translokase, welches eine essenti-
elle Rolle im Rahmen der Peptidoglykan-Biosynthese spielt. Hier katalysiert das besagte En-
zym die Ubertragung des UDP-MurNAc-Pentapeptids an den membrangebundenen Undeca-
prenol-Phosphat Carrier. FR-900493 wurde erstmalig im Jahr 1989 aus Kulturen des Stammes
Bacillus cereus No. 2045 isoliert und zeigt antibakterielle Eigenschaften gegen Staphylococ-
cus aureus und Bacillus subtilis. Obwohl die biosynthetischen Gencluster aller anderen Nuk-
leosid-Antibiotika mit entsprechender Grundstruktur bereits identifiziert und beschrieben wur-
den, ist dies flir FR-900493 bis heute nicht der Fall. Auch die Genomsequenz des Produzen-

tenstammes ist zumindest in den 6ffentlich zuganglichen Datenbanken bisher nicht hinterlegt.

Diese Arbeit beschreibt erstmalig ein Gencluster, das zur Produktion von FR-900493 befahigt.
Es wurde mittels ,Genome Mining“ in der Genomsequenz des Stammes Bacillus cereus
VD169 entdeckt, welcher jedoch aufgrund eines ebenfalls vorhandenen Virulenzplasmides fiir
nahere Untersuchungen nicht zur Verfligung stand. Im Rahmen dieser Arbeit wurde daher das
~25 kb umfassende Gencluster aus 45 kinstlichen Einzelfragmenten vollsynthetisch rekon-
struiert. Wahrend dieses Gesamtprozesses kamen verschiedene Methoden der synthetischen
Biologie zum Einsatz. Der sukzessive Aufbau erfolgte hierbei unter Anwendung der in vitro
Methode des Gibson-Assembly. Um Sequenzfehler auszuschliefen, wurde die Integritat der
Zwischenstufen durch zahlreiche Sequenzierungen kontinuierlich Gberpruft. Nach erfolgrei-
cher Rekonstruktion wurde das Gencluster anschlieRend zur Produktion in den Stamm Bacil-
lus subtilis 168 integriert. Allerdings zeigte sich zunachst keine Produktion von neuen Sekun-
darmetaboliten. Die Analyse der Transkription mittels RT-PCR ergab, dass Teile des Genclus-
ters noch transkriptionell inaktiv waren. Daher wurde eine Strategie zur Aktivierung dieses
bisher stillen Genclusters entwickelt. Diese sah die Integration zweier weiterer synthetischer
Hilfskonstrukte vor, um konstitutiv aktive Promotoren in das synthetische Gencluster einzu-
bringen. Eine weitere Betrachtung der Transkription mittels RT-PCR bestatigte den Erfolg die-
ser Strategie. Das aktivierte Gencluster wurde anschlielRend erneut in den Produktionsstamm
Bacillus subtilis 168 transformiert. Hieraus resultierten schlieRlich mehrere Klone, die tatsach-

lich das Antibiotikum FR-900493 sowie weitere biosynthetische Intermediate produzierten.

Der vollsynthetische Aufbau ganzer Gencluster ist duRRerst selten — auf dem Gebiet der Nuk-
leosid-Antibiotika ist diese Strategie bisher einmalig. Die innovative Herangehensweise dieser
Arbeit auf Basis verschiedener Methoden der synthetischen Biologie kann daher als ein Pio-

nierprojekt auf dem Gebiet der Identifizierung bioaktiver Naturstoffe betrachtet werden.



1 Einleitung

1.1 Naturstoffe als Antibiotika

Die Beschreibung des Penicillins durch Sir Alexander Flemming im Jahre 1929 stellte einen
Meilenstein in der medikamentésen Behandlung bakterieller Infektionskrankheiten dar
(Fleming 1929). Nachdem die industrielle Produktion dieses Antibiotikums in den friihen
1940er Jahren etabliert war, stand grof3en Bevolkerungsgruppen ein effektives Mittel im Kampf
gegen bakterielle Erkrankungen zur Verfigung (Gaynes 2017). In den darauffolgenden Jahren
wurde innerhalb eines kurzen Zeitraums eine ganze Reihe weiterer Antibiotika entdeckt und
entwickelt (Fernandes 2006). Die hierbei definierten Hauptklassen umfassen noch heute we-
sentliche Vertreter des alltaglichen klinischen Gebrauchs. Viele der urspriinglichen Antibiotika
sind Naturstoffe, die aus bestimmten Pilzen oder Bakterien isoliert wurden. In den Nachkriegs-
jahren wurde verstarkt die Methode der chemischen Derivatisierung von Naturstoff-Antibiotika
vorangetrieben (Wright et al. 2014). Mit diesen semisynthetischen Derivaten konnten die Wirk-
spektren erweitert, die Vertraglichkeit verbessert und die pharmakokinetischen Eigenschaften
optimiert werden. Auf diese Weise entstanden in den Klassen der Tetracycline, der Makrolide
und auch der Penicilline zahlreiche Abkémmlinge, die ihren Ursprungssubstanzen teilweise
weit Uberlegen waren (Wright et al. 2014). Neben den reinen Naturstoffen und den semisyn-
thetischen Derivaten wurden auch bedeutende Antibiotikaklassen, wie beispielsweise die Flu-
orchinolone, auf rein chemisch-synthetischem Wege entdeckt und entwickelt (Andriole 1993).
Dennoch stellen Naturstoffe und deren Abwandlungsprodukte nach wie vor den Grofteil der
antibakteriellen Pharmaka dar (Newman et al. 2016). Die anfanglichen Erfolge in der antibak-
teriellen Therapie bedingten allerdings den Trugschluss, diese Erkrankungen seien endgultig
besiegt worden (Spellberg et al. 2004). Das Aufkommen von resistenten und multiresistenten
Keimen stellt mittlerweile jedoch ein immer grélker werdendes Problem dar. Gerade die Be-
handlung nosokomialer Infektionen entwickelt sich mehr und mehr zu einer schwierigen Her-
ausforderung. Der Zunahme an resistenten Erregern stand im Laufe der Jahre unglicklicher-
weise ein drastischer Rickgang an Neuzulassungen antibiotisch aktiver Pharmaka entgegen
(Alanis 2005). Der Entwicklung und Erforschung neuer Antibiotikaklassen sollte daher drin-
gend wieder mehr Aufmerksamkeit entgegengebracht werden. Insbesondere auf dem Gebiet
der Naturstoff-Forschung kdnnte noch viel verborgenes Potential liegen — gerade auch in Hin-
blick auf die sich stetig verbessernden Mdglichkeiten der Molekularbiologie. So kénnte heute
die Technik des ,Genome Minings® in Verbindung mit der stetig wachsenden Datenmenge an
DNA-Sequenzen eine vielversprechende Herangehensweise sein. Sollte sich der Rickgang
an Neuzulassungen jedoch unvermindert fortsetzen, kdnnten die pharmazeutischen Errungen-

schaften des vergangenen Jahrhunderts auf diesem Gebiet zunehmend in Gefahr geraten.
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1.2 Die bakterielle Zellwandbiosynthese als Angriffspunkt

Eine essentielle Eigenschaft samtlicher Antibiotika besteht in der selektiven Toxizitat auf Mik-
roorganismen. Diese wird durch Bindung der Substanzen an bestimmte bakterielle Zielstruk-
turen bedingt. Um einen therapeutischen Effekt bei geringstmoglichen unerwinschten Arznei-
mittelwirkungen zu erreichen, sollte sich das pharmazeutische Target daher mdglichst stark
von jeglichen humanen Vergleichsstrukturen unterscheiden. Neben speziellen Enzymen wie
der bakteriellen Gyrase oder Enzymen der Folsaurebiosynthese, ist insbesondere der ge-
samte Aufbauprozess der bakteriellen Zellwand ein wichtiger Angriffspunkt verschiedener An-
tibiotikaklassen (Bugg et al. 2011). Hierzu z&hlen neben samtlichen B-Lactamen auch die Gly-
kopeptid-Antibiotika sowie die Substanzen Fosfomycin und Bacitracin. Da der Gesamtprozess
der Zellwandbiosynthese im menschlichen Organismus nicht existiert, ist dieser ein idealer
Angriffspunkt fir Antibiotika. Ein zentraler Baustein der bakteriellen Zellwand ist das soge-
nannte Peptidoglykan — ein Makromolekul, das netzartig die gesamte Zelle umgibt und essen-
tielle Funktionen in Hinblick auf die Formstabilitdt, den osmotischen Druck und die Zellteilung
ausubt (Mattei et al. 2010). Dieses, auch als Murein bezeichnete Biopolymer, setzt sich aus
Ketten von alternierend angeordneten Monosacchariden zusammen, die Uber kurze Peptid-
briicken miteinander quervernetzt sind und so eine dreidimensionale Struktur ausbilden (Holtje
1998). Die Zuckerketten enthalten die beiden Aminozucker N-Acetylglucosamin (GIcNAc) und
N-Acetylmuraminsaure (MurNAc), die in abwechselnder Reihenfolge Uber 3-1,4 glykosidische
Bindungen verknupft sind. Am Milchsaurerest der einzelnen MurNAc-Elemente befinden sich
jeweils Pentapeptidreste der Grundstruktur L-Ala-y-D-Glu-Ax-D-Ala-D-Ala (Winn et al. 2010).
Hierbei kann ,,Ax“ entweder von der Aminosaure L-Lysin oder von der nichtproteinogenen Ami-
nosaure meso-Diaminopimelinsaure (m-DAP) eingenommen werden (Winn et al. 2010). Die
Aminosaure ,Ax“ an Position 3 bildet nun eine Quervernetzung zum D-Ala an Position 4 eines
benachbarten Pentapeptids unter Abspaltung des aufieren D-Alanins aus. Diese Quervernet-
zung erfolgt entweder direkt oder Uber ein kurzes Peptid-Zwischenstuck (Barreteau et al.

2008). Das auf diese Weise aufgebaute Peptidoglykan umgibt die gesamte Bakterienzelle.

< /
MurNAc
i ;\I A MurPJAc MurNAc
! -f\la -Ala
GleNAc D‘IG“‘ GlcNAc D-Glu D—IG|
m-DAP—NH ‘ GleNAc B
] m-DAP-NH e DAR
MurNAG D-Ala D-Ala )
-J‘\Ia DAa  MTNAC MurNAc D-Ala
-;‘Ala -.:‘\Ia
GleNAc DGIU Giehe DG D—(IBI
Ve m-DAP NH GleNAc D-BlU
7Km-DAP NH AP
D- Ala ﬂm’
D-Ala D-All

D Ala

o= = glycan chain
— = peptide cross-link

Abbildung 1: Beispielhafte Darstellung der Peptidoglykan-Struktur.
Wiedergegeben aus (Winn et al. 2010). Abgedruckt mit Genehmigung der Royal Society of Chemistry.



Im Rahmen der Peptidoglykan-Biosynthese erfolgt im Cytoplasma zunéchst die enzymatische
Umwandlung von UDP-GIcNAc zum UDP-MurNAc, welchem anschlieRend die entsprechen-
den Aminosauren angefligt werden. Das so gebildete Zwischenprodukt UDP-MurNAc-Penta-
peptid wird daraufhin vom Enzym MraY-Translokase unter Abspaltung von UMP an den
membrangebundenen Undecaprenol-Phosphat Carrier gebunden. Das resultierende Kon-
strukt wird als Lipid | bezeichnet. Nach Anfligen eines weiteren Elements GIcNAc entsteht das
membrangebundene Pentapeptid-Disaccharid Lipid Il. Dieses wird nun auf die andere Seite
der Cytoplasmamembran transportiert, wo die Polymerisation zum Peptidoglykan durch Trans-
glycosylierung und Transpeptidierung stattfindet (van Heijenoort 2001). Die letztgenannten
Prozesse sind wichtige Angriffspunkte flr die bedeutenden Antibiotika aus der Klasse der Gly-
kopeptide bzw. der B-Lactame. Eine weitere vielversprechende Zielstruktur flr Antibiotika stellt
das Enzym MraY-Translokase dar. Zwar spielt es im klinischen Gebrauch bisher noch keine
Rolle, doch sind bereits seit Jahren verschiedene Naturstoffe mit Nukleosid-Struktur bekannt,
die durch Inhibierung dieses Enzyms antibiotische Wirkung entfalten. Das Enzym MraY-
Translokase besteht aus insgesamt 10 Transmembran-Helices, wobei das aktive Zentrum in-
trazellular lokalisiert ist. Hier wird die essentielle Ubertragung von Lipid | auf den membrange-
bundenen Undecaprenol-Phosphat Carrier katalysiert (Koppermann et al. 2016). Durch kris-
tallographische Untersuchungen der MraY-Translokase wurden bereits umfassende Erkennt-
nisse Uber deren Proteinstruktur gewonnen (Chung et al. 2013). Drei Jahre spater konnte das
Enzym sogar im Komplex mit dem gebundenen Inhibitor Muraymycin D2 kristallisiert werden,
was tiefe Einblicke in dessen Bindungseigenschaften erdffnete (Chung et al. 2016).

I?-Ala

D-Ala

r‘n-DAP
?—Glu

MraY

Abbildung 2: Darstellung der katalysierten Reaktion des Enzyms MraY-Translokase.
Wiedergegeben aus (Winn et al. 2010). Abgedruckt mit Genehmigung der Royal Society of Chemistry.
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Die Erkenntnisse aus der Kristallographie ergaben, dass MraY als Dimer vorliegt, wobei jedes
Monomer 10 Transmembran-Helices und 5 intrazellulare Loops umfasst und sowohl der N- als
auch der C-Terminus extrazellular lokalisiert sind (Chung et al. 2013). Dariber hinaus haben
bereits vorherige Studien gezeigt, dass drei intrazellular lokalisierte Asparaginsauren essenti-
ell fur die katalytische Funktion sind (Lloyd et al. 2004, Al-Dabbagh et al. 2008). Interessanter-
weise ergab die Co-Kristallisation mit Muraymycin D2, dass die drei Asp-Elemente nicht direkt
mit diesem Inhibitor in Kontakt stehen, sondern dass stattdessen das gesamte Enzym umfas-
senden Konformationsanderungen unterworfen ist (Chung et al. 2016). Fir die Bindung des
Inhibitors an das Enzym sind offenbar die Strukturelemente des Uracils und der damit ver-

knipften 5“-Amino-5“-desoxyribose (= ADR) von zentraler Bedeutung (Chung et al. 2016).

1.3 Nukleosid-Antibiotika als Hemmstoffe der MraY-Translokase

Im Laufe der vergangenen Jahre und Jahrzehnte wurden bereits einige Naturstoffe identifiziert,
die durch Hemmung der MraY-Translokase antibiotische Eigenschaften aufweisen. Diese
Substanzen variieren in Ihrem Aufbau teilweise recht stark. Sie weisen allerdings als Gemein-
samkeit alle eine Uridinstruktur auf. Daher kdnnen sie auch mit dem Uberbegriff ,Nukleosid-
Antibiotika“ bezeichnet werden. Da manche dieser Vertreter strukturelle Ahnlichkeiten aufwei-

sen, kénnen diese in einzelne Gruppen zusammengefasst werden (Winn et al. 2010).

1.3.1 Antibiotika vom Tunicamycin-Typ

Bereits im Jahr 1970 wurde die Substanz Tunicamycin aus Kulturen von Streptomyces lyso-
superificus isoliert (Takatsuki et al. 1971). Einige Jahre spater erfolgte die Strukturaufklarung
(Takatsuki et al. 1977). Da Tunicamycin stark den beiden Naturstoffen Streptoviridin und Co-
rynetoxin ahnelt, lassen sich diese drei in einer gemeinsamen Strukturklasse zusammenfas-
sen. Die Uracil-Base ist hier an einen speziellen C11-Aminozucker namens Tunicamin gebun-
den, welcher wiederum ein Element GIcNAc sowie eine Fettsaure tragt (Winn et al. 2010). Die

einzelnen Tunicamycin-Derivate unterscheiden sich strukturell in der Lange dieser Fettsaure.
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Abbildung 3: Struktur der Tunicamycine.



Aufgrund der charakteristischen Struktur werden diese Substanzen auch als Uridyl-Lipodisac-
charid-Antibiotika bezeichnet. Neben der antibakteriellen Aktivitat weist Tunicamycin aller-
dings auch eine ausgepragte Toxizitat gegen das humane Enzym GIcNAc-1-Phosphat-Trans-

ferase (GPT) auf, was dem Nutzen als Antibiotikum stark entgegensteht (Yoo et al. 2018).

1.3.2 Antibiotika vom Capuramycin-Typ

Im Jahr 1986 wurde die Substanz Capuramycin beschrieben — die Isolierung erfolgte aus Kul-
turen von Streptomyces griseus 446-S3 (Yamaguchi et al. 1986). Neben der Uridinstruktur und
einer seltenen Uronsaure ist hier ein Caprolactam-Ring vorhanden, von welchem der Name
Capuramycin abgeleitet wurde. Einige Jahre spater wurden weitere strukturahnliche Capuram-
ycin-Derivate aus verschiedenen Streptomyces und Amycolatopsis Stammen isoliert sowie die
MraY-Translokase als deren Zielstruktur identifiziert (Muramatsu et al. 2003, Muramatsu et al.
2004, Murakami et al. 2007). Im Jahr 2015 wurde zudem das Gencluster des Capuramycin-

Derivats A-102395 identifiziert und hierbei dessen Biosynthese beschrieben (Cai et al. 2015).

HyN

Abbildung 4: Struktur von Capuramycin.

1.3.3 Uridyl-Peptid-Antibiotika

Eine gréRere Gruppe innerhalb der Nukleosid-Antibiotika sind die sogenannten Uridyl-Peptide.
Hierzu gehoren die Pacidamycine (Karwowski et al. 1989), die Mureidomycine (Inukai et al.
1989), die Napsamycine (Chatterjee et al. 1994) und die Sansanmycine (Xie et al. 2007).
Samtliche dieser Substanzen wurden aus verschiedenen Streptomyceten isoliert und weisen
vom Aufbau her eine 3‘-Desoxyuridinstruktur auf, welche Uber eine 4‘,5'-Enamid-Bindung mit
einer N-Methyl-2,3-diaminobuttersdure (= DABA) verknupft ist. Mit der DABA-Struktur sind
weitere Aminosauren verbunden, die sich in den einzelnen Vertretern unterscheiden. Zusatz-
lich tragen alle Strukturen dieser Klasse eine Harnstoffbricke zwischen den Aminosauren der
Position 4 und 5. Darlber hinaus enthalten viele Uridyl-Peptide innerhalb des Peptidriickgrats
die seltene Aminosaure meta-Tyrosin bzw. davon abgewandelte bizyklische Derivate. Da sie
eine ausgepragte Aktivitat gegen den nosokomialen Problemkeim Pseudomonas aeruginosa

aufweisen, sind die Uridyl-Peptide aus pharmakologischer Sicht besonders interessant.
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Abbildung 5: Struktur von Pacidamycin 5.

1.3.4 Liponukleosid-Antibiotika

Die Gruppe der sogenannten Liponukleoside umfasst die Strukturklassen der Caprazamycine
(Igarashi et al. 2003, Igarashi et al. 2005), der Liposidomycine (Isono et al. 1985), von A-90289
(Funabashi et al. 2010) sowie der Muraminomicine (Chi et al. 2013). All diese Substanzen
weisen ein Grundgerist aus einer 5“-Amino-5“-desoxyribose (ADR) auf, welche mit einem 5°-
C-Glycyluridin (GlyU) verbunden ist (= ADR-GIyU). Hierbei unterscheiden sich die einzelnen
Substanzklassen in bestimmten Substituierungen. Im Falle der Muraminomicine fehlen diesem
Grundgerust die Hydroxygruppen an Position 2° und 2“. Die Liposidomycine weisen dagegen
sulfatierte 2“ Hydroxygruppen auf (Ubukata et al. 1988). Urspringlich wurden bei den
Caprazamycinen ausschliellich Vertreter ohne eine solche Sulfatgruppe beschrieben. Spa-
tere Untersuchungen zeigten jedoch, dass auch bei den Caprazamycinen entsprechende De-
rivate mit Sulfatierung vorkommen (Kaysser et al. 2010). Bei den Substanzen von A-90289
liegen ebenfalls sulfatierte Hydroxygruppen vor — hier allerdings an Position 2‘ und somit nicht
an der Aminoribose, sondern an der Ribose des Uridin-Kerns. All diesen Substanzen ist da-
gegen der Diazepanon-Ring, ausgehend vom Glycylrest der Kernstruktur, gemein. Dieser Ring
weist an beiden Aminogruppen Methylierungen auf, tragt an Position 2*“ eine Carboxyl- und
an Position 3 eine Hydroxygruppe, welcher bei allen Vertretern der Liponukleoside eine 3-
hydroxylierte Fettsdure angehangt ist. Da sich diese Fettsdure in Hinblick auf Lange, Satti-
gungsgrad und Verzweigung unterscheidet, ist an dieser Stelle stets eine gewisse Strukturva-
riabilitdt vorhanden. Im Weiteren tragt die B-Hydroxygruppe der Fettsdure zusatzlich einen 3-
Methylglutaryl-Rest. Diesem Rest ist sowohl bei den Caprazamycinen als auch bei A-90289
eine permethylierte Rhamnose angehangt. Die Muraminomicine tragen an dieser Stelle zwar
keine Rhamnose, daflir aber eine seltene Heptose, die zusatzlich einen Bernsteinsaurerest
tragt. Samtliche Liposidomycine sind dagegen an der Methylglutaryl-Gruppe unsubstituiert.
Die Gruppe der Liponukleosid-Antibiotika weist eine starke antibiotische Aktivitat gegen My-

kobakterien auf. Durch weltweite Resistenzentwicklungen erweist sich die Behandlung der
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Tuberkulose, die vom Bakterium Mycobacterium tuberculosis ausgelost wird, zunehmend als
problematisch. Die Tuberkulose-Behandlung zahlt zu den wenigen Therapien, die eine Kom-
bination mehrerer Antibiotika Uber einen langen Zeitraum erfordert. Aufgrund der klinischen
Relevanz besteht hier ein hoher Bedarf an neuen Wirkstoffen, was die Liponukleoside fir eine
zuklnftige klinische Anwendung besonders interessant macht. Mit dem semisynthetischen
Caprazamycin-Derivat CPZEN-45 befindet sich bereits ein mdglicher Kandidat dieser Klasse

in praklinischen Studien (Salomon et al. 2013, Nakamura et al. 2016, Pstragowski et al. 2017).
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Abbildung 6: Strukturiibersicht der Liponukleosid-Antibiotika.

1.3.5 Weitere Nukleosid-Antibiotika

Neben den bereits beschriebenen Substanzen existieren noch weitere Nukleosid-Antibiotika,
die sich nicht eindeutig in eine der genannten Klassen einordnen lassen. Diese weisen alle-
samt eine ADR-GIlyU-Grundstruktur auf und zeigen damit die gréfiten Gemeinsamkeiten mit
den bereits beschriebenen Liponukleosid-Antibiotika. Allerdings enthalt keine dieser Substan-
zen einen Diazepanon-Ring und die damit verbundenen Strukturelemente. In den folgenden

Abschnitten werden die Strukturen dieser weiteren Substanzen in kurzer Form beschrieben.
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1.3.5.1 Sphaerimicin

Die Substanz Sphaerimicin wurde aus Kulturen des Stammes Sphaerisporangium sp. SANK
60911 isoliert und weist durch das Vorhandensein einer ADR-GlyU Grundstruktur gewisse
Ahnlichkeiten zu den Liponukleosid-Antibiotika auf (Funabashi et al. 2013). Jedoch sind im
Gegensatz zu diesen, hier die Aminoribose und der Glycylrest Uber einen dihydroxylierten
Piperidinring miteinander verbunden. An dieses Strukturelement ist zusatzlich ein lineares Po-
lyketid angefligt. Sphaerimicin zeigte in ersten Versuchen bereits vielversprechende antibak-

terielle Aktivitat gegen verschiedene Gram-positive Erreger aus der Gattung Staphylococcus.
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Abbildung 7: Struktur von Sphaerimicin A.

1.3.5.2 Muraymycin

Die Muraymycine weisen eine klassische ADR-GlyU Grundstruktur auf (McDonald et al. 2002,
Cheng et al. 2011). Im Gegensatz zu den Liponukleosid-Antibiotika fehlt hier jedoch der Dia-
zepanon-Ring vollstandig. Die Glycylstruktur tragt hier stattdessen eine Aminopropyl-Kette,
welcher ein kurzes Peptid angefiigt ist, das einige seltene Strukturelemente wie beispielsweise
ein Epicapreomycidin oder eine Harnstoffbriicke enthalt. Manche Muraymycine weisen in ihrer

Struktur ein hydroxyliertes Leucin auf, an welchem diverse Fettsauren verestert sein kdnnen.
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Abbildung 8: Struktur von Muraymycin D2.



1.3.5.3 FR-900493

Die Substanz FR-900493 wurde 1989 in Kulturen des Stammes Bacillus cereus No. 2045 ent-
deckt und stellt unter den Nukleosid-Antibiotika die einzige Struktur dar, die aus der Gattung
Bacillus isoliert wurde (Ochi et al. 1989). Im Gegensatz zu den anderen Vertretern wurde hier
nur diese eine Struktur beschrieben. Strukturell ist FR-900493 kleiner als die meisten anderen
Nukleosid-Antibiotika. Die Substanz umfasst zwar das gesamte ADR-GlyU Grundgerist, je-
doch sind darliber hinaus nur zwei Substituenten an der Aminogruppe des Glycylrests in Form
einer Methylgruppe sowie einer Aminopropyl-Kette vorhanden. FR-900493 ahnelt bis zu die-
sem Punkt strukturell stark den Muraymycinen. Diese enthalten jedoch noch zusatzlich einen
Peptidanteil. FR-900493 weist antibakterielle Eigenschaften gegen Staphylococcus aureus so-
wie gegen Bacillus subtilis auf. Chemisch-synthetische Derivate von FR-900493 zeigen dar-

Uber hinaus auch Aktivitat gegen das Bakterium Clostridium difficile (Mitachi et al. 2018).
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Abbildung 9: Struktur von FR-900493.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die grof3e Gruppe der Nukleosid-Antibiotika einige
vielversprechende Substanzen umfasst, die antibiotische Aktivitdten gegen viele jener Keime
zeigen, welche sich aufgrund von zunehmender Resistenzbildung weltweit immer mehr zu ei-
nem klinischen Problem entwickeln. Hierzu zahlen insbesondere die Stdmme Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus und Mycobacterium tuberculosis. Mit dem semisyntheti-
schen Caprazamycin Derivat CPZEN-45 befindet sich bereits ein Vertreter dieser Struktur-

klasse in praklinischen Studien, was die Relevanz dieser Antibiotikagruppe unterstreicht.



1.4 Genome Mining

Bei samtlichen Antibiotika des vorherigen Kapitels erfolgte die Entdeckung tber die Identifizie-
rung der Substanzen selbst. Meist wurde hierbei zunachst die antibiotische Aktivitat von Kul-
turen der Produktionsstdmme beobachtet und in Folge dessen nach den dafir verantwortli-
chen Substanzen gesucht. Nach Identifizierung der Bioaktivitat erfolgte dann in der Regel die
Strukturaufklarung und im Anschluss — oft erst Jahre spater — wurde der genetische Hinter-
grund durch Identifizierung der entsprechenden Gencluster geklart. Ein Paradebeispiel sind
die Liposidomycine. Hier erfolgte die Entdeckung der antibiotischen Aktivitat bereits im Jahr
1985 (Isono et al. 1985), die vollstandige Strukturaufklarung gelang drei Jahre spater (Ubukata
et al. 1988). Das zugehorige Gencluster wurde allerdings erst viele Jahre spater identifiziert
und beschrieben (Kaysser et al. 2010). Dieser letzte Schritt ist bei manchen Vertretern bis
heute nicht erfolgt, wie beispielsweise bei der Substanz FR-900493. Diese klassische Heran-
gehensweise wird bereits seit Jahren und Jahrzehnten erfolgreich betrieben und hat zur Iden-
tifizierung etlicher Antibiotika und anderer Naturstoffe beigetragen. Allerdings hat diese Stra-
tegie auch einige Nachteile, da die Produktion von Naturstoffen nicht immer unter allen Bedin-
gungen moglich ist. Viele potentielle Gencluster sind unter Laborbedingungen nicht aktiv und
werden daher als ,stille Gencluster* bezeichnet (Ochi et al. 2013). Insbesondere die Medien-
zusammensetzung, der pH-Wert sowie die Temperatur und auch das Vorhandensein anderer
Bakterienstamme koénnen einen grofden Einfluss auf die Produktion von Sekundarmetaboliten
haben (Abdelmohsen et al. 2015). Daher stoRt die klassische Herangehensweise in vielen
Fallen mittlerweile an ihre Grenzen. Durch die rasant wachsenden Datenmengen an DNA-
Sequenzen in verschiedenen frei zuganglichen Datenbanken entwickelte sich in den letzten
Jahren eine neue Technik, die unter dem Namen ,Genome Mining“ bekannt wurde (Wohlleben
et al. 2016). Hier wird die Suche nach bioaktiven Naturstoffen vom Ende her betrieben. Zu-
nachst werden bioinformatische Tools angewandt, um nach méglichen Genclustern in den ge-
nannten Sequenzdatenbanken zu suchen. Diese Tools arbeiten mit programmierten Algorith-
men, die auf Basis bereits bekannter Gencluster entwickelt wurden. Beispiele waren die bei-
den Tools anti-SMASH (Medema et al. 2011, Blin et al. 2013) und PRISM (Skinnider et al.
2015), mit welchen komplette Gencluster identifiziert werden kénnen. Ebenso kénnen aber
auch die Sequenzen einzelner Proteine mittels BLAST-Analyse zur Suche von Homologien
verwendet und auf diese Weise verwandte Gene identifiziert werden (Altschul et al. 1990).
Nachdem ein mdgliches Gencluster gefunden wurde, wird die Sequenz in der Regel gruindlich
untersucht und den einzelnen Genen mogliche Funktionen zugeordnet (beispielsweise mittels
BLAST-Analyse). Oft kdnnen hierbei bereits erste Prognosen tber die mdglichen Strukturen
der resultierenden Naturstoffe erstellt werden. Anschliel3end wird der entsprechende Mikroor-
ganismus kultiviert und auf die Produktion von Sekundarmetaboliten hin untersucht. Leider hat

sich herausgestellt, dass in vielen Fallen weit mehr Gencluster in den Genomen vorhanden
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sind, als sich tatsachlich in Form von chemischen Metaboliten identifizieren lassen. Die
Grinde hierflr kdnnen vielfaltig sein — letztendlich scheinen die natlrlichen Signale, die Mik-
roorganismen zur Produktion dieser Substanzen stimulieren, unter Laborbedingungen offen-
bar nicht immer vorhanden zu sein (Rutledge et al. 2015). Die reine ldentifizierung eines po-
tentiellen Genclusters in einem Organismus ist somit oft nicht genug. Es missen daher eben-
falls Méglichkeiten eroffnet werden, wie stille Gencluster soweit aktiviert werden kénnen, dass
auch tatsachlich eine Produktion der gesuchten Naturstoffe erfolgt. Um dies zu erreichen, wur-
den bereits zahlreiche verschiedene Methoden entwickelt und erfolgreich eingesetzt — zusam-
mengefasst in (Rutledge et al. 2015). Hierbei werden epigenetische und spezifische Methoden
unterschieden. Bei den erstgenannten werden allgemeine Mechanismen verandert, um
dadurch die Expression von Genen in einem Organismus zu beeinflussen. Dies reicht von der
Variation von Medienbestandteilen (Scherlach et al. 2006) Uber das Einbringen von Mutatio-
nen in RNA-Polymerasen (Hosaka et al. 2009) bis hin zur Einflussnahme auf die Chromatin-
struktur (Williams et al. 2008). Bei den spezifischen Methoden werden konkrete Veranderun-
gen am Gencluster durchgefiihrt. Beispielsweise kann die Uberexpression bzw. die Deletion
von Regulatorgenen vorgenommen werden, um die Expression eines Genclusters zu aktivie-
ren (Laureti et al. 2011). Dies kann auch durch gezieltes Einbringen von Promotoren erreicht

werden, deren Aktivitat unabhangig von der natirlichen Regulation ist (Franke et al. 2012).
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Abbildung 10: Darstellung der einzelnen Schritte im Prozess des Genome Minings.

Wiedergegeben aus (Rutledge et al. 2015). Abgedruckt mit Genehmigung der Springer Nature Customer Service
Centre GmbH: Springer Nature, Nature Reviews Microbiology, Copyright 2015.

Die genannten Methoden kénnen aber nicht nur zur Entdeckung neuer Naturstoffe beitragen:
So kamen beispielsweise auch unter den Nukleosid-Antibiotika bereits Methoden dieser Art

zum Einsatz, um die Produktionsraten bereits bekannter Strukturen signifikant zu steigern. Zu
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nennen ware hier die gezielte Deletion des negativen Regulatorgens mur34 im Muraymycin-
Gencluster, welche sowohl im Wildtyp-Stamm als auch im heterologen Produzenten eine min-

destens 10-fache Produktionssteigerung mit sich brachte (Xu et al. 2013).

1.5 Synthetische Biologie

Der Begriff ,Synthetische Biologie® ist bisher schwer definierbar. Seine Abgrenzung zu ande-
ren Schlagwortern wie ,Metabolic Engineering® oder ,Biotechnologie® ganz allgemein ist
schwierig bis unmadglich (Stephanopoulos 2012, Gardner et al. 2013). Klar ist, dass die syn-
thetische Biologie ein interdisziplinares Feld darstellt, in dem viele Bereiche der Molekularbio-
logie, der Bioinformatik, der Biochemie und auch der Ingenieurskunst miteinander in Verbin-
dung stehen. Trotz dieser schwammigen Definition hat die Anzahl an wissenschaftlichen Pub-
likationen zum Thema synthetische Biologie seit den 2000er Jahren bis heute stark zugenom-
men (Shapira et al. 2017). Ein Hauptelement der synthetischen Biologie stellt die industrielle
Produktion kunstlicher DNA dar. Insbesondere deshalb wird die Moglichkeit zur kostenglnsti-
gen Herstellung groRer DNA-Mengen als Geburtsstunde der synthetischen Biologie diskutiert
(Stephanopoulos 2012). Teilweise wird die synthetische Biologie auch mit dem Ziel in Verbin-
dung gebracht, kinstliches Leben de novo zu erzeugen — ein Gebiet, das auch moralische
Fragen aufwirft. Die Diskussionen dazu haben bereits begonnen (Douglas et al. 2013,
Christiansen 2016). Doch jenseits dieser Diskussionen werden auch grof3e Visionen mit der
synthetischen Biologie in Verbindung gebracht. Die Hoffnungen liegen hier in der Entwicklung
von Biokraftstoffen, der Produktion von umweltfreundlichen Kunststoffen oder der Fixierung
von CO; — Schlagworter, die aktuell auf reges Interesse stoflen und positive Assoziationen
hervorrufen. Bei solch groRen Visionen sollte dennoch stets ein gewisses Mal} an Skepsis
beibehalten werden (Stephanopoulos 2012). Doch wie auch immer der Begriff ,,synthetische
Biologie“ letztendlich definiert wird oder ob man dieselbe Thematik stattdessen unter dem Na-
men ,Metabolic Engineering” oder unter einem ganz anderen Namen bezeichnet — die Fahig-
keit zur kunstlichen Produktion von DNA hat der Wissenschaft grofle Méglichkeiten eréffnet.
Die moralischen Fragen sollten jedoch nicht auRer Acht gelassen werden. Doch auch wenn
man von den grof3en Zielen und Visionen abriickt und auf bereits etablierte Forschungsme-
thoden schaut, kann die synthetische Biologie auch auf diesen eher ,kleinen“ Feldern sehr
konkrete Hilfe leisten. Wie im vorigen Abschnitt ausfihrlich beschrieben, stehen dem Bereich
der Naturstoff-Forschung mittlerweile eine Vielzahl an innovativen Methoden zur Verfugung.
Eine groRe Herausforderung ist und bleibt hier die Aktivierung von stillen biosynthetischen
Genclustern. Gerade durch den zunehmenden Bedeutungsgewinn der Methode des Genome
Minings steigt die Zahl der potentiellen Gencluster unaufhoérlich an. Nicht immer ist es moglich,

solche Gencluster mit den etablierten Methoden zu aktivieren — ein Verlust an verborgenem
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Potential. Dazu kommt, dass nicht jeder Stamm, der in den DNA-Sequenzen hinterlegt ist,
auch tatsachlich zur Verfligung steht. Regulatorische und politische Griinde sowie Sicherheits-
risiken kénnen der ,globalen Mobilitat* von Mikroorganismen zwischen verschiedenen For-
schungseinrichtungen im Wege stehen. Hierbei kann die synthetische Biologie unterstitzende
Hilfe leisten. Gewlinschte DNA-Abschnitte kénnen dadurch auf synthetischem Wege erlangt
und stille Gencluster durch Umorientierung ihrer Architektur aktiviert werden. Daneben kénnen
auch Methoden der heterologen Expression zur Aufklarung von Biosynthesewegen durch Ele-

mente der synthetischen Biologie erganzt und verbessert werden (Luo et al. 2016).

Die synthetische Biologie ist bereits heute ein machtiges Werkzeug auf dem Gebiet der mole-
kularbiologischen Naturstoff-Forschung. Dennoch sind die Mdglichkeiten bei weitem noch
nicht ausgeschoépft. Zwar ist die Synthese von einzelnen Genen oft mdglich, jedoch gilt dies
nicht fur vollstandige Biosynthesewege in Form groRerer Gencluster. Zumindest heute besteht
die grofte Einschrankung in der de novo Synthese von gréReren zusammenhangenden DNA
Bereichen. Daher sind Methoden zur schnellen und effektiven Rekonstruktion solcher Struk-

turen, ausgehend von vielen kleinen DNA Fragmenten, zurzeit noch von zentraler Bedeutung.

In der vorliegenden Arbeit wird ein Projekt vorgestellt, in welchem genau dies im Mittelpunkt
steht: Es wird ein Gesamtprozess, beginnend beim Genome Mining, uber die de novo Syn-
these vieler kleiner DNA-Fragmente, dem sukzessiven Aufbau dieser Fragmente zu einem
Gencluster, dessen Aktivierung durch Integration synthetischer Hilfskonstrukte, bis schlieflich
zur heterologen Expression eines Antibiotikums in Bacillus subtilis beschrieben. Was in die-
sem Prozess noch lange Zeit in Anspruch nahm, kdnnte bei sich stetig verbessernden Rah-
menbedingungen in Zukunft wesentlich effizienter erfolgen. Daher kann diese Arbeit auch als

ein Pionierprojekt auf dem Gebiet der Identifizierung bioaktiver Naturstoffe betrachtet werden.
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1.6 Zielsetzungen dieser Arbeit

Vor Beginn dieser Arbeit fielen im Rahmen von bioinformatischen Untersuchungen einzelne
Gene innerhalb des Genoms von Bacillus cereus VD169 auf. Diese zeigten Homologie zu

frGhen Biosynthesegenen des bereits umfassend aufgeklarten Caprazamycin Genclusters.

= Zielsetzung 1: Genome Mining
Das erste Ziel dieser Arbeit bestand in der ausfiihrlichen Untersuchung der gesamten ge-
netischen Umgebung dieser identifizierten Gene. Hierzu sollte der entsprechende Se-
quenzbereich mittels BLAST-Analyse und dem Analysetool ,Phyre2* betrachtet und samt-
lichen identifizierten Genen mogliche Funktionen zugeordnet werden. Auf Basis dessen
sollte die Entscheidung getroffen werden, ob hier tatsachlich ein eventuelles Gencluster flr

ein Nukleosid-Antibiotikum vorliegt und wo sich die méglichen Grenzen befinden kdnnten.

= Zielsetzung 2: Entwurf einer synthetischen Rekonstruktionsstrategie
Da die bioinformatischen Untersuchungen tatsachlich das Vorhandensein eines hoch inte-
ressanten Genclusters bestatigten, sollte zunachst eine Strategie zu dessen heterologer
Expression entworfen werden. Da der Stamm Bacillus cereus VD169 aufgrund eines ent-
haltenen Virulenzplasmides nicht zur Verfligung stand, sollte mit Mdglichkeiten der synthe-
tischen Biologie eine geeignete Alternative zur klassischen Herangehensweise entworfen
werden. Diese umfasste eine vollsynthetische Rekonstruktion des Genclusters durch ein-
zelne, kunstlich hergestellte DNA-Fragmente. Die Strategie sah den sukzessiven Aufbau

eines knapp 25 kb umfassenden DNA-Bereichs ausgehend von 45 einzelnen gBlocks® vor.

= Zielsetzung 3: Sukzessiver Aufbau des Genclusters via Gibson-Assembly
Der zeitaufwandigste Teil dieser Arbeit bestand in der Durchfuhrung der entworfenen Re-
konstruktionsstrategie. Hierbei mussten Schritt fur Schritt insgesamt 21 verschiedene Gib-
son-Assembly Reaktionen umgesetzt und Uberpruft werden. Im Rahmen dieses Gesamt-
prozesses kamen neben zahlreichen Transformationen, Restriktionsanalysen und PCR-
Amplifikationen auch umfassende Sequenzierungen zum Einsatz. Da bei diesen Reakti-
onsschritten immer wieder einzelne Sequenzfehler aufgefallen sind, mussten in manchen
Schritten teilweise hunderte Klone Uberprift werden. Manche DNA-Bereiche konnten den-
noch mit dem entwickelten Standard-Verfahren nicht korrekt aufgebaut werden. Fir diese
Falle mussten alternative Strategien auf Basis diverser Stlckelungen — teilweise unter Zu-

hilfenahme weiterer synthetischer Hilfskonstrukte — entwickelt und umgesetzt werden.

14



15

Zielsetzung 4: Transformation des Genclusters in Bacillus subtilis

Nachdem das Gencluster vollstandig rekonstruiert war, musste es im Anschluss in den vor-
gesehenen Produktionsstamm Bacillus subtilis 168 transformiert werden. Um eine stabile
Transformation zu erreichen, sollte dies in integrativer Weise in den amyE-Locus des Ba-
cillus subtilis Genoms erfolgen. Fur diesen Zweck sollte das rekonstruierte Gencluster zu-

nachst in seiner Gesamtheit in den hierfir geeigneten Vektor pBS1C umkloniert werden.

Zielsetzung 5: Aktivierung des Genclusters durch synthetische Hilfskonstrukte

Nachdem die ersten analytischen Betrachtungen des in Bacillus subtilis integrierten Gen-
clusters keine Hinweise auf eine Produktion neuer Naturstoffe ergaben, sollte eine Methode
zu dessen Aktivierung entworfen werden. Dafir musste zunachst der Grund fur die Inakti-
vitat ermittelt werden. Die Uberprifung der Genexpression via RT-PCR zeigte, dass Teile
des Genclusters transkriptionell inaktiv waren. Daher sollte eine Methode zur Aktivierung
der Transkription erarbeitet werden. Hierflir wurden zwei synthetische Promotoraustausch-
kassetten in Form von gBlocks® erstellt, die nachtraglich in das rekonstruierte Gencluster
integriert werden sollten. Nachdem die darauffolgende Betrachtung mittels RT-PCR nun
eine vollstandige transkriptionelle Aktivitat bestatigte, sollte das auf diese Weise aktivierte

Gencluster erneut in den Produktionsstamm Bacillus subtilis 168 transformiert werden.

Zielsetzung 6: Analytische Untersuchungen der produzierten Sekundarmetabolite

Nachdem von vielen Transformanten hier nur ein Klon das korrekt integrierte Gencluster
aufwies, sollte dieser Klon ausfuhrlich analytisch untersucht werden. Da erste Betrachtun-
gen tatsachlich Hinweise auf die Produktion neuer Metabolite ergaben, sollte eine analyti-
sche Methode erarbeitet werden, mit welcher die neuen Substanzen fir nahere Untersu-
chungen ausreichend aufgetrennt werden konnten. Mit dieser Methode sollten die neuen
Substanzpeaks soweit aufgereinigt werden, dass eine massenspektrometrische Untersu-
chung maoglich wurde. Hierbei sollte ein Vergleich mit einem chemisch-synthetischen FR-
900493 Standard sowie mit einer Negativkontrolle durchgeflhrt werden. Nachdem in den
neuen Substanzpeaks tatsachlich vielversprechende Massen gefunden wurden, sollten zur
Strukturaufklarung weitere Messungen mit der hochaufldésenden Massenspektrometrie in-
klusive einer MS2-Fragmentierung vorgenommen werden. Die hierbei erhaltenen Ergeb-
nisse sollten grindlich ausgewertet und die mdglichen Strukturen der untersuchten Massen
postuliert werden. Hierbei zeigte sich, dass tatsachlich exakt die Substanz FR-900493 so-
wie mehrere biosynthetische Intermediate von dem untersuchten Klon mit aktiviertem Gen-
cluster produziert wurden. Der Nachweis gelang durch Vergleich mit dem chemisch-syn-

thetischen FR-900493 Standard. Der produzierte Substanzpeak und der Standard wiesen



bei gleichen Retentionszeiten dieselben Massen mit jeweils identischen Fragmentierungs-
mustern auf. Somit konnte mit einer innovativen Herangehensweise auf Basis verschiede-
ner Methoden der synthetischen Biologie erstmalig ein Gencluster fir FR-900493 identifi-

ziert, vollsynthetisch rekonstruiert, aktiviert und letztlich heterolog exprimiert werden.

Zielsetzung 7: Nachtragliche Integration von zwei weiteren Genen

Far den synthetischen Rekonstruktionsprozess wurde ein grofierer Bereich aus der Mitte
des Genclusters ausgeklammert, da hier mehrere Gene fur Transposasen vorhanden wa-
ren. Da dieser Bereich jedoch auch zwei weitere Gene enthielt, die moglicherweise in der
Biosynthese bzw. dem Resistenzmechanismus eine Rolle spielen kénnten, sollten diese
beiden Gene nachtraglich an das synthetische Gencluster angefiigt werden. Hierfir wurde
eine synthetische Integrationskassette erstellt, die mittels Red/ET-Rekombination an ein
bereits aktives Operon angefligt werden sollte. AnschlieRend musste das erweiterte Gen-
cluster erneut in den Produktionsstamm Bacillus subtilis integriert werden. Bei dieser Trans-
formation zeigten sich auch nach zahlreichen Versuchen keine Klone mit vollstandig inte-
grierter DNA. Gerade die beiden zusatzlichen Gene wurden offenbar stets deletiert. Daher
sollten diejenigen Klone untersucht werden, welche zumindest den ursprunglichen Teil des
Genclusters enthielten. Hierbei konnten 7 weitere Klone identifiziert werden, die FR-900493

produzierten. Die Mengen waren mit denen des bereits beschriebenen Klons vergleichbar.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Bezeichnung

Hersteller

Acetonitril Fisher Scientific

Agar Carl Roth

Agarose Genaxxon Bioscience
Ameisensaure Sigma-Aldrich
Ammoniumeisen(lll)-citrat Carl Roth

Ammoniumheptamolybdat-Tetrahydrat

Santa Cruz Biotechnology

Apramycin Genaxxon Bioscience
L-Arabinose Sigma-Aldrich
goliirgr?xé_ch;}I)or 3-indoxyl-B-D-galactopyra Carl Roth
Bromphenolblau Carl Roth

Butan-1-ol Honeywell
Carbenicillin Genaxxon Bioscience

Casaminosauren

Becton, Dickinson and Company (BD)

Chloramphenicol

Merck

Dikaliumhydrogenphosphat (K2HPO.) Carl Roth
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich
Dinatriumtetraborat-Dekahydrat (Borax) Sigma-Aldrich

dNTP Mix Genaxxon Bioscience
Eisen(lll)-chlorid Carl Roth

Ethanol Honeywell
Ethylacetat Sigma-Aldrich
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) Carl Roth

Gel Loading Dye, Purple 6x

New England Biolabs

GeneRuler 1 kb DNA Ladder

Thermo Scientific

Glucose Sigma-Aldrich
Glycerol Carl Roth
Hefeextrakt Becton, Dickinson and Company (BD)

lod-Kaliumiodid Lésung nach Lugol

Carl Roth

Isopropanol

Sigma-Aldrich

Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid

Carl Roth
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Kalimdihydrogenphosphat (KH.PO4)

Fisher Scientific

Kaliumacetat Merck
Kaliumchlorid Carl Roth
Kaliumglutamat Sigma-Aldrich
Kanamycin Carl Roth
Kupfer(ll)-chlorid Carl Roth

Losliche Starke

Becton, Dickinson and Company (BD)

Lysing Matrix B Gefaf}

MP Biomedicals

Magnesiumchlorid-Hexahydrat Carl Roth
Magnesiumsulfat Merck
Maisstarke (Mondamin Speisestarke) Unilever
D-Maltose-Monohydrat Merck
Mangan(ll)-chlorid Sigma-Aldrich
MaXtract High Density Tube (2ml) Qiagen
B-Mercaptoethanol VWR
Methanol Sigma-Aldrich
Natriumacetat Merck
Natriumchlorid Carl Roth
Natriumcitrat Merck
Natriumhydroxid (NaOH) Sigma-Aldrich
Natriumlaurylsulfat (SDS) 20% Carl Roth
Nonidet P-40 AppliChem

Nutrient Broth

Becton, Dickinson and Company (BD)

Pepton

Becton, Dickinson and Company (BD)

PeqGREEN L&ésung 20.000x

PEQLAB Biotechnologie

Phenol / Chloroform / Isoamylalkohol Carl Roth

Salzsaure Sigma-Aldrich

Soyton Becton, Dickinson and Company (BD)
Streptomycin Sigma-Aldrich

TRIS (Base) Sigma-Aldrich

Trypton Becton, Dickinson and Company (BD)
L-Tryptophan Fluka Analytical

Xylencyanol FF Sigma-Aldrich

Zinkchlorid Carl Roth

Tabelle 1: Chemikalien und Verbrauchsmaterial.

18



2.1.2 Gerate und Instrumente

Bezeichnung

Hersteller

Blchi Rotavapor R-210

BUCHI Labortechnik

Bichi Vacuum Controller V-855

BUCHI Labortechnik

Blchi Vacuum Pump V-700

BUCHI Labortechnik

Centrifuge 5415R Eppendorf AG
Certomat U + Certomat HK B. Braun
Concentrator Plus Eppendorf AG
Destamat Bi 18 E Heraeus

E-Box VX5

Vilber Lourmat

Electrophoresis Power Supply EPS 301

GE Healthcare

FastPrep-24 Instrument

MP Biomedicals

Fedegari FVS3

Fedegari Autoclavi

Function Line B12

Heraeus

Function Line B6

Heraeus

HPLC 1100 Series

Agilent Technologies

HPLC 1200 Series

Agilent Technologies

iCycler Thermal Cycler

Bio-Rad Laboratories

LC/MSD Ultra Trap System XCT 6330

Agilent Technologies

MaXis 4G

Bruker Daltronics

Mettler PM600

Mettler-Todelo

MicroPulser Electroporator

Bio-Rad Laboratories

MR Hei-Standard

Heidolph Instruments

Multifuge 1 S-R

Heraeus

NanoDrop 1000 Spectrophotometer

Thermo Fisher Scientific

New Brunswick innova44

New Brunswick Scientific

Novaspec Il Spectrophotometer

Pharmacia LKB

peqSTAR 96x Universal Gradient

PEQLAB Biotechnologie

PerfectBlue Gelsystem Midi ExW

PEQLAB Biotechnologie

PerfectBlue Gelsystem Mini L

PEQLAB Biotechnologie

Sartorius A120S

Sartorius AG

Sartorius MC210P

Sartorius AG

Sonorex RK 510 Transistor

BANDELIN electronic

Sprout Mini Centrifuge

Heathrow Scientific

Systec DE-23

Systec

Systec VX-150

Systec
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Thriller Thermo-Inkubationsmischer

PEQLAB Biotechnologie

UltiMate 3000 HPLC Series

Thermo Fisher Scientific

Vortex-Genie 2

Scientific Industries

Tabelle 2: Gerate und Instrumente.

2.1.3 HPLC-Saulen

Bezeichnung

Hersteller

Reprosil Pur Basic-C18
(250 mm x 2 mm, 5 um)

Dr. Maisch

Nucleodur PolarTec
(250 mm x 4,6 mm, 5 ym)

Macherey-Nagel

Nucleodur PolarTec
(250 mm x 10 mm, 5 pm)

Macherey-Nagel

Luna® Omega Polar C18 Phenomenex
(250 mm x 4,6 mm, 3 ym)

Tabelle 3: HPLC-Saulen.

2.1.4 Enzyme und Kits
Bezeichnung Hersteller

Diverse Restriktionsendonukleasen
+ CutSmart® Buffer
+ S-Adenosylmethionin (fur Bael)

New England Biolabs

Gibson Assembly® Master Mix

New England Biolabs

iScript Reverse Transcriptase

Bio-Rad Laboratories

Lysozym

SERVA Electrophoresis

peqGOLD Cycle-Pure Kit

PEQLAB Biotechnologie

peqGOLD Gel Extraction Kit

PEQLAB Biotechnologie

Pfu DNA Polymerase

Eigenherstellung im Arbeitskreis

Q5% High-Fidelity DNA Polymerase
+ Q5 Reaction Buffer (5x)

New England Biolabs

RNAprotect Bacteria Reagent

Qiagen

RNase A

Macherey-Nagel

RNase-Free DNase Set

Qiagen

RNeasy Mini Kit

Qiagen

Taq DNA Polymerase

Eigenherstellung im Arbeitskreis

T4 DNA Ligase
+ T4 DNA Ligase Buffer (10x)

New England Biolabs

Tabelle 4: Enzyme und Kits.

20



2.1.5 Puffer und Losungen

Sofern nicht anders angegeben, wurde als Losungsmittel stets frisches doppelt-destilliertes

Wasser verwendet, welches mit dem Gerat Destamat Bi 18 E (Heraeus) hergestellt wurde.

2.1.5.1 Puffer und Losungen zur Plasmid- bzw. Cosmid-Isolierung aus E. coli

Bezeichnung Inhaltsstoffe Endkonzentration Anmerkungen
Sol | Glucose 50 mM pH-Wert wurde auf
EDTA 10 mM 8,0 eingestellt
TRIS 25 mM RNase wurde frisch
RNase A 100 pg/ml zugegeben
Sol Il NaOH 0,2M wurde stets frisch
SDS 1% (W/v) zubereitet
Sol llI KAc 3M pH-Wert wurde mit
Eisessig auf 5,2
eingestellt
NaAc-Losung NaAc 3M pH-Wert wurde mit
Eisessig auf 5,2
eingestellt
TRIS-Puffer TRIS 10 mM pH-Wert wurde auf

8,0 eingestellt

Tabelle 5: Puffer und Lésungen zur Plasmid- bzw. Cosmid-Isolierung aus E. coli.

2.1.5.2 Puffer und Losungen fur die Agarose-Gelelektrophorese

Bezeichnung Inhaltsstoffe Endkonzentration Anmerkungen
TAE-Puffer (50x) TRIS 2M pH-Wert wurde auf
EDTA 50 mM 7,8 eingestellt
Eisessig 57,1 ml/l
Ladepuffer (6x) Bromphenolblau 30 mg
Xylencyanol FF 30 mg
Glycerol 98% 60 ml
TAE-Puffer (50x) 0,5 mi
H.O ad 100 ml

Tabelle 6: Puffer und Lésungen fur die Agarose-Gelelektrophorese.

2.1.5.3 Losungen fiir die Blau-WeiB-Selektion

Bezeichnung Inhaltsstoffe Endkonzentration Anmerkungen
IPTG-Lésung IPTG 33 mM sterilfiltriert
X-Gal-Lésung X-Gal 2% (w/v) in DMSO

Tabelle 7: Losungen fir die Blau-Weil-Selektion.
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2.1.5.4 Puffer fiir die PCR-Reaktion

Folgender Puffer wurde fir sdmtliche PCR-Ansatze mit der im Arbeitskreis eigens hergestell-

ten Tag-Polymerase bzw. dem ebenfalls eigens hergestellten Gemisch aus Tag- und Pfu-Po-

lymerase (10:1) verwendet. Fir die Q5® High-Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs)

wurde stattdessen stets der im Lieferumfang enthaltene Q5 Reaction Buffer (5x) verwendet.

Bezeichnung Inhaltsstoffe Endkonzentration Anmerkungen
Taq-Puffer (10x) TRIS 100 mM pH-Wert wurde auf
KClI 500 mM 9,0 eingestellt
Nonidet P-40 0,8% (w/v)
MgCl. 15 mM

Tabelle 8: Puffer fir die PCR-Reaktion.

2.1.5.5 Puffer und Losungen zur RNA-Isolierung aus Bacillus subtilis

Fur die RNA-Isolierung aus Bacillus subtilis wurden die separat erhaltlichen Kits RNAprotect

Bacteria Reagent, RNeasy Mini Kit und RNase-Free DNase Set verwendet (alle: Qiagen).

Bezeichnung Inhaltsstoffe Endkonzentration Anmerkungen
TE-Puffer TRIS 10 mM pH-Wert wurde auf
EDTA 1TmM 8,0 eingestellt
Gemisch aus Lysozym 5% (w/v) wurde stets frisch
Lysozym + in TE-Puffer zubereitet
TE-Puffer
Gemisch aus B-Mercaptoethanol 1% (vIv) RLT-Puffer ist Be-
B-Mercaptoethanol in RLT-Puffer standteil des
+ RLT-Puffer RNeasy Mini Kits
Gemisch aus DNase | 20yl (c=2,73 Beide: Bestandteil
DNase | + Kunitz units/ul) des RNase-Free
RDD-Puffer RDD-Puffer 140 pl DNase Set

Tabelle 9: Puffer und Lésungen zur RNA-Isolierung aus Bacillus subtilis.

2.1.5.6 Antibiotika-L6sungen

Antibiotikum Lésungsmittel ¢ (Stammlésung) ¢ (im Medium)
[mg/ml] [ug/ml]
Apramycin H20 50 50
Carbenicillin H.O 50 50
Chloramphenicol Ethanol 70% (v/v) 25 25 E. coli
5 B. subtilis
Kanamycin H20 50 50
Streptomycin H20 50 50

Tabelle 10: Antibiotika-Lésungen.

22



Samtliche Antibiotika-Lésungen wurden bei -20°C gelagert. Alle in Wasser gelésten Stamml6-
sungen wurden direkt nach der Zubereitung sterilfiltriert. Sofern nicht anders angegeben, wur-
den pro 1 ml Medium je 1 pl Stammlésung zugegeben. Bei Festmedien erfolgte die Antibio-
tikazugabe zur handwarmen Lésung kurz vor dem GielRen der Platten. Fir die Selektion mit
Chloramphenicol wurden fiir E. coli und Bacillus subtilis jeweils unterschiedliche Endkonzent-

rationen verwendet. Bei E. coli betrug diese 25 ug/ml und bei Bacillus subtilis 5 ug/ml.

2.1.6 Medien

Fir die Herstellung samtlicher Medien wurde stets frisches doppelt-destilliertes Wasser ver-
wendet. Die pH-Wert Einstellung erfolgte durch Zugabe von 1 M HCI bzw. 1 M NaOH (sofern
nicht anders angegeben). Festmedien wurde vor dem Sterilisationsprozess Agar in einer Kon-
zentration von 2% (w/v) zugegeben. Die Sterilisation erfolgte durch Autoklavieren bei 121°C
und 2 bar fur 20 min. In der Regel wurden die Medien auf 50-100 ml aliquotiert und in Erlen-
meyerkolben bei Raumtemperatur gelagert. Hitzeempfindliche Medienbestandteile wurden in
Lésung sterilfiltriert und vor Verwendung direkt zugegeben. Fir das GieRen von Festmedien
wurden diese zunachst in der Mikrowelle verflussigt. Nach Abkuhlen auf ca. 50°C wurden ggdfs.

Antibiotika-Lésungen zugesetzt und anschlief3end die Medien in Petrischalen gegossen.

LB-Medium (Luria-Bertani) (Sambrook et al. 2001)

Hefeextrakt 5,0 g
NaCl 10,0 g
Trypton 10,0 g
H.O ad 1000 ml

Der pH-Wert wurde auf 7,0 eingestellt.

SOB-Medium (Super Optimal Broth) (Sambrook et al. 2001)

Hefeextrakt 5,0 g
KCI 0,186 g
NaCl 05 g
Trypton 20,0 g
H20 ad 1000 ml

Der pH-Wert wurde auf 7,0 eingestellt.
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SOC-Medium (Sambrook et al. 2001)

Hefeextrakt 5,0 g
KCI 0,186 g
NaCl 05 g
Trypton 200 g
H.0 ad 1000 ml

Der pH-Wert wurde auf 7,0 eingestellt.

Nach dem Autoklavieren wurden 20,0 ml einer sterilfiltrierten 2 M Glucose-Lésung zugegeben.

P-Medium (Fronko et al. 2000)

Ldsliche Starke 10,0 g
D-Maltose 20,0 g
Soyton 10,0 g
Spurenelemente-Losung 5,0 ml
H.O ad 1000 ml

Der pH-Wert wurde auf 6,7 eingestellt.

Spurenelemente-Losung:

ZnCl; 40 mg
FeCls x 6 H20 2000 mg
CuClz x 2 H.O 10 mg
MnCl; x 4 H,O 10 mg
Na2B4O7 x 10 H.0 10 mg
(NH4)sM07024 x 4 H,O 10 mg
H.O ad 1000 ml

MNGE-Medium (Harwood et al. 1990)

MN-Medium (10x) 920 ul
H20 8,28 ml
Glucose 20% (w/v) 1,0 mi
K-Glutamat 40% (w/v) 50 ul
Ammoniumeisen(lll)-citrat (2,2 mg/ml) 50 ul
L-Tryptophan (5 mg/ml) 100 pl
MgSO4 (1 M) 30 ul
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MN-Medium (10x):
KzHPO4 X3 Hzo 136 g

KH2PO4 60 g
Natriumcitrat 10 g
H.0 ad 1000 ml

Die Bestandteile wurden einzeln hergestellt und separat steriffiltriert (H.O wurde autoklaviert).

Vor Gebrauch wurden die Bestandteile zum MNGE Medium zusammengeflgt.

Expression-Mix

Casaminosauren 10% (w/v) 250 i
Hefeextrakt 5% (w/v) 500 pi
H20 250 i
L-Tryptophan (5 mg/ml) 50 I

Die Bestandteile wurden einzeln hergestellt und separat steriffiltriert (H.O wurde autoklaviert).

Vor Gebrauch wurden die Bestandteile zum Expression-Mix zusammengefigt.

FR-Produktionsmedium (Ochi et al. 1989)
Corn steep liquor 20,0 g

NaCl 50 g
Polypepton 20,0 g
H.O ad 1000 ml

Der pH-Wert wurde auf 7,5 eingestellt.

Maisstarke-Medium (zum AamyE-Nachweis)

Nutrient Broth 7,5 g
Maisstarke 5,0 g
Agar 1,5 g
H20 ad 1000 ml

Der Starkenachweis mit Lugol'scher Lésung zeigte die deutlichsten Ergebnisse, wenn das Me-

dium mit reiner Maisstarke (z.B. Mondamin) hergestellt wurde.
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2.1.7 Primer

Alle verwendeten Primer wurden von Eurofins Genomics in Form von ,,Custom DNA Oligos in
Tubes® bezogen. Nach Lieferung wurden diese in TRIS-Puffer (10 mM, pH8) geldst und hierbei

auf eine Konzentration von 100 uM eingestellt. Die Aufbewahrung erfolgte stets bei -20°C.

Nr. Bezeichnung Sequenz (5°-3°)
Primer zur Amplifikation der 45 gBlocks®:
1 BC1_f AAAAATATTTTACATGGATCTAGG
2 BC1_r ATGGAAGATTAGCCTTTAAG
3 BC2_f GATCTGAATCCTTAAAGGCTAATC
4 BC2 r CTGAATGGTGATTCTAAAGGTAAC
5 BC3_f TGCTTTGTTACCTTTAGAATC
6 BC3 r TAAACGTCTAATGGTAGAATC
7 BC4_f AAGTTTCCTGATTCTACCATTAG
8 BC4 r TCAATGAAGGCTAATCCAAATC
9 BC5_f AACGAAGGGATTTGGATTAG
10 BC5_r CTCCAACCAGCACAATAG
11 BC6_f GAATGTTAGGATCTATTGTGC
12 BC6_r ACCTATATTTGAAATCGTAGATTC
13 BC7_f GGTAACGAATCTACGATTTC
14 BC7_r TAGGTACGGCAATACCAG
15 BC8_f GAATTTCAACACCTGGTATTGC
16 BC8 r TGGCTGGAGCTATGATAGTAC
17 BCO_f TATCGATTGGTACTATCATAGCTC
18 BCO r ATTGGGTCGATCAAGGTG
19 BC10_f CACCTATAACATCACCTTGATC
20 BC10_r CAATAAGGGATGTAACAGCG
21 BC11_f ATTCTGCAGTCGCTGTTAC
22 BC11_r GTAGACAAGATCTCAAATTCTGAATC
23 BC12_f TCCAGATTCAGAATTTGAGATCTTG
24 BC12_r ATGATTGGGCCACCTTCTG
25 BC13_f ACGATTCACGGCAGAAGG
26 BC13_r GTGTTGATTTAAAGGTGGAGATCTAC
27 BC14.1_f CTTCGTAGATCTCCACC
28 BC14.1_r TTTAAGAATATATTGACATTTATTGAC
29 BC14.2_f CCAAGAGCAGTCAATAAATGTCA
30 BC14.2_r GTGCCCCGCGAAAGTTC
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31

BC14.3 f

ATGAGGATCATTGGAACTTTCG

32 BC14.3_r CCCGAAGCTTTCTGCTAAC

33 BC15_f GCTACTCAACAGTTAGCAG

34 BC15_r TACTCCTAAGCGTAGAATTGAC

35 BC16.1_f GCACCAGAGTCAATTCTAC

36 BC16.1_r CTGGATTTAATTTCTTCTGGAGAAC
37 BC16.2_f TAATGGTTCTCCAGAAGAAATTAAATC
38 BC16.2_r CGGATGATTGTATCCACAAC

39 BC16.3_f TTAAATGCAAGTTGTGGATACAATC
40 BC16.3_r CTGTTTCAGTTGCTTCAGAAC

41 BC17_f GTACTAGCGGTTCTGAAGC

42 BC17_r TTACTTGGATTGTAGCCAAAGC

43 BC18_f CAGCTGCAGCTTTGGCTAC

44 BC18_r CAGTCTATTGATAAATAGACTGTGGC
45 BC19.1_f CAGTCTATTTATCAATAGACTGTG

46 BC19.1_r AGAAAAAGCGTATGAAACAATTATC
47 BC19.2_f TCGAGTGGTTGAAGATAATTG

48 BC19.2_r TCAATTAGAGTTCGATAGAACTC

49 BC20_f AAGTAAAGAGTTCTATCGAACTC

50 BC20_r ATTGCAGCGATTACCAGATC

51 BC21_f GGCAAATTTGGATCTGGTAATC

52 BC21_r GGCAATCTCCTGCAATTTC

53 BC22_f AAGAACCAGTTGAAATTGCAG

54 BC22_r CAAAATGTAGGACTAGGTGTTG

55 BC23_f TTTCATTGCAACACCTAGTC

56 BC23_r ATAGGTATAGCAACGGGAC

57 BC24_f AATCCAAGTTCGTCCCGTTG

58 BC24_r TAGTACCGGAAGCGATTCG

59 BC25_f CTTTAAGTTTACGAATCGCTTC

60 BC25_r TCAACATATTCCATCGGAAAC

61 BC26_f ACCCATGCTGTTTCCGATG

62 BC26_r GTTATAATTCCATGTGGAGGTATAGG
63 BC27_f TTTCCCTATACCTCCACATG

64 BC27_r TCGCTATTCAATTATCAACTTGC

65 BC28_f AAATAATGCAAGTTGATAATTGAATAG
66 BC28_r GATATCACCATCTAAGCTGC

67 BC29_f TGTTCAGTTCGCAGCTTAG
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68 BC29 r ATTTAATAGACTCTTTGACTACTTCTG
69 BC30_f CATCAGAAGTAGTCAAAGAGTC
70 BC30_r GTTACTTGACGAGGTAACC
71 BC31_f TCTAATCCTGAGGTTACCTC
72 BC31_r ACATTGGAAGTATCATGTCTTTAG
73 BC32_f GCAATTCCTAAAGACATGATACTTC
74 BC32_r AGCACATGCTGTCTTAACAG
75 BC33_f GGTACTCCAACTGTTAAGAC
76 BC33_r AATTACAGAAGGGCAGAATAC
77 BC34 f GTAATTACTGTATTCTGCCCTTC
78 BC34 r AGTCGCTACAAAGTACAGG
79 BC35_f CTGTTTCGATACCTGTACTTTG
80 BC35_r CCGTGGATAGTCAAATAACTATG
81 BC36_f GAAGATGCATAGTTATTTGACTATC
82 BC36_r CCTCGAAGATACATTAGGATG
83 BC37_f CTAATATCCCATCCTAATGTATCTTC
84 BC37_r AAAGCTTGGTTTGGAGGAAG
85 BC38_f ATTGGCTAGACTTCCTCC
86 BC38_r AATTAGAAACTGAAACCGCAG
87 BC39 f AAACATACCCTGCGGTTTC
88 BC39 r GTAGGGAACCTAAATTTGGGAATC
89 BC40_f CTAATCGATTCCCAAATTTAGGTTC
90 BC40_r GTAAACTCAATGCTCCTAAGAAAG
Alternative Primer zur Amplifikation der gBlocks® BC18, BC19.1, BC26 und BC34:
91 BC18_2f CAGCTGCAGCTTTGGC
92 BC18 2r CAGTCTATTGATAAATAG
93 BC19.1_2f CAGTCTATTTATCAATAG
94 BC19.1_2r AGAAAAAGCGTATGAAAC
95 BC26_2f ACCCATGCTGTTTCC
96 BC26_2r GTTATAATTCCATGTG
97 BC34_2f GTAATTACTGTATTCTGCC
98 BC34_2r AGTCGCTACAAAGTACAG
Primer zur Vektor-Amplifikation (Schritt 1):
99 pBlue_sk_+_1f CTCAGTCCTAGATCCATGTAAAATATTTTTCACTGCATCG
AATTCCTGCAGCCCGG
100 | pBlue_sk_+_1r AAGTTTCCTGATTCTACCATTAGACGTTTACACTGCTCGA

TACCGTCGACCTCGAG
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101

pBlue_sk + 2f

TAAACGTCTAATGGTAGAATCAGGAAACTTCACTGCATC
GAATTCCTGCAGCCCGG

102 | pBlue_sk_+_2r GGTAACGAATCTACGATTTCAAATATAGGTCACTGCTCG
ATACCGTCGACCTCGAG

103 | pBlue_sk_+_3f ACCTATATTTGAAATCGTAGATTCGTTACCCACTGCATCG
AATTCCTGCAGCCCGG

104 | pBlue_sk_+_3r CACCTATAACATCACCTTGATCGACCCAATCACTGCTCG
ATACCGTCGACCTCGAG

105 | pBlue_sk_+_4f ATTGGGTCGATCAAGGTGATGTTATAGGTGCACTGCATC
GAATTCCTGCAGCCCGG

106 | pBlue_sk_+ 4r ACGATTCACGGCAGAAGGTGGCCCAATCATCACTGCTC
GATACCGTCGACCTCGAG

107 | pBlue_sk_+_5f ATGATTGGGCCACCTTCTGCCGTGAATCGTCACTGCATC
GAATTCCTGCAGCCCGG

108 | pBlue_sk_+_5r GCACCAGAGTCAATTCTACGCTTAGGAGTACACTGCTCG
ATACCGTCGACCTCGAG

109 | pBlue_sk_+ 6/16f | TACTCCTAAGCGTAGAATTGACTCTGGTGCCACTGCATC
GAATTCCTGCAGCCCGG

110 | pBlue_sk_+ 6/19r | AAGTAAAGAGTTCTATCGAACTCTAATTGACACTGCTCGA
TACCGTCGACCTCGAG

111 | pBlue_sk_+_7f TCAATTAGAGTTCGATAGAACTCTTTACTTCACTGCATCG
AATTCCTGCAGCCCGG

112 | pBlue_sk_+ 7r TTTCATTGCAACACCTAGTCCTACATTTTGCACTGCTCGA
TACCGTCGACCTCGAG

113 | pBlue_sk_+_8f CAAAATGTAGGACTAGGTGTTGCAATGAAACACTGCATC
GAATTCCTGCAGCCCGG

114 | pBlue_sk_+ 8r ACCCATGCTGTTTCCGATGGAATATGTTGACACTGCTCG
ATACCGTCGACCTCGAG

115 | pBlue_sk_+_Of TCAACATATTCCATCGGAAACAGCATGGGTCACTGCATC
GAATTCCTGCAGCCCGG

116 | pBlue_sk_+ Or TGTTCAGTTCGCAGCTTAGATGGTGATATCCACTGCTCG
ATACCGTCGACCTCGAG

117 | pBlue_sk_+ 10f | GATATCACCATCTAAGCTGCGAACTGAACACACTGCATC
GAATTCCTGCAGCCCGG

118 | pBlue_sk_+ 10r | CAATTCCTAAAGACATGATACTTCCAATGTCACTGCTCGA
TACCGTCGACCTCGAG

119 | pBlue_sk_+ 11f | CATTGGAAGTATCATGTCTTTAGGAATTGCCACTGCATC
GAATTCCTGCAGCCCGG

120 | pBlue_sk_+ 11r | CTGTTTCGATACCTGTACTTTGTAGCGACTCACTGCTCG

ATACCGTCGACCTCGAG

121

pBlue_sk + 12f

AGTCGCTACAAAGTACAGGTATCGAAACAGCACTGCATC
GAATTCCTGCAGCCCGG

122

pBlue_sk_+_12r

ATTGGCTAGACTTCCTCCAAACCAAGCTTTCACTGCTCG
ATACCGTCGACCTCGAG
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123 | pBlue_sk_+_13f AAAGCTTGGTTTGGAGGAAGTCTAGCCAATCACTGCATC
GAATTCCTGCAGCCCGG

124 | pBlue_sk_+_13r TTTTATCTTTCTTAGGAGCATTGAGTTTACCACTGCTCGA
TACCGTCGACCTCGAG

125 | pBlue_sk_+ (14)f | GTGTTGATTTAAAGGTGGAGATCTACGAAGCACTGCATC
GAATTCCTGCAGCCCGG

126 | pBlue_sk_+_(14)r | GCTACTCAACAGTTAGCAGAAAGCTTCGGGCACTGCTCG
ATACCGTCGACCTCGAG

127 | pBlue_sk_+_(16)r | GTACTAGCGGTTCTGAAGCAACTGAAACAGCACTGCTCG
ATACCGTCGACCTCGAG

128 | pBlue_sk_+_ (19)f | AATAGCCACAGTCTATTGATAAATAGACTGCACTGCATC
GAATTCCTGCAGCCCGG

Primer zur Sub-Block Sequenzierung:

129 | pBlue_Seq_f GTTGTAAAACGACGGCCAGTG

130 | pBlue_Seq_r GACCATGATTACGCCAAGCTC

131 | Block1_A1f GTAGGAGAGTATTTCTTAGCG

132 | Block1_2f ACCACATGGCATTTAAGGGAG

133 | Block1_1r GAACTGCCCACAATTGCTAGG

134 | Block1_2r TGCTGGTCCAATATGTGTTTC

135 | Block2_1f CCTAGGGATAATAAGATGCCG

136 | Block2_1r CTTCTTCCGTTTTACTTGGTG

137 | Block3_1f GGGTATATTCGGGAGAAAGTG

138 | Block3_2f CGGATGAACAAATAAGAAATACGC

139 | Block3_3f AAATAGGAGTGAAAACGTGAAG

140 | Block3_1r CATTAATCCAGGGCTTTTAGC

141 | Block4_A1f GCCAGTTGGAGGTAGAATAGC

142 | Block4_1r AGCAAAAGCATATGTGACCCC

143 | Block5_1f CCTTCATCCAATGGATTTGGC

144 | Block5_1r AGTATGGGAAGTTCAGTCCAG

145 | Block6_1f CTATTTCATCCACTTGCTTGC

146 | Block6_1r ACCCATGGACTTCAACTTACC

147 | Block7_1f AAGTAGTGATTGGCAATCTCC

148 | Block7_1r ATCAAATCCAAAACTGCTCCC

149 | Block8_1f GAGCTACTATTATTGCATCCC

150 | Block8_1r TATTCGATATCGTCTGCTTCC

151 | Block9_1f GTTAATAAGGCTAGCAAGCAG

152 | Block9_1r TTTCTACTGCTCCTTCTCTTG

153 | Block10_1f CATAGTTGGGAGAAGTGGATG

154 | Block10_1r GTTGGAACAGGTACTCCATTC

30



155 | Block11_1f GGAGAAGTAGTAGCAAGTTTG

156 | Block11_2f ATACAGAGTTAGAGAAGGAGC

157 | Block11_1r TGAGAACTCCTGATGTTGTTG

158 | Block12_1f CGGTTGGTATAGGTAGACAAG

159 | Block12_1r TGCGGATACTCAGGCTAACAC

160 | Block13_1f TAGGTGCTTCTAATAATGGTG

161 | Block13_2f AGCTGAATATTGTCCAAAGG

162 | Block13_1r TTAAATCCACACGACTCTGTC

Primer zur Vektor-Amplifikation (Schritt 2):

163 | pBlue_sk_+_Af CACCTATAACATCACCTTGATCGACCCAATCACTGCATC
GAATTCCTGCAGCCCGG

164 | pBlue_sk_+_Ar CTCAGTCCTAGATCCATGTAAAATATTTTTCACTGCTCGA
TACCGTCGACCTCGAG

165 | pBlue_sk_+ Bf AAGTAAAGAGTTCTATCGAACTCTAATTGACACTGCATCG
AATTCCTGCAGCCCGG

166 | pBlue_sk_+_Br ATTGGGTCGATCAAGGTGATGTTATAGGTGCACTGCTCG
ATACCGTCGACCTCGAG

167 | pBlue_sk_+_Cf CAATTCCTAAAGACATGATACTTCCAATGTCACTGCATCG
AATTCCTGCAGCCCGG

168 | pBlue_sk_+_Cr TCAATTAGAGTTCGATAGAACTCTTTACTTCACTGCTCGA
TACCGTCGACCTCGAG

169 | pBlue_sk_+_ Df TTTTATCTTTCTTAGGAGCATTGAGTTTACCACTGCATCG
AATTCCTGCAGCCCGG

170 | pBlue_sk_+_Dr CATTGGAAGTATCATGTCTTTAGGAATTGCCACTGCTCG
ATACCGTCGACCTCGAG

Primer zur Sub-Sub-Block Sequenzierung:

171 | BlockA_1f GCTTTCATTCTCAATATCCCC

172 | BlockA_2f TCACATACCACCCACCTTCTC

173 | BlockA_3f GTATTCTTGCAAAACCATGTG

174 | BlockA_4f CGGCATCTTATTATCCCTAGG

175 | BlockA_1r ATACCAGGTGTTGAAATTCGC

176 | BlockA_2r GTATCCAAAAGTGATGCTCAG

177 | BlockA_3r TAGGTGGAGGATTTGGTTATG

178 | BlockB_1f TCATATTATCGTCCCCCTATC

179 | BlockB_2f TGGTGCGGTAGAATCATTTCC

180 | BlockB_3f AAATTCTCACCTTTAAC

181 | BlockB_4f AACATCTAGCTCTCTACAG

182 | BlockB_1r AACGGCACTCTTGGCATCGAG

183 | BlockB_2r TAAGCGTAGAATTGACTCTGG
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184 | BlockB_3r TTATTGACTGCTCTTGGTAAC
185 | BlockB_4r GAATCGTTTAGCTCAGATATATC
186 | BlockB_5r CTCGAAAATAGCCACAGTC
187 | BlockC_1f CGTGCTAGAGATACATTCTGC
188 | BlockC_2f GTCCTTAGCTCTTTCAAGTATAG
189 | BlockC_3f AGTCCCAAATACCACCATTCC
190 | BlockC_4f CCCATAATCTCACACCGATCC
191 | BlockC_1r GTGAAGTGTGAAAATGCGTTC
192 | BlockC_2r CGTTACTCTGTTATTGCAGAAG
193 | BlockC_3r TGATTTAGGTGTATGGGAGGC
194 | BlockD_1f ACGTCTTGTGCAGAAATTGC
195 | BlockD_2f TATATTGCAGAACCTATGGC
196 | BlockD_3f CAAACTTGCTACTACTTCTCC
197 | BlockD_4f CTTTCGGCATATGCGAGGTAG
198 | BlockD_1r GCAAGATCGTATCTTTGTAGTAG
199 | BlockD_2r AATTACTACCTCGCATATGCCG
200 | BlockD_3r ATTTGCAAGGGATGATGAACG
201 | BlockD_4r TTTAGAGACAGAGTCGTGTGG
Primer zur finalen Sequenzierung im SuperCos Vektor:
202 | SC1TR01_Seq_f GCCACCTGACGTCTAAGAAAC
203 | SC1TR01_Seq_r CCGTGGAATGAACAATGGAAG
204 | X_1f CACTTTCTCCCGAATATACCC
205 | X _1f 2 GGATTTCACCTATAACATCACC
206 | X_1r GGGGTCACATATGCTTTTGCT
207 | X _2f GCAAGCAAGTGGATGAAATAG
208 | X 2r GGGAGCAGTTTTGGATTTGAT
209 | X _3f CATCCACTTCTCCCAACTATG
210 | X 3r CAACAACATCAGGAGTTCTCA
Primer zur Sequenzierung nach Umklonierung in den Vektor pBS1C:
211 | pBS1C_Seq_f ATTATGCCGCGATTTCCAATG
212 | pBS1C_Seq_r ACATGAGAATTGACACCTTGC
213 | pBS1C-BC-Cluster | TATGGATTTGAGCGAGTTGAG
214 | pBS1C-BC-Clust-r | GGTTCCCTACTAACGAAATCTG
Primer fur die RT-PCR:
215 | BC_RT_1f AATGCTCAACTCGCTCAAATC
216 | BC_RT _1r ATATCGCGGATGCTATCAATC
217 | BC_RT_2f ATTGGCTATTCTACCTCCAAC
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218 | BC_RT_ 2r GGACAATTGAGTCTGCTAAAC

219 | BC_RT_3f TTGTGAACATCCAAGTGGAAG

220 | BC_RT_3r TACTTGGATTGTAGCCAAAGC

221 | BC_RT_4f CTGGTATTGCACTTAAGACAC

222 | BC_RT 4r TGCAGAATGTATCTCTAGCAC

223 | BC_RT_5f ATGCATAGAAGGATTATCCCC

224 | BC_RT_b5r TTTTGGTGGATCATCTCTTCC

225 | CAT_RT_1f AGAACTGGTTACAATAGCGAC

226 | CAT_RT_A1r TTAGGCCTATCTGACAATTCC

227 | GAP_RT_1f ATCCTGAAGTTGAGGTAGTAG

228 | GAP_RT_1f TGTTGGGATGATGTTTTCAGC

Primer fur die Integration der Promotoraustauschkassetten:

229 | BS_1promcas01_ | TAATTTTATATAGTTTTTTGCAGTATTTACTCTACTCATGT
long_f TTGTCCTCCTTATTAGTTAA

230 | BS_1promcas01_ | CTTGCCCTTTTTTGCCGGACTGCAGCGGCCGCTACTAGT
long_r GTTTAAACTTATTTGCCGAC

231 | BS_2promcas01_ | ACCTTTGTGTTTTTTTAATTGTTCTTCGTAGATCTCCACGT
long_f CGATCAAACCCCTTCCA

232 | BS_2promcas01_ | ATTATAAATTAATAAGTCCAATGCCTGAGATAACTTCATT
long r CTAAAATCCTCCTTAAGAGCGC

233 | BS_1prom_f ATTGTCCCCATTTGGCTCATC

234 | BS_1prom_r ATAAGGGTAACTATTGCCGATG

235 | BS_2prom_f CTAGTATGGGAAGTTCAGTCC

236 | BS_2prom_r GCGAAAGTTCCAATGATCCTC

Primer fiir die Integration des gBlocks® ,BS_2genecas_01*

237 | BS_2genecas_ GGATCCTAGAAGCTTATC
01_f

238 | BS_2genecas_ ATGTTAAGAGGGGTATTTC
01 r

239 | 2genecas_Seq_f ATTATGCCGCGATTTCCAATG

240 | 2genecas_Seq_r TATGGATTTGAGCGAGTTGAG

241 | 2genecas_Seq_2f | GCCTTTTGATATTCTTCAGAC

242 | 2genecas_Seq_2r | CTCCTGAATATAAGTGTTTAG

243 | 2genecas_Seq_1f | GAAGATACCTGCAAGAATGTC

244 ?gsefnecas_Seq_ CATTGCACTCCACCGCTGATG

245 | 2genecas_Seq_3r | GTCTGAAGAATATCAAAAGGC

Tabelle 11: Bezeichnungen und Sequenzen (5°-3°) der eingesetzten Primer.
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2.1.8 gBlocks®
Samtliche gBlocks® wurden von Integrated DNA Technologies (= IDT, Coralville, USA) bestellt.

Die Rekonstitution erfolgte gemal den Herstellerangaben. Hierzu wurden die gelieferten Re-
aktionsgefalRe zunachst kurz abzentrifugiert (10 s, 5000 rpm, 4°C) und anschlief3end ein ent-
sprechendes Volumen TRIS-Puffer (10 mM, pH8) zugegeben, um eine DNA-Konzentration
von 20 ng/ul zu erhalten. Nach grindlichem Mischen wurden die Gefalde auf dem Thriller
Thermo-Inkubationsmischer (PEQLAB Biotechnologie) fur 20 min bei 50°C inkubiert, um ein
vollstandiges Lésen der DNA zu gewahrleisten. Die Lagerung der gBlocks® erfolgte bei -20°C.

Folgende Tabelle zeigt die DNA Sequenzen der in dieser Arbeit verwendeten gBlocks®.
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Nr.

Bezeich-
nung

GroRke
[bp]

Sequenz (5°-3%)

gBlocks® zur Rekonstruktion des Genclusters aus Bacillus cereus VD169:

BC1

594

AAAAATATTTTACATGGATCTAGGACTGAGGTTTACACAAATACTAAATATTATATCGTAAGTCCAATTGGTGCCACTAGCAAATTCACTGTAAAAATATACGCT
ATTACAAATTAGAAAATAAAAGAATCCCATTGGAGTTCCTTTTTGATGGAATACCATTGGGATTCTTTTCTGCTTTCATTTCGTAAACATATGGAAGATGAAATT

AATCATCGTGGACAAATAAGAACAATTAAGCGATTAATGGGAATGAATAAATAAATCTTATTCAACCAAAGGATGCTTTACTTGAGAAAATCACTAGAAGAGTC
AAATGCTAACTATGAACTGCCCACAATTGCTAGGTTTTGTTTAACAATTGGGGGCAGTTCATTTATAGCGTATAGGTAAGCAGCTTTTTGTTAATCATGAGGTA
GATATTTTTAGCTAAAAAACCGATAATAGAAATATATTACAGCTTATGACCCGTTTTTATACGTATCTGGGCTGAACCCCTATTATGTTTCAATTAGAATGATGG
CCTAGTTTGAAATACCCCTCTTAACATTTTTCGTTTTTGTTGATCTGAATCCTTAAAGGCTAATCTTCCAT

BC2

643

GATCTGAATCCTTAAAGGCTAATCTTCCATGAGAAATCTTATCATTTGCCATTATAATCCCTTGATTATTTAGTAATAAAAACTCTTTGTAATGTTTATTTCCTGG
CTGTGCTTTATCTTTCAAAAATGAAAAAGCTTGTTCCAAATGCTCAACTCGCTCAAATCCATATTCCCAATAAGCAGTATGATCTAGAGTGAAACGTGTAACAA
TTTCCCCATTTTCAATAGCAAATGCTGGTCCAATATGTGTTTCTTCAAATATAATATCAGCCTTGCGCTTTAAACTTTCTTCATGGAACAAGGAAAGAGCCACTT
CTGGATTTACTGTTACAAGTTCAGCAAAAGCATCCATGGTATGAAAGAGTATTGATTTTCCTCCCTCAGCTGCCATAGACTCACAAAACAGTAATGTAGTTTTC
AATTCTCCAATTTTATTTACTGTTCCATCAGAATGTAATCCTTGATTATTATCTCCCTTAAATGCCATGTGGTTATTTTCATTTCCAGCTGTAATTACATTTAATTT
ATTAGATTGATACATTTGAGAATTCTTTTTATAGTGATTTGGTACAAAAGGATTTCCAAGATTGATAGCATCCGCGATATTATAAATTGCTTTGTTACCTTTAGAA
TCACCATTCAG

BC3

719

TGCTTTGTTACCTTTAGAATCACCATTCAGTTCATATATAACAAATCCATATTGGTAGTATCTTTCAACTAACTCTTTTACTTCATAATCTCTAATCTCATCAATAT
TCTCAATAATTACTGGTTTTAAAGGGTTCTCATGATTGAAACCATTGGTATTTGTTTTTTCTAATGCTATACGTATTTCATCAAGTGAAGGTTGTTTATTTATTAA
TTGTGCTTTCATTCTCAATATCCCCATTCATTATAATTTTATTAAATAAGTTCGTATTAAAATTACATTTAGCTTGTTTTGGTGAACGCGCTAAGAAATACTCTCC
TACATTATTAATAAAAATTTCAGCTGGTTCATCATGTGATAAAAATTGTAACCTAGAAGATGTTAACGCGTATGCACCATTATTAGGAAAAATGATATAATCACC
TTTTTCTACACTTGGCAATGTTGCTTTATACTTAAGTATGTCGTTAGGTGTACATAATTTCCCCACAATAGAAGCTTTATTTTCTAATATTTTCTCTCGTAAAGGG
AGAATTATAATGTCTTCCTGTTCTCCAGAAAACATTTTAGAAAAACGAGACTCTCCCGGAATATGATGTGTCCCACCATCTACAAAAATATAGGTCATATCTTCT
CTTTCTTTTGTATATAAAACTCGCGTCACATACCACCCACCTTCTCTCGCTAAAAAGTTTCCTGATTCTACCATTAGACGTTTA

BC4

674

AAGTTTCCTGATTCTACCATTAGACGTTTATTACGGAAAAAATCTTGATAGTTTTGCAAAGTAGTATTTAATATGTTACTAAATGATTCTAAATCAAATACTTTTC
TCCCAGTAGGATCATAACCAAATCCTCCACCTAATCCTAAAAACTGGATTGGATACCCTTGAAATTCTAATTTTCTGCCAATTTCTATAAGTTCTGTCCAGCTTT
CTAAATATACTTCGGAATTAAAATTCTCTGAACCTTGAAAAGTATGAAGGCCTATAAATTTTATAAATGGGTTAAGTGGTTTCTCCTCCAACCTTTCTAATAAAT
CTTCAGCTGTAATCCCAAATTGTGAGGAAGAACCCGTCATTTTCAATCCCCTATTTTGATTTTGCGCTAAATATTGATGAATACGAACAGTAATAGAAATATTAC
AATTATATTCATCTGCTAGTTTTTCAATTAAATCTAGTTCTTGCAAATTATCTATATTTATGGCTAAAATGTTGTTTTCAATAGCTAATCTTAATTCTTCTTCCGTT
TTACTTGGTGCAGTAAAGAAGATTTTTTCTGGATCATATCCTACAGCTAAGGCAACCAACAATTCTCCTTTTGATGCTACTTCAATTCCTAAACCTAATTTTTTG
AATGTTTTTAAAACGAAGGGATTTGGATTAGCCTTCATTGA

BCS

672

AACGAAGGGATTTGGATTAGCCTTCATTGAATAAAAGACTTCCACATTTGGACTTACTGCATTTTGAATTAAATGAGCTCGCTTTTCTAGTGTTGATTCCTCATA
TATGTATAATGGTGATCCATACATTTGAGTAAGTTTATTCAAATTTTCAAGCCGAAACATAATTACACACACCTCCACGGTTATATTTTTAAAAAATAATTTCACT
ATCTAAATAATCAGATATCGAAATGAATATTTTCTAAAATTCAAAAGATACACCTGTTTGTTTTGAAATATCGCTTAGTATTTTTTCAAGCCTTGAATCTATCTCC
AATCCTTTTATATTTGCAATATTTTCTAATTGATTTGATCTTTTTCCAGGTATTCTTAGATTTTCATAGCCTTCTATTACCTCGTAGTTAAGAAATTGCTCTTCTAA
TCTACAAATCGCATCATTATAATTGCATATCCCATTACACATATTAGGATCAACAGCTAGAAAAATTTGGTTTGCTTCCCCCTTTGATTGTTCAAAACTAAATTTT
CCACCACCCAGTAAACCAATAAATAAATCAATAAGTAAACCTAATTGAAAACCTTTATATTCTCCTTTTTTATCACCAGCACCTAAGGGGGCTAACATTCTATTT
TCATATAGAATGTTAGGATCTATTGTGCTGGTTGGAG

BC6

765

GAATGTTAGGATCTATTGTGCTGGTTGGAGAAATATTATGTTTCTTCAAAAACGAAGCAGCAGCCCAATGTGCAGGAACTTTATTTCCTTTTTCAATTTCTAAAA
ATAAATTTCCCAATGAGGTAATACTAAGTCCCAAATCTAACACTAACGGCATCTTATTATCCCTAGGAAAGGCAATTGATACTGCATTTGTTCCTAAAAAACTTT
CCTTTCCACCTGGTGCTACCACAGCAGGACTACCATTTGAAAGTGTAATTCCTATTAAATTATTCTTAGTCGCCATCATACTATAGTAACTAGCTATCCCAAAA
TGTGTACTATCTGTAACAAAAGTTACACCCATACCAAAATTTTTAGCATTTTCAATACTATAATTCATTGCATTATAACTTGTTGAAAAACCTAAAGATTTCTTAG
CATCAATATATTTAATGATCGGGTTAGAAAACGTAATAGAGGGTTTATTCTTAAGTTGAACAATGTTATCTAAAATAAGTGGTAAATAAAAAGGCAGTATTCTTG
CAAAACCATGTGAATATATACCACGTATCTCTGCAGTTACAATAACATCAGCTGCAATCTGAGCATCACTTTTGGATACATTAACTGATCTTAAAACGCTTTCAA




CAAATTCTTTAAGGATGTCTATTTTAATAACTTTATTATTTAATAACTGTTTCATTATTTATAACCCCGTTATTTAAACGTTTAATTTTATTGTTGTAAGTTTTAGGT
AACGAATCTACGATTTCAAATATAGGT

BC7

469

GGTAACGAATCTACGATTTCAAATATAGGTATTTTATATTTAGCTAATCTCTTTTGCGCATAATCGATTAAATCTTCTACAGTTATATTTTTATTGTTTAATACTAT
TTTAGCGCATGGAATTTCACCATAAATATGATGACTAACACCATGTACATAGATAGCTTCTATCCCATCATAAGTAAGCATATGCGATTCAATTTCTTCAGGATA
AATGTTAACACCTGCTCGAATAATGATGTTTTTAAGGCGACCAATTATAAATAACTCACCTTCTGTATTTAAATATCCTAAATCACCTGTATGTAACCAATTATTC
TTTAACACTTCATCCGTCTTGTGTTTGTTCTTATAATATCCTTTCATTAATCCAGGGCTTTTAGCTATAATTTGACCAACTTTTCCAGTATTAACTTCTTTCCCAA
ATTCATCAATAATGCGAATTTCAACACCTGGTATTGCCGTACCTA

BC8

765

GAATTTCAACACCTGGTATTGCCGTACCTACGCTATTTAATGTTGTTTTAATTGATGTTGGCTTTACAGCGGTTAAACGCGGTCCAGCCTCTGTCAACCCATAA
GTTTCACAGAGATTGGCATTGGGAAATATATTTTTTATATCTTGAACTTTTTCATATGGAAAAGGTGCTCCTCCGTAAGTTATTTGTCTTACAGTAGAACGCTTA
TATTTAATATAATGTACAAAATCTTTTATTTGTAATAACATAGATGGAACAGCCGTAAAAACTGTTACATCATACTTATCAATCATTCTAAATAATCTATGTGGGG
TAAAAATACCGTCCATAATAATTAAAGTACTTCCTAATAAGAAATGACTGATAATTTGAGCTGTATTGCAATAGCCAAAGTGCATTGGTAATAATACTAACGCAC
GATCTTCTGGCTTTATATCTAAATGCAATACATGTGCACTTGCATTACTGAGTATTCCTTTATGAGTTAACATGACTCTTTTGGGATTACCAACAGACCCTGATG
TATGTAATAAAATAGCTGTTTCATCCTCATTGTTGAATACATTATATTCAGGATATTCAACTTTATATTGTTCAAAATTACTCTCCTGCAAAACAAACAAATGATT
ACTCGTAACATGAGCACTATAATCTAATTGAGAATTATCGCTAATTATTATATCTACATCACAATATATTAACGTTTCTTTAATTTCTTTATCAGTTAAATTCTTAT
CGATTGGTACTATCATAGCTCCAGCCA

BC9

722

TATCGATTGGTACTATCATAGCTCCAGCCATTAAAGTTGCAAAATAAGCGATGATATAATGAACTGACCTATCAGATAGAATTGCAATAGATTTTACTTCTGAAT
TAATAGATTTTAATTTTCTGGACACACCCCAAGAGATTTCAAATATCTCTTTGTAAGTATATGATTTATTTTTATCAATAACTGCAACTTTGTTAGGTTCTTCCTTA
GCCTGATAATAAATAATATCACTTAAAACTTTGAGGGGAAAATCACCTTCTCTGATTAAATCCATAAATTATACACTCACTTTCTCCCGAATATACCCAATTAAA
TAGTCTAAATCTGCTAAACTCTCAAAAGTAAGCATTTCATCGTCAAATTCAACATCAAATTCACTTTCGATGCTCAAAATTACCTCGATAAAGTCTAAAGAATCA
ATAAATTCCGCGATAAATTCTCCATCCTCATTAATGTAATTAGTTAAAATCTCTAAAAGCGTATTTCTTATTTGTTCATCCGTATTTAAAGTTTCAATATTCTTCAC
GTTTTCACTCCTATTTATTTTTTTACGTATAAATCTTCTTTTGAAATAACAACAAAATTTAAATCTTTATGACTCATTCTTTTGTCTGCCACAATTAATGCATCTTG
AATCAGTTTAGTTATATATTCTATTTTATGATTATCAGAGAAACTCCAATGGATTTCACCTATAACATCACCTTGATCGACCCAAT

10

BC10

690

CACCTATAACATCACCTTGATCGACCCAATCTCCCACCTTTTTTTTCATTATGCATCCCGCACCAAAATCTATAATATCATTCTTTTTTTGTCGCCCTGCCCCAA
GTAGCATAGATGCATAACCTATATTTTCTGCATTTATCTCATTAATAAACCCAGAAATATTAGACTTAATTTCTTTTTTCCATTTAGCATGTGGTAGTAACTCCAT
GTTACTAATAAAAGCAGTATCTCCACCTTGTATATACATTAATTCACTAAATTTCTTAAGTGCCTCTCCGTTGTAAAGTAACTCTTTCAAATTATTTCTAGCTTCC
TCAACTGTTTTTGCTTTTTCACCTAGCAAAAGCATATGTGACCCCAATACTAAACATAATTCTTCTAAATCTTTAGGTCCTTTTCCTTGTAATGTAGTCACCGCC
TCTTTAATTTCTAATGAATTTCCTACTGCATATCCAATTGGTTCATCAGCTTTACTAATAATAGCAACAGTTTCTTTCCCTAGATCAACCCCAATTTTAACCATCA
TTTGGGCAAGTTCTACTGCATCATCAAATGTTTTCATAAATGCACCTTTACCAAACTTTACATCTAGAACTATTTTATCTGCTCCGCCAGCTATCTTCTTACTCA
TAATTGAACTGGCAATTAAATGTTTTGATTCTGCAGTCGCTGTTACATCCCTTATTG

11

BC11

620

ATTCTGCAGTCGCTGTTACATCCCTTATTGCATACAATTTTTTATCAGCAATTGCTATTTTTTCTGATTGTCCAATTATTCCTAACTTGAATTTTTTTATTTGTTCT

AAGAATTCATCTTGAGTCTTTTCAATGCTAAAACCTGGAATAGATTCTAGTTTATCAATAGTACCTCCTAAATTTCCGAGGCTTCTGCCTGACATCTTTGCCACC
GATAATCCAGCAGATGCTACCCATGGTAAGAGAACTAAAGTAGTTTTGTCGCCTACTCCACCTGTACTGTGTTTGTCTACTTTGATACCATCAATTGAATCTAA

ATTTAGTTTTTCTCCAGAAGCGGCCATCTGCATAGTTAAATCAGCAAGTTCCCTAGATGTCATCCCTTGAAAATATACCGACATTGCCCATGCAGATATTTGAT

AGTCTGGAATATCACCTGCAACAATTCCATCTACAAAATATTGAATCTCCTTAGAAGTTAAATCAAAACCATTACGTTTTTTATTTATTATATCTAAGGCCCTCAT
ATTATCGTCCCCCTATCAAATTTAATGGATTGTTATTTTTAAGTGGTATAAATGTAGCTGTTTTTCCAGATTCAGAATTTGAGATCTTGTCTAC

12

BC12

699

TCCAGATTCAGAATTTGAGATCTTGTCTACATATACAAATTCATAAAATACATCTTCTATAAACTTATTAAATTCTTCAATTAAAAAAGTTAATACATTTTCAGAAA
AATTCTCACCTTTAACTATATAAATTAAAAAATGTTTTAAATTTTTTTGTACAACTTGAAATTCTTGAATGGTATTTGCATTGCTTCTAATTGTACGTGAAAATGCA
GTATCAAAAATAACACTTGTTAAAATTTTATCTTCAGTAATAACCAAATTGGCTATTCTACCTCCAACTGGCTCTAATATAAGACCTTGTTTACCACAACTACATT
CCTCTTGAGTCGAATATAAACGAACGATATCCCCAATTTTGTATCTTATAAATGGCATAATATTGTTAGTTAATGACGTGACTACCAATTCTCCCTCTTCATGAG
GAGCAACTGGTTCTCCATTCTTTAGAACCTCAAAGAAGAGATGTTCTTCCCAAGCATGCATCTTTTGATTTGGACACTCGTAAGATAAAACATCTAGCTCTCTA
CAGCCATAATGATTAACAACAGGACAATCAAAAACTTTCTGAATAAATTCCCTTTGGTGCGGTAGAATCATTTCCCCATACATTTCTATAAACTTTAATGATTTA
AAAGTTTCTTTATCATCTTGATATATCTGAGCTAAACGATTCACGGCAGAAGGTGGCCCAATCAT

13

BC13

539

ACGATTCACGGCAGAAGGTGGCCCAATCATCCACTGTGGCTCAAAAACTCTAATTTCTTCTTTGTAATTAGCTAATACTTCTCTTGAAAGGTCTAAATATTCTT
CACATCCTAAACGTAAAACTTTTTGTTTAGCAGACTCAATTGTCCTGTACAAATACAATAAATTTAAATTTATTACATCCTTGTCCCAATTTCTTCTTACTTTCCA
CAATTTTTTAGTCAGTAAAAGATCCTCTTTTTTATCTCTAAAAATTTTTAACGGTACACCAGTACTGCCACTTGTATGTAATACCCTTATATTAGGATCTTGCGTA

36




37

AGATTTGGTTTTGCAATGTAATCACTAAAGTTATTCTGTATATGGCTTTTTTCTAGTATGGGAAGTTCAGTCCAGTTTTTATAATTTTCCAAGTAATATTCAACTG
GTCTTGTCATTCCTTTATAGGATGGAACGTGTTTAAAAGCCATTGAAAGTAAATTATACAGATTACCTTTGTGTTTTTTTAATTGTTCTTCGTAGATCTCCACCTT
TAAATCAACAC

14

BC14
(nicht
geliefert)

670

CTTCGTAGATCTCCACCTTTAAATCAACACCATTCTAAATTATTATCATTAAAGATTCAGAATTTTCGATTCTTCATTAACAAATGTTACCAAGAGCAGTCAATAA
ATGTCAATATATTCTTAAAAAAAAATATATTTATCAAATTATAATTTTTTTAATAATATTATCTTTTTAGAATTGTCTAAAATAAATTTGACAAATTATAAATCAAGG
GTTAACATTCCTTTAGTGTAATATATTTACAATTAATCAAAGATAGGTGGAAAATATATGAAGTTATCTCAGGCATTGGACTTATTAATTTATAATGAAGAAGTTT
CACACCAAACTATCAATATGGTTCCTAGTGAAAATTATGCTTCTGTTCTTTCAAGAATCCCTTTATTATTAGATGTTTACAATCGATATTTTTTCAATGTTGAACA
AGATGAGGATCATTGGAACTTTCGCGGGGCACAAAATGTGGCTGATCTTGAATCTAAGCTTGCAATTTCTTTACTAAAAGAATTGACAACGGCAAAGCACGTT
AACTTACGCCCTATTTCAGGTTTAAATTGTATGGCATTAGTATTAAATGCATTAGGAAAGAATACAGGTAATAACATTATGATTGTTTCACCTGAACAAGGTGGT
CATTATGCTACTCAACAGTTAGCAGAAAGCTTCGGG

15

BC15

708

GCTACTCAACAGTTAGCAGAAAGCTTCGGGTTAAATGTTACCCTTATAACGGGAGTGGATGCTCATACCATAGATTTTGACGATTTAGCTTACAAGTTAAGTAT
GGAGAAAATTGATTTAATATATATAGATCAATCCAATTGCTTATTCCCTATTGATGTAAAAGACCTTGTTCAAACTGTACGTAAAGTTTCGCCAGAAACCATTGT
TCATATTGATGTTAGCCATTGGATGGGTTTAATTTTAGGAAAAAGTATGCCAAATCCATTGGATGAAGGAGCAGATTCGTTTGGAGGTTCTACACACAAAACTT
TTCCTGGGCCTCAAAAAGCGATTTTTTGTACAAATAGATCTGATTTAGCTAAACTTGTTTCCGAAGCGCAATATTACATGTTAAGTAGCCATCATTTTGGAGGA
GTTTTAAGTTTAGCTTTAGCCTTGTTAGAGTTTAAAGAGTGCAATGGAACACATTATGCGCAACAGGTGATTGCAAATTCTAAAAAACTTGCAGCTAACCTAAA
TCAATATGGATTTGATGTAAAAGGTGCTTCAAAAGGTTTTACCTGTGGTCACCAGATATGGATGAGTACCAATAACACAGGGGTCGATTCATTTGAAGCTAGT
AAAAGGTTATATAATGTAGGAATTCGAGTAAATGTATTTGATAACCTGCCTGGTGCACCAGAGTCAATTCTACGCTTAGGAGTA

16

BC16
(nicht
geliefert)

800

GCACCAGAGTCAATTCTACGCTTAGGAGTAAATGAAATTACTCGTTTTGGAGCATCTATTTCTGATATGGATGAATTGTCTCAAATTATGTATGATGCTATCAG
TAATAATGGTTCTCCAGAAGAAATTAAATCCAGAGTTAATAAATTAAGAAACCAATATAAGAATGCCTATTCATATGATATTAATTCTAGCGAACTAAAAGATAG
AATTAATAAAATTATTACTCTATTATTTCCTGTAAGAAATAGAGAGAAAATAACTATTTAATATTAAAGAATCACATAATATTTATACAAAAATTTATTTTCGTATTT
AAAATGAGAGAATATCTTATATCAAAACGCTTTTGTATTATTTAAATATAAAAAAACCTTCCCGCAATTTAAAGAACAGTTTTATCATCTTTTATTTACAGTATAAA
TAAAAATTGCAAAGGGGATTTAAAATGAATTATTTTGAACTTGATAAAGAATATGTATGGCACCCATGGACTTCAACTTACCAAATTGAGTCTAATAATACTATT
ATGCAGAAAGGCGATGGATGTTATATTACAGATATTAATGGTAAAACTTATCTCGATGCCAAGAGTGCCGTTTTAAATGCAAGTTGTGGATACAATCATCCGAA
AATTATTTCTGCTATACAATCACAATTAACAGAACTTATGAATTTTGATCATGCTGAATTTTCAACCATACCTCCCATCCTTTTAGCTGAAAAGCTTTCTAGCATT
TTACCAAAGCAACTAGAACGTACTTTTTTTTGTACTAGCGGTTCTGAAGCAACTGAAACAG

17

BC17

675

GTACTAGCGGTTCTGAAGCAACTGAAACAGCAATAAAAATGGCGCGTATGTACTTTCAGATTGATGGGAGAAAACAAAAAAATAAGATCATTTCTTTAGATAAA
GGGTATCACGGTATTACATTAGGGGCTCTTGGGGCTTCTAATATTCCTTTAGCAAGAAATGAAGTGTATTTAATGAATGAAGGTTATGAGAGCATCCCAACAC
CAATTTGTGAAAAGTGCTGTGCTTTTCTTCCTCACGATATTTGTGAACATCCAAGTGGAAGAGAACTAGAAACTAAAATTTTAGAGTTAGGTCCTGAAAATGTA
GCCGCTTTTATTATGGAACCTGTTTTAGGACTTGGTGGTATTGTTATTCCATCAATAGACTATATGCAAGAAATACAAAAAATTTGTCTGAAATATGAGGTAAAA
CTAATATTAGACGAAACAATGACCTGCATGGGACGTACAGGTAAAATGTTTGCGTTTGAACATTTTAATATAGTACCAGACATTCTTATCTGCGGAAAAGGTAT
TAGCGGTGGTTATTTCCCGATATCTACTATAACAACTTCGCAAGAAATTTACTATAAATTTTGTGAAGATCCCTTTCTAAATGGTTTCCGCCATGGGCATACAA
ATTCAGGACATGCTACCGCTGCAGCTGCAGCTTTGGCTACAATCCAAGTAA

18

BC18

610

CAGCTGCAGCTTTGGCTACAATCCAAGTAATTGAGGAAGAGAACTTAGTTACTAATTCTAAGAATATGGGGAAATACTTATCAGAAAAAATATTTGCTCTAACA
GAAAAATATGATTTTATACGTAATGTACGTGGTCTAGGCTTATTATTAGCTCTCGACATTGATAATACATTAAATGACAGTGATTTAATTTCAAAATATTGCTTTG
AAAAAGGGTTAATTATTCGCCAAATGGGATCAACTTTAGTTTTATTACCTCCTCTAATTATTAATAGCAAGCAAGTGGATGAAATAGTTTCCATTTTAGAGACAG
TATTTCATGAGCTCTCTACAACTCAAATACTAACTTATTAGAAGCTTTAACGAACTTACCGAAGAATTCGCCTTCCTCAAGCTCGTAAAAGAAGATAGCTCAGG
AAAGCGAAAGGTTACTTTAGCTCCCACTTCAAGCTTTGCTAATAATGAACTACGTTACCCTATTTCGTAGCAAATGCATACTATATTTATAAAATTTAAACAGTC
AGATTATTGTAGTGAGTTCTAGGAGTTAGGTTGTTTGTTTTTTTGTATCTACTTAAAATAGCCACAGTCTATTTATCAATAGACTG

19

BC19
(nicht
geliefert)

212

CAGTCTATTTATCAATAGACTGTGGCTATTTTCGAGTAATTTACAGCCTTTAATCCATTAGTTGAAATGGTCATATCAAACTGAATATCGAGTGGTTGAAGATAA
TTGTTTCATACGCTTTTTCTAAATTAGTTTATTTGAACTACCCCCACTTTCACTTCGTTTAGAAGTGAGGGATTCCTAAGTAAAGAGTTCTATCGAACTCTAATT
GA

20

BC20

799

AAGTAAAGAGTTCTATCGAACTCTAATTGACTAAAGGCGAGGGGCTTTCTCGTTCGGGAAGGGCTGTAAAAATACAAGTAACTTGCACATAGACTCTTCACAC
TCCCTATTTTTGTTCGATTTTCACAACTTTGACAAACATGGAACGATAGAGCGTTGAGAATTTTATGATTTCAATGTGTTTCTACAACCAAAATTCATCTCTCAA




CTAAATTTAATGTTTTATATCTATACAAGGAGTTCCTTCCAAAAAACGATAAACTAATAAATATAGTTCCCTATCAATAGCTAAATTACAAAATTCTTTAAAGCTA
CAAGAAATAGCTGATGTGTATATTACACATAATTAATTTTATTATTAACAAAGTAATTATATAAATATAATGCGTTCTGTAACGTCTCATAAATTGTTTCTCTTCCA
ACAGAAATTCTTAAAGCGCAATTTAATTTACTTGAAAACATTTCTTCAACAACACAAAGTCTTGTAGTATCAAATCCAAAACTGCTCCCTGAATATATATTAATAT
TAGGTTGAATATTCCTCACGATATTTTCACACTCATTTGCATAGTCAGATAAAGATTCAGAATATAGAGTCTTCACATAAATTAAAGTTCCTATCCATGGATATT
CATTAATTTGATATTTTTTGTCCATTGAGACTGAAGTATTAACTTCTTTAATTAAATTTCTTCCTACCATATACTTAAAAAAAGAACACAATAATCTAGTATTACGC
GCCATTCTATCTAATCTTTCTTCTACAAAAGGCAAATTTGGATCTGGTAATCGCTGCAAT

21

BC21

751

GGCAAATTTGGATCTGGTAATCGCTGCAATAAAACAGGATCTGGTATTGCACTTAAGACACTACTCAAATGATTAATTATATCTACAAAATCTTTCATTCTAAAG
ATATTTCCTGTAAATGTAACAAATCCTAAATTGGTTAAATCTAATCCTAGTTGAAAGTATTTTATTCCACTTTCCACAATTATAAGAACGACATGAGATGGTAACA
TTTTTTCGTATTTTTCTAGAATCGAATTAGTAATACTAGTAATAGTTCTATCAATAATAATAAATAAAGGCTTTTTCTGCCTATGATGTTTTAGTTTTTCAAAAAAT
AAATCTAGATTTATCCCGTCCCTAATTGGCCAAGTTGTTCCCGGGTCAATTAATAAACAACCTATATCTTCATTATTCTCAATCTTCTGATATATATTCGTGCTA
GAGATACATTCTGCATTACTGTATATATTTTTTATTAAAGTAATACCCTCAAAATAATATCCTTCTTGAAAGTAAATAGGAAAGATATCTTTTGTAATTGTTTTATA
AGCAATTAAAGCCATTTCTAAAGCTTTCATTCCTGAGTTTGTTAGAACACCTAATGTTTTCTTCTGTAATGCTAAAGGAATACGATAATACTCTGAAAAAAAGCG
ATCTTGAAAATTCGTTACAAATTCATGTCCATTCATTCGCATATATACATCTTCATTTATTTGTCCAATTCCTTTTTCTTTAACCAAAGAACCAGTTGAAATTGCA
GGAGATTGCC

22

BC22

538

AAGAACCAGTTGAAATTGCAGGAGATTGCCAATCACTACTTGTCAAAATTCCACTTAAATTTTTAAAAACTGCACGAATATTATATTTTAGTTTAATAAAATTTAA
AAAAGTGCATTTCTGAGGTGTATTTTTATAAATCTCTAATTGTTGACTAAGTAATTTACAATGTTGTCTAATAATATTGACCATTTCAATTTCTAAACTACTTTTTG
AAAAAATCCGTTCTACTTCCTTTACTTTTAATAAACATTGCTCCATTAACCACATAAGTTCTTTTAAGTCCTTAGCTCTTTCAAGTATAGATAGTTCATAATAAGG
TTTTATGTCTGCAGTTTCAATAAGATATTCCCAATCTATACTTTCTAATTGCTCTTTTTGTATATCTAATATCTCCATCATATTTAACCACCATTATTTTAATAAGT
TACTAATTATTTTCGCAACACCATCATTATCTACAGTGTCTGCAACTAAATTCGCCGCATTTTTTATTTCAGAATTTGCATTTTTCATTGCAACACCTAGTCCTAC
ATTTTG

23

BC23

585

TTTCATTGCAACACCTAGTCCTACATTTTGTAGCATATTTAAATCATTTTCTCCATCTCCAAAAGCAATAATTTGGGCCATTGAGACCTTATAATATTTTGTCAAC
ATTTGAATAGCTGTTAATTTATTTGTTTCTTTAATATATATTATTAACCATTCATCTCCAGCAAGGAAAACTTCATATTTTTCACCAAGCAATTTCCTAATTTTCGA
TTCCATTTCAAATGAAAAACTATTATACTTATTTTTTGATTTAATGTATAAACGGAATGGATTGCTTTTTGGCTGACTTCCAAACTTTATTTTTTTTCTATTAACTT
TAAAAGCCATACTAAATAATAATGCACTAATCTGATCAAAAGCGTAAATCGAAGACATCTCTTCTTGAAAAATATAAAAATCATCCTGAAATGCACTAATAATTT
GCTGAACTTTACTATTCGATATCGTCTGCTTCCAAATTACCTCATTTTTTTTATAATCATATATTAACCTTCCATCATAACAAATTACCGGCCAACTAGGTTGTAT
AATATCAACTAATTGTTGGCATTCAATCCAAGTTCGTCCCGTTGCTATACCTAT

24

BC24

785

AATCCAAGTTCGTCCCGTTGCTATACCTATTTGATTCCCACACTCTTTCCACTTTTCCAGACAACTTAAAGTTCTTTCTGAAACATAGTTCTCATCATATTTCAC
AATAGTCCCATCTAAATCTAAAATAGCAACCTGATAGGTCTGATTATTCATTTAACATCACCTCATTTGCTAAATTATTGAGCTGGGCTTTACTAGAAGATCCGA
ATTAGCAGATAATAAATCAGATATTCTTTTATCTCTTGAATTAAACCTTCCAGAACTCAGTTTCTTATGATTATTCAGAAAATTAACTAAGCTATGTACATGGTTT
TCTACTTTAAATTGCTCACGTACTTTTTGGAGATTTAAAACTAATTGTTGATAAAAATCTTCATCATATTTAATGCGTTCCATCGCCCTAGCTAACTCAATTTCAT
TTCGAACTGTTATGCCAATATTTAATTGTTCAACTAAATCTCCAGTTGCTCCATATTTGTCAGTAATTACAGGTAAATTATATAAGAATGCATCACGTAATCTCAA
ACGATGGCAAGTATAATTCTCAATTGAATCTTTTGCATAAACTATTATTGCCCTGGATGCATTTAGTAATTTATCACGTTGCAAGTGAGGAATATACTCTTGAAC
AAATTTAATTTGATCTTCTACTTGTAACTCCTTCGTTTTGTTATGTAAATTCATTGCTTCTTTAAATAATTGTTCATTTGATGGAAAATACATAAACTTCATATTTA
CATCAATATTTCGATCTTTAAGTTTACGAATCGCTTCCGGTACTA

25

BC25

643

CTTTAAGTTTACGAATCGCTTCCGGTACTATACAAGGTTCATAAAAGTCCCAAATACCACCATTCCATATAAAATCTATTGTTTTATCTATTCCAATGGTATTATT
CTTTATTTCATCACTAAAGCTATTAAAACCAATTGGAATATGTGATAGAATTGTAGATAAATTCTTACTGTTATTATATTCATCATAGTCAATTCTCCCTAGTAAA
ACTAGGGATGCAATAATAGTAGCTCGTTCGACTGAAGAACGTGTAATAAAATGATCAGTTACTAATATTTGCAATTTGTACCTAGAAACTATATCGTTGTAACA
TAAATTAGGATCCATTGCCATTCTAACTTTATAATATTCAAGGTGTTCAATAGGAACTTGGTTTTCTGAAATAATTAATTTGTTTTTTTCGTGTGCATAAATTAAA
AAACGTGTATCTGGTAAATCAGTAGTAATTATTGCATCACAGTGATCAATTAATTCTTTCCAATTAGATTCTTGATAAATTTCAAACTTAATATTTGGATGCTCAA
AATCAGATTCTTTATTAACCAAAAAAGTAATAAAATAATTTTTAGAAAGTACTTGGGCTAACTCCCATAATCTCACACCGATCCCACCCATGCTGTTTCCGATGG
AATATGTTGA

38




39

26

BC26
2X
bestellt

798

ACCCATGCTGTTTCCGATGGAATATGTTGATGCATCAATTAATATATTCATCTTATATTCTCCTCTGCAAGATAATTATTCACAGTTTAAAGTCTGATAATATTGA
TGTACTGCCTCCCATACACCTAAATCATAGGATTCTTTTACTTCAATGGCAGGAATTCCTGGTGTTAATTTATTACTCATGTTTATTGCCTCTTTATTATTTATTG
CGCTATCCATCATTTCTAAAAATTCATTACTATATCTTTTATTAAAACCAAAGGCAGCCCAATAACCATTAAGTGAAGAATTTAAATTTGATGGTTTATCAATATA
TTTCCTTACAAATAACTCCTCATTATTACTAAAAATTTCTACTGCTCCTTCTCTTGCAAGTATTTTTTGATTTTTTTCGTATTTAATCCAAAAAATAGCGTCTTGTC
TTTTGAGTAACTGTATAGATTGACTAATAATATCTTGATCAGGTGACTTTGTTTCAATAATTGTGTCAGGTAATAATAATATATTATGCTGTAAAAACAAATCCTG
AGCAGATTTTACTGCTCCAATCATTTCTGTTAAACCAGACTCCTGATATATAAAGACTATTTTAAATTTATCTTTATACTTCTCTAAATACTCTACTACTTGCAAA
TTTTCTTTATTAAGAATAACAATTACTCTAATCTGAAAAGGACATTTTAAGATCAAGTCAAACGAATAGTCTATTAGGGCCTTATTATAATTCAACATTAATAATG
GTTTAGGATAGGGAAGATTTAACCTTTTCCCTATACCTCCACATGGAATTATAAC

27

BC27

400

TTTCCCTATACCTCCACATGGAATTATAACTGCTATTTCTTCTTTTTTCATTTTAATAACTCCCAACTTAAACAATTCAAAATCATCATAATTTCTATTTTTAAAAG
TTATGAGATGTAATCCGGACAAATTTCTTACTTTATAATTATCACATTAGAATGCCGATTTATTAACCTCAATTAAGCTTGTTTATTATTTTATCAATCGTATTTAA
AAGTACCCCATGTAACAAAACTAACATGAAGAAGCTTTCTTTTCATATGGAAATTGAGTATCCCTTAAGTCCAATAATTGTTTAACAATTTCTAACTGCTTGCTA
GCCTTATTAACTTGATATTTTAATCTCTCATTATCACCTTGATTTTCCACCAAATAATGCAAGTTGATAATTGAATAGCGA

28

BC28

408

AAATAATGCAAGTTGATAATTGAATAGCGATCTATTGCATAATTTATTGCCATTCTCTGATCTTCTTTTTTAAAATTTTGATTATATTTTTGATAATCATCTAAGTA
TTTTTTTACTAAATGAGCAAAATCCCCATTCTCATCATATACTCTGTCACATAAATCCCAAATAAAACATCCCAAATCTTCTGCAATAACAGAGTAACGAATATC
TCCAAAATCAATAAAAGCTACTAATTTACCTTGATTAAAAAAGATATTATCACGTTTTATATCACTATGAATCATTTGCTTATTTGTATTTTTATAATATCTTTCAA
GCTCAAAACGTACATCTAAATATATTTCTTTCATAGTTTCATATAACCTAGTTGGGAATTGTTCAGTTCGCAGCTTAGATGGTGATATC

29

BC29

520

TGTTCAGTTCGCAGCTTAGATGGTGATATCATCCTGTGACTCATTGCTGAATACTCTTCATCATTTTCGATATAATCTGTCTGAAATTGAATACTTATATTATGA
AATATTACCTGCTTACTCGCAATTTCTTGTAAATTATCTTTTGTATACTCAGGATGAACCCCTTTAATATAATTCATTAAGGTTATAAAACGTACATGTGATTTAG
ATTCGGTTTTCACATAAGTTTTTCCATCTGCAACCGATTTATAAAACGTTGGAACAGGTACTCCATTCTTTTGTAAATACTTAATAAAGTCTAGTTCTCGCTTAAT
TAATTTTTCACTATAACTAGACATATTATGGTTTTTTTTCATAGATGAAATACGAAGTATATAGAACGCATTTTCACACTTCACTTTAATTAAAATATTTTCATATC
CTTCAGGTATAATTTTAAAACTTATAACTCTAGATTCCGGAAAAAAATACCTGATATATTCTTCAACATCAGAAGTAGTCAAAGAGTCTATTAAAT

30

BC30

285

CATCAGAAGTAGTCAAAGAGTCTATTAAATTCAATTCTTTAGAAAAAAACATACTATCACCCTAACTTTTTAAATTACGATTCTATACTACTTAATACTAATTGAT
TTGCTACATTACATTCGGATACTTTATTTTGATCCAAATTAATAACATAATCTGAATGTTTAGCTTCTTCCAGATTATGCGTAACCGAAATAATAGTAACTTCTTC
CAATCCTTTTAACACTGTTTGGACATTAATAGCATTTTCACTATCTAATCCTGAGGTTACCTCGTCAAGTAAC

31

BC31

769

TCTAATCCTGAGGTTACCTCGTCAAGTAACAATACTTTTGGTTTACGAATTAAAGCCCTGGCAATTGCTAGACGCTGTAATTGACCTCCCGATAAAGTAACGTT
ATCATTGGATCCAATCACTGTATCATATCCATGAGGTAGTTTTTCTACAAACTCATTAATACGCAAAAGACGTAACAGTTCTTTAACCTCATTTTCTTCTATTTCA
TCAATTCCAAATATTAAATTCTCCCATATAGAACCACTTACAAATTCAGAATTCTGAGGAACAAATTGAATAATACTACGCAATTTTTCTAGCCTAAAATGCTGA
ATAGGACTATTATTTATTAGAATATCACCTTTATTAGTATCTATTAATTTAAATAAGATCTTTAGCAAACTACTTTTTCCACATCCACTTCTCCCAACTATGCTTGT
ATATTTATTCATCTTAATATCAAGTGTCAGGTTTTTGAATATCTCTTGTTCATCATATGAGAAGTAGATATTTCTCAAGCTTATACTTTCGATATTATTTAGATCTT
TATCTCCACTAACCTCATAATTAGATTCATCGTGCGACTCTTTTTCTAATTTTTTTGCTATCGGCATCTTTTGAAATGTTTCCATTAATCGATAGTAAATAACTTG
ACTTCTTAGAAATATTTGCTCTATATACATCTTTGCCGCAATCATAACCCCAATTGTTAAGGTTCCTTCAATTACCTGTAAACCACCATACAAATAAATTAAAGC
AATTCCTAAAGACATGATACTTCCAATGT

32

BC32

687

GCAATTCCTAAAGACATGATACTTCCAATGTACAAATTATTTTTTCTATCAATTTTCTTAACTGCCATAAATGCTCTAAAGTTTTCTTCATTAACTTTTTCTAATCG
CTTCTGTAAAAAATCCACGTTACCAAATGATTTGAATAACTTTACTGCATTTAATCCTTCATTAAGAATACCTGTAGCTGCAGCTCGACTCTCTAGTTCTACAAA
AGAGGCTTTTTGGAGCTTATTTTTAAAGAGAATATACGGGATTATATAAAACAGTAATAATATCATTGTCATTAATCCCAATCCAATGCTCAAATAGAATAATAC
ACTTAACAAAATTACTAAACTCATACAATTTAGTAATATTTGAATTGAAGTAATGTAAATCCAATGTCCAATTTCTTCGGGTTCATCAATTATTGTTTGAAGATAT
TCCCCACTTAAAGCTTTTGAATGACTTTCTACTTTACGATTTAAAACATTAGAAAATAATTTAACTCTCATATTAGTTAATACTTTATGACCTAGTTTATTAGCAAA
GTAATCTTCAAACGTCATGAGAACTCCTGATGTTGTTGGTATAAATACCATACCTAAAATTACCCACCACAATAATCCATTTTCATAAATTTTTAAAGCGTTATC
AATTAAAATCATTGTAAGCATTGGTACTCCAACTGTTAAGACAGCATGTGCT

33

BC33

732

GGTACTCCAACTGTTAAGACAGCATGTGCTATAATACTTAGAATAATCATTGTTACTAAGAATTTTTCCGGTCTTAGAATAACCCACATATACCTTAAATAATCA
GTCAGCTCTTTAAATTTCATATAGTAAATCCACCTTAATTAAGCAATTTGATAAGTAGTCAGTTTTTTGTTTTCAATATGAATCTTTTGTAAAGAATATTCTTCACA
ACTTGGACGATGAGCAATTTGAATTATAGTAATATCGTTTTGTTGATATAATCTATGGAATAGCTCCTTCTCTAACTCTGTATTTAACGCTGAGGTTGCTTCGTC
CAATAATAAAAATTTCCTATTCGTAATCAATGCCCTAGCTATACTAAGTCGTTGTCGTTGACCACCTGATAACTTGTTTCCATTTTCACCAATATTGGTATTAATT
CCTTCTGGTAACTGATCTATAAATTCATCACAACAACTTAGATAAAGTGCTCTCTTTATTTCTTTATCTGTAGCCATTTGGTTAAAAGCTTTTAGATTATTTTTAA




TAGAATCATTTAAAAATAATACGTCTTGTGCAGAAATTGCAAAAAAGTTACGTAATTGATTGAAATCTACATTTTCATACGATACATCATTTATTCTAATTTCCCC
AATCTGCGGATTATATAACCCAAGTAATAAATTAAATATAGTAGACTTTCCTGCACCACTTTCACCAGTAATTACTGTATTCTGCCCTTCTGTAATT

34

BC34
2X
bestellt

727

GTAATTACTGTATTCTGCCCTTCTGTAATTTTAAACGATGCATCATTTAAAATTTTAAGACCATTAACTTCATATGTAACACCTATGAACTCTAATTCATTAATTTC
AACCTTAGGTATTGATACCAATGGATGCTCCTTTGCTTTAGGCGCAATTTTACTAAAAGTAATTATCCTTTTTATTCTTGGAATTAAATCTTTTAAAATAAGATAA
TAACCTGTAATATTATTAATTGGTTTTGTAATGGTTGGAACTAACAACAAACTTGCTACTACTTCTCCTATACTTAACTGGCCTATAATATATAAATAGCCCCCAT
AGCCAAATATAAATGCTGGTACTAATGAATCAAAAAAAACACGGATTACTAAGTATGCTCTGAAATTTAGTTCTCTTTTAAGAGAAAATAACATATTTAATCTTG
CGATTTTTTTAAACCCGTTAGAAATTAATATGTTTTTATTAATAATCTTTGTAAAAATAGGTTTATCTATAAAATTTTTGATATATTCAGTCATATCTTGTTCATATT
TATGTGCTTCCTCAACTAATTTACCTTGACGTTTATTAATATAATATAAAGGTAATAAACTTATTAAACTCACTATAATTGTTCCAATTAAAAATAGTGGGTTTAT
GAAACTTAAATATATTGCAGAACCTATGGCTATAAATATAGATATAATTATCTCAGGAACTGTTTCGATACCTGTACTTTGTAGCGACT

35

BC35

776

CTGTTTCGATACCTGTACTTTGTAGCGACTTAATATCATTTACAAATAAATTCATACTTCGATTGTATTGCTTACGGAATAGTTCATAAGGCAAATGAATTAAATT
ATAAAAAATACTATTCTTAATCTTCATTACTAAGTTGAATGAAATTTTACTATAGAAGTACATAAATAGTACCTTACAGATTTCTCCCGCTACCATTGCCAGTAAA
ATTGCTATGAATGCTTTGAATACTAAATCTGCATTTGTACCAACTAAAACTGAATCCATATACCATTGCACTAATGCAGGGGGAACAATTCCAAGTAATGTGCT

CATAGTGGCTAAACTGACCAACAATAAGATACCCTTTATATTCCCCAGTACATATCGTTTAAAAAACATTTGATTGTTCCCTCTATTCTTTTAAAAATTGATATTT

ATACCATTCGTCCTAATTTTAAATATGCGGATACTCAGGCTAACACATTAGAAGTTAAAATATCTGTATGGTGACTATCACACTGTTTTTGACTAATATAACAGA

ACAATTCCTTTTCATCTAAAAAAGTATTATTTTTATTAAGAATATTCTCTTCCTGAATAAATTTTTTTACGGCAGTAATCCCTTTTTCAATCGCTAATTGGCTAACT
TTTTCAAGATAAGGAAATGGTCGCTTACGTAATATATCAATAAACTCCTCAATGTGTACTTCTTCATGCCAATTAGCTAGTTGTTTTTTCTCCGTTTTTATTTTCT

TTCTATGAAGATGCATAGTTATTTGACTATCCACGG

36

BC36

605

GAAGATGCATAGTTATTTGACTATCCACGGATATCCCTTTGATAAAAAACGGAGCTTTCTCAAAACTAGACACTTCTTGATGAAATACATCTAACAATTTATTAT
ATATAGAATTAGGGGTGCGCTTACTTACAATACGAATAAATTTCCCACATGGCTTTAATAGATCTACTATTTGATCACATACCGTTTGTGGGTATAAAGTAAATA
ACATAACCTCATGCTCAAATATTACATCAAACGTTTTTTGAGGAAAAATTTCTTTTAATGTCATTATATCCCCACAAACTAACGATGCACGGTTATATTCCATATC
TTGAATTTTTTCAGTAAATTTCTTCAACATAAATTCTGATTGTTCTATTCCTATATAACTTTGAGCGTAAGGCATAATATTTAAGCCTATTCTTCCGGTCCCAGCC
CCTAATTCAAGAATATCTTTTTCCTTCATATATGTATCTGCAAGTTGATGCAGACCTACAATCATATCATCTGTCATACTACGTGATGCATCATATTGATTAGCT
AAATTATTAGTGTATACATTAAGAAGCTCATCTGATTGAGGGTCAAGACTAATATCCCATCCTAATGTATCTTCGAGG

37

BC37

767

CTAATATCCCATCCTAATGTATCTTCGAGGTATTTCTCTATTTCATTCAACAAGCTCTTATCGAAAGTTGAAAATACTCTCTCATAACGATATAGATTTATAGTAA
ATAGTTTTAAAATCTGATTAACCACATTTTTCACTTCTTCTGGAACTATATCCTCTTCATTTAGACTACCTATACTTTTGTTAATTTCTCCAATAATTTCTTTTACTT
TAGGATGTACATAAGGTTTTAACCTTCTTGTATCAAATTCATAACCACATTTTTCAATTAAAATATATGTATCAAAGGTATTATTCTTAAACACTTCTAACGATTG
CTTTAAAAACATACCATCTTGTCTACCTATACCAACCGCAATTGAATAAATATCAATTAGCCCCTGTGAGATACTATCTTTAATGGATTTTTTTATTACTTCACTT
CGCTTATTCCATCCTGATACTACTTTAAAAGCTTGATTATCAGTTTTAGAATGTAAAGTTATGTTATTTCGATTAAGCTCAATTATTTTCTCAGGACCTTTTACCC
GTTCATCATCCCTTGCAAATATAATTACATCGATTAACACTTTAGAATCATATAAAACAATAATATTCCTTTTATTACTTCCTACATCATTGATTTTCAATATTTTA
ATTTTCAATTCGTTCTTCATAGCAATAGAAACATCTTCAAACTTTTCCTCATTTACTTTTAAATATAAGTTTATATTGGACCAATCATCGCTTGTATTATTGGCTA
GACTTCCTCCAAACCAAGCTTT

38

BC38

797

ATTGGCTAGACTTCCTCCAAACCAAGCTTTTTCAATTAAAATATTCCCTTCTGAAAAATCAGCCAATTCATACAATATGGTCAGAAATTTTTTTTTCATAAAGTTC
CCCTCTACTTTAATAATTTTCAAAGATTAAATCCTAAATTTGATAACAGCGATTCCAGGTAATAAGTTTCGCTATCTTTATATTGTATATTTCGAATAGTCGAGCA
ATTAAAGGTGTATAATCCCCTTAAATATACATTTTGTTTAATACATATTAACACATTAGCTATTAATCTCTTGTGATCTTATAACATTAATTTCTTTCTCATTAATAT
TTTGAATCTTTCGGCATATGCGAGGTAGTAATTTTGCATTTTTTGATATAGCTAATTTTAATATCATGTTAGCTACTACATTCCAATCATGACCTAATTCTACATA
AGATTCATGAAGTTCGTTTATATTAAATCCACACGACTCTGTCTCTAAAAATGACTCTAAAAAAGCAGCATAAATATATCGAGAATTAGATATTTCCTTAAAATC
AGTGTATAAATTCTCTAAATAAATACTTTCTACTACTTCTATATCCATATGTTCAAATGTCTTCTGTATATCATTAAAGACTGATAAACCCGTATTTAACGGCTGT
TGAAAAGGCAATGCTGATTTATAAAAATCTAAATTATTTTCTTCACTCATGGCTATGATATTCTGCATTATGACTTCTTTAATGCCTGTAACACTTATATCAGAAT
ATGCACTTGTATCTAATAAACACAAAACATACCCTGCGGTTTCAGTTTCTAATT

39

BC39

720

AAACATACCCTGCGGTTTCAGTTTCTAATTTTCTTCCTTCTAACATCGCCATATAAAGACTATCCGCTAGAAGTTCTCCTTCAAAATGGAACAACGGATCAAAA
ATTTCATAATTTCCATCAGATTTACATTTTTTTATCTCTATATAATGAAATTCGTGTGAATCATTATAATTTAAGCAATATGGTAAATAATAAGCATCTACTACTAC
AAAGATACGATCTTGCTTTATTAATTTTTCTAGTAATATCTGAAACTCTTCTTTTTCATCACAAATATATTCTCTCAAATATATATTATTTAAAAATGCAAGTTCAG
ATTTCAACGACCTATAACGTGGGTAAAATCGTAATTTATTTTCTTCTAAATAAGACATAAGCCCCATTTGTTTCCATATCTGTCTATAATCTATTGACTTTGAATG
GACTATATTGGTAATAACTAAACTAATACAATTATGATGACTTAAGATAAGGCTTTCATTTTTATTATCCACTTGGAATCACTCATTTCTTTATTTAATTATTTAAT

40




41

ATTCTAAAGTTATTGAAAAAATATGCATAGAAGGATTATCCCCAAATTTAATACAATTAAATTCTAACGGCTGATCAAAAGTAATTGAATCACACCATATTTTAG
GAATAAATTGCTTTAACTCTCCAATCTTATTATTAATATAAGGAAATTTAACTGCTAATCGATTCCCAAATTTAGGTTCCCTAC

40

BC40

599

CTAATCGATTCCCAAATTTAGGTTCCCTACTAACGAAATCTGTAAGATGAACTCTATAAGAAGCAATAAATTGATCATCATTTACTAATTGTATACTTTCATAAAA
ATCACCATTATTAGAAGCACCTAAAATATGAATTTTTTTATACATATTTTTACCAAAAAAAATAGTTTGTCCTTCCAATTCAATATTGTCCCCATTTGGCTCATCG
ACAAAAAGCTCATATGGAACACCTTCCATTTCAAATAAACCCTTTGGACAATATTCAGCTGGAAGAGATGATCCACCAAAACTTAAGGCCCCTTCTGCTTCAA
GACCTGTTTTAGTAAATCCTTGATTATTAAATTGTTGGCGAAAATCTAATTTTATATAGTTTTTTGCAGTATTTACTCTACTCATATTACCCCTCCTACTTCTAAAT
TTTTTAAAAGGTAGGAACTATATAAAAAGTTCCTACCTTTAATGTAGTAAAATTACATTATAAAATTATATTCTTAAATCTTATTAAACAGTTACTTTGATATATAA
TACTTTAGTTTGCATGCTTATTCATCTCCTTAACTTGTTTTTTTATCTTTCTTAGGAGCATTGAGTTTAC

Alternative gBlocks® zu den gestrichenen Blocken BC14, BC16 und BC19:

41

BC14.1

125

CTTCGTAGATCTCCACCTTTAAATCAACACCATTCTAAATTATTATCATTAAAGATTCAGAATTTTCGATTCTTCATTAACAAATGTTACCAAGAGCAGTCAATAA
ATGTCAATATATTCTTAAA

42

BC14.2

369

CCAAGAGCAGTCAATAAATGTCAATATATTCTTAAAAAAAAATATATTTATCAAATTATAATTTTTTTAATAATATTATCTTTTTAGAATTGTCTAAAATAAATTTGA
CAAATTATAAATCAAGGGTTAACATTCCTTTAGTGTAATATATTTACAATTAATCAAAGATAGGTGGAAAATATATGAAGTTATCTCAGGCATTGGACTTATTAAT
TTATAATGAAGAAGTTTCACACCAAACTATCAATATGGTTCCTAGTGAAAATTATGCTTCTGTTCTTTCAAGAATCCCTTTATTATTAGATGTTTACAATCGATAT
TTTTTCAATGTTGAACAAGATGAGGATCATTGGAACTTTCGCGGGGCAC

43

BC14.3

242

ATGAGGATCATTGGAACTTTCGCGGGGCACAAAATGTGGCTGATCTTGAATCTAAGCTTGCAATTTCTTTACTAAAAGAATTGACAACGGCAAAGCACGTTAA
CTTACGCCCTATTTCAGGTTTAAATTGTATGGCATTAGTATTAAATGCATTAGGAAAGAATACAGGTAATAACATTATGATTGTTTCACCTGAACAAGGTGGTC
ATTATGCTACTCAACAGTTAGCAGAAAGCTTCGGG

44

BC16.1

137

GCACCAGAGTCAATTCTACGCTTAGGAGTAAATGAAATTACTCGTTTTGGAGCATCTATTTCTGATATGGATGAATTGTCTCAAATTATGTATGATGCTATCAG
TAATAATGGTTCTCCAGAAGAAATTAAATCCAG

45

BC16.2

524

TAATGGTTCTCCAGAAGAAATTAAATCCAGAGTTAATAAATTAAGAAACCAATATAAGAATGCCTATTCATATGATATTAATTCTAGCGAACTAAAAGATAGAAT
TAATAAAATTATTACTCTATTATTTCCTGTAAGAAATAGAGAGAAAATAACTATTTAATATTAAAGAATCACATAATATTTATACAAAAATTTATTTTCGTATTTAAA
ATGAGAGAATATCTTATATCAAAACGCTTTTGTATTATTTAAATATAAAAAAACCTTCCCGCAATTTAAAGAACAGTTTTATCATCTTTTATTTACAGTATAAATAA
AAATTGCAAAGGGGATTTAAAATGAATTATTTTGAACTTGATAAAGAATATGTATGGCACCCATGGACTTCAACTTACCAAATTGAGTCTAATAATACTATTATG
CAGAAAGGCGATGGATGTTATATTACAGATATTAATGGTAAAACTTATCTCGATGCCAAGAGTGCCGTTTTAAATGCAAGTTGTGGATACAATCATCCG

46

BC16.3

199

TTAAATGCAAGTTGTGGATACAATCATCCGAAAATTATTTCTGCTATACAATCACAATTAACAGAACTTATGAATTTTGATCATGCTGAATTTTCAACCATACCT
CCCATCCTTTTAGCTGAAAAGCTTTCTAGCATTTTACCAAAGCAACTAGAACGTACTTTTTTTTGTACTAGCGGTTCTGAAGCAACTGAAACAG

47

BC19.1

125

CAGTCTATTTATCAATAGACTGTGGCTATTTTCGAGTAATTTACAGCCTTTAATCCATTAGTTGAAATGGTCATATCAAACTGAATATCGAGTGGTTGAAGATAA
TTGTTTCATACGCTTTTTCT

48

BC19.2

125

TCGAGTGGTTGAAGATAATTGTTTCATACGCTTTTTCTAAATTAGTTTATTTGAACTACCCCCACTTTCACTTCGTTTAGAAGTGAGGGATTCCTAAGTAAAGAG
TTCTATCGAACTCTAATTGA

.Helfer‘-gBlock® fuir die Stlickelung von Sub-Block 6:

49

BC16-17

1144

GCAAAGGGGATTTAAAATGAATTATTTTGAACTTGATAAAGAATATGTATGGCACCCATGGACTTCAACTTACCAAATTGAGTCTAATAATACTATTATGCAGAA
AGGCGATGGATGTTATATTACAGATATTAATGGTAAAACTTATCTCGATGCCAAGAGTGCCGTTTTAAATGCAAGTTGTGGATACAATCATCCGAAAATTATTT
CTGCTATACAATCACAATTAACAGAACTTATGAATTTTGATCATGCTGAATTTTCAACCATACCTCCCATCCTTTTAGCTGAAAAGCTTTCTAGCATTTTACCAA
AGCAACTAGAACGTACTTTTTTTTGTACTAGCGGTTCTGAAGCAACTGAAACAGCAATAAAAATGGCGCGTATGTACTTTCAGATTGATGGGAGAAAACAAAA
AAATAAGATCATTTCTTTAGATAAAGGGTATCACGGTATTACATTAGGGGCTCTTGGGGCTTCTAATATTCCTTTAGCAAGAAATGAAGTGTATTTAATGAATG
AAGGTTATGAGAGCATCCCAACACCAATTTGTGAAAAGTGCTGTGCTTTTCTTCCTCACGATATTTGTGAACATCCAAGTGGAAGAGAACTAGAAACTAAAATT
TTAGAGTTAGGTCCTGAAAATGTAGCCGCTTTTATTATGGAACCTGTTTTAGGACTTGGTGGTATTGTTATTCCATCAATAGACTATATGCAAGAAATACAAAA
AATTTGTCTGAAATATGAGGTAAAACTAATATTAGACGAAACAATGACCTGCATGGGACGTACAGGTAAAATGTTTGCGTTTGAACATTTTAATATAGTACCAG
ACATTCTTATCTGCGGAAAAGGTATTAGCGGTGGTTATTTCCCGATATCTACTATAACAACTTCGCAAGAAATTTACTATAAATTTTGTGAAGATCCCTTTCTAA
ATGGTTTCCGCCATGGGCATACAAATTCAGGACATGCTACCGCTGCAGCTGCAGCTTTGGCTACAATCCAAGTAATTGAGGAAGAGAACTTAGTTACTAATTC
TAAGAATATGGGGAAATACTTATCAGAAAAAATATTTGCTCTAACAGAAAAATATGATTTTATACGTAATGTACGTGGTCTAGGCTTATTATTAGCTCTCGAC




,Linker“-gBlock® fir das finale Gibson-Assembly:

GAGGCCCTTTCGTCTTCAAGAATTCTTAATGCAGTGAAAAATATTTTACATGGATCTAGGACTGAGTATGCATGCCACGATAGTATCAGCGGAGTTTTATCTTT

50 B_ael- 160 CTTAGGAGCATTGAGTTTACCACTGCATTAAGAATTCTCATGTTTGACCGCTTATC
Linker-
(Super
Cos)
,Linker‘-gBlock® fiir die Umklonierung in den Vektor pBS1C:
51 | Bael- 148 AAGCTTATCGAATTCGCGGCCGCTTCTAGAAAAAATATTTTACATGGATCTAGGACTGAGTATGCATGCCACGATAGTATCAGCGGAGTTTTATCTTTCTTAG
\ GAGCATTGAGTTTACACTAGTAGCGGCCGCTGCAGTCCGGCAAAA
Linker-
(pBS1C)
gBlocks® der beiden Promotoraustauschkassetten:
52 |BS 1 1083 GTTTGTCCTCCTTATTAGTTAATCGCTAGCTTTTCTCCACATTTATTGTACAACACGAGCCCATTTTTGTCAAATAAAATTTAACCGGTATCAACGTTAATAAGA
— CGTTGTCAATAAAATTATTTTGACAAAATTGTTTAAACAAAATGCCGGCCTTTGAATGGGTTCATGTGCAGCTCCATCAGCAAAAGGGGATGATAAGTTTATCA
promcas CCACCGACTATTTGCAACAGTGCCGTTGATCGTGCTATGATCGACTGATGTCATCAGCGGTGGAGTGCAATGTCATGAGGGAAGCGGTGATCGCCGAAGTA
01 TCGACTCAACTATCAGAGGTAGTTGGCGTCATCGAGCGCCATCTCGAACCGACGTTGCTGGCCGTACATTTGTACGGCTCCGCAGTGGATGGCGGCCTGAA
- GCCACACAGTGATATTGATTTGCTGGTTACGGTGACCGTAAGGCTTGATGAAACAACGCGGCGAGCTTTGATCAACGACCTTTTGGAAACTTCGGCTTCCCC
TGGAGAGAGCGAGATTCTCCGCGCTGTAGAAGTCACCATTGTTGTGCACGACGACATCATTCCGTGGCGTTATCCAGCTAAGCGCGAACTGCAATTTGGAG
AATGGCAGCGCAATGACATTCTTGCAGGTATCTTCGAGCCAGCCACGATCGACATTGATCTGGCTATCTTGCTGACAAAAGCAAGAGAACATAGCGTTGCCT
TGGTAGGTCCAGCGGCGGAGGAACTCTTTGATCCGGTTCCTGAACAGGATCTATTTGAGGCGCTAAATGAAACCTTAACGCTATGGAACTCGCCGCCCGAC
TGGGCTGGCGATGAGCGAAATGTAGTGCTTACGTTGTCCCGCATTTGGTACAGCGCAGTAACCGGCAAAATCGCGCCGAAGGATGTCGCTGCCGACTGGG
CAATGGAGCGCCTGCCGGCCCAGTATCAGCCCGTCATACTTGAAGCTAGACAGGCTTATCTTGGACAAGAAGAAGATCGCTTGGCCTCGCGCGCAGATCAG
TTGGAAGAATTTGTCCACTACGTGAAAGGCGAGATCACCAAGGTAGTCGGCAAATAAGTTTAAAC
53 | BS 2 1111 GTCGATCAAACCCCTTCCACCGCTAGCTTTTCTCCAACTTCATTGTAAATCTTCACGAAATACTTGTCAAGCTTGCCATCTTAACGGCGCGCCAAAATGCCGG
— CCTTTGAATGGGTTCATGTGCAGCTCCATAAGCAAAAGGGGATGATAAGTTTATCACCACCGACTATTTGCAACAGTGCCGTTGATCGTGCTATGATCGACTG
promcas ATGTCATCAGCGGTGGAGTGCAATGTCGTGCAATACGAATGGCGAAAAGCCGAGCTCATCGGTCAGCTTCTCAACCTTGGGGTTACCCCCGGCGGTGTGCT
01 GCTGGTCCACAGCTCCTTCCGTAGCGTCCGGCCCCTCGAAGATGGGCCACTTGGACTGATCGAGGCCCTGCGTGCTGCGCTGGGTCCGGGAGGGACGCT
CGTCATGCCCTCGTGGTCAGGTCTGGACGACGAGCCGTTCGATCCTGCCACGTCGCCCGTTACACCGGACCTTGGAGTTGTCTCTGACACATTCTGGCGCC
TGCCAAATGTAAAGCGCAGCGCCCATCCATTTGCCTTTGCGGCAGCGGGGCCACAGGCAGAGCAGATCATCTCTGATCCATTGCCCCTGCCACCTCACTCG
CCTGCAAGCCCGGTCGCCCGTGTCCATGAACTCGATGGGCAGGTACTTCTCCTCGGCGTGGGACACGATGCCAACACGACGCTGCATCTTGCCGAGTTGA
TGGCAAAGGTTCCCTATGGGGTGCCGAGACACTGCACCATTCTTCAGGATGGCAAGTTGGTACGCGTCGATTATCTCGAGAATGACCACTGCTGTGAGCGC
TTTGCCTTGGCGGACAGGTGGCTCAAGGAGAAGAGCCTTCAGAAGGAAGGTCCAGTCGGTCATGCCTTTGCTCGGTTGATCCGCTCCCGCGACATTGTGG
CGACAGCCCTGGGTCAACTGGGCCGAGATCCGTTGATCTTCCTGCATCCGCCAGAGGCGGGATGCGAAGAATGCGATGCCGCTCGCCAGTCGATTGGCTG
AGCTCATGAGGCGCGCCACTGCGTCAATACACGTTGACACTCTTTTGAAAGTGTGTTAAATTATCAGGGAGAAAAGCTAGCGCTCTTAAGGAGGATTTTAGA
gBlock® fur die Integration der Gene IKA 05328 und IKA_05331:
54 | BS 2 2966 GGATCCTAGAAGCTTATCGAATTCGCGGCCGCTTCTAGACCTGCAGGTTATTTGCCGACTACCTTGGTGATCTCGCCTTTCACGTAGTGGACAAATTCTTCCA
— ACTGATCTGCGCGCGAGGCCAAGCGATCTTCTTCTTGTCCAAGATAAGCCTGTCTAGCTTCAAGTATGACGGGCTGATACTGGGCCGGCAGGCGCTCCATT
genecas GCCCAGTCGGCAGCGACATCCTTCGGCGCGATTTTGCCGGTTACTGCGCTGTACCAAATGCGGGACAACGTAAGCACTACATTTCGCTCATCGCCAGCCCA
01 GTCGGGCGGCGAGTTCCATAGCGTTAAGGTTTCATTTAGCGCCTCAAATAGATCCTGTTCAGGAACCGGATCAAAGAGTTCCTCCGCCGCTGGACCTACCA

AGGCAACGCTATGTTCTCTTGCTTTTGTCAGCAAGATAGCCAGATCAATGTCGATCGTGGCTGGCTCGAAGATACCTGCAAGAATGTCATTGCGCTGCCATT

42




43

CTCCAAATTGCAGTTCGCGCTTAGCTGGATAACGCCACGGAATGATGTCGTCGTGCACAACAATGGTGACTTCTACAGCGCGGAGAATCTCGCTCTCTCCAG
GGGAAGCCGAAGTTTCCAAAAGGTCGTTGATCAAAGCTCGCCGCGTTGTTTCATCAAGCCTTACGGTCACCGTAACCAGCAAATCAATATCACTGTGTGGCT
TCAGGCCGCCATCCACTGCGGAGCCGTACAAATGTACGGCCAGCAACGTCGGTTCGAGATGGCGCTCGATGACGCCAACTACCTCTGATAGTTGAGTCGAT
ACTTCGGCGATCACCGCTTCCCTCATGACATTGCACTCCACCGCTGATGACATCAGTCGATCATAGCACGATCAACGGCACTGTTGCAAATAGTCGGTGGTG
ATAAACTTATCATCCCCTTTTGCTGATGGAGCTGCACATGAACCCATTCAAAGGCCGGCATTTTCCTGCAGGTCACACTGGCTCACCTTCGGGTGGGCCTTT
CTGCGTTTATATACTAGAGAGAGAATATAAAAAGCCAGATTATTAATCCGGCTTTTTTATTATTTCACCTGGGATTTCCGAAGATTGACTATTCTCAGATAAAGT
CTAGATCGTTTGCATAATTCGTGCGAGTTCTTTTTCTAAAGCAGCGGGCTCGTTTGCATAATTGTAAATCCCTAAAAACTTCTCTATAGCCTCTGGATGGGAAC
TGATTAGCTTGTTGACAGCATCCTGTTGTTCAGATATGCGTTCATTCTTCGAAATTTGGCATCCCATGTGAAACCGAACCATAAACTCATCTTCTATTGCCTTTT
GATATTCTTCAGACATTTGATTTGATTGATCGGATTGTCCCTTATATTTTGATAGAATATTGGATAATATACGTGCTCCACATATAGCATCATGGATACCCTGCG
CCATGCCAGGATCTTTAAAACAAACTGCATCTCCAACCAACGCCCATCCTTTTCCCATTCCTTTATACCAGTAATTATCATATCCGAGAATGCCTTTGACCGGT
TCTACTAGTTCTGCATTTTTCAAGCGCGCCCCAATTGTTGTATTTGGAAAGTTATCTGTAAAGAAATTGCGTAGACAGCTTTCCGGATTTAATTTCAACCGTTC
TATCAATTCCTTATTTTCTAATGGGAAAATGCCGACAATTACATATAAATCATCATTCGTCGGAAAGAGAATGGCTGTGTTATCTTTTATCTTGTATACTTCAAAT
TTAGGGACATTATCGTGGCGAAATCCAGAGAAATACCCGAAATAGATGCCGACTGTTGCCGGAATACTTATTTTGAGTTCACTTTTTACCAGCTTGCGAATAA
TAGAGGATCGGCCGTCTGCCCCGACTACCAGGCGAGCTAAAAATTCTTGTTTCTCGTTGTCGCCGTCTAAACCTTTCACGCCTATCACTGTTTCGTCATCAC
GGATGACATCCGTCACACGAAATCCTTCTAAAACAGTTACATTCATTTGGGATTTGGCTTGTTCAAGTAGAATATGATCGAGATAAGTTCTTCTAATACAATAA
CAACTTTCCTCTCCGTAAACCTTAGGGATGAGACCTTCTATCACGGTATCCTCAAATTGAAATTTAATATCCCGTACCGGCGGTGCTTTTGTTTCCAATAACTT
GTCCAGGACACCGGTTTCTCGAAGAAGAGCGACAGTATTATTGAAAAAGGTATGGGTTGATAATGTGTCCCTTGGAAAATTCGCTCGGTCCACTAACAACAC
ATGGAAACCTGCCTTAGCAAGATAAATTGCCAGGGTAGAGCCGGCACATCTAGCACCGGTAATGATGACATCATACGTCTTATTCATCGTATCACTCCATTTT
CAAGTATAATTATTCATGTATGTAATTCATAACTTCTCGAATGTAACTTTCTAAAGGCTGTTTAGTATCTACAACTAAACACTTATATTCAGGAGGTTTTTTACTA
TTCTTGATAGTATATTTAAAAGATTCTTCAGACTGTATCTCTTTAATTTGGCTTAGCATTCTATCACGGTTTTTTAATCTGAAATTTATTTCATTACTATCATCTAG
GTAACATTCAATATATTTATATTTAACATTATATTTTTTTGATAAATCTGTTCCTTTTTCAACCATTTCTTCATACAAGCAAGGACTATCAAATATTACAGCCTGTC
CCTCTGATAAGTGAAATTCAATTAAAGACCAATCAATATTGTATGAAATCTTACCAGCAAGCTTTACATCAATTGAAGCTTCCTCAATGGAAAGTAATAAAGCG
GTTTTTACAATATCGTGGTCAATAATAACTGCTCCTGTTCTCTTAGCGATTTTTCGAGCAAGTGTTGACTTACCAGAGCCAGGGAAACCTGACATTTGAACAAA
AAACATATAAAACACCCTCTCATGTATTCTCTTAGAATGATGGCCTAGTTTGAAATACCCCTCTTAACAT

Tabelle 12: Bezeichnungen und Sequenzen (5'-3°) der eingesetzten gBlocks®.



2.1.9 Plasmide und Cosmide

Name

Bezeichnung

Quelle

pBluescript sk (-)

Standard Klonierungsvektor
lacZa, AmpR

Stratagene

pBluescript sk (-)
-(BC14)

pBluescript sk (-) Derivat

Verdaut mit EcoRV. Q5-Amplifikation mit Gber-
hangenden Primern. Rezirkuliert via Gibson
Assembly mit den gBlocks® BC14.1, BC14.2
und BC14.3. AmpR

Diese Arbeit

pBluescript sk (-)
-(BC16)

pBluescript sk (-) Derivat

Verdaut mit EcoRV. Q5-Amplifikation mit Gber-
hangenden Primern. Rezirkuliert via Gibson
Assembly mit den gBlocks® BC16.1, BC16.2
und BC16.3. AmpR

Diese Arbeit

pBluescript sk (-)
-(BC19)

pBluescript sk (-) Derivat

Verdaut mit EcoRV. Q5-Amplifikation mit Gber-
hangenden Primern. Rezirkuliert via Gibson
Assembly mit den gBlocks® BC19.1 und
BC19.2. AmpR

Diese Arbeit

pBluescript sk (-)
-(Sub-Block 1)

pBluescript sk (-) Derivat

Verdaut mit EcoRV. Q5-Amplifikation mit Gber-
hangenden Primern. Rezirkuliert via Gibson
Assembly mit den gBlocks® BC1, BC2 und
BC3. AmpR

Diese Arbeit

pBluescript sk (-)
-(Sub-Block 2)

pBluescript sk (-) Derivat

Verdaut mit EcoRV. Q5-Amplifikation mit Gber-
hangenden Primern. Rezirkuliert via Gibson
Assembly mit den gBlocks® BC4, BC5 und
BC6. AmpR

Diese Arbeit

pBluescript sk (-)
-(Sub-Block 3)

pBluescript sk (-) Derivat

Verdaut mit EcCoRV. Q5-Amplifikation mit Uber-
hangenden Primern. Rezirkuliert via Gibson
Assembly mit den gBlocks® BC7, BC8 und
BC9. AmpR

Diese Arbeit

pBluescript sk (-)
-(Sub-Block 4)

pBluescript sk (-) Derivat

Verdaut mit EcoRV. Q5-Amplifikation mit Gber-
hangenden Primern. Rezirkuliert via Gibson
Assembly mit den gBlocks® BC10, BC11 und
BC12. AmpR

Diese Arbeit

pBluescript sk (-)
-(Sub-Block 5)

pBluescript sk (-) Derivat

Verdaut mit EcCoRV. Q5-Amplifikation mit Uber-
héangenden Primern. Rezirkuliert via Gibson
Assembly mit den gBlocks® BC13 und BC15
sowie mit dem Bts®l-ausgeschnittenen Block
BC14 aus dem entsprechenden Vektor. AmpR

Diese Arbeit

pBluescript sk (-)
-(Sub-Block 6)

pBluescript sk (-) Derivat

Verdaut mit EcoRV. Q5-Amplifikation mit Gber-
héangenden Primern. Rezirkuliert via Gibson
Assembly mit den gBlocks® BC17 und BC18

Diese Arbeit
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sowie mit den Bts®l-ausgeschnittenen Blocken
BC16 und BC19 aus den entsprechenden
Vektoren. AmpR

-(Sub-Sub-Block B)

Verdaut mit EcCoRV. Q5-Amplifikation mit Uber-
hangenden Primern. Rezirkuliert via Gibson
Assembly mit den Bts®l-ausgeschnittenen
Sub-Blécken 4, 5 und 6 aus den entsprechen-
den Vektoren. AmpR

pBluescript sk (-) pBluescript sk (-) Derivat Diese Arbeit
-(Sub-Block 7) Verdaut mit EcoRV. Q5-Amplifikation mit uber-

hangenden Primern. Rezirkuliert via Gibson

Assembly mit den gBlocks® BC20, BC21 und

BC22. AmpR
pBluescript sk (-) pBluescript sk (-) Derivat Diese Arbeit
-(Sub-Block 8) Verdaut mit EcoRV. Q5-Amplifikation mit uber-

hangenden Primern. Rezirkuliert via Gibson

Assembly mit den gBlocks® BC23, BC24 und

BC25. AmpR
pBluescript sk (-) pBluescript sk (-) Derivat Diese Arbeit
-(Sub-Block 9) Verdaut mit EcoRV. Q5-Amplifikation mit Gber-

hangenden Primern. Rezirkuliert via Gibson

Assembly mit den gBlocks® BC26, BC27 und

BC28. AmpR
pBluescript sk (-) pBluescript sk (-) Derivat Diese Arbeit
-(Sub-Block 10) Verdaut mit EcoRV. Q5-Amplifikation mit Gber-

hangenden Primern. Rezirkuliert via Gibson

Assembly mit den gBlocks® BC29, BC30 und

BC31. AmpR
pBluescript sk (-) pBluescript sk (-) Derivat Diese Arbeit
-(Sub-Block 11) Verdaut mit EcoRV. Q5-Amplifikation mit Uber-

hangenden Primern. Rezirkuliert via Gibson

Assembly mit den gBlocks® BC32, BC33 und

BC34. AmpR
pBluescript sk (-) pBluescript sk (-) Derivat Diese Arbeit
-(Sub-Block 12) Verdaut mit EcoRV. Q5-Amplifikation mit Gber-

hangenden Primern. Rezirkuliert via Gibson

Assembly mit den gBlocks® BC35, BC36 und

BC37. AmpR
pBluescript sk (-) pBluescript sk (-) Derivat Diese Arbeit
-(Sub-Block 13) Verdaut mit EcoRV. Q5-Amplifikation mit Gber-

hangenden Primern. Rezirkuliert via Gibson

Assembly mit den gBlocks® BC38, BC39 und

BC40. AmpR
pBluescript sk (-) pBluescript sk (-) Derivat Diese Arbeit
-(Sub-Sub-Block A) | Verdaut mit EcoRV. Q5-Amplifikation mit Gber-

hangenden Primern. Rezirkuliert via Gibson

Assembly mit den Bts“l-ausgeschnittenen

Sub-Blécken 1, 2 und 3 aus den entsprechen-

den Vektoren. AmpR
pBluescript sk (-) pBluescript sk (-) Derivat Diese Arbeit
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pBluescript sk (-) pBluescript sk (-) Derivat Diese Arbeit
-(Sub-Sub-Block C) | Verdaut mit EcoRV. Q5-Amplifikation mit Gber-

hangenden Primern. Rezirkuliert via Gibson

Assembly mit den Bts®l-ausgeschnittenen

Sub-Blécken 7, 8, 9 und 10 aus den entspre-

chenden Vektoren. AmpR
pBluescript sk (-) pBluescript sk (-) Derivat Diese Arbeit

-(Sub-Sub-Block D)

Verdaut mit EcoRV. Q5-Amplifikation mit Gber-
hangenden Primern. Rezirkuliert via Gibson
Assembly mit den Bts®l-ausgeschnittenen
Sub-Blécken 11, 12 und 13 aus den entspre-
chenden Vektoren. AmpR

mrsMRO02

Integratives SuperCos1 Derivat
Enthalt die multiple recombineering site
(mrs), oriT, attP, int ®C31, TetR, KanR

(Basitta et al. 2017)

SC1TRO1

mrsMRO2 Derivat

Die multiple recombineering site (mrs) wurde
beidseitig mit Pacl ausgeschnitten und der
Vektor anschlieRend religiert. TetR, KanR

Diese Arbeit

SC1TRO2

SC1TRO1 Derivat
Verdaut mit Pacl. Rezirkuliert via Gibson-As-
sembly mit dem gBlock® ,Bael-Linker-(Super-
Cos)"“. Tet?, KanR

Diese Arbeit

SC1TRO3

SC1TRO02 Derivat

Verdaut mit Bael. Rezirkuliert via Gibson-As-
sembly mit den 4 Bts®l-ausgeschnittenen Sub-
Sub-Bloécken A, B, C und D aus den entspre-
chenden Vektoren. TetR, Kan®

Diese Arbeit

pBS1C

E.coli - B.subtilis Shuttle-Vektor

Enthalt ein RFP in der MCS.

Fahig zur Integration im amyE-Locus. AmpR,
CmiR

(Radeck et al. 2013)

pBS1C
-[Bael-Linker]

pBS1C Derivat

Verdaut mit EcoRI und Spel. Rezirkuliert via
Ligation mit dem ebenfalls EcoRIl und Spel
verdauten gBlock® ,Bael-Linker-(pBS1C)".
AmpR, CmiIR

Diese Arbeit

pBS1CTRO1

pBS1C-[Bael-Linker] Derivat

Verdaut mit Bael. Rezirkuliert via Gibson-As-
sembly mit dem Bacillus cereus Gencluster,
welches mit Bts®l aus SC1TR03 ausgeschnit-
ten wurde. AmpR, CmlR

Diese Arbeit

pBS1CTR02-Apra

pBS1CTRO1 Derivat

Der gBlock® ,BS 2promcas_01“ mit dem Re-
sistenzgen aac3(/V) wurde via Red/ET-Re-
kombination integriert. AmpR, CmiR, ApraR

Diese Arbeit

pBS1CTRO2

pBS1CTRO02-Apra Derivat

Das Resistenzgen aac3(/V) wurde durch Ascl
Verdau ausgeschnitten und der Vektor an-
schlielend religiert. AmpR, CmiR

Diese Arbeit
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pBS1CTRO3
-SpecStrep

pBS1CTRO02 Derivat

Der gBlock® ,BS 1promcas_01“ mit dem Re-
sistenzgen aadA wurde via Red/ET-Rekombi-
nation integriert. AmpR, CmiIR StrepR

Diese Arbeit

pBS1CTRO3

pBS1CTRO03-SpecStrep Derivat
Das Resistenzgen aadA wurde durch Pmel
Verdau ausgeschnitten und der Vektor an-
schlieBend religiert. AmpR, CmiIR

Diese Arbeit

pBS1CTR0O4
-SpecStrep

pBS1CTRO03 Derivat

Der gBlock® ,BS 2genecas_01“ mit dem Re-
sistenzgen aadA wurde via Red/ET-Rekombi-
nation integriert. AmpR, CmiIR StrepR

Diese Arbeit

pBS1CTR04

pBS1CTRO04-SpecStrep Derivat
Das Resistenzgen aadA wurde durch Sbfl
Verdau ausgeschnitten und der Vektor an-
schlieBend religiert. AmpR, CmiIR

Diese Arbeit

PI1J790

A-Red (gam, bet, exo), araC, rep101, CmIR

(Gust et al. 2003)

Tabelle 13: Plasmide und Cosmide.

2.1.10 Bakterienstamme

hsdR1

Name Bezeichnung Quelle

E. coli XL1-Blue recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 Stratagene
relA1 lac [F proAB lacl’ ZAM15 Tn10 (Tet')]

NEB® 5-alpha fhuA2 A(argF-lacZ)U169 phoA ginV44 ®80 New England

Competent E. coli | A(lacZ)M15 gyrA96 recA1 relA1 endA1 thi-1 Biolabs

E. coli ET12567

dam™ dem™ hsdM TetR CmiIR

(MacNeil et al. 1992)

E. coliBW25113 /

E. coli K-12 Derivat: AaraBAD, ArhaBAD

(Datsenko et al.

plJ790 A-Red (gam, bet, exo), araC, rep101', CmIR 2000)

(Gust et al. 2003)
Bacillus subtilis trpC2 (Burkholder et al.
168 1947)

(Zeigler et al. 2008)

Bacillus subtilis
OKB120

pheA1 sfp srfA::Tn917

(Nakano et al. 1988)

Tabelle 14: Bakterienstamme.
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2.2 Mikrobiologische Methoden

2.2.1 Kultivierungsbedingungen

2.2.1.1 Kultivierung von E. coli

Sofern nicht anders beschrieben, wurden samtliche E. coli Kulturen bei 37°C fir 15-20 h Uber
Nacht inkubiert. Die Inkubation von Flissigkulturen erfolgte unter Schiitteln bei 200 rpm im
300 ml Erlenmeyerkolben (Vmedium = 50-100 ml) bzw. im Reagenzglas (Vmedium = 5 ml). Fest-
medien wurden im Inkubationsschrank bei 37°C inkubiert. Zur kurzfristigen Aufbewahrung von
Festmedien-Kulturen wurden die entsprechenden Platten ggfs. fur einige Wochen im Kuhl-
schrank bei 4°C gelagert. Zur langfristigen Aufbewahrung wurden je 700 pl einer frischen Flus-

sigkultur mit 300 pl Glycerol 80% (v/v) gemischt und anschlief3end bei -80°C eingefroren.

2.2.1.2 Kultivierung von B. subtilis

Die Inkubation und Aufbewahrung von Bacillus subtilis Kulturen erfolgte bei 30 oder 37°C Uber
einen Zeitraum von 15-120 h. Flussigkulturen wurden entweder im 300 ml Erlenmeyerkolben
oder im 300 ml Schikanekolben mit innenliegender Metallspirale unter Schiitteln bei 200 rpm
inkubiert (Vmedium = 50-100 ml). Fir die DNA-Transformation wurden 100 ml Erlenmeyerkolben
mit innenliegender Metallspirale verwendet (Vmedium = 10-20 ml). Kleinere Volumina wurden im
Reagenzglas inkubiert. Zur kurzfristigen Aufbewahrung wurden Platten mit Festmedien bei
Raumtemperatur gelagert. Zur langfristigen Aufbewahrung wurden je 700 ul einer frischen

Fltssigkultur mit 300 pl Glycerol 80% (v/v) gemischt und anschlieRend bei -80°C eingefroren.

2.2.2 Produktion von Sekundarmetaboliten

Bei Kultivierungen zum Zwecke der Produktion von Sekundarmetaboliten wurde zunachst eine
Vorkultur im 300 ml Erlenmeyerkolben (Vmedum = 100 ml) unter Zusatz der entsprechenden
Antibiotika angelegt und fur 15-24 h bei 30 oder 37°C unter Schutteln bei 200 rpm inkubiert.
Die Inkubation der Hauptkultur erfolgte im 300 ml Schikanekolben mit innenliegender Metall-
spirale (Vmedqum = 70-100 ml) ohne Zusatz von Antibiotika. Die Hauptkultur wurde mit 1 ml Vor-
kultur angeimpft und anschlielend fir 24-120 h bei 30 oder 37°C unter Schiitteln bei 200 rpm

inkubiert. Ggfs. wurden unter sterilen Bedingungen zwischenzeitliche Proben entnommen.
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2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 Herstellung elektrokompetenter E. coli Zellen

Fur die Elektroporation von DNA in E. coli werden elektrokompetente Zellen bendtigt. Diese
kénnen nach Herstellung fir langere Zeit bei -80°C aufbewahrt werden. Fur die Herstellung
wurden 100 ml LB-Medium mit 2-5 ml einer frischen Ubernachtkultur angeimpft und bei 37°C
und 200 rpm bis zu einer ODeggo von 0,4-0,7 inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen durch
Zentrifugation (10 min, 4°C, 4000 rpm) geerntet. Das Zellpellet wurde in 10-25 ml Glycerol
10% (v/v) resuspendiert und erneut abzentrifugiert (10 min, 4°C, 4000 rpm). Der Waschvor-
gang wurde 1-2 Mal wiederholt. SchlieRlich wurde der Uberstand abgegossen, das Zellpellet

im Rucklauf resuspendiert und zu je 50 pl aliquotiert. Die Aliquots wurden bei -80°C gelagert.

2.3.2 Transformation in E. coli durch Elektroporation

Ein Aliquot elektrokompetenter E. coli Zellen wurde mit 1-5 pl (~100 ng) Plasmid- bzw. Cosmid-
DNA vermischt. Das Gemisch wurde in eine eiskalte 0,2 cm Elektroporationskiivette tUberflhrt
und auf Eis gestellt. Die Elektroporation erfolgte mit dem Gerat MicroPulser Electroporator
(Bio-Rad Laboratories) unter Verwendung von Programm EC2 (2,5 kV). Direkt nach dem Im-
puls wurden je 0,5-1 ml eiskaltes SOC Medium zugegeben und der Ansatz in ein 1,5 ml Re-
aktionsgefall Uberfuhrt. AnschlieRend wurde fur 1 h bei 37°C und 200 rpm inkubiert. Zur Se-
lektion wurden je 50-200 pl Transformationsansatz auf eine LB-Platte mit dem bendtigten An-

tibiotikum ausgestrichen. Die getrockneten Platten wurden fir 15-20 h bei 37°C inkubiert.

2.3.3 Transformation in E. coli durch chemische Kompetenz

Als chemisch kompetente Zellen wurden ausschlieBlich gekaufte NEB® 5-alpha Competent E.
coli (New England Biolabs) verwendet. Diese wurden bereits zu 50 pl aliquotiert geliefert und
bis zur Verwendung bei -80°C gelagert. Fir die Transformation wurde ein Aliquot fir 10 min
auf Eis aufgetaut und mit 1-5 pl (~100 ng) Plasmid- bzw. Cosmid-DNA vermischt. Das Gemisch
wurde fur 30 min auf Eis gestellt und anschlielRend fur 30 s einem Hitzeschock von 42°C aus-
gesetzt. Danach wurde der Ansatz fur 5 min auf Eis gestellt. Nach Zugabe von 950 pl eiskaltem
SOC Medium wurde der Transformationsansatz fur 1 h bei 37°C und 200 rpm inkubiert. Zur
Selektion wurden je 50-200 pl Transformationsansatz auf eine LB-Platte mit dem bendtigten

Antibiotikum ausgestrichen. Die getrockneten Platten wurden fur 15-20 h bei 37°C inkubiert.
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2.3.4 Transformation in Bacillus subtilis

Far die Transformation in Bacillus subtilis wurde ausschlieRlich der integrative Vektor pBS1C
verwendet, bzw. davon abgeleitete Derivate mit den entsprechenden DNA-Inserts. Die Integra-
tion dieses Vektors erfolgte in den amyE-Locus des Bacillus subtilis Genoms. Die transfor-
mierten Stdmme waren Bacillus subtilis 168 sowie Bacillus subtilis OKB120. Fur die Transfor-
mation wurden 20 ml MNGE Medium in einem 100 ml Erlenmeyerkolben mit innenliegender
Metallspirale mit 1-2 ml frischer Ubernachtkultur angeimpft und bis zu einer ODgoo von ~0,5 bei
37°C und 200 rpm inkubiert. AnschlielRend wurden 400 ul dieser Kultur in ein Reagenzglas
Uberfuhrt und 1-2 ug der zu transformierenden linearisierten Plasmid DNA zugegeben. Nach
einer Inkubationszeit von einer Stunde (37°C, 200 rpm) wurden 100 ul Expression-Mix mit
subinhibitorischen Antibiotikakonzentrationen zur Expression des Resistenzgens zugegeben
(ccm = 0,625 pg/ml). Nach einer Inkubationszeit von einer weiteren Stunde (37°C, 200 rpm)

wurde der Transformationsansatz auf LB Cml Platten ausplattiert und bei 37°C inkubiert.

2.3.5 Blau-WeiBR-Selektion

Wird fur die Transformation in bestimmte E. coli Stdmme (z.B. E. coli XL1-Blue) ein Vektor
verwendet, dessen MCS innerhalb eines lacZa Gens lokalisiert ist, kann die Blau-WeiR-Selek-
tion eine sehr hilfreiche Methode sein, um rekombinante Plasmide von nicht rekombinanten
.leeren Plasmiden zu unterscheiden. Wichtig ist, dass der verwendete E. coli Stamm das Gen
lacZw tragt. Erst die gemeinsame Expression des a-Fragments (vom nicht rekombinanten
Plasmid) sowie des w-Fragments (vom Bakteriengenom) der B-Galactosidase fihrt zu einem
funktionellen Enzym (sog. a-Komplementation). Werden dem Medium nun die beiden Stoffe
IPTG (als Induktor) sowie X-Gal (als Enzymsubstrat) zugegeben, entsteht bei Vorhandensein
der aktiven B-Galactosidase ein blauer Farbstoff. Ist jedoch das lacZa Gen auf dem Plasmid
durch Einbringen von DNA in die MCS unterbrochen (z.B. durch Ligation oder Gibson-As-
sembly), wird das a-Fragment der B-Galactosidase nicht korrekt exprimiert und das Enzym ist
nicht funktional. In diesem Fall bildet sich bei IPTG und X-Gal Zugabe kein blauer Farbstoff.
Blaue Kolonien tragen demnach ,leere” Plasmide, wohingegen weil3e Kolonien rekombinante
Plasmide tragen. Bei der Transformation von pBluescript sk (-) Derivaten in E. coli XL1-Blue
wurde zur Unterscheidung von rekombinanten und nicht rekombinanten Plasmiden stets die
Blau-Weil3-Selektion verwendet. Hierflr wurde auf jede Agar-Platte vor der Transformation je
150 pl IPTG-L6sung (33 mM in H2O, sterilfiltriert) sowie 150 pl X-Gal-Lésung (2% (w/v) in
DMSO) aufgetragen und vorsichtig auf der Oberflache verteilt. Nach einer Trocknungszeit von
ca. 30 min konnte der Ansatz in der Ublichen Weise ausplattiert werden. Bei undeutlicher

Blaufarbung konnte diese durch Lagerung fir mehrere Stunden bei 4°C verbessert werden.
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2.3.6 Isolierung von Plasmid- bzw. Cosmid-DNA aus E. coli

Far die DNA-Isolierung aus E. coli wurde die Methode der alkalischen Lyse verwendet. Hierzu
wurden 3-5 ml einer frischen Ubernachtkultur in einem 1,5 ml Reaktionsgefal in 2-4 Schritten
abzentrifugiert (2 min, 4°C, 13600 rpm) und der klare Uberstand jeweils verworfen. Das Zell-
pellet wurde in 100 ul Sol | resuspendiert und flr 5-10 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Anschlieend wurden 200 pl frisch zubereiteter Sol 1l zugegeben, durch mehrmaliges Inver-
tieren vorsichtig gemischt und fur 5-10 min auf Eis inkubiert. Danach wurden 150 pl eiskalte
Sol Il zugegeben, durch mehrmaliges Invertieren vorsichtig gemischt und erneut flr 10 min
auf Eis inkubiert. Der Ansatz wurde zentrifugiert (10 min, 4°C, 13600 rpm), der klare Uberstand
mit der Pipette entnommen und in ein frisches 2 ml Reaktionsgefald iberfihrt. Zur Aufreinigung
wurde nun ein fertiges Gemisch aus Phenol / Chloroform / Isoamylalkohol im selben Volumen
zum vorher Uberfiihrten Uberstand zugegeben und durch Vortexen fiir 30 s kraftig gemischt.
Zur Trennung der Phasen wurde erneut zentrifugiert (15 min, 4°C, 13600 rpm). Die obere
wassrige Phase wurde, ohne die Interphase zu berlhren, vorsichtig mit der Pipette entnom-
men und in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefal tberfihrt. Zur Aufkonzentrierung der DNA wurde
die Methode der Alkohol-Prazipitation verwendet. Hierzu wurde dem Ansatz ein gleiches Vo-
lumen an eiskaltem Isopropanol (100%) zugegeben und fur 10 min auf Eis inkubiert. Anschlie-
Rend wurde die gefallite DNA abzentrifugiert (30 min, 4°C, 13600 rpm). Der Uberstand wurde
abgegossen und das DNA Pellet mit 500 pl Ethanol 70% (v/v) gewaschen. Nach erneutem
Zentrifugieren (10 min, 4°C, 13600 rpm) wurde der Uberstand mdglichst vollstéandig mit der
Pipette entnommen, das Pellet bei Raumtemperatur fir ca. 30 min getrocknet und schlieflich
in 30-50 ul TRIS-Puffer (10 mM, pH8) gel6st. Die Lagerung erfolgte bei -20°C. Zur Isolierung
grélkerer DNA Mengen wurde ein Volumen von 100 ml Bakterienkultur verwendet (verteilt auf
2 x 50 ml Zentrifugenréhrchen). Die Volumina der verwendeten Losungen wurden dabei ent-
sprechend erhdht. Um den Einsatz von toxischem Phenol / Chloroform / Isoamylalkohol mdg-
lichst gering zu halten, wurde hier nach der alkalischen Lyse zunachst eine Alkoholprazipita-
tion durchgefihrt. Die gefallte DNA wurde im 50 ml Zentrifugenréhrchen in ca. 400 pl TRIS-
Puffer gelést und in ein frisches 2 ml Reaktionsgefaly Uberfuhrt. Anschlieend erfolgte die Auf-
reinigung mittels Phenol / Chloroform / Isoamylalkohol und eine zweite Alkoholprazipitation
analog zur oben beschriebenen Isolierung im kleinen Malstab. Das resultierende Zellpellet

wurde am Ende jedoch in einem Volumen von insgesamt 200-400 pl TRIS-Puffer geldst.

2.3.7 Aufreinigung von DNA

Zur Aufreinigung von DNA (Plasmid-DNA, Cosmid-DNA, Restriktions-Ansatze, PCR-Ansatze)
wurde vorzugsweise das Aufreinigungs-Kit peqGOLD Cycle-Pure Kit (PEQLAB Biotechnolo-

gie) verwendet. Die Aufreinigung erfolgte hier stets gemaR den Herstellerangaben. Bei DNA-
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Fragmenten > 30 kb wurden mit diesem Aufreinigungs-Kit meist nur sehr geringe Ausbeuten
erzielt. Daher wurden in diesen Fallen vorzugsweise zusatzliche Aufreinigungen mit Phenol /

Chloroform / Isoamylalkohol und einer anschlieRenden Alkoholprazipitation durchgeflihrt.

2.3.8 Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Konzentrationsbestimmung von geloster DNA erfolgte mittels NanoDrop 1000 Spectro-
photometer (Thermo Fisher Scientific) unter Messung der UV-Absorption bei 260 nm. Alterna-
tiv wurde die zu quantifizierende DNA via Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und die

Banden mit dem Marker GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific) verglichen.

2.3.9 Agarose-Gelelektrophorese

Um DNA-Proben aufzutrennen und visuell zu analysieren, wurde die Methode der Agarose-
Gelelektrophorese verwendet. Hierzu wurden Gele mit 0,8-2,0% (m/m) Agarose in TAE-Puffer
1x hergestellt. Auf die Verwendung des kanzerogenen Ethidiumbromids wurde in dieser Arbeit
vollstéandig verzichtet. Stattdessen wurde die DNA mittels PeqGREEN (PEQLAB Biotechnolo-
gie) angefarbt. Dieses Farbereagenz wird in wassriger Lésung in einer Konzentration von
20.000x geliefert und kann vor dem Giel3en direkt in das handwarme Gel zugegeben werden.
Abweichend von den Herstellerangaben wurde mit einer Endkonzentration im Gel von 0,4x
gearbeitet (und nicht mit einer Konzentration von 1x). Als Gelkammern wurde das PerfectBlue
Gelsystem Mini L oder das PerfectBlue Gelsystem Midi ExW (beide: PEQLAB Biotechnologie)
verwendet, die mit TAE-Puffer 1x bis zur Markierung beflllt wurden. Um die DNA-Banden in
Hinblick auf Grof3e und Konzentration zu vergleichen, wurde stets der Marker GeneRuler 1 kb
DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific) mit aufgetragen. Die DNA-Proben wurden mit dem
Ladepuffer Gel Loading Dye, Purple 6x (New England Biolabs) gemischt (Endkonzentration:
1x). Alternativ wurde ein eigens hergestellter Ladepuffer verwendet (siehe 2.1.5.2). Die Auf-
trennung erfolgte je nach Bandengrofie mit einer Spannung von 80-120 V fur 40-120 min. Die
Auswertung erfolgte unter UV-Licht mithilfe des Geldokumentationssystems E-Box VX5 (Vilber
Lourmat) unter Verwendung der Software VisionCapt. Fur praparative Zwecke (mit dem Ziel,
bestimmte DNA-Banden nach Auftrennung aus dem Gel auszuschneiden) wurde auf die di-
rekte Zugabe von PeqGREEN zum Gel verzichtet. Stattdessen wurde ein gro3eres Volumen
der betreffenden Probe in der Mitte des Gels aufgetragen (= Hauptstiick) und zudem am Rand
des Gels ein geringes Volumen derselben Probe direkt neben dem Marker aufgetragen
(= Randstlick). Nach der Elektrophorese wurde das Randstlick mit einem Skalpell abgeschnit-
ten und fur 30 min in einem frisch hergestellten PeqGREEN Farbebad angefarbt (PeqGREEN-
Konzentration im Farbebad: 3x). AnschlieRend wurde derselbe Streifen fir weitere 30 min in

einem Wasserbad entfarbt. Das so behandelte Randstiick wurde nun unter dem UV-Licht
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ausgewertet und die gewlinschten Banden mit einem Zahnstocher markiert. Auf Hoéhe dieser
Markierung wurde nun ein horizontaler Streifen aus dem nicht angefarbten Hauptstlick des
Gels ausgeschnitten. Die DNA aus diesem diinnen Gelstreifen wurde mithilfe des peqGold Gel
Extraction Kit (PEQLAB Biotechnologie) entsprechend den Herstellerangaben extrahiert. Auf
diese Weise wurde die DNA zu keinem Zeitpunkt einem Interkalator und keinerlei UV-Licht

ausgesetzt und somit vor mdglichen Strangbriichen und anderen DNA-Schaden bewahrt.

2.3.10 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierungen wurden von Eurofins Genomics unter Verwendung der Cycle Se-
quencing Technologie auf ABI 3730XL-Sequenzern durchgefiihrt. Hierbei kam eine Abwand-
lung der klassischen Sanger Sequenzierung auf Basis von Didesoxyribonukleotid-Triphospha-
ten zum Einsatz. Die DNA-Proben wurden bereits im Voraus mit den gewiinschten Primern fir
die Sequenzierung gemischt. Die Probenvolumina sowie die DNA- und Primerkonzentrationen
wurden entsprechend den Empfehlungen von Eurofins Genomics gewahlt. Die Sequenzie-

rungsergebnisse wurden anschlieffend in Form von Chromatogrammen Ubermittelt.

2.3.11 DNA-Verdau mit Restriktionsendonukleasen

Samtliche in dieser Arbeit eingesetzten Restriktionsendonukleasen wurden von New England
Biolabs bezogen. Sofern nicht anders angegeben, wurden diese Reaktionen stets entspre-
chend den Herstellerangaben durchgefihrt. Die Inkubation und gegebenenfalls die Hitzeinak-

tivierung erfolgten hierbei am Thriller Thermo-Inkubationsmischer (PEQLAB Biotechnologie).

2.3.12 DNA-Ligation
Fir alle Ligationen wurde die T4 DNA Ligase (New England Biolabs) entsprechend den Her-

stellerangaben verwendet. Das Verhaltnis von linearisiertem Vektor zu Insert lag zwischen 1:3
und 1:5. Die Inkubation erfolgte fur 1 h bei Raumtemperatur oder GUber Nacht bei 4°C. Die
Inaktivierung erfolgte fir 10 min bei 65°C. Die anschlieRende Lagerung erfolgte bei -20°C. Fur

nachfolgende Transformationen wurden je 1-3 pl des unverdinnten Ansatzes verwendet.

2.3.13 Isolierung von RNA aus Bacillus subtilis

Die RNA-Isolierung ist relativ aufwandig und erfordert ausreichend Zeit sowie eine grundliche
Vorbereitung. Die Standardmaterialien (Pipettenspitzen, Wasser, Reaktionsgefalie, Spatel,
etc.) wurden im Voraus doppelt autoklaviert (2x 20 min, 121°C, 2 bar). Fur die Durchflihrung
wurden die Kits RNAprotect Bacteria Reagent, RNase-Free DNase Set sowie RNeasy Mini Kit

bendtigt (alle: Qiagen). Die Puffer wurden entsprechend den Herstellerangaben vorbereitet
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(siehe auch 2.1.5.5). Zur RNA-Isolierung aus B. subtilis wurden zunachst 6 ml frische Uber-
nachtkultur in einem 2 ml Reaktionsgefal} durch dreimaliges Abzentrifugieren (5 min, RT, 5000
rom) geerntet und der Uberstand jeweils abgegossen. Das resultierende Pellet wurde in 1,5
ml RNAprotect Bacteria Reagent (Qiagen) durch kurzes Vortexen resuspendiert und im An-
schluss flr 5 min bei RT inkubiert. Nach erneutem Zentrifugieren (10 min, RT, 5000 rpm) wurde
der Uberstand mdglichst vollstandig abgenommen und das verbleibende Pellet in 200 pl eines
frisch hergestellten Gemischs aus Lysozym + TE-Puffer resuspendiert. Im Anschluss wurde
fur 10 min bei RT inkubiert und alle 2 min durch kurzes Vortexen gemischt. Anschlielsend
wurde der Ansatz in ein 2 ml Lysing Matrix B Gefall (MP Biomedicals) tUberfihrt und 700 pl
eines gekuhlten Gemischs aus p-Mercaptoethanol und RLT-Puffer zugegeben. Der Ansatz
wurde nun im FastPrep-24 Instrument (MP Biomedicals) fur 2x 40 s auf Programm 1 lysiert
und anschlieRend sofort auf Eis gestellt. Nach kurzem Zentrifugieren (10 s, 4°C, 13600 rpm)
wurde der klare Uberstand in ein 2 ml MaXtract High Density Tube (Qiagen) tberfiihrt und ein
dem Uberstand entsprechendes Volumen an Phenol / Chloroform / Isoamylalkohol zugege-
ben. Das Gemisch wurde fur 30 s kraftig geschittelt und anschliellend abzentrifugiert (5 min,
4°C, 13600 rpm). Die obere wassrige Phase wurde mit der Pipette vorsichtig abgenommen
und in ein weiteres 2 ml MaXtract High Density Tube Uberfihrt, erneut mit Phenol / Chloroform
/ Isoamylalkohol geschiittelt und abzentrifugiert. Die wassrige Phase wurde wiederum in ein 2
ml Reaktionsgefal® Uberfiihrt und mit einem Gemisch aus B-Mercaptoethanol und RLT-Puffer
auf ein Gesamtvolumen von 900 ul aufgefillt. Nun wurden 500 pl Ethanol 100% zugegeben
und nach kurzem Vermischen in 2 Schritten auf eine RNeasy Minisaule (Qiagen) aufgetragen
und zentrifugiert (15 s, RT, 10000 rpm). Nun wurden 350 ul RW1-Puffer zugegeben und erneut
zentrifugiert (15 s, RT, 10000 rpm). Anschlieftend wurden 160 ul eines Gemischs aus DNase |
und RDD-Puffer auf die Saule aufgetragen und fir 15 min bei RT inkubiert. Danach wurden
350 pl RW1-Puffer zugegeben, fur weitere 5 min bei RT inkubiert und schlieRlich zentrifugiert
(15 s, RT, 10000 rpm). Das Eluat wurde verworfen. Nun wurden 500 pl RPE-Puffer auf die
Saule aufgetragen und zentrifugiert (15 s, RT, 10000 rpm). Dieser Schritt wurde einmal wie-
derholt, nun aber fur 2 min zentrifugiert. Die Saule wurde in ein frisches 1,5 ml Reaktionsgefafy
uberfuhrt und die RNA mit 30-50 yl RNase freiem Wasser eluiert (1 min, RT, 10000 rpm). Das
Eluat wurde erneut auf die Saule pipettiert und abermals zentrifugiert (1 min, RT, 10000 rpm).
Die RNA wurde nun zu 10 pl aliquotiert und bei -80°C gelagert. Die RNA-Konzentration wurde
via NanoDrop 1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific) unter Messung der UV-Ab-

sorption bei 260 nm ermittelt. Der 260/280 nm Quotient sollte zwischen 1,7 und 2,0 liegen.
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2.3.14 Reverse-Transkriptase-Reaktion

Um RNA in DNA umzuschreiben, wurden zunachst ~1000 ng RNA mit RNase freiem Wasser
auf ein Volumen von 15 ul verdiinnt und fur 5 min bei 65°C inkubiert, um etwaige Sekun-
darstrukturen zu zerstoren. AnschlieRend wurde die RNA zur Kuhlung sofort auf Eis gestellt.
Nun wurden 1 pl iScript Reverse Transcriptase sowie 4 pl iScript Reaction Mix (beide: Bio-
Rad) zugegeben und anschliel3end vorsichtig mit der Pipette gemischt. Der Ansatz wurde nun

auf dem iCycler Thermal Cycler (Bio-Rad) folgendem Temperaturschema ausgesetzt:

= 25°C 5min
= 46°C 20 min
= 95°C 1 min
" 4°C

Die umgeschriebene cDNA wurde bei -80°C gelagert. Fur die RT-PCR wurde als Template die
cDNA verwendet. Um sicher zu stellen, dass etwaige PCR Banden in der RT-PCR nicht von
verschleppter genomischer DNA kommen, wurde im Vergleich auch eine PCR mit der reinen

RNA durchgefihrt. Hier sollten keine bzw. allenfalls sehr schwache Amplifikate entstehen.

2.3.15 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Fir die durchgefuhrten PCR-Reaktionen wurde entweder der iCycler Thermal Cycler (Bio-
Rad) oder der peqSTAR 96x Universal Gradient (PEQLAB Biotechnologie) verwendet. PCR-
Reaktionen zu analytischen Zwecken wurden mit einer im Arbeitskreis eigens hergestellten
Taqg-Polymerase durchgefihrt. Sofern die resultierenden Amplifikate in weiteren Reaktions-
schritten weiterverwendet werden sollten (z.B. fur ein anschlieBendes Gibson-Assembly bzw.
eine anschlielRende Ligation), wurde in den meisten Fallen die Q5® High-Fidelity DNA Poly-
merase (New England Biolabs) eingesetzt. Teilweise wurde hierflr auch ein im Arbeitskreis
eigens hergestelltes Gemisch aus Tag- und Pfu-Polymerase (Verhaltnis 10:1) verwendet. Der
Reaktionspuffer fir Amplifikationen mit der Tag-Polymerase sowie fiur das Gemisch aus Tag-
und Pfu-Polymerase ist unter (2.1.5.4) beschrieben. Fur sdmtliche Amplifikationen mit der Q5-
Polymerase wurde der im Lieferumfang enthaltene Reaktionspuffer verwendet. Da in den
PCR-Reaktionen keine GC-reichen DNA-Sequenzen amplifiziert werden sollten, wurde auf
den Zusatz des optionalen High GC Enhancers stets verzichtet. Um den Erfolg einer PCR-
Reaktion zu Uberprufen, wurden in der Regel 10 pl eines Reaktionsansatzes (unter Zusatz von
2 ul Ladepuffer 6x) mittels Agarose-Gelelektrophorese untersucht. Sofern die PCR-Amplifikate
weiterverwendet oder sequenziert werden sollten, wurden diese zunachst via peqGOLD
Cycle-Pure Kit (PEQLAB Biotechnologie) entsprechend den Herstellerangaben aufgereinigt.

Sofern nicht anders angegeben, waren die PCR-Anséatze folgendermallen zusammengesetzt:
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PCR: Zusammensetzung und Temperaturschema (Tag- bzw. Taq/Pfu-Polymerase)

Komponente Volumen [ul] Endkonzentration
DMSO 2,5 5% (vIv)
Taq-Puffer (10x) 5 1x
Primer f (100 pM) 0,5 1 uM
Primer r (100 pM) 0,5 1 uM
dNTPs (je 2,5 mM) 4 je 200 uM
Template DNA 0,5-2 50-100 ng
Polymerase 2
H-0 ad 50
Temperatur [°C] Dauer [min:s] Zyklen
94 05:00 1
94 00:45
50-60 00:45 25-30
72 1 min/kb
72 05:00 1
4 o 1

Tabelle 15: PCR-Bedingungen (Tag- bzw. Taq/Pfu-Polymerase).

PCR: Zusammensetzung und Temperaturschema (Q5-Polymerase)

Komponente Volumen [pl] Endkonzentration
Q5-Puffer (5x) 10 1x
Primer f (10 pM) 2,5 0,5 uM
Primer r (10 uM) 2,5 0,5 uM
dNTPs (je 2,5 mM) 4 je 200 uM
Template DNA 0,5-2 50-100 ng
Polymerase (2000 U/ml) 0,5 0,02 U/ul
H20 ad 50
Temperatur [°C] Dauer [min:s] Zyklen
98 00:30 1
98 00:10
50-72 00:20 25-30
72 20-30 s/kb
72 02:00 1
4 o0 1

Tabelle 16: PCR-Bedingungen (Q5-Polymerase).




Colony-PCR (E. coli)

Um schnelle analytische PCR-Reaktionen mit einzelnen E. coli Kolonien durchzuflihren, wurde
die Methode der Colony-PCR verwendet, welche auf die Zugabe von isolierter DNA als Temp-
late komplett verzichtet. Stattdessen wurden hier dem Ansatz 0,5-2 pl Fllssigkultur zugegeben
bzw. einzelne Bakterienkolonien von Festmedien mit dem Zahnstocher gepickt, in ca. 50 ul
Wasser resuspendiert und davon 0,5-2 ul als Template eingesetzt. Die sonstige Zusammen-

setzung des Reaktionsansatzes sowie das Temperaturschema blieben dabei unverandert.

Colony-PCR (B. subtilis)

Im Falle von Bacillus subtilis wurden fur die Colony-PCR ausschlief3lich Klone von Festmedien
verwendet. Diese wurden zunachst mit dem Zahnstocher gepickt und in 30-50 pl TRIS-Puffer
(10 mM, pH 8) resuspendiert. Anschliellend wurde die Suspension flr 5 min auf Eis gestellt
und direkt danach fir 1 min in der Mikrowelle erhitzt. Dies wurde je 3 Mal wiederholt. Von der
so behandelten Suspension wurden schlieflich 2 ul als Template verwendet. Die Zusammen-
setzung des Reaktionsansatzes blieb auch hier gleich. Im Temperaturschema wurde aller-
dings die initiale Denaturierung von 5 auf 10 min erweitert. Direkt nach Beendigung der Tem-
peraturzyklen wurde jedem Ansatz sofort der EDTA-haltige Gel Loading Dye, Purple 6x (New

England Biolabs) zugegeben, um einer mdglichen DNA-Degradation rasch entgegenzuwirken.

2.3.16 Gibson-Assembly

Ein betrachtlicher Teil dieser Arbeit basiert auf dem Zusammenbau von synthetischen DNA-
Fragmenten durch die in vitro Methode des Gibson-Assembly. Hierflir wurden die Fragmente
bereits bei der Synthese so angelegt, dass sie zu ihren jeweiligen Nachbarfragmenten eine
Uberlappung von ca. 30 bp aufweisen. Nun wurden stets 2-4 Fragmente sowie der entspre-
chend vorbereitete Vektor in einer Assembly-Reaktion unter Verwendung des Gibson-As-
sembly® Master Mix (New England Biolabs) zusammengefligt. Da die DNA-Konzentrationen
der gelieferten gBlocks® teilweise sehr gering waren, wurden samtliche Blocke zunachst via
Q5-Polymerase amplifiziert. Hierzu wurden pro gBlock® gleich mehrere Amplifikationen paral-
lel durchgefuhrt und anschliefiend unter Verwendung von einer Sdule des peqGOLD Cycle-
Pure Kits (PEQLAB Biotechnologie) aufkonzentriert. Auf diese Weise konnten ausreichend
hohe DNA-Konzentrationen erreicht werden. Im Laufe dieser Arbeit wurde die Erfahrung ge-
macht, dass der Erfolg des Gibson-Assembly mit zunehmender DNA-Konzentration samtlicher
eingesetzten DNA-Fragmente enorm zunimmt. Daher wurde — auch abweichend von den Her-
stellerangaben — stets versucht, eine moglichst hohe DNA Konzentration aller verwendeten
DNA-Blocke sowie des Vektors zu erreichen. Pro Ansatz wurde daher mit Vektorkonzentrati-

onen von ~50-100 ng sowie mit gBlock®-Konzentrationen von jeweils ~100-300 ng gearbeitet:
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Komponente DNA-Menge [ng] Volumina [pl]
Linearisierter Vektor 50-100 ng
gBlock® 1
® jeweils 1-5 pl
gBlock™ 2 je 100-300 ng (je nach Konzentration)
(gBlock® 3)
(gBlock® 4)
Gibson-Assembly® Master Mix Entsprechend der Summe
2X aller anderen Volumina

Tabelle 17: Zusammensetzung der Gibson-Ansatze.

Direkt nach Zusammenfligen aller Komponenten wurde der Gibson-Ansatz fiir 60 min bei 50°C
auf der Thermocycler inkubiert und anschliefiend bei -20°C gelagert. Alternativ wurde eine
Inkubation von 90 min bei 45°C verwendet. Fur die anschlieRende Transformation wurde eine
1:3 Verdlinnung des Ansatzes mit H,O angefertigt und davon 1-3 ul transformiert (siehe 2.3.2
bzw. 2.3.3). Sofern der Vektor pBluescript sk (-) zum Einsatz kam, wurde dabei stets eine Blau-

Weil3-Selektion durchgefihrt, um rekombinante Plasmide effizienter unterscheiden zu kénnen.

2.3.17 Integration von gBlocks® via Red/ET-Rekombination

Fiur die aufeinanderfolgende Integration der beiden Promotoraustauschkassetten sowie fir
das Einbringen der beiden Gene IKA 05328 und /IKA_05331 in das entsprechende pBS1C
Derivat wurde eine etwas abgewandelte Technik der Red/ET-Rekombination verwendet. Hier-
bei wurden insgesamt 3 synthetische Integrationskassetten auf Basis der Resistenzgene
aac3(IV) bzw. aadA entworfen. Nach erfolgreicher Integration wurden die Resistenzgene je-
weils durch den Verdau mit Restriktionsenzymen und der anschliefienden Religation des Vek-
tors wieder entfernt. Die hierflr bendtigten Schnittstellen wurden bereits beim Entwurf der syn-
thetischen Kassetten an den entsprechenden Stellen platziert. Da fir die homologe Rekombi-
nation auf Red/ET-Basis, seitlich der Integrationskassetten, dem Zielvektor homologe Sequen-
zen von mindestens 39 bp bendtigt werden, wurden diese Sequenzen entweder bereits in die
synthetische Kassette eingebaut oder sie wurden nachtraglich mittels PCR-Elongation durch
uberhangende Primer angefligt. Der Zielvektor wurde fir diese Technik zunachst in den Bak-
terienstamm E. coli BW25113 / plJ790 transformiert. Das in diesem Stamm vorhandene Plas-
mid P1J790 enthalt die Arabinose induzierbaren A-Red Gene gam, bet und exo. Flr die Selek-
tion wurde sowohl Carb fir das entsprechende pBS1C Derivat als Zielvektor sowie Cml fir
den Erhalt des Plasmids plJ790 eingesetzt. Die im pBS1C-Vektor ebenfalls vorhandene Cml
Resistenz ist nur flr die Selektion in Bacillus subtilis geeignet. Aus diesem Grund waren hier

keine Interferenzen zu erwarten. Samtliche Inkubationen von E. coli BW25113, die den Erhalt
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des Plasmids plJ790 zum Ziel hatten, wurden bei 30°C durchgeflhrt. Fir die weiteren Schritte
wurde eine Ubernachtkultur eines Klons von E. coli BW25113 / PIJ790 / pBS1C Derivat ange-
legt (Carb, Cml, 30°C, 200 rpm). Am nachsten Tag wurden 50 ml SOB-Medium mit 5% dieser
Ubernachtkultur inokuliert. Zur Induktion der A-Red Gene wurde L-Arabinose in einer Endkon-
zentration von 10 mM zugegeben. Die Inkubation erfolgte bis zu einer ODggo von ~0,5 (Ara 10
mM, Carb, Cml, 30°C, 200 rpm). Die Zellen wurden im Anschluss durch Zentrifugation geerntet
(5 min, 4°C, 4000 rpm), 2 Mal mit je 10 ml eiskaltem Glycerol 10% (v/v) gewaschen und
schlieBlich im letzten Tropfen des Ricklaufs resuspendiert. Nun wurden ~100-300 ng der ent-
sprechenden linearen Austauschkassette mit den flankierenden homologen Regionen zuge-
geben und das Gemisch via MicroPulser Electroporator (Bio-Rad) elektroporiert (siehe 2.3.2).
Ab diesem Schritt erfolgte die Inkubation jeweils wieder bei 37°C. Nach dem Ausplattieren
wurde sowohl mit Carb (Resistenzgen des Vektors pBS1C) als auch mit dem Antibiotikum des
entsprechenden Resistenzgens der Austauschkassette (hier: entweder Apra oder Strep) se-
lektioniert. Die dabei erhaltenen Klone wurden via PCR bzw. Restriktionsverdau analysiert und
positive Klone in E. coli XL1-Blue retransformiert. Die integrierten Resistenzgene wurden an-
schlieffend durch Restriktionsendonukleasen ausgeschnitten und der Vektor danach religiert.

Zur finalen Bestatigung wurde jeweils der gesamte veranderte Bereich sequenziert.
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2.4 Analytische Methoden

2.4.1 Probenvorbereitung

Vorbereitung der Kulturiiberstinde

Um eine Produktion von Sekundarmetaboliten nachzuweisen, wurden die zu untersuchenden
Kulturen entsprechend den unter 2.2.2 beschriebenen Bedingungen kultiviert. Je Hauptkultur
wurde anschliefend ein Volumen von 2 ml abzentrifugiert (5 min, 4°C, 13600 rpm) und der
klare Uberstand in ein neues 2 ml ReaktionsgefaR (iberfiihrt. Dieser Schritt wurde insgesamt
drei Mal wiederholt, um alle Zellen moglichst vollstandig aus dem Ansatz zu entfernen. Die
resultierenden Kulturliberstande wurden anschlielend bei -20 °C gelagert. Fur die HPLC-Ana-

Iytik wurden diese in unveranderter Form mit Injektionsvolumina von 5-50 pl direkt eingesetzt.

Vorbereitung der Extrakte
Bevor das oben beschriebene Verfahren Anwendung fand, wurden zunachst diverse Extrakti-
onsversuche zur Substanzisolierung unternommen. Hierzu wurden je untersuchter Hauptkul-

tur insgesamt 6 Proben verschiedener pH-Werte mit 1-Butanol bzw. mit Ethylacetat extrahiert.

Proben je Bakterienkultur

Probe Eingestellter pH-Wert Extraktionsmittel
1 4 1-Butanol

2 7 1-Butanol

3 10 1-Butanol

4 4 Ethylacetat

5 7 Ethylacetat

6 10 Ethylacetat

Tabelle 18: Ubersicht der verschiedenen Extraktionsbedingungen.

Fir jede Probe wurde 1 ml Kultur mit HCI (1 M) bzw. mit NaOH (1 M) auf den entsprechenden
pH-Wert eingestellt und je 2 Mal mit 700 pl des jeweiligen organischen Losungsmittels extra-
hiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden anschliefend mittels der Vakuumzentrifuge
Concentrator Plus (Eppendorf AG) bis zur Trockene eingeengt und der Ruckstand in je 50 pl
Methanol 50% (v/v) geldst. Hiervon wurden 5-20 pl fur die HPLC-Analytik verwendet. Im Ge-
gensatz zu den Kulturiberstanden zeigten diese Extrakte keine neuen Peaks im HPLC-Chro-
matogramm beim Vergleich mit den Negativkontrollen. Die produzierten Sekundarmetabolite
konnten mit dieser Methode somit nicht extrahiert werden. Daher wurden bei sédmtlicher wei-

terfihrender Analytik ausschlie3lich die abzentrifugierten Kulturiiberstande (s.0.) betrachtet.
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2.4.2 Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)
Die HPLC-Analytik erfolgte an den Geraten HPLC 1100 Series und HPLC 1200 Series (beide:

Agilent Technologies). Die beiden eingesetzten FlieRmittel fir samtliche HPLC-Laufe waren:

= FMA= H20 + 0,1% (v/v) HCOOH
« FMB= ACN + 0,06% (v/v) HCOOH

Da samtliche Substanzen mit ADR-GlyU Grundgerust UV-Absorptionsmaxima bei 262 nm auf-
weisen, wurde primar diese Wellenlange mit dem UV-Detektor aufgezeichnet. Da fur die De-
tektion hierbei ein Diodenarray-Detektor vorlag, konnten zur weiteren Analyse zusatzlich die

gesamten UV-Spektren der einzelnen Peaks betrachtet und miteinander verglichen werden.

Methode 1

Fir erste Versuche wurde die Saule Reprosil Pur Basic-C18 (250 mm x 2 mm, 5 um, Dr.
Maisch) eingesetzt. Bei einer Flussrate von 0,2 ml/min wurde ein linearer Gradient des FM B
von 5-100% in 30 min gefahren. Die Detektion erfolgte mittels UV-Detektor bei 262 nm. Mit

dieser Methode konnte hier jedoch keine zufriedenstellende Peakauftrennung erzielt werden.

Methode 2

In einem zweiten Schritt wurde die Saule Nucleodur PolarTec (250 mm x 4,6 mm, 5 ym, Ma-
cherey-Nagel) verwendet. Bei einer Flussrate von 1,0 ml/min wurde ein linearer Gradient des
FM B von 5-100% in 30 min gefahren. Die Detektion erfolgte mittels UV-Detektor bei 262 nm.
Dieselbe Saule lag auch mit grofierem Durchmesser in semipraparativer Ausfiihrung vor: Nu-
cleodur PolarTec (250 mm x 10 mm, 5 ym, Macherey-Nagel). Im Gegensatz zur analytischen
Ausfuhrung wurde hier bei sonst gleichen Bedingungen mit einer héheren Flussrate von

3 ml/min gearbeitet. Mit Methode 2 war jedoch nur eine teilweise Peakauftrennung maoglich.

Methode 3

Eine gute Peakauftrennung wurde mit der Saule Luna® Omega Polar C18 (250 mm x 4,6 mm,
3 um, Phenomenex) erreicht. Bei einer konstanten Flussrate von 0,5 ml/min wurde mit einem
Isokraten aus 100% FM A eluiert. Nach Auftrennung der gewinschten Peaks wurde zur Rei-
nigung der Saule jeweils fiir 5 min mit 100% FM B gespult und anschliel’end wieder fiir 15 min
mit 100% FM A aquilibriert. Die Detektion erfolgte auch hier mittels UV-Detektor bei 262 nm.
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2.4.3 Aufreinigung und Aufkonzentrierung der LB- und P-Peaks

Um die im Rahmen dieser Arbeit identifizierten Peaks naher zu untersuchen, mussten diese
fur weitere Messungen aufkonzentriert und gereinigt werden (siehe 3.5.3). Hierzu wurden die
Uberstéande aus LB- und P-Hauptkultur in mehreren HPLC-L&ufen aufgetrennt und die ent-
sprechenden Peaks mittels automatischem Fraktionssammler aufgefangen. Fur die LB-Peaks
erfolgte zunachst eine grobe Auftrennung unter Verwendung von Methode 2 (siehe 2.4.2).
Hierzu wurden insgesamt 2200 pl Kultur in 44 Schritten von je 50 ul auf die Saule aufgetragen
und in 2 Fraktionen aufgesammelt (Fraktion 1: 2,37-2,68 min, Fraktion 2: 4,07-4,89 min). Die
Fraktionen wurden am Rotationsverdampfer zur Trockene eingedampft und in 200 ul H20 ge-
I6st. Anschliel3end erfolgte die vollstandige Auftrennung unter Verwendung von Methode 3
(siehe 2.4.2), in welcher die einzelnen Peaks aufgefangen wurden. Aus der ersten Vorfraktion
wurde Peak LB1 aufgesammelt, aus der zweiten Vorfraktion die Peaks LB2 bis LB5. Anschlie-
Rend wurden diese erneut am Rotationsverdampfer zur Trockene eingeengt und bei -20°C
gelagert. Fur die P-Peaks wurde keine Vorfraktionierung nach Methode 2 vorgenommen, son-
dern stattdessen zwei aufeinanderfolgende Auftrennungen nach Methode 3 durchgeflihrt.
Hierbei wurden jeweils die Peaks P1 bis P6 aufgesammelt. Bei der ersten Auftrennung waren
es insgesamt 4800 pl Kultur in 96 Laufen von je 50 pl. Bei der zweiten waren es 25 Laufe von

je 10 ul. Danach wurden die Peaks am Rotationsverdampfer eingeengt und bei -20°C gelagert.

2.4.4 HPLC-MS und HPLC-MS?

Zur Strukturaufklarung wurden zusatzlich HPLC-MS sowie HPLC-MS?2 Messungen durchge-
fuhrt. HierfGr kam ein LC/MSD Ultra Trap System XCT 6330 (Agilent Technologies) zum Ein-
satz. Zur Auftrennung wurde Methode 3 verwendet (siehe 2.4.2). Die MS-Analyse erfolgte un-
ter Verwendung der Elektrospray-lonisation (ESI) bei einer Spannung von 3,5 kV und einer

N2-Temperatur von 350°C. Die MS2-Messungen wurden im positiven Modus durchgefiihrt.

2.4.5 Hochauflosende Massenspektrometrie (HR-MS)

Die mittels automatischem Fraktionssammler aufgesammelten Peaks wurden zur genauen
Strukturaufklarung zusatzlich via HR-MS vermessen. Hierbei kam ein UltiMate 3000 HPLC
System (Thermo Fisher Scientific) in Verbindung mit einem MaXis 4G (Bruker Daltronics) zum
Einsatz. Zur Auftrennung wurde Methode 3 verwendet (siehe 2.4.2). Die MS-Analyse erfolgte
unter Verwendung der Elektrospray-lonisation (ESI) bei einer Spannung von 4,5 kV und einem
End Plate Offset von -500 V. Das Trockengas hatte eine Temperatur von 200°C und zeigte

einen Strom von 12,0 I/min. Sdmtliche Messungen erfolgten im positiven Modus.
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3 Ergebnisse

3.1 Identifizierung eines Genclusters in Bacillus cereus VD169

3.1.1 Hintergrund: FR-900493 - ein Antibiotikum aus Bacillus cereus No. 2045

Bereits im Jahre 1989 wurde in Japan durch die Firma Fujisawa Pharmaceutical Co. eine an-
tibiotisch aktive Substanz aus Bakterienkulturen des Stammes Bacillus cereus No. 2045 iso-
liert und auf den Namen FR-900493 patentiert (Ochi et al. 1989). Neben einer umfassenden
chemischen Charakterisierung wurden in diesem Patent auch Daten zur antibakteriellen Akti-
vitdt gezeigt. FR-900493 wies hemmende Eigenschaften gegen die beiden Gram-positiven
Bakterienstdamme Staphylococcus aureus 209P JC-1 (MIC = 3.13 ug/ml) sowie Bacillus subtilis
ATCC-6633 (MIC = 3.13 pg/ml) auf. Der Produktionsstamm Bacillus cereus No. 2045 stammte
aus Bodenproben der japanischen Pazifikinsel Amami-Oshima und wurde vor Eintragung des
Patents gesammelt und registriert (Ochi et al. 1989). Dieser Stamm wurde jedoch bis heute
nicht sequenziert bzw. ist die Veréffentlichung der Genomsequenz bisher nicht erfolgt, sodass

nach unserem Wissen der genetische Hintergrund dieser Substanz noch immer ungeklart ist.
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Abbildung 11: Struktur von FR-900493.

Einige Jahre nach der Erstbeschreibung wurde ein Verfahren zur chemischen Synthese von
FR-900493 in 17 Reaktionsschritten entwickelt sowie die absolute Konfiguration stereoche-
misch aufgeklart (Hirano et al. 2007). Zudem wurden auf chemischem Wege modifizierte FR-
900493 Derivate entwickelt, die starkere inhibitorische Aktivitdt gegen die Enzyme MraY und
WecA aufweisen und daruber hinaus noch hemmende Eigenschaften gegen das Gram-posi-
tive Bakterium Clostridium difficile zeigen (Mitachi et al. 2018). Neben FR-900493 wurden in
den vergangenen Jahren und Jahrzehnten noch einige weitere antibakterielle Naturstoffe iden-
tifiziert und charakterisiert, die strukturelle Ahnlichkeiten in der Kernstruktur aufweisen (siehe
1.3). Hierbei sind insbesondere die Nukleosid-Antibiotika der Caprazamycine, der Vertreter
von A-90289, der Liposidomycine, der Muraminomicine, der Muraymycine sowie der Sphaeri-
micine zu erwahnen. Strukturell zwar ahnlich, aber doch etwas weiter entfernt, sind die Nukle-

osid-Antibiotika der Tunicamycine, der Capuramycine sowie die Uridyl-Peptid-Antibiotika.
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Substanz Herkunft Quelle

FR-900493 Bacillus cereus No. 2045 (Ochi et al. 1989)
(Igarashi et al. 2003)

A-90289 Streptomyces sp. SANK 60405 (Funabashi et al. 2010)
(
(

Caprazamycin Streptomyces sp. MK730-62F2

Liposidomycin Streptomyces griseosporeus Isono et al. 1985)
Muraminomicin Streptosporangium amethystogenes Chi et al. 2013)

SANK 60709
Muraymycin Streptomyces sp. NRRL 30471 (McDonald et al. 2002)
Sphaerimicin Sphaerisporangium sp. SANK 60911 (Funabashi et al. 2013)

Tabelle 19: Ubersicht der verschiedenen Antibiotika mit ADR-GlyU Grundstruktur.

Es ist auffallig, dass all diese weiteren Strukturvertreter aus Aktinomyzeten isoliert wurden.
Interessanterweise wurden aus Stammen der Gattung Bacillus bisher keine weiteren Stoffe
dieser Art entdeckt. Vergleicht man die verschiedenen Substanzen strukturell, kann als ge-
meinsame Grundstruktur ein Element aus einem 5'-C-Glycyluridin (GlyU) verbunden mit einer
5“-Amino-5“-desoxyribose (ADR) abgeleitet werden (= ADR-GIlyU). Diese Grundstruktur wird
auch als Disaccharid-Kern bezeichnet (Cui et al. 2018a). Da es sich bei der Substanz FR-
900493 um den kleinsten Vertreter dieser Strukturklasse handelt, liegen die Unterschiede zur

Kernstruktur lediglich in der 6‘-N-Methyl- sowie der 6°-N-Aminopropyl-Substitution.
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Abbildung 12: ADR-GIyU Grundstruktur.

Die Biosynthese der Kernstruktur und der nachgelagerten Reaktionsschritte wurde auf Basis
von Gen-Knockout-Experimenten, in silico Analysen sowie biochemischer Nachweise bereits
ausgiebig untersucht — zusammengefasst in (Gust et al. 2013). Hierzu trugen in den vergan-
genen Jahren insbesondere die umfassenden Untersuchungen der Van Lanen Gruppe am
Beispiel des A-90289 Genclusters bei, in welchen gerade die frUhen Biosyntheseschritte be-
trachtet wurden (Chi et al. 2011, Yang et al. 2011, Barnard-Britson et al. 2012). Die auffallen-
den Ahnlichkeiten in den Genclustern der Caprazamycine, der Liposidomycine und von A-
90289 legen nahe, dass fir diese Substanzen auch die einzelnen Biosyntheseschritte in Hin-

blick auf ihnre gemeinsamen Strukturelemente analog ablaufen (Gust et al. 2013). Im Jahr 2018
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wurden auch am Beispiel des Muraymycins die frihen Biosyntheseschritte bis zur ADR-GlyU
Kernstruktur auf Basis biochemischer Untersuchungen umfassend aufgeklart und die hierfir
bendtigten sechs Enzyme funktionell charakterisiert (Cui et al. 2018a). Das Ergebnis dieser
Untersuchungen deckt sich mit den friiheren postulierten und charakterisierten Ablaufen am
Beispiel von A-90289. Wie bereits erwahnt, teilt sich auch das aus Bacillus cereus No. 2045
stammende Antibiotikum FR-900493 die gemeinsame ADR-GIlyU Grundstruktur. Allerdings
konnten hierfir wegen der fehlenden Genomsequenz bisher keine Aussagen zum genetischen
Hintergrund getroffen werden. Umfassende Untersuchungen zur Aufklarung der Biosynthese

wurden hier ebenfalls nicht durchgefihrt bzw. nicht veréffentlicht.

3.1.2 Entdeckung eines potenziellen Genclusters durch Genome Mining

Vor Beginn dieser Arbeit fiel wahrend bioinformatischer Arbeiten zum Caprazamycin Genclus-
ter mittels BLAST-Analyse = ,Basic Local Alignment Search Tool“ (Altschul et al. 1990) zum
wiederholten Male ein Stamm namens Bacillus cereus VD169 auf. Der Algorithmus erkannte
Homologien zwischen mehreren Genen der friihen Caprazamycin-Biosynthese und Genen
des besagten Bacillus cereus Stammes. Erstmalig fiel dieser Umstand bei Homologie-Suchen
zu cpz15 auf, welches fur eine a-Ketoglutarat abhangige Dioxygenase codiert - ein Enzym,
das den ersten Schritt in der Biosynthese der ADR-GlyU Grundstruktur durch die Umwandlung
von Uridinmonophosphat (UMP) zum Uridin-5‘-aldehyd katalysiert (Yang et al. 2011). Aufgrund
dieses Umstandes wurde die Sequenz des Stammes Bacillus cereus VD169 mit Beginn dieser
Arbeit naher untersucht. Das bereits identifizierte homologe Gen zu cpz15 befindet sich in der
Genomsequenz des erwahnten Bacillus cereus Stammes. Diese ist in der 6ffentlich zugangli-
chen Datenbank des National Center for Biotechnology Information (NCBI) unter der Zugangs-
Nummer ,JH791834 AHFJ01000000“ hinterlegt. Von den dort hinterlegten Sequenzabschnit-
ten befindet sich das erwahnte Gen auf Supercontig 1.2 und tragt die Bezeichnung IKA_05317.

Der Stamm Bacillus cereus VD169 wurde im Rahmen eines Sequenzierungsprojekts des
Broad Instituts veroffentlicht, bei welchem 94 verschiedene Bacillus cereus Isolate mittels der
lllumina-Methode sequenziert wurden (Van der Auwera et al. 2013). Stamm VD169 wurde aus
Erdproben-Sammlungen isoliert, die in Dubai (Vereinigte Arabische Emirate) durchgefihrt
wurden. Er tragt zudem das Virulenzplasmid pXO1, das auch im Stamm Bacillus anthracis
vorkommt (Van der Auwera et al. 2013). Zur genaueren Analyse wurde die Genomsequenz
von Supercontig 1.2 im Genebank-Format heruntergeladen und mit dem Programm ,Artemis*
weiter bearbeitet (Carver et al. 2012). Der benachbarte DNA-Bereich zu Gen IKA_05317
wurde sowohl mit der Methode des Nucleotide BLAST als auch mittels Protein BLAST umfas-
send untersucht. Die méglichen Funktionen der hierbei gefundenen homologen Gene wurden

mit den bereits bekannten Genen aus dem Caprazamycin bzw. dem Muraymycin Gencluster
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verglichen. Daruber hinaus wurden die identifizierten Gene auch unter Verwendung des kos-

tenlosen Analyse-Tools ,Phyre2* auf ihnre moglichen Funktionen hin untersucht (Kelley et al.

2015). Hierbei konnten oft noch genauere Ergebnisse als mit der reinen BLAST-Analyse er-

halten werden. Die Ergebnisse der bioinformatischen Analyse wurden verwendet, um folgende

Ubersicht des Sequenzbereichs mit méglichen Funktionsbeschreibungen zu erstellen:

(Lysin-2,3-Aminomutase)

Name AmS Maogliche Funktion Homologes Gen
IKA_ 05297 | 403 S-layer-Protein
IKA 05298 | 133 Transkriptionsregulator /
Penicillinase Repressor
IKA 05299 | 636 Beta-Lactamase Regulationsprotein
IKA 05300 | 358 Tyrosin Rekombinase XerS
IKA 05301 | 195 GTP Cyclohydrolase | FolE
(Queuosin Biosynthese)
IKA 05302 | 238 7-Carboxy-7-deazaguanin Synthase QueE
(Queuosin Biosynthese)
IKA 05303 | 163 6-Carboxytetrahydropterin Synthase QueD
(Queuosin Biosynthese)
IKA_05304 | 221 7-Cyano-7-deazaguanin Synthase QueC
(Queuosin Biosynthese)
IKA_05305 | 262 ABC-Transporter
IKA_05306 | 263 ABC-Transporter
IKA_05307 | 332 ABC-Transporter
IKA 05308 | 218 GIcNAc-PI de-N-Acetylase
IKA 05309 | 266 SAM-Methyltransferase
IKA 05310 | 244 Glycosyltransferase
IKA 056311 | 252 Hypothetisches Protein
IKA_05312 | 555 Carbamoyltransferase
IKA_05313 | 344 SAM Methyltransferase / Spermidin Synthase
IKA 05314 | 32 Hypothetisches Protein
IKA 05315 | 269 Hypothetisches Protein
IKA 05316 | 106 Hypothetisches Protein
(Lysin-2,3-Aminomutase)
IKA_06317 | 296 Taurin Dioxygenase cpz15
IKA_05318 | 431 Diaminopimelat Decarboxylase mur23
(PLP-abhangig)
IKA_056319 | 360 Malat / L-Laktat Dehydrogenase
IKA_ 05320 | 506 Acyl-CoA-Synthetase
IKA_06321 | 82 Acyl-Carrier-Protein
IKA_05322 | 444 Pyrimidin-Nukleosid Phosphorylase cpz19
IKA_ 05323 | 418 Phenylacetat-CoA Ligase
IKA_05324 | 438 Serin-Glycin Hydroxymethyltransferase cpz14
IKA_ 05325 | 440 Aminotransferase cpz18
L<Assembly-Gap*“ (695 bp)
IKA_056326 | 49 Transposase
IKA_05327 | 116 Hypothetisches Protein
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IKA_05328 | 169 Nukleosid- bzw. Nukleotid-Kinase cpz12, cpz27
IKA_05329 |62 Transposase
IKA_05330 | 385 Transposase
IKA_05331 | 409 Oxidoreduktase / Hydroxylase

IKA 05332 | 151 Transposase
IKA 05333 | 101 Transposase
IKA 05334 | 150 Hypothetisches Protein
(SMI1 / KNR4 Protein)
IKA 05335 | 517 PLP-abhangige Transferase cpz13

(Cystathionin Synthase ahnlich)
IKA_05336 | 268 HAD-Phosphatase

IKA 05337 | 414 Glucosyltransferase cpz17
IKA 05338 | 247 Nukleotidyltransferase cpz16
IKA 05339 | 351 Aminoglykosid-Phosphotransferase cpz12, cpz27

IKA 05340 | 566 ABC-Transporter
IKA_056341 | 546 ABC-Transporter

IKA_ 05342 | 566 SAM (Glycin)-N-Methyltransferase cpz26
IKA 05343 | 331 Cystein Proteinase / Hydrolase
IKA 05344 | 187 Hypothetisches Protein
L<Assembly-Gap“ (316 bp)
IKA 05345 | 100 Hypothetisches Protein (DUF 4306)
IKA 056346 | 176 Hypothetisches Protein
IKA 056347 | 64 Hypothetisches Protein
IKA 056348 | 63 Hypothetisches Protein
IKA 05349 | 158 Hypothetisches Protein / Zellwand Protein

Tabelle 20: Funktionsiibersicht des mdglichen Genclusters aus Bacillus cereus VD169.

Nach grundlicher Analyse der Ergebnisse konnten folgende Aussagen getroffen werden:

= Neben IKA_05317 wurden in direkter Umgebung noch weitere homologe Gene zu den
Biosynthese-Genen aus dem Caprazamycin bzw. dem Muraymycin Gencluster gefun-
den: mur23, cpz19, cpz14, cpz18, cpz12, cpz27, cpz13, cpz17, cpz16, cpz26. Zur bes-
seren Ubersicht werden hier die Gene aus dem Muraymycin Gencluster nur dann er-

wahnt, sofern kein entsprechendes Gen im Caprazamycin Gencluster existiert.

= Auffallig ist hierbei, dass es sich bei diesen Genen fast ausschlieBlich um die friihen
Biosynthese-Gene handelt. Sdmtliche homologen Gene, die fur die Bildung der zent-

ralen ADR-GlyU Grundstruktur bendtigt werden, sind in diesem Cluster enthalten.

= Zwischen den homologen Genen liegt ein Bereich mit einer Gré3e von ungefahr 10 kb,
der mehrere Transposasen enthalt. Zudem finden sich in diesem Bereich bei genauer

Betrachtung mittels Nucleotide BLAST-Analyse zahlreiche kleine Genfragmente.
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Stromaufwarts von IKA_05317 finden sich keine Gene mehr, die funktionell klar mit der
Biosynthese der Caprazamycine bzw. der Muraymycine in Verbindung gebracht wer-
den koénnen. Vielmehr scheint in diesem Bereich ein grolkeres Operon zu liegen, das

mehrere Biosynthese-Gene des speziellen t-RNA Nukleosids Queuosin enthalt.

Stromabwarts finden sich jenseits von IKA_05344 ebenfalls keine entsprechenden
Gene mehr. Die hier liegenden Gene konnten mit den eingesetzten Analysetools keiner
Funktion zugeordnet werden. Zwar konnte auch fur /IKA_05344 keine Funktion zuge-
ordnet werden — dieses befindet sich jedoch in einer Anordnungslinie von 10 gleich

orientierten Genen und scheint daher zu einem gemeinsamen Operon zu gehoren.

Die beiden Gene IKA 05317 und IKA 05344 definieren mdglicherweise die Grenzen.
Das Cluster hatte damit 28 Gene bei einer Groflie von 34 kb (siehe Abbildung 13).

Hiervon kdnnen 11 Gene mit der Biosynthese eines Nukleosid-Antibiotikums in Verbin-
dung gebracht werden, 2 Gene sind ABC-Transporter, 5 Gene sind Transposasen aus
dem mittleren Sequenzbereich und von 10 Genen werden Funktionen prognostiziert,

die nicht klar zugeordnet werden kdnnen bzw. kann keine Funktion zugeordnet werden.

Aulerdem werden in der DNA-Sequenz zwei Bereiche als ,Assembly-Gap“ dargestellt.

Die prognostizierten GroRen dieser Bereiche werden mit 695 bzw. 316 bp angegeben.

Der GC-Gehalt von Supercontig 1.2 betragt 30,35% — der des mdglichen Genclusters
liegt bei 30,82%. Zwischen Cluster und restlicher genomischer DNA sind hier also
keine wesentlichen Unterschiede feststellbar. Betrachtet man hingegen die Gencluster
des Caprazamycins und des Muraymycins, liegen die Werte hier bei 70,2% bzw.

67,9%. Solch hohe GC-Werte sind typisch fir Gencluster aus Streptomyceten.
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Abbildung 13: Ubersicht des Genclusters aus Bacillus cereus VD169.
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Abbildung 14: Ubersicht des Genclusters nach vorgenommener Verkiirzung.
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In diesem Abschnitt wurde ausfuhrlich auf die Analyse des Genclusters aus Bacillus cereus
VD169 eingegangen. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass hier ein hoch interessantes
Gencluster entdeckt wurde, welches betrachtliche Gemeinsamkeiten zu frihen Biosynthese-
genen der bekannten Antibiotika mit ADR-GlyU Grundstruktur aufweist. Daneben bestehen

allerdings mit den zehn nicht genau definierbaren Genen auch durchaus Unterschiede.

Die These war folglich, dass hier ein Gencluster entdeckt wurde, dass méglicherweise fiir ein
Nukleosid-Antibiotikum kodiert.

Die Plausibilitat dieser Annahme wurde durch die Tatsache unterstiitzt, dass mit FR-900493

bereits ein Antibiotikum dieser Strukturklasse aus einem Bacillus cereus Stamm isoliert wurde.

3.2 Vollsynthetische Rekonstruktion des Genclusters

3.2.1 Volisynthetische Herangehensweise: Die Entscheidung

Normalerweise hatte nun der Wildtypstamm Bacillus cereus VD169 kultiviert und auf die Pro-
duktion von Sekundarmetaboliten hin untersucht werden mussen. Um das Gencluster final zu
identifizieren, ginge der Ubliche Weg Uber das Anlegen einer Genbank, das Screenen mittels
PCR und der anschlielfenden heterologen Produktion in einem geeigneten Wirtsstamm. Ein
Weg, der beispielsweise bei der Identifizierung des Caprazamycin Genclusters gegangen
wurde (Kaysser et al. 2009). Im Falle von Bacillus cereus VD169 war beides auf diese Weise
nicht moéglich. Grund hierfur war die Tatsache, dass der Stamm nicht beschafft werden konnte.
Allerdings war und ist die DNA-Sequenz des Stammes vorhanden (Van der Auwera et al.
2013). Da bereits zu Beginn dieser Arbeit die Mdglichkeit zur DNA-Synthese zu erschwingli-
chen Preisen bestand, wurde daher die Entscheidung getroffen, das gesamte Gencluster
kinstlich nachzubilden. Die synthetische Nachbildung und Manipulation von Genclustern
wurde in den vergangenen Jahren bereits mehrfach erfolgreich angewandt, beispielsweise zur
Produktion von 6-Desoxyerythronolid B (Kodumal et al. 2004, Menzella et al. 2006) oder zur
heterologen Produktion von Epothilonen (Mutka et al. 2006, Osswald et al. 2014). Leider wur-
den insbesondere bei Herangehensweisen, welche die Architektur von Genclustern in gréfie-
rem Ausmald veranderten (wie beispielsweise bei verschiedenen Plug-and-Play Systemen),
oft weit geringere Produktionsraten als im urspringlichen Produzentenstamm erreicht (Shao
et al. 2013, Basitta et al. 2017). Aufgrund dieser Erfahrungen wurde daher beschlossen, dass
das Gencluster aus Bacillus cereus VD169 mdglichst wenig verandert werden sollte. Die
groflite Veranderung betraf den mittleren Teil des Genclusters. Wie bereits beschrieben, ent-
halt der Bereich zwischen den moglichen Biosynthesegenen IKA 05325 (Aminotransferase)
sowie IKA_05335 (PLP-abhangige Transferase) insgesamt funf Transposasen. Daneben sind
hier mit den Genen IKA_05328 (eine prognostizierte Nukleosid-Kinase) und /IKA_05331 (eine
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prognostizierte Oxidoreduktase / Hydroxylase) zwei Gene lokalisiert, die moglicherweise eine
Rolle im Resistenzmechanismus oder der Biosynthese spielen kdnnten. Insbesondere die
Nukleosid-Kinase schien interessant zu sein, da phosphorylierte Derivate bereits vom
Caprazamycin und Muraymycin bekannt waren (Shiraishi et al. 2016, Cui et al. 2018b). Die
Homologien zu den entsprechenden Genen der beiden Cluster waren hier aber schwach aus-
gepragt. Dartber hinaus sind im Bereich der Transposasen noch zwei weitere Gene vorhan-
den, Gber die mittels BLAST-Analyse bzw. Phyre2 kaum Informationen gefunden wurden. Da-
her wurde beschlossen, diesen gesamten Bereich aus allen 9 Genen — zumindest vorerst —
komplett von der Synthese auszuschliel’en. AulRer dem Effekt, dass ungewollte Rekombinati-
onen durch Ausschluss der finf Transposasen vermieden wurden, konnte dadurch auch das

Gencluster wesentlich verkirzt und somit der Syntheseaufwand erheblich reduziert werden.

Name AmS Maogliche Funktion Abschnitt

IKA_06317 | 296 Taurin Dioxygenase (cpz15) Teil 1:
11.714 bp

IKA_05325 | 440 Aminotransferase (cpz18) (9 Gene)

IKA_056326 | 49
IKA_056327 | 116

Transposase
Hypothetisches Protein

IKA_05328 | 169 Nukleosid- bzw. Nukleotid-Kinase Dieser Bereich

IKA_056329 | 62 Transposase aus 9 Genen

IKA 05330 | 385 Transposase wurde von der

IKA_05331 | 409 Oxidoreduktase / Hydroxylase Synthese ausge-

IKA 05332 | 151 Transposase schlossen

IKA_05333 | 101 Transposase

IKA 056334 | 150 Hypothetisches Protein

IKA_05335 | 517 PLP-abhangige Transferase (cpz13) Teil 2:
13.060 bp

IKA_05344 | 187 Hypothetisches Protein (10 Gene)

Tabelle 21: Ubersicht der ausgewahlten Bereiche fiir die synthetische Rekonstruktion.

Die finale Entscheidung stand nun fest: Der gesamte Bereich zwischen IKA_05317 und
IKA_05325 (9 Gene) sowie zwischen IKA_05335 und IKA_05344 (10 Gene) sollte mit mdg-
lichst wenig Veranderungen synthetisch nachgebildet werden. Die Grenzen der beiden Teil-
stucke wurden so gewahlt, dass angrenzende intergenische Bereiche mit in das zu syntheti-
sierende Stuck aufgenommen wurden. Die beiden Teilsticke mit den GroRen 11.714 bp bzw.
13.060 bp sollten im letzten Aufbauschritt direkt verbunden werden, sodass ein durchgehen-
des Gencluster von 24.774 bp entsteht (siehe Abbildung 14). AuRer der Verkirzung musste
zusatzlich an Position 6.172 die Base Thymin durch Cytosin ersetzt werden. Dadurch wurde
innerhalb des Gens IKA_ 05322 ein neutraler Codon-Tausch von GCA zu GCG (beide Alanin)
erzeugt. Der Austausch war nétig, um eine Bts®l Schnittstelle zu eliminieren, welche andern-

falls mit dem intakten Ausschneiden der entsprechenden Zwischenstufe interferieren wirde.
71



3.2.2 Volilsynthetische Herangehensweise: Der Entwurf

3.2.2.1 Methodenubersicht zum synthetischen Aufbau groBerer DNA-Abschnitte

Fir die Synthese des 24.774 bp groRen Genclusters wurde nun ein theoretischer Entwurf er-
arbeitet, mit welchem das Cluster sukzessiv aufgebaut werden sollte. Fir den Syntheseauftrag
wurde die Firma Integrated DNA Technologies (= IDT) aus Coralville, USA ausgewahlt. Die
Moglichkeiten der DNA- bzw. Gensynthese waren zu Beginn dieser Arbeit noch eingeschrank-
ter, als sie es zum heutigen Zeitpunkt sind. Die maximale GroRe betrug hierflr 2.000 bp pro
DNA-Fragment. Allerdings waren und sind diese Grolien meist nur unter Idealbedingungen
erreichbar. Sehr hohe bzw. sehr niedrige GC-Gehalte, Sekundarstrukturen sowie Wiederho-
lungen stellten zu diesem Zeitpunkt die DNA-Synthese vor grof3e Herausforderungen und tun
dies meist auch heute noch. Da die gewlinschte DNA-Sequenz jedoch nicht verandert werden
sollte, mussten bei den Grofien der zu synthetisierenden DNA-Fragmente teils erhebliche Ein-
schnitte hingenommen werden. Die erste grol’e Herausforderung bestand somit im Aufbau
eines ~25 kb groflen DNA Stlicks aus vielen kleinen DNA-Fragmenten. Um groflere DNA-
Bereiche aus kleineren Vorstufen aufzubauen, wurden in den letzten Jahren bereits viele ver-
schiedene Methoden entwickelt — zusammengefasst in (Chao et al. 2015). Hierbei kénnen die
einzelnen Methoden in mehrere Gruppen untergliedert werden: Die erste Gruppe beruht auf
dem Verfahren der Restriktion und Ligation, wie beispielsweise die BioBrick Methode (Shetty
et al. 2008), BglIBrick (Anderson et al. 2010), ePathBrick (Xu et al. 2012), Golden Gate (Engler
et al. 2008) und die MASTER Ligation (Chen et al. 2013). Die zweite Gruppe beruht auf Se-
guenzhomologien zwischen den einzelnen Fragmenten. Innerhalb dieser Gruppe unterschei-
det man Methoden, die in vivo durchgeflhrt werden, wie die RecET basierte homologe Re-
kombination in E. coli (Zhang et al. 2000), die DNA Assembler Methode in Saccharomyces
cervisiae (Shao et al. 2009) sowie die Domino Methode in Bacillus subtilis (Itaya et al. 2008).
Daneben basieren aber auch zahlreiche in vitro Methoden auf Sequenzhomologien. Bei diesen
spielt vor allem die Technik der Polymerase-Kettenreaktion eine wesentliche Rolle. Zu nennen
waren hier die Overlap extension PCR (OE-PCR) (Horton et al. 1989), das Circular Poly-
merase Extension Cloning (CPEC) (Quan et al. 2009), die SLIC Methode (Li et al. 2007),
SLIiCE (Zhang et al. 2012), USER (Nour-Eldin et al. 2010) sowie NE-LIC (Wang et al. 2013).

3.2.2.2 Gibson-Assembly als Methode der Wahl

Zur den in vitro Methoden auf Basis von Sequenzhomologien gehért auch das sogenannte
Gibson-Assembly — die Methode, welche fir wesentliche Teile dieser Arbeit ausgewahlt
wurde. Beim Gibson-Assembly werden lineare DNA Fragmente mit homologen Enden zuei-
nander in einer isothermen Ein-Schritt-Reaktion in vitro zusammengefligt (Gibson et al. 2009).
Wahrend dieser Reaktion sind insgesamt drei Enzyme beteiligt, welche gemeinsam den Ge-

samtprozess ausmachen: Die T5-Exonuklease, die Phusion-Polymerase und die Tag-Ligase.
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Abbildung 15: Darstellung der einzelnen Schritte des Gibson-Assembly.
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Wie in Abbildung 15 dargestellt, werden die linearen DNA-Fragmente im Reaktionsansatz von
den 5-Enden her zunachst verdaut und weisen damit 3‘-Uberhange auf. Da die benachbarten
Fragmente an ihren Enden homolog zueinander sind, kdnnen diese nun Basenpaarungen aus-
bilden. Die T5-Exonukease ist in dem 50°C Reaktionsansatz nur fur kurze Zeit stabil. Somit
kommt die Exonuklease-Aktivitat wahrend der einstiindigen Inkubationszeit schnell zum Erlie-
gen. Die hitzestabile Polymerase kann jedoch bei dieser Temperatur arbeiten und fillt die L{-
cken an den gepaarten DNA-Fragmenten am 3‘-Ende auf. Die ebenfalls hitzestabile Tag-
Ligase schliel3t letztendlich die Strange der benachbarten Fragmente durch Bildung einer
Phosphodiester-Bindung (Gibson et al. 2009). Ein grofRer Vorteil dieser Methode besteht in
der Tatsache, dass in den zusammengefligten DNA-Fragmenten keine ,Narben® von Erken-
nungssequenzen verwendeter Restriktionsenzyme zurtickbleiben. Die DNA-Sequenz der ein-
gesetzten Fragmente bleibt also in ihrer Gesamtheit unverandert. Darlber hinaus Iasst sich

diese Methode relativ einfach umsetzen und erfordert zudem wenig Zeit- und Materialeinsatz.

3.2.2.3 Fragmentierung in iiberlappende gBlocks®

Fir die DNA-Synthese des ~25 kb groRen Genclusters wurde nun in Kooperation mit IDT ein
geeignetes Fragmentierungsmuster in Form einzelner gBlocks® erstellt, die zueinander Uber-
lappungen von ~30 bp aufwiesen. Diese Uberlappungsgrée ist fir das Gibson-Assembly
noch ausreichend, erzeugt aber fir die kostspielige Synthese ein noch Uberschaubares Mal}
an Redundanzen. Fir den Entwurf eines Fragmentierungsmusters wurde die gesamte DNA-
Sequenz an IDT ubermittelt und um den Vorschlag einer geeigneten Fragmentierung gebeten.
Wie bereits beschrieben, war die gewiinschte DNA-Sequenz wegen des sehr geringen GC-
Gehalts, vielerlei Wiederholungen sowie Hairpin-Strukturen sehr schwer zu handhaben. Auf-

grund dessen umfasste der Erstvorschlag von IDT bereits 40 einzelne gBlocks®:
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Bezeichnung | GroRe [bp] Bereich
BC1 594 1-594
BC2 643 565 - 1.207
BC3 719 1.178 — 1.896
BC4 674 1.867 — 2.540
BC5 672 2.511-3.182
BC6 765 3.153 - 3.917
BC7 469 3.888 — 4.356
BC8 765 4.327 — 5.091
BC9 722 5.062 — 5.783
BC10 690 5.754 — 6.443
BC11 620 6.414 — 7.033
BC12 699 7.004 —7.702
BC13 539 7.673 —8.211
BC14 670 8.182 — 8.851
BC15 708 8.822 — 9.529
BC16 800 9.500 — 10.299
BC17 675 10.270 — 10.944
BC18 610 10.915 - 11.524
BC19 212 11.503 - 11.714
BC20 799 11.685 — 12.483
BC21 751 12.454 — 13.204
BC22 538 13.175-13.712
BC23 585 13.683 — 14.267
BC24 785 14.238 — 15.022
BC25 643 14.993 — 15.635
BC26 798 15.606 — 16.403
BC27 400 16.374 — 16.773
BC28 408 16.744 — 17.151
BC29 520 17.122 — 17.641
BC30 285 17.612 — 17.896
BC31 769 17.867 — 18.635
BC32 687 18.605 — 19.291
BC33 732 19.262 — 19.993
BC34 727 19.964 — 20.690
BC35 776 20.661 —21.436
BC36 605 21.407 — 22.011
BC37 767 21.982 — 22.748
BC38 797 22.719 — 23.515
BC39 720 23.486 — 24.205
BC40 599 24176 — 24.774

Tabelle 22: Ubersicht des Fragmentierungsmusters der Erstbestellung.

Das vorgeschlagene Fragmentierungsmuster wurde nach Uberpriifung in exakt dieser Form
bei IDT bestellt. Leider konnten mit BC14, BC16 und BC19 gleich drei der bestellten DNA-
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Blocke nicht wie erwartet synthetisiert werden. Da wir dem Wunsch nach Sequenzverande-

rungen nicht nachkommen konnten, musste das Cluster noch weiter aufgesplittet werden:

Gestrichener Block | Bezeichnung | GréRe [bp] Bereich
BC14.1 125 8.182 — 8.306
BC14 BC14.2 369 8.271 - 8.639
BC14.3 242 8.610 — 8.851
BC16.1 137 9.500 — 9636
BC16 BC16.2 524 9.607 — 10.130
BC16.3 199 10.101 — 10.299
BCA9 BC19.1 125 11.503 — 11.627
BC19.2 125 11.590 — 11.714

Tabelle 23: Ubersicht der erweiterten Fragmentierung aller drei gestrichenen gBlocks®.

Nach dieser weiteren Aufsplittung konnten alle Blocke synthetisiert und geliefert werden. Ins-
gesamt waren es nun 45 DNA-Fragmente mit Gré3en von je 125 bis 800 bp. Die Sequenzen
samtlicher Bldocke sind unter (2.1.8) aufgeflihrt. Nach erfolgter Lieferung wurden die Blécke

entsprechend der unter (2.1.8) beschriebenen Methode rekonstituiert und bei -20°C gelagert.

Auf nachfolgender Seite (Abbildung 16) ist ein Alignment aller 45 gBlocks® dargestellt, das auf
eindriickliche Weise das Ausmal der Fragmentierung und des damit verbundenen Arbeitsauf-
wands fur die Rekonstruktion zeigt. Wie in der Abbildung schematisch skizziert, wurden samt-
liche Blocke so entworfen, dass sie zu ihren Nachbarfragmenten Uberlappungen von ca. 30
bp aufwiesen und somit fiir die Methode des Gibson-Assembly bereit waren. Der sukzessive
Aufbau sollte im Rahmen des Rekonstruktionsprozesses Uber die Zwischenstufen von 13 Sub-

Blocken sowie 4 weiteren Sub-Sub-Blocken schlief3lich zum finalen Gencluster fihren.
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Abbildung 16: Alignment aller 45 gBlocks® sowie der weiteren Zwischenstufen.
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3.2.3 Volisynthetische Herangehensweise: Die Durchfiihrung

3.2.3.1 Amplifikation der gBlocks®

Um die Qualitat der gBlocks® zu Uberprifen, wurden diese zunéchst via Agarose-Gelelektro-
phorese visuell Uberpruft. Je Block wurden 30 ng der (theoretisch) erhaltenen Gesamtmenge
von 200 ng aufs Gel aufgetragen. Leider zeigte sich hier, dass die angegebene DNA-Konzen-
tration bei vielen der Blocke nicht erreicht wurde. Teilweise waren hier gar keine Banden zu
erkennen. Um genugend DNA in verlasslicher Konzentration zu erhalten, wurden daher alle
gBlocks® via Q5-Polymerase amplifiziert. Die hierfiir verwendeten Primer sind unter (2.1.7)
,Primer zur Amplifikation der 45 gBlocks® aufgefiihrt. Bei den gBlocks® BC18, BC19.1, BC26
sowie BC34 war die Amplifikation nicht erfolgreich. Daher wurden flir diese Fragmente leicht
abgewandelte Primer bestellt (siehe 2.1.7): ,Alternative Primer zur Amplifikation der gBlocks
BC18, BC19.1, BC26 und BC34“. Hiermit war zumindest bei BC18 und BC19.1 eine Amplifi-
kation moglich. Die Blocke BC26 und BC34 konnten aber auch damit nicht amplifiziert werden.
Auf dem Gel der aufgetragenen gBlocks® waren hier auBerdem keinerlei Banden zu erkennen.
Daher wurden diese beiden Blécke mit gleicher Sequenz erneut bei IDT bestellt. Nach Uber-
prifung via Agarose-Gelelektrophorese waren bei den Zweitlieferungen nun deutliche Banden
erkennbar, sodass sogar auf eine Amplifikation komplett verzichtet werden konnte. Warum die

DNA bei der ersten Lieferung hier offenbar nicht vorhanden war konnte nicht geklart werden.

3.2.3.2 Vektorvorbereitung

Die 45 gBlocks® mussten nun mittels der Methode des Gibson-Assembly nach und nach zu-
sammengefugt werden. Hierzu sollten zunachst je 2 bis 4 benachbarte Blocke mit einem line-
arisierten pBluescript sk (-) Plasmid verbunden werden und somit einen gréf3eren Sub-Block
bilden. Das hierbei entstandene Produkt sollte dann direkt fir die Transformation eingesetzt
werden. Die leeren Plasmide wurden im Voraus zunachst durch das Restriktionsenzym EcoRV
linearisiert. Die entsprechende Schnittstelle ist in der MCS des eingesetzten Vektors vorhan-
den. Anschlie®end wurde fur jeden einzelnen Assembly-Schritt eine separate PCR-Amplifika-
tion des linearisierten Vektors mit Uberhdngenden Primern durchgefihrt. Mit diesen Pri-
meruberhangen wurden beidseitig der Vektorgrenzen die Erkennungsstellen fir das Restrikti-
onsenzym Bts?l eingefligt. Dieses Enzym ist flir das spatere Ausschneiden der Sub-Blécke
essentiell. Direkt an diese Erkennungssequenz angeschlossen, enthielten die Primeriber-
hange die homologen Endsequenzen (je 30 bp) der jeweils duleren gBlocks®. Da diese fir
jeden Ansatz unterschiedlich waren, musste fir jeden Assembly-Schritt eine separate Vekto-
ramplifikation mit den jeweils passenden Primerpaaren durchgefuhrt werden. Die Sequenzen
dieser Primer sind unter (2.1.7) ,Primer zur Vektor-Amplifikation (Schritt 1)“ aufgeflhrt. Nach
erfolgter Vektor Elongation via Q5-Polymerase wurde der PCR-Ansatz mit dem Restriktions-

enzym Dpnl verdaut. Dieses besondere Enzym schneidet in der Mitte der spezifischen
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Erkennungssequenz GATC unter Ausbildung glatter Enden. Allerdings kann die Sequenz aus-
schlieBlich dann erkannt und geschnitten werden, wenn das Stickstoffatom an Position 6 der
Adeninbase eine Methylgruppe tragt (Palmer et al. 1994). Dies ist bei DNA der Fall, die in
einem E. coli Stamm repliziert wurde, der eine funktionelle Dam-Methylase exprimieren kann.
Hierzu gehort auch der Stamm E. coli XL1-Blue, aus welchem das als Template verwendete
Plasmid isoliert wurde. Der durchgefiihrte Dpnl Verdau fihrte in diesem Fall also dazu, dass
samtliche Template-Riickstande aus der PCR-Reaktion verdaut und somit zerstért wurden.
Da amplifizierte DNA aus PCR-Reaktionen jedoch keine Methylierungen tragt, kann diese
auch nicht durch Dpnl verdaut werden. Der Sinn dieses Prozesses bestand dabei in der grofit-
maoglichen Reduzierung jeglicher zirkularer Leervektor-DNA, die bei der spateren Transforma-
tion zu falsch positiven Transformaten fihren kénnte. Nach erfolgtem Dpnl-Verdau wurden die
PCR-Ansatze zunachst mittels peqGOLD Cycle-Pure Kit (PEQLAB Biotechnologie) aufgerei-

nigt und anschlief3end mittels NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific) quantifiziert.

EcoRV-Verdau
pBluescript sk (-) — pBluescript sk (-)
linearisiert
PCR-Elongation Dpnl-Verdau pBluescript sk (-)
— — elongiert
Spezifisches Primerpaar je
Gibson-Assembly
" Template via
Bts'| Erkennungssequenz Dpnl zerstort

Homologe Sequenz 1

Homologe Sequenz 2

Abbildung 17: Schematische Darstellung der Vektorvorbereitung.

3.2.3.3 Konstruktion der Sub-Blocke (Standard-Verfahren)

Nachdem fir jedes Gibson-Assembly nun die entsprechenden Vektoren vorbereitet waren,
konnten die einzelnen Reaktionen mit den passenden gBlocks® durchgefiinrt werden. Hierfir
wurden die gBlock®-Amplifikate bzw. die neu bestellten gBlocks® im Falle von BC26 und BC34

verwendet. Die genaue Methodenbeschreibung des Gibson-Assembly ist unter (2.3.16)
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aufgefiihrt. Das Prozedere war fir alle Reaktionsansatze vom Prinzip her identisch. Zunachst
wurde der verlangerte Vektor mit den 2 bis 4 entsprechenden gBlocks® gemischt und mit dem-
selben Volumen Gibson Assembly® Master Mix 2x (New England Biolabs) erganzt. Nach einer
Inkubation von 60 min bei 50°C (Alternativ: 90 min bei 45°C) wurde der Ansatz 1:3 mit H,O
verdinnt und davon 1-3 pl in elektrokompetente E. coli XL1-Blue Zellen transformiert. Zur Se-
lektion wurde auf LB-Platten mit dem Antibiotikum Carb ausgestrichen. Zur Unterscheidung
zwischen den gewinschten Vektorkonstrukten mit integriertem Sub-Block und mdglichen
Leerplasmiden wurde zusatzlich bei allen Transformationen mit dem pBluescript sk (-) Vektor
eine unterstitzende Blau-Weil-Selektion durchgeflihrt (siehe 2.3.5). Die gewlinschten Klone
sollten durch die Sub-Block Integration kein intaktes /acZa Gen mehr tragen, somit keine funk-

tionelle B-Galactosidase besitzen und daher auch keine Blaufarbung mehr ausbilden kénnen.

BC1
e
T ges
Sub-Block 1
60 min, 50°C I |
pBluescript sk (-) Gibson MM Bl ot sk
elongiert fiir Gibson- — pBluescript sk (-)
Assembly 1 -(Sub-Block 1)
Transformation in
E. coli XL1-Blue
(Selektion: Carb)
a Uberpriifung der Klone:
Bts I-Erkennungssequenz «  Blau-WeiR-Selektion
Homologe Sequenz zu BC 1 + PCR-Analyse
Restriktionsverdau
Homologe Sequenz zu BC 3 *  Sequenzierung

Abbildung 18: Schematische Darstellung des Standard-Verfahrens.

Zur Selektion wurden anschlieBend mehrere weil’e Klone gepickt und in je 5 ml LB Carb Me-
dium angezogen. Am nachsten Tag wurden daraus die Plasmide isoliert und anschliel3end
mittels Restriktionsverdau und PCR uberprift. Da die Sub-Blocke jeweils andere Restriktions-
Schnittstellen aufwiesen, wurden fir die verschiedenen Konstrukte teils unterschiedliche Rest-
riktionsenzyme verwendet. Das Auswahlkriterium bestand stets darin, dass mit dem Verdau
klar unterscheidbare Banden im Vergleich zum Leervektor entstehen sollten. Zusatzlich wurde
von den isolierten Plasmiden eine PCR-Amplifikation durchgefuhrt — in der Regel mit den Pri-

mern (pBlue_Seq_f/ pBlue_Seq_r). Dieses Primerpaar bindet am Vektor-Ruckgrat links bzw.
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rechts neben dem jeweils integrierten Sub-Block und eignete sich somit universell fir alle As-
sembly-Schritte mit demselben Vektor. Konstrukte, die sowohl die gewlinschten Banden beim
Restriktionsverdau als auch bei der PCR-Reaktion zeigten, wurden zur finalen Bestatigung
sequenziert. Alle fur die Sequenzierungen (und teilweise auch fir zusatzliche PCR-Reaktio-

nen) verwendeten Primer sind unter (2.1.7) ,Primer zur Sub-Block Sequenzierung“ aufgeflhrt.

Da die drei gBlocks® BC14, BC16 und BC19 von IDT nicht synthetisiert werden konnten und
nachtraglich von der Bestellung gestrichen wurden, mussten diese in noch kleinere Vorstufen
fragmentiert werden (siehe 3.2.2.3). Zum Aufbau dieser gestrichenen gBlocks® aus den Vor-
stufen wurde das in diesem Abschnitt beschriebene Verfahren analog angewandt. Die dabei
resultierenden Konstrukte waren aber im Grunde keine ,Sub-Blocke® im eigentlichen Sinne,
sondern lediglich die gestrichenen gBlocks® der Erstbestellung. Fir den Aufbau der eigentli-
chen ,Sub-Blocke” wurden die selbst aufgebauten gBlocks® aus den entsprechenden Vekto-
ren ausgeschnitten (geman 3.2.3.5) und danach in analoger Weise weiterverwendet. Auf diese

Feinheit in der Bezeichnung wird aus Griinden der Ubersichtlichkeit nicht weiter eingegangen.

3.2.3.4 Konstruktion der Sub-Blocke (Stiickelung)

Mit dem oben beschriebenen Standard-Verfahren konnten fir 3 der insgesamt 13 Sub-Bldcke
leider keine korrekten Klone identifiziert werden. Konkret handelte es sich hierbei um die Sub-
Blécke 2, 6 und 12. Zwar konnten meist einige der Klone mittels PCR-Analyse und Restrikti-
onsverdau als ,korrekt* ermittelt werden, bei der Sequenzierung fielen dann jedoch einzelne
Punktmutationen in der Basenabfolge auf. Zur Lésung dieses Problems wurden hier soge-
nannte ,Stuckelungen® durchgefihrt. Dabei wurden 2 Klone gewahlt, deren Blécke in unter-
schiedlichen Bereichen Fehler aufwiesen. Durch Auswahl von zwei geeigneten Restriktions-
enzymen, die nur eine Schnittstelle im Vektor aufwiesen (bzw. mittels eines Restriktions-
enzyms das zwei Schnittstellen aufwies), wurden diese Plasmide verdaut und die Banden mit-
tels praparativer Gelelektrophorese (gemaf 2.3.9) aufgetrennt. Die fehlerfreien Teilstlicke wur-
den anschlieRend aus dem Gel ausgeschnitten und die DNA via peqGold Gel Extraction Kit
(PEQLAB Biotechnologie) extrahiert und gereinigt. Die jeweils fehlerfreien Teilstiicke wurden
anschlielend durch Ligation wieder verknlpft und das resultierende Ligationsprodukt in E. coli
XL1-Blue transformiert. Die hierbei erhaltenen Klone wurden anschlieRend mit den Standard-
Methoden uberpruft. Mit dem Verfahren der Stickelung konnte letztendlich in allen 3 Fallen
ein Klon mit korrekter Sequenz identifiziert werden. Bei Sub-Block 6 kam hierbei allerdings ein
etwas abgeandertes Verfahren zum Einsatz. Bei diesem Sub-Block bestand die Besonderheit,
dass hier 4 gBlocks® in einer Assembly-Reaktion zusammengebracht werden sollten (und
nicht 3 wie in den anderen Fallen). Erschwerend kam noch hinzu, dass im Bereich zwischen

BC18 und BC19 eine Hairpin-Sekundarstruktur vorhanden war (von der Genanordnung her
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wahrscheinlich eine Terminatorsequenz). Mdoglicherweise aufgrund dieser beiden Faktoren
konnte fur Sub-Block 6 auch nach zahlreichen Versuchen kein korrekter Klon identifiziert wer-
den. Die Fehler bestanden hier zudem nicht ,nur” in einzelnen Punktmutationen, sondern wa-
ren vielmehr bereits von der Makrostruktur mittels PCR und Restriktionsverdau zu erkennen.
Von den sehr wenigen Klonen, die nach der Transformation tiberhaupt erhalten wurden, zeigte
kein Klon das gewinschte Bandenmuster. Lediglich ein Klon nach Transformation in die che-
misch kompetenten NEB® 5-alpha Competent E. coli (New England Biolabs) zeigte ein Ban-
denmuster, das dem gewilinschten zumindest ahnlich war. Dieser Klon wurde als ,N6.1“ be-
zeichnet. Die Sequenzierung lieferte die Erkenntnis, dass hier zwar keine Punktmutationen
vorlagen, jedoch ein groRReres Stick von 553 bp in der Mitte des Sub-Blocks fehlte. Dieses
Stiick war im Ubergangsbereich der gBlocks® BC16 und BC17 lokalisiert. Diverse Versuche,
dieses fehlende Stlick aus dem Gibson-Ansatz zu amplifizieren, brachten keinen Erfolg. Daher
wurde beschlossen, einen weiteren ,Helfer‘-gBlock® mit der Bezeichnung ,BC16-17“ zu be-
stellen, der diesen fehlenden Ubergangsbereich abdeckt. AnschlieRend sollte eine Stiickelung
nach dem bereits beschriebenen Verfahren durchgefiihrt werden, da links und rechts der LU-
cke in besagtem Klon je eine Ncol Schnittstelle lokalisiert war. Abweichend vom bereits be-
schriebenen Verfahren wurden hier nicht zwei Plasmide miteinander kombiniert, sondern ein
Plasmid sowie der Helfer-gBlock® ,BC16-17“. Die fiir dessen Amplifikation verwendeten Pri-

mer sowie die Sequenz dieses gBlocks® sind unter (2.1.7) bzw. (2.1.8) aufgefiihrt.

Sub- Verwendete Anzahl Fehler Verwendete Verwendete Korrekter
Block Klone RE Fragmente Klon
X2.3 4 Fehler 899
2 EcoRV & X2.3/9 2
X2.9 1 Fehler BamH 4.118
N6.1 Licke von 4.288
553 bp Ncol .
6 (2 Schnitt- X6.3l
Helfer gBlock® | - stellen) 893
,BC16-17"
X12.4 3 Fehler 806
12 EcoRV & X12.4/7 7
X12.7 1 Fehler BamHI 4.248

Tabelle 24: Ubersicht der durchgefiihrten Stiickelungen.
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Sub-Block 2 Sub-Block 2

pBluescript sk (-) pBluescript sk (-)
-(Sub-Block 2) Klon 2.3 -(Sub-Block 2) Klon 2.9

=  Auswahl von passenden RE
=  Verdau der Konstrukte

—» &
o « — «

=  Praparative Gelelektrophorese

= Ausschneiden der korrekten
Fragmente aus dem Gel

= Aufreinigung

—0 @

= Ligation der korrekten
Fragmente

= Retransformation in E. coli

= Selektion und Uberpriifung

| @) [ 1

\ Sequenzfehler

O Restriktionsenzym 1

pBluescript sk (-) . Restriktionsenzym 2

-(Sub-Block 2) Klon 2.3/9

Abbildung 19: Schematische Darstellung des Verfahrens der Stlickelung.

3.2.3.5 Ausschneiden der Sub-Blécke und Konstruktion der Sub-Sub-Blécke

Nachdem alle 13 Sub-Blécke Uber das Standard-Verfahren oder Uber das Verfahren der Stu-
ckelung durch korrekte Sequenzierungen final bestatigt waren, lag der nachste Schritt im Aus-
schneiden dieser Blocke aus dem pBluescript sk (-) Vektor (gleiches galt im Vorfeld fur die drei
gestrichenen gBlocks® BC14, BC16 und BC19). Das Ausschneiden war fiir die folgenden

Schritte insofern essentiell, da die Methode des Gibson-Assembly funktionsbedingt lineare
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DNA-Fragmente erfordert (Gibson et al. 2009). Hierfur war es allerdings nicht ausreichend, die
zirkularen Konstrukte an einer beliebigen Stelle zu linearisieren. Dieser Vorgang musste viel-
mehr so ablaufen, dass die Grenzen der ausgeschnittenen Fragmente wieder homologe Uber-
lappungen aufweisen. Da die 3-Enden im Reaktionsansatz von der T5-Exonuklease nicht ver-
daut werden, sondern von der Phusion-Polymerase flir das Anfligen weiterer Nukleotide be-
ndtigt werden, mussten die Uberlappungen bis zur letzten Base am 3‘-Ende passend sein. Um
ein Ausschneiden in dieser Form zu ermdglichen, wurde bereits bei der Vektorvorbereitung
durch die PCR eine spezielle Restriktionsschnittstelle direkt neben die homologen Bereiche
eingebaut (siehe 3.2.3.2). Das hierfir verwendete Enzym Bts®l besitzt die Besonderheit, dass
es nicht innerhalb, sondern direkt neben der Erkennungssequenz unter Ausbildung eines 3'-
Uberhangs schneidet. Auf diese Weise konnten alle aufgebauten Blécke exakt an ihren 3*
Grenzen ausgeschnitten werden. Da das Enzym allerdings keine glatten Enden ausbildet, fehl-
ten am 5' Ende je zwei Basen. Dies war aber insofern irrelevant, da in allen nachfolgenden
Assembly-Schritten ohnehin die 5° Enden verkurzt wurden. Nach Bts®l-Verdau wurden die ein-
zelnen Sub-Blécke mittels Elektrophorese aufgetrennt und praparativ aus dem Agarose-Gel
ausgeschnitten. Die Gelstiicke wurden anschlieend mittels des peqGold Gel Extraction Kit
extrahiert, die resultierende DNA aufgereinigt und schlieBlich quantifiziert. Die auf diese Weise
ausgeschnittenen Sub-Blocke waren direkt fur die nachfolgenden Assembly-Schritte bereit.
Hierbei sollten wieder 3-4 Sub-Blocke zu noch gréReren Sub-Sub-Bldcken aufgebaut werden.
Da das hierbei verwendete Verfahren vdllig identisch zu dem bereits ausflihrlich beschriebe-
nen Verfahren war, wird an dieser Stelle auf eine nahere Erlauterung verzichtet. Samtliche

DNA-Primer fur die Vektor-Elongationen und Sequenzierungen sind unter (2.1.7) aufgefuhrt.

Sub-Block »  Bts"l-Verdau
(im Vektor) =  Praparatives Gel
[ | =  Ausschneiden
des Sub-Blocks Sub-Block
= Aufreinigung (ausgeschnitten)
1 1
Bts’l- Btsl-
Erkennungssequenz Sub-Block Erkennungssequenz
GCAGTGINNINN... ... NNNNCACTGC
Vektor Vi
CGTCACINNNN... ... NNINN[GTGACG

Abbildung 20: Darstellung des Ausschneidevorgangs mittels Btsl.

83



Vorstufe gBlock® Sub-Block Sub-Sub-Block
BCA 1
ggé (1.896 bp)
BC4 , .
:gg (2.051 bp) (5.783 bp)
BC7 X
ggg (1.896 bp)
BC10 )
281; (1.949 bp)
BC13
BC14.1 ;
Shr o | e |
T BC15 (5.961 bp)
BC16.2 BC16
BC16.3 .
:gg (2.215 bp)
S
BC20 ,
ggg; (2.028 bp)
BC23 .
ggg;‘ (1.953 bp) .
BC26 9 (6.951 bp)
282; (1.546 bp)
BC29 o
:gi? (1.514 bp)
BC32 y
:ggi (1.896 bp)
BC35 -’ 5
3823 (2.088 bp) (6.170 bp)
BC38 -
:gig (2.056 bp)

Tabelle 25: Ausgangsprodukte und Zwischenstufen des Rekonstruktionsprozesses.
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Die Ubersicht der vorigen Seite zeigt ein Gesamtbild der einzelnen Assembly-Reaktionen: Un-
ter Anwendung der in den vorigen Kapiteln beschriebenen Methoden wurden insgesamt 3
gBlocks®, 13 Sub-Blocke sowie 4 Sub-Sub-Blocke hergestellt. Zur Bestatigung samtlicher Se-

quenzen wurden alle genannten Konstrukte am Ende des Kontrollprozesses sequenziert.

3.2.3.6 Letzter Assembly-Schritt zum finalen Gencluster

Fir den letzten Reaktionsschritt sollten nun die 4 Sub-Sub-Blocke, die jeweils Grofien von ~6
kb aufwiesen, in einem Assembly-Schritt zum finalen Konstrukt zusammengebaut werden. Der
bisher verwendete pBluescript sk (-) Vektor war fur diese Gré3en jedoch nicht mehr geeignet
(das entstehende Gencluster sollte eine GréRe von knapp 25 kb umfassen). Daher wurde
stattdessen das SuperCos 1 Derivat ,mrsMR02“ verwendet, mit welchem schon zuvor ganze
Gencluster kloniert wurden (Basitta et al. 2017). Fir die Vorbereitung wurde dieser Vektor
mittels Pacl verdaut, um die darin enthaltene ,multiple recombineering site“ beidseitig auszu-
schneiden und anschlief3end wieder religiert. Das resultierende Konstrukt wurde als SC1TRO01
bezeichnet. Fir das finale Assembly wurde nun eine abweichende Strategie zur Vektorvorbe-
reitung verwendet, da der SuperCos Vektor mit einer Eigengréf3e von tber 12 kb nicht mehr
amplifizierbar war. Um die homologen Endsequenzen anzufligen, wurde hier ein weiterer Hel-

fer-gBlock® entworfen, der als ,Bael-Linker-(SuperCos)“ bezeichnet wurde (siehe 2.1.8).

Homologe Homologe
Sequenz hneid ?ae|2 Stell Sequenz
schneidet an ellen
SCITRO1 g ( ) Bts SC1TRO1
Homologe Homologe
Sequenz Sub- Sequenz Sub-
Sub-Block A Sub-Block D

Abbildung 21: Funktionelle Ubersicht des gBlocks® "Bael-Linker-(SuperCos)".

Dieser Helfer-gBlock® besalt an beiden Randern homologe Bereiche zum Pacl linearisierten
SC1TRO1 Vektor und lie® sich somit einfach via Gibson-Assembly in diesen Vektor einbauen.
Das so entstandene Konstrukt wurde als SC1TRO02 bezeichnet. Zur Vorbereitung des letzten
Assembly-Schritts wurde dieser mit dem Restriktionsenzym Bael geschnitten. Die Schnittstelle
hierfir war in der Mitte des Helfer gBlocks® platziert worden. Das spezielle Enzym Bael schnei-
det beidseitig einer vergleichsweise gro3en Erkennungssequenz unter Ausbildung von 3'-
Uberhangen. Es schneidet seine Erkennungssequenz quasi ,selbst heraus“ und erzeugt im
Vektor an exakt definierten Stellen 3‘-Uberhange. Nun wurden die homologen Endsequenzen
zu den Sub-Sub-Blocken A bzw. D genau an diesen Grenzen in den Helfer-gBlock® eingebaut.

Zuséatzlich waren, wie bei der Strategie zuvor, direkt daran Bts®l-Schnittstellen angebracht, um
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das Cluster spater aus dem Vektor ausschneiden zu kénnen. Auf diesem Wege wurde das
finale Gibson-Assembly mit den Sub-Sub-Blécken A-D und dem Bael linearisierten SC1TR02
Vektor erfolgreich durchgefiihrt und gleichzeitig ein universelles System zur schnellen Umklo-

nierung ganzer Gencluster entworfen, das Uber diese Arbeit hinaus verwendet werden kann.

Helfer gBlock
(wird zugegeben)

Pacl-Verdau
SC1TRO1 — SC1TRO1
(Pacl linearisiert)
60 min, 50°C Bael-Verd
Gibson MM SC1TRO2 ael-verdau SC1TR02-Bael
ﬁ —
o ausgeschnittene
i+ [ sub-Sub-Blécke
Pl - ' A-D
b finales Gencluster
60 min, 50°C 60 min, 50°C
Gibson MM ibson
SC1TR02-Bael Gibson MM SC1TRO3
— —
s Homologe Sequenz
H Bts"I-Erkennungssequenz Sub-Sub-Block A

Homologe Sequenz

Bael-Erkennungssequenz Sub-Sub-Block G

Sub-Sub-Block C

Sub-Sub-Block B Sub-Sub-Block D

1 Sub-Sub-Block A
I

/1

Abbildung 22: Ubersicht des finalen Gibson-Assembly.



Das resultierende Konstrukt mit dem finalen Gencluster wurde als SC1TRO03 bezeichnet. Lei-
der konnte nach dessen Transformation in E. coli keine Blau-Weil3-Selektion durchgefliihrt wer-
den, da das verwendete SuperCos1-Derivat nicht fur die a-Komplementation ausgelegt war.
Fir die Identifizierung eines positiven Klons wurden daher PCR-Reaktionen mit je einem Pri-
merpaar vom linken Ende sowie einem Primerpaar vom rechten Ende des Genclusters ver-
wendet (Block 1_1f/Block 1_1rbzw. Block 13_1f/Block 13_1r). Von 576 Klonen zeigte jedoch
nur ein Klon positive Signale mit beiden Primerpaaren. Dieser Klon wurde als ,X1al“ bezeich-
net. Zur weiteren Bestatigung wurde daraus das SC1TRO03 Konstrukt isoliert und mittels des
Restriktionsenzyms EcoRI verdaut. Alle 8 Banden entsprachen hier exakt den theoretischen
Erwartungen. Zur weiteren Bestatigung wurden die 5 Ubergangsbereiche zwischen den Sub-
Sub-Blécken bzw. zwischen dem Vektor und den seitlichen Sub-Sub-Blécken mittels PCR
amplifiziert und die entsprechenden Amplifikate sequenziert. Das aus Klon X1al isolierte
SC1TRO3 Konstrukt zeigte hier keinerlei Sequenzfehler. Um samtliche Zweifel auszuschlie-
Ren, wurde das Cosmid in einem finalen Schritt komplett mittels lllumina-Technik durch die
Firma Macrogen (Sudkorea) sequenziert. Nach Auswertung zeigte sich innerhalb des 24.774
bp groRen Genclusters eine Punktmutation an Position 16.770. Hier wurde die Base Guanin
durch Thymin ersetzt. Glucklicherweise resultierte hierdurch ein neutraler Austausch des Co-
dons CGC zu CGA (beide Arginin) innerhalb des Gens IKA_05339 (Aminoglykosid-Phos-
photransferase). Da dies die Aminosauresequenz des Proteins nicht verandert, sollten keine
schwerwiegenden Defekte zu erwarten sein. Auller dieser Mutation wurden im Rahmen der
Sequenzierung keine weiteren Fehler im synthetischen Gencluster gefunden. Das komplette

Gencluster konnte somit — mit Ausnahme von nur einer Base — fehlerfrei rekonstruiert werden.
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3.3 Integration des Genclusters in Bacillus subtilis

3.3.1 Untersuchungen von E. coli Extrakten

Nach Komplettierung des Genclusters wurde zunachst untersucht, ob damit bereits in E. coli
eine Produktion von Sekundarmetaboliten zu beobachten war. Dazu wurde der Klon mit dem
final sequenzierten Gencluster verwendet (E. coli XL1-Blue / SC1TR03). Als Negativkontrolle
diente ein entsprechender Klon mit Leervektor (E. coli XL1-Blue / SC1TR02). Zur Untersu-
chung wurden aus Ubernachtkulturen verschiedene Extrakte mit 1-Butanol und Ethylacetat
sowie Proben aus mehrfach abzentrifugierten Kulturiberstanden hergestellt (siehe 2.4.1). Die
HPLC-Analytik erfolgte gemaf (2.4.2) unter Verwendung von Methode 1. Leider zeigten sich
hierbei keine neuen Peaks im Vergleich zur Negativkontrolle. Spater wurden die Proben mit

der besser geeigneten Methode 3 analysiert — auch hier waren keine neuen Peaks feststellbar.

Fazit: Aus diesen ersten analytischen Untersuchungen konnte gefolgert werden, dass mit dem

synthetisch rekonstruierten Gencluster keine Produktion neuer Substanzen in E. coli erfolgt.

3.3.2 Umklonierung des Genclusters in den Vektor pBS1C

Nach den ersten analytischen Betrachtungen in E. coli sollte nun als Produktionsstamm das
Bakterium Bacillus subtilis verwendet werden. Dieser quasi ubiquitar vorkommende Modellor-
ganismus (Earl et al. 2008) gehdrt weltweit zu den meist erforschtesten Gram positiven Bak-
terien und wird bereits seit vielen Jahren zur industriellen Produktion von Enzymen eingesetzt
(van Dijl et al. 2013). Die Genomsequenz von Bacillus subtilis wurde frih veréffentlicht und
bereits umfassend analysiert (Kunst et al. 1997, Barbe et al. 2009). In den letzten Jahren wur-
den auRerdem bereits mehrere vollstandige Gencluster aus Arten der Gattung Bacillus hete-
rolog in Bacillus subtilis exprimiert, wie beispielsweise das Bacillomycin Gencluster aus Brevi-
bacillus brevis X23 mit einer GroRe von 37,2 kb (Liu et al. 2016). Ein weiteres Beispiel ware
die erfolgreiche heterologe Produktion des Amicoumacin Genclusters, das eine GroRe von
47,4 kb aufweist (Li et al. 2015). Da auch das in dieser Arbeit rekonstruierte Gencluster aus
einem Stamm der Gattung Bacillus stammt, schien die Auswahl von Bacillus subtilis als Wirts-
stamm die ideale Wahl zu sein. Die Akzeptanz der Codons sowie der Promotoren sollte hier
eher gegeben sein als in dem Gram negativen Bakterium E. coli. Besser geeignet als Bacillus
subtilis ware allenfalls ein Bacillus cereus Stamm selbst. Da hierfur allerdings wesentlich we-
niger Moglichkeiten zur genetischen Manipulation vorhanden sind, wurde als Produktions-
stamm letztendlich Bacillus subtilis ausgewahlt. In den bereits genannten Beispielen zur hete-
rologen Expression in diesem Stamm wurden die Gencluster stets in den amyE-Locus auf der
genomischen DNA integriert (Shimotsu et al. 1986). Um eine vergleichbare Integration des

synthetischen Genclusters durchzufiihren, musste dieses zunachst in einen dafir geeigneten
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Vektor eingebracht werden. Eine Mdglichkeit war der Vektor pBS1C, ein E. coli — Bacillus sub-
tilis Shuttle-Vektor, der die ndtigen Sequenzbereiche fir die amyE-Integration besitzt (Radeck
et al. 2013). Zur Selektion sind hier zwei verschiedene Resistenzgene vorhanden: Eine Ampi-
cillin Resistenz flr E. coli sowie eine Chloramphenicol Resistenz fiir Bacillus subtilis. Der Vek-
tor pBS1C wurde uns dankenswerterweise von Prof. Dr. Thorsten Mascher (Technische Uni-
versitat Dresden) zur Verfligung gestellt. Um das Gencluster mit seiner Gréf3e von fast 25 kb
umzuklonieren, wurde vom Prinzip her dieselbe Methode verwendet, die bereits bei der Vor-
bereitung des SC1TRO02 Vektors erfolgreich zum Einsatz kam (siehe 3.2.3.6). Hierflr wurde
wieder ein entsprechender Helfer-gBlock® mit Bael-Schnittstelle und den angrenzenden ho-
mologen Randsequenzen des Genclusters entworfen und als ,Bael-Linker-(pBS1C)* bezeich-
net (siehe 2.1.8). Da der Vektor pBS1C dem BioBrick Standard entspricht, konnte der gBlock®
so entworfen werden, dass er durch einfache Ligation in den Vektor integriert werden konnte.
Hierfiir wurden an den Randern des gBlocks® die entsprechenden Schnittstellen fiir EcoRI und
Spel platziert. Nachdem Vektor und gBlock® mit diesen beiden Restriktionsenzymen geschnit-
ten waren, wurden sie miteinander ligiert und zur Selektion in E. coli XL1-Blue transformiert.
Da der Leervektor ursprunglich an dieser Stelle ein rotes Fluoreszenzprotein enthielt, konnte
auf Verlust der roten Farbe hin selektiert werden. Die erfolgreiche Integration des Helfer-
gBlocks® wurde mittels PCR-Reaktion sowie Sequenzierung mit den Primern (pBS1C_Seq_f
/ pPBS1C_Seq_r) Uberprift. Anschlieliend wurde dieses Zwischenkonstrukt mit dem Restrikti-
onsenzym Bael verdaut und dadurch die homologen Endsequenzen zum Gencluster fur das
nachfolgende Gibson-Assembly freigelegt. Das Cluster selbst wurde fir das Assembly aus
dem Vektor SC1TRO3 mittels Bts®l ausgeschnitten. Somit konnte das lineare Gencluster sowie
der Bael geschnittene pBS1C-Vektor mit den entsprechenden homologen Randbereichen via
Gibson-Assembly zusammengeflgt werden. Nach Transformation in E. coli XL1-Blue und Se-
lektion auf LB Carb zeigten sich am néchsten Tag viele Transformanten. Fir die Uberprifung
wurden PCR-Reaktionen mit dem Primerpaar (pBS1C_Seq_f/ pBS1C_BC_Cluster) durchge-
fuhrt, welches den Ubergang von linkem Genclusterende und Vektor amplifiziert. Von 288 Klo-
nen zeigte nur ein einziger Klon die gewunschte Bande. Mit diesem Klon wurde nun zuséatzlich
eine PCR mittels Primerpaar (pBS1C-BC-Clust-r / pBS1C_Seq_r) durchgeflihrt, um den ent-
sprechenden Ubergangsbereich am rechten Clusterende zu amplifizieren. Auch hier zeigte
der Klon die gewunschte Bande. Beide Amplifikate wurden zur Bestatigung sequenziert und
wiesen hierbei keine Fehler auf. Auch ein Verdau mit EcoRI zeigte alle gewiinschten Banden.

Das somit erzeugte Konstrukt aus Vektor und Gencluster wurde als pBS1CTRO01 bezeichnet.
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3.3.3 Transformation in Bacillus subtilis 168

Als Zielstamm fur die Integration des Genclusters wurde der weit verbreitete Laborstamm Ba-
cillus subtilis 168 ausgewahlt, welcher durch naturliche Kompetenz mit einfachen Methoden
transformierbar ist (Harwood et al. 1990). Die GroRe des rekonstruierten Genclusters sollte
hierfar kein Hindernis sein — so wurde bereits gezeigt, dass sich ein ganzes Genom von 3,5
mb in diesen Stamm integrieren Iasst (ltaya et al. 2005). Der Stamm wurde uns ebenfalls dan-
kenswerterweise von Prof. Dr. Thorsten Mascher zur Verfligung gestellt. Fur die Transforma-
tion durch natirliche Kompetenz in Bacillus subtilis wird die DNA im Voraus Ublicherweise
linearisiert. Hierfur ist im Vektor pBS1C eine Scal Schnittstelle vorgesehen (Radeck et al.
2013). Diese konnte hier jedoch nicht verwendet werden, da sich innerhalb des Genclusters
an drei verschiedenen Stellen ebenfalls Scal Schnittstellen befinden. Alternativ wurde hier das
Enzym Kpnl ausgewahlt. Dieses schneidet an nur einer Stelle innerhalb des pBS1C Vektor-

Ruckgrats, sodass die fir die Integration erforderliche Sequenzreihenfolge erhalten bleibt:
amyE" — Gencluster — cat — "amyE

Die Transformation wurde gemafRy der unter (2.3.4) beschriebenen Methode durchgefihrt.
Hierbei wird ein Teil des pBS1C-Vektors inkl. des Genclusters in das Genom des Zielstammes
integriert. Fir diesen Zweck enthalt der Vektor den Anfangsbereich des nicht essentiellen
Amylase Gens amyE aus Bacillus subtilis. In der nachfolgenden MCS ist hier das synthetische
Gencluster lokalisiert. Darauf folgt das Resistenzgen fir Chloramphenicol zur Selektion in Ba-
cillus subtilis. Schlieflich folgt der Endbereich des amyE Gens. Wahrend des Transformati-
onsprozesses wird die lineare DNA in die Bacillus subtilis Zellen aufgenommen und dort direkt
in das amyE Gen auf der genomischen DNA integriert. Bei diesem Vorgang wird das amyE

Gen komplett zerstort und ist somit in erfolgreichen Transformaten nicht mehr funktionsfahig.

amyE’ cat ‘amyE

I -
< N
AN N
N
N
N

Bacillus subtilis 168

Abbildung 23: Schematische Darstellung der amyE-Integration in Bacillus subtilis.
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Nach Ausplattierung auf LB Cml Platten sind am nachsten Tag 10 Einzelklone angewachsen.
Diese wurden in je 5 ml LB Cml Medium ber Nacht angezogen und daraus Glycerol-Kulturen
zur langfristigen Aufbewahrung bei -80°C angefertigt. Zusatzlich wurden die 10 Klone sowie
zwei Kontrollstamme mit aktiver Amylase auf Maisstarke-Platten ausgestrichen. Am nachsten
Tag wurden diese Platten mit je 2 ml lod-Kaliumiodid Lésung nach Lugol (Carl Roth) Gbergos-
sen. Hierbei sollten Klone mit intaktem amyE Gen nach wie vor Starke abbauen kdénnen, was
sich in einem hellen Bereich um die Kolonie nach Behandlung mit Lugol’'scher Losung zeigt.
Erfolgreiche Transformaten besitzen durch die Integration des Genclusters in das amyE Gen
keine aktive Amylase mehr und sind somit nicht mehr zur Verstoffwechslung von Starke befa-

higt. Diese Klone zeigen daher auch keine hellen Umrandungen auf den Maisstarke-Platten.

B. subtilis 168 / pPBS1CTRO1
(AamyE — kein Starkeabbau)

B. subtilis Negativkontrollen
(amyE intakt — Starkeabbau)

Abbildung 24: Maisstarke-Nachweis mit Lugol'scher Losung.

In Abbildung 24 sind von oben nach unten 5 der o0.g. Transformanten auf einer Maisstarke-
Platte nach Behandlung mit Lugol’scher Lésung dargestellt. Die unteren beiden Klone sind
Negativkontrollen von Bacillus subtilis mit aktivem amyE Gen. Man kann deutlich erkennen,
dass diese Klone von einer hellen Umrandung umgeben sind, was bei den oberen 5 Klonen
nicht der Fall ist. Somit kann mit diesem Test ein simpler Nachweis auf erfolgreiche amyE-
Integration durchgefihrt werden. Von den 10 untersuchten Transformanten zeigten 9 Klone
keinen Starkeabbau mehr — das Gencluster sollte hier also erfolgreich integriert worden sein.
Zur Bestatigung wurden von diesen 9 Klonen zusatzlich Colony-PCR-Reaktionen (gemafn
2.3.15) durchgeflihrt. Hierbei wurden je Klon 3 Primerpaare getestet. Diese sollten am linken
Clusterende, in der Mitte des Clusters sowie am rechten Clusterende binden. Von den 9 un-
tersuchten Klonen wiesen 8 Klone positive Signale mit allen 3 Primerpaaren auf. Bei diesen

wurde somit das komplette Gencluster in korrekter Weise in den amyE-Locus integriert.
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3.3.4 Analytische Betrachtung der Bacillus subtilis 168 /| pBS1CTR01 Klone

Um die erfolgreichen Transformanten mit einer geeigneten Negativkontrolle vergleichen zu
kénnen, wurde zunachst eine Transformation des pBS1C-Leervektors in Bacillus subtilis 168
durchgefthrt. Hierzu wurde aus dem Leervektor das rote Fluoreszenzprotein durch Verdau
mittels Xbal und Spel ausgeschnitten und der Vektor anschlieRend religiert. Nach Verifikation
durch PCR und Restriktionsverdau wurde dieser als ,pBS1C-[ ]“ bezeichnete Vektor mittels
Kpnl linearisiert und analog zur bereits beschriebenen Methode transformiert. Es resultierten
hierbei zahlreiche Transformanten. Zehn davon wurden mittels Maisstarke-Test und Colony-
PCR untersucht: Alle zeigten keinen Starkeabbau mehr und lieferten korrekte Banden in der
PCR-Reaktion. Die zehn Klone waren somit allesamt korrekte Transformanten des pBS1C-[ ]
Leervektors. Zur analytischen Untersuchung wurden je drei Klone von Bacillus subtilis 168 /
pBS1CTRO01 sowie von Bacillus subtilis 168 / pBS1C-[ ] untersucht. Die Kultivierung erfolgte
gemal (2.2.2). Fur die Vorkulturen wurde LB Cml Medium verwendet, die Hauptkulturen be-
standen aus P-Medium (ohne Antibiotikum) und wurden fur 48h inkubiert. Die Probenvorbe-
reitung erfolgte geman (2.4.1) ,Vorbereitung der Kulturiiberstande®. Es wurden hier also keine
Extraktionen durchgefiihrt, sondern die reinen (mehrfach abzentrifugierten) Kulturtiberstande
der Hauptkulturen untersucht. Die HPLC-Analytik erfolgte gemaR (2.4.2) unter Verwendung
von Methode 1. Zu spateren Zeitpunkten wurden diese Proben auch mittels Methode 3 analy-
siert. Leider konnten in allen Fallen keine neuen Peaks gefunden werden. Das ernlichternde

Fazit lautete zu diesem Zeitpunkt somit folgendermalfen:

Das mit groBem Aufwand vollsynthetisch rekonstruierte Gencluster fiihrte auch nach Integra-

tion in den Stamm Bacillus subtilis zu keiner messbaren Produktion von Sekundédrmetaboliten.
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3.4 Aktivierung des Genclusters durch Austausch der Promotoren

3.4.1 Betrachtung der Transkription mittels RT-PCR

Um sicherzustellen, dass die Gene des Clusters auch tatsachlich transkribiert wurden, sollte
zunachst eine RT-PCR durchgeflhrt werden. Dabei werden die zu untersuchenden Klone in
Flissigmedium kultiviert und nach einer bestimmten Wachstumszeit geerntet. Aus den Zellen
wird nun die vollstdndige RNA isoliert. Diese RNA sollte neben der rRNA und der tRNA auch
die mRNA der transkribierten Gene enthalten. Da RNA flr eine PCR-Reaktion nicht zuganglich
ist, wird die gesamte RNA mittels reverser Transkriptase in komplementar DNA (cDNA) um-
geschrieben. Diese cDNA kann nun mit gewtnschten Primerpaaren als Template fir PCR-
Reaktionen verwendet werden. Sollten hierbei die gewiinschten Banden amplifiziert werden,
spricht dies fur das Vorhandensein der entsprechenden mRNA und somit fir eine aktive Tran-
skription. Sofern hier jedoch keine Banden erhalten werden, kann dies durch Abwesenheit der
entsprechenden mRNA aufgrund mangelnder Transkription erklart werden. Fur die RNA-Iso-
lierung wurde einer der 8 positiv analysierten Bacillus subtilis 168 / pBS1CTR01 Klone ver-
wendet. Dieser Klon wurde in 100 ml LB Cml Medium fiir 17 h bei 200 rpm und 30°C inkubiert.
AnschlieRend erfolgte die RNA-Isolierung aus insgesamt 6 ml Kultur entsprechend des unter
(2.3.13) dargestellten Protokolls. Die erhaltene RNA wurde mittels NanoDrop 1000 quantifiziert
und insgesamt 1.170 ng RNA in cDNA umgeschrieben (gemaf 2.3.14). AnschlieRend wurde
sowohl mit der cDNA als auch mit der RNA (als Negativkontrolle) eine PCR-Reaktion durch-
geflihrt. Hierzu wurden 5 Primerpaare aus dem Gencluster abgeleitet. Als Positivkontrolle
wurde ein zusatzliches Primerpaar aus dem cat Gen des Vektor-Rickgrats verwendet, wel-
ches fiir die Chloramphenicol Resistenz in Bacillus subtilis verantwortlich ist. Zudem wurde ein
weiteres Primerpaar aus dem gapA Gen (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase) abge-
leitet, welches als Beispiel eines konstitutiv exprimierten Gens des Primarmetabolismus von

Bacillus subtilis 168 eine weitere sinnvolle Erganzung als Positivkontrolle darstellte.

amyE’ ‘amyE I

—-> e D>

1 2 3 4 5 cat

=

gapA

Abbildung 25: Darstellung des Genclusters mit den Primerpaaren fiir die RT-PCR.

Abbildung 25 zeigt schematisch den Ausschnitt des integrierten Genclusters im Genom von
Bacillus subtilis 168. Die Positionen der Primerpaare fir die RT-PCR sind mit den Ziffern 1-5
gekennzeichnet und fir die beiden Positivkontrollen mit den Abklrzungen cat bzw. gapA. Die
erwarteten GréRRen der 7 Amplifikate sind in der nachfolgenden Tabelle zusammengefasst:
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Primerpaar Amplifikat

1 462 bp

2 557 bp

3 427 bp

4 398 bp

5 430 bp

cat 434 bp
gapA 554 bp

Tabelle 26: AmplifikatgrofRen der 7 eingesetzten Primerpaare bei der RT-PCR.

Fir die RT-PCR wurde nun cDNA als Template fir PCR-Reaktionen mit allen 7 Primerpaaren
verwendet. Als Negativkontrolle wurden dieselben PCR-Reaktionen zusatzlich mit der reinen
RNA durchgefuhrt. Hierbei zeigten sich erwartungsgemal keine bis allenfalls sehr schwache
Amplifikate. Etwaige Banden in den Reaktionsansatzen mit cONA konnten also nicht von der

RNA per se bzw. von verschleppter genomischer DNA aus dem Isolierungsvorgang stammen.

1000 bp
750 bp

500 bp
250 bp

Abbildung 26: Ergebnis der RT-PCR mit allen 7 Primerpaaren.

In Abbildung 26 ist das Ergebnis der RT-PCR dargestellt. Als Template wurde jeweils 1 pl
cDNA verwendet (dies entsprach einer umgeschriebenen RNA Menge von 58,5 ng). Von den
50 ul PCR-Ansatzen wurden je 10 pl auf das Gel aufgetragen. Auf dem Bild ist gut zu erken-
nen, dass bei den Positivkontrollen deutliche Banden entstanden sind. Wie zu erwarten, waren
die beiden Gene cat und gapA somit transkriptionell aktiv. Bei den Primerpaaren des Genclus-
ters fallt das Ergebnis heterogen aus. An den Positionen 1, 2 und 4 sind deutliche Banden
entstanden. Von diesen 3 Positionen missten demnach Transkripte gebildet worden sein. Im
Gegensatz dazu sind an den Positionen 3 und 5 keine oder allenfalls sehr schwache Banden

entstanden. Dies lasst den Schluss zu, dass hier offenbar keine Transkripte gebildet wurden.
94



Zusammenfassend lie} sich nach Auswertung der RT-PCR Ergebnisse Folgendes feststellen:

Das Gencluster schien offenbar nur in bestimmten Teilen transkriptionell aktiv zu sein. Eine

Produktion von Sekundérmetaboliten war mit diesem teils stillen Gencluster nicht zu erwarten.

3.4.2 Aktivierung durch Integration von Promotoraustauschkassetten

3.4.2.1 Mogliche Positionen von Promotoren
Folgende Abbildung zeigt eine Ubersicht des integrierten Genclusters inklusive Durchnumme-
rierung aller darin enthaltener Gene. Zusatzlich sind mogliche Positionen von Promotoren und

eines Terminators durch entsprechende Pfeile bzw. durch ein Haarnadelsymbol dargestellt:

amyE'q 2 3 456‘7-”-; o 11920215, 23 54 25 26 272‘5] ‘amyE I =

gap

1 2 3 4 5 cat

Abbildung 27: Darstellung méglicher Positionen von Promotoren und eines Terminators.

Allein durch die Betrachtung der genetischen Organisation des Genclusters lassen sich mog-
liche Positionen flr Promotoren und Terminatoren lokalisieren. Fihrt man diese Betrachtung
mit dem synthetisch rekonstruierten Gencluster aus (siehe Abbildung 27), kann bereits auf-
grund der gegenlaufigen Orientierung der Gene 7 und 8 auf einen dazwischen liegenden bidi-
rektionalen Promotor geschlossen werden. Ebenso I&sst die aufeinander zulaufenden Orien-
tierung der Gene 9 und 19 einen zwischen diesen beiden Genen liegenden Terminator vermu-
ten (dies wird zudem dadurch unterstitzt, dass dieser Bereich schon wahrend der Rekonstruk-
tion aufgrund einer Haarnadelstruktur sehr schwer zu handhaben war). Dariber hinaus muss
auf der rechten Seite des Clusters vor den gleichgerichteten Genen 28-19 ein unidirektionaler
Promotor liegen. Bei der RT-PCR wurde gezeigt, dass die Positionen 3 und 5 (in Abbildung 27
rot dargestellt) nicht amplifizierbar waren. Diese beiden Positionen schienen folglich transkrip-
tionell inaktiv zu sein. Da die Positionen 1 und 2 starke Banden lieferten, kann daraus gefolgert
werden, dass der linke Teil des bidirektionalen Promotors (zwischen Gen 7 und 8) aktiv ist und
genugend Transkript gebildet wurde. Im Gegensatz dazu scheint der rechte Teil dieses bidi-
rektionalen Promotors nicht aktiv zu sein, da Position 3 keine Bande lieferte. Gleiches gilt fur
den unidirektionalen Promotor vor Gen 28. Dieser scheint ebenfalls inaktiv zu sein, da Position
5 nicht amplifizierbar war. Interessanterweise konnte dagegen Position 4 amplifiziert werden.
Dies kann dadurch erklart werden, dass ein weiterer aktiver Promotor in einem der intergeni-

schen Bereiche zwischen den Genen 28 und 19 lokalisiert sein muss. Aufgrund der reinen
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Genorientierung kann dieser allerdings nicht genauer lokalisiert werden. Aus diesen Erkennt-
nissen wurde nun der Schluss gezogen, dass durch Austausch lediglich zweier Promotorbe-
reiche das gesamte Gencluster transkriptionell aktiviert werden kénnte. Um den Einfluss von
Regulatoren mdglichst vollstandig auszuschalten, schien es dariber hinaus sinnvoll, auch den
aktiven linken Teil des bidirektionalen Promotors komplett zu ersetzen. Somit sollte das Gen-
cluster durch Integration eines bidirektionalen Promotors zwischen den Genen 7 und 8 sowie
eines unidirektionalen Promotors vor Gen 28 aktiviert werden. Hierfir sollten fur alle drei Po-

sitionen maglichst starke, konstitutiv aktive Promotoren fur Bacillus subtilis verwendet werden.

3.4.2.2 Entwurf zweier Promotoraustauschkassetten

Im Jahr 2016 wurde eine , Toolbox“ mit verschiedenen Promotoren, ribosomalen Bindestellen
(RBS) und weiteren Elementen publiziert, mit welcher die Regulation von Genen in Bacillus
subtilis beeinflusst werden kann (Guiziou et al. 2016). Aus den darin beschriebenen Kompo-
nenten wurden zwei Promotoraustauschkassetten in Form von gBlocks® erstellt, welche via
Red/ET-Rekombination in das inaktive Konstrukt pBS1CTRO01 integriert werden sollten. In der
genannten Toolbox wurden unterschiedlich starke Promotoren auf Basis der drei Grund-Pro-
motoren Pueg, Psera Und Pymaa veroffentlicht (Guiziou et al. 2016). Zusatzlich werden verschie-
dene ribosomale Bindestellen miteinander verglichen und ihr Einfluss auf die Genexpression
unter gleichen Bedingungen untersucht. Fiir den Entwurf der Austauschkassetten wurden von
jedem der drei Grund-Promotoren die jeweils starkste Version verwendet (Pveg, PS1 und PY2).
Ebenso wurden mit RO, R1 und R2-1 die drei starksten RBS fir die Kassetten ausgewahlt.
Zwischen Promotor und RBS wurde stets dieselbe Standardsequenz als Transkriptionsstart
eingefugt. Fur die Selektion der Austauschkassetten wurden diese um die Resistenzgene
aac3(IV) (ApraR) bzw. aadA (StrepR) erganzt. Die Resistenzgene wurden dabei mit Restrikti-
onsenzymen flankiert, um ein anschlieRendes Ausschneiden zu ermdglichen. In Abbildung 28
sind die beiden Promotoraustauschkassetten schematisch dargestellt. Die Integration beider
Kassetten sollte in E. coli mittels Red/ET-Rekombination in den Vektor pBS1CTRO1 erfolgen.

3.4.2.3 Integration der Promotoraustauschkassetten via Red/ET-Rekombination

Die kompletten Sequenzen der beiden Kassetten sind unter (2.1.8) mit den Bezeichnungen
,BS_1promcas_01“ bzw. ,BS 2promcas_01“ aufgefihrt. Beide Kassetten wurden wiederum
in Form von synthetischen gBlocks® bei IDT bestellt und nach Rekonstitution zunachst mit

folgenden Uberhangenden Primerpaaren unter Verwendung der Q5-Polymerase amplifiziert:

= (BS_1promcas01_long_f/BS_1promcas01_long_r) bzw.
= (BS_2promcas01_long_f/BS_2promcas01_long_r)
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Abbildung 28: Schematische Darstellung der beiden Promotoraustauschkassetten.

Mit den Uberhangen dieser Primer wurden beidseitig der Kassetten je 39 bp der DNA-Bereiche
angehangt, zwischen welche die Kassetten integriert werden sollten. Also fur die bidirektionale
Kassette die ersten 39 Basen von Gen 7 bzw. von Gen 8 und fur die unidirektionale Kassette
die ersten 39 Basen von Gen 28 sowie die ersten 39 Basen des pBS1C Vektors, die auf das
Gencluster folgen. Die intergenischen Bereiche sollten an den betreffenden Stellen durch In-
tegration der Kassetten vollstandig entfernt werden. Fur den Integrationsprozess wurde der
Vektor pPBS1CTRO01 zur Red/ET-Rekombination in E. coli BW25113 / plJ790 transformiert und
gemal dem unter (2.3.17) dargestellten Protokoll zunachst die bidirektionale Promotoraus-
tauschkassette durch Selektion mit Apramycin eingebracht. Das resultierende Konstrukt wurde
als pBS1CTR02-Apra bezeichnet. Zur Uberpriifung wurden die Klone mittels PCR unter Ver-
wendung des Primerpaars (BS_2prom_f/ BS_2prom_r) analysiert. Hierbei zeigten ~20% der
untersuchten Klone das gewlinschte Amplifikat. Anschlief’end wurden die Plasmide mehrerer
korrekt analysierter Klone in E. coli XL1-Blue transformiert. Die entsprechenden Transforman-
ten wurden anschliefend wiederum mittels PCR und Restriktionsverdau untersucht. Drei der
korrekten Konstrukte wurden, um das Apramycin Resistenzgen auszuschneiden, mittels Ascl
verdaut und im Anschluss wieder religiert. Das Ligationsprodukt wurde als pBS1CTR02 be-
zeichnet und erneut in E. coli XL1-Blue transformiert. Von den Transformanten wurden meh-
rere Klone mittels PCR und Restriktionsverdau analysiert. SchlielRlich wurde von einem der
Klone, welcher alle erwarteten BandengrofRen zeigte, zusatzlich eine Sequenzierung des ver-
anderten Bereichs mit den Primern (BS_2prom_f und BS_2prom_r) durchgefiihrt. Nach Be-
statigung der Sequenz wurde dieser Klon (E. coli XL1-Blue / pBS1CTR02) weiterverwendet

und fir die Integration der unidirektionalen Promotoraustauschkassette erneut in E. coli
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BW25113 / plJ790 transformiert. Nun wurde unter Verwendung des Selektionsantibiotikums
Streptomycin und des Restriktionsenzyms Pmel dasselbe Verfahren erneut angewandt. Das
Zwischenkonstrukt mit noch enthaltenem Resistenzgen wurde mit pBS1CTR03-SpecStrep be-
zeichnet. Nach Ausschneiden des Resistenzgens und anschlieliender Religation wurde das
finale Konstrukt pBS1CTRO03 erhalten. Am Ende wurde ein Klon (E. coli XL1-Blue /
pBS1CTRO03) identifiziert, der alle erwarteten Banden lieferte. Dieser wurde im veranderten

Bereich mit den Primern (BS_1prom_f und BS_1prom_r) zur finalen Bestatigung sequenziert.

3.4.2.4 Erneute Transformation in Bacillus subtilis 168

Im nachsten Schritt sollte nun der Vektor pBS1CTRO3 in Bacillus subtilis 168 transformiert
werden. Nachdem dieser Vektor die beiden Promotoraustauschkassetten enthalt, misste als
Folge auch die Genexpression in allen Bereichen des Clusters aktiv sein. Nach Linearisierung
mittels Kpnl erfolgte die Transformation (gemaf 2.3.4). Zur Selektion wurde auf LB Cml Platten
ausplattiert. Am nachsten Tag zeigten sich einige Transformanten. Davon wurden 50 Klone
auf Maisstarke-Platten umgestrichen und auf ihre Fahigkeit zum Starkeabbau untersucht. Von
den 50 Klonen zeigte jedoch nur ein Klon (als ,Klon 6“ bezeichnet) den Verlust des Starkeab-
baus. Alle anderen Klone waren beim Starketest von einer hellen Zone umgeben und somit
weiterhin zum Abbau von Starke befahigt. Hier lag also keine korrekte Integration in das amyE
Gen vor. Zur weiteren Untersuchung wurde Klon 6 (ohne Starkeabbau) und 9 weitere Klone
(mit Starkeabbau) mittels Colony-PCR (gemafl 2.3.15) unter Verwendung von Primerpaaren
aus den Bereichen des linken Clusterendes, der bidirektionale Promotoraustauschkassette,
der Clustermitte und des rechten Clusterendes untersucht. Der Klon 6 (ohne Starkeabbau)
zeigte in allen 4 Bereichen die erwarteten Amplifikate. Interessanterweise ergaben auch 5 der
9 Klone mit aktivem Starkeabbau positive Signale mit allen 4 Primerpaaren. Moéglicherweise
wurde hier das Cluster an einer falschen Stelle in das Bacillus subtilis Genom integriert (keiner
dieser 5 Klone mit aktivem Starkeabbau zeigte jedoch im spateren Verlauf eine Produktion
von Sekundarmetaboliten). Anschlieend wurde von dem einen positiven Klon (Bacillus sub-
tilis 168 / pBS1CTRO03 Klon 6) eine erneute RT-PCR durchgefiihrt, um die Transkription nach
Integration der Promotoraustauschkassetten zu untersuchen. Die RNA-Isolierung wurde ge-
mafR (2.3.13) durchgefuhrt. AnschlieBend erfolgte das Umschreiben in cDNA mittels reverser
Transkriptase (gemaf 2.3.14). Fur die PCR-Reaktion wurden wieder dieselben 5 Primerpaare
sowie die beiden Positivkontrollen verwendet, wie unter (3.4.1) beschrieben. Auch hier wurden
die PCR-Reaktionen sowohl mit der cDNA als auch mit der RNA (als Negativkontrolle) durch-

gefuhrt. Mit der reinen RNA wurden auch in diesem Fall keine bis schwache Banden erhalten.
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Abbildung 29: Ergebnis der RT-PCR (links: pBS1CTRO01, rechts: pBS1CTRO03).

In Abbildung 29 ist auf der linken Seite das bereits unter (3.4.1) gezeigte Gelbild des Klons
Bacillus subtilis 168 / pBS1CTRO01 dargestellt. Dieser Klon enthalt das urspringliche Genclus-
ter vor Integration der beiden Promotoraustauschkassetten. Die Positionen 3 und 5 konnten
nicht amplifiziert werden und zeigten daher offenbar keine Transkription. Auf der rechten Seite
sind nun dieselben Reaktionen mit Bacillus subtilis 168 / pBS1CTRO03 Klon 6 dargestellt. Es
fallt sofort ins Auge, dass nun von samtlichen 5 Genclusterpositionen deutliche Amplifikate
gebildet wurden — auch von den bisher nicht amplifizierbaren Positionen 3 und 5. Ebenso zeig-
ten die beiden Positivkontrollen die erwarteten Banden. Die Aktivierung des Genclusters durch
Integration der synthetischen Promotoraustauschkassetten war somit in Hinblick auf die Tran-

skription erfolgreich. An dieser Stelle liel} sich zusammenfassend feststellen:

Das Gencluster schien nach Integration der beiden Promotoraustauschkassetten transkriptio-

nell vollstédndig aktiv zu sein. Eine Produktion von Sekundérmetaboliten wére daher denkbar.
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3.5 Produktion des Antibiotikums FR-900493

3.5.1 Probenvorbereitung

Da bei der Transformation des aktivierten Genclusters lediglich einer der Klone (,Klon 6“) eine
korrekte Integration aufzeigte (siehe 3.4.2.4), wurde fir den Hauptteil der analytischen Unter-
suchungen dieser eine Klon betrachtet. Als Negativkontrolle wurde stets ein Klon mit integrier-
tem Leervektor sowie ein Klon mit integriertem Gencluster in inaktiver Form (vor Einbringen
der Promotoraustauschkassetten) verwendet. Da diese beiden Negativkontrollen durchge-
hend identische Chromatogramme ergaben, wird im Weiteren nur eine Negativkontrolle in
Form des Klons mit integriertem Leervektor aufgefuhrt. Neben ,Klon 6 und der Negativkon-
trolle wird stets noch ein qualitativer FR-900493 Standard gegentbergestellt, sodass in den

analytischen Betrachtungen insgesamt folgende 3 Proben miteinander verglichen werden:

» Bacillus subtilis 168 / pBS1C-[ ] (Negativkontrolle)
= Bacillus subtilis 168 / pPBS1CTR03 (Klon 6: enthalt aktiviertes Gencluster)
= FR-900493 (qualitativer Standard)

Besagter ,Klon 6“ tragt den pBS1CTRO03 Vektor im amyE-Locus integriert. Auf diesem Vektor
befindet sich das mit beiden Promotoraustauschkassetten aktivierte Gencluster. Der Klon
zeigte den Verlust des Starkeabbaus (AamyE) und lieferte positive Signale in der Colony-PCR
mit Primerpaaren aus 4 verschiedenen Bereichen des Genclusters. Zusatzlich wurde von die-
sem Klon die transkriptionelle Aktivitat des integrierten Genclusters mittels RT-PCR nachge-
wiesen (siehe 3.4.2.4). Als Vergleichssubstanz diente FR-900493, welches auf chemisch-syn-
thetischem Wege hergestellt wurde. Dieser qualitative Standard wurde uns dankenswerter-
weise von Prof. Dr. Satoshi Ichikawa (Universitat Hokkaido, Japan) fur die Vergleiche zur Ver-
fugung gestellt. Die Ubermittelte Menge des Standards war uns allerdings unbekannt und per
Wagung nicht feststellbar, sodass er nicht fur Quantifizierungen verwendet werden konnte.
Um die Produktion von Sekundarmetaboliten nachzuweisen, wurden die beiden untersuchten
Klone gemal (2.2.2) kultiviert. Die Vorkulturen enthielten hier stets LB Cml Medium. Fir die
Hauptkulturen wurde entweder LB-Medium (LB-HK), FR-Produktionsmedium (FR-HK) oder P-
Medium (P-HK) ohne Antibiotikazugabe verwendet. Die Probenvorbereitung erfolgte geman
(2.4.1) ,Vorbereitung der Kulturtiberstande®. Da die produzierten Sekundarmetabolite mit den
hier ebenfalls beschriebenen Extraktionsversuchen mit 1-Butanol bzw. Ethylacetat nicht iso-
liert werden konnten, bezieht sich samtliche hier dargestellte Analytik ausschlieRlich auf die
mehrfach abzentrifugierten Ubersténde der Hauptkulturen nach 45 h Inkubation. In den Haupt-
kulturen mit FR-Produktionsmedium konnte mit keiner der eingesetzten Methoden eine zufrie-
denstellende Peakauftrennung erzielt werden. Dieses Medium enthalt offenbar per se eine
Vielzahl an UV-aktiven Komponenten und eignet sich daher nicht flr Untersuchungen der rei-

nen Kulturlberstande. Bei Verwendung dieses speziellen Produktionsmediums missten die
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zu untersuchenden Kulturen zundchst einem geeigneten Extraktionsverfahren unterzogen

werden. Ein solches Verfahren wurde im Rahmen dieser Arbeit allerdings nicht entwickelt.

Bei der Transformation des aktivierten Genclusters in Bacillus subtilis wurden neben dem be-
reits erwahnten ,Klon 6“ noch weitere Transformanten erhalten, die zwar keinen Verlust des
Starkeabbaus zeigten, jedoch positive Signale bei der Colony-PCR lieferten. Mehrere dieser
Klone wurden analytisch untersucht — keiner davon zeigte eine Produktion von Sekundarme-
taboliten. Die Chromatogramme dieser Klone unterschieden sich nicht von denen der Nega-
tivkontrollen (Daten nicht gezeigt). Daher wird auf diese Klone hier nicht naher eingegangen.
Die Integration des Genclusters an einer falschen Stelle innerhalb des Genoms schien zumin-

dest in diesem Fall mit dem vollstandigen Verlust der Produktionsfahigkeit einher zu gehen.

3.5.2 Analytische Betrachtung des Bacillus subtilis 168 /| pBS1CTR03 Klons

In ersten Versuchen wurden die LB-Hauptkulturen mittels der Methode 1 (siehe 2.4.2) unter-
sucht. Hierbei konnte keine zufriedenstellende Peakauftrennung erzielt werden (Daten nicht
gezeigt). Eine Aussage, ob ,Klon 6“ im Vergleich zur Negativkontrolle neue Peaks aufwies,
war damit nicht mdglich. In weiteren Versuchen wurden die LB-Hauptkulturen (LB-HK) sowie
die P-Hauptkulturen (P-HK) mittels Methode 2 (siehe 2.4.2) analysiert. Da die hierbei verwen-
dete Saule besser fur polare Substanzen geeignet war, konnte damit eine teilweise Peakauf-
trennung erreicht werden. Mit dieser Methode waren bereits Unterschiede zwischen den Pro-
ben von ,Klon 6 und der Negativkontrolle sichtbar (Daten nicht gezeigt). Da die Peaks jedoch
unsauber getrennt waren, wurde fur weitere Untersuchungen eine andere Methode gewahlt.
Letztendlich wurden die besten Trennleistungen mit Methode 3 erreicht (siehe 2.4.2). Hierbei
wurde die Saule Luna® Omega Polar C18 (250 mm x 4,6 mm, 3 um, Phenomenex) eingesetzt
—eine RP-18 Saule, die sich aufgrund integrierter polarer Gruppen gut zur Auftrennung polarer
Verbindungen eignet. Durch Verwendung einer Korngréfie von 3 um konnte hier auch dadurch
die Trennleistung verbessert werden. Methode 3 wurde sowohl mit den Standard-HPLC-Ge-
raten (2.4.2) als auch mit dem HPLC-MS- (2.4.4) sowie dem HPLC-HR-MS-Gerat (2.4.5) ein-
gesetzt. Bei den beiden letztgenannten konnten sowohl UV-Chromatogramme als auch die
entsprechenden Massenspektren aufgezeichnet und somit untersucht werden. Die hier vorge-

stellten Ergebnisse stammen daher allesamt aus Messungen dieser beiden Analysengeréate.
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3.5.2.1 Ergebnisse des Vergleichs der LB-Hauptkulturen

Die folgenden Abbildungen zeigen die UV-Chromatogramme (bei 262 nm) aller 3 miteinander
verglichenen Proben gemaf einem einheitlichen Farbschema. Die Messungen wurden mit ei-
nem HPLC-MS Gerat (gemal 2.4.4) durchgefihrt. Es konnten somit zusatzlich die jeweiligen

Massenspektren zu beliebigen Zeitpunkten ausgewertet und miteinander verglichen werden.

Bacillus subtilis 168 / pBS1C-[ ] (Negativkontrolle)
Bacillus subtilis 168 / pBS1CTR03 (Klon 6: enthalt aktiviertes Gencluster)
FR-900493 (qualitativer Standard)
L84
b LB3 |
i LB5

60

404

LB1

20

12 14 16 18 20 Time [min]

Abbildung 30: UV-Chromatogramme der beiden LB-HK und des FR-900493 Standards.
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Abbildung 31: Vergrofierte Darstellung von Peak LB1.

Wie aus Abbildung 30 hervorgeht, weist das UV-Chromatogramm von Klon 6 einige Peaks
auf, die in der Negativkontrolle nicht vorhanden sind. Um eine genauere Aussage Uber diese
Peaks treffen zu kénnen, wurden die im selben Lauf aufgezeichneten Massenspektren zu den
Zeitpunkten der jeweiligen UV-Peaks betrachtet und mit den Massenspektren der Negativkon-
trolle zu denselben Zeitpunkten verglichen (Daten nicht gezeigt). Auf diese Weise wurde ver-
sucht, den Peaks entsprechende Massen zuzuordnen. Dies war in einigen Fallen moglich. Bei
manchen der Peaks konnten allerdings keine ,neuen“ Massen gefunden werden. Das kann
dadurch erklart werden, dass bestimmte physiologische Metabolite in Klon 6 zwar starker pro-
duziert wurden als in der Negativkontrolle — hier in geringeren Mengen aber auch vorhanden
waren. Da solche Peaks flir den Zweck dieser Arbeit nicht interessant sind, wird auf diese hier

nicht ndher eingegangen. Ein Beispiel hierflr ware der dominante Peak bei t = 5,6 min. Dieser
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enthalt eine Vielzahl an verschiedenen Massen, die regelmaflige Massen-Abstande zueinan-
der aufweisen und kommt mit geringerer Intensitat auch in der Negativkontrolle vor. Da beim
Vergleich der beiden Spektren keine neuen Massen fir Klon 6 gefunden wurden, wird auf
diesen Peak im Weiteren nicht naher eingegangen. Die ebenfalls sehr dominanten Peaks bei
t=8,3min, t=9,9 min, t = 13,3 min und t = 15,1 min weisen die Massen der Nukleosid-
Monophosphate CMP, UMP, AMP und GMP auf. Da diese dem Primarmetabolismus entstam-

men, sind sie flr den Zweck der Arbeit uninteressant und werden somit nicht weiter erlautert.

In nachfolgender Tabelle sind samtliche Peaks naher beschrieben, denen tatsachlich ,neue”

Massen zugeordnet werden konnten. Sie wurden durchgehend von LB1 bis LB5 bezeichnet.

Peak | "Coilminl | Masee eI Besonderheit
FR-Std. 4,7 m/z = 520.1
LB1 47 m/z = 5201 Eg:splzrghgcl)ré ll;/lgaésgi:al:%i E({jetentionszeit exakt
LB2 5,7 m/z = 529.0
LB3 6,2 m/z = 317.8
LB4 6,7 m/z = 543.0
LB5 7,4 m/z = 331.9

Tabelle 27: Peaks mit neuen Massen aus den LB-Hauptkulturen von Klon 6.

Mit Peak LB1 ist hier ein sehr kleiner Peak vorhanden, der dieselbe Retentionszeit sowie exakt
dieselbe Masse wie der synthetische FR-900493 Standard aufweist (Abbildung 31 zeigt diesen
Peak in einer vergrofRerten Darstellung). Zusatzlich sind vier weitere Peaks identifizierbar, de-

nen die in der Tabelle aufgefihrten Massen zugeteilt werden konnten (Peak LB1 - Peak LB5).

Fazit: ,Klon 6“ zeigte beim Vergleich der LB-Hauptkulturen einen Peak, der in Hinblick auf
Retentionszeit und Masse exakt dem FR-900493 Standard entsprach. Dariiber hinaus wurden

vier weitere Peaks identifiziert, deren Massen in der Negativkontrolle nicht vorhanden waren.
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3.5.2.2 Ergebnisse des Vergleichs der P-Hauptkulturen
Analog zu den LB-Hauptkulturen wurden auch entsprechende HPLC-MS Messungen mit den
Hauptkulturen des P-Mediums durchgefiihrt. Darstellung und Auswertung erfolgten hierbei in

identischer Weise.

Bacillus subtilis 168 / pBS1C-[ ] (Negativkontrolle)
Bacillus subtilis 168 / pBS1CTR03 (Klon 6: enthalt aktiviertes Gencluster)
FR-900493 (qualitativer Standard)

Intens.
[mAL]

125

A

18 20 Tme fmin]

Abbildung 33: VergroRerte Darstellung von Peak P1.

Auch in den Chromatogrammen der P-Hauptkulturen zeigte Klon 6 gleich mehrere Peaks, die
in der Negativkontrolle nicht vorhanden waren und denen sich einzelne Massen zuteilen lie-
Ren. Mit Peak P1 ist hier ebenfalls ein Peak vorhanden, der dieselbe Retentionszeit und die-
selbe Masse wie der FR-900493 Standard (und somit auch wie Peak LB1) aufweist (Abbildung
33 zeigt eine vergrélerte Darstellung dieses Peaks). Es ist deutlich zu erkennen, dass hier die
Intensitat hdher ist als beim entsprechenden Peak aus dem LB-Medium. Dartber hinaus konn-
ten 5 weitere Peaks identifiziert und mit ,neuen” Massen in Verbindung gebracht werden. Von
diesen wiesen die Peaks P2, P3 und P4 Massen auf, die in den LB-Hauptkulturen nicht gefun-
den wurden. Fur die beiden Peaks P5 und P6 wurden dagegen auch entsprechende Peaks im
LB-Medium bei gleicher Retentionszeit und Masse identifiziert (LB3 und LB5). Mit den beiden
Peaks LB2 und LB4 existieren aber auch zwei Peaks, die zwar im LB-Medium, nicht jedoch im

P-Medium identifiziert werden konnten. Es scheinen hier also durchaus Unterschiede
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zwischen den verschiedenen Kultivierungsmedien zu bestehen. Was die weiteren Peaks be-
trifft, konnte auch hier ein Peak bei t = 5,2 min gefunden werden, der eine gro3e Anzahl an
verschiedenen Massen mit regelmaligen Massen-Abstanden enthalt. Ein solcher Peak wurde
bereits im LB-Medium beschrieben (siehe 3.5.2.1). Da dieselben Massen ebenfalls in der Ne-
gativkontrolle (bei geringeren Intensitaten) zu finden waren, scheidet dieser Peak aus den wei-
teren Betrachtungen aus. Interessanterweise wurden im P-Medium keine Peaks gefunden, die

den bereits erwahnten Nukleosid-Monophosphat Peaks aus dem LB-Medium entsprechen.

In folgender Tabelle werden die Peaks aus dem P-Medium naher beschrieben, denen ,neue”

Massen zugeordnet werden konnten. Sie wurden durchgehend von P1 bis P6 bezeichnet.

Peak Rze(:m:ir?iz]s : Mgsegeek[tli\ifﬁr Besonderheit
FR-Std. 4,7 m/z = 520.1
P | a7 | meesaoq | Entseiehesseund Retntonszet e
P2 53 m/z = 449.0
P3 5,5 m/z = 389.0
P4 59 m/z = 463.1
P5 6,2 m/z =317.8 Entspricht Peak LB-3
P6 7.4 m/z = 331.9 Entspricht Peak LB-5

Tabelle 28: Peaks mit neuen Massen aus den P-Hauptkulturen von Klon 6.

Fazit: ,Klon 6“ zeigte auch beim Vergleich der P-Hauptkulturen einen Peak, der exakt die Re-
tentionszeit des FR-900493 Standards sowie dessen Masse aufwies. Zusétzlich waren weitere
Peaks vorhanden, die sich teilweise mit den Peaks aus den LB-Hauptkulturen deckten, teil-
weise aber auch davon abwichen. Da in beiden Medien nun Peaks gefunden wurden, die dem
Standard des Antibiotikums FR-900493 entsprachen, konnte die Hypothese aufgestellt wer-
den, dass das integrierte Gencluster tatséchlich zu dessen Biosynthese beféhigt. Die weiteren

Peaks kénnten méglicherweise biosynthetische Zwischenstufen von FR-900493 enthalten.

3.5.3 Aufreinigung der Peaks und Bestatigung der Massen

Um die Massen der 0.g. Peaks zu bestatigen, sollten diese fir weitere Messungen zunachst
aufkonzentriert und gereinigt werden. Hierzu wurden die Proben aus LB- und P-Hauptkultur in
mehreren HPLC-Laufen aufgetrennt und die entsprechenden Peaks mittels automatischem
Fraktionssammler aufgesammelt. Die genaue Vorgehensweise ist unter (2.4.3) aufgefthrt. Flr
die LB-Peaks erfolgte zunachst eine grobe Auftrennung mittels der semipraparativen
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Nucleodur PolarTec Saule unter Verwendung von Methode 2. In einem zweiten Schritt wurden
die Vorfraktionen mittels Methode 3 vollstandig aufgetrennt. Flr die P-Peaks wurde auf eine
Vorfraktionierung verzichtet und stattdessen zwei aufeinanderfolgende Auftrennungen nach
Methode 3 durchgefiihrt. Die auf diese Weise aufgereinigten Peaks aus LB- und P-Medium
wurden anschlieend in je 250 ul H.O gelést und davon je 10 pl mittels Methode 3 via HPLC-
MS erneut vermessen (siehe 2.4.4). Die aufgereinigten Peaks sollten hierbei nun saubere Er-

gebnisse liefern und bestatigen, ob die zuvor festgestellten Massen tatsachlich enthalten sind.
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Abbildung 34: UV-Chromatogramme + Massenspektren [M+H]* der LB-Peaks.
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Abbildung 35: UV-Chromatogramme + Massenspektren [M+H]* der P-Peaks.

Die Abbildungen 34 und 35 zeigen die UV-Chromatogramme sowie die zugehdrigen Massen-
spektren [M+H]* der aufgereinigten Peaks sowie des FR-900493-Standards. Es ist deutlich

erkennbar, dass diese nun in den meisten Fallen soweit aufgereinigt werden konnten, dass

jetzt saubere, diskrete Peaks in den UV-Chromatogrammen erkennbar waren. Die entspre-

chenden Massenspektren dieser Peaks bestatigten zudem die bereits beschriebenen Massen

aus den Chromatogrammen der Kulturiberstande. Daruber hinaus konnte hierbei festgestellt

werden, dass die LB-Peaks insgesamt deutlich ,sauberer” erschienen als die P-Peaks.

107




3.5.4 Strukturaufklarung mittels hochauflosender Massenspektrometrie

Um zu bestatigen, dass es sich bei den Peaks LB1 bzw. P1 tatsachlich um die Substanz FR-
900493 handelt, sollten Messungen mit der hochauflésenden Massenspektrometrie (inkl. MS2-
Fragmentierung) vorgenommen werden. Als Vergleichssubstanz wurde der FR-Standard ver-
wendet. Daneben sollten auch die anderen Peaks untersucht werden, um dadurch eine Aus-
sage Uber deren mdgliche Struktur treffen zu kdnnen. Da bei den Peaks, die sowohl im LB-
als auch im P-Medium gefunden wurden (LB1+P1, LB3+P5, LB5+P6), deutliche Unterschiede
in der Reinheit bestanden, wurden fir diese Messungen die jeweils reinsten Peaks verwendet.
Dies waren in allen drei Fallen die Peaks aus dem LB-Medium. Fir die Messungen wurden
erneut die mittels HPLC-Fraktionssammler aufgesammelten Proben verwendet (siehe 3.5.3).
Die Methode und die eingesetzten Gerate sind unter (2.4.5) genauer beschrieben. Auf folgen-
den Seiten sind die Ergebnisse dieser Messungen in separaten Abbildungen dargestellt. Im
oberen Bereich ist stets das Massenspektrum zur Zeit der UV-Peaks abgebildet. Der untere

Bereich zeigt die MS?-Fragmentierungen der gesuchten Massen im positiven Modus [M+H]".

Probe m/z (gemessen) | m/z (berechnet) | Summenformel Error [ppm]
FR-Standard | 520.2251 520.2249 C20H34N5011 0,4
Peak LB1 520.2256 520.2249 C20H34N5011 1,3

Tabelle 29: Gegenuberstellung der Massen [M+H]* von FR-Standard und Peak LB1.

Der Vergleich aus berechneter Masse von FR-900493 [M+H]* mit den gemessenen Werten
von Peak LB1 und dem FR-Standard lieferte identische Werte. Die Abweichungen sind mit 0,4
bzw. 1,3 ppm zu vernachlassigen. Auch beim Vergleich der Fragmentierungsmuster zeigten
sich zwischen Peak LB1 und dem FR-Standard exakt dieselben Fragmente. Wie bereits aus
Fragmentierungen des Caprazamycins bekannt war (Kaysser et al. 2009), weist das ADR-
GlyU Gerust zwei charakteristische Abspaltungen auf: Zum einen den Verlust der Aminoribose
(Massenverlust: 131 Da) und zum anderen den Verlust der Uracil-Struktur (Massenverlust:
112 Da). Die beiden Hauptfragmente in den MS2-Spektren von Peak LB1 und dem Standard
zeigen genau diese beiden Abspaltungen. Zunachst erfolgt die Abspaltung der Aminoribose
zu Fragment 1 (m/z = 389.17) und anschlie®end die Abspaltung der Uracil-Struktur zu Frag-
ment 2 (m/z = 277.14). Die kleineren Peaks bei m/z = 372.14 bzw. bei m/z = 260.11 lassen
sich durch Abspaltungen der endstandigen Aminogruppe des Aminopropyl-Rests von Frag-
ment 1 bzw. Fragment 2 erklaren. Der Peak bei m/z = 332.11 lasst sich durch Abspaltung des
gesamten Aminopropyl-Rests ausgehend von Fragment 1 erklaren. Alle genannten Massen
sind sowohl bei Peak LB1, als auch im FR-Standard in vergleichbaren Relationen vorhanden
und entsprechen sich bis in die 3. Nachkommastelle. Eine solch starke Ubereinstimmung Iasst

sich nur dadurch erklaren, dass es sich hierbei tatsachlich um identische Substanzen handelt.
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Mit Kenntinis des genauen Fragmentierungsmusters von FR-900493 konnten nun gezielte

Aussagen Uber die weiteren Peaks getroffen werden. Die Anordnung ist im Folgenden nicht

chronologisch gewahlt, sondern folgt sinngemaf einer aufbauenden Argumentationslinie:

Peak P3 entspricht mit einer Masse von m/z = 389,17 exakt Fragment 1 von FR-
900493. Dieses Hauptfragment geht aus der Abspaltung der Aminoribose hervor. Im
Fragmentierungsmuster von Peak P3 sind dieselben Fragmente zu finden, wie bereits
bei FR-900493 (m/z = 372.14, m/z = 332.11, m/z = 277,14 und m/z = 260,11). Peak P3

enthalt also offenbar per se das um die Aminoribose-Struktur verkirzte FR-900493.

Peak LB5 (= P6 ) entspricht einer Masse von m/z = 332.11 und somit Fragment 1 nach
zusatzlichem Verlust der Aminopropyl-Seitenkette. Dieses Fragment wurde ebenfalls
bereits im MS2-Spektrum von FR-900493 beschrieben. Durch zusatzlichen Verlust des
Uracils lasst sich die Masse m/z = 220.08 erklaren. Davon ausgehend entsteht durch
Wasserabspaltung die Masse m/z = 202.07. Durch zusatzliche Decarboxylierung und

einer weiteren Abspaltung von Wasser folgt die Masse m/z = 140.07.

Peak P2 entspricht mit m/z = 449.15 der Substanz FR-900493 mit unsubstituiertem 6°-
N. Durch die charakteristische Abspaltung der Aminoribose entsteht hier m/z = 318.09.
Nach weiterer Abspaltung des Uracils folgt m/z = 206.06. Durch eine Decarboxylierung

und dem Verlust von 2 MolekUllen Wasser kann die Masse m/z = 126.05 erklart werden.

Peak LB3 (= P5) entspricht mit einer Masse von m/z = 318.09 dem Hauptfragment von
Peak P2, also dem am 6°-N unsubtituierten FR-900493 ohne Aminoribose. Analog zu
P2 folgt im Weiteren die Masse m/z = 206.06 auf die Abspaltung des Uracils. Unter
Verlust eines Molekul H>O ergibt sich Fragment m/z = 188.06. Nach weiterer

Wasserabspaltung und Decarboxylierung entsteht letztendlich die Masse m/z = 126.05.

Peak P4 zeigt eine Masse von m/z = 463.17 und entspricht damit exakt der Masse von
FR-900493 ohne Aminopropyl-Rest am 6°-N. Die Methylgruppe ist hier allerdings
vorhanden. Nach Abspaltung der Aminoribose folgt die Masse m/z = 332.11 und somit
die Substanz aus Peak LB5. Analog folgt nach Verlust des Uracils die Masse m/z =
220.08. Nach einer Wasserabspaltung folgt Fragment m/z = 202.07. Nach zusatzlicher

Wasserabspaltung und einer Decarboxylierung ergibt sich die Masse m/z = 140.07.

Peak LB2 weist mit m/z = 529.12 eine hbéhere Masse als FR-900493 auf. Das
Hauptfragment entspricht hier mit einer Masse von 318.09 exakt der Masse von Peak
LB3 — dem am 6’-N unsubstituierten FR-900493 ohne Aminoribose. Da auch die
weiteren Fragmente m/z = 206.06, m/z = 188.05 und m/z = 126.05 hier identisch sind,
muss das Hauptfragment von Peak LB2 tatsdchlich Peak LB3 entsprechen. Da die

Hauptfragmente in allen Substanzen mit Aminoribose stets aus Verlust derselben
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hervorgehen, ist auch hier ein entsprechendes Verhalten zu erwarten. Durch
Vorhandensein der Aminoribose wurde sich in diesem Fall aber die Masse m/z =
449.15 ergeben. Allerdings weist Peak LB2 mit m/z = 529.12 eine um 80 Da héhere
Masse auf. Dies wirde sich durch eine phosphorylierte Aminoribose erklaren lassen.
Phosphorylierte Derivate sind bereits vom Caprazamycin und Muraymycin bekannt —
die Phosphatgruppe wurde in beiden Fallen am 3“-OH der Aminoribose lokalisiert
(Shiraishi et al. 2016, Cui et al. 2018b). Eine in analoger Weise phosphorylierte FR-
900493 Struktur, welche am 6’-N unsubstituiert ist, wiirde exakt der gesuchten Masse

entsprechen und zudem das vorliegende Fragmentierungmuster vollstandig erklaren.

Peak LB4 folgt denselben Uberlegungen. Hier liegt die Masse jedoch bei m/z = 543.13.
Das Hauptfragment entspricht mit m/z = 332.11 der Masse von Peak LB5. Ebenso
entsprechen die weiteren Fragmente von m/z = 220.08 und m/z = 140.07 denen von
Peak LB5. Die abgeleitete Substanz war in diesem Fall FR-900493, ohne Aminopropyl-
Seitenkette und ohne Aminoribose. Wird davon ausgehend wieder eine am 3“-OH
phosphorylierte Aminoribose unterstellt, wirde sich exakt die hier gesuchte Masse von
m/z = 543.13 ergeben. Der Unterschied zum ebenfalls phosphorylierten Peak LB2

bestinde somit lediglich in der zusatzlichen Methylierung der 6’-Aminogruppe.

Die theoretischen Massen dieser hergeleiteten Strukturen wurden nun genau berechnet und

mit den gemessenen Werten aus der hochauflésenden Massenspektrometrie verglichen:

Probe m/z (gemessen) | m/z (berechnet) | Summenformel Error [ppm]
FR-Standard | 520.2251 520.2249 C20H34N5011 0,4
Peak LB1/P1 | 520.2256 520.2249 C20H34N5011 1,3
Peak LB2 529.1178 529.1178 C16H26N4O14P 0,0
Peak LB3/P5 | 318.0937 318.0932 C11H16N30s 1,5
Peak LB4 543.1340 543.1334 C17H28N4O14P 1,1
Peak LB5/P6 | 332.1093 332.1088 C12H18N30s 1,4
Peak P2 449.1512 449.1514 C16H25N4O11 0,5
Peak P3 389.1668 389.1667 C15H25N40s 0,2
Peak P4 463.1670 463.1671 C17H27N40O14 0,2

Tabelle 30: Gegenuberstellung der Massen [M+H]* aller identifizierten Peaks.

Die relativen Massenabweichungen liegen in allen Fallen bei < 1,5 ppm und sind somit zu

vernachlassigen. Da zusatzlich samtliche Fragmentierungsmuster durch den Vergleich mit ei-

nem qualitativen Standard plausibel erklarbar sind, kbnnen daher folgende Strukturformeln far

die einzelnen Peaks postuliert werden (zusatzliche Abbildungen sind im Anhang aufgefihrt):

113



Peak LB1 / P1/ FR-900493 (m/z = 520.22 [M+H[*)

H,N NH COOH o
W@ //\]/
0 N NH
) o
H,N
o]
HO OH
HO OH

Peak LB2 (m/z = 529.12 [M+H[*)

HaN COOH
®

0.

o

HO——P——OH

) (o]
H,oN
o]
HO OH
OH

T

Peak LB3 / P5 (m/z = 318.09 [M+H]*)

H3N COOH (0]
3@ K\K
NTNH

o

HO OH

Peak LB4 (m/z = 543.13 [M+H]*)

COOH

®z

(0]

o

HO——P——OH

O o)
H,N
o]
HO OH
OH

T

Peak LB5/ P6 (m/z = 332.11 [M+H]*)

HoN COOH (0]
2@ K\K
NTNH

HO

0]

HO OH

Peak P2 (m/z = 449.15 [M+H]")

H3N® COOH

o
O, 0
H,N
HO OH
HO OH

Peak P3 (m/z = 389.17 [M+H]")

H,oN NH COOH (0]
2 W@ K\K
HO T

HO OH

Peak P4 (m/z = 463.17 [M+H]")

H2N® COOH

o
O o)
H,N
HO OH
HO OH

Abbildung 45: Strukturformeln aller untersuchten Peaks aus LB- bzw. P-Medium [M+H]*.

Fazit: Mit dem synthetisch rekonstruierten Gencluster konnte nach dessen Aktivierung und
Integration in Bacillus subtilis erfolgreich das Antibiotikum FR-900493 produziert werden.
Dartiber hinaus wurden sieben weitere eng verwandte Substanzen identifiziert, die von ihrer

Struktur her héchstwahrscheinlich biosynthetische Intermediate von FR-900493 darstellen.
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3.6 Nachtragliche Integration von zwei weiteren Genen

Nachdem die Produktion von FR-900493 und der moglichen Vorstufen bestatigt war, erfolgten
weitere Veranderungen am synthetischen Gencluster. Wie in Kapitel (3.2.1) beschrieben,
wurde beim Entwurf des Rekonstruktionsprozesses ein grofRerer Bereich aus der Mitte des
Genclusters ausgeklammert. Der Grund bestand darin, dass dieser Bereich mehrere Gene flr
Transposasen enthielt, die unter Umstanden den Rekonstruktionsprozess durch ungewollte
Rekombinationen hatten stéren kdnnen. In diesem ausgeklammerten Mittelstlick waren aber
auch 2 Gene vorhanden, die mdglicherweise biosynthetische Funktionen aufweisen bzw. mit
dem Resistenzmechanismus in Verbindung stehen kénnten. Das erste Gen ware /KA_05328
— eine hypothetische Nukleosid- bzw. Nukleotid-Kinase. Dieses Gen zeigt funktionelle Ahn-
lichkeiten zu cpz712 und cpz27 aus dem Caprazamycin Gencluster. Beide werden als Amino-
glykosid-Phosphotransferasen bezeichnet und weisen ihrerseits Ahnlichkeiten zu Tuni-
camycin-Resistenzproteinen von Deinococcus radiodurans auf (Kapp et al. 2008, Gust et al.
2013). Es wird vermutet, dass diese Gene im Resistenzmechanismus eine Rolle spielen. Da-
neben wird aber auch diskutiert, ob cpz27 moglicherweise an der Bildung des Diazepanon-
Rings beteiligt ist (Gust et al. 2013). Interessanterweise befindet sich im Bacillus cereus Gen-
cluster mit dem Gen /KA 05339 noch eine weitere mogliche Aminoglykosid-Phosphotrans-
ferase. Diese liegt im rechten Operon und war somit im synthetischen Gencluster bereits vor-
handen. Es ist jedoch denkbar, dass analog zum Caprazamycin Gencluster auch hier zwei
Phosphotransferasen involviert sind. Eine davon ware im rekonstruierten Gencluster bereits
vorhanden, die zweite wirde noch fehlen. Aus diesem Grund schien es interessant, dieses
zweite Gen noch nachtraglich in das Cluster einzubringen. Mdglicherweise war im bisherigen
Gencluster nur eine unvollstandige Resistenzvermittlung gegeben, was die geringe Produktion
von FR-900493 und die Akkumulation der Vorstufen erklaren kénnte. Neben dieser zweiten
Phosphotransferase befindet sich im ausgeklammerten Mittelstiick noch das Gen IKA_ 05331
— eine mogliche Hydroxylase bzw. Oxidoreduktase. Es sind hier zwar keine Ahnlichkeiten zu
Biosynthesegenen des Caprazamycins vorhanden — auch nicht zur B-Hydroxylase ¢cpz10, je-
doch ist es durchaus denkbar, dass dieses Enzym dennoch eine Rolle in der Biosynthese
spielen kénnte. Die beiden verbleibenden Gene des Mittelstlicks, die keine Transposasen
sind, waren IKA_05327 und IKA_05334. Zu beiden Genen wurden bei den bioinformatischen
Untersuchungen keine Informationen gefunden. Es wurde daher beschlossen, nur die beiden
oben beschriebenen Gene nachtraglich in das Cluster zu integrieren. Dies sollte analog zum
Promotoraustausch mittels eines weiteren synthetischen gBlocks® erfolgen. Zur Selektion
sollte dieser neben den beiden Genen noch zusatzlich das aadA Resistenzgen fur die Selek-
tion mit Streptomycin enthalten. Zur spateren Entfernung wurde dieses Gen von zwei Sbfl-
Schnittstellen flankiert. Die Integration des Gesamtkonstrukts sollte via Red/ET-Rekombina-

tion in das bestehende Operon hinter dem Gen /IKA_05317 (Dioxygenase) erfolgen — also am
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auleren linken Rand des synthetischen Genclusters. Eine Integration an die Enden der ande-
ren beiden Operone wurde wegen des dort lokalisierten Terminators nicht in Erwagung gezo-
gen. Die homologen Endsequenzen fir die Red/ET-Rekombination wurden hier bereits in den
synthetischen gBlock® integriert. Die rechte Seite umfasste das Endstiick des Gens
IKA 05317, die linke Seite umfasste die ersten 39 bp des angrenzenden pBS1C-Vektors. Als
Zielvektor sollte das aktivierte Gencluster in Form des pBS1CTRO03-Konstrukts verwendet wer-
den. Vor den beiden zu integrierenden Genen wurden je 40 bp (bei IKA_05328) bzw. 25 bp
(bei IKA_05331) des jeweils vorangehenden intergenischen Bereichs aufgenommen, um die
ribosomale Bindestelle sicher mit abzudecken. Im Falle von /KA 05328 (Nukleosid- bzw. Nuk-
leotid-Kinase) wurde hierbei 7 Basenpaare vor dem urspriinglichen Start-Codon ein zusatzli-
ches Thymin eingeflgt. Damit wurde das Gen um weitere funf Codons verlangert, was bei
allen mittels BLAST-Analyse gefundenen homologen Genen der Fall war. Nach dem Gen
IKA 05331 wurde der Spacer ,Sp5“ sowie der bidirektionale Terminator aus der Bacillus sub-
tilis Toolbox aufgenommen, um eine grélitmogliche genetische Abschirmung sicherzustellen
(Guiziou et al. 2016). Der auf diese Weise zusammengestellte gBlock® umfasste insgesamt
2927 bp und konnte in diesem Fall ohne weitere Aufsplittung von IDT geliefert werden. Die
DNA-Sequenz dieses Konstrukts, das als ,BS_2genecas_01“ bezeichnet wurde, sowie alle im

Integrationsprozess verwendeten Primer sind unter (2.1.8) bzw. (2.1.7) aufgeflhrt.

IKA_05331 IKA_05328

Spacer+ ;
Homologe | erminator / Homologe
Region 1 / Region 2
aadA A ' ;
\Sbfl Sbfl | | /

A N

amyE’ cat ‘amyE

Abbildung 46: Schematische Darstellung der Integrationskassette "BS_2genecas_01".

Fir die Integration wurde der 0.g. gBlock® zunachst mittels Primerpaar (BS_2genecas_01_f/
BS_2genecas_01_r) unter Verwendung der Q5-Polymerase amplifiziert. Die Integration via

Red/ET-Rekombination erfolgte gemal (2.3.17). Das Zwischenprodukt mit dem noch
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enthaltenen Resistenzgen wurde als pPBS1CTR04-SpecStrep bezeichnet. Nach Selektion mit
den beiden Antibiotika Carb und Strep wurden mehrere Klone mittels Restriktionsverdau und
PCR-Analyse unter Verwendung des Primerpaars (2genecas_Seq_f / 2genecas_Seq_r) un-
tersucht. Ein Klon mit allen erwarteten Banden wurde schliellich im gesamten veranderten
Bereich sequenziert und zeigte hierbei keine Fehler. Um das Resistenzgen zu entfernen,
wurde das korrekt sequenzierte Konstrukt via Sbfl verdaut, religiert und anschlieRend in E. coli
XL1-Blue transformiert. Die hierbei erhaltenen Klone wurden erneut via PCR und Restriktions-
verdau Uberprift und am Ende erneut im veranderten Bereich sequenziert. Das resultierende
Plasmid wurde mit pBS1CTR04 bezeichnet. Es umfasste das synthetisch rekonstruierte Gen-
cluster nach dessen Aktivierung und zusatzlich die beiden an das linke Operon angeschlosse-
nen Gene IKA_ 05328 und IKA_05331. Dieses Konstrukt wurde nun via Kpnl linearisiert und
anschlielend gemaR (2.3.4) erneut in Bacillus subtilis 168 transformiert. Zur Selektion wurde
auf LB Cml Platten ausplattiert. Um die korrekte Integration in den amyE-Locus zu bestétigen,
wurden die Klone im Anschluss wieder auf Maisstarke-Platten ausgestrichen und mittels
Lugol’'scher Losung auf ihre Fahigkeit zum Starkeabbau hin untersucht. Nach mehrmaliger
Wiederholung dieser Transformation wurden insgesamt 21 Bacillus subtilis 168 / pBS1CTR04
Klone erhalten, die nicht mehr zum Starkeabbau fahig waren. Mit diesen Klonen wurden zur
weiteren Uberpriifung mehrere Colony-PCR-Reaktionen (gemaR 2.3.15) durchgefiihrt. Hierzu
wurden Primerpaare verwendet, die am rechten Clusterende, in der Mitte des Clusters, der
bidirektionalen Promotoraustauschkassette sowie im Bereich der beiden neu integrierten
Gene binden. Leider zeigte sich hierbei, dass keiner dieser Klone positive Signale mit allen
verwendeten Primerpaaren lieferte. Insbesondere im Bereich der neu integrierten Gene zeigte
kein einziger Klon ein positives Signal. Da 9 Klone zumindest positive Signale aus dem Bereich
der Promotoraustauschkassette und der Clustermitte lieferten, wurden mit diesen 9 Klonen
weitere Colony-PCR-Reaktionen durchgeflhrt. Hierfir wurde ein alternatives Primerpaar aus
dem Bereich der neu integrierten Gene verwendet und zusatzlich ein weiteres Primerpaar aus
dem ursprunglichen linken Clusterende im Bereich der Dioxygenase (IKA_05317). Da 5 dieser
9 Klone zuvor auch vom rechten Clusterende keine Signale ergaben, wurde auch fur diesen
Bereich ein alternatives Primerpaar entworfen. Bei diesen erganzenden PCR-Reaktionen
zeigte jedoch ebenfalls keiner der Klone ein Signal aus den neu integrierten Genen. Interes-
santerweise war hingegen das ehemalige linke Clusterende bei allen Klonen amplifizierbar.
Das rechte Clusterende lieferte bei 8 von 9 Klonen ein positives Signal. In diesen 8 Klonen
schien somit zumindest das ursprungliche Gencluster intakt zu sein. Allerdings fehlten stets
die beiden neu integrierten Gene. Aus diesen doch sehr uneinheitlichen Ergebnissen musste
somit gefolgert werden, dass nach der Transformation in Bacillus subtilis offenbar nicht von
der vollstandigen Intaktheit der transformierten DNA ausgegangen werden kann — selbst bei

positivem amyE-Knockout. Unter den 21 anfanglich untersuchten Klonen zeigten einige sogar
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positive Signale von beiden Clusterenden, nicht jedoch von den mittleren Bereichen. Zumin-
dest in diesem Fall scheinen beim Integrationsprozess offensichtlich einzelne DNA-Abschnitte
verloren zu gehen — und dies auf nicht einheitliche Art und Weise. Da bei Grof3en von mittler-
weile mehr als 25 kb sinnvollerweise nicht jede Base mittels PCR uberprift werden kann,

schmalert diese Beobachtung die Verlasslichkeit der Transformation in eklatanter Weise.

Die Ergebnisse der Colony-PCR zeigten, dass 9 der untersuchten Klone zumindest das ur-
sprungliche Gencluster enthielten. Daher sollten diese Klone nun analytisch naher betrachtet
werden. Als Vergleich wurde der bereits ausfuhrlich untersuchte Klon 6 (Bacillus subtilis 168 /
pBS1CTRO03) sowie eine Negativkontrolle mit integriertem Leervektor (Bacillus subtilis 168 /
pBS1C-[ ]) verwendet. Alle genannten Klone wurden gemaf} (2.2.2) unter Verwendung von 70
ml P-Medium Cml als Vorkultur (23 h, 30°C, 200 rpm) und 70 ml P-Medium als Hauptkultur
(45 h, 30°C, 200 rpm) inkubiert. Anschliel’end wurden die Kulturliberstande aufbereitet und
via HPLC-MS unter Verwendung von Methode 3 analysiert (siehe 2.4.1 bzw. 2.4.4). Hierbei
zeigte sich, dass 7 dieser 9 Klone tatsachlich eine Produktion aufwiesen. Die anderen beiden
Klone zeigten keine Unterschiede zur Negativkontrolle und wurden daher aussortiert. Die Ge-
genuberstellung der 7 neu produzierenden Klone mit dem bereits bekannten Klon 6 ergab
jedoch, dass hierbei genau dieselben Substanzen in vergleichbaren Mengen produziert wur-
den. Es konnten keine neuen Massen und auch keine signifikanten Produktionssteigerungen
der bereits bekannten Peaks festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). Die analytischen Daten
bestatigten somit die Ergebnisse der Colony-PCR: Bei der Transformation des pBS1CTR04-
Konstrukts gingen offenbar genau die beiden neu integrierten Gene verloren. Die Produktion
neuer Substanzen bzw. eine Produktionssteigerung von FR-900493, die als Folge der Integra-
tion dieser beiden Gene erhofft wurde, konnte daher auch nicht erwartet werden. Das trans-
formierte pBS1CTRO04-Konstrukt enthielt urspriinglich jedoch definitiv die beiden neuen Gene.
Dies wurde im Anschluss der Red/ET-Rekombination umfassend Gberprift und sogar durch
Sequenzierung bestatigt. Die Deletion dieses Bereichs musste also im Rahmen des Transfor-
mationsprozesses in Bacillus subtilis aufgetreten sein. Die Grinde hierfur konnten nicht ab-
schliefend identifiziert werden. Eine umfassende Diskussion dieses Sachverhalts wird unter
(4.4) gefuhrt. Als positives Ergebnis dieses Experiments kann immerhin der Umstand betrach-
tet werden, dass nun weitere Klone mit Produktionsfahigkeit fir FR-900493 erzeugt werden

konnten. Die von Klon 6 ausfihrlich vorgestellten Ergebnisse waren somit reproduzierbar.
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4 Diskussion

Die Substanz FR-900493 stellt das einfachste Nukleosid-Antibiotikum mit ADR-GlyU Grund-
struktur dar. Es wurde im Jahr 1989 erstmalig aus Kulturen des Stammes Bacillus cereus No.
2045 isoliert und weist antibakterielle Eigenschaften gegen Staphylococcus aureus 209P JC-
1 und Bacillus subtilis ATCC-6633 auf. Obwohl die biosynthetischen Gencluster aller anderen
Nukleosid-Antibiotika mit entsprechender Grundstruktur bereits identifiziert und beschrieben
wurden, ist dies fir FR-900493 bis heute nicht erfolgt. Auch die Genomsequenz des Produ-
zentenstammes ist in den 6ffentlich zuganglichen Datenbanken bisher nicht hinterlegt. So stellt
der genetische Hintergrund dieser Substanz bis auf den heutigen Tag noch immer eine Licke
auf dem ansonsten weit erforschten Feld der Nukleosid-Antibiotika dar. Aufgrund der analogen
Biosynthesewege samtlicher verwandten Substanzen wurde auch fir FR-900493 ein ahnlicher
Weg erwartet. Diese Arbeit beschreibt erstmalig ein Gencluster, das zur Produktion von FR-
900493 befahigt. Es wurde mittels ,Genome Mining“ in der Genomsequenz des Stammes Ba-
cillus cereus VD169 entdeckt, welcher jedoch aufgrund eines ebenfalls vorhandenen Virulenz-
plasmides flr ndhere Untersuchungen nicht zur Verflgung stand. Daher wurde dieses Gen-
cluster, unter Verwendung verschiedener Methoden der synthetischen Biologie, in seiner Ge-
samtheit kiinstlich rekonstruiert. Vergleichbare Herangehensweisen zur synthetischen Nach-
bildung ganzer Gencluster sind selten (Yan et al. 2018) — auf dem Gebiet der Nukleosid-Anti-
biotika ist diese Strategie bisher einmalig. Die Erfahrungen, die wahrend dieser Arbeit gewon-
nen wurden, werden im Folgenden ausflihrlich diskutiert. Hierbei werden die gréfdten Ein-
schrankungen der durchlaufenen Schritte benannt und mdgliche Lésungsvorschlage fir kinf-
tige Arbeiten dieser Art gegeben. Zusatzlich soll das Gencluster erneut ausfuhrlich betrachtet
werden, um einen Vorschlag zur méglichen Biosynthese von FR-900493 aufzustellen. Hierbei
werden die bereits bekannten Reaktionsschritte aus den Biosynthesen der Caprazamycine
und der Muraymycine als Vergleich gegenlbergestellt. Letztendlich soll an dieser Stelle auch
reflektiert werden, welche Aufgaben die bisher noch unbekannten Gene aufweisen kénnten.
Zu guter Letzt stellt sich hierbei die Frage, ob mit der Substanz FR-900493 tatsachlich das
Endprodukt dieses Genclusters vorliegt, oder ob mit zusatzlichen Experimenten mdglicher-

weise noch weitere Substanzen mit bisher unbekannten Strukturen erwartet werden kénnen.

4.1 Genome Mining

Die Identifizierung neuer Gencluster mittels bioinformatischer Werkzeuge stellt heute eine un-
verzichtbare Methode auf dem Gebiet der Naturstoff-Forschung dar. Das Gencluster aus Ba-
cillus cereus VD169 wurde bereits im Vorfeld dieser Arbeit unter Verwendung der BLAST-

Analyse (Altschul et al. 1990) entdeckt. Hierbei wurden Homologien zwischen dem ersten Gen
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der Caprazamycin Biosynthese (cpz75) und dem Gen IKA_05317 aus Bacillus cereus VD169
festgestellt. Der initiale Schritt dieser Arbeit bestand folglich in der ausflihrlichen bioinformati-
schen Analyse dieses moglichen Genclusters. Neben der BLAST-Analyse wurde hierbei das
kostenlose Web-Tool Phyre2 verwendet (Kelley et al. 2015), das neben der reinen Se-
quenzanalyse auch Vorhersagen Uber mdgliche Proteinstrukturen bericksichtigt. Auf diese
Weise konnte die gesamte Umgebung des identifizierten Gens analysiert und den einzelnen
Genen entsprechende Funktionen zugeordnet werden. Zu diesem Zeitpunkt wurden anhand
der Funktionszuordnungen bereits erste Prognosen einer moglichen Struktur des potentiellen
Naturstoffs getroffen. Diese waren allerdings noch rein spekulativ. Da jedoch samtliche homo-
logen Gene zu den bendtigten Enzymen der ADR-GlyU-Biosynthese identifizierbar waren,
wurde bereits zu diesem Zeitpunkt eine entsprechende Struktur vermutet. Im Ruckblick hat
sich dies als korrekt erwiesen. Eine genaue Betrachtung der einzelnen Gene wird unter (4.6)

im Rahmen der ausfihrlichen Diskussion eines mdglichen Biosyntheseweges vorgenommen.

4.2 Volisynthetische Rekonstruktion des Genclusters

4.2.1 Betrachtung der Vorarbeiten

Bei den ersten Uberlegungen beziiglich einer moglichen synthetischen Rekonstruktion wurde
noch von einem wesentlich geringeren Arbeitsaufwand ausgegangen. Die theoretisch erziel-
baren GroRen fir synthetische gBlocks® der Firma IDT lagen zum damaligen Zeitpunkt bei
2000 bp. Folglich wurde von einer Anzahl aus maximal 15 Einzelfragmenten ausgegangen.
Leider sollte sich dies im Nachhinein als Trugschluss erweisen. Sofern keine Sequenzveran-
derungen vorgenommen werden sollen, stellt die de novo Synthese von DNA zurzeit noch
immer ein schwieriges Unterfangen dar. Gerade der sehr geringe GC-Gehalt von nur 30,82%
sowie das Vorhandensein zahlreicher Wiederholungen und Sekundarstrukturen erwiesen sich
hierbei als gréfites Problem. Die Folge war eine sehr viel gréiere Aufsplittung als urspriinglich
konzipiert und umfasste schlieBlich 45 Einzelfragmente. Der wiederholten Bitte von IDT, ein-
zelne Sequenzabschnitte abzuandern (z.B. durch Verwendung alternativer Codons), wurde
hier bewusst nicht nachgekommen. So resultierten eben solche Veranderungen bereits mehr-
fach in deutlichen Rickgangen der Produktionsraten (Osswald et al. 2014, Basitta et al. 2017).
Es werden verschiedene Ursachen hierfur diskutiert - vor allem der Einfluss auf die Translati-
onsgeschwindigkeit am Ribosom scheint eine grof3e Rolle zu spielen (Zhang et al. 2009). Aber
auch interne Shine-Dalgarno-Sequenzen innerhalb der mRNA sowie bestimmte Sekun-
darstrukturen derselben scheinen betrachtliche Auswirkungen auf die Translation zu haben
(Katz et al. 2003, Li et al. 2012). Die Folgen von gréReren Veranderungen kdnnten daher
signifikante Auswirkungen auf die Proteinfaltung und somit auf deren Funktionsfahigkeit ha-

ben. Da der Einfluss verschieden genutzter Codons bei Weitem noch nicht ausreichend
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erforscht ist, sind bereits andere Arbeitskreise von Sequenzvariationen biosynthetischer Gen-
cluster abgekommen (Yan et al. 2018). Die Reflexion all dieser Punkte liel uns ebenfalls auf
solche Anpassungen im synthetischen Gencluster verzichten, da die Gefahr negativer Auswir-
kungen hier als zu grof} erachtet wurde. Es wurde eher eine grofere Aufsplittung in Kauf ge-

nommen, als unvorhersehbare Effekte durch Anderung der Codonusage zu erzeugen.

Die Grenzen des Genclusters wurden fur die synthetische Rekonstruktion anhand der getroffe-
nen Funktionsprognosen gezogen. Aullerhalb des gewahlten Bereichs konnten keine homo-
logen Gene zu den bekannten Genclustern des Caprazamycins und des Muraymycins gefun-
den werden. Ebenfalls wurde die Anordnung der Gene in die Entscheidung mit einbezogen.
Der gewahlte Bereich umfasste insgesamt 3 Operone mit bis zu 10 Genen in einer Anord-
nungslinie. Der mittlere Bereich mit den Transposasen wurde bewusst aus der Synthese aus-
geschlossen. Die Transposasen kdnnen hier zwar keine biosynthetische Funktion ausiben,
ihre vielfache Prasenz aber zu Instabilitdten und Rearrangements der DNA in dieser Region
fuhren. Ihr Vorhandensein hatte aulierdem den Rekonstruktionsprozess betrachtlich stéren
kénnen. Da zweien der vier weiteren Gene aus diesem Bereich keine mogliche Funktion zu-
geordnet werden konnte (IKA_ 05327 + IKA _05334), wurden diese zum nachtraglichen Ein-
bringen nicht weiter in Betracht gezogen. Mdglicherweise wurden diese durch eine offenbar
stattgefundene Transposition zerstort. Allerdings sind mit den beiden Genen /KA 05328 +
IKA 05331 noch zwei weitere Gene enthalten, die mdglicherweise eine wichtige Rolle spielen
koénnten. Da diese jedoch ebenfalls von Transposasen umgeben waren, schien eine 1:1 Nach-
bildung hier nicht zielfiihrend zu sein. Eine funktionelle Einheit aus Promotor, Gen und Termi-
nator konnte hier nicht erwartet werden. Daher sollten diese Gene zunachst zurlickgestellt und

erst in einem spateren Schritt an ein bereits funktionierendes Operon angeschlossen werden.

4.2.2 Betrachtung des Rekonstruktionsprozesses

Der theoretische Entwurf des Rekonstruktionsprozesses war vom Prinzip her sehr einfach. Es
sollten je 2 bis 4 synthetische DNA-Fragmente mit einem linearisierten Vektor im Rahmen
einer gemeinsamen Gibson-Assembly Reaktion zusammengefiigt werden und so ein transfor-
mierbares Konstrukt ausbilden. Um die DNA zu vermehren und somit eine sinnvolle Uberprii-
fung zu ermoglichen, sollten die zirkularen Konstrukte anschlielend in E. coli XL1-Blue trans-
formiert werden. Hierbei sollte nach einer Vorselektion mittels a-Komplementation, PCR-Ana-
lyse und Restriktionsverdau immer auch eine vollstandige Sequenzierung erfolgen. Die akribi-
sche Uberpriifung der Sequenzkorrektheit war bei dieser Strategie essentiell, da sémtliche
Zwischenprodukte in aufbauender Weise fur die weiteren Schritte verwendet wurden. Bereits
einzelne Basenfehler kdnnten hier fatale Folgen haben — insbesondere durch Insertionen und

Deletionen, die einen Frameshift bedingen wirden. Wahrend dieser Arbeit wurden daher
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hunderte Sequenzierungen durchgefihrt, um die Integritat der DNA fortlaufend abzusichern.
Bereiche, die hierbei zweifelhafte Sequenzen ergaben, wurden so lange weiter sequenziert,

bis eine hundertprozentige Aussage Uber deren Sequenzkorrektheit getroffen werden konnte.

Ein groRBes Problem stellte die sehr geringe DNA-Konzentrationen samtlicher gBlocks® der
Erstbestellung dar. Die angegebenen Konzentrationen wurden in den meisten Fallen bei wei-
tem nicht erreicht. Daher mussten alle Fragmente zunachst mittels PCR-Reaktion amplifiziert
werden. Da Amplifikationen jedoch stets eine Quelle fur Mutationen darstellen, wurde die be-
sonders zuverlassige Q5® High-Fidelity DNA Polymerase unter Verwendung von nur 25 PCR-
Zyklen eingesetzt. Trotzdem stellten einzelne Basenfehler das Hauptproblem des gesamten
Rekonstruktionsprozesses dar, da diese nur durch kostspielige Sequenzierungen feststellbar
sind. Als Fehlerquellen kommen hierflr drei Moglichkeiten in Frage: Erstens kénnten die Feh-
ler bereits in den synthetischen gBlocks® vorhanden gewesen sein. Zweitens konnten diese
bei der Q5-Amplifikation derselben entstanden sein. Die dritte und letzte Méglichkeit bestiinde
im Prozess des Gibson-Assembly selbst. Auch wahrend dieses Vorgangs kommt bekannter-
malien eine Polymerase zum Einsatz. Die hierbei enthaltene Phusion Polymerase ist jedoch
auch als besonders zuverlassig bekannt. Riickblickend lasst sich feststellen, dass die meisten
Sequenzfehler wahrend der ersten Schritte auftraten, also an dem Punkt, wo die amplifizierten
gBlocks® zum Einsatz kamen. Nachdem diese in Hinblick auf ihre Sequenz verifiziert waren,
traten in den nachfolgenden Schritten wesentlich weniger Sequenzfehler auf. Diese Beobach-
tung legt den Schluss nahe, dass die Fehler tatsachlich bereits in den gBlocks® selbst vorhan-
den waren oder aber durch die vorherige Amplifikation entstanden sind. Letzteres wird aller-
dings fur unwahrscheinlich erachtet, da sonst auch bei anderen Amplifikationen mit der Q5-
Polymerase vermehrt Fehler aufgefallen waren. Dies war aber nicht der Fall. Bei weiterfihren-
den Assembly-Reaktionen bereits verifizierter Blécke fanden sich deutlich weniger Sequenz-
fehler. Diese wenigen Fehler befanden sich hierbei erstaunlicherweise fast immer im Bereich
der Uberlappungen bzw. unweit davon entfernt. Da gerade dies die Bereiche sind, die beim
Gibson-Assembly verandert werden, konnte hierflr tatsachlich der Prozess verantwortlich
sein. Zur Uberpriifung gentgt in diesem Falle eine Sequenzierung eben dieser kurzen Uber-
gangsbereiche, da in den anderen Abschnitten keine Fehler mehr erwartet werden. Fir die
Sub-Sub-Blécke wurden jeweils noch die gesamten Bereiche umfassend sequenziert. Im letz-
ten Schritt und auch fir den Umklonierungsvorgang wurden — auch in Hinblick auf die mittler-
weile betrachtlichen GroRen der Gesamtkonstrukte — dann nur noch die Ubergangsbereiche
sequenziert. Da die am Ende durchgeflhrte Gesamtsequenzierung nur eine stille Punktmuta-

tion zeigte, hat sich die Sequenzierungsstrategie riickblickend als richtig erwiesen.

Was die Selektion nach Transformation der Gibson-Assembly Ansatze betrifft, hat sich die

Blau-Weil3 Selektion als wertvolle Erganzung bewahrt. Obwohl bei der Vektorvorbereitung
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stets eine multiple Linearisierung mittels EcoRV erfolgte und nach der PCR-Elongation griind-
lich mittels Dpnl verdaut wurde, zeigten sich teils gro3e Mengen falsch positiver Klone, die
ausschliel3lich den Leervektor enthielten. Glicklicherweise konnten diese anhand ihrer blauen
Farbe erkannt werden. Beim finalen Assembly-Schritt mit dem SuperCos Vektor sowie bei der
Umklonierung in das pBS1C-Plasmid musste auf diese Hilfe jedoch verzichtet werden. Folglich
verzogerte sich hier der Selektionsprozess enorm. In beiden Fallen mussten hunderte Klone
mittels PCR-Reaktion vorselektioniert werden. Die Effizienz des Gibson-Assembly scheint so-
mit ohne die Moglichkeit zur Blau-Weil-Selektion deutlich schlechter auszufallen. Dies gilt
ganz besonders bei gro3en Konstrukten. Doch auch bei durchgefiihrter a-Komplementation
war die Selektion in vielen Fallen sehr zeitaufwandig. Selbst unter den Klonen mit weil3er Farbe
fanden sich meist viele falsche Konstrukte. Diese waren in der Regel bereits mittels PCR und
Restriktionsverdau erkennbar. Da beim Gibson-Assembly von der Theorie her eigentlich keine
willktrlichen Kombinationen zu erwarten sind, blieb dieses Verhalten ratselhaft. Eine mdgliche
Erklarung ware der in manchen Abschnitten extrem hohe AT-Gehalt der DNA. Moglicherweise
ahnelten sich dadurch die Randbereiche zweier nicht exakt homologer gBlock®-Enden so sehr,

dass diese trotzdem auf enzymatische Weise miteinander verbunden werden konnten.

Schlussendlich lasst sich zusammenfassen, dass der Rekonstruktionsprozess durch zahlrei-
che Selektionsschwierigkeiten gepragt war und dadurch enorm erschwert und verlangsamt
wurde. Die Grunde lagen héchstwahrscheinlich im extrem geringen GC-Gehalt des Genclus-
ters sowie in zahlreichen Synthesefehlern innerhalb der einzelnen gBlocks®. Um Projekte die-
ser Art in Zukunft effizienter und zeitsparender durchfiihren zu kdnnen, sollte sich die Qualitat
der synthetischen DNA wesentlich verbessern. Zusatzlich ware es empfehlenswert, bei Gib-
son-Assemblies mit Fragmenten extremer GC-Gehalte groere Uberlappungen der einzelnen
Fragmente zu verwenden. Die in dieser Arbeit eingesetzten 30 bp scheinen rickblickend et-
was zu knapp gewahlt worden zu sein. Die weiteren Schritte des Rekonstruktionsprozesses,
namentlich das Ausschneiden mittels Bts®l, die Vorbereitung des SuperCos Vektors sowie das
Umklonieren des Genclusters, stellten sich dagegen als geeignete und effiziente Methoden
heraus. Die beiden letztgenannten Prozesse beruhten auf einem eigens entwickelten Prinzip
unter Verwendung eines Helfer-gBlocks® und des Enzyms Bael. Da sich diese Methode eig-
net, um selbst groRe Gencluster schnell von einem Vektor in einen anderen zu Ubertragen,
wurde sie bereits in anderen Projekten innerhalb unseres Arbeitskreises erfolgreich eingesetzt.
Umklonierungen ganzer Gencluster sind oft nicht trivial und haufig mit viel Zeitaufwand ver-
bunden. Die im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Strategie hat sich fur diesen Zweck bewahrt.
Essentiell ist hierfur allerdings die Moglichkeit zum gezielten Ausschneiden des gewtinschten
DNA Bereichs an definierten Stellen. Es stellte sich daher als sehr vorteilhaft heraus, dass ein

solches Ausschneiden bei allen Schritten dieser Arbeit bereits im Voraus mit eingeplant wurde.
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4.3 Aktivierung des Genclusters durch Austausch der Promotoren

Nach Transformation des rekonstruierten Genclusters in Bacillus subtilis 168 zeigte sich zu-
nachst keine Produktion von Sekundarmetaboliten. Ein dhnliches Verhalten wurde bereits bei
Versuchen zur heterologen Expression von Edein in Bacillus subtilis beschrieben (Liu et al.
2016). Auch hier erfolgte bei nachweislicher Integration des Gencluster keine Produktion des
erwarteten Naturstoffs. Ein mdglicher Grund wurde in der mangelnden Transkription vermutet.
Um dies im Falle des synthetischen Genclusters auszuschlieRen, sollte die Transkription mit-
tels RT-PCR untersucht werden. Diese Methode hat sich tatsachlich als zielfUhrend heraus-
gestellt. Es konnte hierbei gezeigt werden, dass das Gencluster im heterologen Produzenten
tatsachlich nicht in allen Bereichen transkribiert wurde. Die Griinde kénnten in der mangelnden
Akzeptanz der nativen Promotoren gelegen haben. Die Umsetzung der RT-PCR war zwar
zeitaufwandig, da das urspringlich flr Streptomyceten ausgelegte Protokoll empirisch auf Ba-
cillus subtilis angepasst werden musste. Nach dessen Etablierung zeigten sich die Ergebnisse
jedoch als sehr wertvoll flir den weiteren Erfolg dieser Arbeit. Aufgrund dieser Ergebnisse
wurde schlieflich die Entscheidung getroffen, insgesamt drei Promotoren mittels synthetischer
Integrationskassetten in das Gencluster einzubringen. Hierbei sollten die nativen Promotoren
vollstandig ersetzt werden. Da die Funktionalitat einer Einheit aus Promotor, ribosomaler Bin-
destelle und Transkriptionsstart durch Variation bereits weniger Basenpaare enorm gestort
werden kann (Popp et al. 2017), sollten fur den Austausch mdglichst vollstandige Funktions-
einheiten verwendet werden. Hierflir hat sich die Bacillus subtilis Toolbox als hervorragend
geeignet herausgestellt (Guiziou et al. 2016). Aus den hier vorgestellten Elementen wurden
die beiden Promotoraustauschkassetten aufgebaut, die anschlieend in Form synthetischer
gBlocks® bestellt wurden. Die Integration mittels der Methode der Red/ET-Rekombination lief

weitgehend problemlos ab. Der benétigte Zeitaufwand bewegte sich im erwarteten Rahmen.

4.4 Transformation in Bacillus subtilis

Bei der Transformation in Bacillus subtilis 168 wurden je nach transformiertem Konstrukt
enorme Unterschiede in der erzielten Effizienz festgestellt. Der reine pBS1C-Leervektor
konnte ohne jegliche Probleme transformiert werden. Es zeigten sich hier zahlreiche Transfor-
manten, von welchen alle naher untersuchten Klone keinen Starkeabbau mehr aufwiesen. Die
DNA integrierte somit wunschgemal in den amyE-Locus und zerstdrte dessen Funktionalitat.
Dies konnte ebenfalls mittels Colony-PCR bestatigt werden. Bei der Integration des syntheti-
schen Genclusters in seiner nicht aktiven Form (pBS1CTRO01) wurde ebenfalls eine gute
Transformationseffizienz erreicht. Zwar zeigten sich hier deutlich weniger Transformanten als
bei der Transformation des Leervektors, doch wiesen diese in 9 von 10 Fallen keinen Starke-

abbau mehr auf und lieferten in 8 von 10 Fallen alle erwarteten Banden bei der Colony-PCR.
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Bei der Transformation des aktivierten Genclusters (pBS1CTRO03) zeigte sich jedoch ein vollig
anderes Bild. Obwohl die Grofe des Konstrukts fast identisch war, konnte hier eine massive
Verschlechterung der Transformationseffizienz beobachtet werden. Es wuchsen zwar viele
Transformanten an, allerdings zeigte von zahlreichen untersuchten Klonen nur ein einziger
Klon den Verlust des Starkeabbaus und somit die korrekte Integration. Das Gencluster wurde
also fast immer an einer falschen Stelle in das Genom integriert. Interessanterweise konnten
bei einigen dieser falschen Klone samtliche gewiinschte Banden mittels Colony-PCR ampilifi-
ziert werden. Das Gencluster schien also tatsachlich vorhanden zu sein, befand sich jedoch
offenbar nicht am gewtinschten Ort. Da keiner dieser Klone im spateren Verlauf eine Produk-
tion aufwies, schien diese falsche Integration stets zu einer vollstandigen Inaktivierung des
Genclusters zu fihren. Um diesen Umstand zu erklaren, werden zwei Moglichkeiten vermutet,
die sich aus den Unterschieden des inaktiven und des aktiven Genclusters ergeben. Beide
Erklarungen sind zwar plausibel, jedoch bisher rein spekulativer Art. Die erste Mdglichkeit be-
zieht sich auf die beiden Promotoraustauschkassetten. Die hierbei integrierten Promotoren
koénnten theoretisch zu falschen Rekombinationen innerhalb des Genoms geflihrt haben. Dies
ware insofern denkbar, da die Promotorsequenzen der Toolbox auf Basis bekannter Bacillus
subtilis Promotoren erstellt wurden. Die DNA-Sequenzen dieser Promotoren sind also im Ge-
nom des Zielstammes bereits vorhanden gewesen. Doch die Grof3en dieser Bereiche sind mit
~50-100 bp wesentlich kleiner als die homologen Regionen fur die Integration in den amyE-
Locus (~500 und ~1000 bp). Daher sollte die korrekte Integration hier eigentlich bevorzugt
werden. AulRerdem wurden die Promotoren auch fir eben diese Verwendung entwickelt. Un-
gewollte Rekombinationen wurden bei den Test-Transformationen der Toolbox nicht beschrie-
ben, obwohl hierbei auch der amyE-Locus verwendet wurde (Guiziou et al. 2016). Die zweite
Erklarung bezieht sich auf die Bioaktivitat von FR-900493 und schlie3t Betrachtungen der
Selbstresistenz mit ein. Diese Betrachtungen sollen im Folgenden etwas ausfuhrlicher disku-
tiert werden. Zunachst muss hierfir bedacht werden, dass in diesem Projekt letztendlich ein
Antibiotikum hergestellt wurde, auf das der Produzentenstamm selbst sensibel ist (Ochi et al.
1989). Zwar wird die Fahigkeit zur Selbstresistenz in der Regel mit dem Gencluster vermittelt
— jedoch ist der Resistenzmechanismus fir die Nukleosid-Antibiotika noch nicht vollstandig
aufgeklart. Die Co-Kristallisation von Muraymycin D2 mit der MraY-Translokase von Aquiflex
aeolicus zeigte die essentielle Bedeutung der Aminoribose-Struktur (ADR) fur die Bindung des
Inhibitors (Chung et al. 2016). Da die verschiedenen Muraymycin Derivate D1, D2 und D3, die
sich an Position 2 unterscheiden, keine wesentlichen Unterschiede in lhrer Aktivitat aufwei-
sen, scheint diese Position nicht essentiell flr die Bindung zu sein. Dagegen spielt offenbar
die 3“-OH Gruppe eine wesentliche Rolle im Bindungsmechanismus. Im Rahmen ausfihrli-
cher Untersuchungen am Muraymycin konnte gezeigt werden, dass Veranderungen an dieser

Stelle mit massiven EinbuRen an inhibitorischer Aktivitat einhergehen (Cui et al. 2018b). Im
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entsprechenden Gencluster sind gleich zwei Gene vorhanden, die an dieser Stelle Funktiona-
lisierungen vornehmen. Die Phosphotransferase Mur28 Ubertragt eine Phosphatgruppe, die
Nukleotidyltransferase Mur29 fiihrt eine Adenylierung durch (Cui et al. 2018b). Offenbar laufen
beide Reaktionen zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Biosynthese ab. Die Phosphorylierung
tritt bevorzugt an der ADR-GIlyU Zwischenstufe auf, wohingegen die Adenylierung eher die
Gesamtstruktur betrifft. Diese funktionellen Gruppen werden offenbar spatestens beim Export
der Muraymycine wieder entfernt. Es ist daher durchaus wahrscheinlich, dass mit diesem Me-
chanismus die Selbstresistenz vermittelt wird. Bei Betrachtung des Caprazamycin Genclusters
findet sich keine zu Mur29 vergleichbare Nukleotidyltransferase. Hier sind stattdessen zwei
Phosphotransferasen vorhanden (cpz72 und cpz27), welche ihrerseits Ahnlichkeiten zu Tuni-
camycin-Resistenzproteinen von Deinococcus radiodurans aufweisen (Kapp et al. 2008, Gust
et al. 2013). Der konkrete Ablauf sowie das Zusammenspiel dieser beiden Gene sind jedoch
noch unbekannt. Dass zumindest eines dieser Gene ebenfalls eine Phosphorylierung an der
3" Position bedingt, ist allerdings wahrscheinlich. Zumindest wurden bereits entsprechende
Caprazamycin-Derivate mit einer 3“-Phosphargruppe beschrieben (Shiraishi et al. 2016). In-
teressanterweise konnten diese erst nach Deletion von cpz23 identifiziert werden — ein Enzym,
was die Verknupfung des Diazepanon-Rings mit der Fettsdure katalysiert (Shiraishi et al.
2016). So kann auch in diesem Fall vermutet werden, dass die Phosphorylierung lediglich fur
die Resistenzvermittlung gegen biosynthetische Zwischenstufen verantwortlich ist. Phospho-
rylierte Caprazamycine in ihrer vollstandigen Form wurden bisher nicht beschrieben. Auch bei
den Capuramycinen wurde bereits ein analoger Resistenzmechanismus mittels Phosphorylie-
rung an Position 3" der Hexuronsaure beschreiben (Yang et al. 2010). Funktionalisierungen
an dieser Position scheinen also unter den verschiedenen Nukleosid-Antibiotika verbreitet zu
sein. Es ist folglich durchaus plausibel, dass genau dadurch die Selbstresistenz vermittelt wird.
Auch im Gencluster von Bacillus cereus VD169 befinden sich zwei Phosphotransferasen mit
Ahnlichkeit zu cpz12 und cpz27. Mit IKA_05339 war eines dieser Gene bereits von Anfang an
im synthetischen Gencluster vorhanden. Das zweite Gen (IKA_05328) lag jedoch im ausge-
klammerten Mittelstlick und war daher zum Zeitpunkt der Transformation des pBS1CTRO03-
Konstrukts noch nicht im Gencluster prasent. Es bestand somit die Moéglichkeit, dass der
Selbstresistenz-Mechanismus zu diesem Zeitpunkt noch nicht komplett war. Bei korrekter In-
tegration in den amyE-Locus kénnten somit potentiell letale Substanzen produziert worden
sein, ohne dass der Stamm mit allen erforderlichen Resistenzgenen ausgestattet war. Die vie-
len falschen Rekombinationen bei der Transformation wiirden sich dann durch einen Selekti-
onsdruck erklaren, der nur Transformanten mit inaktivem Gencluster zulasst. Allerdings wurde
mit Klon 6 auch ein Klon identifiziert, bei welchem das Gencluster korrekt integriert wurde. Und
tatsachlich wies dieser Klon eine Produktion von FR-900493 auf. Da das jedoch nur bei einem

von vielen Klonen der Fall war, kénnte in diesem moglicherweise eine Spontanresistenz
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aufgetreten sein oder der Klon zeigt eine verminderte Antibiotikaproduktion durch Mutation
innerhalb eines biosynthetischen Gens. Letzteres wiirde die sehr geringe Produktion von FR-
900493 und die deutliche Akkumulation der Vorstufen erklaren. Gewissheit tiber diese Hypo-
thesen wirde jedoch erst eine Sequenzierung des Genclusters im Genom dieses Stammes
ergeben. Eine solche wurde bisher jedoch noch nicht durchgefiihrt. Aufgrund dieser Uberle-
gungen wurde beschlossen, dass die zweite Phosphotransferase IKA 05328 und gleichzeitig
auch die mdgliche Hydroxylase / Oxidoreduktase IKA 05331 aus dem ausgeklammerten Mit-
telstlick nachtraglich in das Gencluster integriert werden sollten (siehe 3.6). Hierbei hatten
diese Gene entweder in den bereits produzierenden Stamm eingebracht werden kdnnen
(durch Integration in einen anderen Genlocus). Oder die Integration kdnnte bereits in E. coli
erfolgen — also vor der Transformation in Bacillus subtilis. Aufgrund der Moglichkeit, dass Klon
6 durch die oben erklarten Umstande bereits Mutationen enthalten konnte, wurde hierbei die
zweite Mdglichkeit gewahlt. Die beiden Gene sollten also an ein bereits aktives Operon ange-
schlossen werden und erst das resultierende Gesamtkonstrukt (pBS1CTR04) durch eine er-
neute Transformation in Bacillus subtilis eingebracht werden. Leider konnte diese Strategie
nicht erfolgreich abgeschlossen werden. Theoretisch wurde erwartet, dass die Transformati-
onseffizienz nun wieder wesentlich hdher sein misste. Der hypothetische Selektionsdruck auf-
grund unvollstandiger Selbstresistenz hatte nun nicht mehr vorhanden sein sollen. Zwar konn-
ten bei den Transformationen nun tatsachlich 21 Klone mit Verlust des Starkeabbaus identifi-
ziert werden — bei der Transformation ohne die beiden zusatzlichen Gene war es immerhin
nur 1 Klon — doch zeigte hierbei die Colony-PCR, dass bei keinem dieser Klone das Gesamt-
konstrukt vollstandig integriert werden konnte. Gerade die beiden zusatzlichen Gene waren
offenbar nicht vorhanden. In einigen Klonen fehlten aber auch andere Bereiche aus dem Gen-
cluster. Offenbar schienen einzelne Abschnitte des Genclusters wahrend der Transformation
deletiert zu werden. Ein ungewohnliches Verhalten, das bei den vorherigen Transformationen
nicht beobachtet wurde. Typischerweise geniigt zur Uberpriifung eine Amplifikation des linken
und des rechten Clusterendes. Bei vergleichbaren Transformationen wurde eben dies durch-
gefuhrt (Liu et al. 2016). Dass einzelne Teile offenbar willkirlich verloren gehen, ist untypisch.
Eine verlassliche Selektion wird dadurch enorm erschwert. Letztendlich konnten bei diesen
Transformationen tatsachlich 7 weitere Klone erhalten werden, die eine FR-Produktion auf-
wiesen. Die produzierten Mengen waren jedoch stets mit denen des bereits bekannten Klon 6
vergleichbar. Neue Substanzpeaks konnten ebenfalls nicht identifiziert werden. All diese Klone
zeigten durch den Verlust des Starkeabbaus eine korrekte Integration in den amyE-Locus auf.
Sie zeigten auch, dass viele Bereiche des Genclusters amplifiziert werden konnten. Dies traf
jedoch in keinem der Klone auf die beiden neu integrierten Gene zu. Ob letztendlich die
Selbstresistenz doch ausreichend gegeben war und die Ursache der Transformationsprob-

leme eher auf ungewollten Rekombinationen durch die Promotorsequenzen beruhte, konnte
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nicht final geklart werden. Immerhin wurden mit den Peaks LB2 und LB4 zwei Substanzen
identifiziert, die hdchstwahrscheinlich eine phosphorylierte Aminoribose aufweisen. Die ge-
naue Position konnte mit den eingesetzten Methoden allerdings nicht lokalisiert werden. Inte-
ressanterweise besitzt Bacillus subtilis bereits selbst ein Resistenzgen, welches fir die Tuni-
camycin-Resistenz vermutet wird (Noda et al. 1992, Noda et al. 1995). Dieses Gen scheint
ebenfalls eine Phosphotransferase zu sein. Es ware also denkbar, dass das fehlende Gen des
Mittelstlicks durch dieses eigene Gen kompensiert wurde. Die enormen Schwierigkeiten bei
der Transformation sowie die offenbar willkirlichen Deletionen blieben jedoch bis heute ein
Ratsel. Die hier dargestellten Griinde sind theoretische Erklarungsversuche. lhre Diskussion
ist sinnvoll — fur konkrete Aussagen sollten jedoch Gesamtsequenzierungen verschiedener
Transformaten durchgefihrt werden. Erst auf Grundlage solcher Daten kdnnten weitere Dis-

kussionen der dargestellten Beobachtungen in verlasslicher Weise gefihrt werden.

4.5 Produktion des Antibiotikums FR-900493

Zur Identifizierung der produzierten Substanzen sollten die in Klon 6 gefundenen Peaks ana-
Iytisch naher untersucht werden. In dieser Arbeit wurden die analytischen Betrachtungen stets
mit den reinen, mehrfach abzentrifugierten Kulturiberstdnden durchgefihrt. Die ebenfalls vor-
genommenen Extraktionsversuche, welche auf Vorschriften zur Isolierung der Caprazamycine
beruhten, waren flir FR-900493 und dessen Vorstufen ungeeignet. Dies lasst sich durch die
gréliere Lipophilie der Caprazamycine aufgrund der vorhandenen Fettsaure erklaren. Da je-
doch die Analyse der Kulturiberstande unter Verwendung von Methode 3 eine ausreichende
Peakauftrennung ergab, wurde das Hauptaugenmerk in der verbliebenen Zeit nicht auf die
analytische Optimierung bzw. die Entwicklung eines geeigneten Extraktionsverfahrens gelegt.
Mit den aufgesammelten Peaks aus vielen HPLC-Laufen konnten diese schlieRlich soweit kon-
zentriert und aufgereinigt werden, dass saubere HR-MS Messungen mdglich waren. Ein be-
sonderer Dank geht an dieser Stelle erneut an Prof. Dr. Satoshi Ichikawa: Durch die Zurverfu-
gungstellung eines FR-900493 Standards war eine Vergleichssubstanz vorhanden, was die
analytischen Arbeiten enorm erleichtert hat. Hiermit war insbesondere ein Vergleich der HR-
MS bzw. HR-MS? Messwerte méglich, was letztendlich den Beweis des Vorhandenseins von
FR-900493 in den Kulturen des untersuchten Klons erbrachte. Die Messwerte waren hier zwi-
schen dem Standard und dem entsprechenden Peak quasi identisch. Aufgrund der sehr cha-
rakteristischen Fragmentierung konnten zudem Strukturvorhersagen Uber die isolierten Vor-
stufen durchgefuhrt werden. Die Herleitungen dazu werden ausfuhrlich unter (3.5.4) diskutiert.
Zur endgultigen Bestatigung waren noch zusatzliche NMR-Messungen sinnvoll. Hierzu muss-
ten die Substanzen jedoch zunachst in grélkeren Mengen und mit héherer Reinheit isoliert

werden. Dies wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr durchgefiihrt. Zusatzlich ware eine
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Quantifizierung der produzierten Substanzen winschenswert. Da die isolierten Mengen jedoch
sehr gering waren, konnten diese per Wagung nicht festgestellt werden. Eine Quantifizierung
durch Vergleich der Peakflachen mit dem Standard war hier leider auch nicht moglich, da uns
dessen Konzentration nicht bekannt war. Die erfolgreiche Produktion des Antibiotikums FR-

900493 und der identifizierten Vorstufen konnten jedoch qualitativ nachgewiesen werden.
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4.6 Biosynthetische Betrachtungen

Zum Abschluss dieser Arbeit soll eine Diskussion bezlglich der Biosynthese von FR-900493
in Hinblick auf das synthetische Gencluster vorgenommen werden. Hierzu ist im Folgenden
eine Ubersicht aller vorhandenen Gene dargestellt, die mit den zugehdrigen homologen aus
dem Caprazamycin bzw. dem Muraymycin Gencluster verglichen werden. Die mittels BLAST
Analyse prognostizierte Identitat bzw. Ahnlichkeit ist in Klammern den entsprechenden Genen
angefugt. Sofern eine Homologie nur mittels Phyre2 gefunden wurde, fehlt diese Angabe. Die
betreffenden Gene sind in blauer Farbe dargestellt. Die Gene mit weiRem Hintergrund stam-

men aus dem ausgeklammerten Stiick und waren im synthetischen Gencluster nicht enthalten.

Gen-Bezeichnun Caprazamycin | Muraymycin o .

(AmS) ° (Idgnt. / Sir):m) (Iden%l. /éim.) FACYIR G T gL

IKA_05317 (296) cpz15 (30/46) | mur16 (31/49) | Dioxygenase

IKA_056318 (431) mur23 Decarboxylase

IKA_ 05319 (360) Malat / L-Lactat-Dehydrogenase

IKA 05320 (506) mur21 (22/38) | Acyl-CoA-Synthetase

IKA 05321 (82) Acyl-Carrier-Protein

IKA_05322 (444) cpz19 (34/53) | mur26 (41/60) | Pyrimidin-Nukleosid
Phosphorylase

IKA 05323 (418) Phenylacetat-CoA-Ligase

IKA 05324 (438) cpz14 (39/59) | mur17 (42/58) | Serin-Glycin-Hydroxymethyl-
transferase

IKA_05325 (440) cpz18 (27/46) | mur20 (35/54) | Aminotransferase

IKA_05326 (49) Transposase

IKA_05327 (116) Hypothetisches Protein

IKA_05328 (169) cpz12/ cpz27 | mur28 Nukleosid- / Nukleotid-Kinase

IKA_056329 (62) Transposase

IKA_ 05330 (385) Transposase

IKA_ 05331 (409) Hydroxylase / Oxidoreduktase

IKA_056332 (151) Transposase

IKA_05333 (101) Transposase

IKA_05334 (150) Hypothetisches Protein

IKA_05335 (517) cpz13 mur24 PLP abhangige Transferase

IKA_05336 (268) HAD-Phosphatase

IKA 05337 (414) cpz17 (27/45) | mur19 (33/52) | Glycosyltransferase

IKA 05338 (247) cpz16 mur18 (26/47) | Nukleotidyltransferase

IKA 05339 (351) cpz12 [/ cpz27 | mur28 Aminoglykosid-
Phosphotransferase

IKA_05340 (566) cpz22 (20/43) ABC-Transporter

IKA 05341 (546) cpz22 (25/44) ABC-Transporter

IKA 05342 (566) cpz26 (27/44) SAM-N-Methyltransferase

IKA 05343 (331) Cystein Proteinase / Hydrolase

IKA_05344 (187) Hypothetisches Protein

Tabelle 31: Vergleich des Genclusters mit den homologen Genen.
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Die Biosynthese des ADR-GlyU Elements scheint in samtlichen strukturverwandten Substan-
zen, namentlich den Caprazamycinen, den Liposidomycinen, den Strukturen von A90289, den
Muraminomicinen, den Sphaerimicinen und den Muraymycinen analog abzulaufen (Kaysser
et al. 2009, Funabashi et al. 2010, Kaysser et al. 2010, Cheng et al. 2011, Chi et al. 2013,
Funabashi et al. 2013). Bereits vor einigen Jahren wurden hierzu verschiedene Untersuchun-
gen am Beispiel von A-90289 durchgefiuhrt und die entsprechenden Biosyntheseschritte auf-
gezeigt (Chi et al. 2011, Yang et al. 2011, Barnard-Britson et al. 2012). Analoge Ergebnisse
wurden jlingst auch am Beispiel des Muraymycins erhalten (Cui et al. 2018a). Hier wurden
insgesamt 6 Gene flr die Biosynthese der Grundstruktur beschrieben. Da auch in den Gen-
clustern der anderen Substanzen entsprechende Genhomologe vorhanden sind, scheint die-
ser Mechanismus in allen Antibiotika derselben Grundstruktur in gleicher Weise abzulaufen.
Fir FR-900493 war bisher kein Gencluster bekannt. Deshalb konnte hier eine entsprechende
Aussage nur vermutet werden. Diese Arbeit zeigt jedoch, dass auch im Gencluster von Bacil-
lus cereus VD169 samtliche homologen Gene fiir die Bildung dieser Grundstruktur vorhanden
sind. Somit kann auch hier von einem analogen Biosyntheseweg auf Basis der bereits bekann-
ten Mechanismen ausgegangen werden. Auf Grundlage dieser Erkenntnisse wird im Folgen-
den ein hypothetischer Biosyntheseweg fur FR-900493 mit den Genen des rekonstruierten
Genclusters postuliert, welcher auf den o0.g. Quellen beruht. Die homologen Gene sind zusatz-

lich stets in Klammern aufgefiihrt. Eine grafische Ubersicht ist in (Abbildung 47) dargestellt.

Als initialer Schritt erfolgt zunachst die Umwandlung von Uridinmonophosphat (UMP) zum Uri-
din-5‘-aldehyd. Katalysiert wird diese Reaktion von der Dioxygenase IKA_ 05317 (cpz15,
mur16), welche die oxidative Dephosphorylierung unter Umwandlung von a-Ketoglutarat zu
Succinat ausfuhrt. Ausgehend vom Uridin-5‘-aldehyd erfolgt nun sowohl der Aufbau der GlyU-
Struktur, als auch die der Aminoribose (ADR). Im ersten Fall findet die Ubertragung der Gly-
cylstruktur durch die Serin-Glycin-Hydroxymethyltransferase IKA_ 05324 (cpz15, mur17) statt.
Als Substrat dient vermutlich L-Thr. Im zweiten Fall erfolgt zunéchst eine Transaminierung
unter Verwendung von L-Met zum 5'-Amino-5°‘-desoxyuridin. Diese Reaktion wird von der PLP-
abhangigen Aminotransferase IKA_ 05325 (cpz18, mur20) katalysiert. AnschlieRend wird der
Uracil-Rest durch die Pyrimidin-Nukleosid-Phosphorylase IKA 05322 (cpz19, mur26) abge-
spalten. Es resultiert die Zwischenstufe 5-Amino-5-desoxyribose-1-phosphat, welche an-
schliefend mittels UTP zur UDP-5-amino-5-desoxyribose umgewandelt wird. Fur die Um-
wandlung dient die Nukleotidyltransferase IKA_05338 (cpz16, mur18). Die dadurch entstan-
dene Zwischenstufe wird schlief3lich mit dem bereits beschriebenen GlyU zur vollstandigen
ADR-GlyU Grundstruktur verknupft. Katalysiert wird diese Reaktion von der Glycosyltrans-
ferase IKA_05337 (cpz17, mur19). Die weiteren Reaktionsschritte zum FR-900493 sind weni-
ger gut untersucht und biochemisch bisher nicht charakterisiert. Ausgehend vom ADR-GIyU
stehen noch die Methylierung und die Verbindung mit dem Aminopropylrest aus. Beide
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Substituierungen betreffen die 6'-Aminogruppe. Die Methylierung wird héchstwahrscheinlich
von der SAM-N-Methyltransferase IKA 05342 (cpz26) durchgefihrt. Da samtliche Vertreter
der Muraymycine an dieser Stelle nicht methyliert sind, existiert im Muraymycin Gencluster
hierflr kein entsprechendes Gen (Cheng et al. 2011). Im Caprazamycin Gencluster existieren
dagegen mit cpz11 und cpz26 gleich zwei solcher N-Methyltransferasen (Kaysser et al. 2009,
Gust et al. 2013). Das Gen IKA 05342 weist jedoch starkere Homologie zu cpz26 auf. Die
Aminopropylgruppe am 6’-N stammt hdchstwahrscheinlich aus einer Ubertragung eines 3-
Amino-3-carboxypropyl Rests ausgehend von SAM (Gust et al. 2013), welcher anschlielsend
decarboxyliert wird. Fir die Ubertragung wird die PLP abhangige Transferase IKA 05335
(cpz13, mur24) vermutet. Die Abspaltung der Carboxylgruppe wird vermutlich von der Decar-
boxylase IKA_ 05318 (mur23) katalysiert (Cheng et al. 2011). Da bei den Caprazamycinen eine
Decarboxylierung nicht erfolgt, ist hier kein entsprechendes Gen vorhanden. Somit kann die
reine Biosynthese durch insgesamt 9 Gene bis zum FR-900493 beschrieben werden. Der Re-
sistenzmechanismus ist im Kapitel (4.4) bereits ausfuhrlich diskutiert worden. Die Phos-
photransferase IKA_05339 (cpz12, cpz27, mur28) kommt fur die Phosphorylierung am 3“-OH
der ADR-Struktur in Frage. Theoretisch ist dies bei den heterologen Produzenten auch durch
das native Tunicamycin-Resistenzgen von Bacillus subtilis denkbar. Das Gen IKA_05328
(cpz12, cpz27, mur28) ist auch eine Phosphotransferase und kénnte daher ebenfalls mit dem
Resistenzmechanismus in Verbindung stehen. Mit dem Gen IKA_ 05336 steht eine HAD-Phos-
phatase zur Verfluigung. |hre genaue Funktion ist bisher unklar. Méglicherweise spielt sie bei
der Abspaltung der 3“-Phosphatgruppe eine Rolle. Die beiden Gene IKA_05340 und
IKA_05341 stellen ABC-Transporter dar, die Homologie zu cpz22 aufweisen. Solche Trans-
porter sind haufig in biosynthetischen Gencluster fir Antibiotika anzutreffen. Dort bedingen sie
typischerweise den Export der Substanzen und sind somit mdglicherweise auch bei der Ver-
mittlung der Selbstresistenz beteiligt. Das Gen IKA_05320 wird als Acyl-CoA-Synthetase pro-
gnostiziert. Die gefundenen homologen Gene sind gréftenteils fur eine Aktivierung langketti-
ger Fettsauren durch Kopplung derselben an Coenzym A verantwortlich. Es zeigt jedoch auch
Homologie zu mur21, welches eine NRPS A- und T-Domane umfasst. Die Ahnlichkeit besteht
hier jedoch nur zur A-Domane. Interessanterweise befindet sich direkt neben diesem Gen ein
Acyl-Carrier-Protein (IKA_05321). Dieses konnte daher die entsprechende T-Domane darstel-
len. Auch das Gen /KA 05323, eine vermutliche Phenylacetat-CoA Ligase, zeigt eine weitere
Aktivierungsreaktion durch Kopplung an Coenzym A an. Es sind folglich zwei Gene vorhanden,
die moglicherweise Fettsduren, Aminosauren oder andere Carbonsauregruppen aktivieren
konnen. In einem der Gene liegt in direkter Nachbarschaft ein ACP. Mit den durchgefuhrten
bioinformatischen Vergleichen mittels BLAST-Analyse und Phyre2 konnten die konkreten
Funktionen dieser Gene jedoch nicht abschlieliend geklart werden. Dass sie eine Funktion in

der Biosynthese der FR-900493 Struktur besitzen, ist jedoch unwahrscheinlich, da deren
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Ablauf bereits umfassend aufgeklart ist. Somit kann hier im Prinzip nur folgender Schluss ge-
zogen werden: Das Gencluster enthalt noch weitere Biosynthese-Gene, deren Funktion in FR-
900493 noch nicht abgebildet ist. Es ware also denkbar, dass FR-900493 selbst nur ein Zwi-
schenprodukt darstellt. Das Endprodukt dieses Genclusters ware somit noch unbekannt. Még-
licherweise kdnnten Derivate mit angefligten Fettsauren oder Aminosauren gebildet werden.
Im Gencluster finden sich allerdings keine Gene, die eindeutig auf eine Ubertragung aktivierter
Carbonsauren hindeuten. Die Fettsdurelbertragung erfolgt bei den Caprazamycinen durch die
Lipase cpz23, die Ubertragung des Methylglutarylrests tiber die Carboxyesterase cpz21 (Gust
et al. 2013). Vergleichbare Gene finden sich im Gencluster aus Bacillus cereus VD169 jedoch
nicht. Fiir die Ubertragung des Peptidstiicks vom ACP auf die Aminopropylkette der ADR-GlyU
Struktur wird in der Muraymycin-Biosynthese das Gen mur30 vermutet (Cheng et al. 2011).
Dieses wird funktionell als B-Lactamase bzw. Hydrolase prognostiziert. Mit dem Gen
IKA 05343 befindet sich im synthetischen Gencluster eine Cystein Proteinase bzw. Hydrolase.
Méglicherweise kénnte diese flir eine entsprechende Ubertragung verantwortlich sein. Bisher
vollig unbekannt in Hinblick auf ihre biosynthetischen Funktionen sind die Gene IKA_05319
(eine Malat / L-Lactat-Dehydrogenase), IKA_05331 (eine Hydroxylase / Oxidoreduktase) sowie
IKA_05344 (ein hypothetisches Protein). Da keine homologen Gene in den bekannten Gen-

clustern gefunden wurden, kann an dieser Stelle keine verniinftige Prognose gegeben werden.

Es lasst sich somit zusammenfassen: Alle Gene bis zur FR-900493 Grundstruktur konnten
identifiziert werden. Ein analoger Ablauf zum bereits bekannten Mechanismus ist somit sehr
wahrscheinlich. Fur den mdglichen Resistenzmechanismus existieren zwei ABC-Transporter,
eine Phosphotransferase und eine Phosphatase. Eine zweite Phosphotransferase aus dem
ausgeklammerten Mittelstlick ist im synthetischen Gencluster noch nicht vorhanden. Versu-
che, diese nachtraglich zu integrieren, verliefen bisher ohne Erfolg. Zuséatzlich existieren zwei
Gene fir Aktivierungsreaktionen von Carboxylgruppen (mdglicherweise flr Fettsduren oder
Aminosauren). Eines dieser Gene enthalt ein ACP in direkter Nachbarschaft. Zusatzlich exis-
tiert eine Proteinase bzw. Hydrolase, die moéglicherweise fiir eine Ubertragungsreaktion in
Frage kommt. Die genauen Funktionen dieser drei Gene sind bisher jedoch unklar — mogliche
Strukturelemente finden sich in FR-900493 allerdings nicht. Darliber hinaus existieren drei
weitere Gene mit unbekannter Funktion in Hinblick auf die Biosynthese. Eines dieser Gene ist
im synthetischen Gencluster nicht enthalten. Auch hier verliefen die Versuche zur nachtragli-
chen Integration bisher nicht erfolgreich. Somit kénnte FR-900493 tatsachlich nur ein Zwi-
schenprodukt dieses Genclusters darstellen. Es ist mdglich, dass weitere Strukturen mit an-
gefugten Fettsduren oder Aminosauren produziert werden kénnten. Warum diese Strukturen
bisher nicht identifiziert werden konnten, ist bisher unklar. Ein mdglicher Faktor kénnte jedoch
eine wesentliche Rolle spielen: Der heterologe Produzent Bacillus subtilis 168 besitzt ein de-
fektes sfp Gen (Zeigler et al. 2008), welches als 4-Phosphopantetheinyl Transferase (PPTase)
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fur die Aktivierung von Acyl-Carrier-Proteinen durch Ubertragung einer essentiellen prostheti-
schen Gruppe verantwortlich ist. Im Falle von Bacillus subtilis 168 ist dieses Gen durch eine
T-Insertion mutiert und folglich dysfunktional (Liu et al. 2016). Dieser Umstand wirde bedeu-
ten, dass das ACP IKA 05321 im synthetischen Gencluster nicht aktiviert werden kann. Folg-
lich wiirde auch die Ubertragung der betroffenen Struktur unterbleiben. Es ist zwar bisher un-
klar, welches Strukturelement hier tGbertragen werden soll, bzw. ob es nur eines oder mehrere
Elemente sind. Doch durch das Vorhandensein eines ACPs kann gefolgert werden, dass die-

ses in der Ubertragung eines noch unbekannten Strukturelements eine Rolle spielen kénnte.

Aufgrund dieses Umstandes wurden bereits erganzende Transformationen der synthetischen
Konstrukte pPBS1CTR03 und pBS1CTRO04 durchgeflhrt. Hierbei wurde als Zielstamm Bacillus
subtilis OKB120 verwendet (Nakano et al. 1988). Dieser besitzt im Vergleich zu Stamm 168
ein funktionelles sfp Gen. Das Acyl-Carrier-Protein sollte hier demnach in seiner aktiven Form
vorliegen und somit samtliche Funktionen erfiillen kénnen. Leider konnte auch nach zahlrei-
chen Transformationsversuchen keine korrekte Integration der Konstrukte erzielt werden. Von
drei Klonen mit Verlust des Starkeabbaus zeigte keiner die gewlinschten Banden mittels Co-

lony-PCR. Die Integration des pBS1C-Leervektors gelang jedoch auch hier véllig problemlos.

4.7 Ausblick

Um die Ergebnisse dieser Arbeit noch weiter zu erganzen, kdnnten am synthetischen Gen-
cluster noch zusatzliche Versuche zur Integration der beiden ausgeklammerten Gene vorge-
nommen werden. Da die Transformation der Gesamtkonstrukte offenbar problembehaftet ist,
konnte hierzu alternativ ein Klon verwendet werden, der bereits eine Produktion von FR-
900493 aufweist und somit das urspriingliche Gencluster in seiner aktivierten Form bereits
enthalt (Bacillus subtilis /| pBS1CTRO03). In einen solchen Klon mussten folglich nur noch die
fehlenden Gene transformiert werden — die zu integrierenden Konstrukte waren also wesent-
lich kleiner. Die Integration kénnte Uber Vektoren erfolgen, die in andere Positionen integrieren
(wie beispielsweise dem lacA Gen). Entsprechende Vektoren sind verfiigbar und kénnen ana-
log zum pBS1C-Vektor eingesetzt werden (Popp et al. 2017). Auf dieselbe Weise kénnte der
betreffende Stamm auch um ein aktives sfp Gen komplementiert werden. Dadurch wirden
sich mdglicherweise neue Strukturen mit ADR-GlyU Kern ergeben. Um etwaige Mutationen in
dem hierflr verwendeten Stamm auszuschlieen, ware jedoch eine vorherige Sequenzierung
sinnvoll. Zusatzlich kénnte eine umfassende Analyse verschiedener Produktionsmedien
durchgefihrt werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden bisher zwei verschiedene Medien ana-
lytisch naher betrachtet. Da diese teilweise unterschiedliche Vorstufen enthielten und sich
auch die produzierten Mengen an FR-900493 signifikant unterschieden haben, kénnte ein um-
fassender Medienscreen in weiterfuhrenden Experimenten durchaus vielversprechend sein.
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