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Zusammenfassung

Streptomyces hawaiiensis NRRL 15010 ist der natirliche Produzentenstamm des
Sekundarmetabolitkomplexes A54556, einem Extrakt mit bisher sechs strukturell aufgeklarten
antibiotisch wirksamen Acyldepsipeptid-Derivaten (ADEPs). Fur diese neue Antibiotikaklasse
konnte eine vielversprechende Aktivitdt gegen verschiedenste Gram-positive Bakterien gezeigt
und ein vollkommen neuartiger Wirkmechanismus beschrieben werden. Das ADEP-Target ist die
proteolytische Kernkomponente ClpP der bakteriellen caseinolytischen Protease, einer ATP-
abhangigen Serinprotease, die eine wichtige Rolle fur die Proteinhomdostase
und -qualitdtskontrolle sowie die regulatorische Proteolyse spielt. Durch seine Bindung an ClpP
verdréangt ADEP die mit ClpP assoziierten Clp-ATPasen von ihren Bindestellen und unterbindet
dadurch samtliche nattrlichen ClpP-Funktionen. Des Weiteren induziert die ADEP-Bindung eine
Konformationsdanderung der ClpP-Fassstruktur, welche die Eintrittspore zum katalytischen
Zentrum erweitert, so dass essentielle, insbesondere naszierende Zellproteine hineingelangen
und abgebaut werden, was einen lethalen Effekt auf die bakterielle Zelle hat.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Protokoll zur Aufreinigung von ADEP1, der aktiveren der
beiden Hauptkomponenten des A54556-Komplexes, aus dem Kulturiiberstand von S. hawaiiensis
etabliert, so dass das Antibiotikum fir Experimente im weiteren Verlauf dieser Arbeit in
ausreichender Menge zur Verfligung stand.

Des Weiteren sollte das bisher unbekannte ADEP-Biosynthesegencluster in S. hawaiiensis
identifiziert und analysiert werden. Mit Hilfe der Software-Tools antiSMASH und BLAST wurde
ein Gencluster gefunden und annotiert, welches putative Gene fiir Biosyntheseeinheiten zur
Bereitstellung von (25,4R)-4-Methylprolin, zur Generierung der ADEP-Alkenseitenkette sowie zur
Biosynthese des Hexadepsipeptidrickgrats, und damit der vollstandigen ADEP-Primarstruktur,
aufwies. Weiterfihrende Analysen und Experimente zur biochemischen Charakterisierung
lieferten deutliche Hinweise auf die Identitat des Clusters und bestatigten auRerdem ein
zusétzliches clpP-Homolog, clpPaper, als Resistenzfaktor.

Die Funktionalitdt von ClpPaper sowie der durch dieses ClpP-Homolog vermittelte
Resistenzmechanismus konnten nicht durch in vivo-Experimente im Produzentenstamm selbst
untersucht werden, da es trotz einer Vielzahl angewandter Verfahren nicht gelang, den Stamm
genetisch zu modifizieren. Allerdings konnte das Resistenzprinzip erfolgreich in den genetisch
gut zuganglichen Modellorganismus S. lividans Ubertragen und dort untersucht werden.
Vorteilhalft war weiterhin, dass in S. lividans bereits Vorarbeiten zur komplexen Multigen-Clp-
Maschinerie in Streptomyceten durchgefiihrt worden waren.

Knockouts und anschlieRende Komplementierungen der verschiedenen clpP-Gene in S. lividans
TK24 sowie die Analyse der Mutanten in Bioassays und ihrer Proteinzellextrakte in Western Blots
brachten neue Erkenntnisse Uber ADEP-Sensitivitdt, Prozessierungen, Interaktionen,
Komplexbildung und Funktionalitat der einzelnen ClpP-Homologe.

Auf Grundlage dieser Erkenntnisse wurde ebenfalls clpPaper in S. lividans TK24 eingebracht und
seine Funktionalitdt untersucht. Bioassay- und Western Blot-Analysen ergaben deutliche
Hinweise auf einen neuartigen, dualen Resistenzmechanimus. Es konnte gezeigt werden, dass
der Resistenzfaktor zum einen durch ADEP lberaktivierte ClpP-Komplexe detoxifiziert, als auch
selbst an der Bildung von funktionalen, ADEP-resistenten Komplexen beteiligt ist. Somit ist
ClpPaper in der Lage, die verlorene, essentielle proteolytische ClpP-Aktivitdt wiederherzustellen
und dem Organismus das Uberleben zu sichern.
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Abstract

Streptomyces hawaiiensis NRRL 15010 is the natural producer of the secondary metabolite
complex A54556, which comprises at least six closely related congeners of antibiotic
acyldepsipeptides (ADEPs). This new class of antibiotics showed promising activity against a
variety of Gram-positive bacteria and exhibits an unprecedented mode of action. ADEP targets
the proteolytic core ClpP of the bacterial caseinolytic protease, an ATP-dependent serin
protease, which plays a crucial role in protein homeostasis, quality control and regulatory
proteolysis.

ADEP binding to ClpP displaces the associated Clp-ATPases from their binding sites, which results
in the inhibition of natural substrate degradation. Furthermore, it induces a conformational shift
in the ClpP tetradecamer, which widens the entrance pores to the catalytic sites and allows entry
and uncontrolled degradation of essential cell proteins.

Within the scope of this thesis a purification protocol was established, to efficiently purify ADEP1,
the most active of the two main congeners in the A54556 extract, from the S. hawaiiensis culture
supernatant. The purified compound was central to many of the experiments detailed in this
thesis.

A further aim of this study was the identification and characterization of the ADEP biosynthetic
gene cluster which had remained elusive, so far. Using the software tools antiSMASH and BLAST,
a cluster was found and annotated which comprised the putative biosynthetic genes necessary
for the generation of (2S,4R)-4-methylproline, the ADEP alkene side-chain and the
hexadepsipeptide backbone, accounting for all the structural elements present in the ADEP
primary structure.

Further analyses and experiments to characterize the biosynthetic gene cluster biochemically
provided strong evidence for the identity of the cluster and also confirmed an additional c/pP
homolog, clpPaper, as resistance factor.

The functionalities of ClpPapep as a peptidase, as well as the mode of resistance mediated by this
protein, could not be investigated in in vivo experiments with the producer S. hawaiiensis itself,
as despite substantial efforts, the strain was not genetically tractable in our hands. However, the
resistance factor could be transferred and was functional also in the genetically well tractable
model organism S. lividans, which was used for mechanistic studies on c/pPaper. By choosing S.
lividans as a model, preceding information on the complex multigene Clp machinery in
streptomycetes could be used that had been published for this strain.

Knockouts and subsequent complementations of the different clpP genes in S. lividans TK24 as
well as analyses of the mutants in bioassays and their protein extracts in Western Blots provided
new insights about ADEP sensitivity, processing, interactions, complex formation and
functionality of the individual ClpP homologs.

Based on these experiments, clpPaper Was introduced into S. lividans TK24 and its functionality
was characterized. Bioassay and Western Blot analyses yielded evidence for a novel, dual mode
of resistance. The resistance factor was able to detoxify by ADEP overactivated ClpP complexes,
while simultaneously being involved in the formation of functional, ADEP resistant complexes,
which restored the essential proteolytic ClpP activity and in that way secured survival of the
organism.



1 Einleitung

1.1 Antibiotikaforschung und das Resistenzproblem unserer Zeit
,Antibiotikaresistenzen” und ,Problemkeime” sind Begriffe, die mittlerweile nicht mehr nur
Fachgruppen wie Arzten, Apothekern und Wissenschaftlern geldufig sind, sondern von den
Medien auch immer haufiger an die Gesellschaft herangetragen werden. Wir haben einen
Zeitpunkt erreicht, der von manchen schon als Beginn der , post-antibiotischen Ara“ beschrieben
wird.

Laut dem Robert Koch Institut (RKI) erleiden jahrlich 400.000 bis 600.000 Patienten in
Deutschland eine nosokomiale, das heildt im Krankenhaus erworbene, Infektion. 30.000 bis
35.000 dieser Patienten sind mit multiresistenten Erregern infiziert und von diesen wiederum
1.500 mit Bakterien, gegen die kaum noch ein Antibiotikum wirksam ist (Gastmeier and
Fatkenheuer, 2015). Abzuschéatzen, wie viele Menschen aufgrund der im Krankenhaus
erworbenen Infektionen sterben ist nahezu unmdglich, da die Patienten fir gewohnlich an
schweren Primarerkrankungen leiden und durch ihren schlechten Immunstatus anfallig fir
Infektionen sind, so dass unklar bleibt, ob die Todesursache schlussendlich die eigentliche
Erkrankung oder die im Krankenhaus erworbene Infektion ist.

Im Gegensatz zur allgemeinen Annahme, dass Antibiotikaresistenzen ein neuzeitliches
Phanomen darstellen, wurde kirzlich in Studien mit Permafrostproben gezeigt, dass
Resistenzgene schon vor mindestens 30.000 Jahren existiert haben. Erst der steigende und vor
allem unbedachte Einsatz von Antibiotika in der Human- und Veterindrmedizin sowie in der
Massentierhaltung seit Beginn des 20. Jahrhunderts bewirkte einen Anstieg der Haufigkeit von
resistenten Bakterien durch den permanenten Selektionsdruck (D’Costa et al., 2011).

Im Prinzip haben Bakterien evolutionar gesehen zwei Moglichkeiten sich gegen eine
Antibiotikatherapie zu schitzen. Zum einen kdnnen Mutationen dazu fihren, dass sie gegen die
eingesetzte Substanz unempfindlich werden, durch a) direkte Mutation des Targets, b)
Mutationen, die dazu flihren, dass die Substanz vermindert aufgenommen oder c¢) vermehrt
ausgeschieden wird (Efflux-Pumpen). Eine weitere Moglichkeit besteht darin, durch horizontalen
Gentransfer von anderen Bakterien die Fahigkeit zu erwerben, Resistenzfaktoren zu exprimieren.
Ein klassisches Beispiel hierfir ist die Expression von B-Lactamasen, die je nach Spezifitat den B-
Lactam-Ring in Penicillinen, Cephalosporinen und/oder Carbapenemen hydrolysieren und das
Antibiotikum unwirksam machen (Blair et al., 2015; Munita and Arias, 2016). Besorgniserregend
in diesem Kontext ist seit einigen Jahren das Auftreten von Bakterienstdammen, die sogenannte
extended spectrum B-lactamases (ESBL), also B-Laktamasen mit einem erweiterten Spektrum,
exprimieren. Diese sind in der Lage, die Mehrheit der Antibiotikaklassen, die einen B-Lactamring
besitzen (Penicilline, Cephalosporine, Carbapeneme, Monobactame), zu hydrolysieren
(Bradford, 2001). Als Folge steht gegen ESBL-Stamme durch eine solche Kreuzresistenz ein
ganzes Panel von Antibiotika nicht mehr zur Verfligung (Paterson and Bonomo, 2005).

Betrachtet man die sogenannten ESKAPE-Pathogene (Enterococcus faecium, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa und
verschiedene Enterobacter-Spezies), eine Auswahl an multiresistenten Erregern, die weltweit flr
die Mehrheit der nosokomialen Infektionen verantwortlich sind, wird schnell klar, dass nahezu
alle Antibiotikaklassen von einer ahnlichen Entwicklung betroffen sind und der Bedarf an neuen
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Substanzen sowie neuen Targets immens und dringlich ist (Pogue et al., 2015; Scheld et al,,
2008).

Zellwandsynthese DNA-Gyrase RNA-Elongation DNA-abhéngige
Cycloserin Chinolone Nalidixinsaure Actinomycin RNA:Bolymerase
Vancomycin Ciprofloxacin Rifampin
Bacitracin Novobiocin Streptovaricine
Penicilline
Cephalosporine Proteinbiosynthese
Monobactame (Hemmstoffe der
Carbapeneme ribosomalen 50S-
Einheit)

- Erythromycin (Macrolide)
Folsaurestoffwechsel Chloramphenicol
Trimethroprim Clindamycin

Sulfonamide

Cytoplasmatische
Membranstrukturen

Polymyxine
Daptomycin

Lincomycin

Proteinbiosynthese
(Hemmstoff der
ribosomalen 30S-
Einheit)

Tetracyclines
Spectinomycin
Streptomycin
Gentamicin
Kanamycin
Amikacin
Nitrofurans

PABA Cytoplasma- Zellwand
membran

Mupirocin
Puromycin

Abbildung 1: Angriffsorte von Antibiotika an und in der bakteriellen Zelle (Madigan and Martinko, 2013). THF: Tetrahydrofolssure,
DHF: Dihydrofolsdure; PABA: Paraaminobenzoesaure.

In Abbildung 1 sind die Zielstrukturen der gangigsten Antibiotika aufgezeigt. Die absolute
Mehrheit aller verwendeten Substanzen greift insgesamt in lediglich funf verschiedene
Stoffwechselwege inhibierend ein:  DNA- und RNA-Synthese, Proteinbiosynthese,
Zellwandsynthese und Folsdurestoffwechsel. So bleibt die Hoffnung, dass in Zukunft
antimikrobielle Substanzen gefunden werden, die noch weitere bakterielle Strukturen und
Stoffwechselwege angreifen und somit Resistenzbrecher sind.

Neben einer potenten, in der Regel inhibitorischen Wirkung am Target muss ein gutes
Antibiotikum auch physikochemische, pharmakologische und toxikologische Voraussetzungen
erfullen. Bei intrazelluldren Targets ist auRerdem eine gute Aufnahme in die Bakterienzellen
erforderlich.

Die Cytoplasmamembran dient sowohl in Gram-positiven als auch in Gram-negativen Bakterien
der Kontrolle, was passiv oder durch aktiven Transport in die Zelle gelangt. So kénnen nur
ungeladene, lipophile Molekile hineindiffundieren, wahrend alle anderen einen spezifischen,
energieabhdngigen Transporter benotigen. In Gram-positiven Bakterien besteht die auf der
Cytoplasmamembran aufliegende, festigende Zellwand hauptsachlich aus Peptidoglykan,
wahrend sie bei Gram-negativen Bakterien lediglich aus einer diinnen Schicht Peptidoglykan
besteht, auf die allerdings eine weitere Membran gelagert ist, die den Eintritt von Molekilen
wiederum streng kontrolliert und als Resistenzfaktor gegen viele Antibiotika fungiert (Abbildung
2). So sind wesentlich mehr antibiotische Substanzen bekannt, die gegen Gram-positive
Bakterien wirksam sind als gegen Gram-negative, da viele Substanzen bei diesen ihr Target im
Inneren der Zelle durch die doppelte Membranbarriere gar nicht erst erreichen kénnen.
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Abbildung 2: Aufbau der Zellwand von Gram-positiven und Gram-negativen Bakterien (Campbell et al., 2010).

Die klassischen Breitbandantibiotika kdnnen gleichermalien in Gram-positive wie Gram-negative
Bakterien aufgenommen werden und machen eine Antibiose durch eine kalkulierte
Initialtherapie moglich, wenn noch nicht bekannt ist, welches Bakterium die zu therapierende
Infektion hervorruft.

Allerdings stellt die Suche nach neuen antibakteriellen Wirkstoffen mit innovativen
Wirkmechanismen an bisher unbekannten Targets, selbst mit nur einem schmalen Spektrum,
Wissenschaft und Pharmaindustrie seit Jahren vor eine grof3e Hirde.

Wahrend zwischen 1940 und 1960 noch das ,Goldene Zeitalter” der Antibiotika gefeiert wurde,
kam es nach 1962 nur noch zu wenigen Entdeckungen neuer Antibiotikaklassen (Silver, 2011)
(Abbildung 3). Zwar kommen bis heute jedes Jahr neue Antibiotika als Medikamente auf den
Markt, jedoch handelt es sich in der Regel um optimierte Vertreter einer bereits bekannten
Klasse sowie Wirkstoffkombinationen und Substanzen zur ausschlieslich topischen Anwendung
(Butler et al., 2016; Lewis, 2013). Auch werden bereits seit langem bekannte Substanzen
weiterentwickelt, die nach vielen Jahren der Optimierung und klinischen Studien schliel3lich
zugelassen werden (Daptomycin z. B. wurde 1986 als erstes Lipopeptid-Antibiotikum entdeckt,
erlangte seine Zulassung als Medikament allerdings erst im Jahr 2003).

Alle ,frihen” Antibiotikaklassen wurden, abgesehen vom Zufallsfund von Penicillin durch Sir
Alexander Fleming im Jahre 1928, durch einfache Screenings von Naturstoffextrakten oder
Chemikalien als antibakteriell erkannt und zeigten in weiteren Untersuchungen gute
pharmakologische und toxikologische Eigenschaften. Leider scheint der Erfolg dieser Art des
Screenings limitiert zu sein, da mittlerweile zwar viele neue Bakterienstamme gefunden werden,
die bekannte Substanzen produzieren, aber die Anzahl der neuen antibakteriellen Strukturen,
die zudem adaquate pharmakologische und toxikologische Eigenschaften zeigen, ist minimal
(Lewis, 2013).

Auch die Suche nach neuen synthetischen Leitstrukturen mittels Target-basierter Ansatze durch
Hochdurchsatz-Screenings von Substanzbibliotheken zur Inhibierung isolierter Enzyme brachte
bisher nur maRigen Erfolg. In einem solchen Ansatz kénnen zwar die physikochemischen
Eigenschaften gesteuert werden, aber die notwendige Aufnahme in die bakterielle Zelle sowie
pharmakologische Aspekte werden nicht bericksichtigt (Payne et al., 2007).

Daher gehen die aktuellen Ansatze wieder in Richtung Naturstoffe, z. B. durch die Suche in bisher
weniger bericksichtigten Lebensrdumen wie den Ozeanen. Ebenso liegen die Hoffnungen auf
sogenannten stillen  Biosynthesegenclustern, die z. B. nur unter bestimmten
Wachstumsbedingungen, durch Quorum Sensing oder bei Co-Kultivierungen zur Produktion von



antimikrobiellen Substanzen angeschaltet werden und auch durch bioinformatische Screenings
von sequenzierten Genomen gefunden werden kénnen (Lewis, 2013).
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Abbildung 3: Zeitstrahl Uber die Entdeckung neuer Antibiotikaklassen. Angegeben sind die Zeitpunkte der ersten Veroffentlichung
oder Patentierung (Silver 2011, modifiziert).

Da viele Mikroorganismen unter Laborbedingungen nicht kultivierbar sind, werden
metagenomische Ansatze verwendet, die die Identifizierung von Genclustern, zellunabhangig,
allein aus DNA ermdglichen. Dazu wird aus Umweltproben isolierte DNA entweder
bioinformatisch analysiert oder in Wirtsorganismen eingebracht, so dass metagenomische Klone
auf interessante Phanotypen und neue Sekunddrmetabolite untersucht werden kénnen (Katz et
al., 2016; Milshteyn et al., 2014).

Ein weiterer Ansatz ist die gezielte Suche nach Substanzen gegen bestimmte Pathogene, wie z.
B. den Tuberkulose-Erreger Mycobacterium tuberculosis oder Methicillin-resistente
Staphylococcus aureus-Stamme (MRSA). So wurde kirzlich mit dem MRSA-wirksamen
Antibiotikum Lugdunin eine neuartige Struktur mit noch unbekanntem Wirkmechanismus
beschrieben, die von einem im Mikrobiom des Menschen angesiedelten Staphylococcus-Stamm
produziert wird (Zipperer et al., 2016).

Trotz innovativer Ansatze besteht auf mehreren Ebenen ein akuter Handlungsbedarf: bei der
generellen Hygienesituation in deutschen Krankenhdusern, beim unbedachten Einsatz
insbesondere von Reserveantibiotika und bei der Suche nach neuen antibakteriellen Wirkstoffen.



Letztere werden bis heute mehrheitlich als Sekunddarmetabolite von Bakterien oder Pilzen
entdeckt oder davon abgeleitet. Die Gattung Streptomyces stellt dabei die prominenteste
Bakteriengattung dar und wird im folgenden Kapitel vorgestellt.

1.2 Streptomyceten als Naturstoffproduzenten

Gram-positive Bakterien lassen sich grundsatzlich in zwei Gruppen unterteilen, in Bakterien,
deren Genom einen niedrigen Gehalt an Guanin- und Cytosin-Basen aufweist und solche mit
einem hohen Gehalt. Letztere bilden die Abteilung der Actinobacteria, in welche die Gattung
Streptomyces eingegliedert ist. Hierbei handelt es sich hauptsachlich um aerobe, saprophytische
Bodenbakterien mit einer groRen Ahnlichkeit zu filamentdsen Pilzen, da ihnen ein komplexer,
multizelluldrer Lebenszyklus gemein ist (Abbildung 4). Aus einer Spore, einer ruhenden
Dauerform, bildet sich unter geeigneten Bedingungen ein Keimfaden, der durch
Langenwachstum zu Hyphen auswachst. Durch zusatzliche Verzweigungen wachst ein dichtes,
vegetatives Mycel heran, welches in das Substrat eindringt, um Nahrstoffe aus der Umgebung
aufzunehmen. Eine Erschopfung des Nahrstoffangebots dient neben anderen Faktoren als Signal
fir das Auswachsen eines Luftmycels. Lufthyphen werden durch eine spezielle Form der
Zellteilung in Kompartimente gegliedert und wachsen durch Verdickung der Sporenwande und
weitere Entwicklungsschritte zu reifen Sporen heran (Chater, 1993; Flardh and Buttner, 2009).
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Abbildung 4: Der Lebenszyklus von Streptomyceten (Angert 2005, modifiziert). Aus einer keimenden Spore wéachst eine vegetative
Hyphe aus, die sich durch Zellteilung verzweigt und ein Substratmycel bildet. Werden Nahrstoffe rar, induziert dies die Bildung eines
Luftmycels. Durch Zellteilung der Enden von Substratmycelfilamenten entstehen schlielRlich Sporenketten.
Neben einem hohen GC-Gehalt von rund 70% (Wright and Bibb, 1992) weisen Streptomyceten
auBerdem mit rund 8 Mb ein fast doppelt so groRes Genom wie Escherichia coli auf, das zudem

als lineares Chromosom vorliegt (Kieser et al., 1992; Leblond et al., 1993).

Wie bereits erwdhnt umfasst die Gattung Streptomyces die meisten Antibiotikaproduzenten
unter den Mikroorganismen. Rund zwei Drittel aller antimikrobiellen Wirkstoffe und auch
bioaktiver Metabolite mit anderer Wirkung (z. B. Zytostatika oder Antimykotika) werden von
Actinomyceten produziert, von diesen wiederum rund 80% von Streptomyceten, wie z. B.
Chloramphenicol aus Streptomyces venezuelae, Daptomycin aus Streptomyces roseosporus und
Kanamycin aus Streptomyces kanamyceticus (Kieser et al., 2000).

Nicht zu Unrecht wurde Streptomyces im Jahr 2016 von der Vereinigung fir Allgemeine und
Angewandte Mikrobiologie in Deutschland zur Mikrobe des Jahres gewahlt. Die Fachgesellschaft



fUhrt in ihrer Laudatio auf diese Gattung aus (Vereinigung fiir Allgemeine und Angewandte
Mikrobiologie, 2016), dass Streptomyces indirekt bereits zwei Mal mit dem Nobelpreis geehrt
wurde — als Produzent des Antibiotikums Streptomycin (1952) und des gegen Wurminfektionen
wirkenden Ivermectins (2015) — und dass Streptomyceten viele weitere Talente besitzen: Sie
spielen eine wesentliche Rolle beim Recycling abgestorbener Pflanzen, fir die Humusbildung und
sorgen nebenbei fir den frischen Duft von Waldboden.

Streptomyceten, wie auch andere Mikroorganismen, produzieren eine Vielfalt an bioaktiven
Sekundarmetaboliten und machen sich dabei verschiedene Synthesemaschinerien zu Nutze. Hier
werden die fur diese Arbeit wichtigen Systeme zur Synthese von peptid- und polyketidhaltigen
Naturstoffen beschrieben.

Peptidische Verbindungen werden hauptsachlich auf zwei verschiedene Arten synthetisiert,
entweder wie Peptide des Primarstoffwechsels durch ribosomale Synthese und anschliefende
post-translationale  Modifikationen oder durch groRe  Multienzymkomplexe, die
nichtribosomalen Peptidsynthetasen (NRPS). Letztere haben den Vorteil Peptide grofer
struktureller Diversitat synthetisieren zu kénnen, da sie bezlglich der Substrate nicht wie das
Ribosom auf 20 proteinogene Aminosduren beschrankt sind.

NRPS bestehen aus Modulen, wobei jedes Modul fur den Einbau einer bestimmten Aminosaure
verantwortlich ist und die Reihenfolge der Aminosduren im Produkt abhidngig von der
Reihenfolge der Module ist. Jedes Modul besteht aus wenigstens drei Doméanen (Abbildung 5):
eine Adenylierungsdomane (A) zur Substraterkennung, die die Aminosaure unter ATP-Verbrauch
zu Aminoacyl-Adenylat aktiviert und diese kovalent als Thioester an den Co-Faktor 4'-
Phosphopanthethein der Peptidyl-Carrier-Protein-Doméane (PCP) bindet und schlieflich eine
Kondensationsdomane (C), die die an zwei benachbarten PCP-Domanen gebundenen Aminoacyl-
Substrate mit einer Peptidbindung verknlpft. Ausgenommen hiervon sind das initiale Modul, das
lediglich aus einer A- und einer PCP-Domane besteht und das terminale Modul, das die Synthese
in der Regel mittels einer zuséatzlichen Thioesterase (TE) beendet und das Produkt, hdufig unter
Zyklisierung, freisetzt. Weitere Domanen kdnnen in den jeweiligen Modulen weitere
Modifikationen bewirken, wie z. B. Epimerase-Domanen (E) oder Methyltransferase-Domanen
(MT) (Dickschat, 2011; Finking and Marahiel, 2004; Fischbach and Walsh, 2006).
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der Biosynthese eines Peptids durch eine NRPS. Nach Auswahl und Aktivierung eines
Substrats durch die A-Domédne wird dieses an die PCP-Domdne gebunden. Bei der Verknipfung der Aminosduren an zwei
benachbarten PCP-Domanen durch die C-Domane kommt es zum nukleophilen Angriff der Aminogruppe der bereits eingebauten
Aminoséaure an der Carboxylgruppe der neueintretenden Aminosaure und schliefRlich zur Ausbildung einer Amidbindung.

Ahnlich modular aufgebaut sind Polyketidsynthasen (PKS), welche Acetyl-CoA und Malonyl-CoA
zu Polyketidverbindungen verknipfen. Analog zu NRPS verknlpft eine Acyltransferase-Domane
(AT) das von ihr ausgewahlte Substrat an die 4'-Phosphopanthethein-Gruppe der Acyl-Carrier-



Protein-Doméne (ACP), so dass eine Ketosynthase-Domédne (KS) die Erweiterung der Poly-
B-Ketothioesterkette katalysieren kann. Des Weiteren findet sich bei PKS wie bei NRPS im
initialen Modul keine KS und eine TE-Domane im letzten Modul beendet die Synthese. Weitere
modifizierende Domanen kénnen vorhanden sein, wie Ketoreduktase-Doméanen (KR), die die
B-Ketoacylgruppe zu einer B-Hydroxyacyleinheit reduzieren, Dehydratase-Domanen (DH), die
durch den Verlust von Wasser eine Doppelbindung einfihren sowie Enoylreduktase-Domanen
(ER), die diese Doppelbindung zu einer gesattigten Einfachbindung reduzieren. Die beschriebene
Form der PKS wird als modularer Typ | bezeichnet (Fischbach and Walsh, 2006; Smith and Tsai,
2007). Typ II-PKS bestehen aus einigen wenigen alleinstehenden Enzymen, die wiederholt
genutzt werden, um eine Polyketidverbindung zu synthetisieren. Die minimale Typ II-PKS besteht
aus einer ACP-Domaéne, die die wachsende Polyketidkette tragt sowie einem Dimer aus einer
funktionalen KS-Domaéne (KSy) und einer KS-Doméne (KSg), deren katalytische Triade durch das
Fehlen des Cysteins nicht funktional ist. Diese auch chain length factor (CLF) genannte KSg-
Domaéne bestimmt zum einen die Kettenldnge der wachsenden Polyketidkette und ist zum
anderen héchstwahrscheinlich am Laden von Malonyl-CoA-Einheiten auf die ACP-Domane und
ihrer anschliefenden Decarboxylierung zu Acyl-KS beteiligt. Produkte von Typ [I-PKS sind in der
Regel groRe, aromatische Polyketidverbindungen (Hertweck et al., 2007). Typ IlI-PKS bestehen
lediglich aus einer KS-Domaéne, die sdamtliche Reaktionen, zunadchst die Kondensation von
Startereinheiten zu einer Polyketidkette und anschlieend eine intramolekulare Zyklisierung,
alleine ausfuhrt (Fischbach and Walsh, 2006; Shimizu et al., 2017).

NRPS und PKS kénnen eigenstdndig vorkommen, aber auch kombiniert als Hybrid-NRPS/PKS-
Systeme vorliegen und ermoglichen somit die Synthese einer unglaublichen Vielfalt an
Naturstoffen (Fisch, 2013).

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Biosynthese der antibiotisch wirksamen Acyldepsipeptide
beleuchtet werden, die als peptid- und polyketidhaltige Sekunddrmetabolite von einem
Streptomyces-Stamm produziert werden und im folgenden Kapitel ndher beschrieben werden.

1.3 Acyldepsipeptid-Antibiotika

1985 wurde erstmals der antibiotisch wirksame Extrakt A54556 aus Streptomyces hawaiiensis
NRRL 15010 (wird im Folgenden abgekirzt als S. hawaiiensis bezeichnet) beschrieben und sechs
darin enthaltene, eng verwandte Komponenten wurden neben der Aufklarung ihrer Struktur
bezlglich ihrer chemischen und physikalischen Eigenschaften charakterisiert (Michel and
Kastner, 1985) (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Natlrliche Enopeptin-Depsipeptid-Derivate. Faktor A, B, C, D, E und H wurden 1985 aus dem Acyldepsipeptid-Extrakt
A54556 aus S. hawaiiensis NRRL 15010 isoliert und strukturell aufgeklart (Hinzen et al., 2006; Michel and Kastner, 1985). Die 1991
isolierten Enopeptine A und B sind Sekundarmetabolite aus Streptomyces sp. RK-1051 (Koshino et al., 1991).



Obwohl auch bereits eine Aktivitdit gegen Penicillin-resistente Staphylokokken und
Streptokokken gezeigt werden konnte, wurde die Forschung an diesem Extrakt erst 20 Jahre
spater durch die Bayer AG wieder aufgenommen. Nach Vollsynthese der wirksamsten
Hauptkomponente ADEP1 (vormals factor A) sowie der Synthese von strukturoptimierten
Derivaten, wurde die antibiotische Aktivitat untersucht und die neuartige Targetstruktur der
Acyldepsipeptide (ADEPs) identifiziert (Brotz-Oesterhelt et al., 2005). Bis heute sind ADEPs im
Fokus vieler Wissenschaftler und sowohl die Substanzen selbst, als auch ihre Zielstruktur werden
intensiv erforscht.

ADEPs gehoren strukturell gesehen zur Familie der Enopeptine, mit einem Lactonring aus finf
S-konfigurierten Aminosauren, an den Uber die Aminogruppe eines Serins ein Phenylalanin mit
einer lipophilen Seitenkette verknipft ist (Hinzen et al., 2006; Osada et al., 1991). Sie sind eng
verwandt mit den 1991 isolierten Enopeptinen A und B, flr die erstmals die richtige
Konfiguration dieser Substanzklasse publiziert wurde (Abbildung 6) (Koshino et al., 1991).

Biosynthetisch interessant ist das (2S,4R)-4-Methylprolin in ADEP1 und Enopeptin A. Hierbei
handelt es sich um eine nicht-proteinogene Aminosdure, deren Vorkommen bisher nur fir
wenige Naturstoffe berichtet wurde (Hibi et al., 2013; Liu et al., 2014b; Luesch et al., 2003; Lukat
etal., 2017).

Um sowohl die physikochemischen als auch die pharmakokinetischen Eigenschaften (schlechte
Wasserloslichkeit, Licht- und Hitzeempfindlichkeit der konjugierten  Alkenstruktur,
Hydrolyseempfindlichkeit des Lactonrings sowie der Seitenkette) der natiirlichen Derivate zu
optimieren, wurden durch Totalsynthese verschiedene Derivate hergestellt (Abbildung 7)
(Hinzen et al., 2006).
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Abbildung 7: Strukturen verschiedener ADEP-Derivate. Chiralitdtszentren in ADEP2 und ADEP3 sind mit einem Stern markiert.

Brotz-Oesterhelt et al. zeigten fir zwei dieser Derivate, ADEP2 und ADEP4, im Vergleich zu dem
natlrlichen Derivat ADEP1 und dem durch R-Konfiguration inaktiven ADEP3 eine
beeindruckende antibakterielle Aktivitat gegen Gram-positive Pathogene im Tiermodell und in
vitro (Tabelle 1).
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Stamm Resistenz-Phanotyp ADEP1 ADEP2 ADEP3 ADEP4

Bacillus subtilis 168 0,2 0,05 >100 0,01
Streptococcus pneumoniae 665 PRSP 1,6 0,05 >100 0,02
Streptococcus pyogenes Wacker 0,4 0,01 >100 0,02
Enterococcus faecalis ICB 27159 0,4 <0,01 >100 <0,01
Enterococcus faecium L 4001 VRE 0,4 0,02 >100 <0,01
Staphylococcus aureus NRS 119 MRSA 6,3 0,4 >100 0,05

Tabelle 1: Minimale Hemmkonzentrationen flr reprasentativ ausgewahlte klinische Isolate als Mal? fur die antibakterielle in vitro-
Aktivitat verschiedener ADEP-Derivate (Brotz-Oesterhelt et al. 2005, modifiziert). PRSP: Penicillin-resistenter Streptococcus
pneumoniae; VRE: Vancomycin-resistente Entereokokken; MRSA: Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus.

In weiteren Optimierungsansatzen konnte gezeigt werden, dass durch Austausch bestimmter
Aminosauren im Lactonring eine Stabilisierung der bioaktiven Konformation und damit eine
Wirkungssteigerung erreicht werden kann (Carney et al.,, 2014b). So wurde ebenfalls das
N-Acyldifluorophenylalanin als kleinste notwendige Einheit fir die Bioaktivitat beschrieben und
bietet Moglichkeiten zum Design weiterer nicht-peptidischer Derivate (Carney et al., 2014a).

Durch Einbauversuche mit radioaktiv markierten Ausgangsstoffen konnte keiner der klassischen
Antibiotika-Wirkmechanismen (Biosynthese von RNA, DNA, Proteinen, Zellwand oder Folsaure)
den ADEPs zugeschrieben werden. Untersuchungen einer spontan ADEP-resistenten Escherichia
coli-Mutante (enstanden durch ADEP-Behandlung der Efflux-Pumpen-Mutante E. coli HN818
AacrA in Gegenwart des die Membran permeabilisierenden Polymyxin B Nonapeptids) zeigten
Nonsens-Mutationen in ClpP, der katalytischen Kernkomponente der bakteriellen
caseinolytischen Protease, welche damit als neuartiges antibakteriellesTarget identifiziert wurde
(Brotz-Oesterhelt et al., 2005).

1.4 Die Clp Protease

Um nicht genutzte Proteine effizient abbauen zu kénnen, wahrend der Rest des Proteoms
unangetastet bleibt, arbeiten in der bakteriellen Zelle eine Reihe von streng kontrollierten AAA+
Proteasen (ATPases associated with diverse cellular activities). Hierbei handelt es sich um
kompartimentierte Proteasen, die aus einer Peptidase sowie einer energieliefernden ATPase
bestehen, wobei erste als proteolytischer Kern fungiert und letztere Substrate erkennt, entfaltet
und in die proteolytische Kammer der Peptidase einfiihrt. In Bakterien gehéren hierzu die
Peptidase ClpP in Kombination mit verschiedenen Clp-ATPasen (ClpA, ClpC, ClpX), Lon, HslUV
(alternativer Name ClpYQ), FtsH sowie in Actinomyceten das 20S Proteasom (Olivares et al,,
2015; Sauer and Baker, 2011).

Die caseinolytische Protease Clp ist eine in Prokaryoten streng konservierte, ATP-abhangige
Serin-Protease, die ihren Namen aufgrund ihrer Fahigkeit, in in vitro-Experimenten Casein
abbauen zu kénnen, tragt. Sie ist mallgeblich an der Proteinhomdostase in der Zelle beteiligt,
indem sie durch Oxidation und Hitze geschéadigte Proteine, falsch gefaltete oder anderweitig
unbrauchbare Proteine sowie regulatorische Proteine, die z. B. wichtig fur die Zelldifferenzierung
oder Virulenz sind, abbaut (Feng et al., 2013; Frees et al., 2014; Olivares et al., 2015).

Das proteolytische Zentrum ClpP besteht aus 14 ClpP-Monomeren, die sich nach Assemblierung
von zwei Heptamerringen zu einer tetradekameren Fassstruktur zusammenlagern (Abbildung 8).
Diese tragt in ihrem Inneren vierzehn aktive Zentren, deren katalytische Triaden von den
Aminosauren Serin (Ser), Histidin (His) und Asparaginsaure (Asp) gebildet werden.
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Abbildung 8: Zusammensetzung und Funktion der bakteriellen Clp-Protease (Brétz-Oesterhelt & Sass 2014, modifiziert). Clp-ATPasen
férdern die Oligomerisierung von ClpP-Monomeren zu tetradekameren Komplexen und erkennen Substrate, die nach Entfaltung zum
Abbau in die proteolytische Kammer eingefiihrt werden und dort zerschnitten werden. An der Substraterkennung kdénnen
Adapterproteine beteiligt sein.

In in vitro-Experimenten mit isoliertem ClpP aus E. coli als Modellorganismus flir Gram-negative
Bakterien war das ClpP-Oligomer peptidisch aktiv, aber konnte keine Proteine schneiden
(Thompson et al., 1994). ClpP aus B. subtilis hingegen war alleine nicht in der Lage selbst kurze
Peptide abzubauen (Kirstein et al., 2006). Um B. subtilis ClpP zum Peptid- und Proteinverdau
sowie E. coli ClpP zum Proteinabbau zu aktivieren, werden assoziierte Clp-ATPasen benétigt.
Diese werden anhand von spezifischen Sequenzabschnitten und der Anzahl und dem Abstand
ihrer Nukleotidbindestellen in Subfamilien eingeteilt. Wahrend ClpX allen Bakterien gemein ist,
treten fur ClpA, ClpC und CIpE speziesabhangig verschiedene Kombinationen auf (Frees et al,,
2007). Monomere der Clp-ATPasen bilden hexamere Ringstrukturen und je eine dieser
Strukturen bindet Gber sechs flexible Schleifen an hydrophobe Taschen auf den AufRenseiten des
oberen und/oder unteren ClpP-Heptamers (Grimaud et al., 1998; Kirstein et al., 2006).

Die Erkennung der Substrate erfolgt Uber spezifische Erkennungssequenzen, sogenannte
Degrons, die C-terminal, N-terminal oder auch innerhalb der Proteinsequenz lokalisiert sein
kdnnen. Das wohl prominenteste Beispiel ist das SsrA-Tag, bestehend aus 11 hydrophoben
Aminosauren, welche C-terminal an naszierende Proteine angehingt werden, wenn die
ribosomale Proteinsynthese durch beschadigte mRNA zum Erliegen kommt (Keiler et al., 1996).
Abhdngig vom jeweiligen Organismus erkennen unterschiedliche Clp-ATPasen SsrA-markierte
Proteine (ClpX und ClpA in E. coli, ClpX in B. subtilis, ClpX, ClpC und CIpE in Streptococcus mutans)
und flhren sie ClpP zum Abbau zu (Gottesman et al., 1998; Tao and Biswas, 2015; Wiegert and
Schumann, 2001). Wahrend solche Degrons bereits einen spezifischen Abbau der durch sie
markierten Proteine bewirken, kann die Substratspezifitdit der Clp-ATPasen weiter durch
Adapterproteine gesteuert werden, die an diese binden, sie aktivieren und ihre Funktion
modulieren (Kirstein et al., 2009b).

Der ersten Beschreibung von ClpP aus E. coli (Katayama-Fujimura et al., 1987) folgten vielfaltige
Studien Uber ClpP-Proteine aus verschiedenen Organismen sowie diverse hochaufgeldste
Rontgenkristallstrukturen, die Einblick in die komplexe, dynamische Struktur und die Funktion
der Peptidase gaben.

Das ClpP-Monomer lasst sich grob in drei funktionelle Bereiche gliedern: eine axiale Schleife am
N-Terminus, eine Hauptdomane sowie eine dynamische Henkelregion (Abbildung 9).

10



E. coli ClpP
Axiale Schleife

Hauptdomane

Abbildung 9: Sekundare Strukturelemente eines ClpP-Monomers aus E. coli. Gepunktete Bereiche stellen die Aminoséuren der
katalytischen Triade dar (Ser-His-Asp) (Yu & Houry 2007, modifiziert).

Nach der Oligomerisierung kontrollieren die N-terminalen axialen Schleifen den Zugang von
Substraten durch die axialen Poren zum katalytischen Zentrum, indem sie verschiedene
Konformationen annehmen (,,up” und ,, down”) und auBerdem zur Interaktion von ClpP mit den
assoziierten Clp-ATPasen beitragen (Gribun et al.,, 2005). Die Hauptdoménen der ClpP-
Monomere bilden zusammen den fassartigen Korper, der die katalytischen Triaden umgibt. Fir
die dynamische Henkelregion wurden mittels Kristallstrukturen drei verschiedene Zustdnde
beschrieben, durch die ClpP eine elastische Struktur erhalt. Im extended state, also einem
gestreckten Zustand, sind die R9- sowie die E-Helix streng geordnet, was eine Konformation
erzeugt, die die Aminosauren der katalytischen Triade in einen flr die Katalyse vorteilhaften
Abstand bringt. Der compact state, ein kompakter Zustand, ist charakterisiert durch eine
ungeordnete Henkelregion, was zu einer Inaktivierung der Protease durch eine ungeordnete
katalytische Triade fuhrt. Im compressed state flhrt ein Knick in der E-Helix zu einer gestauchten
Anordnung, die zwar inaktiv beziiglich der Peptidaseaktivitat ist, aber durch entstehende
Seitenporen in der Equatorialebene vermutlich maligeblich an der Freisetzung der
Abbauprodukte beteiligt ist (Gersch et al., 2012; Gribun et al., 2005; Kimber et al., 2010; Liu et
al., 2014a).

In M. tuberculosis, dem Erreger der Tuberkulose und einem aufgrund von Multiresistenzen
weltweiten Problemkeim, sieht die Organisation der Clp-Protease anders aus als in den bisher
beschriebenen Modellorganismen. Im Genom von Mykobakterien finden sich Gene fiir zwei
ClpP-Homologe (Gene, die von einem gemeinsamen Vorfahren abstammen), die in einem
bicistronischen Operon (clpPlclpP2) liegen und beide essentiell fir das Wachstum, die
proteolytische in vitro-Aktivitdt und in vivo fur die Infektion von Mdusen sind (Raju et al., 2012).
Anfanglich konnte gezeigt werden, dass ClpP1 sich selbst und auch ClpP2 in vitro zwar
unabhangig von Clp-ATPasen prozessiert, aber dass beide Homologe in vitro, selbst in
Kombination, nur peptidolytisch inaktive homotetradekamere Komplexe bilden. Erst zusammen
mit einem synthetischen Aktivatorpeptid (Benzyloxycarbonyl-Leucyl-Leucin, kurz Z-LL)
dissoziieren die zunachst inaktiven homotetradekameren Komplexe auseinander und lagern sich
zu peptidolytisch aktiven Heterotetradekameren, bestehend aus einem ClpP1- und einem ClpP2-
Homoheptamer, zusammen (Akopian et al., 2012). AuRerdem entsteht in Anwesenheit beider
ClpP-Homologe, einer Clp-ATPase (ClpC1 oder ClpX) und ATP sowie einem gefalteten
Modellsubstrat wie GFP-SsrA ein stabiler Komplex, der proteolytisch aktiv ist und das Substrat
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abbaut (Schmitz and Sauer, 2014). Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass sich die Affinitat der
beiden ClpP-Homoheptamere zu den Clp-ATPasen stark unterscheidet, da nur fir ClpP2 eine
Interaktion mit den Clp-ATPasen ClpX und ClpC1 gezeigt werden konnte, die letztendlich zu einer
aktiven Konformation fihrte (Leodolter et al., 2015).

Auch fur weitere Bakterien-Gattungen wurden mehrere clpP-Gene beschrieben, die aber nicht
zusammen in einem Operon transkribiert werden. So exprimieren Listeria monocytogenes und
Chlamydia trachomatis jeweils zwei monocistronische ClpPs. Wahrend fur die ClpP-Homologe
aus Listeria eine Heterokomplexbildung gezeigt werden konnte, wurde fir die Chlamydien-ClpP-
Proteine bisher eine unabhéngige Homooligomerbildung angenommen (Fisher et al., 2018; Zeiler
et al., 2013). Neuste in vitro-Experimente weisen aber auch fir die ClpP-Homologe der Gattung
Chlamydia auf die Bildung eines Heterotetradekamers hin (Stefan Pan, persénliche Mitteilung).
Pseudomanos aeruginosa stellt ein weiteres Pathogen dar, dass zwei c/lpP-Gene besitzt. Hier
scheinen die Homologe abhdngig und unabhédngig voneinander verschiedene Funktionen
beziglich der Motilitat, Pigmentproduktion, Eisenaufnahme und Biofilmbildung zu erfillen (Hall
etal., 2017).

Wie bereits erwdhnt, wurde ClpP als neuartige Target-Struktur der antibiotisch wirksamen ADEPs
in Gram-positiven Bakterien identifiziert (Brotz-Oesterhelt et al., 2005). Kiirzlich wurde aber auch
eine Wirksamkeit gegen Gram-negative Endobakterien der Gattung Wolbachia und Neisseria
meningitidis beschrieben (Goodreid et al., 2014; Schiefer et al., 2013). Im Gram-negativen
Modellorganismus E. coli kann ADEP in Ganzzellversuchen die Zellwand nicht Gberqueren, stellt
aberin in vitro-Experimenten mit der isolierten Protease ein wichtiges Werkzeug zur Erforschung
der Clp-Maschinerie in Gram-negativen sowie in Gram-positiven Bakterien dar. Der
Wirkmechanismus wird im folgenden Kapitel 1.5 beschrieben.

1.5 ClpP als Target der Acyldepsipeptide

Erste Studien zum ADEP-Wirkmechanismus wurden an isoliertem ClpP von B. subtilis
durchgefthrt. Durch Zugabe von dquimolaren Konzentrationen von ADEP1 oder ADEP2 konnte
ClpP proteolytisch aktiviert werden und das Modellsubstrat Casein, unabhdngig von den
naturlich assoziierten ATPasen, vollstandig abbauen (Brétz-Oesterhelt et al., 2005). Des Weiteren
wurde gezeigt, dass ADEPs auf mehreren Ebenen in Funktion und Organisation der ClpP-
Maschinerie eingreifen (Abbildung 10).

In vitro triggern sie die Oligomerisierung von B. subtilis ClpP-Monomeren zu Tetradekameren
und stabilisieren den ClpP-Tetradekamerkomplex in E. coli (Kirstein et al., 2009a; Li et al., 2010).
AuRerdem verhindern sie die Interaktion von ClpP mit den Clp-ATPasen durch Bindung an
dieselben Bindestellen oder verdrangen letztere sogar aus bereits bestehenden Komplexen mit
ClpP. Somit werden natlrliche Substrate nicht mehr abgebaut, die Proteinhomo&ostase der
Bakterienzelle ist gestort und alle nattrlichen Funktionen der Protease werden unterbunden.
Dies macht aber nicht den alleinigen Wirkmechanismus aus, da ClpP in den meisten Bakterien
nicht essentiell ist. Zusatzlich aktivieren ADEPs ClpP zum Abbau von naszierenden, ungefalteten
Proteinen in vitro und in vivo und berauben es so seiner Substratspezifitat. Somit sind ADEPs die
ersten Antibiotika, fir die eine Uberaktivierung der Zielstruktur im Gegensatz zu einer reinen
Inhibierung beschrieben wurde (Brotz-Oesterhelt et al. 2005; Kirstein et al. 2009; Brotz-
Oesterhelt & Sass 2014).Strukturell gesehen bewirkt die ADEP-Bindung an ClpP eine
Konformationsanderung, die die axiale Pore erweitert und die N-terminalen Schleifen in eine

12



Lup“-Stellung bringt, so dass die katalytischen Zentren im Inneren der Fassstruktur fir
ungefaltete Proteine erreichbar werden (Malik and Brotz-Oesterhelt, 2017).

ADEP
a)
L» —
ClpP-

Monomere

- ADEP + ADEP

o
H\
. ® :

Abbildung 10: Modell des Wirkmechanismus von ADEPs an ClpP. A) ADEPs fordern die Oligomerisierung von Monomeren zu
Tetradekamer-Komplexen und verdréngen die Clp-ATPasen von ihren Bindestellen (a). B) Durch eine Konformationséanderung 6ffnen
sie die Eintrittsporen und ermoglichen den Abbau von ungefalteten, naszierenden Proteinen direkt am Ribosom (b) (Brotz-Oesterhelt
& Sass 2014, modifiziert).

Ribosom

Sass et al. beobachteten unter ADEP-Konzentrationen nahe der minimalen Hemmkonzentration
(MHK) als auBergewohnlichen Phadnotyp eine Filamentierung bei B. subtilis sowie ein
Anschwellen der Kokken S. aureus und S. pneumoniae. Sie identifizierten das Zellteilungsprotein
FtsZ als erstes Substrat ADEP-aktivierten ClpPs. FtsZ polymerisiert unter physiologischen
Bedingungen GTP-abhéngig zu einem sogenannten Z-Ring und ist durch die Formierung des
Divisoms mafgeblich an der Zellteilung beteiligt. FtsZ, und somit die Zellteilung, scheinen ein
bevorzugtes Target flir durch ADEPs reprogrammiertes ClpP zu sein (Sass et al., 2011).

In den bisher untersuchten Gram-positiven Bakterien der Abteilung Firmicutes, wie B. subtilis,
S. aureus, E. faecalis und S. pneumoniae, ist ClpP nicht essentiell und unter ADEP-Behandlung
lieBen sich in vitro zu Resistenz fihrende Punktmutationen mit einer Haufigkeit von 10°
selektieren, was fir den Einsatz in der Klinik eine Kombinationstherapie nahelegt (Brotz-
Oesterhelt et al., 2005).

Interessant vor diesem Hintergrund ist aber, dass ClpP einen starken Einfluss auf die Virulenz von
Pathogenen sowie das Ansprechen auf eine antibiotische Therapie hat. So verursacht eine clpP-
Deletionsmutante von S. aureus im Mausmodell wesentlich geringere Gewebeldsionen als der
Wildtyp und sie ist auch wesentlich weniger tolerant gegeniber oxidativem Stress (Frees et al.,
2003). Auch die humanen Pathogene Listeria monocytogenes und Salmonella typhimurium
zeigen verminderte Virulenz gegentber Makrophagen bzw. im Mausmodell, wenn clpP deletiert
ist (Gaillot et al., 2000). Dies bestatigt die Protease als interessantes Target und eroffnet neue
Moglichkeiten fur Studien Uber ADEPs als mogliche Antivirulenz-Antibiotika.

Kurzlich wurde gezeigt, dass ADEP4 in der Lage ist selbst persistierende Bakterien zu téten.
Persister stellen eine ruhende Form von Bakterien dar, bei denen der Stoffwechsel sowie der
ATP-Gehalt in der Zelle und die Expression der klassischen Targetstrukturen auf ein Minimum
reduziert sind. Unter Bedingungen, bei denen klassische Antibiotika unwirksam sind, kann ADEP-
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aktiviertes ClpP Proteine ATP-unabhangig abbauen und so in Kombination mit Rifampicin selbst
Biofilme und schwere Infektionen mit S. aureus im Mausmodell ausmerzen (Conlon et al., 2013).

Mykobakterien stellen beztglich der Wirkung von ADEPs bisher einen Sonderfall dar. Wie bereits
beschrieben, binden die Clp-ATPasen hier im natirlichen Komplex lediglich an das ClpP2-
Heptamer im ClpP1P2-Heterotetradekamer. Auch fiir ADEP2 konnte gezeigt werden, dass es
ausschliefslich an diese Untereinheit binden. Vor dem Hintergrund, dass ClpP in Mykobakterien
essentiell ist, das Zellteilungsprotein FtsZ hier im Kontrast zu anderen Bakterien kein Substrat fir
ADEP-aktiviertes ClpP ist und die Aktivierung der Proteolyse durch ADEP nur schwach und nur in
Anwesenheit des Aktivatorpeptids Z-LL mdglich ist, kam die Méglichkeit in Betracht, dass ADEPs
in Mykobakterien keine Uberaktivierende Funktion haben. Knockdown-Studien, bei denen die
Expression des clpP1clpP2-Operons kontrolliert heruntergefahren wurde, zeigten, dass eine
verringerte Menge an ClpP1 und ClpP2 die Zelle sensitiver gegeniiber ADEP macht, anstatt sie
vor einer méglichen Uberaktivierung zu schiitzen. Somit sind Mykobakterien die erste bekannte
Bakterien-Spezies, bei der die inhibierende Wirkung von ADEP ausschlaggebend fir die Letalitat
des Antibiotikums ist (Akopian et al., 2012; Famulla et al., 2016; Vass and Chien, 2016).

Nach der Veroffentlichung von ADEPs und ihrem Target ClpP wurde das Interesse vieler geweckt,
das mogliche Potential beider Strukturen aus verschiedenen Blickwickeln zu beleuchten. Neue
Ansatze der Strukturoptimierung resultierten in ADEP-Vertretern, fir die MHK-Werten gegen S.
pneumoniae und E. faecalis beschrieben wurden, die noch niedriger liegen als die von ADEP4
(Carney et al., 2014b).

Sieber und Bottcher publizierten in 2008 und 2009 mit dem B-Lacton D3 und weiter optimierten
Analoga die ersten ClpP-Inhibitoren. Der mit diesen Substanzen erzielte chemische Knockout von
ClpP fuhrt zu einer verminderten Expression wichtiger Virulenzfaktoren in S. aureus (Bottcher
and Sieber, 2008, 2009).

Des Weiteren wurden interessante Substanzen gefunden, die die Interaktion von ClpP mit den
Clp-ATPasen verhindern. Cyclomarin A, ein zyklisches Heptapeptid, welches von einem marinen
Streptomyceten-Stamm produziert wird, bindet spezifisch an ClpC1 von M. tuberculosis und
entkoppelt die ATPase somit von der Proteolyse durch ClpP (Schmitt et al., 2011). Ecumicin, ein
zyklisches Tridecapeptid aus einem Nomonurea-Stamm und Lassomycin, ein 16 Aminosduren
langes Peptid aus einer unkultivierbaren Spezies, entkoppeln beide ebenfalls durch Bindung an
ClpC1 von M. tuberculosis die Interaktion mit ClpP, wahrend die ATPase-Aktivitat aber stark
erhoht wird (Gao et al., 2015; Gavrish et al., 2014). Obwohl der Wirkmechanismus keiner dieser
Substanzen bisher vollstandig aufgeklart ist, macht die niedrige Spontanresistenzrate und ihre
Targetspezifitdt Hoffnung auf neue Wirkstoffe im Kampf gegen multiresistente M. tuberculosis-
Stamme.

1.6 ClpP in Streptomyceten

Im Vergleich zur Clp-Protease in den typischen Gram-positiven und Gram-negativen
Modellorganismen sind ClpP sowie seine zur Proteolyse notwendigen Partner in Streptomyceten
wenig erforscht. Bereits erfolgte Studien weisen jedoch darauf hin, dass die Clp-Maschinerie hier
wesentlich komplexer ist und dass mehrere ClpP-Homologen vorkommen, die sehr streng
reguliert sind (Abbildung 11). Die ehemalige Arbeitsgruppe um Philippe Mazodier vom Institut
Pasteur in Paris veroffentlichte zwischen 1999 und 2013 sieben Publikationen Uber ihre Arbeit
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an ClpP in Streptomyces lividans und Streptomyces coelicolor, welche wichtige Informationen fur
diese Dissertation lieferten.

Die meisten bis heute sequenzierten Streptomyceten-Genome weisen fiunf clpP-Gene auf. Fur
S. coelicolor und S. lividans wurde gezeigt, dass finf clpPs in zwei bicistronischen (clpPI1clpP2 und
clpP3clpP4) sowie einem monocistronischen Operon (c/pP5) vorliegen (De Crécy-Lagard et al.,
1999; Viala et al., 2000). Diese Anordnung von gekoppelt transkribierten clpP-Genen findet sich
grundsatzlich in allen bisher veroffentlichten Streptomyceten-Genomen. Allerdings gibt es unter
den bisher sequenzierten Streptomyces-Stammen einige Ausnahmen (z. B. S. griseus, S.
pristinaespiralis, S. clavuligerus und S. roseosporus (Gominet et al., 2011)), die kein zweites
bicistronisches Operon aufweisen, so dass mit clpP1clpP2 und clpP5 lediglich drei c/pP-Homologe
vorliegen. Gominet et al. vermuten fir diese Stamme den Verlust des clpP3clpP4-Operons eines
gemeinsamen Vorfahrens, so dass es zu einer Co-Evolution von Streptomyceten mit drei bzw.
finf clpP-Homologen kommen konnte. Im Gegensatz zu clpP in den meisten anderen Gram-
positiven Bakterien scheint in Streptomyceten zumindest ein clpP-Paar, entweder clpPIclpP2
oder clpP3clpP4, essentiell zu sein (Viala et al., 2000). Beide Operons scheinen paralog (verwandt
durch Genduplikation im selben Organismus) zu einander zu sein, da mit 50,2% zwischen ClpP1
und ClpP3 und 53,7% zwischen ClpP2 und ClpP4 die héchsten Ahnlichkeiten der ClpPs in S.
coelicolor vorliegen. In ClpP1, ClpP2 und ClpP3in S. lividans und S. coelicolor liegt die katalytische
Triade streng konserviert vor, wahrend in ClpP4 das His durch ein Glycin (Gly) ersetzt ist. Der
katalytischen Triade fehlt somit die Base zur Erhéhung der Nukleophilie des Ser, wodurch ClpP4
vermutlich nicht proteolytisch aktiv ist (Viala et al., 2000).

Auf clpP5 wird im Folgenden wenig eingegangen. Es wurde gezeigt, dass es in allen bereits
sequenzierten Streptomyceten vorkommt, konstitutiv exprimiert wird und weder durch
Hitzeschock induziert noch durch einen der Regulatoren der anderen clpP-Gene reguliert wird
(Gominet et al., 2011). Zwischen Ser und His der katalytischen Triade ist der Abstand um eine
Aminosaure verklrzt, allerdings ist nicht bekannt, ob dies die Funktion der Protease beeinflusst.
Des Weiteren kann clpP5 die Funktion von clpPI1clpP2 bzw. clpP3clpP4 nicht ersetzen, da ein
Doppel-Knockout der beiden Operons trotz intakten clpP5s nicht erzeugbar war, wahrend sich
ein clpP5-Single-Knockout problemlos erzeugen lieR (Gominet et al., 2011).

Im Genom von S. coelicolor wurden Gene fur vier Clp-ATPasen identifiziert, c/pX sowie drei clpC
Homologe. Damit ist Streptomyces die erste Gattung, in der multiple c/pC-Homologe
nachgewiesen werden konnten (Bellier and Mazodier, 2004). Es wird vermutet, dass von diesen
zumindest clpC1 essentiell ist (Bellier and Mazodier, 2004). ClpX folgt direkt auf clpP1clpP2 auf
dem Chromosom, ist allerdings nicht in das Operon mit eingebunden und ist nicht essentiell (De
Crécy-Lagard et al., 1999; Viala and Mazodier, 2002). Welche ClpPs mit welchen Clp-ATPasen
interagieren ist bisher nicht bekannt. Es ist zu vermuten, dass durch Interaktion mit
verschiedenen ATPasen, wie in anderen Organismen, unterschiedliche Substrate abgebaut
werden kdnnen. In Abbildung 11 ist die bisher bekannte, sehr komplexe clpP-Genregulation in S.
lividans und S. coelicolor dargestellt.

In einem S. lividans Wildtyp-Stamm sind ClpP1 und ClpP2 dafiir verantwortlich, die notwendigen
proteolytischen Funktionen zu Gbernehmen, wahrend ClpP3 und ClpP4 nicht exprimiert werden
(Viala and Mazodier, 2002). Die Expression von clpPlclpP2 wird dabei von mindestens drei
verschiedenen Regulatoren kontrolliert.
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Der clp and Jon gene regulator (ClgR) wurde als Aktivator der clpP1clpP2 Expression, sowie von
clpC1, lon (codiert flr die ATP-abhangige Protease Lon) und sich selbst identifiziert (Bellier and
Mazodier, 2004). Interessanterweise wird ClgR von ClpP1CIpP2 abgebaut, so dass eine negative
Feedback-Schleife vorliegt (Bellier et al., 2006). Fir den Abbau durch ClpP1ClpP2 ist das
Vorhandensein von zwei Alanin-Resten am C-Terminus von CIgR essentiell. Auch die Protease
Lon weist zwei Alanin-Reste auf und konnte als Substrat von ClpP1ClpP2 identifiziert werden.
Allerdings scheint dies nicht die einzige Erkennungssequenz fir den Abbau durch ClpP1ClpP2 zu
sein, da diese auch ClpC1 abbauen, welches keine C-terminalen Alanin-Reste aufweist (Bellier et

al., 2006).
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Abbildung 11: Regulation der clpP-Genexpression in S. lividans und S. coelicolor und die daraus resultierende Gen- und
Proteinexpression. Diese hier zusammengetragenen Zusammenhange gehen auf vorangegangene Arbeiten der Arbeitsgruppe von
Philippe Mazodier zurlck.

Ein weiterer Aktivator der ClpP1ClpP2-Expression ist AdpA, ein pleiotroper Regulator der
AraC/XylS Familie. Es wurde gezeigt, dass AdpA in Streptomyceten-Stammen mit einem
clpP3clpP4-Operon gleichzeitig und unabhangig von ClgR die Expression von ClpP1ClpP2
aktivieren kann, allerdings nicht in Stammen, die kein clpP3clpP4-Operon besitzen (Guyet et al.,
2013).

ClpP1ClpP2 sind des Weiteren in die Zellantwort bei thiol-oxidativem Stress eingebunden. of
(sigmaR) ist der wichtigste Regulator bei Veranderung der reduktiven Bedingungen hinzu
oxidativem Disulphit-Stress im Cytoplasma von Streptomyceten (Paget et al., 1998). In diesem
Fall wird die Expression von zwei verschiedenen Isoformen (o® und o%) sowie ihre Freisetzung
vom zugehdrigen Anti-sigma-Faktor RsrA aktiviert, wodurch wiederum die Expression von
ClpP1ClpP2 sowie weiteren Proteasen und Thiol-reduzierenden Systemen induziert wird. In einer
negativen Feedback-Schleife baut ClpP1CIpP2 die instabile Isoform o% wieder ab (Kim et al.,
2009).

Wie bereits erwahnt, ist in einem S. lividans Wildtyp-Stamm kein ClpP3ClpP4 nachweisbar. Wird
allerdings die Expression von ClpP1ClpP2 durch einen Knockout verhindert, wird die Expression
von ClpP3ClpP4 als Paralog induziert und sichert dem Stamm das Uberleben (Viala et al., 2000).
Allerdings scheinen ClpP3ClpP4 nicht alle nattrlichen Funktionen von ClpP1ClpP2 Gbernehmen
zu konnen, da AclpPIclpP2-Stamme in ihrer Entwicklung eingeschrankt sind und z. B. auf
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bestimmten Medien im Vergleich zum Wildtyp kein Luftmycel ausbilden kénnen (De Crécy-
Lagard et al., 1999).

Induziert wird die Expression von ClpP3ClpP4 vom clpP3 operon regulator (PopR), einem DNA-
Bindeprotein, dessen Gen downstream von clpP4 in entgegengesetzter Orientierung codiert
(Viala et al., 2000). Im Wildtyp wird, wie in der AclpP1clpP2-Mutante, zwar ein popR-Transkript
gebildet und dieses auch translatiert, doch wird PopR hier von ClpP1CIpP2 abgebaut. Moglich
machen dies, wie auch bei ClgR, zwei C-terminale Alanin-Reste. Eine Autoregulation von PopR
wie bei ClgR konnte aber nicht nachgewiesen werden und ebenso keine Regulation anderer Gene
als clpP3clpP4. ClpP3ClpP4 sind auch in der Lage PopR zu einem gewissen Grad abzubauen, so
dass ClpP3ClpP4 ihre eigene Synthese in einem negativen Feedback-Loop kontrollieren (Viala and
Mazodier, 2002).

Es wurde bisher nicht beschrieben, wie die ClpPs und Clp-ATPasen in Streptomyceten
miteinander interagieren, um ihre proteolytischen Aufgaben in der Zelle zu leisten. Wie in Kapitel
1.4 beschrieben, sind heteromere ClpP-Komplexe in Mykobakterien bekannt und eine dhnliche
Situation ist auch flr Streptomyceten denkbar. Viala und Mazodier konnten zeigen, dass ClpP1
und ClpP2 in S. lividans prozessiert werden und sie vermuteten eine gegenseitige Prozessierung
mit moglichem Einfluss auf die Aktivitdt der Proteine. Ebenso erfolgte der Abbau eines
natdrlichen Substrats in in vivo-Experimenten nur in Anwesenheit beider ClpP-Homologe (Viala
and Mazodier, 2002). Somit liegt die Bildung von heteromeren ClpP-Komplexen auch in
Streptomyceten nahe.

1.7 ADEP-Resistenz in Streptomyceten

Aufgrund der komplexen ClpP-Maschinerie stellt sich die Frage, welchen Einfluss ADEP auf
Streptomyceten und die verschiedenen ClpP-Homologe hat. S. hawaiiensis ist als ADEP-
Produzent intrinsisch resistent gegen sein eigenes Produkt, aber es ist bisher nicht bekannt, wie
sich dieser Stamm gegen ADEP schiitzt. Dies sollte im Rahmen dieser Arbeit untersucht werden.

Gominet et al. untersuchten in Co-Kultivierungsexperimenten den Einfluss der von S. hawaiiensis
sekretierten Produkte gegen S. lividans und konnten eine Sensitivitdt von ClpP1ClpP2 im Wildtyp
sowie eine Resistenz von ClpP3CIpP4 in einem AclpP1clpP2-Stamm zeigen. Resistenz gegen den
ADEP-Naturstoffkomplex wurde aber nicht allein durch die Anwesenheit von intrinsisch ADEP-
resistentem ClpP3ClpP4 generiert, da die Uberexpression von ClpP3ClpP4 im Wildtyp-
Hintergrund nicht zu einer Resistenz fihrte (Gominet et al., 2011).

Bei der Untersuchung von spontan durch ADEP-Selektion resistent gewordenen S. lividans-
Mutanten wurden Mutationen detektiert, die zur Expression von nicht funktionalem ClpP1
flhrten. Neben Frame-Shift-Mutanten mit Downstream-Effekt auf ClpP2 wurden auch Mutanten
gefunden, fur die die Expression von intaktem ClpP2 weiterhin moglich war, woraus sich die
Hypothese ableiten lasst, dass ClpP2 vermutlich nicht ADEP-sensitiv ist und ADEP seine toxische
Wirkung in S. lividans lediglich an ClpP1 entfaltet.

Bei ihrer Arbeit mit S. lividans SclAB Efflux-Pumpen-Mutanten wurde auch diese Pumpe als
moglicher Resistenz-Faktor identifiziert. Eine Mutante, in der der ABC-Transporter durch
Knockout des zugehorigen Repressors konstitutiv expremiert wurde, war resistent gegen den
A54556-Extrakt bei der Co-Kultivierung mit S. hawaiiensis. Unter auf ADEP selektierten, spontan
resistenten Mutanten mit Asc/AB-Hintergrund wurden aulRerdem Stamme mit intaktem ClpP1
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gefunden, so dass es noch weitere Mechanismen geben muss, die in S. lividans eine Resistenz
gegen ADEP vermitteln kénnen (Gominet et al., 2011).

1.8 Zielsetzung dieser Arbeit

Wie bereits ausfuhrlich erldutert, stellen ADEPs eine interessante neue Antibiotikaklasse dar, die
schon vielseitig beleuchtet wurde, ob strukturell in Derivatisierungsprogrammen, beziglich ihres
Wirkmechanismus in verschiedenen Bakterien oder als Werkzeug zur Erforschung von ClpP.

Dennoch wurde seit der ersten Charakterisierung von S. hawaiiensis und der Isolierung von
ADEP1 (damals noch factor A) (Michel and Kastner, 1985) keine weitere Untersuchung des
Produzentenstammes veroffentlicht. Bisher ist unbekannt, wie ADEP1 biosynthetisch von
S. hawaiiensis produziert wird und durch welchen Resistenzmechanismus sich der Stamm gegen
sein Produkt schiitzt.

Neben der Etablierung eines Aufreinigungsprotokolls fir ADEP1 aus dem Kulturiberstand von
S. hawaiiensis sollte in dieser Arbeit das ADEP-Biosynthesegencluster (BGC) identifiziert und
analysiert werden. Bei der Annotierung der putativen Biosynthesegene wurde ein clpP-Gen
(clpPaper) in der Ndhe des Genclusters gefunden, das durch heterologe Expression in S. lividans
TK24 als ADEP-Resistenz vermittelndes Gen identifiziert werden konnte. S. hawaiiensis war in
unseren Handen nicht genetisch modifizierbar, so dass geplante Arbeiten zur Funktionalitat der
Clp-Maschinerie stattdessen in S. lividans als Modellorganismus durchgeftihrt wurden. Durch
heterologe Expression von clpPaper in S. lividans TK24 sowie verschiedenen clpP-Knockout-
Mutanten sollte aufgeklart werden, wie das zusatzliche ClpP-Protein mit dem natirlichen ClpP-
Regulon interagiert und so eine Resistenz gegen ADEPs ermoglicht.
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2 Materialien
2.1 Gerate

Auf die Kennzeichnung von Marken als eingetragene Waren-oder Dienstleistungsmarke (®, ™)

wurde im Folgenden verzichtet.

Analysenwaage XA105DU, Dual Range

Chemilumineszenz-Detektionsgerat Molecular Imager ChemiDoc

XRS System

Gefriertrocknung LYOVAC GT2/RC6
Geldokumentationssystem GelDoc XR+ System
Geldokumentationssystem Quantum ST5
Gelelektrophorese-Apparatur PerfectBlue Gel System
Homogenisator zum Zellaufschluss Precellys Evolution
HPLC 1100 Series

Inkubationsschrank IN110/IN160

LCMS 1100 Series

Magnetrihrer C Mag HS7

Metallblockthermostat Epptherm Liebisch 52526101
Metallblockthermostat TB2 Thermoblock
Mikrotiterplatten-Lesegerat infinite M200Pro
Mikrowelle

Mikrozentrifuge MiniStar silverline

Orbitalschittler Polymax 1040
Phasenkontrast-Mikroskop Axio Scope.A1
pH-Messgerat SevenMulti

Photometer Biochrom WPA CO8000
Real-Time-PCR-System AriaMX

Reinstwassersystem Milli-Q Advantage A10
Rotations-Schuttelinkubator Ecotron
Rotations-Schittelinkubator kiihlbar New Brunswick Innova 44
SDS-PAGE-Gelkammer Mini Gel Tank
SDS-PAGE-Gelkammer Mini-PROTEAN Tetra Cell
Sicherheitswerkbank Safe 2020

Spannungsgeber peqPower E300

Spannungsgeber PowerPac Universal

Thermocycler PeqSTAR 2x Gradient

Tischzentrifuge, gekihlt Eppendorf Centrifuge 5418R
Tischzentrifuge, ungeklhlt Eppendorf Centrifuge 5418
UV-Vis-Spektrophotometer NanoDrop 2000c
Vakuum-Konzentrator Uni Vapo 100H
Vortex-Mischer REAX 2000

Waage Laboratory LC 4200S

Wasserbad Memmert WNB 14

Western Blot Apparatur PerfectBlue Semi-Dry Blotter, Sedec
Zelldichte-Messgerat CO 8000 cell density meter
Zentrifuge Heraeus Multifuge X1R/X3R

Tabelle 2: In dieser Arbeit verwendete Gerate.

2.2 Chemikalien, Antibiotika, Enzyme, Kits, Antikorper

2.2.1 Chemikalien
(2S,4R)-4-Methylprolin
1,4-Dithiothreitol (DTT)
2-Mercaptoethanol
Adenosintriphosphat (ATP)
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Mettler Toledo
Bio-Rad Laboratories

Steris GmbH

Bio-Rad Laboratories
Vilber Lourmat GmbH
Peglab Biotechnologie GmbH
Bertin Technologies
Agilent Technologies
Memmert

Agilent Technologies

IKA

Liebisch Labortechnik
Analytiklena

Tecan Group LTD

Siemens

VWR International GmbH
Heidolph Labortechnik
Zeiss

Mettler Toledo

Biochrom GmbH

Agilent Technologies
Merck Millipore

Infors HT GmbH
Eppendorf

life Technologies

Bio-Rad Laboratories
Thermo Scientific

Peglab Biotechnologie GmbH
Bio-Rad Laboratories
Peglab Biotechnologie GmbH
Eppendorf

Eppendorf

Thermo Scientific
UniEquip GmbH

Heidolph

Satorius

Memmert Vertriebs-GmbH
Peglab

WPA biowave

Thermo Scientific

Key Organics
Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH
Sigma-Aldrich



Agar-Agar

Agarose

Amberlite XAD 2

Ameisensaure, p.a.

Amersham ECL Prime western blotting detection reagent
Amersham Hybond-ECL Nitrocellulose Blotting Membrane 0.45 um
Amersham Protan Premium 0.45 um NC Nitrocellulose Blotting
Membrane

Ammoniumheptamolybdat-Tetrahydrat ((NHa)sM07024)
Bradford Protein Assay Dye Reagent Concentrate
Bovines Serum-Albumin (BSA)

Calciumcarbonat (CaCOs3)

Calciumchlorid-Monohydrat (CaCl2x H20)
Casaminoacids

D(+)-Glucose-Monohydrat
Dikaliumhydrogenphosphat-Trihydrat (K2HPOas x 3 H20)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatrium-Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)-Dihydrat
Dinatriumhydrogenphosphat (Na;HPOa)

D-Mannitol

Desoxy-Nukleotidtriphosphat (ANTP) Set 100 mM Solutions
Eisen(lll)-chlorid-Hexahydrat (FeClzx 6 H20)

Essigsdure, 100% (Eisessig)

Ethanol, p.a.

Ethanol, vergallt

Ethidiumbromid-Losung, 1%ige Losung in Wasser
Glycerin

Hefeextrakt

HisPur Ni-NTA Resin

Hydroxylaminhydrochlorid, reinst.

Imidazol

InstantBlue Protein Stain
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG), Dioxan-frei
Kaliumchlorid (KCl)

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2POa)

Kaliumsulfat (K2S04)

Kupferchlorid-Dihydrat (CuCl, x 6 H20)

Lab Lemco Powder

L-Alanin

L-Glycin

L-Phenylalanin

L-Pipecolinsaure

L-Prolin

L-Serin

Magermilchpulver

Magnesiumchlorid-Hexahydrat (MgClz x 6 H20)
Magnesiumsulfat (Mg25S0a)

Maleinsaure

Malzextrakt

Mangan(ll)-chlorid-Tetrahydrat (MnClz x 4 H20)
Methanol, HPLC-Qualitat

Methanol, p.a.

Milli-Q, Reinstwasser (aus Milli-Q-Reference System)
Mdller Hinton Broth

Natriumchlorid (NaCl)

Natriumdihydrogenphosphat (NaH2PO4)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
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Carl Roth GmbH

Peqlab Biotechnologie GmbH

Supelco

Carl Roth GmbH
GE Healthcare
GE Healthcare
GE Healthcare

Merck KgaA

Bio-Rad Laboratories

Sigma-Aldrich
Merck KgaA
Merck KgaA

BD Bacto
Sigma-Aldrich
Carl Roth GmbH
Sigma-Aldrich
Merck KgaA

Carl Roth GmbH
AppliChem
Thermo Scientific
Merck KgaA
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH
Thermo Scientific

ZCL Universitat Tabingen

AppliChem
Expedeon
Thermo Scientific
Merck KgaA
Merck KgaA
Carl Roth GmbH
Merck KgaA
Oxoid
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Carl Roth GmbH
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH
Merck KgaA
AppliChem
Merck KgaA
VWR
Sigma-Aldrich
Merck KgaA
Difco
Sigma-Aldrich
Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH



Natriumhydroxid (NaOH)
Natriumtetraborat-Decahydrat (Na2BsO7 x 10 H.0)
Pepton, tryptisch verdaut

RNAprotect Bacteria Reagent

RNase AWAY

Salzsaure (HCI)

SDS Pellets (Natriumdodecylsulfat)

Silica Gel Orange

Sojamehl, fettarm

Soytone

Sucrose

Trichloressigsdure
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan-HCI (Tris-HCl)
Tryptic Soy Broth (TSB)

Trypton

Tween 20

Wasser, fur Injektionszwecke

Wasser, HPLC-Qualitat

Zinkchlorid (ZnCly)

Tabelle 3: In dieser Arbeit verwendete Chemikalien.

2.2.2 Antibiotika

Antibiotikum
Ampicillin-Natrium
Apramycinsulfat
Chloramphenicol
Hygromycin B
Kanamycinsulfat
Nalidixinsdure

100 mg/ml; H20
50 mg/ml; H20

100 mg/ml; H20
50 mg/ml; H20

Spectinomycin-Dihydrochlorid- 50 mg/ml; H20
pentahydrat
Streptomycinsulfat 50 mg/ml; H20

Thiostrepton 50 mg/ml; DMSO
Trimethoprim 25 mg/ml; DMSO

Tabelle 4: In dieser Arbeit verwendete Antibiotika.

2.2.3  Enzyme, Kits und Antikérper

Restriktionsendonuklease
BamHI-HF

Hindll-HF

Kpnl-HF

Ncol-HF

Ndel

Notl-HF

Pacl

Xbal

Xhol

Tabelle 5: In dieser Arbeit verwendete Restriktionsendonukleasen.

Polymerasen

Dream Taq DNA Polymerase

Phusion High-Fidelity DNA Polymerase
Q5 High-Fidelity DNA Polymerase

Tabelle 6: In dieser Arbeit verwendete Polymerasen.
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25 mg/ml; Ethanol

25 mg/ml; 0,5 M NaOH

Stock-Konzentration; Lésungsmittel

Sigma-Aldrich

ZCL Universitat TUbingen
Thermo Scientific
Qiagen

Molecular Bioproducts
ZCL Universitat TUbingen
Carl Roth GmbH

Carl Roth GmbH

W. Schoenberger GmbH
BD Bacto

Carl Roth GmbH

Merck KgaA
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Carl Roth GmbH

B. Braun

Sigma-Aldrich

Merck KgaA

Hersteller

Carl Roth GmbH
AppliChem
Sigma-Aldrich
AppliChem

Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH
Sigma-Aldrich

AppliChem
AppliChem
Sigma-Aldrich

Hersteller

NEB
NEB
NEB
NEB
NEB
NEB
NEB
NEB
NEB

Hersteller
Thermo Scientific
Thermo Scientific

NEB



Enzym

Antarctic Phosphatase

cOmplete Mini, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail
DNase | RNase-frei

Lysozym aus Hihnerei

NEBuilder HiFi DNA Assembly Master Mix

Proteinase K

RNase A

RQ1 RNase-freie DNase

T4 DNA Ligase

Tabelle 7: Weitere in dieser Arbeit verwendete Enzyme.

Kits

AffinityScript Multiple Temperature cDNA Synthesis Kit
Brilliant Il Ultra-Fast SYBR Green QPCR Master Mix
GenelET Plasmid Miniprep Kit

innuPREP Bacteria DNA Kit

innuPREP DNase | Digest Kit

innuPREP DOUBLEpure Kit

innuSPEED Bacteria/Fungi RNA Kit

QuikChange Il Site-Directed Mutagenesis Kit

Tabelle 8: In dieser Arbeit verwendete Kits.

Antikorper
Rabbit anti-Streptomyces ClpP1 antibody, polyclonal
Rabbit anti-Streptomyces ClpP3 antibody, polyclonal

Goat anti-Rabbit IgG Secondary Antibody, HRP-conjugate

Mouse anti 6xHistidine mAB
Strep-MAB-classic
Rabbit anti-Mouse pAp HRP conjugated

Tabelle 9: In dieser Arbeit verwendete Antikdrper.

2.3 Synthetische Oligonukleotide
Im  Folgenden  wird fir  synthetische

Hersteller

NEB

Roche

Thermo Scientific
Thermo Scientific

NEB

Analytik Jena

Thermo Scientific
Promega

NEB/Thermo Scientific

Hersteller

Agilent Technologies
Agilent Technologies
Thermo Scientific
Analytik Jena
Analytik Jena
Analytik Jena
Analytik Jena

Agilent Technologies

Hersteller/Quelle
Philippe Mazodier
Philippe Mazodier
Pierce

IBA

IBA

IBA

Oligonukleotide  als  Startpunkte  flr

Polymeraseamplifizierungen ausschliefRlich der englische Ausdruck ,,Primer” verwendet. Die mit

Klonierungsprimern amplifizierten Sequenzen und erzeugten Konstrukte sind in Kapitel 6.2

aufgefuhrt.

Primer Sequenz (5’-3') Experiment

MbtH_for-Nco catgccatggtgactatcgtgtccaatecc Expression zweier A-Domanen

MbtH_rev-Hind cccaagcttctactgagttgeegtegtggce Expression zweier A-Domanen

A-domain_for-His ggaattccatatgcatcatcatcatcatcatgatccggg  Expression zweier A-Domanen

tgtgcgesteg

A-Domain_rev1-Xho ccgcteggtcaatcgaccctggaaactcccagg Expression zweier A-Domanen
(A3)

A-Domain_rev2-Xho ccgctcgagtcaatcgacccgggacatcecccaag Expression zweier A-Domanen
(A6)

links-Hind-for ggaagcttatgattccgttgtegttcgetcage Knockout von adeH mit
Thiostrepton-Marker (pA18)

links-Xba-rev ggtctagaccagcaaccgcgccagecgattege Knockout von adeH mit
Thiostrepton-Marker (pA18)

rechts-Kpn-for aaggtaccagaaacaagagcagacaagaaaaac Knockout von adeH mit
Thiostrepton-Marker (pA18)

rechts-Eco-rev aagaattcaactgctgggagagataaggaagct Knockout von adeH mit
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links-Xba-for-pGUS

rechts-Ndel-rev-pGUS

links-BamHI-rev-pGUS
rechts-BamHI-for-pGUS

Phyt_links_for_Xbal

Phyt_links_rev_BamHI
Phyt_rechts_for_BamHI

Phyt_rechts_rev_Ndel

AlcoDe_links_for_Xbal

AlcoDe_links_rev_BamHI
AlcoDe_rechts_for_BamH]

AlcoDe_rechts_rev_Ndel

MtbH_links_for_ Xbal
MtbH_links_rev_BamH]
MtbH_rechts_for_BamH]
MtbH_rechts_rev_Ndel
PutProt_links_for_Xbal
PutProt_links_rev_BamH]I
PutProt_rechts_for_BamHI
PutProt_rechts_rev_Ndel
SM-Xba-2-for
SM-Xba-2-rev
PROL_for_Gibs

PROL rev_Gibs

NRPSneu Fwd

aatctagaatgattccgttgtegttegetcage

aacatatgaactgctgggagagataaggaagct

aaggatccccagcaaccgegecagecgattege

aaggatccgaaacaagagcagacaagaaaaac

aaatctagatttttcgacaccggegcetge

aaaggatccctgatccagcacgctttttg

aaaggatcctatctcgtgggecgggac

aaacatatggcttgcccacacctectagg

aaatctagagctgcaccttggtcgaagtatg

aaaggatccgaatccctecgagtaccgec

aaaggatccgtcatcaaggecgtecttca

aaacatatgtagttgcccgeagegeaggc

aaatctagagcatacgcgtcgaactagge

aaaggatccgtcctcaaagggattggaca

aaaggatccgtcacgcaggcecacgacgg

aaacatatgaacgctacgcccgcatgecc

aaatctagagcctcatcaaccgcatccagg

aaaggatcccaagecctegtggetgacgt

aaaggatccatcgggegegteegtgcttc

aaacatatggccggtgctegttgtcgagg

cccgegeccagtecgagcetctagacggegcttttecacct

ggc
gccaggtgaaaagcegecgtctagageteggactggge
geege
gtcagagaagggagcggacatatgcagtggtggtggt
ggtggtggtgcgcatgcatctcggeaggagaaaag
ctgcaggcatgcaagcttcatatgcagtggtggtggte
gtggtgcctgcagtgeagttatttcgattttec
gtcaggaagggagceggacatatgcagtggtggtggtg
gtggtgcgcatgeccacacttegegetgage
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Knockout von adeH ohne
Marker (pGUS-A21, pGM-GUS-
Xba)

Knockout von adeH ohne
Marker (pGUS-A21, pGM-GUS-
Xba)

Knockout von adeH ohne
Marker (pGUS-A21)

Knockout von adeH ohne
Marker (pGUS-A21)

Knockout von adeA ohne
Marker (pGUS-A21, pGM-GUS-
Xba)

Knockout von adeA ohne
Marker (pGUS-A21)

Knockout von adeA ohne
Marker (pGUS-A21)

Knockout von adeA ohne
Marker (pGUS-A21, pGM-GUS-
Xba)

Knockout von adeB ohne
Marker (pGUS-A21, pGM-GUS-
Xba)

Knockout von adeB ohne
Marker (pGUS-A21)

Knockout von adeB ohne
Marker (pGUS-A21)

Knockout von adeB ohne
Marker (pGUS-A21, pGM-GUS-
Xba)

Knockout von adel ohne Marker
(pGUS-A21, pGM-GUS-Xba)
Knockout von adel ohne Marker
(pGUS-A21)

Knockout von adel ohne Marker
(pGUS-A21)

Knockout von adel ohne Marker
(pGUS-A21, pGM-GUS-Xba)
Knockout von orfA ohne Marker
(pGUS-A21, pGM-GUS-Xba)
Knockout von orfA ohne Marker
(pGUS-A21)

Knockout von orfA ohne Marker
(pGUS-A21)

Knockout von orfA ohne Marker
(pGUS-A21, pGM-GUS-Xba)
Ortsspezifische Mutagenese von
pGUS-GM

Ortsspezifische Mutagenese von
pGUS-GM

Knockdown von adeA mittels
siRNA

Knockdown von adeA mittels
SiRNA

Knockdown von adeH mittels
SiRNA



NRPSneu Rev
plJtsr_Spe_for

plltsr_Spe_rev

siNRPS_fdterm Fwd

siNRPS_fdterm Rev

CIpPADEP_for
CIpPADEP_rev
ClpP1_Sh_for
ClpP1_Sh_rev
ClpP2neu-for
ClpP2neu-rev
ClpP3_Sh_for
ClpP3_Sh_rev
ClpP4_Sh_for
ClpP4_Sh_rev
ClpP5_Sh_for
ClpP5_Sh_rev
clpP1gPCRliv-rev
clpP2gPCRliv-for
clpP3for2
livgPCRclpP3-rev2
livgPCRclpP4-for2
clpP4gPCRliv-rev
clpP5gPCRliv-for
livgPCRclpP5-rev2
links-flank_fwd
links-flank_rev
rechts-flank_fwd
rechts-flank_rev

ClpP2flank-links Fwd

ClpP2flank-links Rev
ClpP2flank-rechts Fwd
ClpP2flank-rechts Rev

ClpP3flank-links Fwd
ClpP3flank-links Rev

ClpP3flank-rechts Fwd
ClpP3flank-rechts Rev

deltal.2_left_for

deltal.2_left_rev
deltal.2_right_for
delta3.4_left_rev
delta3.4_right_for
delta3.4_right_rev

Nde_livClpP1_long_for
Nde_livClpP1_short_for

ctgcaggcatgcaagcttcatatgcagtggtggtggtg
gtggtgcctgcagaccatctgaatgegcetgte
ggactagtcggggatcgaccgegegggtce

ggactaggttatcggttggccgegagattc

gaggttgaaaaacgctcactgtcattactggaccggat
o
gactctagttaattaatcactcgagagctgataaaccg
atacaattaaag
cgggaatggctatctacgac
cgctttttgacacgaatgag
aagacgagcaggtggatacg
ggggctgttgatgtacaggt
gaccgtgacatctcggtgta
ctgtacggctggtggatca
tcgecatctacgacacgat
atggtccgcttggtgaact
gtacacgattccgaacgtca
ccatgagcgaagtgaaggag
gatggatccgtactcgaagc
taccgcatcgtgtcgtagag
cgggctgttgatgtacagga
gaccgggacatctcggtcta
gccatctacgacaccatge
gcttggtgaaatccaggttg
ggagctacacgattccgaac
ccatcagcgacgtgaacgag
gtcggacccgtactccaa
gtagcgcatcgtgtcgtaga
ctgcagacgcegtcgacgtcatatgacatcacggagctgaag
cgatcgtctgcacgtatccacctgeteg
tggatacgtgcagacgatcgagcagatc
ccacggcgatatcggatccatatgccagcaggaggatgttg
g
tggctccaattgtacatcggatccatatgectcgagaagtac
ctcgag
tggtgatgatctggtcgttcacgeggtcgtacag
cgaccgcgtgaacgaccagatcatcaccaccc
agcttctgcagacgegtcgacgtcatatggaatceeggggg
atcagc
tggctccaattgtacatcggatccatatgegegtcgeagteg
ccgac
cgacctggtccacctcctcggeectgggegt
cagggccgaggaggtggaccaggtegtgeag
agcttctgcagacgegtcgacgtcatatggaagaactggeg
ggacaac
tggctccaattgtacatcggatccatatggacatcacggag
ctgaag
tggtgatgatctggtccacgtatccacctgeteg
aggtggatacgtggaccagatcatcaccaccc
cgagcacctcgtcctecteggecectgggegt
Cagggccgaggaggacgaggtgetegegegg
agcttctgcagacgegtcgacgtcatatgegectgggtgge
ctecte
ggaattccatatgagacggcccggegecegteg
ggaattccatatgacgaatctgatgccctcag
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Knockdown von adeH mittels
SiIRNA

Einflhren einer Thiostrepton-
Kassette in plJ10257
Einflhren einer Thiostrepton-
Kassette in plJ10257
Einfihren von PtipA-siRNA in
plitsr

Einfihren von PtipA-siRNA in
plitsr

gPCR, S. hawaiiensis

gPCR, S. hawaiiensis

gPCR, S. hawaiiensis/ S. lividans
gPCR, S. hawaiiensis

gPCR, S. hawaiiensis

gPCR, S. hawaiiensis/ S. lividans
gPCR, S. hawaiiensis

gPCR, S. hawaiiensis

gPCR, S. hawaiiensis

gPCR, S. hawaiiensis

gPCR, S. hawaiiensis

gPCR, S. hawaiiensis

gPCR, S. lividans

gPCR, S. lividans

gPCR, S. lividans

gPCR, S. lividans

gPCR, S. lividans

gPCR, S. lividans

gPCR, S. lividans

gPCR, S. lividans

clpP1 Kockout, S. lividans
clpP1 Kockout, S. lividans
clpP1 Kockout, S. lividans
clpP1 Kockout, S. lividans

clpP2 Kockout, S.

clpP2 Kockout, S.
clpP2 Kockout, S.
clpP2 Kockout, S.

clpP3 Kockout, S.
clpP3 Kockout, S.

clpP3 Kockout, S.
clpP3 Kockout, S.

lividans

lividans
lividans
lividans

lividans
lividans

lividans
lividans

clpP1P2 Kockout, S. lividans

clpP1P2 Kockout, S. lividans
clpP1P2 Kockout, S. lividans
clpP3P4 Kockout, S. lividans
clpP3P4 Kockout, S. lividans
clpP3P4 Kockout, S. lividans

clpP1lang in plJ12551
clpPlkurz in plJ12551



Not_livClpP1_rev

Nde_livClpP2_long_for
Nde_livClpP2_short_for

Not_livClpP2_rev

liv-clpP2_rev_Hind
liv-clpP2-His_rev_Hind

Nde_clpPA_for
Not_clpPA_rev
Nde_clpPA-short_for
Not_clpPA-His_rev

Nde_His-clpPA_for

pGM-Hindlll

clpPADEP-His_rev_Hind

pSET-Hindll!

pSET-BamHl

atagtttagcggccgcetcaggegeccgtgecgeege
ggaattccatatgaacgacttccceggeageg
ggaattccatatgcgcegecgectcccagggece

atagtttagcggccgcectagcggagagaggagttgtce

cccaagcttctagcggagagaggagttgtc
cccaagcttctaatgatgatgatgatgatggcggagagagg
agttgtc

ggaattccatatgaaggacattaaggaactgac

atagtttagcggccgcctacttcgetgecccgatattg
ggaattccatatgcatcgectcatggacgageg
atagtttagcggccgectaatgatgatgatgatgatge
ggaattccatatgcatcatcatcatcatcataag
tttaagcttctacttcgetgecccgatatt
cccaagcttctaatgatgatgatgatgatgce
tttaagcttggtaaggagttacagtgaagg

aaaggatccctacttcgetgeccegatattg

Tabelle 10: In dieser Arbeit verwendete Primer.

2.4 Plasmide

Plasmid
pET-Duet

pET-Duet_Adel

PET-Duet_Adel_HisA3

pET-Duet_Adel-HisA6

pRM4.3

plJ6902

pl1J6902clpPapep

plJ6902clpPaper-His

plJ6902PROL
plJ6902NRPS
pSET152ermE*AHindlll

PSET152clpPaper
pGusA21

Funktion

Co-Expression zweier Gene in E. coli, T7
Promotor, Lac Operator

Induzierbare Expression von Adel aus

S. hawaiiensis, Vorkonstrukt fir pET-
Duet_Adel_HisA3 und HisA6
Induzierbare Co-Expression von Adel und

Adenylierungsdoméane A3 mit N-terminalem

6xHis-Tag aus S. hawaiiensis
Induzierbare Co-Expression von Adel und

Adenylierungsdoméane A6 mit N-terminalem

6xHis-Tag aus S. hawaiiensis
phiC31-integrativer Shuttle-Vektor fur
Streptomyceten, Expressionsplasmid mit

ermE*-Promotor, pSET125-Abkdmmling, egfp

phiC31-integrativer Shuttle-Vektor fur
Streptomyceten, Expressionsplasmid mit
induzierbarem tipA-Promotor
Induzierbare Expression von ClpPapep

Induzierbare Expression von ClpPaper mit C-

terminalem Hise-Tag
Knockdown von adeA
Knockdown von adeG

clpP1in plJ12551

clpP2lang in plJ12551/pl)10257
clpP2kurz in plJ12551/pl]10257
clpP2 in plJ12551, clpP1clpP2 in

plJ12551
clpP2 in plJ10257
clpP2-His in plJ10257

clpPapep in plJ12551 und
plJ10257
clpPapep in plJ12551 und
pl}10257
clpPapepkurz in plJ12551
clpPapep-His in plJ12551

His-clpPapep in plJ12551 und

plJ10257

clpPapep in plJ10257
clpPapep-His in pl}10257
clpPapep in
PSET152ermE*AHindlll
clpPapep in
PSET152ermE*AHindlll

Herkunft
Novagen

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Glnther Muth,
Tlbingen

Nicht veroffentlicht
John Innes Center,
Norwich

(Huang et al., 2005)
Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit
Diese Arbeit

phiC31-integrativer Shuttle-Vektor fur
Streptomyceten, Expressionsplasmid mit
ermE*-Promotor; durch Eliminierung einer
HindllI-Schnittstelle kann die verbleibende zur
Klonierung genutzt werden

Konstitutive Expression von ClpPapep
Shuttle-Vektor fir Streptomyceten,
markerlose Knockouts durch Blau-Weif3-
Selektion
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Till Schaberle, GielRen
(Stegmann et al., 2006)

Diese Arbeit
Ginther Muth,
Tlbingen

Nicht veroffentlicht



pGusA21clpP1Gibson
pGusA21-Leu_L
pGusA21-Leu_LR

pGusA21-AlcoDe_L
pGusA21-AlcoDe_LR

pGusA21-NRPS2_L
pGusA21-NRPS2_LR

pGusA21-MbtH_L
pGusA21-MbtH_LR
pGusA21-PutProt L

pGusA21-PutProt LR
pGM-GUS

pGM-GUS-Xba

pGM-GUS-clpP1
pGM-GUS-clpP2
pGM-GUS-clpP3
pGM-GUS-clpP1clpP2
pGM-GUS-clpP3clpP4
pGM-GUS-Xba-Leu
pGM-GUS-Xba-AlcoDe
pGM-GUS-Xba-NRPS2
pGM-GUS-Xba-MbtH
pGM-GUS-Xba-PutProt
pA18

pA18-NRPS2_L
pA18-NRPS2_LR
pA18-NRPS2_LRtsr

plJ12551

plJ12551clpPlkurz
plJ12551clpPllang
plJ12551clpP2kurz
plJ12551clpP2lang
plJ12551clpPlclpP2

plJ12551clpP3
plJ12551clpP3clpP4

aac(3)IV, oriT, Perme_gusA, oripme1

Knockout von clpP1 in S. lividans (erfolglos)
Vorkonstrukt fur pGusA21-Leu_LR

Knockout von adeA in S. hawaiiensis
(erfolglos)

Vorkonstrukt fir pGusA21-AlcoDe_LR
Knockout von adeB in S. hawaiiensis
(erfolglos)

Vorkonstrukt fur pGusA21-NRPS2_LR
Knockout von adeH in S. hawaiiensis
(erfolglos)

Vorkonstrukt fir pGusA21-MbtH_LR
Knockout von adel in S. hawaiiensis (erfolglos)
Vorkonstrukt fur pGusA21-PutProt_LR
Knockout von orfA in S. hawaiiensis (erfolglos)
Temperatur-sensitiver Shuttle-Vektor fur
Streptomyceten, markerlose Knockouts durch
Blau-Weil3-Selektion

aac(3)IV, oriT, Perme_gusA, repts

Aus pGM-GUS entstanden, durch
ortsspezifische Mutagenese Einflihrung einer
Xbal-Schnittstelle

Knockout von clpP1 in S. lividans

Knockout von clpP2 in S. lividans (erfolglos)
Knockout von clpP3 in S. lividans

Knockout von clpPIclpP2 in S. lividans
Knockout von clpP3clpP4 in S. lividans
Knockout von adeA in S. hawaiiensis
(erfolglos)

Knockout von adeB in S. hawaiiensis
(erfolglos)

Knockout von adeH in S. hawaiiensis
(erfolglos)

Knockout von adel in S. hawaiiensis (erfolglos)
Knockout von orfA in S. hawaiiensis (erfolglos)
Shuttle-Vektor fiir Streptomyceten zur
Geninaktivierung, basierend auf pK18-mob
Vorkonstrukt fur pA18-NRPS2_LRtsr
Vorkonstrukt fur pA18-NRPS2_LRtsr
Knockout von adeH in S. hawaiiensis
(erfolglos)

phiC31-integrativer Shuttle-Vektor fur
Streptomyceten, Expressionsplasmid mit
ermE*-Promotor

Konstitutive Expression von S. lividans ClpP1
vom zweiten Startcodon, 203 AS

Konstitutive Expression von S. lividans ClpP1
vom ersten Startcodon, 219 AS

Konstitutive Expression von S. lividans ClpP2
vom zweiten Startcodon, 217 AS

Konstitutive Expression von S. lividans ClpP2
vom ersten Startcodon, 235 AS

Konstitutive Expression von S. lividans
ClpP1ClpP2

Konstitutive Expression von S. lividans ClpP3
Konstitutive Expression von S. lividans
ClpP3ClpP4
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Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit

Diese Arbeit
Diese Arbeit

Diese Arbeit
Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit
Glnther Muth,
Tlbingen

Nicht veroffentlicht

Diese Arbeit

Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit
(Weber et al., 2008)
Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

John Innes Center,
Norwich

(Sherwood et al., 2013)
Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit
Diese Arbeit



plJ12551clpPaperkurz

plJ12551clpPaper
plJ12551clpPapep-His

plJ12551His-clpPaper

plJ10257

plJ10257clpP2kurz

plJ10257clpP2kurz-His

plJ10257clpP2lang
plJ10257clpP2lang-His
plJ10257clpPaper
plJ10257clpPaper-His
plJ10257His-clpPapep

plJ12551ShclpP1Hyp

plJ12551ShclpP1Cat

plitsr

plltsr_si-adeA
plltsr_si-adeG

Konstitutive Expression einer N-terminal um
23 AS verkirzten Form von ClpPapep
Konstitutive Expression von ClpPapep
Konstitutive Expression von ClpPaper mit C-

terminalem Hiss-Tag

Konstitutive Expression von ClpPaper mit N-

terminalem Hise-Tag

OBT1-integrativer Shuttle-Vektor fur
Streptomyceten, Expressionsplasmid mit

ermE*-Promotor

rep (pMB1) oriT, ®BT1 attP, int, ermE*p, hyg

(Hyg")

Konstitutive Expression von S. lividans ClpP2
vom zweiten Startcodon, 217 AS
Konstitutive Expression von S. lividans ClpP2
vom zweiten Startcodon mit C-terminalem

bxHis-Tag

Konstitutive Expression von S. lividans ClpP2
vom ersten Startcodon, 235 AS

Konstitutive Expression von S. lividans ClpP2
vom ersten Startcodon mit C-terminalem

bxHis-Tag

Konstitutive Expression von ClpPapep
Konstitutive Expression von ClpPaper mit C-

terminalem Hise-Tag

Konstitutive Expression von ClpPapep mit N-

terminalem Hise-Tag

Konstitutive Expression von S. hawaiiensis
ClpP1 mit Mutationen der hydrophoben

Taschen (Y62V, Y64V, Y84V)

Konstitutive Expression von S. hawaiiensis
ClpP1 mit einer Mutation der katalytischen

Triade (S100A)

Vorkonstrukt, Einfihrung einer Thiostrepton-

Resistenzkassette in plJ10257

Knockdown von adeA
Knockdown von adeG

Tabelle 11: In dieser Arbeit verwendete Plasmide.

2.5 Bakterienstamme
Wildtyp-Stdamme, Klonierungsstamme, Expressionsstdmme und Teststimme

Diese Arbeit

Diese Arbeit
Diese Arbeit

Diese Arbeit

John Innes Center,
Norwich

(Hong et al., 2005)

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit
Diese Arbeit

Stamm

Bacillus subtilis 168
trpC2

Bacillus subtilis 168
AclpP

Bacillus subtilis
BKE01020
Escherichia coli XL1-
Blue

Escherichia coli IM109

Genotyp
trpC2

trpC2, AclpP::spc
trpC2, ArplK::ermE

recAl endA1 gyrA96 thi-1
hsdR17 supE44 relAl lac pr B
laclqZAM15 Tn10 (Tetr)]
endA1 ginV44 thi-1 relAl
gyrA96 recAl mcrB+ A(lac-
proAB) el14- [F' traD36
proAB+ laclg lacZAM15]
hsdR17(rk-mK+)
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Stammherkunft
UIf Gerth,
Greifswald

UIf Gerth,
Greifswald
Bacillus Genetic
Stock Center
Agilent GmbH

AiCuris GmbH &
Co. KG

Referenzen
(Anagnostopoulos and
Spizizen, 1961)

(Msadek et al., 1998)

(Koo et al., 2017)

(Yanisch-Perron et al.,
1985)



Thermo Fisher
Scientific

Escherichia coli DH5a A(argF-lac)169,
$80d/acz58(M15), AphoAS,
glnX44(AS), A", deoR481,
rfbC1, gyrA96(NalR), recAl,
endAl, thiEl, hsdR17
can::CBD fhuA2 [lon] ompT
gal (A DE3) [dcm] arnA::CBD
slyD::CBD gimS6Ala AhsdS A
DE3 = A sBamHlo AEcoRI-B
int::(lacl::PlacUV5::T7 genel)
i21 Anin5

F-dam-13::Tn9 dcm-6 hsdM
hsdR zjj-202::Tn10 recF143
galk2 galT22 ara-14 lacY1
xyl-5 leuB6 thi-1 tonA31
rpsL136 hisG4 tsx-78 mtl-1
gInV44; harbours
conjugative plasmid
pUB307; Cm®, Kanf

recA pro hsdR RP4-2-TC::Mu-

Escherichia coli NiCo21
(DE3)

(Bolanos-Garcia and
Davies, 2006;
Robichon et al., 2011)

New England
Biolabs

Till Schaberle,
Giellen

(Bennett et al., 1977,
Flett et al., 1997)

Escherichia coli
ET12567 pUB307

Escherichia coli S17-1 Gunther Muth, (Simon et al., 1983)

Km::Tn7; tmpf, spcf, strf Tubingen
Streptomyces Eric Cheng, (Michel and Kastner,
hawaiiensis NRRL 15010 Wisconsin 1985)
Streptomyces coelicolor GUnther Muth, (Kieser et al., 1992)
A3(2) TUbingen
Streptomyces lividans str-6; SLP2°, SLP3~ Ginther Muth, (Hopwood et al.,
TK24 Tlbingen 1983)
Streptomyces griseus GUnther Muth, (Waksman et al.,
Waksman TUbingen 1948)

Tabelle 12: In dieser Arbeit verwendete Wildtyp-Stamme, Klonierungsstdmme, Expressionsstaimme und Teststamme.

Stamme fur Knockout- und Knockdown-Studien in S. hawaiiensis

Stamm Genotyp Stammbherkunft
E. coli XL1 pGusA21 s. E. coli XL1-Blue; pGusA21 Diese Arbeit
E. coli XL1 pGusA21-Leu_L s. E. coli XL1-Blue; pGusA21-Leu_L Diese Arbeit
E. coli XL1 pGusA21-Leu_ LR s. E. coli XL1-Blue; pGusA21-Leu_LR Diese Arbeit
E. coli XL1 pGusA21-AlcoDe_L s. E. coli XL1-Blue; pGusA21-AlcoDe_L Diese Arbeit
E. coli XL1 pGusA21-AlcoDe_LR s. E. coli XL1-Blue; pGusA21-AlcoDe_LR Diese Arbeit
E. coli XL1 pGusA21-NRPS2_L s. E. coli XL1-Blue; pGusA21-NRPS2_L Diese Arbeit
E. coli XL1 pGusA21-NRPS2_LR s. E. coli XL1-Blue; pGusA21-NRPS2_LR Diese Arbeit
E. coli XL1 pGusA21-MbtH_L s. E. coli XL1-Blue; pGusA21-MbtH_L Diese Arbeit
E. coli XL1 pGusA21-MbtH_LR s. E. coli XL1-Blue; pGusA21-MbtH_ LR Diese Arbeit
E. coli XL1 pGusA21-PutProt_L s. E. coli XL1-Blue; pGusA21-PutProt_L Diese Arbeit
E. coli XL1 pGusA21-PutProt_LR s. E. coli XL1-Blue; pGusA21-PutProt_LR Diese Arbeit
E. coliS17-1 pGusA21-Leu_LR s. E. coliS17-1; pGusA21-Leu_LR Diese Arbeit
E. coliS17-1 pGusA21-AlcoDe_LR s. E. coli S17-1; pGusA21-AlcoDe_LR Diese Arbeit
E. coliS17-1 pGusA21-NRPS2_LR s. E. coli S17-1; pGusA21-NRPS2_LR Diese Arbeit
E. coliS17-1 pGusA21-MbtH_LR s. E. coli S17-1; pGusA21-MbtH_LR Diese Arbeit
E. coli S17-1 pGusA21-PutProt_LR s. E. coli S17-1; pGusA21-PutProt_LR Diese Arbeit
E. coli XL1 pA18-NRPS2_L s. E. coli XL1-Blue; pA18-NRPS2 L Diese Arbeit
E. coli XL1 pA18-NRPS2_LR s. E. coli XL1-Blue; pA18-NRPS2 LR Diese Arbeit
E. coli XL1 pA18-NRPS2_LRtsr s. E. coli XL1-Blue; pA18-NRPS2_LRtsr Diese Arbeit
E. coliS17-1 pA18-NRPS2_LRtsr s. E. coli S17-1; pA18-NRPS2_LRtsr Diese Arbeit
E. coli XL1 pGM-GUS-Xba-Leu s. E. coli XL1-Blue; pGM-GUS-Xba-Leu Diese Arbeit
E. coli XL1 pGM-GUS-Xba-AlcoDe s. E. coli XL1-Blue; pGM-GUS-Xba-AlcoDe  Diese Arbeit
E. coli XL1 pGM-GUS-Xba-NRPS2 s. E. coli XL1-Blue; pGM-GUS-Xba-NRPS2  Diese Arbeit
E. coli XL1 pGM-GUS-Xba-MbtH s. E. coli XL1-Blue; pGM-GUS-Xba-MbtH Diese Arbeit
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E. coli XL1 pGM-GUS-Xba-PutProt s. E. coli XL1-Blue; pGM-GUS-Xba- Diese Arbeit
PutProt
E. coli S17-1 pGM-GUS-Xba-Leu s. E. coli S17-1; pGM-GUS-Xba-Leu Diese Arbeit
E. coli S17-1 pGM-GUS-Xba-AlcoDe s. E. coli S17-1; pGM-GUS-Xba-AlcoDe Diese Arbeit
E. coli S17-1 pGM-GUS-Xba-NRPS2 s. E. coli S17-1; pGM-GUS-Xba-NRPS2 Diese Arbeit
E. coli S17-1 pGM-GUS-Xba-MbtH s. E. coli S17-1; pGM-GUS-Xba-MbtH Diese Arbeit
E. coli $17-1 pGM-GUS-Xba-PutProt s. E. coli S17-1; pGM-GUS-Xba-PutProt Diese Arbeit
E. coli XL1 plJ6902PROL s. E. coli XL1-Blue; plJ6902PROL Diese Arbeit
E. coli S17-1 plJ6902PROL s. E. coliS17-1; plJ6902PROL Diese Arbeit
E. coli XL1 plJ6902NRPS s. E. coli XL1-Blue; plJ6902NRPS Diese Arbeit
E. coli S17-1 plJ6902NRPS s. E. coli S17-1; plJ6902NRPS Diese Arbeit
S. hawaiiensis plJ6902PROL Klone 1-5  s. S. hawaiiensis NRRL 15010; Diese Arbeit
plJ6902PROL
S. hawaiiensis plJ6902NRPS Klone 1-5  s. S. hawaiiensis NRRL 15010; Diese Arbeit
plJ6902NRPS
S. hawaiiensis pl116902 s. S. hawaiiensis NRRL 15010; pl16902 Diese Arbeit
E. coli XL1 plJtsr s. E. coli XL1-Blue; plitsr Diese Arbeit
E. coli S17-1 plJtsr s. E. coli S17-1; plitsr Diese Arbeit
E. coli XL1 plJtsr_si-adeA s. E. coli XL1-Blue; plitsr_si-adeA Diese Arbeit
E. coli S17-1 plltsr_si-adeA s. E. coli S17-1; plJtsr_si-adeA Diese Arbeit
E. coli XL1 plJtsr_si-adeG s. E. coli XL1-Blue; plitsr_si-adeG Diese Arbeit
E. coli S17-1 plitsr_si-adeG s. E. coli S17-1; pltsr_si-adeG Diese Arbeit
S. hawaiiensis plitsr s. S. hawaiiensis NRRL 15010; plJtsr Diese Arbeit
S. hawaiiensis plitsr_si-adeA Klone s. S. hawaiiensis NRRL 15010; plJtsr_si- Diese Arbeit
1.1,1.2,6.1,6.2 adeA
S. hawaiiensis plltsr_si-adeG Klone s. S. hawaiiensis NRRL 15010; plJtsr_si- Diese Arbeit

11,1.2,6.1,6.2

adeG

Tabelle 13: In dieser Arbeit erzeugte Stamme fir Knockout- und Knockdown-Studien in S. hawaiiensis.

E. coli-Stdmme zur heterologen Expression zweier Adenylierungsdoménen

Stamm Genotyp Stammbherkunft
E. coli DH5a pET-Duet_Adel s. E. coli DH5a; pET-Duet_Adel Diese Arbeit
E. coli DH5a pET-Duet_Adel_HisA3 s. E. coli DH5a; pET-Duet_Adel_HisA3 Diese Arbeit
E. coliNiCo21 pET-Duet_Adel HisA3 s. E. coliNiCo21; pET-Duet_Adel_HisA3 Diese Arbeit
E. coli DH5a pET-Duet_Adel_HisA6 s. E. coli DH5a; pET-Duet_Adel_HisA6 Diese Arbeit
E. coliNiCo21 pET-Duet_Adel_HisA6 s. E. coliNiCo21; pET-Duet_Adel_HisA6 Diese Arbeit
Tabelle 14: In dieser Arbeit erzeugte Stamme zur heterologen Expression zweier Adenylierungsdomanen.
Stamme fiir Knockouts verschiedener clpP-Gene in S. lividans
Stamm Genotyp Stammbherkunft
E. coli XL1 pGM-GUS s. E. coli XL1-Blue; pGM-GUS Diese Arbeit
E. coli XL1 pGM-GUS-Xba s. E. coli XL1-Blue; pGM-GUS-Xba Diese Arbeit
E. coli XL1 pGM-GUS-Xba-clpP1Gibson s. E. coli XL1-Blue; pGM-GUS-Xba- Diese Arbeit
clpP1Gibson
E. coli ET12567 pUB307 pGM-GUS- s. E. coli ET12567 pUB307; Diese Arbeit
Xba-clpP1Gibson pGM-GUS-Xba-clpP1Gibson
E. coli XL1 pGM-GUS-Xba-clpP2Gibson s. E. coli XL1-Blue; Diese Arbeit
pGM-GUS-Xba-clpP2Gibson
E. coli ET12567 pUB307 pGM-GUS- s. E. coli ET12567 pUB307; Diese Arbeit
Xba-clpP2Gibson pGM-GUS-Xba-clpP2Gibson
E. coli XL1 pGM-GUS-Xba-clpP3Gibson s. E. coli XL1-Blue; Diese Arbeit
pGM-GUS-Xba-clpP3Gibson
E. coli ET12567 pUB307 pGM-GUS- s. E. coli ET12567 pUB307; Diese Arbeit
Xba-clpP3Gibson pGM-GUS-Xba-clpP3Gibson
E. coli XL1 pGM-GUS-Xba-clpP1clpP2 s. E. coli XL1-Blue; Diese Arbeit

pGM-GUS-Xba-clpP1clpP2
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E. coli ET12567 pUB307 pGM-GUS-
Xba-clpP1clpP2
E. coli XL1 pGM-GUS-Xba-clpP3clpP4

E. coli ET12567 pUB307 pGM-GUS-
Xba-clpP3clpP4

S. lividans AclpP1

S. lividans AclpP3

S. lividans AclpP1P2

S. lividans AclpP3P4

s. E. coli ET12567 pUB307;
pGM-GUS-Xba-clpP1clpP2

s. E. coli XL1-Blue;
pGM-GUS-Xba-clpP3clpP4

s. E. coli ET12567 pUB307;
pGM-GUS-Xba-clpP3clpP4
str-6; SLP2", SLP3"AclpP1
str-6; SLP27, SLP3"AclpP3
str-6; SLP2°, SLP3"AclpP1clpP2
str-6; SLP2, SLP3 AclpP3clpP4

Tabelle 15: In dieser Arbeit erzeugte Stamme fur Knockouts verschiedener clpP-Gene in S. lividans.

Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit

Diese Arbeit
Diese Arbeit

Stamme zur Konjugation und anschlieBender Expression verschiedener ClpP-Proteine in S. lividans

Wildtyp und Knockout-Stdmmen

Stamm

E. coli XL1 plJ12551

E. coli ET12567 pUB307 plJ12551
E. coli XL1 plJ12551clpPapepkurz

E. coli ET12567 pUB307
pU12551C|pPADEPkurz

E. coli XL1 plJ12551clpPaper

E. coli ET12567 pUB307
plJ12551clpPaper

E. coli XL1 plJ12551clpPaper-His
E. coli ET12567 pUB307
plJ12551clpPapep-His

E. coli XL1 plJ12551His-clpPapep
E. coli ET12567 pUB307 plJ12551His-
clpPaoer

E. coli XL1 plJ12551clpP1kurz

E. coli ET12567 pUB307
plJ12551clpPlkurz

E. coli XL1 plJ12551clpPllang

E. coli ET12567 pUB307
plJ12551clpPllang

E. coli XL1 plJ12551clpP2kurz

E. coli ET12567 pUB307
plJ12551clpP2kurz

E. coli XL1 plJ12551clpP2lang

E. coli ET12567 pUB307
plJ12551clpP2lang

E. coli XL1 plJ12551clpP3

E. coli ET12567 pUB307
plJ12551clpP3

E. coli IM109 plJ12551clpP1clpP2
E. coli ET12567 pUB307
plJ12551clpP1clpP2

E. coli XL1 plJ10257

E. coli ET12567 pUB307 plJ10257
E. coli IM109 plJ10257clpPaper

E. coli ET12567 pUB307
plJ10257clpPaper

E. coli IM109 plJ10257clpPaper-His
E. coli ET12567 pUB307
plJ10257clpPaper-His

E. coli IM109 plJ10257His-clpPapep

Genotyp

s. E. coli XL1-Blue; plJ12551

s. E. coli ET12567 pUB307; plJ12551

s. E. coli XL1-Blue; plJ12551clpPapepkurz
s. E. coli ET12567 pUB307;
pU12551C|pPADEPkurz

s. E. coli XL1-Blue; plJ12551clpPaper

s. E. coli ET12567 pUB307;
plJ12551clpPapep

s. E. coli XL1-Blue; plJ12551clpPaper-His
s. E. coli ET12567 pUB307;
plJ12551clpPapep-His

s. E. coli XL1-Blue; plJ12551His-clpPaoer
s. E. coli ET12567 pUB307; plJ12551His-
clpPaoer

s. E. coli XL1-Blue; plJ12551clpP1kurz
s. E. coli ET12567 pUB307;
plJ12551clpPlkurz

s. E. coli XL1-Blue; plJ12551clpPllang
s. E. coli ET12567 pUB307;
plJ12551clpPllang

s. E. coli XL1-Blue; plJ12551clpP2kurz
s. E. coli ET12567 pUB307;
plJ12551clpP2kurz

s. E. coli XL1-Blue; plJ12551clpP2lang
s. E. coli ET12567 pUB307;
plJ12551clpP2lang

s. E. coli XL1-Blue; plJ12551clpP3

s. E. coli ET12567 pUB307; plJ12551clpP3

s. E. coli IM109; plJ12551clpP1clpP2
s. E. coli ET12567 pUB307;
plJ12551clpP1clpP2

s. E. coli XL1-Blue; pl]10257

s. E. coli ET12567 pUB307; plJ10257
s. E. coli IM109; plJ10257clpPaper

s. E. coli ET12567 pUB307;
plJ10257clpPaper

s. E. coli IM109; plJ10257clpPapep-His
s. E. coli ET12567 pUB307;
plJ10257clpPapep-His

s. E. coli IM109; plJ10257His-clpPaoer
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E. coli ET12567 pUB307 plJ10257His-
clpPaoer

E. coli IM109 plJ10257clpP2kurz
E. coli ET12567 pUB307
plJ10257clpP2kurz

E. coli JIM109 plJ10257clpP2lang
E. coli ET12567 pUB307
plJ10257clpP2lang

E. coli IM109 plJ10257clpP2kurz-His
E. coli ET12567 pUB307
plJ10257clpP2kurz-His

S. lividans plJ12551

S. lividans Papepkurz

S. lividans Paoep

S. lividans Papep-His

S. lividans His-Papep

S. lividans pl]10257

S. lividans BT1-Papep

S. lividans AclpP1 plJ12551

S. lividans AclpP1 P1kurz

S. lividans AclpP1 Pllang

S. lividans AclpP1 Papepkurz

S. lividans AclpP1 Paper

S. lividans AclpP1 Papep-His

S. lividans AclpP1 His-Papep

. lividans AclpP1 pl]10257
. lividans AclpP1 BT1-Papep
. lividans AclpP1P2 plJ12551
. lividans AclpP1P2 P1kurz

W

. lividans AclpP1P2 Pllang

S. lividans AclpP1P2 P2kurz

W

. lividans AclpP1P2 P2lang

W

. lividans AclpP1P2 P1P2-Operon

W

. lividans AclpP1P2 Papep
S. lividans AclpP1P2 Papep-His
S. lividans AclpP1P2 His-Papep

S. lividans AclpP1P2 pl)10257
S. lividans AclpP1P2 BT1-Papep

S. lividans AclpP1P2 BT1-Papep-His
S. lividans AclpP1P2 BT1-His-Papep
S. lividans AclpP1P2 BT1-P2kurz

S. lividans AclpP1P2 BT1-P2lang

s. E. coli ET12567 pUB307;
plJ10257His-clpPapep

s. E. coli IM109; plJ10257clpP2kurz

s. E. coli ET12567 pUB307,
plJ10257clpP2kurz

s. E. coli IM109; plJ10257clpP2lang

s. E. coli ET12567 pUB307;
plJ10257clpP2lang

s. E. coli IM109; plJ10257clpP2kurz-His
s. E. coli ET12567 pUB307;
plJ10257clpP2kurz-His

. lividans TK24; plJ12551

. lividans TK24; plJ12551clpPapepkur:
. lividans TK24; pl)12551clpPapep

. lividans TK24; pl]12551clpPaper-His
. lividans TK24; plJ12551His-clpPapep
. lividans TK24; plJ10257

. lividans TK24; plJ10257clpPapep

. lividans AclpP1; pl)12551

. lividans AclpP1; pl)12551clpPlkurz
. lividans AclpP1; pl)12551clpP1llang
. lividans AclpP1; pl)12551clpPabepkurz
S. lividans AclpP1;; plJ12551clpPapep

. S. lividans AclpP1; pl)12551clpPapep-His
. S. lividans AclpP1;
plJ12551His-ClpPapep

s. S. lividans AclpP1; plJ10257

s. S. lividans AclpP1; plJ10257clpPapep
s. S. lividans AclpP1clpP2; pl)12551

s. S. lividans AclpP1clpP2;
plJ12551clpP1kurz

s. S. lividans AclpP1clpP2;
plJ12551clpPllang

s. S. lividans AclpP1clpP2;
plJ12551clpP2kurz

s. S. lividans AclpP1clpP2;
plJ12551clpP2lang

s. S. lividans AclpP1clpP2;
plJ12551clpP1clpP2

s. S. lividans AclpP1clpP2;
plJ12551clpPapep

s. S. lividans AclpP1clpP2;
plJ12551clpPaper-His

s. S. lividans AclpP1clpP2; plJ12551His-
clpPapep

s. S. lividans AclpP1clpP2; pl)10257

s. S. lividans AclpP1clpP2;
plJ10257clpPaoer

s. S. lividans AclpP1clpP2;
plJ10257clpPapep-His

s. S. lividans AclpP1clpP2; plJ10257His-
clpPapep

s. S. lividans AclpP1clpP2;
plJ10257clpP2kurz

s. S. lividans AclpP1clpP2;
plJ10257clpP2lang

nhh houm ;nhoum: ;hhounh ;6 n;h n

n u u u u u u u u u u u u u
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S. lividans AclpP1P2 BT1-P2kurz-His s. S. lividans AclpP1clpP2; Diese Arbeit
plJ10257clpP2kurz-His
S. lividans AclpP1P2 BT1-P2lang-His s. S. lividans AclpP1clpP2; Diese Arbeit
plJ10257clpP2lang-His
S. lividans AclpP1P2 P1kurz BT1-Papep s. S. lividans AclpP1clpP2; Diese Arbeit
plJ12551clpP1kurz, plJ10257clpPaber
S. lividans AclpP1P2 Pllang BT1-Papep s. S. lividans AclpP1clpP2; Diese Arbeit
plJ12551clpPllang, plJ10257clpPaper
S. lividans AclpP1P2 P2kurz BT1- s. S. lividans AclpP1clpP2; Diese Arbeit
clpPaoep plJ12551clpP2kurz, plJ10257clpPaper
S. lividans AclpP1P2 P2lang BT1-Papep s. S. lividans AclpP1clpP2; Diese Arbeit
plJ12551clpP2lang, plJ10257clpPaber
S. lividans AclpP1P2 P2kurz BT1-Papep-  s. S. lividans AclpPIclpP2; Diese Arbeit
His plJ12551clpP2kurz, plJ10257clpPaper-His
S. lividans AclpP1P2 P2kurz BT1-Paoep s. S. lividans AclpP1clpP2; Diese Arbeit
plJ12551clpP2kurz, plJ10257His-clpPaoer
S. lividans AclpP1P2 P2lang BT1-Paper- s S. lividans AclpPlclpP2; Diese Arbeit
His plJ12551clpP2lang, plJ10257clpPapep-His
S. lividans DclpP1P2 s. S. lividans AclpP1clpP2; Diese Arbeit
P2lang BT1-His-Papep plJ12551clpP2lang-His, plJ10257His-
clpPaoer
S. lividans AclpP1P2 Papep s. S. lividans AclpP1clpP2; Diese Arbeit
BT1-P2kurz-His plJ12551clpPaper, plJ10257clpP2kurz-His
S. lividans AclpP1P2 Papep s. S. lividans AclpP1clpP2; Diese Arbeit
BT1-P2lang-His plJ12551clpPapep, plJ10257clpP2lang-His
S. lividans AclpP1P2 P1kurz BT1- s. S. lividans AclpP1clpP2; Diese Arbeit
P2kurz plJ12551clpP1short, plJ10257clpP2short
S. lividans AclpP1P2 Plkurz s. S. lividans AclpP1clpP2; Diese Arbeit
BT1-P2kurz-His plJ12551clpPlkurz, plJ10257clpP2kurz-
His
S. lividans AclpP1P2 Plkurz BT1- s. S. lividans AclpP1clpP2; Diese Arbeit
P2lang plJ12551clpPlkurz, plJ10257clpP2lang
S. lividans AclpP1P2 s. S. lividans AclpP1clpP2; Diese Arbeit
Plkurz BT1-P2lang-His plJ12551clpPlkurz, plJ10257clpP2lang-
His
S. lividans AclpP3 plJ12551 s. S. lividans AclpP3; plJ12551 Diese Arbeit
S. lividans AclpP3 Paoer s. S. lividans AclpP3; plJ12551clpPapep Diese Arbeit
S. lividans AclpP3P4 plJ12551 s. S. lividans AclpP3clpP4; pl)12551 Diese Arbeit
S. lividans AclpP3P4 Papep s. S. lividans AclpP3clpP4; Diese Arbeit
plJ12551clpPapep
S. lividans AclpP1P2 ShP1Hyp s. S. lividans AclpP1clpP2; Diese Arbeit
plJ12551ShclpP1Hyp
S. lividans AclpP1P2 ShP1Hyp BT1- s. S. lividans AclpP1clpP2; Diese Arbeit
P2lang plJ12551ShclpP1Hyp, plJ10257clpP2lang
S. lividans AclpP1P2 ShP1Hyp BT1- s. S. lividans AclpP1clpP2; Diese Arbeit
P2lang-His plJ12551ShclpP1Hyp, plJ10257clpP2lang-
His
S. lividans AclpP1P2 ShP1Cat s. S. lividans AclpP1clpP2; Diese Arbeit
plJ12551ShclpP1Cat
S. lividans AclpP1P2 ShP1Cat BT1- s. S. lividans AclpP1clpP2; Diese Arbeit
P2lang pl)12551ShclpP1Cat, plJ10257clpP2lang
S. lividans AclpP1P2 ShP1Cat BT1- s. S. lividans AclpP1clpP2; Diese Arbeit

P2lang-His

pl)12551ShclpP1Cat, plJ10257clpP2lang-
His

Tabelle 16: In dieser Arbeit erzeugte Stamme zur Konjugation und anschlieBenden Expression verschiedener ClpP-Proteine in
S. lividans Wildtyp und Knockout-Stammen. BT1 im Namen verschiedener Mutanten weif3t auf das verwendete Plasmid plJ10257 (mit
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einer ®BT1-Integrase) hin, im Gegensatz zu plJ12551 (mit einer ®C31-Integrase) ohne Namenszusatz, um differenzieren zu kénnen,
welches Vektorsystem genutzt wurde, um das jeweilige c/pP-Homolog in den jeweiligen Stamm einzubringen.

Stdmme zur Konjugation und anschlieRenden Expression von ClpPaoer in verschiedenen Streptomyces-

Spezies
Stamm Genotyp Stammherkunft
E. coli JIM109 SET152ermE*AHindlll s. E. coli IM109; pSET152ermE*AHindlll Diese Arbeit
E. coli ET12567 pUB307 s. E. coli ET12567 pUB307; Diese Arbeit
PSET152ermE*Hindlll pSET152ermE*AHindlll
E. coli IM109 pSET152clpPaper s. E. coli IM109; pSET152clpPaper Diese Arbeit
E. coli ET12567 pUB307 s. E. coli ET12567 pUB307; Diese Arbeit
PSET152clpPaper pSET152clpPapep
S. lividans pSETermE* s. S. lividans TK24; Diese Arbeit
PSET152ermE*AHindlll
S. lividans pSETclpPapep s. S. lividans TK24; pSETclpPaoep Diese Arbeit
S. coelicolor pSETermE* s. S. coelicolor A3(2); Diese Arbeit
PSET152ermE*AHindlll
S. coelicolor pSETclpPapep s. S. coelicolor A3(2); pSETclpPaoer Diese Arbeit
S. griseus pSETermEe* s. S. griseus Waksman; Diese Arbeit
PSET152ermE*AHindlll
S. griseus pSETclpPaoep pSETclpPaper Diese Arbeit

Tabelle 17: In dieser Arbeit erzeugte Stamme zur Konjugation und anschlieBenden Expression von ClpPaper in verschiedenen
Streptomyces-Spezies.

Stdmme zur Konjugation und anschlieBenden induzierbaren Expression von ClpPaoep in S. lividans
Wildtyp und Knockout-Stammen

Stamm Genotyp Stammbherkunft
E. coli XL1 pl}6902 s. E. coli XL1; pl}6902 Diese Arbeit
E. coli IM109 pl)6902clpPaper s. E. coli IM109; pl)6902clpPaper Diese Arbeit
E. coli ET12567 pUB307 s. E. coli ET12567 pUB307; Diese Arbeit
plJ6902clpPaper pl16902clpPaper

E. coli IM109 plJ6902clpPapep-His s. E. coli IM109; pl)6902clpPapep-His Diese Arbeit
E. coli ET12567 pUB307 s. E. coli ET12567 pUB307; Diese Arbeit
plJ6902clpPapep-His pl16902clpPaper-His

S. lividans pl16902 s. S. lividans TK24; pl}6902 Diese Arbeit
S. lividans pl16902clpPapep s. S. lividans TK24; pl16902clpPaper Diese Arbeit
S. lividans pl16902clpPaper-His s. S. lividans TK24; pll6902clpPapep-His Diese Arbeit
S. lividans AclpP1 pl)6902 s. S. lividans AclpP1; pl16902 Diese Arbeit
S. lividans AclpP1 pl16902clpPaper s. S. lividans AclpP1; pl16902clpPaper Diese Arbeit
S. lividans AclpP1 pll6902clpPapep-His s. S. lividans AclpP1; pl)6902clpPaper-His Diese Arbeit
S. lividans AclpP1P2 pl)6902 s. S. lividans AclpP1clpP2; pll6902 Diese Arbeit
S. lividans AclpP1P2 pl)6902clpPaber s. S. lividans AclpP1clpP2; pl)6902clpPaper  Diese Arbeit
S. lividans AclpP1P2 pl)6902clpPaper- s. S. lividans AclpP1clpP2; Diese Arbeit
His pll6902clpPaper-His

Tabelle 18: Stamme zur Konjugation und anschlieRenden induzierbaren Expression von ClpPaper in S. lividans Wildtyp und Knockout-
Stammen.
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2.6 Medien
Medien zur Anzucht von Bakterien wurden nach den folgenden Rezepten hergestellt und, wenn
nicht anders angegeben, durch Autoklavieren sterilisiert.

2.6.1 FlUssigmedien

LB-Medium (Lysogeny Broth) (Bertani, 1951, 2004)
10 g Trypton
5 g Hefeextrakt
10 g NaCl
ad 1L Milli-Q
pH 7,3 eingestellt mit 1N oder 6N NaOH

TSB-Medium (Tryptic Soy Broth)
30 g Tryptic Soy Broth
ad 1L Milli-Q

YM-Medium (Yeast Malt)
4 g Hefeextrakt
10 g Malzextrakt
4 g Glucose
ad 1 L Milli-Q (YM-MilliQ-Medium) oder Leitungswasser (YM-Tap-Medium)
pH 7,3 eingestellt mit 1 N oder 6 N NaOH

Miller-Hinton-Medium
21 g Mdller Hinton Broth
ad 1 L Milli-Q

2xYT-Medium (2xYeast-Tryptone)
32 g Trypton
20 g Hefeextrakt
10 g NaCl
ad 1 L Milli-Q
pH 7,0 eingestellt mit 1 N oder 6 N NaOH

TYM-Medium (Tryptone-Yeast-Magnesium)
20 g Trypton
5 g Hefeextrakt
5,84 g NaCl
2,46 g Magnesiumsulfat
ad 1 L Milli-Q

SAM-Medium (Streptomyces Antibiotic Medium)
15 g Soytone
15 g Glucose
5 g NaCl
1 g CaCOs
25 g Glycerin
ad 1 L Milli-Q
pH 7 eingestellt mit 1 N oder 6 N NaOH
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2.6.2 Festmedien

Flr Festmedien wurden zunachst die bei Raumtemperatur (RT) I6slichen Bestandteile in Wasser
geldst und wenn notig der pH-Wert eingestellt. Die bei RT nicht |6slichen Bestandteile wurden in
Schottflaschen eingewogen und mit dem entsprechenden Volumen des Mediums aufgefullt und
anschlieSend autoklaviert.

LB-Agar
10 g Trypton
5 g Hefeextrakt
10 g NaCl
ad 1L Milli-Q
pH 7,3 eingestellt mit 1 N oder 6 N NaOH
Einwaage von 5 g Agar/333 ml Medium in eine 500 ml Schottflasche

Muller-Hinton-Softagar
21 g Mdller Hinton Broth
ad 1 L Milli-Q
Einwaage von 2,5 g Agar/333 ml Medium in eine 500 ml Schottflasche

Mdller-Hinton-Agar
21 g Mdller Hinton Broth
ad 1L Milli-Q
Einwaage von 5 g Agar/333 ml Medium in eine 500 ml Schottflasche

MS-Agar (Mannitol-Sojamehl/Cullum-Agar)
20 g Mannitol
ad 1 L Leitungswassser
Einwaage von je 5 g Agar und 5 g Sojamehl/250 ml Medium in eine 500 ml
Schottflasche

NE-Agar (Nutrient extract) (Murakami et al., 1989)
10 g Glucose
2 g Hefeextrakt
2 g Casaminoacids
1 g Lab Lemco Powder
ad 1 L Milli-Q
pH 7,0 eingestellt mit 1 N oder 6 N NaOH
Einwaage von 5 g Agar/333 ml Medium in eine 500 ml Schottflasche

2.7 Puffer, Losungen, GroRenstandards
Wenn nicht anders angegeben, wurden folgende Puffer und Losungen mit Milli-Q hergestellt.

TFBI-Puffer zur Herstellung chemo-kompetenter Zellen
0,3 ml 5 M Kaliumacetat
495 mg MnCl;
2,5ml2 M KCl
0,5ml 1 M CaCl,
7,5 ml Glycerol
ad 50 ml Milli-Q
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TFBII-Puffer zur Herstellung chemo-kompetenter Zellen
2,5 ml 2M MOPS, pH 7,0 eingestellt mit 5 M KOH
3,7 ml 1 M CacCl,
250 pl 2 M KCl
7,5 ml Glycerol
ad 50 ml Milli-Q

10x PBS-Puffer

80 g NaCl

2 g KCI

14,4 g Na;HPO4

2,4 g KH,PO,

ad 1 L Milli-Q
Der pH-Wert wurde auf 7,4 eingestellt und der Puffer zur Sterilisation autoklaviert. Zum
Gebrauch wurde der Puffer im Verhéltnis 1:9 mit Milli-Q verdinnt.

PBST-Puffer
1 ml Tween 20
ad 1L 1xPBS

Blocking-Puffer
2,5 g Magermilchpulver
ad 50 ml PBST-Puffer

50x TAE-Puffer fur die Elektrophorese

121,14 g Tris

9,31 g EDTA-Dinatrium

27 ml Eisessig

ad 500 ml Milli-Q
Der pH-Wert wurde auf 8 eingestellt und der Puffer vor Gebrauch im Verhaltnis 1:49 mit Milli-Q
verdlinnt.

Lysepuffer fir Streptomyceten-Protein-Rohextrakte (Gominet et al. 2011, modifiziert)

20 mM Tris (2,42 g/L)

5 mM EDTA-Dinatrium (1,86 g/L)
Kurz vor Gebrauch wurden 1 mM 2-Mercaptoethanol (0,087 ml/L) sowie eine Protease-
Inhibitor-Tablette pro 10 ml Puffer zugegeben und durch Schiitteln gemischt bzw. gelost.

Transferpuffer fur Western Blots mit Nitrocellulose-Membranen
3gTris
14,4 g Glycin
150 ml Methanol
500 pl SDS-Losung 20%
ad 1 L Milli-Q

Lysepuffer flr die Protein-Aufreinigung liber ein Hiss-Tag

20 mM Tris-HCl (3,15 g/L)

200 mM NacCl (11,69 g/L)

10% Glycerin [V/V] (100ml/L)
Zunachst wurde Tris-HCl in 1 L Milli-Q geldst und mit 1 N oder 6 N NaOH auf pH 7,8 eingestellt.
Dann wurden NaCl und Glycerin eingewogen/abgemessen und mit dem Tris-HCI Puffer auf 1 L
aufgefillt und der Puffer anschlieRend autoklaviert.
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Waschpuffer 1 fur die Protein-Aufreinigung Uber ein Hisg-Tag
1 L Lyse-Puffer
10 mM Imidazol (0,68 g/L)

Das Imidazol wurde im autoklavierten Lysepuffer gelost.

Waschpuffer 2 fir die Protein-Aufreinigung Uber ein Hiss-Tag
1 L Lyse-Puffer
20 mM Imidazol (1,36 g/L)

Das Imidazol wurde im autoklavierten Lysepuffer geldst.

Elutionspuffer fiir die Protein-Aufreinigung tiber ein Hisg-Tag
1 L Lyse-Puffer
500 mM Imidazol (34 g/L)

Das Imidazol wurde im autoklavierten Lysepuffer gelost.

Lagerpuffer fir Proteine

50 mM Tris-HCI (7,88 g/L)

50 mM NaCl (2,92 g/L)

10% Glycerin [V/V] (100ml/L)
Zunachst wurde Tris-HCl in 1L Milli-Q gel®st und mit 1 N oder 6 N NaOH auf pH 7,5 eingestellt.
Dann wurden NaCl und Glycerin eingewogen/abgemessen und mit dem Tris-HCl Puffer auf 1 L
aufgeflllt und der Puffer anschlieRend autoklaviert.

Puffer fur die Protoplasten-Herstellung
Alle benétigten Losungen, Puffer und Medien wurden durch Autoklavieren oder Filtrieren
sterilisiert (Tabelle 19).

Puffer/Losung/Medien Bemerkung zur Herstellung
10,3% Sucrose-Losung (103 g/L)

0,5% KH2POs-Losung (5 g/L)

3,68% CaCly-Dihydrat-Losung (36,8 g/L)

5 M CaClx-Dihydrat-Losung (735 g/L)

5,73% TES-Puffer, pH 7,2 (57,3 g/L)

10% Hefeextrakt-Losung (100 g/L)

20% L-Prolin-L6sung (200 g/L)

2,5% K2S0s-Losung (25 g/L)

1 M Tris-Maleinsaure-Puffer (121,1 g/L) pH 8 einstellen mit Maleinsdure
1 M Tris-HCI-Lésung, pH 8 (157,6 g/L)

1 M Na-EDTA-L6sung, pH 8 (372,2 g/L)

Lysozym-Losung 0,5 mg/ml Lysozym in P-Puffer, kurz vor Gebrauch
herstellen

TE-Puffer 10 ml 1 M Tris-HCI-Lésung, 1 ml 1 M Na-EDTA-L6sung,
ad 1 L Milli-Q

T-Puffer A) 5 ml 10,3% Sucrose-Losung, 15 ml Milli-Q, 40 ul

Spurenelement-Lésung, 200 pl 2,5% K2SOs-Losung
B) 9,3 ml A), 0,2 ml CaClo-Losung 5 M, 0,5 ml Tris-
Maleinsaure-Puffer
fertigen Puffer mischen aus 9 ml B) und 3 ml
geschmolzenem PEG 1000

P-Puffer Teil 1: 103 g Sucrose, 0,25 g K2S04, 2,02 g MgCl,-
Hexahydrat, 2 ml Spurenelement-Lésung, ad 800 ml
Milli-Q; fertiger Puffer: 80 ml Teil 1, 1 ml 0,5% KH2POs-
Losung, 10 ml 3,68% CaClz-Dihydrat-Losung, 10 ml
5,73% TES-Puffer
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Spurenelement-Losung 40 mg ZnCla, 200 mg FeCls-Hexahydrat, 10 mg CuCl,-
Dihydrat, 10 mg MnClz-Tetrahydrat, 10 mg Na2B407-
Decahydrat, 10 mg (NH4)sMo07024-Tetrahydratad 1 L
Milli-Q

S-Medium Teil 1: 2 g Pepton, 2 g Hefeextrakt, 2 g K2HPO4, 2 g
KH2PO4, 5 g Glycin, ad 400 ml Milli-Q
Teil 2: 5 g Glucose, 0,25 g MgS04, ad 100 ml Milli-Q
nach dem Autoklavieren vereinen

R2-Agar Teil 1: 103 g Sucrose, 0,25 g K2S04, 10,12 g MgCl2-
Hexahydrat, 10 g Glucose, 0,1 g Casaminoacids ad 800
ml Milli-Q. Es wurden je 200 ml mit 5,55 g Agar
autoklaviert.
Fertiges Medium: 200 ml verflissigter Teil 1, 2,5 ml 0,5%
KH2PO4-Losung, 20 ml 3,68% CaCly-Dihydrat-Losung 3,75
ml 20% L-Prolin-Losung, 25 ml 5,73% TES-Puffer, 0,5 ml
Spurenelement-Losung, 1,25 ml 1 N NaOH, 10 ml 10%

Hefeextrakt-Losung
Tabelle 19: Puffer, Losungen und Medien fir die Protoplastenherstellung.

Lésungen und Puffer fur Substratspezifitats-Assays
Alle Losungen und Puffer wurden durch Autoklavieren oder Filtrieren sterilisiert (Tabelle 20).

Puffer/Losungen Bemerkung zur Herstellung

50 mM Tris-HCl, pH8 (3,94 g/L)

25 mM Tris-HCl, pH8 (1,97 g/L)

300 mM MgClz (61 g/L MgCl x 6 H20) gepuffert in 25 mM Tris-HCI, pH8

2 M Hydroxylaminhydrochlorid (140 g/L) in 3,5M  pH 8 einstellen mit konz. HCI

NaOH (140 g/L), pH 8

30 mM ATP (16,5 g/L)

150 mM Aminosaurelésungen in 25 mM Tris-HCI 11,26 g/L Glycin; 17,27 g/L L-Prolin; 13,36 g/L L-
Alanin; 24,78 g/L L-Phenylalanin; 15,76 g/L L-
Serin; 19,37 g/L L-Pipecolinsdure; 24,84 g/L
(2S,4R)-4-Methylprolin

Stop-Losung 100 g/L FeClz x 6 H20, 33 g/L Trichloressigsaure in

0,7 M HCl
Tabelle 20: Puffer und Losungen fir Substratspezifitats-Assays.

DNA-GroRenstandards

bp ng/05ug %

10000 18 356
8000 18 38
6000 18 36
5000 18 36

74000 18 36
ZEB
5500 16 3.2
%00 16 32
1500 16 32
1200 16 3.2
1000 60 12,0
SN
700 17 34
60 17 34
500 60 120
400 20 40
30 20 40
N200 20 40
0 20 40

1% agarose

0.5 pg/lane, 8 cm length gel,
1XTAE, 7 V/em, 45 min

Abbildung 12: Bandenprofil des O’GeneRuler Ladder Mix, ready to use, auf einem 1% Agarose-TAE-Gel.
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Protein-GroRenstandards, ungefarbt

A B

kDa
-116.0

— 184
—— 14.4

kDa . kDa ___

245

190 —
135 —
~250
100
80 — 98

~130
~100

58 — 62

~15

"- 3 L

Abbildung 13: SDS-PAGE Bandenprofile verschiedener Protein-GroRenstandards. A) Pierce Unstained Protein MW Marker auf einem
12% Tris-Glycin-Gel nach Farbung mit Coomassie Blue, B) PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (10-250 kDa) auf einem 4-20%
Tris-Glycin-Gel, C) NEB Color Prestained Protein Standard, Broad Range (11-245 kDa) auf einem 10-20% Tris-Glycin-Gel, D) SeeBlue
Plus2 Pre-Stained Protein Standard (3-198 kDa) auf einem NuPAGE Novex 4-12% Bis-Tris Gel mit MES-Puffer.

2.8 Software und Internetanwendungen

Programm/Tool
antiSMASH 3.0

AriaMx Real-Time PCR

Software
BLAST

Chem Station
Chromas lite
Clustal Omega
EXPASy Translate

Image Lab 3.0.1
NCBI

Nucleic Acid Sequence
Massager

Protein Molecular
Weight Calculator
Quantity One
RNAfold
SnapGene Viewer
Vision Capt

Xcalibur V6.0
NEB Tm Calculator

NEBuilder

Anwendung
Analyse von BGCs

qPCR

Basic Local Alignment Search Tool;
Vergleich von biologischen Sequenzen
mit Datenbanken

HPLC Auswertung

Auswertung von Chromatogrammen
nach der DNA-Sequenzierung
Abgleich von DNA- und Protein-
Sequenzen

Ubersetzung von Nucleotidsequenzen
in Proteinsequenzen
Geldokumentation

Datenbank fir biotechnologische
Informationen

Bereinigung von DNA- und
Proteinsequenzen

Berechnung des Molekulargewichts
von Proteinen

Detektion und Dokumentation von
Western Blots

Vorhersage von Sekundarstrukturen
von einzelstrangiger RNA und DNA
Erstellen von Vektorkarten;
Auswertung von Chromatogrammen
nach der DNA-Sequenzierung
Geldokumentation
LCMS-Auswertung

Ermittlung von
Anlagerungstemperaturen fir Primer
wahrend der PCR

Primer-Design fur Gibson-Assembly
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Hersteller/Internetseite
http://antismash.secondarymeta
bolites.org

Agilent Technologies

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/BI
ast.cgi

Agilent Technologies
Technelysium

http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa
/clustalo
http://web.expasy.org/translate

Bio-Rad
https://www.ncbi.nlm.nih.gov

http://www.cybertory.org/resou
rces/sequenceTools/seqMassag
er.htm
http://www.sciencegateway.org
/tools/proteinmw.htm

Bio-Rad

http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-
bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi
GSL Biotech

Vilber
Thermo Scientific
http://tmcalculator.neb.com


http://antismash.secondarymetabolites.org/
http://antismash.secondarymetabolites.org/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo
http://web.expasy.org/translate
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.cybertory.org/resources/sequenceTools/seqMassager.htm
http://www.cybertory.org/resources/sequenceTools/seqMassager.htm
http://www.cybertory.org/resources/sequenceTools/seqMassager.htm
http://www.sciencegateway.org/tools/proteinmw.htm
http://www.sciencegateway.org/tools/proteinmw.htm
http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi
http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi
http://tmcalculator.neb.com/

NEBioCalculator Berechnung molarer Verhaltnisse flr

die Ligation
ChemBioDraw Ultra Zeichnen chemischer Strukturformeln PerkinElmer
13.0

Tabelle 21: In dieser Arbeit verwendete Software-Tools und Internetanwendungen.
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3 Methoden
3.1 Mikrobiologische Methoden

3.1.1 Kultivierung und Konservierung von Bakterienstammen
E. coli-Stamme wurden in LB-Flissigmedium oder auf LB-Agar, je nach Bedarf mit den zur
Selektion notwendigen Antibiotika, bei 37 °C kultiviert.

Zur Stammhaltung wurden Glycerin-Kulturen hergestellt. 750 pl einer Ubernachtkultur wurden
mit 750 ul sterilem Glycerin 50% in einer Kryordhre gemischt und bei -80 °C tiefgefroren.

Streptomyceten-Stamme wurden auf MS-Agar mit 2,5 mM MgCl,, je nach Bedarf mit den zur
Selektion notwendigen Antibiotika, bis zur Sporulation bei 30 °C kultiviert (4-10 Tage).

Zur Stammbhaltung wurden Sporensuspensionen hergestellt. Dazu wurde der jeweilige Stamm
auf MS-Agarplatten, wie oben beschrieben, kultiviert. Nach Zugabe von 2 ml sterilem Wasser pro
Platte wurden die Sporen vorsichtig mit einer Impfose abgeldst. Die Suspension wurde in eine 50
ml Réhre Uberfihrt und ca. 1 min stark mit dem Vortexer gemischt um Sporenketten
aufzutrennen. Anschliefend wurde sie durch sterile Watte in einer 20 ml Luer-Spritze in eine
frische 50 ml Rohre filtriert. Nach Zentrifugation mit der Heraeus Multifuge X1R/X3R fir 15 min
bei 4.000 rpm und 4 °C wurde der Uberstand verworfen und das verbleibende Sporenpellet in
500 pl sterilem Glycerin 20% resuspendiert und aliquotiert. Die Lagerung erfolgte zum Gebrauch
bei -20 °C, zur Stammhaltung bei -80 °C.

3.1.2 Messung des Wachstums von Bakterien

3.1.2.1 Messung des Wachstums mittels optischer Dichte

Das Wachstum von dispers wachsenden Bakterienstammen, wie E. coli und B. subtilis, erfolgte
mittels Messung der optischen Dichte bei 600 nm (ODeoo ). Dazu wurden Bakteriensuspensionen
in Kunststoffkivetten mit einer Schichtdicke von 1 cm vermessen.

3.1.2.2 Messung von Wachstumskurven

Wachstumskurven fiir Streptomyceten-Stamme wurden durch Ermittlung der trockenen
Zellmasse von Proben zu verschiedenen Zeitpunkten bestimmt. Dazu wurden mit Hilfe einer
serologischen Pipette Proben von 5-10 ml aus einer Flissigkultur entnommen und durch
gewogene Filtrierpapiere der Firma Macherey-Nagel mit einem Durchmesser von 70 mm filtriert.
Das Filtrat wurde verworfen und der Filter mit der zurlickgehaltener Zellmasse einmal mit Milli-
Q gewaschen. Nach vollstandigem Ablaufen der FlUssigkeit wurden die Proben in Petrischalen
bei -20 °C bis zur weiteren Verwendung tiefgefroren. Nach Beendigung der Probennahme
wurden alle Proben aufgetaut und bei 60 °C bis zur Massenkonstanz getrocknet. Aus der
Differenz des Gewichts der Filter vor und nach der Probennahme wurde die Trockenmasse
ermittelt und graphisch gegen die Zeit der Probennahme aufgetragen.

3.1.3 Bioassays

Zum Testen der Sensitivitdat von Bakterienstammen gegen verschiedene Antibiotika oder zum
Test auf das Vorhandensein antibiotisch wirksamer Substanzen in Kulturen wurden Bioassays
durchgefthrt. Dazu wurden entweder Filterplattchen mit den Testsubstanzen bestlckt und auf
Agarplatten mit den entsprechenden Stammen aufgebracht oder Locher in die Agarplatten
gestanzt und diese mit Kulturlberstanden geflllt. Nach Inkubation konnten anhand der
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HemmbhofgroRe Rickschlisse auf Antibiotikagehalt, Aktivitat der Substanz bzw. Sensitivitat des
Teststammes gezogen werden.

3.1.3.1 Bioassays mit Filterpldttchen

Um die Aktivitdt von bzw. die Sensitivitdt verschiedener Stamme gegen konzentrierte
Antibiotikalésungen zu testen, wurden diese in der gewiinschten Menge auf Filterpldttchen
aufgebracht und diese unter Lichtschutz bis zum Verdampfen des Ldésungsmittels aufbewahrt.
Losungsmittelkontrollen wurden ebenso erzeugt.

In der Zwischenzeit wurden Agarplatten mit den zu testenden Stammen vorbereitet. Dispers
wachsende Bakterien verteilen sich durch Mischen gleichmaRig im Medium. Fir diese Stamme,
hier B. subtilis 168 und B. subtilis 168 AclpP, wurden je nach verwendeter Petrischale 20 bzw. 50
ml Miller-Hinton-Softagar bis zum vollstandigen Losen des Agars erwarmt und auf 45 °C im
Wasserbad abgekiihlt. Eine Ubernachtkultur des Teststammes wurde mit Miller-Hinton-
Flussigmedium auf eine ODgoo von 0,1 eingestellt und 200 bzw. 500 pl dieser Suspension mit 20
bzw. 50 ml des abgekihlten Softagars vermischt und sofort in die Petrischale gegossen. Nach
dem Aushérten des Agars wurden die Antibiotika-haltigen Filterplattchen auf dem Agar platziert,
die Platte eine Stunde zur Diffusion des Antibiotikums im Kihlschrank gelagert und anschlieRend
bei 37 °C Uber Nacht inkubiert.

Bei nicht dispers wachsenden Bakterien, wie Streptomyceten, wurden NE- oder Muller-Hinton-
Agarplatten verwendet, die mit Sporensuspensionen (5-20 ul in 700 ul Milli-Q) Uberschichtet
wurden. Nach dem Trocknen wurden die Antibiotika-haltigen Filterplattchen platziert und die
Platten bei 30 °C fUr zwei bis drei Tage inkubiert.

3.1.3.2 Bioassays mit Kulturiibersténden

Bakterienkulturlberstande konnen auf dhnliche Weise auf ihren Gehalt an antibiotisch
wirksamen Substanzen getestet werden. Hierzu wurden Miller-Hinton-Softagarplatten mit
Teststimmen wie oben beschrieben hergestellt. Mit einem Metallstempel wurden Lécher in der
gewlnschten GroRe in den Agar gestanzt und die zu testende Menge an Kulturlberstand in die
Locher pipettiert. Die Platten wurden bei 37 °C Uber Nacht inkubiert.

3.1.3.3 ADEP-Bioassay mit S. hawaiiensis

Um sowohl die ADEP-Produktion von S. hawaiiensis zu visualisieren, als auch verschiedene
Stdmme auf ihre ADEP-Sensitivitat zu testen, wurden 5-10 pl einer Sporensuspension des ADEP-
Produzentenstamms auf NE- oder MH-Agar balkenférmig ausgestrichen und fir drei Tage bei 30
°C inkubiert. Dann wurden 2-5 ul einer Sporensuspension der gewlnschten Teststdmme im
rechten Winkel zu S. hawaiiensis ebenfalls balkenférmig ausgestrichen und ihr Wachstum tber
drei Tage verfolgt und dokumentiert (Gominet et al., 2011).

3.2 Molekularbiologische Methoden
3.2.1 Aufreinigung von DNA

3.2.1.1 Genomische DNA

Die Isolation von genomischer DNA aus Streptomyceten-Stammen erfolgte aus 2 ml einer ca. 48
h alten Kultur mit dem innuPrep Bacterial DNA Kit nach Angaben des Herstellers. Abweichend
wurden 10 pl Lysozym (50 mg/ml) eingesetzt und die Suspension schittelnd mindestens 1 h bei
37 °C inkubiert, bis das Mycel deutlich sichtbar lysiert war. Wahrend des Proteinase K-Verdaus
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wurde erganzend ein RNase-Verdau durchgefihrt, indem 1 pl RNase A (10 mg/ml) zugesetzt
wurde.

3.2.1.2 Plasmid-DNA
Die Isolation von Plasmiden aus E. coli-Stammen erfolgte aus 4 ml einer Ubernachtkultur mit dem
GenelET Plasmid Miniprep Kit nach Angaben des Herstellers.

3.2.1.3  PCR-Produkte

PCR-Produkte wurden mit dem innuPREP DOUBLEpure Kit nach Angaben des Herstellers
aufgereinigt. Zum Konzentrieren und Reinigen wurde das Protokoll ,Purification and
concentration of PCR products” genutzt, wahrend PCR-Produkte, die Gber ein Gel aufgetrennt
wurden, nach dem Protokoll ,,DNA extraction from agarose gel slices” aufgereinigt wurden.

3.2.1.4 Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA

Die Konzentration von geldster DNA und RNA wurde durch Messung der Absorption bei 260 nm,
dem Absorptionsmaximum von Nukleinsduren, mit dem NanoDrop 2000c bestimmt. Das Gerat
wurde dazu zunachst mit 1 pl Lésungsmittel kalibriert und anschliefend wurde 1 pl Probe
vermessen. Dabei entspricht eine Extinktion von 1 einer DNA-Konzentration von 50 pg/ml sowie
einer RNA-Konzentration von 40 pg/ml.

3.2.2 Aufreinigung von RNA

Die Aufreinigung von RNA aus Streptomyceten-Stammen erfolgte je nach Wachstumsphase aus
2-10 ml Kultur mit dem innuSPEED Bacteria/Fungi RNA Kit nach Angaben des Herstellers mit
folgenden Abweichungen.

Beim Nehmen der Proben wurden diese mit dem doppelten Volumen des Reagenzes RNAprotect
in einer 15 oder 50 ml Rohre vermischt, fir 10 min bei RT inkubiert und anschlieRend fir 15 min
bei 4 C und 4.000 rpm durch Zentrifugation in der Heraeus Multifuge X1R/X3R pelletiert. Der
Uberstand wurde verworfen und die Proben bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

Zur Isolation der RNA wurden die Proben langsam auf Eis aufgetaut und mit 200 pl Lysispuffer LR
versetzt. Mit Hilfe einer Impfése wurde das Zellmaterial in ein Lysis-Rohrchen transferiert und
der verbleibende Puffer wurde mit einer Pipette ebenfalls in das Lysis-Réhrchen Gberfihrt.

Der Zellaufschluss erfolgte mit dem Precellys Evolution (3 x 23 s bei 6.500 rpm, je 10 s Pause, drei
Wiederholungen). AnschlieRend wurden weitere 250 pl LR zugegeben und die Proben laut
Protokoll inkubiert und weiter bearbeitet. Nach dem Binden der RNA an die Sdule wurde mit dem
innuPREP DNase | Digest Kit ein zusatzlicher DNase-Verdau laut Herstellerangaben durchgefihrt.
Am Ende wurde die RNA in 2 x 20 pl RNase-freiem Wasser eluiert, ihre Konzentration mittels
NanoDrop bestimmt und bei -20 °C gelagert.

3.2.3 Enzymatische in vitro-Reaktionen von DNA

3.2.3.1 Schneiden von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen sind Enzyme, die unter anderem in Bakterien der Phagenabwehr
dienen, in dem sie doppelstrangige Fremd-DNA z. B. am Methylierungsmuster erkennen und
dann spezifisch hydrolysieren kénnen.

Restriktionsenzyme, die in dieser Arbeit genutzt wurden, gehoren alle dem Typ 2 von insgesamt
vier an, der sich dadurch auszeichnet, dass weder ATP benétigt wird, noch eine
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Methyltransferase-Aktivitat vorhanden ist und die Hydrolyse der DNA unmittelbar in oder an der
palindromischen Erkennungssequenz erfolgt.

Restriktionsverdaue wurden mit Plasmiden oder PCR-Produkten, denen durch Primer die
entsprechenden Restriktionsschnittstellen angehangt wurden, zu Klonierungszwecken oder zur
Uberpriifung von fertigen DNA-Konstrukten in der Regel iiber Nacht, mindestens jedoch fiir 3 h,
bei 37 °C durchgefihrt (Tabelle 22). Bei Plasmiden fur Klonierungszwecke erfolgte der
Restriktionsverdau in Anwesenheit einer Phosphatase, da die Dephosphorylierung der 5'-Enden
der DNA-Strange die Re-Ligation der Plasmidenden verhindert und somit den Klonierungserfolg
erhoht.

Bestandteil PCR-Produkte zur ~ Plasmid zur Plasmid
Klonierung Klonierung Uberprifung

DNA 1ug 1ug <lug

10x CutSmart Buffer 5ul 5ul 2 ul

Enzym 1 1l 1l 0,5 ul

Enzym 2 1l 1l Bei Bedarf 0,5 pl

10x Antarctic Phosphatase Reaction - 5ul -

Buffer

Antarctic Phosphatase - 1l -

Milli-Q ad 50 pl ad 50 pl ad 20 ul

Tabelle 22: Bestandteile verschiedener Ansatze fir Verdaue mit Restriktionsendonukleasen.

Nach Ende des Verdaus wurden die Ansdtze mit dem innuPREP DOUBLEpure Kit nach Angaben
des Herstellers aufgereinigt. Entstanden beim Verdau Nebenprodukte von < 30 bp, wurde das
Protokoll ,Purification and concentration of PCR products” genutzt, wahrend bei
Nebenprodukten von > 30 bp nach Auftrennung lber ein Agarosegel nach dem Protokoll ,, DNA
extraction from agarose gel slices” aufgereinigt wurde. Verdaue von Plasmiden wurden
grundsatzlich Uber ein Gel und nach dem Protokoll ,,DNA extraction from agarose gel slices”
aufgereinigt.

3.2.3.2 Ligation von DNA-Fragmenten
Die T4 DNA-Ligase katalysiert die Knipfung von kovalenten Phosphodiester-Bindungen zwischen
den 5'-Phosphaten und 3‘-Hydroxygruppen von benachbarten Nukleotiden.

Diese Eigenschaft wurde genutzt um nach erfolgreichem Restriktionsverdau DNA-Fragmente in
Vektoren einzubringen. Fir diese Arbeit wurde die T4 DNA Ligase von NEB oder von Thermo
Scientific genutzt. Ligationsansdtze wurden nach Herstellerangaben angesetzt und Uber Nacht
bei RT (maximal 25 °C) oder im PCR-Cycler bei 16 °C (NEB)/22 °C (Thermo Scientific) inkubiert
(Tabelle 23).

Bestandteil Eingesetzte Menge

10x T4 Ligase Reaction Buffer 2 ul

Plasmid nach Restriktionsverdau bis zu 150 ng

Insert nach Restriktionsverdau bis zu 300 ng

T4 DNA Ligase 1 ul (NEB)/0,2 ul (Thermo Scientific)
Milli-Q ad 20 pl

Tabelle 23: Zusammensetzung eines Ligationsansatzes.
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3.2.4 PCR-Methoden

Die PCR, kurz fur Polymerase-Kettenrektion (engl. polymerase chain reaction) (Mullis et al.,
1986), dient der Vervielfdltigung von ausgewahlten DNA-Abschnitten. Indem man sich einer
hitzestabilen DNA-Polymerase aus einem thermophilen Bakterium bedient, kbnnen durch ein
Temperatur-Zyklen-Programm bis zu Millionen Kopien des gewiinschten Gens hergestellt
werden.

3.2.4.1 Amplifizierung von DNA mit Proof Reading Polymerasen

Proof Reading Polymerasen weisen neben ihrer 5° 2 3‘ Polymerase-Aktivitat auch eine 3 2 5°
Exonuklease-Aktivitat auf, wodurch inkorrekt eingebaute Nukleotide wahrend der PCR wieder
herausgeschnitten und ausgetauscht werden kénnen. Dies ist insbesondere bei Klonierungen
und Sequenzierungen wichtig. In dieser Arbeit wurden die Phusion High-Fidelity DNA Polymerase
und die Q5 High-Fidelity DNA Polymerase fir Proof Reading-Anwendungen benutzt. PCR-Ansatze
und PCR-Programme wurden nach Herstellerangaben erstellt (Tabelle 24, Tabelle 25). Die
Anlagerungstemperaturen der Primer wurden mit Hilfe des NEB Tm Calculators oder durch einen
Temperaturgradienten bestimmt.

Bestandteil Phusion/Q5 Volumen Endkonzentration
5x Phusion HF oder GC Puffer/5x Q5 Reaction Buffer 10 pl 1x
10 mM dNTPs 1ul 200 pM
10 uM Vorwarts Primer 2,5 ul 0,5 uM
10 uM Ruckwarts Primer 2,5 ul 0,5 uM
Template DNA Je nach Konzentration  Bis zu 100 ng
DMSO/5x Q5 High GC Enhancer 1,5-5 pl/10 pl 3-10%/20%
Phusion DNA Polymerase/Q5 DNA Polymerase 0,5 ul 1U
Milli-Q ad 50 ul ad 50 ul

Tabelle 24: Zusammensetzung eines PCR-Ansatzes mit Proof Reading Polymerasen.
Reaktionsschritt Temperatur Phusion/Q5 Dauer Phusion/Q5 Zyklusanzahl
Initiale Denaturierung 98 °C 30s-3 min 1
Denaturierung 98 °C 10s
Anlagerung Nach Bedarf 30s 30-35
Verlangerung 72°C 20-30 s/kb
Finale Verlangerung 72 °C 10 min/2 min 1

Tabelle 25: Cycler-Programm fiir PCRs mit Proof Reading Polymerasen.

3.2.4.2 Analytische PCR

Fdr rein analytische Zwecke wurde die DreamTaq DNA Polymerase verwendet, die zuverldssig
amplifiziert, allerdings nicht mit der Genauigkeit einer Proof Reading Polymerase, da sie keine
Exonuklease-Aktivitat besitzt. PCR-Ansadtze und PCR-Programme wurden nach Herstellerangaben
erstellt (Tabelle 26, Tabelle 27). Die Anlagerungstemperaturen der Primer wurden mit Hilfe des
NEB Tm Calculators oder durch einen Temperatur-Gradienten bestimmt.

Bestandteil Volumen Endkonzentration
10x DreamTaq Puffer 5 ul 1x

10 mM dNTPs 1ul 200 uM

10 uM Vorwarts Primer 1,25 ul 0,25 uM

10 uM Ruckwarts Primer 1,25 ul 0,25 uM
Template DNA Je nach Konzentration Bis zu 100 ng
DMSO 1,5-5 ul 3-10%

DreamTaqg DNA Polymerase 0,25 pl 1,25U

Milli-Q ad 50 ul ad 50 ul

Tabelle 26: Zusammensetzung eines PCR-Ansatzes flir analytische Zwecke.
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Reaktionsschritt Temperatur Dauer Zyklusanzahl

Initiale Denaturierung 95 °C 1-3 min 1
Denaturierung 95°C 30s

Anlagerung Nach Bedarf 30s 30-35
Verlangerung 72°C 1 min/kb

Finale Verlangerung 72 °C 10 min 1

Tabelle 27: Cycler-Programm fiir PCRs flir analytische Zwecke.

3.2.4.3 Kolonie-PCR

Um Transformanten und Transkonjuganten auf erfolgreiche Plasmidaufnahme bzw. -integration
zu testen wurden analytische PCRs durchgefiihrt, bei denen als Template anstelle von
aufgereinigter DNA direkt die gewlnschte Kolonie genutzt wurde.

Dazu wurde die jeweilige Kolonie in 10-30 pl Milli-Q in einem 0,2 ml-Reaktionsgefal’
resuspendiert und bei 100 °C flr 5-45 min aufgekocht. Von der abgekihlten Suspension wurden
1-5 ul in einen Reaktionsansatz eingesetzt. Die Zusammensetzung eines Reaktionsansatzes
entsprach dem einer analytischen PCR (3.2.4.2), allerdings mit einem Gesamtvolumen von 25 ul.

3.2.4.4 Genexpressionsanalysen mittels gPCR

Um die Expression ausgewahlter Gene zu analysieren, bedient man sich dem Enzym Reverse
Transkriptase, um die grundsatzlich wesentlich instabilere RNA in stabile, einzelstrangige cDNA
umzuschreiben. Diese kann dann als Template in eine guantitative Real Time-PCR (gPCR)
eingesetzt werden, wo durch einen interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff in Echtzeit die
Entstehung von DNA-Doppelstrangen verfolgt werden kann. Durch die Annahme, dass die
Entstehung von doppelstréangiger DNA wahrend der PCR exponentiell ablauft, kann auf die
Kopienanzahl des zu analysierenden Gens im eingesetzten Volumen des Templates und so auch
in der isolierten RNA rlickgeschlossen werden.

Nach Isolation der RNA (3.2.2) wurden 1.000 ng in einen DNase-Verdau eingesetzt, um eine
Kontamination mit genomischer DNA auszuschlieRen. Fir den Verdau wurde die RNase-freie
DNase der Firma Promega nach Protokoll des Herstellers angewendet.

5 ul eines solchen Verdaus konnten direkt zur cDNA-Synthese eingesetzt werden. Hierflr wurde
das AffinityScript Multiple Temperature cDNA Synthesis Kit der Firma Agilent Technologies nach
Angaben des Herstellers verwendet. Zum Ausschluss von Verunreinigungen jeglicher
Bestandteile wurde stets auch eine noRT-Kontrolle (keine Reverse Transkriptase) durchgefihrt,
da in dieser Kontrollprobe Signale wahrend der gPCR nicht von vervielfaltigter cDNA herrihren
kdnnen und auf Fremd-DNA oder gDNA-Kontaminationen hinweisen.

Die erfolgreiche Produktion von cDNA wurde zum Vergleich mit der noRT-Kontrolle sowie der
isolierten RNA vor und nach dem zusatzlichen DNase-Verdau mittels analytischer PCR Uberprift
und nach einem positiven Ergebnis fur die gPCR verwendet.

Die gPCR wurde mit dem Brilliant Il Ultra-Fast SYBR Green QPCR Master Mix von Agilent
Technologies sowie dem zugehorigen Protokoll durchgefihrt. Fir die zu untersuchenden Gene
wurden Primer gelegt, die, wenn mit gDNA als Template getestet, ein spezifisches 150-250 bp
groRes Produkt amplifizierten. Beide im Ansatz bendtigten Primer wurden bereits vorher vereint
und gemischt, um Fehler durch das Pipettieren von kleinen Volumina zu vermeiden.
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Die Ansatze wurden in speziellen 96-well-Platten fir die gPCR mit Deckeln (Aria 96 Well Plates,
Skirted, LP; Optical Cap, 8x Strip; beide von Agilent Technologies) zusammen pipettiert. Es wurde
immer 1 pl des Primer-Mixes vorgelegt, gefolgt von 2 ul des jeweiligen Templates (cDNA, noRT-
Kontrolle oder Wasser fir eine Kontrolle ohne Template (NTC)). AnschlieRend wurden 17 ul eines
Master-Mixes aus allen weiteren Komponenten hinzugeflgt. Durch kurze Zentrifugation mit der
Heraeus Multifuge X1R/X3R wurde sichergestellt, dass sich das komplette Volumen des Ansatzes
blasenfrei am Boden der 96-well-Platte befand. Die Amplifikation wurde mit folgendem
Programm durchgeflihrt und im Anschluss durch eine Dissoziationskurve auf Kontaminationen
Uberprift (Tabelle 28).

Reaktionsschritt Dauer Temperatur Zyklusanzahl
gPCR 180 sec 98 °C 1

5 sec 98 °C 40

10 sec 60 °C
Dissoziation 30 sec 95°C 1

30 sec 45 °C 1

30 sec 95°C 1

Tabelle 28: Cycler-Programm fur die gPCR.

Die Auswertung erfolgte Uber die C.-Werte durch Normalisierung auf das Referenzgen hrdB (AC)
und das anschlieRende Auftragen der 22 Werte, also der logarithmischen Expressionslevel, die
die relative Menge des exprimierten Gens im Vergleich zum Referenzgen (hrdB) darstellen, in
Balkendiagrammen.

3.2.5 Techniken zur Klonierung

3.2.5.1 Klassische Klonierung

Zur Klonierung eines DNA-Fragments in einen Vektor wurde dieses zundchst mittels PCR mit
einer Proof Reading Polymerase amplifiziert (3.2.4.1), bei der durch entsprechende Primer die
gewlnschten Restriktionsschnittstellen angehdngt wurden. Durch Restriktionsverdaue von
Insert und Vektor (3.2.3.1) wurden komplementédre Enden generiert, so dass das PCR-Produkt
schlieBlich durch Ligation in den Vektor eingebracht werden konnte (3.2.3.2). 5-10 pl des
Ligationsansatzes wurden dann zur chemischen Transformation eines Klonierungsstammes mit
reduzierter Endonuklease- und Rekombinationsaktivitdt eingesetzt (E. coli XL1-Blue, E. coli
JM109 oder E. coli DH5a) (3.2.5.3). Zur Uberpriifung von Transformanten wurden Fliissigkulturen
angezogen, um diese, nach Isolation der Plasmide, anhand ihres Laufverhaltens auf einem
Agarose-Gel (3.3.1) im Vergleich zum Ausgangsplasmid oder durch Restriktionsverdau auf das
Vorhandensein eines Inserts der richtigen Groe zu Uberprifen. AbschlieRend wurde ein
vielversprechendes Plasmid durch die Firma LGC Genomics sequenziert und bei Fehlerfreiheit in
den gewlinschten Expressionsstamm oder Konjugationsstamm transformiert.

3.2.5.2 Klonierung mittels Gibson Assembly

Die von Daniel G. Gibson entwickelte Methode ermdoglicht die Klonierung von einem oder
mehreren Fragmenten in einen Vektor in einem Schritt unter isothermalen Bedingungen. Es
wurde der NEBuilder HiFi DNA Assembly Master Mix nach Angaben des Herstellers mit geringen
Abweichungen verwendet. Mittels PCR mit einer Proof Reading Polymerase (3.2.4.1) und den
entsprechenden Primern wurden die zur Klonierung gewlinschten DNA-Fragmente mit 15-20 bp
langen, zu den im fertigen Konstrukt angrenzenden DNA-Bereichen komplementadren
Uberhdngen erzeugt. lhre Konzentration wurde so eingestellt, dass ein méglichst geringes
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Volumen eingesetzt werden musste, um ein molares Verhaltnis von 1:2 zwischen Vektor und
Inserts zu erreichen. Die Konzentration des linearisierten Vektors wurde auf 30-100 ng/ul
eingestellt, so dass lediglich 1 pl eingesetzt werden musste. Vektor und Inserts wurden mit dem
doppelten Volumen des 2x NEBuilder HiFi DNA Assembly Master Mix vermischt und fir 1 h bei
50 °C inkubiert. Dabei werden durch die enthaltene 5 Exonuclease zunadchst einzelstrangige
Uberhinge an allen Fragmenten erzeugt, die sich zusammenlagern, so dass eine Proof Reading
Polymerase die vorhandenen Liicken aufftllen kann. Eine T4 DNA Ligase erzeugt schlieflich die
fehlenden Bindungen. Nach der Inkubation wurde der komplette Ansatz zur chemischen
Transformation eines Klonierungsstammes eingesetzt (3.2.5.3) und wie bei der klassischen
Klonierung weiter gearbeitet (3.2.5.1).

3.2.5.3  Chemische Transformation von E. coli

Um chemo-kompetente E. coli-Zellen zu transformieren, wurde zunachst ein 50 pl Aliquot auf Eis
aufgetaut und anschliefRend mit 1-3 pl Plasmid oder 5-10 pl Ligationsansatz vermischt. Nach
Inkubation auf Eis fir 30 min erfolgte ein Hitzeschock bei 42 °Cflr 90 s. Danach wurden die Zellen
umgehend auf Eis fir 3 min abgekihlt und dann in 1 ml auf 37 °C vorgewarmtes LB-Medium
Uberfihrt. Nach Regenerierung bei 37 °C im Schuttelinkubator fir 1 h wurden die Zellen bei
10.000 rpm fir 1 min pelletiert und das Medium durch AusgielRen abgetrennt. Das Pellet wurde
im verbleibenden Medienrest resuspendiert und die erhaltene Suspension wurde auf LB-
Agarplatten mit den zur Selektion benotigten Antibiotika plattiert. Nach Inkubation Gber Nacht
bei 37 °C wurde eine Auswahl von Transformanten (1-10 Stiick) entweder durch Kolonie-PCR
(3.2.4.3) oder Plasmidisolierung (3.2.1.2) und anschlieRendem Restriktionsverdau (3.2.3.1) auf
Vorhandensein des Inserts Uberprift und anschlieBend fur einen Klon mittels Sequenzierung
bestatigt.

3.2.5.4  Herstellung chemo-kompetenter E. coli-Zellen nach Standardprotokoll

50 ml TYM-Medium wurden mit 500 ul einer Ubernachtkultur des gewiinschten E. coli-Stammes
angeimpft und bei 37 °C und 200 rpm bis zu einer ODgoo Von 0,5 bis 0,7 angezogen. Die Zellen
wurden durch Zentrifugation mit der Heraeus Multifuge X1R/X3R bei 4.000 rpm fir 10 min bei
4°Cin 50 ml Réhren pelletiert und im weiteren Verlauf permanent auf Eis gekihlt. Das Zellpellet
wurde in 5 ml kaltem TFBI-Medium resuspendiert und erneut durch Zentrifugation pelletiert.
AnschlieRend wurden die Zellen in 2,5 ml kaltem TFBII-Medium resuspendiert und die erhaltene
Suspension zu 50 ul in vorgekuhlte 1,5 ml-ReaktionsgefaRe aliquotiert, in flissigem Stickstoff
schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

3.2.5.5 Herstellung chemo-kompetenter E. coli-Zellen nach der Calciumchlorid-Methode

100 ml LB-Medium wurden mit 1 ml einer Ubernachtkultur des gewiinschten E. coli-Stammes
angeimpft und bei 37 °C und 200 rpm bis zu einer ODgoo von 0,4 bis 0,5 angezogen. Die Zellen
wurden durch Zentrifugation in 50 ml Réhren pelletiert und im weiteren Verlauf permanent auf
Eis geklhlt. Das Zellpellet wurde in 25 ml einer kalten 0,1 M CaCl,-Lésung resuspendiert und 30
min auf Eis inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen mit der Heraeus Multifuge X1R/X3R bei
4.000 rpm fr 10 min bei 4 °C pelletiert und in 1 ml kalter 0,1 M CaCl,-Lésung resuspendiert. Es
wurden 300 pl 50% Glycerol hinzugefiigt und die Zellen zu 100 ul in vorgekihlte 1,5 ml-
ReaktionsgefédRe aliquotiert, in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.
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3.2.5.6  Konjugation von Streptomyceten

Eine der gédngigsten Methoden des DNA-Transfers in Streptomyceten ist der intergenerische
Transfer von Plasmiden durch E. coli. Neben replizierenden Plasmiden kénnen auch nicht
replizierende Plasmide, die sequenzspezifisch oder Gber homologe Rekombination in das Genom
integrieren, durch Konjugation in Streptomyceten eingebracht werden, wenn sie den wenig
Rezipienten-spezifischen oriT (engl. origin of transfer) des Plasmids RP4 besitzen (Mazodier et
al., 1989). Als Konjugationsstamm empfiehlt sich ein methylierungsdefizienter E. coli-Stamm wie
E. coli ET 12567 (Flett et al., 1997), der zudem Mobilisierungsfaktoren in trans auf dem Plasmid
pUB307 (Bennett et al., 1977) zur Verfligung stellt. Im nicht-methylierungsdefizienten E. coli S17-
1 (Simon et al., 1983) liegt ein RP4-Derivat im Genom integriert vor. Konjugationen wurden
durchgefihrt wie zuvor beschrieben (Kieser et al., 2000) und die Platten nach 15-20 Stunden
zunachst mit 0,5 mg Nalidixinsaure in 700 ul Milli-Q Uberschichtet und nach vollstandigem
Trocknen je nach Bedarf mit 1 mg Apramycin und/oder 1 mg Hygromycin B in 700 pl Milli-Q
erneut Uberschichtet. Nach dem Trocknen wurden die Platten weitere 48-120 Stunden bis zur
beginnenden Sporulation der Transkonjuganten bei 30 °C inkubiert. Diese wurden dann
wiederholt auf MS-Agarplatten oder in TSB-Flissigmedium, je mit 50 pg/ml Apramycin und 25
ug/ml Nalidixinsdure, passagiert, bis Kontaminationen mit dem E. coli-Konjugationsstamm
auszuschliefen waren. Die erhaltenen Transkonjuganten wurden dann mittels Kolonie-PCR
Uberprift und Sporensuspensionen zur Stammbhaltung hergestellt.

3.2.5.7 Protoplasten-Transformation von Streptomyceten

Protoplasten sind plasmatische Zellen, deren Zellwand durch Behandlung mit Enzymen entfernt
wurde, so dass sie wesentlich leichter DNA aufnehmen kénnen. Die Protoplasten-Transformation
stellt eine weitere Methode dar, um DNA in Streptomyceten einzubringen. Ein Protoplasten-
Aliquot von 50 pl wurde schnell in warmem Wasser aufgetaut und mit 1 ml P-Puffer sowie 5 pl
des gewiinschten Plasmids in TE-Puffer versetzt. AnschlieRend wurden 4 ml T-Puffer hinzugefiigt
und viermal durch Pipettieren gemischt. Der Ansatz wurde auf zwei R2YE-Agarplatten aufgeteilt
und durch Schwenken verteilt. Die Platten wurden bei 30 °C fur 14-20 h inkubiert und
anschlieRend, beginnend mit Uberschichten mit Antibiotika, wie Konjugationsplatten (3.2.5.6)
weiterbehandelt.

3.2.5.8 Herstellung von Protoplasten aus Streptomyceten-Mycel

Die optimale Wachstumsphase beim Start der Protoplastierung ist abhangig von der
verwendeten Streptomyces-Spezies und kann stark variieren. Daher wurden je 15 ml S-Medium
mit verschiedenen Mengen an Sporen beimpft (5-50 ul) und fur zwei Tage bei 30 °C und 180 rpm
inkubiert, um unterschiedlich dichte Kulturen zu erhalten. Das Mycel wurde durch Zentrifugation
in der Heraeus Multifuge X1R/X3R in einer 50 ml Réhre bei 4 °C und 4000 rpm fir 10 min
abgetrennt und in 15 ml 10,3% Sucrose-Losung resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation und
Verwerfen des Uberstandes wurde das Pellet in 4 ml P-Puffer mit 0,5 mg/ml Lysozym (vor
Gebrauch sterilfiltriert) aufgenommen. Es erfolgte ein Inkubationsschritt bei 30 °C mit
gelegentlichem Invertieren. Die Protoplasten-Formation wurde beginnend nach 15 min immer
wieder unter dem Axio Scope.A1 Uberprift, bis sie weitestgehend vollstandig abgeschlossen war.
Die Suspension wurde mit einer 5 ml Pipette einmal vorsichtig auf- und abpipettiert und fiir 15
min bei RT inkubiert. Dann wurden 5 ml eiskalter P-Puffer hinzugefiigt, wieder einmal vorsichtig
auf- und abpipettiert und der Ansatz fiir 15 min auf Eis abgekihlt. Die Suspension wurde wie bei
der Sporenherstellung (3.1.1) durch sterile Watte filtriert. Die gewonnenen Protoplasten wurden
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flr 7 min bei 2.140 rpm sedimentiert, der Uberstand verworfen und das lockere Pellet in 1 ml P-
Puffer durch leichtes Schwenken aufgenommen. In Aliquots von 50 ul wurden die Protoplasten
langsam erst bei -20 °C und dann bei -80 °C eingefroren. Spateres Auftauen sollte hingegen
schnell in warmem Wasser erfolgen.

3.2.5.9 Konstruktion von Knockout-Mutanten in Streptomyceten

Knockout-Konstrukte fiir Gene von Streptomyceten wurden alle mittels Gibson Assembly
kloniert. Die Gene wurden grundsatzlich das Leseraster erhaltend deletiert und Start- und Stop-
Codon wurden ebenfalls erhalten, um Downstream-Effekte zu vermeiden. Mittels PCR (3.2.4.1)
wurden zwei das Gen einrahmende DNA-Flanken von 1,5 kb GroRe amplifiziert und in die
Knockout-Plasmide pA18, pGusA21 oder pGM-GUS-Xba kloniert (Vektorkarten in Kapitel 6.2.6,
6.2.7.1und 6.2.9).

Bei der Konjugation in Streptomyces wird durch Selektion auf Apramycin eine Integration des
Plasmids ins Genom durch homologe Rekombination erzwungen, da das Knockout-Konstrukt
nicht replizierbar ist. Transkonjuganten wurden wie bereits fir die Konjugation beschrieben
(3.2.5.6) auf MS-Agar mit 50 pg/ml Apramycin und 25 pg/ml Nalidixinsdure Uberstochert. Bei
beginnender Sporulation wurden diese in TSB-Medium, ebenso mit Antibiotika versetzt,
Uberfihrt und fir zwei Tage bei 30 °C und 190 rpm inkubiert. Das Mycel wurde homogenisiert
und auf MS-Agar ohne Antibiotika ausplattiert. Um Druck fir die doppelt-homologe
Rekombination, also den Verlust des Plasmids, anzulegen, wurde nun fir zwei Tage bei 39 °C bis
zur beginnenden Sporulation inkubiert. Die Sporen einer halben Platte wurden unter Zugabe von
500 ul Milli-Q mit einer Impfose abgekratzt und in ein 1,5 ml-Reaktionsgefal Uberfihrt. Nun
wurde eine 1:100.000-Verdinnung hergestellt und 100 ul auf eine LB-Agarplatte ausplattiert.
Diese wurde zwei Tage bei 30 °C inkubiert bis die Kolonien deutlich und vereinzelt sichtbar waren.
Die Platte wurde mit 1 ml X-Gluc-Losung (1mg/ml) Gberschichtet, fir 3 h im Kihlschrank gelagert
und dann Uber Nacht bei 30 °C inkubiert. Weille Kolonien wurden mit Hilfe eines Skalpells
halbiert und je eine Halfte auf eine MS-Agarplatte ohne Antibiotika und die andere auf eine MS-
Agarplatte mit 50 pg/ml Apramycin Gbertragen. Dieser Schritt erwies sich als hilfreich, um auf
falsch positive Kolonien zu testen. Klone, die Apramycin-sensitiv waren, wurden mittels Kolonie-
PCR (3.2.4.3) auf den Verlust des Gens getestet und durch Sequenzierung des PCR-Produkts
bestatigt.

3.3 Elektrophoretische Methoden

3.3.1 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese dient der Auftrennung von DNA-Fragmenten in einer Gelmatrix
anhand ihrer GroRRe und Ladung durch das Anlegen einer Spannung. Dazu wurden aus Agarose
und TAE-Puffer durch Aufkochen in der Mikrowelle eine 1% Losung hergestellt, die in einer
Gelkammer beim Abkuhlen zu einem festen Gel aushartet. Als Laufpuffer diente ebenfalls TAE-
Puffer. DNA-Proben wurden mit dem Gel Loading Dye (6x) (NEB) oder dem 6x DNA Loading Dye
(Thermo Scientific) im Verhéltnis 1:3 bis 1:5 vermischt und in die Taschen des Gels geladen,
gesaumt vom O‘GeneRuler DNA Ladder Mix als GrofRenstandard. Fir 1-3 h wurde eine Spannung
von 100-130 V angelegt um die DNA aufzutrennen. Das Gel wurde fir 10-20 min in ein
Ethidiumbromid-Bad (0,01% [m/V]) gelegt und der interkalierende Farbstoff anschlieRend
mittels UV-Licht im GelDoc XR+ System angeregt und mit der Software Image Lab 3.0.1
dokumentiert.
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3.3.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Proteine bzw. proteinhaltige Zellextrakte wurden mittels SDS-PAGE (engl. sodium dodecy! sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis) anhand ihrer GréRe aufgetrennt. Dazu wurden die Proben
mit dem Bolt LDS Sample Buffer (4x) gemischt und bei 70 °C fir 10 min erhitzt. AnschlieRend
wurden sie in die Taschen eines gebrauchsfertigen Bolt 12% oder 12-14% Bis-Tris Plus Gels von
Invitrogen geladen und mit Bolt MOPS SDS Running Buffer bei 150 V gelelektrophoretisch
aufgetrennt. Als GroRenstandards wurden der Pierce Unstained Protein MW Marker, die
PageRuler Plus Prestained Protein Ladder, der NEB Color Prestained Protein Standard oder der
SeeBlue Plus2 Pre-Stained Protein Standard genutzt. AnschlieRend wurde das Gel flr bis zu 3 hin
10 ml InstantBlue Protein Stain der Firma Expedeon gefarbt, mit Wasser gewaschen und mit dem
GelDoc XR+ System und der Software Image Lab 3.0.1 dokumentiert. Wurde das Gel fiir Semidry
Western Blots (3.4.2) bendtigt, wurde es ungefarbt weiter verwendet.

3.4 Proteinbiochemische Methoden

3.4.1 Gewinnung von Protein-Zellextrakten aus Streptomyceten
Um mittels Western Blots Informationen Uber die Expression verschiedener Proteine in
Streptomyceten-Stammen zu erhalten, wurden Zellextrakte dieser Stamme hergestellt.

Die Stamme wurden in TSB-Medium, bei Bedarf unter antibiotischer Selektion, fir 40-48 h bei
30 °C und 190 rpm inkubiert. Das Mycel wurde durch Zentrifugation abgetrennt, der Uberstand
verworfen und das Zellpellet in 400 pl Lysispuffer resuspendiert. Die grobe Suspension wurde in
ein 2 ml-Lysisrohrchen mit ca. 1 g Glaskigelchen (1:1-Gemisch mit 0,1 mm und 0,5 mm
Durchmesser) Uberfihrt und die Zellen im Precellys (3 x 23 s bei 6.500 rpm, je 10 s Pause, drei
Wiederholungen) aufgeschlossen. Durch Zentrifugation fir 10 min bei 14.000 rpm und 4 °C mit
der Eppendorf Centrifuge 5418R wurden Zellbestandteile und Glaskligelchen abgetrennt und der
Uberstand wurde in ein 1,5 ml-ReaktionsgefaR tberfiihrt. Restliche unlésliche Bestandteile
wurden durch erneute Zentrifugation bei 14.000 rpm und 4 °C fir 30 min abgetrennt.
AnschlieRend wurde der Protein-Zellextrakt in ein frisches 1,5 ml-ReaktionsgefaRe tUberfihrt und
nach Konzentrationsbestimmung mittels NanoDrop auf 5 oder 10 mg/ml eingestellt, mit einem
Viertel des Volumens an Bolt LDS Sample Buffer (4x) versetzt, bei 70 °C fir 10 min aufgekocht
und verwendet.

3.4.2 Semidry Western Blot
Die Methode des Semidry Western Blots nach Towbin (Towbin et al., 1979) macht die
Identifizierung von Proteinen anhand ihrer spezifischen Interaktion mit Antikérpern méglich.

Proteine oder Proteingemische wurden zundchst mittels SDS-PAGE aufgetrennt und
anschlieBend auf eine Membran Ubertragen. Dazu wurde der PerfectBlue Semi-Dry Blotter
genutzt, eine horizontale Apparatur mit Plattenelektroden zwischen die ein ,,Sandwich” aus zwei
in Transferpuffer getrankten Whatman-Filterpapieren, der fir 10 min in Transferpuffer
equilibrierten  Nitrocellulose-Membran (Amersham Hybond-ECL  Nitrocellulose  Blotting
Membrane 0,45 um oder Amersham Protan Premium 0,45 um NC Nitrocellulose Blotting
Membrane, GE Healthcare), dem fir 15 min in Transferpuffer equilibrierten SDS-PAGE-Gel (3.3.2)
und weiteren zwei in Transferpuffer getrankten Whatman-Filterpapieren gelegt wurde. Durch
Anlegen einer Stromstédrke von 0,8 mA pro cm? Gelfldche fur 1-1,5 h wanderten die durch
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gebundenes SDS negativ geladenen Proteine aus dem Gel Richtung Anode und wurden so auf
die Membran Ubertragen.

Anschliefend wurde die Membran fir mindestens 2 h oder Uber Nacht in Blocking-Puffer
inkubiert, um unspezifische Bindestellen abzuséattigen. Danach wurde der Priméar-Antikorper
(polyklonale Hasen-anti-Streptomyces ClpP1-Antikorper, polyklonale Hasen-anti-Streptomyces
ClpP3-Antikérper oder polyklonale Maus-anti 6xHistidin-Antikorper) in Blocking-Puffer im
Verhaltnis 1:1.000 verdinnt, auf die Membran gegeben und diese dann fir 1 h schwenkend
inkubiert. Im Anschluss wurde die Membran drei Mal fr 10 min mit PBST-Puffer gewaschen. Der
Sekundar-Antikorper wurde im Verhéltnis 1:5.000 (Sekundarer Ziegen-anti-Hase IgG, HRP-
konjugiert) bzw. 1:2.000 (Sekundarer Hase-anti-Maus pAp, HRP-konjugiert) in Blocking-Puffer
verdlinnt, auf die Membran gegeben und diese erneut fir 1 h inkubiert. Nach dreimaligem
Waschen fir 10 min mit PBST-Puffer wurde die Membran durch Ablaufenlassen vom PBST-Puffer
befreit. 1-1,5 ml des Amersham ECL Prime western blotting detection reagent wurden auf die
Membran pipettiert und diese fir 5 min inkubiert. In dieser Zeit oxidiert die an den sekundéaren
Antikérper gekoppelte Meerrettichperoxidase (HRP, engl. horseradish peroxidase) das im
Reagenz enthaltene Luminol, wodurch dieses durch Chemolumineszenz nachweisbar wird. Nach
Ablaufenlassen des Reagenzes wurden Chemoluminszenzsignale mit dem Molecular Imager
ChemiDoc XRS System angeregt und detektiert.

3.4.3 Proteinexpression

Zur Expression eines Proteins wurde zunachst das fir dieses Protein codierende Gen in ein
Expressionplasmid kloniert (3.2.5.1). Das fertige Konstrukt wurde in einen E. coli-
Expressionsstamm (E. coli NiCo21) transformiert und mit den erhaltenen Transformanten wurde
eine Ubernachtkultur angeimpft, welche am nichsten Tag als Saatkultur fiir die eigentliche
Expressionskultur (1 L LB-Medium mit den zur Selektion notwendigen Antibiotika in einem 5 L-
Erlenmeyerkolben, angeimpft im Verhaltnis 1:100) diente. Die Kultur wurde bei 37 °C bis zu einer
ODeggo von 0,5-0,8 angezogen und mit 200 mM IPTG induziert. Die Expression erfolgte bei 18 °C
Uber Nacht fir 18-20 h. Die Zellen wurden bei 4.700 rpm und 4 °C mit der Heraeus Multifuge
X1R/X3R pelletiert und bei-20 °C fir mindestens 1 h oder Uber Nacht eingefroren, um die spatere
Lyse zu erleichtern.

3.4.4 Aufreinigung von Proteinen mittels Immobilized Metal lon Affinity
Chromatography

Zur Aufreinigung der exprimierten Proteine wurden die eingefrorenen Zellen zunachst auf Eis
aufgetaut und in der nétigen Menge Lysispuffer resuspendiert. Die Suspension wurde in 15 ml-
Aufschlussréhren mit ca. 5 g Glasktgelchen (1:1-Gemisch mit 0,1 mm und 0,5 mm Durchmesser)
Uberfihrt und die Zellen mit dem Precellys Evolution aufgeschlossen (3 x 20 s bei 6.300 rpm, je
10 s Pause, vier Wiederholungen). Das Gemisch wurde in 50 ml-Réhren transferiert und 20 min
bei 4.700 rom und 4 °C mit der Heraeus Multifuge X1R/X3R zentrifugiert, um Glasklgelchen und
grobe Zellbestandteile abzutrennen. Der Uberstand wurde in eine neue 50 ml-Réhre tberfiihrt
und 1 h bei 10.000 rpm und 4 °C mit der Heraeus Multifuge X1R/X3R zentrifugiert. Das Lysat
wurde dann durch einen Filter mit 0,45 um PorengroRRe filtriert und mit 200 pl einer Nickel-
Nitrilotriessigsaure-Matrix (Ni-NTA) versetzt und Uber Nacht bei 4 °C leicht schwenkend
inkubiert, um eine Komplexbildung zwischen Nickel-lonen und den Hise-Tags der Proteine zu
ermodglichen. Das Lysat-Matrix-Gemisch wurde dann in eine Polypropylensaule gefillt, so dass
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sich ein gleichmaRiges Bett aus Protein-geladener Ni-NTA-Matrix bilden konnte, wahrend der
Durchfluss aufgefangen wurde. Nach zwei Waschschritten mit je 10 ml Waschpuffer 1 und 2
wurde mit 11-16 x 250-500 pl Elutionspuffer das exprimierte Protein von der Sdule gewaschen.
Von allen Fraktionen wurden Proben vorbereitet und Gber eine SDS-PAGE aufgetrennt (3.3.2),
um den Reinigungserfolg zu Gberprifen. Die Elutionsfraktionen mit dem Wunschprotein wurden
vereint und mittels Amicon Ultra-4 Zentrifugenfiltern mit einem Cutoff von 30 kDa (Merck) in
Lagerpuffer umgepuffert und ihr Volumen eingeengt bis auf ca. 200 pul. Die Proteinkonzentration
wurde unter Verwendung des NanoDrops mit der Methode nach Bradford bestimmt (Bradford,
1976). AnschlieRend wurde das aufgereinigte Protein aliquotiert, mit Flissigstickstoff
schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

3.4.5 Substratspezifitats-Assay fir Adenylierungsdomanen

Wie bereits in Kapitel 1.3 beschrieben, bestehen NRPS aus verschiedenen Modulen, wobei jedes
Modul fir den Einbau einer bestimmten Aminosadure verantwortlich ist und die Reihenfolge der
Aminosauren im Produkt abhédngig von der Reihenfolge der Module ist. Jedes Modul besteht aus
wenigstens drei Domanen: einer A-Domane zur Substraterkennung, die die Aminosadure unter
ATP-Verbrauch zu Aminoacyl-Adenylat aktiviert und diese kovalent als Thioester an den Co-
Faktor 4’-Phosphopanthethein der PCP-Doméne bindet und schlielRlich eine C-Domane, die die
gebundenen Aminoacyl-Substrate an zwei benachbarten PCP-Domanen mit einer Peptidbindung
verknUpft.

Liegt eine A-Domane isoliert in vitro vor, kann die Substratspezifitdt in einem Assay getestet
werden. Dabei kommt es zunachst zur Aktivierung einer spezifischen Aminosaure, bei der die A-
Domane unter Abspaltung von Diphosphat AMP aus ATP an die Aminosaure bindet. In der Zelle
kann diese aktivierte Aminosdure nun an die PCP-Domane gebunden werden. Im Assay greift
stattdessen Hydroxylamin nukleophil an und unter Abspaltung von AMP bildet sich eine
Hydroxamsaure, die durch Zugabe von Fe3*-lonen einen farbigen Komplex bildet, dessen
Absorption bei 540 nm mit einem UV-Vis-Spektrophotometer gemessen werden kann
(Abbildung 14).
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Aminosaure Aminoacyl-Adenylat Hydroxamséure Eisen-Komplex
Abbildung 14: Beispielhafter Reaktionsverlauf der Umsetzung einer Aminosaure durch eine isolierte A-Doméne im
Substratspezifitats-Assay.

Es wurden 50 pl Ansadtze mit einer Auswahl an Aminosauren als Substrat, jeder Ansatz als
Duplikat, pipettiert und fir 15-25 h bei 30 °C im Brutschrank inkubiert. Als Kontrolle wurden
Ansatze mit fir 10 min bei 100 °C inaktiviertem Protein sowie ohne Substrat verwendet. Die
eingesetzten Konzentrationen sind in Tabelle 29 gelistet.

Zum Beenden der Reaktion wurden je Ansatz 50 ul Stop-Losung hinzugefigt und dann kurz mit
dem Vortexer gemischt. Die Ansatze wurden bei 14.000 rpm flir 5 min zentrifugiert, um
prazipitiertes Protein abzutrennen und in eine 96-Well-Platte Uberfihrt. Die Absorption bei 540
nm wurde dann sofort mit dem infinite M200Pro Mikrotiterplattenlesegerat gemessen. Bei der
Auswertung wurde die relative Absorption bezogen auf die Kontrollreaktion mit inaktiviertem
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Protein berechnet, und dann der hdchste gemessene Wert als 100% angenommen. Die
erhaltenen Werte wurden in einem Balkendiagramm dargestellt.

Bestandteil Pipettiertes Volumen/Endkonzentration
50 mM Tris-HCI Puffer, pH 8 variierend/25 mM

300 mM MgClz in 25 mM Tris-HCI Puffer, pH 8 2,5 ul/15 mMm

30 mM ATP in H20 3,75 ul/2,25 mM

2 M Hydroxylamin-HCl in 3,5 M NaOH, pH 8 3,75 ul/150 mM

150 mM Aminosaure in 25 mM Tris-HCI Puffer, pH 8 1,67 ul/5 mM

Milli-Q variierend

Aufgereinigte A-Domaéne in Lagerpuffer variierend/40 uM

Tabelle 29: Volumina aller Bestandteile im Substratspezifitats-Assay und die sich daraus ergebenden Endkonzentrationen.

3.5 Chromatographische Methoden

3.5.1 Adsorptionschromatographie zur Fraktionierung von Kulturiiberstanden

Zur Aufreinigung von ADEP1 aus dem Kulturlberstand einer S. hawaiiensis-Kultur wurde
zunachst eine grobe Fraktionierung mittels Adsorptionschromatographie durchgefihrt. Als
stationdre Phase diente das polymere Adsorberharz Amberlite XAD-2, vorbereitet wie vom
Hersteller beschrieben, in einer Chromatographiesaule mit Auslasshahn mit den Mafen 500 x 6
cm und einer Fritte der PorengréRe Nr. 3. Nach dem Packen der Sdule und dem Absetzen des
Harzes wurde mit drei Sdulenvolumina VE-Wasser gewaschen und die Sédule bis zur weiteren
Verwendung mit Aluminiumfolie abgedeckt.

Die Chromatographie wurde mit einer Flussgeschwindigkeit von ca. 1 L/h durchgefihrt und pro
Fraktion 500 ml Lésungsmittel verwendet. Zunachst wurde der filtrierte Kulturtberstand auf die
Sdule geladen und anschlieRend durch Elution mit einem Wasser-Methanol-Gradienten (100%
H,0, 20% MeQOH, 50% MeOH, 100% MeCOH) fraktioniert. Die Fraktionen wurden aufgefangen, die
ADEP1 enthaltende Fraktion mit einem Rotationsverdampfer bis zur Trockene eingeengt und bis
zur weiteren Verwendung bei 2-8 °C gelagert.

3.5.2 Semipraparative Aufreinigung von ADEP1

Um reines ADEP1 aus dem durch Adsorptionschromatographie erhaltenen Rohextrakt zu
gewinnen, wurde dieser im kleinstmdglichen Volumen Methanol mit HPLC-Qualitat gel6st (ca. 3
ml), Schwebstoffe bei 14.000 rpm fir 10 min in 1,5 ml-ReaktionsgefaRen mit der Eppendorf
Centrifuge 5418R abzentrifugiert und der geldste Rohextrakt in neue 1,5 ml-Reaktionsgefalse
Uberfuhrt.

Zur semipraparativen Aufreinigung mittels Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC)
wurde in Dusseldorf eine HPLC der 1100 Series der Firma Agilent mit einer Nucleodur C18 HTec
Umkehrphasen-Octadecylsilan-Saule (5 um, 250 x 10 mm) (Macherey-Nagel) verwendet sowie
ein Wasser (A)/Methanol (B)-Gradient, wobei beide Losungsmittel mit 0,1% Ameisensaure
versetzt wurden (0-5 min 0-75% B, 5-35 min 75-100% B, 35-37 min 100% B, 37-40 min 100-0%
B, 40-42 min 0% B). Die Flussrate betrug 3,5 ml/min, das Injektionsvolumen 300 pl und die
Detektion erfolgte mit einem Dioden-Array-Detektor (DAD) bei 266 und 298 nm.

In TUbingen wurde eine Reprosil-Pur Basic C18-Saule (10 um, 250 x 20 mm) (Dr. Maisch GmbH)
verwendet sowie der folgende Gradient: 0-20 min, 70-100% Methanol. Die Flussrate betrug 24
ml/min, das Injektionsvolumen 1,5 ml und die Detektion erfolgte mit einem P314 2-Kanal UV-
Vis-Detektor (VWR) sowie einem Abimed BD40 2-Kanal Flachbrettschreiber bei 266 und 298 nm.
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Der gewlnschte Peak aus mehreren Laufen wurde in einer 15 ml-Réhre gesammelt und 10 pl zur
Uberprifung mittels LCMS entnommen. Der Rest wurde mittels Rotationsverdampfer bis zur
Trockene eingeengt und im kleinstmoglichen Volumen Methanol mit HPLC-Qualitat gelost. In
lyophilisierte und gewogene 2 ml-Reaktionsgefalle wurden Aliquots von 500 ul pipettiert und
diese entweder lyophilisiert oder im Uni Vapo 100H Vakuum-Konzentrator bis zur Trockene im
Vakuum bei 40 °C eingeengt. Durch erneutes Wiegen konnte aus der Differenz der Gewichte der
ReaktionsgefdfRe die Masse des aufgereinigten ADEP1 bestimmt werden. Die Reaktionsgefalie
wurden mit Parafilm verschlossen sowie mit Aluminiumfolie umwickelt, in 50 ml-
ReaktionsgefdRen mit Silica Gel Orange verpackt und bei -80 °C gelagert.

3.5.3 LCMS-Analyse von ADEP1

Identitdt und Reinheit von ADEP1 wurden mittels analytischer HPLC und LCMS-Analysen
bestatigt. HPLC-Analysen wurden in Dusseldorf mit einem Dionex P580 System gekoppelt mit
einem Photodioden-Array-Detektor (UVD340S) routinemaRig bei 235, 254, 280 und 340 nm
durchgefihrt. Es wurde eine Eurosphere-10 C18 Trennsaule (125 x 4 mm) der Firma Knauer und
der folgende Gradient aus Wasser mit 0,1% Ameisensaure (A) und Methanol (B) genutzt: 0-5 min
10% B, 5-35 min 10-100% B, 35-45 min 100% B. Massenspektren wurden mit einer LCMS
HPP1100 Agilent Finnigan LCQ Deca XP Thermoquest aufgenommen, wobei die lonisierung der
Proben Uber Elektrospray-lonisation (ESI) erfolgte. Die Massen der gewiinschten Peaks wurden
in negativer und positiver lonisierung ausgewertet und dies mit dem Programm Symix
dargestellt.
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4 Ergebnisse

4.1 Charakterisierung von Streptomyces hawaiiensis NRRL 15010

4.1.1 Allgemeine Beobachtungen

S. hawaiiensis NRRL 15010 wurde bereits 1985 als Produzent einer Reihe bioaktiver
Acyldepsipeptid-Verbindungen beschrieben (Michel and Kastner, 1985) und ist seit Auslaufen
des Patents frei iber die ARS Culture Collection (NRRL) zuganglich. Der Stamm produziert auf
verschiedenen Agar- und Flissigmedien ein braunes, melanoides Pigment und bildet auf MS-
Agar eine dichte, weile Sporenschicht (Abbildung 15). Er wurde bei seiner ersten
Veroffentlichung aufgrund des dhnlichen Phanotyps zu S. hawaiiensis ATCC 12236 der selben
Spezies zugeordnet, allerdings wurde dies nie phylogenetisch Gberpruft.

Abbildung 15: A) Sporulation von S. hawaiiensis auf MS-Agar nach dreitdgiger Inkubation bei 30 °C; B) Einzelkolonien und
Pigmentproduktion auf LB-Agar; C) Pigmentproduktion auf MH-Agar nach dreitdgiger Inkubation bei 30 °C.

S. hawaiiensis ist, wie bereits erwahnt, Produzent von mindestens sechs verschiedenen ADEP-
Derivaten. Die Fahigkeit zur ADEP-Produktion in verschiedenen Medien wurde getestet, indem
je 10 ml des jeweiligen Mediums mit 5 pl einer dichten Sporensuspension von S. hawaiiensis
beimpft und Kulturberstande nach 40 h in Bioassays gegen B. subtilis 168 trpC2 Wildtyp und
eine ADEP-resistente AclpP-Mutante getestet wurden (3.1.3.2). Wie in Abbildung 16 ersichtlich
wird, produzierte S. hawaiiensis in allen mit dieser Methode getesteten Medien deutlich
detektierbare ADEP-Konzentrationen.
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Abbildung 16: Bioassay mit S. hawaiiensis-Kulturiberstanden mit verschiedenen Medien, getestet gegen B. subtilis 168 trpC2 und
eine ADEP-resistente AclpP-Mutante. Je 50 pl des Uberstandes wurden in Lécher in MH-Softagarplatten mit dem jeweiligen
Indikatorstamm pipettiert und tber Nacht bei 37 °C inkubiert.

4.1.2 Wachstumskurven und Charakterisierung der ADEP-Produktion

Um die ADEP-Produktion in Relation zum Wachstum zu charakterisieren, wurden zwei 5-Liter-
Erlenmeyer-Kolben mit je 1 L YM-Milli-Q-Medium im Abstand von 12 Stunden mit 5x107 Sporen
beimpft. Uber einen Zeitraum von 7 Tagen wurden Proben zur Bestimmung der Trockenmasse
gezogen, wie in Kapitel 3.1.2.2 beschrieben. AuRerdem wurde zu jedem Zeitpunkt eine Probe
des Kulturiberstands eingefroren und nach Beenden der Probennahme je 70 ul gegen B. subtilis
im Bioassay getestet (3.1.3.2). Die Hemmhofdurchmesser dienten als MaR fir den ADEP-Gehalt.
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Flr Proben ohne sichtbaren Hemmhof wurde der Durchmesser des gestanzten Lochs von 0,6
mm angegeben (Abbildung 17 und Abbildung 18).
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Abbildung 17: Wachstumskurve von S. hawaiiensis in YM-Milli-Q-Medium, ermittelt durch die Bestimmung der trockenen Zellmasse
in 10 ml Kultur zu verschiedenen Zeitpunkten. Die ADEP-Produktion an den entsprechenden Zeitpunkten wurde mittels eines
Bioassays anhand der Wachstumsinhibierung von B. subtilis 168 durch ADEPs im Kulturliberstand ermittelt (Abbildung 18). Gezeigt
ist ein reprasentatives Experiment aus drei biologischen Replikaten.

A B

8 11,26 12,75 15,25 19,25 23,25 24 28 32 32,25 36 24 36
.

83,25 87,25 9125 94,25 96 100 125,75 156,75  169,5

Abbildung 18: Bioassay mit S. hawaiiensis-Kulturiberstanden zu verschiedenen Zeitpunkten des Wachstums (Angaben in h) gegen
A) B. subtilis 168 trpC2 und B) B. subtilis 168 trpC2 AclpP als ADEP-insensitive Kontrolle. Gezeigt ist ein reprasentatives Experiment
aus drei biologischen Replikaten.
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Detektierbare Mengen ADEP wurden unter den gegebenen Bedingungen erstmals in der
exponentiellen Wachstumsphase produziert (28 h). Zwischen 50 und 80 h, also im Bereich der
stationdren Phase (Abbildung 17), war der ADEP-Gehalt im Kulturiberstand maximal, so dass
Kulturen fur die ADEP-Aufreinigung basierend auf diesem Ergebnis nach 55-75 h Wachstum
abgeerntet wurden.

Wahrend der laufenden Arbeiten fiir diese Dissertation wurden aufgrund eines Umzugs die
Laborraume gewechselt. In den neuen Laboren in Tibingen wurde daher getestet, ob die
verdnderte Umgebung Einfluss auf die ADEP-Produktion hat. Um in den neuen Laboren einen
moglichst vergleichbaren Verlauf der ADEP-Produktion zu erzielen, wurden verschiedene
Bedingungen getestet. Neben YM-Milli-Q-Medium im normalen Erlenmeyer-Kolben wurden
aulerdem YM-Tap-Medium im normalen sowie im Schikane-Erlenmeyer-Kolben getestet. Alle
weiteren Parameter wurden gleich gehalten wie zuvor in Disseldorf.

Der ADEP-Gehalt der Proben mit YM-Tap-Medium war im Bioassay, bezogen auf die
HemmhofgroRe zum jeweiligen Zeitpunkt, denen aus Disseldorf am ahnlichsten (vergleiche
Abbildung 18 und Abbildung 19), so dass diese Bedingungen fir die ADEP-Produktion in
TUbingen als Standardbedingungen ausgewahlt wurden.
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Abbildung 19: Bioassay mit S. hawaiiensis-Kulturliberstanden nach Anzucht in verschiedenen Medien zu verschiedenen Zeitpunkten,
getestet gegen B. subtilis 168 trpC2.

4.1.3 DNA-Transfer in S. hawaiiensis

Im Verlauf dieser Doktorarbeit stellte sich heraus, dass S. hawaiiensis im Vergleich zu anderen
Streptomyces-Stammen sehr schlecht zugdnglich fir genetische Modifizierungen ist. Es wurden
unterschiedliche Methoden und Bedingungen getestet, die im Folgenden erldutert werden.

4.1.3.1 Konjugation

Zunachst wurde die Konjugation des integrativen Testplasmids pRM4.3 in S. hawaiiensis mittels
E. coli ET12567 pUB307 unter Standardbedingungen getestet (3.2.5.6), die jedoch nicht
erfolgreich war.

Mit dem Konjugationsstamm E. coli S17-1 konnten schlieRlich einzelne Transkonjuganten
generiert werden. Durch Verwenden von 20 pl einer dichten Sporensuspension (im Vergleich zu
2-5 ul bei der Konjugation von S. lividans TK 24) konnte der Transformationserfolg bereits
wesentlich verbessert werden. Um die Effizienz weiter zu steigern, wurden mehrere Parameter
variiert. Da Mg?*-lonen einen positiven Einfluss auf den Konjugationserfolg haben kénnen (Du et
al., 2012), wurden verschiedene Konzentrationen getestet. Die MgCl,-Konzentration im MS-
Medium wurde zwischen 0 und 10 mM variiert. Zwar unterschied sich die Effizienz der
Konjugation nicht deutlich, jedoch war das Wachstum der Kolonien ohne MgCl, stark
verlangsamt und mit 10 mM MgCl, etwas verlangsamt. So wurden 2,5 mM MgCl, als
Standardkonzentration fir die Konjugation von S. hawaiiensis mit E. coliS17-1 ausgewahlt
(Abbildung 20).

0mM 2,5 mM 5mM 10 mM

48 h

o

Abbildung 20: Testkonjugation zwischen E. coli S17-1 pRM4.3 und S. hawaiiensis auf MS-Agar mit verschiedenen MgCl,-
Konzentrationen, wie in der Abbildung angegeben. Die Platten wurden nach 24 h (oben) bzw. 48 h (unten) nach Uberschichten
bezliglich des Konjugationserfolgs bewertet.
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Des Weiteren wurde die Zeit zwischen Hitzeschock und Ausplattieren variiert. Es zeigte sich, dass
eine verldngerte Inkubation der S. hawaiiensis-Sporen bei RT nach dem Hitzeschock zu einer
erhodhten Effizienz fihrt. So wurde diese in spadteren Versuchen mindestens fir 3 h durchgefihrt.
AuRerdem wurde das Protokoll zur Herstellung chemo-kompetenter Zellen des Konjugations-
Stammes E. coli S17-1 variiert. Die Zellen wurden sowohl nach dem Standardprotokoll (3.2.5.4)
als auch mittels der Calciumchlorid-Methode (3.2.5.5) kompetent gemacht. Hier zeigte sich, dass
die Anzahl der Transkonjuganten bei Konjugation mit Zellen, die mittels Standardprotokoll
kompetent wurden, héher war, obwohl die zur Konjugation eingesetzten E. coli-Suspensionen
beide auf die gleiche ODgoo eingestellt wurden (Abbildung 21).

Auf diesen Ergebnissen aufbauend wurde im Rahmen verschiedener Experimentreihen versucht,
verschiedene Plasmide in S. hawaiiensis zu konjugieren. Die Plasmide pRM4.3 (Abbildung 20 und
Abbildung 21), plJ6902 und plj10257 (4.4.2) wurden erfolgreich eingebracht, wobei alle ins
Genom integrieren (OC31 attP bei pPRMA4.3 und pll6902, ®BT1 attP bei plJ10257). Wahrend die
Integration Uber die ®BT1 attP-Stelle den Phanotyp nicht veranderte, wirkte sich die Integration
Uber die ®C31 attP-Stelle negativ auf Sporulation und Wachstum aus (Abbildung 22). Daher sind
die gidngigsten integrativen Streptomyceten-Plasmide flr S. hawaiiensis ungeeignet.

Standardprotokoll Calciumchlorid-Methode

Abbildung 21: Testkonjugation zwischen S. hawaiiensis und zwei verschiedenen E. coli S17-1 pRM4.3-Klonen, die mittels
Standardprotokoll oder durch die Calciumchlorid-Methode chemo-kompetent wurden. Gezeigt sind jeweils zwei biologische
Replikate.

Neben integrativen Plasmiden wurde auch versucht, nicht-integrative Plasmide bzw. Plasmide
fir Gen-Knockouts mit homologen Flanken in S. hawaiiensis einzubringen. So wurden das nicht
integrative Plasmid pA18 mittels E. coli S17-1 konjugiert, wie auch verschiedenste Konstrukte zur
homologen Rekombination basierend auf pGusA21 und pGM-GUS-Xba (4.4.2; Vektorkarten in
6.2.6 und 6.2.8). In keinem Fall wurden Transkonjuganten erhalten.

S. hawaiiensis plJ6902 S. hawaiiensis plJ10257
= 7 t' S —

Abbildung 22: Phanotyp verschiedener S. hawaiiensis-Mutanten nach der Konjugation und Integration verschiedener Plasmide. Bei
S. hawaiiensis pl}6902 verursacht die Integration des Plasmids einen unregelméalligen Phanotyp mit Sporulations- und
Wachstumsdefizit. S. hawaiiensis plJ10257 zeigt durch die Integration des Plasmids keine Veranderung des Phdnotyps.
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4.1.3.2  Protoplasten-Transformation

In der Hoffnung auch nicht integrative Plasmide transformieren zu kénnen, wurde versucht,
parallel mit S. lividans TK24 als Kontrolle, das integrative Plasmid pRM4.3 und das nicht-
integrative Plasmid pA18 lber eine Protoplasten-Transformation in S. hawaiiensis einzubringen
(3.2.5.7). Wahrend fir S. lividans TK24 fir beide Plasmide Klone erhalten wurden (mit wesentlich
geringerer Effizienz als bei der Konjugation), war die Transformation fir S. hawaiiensis nicht
erfolgreich. Demnach konnten in S. hawaiiensis mit den getesteten Methoden im Rahmen dieser
Arbeit keine Knockouts erzeugt werden.

4.2 Aufreinigung von ADEP1 aus dem Kulturiberstand
Um ADEP1 als Reinsubstanz fiir verschiedenste Experimente zur Verfligung zu haben, sollte im
Rahmen dieser Arbeit ein robustes Aufreinigungsverfahren entwickelt werden.
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Abbildung 23: Aufreinigung von ADEP1 aus dem Kulturiiberstand von S. hawaiiensis A) Uberprifung der nach der
Adsorptionschromatographie erhaltenen Fraktionen auf ihren ADEP-Gehalt. Bioassay zum Test von je 20 pl der einzelnen Fraktionen
(Wasser, 20% MeOH, 50% MeOH, 100% MeOQOH) gegen B. subtilis 168. B) Analytische HPLC des geldsten ADEP-haltigen Rohextrakts
mit deutlichen Signalen fiir Faktor B und ADEP1 bei 298 nm. Uberpriifung des aufgereinigten ADEP1 auf Reinheit mittels einer LCMS-
Analyse: C) Detektion mit einem Diodenarray-Detektor zeigte einen prazisen Peak bei 300 nm und D) ESI-Scans bestatigten das m/z-
Verhaltnis von ADEP1 (718,84) im positiven (links) wie negativen lonisierungsmodus (rechts).

Dazu wurde S. hawaiiensis in drei 5 L-Erlenmeyerkolben mit je 1 L YM-Tap-Medium und einem
Inokkulum von mindestens 5x107 Sporen bei 30 °C und 180 rpm angezogen. Abgeleitet aus der
ADEP-Produktionskurve (4.1.2) wurde die Inkubation zum Zeitpunkt des hdchsten ADEP-Gehalts
nach 55-75 h beendet. Die ADEP1-Konzentration in der Kultur wurde nach 56 h mittels HPLC-
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Analyse und durch Bezug auf einen ADEP1-Standard aus der Area under the Curve (AUC), also
der Flache des Peaks, ermittelt und betrug zwischen 9 und 10 mg/L. Die Kulturen wurden durch
Filterpapiere MN 615 der Firma Macherey-Nagel filtriert, um das Mycel abzutrennen und der
Kulturiberstand wurde wie in Kapitel 3.5.1 beschrieben mittels Adsorptionschromatographie
fraktioniert. Alle Fraktionen wurden auf ihren ADEP-Gehalt in einem Bioassay (3.1.3.1)
(Abbildung 23A) getestet und die ADEP-enthaltende Fraktion (Elution mit 100% Methanol)
wurde mit dem Rotationsverdampfer bis zur Trockene eingeengt und bei -20 °C gelagert. Zur
weiteren Aufreinigung wurde der Rohextrakt bei RT aufgetaut und anschlieRend wie in Kapitel
3.5.2 beschrieben geldst. Mittels analytischer HPLC mit 100 pl dieser Lésung konnten bei 298 nm
(Absorptionsmaximum von ADEP1) zwei starke Signale detektiert werden (Abbildung 23B),
welche bei einer LCMS-Analyse ADEP1 und Faktor B zugeordnet werden konnten. Die
semiprdparative Aufreinigung wurde wie bereits beschrieben durchgefihrt (3.5.2) und per LCMS
Uberpruft (3.5.3) (Abbildung 23C und D). Aus 3 L Kultur konnten rund 10 mg reines ADEP1
aufgereinigt werden, so dass rund ein Drittel des im Kulturiiberstand enthaltenen ADEP1 isoliert
werden konnte.

4.3 Sensitivitat von Streptomyceten gegen verschiedene ADEP-Derivate

Das Protokoll zur Aufreiniung von ADEP1 bot des Weiteren die Moglichkeit auch die zweite
Hauptkomponente des A54556-Extrakts, Faktor B, mit aufzureinigen. So standen im Rahmen
dieser Arbeit die natlrlichen ADEP-Derivate ADEP1 und Faktor B, sowie die synthetischen
Derivate ADEP2, ADEP4 und ADEP7 fir Sensitivitatstests zur Verfigung.

In verschiedenen Studien wurde fiir ADEP4 eine besonders hohe Potenz gegen verschiedene
Gram-positive Bakterien einschlieRlich S. aureus gezeigt (Brotz-Oesterhelt et al., 2005; Conlon et
al., 2013). Gegen die ebenfalls Gram-positiven Mykobakterien war ADEP2 das aktivste ADEP-
Derivat (Famulla et al., 2016; Ollinger et al., 2012). Deshalb sollten alle zur Verfligung stehenden
ADEP-Derivate gegen S. lividans TK24 und auch den ADEP-resistenten Produzentenstamm
S. hawaiiensis getestet werden.

A B

S. hawaiiensis 48 h S. lividans TK24 18 h S. lividans TK24 48 h
ADEP2 ADEP1 ADEP2 ADEP1 ADEP2 ADEP1
\ \ N

ADEP4 ADEP7 ADEP4 ADEP7 ADEP4 ADEP7

Abbildung 24: Bioassay zum Test der antibiotischen Potenz von je 20 ug ADEP1, ADEP2, ADEP4 und ADEP7 gegen S. hawaiiensis und
S. lividans TK24.

In Bioassays mit 20 pg der verschiedenen ADEPs war S. hawaiiensis gegen alle ADEP-Derivate in
der getesteten Konzentration resistent (Abbildung 24A). Gegen S. lividans TK24 war der
Naturstoff ADEP1 das potenteste Derivat (Abbildung 24B). ADEP4 war das aktivste synthetische
Derivat, wohingegen die eingesetzte Menge von ADEP2 keinerlei Aktivitat gegen S. lividans TK24
aufwies. Fir ADEP7 war nach den ersten 24 h ein kleiner Hemmbhof sichtbar, der aber wahrend
der weiteren Inkubation vollstédndig zuwuchs. Somit scheint die Pipecolinsdureeinheit, welche
sowohl in ADEP2 als auch in ADEP4 vorkommt, toleriert zu werden, wohingegen die
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Cyclohexylseitenkette in ADEP2 die antibakterielle Potenz gegen Streptomyces stark reduziert.
Die Angleichung des Effekts von ADEP1 und ADEP4 nach 48 h kann mdglicherweise auf die
groBere Hydrolyseempfindlichkeit von ADEP1 im Vergleich zu ADEP4 zurlickgeflhrt werden. In
bisherigen Publikationen war ADEP1 den synthetischen Derivaten nur in Gram-negativen
Bakterien, wie in Wolbachien, lberlegen (Schiefer et al., 2013). AuRerdem aktivierte ADEP1
E. coli ClpP in vitro am stdrksten zum FITC-Casein-Abbau (Nadine Silber, personliche Mitteilung).
Fir Faktor B wurde, abhangig vom getesteten Organismus, eine vier- bis achtfach geringere
Aktivitat im MHK als fur ADEP1 publiziert (Goodreid et al., 2014; Hinzen et al., 2006). Diese
wesentlich geringere Potenz konnte auch im Bioassay gegen S. lividans TK24 detektiert werden.
Mit 20 upg Faktor B wurde lediglich eine minimale Inhibierung sichtbar, wahrend die
HemmhofgroRe bei ADEP1 mit 20 pg bereits durch die Diffusion limitiert war (Abbildung 25).
Basierend auf diesen Ergebnissen wurde fir alle weiteren ADEP-Experimente mit
Streptomyceten ADEP1 verwendet.

S. lividans TK24 48 h
Faktor B ADEP1

@

N
7. N

} 20 ug

Abbildung 25: Bioassay zum Test der antibiotischen Potenz von je 10 und 20 pg Faktor B und ADEP1 gegen S. lividans TK24.

4.4  Das ADEP-Biosynthesegencluster

Das bisher unbekannte Biosynthesegencluster fir ADEP (ADEP-BGC) sollte im
Produzentenstamm S. hawaiiensis im Rahmen dieser Arbeit identifiziert und analysiert werden.
Abgeleitet von der ADEP1-Primarstruktur wurde ein Cluster mit drei verschiedenen
Enzymgruppen erwartet: einer NRPS zur Synthese des peptidischen Rickgrats, einer PKS zur
Synthese der C8-Trienseitenkette sowie Enzyme zur Bereitstellung der nicht-proteinogen
Aminosaure (2S,4R)-4-Methylprolin (MePro).

4.4.1 Insilico-Analyse der Gencluster-Sequenz
Eine vorldufige Gencluster-Sequenz wurde von Yi-Qiang Cheng (Texas) bereitgestellt und nach
erneuter Genomsequenzierung Uberprift und berichtigt.

Durch die Sequenzanalyse mittels der Software Tools antiSMASH (Weber et al., 2015) und BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) konnte ein potentielles Acyldepsipeptid (ade)-BGC mit 12
offenen Leserahmen (ORFs von engl. open reading frames) annotiert werden (Tabelle 30,
Abbildung 26A) und durch die bekannte ADEP1-Primérstruktur auf das Vorhandensein der
notwendigen Biosyntheseeinheiten fir die Produktion dieses Sekundarmetabolits Uberprift
werden.

Das Cluster weist zwei NRPS-Gene (adeG und adeH) mit vier bzw. zwei Modulen zum Einbau von
Aminosauren und hochstwahrscheinlich der Synthese des ADEP-Peptidriickgrats auf. Auf diese
folgt adel, welches fir ein MbtH-dhnliches Protein codiert.
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ORF Genin Protein Putative Funktion Bester BLAST Hit GeneBank  Ahnlichstes e-Value Identitat/
bp in AS Nummer Homolog in Ahnlich-
(Start- keit (%)
Stop)

orf1 1167 388 Regulatorische Hypothetisches WP_0514  Streptomyces 2e-133 57/68
(1167-1) Komponente Protein 37315.1 sp. CNR698

orf2 522 173 Regulatorische Regulatorische AKJ14862.  Streptomyces le-61 60/76
(1675- Komponente Komponente 1 incarnatus
1154)

orf3 507 168 XRE family- XRE family- WP_0637  Streptomyces le-65 67/79
(2421- Transkriptions- Transkriptions- 77586.1 sp. 769
1915) Regulator Regulator

adeA 825 274 Leucin- Leucine- AKC91859  Streptomyces le-110 57/73
(3097- Hydroxylase Hydroxylase 1 muensis
3921)

adeB 1116 371 Alkohol- Alkohol- AKC91860  Streptomyces 0.0 69/81
(3918- Dehydrogenase Dehydrogenase 1 muensis
5033)

adeC 261 87 Acyl-Carrier- Acyl-Carrier- WP_0697 Streptomyces 7e-30 68/84
(5320- Protein Protein 77941.1 puniciscabiei
5922)

adeD 1263 420 Ketosynthase a 3-Oxoacyl-ACP- WP_0300  Streptomyces 0.0 74/86
(5962- Synthase 08531.1 lavandulae
7224)

adeE 1122 373 Ketosynthase B 3-Oxoacyl-ACP- WP_0936  Streptomyces 3e-119 53/68
(7221- Synthase 63356.1 radiopugnans
8342)

adeF 786 261 Ketoreduktase 3-Oxoacyl-ACP- WP_0691  Streptomyces 7e-119 69/81
(8339- Reduktase 71846.1 griseus
9124)

adeG 14010 4669 Nicht-ribosomale Nicht-ribosomale WP_1005  Streptomyces 0.0 51/62
(9160- Peptidsynthetase Peptidsynthetase 70125.1 sp. CB01373
23169)

adeH 7143 2380 Nicht-ribosomale Zyklisches BAM8697  Bradyrhizo- 0.0 54/68
(23166- Peptidsynthetase Nukleotid- 7.1 bium
30308) Bindeprotein oligotrophi-

cum S58

adel 237 78 MbtH-dhnliches MbtH-dhnliches WP_0737  Streptomyces 5e-29 62/82
(30339- Protein Protein 6855.1 sp. CB02923
30575)

orfA 687 228 Transposase Transposase KUJ67759.  Streptomyces 8e-61 87/93
(30694- 1 albus subsp.
31380) albus

orfB 270 89 Hypothetisches Keine Ahnlichkeit
(31511- Protein gefunden
31780)

orfC 579 192 Transposase ISL3 family- WP_0594  Streptomyces 8e-102  85/86
(32446- Transposase 141923.1 azureus
31868)

orfD 516 171 Transposase Transposase WP_0934 Streptomyces 2e-68 94/95
(32816- 59809.1 melanosporo-
33331) faciens

orfE 306 101 Transposase Transposase WP Streptomyces 9e-39 70/71
(33842- 09345980 melanosporo-
34147) 9.1 faciens

orfF 606 201 Hypothetical Keine Ahnlichkeit
(34773- protein gefunden
34168)

ClpPaper 621 206 ATP-abhdngige Clp  ATP-abhangige Clp WP Streptomyces 2e-84 74/83
(35417- Protease Protease 04608893  antioxidans
36037) Proteolytische Proteolytische 5.1

Untereinheit

Untereinheit

Tabelle 30: Abgeleitete Funktionen der putativen ORFs im ade-BGC.

MbtH-adhnliche Proteine sind hdufig mit NRPS assoziiert, da sie chaperonartig an NRPS-Proteine

binden und die Adenylierungsreaktion stimulieren, so dass die Synthese von

Sekundarmetaboliten optimal ablaufen kann (Baltz, 2011; Felnagle et al., 2010; Herbst et al,,
2013). Upstream der NRPS-Gene befinden sich vier Gene fiir ein Acyl-Carrier-Protein (adeC), zwei
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Ketosynthase-Untereinheiten a (adeD) und B (adeE) sowie eine Ketoreduktase (adefF), die eine
putative Typ-lI-PKS bilden, welche wahrscheinlich fir die Biosynthese der Trienseitenkette
verantwortlich ist. Des Weiteren liegen eine Leucin-Hydroxylase (adeA) und eine Alkohol-
Dehydrogenase (adeB) vor, die fir die Bereitstellung von MePro notwendig sein kdnnten. Bei
orfl und orf2 handelt es sich moglicherweise um regulatorische Komponenten, die in einem
bicistronischen Operon upstream der Biosynthesegene liegen. Orf3 zeigte héchste Ahnlichkeit
mit Transkriptionsregulatoren der Xenobiotic response element (XRE)—Familie.

Das Cluster ist umgeben von Insertions-Sequenz-(IS)-Element-Fragmenten. Solche Regionen
beweglicher Elemente sind Ublicherweise Bereiche, die die Einfihrung von BGCs durch
horizontalen Gentransfer anzeigen. In der Regel liegen die Biosynthesegene dazu vollstandig
geclustert inklusive eines Resistenzfaktors vor (Keller et al., 2010; Mousa and Raizada, 2015).
Letzteres ist beim ade-BGC nicht der Fall. Allerdings wurde 4,8 kb downstream, abgetrennt durch
Transposasen und hypothetische Proteine (orfA-orfF), ein clpP-Gen gefunden (clpPaper), das im
Rahmen dieser Arbeit auf seine Fahigkeiten als Resistenzfaktor untersucht werden sollte (4.5.3).

4.4.1.1 Biosynthese des Depsipeptidrings durch zwei NRPS

Die Biosynthese des Depsipeptidrings mit den sechs Aminosauren L-Phenylalanin (Phe), L-Serin
(Ser), L-Prolin (Pro), L-Alanin (Ala), Ala und entweder MePro in ADEP1 oder Pro in Faktor B wird
héchstwahrscheinlich durch die beiden von adeG und adeH codierten NRPS katalysiert
(Abbildung 26).

A orf1-3  adeA/B adeC-F adeG adeH adel orfA-F ClpPapep
B adeG adeH
Phe Ser Pro Ala Ala Pro/MePro
MT
o A Pcpo A PCF'o = F'CPo - PCP e A F'CPe A PCP TE-katalysierte
Zyklisierung
] S s ] s
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Abbildung 26: A) Das ade-BGC mit 12 ORFs. B) Die ade-NRPS-Maschinerie mit Modulen M1-M6 und spezifischen Substraten
(Pro/MePro eingebaut durch M6 in orange). Die Domanen sind beschriftet wie folgt: C = Kondensationsdomane, A =
Adenylierungsdoméne, PCR = Peptidyl-Carrier-Protein, MT = Methyltransferase, TE = Thioesterase.

Die Substratspezifitditen der Adenylierungsdoméanen in den sechs Modulen wurden in silico
sowohl mit antiSMASH (Weber et al.,, 2015) als auch durch das strukturbasierte Vorhersage-

Modell von Challis et al. (Challis et al., 2000) korrekt vorhergesagt (Tabelle 31, Abbildung 27). Die
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einzige Ausnahme stellte die multispezifische A6-Domane des M6-Moduls dar, da statt einer
Spezifitat fir Pro und MePro der Einbau von Pro und L-Pipecolinsdure (Pip) prognostiziert wurde.

A-Domane Vorhergesagtes  Aktiviertes Aminosdureposition®
Substrat Substrat 235 236 239 278 299 301 322 330

Al PheP Phet D A W T Vv A A Vv
A2 Ser®P Serd D % W H | S L v
A3 Pro®® Pro%e D Vv Q Y G A H v
A4 Ala®P Alad D % F A v A | v
A5 Ala®® Ala¢ D % E A v A | v
A6 Pip?/Pro®P Pro%¢/MePro% D V Q Y G G H L

aVorhergesagtes L-Aminosauresubstrat basierend auf dem strukturbasierten Vorhersagemodell von Challis et al. 2000.
bVorhergesagtes L-Aminosauresubstrat basierend auf antiSMASH 4.1.0.
‘Wichtige Aminosaurepositionen fir die Substratauswahl. Die Nummerierung bezieht sich auf die Phe-aktivierende A-
Domane der Gramicidin-S-Synthetase (Challis et al., 2000).
dAnhand der ADEP-Primarstruktur abgeleitete Substrate.
eDurch isolierte A-Domanen in vitro aktivierte Aminosaure (Abbildung 28).
Tabelle 31: Vergleich der auf Basis der Aminosauren der Substratbindetaschen vorhergesagten Substrate und den tatsachlich von
den A-Domanen des ade-BGC eingebauten Aminosauren.

Um die Substratspezifitat von A6 zu definieren, wurde ein Hydroxamat-Formierungs-Assay (Kadi
and Challis, 2009) (3.4.5) mit der isolierten Doméne A6 sowie A3 des Moduls M3 als Kontrolle
durchgefiihrt (Abbildung 28). A3 war spezifisch fir Pro in Ubereinstimmung mit den
Primarstrukturen aller bekannten ADEP-Derivate, die in Position 3 Pro besitzen. Im Gegensatz
dazu war A6 in der Lage sowohl Pro als auch MePro zu aktivieren, passend zur Variation von Pro
und MePro in Position 6 bei ADEP1 und Faktor B. Insgesamt zeigte A6 eine erweiterte
Substratspezifitat im in vitro-Assay, da aullerdem eine Aktivierung von Ser beobachtet werden
konnte, die deutlich Gber dem durch A3 aktivierten Anteil von Ser, sowie der relativen Absorption
der Kontrolle ohne Substrat lag. Allerdings sind keine ADEP-Derivate mit Ser in dieser Position im
A54556-Komplex beschrieben.

235/236 239 278

Smue
Smue

Smue_ASB S VFGKE SEE ASGEGL? QEHA----VEELEAPAL

330 322
NEYGPTETTHECA
\PGRTMINAYGPTESTNCA
SIPLHNEYGPTEASNDV

ANEYGPTEATMYA
JRRMHNHYGPAETH¥VT
RLHNHYGPSETHEVT

YGPTETHAVT
PHIRLHNHYGPTETHAVT
RERPHIRLHNHYGPAETHNMVT

Smue_A

Smue AS8

Abbildung 27: Multiples Aminosduresequenz-Alignment der A-Domdnenbereiche mit wichtigen Aminosduren fir die
Substratspezifitat nach Stachelhaus et al. 1999 und Challis et al. 2000. A-Doménen des ade-BGC: Shaw_A1-A6; Pro/MePro-spezifische
A-Domanen des Griselimycin-BGC: Smue_A2, A5, A8; Phenylalanin-spezifische A-Doméane der Gramicidin-S-Synthetase: GrsA. Die
Positionen der flr die Spezifitdt essentiellen Aminosduren sind nummeriert mit Bezug auf GrsA. Aktivierte Substrate fur die gezeigten
A-Domanen: Shaw_A1-Phe, Shaw_A2-Ser, Shaw_A3-Pro, Shaw_A4-Ala, Shaw_A5-Ala, Shaw_A6-Pro/MePro, Smue_A2-MePro,
Smue_A5-MePro, Smue_A8-Pro/MePro.
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Abbildung 28: Relative Substratspezifititen von A-Doméanen ermittelt in einem Hydroxamat-Formierungs-Assay (Kadi and Challis,
2009). Die Spezifitaten von A3 (A) und A6 (B) wurden durch das Testen einer Auswahl von Aminosauren und einer Kontrolle ohne
Aminosaure bestimmt. Normalisierte Absorptionswerte der Assay-Ansatze minus der Absorptions-Werte einer Kontrollreaktion mit
gekochtem Protein werden gezeigt fuir ein reprasentatives aus drei biologischen Replikaten mit je zwei technischen Replikaten.
Fehlerbalken zeigen die maximale Abweichung vom jeweiligen Mittelwert.

4.4.1.2 (2S,4R)-4-Methylprolin-Biosynthese

4-Methylprolin ist eine nicht-proteinogene Aminosaure, deren Vorkommen bisher nur in
wenigen Naturstoffen beschrieben wurde. Bislang wurden Biosynthesewege zum (25,2R)- und
(25,4R)-Diastereomer veroffentlicht (Hibi et al., 2013; Luesch et al., 2003; Lukat et al., 2017). Fir
die Bereitstellung des (25,4R)-4-Methylprolins in ADEP1 wurden auch im ade-BGC homologe
Enzyme erwartet.

Mittels BLAST- und antiSMASH-Analysen (Weber et al., 2015) konnten zwei Gene, adeA und
adeB, als putative Leucin-Hydroxylase (AdeA) sowie putative Alkohol-Dehydrogenase (AdeB)
annotiert werden. lhre Aminosauresequenzen zeigten hohe Identitdten/Ahnlichkeiten (ermittelt
mit Clustal Omega) mit der kirzlich beschriebenen Fe(ll)/a-Ketoglutarat-abhangigen Hydroxylase
GriE (57%/73%) und der Zink-abhangigen Dehydrogenase GriF (68%/80%) des Griselimycin-BGC
aus Streptomyces DSM 40835 (Kling et al., 2015; Lukat et al., 2017) (Alignments in Kapitel 6.3.1
und 6.3.2). GrikE wurde in Ganzzell- und in vitro-Experimenten beschrieben, die Hydroxylierung
von L-Leucin zu (2S5,4R)-5-Hydroxyleucin zu katalysieren. GriF ist hochstwahrscheinlich an einem
weiteren Oxidationsschritt beteiligt, direkt gefolgt von einer spontanen, nicht-enzymatischen
Zyklisierung, resultierend in (3R,55)-3-Methyl-Al-pyrrolin-5-carboxylsdure (Lukat et al., 2017).
Phylogenetische Analysen zeigten eine hohe Ahnlichkeit und enge Verwandtschaft von AdeA und
GrikE sowie AdeB und GriF, wodurch die Hypothese unterstitzt wird, dass AdeA und AdeB fir die
Bereitstellung von MePro im Rahmen der ADEP-Biosynthese verantwortlich sind (Martina
Adamek, Nadine Ziemert; unvero6ffentlicht) (Abbildung 29). Um schlussendlich MePro zu
erhalten ist ein finaler Reduktionsschritt notwendig, der in Streptomyces DSM 40835 entweder
durch GriH, eine F420-abhangige Oxidoreduktase des Griselimycin-Genclusters, oder durch ProC,
eine Pyrrolin-5-carboxylat-Reduktase des Primarmetabolismus, durchgefihrt wird. Da im ade-
BGC kein Enzym mit dieser Funktion zu finden ist, gehen wir davon aus, dass hier auf eine
Pyrrolin-5-carboxylat-Reduktase des Primarstoffwechsels zurlickgegriffen wird (Abbildung 29,
Alignment in Kapitel 6.3.3).
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Abbildung 29: Moglicher Ablauf der Biosynthese von MePro im Rahmen der ADEP-Biosynthese.

4.4.1.3 Biosynthese der Alkenseitenkette durch eine Typ-II-PKS

Typ-Il PKS synthetisieren in der Regel langkettige, aromatische Polyketidverbindungen und
zeichnen sich durch alleinstehende Enzyme aus, die wahrend der Synthese mehrfach rekrutiert
werden. Im Gegensatz dazu wird bei einem PKS-Typ-I Megaenzymkomplex mit modularer
Struktur jede Doméne des Megaenzyms nur einmal genutzt (Fischbach and Walsh, 2006).

Kirzlich wurden mehrere Studien veroffentlicht, die die Biosynthese von stark reduzierten
Polyenstrukturen in Actinobacteria durch eine minimale Typ-ll PKS beschreiben. Die BGCs fir
Skyllamycin, Simocyclinone und Ishigamid enthalten PKS-Enzyme, die die typischen KS-
Untereinheiten a und B einer Typ [I-PKS aufweisen, aber statt aromatischer Verbindungen
kurzkettige, stark reduzierte, linerare Polyketidverbindungen als Bestandteil der von ihnen
synthetisierten Naturstoffe produzieren (Bilyk et al., 2016; Du et al., 2016, 2017; Pohle et al,,
2011).

Die Gene adeC-adeF im ade-BGC codieren flr Enzyme, die den PKS-Enzymen in den genannten
Clustern in ihrer Aminosauresequenz und ihrer Anordnung sehr dhnlich sind (Abbildung 30,
Alignments in Kapitel 6.3.4-6.3.7).

adeC-F
ade-BGC
S. hawaiiensis NRRL 15010
igal10-13
_| Ishigamid-BGC
S. sp. MSC090213JE08
sky16-19 sky22 sky26

Skyllamycin-BGC
S. sp. Acta 2897

Dae B Be B

Abbildung 30: Anordnung der PKS-Gene in S. hawaiiensis und PKS-Homologe in Streptomyces sp. MSC090213JE08 und
Streptomyces sp. Acta 2897. ACP = Acyl-Carrier-Protein; KSq = Ketosynthase a; KSg = Ketosynthase B; KR = Ketoreduktase.

AdeD tragt das typische Aminosduremotiv Cys-His-His des aktiven Zentrums einer Ketosynthase
und phylogenetische Analysen zeigten eine enge Verwandtschaft von AdeD mit anderen
Ketosynthase-a-Untereinheiten. In AdekE ist dieses Motiv zu GIn-Ser-Asp verandert und es zeigt
enge Verwandtschaft mit Ketosynthasen des B-Typs, die typischerweise eine veranderte, inaktive
katalytische Triade aufweisen. Im Phylogeniebaum traten beide Enzyme zusammen mit Enzymen
auf, die ebenfalls lineare Polyenketten synthetisieren, so dass eine vergleichbare Funktion von
AdeD und AdeE mit diesen sehr wahrscheinlich ist (Martina Adamek, Nadine Ziemert;
unveroffentlicht). Daher erwarten wir fir die Alkenseitenketten der ADEP-Derivate im A54556-
Extrakt einen analogen Biosyntheseweg, in dem die Polyketid-Elongation an der ACP-Doméne
AdeC mit Acetyl-CoA startet und Malonyl-CoA als Erweiterungsbaustein genutzt wird. Ein KS-
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Heterodimer aus AdeD und AdeE konnte diese in Claisen-Kondensationen (AdeD) zu einem Tri-
oder Tetraketid verknlpfen, wobei die Kettenlange (abgeleitet von den bisher bekannten ADEP-
Faktoren im A54556-Extrakt C6 oder C8) vom CLF AdeE bestimmt wird (Tang et al.,, 2003).
Allerdings sind fir die Fertigstellung der konjugierten Alkene weitere Ketoreduktionen und
Dehydrierungsreaktionen notig. Ein putatives Ketoreduktase-Gen (adeF) liegt im Cluster
zusammen mit adeC-£ vor (Alignment in Kapitel 6.3.7), wahrend keine Dehydratase gefunden
werden konnte. Durch BLAST-Analysen des Genoms von S. hawaiiensis konnten putative,
Dehydratase-codierende Gene gefunden werden, so dass diese Reaktion hdchstwahrscheinlich
von einem Enzym des Primarstoffwechsels ausgefiihrt wird (Abbildung 31, Alignment in Kapitel
6.3.8).

Startmolekil ~ AdeC AdeD AdeE AdeC AdeF AdeC ? AdeC AdeD AdeE AdeF ? AdeC

5~ 800 © 0 © 0 @ 00@@9
Acetyl-CoA + Malonyl-CoA + Malonyl-CoA
0 O (2x)
\ \
o Al g -con ;:o giOH ;ﬁ |

Abbildung 31: Moglicher Ablauf der Biosynthese der C8-Trienseitenkette im Rahmen der Biosynthese von ADEP1.

4.4.2 Knockout- und Knockdown-Versuche

Um sowohl die Identitat als auch die Grenzen des ade-BGC zu bestatigen bzw. zu bestimmen,
sollten Knockouts in ausgewahlten Genen von S. hawaiiensis erzeugt werden, die das Cluster
mutmalilich begrenzen oder maligeblich an der ADEP-Biosynthese beteiligt sein sollten. Die Gene
adeA und adeB, die aller Wahrscheinlichkeit nach fur die Bereitstellung von MePro notwendig
sind, sollten ausgeknockt werden, da erwartet wurde, dass die erhaltenen Mutanten nicht mehr
in der Lage sind ADEP1 zu produzieren, wahrend Faktor B weiterhin produziert werden kann. Um
die ADEP-Biosynthese komplett zu unterbinden, sollte das fiir eine NRPS codierende Gen adeH
eliminiert werden und um die rechte Grenze zu bestimmen sollten adel und orfA ausgeknockt
werden (Abbildung 32).

orf1-3 adeA/B adeC-F adeG adeH adel orfA-F CIpP ypep

CHADHDDH! > e H)-H)

Abbildung 32: Ausgewahlte Gene zur Erzeugung von Knockout-Mutanten (magenta) zur Bestatigung des ade-BGC und seiner Grenzen
in S. hawaiiensis.

Zu Beginn wurde versucht, markerlose Knockouts durch doppelt-homologe Rekombination mit
dem Suicide-Vektor pGusA21, der keinen Origin of Replication flr Streptomyces besitzt, zu
erzielen. Als dies nicht erfolgreich war, wurden Konstrukte mit denselben Flanken und einer
Antibiotika-Kassette zur Selektion auf Thiostrepton in pA18 kloniert, deren Konjugation ebenfalls
nicht zu Mutanten flhrte. Anschliefend wurden die Genflanken aus den pGusA21-Konstrukten
in den Vektor pGM-GUS-Xba eingebracht, mit dem im Rahmen dieser Arbeit erfolgreich
Knockouts in S. lividans TK24 erzeugt werden konnten (4.5.2.2). Dieser Vektor wurde durch
Einfihren einer Xbal-Schnittstelle durch ortsspezifische Mutagenese in pGM-GUS generiert und
tragt einen temperatur-sensitiven Origin of Replication, so dass das Plasmid in Streptomyces
durch Inkubation bei 39 °C nicht mehr repliziert werden kann. Des Weiteren besitzt er das GUS-
Reportersystem flr Aktinomyceten (Myronovskyi et al., 2011) und ermoglicht eine Blau-WeiR-
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Selektion von rekombinanten Klonen. Ist der Vektor nach einfach-homologer Rekombination
integriert, kann durch das Vorhandensein von gusA das Enzym B-Glucuronidase exprimiert
werden und das Substrat X-Gluc (5-Brom-4-chlor-3-indolyl-B-D-glucuronsaure) zu einem blauen
Farbstoff verstoffwechselt werden. Bei Verlust des Vektors, im besten Fall nach Elimination des
gewlinschten Gens durch doppelt-homologe Rekombination, bleiben die Kolonien weiR.

Mit keinem der genannten Konstrukte und fir keins der ausgewdhlten Gene wurden Mutanten
erzielt. Obwohl unter den flr S. hawaiiensis optimierten Bedingungen konjugiert wurde (4.1.3.1),
kam es nicht zur einfach-homologen Rekombination (Vektorkarten in 6.2.6-6.2.9).

Um die Beteiligung der annotierten Gene an der ADEP-Biosynthese dennoch beweisen zu
kdnnen, sollte versucht werden, dies fir adeA und adeG durch eine Knockdown-Strategie zu
erzielen. Mittels einer Antisense (si)-RNA-basierten Methode konnte bereits in Streptomyces
coelicolor A3(2) die Actinorhodin-Produktion reguliert werden (Uguru et al., 2013). Dabei wurde
eine zur mRNA eines ausgewdhlten Gens des BGC komplementéare siRNA kontrolliert exprimiert,
um die mRNA ,abzufangen” und somit die Expression des Zielproteins zu regulieren. Analog dazu
wurden in S. hawaiiensis fir die beiden gewahlten Gene Sequenzabschnitte gesucht, die die
ribosomale Bindestelle und mindestens 50 bp der codierenden Sequenz einschliefen und
zwischen 120-160 bp lang sind. Sequenzen mit geringer Sekundarstruktur und einer hohen
lokalen Entropie wurden mittels RNAfold (Hofacker, 2003) ermittelt und verwendet. Fir die
Klonierung wurde die Sequenz revers und komplementar amplifiziert. Um die Stabilitat der
exprimierten siRNA in der Zelle zu erhéhen, wurden Uber die verwendeten Primer neben den
notwendigen Restriktionsschnittstellen auch gepaarte Enden mit einer sich wiederholenden
Sequenzabfolge angehadngt. Anfanglich wurde das Plasmid pll6902 (Vektorkarten fir
plJ6902PROL und plJ6902NRPS in 6.2.2.3 und 6.2.2.4) verwendet, welches eine Uber
Thiostrepton induzierbare Expression erlaubt und Uber die ®C31 attP-Stelle ins Genom
integriert. Wie in Kapitel 4.1.3.1 beschrieben, verursacht die Integration dieses Plasmids einen
heterogenen Phanotyp, welcher es unmdoglich machte die ADEP-Produktion mittels HPLC- oder
Bioassay-Analysen zu quantifizieren, da sich das Wachstum der untersuchten Mutanten zu stark
unterschied und somit auch die zum Wachstum proportionale ADEP-Produktion stark
schwankte. Deshalb wurden basierend auf dem Vektor plJ10257, der Uber die ®BT1 attP-Stelle
ins Genom integriert, Konstrukte zur induzierbaren Expression der siRNA erzeugt (Vektorkarten
in 6.2.5.8-6.2.5.10).

Die Vektoren wurden durch Konjugation in S. hawaiiensis eingebracht, wodurch Mutanten
generiert wurden, die keine offensichtliche Veranderung des Phanotyps beim Wachstum auf MS-
Agar zeigten. Verschiedene Mutanten wurden in YM-Medium mit 0, 5 oder 50 ug/ml
Thiostrepton kultiviert und Proben des Kulturliberstands zu verschiedenen Zeitpunkten gezogen.
Diese wurden gegen den Thiostrepton-resistenten Stamm Bacillus subtilis BKE01020 im Bioassay
getestet (3.1.3.2).

Abbildung 33 zeigt als reprdsentatives Beispiel fur alle durchgeflhrten Versuche dieser Reihe die
Ergebnisse eines Bioassays zur Uberpriifung von verschiedenen Bioreplikaten der S. hawaiiensis
si-adeG Mutante. Bei keiner der getesteten Mutanten wurde der gewiinschte Knockdown-Effekt
auf die ADEP-Produktion nach Induktion der Expression der siRNA sichtbar. Die minimal kleineren
Hemmhofe, die bei den induzierten 24 h-Proben von S. hawaiiensis si-adeG 1.2 im Vergleich zur
nicht-induzierten Probe zu sehen sind, werden auf eine mit bloRem Auge sichtbare Verzogerung
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des Wachstums der induzierten Kulturen und somit auch der ADEP-Produktion zum Zeitpunkt
der Probennahme zuriickgeflhrt. Diese trat auch beim Kontrollstamm S. hawaiiensis plltrs auf.
Bei Proben, die nach 48 h Inkubation gezogen wurden, konnte keinerlei Unterschied zwischen
Mutanten und Leervektorkontrolle sowie induzierten und nicht-induzierten Proben mehr
detektiert werden. Kulturiberstande von S. hawaiiensis si-adeA Mutanten, bei denen durch
Expression der siRNA die Produktion von ADEP1, aber nicht von Faktor B, verhindert werden
sollte, wurden mittels HPLC-Analysen getestet. Auch hier konnte keine Veranderung im Vergleich
zur nicht induzierten Probe detektiert werden. Somit konnte die Identitat des ade-BGC mit dieser

Methode nicht bewiesen werden.
24 h

Hg/ml
Thiostrepton

S. hawaiiensis
plJtsr

S. hawaiiensis
si-adeG 1.1

: S. hawaiiensis
. si-adeG 1.2

' S. hawaiiensis
si-adeG 6.1

S. hawaiiensis | ‘
si-adeG 6.2

Abbildung 33: Bioassay mit Kulturtiberstdnden von siRNA gegen adeG-mRNA exprimierenden S. hawaiiensis Mutanten, getestet
gegen B. subtilis BKEO1020. Es wurde nicht (0) bzw. mit 5 oder 50 ug/ml Thiostrepton induziert. Kulturen mit S. hawaiiensis plltsr
dienten als Leervektorkontrolle. Proben wurden nach 24 und 48 h genommen und je 40 pl Kulturiberstand fir den Bioassay
verwendet.

Letztendlich konnte die Identitdt des Clusters durch heterologe Expression in S. coelicolor M1146
bestatigt werden. Dies erfolgte durch Elizabeth Culp und Gerard D. Wright (McMaster
Universitat, Hamilton, Kanada) in einer in Kooperation durchgefiihrten Arbeit. Durch Einbringen
des Bereichs von adeA bis einschliellich clpPaper in den heterologen Wirtsstamm konnte dieser
intaktes ADEP1 sekretieren (unveroffentlicht).

4.5 Studien zur Clp-Maschinerie in Streptomyceten

Die Gattung Streptomyces besitzt die groRte, bisher bekannte Clp-Multigen-Familie in Bakterien.
Verschiedene Bakteriengattungen, wie beispielsweise M. tuberculosis, Bacillus thuringiensis und
das Cyanobakterium Synechococcus weisen neben einer Auswahl von meist zwei oder drei Clp-
ATPasen ebenso Gene fir zwei bis drei clpP-Homologe auf. Mehr als drei clpP-Homologe sind
abgesehen von Streptomyceten bisher nur in Eukaryonten bekannt (Akopian et al., 2012;
Andersson et al., 2009; Derrien et al., 2012; Fedhila et al., 2002; Schelin et al., 2002). Das
zusédtzliche clpP-Homolog clpPaper, das in der Nahe des ade-BGC gefunden wurde, macht die Clp-
Maschinerie in S. hawaiiensis mit sechs clpPs daher besonders interessant. So sollte die
Funktionalitat sowie das Zusammenspiel der ClpP-Homologe in S. hawaiiensis ndher untersucht
werden. Da S. hawaiiensis in unseren Handen aber nicht ausreichend genetisch modifizierbar
war, konnten keine umfassenden in vivo-Experimente mit diesem Stamm durchgefiihrt werden.
S. lividans wurde stellvertretend als Modellorganismus ausgewahlt, da mit diesem Stamm bereits
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Studien zur Clp-Maschinerie erfolgreich durchgefihrt und veroffentlicht worden waren (Bellier
et al., 2006; Bellier and Mazodier, 2004; De Crécy-Lagard et al., 1999; Gominet et al., 2011; Guyet
et al.,, 2013; Viala et al., 2000; Viala and Mazodier, 2002). Zunéachst sollte die physiologische
Situation der ClpP-Expression in S. lividans TK24 untersucht werden, um das Wissen Uber
Streptomyceten-ClpPs auszubauen und so Rickschlisse auf S. hawaiiensis ziehen zu kénnen. Um
Aussagen Uber den Resistenzmechanismus machen zu kénnen, wurde clpPapepin den S. lividans
TK24 Wildtyp und verschiedene clpP-Knockout-Mutanten eingebracht und seine Funktion in
vergleichenden Analysen mit S. hawaiiensis in gPCR-Experimenten, Western Blots und Bioassays
untersucht.

4.5.1 Analyse von clpP-Genen und ihrer Expression in S. hawaiiensis und S. lividans
TK24

4.5.1.1 Sequenzanalysen der clpP-Homologe in S. hawaiiensis und S. lividans TK24

Die clpP-Homologe clpP1 und clpP2 sowie clpP3 und clpP4 sind in Streptomyceten, wie bereits
erwahnt, jeweils gepaart in einem bicistronischen Operon codiert (De Crécy-Lagard et al., 1999;
Viala et al., 2000). Wahrend clpP3 und clpP4 direkt aufeinander folgen und lediglich durch eine
Base voneinander getrennt sind (z. B. S. lividans TK24) oder sich um eine Base Uberschneiden (z.
B. S. hawaiiensis), liegen zwischen clpP1 und clpP2 in S. lividans TK24 50 Basen und in S.
hawaiiensis 112 Basen (Abbildung 34).

clpP1 clpP2 clpX
. - —_—
sH| >_¢ >_¢ >

clpP3 clpP4 popR

SL

) (T
E——

Abbildung 34: Schematische Darstellung des clpP1clpP2-Operons mit angrenzendem clpX sowie des clpP3clpP4-Operons und dem
angrenzenden popR-Gen in umgekehrter Orientierung in S. lividans (SL) und S. hawaiiensis (SH).

Dieser deutlich groRere Abstand der beiden Gene ist allerdings nicht spezifisch fir S. hawaiiensis,
da mittels BLAST-Analysen weitere Streptomyces-Stamme, wie Streptomyces chartreusis NRRL
3882 und Streptomyces sp. S10(2016), mit diesem Muster gefunden wurden (Alignments in
Kapitel 6.3.9). Abgesehen von diesen Unterschieden sind die Sequenzidentitaten, besonders fir
clpP1 (94,85%) und clpP2 (93,93%) von S. hawaiiensis und S. lividans TK24 sehr hoch (Tabelle 32).
Wie in S. lividans TK24 und anderen Streptomyces-Stammen, liegt in S. hawaiiensis downstream
des clpP1clpP2-Operons ein Gen fir die Clp-ATPase ClpX und downstream des clpP3clpP4-
Operons ein Gen fir den Transkriptionsregulator PopR in umgekehrter Orientierung (Abbildung
34, Alignments in Kapitel 6.3.9 und 6.3.10).Des Weiteren konnten Gene fir alle aus S. lividans
bisher bekannten, an der Clp-Maschinerie beteiligten Proteine gefunden werden (Abbildung 11;
Alignments in Kapitel 6.3.13). Den einzigen offensichtlichen Unterschied in S. hawaiiensis stellte
somit das zusatzliche clpP-Homolog clpPaper dar.

Beim Sequenzvergleich zeigte clpPaper héchste Ahnlichkeit mit c/pP1 (Tabelle 32), was auch in
phylogenetischen Analysen von Streptomyces-ClpP-Proteinen ersichtlich wurde, da ClpPaper im
phylogenetischen Baum zusammen mit ClpP1 und benachbart zu ClpP3 auftrat und daher ein
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gemeinsamer Vorfahre und eine funktionelle Homologie vermutet wird

Nadine Ziemert; unveroffentlicht).

(Martina Adamek,

SH SH SL SH sL SH sL SH sL SH sL
ClpPaper  ClpP1  clpP1  clpP2  clpP2  clpP3  clpP3  clpP4  clpP4  clpP5  cIpP5

SH clpPaper 63,61 63,93 5025 49,92 57,14 5663 50 50,68 47,97 | 49,27

SH clpP1 63,61 94,85 | 57,7 | 57,74 62,04 648 | 5808 564 54,79 | 5527

SL clpP1 ‘ 63,93 94,85 5832 | 5851 @ 62,84 6526 57,74 5623 53,99 @ 54,15

SH clpP2 50,25 57,7 | 5832 93,93 56,01 5563 665 | 665 | 6619 | 62,84

SL clpP2 ‘ 49,92 57,74 | 58,51 67 67,62 | 64,27

SH clpP3 57,14 62,04 62,84 | 56,01

SL clpP3 ‘ 56,63 64,8 6526 5563

SH clpP4 50 58,08 | 57,74 | 66,5

SL clpP4 ‘ 50,68 56,4 | 56,23 | 66,5

SH clpP5 47,97 54,79 | 53,99 | 66,19

SL clpP5 ‘ 49,27 55,27 54,15 | 62,84

Tabelle 32: Prozentuale Identitatsmatrix von clpP-Genen aus S. hawaiiensis (SH) und S. lividans TK24 (SL), erstellt mit Clustal 2.1.

4.5.1.2 Expressionsanalysen mittels gPCR

Um mégliche Unterschiede zwischen S. hawaiiensis und S. lividans TK24 zu analysieren und den
Einfluss von clpPaper auf die Transkription der anderen clpP-Homologe zu untersuchen, wurden
vergleichende gPCR-Experimente durchgefiihrt. Dazu wurde zunachst die Expression der clpP-
Genein S. hawaiiensis in verschiedenen Wachstumsstadien untersucht. Aus der Wachstums- und
ADEP-Produktionskurve (Abbildung 17) wurden vier Zeitpunkte von besonderem Interesse
abgeleitet: keine mittels Bioassay detektierbaren Mengen ADEP in der lag-Phase (Latenzphase)
(16 h), das Erreichen der geringsten, im Bioassay detektierbaren Menge ADEP zu Beginn der log-
Phase (exponentielle Phase) (28 h), Erreichen der stationaren Phase und maximaler ADEP-Gehalt
der Kultur (56 h) und Absterbephase und sinkende Mengen ADEP (90 h). Das Experiment wurde
durchgefihrt wie in 3.2.2 und 3.2.4.4 beschrieben, die Daten mit der AriaMX Software Version
1.3 ausgewertet, ACi-Werte mit Bezug auf das Housekeeping-Gen hrdB ermittelt und die
berechneten 22“-Werte in Balkendiagrammen dargestellt.

Abbildung 35 zeigt eine Experimentreihe, bei der die relativen Expressionslevel der
verschiedenen clpP-Homologe ermittelt wurden. Grundsatzlich liel§ sich feststellen, dass das
Verhaltnis der mRNA-Expressionslevel der verschiedenen clpP-Gene zueinander in den
verschiedenen Wachstumsphasen konstant blieb mit vergleichsweise starker Expression von
clpP1, clpP2 und clpPaper und niedriger bis minimaler Expression von clpP3, clpP4 und clpP5.
Dieses Ergebnis unterstitzt die Hypothese, dass in S. hawaiiensis, wie in S. lividans, ClpP1ClpP2
den Aktivator PopR des clpP3clpP4-Operons abbauen und clpP5 gering und konstitutiv exprimiert
wird. Die Expressionslevel von clpPaper und clpP1 waren zu allen Zeitpunkten vergleichbar,
wahrend die Expressionslevel von clpP2 permanent unter denen von clpP1 lagen, obwohl clpP1
und clpP2 im gleichen Operon liegen. Ein dhnliches Bild zeigte sich fir das clpP3clpP4-Operon,
da clpP3 ebenfalls starker exprimiert wurde als clpP4. Dieses Phanomen wurde bereits in
anderen Organismen beobachtet und auf getrennte Regulation der Gene oder eine mRNA-
Instabilitat zurtickgefiihrt (Dogra et al., 2015; Rex et al., 1994). Fur S. coelicolor wurde eine
insgesamt strengere Genregulation im Vergleich zu anderen Organismen, wie z. B. E. coli, und
ein allgemein absteigender Expressionstrend fir das zweite Gen verschiedener
multicistronischer Operons beobachtet (Laing et al., 2006). Die Ursache fir die beobachteten
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Expressionsunterschiede zwischen clpP1 und clpP2 bzw. clpP3 und clpP4 in S. hawaiiensis
wurden jedoch nicht naher untersucht.

55
50
45

27-ACt

40

35 -

30

25

20

15 -

10 i i B

5 i. I MBa

5 _—_me s —_— —_—
! . ] ] \ | ) '_ )

16 h 28 h 56 h 90 h

Abbildung 35: Relative Expressionsmengen der c/pP-Gene in S. hawaiiensis in verschiedenen Wachstumsstadien. Gezeigt ist jeweils
der Mittelwert von zwei biologischen Replikaten mit jeweils zwei technischen Replikaten. Die relativen Expressionsmengen der clpP-
Gene werden je Zeitpunkt in der gleichen Reihenfolge und mit folgendem Farbcode dargestellt: clpPaper = magenta; clpP1 = hellblau;
clpP2 = dunkelblau; clpP3 = hellgriin; clpP4 = dunkelgrin; clpP5 = hellviolett. Fehlerbalken zeigen die maximale Abweichung vom
jeweiligen Mittelwert.

Die  mRNA-Expressionslevel der untersuchten Gene variierten leicht zwischen den
Wachstumsphasen, wobei zu Beginn der exponentiellen Phase, also bei grundsatzlich hoher
Zellaktivitat, auch hoéhere Expressionslevel gemessen wurden. Interessanterweise stieg zu
diesem Zeitpunkt auch die Transkriptmenge von clpP3 und clpP4 leicht an, deren Transkription
in Analogie zu S. lividans durch den Abbau des Transkriptionsregulators PopR durch ClpP1 und
ClpP2 verhindert werden sollte. Allerdings war dieser Anstieg gering und es dominierten auch
hier die Transkriptmengen von clpP1 (2% = 34,96) und clpP2 (2°*“ = 21,16) Uber clpP3 (2=
4,15) und clpP4 (272 =1,1).

ClpP1, clpP2 und clpPaper sind somit die in S. hawaiiensis primar exprimierten clpP-Homologe. Da
far S. lividans bekannt ist, dass ClpP1 und ClpP2 die physiologische ClpP-Maschinerie bilden,
wurde eine vergleichende Analyse mit S. hawaiiensis und S. lividans TK24 sowie mit einer S.
lividans Mutante, die clpPaper unter dem konstitutiven ermE*-Promotor tragt (S. lividans
PSETclpPaper) und einer entsprechenden Leervektorkontrolle (S. lividans pSETempty)
durchgefihrt. So sollte sowohl die physiologische clpP-Expression in S. lividans TK24 im Vergleich
zu S. hawaiiensis, als auch ein moglicher Einfluss von clpPaper auf diese untersucht werden.

Auffallig in dieser Experimentreihe waren die wesentlich geringeren 2*“-Werte fur alle clpP-
Gene in S. lividans im Vergleich zu S. hawaiiensis (Abbildung 36). Zwar wurden flr S. lividans
andere Primer fir die qPCR verwendet, da aber rund vierfach geringere relative Mengen fir alle
S. lividans clpP-Homologe gemessen wurden, konnte ein Primer-Effekt ausgeschlossen werden.
Somit kamen die niedrigeren Werte entweder durch ein grundsatzlich niedrigeres
Expressionslevel der clpP-Homologe in S. lividans zustande oder durch ein basal hoheres
Expressionslevel des Referenzgens hrdBin S. lividans im Vergleich zu S. hawaiiensis, da alle Werte
auf dieses Gen normiert wurden.
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Abbildung 36: Relative Expressionsmengen der clpP-Gene in S. hawaiiensis, S. lividans pSETclpPaoep, S. lividans pSETempty und S.
lividans TK24 nach 30 und 60 h Inkubation. Gezeigt ist jeweils der Mittelwert von zwei biologischen Replikaten mit jeweils zwei
technischen Replikaten. Die relativen Expressionsmengen der clpP-Gene werden je Zeitpunkt in der gleichen Reihenfolge und mit
folgendem Farbcode dargestellt: clpPaper = magenta; clpP1 = hellblau; clpP2 = dunkelblau; c/pP3 = hellgrin; clpP4 = dunkelgrin; clpP5
= hellviolett. Fehlerbalken zeigen die maximale Abweichung vom jeweiligen Mittelwert.

Das Verhéltnis der Expressionslevel der c/lpP-Homologe zueinander war aber vergleichbar mit
dem Verhiltnis in S. hawaiiensis. Wie bei S. hawaiiensis wurde fur alle getesteten S. lividans
Stdmme ein vergleichbarer Unterschied der relativen Expressionslevel von clpP1 und clpP2
beobachtet. Dieser, wie auch die Expressionslevel der anderen clpP-Homologe dnderten sich
nicht, wenn clpPaper in S. lividans TK24 unter einem konstitutiven Promotor exprimiert wurde (S.
lividans pSETclpPapep). Somit scheint clpPaper keinen Einfluss auf die Expression der Gbrigen clpP-

Homologe zu haben.
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Abbildung 37: Relative Expressionsmengen der clpP-Gene in S. hawaiiensis, S. lividans pSETclpPaper mit 10 ug/ml ADEP1, S. lividans
pSETclpPaper mit 200 pl DMSO und S. lividans pSETempty nach 30 und 60 h Inkubation. Gezeigt ist jeweils der Mittelwert von zwei
biologischen Replikaten mit jeweils zwei technischen Replikaten. Die relativen Expressionsmengen der clpP-Gene werden je Zeitpunkt
in der gleichen Reihenfolge und mit folgendem Farbcode dargestellt: clpPaner = magenta; clpP1 = hellblau; clpP2 = dunkelblau; c/pP3
= hellgriin; clpP4 = dunkelgriin; clpP5 = hellviolett. Fehlerbalken zeigen die maximale Abweichung vom jeweiligen Mittelwert.

Auch die Zugabe von ADEP1 wahrend des Wachstums der clpPaper-exprimierenden S. lividans
Mutante im Vergleich zur DMSO-Kontrolle flihrte zu keiner Veranderung des clpP-
Expressionslevel (Abbildung 37). Dies deutet darauf hin, dass clpPaper nicht in das Regulon der
anderen clpP-Homologe eingebunden ist und eine Interaktion mit der Clp-Maschinerie eher

translational oder post-translational zu erwarten ist.

4.5.2  Analyse von ClpP-Proteinen in S. lividans

Abgeleitet aus den gPCR-Ergebnissen sollten daher in weiteren Experimenten post-translationale
Interaktionen der ClpP-Homologe in S. lividans TK24 untersucht werden. Wie bereits in den
Kapiteln 1.6 und 4.5.1 im Detail erldutert, liegen im S. lividans-Genom finf ClpP-Homologe vor,
von denen unter physiologischen Bedingungen nur ClpP1 und ClpP2 von Bedeutung fir die
notwendigen proteolytischen Aktivititen der Clp-Maschinerie zu sein scheinen. Uber die
Konstruktion verschiedener Knockout-Mutanten, ihre Komplementierung (4.5.2.2) und
anschlieBende Western Blot- (4.5.2.3) und Bioassay-Analysen (4.5.2.4) sollten Aussagen Uber
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mogliche Interaktions- und Prozessierungspartner der einzelnen ClpP-Homologe sowie ihrer
ADEP-Sensitivitdt getroffen werden.

4.5.2.1 Sequenzanalysen der ClpP-Homologe in S. lividans TK24 und S. hawaiiensis

Wie bereits nach der Gensequenzanalyse zu erwarten war, zeigte ein Vergleich der ClpP-
Aminosauresequenzen von S. hawaiiensis und S. lividans TK24 hohe Identitdten der jeweiligen
ClpP-Homologe beider Organismen mit 96,8% fir ClpP1, 95,32% fir ClpP2, 88,68% fir ClpP3,
92% fir ClpP4 und 71,56% fir ClpP5 (Abbildung 38, Tabelle 33). ClpPaper zeigte die grofite
Identitat zu S. hawaiiensis ClpP1 mit 65,53%. Wahrend ClpPaper sowie ClpP1, ClpP2 und ClpP3
beider Organismen die typische katalytische Triade (Ser, His, Asp) aufweisen, ist das His des
ClpP4-Homologs beider Stamme zu Gly mutiert. Es ist daher moglich, dass es sich bei ClpP4 um
eine inaktive Peptidase handelt. In S. lividans ClpP5 ist das Ser der katalytischen Triade um eine
Aminosaure, in S. hawaiiensis ClpP5 sogar um zwei verschoben. Der Effekt dieses Verschubs
wurde nicht untersucht, er kénnte aber ebenfalls die katalytische Aktivitdt des Proteins
beeinflussen.

SH SH SL SH SL SH SL SH SL SH SL

ClpPaose  ClpP1  ClpP1  ClpP2  ClpP2  ClpP3  ClpP3  ClpP4 ClpP4  ClpP5  ClpP5

SH ClpPaper 6553 | 6505 43,00 42,00 5222 50,97 3929 40,82 40559 | 42,57
SH ClpP1

SL ClpP1 ‘ 65,05
SH ClpP2 43,00
SL ClpP2 ‘ 42,00
SH ClpP3 52,22
SL CIpP3 ‘ 50,97
SH ClpP4 39,29
SL ClpP4 ‘ 40,82
SH CIpP5 40,59
SL ClpP5 ‘ 42,57

Tabelle 33: Prozentuale Identitdts-Matrix von ClpP-Homologen aus S. hawaiiensis (SH) und S. lividans TK24 (SL), erstellt mit Clustal
2.1,

In Studien mit S. lividans ClpP1 und ClpP2 konnte gezeigt werden, dass beide Proteine prozessiert
werden und die Prozessierungstellen wurden durch Edman-Abbau bestimmt. Es wurde
spekuliert, dass es sich hierbei um eine gegenseitige Prozessierung handeln kénnte, da beide
ClpP-Homologe anwesend sein mussten, um die prozessierten Formen detektieren zu kdnnen
(De Crécy-Lagard et al., 1999). Mutmaliliche Prozessierungsstellen in S. lividans sind in Abbildung
38 rot markiert und sind auch in S. hawaiiensis ClpP1 und ClpP2 zu finden. Des Weiteren wurde
bereits publiziert, dass fir die Translation von S. lividans ClpP1 und ClpP2 zwei mdgliche
Startcodons vorhanden sind. Abgeleitet vom Codon-Usage in Streptomyceten wurde fir ClpP1
das zweite (ClpP1kurz) und fur ClpP2 das erste Startcodon (ClpP2lang) vorgeschlagen
(verschiedene Translationsstarts in blau in Abbildung 38; ebenfalls in S. hawaiiensis zu finden)
(De Crécy-Lagard et al., 1999). Da sowohl der Expressionsstart beider ClpP-Homologe als auch
die fur die Prozessierung notwendigen ClpPs nicht eindeutig in in vivo-Studien belegt wurden,
sollte dies im Rahmen dieser Arbeit erfolgen.
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hawiclpPADEP ——————————————————————————————— VKDIKELTGRTLGASRWNLNDQVMHRLMDERIIMLGQ
NI

haw clpP1 = =—===-———————————— YRTNLME R

liv ~ clpP2 DFPGSGLYDRVNAAQD RAASQGRYTGPQAES IPRFVERTSQGVREYDPYAKLFEERVIFLGV
haw clpP2 IEQFPGSGIYDRMHAVQD S - ASQGRYTGPQAESiIVIPRFVERTSQGIREYDPYAKLFEERVIFLCV
liv_clpP4 = = —=-—mmmmmm oo MGSYTIPNVVERTPOGERSYDVFSRLLSERIIFLGT
haw _clpP4 = ————-——mmmmmmmm oo MGTYTIPNVIERTPQGERSFDVFSRLLNERIIFLGT
liv_clpP5 = = —====-—mmmmmmmmmmmm—mmmm—m MTRPSARHVLPEFTERTSAGTRTSDPYSKLLQERIVEFLGT
haw_clpP5 = ———-—-——-——-——m———m————————— - MTRPSARYVLPEFTERTGSGQRTMDPYSKLLEERIVFLGA

haw clpPADEP EVDDAGSNAICSQLLLLA- GDSPRDISLYINSPGGSVTAGMAIYDTMNYIENDVVTVAMGTAASMGQF
iv clpP "WVDDDIANK , PDKDIFLYIN KN AASH E

haw clpPl VDDDIANKITAC {NDV
liv clpP2 QIDDASANDVMAQLLCLESMDPDRDISVYINSPGGSFTALTAIYDTMQYVKPDVQTVCMGQAASAAAV

haw_clpP2 QIDDASANDVMAQLLCLESMDPDRDISVYINSPGGSFTALTATYDTMQYVKPDVQTVCMGQAASARAAY
liv_clpP4 EIDDGVANVVIAQLLHLESSAPESEIAVYINSPGGSFTSLMAIYDTMTEFVQAPISTFCVGQAASTAAV
haw_clpP4 EIDDGVANVVIAQLLHLESSSPESEIAIYLNSPGGSFTSLMAIYDTMTEVQAPISTFCVGQAASTAAV
liv_clpP5 PVDETSANDVTAQLMYLEHQAPDRDIELYVNSPGGSFTAMTAIYDTMRYVACDVATTCLGQAGPSAAYV
haw_clpP5 PVDETSANDVMAQFMYLEHQAPERDISLYINSPGGTFHAMTALYDTMRYVSCDVETICLGQAGAASSV

haw clpPADEP LLTAGTPGKRIVLPHAEILMHQPS—-AGLGGSASDIKIHAERLIRVKKRMIDITAQHTGRTVEEIKRD
c1pP ARTT DIKTHAERLLH ) D

p \SDIKIHAERLL! )ITR
liv_clpP2 LLAAGTPGKRMALPNARVLIHQPY SETGRGQVSDLEIAANEILRMRSQLEEMLAKHSTTPVEKIRED

haw_clpP2 LLAAGTPGKRMALPNARVLIHQPY-SETGRGQVSDLEIAANEILRMRSQLEDMLAKHSTTPVEKIRED
liv clpP4 LLAGGDPGRRFVLEHARVLLGQPA-SGGRQGTVSDLALQAKEMVRIRSQVEEVLARHTHHDVATLRAD
haw clpP4 LLAGGDPGRRFVLEHSRVLLGQPA-AGGORGMVSDLALOQAKEMVRIRSQVEEVLARHTHHDVPTLRAD
liv clpP5 LLAAGTPGKRAALPGARVVLHQPALTEPVRGQAGDLAVHAAELVRVRARLEEILVRHTGRTPGQVAAD
haw_clpP5 LLAAGTPGKRFALPDARLVIHQPALPEPVRGQASDLAIQADELTRIRGRMEEMLALHTGRTREQVSTD
haw_clpPADEP SDRDRWFSADEAVEYGLADRVEYVAATVPGNIGAAK————
i D SDRDRW I JIAT C

naw CLlE ] J‘ D W 7\ JU T 5 A

liv_clpPp2 IERDKILTAEDALSYGLIDQIITTRKMDNSSLR ———————

haw_clpP2 IERDKILTAEDALSYGLIDQVISTRKMDNSSLR--—=-——-—

liv clpP4 MDRDKVFTAQEAVAYGLADEVLARRLTRV---—--—---—

haw_clpP4 MDRDKVFTAQEAVAYGLADEVLSRRLVKV--——-—-——————

liv_clpP5 LERDTVLDARQAREYGLVDRIVPGRRTPPASSGAR-----—

haw_clpP5 IERDKILTAQEAVEYGLVDGIIPSRKATLAPPTGR--——-

Abbildung 38: Multiples Aminosauresequenz-Alignment der ClpP-Homologe aus S. lividans (liv) und S. hawaiiensis (haw).
Aminosduren der katalytischen Triade sind gelb, mdgliche Expressionsstarts in ClpP1 und ClpP2 sind blau und bekannte
Prozessierungstellen in S. lividans ClpP1 und ClpP2 sowie Ubereinstimmende Aminosauren in S. hawaiiensis sind rot hinterlegt.
4.5.2.2  Konstruktion verschiedener clpP-Knockout-Mutanten in S. lividans TK24 und ihre
Komplementierung
Um die einzelnen ClpP-Homologe von S. lividans TK24 ohne ihre vermeintlichen Partner
betrachten und so Aussagen Uber ihre Funktionalitdt und Interaktionen machen zu kénnen,
sollten fur clpP1-4 Knockout-Mutanten erzeugt werden, wie in Kapitel 3.2.5.9 beschrieben. Um
clpP1 und clpP1clpP2 zu eliminieren, wurde durch die Zugabe von ADEP1 (2 pg/ml) bei der
Selektion ein Druck fir den zweiten Schritt der doppelt-homologen Rekombination angelegt, da
der Verlust des ADEP-Targets dem Stamm unter diesen Bedingungen das Uberleben sichert. Dies
flhrte schlielRlich zur erfolgreichen Deletion der Gene (S. lividans AclpP1 und S. lividans
AclpP1P2). Eine Knockout-Mutante mit fehlendem clpP2 (bei vorhandenem clpP1) lieR sich unter
den getesteten Bedingungen nicht erzeugen. Mutanten ohne clpP3 und clpP3clpP4 lieRen sich
hingegen problemlos und ohne Selektion auf ADEP generieren (S. lividans AclpP3 und S. lividans
AclpP3P4).

Die erhaltenen Knockout-Mutanten wurden mit einer Vielzahl von Konstrukten komplementiert.
Es wurde mit den Plasmiden plJ12551 und pll10257 gearbeitet, die Gber verschiedene attP
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Stellen in das Genom integrieren (2.4, Vektorkarten in Kapitel 6.2.4 und 6.2.5) und so die
konstitutive Expression von zwei verschiedenen ClpP-Proteinen im gewahlten Stamm-
Hintergrund ermdglichen. Eine vollstandige Auflistung aller erzeugten Mutanten ist in Tabelle 15
und Tabelle 16 zu finden. Es wurden verschiedene Variationen von clpP1 und clpP2 in die
genannten Plasmide eingebracht, um eine konstitutive Expression vom ersten (ClpPllang,
ClpP2lang) sowie vom zweiten Startcodon (ClpP1kurz, ClpP2kurz) zu erreichen. Des Weiteren
wurden Varianten mit einem Hisg-Tag fir erweiterte Western Blot-Analysen (z. B. ClpP2-His)
konstruiert.

4.5.2.3 Analyse der erzeugten S. lividans clpP-Mutantenstdmme mittels Western Blot

Um die Anwesenheit bzw. Abwesenheit von ClpP-Proteinen in den jeweiligen S. lividans TK24
Mutanten zu bestatigen sowie ihre Prozessierung zu detektieren, wurden Western Blot-Analysen
mit Zellextrakten dieser Stamme durchgefihrt wie in 3.4.1 und 3.4.2 beschrieben. Es wurde ein
polyklonaler Hasen-anti-Streptomyces ClpP1-Antikoérper verwendet, der allerdings nicht
vollkommen spezifisch fir ClpP1 ist. In Western Blot-Analysen mit Konzentrationsreihen von
isoliertem ClpP1, ClpP2 und ClpPaper konnte gezeigt werden, dass der anti-ClpP1-Antikdrper
auch, rund zehnfach schlechter, an ClpP2 und ClpPaper bindet. Ebenso ist er in der Lage ClpP3 zu
binden. Hierflr wurde die Affinitat im Vergleich zu ClpP1 nicht auf der Grundlage von gereinigten
Proteinen bestimmt, jedoch fiel auf, dass die ClpP3 Bande nach Inkubation mit dem anti-Clp1
polyklonalen Serum deutlich stérker hervortrat als die von ClpP2. Der ebenfalls verwendete
polyklonale Hasen-anti-Streptomyces ClpP3-Antikorper hingegen bindet spezifisch nur an ClpP3.
Diese Eigenschaften zeigten sich von Vorteil fur die durchgefiihrten Analysen, da so fur alle
getestet Stdmme ein Proteinbandenmuster detektiert werden konnte, von dem Riickschlisse auf
Prozessierungen, Interaktionen und die Proteaseaktivitat der beteiligten ClpP-Varianten gezogen
werden konnten. Hier ist anzumerken, dass sich die Bandenstarke der ClpP-Homologe ClpP2,
ClpPaper und ClpP3, die unspezifisch durch den anti-ClpP1-Antikorper detektiert wurden,
mitunter in verschiedenen Bioreplikaten derselben Probe auf verschiedenen Western Blots
unterschied. Eine eindeutige Erklarung wurde dafiir nicht gefunden. Die Antikérperldsung
(1:1.000 bzw. 1:5.000 in PBST mit 5% Milchpulver) wurde flr bis zu drei Western Blots in Folge
verwendet und stellte damit eine mogliche Variable dar, was sich bei der Detektion der Western
Blots aber nicht eindeutig bestatigen lielk.

In den folgenden Abbildungen wird ,ClpP“ aus Griinden der Ubersichtlichkeit zum Teil mit ,P“
abgekdirzt.

In einer ersten Versuchsreihe wurden die AclpP1- und AclpP1P2-Mutanten mit dem Wildtyp
verglichen und durch Komplementierung mit Plasmiden zur Expression der kurzen und langen
Proteinvarianten (ClpP1kurz, ClpP1lang, ClpP2kurz, ClpP2lang) in verschiedenen Kombinationen
versucht, den Zustand im Wildtyp wiederherzustellen.

Im Wildtyp wurde eine einzige Bande mit dem anti-ClpP1-Antikorper detektiert, so dass diese
Bande prozessiertem ClpP1 zugeordnet werden konnte (Abbildung 39). In den Knockout-
Mutanten S. lividans AclpP1 und S. lividans AclpP1P2 konnte diese Bande, wie erwartet, nicht
detektiert werden. Daflir wurde aber eine Bande mit dem anti-ClpP3-Antikdrper sichtbar, die
ebenfalls, etwas schwacher, mit dem anti-ClpP1-Antikoérper detektierbar war, und daraufhin
ClpP3 zugeordnet wurde. Eine weitere Bande, die nur im Zellextrakt von S. lividans AclpP1, aber
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nicht von S. lividans AclpP1P2 detektierbar war, stimmte mit der GroRe von unprozessiertem
ClpP2 Uberein (Abbildung 39; vgl. ClpP2lang und ClpP2kurz in Abbildung 40).
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Abbildung 39: Western Blot mit Zellextrakten von S. lividans TK24 und auf diesem Stamm beruhenden clpP-Knockout-Mutanten.
Obere Reihe: Detektion mit einem primdren polyklonalen Hasen-anti-Streptomyces ClpP1-Antikorper (anti-P1), untere Reihe:
Detektion mit einem primaren polyklonalen Hasen-anti-Streptomyces ClpP3-Antikdrper (anti-P3). Prozessierte ClpP-Proteine sind mit
einem Stern gekennzeichnet. Schwarze Pfeile zeigen die Laufhohe der 28 kDa-Bande des Markers an (SeeBlue Plus2 Pre-Stained
Protein Standard), graue Pfeile mit schwarzem Rand das berechnete Molekulargewicht des jeweiligen ClpP-Homologs.

Dieses Ergebnis bestatigt die bereits publizierten Erkenntnisse, dass ClpP1 und ClpP2 zusammen
den Transkriptionsaktivator PopR des clpP3clpP4-Operons abbauen (Viala and Mazodier, 2002).
Sobald ClpP1 nicht mehr exprimiert wurde (S. lividans AclpP1 und S. lividans AclpP1P2) konnte
PopR, trotz Anwesenheit von ClpP2, nicht mehr abgebaut werden, so dass ClpP3 exprimiert
wurde und detektiert werden konnte. Hier ist anzumerken, dass die Expression von CIpP3 im
weiteren Verlauf dieser Arbeit als Biomarker flr einen proteolytischen Abbau von PopR und

somit fur die Entstehung eines aktiven, funktionalen ClpP1/ClpP2-Komplexes angesehen wurde.

Bei AclpP3 und AclpP3P4 Knockout-Mutanten konnte im Western Blot mit den beschriebenen
Antikorpern keine Veranderung im Vergleich zum Wildtyp detektiert werden (Abbildung 39).
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Abbildung 40: Erwartete GroRen der ClpP-Proteine in S. lividans TK24 und den in diesem Stammbhintergrund erzeugten Knockout-
Mutanten sowie mit verschiedenen Konstrukten komplementierten Mutanten. Prozessierte ClpP-Versionen sind mit einem Stern
gekennzeichnet.

Die Stamme S. lividans AclpP1 und S. lividans AclpP1P2 wurden beide mit Konstrukten zur
Expression von ClpP1kurz und ClpPllang transformiert. In den AclpPI1-Mutanten S. lividans
AclpP1+P1kurz und S. lividans AclpP1+P1llang wurde durch beide Konstrukte eine vollstandige
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Komplementierung mit Verschwinden der ClpP3-Bande und mit vollstdndig prozessiertem ClpP1
wie im Wildtyp erreicht (Abbildung 41, links).
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Abbildung 41: Western Blot mit Zellextrakten von S. lividans TK24 und auf diesem Stamm beruhenden clpP-Knockout-Mutanten.
Obere Reihe: Detektion mit einem primdren polyklonalen Hasen-anti-Streptomyces ClpP1-Antikorper (anti-P1), untere Reihe:
Detektion mit einem primaren polyklonalen Hasen-anti-Streptomyces ClpP3-Antikorper (anti-P3). Alle verwendeten Konstrukte zur
Komplementierung beruhen auf dem Plasmid plJ12551 (Leervektor), in den clpP1 vom ersten (P1lang) oder vom zweiten (P1kurz)
moglichen Startcodon bzw. das vollstandige clpP1clpP2-Operon (P1P2-Operon) kloniert wurden. Prozessierte ClpP-Proteine sind mit
einem Stern gekennzeichnet. Fir ClpP3 ist keine prozessierte Form bekannt. Schwarze Pfeile zeigen die Laufhdhe der 28 kDa-Bande
des Markers an (SeeBlue Plus2 Pre-Stained Protein Standard), graue Pfeile mit schwarzem Rand das berechnete Molekulargewicht
des jeweiligen ClpP-Homologs.

Die Proben der komplementierten AclpP1P2-Mutanten S. lividans AclpP1P2+P1kurz und
S. lividans AclpP1P2+P1lang wiesen beide eine ClpP1-Bande derselben GrolRe auf, die hoher lief
als die ClpP1-Bande im Wildtyp, in den Mutanten AclpP1+P1kurz und AclpP1+P1lang sowie der
mit dem gesamten clpPlclpP2-Operon komplementierten Mutante AclpP1P2+P1P2-Operon
(Abbildung 41, rechts). Daraus konnte geschlussfolgert werden, dass in beiden Stdmmen
unprozessiertes ClpP1 vorlag, welches aufgrund der identischen GroRe in beiden Stdmmen vom
selben Startcodon exprimiert wurde. Somit konnte belegt werden, dass die Translation von ClpP1
in S. lividans TK24 vom zweiten Startcodon beginnt, da nur dieses in beiden Konstrukten

vorkommt und dass eine Prozessierung von ClpP1 nur in Anwesenheit von ClpP2 moglich ist.

Des Weiteren war in beiden Stammen, S. lividans AclpP1P2+P1lkurz und S. lividans
AclpP1P2+P1lang, eine ClpP3-Bande detektierbar (Abbildung 41, rechts). Somit war ClpP1 alleine
weder in der Lage sich selbst zu prozessieren, noch PopR, den Aktivator der ClpP3ClpP4-
Expression, abzubauen. Dadurch konnte ClpP3 exprimiert und detektiert werden. Lediglich durch
Komplementierung mit dem vollstdndigen clpPIclpP2-Operon (S. lividans AclpP1P2+P1P2-
Operon) konnte dies unterbunden werden, was die Notwendigkeit von ClpP1 und ClpP2 fir die
Bildung eines proteolytisch aktiven Komplexes bestatigt (Abbildung 41, rechts). Die in der Zelle
vorhandenen ClpP-Homologe ClpP3, ClpP4 und ClpP5 scheinen keine geeigneten
Interaktionspartner fir ClpP1 zum Abbau von PopR zu sein.

Die AclpP1P2-Mutante wurde im ndchsten Schritt mit beiden Konstrukten zur ClpP2-Expression
transformiert, resultierend in S. lividans AclpP1P2+P2kurz und S. lividans AclpP1P2+P2lang. Wie
bereits nach Detektion des Western Blots mit S. /ividans AclpP1 angenommen wurde (Abbildung
39), konnte keine ClpP2-Version in Abwesenheit von ClpP1 durch den Abbau von PopR ein
Verschwinden der ClpP3-Bande vermitteln (Abbildung 42, links).
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Abbildung 42: Western Blot mit Zellextrakten von S. lividans TK24 und auf diesem Stamm beruhenden clpP-Knockout-Mutanten.
Obere Reihe: Detektion mit einem primaren polyklonalen Hasen-anti-Streptomyces ClpP1-Antikorper (anti-P1), mittlere Reihe:
Detektion mit einem priméaren polyklonalen Hasen-anti-Streptomyces ClpP3-Antikorper (anti-P3), untere Reihe: Detektion mit einem
primaren polyklonalen Maus-anti 6xHistidin-Antikorper (anti-Hise). Konstrukte zur Komplementierung mit c/pP1 beruhen auf dem
Plasmid plJ12551, Konstrukte zur Komplementierung mit c/pP2 beruhen auf dem Plasmid plJ10257. Prozessierte ClpP-Proteine sind
mit einem Stern gekennzeichnet. Fir ClpP3 ist keine prozessierte Form bekannt. Schwarze Pfeile zeigen die Laufhdhe der 28 kDa-
Bande des Markers an (SeeBlue Plus2 Pre-Stained Protein Standard), graue Pfeile mit schwarzem Rand das berechnete
Molekulargewicht des jeweiligen ClpP-Homologs.

Durch kombinierte Komplementierung der AclpP1P2-Mutante mit ClpP1kurz und jeweils einer
ClpP2-Version (S. lividans AclpP1P2+P1kurz+P2kurz und S. lividans AclpP1P2+P1kurz+P2lang)
wurde ersichtlich, dass die Wildtyp-Situation nur mit ClpP2lang erreicht wird (Abbildung 42,
Mitte). Nur in Gegenwart von ClpP2lang kam es zu einer vollstdndigen Prozessierung von ClpP1
und dem vollstandingen Verschwinden der ClpP3 Bande, die einen effizienten PopR-Abbau
impliziert. Zwar ist eine Teilprozessierung von ClpP1 auch mit ClpP2kurz sichtbar, aber der PopR-
Abbau scheint erschwert oder vollstandig unterbunden, da die ClpP3-Bande weiterhin prasent
blieb. Durch die Transformation mit ClpP2-Versionen mit C-terminalen Hiss-Tags wurde
ersichtlich, dass beide, ClpP2kurz-His und ClpP2lang-His, in Anwesenheit von ClpP1 prozessiert
werden, so dass die Lange des N-Terminus von ClpP2 zumindest flr seine Prozessierung nicht
entscheidend zu sein scheint (Abbildung 42, rechts). Die mit einem Hiss-Tag versehenen ClpP2-
Konstrukte zeigen zudem noch eimal deutlich, dass zur N-terminalen Prozessierung von ClpP2
die Anwesenheit von ClpP1 erforderlich ist.

Zusammenfassend wurde also zum Einen die Hypothese bewiesen, dass die Expression von ClpP2
aullerdem bestatigt, ClpP1 und ClpP2
Interaktionspartner sind, die beide vorhanden sein missen, um die Knockout-Mutante zurlck

am ersten Startcodon beginnt und dass
zum Wildtyp-Zustand zu komplementieren. Obwohl auch die verklrzte ClpP2-Version eine
langsame Prozessierung von ClpP1 und ClpP2 mdglich machte und somit zur Interaktion mit
ClpP1 fahig sein muss, scheint der verlangerte N-Terminus von ClpP2lang eine wichtige Funktion
zu erfiillen, die die Prozessierung von ClpP1 und ClpP2 sowie den PopR-Abbau auf das Wildtyp-

Niveau beschleunigt.
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4.5.2.4  Western Blot-Analyse mit ClpP1-Funktionsverlustmutanten

In einem weiteren Experiment sollten die Auswirkungen untersucht werden, wenn ClpP1 nicht
mehr mit den Clp-ATPasen interagieren kann oder seine katalytische Aktivitdt verliert. Dazu
wurden, aus Griinden der ZweckmaRigkeit, Konstrukte zur Expression von S. hawaiiensis ClpP1
(ShP1) genutzt, da Konstrukte mit den nétigen Mutationen in ShP1 bereits von Laura Reinhardt
aus unserer Arbeitsgruppe flr andere Experimente hergestellt worden waren und als Template
far die Amplifikation von mutierten ShclpP1-Genen genutzt werden konnten. Zur Inhibierung der
Bindung der Clp-ATPasen wurden drei konservierte Aminosduren ausgetauscht (ShP1HyP: Y62Y,
Y64V, Y84V), die zur sogenannten H-Pocket gehoren und fir die Bindung der Clp-ATPasen
unbedingt notwendig sind (Lee et al., 2010; Li et al., 2010). Um die katalytische Aktivitat von
ShClpP1 zu unterbinden wurde ein Aminosdureaustausch des Ser der katalytischen Triade
vorgenommen (ShP1Cat: S100A). Die erhaltenen Konstrukte wurden in S. lividans
AclpP1P2+P2lang und S. lividans AclpP1P2+P2lang-His eingebracht.

In Western Blots mit Zellextrakten von S. lividans AclpP1P2+ShP1Cat+P2lang bzw. P2lang-His
wurde durch das Fortbestehen der ClpP3-Bande klar ersichtlich, dass sich durch den
Aminosaureaustausch in der katalytischen Triade von ShP1Cat, trotz Anwesenheit von
funktionalem ClpP2, kein proteolytisch aktiver Komplex bilden konnte, da das mutierte ClpP1
keine proteolytische Aktivitdt mehr besitzt (Abbildung 43, rechts). Somit wurde bestatigt, dass
nicht nur die bloRe Anwesenheit von ClpP1, sondern auch sein proteolytisches Potential flr die
physiologische ClpP-Funktionalitdt essentiell sind.
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Abbildung 43: Western Blot mit Zellextrakten von S. lividans ShClpP1-Funktionsverlustmutanten. Obere Reihe: Detektion mit einem
primaren polyklonalen Hasen-anti-Streptomyces ClpP1-Antikorper (anti-P1), mittlere Reihe: Detektion mit einem primaren
polyklonalen Hasen-anti-Streptomyces ClpP3-Antikérper (anti-P3), untere Reihe: Detektion mit einem priméaren polyklonalen Maus-
anti-6xHistidin-Antikorper (anti-Hise). Konstrukte zur Komplementierung mit c/pP1 beruhen auf dem Plasmid plJ12551, Konstrukte
zur Komplementierung mit clpP2 beruhen auf dem Plasmid plJ10257. Prozessierte ClpP-Proteine sind mit einem Stern
gekennzeichnet. Fir ClpP3 ist keine prozessierte Form bekannt. Schwarze Pfeile zeigen die Laufhdhe der 28 kDa-Bande des Markers
an (SeeBlue Plus2 Pre-Stained Protein Standard), graue Pfeile mit schwarzem Rand das berechnete Molekulargewicht des jeweiligen
ClpP-Homologs.
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Waéahrend ShP1Cat nicht prozessiert wurde, fand aber eine fast vollstdndige Prozessierung von
ClpP2lang-His statt. Diese konnte in Abwesenheit von ShP1Cat bzw. ClpP1 (S. lividans
AclpP1P2+P2lang-His, Abbildung 42) nicht beobachtet werden und schien somit unabhéangig von
der proteolytischen Aktivitdt von ClpP1 stattzufinden, aber dennoch die Anwesenheit von ClpP1
zu erfordern. Dies kénnte darauf hindeuten, dass ClpP2 nach Bildung eines Komplexes mit ClpP1
in der Lage ist, sich selbst zu prozessieren.

Bei der gemeinsamen Expression von ShP1Hyp, an das keine Clp-ATPasen mehr binden kdnnen,
mit ClpP2lang-His in S. lividans AclpP1P2 (S. lividans AclpP1P2+ShP1Hyp+P2lang-His) konnte
ebenfalls kein Komplex mehr gebildet werden, der zum Abbau von PopR in der Lage war (ClpP3
blieb bestehen) (Abbildung 43, Mitte). Allerdings konnte neben einer vollstindigen
Prozessierung von ClpP2lang-His eine Teilprozessierung von ShP1Hyp beobachtet werden. Somit
schien auch in diesem Fall ein Komplex entstanden zu sein, der aber durch den Verlust der Clp-
ATPasen-Bindung an ClpP1 den GroRteil seiner Funktionalitdt verloren hat.

Die Aminosauresequenzidentitdaten zwischen den S. hawaiiensis und S. lividans ClpP-Homologen
sind zwar sehr hoch, jedoch ist zu bedenken, dass in den in diesem Abschnitt (4.5.2.4)
beschriebenen Experimenten die Interaktion zwischen ClpP-Proteinen aus zwei verschiedenen
Organismen untersucht wurden (ClpP1 aus S. hawaiiensis und ClpP2 aus S. lividans). Daher
sollten die hier beschriebenen Beobachtungen mit Defektmutanten in S. lividans ClpP1 bestatigt
werden, was im Rahmen dieser Arbeit aus Zeitgriinden nicht mehr erfolgen konnte.

4.5.2.5 Bioassay-Analysen der clpP-Knockout-Mutanten zur ADEP-Sensitivitcit
S. lividans-Mutanten, die kein Plasmid tragen und somit keine Selektion auf ein Antibiotikum
benotigen, wurden in Bioassays gegen S. hawaiiensis (3.1.3.3) getestet.

Wahrend durch Knockouts von clpP3 oder clpP3clpP4 keine Verdanderung der ADEP-Sensitivitat
im Vergleich zum Wildtyp auftrat, wurde durch Verlust von clpP1 allein oder clpP1clpP2 eine
ADEP-Hochresistenz erzeugt (vgl. S. hawaiiensis als intrinsisch resistenter Stamm in Abbildung
44).

S. hawaiiensis

Abbildung 44: Bioassay zum Test der ADEP-Sensitivitat verschiedener clpP-Knockout-Mutanten gegen den A54556 ADEP-Komplex,
sekretiert von S. hawaiiensis. Stamme ohne Genus- und Spezies-Bezeichnung beruhen alle auf S. lividans TK24.

Die komplementierten Mutanten wurden in Bioassays gegen reines ADEP1 getestet (3.1.3.1),
wodurch der Effekt von ClpP1 auf die ADEP-Sensitivitat ebenfalls bestatigt werden konnte
(Abbildung 45). Fur die AclpP1-Mutante war aus Western Blot-Analysen bekannt, dass ClpP2,
ClpP3 und somit hochstwahrscheinlich auch das mit ClpP3 in einem Operon liegende ClpP4
exprimiert werden. Da das Wachstum der Ac/pP1-Mutante durch ADEP1 nicht inhibiert wurde,
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kann also geschlussfolgert werden, dass, mit Ausnahme von ClpP1, alle ClpP-Homologe
unempfindlich gegeniber ADEP1 sind. Somit scheint ClpP1 das einzige durch ADEP
deregulierbare ClpP-Homolog in S. lividans TK24 zu sein. Dies konnte ebenfalls durch die
Komplementierung der AclpP1P2-Mutante mit c/pP1 gezeigt werden, da in S. lividans
AclpP1P2+P1kurz eine ADEP-Sensitivitat durch die Expression von ClpP1, unabhangig von seinem
physiologischen Partner ClpP2, vermittelt wird.
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Abbildung 45: Bioassay zum Test der ADEP-Sensitivitat verschiedener komplementierter S. lividans TK24 clpP-Knockout-Mutanten

gegen 20 ug ADEP1.

Grundsatzlich konnte eine ADEP-Senstivitdt in allen ClpP1l-exprimierenden Stammen
(S. lividans TK24,  S. lividans  AclpP1+P1lkurz, S.lividans  AclpP1P2+Plkurz, S. lividans
AclpP1P2+P1P2-Operon) detektiert werden, wahrend alle Stdamme ohne funktionales ClpP1
(S. lividans AclpP1, S. lividans AclpP1P2, S. lividans AclpP1P2+P2lang) eine ADEP-Resistenz
zeigten  (Abbildung 45).Somit kann die intrinsische ADEP-Resistenz des ADEP-
Produzentenstammes nicht ausschlieflich durch Expression von ADEP-resistenten ClpP-
Homologen (z. B ClpP3 und ClpP4) erzeugt werden, sondern muss gleichzeitig durch eine
Detoxifizierung von ClpP1 erfolgen.

4.5.3 ClpPapep-vermittelte ADEP-Resistenz in Streptomyceten

Wie bereits in Kapitel 4.4 beschrieben, wurde bei der Analyse des ade-BGC kein Resistenzgen
und auch kein Exporter in unmittelbarer Nahe zu den Biosynthesegenen gefunden. Bei der
Untersuchung der upstream- und downstream-Regionen konnte aber 4,8 kb downstream des
BGCs das clpP-Homolog clpPaper identifiziert werden. Durch seine Ndhe zum BGC, dem
Wirkmechanismus von ADEP an ClpP und der erfolgreichen heterologen Expression des ade-BGC
in S. coelicolor M1146 in Gegenwart von clpPaper (Elizabeth Culp, Gerard D. Wright;
unveroffentlicht) qualifizierte es sich als potentielles Resistenzgen gegen ADEPs in S. hawaiiensis.

4.5.3.1  Expression von ClpPaper in verschiedenen Streptomyces-Spezies

Um ClpPaper auf seine ADEP-Resistenz-vermittelnden Eigenschaften zu testen, wurde das
clpPape-Gen  aus S, hawaiiensis in den E.  coli/Streptomyces-Shuttle-Vektor
pPSET152ermE*AHindlll kloniert und so unter Kontrolle des konstitutiven ermE*-Promotors in S.
lividans TK24, Streptomyces coelicolor A3(2) und Streptomyces griseus Waksman exprimiert
(Vektorkarte in 6.2.3). Die Stdmme wurden in Bioassays gegen den von S. hawaiiensis
sekretierten A54556-Extrakt getestet (3.1.3.3) und zeigten eine deutliche ADEP-Insensitivitat, da
sie, im Gegensatz zum Wildtyp und zur Leervektorkontrolle, bis an den ADEP-Produzenten
heranwachsen konnten (Abbildung 46). Somit scheint ClpPaper in  Streptomyces
speziesunabhangig als Resistenzfaktor zu fungieren. Da S. griseus kein clpP3clpP4-Operon besitzt,
|dsst sich eine Beteiligung dieser ADEP-insensitiven c/lpP-Homologe am Resistenzmechanismus,
zumindest fUr S. griseus, ausschlieRen.
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Abbildung 46: Bioassay zum Test der ADEP-Sensitivitat verschiedener clpPaper-tragender Streptomyces-Mutanten gegen den A54556
ADEP-Komplex, sekretiert von S. hawaiiensis. Leervektor: pSET152ermE*AHindIll; clpPaper: pSET152¢lpPapee.

Um einen moglichen Einfluss der ClpPaper-Expression auf die Expression und Stabilitdt der
anderen ClpP-Proteine in den erzeugten Mutanten sowie in S. hawaiiensis zu untersuchen,

wurden Zellextrakte der im Bioassay getesteten Stamme mittels Western Blots analysiert
(Abbildung 47).
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Abbildung 47: Western Blot-Analyse verschiedener clpPaper-tragender Streptomyces-Mutanten im Vergleich zu den jeweiligen
Wildtyp-Stammen und S. hawaiiensis. S. haw: S. hawaiiensis; S. liv: S. lividans TK24; S. coel: S. coelicolor A3(2); Wt: Wildtyp; leer:
pSET152ermE*AHindlll; clpPaoer: pSET152clpPaper. Obere Reihe: Detektion mit einem primaren polyklonalen Hasen-anti-
Streptomyces ClpP1-Antikorper (anti-P1), untere Reihe: Detektion mit einem primaren polyklonalen Hasen-anti-Streptomyces ClpP3-
Antikorper (anti-P3). Schwarze Pfeile zeigen die Laufhohe der 28 kDa-Bande des Markers an (SeeBlue Plus2 Pre-Stained Protein
Standard), graue Pfeile mit schwarzem Rand das berechnete Molekulargewicht des jeweiligen ClpP-Homologs.

Bei keinem der getesteten Stamme wurde ein Signal mit dem anti-ClpP3-Antikdrper detektiert,
womit eine Beteiligung von ClpP3 am durch ClpPaper vermittelten Resistenzmechanismus gegen
ADEP nicht nur flr S. griseus, sondern auch fir die beiden weiteren getesteten Spezies sowie flr
S. hawaiiensis ausgeschlossen werden konnte. Mit dem anti-ClpP1-Antikérper wurde in allen
Proben eine pragnante Bande detektiert, die in vorherigen Western Blots (4.5.2.3) prozessiertem
ClpP1 zugeordnet werden konnte. Bei allen ClpPaper-exprimierenden Stdmmen, inklusive
S. hawaiiensis, trat aullerdem eine etwas hoher laufende, zweite Bande auf (bei S. griseus
PSETclpPADEP schwéacher und diffus), die entweder eine (aufgrund der GroéRe vermutlich
prozessierte) Form von ClpPapep 0der, abgeleitet vom Bandenshift im Vergleich zur prozessierten
ClpP1-Bande, auch unprozessiertes ClpP1 sein konnte (vgl. unprozessiertes ClpPlkurz in
Abbildung 41 und Abbildung 48 sowie unprozessiertes ClpPaper in Abbildung 48). Um diese und
weitere Fragen bezlglich des Resistenzmechanismus zu beantworten, wurden umfassende
in vivo-Experimente zur ClpPapee-Expression in S. lividans TK24 und den in diesem Stamm

erzeugten clpP-Knockout-Mutanten durchgefiihrt.
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Abbildung 48: Erwartete GroRen der ClpP-Proteine in S. lividans TK24 und den in diesem Stammbhintergrund erzeugten Knockout-
Mutanten sowie mit verschiedenen Konstrukten komplementierten Mutanten. Prozessierte ClpP-Versionen sind mit einem Stern
gekennzeichnet. ClpPaperkurz ist eine um 23 Aminosauren verkirzte Version von ClpPaoer, die erzeugt wurde, um die Lage der
Prozessierungsstelle durch GroRenvergleiche im Western Blot abzuschatzen.

4.5.3.2  Kontrollierte Expression von ClpPaper in S. lividans TK24 und clpP-Knockout-Mutanten
Mit Hilfe einer S. lividans TK24-Mutante, bei der die ClpPaper-Expression durch einen tipA-
Promotor regulierbar ist (S. lividans plJ6902clpPaper), konnte die ADEP-Sensitivitat des Stammes
in Abhédngigkeit von der Expressionsstdrke von ClpPaper untersucht werden. Dazu wurde S.
lividans pl16902clpPaper in Bioassays bei steigenden Induktorkonzentrationen (0-20 ug/ml
Thiostrepton) gegen 10 ug ADEP1 getestet. In Abbildung 49 veranschaulichen die mit steigender
Thiostrepton-Konzentration immer kleiner werdenden Hemmhoéfe die zunehmende ADEP-
Resistenz von S. lividans pl]6902clpPaper bei zunehmender Expression von ClpPapep.

S. lividans plJ6902¢lpP spep

.
: ug/ml Thiostrepton

S. lividans plJ6902

Abbildung 49: ADEP-Sensitivitat einer induzierbaren S. lividans clpPape-Mutante (S. lividans plJ6902clpPaper, obere Reihe) sowie einer
Leervektorkontrolle (S. lividans pl}6902, untere Reihe). Die Stamme wurden auf Miller-Hinton-Agar mit variierenden
Induktorkonzentrationen kultiviert und gegen 10 ug ADEP1 auf Papierfiltern getestet.

ClpPapep
Expression

Bei einer Western Blot-Analyse mit Zellextrakten von S. lividans pl16902clpPapep, die aus Kulturen
gewonnen wurden, die ebenfalls mit steigenden Thiostrepton-Konzentrationen angezogen
worden waren, konnte eine stetige Zunahme des Signals der bereits in Kapitel 4.5.3.1
beschriebenen, zusatzlichen Bande beobachtet werden (Abbildung 50).

Um zu testen, ob es sich bei dieser Bande um das ansteigend exprimierte ClpPaper oder
moglicherweise um eine unprozessierte Form von ClpP1 handelt, wurde ein weiteres Konstrukt
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zur induzierbaren Expression von ClpPaper mit C-terminalem Hise-Tag erzeugt (plJ6902clpPapep-
His, Vektorkarte in 6.2.2.2). Dieses Konstrukt wurde in S. lividans TK24 sowie in die AclpP1- und
die AclpP1P2-Mutante eingebracht und Zellextrakte ohne (0 pg/ml Thiostrepton) oder mit
induzierter ClpPapep-Expression (20 pg/ml Thiostrepton) in Western Blots getestet (Abbildung
51).

Fir die im Wildtyp-Hintergrund ClpPaper oder ClpPaper-His exprimierenden Stamme (S. lividans
plJ6902clpPaper und S. lividans pll6902clpPaper-His) konnte mit einer Bande fir prozessiertes
ClpP1 und der beschriebenen zusatzlichen Bande ein einheitliches Bandenmuster detektiert
werden (Abbildung 51A). Da ClpPaper-His aufgrund seines hoheren Molekulargewichtes im
Vergleich zu ClpPaper als hoher laufende Bande detektierbar sein sollte (Abbildung 48), wurde
dies als erstes Indiz daflir gewertet, dass es sich bei der zusatzlichen Bande nicht um ClpPapep

bzw. ClpPapep-His handeln kann.
S. lividans plJ6902¢lpP 4pep
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Abbildung 50: Western Blot-Analyse von Zellextrakten von S. lividans plJ6902clpPaper, die mit variierenden Induktorkonzentrationen
kultiviert worden sind (0-10 pug/ml Thiostrepton). Obere Reihe: Detektion mit einem priméaren polyklonalen Hasen-anti-Streptomyces
ClpP1-Antikorper (anti-P1), untere Reihe: Detektion mit einem priméaren polyklonalen Hasen-anti-Streptomyces ClpP3-Antikorper
(anti-P3). Schwarze Pfeile zeigen die Laufhohe der 28 kDa-Bande des Markers an (SeeBlue Plus2 Pre-Stained Protein Standard), graue
Pfeile mit schwarzem Rand das berechnete Molekulargewicht des jeweiligen ClpP-Homologs.

Bei der Expression von ClpPaper oder ClpPaper-His im AclpPI-Stamm wurde dieser
GroRenunterschied von ClpPaper zu ClpPapep-His detektierbar, da der anti-ClpP1-Antikorper
aufgrund von fehlendem ClpP1 unter diesen Bedingungen unspezifisch an ClpPaper/ClpPapep-His
und ClpP3 band (Abbildung 51B). In der hier gezeigten Testreihe wurde ClpPapep-His leider
wesentlich schwécher detektiert als ClpPaper, moglicherweise durch eine geringere Expression,
durch eine geringere Affinitat des Antikorpers zum Hise-getaggten ClpPaper 0der durch eine
schlechte Ubertragung des Randbereichs von der SDS-PAGE auf die Nitrocellulosemembran.
Durch das Wiederholen des in Abbildung 52B gezeigten Western Blots mit der doppelten Menge

an Zellextrakt konnte ein eindeutiges Ergebnis erzielt werden (Abbildung 63).

Beim Vergleich der Laufhdhe der ClpPaper-Bande in Abbildung 51B mit der zuséatzlichen Bande im
Western Blot in Abbildung 51A wurde deutlich, dass es sich bei dieser nicht um ClpPaper handeln
kann. Demnach entspricht diese Bande hdchstwahrscheinlich unprozessiertem ClpP1, so dass
ClpP1 in Anwesenheit von ClpPaper langsamer oder vermindert prozessiert zu werden scheint.

Es konnte aulRerdem fir die induzierten Proben von S. lividans AclpP1 plJ6902clpPaper und S.
lividans AclpP1 pll6902clpPapee-His im Vergleich zu den Proben ohne Induktor ein fast
vollstandiges Verschwinden der ClpP3-Bande beobachtet werden. Interessanterweise trat dieser
Effekt der ClpPapep-Expression auf ClpP3 im AclpP1P2-Stamm aber nicht auf (Abbildung 51C). Hier
wurde fir die induzierten Proben eine starke Expression von ClpP3 mit dem spezifischen anti-
ClpP3-Antikérper als auch mit dem unspezifisch bindenden anti-ClpP1-Antikérper detektiert.
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Dies fuhrte zu der Schlussfolgerung, dass ClpPaper bzw. ClpPapep-His allein (S. lividans AclpP1P2
plJ6902clpPaper bzw. S. lividans AclpP1P2 pll6902clpPapep-His) nicht in der Lage ist PopR
abzubauen, so dass die ClpP3-Bande bestehen bleibt. ClpP2, welches in den AclpP1-Stdmmen S.
lividans AclpP1 pll6902clpPaper bzw. S. lividans AclpP1 pll6902clpPapep-His weiterhin exprimiert
wurde, scheint somit ein potentieller Interaktionspartner fir ClpPaper/ClpPapep-His zu sein und

gemeinsam mit ClpPaper den PopR-Abbau zu vermitteln.
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Abbildung 51: Induzierte Expression von ClpPapoer (Paoer) bzw. ClpPaoee-His (Paoee-His) in A) S. lividans TK24 (Wildtyp), B) S. lividans
AclpP1 (AclpP1) und C) S. lividans AclpP1P2 (AclpP1P2). Zellextrakte wurden aus Kulturen hergestellt, die fir zwei Tage ohne Induktor
(-) oder mit 20 pg/ml Thiostrepton (+) angezogen wurden. Stamme mit plJ6902 dienten als Leervektorkontrolle. Obere Reihe: Die
Detektion erfolgte mit einem primaren polyklonalen Hasen-anti-Streptomyces ClpP1-Antikorper (anti-P1); untere Reihe: Die
Detektion erfolgte mit einem primadren polyklonalen Hasen-anti-Streptomyces ClpP3-Antikorper (anti-P3). Die aufgetragene
Proteinmenge pro Extrakt betrug 50 pg. Einzige Ausnahme stellten die Extrakte der S. lividans AclpP1P2-Mutanten dar, da hier mit
50 pg kein Signal detektiert werden konnte, so dass 100 pg (anti-P3) bzw. 300 pg (anti-P1 und anti-Hise) aufgetragen wurden. D)
Zellextrakte aller clpPaper-His tragenden Stamme wurden mit einem primaren polyklonalen Maus-anti 6xHistidin-Antikorper (anti-
Hiss) detektiert. Um den Bandenshift von ClpPaoer-His durch das Ausbleiben der Prozessierung in S. lividans AclpP1P2 zu
verdeutlichen, wurden die induzierten Proben rechts ein zweites Mal direkt nebeneinander aufgetragen. Prozessierte ClpP-Proteine
sind mit einem Stern gekennzeichnet. Schwarze Pfeile zeigen die Laufhohe der 28 kDa-Bande des Markers an (SeeBlue Plus2 Pre-
Stained Protein Standard), graue Pfeile mit schwarzem Rand das berechnete Molekulargewicht des jeweiligen ClpP-Homologs.

FUr ClpPaper bzw. ClpPapee-His konnte im AclpP1P2-Hintergrund im Gegensatz zum AclpP1-
Hintergrund mit dem anti-ClpP1-Antikdrper kein Signal detektiert werden. Da die Anwesenheit
von ClpPaper-His in S. lividans AclpP1P2 pll6902clpPapep-His mit einem spezifischen anti-Hise-
Antikdrper bestatigt werden konnte, passiert dies entweder durch ein geringeres
Expressionslevel im Vergleich zum AclpP1-Stamm oder durch eine hoéhere Affinitat des anti-
ClpP1-Antikorpers flr ClpP3 als flr ClpPaper, S0 dass ClpPaper erst detektiert werden kann, wenn

ClpP3 nicht in grollen Mengen im Zellextrakt vorhanden ist (Abbildung 51D).

Bei der Detektion der clpPaper-His-Mutanten aller Stammbhintergriinde mit einem anti-Hise-
Antikorper wurde ein GroRenunterschied zwischen ClpPapep-His im Wildtyp- und AclpP1-
Hintergrund im Vergleich zum AclpP1P2-Stamm deutlich (Abbildung 51D). Somit scheint die
Anwesenheit von ClpP2 zusammen mit ClpPaper/ClpPaper-His neben dem PopR-Abbau auch eine
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Prozessierung von ClpPaper/ClpPaper-His zu ermoglichen. Interessant war an dieser Stelle, dass die
Prozessierung von ClpPapep-His im Wildtyp, also in Anwesenheit von ClpP1, ClpP2 und ClpPapee-
His, ineffizienter zu sein schien, als in der AclpP1-Mutante ohne ClpP1 (erkennbar an der
schwachen Bande von unprozessierten ClpPapep, die in Gegenwart von ClpP1 sichtbar blieb). Dies
liel eine Analogie zur verlangsamten Prozessierung von ClpP1 im Wildtyp bei Expression von
ClpPapep/ClpPapep-His vermuten.

Basierend auf diesen Ergebnissen wurde die Hypothese aufgestellt, dass ClpPaper bei der
Resistenzvermittlung vermutlich mehrere Aufgaben in der Zelle erfillt. Aus den Western Blot-
Analysen der Zellextrakte von S. lividans pl16902clpPaper (Abbildung 51A) wurde ersichtlich, dass
das ADEP-sensitive ClpP1 unter den getesteten Bedingungen immer prasent ist und in Gegenwart
von ClpPaper nicht abgebaut wird, um die Zelle vor dem Einfluss von ADEP zu schitzen. Somit
muss es auf eine andere Art und Weise detoxifiziert werden, hochstwahrscheinlich durch eine
Interaktion mit ClpPaper, die zu einer Verzogerung der Prozessierung von ClpP1 als auch von
ClpPapep selbst fihrt.

Auf der anderen Seite muss die physiologische Funktion der Clp-Maschinerie trotz des
,Ruhigstellens” von ClpP1 weiter ablaufen. Da ClpP3 und ClpP4 trotz ihrer ADEP-Insensitivitat
nicht exprimiert werden, wenn ClpPaper im Wildtyp-Hintergrund prasent ist, muss der
Transkriptionsaktivator PopR effizient abgebaut werden. Bei induzierter ClpPapep-Expression im
AclpP1-Hintergrund wurde im Western Blot ein Verschwinden der ClpP3-Bande beobachtet,
allerdings nichtim AclpP1P2-Hintergrund (Abbildung 51B und C). Dies deutet auf eine Interaktion
von ClpPaper mit ClpP2 als neuem Partner anstelle von ClpP1 hin.

In Folgeexperimenten sollten diese Hypothesen durch kombinierte Expression der moglichen
Interaktionspartner in den S. lividans-Knockout-Mutanten bestéatigt werden.

4.5.3.3 Kombinierte Expression von ClpPaper und ClpP1

Um Hinweise auf eine mogliche Interaktion von ClpPaper mit ClpP1 als detoxifizierender Anteil
des Resistenzmechanismus zu erhalten, sollten diese zusammen, unabhangig von ClpP2, in S.
lividans AclpP1P2 exprimiert werden.

Wie in Kapitel 4.5.2.3 gezeigt werden konnte, ist der physiologische Translationsstart von ClpP1
das zweite der beiden moglichen Startcodons. Konstitutiv von einem Plasmid exprimiertes ClpP1
wird im AclpP1P2-Hintergrund nicht prozessiert, da ClpP2 als Interaktionspartner fehlt und
ebenso konnte die Anwesenheit von ClpP3 nachgewiesen werden, was den Abbau von PopR
durch ClpP1 allein ausschlieRt (Abbildung 41). Eine dhnliche Situation wurde auch fir ClpPapep
bei induzierter Expression im AclpP1P2-Hintergrund beobachtet, welches in Abwesenheit von
ClpP2 ebenfalls nicht prozessiert wurde und auch kein PopR abbaute (Abbildung 51C und D).

Um zu testen, ob sich die Anwesenheit von ClpPaper auf den Expressionsstart von ClpP1 auswirkt
sowie zur Bildung eines proteolytisch aktiven Komplexes und somit zur Prozessierung der ClpP-
Homologe oder zum Abbau von PopR flhrt, wurden beide Konstrukte zur Expression von ClpP1
(plJ12551clpPlkurz und plJ12551clpPllang) mit plJ10257clpPapee in S. lividans AclpP1P2
kombiniert (S. lividans AclpP1P2+P1kurz+Paper, S. lividans AclpP1P2+P1llang+Papep). Zellextrakte
dieser Stamme wurden in Western Blots getestet. In beiden Proben wurde mit dem anti-ClpP1-
Antikorper eine Bande von unprozessiertem ClpP1 detektiert (vgl. mit S. lividans
AclpP1P2+P1kurz, S. lividans AclpP1P2+P1lang in Abbildung 52 sowie Abbildung 41) sowie mit
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dem anti-ClpP3-Antikérper eine ClpP3-Bande. Somit kam es in keiner der getesteten
Kombinationen zu einer Prozessierung von ClpP1 oder zum Abbau von PopR. Ebenso wurde die

Expression von ClpP1 vom zweiten Startcodon (ClpP1kurz) auch in Anwesenheit von ClpPapep
bestatigt.
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Abbildung 52: Western Blot-Analyse zur Uberpriifung des Effekts der kombinierten Expression von ClpP1kurz oder ClpP1lang und
ClpPaoer in S. lividans AclpP1P2. Obere Reihe: Detektion mit einem priméren polyklonalen Hasen-anti-Streptomyces ClpP1-Antikorper
(anti-P1), untere Reihe: Detektion mit einem primaren polyklonalen Hasen-anti-Streptomyces ClpP3-Antikorper (anti-P3). Schwarze
Pfeile zeigen die Laufhohe der 28 kDa-Bande des Markers an (SeeBlue Plus2 Pre-Stained Protein Standard), graue Pfeile mit
schwarzem Rand das berechnete Molekulargewicht des jeweiligen ClpP-Homologs.
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Abbildung 53: Western Blot-Analyse zur Uberpriifung des Effekts der kombinierten Expression von ClpP1kurz und ClpPaper-His in S.
lividans AclpP1P2. Obere Reihe: Detektion mit einem priméren polyklonalen Hasen-anti-Streptomyces ClpP1-Antikérper (anti-P1),
mittlere Reihe: Detektion mit einem primaren polyklonalen Hasen-anti-Streptomyces ClpP3-Antikorper (anti-P3), untere Reihe:
Detektion mit einem primaren polyklonalen Maus-anti 6xHistidin-Antikorper (anti-Hiss). Schwarze Pfeile zeigen die Laufhohe der
28 kDa-Bande des Markers an (SeeBlue Plus2 Pre-Stained Protein Standard), graue Pfeile mit schwarzem Rand das berechnete
Molekulargewicht des jeweiligen ClpP-Homologs.

In einem weiteren Experiment wurden ClpPlkurz und ClpPaper-His gemeinsam in S. lividans
AclpP1P2 exprimiert (S. lividans AclpP1P2+P1kurz+Papep-His), um mit einem anti-Hiss-Antikorper
eine mogliche Prozessierung von ClpPaper-His durch ClpP1 detektieren zu konnen (Abbildung 53).
Die Western Blot-Analyse ergab aber keine Verdanderung der Bandenhohe im Vergleich zum
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Zellextrakt von S. lividans AclpP1P2+Papep-His. Somit konnte durch Kombination von ClpP1 und
ClpPapep/ClpPapep-His keine Veranderung im Vergleich zur einzelnen Expression der Enzyme
detektiert werden. ClpP1 und ClpPaper scheinen daher keinen proteolytisch aktiven Komplex zu
bilden.

Im Gegensatz dazu konnte im Bioassay zur Bestimmung der ADEP-Sensitivitdt ein deutlicher
Effekt bei der Expression von ClpP1 zusammen mit ClpPaper (S. lividans AclpP1P2+P1kurz+Papep)
im Vergleich zu ClpP1 allein beobachtet werden. In Kapitel 4.5.2.4 wurde bereits beschrieben,
dass die Anwesenheit von ClpP1 unabhéangig von den anderen ClpP-Proteinen in S. lividans TK24
eine  ADEP-Sensitivitdt hervorruft (Abbildung 45). Im Bioassay mit S lividans
AclpP1P2+P1kurz+Paper Wurde ersichtlich, dass diese durch ClpP1 vermittelte Sensitivitat bei
gemeinsamer Expression von ClpP1 und ClpPaper komplett aufgehoben wird (Abbildung 54).

20 pg ADEP1
12 12
K4 K
Kot Ry
> YN @
x x'Q KY)
x

Abbildung 54: Bioassay zum Test der ADEP-Sensitivitat von S. lividans AclpP1P2+P1kurz und S. lividans AclpP1P2+P1kurz+Paper gegen
20 pg ADEP1.

Somit muss eine Interaktion stattfinden, die aber weder eine Prozessierung noch einen PopR-
Abbau bewirkt, sondern entweder ADEP durch eine hohe Affinitat zu ClpPaper von ClpP1 fernhilt
oder ADEP-aktiviertes ClpP1 durch eine direkte Interaktion von ClpPaper mit ClpP1 detoxifiziert.

4.5.3.4  Kombinierte Expression von ClpPaper und ClpP2

Analog zu den Experimenten mit ClpP1 und ClpPaper sollten auch ClpP2 und ClpPaper kombiniert
in S. lividans AclpP1P2 exprimiert werden, um eine mogliche Interaktion unabhangig von ClpP1
visualisieren zu kénnen.

In vorherigen Zellextraktexperimenten konnte gezeigt werden, dass ClpP2 und ClpP aper/ClpPapep-
His bei jeweils einzelner Expression (S. lividans AclpP1P2+P2kurz, S. lividans AclpP1P2+P2lang, S.
lividans AclpP1P2+Paper bzw. S. lividans AclpP1P2+Papep-His) nicht prozessiert werden und PopR
nicht abgebaut wird (Abbildung 42, Abbildung 51D). AuRerdem war bereits bekannt, dass nur
ClpP2lang, nicht aber ClpP2kurz, mit ClpP1 zusammen zu einer vollstandigen Prozessierung
beider ClpP-Homologe und zum PopR-Abbau fihrt (Abbildung 42).

So wurden Zellextrakte von S. lividans AclpP1P2+P2kurz+Paper und S.  lividans
AclpP1P2+P2lang+Paper in Western Blots analysiert, um auch hier beide méglichen Versionen von
ClpP2 (ClpP2kurz und ClpP2lang) auf ihr Interaktionspotential mit ClpPapep zU testen.

Im Western Blot mit Zellextrakten von S. lividans AclpP1P2+P2kurz+Paper und S. lividans
AclpP1P2+P2lang+Paper konnte eine deutliche Interaktion lediglich zwischen ClpPaper und
ClpP2lang beobachtet werden, die sich in Form einer Prozessierung von ClpP2lang
(Verschwinden der unprozessierten Bande im Vergleich zu S. lividans AclpP1P2+P2lang) und
einem Abbau von PopR dulRerte (Verschwinden der ClpP3-Bande) (Abbildung 55). Der langere N-
Terminus von ClpP2lang im Vergleich zu ClpP2kurz schien dabei, wie auch bei der Interaktion mit
ClpP1, essentiell zu sein. Die unterste Bande im mit dem anti-ClpP1-Antikdrper detektierten
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Western Blot konnte nicht eindeutig zugeordnet werden. Hierbei kdnnte es sich, abgeleitet von
der Laufhéhe, um prozessiertes ClpP2, prozessiertes ClpPaper oder auch ClpP4 handeln, das
ebenfalls in der Zelle vorhanden sein musste, wenn ClpP3 prasent ist (Abbildung 48).
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Abbildung 55: Western Blot-Analyse zur Uberpriifung des Effekts der kombinierten Expression von ClpP2kurz oder ClpP2lang und
ClpPaoer in S. lividans AclpP1P2. Obere Reihe: Detektion mit einem primdren polyklonalen Hasen-anti-Streptomyces ClpP1-Antikorper
(anti-P1), untere Reihe: Detektion mit einem priméaren polyklonalen Hasen-anti-Streptomyces ClpP3-Antikorper (anti-P3). Schwarze
Pfeile zeigen die Laufhohe der 28 kDa-Bande des Markers an (SeeBlue Plus2 Pre-Stained Protein Standard), graue Pfeile mit
schwarzem Rand das berechnete Molekulargewicht des jeweiligen ClpP-Homologs.

Um die Prozessierung von ClpP2 zu verdeutlichen und auch eine mogliche Prozessierung von
ClpPaper detektieren zu konnen, wurden Stamme mit Hise-getaggten Versionen der Proteine
erzeugt. Im Western Blot mit Extrakten dieser (S. lividans AclpP1P2+P2lang+Papee-His und
S. lividans AclpP1P2+Papep+P2lang-His) und anderer Mutanten konnte eine Interaktion von
ClpP2/ClpP2-His und ClpPaper/ClpPapee-His in Form einer Prozessierung beider Proteine sowie

einem PopR-Abbau erneut bestatigt werden (Abbildung 56).

Interessanterweise konnte mit dem anti-Hise-Antikdrper bei ClpP2lang-His in S. lividans
AclpP1P2+P2lang-His eine prozessierte Form beobachtet werden, die nicht der vollstandig
prozessierten Form entspricht. Es ist zu vermuten, dass diese in Abbildung 56 mit ClpP2lang-
His(*) gekennzeichnete Form entweder durch Autoprozessierung oder durch anwesendes
ClpP3ClpP4 entsteht. Dieses teilprozessierte ClpP2lang-His(*) konnte zu einem geringen Anteil
auch im Zellextrakt von S. lividans AclpP1P2+Papep+P2lang-His beobachtet werden. Durch die
Anwesenheit von ClpPaper lag ClpP2-His hier aber Uberwiegend vollstandig prozessiert vor.
Moglicherweise lauft die Prozessierung von ClpP2 daher immer zunachst Gber die beschriebene,
teilprozessierte Form ab und es ist moglich, dass ClpP2 sich selbst, unabhangig von anderen ClpP-
Homologen, teilprozessiert.

Des Weiteren lagen ClpP2 und ClpPaper/ClpPaper-His in den Zellextrakten von S. lividans
AclpP1P2+Papep+P2lang und S. lividans AclpP1P2+Paper-His+P2lang vollstandig prozessiert vor und
es konnte ein vollstandiges Verschwinden der ClpP3-Bande beobachtet werden. Lediglich in
S. lividans AclpP1P2+Papep+P2lang-His konnten noch Banden fir die un- und teilprozessierten
Formen von ClpP2lang-His sowie eine ClpP3-Bande detektiert werden. Somit scheint der
zusédtzliche Hise-Tag an ClpP2lang Auswirkungen auf die Interaktion mit ClpPaper oder die
Proteaseaktivitat zu haben und sollte in weiteren Experimenten gemieden werden.
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Abbildung 56: Western Blot-Analyse zur Uberpriifung des Effekts der kombinierten Expression von ClpP2lang/ClpP2lang-His und
ClpPaoer/ClpPaoer-His in S. lividans AclpP1P2. Obere Reihe: Detektion mit einem primaren polyklonalen Hasen-anti-Streptomyces
ClpP1-Antikorper (anti-P1), mittlere Reihe: Detektion mit einem primaren polyklonalen Hasen-anti-Streptomyces ClpP3-Antikorper
(anti-P3), untere Reihe: Detektion mit einem primaren polyklonalen Maus-anti 6xHistidin-Antikorper (anti-Hise). n.e.: Banden konnten
nicht eindeutig zugeordnet werden. Prozessierte Formen sind mit einem Stern gekennzeichnet. Schwarze Pfeile zeigen die Laufthdhe
der 28 kDa-Bande des Markers an (SeeBlue Plus2 Pre-Stained Protein Standard), graue Pfeile mit schwarzem Rand das berechnete
Molekulargewicht des jeweiligen ClpP-Homologs.

Analog zur Kombination von ClpP1 mit ClpP2kurz (Abbildung 42), wurde auch fir ClpPapep-His
und ClpP2kurz eine unvollstandige Prozessierung von ClpPapee-His und ein unvollstdndiger PopR-
Abbau beobachtet (Abbildung 56, rechts). Somit scheint der vollstdndige N-Terminus von
ClpP2lang auch fir die Interaktion von ClpPaper mit ClpP2 unabdingbar, obwohl die vermutlich
durch Autoprozessierung entstehende, teilprozessierte Bande von ClpP2 nach Abschétzen der
Groflle auf dem Western Blot eine dhnliche Grofse wie die vom zweiten Startcodon exprimierten

Form ClpP2kurz aufweist.

Auf der Basis dieser Beobachtungen ist davon auszugehen, dass im Rahmen des ClpPapep-
vermittelten Resistenzmechanismus ein Heteromer aus ClpP2 und ClpPaper entsteht, das
proteolytisch ausreichend funktional zu sein scheint, um die Expression von ClpP3 und ClpP4
durch den Abbau von PopR zu unterbinden und dem jeweiligen Stamm als ADEP-resistenter Clp-
Protease-Komplex das Uberleben zu sichern.

Die Resistenzvermittlung in S. hawaiiensis scheint somit vergleichbar neuartig und komplex zu
sein wie der Wirkmechanismus von ADEP an ClpP. Wahrend eine Interaktion des Resistenzfaktors
ClpPaper mit ClpP1 den Effekt der ADEP-vermittelten Uberaktivierung aufzuheben und ClpP1 zu
detoxifizieren scheint, entsteht durch eine Interaktion von ClpPaper mit ClpP2 vermutlich ein
funktionaler Komplex, der die verlorenen Zellfunktionen des ClpP1/ClpP2-Komplexes
Ubernimmt.

4.5.3.5  Prozessierung von CIpPapep

Mit den zuvor beschriebenen Experimenten konnte gezeigt werden, dass ClpPapep, wie ClpP1 und
ClpP2, prozessiert wird, um in der Zelle proteolytisch aktive Komplexe zu bilden. Um die
Prozessierungsstelle zu ermitteln, wurde zunachst versucht das prozessierte ClpPapep-His nach
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Expressionin S. lividans TK24 und S. lividans AclpP1 Uber den Hisg-Tag mittels IMAC aufzureinigen
und die Sequenz des N-Terminus mittels Edman-Abbau zu bestimmen. Die Konzentration von
ClpPapep-His sowie die Reinheit der Probe waren aber zu gering fir diese Methode. Daher konnte
bisher lediglich die Region, in der die Prozessierung mutmaRlich stattfindet, durch einen
Vergleich der detektierten Banden verschiedener Proben im Western Blot abgeschatzt werden.
Dazu wurden Zellextrakte verwendet, bei denen eine Prozessierung von ClpPapep-His bereits in
Western Blot-Experimenten bestatigt werden konnte (4.5.3.4) sowie in E. coli Gberexprimierte
und aufgereinigte ClpPapep-His-Versionen mit verschiedenen Expressionsstarts (Papep-His
(Volllange), Paper-RWN-His (um 15 AS verkirzt) und Papepkurz-His (um 23 AS verkirzt) von Laura
Reinhardt; unveroffentlicht) (Abbildung 57).
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Abbildung 57: GroRenvergleich verschiedener prozessierter und nicht prozessierter ClpPapee-His-Proteine mittels Western Blot zur
Abschatzung der Lage der N-terminalen Prozessierungsstelle. A) Die mit einem Stern markierten Proteine wurden in E. coli
Uberexprimiert und Uber ein Hiss-Tag aufgereinigt (Laura Reinhardt, unveroffentlicht). Bei allen weiteren Proben handelt es sich um
Zellextrakte von ClpPaper-His exprimierenden S. lividans TK24-, S. lividans AclpP1-und S. lividans AclpP1P2-Stdmmen. Schwarze Pfeile
zeigen die Laufhohe der 28 kDa-Bande des Markers an (SeeBlue Plus2 Pre-Stained Protein Standard), graue Pfeile mit schwarzem
Rand das berechnete Molekulargewicht des jeweiligen ClpP-Homologs. B) Die Translationsstarts der verschiedenen ClpPaper-His-
Versionen sind im Kontext der N-Termini verschiedener ClpP-Homologe dargestellt (vgl. Abbildung 38). Die tatsdchliche
Prozessierungsstelle von ClpPapsp-His liegt, wie aus A) ersichtlich, zwischen den Translationsstarts von Papep-His und PapePRWN-His.
Magliche Translationsstarts von ClpP1 und ClpP2 sind blau markiert. Die fir S. lividans bestatigten Prozessierungsstellen von ClpP1
und ClpP2 sind rot markiert.

Durch einen Vergleich der Laufhchen der ClpPaper-His-Banden wurde ersichtlich, dass die in vivo-
prozessierten  ClpPapep-His-Proteine der Zellextraktproben (S. lividans  AclpP1P2+Papep-
His+P2lang, S. lividans+Paper-His und S. lividans AclpP1+Papep-His) zwischen dem aus E. coli
aufgereinigten Volllangen-Papee-His und der verkirzten Version Papep-RWN-His liegen (Abbildung
57A). Somit muss sich die tatsdchliche Prozessierungsstelle innerhalb der ersten 16 Aminosauren
des N-Terminus befinden. Der Vergleich der Laufhdhen der verschiedenen Banden lasst eine
Prozessierungsstelle an einer dhnlichen Stelle wie bei ClpP1 vermuten, wohingegen im Western
Blot in Abbildung 56 die prozessierten Banden von ClpP2-His und ClpPapep-His auf der selben
Hohe auftreten (Abbildung 57B).
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5 Diskussion

Die erste Veroffentlichung Gber ADEPs und ihren Wirkmechanismus erregte Aufmerksamkeit in
der Wissenschaftswelt, da hier eine neue Substanzklasse mit hoher antibiotischer Potenz aber
geringer Zytotoxizitdt und einem absolut neuartigen Target beschrieben worden war (Brotz-
Oesterhelt et al., 2005). Die Kombination mit Rifampicin gegen persistierende Zellen zeigte eine
weitere mogliche Anwendungen und die Potenz der ADEPs auf (Conlon et al., 2013). Kirzlich
wurden auBerdem neue ADEP-Derivate mit erhéhter Affinitdt zu humanem ClpP vorgestellt, und
es wurde ein therapeutisches Potential fir die Krebstherapie diskutiert (Wong et al., 2018).

Auch abseits der medizinischen Aspekte stellen ADEPs wertvolle Werkzeuge fir die
Grundlagenforschung dar, da sie sich als sehr nitzlich erwiesen haben, um die Funktion der Clp-
Maschinerien verschiedener Organismen und ihre Rolle in der Zelle zu untersuchen.

In dieser Arbeit wurde die ADEP-Produktion von S. hawaiiensis charakterisiert, wodurch ein
schnelles und unkompliziertes Aufreinigungsverfahren fir ADEP1 aus dem Kulturtberstand
entwickelt werden konnte, so dass der Naturstoff flr Folgeexperimente im Rahmen dieser Arbeit
zur Verflgung stand und folglich zukinftig auch von anderen Arbeitsgruppen nach diesem
Verfahren gereinigt werden kann.

Des Weiteren wurde das ADEP-Biosynthesegencluster identifiziert und analysiert, wobei das
clpP-Homolog clpPaper als neuartiger Resistenzfaktor beschrieben werden konnte. Da S.
hawaiiensis nicht ausreichend genetisch modifizierbar war, wurden Experimente bezlglich
Funktion und Funktionalitdt der ClpP-Homologe in S. lividans TK24 durchgefiihrt und der
Mechanismus der durch ClpPaper vermittelten Resistenz in diesem Organismus untersucht, um
letztendlich auf den Selbstschutzmechanismus des ADEP-Produzenten S. hawaiiensis
rickschliefen zu kénnen.

5.1 Die konstitutive ADEP-Produktion von S. hawaiiensis ermaoglicht ein
robustes Aufreinigungsverfahren fir ADEP1 aus dem Kulturiberstand im
kleinen Malstab

Die Expression von Antibiotika-Biosynthesegenclustern und anderen

Sekundarmetabolitgenclustern in Streptomyceten ist normalerweise an den Entwicklungszyklus

des jeweiligen Produzenten gekoppelt. Wahrend die Trophophase in erster Linie auf das schnelle

Zellwachstum abzielt und die daflir notwendigen Primarmetabolite produziert werden, beginnt

mit der stationaren Wachstumsphase und entstehenden Nahrstoffdefiziten die Ideophase, in der

der Fokus auf die Produktion von Sekundarmetaboliten zur Generation eines Selektionsvorteils
anstelle des Wachstum gelegt wird. Bedingt durch das Wachstum in Hyphenpellets
verschwimmen die Phasen héaufig, da innerhalb eines Pellets Zellen in unterschiedlichen

Wachstumsphasen vorliegen kénnen. Das Inokkulieren mit Sporen statt Mycel kann helfen eine

deutlichere Phasentrennung zu sehen, da dann noch keine ldeophasen-Enzyme produziert

wurden, die mit in die Hauptkultur Gbertragen werden (Cundliffe and Demain, 2010; Doull and

Vining, 1990).

Auf Grundlage dieses Wissens wurde S. hawaiiensis zur Charakterisierung des Wachstums und
der ADEP-Produktion, aber auch fir clpP-Expressionsanalysen und die Gewinnung von
Zellextrakten immer mit Sporen angeimpft. Der Stamm war unter den genutzten Bedingungen
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ein verldsslicher Antibiotikaproduzent und sekretierte ADEPs in allen getesteten Medien
(Abbildung 16). Detektierbare Mengen ADEP wurden im gewahlten Produktionsmedium YM-
MilliQ bereits zu Beginn der exponentiellen Wachstumsphase produziert, so dass die ADEP-
Konzentration in der Kultur proportional zur Biomasse anstieg, Uber die stationare Phase hinweg
nahezu konstant blieb und in der Absterbephase ebenfalls proportional zur Biomasse abnahm
(Abbildung 17). Diese scheinbar konstitutive Expression des ade-BGC ist ungewohnlich im
Vergleich zur Sekundarmetabolitproduktion anderer Streptomyceten, insbesondere im Hinblick
auf viele Biosynthesegencluster, die unter Laborbedingungen gar nicht transkribiert werden, also
silent (engl. fir stumm, still, ruhig) sind (Rutledge and Challis, 2015). Die Regulation des ade-BGC
wdre somit ein interessantes Thema fur zuklnftige Studien. Eine konstitutive ADEP-Produktion
kdnnte im natirlichen Habitat von Vorteil sein, um die Né&hrstoffversorgung durch das
Ausschalten von konkurierenden Bakterien sicherzustellen (Van Der Heul et al., 2018). Allerdings
sind hohe Produktionslevel energetisch kostspielig und kommen auch resistenten Nicht-ADEP-
Produzenten in direkter Umgebung zugute (Gerardin et al., 2016).

Fir die Handhabung im Labor und die Entwicklung eines Aufreinigungsverfahrens erwies sich die
konstitutive ADEP-Produktion als sehr vorteilhaft, da die Kultur unter den gewahlten
Bedingungen Uber einen Zeitraum von ungefdhr 20 h eine konstante Menge an antibiotisch
wirksamen ADEPs enthielt und in diesem zeitlichen Rahmen variabel abgeerntet werden konnte
(Abbildung 17 und Abbildung 18). Mit nur zwei chromatographischen Auftrennungen konnten
rund 10 mg reines ADEP1 aus 3 L Kultur gewonnen werden.

5.2 Das ade-BGC besteht aus drei minimalistischen Subclustern zur
Biosynthese des peptidischen Rickgrats, der Polyenseitenkette und des
nicht-proteinogenen MePros

Da die Strukturen von sechs ADEP-Derivaten im A54556-Extrakt bereits aus friiheren Studien

bekannt waren (Michel and Kastner, 1985), konnte anhand dieser abgeleitet werden, welche

Biosyntheseeinheiten im ade-BGC vermutlich zu erwarten sind. In silico-Analysen des

identifizierten, putativen Genclusters waren in der Tat Gberwiegend im Einklang mit der ADEP1-

Primarstruktur, so dass mit weiterfiihrenden biochemischen Studien die noch offenen Fragen

beziglich einzelner Biosyntheseschritte beantwortet werden sollten.

Mit der isolierten multispezifischen A6-Domadne der NRPS AdeH wurde ein Hydroxamat-
Formierungs-Assay durchgefiihrt, um die Diskrepanz zwischen den in silico vorhergesagten
Substraten Pro und Pip und den in den bekannten ADEP-Derivaten vorhandenen Aminosauren
Pro und MePro aufzuklaren (Tabelle 31). Der in vitro-Assay bestatigte die Aktivierung von Pro
und MePro durch A6 und zeigte ein zusatzlich erweitertes Substratspektrum, da auch moderate
Mengen Ser aktiviert wurden, obwohl kein ADEP-Derivat mit Ser an dieser Position bekannt ist
(Abbildung 28). Dieses Ergebnis zeigt die Limitierung von in vitro-Assays mit isolierten Domanen
auf. In einer kirzlich veroffentlichten Studie wurde die Bedeutung der C-Doméanen fir den
spezifischen Einbau von Substraten durch multispezifische A-Domadnen am Beispiel des
Microcystin-BGC gezeigt (Meyer et al., 2016). So wurde eine erweiterte Gatekeeping-Funktion
der C-Doméanen beschrieben, welche in bedeutendem MaRBe an der Kontrolle der
Substrataktivierung durch A-Domanen beteiligt sind, was auch im Rahmen der ADEP-Biosynthese
eine wichtige Rolle der C6-Domane beim spezifischen Einbau von Pro und MePro durch A6
vermuten lasst.
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NRPS mit multispezifischen A-Domanen sind vor allem in Cyanobakterien sehr prominent und
ermoglichen dem jeweiligen Organismus im besten Fall die Biosynthese ganzer
Naturstoffbibliotheken (Christiansen et al., 2011; Golakoti et al., 2001; Hoffmann et al., 2003;
Luesch et al., 2003). In Streptomyceten kommen sie wesentlich seltener vor, aber dienen auch
hier der Biosynthese einer Reihe von leicht abgewandelten Derivaten, wie z.B ADEP1 und Faktor
B von S. hawaiiensis. Durch die Vielfaltigkeit der entstehenden Sekundadrmetabolite stellen sie
sowohl interessante Bausteine fir die synthetische Mikrobiologie dar, als auch Angriffspunkte
flr metabolisches Engineering, um die Spezifitat fir ein praferiertes Substrat und somit den
Produktionstiter durch Mutagenese zu erhdhen (Christiansen et al., 2011).

Neben zwei NRPS enthalt das ade-BGC Gen-Sets fir die Bereitstellung von MePro und fir die
Biosynthese der Alkenseitenkette, die beide hohe Ahnlichkeiten in ihrer Genanordnung
(Abbildung 30) und den Aminosauresequenzen der einzelnen Enzyme (6.3.1, 6.3.2, 6.3.4-6.3.7)
zu kirzlich beschriebenen Subclustern mit ahnlicher Funktion aufweisen (Bilyk et al., 2016; Du et
al., 2016, 2017; Lukat et al., 2017; Pohle et al., 2011). Allerdings fehlt in beiden Subclustern des
ade-BGC jeweils ein Enzym, um das vollstdndig modifizierte Endprodukt zu erhalten. Die
erfolgreiche heterologe Expression des ade-BGC in S. coelicolor M1146 (Elizabeth Culp, Gerard
D. Wright; unveroffentlicht) lasst darauf schlieRen, dass flr diese Reaktionen Enzyme des
Primarstoffwechsels rekrutiert werden. Das Fehlen einer Dehydratase, wie in der ade Typ II-PKS,
wurde bereits in anderen Typ II-PKS beobachtet und wird wahrscheinlich durch ein Enzym der
Fettsauresynthese ersetzt (Bilyk et al., 2016). Des Weiteren fehlt ein Enzym fir die finale
Reduktion der (3R,55)-3-Methyl-Al-pyrrolin-5-carboxylsdure zu MePro. Im Griselimycin-BGC
befindet sich im Subcluster mit den Enzymen GriE-H zur Bereitstellung von MePro die
Oxidoreduktase GriH, fur die im in vitro-Assay gezeigt wurde, dass sie in der Lage ist, diese
Reaktion zu katalysieren. Allerdings entstand MePro bei der heterologen Expression von GriE-H
in S. lividans selbst dann, wenn GriH ausgeknockt war. Der letzte Reduktionsschritt wurde in
diesem Fall vermutlich von ProC, einer Pyrrolin-5-carboxylat-Reduktase der Prolin-Biosynthese,
Ubernommen, wie in vitro mit ProC aus E. coli gezeigt werden konnte (Lukat et al., 2017). Im
Griselimycin-BGC liegt somit ein Cluster-assoziiertes Enzym flir diese Reduktion vor, um
genlgend MePro bereitzustellen, um es an zwei Positionen in Griselimycin bzw. an drei in
Methyl-Griselimycin einzubauen. Im Gegensatz dazu liegt MePro in ADEP1 lediglich an einer
Position vor und gar nicht in Faktor B, so dass eine Cluster-zugehorige Reduktase vermutlich nicht
notwendig ist, um ausreichende Mengen MePro fir die ADEP-Biosynthese zu erzeugen.

Durch die fehlende Moglichkeit der genetischen Manipulation von S. hawaiiensis wurde die
Gencluster-Analyse stark erschwert und die Funktion sowie die Zugehdrigkeit einer Reihe von
Genen zum ade-BGC konnte nicht durch die urspringlich geplanten Knockout- und Knockdown-
Experimente gezeigt werden (4.4.2). Die erfolgreiche heterologe Expression des Clusters in
S. coelicolor M1146 (Elizabeth Culp, Gerard D. Wright; unveréffentlicht) in Kombination mit einer
umfangreichen in silico-Analyse, der biochemischen Analyse zweier A-Domanen und den Studien
zum Resistenzfaktor clpPaper lassen aber keinen Zweifel an der Identitat des ade-BGC und der
Funktion des Grofteils der codierten Enzyme.

5.3 Die ClpP-Maschinerien von S. hawaiiensis und S. lividans TK24
Streptomyceten sind keine humanpathogenen Organismen und gehoren daher klassischerweise
nicht zu den Bakterienstdmmen, die bei der Aufklarung von Wirkmechanismen von Antibiotika
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an ihrem Target ins Auge gefasst werden. Allerdings sind im Genom von Antibiotika
produzierenden Streptomyceten Resistenzfaktoren codiert, um diese Stdmme vor dem
antibakteriellen Potenzial ihrer eigenen Produkte zu schitzen. Zahlreiche Resistenzfaktoren
erfullen eine mit dem Wirkmechanismus des Antibiotikums in Zusammenhang stehende
Funktion, um z. B. den Verlust der Zielstruktur auszugleichen oder zu verhindern. Somit muss
zunachst der Wirkmechanismus des Antibiotikums im Produzentenstammm verstanden werden,
um die Funktion solcher Resistenzfaktoren zu verstehen.

Die Gesamtheit aller Antibiotikaresistenzgene, das Resistom, wurde vor einigen Jahren als
spannendes Forschungsfeld innerhalb der Antibiotikaforschung erkannt. Bei der Untersuchung
von Erdproben wurde in den daraus kultivierbaren Bakterien eine unwahrscheinlich hohe Dichte
an Resistenzgenen gegen alle klinisch relevanten Antibiotikaklassen gefunden (D’Costa et al.,
2006). Daher geht man davon aus, dass in Umweltbakterien ein regelrechtes Reservoir von
Resistenzfaktoren vorliegt, welche durch Horizontalen Gentransfer auf andere Bakterien
Ubertragen werden kénnen. So wird eine evolutionare Verbindung zwischen den Resistenzgenen
von Antibiotikaproduzenten mit denen in Pathogenen vermutet, wobei letztere die
Resistenzfaktoren hochstwahrscheinlich  nicht  durch einen direkten Transfer von
Produzentenstammen erhalten haben, sondern durch einen mehrstufigen Prozess Uber nicht-
produzierende Actinomyceten und Proteobakterien (Peterson and Kaur, 2018).

Die Erforschung von Evolution, Diversitat und Mechanismen von Antibiotikaresistenzen stellt
somit einen weiteren wichtigen Angriffspunkt zur Adressierung des Resistenzproblems dar, um
Resistenzentwicklungen besser vorhersehen und frihzeitig in Klinik und Forschung reagieren zu
kénnen.

Das clpP-Homolog clpPaper, welches bei der Analyse des ade-BGC gefunden wurde, konnte als
neuartiger Resistenzfaktor gegen die von S. hawaiiensis produzierten ADEPs identifiziert werden
und der durch dieses Gen vermittelte Resistenzmechanismus sollte im Rahmen dieser Arbeit
aufgeklart werden. Dazu wurden zunéachst Studien zum ADEP-Target ClpP in Streptomyceten
durchgefthrt, um auf Grundlage dieses Wissens die durch clpPaper vermittelte Schutzfunktion fir
die ClpP-Maschinerie untersuchen zu koénnen. Aufgrund der fehlenden genetischen
Modifizierbarkeit von S. hawaiiensis konnten in diesem Stamm nicht, wie anfanglich geplant,
ausfuhrliche clpP-Knockout-Experimente durchgefiihrt werden, woraufhin die Studien zur ClpP-
Maschinerie und zum Einfluss des Resistenzfaktors ClpPaper mehrheitlich im Modellorganismus
S. lividans TK24 durchgefihrt wurden.

5.3.1 clpP-Genexpressionsanalysen in S. hawaiiensis und S. lividans TK24

Bei Gensequenzanalysen der clpP-Homologe in S. hawaiiensis und S. lividans TK24 fiel das
zusatzliche clpP-Homolog clpPaper in S. hawaiiensis als einziger markanter Unterschied der clpP-
Maschinerien der beiden Stdmme auf. Mit dem Ziel seinen Einfluss auf die Expression der
anderen clpP-Homologe zu untersuchen, wurden gPCR-Versuchsreihen zur Charakterisierung
der Expression aller clpPs in S. hawaiiensis in verschiedenen Wachstumsstadien und
weiterfihrende Expressionstudien der clpP-Homologe in S. lividans TK24 und der clpPaper-
exprimierenden Mutante S. lividans pSETclpPaper durchgefthrt (4.5.1.2).

Auffallig waren bei allen durchgefiihrten Genexpressionsanalysen die zum Teil starken
Schwankungen der Ci-Werte der beiden untersuchten biologischen Replikate, wodurch sich
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grolke Abweichungen vom Mittelwert ergaben, obwohl die Kulturen fir beide biologischen
Replikate mit dem gleichen Inokkulum angeimpft und unter gleichen Bedingungen kultiviert
wurden. Fur alle getesteten Stdamme wurden auRerdem zu Beginn der Experimentreihe
Wachstumskurven aufgezeichnet, um die gewilnschten Wachstumsphasen bei der
Probennahme fir die RNA-Isolierung genau zu treffen. Daher ist zu vermuten, dass die
Schwankungen der C--Werte auf das mycelartige Wachstum der Streptomyceten zurtckzufihren
sein kénnten, wodurch in einer Probe Zellen unterschiedlicher Wachstumsphasen vorliegen
kdnnen. Daher konnten an dieser Stelle keine absoluten Werte in Form der Kopienzahl des
jeweiligen Gens ermittelt werden und es wurde stattdessen die relative Genexpression, normiert
auf das Housekeeping-Gen hrdB, bestimmt. Hier zeigte sich, wie bereits im Ergebnisteil
angesprochen, eine deutliche Differenz des relativen Expressionslevels der clpP-Gene zwischen
den verschiedenen getesteten Stammen und in allen Experimenten war das Expressionslevel der
clpP-Gene in S. hawaiiensis hdher als in S. lividans. Da die Unterschiede zwischen den auf
S. lividans TK24 basierenden Stammen untereinander nicht so grol8 waren wie der Unterschied
zwischen diesen und S. hawaiiensis, scheint sich das Expressionslevel speziesspezifisch zu
unterscheiden, entweder durch ein grundsatzlich niedrigeres Expressionslevel der clpP-
Homologe oder durch ein basal héheres Expressionslevel des Referenzgens hrdB in S. lividans im
Vergleich zu S. hawaiiensis, da alle Werte auf dieses Gen normiert wurden. Wahrend der
laufenden gqPCR-Experimente im Rahmen dieser Arbeit wurde publiziert, dass hrdB, obwohl es
das fir Streptomyces am haufigsten genutzte Referenzgen ist, als Housekeeping-Gen suboptimal
ist, da seine Promotorstarke mitunter durch die Wahl des Mediums und eingefihrte Mutationen
variiert (Li et al., 2015). Dies begriindet zwar nicht die speziesspezifischen Unterschiede, aber
verlangt eine kritische Betrachtung der hier ermittelten und auf hrdB bezogenen Daten.

Somit konnten aus den erzeugten Genexpressionsdaten lediglich die allgemeinen Trends der
relativen Expressionslevel der clpP-Homologe ermittelt und miteinander verglichen werden.
Dabei fiel der Unterschied der Expressionslevel der in einem bicistronischen Operon codierten
Homologe clpP1 und clpP2 in allen Stdmmen auf, welcher auch in anderen Streptomyces-Spezies
beobachtet werden konnte (Dogra et al., 2015; Laing et al., 2006; Rex et al., 1994). Fir eine
solche Polaritat der Expression wurden bereits mogliche Griinde beschrieben, wie die friihzeitige
Termination z. B. durch Umwelteinfliisse oder das Fehlen von Terminationssuppressoren (Laing
et al., 2006; Selinger et al., 2003). Uber die unterschiedlichen Transkriptmengen von c/pP1 und
clpP2 lasst sich allerdings kein Rickschluss auf die in der Zelle vorhandenen Mengen an ClpP1-
und ClpP2-Protein ziehen, da nichts Uber die Stabilitat der beiden ClpP-Homologe bekannt ist.

ClpP1 und clpP2 waren in allen gesteteten Stdammen die am stdrksten exprimierten clpP-
Homologe der physiologischen ClpP-Maschinerie. Auch die vergleichbar starke Expression des
Resistenzfaktors clpPaper in S. hawaiiensis und in S. lividans pSETclpPaper flhrte diesbeziiglich zu
keiner Veranderung. Dementsprechend kann davon ausgegangen werden, dass der durch
clpPaper vermittelte Resistenzmechanismus nicht Gber eine Veranderung des physiologischen
clpP-Expressionsprofils funktioniert, aber eine permanente, ausreichend starke Expression von
clpPaper erforderlich ist, die post-translational eine ADEP-Resistenz bewirkt (vgl. Bioassay in
Abbildung 49).

ClpPaper wurde in S. lividans pSETclpPaper nicht unter der Kontrolle des nativen clpPaper-
Promotors aus S. hawaiiensis, sondern des konstitutiven ermE*-Promotors exprimiert, wodurch
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sich ein clpP1-, clpP2- und clpPaper-dominiertes Expressionsprofil ergab, das dem in S. hawaiiensis
sehr dhnlich war. Da auRerdem durch Expression von clpPaper unter PermE*-Kontrolle eine
deutlich ausgepragte ADEP-Resistenz fir verschiedene Streptomyces-Spezies nachgewiesen
werden konnte (Abbildung 46), ist nicht zu erwarten, dass eine Expression von clpPaper unter
dem nativen Promotor aus S. hawaiiensis zu einer starken Veranderung der Expressionslevel aller
drei clpP-mRNA-Level fiihren wirde.

Des Weiteren wurde in allen Stammen ein geringes, basales Expressionslevel fir c/pP3, clpP4 und
clpP5 detektiert. Zuvor wurde c/pP5 als konstitutiv exprimiertes Gen beschrieben, wahrend die
Expression von clpP3 und clpP4 in S. lividans durch Abbau des Transkriptionsaktivators PopR
durch ClpP1 und ClpP2 als konstitutiv unterdrickt gilt (Gominet et al., 2011). In S. hawaiiensis
schien die Transkriptmenge von PopR nach 28 h Wachstum kurzzeitig leicht anzusteigen,
wahrend sie nach 56 h bereits wieder auf das Ausgangslevel abgesunken war (Abbildung 35). Im
Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte Western Blot-Experimente zum ClpPaper-vermittelten
Resistenzmechanismus in S. hawaiiensis lieRen darauf schlielen, dass ClpPaper durch Interaktion
mit ClpP1 eine Ruhigstellung des ADEP-aktivierten ClpP1 bewirkt, wahrend es mit ClpP2 einen
aktiven Komplex bildet, der PopR abbauen kann (4.5.3.3 und 4.5.3.4). So konnte es moglich sein,
dass zum Zeitpunkt des Anstiegs der Menge des clpP3clpP4-Transkripts kurzzeitig keine
ausreichenden Mengen ClpPaper exprimiert wurden, um ClpP1 zu detoxifizieren und gleichzeitig
genlgend aktive Komplexe mit ClpP2 zur Proteolyse einschlieBlich des PopR-Abbaus zu bilden.
In Western Blot-Experimenten mit S. hawaiiensis-Zellextrakten konnte aber zu keinem Zeitpunkt
ClpP3 detektiert werden (Abbildung 47, Abbildung 60, Abbildung 61). Somit scheint die leicht
verringerte Proteolyse von PopR und eventuell auch anderen Proteinen zum besagten Zeitpunkt
keinen mit der genutzten Methode quantifizierbaren Effekt und auch keinen negativen Effekt auf
die Viabilitdt von S. hawaiiensis zu haben. Die mit clpP3clpP4 vergleichbar niedrigen
Transkriptmengen von clpP5 lassen darauf schlieRen, dass die Mengen des durch Translation der
MRNA enstehenden Proteins CIpP5 ebenfalls minimal sind und keine nennenswerte Interaktion
mit den die ClpP-Maschinerie bildenden ClpP-Homologen zu erwarten ist.

5.3.2 In vivo-Studien zur ClpP-Maschinerie in S. lividans TK24 zeigen hochste
Komplexizitat und strikte Kontrolle der Protease auf

Da die physiologische ClpP-Maschinerie in Streptomyceten bisher nur in Ansdtzen erforscht
wurde, sollten die bereits veroffentlichten Ergebnisse und Theorien bestatigt bzw. ausgebaut
werden, und gleichzeitig ein Testsystem etabliert werden, welches in Folgeexperimenten
ebenfalls die Untersuchung der Einflisse von ClpPaper auf die physiologischen ClpP-Homologe
erlaubte. Dazu wurden durch markerlose In-Frame-Deletionen in S. lividans TK24 zwei Knockout-
Mutanten, S. lividans AclpP1 und S. lividans AclpP1P2, erzeugt, die es moglich machten, die
Komplementierung durch die variable Kombination von verschiedenen ClpP1- und ClpP2-
Versionen zu testen und zu vergleichen.

Bei der Ausfihrung und Auswertung der Western Blots wurde ersichtlich, dass es mit dem hier
genutzten Testsystem nicht moglich ist, zuverldssige Aussagen Uber die quantitativen Mengen
der exprimierten ClpP-Proteine zu machen. Die genutzten Kulturen wurden immer mit dichten
Sporensuspensionen angeimpft und fir 40 h kultiviert und nach dem Herstellen der Zellextrakte
wurden diese auf 5 oder 10 mg/ml Gesamtprotein, berechnet nach Bestimmung der Absorption
bei 280 nm, eingestellt. Fir Mutanten, die auf dem S. lividans TK24 oder S. lividans AclpP1
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Hintergrund beruhen, war es ausreichend, 50 ng Gesamtprotein (ber eine SDS-PAGE
aufzutrennen, wahrend von den im S. lividans AclpP1P2 Hintergrund erzeugten Stammen fur die
Detektion von ClpP1-, ClpP2- oder ClpPapep-Versionen mit dem anti-ClpP1- oder dem anti-Hise-
Antikérper mindestens die vierfache Menge aufgetragen werden musste. Es schien, dass der
Verlust des clpPI1clpP2-Operons die Fitness der in diesem Hintergrund erzeugten Mutanten
soweit beeinflusst, dass es zu einer insgesamt schwacheren Expression der eingebrachten ClpP-
Homologe kam. Somit konnten Aussagen darlber getroffen werden, ob ein Protein detektiert
werden konnte oder nicht, aber Unterschiede in der detektierten Bandenstarke hatten in den
gezeigten Western Blots keine interpretierbare Bedeutung. Die einzige Ausnahme stellten
Western Blots mit Zellextrakten dar, bei deren Kultivierung lediglich ein einziger Paramter
verdandert wurde, wie die Menge des Induktors bei der kontrollierten Expression von ClpPapep
(Abbildung 50) oder die Zeit des Wachstums bei der Wachstumskurve von S. hawaiiensis
(Abbildung 61). Des Weiteren konnten Signale von ClpP2-oder ClpPaper-Banden aufgrund der
unspezifischen Bindung haufig erst dann gut mit dem anti-ClpP1-Antikdrper detektiert werden,
wenn sich auf demselben Western Blot keine ClpP1-exprimierende Probe befand. Somit waren
fUr quantitative Analysen spezifische Antikorper fir alle exprimierten ClpP-Proteine notwendig.
Eine weitere Moglichkeit ware die Expression der ClpP-Homologe mit unterschiedlichen Tags,
wobei allerdings nicht bekannt ist, inwieweit ein C-terminaler Tag die Eigenschaften des ClpP-
Proteins verandert. So schien die Kombination von ClpP2lang-His mit ClpPaper in S. lividans
AclpP1P2 weniger proteolytisch aktiv zu sein, als ClpP2lang mit ClpPaper (Abbildung 56).

Fir beide ClpP-Homologe im clpPlclpP2-Operon existieren zwei mogliche Translationsstarts
(Abbildung 38). Analysen des Codon-Usage implizierten eine Favorisierung des zweiten
Startcodons fiir ClpP1 (ClpP1kurz) und des ersten Startcodons fir ClpP2 (ClpP2lang) (De Crécy-
Lagard et al.,, 1999; Viala and Mazodier, 2002), welche im Rahmen dieser Arbeit durch
kombinierte Komplementierung der Knockout-Mutanten mit ClpP1kurz oder ClpPl1lang und
ClpP2kurz oder ClpP2lang in Western Blot-Analysen bewiesen werden konnten (Abbildung 41
und Abbildung 42). Wahrend bei beiden ClpP1-Konstrukten die Expression grundsatzlich vom
zweiten Startcodon erfolgte, konnte mit den Plasmiden ClpP2kurz und ClpP2lang die Expression
zweier unterschiedlicher ClpP2-Versionen erreicht werden. Die beiden ClpP2-Varianten zeigten
allerdings unterschiedliche Funktionalitdten. Durch Expression von ClpP2lang konnte eine
vollstandige Prozessierung von ClpP1 und ClpP2 sowie ein Verschwinden der ClpP3-Bande
beobachtet werden, welches auf einen effizienten Abbau von PopR hinweist, wohingegen bei
Komplementierung mit ClpP2kurz die ClpP3-Bande bestehen blieb und lediglich die
Prozessierung von ClpP2 vollstandig erfolgte (Abbildung 42). Die Prozessierung von ClpP1 blieb
unvollstéandig. Somit scheinen die zusatzlichen 18 Aminosdauren am N-Terminus von ClpP2lang
essentiell fir eine optimale Funktionalitat des ClpP-Homologs zu sein, obwohl das Propeptid
sowohl bei ClpP2lang (35 Aminosauren) als auch bei ClpP2kurz (17 Aminosauren) durch die
Prozessierung in Gegenwart von ClpP1 gleichermaBen entfernt wird. Uber den bereits
prozessierten N-Terminus von ClpP aus anderen Organismen ist bekannt, dass er sowohl den
Substratzugang zum proteolytischen Zentrum durch die Eintrittsporen kontrolliert, als auch
wichtig fUr die Interaktion mit den Clp-ATPasen ist (Gribun et al., 2005; Jennings et al., 2008).
Dahingegen ist die Funktion des Propeptids am N-Terminus von ClpP kaum erforscht. Fur
Propeptide anderer Proteasen wurde eine wichtige Rolle bei der Proteinfaltung, zur Kontrolle
und zum Schutz der Zelle vor der aktivierten Form der Protease und fir die Interaktion mit
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anderen Molekilen gezeigt (Demidyuk et al., 2010). Somit ware denkbar, dass ClpP2kurz
aufgrund der fehlenden 18 Aminosauren nicht optimal gefaltet ist oder nicht in der Lage ist, alle
notwendigen Interaktionen, z. B. mit den Clp-ATPasen, einzugehen.

Die Prozessierung von ClpP1 und ClpP2 und der Abbau von PopR als natirliches Substrat konnten
als Biomarker flr eine Interaktion der ClpP-Homologe bzw. letzteres fir die Bildung eines
proteolytisch aktiven Komplexes genutzt werden. Viala und Mazodier beobachteten in Western
Blot-Experimenten mit Zellextrakten verschiedener S. lividans-clpP-Mutanten prozessierte
Formen von ClpP1 und ClpP2 jeweils nur in Gegenwart des anderen ClpP-Homologs und
vermuteten daher eine gegenseitige Prozessierung. Durch N-terminale Sequenzierung der
prozessierten Formen konnten sie die Schnittstellen fir beide Homologe in S. lividans bestimmen
(Abbildung 38) (Viala and Mazodier, 2002). Ebenso wurde nur in dieser Konstellation ein PopR-
Abbau beobachtet und daher angenommen, dass ClpP1 und CIpP2 einen proteolytisch aktiven,
heteromeren Komplex bilden (Viala and Mazodier, 2002). Auch in den im Rahmen dieser Arbeit
durchgefthrten Western Blot-Analysen wurden die vollstéandig prozessierten Formen von ClpP1
und ClpP2 nur in Gegenwart des jeweils anderen Homologs (ClpP1kurz und ClpP2lang) detektiert
(Abbildung 42). Ebenso wurde nur in dieser Konstellation ein Verschwinden der ClpP3-Bande
detektiert, was auf den Verdau des natlrlichen Substrats PopR und somit auf die Bildung eines
proteolytisch aktiven Komplexes hinweist.

Der detaillierte Vergleich der Bandenmuster verschiedener Proben gab allerdings Hinweise auf
komplexere Prozessierungsvorgange, die Uber eine gegenseitige Prozessierung hinauszugehen
scheinen. So wurde bei der alleinigen Expression von ClpP2lang-His in S. lividans AclpP1P2 neben
der Bande fUr unprozessiertes ClpP2lang-His mit einem anti-Hise-AntikOrper eine zusatzliche
Bande auf Hohe von ClpP2kurz-His detektiert (Abbildung 56). Reste dieser Bande sowie der
unprozessierten ClpP2lang-His Bande konnten auf demselben Western Blot auch im Zellextrakt
von S. lividans AclpP1P2+Papep+P2lang-His beobachtet werden. Hier lag der Hauptteil des
Proteins allerdings in der vollstandig prozessierten Form vor, da ClpPaper hochstwahrscheinlich
als Interaktionspartner fir ClpP2 fungiert und ein proteolytisch aktiver Komplex entsteht. Dies
ldsst vermuten, dass ClpP2 zunachst teilprozessiert wird, bevor in Gegenwart eines
Interaktionspartners (ClpP1 oder ClpPapep) die vollstdndige Prozessierung erfolgt. Somit schien
ClpP2 sich entweder zu einem gewissen Anteil selbst zu prozessieren oder es wurde durch die
ebenfalls anwesenden ClpP-Homologe ClpP3 und ClpP4 prozessiert.

In einem weiteren Experiment wurde S. hawaiiensis ClpP1 (ShP1) mit Mutationen in den
hydrophoben Taschen zur Bindung der Clp-ATPasen (ShP1HyP) oder mit einer
Funktionsverlustmutation in der katalytischen Triade (ShP1Cat) in S. lividans AclpP1P2+P2lang-
His exprimiert und Zellextrakte dieser Mutanten in Western Blots getestet (Abbildung 43). Hier
zeigte sich anhand der bestehenden ClpP3-Bande, dass sich durch den Knockout der
katalytischen Triade von ShP1Cat kein Komplex bilden kann, der zum PopR-Abbau fihig ist.
Katalytisch aktives ClpP1 scheint also essentiell fir den Abbau von Proteinsubstraten durch den
ClpP1P2-Komplex zu sein. Dennoch fand eine fast vollstandige Prozessierung von ClpP2 statt,
wahrend ClpP1 unprozessiert blieb. Da in S. lividans AclpP1P2+P2lang-His, also in Abwesenheit
von ShP1Cat, aber in Anwesenheit von ClpP3 und ClpP4, nur die zuvor beschriebene
Teilprozessierung, aber keine vollstandige Prozessierung stattfand, kann eine Beteiligung von
ClpP3 und ClpP4 an der Vollprozessierung von ClpP2 ausgeschlossen werden. Daher scheint die
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Anwesenheit von ShClpP1Cat trotz des Knockouts der katalytischen Triade die Autoprozessierung
von ClpP2 zu triggern, was vermuten ldsst, dass die Interaktion mit einem Partnerhomolog und,
vermutlich damit einhergehend, die Bildung eines Komplexes auch fiir die Autoprozessierung
essentiell ist.

Durch den Verlust der Fahigkeit von ClpP1 mit den Clp-ATPasen zu interagieren (ShClpP1Hyp)
konnte in S. lividans AclpP1P2+ShP1Hyp+P2lang-His das natlrliche Substrat PopR nicht mehr
abgebaut werden, aber ClpP2 wurde vollstandig und ClpP1 teilweise prozessiert (Abbildung 43).
Somit schien die Bildung eines ClpP1/ClpP2-Komplexes und eventuell die Bindung einer Clp-
ATPase an ClpP2 auszureichen, um die Prozessierung zu stimulieren, wahrend der Komplex aber
nicht zur vollstandigen Entfaltung seiner Funktionalitat in der Lage war. Eine mogliche Erklarung
wadre, dass der heterologe Komplex aus ShClpP1 und SIClIpP2 nicht optimal zusammen arbeitet
oder dass der Komplex zum PopR Abbau auf die Bindung einer Clp-ATPase an ClpP1 angewiesen
ist. Um der ersten Hypothese nachzugehen muss in Folgeexperimenten wildtypisches S.
hawaiiensis ClpP1 mit S. lividans ClpP2 kombiniert werden. Um zu testen, ob die alleinige
Bindung der ATPase an ClpP1 flr den Substratabbau ausreichend ist, missen in weiterfihrenden
Experimenten Mutationen der hydrophoben Taschen ebenfalls in ClpP2 eingefiihrt werden und
ClpP2Hyp gemeinsam mit voll funktionalem ClpP1in S. lividans AclpP1P2 exprimiert werden.

Die  Detektion des S.lividans AclpP1P2+ShP1Hyp+P2lang-His  Zellextrakts  zeigte
Uberraschenderweise ein identisches Bandenmuster zu S. lividans AclpP1P2+P1kurz+P2kurz-His,
bei dem die Proteaseaktivitat durch eine Verklrzung des Propeptids eingeschrankt zu sein schien
(Abbildung 42 wund Abbildung 43). Wie bereits zuvor beschrieben, konnte das
Volllangenpropeptid von ClpP2lang eine wichtige Funktion zur Interaktion mit anderen
Strukturen erfillen, wie z. B. mit Clp-ATPasen oder anderen ClpP2lang-Monomeren zur Bildung
eines Oligomers. Auf der Basis des identischen Bandenmusters lasst sich spekulieren, dass das
verkirzte Propeptid von ClpP2kurz eine vergleichbare Interaktion beeintrachtigen kdnnte, wie
die Mutationen, die bei ShClpP1Hyp in die hydrophoben Taschen eingefiihrt wurden und die
Bindung der Clp-ATPasen unterbinden.

Basierend auf diesen Beobachtungen wurde das folgende hypothetische Modell fur die Bildung
des physiologischen ClpP-Komplexes in S. lividans TK24 erstellt (Abbildung 58).

ClpP2, exprimiert vom ersten Startcodon, war in der Lage sich in Abwesenheit von ClpP1, selbst
teilweise zu prozessieren und geht dazu, hochstwahrscheinlich vermittelt durch das lange
Propeptid, Interaktionen zur Formierung eines Homooligomers ein. Ob Clp-ATPasen dazu
notwendig sind ist noch nicht bekannt (Abbildung 58A). In Anwesenheit von proteolytisch
inaktivem ShClpP1Cat fand sogar eine Vollprozessierung von ClpP2lang statt, so dass ClpP2 sich
scheinbar in einem gemischten Komplex vollstandig prozessieren kann. ClpP2 konnte ShClpP1Cat
aber nicht prozessieren und zeigte auch keine proteolytische Aktivitdt in Form des Abbaus des
natUrlichen Substrats PopR.

Des Weiteren gibt es Hinweise darauf, dass die Bindung einer Clp-ATPase an ClpP1 notwenidig
fir die volle Funktionalitdit des ClpP-Komplexes in Streptomyces ist, da in S. lividans
AclpP1P2+ShP1Hyp+P2lang-His zwar Prozessierungen stattfanden, aber der gebildete ClpP-
Komplex keine Proteaseaktivitat aufwies. In weiterfihrenden in vivo-Experimenten muss
zunachst getestet werden, ob dieser Effekt durch eine Inkompatibilitdt von S. hawaiiensis ClpP1
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und S. lividans ClpP2 zustande kam. Weiterfihrend soll auch untersucht werden, welchen Effekt
Mutationen in den hydrophoben Taschen von ClpP2 auf Prozessierung und Proteaseaktivtat
haben.

A ClpP2: Propeptid triggert Homotetradekamerformierung und/oder
Interaktion mit Clp-ATPasen mit dem Resultat einer Teilprozessierung.

[0

Clp-ATPase C ClpP1/ClpP2: Bildung eines Heterokomplexes fiihrt zu
vollsténdiger Prozessierung und Kompetenz zum Substratabbau.
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Abbildung 58: Hypothetisches Modell zur Bildung eines funktionalen ClpP-Komplexes in Streptomyceten. A) Das vollstéandige ClpP2-
Propeptid ermoglicht eine Teilprozessierung von ClpP2, vermutlich durch die Bildung eines Homotetradekamers und/oder die
Interaktion mit Clp-ATPasen. B) Auf eine Homooligomerbildung von ClpP1 gibt es bisher keine Hinweise. C) In Anwesenheit beider
ClpP-Homologe und unter putativer Beteiligung von Clp-ATPasen kénnen sich beide Homologe vollstandig prozessieren und der
Komplex kann natirliche Substrate, wie PopR, abbauen. Die Interaktion mit den Clp-ATPasen wurde in dieser Arbeit nicht untersucht.
Sowohl eine asymmetrische Bindung an nur einen ClpP-Heptamerring als auch eine symmetrische Bindung an beide Ringe ist
denkbar.

Fir ClpP1 gibt es bisher keine Hinweise flir eine Homooligomerbildung, bevor es zur Bildung
eines gemischten Komplexes mit ClpP2 kommt (Abbildung 58B). Es schien sich selbst erst durch
Bildung eines Heterokomplexes mit ClpP2 prozessieren zu kdnnen und verlieh dem Komplex in
prozessierter Form seine proteolytische Aktivitdt (Abbildung 58C). In Anlehnung an die
Komplexbildung in den nahverwandten Mykobakterien ist die Bildung eines

Heterotetradekamers aus zwei Homoheptameren naheliegend (Akopian et al., 2012).

Aus den durchgeflihrten Bioassays konnte abgeleitet werden, dass nur ClpP1, aber nicht ClpP2,
ADEP-sensitiv ist, wodurch es gut moglich sein kdnnte, dass sich die Affinitdten der beiden
Homologe auch fir die assoziierten Clp-ATPasen unterscheidet. Diesbezlglich wurde aber noch
nichts publiziert und auch in dieser Arbeit wurden keine Untersuchungen mit den Clp-ATPasen
in Streptomyceten durchgefihrt. Bisher ist bekannt, dass im S. coelicolor-Genom ein clpX- und
drei c/lpC-Homologe (cIpC1, clpC2, clpC3) vorhanden sind (Bellier and Mazodier, 2004), welche
auch in S. lividans TK24 prasent sind. Des Weiteren liegen Gene fir die mit der ClpP-Maschinerie
assoziierten Proteine ClpS und ClpB vor, sowie zwei Gene fiir Proteine mit groRer Ahnlichkeit zu
ClpC (ClpC4 und ClpC5), die aber stark verkirzt und daher vermutlich nicht funktional sind. Bei
der Untersuchung des S. hawaiiensis Genoms konnten Homologe fir alle oben genannten Gene
identifiziert werden, allerdings nicht fur c/pC3 (6.3.14). Wie bereits bei der Analyse der
Anordnung der clpP1clpP2- und clpP3clpP4-Operons (4.5.1.1) konnte auch bei den Clp-ATPasen
eine sehr grolRe Ahnlichkeit zu den Homologen in S. chartreusis NRRL 3882 und S. sp S10(2016)

104



beobachtet werden. Auch in diesen beiden Stdmmen konnte kein Gen fir clpC3 identifiziert
werden. Somit ist das Fehlen von clpC3 nicht spezifisch fir S. hawaiiensis und kann daher nicht
mit dem ADEP-Resistenzmechanismus assoziiert werden. Vielmehr ist anzunehmen, dass es
evolutionsbedingt zum Verlust des clpC-Homologs gekommen ist, wie bei einigen Streptomyces-
Stdmmen zum Verlust der clpP-Homologe clpP3 und clpP4. Hier stellt sich die Frage, welche
Funktion ClpC3 in S. lividans erfillt, die in S. hawaiiensis nicht benotigt wird und ob, trotz des
Fehlens von ClpP3 in S. hawaiiensis, die im Rahmen dieser Arbeit in S. lividans TK24
durchgefihrten Experimente ohne Weiteres auf den ADEP-Produzenten Ubertragen werden
kdnnen. Da in vivo-Studien in S. hawaiiensis nicht moglich sind, empfiehlt es sich, Spezifitaten
von Clp-ATPasen sowie Affinitaten zwischen Clp-ATPasen und ClpP-Proteinen von S. lividans und
S. hawaiiensis in zukinftigen in vitro-Experimenten mit isolierten Proteinen Seite an Seite zu
untersuchen. Interessant waren an dieser Stelle auch Untersuchungen zum Adaptorprotein ClpS,
fir das in E. coli eine modulierende Wirkung auf die Substratspezifitat von ClpA gezeigt werden
konnte und in Pflanzen sowie Plasmodien eine Interaktion mit ClpC vermutet wird (Ahyoung et
al., 2016; Dougan et al., 2002; Zeth et al., 2002).

Insbesondere im Vergleich zu Firmicutes und Mykobakterien tberrascht die ClpP-Maschinerie in
Streptomyceten durch ihre vielen Komponenten und Kontrollinstanzen, die fir das Entstehen
einer sicheren und funktionalen Protease scheinbar unabdingbar sind. Beginnend mit der strikt
regulierten Expression von mindestens vier in das Regulon eingeschlossenen ClpP-Homologen,
missen ClpP1 und ClpP2 zur Bildung eines aktiven Komplexes prozessiert werden und mit
mindestens einer von drei Clp-ATPasen in S. hawaiiensis bzw. vier in S. lividans und
moglicherweise mit zusatzlichen Adapterproteinen interagieren, um natUrliche Substrate
abbauen zu kénnen. Abgesehen davon, ist es moglich, dass weitere Komponenten, insbesondere
Regulatoren und Adapterproteine, involviert sind, die bisher noch gar nicht bekannt sind.

5.3.3  ClpPapep vermittelt ADEP-Resistenz in S. lividans TK24 durch Interaktion mit
ClpP1 und ClpP2

Durch die Unterschiede der ClpP-Maschinerien in verschiedenen Organismen als auch durch die
Vielschichtigkeit des Wirkmechanismus von ADEP an ClpP ist dieser selbst in E. coli oder B. subtilis
noch nicht vollstandig aufgeklart bzw. in vielen Organismen, wie den Streptomyceten, nahezu
unbekannt. In dieser Arbeit wurde der Fokus zwar nicht auf die Aufklarung des Wirkmechanismus
gelegt, jedoch konnte aus Vorarbeiten bereits geschlossen werden, dass es sich nicht um eine
einfache Inhibierung des physiologischen ClpP1/ClpP2-Komplexes wie bei Mykobakterien
handeln kann, da dann durch eine PopR-induzierte Expression von ADEP-insensitivem
ClpP3ClpP4 das Uberleben gesichert ware (Famulla et al.,, 2016; Gominet et al., 2011). In
Bioassays mit S. lividans AclpP1P2+P1kurz und S. lividans AclpP1P2+P1kurz+P2lang konnte
gezeigt werden, dass ClpP1 das einzige ADEP-sensitive ClpP-Homolog ist und in An- wie in
Abwesenheit seines physiologischen Partners ClpP2 durch ADEP (beraktiviert werden kann
(Abbildung 45). Somit muss ADEP in der Lage sein, die Bildung eines ClpP1-Homotetradekamers
zu triggern und dieses, entkoppelt von den Clp-ATPasen, durch eine Uberaktivierung zu
toxifizieren. Allerdings schlieft dies nicht aus, dass ADEP auch gemischte ClpP1/ClpP2-Komplexe
Uber die Bindung an ClpP1 tberaktivieren kann.

Basierend auf diesen Beobachtungen wurde deutlich, dass der durch clpPaper-vermittelte
Resistenzmechanismus zum einen beinhalten muss, dass ADEP-aktiviertes ClpP1 durch ClpPapep
detoxifiziert wird. In S. hawaiiensis und nach dem Einbringen von clpPaper in verschiedene
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Streptomyces-Spezies konnte mittels Western Blots keine Beteilgung von ClpP3 nachgewiesen
werden (Abbildung 47), womit, analog zum Wirkmechanismus von ADEP an ClpP1, eine bloRRe
Inhibierung von ClpP1 durch ClpPaper, welche eine Expression von ClpP3 zur Folge haben wiirde,
ausgeschlossen werden konnte. Somit lasst sich folgern, dass ClpPaper Nneben der Detoxifizierung
von ClpP1 auch die physiologischen Funktionen des gestorten ClpP1/ClpP2-Komplexes ersetzt
kdnnen muss.

Im Western Blot mit S. /ividans AclpP1P2+P1kurz+Paper sowie den Variationen mit c/pP1lang oder
clpPaper-His konnte keine Prozessierung der beiden ClpP-Homologe oder ein PopR-Abbau
beobachtet werden (Abbildung 52 und Abbildung 53). Somit schien ClpPaper ClpP1 in einen
Komplex einzubinden, der proteolytisch inaktiv und in keiner Weise funktional ist. Western Blot-
Experimente mit Zellextrakten von S. hawaiiensis und verschiedenen ClpPapep-exprimierenden
Stamme deuten daraufhin, dass ClpPapep die Prozessierung von ClpP1 verhindert bzw. vermindert
(Abbildung 47). Wie ein solcher proteolytisch inaktiver ClpP1/ClpPaper-Komplex aussehen kénnte
wdre an dieser Stelle reine Spekulation und muss in zuklnftigen in vitro-Studien, z. B. durch
Auftrennung der Komplexe mittels einer nativen PAGE oder einer
GroRenausschlusschromatographie, untersucht werden.

Im Gegensatz dazu gaben die durchgefiihrten Experimente eindeutige Hinweise darauf, dass
ClpPaper und ClpP2 einen Komplex bilden, der, abgesehen von der ADEP-Sensitivitat,
vergleichbare Eigenschaften wie der physiologischen ClpP1/ClpP2-Komplex aufweist, sowohl
bezlglich der Prozessierung beider Partnerhomologe als auch bezlglich des Abbaus von PopR,
welches hier stellvertretende fir natlrliche Substratproteine betrachtet wurde (Abbildung 55
und Abbildung 56). Um die Funktionalitdt der beiden Partnerhomologe in diesem Komplex zu
untersuchen, sollten in zukunftigen Experimenten die fur den ClpP1/ClpP2-Komplex
vorgeschlagenen Mutationen in den katalytischen Triaden und hydrophoben Bindestellen auch
in ClpPaper eingeflhrt werden und analog getestet werden, wie sich die Kombination von
ClpPapepHyp oder ClpPaperCat mit ClpP2 auf die Prozessierung der Homologe und die
proteolytische Aktivitat auswirkt.

Durch die kontrollierte clpPaper-Expression unter dem induzierbaren tipA-Promotor in S. lividans
pl16902clpPaper konnte im Bioassay gezeigt werden, dass die Ausprdgung der Resistenz abhangig
von der Konzentration des exprimierten ClpPaper ist, da der Stamm mit zunehmender Induktion,
also bei steigender ClpPapep-Konzentration, stetig resistenter wurde (Abbildung 49). Gleichzeitig
konnte im Western Blot bei steigender ClpPaper-Expression eine Zunahme von unprozessiertem
ClpP1 beobachtet werden (Abbildung 50), wahrend bei der Detektion eines S. lividans Papep-His
Extrakts auffiel, dass nicht nur ClpP1 zum Teil unprozessiert vorliegt, sondern ebenso ClpPapep-
His (Abbildung 56). Durch die isolierte Expression von ClpP1 mit ClpPaper sowie von ClpP2 mit
ClpPaper in S. lividans AclpP1P2 konnte aufgezeigt werden, dass der Resistenzfaktor in der Lage
ist, zwei voneinander unabhangige ClpP-Systeme zu etablieren. ADEP entkoppelt die nattrlichen
Partner ClpP1 und ClpP2 voneinander und geht mit beiden eine neue Interaktion ein (Abbildung
53, Abbildung 54 und Abbildung 56). Durch die Interaktion von ClpP1 und ClpPaper lagen daher
Teile beider Homologe in unprozessierter Form vor, wahrend die Interaktion von ClpP2 und
ClpPaper eine Prozessierung ebendieser bewirkte. Trotz der nachgewiesenen Interaktion von
ClpPaper mit ClpP1 und ClpP2 konnte sowohl in S. hawaiiensis als auch in S. lividans pSETclpPapep
prozessiertes ClpP1 detektiert werden (Abbildung 47), fir dessen Entstehen ein Komplex mit
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proteolytisch aktivem ClpP1 prédsent sein muss (entweder Restmengen eines physiologischen
ClpP1/ClpP2-Komplexes und/oder ein ADEP1-aktiviertes ClpP1-Homotetradekamer und/oder ein
ADEP1-aktivierter ClpP1/ClpP2-Komplex, ggf. mit Beteiligung von Clp-ATPasen).

Dies konnte drauf hindeuten, dass die Bildung der ClpP-Komplexe wahrend der
Resistenzsituation moglicherweise in einem dynamischen Gleichgewicht steht, welches durch
Expression der zum Uberleben notwendigen Menge ClpPaper auf die Seite der ADEP-resistenten
Komplexe verschoben wird (Abbildung 59). Trotzdem entstehende Anteile von prozessiertem,
potentiell toxischem ClpP1 sind entweder zu gering, um schadigend zu wirken oder kénnen, wie
unprozessiertes ClpP1, auch von ClpPaper detoxifiziert werden. Dabei ergaben sich keine
Hinweise darauf, dass ClpPapep eine Praferenz bzw. eine hohere Affinitat fir eins der beiden ClpP-
Homologe besitzt. Basierend auf der Annahme, dass es gleichermaRen wichtig ist, den
unkontrollierten Verdau von essentiellen Zellproteinen zu verhinden (ADEP-aktiviertes CpP1)
und den Abbau nicht benotigter Substrate sicherzustellen (ClpP2), ist davon auszugehen, dass
die deutlich préaferierte Bindung eines ClpP-Homologs durch ClpPaper eher kontraproduktiv ware.

Hypothetisches Modell des physioclogischen
ClpP1/ClpP2/Clp-ATPase-Komplex in Streptomyceten.
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Durch ADEP1 wird die Clp-ATPase von ClpP1 Ausreichende Mengen ClpP,pcp verschieben das Gleichgewicht

verdrangt und es kénnen zwei verschiedene hinzu einem funktionalen ClpP,,ep/ClpP2/Clp-ATPase-Komplex

Uberaktivierte Komplexe entstehen. und durch ClpP,pep detoxifiziertem ClpP1.

Abbildung 59: Hypothetisches Modell des Effekts von ADEP1 auf die ClpP-Komplexbildung in Streptomyces und des Gegeneffekts des
ADEP-resistenten ClpP-Homologs ClpPaper. Durch Verdrangung der Clp-ATPase von ClpP1 und anschlieBender Bindung an dieselben
Bindestellen bewirkt ADEP1 eine tddliche Uberaktivierung von ClpP1-Homotetradekamer- sowie ClpP1/ClpP2-
Heterotetradekamerkomplexen. In Anwesenheit von ClpPaper wird ClpP1 auf noch unbekannte Weise detoxifiziert und es entsteht
ein ADEP-resistenter, aber voll funktionaler ClpPaper/ClpP2/Clp-ATPase-Komplex, der den ClpP1/ClpP2/Clp-ATPase-Komplex ersetzt.
Eine spannende Frage bleibt an diese Stelle, wieso ClpP1 im ADEP-Produzenten S. hawaiiensis,
trotz seiner Toxizitat, weiterhin erhalten ist, da es in Anwesenheit von ClpPaper und ClpP2 auf der
Grundlage der bisherigen Erkenntnisse keinen offensichtlichen Nutzen mehr hat, sondern viel
mehr eine Schwachstelle gegen ADEP darstellt. In vorhergegangenen Studien mit einem
S. lividans Wildtyp-Stamm konnte bereits gezeigt werden, dass unter ADEP-Einfluss spontan
ADEP-resistente Mutanten auftreten, bei denen clpP1 durch Nonsense-Mutationen oder
Deletionen nicht mehr funktional war (Gominet et al., 2011). Bei den untersuchten Mutanten in
dieser von Gominet et al. durchgefiihrten Studie wurden Uberwiegend auch Downstream-Effekte
auf clpP2 beobachtet, so dass lediglich in einer von elf Mutanten weiterhin ein funktionales
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clpP2-Gen vorhanden war. Somit ware es moglich, dass solche spontanen Mutationen in clpP1
nicht so gezielt erfolgen kénnen, dass die Expression von clpP2 in jedem Fall ohne Downstream-
Effekte erfolgen kann. Dies wirde den Erhalt des vollstandigen clpP1clpP2-Operons begrinden,
da ein funktionales ClpP2 essentiell ist, um gemeinsam mit ClpPaper einen funktionalen, ADEP-
resistenten ClpP-Komplex zu bilden.

5.4 Ausblick

So wie die Suche nach neuen antibiotischen Wirkstoffen ist auch das Verstandnis von
Resistenzmechanismen unabdingbar, um der akuten Problematik der steigenden Zahlen von
multiresistenten Pathogenen Einhalt zu gebieten. Bei der Identifizierung und Annotierung des
ade-BGC aus S. hawaiiensis wurde ein clpP-Homolog als moglicher Resistenzfaktor gefunden, das
im Rahmen dieser Arbeit durch das Einbringen in verschiedene Streptomyces-Spezies als solcher
bestéatigt werden konnte.

Da S. hawaiiensis nicht genetisch manipulierbar war, gestaltet sich die Planung weiterer
Experimente und Projekte, die in vivo-Studien mit dem ADEP-Produzenten erfordern, sehr
schwierig. Die Regulation des ade-BGC und des Resistenzgens clpPaper bleiben offene Fragen und
kdnnten in Zukunft eventuell Gber weitere Experimente in einem heterologen Wirtsstamm oder
die Anwendung innovativer Techniken, wie CRISPR-Cas9 Genome Editing, welches in
Streptomyces bereits erfolgreich angewendet werden konnte (Cobb et al., 2015; Tong et al,,
2015; Yeo et al., 2019), beantwortet werden.

So wurde fir die Untersuchung des clpPaper-vermittelten Resistenzmechanismus der Weg der
heterologen Expression in S. lividans TK24 gewahlt. Flr diese Arbeiten wurde das Augenmerk
zundchst auf die physiologsiche ClpP-Maschinerie in diesem Stamm gelegt, um den Einfluss des
Resistenzgens im Anschluss aussagekraftig interpretieren zu kénnen.

In einer Reihe von in vivo-Experimenten, wie clpP-Knockout-Studien und anschlieRende
Komplementierungen, Bioassays und Western Blots, konnte bestatigt werden, dass der
physiologische ClpP-Komplex aus ClpP1 und ClpP2 besteht, von denen nur ClpP1 sensitiv
gegenlUber ADEP ist. Diese beiden ClpP-Homologe scheinen nur dann in der Lage zu sein einen
proteolytisch aktiven Komplex zu bilden, wenn beide zusammen anwesend sind und es durch
eine Interaktion zur Prozessierung kommt. Wahrend ClpP2 sich ohne ClpP1 teilprozessieren und
in Anwesenheit von katalytisch inaktivem ShClpP1Cat vollstéandig prozessieren konnte, zeigte sich
flr ClpP1, dass es in Abwesenheit von ClpP2 nicht prozessiert wird. ClpP2 schien aber nicht zum
Substratabbau befdhigt zu sein, da der Abbau natlrlicher Substrate bei der Kombination von
ClpP2 mit katalytisch inaktivem ShClpP1Cat zum Erliegen kam. Hier sollten in zuklnftigen
Experimenten durch ortsspezifische Mutagenese in c/pP1 und clpP2 von S. lividans TK24
Punktmutationen zum Verlust der Funktion der katalytischen Triade gesetzt werden und der
Effekt auf die Prozessierung sowie den Abbau natlrlicher Substrate Seite an Seite beobachtet
werden. Zu klaren ist, ob ClpP1 sich in Anwesenheit von katalytisch inaktivem ClpP2 (wie ClpP2
bei katalytisch inaktivem ClpP1) prozessieren kann und somit flr die Prozessierung beider ClpP-
Homologe bereits ein heteromerer Komplex gebildet werden muss. Ebenso sollte getestet
werden, ob der Komplex durch katalytisch inaktives ClpP2 in gleichem MaRe an proteolytischer
Aktivitat verliert, wie durch katalytisch inaktives ClpP1 oder ob der Abbau von natirlichen
Substraten weiterhin erfolgen kann.
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Durch die Einfiihrung von Mutationen der hydrophoben Clp-ATPase-Bindestellen in ShClpP1Hyp
wurde der PopR Verdau des ShCIpP1Hyp ClpP2lang-His Komplexes verhindert. Dies koénnte
entweder darauf hindeuten, dass die Interaktion zwischen S. hawaiiensis ClpP1 und S. lividans
ClpP2 nicht optimal verlief oder dass die Bindung einer oder mehrerer Clp-ATPasen an ClpP1
essentiell fur den Verdau von PopR ist. Mittels ortsspezifischer Mutagenese sollten diese
Mutationen gleichermalien in ClpP1 und ClpP2 von S. lividans TK24 eingefihrt werden (ClpP1Hyp
und ClpP2Hyp), um in Kombination mit einem nicht-mutierten Partnerhomolog den Effekt der
ausbleibenden Clp-ATPasen-Interaktion mit ClpP1 bzw. ClpP2 zu vergleichen. Die Kombination
der beiden modifizierten ClpP-Homologe sollte die Bindung jeglicher ATPasen unterbinden und
es moglich machen zu zeigen, ob die Prozessierung nur durch eine ClpP1/ClpP2-
Heterokomplexbildung, aber Clp-ATPase-unabhangig ablaufen kann. Durch die Erzeugung von
Knockouts der einzelnen Clp-ATPasen in Kombination mit ClpP1Hyp oder ClpP2Hyp kdnnten
RickschlUsse auf die Affinitatsunterschiede der ClpP-Homologe zu den verschiedenen ATPasen
gezogen werden. Hierbei ist zuberlcksichtigen, dass ClpC1 essentiell zu sein scheint und dies
moglicherweise auch fur andere ClpC-Proteine zutreffen konnte (Bellier and Mazodier, 2004).

Durch die konstitutive Expression des nahe des ade-BGC lokalisierten clpPaper-Gens in S. lividans
TK24, S. coelicolor A(3)2 und S. griseus Waksman konnte das clpP-Homolog als
speziesunabhdngig agierender Resistenzfaktor gegen ADEPs identifiziert werden. Wahrend der
kontrollierten Expression mittels eines tipA-Promotors wurde ersichtlich, dass die Starke der
Resistenz abhangig von der Konzentration des exprimierten ClpPaper ist und durch konstitutive
Expression eine Hochresistenz, vergleichbar mit der des ADEP-Produzentenstammes, erzielt
werden kann. Diese Konzentrationsabhéangigkeit ergibt sich héchstwahrscheinlich durch eine
Interaktion von ClpPaper mit ClpP1 und ClpP2, wodurch zum einen durch ADEP-Uberaktiviertes
ClpP1 detoxifiziert wird und aus ClpP2 und ClpPaper ein ADEP-resistenter ClpP-Komplex entsteht,
der alle physiologischen Funktionen Gbernehmen kann.

Bisherige Hinweise fur eine Interaktion von ClpP1 und ClpPapep liegen nur in Form der in einem
Bioassay ersichtlichen Aufhebung der ADEP-Sensitivitat von ClpP1 in Anwesenheit von ClpPapep
vor. In zukinftigen in vitro-Experimenten mit isolierten Proteinen sollte die Interaktion z. B. durch
isothermale Titrationskalorimetrie quantifiziert werden und die Bildung mdoglicher Oligomere
mittels entsprechender Methoden (Native PAGE, GréRenausschlusschromatographie)
nachgewiesen werden.

Die Ausbildung eines ClpPapep/ClpP2-Komplexes ist auf Grundlage der erzeugten Ergebnisse
nahezu eindeutig, aber analog zum ClpP1/ClpP2-Komplex muissen auch hier in zukinftigen in
vivo-Experimenten (ber die Einfilhrung von Mutationen in die hydrophoben Bindetaschen
(ClpPapepHyp) und die katalytische Triade (ClpPaperCat) Aussagen beziiglich der proteolytischen
Aktivitat der Partnerhomologe sowie zur Interaktion mit Clp-ATPasen getroffen werden.

Samtliche Erkenntnisse sollten sich im besten Fall in einem in vitro-System mit isolierten
Proteinen nachstellen und entstehende Protein-Komplexe hochauflésend darstellen lassen. Zu
Bedenken ist an dieser Stelle, dass in Streptomyceten eine Clp-Multigen-Familie vorliegt, deren
Komponenten vielzahlig und moglicherweise noch gar nicht alle bekannt sind. Es st
unwahrscheinlich, dass alle vier Clp-ATPasen (drei in S hawaiiensis) gleichermallen eine
Interaktion mit den drei hier untersuchten ClpP-Homologen eingehen und aullerdem ist bisher
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unbekannt, ob dazu weitere Faktoren wie das Adapterprotein ClpS oder Komponenten anderer

Art notwendig sind.

Doch gerade diese Vielseitigkeit macht die ClpP-Maschinerie in Streptomyceten zu einem
spannenden System und ClpPaper zU einem bisher einzigartigen Resistenzfaktor. Neben neuen
Erkenntnissen Uber ClpP-Proteine und ihre Interaktionen ermoglicht die Identifizierung von
ClpPapep auch die bioinformatisch unterstitzte Suche nach neuen Antibiotika, deren Biosynthese
einen durch ein c/lpP-Homolog vermittelten Schutzmechanismus erfordert, wie die in dieser
Arbeit vorgestellte ADEP-Biosynthese.
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6 Anhang
6.1 Weitere Western Blot-Analysen

6.1.1 Western Blot-Analysen von S. hawaiiensis-Zellextrakten

TSB YM-VE

Tag il 2 3 1 2 3

ClpP1

.. . 2Es

anti-P1

anti-P3

Abbildung 60: Western Blot mit S. hawaiiensis Zellextrakten nach Wachstum in TSB- oder YM-VE-Medium und Inkubation fir ein,
zwei oder drei Tage. Wahrend in beiden Medien an Tag 1 noch eine Verzogerung der ClpP1-Prozessierung und eine mutmaRlich
unprozessierte ClpP2-Bande sichtbar sind, ist die primédre Bande an Tag 2 und 3 prozessiertes ClpP1. S. hawaiiensis scheint in TSB-
Medium schneller die Absterbephase zu erreichen als in YM-VE-Medium (vgl. Abbildung 61). Obere Reihe: Detektion mit einem
primédren polyklonalen Hasen-anti-Streptomyces ClpP1-Antikorper (anti-P1), untere Reihe: Detektion mit einem primaren
polyklonalen Hasen-anti-Streptomyces ClpP3-Antikorper (anti-P3).
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LD .
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Abbildung 61: Western Blot mit S. hawaiiensis Zellextrakten nach Wachstum in YM-MilliQ-Medium fur bis zu 90 h. Wéahrend nach 24
h noch die unprozessierte ClpP1-Bande dominiert, verschiebt sich dies bereits nach 48 h deutlich zur prozessierten ClpP1-Bande,
welche nach drei Tagen fast nicht mehr detektierbar ist. Detektion mit einem primaren polyklonalen Hasen-anti-Streptomyces ClpP1-
Antikorper (anti-P1). Die Detektion mit einem primaren polyklonalen Hasen-anti-Streptomyces ClpP3-Antikérper wurde ebenfalls
durchgeflhrt, aber der Western Blot wird aufgrund des Ausbleibens eines Signals nicht gezeigt.

6.1.2 Induzierbare Expression von ClpPapep in S. lividans AclpP1

S. lividans AclpP1 plJ6902¢lpP ,pep

|_cipP2
ClpP3
anti-P1
ClpP3
-_— e e P
anti-P3
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Abbildung 62: Western Blot-Analyse von Zellextrakten von S. lividans AclpP1 pli6902clpPaper, die mit variierenden
Induktorkonzentrationen kultiviert wurden (0-10 pg/ml Thiostrepton). Obere Reihe: Detektion mit einem primaren polyklonalen
Hasen-anti-Streptomyces ClpP1-Antikorper (anti-P1), untere Reihe: Detektion mit einem primaren polyklonalen Hasen-anti-
Streptomyces ClpP3-Antikorper (anti-P3).
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6.1.3 Induzierbare Expression von ClpPapep und ClpPapep-His in S. lividans AclpP1
AclpP1
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Abbildung 63: Induzierte Expression von ClpPaper und ClpPaper-His in S. lividans AclpP1 (AclpP1). Zellextrakte wurden aus Kulturen
hergestellt, die fir zwei Tage ohne Induktor (-) oder mit 20 ug/ml Thiostrepton (+) angezogen wurden. Stdmme mit plJ6902 dienten
als Leervektorkontrolle. Obere Reihe: Die Detektion erfolgte mit einem primaren polyklonalen Hasen-anti-Streptomyces ClpP1-
Antikorper (anti-P1); untere Reihe: Die Detektion erfolgte mit einem priméaren polyklonalen Hasen-anti-Streptomyces ClpP3-
Antikorper (anti-P3). Die aufgetragene Proteinmenge pro Extrakt betrug 100 pg. Die Identitat der schwachen Bande auf Hohe von
ClpPaper* in den Proben pli6902 (-)/(+), Paoer (-) und Papee-His (-) wurde nicht bestimmt. Abgeleitet von der Laufhohe konnte es sich

dabei um ClpP4 handeln.

6.1.4 Prozessierungstabelle

Exprimierte
ClpP-Homologe
ClpP1kurz
ClpP2lang
ClpP2lang-His

ClpP1kurz, ClpP2lang
ClpP1kurz, ClpP2lang-His

ClpP1kurz, ClpP2kurz
ClpP1kurz

ShClpP1Cat
ShClpP1Cat, ClpP2lang

ShClpP1Cat, ClpP2lang-His
ShClpP1Hyp

ShClpP1Hyp, ClpP2lang
ShClpP1Hyp, ClpP2lang-His
ClpPapep

ClpPapep-His

CIpPlkurz, C|pPADEp
ClpP1kurz, ClpPapep-His

ClpP2lang, ClpPapep
ClpP2lang, ClpPapep-His
ClpP2kurz, ClpPapep

ClpP2kurz, ClpPapep-His

Detektion
von ClpP3
ja

nein

nein

Prozessierung Kommentar
ClpP1kurz nein

ClpP2lang nicht detektierbar
ClpP2lang-His Teilprozessierung
ClpP1kurz ja, ClpP2lang nicht
detektierbar

ClpP1kurz ja, ClpP2lang-His ja
ClpP1kurz unvollstandig, ClpP2kurz
ja

ClpP1kurz nein

ShClpP1Cat nein

ShClpP1Cat nein, ClpP2lang nicht
detektierbar

ShClpP1Cat nein, ClpP2lang-His
fast vollstandig

ShCIpP1Hyp unvollstandig
ShClpP1Hyp unvollstéandig,
ClpP2lang nicht detektierbar
ShCIpP1Hyp unvollsténdig,
ClpP2lang-His ja

ClpPapep nicht detektierbar
ClpPapep-His nein

ClpP1kurz nein, ClpPapep nicht
detektierbar

ClpP1kurz nein, ClpPapep-His nein
ClpP2lang nicht detektierbar,
ClpPapep nicht detektierbar
ClpP2lang nicht detektierbar,
CIpPADEp—Hisja

ClpP2kurz nicht detektierbar,
ClpPapep nicht detektierbar
ClpP2kurz nicht detektierbar,
ClpPapep-His unvollstandig

Kombination von
ClpP-Homologen
verschiedener
Streptomyces-Spezies

Kombination von
ClpP-Homologen
verschiedener
Streptomyces-Spezies
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ClpP2lang-His ja, ClpPapep nicht
ClpP2lang-His, ClpPapep teilweise detektierbar

ClpP1kurz unvollstandig, ClpP2lang

nicht detektierbar, ClpPapep nicht
ClpP1kurz, ClpP2lang, ClpPapep nein detektierbar

ClpP1kurz unvollstandig, ClpP2lang

nicht detektierbar, ClpPapgp-His
ClpP1kurz, ClpP2lang, ClpPapep-His nein unvollstandig

Tabelle 34: Funktionalititen von ClpP-Protein-Kombinationen. Der Ubersichtlichkeit halber wurde in dieser Tabelle
zusammengefasst, welche Funktionalitaten bei der Expression von verschiedenen ClpP-Homologen in S. lividans AclpP1P2 mittels
Western Blot detektiert werden konnten. Die Detektion von ClpP3 diente als Biomarker fur einen unvollstindigen oder
unterbundenen Abbau vom natlrlichen Substrat PopR und somit fir das Fehlen eines proteolytisch aktiven Komplexes. Im Western
Blot konnten auRerdem vollstandig prozessierte (,ja“) oder vollstandig unprozessierte (,,nein”) ClpP-Homologe detektiert werden.
,Unvollstandig” bescheibt das Vorhandensein der unprozessierten Form gemeinsam mit der prozessierten Form. ,Teilprozessierung”
beschreibt eine Prozessierung, die aber nicht der vollstandig prozessierten Form entspricht. Aufgrund der genutzten Antikérper
konnten verschiedene ClpP-Homologe und ihre Prozessierung unter bestimmten Bedingungen nicht detektiert werden (,nicht
detektierbar”).

6.2 Vektorkarten
6.2.1 Konstrukte basierend auf pET-Duet

Sph1 BamHI
\
\

_-Sacl
_~~_HindIII
7 -NotI

~T7 promoter

Restriktionsschnittstellen, die fir die Klonierung genutzt wurden, sind in der Sequenz mit
GroBbuchstaben und unterstrichen markiert.

ggggaattgtgagcggataacaattccectctagaaataattttgtttaactttaagaaggagatataccatgggcageagecatcaccatcatcaccacagecaggate
cgaattcgagctcggegegectgeaggtcgacAAGCTTgeggecgeataatgettaagtcgaacagaaagtaategtattgtacacggecgeataatcgaaattaat
acgactcactataggggaattgtgagcggataacaattccccatcttagtatattagttaagtataagaaggagatataCATATGgcagatctcaattggatateggee
ggccacgcgatcgetgacgteggtaccCTCGAGtctggtaaagaaaccgetgetgegaaatttgaacgecageacatggactegtctactagegeagcettaattaac
ctaggctgctgccaccgcetgagcaataactagcataaccecttggggectctaaacgggtcttgaggggttttttgectgaaaggaggaactatatccggattggegaatg
ggacgcgccctgtageggcegceattaagegeggegggtgtggtggttacgegeagegtgaccgetacacttgecagegecctagegececgctcectttegetttcetteectte
ctttctcgecacgttegeeggcetttecceegtcaagetctaaategggggcteectttagggttccgatttagtgetttacggeacctcgaccccaaaaaacttgattagggt
gatggttcacgtagtgggccatcgecctgatagacggtttttcgecctttgacgttggagtccacgttctttaatagtggactcttgttccaaactggaacaacactcaacc
ctatctcggtctattcttttgatttataagggattttgecgatttcggectattggttaaaaaatgagetgatttaacaaaaatttaacgcgaattttaacaaaatattaacgt
ttacaatttctggeggcacgatggeatgagattatcaaaaaggatcttcacctagatccttttaaattaaaaatgaagttttaaatcaatctaaagtatatatgagtaaact
tggtctgacagttaccaatgcttaatcagtgaggcacctatctcagegatcetgtctatttcgttcatccatagttgectgactcecccgtegtgtagataactacgatacggg
agggcttaccatctggecccagtgetgeaatgataccgegagacccacgetcaccggetccagatttatcagcaataaaccagecagecggaagggecgagegeaga
agtggtcctgeaactttatcecgectccatccagtctattaattgttgecgggaagetagagtaagtagttcgecagttaatagtttgegeaacgttgttg CCATTGetaca
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ggcatcgtggtgtcacgctegtegtttggtatggcettcattcagetccggttcccaacgatcaaggegagttacatgateccccatgttgtgcaaaaaageggttagetect
tcggtectccgategttgtcagaagtaagttggecgeagtgttatcactcatggttatggeageactgeataattctettactgtcatgecatccgtaagatgcttttctgtg
actggtgagtactcaaccaagtcattctgagaatagtgtatgeggegaccgagttgetettgeccggegtcaatacgggataataccgegecacatageagaactttaaa
agtgctcatcattggaaaacgttcttcggggegaaaactctcaaggatcttaccgetgttgagatccagttcgatgtaacccactegtgeacccaactgatcttcageatc
ttttactttcaccagegtttctgggtgagcaaaaacaggaaggcaaaatgecgcaaaaaagggaataagggegacacggaaatgttgaatactcatactettectttttce
aatcatgattgaagcatttatcagggttattgtctcatgagcggatacatatttgaatgtatttagaaaaataaacaaataggtcatgaccaaaatcccttaacgtgagttt
tegttccactgagegtcagaccccgtagaaaagatcaaaggatcttcttgagatectttttttctgegegtaatetgetgettgcaaacaaaaaaaccaccgctaccageg
gtggtttgtttgccggatcaagagctaccaactctttttccgaaggtaactggettcagcagagegeagataccaaatactgtecttctagtgtagecgtagttaggecac
cacttcaagaactctgtagcaccgcctacatacctegetctgetaatectgttaccagtggetgetgecagtggegataagtegtgtcttaccgggttggactcaagacga
tagttaccggataaggcgcageggtcgggctgaacggggggttcgtgeacacageccagettggagegaacgacctacaccgaactgagatacctacagegtgaget
atgagaaagcgccacgcttcccgaagggagaaaggeggacaggtatecggtaageggeagggtcggaacaggagagegeacgagggagettccagggggaaacg
cctggtatctttatagtcctgtegggtttcgecacctctgacttgagegtegatttttgtgatgetegtcaggggggeggagectatggaaaaacgecageaacgeggectt
tttacggttcctggecttttgetggecttttgetcacatgttctttectgegttatccectgattctgtggataaccgtattaccgectttgagtgagetgataccgetegeege
agccgaacgaccgagegeagegagtcagtgagegaggaageggaagagegectgatgeggtattttctecttacgeatetgtgeggtatttcacaccgeatatatggtg
cactctcagtacaatctgctctgatgecgcatagttaagcecagtatacactcegcetategetacgtgactgggtcatggetgegecccgacacccgecaacacccgetga
cgcgcecctgacgggcettgtetgetcceggeatecgettacagacaagetgtgaccgtctecgggagetgeatgtgtcagaggttttcaccgtcatcaccgaaacgegega
ggcagctgeggtaaagctcatcagegtggtegtgaagegattcacagatgtctgectgttcatccgegteccagetegttgagtttctccagaagegttaatgtetggcettet
gataaagcgggccatgttaagggeggttttttectgtttggtcactgatgectcegtgtaagggggatttctgttcatgggggtaatgataccgatgaaacgagagaggat
gctcacgatacgggttactgatgatgaacatgcccggttactggaacgttgtgagggtaaacaactggeggtatggatgeggegggaccagagaaaaatcactcaggg
tcaatgccagegcttcgttaatacagatgtaggtgttccacagggtageccageageatectgegatgeagatccggaacataatggtgeagggegetgacttecgegttt
ccagactttacgaaacacggaaaccgaagaccattcatgttgttgctcaggtcgcagacgttttgcagcageagtegcettcacgttegetegegtateggtgatteattct
gctaaccagtaaggcaaccccgcecagectagecgggtectcaacgacaggagcacgatcatgetagtcatgececegegeccaccggaaggagetgactgggttgaag
gctctcaagggcatcggtcgagatcccggtgectaatgagtgagcetaacttacattaattgegttgegetcactgeccgcetttccagtcgggaaacctgtegtgecagetg
cattaatgaatcggccaacgcgeggggagaggeggtttgegtattgggegecagggtggtttttcttttcaccagtgagacgggcaacagetgattgeccttcaccgect
ggccctgagagagttgcagcaageggtccacgetggtttgecccagcaggegaaaatectgtttgatggtggttaacggegggatataacatgagcetgtettcggtateg
tcgtatcccactaccgagatgtccgecaccaacgegeageccggacteggtaatggegegeattgegeccagegecatetgategttggeaaccageategeagtggga
acgatgccctcattcagcatttgcatggtttgttgaaaaccggacatggcactccagtcgecttcecegtteccgetatcggetgaatttgattgegagtgagatatttatgece
agccagccagacgcagacgegecgagacagaacttaatgggeecgctaacagegegatttgetggtgacccaatgegaccagatgcetccacgeccagtegegtaccg
tcttcatgggagaaaataatactgttgatgggtgtctggtcagagacatcaagaaataacgecggaacattagtgcaggeagcettccacageaatggeatectggteat
ccagcggatagttaatgatcagcccactgacgegttgegegagaagattgtgcaccgecgctttacaggettcgacgecgcttegttctaccatcgacaccaccacgcetg
gcacccagttgatcggegegagatttaatcgecgegacaatttgegacggegegtgcagggecagactggaggtggcaacgecaatcagcaacgactgtttgeccgece
agttgttgtgccacgeggttgggaatgtaattcagetecgecategeegcettecactttttccegegttttcgecagaaacgtggetggectggttcaccacgegggaaacg
gtctgataagagacaccggcatactctgegacatcgtataacgttactggtttcacattcaccaccctgaattgactctcttccgggegcetatcatgecataccgegaaag
gttttgcgecattegatggtgtecgggatctegacgetcteecttatgegactectgeattaggaagcageccagtagtaggttgaggecgttgageacecgecgecgeaa
ggaatggtgcatgcaaggagatggcgeccaacagtceccccggecacggggectgecaccatacccacgecgaaacaagegctcatgageccgaagtggegageeeg
atcttccccatcggtgatgtcggegatataggegecagcaaccgceacctgtggegecggtgatgecggecacgatgegtecggegtagaggatcgagategatctegat
cccgcgaaattaatacgactcactata

6.2.1.1 pET-Duet_Adel
Das Insert adel wurde mit den Primern MtbH_for-Nco und MtbH_rev-Hind amplifiziert und Gber
die Restriktionsschnittstellen Ncol und Hindlll in pET-Duet kloniert.

CCATGGgtgactatcgtgtccaatccctttgaggacaacgacagegaatacctggegcettgtcaacgacgaaggacaatactcactctggeeegegtacateggegte
cctgagggatggcatgtagegcaccagaaggctggecgtcaggtctgectggaatacattgaggegeaatggacggacatgegteecccggagecttgeccaageggte
acgcaggccacgacggcaactcagtagAAGCTT

6.2.1.2 pET-Duet Adel HisA3
Das Insert HisA3 wurde mit den Primern A-Domain_for-His und A-Domain_rev1-Xho amplifiziert
und Uber die Restriktionsschnittstellen Ndel und Xhol in pET-Duet_Adel kloniert.

CATATGcatcatcatcatcatcatgatccgggtgtgcgggteggtgeggtggagetgetgteggeggacgagegtgeccagatcatcgaggetcggaatgecacega
ccgggaggtgategteccgagegtgctcteggaggegttcgaggegeaggtgegggtgacgecggecgggstggeggtggtgtgtgacgaggtegaggtttegtatge
ggagttgaatgagegggcgaateggctggegeggttactagtigegeggggtacgggaccagagegsttaggtgggactagctaticegeggteggtagagttgstasts
geggtectggeggtgttgaaggecggggcggcgtatetgecgttggatgtggagtatecgegegageggttggegttcatggtgggggatgeggegecggtgttgetggt
gtccaccgaggeggtggtggeeggegtgccgggggatgtggagegggtgctgcetggacgatecggeggtgctggaggagetggecggtetgeecgegggegatgteg
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agtctggtgagcggctgggtgtggtggggccgeagtegecggegtatgtgatctacacgtecggttccaccggeacacccaagggegtggtgatgacggtggaggege
tggccaatctgattgettggeatgtggegacgatcggggeggggecggaggegteggtggegeagttcacggegatcagtttcgatgtgtcggegeaggagattetgga
gacgctggggtcgggtaagegtctggtggttccggatgetgatgtgeggegggacgeggegeggttegtecggtggetggaggagtatcgaatcacggaactgtacge
gccgaacgtcatggtggaageggtcetgegaagecgegetcgaacaacaccgeacccttccecgecctecaccacatcggecaggecggtgaageactgegactgagtte
cgeggtgcaggactttttctcegeatectcegaccgecgeatgeacaaccactacggecccgetgagacgeacgtegtcacggetcactecctgteggacgatgtgacgg
gatggcgggcgacggctcegattggtcggecgatttggaatacgegggtgtatgtgetggatgecgggetggegeeggtgecggtgggtattgegggtgagttgtacate
gcgggegeegecectggeecgeggetaccacgaccgtectggtetgacggeggageggtttgtggegaateegttcactectggtgageggatgtategeactggggate
tggtgcggtggaatgeecgagggtgagetggagtatetgggecgggecgactcccaggtgaaggtgeggggtttccggategagetgggtgaggtcgagacggtgetgg
ctggceggeeggaggttggecaggeggeggtgatggtgegtgaggaccgteccggtgatcagegeategtggectatgtggtgecgggtgeggggcgtgtegtggatg
agegtgtgctgegtgggegtcetgtcggaggtgttgecggagtacatggtgecgteggeggtggtggtgctggacgegetgecgttgacgeccageggcaaggtggaceg
gegggecctteecgegeecgttatcgacactgagtectegggeegaggeecceggacaccccaggaggagatectcetgeggagtgttegeegatgtectgggagtttec
agggtcgattgaCTCGAG

6.2.1.3 pET-Duet Adel HisA6
Das Insert HisA6 wurde mit den Primern A-Domain_for-His und A-Domain_rev2-Xho
amplifiziert und Uber die Restriktionsschnittstellen Ndel und Xhol in pET-Duet_Adel kloniert.

CATATGcatcatcatcatcatcatgatccgggtgtgegggteggtgeggtggagetgetgteggeggacgagegtgeccagatcatcgaggeteggaatgecaccga
ccgggaggtgatcgtccecgagegtgetcteggaggegttcgaggegeaggtgegggtgacgecggecggggtggeggtggtgtgtgacgaggtegaggtttegtatge
ggagttgaatgagcgggegaateggcetggegeggttgetggtigegeggggtgeggggccggageggtiggtggggctggctgticegeggteggtggagttggtggty
geggtectggeggtgttgaaggeecggggeggegtatctgecgttggatgtggagtatccgegegageggttggegttcatggtgggggatgeggegeeggtgttgetggt
gtccaccgaggeggtggtggecggegtgecgggggatgtggagegggtgctgetggacgateecggeggtgctggaggagetggeeggtetgeccgegggegatgteg
agtctggtgagceggctgggtgtggtggggccgeagtegecggegtatgtgatctacacgteeggttccaccggcacacccaagggegtggtgatgacggtggaggegce
tggccaatctgattgcttggeatgtggegacgatcggggeggggecggaggegteggtggegeagttcacggegatcagtttcgatgtgtcggegeaggagattetgga
gacgctggggtcgggtaagegtctggtggttccggatgetgatgtgeggegggacgeggegeggttcgtecggtggetggaggagtatcgaatcacggaactgtacge
gccgaacgtcatggtggaageggtctgegaagecgegetcgaacaacaccgeacccttceegecctccaccacatcggecaaggeggggaggcetcetggggetcacce
ctgecgtgegegagttcatcacggcetgageccggtegtcggetccacaaccactacggaccttccgagacccatctggtcacggeccattecctgtcggacgatgtgacg
ggatggcgggcgacggcetecgattggteggecgatttggaacacgegggtgtatgtgetggatgecgggetggegeeggtgecggtgggtgttgegggtgagttgtaca
tcgegggegecegecectggeccgeggcetaccacgaccgtectggtctgacggeggageggtttgtggegaatecgttcactectggtgageggatgtatcgeactgggga
tctggtgeggtggaatgecgagggtgagetggagtatetgggecgggecgacteccaggtgaaggtgeggggcatacgegtcgaactaggegagategaggeggtect
cgctggecaccccgacgtcgeccaggeagecgtggeattgegegetgagggeccgggeggtggacgeeccgteggatacgtegtecctgtgtegggetgegacgtgga
cgttcecggegetgegceacttacctggecggegegttgecggagcacatgatgecgtecgegatcgtgatgetggacgecttgecgttgacacctageggeaaggtggac
cggegggceccttectgegececgttatcgacactgagtectecgggecgaggeccceggacaccccaggaggagatectetgeggegtgttcgecgaaatettggggatgt
ccecgggtegattgaCTCGAG

6.2.2 Konstrukte basierend auf plJ6902

EcoRI
KpnI

~BamHI
Xbal
——Ndel

~—lambda t0 terminator
— Mi3rey
S

~~_llac promoter

AP binding site

NcoI.

pI1J6902
7340 bp

EcoRV

115



(Huang et al., 2005)

Restriktionsschnittstellen, die fir die Klonierung genutzt wurden, sind in der Sequenz mit
GrolBbuchstaben und unterstrichen markiert.

gatcagccecgeaaaageggectttgactccctgcaagectcagegaccgaatatateggttatgegtgggegatggttgttgtcattgtcggegeaactateggtatea
agctgtttaagaaattcacctcgaaagcaagctgataaaccgatacaattaaaggctecttttggagectttttttttggagattttcaacgtgaaaaaattattattegea
attcctttagttgttectttctattctcactccgetgaaactgttgaaagttgtttagcaaaacctcatacagaaaattcatttactaacgtctggaaagacgacaaaacttt
agatctggggaattcgagctcggtacccgg GGATCCtctagagtcgacctgeaggeatgcaagctt CATATGtecgceteccttetetgacgecgtccacgetgecte

ctcacgtgacgtgaggtgcaageccggacgttccgegtgecacgeegtgageegeegegtgecgteggetecctcageccagateececcgatecggtecagtaatgacct
cagaactccatctggatttgttcagaacgctcggttgeecgecgggegttttttattggtgatcaattcgtaatcatgtcatagetgtttectgtgtgaaattgttatecgcetca
caattccacacaacatacgagccggaagcataaagtgtaaagectggggtgectaatgagtgagctaactcacattaattgegttgegetcactgeccgcetttccagteg
ggaaacctgtcgtgccagctgeattaatgaatcggecaacgegeggggagaggeggtttgegtattgggegcetcttecgettectegetcactgactegetgegceteggte
gttcggcetgeggegageggtatcagetcactcaaaggeggtaatacggttatccacagaatcaggggataacgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggecageaaa
aggccaggaaccgtaaaaaggecgegttgetggegtttttccataggetccgeccccctgacgagcatcacaaaaatcgacgctcaagtcagaggtggcgaaacccga
caggactataaagataccaggcgtttcccecctggaagcteectegtgegcetctectgttccgaccetgecgettaccggatacctgtecgectttcteccttecgggaagegt
ggcgctttctcatagetcacgetgtaggtatctcagttcggtgtaggtegttcgetccaagetgggetgtgtgecacgaacceeecgttcageccgaccgetgegecttatec
ggtaactatcgtcttgagtccaacccggtaagacacgacttatcgecactggcagcagecactggtaacaggattagcagagegaggtatgtaggeggtgcetacagagt
tcttgaagtggtggectaactacggctacactagaagaacagtatttggtatctgegetctgetgaagecagttaccttcggaaaaagagttggtagcetcettgatecggea
aacaaaccaccgctggtageggtggtttttttgtttgcaagcagcagattacgcgcagaaaaaaaggatctcaagaagatcectttgatcttttctacggggtctgacgctc
agtggaacgaaaactcacgttaagggattttggtcatgagattatcaaaaaggatcttcacctagatcecttttggttcatgtgcagctccatcagcaaaaggggatgata
agtttatcaccaccgactatttgcaacagtgccgttgatcgtgcetatgatcgactgatgtcatcageggtggagtgcaatgtegtgeaatacgaatggegaaaagecgag
ctcatcggtcagcttctcaaccttggggttacccceggeggtgtgetgetggtccacagetecttecgtagegteeggeccctcgaagatgggecacttggactgatcgag
gcectgegtgetgegetgggtecgggagggacgcetegtcatgecctegtggtcaggtetggacgacgagecgttcgatectgecacgtegeccgttacaccggaccttgg
agttgtctctgacacattctggegectgecaaatgtaaagegeagegeccatecatttgectttgeggeageggggecacaggeagageagatcatctetgatecattge
ccctgecacctcactcgectgecaageccggtegeccgtgtccatgaactcgatgggeaggtacttctectcggegtgggacacgatgecaacacgacgcetgeatcettgec
gagttgatggcaaaggttccctatggggtgecgagacactgeaccattcttcaggatggeaagtiggtacgegtegattatctcgagaatgaccactgetgtgagegcettt
gccttggeggacaggtggctcaaggagaagagecttcagaaggaaggtccagteggtcatgectttgeteggttgatcecgeteccgegacattgtggegacageectgg
gtcaactgggccgagatccgttgatcttectgeatccgecagaggegggatgegaagaatgegatgecgetcgecagtegattggetgagetcatgageggagaacga
gatgacgttggaggggcaaggtcgegetgattgetggggcaacacgtggageggatcggggattgtcetttcttcagetcgetgatgatatgetgacgetcaatgecgttt
ggcctecgactaacgaaaatcecgeatttggacggetgatcegattggeacggeggacggegaatggeggageagacgetegteccgggggeaatgagatatgaaaaa
gcctgaactcaccgegacgtatcgggecctggecagetagcaggegaatacttcatatatgeggggatcgaccgegegggtcccggacggggaagageggggagcttt
gccagagagcgacgacttcececttgegttggtgattgecggtcagggeagecatecgecategtegegtagggtgtcacaccccaggaategegtcactgaacacagea
gccggtaggacgaccatgactgagttggacaccatcgcaaatccgtecgatecegeggtgecageggatcatcgatgtcaccaagecgtcgegatccaacataaagaca
acgttgatcgaggacgtcgageccctcatgcacageatcgeggecggggtggagttcatcgaggtctacggecagegacageagtcecttttccatctgagttgetggatcet
gtgcgggeggragaacataccggtecgectcategactectcgategtcaaccagttgttcaagggggageggaaggccaagacatteggeategecegegtececteg
cccggecaggttcggegatatcgegagecggegtggggacgtegtegttctcgacggggtgaagategtcgggaacatcggegegatagtacgcacgtegetegegcet
cggagcgtcggggatcatcctggtcgacagtgacatcaccagcatcgeggaccggegtctccaaagggecagecgaggttacgtcttctecctteeegtegttcetctecg
gtcgecgaggaggccategecttcattcgggacageggtatgeagetgatgacgetcaaggeggatggegacatttccgtgaaggaactcggggacaatecggategge
tggccttgetgttcggecagegaaaagggtgggccttccgacctgttcgaggaggegtcttcegecteggtttccatecccatgatgagecagaccgagtctctcaacgttt
ccgtttcecteggaatcgegetgecacgagaggatcgacaggaatctegeggecaaccgataagegectetgttecteggacgeteggttectgetagetagagtegacct
gcaggtcceceggggateggtcttgecttgetegteggtgatgtacttcaccagetcecgegaagtegcetcttcttgatggagegeatggggacgtgettggeaatcacgege
accccccggecgttttageggcetaaaaaagtcatggetcetgecctegggeggaccacgeccatcatgaccttgecaagetegtectgettctettegatettcgecageag
ggcgaggatcgtggeatcaccgaaccgegeegtgegegggtegteggtgagecagagtttcagcaggecgeccaggeggeccaggtegecattgatgegggecaget
cgcggacgtgctcatagtccacgacgeccgtgattttgtageecctggecgacggecageaggtaggecgacaggcetcatgeecggecgecgecgecttttectcaateget
cttcgttcgtctggaaggcagtacaccttgataggtgggetgeccttectggttggettggtttcatcagecatecgcettgecectcatctgttacgecggeggtageeggec
agcctcgeagagcaggatteccgttgageaccgecaggtgegaataagggacagtgaagaaggaacaccegetcgegggtgggectacttcacctatectgeecgget
gacgccgttggatacaccaaggaaagtctacacgaaccctttggcaaaatcctgtatatcgtgcgaaaaaggatggatataccgaaaaaategetataatgaccecga
agcagggttatgcagcggaaaagatcecgtcgacctgeaggeatgcaagcetctagegattccagacgtcccgaaggegtggegeggcttececegtgeeggageaatege
cctgggtgggttacacgacgcccctctatggeccgtactgacggacacaccgaagecccggeggcaaccctcageggatgeceeggggcttcacgttttcccaggtcag
aagcggttttcgggagtagtgecccaactggggtaacctttgagttctctcagtigggggegtagggtcgecgacatgacacaaggggttgtgaccggggtggacacgt
acgcgggtgcttacgaccgtcagtcgegegagegegaaaattcgagegcageaageccagegacacagegtagegccaacgaagacaaggeggecgaccttcageg
cgaagtcgagegegacgggggecggttcaggttcgtegggeatttcagegaagegecgggeacgteggegttcgggacggeggagegeccggagttcgaacgceatec
tgaacgaatgccgegeegggeggctcaacatgateattgtctatgacgtgtegegettctegegectgaaggtcatggacgegatteegattgtcteggaattgetegecec
tgggcgtgacgattgtttccactcaggaaggegtcttccggeagggaaacgtcatggacctgattcacctgattatgeggetegacgegtcgeacaaagaatcttegetg
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aagtcggcgaagattctcgacacgaagaaccttcagegegaattgggegggtacgtcggegggaaggegecttacggettcgagettgtttcggagacgaaggagatc
acgcgcaacggecgaatggtcaatgtegtcatcaacaagcettgegeactcgaccactececttaccggacccttegagttcgageccgacgtaateeggtggtggtggc

gtgagatcaagacgcacaaacaccttcecttcaagecgggeagtcaagecgecattcaccegggeageatcacggggctttgtaagegeatggacgetgacgeegtge
cgacccggggegagacgattgggaagaagaccgcttcaagegectgggacccggcaaccgttatgegaatecttcgggaccegegtattgegggettegeegetgagg
tgatctacaagaagaagccggacggcacgecgaccacgaagattgagggttaccgeattcagegegaccegatcacgetecggecggtegagettgattgeggacceg

atcatcgagcccgctgagtggtatgagcttcaggegtggttggacggcagggggegeggcaaggggcttitccegggggeaagecattetgtecgecatggacaagetg

tactgcgagtgtggegeegtcatgacttcgaagegeggggaagaatcgatcaaggactcttaccgetgecgtcgecggaaggtggtegaccegtecgeacctgggeag

cacgaaggcacgtgcaacgtcagcatggeggeactcgacaagttcgttgeggaacgeatcttcaacaagatcaggeacgecgaaggegacgaagagacgttggegct
tctgtgggaagecgeccgacgceticggeaagetcactgaggegectgagaagageggegaacgggegaacctigttgeggagegegecgacgecectgaacgeccttg

aagagctgtacgaagaccgegeggcaggegegtacgacggaccegttggraggaagceacttccggaagcaacaggeagegetgacgetccggeagcaaggggces

aagagcggcttgecgaacttgaageecgecgaagecccgaagettececttgaccaatggttccccgaagacgecgacgetgaccegaccggecctaagtegtggtggg
ggcgegegtcagtagacgacaagegegtgttcgtegggetcttcgtagacaagategttgtcacgaagtcgactacgggragggggcagggaacgeccatcgagaag

cgegcttcgatcacgtgggegaagecgecgaccgacgacgacgaagacgacgeccaggacggeacggaagacgtageggegtagegagacaccegggaagectga
tctacgtctgtcgagaagtttctgatcgaaaagttcgacagegtctccgacctgatgeagetctcggagggegaagaatctegtgcetttcagettcgatgtaggagggcegt
ggatatgtcctgegggtaaatagetgegecgatggtttctacaaagategttatgtttatcggeactttgeateggeegegeteecgattccggaagtgettgacattgggg
aatttatgcggtgtgaaataccgcacagatgegtaaggagaaaataccgeatcaggegecattcgecattcaggetgegceaactgttgggaagggegateggtgeggg
cctcttegcetattacgccagetggegaaagggggatgtgctgcaaggegattaagttgggtaacgcecagggttttcccagtcacgacgttgtaaaacgacggecagtge

caagcttgggctgcaggtcgactctag

6.2.2.1 pll6902clpPaper
Das Insert clpPaper wurde mit den Primern pGM_Nde und pSET_BamHI amplifiziert und tber die
Restriktionsschnittstellen Ndel und BamHI in plJ6902 kloniert.

GGATCCctacttcgctgecccgatattgecaggaacggtageggctacatattcaaccctgteggegaggecgtactegactgettegtcageggagaaccacctgte
gcggtctgaatcccgcttaatctectcgacagtecgtecggtgtgetgagecgtgatgtcaatcatgegcetttttgacacgaatgagtcgetcggeatgaatcttgatgtca
ctggcagagccgecgagaccggcagagggctggtgeatgaggatttccgeatgaggeagaacgatgegettgectggggtgeccgeagtcaggaggaattggececat
cgaggctgeggtccccatcgctactgtgactacatcgttctcgatgtagttcatggtgtcgtagatagecattcccgeggtgacggacccacccggtgagttgatataaag
gctgatgtcgegaggggaatctectgecaacagaageagttgegageaaategeattgettceggegteategacctettgacccageataataatacgetegtecatga
ggcgatgcattacctggtegttcaggttccaccgtgatgegecgagggtgegaccegtcagttecttaatgtcctt CATATG

6.2.2.2  pll6902clpPaper-His
Das Insert clpPaper-His wurde mit den Primern Nde_clpPA for und BamHI_clpPA-His_rev
amplifiziert und Uber die Restriktionsschnittstellen Ndel und BamHl in pl16902 kloniert.

GGATCCctaatgatgatgatgatgatgcttcgetgecccgatattgeccaggaacggtageggcetacatattcaaccctgtcggegaggecgtactegactgettegtea
gcggagaaccacctgtcgeggtctgaatcecgcettaatcetectcgacagtecgtecggtgtgetgagecgtgatgtcaatcatgegcetttttgacacgaatgagtegeteg
gcatgaatcttgatgtcactggcagagcecgecgagaccggeagagggctggtgcatgaggatttccgeatgaggcagaacgatgegettgectggggtgeccgeagte
aggaggaattggcccatcgaggctgeggtecccatecgetactgtgactacategttctcgatgtagttcatggtgtegtagatagecattceccgeggtgacggacccacc
cggtgagttgatataaaggctgatgtcgegaggggaatctectgecaacagaageagttgegagcaaategeattgettceggegtcategacctettgacccageata
ataatacgctcgtccatgaggegatgeattacctggtegttcaggticcaccgtgatgegecgagggtgcgaccegtcagttecttaatgtcctt CATATG

6.2.2.3 pll6902PROL
Das Insert si-adeA wurde mit den Primern PROL_Gibs_for und PROL_Gibs_rev amplifiziert und
mittels Gibson Assembly in plJ6902 kloniert.

CATATGcagtggtggtggtggtggtgcgeatgeatctcggeaggagaaaaggeccccgggacgaggacgaacccategeggtcatactgatecageacgcetttttge
cagctgcacgcaatccccctaattgggaaaatcgaaataactgeactgcaggeaccaccaccaccaccactgCATATG

6.2.2.4  plJ6902NRPS
Das Insert si-adeG wurde mit den Primern NRPSneu Fwd und NRPSneu Rev amplifiziert und
mittels Gibson Assembly in plJ6902 kloniert.

CATATGcagtggtggtggtggtggtgcgeatgeccacacttegegetgagecgaggacaatggeaggacaattecgeggeggecactggacaacgtaatgeteecgt
cttcacgcattttgaaccagctgttgagaagegcagacagegeattcagatggtctgeaggeaccaccaccaccaccactgCATATG
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6.2.3 Konstrukte basierend auf pSET152ermE*AHindlll

HindIII

~lac operator]

—CAP binding site

Pcil

pSET152ermE*AHIndIII
6037 bp

Restriktionsschnittstellen, die flr die Klonierung genutzt wurden, sind in der Sequenz mit
GrolBbuchstaben und unterstrichen markiert.

atctacgtctgtcgagaagtttctgatcgaaaagttcgacagegtctccgacctgatgeagcetctcgcagggegaagaatctegtgetttcagettcgatgtaggaggge
gtggatatgtcctgegggtaaatagetgegecgatggtttctacaaagatcegttatgttgatcggeactttgecatcggecgegetcecgattcecggaagtgettgacattgg
ggaatttatgcggtgtgaaataccgcacagatgegtaaggagaaaataccgeatcaggegecattegecattcaggetgegeaactgttgggaagggegateggtecg
ggcctcttegetattacgecagetggegaaagggggatgtgetgcaaggegattaagttgggtaacgecagggttttcccagtcacgacgttgtaaaacgacggecagt
gccaagcetcgggcetgeaggtegactctagaactagt GGATCCeccgggcetgeaggaattcgatatcAAGCT Tategataccgtegatectaccaaccggeacgatt

gtgcccacaacagcatcgeggtgecacgtgtggaccgegteggtcagatecteeccgeacctcetegecagecgtcaagatcgaccgegtgeacctgegategecgatcea
accgcgactagcatcgggcegcaagcecgcecactcgaacggacactcgeatggacgtecccttectggacctgcaagecgegtacctecgaacteeggtecgacatcgacc

aggcgtgeeggegegtgetegggtegggctggacctcgagggggggeccggtacaattegtaatcatgtcatagetgtttectgtgtgaaattgttatccgetcacaatte
cacacaacatacgagccggaagcataaagtgtaaagectggggtgectaatgagtgagetaactcacattaattgegttgegetcactgeecgetttccagtegggaaa

cctgtcgtgecagcetgeattaatgaatcggecaacgegeggggagaggeggtttgegtattgggegetcettecgcettectecgetcactgactegetgegeteggtegtteg

gctgeggegageggtatcagetcactcaaaggeggtaatacggttatccacagaatcaggggataacgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggecagcaaaaggec
aggaaccgtaaaaaggcecegegttgetggegtttttccataggetccgeccccectgacgageatcacaaaaatcgacgctcaagtcagaggtggegaaacccgacagga
Ctataaagataccaggcgtttccecctggaagcetecctegtgegetctectgttccgaccctgecgcettaccggatacctgtecgecttteteccttcgggaagegtggegce
tttctcatagcetcacgetgtaggtatctcagttcggtgtaggtegttegetccaagetgggetgtgtgecacgaaccccccgttcageccgaccgetgegecttateeggtaa
ctatcgtcttgagtccaacccggtaagacacgacttatcgccactggecagcagecactggtaacaggattagcagagcegaggtatgtaggeggtgctacagagttettg

aagtggtggcctaactacggctacactagaagaacagtatttggtatctgegetctgetgaagecagttaccttcggaaaaagagttggtagetcttgatccggeaaaca
aaccaccgctggtageggtggtttttttgtttgcaagcagcagattacgcgcagaaaaaaaggatctcaagaagatectttgatcttttctacggggtctgacgetcagtg
gaacgaaaactcacgttaagggattttggtcatgagattatcaaaaaggatcttcacctagatcecttttggttcatgtgcagcetccatcagcaaaaggggatgataagttt
atcaccaccgactatttgcaacagtgecgttgatcgtgctatgatcgactgatgtcatcageggtggagtgcaatgtegtgcaatacgaatggegaaaagecgagcetcat
cggtcagcttctcaaccttggggttaccceeggeggtgtgetgetggtecacagetecttecgtagegteeggecectcgaagatgggecacttggactgategaggeect
gegtgetgegetgggtccgggagggacgetegtcatgeectegtggtcaggtetggacgacgagecgttcgatectgecacgtegeccgttacaccggaccttggagttg
tctctgacacattctggegectgecaaatgtaaagegeagegeccatecatttgectttgeggeageggggccacaggeagageagatcatetetgatecattgeeectg

ccacctcactcgectgcaageccggtegeecgtgtecatgaactcgatgggeaggtacttctectcggegtgggacacgatgecaacacgacgetgeatcttgecgagtt
gatggcaaaggttccctatggggtgecgagacactgcaccattcttcaggatggcaagttggtacgegtcgattatctcgagaatgaccactgetgtgagegetttgectt
ggcggacaggtggctcaaggagaagagecttcagaaggaaggtccagteggtcatgectttgeteggttgateecgeteccgegacattgtggegacagecctgggtcaa
ctgggccgagatccgttgatcttcctgeatccgecagaggegggatgegaagaatgegatgeegetcgecagtegattggetgagetcatgageggagaacgagatga

cgttggaggggcaaggtcgegcetgattgetggggcaacacgtggageggatcggggattgtctttcttcagetcgetgatgatatgetgacgcetcaatgecegtttggectce
cgactaacgaaaatcccgcatttggacggetgatccgattggeacggeggacggegaatggeggageagacgetegtecgggggcaatgagatatgaaaaagectga
actcaccgcgacgtatcgggcecctggecagecagctagagtcgacctgeaggtececggggateggtcettgecttgetegteggtgatgtacttcaccagetccgegaag
tcgetcttcttgatggagegeatggggacgtgettggcaatcacgegeaccecccggecgttttageggctaaaaaagtcatggetetgecctegggeggaccacgecca
tcatgaccttgccaagctegtectgcettctettegatcttcgecageagggegaggategtggeatcaccgaaccgegecgtgegegggtegteggtgagecagagttte

agcaggccgeccaggeggeccaggtcgecattgatgegggecagetegeggacgtgetcatagtccacgacgeccgtgattttgtagecctggecgacggecageagg
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taggccgacaggctcatgecggeegecgecgecttttcctcaategetcttegttegtctggaaggeagtacaccttgataggtgggetgeccttectggtiggettggtttc
atcagccatccgcettgecctceatctgttacgeecggeggtagecggecagectegecagageaggatteccgttgageaccgecaggtgegaataagggacagtgaagaa
ggaacacccgctcgegggtgggectacttcacctatectgeccggetgacgecgttggatacaccaaggaaagtctacacgaaccctttggcaaaatectgtatategtg
cgaaaaaggatggatataccgaaaaaatcgctataatgaccccgaageagggttatgcageggaaaagatecgtegacctgeaggeatgeaagetctagegatteca
gacgtcccgaaggegtggegeggcttcccegtgecggageaategecctgggtgggttacacgacgeccectctatggecegtactgacggacacaccgaageccegge
ggcaaccctcageggatgecceggggcttcacgttttcccaggtcagaageggttttcgggagtagtgecccaactggggtaacctttgagttctctcagttgggggegt
agggtcgecgacatgacacaaggggtigtgaccggggtggacacgtacgegggtgcttacgaccgtcagtcgegegagegegaaaattcgagegcagcaageccage
gacacagcgtagcgccaacgaagacaaggeggecgaccttcagegegaagtcgagegegacgggggecggttcaggttcgtegggeatttcagegaagegeeggge
acgtcggegttcgggacggeggagegeccggagttcgaacgeatectgaacgaatgecgegecgggeggcetcaacatgateattgtcetatgacgtgtegegettetege
gcctgaaggtcatggacgcegattccgattgtcteggaattgetegecctgggegtgacgattgtttccactcaggaaggegtcttccggecagggaaacgtcatggacctg
attcacctgattatgcggctcgacgegtcgecacaaagaatcttegetgaagtcggegaagattctcgacacgaagaaccttcagegegaattgggegggtacgteggeg
ggaaggcgcecttacggettcgagettgtttcggagacgaaggagatcacgegeaacggecgaatggtcaatgtegtcatcaacaagetcgegeactegaccacteecct
taccggacccttcgagttcgageccgacgtaatecggtggtggtggegtgagatcaagacgcacaaacacctteccttcaageegggeagtcaagecgecattcaceeg
ggcagcatcacggggctttgtaagegeatggacgetgacgecgtgecgacceggggegagacgattgggaagaagaccgettcaagegectgggacccggceaaccegt
tatgcgaatccttcgggacccgegtattgegggcttegecgetgaggtgatctacaagaagaagecggacggcacgecgaccacgaagattgagggttaccgeattca
gcgegacccgatcacgcteeggecggtcgagcttgattgeggaccgatcatcgageccgetgagtggtatgagettcaggegtggttggacggeagggggegeggeaa
ggggctttcccgggggraagecattetgtecgecatggacaagetgtactgegagtgtggegecgtcatgacttcgaagegeggggaagaatcgatcaaggactcttac
cgctgeegtegecggaaggtggtegaccegtecgeacctgggeageacgaaggeacgtgeaacgtcageatggeggeactcgacaagttegttgeggaacgeatcette
aacaagatcaggcacgccgaaggcgacgaagagacgttggegettctgtgggaagecgeccgacgcettcggcaagcetcactgaggegectgagaagageggegaac
gggcgaaccttgttgeggagegegecgacgecctgaacgeccttgaagagetgtacgaagaccgegeggeaggegegtacgacggaccegtiggeaggaageacttc
cggaagcaacaggcagcegcetgacgeteccggeageaaggggeggaagageggcttgecgaacttgaagecgecgaagecccgaageccccccttgaccaatggttec
CCgaagacgccgacgctgacccgaccggecctaagtegtggtgggggegegegtcagtagacgacaagegegtgttegtegggetcettcgtagacaagatcegttgtca
cgaagtcgactacgggcagggggcagggaacgceccatcgagaagegegettcgatcacgtgggegaagecgecgaccgacgacgacgaagacgacgeccaggacg
gcacggaagacgtagcggegtagegagacacccgggaagectg

6.2.3.1  pSETCIpPaper

Das Insert clpPaper inklusive der natilrlichen RBS wurde mit den Primern pSET-Hindlll und
pSET _BamHI| amplifiziert und Uber die Restriktionsschnittstellen Hindlll und BamHI in
pSET152ermE*AHindlll kloniert.

AAGCTTggtaaggagttacagtgaaggacattaaggaactgacgggtcgcaccctcggegeatcacggtggaacctgaacgaccaggtaatgeategectcatgga
cgagcgtattattatgctgggtcaagaggtcgatgacgecggaageaatgegatttgetcgeaactgettetgttggecaggagattcccctegegacatcagectttatat
caactcaccgggtgggtccgtcaccgegggaatggcetatctacgacaccatgaactacatcgagaacgatgtagtcacagtagegatggggaccgcagectcgatggg
ccaattcctcctgactgegggcaccccaggcaagegceategttctgectcatgeggaaatcectcatgcaccagecctetgeeggteteggeggetctgecagtgacatcea

agattcatgccgagcegactcattegtgtcaaaaagegeatgattgacatcacggcetcagecacaccggacggactgtcgaggagattaagegggattcagaccgegaca
ggtggtictccgetgacgaageagtcgagtacggectcgecgacagggttgaatatgtagecgetaccgttectggcaatatcggggcagegaagtagGGATCC

6.2.4 Konstrukte basierend auf plJ12551

llac operator
\ CAP binding site

plJ12551
6064 bp
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Restriktionsschnittstellen, die fir die Klonierung genutzt wurden, sind in der Sequenz mit
GroRRbuchstaben und unterstrichen markiert.

atctacgtctgtcgagaagtttctgatcgaaaagttcgacagegtctccgacctgatgeagetctcgecagggegaagaatctegtgetttcagettcgatgtaggagggce
gtggatatgtcctgegggtaaatagetgegecgatggtttctacaaagategttatgttgatcggeactttgeateggecgegeteccgattccggaagtgettgacattgg
ggaatttatgcggtgtgaaataccgcacagatgegtaaggagaaaataccgeatcaggegecattegecattcaggetgegeaactgttgggaagggegateggtgeg
ggcctcttecgetattacgecagetggegaaagggggatgtgetgcaaggegattaagtigggtaacgecagggttttcccagtcacgacgttgtaaaacgacggecagt
gccaagcttgggctgeaggtegactctagaggatccageccgaccecgageacgegecggeacgectggtegatgtcggaccggagttcgaggtacgeggcettgeaggt
ccaggaaggggacgtccatgegagtgtecgttcgagtggeggcettgegeccgatgetagtegeggttgatcggegategeaggtgeacgeggtegatettgacggetgg
cgagaggtgcggggaggatctgaccgacgeggtccacacgtggeaccgegatgetgttgtgggeacaategtgeeggttggtaggategtctagaacaggaggeccC
ATATGagatctcgagtgattaattaactagagtcgacctgcatagatctaagettggatccGCGGCCGCgegegatatcgaattegtaatcatgtcatagcetgttte
ctgtgtgaaattgttatccgctcacaattccacacaacatacgagecggaagcataaagtgtaaagectggggtgectaatgagtgagetaactcacattaattgegttg
cgctcactgceecgctttccagtcgggaaacctgtegtgecagetgeattaatgaatcggecaacgegeggggagaggeggtttgegtattgggegetettecgcettecteg
ctcactgactcgetgegcteggtegttcggetgeggegageggtatcagetcactcaaaggeggtaatacggttatccacagaatcaggggataacgcaggaaagaac
atgtgagcaaaaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaaggecgegttgetggegtttttccataggeteecgecccecctgacgageatcacaaaaategacgcetcea
agtcagaggtggcgaaacccgacaggactataaagataccaggegtttcceectggaagceteectegtgegcetctectgttccgaccctgecgcttaccggatacctgte
cgcctttcteecttcgggaagegtggegctttctcatagetcacgetgtaggtatctcagtteggtgtaggtegttcgetccaagetgggetgtgtgecacgaaccceecgtte
agcccgaccgetgegecttatecggtaactategtettgagtccaaccecggtaagacacgacttatcgecactggeageagecactggtaacaggattagcagagegag
gtatgtaggcggtgctacagagttcttgaagtggtggectaactacggctacactagaagaacagtatttggtatctgegctetgetgaagecagttaccttcggaaaaa
gagttggtagctcttgatccggcaaacaaaccaccgcetggtageggtggtttttttgtttgcaagcageagattacgcgcagaaaaaaaggatctcaagaagatcctttg
atcttttctacggggtctgacgctcagtggaacgaaaactcacgttaagggattttggtcatgagattatcaaaaaggatcttcacctagatecttttggttcatgtgeage
tccatcagcaaaaggggatgataagtttatcaccaccgactatttgcaacagtgecgttgatcgtgetatgatcgactgatgtcatcageggtggagtgcaatgtegtgce
aatacgaatggcgaaaagccgagctcatecggtcagcettctcaaccttggggttaccececggeggtgtgctgetggtccacagetectteecgtagegtecggeccctegaa
gatgggccacttggactgatcgaggecectgegtgetgegetgggtccgggagggacgcetegtcatgecctegtggtcaggtetggacgacgagecgttcgatectgeca
cgtcgeccgttacaccggaccttggagttgtctctgacacattctggegectgecaaatgtaaagegcagegeccatecatttgectttgeggcageggggecacaggea
gagcagatcatctctgatccattgeccctgecacctcactegectgecaageecggtegeecgtgtccatgaactcgatgggeaggtacttctecteggegtgggacacga
tgccaacacgacgctgceatcttgecgagttgatggcaaaggttecctatggggtgecgagacactgeaccattcttcaggatggeaagttggtacgegtegattatcteg
agaatgaccactgctgtgagcgctttgecttggecggacaggtggctcaaggagaagagcecttcagaaggaaggtccagteggteatgectttgeteggttgatecgetece
cgcgacattgtggcgacagecctgggtcaactgggecgagatcegttgatcttectgeatccgecagaggegggatgegaagaatgegatgeegetegecagtegattg
gctgagctcatgagcggagaacgagatgacgttggaggggcaaggtcgegetgattgetggggraacacgtggageggatcggggattgtetttettcagetegetgat
gatatgctgacgctcaatgecegtttggectccgactaacgaaaatcccgceatttggacggetgatccgattggeacggeggacggegaatggeggageagacgcetegtce
cgggggraatgagatatgaaaaagectgaactcaccgegacgtategggecctggecagetagetagagtcgacctgeaggtecccggggateggtettgecttgeteg
tcggtgatgtacttcaccagctccgegaagtegcetcttettgatggagegeatggggacgtgettggceaatcacgegceacccecceggecgttttageggcetaaaaaagtce
atggctctgecctecgggeggaccacgeccatcatgaccttgecaagetegtectgettctcttegatcttcgecagecagggegaggatcgtggeatcaccgaaccgegece
gtgcgegggtegteggtgagecagagtttcageaggecgeccaggeggeccaggtegecattgatgegggecagetegeggacgtgetcatagtccacgacgeeegtg
attttgtagccctggecgacggcecagceaggtaggecgacaggctcatgecggecgecgecgecttttectcaategetcttegttcgtctggaaggeagtacaccttgata
ggtgggctgececttectggttggettggtttcatcagecatecgettgecectcatetgttacgeecggeggtagecggecagectcgecagageaggatteccgttgageacce
gccaggtgcgaataagggacagtgaagaaggaacaccegetegegggtgggectacttcacctatectgeccggetgacgecgttggatacaccaaggaaagtctaca
cgaaccctttggcaaaatcctgtatatcgtgcgaaaaaggatggatataccgaaaaaatcgctataatgaccccgaagcagggttatgcageggaaaagatecgtega
cctgcaggcatgcaagcetctagegattccagacgteccgaaggegtggegeggetteeeegtgecggageaategeectgggtgggttacacgacgeccctcetatggec
cgtactgacggacacaccgaagccccggeggeaaccctcageggatgecceggggcttcacgttttcccaggtcagaageggttttcgggagtagtgecccaactggg
gtaacctttgagttctctcagttgggggegtagggtcgecgacatgacacaaggggttgtgaccggggtggacacgtacgegggtgettacgaccgtcagtegegegag
cgcgagaattcgagegeagcaageccagegacacagegtagegecaacgaagacaaggeggecgaccttcagegegaagtcgagegegacgggggecggttcagg
ttcgtcgggeatttcagegaagegeegggeacgteggegttcgggacggeggagegeccggagttcgaacgeatectgaacgaatgecgegecgggeggcetcaacatg
atcattgtctatgacgtgtcgegcttctcgegectgaaggtcatggacgegattecgattgtcteggaattgetegecctgggegtgacgattgtttccactcaggaaggeg
tcttccggeagggaaacgtcatggacctgattcacctgattatgeggetegacgegtecgeacaaagaatcttegetgaagtcggegaagattctcgacacgaagaacctt
cagcgcgaattgggegggtacgtcggegggaaggegecttacggettcgagettgtttcggagacgaaggagatcacgegcaacggecgaatggtcaatgtegteate
aacaagcttgcgcactcgaccactccccttaccggacccttcgagttcgageccgacgtaatceggtggtggtggegtgagatcaagacgcacaaacaccttececttea
agccgggcagtcaagecgecattcaccegggeageatcacggggcetttgtaagegeatggacgetgacgeegtgecgacececggggegagacgattgggaagaagace
gcttcaagegectgggacccggeaaccgttatgegaatecttcgggaccegegtattgegggettcgecgetgaggtgatctacaagaagaagecggacggceacgeeg
accacgaagattgagggttaccgcattcagegegacccgatcacgetecggecggtegagettgattgeggaccgatcatecgageecegetgagtggtatgagettcagg
cgtggttggacggcagggggcgeggcaaggggctttcccgggggcaagecattetgtecgecatggacaagetgtactgegagtgtggegecgtcatgacttcgaage
gcggggaagaatcgatcaaggactcttaccgetgecgtegecggaaggtggtcgaccegteegeacctgggeageacgaaggceacgtgcaacgtcageatggeggea
ctcgacaagttcgttgeggaacgceatcttcaacaagatcaggeacgecgaaggegacgaagagacgttggegettetgtgggaagecgeccgacgetteggeaagete
actgaggcgcctgagaagageggegaacgggegaaccttgttgeggagegegecgacgecctgaacgeccttgaagagetgtacgaagaccgegeggeaggegegt
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acgacggacccgttggcaggaagcacttccggaagcaacaggeagegetgacgetccggeageaaggggcggaagageggettgecgaacttgaageegeegaage
cccgaagcttecccttgaccaatggttccccgaagacgecgacgetgacccgaccggecctaagtegtggtgggggegegegtcagtagacgacaagegegtgttegte
gggctcttcgtagacaagatcgttgtcacgaagtcgactacgggeagggggcagggaacgeccatcgagaagegegcttcgatcacgtgggegaagecgecgaccga

cgacgacgaagacgacgcccaggacggcacggaagacgtageggegtagegagacaccegggaagectg

6.2.4.1 plJ12551clpPlkurz
Das Insert clpPlkurz wurde mit den Primern Nde_livClpP1_short_for und Not_livClpP1 rev
amplifiziert und Uber die Restriktionsschnittstellen Ndel und Notl in plJ12551 kloniert.

CATATGacgaatctgatgcecctcagecgecggegagecctctateggtggeggecteggegaccaggtctacaaccgactgeteggegageggateatcettectegge
cagccggtcgacgacgacatcgccaacaagatcaccgcacagcetgetgetecttgectccgacccggacaaggacatcttectgtacatcaacageccgggeggtteg
atcacggcecggceatggegatctacgacaccatgeagtacatcaagaacgacgtggtgacgatcgegatgggtctegeggectecatgggacagttectgetcagegeg
ggcacccccggcaagegcettcgegetgecgaacgecgagatectgatccaccagececteecgecggectggecggtteggectcggacatcaagatccacgecgagegg
ctgctgcacaccaagcggcegceatggecgagetgacctcccagcacaccggecagacgatcgageagatcaccegegattcggaccgegaccgetggttegacgectte
gaggccaaggagtacggcectcatcgacgacgtcatcgecacggecgecggeatgecgggeggeggeggeacgggegectgaGCGGCCGC

6.2.4.2 pll12551clpPllang
Das Insert clpPlkurz wurde mit den Primern Nde_livClpP1 long for und Not_livClpP1 rev
amplifiziert und Uber die Restriktionsschnittstellen Ndel und Notl in plJ12551 kloniert.

CATATGagacggcccggegecgtcgtaagacgageaggtggatacgtgacgaatctgatgecctcageecgecggegagecctctateggtggeggecteggegacc

aggtctacaaccgactgctcggcegageggatcatcttectcggecagecggtcgacgacgacatcgcecaacaagatcaccgeacagcetgetgetecttgectecgacce
ggacaaggacatcttcctgtacatcaacageccgggeggticgatcacggecggeatggegatctacgacaccatgeagtacatcaagaacgacgtggtgacgatege
gatgggtctcgeggectccatgggacagttectgetcagegegggeacceccggeaagegcettcgegetgecgaacgecgagatectgatccaccagecctecgeegge
ctggceggttcggectcggacatcaagatccacgecgageggcetgetgecacaccaageggcegceatggecgagetgacctecccageacaccggecagacgatcgagea
gatcacccgegattcggaccgegaccgetggticgacgecttcgaggccaaggagtacggectcatcgacgacgtcategecacggecgecggeatgecgggeggegs
cggcacgggcgcectgaGCGGCCGC

6.2.4.3 pll12551clpP2kurz
Das Insert clpP2kurz wurde mit den Primern Nde_livClpP2_short_for und Not_livClpP2_rev
amplifiziert und Uber die Restriktionsschnittstellen Ndel und Notl in plJ12551 kloniert.

CATATGcgcgecgecteccagggecgctacaccggeccgeaggecgagteccgetacgtcatcecgegettegtcgagegeacctegeagggegtgegegagtacg
acccgtacgcgaagctcttcgaggagegggtgatcttecteggegtccagatcgacgacgecteggecaacgacgtcatggegeagetgetgtgectggagtegatgg
accccgaccgggacatctcggtctacatcaacagecccggeggctecttcaccgegcetcacggecatctacgacacgatgcagtacgtgaagecggacgtccagacg

gtctgcatgggecaggecegecteecgecgecgecgtectgetggecgecggtacgeecgggeaagegeatggegetgecgaacgeccgegtectgatccaccagecgtac
agcgagaccggcecgeggtcaggtctccgacctggagatcgecgccaacgagatcectccggatgegetcgecagetggaggagatgetggeccaagceactccaccacgec
ggtcgagaagatccgegaggacatcgagcegegacaagatcectcacggecgaggacgegetgagcetacggectgatcgaccagatcatcaccacccggaagatggac
aactcctctctecgetagGCGGCCGC

6.2.4.4 pll12551clpP2lang
Das Insert clpP2lang wurde mit den Primern Nde_livCIpP2_long for und Not_livClpP2_rev
amplifiziert und Uber die Restriktionsschnittstellen Ndel und Notl in plJ12551 kloniert.

CATATGaacgacttccecggeageggectgtacgaccgegtgaacgecgcacaggacatgegegeegectcccagggecgctacaccggeeccgeaggecgagtec
cgctacgtcatccegegcettegtcgagegeacctegeagggegtgegegagtacgaccegtacgegaagetcttcgaggagegggtgatcttecteggegtecagateg
acgacgcectcggecaacgacgtcatggegeagetgetgtgectggagtegatggaccecgaccgggacatcteggtctacatcaacagececggeggcetecttcacege
gctcacggecatctacgacacgatgeagtacgtgaagecggacgtccagacggtetgeatgggecaggeegectecgeecgecgeegtectgetggeegeeggtacgec
gggcaagcgceatggegetgecgaacgeccgegtectgatccaccagecgtacagegagaccggecgeggtcaggtctecgacctggagategecgecaacgagatec
tccggatgegetegeagetggaggagatgetggecaageactccaccacgeeggtcgagaagatecgegaggacatcgagegegacaagatectcacggecgagga
cgcgctgagctacggectgatcgaccagatcatcaccacccggaagatggacaactectceteteegetagGCGGCCGC

6.2.4.5 pll12551clpPIclpP2
Das Insert clpPlclpP2 wurde mit den Primern Nde_livClpP1 long for und Not_livCIpP2 rev
amplifiziert und Uber die Restriktionsschnittstellen Ndel und Notl in plJ12551 kloniert.
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CATATGagacggcecggegecgtegtaagacgageaggtggatacgtgacgaatctgatgecctcagecgecggegagecctctateggtggeggecteggegace
aggtctacaaccgactgctcggegageggatcatcttecteggecageeggtcgacgacgacatcgecaacaagatcaccgeacagetgetgetecttgecteegacce

ggacaaggacatcttcctgtacatcaacageccgggeggticgatcacggecggeatggegatctacgacaccatgcagtacatcaagaacgacgtggtgacgatege
gatgggtctcgeggectccatgggacagttectgetcagegegggeacceccggeaagegcettcgegetgecgaacgecgagatectgatccaccagecctecgeegge
ctggeeggtteggectcggacatcaagatccacgecgageggetgetgeacaccaageggegeatggecgagetgaccteccageacaccggecagacgategagea
gatcacccgegattcggaccgegaccgetggticgacgecttcgaggccaaggagtacggectcatcgacgacgtcatcgecacggeegecggeatgecgggeggegs
cggcacgggegectgagecatectecgeecccgagecgaccgectcageccctttacaggagacactgtgaacgacttccceggeageggectgtacgaccgegtgaac
gccgcacaggacatgegegecgectcccagggecgctacaccggeccgeaggecgagteccgetacgtecateecgegettegtegagegeacctegeagggegtgege
gagtacgacccgtacgcgaagctcttcgaggagegggtgatcttecteggegtccagatcgacgacgectcggecaacgacgtcatggegeagetgetgtgectggagt
cgatggaccccgaccgggacatctcggtctacatcaacagecceggeggetecttcaccgegetcacggecatctacgacacgatgeagtacgtgaagecggacgtec
agacggtctgcatgggccaggecgectcecgecgecgecgtectgetggecgecggtacgecgggeaagegeatggegetgecgaacgeecgegtectgatccaccage
cgtacagcgagaccggecgeggtcaggtctcegacctggagatcgecgecaacgagatcecteecggatgegetcgeagetggaggagatgetggecaagcactecace
acgccggtcgagaagatcecgegaggacatcgagegegacaagatcectcacggecgaggacgegetgagetacggectgatcgaccagatcatcaccacceggaaga
tggacaactcctctcteecgetagGCGGCCGC

6.2.4.6 plJ12551clpPaper
Das Insert clpPaper wurde mit den Primern Nde_clpPA for und Not_clpPA rev amplifiziert und
Uber die Restriktionsschnittstellen Ndel und Notl in plJ12551 kloniert.

CATATGaaggacattaaggaactgacgggtcgcacccteggegeatcacggtggaacctgaacgaccaggtaatgeategectcatggacgagegtattattatget

gggtcaagaggtcgatgacgececggaagcaatgegatttgetcgeaactgettctgttggeaggagatteccctegegacatcagectttatatcaactcaccgggtgggt

ccgtcaccgegggaatggctatctacgacaccatgaactacatcgagaacgatgtagtcacagtagegatggggaccgeagectcgatgggcecaattectectgactge
gggcaccccaggcaagcegceatcegttetgectcatgeggaaatectcatgecaccagecctetgecggtetecggeggcetctgecagtgacatcaagattcatgecgagega

ctcattcgtgtcaaaaagcgcatgattgacatcacggctcagcacaccggacggactgtcgaggagattaagegggattcagaccgegacaggtggttctecgetgacg
aagcagtcgagtacggectcgecgacagggttgaatatgtagecgcetaccgttectggcaatatcggggeagegaagtagGCGGCCGC

6.2.4.7 pll12551clpPaperkurz
Das Insert clpPapepkurz wurde mit den Primern Nde_clpPA-short_for und Not_clpPA rev
amplifiziert und Uber die Restriktionsschnittstellen Ndel und Notl in plJ12551 kloniert.

CATATGcatcgectcatggacgagegtattattatgetgggtcaagaggtcgatgacgecggaagceaatgegatttgetegeaactgcettctgttggecaggagattecc
ctcgcgacatcagcectttatatcaactcaccgggtgggtccgtcaccgegggaatggctatctacgacaccatgaactacatcgagaacgatgtagtcacagtagegat
ggggaccgcagcctcgatgggcecaattectectgactgegggcaccccaggcaagegceategttctgectcatgeggaaatectcatgeaccagecctetgeeggtcte
ggcggctctgecagtgacatcaagattcatgecgagegactcattegtgtcaaaaagegeatgattgacatcacggetcagcacaccggacggactgtcgaggagatta
agcgggattcagaccgegacaggtggttctcegetgacgaageagtcgagtacggectcgecgacagggttgaatatgtagecgetaccgttectggeaatateggggce
agcgaagtagGCGGCCGC

6.2.4.8 pll12551clpPaper-His
Das Insert clpPapep-His wurde mit den Primern Nde_clpPA_for und Not_clpPA-His_rev amplifiziert
und Uber die Restriktionsschnittstellen Ndel und Notl in plJ12551 kloniert.

CATATGaaggacattaaggaactgacgggtcgcacccteggegeatcacggtggaacctgaacgaccaggtaatgeatcgectcatggacgagegtattattatget
gggtcaagaggtcgatgacgecggaageaatgegatttgetegeaactgcttetgttggcaggagattecectegegacatcagectttatatcaactcaccgggtggst
ccgtcaccgegggaatggcetatctacgacaccatgaactacatcgagaacgatgtagtcacagtagegatggggaccgeagectcgatgggecaattectectgactge
gggcaccccaggcaagegeategttcetgectcatgeggaaatectcatgeaccagecectetgeeggteteggeggetetgecagtgacatcaagattcatgecgagega
ctcattcgtgtcaaaaagcgcatgattgacatcacggcetcagecacaccggacggactgtcgaggagattaagegggattcagaccgegacaggtggttctecgetgacg
aagcagtcgagtacggectcgecgacagggttgaatatgtagecgetaccgttectggeaatatcggggeagegaagcatcatcatcatcatcattagGCGGCCGC

6.2.4.9  plJ12551His-clpPaee
Das Insert His-clpPaper wurde mit den Primern Nde_His-clpPA_for und Not_clpPA_rev amplifiziert
und Uber die Restriktionsschnittstellen Ndel und Notl in plJ12551 kloniert.

CATATGcatcatcatcatcatcataaggacattaaggaactgacgggtcgeacccteggegeatcacggtggaacctgaacgaccaggtaatgeategectcatgga
cgagcgtattattatgctgggtcaagaggtcgatgacgeeggaageaatgegatttgetegeaactgcttctgttggeaggagattecectegegacatcagectttatat
caactcaccgggtgggtccgtcaccgegggaatggctatctacgacaccatgaactacatcgagaacgatgtagtcacagtagegatggggaccgeagectegatggg
ccaattcctectgactgegggcaccecaggeaagegeategtictgectcatgeggaaatectcatgeaccageectetgecggteteggeggcetetgecagtgacatea
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agattcatgccgagegactcattcgtgtcaaaaagegeatgattgacatcacggetcageacaccggacggactgtcgaggagattaagegggattcagaccgegaca
ggtggttctccgetgacgaageagtcgagtacggectcgecgacagggttgaatatgtagecgetaccgttectggeaatatcggggeagegaagtagGCGGCCGC

6.2.4.10 plJ12251ShclpP1Hyp
Das Insert ShclpP1Hyp wurde mit den Primern Nde_livClpP1_short_for und Not_livClpP1 _rev
amplifiziert und Uber die Restriktionsschnittstellen Ndel und Notl in plJ12551 kloniert.

CATATGacgaatctgatgeectcagecgecggegagecttccateggtggtggecteggtgaccaggtctacaaccggetgetcaacgageggateatcttectegge
cagccggtcgacgacgacatcgegaacaagatcaccgcacagttgetgetecttgectccgaccecggagaaggacatcgtectggtcatcaacageecceggeggtteg
atcacggcgggceatggegatctacgacaccatgeaggtcatcaagaacgacgtggtgaccatcgecatgggectggeagectegatgggecagttectgetcagegeg
ggcacccccggraagegcettegegetgecgaacgecgagattetgatccatcageecteegeeggectegecggeteggectcggacatcaagatccacgecgagegg
ctgctgcacaccaagaagcegceatggecgagetgaccteccageacaccggecagacgatcgageagatcaccecgegacteggaccgegaccgetggttegacgectt
cgaggccaaggagtacggectcatcgacgacgtgatgacgacggecgecggtatgecgggeggeggeggcacgggegectgaGCGGCCGL

6.2.4.11 plJ12551ShclpP1Cat
Das Insert ShclpP1Hyp wurde mit den Primern Nde_livClpP1_short_for und Not_livClpP1 _rev
amplifiziert und Uber die Restriktionsschnittstellen Ndel und Notl in plJ12551 kloniert.

CATATGacgaatctgatgccctcageegecggegagecttccateggtggtggecteggtgaccaggtctacaaccggetgetcaacgageggatcatcttectegge
cagccggtcgacgacgacatcgegaacaagatcaccgeacagttgetgetecttgecteccgaccecggagaaggacatctacctgtacatcaacagecceggeggttcg
atcacggcgggceatggegatctacgacaccatgcagtacatcaagaacgacgtggtgaccatcgecatgggectggeagecgegatgggecagttectgetcagegeg
ggcacccccggcaagegcettcgegetgecgaacgecgagattctgatccatcagecctecgecggectegecggeteggectcggacatcaagatccacgecgagegg
ctgctgcacaccaagaagcgcatggcecgagetgacctecccagcacaccggecagacgatcgageagatcacccgegactcggaccgegaccgetggttecgacgectt
cgaggccaaggagtacggectcatcgacgacgtgatgacgacggecgecggtatgecgggeggeggeggcacgggegcectgaGCGGCCGC

6.2.5 Konstrukte basierend auf plJ10257
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Restriktionsschnittstellen, die fir die Klonierung genutzt wurden, sind in der Sequenz mit
GroRRbuchstaben und unterstrichen markiert.

gatccgeggecgegegegatategaattegtaatcatgtcatagetgtttectgtgtgaaattgttatccgetcacaattccacacaacatacgagecggaagcataaagt
gtaaagcctggggtgectaatgagtgagctaactcacattaattgegttgegetcactgeccgcetttccagtcgggaaacctgtegtgecagetgeattaatgaateggece
aacgcgeggggagaggeggtttgegtattgggegcetcettecgcettectegetcactgactegetgegeteggtegttcggetgeggegageggtatcagetcactcaaag
gcggtaatacggttatccacagaatcaggggataacgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggecagcaaaaggecaggaaccgtaaaaaggecgegttgetggegt
ttttccataggcetecgeccccctgacgageatcacaaaaatcgacgctcaagtcagaggtggcgaaacccgacaggactataaagataccaggegtttcccectggaa
gcteectegtgegetetectgttecgaccctgecgettaccggatacctgtecgectttceteecttcgggaagegtggegcetttctcatagetcacgetgtaggtatcetcagtt
cggtgtaggtegttcgetccaagetgggetgtgtgeacgaacceccegttcageccgaccgetgegecttatccggtaactategtettgagtccaacccggtaagacac
gacttatcgccactggcagcagccactggtaacaggattagcagagegaggtatgtaggeggtgctacagagticttgaagtggtggectaactacggetacactagaa
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gaacagtatttggtatctgegcetctgetgaagecagttaccticggaaaaagagttggtagcetcttgatccggeaaacaaaccaccgetggtageggtggtttttttgtttg
caagcagcagattacgcgcagaaaaaaaggatctcaagaagatectttgatcttttctacggggtctgacgcetcagtggaacgaaaactcacgttaagggattttggte
atgagattatcaaaaaggatcttcacctagatccttttggttcatgtgeagetccatcagcaaaaggggatgataagtttatcaccaccgactatttgcaacagtgecgtt
gatcgtgctatgatcgactgatgtcatcageggtggagtgeaatgtegtgecaatacgaatggegaaaagecgagaachnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn
nnnnnnnnnnnnnnnnnnncccgggttgccgagetgggatggaagetcggecgaccaccctggaggagatgatcgaggatgecagggectttcacgecegeege
tgctgagegtecgeegeegggeccgeaccgeegteggeeggeccgetecgggetegrageagegggettcggegegggeecggggetcccgagegegggeggggcte
cgggrggeegeegggggergggggrggegeegggrggeccggggcgtcaggegeegggggrggtgteeggeggeccccagaggaactgegecagttcctecggate
ggtgaagccggagagatccageggggtctectcgaacacctcgaagtegtgcaggaaggtgaaggegageagttcgegggegaagtecteggtecgettecactgege
cccgtcgagcagegeggecaggatctegeggtegecccggaaggegttgagatgeagttgeaccaggetgtagegggagtcteccgeatagacgteggtgaagtegac
gatcccggtgaccteggtegeggecaggtccacgaagatgttggteccgtgeaggtegecgtggacgaaccggggttegeggecggecageagegtgtccacgtecgg
cagccagtcctccaggeggtccageagecggggegagaggtagecccaccegeggtggtectcgacggtegeecgegeggegttecccgeageagttecgggaagacct
cggaatggggggtgagcacggtgttceccggtcageggeaccctgtgragecggecgageacceggecgagttcgegggecagggegageagegegtteeggteggte
gtgcegtecatcgeggaccgecaggtggtgecggtcateeggetcatcaccaggtagggecacggecaggetecggtgeegggecgeagetegecgeggecgaggag
gcggggcraccggeaccggggegtecgecaggaccgegtacgectecgactccgacgegaggcetctecggaccgeaccagtgetegecgaacagettgatcaccgggt
cgggctegecgaccagtacggggttggtgetctegecgggeacccgeageaccggeggraccggeageccgagetectccagggeteggegggecageggeteccag
aattcctggtcgttccgcaggetcgegtaggaatcatccgaatcaatacggtcgagaagtaacagggattettgtgtcacageggacctcetattcacagggtacgggecg
gcttaattccgcacggecggtcgegacacggectgtecgeaccgeggtcaggegttgacgatgacgggetggteggecacgteggggacgttcteggtggtgctgeggt
cgggatcgccaatctctacgggecgaccgaggegacggtgtacgecaccgectggttctgegacggegaggegeegteccaggecccgecgateceegteccecgegt
cgtcgagcegeggtgecgacgacaccgecgegtggetegtcacggaggecgteeccggegtegegneggecgaggagtggeccgageaccageggttcgeegtggteg
aggcgatggceggagetggeccgegecctccacgagetgeccgtggaggactgecccttcgaccggegectcgacgeggeggtegecgaggeccggeggaacgtegec
gagggcctgtggacctcgacgaccgatctgatgtgctcagtatcaccgecagtggtatttatgtcaacaccgecagagataatttatcaccgeagatggttacctegecte
tgacccctgaccccgtcagectgaggttgaaaaacgctcactggtaccageccgacccgageacgegecggceacgectggtcgatgtcggaccggagttcgaggtacg
cggcttgcaggtccaggaaggggacgtccatgegagtgtecgttcgagtggeggcettgegeccgatgetagtegeggttgateggegatcgeaggtgeacgeggtegat
cttgacggctggcegagaggtgcggggaggatctgaccgacgeggtccacacgtggeaccgegatgetgtigtgggeacaategtgecggttggtaggategtctagaa
caggaggcccCATATGagatctcgagtgattaattaactagagtcctgcatAAGCT Tggatcccctagggttctcatgageggagaacgagatgacgtiggaggs

gcaaggtcgegctgattgetggggcaacacgtggageggatcggggattgtcetttcttcagetegetgatgatatgetgacgetcaatgecgtttggectccgactaacga
aaatcccgcatttggacggctgatccgattggeacggeggacggcgaatggeggageagacgctegteccgggggcaatgagatatgaaaaagectgaactcacegeg
acgtatcgggcecectggecagcetagetagagtcgacctgeaggtecccggggateggtettgecttgetegteggtgatgtacttcaccageteccgegaagtegcetcettett
gatggagcgcatggggacgtgcttggcaatcacgegeaccecccggecgttttageggetaaaaaagtcatggetetgeectcgggeggaccacgeccatcatgacctt
gccaagctegtectgcettctcttcgatcttcgecagecagggegaggategtggeatcaccgaaccgegeegtgegegggtegteggtgagecagagtttcageaggeceg
cccaggceggceccaggtcegecattgatgegggcecagetegeggacgtgctcatagtccacgacgeccgtgattttgtagecctggecgacggecageaggtaggecgac
aggctcatgecggecgecgecgcecttttectcaategetcttegttegtctggaaggeagtacaccttgataggtgggetgeccttectggttggettggtttcatcagecat
ccgcttgeccteatcetgttacgecggeggtagecggecagectcgcagagceaggatteceegttgagecaccgecaggtgegaataagggacagtgaagaaggaacaccce
gctegegggtgggectacttcacctatectgececggetgacgeegttggatacaccaaggaaagtctacacgaaccctttggeaaaatectgtatategtgegaaaaag
gatggatataccgaaaaaatcgctataatgaccccgaageagggttatgcageggaaaagatecgtegacctgeaggeatgetggegecggacggggcttcagacgtt
tcgggtgcetgggttgttgtctctggacagtgatccatgggaaactactcagcaccaccaatgttcccaaaagaaagegcaggtcagegeccatgagecaagatctaggce
atgtcgececttcategeteccgacgteecctgageaccttctagacactgttcgegtcttectgtacgegegtcagtctaagggecggtccgacggetcagacgtgtegace
gaagcacagctageggecggtegtgegttggtegegtctegeaacgeccaggggggtgegegetgggtegtggraggtgagttcgtggacgtegggegetecggetgg
gacccgaacgtgacccgtgecgacttcgagegeatgatgggegaagteccgegecggegaaggtgacgttgtegttgtgaatgagcetttcecggetcactcgcaagggeg
cccatgacgcgctcgaaatcgacaacgaattgaagaagcacggegtgegettcatgteggttcttgageegttecttgacacgtctaccectateggegtegecatttteg
cgctgatcgetgeccttgecgaaacaggacagtgacctgaaggeggagegectgaagggtgegaaagacgagattgeegegetgggtggegttcactegtettecgecc
cgttcggaatgcgegeegtgegcaagaaggtegataatetegtgatctecgttcttgagecggacgaagacaacccggatcacgtcgagetagttgagegeatggegaa
aatgtcgttcgaaggegtgtccgacaacgecattgeaacgaccttcgagaaggaaaagatcecgtegeccggaatggetgagagacgegecacggaaaagegtettg
cgtccatcaaggcacgtcgectgaacggegetgaaaagecgatcatgtggegegetcaaacggtccgatggattctcaaccatcccgeaateggeggtttegeattega
gcgtgtgaagcacggtaaggegeacatcaacgtcatacggegegaccccggeggcaagecgctaacgecccacacgggcattctcageggetcgaagtggettgage
ttcaagagaagcgttccgggaagaatctcagegaccggaagectggggecgaagtcgaaccgacgettctgagegggtggegtttectggggtgecgaatetgeggeg
gctcaatgggtcagtcccagggtggecgtaagegeaacggegaccttgecgaaggcaattacatgtgegecaacccgaaggggcacggeggcttgteggtcaagege
agcgaactggacgaattcgttgcttcgaaggtgtgggeacggcetccgeacagecgacatggaagatgaacacgatcaggeatggattgecgecgetgeggagegctte
gcecttcageacgacctagegggggtggecgatgageggegegaacaacaggegeacctagacaacgtgeggegetccatcaaggaccttcaggeggaccgtaagg
ccggtctgtacgtcgggegtgaagagetggaaacgtggegcetcaacggtgetgeaataccggtectacgaageggagtgeacgacccgactcgetgagettgacgaga
agatgaacggcagcacccgegttecgtctgagtggttcageggegaagacccgacggecgaagggggcatctgggeaagetgggacgtgtacgagegtegggagttc
ctgagcttcttccttgactcegtcatggtcgaccgggggegecaccctgagacgaagaaatacateccectgaaggaccgtgtgacgetcaagtgggeggagetgetga
aggaggaagacgaagcgagcgaagcecactgagegggagettgeggegetgtagegcacagegggaggggtcgageeggeggacggtteggececcttttttggecttg
aaatcgttagttaggctaACTAGTagttccttcgtcaccatagegggcagggageg
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6.2.5.1 pll10257clpP2kurz
Das Insert clpP2kurz wurde mit den Primern Nde_livClpP2_short for und liv-clpP2_rev_Hind
amplifiziert und Uber die Restriktionsschnittstellen Ndel und Hindlll in plJ10257 kloniert.

CATATGcgcgecgecteccagggecgcetacaccggeccgeaggecgagteecgetacgtcateeegegettegtegagegeacctegeagggegtgegegagtacg

acccgtacgcgaagctcttcgaggagegggtgatcttecteggegtccagatcgacgacgectcggecaacgacgtcatggegeagetgetgtgectggagtegatgga
cceccgaccgggacatcteggtctacatcaacagecccggeggcetecttcaccgegetcacggecatctacgacacgatgeagtacgtgaagecggacgtccagacggt
ctgcatgggccaggecgecteegecgecgeegtectgetggecgecggtacgeecgggeaagegeatggegetgecgaacgeccgegtectgatccaccagecgtacag
cgagaccggccgeggtcaggtctccgacctggagategecgecaacgagatectecggatgegetegeagetggaggagatgetggecaageactccaccacgeegg
tcgagaagatccgegaggacatcgagegegacaagatectcacggecgaggacgegetgagetacggectgategaccagatcatcaccacccggaagatggacaa
ctectctetecgetagAAGCTT

6.2.5.2 pll10257clpP2kurz-His

Das Insert clpP2kurz-His wurde mit den Primern Nde_livClpP2_short for und liv-clpP2-
His_rev_Hind amplifiziert und Uber die Restriktionsschnittstellen Ndel und Hindlll in plJ10257
kloniert.

CATATGcgegeegectcccagggecgctacaccggeecgeaggecgagteccgetacgtcateccgegcettegtcgagegeacctegeagggegtgegegagtacg
acccgtacgcgaagctcttcgaggagegggtgatcttecteggegtccagatcgacgacgectcggecaacgacgtcatggegeagetgetgtgectggagtegatgga
ccccgaccgggacatcteggtctacatcaacagecccggeggcetecttcaccgegetcacggecatctacgacacgatgcagtacgtgaagecggacgtccagacggt
ctgcatgggccaggeegecteegecgecgecegtectgetggeegecggtacgeecgggraagegeatggegetgecgaacgeccgegtectgatecaccagecgtacag
cgagaccggcecgceggtcaggtctccgacctggagatcgecgecaacgagatcecteccggatgegetcgeagetggaggagatgetggecaageactccaccacgecgg
tcgagaagatccgegaggacatcgagegegacaagatectcacggecgaggacgegetgagetacggectgatcgaccagatcatcaccacccggaagatggacaa
ctectctctecgecatcatcatcatcatcattagAAGCTT

6.2.5.3  pll10257clpP2lang
Das Insert clpP2lang wurde mit den Primern Nde_livClpP2_long_for und liv-clpP2_rev_Hind
amplifiziert und Uber die Restriktionsschnittstellen Ndel und Hindlll in plJ10257 kloniert.

CATATGaacgacttccccggeageggectgtacgaccgegtgaacgecgeacaggacatgegegecgectcccagggecgetacaccggeecgeaggecgagtee

cgctacgtcatcccgegcettegtcgagegeacctegeagggegtgegegagtacgaccegtacgegaagetcttcgaggagegggtgatcttecteggegtecagateg

acgacgcctcggcecaacgacgtcatggegeagetgetgtgectggagtcgatggaccccgaccgggacatcteggtctacatcaacagecceggeggcetecttcaccge
gctcacggecatctacgacacgatgeagtacgtgaagecggacgtccagacggtctgeatgggecaggeegectecgeegeegeegtectgetggecgecggtacgee
gggcaagcgcatggegetgecgaacgeccgegtectgatccaccagecgtacagegagaccggecgeggtcaggtctecgacctggagategecgecaacgagatec
tccggatgegcetcgeagetggaggagatgetggecaageactccaccacgecggtcgagaagatccgegaggacatcgagegegacaagatcectcacggecgagga

cgcgctgagctacggectgatcgaccagatcatcaccacccggaagatggacaactectcetetecegetagAAGCTT

6.2.5.4 pll10257clpP2lang-His

Das Insert clpP2lang-His wurde mit den Primern Nde_livClpP2 long for und liv-clpP2-
His_rev_Hind amplifiziert und Uber die Restriktionsschnittstellen Ndel und Hindlll in plJ10257
kloniert.

CATATGaacgacttccccggeageggectgtacgaccgegtgaacgecgcacaggacatgegegecgectcccagggecgetacaccggeecgeaggecgagtec

cgctacgtcatceccgegcettegtcgagegeacctegeagggegtgegegagtacgaccegtacgegaagetcttcgaggagegggtgatcttecteggegtecagateg

acgacgcctcggecaacgacgtcatggegeagetgetgtgectggagtcgatggaccececgaccgggacatcteggtctacatcaacagececggeggcetecttcacege
gctcacggcecatctacgacacgatgcagtacgtgaagecggacgtccagacggtctgeatgggecaggecgecteegeecgeegecgtectgetggeegeecggtacgee
gggcaagcgceatggegetgecgaacgeecgegtectgatccaccagecgtacagegagaccggeegeggtcaggtetecgacctggagategecgecaacgagatcec
tccggatgegetcgeagetggaggagatgetggecaageactccaccacgecggtcgagaagatecgegaggacatcgagegegacaagatectcacggecgagga

cgcgcetgagcetacggectgatcgaccagatcatcaccacceggaagatggacaactcectctetecgecatcatcatcatcatcattagAAGCTT

6.2.5.5 pll10257clpPaper
Das Insert clpPaper wurde mit den Primern Nde_clpPA_for und pGM-Hindlll amplifiziert und Gber
die Restriktionsschnittstellen Ndel und Hindlll in plJ10257 kloniert.
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CATATGaaggacattaaggaactgacgggtcgcaccctcggegeatcacggtggaacctgaacgaccaggtaatgeatcgectcatggacgagegtattattatget
gggtcaagaggtcgatgacgecggaageaatgegatttgetegeaactgettetgttggcaggagattecectegegacatcagectttatatcaactcaccgggtggst

ccgtcaccgegggaatggcetatctacgacaccatgaactacatcgagaacgatgtagtcacagtagegatggggaccgeagectegatgggecaattectectgactge
gggcaccccaggcaagegeategttctgectcatgeggaaatectcatgeaccagecctetgeeggteteggeggetctgecagtgacatcaagattcatgecgagega

ctcattcgtgtcaaaaagcgcatgattgacatcacggcetcagcacaccggacggactgtcgaggagattaagegggattcagaccgegacaggtggttctecgetgacg
aagcagtcgagtacggectcgecgacagggttgaatatgtagecgetaccgttectggeaatatcggggeagegaagtagAAGCTT

6.2.5.6  pll10257clpPaper-His
Das Insert clpPaper-His wurde mit den Primern Nde_clpPA for und clpPADEP-His_rev_Hind
amplifiziert und Uber die Restriktionsschnittstellen Ndel und Hindlll in plJ10257 kloniert.

CATATGaaggacattaaggaactgacgggtcgcacccteggegeatcacggtggaacctgaacgaccaggtaatgeategectcatggacgagegtattattatget

gggtcaagaggtcgatgacgccggaagcaatgegatttgetcgeaactgettctgttggecaggagatteccctegegacatcagectttatatcaactcaccgggtgggt

ccgtcaccgegggaatggctatctacgacaccatgaactacatcgagaacgatgtagtcacagtagegatggggaccgeagectcgatgggecaattectectgactge
gggcaccccaggcaagcegcatcegttetgectcatgeggaaatectcatgecaccagecectetgecggtetecggeggcetctgecagtgacatcaagattcatgecgagega

ctcattcgtgtcaaaaagcgcatgattgacatcacggctcagcacaccggacggactgtcgaggagattaagegggattcagaccgegacaggtggttctecgetgacg
aagcagtcgagtacggectcgecgacagggttgaatatgtagecgetaccgttcctggeaatatcggggeagegaageatcatcatcatcatcattagAAGCTT

6.2.5.7 pll10257His-clpoPapep
Das Insert His-clpPaper wurde mit den Primern Nde_His-clpPA for und pGM-Hindlll amplifiziert
und Uber die Restriktionsschnittstellen Ndel und Hindlll in plJ10257 kloniert.

CATATGcatcatcatcatcatcataaggacattaaggaactgacgggtcgcaccctcggegeatcacggtggaacctgaacgaccaggtaatgeategectcatgga
cgagcgtattattatgctgggtcaagaggtcgatgacgecggaageaatgegatttgetcgeaactgettetgttggecaggagattcccctegegacatcagectttatat
caactcaccgggtgggtccgtcaccgegggaatggctatctacgacaccatgaactacatcgagaacgatgtagtcacagtagegatggggaccgcagectcgatggg
ccaattcctectgactgegggceaccccaggeaagegeategttetgectcatgeggaaatectcatgeaccagecctetgeeggtceteggeggetctgecagtgacatcea
agattcatgccgagcegactcattcgtgtcaaaaagegeatgattgacatcacggetcagcacaccggacggactgtcgaggagattaagegggattcagaccgegaca
ggtggttctccgetgacgaageagtcgagtacggectegecgacagggttgaatatgtageegetacegttectggeaatatcggggeagegaagtagAAGCTT

6.2.5.8 plitsr
Das Insert tsr wurde mit den Primern plltsr_Spe_for und plltsr_Spe_rev amplifiziert, wobei
plJ6902 als Template diente, und Uber die Restriktionsschnittstelle Spel in plJ10257 kloniert.

ACTAGTcggggatcgaccgegegggtcccggacggggaagageggggagetttgeccagagagegacgacttceccttgegttggtgattgecggtcagggeageca
tcegecategtegegtagggtgtcacaccccaggaatcgegtcactgaacacagcagecggtaggacgaccatgactgagttggacaccatcgecaaatcecgtecgatce
ccgeggtgeageggatcatcgatgtcaccaagecgtcgegatccaacataaagacaacgttgatcgaggacgtcgageccctcatgecacageategeggeeggggtgs
agttcatcgaggtctacggcagcgacagcagtccttttccatctgagttgetggatctgtgegggeggcagaacataccggtecgectcatcgactectcgategtcaacc
agttgttcaagggggagcggaaggccaagacattcggeatcgeccgegtecctcgeccggecaggttcggegatatcgegagecggegtggggacgtegtegttcteg
acggggtgaagatcgtcgggaacatcggegegatagtacgeacgtegetegegetcggagegteggggatcatectggtcgacagtgacatcaccageategeggace
ggcgtctccaaagggcecagecgaggttacgtcttctecctteccgtegttctcteccggtegegaggaggecategecttcattcgggacageggtatgecagetgatgacge
tcaaggcggatggegacatttccgtgaaggaactcggggacaatccggateggetggecttgetgttcggecagegaaaagggtgggecttccgacctgttcgaggagg
cgtctteegecteggtttccatccccatgatgagecagaccgagtetctcaacgttteegtttcectcggaategegetgecacgagaggatcgacaggaatcetegeggeca
accgataaACTAGT

6.2.5.9 plitsr_si-adeA

Das Insert si-adeA wurde mit den Primern siNRPS_fdterm Fwd und siNRPS_fdterm Rev inklusive
der sich wiederholenden Enden (unterstrichen) und des tipA-Promotors (fett) amplifiziert, wobei
plJ6902PROL als Template diente.

GTCATTACTGGACCGGATCGGGGATCTGGGCTGAGGGAGCCGACGGCACGCGGCGGCTCACGGCGTGGCACGCGGAACGTCCG
GGCTTGCACCTCACGTCACGTGAGGAGGCAGCGTGGACGGCGTCAGAGAAGGGAGCGGACATATGagtggtggtggtegtegtgcgc
atgcatctcggcaggagaaaaggcccccgggacgaggacgaacceategeggteatactgatecageacgctttttgecagetgeacgcaateeccctaattgggaaa
atcgaaataactgcactgcaggcaccaccaccaccaccactgCATATGAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCGGGTACC
GAGCTCGAATTCCCCAGATCTAAAGTTTTGTCGTCTTTCCAGACGTTAGTAAATGAATTTTCTGTATGAGGTTTTGCTAAACAACT
TTCAACAGTTTCAGCGGAGTGAGAATAGAAAGGAACAACTAAAGGAATTGCGAATAATAATTTTTTCACGTTGAAAATCTCCAAA
AAAAAAGGCTCCAAAAGGAGCCTTTAATTGTATCGGTTTATCAGC
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6.2.5.10 plitsr_si-adeG

Das Insert si-adeG wurde mit den Primern siNRPS_fdterm Fwd und siNRPS_fdterm Rev inklusive
der sich wiederholenden Enden (unterstrichen) und des tipA-Promotors (fett) amplifiziert, wobei
plJ6902NRPS als Template diente.

GTCATTACTGGACCGGATCGGGGATCTGGGCTGAGGGAGCCGACGGCACGCGGCGGCTCACGGCGTGGCACGCGGAACGTCCG
GGCTTGCACCTCACGTCACGTGAGGAGGCAGCGTGGACGGCGTCAGAGAAGGGAGCGGACATATGeagtggtggtggtggtggtgcgc
atgcccacacttcgegetgagecgaggacaatggeaggacaattcegeggeggecactggacaacgtaatgeteecgtcttcacgeattttgaaccagetgttgagaag
cgcagacagcgcattcagatggtctgcaggcaccaccaccaccaccactgCATATGAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCG
GGTACCGAGCTCGAATTCCCCAGATCTAAAGTTTTGTCGTCTTTCCAGACGTTAGTAAATGAATTTTCTGTATGAGGTTTTGCTAA
ACAACTTTCAACAGTTTCAGCGGAGTGAGAATAGAAAGGAACAACTAAAGGAATTGCGAATAATAATTTTTTCACGTTGAAAATC
TCCAAAAAAAAAGGCTCCAAAAGGAGCCTTTAATTGTATCGGTTTATCAGCT

6.2.6 Konstrukte basierend auf pGusA21

NotI

Xbal

pGusA21
5368 bp

Promotof

AP binding site

Restriktionsschnittstellen, die flr die Klonierung genutzt wurden, sind in der Sequenz mit
GroRRbuchstaben und unterstrichen markiert.

actagggataacagggtaatgcttatcactgcttccecgecectgetgeggcettctececccgaagttcatececggtccaccgettctggagecaggaacgeegecgacttgggcet
tgcggtcccgggtgaagatgeccttcttgttgeccccgacgeggaggatgecctgggaggtggegaagteggegaagttccacacctgetegecgacgaccgegetgac
gcggtcgaacacgeggtggtacatgtccagecacgegeactggtactcttcggaccacatgteggtgtacatggagtgcagaccggecagegtgtccacgecgtacteg
gtgatgatgatcggctggtgcagettctectgecacgecageagcetctttetccaggacctteteggecegtttccaggtcecccggactgeacgtaccagecgtagtagegg
ttcaggcacaggacgtcgaagaggtcggagatggtgteegtgtgggegtcgecagaacatcacgttcacgeaggtgatgggecgggtggggtcgagettecgggtggcec
tcggcecageggggegaagtactceegggceaccctgeggecgggtgtecggetegttggegatcgaccacatcacgacggacgggtggttcttgtcgegggegatgage
tctttgatcgectggaggtgggectgetgggtttcgecgttgacggectettcggagtagagetettteggettgttgecggectcgaagecgatgecgagggacaggttg
aagcccaccgeggeggtttegtegatgacgacgatceeegtgetegtecgeccagtecageatetettecgegtacgggtagtgegaggtecggtacgagttggegeegat
ccagtccatcagggcgtggtcgtggaccatcaggacgttgtcgaagececttgecgeggaggteggegtectegtgecgaccgaageccgtgaagtagaacggcettgtgg
ttgatcaggaactgctcgeccttgaccgecacggaccggatgecgacgegeagggggtagatgtegeacteggtcetggetettegeegtcacgecacagetegtacaggt
agccctcacccggetgecagaggtgggggttcacgacctggagggtecccgaggtgecctgeccggtegecacgacctgetgeteggegtegeggagetecacgcetcea
cgtcgecgttggegacgacctgecagtccacggacgegtggttgecagtectgggecacgtgggtgaccaccgtgatgtegtcgacccaggtgttcggegtegtgtacag
catgaccgagcggtggatgecggegtagttgaagaagtcgtggaagtagetctgcettcttcettgeegttctegtecgtgatcaccatgeegggegggatggtetgecagtt
gagctcgttgttgacgcagaccgtgatgeggaccgacttgecggegatgacgtacggggtcacgtccgectcgaagggegtgtageegeectggtgetecatcacttect
ggttgttgacccagaccttgecgtagtgggtcacggegtcgaagegeageacgatgegetgaccggeccageccttggggatgaacaccteccgetgataccagacgtt
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ccccgegtagttgeggatgteegegtecgegaactggtegttgaagetgecggggacggegatggegegegactectggagggegetcteccaccaccgetggtegata
ccgcagttctcccggtegaggetgaacgeccacaggecgtecagettcttgatctegegggteggggtttcgacgggecgeageatgtecgtaccteegttgetegacta
gcttatcgataccgtcgatcctaccaaccggeacgattgtgeccacaacageategeggtgecacgtgtggaccgegteggtcagatecteceegeacctcetegecagece
gtcaagatcgaccgegtgeacctgegatcgecgatcaaccgegactageatcgggegcaagecgecactcgaacggacactcgeatggacgtcecccttectggacctg
caagccgegtacctegaacteecggteegacategaccaggegtgecggegegtgetegggtegggetggacctegagggggggeccggtacaattegtaatcatgtceat
agctgtttcctgtgtgaaattgttatccgetcacaattccacacaacatacgagecggaageataaagtgtaaagectggggtgectaatgagtgagetaactcacatta
attgcgttgegctcactgeccgcetttccagtcgggaaacctgtegtgecagetgeattaatgaatcggecaacgegeggggagaggeggtttgegtattgggegcetcttee
gcttectegetcactgactegetgegeteggtegtteggetgeggegageggtatcagetcactcaaaggeggtaatacggttatccacagaatcaggggataacgeag
gaaagaacatgtgagcaaaaggccagcaaaaggcecaggaaccgtaaaaaggecgegttgetggegtttttccataggetccgecccecctgacgageatcacaaaaat
cgacgctcaagtcagaggtggcgaaacccgacaggactataaagataccaggegtttcceectggaagetecctegtgegetctectgttccgaccctgecgettaceg
gatacctgtcegcectttcteccttcgggaagegtggegetttctcatagetcacgetgtaggtatctcagttcggtgtaggtegttcgetccaagetgggetgtgtgeacga
accccccgttcageeccgaccgetgegecttatecggtaactategtettgagtccaaccecggtaagacacgacttatcgecactggeageagecactggtaacaggatta
gcagagcgaggtatgtaggeggtgctacagagttcttgaagtggtggectaactacggctacactagaagaacagtatttggtatcetgegcetctgetgaagecagttace
ttcggaaaaagagttggtagetcttgatccggeaaacaaaccaccgetggtageggtggtttttttgtttgcaagcageagattacgegcagaaaaaaaggatctcaag
aagatcctttgatcttttctacggggtctgacgctcagtggaacgaaaactcacgttaagggattttggtcatgagattatcaaaaaggatcttcacctagatecttttggtt
catgtgcagctccatcagcaaaaggggatgataagtttatcaccaccgactatttgcaacagtgecgttgatcgtgcetatgatcgactgatgtcatcageggtggagtge
aatgtcgtgcaatacgaatggcgaaaagcecgagcetcatcggtcagcettctcaaccttggggttacccceggeggtgtgetgetggtecacagcetecttecgtagegtecg
gcecctcgaagatgggecacttggactgatcgaggecectgegtgetgegetgggtccgggagggacgetegtecatgecctegtggtcaggtctggacgacgageegttc
gatcctgccacgtcgeccgttacaccggaccttggagttgtctctgacacattetggegectgeccaaatgtaaagegcagegeccatecatttgectttgeggeagegggg
ccacaggcagagcagatcatctctgatccattgeccctgecacctcactegectgeaageccggtegeccgtgtccatgaactcgatgggeaggtacttetecteggegt
gggacacgatgccaacacgacgctgeatcttgecgagtigatggcaaaggttcectatggggtgecgagacactgeaccattcttcaggatggeaagttggtacgegte
gattatctcgagaatgaccactgctgtgagegctttgecttggeggacaggtggctcaaggagaagagecttcagaaggaaggtccagteggtcatgectttgeteggtt
gatccgctccecgegacattgtggegacagecctgggtcaactgggecgagatecgttgatcttectgeatecgecagaggegggatgegaagaatgegatgeegetege
cagtcgattggctgagctcatgageggagaacgagatgacgttggaggggcaaggtegegetgattgetggggcaacacgtggageggateggggattgtetttctteca
gctecgetgatgatatgetgacgctcaatgecgtttggectccgactaacgaaaatceccgeatttggacggetgatcecgattggeacggeggacggegaatggeggagea
gacgctcgtccgggggcaatgagatatgaaaaagectgaactcaccgegacgtatcgggeectggecagecagetagagtcgacctgeaggtceccggggateggtct
tgccttgetegteggtgatgtacttcaccagetccgegaagtegetcettcttgatggagegeatggggacgtgettggeaatcacgegeaccccccggecgttttagegge
taaaaaagtcatggctctgecctcgggeggaccacgeccatcatgaccttgecaagetegtectgcettetettecgatettcgeccagecagggegaggategtggeatcacce
gaaccgcgeegtgegegggtegteggtgagecagagtttcagcaggecgeccaggeggeccaggtegecattgatgegggecagetegeggacgtgcetcatagtecac
gacgcccgtgattttgtagecctggecgacggecagecaggtaggcecgacaggctcatgecggeegeegecgcecttttectcaategcetcttegttegtctggaaggeagt
acaccttgataggtgggcetgececttectggttggettggtttcatcagecatecgettgecctcatetgttacgecggeggtagecggecagectcgcagagceaggattece
gttgagcaccgccaggtgcgaataagggacagtgaagaaggaacaccegetegegggtgggectacttcacctatectgeccggetgacgecgttggatacaccaagg
aaagtctacacgaaccctttggcaaaatcctgtatatcgtgcgaaaaaggatggatataccgaaaaaatcgctataatgaccccgaageagggttatgcageggaaaa
gatccgtcgacctgeaggeatgecatggtacccgggagetcgaattcgaagcettetgecagacgegtcgacgt CATATGGATCCgatategeegtggeggeegcTC
TAGA

6.2.6.1 Vorkonstrukte

Da die geplanten Knockouts in S. hawaiiensis mit den auf pGusA21 beruhenden Konstrukten
nicht erfolgreich waren, wurden diese Plasmide als Vorkonstrukte genutzt und die Inserts in
pGM-GUS-Xba kloniert. Die Sequenzen der Inserts sind in Kapitel 6.2.8 zu finden.
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6.2.7 Konstrukte basierend auf pGM-GUS

pGM-GUS
7552 bp

/BamHI
N\ —~~Ndel
- S HindIII
CAP binding site \ EcoRI
Ncol

ctagtatcggacgtctatcggcegegtcaggagcegagcaggggcaatgaacggecacaccaatgecaggatcaacaggacccagaaatggecacgageccgggattgg
cctececgggetegeegeccccgaaccggegcageatgecgagtgaggacgtttgetetgtgacgagegtacgagagaacagegegtcgacaccaccgegeccecgecg
gaccgaagtgccactgecggcaccccgatcgtccacatccccgggaagegecccaaaatctactgetcggacgectgecgaaagegegcaaagegtcetecattgeggacce
agtcacgcagcgtagcaagcacgactacagegggtaatccggacgegggctttagtagtaagggaaaatctecgtccactgeaggtcagagegetgtaactggaacg
ggttctaccccaaacgagggtgecgegacagecgggegggaggaccegegegacgageggttcgececggegggaccggeaccagacggtgtegetgaacgaggegt
tcaagggctgegggacccggcetcactgecgggacggecgagetgatgtggaagecgggegaggegacgtggggeaacacgtgecgetgcaacaacgtecacacctg
cccgtggtgeatgagecgeatcectggecgtacggggcetcgaacgtgeagetegecgecgacggtctegeggacgeegggtacgggetgeaccttggeacgaacacgtt
gcgccacttcgagegceatggegttcggeaccgtccgcaagggaatgeggeacggectggtegeggtcttgecacgacggetggaagggegegtacggetegteeggeeg
ccgctggegeacgatgegegacgacttcgggatcatcggetacgagegggecttcgaggacaccttcggetggggeteeggetggeacctgeactggeacacgetetgg
gtcacccgegaggtgeteggeccggacgeccaggecgegttccgegacgcactcgecggagectgggecgecggggtcgaateegegggeggcetacaccgtcagega
gacgtgcgaccggececggttgetectgtgagggcaagggecacggeaccgacgtgegeccactcaacggegeggacgecgcetgacggegatgegggcaagceaggece
cgctacctctacaaggacggcgacaagaccaagggeggegtcgecaagateggectggagetggecggacagaacttcaaggeeggtegeggegacgaccgeatgg
gaccgctcgacctgggcegacgceggeggecgecgagetgeageggcettegteggeccggeccgttcgtcgagaagtaccgegagegegagttcggegtcttccaggtec
gcaagcactaccggtcgcagaacctgaaccggctgatcaaggaactcggeatccageaggacgtccgeaccgaggaggagatcaccgacgacaccgagggecetggt
cgccatcgeggtcatceceggectacatetggtaccgatacatcgeccgegtcgecggacgtegectcgacctcatcaaggtegecgagacgtacggectaccgggegte
cggceggctegtegagtectggggectggtgtggggcaaggacgtectggacccgeccgecccggaagegecggecgegecgggegaccttgacgetgaccagatgag
gttcgaggtcatgtccgaggaggaagetgctttccgegaggegegecggaaggecaacgaggeccgeacggaggagetggeegcettegetegaccgagtgegteage
Cgaagaaggaggcgatccgeccgacgatcagecttcggaagegectgaagecgaagecggtcaccgtcgacgtcaagactcccecgeccggegecgegtegeecegtg
tgcegecgetgeaagggcaagetegeeccggtactccagecctggggecggetecceggagactgecteegegtcgacacageggtegegtagggecgetgagggac
cgccatgagaccgccaccccggacatcegggtggeggtctcatggeggteceggegegaaagecgagggtcetgectgecgtgaggtggecggeggacctgggttactg
ctggaatcccgegceccagteccgagegtecgecggegcttttcacctggetccaattgtacgtaatcggatccatatgacgtcgacgegtctgcagaagcettcgaattega
gcteeecgggtaccatggeatgectgeaggtcgacggatcettttcegetgeataaccctgettcggggtcattatagegattttttcggtatatecatectttttcgeacgatat
acaggattttgccaaagggttcgtgtagactttecttggtgtatccaacggegtcagecgggcaggataggtgaagtaggeccaccegegagegggtgttecttcttecact
gtcccttattcgeacctggeggtgcetcaacgggaatectgetetgegaggetggecggetaccgecggegtaacagatgagggcaageggatggetgatgaaaccaag
ccaaccaggaagggcagcccacctatcaaggtgtactgecttccagacgaacgaagagcegattgaggaaaaggeggeggeggecggeatgagectgteggectacct
gctggeegteggecagggctacaaaatcacgggegtegtggactatgageacgtcecgegagetggeccgeatcaatggegacctgggecgectgggeggectgetgaa
actctggctcaccgacgacccgegeacggegeggtteggtgatgecacgatectegeectgetggegaagatcgaagagaageaggacgagettggeaaggtcatgat
gggegtggtecgeccgagggeagagecatgacttttttagecgetaaaacggecggggggtgegegtgattgecaageacgtecccatgegetccatcaagaagageg
acttcgcggagctggtgaagtacatcaccgacgagcaaggeaagaccgatceccggggacctgeaggtegactctagetggetggecagggeccgatacgtegeggt
gagttcaggctttttcatatctcattgcccccggacgagegtcetgeteegecattegecgtecgecgtgecaatecggatcagecgtccaaatgegggattttegttagtegg
aggccaaacggcattgagegtcageatatcatcagegagetgaagaaagacaatccccgatcecgetccacgtgttgecccageaatcagegegaccttgeecctecaa
cgtcatctegttcteegetcatgagetcagecaatcgactggegageggeategeattettegeateccgectcetggeggatgeaggaagatcaacggatcteggeccag
ttgacccagggctgtcgecacaatgtcgegggageggatcaaccgagcaaaggeatgaccgactggaccttecttctgaaggctcttctecttgagecacctgteecgeca
aggcaaagcgctcacageagtggtcattctcgagataatcgacgegtaccaacttgecatectgaagaatggtgeagtgtcteggeaccccatagggaacctttgecat
caactcggcaagatgcagcgtcgtgttggeatcegtgtcccacgecgaggagaagtacctgeccatcgagttcatggacacgggegaccgggettgecaggegagtgagg
tggcaggggcaatggatcagagatgatctgctctgectgtggecccgetgecgcaaaggcaaatggatgggegetgegctttacatttggecaggegecagaatgtgtca
gagacaactccaaggtceggtgtaacgggegacgtggcaggatcgaacggcetegtegtccagacctgaccacgagggeatgacgagegtceectceccggacccagege
agcacgcagggcctcgatcagtccaagtggeccatcttcgaggggecggacgcetacggaaggagetgtggaccagcagcacaccgecgggggtaaccccaaggttga
gaagctgaccgatgagctcggcttttcgecattegtattgecacgacattgeactccaccgetgatgacatcagtcgatcatagecacgatcaacggeactgttgeaaatagt
cggtggtgataaacttatcatccccttttgetgatggagetgcacatgaaccaaaaggatctaggtgaagatectttttgataatctcatgaccaaaatcecttaacgtga
gttttcgttccactgagegtcagaccccgtagaaaagatcaaaggatcttcttgagatectttttttctgegegtaatetgetgettgcaaacaaaaaaaccaccgetacca
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gcggtggtttgtttgeccggatcaagagetaccaactctttttccgaaggtaactggettcagcagagegeagataccaaatactgttcttctagtgtagecgtagttaggec
accacttcaagaactctgtagcaccgectacatacctegetctgetaatectgttaccagtggetgetgecagtggegataagtegtgtcettaccgggttggactcaagac
gatagttaccggataaggcgcageggtcgggctgaacggggggttcgtgcacacageccagettggagegaacgacctacaccgaactgagatacctacagegtgag
ctatgagaaagcgccacgcttcccgaagggagaaaggeggacaggtatccggtaageggeagggtcggaacaggagagegeacgagggagettccagggggaaac
gcetggtatctttatagtectgtegggtttcgecacctetgacttgagegtegatttttgtgatgetegtcaggggggcggagectatggaaaaacgecageaacgeggec
tttttacggttcctggecttttgetggecttttgetcacatgttctttectgegttateecectgattetgtggataaccgtattaccgectttgagtgagetgataccgetegeeg
cagccgaacgaccgagegeagegagtcagtgagegaggaageggaagagegeccaatacgcaaaccgectcteceecgegegttggecgattcattaatgeagetgge
acgacaggtttcccgactggaaagegggcragtgagegraacgcaattaatgtgagttagetcactcattaggecaccccaggetttacactttatgetteecggetegtatgt
tgtgtggaattgtgagcggataacaatttcacacaggaaacagctatgacatgattacgaattgtaccgggecccecctcgaggtccageccgacccgageacgegeceg
gcacgcctggtegatgtcggaccggagttcgaggtacgeggettgeaggtccaggaaggggacgtccatgegagtgtecgttcgagtggeggcettgegeccgatgetag
tcgeggttgatcggegatcgeaggtgeacgeggtegatcettgacggetggegagaggtgeggggaggatctgaccgacgeggtccacacgtggeaccgegatgetgtt
gtgggcacaatcgtgecggttggtaggatcgacggtatcgataagetagtcgagcaacggaggtacggacatgetgeggeccgtecgaaacceccgacccgegagatca
agaagctggacggcctgtgggegttcagectcgaccgggagaactgeggtatcgaccageggtggtgggagagegecctccaggagtegegegecategeegteecc
ggcagcttcaacgaccagttcgeggacgeggacatccgcaactacgeggggaacgtctggtatcagegggaggtgttcatccccaagggetgggecggtcagegeate
gtgctgegettegacgecgtgacccactacggeaaggtctgggtcaacaaccaggaagtgatggageaccagggeggctacacgeccttcgaggeggacgtgacccec
gtacgtcatcgecggeaagteggtcecgeatcacggtetgegtcaacaacgagctcaactggeagaccateccgeccggeatggtgatcacggacgagaacggcaaga
agaagcagagctacttccacgacttcttcaactacgccggcatccaccgetcggtcatgetgtacacgacgcecgaacacctgggtcgacgacatcacggtggtcaccca
cgtggcccaggactgcaaccacgegtecgtggactggeaggtegtegecaacggegacgtgagegtggagetccgegacgecgageageaggtegtggegacegggc
agggcacctcggggaccctccaggtegtgaacccccacctcetggeagecgggtgagggctacctgtacgagetgtgegtgacggegaagagecagaccgagtgegac
atctaccccctgegegteggeateeggtecgtggeggtcaagggegagceagttcctgatcaaccacaagecgttctacttcacgggettcggtcggeacgaggacgecg
acctccgeggeaagggcettcgacaacgtectgatggtccacgaccacgecctgatggactggateggegecaactegtaccggacctegeactaceegtacgeggaag
agatgctggactgggcggacgagcacgggatcgtcgtcatcgacgaaaccgecgeggtgggcttcaacctgteccteggeateggettcgaggecggcaacaagecga
aagagctctactccgaagaggcecgtcaacggegaaacccageaggeccacctccaggegatcaaagagetcategececgegacaagaaccaccegtecgtegtgatg
tggtcgatcgccaacgagecggacacccggecgeagggtgeccgggagtacttcgeccegetggecgaggecacceggaagetcgaccccacceggeccatcacctg
cgtgaacgtgatgttctgcgacgceccacacggacaccatctccgacctcttcgacgtectgtgectgaaccgetactacggetggtacgtgeagteccggggacctggaaa
cggccgagaaggtcctggagaaagagetgetggegtggeaggagaagetgeaccagecgatcatcatcaccgagtacggegtggacacgetggeeggtetgeactee
atgtacaccgacatgtggtccgaagagtaccagtgegegtggetggacatgtaccaccgegtgttcgaccgegtcagegeggtegtcggegagceaggtgtggaactteg
ccgacttcgecacctcccagggeatectecgegtcgggggcaacaagaagggeatcttcacccgggaccgcaageccaagteggeggegttcctgetccagaageggt
ggaccgggatgaacttcggggagaagccgcagcagggegggaageagtgataageattaccctgttatecctagtt

6.2.7.1 pGM-GUS-Xba
In pGM-GUS wurde durch ortsspezifische Mutagenese mit den Primern SM-Xba-2-for und SM-
Xba-2-rev eine Xbal-Schnittstelle eingefiihrt (6.2.8).

6.2.8 Konstrukte basierend auf pGM-GUS-Xba

pGM-GUS-Xba
7549 bp

\
lac operator — \\
CAP binding sité '\

Restriktionsschnittstellen, die fir die Klonierung genutzt wurden, sind in der Sequenz mit
GroRRbuchstaben und unterstrichen markiert.
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ctagtatcggacgtctatcggegegtcaggagegagcaggggcaatgaacggecacaccaatgecaggatcaacaggacccagaaatggeacgageecgggatigg
cctecegggetegeegeccccgaaccggegeageatgecgagtgaggacgtttgetetgtgacgagegtacgagagaacagegegtcgacaccaccgegecccgecg
gaccgaagtgccactgeggcaccccgategtccacatcecccgggaagegecccaaaatctactgeteggacgectgecgaaagegegcaaagegteteattgeggace
agtcacgcagcgtagcaagcacgactacagegggtaatccggacgegggcetttagtagtaagggaaaatctecgtccactgeaggtcagagegetgtaactggaacg
ggttctaccccaaacgagggtgecgegacagecgggegggaggaccegegegacgageggttcgeccggegggaccggeaccagacggtgtegetgaacgaggegt
tcaagggctgegggacceggcetcactgecgggacggecgagetgatgtggaagecgggegaggegacgtggggraacacgtgecgetgeaacaacgtccacacctg
cccgtggtgeatgagecgeatectggecgtacggggcetcgaacgtgeagetegecgecgacggtctegeggacgecgggtacgggetgeaccttggeacgaacacgtt
gcgecacttcgagegeatggegttcggeaccgtccgeaagggaatgeggeacggectggtegeggtettgecacgacggetggaagggegegtacggetegtecggeeg
ccgctggegeacgatgegegacgacttcgggatcatcggetacgagegggecttcgaggacaccttcggetggggeteeggetggeacctgeactggeacacgetetgg
gtcacccgegaggtgetecggeccggacgeccaggecgegticecgegacgeactegeeggagectgggeegeeggggtcgaatecgegggeggcetacaccgtcagega
gacgtgcgaccggeccggttgetectgtgagggeaagggecacggeaccgacgtgegeccactcaacggegeggacgecgetgacggegatgegggcaageaggec
cgctacctctacaaggacggcgacaagaccaagggeggegtcgecaagateggectggagetggecggacagaacttcaaggeeggtegeggegacgaccgeatgg
gaccgctegacctgggegacgeggeggecgecgagetgeageggcttegteggeccggeccgttegtcgagaagtaccgegagegegagtteggegtcttecaggtec
gcaagcactaccggtcgcagaacctgaaccggctgatcaaggaactcggeatccageaggacgtcegeaccgaggaggagatcaccgacgacaccgagggectggt
cgccatcgeggtcatceccggectacatctggtaccgatacatcgeccgegtegecggacgtegectegacctcatcaaggtegecgagacgtacggectacegggegtc
cggceggctegtecgagtectggggectggtgtggggcaaggacgtectggacccgeccgecccggaagegecggecgegecgggegaccttgacgetgaccagatgag
gttcgaggtcatgtccgaggaggaagcetgcetttccgegaggegegecggaaggecaacgaggeccgeacggaggagetggecgettegetcgaccgagtgegtcage
cgaagaaggaggcgatcecgeccgacgatcagecttcggaagegectgaagecgaagecggtcaccgtegacgtcaagacteccececgeccggegecgegtegeeegtg
tgccgeegcetgcaagggcaagetegecccggtactccagecectggggecggcteccecggagactgectecgegtecgacacageggtcgegtagggecgetgagggac
cgccatgagaccgecaccccggacatcegggtggeggtctcatggeggteeeggegegaaagecgagggtetgectgecgtgaggtggecggeggacctgggttactg
ctggaatcccgegeccagtccgagc TCTAGAcggegcttttcacctggetccaattgtacatcggatcCATATGacgtcgacgegtctgcagaagcttcgaattega

gctcecgggtaccatggceatgectgecaggtcgacggatcttttcegetgeataaccctgettcggggtcattatagegattttttecggtatatececatectttttcgecacgatat
acaggattttgccaaagggttcgtgtagactttecttggtgtatccaacggegtcagecgggcaggataggtgaagtaggeccaccegegagegggtgttecttcttcact
gtcccttattcgeacctggeggtgetcaacgggaatectgetetgegaggetggecggetaccgecggegtaacagatgagggcaageggatggetgatgaaaccaag

ccaaccaggaagggcagcccacctatcaaggtgtactgecttccagacgaacgaagagcegattgaggaaaaggeggeggeggecggeatgagectgteggectacct
gctggeegteggecagggctacaaaatcacgggegtegtggactatgageacgtcegegagetggeccgeatcaatggegacctgggecgectgggeggectgetgaa
actctggctcaccgacgacccgegcacggegeggttcggtgatgecacgatectegecctgetggegaagatcgaagagaagcaggacgagcettggcaaggtcatgat
gggcegtggtccgeccgagggcagagecatgacttttttagecgctaaaacggeeggggggtgegegtgattgeccaageacgtecccatgegetccatcaagaagageg
acttcgcggagctggtgaagtacatcaccgacgagcaaggcaagaccgatceccggggacctgeaggtegactctagetggetggecagggeccgatacgtegeggt

gagttcaggctttttcatatctcattgcccccggacgagegtctgetecgecattegecgtecgecgtgecaatecggatcagecgtccaaatgegggattttegttagtegg
aggccaaacggcattgagegtcageatatcatcagecgagcetgaagaaagacaatccccgatecgcetecacgtgttgecccagcaatcagegegaccttgeccctecaa

cgtcatctegttctecgetcatgagetcagecaatcgactggegageggeategeattettegeateccgectetggeggatgecaggaagatcaacggatcteggeccag
ttgacccagggctgtcgcecacaatgtcgegggageggatcaaccgagcaaaggeatgaccgactggaccttecttctgaaggctcttctecttgagecacctgtecgeca
aggcaaagcgctcacageagtggtcattctcgagataatcgacgegtaccaacttgecatectgaagaatggtgeagtgtcteggeaccccatagggaacctttgecat

caactcggcaagatgcagegtcgtgttggeatcegtgtcccacgecgaggagaagtacctgeccatcgagttcatggacacgggegaccgggcttgcaggegagtgagg
tggcaggggcaatggatcagagatgatctgctctgectgtggecccgetgecgcaaaggcaaatggatgggegetgegctttacatttggecaggegecagaatgtgtca
gagacaactccaaggtccggtgtaacgggegacgtggcaggatcgaacggcetegtegtccagacctgaccacgagggeatgacgagegtcectcceggacccagege
agcacgcagggcctcgatcagtccaagtggeccatcttcgaggggecggacgctacggaaggagetgtggaccageageacaccgecgggggtaaccccaaggttga
gaagctgaccgatgagctcggcttttcgecattcgtattgcacgacattgcactccaccgcetgatgacatcagtcgatcatagcacgatcaacggcactgttgcaaatagt
cggtggtgataaacttatcatccccttttgetgatggagetgcacatgaaccaaaaggatctaggtgaagatectttttgataatctcatgaccaaaatcecttaacgtga

gttttcgttccactgagegtcagaccccgtagaaaagatcaaaggatcttcttgagatectttttttctgegegtaatetgetgettgcaaacaaaaaaaccaccgetacca
gcggtggtttgtttgecggatcaagagetaccaactctttttccgaaggtaactggettcagcagagegeagataccaaatactgttcttctagtgtagecgtagttaggec
accacttcaagaactctgtagcaccgectacatacctegetctgetaatectgttaccagtggetgetgecagtggegataagtegtgtcttaccgggttggactcaagac

gatagttaccggataaggcgcageggtcgggctgaacggggggticgtgeacacageccagettggagegaacgacctacaccgaactgagatacctacagegtgag
ctatgagaaagcgccacgcttcccgaagggagaaaggeggacaggtatccggtaageggeagggtcggaacaggagagegeacgagggagettccagggggaaac
gcctggtatctttatagtectgtegggtttcgecacctetgacttgagegtegatttttgtgatgetegtcaggggggcggagectatggaaaaacgecageaacgeggece
tttttacggttcctggecttttgetggecttttgetcacatgttctttectgegttateecectgattetgtggataaccgtattaccgectttgagtgagetgataccgetegeeg
cagccgaacgaccgagegeagegagtcagtgagegaggaageggaagagegeccaatacgcaaaccgectcteccegegegttggecgatteattaatgeagetgge
acgacaggtttcccgactggaaagegggcragtgagegeaacgcaattaatgtgagttagetcactcattaggecacceccaggetttacactttatgettecggetegtatgt
tgtgtggaattgtgagcggataacaatttcacacaggaaacagctatgacatgattacgaattgtaccgggecccccctcgaggtccageccgacccgagceacgegeceg
gcacgcctggtegatgtcggaccggagttcgaggtacgeggettgeaggtccaggaaggggacgtccatgegagtgtecgttcgagtggeggcettgegeccgatgetag
tcgeggttgatcggegatcgeaggtgeacgeggtegatcettgacggctggcgagaggtgeggggaggatctgaccgacgeggtccacacgtggeaccgegatgetgtt

gtgggcacaatcgtgecggttggtaggatcgacggtatcgataagetagtcgagcaacggaggtacggacatgetgeggeccgtecgaaacceccgacccgegagatcea

agaagctggacggcctgtgggegttcagectcgaccgggagaactgeggtatcgaccageggtggtgggagagegecctccaggagtegegegecategeegteecc

ggcagcttcaacgaccagttcgeggacgeggacatccgcaactacgeggggaacgtctggtatcagegggaggtgttcatccccaagggetgggecggtcagegeate
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gtgctgegettcgacgeegtgacccactacggeaaggtctgggtcaacaaccaggaagtgatggagceaccagggeggctacacgeccttcgaggeggacgtgacccec
gtacgtcatcgecggeaagteggtecgeatcacggtctgegtcaacaacgagetcaactggeagaccateccgeccggeatggtgatcacggacgagaacggcaaga
agaagcagagctacttccacgacttcttcaactacgecggeatccaccgeteggtcatgetgtacacgacgecgaacacctgggtcgacgacatcacggtggtcaccca
cgtggcccaggactgcaaccacgegtecgtggactggeaggtegtegecaacggegacgtgagegtggagetecgegacgecgageageaggtegtggegaccgggc
agggcacctcggggaccctccaggtegtgaacccccacctetggeagecgggtgagggctacctgtacgagetgtgegtgacggegaagagecagaccgagtgegac
atctaccccctgegegteggeateeggteegtggeggtcaagggegageagttectgatcaaccacaagecgttctacttcacgggettcggtcggecacgaggacgeceg
acctccgeggeaagggcettcgacaacgtectgatggtccacgaccacgecctgatggactggateggegecaactegtaccggacctegeactaccegtacgeggaag
agatgctggactgggcggacgagcacgggatcgtegtcatcgacgaaaccgecgeggtgggcettcaacctgteecteggeateggettcgaggecggeaacaagecga
aagagctctactccgaagaggcecgtcaacggegaaacccagcaggeccacctccaggegatcaaagagetcatcgeccgegacaagaaccaccegtecgtegtgatg
tggtcgatcgccaacgagecggacacccggecgcagggtgeccgggagtacttcgeccegetggecgaggecacceggaagetcgaccccacceggeccatcacctg
cgtgaacgtgatgttctgegacgeccacacggacaccatctecgacctcttegacgtectgtgectgaaccgetactacggetggtacgtgeagtecggggacctggaaa
cggccgagaaggtcctggagaaagagetgetggegtggeaggagaagcetgeaccagecgatcatcatcaccgagtacggegtggacacgetggecggtetgeactee
atgtacaccgacatgtggtccgaagagtaccagtgegegtggetggacatgtaccaccgegtgttcgaccgegtcagegeggtegteggegageaggtgtggaactteg
ccgacttcgecaccteccagggeatectecgegtegggggcaacaagaagggeatcttcaccecgggaccgcaageccaagteggeggegttectgetccagaageggt
ggaccgggatgaacttcggggagaagcecgcagcagggcgggaagcagtgataageattaccectgttateectagtt

6.2.8.1 pGM-GUS-clpP1

Die Inserts Flanke-links und Flanke-rechts wurden mit den Primern links-flank_fwd, links-
flank_rev, rechts-flank_fwd und rechts-flank_rev amplifiziert und mittels Gibson Assembly nach
Linearisierung von pGM-GUS-Xba mit Ndel in den Vektor kloniert.

CATATGacatcacggagctgaaggacggcgaaacgctgaacttcaccgecgaggtegacatecgeccctecatcgagateccggactactecggeatcgaggtega
ggtcgacgcecegtcgaggtcaccgacgaggacgtcgagaagteggtggagceagetgegegagegcettecgectecaccteeccggtecgagegegecgecgeggacggceg
acgtgctcaccctegacctgeaggecaaggtcgacggegagatcectcgaggacggegtcgecgacggtgtgtectacaccateggeteeggegagetgetggacggea
tcgacgaggccgtgaagggectggaggecggtggegaggecaccttcaccteccgagcetcaagggeggeteggeggecggcaaggaggecgaggtcaccgtcaaggt
ctcececaggtegecgegegegagetgeccgagetggacgacgacttcgegeagetegegtcggagttcgacacgetggaggagcttcaggecgacagecgcaagegect
ggccaacatgaagcagtacgaccaggccacgcaggeccaggagegegtectggacaagetgetegagetggtegaggteceggtececcgagaagetectecgaggacg
agatcaacacccgcaagcacaacctcgagcaccaccagctcggecagatgggectcgacctcgagaagtacctcgagetccagggcaagaccgecgaggagttega
gaccgagacccgcgaggecgeggtcaagggceatcaagacccagttcgtectcgacgagetggtcaagecaggagaagetcaacgtcagecaggaagagetgaccgag
cacctcatgegecgtgecgectectceggeatgteccccgaccagttegeccaggeegtegtecgageagggecaggteecgetectegteggtgaggtegeecgeggea
aggccctggeegeegtggtcgagaaggecacggtcaaggacaccaacggegagategtcgacctggacgacgaggaggacgaggagacggaggrcgecgaggecg
acgccaccgaggecgecgacgecgagaaggecgacgacaaggecgaggagaagaccgagggctgateeectegegeegtecccgacggatgtgaaacgggeeecg
gacgttccgacgecggggeccgttcgtatagggraggacageccgeccaggggrgcggggaaccgrgrgacgggrcacggacggrccgecgrccgggaaccggce
aatccgcecacggeggtggcegatcecgegeaccecgeggagegctacgeccccggegaacacccgcagaaccgggatggeaccggagggtcaccgegttagggtecat
gaatacgagggcaggggagtcccggaaageggctccagecccgeagggaaacgtgagacggeccggegecgtcgtaagacgageaggtggatacgtgeagacgat
cgagcagatcacccgcegattcggaccgegaccgetggttcgacgecttcgaggccaaggagtacggectcatcgacgacgtcatcgecacggecgecggceatgeegg
gcggeggeggeacgggegectgagecatectecgecccgagecgaccgectcageccctttacaggagacactgtgaacgacttccccggeageggectgtacgaccg
cgtgaacgccgcacaggacatgegegeegectcccagggecgcetacaccggeccgeaggecgagteecgetacgtcateecgegettegtegagegeacctegeaggg
cgtgcgegagtacgacccgtacgcegaagcetcttcgaggagegggtgatcttectecggegtccagatcgacgacgectcggecaacgacgtcatggegeagetgetgtge
ctggagtcgatggaccccgaccgggacatctcggtctacatcaacagecccggeggctcecttcaccgegetcacggcecatctacgacacgatgeagtacgtgaagecg
gacgtccagacggtctgeatgggccaggecgecteegeecgeegecgtectgetggecgecggtacgeecgggeaagegeatggegetgecgaacgeccgegtectgate
caccagccgtacagcgagaccggecgeggtcaggtcteccgacctggagatcgecgccaacgagatcectcecggatgegetcgeagetggaggagatgetggecaagea
ctccaccacgecggtcgagaagatcecgegaggacatcgagegegacaagatectcacggecgaggacgegetgagetacggectgategaccagatcatcaccacce
ggaagatggacaactcctctctccgetaggeaagaggcetgtategtetgecgetecttggeacggtttgacgegattcacgtcaaagggaaccgtgecaaggggggece
ggacgaggggcccggraaggtaccgtcggacataaggcageaccaggagtccgececgecgtigacgtgacgtcgacgtecgggagtctcccaggegaaggggaage
acaccgtggcacgcatcggtgacggeggegatctgetcaagtgetegttctgegggaagagecagaageaggtcaagaagcetcategeagggeccggtgtgtacatct
gcgacgagtgcatcgacctctgecaacgagatcatcgaggaggagetggecgagaccagegaggtgegetgggaggagetecccaagecccgegagatctacgagttc
ctcgagagctacgtggtcggecaggaggeggccaagaaggecctctecgtegeggtgtacaaccactacaagegggtccaggecggegagaacggeggegeccaag
gccgegaggacgcecatcgagttggegaagtccaacatectectgetggCATATG

6.2.8.2 pGM-GUS-clpP2

Die Inserts Flanke-links und Flanke-rechts wurden mit den Primern ClpP2flank-links Fwd,
ClpP2flank-links Rev, ClpP2flank-rechts Fwd und ClpP2flank-rechts Rev amplifiziert und mittels
Gibson Assembly nach Linearisierung von pGM-GUS-Xba mit Ndel in den Vektor kloniert.
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CATATGcctcgagaagtacctcgagctccagggcaagaccgecgaggagttcgagaccgagacccgegaggecgeggtcaagggeatcaagacccagttegtect
cgacgagctggtcaagcaggagaagctcaacgtcagecaggaagagetgaccgageaccteatgegeegtgecgectectecggeatgtecceecgaccagttegecca
ggcegtegtcgageagggecaggteecgetectegteggtgaggtegeccgeggeaaggecctggecgecgtggtcgagaaggecacggtcaaggacaccaacggeg
agatcgtcgacctggacgacgaggaggacgaggagacggaggecgecgaggecgacgecaccgaggecgecgacgecgagaaggecgacgacaaggecgagga
gaagaccgagggctgatcccctegegecegtecccgacggatgtgaaacgggecccggacgttccgacgecggggeccgttegtatagggeaggacagececgeccagg
ggcgeggggaaccgegegacgggecacggacggeccgeegeccgggaaccggecaatecgecacggeggtggegatecgegeaccecgeggagegcetacgeecce
ggcgaacacccgcagaaccgggatggeaccggagggtcaccgegttagggtccatgaatacgagggeaggggagteccggaaageggcetccagecccgeagggaa
acgtgagacggceccggegecgtegtaagacgageaggtggatacgtgacgaatctgatgecctcagecgecggegagecctctateggtggeggecteggegaccag
gtctacaaccgactgcetcggegageggatcatettectcggecagecggtcgacgacgacatcgecaacaagatcaccgeacagetgetgetecttgectecgaccegg
acaaggacatcttcctgtacatcaacagcccgggeggttcgatcacggecggeatggegatctacgacaccatgeagtacatcaagaacgacgtggtgacgatcgega
tgggtctcgeggectecatgggacagttectgetcagegegggeacceecggeaagegcettcgegetgecgaacgecgagatectgatccaccagecctecgeeggect
ggcceggttcggecteggacatcaagatccacgecgageggetgetgeacaccaageggegeatggecgagetgaccteccageacaccggecagacgatcgageaga
tcacccgegattcggaccgegaccgetggttcgacgecttcgaggecaaggagtacggectcatcgacgacgtcategecacggecgecggeatgeegggeggeggcg
gcacgggcgectgagecatcctecgeccecgagecgaccgectcageccctttacaggagacactgtgaacgacttcecccggeageggectgtacgaccgegtgaacga
ccagatcatcaccacccggaagatggacaactcctctctccgetaggcaagaggcetgtategtetgecgetecttggeacggtttgacgegattcacgtcaaagggaac
cgtgccaaggggggceecggacgaggggcccggcaaggtaccgtcggacataaggeageaccaggagtecgeccgecgttgacgtgacgtcgacgtecgggagtcetce
ccaggcgaaggggaagcacaccgtggcacgcatcggtgacggeggegatcetgetcaagtgetegttctgegggaagagecagaagceaggtcaagaagcetcategea
gggcccggtgtgtacatctgegacgagtgeatcgacctctgeaacgagatcatcgaggaggagetggecgagaccagegaggtgegetgggaggagetecccaagec
ccgcgagatctacgagttcctcgagagcetacgtggtcggecaggaggeggccaagaaggecctcetecgtegeggtgtacaaccactacaagegggtccaggeeggeg
agaacggcggegeccaaggecgegaggacgecatcgagttggegaagtccaacatectectgetgggecccacgggcetecggeaagaccectectegeccagacccte
gcecgeatgetgaacgteccgttegegategecgacgecacggegctcaccgaggeggggtacgteggegaggacgtcgagaacatectgetgaagetgatecaggec
gccgactacgacgtcaagaaggcecgagaccgggatcatctacatcgacgagatcgacaaggtcgegeggaagagtgagaacccctccatcacgegegacgtgtegg
gcgagggcegtccageaggecctgetgaagatcectggagggcaccaccgecteecgteeccgecgeagggeggecgraageacccgeaccaggagttcatccagategac
acgacgaacgtgctgttcatcgtgggeggtgecttcgegggectggagaagatcatcgagggeegggeeggegecaagggeateggetteggtgegeagateegetec
aagcgggagatcgagtccaaggaccagttcgagcaggtcatgecggaggacctggtcaagttcggceatgateeecgagttcatcggecggetgeccgteatcacctee
gtccacaacctcgaccgegaggegcetectccagatectggtegagecgegeaacgecctegtcaageagtacgagegectcttcgaactcgacggegtggagetggac
ttcgagcgegaggecctggaggecatcgecgaccaggegatectgegecagaccggegeccgeggectgegegecatcatggaggaagtectccagggegtcatgtac
gaggtcccctccegeaaggacgtegeccgegtegtcatcaccgecgacgtggtectctecaacgtcaacccgacgetgatccceegggattcCATATG

6.2.8.3 pGM-GUS-clpP3
Die Inserts Flanke-links und Flanke-rechts wurden mit den Primern ClpP3flank-links Fwd,

ClpP3flank-links Rev, ClpP3flank-rechts Fwd und ClpP3flank-rechts Rev amplifiziert und mittels
Gibson Assembly nach Linearisierung von pGM-GUS-Xba mit Ndel in den Vektor kloniert.

CATATGcgcgtcgeagtcgecgacggtgaagtagacgttgatgtggggegggacctegggegggaagtectecgtcatggecatgeggeccaggacggggtegteg
ccgaggtcgaagaggceggaagtccacctggtcegtectgeatctgecgggeccggtaggagaagaccgeggggaagaaggegtccgacttcgegggetegegggtgaa
gacctcggceccagcagtacgegeecggggacggecgtegectcgaagecctegtgettgtegecctgecagactccgaagaccacccecgetegggtegegggecagaca
catggtgccgaagtcgecgaccttcateggetccageageagetegecgecggectegeggatecgeecegeggtegecgecgegtccggggaggcgaagtagagge
accactgggactggtcctcgtgaccgggegggggcegggaccacggeggecaccgecttgecgtecgegtageactgggtgtagttgecgaactecgtcgacgactege
cgaaggtccagccgaggacgtcgecgtagaagcetcttggetecctcgacgteggtgaacategegtcggeccageaaggggecccttggggttgecacggecatgactg
ccgectectgtacggacaagtggttcggactgegggggggaacgggatgaccegggeccggtecggtecggtecggteeggttectcacgecggecgtcacgteceege
cctgegegeeggeggegegteactceccggegtacgectgetccagtgeggegatgtegagettgegeategacatcatggecttgttggeccgegecaccetggeggs
gtcggggtcgeggaacatctectcgagecggegegggacgacctgecaggacacgecgaaccggtecttgagecagecgeagggeecgtectegecgeegeccteggt

gagcctggtccagtagtggtegacctegtectggtectegeaggtgatetggaaggagategectegttgaacttgaactgegggecgeegttgaggeccacgaacttct
ggcegttggeggtgaactcgacggtgageaccgagecggegggctgeggageteecteggggtagegggtgacggegeegatgecggagttctigaagacggagacg
tagaagtgggcggcegtecteggegtegecgtegaaccacaggeaggtggtgaatecgteggtgctcatgagtacctccagggageggaacacggtcaccactgtegac
cggcgeggaccgeggaactcategetetgecggtggegaatcetgecgegggcagagaagteccctgtecgggecccggegggccgagagtggaaaaaccgeggegc
cgttcggecgeacacceegeaccacctecgeacgaccggecacgaccggecacgactcgacaaggagegecgatgtetecattcaccgeeggeccegeeccggeeeg
aacgcccagggecgaggaggtggaccaggtegtgcagtecctegeggacgtgegeccggecgecaccaggegacggatgggactgtgacatggggagetacacgatt
ccgaacgtcegtcgageggaccecgeagggegaacggtectacgacgtgttcagecggetgetgtecgageggatcatcettectggggaccgagatcgacgacggegts
gccaacgtcgtgategeacagcetectgeacctggagtegteggeccccgagagegagategecgtctacatcaactcteecggeggetegttcacgtegetgatggegat
ctacgacacgatgaccttcgtgcaggegecgatctegacgttctgtgtcgggeaggeggegtecacggeggecgtgctgctggegggcggggaccecgggeggeggtt
cgtgctegaacacgegegggtectgetggggcagecggecageggeggecgecagggeacggtgtecgacctggeactccaggecaaggagatggtgegeateegcet
cccaggtggaggaggtgctggceccgecacacgcaccacgacgtcgegacgetgegegeggacatggaccgegacaaggtgttcaccgeccaggaggeggtggecta
cgggctggecgacgaggtgetegegeggegectgacgagggtctgagetgecaggecggegtecccgeggtgegggggegecggeccgtacgegtectcaggeggcec
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aggcacatcccgtcgaaccgegegeeggacgeccegeggeccgecccegggeeggtgtgecggatcagetegeectgegegegggegageaggtegeccaggecca

gtccgagggegeecgeggeggeggcecagtacttcggaggacgectecttgeggecgegcetecacctecgagaggtagggeatggagatecgggeggecteggegacc
tecttcagegtgegcetectgetecaggegttcacgecgeaggacgtctecgaccaggtegegecacaggggcetetegegeggegggeggecttcgetecgggggaaccg

gtgaggcggegggecgegeccecgggegegtggectgegggegegeggectgeggacgegtggectgegggcgeageggaatgacgegggcttegttcggeacgtgg
ctggtcacctcctcagectagggtttcggecgegteccgtaagggtgeggegttccgecctcaggagaatecgeggegetegecgaageggeccggatgeegeggaccg
tcggegggactaggctgctcggaaatgggaggcatgageegecgegacccgggtacccgcaagegegaaaaacctagggagagecgtgactttcgtgggagaggcea

atgcagaccgccgtggteecgtccgeaagegeaggttgecgggaagaccgecgggageggaacgggcgagggatcagegegggacgtegtggacccccgeagegteg
caccgcgcgacgegegcecagttgtececcgecagttcttcCATATG

6.2.8.4 pGM-GUS-clpPIclpP2

Die Inserts Flanke-links und Flanke-rechts wurden mit den Primern deltal.2_left for,
deltal.2_left _rev, deltal.2 right for und ClpP2flank-rechts Rev amplifiziert und mittels Gibson
Assembly nach Linearisierung von pGM-GUS-Xba mit Ndel in den Vektor kloniert.

CATATGgacatcacggagctgaaggacggcgaaacgctgaacttcaccgecgaggtcgacatecgeccctccatcgagateceggactactceggeategaggteg

aggtcgacgccgtcgaggtcaccgacgaggacgtcgagaagteggtggageagetgegegagegettegectecacctecceggtegagegegeegeegeggacggc
gacgtgctcaccctcgacctgcaggccaaggtcgacggcegagatectcgaggacggegtegecgacggtgtgtectacaccateggeteeggegagetgetggacgge
atcgacgaggccgtgaagggcectggaggecggtggcgaggecaccttcacctecgagetcaagggeggeteggeggecggcaaggaggecgaggtcaccgtcaagg
tctceccaggtegecgegegegagetgeccgagetggacgacgacttegegeagetegegteggagttcgacacgetggaggagcettcaggecgacagecgcaagegec
tggccaacatgaagcagtacgaccaggccacgcaggeccaggagegegtectggacaagetgcetcgagetggtcgaggteeceggtecccgagaagcetectcgaggac
gagatcaacacccgcaagcacaacctcgagcaccaccagetcggecagatgggectcgacctcgagaagtacctcgagetccagggcaagaccgecgaggagtteg
agaccgagacccgcegaggecgeggtcaagggcatcaagacccagttcgtectcgacgagetggtcaagcaggagaagcetcaacgtcagecaggaagagetgaccga
gcacctcatgegcecgtgecgcectcecteeggeatgteccccgaccagttcgeccaggecgtegtcgageagggcecaggtceccgctectegteggtgaggtegeecgegge
aaggccectggecgecgtggtcgagaaggecacggtcaaggacaccaacggegagategtegacctggacgacgaggaggacgaggagacggaggrcgecgaggcee
gacgccaccgaggcecgecgacgecgagaaggecgacgacaaggecgaggagaagaccgagggcetgateccctegegeegteccegacggatgtgaaacgggeecee
ggacgttccgacgecggggeccgttcgtatagggraggacageccgeccaggggrgrggggaaccgrgrgacgggrracggacggrecgecgeccgggaaccggc
caatccgccacggeggtggegatcecgegeaccecgeggagegctacgececccggegaacacccgeagaaccgggatggeaccggagggtcaccgegttagggteca
tgaatacgagggcaggggagtcccggaaageggcetccagecccgeagggaaacgtgagacggeccggegecgtcgtaagacgagceaggtggatacgtggaccaga
tcatcaccacccggaagatggacaactcctctctcegetaggecaagaggcetgtategtetgecgetecttggeacggtttgacgegattcacgtcaaagggaaccgtgec
aaggggggcccggacgaggggeccggcaaggtaccgtcggacataaggeageaccaggagteegeecgecgttgacgtgacgtecgacgteecgggagtcteccagge
gaaggggaagcacaccgtggcacgceatcggtgacggeggegatctgetcaagtgetegttctgegggaagagccagaagceaggtcaagaagcetcatcgeagggecc
ggtgtgtacatctgcgacgagtgceatcgacctctgecaacgagatcatcgaggaggagetggecgagaccagegaggtgegetgggaggagetecccaageccegega
gatctacgagttcctcgagagctacgtggtcggecaggaggeggccaagaaggecctcteegtegeggtgtacaaccactacaagegggtccaggecggegagaacg
gcggegeccaaggecgegaggacgcecatcgagttggegaagtccaacatectectgetgggecccacgggcetccggcaagaccctectcgeccagaccctegeccgea
tgctgaacgtcecgttcgegatcgecgacgecacggegetcaccgaggeggggtacgteggegaggacgtcgagaacatectgetgaagetgatccaggecgeegact
acgacgtcaagaaggccgagaccgggatcatctacatcgacgagatcgacaaggtcgegeggaagagtgagaacccectecatcacgegegacgtgtecgggegaggs
cgtccagcaggcecctgcetgaagatcectggagggcaccaccgcectecgteccgecgcagggeggecgraagceacccgcaccaggagttcatccagatcgacacgacga
acgtgctgttcatcgtgggeggtgecttcgegggectggagaagatcatcgagggecgggeeggegecaagggeateggetteggtgegeagatecgetccaageggg
agatcgagtccaaggaccagttcgagcaggtcatgecggaggacctggtcaagttcggeatgatccccgagttcatcggecggetgeccgtcatcacctecgtecacaa
cctcgaccgcegaggcegcetcectccagatectggtcgagecgegeaacgecctegtcaageagtacgagegectcttcgaactcgacggegtggagetggacttcgageg
cgaggccectggaggecatcgecgaccaggegatectgegecagaccggegeecgeggectgegegecatcatggaggaagtectccagggegtcatgtacgaggtee
ccteececgeaaggacgtegeccgegtegtcatcaccgecgacgtggtectcteccaacgtcaacccgacgetgateccecgggattccCATATG

6.2.8.5 pGM-GUS-clpP3clpP4

Die Inserts Flanke-links und Flanke-rechts wurden mit den Primern ClpP3flank-links Fwd,
delta3.4_left_rev, delta3.4 right for und delta3.4_right_rev amplifiziert und mittels Gibson
Assembly nach Linearisierung von pGM-GUS-Xba mit Ndel in den Vektor kloniert.

CATATGcgcgtcgeagtcgecgacggtgaagtagacgttgatgtggggcgggacctegggegggaagtectecgtcatggecatgeggeccaggacggggtegteg
ccgaggtcgaagaggeggaagtccacctggtegtectgeatetgecgggeecggtaggagaagaccgeggggaagaaggegteegacttcgegggetegegggtgaa
gacctcggeccageagtacgegeeggggacggeegtegectegaagecctegtgettgtegeectgecagactccgaagaccaccecgetegggtegegggecagaca
catggtgccegaagtcgecgaccttcateggetecageageagetegeegeeggectegeggateegececgeggtegecgecgegteeggggaggcegaagtagagsc
accactgggactggtcctcgtgaccgggegggggegggaccacggeggecacegecttgecgteegegtageactgggtgtagttgecgaactceegtegacgactege
cgaaggtccageegaggacgtegecgtagaagetcttggetecctegacgteggtgaacategegteggeccageaaggggeeccttggggtigecacggecatgactg
ccgectectgtacggacaagtggttcggactgegggggggaacgggatgacccgggeccggteeggteeggtecggtecggttectcacgeeggecgtcacgteecege
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cctgegegeeggeggegegtcactceccggegtacgectgetccagtgeggegatgtegagettgegeategacatcatggecttgttggeccgegecaccctggeggs
gtcggggtegeggaacatctectcgagecggegegggacgacctgecaggacacgecgaaccggtecttgagecagecgeagggececgtectegecgeegeccteggt
gagcctggtccagtagtggtegacctegtectggtectcgeaggtgatctggaaggagategectegttgaacttgaactgegggecgeegttgaggeccacgaacttct
ggcegttggeggtgaactcgacggtgagcaccgageeggegggcetgeggageteecteggggtagegggtgacggegecgatgecggagticttgaagacggagacg
tagaagtgggcggegtecteggegtegecgtcgaaccacaggeaggtggtgaatecgteggtgctcatgagtacctccagggageggaacacggtcaccactgtegac
cggcegeggaccgeggaactcategetetgeeggtggegaatetgecgegggragagaagtcecctgteegggecccggegggccgagagtggaaaaaccgeggege
cgttcggeegeacaccccgeaccacctecgeacgaccggecacgaccggecacgactcgacaaggagegecgatgtcetecattcaccgeeggeeccgecceggeecg
aacgcccagggecgaggaggacgaggtgctegegeggegectgacgagggtctgagetgecaggeeggegteeeccgeggtgegggggegecggeccgtacgegtec
tcaggcggccaggcacatcccgtcgaaccgegegecggacgecccgeggeccgeeccccgggeeggtgtgecggatcagetegeectgegegegggegageaggtege
ccaggcccagtccgagggegeecgeggeggeggecagtacttcggaggacgectecttgeggeegegetccacctccgagaggtagggeatggagateegggeggece
tcggegacctecttcagegtgegetectgetecaggegttcacgecgeaggacgtctccgaccaggtegegecacaggggctctegegeggegggeggecttegeteeg
ggggaaccggtgaggeggegggergegeeccegggegegtggectgegggegegeggectgeggacgegtggectgegggegrageggaatgacgegggcettegtt
cggcacgtggctggtcacctectcagectagggtttcggecgegteecgtaagggtgeggegttccgecctcaggagaatcegeggegetcgecgaageggeccggatg
ccgeggaccgteggegggactaggetgetcggaaatgggaggeatgagecgecgegaccegggtacccgeaagegegaaaaacctagggagagecgtgactttegt
gggagaggcaatgcagaccgecgtggtecgtccgeaagegeaggttgecgggaagaccgecgggageggaacgggegagggatcagegegggacgtegtggacce
ccgcagcegtggcaccgegegacgegegecagttgtcecgecagttcetteccggegtctgacggaactcgaggagggeacggecgagtaccagttcgegegeaacacgcet
gatcgagatgaacatgtcgctcgtgeggttcgecgegggecgattccgeggtcgeggcaacgacatggaggacatcgtccagaccggeatgatcggectgatcaagge
catcgaccgcttcgagttgtcgegegaggtegagttcacgtecttegegetgecctacategtecggegagatcaagegcettcttccgggacaccacctgggeggtgeacg
tceegegeceggctccaggagetgegegtggagetggecagggeccgegaggagcetctccaccegectggaccgegageccacggtegecgaactcgecacgetgatg
aacatcggcgaggaccaggtgatcgagggccagatcgegtcgaacggcetacaactectectegetggacgecgegetgaccggtgacggacccgagaacggegagtc
ggtgctggeegacttcatcggtgtggaggaggacgggetgeggetegtegaggacttccattegetggeccegetgatggecgagetgagegagegggaccggeagat
catccacctgeggttcgtggaggaggccacccaggcgCATATG

6.2.8.6 pGM-GUS-Xba-Leu

Die Inserts Flanke-links und Flanke-rechts wurden mit den Primern Phyt links for Xbal,
Phyt links rev_BamHlI, Phyt rechts for BamHIl und Phyt rechts rev_Ndel amplifiziert und
zunachst nacheinander Gber die Restriktionsschnittstellen Xbal, BamH| und Ndel in den Vektor
pGusA21 kloniert. Durch Restriktionsverdau mit Xbal und Ndel konnte das vollstandige Insert
ausgeschnitten und in pGM-GUS-Xba kloniert werden.

TCTAGAtttttcgacaccggegctgcaatcgcaaatattcgetagtgggeatcatgtggegettctectggtttcttecgetegeatttgeggaaaagtgacactgecgac
cagtcttcatctttgccccaggeggggtaaccacgtgggatgtggtegtgtcacgtggaaggetgtggeggcetctgegagaccgtgegggetgegeaggteggeegggt
cctttttcggtaaccgatcaccagegcetgetgetccgeataaaagacggegggetecgetggtacgegaggaatgetatgaggeatccgaggtgtgetgategteggatg
cggtcgeaggceatgactcgcagagagtctcgggectgegeageggeategatgatgeecgetgagaagetctgacatttggtctgcagaaaaagacgcagagtgggetsg
agcgcagggecgcetgaccgaaccttgtgecggctcagttcccgceactgtegecagetecgtattgacctgetggaagacctgetegtcgaggaaataggeccaccgggce
gatgcccaggcetgtgggctactttcaccagagtttcgatggtgaggtttgttccatcageggactcggecgatgecaaagtgegtttcgatacgecagegegeteggeta
gttgggccagggtgaacggecctteccgggtggtgetgecggatgtgtcgcaaccgtgacgegatageggtcttecgegecacggacctgttegtccagecegtgegtegte
gaggcgtcgtgctctacatgttggecagetggceactctetgetcccgtcatagtgecageatgetgeaccttggtcgaagtatgttgcaactgatcgatcegegaggctatg
gtcaaccagcgggaaggagggctcgagaaggggcgaccaacgtgaactcegeectgtgetgaggtgagatgecttcgacggtteggtcagegtgcaagegtgagggst
ggcctgtaactacaaaggggaccccctggtgaaggeggaggegeatagteggetgatcagattactagegtgaagatctactgtgeaagetgegegcettececttgeega
ggttctgettgacgectcggggggegggtgtggtgectgtegtecttegtegtgecgagtetggectegegetgggtgeggaagttttctgtgatecgttgeggeggeccat
tggtgtcaccccttgagtgegeccageagtggeatgeggaaaatttetggegttgtcetctectgectgeccatgeggtcacctcetectgggttcattgaattgeeggteget
gttcggtaaagectggegtgggegecgetagggeageategettcggteggeectggeggeagggtgegetcaagtcaaattcgegecttagtgacacttgecgaatat
cgattgactattcgtgcagttatttcgattttcccaattagggggattgegtgeagetggcaaaaagegtgetggatcagGGATCC Ctatetegtgggecgggacgtcac
gceectegtgecgaactcgtggacactggagactattggggeatccatagegegggeggaategtgacgacctgggaattcgecgeageggeggtactcgagggattc
gggcagacggtgtcgatccggaaactgegegtgectgagecgaacgagggegagatgetegtegatgtgacatacggeggeatctgeggaacggatcttcacctgeag
cagggccacctgecgattcegactcectctgacacttggacacgagggectgggeacggtecgeagecteggggcgggaacaaccgtcgacgegtgtggegecactctg
cacgtgggggacacggtcatgtgggectegtegatctectgeggacagtgeatgecgtgecggeagtaccgtgaacccacgttgtgegaggeacgecggacgtatggg
gtcaaccgctegetcgecgaaggegecggactctceggegeatgggeggaaaccattcetgetgeaccegggegtggtegtegtgaaactgecgeagggegetgacgag
ttggccgctatgtegetggectgegecgggecgactcetggtgeacgecectgtacgageggegteeggtcaggeteggtgaaaccgtgategtccagggaageggaccgg
tcgggctegeggecgeggecectegeccacatggecggegeggagaaggtcatectggteggeggaccgegtcaacgectggacctggecgegaagtgegggategge
catcaccacatcgacatcgtggacggcgcgaacccccageaggecctcgaccaggegegegegetgacaccggggggcaccggegeggacctegtcategagtgege
aggaatccegggegetgtegetcaggggcetgacgetggececggegeggtggetegtatetegtggteggacagtacaccgataacggggacactatgetcaaccegea
ccagatcgtccatcgccaactggacattcacggctectgggeattcageggegcetcacctegtegagtacgteegtetgetteccgtectctccaaccgattegacctgeg

135



gagcctegtegtteectteccgetggecgatgtecgaategecatggaageagtggecaacggeaccgtcatcaaggecgtecttcagteggectgacatecattetgtg

gtcegatttcecgeccacccagtgegegetgegtgeggettgaggagegagacatgeatggeaccctggaggeaccgaggggttcggtgacgeggatatgeaggateg
attcgctgegaaagacgggaageggegeccaaaccttgactcageaacgacttegegtttecggtgeccaccgeggteatetgegaactgeccgaaateccectegeeg
agcgcgacaccttcegegeatggeccaaggetggeeggegetggecagectaggaggtgtgggcaagcCATATG

6.2.8.7 pGM-GUS-Xba-AlcoDe

Die Inserts Flanke-links und Flanke-rechts wurden mit den Primern AlcoDe_links_for Xbal,
AlcoDe_links_rev_BamHlI, AlcoDe_rechts_for BamHI und AlcoDe_rechts_rev_Ndel amplifiziert
und zunachst nacheinander Uber die Restriktionsschnittstellen Xbal, BamH| und Ndel in den
Vektor pGusA21 kloniert. Durch Restriktionsverdau mit Xbal und Ndel konnte das vollstandige
Insert ausgeschnitten und in pGM-GUS-Xba kloniert werden.

TCTAGAgctgcaccttggtcgaagtatgttgcaactgatcgatccgegaggcetatggtcaaccagegggaaggagggctcgagaaggggegaccaacgtgaacteg
ccctgtgetgaggtgagatgecttcgacggttcggtcagegtgeaagegtgaggggtggectgtaactacaaaggggaccecctggtgaaggeggaggegeatagteg
gctgatcagattactagcgtgaagatctactgtgcaagcetgegegctteecttgecgaggttctgettgacgectcggggggcgggtgtggtgectgtegtecttegtegtg
ccgagtctggectecgegetgggtgeggaagttttctgtgatcegttgeggeggeccattggtgtcaccecttgagtgegeccageagtggeatgeggaaaatttetggegt
tgtctctectgectgeccatgeggtcacctctectgggttcattgaattgecggtegetgttcggtaaagectggegtgggegecgetagggeageategetteggteggec
ctggcggcragggtgcgctcaagtcaaattcgegecttagtgacacttgecgaatatcgattgactattegtgeagttatttcgattttcccaattagggggattgegtgeag
ctggcaaaaagegtgctggatcagtatgaccgegatgggttcgtectegteccgggggectttictectgecgagatggactgecttaagggggegatggecgaggacg

tggcgtccagtaagggtecgeatctgatcacggaggatgacggtgegacactgegggecgtttacgegtcacacacceggeatecgetettcagtacgttggtttegtec

gcgegactcectcgecccggegatgeagttggtggctcaggacctctacgtgecaccaattcaagatcaacacgaageggeccttcgggggegaatcatgggeatggeac

caggactaccccgtgtggcgegacgecgaccgtatgecggaaccacgtgecgtcaacgtggecgtattectggacgaggtaaccgagttcaacggecccgtggtgttec
tgcggggctcgeacaggetegggtcggaagegagttctegecageaggecaaccaggegggggageacategateegeatgactacgegetgtccaccggtgacctgt
ccaagctcgeggaagtgcacgagatgacgagecccaaggggecggecggaaccgtegtcttcttccacccggagatcatgeatggatcagcaccgaacatcteecect
tccegegegacctgcetgattgtgacgtacaacgectccactaatgegectegeeccggtgggagaaccgegecccgaatatetegtgggeecgggacgtcacgececctegt

gccgaactcgtggacactggagactattggggceatccatagegegggeggaategtgacgacctgggaattcgecgeageggeggtactcgagggattc GGATCCg
tcatcaaggccgtcecttcagtcggectgacatccattctgtggtecgatttcccgeccacccagtgegegetgegtgeggettgaggagegagacatgeatggeaccectg

gaggcaccgaggggttcggtgacgeggatatgeaggategattegetgegaaagacgggaageggegeccaaaccttgactcagcaacgacttegegttteeggtgec
caccgcggtcatctgegaactgeccgaaatccccctcgecgagegegacacctteccgegeatggeccaaggetggecggegetggecagectaggaggtgtgggcaag
catcgatggccatggggcggctacctcacgecgatcatcgeggacaagegcegccaagecctctgaccaacctgetctetgacctcagtcaggtcagegacgacggtga

ccggctggatctegtctccatgacgatgetgcettcttgtcgetggtcacgagaccacgatcaatctcatcggeaacgggetgetegegetgetgegecatgacgaccage

gtgcgggactggcecgeggacgacagectggeecgeggtgeggtcgatgaactgattgaaccctttttccgeccttgggcagaacctcagacagegaaagaatcgagga
atcagatgggaatcgaggaagagcggtatgacgccaatctggacagggtcaagaagategtgtgegateggetggagetcgacgaggacgaagtgaccctgacgag

cctcttccatgaggagcacggttcggactcectccagageatcgaaatectegetgecctggaggeggatttcgacatcgagatcgatcagtcccagettectagaatgg
tcaatgttaaaggcgtctacgaggttgtagccgagaccatcggetggtaatccccactgecccgegttattcaaccccgcaggagactcatgtcaacggecgeccttgac
gacgtatcaggcgctcctctgegecgagtggttetgaccggectgggegtagtgtcgageateggeateggegtegatgaattegecgegtegettcgegecggacgga

geggegeggggecgatcagecagttcgacacgacaggattcgeccactcgaacggcetgtgaggtggtcggattcgaacccgagceaatggatctcgaacctegacctgg
agaacgtgggacgagccagcecggttctccgtagecgetgegeggatggecgtegeggacgecggtctggaagecgaagagcetcgecagecaacgeggactggtetgt

atagggaccaccgacggcgaatcacacgacctggatcaactcgtggagatcgagetgegggacggacacgagageatgeccacageggtegetggacgggtcagte

ccctecggttgtecatctecategetcaggaactcggectegecgacgtcgaggcaacggtgattgegaccgectgegetgegggcaactaCATATG

6.2.8.8 pGM-GUS-Xba-NRPS2

Die Inserts Flanke-links und Flanke-rechts wurden mit den Primern links-Xba-for-pGUS, rechts-
Ndel-rev-pGUS, links-BamHI-rev-pGUS und rechts-BamHI-for-pGUS amplifiziert und zunachst
nacheinander Uber die Restriktionsschnittstellen Xbal, BamHI| und Ndel in den Vektor pGusA21
kloniert. Durch Restriktionsverdau mit Xbal und Ndel konnte das vollstdndige Insert
ausgeschnitten und in pGM-GUS-Xba kloniert werden.

TCTAGAccgttgtcgttcgetcageggeggttgtggttectgeacaggetggaggggccgagtgegacgtacaacatgecgatggegatecggctgtegggtgagetg
gaccgggacgegctgaggctggegcetgggtgatgtggtcgageggeacgagagtetgeggacggtgtttcccgaggttgatggggtgecgeageagagggtgctgagt
gtctctgeggegggcegtggggtigteggtggtatcgacggtggaggaagagetgectgagaggetggeggecgeggctgecgatggttttgacctggegaacgatctte
ctttgegtgtgacgetgttcgagetgtegecgaccgaacatgtectgetgttcgtactgaaccacattgetggegacggttggtecctgeggectttgtegegegacgtcac
agaggcgtatgtggegegggtgggtgggcgtgtgccggggtggteggagttgecggtgcagtatgtggattacacgetgtggecageaggaactgeteggtgatgagag
cgatccgcagagtgtcatcagecgtcaggtcgattactggaagacageectgacggacatcecccgaccggetggacgttecggtggaccgteegegtecggeggtggc
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cagctatcgaggcgatctcatcgacatccagatgagegeggaggtgeatggteggattgtggegetggetcgggagtgtggggegagtgtgticatggtgttgeaggec

ggtctggeggtgttgetgaageggetgggtgcggggteggacattgegttgggttcgecaategeggggeggatggacgaggegetegatgatetggtegggttettegt
caacactcttgtgctgaggaccgacgtcteeggtgateegtegttcegggagttgetggggegggtgcgggagacggatetggecgcettatgeccatcaggatgtgecgt
ttgagcatctggtggaggtgctgaatcecggegeggtegttgtcacatcaccegttgttccaggtgatgetggegttgcagaacacgectgagggtgegtttgttctgeeeg

gtttggagagtcgtatcgagecggtggggacgggaacgtegeggttcgatctgttcttcaatctgegggageggttcteggegtegggtgtggegttggggcttgagggg
tttgtggagttcagcacggatctgttcgaccggggcacggtggtgtegttiggtggaacggetggtgegggtgctggageaggtggtggecgatecgggtgtgegggteg

gtgcggtggagcetgcetgteggeggacgagegtgeccagatcatcgaggetcggaatgecaccgaccgggaggtgategteeccgagegtgetctcggaggegttcgagg
cgcaggtgegggtgacgeeggeeggggtggcggtagtgtgtgacgaggtegaggtitegtatgeggagttgaatgagegggegaateggetggegeggttgetggGa
ATCCgaaacaagagcagacaagaaaaacgaaaggtgactatcgtgtccaatccctttgaggacaacgacagcgaatacctggegcettgtcaacgacgaaggacaat
actcactctggccecgegtacatcggegtecctgagggatggeatgtagegeaccagaaggetggecgtcaggtcetgectggaatacattgaggegeaatggacggaca

tgcgtcccecggagecttgeccaageggtcacgeaggecacgacggcaactcagtagecggaageatetggtetttccagattegtgtetgatcaatgecectgegtgete
cgegegeaggggegttectegeectgtgagtgatgtggtcaatattggtatttaagggattcggatgacggtcgacgacgtcagecacgagggcettgegeatectgetec
gcgaaagaaggcegtctectttcaacggetgaagacctgggagacctaacgegatccggactacgeggecaagaaggaccggatcgaacatcacgacgcaategeeg

acagcaaggtcatacccgaggacgacgaacccgaaggegtcttetgeagggacgagttegggecgettctgatgecccaccegggecaacagtgggetgecgetacct
gcgtagcectcecaccegcettgagaccegeategegategtcetgeaacaacttctecccgeacctgaccacgaagagcetgecagegggteggeacctgggecgecgegaa

cagcgtcgagatcgcectacaccccgaccaacagcetectggetccaccggatagaagegeagttcaccaccctgegcetacttcaccctcgacggcaccgaccacgecac

Cccacaaggaacagggcagcatgatcagcecgatacatcatctggcgaaaccgcecatggegacgaccagegectacgegecgtcgtcgaaaggggtctgtcagacgtte

ggatctggctcgtagtcggtggtgacgecggggtgtctgtcagggeaggageatgeggtggeggaggaggecgaategggegegteegtgcettctgtegeatgatecte
ctaatgcaggtgttgccaccttcggtgeggecgttgtggtagggcaaggtgaggecggegtccacggeggaccggtagtcttcgaggecgttggtgaagetgegeaggt
gggetagttcgacggtgtgggeggecgtgatecacteggtgagtttceegtegttgeecteggeeggttttggcagggtggegaagecgegtacgggateggeaatgtgg
tcatctccgggeaggecgegacgatcttctccagecagggtegtttecttcgggegeaggttttcggggteggtgagcaggaggeggetggegtggegtggggtagtgac

ggagcggtcgecttcggegeggecctggttgaggtcgeggaccaggaggttcgegetgegggtgtageccagettecttatetctecccageagtt CATATG

6.2.8.9 pGM-GUS-Xba-MbtH

Die Inserts Flanke-links und Flanke-rechts wurden mit den Primern MtbH_links for Xbal,
MtbH_links_rev_BamHlI, MtbH_rechts_for BamHI| und MtbH_rechts_rev_Ndel amplifiziert und
zunachst nacheinander Gber die Restriktionsschnittstellen Xbal, BamH| und Ndel in den Vektor
pGusA21 kloniert. Durch Restriktionsverdau mit Xbal und Ndel konnte das vollstandige Insert
ausgeschnitten und in pGM-GUS-Xba kloniert werden.

TCTAGAgcatacgcgtcgaactaggegagatcgaggeggtectegetggecacccegacgtegeccaggeagecgtggeattgegegetgagggecegggegeteg
acgcceccgteggatacgtegteectgtgtecgggetgegacgtggacgttceggegetgegeacttacctggeecggegegttgecggageacatgatgecgtecgegateg
tgatgctggacgcecttgecgttgacacctageggeaaggtggaccggegggeccttectgegeecgttatcgacactgagtectcgggecgaggeccceggacacceca
ggaggagatcctctgeggegtgttcgecgaaatcttggggatgtccegggtegatatcgacageaacttcttcgaccttggtggecactcactectggegacgegectcat
caaccgcatccaggacctgctaggegtggaactttcgattcgtagtttgtttgaagegecgaccgtggegggectggecgaacgectgggegtggacaccaaggaagg
cgegctecgacgtectgetgecgttgaggactaacggtgacagagecccgetettctgeatecateccggeggtggectcagetggtgetatgegggactgetaaageate
tcggaccgggecgtcecgatctacgggcetgeaggetcgegggetcgecgageccacggaactaccgaagaccatcgtggagatggecggegactacctggageagatg
agggcggtgragecgeacggeccgtaccacctgetgggetggtecttcggegggatggtegeccatgtcatagecacgeagetgcaggataagggagagagegtege
gctgetggegatgetegacgectatecgategttccggaacaggecgaccagagaacgggeggcttggagaaggaactgetegeagaccteatecacttegtgggaat
cgatgccgatgegacccgggacaaattggaccggtcagetgegetggacatectccggeaggaaggceagegegetcgeegegetcgacgaccgeageacgtcagege
ttatggacatcttcatcaacaacaacaagttgctgacaggattcaaccccgtecgettccgtggggagetectgeacttcacggecacgetgggecgggacgagaggac
accgacggegeggagttggegaccgeatgtcgaaggecgtatcgaggaccaccegategectgegageaccgggacatggttcagecagggecgettgecgaaateg
caaagatcgtggcecgacaagcttgacaccaggecctgaagaaacaagagcagacaagaaaaacgaaaggtgactategtgtccaateectttgaggacGGATCCg
tcacgcaggccacgacggcaactcagtagecggaageatcetggtctttccagattegtgtctgatcaatgecectgegtgetcecgegegeaggggegttectegeectgt
gagtgatgtggtcaatattggtatttaagggattcggatgacggtcgacgacgtcagecacgagggcttgegeatectgetccgegaaagaaggegtctectttcaacgg
ctgaagacctgggagacctaacgcgatccggactacgeggccaagaaggaccggatcgaacatcacgacgcaatcgecgacagcaaggtcatacccgaggacgacg
aacccgaaggegtcttctgecagggacgagttcgggeegcettetgatgecccacccgggecaacagtgggetgecgetacctgegtagectecaccegettgagaceege
atcgcgatcgtctgeaacaacttctcccegeacctgaccacgaagagetgecagegggteggeacctgggecgecgegaacagegtcgagatcegectacaccecgace
aacagctcctggctccaccggatagaagegeagttcaccaccctgegetacttcaccctcgacggeaccgaccacgecacccacaaggaacagggceagceatgatcag
ccgatacatcatctggegaaaccgccatggegacgaccagegectacgegeegtegtcgaaaggggtcetgtcagacgtteggatetggetegtagteggtggtgacgec
ggggtgtctgtcagggraggagceatgeggtggeggaggaggecgaategggegegtecgtgettetgtegeatgatectectaatgeaggtgttgecacctteggtgeg
gcegttgtggtagggraaggtgaggeeggegtccacggeggaccggtagtcttcgaggecgttggtgaagetgegraggtggggtagttcgacggtgtgggeggeegt
gatccactcggtgagtttccegtegttgeecteggecggttttggeagggtggegaagecgegtacgggateggeaatgtggteatctecgggeaggecgegacgatctt
ctccagcagggtegtttccttcgggegeaggttttcggggtcggtgageaggaggeggctggegtggegtggggtagtgacggageggtegecttcggegeggeectgg
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ttgaggtcgcggaccaggaggttcgegetgegggtgtageccagettecttatetetecccageagttggttgacaggaactcecggttcagecacceggegggtgegeag
atggtcgcggtaggggtcaacgagegtgggecggtaggcgggggcgatgegcagagectgggcettgggeatgegggegtagegttCATATG

6.2.8.10 pGM-GUS-Xba-PutProt

Die Inserts Flanke-links und Flanke-rechts wurden mit den Primern PutProt_links for Xbal,
PutProt_links_rev_BamH]I, PutProt_rechts_for_BamHIund PutProt_rechts_rev_Ndel amplifiziert
und zunachst nacheinander Gber die Restriktionsschnittstellen Xbal, BamH| und Ndel in den
Vektor pGusA21 kloniert. Durch Restriktionsverdau mit Xbal und Ndel konnte das vollstandige
Insert ausgeschnitten und in pGM-GUS-Xba kloniert werden.

TCTAGAGcctcatcaaccgceatccaggacctgetaggegtggaactttcgattegtagtttgtttgaagegecgaccgtggegggectggecgaacgectgggegteg
acaccaaggaaggcgegctegacgtectgetgecgttgaggactaacggtgacagageccegcetcttetgeatecateeeggeggtggectcagetggtgetatgeggg
actgctaaagcatctcggaccgggecgtccgatctacgggetgeaggetegegggetegecgageccacggaactaccgaagaccategtggagatggecggegact
acctggagcagatgagggceggtgcagecgeacggeccgtaccacctgetgggetggtectteggegggatggtegeccatgtcatagecacgeagetgeaggataagg
gagagagcgtcgegcetgetggegatgetcgacgectatececgategttccggaacaggecgaccagagaacgggeggcttggagaaggaactgetcgeagacctcate
cacttcgtgggaatcgatgccgatgegacccgggacaaattggaccggtcagetgegetggacatcctccggcaggaaggeagegegetcgecgegetcgacgaccge
agcacgtcagcegcttatggacatcttcatcaacaacaacaagttgcetgacaggattcaaccecgteegettecgtggggagcetectgeacttcacggecacgetgggeeg
ggacgagaggacaccgacggcgceggagttggegaccgceatgtcgaaggecgtatcgaggaccaccegatcgectgegageaccgggacatggttcagecagggeceg
cttgccgaaatcgcaaagatcgtggecgacaagcettgacaccaggecctgaagaaacaagagcagacaagaaaaacgaaaggtgactategtgtecaateectttga
ggacaacgacagcgaatacctggegcettgtcaacgacgaaggacaatactcactctggeccgegtacatcggegtecctgagggatggeatgtagegcaccagaagg
ctggccgtcaggtctgectggaatacattgaggegcaatggacggacatgegtccccggagecttgeccaageggtcacgcaggecacgacggcaactcagtageegg
aagcatctggtctttccagattegtgtctgatcaatgeccctgegtgetcecgegegeaggggegttectegecctgtgagtgatgtggtcaatattggtatttaagggattc
ggatgacggtcgacgacgtcagccacgagggcttgGGATCCategggegegteegtgettctgtegeatgatectectaatgeaggtgttgecacctteggtgeggec
gttgtggtagggcaaggtgaggecggegtccacggeggaccggtagtettcgaggeegttggtgaagetgegeaggtggggtagttcgacggtgtgggeggecgtgat
ccactcggtgagtttcecgtegttgecctcggeeggttttggcagggtggcgaagecgegtacgggateggeaatgtggtcatetcegggeaggecgegacgatcettcte
cagcagggtcgtttccttcgggegceaggttttcggggtcggtgagcaggaggeggetggegtggegtggggtagtgacggageggtegectteggegeggecectggttg
aggtcgcggaccaggaggttcgegetgegggtgtageccagcettecttatetctcccageagttggttgacaggaactceecggttcagecaccecggegggtgegeagat
ggtcgeggtaggggtcaacgagegtgggecggtaggegggggegatgegeagagectgggcttgggcatgegggegtagegtttgacggtgtcagggcetactecgag
gcggegggagcagtcgagcaggecgacaccctggecgacgaggtegtggatcettgttccagetttcgegggtggtetgetegegtactecgecggggegggteggattg
atggtggcccagceatccgatgtgegegcagacctcgagetggactttgtcgcagaggttgegecagaggtgecateggtegetgacctgecaccgegtcggacagggece
ggcggatggcecteggegtagatggecgagecegtegeggtacacgatctecggeaacagagtgttcgegeagecaggactccagagtggecctetegeggtegggeagg
accgcgacgeggeggecggtttcggeatctgtgatgatcgtggegtaacggtggeggeggegeagggegaaatcatccacgecgatcaccegegggaccgectgetgt
ggcagcggcaggegtcgeagatggegtagegeggtgctgegggagacgggeacggecageaggecggegaggegtgeggecgeccgaccgeataactecteegeca
cctgggatatctgtcaggcaagecgeaccgtgeggcetctgatggegttccageagtecgtgacaccttcgecgtcagegtecggeacaccggacacggceaccgecacat
ccecgegtgegggecegtgaccaccaccgegtcaccacagecctccacgtectcgacaacgageaccggcCATATG

6.2.9 Konstrukte basierend auf pA18
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Restriktionsschnittstellen, die fir die Klonierung genutzt wurden, sind in der Sequenz mit
GroRRbuchstaben und unterstrichen markiert.

ctcgeggacgtgctcatagtccacgacgeccgtgattttgtagecctggecgacggecageaggtaggecgacaggctcatgecggeegecgeegecttttectcaate
gctcttegttegtctggaaggcagtacaccttgataggtgggetgeccttectggttggettggtttcatcagecatecgettgeecteatctgttacgecggeggtageeg
gccagectcgcagageaggatteccgttgageaccgecaggtgegaataagggacagtgaagaaggaacacccgetcgegggtgggectacttcacctatectgecc
cgctgacgecgttggatacaccaaggaaagtctacacgaaccctttggcaaaatectgtatatcgtgecgaaaaaggatggatataccgaaaaaatcgetataatgac
cccgaagcagggttatgcageggaaaagegetgettecctgetgttttgtggaatatctaccgactggaaacaggcaaatgeaggaaattactgaactgaggggaca
ggcgagagacgatgccaaagagcetectgaaaatctcgataactcaaaaaatacgeccggtagtgatcttatttcattatggtgaaagttggaacctcttacgtgecgat
caacgtctcattttcgccaaaagttggeccagggcttcccggtatcaacagggacaccaggatttatttattctgegaagtgatcettecgtcacaggtatttattcggege
aaagtgcgtcgggtgatgctgecaacttactgatttagtgtatgatggtgtttttgaggtgctccagtggcttctgtttctatcagetcctgaaaatctcgataactcaaaa
aatacgcccggtagtgatcttatttcattatggtgaaagttggaacctcttacgtgecgatcaacgtcteattttcgeccaaaagttggeccagggettcecggtatcaaca
gggacaccaggatttatttattctgcgaagtgatcttccgtcacaggtatttattcggegcaaagtgegtegggtgatgetgecaacttactgatttagtgtatgatggtgt
ttttgaggtgctccagtggcttctgtttctatcagggetggatgatectccagegeggggatctcatgetggagttcttcgeccaccccaaaaggatctaggtgaagatec
tttttgataatctcatgaccaaaatcccttaacgtgagttttcgttccactgagegtcagaccecgtagaaaagatcaaaggatcttcttgagatectttttttctgegegt
aatctgctgcttgcaaacaaaaaaaccaccgctaccageggtggtttgtttgeccggatcaagagetaccaactctttttccgaaggtaactggettcagcagagegeag
ataccaaatactgtccttctagtgtagecgtagttaggcecaccacttcaagaactcetgtagcaccgectacatacctegetetgetaatectgttaccagtggetgetgec
agtggcgataagtcgtgtcttaccgggttggactcaagacgatagttaccggataaggegeageggtegggctgaacggggggttcgtgcacacageccagettgga
gcgaacgacctacaccgaactgagatacctacagegtgageattgagaaagegecacgcttcccgaagggagaaaggeggacaggtatceggtaageggeagggt
cggaacaggagagcgcacgagggagcttccagggggaaacgectggtatctttatagtectgtegggtttcgecacctetgacttgagegtegatttttgtgatgetegt
caggggggcggagectatggaaaaacgecagcaacgeggectttttacggttectggecttttgetggecttttgetcacatgttctttectgegttateecctgattetgt
ggataaccgtattaccgectttgagtgagcetgataccgetcgecgeagecgaacgaccgagegeagegagtcagtgagegaggaageggaagagegeccaatacge
aaaccgcctcteccecgegegttggecgattcattaatgeagetggeacgacaggtttcccgactggaaagegggeagtgagegcaacgcaattaatgtgagttagete
actcattaggcaccccaggctttacactttatgettccggcetegtatgttgtgtggaattgtgageggataacaatttcacacaggaaacagcetatgaccatgattacGA
ATTCgagctcGGTACCcggggatccTCTAGAgtcgacctgcaggeatgcAAGCTTggcactggecgtegttttacaacgtegtgactgggaaaaccctggeg
ttacccaacttaatcgecttgcagcacatceccctttcgecagetggegtaatagegaagaggeccgeaccgategeccttcccaacagttgegeagectgaatggega

atggcgagatccttttggttcatgtgcagctccatcagcaaaaggggatgataagtttatcaccaccgactatttgcaacagtgecgttgatcgtgetatgatcgactga

tgtcatcagcggtggagtgcaatgtcgtgcaatacgaatggegaaaagecgagcetcatcggtcagettctcaaccttggggttacccecggeggtgtgetgetggteca

cagctccttecgtagegtecggeccctcgaagatgggecacttggactgatcgaggecectgegtgetgegetgggtecgggagggacgctegtecatgecectegtggtea

ggtctggacgacgagccgttcgatcctgecacgtcgeccgttacaccggaccttggagttgtctctgacacattctggegectgeccaaatgtaaagegcagegeccatce

catttgcctttgcggcageggggccacaggcagagcagatcatctctgatccattgeccctgecacctcactecgectgcaageccggtegeccgtgteccatgaactegat
gggcaggtacttctccteggegtgggacacgatgecaacacgacgetgeatcttgecgagttgatggeaaaggttcectatggggtgecgagacactgeaccattctte
aggatggcaagttggtacgcgtcgattatctcgagaatgaccactgetgtgagegctttgecttggeggacaggtggctcaaggagaagagcecttcagaaggaaggtce
cagtcggtcatgcctttgctcggttgatccgctcccgegacattgtggegacagecectgggtcaactgggecgagatecgttgatcttectgecatccgecagaggeggga
tgcgaagaatgcegatgecgcetegecagtegattggetgagetcatgageggagaacgagatgacgttggaggggcaaggtegegetgattgetggggeaacacgtgg
agcggatcggggattgtctttcttc

6.2.9.1 pA18-NRPS2_LRtsr

Die Inserts Flanke-links und Flanke-rechts wurden mit den Primern links-Hind-for, links-Xba-rev,
rechts-Kpn-for und rechts-Eco-rev amplifiziert bzw. das Insert tsr mittels Restriktionsverdau aus
dem Plasmid pSLE61 ausgeschnitten und alle nacheinander Uber die Restriktionsschnittstellen
Hindlll, Xbal, Kpnl und EcoRl in pA18mob kloniert.

AAGCTTatgattccgttgtegttcgetcageggeggttgtggttectgeacaggetggaggggecgagtgegacgtacaacatgecgatggegatecggetgtegggt
gagctggaccgggacgegetgaggctggegcetgggtgatgtggtegageggeacgagagtetgeggacggtgtttececgaggttgatggggtgccgeageagagggt
gctgagtgtctctgeggegggegtggggttgteggtegtgtegacggtggaggaagagetgectgagaggetggeggeegeggetgecgatggttttgacctggegaac
gatcttcctttgegtgtgacgetgttcgagetgtegecgaccgaacatgtectgetgttegtactgaaccacattgetggegacggttggtecctgeggectttgtegegeg
acgtcacagaggcgtatgtggegegggtgggtgggcgtetgccggggtagteggagttgecggtgeagtatgtggattacacgetgtggcageaggaactgeteggtg
atgagagcgatccgcagagtgtcatcagecgtcaggtcgattactggaagacagecctgacggacatccccgaceggetggacgttecggtggaccgtecgegteegg
cggtggccagctategaggegatctcategacatccagatgagegeggaggtgeatggteggattgtggegetggetegggagtgtggggcgagtgtgttcatggtgtt
gcaggeeggtetggeggtgttgetgaageggctgggtgcggggteggacattgegttgggttcgecaategeggggeggatggacgaggegetegatgatetggtegg
gttcttegtcaacactcttgtgetgaggaccgacgtcteeggtgatecgtegttcegggagttgetggggegggtgcgggagacggatetggeegcettatgeccatcagg
atgtgccgtttgageatctggtggaggtgctgaatecggegeggtegttgteacatcacecgtigttccaggtgatgetggegttgcagaacacgectgagggtgcegtttg
ttctgeecggtttggagagtegtategagecggtggggacgggaacgtegeggttegatetgttcttcaatctgegggageggttcteggegtegggtgtggegttggggc
ttgaggggtttgtggagttcagcacggatctgttcgaccggggcacggtggtgtegttggtggaacggctggtgcgggtgctggageaggtggtggecgatecgggtgt
gcgggteggtgeggtggagetgetgteggeggacgagegtgeccagateategaggeteggaatgecaccgaccgggaggtgategteecgagegtgcteteggaggc
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gttcgaggegeaggtgegggtgacgecggecggggtggcggtagtgtgtgacgaggtegaggtttegtatgeggagttgaatgagegggegaateggetggegeggtt
gctggTCTAGAggatcatcactgacgaatcgaggtcgaggaaccgagegtccgaggaacagaggcgCTTATCGGTTGGCCGCGAGATTCCTGTCGAT
CCTCTCGTGCAGCGCGATTCCGAGGGAAACGGAAACGTTGAGAGACTCGGTCTGGCTCATCATGGGGATGGAAACCGAGGCG
GAAGACGCCTCCTCGAACAGGTCGGAAGGCCCACCCTTTTCGCTGCCGAACAGCAAGGCCAGCCGATCCGGATTGTCCCCGAGT
TCCTTCACGGAAATGTCGCCATCCGCCTTGAGCGTCATCAGCTGCATACCGCTGTCCCGAATGAAGGCGATGGCCTCCTCGCGAC
CGGAGAGAACGACGGGAAGGGAGAAGACGTAACCTCGGCTGGCCCTTTGGAGACGCCGGTCCGCGATGCTGGTGATGTCACT
GTCGACCAGGATGATCCCCGACGCTCCGAGCGCGAGCGACGTGCGTACTATCGCGCCGATGTTCCCGACGATCTTCACCCCGTC
GAGAACGACGACGTCCCCACGCCGGCTCGCGATATCGCCGAACCTGGCCGGGCGAGGGACGCGGGCGATGCCGAATGTCTTG
GCCTTCCGCTCCCCCTTGAACAACTGGTTGACGATCGAGGAGTCGATGAGGCGGACCGGTATGTTCTGCCGCCCGCACAGATCC
AGCAACTCAGATGGAAAAGGACTGCTGTCGCTGCCGTAGACCTCGATGAACTCCACCCCGGCCGCGATGCTGTGCATGAGGGG
CTCGACGTCCTCGATCAACGTTGTCTTTATGTTGGATCGCGACGGCTTGGTGACATCGATGATCCGCTGCACCGCGGGATCGGA
CGGATTTGCGATGGTGTCCAACTCAGTCATggtcgtcctaccggcetgetgtgttcagtgacgegattcctggggtgtgacaccctacgegacgatggegga
tggctgecctgaccggcaatcaccaacgcaaggggaagtcegtegetetetggeaaagetececgcetcetteceegtecgggaccegegeggtegateeccgeatatgaag
tattcgecttgatccccgGGTACCgaaacaagagcagacaagaaaaacgaaaggtgactategtgtccaatecectttgaggacaacgacagegaatacctggeget
tgtcaacgacgaaggacaatactcactctggeccgegtacateggegtecctgagggatggeatgtagegcaccagaaggetggecgtcaggtetgectggaatacatt
gaggcgcaatggacggacatgegtcceccggagecttgeccaageggtcacgcaggecacgacggcaactcagtagecggaageatetggtetttccagattegtgtct
gatcaatgcccctgegtgctecgegegeaggggegttectecgecctgtgagtgatgtggtcaatattggtatttaagggattcggatgacggtcgacgacgtcagecacg
agggcttgegceatectgetccgegaaagaaggegtctectttcaacggetgaagacctgggagacctaacgegatccggactacgeggecaagaaggaccggatega
acatcacgacgcaatcgccgacagcaaggtcatacccgaggacgacgaacccgaaggegtcttctgcagggacgagttcgggecegettetgatgecccaccegggec
aacagtgggctgecgctacctgegtagectccacccgettgagacccgceatcgegategtetgcaacaacttctecccgcacctgaccacgaagagetgecagegggtce
ggcacctgggcegecgegaacagegtcgagatcegectacaccccgaccaacagcetectggetccaccggatagaagegeagttcaccacectgegetacttcacccte
gacggcaccgaccacgccacccacaaggaacagggcagceatgatcagecgatacatcatctggegaaaccgcecatggegacgaccagegectacgegecegtegtceg
aaaggggtctgtcagacgttcggatctggcetegtagteggtggtgacgecggggtgtetgtcagggeaggageatgeggtggcggaggaggecgaategggegegtee
gtgcttctgtecgeatgatectectaatgeaggtgttgecacctteggtgeggecgttgtggtagggcaaggtgaggecggegtccacggeggaccggtagtcttcgagge
cgttggtgaagctgegcaggtggggtagttcgacggtgtgggeggecgtgatccacteggtgagtttceegtegttgeccteggecggttttggecagggtggegaageceg
cgtacgggatcggcaatgtggtcatctccgggeaggecgegacgatcttctccageagggtegtttecttcgggegeaggttttcggggteggtgageaggaggeggct
ggcgtggegtggggtagtgacggageggtegecttcggegeggecctggttgaggtcgeggaccaggaggttcgegetgegggtgtageccagcettecttatctceteee
agcagttGAATTC

6.3 Sequenzen und Alignments

6.3.1 Alignment von AdeA und GriE aus Streptomyces DSM 40835
GriE: Fe(ll)/a-Ketoglutarat-abhéngige Hydroxylase aus Streptomyces DSM 40835 (NCBI:
AKC91859). Sequenzidentitat zu AdeA: 56,3% (Clustal Omega).

CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

AdeA VQLAKSVLDQYDRDGFVLVPGAFSPAEMDCLKGAMAEDVASSKGPHLITEDDGATLRAVY 60
GriE MOLTADQVEKYKSDGYVLLEGAFSPEEVHVMRQALKKDQ-EVQGPHRILEEDGRTVRALY 59
:**: . :::*. **:**: * kK ok ok *:. 13 *: :* . :*** * *:** *:**:*

AdeA ASHTRHPLFSTLVSSARLLAPAMQLVAQDLYVHQFKINTKRPFGGESWAWHQDYPVWRDA 120
GriE ASHTRQSVFDQLSRSDRLLGPATQLLECDLYIHQFKINTKRAFGGDSWAWHQDEFIVWRDT 119
*****: :*. * * ***.** **: ***:********* ***:*******: ****:

AdeA DRMPEPRAVNVAVFLDEVTEFNGPVVFLRGSHRLGSEASSRQOANQAGEHIDPHDYALST 180
GriE DGLPAPRAVNVGVFLSDVTEFNGPVVFLSGSHQRGTVERKARETSRSDQHVDPDDYSMTP 179
* :‘k ******.***.:*********** ‘k*‘k: *: . :::.::.:‘k:‘k*.*‘k:::

AdeA GDLSKLAEVHEMTSPKGPAGTVVFFHPEIMHGSAPNISPFPRDLLIVTYNASTNAPRPVG 240
GriE AELSQMVEKHPMVSPKAASGSVMLFHPEITHGSAPNISPFARDLLIITYNDVANAPKPAG 239
.:**::.* * *.***. :*:*::*****:********** *****:*** :***:*.*

AdeA EPRPEYLVGRDVTPLVPNSWTLETIGASIARAES 274
GriE EPRPEYVIGRDTTPLVSRSGPLHEAAESRLA--— 270

Kkkkkk o o khkk Khkkk * * *

6.3.2 Alignment von AdeB und GriF aus Streptomyces DSM 40835
GriF: Zink-abhangige Dehydrogenase aus Streptomyces DSM 40835 (NCBI: AKC91860).
Sequenzidentitat zu AdeB: 66,2% (Clustal Omega).

CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

AdeB VDTGDYWGIHSAGGIVITWEFAAAAVLEGFGQTVSIRKLRVPEPNEGEMLVDVTYGGICG 60
GriF --MSDRSPSVVTPGVASGGITARAAVLESFQKPLTVRQFPVPAPSPGEILVDVRYGGICG 58
L sk kKKK AK K . saaker Ak k| kkikkkk AkEKEK
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AdeB TDLHLQQGHLPIPTPLTLGHEGLGTVRSLGAGTTVDACGATLHVGDTVMWASSISCGQCM 120

GriF TDLHLQLGHLPIPVPLVLGHEGLGSIRRLGTEGLTDANGTELRIGDTVMWASSIACGSCG 118
KKK K KKK KKK kk KkkKAKkKk gk Kk, LKk kn ko sk RRKKKKKKK KK K
AdeB PCRQYREPTLCEARRTYGVNRSLAEGAGLSGAWAETILLHPGVVVVKLPQGADELAAMSL 180
GriF PCRQHREPTLCESRRTYGVNRQVEGDSGLFGAWSETILLHPGATVVRLPQSVDPLAAMSL 178
****:*******:********.: .:** ***:********..**:***..* * Kk kK kK
AdeB ACAGPTLVHALYERRPVRLGETVIVQGSGPVGLAAAALAHMAGAEKVILVGGPRQRLDLA 240
GriF ACAGPTLIHALYERRPVRVGETVIVQGSGPVGMAAAALAQLSGAAMVILLGGPQQRLDLA 238
*******:**********:*************:******: : :** ***:***:******
AdeB AKCGIGHHHIDIVDGANPQQALDQARALTPGGTGADLVIECAGIPGAVAQGLTLARRGGS 300
GriF RQCGIGDVHLNIADRSDTTSALNEAREMTRGGLGADLVIECAGVPEAVAQGVYLARRGGS 298
:****. *::*.* [ .**::** :* * * **********:* *****: * Kk ok ok ok ok ok
AdeB —-LVVGQYTDNGDTMLNPHQIVHRQLDIHGSWAFSGAHLVEYVRLLPVLSNRFDLRSLVVP 359
GriF YLVVGQYTDSGETLEFNPHQLVYRQLEVVGSWAFTGAHLVHYVNLLPSLLERFDLRRLVTE 358
KKK KKK KK kg kg s kkkk sk g hkk g s Kkkkk g hkkkKk kk Kkk Kk kKKK K KK
AdeB FPLADVRIAMEAVANGTVIKAVLQSA--—--—-— 385
GriF FPLGEVNDAMVAVGTGEVVKAVLESRHLPTVDT 391

KkK ek * Kk KKk K ke kKKK <K

6.3.3 Alignment potentieller Enzyme fir die Reduktion von (3R,55)-3-Methyl-A1-
pyrrolin-5-carboxylsaure zu (25,4R)-4-Methylprolin in verschiedenen
Organismen

S.liv_P5C: Pyrrolin-5-carboxylat-Reduktase aus S. lividans TK24 (NCBI: EFD68577.1); S.coel_P5C:

Pyrrolin-5-carboxylat-Reduktase von S. coelicolor A3(2) (NCBI: NP_627546.1); E.coli_ProC:

Pyrrolin-5-carboxylat-Reduktase von E. coli (NCBI: POASL8); Nostoc_NosF: (35,55)-3-Methyl-Al-

pyrrolin-5-carboxylat-Reduktase NosF von Nostoc sp. GSV224 (NCBI: AAF17284); S.muen_GriH:

Oxidoreduktase GriH von S. muensis (NCBI: AKC91862.1). Sequenzidentitdten zur putativen

Pyrrolin-5-carboxylat-Reduktase aus S. hawaiiensis: Sliv_P5C 92,2%; S. coel P5C 92,2%;

E.coli_ProC 35,28%; Nostoc_NosF 33,3%; S.muen_GriH 16,3% (Clustal Omega).

CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

S.muen_GriH ~~MTRRM-----~ RYGVVI---LPEHSWARAQDLWRNVEDLGFDHAWTY DHLOWRWLSDR 49
Nostoc NosF MLEDLQIAFIGGGTMGEMI I SRLLSTKIVPKADLI IV-—===-=--=-— SDPVSARCLHLE 49
E.coli_ ProC --MEKKIGFIGCGNMGKATLGGLIASGQVLPGQIW-V-—==---———~ YTPSPDKVAALH 46
S.liv_P5C - -MTQKVAVLGTGKIGEALLSGMIGAGWA-PADLL-V—==-----———= TARRRERADELR 45
S.coel P5C - -MTQKVAVLGTGKIGEALLSGMIGAGWA-PADLL-V—==----———= TARRRERADELR 45
S.haw_P5C - -MTQKVAVLGTGKIGEALLSGMIRAGWT-PSDLL-V-==-----———= TARRPERAEELR 45
.. . . .. .
S.muen_GriH PWFGAIPTLTAAAVVTSRIGLGTLVASTKLRDPVMLAKEI -MTLDDISGGRMLCGVGSGG 108
Nostoc NosF REYGVRTTTSNIEAV---LGVSIVILAVK---PQILAEVLGMLKDKIPPNALVISIVSGA 103
E.coli_ ProC DQFGINAAESAQEVA---QIADIIFAAVK---PGIMIKVLSEITSSLNKDSLVVSIAAGY 100
S.liv_P5C ARHGVTPVTN-AEAA---KAADTLILTVK---PQDMGTLLDELAPHVPADRLVISGAAGY 98
S.coel P5C ARHGVTPVTN-AEAA---KAADTLILTVK---PQDMGTLLDELAPHVPADRLVISGAAGY 98
S.haw_P5C TRYGVTPVTN-PEAA---KTADTLILTVK---PQDMGTLLDELAPHVPADRLVISGAAGT 98
* . . * * . . . .. .k
S.muen GriH PDRDLLOAYELTRRQLTARYGEFIELLDSLLRQEPVVFEGTYYTCRNTLLQPA-----—— 161
Nostoc NosF SISSLCOGLNHP-AV-—---—=---- VRTMPNIAVQVGHGTTVWSASSSVTEIQRSHTQT 151
E.coli ProC TLDQLARALGHDRKI------==--— IRAMPNTPALVNAGMTSVTPNALVTPEDTADVLN 149
S.liv_P5C PTSFFEERLAPGTPV-----—=----~ VRVMTNTPALVDEAMSVISAGTHATAAHLTHTEE 147
S.coel P5C PTSFFEERLAPGTPV-----—=----~ VRVMTNTPALVDEAMSVISAGTHATAAHLTHTEE 147
S.haw_P5C PTAYFEERLAPDTPV-----—=----- VRVMTNTPALVDEAMSVISAGTHATADHLAHTEE 147
. . . * .
S.muen_GriH -——CL------- ORPRAPLCVAAA--GPQGM-RLAARFADIWVTMGAPNMFDEAPYADSA 208
Nostoc NosF ILQALGKEFATQNEHYLDMATALSSAGTGFVFLY IEAMI DAGVQMGLTR------~ TOAQ 204
E.coli_ ProC IFRCFGEAEVI-AEPMIHPVVGVSGSSPAYVEMF TEAMADAAVLGGMPR-—-—--~ AQAY 201
S.liv_P5C IFGAVGKTLRV-PESQQDACTALSGSGPAYFFYLVEAMTDAGI LLGLPR------~ DKAH 199
S.coel P5C IFGAVGKTLRV-PESQQDACTALSGSGPAYFFYLVEAMTDAGI LLGLPR------~ DKAH 199
S.haw_P5C IFGAVGKTLRV-PESQQDACTALSGSGPAYFFYLVEAMTDAGI LLGLPR------~ DKAH 199

* . *
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S.muen_GriH MLIKDQVAALEQTCHEVGRDPASLRRLLVTG--PSIGGVLDSVGSFQDAAGTFQEVGITD 266

Nostoc NosF ELTLHTIAGSVELMFQTHEHPAVLRNKVTSPGGVTAAGLYE----L--EKGGMRTVISNA 258
E.coli ProC KFAAQAVMGSAKMVLETGEHPGALKDMVCSPGGTTIEAVRV-~~-~1,~~EEKGFRAAVIEA 255
S.liv_P5C DLIVQSATGAAKMLRDSGEHPVKLRENVTSPAGTTINATRE-~-~-~1--ENHGVRAALTAA 253
S.coel P5C DLIVQSATGAAKMLRDSGEHPVKLRENVTSPAGTTINATRE-~-~-~1--ENHGVRAALTAA 253
S.haw_P5C DLIVQSATGAATMLRDSGEHPVKLRENVTSPAGTTINATRE-~-~-~1--ENHGVRAALTAA 253
. . * * . . . . . . .
S.muen GriH LVVHWPRPDFPYRGDPAVMEDIASILPTAPGKL 299
Nostoc NosF VLAALSRTQQLGNIS-————————————————- 273
E.coli ProC MTKCMEKSEKLSKS——————————————————— 269
S.1liv_P5C LEAARDRSRELATGTKD-—-—-—-—-—-—-—-— 270
S.coel P5C LEAARDRSRELATGTKD-—-—-—-—-—-—-—-— 270

S.haw_P5C LEAARDRSRALASGNNS---—-—-————-—-————— 270

6.3.4 Alignment von AdeC mit putativen Acyl-Carrier-Proteinen verschiedener
Organismen

Die gewdhlten Acyl-Carrier-Proteine sind Teil von Typ II-PKS, die stark reduzierte Polyenketten

produzieren. 1gal0: Streptomyces sp. MSC090213JE08 (NCBI: BAX64251); Skyl16: Streptomyces

sp. Acta 2897 (NCBI: AEA30259); SmcP: Kitasatospora sp. 152608 (NCBI: ALT05932); Sim-ORF2:

S. antibioticus (NCBI: AEU17884). Sequenzidentitdten zu AdeC: 1gal10 37,4%,; Sky16 56,6%; SmcP

48,8%; Sim-ORF1 45,1% (Clustal Omega).

CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

IgalO —-—-MTTVAPERLSRIREITIAENIDVDLDGLSDTALFIDELGADSLKLIDVLSALEMEYST 57
AdeC MGIEEERYDANLDRVKKIVCDRLELDEDEVTLTSLFHEEHGSDSLQSIEILAALEADFDI 60
Skylé MT---TSAENRTAVIKDIVCDILELEEDEVTETSLFKEDHGADSLRAIEILASLEKKEFSV 57
SmcP MA---VVTPDEKQLIKGIVCDILELESDEITDDSLFVEDHDADSMRLIEILSSLELNLKV 57
Sim-ORF1 MA---TMAPEDKRLVKGIVCDILELESDEITDVSLFIEDHDADSMRLIEILSSLEVNLKV 57
HE A S S S R S A S S
IgalO VIDMNELPKMTNVEATYQVTAAAAGW- 83
AdeC EIDQSQLPRMVNVKGVYEVVAETIGW- 86
Skylé VIDQAELGRMVNLTGVEEVVAEAAAKK 84
SmcP TIEQSELSRMVNLQGVYEVVGNTAR-- 82
Sim-ORF1 TIEQAELSRMVNLEGIYEVIGNIAR-- 82
* .

ek ek k. . x

6.3.5 Alignment von AdeD mit putativen Ketosynthase-a-Untereinheiten
verschiedener Organismen

Die gewahlten Ketosynthase-a-Untereinheiten sind Teil von Typ II-PKS, die stark reduzierte
Polyenketten produzieren. Positionen der Aminosauren des aktiven Zentrums sind in petrol
markiert. Sky18: Streptomyces sp. Acta 2897 (NCBI: AEA30261); lgall: Streptomyces sp.
MSC090213JE08 (NCBI: BAX64252); SmcKSll: Kitasatospora sp. 152608 (NCBI: ALT05934); Sim-
ORF3: S. antibioticus (NCBI: AEU17885); Sky17: Streptomyces sp. Acta 2897 (NCBI: AEA30260).
Sequenzidentitdten zu AdeD: Sky18 33,8%; Igall 61,5%; SmcKSIl 64,8%; Sim-ORF3 65,1%; Sky17
72,5% (Clustal Omega).

CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

Skyl8  mmmmmm e MSWPIVGIGALASIGRDPEEIFESLCGGHSG 31
Igall = ——=——mmmmmmmmm MSTATARRRVVLTGFGVISSIGTGVEEYTAGLRAGRSG 38
SmcKSII MPEAPGRVRHGRVETDMGDVLAAHARPASDRVVITGLGVFSSIGIGVEEFAAGLQEGRNG 60
Sim-ORF3 = ———————m MCWSAHERPASDRVVITGLGVEFSSIGIGVEDFTTGLREGRSG 42
AdeD 000 @—mmmmmm——————— MSTAALDDVSGAPLRRVVLTGLGVVSSIGIGVDEFAASLRAGRSG 45
Skyl7  mmmmmmm MRATATSNGSAPPAHRVVLTGFGVFSSIGVGAAEFAEGLRAGRSG 45
HE R S S N : LK RL L
Skyl8 LAPLRGFDKEKFKAGHLFEIDNR--—-—-—— AEPGVDTPGRATEFLLDAVGQAARDAGLGED 85
Igall ARPITRFDTEGFGONTACEVPDFEPGRWIHHVPLDDMGRAGQYAVAAARMAVDDAGLTED 98
SmcKSII VTPISVFDTAGFAHANGCEVLGFKPEEWLERWTVDELGRTSQFAVAAARMAVRDAGLTDD 120
Sim-ORF3 VSPISVFDTDGFAHANGCEVRDFKPEEWLERWSVDNLGRTSQFAVAAARMAVRDAGLTDA 102
AdeD AGPISQFDTTGFAHSNGCEVVGFEPEQWISNLDLENVGRASRFSVAAARMAVADAGLEAE 105
Skyl7 AKPITRFETEGFAHANGCEVVGFEPDRWIRNLDIDELGPATRFSVAAARMAIDHAGLDEE 105
* . * . * * . .. * . . % * * k x
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Skyl8 L-SEVPVLIGTGLR--EM----RSLELWWRDGADF--—--—-—--—-— AAEQLHFGPALRARF 128

Igall DLGERQAVITVGTTDGESHDIAVLLEQELAAGDPEAMDPVLARRINAGRLSTVIARELRM 158
SmcKSIT GLRERRVQISIGTTDGESQDLDOLAMTWVES-GPONWDPGVTRRVGAGQLSAAVAWELGL 179
Sim-ORF3 GLHDRRVQVSIGTTDGESQDLDHLAERWVES-GPESWDPDVTRRVGAGRLSAAVAWELGL 161
AdeD ELASQRGLVCIGTTDGESHDLDQLVEIELRD-GHESMPTAVAGRVSPLRLSISIAQELGL 164
Skyl7 YLRERRGLISIGTTDGESHDLDRLVETE INH-GPEKMDPVVARRVAPSRLATSVAHELRL 164
. * * .k * .
Skyl8 GAADTHTFSNAGSASLYALALAFDQLOSGSVEHVIVAGADSITESMFGLTDAFQLEPPGR 188
Igall PNVEATTVTTAGAAGNYSVGYGLDSIRSGEVDIALCGGADAVCRKAFALFKRFGALTPDV 218
SmcKSII SDAEALTLATA®SAGNYAIGMGFDAIRVGDADIALCGGADAMCRKSFTAFYRLGTIAPDFE 239
Sim-ORF3 RNAEALTLATA@SAGNYAIGMGFDAIRVGDADIALCGGADTMCRKSFTAIYRLGTIAPDE 221
AdeD ADVEATVIATAGAAGNYAIGSGEFDAVRTGEVDYALCGGADAICRKTFTGEFYRLGTMAPDV 224
Skyl7 HDVEAVTIPTAGAAGNYAIGYGYDAVRTGEVEFALCGGADAMCRKTFAGFYRLGTIAPDH 224
Lo P T R S : *.
Skyl8 LRPFDVDRKGTILGEGAGAIVLGRTP----GDRKVYGRVRSVGMNCDAHHTTAPDQSGVA 244
Igall VRPFDKDRQGILTGEGAGILVLESLESALARGARIHAEVLGYGLSCDAAHPTAPNRDGIA 278
SmcKSII CRPFDRDRQGILTGEGAGVLVLERLDSALARGARIYAEVLGYGLSCDAYHPVQPEQSSIA 299
Sim-ORF3 CRPFDKDRQGILNGEGAGVLVLERLDHALARGARIYAEVLGYGLSCDAYHPVQPEQSSIA 281
AdeD CRPFDKDRKGILTGEGAGVLMLESLESALARDARIYAEVLGYGLNCDAYHQVAPHQESVT 284
Skyl7 CRPFDKDRKGILTGEGAGVLVLETLESAVRRGATIYAEILGYGLNCDAAHPVAPNQSST 284
* K kK **:* : kK kK ok ::* . R *:'*** * . *':'.::
Skyl8 TATIRQAHTRAGVKPADVDLVMLEIGTGTPLNDEVEVRAMREVFGEHENVPLVTAIKSMTGlal 304
Igall RGIRLALDDAGVEQEEIDFISABGTGTKANDKTESAAIVDVYGDA--PPRTVAVKSMLGs 336
SmcKSII RCMRSALSDAGVRPEEVDLVSABGTGTKTNDVTESRAIREVESGM--PPRTVSLKSMLGs 357
Sim-ORF3 RCMRSALADAGVRPEDVDLISABGTGTKTNDVTESRAIREVFE-E--PPRTVSLKSMLGs 338
AdeD RCMELALRDAGVDPSQVDMISABGTGTKANDITETRAIRDVEGDQ--PPRTVSMKSMLGs 342
Skyl7 RCMELALENAGVKPDQVDLVSABGTGTKANDVTETRAVRDVYGTE--PPRTVSLKSMLGs 342
* * Kk ::*:: * ok ok kK * K '* *: :*: * ::*** * k.
Skyl8 TAGSAGVLSLITALLAMAGGRIPPVTELDEPTENISAMRLVHTTPVRADVGVAQINGEFGFEF 364
Igall SMGAASALGAIACGLAIEHGFIPPTINHRETD-PDCPLDVVPNRAVEADVRIVQONNSSAF 395
SmcKSII TMGAASALGAIACSLAITHGFVPPTINHRETD-PECEIDCVPNESVPADLRVVQONNGLAF 416
Sim-ORF3 TMGAASSLGAIACSLAITNGFIPPTINHRETD-PECEIDCVPNESVTADLRVVQONNGLAF 397
AdeD TLGAASALAAIGCALAITNKFIPPTINHVTTD-PECQIDCVPNEAVEAELEIVQONNGMAF 401
Skyl7 SMGAASALAAIACALAITNDEVPPTINHRETD-PECEIDCVPNEAVEAQLQIVQONNGMAF 401
R HEGh T T S S
Skyl8 GGLNAVAIVEAAR---=--- 377
Igall AGNNAVLILGTYGE----- 409
SmcKSII AGNNAVVVLGKHRPSA--- 432
Sim-ORF3 AGNNAVVVLGRHQPRA--- 413
AdeD GGNNAVVILGKYKSEVAAR 420
Skyl7 GGNNAVVILAKYEEQAS-- 418

* kKK

6.3.6 Alignment von AdeE mit putativen Ketosynthase-B-Untereinheiten
verschiedener Organismen

Die gewahlten Ketosynthase-B-Untereinheiten sind Teil von Typ II-PKS, die stark reduzierte
Polyenketten produzieren. Positionen der Aminosaduren der inaktiven katalytischen Triade sind
in petrol markiert. Sky19: Streptomyces sp. Acta 2897 (NCBI: AEA30262); SmcKSI: Kitasatospora
sp. 152608 (NCBI: ALT05933); Sim-ORF2: S. antibioticus (NCBI: AEU17884); Igal2: Streptomyces
sp. MSC090213JE08 (NCBI: BAX64253); Sky22: Streptomyces sp. Acta 2897 (NCBI: AEA30265).
Sequenzidentitdten zu AdeE: Sky19 26,2%; SmcKSI 48,8%; Sim-ORF2 46,7%; Igal2 42,4%; Sky22
47,7% (Clustal Omega).

CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

Skyl9 mmmmmmmmmmm e MSELAPV-————————— VISGVGTALPGVTGAADLV 26
SmcKST - —-MSNVDSAGSGLAIVGWAVTSPFGIGRSVFSEGLAAGRSTERAIEQG--QGP 49
Sim-ORF2 ~  —-—=—=——-- MSDVNSAGPGLAIIGWAVTSPFGIGREAFSEGLAERPVHRQAVEAG--EGP 49
Igal2 MTTMSTATARPEATLPPGTPVITGWSAVSPYGIGRAEFAAGVRAGAKTAVKADAGLGPLP 60
AdeE -—-MT----- VAKSGAGRRLVITRWSAISPFGLGQEAFREGIRAGRNTVHSLDAEQWSAP 52
Sky22 ---MS----- SDTTSAVRGPVITAWSAVSPFGIGRSAFAEGMHEGGETAVPIDPEQWKVP 52
sk .
Skyl9 TGPDLPAEPVDPAAVLGKRGLKYKDRATQLGLCVAFDGLKDAGLRDDDGPQAEGARIGVV 86
SmcKSI AGTACLVPEFDSRAVLGKKGTRMMNRVTGMAVSTMGDLLRE-VSGHR--LDP--DTTGLV 104
Sim-ORF2 AGTVCLVPDFDPRAVLGKKGTRSMNRVTGLGVSTIGDLLKE-VKGER--FVP--ERTGLV 104
Igal2 SSDVCTVPGFDIQEQLGPRGTAKMDRLTALALVASDGLLLD-ADGNR--AVATDELTGVV 117
AdeE VQOACLVPDFSVRDLLGKKGTRGMDRATGLAVGVTAELLRDDDSGSR--AVPKGEGTGLV 110
Sky22 DERARLVPGFSPREVLGRKGTRSMDRVTGLAVSAVGALLDD-AERNR--LVATGERGAIV 109
*k ek sk k.. * . sk
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Skyl9 VASNYGNVDTICRVT-TTIANETSRGTSPMDSPNASSNIIASEIAIRYKLGGPNLTVCNG 145

SmcKSI LGTTVGSAQSTIDFTRGSLTGERPFHVEPGLIPYAVMNGAAGQCAIWHGVKGPNATLAAG 164
Sim-ORF2 LGTTVGSAQSTIDFTRGSLTGEKPYHVEPGLIPYAVMNGAAGQCAIWHGVKGPNATLAAG 164
Igal2 LGITMGSLENVTDFLRQSYTNARPFYVDAGRIPFGSLNHAAGATAIRHDLKGPNTTVAGG 177
AdeE LGTTTGSADSMMGYTRTSMQKSKPFLVDPALMPYTVMNCAAGQCAIWHELKGPNATVAGG 170
Sky22 LGTTTGSAQSMMDFTRDSLTGEQPYFVDPAQMPNTVMNCAAGQCAIWHRIQGPNATIAGG 169
H : .. * KoK, KK o RRx ok oK
Skyl9 IPASGLDALRWAATMLNAGRADQFLVIGVEPDNEMVRKLVGAD-—-—-—————— RIVDGAVAV 196
SmcKSI IBSAGLLALNYARRLLLTGRAGTVLCGAAEEYSVA-RAWISERSAGNDAPGAVLGEGCAME 223
Sim-ORF2 IBRAASLLALNYARRLLLTGRADTVLCGGAEEYSAA-RAWIAERSAKNDAPSTALGEGCAME 223
Igal2 BVSGLLALNYARRLMGQGRATKYLVGSAEEFSAA-HAWFEHTATASGDPAPLLGEGCGLFE 236
AdeE ®SAGLLALNYARRLLASGRAERILCGAAEEFSSA-RAWIEDRRNGGTTADMLLGEGSAME 229
Sky22 FLAGLLALNYARRLLGADRAKAVLCGSAEEYSNE-RAWLEWHTRGAEEHPGLLGEGAGML 228
HE N S LR o : . HEE AN .
Skyl9 VLEREETAQ-E-—-—-—-—-—-— RGARIRARIDGFARTGTVEAGV-RRLRTLGDDTPGGWYLPJHT 247
SmcKSI ALTAEP---TDEPPLATLLAVKAMTCSDGDWYA-TIRRCIEQTVAAAGVQPCDVWMASES 279
Sim-ORF2 ALTTEP---TGRATLATLLAVKAMTCSDGDWRE-TVRRCVEEALEAADVKPSDVWVVS|ES 279
Igal2 LVEQAEAA--ERPPLAAVLSVETRVDIDDDPGA-AVTACARRALRRAGVDAGEVWAAVIEC 293
AdeE LIEAADETAADRMPLAEIIDVRIRTHAHGDRRS-TVAACVSDVLQRNGVHPDDVWAVAEIS 288
Sky22 LLEPAEDVD-DAHVLAEVLAVESGVFGDGGLPQ-VLDACLRRAMDRAGVDPSQVWVAS)EC 286
. . . *
Skyl9 AGGSEIP---ADLLAGVPRHGMPDAWGALSGVLG--—----— LQCAV---AAGRF-DAGE 293
SmcKSI GAAGAAGQAERAALGDLFE-VGD-RLVSITELVGETHAASGALQLAAVLGLAERNPESAQ 337
Sim-ORF2 DPLVRPVRPSGRCSTTSST-SVA-VVSPVTELLGE@THAAVRALQLAAVLSLAGRSPESAG 337
Igal2 AAPTAAGRAEHEALAALVP-ADALSRVPSMELLGRTGAASASFQIAAVLAAAEADADSRG 352
AdeE GGQTPYEDQETDALHECFS-GSDIEWISVADVLGETGAAGAAFQIAATLSLAGLHPEAEG 347
Sky22 SAGDSLGEQERAVLTGMFG-AGALEPLANTALFGEASAASVSLOQIASVLALAERRTDVAG 345
. K kK * .

Skyl9 QSPVYATAGRDGDGIAGAVLCAPRGTP- 320

SmcKST RLAVVT--STDESGTVAVCLLRLS---- 359

Sim-ORF2 QPAVLT--SIDESGTVVVAVLKLS---- 359

Igal2 RIALVC--AVDRDGAVAVAVLRLIGEQR 378

AdeE KVAVIT--SVDRDGIVACSLLRTGGGNR 373

Sky22 RVAVIT**AVERDSGAGCALLRLR**** 367

6.3.7 Alignment von AdeF mit putativen Ketoreduktasen verschiedener Organismen
Die gewahlten Ketoreduktasen sind Teil von Typ II-PKS, die stark reduzierte Polyenketten
produzieren. Die Co-Faktor-Bindestellen sind in lila markiert, die die Stereospezifitat
bestimmenden Fingerprint-Positionen in ocker und die Aminosaduren des aktiven Zentrums in
petrol. SmcC6: Kitasatospora sp. 152608 (NCBI: ALT05968); SimJ2: S. antibioticus (NCBI:
AAL15605); Sky26: Streptomyces sp. Acta 2897 (NCBI: AEA30269); Igal3: Streptomyces sp.
MSC090213JE08 (NCBI: BAX64254). Sequenzidentitaten zu AdeF: SmcC6 56,9%; SimJ2 53,7%;
Sky26 59,7%; 1gal3 62% (Clustal Omega).

CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

SmcC6 ———m——m——————— NEINERAVVLRLVNDGFDVAFCYQRGSEAASDL 47
SimJ2 ——mmmmm—————= I€RAVVLRLVREGFDVAFCYQREAVAAADL 47

Sky26 -= IleRAVVKRLAAEGHDISFCYQSNSDAAMSL 47
AdeF MSNNGMDIGPKRAAEAGTSRIAL ENERAAVLKLARDGFDVSFCYQSNADMAEAV 60
Igald W —————————————————— eINeeR S IVLRLARDGHDVAFCYRSNEDAAERL 41
:‘k‘k‘k:‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k: * :‘k_ :*_‘k::‘k‘k‘k: * .
SmcC6 EKVAAELGGRVSHRQVNVADAAQVREWVLDVENSLGPIDVVVTSAGISEGPLVMMPDKD 107
SimJ2 EKAVAELGGRVAHRRVDVSDAVQVKEWVRDVESELGPVEVVVTSAGISEGPLVMMQODKD 107
Sky26 EKELVEFGVRVLSRKVDVASADSVRAWVGETQETLGAVDVAVTAAGIRNSNPLLMMTDEQ 107
AdeF RKELSSLPVRTLAVQVDVANAEAVRGWVTRTQRELGPIDVLVTCAGIRNSKPLMTMSDDD 120
Igal3 AKEAAEHGTRVTATRCDVADGDDVRDWEARTERELGPVDAAVTSAGIERPLVLMPEDD 101
* . *. : :*:.. *: *. e * x N **.***.** **: *
SmcC6 WQDVID 167
SimJ2 WQDVID 167
Sky26 WRDVVS 167
AdeF WHQVLDT] 180
Igal3 WNQVLRT) 161
*.:*: .**:* ::* *:. . * ok :**.:: :***:** *: *:**:*:*******:
SmcC6 KALSKEVGRYMVRVNAVAPGYIETDMVAGISDKLRSKAVAGVSLGRMGQPDEVADAVSYL 227
SimJ2 KSLSKELGRYGIRANVVAPGFIDTDMVAGISDGLRTKAVAGVALGRFGRPDEVADAVAYL 227
Sky26 KSLAKEVGRYGIRSNVVAPGFIETDMTSVLGDKVRDEMLKSIPLKRFGSADEVADLVAYL 227
AdeF KALAKEVGRFGVRVNVVAPGLIETDMTEALSENARRDLLRAIPLCRFGSSEEVADLISYL 240
Igal3 KSLAKECGPRGVRANVVAPGLIETDMVGDMPEAVLHKQLKNVALGRLGRPEEVADLVSFEL 221
*:*:** * :* *_**** *:***_ : : . : * *:* :**** :::*
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SmcC6 VT--ADYVTGSVLQIDGGLSI 246

SimJ2 AS--AEYVTGAVLQIDGGLSI 246
Sky26 GSERAGYITGGVFQIDGGITI 248
AdeF ASDAASYITGSVFEIHGGITI 261

Igal3 VSER?AZIEESYFEEHSSGTF 242
6.3.8 Alignment von putativen Dehydratasen des Primarstoffwechsels verschiedener
Organismen
lgal6 ist eine Dehydratase der MaoC-Familie des Ishigamid-BGC in S. sp. MSC090213JEQS,
assoziiert mit einer Typ II-PKS fir die Biosynthese einer stark reduzierten Polyketidkette (NCBI:
BAX64257). Shaw_DH1 und Shaw_DH?2 sind nicht Cluster-assoziierte, putative Dehydratasen der
MaoC-Familie in S. hawaiiensis und ersetzen méglicherweise die fehlende Dehydratase im ade-
BGC. Scoel_DH1 (NCBI: SCO4637) and Scoel DH2 (NP_625972.1) sind potentielle Homologe zu
Shaw_DH1 und Shaw_DH2 in S. coelicolor A3(2) und moglicherweise bei der heterologen
Expression von ADEPs in S. coelicolor M1146 beteiligt. Sequenzidentitdten zu Igal6: Shaw_DH1
20,9%; Shaw_DH2 50,7%; Scoel DH1 20,2%; Scoel DH2 52,7% (Clustal Omega).

CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

Shaw DH1 ---MTAKISYADVEVGT---ELPAQTFPVTRETLVRYAGASGDFNPTHWNEKFAKEVGLP 54
Scoel DH1 ---MQSKIAYSDVEVGT---ELPAQSFPVDRATLVRYAGASGDFNPTHWNERFAKEVGLP 54
Tgal6 ---MRSFANLADFSAATGEHLGYSDWLE I TQHKVDQFADATGDLOWIHVDPERAASGPFG 57
Shaw_DH2 MAEPRIFTSVDDLKSAVGEQLGYTDWLDIDOKRIDLFAEATGDHOWIHVDPEKAAAGPFG 60
Scoel DH2 MAEPRIFASADEVKAAVGEQLGYTDWLEVDOKRI DLFAEATGDHOWIHVDPERAAAGPFG 60
* k k*k * K *
Shaw DH1 DVIAHGMFTMAEATRVVTDWTGDPGAVVEYGVRFTKPVVVPNDG--=====-=-~ QGAVI 103
Scoel DH1 DVIAHGMFTMAEATRVVTDWTGDPGAVVEYGVRFTRPVVVPNDD=~=====-~~~ RGAVI 103
Tgal6 GTTLHGYLTLALLPEMMRATFDIEKTEMGVNFGLDKVRFPRPTPVGARVRGGARLTGVRE 117
Shaw DH2 TTIAHGYLTLSLLPLFGPQLIAVEDVKMGVNYGTNKVRFPAPVPVGSRLRATATISAVDE 120
Scoel DH2 GTIAHGYLTLSLLPLFGPQLIRVDGVKMGVNYGTNKVRFPSPVPVGSRLRATAVITGVED 120
* ok x *
Shaw DH1 EVAGKVAAKLDDNTVRVDLTATSAGQOKVLGMSRAVVRLA-— 142
Scoel DH1 EVSGKVAAKLDDNTVRVDLTATSAGQOKVLGMSRAVVRLG-- 142
Igal6 TPAGHLAAVRMTVQVEADGQPQSACVADTLSLFIAPATAGG 158
Shaw DH2 VPGGVQVAVA--FSVEREGGDKPVCVAESVARYYF -~~~ 153
Scoel DH2 VKGGIQVSVA--FTVEREGGDKPVCVAESVSRYYL-—-—-~ 153
* *

6.3.9 Das clpP1clpP2-Operon und clpX in S. hawaiiensis

Gensequenzen der clpP-Homologe clpP1 und clpP2 und des fir die Clp-ATPase ClpX codierenden
Gens clpX von S. hawaiiensis. Startcodons, die in S. lividans TK24 als Translationsstart bestatigt
wurden, sind in grin markiert, nicht bestéatigte in gelb.

>S. hawaiiensis clpP1

GTGAGACGGCCCGGCGCCGTCGTAAGACGAGCAGGTGGATACGIGACGAATCTGATGCCCTCAGCCGCCGGCGA
GCCTTCCATCGGTGGTGGCCTCGGTGACCAGGTCTACAACCGGCTGCTCAACGAGCGGATCATCTTCCTCGGCCAG
CCGGTCGACGACGACATCGCGAACAAGATCACCGCACAGTTGCTGCTCCTTGCCTCCGACCCGGAGAAGGACATC
TACCTGTACATCAACAGCCCCGGCGGTTCGATCACGGCGGGCATGGCGATCTACGACACCATGCAGTACATCAAG
AACGACGTGGTGACCATCGCCATGGGCCTGGCAGCCTCGATGGGCCAGTTCCTGCTCAGCGCGGGCACCCCCGGL
AAGCGCTTCGCGCTGCCGAACGCCGAGATTCTGATCCATCAGCCCTCCGCCGGCLTCGCCGGLTCGGLLTCGGAC
ATCAAGATCCACGCCGAGCGGCTGCTGCACACCAAGAAGCGCATGGCCGAGCTGACCTCCCAGCACACCGGCCAG
ACGATCGAGCAGATCACCCGCGACTCGGACCGCGACCGCTGGTTCGACGCLCTTCGAGGCCAAGGAGTACGGCCTC
ATCGACGACGTGATGACGACGGCCGCCGGTATGCCGGGCGGCGGCGGCACCGGGGLCTGA

>S. hawaiiensis clpP2

GITGAACCAGTTCCCCGGCAGCGGGATCTACGACCGTATGCACGCCGTGCAGGACATGAGCGCCTCCCAGGGLCGC
TACACCGGCCCGCAGGCCGAGTCCCGCTACATCATTCCCCGCTTCGTCGAGCGCACCTCCCAGGGCATCCGCGAGT
ACGACCCGTACGCGAAGCTCTTCGAGGAGCGCGTGATCTTCCTCGGCGTCCAGATCGACGACGCCTCCGCCAACG
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ACGTCATGGCACAGCTGCTGTGCCTGGAGTCGATGGACCCCGACCGTGACATCTCGGTGTACATCAACAGCCCCG
GCGGCTCCTTCACGGCGCTCACCGCGATCTACGACACGATGCAGTACGTGAAGCCGGACGTCCAGACGGTCTGCA
TGGGCCAGGCGGCCTCCGCCGCCGCCGTCCTGLCTGGCCGCCGGTACGCCGGGCAAGCGCATGGCCCTGCCGAAC
GCGCGTGTGCTGATCCACCAGCCGTACAGCGAGACCGGCCGCGGTCAGGTCTCCGACCTGGAGATCGCCGCGAA
CGAGATCCTGCGGATGCGCTCGCAGCTGGAGGACATGCTGGCCAAGCACTCCACCACGCCGGTCGAGAAGATCC
GCGAGGACATCGAGCGCGACAAGATCCTCACGGCCGAGGACGCGCTGAGCTACGGCCTGATCGACCAGGTCATC
AGCACCCGGAAGATGGACAACTCGAGCCTGCGCTGA

>S. hawaiiensis clpX

GTGGCACGCATCGGTGACGGCGGCGATCTGCTCAAGTGCTCGTTCTGCGGCAAGAGCCAGAAGCAGGTCAAGAA
GCTCATCGCAGGGCCCGGTGTGTACATCTGCGACGAGTGCATCGACCTCTGCAACGAGATCATCGAGGAAGAACT
CGCTGAGACCAGCGAGGTCCGCTGGGAGGAGCTCCCGAAGCCTCGTGAGATCTACGAGTTCCTCGAGGGCTATGT
GGTCGGCCAGGAGGCCGCCAAGAAGGCCCTCTCCGTAGCGGTGTACAACCACTACAAGCGAGTCCAGGCCGGCG
AGAACGGCGGGGCGAACGGCCGCGACGACGCCATCGAGTTGGCGAAGTCCAACATCCTGCTCCTCGGCCCCACG
GGCTCCGGCAAGACCCTCCTCGCGCAGACCCTCGCGCGCATGCTGAACGTCCCCTTCGCGATCGCCGACGCCACG
GCCCTCACGGAGGCGGGATACGTCGGCGAGGACGTCGAGAACATCCTGCTCAAGCTGATCCAGGCGGCCGATTA
CGACGTCAAGAAGGCCGAGACCGGGATCATCTACATCGACGAGATCGACAAGGTCGCGAGGAAGAGTGAAAACC
CCTCGATCACGCGCGACGTCTCGGGCGAGGGCGTCCAGCAGGCGCTGCTGAAGATCCTGGAGGGCACCALCCGCLC
TCGGTCCCGCCGCAGGGCGGCCGTAAGCACCCCCACCAGGAGTTCATCCAGATCGACACGACGAACGTGCTGTTC
ATCGTGGGCGGCGCCTTCTCCGGGCTGGAGAAGATCATCGAGTCCCGGGCCGGTGCCAAGGGCATCGGCTTCGG
CGCGCAGATCCGCTCCAAGCGCGAGATGGAGTCCAAGGACCAGTTCCAGGAGGTCATGCCGGAGGATTTGGTCA
AGTTCGGCATGATCCCCGAGTTCATCGGCCGCCTCCCGGTCATCACCTCGGTCCACAACCTCGACCGCGAGGLGCT
GCTCCAGATCCTGGTCGAGCCGCGCAACGCGCTCGTCAAGCAGTACGAGCGCCTCTTCGAACTCGACGGCGTGGA
GCTGGACTTCGAGCGCGAGGCCCTCGAGGCGATCGCCGACCAGGCCATCCTCCGCCAGACLCGGLGLGLGLGGLC
TGCGCGCCATCATGGAGGAGGTCCTCCAGGGCGTGATGTACGAGGTCCCGTCCCGCAAGGACGTGGCCCGGGTC
GTCATCACGGCGGACGTCGTCCAGTCGAACGTCAACCCGACGCTGATCCCGCGGGATGCGCGGGGALCGTGGGLC
GGGGGAGCAGAAGACGGCCTAG

Multiples Sequenz-Alignment des clpPI1clpP2-Operons und des nachfolgenden clpX-Gens von
S. hawaiiensis, S. lividans TK24, S. coelicolor A(3)2, S. chartreusis NRRL 3882 und S. sp. $S10(2016).
Die in S. lividans TK24 als Translationsstart bestatigten Startcodons sind in griin markiert, nicht
bestatigte in gelb. Stopcodons sind rot markiert.

CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

Sliv GTGAGACGGCCCGGCGCCGTCGTAAGACGAGCAGGTGGATACGTGACGAATCTGATGCCC 60
Scoel GTGAGACGGCCCGGCGCCGTCGTAAGACGAGCAGGTGGATACGTGACGAATCTGATGCCC 60
Schar GTGAGACGGCCCGGCGCCGTCGTAAGACGAGCAGGTGGATACGTGACGAATCTGATGCCT 60
SspS10 GTGAGACGGCCCGGCGCCGTCGTAAGACGAGCAGGTGGATACGTGACGAATCTGATGCCC 60
Shaw GTGAGACGGCCCGGCGCCGTCGTAAGACGAGCAGGTGGATACGTGACGAATCTGATGCCC 60
Khkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhhkhhhkhhkhhkkhkhkkhkhkkhkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkhkkhkhkkhkkkhkhkkkkhkxkkk
Sliv TCAGCCGCCGGCGAGCCCTCTATCGGTGGCGGCCTCGGCGACCAGGTCTACAACCGACTG 120
Scoel TCAGCCGCCGGCGAGCCCTCTATCGGTGGCGGCCTCGGCGACCAGGTCTACAACCGACTG 120
Schar TCAGCCGCCGGCGAGCCTTCCATCGGTGGTGGCCTCGGCGACCAGGTCTACAACCGGCTG 120
SspS10 TCAGCCGCCGGCGAGCCCTCTATCGGTGGCGGCCTCGGCGACCAGGTCTACAACCGGCTG 120
Shaw TCAGCCGCCGGCGAGCCTTCCATCGGTGGTGGCCTCGGTGACCAGGTCTACAACCGGCTG 120
Kk hkhkkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkkhkk *k Fhkhkhkhkhkhk F*hkkhkhkkhhkhk *hkkdhkdhkdrhhkrhkrhhkhx **k%
Sliv CTCGGCGAGCGGATCATCTTCCTCGGCCAGCCGGTCGACGACGACATCGCCAACAAGATC 180
Scoel CTCGGCGAGCGGATCATCTTCCTCGGCCAGCCGGTCGACGACGACATCGCCAACAAGATC 180
Schar CTCAACGAGCGGATCATCTTCCTCGGCCAGCCGGTCGACGACGACATCGCGAACAAGATC 180
SspS10 CTCAACGAGCGGATCATCTTCCTCGGCCAGCCGGTCGACGACGACATCGCGAACAAGATC 180
Shaw CTCAACGAGCGGATCATCTTCCTCGGCCAGCCGGTCGACGACGACATCGCGAACAAGATC 180
* koK RS EE S EEE SR SRR EEEEEEEREREEEESEEEREEEEEE SRS EE SRS S
Sliv ACCGCACAGCTGCTGCTCCTTGCCTCCGACCCGGACAAGGACATCTTCCTGTACATCAAC 240
Scoel ACCGCACAGCTGCTGCTCCTTGCCTCCGACCCGGACAAGGACATCTTCCTGTACATCAAC 240
Schar ACCGCACAGCTGCTGCTCCTTGCCGCCGAACCGGACAAGGACATCTACCTGTACATCAAC 240
SspS10 ACCGCGCAGCTGCTGCTCCTTGCCGCCGAGCCGGACAAGGACATCTACCTGTACATCAAC 240
Shaw ACCGCACAGTTGCTGCTCCTTGCCTCCGACCCGGAGAAGGACATCTACCTGTACATCAAC 240

KhkKKK KAk KhKAKAAhAhA kA, *hhk KAhhhk Ahhhhhhhh* *hhAhArdhkx kK
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AGCCCGGGCGGTTCGATCACGGCCGGCATGGCGATCTACGACACCATGCAGTACATCAAG
AGCCCGGGCGGTTCGATCACGGCCGGCATGGCGATCTACGACACCATGCAGTACATCAAG
AGCCCCGGCGGTTCGATCACGGCCGGTATGGCGATCTACGACACCATGCAGTACATCAAG
AGCCCCGGCGGTTCCATCACGGCCGGTATGGCGATCTACGACACCATGCAGTACATCAAG

AGCCCCGGCGGTTCGATCACGGCGGGCATGGCGATCTACGACACCATGCAGTACATCAAG
kkkkk kkkkkkkk kkkkkkkk Kk kokkokkok ok ok kk ok ok ok ok ok ok k ok k ok Kok Kk ok k kK k ok ok ok k

AACGACGTGGTGACGATCGCGATGGGTCTCGCGGCCTCCATGGGACAGTTCCTGCTCAGC
AACGACGTGGTGACGATCGCGATGGGTCTCGCGGCCTCCATGGGACAGTTCCTGCTCAGC
AACGACGTGGTGACGATCGCCATGGGCCTCGCGGCCTCGATGGGACAGTTCCTGCTCAGC
AACGACGTGGTGACCATCGCCATGGGTCTCGCGGCCTCGATGGGCCAGTTCCTGCTCAGC
AACGACGTGGTGACCATCGCCATGGGCCTGGCAGCCTCGATGGGCCAGTTCCTGCTCAGC

Kokkkkkkkkhkhkhkkkh Khhkkhkkk Khhkkhkkkh *k *kk Khhkkhkk Khhkkhkk hhkkhkhkkhkhkhkkkhkkkhk*

GCGGGCACCCCCGGCAAGCGCTTCGCGCTGCCGAACGCCGAGATCCTGATCCACCAGCCC
GCGGGCACCCCCGGCAAGCGCTTCGCGCTGCCGAACGCCGAGATCCTGATCCACCAGCCC
GCGGGCACCCCCGGCAAGCGCTTCGCGCTGCCGAACGCCGAGATCCTGATCCACCAGCCC
GCGGGCACCCCCGGCAAGCGCTTCGCGCTGCCGAACGCCGAGATCCTGATCCACCAGCCC

GCGGGCACCCCCGGCAAGCGCTTCGCGCTGCCGAACGCCGAGATTCTGATCCATCAGCCC
kkk ok kkkkkk ok kkkkkkkkkkkkhkhkhhkhkkkkkkhkkkkxkkhkkk *kkhkkhkkk *hkkkkx

TCCGCCGGCCTGGCCGGTTCGGCCTCGGACATCAAGATCCACGCCGAGCGGCTGCTGCAC
TCCGCCGGCCTGGCCGGTTCGGCCTCGGACATCAAGATCCACGCCGAGCGGCTGCTGCAC
TCCGCCGGCCTGGCGGGCTCCGCCTCCGACATCAAGATCCACGCCGAGCGGCTGCTGCAC
TCCGCCGGCCTGGCCGGCTCGGCCTCGGACATCAAGATCCACGCCGAGCGGCTGCTGCAC
TCCGCCGGCCTCGCCGGCTCGGCCTCGGACATCAAGATCCACGCCGAGCGGCTGCTGCAC

KAKKKKKKKKK KKk KKk Kk KAhkk*h KAAAAAKAKA KA KA KA KA KA KA KA KA KA KA KKK

ACCAAGCGGCGCATGGCCGAGCTGACCTCCCAGCACACCGGCCAGACGATCGAGCAGATC
ACCAAGCGGCGCATGGCCGAGCTGACCTCCCAGCACACCGGCCAGACGATCGAGCAGATC
ACCAAGAAGCGCATGGCCGAGCTCACCGCCCAGCACACGGGCCAGACGGTCGAGCAGATC
ACCAAGAAGCGCATGGCCGAGCTGACCTCGCAGCACACCGGCCAGTCGGTCGAGCAGATC
ACCAAGAAGCGCATGGCCGAGCTGACCTCCCAGCACACCGGCCAGACGATCGAGCAGATC

* ok ok ok kK Kohkkkkhkkhkkhkkhkkhkkx *hkk * Khkkhkkhkkk hkhkkhkkx **k kkkkhkkhkkkkk

ACCCGCGATTCGGACCGCGACCGCTGGTTCGACGCCTTCGAGGCCAAGGAGTACGGCCTC
ACCCGCGATTCGGACCGCGACCGCTGGTTCGACGCCTTCGAGGCCAAGGAGTACGGCCTC
ACCCGCGACTCGGACCGCGACCGCTGGTTCGACGCGTTCGAGGCCAAGGAGTACGGCCTC
ACCCGCGACTCGGACCGCGACCGCTGGTTCGACGCCTTCGAGGCCAAGGAGTACGGCCTC
ACCCGCGACTCGGACCGCGACCGCTGGTTCGACGCCTTCGAGGCCAAGGAGTACGGCCTC

Kohkkkkkkk hhkkkkhhkhhhhhhhhhhhhhhhhhhkk *khkhkhhhkhkhkhkhkkhkkhkkkk*

ATCGACGACGTCATCGCCACGGCCGCCGGCATGCCGGGCGGCGGCGGCACGGGLGLC
ATCGACGACGTCATCGCCACGGCCGCCGGCATGCCGGGCGGCGGCGGCACGGGLGLC
ATCGACGACGTCATGCCCACGGCCGCCGGCATGCCGGGCGGCGGCGGCACCGGGGLC
ATCGACGACGTCATGCCCACGGCCGCCGGTATGCCGGGCGGCGGCGGCACCGGGGLC
ATCGACGACGTGATGACGACGGCCGCCGGTATGCCGGGCGGCGGCGGCACCGGGGLC

Kk KKK KK KK KK KK K kKKK KKKKKKK KhKAKAKAKAKAKA KA KA hAK* KKk KhKk kKK

GCCATCCTCCm = = mm = — —mm — m oo m oo o
GCCATCCTCCm = = m == = —mm — m o oo m oo
GAGGGTCCCACGGGGCCTGTGGCGCCCCGTGAGGCCCACGGAGCCCTCCCGGGCCCCAGE
GCGGGCCCCACGGGGCCTGTGGGGCCCCGTGAGGCCCGCGGAGCCCTCCCCGGGCCCC-A
GCGGTCCCCACGGGGCCTGTGGCGCCCCGTGAGGCCCACGGAGCCCTTCCCGGGCCCCGA

———————————— GCCCCGAGCCGACCGCCTCAGCCCCTTTACAGGAGACACT ACGA
———————————— GCCCCGAGCCGACCGCCTCAGCCCCTTTACAGGAGACACT ACGA
G-ACCCCCAGACAGCCCCAGCCGACCGCC-TCAGCCCTTTTCAGGAGACACC ACCA
GCGACCCCAGCCAGCCCCAGCCGACCGCCTCA-GCCCATTTCAGGAGACACC ACCA

GCGACCCCAGACAGCCCCAGCCGACCGCCTCAGCCCCTTCTCAGGAGACACC ACCA

kk ok kkokkokkokkokk ok *kk Kk *kkkhkkhkkhkk Khkkkkk Kk

CTTCCCCGGCAGCGGCCTGTACGACCGCGTGAACGCCGCACAGGACATGCGCGCCGCCTC
CTTCCCCGGCAGCGGCCTGTACGACCGCGTGAACGCCGCACAGGACATGCGCGCCGCCTC
GTTCCCCGGCAGCGGGATCTACGACCGTATGCACGCCGTGCAGGACATGCG---CGCCGC
GTTCCCCGGCAGTGGGATCTACGACCGTATGCACGCCGTGCAGGACATGAG---CGCCTC

GTTCCCCGGCAGCGGGATCTACGACCGTATGCACGCCGTGCAGGACATGAG---CGCCTC
Kkkkkkkkkkk Kk Kk kkkkkkkk Kk kkkkkk  kkkkkkkkk * kKKK K

CCAGGGCCGCTACACCGGCCCGCAGGCCGAGTCCCGCTACGTCATCCCGCGCTTCGTCGA
CCAGGGCCGCTACACCGGCCCGCAGGCCGAGTCCCGCTACGTCATCCCGCGCTTCGTCGA
TCAGGGCGAGTACACCGGCCCGCAGGCCGAGTCCCGCTACGTCATCCCGCGCTTCGTCGA
GCAGGGCCGCTACACCGGCCCGCAGGCCGAGTCCCGCTACATCATTCCCCGCTTCGTCGA
CCAGGGCCGCTACACCGGCCCGCAGGCCGAGTCCCGCTACATCATTCCCCGCTTCGTCGA

* Kk Kk kK Kk kkkhkkhkhhk Ak hhkhhkhhhhhhhhkhhhhdk* *hkhk*x **k hkhkhkhkhx*

GCGCACCTCGCAGGGCGTGCGCGAGTACGACCCGTACGCGAAGCTCTTCGAGGAGCGGGT
GCGCACCTCGCAGGGCGTGCGCGAGTACGACCCGTACGCGAAGCTCTTCGAGGAGCGGGT
GCGCACCTCCCAGGGCATCCGCGAGTACGACCCGTACGCGAAGCTCTTCGAGGAGCGCGT
GCGCACCTCCCAGGGCATCCGCGAGTACGACCCGTACGCGAAGCTCTTCGAGGAGCGCGT

GCGCACCTCCCAGGGCATCCGCGAGTACGACCCGTACGCGAAGCTCTTCGAGGAGCGCGT
Kok kA hkk Ak KAhkhkk k KAKK KA AR KA ARk k kA Ak kA Ak hk kA Ak hk Ak hkkkhkkk KK
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GATCTTCCTCGGCGTCCAGATCGACGACGCCTCGGCCAACGACGTCATGGCGCAGCTGCT
GATCTTCCTCGGCGTCCAGATCGACGACGCCTCGGCCAACGACGTCATGGCGCAGCTGCT
GATCTTCCTCGGCGTCCAGATCGACGACGCCTCCGCCAACGACGTCATGGCGCAGCTGCT
GATCTTCCTCGGCGTCCAGATCGACGACGCCTCCGCCAACGACGTCATGGCGCAGCTGCT

GATCTTCCTCGGCGTCCAGATCGACGACGCCTCCGCCAACGACGTCATGGCACAGCTGCT
kkok ok kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkkhkkkkkk hkkkxhkhkkhkkkkkhkkk *hkkhkkkkx

GTGCCTGGAGTCGATGGACCCCGACCGGGACATCTCGGTCTACATCAACAGCCCCGGCGG
GTGCCTGGAGTCGATGGACCCCGACCGGGACATCTCGGTCTACATCAACAGCCCCGGCGG
GTGCCTGGAGTCGATGGACCCCGACCGTGACATCTCGGTCTACATCAACAGCCCCGGCGG
GTGCCTGGAGTCGATGGACCCCGACCGTGACATCTCGGTCTACATCAACAGCCCCGGCGG
GTGCCTGGAGTCGATGGACCCCGACCGTGACATCTCGGTGTACATCAACAGCCCCGGCGG

Kohkkkkkkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkhkhk Khhkhkhhhhhk Kkhkkhhkkhkkhhhkhkhkkkhkkkk*

CTCCTTCACCGCGCTCACGGCCATCTACGACACGATGCAGTACGTGAAGCCGGACGTCCA
CTCCTTCACCGCGCTCACGGCCATCTACGACACGATGCAGTACGTGAAGCCGGACGTCCA
CTCCTTCACGGCGCTCACTGCGATCTACGACACGATGCAGTACGTGAAGCCGGACATCCA
CTCCTTCACGGCGCTCACGGCGATCTACGACACGATGCAGTACGTGAAGCCGGACGTCCA

CTCCTTCACGGCGCTCACCGCGATCTACGACACGATGCAGTACGTGAAGCCGGACGTCCA
Kk kkkkkk Khkkhkkkhk kk Kk Ak khkkhkkkkkhkkkhxhkhkkkkkkkhkkkkkkx Kk kx

GACGGTCTGCATGGGCCAGGCCGCCTCCGCCGCCGCCGTCCTGCTGGCCGCCGGTACGCC
GACGGTCTGCATGGGCCAGGCCGCCTCCGCCGCCGCCGTCCTGCTGGCCGCCGGTACGCC
GACGGTCTGCATGGGCCAGGCGGCCTCCGCCGCCGCCGTCCTGCTGGCCGCCGGCACCCC
GACGGTCTGCATGGGCCAGGCCGCCTCCGCCGCCGCCGTCCTGCTCGCCGCCGGGACGLC
GACGGTCTGCATGGGCCAGGCGGCCTCCGCCGCCGCCGTCCTGCTGGCCGCCGGTACGCC

KA KKK KK KK KK KK KKK KK KK KhAh AR AR Ah AR A R AR AR AR A hK Khkhkkhkk* **k K%

GGGCAAGCGCATGGCGCTGCCGAACGCCCGCGTCCTGATCCACCAGCCGTACAGCGAGAC
GGGCAAGCGCATGGCGCTGCCGAACGCCCGCGTCCTGATCCACCAGCCGTACAGCGAGAC
GGGCAAGCGCATGGCCCTGCCGAACGCCCGCGTGCTGATCCACCAGCCGTACAGCGAGAC
GGGCAAGCGCATGGCCCTGCCGAACGCGCGCGTGCTGATCCACCAGCCGTACAGCGAGAC
GGGCAAGCGCATGGCCCTGCCGAACGCGCGTGTGCTGATCCACCAGCCGTACAGCGAGAC

Kohkkkkkkhkkhkhhkhhkkx *hkhkhhkhhhd Kk *k *hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkkk*

CGGCCGCGGTCAGGTCTCCGACCTGGAGATCGCCGCCAACGAGATCCTCCGGATGCGCTC
CGGCCGCGGTCAGGTCTCCGACCTGGAGATCGCCGCCAACGAGATCCTCCGGATGCGCTC
CGGCCGCGGCCAGGTGTCCGACCTGGAGATCGCCGCCAACGAGATCCTCCGGATGCGCAC
CGGCCGCGGTCAGGTGTCCGACCTGGAGATCGCCGCCAACGAGATCCTCCGGATGCGCTC
CGGCCGCGGTCAGGTCTCCGACCTGGAGATCGCCGCGAACGAGATCCTGCGGATGCGCTC

Kohkkkkkkhkk Khkkkk Khkkkhhhhhhhhhhhhhkh *hhkkhkkhkhkk* *khkkhkkhkk*x *

GCAGCTGGAGGAGATGCTGGCCAAGCACTCCACCACGCCGGTCGAGAAGATCCGCGAGGA
GCAGCTGGAGGAGATGCTGGCCAAGCACTCCACCACGCCGGTCGAGAAGATCCGCGAGGA
GCAGCTGGAGGAGATGCTGGCCAAGCACTCCACCCAGTCGATCGACAAGATCCGCGAGGA
GCAGCTGGAGGAGATGCTGGCCAAGCACTCCACCACGCCGGTCGAGAAGATCCGCGAGGA
GCAGCTGGAGGACATGCTGGCCAAGCACTCCACCACGCCGGTCGAGAAGATCCGCGAGGA

KAkKhK KK KK KA K” KAhKhARA KA KA KA KKK KKK K K kk kKkkKk KhkKKkKKKKK KK KKK

CATCGAGCGCGACAAGATCCTCACGGCCGAGGACGCGCTGAGCTACGGCCTGATCGACCA
CATCGAGCGCGACAAGATCCTCACGGCCGAGGACGCGCTGAGCTACGGCCTGATCGACCA
CATCGAGCGCGACAAGATCCTCACGGCCGAGGACGCGCTGAACTACGGGCTGATCGACCA
CATCGAGCGCGACAAGATCCTCACGGCCGAGGACGCGCTGAGCTACGGCCTGATCGACCA
CATCGAGCGCGACAAGATCCTCACGGCCGAGGACGCGCTGAGCTACGGCCTGATCGACCA

B R R R T R R

GATCATCACCACCCGGAAGATGGACAACTCCTCTCTCCGC| GCAAGAGGCTGTATCG
GATCATCACCACCCGGAAGATGGACAACTCCTCTCTCCGC| GCAAGAGGCTGTATCG
GATCATCACCACCCGGAAGATGGACAACTCGAGCCTGCGC IGGCGAGAGGCTGTATCG
GGTCATCAGCACCCGGAAGATGGACAACTCGAGCCTGCGC IGGCGAGAGGCTGTATCG
GGTCATCAGCACCCGGAAGATGGACAACTCGAGCCTGCGC GGCGAGAGGCTGTATCG

K kkkkkk kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk *k ok k ok Kok kk kkkkkkkkkkkkk

TCTGCCGCTCCTTGGCACGGTTTGACGCGATTCACGTCAAAGGGAACCGTGCCAAGGGGG
TCTGCCGCTCCTTGGCACGGTTTGACGCGATTCACGTCAAAGGGAACCGTGCCAAGGGGG
TCTGCCGCCCCTTGGCACGGTTTGGCACGGTCCACGTCAAAGTGAACCGCGCCAAGGGGG
TCTGCCGCCCCTTGGCATGGTTTGGCTCGGTTCACGTCAAAGCGAACCGCGCCAAGGGGG

TCTGCCGCCCCTTGGCATGGTTTGGCTCGGTTCACGTCAAAGCGAACCGCGCCAAGGGGG
kkkkkkkk kkkkkkkk kkkkkk Kk kk Kk kkkkkkkkkk kkkkkk kkkkkkkkkk

GCCCGGACGAGGGGCCCGGCAAGGTACCGTCGGACATAAGGCAGCACCAGGAGTCCGCCC
GCCCGGACGAGGGGCCCGGCAAGGTACCGTCGGACATAAGGCAGCACCAGGAGTCCGCCC
GCCCGAACGGGGGGCCCGGCAAGGTACCGTCGGACATAAGGCAGCACCAGGAGTCCGCTG
GC-CGGACGGGTGGCCCGGCAAGGTACCGTCGGACATAAGGCAGCACCAGGAGTCCGCTG
GCCCGGACGGGGGGCCCGGCAAGGTACCGTCGGACATAAGGCAGCACCAGGAGTCCGCTG

Kk kK KkKk K Kk KhkKAhKhKA A KA A kA kA kA kA kA hhhhhkhkhkhkhkhkhkh Kk k**

GCCGTTGACGTGACGTCGACGTCCGGGAGTCTCCCAGGCGAAGGGGAAGCACACC GC
GCCGTTGACGTGACGTCGACGTCCGGGAGTCTCCCAGGCGAAGGGGAAGCACACC GC

GAC--=-=——=-————-- GTCGGCGTCCAGGAGTCTCCCAGGCGAAGGGGAAGCACACC GC
GAC--=-=——=-————-- GTCGACGTCCAGGAGTCTCCCAGGCGAAGGGGAAGCACACC GC
GAC-—————-————— GTTGACGTCCAGGAGTCTCCCAGGCGAAGGGGAAGCACACC] GC
* Kk Kk kkkkk kkkkkkkkkkkkkkkkkokkkkkkkkkokkokkkokk ok
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ACGCATCGGTGACGGCGGCGATCTGCTCAAGTGCTCGTTCTGCGGGAAGAGCCAGAAGCA
ACGCATCGGTGACGGCGGCGATCTGCTCAAGTGCTCGTTCTGCGGGAAGAGCCAGAAGCA
ACGCATCGGTGACGGCGGCGATCTGCTCAAGTGCTCGTTCTGCGGCAAGAGCCAGAAGCA
ACGCATCGGTGACGGCGGCGATCTGCTCAAGTGCTCGTTCTGCGGCAAGAGCCAGAAGCA

ACGCATCGGTGACGGCGGCGATCTGCTCAAGTGCTCGTTCTGCGGCAAGAGCCAGAAGCA
kkok ok k ok ok ok k ok k ok kkkkkk ok kkk ko kkkkkkkkkkkkkkkkkkk ok kkokkkkkkkkkkkx

GGTCAAGAAGCTCATCGCAGGGCCCGGTGTGTACATCTGCGACGAGTGCATCGACCTCTG
GGTCAAGAAGCTCATCGCAGGGCCCGGTGTGTACATCTGCGACGAGTGCATCGACCTCTG
GGTCAAGAAGCTCATCGCAGGGCCCGGTGTGTACATCTGCGACGAGTGCATCGACCTCTG
GGTCAAGAAGCTCATCGCAGGGCCCGGTGTGTACATCTGCGACGAGTGCATCGACCTCTG
GGTCAAGAAGCTCATCGCAGGGCCCGGTGTGTACATCTGCGACGAGTGCATCGACCTCTG

hkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk k%

CAACGAGATCATCGAGGAGGAGCTGGCCGAGACCAGCGAGGTGCGCTGGGAGGAGCTCCC
CAACGAGATCATCGAGGAGGAGCTGGCCGAGACCAGCGAGGTGCGCTGGGAGGAGCTCCC
CAACGAGATCATCGAGGAGGAGCTGGCCGAGACCAGCGAGGTCCGCTGGGAGGAGCTCCC
CAACGAGATCATCGAGGAAGAGCTGGCGGAGACCAGCGAGGTCCGCTGGGAGGAACTCCC

CAACGAGATCATCGAGGAAGAACTCGCTGAGACCAGCGAGGTCCGCTGGGAGGAGCTCCC
kkkkkkkkkhkkhkkkkkkk kk kk kk Krkkkkkhkkkkxhkk kkkkkkkkkkk *kkkx

CAAGCCCCGCGAGATCTACGAGTTCCTCGAGAGCTACGTGGTCGGCCAGGAGGCGGCCAA
CAAGCCCCGCGAGATCTACGAGTTCCTCGAGAGCTACGTGGTCGGCCAGGAGGCGGCCAA
GAAGCCCCGCGAGATCTACGAGTTCCTCGAGGGCTACGTGGTCGGCCAGGAGGCCGCCAA
GAAGCCCCGCGAGATCTACGAGTTCCTCGAGGGCTACGTGGTCGGCCAGGAGGCTGCCAA
GAAGCCTCGTGAGATCTACGAGTTCCTCGAGGGCTATGTGGTCGGCCAGGAGGCCGCCAA

KKKKK KKk KAAKKKKAKAKKRKKRKKRKKRKKRKKK Ahk* *AhkAhkAhkAhkAhAhAhk* KAk **

GAAGGCCCTCTCCGTCGCGGTGTACAACCACTACAAGCGGGTCCAGGCCGGCGAGAACGG
GAAGGCCCTCTCCGTCGCGGTGTACAACCACTACAAGCGGGTCCAGGCCGGCGAGAACGG
GAAGGCCCTCTCCGTCGCGGTCTACAACCACTACAAGCGGGTCCAGGCCGGCGAGAACGG
GAAGGCCCTGTCCGTAGCGGTGTACAACCACTACAAGCGCGTCCAGGCCGGCGAGAACGG
GAAGGCCCTCTCCGTAGCGGTGTACAACCACTACAAGCGAGTCCAGGCCGGCGAGAACGG

Kohkkkkkkhkk Khkkkk Khkkhkk Khkhkhhhhhhhhhkhkkx *hkhkhkhkhkhkhkhkkkk*

CGGCGCCCAAGGCCGCGAGGACGCCATCGAGTTGGCGAAGTCCAACATCCTCCTGCTGGG
CGGCGCCCAAGGCCGCGAGGACGCCATCGAGTTGGCGAAGTCCAACATCCTCCTGCTGGG
CGGGGCGAACGGCCGCGACGACGCCATCGAGTTGGCGAAGTCCAACATCCTCCTCCTCGG
TGGGGCGAACGGCCGTGACGACGCCATCGAGTTGGCGAAGTCCAACATCCTGCTCCTCGG
CGGGGCGAACGGCCGCGACGACGCCATCGAGTTGGCGAAGTCCAACATCCTGCTCCTCGG

* Kk Kk * kkkkk kk kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkhkkkkkhkx *k **k **

CCCCACGGGCTCCGGCAAGACCCTCCTCGCCCAGACCCTCGCCCGCATGCTGAACGTCCC
CCCCACGGGCTCCGGCAAGACCCTCCTCGCCCAGACCCTCGCCCGCATGCTGAACGTCCC
CCCCACGGGCTCCGGCAAGACCCTCCTCGCGCAGACCCTCGCGCGGATGCTCAACGTCCC
CCCCACCGGCTCCGGCAAGACCCTCCTCGCGCAGACCCTCGCGCGCATGCTGAACGTCCC
CCCCACGGGCTCCGGCAAGACCCTCCTCGCGCAGACCCTCGCGCGCATGCTGAACGTCCC

KhkKhkhKhk KKKKKKKKKKKKKKKA KA KA KA K* KA hAhAhAhA* KKk Khkh*x Fhkhkhk*

GTTCGCGATCGCCGACGCCACGGCGCTCACCGAGGCGGGGTACGTCGGCGAGGACGTCGA
GTTCGCGATCGCCGACGCCACGGCGCTCACCGAGGCGGGGTACGTCGGCGAGGACGTCGA
CTTCGCGATCGCGGACGCCACGGCCCTGACGGAGGCCGGCTACGTCGGCGAGGACGTCGA
CTTCGCGATCGCCGACGCCACGGCCCTCACGGAGGCCGGTTACGTCGGCGAGGACGTCGA
CTTCGCGATCGCCGACGCCACGGCCCTCACGGAGGCGGGATACGTCGGCGAGGACGTCGA

KKK KAKAKAKK KAKKAKKKKAKKX KKk Kk *hkk* **k KAAAARAhARAR AR A KA KKK

GAACATCCTGCTGAAGCTGATCCAGGCCGCCGACTACGACGTCAAGAAGGCCGAGACCGG
GAACATCCTGCTGAAGCTGATCCAGGCCGCCGACTACGACGTCAAGAAGGCCGAGACCGG
GAACATCCTCCTCAAGCTGATCCAGGCCGCCGACTACGACGTCAAGAAGGCCGAGACCGG
GAACATCCTGCTCAAGCTGATCCAGGCGGCCGACTACGACGTCAAGAAGGCCGAGACCGG
GAACATCCTGCTCAAGCTGATCCAGGCGGCCGATTACGACGTCAAGAAGGCCGAGACCGG

Kohkkkkkkhkk Kk kkkkhkkhkhhhhhhk *hkhkk Khkhkhhhkhkhkhkhkkhkkhkkkkkk*

GATCATCTACATCGACGAGATCGACAAGGTCGCGCGGAAGAGTGAGAACCCCTCCATCAC
GATCATCTACATCGACGAGATCGACAAGGTCGCGCGCAAGAGTGAGAACCCCTCCATCAC
GATCATCTACATCGACGAGATCGACAAGGTCGCGAGGAAGAGTGAAAACCCCTCGATCAC
GATCATCTACATCGACGAGATCGACAAGGTCGCGCGGAAGAGTGAAAACCCCTCGATCAC

GATCATCTACATCGACGAGATCGACAAGGTCGCGAGGAAGAGTGAAAACCCCTCGATCAC
Kok Ak kk Ak hkkhkhkk kA Ak kA Xk hk kA hhkkhhkk * HAAkhkkkkk HFrhhhkkhkk HFAxKk*

GCGCGACGTGTCGGGCGAGGGCGTCCAGCAGGCCCTGCTGAAGATCCTGGAGGGCACCAC
GCGCGACGTGTCGGGCGAGGGCGTCCAGCAGGCCCTGCTGAAGATCCTGGAGGGCACCAC
GCGCGACGTCTCGGGCGAGGGCGTCCAGCAGGCCCTGCTGAAGATCCTGGAGGGCACCAC
GCGCGACGTCTCGGGCGAGGGCGTGCAGCAGGCCCTGCTGAAGATCCTGGAGGGCACCAC
GCGCGACGTCTCGGGCGAGGGCGTCCAGCAGGCGCTGCTGAAGATCCTGGAGGGCACCAC

Khkkhkhhkhhk* KhkKhkhhkhhkhhhkhhkh *AhkAhhhdx Khhhhhhhhhhhdhdhdhkhkhkh &K

CGCCTCCGTCCCGCCGCAGGGCGGCCGCAAGCACCCGCACCAGGAGTTCATCCAGATCGA
CGCCTCCGTCCCGCCGCAGGGCGGCCGCAAGCACCCGCACCAGGAGTTCATCCAGATCGA
GGCCTCGGTCCCGCCGCAGGGCGGCCGCAAACACCCCCACCAGGAGTTCATCCAGATCGA
GGCCTCGGTCCCGCCGCAGGGCGGCCGCAAGCACCCCCACCAGGAGTTCATCCAGATCGA

CGCCTCGGTCCCGCCGCAGGGCGGCCGTAAGCACCCCCACCAGGAGTTCATCCAGATCGA
Kokkkk kkkkkkkkkhkkhkkkhkhkkhk Kk Khkkkk Kk hkhkkhkkkkkhkkkkkkkkkkx
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1783
1786
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1797
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1917
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2037
2037
2084
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2086

2097
2097
2144
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2157
2157
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2203
2206

2217
2217
2264
2263
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2277
2277
2324
2323
2326

2337
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Sliv CACGACGAACGTGCTGTTCATCGTGGGCGGTGCCTTCGCGGGCCTGGAGAAGATCATCGA 2397

Scoel CACGACGAACGTGCTGTTCATCGTGGGCGGTGCCTTCGCGGGCCTGGAGAAGATCATCGA 2397
Schar CACGACGAACGTGCTGTTCATCGTGGGCGGTGCCTTCGCCGGCCTGGAGAAGATCATCGA 2444
SspS10 CACGACGAACGTGCTGTTCATCGTGGGCGGTGCCTTCTCCGGGCTGGAGAAGATCATCGA 2443
Shaw CACGACGAACGTGCTGTTCATCGTGGGCGGCGCCTTCTCCGGGCTGGAGAAGATCATCGA 2446

B R I T R R R

Sliv GGGCCGGGCCGGCGCCAAGGGCATCGGCTTCGGTGCGCAGATCCGCTCCAAGCGGGAGAT 2457
Scoel GGGCCGGGCCGGCGCCAAGGGCATCGGCTTCGGCGCGCAGATCCGCTCCAAGCGGGAGAT 2457
Schar GTCCCGCGCCGGCGCCAAGGGGATCGGCTTCGGGGCGCAGATCCGCTCCAAGCGCGAGAT 2504
SspS10 GTCCCGGGCGGGTGCCAAGGGCATCGGCTTCGGCGCGCAGATCCGCTCCAAGCGCGAGAT 2503
Shaw GTCCCGGGCCGGTGCCAAGGGCATCGGCTTCGGCGCGCAGATCCGCTCCAAGCGCGAGAT 2506

* kkk kk Kk hkkhkkhkkhkk Khhhhhkhhhhk Khhhhhkhkhkkhkrkkhkhkkx *kxkk*

Sliv CGAGTCCAAGGACCAGTTCGAGCAGGTCATGCCGGAGGACCTGGTCAAGTTCGGCATGAT 2517
Scoel CGAGTCCAAGGACCAGTTCGAGCAGGTCATGCCGGAGGACCTGGTCAAGTTCGGCATGAT 2517
Schar GGAGTCCAAGGACCAGTTCCAGGAGGTCATGCCGGAGGACCTGGTCAAGTTCGGCATGAT 2564
SspS10 GGAGTCCAAGGACCAGTTCCAGGAGGTCATGCCGGAGGACCTGGTCAAGTTCGGCATGAT 2563
Shaw GGAGTCCAAGGACCAGTTCCAGGAGGTCATGCCGGAGGATTTGGTCAAGTTCGGCATGAT 2566

KAKKKKKKKKKKKKKRKKK Ak KAAKKKAAKRKKRAKRKK KKK KA KKKK KK KKK KKK KK KKK

Sliv CCCCGAGTTCATCGGCCGGCTGCCCGTCATCACCTCCGTCCACAACCTCGACCGCGAGGC 2577
Scoel CCCCGAGTTCATCGGCCGGCTGCCCGTCATCACCTCCGTCCACAACCTCGACCGCGAGGC 2577
Schar CCCCGAGTTCATCGGCCGCCTCCCCGTCATCACCTCGGTCCACAACCTCGACCGTGAGGC 2624
SspS10 CCCCGAGTTCATCGGCCGCCTCCCGGTCATCACCTCGGTCCACAACCTCGACCGCGAGGC 2623
Shaw CCCCGAGTTCATCGGCCGCCTCCCGGTCATCACCTCGGTCCACAACCTCGACCGCGAGGC 2626
Khkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkhhkhhhk * Kk Kk *hkhAkhAdkhdkhdkx , hkhhkkhhdrhdrhhhhkhkhx *kxk*x
Sliv GCTCCTCCAGATCCTGGTCGAGCCGCGCAACGCCCTCGTCAAGCAGTACGAGCGCCTCTT 2637
Scoel GCTCCTCCAGATCCTGGTCGAGCCGCGCAACGCCCTCGTCAAGCAGTACGAGCGCCTCTT 2637
Schar CCTGCTCCAGATCCTCGTCGAGCCGCGCAACGCGCTCGTCAAGCAGTACCAGCGCCTCTT 2684
SspS10 CCTGCTGCAGATCCTCGTCGAGCCGCGCAACGCGCTCGTCAAGCAGTACGAGCGCCTCTT 2683
Shaw GCTGCTCCAGATCCTGGTCGAGCCGCGCAACGCGCTCGTCAAGCAGTACGAGCGCCTCTT 2686
kk kk kkkkkkkhkk kkhkkhkkkhkkhkkhkkhkkhkk kkhkkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhk khkkkkkkkkk
Sliv CGAACTCGACGGCGTGGAGCTGGACTTCGAGCGCGAGGCCCTGGAGGCCATCGCCGACCA 2697
Scoel CGAACTCGACGGCGTGGAGCTGGACTTCGAGCGCGGTGCCCTGGAGGCCATCGCCGACCA 2697
Schar CGAACTCGACGGCGTGGAGCTGGACTTCGAGCGCGAGGCCCTCGAAGCCATCGCGGACCA 2744
SspS10 CGAACTCGACGGGGTGGAGCTGGACTTCGAGCGCGAGGCCCTCGAAGCCATCGCCGACCA 2743
Shaw CGAACTCGACGGCGTGGAGCTGGACTTCGAGCGCGAGGCCCTCGAGGCGATCGCCGACCA 2746

Kokkkkkkkkkhkkkh Khhkkhkhkkhkkkhkkkhkkkhkkkhkkkhkkkhkkkkkx kkkkk kk Kk kkkkk kkkkk

Sliv GGCGATCCTGCGCCAGACCGGCGCCCGCGGCCTGCGCGCCATCATGGAGGAAGTCCTCCA 2757
Scoel GGCGATCCTGCGCCAGACCGGCGCCCGCGGCCTGCGCGCCATCATGGAGGAAGTCCTCCA 2757
Schar GGCCATCCTCCGCCAGACGGGCGCGCGAGGGCTGCGCGCCATCATGGAGGAGGTCCTCCA 2804
SspS10 GGCCATCCTCCGCCAGACCGGCGCGCGCGGCCTGCGCGCCATCATGGAGGAAGTCCTCCA 2803
Shaw GGCCATCCTCCGCCAGACCGGCGCGCGCGGCCTGCGCGCCATCATGGAGGAGGTCCTCCA 2806

Khkk KhkKkKhkK KhkKkhkkkhkkk Khhkkk Kk*k Kk hAhAhA kA kA hkhkhkhkh*x Fhkhkkh**

Sliv GGGCGTCATGTACGAGGTCCCCTCCCGCAAGGACGTCGCCCGCGTCGTCATCACCGCCGA 2817
Scoel GGGCGTCATGTACGAGGTCCCCTCCCGCAAGGACGTCGCCCGCGTCGTCATCACCGCCGA 2817
Schar GGGCGTGATGTACGAGGTCCCGTCCCGCAAGGACGTGGCCCGGGTCGTCATCACGGCGGA 2864
SspS10 GGGCGTGATGTACGAGGTCCCGTCCCGCAAGGACGTGGCCCGGGTCGTCATCACGGCGGA 2863
Shaw GGGCGTGATGTACGAGGTCCCGTCCCGCAAGGACGTGGCCCGGGTCGTCATCACGGCGGA 2866

KhkKkhkhKhk KKKKKKKKKKAKKAKK KhAhAhKA R kA hA* *hhkk* *Ahkkhkhkhk* ** %%

Sliv CGTGGTCCTCTCCAACGTCAACCCGACGCTGATCCCCCGGGATTCGCGGGGCCGGGGCLL 28717
Scoel CGTGGTCCTCTCCAACGTCAACCCGACGCTGATCCCCCGGGATTCGCGGGGCCGGGGCLL 28717
Schar CGTCGTCCAGTCGAACGTGAACCCGACGCTGATTCCGCGCGACGCGCGGGGGCGLGGGLL 2924
SspS10 CGTCGTCCAGTCGAACGTCAATCCGACCCTGATTCCGCGGGATGCGCGGGGACGLCGGGLL 2923
Shaw CGTCGTCCAGTCGAACGTCAACCCGACGCTGATCCCGCGGGATGCGCGGGGACGTGGGLC 2926

Kk ok kokkk Kk kkkkk kk kkkkk kkkkk Kk kK Kk *hkkkkkk Kk kk Kk

Sliv GGGCGAGCAGAAGACGGCG] 2899
Scoel GGGCGAGCAGAAGACGGCG] 2899
Schar GGGCGAGCAGAAGACGGCG] 2946
SspS10 GGGCGAGCAGAAGACGGCG] 2945
Shaw GGGGGAGCAGAAGACGGC(C 2948

Khkk Kkk kA kA kA kA KAk Kk

6.3.10 Das clpP3clpP4-Operon und popR in S. hawaiiensis
Gensequenzen der clpP-Homologe clpP3 und clpP4 und des fur den Transkriptionsregulator PopR
codierenden Gens popR von S. hawaiiensis.

>S. hawaiiensis clpP3

ATGACTCCACTGACGGCACTCGCCCCACGGGCGGAGGAGGGCGACACCCCTCCGACCCGGTTCGACGACCAACTG
GCCGCACAGCTGCTCGCGCAGCGCATCGTGCTGCTGGGCACCCAGGTCGACGAGGTCTCCGCGAACCGGGTCTGC
TCCCAGTTGCTCATCCTGTCCGCGGAGGACGCGCACACCGACATCAGCCTGTACATCAACAGTCCGGGCGGCGLG
GTGCACGCGGGCCTCGCCATCTACGACACGATGCGGCTCATCCCGAACGACGTCTCCACGCTGGCCATGGGCTTC
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GCGGCCAGCATGGGCCAGTTCCTGCTGAGCGTCGGCGCGCCGGGCAAGCGCTACGCCCTGCCGAACGCGCGGAT
CATGATGCACCAGCCGTCGGCGGGCATCGGCGGCACCACCGCCGACATCGAGATCCAGGCGCAGAACCTGGAGT
TCACCAAGCGGACCATCGAGCGGATCACCGCCGAGCACACCGGCCAGAGCCCGGAGAACATCTCCCGGGALGGC
GACCGGGACCGCTGGTTCACGGCCGAGGAGGCCAGGGAGTACGGCATGGTGGACCGGGTCGTGGAGTCCCTCTC
CGACGTCCGCcCCGGCCGCGACGCGACGCAGGATGGGGCTGCAGTGA

>S. hawaiiensis clpP4

ATGGGGACGTACACGATTCCGAACGTCATCGAGCGGACCCCGCAGGGCGAGCGCTCCTTCGACGTCTTCAGCCGG
CTGCTCAACGAGCGGATCATCTTCCTCGGCACCGAGATCGACGACGGCGTCGCCAACGTCGTCATCGCCCAGCTCC
TCCACCTGGAGTCGTCGTCCCCGGAGAGCGAGATCGCGATCTACCTCAACTCCCCGGGCGGCTCCTTCACTTCGCT
CATGGCCATCTACGACACCATGACGTTCGTGCAGGCGCCGATCTCCACGTTCTGCGTCGGGCAGGCGGCCTCCAC
GGCGGCCGTGCTGCTGGCCGGCGGGGACCCGGGGLGGLGGETTCGTGCTGGAGCACTCACGGGTGCTGLTCGGL
CAGCCGGCCGCGGGCGGGCAGCGCGGCATGGTGTCCGACCTCGCGCTCCAGGCCAAGGAGATGGTGCGGATCC
GCTCCCAGGTGGAGGAGGTGCTGGCCCGGCACACCCACCACGACGTGCCGACGCTGCGCGCCGACATGGACCGC
GACAAGGTGTTCACCGCACAGGAGGCGGTGGCCTACGGGCTGGCCGACGAGGTGCTCAGCCGGCGCLCTCGTGAA
GGTGTGA

>S. hawaiiensis popR

GTGACCAGCCACCTGCCGAACGAAGCCCGAGTCATCCCGLCTGCGCCCGCACGGLCGLCGCGETCCCACCGGLGLACCG
CCGCGCCAGGCGCCGCLCGGCCCCCGCCGTCGAAGGAGCCGLTGTGGCGGGACCTGGTGGGCGACGTCLTGLGLC
GTGAACGCCTCGCGCAGGAGCGCACGTTGAAGGACGTCGCCGACGAGGCGCGGATCTCCATGCCCTACCTCTCCG
AGGTGGAGCGCGGCCGCAAGGAGGCCTCCTCCGAGGTCCTCGCGGCCGCCGCCCACGCCLCTCGGACTGAACCTC
GGCGACCTGCTGACGAGGGCGCAGGGCGAACTGACCCGCGTCACGTCGCGCTACGCGGGCGGCAGCCGLCGLG
GGGCGGCCACCTCGTCGCACGACGGAATGTGCCTGGCCGCCTGA

Multiples Sequenz-Alignment des clpP3clpP4-Operons und des nachfolgenden popR-Gens von
S. hawaiiensis, S. lividans TK24, S. coelicolor A(3)2, S. chartreusis NRRL 3882 und S. sp. S10(2016).
Startcodons sind griin markiert, Stopcodons rot.

CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

Scoel BFETCTCCATTCACCGCCGGCCCCGCCCCGGCCCGAACGCCCAGGGCCGAGGAGGGCGAC 60
Sliv ATGTCTCCATTCACCGCCGGCCCCGCCCCGGCCCGAACGCCCAGGGCCGAGGAGGGCGAC 60
Schar =~ —-——m———mm——o- RFGACTCCACTCACGACACTCGCCCCGCGGGCGGAGGAGGGCGAC 45
SspS10 —mmmm—mmmm——m - ATGACTCCACTCACGACGCTCGCCCCGCGGGCGGAGGAGGGCGAC 45
Shaw =~ —-mmmmmmmm——o- ATGACTCCACTGACGGCACTCGCCCCACGGGCGGAGGAGGGCGAC 45
* K Kk ok Kk * kK kkhkkk khkkkhkkkkkkkkk
Scoel ACCCCCGCGACCCGGTTCGACGACCGGCTCGCCGAGCAGCTGCTCGACCAGCGGATCGTG 120
Sliv ACCCCCGCGACCCGGTTCGACGACCGGCTCGCCGAGCAGCTGCTCGACCAGCGGATCGTG 120
Schar ACCCCTCCGACCCGGTTCGACGACCATCTGGCCGCCCAGCTGCTCGCACAGCGCATCGTG 105
SspS10 ACCCCTCCGACCCGCTTCGACGACCATCTGGCCGCCCAGCTGCTCGCGCAGCGCATCGTG 105
Shaw ACCCCTCCGACCCGGTTCGACGACCAACTGGCCGCACAGCTGCTCGCGCAGCGCATCGTG 105
Kk ok ok ok Kk kkkkk KkhkkkkhkkhkkKx Kk ok kk kK Kk ok ok ok ok ok ok ok ok Kk khk Kk kkkkkk
Scoel CTCCTCGGCACGCAGGTCGACGAGGTCTCCGCGAACCGGGTCTGCGCGCAGCTGCTGATC 180
Sliv CTCCTCGGCACGCAGGTCGACGAGGTCTCCGCGAACCGGGTCTGCGCGCAGCTGCTGATC 180
Schar CTGCTGGGCACGCAGGTGGACGAGGTCTCCGCGAACCGGGTCTGCGCCCAGTTGCTGATC 165
SspS10 CTGCTGGGCACCCAGGTCGACGAGGTCTCCGCGAACCGGGTCTGCTCCCAGTTGCTCGTC 165
Shaw CTGCTGGGCACCCAGGTCGACGAGGTCTCCGCGAACCGGGTCTGCTCCCAGTTGCTCATC 165
Kk kk kkkkk kkkkk kkhkkhkkhkhkkhkhkkkkhkkkhkhkkhkkkhkkkhkhkhkhkkkx K K*kk kxkx * *
Scoel CTGTCCGCACAGGACCCGCGCACCGACATCAGCCTGTACGTCAACAGCCCCGGCGGCTCC 240
Sliv CTGTCCGCACAGGACCCGCGCACCGACATCAGCCTGTACGTCAACAGCCCCGGCGGCTCC 240
Schar CTCTCCGCGGAGGACCCGCGCACCGACATCAGCCTGTACATCAACAGCCCCGGTGGGGGE 225
SspS10 CTGTCCGCGGAGGACGCCCACACCGACATCAGCCTCTACATCAACAGCCCGGGCGGGGCG 225
Shaw CTGTCCGCGGAGGACGCGCACACCGACATCAGCCTGTACATCAACAGTCCGGGCGGCGCG 225

Kk ok kokk ok KhkKkKhkk K K KkkkAhkAkA kA kA hkk Ahkk Ahkkhkkkk Kk kK Kk

Scoel GTGCACGCGGGGCTCGCCATCTACGACACCATGCGGCTGATCCCCAACGACGTCTCGACG 300
Sliv GTGCACGCGGGGCTCGCCATCTACGACACCATGCGGCTGATCCCCAACGACGTCTCGACG 300
Schar GTGCACGCGGGGCTCGCCATCTACGACACGATGCGGCTCATCCCGAACGACGTCTCGACC 285
SspS10 GTGCACGCCGGCCTCGCGATCTACGACACGATGCGGCTCATCCCCAACGACGTCTCCACG 285
Shaw GTGCACGCGGGCCTCGCCATCTACGACACGATGCGGCTCATCCCGAACGACGTCTCCACG 285

Khkkkkkhkkkhk Khk Khkkkhkk Khkhhkhhkhhkkhk Kkhkhhkhkkh H*kkhkk H*hkhhkkhhkkhhkkhkk* *%
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CTCGCCATGGGCTTCGCCGCCAGCATGGGGCAGTTCCTGCTGAGCGTCGGCACCGCGGGC
CTCGCCATGGGCTTCGCCGCCAGCATGGGGCAGTTCCTGCTGAGCGTCGGCACCGCGGGC
CTGGCGATGGGCTTCGCGGCCAGCATGGGCCAGTTCCTGCTCAGCGTCGGCGCGCCGGGC
CTGGCCATGGGCTTCGCGGCCAGCATGGGCCAGTTCCTGCTGAGCGTCGGCACGCCGGGC

CTGGCCATGGGCTTCGCGGCCAGCATGGGCCAGTTCCTGCTGAGCGTCGGCGCGCCGGGC
ko kk kkkkkkkkkkk kkkkkkkhkkkk Kkkkhkkkkxhk Kkkkkkkkk *k  kkkkx

AAGCGCTACGCGCTGCCGAACGCGCGGATCATGATGCACCAGCCCTCGGCGGGCATCGGC
AAGCGCTACGCGCTGCCGAACGCGCGGATCATGATGCACCAGCCCTCGGCGGGCATCGGC
AAGCGCTACGCCCTGCCGAACGCGCGGATCATGATGCACCAGCCGTCGGCGGGCATCGGC
AAACGCTACGCCCTGCCGAACGCCCGGATCATGATGCACCAGCCGTCGGCGGGCATCGGC
AAGCGCTACGCCCTGCCGAACGCGCGGATCATGATGCACCAGCCGTCGGCGGGCATCGGC

Kok kkkkkkkhkk Khkkkkkhkkhhkkhk Khkhkhhhhhhhhhhhhhkhkkh Hhhkkhkhkhkhkhkkhkkhkkk*

GGCACCACCGCCGACATCGAGATCCAGGCGGACAACCTGGACTTCACCAAGCGGACCATC
GGCACCACCGCCGACATCGAGATCCAGGCGGACAACCTGGATTTCACCAAGCGGACCATC
GGCACCACCGCCGACATCGAGATCCAGGCGGAGAACCTGGAGTTCACCAAGCGGACCATC
GGCACCACCGCCGACATCGAGATCCAGGCGGAGAACCTGGAGTTCACCAAGCGGACCATC

GGCACCACCGCCGACATCGAGATCCAGGCGCAGAACCTGGAGTTCACCAAGCGGACCATC
kkkkkkkkkkkkkhkkkkkhkkkkkhkhkhhkhk K Khkkkkxhk Hhkkkkkhkkkkhkhkkkx

GAGCGGATCACCGCCGAGCACACCGGTCAGAGCCCCGAGACCATCTCCCGGGACGGCGAC
GAGCGGATCACCGCCGAGCACACCGGTCAGAGCCCCGAGACCATCTCCCGGGACGGCGAC
GAGCGGATCACCGCCGAGCACACCGGCCAGAGCCCGGAGACGATCTCCCGGGACGGCGAC
GAGCGGATCACCGCCGAGCACACCGGTCAGAGCCAGGAGACCATCTCCCGGGACGGCGAC
GAGCGGATCACCGCCGAGCACACCGGCCAGAGCCCGGAGAACATCTCCCGGGACGGCGAC

LR R R R N * kK Kk KAk KKK KK KKK KKK KK KKK

CGCGACCGCTGGTTCACGGCCGAGGAGGCCAGGGAGTACGGAATGGTGGACCAGGTCGTG
CGCGACCGCTGGTTCACGGCCGAGGAGGCCAGGGAGTACGGAATGGTGGACCAGGTCGTG
CGGGACCGGTGGTTCACGGCCGAGGAGGCCAGGGAGTACGGGATGGTGGACCGGGTCGTG
CGGGACCGCTGGTTCACAGCCGAGGAGGCCCGCGAGTACGGCATGGTGGACCGGGTGGTG
CGGGACCGCTGGTTCACGGCCGAGGAGGCCAGGGAGTACGGCATGGTGGACCGGGTCGTG

Kok kkkkk kkkkkkkk kkkkkkkkkkkk Kk kkkkkkkk khkkkkkkkkk kkk kkk

CAGTCCCTCGCGGACGTGCGCCCGGCCGCCACCAGGCGACGGATGGGA-CTG C G
CAGTCCCTCGCGGACGTGCGCCCGGCCGCCACCAGGCGACGGATGGGA-CTG] C G
GAATCCCTCGCGGACGTCCGCCCGGCCACGACGCGACGCAAGATGGGGCTGCAG] G
GAGTCCCTCGCGGACGTCCGCCCGGCGGCCACCCGGCGCAGGATGGGGCTGCAG] G
GAGTCCCTCTCCGACGTCCGCCCGGCCGCGACGCGACGCAGGATGGGGCTGCAG G

*

* kkkkkk K Kkhkkkk Khkkkkkkk * ok k * ok k * Kk Kk K * * %k

GGAGCTACACGATTCCGAACGTCGTCGAGCGGACCCCGCAGGGCGAACGGTCCTACGACG
GGAGCTACACGATTCCGAACGTCGTCGAGCGGACCCCGCAGGGCGAACGGTCCTACGACG
GGAGCTACACGATTCCGAACGTCATCGAGCGGACCCCGCAGGGCGAGCGGTCCTTCGACG
GTTCGTACACGATTCCGAACGTCGTCGAGCGCACCCCGCAGGGCGAGCGGTCCTACGACG
GGACGTACACGATTCCGAACGTCATCGAGCGGACCCCGCAGGGCGAGCGCTCCTTCGACG

* KK AKAKAKAKAKAKAKAK KAKKKAK KAAAAAAAkARkARAK* **k Khkk* *Kk*k*

TGTTCAGCCGGCTGCTGTCCGAGCGGATCATCTTCCTGGGGACCGAGATCGACGACGGCG
TGTTCAGCCGGCTGCTGTCCGAGCGGATCATCTTCCTGGGGACCGAGATCGACGACGGCG
TCTTCAGCCGGCTGCTCAACGAGCGGATCATCTTCCTCGGCACCGAGATCGACGACGGCG
TCTTCAGCCGGCTGCTGTCCGAGCGGATCATCTTCCTCGGCACCGAGATCGACGACGGCG
TCTTCAGCCGGCTGCTCAACGAGCGGATCATCTTCCTCGGCACCGAGATCGACGACGGCG

K Kk KKk KK KK KK KKK AKAKAKAKAKAKAKAK KK Kk KAKAAKRARERK KA KK KKK

TGGCCAACGTCGTGATCGCACAGCTCCTGCACCTGGAGTCGTCGGCCCCCGAGAGCGAGA
TGGCCAACGTCGTGATCGCACAGCTCCTGCACCTGGAGTCGTCGGCCCCCGAGAGCGAGA
TCGCCAACGTCGTCATCGCACAGCTCCTGCATCTGGAGTCGTCGGCGCCGGAGAGCGAGA
TCGCCAACGTCGTCATCGCCCAGCTCCTCCACCTGGAGTCGTCGTCCCCGGAGAGCGAGA
TCGCCAACGTCGTCATCGCCCAGCTCCTCCACCTGGAGTCGTCGTCCCCGGAGAGCGAGA

K kkkkkkkkkkk Khkkkk kkkkkkkk kk kkkkkkkkkkkk Kk kk kkkkkkkkkk

TCGCCGTCTACATCAACTCTCCCGGCGGCTCGTTCACGTCGCTGATGGCGATCTACGACA
TCGCCGTCTACATCAACTCTCCCGGCGGCTCGTTCACGTCGCTGATGGCGATCTACGACA
TCTCGGTCTACATCAACTCCCCCGGCGGCTCGTTCACCTCCCTGATGGCCATCTACGACA
TCGCGATCTACATCAACTCCCCGGGCGGTTCGTTCACTTCACTCATGGCCATCTACGACA

TCGCGATCTACCTCAACTCCCCGGGCGGCTCCTTCACTTCGCTCATGGCCATCTACGACA
kk ok kkkkk kkkkkkk Ak Kkkkk Kk kkkhkk Ak Kk kkkkk KkKh kKA KKk K

CGATGACCTTCGTGCAGGCGCCGATCTCGACGTTCTGTGTCGGGCAGGCGGCGTCCACGG
CGATGACCTTCGTGCAGGCGCCGATCTCGACGTTCTGTGTCGGGCAGGCGGCGTCCACGG
CGATGTCCTACGTGAGGACGCCGATCTCGACGTGCTGCGTCGGACAGGCGGCCTCCACCG
CCATGACGTTCGTGCAGGCGCCGATCTCCACGTTCTGCGTCGGGCAGGCGGCCTCCACGG
CCATGACGTTCGTGCAGGCGCCGATCTCCACGTTCTGCGTCGGGCAGGCGGCCTCCACGG

* kkk K Kk Kkkk Kk kkkkkkhkkkhkhkk Khhkkhkk Khkk Khkhkk Khkhkhkkk kkhkkk K

CGGCCGTGCTGCTGGCGGGCGGGGACCCCGGGCGGCGGTTCGTGCTCGAACACGCGCGGG
CGGCCGTGCTGCTGGCGGGCGGGGACCCCGGGCGGCGGTTCGTGCTCGAACACGCGCGGG
CGGCCGTGCTGCTGGCCGGCGGGGACCCCGGGCGGCGGTTCGTGCTGGAGCACGCGCGGG
CGGCCGTGCTGCTGGCCGGCGGGGATCCGGGGCGGCGGTTCGTGCTGGAGCACTCCCGGG

CGGCCGTGCTGCTGGCCGGCGGGGACCCGGGGCGGCGGTTCGTGCTGGAGCACTCACGGG
kkkkkkkkkhkhkhhkkk Khkhkkkhk Kk kkkkkkkkkxkkhkkkkx Kk kkk * Kkkx
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TCCTGCTGGGGCAGCCGGCCAGCGGCGGCCGCCAGGGCACGGTGTCCGACCTGGCACTCC
TCCTGCTGGGGCAGCCGGCCAGCGGCGGCCGCCAGGGCACGGTGTCCGACCTGGCACTCC
TGCTGCTCGGCCAGCCGGCGACGGGCGGGCAGCGCGGCATGGTCTCCGACCTGGCGCTCC
TGCTGCTCGGCCAGCCGGCCGCCGGCGGGCAGCGCGGCATGGTGTCCGACCTGGCGCTCC

TGCTGCTCGGCCAGCCGGCCGCGGGCGGGCAGCGCGGCATGGTGTCCGACCTCGCGCTCC
Kk okkkkk Kk kkkokkk kK Kkkkk kK Kkkk kkx KkkkKkkKkk Kk kkxok

AGGCCAAGGAGATGGTGCGCATCCGCTCCCAGGTGGAGGAGGTGCTGGCCCGCCACACGC
AGGCCAAGGAGATGGTGCGCATCCGCTCCCAGGTGGAGGAGGTGCTGGCCCGCCACACGC
AGGCCAAGGAGATGGTGCGGATCCGCTCCCAGGTGGAGGAGGTGCTGTCCCGGCACACCC
AGGCCAAGGAGATGGTGCGGATCCGCTCCCAGGTGGAGGAGGTGCTGGCGCGGCACACCC
AGGCCAAGGAGATGGTGCGGATCCGCTCCCAGGTGGAGGAGGTGCTGGCCCGGCACACCC

hkkkkkkkkkkkkkkkkkk hhkhkkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkkk * *k *kkkkx *

ACCACGACGTCGCGACGCTGCGCGCGGACATGGACCGGGACAAGGTGTTCACCGCCCAGG
ACCACGACGTCGCGACGCTGCGCGCGGACATGGACCGCGACAAGGTGTTCACCGCCCAGG
ACCACGACGTGGCGACCCTGCGAGCCGACATGGACCGCGACAAGGTGTTCACCGCGCAGG
ACCACGACGTGGCGGCCCTGCGCGCCGACATGGACCGCGACAAGGTGTTCACCGCGCAGG

ACCACGACGTGCCGACGCTGCGCGCCGACATGGACCGCGACAAGGTGTTCACCGCACAGG
kkkkkkkkkk Kk kK Kkkkk Kk Kkkkkkkkhkkk Xkkhkkkkrkkkkkkkkkx Kk kx

AGGCGGTGGCCTACGGGCTGGCCGACGAGGTGCTCGCGCGGCGCCTGACGAGGGTC
AGGCGGTGGCCTACGGGCTGGCCGACGAGGTGCTCGCGCGGCGCCTGACGAGGGTC
AGGCGGTGGGCTACGGGCTCGCCGACGAGGTGCTCAGCCGGCGTCTCGTGCGGGTC

AGGCGGTGGGCTACGGGCTGGCCGACGAGGTGCTCAGCCGGCGCCTCGCGAGGGTC
AGGCGGTGGCCTACGGGCTGGCCGACGAGGTGCTCAGCCGGCGCCTCGTGAAGGTG

KAKKKKKKK KAKKKKAKKK KAKKKKKKKKKR KKK K Kk KKK KK * KkK KKK

CTGCCGGGCCGGCGTCCCCGCGGTGCGGGGGCGCCGGCCCGTACGCGTCC GGCGGCC

CTGCCAGGCCGGCGTCCCCGCGGTGCGGGGGCGCCGGCCCGTACGCGTCCMMGGCGGCC
GCGCCGGCCGGCCCACCGGGC— --@88cccTcee
GCGCCG----GCCGGTACGGC— (elelelelelelol
GCGCCGGCCGGGCGGTACGGC- === === === === === === ———— o — o | elelelelelelol

* Kk * * * % Kk k Kk KKk

AGGCACATCCCGTCGAACCGCGCGCCGGACGCCCCGCGGCCCGCTCCCGGGCCGGTGTGC
AGGCACATCCCGTCGAACCGCGCGCCGGACGCCCCGCGGCCCGLCCLCLGGGLLEE———-—
ATGCACAGTCCGTCGTACGACGAGGTGGACGCCCC---GCGGCGACTGCCGCCCGTGTAC
AGGCACATTCCGTCGTGCGACGAGGTGGAGGCCCC---GCGACGGCCTGCGCCCGCGTAG
AGGCACATTCCGTCGTGCGACGAGGTGGCCGCCCC---GCGGCGGCTGCCGCCCGCGTAG

* kkkkk * Kk Kk K * * Kk K * % * Kk k Kk k * % * *kk Kk

CGGGAGGTGAGCCGGACCAGCTCGCCCTGCGCGCGGGCGAGCAGGTCGCCCAGGCCCAGT
——————— TGTGCCGGATCAGCTCGCCCTGCGCGCGGGCGAGCAGGTCGCCCAGGCCCAGT
CGGGAGGTGACGCGGGTCAGTTCGCCCTGCGCCCTCGACAGCAGGTCGCCGAGGCTCAGT
CGCGAGGTGACGCGGGTCAGTTCGCCCTGGGCCCTCGTCAGCAGGTCGCCGAGGTTCAGT
CGCGACGTGACGCGGGTCAGTTCGCCCTGCGCCCTCGTCAGCAGGTCGCCGAGGTTCAGT

* % * Kk Kkk kKKK KKKK KKk Kk * Kk Kk KKK KK KKK KKK * kK Kk

CCGAGGGCGCCCGCGGCGGCGGCCAGTACTTCGGAGGACGCCTCCTTGCGGCCGCGCTCC
CCGAGGGCGCCCGCGGCGGCGGCCAGTACTTCGGAGGACGCCTCCTTGCGGCCGCGCTCC
CCGAGGGCGTGGGCGGCGGCCGCGAGGACCTCCGAGGAGGCCTCCTTGCGGCCGCGCTCC
CCGAGGGCGTGGGCGGCGGCCGCGAGGACCTCCGAGGAGGCCTCCTTGCGGCCGCGCTCC
CCGAGGGCGTGGGCGGCGGCCGCGAGGACCTCGGAGGAGGCCTCCTTGCGGCCGCGLCTCC

Kk Kk k kKK KK KhkKkKhkhkKhkhKh KKk Kk KKk Kk Khhkkk KA hA kA kA kA hkhkhkhkkh &K

ACCTCCGAGAGGTAGGGCATGGAGATCCGGGCGGCCTCGGCGACCTCCTTCAGCGTGCGC
ACCTCCGAGAGGTAGGGCATGGAGATCCGGGCGGCCTCGGCGACCTCCTTCAGCGTGCGC
ACCTCCGACAGGTACGGCATGGAGATCCGTGCCTCGTCGGCGACGTCCTTCAAGGTGCGC
ACCTCCGAGAGGTAGGGCATGGAGATCCGCGCCTCGTCGGCGACATCCTTCAAGGTGCGC
ACCTCGGAGAGGTAGGGCATGGAGATCCGCGCCTCGTCGGCGACGTCCTTCAACGTGCGC

Khkkkk Kk kkkkk kkkkkkkkkkkkkk Kk * kkkkkkkk kkkkkkok * ok Kok ok k

TCCTGCTCCAGGCGTTCACGCCGCAGGACGTCTCCGACCAGGTCGCGCCACAGGGGCTCT
TCCTGCTCCAGGCGTTCACGCCGCAGGACGTCTCCGACCAGGTCGCGCCACAGGGGCTCT
TCCTGCGCGAGGCGTTCGCGCCGCAGCACGTCACCGACCAGGTCGCGCCACAGGGGCTCC
TCCTGCGCCAGGCGTTCACGGCGCAGCACGTCCCCCACCAGGTCCCGCCACAGCGGCTCC
TCCTGCGCGAGGCGTTCACGGCGCAGGACGTCGCCCACCAGGTCCCGCCACAGCGGCTCC

Kk kkhkk Kk KKKKKKKK KKk KhKkhkKk Khkkk Kkk KhkKkkkhkk Ahkkrkkkkk *kkk*x

CGCGCGGCGGGCGGCCTTCGCTCCGGGGGAACCGGTGAGGCGGCGGGCCGCGCCCCCGEE
CGCGCGGCGGGCGGCCTTCGCTCCGGGGGAACCGGTGAGGCGGCGGGCCGCGCCCCCGGa
TTCGGGGCGGGGGCCGGCGGTCCGTGGCGTGGCGGAGCGGTGGCCGGACG-———~~~~~~
TTGGCGGCGGGGGCCTGCGGCGCCTGGCGTCGCGGCGTTCCGGCGGGGCG-—————~~~~
TTCACGGCGGGGGCCGGCGGCGCCTGGCGCGGCGGTGCGCCGGTGGGACG-———~~~~~~

*kkKkhkK K K * * * K K *Kkk Kk * % * Kk KKk

CGCGTGGCCTGCGGGCGCGCGGCCTGCGGACGCGTGGCCTGCGGGCGCGTGGCCTGCGGG

CGCGTGGCCTGCGGECGCGCGGCCTGCGGACGCGTG-—————————————= GCCTGCGGG
———————————————————————————————— GGCGGCCTGGGGGCGCGCGCCGGACGGE
——————————————————————————————————————————————— CGCGCCGTGCGGE
——————————————————————————————————————————————— CGCGCCGTGCGGG

* * Kk K
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1079
1079
1065
1065
1065

1139
1139
1125
1125
1125

1199
1199
1185
1185
1185

1259
1259
1245
1245
1245

1319
1319
1276
1272
1276

1379
1374
1333
1329
1333

1439
1427
1393
1389
1393

1499
1487
1453
1449
1453

1559
1547
1513
1509
1513

1619
1607
1573
1569
1573

1679
1667
1623
1619
1623

1739
1712
1651
1632
1636



Scoel CGCAGCGGAATGACGCGGGCTTCGTTCGGCACGTGGCTGGT 1783

Sliv CGCAGCGGAATGACGCGGGCTTCGTTCGGCACGTGGCTGGT 1756
Schar CGCAGGGGGATGACGCGGGCTTCGTTCGGCACGTGGTTGCT 1695
SspS10 CGCAGAGGGATGACTCGGGCTTCGTTCGGCAGGTGGTTGCT 1676
Shaw CGCAGCGGGATGACTCGGGCTTCGTTCGGCAGGTGGCTGGT 1680

KAk KKK Kk Khkkhkk KhAhkAhkAhkA kA kA kA hk Khkkk Kk Khkk

6.3.11 clpP5in S. hawaiiensis
Gensequenz des clpP-Homologs clpP5 von S. hawaiiensis.

>S. hawaiiensis clpP5

ATGACCCGACCGTCCGCCCGCTACGTGCTGCCCGAGTTCACCGAACGCACAGGGTCCGGGCAACGGACGATGGAT
CCGTACTCGAAGCTCCTGGAGGAGCGGATCGTCTTCCTCGGGGCGCCGGTGGACGAGACCTCGGCGAACGACGT
GATGGCCCAGTTCATGTACCTGGAGCACCAGGCTCCGGAGCGCGACATCTCGCTCTACATCAACTCCCCCGGLGGL
ACCTTCCACGCGATGACGGCGCTCTACGACACGATGCGGTACGTCTCCTGCGACGTGGAGACGATCTGCCTGGGC
CAGGCCGGTGCCGCCTCCTCGGTACTGCTGGCGGCGGGCACGCCCGGCAAGCGATTCGCGCTGCCCGACGCACG
CCTGGTGATCCATCAGCCCGCGCTGCCCGAGCCGGTCCGGGGGCAGGCGAGCGATCTGGCCATCCAGGCCGACG
AGTTGACGCGCATCCGCGGCCGGATGGAGGAGATGCTCGCGCTGCACACCGGCCGCACCCGGGAGCAGGTGAGC
ACGGACATCGAGCGGGACAAGATCCTCACCGCCCAGGAGGCGGTGGAGTACGGCCTGGTGGACGGGATCATCCC
GAGCCGCAAGGCCACCCTGGCCCCGCCGACCGGACGATGA

Multiples Sequenz-Alignment des clpP5-Gens von S. hawaiiensis, S. lividans TK24, S. coelicolor
A(3)2, S. chartreusis NRRL 3882 und S. sp. S10(2016). Startcodons sind griin markiert, Stopcodons
rot.

CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

Sliv ACCCGGCCGTCAGCCCGCCATGTCCTGCCGGAGTTCACCGAGCGCACGAGTGCGGGG 60
Scoel ACCCGGCCGTCAGCCCGCCATGTCCTGCCGGAGTTCACCGAGCGCACGAGTGCGGGG 60
Schar ACCCGACCGTCCGCCCGTTACGTGCTGCCCGAGTTCACCGAACGCACGGCGTCCGGA 60
Shaw ACCCGACCGTCCGCCCGCTACGTGCTGCCCGAGTTCACCGAACGCACAGGGTCCGGG 60
SspS10 ACCCGACCGTCCGCCCGCTATGCGCTGCCCGAGTTCACCGAACGCACGGGGTGGGGG 60
Kk hkhkkhkhkkhk Kkkkk KhkkKhkk * K Kkhkkkhkk Khkkhkkkhkkhkkhkk KAk kk * K
Sliv ACCCGGACGTCGGACCCGTACTCCAAGCTGCTCCAGGAGCGGATCGTGTTCCTCGGGACA 120
Scoel ACCCGGACGTCGGACCCGTACTCCAAGCTGCTCCAGGAGCGGATCGTGTTCCTCGGGACA 120
Schar CAACGGTCGATGGATCCGTACTCGAAGCTGCTGGAGGAGCGGATCGTCTTCCTCGGGACG 120
Shaw CAACGGACGATGGATCCGTACTCGAAGCTCCTGGAGGAGCGGATCGTCTTCCTCGGGGCG 120
SspS10 CAACGGACGATGGATCCGTACTCGAAGCTTCTGGAGGAGCGGATCGTCTTCCTCGGGGCA 120
* ok ok kK *hkk kkkkkkkk khkkkk kK khkkkkkkhkhkhkhkkhkk *hkkhkkkkkk *
Sliv CCGGTCGACGAGACCTCCGCGAACGACGTGACGGCGCAGCTCATGTATCTGGAGCACCAG 180
Scoel CCGGTCGACGAGACCTCCGCGAACGACGTGACGGCGCAGCTCATGTATCTGGAGCACCAG 180
Schar CCGGTGGACGAGACCTCGGCGAACGACGTGATGGCCCAGTTCATGTACCTCGAGCACCAG 180
Shaw CCGGTGGACGAGACCTCGGCGAACGACGTGATGGCCCAGTTCATGTACCTGGAGCACCAG 180
SspS10 CCCGTGGACGAGACCTCGGCGAACGACGTCATGGCCCAGTTCATGTACCTGGAGCACCAG 180
Kk kk khkkkkhkkhkkkhkk Kk hkk Ak Akhkkhkhk Kk Kk khkk kkhkk kkhkk Ak Kk kk Ak k kA Kk kkk
Sliv GCACCGGACCGGGACATCGAGCTGTACGTCAACTCGCCCGGCGGCTCCTTCACCGCCATG 240
Scoel GCACCGGACCGGGACATCGAGCTGTACGTCAACTCGCCCGGCGGCTCCTTCACCGCCATG 240
Schar GCCCCCGACCGTGACATCTCGCTCTACATCAACTCCCCCGGCGGCACCTTCCACGCCATG 240
Shaw GCTCCGGAGCGCGACATCTCGCTCTACATCAACTCCCCCGGCGGCACCTTCCACGCGATG 240
SspS10 GCCCCGGAGCGGGACATCTCGCTCTACATCAACTCCCCCGGCGGCAGCTTCCACGCGATG 240

Kk kK Kk kK Khkkkkk Khkk Kkhkk Khkkkkkk KAkkkhkKkk KKk * Kk K KKk k kKK

Sliv ACCGCGATCTACGACACGATGCGCTACGTCGCCTGCGACGTGGCCACCACCTGCCTCGGG 300
Scoel ACCGCGATCTACGACACGATGCGCTACGTCGCCTGCGACGTGGCCACCACCTGCCTCGGG 300
Schar TCGGCCATCTACGACACGATGCAGTACGTCGCCTGCGACGTGGTGACGACCTGCCTGGGC 300
Shaw ACGGCGCTCTACGACACGATGCGGTACGTCTCCTGCGACGTGGAGACGATCTGCCTGGGC 300
SspS10 ACGGCGATCCACGACACGATGCGGTACGTCTCCTGCGACGTGGAGACGATCTGCCTGGGC 300

* Kk Kk kKA KkKKKKK KKK Kk Kk kk Kk kKKK KKK KKKk KKk Kk Kk KkAKkAK KK

Sliv CAGGCCGGTCCGTCCGCCGCCGTGCTGCTGGCGGCGGGCACCCCCGGCAAGCGLCGLLCGLL 360

Scoel CAGGCCGGTCCGTCCGCCGCCGTGCTGCTGGCGGCGGGCACCCCCGGCAAGCGCGLLCGLL 360

Schar CAGGCCGGCGCGGCCGCTTCGGTGCTGCTGGCGGCGGGCACGCCCGGCAAGCGATCCGTG 360

Shaw CAGGCCGGTGCCGCCTCCTCGGTACTGCTGGCGGCGGGCACGCCCGGCAAGCGATTCGCG 360

SspS10 CAGGCCGGTGCCGCCTCCTCGGTGCTGCTGGCGGCGGGCACGCCCGGCAAGCGATTCGCC 360
kkkkkkkk K kk K Kk Kk KAkkkAhkkk kA hkkkArkKk KAk k KAk kKA Kk * %
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Sliv CTGCCGGGCGCCCGGGTGGTGCTCCACCAGCCGGCGCTCACCGAACCGGTGCGTGGACAG 420

Scoel CTGCCGGGCGCCCGGGTGGTGCTCCACCAGCCGGCGCTCACCGAACCGGTGCGTGGACAG 420
Schar CTGCCGGACGCGCGGGTGGTGATCCATCAGCCCGCCCTGCCCGAGCCGGTCCGCGGACAG 420
Shaw CTGCCCGACGCACGCCTGGTGATCCATCAGCCCGCGCTGCCCGAGCCGGTCCGGGGGCAG 420
SspS10 CTGCCCGACGCCCGTCTGGTGATCCATCAGCCCGCGCTGCCCGAGCCGGTCCGGGGGCAG 420

KhkKKK K KKkKk KK KhkKkKhkKk Kkhkkk KkAkhkkk Kk Kk KhkkKk KkkkkKk Kk Kk KKK

Sliv GCGGGCGACCTGGCCGTCCACGCCGCGGAACTGGTCCGTGTCCGCGCCCGCCTGGAGGAG 480
Scoel GCGGGCGACCTGGCCGTCCACGCCGCGGAACTGGTCCGTGTCCGCGCCCGCCTGGAGGAG 480
Schar GCCAGCGATCTGGCGATCCAGGCCGACGAGTTGACACGCATCCGGACCCGCATGGAGGAG 480
Shaw GCGAGCGATCTGGCCATCCAGGCCGACGAGTTGACGCGCATCCGCGGCCGGATGGAGGAG 480
SspS10 GCCAGTGATCTGGCGATCCAGGCCGACGAATTGACGCGCATCCGGAGCCGGATGGAGGAG 480
* * *  kk kokk ok ok *kk Kk kkkk * ok * % * * * Kk kK * Kk * ok ok ok ok ok kK
Sliv ATCCTCGTACGGCACACCGGCCGCACTCCCGGGCAGGTGGCCGCGGACCTCGAGCGGGAL 540
Scoel ATCCTCGTACGGCACACCGGCCGCACTCCCGGGCAGGTGGCCGCGGACCTCGAGCGGGAL 540
Schar ATGCTCGCACGGCACACGGGGCGCACCCGGGAGCAGGTGAGCGCGGACATCGAGCGCGAL 540
Shaw ATGCTCGCGCTGCACACCGGCCGCACCCGGGAGCAGGTGAGCACGGACATCGAGCGGGAC 540
SspS10 CTGCTCGCGCTGCACACGGGCCGCACCCGGGAGCAGGTGAGCACGGACATCGAGCGGGAC 540

* kKKK * kKKK KK KKk KAKKK K K Kk KKK KK K kKkkKkKk KAkKkAKAK KKK

Sliv ACGGTCCTGGACGCCCGGCAGGCACGGGAGTACGGGCTGGTGGACCGGATCGTGCCGGGC 600
Scoel ACGGTCCTGGACGCCCGGCAGGCACGGGAGTACGGGCTGGTGGACCGGATCGTGCCGGGC 600
Schar AAGGTCCTCACCGCCCAGGAGGCGGTGGAGTACGGCCTGGTGGACCGGATCATCCCCAAC 600
Shaw AAGATCCTCACCGCCCAGGAGGCGGTGGAGTACGGCCTGGTGGACGGGATCATCCCGAGC 600
SspS10 AAGATCCTCACCGCCCAGGAAGCGGTGGAATACGGCCTGGTGGACGGAATCATCCCCAGC 600
Kk Kk kK kkhkkkk Kk Kk kK *kk hhkkhkk Khhkkhkhkkrkkkk Kk kxkkx Kk kK *
Sliv CGCAGGACCCCGCCCGCCTCGTCCGGCGCCAGG] 636
Scoel CGCAGGACCCCGCCCGCCTCGTCCGGCGCCAGGH] 636
Schar CGCAAGGCCACCCTGGCCCCGCCGACCGGAGAG] 636
Shaw CGCAAGGCCACCCTGGCCCCGCCGACCGGACG. 636
SspS10 CGCAAGGCCACCCTCGCCCCGCCGACCGGACGG 636
kkkk Kk kk ok Kk *kk kk Kk * * * Kk

6.3.12 clpPaper in S. hawaiiensis
Gensequenz des clpP-Homologs clpPaper von S. hawaiiensis.

>S. hawaiiensis clpPapep

GTGAAGGACATTAAGGAACTGACGGGTCGCACCCTCGGCGCATCACGGTGGAACCTGAACGACCAGGTAATGCAT
CGCCTCATGGACGAGCGTATTATTATGCTGGGTCAAGAGGTCGATGACGCCGGAAGCAATGCGATTTGCTCGCAA
CTGCTTCTGTTGGCAGGAGATTCCCCTCGCGACATCAGCCTTTATATCAACTCACCGGGTGGGTCCGTCACCGLGG
GAATGGCTATCTACGACACCATGAACTACATCGAGAACGATGTAGTCACAGTAGCGATGGGGACCGCAGCCTCGA
TGGGCCAATTCCTCCTGACTGCGGGCACCCCAGGCAAGCGCATCGTTCTGCCTCATGCGGAAATCCTCATGCACCA
GCCCTCTGCCGGTCTCGGCGGCTCTGCCAGTGACATCAAGATTCATGCCGAGCGACTCATTCGTGTCAAAAAGCGC
ATGATTGACATCACGGCTCAGCACACCGGACGGACTGTCGAGGAGATTAAGCGGGATTCAGACCGCGACAGGTG
GTTCTCCGCTGACGAAGCAGTCGAGTACGGCCTCGCCGACAGGGTTGAATATGTAGCCGCTACCGTTCCTGGCAAT
ATCGGGGCAGCGAAGTAG

Multiples Sequenz-Alignment von clpPaper (clpPA) und clpP1-5 von S. hawaiiensis.

CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

clpP5 0

clpP2 60
clpP4 0

clpP3 0

clpPA 0

clpPl 8

clpP5 —-mmmmmmmmmm————————— ATGAC-CCGACCGTCCGCCCGCTACGTGCTGCCCGAGTT 38
clpP2 GCCTCCCAGGGCCGCTACACCGGCCC-GCAGGCCGAGTCCCGCTACATCATTCCCCGCTT 119
clpP4 —-mmmmmmmmmmm ATGGGGACGTACACGATTCCGAACGT 26
clpP3 —~CCACTGACGGCACTCGCCCCACGGGCGGA 35
clpPA GACATTAAGGAACTGACGGGTCGCAC--- 32
clpPl GCCCGGCGCCGTCGTAAGACGAGCAGGTGGATACGTGACGAATCTGATGCCCTCAGCCGC 68
clpP5 CACCGAACGCACAGGGTCCGGGCAACGGACGATGGATCCGTACTCGAAGCTCCTGGAGGA 98
clpP2 CGTCGAGCGCACCTCCCAGGGCATCCGCGAGTACGACCCGTACGCGAAGCTCTTCGAGGA 179
clpP4 CATCGAGCGGACCCCGCAGGGCGAGCGCTCCTTCGACGTCTTCAGCCGGCTGCTCAACGA 86
clpP3 GGAGGGCGACACCCCTCCGACCCGGTTCGACGACCAACTGGCCGCACAGCTGCTCGCGCA 95
clpPA —-—-CCTCGGCGCATCACGGTGGAACCTGAACGACCAGGTAATGCATCGCCTCATGGACGA 89
clpPl CGGCGAGCCTTCCATCGGTGGTGGCCTCGGTGACCAGGTCTACAACCGGCTGCTCAACGA 128
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clpP5
clpP2
clpP4
clpP3
clpPA
clpPl

clpP5
clpP2
clpP4
clpP3
clpPA
clpPl

clpP5
clpP2
clpP4
clpP3
clpPA
clpPl

clpP5
clpP2
clpP4
clpP3
clpPA
clpPl

clpP5
clpP2
clpP4
clpP3
clpPA
clpPl

clpP5
clpP2
clpP4
clpP3
clpPA
clpPl

clpP5
clpP2
clppP4
clpP3
clpPA
clpPl

clpP5
clpP2
clpP4
clpP3
clpPA
clpPl

clpP5
clpP2
clpP4
clpP3
clpPA
clpPl

clpP5
clpP2
clpP4
clpP3
clpPA
clpPl

GCGGATCGTCTTCCTCGGGGCGCCGGTGGACGAGACCTCGGCGAACGACGTGATGGCCCA
GCGCGTGATCTTCCTCGGCGTCCAGATCGACGACGCCTCCGCCAACGACGTCATGGCACA
GCGGATCATCTTCCTCGGCACCGAGATCGACGACGGCGTCGCCAACGTCGTCATCGCCCA
GCGCATCGTGCTGCTGGGCACCCAGGTCGACGAGGTCTCCGCGAACCGGGTCTGCTCCCA
GCGTATTATTATGCTGGGTCAAGAGGTCGATGACGCCGGAAGCAATGCGATTTGCTCGCA
GCGGATCATCTTCCTCGGCCAGCCGGTCGACGACGACATCGCGAACAAGATCACCGCACA

* KKk * * * KKk KKk * Kk kK kK * * K * * kK

GTTCATGTACCTGGAGCACCAGGCTCCGGAGCGCGACATCTCGCTCTACATCAACTCCCC
GCTGCTGTGCCTGGAGTCGATGGACCCCGACCGTGACATCTCGGTGTACATCAACAGCCC
GCTCCTCCACCTGGAGTCGTCGTCCCCGGAGAGCGAGATCGCGATCTACCTCAACTCCCC
GTTGCTCATCCTGTCCGCGGAGGACGCGCACACCGACATCAGCCTGTACATCAACAGTCC
ACTGCTT---CTGTTGGCAGGAGATTCCCCTCGCGACATCAGCCTTTATATCAACTCACC
GTTGCTG---CTCCTTGCCTCCGACCCGGAGAAGGACATCTACCTGTACATCAACAGCCC

* * * % * * Kk Kok K * kK * Kk Kk * %

CGGCGGCACCTTCCACGCGATGACGGCGCTCTACGACACGATGCGGTACGTCTCCTGCGA
CGGCGGCTCCTTCACGGCGCTCACCGCGATCTACGACACGATGCAGTACGTGAAGCCGGA
GGGCGGCTCCTTCACTTCGCTCATGGCCATCTACGACACCATGACGTTCGTGCAGGCGCC
GGGCGGCGCGGTGCACGCGGGCCTCGCCATCTACGACACGATGCGGCTCATCCCGAACGA
GGGTGGGTCCGTCACCGCGGGAATGGCTATCTACGACACCATGAACTACATCGAGAACGA
CGGCGGTTCGATCACGGCGGGCATGGCGATCTACGACACCATGCAGTACATCAAGAACGA

* Kk KK * * * K * K KhkKk kKKK KKK KKK * *

CGTGGAGACGATCTGCCTGGGCCAGGCCGGTGCCGCCTCCTCGGTACTGCTGGCGGCGGG
CGTCCAGACGGTCTGCATGGGCCAGGCGGCCTCCGCCGCCGCCGTCCTGCTGGCCGCCGG
GATCTCCACGTTCTGCGTCGGGCAGGCGGCCTCCACGGCGGCCGTGCTGCTGGCCGGCGG
CGTCTCCACGCTGGCCATGGGCTTCGCGGCCAGCATGGGCCAGTTCCTGCTGAGCGTCGG
TGTAGTCACAGTAGCGATGGGGACCGCAGCCTCGATGGGCCAATTCCTCCTGACTGCGGG
CGTGGTGACCATCGCCATGGGCCTGGCAGCCTCGATGGGCCAGTTCCTGCTCAGCGCGGG

* * K * * Kk * Kk K * kK Kk * * %

CACGCCCGGCAAGCGATTCGCGCTGCCCGACGCACGCCTGGTGATCCATCAGCCCGCGCT
TACGCCGGGCAAGCGCATGGCCCTGCCGAACGCGCGTGTGCTGATCCACCAGCCGTACAG
GGACCCGGGGCGGCGGTTCGTGCTGGAGCACTCACGGGTGCTGCTCGGCCAGCCGGCCGL
CGCGCCGGGCAAGCGCTACGCCCTGCCGAACGCGCGGATCATGATGCACCAGCCGTCGGL
CACCCCAGGCAAGCGCATCGTTCTGCCTCATGCGGAAATCCTCATGCACCAGCCCTCTGC
CACCCCCGGCAAGCGCTTCGCGCTGCCGAACGCCGAGATTCTGATCCATCAGCCCTCCGC

* Kk Kk * % * * * % * * * * * * * Kk koK k

GCCCGAGCCGGTCCGGGGGCAGGCGAGCGATCTGGCCATCCAGGCCGACGAGTTGACGCG
C---GAGACCGGCCGCGGTCAGGTCTCCGACCTGGAGATCGCCGCGAACGAGATCCTGCG
G---GGCGGGCAGCGCGGCATGGTGTCCGACCTCGCGCTCCAGGCCAAGGAGATGGTGCG

GGGCATCGGC-—---— GGCACCACCGCCGACATCGAGATCCAGGCGCAGAACCTGGAGTT

CGGTCTCGGC- --GGCTCTGCCAGTGACATCAAGATTCATGCCGAGCGACTCATTCG

CGGCCTCGCC—=-—-=-- GGCTCGGCCTCGGACATCAAGATCCACGCCGAGCGGCTGCTGCA
* * * * * * * ok * *

CATCCGCGGCCGGATGGAGGAGATGCTCGCGCTGCACACCGGCCGCACCCGGGAGCAGGT
GATGCGCTCGCAGCTGGAGGACATGCTGGCCAAGCACTCCACCACGCCGGTCGAGAAGAT
GATCCGCTCCCAGGTGGAGGAGGTGCTGGCCCGGCACACCCACCACGACGTGCCGACGCT
CACCAAGCGGACCATCGAGCGGATCACCGCCGAGCACACCGGCCAGAGCCCGGAGAACAT
TGTCAAAAAGCGCATGATTGACATCACGGCTCAGCACACCGGACGGACTGTCGAGGAGAT
CACCAAGAAGCGCATGGCCGAGCTGACCTCCCAGCACACCGGCCAGACGATCGAGCAGAT

* * * Kk KKk KK * *

GAGCACGGACATCGAGCGGGACAAGATCCTCACCGCCCAGGAGGCGGTGGAGTACGGCCT
CCGCGAGGACATCGAGCGCGACAAGATCCTCACGGCCGAGGACGCGCTGAGCTACGGCCT
GCGCGCCGACATGGACCGCGACAAGGTGTTCACCGCACAGGAGGCGGTGGCCTACGGGCT
CTCCCGGGACGGCGACCGGGACCGCTGGTTCACGGCCGAGGAGGCCAGGGAGTACGGCAT
TAAGCGGGATTCAGACCGCGACAGGTGGTTCTCCGCTGACGAAGCAGTCGAGTACGGCCT
CACCCGCGACTCGGACCGCGACCGCTGGTTCGACGCCTTCGAGGCCAAGGAGTACGGCCT

* % *k kk kKK * % * % * Kk Kok * %k kK *

GGTGGACGGGATCATCCCGAGCCGCAAGGCCACCCTGGCCCCGCCGACCGGACGATGA- -
GATCGACCAGGTCATCAGCACCCGGAAGATGGACAACTCGAGCCTGCGCTGA---———-——
GGCCGACGAGGTGCTCAGCCGGCGCCTCGTGAAGGTGTGA- =~ =~ == ————————————
GGTGGACCGGGTCGTGGAGTCCCTCTCCGACGTCCGCCCGGCCGCGACGCGACGCAGGAT
CGCCGACAGGGTTGAATATGTAGCCGCTACCGTTCCTGGCAATATCGGGGCAGCGAAGT -
CATCGACGACGTGATGACGACGGCCGCCGGTATGCCGGGCGGCGGCGGCACCGGGGCCT -

* Kk *
————————————— 636
————————————— 708
————————————— 603
GGGGCTGCAGTGA 642
~AG-—-—-——m-- 621
~GA-———=——=- 660

156

158
239
146
155
149
188

218
299
206
215
206
245

278
359
266
275
266
305

458
536
443
449
440
479

518
596
503
509
500
539

578
656
563
569
560
599

636
708
603
629
619
658



6.3.13 Sequenzen von bekannten Regulatoren der Streptomyces-ClpP-Maschinerie in
S. hawaiiensis
>S. hawaiiensis clgR

ATGATTCTGCTCCGTCGCCTGCTGGGTGACGTGCTGCGTCGGCAGCGCCAGCGCCAGGGCCGTACTCTGCGCGAA
GTCTCCTCGTCCGCCCGAGTCTCACTCGGCTATCTCTCCGAGGTGGAGCGGGGGCAGAAGGAGGCTTCCTCCGAG
CTGCTCTCCGCCATCTGCGACGCGCTGGACGTACGGATGTCCGAGCTCATGCGGGAAGTGAGCGACGAGCTCGCC
CTCGCCGAGCTGGCCCAGTCTGCTGCGGCCACCCCCAGCGAGCCTGTACACACGCCGGTTCGCTCGATGLTGGGC
TCCGTGTCGGTGGCCGGTGTGCCACCGGAACGGGTGACCATCAAGGCGCCTGCCGAAGCAGTGGACGTCGTCGC
CGCGTGA

>S. hawaiiensis clpC1

ATGTTCGAGAGGTTCACCGACCGCGCGCGGCGGGTTGTCGTCCTGGCTCAGGAAGAAGCCCGGATGCTCAACCAC
AACTACATCGGCACTGAGCACATCCTCCTGGGCCTGATCCACGAGGGTGAAGGTGTCGCCGCCAAGGCCCTTGAG
AGCCTCGGGATTTCGCTCGAGGCGGTCCGCCAGCAGGTGGAGGAGATCATCGGCCAGGGCCAGCAGGCCCCGETC
CGGCCACATCCCCTTCACCCCCCGTGCCAAGAAGGTCCTGGAGCTGTCGCTCCGGGAGGCCCTTCAGCTGGGCCA
CAACTACATCGGCACGGAGCACATCCTGCTCGGCCTGATCCGCGAGGGCGAGGGCGTCGCCGCCCAGGTCCTCGT
CAAGCTGGGCGCAGATCTGAACCGCGTGCGGCAGCAGGTCATCCAGCTGCTCTCCGGTTACCAGGGCAAGGAGA
CCGCCACCGCCGGCGGTCCTGCCGAGGGCACCCCCTCCACGTCCCTGGTCCTCGACCAGTTCGGCCGGAACCTCAC
CCAGGCCGCTCGTGAGTCCAAGCTCGACCCGGTCATCGGGCGCGAGAAGGAGATCGAGCGGGTCATGCAGGTGC
TGTCCCGCCGTACGAAGAACAACCCGGTGCTGATCGGTGAGCCCGGCGTCGGCAAGACCGCCGTCGTCGAGGGC
CTCGCTCAGGCCATCGTCAAGGGCGAGGTGCCCGAGACCCTCAAGGACAAGCACCTCTACACCCTGGACCTCGGC
GCCCTGGTCGCCGGCTCCCGCTACCGCGGTGACTTCGAGGAGCGCCTGAAGAAGGTCCTCAAGGAGATCCGCACC
CGCGGCGACATCATCCTGTTCATCGACGAGCTGCACACGCTGGTCGGTGCGGGTGCCGCCGAGGGCGCCATCGAC
GCGGCTTCCATCCTGAAGCCGATGCTGGCCCGCGGTGAGCTCCAGACCATCGGTGCCACCACGCTGGACGAGTAC
CGCAAGCACCTGGAGAAGGACGCCGCCCTCGAGCGCCGCTTCCAGCCCATCCAGGTCGCGGAGLCGTCLLTGLCG
CACACGATCGAGATCCTCAAGGGTCTGCGGGACCGGTACGAGGCCCACCACCGCGTTTCCATCACGGACGAGGCG
CTGGTCCAGGCCGCCACCCTGGCCGACCGGTACATCTCGGACCGCTTCCTGCCGGACAAGGCGATCGACCTGATC
GACGAGGCCGGCTCGAGGATGCGCATCCGCCGGATGACCGCGCCGCCGGACCTGCGCGAGTTCGACGAGAAGAT
CGCCGGCGTCCGCCGCGACAAGGAGTCCGCGATCGACTCGCAGGACTTCGAGAAGGCCGCCTCCCTGCGCGACA
AGGAGAAGCAGCTCCTGGCCGCCAAGGCCAAGCGGGAGAAGGAGTGGAAGGCCGGCGACATGGACGTCGTCGC
CGAGGTCGACGGCGAGCTGATCGCCGAGGTCCTCGCCACGGCGACCGGCATCCCGGTCTTCAAGCTGACCGAGG
AGGAGTCCTCGCGTCTGCTGCGCATGGAGGACGAGCTCCACAAGCGGGTGATCGGCCAGGTCGACGCCGTCAAG
GCGCTGTCGAAGGCGATCCGCCGTACGCGTGCCGGTCTGAAGGACCCCAAGCGCCCCGGTGGCTCGTTCATCTTC
GCCGGCCCGTCCGGTGTCGGTAAGACCGAGCTGTCCAAGGCGCTCGCCGAATTCCTCTTCGGCGACGAGGACGCG
CTGATCTCCCTCGACATGTCGGAGTTCAGCGAGAAGCACACGGTCTCGCGTCTCTTCGGTTCGCCCCCCGGCLTACG
TGGGCTACGAGGAGGGCGGCCAGCTCACCGAGAAGGTCCGCCGCAAGCCGTTCTCGGTCGTCCTGTTCGACGAG
GTCGAGAAGGCCCACCCGGACATCTTCAACTCGCTGCTGCAGATCCTGGAGGACGGTCGCCTGACGGACTCCCAG
GGCCGGGTCGTGGACTTCAAGAACACGGTCATCATCATGACGACCAACCTCGGCACCCGGGACATCTCCAAGGGC
TTCAACCTGGGCTTCGCGGCCCAGGGCGACACCAAGTCCAACTACGAGCGCATGAAGAACAAGGTCTCGGACGAG
CTCAAGCAGCACTTCCGGCCCGAGTTCCTCAACCGCGTCGACGACGTGGTCGTCTTCCCGCAGCTCAGCCAGGCCG
ACATCCTCAAGATCGTCGACCTGATGATCGACAAGGTGGACGAGCGCCTGAAGGACCGGGACATGGGCATCGAG
CTCTCGTCGTCCGCCAAGGAGCTGCTGTCCAAGAAGGGCTACGACCCGGTGCTGGGTGCGCGTCCGCTGCGTCGL
ACCATCCAGCGCGAGATCGAGGACTCGCTGTCGGAGAAGATCCTCTTCGGCGAGCTGCGCCCCGGTCACATCGTG
GTCGTCGACACGGAGGGCGAGGGCGAGACCAAGACCTTCACCTTCCGCGGCGAGGAGAAGGCGGCTCTTCCGGA
CGTCCCGCCGATCGAGCAGGCGGCCGGCGGCTCGGGCCCGAACCTGAGCAAGGACGCCTGA

>S. hawaiiensis sigR

ATGGGTTCGACCATCTGCCCGAGCCGCAGCAGCCGTGCCGACCTGGACTGGACGGTGCTGCACGCGGCCAGGAC
CGCCCCTATTCGGGCGGCGGGCGGACCGGATCGTCGTCTATCCTCCGATTCGGGTGAGACCGGTCTCGGTCTCAC
GAGAACACTCGAGGAGGTGGGTCCGGTCACAGGGACCGACGCAGGGACCGAAAACGGCCAGGCGGAGCAGCCC
GAGGGCCAGGGCGGCACGGGCGCGGAGACGGCCGCGGAGCGCAGTGCGCGCTTCGAGCGGGACGCGLTCGAG
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TTCCTCGACCAGATGTACTCGGCCGCGCTGCGCATGACGCGCAACCCGGCCGACGCGGAGGACCTGGTGCAGGA
GACGTACGCCAAGGCGTACGCGTCGTTCCACCAGTTCCGCGAGGGCACCAACCTCAAGGCGTGGCTGTACCGGAT
CCTCACCAACACCTTCATCAACTCGTACCGCAAGAAGCAGCGCGAACCTCAGCGCTCCGCGGCCGAGGAGATCGA
GGACTGGCAGCTCGCCCGCGCCGAGTCGCACATGTCGACGGGCTTGCGCTCCGCGGAGTCGCAGGCGCTCGACC
ATCTGCCCGACTCGGACGTGAAGCAGGCGCTCCAGGCGATCCCCGAGGAGTTCCGCATCGCCGTCTATCTCGCGG
ACGTCGAAGGGTTTGCCTACAAGGAGATCGCCGACATCATGGGGACACCCATCGGTACGGTGATGTCCCGGCLTGC
ACCGGGGCCGCCGTCAGCTGCGCGGCATGCTGGAGGACTACGCCCGTGACCGCGGGATGGTCGTGGCCGGTGCC
GGAGAGTCGAACGAAGCGAAAGGCTCGGGGTCATGA

>S. hawaiiensis hrdB

GTGTCGGCCAGCACATCCCGTACGCTCCCGCCGGAGATCGCCGAGTCCGTCTCTGTCATGGCGCTCATCGAGCGG
GGAAAGGCTGAGGGGCAGATCGCCGGCGATGACGTGCGTCGGGCCTTCGAAGCTGACCAGATTCCGGCCACTCA
GTGGAAGAACGTATTGCGCAGCCTCAACCAGATCCTCGAGGAAGAGGGTGTGACGCTGATGGTCAGTGCCGCAG
AGCCCAAGCGCACCCGAAAGAGCGTCGCAGCGAAGAGTCCCGCCAAGCGCACCGCCACCAAGACGGTCGLGGCA
AAGGCGGTGACCACCCGGAAGGCCACCGCCACCGCCACGLCLCGGLGGLGLCCCGLCCGCCGAGCLCCGLCCATCGAGGA
GGAGGCGCCCGCCAAGAAGGCGGCTGCCAAGAAGACGACCGCCAAGAAGGCGGCCGCGAAGAAGALCCGTLCGCC
AAGAAGACGGCGGCCAAGAAGACCAGCGCCAAGAAGGACGACGCCGAGGTCGTCGAGGAAGAGGTGCTCGAGG
AGGCAGCCCCCGGCAAGGCCGGTGAGGAGCCCGAGGGCACTCCCGAGAACGCGGGCTTCGTGCTCTCCGACGAG
GACGAGGACGACGCGCCCGCGCAGCAGGTCGCCGCLCGCCGGTGCCACCGCCGACCCGGTCAAGGACTACCTCAA
GCAGATCGGCAAGGTCCCCCTGCTCAACGCCGAGCAGGAGGTCGAGCTCGCCAAGCGCATCGAGGCCGGTCTGT
TCGCCGAGGACAAGCTGGCCAACGCCGACAAGCTCGCCCCCAAGCTCAAGCGCGAGCTGGAGATCATCGCCGAG
GACGGCCGCCGCGCCAAGAACCACCTCCTGGAGGCCAACCTCCGTCTGGTGGTCTCCCTGGCCAAGCGCTACACC
GGCCGCGGCATGCTGTTCCTGGACCTCATCCAGGAGGGCAACCTCGGTCTGATCCGCGCGGTCGAGAAGTTCGAC
TACACCAAGGGCTACAAGTTCTCCACGTACGCCACCTGGTGGATCCGTCAGGCGATCACCCGCGCCATGGCCGACC
AGGCCCGCACCATTCGTATCCCGGTGCACATGGTCGAGGTCATCAACAAGCTCGCGCGCGTGCAGCGCCAGATGC
TCCAGGACCTGGGCCGCGAGCCCACCCCGGAGGAGCTGGCCAAGGAACTCGACATGACCCCCGAGAAGGTCATC
GAGGTACAGAAGTACGGCCGCGAGCCCATCTCGCTGCACACGCCGCTGGGCGAGGACGGCGACAGCGAGTTCGG
CGACCTCATCGAGGACTCCGAGGCAGTCGTCCCGGCCGACGCGGTCAGCTTCACGCTCCTGCAGGAGCAGCTGCA
CTCCGTCCTGGACACCCTGTCCGAGCGCGAGGCGGGCGTCGTCTCGATGCGCTTCGGCCTCACCGACGGTCAGCC
GAAGACCCTCGACGAGATCGGCAAGGTCTACGGCGTCACGCGTGAGCGGATCCGCCAGATCGAGTCCAAGACCA
TGTCGAAGCTGCGCCACCCGTCCCGTTCGCAGGTGCTGCGCGACTACCTCGACTGA

>S. hawaiiensis adpA

ATGAGCCACGACTCCACTGCCGCGCCGGAAGCCGCGGCCCGGAAACTTTCCGGGCGACGCCGCAAGGAGATCGT
CGCGGTGCTGCTGTTCAGCGGCGGCCCCATCTTCGAGAGTTCCATACCGCTGTCGGTGTTCGGGGTTGACCGCCA
GGACGCCGGCGTACCGCGCTACCGCCTGTTGGTGTGCGGGGGCCAGGACGGTCCGCTACGGACCACCGGGGGA
CTCGAACTCACCGCACCACATGGCCTGGAAGCGATCTCACGCGCGGGCACGGTCGTCGTGCCGGCCTGGLGTTCG
ATCACTTCTCCGCCACCGGAGGAGGCACTCGACGCGCTGCGCCGCGCCCACGAGGAGGGCGCCLCGCATCGTCGG
GCTGTGCACCGGCGCCTTCGTCCTGGCGGCGGCGGGLCCTGCTGGACGGCCGCCCCGCGACGACACACTGGATGT
ACGCACCGACGCTGGCCAAGCGCTACCCGTCGGTGCACGTGGACCCGCGTGAGCTGTTCGTCGACGACGGCGAC
GTGCTGACGTCGGCGGGCACGGCCGCGGGCATCGACCTGTGCCTGCACATCGTGCGCACGGACCACGGCAACGA
GGCGGCCGGGGCCCTGGCCAGGCGGCTCGTCGTGCCGCCGCGCCGCAGCGGCGGGCAGGAGCGLCTACCTCGAC
AGGTCTTTACCCGAGGAGATCGGCGCCGACCCGCTCGCCGAGGTCGTCGCCTGGGCGCTGGAGCACCTCCACGAA
CAGTTCGACGTGGAGACCCTGGCGGCACGCGCGTACATGAGCCGGCGTACGTTCGACCGCCGCTTCCGCTCGLTG
ACCGGGAGCGCTCCGCTGCAGTGGCTGATCACGCAGCGGGTCCTCCAGGCGCAGCGCCTGCTGGAGACGTCGGA
CTACTCGGTGGACGAGGTGGCGGGGCGCTGCGGCTTCCGGTCGCCGGTCGCCCTGCGCGGGCACTTCCGLLGLC
AGCTGGGTTCGTCCCCGGCCGCGTACCGGGCGGCGTACCGCGLLCCGGLCGCCCGCAGGGCGAGCGGCLCCAGGAL
ACCGAGAGCGCACCGGGCGGCCATGGGTCCGGCATGCCGGGCCACCCCGGCCACGGGGGGCATCCCGGCCAGC
CCGGCCAGGCGCCGGCCCCGCTGCACCCGGAGCACCCGGTGCCGCTGCAGTCCCGCCGTACGGLCGGLCGGLGAGC
GCGGTCGGCCAGTCCCCGGCCCTGTCGGCGAGCCTGCCCGGCCAGCGCAGTGCGCCATGA
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6.3.14 Clp-ATPasen in S. hawaiiensis
Gen- und Aminosauresequenzen der Clp-ATPasen clpX, clpB, clpC1 und clpC2 und der
verktirzten Formen clpC4 und clpC5 sowie des Adapterproteins c/pS von S. hawaiiensis.

>S. hawaiiensis clpX

gtggcacgcatcggtgacggeggcegatctgctcaagtgetegttctgeggcaagagecagaagcaggtcaagaagcetcatcgecagggeecggtgtgt
acatctgcgacgagtgcatcgacctctgcaacgagatcatcgaggaagaactcgectgagaccagegaggtcecgetgggaggagcetcccgaagcectce
gtgagatctacgagttcctcgagggctatgtggtcggeccaggaggecgccaagaaggecctcteccgtageggtgtacaaccactacaagegagtcca
ggccggegagaacggceggggcgaacggecgegacgacgecatcgagttggegaagtccaacatectgetecteggecccacgggceteceggecaagac
cctectegegeagaccctegegegeatgetgaacgtecccttegegategecgacgecacggecctcacggaggegggatacgtcggegaggacgte
gagaacatcctgctcaagctgatccaggeggecgattacgacgtcaagaaggecgagaccgggatcatctacatcgacgagatcgacaaggtegeg
aggaagagtgaaaacccctcgatcacgegegacgtctegggegagggegtccageaggegetgetgaagatectggagggeaccaccgecteggte
ccgecgeagggeggecgtaageacccccaccaggagttcatccagatcgacacgacgaacgtgetgttcategtgggeggegectteteegggetgg
agaagatcatcgagtcccgggecggtgecaagggeateggetteggegegeagateegetccaagegegagatggagtccaaggaccagttccagg
aggtcatgccggaggatttggtcaagttcggeatgatcecccgagttcatcggecgectecccggtcatcaccteggtccacaacctcgaccgegaggege
tgctccagatcectggtcgagecgegeaacgegetcgtcaageagtacgagegectcttcgaactcgacggegtggagetggacttcgagegegaggce
cctcgaggegatcgecgaccaggcecatectcegecagaccggegegegeggectgegegecatcatggaggaggtectccagggegtgatgtacgag
gtceegtececcgecaaggacgtggeccgggtegtcatcacggeggacgtegtccagtcgaacgtcaacccgacgetgateccgegggatgegeggggac
gtgggcegggggagragaagacggcectag

>S. hawaiiensis ClpX

MARIGDGGDLLKCSFCGKSQKQVKKLIAGPGVYICDECIDLCNEIEEELAETSEVRWEELPKPREIYEFLEGYVVGQEAAK
KALSVAVYNHYKRVQAGENGGANGRDDAIELAKSNILLLGPTGSGKTLLAQTLARMLNVPFAIADATALTEAGYVGEDV
ENILLKLIQAADYDVKKAETGIIYIDEIDKVARKSENPSITRDVSGEGVQQALLKILEGTTASVPPQGGRKHPHQEFIQIDTT
NVLFIVGGAFSGLEKIIESRAGAKGIGFGAQIRSKREMESKDQFQEVMPEDLVKFGMIPEFIGRLPVITSVHNLDREALLQ!
LVEPRNALVKQYERLFELDGVELDFEREALEAIADQAILRQTGARGLRAIMEEVLQGVMYEVPSRKDVARVVITADVVQS
NVNPTLIPRDARGRGPGEQKTA

Alignment mit Homologen aus S. lividans TK 24 (NCBI: EFD69270.1), S. chartreusis NRRL 3882
(NCBI: SOR81861.1) und S. sp. S10(2016) (NCBI: AMW10475.1).

CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

Shaw MARIGDGGDLLKCSFCGKSQKQVKKLIAGPGVYICDECIDLCNEIIEEELAETSEVRWEE 60
SspS10 MARIGDGGDLLKCSFCGKSQKQVKKLIAGPGVYICDECIDLCNEIIEEELAETSEVRWEE 60
Schar MARIGDGGDLLKCSFCGKSQKQVKKLIAGPGVYICDECIDLCNEIIEEELAETSEVRWEE 60
Sliv MARIGDGGDLLKCSFCGKSQKQVKKLIAGPGVYICDECIDLCNEIIEEELAETSEVRWEE 60
AR RS RS SRS SRR EREREREREEEEEE SR SRR EEEEEEEEEEE RS S
Shaw LPKPREIYEFLEGYVVGQEAAKKALSVAVYNHYKRVQAGENGGANGRDDAIELAKSNILL 120
SspS10 LPKPREIYEFLEGYVVGQEAAKKALSVAVYNHYKRVQAGENGGANGRDDAIELAKSNILL 120
Schar LPKPREIYEFLEGYVVGQEAAKKALSVAVYNHYKRVQAGENGGANGRDDAIELAKSNILL 120
Sliv LPKPREIYEFLESYVVGQEAAKKALSVAVYNHYKRVQAGENGGAQGREDAIELAKSNILL 120
*‘k*‘k*‘k*‘k*‘k*‘k.‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k***********************:**:************
Shaw LGPTGSGKTLLAQTLARMLNVPFAIADATALTEAGYVGEDVENILLKLIQAADYDVKKAE 180
SspS10 LGPTGSGKTLLAQTLARMLNVPFAIADATALTEAGYVGEDVENILLKLIQAADYDVKKAE 180
Schar LGPTGSGKTLLAQTLARMLNVPFAIADATALTEAGYVGEDVENILLKLIQAADYDVKKAE 180
Sliv LGPTGSGKTLLAQTLARMLNVPFAIADATALTEAGYVGEDVENILLKLIQAADYDVKKAE 180
Khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhhkkhhkkhhkkhkkkkkxk
Shaw TGIIYIDEIDKVARKSENPSITRDVSGEGVQQALLKILEGTTASVPPQGGRKHPHQEFIQ 240
SspS10 TGIIYIDEIDKVARKSENPSITRDVSGEGVQQALLKILEGTTASVPPQGGRKHPHQEFIQ 240
Schar TGIIYIDEIDKVARKSENPSITRDVSGEGVQQALLKILEGTTASVPPQGGRKHPHQEFIQ 240
Sliv TGIIYIDEIDKVARKSENPSITRDVSGEGVQQALLKILEGTTASVPPQGGRKHPHQEFIQ 240
EEEE SRR SR SRS E S SRS SRR EEEREREREREREEEEEEEEEEESEEESESESEREES
Shaw IDTTNVLFIVGGAFSGLEKITIESRAGAKGIGFGAQIRSKREMESKDQFQEVMPEDLVKEG 300
SspS10 IDTTNVLFIVGGAFSGLEKITIESRAGAKGIGFGAQIRSKREMESKDQFQEVMPEDLVKEG 300
Schar IDTTNVLFIVGGAFAGLEKITIESRAGAKGIGFGAQIRSKREMESKDQFQEVMPEDLVKEG 300
Sliv IDTTNVLFIVGGAFAGLEKITIEGRAGAKGIGFGAQIRSKREIESKDQFEQVMPEDLVKEG 300

Kk khkkhkhhkhhkhhkhkh s kA hkhhhkhk hAhkAhk A kA kA hkhdhrhk e khkhhkh s e khkhkhkh kK
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Shaw MIPEFIGRLPVITSVHNLDREALLQILVEPRNALVKQYERLFELDGVELDFEREALEAIA 360

SspS10 MIPEFIGRLPVITSVHNLDREALLQILVEPRNALVKQYERLFELDGVELDFEREALEAIA 360

Schar MIPEFIGRLPVITSVHNLDREALLQILVEPRNALVKQYQRLFELDGVELDFEREALEAIA 360

Sliv MIPEFIGRLPVITSVHNLDREALLQILVEPRNALVKQYERLFELDGVELDFEREALEAIA 360
oK kK K K K KK KK K Kk K kK K K R Kk kK Kk K Rk g kK Kk K kR K ok K ok Kk kK Kk K Rk

Shaw DQAILRQTGARGLRAIMEEVLQGVMYEVPSRKDVARVVITADVVQSNVNPTLIPRDARGR 420

SspS10 DOATILRQTGARGLRAIMEEVLQGVMYEVPSRKDVARVVITADVVQSNVNPTLIPRDARGR 420

Schar DOATILRQTGARGLRAIMEEVLQGVMYEVPSRKDVARVVITADVVQSNVNPTLIPRDARGR 420

Sliv DOATILRQTGARGLRAIMEEVLQGVMYEVPSRKDVARVVITADVVLSNVNPTLIPRDSRGR 420
LR EEE SRR SRS EEEEEEEREREEEEEEEEEEEEESESESESESE] ***********:***

Shaw GPGEQKTA 428

SspS10 GPGEQKTA 428

Schar GPGEQKTA 428

Sliv GPGEQKTA 428

kK ok Kok Kok K

>S. hawaiiensis clpB

gtggacgccgagcetgaccaaccggagecgggacgcgatcaacgetgecagcaatecgggeggtgaccgaggggcaccecgacctcaccectgeccat
ctgctgetegegcetgetccagggacaggacaacgagaacatcaccgacctgetecgecgeegtcgacgecgaccaggecgecgtacgegecggagece
gagcgcegtgetegeecgggetgecgagegtgaccgggtcgaccgtegegecgecccageccaaccgegagatgetegeegtegtegecgacgegeag
gcecgegecaaggacctgggggacgagtacctcetccacggageacctectcatcgeectcgecgegaagggeggegeggecggtgaggtgetgtecg
agcagggggccggcegecaggaagetgeaggecgecttccagaagacgegeggecagegecgggtgaccacggecgaccccgagggecagtacaa
ggccctggagaagttcgggacggacttcaccgecgecgegegggaagggaagetcgaccecgtcategggegggaccaggagateeggegectggt
gcaggtgctgtcccggeggaccaagaacaaccccgtgetgateggtgageccggegteggcaagaccgecgtegtcgaggggcetecgeccageggat
catcaagggcgacgtgcccgagtcgetgaaggacaageggcetegtegegetcgacctgggggecatggtegegggegecaagtaccggggegagtt
cgaggagcggctcaagaccgtcectcgecgagatcaaggactccgacgggcagatcatcaccttcatcgacgagetgeacaccgtegtgggggeeggt
gceggeggegactcecgecatggacgecgggaacatgetgaageccatgetcgeccgeggegagetgegeatggteggtgecaccacgetcgacgagt
accgcgageggatcgagaaggacccggegetggageggegcettccageaggtgetggtegeegagecgaccgtecgaggactcecategegatectge
gcgggctcaagggecgcetacgaggeccaccacaaggtgeagatcgecgacagggecctggtegeggeggegaccectgtecgaccggtacatcacct
ccegcttectgeccgacaaggecatcgacctegtcgacgaggeggecteeeggetgegeatggagatcgactectegeecgtcgagatcgacgaacte
cagcgcgecgtegaccggcetgaagatggaggagetggegatcggcaaggagaccgacgeggecteeegegagegectggagaagetgegeegega
cctcgecgacaaggaggaggagetgegeggectcaccgeccgetgggagaaggagaageagtecctcaaccgegteggtgagetgaaggaacgcece
tcgacgagatccgeggecaggecgaacgegeccagegegacggegacttcgacaccgectccaagetgetctacggagagateeccgecctggaga
aggagctggaggecgectccgaggecgaggaggaggttgecaaggacaccatggtcaaggaggaggteggegecgacgacatcgecgacgtegte
gcctectggaccggeateeccgecgggeggctgetggagggegagacgecagaagetgetgegeatggaggacgagateggeaagegectcategge
cagggcgaggcecgtacgggeggtgteggacgeegtgeggegetegegggecgggatctccgacceccgaccggeccaccgggtcecttectcettecteg
gcccgaccggegteggcaagaccgaactggecaaggecctcgecgacttectettcgacgacgagegggegatggtecgeatcgacatgtecgagta
cagcgagaagcacagcegtggeccggetggteggegecccgeccggatacgtcggetacgaggagggeggecagetcacggaggeegtgegeaggce
gaccgtactccgtcgtectgetggacgaggtggagaaggeccacceccgaggtcttcgacatectgetccaggtgetggacgacggecggetcacggac
ggccagggcecgceacggtcgacttccgcaacacgatectggtgetgacgtcgaacctgggeagecagtacctggtegaccecggtgaccagegageagg
agaagaaggagcaggtcctggaggtggtgeggacctecttcaagecggagttcctcaaccgectggacgacctggtegtettcgecgegetgaccaa
gcccgagcetggagegeatcgegaagctecagetggagegtetggecaageggetegecgageggegectcaccctggacatcacgeccgaggecct
ggcctggetcgeggaggagggcatggacceggegtacggegececggecgetgeggeggetegtecagteegecateggegaccggetegecaagga
gatcctgtccggggagatcaaggacggcegacacggtecgggtggaccgettcgaggacgggetgetggtgggaccggegacgggcaagacgetgta
8

>S. hawaiiensis ClpB

MDAELTNRSRDAINAASNRAVTEGHPDLTPAHLLLALLQGQDNENITDLLAAVDADQAAVRAGAERVLAGLPSVTGST
VAPPQPNREMLAVVADAQARAKDLGDEYLSTEHLLIALAAKGGAAGEVLSEQGAGARKLQAAFQKTRGQRRVTTADPE
GQYKALEKFGTDFTAAAREGKLDPVIGRDQEIRRLVQVLSRRTKNNPVLIGEPGVGKTAVVEGLAQRIIKGDVPESLKDKR
LVALDLGAMVAGAKYRGEFEERLKTVLAEIKDSDGQIITFIDELHTVVGAGAGGDSAMDAGNMLKPMLARGELRMVG
ATTLDEYRERIEKDPALERRFQQVLVAEPTVEDSIAILRGLKGRYEAHHKVQIADRALVAAATLSDRYITSRFLPDKAIDLVD
EAASRLRMEIDSSPVEIDELQRAVDRLKMEELAIGKETDAASRERLEKLRRDLADKEEELRGLTARWEKEKQSLNRVGELK
ERLDEIRGQAERAQRDGDFDTASKLLYGEIPALEKELEAASEAEEEVAKDTMVKEEVGADDIADVVASWTGIPAGRLLEG
ETQKLLRMEDEIGKRLIGQGEAVRAVSDAVRRSRAGISDPDRPTGSFLFLGPTGVGKTELAKALADFLFDDERAMVRIDM
SEYSEKHSVARLVGAPPGYVGYEEGGQLTEAVRRRPYSVVLLDEVEKAHPEVFDILLQVLDDGRLTDGQGRTVDFRNTIL
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VLTSNLGSQYLVDPVTSEQEKKEQVLEVVRTSFKPEFLNRLDDLVVFAALTKPELERIAKLQLERLAKRLAERRLTLDITPEAL
AWLAEEGMDPAYGARPLRRLVQSAIGDRLAKEILSGEIKDGDTVRVDRFEDGLLVGPATGKTL

Alignment mit Homologen aus S. lividans TK 24 (NCBI: AlJ14944.1), S. chartreusis NRRL 3882
(NCBI: SOR80253.1) und S. sp. S10(2016) (NCBI: AMW11891.1).

CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

Sliv MDAELTNRSRDAINAASNRAVTEGNADLTPAHLLLALLQGODNENITDLLAAVEADLAAV 60
Schar MDAELTNRSRDAINAASNRAVTEGHPDLTPAHLLLALLQGQENENITDLLAAVDADQAAV 60
Shaw MDAELTNRSRDAINAASNRAVTEGHPDLTPAHLLLALLQGQODNENITDLLAAVDADQAAV 60
SspS10 MDAELTNRSRDAINAASNRAVTEGHPDLTPAHLLLALLQGQODNENITDLLAAVDADQAAV 60

B R P R R R R P N

Sliv RTGAERIVAGLPSVTGSTVAPPQPSREMLAVVADAQARAKELGDEYLSTEHLLLGIAAKG 120
Schar RAGAERVLAGLPSVTGSTVAPPQPNREMLAVVADAQTRAKDLGDEYLSTEHLLIGIAAKG 120
Shaw RAGAERVLAGLPSVTGSTVAPPQPNREMLAVVADAQARAKDLGDEYLSTEHLLIALAAKG 120
SspS10 RAGAERVLAGLPSVTGSTVAPPQPNRDMLAVVADAQARAKDLGDEYLSTEHLLIALAAKG 120
*:****::****************'*:*********:***:************:':****
Sliv GAAGEVLEGQGASAKKLQEAFRKARGGRRVTTADPEGQYKALEKFGTDLTAAARDGKLDP 180
Schar GAAGEVLSQQGADARKLODAFQKTRGQRRVTTADPEGQYKALEKFGTDFTAAAREGKLDP 180
Shaw GAAGEVLSEQGAGARKLQAAFQKTRGQRRVTTADPEGQYKALEKFGTDFTAAAREGKLDP 180
SspS10 GAAGEVLSQQGADAKKLQAAFQKTRGQRRVTTADPEGQYKALEKFGTDFTAAAREGKLDP 180

* ok ok ok ok ok ok hkk kekkk Khkokokk hkhkkhkkhkkhkkhkhkhkhkkhkkhkhkkhkkkk*

Sliv VIGRDQEIRRVVQVLSRRTKNNPVLIGEPGVGKTAVVEGLAQRIVKGDVPESLKDKRLVA 240
Schar VIGRDQEIRRVVQVLSRRTKNNPVLIGEPGVGKTAVVEGLAQRIVKGDVPESLKDKRLVA 240
Shaw VIGRDQEIRRLVQVLSRRTKNNPVLIGEPGVGKTAVVEGLAQRIIKGDVPESLKDKRLVA 240
SspS10 VIGRDQEIRRVVQVLSRRTKNNPVLIGEPGVGKTAVVEGLAQRIIKGDVPESLKDKRLVA 240
**********:*********************************:***************
Sliv LDLGAMVAGAKYRGEFEERLKTVLAEIKDSDGQVVTFIDELHTVVGAGAGGDSAMDAGNM 300
Schar LDLGAMVAGAKYRGEFEERLKTVLAEIKDSDGQIITFIDELHTVVGAGAGGDSAMDAGNM 300
Shaw LDLGAMVAGAKYRGEFEERLKTVLAEIKDSDGQIITFIDELHTVVGAGAGGDSAMDAGNM 300
SspS10 LDLGAMVAGAKYRGEFEERLKTVLAEIKDSDGQIITFIDELHTVVGAGAGGDSAMDAGNM 300
*********************************::*************************
Sliv LKPMLARGELRMVGATTLDEYRERIEKDPALERRFQQVLVAEPTVEDSIAILRGLKGRYE 360
Schar LKPMLARGELRMVGATTLDEYRERIEKDAALERRFQQVLVAEPSVEDSIAILRGLKGRYE 360
Shaw LKPMLARGELRMVGATTLDEYRERIEKDPALERRFQQVLVAEPTVEDSIAILRGLKGRYE 360
SspS10 LKPMLARGELRMVGATTLDEYRERIEKDPALERRFQQVLVAEPTVEDSIAILRGLKGRYE 360
AR R SR SRR SRR R EEEE R SRR R SR SRS S **************:****************
Sliv AHHKVQIADSALVAAASLSDRYITSRFLPDKAIDLVDEAASRLRMEIDSSPVEIDELQRS 420
Schar AHHKVQIADSALVAAAALSDRYITSRFLPDKAIDLVDEAASRLRMEIDSSPVEIDELQRA 420
Shaw AHHKVQIADRALVAAATLSDRYITSRFLPDKAIDLVDEAASRLRMEIDSSPVEIDELQRA 420
SspS10 AHHKVQIADSALVAAASLSDRYITSRFLPDKAIDLVDEAASRLRMEIDSSPVEIDELQRA 420
Kk kk ok ok ok okk ******:******************************************:
Sliv VDRLKMEELAIGKETDAASLERLERLRRDLADKEEELRGLTARWEKEKQSLNRVGELKEK 480
Schar VDRLKMEELAIGKETDAASRERLEKLRRDLADKEEELRGLTARWEKEKQSLNRVGELKER 480
Shaw VDRLKMEELAIGKETDAASRERLEKLRRDLADKEEELRGLTARWEKEKQSLNRVGELKER 480
SspS10 VDRLKMEELAIGKETDAASRERLEKLRRDLADKEEELRGLTARWEKEKQSLNRVGELKER 480
Kok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ****:**********************************:
Sliv LDELRGQAERAQRDGDFDTASKLLYGEIPDLERDLEAASEAEEEVARDTMVKEEVGADDI 540
Schar LDELRGQAERAQRDGDFDTASKLLYGEIPALEKELEAASEAEEEVARDTMVKDEVGADDI 540
Shaw LDEIRGQAERAQRDGDFDTASKLLYGEIPALEKELEAASEAEEEVAKDTMVKEEVGADDI 540
SspS10 LDEIRGQAERAQRDGDFDTASKLLYGEIPALEKELEAASEAEEEVAKDTMVKEEVGADDI 540

B I R R R R P P

Sliv ADVVASWTGIPAGRLLEGETQKLLRMEDELGKRLIGQTQAVRAVSDAVRRSRAGIADPDR 600
Schar ADVVASWTGIPAGRLLEGETQKLLRMEDELGKRLIGQTEAVRAVSDAVRRSRAGIADPDR 600
Shaw ADVVASWTGIPAGRLLEGETQKLLRMEDEIGKRLIGQGEAVRAVSDAVRRSRAGISDPDR 600
SspS10 ADVVASWTGIPAGRLLEGETQKLLRMEDEIGKRLIGQTEAVRAVSDAVRRSRAGISDPDR 600
*****************************:******* :****************:****
Sliv PTGSFLFLGPTGVGKTELAKALADFLEFDDERAMVRIDMSEYSEKHSVARLVGAPPGYVGY 660
Schar PTGSFLFLGPTGVGKTELAKALADFLEFDDERAMVRIDMSEYSEKHSVARLVGAPPGYVGY 660
Shaw PTGSFLFLGPTGVGKTELAKALADFLEFDDERAMVRIDMSEYSEKHSVARLVGAPPGYVGY 660
SspS10 PTGSFLFLGPTGVGKTELAKALADFLEFDDERAMVRIDMSEYSEKHSVARLVGAPPGYVGY 660
EEEE SRR SRS RS E SRS EEEEEEEREREEEEEEEEREEEEEEEEEEEEEEEEES
Sliv EEGGQLTEAVRRRPYTVVLLDEVEKAHPEVFDILLQVLDDGRLTDGQGRTVDFRNTILVL 720
Schar EEGGQLTEAVRRRPYSVVLLDEVEKAHPEVFDILLQVLDDGRLTDGQGRTVDEFRNTILVL 720
Shaw EEGGQLTEAVRRRPYSVVLLDEVEKAHPEVFDILLQVLDDGRLTDGQGRTVDFRNTILVL 720
SspS10 EEGGQLTEAVRRRPYSVVLLDEVEKAHPEVFDILLQVLDDGRLTDGQGRTVDFRNTILVL 720

ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok k ko ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok kK
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Sliv TSNLGSQYLVDPTTGEAEKKQQVLEVVRSSFKPEFLNRLDDLVVEFSALSQEELSRIARLQ 780

Schar TSNLGSQFLVDPLTSEVEKKEQVLEVVRTSFKPEFLNRLDDLVVFAALTKPELERIAKLQ 780

Shaw TSNLGSQYLVDPVTSEQEKKEQVLEVVRTSFKPEFLNRLDDLVVFAALTKPELERIAKLQ 780

SspS10 TSNLGSQYLVDPVTSEQEKKEQVLEVVRTSFKPEFLNRLDDLVVFAALTKPELERIAKLQ 780
B R R P PSP P

Sliv INGLARRLAERRLTLEVTDEALAWLAEEGNDPAYGARPLRRLVQTAIGDRLAREILSGEI 840

Schar IERLAKRLAERRLTLDITPEALAWLAEEGMDPAYGARPLRRLVQSAIGDRLAKEILSGETI 840

Shaw LERLAKRLAERRLTLDITPEALAWLAEEGMDPAYGARPLRRLVQSAIGDRLAKEILSGET 840

SspS10 LERLAKRLAERRLSLDITPEALAWLAEEGMDPAYGARPLRRLVQSAIGDRLAKEILSGETI 840
[ **:*******:*::* Kk Kk ok ok ok ok ok ok ok ok **************:*******:*******

Sliv KDGDTVRVDRFGDELIVGPASGKTL 865

Schar KDGDTVRVDRYGDELLVGPATGKTL 865

Shaw KDGDTVRVDRFEDGLLVGPATGKTL 865

SspS10 KDGDTVRVDRVEDGLLVGPATGKTL 865

kK ok Kok Kok Kok ok ko ke kkokk s kkkok

>S. hawaiiensis clpC1

atgttcgagaggttcaccgaccgegegeggegggttgtegtectggcetcaggaagaageccggatgctcaaccacaactacatcggcactgagceaca
tectectgggectgatccacgagggtgaaggtgtcgecgecaaggeccttgagagectegggatttcgetcgaggeggtecgecageaggtggagga
gatcatcggccagggccagcaggecccgtecggecacatecccttcaccecccgtgecaagaaggtectggagetgtegeteccgggaggececttcage
tgggccacaactacatcggeacggagcacatectgetcggectgateccgegagggegagggegtegecgeccaggtectcgtcaagetgggegeaga
tctgaaccgegtgeggeageaggtcatccagetgetcetecggttaccagggcaaggagaccgecaccgecggeggtectgecgagggceaccecctec
acgtccctggtectcgaccagttcggecggaacctcacccaggecgctegtgagtccaagetcgacccggtcatcgggegegagaaggagatcgage
gggtcatgcaggtgcetgtcccgecgtacgaagaacaacccggtgetgateggtgageccggegteggcaagaccgecgtegtcgagggectegetca
ggccatcgtcaagggegaggtgeccgagaccctcaaggacaagcacctctacaccctggaccteggegeectggtegeeggcetecegetacegeggt
gacttcgaggagcgcctgaagaaggtcctcaaggagatccgeacccgeggegacatcatectgttcatcgacgagetgeacacgetggteggtgegg
gtgcecgecgagggegcecategacgeggcttccatectgaagecgatgetggeccgeggtgagetccagaccatcggtgecaccacgetggacgagta
ccgcaagcacctggagaaggacgcecgecctcgagegecgcttccageccatccaggtegeggagecgteectgecgeacacgatcgagatectcaag
ggtctgcgggaccggtacgaggeccaccaccgegtttccatcacggacgaggegetggtccaggecgecaccctggecgaccggtacatcteggacce
gcttectgecggacaaggegatcgacctgatcgacgaggecggetcgaggatgegeateegecggatgaccgegecgecggacctgegegagttega
cgagaagatcgccggegtecgecgegacaaggagteecgegatcgactcgecaggacttcgagaaggecgectecctgegegacaaggagaagceagcet
cctggecgecaaggecaagegggagaaggagtggaaggecggegacatggacgtegtegecgaggtcgacggegagetgategecgaggtecteg
ccacggcgaccggceatcececggtcettcaagetgaccgaggaggagtectegegtetgetgegeatggaggacgagetccacaagegggtgateggeca
ggtcgacgccgtcaaggegetgtcgaaggegatecgecgtacgegtgecggtctgaaggaccccaagegecccggtggetegtteatcettegeeggec
cgtccggtgtcggtaagaccgagcetgtccaaggegetegecgaattectettcggegacgaggacgegetgatetecctcgacatgteggagttcageg
agaagcacacggtctcgegtctctteggttcgecccccggctacgtgggctacgaggagggeggecagetcaccgagaaggtecgecgcaagecgtt
ctcggtcegtectgttcgacgaggtcgagaaggeccacccggacatcttcaactcgetgetgeagatectggaggacggtegectgacggactceccagg
gcegggtegtggacttcaagaacacggtcatcatcatgacgaccaacctcggeaccegggacatctccaagggcttcaacctgggettegeggeccag
ggcgacaccaagtccaactacgagegceatgaagaacaaggtctcggacgagctcaageagcacttccggeccgagttectcaaccgegtcgacgac
gtggtcgtcttcccgeagetcagecaggecgacatectcaagatcgtcgacctgatgatcgacaaggtggacgagegectgaaggaccgggacatgg
gcatcgagctctegtegtccgecaaggagetgetgtccaagaagggctacgacccggtgetgggtgegegtecgetgegtegeaccatccagegegag
atcgaggactcgcetgtcggagaagatcctcttcggegagetgegecccggtcacategtggtegtcgacacggagggegagggegagaccaagacct
tcaccttccgeggegaggagaaggeggctcttccggacgteececgecgatcgageaggeggecggeggetcgggeccgaacctgageaaggacgect
ga

> S. hawaiiensis ClpC1

MFERFTDRARRVVVLAQEEARMLNHNYIGTEHILLGLIHEGEGVAAKALESLGISLEAVRQQVEEIIGQGQQAPSGHIPFT
PRAKKVLELSLREALQLGHNYIGTEHILLGLIREGEGVAAQVLVKLGADLNRVRQQVIQLLSGYQGKETATAGGPAEGTPS
TSLVLDQFGRNLTQAARESKLDPVIGREKEIERVMQVLSRRTKNNPVLIGEPGVGKTAVVEGLAQAIVKGEVPETLKDKHL
YTLDLGALVAGSRYRGDFEERLKKVLKEIRTRGDIILFIDELHTLVGAGAAEGAIDAASILKPMLARGELQTIGATTLDEYRK
HLEKDAALERRFQPIQVAEPSLPHTIEILKGLRDRYEAHHRVSITDEALVQAATLADRYISDRFLPDKAIDLIDEAGSRMRIR
RMTAPPDLREFDEKIAGVRRDKESAIDSQDFEKAASLRDKEKQLLAAKAKREKEWKAGDMDVVAEVDGELIAEVLATAT
GIPVFKLTEEESSRLLRMEDELHKRVIGQVDAVKALSKAIRRTRAGLKDPKRPGGSFIFAGPSGVGKTELSKALAEFLFGDE
DALISLDMSEFSEKHTVSRLFGSPPGYVGYEEGGQLTEKVRRKPFSVVLFDEVEKAHPDIFNSLLQILEDGRLTDSQGRVV
DFKNTVIIMTTNLGTRDISKGFNLGFAAQGDTKSNYERMKNKVSDELKQHFRPEFLNRVDDVVVFPQLSQADILKIVDL
MIDKVDERLKDRDMGIELSSSAKELLSKKGYDPVLGARPLRRTIQREIEDSLSEKILFGELRPGHIVVVDTEGEGETKTFTFR
GEEKAALPDVPPIEQAAGGSGPNLSKDA
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Alignment mit Homologen aus S. lividans TK 24 (NCBI: AlJ15124.1), S. chartreusis NRRL 3882
(NCBI: SOR80030.1) und S. sp. $10(2016) (NCBI: AMW12082.1).

CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

Sliv MFERFTDRARRVVVLAQEEARMLNHNYIGTEHILLGLIHEGEGVAAKALESLGISLEAVR 60
Schar MFERFTDRARRVVVLAQEEARMLNHNYIGTEHILLGLIHEGEGVAAKALESLGISLEAVR 60
Shaw MFERFTDRARRVVVLAQEEARMLNHNYIGTEHILLGLIHEGEGVAAKALESLGISLEAVR 60
SspS10 MFERFTDRARRVVVLAQEEARMLNHNYIGTEHILLGLIHEGEGVAAKALESLGISLEAVR 60

R R R R R R R

Sliv QQVEEIIGQGQQAPSGHIPFTPRAKKVLELSLREALQLGHNYIGTEHILLGLIREGEGVA 120
Schar QQVEEIIGQGQQAPSGHIPFTPRAKKVLELSLREALQLGHNYIGTEHILLGLIREGEGVA 120
Shaw QQVEEIIGQGQQAPSGHIPFTPRAKKVLELSLREALQLGHNYIGTEHILLGLIREGEGVA 120
SspS10 QQVEEIIGQGQQAPSGHIPFTPRAKKVLELSLREALQLGHNYIGTEHILLGLIREGEGVA 120
LR RS S S E SRS EEER R SRS EEE SRS EEEEREEEEEREEEREEEEEEEEEEEEEEES
Sliv AQVLVKLGADLNRVRQQOVIQLLSGYQGKETATAGGPAEGTPSTSLVLDQFGRNLTQAARE 180
Schar AQVLVKLGADLNRVRQQVIQLLSGYQGKETATAGGPAEGTPSTSLVLDQFGRNLTQAARE 180
Shaw AQVLVKLGADLNRVRQQVIQLLSGYQGKETATAGGPAEGTPSTSLVLDQFGRNLTQAARE 180
SspS10 AQVLVKLGADLNRVRQQVIQLLSGYQGKETAAAGGPAEGTPSTSLVLDQFGRNLTQAARE 180
*******************************:****************************
Sliv SKLDPVIGREKEIERVMQVLSRRTKNNPVLIGEPGVGKTAVVEGLAQAIVKGEVPETLKD 240
Schar SKLDPVIGREKEIERVMQVLSRRTKNNPVLIGEPGVGKTAVVEGLAQAIVKGEVPETLKD 240
Shaw SKLDPVIGREKEIERVMQVLSRRTKNNPVLIGEPGVGKTAVVEGLAQAIVKGEVPETLKD 240
SspS10 SKLDPVIGREKEIERVMQVLSRRTKNNPVLIGEPGVGKTAVVEGLAQAIVKGEVPETLKD 240

R R

Sliv KHLYTLDLGALVAGSRYRGDFEERLKKVLKEIRTRGDIILFIDELHTLVGAGAAEGAIDA 300
Schar KHLYTLDLGALVAGSRYRGDFEERLKKVLKEIRTRGDIILFIDELHTLVGAGAAEGAIDA 300
Shaw KHLYTLDLGALVAGSRYRGDFEERLKKVLKEIRTRGDIILFIDELHTLVGAGAAEGAIDA 300
SspS10 KHLYTLDLGALVAGSRYRGDFEERLKKVLKEIRTRGDIILFIDELHTLVGAGAAEGAIDA 300
AR SRS S S S S ESER RS E SRR R R RS R R R R R R R R R R R RS
Sliv ASILKPMLARGELQTIGATTLDEYRKHLEKDAALERRFQPIQVAEPSLPHTIEILKGLRD 360
Schar ASILKPMLARGELQTIGATTLDEYRKHLEKDAALERRFQPIQVAEPSLPHTIEILKGLRD 360
Shaw ASILKPMLARGELQTIGATTLDEYRKHLEKDAALERRFQPIQVAEPSLPHTIEILKGLRD 360
SspS10 ASILKPMLARGELQTIGATTLDEYRKHLEKDAALERRFQPIQVAEPSLPHTIEILKGLRD 360
Khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkhkkhkhkhkhkhkkkkkhkkkhkkkkhkkkkkxk
Sliv RYEAHHRVSITDEALVQAATLADRYISDRFLPDKAIDLIDEAGSRMRIRRMTAPPDLREF 420
Schar RYEAHHRVSITDEALVQAATLADRYISDRFLPDKAIDLIDEAGSRMRIRRMTAPPDLREF 420
Shaw RYEAHHRVSITDEALVQAATLADRYISDRFLPDKAIDLIDEAGSRMRIRRMTAPPDLREF 420
SspS10 RYEAHHRVSITDEALVQAATLADRYISDRFLPDKAIDLIDEAGSRMRIRRMTAPPDLREF 420
Khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhhkhkhkhkkhkkhkkhkkhkkhkkokhkkokkkkhkkhkkhkkhkkhkhkkhkhkkhkkkhkkkkkkkxk
Sliv DEKIAGVRRDKESAIDSQDFEKAASLRDKEKQLLAAKAKREKEWKAGDMDVVAEVDGELTI 480
Schar DEKIAGVRRDKESAIDSQDFEKAASLRDKEKQLLAAKAKREKEWKAGDMDVVAEVDGELTI 480
Shaw DEKIAGVRRDKESAIDSQDFEKAASLRDKEKQLLAAKAKREKEWKAGDMDVVAEVDGELTI 480
SspS10 DEKIAGVRRDKESAIDSQDFEKAASLRDKEKQLLAAKAKREKEWKAGDMDVVAEVDGELTI 480
AR SRS E RS E S E SRS EREREREREEEEEEEE RS RS EEEEEEEEEEE RS
Sliv AEVLATATGIPVFKLTEEESSRLLRMEDELHKRVIGQKDAVKALSKAIRRTRAGLKDPKR 540
Schar AEVLATATGIPVFKLTEEESSRLLRMEDELHKRVIGQNDAVKALSKAIRRTRAGLKDPKR 540
Shaw AEVLATATGIPVFKLTEEESSRLLRMEDELHKRVIGQVDAVKALSKAIRRTRAGLKDPKR 540
SspS10 AEVLATATGIPVFKLTEEESSRLLRMEDELHKRVIGQVDAVKALSKAIRRTRAGLKDPKR 540
RS E S S SRS SRR REREREREEEEIEEE RS EEEEEEEEEEEEE RS
Sliv PGGSFIFAGPSGVGKTELSKALAEFLFGDEDALISLDMSEFSEKHTVSRLFGSPPGYVGY 600
Schar PGGSFIFAGPSGVGKTELSKALAEFLFGDEDALISLDMSEFSEKHTVSRLFGSPPGYVGY 600
Shaw PGGSFIFAGPSGVGKTELSKALAEFLFGDEDALISLDMSEFSEKHTVSRLFGSPPGYVGY 600
SspS10 PGGSFIFAGPSGVGKTELSKALAEFLFGDEDALISLDMSEFSEKHTVSRLFGSPPGYVGY 600

B R R

Sliv EEGGQLTEKVRRKPFSVVLFDEVEKAHPDIFNSLLOQILEDGRLTDSQGRVVDFKNTVIIM 660
Schar EEGGQLTEKVRRKPFSVVLFDEVEKAHPDIFNSLLOQILEDGRLTDSQGRVVDFKNTVIIM 660
Shaw EEGGQLTEKVRRKPFSVVLFDEVEKAHPDIFNSLLQILEDGRLTDSQGRVVDFKNTVIIM 660
SspS10 EEGGQLTEKVRRKPFSVVLFDEVEKAHPDIFNSLLQILEDGRLTDSQGRVVDFKNTVIIM 660

B R R R

Sliv TTNLGTRDISKGFNLGFAAAGDTKSNYERMKNKVQDELKQHFRPEFLNRVDDVVVEPQLS 720
Schar TTNLGTRDISKGFNLGFAASGDTKTNYERMKNKVSDELKQHFRPEFLNRVDDVVVEPQLT 720
Shaw TTNLGTRDISKGFNLGFAAQGDTKSNYERMKNKVSDELKQHFRPEFLNRVDDVVVFEPQLS 720
SspS10 TTNLGTRDISKGFNLGFAAQGDTKSNYERMKNKVSDELKQHFRPEFLNRVDDVVVFEPQLS 720
KAK KKK KK KK KK KKK KK Kk kok s kAR ARKR KK KK AR AR K AR AR KKK KKK KKK KKK o
Sliv QDDILQIVDLMIQKVDERLKDRDMGIELSQSAKELLSKRGYDPVLGARPLRRTIQREVED 780
Schar QDDILRIVDLMISKVDERLKDRDMGIELAQSAKELLAKKGYDPVMGARPLRRTIQREIED 780
Shaw QADILKIVDLMIDKVDERLKDRDMGIELSSSAKELLSKKGYDPVLGARPLRRTIQREIED 780
SspS10 QDDILKIVDLMIDKVDERLKDRDMGIELSQSAKELLSKKGYDPVLGARPLRRTIQREIED 780

K kkkekkhkkhkkhk hhhkhhkhhhkhhkhhkhhkh: Khhkhhkhkkhehhhhkhkhhkhhhhhhhrhk %%
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Sliv SLSEKILFGELRPGHIVVVDTEGEGDAATFTFRGEEKSTLPDVPPIEQAAGGAGPNLSKE 840

Schar SLSEKILFGELRPGHIVVVDTEGEGETKTFTFRGEEKSALPDVPPIEQAAGGTGPNLSKD 840
Shaw SLSEKILFGELRPGHIVVVDTEGEGETKTFTFRGEEKAALPDVPPIEQAAGGSGPNLSKD 840
SspS10 SLSEKILFGELRPGHIVVVDTEGEGETKTFTFRGEEKAALPDVPPIEQAAGGTGPNLSKD 840
*************************: : **‘k*‘k*‘k*‘k: :*‘k*‘k*‘k*‘k*‘k*‘k*:*‘k****:
Sliv A 841
Schar v 841
Shaw A 841
SspS10 A 841

>S. hawaiiensis clpC2

atgagcagcggcttcaccageccggagggctacggeteggateecttcggagaattectegeacgcettcttcggeggaccgegteceggtecceggcea
gatcgatctcgggeggctgetcagtcageeggeccgggagetegtecgeggegecgeccagtacgecgecgageacggcageegggacctegacac
gcagcatctgetgegggeggegcetegecaccgageccaccegeaccctgetcageaaggecggegegaateccgactcactggegtegeagategac
gaccggtcgggaccegeccageacacgecggacgacgceteecccacccaccgecctetecctcaccecggecgecaagegggecctgetggacgeg
cacgacatggcccgggeecgeggctacggctacateggeccggageacgtgetgagegeectggegtcgaaccccgacteggeegeegggeacate
ctcaacgcggeccgcttegeeccctecgaaccgeccgaggegecggagatgecccagtecgagegeccgegeccgacgaacacgeccaccctegac
aagtacggcegtgacctcaccgagetggeccggeagggecggategacceggtgatcggecgggacgaggagatcgageagaccgtegaggtecte
tcceggegeggeaagaacaacceggtgeteateggtgacgegggcgteggcaagacggecategtggaggggctggegeagegeatcteegaggeg
gacgtgcccgacgtgetgategggegeegegtggtegeectggacctgacgggagtggtegegggeaccegetaceggggtgacttcgaggagegga
tgaacaacatcgtgggcgagatccgegeccactecgaccagetgateatettcatcgacgagetgeacacggtegtgggegecgggtecggtggegg
cgacggcagctcgatggacgecggcaacatectcaagecggeectggeccggggegagetgeacategtgggegecaccacgetggaggagtaccg
ccggatcgagaaggacgeggegcetggeeegeegettccagecgateatggtgecggagecgacegecgeggacgegategagatectgegeggect
gcaggaccgctacgaggeccaccaccaggtecgetacaccgacgaggecctggtcacggeegtggagetgteggaccgcetaccteaccgeecgeegt
ctgcecegacaaggegatcgacctgatcgaccaggecggtgeccgggtgeggctgegggeccggaccaagggeacggacgtgegggecctggageg
ggagctggagcagctgaccegggacaaggaccaggeggtegeggacgagagttacgageaagecacccagttgegegaccggategtggacgtga
agcagcggatcaccgeggecggeggcgatggegaggtcgacgagggecaggacctggtggteggggccgaggegategecgaggtggtgtecegg
cagaccggcatcccggtcageagectcacccaggaggagaaggaccgtttgetgggectggaggageatctgeaccagegggtggteggecaggac
gaggcegtgegggtegtcteggacgeggtgctgegeteecgegecgggetegegtceteccgaccggecgateggeagtttectgttecteggeecgacg
ggcgteggeaagaccgaactggeccgggegcetegecgaggecctgtteggecagegaggaccgeatggteegectegacatgagegagtaccaggag
cggcacaccgtcageeggctgateggegeeccgeccggttacgtcggecacgaggaggegggccagetcaccgaggtegtgegecgecacecgtact
cgctgetectgetggacgaggtggagaaggeccacccggacgtcttcaacatectgetecaggtectcgacgacggecggetgaccgactegeaggg
ccgcacggtggacttcagcaacacggtcategtgatgacgagcaaccteggetecgaggegatcaccegeeggggegecacgacgggettegeggc
gggcggcegecgacgeggacgaggaggcccgecgegageagatectgegeccgetgegegageacttcegeccgagttectcaaccgeategacgag
atcgtegtcttccgecagcetcaccacggageaactgegeeggatcaccaacctectgetggaccgeaccegetecctggtgcagageaagggegtcac
ggtga

>S. hawaiiensis ClpC2

MSSGFTSPEGYGSDPFGEFLARFFGGPRPGPRQIDLGRLLSQPARELVRGAAQYAAEHGSRDLDTQHLLRAALATEPTRT
LLSKAGANPDSLASQIDDRSGPAQHTPDDAPPPTALSLTPAAKRALLDAHDMARARGYGYIGPEHVLSALASNPDSAAG
HILNAARFAPSEPPEAPEMPQSERPRPTNTPTLDKYGRDLTELARQGRIDPVIGRDEEIEQTVEVLSRRGKNNPVLIGDAG
VGKTAIVEGLAQRISEADVPDVLIGRRVVALDLTGVVAGTRYRGDFEERMNNIVGEIRAHSDQLIIFIDELHTVVGAGSGG
GDGSSMDAGNILKPALARGELHIVGATTLEEYRRIEKDAALARRFQPIMVPEPTAADAIEILRGLODRYEAHHQVRYTDE
ALVTAVELSDRYLTARRLPDKAIDLIDOAGARVRLRARTKGTDVRALERELEQLTRDKDQAVADESYEQATQLRDRIVDVK
QRITAAGGDGEVDEGQDLVVGAEAIAEVVSRQTGIPVSSLTQEEKDRLLGLEEHLHQRVVGQDEAVRVVSDAVLRSRAG
LASPDRPIGSFLFLGPTGVGKTELARALAEALFGSEDRMVRLDMSEYQERHTVSRLIGAPPGYVGHEEAGQLTEVVRRHP
YSLLLLDEVEKAHPDVFNILLQVLDDGRLTDSQGRTVDFSNTVIVMTSNLGSEAITRRGATTGFAAGGADADEEARREQIL
RPLREHFRPSSSTASTRSSSSASSPRSNCAGSPTSCWTAPAPWCRARASR

Alignment mit Homologen aus S. lividans TK 24 (NCBI: EFD65637.1), S. chartreusis NRRL 3882
(NCBI: SOR78015.1) und S. sp. S10(2016) (NCBI: AMW13903.1).
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CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

Sliv
Shaw
Schar
SspS10

Sliv
Shaw
Schar
SspS10

Sliv
Shaw
Schar
SspS10

Sliv
Shaw
Schar
SspS10

Sliv
Shaw
Schar
SspS10

Sliv
Shaw
Schar
SspS10

Sliv
Shaw
Schar
SspS10

Sliv
Shaw
Schar
SspS10

Sliv
Shaw
Schar
SspS10

Sliv
Shaw
Schar
SspS10

Sliv
Shaw
Schar
SspS10

Sliv
Shaw
Schar
SspS10

Sliv
Shaw
Schar
SspS10

Sliv
Shaw
Schar
SspS10

MTSGYMGPEG---DPFAEFLARFFGGPR--PRQIDIGRLLSQPARELVRGAAQYAAEHGS
MSSGFTSPEGYGSDPFGEFLARFFGGPRPGPRQIDLGRLLSQPARELVRGAAQYAAEHGS
MSSGFTSPEGYGSDPFGEFLARFFGGPRPGPRQIDIGRLLSQPARELVRGAAQYAAEHGS
MSSGFTSPEGYGSDPFGEFLARFFGGPRPGPRQIDLGRLLSQPARELVRGAAQYAAEHGS

ke kk e * % * kkk  kkkkkkkKkk Kk Kokkkk e kkkhkhkhhhhhkhkkhkkhkkkhkkhkkk*

RDLDTEHLLRAALATEPTRGLLSRAGADPDSLASQIDERTGPVQHPPGEVPPPTSLSLTP
RDLDTQHLLRAALATEPTRTLLSKAGANPDSLASQIDDRSGPAQHTPDDAPPPTALSLTP
RDLDTEHLLRAALATEPTRTLLSKAGANPDSLASQIDERSGPAQHTPDDAPPPTALSLTP

RDLDTQHLLRAALATEPTRTLLSKAGANPDSLASQIDDRSGPAQHRPDDAPPPTALSLTP
KK KKK KKK KKK KKK KKK KAk g Kk g KRR KKK KK gk sk k  kk ko Kkokk g ko k Kk

AVKRALLDAHELARSTGTGYIGPEHVLSALAANPDSAAGHILNAARFAPSNLPTETPEAA
AAKRALLDAHDMARARGYGYIGPEHVLSALASNPDSAAGHILNAARFAPSEPPEA-PEM-
AAKRALLDAHDMARARGYGYIGPEHVLSALASNPDSAAGHILNAARFAPSEPPEA-PEA-

AAKRALLDAHDMARARGYGYIGPEHVLSALASNPDSAAGHILNAARFAPSEPPEA- QEV—
K KKKKKK KK g sk ks K KKKAKKK KKK AK f A kKKK KKK KKK KA KKK, K

KGRTESARTTNTPTLDKYGRDLTDLAQQGRIDPVIGREEEIEQTVEVLSRRGKNNPVLIG
-POQSERPRPTNTPTLDKYGRDLTELARQGRIDPVIGRDEEIEQTVEVLSRRGKNNPVLIG
-POQAERPRPTNTPTLDKYGRDLTELARQGRIDPVIGRDQEIEQTVEVLSRRGKNNPVLIG
—PQSERPRPTNTPTLDKYGRDLTELARQGRIDPVIGRDQEIEQTVEVLSRRGKNNPVLIG

. x KKKk kK kK kKK kR Kk g Kk s Xk ok R Kk ok ok Rk s s Kk ok ok kK ok ok ok kK ok ok Rk ok ok ok kK K

DAGVGKTAIVEGLAQRITDGDVPDVLIGRRVVALDLTGVVAGTRYRGDFEERMNNIVGEI
DAGVGKTAIVEGLAQRISEADVPDVLIGRRVVALDLTGVVAGTRYRGDFEERMNNIVGEI
DAGVGKTAIVEGLAQRISEGDVPDVLIGRRVVALDLTGVVAGTRYRGDFEERMNNIVGEI
DAGVGKTAVVEGLAQRISEADVPDVLIGRRVVALDLTGVVAGTRYRGDFEERMNNIVGETI

Kokkkkkhkk s hkkhkhhk e Khkhkhhhhhhhhhhkhhhkhkhkhkkhkkhkkhkkhkkkkkkk k%

RAHSDELIIFIDELHTVVGAGG-GGESGSMDAGNILKPALARGELHIVGATTLEEYRRIE
RAHSDQLIIFIDELHTVVGAGSGGGDGSSMDAGNILKPALARGELHIVGATTLEEYRRIE
RAHSDQLIIFIDELHTVVGAGAGGGDGGSMDAGNILKPALARGELHIVGATTLEEYRRIE
RAHSDQLIIFIDELHTVVGAGSGGGDGSSMDAGNILKPALARGELHIVGATTLEEYRRIE

KAk KKK e KAkKKKKKKKR KKK KKK * ke ER R R

KDAALARRFQPILVPEPTTADAIEILRGLRDRYEAHHQVRYTDEALVAAVEMSDRYLTDR
KDAALARRFQPIMVPEPTAADAIEILRGLODRYEAHHQVRYTDEALVTAVELSDRYLTAR
KDAALARRFQPIMVPEPTAADAIEILRGLODRYEAHHQVRYTDEALVAAVELSDRYLTDR
KDAALARRFQPIMVPEPTPADAIEILRGLODRYEAHHQVRYTDEALVSAVELSDRYLSDR

B R I I R P R

RLPDKAIDLIDQAGARVRLRARTKGTDVRALEREVDQLVRDKDQAVADEQYEQATQLRDR
RLPDKAIDLIDQAGARVRLRARTKGTDVRALERELEQLTRDKDQAVADESYEQATQLRDR
RLPDKAIDLIDQAGARVRLRARTKGTDVRAMERELEQLTRDKDQAVADEQYEQATQLRDR
RLPDKAIDLIDQAGARVRLRARTKGTDVRALERELEQLTRDKDQAVADEQYEQATQLRDR

Kok kkkkkhkkhkkhkhhkhhkhhkhhhhhhkhhhkk s hkks e kk hkkkhkkhkhk *hkkhkkkkkkk

IVGLKQRITEATGDGQADEGLDLVVDTESIAEVVSRQTGIPVSSLTQEEKDRLLGLESHL
IVDVKQRITAAGGDGEVDEGQDLVVGAEAIAEVVSRQTGIPVSSLTQEEKDRLLGLEEHL
IVELKLRITQAGGEGEIDEGQDLVVGAEAIAEVVSRQTGIPVSSLTQEEKDRLLHLEEHL
IVDVKQRITEAGGDSEVDEGQDLVVGAESIAEVVSRQTGIPVSSLTQEEKDRLLGLEEHL

Kk ek kkk ok ke . kkk kkkk  soksokkkkkkhkkkkhkkkkkkkkhkkkkkkk kK kK

HERVVGQDEAVRVVSDAVLRSRAGLSSADRPIGSFLFLGPTGVGKTELARALAEALFGSE
HQRVVGQDEAVRVVSDAVLRSRAGLASPDRPIGSFLFLGPTGVGKTELARALAEALFGSE
HERVVGQDEAVRVVSDAVLRSRAGLASPDRPIGSFLFLGPTGVGKTELARALAEALFGSE
HERVVGQDEAVRVVSDAVLRSRAGLAAPDRPIGSFLFLGPTGVGKTELARALAEVLFGSE

B P R

DRMVRLDMSEYQERHTVSRLVGAPPGYVGHEEAGQLTEVVRRHPYSLLLLDEVEKAHPDV
DRMVRLDMSEYQERHTVSRLIGAPPGYVGHEEAGQLTEVVRRHPYSLLLLDEVEKAHPDV
DRMVRLDMSEYQERHTVSRLVGAPPGYVGHEEAGQLTEVVRRHPYSLLLLDEVEKAHPDV
DRMVRLDMSEYQERHTVSRLIGAPPGYVGHEEAGQLTEVVRRHPYSLLLLDEVEKAHPDV

B R

FNILLQVLDDGRLTDSQGRTVDFSNTVVVMTSNLGSDVITRRGAGIGFGAGGAEADEEAR
FNILLQVLDDGRLTDSQGRTVDFSNTVIVMTSNLGSEAITRRGATTGFAAGGADADEEAR
FNILLQVLDDGRLTDSQGRTVDFTNTVIVMTSNLGSEVITRRGASVGFASGGADADEEAR

FNILLQVLDDGRLTDSQGRTVDEFSNTVIVMTSNLGSEAITRRGATTGFAAGGADADEEAR
R R R I S P e ]

REQVLRPLREHFRPEFLNRVDEIVVFRQLSGEQLRQITSLLLEQTRRMVHAQGVTVDFTD
REQILRPLREHFRPSSSTASTRSSSSASS————-————-————-—-—— PR--SNCAGS---—---
REQILRPLREHFRPEFLNRIDEIVVFRQLSTEQLRRITNLLLDRTRSLVRSKGISVTFTD

REQILRPLREHFRPEFLNRIDEIVVFRQLTTEQLRRITNLLLDRTRSLVQHKGVTVTFTD
KAk kAR KA K AR

AAVDWLAERGYQPEYGARPLRRTIQREVDNELSRLLLDGRVAEGGRVTVDVEDGRLAFRT
PTSCWTAPAPWCRARASR-——————————— - m e —
RAVEWLADHGYQPEYGARPLRRTIQREVDNELSRLLLDGRVSEGGRVTVDTEDGHLAFRT
RAVEWLADRGYQPEYGARPLRRTIQREVDNELSRLLLDGRVEEGGRVTVDTADGHLTFQT

* * . In3
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115
120
120
120

175
178
178
178

354
357
357
357

414
417
417
417

474
4717
4717
4717

534
537
537
537

594
597
597
597

654
657
657
657

714
717
717
717

774
754
7717
7717

834
772
837
837



Sliv PERPVPEP 842

Shaw ~ ————-——- 772
Schar QETPPAEL 845
SspS10 PSSAAPS- 844

>S. hawaiiensis clpC4

atgttcgagcggttcacgcaagacgcccgggaagtggtgaagagegegtacgegeatgtggacgggggtggtgagggegggcagtgegtggagecg
gagcatctgctgctggeactgcetcgaccgggagggceagtegtgggtecttcgegetegecgcetetegggeteggtgageggegggagteegtgeggga
ggcactgcgtgaggcegeggeggegggcecgggetgacgcaggecgagaccgacgegetegeegggetggggatcgacgtggaggagatcegtegecce
gggtggaggagacgcacggggtcggtgecctggecggegaccgcaaggacaageggtggtggtegggeecggacctectteggecggggtgecaag

gacgtgctggagegctcecttgegggtegcetctcgcacagegggaccggeacatcggggacgageacatectgetggecctgacectgegecceggtgt

gceggecgaggtectegecgaccacggggtgacgtacgegtecctggtgegggtgctgtacggcagtggtggcgaggecaaggecggctga
>S. hawaiiensis ClpC4

MFERFTQDAREVVKSAYAHVDGGGEGGQCVEPEHLLLALLDREGSRGSFALAALGLGERRESVREALREARRRAGLTQA
ETDALAGLGIDVEEIVARVEETHGVGALAGDRKDKRWWSGRTSFGRGAKDVLERSLRVALAQRDRHIGDEHILLALTLRP
GVPAEVLADHGVTYASLVRVLYGSGGEAKAG

Alignment mit Homologen aus S. lividans TK 24 (NCBI: EFD66777.1), S. chartreusis NRRL 3882
(NCBI: SOR79140.1) und S. sp. S10(2016) (NCBI: AMW12821.1).

CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

Sliv MFERFTKDARAVVQGAAGHAEEA--RAETVEPEHLLLALLDREGSRASFALAALGVGEHR 58

Schar MFERFTKDARSVVKGALASVEGGG-GGQVVEPEHLLLALLDREGSRGSFALAALGLPERR 59

Shaw MFERFTQDAREVVKSAYAHVDGGGEGGQCVEPEHLLLALLDREGSRGSFALAALGLGERR 60

SspS10 MFERFTKDARDVVKSAYAHVDGGGEGGQVVEPEHLLLALLDREGSRGSFALAALGLGERR 60
******:*** **:.* . . H *****************.********: *:*

Sliv DAVRRELGDARRRAGLSQSETEALAGLGIDVTEIVARVEEAHGVGAMSADDRKRGRRWSG 118

Schar ESVRQALGEARRRAGLSQAETDALAGLGIDVEEIVARVEEVHGVGAMAGD-RKDKGWWEG 118

Shaw ESVREALREARRRAGLTQAETDALAGLGIDVEEIVARVEETHGVGALAGD-RKDKRWWSG 119

SspS10 ESVREALREARRRAGLTQAETDALAGLGIDVEEIVARVEEAHGVGALAGD-RKDKRWWSG 119
::**. * :*******:*:**:********* ********.*****::.* * * * %

Sliv HRSFSRGAKEVLEKALRVAVARRDRHIGDEHLLLALALRPGVPAEVLADHGVTHASLSRV 178

Schar RASFGRGAKDVLERSLRVALAQRDRHIGDEHILLALTVRPGVPAEVLADHGVTYESVVRV 178

Shaw RTSFGRGAKDVLERSLRVALAQRDRHIGDEHILLALTLRPGVPAEVLADHGVTYASLVRV 179

SspS10 RTSFGRGAKDVLERSLRVALAQRDRHIGDEHILLALTLRPGVPAEVLADHGVTYEHLVRV 179
: **.****:***::****:*:*********:****::***************: : * *

Sliv LDEGAGKSCA- 188

Schar LYGSGGEAKAG 189

Shaw LYGSGGEAKAG 190

SspsS10 LYGSGGEAKAG 190

* *ee Kk

>S. hawaiiensis clpC5

atgacgaaccccgacaccacgtcatccatceegtetcgacgacctcategeggecatcaagaaggtccacccggagecgetegaccagetecaggacg
cggtgatcgeegeggaccacctgggegacgtggecgaccacctgateggecacttegtegaccaggeecggegcteeggegegtectggaccgacat
cggcaagagcatgggcegtcacceggeaggecgeccagaageggticgtgecgaaggagteggecgacctcgaccegagecagggcttcaaccgata
cacgccgegegeecgeagegeggtgatggeggegeacaacgegtccaaggecgegeacaacgecgagggectgeccgageacctegtteteggect
gctggecgaaccegagggactcgecgegaaggegategtegageagggegtetecctegacgeggtecgegeggeggecacggeggegceteeegec
cgecgtegacgaggteecggagetggtgecgtacggecaggecgecaagaaggtectggagetcaccttcegegaggecctgegecteggecacaac
tacatcggcaccgagcacctectgetegecctgetggageacgagaacggecagggegtectcageggectgggcatcggeaaggageggaccgag
cagtacgtcacgagggtgctggagaagatcgegcaggeacaggagaacgtgctegacgagtectga

>S. hawaiiensis ClpC5

MTNPDTTSSIRLDDLIAAIKKVHPEPLDQLODAVIAADHLGDVADHLIGHFVDQARRSGASWTDIGKSMGVTRQAAQK
RFVPKESADLDPSQGFNRYTPRARSAVMAAHNASKAAHNAEGLPEHLVLGLLAEPEGLAAKAIVEQGVSLDAVRAAATA

166



ALPPAVDEVPELVPYGQAAKKVLELTFREALRLGHNYIGTEHLLLALLEHENGQGVLSGLGIGKERTEQYVTRVLEKIAQA
QENVLDES

Alignment mit Homologen aus S. lividans TK 24 (NCBI: AlJ15065.1), S. chartreusis NRRL 3882
(NCBI: SOR80094.1) und S. sp. S10(2016) (NCBI: AMW12028.1).

CLUSTAL 0O(1.2.4) multiple sequence alignment

Sliv MTTNPSITSSVRLDELITAIKKVHPEPLEQLQODAVIAGEHLGEVADHLIGHFVDQARRSG 60
Schar MTTNPNITSSVRLDDLIAATKKVHQEPLEQLODAVLAADHLGEVADHLIGHFVDQARRSG 60
Shaw -MTNPDTTSSIRLDDLIAAIKKVHPEPLDQLODAVIAADHLGDVADHLIGHFVDQARRSG 59
SspS10 -MTNPDTTSSIRLDDLIAAIKKVHPEPLDQLODAVIAADHLGDVADHLIGHFVDQARRSG 59

* %k hhkkokkhkohkkohkhhhhh hhkhkehkkhhhhk ek shkhkehkhhhkhkhkhkkhkhkx

Sliv ASWTDIGKSMGVTRQAAQKREFVTKESADLDAGQGFSRYTPRARNVVMTAHNAAKTAGNAE 120
Schar ASWTDIGKSMGVTRQAAQKRFVPKESADLDPSQGEFNRYTPRARNTVMAAHNAAKSARNAE 120
Shaw ASWTDIGKSMGVTRQAAQKRFVPKESADLDPSQGFNRYTPRARSAVMAAHNASKAAHNAE 119
SspS10 ASWTDIGKSMGVTRQAAQKREFVPKESNDLDPSQGFDRYTPRARNTVMAAHTASKAARNAE 119

hkkkkkkkkkkkhkkkkkkkkkkx *kkx Kk kk ok kkokkok Kok kkokk Kkekek KKk

Sliv GLPEHLVLGLVTERESLSAKAIAAQGVTLDAIHEAATAALPPAAAEVPELVPYGPAAKKV 180
Schar GTPEHLVLGLLAEPDGLAAKALVEQGVSLDTVRAAATAALPPAVEEAPELVPYGQAAKKV 180
Shaw GLPEHLVLGLLAEPEGLAAKAIVEQGVSLDAVRAAATAALPPAVDEVPELVPYGQAAKKV 179
SspS10 GLPEHLVLGLLAEPDGLAAKAITIKQGVSLDAVREAATAALPPALDEVPELVPYGQAAKKV 179
kKK kkkkkky ok o kaikkky  Kkkikkga. KAKKXKXKEK Kk Kkkkkkk KkkkK
Sliv LELTFREALRLGHNYIGTEHILLALLEHEHGEGVLSGLGLDKEATERYVVDAVAEFIHLT 240
Schar LELTFREALRLGHNYIGTEHILLALLEHENGEGVLSGLGIGKERTERYVAEALEKITQAQ 240
Shaw LELTFREALRLGHNYIGTEHLLLALLEHENGQGVLSGLGIGKERTEQYVTRVLEKIAQAQ 239

SspS10 LELTFREALRLGHNYIGTEHILLALLEHENGEGVLSGLGIDKERAEQYVGAVLEKIMQAQ 239

KA KA KKK AR AR AR KR KR KKK c ARKK KR KK ek e KAKKKKK e KKk o+ ke kK ..

Sliv EKAEKAGASGEGGAAGEAAGEA 262
Schar KEVLDES—--------—=---~- 247
Shaw ENVLDES---------—=---~- 246

SspS10 KETDEA-——----————=---~- 245

> S. hawaiiensis clpS

ATGGGCAGTGTGACGTCACCCGCGCCCCTGGAGATCGAACGCACCGAGTCGGCGGAGGAGGTCTTCGCCGTACC

CGAGCCGGACGTCCCGTGGGTCACCATCGTCCACAACGACCCGGTCAACCTCATGAGCTATGTGACGTACGTCTTC
CAGTCGTACTTCGGCTACTCCAAGGACAAGGCCACCAAGCTCATGCTCGACGTCCACCACAAGGGCCGGGLGATC
GTCTCCAGCGGCAGCCGCGAGGAGATGGAACGCGACGTGCAGGCCATGCACGGCTACGGCCTGTGGGCCACCCT
CCAGCAGGACCGCAAGTAG

> S. hawaiiensis ClpS

MGSVTSPAPLEIERTESAEEVFAVPEPDVPWVTIVHNDPVNLMSYVTYVFQSYFGYSKDKATKLMLDVHHKGRAVVSSG
SREEMERDVOQAMHGYGLWATLQQDRK

Alignment mit Homologen aus S. lividans TK 24 (NCBI: EFD68983.1), S. chartreusis NRRL 3882
(NCBI: SOR81521.1) und S. sp. S10(2016) (NCBI: AMW10759.1).

CLUSTAL 0O(1.2.4) multiple sequence alignment

Sliv MGCVTAAAPMEIEKTESAEEVFAVPEPDVPWVTIVHNDPVNLMSYVTYVFQSYFGYSKDK 60
Shaw MGSVTSPAPLEIERTESAEEVFAVPEPDVPWVTIVHNDPVNLMSYVTYVFQSYFGYSKDK 60
SspS10 MGSVTSPAPLEIERTESAEEVFAVPEPDVPWVTIVHNDPVNLMSYVTYVFQSYFGYSKDK 60
Schar MGSVTSPAPLEIERTESAEEVFAVPEPDVPWVTIVHNDPVNLMSYVTYVFQTYFGYSKDK 60
KK KKy KK KKK KKK KKK KKK KK AR AR KKK A KKK AKX K AR KRR KKK g kk KKK
Sliv ATKLMMDVHHKGRAVVSSGSREEMERDVQAMHGYGLWATLQQDRK 105
Shaw ATKLMLDVHHKGRAVVSSGSREEMERDVQAMHGYGLWATLQQDRK 105
SspS10 ATKLMLDVHHKGRAVVSSGSREEMERDVQAMHGYGLWATLQQDRK 105
Schar ATKLMLDVHHKGRAVVSSGSREEMERDVQAMHGYGLWATLQQDRK 105

Kk kkk e Kk Kk KAk K AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR KR KKK KKK KKk
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6.4 GenBank-Zugangsnummern (Accession Numbers)
Streptomyces lividans TK24: NCBI NZ_CP009124

Streptomyces coelicolor A3(2): NCBI NC_003888
Streptomyces chartreusis NRRL 3882: NCBI NZ_LT962942

Streptomyces sp. $10(2016): NCBI CP015098

Streptomyces muensis = Streptomyces sp. DSM 40835:
Griselimycin-Biosynthesegencluster NCBI KP211414

Streptomyces hawaiiensis NRRL 15010:
ADEP-Biosynthesegencluster NCBI MK047367

putative Dehydratase NCBI MK047368

putative MaoC-Familie-Dehydratase NCBI MK047369
putative Pyrrolin-5-carboxylat-Reduktase NCBI MK047370
clpP1clpP2 Operon NCBI MK047371

clpP3P4 Operon NCBI MK047372

clpP5 NCBI MK047373
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MK047367
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MK047368
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MK047369
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MK047370
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MK047371
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MK047372
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MK047373
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Abbildung 26: A) Das ade-BGC mit 12 ORFs. B) Die ade-NRPS-Maschinerie mit Modulen M1-M6 und
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Homologe und unter putativer Beteiligung von Clp-ATPasen kénnen sich beide Homologe vollstéandig
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Abbildung 60: Western Blot mit S. hawaiiensis Zellextrakten nach Wachstum in TSB- oder YM-VE-Medium
und Inkubation fir ein, zwei oder drei Tage. Wahrend in beiden Medien an Tag 1 noch eine
Verzogerung der ClpP1-Prozessierung und eine mutmaRlich unprozessierte ClpP2-Bande sichtbar
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ClpP3-Antikorper wurde ebenfalls durchgefihrt, aber der Western Blot wird aufgrund des
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Abbildung 62: Western Blot-Analyse von Zellextrakten von S. lividans AclpP1 pll6902clpPaper, die mit
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