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1 Abkurzungen

AB-3
APCI
APS
BSA
DAD
DMSO
DNA
dNTP
DTT
FPLC
GnHCI
HEPES
HPLC
HPLC-MS
IPTG
LPLC
MeCN
ODSOO
p.a.
PCR
SDS
TAE
TFA
TEMED
Twm
TRIS
UN

Acrylamid / Bisacrylamid (29:1)

chemische lonisierung bei Atmospharendruck
Ammoniumpersulfat

Rinderserumalbumin

Diodenarraydetektor

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsaure

Desoxyribonukleotid

Dithiothreitol

Fast protein liquid chromatography

Guanidin Hydrochlorid
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure
Hochdruck-Flussigkeitschromatographie
HPLC mit anschlieBender Massenspektrometrie
Isopropyl--D-thiogalactopyranosid
Niederdruck-Flussigkeitschromatographie
Acetonitril

Optische Dichte bei 600 nm

analysenrein

Polymerase-Kettenreaktion
Natriumdodecylsulfat

TRIS-Acetat-EDTA

Trifluoressigsaure

Tetramethylethylendiamin
Schmelztemperatur
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Uber Nacht
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4 Einleitung

4.1 Naturstoffe als Leitstrukturen fur neue Wirkstoffe

Bei der Entwicklung von Wirkstoffen in der Landwirtschaft und Medizin spielten Naturstoffe
als Leitstrukturen schon immer eine grole Rolle (Newman & Cragg, 2016).
Sekundarmetabolite aus Pilzen dienten und dienen dabei haufig als Ausgangspunkte
(Schueffler & Anke, 2014), zum Beispiel gegen phytopathogene Pilze (Thines et al., 2004).
Prominentes Beispiel im Pflanzenschutz ist das Strobilurin, welches aus Strobilurus
tenacellus isoliert wurde (Anke et al., 1977). Strobilurin wurde zu zahlreichen
Folgesubstanzen wie Azoxystrobin und Kresoximmethyl (Pelaez, 2005, Bartlett et al., 2001)
weiterentwickelt und fihrt auch heute noch zu neuen Pflanzenschutzmitteln, zum Beispiel
Pyraclostrobin (F500° BASF, Ludwigshafen).

Auch in der Medizin finden Naturstoffe Anwendung, beispielsweise Cyclosporin zur
Immunsuppression bei Organtransplantationen (Dreyfuss et al.,, 1976) oder Lovastatin bei
kardiovaskularen Erkrankungen (Tobert, 1988). Die bekannteste Gruppe von aktiven
Naturstoffen Uberhaupt dlrften jedoch Antibiotika, allen voran Penicillin, welches in
Penicillium chrysogenum entdeckt (Fleming, 1929) und 1938 gereinigt (Chain et al.,
2005) wurde, sein. Penicillin ist ein B-Lactam und inhibiert die bei der Zellwandsynthese
beteiligte D-Alanin-Transpeptidase grampositiver Bakterien (lzaki et al.,, 1966). Die
Entwicklung dieses Antibiotikums leitete eine ,Goldsuche“ nach weiteren antibiotisch aktiven
Metaboliten in den Jahren 1950-1970 ein, was zu zahlreichen neuen Medikamenten fiihrte
((Pelaez, 2006), siehe Tabelle 1). So dient Cephalosporin, welches natirlich in Acremonium
chrysogenum vorkommt (Newton & Abraham, 1955), als Leitstruktur fir die Gruppe der
Cephalosporine. Sie gehdren, wie die Penicilline, zu den B-Lactamen (Weil et al., 1995).
Cephalosporine zeichnen sich durch eine gute Vertraglichkeit und ein breites
Wirkungsspektrum, allerdings nicht gegen Enterokokken (Murray, 1990), aus. Diese kdnnen
mit Derivaten von Vancomycin, welches aus dem Bakterium Amycolatopsis orientalis isoliert
wurde (Brigham & Pittenger, 1956), behandelt werden. Sie gehdren zu den
Glykopeptidantibiotika und inhibieren die Zellwandsynthese bei gram-positiven Bakterien
(Watanakunakorn, 1984). Erythromycine wurden aus Saccharopolyspora erythraea isoliert
(Flynn et al., 1954). Sie gehdéren zu den Makroliden und hemmen die bakterielle
Proteinsynthese (Weisblum & Davies, 1968). Sie wirken beispielsweise gegen Mycoplasmen,
Staphylococcen und mehrere gram-negative Bakterien wie Hemophilus influenzae,

Bordetella pertussis und Neisseria spp. (Ginsburg & Eichenwald, 1976). Rifamycine aus
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Amycolatopsis rifamycinica (Margalith & Pagani, 1961) dienen als Leitstruktur fir die

Rifampicine, makrocyclische Lactame, welche die Transkription hemmen (Wehrli et al.,

1968). Sie werden beispielsweise gegen Tuberkulose eingesetzt (Floss & Yu, 2005).

Antibiotika ermoglichen heute eine weitgehende Beherrschbarkeit von zahlreichen

bakteriellen Erkrankungen. Weiterhin senken sie durch praventive Anwendungen bei

Operationen das Risiko flir Komplikationen erheblich, vereinfachen weite Bereiche der

modernen Medizin und ermdglichen Langzeitbehandlungen von

Patienten, Friihgeburten, sowie Krebspatienten in der Chemotherapie.

immunsupprimierten

Tabelle 1: Beispiele fiir Leitstrukturen fiir Antibiotika, verédndert nach Pelaez, (2005) Arznei in Gro3buchstaben ist

der Handelsname

Naturstoff Arznei Produzierender Organismus
Penicillin G, V, Ampicillin, Methicillin, Penicillium spp. (Pilz),

Penicilline Amoxicillin, Carbenicillin Aspergillus spp. (Pilz)

Cephalosporine

MEFOXIN (Cefoxitin), CECLOR (Cefaclor),
CLAFORAN (Cefotaxime), ROCEPHIN
(Ceftriaxone),

CEFTIN (Cefuroxime)

Acremonium spp. (Bakterium),
Emericellopsis spp. (Pilz),
Amycolatopsis lactamdurans
(Bakterium),

Streptomyces
clavuligerus(Bakterium)

Thienamycin

PRIMAXIN (Imipenem), INVANZ
(Ertapenem)

Streptomyces cattleya
(Bakterium)

Erythromycin

ERYTHROCIN, ZITHROMAX
(Azithromycin),

BIAXIN (Clarithromycin), KETEK
(Telithromycin)

Saccharopolyspora erythraea
(Bakterium)

Amycolatopsis orientalis

Vancomycin VANCOCIN (Bakterium)
Streptomyces fradiae

Fosfomycin MONURIL (Bakterium)

Mupirocin Pseudomonas fluorescens

(pseudomonic acid) BACTROBAN (Bakterium)

Fusidic acid FUSIDIN LEO Fusidium griseum (Pilz)

Streptogramine

SYNERCID (Dalfopristin/Quinupristin)

Streptomyces pristinaespiralis
(Bakterium)

Streptomyces roseosporus

Daptomycin CUBICIN (Bakterium)
Amycolatopsis rifamycinica
Rifamycine EREMFAT, RIFA, RIMACTAN (Rifampicin) |(Bakterium)
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4.2 Antibiotikaresistenzen und multiresistente Erreger

,But I would like to sound one note of warning. Penicillin is to all intents
and purposes non-poisonous so there is no need to worry about giving an overdose and
poisoning the patient. There may be a danger, though, in underdosage. It is not difficult to
make microbes resistant to penicillin in the laboratory by exposing them to concentrations
not sufficient to kill them, and the same thing has occasionally happened in the body.
[...]If you use penicillin, use enough.*

Alexander Fleming, Nobel Lecture 1945

Schon wahrend der Entwicklung der ersten Antibiotika in den 1940ern fielen resistente
Erreger auf (Abraham & Chain, 1940), und Alexander Fleming warnte in seiner
Nobelpreisansprache 1945 vor Resistenzbildung gegen Penicillin (Fleming, 1964). In den
darauffolgenden Jahren wurden zahlreiche neue Antibiotika entwickelt, sodass stets Ersatz
fur die durch Resistenzbildung nicht mehr wirksamen Substanzen verfugbar war. Diese
,goldene Ara“ der Antibiotikaentdeckung endete in den spaten 70ern (White et al., 2011). Als
Grunde werden meist fehlende Finanzierbarkeit und das Versagen von modernen
Screeningsystemen sowie das daraus resultierende zu hohe Risiko fir Pharmafirmen
genannt (Morar & Wright, 2010). Infolge dessen haben sich viele Firmen aus der
Antibiotikaforschung zurlickgezogen. Die Resistenzbildung schreitet jedoch immer weiter
fort, beschleunigt auch durch die zunehmende Globalisierung, und erreicht teilweise
alarmierende Raten. So sind in Europa bis zu 82 % der aus Erkrankten isolierten Escherichia
coli und Klebsiella pneumoniae gegen Cephalosporine resistent, bis zu 61 % der isolierten
Streptococcus pneumoniae gegen Penicillin und bis zu 60 % der isolierten Staphylococcus
aureus gegen B-Lactam Antibiotika (WHO, 2014). Gleichzeitig sind die wenigen neuen
antibiotischen Wirkstoffe meist Derivate bereits eingesetzter Substanzen, so dass eine
schnelle Resistenzbildung zu erwarten ist (Payne et al., 2007). Gegen die meisten Antibiotika
sind bereits Resistenzen bekannt. So kénnen B-Lactam Antibiotika wie Penicilline und
Cephalosporine durch [(-Lactamasen gespalten werden. Es kann aber auch die
Zellpermeabilitat reduziert oder die Penicillin bindenden Proteine verandert sein.
Fluoroquinolone kdnnen ebenfalls durch eine verringerte Permeabilitdt am eindringen
gehindert werden, oder aber die DNA Gyrase ist modifiziert, so dass die Antibiotika nicht
mehr wirken (Neu, 1992). Da viele Antibiotika der selben Klasse angehdren oder den
gleichen Wirkort besitzen, vermitteln die Resistenzmechanismen oft eine Resistenz gegen
mehrere Antibiotika gleichzeitig. Resistenzvermittelnde Gene liegen dabei haufig als Cluster
auf Plasmiden, was folglich automatisch zu multiresistenten Erregern fuhrt (Akinjogunla &

Enabulele, 2010). Nach den vielen Toten durch resistente Erreger zwischen 1960 und 1970
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(Gangarosa et al., 1972 und Herzog, 1976) riickten diese resistenzvermittelnden Plasmide
starker in den Fokus. Sie kénnen sich Uber Artgrenzen hinweg schnell verbreiten und stellen
daher eine groRe Herausforderung an die moderne Medizin dar. Es wurden Vorschlage
gemacht, um diese aus den Populationen zu eliminieren (Hahn, 1979). Die Stabilitat von
Plasmiden in der Population scheint haufig durch Toxin-Antitoxin Systeme gewahrleistet zu
werden (Moritz & Hergenrother, 2007), Medikamente die sich diese Tatsache zu Nutzen

machen gibt es bisher noch nicht.

4.3 Toxin-Antitoxin Systeme

Toxin-Antitoxin Systeme sind kleine Module aus zwei Komponenten, deren Gene in der
Regel benachbart liegen und daher direkt zusammen abgelesen werden. Sie wurden in den
80ern auf Plasmiden als stabilisierende Systeme entdeckt (Jensen & Gerdes, 1995).
Mittlerweile ist bekannt, dass sie auch im Chromosom weit verbreitet sind (Van Melderen,
2010). Toxin-Antitoxin Systeme bestehen aus einem Toxin und einem Antitoxin und werden
abhangig von der Beschaffenheit des Antitoxins in verschiedene Klassen eingeteilt, wobei
die Klassen I-lll schon langer bekannt sind (siehe Abbildung 1). Das Review von Page und
Peti (2016) fasst die derzeit bekannten Toxin-Antitoxin Systeme gut zusammen: Bei
Systemen des Typs | ist das Toxin ein Protein, welches die Zellmembran zerstért, und das
Antitoxin eine nicht codierende RNA, welche sich an die RNA des Toxins anlagert und so
dessen Translation verhindert. Systeme des Typs Il sind weit verbreitet und am besten
untersucht. Sie bestehen ebenfalls aus einem Protein als Toxin, sowie einem instabilen
Protein als Antitoxin. Das Antitoxin lagert sich an das Toxin an und inhibiert es so. Systeme
des Typs lll bestehen ebenfalls aus einem Protein als Toxin und einer RNA als Antitoxin.
Diese RNA bindet jedoch an das Toxin-Protein und inhibiert es so. Systeme des Typs IV
bestehen aus Proteinen fur beide Komponenten, ahnlich wie bei Typ Il. Das Antitoxin
inhibiert allerdings das Toxin nicht direkt, sondern wirkt am Angriffspunkt des Toxins dessen
Wirkung entgegen. Fur den Typ V ist nur ein Toxin-Antitoxin System bekannt, GhoST. Hier
besteht das Toxin aus einem kleinen Peptid, welches die Zellmembran zerstért, ahnlich wie
bei Typ I. Das Antitoxin ist eine RNase, welche die RNA des Toxins spaltet und so dessen
Translation verhindert. Die RNA des Antitoxins wiederum wird durch das Toxin eines anderen
Systems, MqgsR, gespalten. Fir den Typ VI ist ebenfalls nur ein System bekannt, SocAB.
Beide Komponenten sind hier ein Protein, wobei sich das Antitoxin an das Toxin anlagert und
so dessen Abbau durch ClpXP bewirkt.
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Abbildung 1: Schema der verschiedenen Typen von Toxin-Antitoxin Systemen (Page & Peti, 2016)

Die Funktion von plasmidkodierten Toxin-Antitoxin Systemen scheint aufgeklart, sie dienen
der Plasmidstabilisierung (Williams et al., 2011, Moritz & Hergenrother, 2007, Park et al.,
2013, Lioy et al., 2010). Dies gewahrleistet den Erhalt des Plasmides in der Population in
Zeiten, in denen dieses sonst keinen Selektionsvorteil bietet (siehe Abbildung 2). Dies ist vor

allem bei Resistenzplasmiden problematisch, da diese dadurch in der Population auch nach
Ende der Behandlung mit Antibiotika erhalten bleiben.
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Abbildung 2: Schema des Mechanismus von plasmidialen Toxin-Antitoxin Systemen
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Die Funktion von chromosomal kodierten Toxin-Antitoxin Systemen scheint deutlich
komplexer als die der plasmidial kodierten zu sein. Sie beeinflussen den Zellstoffwechsel und
fuhren so zu Persistenz oder sogar Zelltod, was vor allem Typ Il Systeme sind (Page & Peti,
2016). Hierzu passt auch die Beobachtung, dass beispielsweise Mycobacterium
tuberculosum, welches flir seine ausgepragte Persistenz bekannt ist, zahlreiche Toxin-
Antitoxin Systeme auf dem Chromosom besitzt (Abbildung 3). Da sich die Toxin-Antitoxin
Systeme auf dem Chromosom teilweise komplementieren, ist es schwer, die Wirkung eines
einzelnen Systems zu untersuchen. Haufig ist es ndtig, mehrere Systeme zu deletieren, um
eine Veranderung im Zellstoffwechsel beobachten zu konnen (Tsilibaris et al., 2007). Zu den
am besten erforschten Toxin-Antitoxin Systemen gehdren MazEF in Escherichia coli (Sat et
al., 2003), EndoAlA in Bacillus subtilis (Pellegrini et al., 2005)), RelBE in Streptococcus
pneumoniae und E. coli (Nieto et al., 2010) und Axetxe in Enterococcus faecium (Grady &
Hayes, 2003).

m

F —x

DN
/

/A

E. coliK-12
4.6 MB

M. tuberculosis H37Rv
4.4 MB

B
T R <

Abbildung 3: Chromosomal kodierte Toxin-Antitoxin Systeme bei M. tuberculosis (links) und E. coli (rechts)
(Pandey & Gerdes, 2005)

4.4 Das System MazEF aus Escherichia coli

Eines der am besten untersuchten und auch weit verbreiteten Toxin-Antitoxin Systeme ist
MazEF. Es besteht aus der ribosomunabhangigen Endoribonuklease MazF, welche durch
das Protein MazE inhibiert wird. Es handelt sich damit um ein System des Typs Il. Die
Proteinstruktur des Komplexes wurde 2003 von Kamada et al. aufgeklart. Plasmidkodiert
dient es der Plasmidstabilisierung, chromosomal codiert spielt es eine wichtige Rolle in der
Persistenz (Tripathi et al., 2014). MazF schneidet RNA an der haufigen Sequenz ACA.

Aktives MazF vermag daher nahezu alle RNA zu spalten, wodurch die Proteinneusynthese
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zum erliegen kommt. Fir eine Reihe an Sequenzen schneidet MazF allerdings lediglich die
Leader-Sequenz, was zu sogenannten leaderless RNA fuhrt (Vesper et al.,, 2011). Zudem
modifiziert es die Ribosomen, so dass diese nun verstarkt diese leaderless RNA ablesen.
Vermutlich dienen die so transkribierten Proteine dem Uberleben der Zelle wahrend der
Persistenz und stellen sicher, dass nach Ende der Ressourcenknappheit die Zelle wieder in

den Normalzustand zurtickgebracht werden kann.

Eine weitere Hypothese ist, dass MazEF nicht nur fir die Ausbildung von Persistenz,
sondern sogar flr eine bakterielle Apoptose zustandig ist (Marianovsky et al., 2001). Hierbei
sterben einige Zellen ab, um das Uberleben der restlichen Population zu gewahrleisten. Ein
Signalstoff fir diesen Vorgang ist EDF (extracellular death factor), welches die Bindung von
MazE an MazF verhindert sowie die Aktivitat von MazF verstarken soll (Kolodkin-Gal et al.,
2007). Es handelt sich dabei um ein lineares Pentapeptid der Sequenz NNWNN. Die Gruppe
beschrieb auch verwandte Signalstoffe in Bacillus subtilis und Pseudomonas aeruginosa,
welche teilweise auf die untersuchten anderen Spezies wirken. Mdglicherweise dient EDF
also auch dem koordinierten Wachstum der Artengemeinschaft in Biofilmen (Kumar et al.,
2013).

4.5 Das System EndoAlA aus Bacillus subtilis

Ein weiteres gut untersuchtes Toxin-Antitoxin System ist EndoAIA aus Bacillus subtilis,
welches strukturell groRe Ahnlichkeit mit MazEF besitzt (Park et al., 2011). Es handelt sich
dabei ebenfalls um ein System des Typs Il. Das Toxin EndoA schneidet RNA
ribosomunabhangig an der Sequenz UACAU. Dieses Sequenz tritt gehauft in Genen zur
Synthese von Sekundarmetaboliten auf, welche beispielsweise antibiotische Aktivitat

besitzen oder aber fur die Ausbildung eines Biofilms wichtig sind.
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4.6 Escherichia coli

E. coli ist ein gram-negatives begeileltes stdbchenférmiges Darmbakterium. Es gehdrt zu
den Enterobakterien und ist eines der am besten untersuchten Mikroorganismen. In der
Biotechnologie wird E. coli vor allem als Wirtsorganismus fur die Produktion von Proteinen
verwendet, beispielsweise fur die Insulinproduktion (Schmid, 2006). Neben den nicht
krankheitserregenden Stdmmen gibt es auch zahlreiche pathogene Stamme, so dass E. coli
zu den haufigsten Infektionserregern gehdrt. Als Modellorganismus dienen attenuierte
Stadmme wie E. coli K 12, in denen samtliche Risikofaktoren eliminiert wurden. Die in dieser
Arbeit verwendeten Stamme JWO0427-1 und JW2753-1 stammen von E. coli K12 ab. Ein
weiterer attenuierter Stamm ist E. coli B, zu welchem der in dieser Arbeit verwendete Stamm
BL21(DE3) beziehungsweise BL21(DE3)plysS gehdrt. Diese Stammgruppe zeichnet sich

durch ihre verbesserte Fahigkeit zur Uberexpression von Proteinen aus.

4.7 Bacillus subtilis

B. subtilis ist ein gram-positives unbegeileltes stabchenférmiges Bodenbakterium. Es dient
aufgrund seiner geringen pathogenen Wirkung und einfachen Handhabung als
Modellorganismus flir gram-positive Bakterien und ist damit bereits gut untersucht. In der
Biotechnologie wird der Organismus aufgrund seiner Fahigkeit zur Sekretion zur Produktion

von Amylasen und Proteasen verwendet (Schmid, 2006).
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4.8 Zielsetzung

In dieser Arbeit sollten Testsysteme zur Identifizierung von resistenzbrechenden antibiotisch
aktiven Naturstoffen entwickelt werden. Die Testsysteme sollten dabei auf Toxin-Antitoxin
Systemen basieren, da diese haufig auf Resistenzplasmiden zu finden sind und dort eine
Stabilisierung des Plasmids vermitteln. Als Toxin-Antitoxin System wurde das System MazEF
gewahlt, da dieses zum einen weit verbreitet und zum anderen bereits gut erforscht ist.
Dabei sollte die RNAse Aktivitdat von MazF genutzt werden. Das erste Testsystem sollte in
vitro mit Hilfe von gereinigtem MazE und MazF als proximity-Assay entwickelt werden und
eine storfaktorfreie Umgebung zur Untersuchung von Substanzen schaffen. Das zweite
Testsystem sollte in  vivo die natlrliche Situation von MazEF stabilisierten
Resistenzplasmiden in E. coli nachstellen. Die Detektion einer aktiven Substanz sollte hierbei
durch die Expression einer Luciferase und einer dadurch nachgehend detektierbaren
Lumineszenz bei Substratzugabe geschehen. Mit Hilfe des Counterscreens zum in vivo Test
sollten auRerdem Substanzen mit biologischer Aktivitat gegen E. coli identifiziert werden. In
einem weiteren Experiment sollte auBerdem das entwickelte in vivo Testsystem auf das
Toxin-Antitoxin System EndoAlA aus Bacillus subtilis Gbertragen werden, um zu zeigen, dass

das Testverfahren auch mit anderen Toxin-Antitoxin Systemen funktioniert.

Mit Hilfe dieser Testsysteme sollte die Extraktesammlung des IBWF getestet werden und die
zugehdrigen Pilze der positiven Treffer nachfermentiert werden. Aus den daraus
gewonnenen Rohextrakten sollten die aktiven Substanzen isoliert und in biologischen Assays

charakterisiert, sowie die Struktur aufgeklart werden.
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5 Material und Methoden

5.1 Chemikalien

Lésungsmittel

Aceton p.a.

Acetonitril HPLC grade
Cyclohexan p.a.
DMSO p.a.

Ethanol p.a.
Ethylacetat p.a.
Isopropanol p.a.
Methanol p.a.

Toluol p.a.

Medienbestandteile

Bacto™-Casamino Acids
Bacto™-Malt Extract
Bacto™-Nutrient Broth
Bacto™-Pepton
Bacto™-Trypton
Bacto™-Yeast Extract
Difco™ Agar, Granulated
Glucose

Malzextrakt

Weitere Chemikalien

Acrylamid / Bisacrylamid (29:1)
Agarose

Ampicillin

APS

B-PER™ Bacterial Protein Extraction
Reagent

BSA, Fraktion V

cOmplete, EDTA free Tabletten
Chloramphenicol

DTT

Essigsaure

Ethidiumbromid

GeneRuler™ 1kb DNA Ladder
Glycerol

Imidazol

IPTG

Kanamycinsulfat

J.T. Baker, Deventer, Niederlande

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

J.T. Baker, Deventer, Niederlande
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

J.T. Baker, Deventer, Niederlande
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

SHS, Gesellschaft fur Klinische Ernahrung

mbH, Heilbronn
Lindenmeyer GmbH & Co. KG, Weinsberg

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Biozym, Oldendorf

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Thermo Fisher Scientific Inc., USA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Hoffmann-La Roche, Schweiz
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Thermo Fisher Scientific Inc., USA
Merck, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Thermo Fisher Scientific Inc., USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
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Ladepuffer (6x Orange Loading Dye)
L-Glutathion reduziert

Nano-Glo® Luciferase Assay Substrate
Natriumchlorid

Natriumsulfat reinst, entwéassert
PAGE-BIue Protein Staining Solution
PAGE-Ruler Prestained Protein Ladder
Salzsaure p.a. (32 %)
Silicon-Entschaumer

TEMED

Tetracyclinhydrochlorid
Trichloressigsaure

Tween 20

Urea

Thermo Fisher Scientific Inc., USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Promega, USA

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Riedel-de Haén, Seelze

Thermo Fisher Scientific Inc., USA
Thermo Fisher Scientific Inc., USA
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Alle weiteren Chemikalien wurden von Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim oder von

Merck, Darmstadt bezogen.

Wasser

Es wurde Wasser in drei Reinheitsstufen verwendet. Leitungswasser (H.O), destilliertes

Wasser (H2Ouest) und entionisiertes und ultrafiltriertes Reinstwasser (H2Our).

5.2 Enzyme und Antikorper

Enzyme

DNase |

FastAP Thermosensitive Alkaline
Phosphatase

Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase
Restriktionsendonukleasen

RNase A
T4-DNA-Ligase
Taq DNA Polymerase

Antikérper

Anti-His (C-Term)-HRP
Mouse anti Strep-Tag Classic:HRP

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Thermo Fisher Scientific Inc., USA

Thermo Fisher Scientific Inc., USA
Thermo Fisher Scientific Inc., USA;

NEB (New England Biolabs Inc.) Beverly,
USA;

Thermo Fisher Scientific Inc., USA
Thermo Fisher Scientific Inc., USA
Thermo Fisher Scientific Inc., USA

Thermo Fisher Scientific Inc., USA
Bio-Rad, USA
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5.3 Reaktionskits

CloneJET™ PCR Cloning Kit Thermo Fisher Scientific Inc., USA
GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit Thermo Fisher Scientific Inc., USA
GeneJET™ Plant Genomic DNA Purif. Mini Kit Thermo Fisher Scientific Inc., USA
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Macherey-Nagel, Diren

Presto™ Mini gDNA Bacteria Kit Geneaid, Taiwan

5.4 Losungen und Puffer

L1 PBS
NaCl 137 mM
Na,HPO, 10 mM
KCI 2,7 mM
KH2P04 1,8 mM
H2Ogest ad 1 I
pH 7,4

L2 PBST
Tween 20 0,1 %
L1 ad 500 mi

L3 Blocking L6ésung
Tween 20 0,5 %
BSA 3 %
Magermilchpulver 1 %
L1 ad 50 mi

L4 Transferpuffer
Tricin 100 mM
Tris 25 mM
Methanol 20 %
H2O0dest ad 1 I
pH 8,0

L5  SDS Ladepuffer (6x, 10 ml)
Tris-HCI 60 mM
SDS 12 %
Glyzerin 30 %
DTT 0,6 M
Bromphenolblau 5 mg
pH 6,8

L6 Gelpuffer

Tris 1 M
SDS 0,3 %
H.O ad 100 ml

pH 8,45



L7

L8

L9

L10

L11

L12

L13

L14

L15

L16

Anoden Puffer
Tris

HZOdest

pH

Kathoden Puffer
Tris

Tricin

SDS

H20dest

pH

Fixierlosung
Methanol
Eisessig
Hzodest

Entfarbelésung
Methanol
Eisessig

Hzodest

Tris Losung
Tris

Hzodest

pH

Luminol Lésung
Luminol
DMSO

p-Coumarinsaure Lésung

p-Coumarinsaure
DMSO

Ecl | Losung
L11

L12

L13

Hzodest

Ecl Il Losung
L11

H202(30 %)
Hzodest

His Bindepuffer
Natriumphosphat
NaCl

Imidazol

cOmplete, EDTA free
H2Odest

pH

ad

ad

ad

ad

ad

ad

ad

ad

ad

ad

100

8,9

100
100

8,25

50
10
100

30
10

100
8,5

0,44
10

0,15
10

0,1
66
10

—

50
300
20

8,0

mM
mM

%
%
ml

%
%

ml

mM
mM
mM
Stlick
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L17

L18

L19

L20

L21

L22

L23

L24

Strep Bindepuffer
Tris

NaCl

H2Odest

pH

TAE Puffer

Tris
Na,EDTA-L6ésung
(L19)

Essigsaure (100%)
HZOdest

Na:EDTA-L6sung
Na.EDTA x 2 H.0O
HZOdest

pH

Nitratsalzlosung
(20x)

NaNO;

KCI

MgSO4 x 7 H.O
KH.PO,

HZOdest

ad

ad

ad

ad

6,05
4,38
500
8,0

4,84

1,142

186,1

8,0

120
10,4
10,4
30,4
1

Spurenelementlésung (1000x)

COC|2 X 6 Hzo
CUSO4 X5 Hzo
FeSO4 x 7 H,0O
Hs;BOs

MnCl; x 4 H.O
NaEDTA x 2 H.O
Na:MoO, x 2 H,O
ZnS04 x 7 H0
HZOUF

pH

Tris
NaCl
pH

Tris

NaCl
Ethylenglykol
pH

Tris
NaCl
GnHCI

ad

0,17
0,16
0,5
1,1
0,5
5
0,15
2,2
100
6,5

50
500
7,0

50
1
10
7,5

50
500
5

—Q Q@

[(eN(o (o} (o]

ml
(KOH)

mM
mM

mM

%

mM
mM
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L25

Tris 20 mM
NacCl 150 mM
pH 7,0

L26
Tris 20 mM
NaCl 1 M
Glycerol 5 %
pH 7,5

L27
Tris 20 mM
NacCl 1 M
Glycerol 1 %
pH 7,5

L28
Tris 50 mM
NaCl 500 mM
Imidazol 1 M
pH 8

L29 TBS
Tris 6,05 g
NaCl 8,76 g
H2odest ad 1 |
pH 7,5

5.5 Medien

Im Folgenden sind die Zusammensetzungen fir Flissigmedien angegeben. Falls
Festmedien hergestellt werden sollten, wurde zusatzlich 2 % Difco™ Agar zugesetzt. Der pH
wurde mit Hilfe von 1 M HCI oder 1 M NaOH eingestellt. AnschlieBend wurden die Medien
zur Sterilisation fur 25 min bei 121 °C autoklaviert. Antibiotika wurden bei Bedarf

anschliel3end steril zum 45 °C warmen Medium zugegeben.

M1 LB Medium

Bacto™-Trypton 10 g
Bacto™-Yeast Extract 5 g
NacCl 5 g
H2O4est ad 1 |
M2 YT Medium
Bacto™-Trypton 16 g
Bacto™-Yeast Extract 10 g
NaCl 5 g
H2Odest ad 1 [
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M3

M4

M5

M6

M7

M8

M10

M11

M12

HA Medium
Malzextrakt
Hefeextrakt
Glucose
HZOdest

HMG Medium
Malzextrakt
Hefeextrakt
Glucose
Hzodest

MYA30G Medium
Malzextrakt
Hefeextrakt
Glucose

Pepton

HZOdest

Nutrient Broth Medium
Nutrient Broth

NaCl

HZOdeSt

pH

SOB Medium
Trypton

NaCl

Bacto™-Yeast Extract
Hzodest

SOC Medium
M7
Glucoseldsung (1M)

YPD Medium
Hefeextrakt
Pepton
Glucose
HZOdest

MYA50G Medium
Malzextrakt
Hefeextrakt
Glucose

Pepton

HZOdeSt

MEA17NacCl
Bacto™-Malt Extract
Pepton

NaCl

HZOdest

ad

ad

ad

ad

ad

ad

ad

ad

100

10
20
20

10

500

30

170
1

—Q Q —Q Q@ (o N (o) (o} —Q Q@

—Q Q@

—Q Q@@ —Q Q@

—Q Q@
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M13 MM + KP

Glucose 10
Biotinlésung (0,01 %) 250
Thiamindichloridlésung 1
(1 %)
Nitratsalzlésung (L20) 50
Spurenelementlésung 1
(L21)
Kartoffelptreepulver 10
HZOdest ad 1
M14 M9 Medium
Na;HPO; x 7 H.O 12,8
KH2PO, 3
NaCl 0,5
NH,4CI 1
Glukose 10
Casamino Acids 2
MgSO. (1 M) 2
CaCl; (1 M) 0,1
HzOUF ad 1
pH 7,4
M15 CM Medium
Bacto™ Casamino 1
Acids
Bacto™ Pepton 2
Bacto™ Yeast Extract 1
Glukose 10
L20 50
L21 1
pH 6,5
H>Oue ad 1
M16 SABOURAUD Medium
SABOURAUD (2 %)- 30
Dextrose Broth
pH 5,6

HZOUF ad 1

«Q

3 3@



5.6 Plasmide

pET-51b(+)

Das Plasmid pET-51b(+) (Merck KGaA, Darmstadt) tragt die codierende Sequenz des
Streptavidin-Tags Il, das durch eine N-terminale Fusion mit der codierenden Sequenz des
Zielproteins die Expression des entsprechenden Fusionsproteins in Escherichia coli erlaubt.
Zusatzlich oder alternativ besitzt das Plasmid eine optionale C-terminale Histidin-Tag
Sequenz, die fiur 10 Histidine codiert. Die Expression steht unter der Kontrolle des durch
IPTG induzierbaren, starken T7/ac-Promotors. Ein Ampicillin Resistenzgen ermdglicht die

einfache Selektion.

pYES2

Das Plasmid pYES2 (Invitrogen, Karlsruhe) erlaubt die Expression von rekombinanten
Proteinen in Saccharomyces cerevisiae. Die Expression des Zielproteins steht unter der
Kontrolle des Hefe GAL17-Promotors, was die selektive Induktion mittels Galaktose und die
selektive Repression mittels Glukose ermdglicht. Das URA3-Gen vermittelt die Selektion von
Transformanden in S. cerevisiae, das Ampicillin Resistenzgen vermittelt die Selektion von

Transformanden in E. coli.

pGEX-6P-1

Das Plasmid pGEX-6P-1 (GE Healthcare, Freiburg) tragt das Glutathion-S-Transferase
(GST)-Gen, das durch eine N-terminale Fusion mit der codierenden Sequenz des
Zielproteins die Expression des entsprechenden Fusionsproteins in E. coli erlaubt. Die
Expression steht unter der Kontrolle des tac-Promotors, was eine selektive Induktion der
Genexpression durch IPTG erlaubt. Ein Ampicillin Resistenzgen erméglicht eine einfache

Selektion.
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pJET1.2/blunt

Das Plasmid pJET1.2/blunt (MBI Fermentas, St. Leon-Roth) ist ein multicopy Plasmid zur
Klonierung und Amplifikation in E. coli. Durch die Linearisierung des Vektors wird eine
effiziente Ligation von blunt-end PCR-Produkten gewahrleistet. Das ohne Insert rezirkulierte
Plasmid exprimiert ein letales Restriktionsenzym, was die Selektion positiver

Transformanden sicherstellt. Ein Ampicillin Resistenzgen ermdglicht die einfache Selektion.

pEX-A2

Das Plasmid pEX-A2 wird von Eurofins Scientific SE, Luxemburg verwendet, um

synthetisierte Gene zu stabilisieren. Es tragt ein Ampicillin Resistenzgen.

pEXAZNNT7

Das Plasmid pEXA2NNT7 ist eine modifizierte Variante von pEX-A2 mit dem Genkonstrukt

NN sowie einem T7/ac Promotor in Leserichtung des Gens.

pEXA2mazFstrep

Das Plasmid pEXA2mazFstrep enthalt das von Eurofins Scientific SE, Luxemburg

synthetisierte ACA-freie Gen fur MazFstrep.

pJeM1

Das Plasmid pJeM1 tragt das eGFP-Gen hinter dem durch Rhamnose induzierten Promotor

rhaP. Es tragt ein Kanamycin Resistenzgen zur Selektion.

pCAMBIA0380

Die pCAMBIA-Plasmide (CAMBIA, Canberra, Australien; www.cambia.org) werden
gewohnlich bei der Agrobacterium tumefaciens vermittelten Transformation verwendet. Das
Plasmid pCAMBIAQ380 tragt ein Kanamycin Resistenzgen, und wurde bei der Erstellung des

Plasmids pEXNNT7K als Template fir dieses Resistenzgen verwendet.
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5.7 Primer

Die bendétigten Primersequenzen wurden mittels APE (siehe 5.9) entworfen und
anschliefiend mittels des Algorithmus ,Tm Calculator auf der Homepage der Firma Thermo
Fisher Scientific Inc. (USA) Uberprift. Die nachfolgenden Primer (Tabelle 2) wurden von der
Firma MWG-Biotech (Ebersberg, Deutschland) synthetisiert.

Tabelle 2: verwendete Primer

Primer Sequenz 5-3°

P3 GATTACAAGGATGACGACGATAAGTGAGCCGCAGGAGCTC

P4 TCACTTATCGTCGTCATCCTTGTAATCCGCCCCAATCAGTACG

P5 ATTAGGATCCATGGTAAGCCGATACGTAC

P6 TATAGAATTCTCACTTATCGTCGTCATCC
CGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCGCCAACTTTGAAAACAACTTTGAAAAA

P7 GC
TGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAA

P8 GA

P9 GAGAGTGCACCAATTGGGTACCAAGCTTTAATACGACTCACTATAGGGGAATTG

P10 TCATGCTTGCGGCCGCAATTGTTATCCGCTCACAATTCCCCTATAGTGAG

P11 CGCAAGCGAATTCACAGATGGTCTTCACGCTCG

P12 CCATCTGTGAATTCGCTTGCGGCCGCAAT

P17 GAATTCATATGGCAAGCTGGAGCCAC

P18 GCTAAGCTTATTGCTCAGCGGTGGCAG

P25 GCGGTACCGATGATCCACAGTAGCG

P26 GGGCGGCCGCTTACCAGACTTCCTTATCTTTCGGCTC

P32 GGCCGCAAGCATGTTACATGTCA

P33 CGAGCGTGAAGACCATTGACATGTAA

P34 GGTACCGATGATTGTGAAACGCG

P35 GCGGCCGCCTAAAAATCAATGAGTGCC

P36 CCATGGGTTTGTCTGAATCCAGCG

P37 GCGGCCGCTCCTCCGCTGACTAAG

P38 GCGGCATGGATCCATGGGTTTGTCTGAATCCAG

P39 CGGTAAGCTTCTAAAAATCAATGAGTGCCAAAC

S5 CGGTACCGATGGTAAGCCGATACGTACCCG

S6 CGCGGCCGCCTACCCAATCAGTACGTTAATTTTGGC

S7 CGCGGCCGCCCAGACTTCCTTATCTTTCGGCTCTC
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Primer Sequenz 5-3°

S8 GCCATGGTCCACAGTAGCGTAAAGCGTTGG

S9 GCGGTACCGATGATCCACAGTAGCGTAAAGCGTTG

S10 GTGCGGCCGCCCCAATCAGTACGTTAATTTTGGCTTTA

S18 GCAAGCTTTACACAATGTCTATCCACAGTAGCGTAAAGCGTTGGG
S19 CGCTCGAGTTAGTGGTGGTGATGGTGATGATGGT

ITS 1F CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA

ITS 4 TCCTCCGCTTATTGATATGC

RPB1WF |AAGACGAAGAGGCCAAGCAGT

RPB1WR |ACGCAAATAGACAATCGGAACCT

T7 TAATACGACTCACTATAGGG

pJeMfor |TTTCCTGTCAGTAACGAG

5.8 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung von DNA wurde von GATC Biotech AG (Konstanz, Deutschland) und
MWG Biotech (Ebersberg, Deutschland) durchgefihrt.

5.9 Verwendete Programme, Datenbanken und Websites

APE (a plasmid editor)

Das Programm (erstellt von Wayne Davis, verfugbar unter
http://biologylabs.utah.edu/jorgensen/wayned/ape/) dient der Darstellung und Editierung von
DNA-Sequenzen. Es erméglicht neben anderen Funktionen aulerdem die Simulation von
Restriktionsverdauen und bietet die Mdglichkeit des Alignments von zwei oder mehreren

Nukleotidsequenzen.

Multalin

Die Website bietet die Moglichkeit von Multialignments, sowohl fir DNA als auch fir
Proteinsequenzen  (Corpet, 1988), verfigbar unter http://www.sacs.ucsf.edu/cgi-

bin/multalin.py).
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DNA-Protein

Die Website http://www.molbiol.ru/eng/scripts/01_06.html stellt einen Algorithmus zur

Konvertierung von Basenpaaren zu kDa oder Aminosauren und umgekehrt zur Verfligung.

NCBI

Die Datenbank des NCBI (National Center for Biotechnology Information, Rockville Pike,
USA; http://www.ncbi.nih.gov/) diente der Durchfihrung von vergleichenden

Sequenzanalysen mittels blastn und blastp (Altschul, 1997).

Massenspektrendatenbank

Die Massenspektrenbibliothek (IBWF, Kaiserslautern) wurde verwendet, um bereits bekannte

Substanzen zu identifizieren oder um unbekannte Substanzen zu charakterisieren.

ChemSpider

Die Website www.chemspider.com wurde zur Suche von chemischen Strukturen verwendet.

Hier sind, falls vorhanden, fir die Strukturen auch PubMed-Eintrage hinterlegt.

SciFinder

Die Website www.cas.org/products/scifinder wurde ebenfalls zur Suche von chemischen

Strukturen verwendet.

ACD/ChemSketch

Dieses Programm (Download unter http://www.acdlabs.com) wurde zum Zeichnen der

Strukturformeln verwendet.
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5.10 Organismen und Zellkulturen

5.10.1 Organismen fir die Vermehrung von Plasmiden und die Expression von

Proteinen

Die E. coli Stamme wurden auf LB-Festmediumplatten (M1), der S.cerevisiae Stamm wurde

auf YPD-Festmediumplatten (M10) bei +4 °C gelagert. Die verwendeten Stdmme sind in

Tabelle 3 zusammengefasst,

Organismen findet sich unter 5.11.

Tabelle 3: verwendete Organismen fiir die Vermehrung von Plasmiden und die Expression von Proteinen

Stamm Genotyp Quelle
E. coli XL1blue recA1 endA1 gyrA96 Stratagene, La Jolla,

thi-1 hsdR17 supE44 USA
relA1 lac [F" proAB
laclg Z_M15 Tn10
(Tetr)

BL21(DE3) fhuA2 [lon] ompT gal (A | Merck KGaA,
DE3) [dcm] AhsdS) Darmstadt

BL21(DE3)pLysS | ompT gal dcm lon Merck KGaA,
hsdSB(rB—-mB-) A(DE3 | Darmstadt
[lacl lacUV5-T7p07
ind1 sam7 nin5])
[malB+]K-12(AS)
pLysS[T7p20 orip15A]
(CmR)

JW0427-1 A(araD-araB)567, (Baba et al., 2006),
AlacZ4787(::rmB-3), Keio Collection
AclpP723::kan, N, rph-
1, A(rhaD-rhaB)568,
hsdR514

JW2753-1 A(araD-araB)567, (Baba et al., 2006),
AlacZ4787(::rrnB-3), N, | Keio Collection
AchpA791::kan, rph-1,
A(rhaD-rhaB)568,
hsdR514

S. cerevisiae INVSc1 MATa; his3A1; leu2; Thermo Fisher

trp1-289; ura3-52

Scientific Inc., USA

eine genauere Beschreibung der Aufbewahrung der
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5.10.2 Testorganismen fur die biologische Charakterisierung
Die Testorganismen wurden auf den jeweiligen Medien bei +4 °C gelagert. Die jeweiligen

Medien und Inkubationstemperaturen sind in Tabelle 4 angegeben.

Tabelle 4: verwendete Organismen fiir die biologische Charakterisierung

Organismus Inkubationstemperatur | Verwendetes Medium
¢ C)

Bakterien | Bacillus brevis 37 M6
ATCC 9999
Staphylococcus 37 M6
aureus ATCC
11632

Pilze Botrytis cinerea® | Raumtemperatur M3
Candida albicans | 37 M16
ATCC 90028
Magnaporthe 28 M15
oryzae 70-15
Mucor miehei TU | 37 M3
284
Paecilomyces 37 M3
variotii ETH
114646
Penicillium 27 M3
notatum*
Phytophthora 18 M3
infestans ATCC
208835

Die mit * gekennzeichneten Stamme wurden der Stammsammlung des IBWF Kaiserslautern

entnommen.
Pflanzen-Keimungshemmungstest
Kolbenborstenhirse Setaria italica L. (Poaceae)

Kresse Lepidium sativum L. (Brassicaceae)

5.10.3 Zelllinie fur Cytotoxizitatstest
HelLa-S3 DSMZ ACC 161 (Epitheliales Cervixkarzinom, human)

5.10.4 Bearbeitete Pilzstamme

Folgende Pilzstamme wurden vom IBWF Kaiserslautern zur Fermentation im 20 |-Mafl3stab
zur Verfugung gestellt: IBWF 12013, IBWF 12066, IBWF 15001

Zur Aufbewahrung siehe 5.11.3.
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5.11 Aufbewahrung der Organismen

5.11.1 Kultivierung von Escherichia coli

Zur langfristigen Aufbewahrung von Stammen wurde ein Glyzerolstock angefertigt. Dazu
wurde der gewulnschte E. coli Stamm uber Nacht in 5 ml LB Medium (M1) mit dem
entsprechenden Antibiotikum bei 37 °C und 220 Upm inkubiert. AnschlieRend wurden 2 ml
der Kultur in ein steriles 2,5 ml Reaktionsgefald Uberfihrt, fir 2 min bei 13200 Upm
zentrifugiert und der Uberstand dekantiert. Das Pellet wurde in 250 yl LB Medium (M1)
aufgenommen, mit 250 pl 50 % Glycerol gemischt und bei -80 °C aufbewahrt. Von diesen
Dauerkulturen wurden bei Bedarf Verdinnungsausstriche auf Selektionsplatten gemacht. Die
Platten wurden spatestens nach zwei Wochen auf frische Selektionsplatten tberimpft und
nicht mehr als vier Mal erneut ausgestrichen. Bis zur weiteren Verwendung wurden die
Platten bei +4 °C gelagert.

5.11.2 Kultivierung von Saccharomyces cerevisiae

Zur langfristigen Aufbewahrung von Stammen wurde ein Glyzerolstock angefertigt. Dazu
wurde der gewunschte S. cerevisiae Stamm Uber Nacht in 5 ml YPD Medium (M10) bei
30 °C und 220 Upm inkubiert. AnschlieRend wurden 2 ml der Kultur in ein steriles 2,5 ml
Reaktionsgefall Uberfiihrt, flir 2 min bei 13.200 Upm zentrifugiert und der Uberstand
dekantiert. Das Pellet wurde in 500 yl YPD Medium (M10) aufgenommen, mit 500 ul 50 %
Glycerol gemischt und bei -80 °C aufbewahrt. Von diesen Dauerkulturen wurden bei Bedarf
Verdinnungsausstriche auf Selektionsplatten gemacht. Die Platten wurden spatestens nach
zwei Wochen auf frische Selektionsplatten Uberimpft und maximal vier Mal erneut

ausgestrichen. Bis zur weiteren Verwendung wurden die Platten bei +4 °C gelagert.

5.11.3 Kultivierung von Pilzen

Die verwendeten Pilze wurden vom IBWF zur Verfigung gestellt und dort auf
Schragréhrchen bei 4 °C als Dauerkultur gelagert. Die Kulturen wurden nach Erhalt im
Allgemeinen auf HA (M3)- oder HMG (M4)- Platten inokuliert und nach Bewachsen der Platte
auf eine frische Uberimpft (da einige Pilze sehr langsam wuchsen, variierte dieser Zeitpunkt
zwischen 2-4 Wochen). Die Platten wurden mit Parafiim® M (Brand GmbH & Co. KG,

Wertheim) versiegelt und bei Raumtemperatur gelagert.
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5.12 Fermentationen

5.12.1 Fermentation im 1 | Schuittelkolben

Es wurden 500 ml Medium (HA (M3) oder HMG (M4)) in 11 Erlenmeyerkolben mit einer
Schikane mit Myzel von Festmediumplatten beimpft und bei Raumtemperatur mit 120 Upm
auf Plattformschittlern (Orbital Incubator, Sanyo Electric Co., Minchen) inkubiert. Alle zwei
Tage wurde der Gehalt an freier Glucose (DIABUR Test 5000 Teststreifen, 50 St. Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim) und der pH-Wert (MP220, Mettler Toledo, Gief3en) ermittelt.
Die Fermentation wurde beendet, sobald keine freie Glucose mehr vorhanden war. Das
Kulturfiltrat wurde durch Filtration vom Myzel getrennt und beides wie unter 5.13.1

beschrieben aufgearbeitet.

5.12.2 Fermentation in 5 | Schuttelkolben

Zur Fermentation von Wallemia muriae IBWF 15001 wurden drei 5 | Kolben mit 4 Schikanen
mit je 2,51 HMG-Medium (M4) mit Silikonentschdumer verwendet. Diese wurden bei
Raumtemperatur mit 120 Upm auf Plattformschuttlern inkubiert. In regelmaRigen Abstanden
wurden je 100 ml Tagesprobe aus einem Kolben entnommen. Der pH-Wert und der
Glukosegehalt der Probe wurden gemessen. Das Myzeltrockengewicht wurde bestimmt, in
dem von der Halfte der Probe das Myzel getrocknet und gewogen wurde. Die andere Halfte
der Probe wurde durch Filtration in Kulturfiltrat und Myzel getrennt und beides extrahiert
(5.13.1). Die Fermentation wurde beendet, sobald keine freie Glucose mehr vorhanden war.
Das Kulturfiltrat wurde durch Filtration vom Myzel getrennt und beides wie unter 5.13.1

beschrieben aufgearbeitet.
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5.12.3 Fermentation im 20 | Malstab

Zur Gewinnung ausreichender Mengen Rohextrakt fir die Isolierung von Reinsubstanzen
wurde im 201 Malstab fermentiertt Dem Medium wurde vor dem Autoklavieren
Silikonentschaumer zugegeben. Als Inokulum diente eine frische, gut bewachsene 500 ml
Kultur des selben Mediums. Die Fermenter (Typ Biostat A-20, Fa. Braun, Melsungen) wurden
bei 22 °C mit einer Luftzufuhr von 3 I/min und Rihren bei 120 Upm betrieben. In
regelmafigen Abstanden wurden je 100 ml Tagesproben entnommen. Der pH-Wert und der
Glukosegehalt der Probe wurden gemessen. Das Myzeltrockengewicht wurde bestimmt, in
dem von der Halfte der Probe das Myzel getrocknet und gewogen wurde. Die andere Halfte
der Probe wurde durch Filtration in Kulturfiltrat und Myzel getrennt und beides extrahiert
(5.13.1). Die Fermentation wurde beendet, sobald keine freie Glucose mehr vorhanden war.
Das Kulturfiltrat wurde durch Filtration vom Myzel getrennt und bei Bedarf beides wie unter

5.13.1 beschrieben aufgearbeitet.

5.13 Methoden der Aufreinigung und Analyse der Sekundarmetabolite

5.13.1 Extraktion von Kulturfiltrat und Myzel

Das Kulturfiltrat der Nachfermentationen oder der Tagesproben wurde 1:1 (V:V) mit
Ethylacetat in einem Scheidetrichter ausgeschuttelt. Die Losemittelphase wurde Uber einen
Papierfilter (Schleicher & Schuell GmbH, Dasseln) mit Na.SOs wasserfrei getrocknet, in
einen  Rundkolben  Uberfihrt und unter Vakuum zur Trockene eingeengt
(Rotationsverdampfer Heidolph Laborota 4002; SpeedVac Jouan RC 10.11). Myzel der
Nachfermentationen oder der Tagesproben wurde in einen Erlenmeyerkolben gegeben, mit
Methanol bedeckt und fur 1 h geruhrt. Die Flussigkeit wurde Uber einen Papierfilter in einen
Rundkolben Uberflihrt und bis zur Trockene eingeengt. Das Extrakt wurde bei Tagesproben
in 500 pl Methanol aufgenommen und bei Nachfermentationen auf 100 mg/ml bzw. 10 mg/ml
fur Messungen (5.13.2) eingestellt. Bis zur Verwendung wurden die Extrakte bei -20 °C

gelagert.
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5.13.2 Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC)

Zur Analyse von Rohextrakten diente die analytische HPLC. Dazu stand eine mit einem DAD
ausgestattete HPLC-Anlage (HP 1100 Series Il HPLC-System, Hewlett Packard, Waldbronn)
mit RP18-Trennsaule (LiChrospher 100, 125 x 4 mm, 5 um, Merck, Darmstadt) zur
Verfigung. Die Proben wurden mit einer Standerd-Methode (Tabelle 5) untersucht. Als
Elutionsmittel dienten Acetonitril und H.Our mit 0,1 % TFA, die Temperatur der Saule betrug
40 °C und die Flussrate 1 ml/min. Auf die Zugabe von 0,1 % TFA wurde nur verzichtet, wenn
die TFA zu einer schlechteren Detektierbarkeit der zu untersuchenden Substanz flhrte. Es
wurden 5-10 pl Tagesprobenextrakt beziehungsweise 50-100 ug Probe injiziert, wobei die
Proben zuvor zentrifugiert (1 min bei 13.200 rpm) oder filtriert wurden, um Schwebstoffe zu

entfernen.

Tabelle 5: Standardgradient analytische HPLC

Zeit [min] H>Our mit 0,1 % TFA [%] Acetonitril [%]
0 99 1

20 0 100

24 0 100

25 99 1

Durch Zuschalten eines Fraktionssammlers (Analyt-FC, Hewlett Packard, Waldbronn)
konnten die Extrakte in eine 96-Well-Platte zur weiteren Aktivitatsanalyse abgelegt werden.
Es wurden dafiir 400 ug Extrakt verwendet. Nach der Fraktionierung wurden die Platten

getrocknet und im in vivo Test (5.18) eingesetzt.

5.13.3 HPLC-MS

Die HPLC-MS (HPLC/MSD-System Series 1100, Hewlett-Packard, Waldbronn) diente der
Bestimmung der Molekulmasse (bzw. des m/z-Verhaltnisses). Es wurde eine RP18-Saule
(Superspher 100, 125x2 mm, 4 pm, Merck, Darmstadt) bei 40 °C verwendet. Die
Massenspektren wurden mit APCI bei Kapillarspannungen von 3.500 V (positiv) bzw. 2.200 V
(negativ) aufgenommen. Der Coronastrom betrug 4 pA (positiv) bzw. 12 pA (negativ). Die
Verdampfungstemperatur betrug 400 °C und die Fragmentorspannung 140 V. Der Gradient
und die Eluenten entsprachen den unter Analyse (5.13.2) beschriebenen Bedingungen,
allerdings bei einer Flussrate von 0,45 ml/min. Die Ansauerung des Wassers geschah hier
aullerdem mit 0,1 % HCOOH. Auf die Ansauerung wurde hier ebenfalls nur verzichtet, falls

dies zu einer schlechteren Detektierbarkeit der zu untersuchenden Substanz fihrte.
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5.13.4 Aufreinigung von Sekundarmetaboliten

Niederdruck- Fliissigkeitschromatographie (Flash-Chromatographie)

Die Niederdruck- Flussigkeitschromatographie (puriFlash 4250, Interchim, Mannheim) wurde
zur Vortrennung von Rohextrakten verwendet. Dazu wurde das Extrakt an Kieselgel
(Geduran Si 60, Merck, Darmstadt) gebunden und Uber eine Kieselgelsaule fraktioniert. Als
Eluenten wurden Cyclohexan, Ethylacetat und Methanol verwendet. Die Fraktionengrofle

betrug 250 ml, der Gradient ist in Tabelle 6 dargestellt.

Tabelle 6: Gradient zur Trennung durch LPLC

Fraktion Methanol [%] Cyclohexan [%] Ethylacetat [%]
1 0 100 0

2 0 100 0

3 0 0 100

4 0 0 100

5 50 0 50

6 100 0 0

7 100 0 0

8 100 0 0

9 100 0 0

Festphasenextraktion an Chromabond-Kartuschen

Die C18 ec-Saulenkartuschen (Macherey Nagel, Diren) dienten der Vorreinigung von
Rohextrakten und entsprechenden Zwischenprodukten. Dazu wurden die Saulen erst mit
den Eluenten Acetonitril und H.Our (bei Bedarf mit 0,1 % TFA) konditioniert. Anschlielend
wurde das Extrakt aufgebracht und mit den gewtlinschten Eluentengemischen mit dreifachem

Saulenvolumen eluiert.

Praparative HPLC

Zur Isolation von Reinsubstanzen wurde das HPLC System von Jasco (JASCO Labor- und
Datentechnik GmbH, Gross-Umstadt) verwendet. Es wurden die folgenden Saulen

eingesetzt:

SunFire C18 Saule (100 A, 5 um, 19 mm x 250 mm, 1/pkg OBD; Best.Nr. 186004027;
Waters S.A.S., Saint-Quentin, Frankreich)

Zorbax Eclipse XDB-Phenyl, 250 x 9,4 mm (Agilent Technologies, USA)

Der Fluss wurde den Herstellerangaben der Saulen entsprechend eingestellt, die Temperatur
betrug 22 °C. Als Elutionsmittel dienten H.Our mit 0,1 % HCOOH und MeCN. Die geeignete
(Elutions-) Methode wurde durch Tests in kleinem MaRstab an der HPLC Agilent 1100 Series

auf die jeweilige Substanz angepasst und anschlieRend auf das Jasco-System umgerechnet.
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Die so gewonnenen Fraktionen wurden in einen Rundkolben Uberfihrt und unter Vakuum zur
Trockene eingeengt. Nach jedem Reinigungsschritt wurden ausgewahlte Fraktionen per
HPLC (5.13.2) auf ihre Reinheit untersucht. Waren weiterhin Verunreinigungen vorhanden,
wurde die Reinigung fortgesetzt. Im anderen Fall wurden die Fraktionen erneut an der
HPLC/MS gemessen (5.13.3), der Reinheitsgrad bestimmt und die Substanz charakterisiert.
Zur biologischen Charakterisierung wurde die Substanz dazu in einem adaquaten

Lésungsmittel aufgenommen und wie unter 5.17 und 5.18 beschrieben untersucht.

5.14 Molekularbiologische Methoden

5.14.1 Praparation von Nukleinsauren

Aus Escherichia coli

Zur Gewinnung von Plasmiden wurde eine E. coli Kultur in 5 ml LB-Flissigmedium (M1) bei
37 °C und 220 Upm Uber Nacht inkubiert und anschlieBend mit dem GeneJET™ Plasmid
Miniprep Kit aufgearbeitet.

Zur Gewinnung von genomischer DNA wurde eine E. coli Kultur in 5 ml LB-Flissigmedium
(M1) bei 37 °C und 220 Upm Uber Nacht inkubiert und anschlieRend mit dem Presto™ Mini
gDNA Bacteria Kit aufgearbeitet.

Aus Bacillus subtilis

Zur Gewinnung von genomischer DNA wurde eine B. subtilis Kultur in 5ml LB-
Flissigmedium (M1) bei 37 °C und 220 Upm uber Nacht inkubiert und anschlieRend mit dem
Presto™ Mini gDNA Bacteria Kit aufgearbeitet.

Aus Pilzen

Zur Gewinnung von genomischer DNA wurde das GeneJET™ Plant Genomic DNA Purif.
Mini Kit verwendet. Dazu wurde Myzel des entsprechenden Pilzes lyophilisiert, in fllissigem
Stickstoff schockgefroren und zu feinem Pulver gemdrsert. AnschlieBend wurde nach

Herstellerangaben vorgegangen.
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Konzentrationsbestimmung

Die Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren erfolgte am NanoDrop ND-1000

(NanoDrop Technologies, Rocky River, USA).

5.14.2 Polymerase-Kettenreaktion

Die PCR wurde zur Amplifikation von DNA-Fragmenten fir die Praparation oder Analyse

verwendet. Es kamen dabei die Tag-Polymerase (Thermo Fisher Scientific Inc., USA) flr

Amplifikationen zur spateren Analyse sowie die Phusion-Polymerase (Thermo Fisher

Scientific Inc., USA) fiur Amplifikationen zur Konstruktion von Plasmiden zum Einsatz. Die

Schmelztemperatur der Primer wurde mittels des online-Tu-Rechners des Herstellers
ermittelt. Im Folgenden (Tabelle 7, Tabelle 8, Tabelle 9, Tabelle 10) sind die Standard
Ansatze und Programme (GeneAmp PCR System 9700 von Applied Biosystems, Darmstadt)

fur beide Polymerasen dargestellt.

Tabelle 7: Standard Ansatz fiir eine PCR mit Taq-Polymerase

Komponente Volumen [ul]
10x Puffer + MgCl, 5

Forward Primer (5 pmol/ul) 2,5

Reverse Primer (5 pmol/ul) 2,5
dNTP-Mix (10 mM) 1
DNA-Template (50-100 ng/ul) |1
DreamTag-Polymerase 1

H2Our ad 50

Tabelle 8: Standard Ansatz fiir eine PCR mit Phusion-Polymerase

Komponente Volumen [ul]
5x Puffer-HF 10

Forward Primer (5 pmol/ul) 2,5

Reverse Primer (5 pmol/ul) 2,5
dNTP-Mix (10 mM) 1
DNA-Template (50-100 ng/ul) |1
Phusion-Polymerase 0,5

H2Our ad 50

Tabelle 9: Standard Programm fiir eine PCR mit Taq-Polymerase

Initiale Denaturierung 5 min 94 °C
35 Zyklen:

Denaturierung 30s 94 °C
Annealing 45 s Tw-2 °C
Elongation ca. 1 min/kb 72 °C
Terminale Elongation 10 min 72 °C
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Tabelle 10: Standard Programm fiir eine PCR mit Phusion-Polymerase

Initiale Denaturierung 30s 98 °C
35 Zyklen:

Denaturierung 10s 98 °C
Annealing 30s Tu+3 °C
Elongation ca. 30 s/kb 72°C
Terminale Elongation 10 min 72 °C

5.14.2.1 MiniChange PCR (MC-PCR)

Die Methode wurde in Anlehnung an die QuickChange PCR entwickelt, um kleinere
Veranderungen an Plasmiden, wie etwa das Einfihren kurzer Tags, vorzunehmen. Dazu
wurden zunachst Primer entworfen, welche die neue Sequenz beinhalten und jeweils zu
beiden Seiten mit etwa 15 Nukleotiden mit der Ausgangssequenz komplementar sind. Nach
Durchfiihren der PCR wurden zum Abbau des Templates zu 19 ul des Ansatzes 1 pl Dpnl
gegeben und 1 h bei 37 °C verdaut. 4 pyl des Ansatzes wurden direkt in E. coli XL1blue
transformiert (5.14.5). Im Folgenden sind der Standard Ansatz (Tabelle 11) und das
Programm (Tabelle 12) dargestellt.

Tabelle 11: Standard Zusammensetzung fiir eine MC-PCR

Komponente Volumen [ul]
5x Puffer-HF 10
Forward Primer (ca. 125 ng) 2

Reverse Primer (ca. 125 ng) 2
dNTP-Mix (10 mM) 1
DNA-Template (20-50 ng) 1
Phusion-Polymerase 1
H20ur ad 50

Tabelle 12: Standard Programm fiir eine MC-PCR

Initiale Denaturierung 30s 98 °C
18 Zyklen:

Denaturierung 30s 98 °C
Annealing 1 min Tu+3 °C
Elongation ca. 30 s/kb 72 °C
Terminale Elongation 10 min 72 °C

5.14.2.2 Restriction Free PCR (RF PCR)
Die RF-PCR wurde nach Bond und Naus durchgefiihrt (Bond & Naus, 2012). Sie dient dem
Einfligen von DNA-Abschnitten in Plasmide ohne die Verwendung von Restriktionsstellen

oder homologen Rekombinationsstellen.
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5.14.3 Restriktion von Nukleinsauren und Gelelektrophorese

Restriktion von Nukleinsauren

Flar Ansatze mit mehreren Enzymen wurden die Angebote auf den Websites der Hersteller
zur Ermittlung der passenden Puffersysteme genutzt. Es wurde nach Herstellerangaben

vorgegangen. Im folgenden (Tabelle 13, Tabelle 14) sind die Ansatze angegeben.

Tabelle 13: Zusammensetzung fiir einen Restriktionsansatz zur Kontrolle eines Plasmids oder DNA-Fragments

Komponente Menge
DNA 400-800 ng
10x Restriktionspuffer 2 ul
Restriktionsenzym 0,5 ul
H20ur ad 20 pl

Tabelle 14: Zusammensetzung fiir einen Restriktionsansatz zur spéteren Klonierung

Komponente Menge
DNA 1-5 ug
10x Restriktionspuffer 5yl
Restriktionsenzym 1 ul
H20ur ad 50 pl

Falls Plasmide zu Klonierungszwecken restriktionsverdaut wurden, wurden diese aul’erdem
dephosphoryliert. Dazu wurde dem Ansatz nach Durchfihren der Restriktion 1 yl FastAp

zugegeben, fir 10 min bei 37 °C inkubiert und anschlielend fir 5 min bei 65 °C deaktiviert.

Gelelektrophorese und Dokumentation

Zur elektrophoretischen Auftrennung von Nukleinsduren wurden 1 % Agarosegele
verwendet. Die Agarose wurde dazu in TAE-Puffer (L18) geldst, welcher auch als Laufpuffer
diente. Die Proben wurden mit Ladepuffer versetzt. Als GréRenstandard diente die
GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder. Die Auftrennung erfolgte bei einer konstanten Spannung von
50-100 V. Zur Dokumentation wurden die Gele in Ethidiumbromidlésung (ca. 10 pg/ml)
angefarbt und mittels dem FluorS-Multiimager (Biorad, Minchen) und dem Programm

Quantity One 4.3.1 (Biorad, Munchen) aufgenommen.

Isolierung von DNA-Fragmenten

Die DNA-Fragmente wurden aus angefarbten Agarosegelen mit Hilfe eines Skalpells

ausgeschnitten und mit dem NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Kit gereinigt.
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5.14.4 Ligation

Fir die Ligation wurde etwa 50 ng Plasmid und die zwei- bis dreifache Menge Insert
verwendet. Ligationen des pJET1.2/blunt-Plasmids wurden nach Herstellerangaben
durchgefihrt. Eigene Ligationen (Zusammensetzung Tabelle 15) wurden fiir 60 min bei 22 °C
ligiert und 10 min bei 65 °C inaktiviert.

Tabelle 15: Standard Zusammensetzung fiir eine Ligation

Insert-DNA 10 pl
Plasmid 5ul
10x Puffer 2 ul
H2Our 2 Ul
T4-Ligase 1yl

5.14.5 Transformation von Escherichia coli

Herstellen von elektrokompetenten Escherichia coli

Eine Glyzerolkultur des gewilnschten E. coli Stammes wurde auf eine entsprechende
Selektionsplatte ausgestrichen und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Von dieser Platte wurde
eine Einzelkolonie verwendet, um eine 5 ml Kultur mit entsprechender Selektion anzusetzen.
Diese wurde Uber Nacht bei 37 °C und 220 Upm inkubiert und am nachsten Tag als Inokulum
fur 500 ml Medium (M1 mit 3,6 g Glucose/l) verwendet. Die Kultur wurde bei 37 °C und
220 Upm bis zu einer ODswo von 0,5-0,8 wachsen gelassen und nachfolgend auf Eis flr
10 min gekuhlt. Die Zellen wurden bei 4000 Upm und 4 °C fur 10 min in der Zentrifuge GR
422 (Jouan S.A., St Herblain Cedex, Frankreich) pelletiert. Das Pellet wurde zweimal in
eiskalten sterilen H.Our resuspendiert und wie beschrieben pelletiert. Anschlieend wurde
zweimal mit steriler eiskalter Glyzerol-Lésung (10 % in H>Our) resuspendiert und pelletiert.
Der Uberstand wurde nun bis auf etwa 2 ml dekantiert und das Pellet resuspendiert. Die
Suspension wurde in 75 pl Aliquots in sterile eiskalte 1,5 ml Reaktionsgefalie verteilt, in

flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.
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Transformation von elektrokompetenten Escherichia coli

Die Transformation der elektrokompetenten E. coli mit Plasmid-DNA (3 pl eines
Ligationsansatzes oder ca. 100ng eines Plasmids) erfolgte in 1 mm-
Elektroporationskiivetten (PeqLab, Erlangen) und mit Hilfe des Gene Pulser Il (Biorad,
Minchen) mit den Einstellungen 25 uF, 1,3 kV, 200 Q und 12,5 kV/cm. Anschlief’end wurden
die Zellen in 200 yl SOC- Medium (M8) resuspendiert, in ein 15 ml Reaktionsgefal’ Gberflhrt
und fur 1 h bei 37 °C und 220 Upm inkubiert. Danach wurde der Transformationsansatz auf
die entsprechende Selektionsplatte ausplattiert, eine zweite Platte wurde mit dem benutzten

Drigalskispatel Uberstrichen. Die Inkubation erfolgte tiber Nacht bei 37 °C.

5.14.6 Transformation von Saccharomyces cerevisiae

Die Herstellung und Transformation von S. cerevisiae erfolgte nach dem pYES2-Handbuch
von Invitrogen (Cat. no. V825-20).

5.14.7 Klonierungen
Die Plasmidkarten finden sich im Anhang (10.5).

5.14.7.1 pETmazEF

Zur Expression von MazEF wurde mittels PCR aus gDNA (5.14.1) von E. coli BL21(DE3) das
zu exprimierende mazEF mittels der spezifischen Primer S9 und S10 amplifiziert. Diese
fugen eine Restriktionsschnittstelle fur die Enzyme Kpnl und Notl, welche bereits auf dem
Plasmid pET51b(+) vorhanden sind, ein. Das PCR-Produkt wurde schlielich in den Vektor
pJET1.2 ligiert. AnschlieRend wurde dieses wieder ausgeschnitten und in den komplementar
restringierten Vektor pET51b(+) ligiert, wobei dadurch mazE in frame N-Terminal an den
Strep-Tag und mazF in frame C-Terminal an den His-Tag ligiert. Das Konstrukt wurde
sequenziert und in E. coli BL21(DE3) bzw. BL21(DE3)pLysS transformiert (5.14.5).
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5.14.7.2 pETmazEhis

Zur Expression von MazEhis wurde mittels PCR aus pETmazEF das zu exprimierende mazE
mittels der spezifischen Primer S7 und S8 amplifiziert. Diese fiigen eine
Restriktionsschnittstelle fir die Enzyme Notl und Ncol, welche bereits auf dem Plasmid
pET51b(+) vorhanden sind, ein. Das PCR-Produkt wurde schlief3lich in den Vektor pJET1.2
ligiert. AnschlieBend wurde dieses wieder ausgeschnitten und in den komplementar
restringierten Vektor pET51b(+) ligiert, wobei dadurch mazE in frame C-Terminal an den His-
Tag ligiert. Das Konstrukt wurde sequenziert und in E. coli BL21(DE3), BL21(DE3)pLysS, JW
2753-1 oder JW 0427-1 transformiert (5.14.5).

5.14.7.3 pETmazFstrep

Zur Expression von MazFstrep wurde mittels PCR aus pETmazEF das zu exprimierende
mazF mittels der spezifischen Primer S5 und S6 amplifiziert. Diese fligen eine
Restriktionsschnittstelle flir die Enzyme Kpnl und Notl, welche bereits auf dem Plasmid
pET51b(+) vorhanden sind, ein. Das PCR-Produkt wurde schliefdlich in den Vektor pJET1.2
ligiert. Anschlielend wurde dieses wieder ausgeschnitten und in den komplementar
restringierten Vektor pET51b(+) ligiert, wobei dadurch mazF in frame N-Terminal an den
Strep-Tag ligiert. Das Konstrukt wurde sequenziert und in E. coli BL21(DE3) und
BL21(DE3)pLysS, transformiert (5.14.5).

5.14.7.4 pETmazFstrepACA

Zur verbesserten Expression von MazFstrep wurde aus pEXA2mazFstrep das zu
exprimierende mazFstrep mittels Restriktionsverdau durch die Enzyme Ncol und Sacl
ausgeschnitten, und in den komplementar restringierten Vektor pET51b(+) ligiert. Das
Konstrukt wurde sequenziert und in E. coli BL21(DE3) bzw. BL21(DE3)pLysS transformiert
(5.14.5).

5.14.7.5 pETmazEstrep

Zur Expression von MazEstrep wurde aus pETmazEF das zu exprimierende mazE mittels
der spezifischen Primer P25 und P26 amplifiziert. Diese fugen eine Restriktionsschnittstelle
fur die Enzyme Notl und Kpnl, welche bereits auf dem Plasmid pET51b(+) vorhanden sind,
ein. Das PCR-Produkt wurde schlief3lich in den Vektor pJET1.2 ligiert. Anschlielend wurde
dieses wieder ausgeschnitten und in den komplementar restringierten Vektor pET51b(+)
ligiert, wobei dadurch mazE in frame an den Strep-Tag ligiert. Das Konstrukt wurde
sequenziert und in E. coli BL21(DE3) bzw. BL21(DE3)pLysS transformiert (5.14.5).
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5.14.7.6 pdeMmazEF

Zur Expression von MazEF unter rhaP-Kontrolle wurde mittels PCR aus pETmazEF das zu
exprimierende mazEF mittels der spezifischen Primer S17 und S18 amplifiziert. Diese fugen
eine Restriktionsschnittstelle fir die Enzyme Ndel und Hindlll, welche bereits auf dem
Plasmid pJeM1 vorhanden sind, ein. Das PCR-Produkt wurde schlielich in den Vektor
pJET1.2 ligiert. AnschlieRend wurde dieses wieder ausgeschnitten und in den komplementar
restringierten Vektor pJeM1 ligiert. Das Konstrukt wurde sequenziert und in E. coli
BL21(DE3) bzw. BL21(DE3)pLysS, bei Bedarf zusammen mit pEXA2ZNNT7, transformiert
(5.14.5).

5.14.7.7 pJeMmazF

Zur Expression von MazF unter rhaP-Kontrolle wurde mittels PCR aus pETmazFstrep das zu
exprimierende mazF mittels der spezifischen Primer S17 und S18 amplifiziert. Diese fligen
eine Restriktionsschnittstelle fir die Enzyme Ndel und Hindlll, welche bereits auf dem
Plasmid pJeM1 vorhanden sind, ein. Das PCR-Produkt wurde schlief3lich in den Vektor
pJET1.2 ligiert. AnschlieRend wurde dieses wieder ausgeschnitten und in den komplementar
restringierten Vektor pJeM1 ligiert. Das Konstrukt wurde sequenziert und in E. coli
BL21(DE3) bzw. BL21(DE3)pLysS, bei Bedarf zusammen mit pEXA2NNT7, transformiert
(5.14.5).

5.14.7.8 pYES2mazEhis

Das Plasmid pYES2mazEhis wurde verwendet, um MazEhis in S. cerevisiae zu exprimieren.
Durch die spezifischen Primer S18 und S19 und das Plasmid pETmazEF wurde das zu
exprimierende mazEhis amplifiziert und Restriktionsschnittstellen fir Hindlll und Xhol
eingeflgt, welche bereits auf dem Plasmid pYES2 vorhanden sind. Das PCR-Produkt wurde
schliel3lich in den Vektor pJET1.2 ligiert. Anschlielend wurde dieses wieder ausgeschnitten
und in den komplementar restringierten Vektor pYES2 ligiert. Das Konstrukt wurde

sequenziert und in S. cerevisiae transformiert (5.14.6).

5.14.7.9 pEXNNT7

Das Plasmid pEXNNT7 ist eine modifizierte Variante vom Plasmid pEXA2NN. Dabei wurde
mittels der spezifischen Primer P9 und P10 in einer MC-PCR (5.14.2.1) ein T7/lacO
Promotor vor das Luciferase-Gen eingefiihrt. Das erhaltene Plasmid pEXA2NNT7 wurde
zum einen in E. coli BL21(DE3) bzw. BL21(DE3)pLysS transformiert (5.14.5), und zum

anderen weiter bearbeitet.
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5.14.7.10 PEXIFNNT7K

Das Plasmid pEXIFNNT7K ist eine modifizierte Variante von pEXNNT7, indem das Ampicillin
Resistenzgen durch eine Insertion mit einem Kanamycin Resistenzgen inaktiviert wurde und
die das Luciferasegen wieder in-frame gebracht wurde. Dazu wurde mittels der spezifischen
Primer P7 und P8 eine RF-PCR (5.14.2.2) durchgeflhrt. Als Template fur das Kanamycin
Resistenzgen diente das Plasmid pCAMBIAQ0380. Fir die Deletion am Luciferasegen wurde
mittels der spezifischen Primer P11 und P12 in einer MC-PCR (5.14.2.1) die Sequenz vor
dem Luciferase-Gen so verandert, dass diese wieder in frame mit dem Start-Codon liegt.
Das Konstrukt wurde sequenziert und in E. coli BL21(DE3) bzw. BL21(DE3)pLysS
transformiert (5.14.5).

5.14.7.11 pETendoA

Zur Expression von EndoAstrep wurde mittels PCR aus gDNA (5.14.1) von B. subtilis das zu
exprimierende endoA mit Hilfe der spezifischen Primer S34 und S35 amplifiziert. Diese fugen
eine Restriktionsschnittstelle flr die Enzyme Kpnl und Notl, welche bereits auf dem Plasmid
pET51b(+) vorhanden sind, ein. Das PCR-Produkt wurde schlieflich in den Vektor pJET1.2
ligiert. Anschlielend wurde dieses wieder ausgeschnitten und in den komplementar
restringierten Vektor pET51b(+) ligiert, wobei dadurch endoA in frame N-Terminal an den
Strep-Tag ligiert. Das Konstrukt wurde sequenziert und in E. coli BL21(DE3) transformiert
(5.14.5).

5.14.7.12 pETendoAl

Zur Expression von EndoAlhis wurde mittels PCR aus gDNA (5.14.1) von B. subtilis das zu
exprimierende endoAl mit Hilfe der spezifischen Primer S36 und S37 amplifiziert. Diese
fugen eine Restriktionsschnittstelle fur die Enzyme Ncol und Notl, welche bereits auf dem
Plasmid pET51b(+) vorhanden sind, ein. Das PCR-Produkt wurde schlie3lich in den Vektor
pJET1.2 ligiert. AnschlieRend wurde dieses wieder ausgeschnitten und in den komplementar
restringierten Vektor pET51b(+) ligiert, wobei dadurch endoAl in frame C-Terminal an den
His-Tag ligiert. Das Konstrukt wurde sequenziert und in E. coli BL21(DE3) transformiert
(5.14.5).
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5.14.7.13 pJeMendoAlA

Zur Expression von EndoAIA unter Rhamnose-Kontrolle wurde mittels PCR aus gDNA
(5.14.1) von B. subtilis das zu exprimierende endoAlA mittels der spezifischen Primer P38
und P39 amplifiziert. Diese flugen eine Restriktionsschnittstelle fur die Enzyme BamHI und
Hindlll, welche bereits auf dem Plasmid pJeM1 vorhanden sind, ein. Das PCR-Produkt
wurde in den komplementar restringierten Vektor pJeM1 ligiert. Das Konstrukt wurde
sequenziert und in E. coli BL21(DE3), zusammen mit pEXA2NNT7bsub, transformiert
(5.14.5).

5.14.7.14 PEXA2NNT7bsub

Das Plasmid pEXA2NNT7bsub ist eine modifizierte Variante von pEXA2NNT?7, bei der mittels
der spezifischen Primer P32 und P33 in einer MC-PCR (5.14.2.1) die Sequenz vor dem
Luciferase-Gen so verdndert wurde, dass diese die Restriktionsschnittstellen fir EndoA
enthalt. Das Konstrukt wurde sequenziert und in E. coli BL21(DE3), bei Bedarf zusammen
mit pJeMendoAlIA, transformiert (5.14.5).

5.15 Proteinbiochemie

5.15.1 Proteinexpression in Escherichia coli

Die Kultivierung der mit Expressionsvektoren transformierten E. coli Zellen erfolgte in 300 ml
YT-Medium (M2) in 1 | Kolben mit 4 Schikanen bei 37 °C und 220 Upm. Bei Erreichen einer
ODeggo von 0,6-0,8 wurde die Proteinexpression durch Zugabe von 30 ul einer 1 M IPTG-
Lésung induziert. Es wurde unter gleichen Bedingungen fur 3 h inkubiert, die
Inkubationsdauer war in Testexpressionen ermittelt worden (Herzog, 2014). AnschlieRend
wurden die Zellen bei 4 °C und 4000 Upm fir 10 min in der Zentrifuge GR 422 pelletiert.
Danach wurden die Zellen mit kaltem PBS (L1) gewaschen, erneut pelletiert, und das Pellet

bis zur weiteren Verwendung eingefroren.

5.15.2 Proteinexpression in Saccharomyces cerevisiae
Die Expression erfolgte wie im pYES2-Handbuch (Thermo Fisher Scientific Inc., USA)

beschrieben.
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5.15.3 Zellaufschluss

Die pelletierte Kultur wurde im proteochemisch optimalen Puffer aufgenommen und mit Hilfe
des Ultraschallgerats Labsonic 2000 (Braun, Melsungen) auf Eis bei einer Amplitude von
30% fur 10s mit 6-8 Wiederholungen aufgeschlossen. Die Zelltrimmer wurden
anschlieftend in der Zentrifuge Sorvall RC 50 Plus (Sorvall, Langenselbold) bei 4 °C und
16000 Upm fiir 30 min pelletiert. Der Uberstand wurde vor der anschlieRenden
Chromatographie (5.15.7) tber 0,45 ym Cellulosefilter (Schleicher & Schuell, Dassel) filtriert.

5.15.4 Fallen und Konzentrieren von Proben

Zur Aufbewahrung oder auch der Erhéhung der Konzentration von Proteinproben geringer
Konzentration wurden Proteinproben gefallt. Ein Teil Probe wurde dazu mit vier Teilen Aceton
versetzt und Uber Nacht bei -20 °C gefallt. Nun wurde die Probe bei 13200 Upm und 4 °C flr
30 min zentrifugiert, der Uberstand dekantiert und das Pellet an der Luft getrocknet. Das
trockene Pellet konnte zur Analyse in 20 pyl H.Our aufgenommen werden oder bis zur

weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert werden.

5.15.5 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Fir die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) wurden SDS-Tricin Gele
verwendet, da diese eine bessere Trennung von kleinen Proteinen verglichen mit den
herkdbmmlichen Glycin-Gelen ermdéglichen (Schagger & von Jagow, 1987). Bei SDS-Tricin
Gelen werden ein Anoden- und ein Kathodenpuffer (L7 und L8) verwendet, aulRerdem wird
dem Trenngel Urea zugegeben. Folgend sind die Zusammensetzungen flr Trenn- (Tabelle

16) und Sammelgel (Tabelle 17) gezeigt.

Tabelle 16: Zusammensetzung fiir ein SDS-Tricin Trenngel

Komponente Menge
H2Odest 1,2 ml
Gel Puffer (L6) 1.5ml
AB-3 1,8 ml
Urea 1,625 g
TEMED 1,75 pl
APS 10% 17,5 pl
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Tabelle 17: Zusammensetzung fiir ein SDS-Tricin Sammelgel

Komponente Menge
HZOdest 1,95 ml
Gel Puffer (L6) 0,75 ml
AB-3 0,3 ml

TEMED 2,25 ul
APS 10% 22,5 ul

Die Proben wurden mit SDS-Ladepuffer versetzt (L5) und 5 min bei 95 °C denaturiert. Als
Molekulargewichtsstandard diente PAGE-Ruler Prestained Protein Ladder. Es wurde eine
Mini PROTEAN™ Kammer (Biorad, Miinchen) verwendet. Der Kathodenpuffer wurde dabei
zwischen die Gele gegossen, der Anodenpuffer in die Kammer. Es wurde mit 25 mA pro Gel
aufgetrennt. Die Proteine wurden im Anschluss entweder 1 h mit Fixierlésung (L9) fixiert,
durch PAGE-Blue Protein Staining Solution angefarbt, und mit Entfarbeldsung (L10) entfarbt,

oder durch Western Blot auf eine Nitrocellulosemembran Ubertragen (siehe 5.15.6).

5.15.6 Western Blot Analyse

Die Ubertragung der Proteine vom SDS-Gel auf die Nitrocellulosemembran (Optitran® BA-S
83, Schleicher & Schuell, Dassel) erfolgte in Transfer-Puffer (L4) mit Hilfe eines
Elektroblotters (Trans-Blot SD, Biorad, Minchen) fir 1 h bei konstanten 350 mA und unter
Kihlung. AnschlieBend wurde die Membran 2x fiir je 10 min mit PBS (L1) gewaschen.
Unspezifische Bindungsstellen wurden durch inkubieren in Blockinglésung (L3) fur
mindestens 1 h geblockt. Die Membran wurde nun 3x fir je 5 min mit PBST (L2) gewaschen
und anschliefdend flir 1 h oder Uber Nacht mit der entsprechenden Antikdrperlésung (1:5000
in PBST (L2)) inkubiert. Die Membran wurde abermals 2x fiur je 10 min mit PBST (L2),
gefolgt von 2x flr je 10 min mit PBS (L1) gewaschen. Die Detektionsldsung wurde immer
frisch aus gleichen Teilen Ecl | (L14) und Ecl Il (L15) zubereitet und die Membran fir 1 min
damit inkubiert. Die Detektion des Signals erfolgte durch Auflegen von Réntgenfilm
(Hyperfilm™ MP, Amersham Biosciences UK Ltd., Little Chalfont, England) fir 1-10 min in
einer Dunkelkammer. Die Entwicklung des Filmes erfolgte im Entwickler Agfa CP1000 (Agfa-
Gevaert, Mortsel, Belgien).

5.15.7 Reinigung von Proteinen durch Affinitatschromatographie

Die Reinigung von Proteinen erfolgte bei 4 °C (Labcool, SANYO, Munchen) mit Hilfe des
Chromatographen NGC der Firma Biorad (Minchen) und einem nachgeschalteten
Fraktionensammler (BioFrac™ Fraktion Collector, Biorad, Munchen). Die Proteine wurden

mit einem UV-Spektrometer bei einer Wellenlange von 280 nm detektiert. Alle verwendeten

52



Puffer wurden zuvor tber 0,45 pm Cellulosefilter (Schleicher & Schuell, Dassel) filtriert sowie
entgast. Zunachst wurde die Saule mit entsprechendem Bindepuffer equilibriert.
AnschlieRend wurde der Proteinextrakt aufgetragen. Nach einem Waschschritt wurden die
an der Saule gebundenen Proteine mittels eines Gradienten an Bindepuffer und
Elutionspuffer von der S&ule eluiert, und die Saule abschlieBend mit Bindepuffer

reequilibriert.

5.15.7.1 Hexahistidin Affinitdtschromatographie

Hexahistidin-getaggte Proteine wurden mittels Affinitatschromatographie auf 1 ml HIS Trap
HP Saulen (GE Healthcare, Freiburg) mit Ni?*-Sepharose gereinigt. Die Flussrate betrug
0,8 ml/min, die Saule wurde mit His-Bindepuffer (L16) gewaschen und die Proteine mit einer

Imidazolldsung (300 mM Imidazol in L16) eluiert und dabei in 1 ml Fraktionen gesammelt.

5.15.7.2 Streptavidin Affinitdtschromatographie

Proteine mit Strep Il-Tag wurden per Affinitdtschromatographie auf einer 1 ml Strep Trap HP
Saule (GE Healthcare, Freiburg) gereinigt. Diese bindet Strep Il Uber Streptavidin-
Sepharose. Die Flussrate betrug 0,8 ml/min, die Saule wurde mit Strep-Bindepuffer (L17)
gewaschen und die Proteine mit einer Desthiobiotinldsung (2,5 mM Desthiobiotin in L17)

eluiert und dabei in 1 ml Fraktionen gesammelt.

5.15.8 Reinigung mittels GnHCI

MazEstrep sollte aus MazEF auf einer His-Saule durch einen GnHCI-Gradient gereinigt
werden. Dazu wurde eine 1 ml HIS Trap HP Saule mit L22 eingespult und anschlieend die
Probe aufgetragen. Nun wurde die Saule mit L23 gewaschen und anschlieRend MazEstrep
mit einem Gradient von L24 eluiert und die Fraktionen gesammelt. Die Saule und das noch
darauf gebundene MazFhis wurde mit L26, L27 und L22 regeneriert und MazFhis
anschliefend mit einem Gradient aus L28 eluiert und die Fraktionen gesammelt. Die

Fraktionen wurden mit L25 dialysiert und anschlieRend per Western Blot analysiert.

5.15.9 Dialyse von Proteinen

Zur Entsalzung und um das Elutionsmittel zu entfernen wurden die Fraktionen mit Hilfe von
Dialysemembranen (Slide-A-Lyzer™ Mini Dialysis Device 3.5 K MWCO, Thermo Fisher
Scientific Inc., USA) bei 4 °C gegen H;Our fur 2 h und nach Austausch des Wassers uber
Nacht dialysiert.
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5.16 Fluoreszenz-Oligonukleotidtest

Dieser Test wurde von Wang und Hergenrother (Wang & Hergenrother, 2007) entwickelt. Er
wurde verwendet, um Fraktionen der MazF/MazE Reinigung mit einem Fluoreszenz-
markiertem Oligonukleotid auf Funktionalitdt und Verunreinigungen zu Uberprifen. Das
Oligonukleotid 6-FAM-5-GATAUACATATG-3-BHQ1 besteht aus einer Nukleotidsequenz mit
der mittigen RNA-Sequenz UACA, welche der Erkennungssequenz von MazF entspricht.
Weiterhin ist an das 5-Ende der Fluoreszenzfarbstoff 6-Fluorescein-Amidit (6-FAM), sowie
an der 3'-Seite ein Quencher (BHQ1) gekoppelt. Durch die Nukleotid-Kette bleiben Farbstoff
und Quencher in raumlicher Nahe, es kann also kein Fluoreszenz-Signal detektiert werden.
Wird die Kette beispielsweise durch MazF gespalten und ist die raumliche Nahe dadurch
nicht mehr gegeben, absorbiert der Quencher das Fluoreszenz-Signal nicht mehr, so dass
dieses detektiert werden kann. Fur den Test wurden in 384-Well Platten je 6 yl der zu
testenden Fraktion mit 6 pl Puffer (5x MazF Puffer von Takara Bio Inc., Japan) und 5 pl
Oligonukleotid-Lésung (1 nmol/ml von IBA GmbH, Géttingen) gemischt und auf 30 pl mit
H.Our aufgefillt. In einer weiteren Testreihe wurde aulerdem 5 yl EDF Lésung (60ug/mi
bzw. 6 mg/ml) zugegeben. Das Signal wurde bei 450 und 650 nm am EnVision (2104
Multilabel Reader, Perkin Elmer) detektiert.

5.17 Biologische Charakterisierung von Reinsubstanzen

5.17.1 Test gegen Escherichia coli BL21(DE3) pEXIFNNT7K

Fir diesen Test wurden je 100 ul einer verdinnten Kultur (ca. 0,4 ODsw) von E.coli
BL21(DE3) pEXIFNNT7K in einer 96-Well Platte vorgelegt und zu diesen je 2 pl
Reinsubstanz-Lésung mit einer Endkonzentration von 0,5-100 pg/ml zugegeben. Die
Reinsubstanz wurde zum Einstellen der gewilinschten Konzentration mit DMSO verdlnnt.
Nun wurde die Platte mit atmungsaktiver Folie (Breathseal, Greiner Bio-One, Frickenhausen)
versiegelt und Gber Nacht in einer Feuchtekammer bei 37 °C inkubiert. Zur Messung wurde
die Folie abgenommen und die optische Dichte mit einem Microplate-Reader (Benchmark
Plus, Biorad, USA) bei 600 nm gemessen. Als Positivkontrolle dienten Ansatze, zu denen
lediglich 2 yl DMSO zugegeben wurden. Eine Abnahme der Absorption korreliert mit einer

geringeren Zellzahl in der Probe.
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5.17.2 Agardiffusionstest

Die unter Tabelle 4 aufgelisteten Testkeime wurden verwendet, um Testplatten herzustellen.
Die jeweils verwendeten Medien sind ebenfalls der Tabelle zu entnehmen. Die
Bakterientestplatten wurden dabei zweischichtig gegossen, die untere Schicht ohne
Organismen, die obere mit 10° Testkeimen/ml. Die Pilztestplatten wurden mit 10° Sporen/ml

gegossen. Alle Platten wurden bis zur Verwendung bei 4 °C gelagert.

Die mikrobielle Aktivitdt der Reinsubstanz wurde nach der Methode von Zahner
(1965) bestimmt. Dazu wurden bis zu 50 ug Reinsubstanz auf Filterrondelle gegeben, das
Losemittel abdampfen gelassen und diese auf die verschiedenen Testplatten aufgelegt. Die
Platten wurden nun bei der entsprechenden Temperatur (siehe ebenfalls Tabelle 4) flir 24 h
inkubiert und anschlieffiend der Hemmhof gemessen. Der Test wurde freundlicherweise von

Frau M. Saul-Reiss sowie Herrn W. Schuck durchgeflihrt.

5.17.3 Test zur Sporenkeimungshemmung

In diesem Test wurde die Hemmung der Sporenkeimung durch die Reinsubstanz mit Sporen
von Magnaporthe oryzae (in M15 und H.Oue), Botrytis cinerea und Phytopthora infestans
getestet. Die Sporensuspensionen (2-4 x 10* Sporen/ml) wurden dazu in 96-Well-Platten
vorgelegt und die Reinsubstanz in einem geringen Volumen an LdAsungsmittel in
verschiedenen Konzentrationen zugegeben. Anschlieend wurde fur 24 und 48 h inkubiert
und mikroskopisch ausgewertet. Der Test wurde freundlicherweise von Frau M. Saul-Reiss

sowie Herrn W. Schuck durchgefuhrt.

5.17.4 Zytotoxizitatstest

Die Zelllinie HeLa-S3 wurde bis zum Test in Gibco® DMEM-Medium (Invitrogen GmbH,
Darmstadt) kultiviert. Fir den Test wurden sie mit einer Konzentration von 1-2 x 104
Zellen/ml in einem Volumen von 200 pl in 96-Well-Platten gegeben. Nun wurden die Platten
zum Anwachsen der Zellen flir 24 h inkubiert und anschlieRend das Medium abgezogen und
durch frisches Medium mit darin gel0ster Reinsubstanz ersetzt. Nach 48 und 72 h wurde die
Zelllyse mikroskopisch ausgewertet. Der Test wurde freundlicherweise von Frau M. Saul-

Reiss durchgeflihrt.
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5.17.5 Test zur Pflanzenkeimungshemmung

In diesem Test wurde die Wirkung der Reinsubstanz auf die Keimfahigkeit von Pflanzen
anhand von Setaria italica (Monokotyle) und Lepidium sativum (Dikotyle) untersucht. Dazu
wurden in 48-Well-Platten Rundfilter gelegt, auf diese die Reinsubstanz aufgebracht und das
Lésungsmittel abgedampft. Nun wurde in jedes Loch 12 Samen gegeben und 150 pl
Leitungswasser dazu pipettiert. Die Platten wurden fir finf Tage in einem verschlossenen,
befeuchteten, durchsichtigen Gefald bei 28 °C bei Dauerbeleuchtung inkubiert. Nun wurden
die Deckel der Platten abgenommen und fir einen weiteren Tag inkubiert. Die Platten
wurden optisch nach der Menge der ausgekeimten Samen und der Schadigung der Pflanzen

ausgewertet. Der Test wurde freundlicherweise von Frau M. Saul-Reiss durchgefthrt.

5.18 in vivo Test

In diesem Test wurden Extrakte von Pilzen in einer Konzentration von 100 ug/ml auf Aktivitat
gegen E. coli und MazF getestet. Als Stamm wurde fiir die Ermittlung einer Aktivierung von
MazF BL21(DE3), transformiert mit pEXNNT7 und pJEMmazEF, und fir die Bestimmung
einer Aktivitdt gegen die Bildung der Luciferase BL21(DE3), transformiert mit pEXIFNNT7K,
verwendet. Die Stdmme wurden in 20 ml LB (M1) bei 37 °C und 120 rpm auf eine ODsy von
0,6-0,8 herangewachsen lassen und anschliefend mit 0,5 mM IPTG und 0,2 % Rhamnose
induziert. Nach drei Stunden wurde die Zelldichte erneut gemessen und die ODg in PBS
(L1) auf 2 eingestellt. Zu dieser Suspension wurden die Induktionsmittel (IPTG und
Rhamnose) erneut in der gleichen Endkonzentration zugegeben. Fur den Test wurden in
einer 96 Loch Platte je 2 yl Extrakt (Extraktesammlung des IBWF, gelost in DMSO) mit
10,5 pyl PBS (L1) gemischt. Bei Nachtests wurde zu den in 96-Well-Platten getrockneten
Fraktionen je 2 yl DMSO und 10,5 yl PBS (L1) gegeben und diese darin gelést. Davon
wurden je 2 ul pro Stamm in eine 384 Loch Platte tbertragen, wobei jeder Ansatz im Duplikat
angesetzt wurde. Nun wurden je 30 pl der Zellsuspension dazugegeben, die Platte mit
atmungsaktiver Folie (Breathseal, Greiner Bio-One, Frickenhausen) versiegelt und Uber

Nacht in einer Feuchtekammer bei Raumtemperatur inkubiert.

Fur die Detektion wurde das Substrat der Luciferase (NanoGlo® Luciferase Assay Substrat,
Promega, USA) 1:100 mit B-Per™ (Thermo Fischer, USA) gemischt und zeitnah je 30 pl zu
den Zellen gegeben. Die Lumineszenz wurde mit Hilfe des Envision (2104 Multilabel Reader,
Perkin Elmer, USA) bei 700 nm detektiert.
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6 Ergebnisse

Das System MazEF des Typs Il aus E. coli gehért zu den haufigsten und am besten
erforschten Toxin-Antitoxin Systemen. Plasmidkodiert dient es dem Erhalt des Plasmids in
einer Population, zum Beispiel bei Resistenzplasmiden (Williams et al., 2011). Das Toxin
MazF ist eine RNase, welche RNA spezifisch an der Sequenz ACA schneidet und dadurch
die Proteinneusynthese weitgehend zum Erliegen bringt. Das Antitoxin MazE ist ein Protein,
welches sich an MazF anlagert und es dadurch inaktiviert (Zhang et al., 2003). Mit Hilfe von
zu entwickelnden geeigneten Testsystemen sollte hier eine Extraktebibliothek auf die
Fahigkeit gescreent werden, die Bindung von MazE an MazF zu unterbrechen, und aktive
Substanzen identifiziert werden. Zudem konnten so auch Extrakte identifiziert werden, die

eine antibiotische Wirkung gegenuber E. coli zeigen.

6.1 In vitro Testentwicklung

Ein in vitro Testsystem, basierend auf der AlphaScreen-Technologie (Handbuch: User's
Guide to Alpha Assays Protein:Protein Interactions, Perkin Elmer, USA), sollte dazu dienen,
Extrakte auf ihre Fahigkeit zu Uberprifen, die Bindung von MazE an MazF in einer

definierten Lésung aufzuheben und dadurch MazF zu aktivieren.

Zur Entwicklung dieses Tests sollten MazE und MazF mit zwei verschiedenen Tags
versehen und jeweils separat gereinigt werden, um im Test mit je einem Donor- bzw.
Akzeptor-Bead versehen zu werden. Nach Zusammengeben der beiden Komponenten
bilden diese den MazEF Komplex. Dadurch werden die angehangten Donor- und
Akzeptorbeads in unmittelbare Nahe gebracht. Eine Anregung des Donorbeads generiert
Singulett-Sauerstoff welcher an das Akzeptor Bead weitergeleitet wird. Hier fuhrt es zu einer
Emission von Licht. Wird durch die Substanz die Interaktion von MazE zu MazF gestort,
dissoziieren diese. Dadurch sind Donor- und Akzeptorbead nicht mehr in unmittelbarer Nahe
(weniger als 200 nm) und das Signal erlischt (siehe Abbildung 4). Mit Hilfe des Tests kann
die Extraktebibliothek auf Aktivitat gegen die Bindung von MazE zu MazF getestet werden.

In diesem Testsystem kénnen Fremdeinwirkungen weitgehend ausgeschlossen werden, da
eine definierte Umgebung vorliegt. Dies kann auf der anderen Seite auch ein Nachteil sein,
da nicht gewahrleistet ist, dass eine Aktivitdt auch in der lebenden Zelle gegeben ware. Es

werden auflerdem auch Substanzen abgedeckt, die nicht in die Zellen eindringen konnen.
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Diese Substanzen sind dennoch von Interesse, da sie als Leitstrukturen dienen konnen. Ein
weiterer Nachteil ist die Mdglichkeit von falsch positiven Signalen durch hochreaktive
Substanzen, welche unspezifisch (z.B. Sauren, Chaotrope, Detergenzien) mit Proteinen

reagieren und dadurch eine Signalausléschung bewirken.

MazF-Dimer* MazE-Dimer’ MazE-Dimer*

Z & +
MazF-Dimer’ % LS

Y
7;} Donor-Bead 4 tag 1(z.B. His6)

e
* Akzeptor-Bead 4 tag 2 (z.B. triple Flag) B

Abbildung 4: Funktionsschema des in vitro Tests

Fir den Test mussen die Komponenten MazE und MazF rein vorliegen, um sie mit den
gewlnschten Beads verbinden zu kénnen. Da sowohl MazE als auch MazF sehr kleine
Proteine sind, wurden kurze Tags verwendet. Dies sollte die Wahrscheinlichkeit einer
Interferenz der Tags mit der Funktionalitdt der Proteine minimieren. Es wurden der His-Tag,
welcher aus zehn Histidin, und der Strep-Tag, welcher aus 8 Aminosauren (Trp-Ser-His-Pro-
GIn-Phe-Glu-Lys) besteht, verwendet. Der Strep-Tag ermdglicht meist eine spezifischere
Reinigung als der His-Tag, da Proteine auch natirlicherweise eine Anhaufung von Histidin
enthalten kénnen. Fiur MazF wurde daher der Strep-Tag gewahlt, da hier mit einer
aufwendigeren Expression und Reinigung gerechnet wurde. Fir MazE wurde demnach der

His-Tag gewahlt.

Zur Kontrolle fUr die erfolgreiche Testentwicklung sollte EDF (extracellular death factor)
eingesetzt werden, ein Pentapeptid mit der Sequenz Asparagin-Asparagin-Tryptophan-
Asparagin-Asparagin (NNWNN). Dieses wurde in Arbeiten von Belitsky et al. (2011) als MazF
aktivierend beschrieben, in dem zum einen die Bindung von MazE an MazF verhindert,
sowie die Aktivitdt von MazF gesteigert wurde. EDF sollte auch als Kontrolle fir die

Entwicklung des in vivo-Tests dienen (siehe 6.2).

58



Im folgenden Abschnitt wird die Entwicklung des in vitro Assays (6.1.1-6.1.4) beschrieben. Es
wurde nach geeigneten Methoden gesucht, MazE beziehungsweise MazF in ausreichenden
Mengen zu reinigen. Die gereinigten Komponenten wurden anschlieBend mittels eines

fluoreszenzbasierten Oligonukleotidtests (6.1.4) Uberpruft.

6.1.1 Reinigen von MazE und MazF nach einer Coexpression

In diesem Ansatz sollten die beiden Komponenten zundchst gemeinsam in einer
Coexpression exprimiert werden, um anschlieend voneinander getrennt und gereinigt zu
werden. Dieses Verfahren wurde getestet, da die Gene fur MazE und MazF natirlicherweise
direkt hintereinander liegen und daher auch automatisch coexprimiert werden. Es konnte
daher der entsprechende naturliche Genomabschnitt (in dieser Arbeit aus E. coli BL21(DE3)
direkt verwendet werden. Durch die Coexpression wurde zum einen eine hdhere Stabilitat
von MazE sowie eine verminderte toxische Wirkung von MazF wahrend der Expression
erwartet. Nach der erfolgreichen Selektion einer transformierten Kolonie sowie der
Coexpression (5.15.1) zeigte sich, dass eine vollstandige Trennung der beiden Proteine
durch Standardverfahren an der His- bzw. Strepsaule nicht méglich war. Die Probleme waren
fur beide Proteine, dass die jeweilige anderen Komponente noch in Resten vorhanden war,
sowie bei der Reinigung von MazEhis, dass noch weitere Proteine neben MazEF enthalten
waren. Es wurden nun verschiedene Methoden getestet, um eine vollstandige Trennung der
beiden Komponenten zu erreichen sowie die Verunreinigungen in den MazEhis-Proben zu

beseitigen.

In einem Versuch wurde eine His- und eine Strep-Saule hintereinander geschaltet. Diese
Versuche wurden mit MazFhis und MazEstrep von Waltraud Herzog (Herzog,
2014) durchgefuhrt, sind aber auf die Variante MazFstrep und MazEhis Ubertragbar. Durch
die nachgeschaltete Strep-Saule sollte verunreinigendes MazEstrep bei der Elution
aufgefangen werden. Es stellte sich heraus, dass keine vollstindige Trennung der
Komponenten erreicht werden konnte (Abbildung 5, jeweils die Reihen ,Strep 2“ und ,His 8%).
Trotz der nachgeschalteten Strep-Saule konnte MazFhis (Signal ,His 8“ bei Detektion mit
His-Antikdrper) nicht von MazEstrep (Signal ,His 8“ bei Detektion mit Strep-Antikdrper)
getrennt werden. Der Versuch wurde erfolgreich mit umgekehrter Reihenfolge der Saulen

durchgefuhrt, um reines MazEstrep zu erhalten (Reihe ,Strep 2%, Abbildung 5).

Da der Komplex aus MazE und MazF anscheinend sehr stabil ist, wurde versucht, zur
Reinigung von MazFhis die unerwinschte Komponente MazEstrep nach Binden an die
Saule abzuwaschen. Dazu wurde der Komplex zunachst an die Saule gebunden und

verunreinigende Proteine abgewaschen. In einem zweiten Schritt wurden beide
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Komponenten durch einen starken Urea-Gradient denaturiert, um die unerwlinschte
Komponente abwaschen zu kdnnen. Wie in Abbildung 5 zu erkennen ist, fiihrte diese
Methode jedoch zu keinen detektierbaren Mengen an Zielprotein. Bei der Fraktion 30 ist in
der Detektion mit Strep-Antikérper ein deutliches Signal bei etwa 24 kDa zu erkennen.
Einzelnes MazEstrep beziehungsweise MazFhis hat etwa eine GroRe von 12 kDa, das
Signal entspricht also der doppelten GrofRe der Einzelkomponenten und stellt damit keine

gereinigte einzelne Komponente dar.

Nachdem die Trennung des Komplexes durch diese Methoden nicht moglich und mit starken
Verlusten behaftet war, wurde versucht eine Trennung mittels GnHCI zu erreichen (5.15.8),
welches ahnlich wie Urea in der Lage ist Proteine reversibel zu denaturieren. Es stellte sich
heraus, das auch bei der Denaturierung mittels GnHCI nach der Reinigung kein MazE oder

MazF mehr detektiert werden konnte (nicht gezeigt).

Es konnte also eine Reinigung der Komponente MazEstrep nach der Coexpression erreicht
werden, jedoch nicht die ebenso bendtigte Reinigung von MazFhis. Die beiden

Komponenten wurden daher im Folgenden getrennt exprimiert und gereinigt.
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Abbildung 5: Coexpression von MazEstrep und MazFhis (beide etwa 12 kDa) mit anschlieBender Trennung an
der FPLC.

Die linke Abbildung zeigt eine immunologische Detektion mittels Strep-Antikérper, die rechte mittels His-
Antikérper. Die ersten beiden Spalten (,Strep” und ,His") zeigen Fraktionen aus den Versuchen von in Reihe
geschalteten Séulen. Die beiden letzten Spalten zeigen die Fraktion 30 und 31 der Versuche mit Urea. Verdndert
nach Waltraud Herzog (Herzog, 2014)
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6.1.2 Reinigen von MazE
6.1.2.1 MazEhis

Da die Trennung von MazE und MazF nach einer Coexpression nicht moglich war, wurden
beide Proteine getrennt exprimiert. Es wurde erwartet, dass MazF aufwendiger zu
exprimieren bzw. reinigen ware, weshalb dieses mit dem besser zu handhabenden Strep-Tag

versehen wurde, MazE fiel demnach der His-Tag zu.

Fir MazEhis wurde MazE in pET51b(+) so einkloniert, dass es zwischen dem T7 Promotor
und dem His-Tag lag (5.14.7.2). Die Testexpression erfolgte in BL21(DE3) und
BL21(DE3)pLysS, wie in Abschnitt 5.15.1 beschrieben. Frisch aufgeschlossene Proben
dieser Testexpressionen zeigten in der Western Blot Analyse (5.15.6) einen hohen Gehalt an
MazE (Bilder nicht gezeigt), weshalb mit der Expression und Reinigung in grofkerem
Malstab fortgeschritten wurde. Da BL21(DE3)pLysS eine einfachere Probenvorbereitung
ermoglichte, wurde dieser Stamm fir die weiteren Versuche vorgezogen. Die Proben der
Expressionen wurden wie unter 5.15.3 beschrieben fir die FPLC vorbereitet. Dem
Bindepuffer wurde dabei Imidazol zugegeben, da dadurch im Vergleich zu Bindepuffer ohne
Imidazol eine bessere Reinigung beobachtet wurde. Fir den Aufschluss wurde dem
Bindepuffer, welcher auch den Aufschlusspuffer darstellte, zusatzlich ein EDTA freier
Protease Inhibitor Mix zugegeben (siehe L16). Der Zusatz der Protease Inhibitoren fihrte zu
einer Stabilisierung von MazE, was sich in einer groleren Ausbeute nach den
Reinigungsschritten aulRerte. Die Fraktion der I6slichen Proteine wurde mittels FPLC (siehe
Abschnitt 5.15.7) Uber eine His Saule getrennt (Schema siehe Abbildung 6) und
anschlieltend Uber Nacht dialysiert (Abschnitt 5.15.9).
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Abbildung  6:  FPLC-Chromatogramm  zur  Aufreinigung  von  MazEhis  mittels  HISTrap-HP
Affinitdtschromatographie.

Abgebildet ist die Absorption bei 280 nm (grau) sowie der prozentuale Anteil an Elutionspuffer (schwarz).
Schwankungen in der Absorption zwischen 45-55 ml Volumen kamen durch eine Fehlfunktion des Detektors bei
Umschalten der Flussgeschwindigkeit zu Stande (Flussrate nicht im Bild), mit Beginn der Elution wurde der Fluss
Jjedoch nicht mehr verdndert, Absorptionsschwankungen sind also den eluierenden Proteinen zuzuschreiben. Das
Eluat wurde ab dem Volumen 55 ml in 1 ml Fraktionen gesammelt.

Im folgenden SDS-PAGE-Coomassiegel (Abbildung 7, links) waren neben einem Signal bei
etwa 12 kDa (entspricht MazEhis, in der Abbildung mit * markiert) noch zahlreiche weitere
Signale zu sehen. Bei der immunologischen Detektion (Durchfuhrung siehe 5.15.6,
Abbildung 7, rechts) waren die starksten Signale im Bereich von 12 kDa, daneben waren
noch weitere schwachere Signale bei 35 und ca. 11 kDa sichtbar. Die weiteren gesammelten
Fraktionen wurden ebenfalls analysiert, zeigten aber eine schlechtere Trennung von
MazEhis und sind daher nicht gezeigt. Daraufhin wurden in mehreren Versuchen
verschiedene Schemas fur die Elution getestet, um eine bessere Trennung des MazEhis von
den anderen Proteinen zu erreichen. Die Elution verlief in drei Abschnitten. Zunachst wurde
mit einer geringen Konzentration an Elutionspuffer gespilt, um schwach gebundene
Verunreinigungen zu entfernen. Diese Konzentration wurde variiert. Der zweite Abschnitt der
Elution bestand aus einem linearen Gradienten, in dem die Konzentration an Elutionspuffer
von der gewahlten Konzentration aus dem ersten Abschnitt auf 100 % zunahm. Hier wurde
die Steigerung der Konzentration verlangsamt, die Gerade also abgeflacht. Im dritten
Abschnitt wurde mit 100 % Elutionspuffer eluiert. Durch die Optimierungen konnte die Anzahl

an verunreinigenden Proteinen verringert werden, es gelang jedoch nicht, samtliche
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Verunreinigungen zu eliminieren. Diese Reinigung mittels His-Saule schien also nicht
geeignet, MazEhis vollstandig zu reinigen, weshalb nun verschiedene Methoden getestet

wurden, um dies zu erreichen.
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Abbildung 7: Coomassie-Férbung (links) und Western Blot Analyse (rechts) eines SDS-PAGE Gels zur Analyse
der affinitdtschromatographischen Reinigung von MazEhis.

Es wurden je 20 ul der Fraktionen 10 (F10) und 11 (F11) aufgetragen. Das Signal flir mutmaBliches MazEhis ist
mit einem Kreuz markiert. Als Marker (M) wurden 5 ul der PAGERuler™ Prestained Protein Ladder verwendet,
die Fragmentgréf3en sind jeweils links vom Gel angegeben (das 15 kDa zugeordnete Fragment teilt sich beim
verwendeten Geltyp in zwei Fragmente auf, der Marker ist also fiir die Verwendung in SDS-Tricin Gelen nicht
geeignet).

Eine Moglichkeit ist, nach einem ersten Reinigungsschritt durch Affinitatschromatographie
einen zweiten Reinigungsschritt durch lonenaustausch- oder
GroRenausschlusschromatographie durchzuflihren. Da MazE und MazF beide sehr klein und
kaum unterschiedlich grol3 sind, wurde die Trennung nach Grofle nicht getestet. Beide
besitzen aber unterschiedliche isoelektrische Punkte (MazF pl 8,5, MazE pl 4,7,
http://web.expasy.org/compute_pi/) und sind damit fir eine Trennung nach Ladung durch
lonenaustauschchromatographie geeignet. Fir die Anionenaustauschchromatographie sollte
die Saule UNOSphereQ von Biorad verwendet werden. Da diese Saule mit dem bisher
verwendeten Natriumphosphatpuffer nicht kompatibel ist, musste das Puffersystem zu
Trispuffer (L29) gewechselt werden. Versuche mit diesem anderen Puffersystem zeigten eine
stark reduzierte Stabilitdt von MazEhis. Da das angereinigte MazEhis nach dem ersten
Reinigungsschritt an der His-Saule zusatzlich noch entsalzt werden musste (Econo-Pac 10
DG Column, Biorad), verringerte sich die Restmenge an MazEhis noch weiter, so dass fur
die Reinigung an der Anionenaustauschchromatographiesaule nicht mehr genug
Rohmaterial vorhanden war. Von einer Reinigung nach dieser Methode wurde daher
abgesehen.
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Da es mit dem gebildeten Proteinspektrum in E. coli BL21(DE3)plysS nicht méglich war, eine
vollstdndige Reinigung zu erreichen, wurden weitere Expressionssysteme getestet. Dadurch
kann zum einen eventuell das Ausgangsgemisch an Proteinen so verandert werden, dass
eine Reinigung an der His-Saule mdglich ist, sowie zum anderen die Menge an gebildeten
MazE vergrofRRert werden, so dass verlustbehaftete Reinigungsschritte noch ausreichende

Mengen an reinem Protein ergeben.

Es wurde ein E. coli Stamm der Keio Collection (Baba et al.,, 2006), JW2753-1, mit
pETmazEhis transformiert (5.14.5). Bei diesem Stamm wurde das Gen fur MazF durch eine
Insertion einer Kanamycin-Kassette inaktiviert. Durch das Ausschalten des MazF-Gens
wurde eine einfachere Reinigung von MazEhis erwartet, da kein genomisches MazF an das
exprimierte MazEhis binden kann. Testexpressionen (5.15.1) selektierter transformierter
Kolonien zeigten jedoch keine ausreichende Menge an MazEhis, um eine Reinigung
vorzunehmen. Es wurden mehrere Testexpressionen durchgefihrt und zu verschiedenen
Zeitpunkten (2,3,4,5h sowie UN) Proben genommen und auf MazEhis untersucht, die
gebildete Menge an MazEhis war allerdings nie ausreichend fir eine Reinigung. Es wurde
daher ein weiterer Stamm der oben genannten Sammlung transformiert. Bei JW0427-1 ist
das Gen fir die Protease CIpP durch eine Kanamycin-Kassette inaktiviert. CIpP ist die
Protease, die fur den schnellen Abbau von MazE verantwortlich ist (Aizenman et al., 1996).
Eine Deletion dieser Protease sollte also eine Stabilisierung von MazEhis bewirken und
damit zu einer hoheren Ausbeute flihren. Testexpressionen selektierter Transformanden
zeigten jedoch auch fur diesen Stamm keine ausreichende Menge an gebildetem MazEhis.
Es wurde daraufhin eine Expression in S. cerevisiae durchgefiihrt. Dazu wurde das Plasmid
PYES2mazEhis (5.14.7.8) in S. cerevisiae transformiert (5.14.6). Die Expression in diesem
System sollte zum Einen ein anderes Proteinspektrum aufweisen. Zum Anderen enthalt
S. cerevisiae naturlicherweise weder ClpP noch MazEF, was die Expression stabilisieren und
eine einfachere Reinigung ermoglichen konnte. Testexpressionen (5.15.2) selektionierter
Transformanden zeigten nur ein schwaches Signal fir MazEhis, eine Reinigung einer
Expression in groRerem Malistab zeigte zudem, dass neben MazEhis ahnlich wie bei der
Expression in E. coli noch weitere Proteine enthalten waren (Abbildung 8). Da eine
Expression in S. cerevisiae also weder eine héhere Proteinmenge noch eine verbesserte

Reinheit ermdglichte, wurde von der weiteren Verwendung von S. cerevisiae abgesehen.
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Abbildung 8: Analyse von FPLC-Fraktionen aus der Reinigung von MazEhis nach einer Expression in S.
cerevisiae (verdndert nach S.Adam (Adam, 2015)).

Links ist die Coomassie-Férbung eines SDS-PAGE Gels zu sehen, rechts eine immunologische Detektion des
Western Blots mittels His-Antikérper.

Da eine vollstandige Reinigung von MazEhis bei keiner der getesteten Methoden mdglich
war, wurde fUr die Validierung von gereinigtem MazF sowie des Oligonukleotidassays eine

Expression von MazEstrep durchgefihrt.

6.1.2.2 MazEstrep

Da eine vollstandige Reinigung von MazEhis nicht méglich war, wurde MazE in pET51b(+)
so einkloniert, dass es zwischen dem T7 Promotor und dem Strep Tag lag (5.14.7.5). Die
Expression erfolgte wieder in BL21(DE3)pLysS (5.15.1), die Fraktion der I6slichen Proteine
wurde mittels FPLC (5.15.7.2) Uber eine Strep-HP Saule getrennt (Abbildung 9) und die
gesammelten Fraktionen anschlieffend Uber Nacht dialysiert (5.15.9). Die Fraktionen wurden
mittels SDS-PAGE getrennt (5.15.5). Bei der folgenden Analyse der Fraktionen durch
Western Blot (5.15.6) sowie Coomassie-Farbung des SDS-PAGE-Gels waren in beiden
Fallen auRer dem Signal bei ca. 12 kDa (entspricht MazEstrep) keine weiteren Signale zu
sehen (Abbildung 10). Das so erhaltene reine MazEstrep wurde zur Validierung des

Oligonukleotidtests (6.1.4) verwendet.
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Abbildung  9: FPLC-Chromatogramm  zur Aufreinigung von  MazEstrep  mittels  StrepTrap-HP
Affinitdtschromatographie.

Abgebildet ist die Absorption bei 280 nm (grau) sowie der prozentuale Anteil an Elutionspuffer (schwarz). Das
Eluat wurde ab dem Volumen 45 ml in 1 ml Fraktionen gesammelt.
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Abbildung 10: Coomassie-Férbung (links) und Western Blot Analyse (rechts) eines SDS-PAGE Gels zur Analyse
der affinitdtschromatographischen Reinigung von MazEstrep.

Es wurden je 20 ul der Fraktionen 5 (F05) und 6 (FO6) aufgetragen. Das Signal fiir mutmallliches MazEstrep ist
mit einem Kreuz markiert. Als Marker (M) wurden 5 ul der PAGERuler™ Prestained Protein Ladder verwendet,
die Fragmentgré3en sind jeweils links vom Gel angegeben (das 15 kDa zugeordnete Fragment teilt sich beim

verwendeten Geltyp in zwei Fragmente auf, der Marker ist also fiir die Verwendung in SDS-Tricin Gelen nicht
geeignet).
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6.1.3 Reinigung von MazFstrep
Zur Expression von MazFstrep wurde das Gen flir MazFstrep so verandert, dass im
gesamten Bereich keine ACA- Sequenzen bei Beibehaltung des Aminosaure-Codes mehr

vorhanden waren (zum Vergleich der Sequenzen siehe Abbildung 11).

* * * * * * * * *

1 ~~ATGEECARGCTGEAGCCACCCGCAGTTCGAR L AGEETRCAGAT GACGRCGACARGETACCGATGGTAAGCCGATACGTACCOGATATGEECGATCTGAT 98
.IIIIII-IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIEIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

1 CCATGECA---TGGAGCCACCCGCAGTTCGAR A AGEETRCAGAT GACGRCGATARGETACCGATGETAAGCCGATACGTACCOGATATGEECGATCTGAT 97

* * * * * * * * *
* * * * * * * * * *
9% TTGEETTGATTTTGACCCEACAR AR GETAGCGAGCRARGCTGEACATCGTCCAGCTGTTGTCCTGAGT CCTTTCATGTACARCARCRARARCAGETATGTGT 198
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIEIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIEIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIEIIEIIEIIIIIEIIIIIIIII
98 TTGEETTGATITTGACCCEACGARRGETAGCGAGCARGCTGEGCATCGTCCAGCTGTITGICCTGAGTCCTTTCATGTATARTARTARRRACTGETATGTGT 197
* * * * * * * * * *
* * * * * * * * * *

198 CTGIGIGTITCCTTGTAC ARG AAT CA L A GGATAT OO T TCGRARAGTTGTTTTATCOGGT CAGGARCGTGATGECGTAGCGTTAGCTGATCAGETARARR 298
IIIIIIIIIIIIIIIIIEIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
198 CTGIGIGTITCCTTGTACT ACGCAAT CA L A GGATAT COGTTCGRAAGTTGTITTATCOGGT CAGGARCGTGATGECGTAGCGTTAGCTGATCAGETARARR 297
* * * * * * * * * *
* * * * * * * * * *

299 GTATCGCCTGECGEEC AL GAGEAGCARCGARGA R A GGARCAGT TGO CCCAGAGGAATTACAACTCATTARAGCCARRATTARCGTACTGATTGEETAG~~ 398
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIﬂlIIIIIIIIIIIIIIIIEIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII.
298 GTATCGCCTGECGEEI AL GAGEAGCARCGARGARAGGARCTGTTGCCCCAGAGGRAATTGCARCTCATTARAGCCARRRATTARCGTACTGATTIGEETAGET 397

* * * * * * * * * *

Abbildung 11: Vergleich der Sequenzen. Die obere Zeile stellt die Ausgangs-Sequenz von MazFstrep dar, die

untere die ACA-bereinigte. Unterschiede sind rot markiert.

Dieses Gen wurde synthetisiert (MWG Eurofins Genomics, Ebersberg) und nach Erhalt in
pET51b(+) hinter den T7 Promotor einkloniert (5.14.7.4). Die Expression erfolgte in
BL21(DE3)pLysS (5.15.1) und die Fraktion der lIdslichen Proteine wurde mittels FPLC
(5.15.7.2) auf einer StrepTrap-HP Saule getrennt (Abbildung 12) und anschlielfend Uber
Nacht dialysiert (5.15.9). Die Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE Gelelektrophorese
aufgetrennt (5.15.5). Bei der anschlieRenden Analyse der Fraktionen durch Western Blot
Analyse (5.15.6) sowie Coomassie-Farbung waren in beiden Fallen aufler dem Signal bei ca.

15 kDa (entspricht MazFstrep) keine weiteren Signale zu sehen (Abbildung 13).
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Abbildung  12:  FPLC-Chromatogramm  zur  Aufreinigung von MazFstrep mittels  StrepTrap-HP
Affinitdtschromatographie.

Abgebildet ist die Absorption bei 280 nm (grau) sowie der prozentuale Anteil an Elutionspuffer (schwarz). Das
Eluat wurde ab dem Volumen 45 ml in 1 ml Fraktionen gesammelt.
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Abbildung 13: Coomassie-Férbung (links) und Western Blot Analyse (rechts) eines SDS-PAGE Gels zur Analyse
der affinitdtschromatographischen Reinigung von MazFstrep.

Es wurden je 20 pul der Fraktionen 3 (FO3) und 4 (FO4)sowie 20 ul einer 1:10 Verdiinnung von Fraktion 4 (FO4
1:10) aufgetragen. Das Signal fiir mutmallliches MazFstrep ist mit einem Kreuz markiert. Als Marker (M) wurden
5 ul der PAGERuler™ Prestained Protein Ladder verwendet, die Fragmentgréen sind jeweils links vom Gel
angegeben (das 15 kDa zugeordnete Fragment teilt sich beim verwendeten Geltyp in zwei Fragmente auf, der
Marker ist also fiir die Verwendung in SDS-Tricin Gelen nicht geeignet).
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6.1.4 Fluoreszenz-Oligonukleotidtest

Dieser Test wurde wie in 5.16 beschrieben verwendet, um die Funktionalitat und Reinheit der
Fraktionen von MazE und MazF zu Uberprifen. Die Spaltung des Oligonukleotids,
beispielsweise durch MazF, generiert ein Fluoreszenzsignal welches detektiert wird. Die Rate
der Bildung des Fluoreszenzsignals steht daher in direktem Zusammenhang mit der Menge

an aktivem Enzym.

Es wurde gereinigtes MazFstrep sowie MazEstrep getestet. Des Weiteren wurde eine
Fraktion der MazEhis Reinigung getestet, um zu Uberprifen, ob die enthaltenen
Verunreinigungen Aktivitat zeigten (Abbildung 14). Als Negativkontrolle diente Elutionspuffer,
als Positivkontrolle eine DNAselosung (nicht in der Abbildung gezeigt). Es wurden
verschiedene Fraktionen zum Testansatz (Zusammensetzung siehe 5.16) zugegeben.
Gereinigtes MazFstrep (Kreis) flhrte bei Zugabe zu einer starken Ausbildung von
Fluoreszenz. Zugabe von gereinigtem MazEstrep (Raute) fiihrte kaum zur Ausbildung von
Fluoreszenz und verminderte bei Zugabe zu MazFstrep die Ausbildung von Fluoreszenz
(Dreieck). Die Fraktion von MazEhis (Kreuz) fuhrte bei Zugabe zu keiner Ausbildung von
Fluoreszenz und konnte bei Zugabe zu MazFstrep die Ausbildung von Fluoreszenz ebenfalls

vermindern (Quadrat), allerdings nicht so stark wie die MazEstrep Fraktion.
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Abbildung 14: Fluoreszenz-Oligonukleotidtest.

Zu sehen ist die Ausbildung von Fluoreszenz verschiedener Ansétze liber die Zeit. Jeder 30 ul Ansatz enthielt je
6 ul zu testende Fraktion und 5 ul Oligonukleotid (1 nmol/ml). Getestet wurden Fraktionen von MazFstrep (Kreis),
MazEhis (Kreuz), MazEstrep (Raute), MazFstrep und MazEhis (Quadrat) sowie MazFstrep und MazEstrep
(Dreieck)
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Samtliche MazF enthaltenden Ansatze wurden mit zwei verschiedenen Konzentrationen von
EDF getestet. Zum Einen wurde EDF in der Endkonzentration von 15 pyM eingesetzt, wie es
bei Belitsky et al., (2011) verwendet wurde. Da kein Unterschied zu den Ansatzen ohne EDF
beobachtet werden konnte, wurde zum Anderen noch eine weitaus hohere Konzentration
(bis zu 1,5 mM) getestet, was jedoch auch keine Veranderung verglichen mit den Ansatzen
ohne EDF bewirkte.

6.2 in vivo Testentwicklung

Dieses Testsystem sollte entwickelt werden, um Extrakte auf ihre Fahigkeit zu prifen, die
Bindung von MazE an MazF in lebenden Zellen aufzuheben und dadurch MazF zu
aktivieren. Dieser Test stellt also die Situation in einem antibiotikaresistenten Pathogen nach,
bei dem die Resistenz durch ein Resistenzplasmid mit stabilisierendem Toxin-Antitoxin

System vermittelt wird.

Dazu wurden Stamme erstellt, welche zwei Plasmide enthielten. Ein Plasmid stellte das
Resistenzplasmid nach und enthielt dementsprechend das Toxin-Antitoxin System MazEF,
das zweite Plasmid diente zur Detektion einer Bildung von aktivem MazF durch eine
Luciferase. Um eine Toxin-unabhangige Aktivitdt der getesteten Extrakte zu Uberprufen,
wurde ein Kontrollstamm erstellt. Dieser produziert nach Induktion die Luciferase, so dass
eine allgemeine toxische Wirkung der Substanz durch fehlende Ausbildung eines
Lumineszenzsignals nach Substratzugabe identifiziert werden konnte. Wie bereits erwahnt

sollte auch hier EDF als Kontrollsubstanz fir die Testentwicklung zum Einsatz kommen.

6.2.1 Plasmidgestaltung

Das Markerenzym-Plasmid pEXNNT7 (5.14.7.9) enthalt eine Sequenz fir eine Luciferase
(NanoLuc von Promega, verandert), die so einkloniert ist, dass sie nicht im Leseraster fir
das erste Start-Codon nach dem Promotor ist. Es gibt allerdings noch ein zweites Start-
Codon, welches vom ersten durch eine Sequenz mit ACA getrennt ist. Dieses zweite Start-
Codon ist im korrekten Leseraster zum Luciferase-Gen. Die entsprechende mRNA enthalt
also zwei Leseraster, einmal fir ein Nonsense-Protein mit dem ersten Start-Codon als
Ausgangspunkt, und einmal fur eine Luciferase mit dem zweiten Start-Codon als Startpunkt.
Die Erwartung ist, dass aktives MazF diese mRNA an der ACA-Sequenz spaltet, und
dadurch das Protein vom zweiten Start-Codon an synthetisiert wird, was zu einer aktiven

Luciferase flhrt (siehe Abbildung 16). Das Gen steht unter einem IPTG-induzierbaren
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T7/lacO Promoter. ACA-Sequenzen innerhalb des Luciferase-Gens mussten entfernt
werden, da dies Schnittstellen fir MazF sind. AuRerdem mussten alle Stop-Codons flir das
alternative Leseraster innerhalb des Gens entfernt werden. Die veranderte Sequenz ist in

Abbildung 15 im direkten Vergleich mit der Orginalsequenz dargestellt.

* * * * * * * * * *
1 ATGACAGATGEICTITCACGCICEARAGAT TTOGT TGEEEACT GECGECAGRCGECCEECT TCARCCT GEACCARGTCCTCGAGCAGEEAGETGTIGTCCAGT 100
Cr o BooooerooocoorotBroooBoonBooororooo B Booooonnn

1 ATG---———- GICTTCACACTCGRAAGATTTCGT IGEEGACT GECGACAGACAGCCGECTACRRACCTGEACCAAGTCCTTGRACAGEEAGETGTGTCCAGT 33
* * * * * * * * *

* * * * * * * * * *
101 TTGTTTCAGRATCTCGEEETGTCCGTARCTCCGATCCARRAGEATTGTCCTGAGCGGCGRRRATGEECTGARGATCGATATCCATGTCATCATCCCGTACG 200
FEELEREEE et b e e b e e e e e e e b et b e r e e e et IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIEIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIEI
94 TTGTTTCAGRATCTCGEEETGTCCGTARCTCCGATCCARRGEATTGTCCTGAGCGET GRARATGEECTGARGATCGRCATCCATGTCATCATCCCGTATG 193
* * * * * * * * * *

* * * * * * * * * *
201 ARAGGTCTGAGCGECGACCARATGEECCAGATCGRARRR R A TTTTCARGGTGGTGTACCCTGTGERACGATCATCACTTCARGETGATCCTGCACTATGECAC 300
Preerrrrcrrerrerereereereererereerre e nBrorcorroocoocccnBoocoooeoen@oooooooooeoeee e
194 ARAGGTCTGAGCGECGACCARATGEECCAGATCGRARRR R A TTTTTARGGTGGTGTACCCTGTGEATGATCATCACTTTARGETGATCCTGCACTATGECAC 293
* * * * * * * * * *

* * * * * * * * * *
301 GCTGGTAATCGACGEGET TACGCCGAATATGATCGACTATTTCGGACGGCCGTACGRARGGCATCGCCGTGTTCGACGGCARRRRGATCACTGTAACTGEE 400

294 ACTGGTAATCGRACGEEET TACGCCGARCATGATCGACTATTTCGGACGECCGTATGRARGGCATCGCCGTGTTCGACGGCARRRRCATCACTGTARACAGES 393
* * * * * * * * * *

* * * * * * * * -
401 ACCCTGIGGARCGGCARCCGTIATTATCGACGAGCGCCTGAT CARCCCOGACGGCTCCCIGCTGT TCCGAGTARCCATCARCGEAGT GRCCGECTGEC
|||||||||||||||||Iaﬂﬂlllllll||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
394 RACCCTGIGGARCGGCARCARAATTATCGACGAGCGCCTGAT CARCCCOGACGGCTCCCIGCTIGT ICCGAGTARCCATCARCGEAGTGRCCGECT GG
*

* * * * * * * * *

493

* * *
GAACGCATTCTIGECGTARGECCGOGRACTCTAG 537
FEETEREEREETrrrett
GALCGCRAT TCT GECET Bl o e s s 516

501 TIGIGC
[ARRR
494 TGIGC

Abbildung 15: Vergleich der verénderten Sequenz der Luciferase (oben) mit der Orginalsequenz (unten)

Ein vollstandiger Beibehalt der Aminosauresequenz war aufgrund der zahlreichen nétigen
Anderungen nicht mdglich. Durch die Anderung der Sequenz AAA an der Position 412 der
Originalsequenz zu CGT wurde die Aminosaure Lysin zu Arginin ausgetauscht. Lysin ist eine
polare, positiv geladene Aminosaure. Arginin weist dhnliche biochemische Eigenschaften auf
und wurde daher als Substituent gewahlt. Zur Kontrolle der Funktionalitdt wurde das so
erstellte Gen fur die Luciferase durch Deletion des ersten Start-Codons wieder in das
korrekte Leseraster gebracht (5.14.7.10). Dieses Konstrukt diente im anschlielenden Test

als Kontrollstamm.
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Abbildung 16: Schema Funktionsweise Markerenzym-Plasmid

Ein zweites Plasmid (5.14.7.6) enthalt das Toxin-Antitoxin System MazEF unter einem
Rhamnose induzierbaren rhaP Promoter (Plasmid zur Verfligung gestellt von
J. Altenbuchner, Universitat Stuttgart). Dieser Promoter ist besonders gut geeignet fir die
Expression toxischer Proteine, da er eine geringe Basalexpression zeigt. Aulerdem kann so

das Toxin-Antitoxin System unabhangig vom Markerenzym induziert werden.

Beide Plasmide wurden im Bereich der genannten Gene sequenziert, es wurden keine
Mutationen festgestellt (siehe Anhang 10.1).

6.2.2 Transformation und Expressionstests

Die Plasmide wurden in BL21(DE3) sowie BL21(DE3)plysS eingebracht (5.14.5) und die
Expression uberpriift (5.15.1). Fir das Toxin-Antitoxin System war die Uberpriifung der
Expression durch SDS-PAGE (5.15.5) mit anschlieRender Western Blot Analyse (5.15.6)
moglich, da MazEF mit jeweils His- und Strep-Tag gekoppelt war. Fiir die Uberpriifung der
Expression des Markerenzyms wurde die Probe mittels SDS-PAGE (5.15.5) aufgetrennt und

durch Coomassie-Farbung ein Signal der entsprechenden Groe detektiert (nicht gezeigt).

72



6.2.3 Entwicklung der Methode
Die fertig entwickelte Methode ist unter 5.18 beschrieben. Hier wird beschrieben, wie das
Protokoll entwickelt wurde. Fir erste Tests wurde der Stamm BL21(DE3)plysS pEXIFNNT7

verwendet, spater wurden auch wie unter 6.2.4 beschrieben mit weiteren Stammen getestet.

Es musste zunachst eine geeignetes Medium gefunden werden, in welcher die Zellen
wahrend der Inkubationszeit nicht zu schnell abstarben und welche trotzdem geeignet fur die
anschlielende Nachweisreaktion war. Zunachst wurden klassische Medien wie LB (M1) und
Minimalmedium M9 (M14) getestet, das Problem war hier jedoch, dass die Nachweisreaktion
nur zu schwachen Signalen fuhrte. PBS (L1) war schliel3lich die beste Losung, da hier eine
ausreichende Ausbildung der Lumineszenz mdglich war, bei gleichzeitiger Schonung der

Zellen.

Der Test sollte fur eine 384 Loch Platte entwickelt werden. Die Ansatze bestanden also nur
aus einem geringen Flussigkeitsvolumen. Damit die Kammern bei der Inkubation nicht
austrockneten, wurden die Platten nach dem Ansetzen des Versuchs mit atmungsaktiver
Folie abgeklebt und in einer Feuchtekammer inkubiert. Eine Inkubation bei 37° C verglichen
zu einer Inkubation bei Raumtemperatur flhrte hier nicht zu unterschiedlichen Ergebnissen,
weshalb die Inkubation folgend bei Raumtemperatur durchgefiihrt wurde. Aufgrund des

geringen Ansatzvolumen war das Schitteln der Ansatze nicht nétig.

Als Substrat wurde NanoGlo (Promega) verwendet, welches speziell fur die NanoLuciferase
entwickelt wurde. Versuche mit Coelenterazin als Substrat waren erfolglos. Das Substrat
(NanoGlo) konnte jedoch verdiinnt eingesetzt werden. Fir die Detektion mussten die Zellen
aufgeschlossen werden, da das Substrat nicht membrangangig ist. Der mit dem NanoGlo
gelieferte Lysispuffer stellte sich als ungeeignet heraus, vermutlich da er fiir eukaryontische
Zellen entwickelt wurde. Stattdessen wurde der fir Bakterien geeignete Lysispuffer B-Per
verwendet, auf eine Zugabe von Lysozym konnte jedoch verzichtet werden. Bei der Zugabe
musste darauf geachtet werden, dass keine signalverfalschenden Luftblasen entstanden, im
Zweifelsfall wurde die Platte vor der Messung kurz zentrifugiert. Die Ausbildung der
Lumineszenz erfolgte schnell, nahm aber mit der Zeit noch stark zu, weshalb die Platten

immer Uber einen langeren Zeitraum (mindestens 20 min) gemessen wurden.
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6.2.4 Test auf Funktionalitat

Die Funktionalitdt des Markerenzyms mit korrektem Leseraster konnte durch die
Verwendung des Stammes BL21(DE3) pEXIFNNT7K im Test (5.18) gezeigt werden. Es
wurde eine starke Lumineszenz detektiert, wohingegen der Stamm mit dem Plasmid,
welches fur das Markerenzym ohne korrektes Leseraster codiert (BL21(DE3)pEXNNT7
pJeMmazEF) nach Induktion keine Lumineszenz ausbildete. Dieser sollte bei aktivem MazF

ein Lumineszenzsignal ausbilden.

Als MazF aktivierende Substanz wurde EDF beschrieben (Belitsky et al., 2011). Es wurde
aullerdem postuliert, dass EDF als Quorum Sensing Factor dient, also ins Medium
abgegeben wird und von anderen Zellen aufgenommen werden kann (Kolodkin-Gal et al.,
2007). Ahnlich wie im in vitro Test (siehe 6.1.4) zeigte EDF im in vivo Test mit
BL21(DE3)pEXNNT7 pJeMmazEF jedoch ebenfalls keinerlei Aktivitat, die Zugabe von EDF
in unterschiedlichen Konzentrationen zu Ansatzen von bis zu 17 pyM fihrte nicht zu einer
Ausbildung von Lumineszenz, auch nicht bei Wechsel des Mediums auf LB (M1) oder M9
(M14). EDF wurde daraufhin auf seine Funktionalitdt Gberpruft. Dazu wurde wie in der
Publikation von Kolodkin-Gal et al. (2007) beschrieben vorgegangen, die eingesetzte Menge
an EDF betrug wie im Paper angegeben 0,05 pug/ml, der verwendete Stamm war BL21(DE3).
Zur Auswertung wurden ebenfalls analog zum Paper Tropftests wie bei Amitai et al.
(2009) und Erental et al. (2012) beschrieben nach der Miles und Misra Methode angesetzt.
In keiner der drei durchgefiihrten Wiederholungen zeigte EDF eine Auswirkung auf die
Anzahl der Uberlebenden Zellen. EDF wurde aufl’erdem mit gereinigtem MazF und MazE
getestet (siehe 6.1.4), auch hier zeigte es keinerlei Wirkung (da die Zugabe von EDF in

keinem der Versuche eine Wirkung zeigte, sind die Ergebnisse nicht gezeigt).

Da die Verwendung von EDF als Positivkontrolle nicht mdglich war, wurde als Alternative zur
Uberprifung des Testaufbaus das Plasmid pJeMmazF mit einem durch Rhamnose
induzierbarem Gen fur MazF entwickelt (5.14.7.7). Dieses wurde mit pEXNNT7 in E. coli
BL21(DE3) transformiert (5.14.5). Tests mit diesem Stamm zeigten nach Induktion eine
Ausbildung von Lumineszenz. Anséatze, in denen die Expression von MazF nicht induziert
wurde, zeigten keine Ausbildung von Lumineszenz. Abbildung 17 zeigt die Signale fur die
beschriebenen verschiedenen Ansatze, in Tabelle 18 sind die verwendeten Stamme noch

einmal zusammengefasst.
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Tabelle 18: Verwendete Stamme fiir den in vivo Test

Stamm Funktionsweise Verwendung

BL21(DE3) Die Expression der funktionellen | Kontrollstamm zur Untersuchung von

PEXIFNNT7K Luciferase kann durch Induktion | Toxizitat der Substanz unabhangig von
mit IPTG induziert werden. MazEF

BL21(DE3) pEXNNT7 | Die Expression der out-of-frame | Ohne Induktion von MazEF dient dieser

pJeMmazEF Luciferase wird durch IPTG Stamm als Negativkontrolle.
induziert, die Expression von ) i i
MazEF durch Rhamnose Bei Induktion von out-of-frame Luciferase

sowie MazEF ist eine Untersuchung von
Substanzen hinsichtlich ihrer Wirkung auf
MazEF moglich

BL21(DE3) pEXNNT7 | Die Expression der out-of-frame | Dieser Stamm dient als Positivkontrolle,

pJeMmazF Luciferase wird durch IPTG da eine Aktivierung von MazF durch EDF
induziert, die Expression von nicht mdglich war. Durch die Induktion
MazF durch Rhamnose der Expression von MazF wird die

Luciferase aktiviert, was bei
Substratzugabe zu einer Ausbildung von
Lumineszenz fihrt.

Lumineszenz
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Abbildung 17: Test auf Funktionalitét des in vivo Tests.
Gezeigt ist die Ausbildung der Lumineszenz (ber die Zeit fiir den induzierten Stamm BL21(DE3) pEXIFNNT7K
(rote Raute), fiir den induzierten Stamm BL21(DE3) pEXNNT7 pJeMmazEF (hellgrauer Kasten), fiir den Stamm

BL21(DE3) pEXNNT7 pJeMmazF bei MazF Induktion (gelbes Dreieck) sowie ohne MazF Induktion (dunkelgrauer
Kasten).
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6.2.5 Ubertragung des in vivo Tests auf das System EndoA/EndoAl aus

Bacillus subtilis
Der in vivo Test sollte auf das Toxin-Antitoxin System EndoA/EndoAl aus Bacillus subtilis
Ubertragen werden. EndoA ist ebenfalls eine RNase, allerdings mit der Erkennungssequenz
UACAU. Die Schnittstelle ACA des Luciferasegen tragenden Plasmids wurde entsprechend
geandert (5.14.7.14). E. coli BL21(DE3) wurde mit den Plasmiden pEXNNT7bsub und
pJeMendoAlA (5.14.7.13) transformiert (5.14.5) und die Anwesenheit der Plasmide durch
einen Kontrollverdau Uberprift (5.14.3). Parallel wurden die Gene endoA und endoAl zur
Expression in pET-Vektoren integriert (5.14.7.11 und 5.14.7.12) und diese in BL21(DE3)
transformiert (5.14.5). Die Transformation wurde auch hier mittels Kontrollverdau Uberpriift
(5.14.3). Mit samtlichen erstellten Stammen wurden Testexpressionen durchgefihrt (5.15.1),
es konnte in keinem Fall eine Expression der Komponenten nachgewiesen werden. Eine
Expression in B. subtilis selbst war nicht mdglich, da die verwendeten Plasmide nicht fir
B. subtilis geeignet waren. Eine weitere Bearbeitung war im Rahmen dieser Arbeit nicht

maglich.

6.3 Screening von Extrakten mittels des in vivo Tests

Mit Hilfe des in vivo Testsystems wurden Extrakte aus der Extraktbibliothek des IBWF
untersucht. Von Interesse waren dabei neben Extrakten, welche eine Ausbildung des
Fluoreszenzsignals bei Ansatzen mit BL21(DE3) pEXNNT7 pJeMmazEF, also einer
Aktivierung von MazF, bewirkten auch solche Extrakte, die eine Verminderung des Signals
beim Kontrollstamm BL21(DE3) pEXIFNN bewirkten, da dies auf eine toxische Wirkung
gegen E. coli hinwies. Es wurden insgesamt ca. 1300 Extrakte untersucht, davon wurden ca.
70 Extrakte erneut nachgepruft. 24 dieser Extrakte wurden mittels HPLC in 96 Lochplatten
getrennt (siehe 5.13.2) und in einem erneuten in vivo Test untersucht (siehe 5.18, Nachtest).
Unter diesen Extrakten waren auch zwei, welche zu einer Aktivierung von MazF geflihrt
hatten. Nach der Fraktionierung konnte die Aktivitat dieser zwei Extrakte allerdings keiner
einzelnen Fraktion mehr zugeordnet werden. Es konnten also keine wirkortspezifischen
Aktivitaten im Rahmen der Arbeit verfolgt werden. 18 der fraktionierten Extrakte enthielten
Substanzen, die keinem bekannten Naturstoff zugeordnet werden konnten und daher
vielversprechend waren. Die Pilze, aus denen diese Extrakte gewonnen worden waren,
wurden nachfermentiert und erneut extrahiert. In diesen neuen Extrakten konnte bei 8 die
aktive Substanz erneut detektiert werden, so dass eine Nachfermentation im 20 | Maf3stab

durchgefihrt wurde (siehe 6.4). Es wurden Extrakte von Pilzen aus verschiedenen Gruppen
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untersucht: Basidiomyceten, Ascomyceten und Deuteromyceten. Der Verlauf des

Testverfahrens ist schematisch in Abbildung 18 gezeigt.

Testen der Rohextrakte

Selektion aktiver
Extrakte

¥

Validierung aktiver Extrakte

Selektion aktiver
Extrakte

Fraktionierung"der Extrakte und
Suche nach biologisch aktiven
Naturstoffen

Selektion van
Extrakten mit
aktiven Fraktionen

Rekultivierung der zugehdrigen Pilze
und Validierung der aktiven
Substanzen

Selektion van
Pilzen mit aktiven
Fraktionen

Kultivierung der Pilze im 20 | MaRstab
und Isolierung der aktiven Substanzen

Abbildung 18: Schema Screeningablauf in vivo

6.4 Fermentation von Pilzen mit Aktivitat gegen Escherichia coli

Die in 6.3 identifizierten Pilze, deren Extrakte Aktivitdt gegen E. coli gezeigt hatten, wurden
im 20 | Maf3stab fermentiert (5.12.3). Von den 8 identifizierten und fermentierten Pilzen sind
hier nicht alle aufgeflihrt (siehe Tabelle 19). Stamm IBWF 12107 zeigte kein ausreichendes
Wachstum, auch in verschiedenen getesteten Medien nicht. Stamm IBWF 12004 und 12105
wurden von Saliha Erikci (Erikci, 2016) und David Heidler Edler von Heilborn (Heilborn,
2016) bearbeitet, beide produzierten die gewiinschte Substanz im 20 | Maf3stab nicht mehr.
Die aktive Substanz von Stamm IBWF 399-08 stellte sich bei den ersten Schritten der
Reinigung als das Mykotoxin Penicillinsdure heraus, die aktiven Substanzen
(Isomergemisch) von Penicillium spp. IBWF 008-14 waren bereits durch Jan Rether (Rether,

2001) als Oxaspirodion (Struktur sieche Abbildung 19), allerdings in Chaetomium subspirale
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beschrieben. Die Fermentation der Stamme IBWF 12066, IBWF 12013 und IBWF 15001 ist
anschlief3end (6.4.1-6.4.3) beschrieben.

Tabelle 19: Im 20 | MaB3stab fermentierte Stamme

Stammnummer Fermentiert durch

IBWF 12004 Saliha Erikci (Erikci, 2016)

IBWF 12105 David Heidler Edler von Heilborn (Heilborn, 2016)
IBWF 399-08 Diese Arbeit (nicht gezeigt)

IBWF 008-14 Diese Arbeit (nicht gezeigt)

IBWF 12066 Diese Arbeit (siehe 6.4.1)

IBWF 12013 Diese Arbeit (siehe 6.4.2)

IBWF 15001 Diese Arbeit (siehe 6.4.3)

HaC
0
OH
0
V7
o
o
CHs
HsC H3C

Abbildung 19: Die Strukturen der Stereoisomere von Oxaspirodion (Rether et al., (2004))
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6.4.1 Hypholoma tuberosum IBWF 12066

Das Rohextrakt dieses Pilzes fiel im Screening durch eine sehr starke Aktivitat im in vivo
Assay auf. Die Aktivitdt konnte durch die Fraktionierung einem einzeln stehenden Peak mit
sehr eindeutigen UV-Spektrum zugeordnet werden. Eine ITS-Sequenzierung (10.2.1) und
anschlieRender Vergleich mit der Datenbank GenBank ergab eine Ubereinstimmung von
98 % mit 86 % der ITS-Sequenz von Hypholoma tuberosum (GenBank Accession Nr.
FJ461624.1). Der Vergleich der ITS-Sequenz mit der Datenbank MycoBank fiihrte nur zu
Ergebnissen mit einer geringen Abdeckung der gesamten Sequenz. Die hochste
Ubereinstimmung ergab die Sequenz von Pholiota polychroa (CBS-Nr. 346.34) mit einer
Ahnlichkeit von 97 % fir 51 % der Gesamtsequenz.

6.4.1.1 Fermentation

Es wurden Medientests durchgefihrt und MM+KP (M13) als Medium mit der héchsten
Ausbeute an CK 12066-1 identifiziert. Dabei fiel auRerdem auf, dass die gesuchte Substanz
nur in einem sehr kurzen Zeitfenster gebildet wurde. Daher wurde der Pilz in einem ersten
20 | Fermenter fUr einen langeren Zeitraum fermentiert, um die optimale Fermentationsdauer
zu bestimmen. Ein zweiter Fermenter wurde unter gleichen Bedingungen angesetzt um
daraus die Reinsubstanz CK 12066-1 zu gewinnen. Der Verlauf der Fermentation ist in
Abbildung 20 gezeigt. Wie man erkennen kann, ist die Konzentration an CK 12066-1 an Tag
2 am hdchsten, zur Gewinnung dieser Substanz wurde daher in der Folgefermentation fir

zwei Tage fermentiert.

6.0 - 2,0 0,5 r 20
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1,5 1 3 15 —
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| .: L [(e] .
5.0 = 0,3 8 s
< bS] (3]
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4,5 - 0.2
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3,5 0,0 T T T L * 0,0 L0
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—8— Glucosegehalt [%] —&— pH —m— Myzeltrockengewicht [g/] —#— Gehalt an CK 12066-1 [mg/I]

Abbildung 20: Fermentationsverlauf IBWF 12066 im 20 | Ma3stab in MM+KP (M13) (Daten {ibernommen von Jan
Schulte)
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6.4.1.2 Isolierung von CK 12066-1

Nach Beenden der Fermentation (zur Bestimmung der Fermentationsdauer siehe 6.4.1.1)
von 12066 wurde das Kulturfiltrat durch Filtration vom Myzel getrennt und mit Ethylacetat
extrahiert (siehe 5.13.1). Durch Vorreinigung an Chromabond-Kartuschen und
anschlielender praparativen HPLC (5.13.4) wurden 1,6 mg CK 12066-1 aus 20 | Kultur
gewonnen. Das Aufarbeitungsschema ist in Abbildung 21 dargestellt. Das Rohextrakt zeigte
im in vivo Test eine starke Aktivitdt (Lumineszenz von etwa 20000 Einheiten verglichen zur
Kontrolle mit etwa 750000 Einheiten, siehe Abbildung 29)

20 | Kulturfiltrat

dx mit 5 | Ethylacetat
extrahiert

¥
1,6 g Rohextrakt
|

Festphasenextraktion an
Chromabond-Kartuschen
Elution mit 100 % Acetonitril

v
460 mg Zwischenprodukt

Prap. HPLC Zorbax Eclipse XDB-Phenyl,
250 % 9.4 mm [Agilent Technologies, USA)
Acetonitril : 0,1 % HZOOH, 21,2 ml/min
Elution bei 11 min isokratisch mit 5 %
Acetanitril

v

1,6 mg CK 12066-1

Abbildung 21: Aufarbeitungsschema CK 12066-1

6.4.1.3 Physikalisch chemische und biologische Charakterisierung

Bei CK 12066-1 handelt es sich um (p-Hydroxy-phenyl)-acetic acid (Struktur siehe Abbildung
22, Strukturaufklarung durch Prof. Laatsch, Géttingen). Die Substanz hat ein
Molekulargewicht von 152,15 und die Summenformel lautet CsHsOs; (Masse und UV-
Spektrum siehe Anhang, Abbildung 35). Die Substanz I6st sich mafig in Acetonitril und mit
mindestens 5 mg/ml in DMSO. CK 12066-1 ist ein brauner amorpher Feststoff und zeigte als
Reinsubstanz eine starke biologische Aktivitdt gegen die meisten getesteten Organismen

beziehungsweise Zellen, aulRer B. cinerea und HelaS3 (siehe Anhang 10.3). Die Substanz ist
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vermutlich flichtig, weshalb bei der Einengung die Temperatur moéglichst niedrig gewahlt

wurde.

OH

OH

Abbildung 22: (p-Hydroxy-phenyl)-acetic acid (CK 12066-1)

6.4.2 Psathyrella conopilus (IBWF 12013)

Das Rohextrakt dieses Pilzes zeigte im in vivo Test (5.18) eine starke Aktivitat in einer
Fraktion mit nur einem ausgepragten UV-Spektrum bei 10,7 min. Eine ITS-Sequenzierung
(siehe 10.2.2) und anschlieBender Vergleich mit der Datenbank GenBank ergab eine
Ubereinstimmung von 99 % mit 96 % der ITS-Sequenz von Parasola conopilus CBS 325.39
(GenBank Accession Nr. FJ770396.1, Synonym fur Psathyrella conopilus). Der Vergleich mit
der Datenbank MycoBank ergab ebenfalls eine Ubereinstimmung von 99 % mit 96 % der

ITS-Sequenz von Parasola conopilus CBS 325.39.

6.4.2.1 Fermentation

Der Pilz IBWF 12013 wurde im 20 | MaBstab in HA-Medium (M3) fermentiert. Der pH-Wert
war am ersten Tag der Fermentation bei 6 und blieb bis zum Ende der Fermentation auf
diesem Niveau. Der Glukosegehalt war bis zum 3. Tag konstant, nahm bis zum 7. Tag auf
0,1 % ab und blieb dann auf diesem Niveau. Die gemessene Masse an Feststoffen nahm bis
zum 8. Tag auf etwa 3,3 g/l zu, sank bis zum 11. Tag auf ca. 2 g/l, um am 12. Tag wieder auf
3,2 g/l zuzunehmen. Am 13. Tag hatte die gemessene Masse an Feststoffen wieder auf ca.
3 g/l abgenommen. Die Schwankungen sind mit der Struktur des des Myzels zu erklaren, da
bei kleineren Sticken mehr Feststoffe durch den Probenschlauch gelangen kénnen (siehe
auch 7.4.2). Proben der 20 | Fermentation zeigten in der HPLC-Analyse (5.13.2) ein anderes
UV-Spektrum im Bereich der zuvor gemessenen Aktivitat als Proben der 500 ml Kultur.
Neben dem zuvor identifizierten Spektrum der aktiven Substanz eluierten in der HPLC-
Messung hier weitere Substanzen mit unterschiedlichen UV-Spektren zur gleichen Zeit. Der
Verlauf der Fermentation ist in Abbildung 23 gezeigt. Die Substanz CK 12013-1 wurde ab
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dem 5. Tag nachgewiesen, der Gehalt nahm bis zum 12. Tag der Fermentation zu, um dann
bis zum 13. Tag wieder abzunehmen. Um weitere Verluste an CK 12013-1 zu vermeiden,

wurde die Fermentation beendet.
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Abbildung 23:Fermentationsverlauf IBWF 12013 im 20 | MaBstab in HA-Medium (M3)

6.4.2.2 Isolierung von CK 12013-1

Nach Beenden der Fermentation von IBWF 12013 wurde das Kulturfiltrat durch Filtration
vom Myzel getrennt und mit Ethylacetat extrahiert (siehe 5.13.1). Im Rohextrakt waren, wie
bereits bei den Tagesproben beobachtet, bei der HPLC-Analyse (5.13.2) fur die Elutionszeit
der Zielsubstanz mehrere UV-Spektren vorhanden. Durch Vorreinigung durch
Festphasenextraktion an einer Chromabond-Kartusche und anschlieBRender praparativen
HPLC (5.13.4) wurden 8 mg CK 12013-1 aus 15 | Kultur gewonnen, wobei in weiteren
unreinen Fraktionen die restlichen Substanzen mit der urspringlich gleichen Retentionszeit
der Zielsubstanz verblieben. Diese wurden nicht weiter gereinigt, da sie keine biologische
Aktivitat mehr zeigten. Die Aufreinigung ist in Abbildung 24 dargestellt. Das Rohextrakt zeigte
im in vivo Test eine starke Aktivitat (Lumineszenz von etwa 2000 Einheiten verglichen zur
Kontrolle mit etwa 750000 Einheiten, siehe Abbildung 29)

82



15 | Kulturfiltrat

3x mit 5 | Ethylacetat
extrahiert

¥

1 g Rohextrakt

|
Festphasenextraktion an

Chromabond-Kartuschen
l Elution mit 100 % Acetonitril

650 mg Zwischenprodukt

Prap. HPLC Zorbax Eclipse XDEB-Phenyl,
250 x 9,4 mm {Agilent Technologies, USA)
Acetonitril 1 0,1 % HCOOH, 15 ml/min
Elution bei 19,5 min isokratisch bei 28 %
Acetonitril

k)

8 mg CK12013-1

Abbildung 24: Reinigungsschema CK 12013-1

6.4.2.3 Physikalisch chemische und biologische Charakterisierung

Bei CK 12013-1 handelt es sich um einen neuen Naturstoff mit dem |IUPAC-Namen 11-
Hydroxy-tridec-5-ene-7,9,12-triynoic acid in zwei Formen (Struktur siehe Abbildung 25,
Strukturaufkldrung durch Prof. Bode, Frankfurt). Die Substanz hat ein Molekulargewicht von
216 und die Summenformel lautet C43H:.Os (Masse und UV-Spektrum siehe Anhang,
Abbildung 36). Die Substanz I6st sich nur maRig in Methanol, weshalb sie fir Versuche in
DMSO gelést wurde. Sie ist ein brauner amorpher Feststoff. Im in vivo Test sowie gegen
E. coli zeigte sie keine Aktivitdt mehr. Nahezu die gesamte Menge der Substanz wurde zur
Strukturaufklarung verwendet, eine Nachisolierung wurde daher durchgefiihrt, um die
Substanz weiter biologisch zu charakterisieren. In der biologischen Charakterisierung zeigte
CK 12013-1 ausschlieBlich gegen HelaS3 Zellen mit einer Konzentration von 50 ug/ml

Aktivitat.
O

|
OH
N _ X " _ = OH
N\ Z O AN

HO HO
Abbildung 25: Struktur von CK 12013-1, Form A und B
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6.4.3 Wallemia muriae (IBWF 15001)

Der Pilz IBWF 15001 wurde aus infiziertem Malzextrakt isoliert. Auf zunachst verwendetem
HMG-Medium (M4) zeigte er kaum Wachstum, Medientests zeigten, dass hohe osmotische
Bedingungen flr ein gutes Wachstum nétig waren. Auf MYA30G Medium (M5) wuchs er als
braun-pulvriges Myzel. Eine ITS Sequenzierung (siehe 10.2.3) und zusatzliche
Sequenzierung des ribosomalen Bindeproteins (RBP, siehe 10.2.4) ergab eine 100 %
Ubereinstimmung von 95 % der ITS- beziehungsweise RBP-Sequenz von Wallemia muriae
CBS 136844, einem urtiimlichen Basidiomycet, welcher mit den anderen Wallemiales eine
Gruppe sehr xerotoleranter Pilze bildet. Rohextrakte von Kulturen in HMG-Medium zeigten
Aktivitat im in vivo Test fir den Stamm BL21(DE3) pEXIFNNT7K (5.18), weshalb eine

Fermentation durchgefihrt wurde.

6.4.3.1 Fermentation

Eine Fermentation im 20 I-MaRstab in HMG-Medium (M4) fihrte nicht zur Produktion von CK
15001-1, weshalb im Anschluss 5 I-Kolben mit je 2,51 Medium verwendet wurden. Hier
zeigte sich, dass die Substanz nur bei Verwendung von Kolben mit 4 Schikanen, nicht aber
bei nur einer Schikane, gebildet wurde. Insgesamt wurde im MafRistab 3 x 2,5 | fermentiert,
die Kolben wurden mit je 100 ml der selben Vorkultur angeimpft. Der Verlauf der

Fermentation ist in Abbildung 26 gezeigt.
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Abbildung 26: Fermentation Wallemia muriae IBWF 15001 im 7,5 | Mal3stab in HMG-Medium (M4)
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Der pH Wert sank innerhalb der ersten 7 Tage von 5,3 auf 4,3 und blieb bis zum Ende der
Fermentation auf diesem Niveau. Der Glukosegehalt nahm bis zum 14. Tag auf 0,1 % ab und
blieb dann auf diesem Niveau. Da die Proben per Pipette aus dem Kolben enthommen
wurden, war eine reprasentative Entnahme des Myzels nicht moglich, es war allerdings zu
beobachten, dass der Myzelgehalt Uber die gesamte Fermentationsdauer sehr gering blieb.
Die Substanz CK 15001-1 wurde ab dem 7. Tag nachgewiesen, der Gehalt nahm bis zum
14. Tag der Fermentation zu, um dann bis zum 16. Tag wieder abzunehmen. Da bis zum 18.

Tag keine Veranderung im Gehalt mehr festgestellt wurde, wurde die Fermentation beendet.

6.4.3.2 Isolierung von CK 15001-1 und CK 15001-2

Nach Beenden der Fermentation von IBWF 15001 wurde das Kulturfiltrat durch Filtration
vom Myzel getrennt und mit Ethylacetat extrahiert (siehe 5.13.1). Aus dem Rohextrakt
wurden durch LPLC und praparative HPLC (5.13.4) 188 mg CK 15001-1 und 31 mg CK
15001-2 aus 7,51 Kultur gewonnen, wobei in weiteren Fraktionen noch ungereinigte
Substanz CK 15001-1 verblieb. Das Schema der Aufreinigung ist in Abbildung 27 dargestellt.
Das Rohextrakt zeigte im in vivo Test eine gute Aktivitdt (Lumineszenz von etwa 250000

Einheiten verglichen zur Kontrolle mit etwa 750000 Einheiten, siehe Abbildung 29)

7,5 | Kulturfiltrat
|

3x mit 2,5 | Ethylacetat
extrahiert

v
4,1 g Rohextrakt

Chromatographie an Kieselgel &0,
Gradient mit Cyclohexan,
Ethylacetat, Methanol

124 mg CK 15001-1 112 mg Zwischenprodukt
{100 % Methanol) (75 % Ethylacetat, 25 % Methanol)

Prin. HPLC SunFire C18 S2ule (100 A, 5 um,

19 mm % 250 mm, 1/pkg OBD; Best.Nr.

18600427; Waters 5.A.5., Saint-Quentin,

Frankreich)

l Acetonitril : 0,1 % HZOOH, 12 mI/min
Elution isokratisch mit 40 % Acetonitril

64 mg CK15001-1 31 mg CK15001-2
{9,75-10,25 min) {12,75-13,5 min)

Abbildung 27: Aufarbeitungsschema von CK 15001-1 und CK 15001-2 aus Kulturfiltrat einer Fermentation von
Wallemia muriae IBWF 15001
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6.4.3.3 Physikalisch-chemische und biologische Charakterisierung

Bei CK 15001-1 handelt es sich um Atromentin (Struktur siehe Abbildung 28), ein in
Basidiomyceten bekanntes Sekundarmetabolit. Atromentin hat ein Molekulargewicht von 324
und die Summenformel lautet C1sH1.0s (Masse und UV-Spektrum siehe Anhang, Abbildung
37). Die Substanz I6st sich nur mafig in Methanol und kaum in Acetonitril, weshalb sie fir
Versuche in DMSO geldst wurde. Atromentin ist ein braun-orangener amorpher Feststoff und
zeigte als Reinsubstanz lediglich eine schwache biologische Aktivitat gegen E. coli bei einer

Konzentration von 100 pg/ml (siehe Anhang 10.3).

Abbildung 28: Strukturformel Atromentin

CK 15001-2 wurde zur Strukturaufklarung zu Prof. Bode, Frankfurt geschickt. Eine
eindeutige Aufklarung war nicht maoglich, es konnte aber gezeigt werden, dass es sich um ein
Derivat von Atromentin handelt (Masse und UV-Spektrum siehe Anhang, Abbildung 38). Die
Substanz 16st sich sehr gut in Acetonitril und ist ein beiger amorpher Feststoff. Die Substanz
zeigte bei einer Konzentration von 5 pug/ml 100 % Aktivitdt gegen HelaS3 Zellen sowie eine
sehr schwache Hemmung (8 %) von E. coli bei einer Konzentration von 100 pg/ml (Anhang
10.3).
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7 Diskussion

Antibiotikaresistenzen sind bekannt, seit es Antibiotika gibt (Fleming, 1964). Allerdings waren
sie bis etwa 1990 nicht so stark verbreitet, dass MalRnahmen dagegen unternommen werden
mussten. 1992 verdffentlichte H. Neu einen vielbeachteten Artikel in Science, in dem er auf
die alarmierende Rate der Resistenzbildung hinwies und die Notwendigkeit der Anpassung
der Antibiotikaverwendung unterstrich (Neu, 1992). Die folgenden Jahre waren gepragt von
einem zunehmend verantwortungsvollerem Umgang mit Antibiotika, wie der Einschrankung
in der Tiermast oder der Kategorisierung in Reserveantibiotika (Schmid, 2006). Diesen
Bemuihungen zum Trotz wurden jedoch vor allem auch multiresistente Erreger deutlich
haufiger detektiert, mit teilweise alarmierenden Raten (WHO, 2014). Die Problematik der
Bekampfung von multiresistenten Erregern ist daher starker in den Fokus geraten. Eine
Méglichkeit ware, sich die plasmidstabilisierenden Systeme der Antibiotikaresistenzplasmide
zum Nutzen zu machen (DeNap & Hergenrother, 2005). Hierbei handelt es sich unter
anderem um Toxin-Antitoxin Systeme, wie zum Beispiel dem System MazEF (Engelberg-
Kulka, 2009). Dieses ist eines der ersten entdeckten, sehr haufigen und am besten
untersuchten Toxin-Antitoxin Systeme (Gerdes, 2013). Substanzen mit Wirkung gegen
dieses System konnten daher bei zahlreichen resistenten Erregern wirken. Die Gruppe um
Kolodkin-Gal meldete 2007 die Entdeckung von EDF, einem Pentapeptid, welches zum
einen die Aktivitat von MazF verstarkt und zum anderen die Bindung von MazE an MazF
verhindert (Kolodkin-Gal et al., 2007). Mit dieser Substanz als Kontrolle kdnnten Testsysteme
entwickelt werden, welche ein schnelles Screening nach weiteren MazF aktivierenden
Substanzen ermdglichen. Mit den entwickelten Testsystemen kénnen Pilzextrakte des IBWF
evaluiert werden. Zusatzlich werden mit dem Testsystem Substanzen mit Aktivitat gegen das
Wachstum oder die Proteinsynthese von E. coli identifiziert. Gegen diese gram-negativen
Bakterien sind nur wenige Antibiotika wirksam und auch nur wenige neue Wirkstoffe in der
Entwicklung (WHO, 2014).
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7.1 Entwicklung des in vitro Tests

Das in vitro Testsystem ermdglicht den Nachweis von Substanzen, die die Bindung von
MazE an MazF inhibieren und so das Ausldschen eines Fluoreszenzsignals bewirken. Da es
sich um eine definierte Umgebung handelt, sind jegliche Veranderungen im Signal dem
getesteten Extrakt zuzuschreiben, welches den einzigen variierenden Faktor darstellt.
AuRerdem sind die Angriffspunkte des getesteten Extraktes damit automatisch auf die im in
vitro Testsystem verwendeten Komponenten beschrankt. Allerdings ist es allein mit diesem
Testsystem nicht auszuschlielRen, dass als positiv identifizierte Extrakte Quencher, welche
das Signal durch Absorption ausléschen, oder hochaktive Substanzen, welche die Proteine
denaturieren und so eine Ausbildung der Fluoreszenz verhindern, enthalten. Diese falsch
positiven Treffer werden durch den Einsatz des Counterscreens (das in vivo Testsystem)
eliminiert, da hier nun die Verstarkung des Signals ein positives Ergebnis signalisiert. Ein
Quencher wirde also genauso wenig ein positives Ergebnis generieren wie eine Substanz,
welche Proteine angreift. Der in vitro Test vermag des Weiteren aktive Substanzen zu
identifizieren, welche die Zellmembran nicht passieren kdnnten. Dieses Substanzen sind

dennoch von Interesse, da sie als Leitstrukturen dienen konnen.

Fir die Entwicklung des Tests wurde reines MazE und MazF bendétigt. Die Komponenten
mussten aullerdem mit einem Tag versehen sein, um spater die Beads binden zu kdnnen
(siehe 6.1). Zunachst wurde versucht, die Komponenten nach einer Coexpression
voneinander zu trennen (7.1.1), anschlieRend wurden die Komponenten jeweils einzeln
exprimiert und gereinigt (7.1.2-7.1.3). Die gereinigten Komponenten wurden in einem

Fluoreszenz-Oligonukleotidtest auf ihre Funktionalitat Gberprift (7.1.4).

7.1.1  Reinigung der Komponenten MazE und MazF nach Coexpression

Das Toxin-Antitoxin System MazEF besteht aus zwei Komponenten, dem Toxin MazF und
dem Antitoxin MazE. Diese werden in E. coli natlrlicherweise coexprimiert, so dass sie stets
im Komplex vorliegen. MazE wird dadurch stabilisiert und die toxische Wirkung von MazF
neutralisiert. Die Expression zur Reinigung der Komponenten sollte daher zunachst auch als
Coexpression stattfinden. Allerdings stellte sich heraus, dass die Bindung zwischen den
Komponenten enorm stabil war, was auch schon von anderen Gruppen beschrieben wurde
(Wang & Hergenrother, 2007). In Folge dessen gelang eine vollstdndige Trennung und
Reinigung der beiden Komponenten nicht. Um eine komplette Trennung zu erreichen,

wurden Versuche mit Urea- beziehungsweise GnHCI-Gradienten durchgefihrt (6.1.1). Die
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erhaltenen Fraktionen waren reiner als Fraktionen aus Versuchen ohne Gradient, allerdings
konnte in der Western Blot Analyse haufig noch die jeweils andere Komponente
nachgewiesen werden. Die enorm hohen Konzentrationen an Urea bzw. GnHCI verkirzten
aullerdem die Lebensdauer von MazEhis. Durch die auftretenden Probleme wurde mit der
Reinigung der Komponenten nach einer jeweiligen Einzelexpression begonnen. Die
Coexpression ware lediglich fur eine Reinigung von MazF von Interesse, falls die Expression
von einzelnem MazF nicht erfolgreich ware. Da aber MazF in groRen Mengen nach einer
getrennten Expression gereinigt werden konnte (siehe néachster Abschnitt), wurde die

Coexpression nicht weiter verfolgt.

7.1.2 Reinigung von MazF

Es wurde davon ausgegangen, dass aufgrund der toxischen Wirkung von MazF nur eine
geringe Rohmenge an Protein erreicht werden wurde. Daher wurde MazF mit dem Strep-Tag
versehen, welcher meistens eine effektivere Reinigung als der His-Tag ermdglicht. Die
Transformation von E. coli mit dem erstellten Expressionsplasmid pETmazFstrep (5.14.7.3)
fihrte zunachst ausschlie3lich zur Selektion von Kolonien, welche MazF nicht oder fehlerhaft
exprimierten. Es wurde daher vermutet, dass alle korrekten Transformanden durch die
toxische Wirkung des MazF kurz nach der Transformation abstarben. Dies ware gegeben,
wenn trotz der Verwendung von BL21(DE3) plysS, einem speziell fur die Expression von
toxischen Proteinen entwickeltem Stamm, eine geringe Basalexpression stattfand, welche
ausreichend war, um die Zellen abzutéten. Das verwendete Plasmid pETmazFstrep stellt
mazF unter die Kontrolle des T7/lacO Promotors. Das bedeutet, dass die Expression durch
Lactose induziert wird. Komplettmedien wie LB kénnen Spuren von Lactose enthalten, da die
Komponente Trypton aus Milchprotein gewonnen wird. Diese kdnnten ausreichen, um eine
geringe Basalexpression zu induzieren. Natlrlicherweise ist das Lac-Operon so reguliert,
dass es nur induziert wird, wenn zum einen Lactose vorhanden ist und zum anderen
Glucose nicht vorhanden ist. Glucose verhindert also eine Induktion. Daher wurde bei
weiteren Transformationsversuchen in samtlichen Schritten etwas Glucose zugegeben, um
eine Induktion durch Spuren von Lactose zu verhindern. Auf diese Weise konnte eine
Transformande mit dem korrektem Plasmid selektiert werden. Fir die Expression wurde
keine Glucose mehr zugegeben, um eine Induktion der Expression von MazF zu

ermoglichen.
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Nach der Induktion war zu beobachten, dass die ODgg sich nur noch ein mal verdoppelte.
Dies deutet darauf hin, dass die Zellen nach der Expression von MazF nicht mehr in der
Lage sind, sich zu teilen, da die Biosynthese zum Erliegen kommt, und diente nebenbei auch
als Indikator fur eine erfolgreiche Expression. Mit diesem Stamm konnte MazF isoliert
werden, allerdings nur in geringen Mengen. Das Problem liegt hierbei vermutlich in der
Eigenschaft von MazF, samtliche RNA mit ACA-Schnittstellen zu zerstéren. Da die RNA,
welche flir MazF codiert, selbst auch ACA-Sequenzen enthalt, wird diese ebenfalls von MazF
angegriffen. Eine geringe Menge von MazF reicht dabei offensichtlich aus, um eine weitere
Expression von MazF durch den kompletten Abbau der RNA zu unterbinden. Um den Abbau
der eigenen RNA zu verhindern, wurde das Gen fir MazF daher so verandert, dass es keine
ACA-Sequenzen mehr enthielt (siehe Abbildung 11). Es wurde nach Moglichkeit darauf
geachtet, Tripletts zu verwenden, welche haufig in E. coli verwendet werden, um die
Expressionsrate nicht zu verringern. Es war dabei mdglich, die Basen so auszutauschen,
dass die Aminosauresequenz nicht verandert wurde (siche Maloy et al., 1996). Da das
Plasmid pET51b(+) zwischen der Sequenz fiir den Strep-Tag und der Multiple-Cloning-Site
auch ACA-Sequenzen enthalt, wurde der modifizierten mazF-Sequenz noch eine ACA-freie
Sequenz fir den Strep-Tag samt Spacer angehangt. Fir den Fall des His-Tags musste
genauso vorgegangen werden, um alle ACA-Sequenzen zu eliminieren. Die Synthese wurde
von Eurofins Scientific SE, Luxemburg durchgefiihrt und dauerte aufgrund der toxischen
Wirkung von MazF mehrere Monate. Eine schnelle Anderung des verwendeten Tags war
also nachtraglich nicht moglich und erklart, warum spater die Tags zwischen MazF und MazE
nicht gewechselt werden konnten. Transformanden, die dieses Plasmid enthielten, wurden
ebenfalls stets auf glukosehaltigem Medium gehalten. Nach Induktion vermochten diese eine
enorme Menge an MazFstrep zu synthetisieren. Dies kann damit erklart werden, dass MazF
nahezu alle RNA schneidet, allerdings nun nicht mehr seine eigene, da diese keine
ACA-Sequenzen mehr enthdlt. Samtliche noch vorhandenen Ressourcen zur
Proteinexpression in der Zelle werden also fir die Synthese von MazF verwendet. Da die
ODeggo sich analog zu den vorigen Versuchen nach der Induktion nur noch ein mal
verdoppelte, wurde erst bei einer relativ hohen ODsy von etwa 1 induziert um auch ohne

nachtragliches Zellwachstum eine mdglichst gro3e Menge an Produkt zu erhalten.
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7.1.3 Reinigung von MazE

Da MazF mit dem Strep-Tag versehen worden war, musste MazE per His-Tag gereinigt
werden, um am Ende fur die weitere Entwicklung des in vitro Tests die Komponenten mit
verschiedenen Tags zu haben. Die Reinigung mittels His-Tag kann erfahrungsgemaf
aufwendiger werden als die Reinigung mittels Strep-Tag. Da fur MazE kein toxischer Effekt
erwartet wurde, wurde davon ausgegangen, dass eine hohe Ausgangsmenge an Protein
erreicht werden wirde, welche einen spateren Verlust wahrend der Reinigung kompensieren
koénnte. Testexpressionen von BL21(DE3) pETmazEhis zeigten in der Western Blot Analyse
der l6slichen Fraktion nach dem Zellaufschluss auch ein wie erwartet starkes Signal fiir
MazEhis. Da MazE ein sehr instabiles Protein ist, muss der Puffer flir den Aufschluss und die
Reinigung sehr genau auf das Protein angepasst werden, um die Verluste méglichst gering
zu halten. Aus diesem Grund wurde dem Puffer auch ein Protease-Inhibitor-Mix beigemischt,
welcher die Verluste an MazEhis vor und wahrend der Reinigung verringerte. Bei der
Analyse der Fraktionen nach der Reinigung an der His-Trap-HP Saule konnte dennoch
beobachtet werden, dass die Menge an MazEhis deutlich abgenommen hatte. Ein schnelles
Vorgehen, also eine Reinigung in einem Schritt, ware daher die beste Ldsung, um die
Verluste moglichst gering zu halten. Die Analyse der Fraktionen zeigte jedoch weiterhin, dass
trotz Anwenden von verschiedenen Gradienten bei der Elution nie alle verunreinigenden
Proteine entfernt werden konnten. Dies kann bei der Reinigung mittels His-Tag auftreten, da
Proteine auch natirlicherweise eine histidinreiche Sequenz enthalten kénnen, mit welcher
sie in der Lage sind an die His-Trap-HP Saule zu binden, so dass eine vollstandige
Reinigung des Zielproteins nicht moglich ist. Deshalb ist es haufig ndtig, einen zweiten

Reinigungsschritt nach der Trennung an der His-Trap-HP Saule vorzunehmen.

Fir einen zweiten Reinigungsschritt an der Anionenaustauschchromatographiesaule musste
das Puffersystem gewechselt werden, was eine Dialyse nétig machte. Im Zuge dieser
verringerte sich die Menge an MazEhis noch weiter, und nach dem zweiten Reinigungsschritt
war schliellich kaum noch MazEhis vorhanden. Vermutlich ist dieses andere Puffersystem in
Verbindung mit der enorm verldngerten Reinigungszeit fur die Stabilitdt von MazE nachteilig.

Diese Methode zeigte sich also als fir die Reinigung des instabilen MazEhis ungeeignet.

Die Versuche zu einem zweiten Reinigungsschritt, sowie die vorangegangen Versuche zur
Trennung der Komponenten nach einer Coexpression zeigten, dass MazEhis fir eine
Verlangerung des Reinigungsprozesses zu instabil war. Daher wurde versucht, die stérenden
Proteine durch Wahl des Expressionssystems zu entfernen, um damit die anschlieRende
einfache Reinigung nur mittels der His-Trap-HP Saule mdglich zu machen. Es standen dafur

verschiedene Stdmme zur Verfigung. Der E. coli Stamm BW25113 ist ein K-12 Stamm
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(Baba et al., 2006), im Gegensatz zu BL21(DE3), welcher ein B Stamm ist (siehe 4.6). Daher
ist es moglich, dass ein anderes Proteinspektrum gebildet wird. Dies kdnnte bedeuten, dass
die in E. coli B gebildeten nicht zu beseitigenden Proteine in E. coli K-12 nicht synthetisiert
werden, was wiederum eine Reinigung an der His-Saule erméglichen kénnte. Aus BW25113
wurde durch die Arbeitsgruppe von Baba et al. eine Stammsammlung von
Insertionsmutanten geschaffen (Baba et al., 2006). Aus dieser Sammlung wurde der Stamm
JW2753-1 verwendet, in welchem das Gen, welches MazF codiert, durch eine Insertion mit
einer Kanamycin-Kassette inaktiviert wurde. Dies sollte bei einer Expression und
anschlielenden Reinigung von MazE eine Verunreinigung durch MazF ausschlielen. Der
Stamm wurde mit dem in BL21(DE3) bereits erfolgreich eingesetzten Plasmid pETmazEhis
transformiert und eine Testexpression durchgefiihrt. In der folgenden Western Blot Analyse
war nur ein schwaches Signal fur MazEhis zu detektieren. Es wurden daraufhin in einer
Testexpression mehrere Proben Uber die Zeit genommen, um zu Uberprifen, ob dieser
Stamm eine andere optimale Expressionszeit hat. In keiner der Proben konnte ein starkes
Signal fir MazEhis detektiert werden. Da der Stamm E. coli BW25113, welcher JW2753-1 zu
Grunde liegt, im Gegensatz zu BL21(DE3) nicht fir die Uberexpression von Proteinen
optimiert ist, ist es mdglich, dass das gebildete MazEhis in hohem MalRe nach der
Expression wieder abgebaut wird. Im ebenfalls der Arbeit von Baba et al. enthommenen
Stamm JWO0427-1 ist das Gen, welches flir die Protease ClpP codiert, durch die Insertion
einer Kanamycin-Kassette inaktiviert. Diese Protease ist fir den Abbau von MazE
verantwortlich (Aizenman et al., 1996), eine Expression in der entsprechenden
Insertionsmutante koénnte also eine Stabilisierung von MazE bedeuten. Der Stamm
JW0427-1 wurde daher in einem weiteren Experiment mit pETmazEhis transformiert.
Western Blot Analysen von Testexpressionen mit diesem Stamm zeigten jedoch ebenfalls
keine starken Signale fir MazEhis. Anscheinend ist dieser Stamm grundsatzlich in der Lage,
Uberschiissige Proteine effektiv abzubauen. Er ist daher fiir die Uberexpression von MazEhis

ungeeignet.

Es wurde nun der S. cerevisiae Expressionsstamm INVSc1 auf Eignung zur Expression von
MazEhis getestet. Expressionen in S. cerevisiae flihren generell zu einer geringeren
Proteinmenge, was fur den Zweck der Reinigung von MazEhis nachteilig ist. Allerdings sollte
das Proteinspektrum in den Zellen deutlich von dem in E. coli abweichen, was
moglicherweise eine Reinigung ausschliellich an der His-Sdule ermdglicht. Western Blot
Analysen von Testexpressionen in S. cerevisiae INVSc1 pYESmazEhis zeigten wie erwartet
nur eine moderate Menge an MazEhis, welche bei der Expression im groferen Malistab im
Verhaltnis noch weiter abnahm. Es wurde dennoch testweise eine Reinigung an der His-
Saule durchgefihrt. Bei der folgenden Western Blot und Coomassie Analyse waren neben

dem Signal fir MazEhis wieder Signale flir verunreinigende Proteine zu sehen. Die
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Expression in S. cerevisiae hatte also das Problem der verunreinigenden Proteine nicht
behoben. Von der weiteren Verwendung von S. cerevisiae als Expressionssystem wurde

daher abgesehen.

Da alle Versuche, MazEhis vollstandig zu reinigen, nicht erfolgreich waren, wurde eine
teilweise gereinigte Fraktion von MazEhis im Oligonukleotidtest (siehe 5.16) getestet, um zu
prifen, ob es funktionell vorlag und ob die Verunreinigungen den Oligonukleotidtest
beeinflussten. AuRerdem wurde MazE mit einem Strep-Tag versehen, um so vollstandig
reines MazEstrep zu erhalten. Mit diesem reinen MazEstrep konnte die Funktionalitat des
gereinigten MazFstrep im Oligonukleotidtest nachgewiesen werden (siehe 7.1.4). Da
allerdings nun MazE und MazF den gleichen Tag hatten, war eine weitere Entwicklung des in
vitro Tests nicht sinnvoll. Eine Verwendung desselben Tags wirde eine Inkubation der
Einzelkomponenten vor der Zusammengabe erfordern. Dies wird zum einen vom Hersteller
nicht empfohlen (siehe Handbuch ,User's Guide to Alpha Assays Protein:Protein
Interactions®, Perkin Elmer, USA), zum anderen ist die Gefahr der sterischen Behinderung
durch die Beads bei der Zusammenlagerung von MazE und MazF besonders grof3, da die
Proteine sehr klein sind. Am vielversprechendsten ware daher ein Wechsel des Tags, so
dass MazF mit dem His-Tag versehen ist und MazE mit dem Strep-Tag, da gezeigt werden
konnte, dass eine vollstandige Reinigung von MazEstrep madglich ist. Fur MazFhis sollte das
Gen wieder so konstruiert werden, dass keine ACA-Schnittstellen vorhanden sind. Da bei der
Expression dieses Konstrukts analog zur Expression von pETmazFstrepACA nahezu
ausschlieBlich MazFhis synthetisiert werden wurde, ist zu erwarten, dass die Reinigung an
der His-Saule durch die geringe Menge an verunreinigendem Protein in einem Schritt
moglich ware. Fur den Fall, dass ein zweiter Reinigungsschritt notig wird, ist MazF aulRerdem

deutlich stabiler als MazE, so dass hier geringere Verluste erwartet werden.

7.1.4 Fluoreszenz-Oligonukleotidtest

Um zu prifen, ob die gereinigten Komponenten fir die weitere Entwicklung des in vitro Tests
geeignet waren, wurde der Oligonukleotidtest wie durch Wang & Hergenrother
(2007) beschrieben durchgefihrt (6.1.4). Dabei sollte zum Einen die Funktionalitat der
Komponenten bestatigt werden, also ob MazF das Oligonukleotid spalten kann, und MazE
die Aktivitat von MazF verringert. Zum Anderen konnte geprift werden, ob Verunreinigungen
vorhanden waren. Dies ist vor allem fiir die MazE Fraktionen von Interesse, denn diese
sollten nicht in der Lage sein, ein Signal durch Spaltung des Oligonukleotids auszubilden.

Die getesteten MazFstrep Fraktionen waren funktionell. Die MazEhis Fraktionen zeigten
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nicht nur in Western Blot und Coomassie-Analysen Verunreinigungen, sondern auch haufig
im Oligonukleotidtest, was sich durch Ausbildung von Fluoreszenz bei Zugabe dieser
Fraktionen auflerte. Diese Fraktionen waren aber in der Regel dennoch in der Lage, die
Aktivitat von MazFstrep etwas zu verringern, das enthaltene MazEhis kénnte also funktionell
vorliegen. Aufgrund der enthaltenen Verunreinigungen ist es allerdings auch maéglich, dass
diese die Aktivitdt von MazF beeinflussen. Fraktionen von MazEstrep induzierten keine
Fluoreszenz und vermochten auf’erdem die Aktivitdt von MazFstrep zu verringern. Da
aullerdem keine Verunreinigungen in der Western Blot und Coomassie Analyse detektiert
werden konnten, ist davon auszugehen, das MazEstrep rein und funktionell vorliegt. Da die
Konzentration an aktivem MazEhis durch die Verunreinigungen nicht bestimmt werden
konnte, konnte fiur die beiden Komponenten nicht das optimale Verhaltnis von 2:1
(MazF:MazE) eingestellt werden (Wang & Hergenrother, 2007). Unterschiede der getesteten
MazE Fraktionen in der Fahigkeit MazF zu inhibieren kdnnen also auch durch ein nicht
optimales Verhaltnis der Komponenten zu Stande kommen und sagen nichts Uber die

Qualitat des enthaltenen MazEhis aus.

Far den in vitro Test sollte EDF als Kontrolle dienen. Dieses vermag laut Literatur die
Bindung von MazE an MazF zu verhindern, sowie die Aktivitdt von MazF zu verstarken
(Belitsky et al., 2011). EDF wurde von Bachem (Weil am Rhein) synthetisiert, als Pulver
geliefert und vor den Versuchen nach Herstellerangaben solubilisiert. Es wurde wie von
Belitsky et al. 2011 beschrieben eingesetzt, zeigte allerdings keine Aktivitdt, weder
inhibierend bei Zugabe zu MazEstrep, noch aktivierend bei Zugabe zu MazFstrep. Diese
Versuche wurden mit einer EDF-Konzentration bis zu 1,5 mM durchgefiihrt, es konnte keine
Auswirkung auf MazEF detektiert werden. Das Testen von sehr hohen Konzentrationen
schliel3t aus, dass im Lyophilisat groRe Mengen an inaktivem EDF enthalten waren. Um
auszuschlie®en, dass beispielsweise durch Anbringen der Tags EDF nicht mehr an die
Komponenten binden konnte, wurde der Test wie von Belitsky et al. 2011 beschrieben
durchgefiihrt. Dabei werden Zellen mit EDF und/oder Antibiotika behandelt und anschlieend
die Uberlebenden Zellen nach der Miles&Misra Methode ausgezahlt (Kolodkin-Gal et al.,
2008). Auch in diesem Test zeigte EDF keinerlei Aktivitat. Auch andere Gruppen berichteten
bereits von Problemen (Wiliams & Hergenrother, 2012), die Wirkung von EDF zu
reproduzieren. Die Arbeitsgruppe, die EDF erstmals beschrieben hat, begrindet dies damit,
dass EDF nicht bei allen Stdmmen seine Wirkung zeigt (Erental et al., 2014). Es ware also
mdglich, dass EDF auch nicht in BL21(DE3) wirkt. Allerdings sollte EDF in jedem Fall eine
Wirkung im Oligonukleotidtest zeigen, da dieser unabhangig von einem Stammhintergrund

ist, analog zu von der Arbeitsgruppe durchgefiihrten Tests in vitro (Belitsky et al., 2011).
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7.2 Entwicklung des in vivo Tests

Der in vivo Test ermdglicht das Testen von Substanzen an lebenden Zellen. Durch die
Expression funktioneller Luciferase kommt es nach Substratzugabe zu Lumineszenz. Das
Versuchsdesign ist so konzipiert, dass die Expression funktioneller Luciferase durch aktives
MazF initiiert wird. Da es sich um ganze Zellen handelt, werden mit diesem Test samtliche
MazF aktivierenden Substanzen detektiert, also nicht unbedingt nur solche, die direkt die
Bindung von MazE an MazF verhindern. Um auszuschlief3en, dass das getestete Extrakt
unspezifisch zu einer Verstarkung des Lumineszenzsignals fuhrt, wird parallel mit einem
Stamm getestet, welcher nach Induktion aktive Luciferase produziert. Falls das Extrakt das
Signal unspezifisch verstarkt, wird in diesem Ansatz eine Signalverstarkung erwartet. Falls
nicht, sollte hier keine Signalverstarkung eintreten, da MazF hier die Bildung der Luciferase
und damit die Lumineszenz nicht beeinflussen kann. Substanzen, die die Ausbildung von
Lumineszenz in beiden Ansatzen verhindern, deuten auf eine zytotoxische oder zumindest
proteinsynthesehemmende Wirkung hin, da hier mit groRer Wahrscheinlichkeit keine aktive
Luciferase gebildet werden kann. Eine Quencherwirkung ist in diesem Fall unwahrscheinlich,
da es sich um Lumineszenz und damit um ein breites Wellenlangenspektrum handelt. Signal
ausléschende Substanzen werden daher noch mit einem Zellwachstumstest nachgetestet,

um die Hemmung der Luciferase auszuschlie®en und die toxische Wirkung zu bestatigen.

MazF spaltet nahezu alle RNA einer Zelle an internen ACA-Schnittstellen und verhindert
dadurch die Expression der jeweils codierten Proteine (Zhang et al., 2003). Einige RNA-
Sequenzen werden jedoch auch nur vor dem codierenden Teil geschnitten, was zu
sogenannten leaderless RNA Sequenzen flihrt (Vesper et al., 2011). In Anlehnung daran
wurde die Sequenz fur das Markerenzym aus der Ausgangssequenz der NanoLuc Luciferase
entwickelt. Sie besteht aus einem nonsense Leseraster, in welchem ein zweites Leseraster
liegt, welches die Luciferase codiert. Aktives MazF schneidet die RNA, so dass sich das
Leseraster vom Nonsense zum Sense andert und die Luciferase synthetisiert wird (siehe
Ergebnisse, Abbildung 16). Die Funktionalitat dieses Konstrukts konnte durch Coexpression
von induzierbarem MazF gezeigt werden (6.2.4). Um die Expression der Luciferase und
damit die Lumineszenzbildung mit der Hemmung der Interaktion von MazEF zu verbinden,
wurden die Zellen mit einem zweiten Plasmid transformiert, welches MazEF codiert. Bei
Zugabe von Substanzen, welche die Interaktion des Toxin-Antitoxin Komplexes stéren, wird
durch das nun aktive MazF die RNA gespalten und das Leseraster flr die Luciferase
aktiviert. Da in dem Gen auRerdem alle ACA-Schnittstellen entfernt wurden, wird diese RNA
nicht weiter von MazF angegriffen, die Luciferase wird nun in hohem Mal3e exprimiert und

nach Zugabe von Substrat kann Lumineszenz erfolgen. Um die Funktionalitdt dieses
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Konstrukts zu zeigen, sollte EDF zu den Zellen zugegeben werden, welches die Bindung von
MazE an MazF verhindern sollte (Belitsky et al., 2011). Das aktivierte MazF sollte wie
beschrieben zu einer Generierung von Lumineszenz filhren. Wie auch schon im in vitro Test
zeigte EDF allerdings keine Wirkung. Da auller EDF keine weitere MazEF-Komplex
hemmende Substanz bekannt ist, kann auf diese Weise nicht abschlieRend gezeigt werden,
dass die Bildung von aktivem MazF nach Spaltung des Komplexes ausreicht, um ein
detektierbares Signal zu verursachen. Da jedoch die direkte Expression von einzelnem MazF
ausreichte, um ein deutliches Signal zu generieren (siehe Abbildung 17) und ein getestetes
Extrakt wiederholbar ein Signal zu generieren vermochte (siehe 7.3), wird dennoch von der

grundsatzlichen Funktionalitat des Konstrukts ausgegangen.

Der Test sollte mit einer mdglichst langen Einwirkzeit durchgeflihrt werden, um sehr instabile
Substanzen auszuschlieRen und um die Bildung einer ausreichenden Menge an Luciferase
zu gewahrleisten. Der Assaypuffer musste also so gewahlt werden, dass die Zellen in diesem
Zeitfenster nicht lysierten. Es wurden daher zunachst Standardmedien fur E. coli getestet.
Diese hatten das Problem, dass die Lumineszenz in der anschlielenden Detektion stets sehr
schwach ausfiel. Md&glicherweise behindern Medienbestandteile die Lumineszenz. Laut
Herstellerangaben fir das NanoLuc Luciferase Assay System sind eine Reihe an
Assaypuffern geeignet, darunter PBS (Promega, USA). Tests mit diesem Puffer zeigten eine
hohe Lumineszenz, auch nach Inkubation Gber Nacht. Da den Ansatzen stets Rhamnose zur
Expressionsinduktion des MazEF Systems zugegeben wurde, waren auch ausreichend
Nahrstoffe vorhanden, um die Zellen innerhalb der Testzeit nicht absterben zu lassen. Die
Ansatze wurden zunachst in einer Feuchtekammer bei 37 °C geschdttelt. Es zeigte sich
jedoch, dass eine Inkubation Uber Nacht ohne Schutteln bei 22 °C sogar eine etwas bessere
Lumineszenz bewirkte. Das Schuitteln dient dem Gasaustausch des Mediums. Da das
Testvolumen wahrend der Einwirkzeit lediglich 30 pl betrug, war das zusatzliche Schiutteln
offenbar nicht nétig, um eine ausreichende Bellftung zu erreichen. Die Inkubation bei
niedrigeren Temperaturen verlangsamt zusatzlich den Zellstoffwechsel. Vermutlich sind die
Zellen dadurch in der Lage, mit den vorhandenen Nahrstoffen besser zu tberleben, wodurch
die Expression der Luciferase und damit die Lumineszenz verstarkt wird. Fir die Detektion
mussten die Zellen aufgeschlossen werden, da Versuche ohne Lysispuffer nur eine
schwache Lumineszenz zeigten. Dieses schwache Signal kommt wahrscheinlich durch
abgestorbene und lysierte Zellen zustande. Der mit dem Substrat gelieferte Lysepuffer zeigte
sich als nicht fir diesen Test geeignet. Da dieser Lysepuffer fir Saugerzellen entwickelt
wurde, vermag er vermutlich nicht oder nur schlecht die stabile Zellwand von E. coli zu
lysieren. Stattdessen wurde der Lysispuffer B-Per verwendet, welcher offensichtlich die
Lumineszenz nicht beeintrachtigte, da nach der Zugabe eine Lumineszenz beobachtet

werden konnte. Die Zugabe von Lysozym erwies sich fir die Ausbildung von Lumineszenz
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dagegen als nicht notwendig, vermutlich da eine komplette Lyse der Zellen nicht nétig war,
sondern vielmehr eine Perforierung der Zellen ausreichte, um das Substrat in die Zellen
gelangen zu lassen. Das Signal nahm dabei in der Regel bis 20 min Einwirkzeit zu, um
anschlielend das gleiche Niveau zu halten und schliel3lich wieder langsam abzufallen. Dies
ist zunachst mit der allmahlichen Lyse der Zellen und der anschlieRend beginnenden
Umsetzung des Substrats bis zur maximalen Enzymaktivitat der enthaltenen Luciferase zu

begriinden und ist analog zur im Handbuch der Luciferase beschriebenen Lumineszenz.

MazEF liegt auch chromosomal vor, welches durch die getesteten Substanzen ebenfalls
aktiviert werden koénnte. Die Verwendung von ganzen Zellen detektiert daher auch
automatisch eine Aktivierung von chromosomalem MazF. Dessen Funktion ist noch nicht
abschlief3end geklart, es scheint aber fur die Persistenz wichtig zu sein (Tripathi et al., 2014).
Die Aktivierung von chromosomalem MazF wirde also zu einem Einstellen des
Zellwachstums und einer Einschrankung des Stoffwechsels fihren. Dies wirde sich im in
vivo Test wahrscheinlich jedoch nicht bemerkbar machen, da das plasmidiale MazF in

weitaus grélkeren Mengen vorliegen sollte.

7.2.1 Ubertragung des in vivo Tests auf das System EndoA/EndoAl aus

Bacillus subtilis
Der in vivo Test sollte auf das System EndoA/EndoAl aus B. subtilis Ubertragen werden. Die
Uberlegung war hier, dass der entwickelte in vivo Test auch auf andere Toxin-Antitoxin
Systeme mit RNasen als Toxin Ubertragbar sein sollte, wie zum Beispiel das hier verwendete
System EndoA/EndoAl aus Bacillus subtilis. EndoA ist ebenfalls eine RNase, mit der
Erkennungssequenz UACAU. Da diese Sequenz sehr ahnlich zu der von MazF ist, wird
davon ausgegangen, dass die Funktionalitat des Markerenzym-Plasmids noch gegeben

waére.

EndoA und EndoAl liegen im Genom ahnlich wie MazEF direkt nebeneinander, so dass
beide Proteine gleichzeitig exprimiert werden. Die Plasmide mit EndoA, EndoAl
beziehungsweise EndoA/EndoAl wurden daher analog zu den MazEF-Plasmiden hergestellt.
Transformanden mit einzelnem EndoA wurden ebenfalls stets auf Glucose gehalten, um eine
Basalexpression des Toxins zu verhindern. Bei Testexpressionen konnte fur keines der
Konstrukte eine Expression nachgewiesen werden. Da es sich hierbei um eine heterologe
Expression eines Proteins aus B. subfilis in E. coli handelt, ist es mdglich, dass die
Bedingungen fur eine erfolgreiche Expression nicht gegeben sind. Dies kann das Zellmilieu
sein, aber auch die verwendeten codierenden Basentripletts. Jeder Organismus bevorzugt

unterschiedliche Codons fur die einzelnen Aminosauren (siehe Maloy et al., 1996 fur E. coli),

97



was sich in der Menge an entsprechenden t-RNAs niederschlagt. Fir die weniger
verwendeten Codons liegen in der Zelle auch entsprechend nur wenige t-RNAs vor. Falls
das heterolog exprimierte Gen viele dieser seltenen Codons enthalt, wird die Expression in
der Regel abgebrochen, da nicht ausreichend t-RNAs zur Verfugung stehen. Es ist bekannt,
dass B. subtilis andere Codons als E. coli bevorzugt (Naotake, 1985, hier auch eine Tabelle
zu den bevorzugten Codons in B. subtilis). Eine Codonoptimierung ist hier also
héchstwahrscheinlich nétig um eine Expression nachweisen zu kdnnen, oder aber die
Expression wird im Ursprungsorganismus durchgefihrt. Um eine Codonoptimierung
durchzufuhren, hatte die modifizierte Sequenz ahnlich wie zur Bereinigung der ACA-
Schnittstellen in MazF wieder synthetisiert werden mussen. Eine Expression in B. subtilis
selbst war hier nicht moglich, da die verwendeten Plasmide nicht fur B. subtilis geeignet
waren. Fur B. subtilis sind deutlich weniger Expressionsplasmide bekannt, insbesondere fur
toxische Proteine geeignete. Ein Wechsel der Plasmide ware daher auch nicht ohne weitere
Experimente moglich. Vor diesem Hintergrund wurde von einer weiteren Bearbeitung
abgesehen. Mit Hilfe dieses Testes hatte die Extraktesammlung des IBWF auf aktive
Substanzen gegen das Toxin-Antitoxin System EndoAIlA aus B. subtilis getestet werden
kénnen. Damit hatte gezeigt werden koénnen, dass das entwickelte Testsystem auch fir
andere Toxin-Antitoxin Systeme verwendbar ist, soweit das Toxin aus einer RNase besteht.
Da dieser Typ der Toxin-Antitoxin Systeme zu den am weitesten verbreiteten gehoren,
kénnte mit diesem Testsystem also ein grofRer Teil der fir resistente Pathogene relevanten

Toxin-Antitoxin Systeme getestet werden.

7.3 Screening mittels des in vivo Tests

Mit Hilfe des entwickelten in vivo Tests wurden Extrakte aus Pilzen des IBWF gescreent. Es
wurden dabei nur wenige Extrakte identifiziert, welche eine Signalverstéarkung beim Ansatz
mit MazEF bewirkten. Moglicherweise ist der MazEF Komplex so stabil, dass er nur sehr
schwer getrennt werden kann. Die Schwierigkeiten bei der Reinigung der Komponenten flr
den in vitro Test deuteten bereits darauf hin, welche auch von anderen Gruppen berichtet
wurden (Williams, 2013). Ein Problem beim Screening war, dass die Aktivitat haufig nur im
Rohextrakt messbar war, und nach den ersten Reinigungsschritten verloren ging. Grund
hierfir kann die Instabilitdt der aktiven Komponente sein, so dass diese bei der Reinigung
zerstort wird. Eine andere Mdoglichkeit ist, dass die Aktivitat nicht nur durch eine Substanz,
sondern durch mehrere verursacht wird und daher dementsprechend die Aktivitat bei der

Trennung der Substanzen verloren geht.
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Es konnte flr zahlreiche Extrakte eine Signalausléschung beobachtet werden. Daher wurden
nur Extrakte mit einer starken Signalverminderung weiter untersucht sowie solche, welche in
der HPLC Analyse in den aktiven Fraktionen klar definierte Substanzen enthielten. Es ist
nicht auszuschlieRen, dass aus den nicht weiter untersuchten Extrakten noch aktive
Substanzen gewonnen werden kdnnen. In dieser Arbeit wurden vor allem Extrakte, welche
aus imperfekten Pilzen sowie Basidiomyceten gewonnen worden waren, untersucht. Saliha
Erikci (2016) untersuchte in einem anderen Test vor allem Extrakte aus Endophyten auf
Aktivitat gegen E. coli. In ihrer Arbeit ging die Aktivitat ebenfalls bei der Reinigung haufig
verloren. In der Arbeit von Payne et al. ist ein Screening zu pathogenen Bakterien
beschrieben, hier wurde auch ein starker Verlust der anfanglichen Hits beobachtet (Payne et
al., 2007). Der Verlust von zunachst aktiven Hits bei fortschreitenden Untersuchungen
scheint also normal zu sein. Nachfermentationen der Pilze, deren Extrakt Aktivitat gezeigt
hatte, zeigten in der HPLC Analyse haufig eine andere Zusammensetzung an UV-Spektren.
Dabei kam es auch vor, dass das zuvor enthaltene Spektrum, und damit die zugehorige
Substanz, welche Aktivitdt gezeigt hatte, nicht mehr vorhanden war. Diese Substanzen
konnten entsprechend nicht gereinigt werden, da sie nicht in gréRerem Malistab produziert
werden konnten. Das beschriebene Phanomen der veranderten Sekundarmetabolitbildung
ist bei der Kultivierung von Pilzen unter Laborbedingungen haufig zu beobachten (Brakhage,
2012). Pilze bilden Metabolite zur Verteidigung haufig nur in Anwesenheit eines Antagonisten
(Gloer, 1995). Beispielsweise bildet ein Pilz des Genus Pestalotia nur die Substanz
Pestalone, wenn ein spezielles marines Bakterium (Stamm CNJ-328) anwesend ist (Cueto et
al., 2001). Da die Pilze in der Stammsammlung flir eine lange Zeit kultiviert werden, kann
das gebildete Substanzspektrum bei Rekultivierung also von dem der ersten Kultivierung zur
Extraktgewinnung abweichen. Durch Reisolation aus der naturlichen Umgebung kann haufig
das gesuchte Sekundarmetabolit wieder nachgewiesen werden, was fir die hier

untersuchten Stamme keine Option ist.

In dieser Arbeit wurden etwa 1300 Extrakte untersucht, wovon knapp 20 % deutliche Aktivitat
im in vivo Test zeigten. Von diesen Extrakten kamen 8 nach Nachtests und Fraktionierung in
die engere Auswahl, die Fermentation und Aufarbeitung von dreien dieser Pilze ist in dieser

Arbeit beschrieben.
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7.4 Fermentation von Pilzen

Die Extrakte der hier beschriebenen Pilze hatten im in vivo Test eine starke Aktivitat mit einer
klar definierten Substanz gezeigt. Im Test waren noch zahlreiche weitere Extrakte mit starker
Aktivitat aufgefallen, jedoch waren hier haufig die Substanzen nicht klar zuzuordnen.
Teilweise stellte sich bei der Nachfermentation auch heraus, dass der Pilz nur sehr schlecht
wuchs und so keine ausreichende Menge an Vorkultur herangezogen werden konnte. Die
hier beschriebenen Pilze zeichneten sich also zum einen durch eine gut definierte aktive
Substanz sowie ein gutes Wachstum in der Nachfermentation aus. Aus den hier nicht
bearbeiteten Pilzen koénnten also durchaus noch aktive Substanzen isoliert werden,

allerdings sollte sich die Aufarbeitung bei diesen dann schwieriger gestalten.

Die gewonnenen Substanzen wurden im Anschluss noch biologisch charakterisiert, um ihre

Spezifitdt zu untersuchen.

7.41 Hypholoma tuberosum (IBWF 12066)

Hypholoma tuberosum ist ein Basidiomycet aus der Familie der Strophariaceae. Er wurde
von Redhead und Kroeger erstmals 1987 in Kanada beschrieben (Redhead & Kroeger,
1987). Er wachst haufig auf Holzchips oder Mulch, als kleiner braun-orangener Pilz mit
gelbem Stiel, grauen Lamellen und unterirdischen Sclerotien. Die Sporen sind 8-11 um lang

mit einer Keimungspore (Derboven & Fraiture, 2009).

Der Pilz wuchs im Fermenter sehr schnell, auch die Zielsubstanz wurde bereits ab dem
zweiten Tag gebildet. Nach dem dritten Tag nahm die Menge an Zielsubstanz bereits wieder
stark ab, moéglicherweise hangt das mit dem schnellen Wachstum zusammen. Zur Isolierung
wurde daher ein weiterer Fermenter angesetzt, um die Fermentation am Tag der hdchsten
Substanzproduktion beenden zu kdnnen. Das Rohextrakt dieser Fermentation zeigte eine

starke Aktivitat im in vivo Test, es wurde daher mit der Reinigung der Substanz fortgefahren.

CK 12066-1 wurde als (p-Hydroxy-phenyl)-acetic acid identifiziert (UV-Spektrum siehe
Abbildung 35). Es handelt sich um einen bereits seit 1993 bekannten Naturstoff (Gorinstein
et al.,, 1993). (p-Hydroxy-phenyl)-acetic acid zeigt eine starke Aktivitat gegen fast alle
getesteten Organismen und Zellen (10.3), aul’er gegen HelLa3 Zellen. Eine unspezifische
Wirkung liegt daher nahe. Cueva et al. (2010) testeten eine Reihe phenolischer Sauren,
darunter auch (p-Hydroxy-phenyl)-acetic acid, auf Aktivitdt gegen verschiedene Bakterien.
Sie zeigten eine starke antibiotische Wirkung von (p-Hydroxy-phenyl)-acetic acid gegen E.

coli Stamme IpxC/tolC (125 pg/ml) sowie eine geringe Aktivitdt gegen Lactobacillus
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paraplantarum (500 ug/ml). Die Substanz zeigte in Tests von Davis et al. (2011) aulerdem
Aktivitdt gegen Anhydrasen aus verschiedenen Organismen, darunter Mycobacterium
tuberculosis und Candida albicans. (p-Hydroxy-phenyl)-acetic acid kommt als Naturstoff in
zahlreichen pflanzlichen Produkten vor, beispielsweise wurde sie als natlrlicher Bestandteil
von Olivendl nachgewiesen (Papadopoulos & Boskou, 1991). Sie ist ein Zwischenprodukt in
der chemischen Synthese von Atenonol (Mattioda & Christidis, 2000). Atenolol (Struktur
siehe Abbildung 30) ist ein selektiver Betablocker, welcher zur Behandlung von
Bluthochdruck eingesetzt wird (Mangano et al., 1996). Da (p-Hydroxy-phenyl)-acetic acid nur
in einem kurzen Zeitfenster in grélReren Mengen vorhanden war, ist es mdéglich, dass sie

auch in H. tuberosum nur ein Zwischenprodukt darstellt.

O

»—OH
A HO
H CHs3
o/\/¥\NH/QCH3
HZN{@ OH
o
B

H CHs3

o/\/'\NH/kCH3
HoN OH

O

Abbildung 30: Strukturformel von CK 12066-1 (A), (R)-Atenolol (B) und (L)-Atenolol (C)

7.4.2 Psathyrella conopilus (IBWF 12013)

Psathyrella conopilus ist ein Basidiomycet aus der Familie der Psathyrellaceae. Er wurde
von Pearson und Dennis 1948 beschrieben (Pearson & Dennis, 1948) und wachst auf totem
Holz mit einem dinnem bis zu 19 cm langem weillem Stiel und einer etwa 5 cm kleinen
braunen Kappe. DNA-Untersuchungen des Genus Psathyrella durch Larsson & Orstadius
(2008) und Padamsee et al. (2008) fuhrten zu einer Neueinordnung von Psathyrella
conopilus als Parasola conopilus. Die Untersuchungen deuten weiter darauf hin, dass der
Ursprung dieses Genus P. conopilus ahnlich war. Die Gruppen sind sich allerdings uneinig,

wo im Stammbaum der Pilz lokalisiert ist, was wiederum auch Nagy et al. (2009) anmerken.
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P. conopilus bildete im 20 | Fermenter etwa ab dem vierten Tag verstarkt Myzel, wuchs dann
stark bis zum achten Tag und erreichte hier ein Plateau. Zu diesem Zeitpunkt erreichte auch
die Bildung der Zielsubstanz ein Plateau, zudem war der freie Glukosegehalt auf 0,1 %
gesunken. AnschlieBend nahm die Myzelmenge bis zum elften Tag ab, die Menge der
Zielsubstanz nahm aber wieder zu. Die Schwankungen in der Myzelmenge kdnnten durch
das Verstopfen des Probeentnahmeschlauches zu Stande kommen, wodurch groRere
Myzelbrocken nicht mehr durch den Schlauch gelangen kdénnen. Der Wiederanstieg der
gemessenen Myzelmenge kdme dann durch den Zerfall des Myzels zustande, da die Stlicke
dann klein genug sind, um durch den verstopften Schlauch zu gelangen. Um ein Verstopfen
des Probeentnahmeschlauches zu vermeiden wurde nach jeder Probenahme die im
Schlauch befindliche Kultur mittels steriler Luft wieder in den Fermenter zurickgedruckt. Vor

jeder Probennahme wurde diese Prozedur ebenfalls durchgefihrt.

P. conopilus bildete im 20| Fermenter ein anderes Spektrum an Metaboliten als im
Schuttelkolben. Dies war insofern problematisch, als in der HPLC-Analyse im Bereich der
Zielsubstanz nun zahlreiche weitere Substanzen detektiert wurden, welche eine Reinigung
erschwerten. Diese zusatzlichen Substanzen konnten nicht vollstdndig gereinigt werden, die
angereinigten Fraktionen zeigten aber im in vivo Test keine Aktivitat. Aufgrund der
erschwerten Reinigung konnte lediglich eine ausreichende Menge an CK 12013-1 fur die
Strukturaufkldrung gewonnen werden. Eine Nachfermentation und eine Reinigung der
Zielsubstanz wurde durch Sophia Hitzler durchgefiihrt, um sie biologisch charakterisieren zu
kdnnen. Im Test zeigte die Substanz ausschlieRlich Aktivitat gegen HelLa3 Zellen (10.3). Im
in vivo Test sowie im E. coli Test zeigte CK 12013-1 keine Aktivitdt mehr. In beiden Tests
wurde eine Konzentration von bis zu 100 pg/ml getestet, es kann also ausgeschlossen
werden, dass eine zu niedrige Konzentration verwendet wurde. Beim Testen des
fraktionierten Rohextraktes wahrend dem Screening hatte die Fraktion mit der Zielsubstanz
noch Aktivitat gezeigt. In dieser Fraktion waren wie beschrieben noch zahlreiche weitere
Substanzen enthalten. Es ist also mdglich, dass CK 12013-1 nur im Zusammenspiel mit

einer oder mehrerer dieser Substanzen aktiv ist.

Die Struktur ist in der Literatur nicht beschrieben. Daher ist auch nichts Uber die biologische
Aktivitat bekannt. Der IUPAC-Name der Struktur ist 11-Hydroxy-tridec-5-ene-7,9,12-triynoic
acid, eine mehrfach ungesattigte sowie hydroxylierte Tridecansaure. Eine Suche in SciFinder
(http://www.cas.org/products/scifinder) fuhrte mit einem Wert von mindestens 90 %
Annlichkeit zu 12 Ergebnissen (siehe Abbildung 31, Beispiele). Lee et al. untersuchten eine
ganze Reihe von Polyinen (Lee et al., 2007). Dabei stellten sie fest, dass die biologische
Aktivitat stark von den Endgruppen der Substanz abhangt. Die der Substanz CK 12013-1 am
ahnlichsten Substanzen (Abbildung 31, D und E) zeigten in den von der Gruppe
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durchgefihrten Tests mit HCT116 Krebszellen keine biologische Aktivitat. Die durch Ross et
al. beschriebene, der Substanz CK 12013-1 ahnliche Substanz (Abbildung 31, C) zeigte in
den von der Gruppe durchgeflihrten Tests mit B. subtilis und MRSA ebenfalls keine
biologische Aktivitat. Die Gruppe beobachtete analog zu Lee et al., dass die Aktivitat stark
von der Endgruppe der jeweiligen Substanz abhing (Ross et al., 2014). Diese Ergebnisse
weisen darauf hin, dass die beobachtete Aktivitdt des fraktionierten Rohextraktes in dieser
Arbeit wie oben vermutet durch eine andere Substanz zu Stande kam. Mdglicherweise
unterscheiden sich diese Substanzen nur durch ihre Endgruppe und weisen daher ahnliche
UV-Spektren auf. Wie Lee et al. auRerdem beschreiben, ist die Reinigung von Polyinen
aufgrund ihrer Instabilitat schwierig (Lee et al., 2007), es ist also auch gut mdglich, dass die

aktive Substanz wahrend der Reinigung verloren ging.
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Abbildung 31: Strukturformel von CK 12013-1 (A und B), sowie strukturverwandten Substanzen (C

entnommen aus Ross et al., (2014), D und E entnommen aus Lee et al., (2007)).
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7.4.3 Wallemia muriae (IBWF 15001)

Wallemia muriae ist ein Basidiomycet aus der Familie der Wallemiaceae. Er wurde von Zalar
et al. 2005 beschrieben (Zalar et al., 2005). Der Pilz wachst als pulvriges braunes Myzel in
kleinen runden Kolonien. Samtlicher Vertreter dieser Familie zeichnen sich durch enorme
Xerotoleranz aus. Untersuchungen zu dieser Familie wurden bisher vor allem zu Wallemia
sebi durchgeflhrt. In einer gro® angelegten Studie, bei der die verschiedenen Arten von
Wallemia untersucht wurden, wurde auch Wallemia muriae auf Sekundarmetabolite
untersucht (Janci¢ et al., 2015). Hier wird auch beschrieben, dass das Spektrum der
gebildeten Sekundarmetabolite stark vom verwendeten Medium, vor allem auch von der
Konzentration an NaCl, abhangt. Aus Wallemia sebi sind die toxischen Substanzen
Walleminol und Walleminone bekannt (Frank et al., 1999, Struktur siehe Abbildung 32).
Walleminol zeigt eine starke biologische Aktivitdt bei Saugerzellen, Protozoen und
Salzkrebschen mit einer Konzentration von 50 pg/ml (Wood et al., 1990). Aus Wallemia

muriae sind bisher keine toxischen Substanzen beschrieben.

CH;  OH HsC OH
HO N HO

HO

H;C H;C

CHs3
A B

CHs3

Abbildung 32: Strukturformel von Wallemiol (A) und Wallemione (B). Entnommen aus (Frank et al.,
1999)

Die aus W. muriae isolierte Zielsubstanz CK 15001-1 konnte als Atromentin identifiziert
werden. Atromentin wurde bereits 1965 aus Fruchtkdrpern von Hydnellum diabolus isoliert
(Khanna et al,, 1965) und seine Wirkung als Antikoagulenz beschrieben. Es ist eine
verbreitete Substanz in Basidiomyceten, vor allem in der Ordnung Polyporales, wird aber in
der Regel nur in den Fruchtkérpern gefunden, welche im Labor nicht oder nur unter
bestimmten Bedingungen gezogen werden kénnen. Daher ist die Bildung von Atromentin in
Wallemia muriae interessant, da die Substanz nun im Fermenter produziert werden kann.
Alternativ kann Atromentin auch durch chemische Synthese hergestellt werden. Der
Biosyntheseweg fur Atromentin ist in Tapinella panuoides durch Schneider et al. aufgeklart
(2008). Es gehort zu den Terphenylquinonen und stellt eine Schlisselsubstanz im
Biosyntheseweg dieser und weiterer Substanzen dar. Atromentin wird aus L-Tyrosin mit dem

Zwischenprodukt 4-Hydroxyphenylpyruvat durch die L-Tyrosin:2-Oxoglutarat
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Aminotransferase (atrD) und der Atromentin Synthetase synthetisiert (Zhou & Liu, 2010,
Schneider et al., 2008).

Zheng et al. beschrieben 2005 eine antibakterielle Wirkung von Atromentin (Zheng et al.,
2006) gegen Streptococcus pneumoniae. Hier hemmt es die ACP-Reduktase FabK mit
einem IC50 von 0,24 uM. In E. coli konnte die Gruppe keine Hemmung der Reduktase
feststellen. Aulterdem zeigte Kim (2009), dass Atromentin in der humanen Leukamie-Zelllinie
U937 Apoptose auslésen kann. Gereinigtes Atromentin zeigte in dieser Arbeit in der
biologischen Charakterisierung keine und im in vivo Test kaum noch biologische Aktivitat.
Auch die Zugabe von DMSO zur besseren Aufnahme der Substanz in die Zellen flihrte nur
zu einer geringen Aktivitat. Eine zu geringe Konzentration an eingesetztem Atromentin ist
unwahrscheinlich, da die Reinsubstanz bis zu einer Menge von 100 ug/ml getestet wurde,
ohne eine eindeutige Aktivitdt zu zeigen. Da Zheng et al. (2005) ebenfalls keine Aktivitat
gegen E. coli feststellen konnten, ging die gemessene Aktivitat des Rohextrakts im in vivo

Test moglicherweise auf aktive verunreinigende Substanzen zurick.

Des Weiteren wurde die Substanz CK 15001-2 isoliert. Die Struktur der Substanz konnte
nicht eindeutig aufgeklart werden, es handelt sich jedoch um ein Derivat von Atromentin. Die
Substanz zeigte im in vivo Test ebenfalls keine Aktivitdt gegen E. coli, in der biologischen
Charakterisierung jedoch 100 % Aktivitdt gegen HelLa3-Zellen bei einer Konzentration von
5 ug/ml. Dies bestatigt Atromentin als Zwischenprodukt zu weiteren Substanzen und zeigt

auf, dass diese eine biologische Aktivitdt haben kénnen, die Atromentin nicht besitzt.

Die in diesem Kapitel beschriebenen Pilze konnten erfolgreich im 20 | MaRstab fermentiert
und die jeweiligen Zielsubstanzen in ausreichender Menge fur die Strukturaufklarung und
biologische Charakterisierung gereinigt werden. Die im in vivo Test beobachtete Aktivitat des
Rohextraktes konnte fur die Reinsubstanz CK 12066-1 ebenfalls gezeigt werden. Die
restlichen Substanzen zeigten noch eine eingeschrankte Aktivitdt in der biologischen

Charakterisierung.
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8 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde das fur die Entwicklung des in vitro Tests notige MazF
erfolgreich exprimiert und gereinigt. Das benétigte MazE konnte ebenfalls exprimiert und
teilweise gereinigt werden. Die Funktionalitdt der Komponenten konnte durch einen

Oligonukleotidtest gezeigt werden.

In einem zweiten Teil wurde ein in vivo Test erfolgreich entwickelt und angewandt. Das daftr
bendtigte Markerenzymplasmid wurde konstruiert und zusammen mit einem Plasmid zur
MazEF Expression in E. coli transformiert. Die Testparameter wie der Assaypuffer, die
Inkubationsbedingungen, die Zelldichte, der Lysepuffer und das Substrat konnten etabliert

und optimiert werden.

Es wurden mit Hilfe des in vivo Tests die Extrakte von 1300 Pilzen auf Aktivitdt gegen das
Toxin-Antitoxin System MazEF sowie gegen E. coli untersucht. Dabei wurden vier

Substanzen isoliert.

Die aus Hypholoma tuberosum IBWF12066 isolierte Zielsubstanz zeigte auch in Reinform
bei einer Konzentration von 5 pg/ml Aktivitdt gegen E. coli. Des Weiteren zeigte diese
Substanz in der biologischen Charakterisierung starke antifungische und antibakterielle

Aktivitat sowie gegen M. grisea, B. cinerea und P. infestans.

Die aus Psathyrella conopilus IBWF12013 isolierte Zielsubstanz CK 12013-1 ist bisher noch
nicht in der Literatur beschrieben. Es handelt sich um ein Polyin mit einer Sauregruppe. Die
Substanz zeigte keine Aktivitat gegen E. coli, jedoch 100 % Aktivitdt gegen HelLa3-Zellen bei

einer Konzentration von 50 pg/ml..

Aus Wallemia muriae IBWF15001 wurde zum einen die Zielsubstanz Atromentin CK 15001-1
isoliert, welches als Reinsubstanz keine biologische Aktivitat zeigte. Die Substanz stellt in
Basidiomyceten ein wichtiges Stoffwechselzwischenprodukt dar. Des Weiteren wurde die
Substanz CK 15001-2, ein Derivat von Atromentin, isoliert. Die Substanz zeigte ebenfalls
keine Aktivitdt gegen E. coli, jedoch 100 % Aktivitat gegen HelLa3-Zellen bei einer

Konzentration von 5 pg/ml.
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10 Anhang

10.1 Sequenzierungsergebnisse

In Abbildung 33 sind die Sequenzierungsergebnisse fir das Plasmid pJeMmazEF
dargestellt. Es wurden die Gene mazE und mazF in das Plasmid pJeM1 eingefiihrt. Das
Plasmid wurde zur Erstellung des Stammes BL21(DE3) pEXNNT7K pJeMmazEF verwendet,

welcher im in vivo Test (5.18) zum Einsatz kam.

* * * * mazE =+ * * * * *
mazt
3801 catATGECARGCTGGRAGCCRACCCGCAGTTOGARRAGEETGCAGAT GACGACGACRAGETACCEATGATCCACAGTAGCGTARAGCETTGRGEARATTCACS 3700
(AR RN N N N N N NN RN R RN N RN N RN R NN RN R RN RN R R E R RN RN RN
65 CRARTRTGGCRAGCTGRRAGCCRCCCGCRAGTTOGRRARAGEGTGCRAGAT GACGRACGACAAGETACCGATGATCCRACRGTAGCGTRRRGCGTTGEGERARTTCRAC 164
* * * * * * * * * *

- * * - * - * * - *
3701 CGGCGGTGCGERT CCCGECTACGTTART GCAGECGCT AT CTGRATATTGAT GATGRAGT GRARGATTGACCTGETGEATGGCARATTAATTATTGAGCC 3800
(AR RN N N N N N NN RN R RN N RN N RN R NN RN R RN RN R R E R RN RN RN
165 CeECGEETECEGERT CCCEECTACGTTARTGCAGECGCTCARTCIGA R TATTGAT GATGRARGT GRRGATTGRCCTGET GEATGECARATTRARATTIATIGAGCC 264
* * * * * * * * * *

* * * * * * * * * *
3801 AGTGCGTARRGRAGCCCGTRATTTACGCTIGCTGARCTGGTCARCGRCATCACGCCGGRRRRCCTCCACGRGRATATCGACTGGEEAGAGCCGARAGRATARG 35300
(RN R R R R R R RN RN NN R R RN R RN RN A RN R
265 AGTGCGTRARAGRGCCCGTATTTACGCTIGCTGAACTGETCARACGRCATCACGCCGE, CCTCCRCGRGRATATCGRACTGEEEAGAGCCGARAGATARG 364

* * * * * * * * * *
* * * * * * * * * *
3901 GRAGICIGGIARIGETRARGCCGRTACGIACCCGATATGEECGATCIGATTIGGEITGATTITTGRCCCGAL, GGETAGCGAGCRRGCTGGRACATCGICC 4000
(RN R R R R R R RN RN NN R R RN R RN RN A RN R
365 GRAGTCTGGTART GETAAGCCERATACGTACCCGATAT GEECGATCTGATTIGGET TRATITTGACCCGACARRAGETAGCGAGCARGCTGGACATCOGICC 464
* * * * * * * * * *
* * * * * * * * * *

4001 AGCTIGITGTCCTGRGTCCTITCATGTACAACAACA A A A A GETATGIGICTIGIGIGITCCTIGTACRRCGCARTCARRAGEATATCCGITCGAAGTTETT 4100
(RN R R R R R R RN RN NN R R RN R RN RN A RN R
465 AGCTGTTGTCCTGAGTCCTIT AT GTACR AR AR A CAGETATGTGTCTIGTGTGTTCCT TG TACRRACGCAATCARRAGGATATCOGTTCGRASTTLTT 564
* * * * * * * * * *

* * * * * * * * *
4101 TIATCCGETCRGERACGT AT GECGTAGCGTTAGCTGATCAGSTARRRAGTATCGCCTGECGEECAR-GAGEAGCARCGRAAGARAGERACAGTTGOCCCA 4199
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||I|||||||||||||||||||||||||||||||
565 TIATCCGGTCRGGRRCGTGATGECGTAGCGTTAGCTGATCAGETAR AR AGTATCGCCTGECGGGCARAGAGEAGCARCGRAGARAGERACAGTTGOCCCA 664
* * * * * * * * * *

* * * * * * * * * *

i

4200 GRGGRAATTACAACTCATTARAGCCRARATTARCGETACTGATTGGEECGGCCGCRGERGCTCCGEGCTICTCCTCRAATITCCGCT-CATCACCR-CCATCA 4297
||||||||||||||||||||||IIIIIIIIIIIIIIIIIIIII|||||||||IIEIIIIIIII||||||||||||IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
665 GAGGRATTACRACTCATITARAGCCARRRTTAACGTACTGATTGGEECGECCECRARGAGCTCCGEECTICTCCTCRAATTICCGCTTICATCACCACCCATCA 764
* * * * * * * * * *
* - * * * - * - * -

4293 TCRCCATCACCRCCRACTARTTARCCTAGGCIGCTGCCA-COGCTGAGCAATARgettaccggtttatt—gactaccggaagecagtgtgacegtgtgette 4395
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
765 TCRCCATCACCLCCACT AR T TAR CCTAGECTGCTGCCACCCECTGAGCART AL G CTTACCEETTTATTIGACTACCGEAAGCAGTGTGACCETGIGCTIC 26
* * * * * * * * * *

Abbildung 33: Sequenzierung von pJeMmazEF.

Der Bereich fiir die Gene mazE und mazF sind gekennzeichnet. Die obere Sequenz entspricht der geplanten
Sequenz, die untere stellt das Sequenzierungsergebnis dar. Die durch das Programm ermittelte Insertion an
Position 632 konnte durch Betrachten der Spektrum-Datei nicht bestéatigt werden, eine Insertion wird daher
ausgeschlossen. Die im hinteren Bereich ermittelten Abweichungen gehen auf eine zunehmende Ungenauigkeit
der Sequenzierung zuriick, und konnten durch Betrachten der Spektrum-Datei ebenfalls ausgeschlossen werden.
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In Abbildung 34 sind die Sequenzierungsergebnisse flir das Plasmid pJeMmazF dargestellt.
Es wurde das Gen mazF in das Plasmid pJeM1 eingeflhrt. Das Plasmid wurde zur
Erstellung des Stammes BL21(DE3) pEXNNT7K pJeMmazF verwendet, welcher im in vivo

Test (5.18) als Kontrolle zum Einsatz kam.

* * * * * * * * * *

3501 tggttgccastggoccattttoctgtcagtaacgagaaggtcgogaattcaggogotttttagactggtcgtaatgaacaattcttaagaaggagatata 3600
PELEETEET e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et

47 TGGETTGCCARTGGCCCATTTITCCTGTCAGT AR CGAGA R GG T CGCGARTTCAGGCGCTTITTAGACTGETCGTARTGARCARTTCTITARGARGGAGATATE 146
* * * * * * * * * *
* % * * * * mazf * * *

—
3601 CRTATGGCARGCTGGAGCCACCCGCAGTTCGARRAGEETGCAGRT GACGRCGACARGETACCGATGGTARGCCGATACETACCCEATATGHGCGATCTGR 3700
PEEEEEE e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e r e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
147 CATATGGCRAGCTGGAGCCACCOGCAGTTCGRARAGGET GCAGAT GRCGACGRCARGGTACCGATGETARGCCGATACGTACCCGRATAT GEECGATCTGA 244

* * * * * * * * * *

* * * * * * * * * *
3701 TTTGGGITGATTTTGACCCGACARA AGETAGCGAG ARG TGEACATCGTCCAGCTGTTGTCCTGAGTCCTTTCATGTACRACRACRARRRACAGETATGIG 3800
(RN R AR R AR R R N NN RN RN AR RN RN RN RN RN AR RN
247 TTTGGGITGATTTTGACCCGACAR R AGRT AGCGAG ARG THEACATCGTCCAGCTGTTGTCCTGAGTCCTTTCATGTACRRACRRCRRRACAGETATGIG 3446

* * * * * * * * * *

* * * * * * * * * *
3801 ICIGIGIGITCCTITGTACRACGCARTCARARGERATATCOGTTCGARGTIGITITATCCGET CAGGARCGTGATGELGTAGCGTTAGCTGATCAGGTARAR 3900
Prrrerrererrrrrrerrrrerrerrerrerrerrer e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et
347 TCIGTGIGTITCCITGTACRACGCRATCRARRAGGRTATCCGTTCGRRGTTGTITTATCCGGTCAGGARCGTGATGGCGTAGCGTTAGCTGATCAGGTRARAR 446

* * * * * * * * * *
* * * * * * * * * *
3901 AGTATCGCCIGRCOGEECARGRAGEAGCARCGRARGRRAGERACAGTTGCCCCAGRGGRARATTACARCTCATTARAGCCARRARTTARCGTACTGATIGEETRAGSE 4000

PEEEEEE e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e r e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
447 RAGIATCGCCIGGUGGECAAGAGGRAGCARCGARGRRRGGARCAGTIGCCCCAGRAGGARTTACRRCTCATTARAGCCRARRATTARACGTACTGATTIGEETAGE $44
* * * * * * * * * *

Abbildung 34: Sequenzierung von pJeMmazF.

Der Bereich fiir das Gen mazF ist gekennzeichnet. Die obere Sequenz entspricht der geplanten Sequenz, die
untere stellt das Sequenzierungsergebnis dar.

10.2 ITS-Sequenzen

10.2.1 ITS Sequenz IBWF 12066
5'Y-CATTATTGAATAAACCTGGCACGGTTGTAGCTGGCTTCTGCAAGTGCTCGCCGTTGTCATCTTTA
TTTCTCCACCTGTGCACCTTTTGTAGACCTGGATGATCGAAAAATTTTCAGAAGTTAAACTTCTGGAT
GGCGAGGTTGTTCCTTGAATAAAGGTTCTCCTTGTGTTAGGTTATTCAGGCTCTATGTCATTTTCATA
TACTCCAATGAATGTAACAGAATGTATCACTGGGCTTTATGCCTATAAACTATATACAACTTTCAGCA
ACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAA
TTCAGTGAATCATCAAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTG
ATTGTCATTAAATTCTCAACCCCATCA-3"

116



10.2.2 ITS-Sequenz IBWF 12013
5'Y-CTGATTGAGGTCAGATTGGTCATGTTGTCCTTGCGGACGGTTGTAAGCTGGTCCcaTAGATCTCC
AACACCAAGGCGTAGATAGTTATCACACCGAGGGGGATGGAGGGGAAGACCCGCTAATTCATTTTAAG
GGAGCAGACCTAAGAAAGGCCTGCAAAACCCCCAAGTCCAAGCCATCACCCAGAAAAANCTAGATGAG
GTTGAGAATTTAATGACACTCAAACAGGCATGCTCCTCGGAATACCAAGGAGCGCAAGGTGCGTTCAA
AGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGAT
GCGAGAGCCAAGAGATCCGTTGCTGAAAGTTGTATTGAGTTTCTATATGGGCAGAGCCCTTTGAAATC
AACATTCTTTTATACATTCGATAGGGGTGTGTTAATAAACATAGACCTGAGACATTCGAGGGAAGCCG
GCCTGTGAGGGCGCGACAACCTTCGCATCCGCAACACTACAAGAGTGCGCGAGAGATAATCCCAGAGC
CTACAAAGTGTGCACAGGTGGAAAGATAAAGGTGACGGGTGTGCACATGCTCCTAGAAGCCAGCAACA
ACCACGCCAAGTTTATTCGATAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAACCTTGTTACGACTTTT
ACTTCCTCT-3"

10.2.3 ITS-Sequenz IBWF 15001
5'-CTCATAATCTTCTACAAACCACTGTTTtAAAATGTTTaCTAGAATGTCCAAGCAGTTAAGCTGTT
GAAATATTAAAAGTTTTATAAAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGTTCAGGCATCGATGAAGAACGCA
GCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGATACAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCAAATGGCAC
TCTATGGTATTCCGTAGAGTACGTCTGTTTGAGCGTCGCGAACATCTCCATAATTAGTTTITTT-3"

10.2.4 RBP-Sequenz IBWF 15001
5'Y-AGACGAAGaGGCCAAGCAGTATCAAGAATACCTCAACAAAGAAAAAGAAGATGCTGAGTTCCCTG
ATGAAATTGACACACCGTTGGATATACCAGCCAGAGAGAGATTTGCACGTTTCAGGGGTCTCAAGTCA
TTCAGAACATCACCATGGGATCCTTACGAGAACCTCCCAATCGAGATGAGCAAAGTCTTTGAGTTTGA
GAATTACGACCAGATGTCAAAACGTGTAATCAAGAGGGTCAAGATGGGTATAGATGAGGATGGTGAAT
CCACCTCAGTTGAGCCTGGCAAGAGAGTAACATTGCACATCAAAAATGTCAGCAAGGATCTCTCAGTT
ATACAATCATCCGAATTACCACTTGTCATATTCAGCTTACTGCCTCACGAGAAGAAGAAGTCACTTGT
TAATATGACTATTCAGCGTAACACCGAATATACAGGTTTAGTGAAGTCCAAAGATCCACTTACCGCTA
TTATCGGTTCAAGAAAACTTCAAATAAACCCAGTCTATTCACAAAATACACCAAAAGGTTTGAACAAC
GTACACAAGTTTGAACGATACCTCAGGCATGGTGATCCATCAGTAGCAACAATTTTCGGTCCAGTTGC
ATGGGGTAAGGTTCCGATTGTCTATTTGCGT-31?
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10.3 Testergebnisse der isolierten Reinsubstanzen

Tabelle 20: Testergebnisse (Durchfiihrung siehe 5.17) der isolierten Reinsubstanzen

Fiir die Reihe B. brevis-P. variotii sind die Konzentrationen in ug Reinsubstanz pro Rondell (ug/R) angegeben (siehe auch 5.17.2). Eine inkomplette Hemmung ist in Klammern

angegeben (z.B. (i26)). Die Ergebnisse stellen die Gré3e des Hemmhofes in mm dar.

Testergebnisse |B.brevis S.aureus C.albicans M.miehei P.notatum P.varioti
10pg/R  [SOug/R  |10ug/R  |50ug/R  |10ug/R  |SOug/R  [10ug/R  |SOpg/R |10ug/R  |50ug/R  |10ug/R  |50ug/R
CK 12066-1 32 40 29 30 23 24 14 24 13 20|14(i26)  |30(i35)
CK 15001-1 - - - - - - - - - - - -
CK 15001-2 - - - - - - - - - - - -
CK 12013-1 - - - - - - - - - - - -
M.grisea H20 B.cinerea P. infestans
Sug/ml  |10pg/ml  |25pg/ml |50pg/ml |5ug/ml  |10pg/ml  25ug/ml  |50pg/ml [5ug/ml  |10pg/ml |25ug/ml |50ug/mi
CK 12066-1 ++ +++ +++ +++ - - +++ +4++ +++ +++ +++ +++
CK 15001-1 - - - - - - - - - - - -
CK 15001-2 - - - - - - - - - - - -
CK 12013-1 - - - - - - - - - - - -
M.grisea CM HelaS3 E.coli
Spg/ml  |10pg/ml  |25pg/ml |50pg/ml [Sug/ml  |50pg/ml  |Spg/ml  |100pg/ml
CK 12066-1 - +++ +++ +++ - - 84% 83%
CK 15001-1 - - - - - - - 12%
CK 15001-2 - - - - 100% 100% |- 8%
[Ck12013-1 | - - - 0% 100%|- -
S.italica Kontrolle [L.satiium Kontrolle
10pg/R  |20ug/R  |50pg/R  [H20 10pg/R  |20ug/R  |50pg/R  |H20
CK 12066-1 + +- + - + +- + -
CK 15001-1 - - + - - - - -
CK 15001-2 - - + - - - - -
CK 12013-1 - - - - - - - -




10.4 Massen- und UV-Spektren der isolierten Reinsubstanzen

Die Substanzen wurden wie unter 5.13.3 beschrieben charakterisiert. Die UV-vis-Spektren
der einzelnen Reinsubstanzen wurden dabei aus dem jeweiligen HPLC-MS-Lauf
entnommen. Aus diesen Messungen konnten keine Extinktionskoeffizienten und kein Amax

bestimmt werden, da die Konzentration und das Losungsmittelverhaltnis nicht bekannt sind.

In Abbildung 35 sind die Positiv- und Negativmasse sowie das UV-Spektrum der Substanz
CK 12066-1 gezeigt.
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Abbildung 35: Massen- (Positiv (P)- und Negativmasse (N)) sowie UV-Spektrum (rechts) der Substanz CK
12066- 1
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In Abbildung 36 sind die Positiv- und Negativmasse sowie das UV-Spektrum der Substanz
CK 12013-1 gezeigt.
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Abbildung 36: Massen- (Positiv (P)- und Negativmasse (N)) sowie UV-Spektrum (rechts) der Substanz CK
12013-1

In Abbildung 37 sind die Positiv- und Negativmasse sowie das UV-Spektrum der Substanz
CK 15001-1 gezeigt.
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Abbildung 37: Massen- (Positiv (P)- und Negativmasse (N)) sowie UV-Spektrum (rechts) der Substanz CK
15001-1
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In Abbildung 38 sind die Positiv- und Negativmasse sowie das UV-Spektrum der Substanz
CK 15001-2 gezeigt.
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Abbildung 38: Massen- (Positiv (P)- und Negativmasse (N)) sowie UV-Spektrum (rechts) der Substanz CK
15001-2

10.5 Plasmidkarten

Die Plasmide wurden wie unter 5.14.7 beschrieben erstellt.

Das Plasmid pJeMmazEF enthalt das Mobilisierungsgen (mob), die Replicon-Region (rep),
ein fur Kanamycinresistenz codierendes Gen (KanR), die Gene fir RhaR und Rha$S, sowie
den Rhamnose Promotor (rhaP), das Gen fir MazE mit der vorausgehenden Sequenz fir
den Strep-Tag sowie daran anschlieBend das Gen flir MazF mit daran anhangender

Sequenz fiir den His-Tag.

mob 6312...200

KanR 458...1252

pJeMmazEF
7110 bp

rhaR 2489..1551
Rep 5318..4656

4348 Hindlll (1)

His Tag 4284..4313

MazF 3912..4244

MazE 3644...3912

Strep Tag 3613..3636

3601 Ndel (1)

121 rhaP 3547..3578

rhas 3309..2473



Das Plasmid pJeMendoAIA enthalt das Mobilisierungsgen (mob), die Replicon-Region (Rep),
ein fir Kanamycinresistenz codierendes Gen (kanamycin resistance determinant), die Gene

fur RhaR und RhaS, sowie den Rhamnose Promotor (rhaP), das Gen fir EndoAl sowie

daran anschlief3end das Gen fur EndoA.

kanamycin resistance determinant

pJeMendoAlA

7045 bp

rhar:

4286 Hindlll (1)

. rhas
EndoA

3637 BamHI (1)
rhaP

Das Plasmid pGEX6P-1mazF enthalt die ColE1 Origin Region (ColE1 origin), ein flr
Ampicillinresistenz codierendes Gen (AmpR), den Lactose Operator (LacO), das Gen fir die

Glutathion S-Transferase sowie daran anschlieBend das Gen fir MazF mit der darauf

folgenden Sequenz fur den Flag-Tag(FLAG und Stop).
LacZ alpha 5032..5100 LacO 215..237

LacO 4884...4906 .
Glutathion S-Transferase 258..937
PreScission 918...941
945 BamHI (1)

MazF 951..1283
FLAG und Stop 1287...1313
1314 EcoRI (1)

lac Ig 3719..4798

pGEXGP-1mazF
5370 bp

ColE1 origin 2733..3415 AmpR 1976...2635
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Das Plasmid pEXNNT7 enthalt die ColE1 Origin Region (ColE1 origin), ein fir
Ampicillinresistenz codierendes Gen (AmpR), den Lactose/T7 Operator (LacO und T7)

sowie daran anschlieflend das Gen fur die out-of-frame Luciferase (NLucopt).

LacO 2895..3017
T7 2976...2995

HLucopt 1...537

pEXNMNTT
3029 bp

AmpR 2576..1715

ColE1 origin 1620...938

Das Plasmid pEXIFNNT7 enthdlt die ColE1 Origin Region (ColE1 origin), ein flir
Ampicillinresistenz codierendes Gen (AmpR), den Lactose/T7 Operator (LacO und T7)

sowie daran anschlielend das Gen fur die Luciferase (NLucopt).

LacO 3250..3271
T7 3230..3249
HNLucopt 11...540

pEXIFNNTTK
3283 bp

KanR 2655..1861

ColE1 origin 1623...941
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Das Plasmid pETmazFstrep enthdlt die ColE1 Origin Region (ColE1 origin), ein flur
Ampicillinresistenz codierendes Gen (AmpR), den Lactose/T7 Operator (LacO und T7)

sowie daran anschlieflend das Gen flir MazF mit vorangehender Sequenz fiir den Strep-Tag

(Strep Tag und MazF)

5362 Sacl (1)

MazF 5014..5346

Strep Tag 4963...4986
4955 Mcol (1)

LacO 4889..4911
T7 4870..4889

F1 ori 29..335

AmpR 1244..585

pETmazFstrep
5529 bp

Lacl 4356..3400
ColE1 origin 1540...2222

Das Plasmid pETmazEhis enthalt die ColE1 Origin Region (ColE1 origin), ein flr
Ampicillinresistenz codierendes Gen (AmpR), den Lactose/T7 Operator (LacO und T7)

sowie daran anschliefiend das Gen flir MazE mit darauffolgender Sequenz fiir den His-Tag

(His Tag und MazE)

5376 Mcol (1) prazE 2,244
LacO 5310..5332 24-4-.I‘Idlnt| (1)

T7 5292..5307 His Tag 283...312
F1 ori 450...756

Lacl 4777..3821

AmpicillinR 1665..1006

pETmazEhis
5380 bp

ColE1 origin 1961...2643

124



Das Plasmid pETmazEF enthalt ein fir Ampicillinresistenz codierendes Gen (AmpicillinR),
den Lactose/T7 Operator (LacO und T7), daran anschlieBend das Gen fir MazE mit
vorangehender Sequenz fur den Strep-Tag (Strep Tag und MazE) und darauffolgend das
Gen fur MazF mit der angehangten Sequenz fur den His-Tag (MazF und HIS Tag)

BFTS Kpnl (1)

Strep Tag 5731..5753
LacO 5654..5676

T7 5635..5654

MazE 7..255

MazF 255..587

588 Motl (1)

HIS Tag 627...657

F1 origin 794...1100
Lacl 5121..4165

pETmazEF
5775 bp

AmpicillinR 2009...1350

ColE1 origin 2305...2987

Das Plasmid pETendoAl enthalt ein fir Ampicillinresistenz codierendes Gen (AmpicillinR),
den Lactose/T7 Operator (nicht eingezeichnet) sowie daran anschlieRend das Gen fir

EndoAl mit darauffolgender Sequenz fur den His-Tag (EndoAl und His Tag)

His Tag 5281...5310
5242 Motl (1)

EndoAl 4964...5241
4955 MNcol (1)

F1 origin 13...459

AmpicillinR 1442...585

pETendoAl
5419 bp

lacl 4478...3400
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Das Plasmid pETendoA enthalt ein fir Ampicillinresistenz codierendes Gen (AmpicillinR),
den Lactose/T7 Operator (nicht eingezeichnet) sowie daran anschlieRend das Gen fir

EndoA mit vorhergehender Sequenz fir den Strep-Tag (EndoA und Strep Tag Il)

5368 Motl (1)

EndoA 5018..5367

5010 Kpnl (1)

Strep Tag Il 4966...4988

F1 origin 13...459

AmpicillinR 1442..585

pETendoA
5545 bp

lacl 4478...3400

Das Plasmid pYES2mazEhis enthalt ein fir Ampicillinresistenz codierendes Gen (AmpR),
das URA3 Gen (URA3), den GAL und T7 Promotor (GAL1 und T7) sowie daran

anschlielend das Gen fur MazE mit darauffolgender Sequenz fur den His-Tag (MazE und
His Tag)

GAL1 promoter 1...450

T7 promoter/priming site 475...493
501 Hindlll (1)

MazE 517..759

His Tag 798..827

831 Xhol (1)

CYCA1 transcription terminator 856...1103

f1 origin 6086...5632

2 micron origin 4093...5563

pYESZ2mazEhis
G104 bp

pUC origin 1286...1958
ColE1 origin 2009..1327

URA3 gene 4088...2982 AmpR 2766...2107
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