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Zusammenfassung

FR900359 (FR) ist ein selektiver Gg-Proteininhibitor, der urspriinglich aus
der Pflanze Ardisia crenata isoliert wurde. G-Proteine spielen eine zentrale
Rolle in der Signaliibertragung von G-Protein gekoppelten Rezeptoren (GP-
CR), die an vielen physiologischen Prozessen beteiligt sind. G-Proteine sind
im Vergleich zu GPCRs relativ gering erforscht, da es nur wenig membran-
gingige G-Protein-Modulatoren gibt. FR kann aufgrund seiner Eigenschaften

diese Liicke schliefien.

HO,

Das Depsipeptid FR besteht aus acht groftenteils ungewdhn-
lichen Aminosduren, darunter drei Hydroxyleucine mit unter-
schiedlichen Seitenketten, N-Methyldehydroalanin, N,O-Dime-
thylthreonin und der Carbonsdure Phenyllaktat. Ein N-Methyl-
alanin und Alanin sind auch Teil des Peptid-Zyklus.

FR ist ein zyklisches Depsipeptid, bestehend aus 8 Einheiten, von denen 7
Aminosduren sind. Die meisten davon sind nicht-proteinogenen Ursprungs.
Einen weiteren ungewShnlichen Baustein bildet die Carbonsdure Phenyllak-
tat, die iiber eine Esterbindung in den Heterozyklus eingebaut ist. Das Bio-

synthesegencluster (BGC) von FR konnte in zwei unterschiedlichen Wirtsor-



ganismen lokalisiert werden, in Candidatus Burkholeria crenata und in Chro-
mobacterium vaccinii. Obwohl Cand. B. crenata im Gegensatz zu C. vaccinii

ein Endosymbiont ist, sind beide BGC strukturell nahezu identisch.

In dieser Arbeit wurden die beiden Nichtribosomalen Peptidsyntethase BGC
aus Cand. B. crenata und C. vaccinii identifiziert und bioinformatisch be-
trachtet. Hierzu wurden die BGC vor allem auf Gemeinsamkeiten und Unter-
schiede hin untersucht. Des weiteren wurden die bioinformatischen Grund-
lagen geschaffen, um einen neuartigen Dehydratisierungsmechanismus durch
Kondensierungsdoménen (C-Doménen) zu untersuchen. Ebenfalls konnte fiir
die letzte Adenylierungsdomine (A-Doméne) aus FrsG (A8) eine fiir A-
Doménen bis jetzt unbekannte Struktur postuliert werden, die sowohl zwei
Methyltransferasen (MT-Doménen) als auch zwei Subdoménen enthélt. Die
A-Doménen aus FrsA (Al) und FrsD (A2) wurden anhand von in-vitro-
Studien untersucht, um die Biosynthese der nicht-proteinogenen Aminosaure

Hydroxyleucin wihrend der FR-Biosynthese zu belegen.

Im ersten Teil der Arbeit konnte durch einen Vergleich der BGC auf DNA-
und Protein-Ebene die Identitdt der BGC untereinander bestimmt werden.
Hierbei wurde festgestellt, dass die BGC nicht nur untereinander sehr dhnlich
sind, sondern sich auch innerhalb des jeweiligen BGC wiederholende Berei-
che mit ausgesprochen hoher Identitiat befinden. Diese sind bei beiden BGC

dhnlich grof und ihre Lokalisation ist iibereinstimmend.

Eine weitere Besonderheit der frs-BGC ist die A-Doméne A8 mit zwei auf-
einander folgenden MT-Transferasen. Durch die Analyse der Core-Bereiche
der A-Doménen nach Stachelhaus konnte die ungewdhnliche Struktur der
A-Doméne A8 aus FrsG genauer bestimmt werden, die nicht nur zwei MT-

Domaénen, sondern auch zwei A-Subdoménen enthélt.

FR enthilt die ungewohnliche Aminosdure N-Methyldehydroalanin. Die frs-
BGC kodieren aber fiir kein Enzym, das offensichtlich die Dehydratisierung

von Serin zu Dehydroalanin katalysieren kénnte. Durch Alignments und an-



schliefende Erstellung eines 3D-Modells der C-Doméanen C6 und C8 konnte
ein Hinweis auf einen neuen putativen Mechanismus fiir eine Dehydratisie-

rung von Serin zu Dehydroalanin gefunden werden.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden die beiden A-Domé&nen von FrsA und
FrsD, und damit die Hydroxyleucin-Biosynthese mithilfe des gut etablierten
A-Doménen-Assay nach Phelan et al. 2009 charakterisiert. Hierzu wurden
diese A-Doménen heterolog exprimiert und in einem massenspektroskopisch
basierten Assay auf ihre Sperzifitit getestet. Dabei konnte eine eindeutige
Préivalenz beider A-Doménen fiir Leucin gezeigt werden. Diese Erkenntnis
prézisiert die bioinformatische Analyse und zeigt, dass die Hydroxygruppe
enzymatisch nach dem Beladen des Peptidyl Carrier Protein (PCP) mit Leu-

cin eingefiigt wird.

Insgesamt konnten durch diese Arbeit zahlreiche Einblicke und Grundlagen
in die Biosynthese von FR erhalten werden, die bei der Modifizierung dieses
Wirkstoffes helfen konnten. Neue Strukturvarianten von FR durch Bioen-
gineering konnen dazu beitragen, die Mechanismen der Funktion von G-

Proteinen zu entschliisseln.






Abstract

FR900359 (FR) is a selective Gg-Protein-inhibitor which is originally isola-
ted from the plant Ardisia crenata. G-Proteins play an important role in the
signalling pathways of G-Protein coupled receptors (GPCR) which are invol-
ved in many physiological processes. Compared to GPCRs, there is relatively
little known about G-Proteins because there are not so many G-Protein inhi-
bitors that are able to pass membranes. FR can close this gap. In this work,
the biosynthetic gene clusters (BGCs) of FR from Candidatus B. crenata and
Chromobacterium vaccinii are bioinformatically analyzed and A domains are

partially expressed to investigate their specifity.

HO,

The depsipeptide FR consists of eight mostly unusual amino
acids, including three hydroxyleucines with different site chains:
N-methyl-dehydroalanine, N,O-dimethyl-threonine and the car-
bon acid phenyllactate. N-methyl-alanine and alanine are also
part of the peptide.

FR is a cyclic depsipeptide containing 8 building blocks, 7 of which are of
non-proteinogenic origin. One of them is the carbonic acid phenyllactate. The

BGCs of FR are located in two hosts Cand. B. crenata and C. vaccinii. Even



though Cland. B. crenata is an endosymbiont, in contrast to C. vaccinii, the

BGCs are almost identical.

In the first part of this work, both BGCs were examined for similarities and
differences in their overall and detailed structure. Comparing DNA- and pro-
tein level, the identity of both BGCs had been determined. It could be shown
that both BGC contain repeating sequences with very high identity in the
respective BGC. Those are similar in both BGCs respecting their size and

location.

Additionally, a novel structure of the A domain A8, which contains two me-
thyltransferases as well as two A subdomains could be predicted. The identity
of the BGCs with regard to each other was examined by comparisons on the
DNA- and protein-level. Hereby it was shown that both BGC have the sa-
me architecture. It could also be shown that within one BGC, repeating

sequences can be found which occur in the same way in both clusters.

Both frs-BGCs contain the A domain A8 with two methyltransferases which
is unique for the BGCs of FR-analogues. By anaylsis of the core motifs of all
A domains [Stachelhaus et al., 1999], the unusual structure of the A domain
A8 from FrsG could be elucidated in detail. This A domain contains not only

two methyltransferases but also two A subdomains.

FR contains the unusual amino acid N-methyl-dehydroalanine, but there is
no obvious enzyme that is able to katalyze the dehydratation from serine to
dehydroalanine. By alignments and subsequent establishment of a 3D-model
from the two very similar C domains C6 and C8, new hints on a putative

dehydratation mechanism from serine to dehydroalanine could be found.

In the second part of this work, in vitro experiments for the two A domains
from FrsA and FrsD were performed in order to examine their substrate
specificity. Therefore, these A domains were heterologously expressed and

evaluated for their specificity by a mass spectrometry based assay. For both



A domains a clear preference for leucine was shown which specified the bioin-
formatic analysis. Consequently, the hydroxygroup is incorporated into leu-
cine after having been activated and binded to the Peptidyl Carrier Protein
(PCP). Through this work we gained insight into the biosynthesis of FR,
which could help to modify FR by bioengineering, and to learn more about

the mode of action and function of G-Proteins.
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1 Einleitung

1.1 Naturstoffe und deren Bedeutung fiir die Pharmazie

Als Naturstoffe werden Metabolite bezeichnet, die von Organismen gebil-
det werden. Das bedeutet, dass sie tierischen, pflanzlichen oder mikrobiellen
Ursprungs sind [Gordon et al., 1997]. Naturstoffe haben seit lingerem eine
heilkundliche Bedeutung fiir den Menschen. Zum einen, weil es lange Zeit
keine synthetischen Wirkstoffe gab und zum anderen, weil viele dieser Stoffe
von Pflanzen oder Bakterien fiir die eigene Abwehr gegen Schidlinge gebil-
det wurden und sich im Laufe der Zeit perfekt auf ihr ,Target® spezialisiert
haben. In vielen Fillen fiihrt eine kleine Modifikation des Naturstoffes so-
gar zum Wirkverlust. Auch heute ist ein Grofsteil der neu auf den Markt
kommenden Medikamente Naturstoffe oder deren Derivate, darunter Krebs-
medikamente, Antiinfektiva, Antidiabetika und andere [Harvey, 2008]. In den
Jahren 1981-2014 machte der Anteil der zugelassenen unmodifizierten Natur-
stoffe an allen zugelassenen Wirkstoffen einen Anteil von 4% aus [Newman
and Cragg, 2016].

Fiir die Produzenten haben Naturstoffe in erster Linie eine 0kologische Be-
deutung und werden als Abwehrstoffe produziert. Hier spielen auch Symbio-
sen eine groke Rolle [Luo et al., 2014], d.h. viele Spezies produzieren diese
Abwehrstoffe nicht selbst, sondern beherbergen Bakterien, die fiir sie diese
Aufgabe iibernehmen. Als Beispiel seien die im Wasser lebenden Ascidiaceae
[Schmidt et al., 2012| oder Teredinidae |[Elshahawi et al., 2013] genannt. Auch
bei Pflanzen sind Symbiosen bekannt, wie im Falle von Psychotria kirkii und
deren Kirkamid produzierendem Endosymbionten Cand. Burkholderia kirkii
[Sieber et al., 2015].

Auch das Depsipeptid FR900359 (FR), Gegenstand der vorliegenden Arbeit
(siehe Abb. 1), wird unter anderem von einem pflanzlichen Endosymbionten,
Cand. B. crenata, gebildet [Carlier et al., 2016]. FR ist ein selektiver Gg/11/14-

Protein-Inhibitor [Schrage et al., 2015]. Die in vielen Organismen vorhandene



Signaliibertragung iiber G-Proteine [Link, 2016] fiihrte zu der Uberlegung,
dass FR genau wie Kirkamid moglicherweise eine 6kologische Funktion fiir
die Pflanze Ardisia crenata (A. crenata) besitzt (siehe auch Kap. 1.2.1).

Peptidische Naturstoffe konnen von nichtribosomalen Peptidsynthetasen (NR-
PS) gebildet werden. Diese grofen Multienzymkomplexe bilden vorwiegend
kleine, oft zyklische Peptide, die anders als die ribosomal gebildeten Peptide
nicht nur proteinogene, sondern auch sehr ungewthnliche Aminosiuren bis
hin zu Carbonséduren in die Peptide integrieren (siche Kap. 1.3 und folgen-
de). Uber molekularbiologische und bioinformatische Methoden konnten gute
Einblicke in die Funktion von NRPS-Systemen gewonnen werden. Durch den
modularen Aufbau von NRPS, auf den in Kapitel 1.10 weiter eingegangen
wird, erhofft man sich neue Moglichkeiten, Wirkstoffe zu entwickeln, indem
man diese Systeme genetisch veréindert, um neue Naturstoffe zu produzieren
(siche auch Kap. 1.10).



1.2 Das Depsipeptid FR900359

Das zyklische Depsipeptid FR900359 wurde urspriinglich 1988 aus der tropi-
schen Pflanze A. crenata gewonnen [Fujioka M., 1988|. FR besteht aus zehn
Einheiten (siche Abb. 1), wovon sieben Aminoséuren und drei Carbonséuren
sind. Zu den Aminosduren zidhlen sechs nicht proteinogene Bausteine, wie die
drei Hydroxyleucine, das N-Methylalanin, das N-Methyldehydroalanin und
das N,O-Dimethylthreonin. Letztere zwei fallen hier besonders auf. Das sehr
seltene N-Methyldehydroalanin ist in dieser Form nur fiir die Microcystine
|Tillett et al., 2000], Sameuramid [Machida et al., 2018] und YM-254890
(YM) bekannt. Das N,O-Dimethylthreonin kommt bis jetzt nur im struktu-
rell sehr dhnlichen YM-254890 (siehe Abb. 2) [Taniguchi et al., 2003] und im
Sameuramid [Machida et al., 2018] vor. Des weiteren sind drei Carbonséuren
enthalten: Phenyllaktat, Essigsdure und Propionsiure, die letzteren beiden
an N-OH-Leucin gebunden. YM unterscheidet sich von FR lediglich in einem
Aminosduregrundbaustein und in den zwei Acyl-Seitenketten. Anstelle eines
der N-acetyl-Hydroxyleucine ist hier ein N-Acetyl-Threonin in den Peptidzy-
klus eingebaut. Des Weiteren enthélt YM einen N-Acetyl-Substituenten an
der Hydroxyleucin-Seitenkette, wo FR eine N-Propionyleinheit besitzt (siehe
Abb. 1 und 2).

Des weiteren enthélt FR drei Hydroxyleucine und zwei Alanine, von denen ei-
nes N-methyliert ist. Auch die Art der Bindungen im Peptidring ist teilweise
ungewohnlich. So sind das Phenyllaktat und das N,O-Dimethylthreonin iiber
eine Esterbindung im Ring verkniipft, so dass zwei Esterbindungen benach-
bart sind. Auberdem gibt es cis-konfigurierte Peptidbindungen [Criisemann
et al., 2018].



Abbildung 1: Das Depsipeptid FR besteht aus acht groftenteils ungewohn-
lichen Aminosduren, darunter drei Hydroxyleucine mit unterschiedlichen
Seitenketten, N-Methyldehydroalanin, N,O-Dimethylthreonin und die Car-
bonsdure Phenyllaktat. Ein N-Methylalanin und Alanin sind auch Teil des
Peptid-Zyklus. Die rot markierten Stellen zeigen die Unterschiede von YM
und FR auf.

Abbildung 2: Struktur des mit FR verwandten YM-254890. YM unterscheidet
sich lediglich dadurch, dass es eine Acetyl- anstatt einer Propionylseitenkette,
und eine Methyl- anstatt einer Isopropylgruppe enthélt. Die rot markierten
Stellen zeigen die Unterschiede von YM und FR auf.

Aufgrund seiner ungewohnlichen strukturellen Eigenschaften deutet vieles

auf einen nicht-ribosomalen Ursprung von FR hin, was die Vermutung nahe

8



legt, dass es kein Metabolit von A. crenata, sondern bakteriellen Ursprungs
ist (siehe auch Kap. 1.2.1). A. crenata enthilt den Endosymbionten Cand.
Burkholderia crenata, der vor allem in den Blattrindern in hoher Konzen-
tration zu finden ist [Criisemann et al., 2018]. Carlier et al. konnten das
Genom von Cand. Burkholderia crenata sequenzieren und stellten fest, dass
dieses evolutiondr bedingt stark reduziert ist. Das Genom besteht aus einem
2,67 Mb grofen Chromosom und zwei extrachromosomalen Plasmiden, eines
davon 103 kb und das andere 78 kb grof. Auf dem groferen Plasmid konnte
ein BGC fiir FR, d.h. das bcfrs-BGC gefunden werden [Carlier et al., 2016]
|Criissemann et al., 2018|. Die Zugehorigkeit und Vollstandigkeit des befrs-
BGC wurde durch heterologe Expression des BGC in E. coli bestétigt.

FR inhibiert selektiv heterotrimere Guaninnukleotid bindende Proteine (G-
Proteine) der G,-Familien (Gq, G11, G14) [Schrage et al., 2015]. G-Proteine
sind Signalpeptide, die durch membranstindige, G-Protein gekoppelte Re-
zeptoren (GPCRs) aktiviert werden. G-Proteine befinden sich auf der inneren
Seite der Zellmembran und 16sen von dort aus die Signale aus, die an der Au-
fenseite der Zelle an den GPCRs ankommen |Letkowitz, 2004] [Rosenbaum
et al., 2009]. Ein Drittel aller Arzneistoffe setzt an GPCRs an [Overington
et al., 2006] [Rask-Andersen et al., 2011]. GPCRs spielen unter anderem
bei Asthma, allergischen Reaktionen, Krebs, Bluthochdruck oder metabo-
lischen Prozessen eine zentrale Rolle |Deshpande and Penn, 2006| |Druey,
2009] [Dorsam and Gutkind, 2007] [Takefuji et al., 2012] [Blad et al., 2012]
|[Klepac, 2016|. Oft sind diese Signalwege sehr komplex. Es ist meist mehr als
ein Rezeptor an der Krankheit beteiligt, was es schwierig macht, Signalwege
iiber GPCRs zu modulieren. Trotz der Vielzahl an GPCR gibt es nur wenige
G-Proteine, die die Signale der GPCRs im Zellinneren in einen Effekt iiber-
setzen [Gudermann et al., 1996|. Daher ist es wichtig die Beteiligung der G-
Proteine am Signalgeschehen besser zu verstehen, um noch gezielter Einfluss
auf diese Signalwege nehmen zu konnen. Bis jetzt sind G-Proteine aufgrund
mangelnder pharmakologischer Werkzeuge kaum erforscht. Einer der weni-
gen zuverldssigen G-Proteininhibitor ist Pertussistoxin (PTX) (z.B. [Hughes

et al., 1984] [Sauliere et al., 2012]), welches aber nur fiir Forschungszwecke



zur Verfiigung steht und keinerlei therapeutische Relevanz besitzt. Aufgrund
der Membrangéngigkeit von FR und seiner Eigenschaft, G,-Proteine zu inhi-
bieren, ist es gut geeignet, die komplexen Signalprozesse von G-Proteinen zu
untersuchen [Criisemann et al., 2018|. In dieser Hinsicht ist FR einzigartig,
da es, abgesehen von seinem Strukturanalogon YM, die einzige Substanz ist,
die selektiv als hochpotenter Wirkstoff G,-Proteine inhibieren kann [Nishi-
mura et al., 2010].
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1.2.1 Quellen fiir FR900359
Candidatus Burkholderia crenata

Candidatus Burkholderia crenata ist ein Endosymbiont aus der Klasse der -
Proteobacteria. Er lebt in Symbiose mit A. crenata. Alle Versuche, das Bak-
terium ohne Wirt zu kultivieren, scheiterten bis jetzt. Der Endosymbiont
wird vermutlich vertikal auf die nichste Generation weitergegeben [Pinto-
Carbo et al., 2018]. Ein weiteres Beispiel dieser Symbioseart findet man bei
Psychotria kirkii und deren Endosymbiont Cand. Burkholderia kirkii [Sieber
et al., 2015]. Carlier et al. gelang es 2015, das Genom von Cand. B. crenata
zu sequenzieren, welches gegenwirtig als das kleinste Burkholderia-Genom
gilt. Das Genom ist stark reduziert, was auf die evolutiondre Entwicklung als
Endosymbiont zuriickzufiihren ist. Einige Gene mit méoglicher Funktion fiir
Sekundarmetabolite konnten allerdings eindeutig dem Genom von Cand. B.
crenata zugeordnet werden, darunter das putative BGC von FR auf einem
103kb grofen Plasmid. Dieses BGC ist bis jetzt nur fiir diese Burkholde-
ria Spezies beschrieben worden. Des weiteren wurde ein 19kb groftes PKS-
Operon auf einem 78 kb groften Plasmid gefunden, das fiir zwei putative Typ
I trans-AT Polyketidsynthasen codiert [Carlier et al., 2016].

Ardisia crenata

A. crenata ist eine asiatische Pflanze aus der Familie der Primulaceae, die
weit, verbreitet als Schmuckpflanze Verwendung findet. An den Blattréndern
befinden sich kleine Blatteinkerbungen, und die Pflanze bildet rote Friichte
aus (sieche Abb. 3).
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Abbildung 3: A. crenata hat Einkerbungen an den Blattrindern, in denen
Cand. B. crenata als Endosymbiont eingebettet ist. Die Pflanze wird weit
verbreitet als Schmuckpflanze verwendet und hat eine lange Tradition in der
chinesischen Medizin.

Phytochemisch wurde die Pflanze 1986 von Fujioka und Kollegen untersucht.
Aus dem methanolischen Extrakt von A. crenata wurde FR isoliert und
Strukturaufklirung mittels 'H-NMR und massenspektrometrischer Studien
vorgenommen. Sie konnten ebenfalls schon zeigen, dass der methanolische
Extrakt hemmende Wirkung auf die Blutplittchenaggregation hat und den
Blutdruck senkt [Fujioka M., 1988]. Im Genus Ardisia gibt es bis jetzt drei-
kig Arten, fiir die eine Endosymbiose mit Bakterien belegt werden konnte,
darunter auch A. crenata, die den Endosymbionten Cand. B. crenata in ih-
ren Blatteinkerbungen enthilt. Dort sind die Bakterien in einer Matrix aus
Schleimstoffen eingebettet [Miller, 1990] [Lersten and Horner, 1976]. Die Wei-
tergabe der Symbionten erfolgt vermutlich vertikal [Pinto-Carbo et al., 2018|.
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Chromobacterium vaccinii

Chromobacterium vaccinii (C. vaccingi) ist ein gramnegatives Bakterium, das
ebefalls aus der Klasse der -Proteobakterien stammt. Das Bakterium ist frei-
lebend und wurde von den Wurzeln von Vaccinium macrocarpon (Cranberry)
isoliert [Soby et al., 2013]. Das Genom von C. vaccinii wurde teilweise sequen-
ziert |Voing et al., 2015]. Die Sequenz enthielt Bruchstiicke von NRPS-Genen,
die denen von Cand. B. crenata dhneln. Die teilweise vorliegende Sequenz des
FR-BGC wurde im Rahmen dieses Projekts mittels PCR-Liickenschluss ver-
vollstandigt. Aus der Fermentationskultur von C. vaccinii konnte ebenfalls

FR isoliert werden.
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1.2.2 Die Biosynthesegencluster bcfrs und cvfrs von FR

Sowohl Cand. B. crenata als auch C. vaccinii sind in der Lage, das Dep-
sipeptid FR zu bilden [Criisemann et al., 2018]. Trotz ihrer sehr unter-
schiedlichen Habitate besitzen sie zwei strukturell identische BGC. Die BGC
(sieche Abb. 4) von FR bestehen aus acht Genen. Diese bilden zwei NRPS-
Systeme. Die erste NRPS ist durch das erste Gen frsA kodiert und ent-
hélt eine Starter-Kondensierungsdoméine (C-Doméne), eine Adenylierungs-
doméne (A-Doméne), ein Peptidyl Carrier Protein (PCP) und eine Thioes-
terasedoméne (TE-Doméne). Zwischen beiden NRPS liegt ein Gen fiir ein
MLP (MbtH like protein), gefolgt von frsC, einem Gen, das fiir eine Ma-
latdehydrogenase kodiert. Es folgen vier weitere Gene mit insgesamt sieben
weiteren NRPS-Modulen frsD-frsG. Insgesamt sind acht C-Doménen, acht
A-Doménen, acht PCP-Doménen, vier Methyltransferasen (MT-Doménen),
zwei TE-Doménen und eine Epimerisierungsdoméne (E-Doméne) vorhanden.
Nach der zweiten NRPS folgt die S-Hydroxylase FrsH. Beide BGC haben
zwar die gleiche Struktur, unterscheiden sich aber auf der DNA- und Protein-
Ebene. Das BGC von Cand. B. crenata wird im Folgenden als bcfrs und das
von C. vaccinii als cufrs bezeichnet. Ein detaillierter Vergleich beider BGC
erfolgt im Kap. 3.1 Bioinformatische Analyse der BGC bcfrs und cufrs von
FR.
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Abbildung 4: Hypothese zur Biosynthese von FR. Nach der intramolekularen Zyklisierung durch die endsténdige
TE-Domiine aus FrsG, kommt es zur Ubertragung der Hydroxyleucinseitenkette durch die TE-Doméne aus FrsA.




1.3 Nicht ribosomale Peptidsynthetasen (NRPS)

NRPS sind Multienzymkomplexe, die hauptséchlich in Mikroorganismen vor-
zufinden sind. An ihnen findet die Proteinbiosynthese kleiner Peptide statt,
die oft zyklischer Natur sind und auch nicht-proteinogene Aminoséuren oder

andere ungewthnliche Bestandteile enthalten [Marahiel, 2009].

Eine NRPS besteht aus mehreren Doménen, die in Module zusammengefasst
sind. Jedes Modul ist fiir die Aktivierung einer Aminosaure und deren Ver-
kniipfung mit der wachsenden Peptidkette zustindig. Dieses Prinzip nennt
sich Colinearitétsregel [Siiffmuth, 2017|. Fiir ein Peptid wie FR, das aus acht
Bausteinen besteht, braucht man also acht Module, d.h. die Anordnung der
Module innerhalb der NRPS bestimmt die Priméarstruktur des Peptids.

zwingend optional ‘

vorhanden vorhanden

o0e @®® @
Auswahl moglicher Doménen Minimales Elongationsmodul Mogliche vollstandige

NRPS

Abbildung 5: Aufbau einer NRPS: Sie besteht aus aneinandergesetzten Mo-
dulen, welche wiederum aus Doménen aufgebaut sind. Ein funktionstdhiges
Modul benétigt zwingend eine A-, eine PCP- und eine C-Doméne. Optio-
nal kénnen modifizierende Doménen wie MT- oder E-Doménen vorhanden
sein. Oft werden NRPS mit einer TE-Doméne abgeschlossen. Die Abfolge der
Doménen bestimmt die Struktur des Peptids.

Die Doménen sind die kleinsten funktionellen Einheiten der NRPS. Jede
Doméne hat ihre eigene Funktion und zeigt auch isoliert vom Komplex En-
zymaktivitat. Fiir ein minimales Elongationsmodul sind mindestens drei Do-
ménen notig (siehe Abb. 5). Dieses besteht aus einer C-Doméne, einer A-
Doméne, und einer PCP-Doméne [Marahiel et al., 1997]. Die Reihenfolge
dieser Module bestimmt die Struktur des Pepdids. Ein Startermodul besteht

in der Regel aus zwei Doménen und fangt oft mit einer A-Doméne an, die die
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erste Aminosaure aktiviert. Ein Elongationsmodul fangt mit einer C-Doméne
an, um die vorangegangene aktivierte Aminosdure mit der nachfolgenden zu
verkniipfen [Linne and Marahiel, 2000].

Innerhalb eines Moduls bildet die A-Doméne (siche Kap. 1.4) eine Matrize fiir
die jeweilige vorgesehene Aminosiure und aktiviert diese. Die PCP-Doméne
(siche Kap. 1.7) dient als Transportdoméne. Sie iibertrigt die wachsende
Peptidkette auf die PCP-Doméne des néchsten Moduls. Die C-Doméne (sie-
he Kap. 1.6) kondensiert die Proteinkette mit der néichsten aktivierten Ami-
nosaure. Optional kénnen in einem Modul noch weitere Doménen vorhanden
sein, wie zum Beispiel Epimerasen (siehe Kap. 1.6), die die Konfiguration
der assemblierten Aminosduren dndern oder MT-Doménen (siehe Kap. 1.5),
die N-, oder O-Methylierungen vornehmen kénnen. So kénnen im Gegensatz
zur ribosomalen Peptidsynthese eine Vielzahl ungewohnlicher Aminoséduren
in ein Protein eingebaut werden [Marahiel, 2009] [Siifkmuth, 2017]. In den fol-
genden Kapiteln soll die Funktion der einzelnen Doménen genauer betrachet

werden.

1.4 Adenylierungsdominen (A-Doménen)

Die A-Doménen initiieren die nichtribosomale Peptidsynthese. Im ersten
Schritt wird das spezifische Substrat der A-Doméne zum Aminoacyladenylat
aktiviert (siche Abb. 6) und in einem zweiten Schritt das aktivierte Substrat
auf den Phosphopantetheinarm der PCP-Domaéne iibertragen (siche Abb. 7)
[Stifsmuth, 2017].
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Abbildung 6: Adenylierungsreaktion von A-Doménen: Die selektierte Ami-
nosdure wird mit Hilfe der A-Doméne unter Verbrauch von ATP zum Ami-
noacyladenylat aktiviert und Pyrophosphat wird abgespalten.

Abbildung 7: Thiolation: In einer zweiten Reaktion iibertragt die A-Doméne
die aktivierte Aminosaure auf den Phosphopantetheinarm der PCP-Doméne.
Die PCP-Domaéne dient als Transportdoméne fiir das entstehende Peptid.

A-Doménen gehdren zur Enzymklasse der ANL Superfamilie der Adeny-
lierungsenzyme (Acyl-CoA Syntethasen, NRPS-Adenylierungsdoménen und
Luciferase Enzyme). Diese Enzymklasse katalysiert eine initiale Adenylie-
rungsreaktion eines Carboxylatsubstrats unter ATP-Verbrauch. Mit diesen
Enzymen teilt die A-Doméne vor allem eine hochkonservierte dreidimen-
sionale Struktur. A-Doménen bestehen aus einer ca. 50 kDa N-terminalen

Kerndoméne und einer ca. 10kDa grofen C-terminalen Subdoméne. Beide
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Untereinheiten sind iiber eine flexible Gelenkregion miteinander verbunden
|Conti et al., 1997].

Um diese dreidimensionale Struktur zu gewihrleisten, haben A-Doménen
trotz ihrer sehr heterogenen Aminosiuresequenzen sogenannte Core-Regionen.
Diese Core-Regionen bilden hochkonservierte Aminosduremotive innerhalb
der Proteinsequenz der A-Doménen, die fiir alle A-Doménen identisch sind.
Sie dienen als Orientierung bei der bioinformatischen Analyse der Sequenz.
So liegen die Core-Regionen A1l bis A8 auf der groferen N-terminalen Kern-
doméne und die Core-Regionen A9 bis A1l auf der kleineren C-terminalen
A-Subdomiéne [Conti et al., 1997| [Stachelhaus et al., 1999].

Nachdem mit der Kristallstruktur der A-Doméne von GrsA aus dem Grami-
cidin-BGC mit ihrem Substrat Phenylalanin die Struktur und die Substrat-
bindungstasche der A-Doménen bekannt war [Conti et al., 1997], konnte aus
Alignments von GrsA mit anderen A-Doménen die Bindungstasche fiir A-

Doménen allgemein abgeleitet werden [Stachelhaus et al., 1999].

Die Substratbindungstasche der A-Doménen befindet sich zum Grofteil in
dem Bereich der Core-Regionen A4 und A5. Hier liegen neun der zehn Bin-
dungsstellen. Eine weitere liegt innerhalb der Core-A10-Region auf der A-
Subdomaéne [Stachelhaus et al., 1999).

Die Aminosduren in diesen zehn Positionen variieren von A-Doméne zu A-
Doméne, je nachdem, welches Substrat von der A-Doméne aktiviert werden
soll. Die Abfolge der Aminosduren in diesen zehn Positionen legt also die
Substratspezifitit der A-Doménen fest. Daher werden diese zehn Aminoséiu-
ren auch als Stachelhauscode bezeichnet [Stachelhaus et al., 1999]. Position
eins und zehn des Stachelhauscodes sind dabei weitestgehend konserviert.
In Position eins befindet sich das Asp-235 und in Position zehn das Lys-
517. Diese beiden Aminosduren sind fiir die Koordination und Bindung der
a-Aminogruppe und der Carboxygruppe der Substrataminoséure zustandig.

Alle anderen Positionen variieren stark |Stachelhaus et al., 1999].
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Die Selektivitdt einer A-Doméne ist nicht absolut. Die A-Doméine hat so-
zusagen eine gewisse Fehlertoleranz gegeniiber ihrem Substrat. So kénnen
oft chemisch sehr dhnliche Aminosiuren wie z.B. Leucin und Isoleucin in
unterschiedlichem Maf aktiviert werden. Um trotzdem am Ende der NRP-
Synthese ein korrektes Peptid zu bekommen, hat die C-Doméne (siehe auch
Kap. 1.6) desselben Moduls ebenfalls eine gewisse Substratselektivitit und
Korrekturfunktion. So kann es bei einer Fehlaktivierung zum Abbruch der
NRP-Synthese kommen [Siiffmuth, 2017].

Die Substrate der A-Doménen sind héufig proteinogene Aminosiuren oder
auch Carbonsiuren. Die Vielzahl ungewdhnlicher Aminosduren, die typi-
scherweise in NRPs zu finden sind, entstehen nach oder vor der Assem-
blierung durch Modifikationen. Diese Modifikationen werden durch andere
Doménenarten, wie MT-Doménen oder C-Doménen vorgenommen. Sie wer-

den in den Kapiteln 1.5 und 1.6 noch ausfiihrlicher betrachtet.

Die modifizierenden Enzymdoménen liegen oft C-terminal der A-Doménen.
Einige von ihnen sind aber auch in die A-Doménen eingebettet. Dadurch
entstehen Didoménen oder unterbrochene A-Doménen. Die Insertionspunk-
te dieser modifizierenden Doménen liegen sehr hdufig zwischen den Core-
Regionen der A-Doménen [Labby et al., 2015].

MT-Doménen (siche auch Kap. 1.5) kommen héufig zwischen der Core-A8-
und Core-A9-Region der A-Doméne vor, seltener auch zwischen der Core-
A2- und Core-A3-Region, wie im Falle von Thiocoralin [Lombo et al., 2006].
Hier liegt die MT-Doméne aus TioN [Al-Mestarihi et al., 2014], die den selte-
nen Fall einer S-Methylierung darstellt, zwischen der Core-A2- und Core-A3-
Region der A-Doméne. Im selben BGC befindet sich auch eine MT-Doméne,
die eine zweifache Methylierung vornimmt [Mori et al., 2017]. Im BGC von
Microcystin [Tillett et al., 2000] konnte eine zwischen der Core-A8- und Core-
A9-Region unterbrochene A-Domine in McyA gefunden werden, die genau
wie bei den frs-BGC eine N-Methylierung des sehr seltenen Dehydroalanins
vornimmt |[Labby et al., 2015].
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Weitere modifizierende Doménen, die in A-Doménen gefunden werden konn-
ten, sind beispielsweise Reduktasedoménen, wie im Falle von Cereulid [Ma-
garvey et al., 2006]. Diese liegt zwischen der Core-A8- und Core-A9-Region
|Labby et al., 2015]. Im Falle von Myxothiazol [Silakowski et al., 1999] wurden
Oxygenasedoménen zwischen der Core-A8- und Core-A9-Region identifiziert,
von denen die Monooxygenasen in der Core-A4- und Core-Ab-Region einge-
bettet waren [Labby et al., 2015].

A-Domaénen sind ein Teil des grofsen NRPS-Enzymkomplexes, aber auch als
isoliertes Enzym funktional. Eine Funktionsanalyse ist daher iiber den gut
etablierten A-Doménenassay nach Phelan moglich [Phelan et al., 2009]. Dazu
wird die A-Doméine mit dem zu testenden Substrat und y'*O,-ATP inkubiert.
Der v'¥04-ATP-Verbrauch und das dadurch entstehende, leichtere 60 4-ATP
kann detektiert werden. Bleibt die Adenylierungsreaktion, wie im Falle eines
falschen Substrates, aus, wird das v'¥04-ATP nicht verbraucht, und es kann
kein 1%04-ATP detektiert werden (siche auch Kap. 5.6.8).

Um voll funktionstiichtig zu sein, bendtigen manche A-Doménen ein Helfer-
protein, das sogenannte MLP (siehe Kap. 1.8). Das Gen, welches fiir ein ca.
8 kDa grofes Protein kodiert, ist Teil von vielen NRPS-BGC und wurde erst-
mals fiir ein BGC aus Mycobacterium tuberculosis beschrieben |Quadri et al.,
1998|. MLPs haben Einfluss auf die Konformation, Loslichkeit, Spezifitat und
Funktion der A-Doménen [Schomer and Thomas, 2017|. Das MLP wird oft
unabhéingig von der A-Doméne exprimiert, bindet aber in einem stéchiome-
trischen Verhéltnis von 1:1 mit der A-Doméne [Boll et al., 2011|. Im Falle von
SlgN1, eines Hybrid-PKS/NRPS-Systems des Antibiotikums Streptolydigin
|[Deboer et al., 1955|, kommt das MLP am N-terminalen Ende der A-Doméne
als Fusionsprotein vor [Herbst et al., 2013].

Da A-Doménen die entscheidenden Enzyme sind, die fiir die Substratwahl
der NRPSs verantwortlich sind, wurde viel unternommen, um die Funkti-

onsweise und Konformationsdnderungen von A-Doménen zu verstehen und

21



daraus Bioengineeringansétze zu entwickeln. Problematisch ist hier vor allem
der strukturelle Erhalt und das Zusammenspiel der einzelnen Doménen, das
reibungslos funktionieren muss. Im Kapitel 1.10 soll auf dieses Thema weiter

eingegangen werden.

1.5 Methyltransferase-Doméinen (MT-Doménen)

MT-Doménen sind ca. 45 kDa grof [Stikmuth, 2017] und fiir die Methylierung
der Aminosiurebausteine wihrend der Biosynthese von NRPs zustindig. Es

existieren N-; O-, und C-methylierende Doménen [Ansari et al., 2008].

Die meisten MT-Doménen sind in die A-Doméne zwischen der Core-A8- und
Core-A9-Region integriert. Es gibt aber auch MT-Doménen, die zwischen
der Core-A2- und Core-A3-Region positioniert sind [Labby et al., 2015]. Die
N-Methylierung ist die bekannteste Art der Methylierung und kommt nicht
nur bei NRPS vor. Einen Uberblick hieriiber gibt der Review von Chatterjee
et al [Chatterjee et al., 2013].
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Abbildung 8: Bei der Methylierung wird eine Methylgruppe (rot) durch die
MT-Doméne von SAM auf die Aminogruppe iibertragen.

Bei der Methylierung von Aminosiuren in der NRP-Synthese wird, wih-
rend die Aminosdure am PCP gebunden vorliegt, eine Methylgruppe von

einem S-Adenosyl-methionin (SAM) als Methylgruppendonor auf die Ami-
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nosaure iibertragen und als Abgangsgruppe wird S-Adenosyl-L-homocystein
abgespalten (sieche Abb. 8) [Ansari et al., 2008]. Das SAM wird in der MT-
Domaéne durch vier konservierte Bereiche komplexiert, darunter das hoch-
konservierte GxGxG-Motiv [Velkov and Lawen, 2003]. Die N-Methylierung
wurde 2011 von Velkov et al. am Beispiel der Cyclosporin-Synthetase |La-
wen and Zocher, 1990] genauer beschrieben. Mit Hilfe von N-Methyltrans-
feraseinhibitoren wurde der Effekt einer Blockierung der MT-Doméne auf die
Adenylierungsreaktion und Thioesterbildung sowie auf die Kondensationsre-
aktion untersucht. Die Bildung von Cyclosporin konnte durch Blockierung
der Methylierungsreaktion vollstéindig unterbrochen werden [Velkov et al.,
2011].

Ist eine Methylierung in der Biosyntheseabfolge vorgesehen, scheint sie fiir
den Verlauf der Synthese essentiell zu sein. Bei der Actinomycin-Synthetase
|Keller, 1987] wurde eine Valin aktivierende Doméne gegen eine N-Methyl-
Valin-Doméne ausgetauscht. Anstatt Valin wurde Methylvalin eingebaut, die
weitere Peptidsynthese wurde unterbrochen, da die folgenden Doménen be-
eintriachtigt waren [Schauwecker et al., 2000]. Bei dem N-methylierten An-
thelmintikum PF1022A konnten Weckwerth et al. die komplette Synthese
zellfrei durchfithren. Hier brach die Synthese allerdings ab, als kein SAM fiir
die Reaktion zugefiihrt wurde. Die Peptidsynthese ist in diesen Fallen an die
Methylierung gebunden |[Weckwerth et al., 2000].

Das PKS-NRPS-BGC des Yersiniabactin enthélt eine C-Methyltransferase.
Diese spaltet vermutlich den am C2 gebundenen Wasserstoff des PCP ge-
bundenen Intermediates ab. Das daraus entstehende delokalisierte Carbanion

greift wiederum die elektrophile Methylsulfoniumgruppe des ebenfalls gebun-
denenen SAM an [Miller et al., 2001].

2018 gelang es Mori et al., eine Kristallstruktur von TioS, einer MT- unterbro-
chenen A-Doméne aus dem Thiocoralin-BGC, zu erstellen und zu analysie-
ren. Hier konnte erstmals gezeigt werden, wie die dreidimensionale Struktur

einer A-MT-Doméne aussieht. Die Doméne bildet ein hantelférmiges Kon-
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strukt, dessen Enden die Hauptdoméne der A- und die MT-Doméne bilden.
Die A-Subdomiéne bildet das Verbindungsstiick [Mori et al., 2018].

Im Falle des Thiocoralin-BGC konnten Mori et al. zwei interessante MT-
Doménen finden. Einmal TioS, eine MT-Domaéne, die in der Lage ist, eine
Zweifachmethylierung an einem Stickstoff vorzunehmen, und TioN, der ein-
zige Fall einer MT-Doméne, fiir die eine S-Methylierung zurzeit bekannt ist
|Al-Mestarihi et al., 2014]. Die N-methylierende Doméne liegt zwischen der
Core-A8- und Core-A9-Region und die S-methylierende Doméne zwischen
der Core-A2- und Core-A3-Region [Mori et al., 2017].

Das Prinzip der eingebetteten MT-Doménen machten sich Lundi et al. zunut-
ze, indem sie versuchten, eine monofunktionale A-Doméne ohne insertierte
MT-Doméne mit jeweils zwei unterschiedlichen fremden MT-Doménen zu er-
stellen. Dazu fiigten sie einmal die O-methylierende Doméne von KtzH und
die N-methylierende Doméne von TioS zwischen die Core-A8- und Core-
A9-Region ein. Die A-Doméne war danach in der Lage, spezifisch eine N-
bzw. O-Methylierung vorzunehmen [Lundy et al., 2018|. Zwischen der Core-
AS8- und Core-A9-Region scheint also eine natiirliche Schnittstelle fiir weitere

Bioengineeringansitze zu sein.

1.6 Kondensierungsdoméinen (C-Dominen)

C-Doménen sind sehr vielseitige Doménen innerhalb der NRPS-Komplexe.
Sie sind ca. 450 Aminosiduren grof und sind N-terminal der A-Doménen
angeordnet, um die PCP-gebundene Aminosidure mit der wachsenden Pep-
tidkette zu verkniipfen [De Crecy-Lagard et al., 1995] [Marahiel et al., 1997].

Mit der ersten Kristallstrukturaufkldrung einer C-Doméne von VibH (Vi-
briobactin-Synthetase) im Jahre 2002 konnte erstmals die Struktur der C-
Domaénen identifiziert und damit ihre Verwandtschaft zur Klasse der Chlor-
amphenicol-Acetyltransferase-Superfamilie festgestellt werden. Sie bilden mo-
nomere Pseudodimere, bestehend aus zwei Unterdoménen, die eine V-formige

Tasche bilden, innerhalb derer die Kondensationsreaktion katalysiert wird
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|[Keating et al., 2002].

Mit der Kristallstruktur der C-Doméne von CDA konnten mogliche Kon-
formationsédnderungen wahrend des Synthesezyklus am Computer simuliert
werden |Bloudoff et al., 2013].

Eine weitere Klassifizierung der C-Doménen erfolgte 2007 auf Basis der phy-
logenetischen Verwandtschaftsverhéltnisse [Rausch et al., 2007]. Allen C-Do-
méanen war bis dahin das konservierte HHxxxDG Motiv gemeinsam. Man
wusste, dass die Aufgaben der C-Doménen weitaus komplexer waren als nur
die Verkniipfung zweier Aminosduren. 2003 konnte die C5 C-Doméne der
Tyrocidin-Synthetase eindeutig einer PCy, C-Doméine zugeordnet werden, al-
so einer C-Doméne, die eine D-, mit einer L-konfigurierten Aminosiure ver-
bindet [Clugston et al., 2003|. Rausch et al. konnten 2007 iiber eine phyloge-
netische Analyse weitere Subtypen von C-Doménen entschliisseln und ihnen
typische Sequenzmotive zuordnen, so dass von da an eine bioinformatische
Vorhersage der Subtypen iiber einen "Hidden-Markov-Algorithmus" moglich
war |[Rausch et al., 2007].

Die C-Doménen lassen sich iiber diese phylogenetische Analyse in mehre-
re Unterklassen einteilen: Die “Cp-C-Domiinen, die die Kondensation zweier
L-Aminosiuren katalysieren, und die PCy-C-Dominen, die die Kondensati-
onsreaktion zwischen einer D- und einer L-Aminosédure katalysieren. Dariiber
hinaus gibt es Starter-C-Doménen, die stark verwandt sind mit den *Cp-C-
Doménen, aber eine andere Substratspezifitit aufweisen, da sie zum Beispiel
Acylierungen katalysieren [Rausch et al., 2007|. Starter-C-Doménen sind in
NRPS nicht zwangslidufig vorhanden, da eine Peptidbindung mit einem vor-

angehenden Peptid nicht notig ist.

E-Doménen kommen ebenfalls aus der Klasse der C-Doménen. Sie agieren
stark mit den C-Doménen zusammen [Linne and Marahiel, 2000]. Anhand der
Kristallstruktur der E-Doméne der Tyrocidin-Synthetase konnte gezeigt wer-
den, dass das ausschlielich bei E-Doménen konservierte Glu-882 als Kataly-

sator wirkt und das His-743 im protonierten Zustand das Enolat-Intermediat
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der Isomerisation stabilisiert [Samel et al., 2014|. Da in den Bakterienzellen
vor allem L-Aminosduren vorhanden sind, werden D-Aminosduren eher selten
direkt eingebaut, sondern aus Epimerisierung einer L-konfigurierten Amino-
sdure gebildet. Daher folgen auf E-Doménen im nichsten Modul in der Regel
PCL-C-Dominen [Luo et al., 2002].

Auch Zyklisierungsdoménen (Cy-Doménen) kénnen der Klasse der C-Domé-
nen zugeordnet werden. Sie teilen ebenso wie die E-doménen die Struktur
der C-Doménen, allerdings ist hier das katalytische HHxxxDG-Motiv durch
ein DxxxxDxxS-Motiv ersetzt, dessen Rolle bei der Katalyse nicht eindeutig
bestimmt werden konnte [Dowling et al., 2016]. 2017 konnte der putative Zy-
klisierungsmechanismus anhand der Kristallstruktur der BmdB-Cy2 Domaéne
aus dem BGC der Bacillamid Synthetase gefunden werden. Dieser verlauft
iiber eine Sdure-Base-Katalyse mit anschliefender Dehydratisierung. Anders
als bei den C-Doménen spielen hier vor allem die konservierten Aminoséuren
T1196 and D1226 eine Rolle [Bloudoff et al., 2017].

Dariiber hinaus gibt es C-Doménen, die modifizierende Reaktionen kataly-
sieren. Darunter befinden sich vermutlich Dehydratisierungsreaktionen, wie
die Dehydroalaninbildung aus Serin (siehe Abb. 9).

o) 0 o)
| H,C
HO OH ——> HO SwwnpCP  ——> SuwwwPCP
NH, NH, NH,

Abbildung 9: Putative Dehydroalaninbildung in NRPS: Dehydroalanin ist
eine ungewothnliche Aminosdure, die auch in NRPs nicht sehr oft vorkommt.
Wahrscheinlich wird durch die vorangehende A-Doméne Serin aktiviert, wel-
ches in einem zweiten Reaktionsschritt putativ von der C-Doméne zu Dehy-
droalanin dehydratisiert wird.

Dehydroalanin ist eine fiir NRPs ungew6hnliche Aminosaure. Es gibt in der
Literatur unter den NRPs lediglich zwei Peptide, bei denen eine Dehydroala-

ninbildung untersucht wurde. Das erste ist das Microcystin, welches Dehy-
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droalanin als Baustein enthilt. Man vermutet, dass die Dehydratisierung von
Serin zu Dehydroalanin iiber die C-Doméne erfolgt, dies konnte aber noch
nicht nachgewiesen werden |Tillett et al., 2000] [Criisemann et al., 2018|. Das
zweite Peptid ist Nocardicin, ein S-Lactam-Antibiotikum. Hier katalysiert die
C-Doméne die Dehydratisierung von Serin zu Dehydroalanin als einem Inter-
mediat der g-Lactam-Bildung. Die C-Doméne des Nocardicin-BGC enthélt
einen weiteren Histidinrest direkt N-terminal des HHxxxDG-Motivs, der ver-
mutlich die S-Elimination von Wasser und eine anschlieftende $-Addition am
Seryl-(dehydroalanyl-)-3-Kohlenstoff katalysiert [Gaudelli et al., 2015].

Aufgrund der vielseitigen Reaktionen, die C-Doménen katalysieren, war ihre
genaue Rolle in der NRP-Synthese lange unklar. 1997 kam in einem Review
von Mahariel et al. schon das katalytische Motiv HHxxxDG zur Sprache, von
dessen zweitem Histidinrest man eine katalytische Funktion als Base fiir eine
nucleophile Reaktion in der Kondensationsreaktion zweier Aminosduren ver-
mutete [Marahiel et al., 1997]. Der genaue Kondensationsmechanismus war

trotzdem lange unklar.

Der zweite Histidinrest des konservierten Motivs His-147 konnte 1998 von
Stachelhaus et al. eindeutig dem katalytischen Zentrum zugeordnet werden.
Eine Kondensationsreaktion fand ohne das His-147 nicht statt [Stachelhaus
et al., 1998|. Eine weitere Mutationsanalyse diverser, aus 80 C-Doménen ge-
fundener, konservierter Aminoséduren von Bergendahl et al. konnte das noch
einmal bestitigen und ebenfalls eine katalytische Funktion des His-147 zei-
gen, sowie eine strukturelle Unterstiitzung der Kondensationsreaktion iiber
das Arginin R62 und das Aspartat D151. Eine Mutation von diesen Ami-
nosduren bewirkte einen Ausfall der Kondensationsreaktion. Weitere Muta-
tionen von konservierten Motiven fiihrten vor allem zu unléslichem Protein
oder zu gréferen strukturellen Anderungen im Protein [Bergendahl et al.,
2002].

Der zweite Histidinrest des konservierten Motivs ist zwar essenziell, aber sei-

ne katalytische Funktion als Base wurde 2007 von Samel et al. fiir unwahr-
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scheinlich erachtet. Da die Kondensationsreaktion eine weite pH-Toleranz
hat, schlossen sie eine generelle Sdure-Base-Katalyse aus. Sie vermuteten
einen Mechanismus dhnlich dem der ribosomalen Peptidsynthese iiber elek-
trostatische Stabilisierung des Substrates in einem tetrahedralen Ubergangs-
zustand [Samel et al., 2007]. 2016 konnte dann durch Bloudoff et al. an der
Kristallstruktur der C-Doméne des Calcium-Dependent Antibiotic CDA-C1
gezeigt werden, dass der Histidinrest vor allem dafiir verantwortlich ist, die

a-Aminogruppe des Substrates so in Position zu halten, dass ein nucleophiler

Angriff erfolgen kann (siehe Abb. 10) [Bloudoff et al., 2016].

R O

H,N

Abbildung 10: Kondensationsreaktion: Mit Hilfe der C-Doménen wird die
Peptidbindung zwischen dem entstehenden Peptid des vorangehenden Mo-
duls und der aktivierten Aminoséure des folgenden Moduls gekniipft.

C-Doménen katalysieren die Kondensationsreaktion und tragen in dieser
Funktion auch zu einer Fehlerkorrektur durch von A-Doménen falsch ak-
tivierten Substrataminosduren bei. Sie enthalten zwei Bindungstaschen, eine
an der N-terminalen Donorseite und eine stark stereoselektive auf der C-
terminalen Akzeptorseite. Letztere weist ebenfalls eine Selektivitit gegeniiber
der Seitenkette des Aminoacyl-Thioesters auf [Ehmann et al., 2000] [Lautru
and Challis, 2004]. Die von der A-Domiéne zur Verfiigung gestellte aktivierte
Aminosdure wird dadurch noch einmal "Korrektur gelesen". Die Donorseite
ist gegeniiber dem Substrat weitaus toleranter. Sowohl Grofe als auch Kon-

stitution des hier ankommenden Peptids scheinen keinen Einfluss auf eine
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Kondensationsreaktion zu haben [Linne and Marahiel, 2000]. Die Selektivi-
tiat an der Akzeptorseite scheint auch eine Rolle zu spielen, wenn es um die
Initiation der Bildung eines NRPs geht. So kann zum Beispiel ein Elonga-
tionsmodul keine Initiationsreaktion ausfiihren. Durch Abtrennung der N-
terminalen C-Doméne eines Elongationsmoduls konnte dieses in ein Initiati-
onsmodul umgewandelt werden [Linne and Marahiel, 2000] [Luo et al., 2001]
|[Lautru and Challis, 2004| [Belshaw et al., 1999] [Ehmann et al., 2000].

2016 konnten Bloudoff et al. erstmals durch Punktmutation des S309G in der
C-Doméne des Calcium-Dependent Antibiotic CDA-C1 die Substratspezifitat

der C-Doméne von Alanin zu Serin abéndern [Bloudoff et al., 2016].

1.7 Peptidyl Carrier Protein oder PCP-Doménen

PCP-Domaénen bilden flexible Doménen, die das Peptid wihrend der NRP-
Synthese zu den einzelnen Doménen transportieren. Sie bestehen aus 80-100

Aminoséuren, [Lai et al., 2006| die vier Helices bilden.

HO

Abbildung 11: Phosphopantetheinylierung: An die inaktive PCP-Doméne
wird unter Mitwirkung einer PPTase ein Phosphopantetheinrest an einen
hochkonservierten Serinrest des Apo-PCP gebunden. In dieser Form ist die
PCP-Domaéne in der Lage, sowohl entstehende Peptide als auch aktivierte
Aminoséduren kovalent zu binden.
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Die vier helikalen Strukturen der PCP-Doménen haben auf der nach innen
liegenden Seite hydrophobe Seitenketten und, zur dufteren Umgebung gerich-
tet, polare Seitenketten [Weber et al., 2000]. In dieser Form ist eine PCP-
Doméne noch inaktiv. Sie wird durch Phosphopantetheinyl-Transferasen |Lam-
balot et al., 1996] in ihre aktive Form umgewandelt. Dabei wird ein Phos-
phopantetheinrest auf das Ser45 des konservierten Motivs GxxS iibertragen
[Weber et al., 2000]. Dieser Phosphopantetheinrest hat eine terminale reakti-
ve SH-Gruppe [Abe et al., 2018], die fiir die kovalente Fixierung der Amino-
sdure verantwortlich ist (siche Abb. 11). PCPs besitzen wahrscheinlich keine
eigene Substratspezifitdt [Doekel and Marahiel, 2000].

Tan et al. konnten anhand der Kristallstruktur der A-PCP Doméne von
McyG mit dem Intermediat L-Phe-AMP erste Einblicke in das Zusammen-
spiel von A-Doméne, PCP und deren katalytischen Regelkreis erhalten |[Tan
et al., 2015]. Owen et al. versuchten nach Austausch verschiedener PCP-
Doménen im Indigoidin-Cluster, den Farbstoff weiterhin zu produzieren. Sie
stellten fest, dass die Produktion des Indigoidins aufrecht erhalten werden
konnte, sobald eine PCP-Doméne eingefiigt wurde, die urspriinglich N-termi-
nal einer TE-Domaéne stand. Mit PCP-Doménen, die urspriinglich N-terminal
einer C-Doméne lagen, kam die Produktion zum Erliegen. Es scheint also
einen Unterschied zwischen PCP-Doménen, auf die eine C-Doméne folgt,
und zwischen solchen, auf die eine TE-Doméne folgt, zu geben [Owen et al.,
2016).

1.8 MbtH-ahnliche Proteine

MbtH dhnliche Proteine, auch MLPs (MbtH like proteins) genannt, sind Pro-
teine, die eine sehr hohe Ahnlichkeit zum Protein MbtH aus dem Mycobactin-
BGC aus Mycobacterium tuberculosis aufweisen |Quadri et al., 1998]. Gene
fiir MLPs sind sehr oft in NRPS-BGC zu finden und besitzen eine Funktion

als Helferprotein fiir manche A-Doménen.

MLP-Gene kodieren fiir ein ca. 8 kDa grofses Peptid. Die Funktion dieses Pep-
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tids war lange unklar, da eine NRP-Synthese oft trotz Knockout des MLP-
Gens funktionierte. Dies wurde am Beispiel der Biosynthese des Glycopeptids
Balhimycin gezeigt. Nach einem Knockout des MLP-Gens im Balhimycin-
BGC wurde die Synthese des Wildtyps nicht beeintréchtigt [Stegmann et al.,
2006]. Der Grund dafiir war aber keineswegs, dass MLPs fiir die Biosynthe-
se unwichtig sind, sondern, dass sie funktional gegeneinander austauschbar
sind. So konnten Wolpert et al. an der Biosynthese von Clorobiocin zeigen,
dass die Clorobiocinsynthese erst stoppte, als simtliche im Wirtsorganismus
vorhandene MLP-Gene inaktiviert wurden [Wolpert et al., 2007]. Zu einem
dhnlichen Ergebnis kamen auch Lautru et al., indem sie herausfanden, dass
nur ein MLP-Gen fiir die Produktion des Peptidsiderophores Coelichelin und
dem Calcium-Dependent Antibiotic notwendig ist. Die MLPs waren gegen-
einander austauschbar [Lautru et al., 2007]. In der Glidobactin Biosynthese
konnte nur durch Coexpression des Initiationsmoduls GIbF mit MLP 16sli-

ches und aktives Protein gewonnen werden [Imker et al., 2010].

Zhang et al. und Felnagle et al. konnten zeitgleich nachweisen, dass MLPs
in der Adenylierungsreaktion mancher A-Doménen benétigt werden [Zhang
et al., 2010] |[Felnagle et al., 2010]. Es gibt also A-Doménen, die ohne MLPs
funktionieren und solche, die ein MLP bendétigen. Boll und Kollegen dnder-
ten durch eine einfache Mutation des Leucin-383 zu Methionin eine MLP-
abhidngige A-Doméne in eine MLP-unabhéngigen A-Domaéne ab. Sie fanden
heraus, dass A-Doméne und MLP in einem stochiometrischen Verhéltnis von
1:1 binden [Boll et al., 2011]. MLPs scheinen eine gewisse chaperonihnliche
Eigenschaft zu besitzen, indem sie die Loslichkeit, Stabilitdt und Aktivitat

mancher A-Doménen beeinflussen [Heemstra et al., 2009].

2013 zeigten D. Herbst und Kollegen anhand der Kristallstruktur des Ade-
nylierungsenzyms SlgN1 [Herbst et al., 2013|, das in die Biosynthese des
Antibiotikums Streptolydigin involviert ist, dass die Aminosduren Trp-25,
Trp-35 des MLP-Proteins und Ala-433 der A-Doméne fiir die Doméneninter-
aktion mit dem MLP verantwortlich sind. Das MLP hat keinen Kontakt zum

Substrat der A-Doméne. 2016 wurde in einem ahnlichen Ansatz anhand der
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NRPS EntF die komplette, hochdynamische Domé#nenarchitektur von EntF
mit assoziiertem MLP YbdZ aufgekldrt [Miller et al., 2016]. Durch Kristal-
lisation und Rontgenstrukturanalyse konnten Tarry et al. herausfinden, wie
MLPs in der Gesamtstruktur der Doménen eingebettet sind |[Tarry et al.,
2017).

MLP-Proteine haben auch eine funktionelle Varianz. Schomer et al. tauschten
das MLP YbdZ der Enterobactinsyntethase gegen andere MLPs aus. Sie wie-
sen nach, dass die A-Doméne der Enterobactinsynthetase aus EntF durch un-
terschiedliche MLPs unterschiedlich gut ihr Substrat aktivieren konnte. Das
zeigte sich in starken Ausbeuteschwankungen in der Enterobactin-Produktion.
MLPs scheinen also unterschiedlich in der Lage zu sein, die Loslichkeit oder
die Katalyse der Adenylierungsreaktion zu beinflussen. Die Komplexitat der

Interaktion ist bis jetzt nicht restlos geklirt [Schomer and Thomas, 2017].
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1.9 Thioesterasen (TE-Doméinen)

TE-Doménen sind die endstdndigen Doménen der NRPS. Sie sind ca. 30 kDa
grofs und agieren als «/ 3 -Hydrolasen [Siifkmuth, 2017]. Sie sorgen fiir die Pro-
duktfreisetzung des fertigen Peptids durch eine nucleophile Reaktion. Nach
Bindung der Peptidkette an das Serin des aktiven Zentrums der TE-Doméne
wird die Freisetzung des Produkts entweder durch Hydrolyse oder Aminoly-
se bei linearen Peptiden, oder auch durch intramolekulare Zyklisierung des
Peptids erreicht (sieche Abb. 12) [Kopp and Marahiel, 2007] [Stifimuth, 2017].

e R O ’/\nucleophiler
NH Ser—@ Angrit
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Abbildung 12: Durch Hydrolyse oder Aminolyse bei linearen Peptiden oder
eine intramolekulare Zyklisierungsreaktion wird das fertige Peptid freigesetzt.

1.10 Vorstufengerichtete Biosynthese von NRPs und Bio-
engineering von NRPS

Der Wunsch, neue Naturstoffanaloga zu synthetisieren, fiihrte im Laufe der
Zeit dazu, modulare Biosynthesesysteme, wie sie die NRPS-BGC darstellen,
durch vorstufengerichtete Biosynthese, Mutasynthese und genetische Mani-

pulation zu beeinflussen oder abzuéndern.
Zu Beginn konzentrierte man sich jedoch auf die einfache Zufiitterung von

Vorstufen. Bei diesem Prinzip werden dem nativen Naturstoffproduzenten be-

stimmte Aminosduren und andere Vorstufen zur Verfiigung gestellt, die den
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natiirlichen Substraten dhneln, aber sich hinsichtlich der gewiinschten Substi-
tuenten unterscheiden. Die ersten Versuche mit dieser Methode wurden schon
durchgefiihrt, bevor man Gencluster kannte. Die vorstufengerichtete Synthe-
se funktionierte am besten in Fillen, in denen das zugefiitterte Substrat
nur minimal anders war als das natiirliche Substrat. So haben Beacco et al.
beispielsweise ein chloriertes Alkaloidanalogon eines Ergopeptins durch Fiit-
terung einer Kultur von Claviceps purpurea mit D,L-p-Chlorophenylalanin
erhalten |Beacco et al., 1978|. Bister et al. tauschten das Chlorid im Fer-
mentationsmedium von Amycolatopsis balhimycina [Wink et al., 2003] durch
andere Halogensalze aus und erhielten unterschiedliche Halogenierungsmus-
ter bei Balhimycin [Bister et al., 2003]. Auch bei Iturin A wurde mit der
Vorstufe 3-Fluoro-L-Tyrosin ein fluoriertes Produkt erzeugt [Moran et al.,
2009]. Bei Aureobasidin [Takesako et al., 1991|, einem zyklischen Depsipep-
tid, konnten durch Zufiitterung unterschiedlicher Aminosiduren sogar ganze
Aminosiurebausteine in der Peptidsequenz ausgetauscht werden |Takesako
et al., 1996]. Griischow et al. zeigten 2009 am Beispiel des Antibiotikums
Pacidamycin [Karwowski et al., 1989] [Chen et al., 1989] [Fernandes et al.,
1989], dass durch Zufiitterung von in unterschiedlichen Positionen substitu-
iertem Bromo-Tryptophan abweichende Ausbeuten im Vergleich zur Produk-
tion des nativen Pacidamycins erzielt werden konnten. Bei Zufiitterung von
Aminosdurevarianten, in denen sich der Brom-Substituent in Position zwei
und sieben befand, war die Produktion teilweise hoher als die des natiirlichen
Pacidamycins, wohingegen das Protein bei Substituenten in den Positionen
vier, fiinf und sechs in deutlich geringerem Ausmaf produziert wurde [Grii-
schow et al., 2009].

Auch in vitro konnten durch Fiitterungsexperimente Analoga hergestellt wer-
den. Durch Zugabe von I-Alanin, I.-Threonin, [.-Valin oder L-Norvalin an-
statt L-2-Aminobuttersiure, zu einer Enzymfraktion des Rohextrakts von
Tolypocladium inflanatum erhielt man unterschiedliche Cyclosporin-Derivate
|Billich and Zocher, 1987|. Traber et al. benutzten dieses System dazu, in
Fermentationskulturen diese Cyclosporine in ausreichender Menge zu synthe-

tisieren, um Strukturaufklirung betreiben zu konnen |Traber et al., 1989].
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Bei Enniatin, einem zyklischen Hexadepsipeptid, wurden ¢n vitro durch Pre-
cursorzugabe in einer Reaktion mit der Enniatin-Synthetase und in vivo-
Versuchen durch Fiitterung einer Kultur von Fusarium sambucinum und
scirpt diverse Enniatin-Analoga erzeugt. So konnten verschiedenen Amino-
sduren gegeneinander ausgetauscht werden und die D-2-Hydroxyisovalerate
gegen D-2-Hydroxybuttersdure und D-Laktat ausgetauscht werden [Krause
et al., 2001]. Ein Review von Thiericke fasst die Thematik der vorstufenge-

richteten Biosynthese zusammen |[Thiericke and Rohr, 1993].

Einen dhnlichen Ansatz wie die vorstufengerichtete Biosynthese verfolgt die
Mutasynthese, bei der die Vorstufen nicht den nativen, sondern mutierten Na-
turstoffproduzenten zugefiittert werden. Auf diese Weise aktiviert das Enzym
Vorstufen, die vorher nicht als Substrat akzeptiert wurden.

Beispielsweise konnten Ankerbauer et al. einen Pseudomonas aeroginosa Mu-
tanten herstellen, dessen Biosynthesegen fiir die Salicylsdureproduktion aus-
geknockt war. Diese Mutante war in der Lage, exogen zugefiitterte Salicylsiu-
reanaloga in Pyochelin einzubauen [Ankenbauer et al., 1991|. Das Glycopep-
tidantibiotikum Balhimycin konnte durch einen Knockout des S-Hydroxy-
Tyrosinbildenden Gens und Zufiitterung von 3-Fluoro-S-hydroxy-Tyrosin als
Fluorbalhimycin erhalten werden [Weist et al., 2002]. Powell et al. knockten
eine MT-Doméne im BGC des Calcium-Dependent Antibiotic aus und er-
hielten durch Zufiitterung von dreifach methyliertem Substrat trotzdem ein
vollstindig methyliertes Calcium-Dependent Antibiotic. Des weiteren wurde
anstatt der dreifach methylierten Aminosiure eine dreifach fluoromethylier-
te Glutaminsiure erfolgreich zugefiittert [Powell et al., 2007|. Im Falle des
Antitumorwirkstoffs Sibiromycin erzeugte man durch Knockout des Methyl-
transferasegens und anschliefender Zufiitterung von 4-Methylanthranilsdure
einen Wirkstoff, der weiterhin antitumorwirksam war, aber verringerte Kar-

diotoxizitit aufwies [Yonemoto et al., 2012].

Sowohl die vorstufengerichtete Synthese, als auch die Mutasynthese funktio-
nieren nur begrenzt, da die Substrate wenig variabel sind. Mit der detaillier-

ten Aufklarung der BGCs versuchte man immer mehr auf genetischer Ebene
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die BGC zu manipulieren. Hier sind die Ausbeuten oft nicht sehr hoch, da
mit einem Engineering der NRPS die dreidimensionale Struktur der Enzyme
verdndert wird und diese oft in ihrer Funktion beeintrichtigt sind. Die Ver-
suche reichen von einfachen Punktmutationen iiber die Rekombination von
Sequenzen im aktiven Zentrum der A-Doméne bis hin zum Austausch von

Doménen oder sogar Modulen [Siifmuth, 2017].

Criisemann et al. konnten im Falle des Hormaomycins A-Doménen finden,
die sich nur im Bereich der fiir die Spezifitit kodierenden Sequenzen stark
unterschieden, ansonsten aber eine hohe Identitidt aufwiesen. Diese natiirli-
chen Rekombinationsschnittstellen wurden genutzt, um eine ca. 400 bp grofe
Sequenz im kodierenden Bereich der A-Doméne auszutauschen, und damit
die Substratspezifitit der A-Doménen abzuéndern |Criisemann, 2013|. Bei
Kries et al. wurde #hnlich wie bei Criisemann et al. durch Austausch ei-
nes Sequenzabschnittes im Bereich des Stachelhauscodes der A-Doméne der
cyclo(D-Val-Pro)-Synthetase mit der kodierenden Sequenz der Phenylalanin
aktivierenden Doméne der Gramicidinsynthetase die Spezifitdt von Valin zu
Phenylalanin abgedndert [Kries et al., 2015|. Ein relativ kleiner Eingriff in
die NRPS der Tyrocidinsyntethase wurde von Villiers et al. vorgenommen.
Durch Mutation des Stachelhauscodes erfolgte eine Abinderung der Spezifi-
tat der Phenylalanin aktivierenden A-Doméne aus TycA zu Alanin [Villiers
and Hollfelder, 2011].

Nicht nur die A-Doménen spielen eine Rolle bei der Wahl des Substrates, son-
dern auch die C- und andere Doménen. Daher gab es zahlreiche Versuche,
vor allem A-Doménen zusammen mit ihren PCP-, C-, oder anderen Doménen
auszutauschen. So ist es beispielsweise gelungen, den endstdndigen Bereich
der Daptomycin-NRPS mit dem von zwei sehr dhnlichen NRPS des Anti-
biotikums A54145 und des Calcium-Dependent Antibiotic (CDA) zu erset-
zen. Wahrend Daptomycin Kynurenin enthilt, enthalten CDA und A54145
Tryptophan und entweder Isoleucin oder Valin. Zuerst wurde eine Knockout-
Variante des Daptomycin-BGC hergestellt, dessen C-terminales Gen dptD
fehlt, wodurch die Daptomycin Produktion zum Erliegen kam. Durch Co-
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expression mit einem Vektor, der dptD enthilt, konnte die Daptomycin-
Produktion wieder hergestellt werden. Von den C-terminalen Genen des CDA-
BGC und des A54145 wurden ebenfalls Vektoren erstellt, die zusammen mit
dem Knockout-Vektor exprimiert wurden. Bei letzteren beiden wurden an-
statt Kynurenin Tryptophan und Isoleucin/Valin in das Peptid eingebaut
[Miao et al., 2006] [Coeffet-Le Gal et al., 2006].

Calcott et al. filhrten am Pyoverdin-BGC Studien zum Austausch von C-
und A-Doménen durch. Hier versuchte man die Spezifitit der Threonin ak-
tivierenden C-terminalen A-Doméne des endstindigen Moduls durch Aus-
tausch von entweder nur A-Doménen oder CA-Doménen abzudndern. Auch
hier wurde, dhnlich wie in den Versuchen bei Daptomycin, das C-terminale
Gen pvdD in ein separates Plasmid kloniert. Die A-, oder CA-Doméne des
C-terminalen Moduls wurde entweder durch eine andere A-Doméne oder eine
andere A-Doméne mit deren C-Doméne ersetzt. Die fiir den Austausch ver-
wendeten A- und C-Doménen wurden aus anderen Modulen des Pyoverdin-
BGC, oder aus homologen Pseudomonas-BGC genommen. Wurde die na-
tive A-Doméne gegen eine andere Threonin-aktivierende A-Doméne ausge-
tauscht, wurde weiterhin Pyoverdin produziert, wenn auch mit unterschiedli-
chen Ausbeuten. A-Doménen mit anderen Spezifititen wurden durch dieses
System nicht akzeptiert und produzierten ebenfalls ausschlieflich Pyoverdin,
allerdings nur in Spuren. Wurde mit der A-Doméne ebenfalls die C-Doméne
ersetzt, konnte in zwei Fillen das Threonin einmal durch Serin und einmal
durch Lysin ersetzt werden. In anderen Féllen war jedoch der Austausch der
CA-Domine erfolglos [Calcott et al., 2014].

Die Funktionalitit einer NRPS wird insbesondere durch die dreidimensiona-
le Struktur und das komplexe Zusammenspiel der einzelnen Doménen un-
tereinander bestimmt. Werden durch Modifikationen die Struktur oder die
Beweglichkeit einzelner Doménen stark verdndert oder eingeschrinkt, kann
das zu einem Funktionsverlust der Enzyme fithren [Winn et al., 2016]. Tan et
al. zeigten durch die Kristallstrukturanalyse der A-PCP-Doméne aus McyG

des Microcystin, wie A- und PCP-Doméne interagieren. So ist beispielsweise
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die Core-A9-Region der A-Doméne an der Interaktion mit der PCP betei-
ligt [Tan et al., 2015]. Die Manipulation der Linkerregion zwischen PCP und
C-Doménen des Daptomycin-BGC fiihrten zu keiner grofferen Beeintrachti-
gung der Daptomycin-Produktion [Doekel and Marahiel, 2000]. Eine weitere
Kommunikationsstruktur der Doménen untereinander ist in den Kommuni-
kationsdoménen (communication-mediating domains = COM-Doménen) zu
sehen. Zwischen den Doménen befinden sich jeweils miteinander kompati-
ble COM-Doménen, die miteinander interagieren konnen. Hier fiihrten kleine
Modifikationen innerhalb der Doménen-Sequenz dazu, dass keine Interaktion
zwischen den COM-Doménen-Partnern mehr stattfand [Hahn and Stachel-
haus, 2006].

Bozhiiyiik et al. gelang es, ein Grundprinzip aus den bisherigen Kenntnissen
abzuleiten. Die Module wurden an neu definierten Linkerregionen separiert.
Dadurch entstanden CA- oder CAT-Module, die gleich einem Baukastenprin-
zip aneinander gesetzt wurden, ohne die {ibergeordnete Doménenarchitektur
zu beeinflussen. Mit diesem Ansatz liefsen sich kiinstliche Peptide mit Aus-

beuten zwischen 20 mg/T und 50 mg /L generieren [Bozhiiyiik et al., 2018|.

Viele Bioengineeringansitze fiihren heute schon zu guten Ergebnissen. Es ist
unerldsslich, die Komplexitit der NRPS-Systeme zu verstehen, wenn man
diese fiir eine erfolgreiche rekombinante Produktion von Naturstoffen nutzen

will.
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2 Zielsetzung der Arbeit

FR ist ein Naturstoff aus A. crenata, der von symbiontischen Bakterien die-
ser Pflanze gebildet wird. Aufgrund seiner einzigartigen Hemmung von G-
Proteinen, welche mafgeblich an der Signaltransduktion von GPCRs beteiligt
sind, ist die Aufkldrung der Biosynthese als Basis fiir das Bioengineering von
Analoga essenziell. Zu Beginn dieser Arbeit lag nur das BGC aus Cand. B.
crenata vor. Erste bioinformatische Untersuchungen liefsen vermuten, dass es

sich um das BGC des FR-Peptids handelt.

Das Hauptziel dieser Arbeit ergab sich mit dem Fund des zweiten frs-BGC
im Genom von C. wvaccinii. Die BGC von Cand. B. crenata und von C.
vaccinii sollten bioinformatisch analysiert und auf DNA- und Proteinebe-
ne verglichen werden. Daraus sollten sowohl Erkenntnisse iiber die Details
der Biosynthese des FR-Peptids, als auch neue Erkenntnisse iiber mdogliche
Bioengineeringansitze gewonnen werden. Aus der detaillierten Strukturana-
lyse der BGCs sollten auch Hinweise auf mdogliche evolutiondre Vorgénge in

der Entstehung der BGCs gewonnen werden.

Ein zweites Ziel dieser Arbeit war es, die Spezifitit der A-Doménen aus
FrsA und FrsD durch Expression zu belegen und die OH-Leucin-Biosynthese
wahrend der FR-Biosynthese nachzuvollziehen. Dies war notwendig, da die
erste bioinformatische Analyse der A-Doménen nicht erkennen liefs, ob OH-
Leucin oder Leucin von der A-Doméine aktiviert wird. Dies sollte auch die
Rolle von FrsH im frs-BGC beleuchten.
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3 Ergebnisse

3.1 Bioinformatische Analyse der Biosynthesegenclus-

ter bcfrs und cvfrs von FR

Carlier et al. konnten 2016 das Genom des Endosymbionten von A. crenata
sequenzieren. Auf einem Plasmid wurde ein 35,800 kb grokes BGC (bcfrs-
Gencluster) gefunden [Carlier et al., 2016]. Eine Analyse mit antiSMASH
ergab, dass dieses BGC eine NRPS darstellt und aus acht Modulen und ins-
gesamt 31 Doménen aufgebaut ist. Die NRPS weist eindeutige Kolinearitét
mit der Struktur von FR auf, die hier durch bioinformatische und in-vitro-
Analyse bestéitigt werden soll (siehe Abb. 4). Weiterhin wurden in unserer
Arbeitsgruppe in einem anderen Bakterium Teile einer BGC-Sequenz ge-
funden, die eine groke Ahnlichkeit mit dem bcfrs-Gencluster aus Cand. B.
crenata aufweist. Dieses letztere Gencluster (cufrs) stammt aus C. vaccinii
und lag zu Beginn dieser Arbeit liickenhaft auf mehreren Contigs vor. Diese
Liicken konnten durch uns mit Hilfe von PCR vollstandig geschlossen werden.

Im Folgenden sollen beide BGC bioinformatisch analysiert werden.

3.1.1 Analyse der befrs- und cvfrs-Biosynthesegencluster aus Cand.

B. crenata und C.vaccinit mit antiSMASH

Die antiSMASH-Analyseplattform (antibiotics & Secondary Metabolite Ana-
lysis Shell) kann die BGC aller bekannten sekundiren Metabolitklassen in
Gensequenzen identifizieren und lokalisieren (siehe Kap. 5.1). Die Annotati-
on erfolgt nach der Durchfiihrung von Alignments mit bekannten BGC aus
einer Datenbank [Medema et al., 2011]. Seit der Einfiihrung wurde antiS-
MASH kontinuierlich weiterentwickelt. Die Uploadformate wurden erweitert
und Subcluster, die an der Bildung von Baueinheiten beteiligt sind, kénnen
analysiert werden [Blin et al., 2013]. Es wurde der Cluster Finder Algorith-
mus entwickelt, um mdgliche BGC unbekannter Typen sowie Ahnlichkeiten
zwischen dem identifizierten BGC und schon bekannten BGC zu finden. Der
Algorithmus basiert auf dem Hidden Markov Modell und auf der Annahme,
dass auch BGC fiir unbekannte Metabolitklassen die gleichen Enzymfamili-
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en beinhalten. Mittlerweile kénnen auch aktive Zentren aufgrund bekannter
Schliisselmotive lokalisiert und annotiert werden [Weber et al., 2015]. 2017
wurde antiSMASH um eine Datenbank erweitert, die von antiSMASH anno-
tierte BGC zur Verfiigung stellt [Blin et al., 2017b]. Der Review von Blin
et al. dokumentiert nochmals alle Leistungsmerkmale von antiSMASH |Blin
et al., 2017al.

Die Analyse der frs-Genclustersequenzen durch antiSMASH zeigt, dass beide
NRPS-BGC den gleichen Aufbau und die gleiche Anzahl an Doménen haben.
Beide BGC bestehen aus jeweils acht Genen, acht Modulen und 31 Doménen.
Sie enthalten ebenfalls beide zwei TE-Doménen, was auf zwei NRPS-Systeme
hindeutet. Die erste monomodulare NRPS FrsA ist fiir die Synthese des N-
Propionyl-hydroxyleucin zustandig. Dies soll spéater anhand der bioinformati-
schen Analyse der C-Doménen und anhand von in-vitro-Untersuchungen der
A-Domaine bestatigt werden. Diese Seitenkette des FR-Molekiils wird dann
vermutlich unter Mitwirkung der TE;-Doméne dhnlich wie in der Salinamid
Biosynthese [Ray et al., 2016| auf das zirkuldre Heptapeptid iibertragen, wel-
ches von der zweiten NRPS gebildet wird. Die zweite, weitaus grofere NRPS
mit jeweils sieben weiteren Elongationseinheiten bildet entsprechend unserer

Biosynthesehypothese das Depsipeptid mit sieben weiteren Aminoséuren.
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‘ Verwendeter Algorithmus ‘ FrsA ‘ FrsD ‘ FrsE 1 ‘ FrsE 2 ‘ FrsF 1 ‘ FrskE 2 ‘ FrsG 1 ‘ FrsG 2 ‘
Stachelhaus code boh-d-leu| | boh-d-leu| | N/A | glnjser | N/A | N/A | boh-d-leu| | nme-thr
d-leujleu | d-leu|leu d-leu|leu
NRPSPredictor 3 SVM leu leu N/A | ser ala ala leu thr
pHMM tyr tyr trp ser ala ala tyr thr
SANDPUMA ensemble leu leu N/A | ser N/A | N/A | leu thr
ID to nearest neighbour (%) | 51.69 51.69 53.09 | 58.6 53.83 | 54.1 51.27 58.68

Tabelle 1: A-Doménen Spezifitdtsvorhersage nach unterschiedlichen Algorithmen durch antiSMASH von Cand. B.
crenata. Fiir die ADoménen von FrsD-FrsG werden jeweils in gleicher Reihenfolge Leucin oder Hydroxyleucin
(Leu/OH-Leu), Phenylalanin (Phe) oder Tryptophan (Trp), Serin (Ser), Alanin (Ala), Alanin, Leucin oder Hydroxy-
leucin und Threonin (Thr) vorhergesagt. Der pHMM-Algorithmus weicht bei FrsA, D und G1 von den Vorhersagen
der anderen Algorithmen ab. Schwierigkeiten in der Vorhersage gibt es bei FrsE1. Das Substrat konnte hier nicht
eindeutig identifiziert werden, wobei die Aromatizitdt erkannt wurde. Abkiirzungen: boh-d-Leu=/-Hydroxyleucin;
bht= Hydroxytyrosin [Blin et al., 2013]; N/A = keine Angabe
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‘ Verwendeter Algorithmus ‘ FrsA ‘ FrsD ‘ FrsE 1 ‘ FrsE 2 ‘ FrsF 1 ‘ FrsF 2 ‘ FrsG 1 ‘ FrsG 2 ‘

Stachelhaus code N/A | N/A | N/A | gln|ser | ala|gly | alalgly | N/JA | thr
NRPSPredictor 3 SVM leu leu phe ser ala ala leu thr
pHMM bht bht trp ser ala ala bht thr

SANDPUMA ensemble leu leu phe ala N/A | N/A |leu thr
ID to nearest neighbour | 49.24 | 49.24 | 56.09 | 60.47 | 56.24 | 57.14 | 49.24 | 59.78

Tabelle 2: A-Doménen Spezifitdtsvorhersage nach unterschiedlichen Algorithmen durch antiSMASH von C. vacci-
nii. Fir die A-Doménen von FrsD-FrsG werden jeweils in gleicher Reihenfolge Leucin (Leu), Phenylalanin (Phe)
oder Tryptophan (Trp), Serin (Ser), Alanin (Ala), Alanin, Leucin und Threonin (Thr) vorhergesagt. Der pHMM-
Algorithmus weicht bei FrsA, D und G1 von den Vorhersagen der anderen Algorithmen ab. Schwierigkeiten in der
Vorhersage gibt es bei FrsE1. Das Substrat konnte hier nicht eindeutig identifiziert werden, wobei die Aromatizitit
erkannt wurde. Abkiirzungen: bht= Hydroxytyrosin [Blin et al., 2013| ; N/A = keine Angabe



Vergleicht man bioinformatisch die Spezifitidt der A-Doménen, so ergibt sich
fiir beide BGC eine dhnliche Prognose (siche Tabellen 1 und 2). Fiir die A-
Doménen von FrsD-FrsG werden jeweils in gleicher Reihenfolge Leucin oder
Hydroxyleucin, Phenylalanin oder Tryptophan, Serin, Alanin, Alanin, Leu-
cin oder Hydroxyleucin und Threonin vorhergesagt. Abweichungen von dieser
Hypothese zeigt vor allem der pHMM-Algorithmus. In manchen Fallen konn-
te durch die Algorithmen keine Zuordnung fiir ein Substrat getroffen werden.
Die meisten Substrate wurden von mindestens zwei der Algorithmen im Sinne
der Hypothese bestétigt. Die einzige Abweichung zeigt sich bei FrsE1 (Modul
3). Anstatt Phenyllaktat, d.h. dem in FR vorhandenen Baustein, wurde hier
Phenylalanin oder Tryptophan als Substrat erkannt. Eine Vorhersage scheint
hier aufgrund mangelnder Datenlage noch nicht moglich zu sein. Allerdings
wurde sowohl fiir das bcfrs-Gencluster von Cand. B. crenata, als auch fiir
das cufrs-Gencluster von C. vaccinii mit Phenylalanin und Tryptophan ei-
ne aromatische Aminosdure vorhergesagt, die dem Phenyllaktat sehr dhnlich
ist.

Die zweite A-Doméne von FrsE (Modul 4) aktiviert laut antiSMASH-Analyse
Serin. Das FR-Peptid enthilt an dieser Stelle jedoch N-Methyl-Dehydroalanin.
Eine dhnliche Konstellation findet sich in der Biosynthese fiir Microcystin
wieder [Tillett et al., 2000], fiir das ebenfalls Serin als Substrat vorhergesagt
wird. Da in den frs-BGC kein offensichtliches Enzym fiir die Bildung von
Dehydroalanin aus Serin vorhanden ist, kann vermutet werden, dass ein dhn-
licher Biosynthese-Mechanismus vorliegt [Criisemann et al., 2018|. Fiir das
Microcystin wird postuliert, dass unter Mitwirkung einer C-Doméne eine De-
hydratisierung des Serins zu Dehydroalanin stattfindet |Tillett et al., 2000]
|Criisemann et al., 2018]. Dieser Mechanismus ist jedoch noch nicht belegt.
Eine weitere bioinformatische Analyse der C-Doménen wird in Kapitel 3.4

vorgenomimen.

FrsE und FrsF enthalten jeweils eine von vier MT-Doménen im BGC. Die-
se folgen auf die A-Doménen A4 und A6, wohingegen in FrsG zwei MT-
Domaéanen vorhanden sind. Das entspricht genau dem Methylierungsmus-

ter von FR, welches ein einfach methyliertes N-Methyldehydroalanin, ein
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einfach methyliertes N-Methylalanin, sowie ein zweifach methyliertes N,O-
Dimethylthreonin enthélt. Man kann also vermuten, dass die Methylgruppen
nach der Aktivierung der Aminosiure eingefiigt werden, wihrend die Ami-
nosdure am PCP gebunden vorliegt, wie es auch fiir andere NRPS bereits
beschrieben wurde [Marahiel et al., 1997| [Siifmuth, 2017]. Eine weitere bio-
informatische Analyse der MT-Doménen beinhaltet Kapitel 3.3.

Zwischen den beiden NRPS-Genen liegt frsB, welches fiir ein MbtH &hnliches
Protein codiert. Es folgt frsC| ein Gen fiir eine putative Malat-Dehydrogenase,
und mit dem endstindigen FrsH das einzige modifizierende Enzym im ge-
samten BGC. FrsC weist bioinformatisch eine hohe Ahnlichkeit zu einer
Malat-Dehydrogenase und L-Laktat-Dehydrogenase auf [Minarik et al., 2002]
|[Wright et al., 2000]. Daher konnte es die Reduktion von Phenylpyruvat zu
Phenyllaktat katalysieren (siehe Abb. 13) [Criisemann et al., 2018].

COCH COOH
(S)

OH
FrsC

Abbildung 13: Hypothetische Reaktion von FrsC: FrsC katalysiert mutmafs-
lich die Reduktion von Phenylpyruvat zu Phenyllaktat.

FrsH weist bioinformatisch im aktiven Zentrum Ahnlichkeiten mit CmlA,
einer eisenabhangigen [-Hydroxylase aus der Chloramphenicolbiosynthese,
auf. Dort katalysiert CmlA die Hydroxylierung des PCP-gebundenen para-
Aminophenylalanin [Makris et al., 2010]. Ein 3D-Modell von FrsH bestétigt
die Ahnlichkeit mit CmlA [Criisemann et al., 2018].

Die Analyse der A-Doménen durch antiSMASH zeigt, dass FrsA, FrsD und
FrsG (Modul 7) Leucin oder Hydroxyleucin aktivieren. Das FR-Peptid ent-
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hélt Hydroxyleucin als Baustein. Die in-vitro-Analyse der A-Doménen (siehe
Kap. 3.5) zeigt eine eindeutige Prévalenz der A-Doméne Al, A2 und A7
fiir Leucin. Daher muss vermutet werden, dass die Hydroxylierung nach der
Aktivierung von Leucin am Leucin-PCP erfolgt. Hierfiir wire FrsH ein mog-
licher Kandidat (sieche Abb. 14).

o} (¢} OH O

HaC ADomine127  HsC wPCP  Fron H;C wPCP
—_— E—
MOH PCP 12,7 S s

CH; NH, CH3 NH, CH; NH,

Abbildung 14: Hypothetische Reaktion von FrsH: FrsH weist bioinformatisch
eine Ahnlichkeit mit einer B-Hydroxylase aus der Chloramphenicolbiosyn-
these auf. Dort katalysiert CmlA die Hydroxylierung des PCP-gebundenen
para-Aminophenylalanin [Makris et al., 2010].

Vergleicht man die Ergebnisse der antiSMASH-Analyse mit der Struktur von
F'R, so zeigt sich, dass die groe NRPS FrsD-FrsG mit hoher Wahrscheinlich-
keit den 7-gliedrigen Zyklus von FR bildet, wihrend FrsA héchstwahrschein-
lich fiir die Bildung der Seitenkette und deren Verkniipfung mit dem zykli-
schen Teil von FR zusténdig ist. Die Analyse bestétigt ebenfalls, dass beide
BGC nahezu identisch sind, was in den nachfolgenden Kapiteln detaillierter
beschrieben werden wird. Es kann davon ausgegangen werden, dass in beiden

Fillen die Bildungseinheit fiir FR vorliegt.

3.1.2 Vergleichende Analyse der Gene des Biosynthesegenclusters

aus Cand. B. crenata und C.vaccinii

Betrachtet man beide frs-BGC auf DNA- und Proteinebene, so sind sie hier
ebenfalls auffallend dhnlich. Das befrs-BGC von Cand. B. crenata besteht
aus 35.800 Basenpaaren, die Grofe des cufrs-BGC von C. vaccinii betragt
35.851 Basenpaare. Beide unterscheiden sich damit hinsichtlich der Gréfe in
nur 51 Basenpaaren. Auch beim Vergleich der einzelnen Gene (siehe Tabelle
3) sieht man, dass die Groken nahezu iibereinstimmen. Die einzelnen Ge-
ne zeigen in Alignments (siehe A27-A44) sowohl auf DNA-Ebene als auch
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auf Proteinebene zwischen 68 % und 85 % Identitéit (siche Tabelle 3). Der
GC-Gehalt der beiden BGC unterscheidet sich ebenfalls nur gering und liegt
zwischen 44 % und 69 % (siehe Tabelle 3).
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| | FrsA  FrsB FisC FrsD FrsE FrsF FrsG  FrsH |

DNA Burk 3768bp 219bp 987bp 3078bp 9048bp 7560bp 9411bp 1599 bp
DNA Chro 3819bp 219bp 987 bp 3081bp 9051bp 7557bp 9408 bp 1596 bp

Diff. bp. 51bp 0bp 0bp 3bp 3bp 3bp 3bp 3bp
Ident DNA [%)] 70 72 68 70 70 73 72 77
GCBurk [%] 58 44 53 60 60 59 58 55
GCChro |%| 66 44 49 69 67 69 68 61

Prot Burk 12556 AS  72AS 328 AS 1025AS 3015AS 2519AS 3136 AS 532AS
Prot Chro 1272AS  72AS 328 AS 1026 AS 3016 AS 2518 AS 3135AS 531AS
Ident Prot %] 71 7 72 70 71 7 73 85

Tabelle 3: Vergleich der BGC von Cand. B. crenata und C. vaccinii auf DNA und Proteinebene. bp=Basenpaare,
Diff. bp= Basenpaardifferenz der Gene beider BGC zueinander; AS=Aminosiure, Ident DNA=Identitit der Gene
von C. vaccinii und Cand. B. crenata zueinander in Prozent; Ident Prot=Identitit von FrsA-FrsH von C. vaccinii und
Cand. B. crenata auf Proteinebene zueinander in Prozent; GCBurk und GCChro=GC-Gehalt der Gene frsA-frsH
von C. vaccinit und Cand. B. crenata in Prozent.



Die Grofse der Gene unterscheidet sich in den NRPS-Genen nur um wenige
Basenpaare, die des MLLP-Gens und beider modifizierender Enzyme frsC und
frsH sind sogar identisch. Die Identitdt der BGC auf DNA-Ebene betrigt
bei den meisten Genen ca. 70 %. Mit 77 % Identitat bildet das frsH hier eine
Ausnahme vom Durchschnitt des BGC. frsA und frsD-frsG weisen bei Cand.
B. crenata einen GC-Gehalt von ca. 60 % auf, wahrend der GC-Gehalt von C.
vaccinii hier mit ca. 70 % um 10 Prozentpunkte hoher liegt. Der GC-Gehalt
von frsB ist mit 44 % der niedrigste und bei beiden BGC identisch. Der GC-
Gehalt der frsH-Gene liegt mit 55 % bei Cand. B. crenata und mit 61 % bei
C. vaccinii niedriger als der GC-Gehalt der jeweiligen NRPS-Gene. Bei frsC
liegen die GC-Gehalte von Cand. B. crenata mit 53 % und bei C. vaccinii mit
49 % nah beieinander. Hier hat, anders als im Rest des Genclusters, Cand.

B. crenata einen leicht hoheren GC-Gehalt als C. vaccinii.

3.1.3 Bioinformatische Analyse sich wiederholender Sequenzbe-

reiche in den BGC von Cand. B. crenata und C.vacciniz

Sowohl das bcfrs-BGC aus Cand. B. crenata, als auch das cufrs-BGC aus C.
vaccinit zeigen Bereiche sich wiederholender Basen- bzw. Proteinsequenzen.
Darunter versteht man Sequenzabschnitte, die in demselben BGC doppelt
oder dreifach vorkommen und dies teilweise unabhéngig von Doménen oder
Gengrenzen. Um diese identischen Sequenzabschnitte genauer festzulegen,
wurde im ganzen BGC nach identischen Aminosduresequenzen gesucht. In
Alignments wurden die Grenzen dieser Bereiche festgelegt (siehe Abb. 15,
Alignments nicht gezeigt). Mit gleicher Farbe und mit gleicher Zahl markierte

Bereiche sind innerhalb eines BGCs identisch.
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frsA frsB frsC frsD frsE frsF frsG frsH
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Cand. Burkholderia crenata

1 2 1 2 3 5 5 3 2 3
| |

Chromobacterium vaccinii

1 2 1 2 3 6 7 5 5 3 67 2 3
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Abbildung 15: Der frs-BGC-Vergleich: In gleichen Farben dargestellte und gleich nummerierte Bereiche innerhalb
eines BGCs kennzeichnen identische Sequenzabschnitte. Die Farbgebung wurde fiir beide BGC gleich gewihlt. Beide
BGC weisen sehr dhnliche sich wiederholende Sequenzabschnitte auf. Bei C. vaccinii sind Unterbrechungen zwischen
den Bereichen 4, 6 und 7, wihrend bei Cand. B. crenata im Ubergang der Gene frsE zu frsF und frsF zu frsG
durchgehend identische Bereiche sind.



In beiden frs-BGC wurden jeweils 5 Sequenzabschnitte gefunden, die hau-
figer als einmal vorkommen. Im cufrs-BGC von C. wvaccinii ist der Bereich
Nr. 4 nicht durchgehend identisch und wurde daher in weitere Bereiche 6
und 7 unterteilt (siche Abb. 15). Teilweise stimmen diese Sequenzabschnit-
te mit einzelnen Doménen iiberein, teilweise sind diese Bereiche auch iiber
Doménen- oder Gengrenzen hinweg zu sehen. Tabellen 4 und 5 zeigen die
Héufigkeit, mit der sich die Sequenzabschnitte wiederholen und iiber wel-

chen Bereich sie sich im Gencluster erstrecken.
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Bereich ‘ bp AS Haufigkeit Gene abgedeckter funktionaler Enzymteil
1 1011 bp 337 AS 2 frsA, frsD Starter C-Doméne
2 1632 bp 544 AS 3 frsA, frsD frsG A-Doménen Leucin
3 1548 bp 516 AS 3 frsE, frsF frsG MT-Doménen
4 1956 bp 652 AS 2 frsE, frsF A-Doméne, MT-Doméne, PCP-Doméne
5 1467 bp 489 AS 2 frsF letzter Teil d. C-Doméne und beide Alanin A-Doménen
6 630 bp 210 AS 2 frsF frsG C-Doméne
7 351 bp 117 AS 2 frsF frsG C-Doméne

Tabelle 4: Sequenzbereiche, die im cyfrs-BGC von C. vaccinii mehrfach vorkommen. Die Abkiirzung bp zeigt die
Lange der Bereiche in Basenpaaren an. AS zeigt die Lange des Bereichs in Aminosduren. Bei Genen wurden alle
Gene angegeben, die ganz oder zum Teil von diesen sich wiederholenden Bereichen abgedeckt werden.

‘ Bereich ‘ bp AS Héaufigkeit Gene abgedeckter funktionaler Enzymteil
1 915bp 305 AS 2 frsA, frsD Starter C-Doméne
2 1695 bp 565 AS 3 frsA, frsD, frsG A-Doménen Leucin
3 1578 bp 526 AS 3 frsE, frsF frsG MT-Doménen
4 3070 bp 680/346 AS 2 frsE, frsF, frsG Ende A-Doméne bis C-Doméne
5 1488 bp 496 AS 2 frst letzter Teil d. C-Doméne und beide Alanin A-Doménen

Tabelle 5: Sequenzbereiche, die im bc¢frs-BGC von Cand. B. crenata mehrfach vorkommen. Die Abkiirzung bp zeigt
die Lange der Bereiche in Basenpaaren an. AS zeigt die Linge des Bereichs in Aminosduren. Bei Genen wurden alle
Gene angegeben, die ganz oder zum Teil von diesen sich wiederholenden Bereichen abgedeckt werden.




Die frs-BGC von C. vaccinii und Cand. B. crenata zeigen eine sehr dhnliche
Beschaffenheit in Grofse und Haufigkeit dieser sich wiederholenden Sequenz-
abschnitte. Eine Ausnahme bildet hier lediglich der bei Cand. B. crenata
sehr grofe durchgingige Sequenzabschnitt 4, der bei C. wvaccinii zweimal
unterbrochen wird. Alle anderen innerhalb des jeweiligen BGC identischen

Sequenzabschnitte unterscheiden sich bei beiden BGC kaum.

Sequenz 1 kodiert fiir einen grofen Teil der Starter-C-Doméne sowohl von
FrsA, als auch von FrsD und kommt damit zweimal in jedem BGC vor. Diese
Sequenz grenzt direkt an den Abschnitt 2 an. Sequenz 2 kodiert fiir die A-
Doménen, die Leucin aktivieren. Dieser Sequenzabschnitt kommt in beiden
BGC dreimal vor und zwar in frsA, frsD und in Modul 7 von frsG. Sequenz
3 kodiert fiir die putativ N-methylierenden-Doménen und befindet sich in
frsE, frsF und frsG und kommt ebenfalls dreimal im gesamten BGC vor.
Sequenz 4 ist mit einer Groke von 3070 Basenpaaren bei Cand. B. crenata
die mit Abstand gréfte zusammenhéngende sich wiederholende Gensequenz.
Sie kommt zweimal im frs-BGC von Cand. B. crenata vor und erstreckt sich
jeweils vom letzten Teil der A-Doméne aus den Modulen 4 und 6 iiber die
MT-Doméne, die PCP-Doméne und die C-Doméne des néchsten Gens (Mo-
dul 5 und 7). Sequenz 4 ist die einzige Sequenz, die iiber eine Gengrenze
hinaus geht. Der Bereich kommt zweimal vor; einmal im Ubergangsbereich
von frsE zu frsF und im Ubergangsbereich von frsF zu frsG. Bei C. vacci-
nit gibt es in dieser Region ebenfalls gleiche Sequenzabschnitte. Diese sind
allerdings unterbrochen, einmal zwischen der PCP-Doméne der Module 4
und 6 und in der Mitte der C-Doméne 180 Basenpaare nach der Sequenz,
die fiir das konservierte HHxxxDG Motiv kodiert. Der Sequenzabschnitt 5
kodiert fiir den C-terminalen Bereich der C-Doméne von FrsF und umfasst
die A-Doménen bis kurz vor der Core-A9-Region (siche Kap. 3.4). Die A-
Subdoméne unterscheidet sich bei diesen zwei A-Doménen, sowohl bei Cand.
B. crenata als auch bei C. vaccinii wieder. Die Bereiche 6 und 7 kommen
nur bei C. vaccinii vor und entstehen dadurch, dass der Bereich der Sequenz
4, der bei Cand. B. crenata durchgehend ist, bei C. vaccinii unterbrochen

ist. Sowohl im bcfrs-BGC von Cand. B. crenata, als auch im cyfrs-BGC von
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C. vaccinii nehmen die sich wiederholenden Bereiche ca. 24 % des gesamten
BGC ein.

3.2 Bioinformatische Analyse der in den frs-BGC von
Cand. B. crenata und C.vaccinii kodierten A-Do-
manen

A-Doménen nehmen eine zentrale Stellung in der Biosynthese der nichtri-

bosomalen Peptide ein. Durch die Spezifitit jeder einzelnen A-Doméne wird

die Reihenfolge der Aminosdauren im Peptid determiniert. Die Spezifitit 1asst

sich bioinformatisch iiber den nichtribosomalen Code nach Stachelhaus vor-
hersagen (siehe auch Kap. 1.4) [Stachelhaus et al., 1999].

frsA  frsB frsC frsD frsE frsF frsG frsH

Leu Thr
> ®:B000

Leu Phe-L Dehydro-Ala Ala Ala
91%

HAREA

100%

Abbildung 16: Vergleich der Identititen der A-Doménen auf Proteinebene
innerhalb des cyfrs-BGCs von C. vaccinii. Die Lokalisierung der A-Doménen
ist fiir beide frs-BGC gleich. Die Identitéten in dieser Abbildung entsprechen
denen von C. vaccinii.

Die A-Doménen wurden ebenfalls auf ihre Identitdten {iberpriift. Auch hier
sind auffallend @hnliche Sequenzen zu finden. Die A-Doménen von FrsA
(A1), FrsD (A2) und FrsG (A7) gleichen sich zu 100 %. Die beiden Alanin-
aktivierenden Doménen von FrsF (A5 und A6) gleichen sich zu 91 % und
die zweite Doméne von FrsE (A4), die putativ Serin aktiviert, ist ebenfalls
noch zu 62 % mit der 2. A-Doméne von FrsF (A6) identisch. Alle anderen aus
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FrsE1 (A3) und FrsG2 (A8) sind nur zu 30 % bis 55 % identisch miteinander
(siche Abb. 16, A8 und A10).

A-Domaénen besitzen eine hochkonservierte dreidimensionale Struktur, und
die Aminosduren, die diese Struktur aufrecht erhalten, sind ebenfalls hoch-
konserviert. Die Substrate, die von A-Doménen selektiert und aktiviert wer-
den, sind durch 10 Aminosiuren im aktiven Zentrum der A-Doméne festge-
legt. Durch Alignments mit der A-Doméne von GrsA (siehe Kap. 1.4), fiir
die die Aminosduren des sogenannten nichtribosomalen Code erstmals de-
finiert wurden, kann die Bindungstasche in anderen A-Doménen bestimmt
werden. Die Aminosdurekombination in der Bindungstasche determiniert die
Aminoséure, die im Rahmen der Biosynthese aktiviert werden soll.

Tabellen 6 und 7 zeigen den nichtribosomalen Code der in den frs-BGC
kodierten A-Doménen von Cand. B. crenata und C.vaccinii. Die Codes in

den beiden BGC unterscheiden sich in den fett gedruckten Aminosduren.
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‘A—Domdne‘?% 236 239 278 299 301 322 330 331 517‘

A1l Burk D A M L \Y G A VvV C K
A2 Burk D A M L V G AV C(C K
A3 Burk G A F Vv M A G Vv C K
A4 Burk D VvV W H L S L \Y D K
A5 Burk D \Y% F S V A I V Y K
A6 Burk D \Y F S \Y A I V Y K
A7 Burk D A M L V G A VvV C K
A8 Burk D F W N I G M V H K

Tabelle 6: Nichtribosomaler Code der A-Doménen des befrs-BGC aus Cand.
B. crenata fiir die A-Doménen A1-A8 (siehe auch Abb. 4, 16, A7 und A9).

| A-Domiine | 235 236 239 278 299 301 322 330 331 517 |

A1l Chro A A
A2 Chro
A3 Chro
A4 Chro
A5 Chro
A6 Chro
A7 Chro
A8 Chro

ooooaod
b < < < >

SEmmEAEE
Zownwn <o
doadam2a<
Qw00
Ze— -0

<P << PP
TO<K~<O0O0an0
PP N N S S

Tabelle 7: Nichtribosomaler Code der A-Doménen des cyfrs-BGC aus C.
vaccingi fiir die A-Doménen A1-A8 (siehe auch Abb. 4, 16, A7 und A9).
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Die Aminosduren Asp-235 und Lys-517 zeigten im Modell von GrsA eine
Bindung zur a-Aminogruppe und a-Carboxygruppe von Phenylalanin. Da
diese funktionellen Gruppen in jeder Aminoséure gleich sind, unterscheiden
sich die Codes an diesen Stellen bei den meisten A-Doménen kaum. Auch bei
den A-Doménen der frs-BGC ist das Asp-235 und Lys-517 konserviert. Eine
Ausnahme stellt hier die A-Doméne 3 dar, die in Position 235 anstatt einer
Asparaginsiure ein Glycin enthélt. Das lasst sich dadurch erkldren, dass das
putative Substrat der A-Doméne 3 eine Carbonsdure und keine Aminosaure
ist und daher keine Aminogruppe iiber die Aspariginsiure koordiniert wer-

den muss.

Das hochkonservierte Lys-517 von A-Doménen ist in der Core-A10-Region
der A-Subdoméne zu finden (sieche Kap. 1.4). Bei vielen A-Doménen, auf die
eine MT-Domaéne folgt, befindet sich die MT-Doméne zwischen der Core-A8-
und der Core-A9-Region |[Labby et al., 2015|. Die Hauptdoméne und die Sub-
doméine werden also von der M'T-Doméne geteilt. Da die frs-BGC bei den
A-Doménen A4, A6, und A8 von MT-Doménen unterbrochen sind, musste
fiir die Core-A9- und Core-A10-Region ein weiteres Alignment angefertigt
werden, um die Position Lys-517 des nichtribosomalen Codes genau zu be-

stimmen.

Bei der Suche nach der Core-A10-Region in den BGC fiel auf, dass die Core-
A10-Region neun und nicht acht mal im gesamten BGC vorhanden ist, wie es
der Anzahl der A-Doménen entspricht. Bei einem Alignment dieser Sequenz-
bereiche (siehe Abb. 17 und 18) fiel auf, dass nicht nur die Core-A10-Region,
sondern auch die Core-A9- und Core-A11-Region neunmal in beiden frs-BGC
zu finden ist, bei den A-Doméanen Al, A2, A3, A5 am Ende der A-Doméne,
bei den A-Doménen A4, A6 jeweils nach der MT-Doméne. Im Modul der
A-Doméne A8 sind zwei MT-Doménen vorhanden. Hier konnte die Core-A9,
A10- und Al1-Sequenz jeweils bei beiden MT-Doméanen am Ende wiederge-
funden werden (siehe Abb. 19).
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8¢

GrsA Core9 QPYLCAYFVSEK--HIPLEQLRQFSSEEEPTYMIRBRSYFIQLDKMBLTS
FrsA Core9 Burk DTQLVGYVTIRG- -EVDGQALRRQVANWEPEY AVVLVLEELBRLPNGKLDHQ.
FrsD Core9 Burk DTQLVGYVTVRG- -EVDGQALRRQVANWEPEY; AVVLVLEELBRLPNGKLDHQ

KIDRKQERERDLTFGMRVD - -
EYTGKRYQRPR
EYTGKRYQRPR

Frsel Core9 Burk AKQLVGYVVPKEGVMLEPRAMRRELAEHETDH AVLVELSALPRTPNGKLDRS VFVTEGYREPR
Frsge2 Core9 Burk LKPLSGYVNNPA-NFEQFAAIRRYVGEQEPDY] AALVLLEGLBLTPNGKLDRR EFGTACYRAPG
FrsF1 Core9 Burk HKQLVGYVVLDD - AAADGQMLRRFLSRHEPEY SAVVVRAALPLTPNGKLDRK TFVSADGRAPR
FrsAF2 Core9 Burk LKPLSGYVNNPA-NFEQFAAIRRYVGEQEPDY] AALVLLEGLBLTPNGKLDRR EFGTACYRAPG

FrsG1l Core9 Burk DTQLVGYVTVRG- - EVDGQALRRQVANWEPEYMVBAVVLVLEELBRLPNEKLNHQ EYTGKRYQRPR
FrsG2 Core9 Burk AENTSLFWNCR- - - ADLLRDVRANLRKREPDYMQPNHMVLLDTFPLTPNEKLDRR EQAAMRVRDIE
FrsG3 Core9 Burk LKPLSGYVNNPA-NFEQFAAIRRYVGEQUPDYMVPAALVLLEGLPLTPNEKLDRR EFGTACYRAPG
. .k * k% . .k kK o owow * % %
‘Core A9 Core A10 Core All

Abbildung 17: Alignment der Core-A9- und Core-A10-Region aus Cand. B. crenata. Sequenzen FrsG2 und FrsG3
zeigen den Bereich der zwei Subdoménen der A-Domaéne 8.

GrsA EQPYLCAYFVS--EKHIPLEQLRQFSSEEERTYMIRSYFIQEDKMBLTSNBGKI ERDLT
FrsA Core9 Chro GDSQLVAYVAAYV - - GGVEGSELRRLAAGQEREH AAVVVEESLBQLPNGKL EFG
FrsD Core9 Chro GDSQLVAYVAAYV - - GGVEGSELRRLAAGQEREH AAVVVEESLBQLPNGKL EFG

Frsel Core9 Chro GVRQLVGYVVAATEAKLDAQGLRRQLAEHEREH AALVEBAALBRTPNGKF TFA
Frsg2 Core9 Chro ALQPLSGYVNNPA-NFEQYAAIRRYALEQEREY AATIVLEDALRPLTPNGKL EFG
FrsF1 Core9 Chro GHKQLVGYVVLNA-AAADAQALRRFLADQEREH AAMIGEDVLBLTPSEKLBRK DFA

FrsF2 Core9 Chro ALQPLSGYVNNPA-NFEQYAAIRRYALEQEREY AAIVLEDALBLTPNGKL EFG

FrsG1l Core9 Chro GDSQLVAYVAAYV - - GGVEGSELRRLAAGQEREH AAVVVEESLBQLPNGKL EFG

FrsG2 Core9 Chro KAEPAAVWRS - - - -RSALLRDVQAELRSQERDYMQRNHLVLEDAFRBLTANGKL TREQA

FrsG3 Core9 Chro ALQPLSGYVNNPA-NFEQYAAIRRYALEQEREY| AAIVLEDALBLTPNGKL EFG
. . . - k%

* % k% * k. k)

Core A9 Core A10 Core A1l

** %

Abbildung 18: Alignment der Core-A9- und Core-A10-Region aus C. vaccinii. Sequenzen FrsG2 und FrsG3 zeigen
den Bereich der zwei Subdoménen der A-Domaéne 8.



In den Alignments (siche Abb. 17 und 18) wurden mit Hilfe der A-Doméne
von GrsA die Core-Bereiche Core-A9 bis A1l festgelegt. Die lila markierten
Bereiche zeigen die konservierten Bereiche. Das Lys-517 wurde gelb markiert.
Die Sequenzen FrsG2 und FrsG3 zeigen die beiden Core-A9- und Core-A10-
Bereiche der A-Doméne A8 aus FrsG. Das bedeutet, dass bei der A-Doméne
A8 nicht nur die A-Doméne von den MT-Doménen unterbrochen ist, sondern
die Core-A9- bis Core-Al1-Bereiche fiir die A-Doméne A8 zweimal existieren,
jeweils am Ende jeder MT-Domiine (sieche Abb. 19). Da diese Core-Regionen
auf der A-Subdoméne lokalisiert sind, kann davon ausgegangen werden, dass
fiir die A8-Doméne zwei Subdoménen existieren. Eine Modellierung ist auf-
grund mangelnder Datenlage noch nicht moglich. Die A-Doméne mit zwei
aufeinander folgenden MT-Doménen ist bisher einzigartig fiir die NRPS des

FR und seiner Derivate.

Core A1-A10 Core A1-A8 Core A9-A10 Core A9-A10

Abbildung 19: Die erste A-Doméne von FrsG aus Modul 7 ist eine einfache A-
Doméne ohne MT-Doméne. Hier liegen die Core-A9- und Core-A10-Regionen
unmittelbar nach der Core-A8-Region. Die A-Doméne ist nicht unterbrochen.
Die zweite A-Doméne wird von zwei MT-Doménen unterbrochen. Die Core-
A9 und Core-A10-Regionen, die sich in der A-Subdoméine befinden, existieren
zweimal, jeweils am Ende jeder A-Doméne.
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3.3 Bioinformatische Analyse der in den frs-BGC von
Cand. B. crenata und C.vaccinii kodierten MT-Do-

manen

MT-Doménen sind fiir die Methylierung der von den A-Doménen aktivier-
ten Substrate zustdndig. Die MT-Doménen folgen unmittelbar auf die A-
Doménen bzw. sind héufig zwischen der Core-A8- und Core-A9-Region der

A-Doménen integriert (sieche Kap. 1.4).

frsA  frsB frsC frsD frsE frsF frsG frsH

oo Q%QOQ@T@@QQT@@%%T@

Abbildung 20: Vergleich der Identitit der MT-Doménen innerhalb des BGCs
von C. vaccinii.

Das frs-BGC enthilt vier Gensequenzen, die fiir MT-Doménen kodieren.
Die MT-Doménen 1, 2 und 4 von C. wvaccinii sind in ihrer Proteinsequenz
zu 100 % identisch, wohingegen die dritte MT-Doméne nur zu ca. 24-27%
Ubereinstimmung zu den ersten aufweist (siche Abb. 20 und A14). Die MT-
Doménen, die durch das befrs-BGC von Cand. B. crenata kodiert werden,
weisen dhnliche Identitdten auf (siche A13).

Vergleicht man die MT-Doménen der frs-BGC untereinander, so liegt bei
den drei MT-Doménen 1,2 und 4 die Ubereinstimmung bei iiber 72 %, und
bei den zwei stark abweichenden MT-Doménen MT 3 besteht untereinander
auch eine Identitdt von 73 %. Das entspricht ungefahr der durchschnittlichen
Identitdt der Proteinsequenzen, die durch die frs-BGC kodiert werden (siehe
Abb. 21 und Tab. 3).
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frsA  frsB frsC frsD frsE frsF frsG frsH

Poo ot Paadige Fodigeoiing’

Cand. B. crenata

2% 2% 73% 2%

frsA  frsB frsC frsD frsE frsF frsG frsH

o > Paasige PaigeFlpg

C. vaccinii

Abbildung 21: MT-Doménen im Vergleich der frs-BGC aus Cand. B. crenata
und C. vaccinii.

Das Depsipeptid FR ist an vier Stellen methyliert. Dies betrifft den Bau-
stein des N-Methyldehydroalanin, welcher vom Modul 4 in FrsE bereitgestellt
wird, das N-Methylalanin des Moduls 4 aus FrsF und das zweifach methylier-
te N,O-Dimethylthreonin aus FrsG. Die erste MT-Doméne aus FrsG MT 3
unterscheidet sich in beiden BGC sehr stark von den anderen MT-Doménen
MT 1,2 und 4. Letztere enthalten die Konsensussequenz VLEIGVGSGL im
BGC von Cand. B. crenata und LLEIGVGSG im BGC von C. vaccinii. Die-
se Sequenz ist fiir die Bindung von S-Adenosylmethionin (SAM) zustindig
|[Labby et al., 2015]. Es handelt sich hierbei héchstwahrscheinlich um die
drei N-Methylierenden Doménen. Die erste MT-Doméne der A-Doméne A8
weicht mit 20 % Ubereinstimmung mit den anderen drei MT-Doménen stark
von den anderen Doménen ab. Es kann daher vermutet werden, dass es sich

hierbei um die O-Methylierende Doméne handelt.
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3.4 Bioinformatische Analyse der in den frs-BGC von
Cand. B. crenata und C.vaccinii kodierten Konden-

sierungs-Doméanen

C-Doménen katalysieren die Kondensationsreaktion der einzelnen NRP-Bau-
steine. Das frs-BGC kodiert insgesamt 9 C-Doménen, davon eine E-Doméne,
die phylogenetisch mit den C-Doménen verwandt ist. Die C-Doménen C1 und
C2 sind zu 91 % identisch, wihrend zwischen C6 und C8 eine Identitit von
86 % besteht. Alle iibrigen C-Doménen (C3, C5, C7, C9) weisen lediglich
eine Identitdt zwischen 53 % und 62 % auf (siehe Abb. 22 und A20). Die
Identitdten der C-Doménen von Cand. B. crenata liegen in einem &dhnlichen
Bereich (siehe Abb. A22).

frsA frsB frsC frsD frsE frskF frsG frsH

48%

53%-62%

Abbildung 22: Vergleich der Identitdten der C-Doménen, welche im cufrs-
BGC von C. vaccinit kodiert sind.

Fiir die phylogenetische Analyse der C-Doménen aus Cand. B. crenata [Crii-
semann et al., 2018] wurden bekannte C-Doménensequenzen aus der NaPDoS-
Datenbank [Ziemert et al., 2012] mit den befrs-C-Doménensequenzen alignt.
Der phylogenetische Baum (sieche Abb. Al) wurde mit Hilfe von FastTree
(Version: 2.1.7) erstellt [Price et al., 2009] (siehe Kap. 5.1). Die C-Doménen
wurden entsprechend ihrer Typenzuordnung [Rausch et al., 2007| in unter-

schiedlichen Farben dargestellt.

Die meisten der durch die Analyse der C-Doménen vorhergesagten Eigen-
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schaften |[Rausch et al., 2007| korrelierten mit der Biosynthese-Hypothese.
Die drei als “Cp, ausgewiesenen C-Doménen in den Modulen 3, 6 und 8
katalysieren die Kondensationsreaktion zwischen zwei L-Aminosiuren. Die
Epimerase-Doméne und D-Phenyllaktat-akzeptierende Doméne in Modul 4
entsprechen ebenfalls dem postulierten Biosynthesemechanismus. Auch die
C-Doménen von FrsA und FrsD korrelieren wie erwartet mit der Klade der

Starter-C-Doménen.

Die C-Doménen der Module 5 und 7 (C6 und C8) sind phylogenetisch mit den
D¢ -Doménen verwandt, was der erwarteten Biosynthese nicht entspricht.
Die C-Doméne C6 verkniipft das L-konfigurierte N-Methyl-Dehydroalanin
mit einem L-konfigurierten Alanin, und die C8 verkniipft ein L-konfigurier-
tes Alanin mit L-Hydroxyleucin. PC-C-Domiinen verkniipfen aber norma-
lerweise eine D- mit einer L.-Aminosdure. Eine dieser C-Doménen kénnte an
der Bildung von Dehydroalanin aus Serin beteiligt sein, vor allem da die frs-

BGC kein weiteres Enzym enthalten, das diese Reaktion katalysieren konnte.

Bei den frs-BGC kime fiir eine solche Reaktion insbesondere die C-Doméne
C6 in Frage. Mechanismen, bei denen eine C-Doméne fiir eine Dehydratisie-
rung eines Serins zustindig sein kénnte, wurden bereits in mehreren Fillen
beschrieben. Fiir die Biosynthese von Microcystin wurde postuliert, dass ei-
ne Dehydratisierung iiber eine C-Doméne moglich wire |Tillett et al., 2000]
|Criisemann et al., 2018], was aber bis jetzt noch nicht belegt werden konn-
te. Die phylogenetische Analyse der C-Doméane McyA aus dem BGC von
Microcystin ergab, dass McyA eine eigene Klade mit anderen C-Doménen
bildet, die moglicherweise fiir Dehydratisierungen verantwortlich sind. Die
C6-Domiine der frs-BGC korreliert aber mit den PCp-Doméinen und nicht
mit den dehydratisierenden C-Doménen. Ein Alignment (siehe Abb. A6) der
McyA-C-Doméne mit den C6-Doménen der BGC ergab auch keinen Hinweis

auf einen dhnlichen Mechanismus.

Ein anderer Dehydratisierungsmechanismus ist fiir die NRPS des Nocardicin

beschrieben, welches eine Cp-C-Doméne besitzt, die die Dehydratisierung
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von Serin zu Dehydroalanin, einem Intermediat der pg-Lactam Biosynthese,
katalysiert |Gaudelli et al., 2015]. Das bedeutet, dass Cpg-Kondensierungs-
doménen nicht die einzig mdglichen Doménen fiir die Bildung von dehydrati-
sierten Aminosduren in NRPS sind. Ebenso wurden bei vielen Pseudomonas
Arten keine Cpg-Doménen gefunden, trotz dehydratisierter Aminosiduren in
den Produkten. Der Mechanismus der Dehydratisierung des Nocardicins in
der Nocardicin-Biosynthese beruht wahrscheinlich auf einem Histidin-Rest
direkt vor der Konsensussequenz HHxxxGL [Gaudelli et al., 2015|. Dieses
Histidin ist in unserer C-Doméne ebenfalls nicht vorhanden. Es muss also

einen anderen zugrundeliegenden Mechanismus geben.

Ein interessanter Hinweis ist, dass die C-Doménen C6 und C8 der beiden
frs-BGC eine Identitdt von 85 % zueinander besitzen und damit iiber der
durchschnittlichen Identitdt der C-Doménen innerhalb desselben BGCs lie-
gen (siche Abb. 22, A20 und A22). Beide haben #hnliche Substrate, namlich
N-Methyl-Serin fiir die C-Doméne C6 und N-Methylalanin fiir die C-Doméne
C8, wobei C8 hochstwahrscheinlich keine Dehydratisierung durchfiihrt. Mog-
lich ware, dass die C-Doméne C8 eine dhnliche Funktion hatte, die im Laufe
der Evolution verloren gegangen ist.

Um herauszufinden, welche Unterschiede jeweils zwischen den C-Doménen
C6 und C8 in beiden BGC bestehen, wurden innerhalb eines BGCs die C-
Domine C6 gegen C8 alignt (siehe Abb. 23 und 24). Die Alignments zeigen,
dass die C-Doménen im N-terminalen Bereich fast identisch sind, wohinge-
gen sie sich im C-terminale Bereich deutlich unterscheidet. Das Alignment der
cufrs-Aminoséuresequenz von C. vaccingi (siehe Abb. 24) zeigt im mittleren
Bereich des Proteins Abweichungen, die aber auch im Laufe der Evolution
entstanden sein konnten. Trotz allem ist auch hier die Sequenz vor und nach

diesem Bereich der Abweichung wieder identisch.
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Abbildung 23: Alignment der C-Doméanen C6 und C8 aus Cand. B. crenata.
Vergleicht man dieses Alignment mit dem Alignment der C-Doménen C6
und C8 aus C. wvaccinii (siche Abb. 24), so stellt man fest, dass sich die
C-Doménen C6 und C8 in beiden Alignments im vorderen Teil sehr d&hnlich

sind und im hinteren Bereich voneinander abweichen. Die farblich markierten

Aminosduren entsprechen den Aminosduren, die sich bei C. vaccinii und
Cand. B. crenata auf die gleiche Art unterscheiden. Unpolare Aminosduren
wurden gelb und polare ungeladene Aminosduren hellblau gekennzeichnet.
Positiv geladene Aminosduren wurden griin gekennzeichnet. Negativ geladene
Aminosduren wurden dunkelblau markiert.
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C.v. FrskF C6 DCL MNPKKIEAAYPLSPLQKGFLFHAGYDLQSADSYVAQLFLDFEGELDGAAMRSAADALMRR

C.v. FrsG C8 DCL MNPKKIEAAYPLSPLQKGFLFHAGYDLQSADSYVAQLFLDFEGELDGAAMRSAADALMRR
IR R EEEEEEEEREEEEREEEEEEREEREEEREEEEREEEEEEEEREEEEERESEEEEESEEEESSESES]
C.v. FrskF C6 DCL HANLRAGFVHPGGQEPVQVVLREVVAGWEERDWRGRNPQEAAEAQSAWQEADRERRFELS
C.v. FrsG C8 DCL HANLRAGFVHPGGQEPVQVVLREVVAGWEERDWRGRNPQEAAEAQSAWQEADRERRFELS
LR EEEEEEEEEREEEEREEEEREEREEREEEREEEEEEEEEEREEEEEEEEEREREREREEEESESESESE]
C.v. FrsF C6 DCL QPPLLRFGWLRLPAGRSQLVVTYHHILLDGWSLPLLLEELLALYRAGGGDGGLPEATPYS
C.v. FrsG C8 DCL QPPLLRFGWLRLPAGRSQLVVTYHHILLDGWSLPLLLEELLALYRAGGGDGGLPEATPYS
(R EEE R RS EEEEEEEEEEREEEEEREEEEREREEEEREEREEEREEEEEEEEEEEEEEEEEEE]
C.v. FrsF C6 DCL AYLGWLQERDRAAACEAWGGYLEGLEGPTLLAQEGQADKGAAAAQARLSLELPAELTQAL
C.v. FrsG C8 DCL AYLGWLQERDRAAACEAWGGYLEGLEGPTLVSTGHPQDH---AEQKQRAWRLPAELTQAL
******************************:: . .*********
C.v. FrsF C6 DCL TRQARQQGVTLNTLLQAAWGMLLGKLNLSRDVVFGITVAGRPGELPGVERMIGLFINTVP
C.v. FrsG C8 DCL TRQARQQGVTLNTLLQAAWGMLLGKLNLSRDVVFGITVAGRPGELPGVERMIGLFINTVP
IR R R RS SRR E SRR EEEE SRR RS EEE R RS EEREREREEREEREREEEEEEEEEESESES]
C.v. FrskF C6 DCL VRLRWSAGETVAGLVGRLQREQAGLLDHQHLDLVEIQRLAGQRQLFDTLFIFENYPFDSQ
C.v. FrsG C8 DCL VRLRWSAGETVAGLVGRLQREQAGLLDHQHLDLVEIQRLAGQRQLFDTICVFENYPVDAA
************************************************: :*****.*:
C.v. FrskF C6 DCL AMAPDLGQASLRRVSGGEQHESHYPLTLMAVPREMLSLYLSYDAQRFDKGVVQGLLTRFR
C.v. FrsG C8 DCL AMEQPSGGLQLRGVSGG YMTHYPLSLMIIPGPELKLNLIYQPERFEPEAIERLSAQLT
** * Kk k ko AR **** ** * . : : :
C.v. FrskF C6 DCL LLLEAVAAEPSRPVSDIELLDEAERR
C.v. FrsG C8 DCL RLLGVIAAEPSQPVSDIEL-------

* * akkkokok o kkkkkkk

Abbildung 24: Alignment der C-Doménen C6 und C8 aus C. vaccinii. Ver-
gleicht man dieses Alignment mit dem Alignment der C-Doménen C6 und C8
aus Cand. B. crenata (siche Abb. 23), so stellt man fest, dass sich die C-Do-
ménen C6 und C8 in beiden Alignments im vorderen Teil sehr dhnlich sind
und im hinteren Bereich voneinander abweichen. Im Gegensatz zu Cand. B.
crenata gibt es bei C. vaccinii einen Bereich in der Mitte der C-Doménen, in
dem die Proteinsequenzen voneinander abweichen (siehe hellgriiner Bereich).
Die farblich markierten Aminoséduren entsprechen den Aminoséuren, die sich
bei C. vaccinit und Cand. B. crenata auf die gleiche Art unterscheiden. Unpo-
lare Aminosauren wurden gelb und polare ungeladene Aminoséuren hellblau
gekennzeichnet. Positiv geladene Aminosduren wurden griin markiert und
negativ geladene Aminosiuren wurden dunkelblau gekennzeichnet.

Die groke Abweichung in der Mitte der Sequenz von C.vaccinii (hellgriiner
Bereich des Alignments Abb. 24) und die vereinzelt unterschiedlichen Amino-
sduren bei Cand. B. crenata (siche Abb. 23) scheinen zufillig zu sein, da sie
jeweils nur bei C.vacciniz oder bei Cand. B. crenata vorkommen. Diese Prote-

insequenzen sind daher fiir die Dehydroalaninbildung eher unwahrscheinliche
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Kandidaten. Im hinteren Bereich der Alignments zeigen die Proteinsequen-
zen Abweichungen, die sich in 13 Positionen sowohl bei C.vaccinii als auch
bei Cand. B. crenata in den gleichen Aminosduren unterscheiden. Sowohl
die Anzahl, die Position, als auch die Art der abweichenden Aminosduren
stimmen vollstdndig iiberein. Die Aminosduren wurden im Alignment ent-
sprechend ihrer chemischen Eigenschaften farbig dargestellt (sieche Abb. 23
und 24). Es ist sehr unwahrscheinlich, dass dieser Unterschied auf einer Zu-
falligkeit basiert. Diese 13 Aminosduren konnten eine Rolle in der Bildung

von Dehydroalanin aus Serin spielen.

Um zu iiberpriifen, ob diese Aminosiuren sich im aktiven Zentrum der C-
Doméne befinden, wurde ein 3D-Modell mit ,Phyre 2¢ erstellt (sieche Abb.
25-27). Man erkennt das im blauen Bereich liegende konservierte HHxxxDG
Motiv (siche Abb. 25 und 27), das fiir die Verkniipfung von 2 Aminoséuren
relevant ist [Marahiel et al., 1997]. In unmittelbarer N&he im gelben Be-
reich befinden sich die 13 Aminoséuren, in denen sich die Sequenzen von der
C6- und der C8-Doméne jeweils unterscheiden. Die Modelle zeigen, dass sich
diese Aminosduren am oberen Rand der V-férmigen Tasche der C-Doméne
befinden (siche Abb. 25-27).
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Abbildung 25: 3D-Modell der C6-Doméne von C. vaccinii, erstellt mit ,,Phy-
re 2 ; seitliche Ansicht auf den Tunnel, der durch die beiden Subdoménen
entsteht. Die Aminsduresequenz der C-Domaéne ist in Spektralfarbung darge-
stellt. Der blaue Bereich markiert den N-Terminus, der rote Bereich den C-
terminalen Teil des Peptids. Die Aminosduren des konservierten HDxxxDG-
Motivs sind als Van-der-Waals Modell dargestellt, die putativ fiir die De-
hydratisierung von Serin verantwortlichen Aminosduren als ,sticks-and-ball*
-Modell. Bei einer seitlichen Ansicht auf die V-férmige Tasche, erkennt man,
dass sich die Aminosduren am oberen Rand der Tasche befinden.

Der blaue Bereich liegt am N-terminalen Ende, der rote Bereich am C-
terminalen Ende der C-Doméne. Die Aminosiuren, die putativ an der De-
hydratisierung des Serins beteiligt sein kdnnten, liegen in der Kluft zwischen
den beiden Subdomé&nen und sind als Stdbchen markiert. Sie befinden sich
fast alle in einer Ebene am oberen Rand der Tasche. Links oben durch
van-der-Waals-Krifte dargestellte Aminosiduren gehéren zum konservierten
HHxxxDG-Motiv (sieche Abb. 25). Eine Beschriftung wurde aufgrund der
Ubersichtlichkeit in dieser Perspektive weggelassen (siche auch Abb. 26).
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Abbildung 26: 3D-Modell der C6-Doméne von C. vaccinii, erstellt mit ,Phyre
2“ ; Unteransicht auf den Tunnel, der durch die beiden Subdoménen entsteht.
Die Aminsduresequenz der C-Doméne ist in Spektralfarbung dargestellt. Der
blaue Bereich markiert den N-Terminus, der rote Bereich den C-terminalen
Teil des Peptids. Die Aminoséuren des konservierten HDxxxDG-Motivs sind
nicht dargestellt, die putativ fiir die Dehydratisierung von Serin verantwort-
lichen Aminosduren sind als “sticks-and-ball* -Modell dargestellt und mit
Positionsangaben beschriftet.

Abbildung 26 zeigt die C6-Doméne von C. wvaccini in der Aufsicht auf die
Kluft zwischen den beiden Subdoménen. Man sieht, dass die betreffenden 13
Aminosduren {iber die komplette Linge des Tunnels verteilt sind. Abbildung

27 zeigt das konservierte HHxxxDG Motiv im Hintergrund.
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Abbildung 27: 3D-Modell der C6-Doméne von C. vaccinii, erstellt mit ,Phyre
2 ; Unteransicht auf den Tunnel, der durch die beiden Subdoménen entsteht.
Die Aminsduresequenz der C-Doméne ist in Spektralfarbung dargestellt. Der
blaue Bereich markiert den N-Terminus, der rote Bereich den C-terminalen
Teil des Peptids. Die Aminosduren des konservierten HDxxxDG-Motivs sind
im Hintergrund durch Van-der-Waals-Darstellung gekennzeichnet, die puta-
tiv fiir die Dehydratisierung von Serin verantwortlichen Aminosduren sind
als “sticks-and-ball“ -Modell dargestellt.

Der Dehydratisierungsmechanismus des Nocardicins [Gaudelli et al., 2015]
beruht vermutlich auf einem Histidinrest, der direkt an der Dehydratisie-
rung beteiligt ist. Im Fall der FR-Biosynthese befindet sich bei C6 ebenfalls
ein Histidinrest und zwar in Position H380, der in C8 nicht vorkommt. Es
konnte sich hierbei also um einen wichtigen Teil des aktiven Zentrum der

dehydratisierenden C-Doméane handeln.
3.4.1 Bioinformatische Analyse der PCP-Doméinen und TE-Do-
manen

PCP-Doménen haben in erster Linie eine Transportfunktion. Die an den

Phosphopantetheinrest gebundenen Aminosduren und Peptide werden iiber
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die PCP-Doménen zu den katalytischen Zentren der anderen Doménen trans-

portiert (siche Kap. 1.7).

frsA  frsB frsC frsD frsE frsF frsG frsH

@)
@%@%? . Y
100%
88%

69%

Abbildung 28: PCP-Doménen des cufrs-BGCs. Die PCP-Doménen wurden
blau markiert. PCP-Doménen, die sich starker gleichen in dunkelblau, die
anderen etwas heller. Die Prozente geben die prozentuale Identitdt der Do-
méanen untereinander an.

Die endstandigen PCP-Doménen von FrsE und FrsF sind zu 100 % identisch.
Beide PCPs befinden sich nach einer A-Doméne, die ein N-Methyliertes Ala-
nin bzw. Dehydroalanin eingefiigt hat. Die PCP-Domé&nen von FrsD und
FrsG1 weisen immerhin noch eine Identitdt von 88 % zueinander auf und
folgen auf eine A-Doméine, die in der gréfseren NRPS die Hydroxyleucine
eingefiigt haben. Die PCP von FrsA zu FrsD und FrsG sind noch zu ca. 70 %
identisch. Alle anderen gleichen sich noch zwischen 40% und 70 % (siehe
Abb. 28).

TE-Doméinen stehen am Ende von NRPS. Sie sind fiir die Freisetzung und

eventuelle Zyklisierung des Peptids verantwortlich (siche Kap. 1.9).
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Abbildung 29: TE-Doménen des cufrs-BGCs.

Von den TE-Doméinen sind jeweils zwei in jedem BGC vorhanden. Die TE-
Doménen sind nur zu 42 % identisch und gleichen sich damit am wenigsten
(siche Abb. 29).
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3.5 In-vitro-Untersuchungen von A-Domaéanen

3.5.1 Grundlagen des 7- 804-ATP-Austausch-Assay nach Phelan
et al. fiir die A-Doméinen von FrsA und FrsD

Die bioinformatische Analyse der A-Doménen mittels antiSMASH ergab fiir
die A-Doménen fiir FrsA und FrsD eine Spezifitat fiir Leucin oder OH-Leucin.
Um die Sperzifitit der A-Doménen in vitro zu differenzieren, wurde fiir die
entsprechenden A-Doménen aus dem frs-BGC in Cand. B. crenata der -
1804-ATP-Austausch-Assay nach Phelan [Phelan et al., 2009] durchgefiihrt.
Der Assay basiert auf der Adenylierungsreaktion der A-Doméne. Hierbei wird
ein Substrat, welches hiufig eine Aminosdure ist, von der A-Doméne akti-
viert. Dabei reagiert die Carboxylgruppe der Aminosdure mit der Phosphat-
gruppe eines Adenosin-Triphosphats (ATP) unter Abspaltung von Pyrophos-
phat (PPI) zu einem Aminoacyladenylat (siche Abb. 30).

/ \P/,o o // \ HO NH, N
HO é/ p N NH, \ NH,
(0] o|—(|) O o OH —
N_ N O _aN_ N
S A i
HO OH HO O

Abbildung 30: Die Adenylierungsreaktion von A-Doménen erfolgt unter ATP-
Verbrauch. Diese Reaktion ist reversibel.

Die so aktivierte Aminosdure kann dann in einem weiteren Schritt auf den
Phosphopantethein-Arm der PCP-Doméne geladen werden, um weitere Mo-
difikationen zu unterlaufen und mit der entstehenden Peptidkette verkniipft
zu werden (siehe Abb. 31 und Kap. 1.4).
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Abbildung 31: Die Aminosdure wird mit Hilfe der A-Doméne unter Ver-
brauch von ATP zum Aminoacyladenylat aktiviert, um im Anschluss auf
den Phosphopantethein-Arm der PCP-Doméne geladen zu werden.

Diese Adenylierungsreaktion ist reversibel. Auf der Riickreaktion des Amino-
acyladenylates zu ATP und Aminosiure basiert der - 180,-ATP-Austausch-
Assay. Im Assay wird - 80,-ATP verwendet, welches in der endsténdigen
Phosphatgruppe vier Mal das schwerere '804-Isotop des Sauerstoffes ent-
hélt (siehe auch Abb. 32). Dieses wird wihrend der Adenylierungsreaktion
abgespalten. Das so entstandene Adenosin Monophosphat (AMP) wird im
Anschluss groftenteils mit 1°04-PPI regeneriert, da dieses dem Reaktionsge-

misch im Uberschuss zugegeben wurde.

74



N,
018 180 O/P\O
\\P/ 18 N N k{]z»f /}3\/0 /—N
~ 0-
of 0 7N\ ) R 0" “oH v\ NH,

OH
(@]
Q\F’/ N 18 18
Vaie! O
Q" 72\ Y]
1 \ p=0 N NH, P18
¢} R 2 _ 18 \(i

Mg‘O/ \O/P/OH
>_< O _aN_ N MgZt P
HO NH, A 9-0” “oH
miz:506 \—

Abbildung 32: Austauschreaktion des A-Doménen Assay. Nach Abspaltung
der Aminosdure vom AMP wird aus AMP und nicht markiertem PPI ein
ATP gebildet, das kein '80,-Isotop mehr enthilt.

Mit Hilfe einer Detektion iiber MALDI-TOF-MS (matrix assisted laser desorp-
tion /ionisation time-of-flight mass spectrometry) (siehe Kap. 5.6.9) ldsst sich
diese Umwandlung des schweren v- #04-ATP zu dem leichteren °0,-ATP

in einer Massenverschiebung nachweisen (siche Abb. 32).
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Abbildung 33: Allgemeine Darstellung einer MALDI-TOF-Analyse des Re-
aktionsproduktes einer A-Domine, 7- 804-ATP, '04-ATP und der entspre-
chenden Aminosdure in Abhéngigkeit von der Zeit. Bei der Regenerierung
von AMP zu ATP wird °04-PPI verwendet. Es kommt zur Bildung des
ATP mit einem '°0y4-Isotop-PPI und in der Folge zu einer Detektion des
m/z: 506 Peaks anstatt des m/z: 514 Peaks des 7- 1#04-ATP. Die Abbildung
wurde aus Phelan et al. 2009 entnommen.

Fiir jede Aminosiure, auf die die A-Doméne getestet werden soll, wird ein
Reaktionsansatz hergestellt (siche Kap. 5.6.8), der die Aminoséure, - *O,-
ATP und PPI im Uberschuss enthilt und bei 25 °C inkubiert. Lésst sich im
Anschluss '04-ATP als Peak bei m/z: 506 nachweisen, war die A-Domiine
in der Lage, das Substrat zu aktivieren (siehe Abb. 33). Somit kann die Spe-

zifitdt einer A-Doméne nachgewiesen werden.

Die A-Doménen aus FrsA und FrsD wurden neben anderen gingigen pro-
teinogenen Aminosduren mit den Aminosduren Leucin, Hydroxyleucin und
Isoleucin getestet, um die vermutete Spezifitit fiir Leucin zu bestétigen und
die Toleranz der A-Doméne gegeniiber leucindhnlichen Aminosiuren zu un-
tersuchen (sieche Abb. 34). Die bioinformatische Analyse gab sowohl Leucin

als auch Hydroxyleucin als mogliche Substrate an.
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Abbildung 34: Strukturen von Leucin, Isoleucin und Hydroxyleucin. Um die
Toleranz der A-Doménen in FrsA und FrsD zu testen, wurden u.a. diese
strukturell dhnlichen Aminoséduren getestet.

3.5.2 Klonierung und Expression der A-Doméanen FrsA und FrsD

Um die A-Doménen in funktionierender Form zu erhalten, wurden sie kloniert
und in FE. coli exprimiert. Dazu wurden Primersequenzen (siehe Tabellen 8
und 26) mit Clone Manager (siche Kap 5.1) erstellt. Die Primer wurden so

gewihlt, dass sie sowohl die A-Doméne als auch die PCP-Doméne umfassen.

A-Doméne Primer Primer Lange [bp|] Enzym I Enzym II
forwérts riickwérts
Al Ac Adom 1 Ac Adom 1 1671 BamHI HindIII
for. rev.
A2 Ac Adom 2 Ac Adom 2 1634 Notl Xhol
for. rev.
MLP MbtH for MbtH rev 228 Ndel Xhol

Tabelle 8: Verwendete Primer mit den dazugehorigen Schnittstellen.

Sowohl die PCR-Fragmente, die mit diesen Primern erstellt wurden, als auch
die entsprechenden Vektoren wurden mit den fiir die Schnittstellen ausge-
wihlten Enzymen (siehe Tabelle 8) wenn nétig iiber Nacht geschnitten und
in einem molaren Verhitnis von 1:3 pET28a:PCR-Fragment iiber Nacht li-
giert (siche Kap. 5.5.11). Gleiches Vorgehen wurde fiir das MLP FrsB genutzt.
Allerdings wurde hier der Coexpressionsvektor pCDFDuet-verwendet. E. coli
BI21 (DE3) star Zellen wurden einmal nur mit dem Plasmid der jeweiligen
A-PCP-Doméne und einmal mit der A-PCP-Doméne und dem MLP trans-

formiert, um die entsprechenden Proteine zu exprimieren (siehe auch Kap.
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5.5.12).

Dazu wurden TB-Medium Schikanekolben aus Ubernachtkulturen angeimpft
und bis zu einer ODggg von 1,2 kultiviert. Danach wurden die Kulturen auf
Eis gekiihlt und im Anschluss mit IPTG induziert. Die Kultur wurde iiber
Nacht exprimiert. Am néchsten Tag wurden die Kulturen abzentrifugiert, mit
Lysepuffer versetzt und mit Ultraschall-Impulsen aufgeschlossen. Zwischen
den Impulsintervallen wurde die Kultur auf Eis gestellt, um ein Uberhitzen
zu verhindern. Die Zellsuspension wurde abzentrifugiert und der Uberstand
mit Ni-NTA-Agarose versetzt und auf Eis inkubiert. Das Pellet wurde fiir die
SDS-Analyse aufbewahrt. Die Suspension wurde auf eine Polypropylen-Saule
(Quiagen) gegeben und mit unterschiedlich konzentrierten Waschpuffern ge-
waschen. Anschliefsend wurde das Protein mit einem Elutionspuffer von der

Séule gewaschen (siehe auch Kap. 5.6.4).

‘ Fraktion Al A1l mit MLP ‘ Fraktion A2 A2 mit MLP

W1 15,30 10,44 W1 5,31 9,9
W II 1,24 0,63 W II 0,36 0,36
ET 0,89 0,58 ET 0,24 0,71
EII 0,24 0,20 E I 0,08 0,23
E 111 0,34 0,10 E III 0,09 0,22
konz. 3 3,22 konz. 1,7 5,2

Tabelle 9: Proteinkonzentrationen der Wasch- und Elutionsfraktionen der ex-
primierten A-Doménen in [mg/mL|. Die Proben wurden auf einem Nanodrop-
Gerét der Firma Thermo Scientific gemessen. WI und WII sind Waschschritte
mit jeweils 25 mM und 50 mM Imidazolpuffer. EI, EII, EIII sind die Elutio-
nen mit einem 300 mM Imidazolpuffer. Konz. entspricht der mit der Vivaspin
500 Sédule aufkonzentrierten Fraktion.

Die Elutionsfraktionen wurden mit Hilfe einer PD10-Saule (GE) umgepuffert
und entsalzt. Dazu wurde zunéchst die Sdule mit Assaypuffer gewaschen. Das
Eluat wurden auf die Siule gegeben und im Anschluss mit Assaypuffer (Lo-

sung 3; siehe auch Kap. 5.6.4) eluiert. Das Eluat wurde mit einer Vivaspin
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500 Sdule 30 MWCO von Satorius aufkonzentriert (sieche auch Kap. 5.6.4).

Von jeder Fraktion (Tabelle 9) wurden Proben fiir die SDS-Polyacrylamidgel-
elektrophorese-Analytik (SDS-PAGE) entnommen, wobei das SDS-Gel mit
Tris/Tricin-Puffern erstellt wurde (siehe Kap. 5.3.5) [Schigger, 2006].

3.5.3 SDS-PAGE-Analytik der A-Doméinen von FrsA und FrsD

Von jeder Fraktion (siehe Tab. 9) wurden Proben fiir die SDS-PAGE-Analytik

entnomimen.

‘ Protein kDa ‘
Al mit Histag 63
A2 mit Histag 63

MLP 8

Tabelle 10: Zu erwartende Grofke der exprimierten Proteine

Die MLPs bei 8 kDa konnten nicht eindeutig identifiziert werden. Die folgen-
den Gele zeigen die jeweilige A-Doménen auf der Hohe zwischen 60 kDa und
70kDa (siche Abb. 35 und 36). Das entspricht der erwarteten Grofe (sie-
he Tab. 10), und die A-Doménen wurden fiir eine weitere Funktionsanalyse

verwendet.
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Abbildung 35: FrsA (A1-PCP) zusammen mit MLP exprimiert: Der Pfeil
markiert die Position der A-Doméne. Das MLP kann nicht identifiziert wer-
den. L=Ladder, P=Pellet, NI= nicht induzierte Fraktion, I= induzierte
Fraktion vor Zugabe von Ni-NTA, FT=Filtrat nach Ni-NTA Entfernung,
WI=Waschschritt I, WII= Waschschritt II, EI+EII=Elutionsfraktionen,
K=vereinigte, aufkonzentrierte Elutionsfraktionen
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Abbildung 36: FrsD (A2-PCP) zusammen mit MLP exprimiert: Der Pfeil
markiert die Position der A-Doméne. Das MLP kann nicht identifiziert wer-
den. L=Ladder, P=Pellet, NI= nicht induzierte Fraktion, I= induzierte
Fraktion vor Zugabe von Ni-NTA, FT=Filtrat nach Ni-NTA Entfernung,
WI=Waschschritt I, WII= Waschschritt II, EI+EII=Elutionsfraktionen,
K=vereinigte, aufkonzentrierte Elutionsfraktionen

Die A-Domaénen konnten in ausreichender Menge exprimiert und eindeutig
bestimmt werden. Das MLP konnte auf den Gelen nicht eindeutig identifiziert
werden. In der aufkonzentrierten Fraktion sieht man Verunreinigungen, die

trotz mehrmaligen Waschens nicht beseitigt werden konnten.

3.5.4 Durchfiihrung des v- ¥04-ATP-Assay

Die aus der vorangegangenen Expression erhaltenen A-Doménen wurden mit
dem gut etablierten 7- "¥0,-ATP-Assay nach Phelan [Phelan et al., 2009] auf
ihre Funktion und Spezifitdt iiberpriift. Fiir den Assay wurden drei Lésungen

hergestellt (sieche Kap. 5.3.4). Losung 1 enthélt die zu testende Aminosiu-
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re (sieche Tab. 11 und 12), PPi und Tris-Puffer. Losung 2 besteht aus -
1804-ATP und Tris Puffer, wihrend die dritte Losung Tris, Glycerol und
1mM DTT enthélt. Von der 2. und 3. Losung wurden jeweils 2 pL. auf PCR-
Tubes verteilt. Im Anschluss wurde jedes der PCR-Tubes mit 2L einer
Aminosiure-Losungen (Losung 1) versetzt. Die Reaktionsanséitze wurden in-
kubiert und im Anschluss mit einer Aminoacridin-Lésung in Aceton versetzt,
welches spéter als Matrix fiir die MALDI-TOF-MS Messung diente. Im An-
schluss wurden die Proben mithilfe einer MALDI-TOF-Messung analysiert
(siehe auch Kap. 5.6.9).

3.5.5 Detektion und Auswertung des - 1204-ATP-Austauschs mit-
tels MALDI-TOF-MS

Sowohl fiir die A-Doméne A1 aus FrsA als auch fiir die A-Doméne A2 aus
FrsD wurde bioinformatisch Leucin oder OH-Leucin als Substrat vorherge-
sagt. Diese Vorhersage sollte durch den Assay genauer bestimmt und eine
Abhéangigkeit der Aktivierung vom MLP iiberpriift werden. Des weiteren
sollte eine eventuelle Substrattoleranz der A-Doménen gegeniiber leucindhn-

lichen Aminosauren betrachtet werden.

Im Folgenden sollen exemplarisch die MS-Spektren der 4 Reaktionsansitze
der A-PCP-Doménen von FrsA und FrsD mit Leucin, sowohl mit als auch
ohne MLP betrachtet werden. Die Spektren (sieche Abb. 37) zeigen in allen
vier Reaktionsansétzen eine Aktivierung von Leucin und die damit verbunde-
ne Detektion des Massesignals bei m/z: 506. Das bedeutet, dass sowohl die
A-Doméne A1l als auch die A-Doméne A2 Leucin unanbhingig von einem

MLP aktivieren konnen.
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Abbildung 37: Massenspektrum des A-Doménen-

Assay von FrsA (A1-PCP)

und FrsD (A2-PCP), einmal mit und ohne MLP. Bei allen Reaktionsansitzen
konnte das Massesignal des '60,-ATP-Peak bei m/z: 506 detektiert werden.
In allen Fallen fand eine Aktivierung von Leucin statt. Beide A-Doménen

sind ohne MLP funktionsfihig.
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Die prozentuale Aktivierung aller verwendeter Aminoséuren (siehe Tabelle
11 und 12) wurde berechnet, um das Ausmaf der Aktivierung von Leucin zu
bestimmen und eine Substrattoleranz der A-PCP-Doménen zu ermitteln. Um
das Ausmaf der Riickreaktion des AMP zu '%O4-ATP zu berechnen und da-
mit auch das Ausmak der Aktivierungsreaktion, wurden die Integrale der im
Spektrum vorhandenen Peaks aller ATP-Species verwendet (siehe auch Kap.
5.6.9). Das molare Verhéltnis von - *0,-ATP zu PPi betrigt 5:1. Daher
wird bei der Auswertung davon ausgegangen, dass bei einer gemessenen Ak-
tivierung von 83,33 % eine tatsichliche Aktivierung von 100 % stattgefunden
hat. Fiir die prozentuale Aktivierung der Aminosduren wurde das Verhélt-
nis von v- ¥O04-ATP zur Summe aller gemessenen ATP-Peaks gebildet. Fiir
die Berechnung wurden die jeweiligen Flachen unter den Kurven verwendet,
die als Rohdaten aus der Messung entnommen wurden. Nachfolgende For-
mel diente zur Berechnung des tatsiichlichen Austauschs von - #04-ATP
zu °0,-ATP [Phelan et al., 2009].

Austausch [%]= (100/0.833)*¢0/(*80+¢0)
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‘ Aminosdure ‘ Al ohne MLP Al mit MLP A2 ohne MLP A2 mit MLP
Alanin k. A. 8,3 0 0
Cystein 0 0 0 2,9

Glutaminsédure 0 2,3 0 0
Glycin 0 1,6 0 0
Histidin 0 0 0 2.4
Leucin 46,0 44,7 17.7 23,3
I[soleucin 28,1 19,8 13,6 21,1

Hydroxyleucin 9,6 0 0 7,5

Lysin 0 0 0 2,9
Methionin 0 0 0 2,4
Asparagin k. A. 0 0 2,5
Prolin 0 0 0 0
Phenyllaktat 17,2 0. 0 13,4
Glutamin 0 2,6 0 3,2
Arginin 0 4,5 0 2,5
Serin 3,7 0 0 0
Threonin 0 k. A. 6,6 3,3
Tryptophan 0 0 3,2 4,5
Tyrosin 0 0 0 2,9

Tabelle 11: Berechneter absoluter - 1#0,-ATP-Austausch durch verschiedene
Aminoséuren im A-Doménen-Assay fiir FrsA (A1-PCP) und FrsD (A2-PCP).
k.A.=es konnte keine Auswertung gemacht werden; 0=keine Aktivierung vor-

handen
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Abbildung 38: tatsichlicher prozentualer - %04-ATP-Austausch durch die A-Doménen von FrsA (A1-PCP) und
FrsD (A2-PCP) in Anwesenheit der einzelnen Aminoséduren.



Die Auswertung der Assayreihe zeigt, dass sowohl die A1-PCP-Doméne, als
auch die A2-PCP-Doméne in erster Linie fiir Leucin spezifisch sind (siche
Abb. 38 und 39). Es lésst sich ebenfalls eine geringe Substratspezifitit fiir
Isoleucin feststellen. Hydroxyleucin wird nicht in groferem Ausmafs aktiviert
als der Rest der durchschnittlich gering aktivierten Aminosduren. Das lasst
sich durch die dhnliche Struktur von Leucin und Isoleucin erkléren. Hydro-
xyleucin unterscheidet sich hingegen durch die OH-Gruppe sehr stark von
den beiden Anderen (siche Abb. 34).

Um zu bestimmen, in welchem Verhé&ltnis die A-Doménen aus FrsA und FrsD
eine Substrattoleranz gegeniiber nicht nativen Substraten haben, wurde die
prozentuale Aktivierung von Aminosduren im Verhéltnis zu Leucin (100 %)

berechnet.
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‘ Aminosaure ‘ Al ohne MLP A1l mit MLP A2 ohne MLP A2 mit MLP

Alanin k. A. 18,5 0 0
Cystein 0 0 0 12,2
Glutaminsédure 0 9,1 0 0
Glycin 0 3,6 0 0
Histidin 0 0 0 10,2
Leucin 100 100 100 100
Isoleucin 61,1 44.3 76,9 90,5
Hydroxyleucin 20,9 0 0 32,0
Lysin 0 0 0 12,2
Methionin 0 0 0 10,1
Asparagin k. A. 0 0 10,8
Prolin 0 0 0 0
Phenyllaktat 37,3 0 0 57,4
Glutamin 0 5,7 0 13,6
Arginin 0 10,2 0 10,9
Serin 8,1 0 0 0
Threonin 0 k. A. 37,3 14,3
Tryptophan 0 0 17,8 19,1
Tyrosin 0 0 0 12,4

Tabelle 12: Prozentualer v- 180,4-ATP-Austausch durch die Aminosiuren im
A-Doménen-Assay in Relation zur Leucin-Aktivierung von FrsA (A1-PCP)
und FrsD (A2-PCP). k.A.=es konnte keine Auswertung gemacht werden;
O=keine Aktivierung vorhanden
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Abbildung 39: Prozentualer v- '¥04-ATP-Austausch durch die A-Domiinen FrsA (A1-PCP) und FrsD (A2-PCP) in

Anwesenheit der einzelnen Aminosiduren bezogen auf Leucin.
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Der - 0,4-ATP-Austausch-Assay prizisiert die vorhergehende bioinforma-
tische Analyse. Die A-Doménen FrsA und FrsD aktivieren Leucin. Das Hy-
droxyleucin wird demnach nach der Aktivierung des Leucins gebildet. Der
Assay zeigt ebenfalls, dass sowohl die A-Doménen aus FrsA, als auch FrsD

ohne MLP in der Lage sind, Leucin zu aktivieren.
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4 Diskussion

4.1 Pharmazeutische Relevanz von FR

Das Depsipeptid FR ist strukturell sehr ungewohnlich und aufgrund seiner
Eigenschaft, selektiv G4-Proteine zu inhibieren, ein pharmakologisch wertvol-
les Werkzeug zur Erforschung G,-Protein vermittelten Signalkaskaden [Schra-
ge et al., 2015|. G-Proteine regulieren eine Vielzahl von Signalwegen in euka-
ryotischen Zellen und spielen eine zentrale Rolle bei vielen Erkrankungen, wie
Asthma, Bluthochdruck, Krebs und vielen anderen [Deshpande and Penn,
2006] |Takefuji et al., 2012] [Dorsam and Gutkind, 2007|. Es gibt bis heu-
te sehr wenig zuverldssige Substanzen, die G-Proteine modulieren koénnen,
membrangingig sind und dabei therapeutisches Potential haben [Smrcka,
2013]. FR und YM sind neben PTX die zur Zeit am meisten genutzten G-
Protein Modulatoren. Lediglich YM und FR sind mégliche Therapeutika. YM
war lange Zeit nicht kommerziell verfiighar und konnte nicht zu Forschungs-
zwecken eingesetzt werden. Mittlerweile ist YM wieder im Handel, aber es
gibt neue, noch nicht veroffentlichte Erkenntnisse aus der Forschergruppe
FOR2372, die darauf hindeuten, dass sich YM und FR pharmakologisch un-

terscheiden und keineswegs gegeneinander austauschbar sind.

4.2 Hypothese zur Biosynthese von FR

Durch die vorliegende Arbeit konnte eine plausible Hypothese zur Biosynthe-
se von IR erstellt werden (siehe Abb. 4). FR wird iiber eine nicht ribosomale
Peptidsynthese gebildet. Das entsprechende frs-BGC kodiert fiir zwei TE-
Doménen und besteht somit aus zwei NRPS, die beide an der Bildung von
FR beteiligt sind. Die TEs-Doméne der C-terminalen NRPS ist vermutlich
fiir die Zyklisierung und Freisetzung des zyklischen Teils des Peptids verant-
wortlich. Die TE;-Doméne der kleineren N-terminalen NRPS ist mutmafslich
fiir die intermolekulare Ubertragung der Seitenkette zustindig. Ein Zusam-
menspiel zweier NRPS-Systeme, die voneinander durch eine TE-Doméne ge-
trennt sind, ist selten. Eine dhnliche Konstellation kommt z.B. noch bei der
Salinamid Biosynthese vor [Tan and Ma, 2008| |[Ray et al., 2016]. Diese An-
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ordnung der NRPS setzt eine gute Kommunikation zwischen den zwei NRPS
voraus. Um diese Mechanismen besser zu verstehen, sind vor allem weitere
funktionelle und kinetische Studien erforderlich.

Das frs-BGC enthilt zwei modifizierende Enzyme, FrsC und FrsH, sowie
FrsB, ein MLP. FrsC besitzt eine hohe Sequenzihnlichkeit mit einer Malat-
bzw. L-Laktatdehydrogenase. FrsC ist daher ein mdoglicher Kandidat, der die
Reduktion der Ketogruppe des Phenylpyruvates zu Phenyllaktat bewerkstel-
ligen konnte. FrsH hat keine grofe Ahnlichkeit mit anderen Proteinen, es
enthélt aber dasselbe konservierte Motiv, wie CmlA, eine eisenabhéngige (-
Hydroxylase und kénnte deshalb fiir die Ubertragung von Hydroxy-Gruppen
auf die Leucin-Bausteine verantwortlich sein [Criisemann et al., 2018|. Damit
sind alle Funktionen modifizierender Enzyme plausibel in die Biosynthesehy-

pothese eingeordnet.

Bioinformatische und in-vitro-Untersuchungen dieser Arbeit dienten dazu,
ein tieferes Verstindnis der Biosynthese von FR zu erhalten. So konnten
durch die antiSMASH-Analyse die Spezifititen der A-Doménen begrenzt
vorhergesagt werden. Eine in-vitro-Analyse der A-Doménen A1 und A2 aus
FrsA und FrsD konnte schlieflich die eindeutige Spezifitit fiir Leucin bewei-
sen. Diese detaillierten Einblicke in die FR-Biosynthese machen es kiinftig
moglich, die Struktur von FR durch genetische Modifikation zu verédndern.
Dies ermoglicht es, ggf. pharmakodynamische Eigenschaften abzuandern, die
Pharmakokinetik zu modifizieren, oder durch Einfiihren von funktionellen
Gruppen nachfolgend semisynthetische Varianten herzustellen, oder FR mit

Fluoreszensmarkern zu versehen.

FR ist aus zwei unterschiedlichen natiirlichen Quellen bekannt. Urspriinglich
wurde es aus der tropischen Pflanze A. crenata isoliert, deren Endosymbiont
Cand. B. crenata in der Lage ist, FR zu produzieren [Fujioka M., 1988] [Car-
lier et al., 2016]. Im Verlauf dieser Arbeit konnte C. vaccinii [Voing et al.,
2015] als zweiter Produzent ausgemacht und dessen cufrs-BGC vollstindig
erhalten werden. Durch Betrachtung sowohl der einzelnen BGC als auch den

Vergleich der beiden frs-BGC befrs und cofrs konnten aufsergewohnliche Ein-
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blicke in die Funktion beider Enzymsysteme erlangt werden, die im Folgenden

weiter betrachtet werden sollen.

4.3 Vergleich der frs-BGC auf DNA- und Protein-Ebene

Die bioinformatische Betrachtung und der Vergleich der frs-BGC auf DNA-
und Proteinebene ergaben grundlegende Erkenntnisse hinsichtlich deren Struk-
tur (siche Kap. 3.1). Hier konnte iiber die Grofe der Gene gezeigt werden,
dass sich die frs-BGC sehr dhnlich sind. Die Identitdt der Gene des befrs-
BGC zum cufrs-BGC betriagt sowohl auf DNA-, als auch auf Proteinebene
um die 70 % und ist damit sehr hoch (siche Tab. 3). Die Gene unterschei-
den sich vor allem in ihrem GC-Gehalt (siehe Tab. 3). Wahrscheinlich wurde
dieser im Laufe der Zeit an den natiirlicherweise vorkommenden GC-Gehalt
des Wirtes angepasst. Die Grofe der einzelnen Gene unterscheidet sich kaum
voneinander, sie weichen weniger als drei bp voneinander ab. Die Ausnahme
bildet frsA mit der groften Abweichung. Hier ist cufrsA um 51 bp grofer
als bcfrsA. Diese Abweichung ist hauptsdchlich N-terminal bei beiden Genen
lokalisiert (siche Abb. A2T).

4.4 Sich wiederholende Sequenzabschnitte in beiden frs-
BGC

Die BGC befrs und cufrs wurden jeweils auf Bereiche mit hoher Identitéit un-
tersucht. Der Vergleich beider frs-BGC in Bezug auf die sich wiederholenden
DNA- bzw. Aminosduresequenzen konnte noch einmal die strukturelle Ge-
meinsamkeit beider BGC verdeutlichen (siehe Abb. 15). Die in beiden BGC
gefundenen sich wiederholenden Bereiche geben einen moglichen Einblick in
ihre Entstehung (siche Abb. 15). Die Bildung neuer Gene wird von einer
Vielzahl rekombinanter Ereignisse, wie Exon shuffling, Genduplikation, Re-
troposition, Insertionen einzelner Elemente oder Genfusion begiinstigt. Durch
den Selektionsdruck wird dieser Prozess beschleunigt [Long et al., 2003]. Be-
trachtet man die Sequenz beider BGC, so konnte gezeigt werden, dass beide

BGCs ungewd6hnlich viele sich wiederholender Sequenzen innerhalb des BGC
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haben. Diese natiirlich vorkommenden Rekombinationsstellen innerhalb der
frs-BGC scheinen auf den ersten Blick willkiirlich und liegen auch in Be-
reichen, in denen Gene enden und neu beginnen. Die Bereiche befinden sich
teilweise an funktionellen Ubergéingen zwischen den einzelnen Dominen, tau-

chen an anderer Stelle aber in der Mitte einer Doméne auf (sieche Abb. 15).

Die Grofe dieser sich wiederholenden Bereiche innerhalb beider frs-BGC
reicht von 351 bp bis zu 3070 bp (siehe Tab. 4 und 5). Interessant ist hier,
dass die Doménen, welche innerhalb der NRPS die gleiche oder eine dhnliche
Funktion haben, durch identische DNA-Sequenzen codiert werden. So haben
beispielsweise alle drei Leucin-aktivierenden A-Doménen die gleiche fiir sie
kodierende DNA-Sequenz innerhalb eines BGC (siehe Abb. 15), so dass man
vermuten kann, dass diese durch Verdopplung und Rekombination inner-
halb des BGCs entstanden sind. Das gleiche gilt fiir die Alanin-aktivierenden
A-Domaénen, die N-MT-Doménen oder die beiden Starter-C-Doménen. Der
grobte gefundene sich wiederholende Bereich geht sogar iiber zwei Gene hin-
aus. Er umfasst den nicht-kodierenden Teil der A-Doméne ab der Core-
A6-Region iiber eine MT-Doméne, die PCP-Doméne und einen Grofteil
der néchsten C-Doméne. Dieser Bereich wurde im N-Methyl-Dehydroalanin-
Modul und im N-Methylalanin-Modul gefunden. Der kodierende Bereich der
A-Doméne und der terminale C-Doméanen-Abschnitt unterscheiden sich wie-
der, da hier andere funktionelle Eigenschaften verlangt werden. Die kodie-
renden Bereiche der A-Doméne A4 aus FrsE haben eine Spezifitit fiir Serin
und die A-Doméne A6 aus FrsF fiir Alanin.

Die an die Module 4 und 6 anschlieftenden C-Doménen, C6 und C8, werden
ebenfalls bis zu dem C-terminalen Bereich durch gleiche DNA-Sequenzen co-
diert, ab dem sich die Funktion beider C-Doménen moglicherweise wieder
unterscheidet. Bei Serin wird wahrscheinlich eine Dehydratisierung vorge-
nommen, das Alanin wird bis auf die anschliefsende Methylierung nicht mo-
difiziert. Die DNA-Sequenzen, die fiir den Teil der C-Doménen kodieren, in
dem sich die putativ fiir die Dehydratisierung verantwortlichen Aminosauren

befinden, weichen wieder voneinander ab. Die Rekombinationsstellen dieses
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DNA-Abschnittes liegen in diesem Fall an einer Stelle, an der sich innerhalb
der codierten Doméne C6 und C8 deren biochemische Funktionen unterschei-

den.

Insgesamt scheint es, als waren fiir die Entstehung der BGC in Bereichen
gleicher Funktion auf wenige vorhandene Sequenzen zuriickgegriffen und nur
diejenigen Bereiche aus einem anderen Genpool heraus entstanden, die ei-
ne andere Funktion erhalten haben (siehe Abb. 15). Dabei entsprechen die
natiirlichen Rekombinationsstellen nicht den Bereichen, die man aus moleku-
larbiologischer oder aus proteinbiochemischer Sicht als funktionelle Einheit
betrachten wiirde, wie beispielsweise eine DNA-Sequenz, die fiir eine voll-
standige A-Doméne oder eine vollstdndige C-Doméne codiert. Die Rekombi-
nationsstellen liegen in der Mitte einer DNA-Sequenz, die fiir eine Doméne
codiert. Das kann zum Einen ausschlieflich durch zuféllige Ereignisse passie-
ren, oder es konnten sich im Laufe der Evolution innerhalb der Sequenzen
Bereiche als sinnvoll herausgestellt haben, die 6fter an bestimmten Stellen
vorhanden sind. Mogliche Sequenzen wiren dafiir beispielsweise struktur-
bildende Elemente, wie die A-Core-Motive bei A-Doménen. Durch den Se-
lektionsdruck konnten auf diese Art und Weise funktionale BGC entstehen.
Das so beschriebene Szenario scheint eine effiziente Moglichlichkeit zur Ent-
wicklung des frs-BGC zu sein. Die Tatsache, dass sich diese wiederholenden
Bereiche in beiden BGC gleichen, macht es sehr wahrscheinlich, dass bei-
de frs-BGC einen gemeinsamen Ursprung hatten. Nachfolgend wurden die
frs-BGC schlieklich auf Cand. B. crenata und C. vaccinii und ggf. weitere
Bakterien iibertragen. In diesem Zusammenhang wére ein weiterer Vergleich
mit den BGC der FR-Analoga YM und Sameuramid [Machida et al., 2018§]
interessant, die wahrscheinlich einen gemeinsamen Ursprung mit den FR-

BGC haben.

Das Versténdnis natiirlich vorkommender Schnitt- und Rekombinationsstel-
len in BGCs kann Aufschluss iiber deren Phylogenie geben und dariiber hin-

aus fiir Bioengineering-Strategien wichtig sein.
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4.5 Strukturelle Besonderheiten der A-Doméane A8 aus
FrsG

Die bioinformatische Untersuchung der A-Doménen A8 und der darauf fol-
genden zwei MT-Doménen ergab eine vollig neue, bislang nicht beschriebene
Struktur einer A-Tridoméne (siche Kap. 3.2). Die A-Domine A8 ist die bis
jetzt einzig bekannte A-Doméne, die zwei MT-Transferasen hat. Die ers-
te ist wahrscheinlich eine O-methylierende-MT-Doméne, die zweite eine N-
methylierende-MT-Doméne. Diese MT-Doménen liegen, wie bei den meisten
A-Doménen, zwischen der Core-A8- und Core-A9-Region [Labby et al., 2015].
Interessant ist hier, dass auf beide MT-Doménen jeweils eine Core-A9- und
Core-A10-Region folgt. Diese Core-Regionen liegen auf der A-Subdoméne
[Conti et al., 1997] [Stachelhaus et al., 1999]. Das bedeutet, dass die A-Do-
méane A8 zwei Subdoménen enthilt. Dieser Fall, der in beiden frs-BGC zu

finden ist, ist bis jetzt einzigartig.

Abbildung 40: Kristallstrukturanalyse der A-MT-Doméne aus TioS des Thio-
coralin-BGC. Die Abb. ist entnommen aus Mori et al. 2018. Der hellgelbe
Bereich stellt die A-Core-Doméne dar, mit dem assoziierten MLP in grau. Der
dunkelgelbe Bereich ist die A-Subdomane. In rot der N-terminale katalytische
Bereich der MT-Doméne und in violett die C-terminale SirA-like Region.

Fiir die A-MT-Doméne aus TioS des Thiocoralin-BGC (siehe Abb. 40) konn-
te 2018 die Kristallstruktur erstmals ermittelt [Mori et al., 2018| und da-

mit die Beschaffenheit einer A-MT-Doméne gezeigt werden. Sie bildet eine

96



hantelférmige Struktur aus, dessen beide Enden einmal von der A-Doméne
mit gebundenem MLP und von der MT-Doméne gebildet werden. Die A-
Subdomaine liegt wie ein Verbindungsstiick in der Mitte beider Doménen. Im
Falle von TioS folgt auf die Subdoméne eine PCP-Domaéne, die fiir die rich-
tige Positionierung des Substrates in den aktiven Zentren beider Doménen
sorgt. Im Falle der A-Doméne A8 aus FrsG folgt an dieser Stelle die zweite
MT-Doméne mit einer weiteren A-Subdoméne (siehe Abb. 41).

A-Subdoménen der A-Doméne A,
mit den Core-A9- und A10-Regionen

L BN B

Core A1-A8 Core A9-A10 Core A9-A10

B. TioS AR wr

Core A1-A8 Core A9-A10

C. A-Doméane ohne MT-Domane _

Core A1-A10

A. A-Doméne A8 aus FrsG

Abbildung 41: A. Schematische Darstellung der A-Doméne A8 aus FrsG mit
zwei MT-Doménen, B. Vergleich mit TioS als Beispiel fiir eine A-Doméne mit
einer MT-Doméne und C. Vergleich mit einer A-Doméne ohne MT-Doméne.
Die Core-Regionen A9 und A10 sind auf den A-Subdoménen lokalisiert [Conti
et al., 1997] [Stachelhaus et al., 1999].

Mori et al. vermuteten fiir TioS, dass, aufgrund der Distanz der aktiven
Zentren von A- und MT-Doméne, beide Enzyme unabhéngig voneinander
arbeiten konnen. Eine weitere Subdoméine wie im Falle der frs-BGC wirft
allerdings die Frage auf, ob die A-Subdoménen in den Methylierungsvorgang
involviert sein konnten. Moglicherweise dienen sie als Distanzhalter zwischen

den Enzymen und hétte damit eventuell eine stabilisierende Eigenschaft auf

97



die Konformation. Eine weitere Moglichkeit besteht darin, dass die sehr be-
wegliche A-Subdoméne die Aminoséure nicht nur fiir den Adenylierungsvor-
gang, sondern auch fiir den Methylierungsvorgang in der richtigen Position
hilt. Das Lys-517 in der Core-A10-Region der A-Subdoméne koordiniert die
Carboxygruppe, die in trans zur a-Aminogruppe und zur OH-Gruppe des
Threonin steht. Sowohl die a-Aminogruppe, als auch die OH-Gruppe werden
von den MT-Doménen methyliert. Ein Transport nur iiber die PCP-Doméne
konnte an dieser Stelle nicht ausreichend sein, um die Reihenfolge der Reak-
tionen einzuhalten, daher wire eine Stabilisierung iiber die A-Subdoméne ein
plausibler Mechanismus. Wie hier das genaue Zusammenspiel der einzelnen

Domaénen aussieht, muss weiter untersucht werden.

4.6 Bioinformatische Betrachtungen zum Dehydratisie-

rungsmechanismus der C-Doméane C6

Der Dehydroalanin-Baustein in FR wird vermutlich durch eine Dehydrati-
sierung von Serin gebildet. Uber die Analyse der C-Doménen des bcfrs und
cufrs konnten eindeutige Hinweise auf einen bisher unbekannten Dehydrati-
sierungsmechanismus gewonnen werden. C-Doménen katalysieren vielseitige
Reaktionen in der NRPS-Maschinerie, vor allem die Kondensationsreaktion
zweier Substrate, aber auch Dehydratisierungen und andere Modifikationen
|[Rausch et al., 2007]| [Gaudelli et al., 2015]. Die C-Doménen beider frs-BGC
weisen innerhalb eines BGC jeweils Identititen zwischen 40 % und 60 % auf
(sieche Abb. 22, A20 und A22). Diese sind gemessen am Durchschnitt (ca.
70 %) der frs-BGC eher gering. Nur die beiden Starter-C-Doménen sowie die
C-Doméanen C6 und C8 haben hohere Identititen zueinander. Die Starter-
C-Doménen &hneln sich mit um die 90 % Identitdt innerhalb eines BGCs am
stirksten (siche Abb. 22, A20 und A22), was aufgrund des gleichen Substra-
tes nachvollzogen werden kann. Die iiberdurchschnittlich hohe Identitat zwi-
schen den C-Doménen C6 und C8 lasst sich damit aber nicht erklaren. Trotz
der hohen Identitit zwischen diesen beiden C-Doméinen miisste es aufgrund
des funktionalen Unterschiedes auch signifikante Unterschiede in der Amino-

sauresequenz geben. Die C-Doméne C6 konnte aufgrund der Struktur von
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FR in eine Dehydratisierung involviert sein, die C-Doméne C8 nicht. Durch
Alignments der C-Doméinen C6 und C8 miteinander, jeweils fiir das befrs-
und cufrs-BGC (sieche Abb. 23 und 24), konnte gezeigt werden, dass beide
C-Domaénen im N-terminalen Bereich fast identisch sind, was der Grund fiir
die hohe berechnete Identitat ist. Im C-terminalen Bereich hingegen konnten
Bereiche gefunden werden, in denen sich die C-Doménen C6 und C8 unter-
scheiden. Dabei fiel auf, dass sie sich in beiden BGC in 13 Aminosiuren auf
identische Art und Weise unterscheiden (siche Abb. 23 und 24).

An den bekannten Dehydratisierungsmechanismen, wie beispielsweise der in
der Nocardicin-Biosynthese, sind Histidin-Reste an der Katalyse beteiligt
|Gaudelli et al., 2015]. Die 13 in den frs-BGC gefundenen Aminosauren der
Doménen C6 beinhalten das Sequenzmotiv EQH, das in dieser Form auch
in der C-Domiéine des BGC von Microcystin (siehe Abb. A6) vorkommt, fiir
die ebenfalls eine Dehydratisierungsfunktion postuliert wurde [Tillett et al.,
2000] [Criisemann et al., 2018]. Dieses Histidinmotiv ist in den C-Doménen
C6 beider BGC vorhanden, aber nicht in denen der C-Doménen C8. Dieser
Histidinrest kdnnte also eine Schliisselrolle in der Dehydratisierung des Serin
zu Dehydroalanin spielen. Ein 3D-Modell der C6-Doméne aus C. wvaccinii
konnte zeigen, dass sich diese 13 Aminosduren inklusive der EQH-Sequenz
im aktiven Zentrum der C-Doméne befinden und in dieser Position fiir die
Katalyse einer solchen Reaktion in Frage kdmen (siehe Abb. 25-27). Ab-
schliefiend kann festgehalten werden, dass diese 13 Aminosiduren mit grofer
Wahrscheinlichkeit eine Rolle bei der Dehydratisierung des Serins zu Dehy-
droalanin spielen. Weitere in-vitro-Untersuchungen der C-Doménen sind an

dieser Stelle notig.

4.7 Spezifitit der A-Doméanen aus FrsA und FrsD

Die in-vitro-Untersuchung der A-Doménen FrsA und FrsD zeigte, dass die-
se Leucin als Substrat verwenden, wie es aufgrund der bioinformatischen
Analyse vermutet wurde (sieche Tab. 1 und 2). Beide A-Doménen konnten

erfolgreich exprimiert werden (siehe Kap. 3.5), allerdings konnte eine hohe
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Reinheit der Proteine trotz Aufreinigung nicht erreicht werden. Es gab meh-
rere Verunreinigungen, die unter 20 kDa grofs waren.

Das MLP wurde in der SDS-PAGE-Analyse nicht eindeutig detektiert. Ob
das MLP nicht exprimiert wurde, aufgrund geringer Grofse nicht detektierbar
war, oder nicht mit der A-Doméne coeluiert wurde, kann nicht abschliefend
beurteilt werden. Trotzdem wurde im Assay durch beide A-Doménen Leu-
cin aktiviert. Die Aktivierung von Leucin erfolgte wahrscheinlich unabhéngig
vom MLP. OH-Leucin wurde im Assay kaum aktiviert (sieche Abb. 38 und
39). Wéhrend der FR-Biosynthese erfolgt also zuerst eine Aktivierung von
Leucin mit einer anschliefsenden Hydroxylierung, die potentiell von der (-
Hydroxylase FrsH durchgefiihrt wird (siehe Abb. 38 und 39).

Die A-Doménen FrsA und FrsD wurden sowohl mit, als auch ohne MLP ex-
primiert. So konnte gezeigt werden, dass beide A-Doménen ohne MLP funk-
tionsfihig sind. Ob eine andere A-Doméne der frs-BGC ein MLP benétigt,
oder ob die MLP-kodierende Sequenz ein Relikt aus evolutioniren Griinden

sind, muss in weiteren Experimenten geklart werden.

4.8 Ausblick

Die Biosynthese-Enzyme des nicht-ribosomalen Pepdids FR werden durch die
BGC befrs und cufrs kodiert. Die bioinformatische Betrachtung beider BGC
(siehe Kap. 3.1-3.4) und in-vitro-Studien der A-Doménen von FrsA und FrsD

(siehe Kap. 3.5) erbrachten Hinweise auf neue Biosynthesemechanismen.

Die bis jetzt einzigartige A-Tridoméane-Struktur von A-Doméne A8 von befrs
und cufrs deutet darauf hin, dass die A-Subdoméne womdglich nicht nur eine
Rolle bei der Adenylierungsreaktion spielt (siehe Kap. 3.2). Eine Analyse der
Kristallstruktur wére notwendig, um das strukturelle Zusammenspiel der A-
Doméne mit den beiden A-Subdoménen und den integrierten MT-Doménen

zu verstehen.

Der bioinformatische Vergleich beider BGC erméglichte, die potentiell fiir den
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Dehydratisierungsmechanismus, d.h. im Falle von FR die fiir die Umwand-
lung von Serin zu Dehydroalanin, wichtigen Aminosiduren der C-Doménen
C6 zu finden (siehe Kap. 3.4). Dadurch kann kiinftig eine gezieltere Durch-
fithrung von in-vitro-Studien zu Dehydratisierungen in NRPS vorgenommen

werden.

Eine interessante Moglichkeit wire ein Vergleich der frs-BGC mit denen von
YM-254890 und Sameuramid. Beides sind Strukturanaloga von FR, wobei
YM-254890 ebenfalls in einer Chromobacterium-Spezies vorkommt. Sameu-
ramid wurde aus marinen Ascidiaceae isoliert [Machida et al., 2018]|. Die grofe
Strukturdhnlichkeit der Peptide macht einen gemeinsamen phylogenetischen
Ursprung sehr wahrscheinlich. Insgesamt bieten die frs-BGCs, zusammen mit
jenen fiir YM und Sameuramid, die Chance, die phylogenetische Entwicklung
von BGCs nachvollziehen zu konnen. Wie genau sind diese BGC entstanden
und wie hat sich durch Verdopplung einzelner Sequenzen ein System entwi-
ckeln konnen, das in komplexer Art und Weise aufeinander abgestimmt ist?
Die Antwort auf solche Fragen konnte helfen, im Labor neue Bioenginee-

ringansitze zu entwickeln.
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5 Material und Methoden

5.1 Verwendete Datenbanken und Programme

FastTree: FastTree wurde fiir die Erstellung des phylogenetischen Baumes
der C-Doménen genutzt. Dieser wurde in [Criisemann et al., 2018] veroffent-
licht [Price et al., 2009].

FigTree: FigTree (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/) (Version 1.4.3)
ist ein Programm fiir die grafische Darstellung von phylogenetischen Biumen
und wurde ebenfalls fiir die Erstellung des phylogenetischen Baumes der C-

Doménen genutzt [Criisemann et al., 2018|.

Basic Local Alignment Search Tool (BLAST): [https://blast.ncbi.
nlm.nih.gov /Blast.cgi] BLAST sucht Ahnlichkeiten in Sequenzen mithilfe von
Datenbanken und gleicht diese ab. Dadurch kénnen Funktionen von Prote-
inen vorhergesagt werden. Das Tool wird vom National Center for Biotech-

nology Information (NCBI) zur Verfiigung gestellt.

Clustal omega: Clustal omega wurde verwendet, um grofere Alignments
durchzufiihren, oder die Enden der sich wiederholenden Bereiche der Se-
quenzen festzulegen. [https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/| Das Tool
wird vom European Bioinformatics Institute (EBI), (EMBL) zur Verfiigung
gestellt.

antiSMASH: Die antiSMASH-Plattform wurde fiir die Annotationen der
BGC befrs und cufrs verwendet. Aufserdem fiir die Substratsspezifititsvor-
hersage der A-Doménen. antiSMASH wird von vielen Forschungsinstituten

und Universitdten unterstiitzt. [Medema et al., 2011|
Clonemanager: Clonemanager wurde zusammen mit Snapgene fiir Pri-

merdesign und in silico-Klonierungen verwendet. Des weiteren fiir die Be-
rechnung des GC-Gehalts von Genen (Scientific & Educational Software).
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Snapgene Viewer: Snapgene Viewer wurden zusammen mit Clonemana-
ger fiir die Bearbeitung von Sequenzen und n silico-Klonierung verwendet

(Snapgene, Version: 4.1).

Phyre2: Zur Erstellung von Homologie 3D-Modellen wurde die Online-
plattform ,,Phyre 2 verwendet. Modelle wurden fiir die C-Doménen abgelei-
tet [Kelley et al., 2015].

NaPDos: Die fiir den phylogenetischen Baum verwendeten C-Doménen

wurden der NaPDos-Datenbank entnommen |Ziemert et al., 2012].

ACD/ChemSketch (Freeware2015): ChemSketch wurde verwendet, um

Strukturformeln zu zeichnen.

DNA/RNA GC Content Calculator Endmemo:
[http://www.endmemo.com/bio/gc.php| Ein Onlinetool, das neben dem Clo-

ne Manager fiir die Berechnung des GC-Gehalts von Genen genutzt wurde.

MIBIG: [https://mibig.secondarymetabolites.org/| [Epstein et al., 2018]
MIBIiG ist eine Datenbank, in der gesammelte Annotationen und Metadaten

diverser BGC und deren Produkte bereitgestellt werden.

5.2 Vektoren und Organismen
5.2.1 Vektoren

Fiir die Erstellung von Konstrukten wurden folgende Vektoren verwendet
(siche Tab: 13):
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‘ Vektor Resistenz Herkunft ‘

pGEM-T Ampicillin Promega
pET28a Kanamycin Merck KGaA
pCDFDuet Streptomycin Merck KGaA
pCDFApra Streptomycin AG Konig
Apramycin
19E BAC Vektor Chloramphenicol Aurelien Carlier
[Carlier et al., 2016]

Tabelle 13: Verwendete Vektoren

Als Subklonierungsvektor wurde der pGEM-T-Vektor der Firma Promega
verwendet, der fiir eine direkte Klonierung von PCR-Produkten mit A-Uber-
hang geeignet ist und eine Blau-weifs-Selektion erlaubt. Fiir die Proteinex-
pression der A-Doménen wurde der pET28a Vektor der Firma Merck ver-
wendet. Als Coexpressionsvektor fiir die Expression des MLPs wurde der
pCDFDuet Vektor, ebenfalls der Firma Merck, verwendet, bei dem eine zu-
sitzliche Apramycinresistenz eingefiigt wurde (sieche Abb. A5).

5.2.2 Organismen

Fiir die Erstellung von Lager- und Expressionsstimmen wurden folgende

Organismen verwendet (siche Tab. 14):
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G0t

Stamm

Genotyp

Herkunft

E. coli XL-1 blue

E. coli BI21 (DE3)

recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17
supEf4 relAl lac relAl lac F’ proAB
laclqZAM15 Tn10 Tet”
F- ompT gal dem lon hsd Sb (rB- mB-)
M(DES [lac lacUV5-T7
gene 1 ind 1 sam7 ninsf)

E. coli One shot BI21™ Star™ (DE3) F -~ ompT hsdSg (rg”, mp") galdemrnel3l (DE3)

E. coli a select silver

F’ deoR endAl recAl relAl
gyrA96 hsdR17 (r -, my™)
supE44 thi-1 phoA A(lacZYA argF
U169 ®80 lacZAMI15N

Stratagen

FA Invitrogen Live
Technologies Corporation
(Karlsruhe, Germany)
Fa. Thermo Fisher Scientific
Fa. Bioline

Tabelle 14: Verwendete Organismen




Zur Lagerung der Konstrukte wurden entweder E. coli XL1 blue oder a-

select silver verwendet. Zur Expression dienten E. coli BI121 (DE3).

5.3 Medien und Puffer

In den folgenden Abschnitten werden die verwendeten Medien und Puffer

beschrieben.

5.3.1 Medien

Zur Kultivierung der Bakterien wurden die in Tabelle 15 aufgefiihrten Me-
dien verwendet. Fiir alle Medien wurde MilliQ-Wasser verwendet. Falls ein
Bakterium ein Plasmid mit Resistenzgen trug, wurde das entsprechende An-

tibiotikum zu Beginn der Kultivierung dazu gegeben.
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‘ Medium Bestandteil Menge ‘

LB-Medium [Bertani, 1951] Hefeextrakt: 5g/L
Trypton: 10g/L
Natriumchlorid: 10g/L

LB-Agarplatten Hefextrakt: 5g/L
Trypton: 10g/L
Natriumchlorid: 5g/L
Agar: 15g/L

SOC-Medium Hefeextrakt: 5g/L
Trypton: 20g/L
Natriumchlorid: 10 mM
Kaliumchlorid: 2,5mM

Magnesiumchlorid: 10mM
Magnesiumsulfat:  10mM

2xYT-Medium NaCl 5g/L
Hefeextrakt 10g/L
Trypton 16g/L

TB-Medium Hefeextrakt: 24¢/L
Trypton: 12¢g/L
Glycerol: 5¢g/L

TB-10x-Salts KH,PO, 23,1 g/LL
K,HPO, 1254 g/L

Tabelle 15: Verwendete Medien

TB-Medium und TB-Salts wurden getrennt voneinander hergestellt, auto-
klaviert und erst kurz vor Gebrauch des Mediums 1:10 gemischt.

Alle Medien wurden mit MilliQ-Wasser hergestellt und im Anschluss auto-
klaviert. Die Salzlosung fiir das TB-Medium wurde nach dem Autoklavieren

rugefiigt.

5.3.2 Proteinaufreinigungspuffer

Fiir die Aufreinigung von Proteinen aus Expressionskonstrukten wurden fol-
gende Puffer verwendet (siehe Tab. 16) [Qiagen, 2003].
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‘ Puffer Bestandteil Menge

Lysepuffer NaH,PO, 50 mM
NaCl 300mM
Imidazol 10 mM
Waschpuffer 1 NaH,PO, 50 mM
NaCl 300 mM
Imidazol 20mM
Waschpuffer 2 NaH,PO, 50 mM
NaCl 300 mM
Imidazol 30 mM
Elutionspuffer NaH,PO,  300mM
NaCl 300 mM
Imidazol 30mM

Tabelle 16: Proteinaufreinigungspuffer

5.3.3 Plasmidpriparationspuffer

Fiir die Priaparation von Plasmid-DNA oder dem BAC-Vektor wurden fol-
gende Puffer verwendet (siehe Tab. 17) [Quiagen, 2012]

‘ Puffer Bestandteil Menge ‘
Pl Tris-HCI (pHS) 50 mM
EDTA (pHS8) 10 mM
P2 NaOH 0,2mM
SDS 1%
P3 Kaliumacetatlosung (pH5,5) 3M

Tabelle 17: Plasmidpriaparationspuffer

Wenn eine grofere Menge DNA gewiinscht war, oder der BAC-Vector isoliert
wurde, dienten die Puffer P1-P3 fiir die Priparation. 2 mL einer UNK wurden
abzentrifugiert und das Pellet in 100 pL. P1 resuspendiert. Die Zellsuspension
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wurde mit 200 uL. P2 versetzt und nicht langer als 5 min. inkubiert, bis eine
Schleimbildung eintrat. Im Anschluss wurde mit 150 pL. eiskaltem Puffer P3
neutralisiert. Der Ansatz wurde fiir 3-5 Minuten auf Eis gestellt. Die ausge-
flockten Proteine und Zellreste wurden fiir 10 min bei voller Geschwindigkeit
abzentrifugiert und der Uberstand mit dem zweifachen Volumen Ethanol
versetzt. Danach wurde die DNA fiir 10 Minuten bei voller Geschwindigkeit
abzentrifugiert. Im Anschluss wurde das Pellet mit einer 70 %igen Ethanol-
Losung gewaschen, fiir 2 Minuten zentrifugiert und der Uberstand restlos
entfernt. Das Pellet wurde getrocknet, bis keine Ethanolreste mehr vorhan-

den waren. Das trockene Pellet wurde im Anschluss in mindestens 30 pL
MilliQ-Wasser gelost.

5.3.4 Assaypuffer

Fiir die Durchfiihrung des Assays wurden folgende Puffer verwendet (siehe
Tab. 18) [Phelan et al., 2009].

] Puffer Bestandteil =~ Menge

Loésung 1 Aminosdure  3mM
PPi 15mM
Tris (pH:7,5) 20mM

Losung 2 ~-18-04-ATP  3mM
MgCl 15mM
Tris (pH:7,5) 20mM

Losung 3 Tris (pH:7,5) 20mM
Glycerol 5%
DTT 1 mM

Tabelle 18: Assaypuffer

5.3.5 Anoden- und Kathodenpuffer fiir die SDS-Analyse

Fiir die SDS-Analyse von Proteinen wurden fiir die Anode und die Kathode

verschiedene Puffer verwendet, um eine bessere Auftrennung der Proteine
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im kleinen kDa Bereich zu erreichen (siehe Tab. 19) [Schigger, 2006]. Die

Puffer wurden in den jweiligen Kathodenbereich bzw. Anodenbereich der

Gelkammer gefiillt.

] Puffer Bestandteil Menge
Kathodenpuffer Tris (pH 8,25) 100mM
Tricin 100 mM
Anodenpuffer Tris (pH 8,9)  200mM

Tabelle 19: Kathoden- und Anodenpuffer

5.3.6 Weitere Puffer und Losungen

Fiir die Gelelektrophorese wurde TBE- oder TAE-Puffer verwendet. Dazu

wurde der 10x oder 50x Puffer zu einem 1x Puffer verdiinnt. Die Farbe- und

Entfarbelosung diente zum Farben- und Entfirben von Proteingelen (siehe

Tab. 20).
‘ Puffer Bestandteil Menge
TE Tris-HCI (pH 8) 100 mM
EDTA 1 mM
10X TBE Tris 0,89 M
EDTA 0,02M
H3BO; 0,87M
50X TAE EDTA-Na x 2H50 18,61 ¢g/L
Eisessig 60,05 ¢g/L
Tris 242,28 g /L,
Farbelosung fiir Proteingele Essigsaure 10 %
Methanol 50 %
Comassie brilliant blue R-250 0,005 %
Wasser 40 %
Entfarbelosung fiir Proteingele Essigsdure 10%
Methanol 30 %
Wasser 60 %

Tabelle 20: Weitere Puffer und Losungen, die verwendet wurden.
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5.3.7 Antibiotikastocks

Die Antibiotika wurden in Antibiotikastocks bei -20 °C gelagert und bei Ge-
brauch im Verhéltnis 1:1000 verdiinnt. Als Losungsmittel wurde Wasser ver-

wendet. Bei Chloramphenicol wurde Ethanol als Losungsmittel verwendet
(siehe Tab. 21).

‘ Antibiotikum Konzentration ‘
Ampicillin 100 mg/mL
Apramycin 100 mg/mL
Chloramphenicol 12 mg/mL
Kanamycin 60 mg/mL
Streptomycin 100 mg/mL

Tabelle 21: Fiir diese Arbeit verwendete Antibiotikastocks.

5.4 Mikrobiologische Techniken

In den folgenden Abschnitten werden die verwendeten Mikrobiologischen
Techniken beschrieben.

5.4.1 Stammhaltung in Kryokulturen

Zur langerfristigen Lagerung wurden die Bakterienstamme als Kryokulturen
bei -80 °gelagert. Dazu wurden 800 pl. einer Ubernachtkultur (UNK) unter
sterilen Bedingungen mit 800 pL. Glycerin in ein Kryordhrchen gefiillt und
bei -80 °C gelagert.

5.4.2 Kultivierung von Bakterien

Die Bakterien wurden unter folgenden Bedingungen kultiviert (siehe Tab.
22).
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Stamm Medium Temperatur Schiittler-

geschwindigkeit
E.coli X11 blue LB 37°C 200-220 RPM
E.coli a-select silver LB 37°C 200-220 RPM
E. coli B121 (DE3) LB, TB 37°C 200-220 RPM
E. coli One shot LB, TB 37°C 200-220 RPM
B121™ Star™ (DE3)

Tabelle 22: Bedingungen zur Kultivierung von Bakterien.

5.4.3 Konzentrationsbestimmung von Bakterienkulturen

Die Bakterienkulturen wurden iiber die optische Dichte der Bakterienkultur
in Relation zum sterilen Medium photometrisch bestimmt. Hierzu wurde ein

Nanodrop der Firma Thermo Scientific verwendet.

5.4.4 Transformation von Bakterien

Die Transformation erfolgte entweder mit Elektroporation oder mit Chemi-

scher Transformation .

Herstellung elektrisch kompetenter Zellen: Aus einer UNK wurde ein
100mL LB Erlenmeyerkolben mit 1 mL UNK angeimpft. Die Zellen wurden
bei 37°C und 220 RPM bis zu einer OD von 0,5 wachsen gelassen und bei
10.000-15.000 RPM abzentrifugiert. Im Anschluss wurden die Zellen drei mal
mit 30 mL MilliQ-Wasser gewaschen und in 100-200 pL. Wasser aufgenom-
men. Elektrisch kompetente Zellen wurden in Aliquots von 75l aufgeteilt
und meistens sofort weiterverwendet oder manchmal nach Zugabe von 10 %

Glycerol bei -80 °C eingefroren.

Elektroporation: 75pL Zellsuspension wurden bei Raumtemperatur mit
1-8 nLL Plasmid versetzt und in eine Elektroporationskiivette von 2 mm Durch-
messer gegeben. Der Ansatz wurde 2-3 Minuten bei Raumtemperatur in-

kubiert. Dann wurde in einem Elektroporator der Firma Biorad mit dem
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Programm Ec2 bei 2,5kV eine kurzzeitige Spannung angelegt. Unmittelbar
danach wurden 800 puL. SOC-Medium hinzugegeben und die Zellen fiir eine
Stunde bei 37°C inkubiert. Danach wurde auf Selektivagar ausplattiert und
iiber Nacht bei 37°C inkubiert.

Herstellung chemisch kompetenter Zellen: Fiir die Herstellung che-
misch kompetenter Zellen wurden 3 mL LB-Medium mit 30 uL einer Kryo-
kultur angeimpft und iiber Nacht kultiviert. 2x 100 mL 2xYT-Medium wur-
den mit jeweils 1 mL UNK angeimpft. Die Kulturen wurden bei 37°C ca. 2
Stunden auf ODggg: 0,3-0,4 wachsen gelassen. Die Kultur wurde auf 4 Fal-
kontubes aufgeteilt und 10 Minuten bei 8000 RPM und 4 °C abzentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen und die Pellets in jeweils 7,14 mL einer eis-
kalten CaCly/MgSO,-Losung (70 mM /20 mM) resuspendiert und 30 Minuten
auf Eis inkubiert. Im Anschluss wurde 625 ul. 100 % Glycerol zugegeben und
zu 50 uL aliquotiert.

Chemische Transformation: 50-100mL der tiefgefrorenen chemisch kom-
petenten Zellen wurden mit 1-5 pl. Plasmid oder bis zu 10 pLi bei Ligationen
versetzt und fiir 20 Minuten auf Eis aufgetaut und inkubiert. Danach wurde
fiir 90 Sekunden auf 42 °C erhitzt, und im Anschluss wurden die Zellen mit
800 mL LB-Medium versetzt und fiir eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Danach
wurde auf Selektivagar ausplattiert und {iber Nacht bei 37 °C inkubiert.

5.4.5 Blau-Weifi-Selektion

Um den Erfolg der Ligation einer PCR in den pGEM-T Vektor zu iiberprii-
fen, wurde vor dem Screening der Klone eine Blau-weifs-Selektion durchge-
fithrt. Der besagte Vektor verfiigt iiber ein lacZ Gen, welches genau in der
MCS liegt. Sobald der Vektor ein Fragment aufnimmt, wird das lacZ-Gen
unterbrochen, das offene Leseraster zerstort, und es kann keine funktionale
[-Galaktosidase exprimiert weden. Das fiihrt dazu, dass nach der Zugabe
einer X-Gal-Losung (4 mg/mL) bei den Kolonien, die ein nicht erfolgreich
kloniertes Plasmid aufgenommen haben, eine funktionale $-Galaktosidase ex-

primiert wird. Diese spaltet das kiinstliche Substrat in Galaktose und einen
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Indigofarbstoff, der negative Kolonien blau farbt. Wurde ein Insert erfolg-
reich kloniert und in ein Bakterium gebracht, ist die Zelle nicht mehr in der
Lage, eine funktionierende (-Galaktosidase zu exprimieren und die Kolonien

bleiben weils gefarbt. Das reduziert den Screeningaufwand.

5.5 Molekularbiologische Methoden

In den folgenden Abschnitten werden die verwendeten Molekularbiologischen

Techniken beschrieben.

5.5.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Um DNA-Abschnitte zu amplifizieren, wurde eine PCR durchgefiihrt. Als
Template fiir die A-Doménen und das MLP diente der BAC Clone 19E [Car-
lier et al., 2016]. Die PCR wurde ebenfalls fiir die Kontrolle der Subklonie-
rungsvektoren und Expressionsvektoren verwendet. Hier wurden in der Re-
gel erst einmal Kolonie-PCRs durchgefiihrt. Bei nicht eindeutigem Ergebnis,
wurde die DNA isoliert und eine weitere PCR- oder eine Restriktionsanalyse

folgte.

Als Reaktionsansatz fiir die PCR wurden folgende Mischungen verwendet
(siche Tab. 23 und 24).

] Bestandteil Volumen ‘
Puffer 10 pLL
DMSO 2,5puL
MgCl (25 mM) 2,5nL
dNTP (10 mM) LuL
Templat-DNA 0,5-1nL
DNA-Polymerase (5U/ul) 0,25-0,5 L
Vorwértsprimer 0,5 L
Riickwértsprimer 0,5 uL
MilliQ-H,O ad 50 nL

Tabelle 23: Reaktionsansatz fiir die PCR mit Tag-Polymerase.
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‘ Bestandteil Volumen ‘

Puffer opL
dNTP (10 mM) LuL
Templat-DNA 0,5-1nL
DNA-Polymerase (5U/ul) 0,25 pL
Vorwartsprimer 0,5 uL
Riickwartsprimer 0,5nL
MilliQ-H,O ad 50 nL

Tabelle 24: Reaktionsansatz fiir die PCR mit Pfu-Polymerase.

Es wurden zwei unterschiedliche PCR-Protokolle verwendet. Zur Erfolgskon-
trolle einer Klonierung wurde die Tag-Polymerase verwendet (siehe Tab. 23).
Sollte ein PCR-Fragment in ein Plasmid kloniert werden, wurde die Pfu-
Polymerase (siche Tab. 24) verwendet, die eine niedrigere Fehlerrate aufweist
als die Tag-Polymerase. Es wurden jeweilige Standardprotokolle der beiden
Polymerasen verwendet, in denen die Annealingtemperatur fiir jeden Primer
variiert wurde. Diese wurde fiir jeden Primer mit einer Gradienten-PCR fest-
gestellt. Die Elongationszeiten richteten sich jeweils nach der Liange des zu
amplifizierenden Produkts und der Art der verwendeten Polymerase. Wurde
eine Kolonie-PCR-durchgefiihrt, wurde 1 pL Templat verwendet, ansonsten
0,5 pL.

Als Temperaturprogramm wurde folgendes Standardtemperaturprotokoll ver-
wendet (siehe Tab. 25).

‘ Schritt Temperatur Zeit Widerholung ‘
1 95°C 5 min
2 95°C 1,30 min
3 50-70°C 2,30 min
4 72°C 2,30 min  2-4: 29x
5 72°C 4 min

Tabelle 25: Temperaturprogramm fiir die PCR.
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Die Annealingtemperatur der Primer wurde durch Gradienten-PCR festge-
legt. Die Elongationszeit wurde je nach Fragmentlinge und Geschwindigkeit

der Polymerase angepasst.

5.5.2 Kolonie-PCR

Mussten viele Klone auf Plasmide gescreent werden, wurde die Kolonie-PCR-
verwendet. Dafiir wurden die jeweiligen Klone von einer Agarplatte gepickt,
in 10 pL. Wasser gelost und fiir 10 Minuten auf 95°C erhitzt. Davon wur-
de 1-2puL als Templat verwendet. Aus Fliissigkulturen wurden jeweils 2 pL

entnommen und dem PCR-Ansatz direkt dazugegeben.

5.5.3 Verwendete Primer

Um die Primer fiir die Amplifizierung von DNA-Abschnitten zu bekommen,
wurden die Primer mit Clone-Manager und Snap-Gene-Viewer designt und

von der Fa. Eurofins Genomics synthetisiert (siche Tab. 26).
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LTT

‘ Primer

Sequenz

A1l vorwarts
A1 riickwiérts

A2 vorwérts
A2 riickwérts
FrsB vorwarts
FrsB riickwérts

GGATCCGGGCCGGACGAACGCGTGAGCTATGG
AAGCTTCTATTCATACGGATTCCAGCTCTGATTG
GCGGCCGCGACGAACGCGTGAGCTATGGCGAGTTG
CTCGAGTTATAAGACAACCGCCAGCTCCG
CATATGAGCAATCCTTTTGATGATAAAGAC
CTCGAGTCATGTTTCATCCGATTGCATCGCATCGAT

Tabelle 26: Sequenzen der verwendeten Primer. Die jeweiligen Schnittstellen sind fett gedruckt.




5.5.4 Reinigen von PCR-Produkten oder Aufkonzentrieren von
DNA

Zum Reinigen von PCR-Produkten oder zum Aufkonzentrieren von DNA
wurde das Clean and Concentrator Kit der Firma Zymo Research verwendet.

Dabei wurde nach den Vorgaben des Herstellers gearbeitet.

5.5.5 DNA-Préaparation

Um Plasmide zu isolieren, wurde die E. coli Kolonie mit dem gewiinschten
Plasmid in 3mlL LB-Medium kultiviert und {iber Nacht bei 37°C wachsen
gelassen. Die Plasmide wurden entweder mit dem Pure yield Miniprep Kit
von Promega aufgereinigt oder mit den Puffern P1-P3. Um den BAC zu
isolieren oder grofere Mengen Plasmid zu isolieren, wurde mit den Puffern
P1-P3 gearbeitet. Dazu wurden Kulturen bis zu 50 mL abzentrifugiert und
das Zellpellet in 100-200 pL. Puffer P1 gelost. Fiir den Zellaufschluss wurde
200-400 pL. Puffer P2 dazugegeben, bis eine Schleimbildung eintrat, aber nur
fiir 5 Minuten. Im Anschluss wurde der Ansatz mit 150-300 pL eiskaltem
Puffer P3 neutralisiert. Gegebenenfalls wurde alles noch mal auf Eis stehen
gelassen und im Anschluss abzentrifugiert. Die DNA im Uberstand wurde
mit doppeltem Volumen 100 % Ethanol ausgefillt und abzentrifugiert. Das
Pellet wurde mit wenig 70 % Ethanol gewaschen und getrocknet, bis keine
Ethanolriickstinde mehr vorhanden waren. Im Anschluss wurde die DNA in
mindestes 30 nL. MilliQ-H,O gelost. Die Lagerung erfolgte bei -20 °C.

5.5.6 Apgarose Gelelektrophorese

Zur Analytik von PCR-Fragmenten oder zur Aufreinigung von Restriktionen
wurde Gelelektrophorese eingesetzt. In der Regel wurde dafiir eine 1 %ige
Agaroselosung in TAE-Puffer hergestellt. Fiir die kleineren Fragmente wie
beispielsweise das MLP wurde eine 3 %ige Losung hergestellt. Diese wurde
in der Mikrowelle erhitzt, bis die Agarose vollstandig gelost war. Die Agarose
wurde in eine Gelkammer gegossen. Nach Aushirten der Agarose wurde die
Kammer mit TAE-Puffer befiillt und der Kamm entfernt. Die Proben wur-

den mit Ladepuffer versetzt und aufgetragen. Fiir analytische Zwecke wurden
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2-5nLL fiir praparative Gele wurden zwichen 25 plL und 50 plL verwendet. Als
Grofsenmarker wurde der Gene Ruler Mix der Firma Thermo Fisher Scien-
tific verwendet. Um eine Auftrennung der Proteine zu erreichen, wurde eine
Spannung von 90V bis 100V fiir 20-30 Minuten angelegt und das Gel an-
schliefend in einer Ethidiumbromid-Losung gefiarbt. Die Auswertung erfolgte
unter UV-Licht mit dem Intas Gel iX Imager.

5.5.7 DNA-Isolierung aus Agarosegelen

Fiir eine Weiterverarbeitung der DNA-Fragmente aus den Agarosegelen wur-
den die gewiinschten Banden mit einem Skalpell ausgeschnitten, in ein 2mL
Eppendorftube iiberfiihrt und mit dem Qiagen Gel extraction Kit nach Her-

stellerprotokoll isoliert.

5.5.8 Sequenzierung

Ob die amplifizierten Fragmente von den Polymerasen korrekt abgelesen
wurden, wurde iberpriift, indem die einzelnen Konstrukte durch die Fir-
ma GATC Biotech sequenziert wurden. Hierfiir wurde die Didesoxymethode
oder Kettenabbruchmethode nach Sanger verwendet [Sanger et al., 1977].
Dafiir wird in vier gleichen Reaktionsansitzen jeweils eines der Nukleoti-
de als Didesoxy-Nucleotid beigemischt. Auf diese Weise erfolgt nach Einbau
des Nucleotids an dieser Stelle ein Kettenabbruch. Im Anschluss werden die

Fragmente iiber Gelelektrophorese aufgetrennt.

5.5.9 Restriktionsspaltung von DNA

Um die gewiinschten Inserts in die Expressionsvektoren zu bringen oder um
den Erfolg einer Klonierung zu testen, wurden die Vektoren mit den ent-
sprechenden Restriktionsendonucleasen falls notig iiber Nacht geschnitten.
Restriktionsendonucleasen katalysieren den Schnitt der DNA an bestimmten
palindromischen Sequenzen. In den meisten Féllen wurden zwei verschiedene
Restriktionsenzyme verwendet. War das nicht der Fall, wurde der Vektor,

der das Fragment aufnehmen sollte, dephosphoryliert, um Selbstligation zu
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vermeiden. Die Restriktionsendonucleasen wurden nach Vorschrift des Her-
stellers verwendet. Eine Auftrennung der Fragmente erfolgte im Anschluss

iiber Gelelektrophorese.

5.5.10 Dephosphorylierung von Vektoren

In Fallen, in denen eine Restriktion mit nur einem Enzym durchgefiihrt wur-
de, wurden Vektoren dephosphphoryliert, um Selbstligation zu vermeiden.
Dazu wurde dem Restriktionsansatz nach vollendeter Restriktion alkalische
Phosphatase aus Kilberdarm zugegeben und fiir eine halbe Stunde inkubiert.
Dadurch wurden die Phosphatgruppen am 5-Ende der Vektoren abgespalten.
Im Anschluss wurde der Ansatz mit dem Clean and Concentrator Kit der

Firma Zymo Research aufgereinigt.

5.5.11 Ligation

Um DNA-Fragmente in Vektoren einzubringen, wurde eine Ligation mit Pro-
mega T4 DNA Ligase {iber Nacht durchgefiihrt. Dadurch wurden die Dies-
ter Bindungen zwischen der 3’-Hydroxygruppe und 5’-Phosphat durch die
T4-DNA-Ligase neu verkniipft. Das molare Verhéltnis von Insert zu Vek-
tor wurde 3:1 gewéhlt. Der Reaktionsansatz wurde in der Regel mit 10 pL

angesetzt.

‘ Bestandteil Volumen ‘
T4-DNA Ligase Puffer 1pL
T4-DNA Ligase 1pL
Vector:Insert DNA 1:3
MilliQ-Wasser ad 10 pLL

Tabelle 27: Ligationsansatz

Der Reaktionsansatz (siehe Tab. 27) wurde iiber Nacht bei 16 °C inkubiert

und im Anschluss bei 65 °C fiir 10 Minuten inaktiviert.
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5.5.12 Vektorkonstrukte

Folgende Konstrukte, Expressions- und Coexpressionsstimme wurden im
Laufe dieser Arbeit erstellt oder verwendet (siehe Tab. 28 und 29):
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Konstrukt Vektor Insert Schnittstellen  Groke Insert [bp] |
pSMART BAC clone 19E pSMART BAC komplettes befrs-BGC 35811
Al clone E pGEM-T frsA A-PCP-Doméne Cand. B. crenata BamHI, HindIII 1671
A2 clone 2e pGEM-T frsD A-PCP-Doméne Cand. B. crenata NotI, Xhol 1627
pAC1 pET28a frsA A-PCP-Doméne Cand. B. crenata BamHI, HindIII 1671
pAC2 pET28a frsD A-PCP-Doméne Cand. B. crenata Notl, Xhol 1627
MLP 8 pCDFApra frsB aus Cand. B. crenata Ndel, Xhol 221

Tabelle 28: Konstrukte, die in dieser Arbeit verwendet wurden. Der pSMART BAC clone 19E wurde von Aurelien

Carlier zur Verfiigung gestellt [Carlier et al., 2016].



ecl

Wirt Vektor 1 Vektor 11 Resistenzen

E. coli XL-1 blue Al clone E - Amp®

E. coli XL-1 blue A2 clone 2e - Ampt

E. coli a select silver pAC1 - Kan®

E. coli o select silver pAC2 - Kan®

One shot BI21™ Star™ (DE3) pAC1 - Kan®

One shot BI21™ Star™ (DE3) pAC2 - Kan®
One shot BI21™ Star™ (DE3) pAC1 MLP 8 Kan® Strep® Aprat
One shot BI21™ Star™ (DE3) pAC2 MLP 8 Kan® Strep® Apral

Tabelle 29: Expressionsstdmme und Coexpressionsstdmme, die in dieser Arbeit verwendet wurden.



Die A-Doménen und das FrsB wurden mittels PCR amplifiziert. Als Tem-
plat diente der BAC Vektor 19E. Die A-PCP-Doménen und das MLP wurden
mittels pGEM-T subcloniert, positive Klone kultiviert, auf Mutationen iiber-
priift, im Anschluss mit den entsprechenden Restriktionsenzymen geschnit-
ten und in den Expressionsvektor ligiert. Das FrsB wurde mit Ndel aus dem
pGEM-T-Vektor geschnitten. Im Anschluss wurde der Klon 8, der das FrsB

in der richtigen Orientierung enthielt, ausgewéhlt.

5.6 Proteinexpression, Proteinreinigung und Proteinana-
lytik

5.6.1 Proteinexpression

Aus einer UNK wurden 5mI entnommen und in 0,5 TB-Medium in einen
Schikanekolben gegeben. Die Zellen wurden auf ODyggg: 1,2 wachsen gelassen.
Die Kultur wurde im Anschluss fiir 15 Minuten auf Eis gekiihlt, mit einer
Endkonzentration von 0,5mM IPTG induziert und bei 16 °C und 200 RPM
iiber Nacht exprimiert. Am n&chsten Tag wurde sie bei 4000 RPM und 4 °C
abzentrifugiert und in 2,5 mL Lysepuffer pro g Zellpellet gelost.

5.6.2 Zellaufschluss

Die Zellsuspension wurde moglichst auf Eis gehalten. Der Zellaufschluss er-
folgte mit Ultraschall in einem Branson Sonifier 250 mit einer Leistung von
4.5%. Die Suspension wurde fiir 10 Sekunden den Impulsen ausgesetzt. Da-
nach erfolgte eine Pause auf Eis von ebenfalls 10 Sekunden, um ein Uberhit-
zen der Proteine zu vermeiden. Dieser Vorgang wurde 10x wiederholt. Danach
wurden die unldslichen Zellfragmente bei 15000 g fiir 30 Minuten abzentri-
fugiert. Der Uberstand wurde fiir eine weitere Aufreinigung mit Ni-NTA-

Agarose verwendet. Das Pellet wurde fiir eine SDS-PAGE-Analyse verwahrt.

5.6.3 Aufreinigung mit His-Taq

Der Zelliiberstand wurde mit 1mL einer Ni-NTA-Agarose versetzt und fiir

eine Stunde unter leichtem Schwenken inkubiert. AnschlieBend wurden die
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Bestandteile der Suspension iiber eine Polypropylensiule der Fa. Qiagen von-
einander getrennt, zundchst mit 4 mL eines 20 mM Imidazolpuffers gewaschen
und danach mit 4-16 mL eines 30 mM Imidazolpuffers. Die Elution erfolgte
mit einem 300 mM Imidazolpuffer in drei Elutionen. Das Endvolumen der
Elution betrug 2,5 mL, um fiir den Entsalzungsprozess das entsprechende Vo-
lumen zu bekommen. Auch hier wurden aus jeder Fraktion 30 pL. Probe fiir

die SDS-Analyse entnommen.

5.6.4 Entsalzen und Aufkonzentrierung

Zum Entsalzen wurden die drei Elutionsfraktionen auf eine mit 4x5 mL
Assaylosung vorgewaschene PD10-Desalting column gegeben und mit 3 mL
Assaypuffer wieder von der Siule gewaschen. Die entsalzte Proteinlosung
wurde in Vivaspin 500 Zentrifugenrchrchen der Grofe 30 (30 MWCO mole-
cular weight cut-off) bis auf ein Volumen, das fiir SDS-PAGE-Analyse und

Assay noch notig war, aufkonzentriert.

5.6.5 Probenvorbereitung fiir die SDS-PAGE-Analyse

Von jeder Wasch- und Elutionsfraktion wurden 30 uL in ein PCR-Tube gege-
ben und mit 10 pL. Nupage LDS Sample Buffer versetzt. Im Anschluss wurden
die Proben fiir 10 Minuten bei 95 °C denaturiert.

5.6.6 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Fiir die Analytik der Proteinexpression wurde die SDS-PAGE-Analyse ver-
wendet. Dazu wurden die vorbereiteten Proben aus Kapitel 5.6.5 auf ein
Polyacrylamid Bisacrylamid Gel aufgetragen (sieche Tab. 30 und 31). Die
Elektrophorese wurde mit dem XCell SureLOCK Mini-Cell System der Fa.
Thermo Fisher Scientific durchgefiihrt. Zuerst wurde das Trenngel gegossen
und mit Isopropanol iiberschichtet. Nach vollstdndiger Polymerisation des
Trenngels wurde der Isopropanol entfernt und das Trenn- mit dem Sammelgel
iiberschichtet. Nach vollstdndiger Polymerisation des Sammelgels wurden die
Proben in die Taschen eingebracht und eine Spannung von 90 Volt angelegt,

bis die Proben das Trenngel erreicht hatten. Danach wurde die Spannung auf
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120 Volt erhoht. Im Anschluss wurden die Gele mit einer Coomassie-Blau-
Féarbung eingefirbt und analysiert (siehe Kap. 5.3.6). Dazu wurden sie in die
Farbelosung gelegt und in der Mikrowelle erhitzt, bis zur leichten Blasenbil-
dung. Danach wurde auf dem Schiittler bei leichter Bewegung fiir 5 Minuten
inkubiert. Im Anschluss wurden die Gele mit Wasser abgespiilt und iiber
Nacht in die Entfirbelosung gelegt. Um iiberschiissige Farbe aufzusaugen,

wurden Zellstofftiicher mit in die Entfarbelosung gelegt.

‘ Bestandteil Volumen ‘
Acrylamid/Bisacrylamid 4000 pL,
Wasser 3300 L
Tris/HC1 pH 6.8 (1 M) 2500 pLL
SDS (10 %) 100 pLL
APS (10%) 100 pL
TEMED 4pL

Tabelle 30: Trenngel

‘ Bestandteil Volumen ‘
Acrylamid/Bisacrylamid 510 pL.
Wasser 2040 nLL
Tris/HCl pH 6.8 (1M)  375uL
SDS (10 %) 30 ulL
APS (10 %) 30 L
TEMED 3L

Tabelle 31: Sammelgel

Als SDS-Laufpuffer wurde das Tris/Tricin-System nach Schagger verwendet,
welches eine hohere Auflésung im Bereich kleiner Proteine hat (siehe auch
Kap. 5.3.5) [Schigger, 2006].
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5.6.7 Proteinkonzentrationsbestimmungen

Die Konzentration der Proteinlésung und der einzelnen Fraktionen wurde in
einem Nanodrop-Gerét der Firma Thermo Scientific gemessen. Als Referenz
dienten die jeweilig verwendeten Puffer der einzelnen Wasch- und Elutions-

fraktionen.

5.6.8 A-Domaéanen-Assay

Um die Substratspezifitit der einzelnen A-Doménen zu bestimmen, wur-
de ein massenspektrometrisch basierter ATP-Austausch-Assay durchgefiihrt
|Phelan et al., 2009|. Mit Hilfe von MALDI-TOF-MS wurde die Bildung von
ATP aus 7-'204-ATP gemessen. In Anwesenheit des richtigen Substrates und
ATP bildet die A-Doméne das entsprechende Substrat-Adenylat. Diese Re-
aktion unterliegt einem Gleichgewicht. Fiir den Assay wurde die Aminosdure
zusammen mit 7-'804-ATP und einem Uberschuss an PPI inkubiert. Fiir
den Fall des richtigen Substrates wurde das v-"#04-ATP von der A-Domiine
verbraucht, indem es unter Abspaltung der gelabelten Phosphatgruppe an
das Substrat bindet. Bei Ausbleiben der folgenden Thiolierungsreaktion, wie
sie normalerweise bei der NRPS stattfande, reagiert das Aminoadenylat wie-
der zu ATP und der Aminosiure. Aufgrund des Uberschusses an PPI wird
nicht mehr das 7-'04-ATP gebildet, sondern ATP. Im MALDI-TOF-MS-
Diagramm kommt es zu einem Shift vom m/z 514 v-1%0,-ATP Peak zu einem
m/z 506 ATP-Peak. Fiir den Assay wurden 3 Stock-Losungen hergestellt (sie-
he auch Tab. 18, Kap. 5.3.4). Losung 1: 3mM der zu testenden Aminosiure,
15mM PPI, 20mM Tris (pH 7,5) Losung 2: 3mM ~-#0,-ATP, 15mM Mg-
Cl in 20mM Tris Losung 3: das aufkonzentrierte Enzym in 20 mM Tris mit
5% Glycerol und 1mM DTT. Von jeder Losung wurden jeweils 2 pL in ein
200 uL. PCR-Tube gegeben und bei 25 °C fiir 1 h inkubiert. Im Anschluss wur-
de den Reaktionsansitzen eine 10 %ige Losung von 9-Aminoacridin in Ace-
ton zugegeben. Das Aminoacridin dient als Matrix fiir die spitere MALDI-
TOF-MS-Messung. Die MALDI-TOF-MS Messung wurde auf einem Bruker
Autoflex durchgefiihrt. Dafiir wurde 1 pL jeder Reaktion auf einen MALDI-

Stahl-Target gegeben und im Negativmodus gemessen.
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5.6.9 Massenspektrometrische Untersuchung von Proteinen

MALDI-TOF-MS: Fiir die Analytik des v-'804-ATP-Austausch-Assays
wurde eine MALDI-TOF-MS-Messung auf einem Bruker Autoflex durchge-
fithrt. Die Detektion erfolgte im Negativimodus bei m/z 450 bis 1200. Die
Spektren wurden mit dem Programm Flex analysis von Bruker analysiert.

Der prozentuale Austausch wurde mit folgender Formel berechnet.

Austausch [%] = (100/0,833)*¢0/(1*0+1¢0)

('8 O-+1%0) ist die Summe aller Integrale der ATP Peaks mit einer m/z von
506, 508, 510, 512, 514, 528, 530, 532, 534, 536. Das Integral bei m/z 506
entspricht dem Integral des °04-ATP. Da das molare Verhéltnis von PPi zu
7-804-ATP 5:1 betriigt, entspricht ein gemessener Austausch von 83,33 % ei-
ner Aktivierung von 100 %. Dadurch enthélt die Formel den Ausgleichsfaktor
0,833.

5.7 Verwendete Chemikalien

Folgende Chemikalien wurden im Laufe dieser Arbeit verwendet (siehe Tab
32):
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‘ Chemikalie

Firma

Acrylamid

Aceton

Agar

CaCly; x 2H5,0
Chloroform
DMSO

Ethanol 99,8 %
Ethidium Bromid
Glycerol
Hefeextrakt
Imidazol
Isopropanol

KCl

MgCl 25 mM aus Tag-
Polymerase Kit
MgCly; x 6H,0O
MgSO4 X 7H20
Na(Cl

NaHC03

NaOH
N,N,N,N-Tetraethylen-
diamin (TEMED)
Ni-NTA-Agarose
pegGOLD Agarose

SDS

Tris
Trypton
’)/—1804—ATP

Roth Chemie GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Roth Chemie GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Fluka Chemie GmbH (Buchs, Schweiz)

Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)

Roth Chemie GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Roth Chemie GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Roth Chemie GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Roth Chemie GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Roth Chemie GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Fluka Chemie GmbH (Buchs, Schweiz)

Roth Chemie GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Roth Chemie GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Roth Chemie GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Promega GmbH (Mannheim, Deutschland)

Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)
Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)
Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)
Roth Chemie GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)
Roth Chemie GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

Qiagen GmbH (Hilden, Deutschland)
PEQLAB Biotechnologie GmbH (Erlangen,
Deutschland)

Roth Chemie GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Roth Chemie GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Roth Chemie GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Cambridge Isotope laboratories, Inc. (Andover,
USA)

Tabelle 32: Verwendete Chemikalien.

5.8 Verwendete Enzyme

Folgende Enzyme wurden im Laufe dieser Arbeit verwendet (siehe Tab. 33):
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‘ Enzym Firma ‘
Restriktionsendonucleasen New England Biolabs GmbH (Frankfurt,
Deutschland)

Restriktionsendonucleasen
Taq-Polymerase
Pfu-Polymerase

T4 Ligase

Alkalische Phosphatase

Promega GmbH
Promega GmbH
Promega GmbH
Promega GmbH

Mannheim, Deutschland
Mannheim, Deutschland
Mannheim, Deutschland
Mannheim, Deutschland

N TN N N

)
)
)
)

Tabelle 33: Verwendete Enzyme.

5.9 Verwendete Kits und

Standards

Folgende Kits und Standards wurden im Laufe dieser Arbeit verwendet (siche

Tab. 34):

|

Kit

Firma

DNA Clean and Concentrator '™
dNTP

Gene Ruler DNA Ladder Mix
Gene Ruler 1kb plus DNA ladder
NuPAGE LDS Sample Buffer (4X)

Page ruler Unstained
pGEM-T Vector System

PureYield™

Plasmid Miniprep System
QIAprep Spin Miniprep Kit
QIAquick Gel Extraction Kit
Vivaspin 500 30 MWCO
Wizard SV Gel and PCR
clean-up Kit

Zymo Research Corporation
(Freiburg,Deutschland)

Promega GmbH

(Mannheim, Deutschland)
Fermentas GmbH

Fermentas GmbH

Thermo Fisher Scientific

(Waltham, USA)

Thermo Fisher Scientific

(Waltham, USA)

Promega GmbH

(Mannheim, Deutschland)

Promega GmbH

(Mannheim, Deutschland)

Qiagen GmbH (Hilden, Deutschland)
Qiagen GmbH (Hilden, Deutschland)
Satorius (Gottingen, Deutschland)
Promega GmbH

(Mannheim, Deutschland)

Tabelle 34: Verwendete Kits und Standards.
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5.10 Verwendete Gerate

Folgende Geréte wurden im Laufe dieser Arbeit verwendet (siche Tab. 35):

‘ Gerat

Firma

Autoklav

Branson Sonifier 250

Biometra T3000 Thermocycler
Zentrifuge Heraeus Biofuge fresco

Zentrifuge Heraeus Contifuge Stratos

Zentrifugengefife (15/50 mL)
Eppendorf Zentrifuge 5415
Eppendorf Tubes (0,5, 1,5, 2 mL)
Gelkammer Horizon 58 und 11.14

Inkubator

Inolab pH-Meter

Intas iX imager

Laminar Airflow Sterilbank BSB 4A
(Hera Safe, Klasse II)

Milli-Q Wassersystem

Multitron Inkubations-Schiittler

Nalgene Kryoréhrchen

Waage (Satorius BL 3100)
Waage (Satorius BP 221S)

Millipore GmbH

(Schwalbach, Deutschland)

G. Heinemann Ultraschall- und
Labortechnik

(Schwibisch Gmiind, Deutschland)
Biometra GmbH

(Gottingen, Deutschland)

Thermo Fisher Scientific

(Waltham, USA)

Thermo Fisher Scientific

(Waltham, USA)

TPP AG (Trasadingen, Deutschland)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Life Technologies

(Karlsruhe, Deutschland)

Memmert GmbH und Co. KG
(Staufen, Deutschland)

WTW GmbH

(Weilheim, Deutschland)

Intas Science Imaging Instruments
GmbH (Gottingen, Deutschland)
Heraeus, (Hanau, Deutschland)

Millipore (Eschborn, Deutschland)
IKA Werke GmbH und Co. KG
(Staufen, Deutschland)

Nalgene Nunc international
(Rochester, USA)

Satorius AG (Gottingen, Deutschland)
Satorius AG (Gottingen, Deutschland)

Tabelle 35: Verwendete Geréte.
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A-Domine
AMP
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Ala
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Asp
antiSMASH

ANL

BLAST
bp
BGC

befrs

C-Domaéne

cvfrs

CDA

COM-Domane

DMSO

Adenylierungs-Doméne

Adenosinmonophosphat

Adenosintriphosphat

Alanin

Aminoséure

Asparaginsédure

antibiotic & secondary Metabolite Analysis Shell

Acyl-CoA Syntethasen, NRPS-Adenylierungsdoménen
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Basic Local Alignment search Tool
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Biosynthesegencluster
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Kondensierungsdoméne
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Chromobacterium vaccinii
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DNA
Dha
EDTA

FR

G,PCRs
Gly

Gln
'H-NMR
hHMM
IPTG
kDa

Lys

Leu
MT-Domaéane
MALDI
MLP
MWCO
Ni-NTA
NRPS
PKS

PCP

Desoxyribonucleinsidure
Dehydroalanin
Ethylendiamintetraessigsidure
FR900359

Bezeichnung fiir die FR-Biosynthesegencluster
G4 protein couppled receptors

Glycin

Glutamin

nuclear magnetic resonance spectroscopy
hidden Markov Modell
Isopropyl-5-D-thiogalaktosid

Kilodalton

Lysin

Leucin

Methyltransferase-Doméne

Matrix assisted Laser Desorption /Tonisation
MbtH like Protein

Molecular weight cut-off

Nickel Nitrilotriessigsdure

Nichtribosomale Peptidsynthetase
Polyketid Synthetase

Peptidyl Carrier Protein
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PCR

PPi

PTX

SAM

SDS
SDS-PAGE
Ser

TOF

Thr
TEMED
TE-Domaéne
UNK

YM

Polymerase Chain Reaction
Pyrophosphat
Pertussistoxin
S-Adenosyl-Methionin
Sodium dodecylsulfate
sodium dodecylsulfate polyacrylamide gelelectrophoresis
Serin

Time of flight

Threonin
Tetramethylethylendiamin
Thioesterase Doméne
Ubernachtkultur

YM-254890

134



Abbildungsverzeichnis
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Das Depsipeptid FR besteht aus acht groftenteils ungewdhn-
lichen Aminosduren, darunter drei Hydroxyleucine mit unter-
schiedlichen Seitenketten, N-Methyldehydroalanin, N,O-Dime-
thylthreonin und die Carbonsaure Phenyllaktat. Ein N-Methyl-
alanin und Alanin sind auch Teil des Peptid-Zyklus. Die rot

markierten Stellen zeigen die Unterschiede von YM und FR auf.

Struktur des mit FR verwandten YM-254890. YM unterschei-
det sich lediglich dadurch, dass es eine Acetyl- anstatt einer
Propionylseitenkette, und eine Methyl- anstatt einer Isopro-
pylgruppe enthélt. Die rot markierten Stellen zeigen die Un-
terschiede von YM und FR auf. . . . . .. ... ... .. ...
A. crenata hat Einkerbungen an den Blattréindern, in denen
Cand. B. crenata als Endosymbiont eingebettet ist. Die Pflan-
ze wird weit verbreitet als Schmuckpflanze verwendet und hat
eine lange Tradition in der chinesischen Medizin. . . . . . . . .
Hypothese zur Biosynthese von FR. Nach der intramolekula-
ren Zyklisierung durch die endstidndige TE-Doméne aus FrsG,
kommt es zur Ubertragung der Hydroxyleucinseitenkette durch
die TE-Doméne aus FrsA. . . . .. ... ... ... . .....
Aufbau einer NRPS: Sie besteht aus aneinandergesetzten Mo-
dulen, welche wiederum aus Doménen aufgebaut sind. Ein
funktionsfahiges Modul benétigt zwingend eine A-, eine PCP-
und eine C-Doméne. Optional kénnen modifizierende Domé-
nen wie MT- oder E-Doméanen vorhanden sein. Oft werden
NRPS mit einer TE-Doméne abgeschlossen. Die Abfolge der
Doménen bestimmt die Struktur des Peptids. . . . .. .. ..
Adenylierungsreaktion von A-Doménen: Die selektierte Ami-
nosaure wird mit Hilfe der A-Doméane unter Verbrauch von
ATP zum Aminoacyladenylat aktiviert und Pyrophosphat wird
abgespalten. . . . . . ... ... .
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onsschritt putativ von der C-Doméne zu Dehydroalanin dehy-
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Kondensationsreaktion: Mit Hilfe der C-Doménen wird die
Peptidbindung zwischen dem entstehenden Peptid des voran-
gehenden Moduls und der aktivierten Aminosdure des folgen-
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Phosphopantetheinylierung: An die inaktive PCP-Doméne wird
unter Mitwirkung einer PPTase ein Phosphopantetheinrest an
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dieser Form ist die PCP-Doméne in der Lage, sowohl entste-
hende Peptide als auch aktivierte Aminosduren kovalent zu
binden. . . . . . . ... 29
Durch Hydrolyse oder Aminolyse bei linearen Peptiden oder

eine intramolekulare Zyklisierungsreaktion wird das fertige Pep-

tid freigesetzt. . . . . . ... Lo 33
Hypothetische Reaktion von FrsC: FrsC katalysiert mutmaf-

lich die Reduktion von Phenylpyruvat zu Phenyllaktat. . . . . 45
Hypothetische Reaktion von FrsH: FrsH weist bioinformatisch
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Der frs-BGC-Vergleich: In gleichen Farben dargestellte und
gleich nummerierte Bereiche innerhalb eines BGCs kennzeich-
nen identische Sequenzabschnitte. Die Farbgebung wurde fiir
beide BGC gleich gewéhlt. Beide BGC weisen sehr dhnliche
sich wiederholende Sequenzabschnitte auf. Bei C. vaccinii sind
Unterbrechungen zwischen den Bereichen 4, 6 und 7, wihrend
bei Cand. B. crenata im Ubergang der Gene frsE zu frsF und
frsF zu frsG durchgehend identische Bereiche sind. . . . . . .
Vergleich der Identitdten der A-Doménen auf Proteinebene
innerhalb des cufrs-BGCs von C. wvaccinii. Die Lokalisierung
der A-Doménen ist fiir beide frs-BGC gleich. Die Identitdten
in dieser Abbildung entsprechen denen von C. vaccinii.
Alignment der Core-A9- und Core-A10-Region aus Cand. B.
crenata. Sequenzen FrsG2 und FrsG3 zeigen den Bereich der
zwei Subdoménen der A-Doméne 8. . . . . . . ... ... ...
Alignment der Core-A9- und Core-A10-Region aus C. vacci-
nit. Sequenzen FrsG2 und FrsG3 zeigen den Bereich der zwei
Subdoméanen der A-Doméne 8. . . . . . . ... ... ... ...
Die erste A-Doméne von FrsG aus Modul 7 ist eine einfache
A-Doméne ohne MT-Doméne. Hier liegen die Core-A9- und
Core-A10-Regionen unmittelbar nach der Core-A8-Region. Die
A-Domaine ist nicht unterbrochen. Die zweite A-Doméne wird
von zwei MT-Doménen unterbrochen. Die Core-A9 und Core-
A10-Regionen, die sich in der A-Subdoméne befinden, existie-
ren zweimal, jeweils am Ende jeder A-Doméne.. . . . . . . ..
Vergleich der Identitdt der MT-Doménen innerhalb des BGCs
von C. 0accinit. . . . . . . . oo e e e e
MT-Doménen im Vergleich der frs-BGC aus Cand. B. crenata
und C. vaccinii. . . . . . . .. e
Vergleich der Identititen der C-Doménen, welche im cufrs-
BGC von C. vaccinit kodiert sind. . . . . . .. ... ... ...
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Alignment der C-Doménen C6 und C8 aus Cand. B. crena-
ta. Vergleicht man dieses Alignment mit dem Alignment der
C-Doménen C6 und C8 aus C. vaccinii (sieche Abb. 24), so
stellt man fest, dass sich die C-Doméanen C6 und C8 in beiden
Alignments im vorderen Teil sehr dhnlich sind und im hinte-
ren Bereich voneinander abweichen. Die farblich markierten
Aminosduren entsprechen den Aminosduren, die sich bei C.
vaccings und Cand. B. crenata auf die gleiche Art unterschei-
den. Unpolare Aminosiduren wurden gelb und polare ungela-
dene Aminosduren hellblau gekennzeichnet. Positiv geladene
Aminosduren wurden griin gekennzeichnet. Negativ geladene
Aminosduren wurden dunkelblau markiert. . . . . .. ... ..
Alignment der C-Doménen C6 und C8 aus C. vaccinii. Ver-
gleicht man dieses Alignment mit dem Alignment der C-Do-
ménen C6 und C8 aus Cand. B. crenata (siche Abb. 23), so
stellt man fest, dass sich die C-Doménen C6 und C8 in beiden
Alignments im vorderen Teil sehr dhnlich sind und im hinte-
ren Bereich voneinander abweichen. Im Gegensatz zu Cand. B.
crenata gibt es bei C. vaccinii einen Bereich in der Mitte der
C-Domaénen, in dem die Proteinsequenzen voneinander abwei-
chen (siehe hellgriiner Bereich). Die farblich markierten Ami-
nosauren entsprechen den Aminosduren, die sich bei C. vac-
cinii und Cand. B. crenata auf die gleiche Art unterscheiden.
Unpolare Aminosiduren wurden gelb und polare ungeladene
Aminosduren hellblau gekennzeichnet. Positiv geladene Ami-
nosauren wurden griin markiert und negativ geladene Amino-

sduren wurden dunkelblau gekennzeichnet. . . . . . . . . . ..
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26

27

3D-Modell der C6-Doméne von C. vaccinii, erstellt mit ,,Phyre
2“ ; seitliche Ansicht auf den Tunnel, der durch die beiden Sub-
doménen entsteht. Die Aminsiduresequenz der C-Doméne ist
in Spektralfairbung dargestellt. Der blaue Bereich markiert den
N-Terminus, der rote Bereich den C-terminalen Teil des Pep-
tids. Die Aminosduren des konservierten HDxxxDG-Motivs
sind als Van-der-Waals Modell dargestellt, die putativ fiir die
Dehydratisierung von Serin verantwortlichen Aminosauren als
,sticks-and-ball“ -Modell. Bei einer seitlichen Ansicht auf die
V-formige Tasche, erkennt man, dass sich die Aminosiuren am
oberen Rand der Tasche befinden. . . . . .. ... ... ...
3D-Modell der C6-Doméne von C. vaccinii, erstellt mit ,,Phyre
2 ; Unteransicht auf den Tunnel, der durch die beiden Subdo-
ménen entsteht. Die Aminsduresequenz der C-Doméne ist in
Spektralfarbung dargestellt. Der blaue Bereich markiert den
N-Terminus, der rote Bereich den C-terminalen Teil des Pep-
tids. Die Aminosduren des konservierten HDxxxDG-Motivs
sind nicht dargestellt, die putativ fiir die Dehydratisierung von
Serin verantwortlichen Aminosduren sind als “sticks-and-ball“
-Modell dargestellt und mit Positionsangaben beschriftet. . . .
3D-Modell der C6-Doméne von C. vaccinii, erstellt mit ,,Phyre
2“ ; Unteransicht auf den Tunnel, der durch die beiden Subdo-
ménen entsteht. Die Aminsduresequenz der C-Doméne ist in
Spektralfarbung dargestellt. Der blaue Bereich markiert den
N-Terminus, der rote Bereich den C-terminalen Teil des Pep-
tids. Die Aminosduren des konservierten HDxxxDG-Motivs
sind im Hintergrund durch Van-der-Waals-Darstellung gekenn-
zeichnet, die putativ fiir die Dehydratisierung von Serin ver-
antwortlichen Aminoséuren sind als “sticks-and-ball“ -Modell

dargestellt. . . . . . . ...
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35

PCP-Doménen des cufrs-BGCs. Die PCP-Doménen wurden
blau markiert. PCP-Doménen, die sich starker gleichen in dun-
kelblau, die anderen etwas heller. Die Prozente geben die pro-
zentuale Identitdt der Doménen untereinander an. . . . . . . .
TE-Domaénen des cufrs-BGCs. . . . . . . ... ... ... ...
Die Adenylierungsreaktion von A-Doménen erfolgt unter ATP-
Verbrauch. Diese Reaktion ist reversibel. . . . . . . .. .. ..
Die Aminosédure wird mit Hilfe der A-Doméne unter Verbrauch
von ATP zum Aminoacyladenylat aktiviert, um im Anschluss
auf den Phosphopantethein-Arm der PCP-Domaéne geladen zu
werden. . ... L L
Austauschreaktion des A-Doménen Assay. Nach Abspaltung
der Aminosdure vom AMP wird aus AMP und nicht markier-
tem PPI ein ATP gebildet, das kein ¥O4-Isotop mehr enthilt.
Allgemeine Darstellung einer MALDI-TOF-Analyse des Re-
aktionsproduktes einer A-Domine, 7- 204-ATP, 604-ATP
und der entsprechenden Aminoséure in Abhéngigkeit von der
Zeit. Bei der Regenerierung von AMP zu ATP wird $04-PPI
verwendet. Es kommt zur Bildung des ATP mit einem 60,-
Isotop-PPI und in der Folge zu einer Detektion des m/z: 506
Peaks anstatt des m/z: 514 Peaks des - '80,-ATP. Die Ab-
bildung wurde aus Phelan et al. 2009 enthommen. . . . . . . .
Strukturen von Leucin, Isoleucin und Hydroxyleucin. Um die
Toleranz der A-Doménen in FrsA und FrsD zu testen, wurden
u.a. diese strukturell dhnlichen Aminosduren getestet. . . . . .
FrsA (A1-PCP) zusammen mit MLP exprimiert: Der Pfeil
markiert die Position der A-Doméne. Das MLP kann nicht
identifiziert werden. L=Ladder, P=Pellet, NI= nicht induzier-
te Fraktion, I= induzierte Fraktion vor Zugabe von Ni-NTA,
FT=Filtrat nach Ni-NTA Entfernung, WI=Waschschritt I,
WII= Waschschritt 11, EI+EII=Elutionsfraktionen, K=verei-

nigte, aufkonzentrierte Elutionsfraktionen . . . . .. ... ..
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41

FrsD (A2-PCP) zusammen mit MLP exprimiert: Der Pfeil
markiert die Position der A-Doméne. Das MLP kann nicht
identifiziert werden. L=Ladder, P=Pellet, NI= nicht induzier-
te Fraktion, I— induzierte Fraktion vor Zugabe von Ni-NTA,
FT=Filtrat nach Ni-NTA Entfernung, WI=Waschschritt I,
WII= Waschschritt 11, EI+EII=Elutionsfraktionen, K=verei-
nigte, aufkonzentrierte Elutionsfraktionen . . . . . .. . . ..
Massenspektrum des A-Doménen-Assay von FrsA (A1-PCP)
und FrsD (A2-PCP), einmal mit und ohne MLP. Bei allen Re-
aktionsansitzen konnte das Massesignal des %0,-ATP-Peak
bei m/z: 506 detektiert werden. In allen Fillen fand eine Ak-
tivierung von Leucin statt. Beide A-Doménen sind ohne MLP
funktionsfihig. . . . . .. ... .. L
tatsichlicher prozentualer v- '0,-ATP-Austausch durch die
A-Doménen von FrsA (A1-PCP) und FrsD (A2-PCP) in An-
wesenheit der einzelnen Aminosduren. . . . . ... . ... ..
Prozentualer - '#04-ATP-Austausch durch die A-Doménen
FrsA (A1-PCP) und FrsD (A2-PCP) in Anwesenheit der ein-
zelnen Aminosduren bezogen auf Leucin. . . . . . .. ... ..
Kristallstrukturanalyse der A-MT-Doméne aus TioS des Thio-
coralin-BGC. Die Abb. ist entnommen aus Mori et al. 2018.
Der hellgelbe Bereich stellt die A-Core-Doméne dar, mit dem
assoziierten MLP in grau. Der dunkelgelbe Bereich ist die A-
Subdoméne. In rot der N-terminale katalytische Bereich der
MT-Doméne und in violett die C-terminale SirA-like Region. .
A. Schematische Darstellung der A-Doméne A8 aus FrsG mit
zwei MT-Doménen, B. Vergleich mit TioS als Beispiel fiir eine
A-Doméne mit einer MT-Doméne und C. Vergleich mit ei-
ner A-Doméne ohne MT-Doméne. Die Core-Regionen A9 und
A10 sind auf den A-Subdoménen lokalisiert [Conti et al., 1997]
[Stachelhaus et al., 1999]. . . . . ... .. .. ... L.
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Tabellenverzeichnis

1 A-Doménen Sperzifitdtsvorhersage nach unterschiedlichen Al-
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Abbildung A1l: Phylogenetische Analyse der C-Doménen mit FastTree. Die
Abbildung ist entnommen aus Criisemann et al. 2018. Die Farben markieren
die einzelnen C-Doménen Klassen. Die roten Umrandungen zeigen die C-

Doménen des bcfrs-BGCs am Beispiel von Cand. B. crenata
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(3349) Xbal —

Sspl (1488)

BssSal (1854)
BmgBIl (1895)

(2676) SgrAl BseRIl (2086)

(2653) Nspl

Alel (2237)
(2649) Pell Afel (2245)
(2512) Pmll BspQl - Sapl (2272)

(2422) Bsml Pasl (2355)

Abbildung A5: Vektorkarte des pCDFApra. Der Vektor wurde von Luis Li-
nares Otoya aus dem pCDFDuett-Vektor erstellt.
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Alignment der C-Doménen aus MycA und der C-Domdnen C6 aus cvfrs und bcfrs

MycA QDNFNLTFSFHHSIL SVASLLTELLQQYLYLLDKKVLPLSPTPALSFRDFVALEKKT 60
cvfrs AGRSQLVVT ILL SLPLLLEELLALYRAGGGDGGLPEA-TPYSAYLGWL - --QER 56
bcfrs EERTQLVLT ILL SLPLVLEELLTLYRTQGDALSLPKT TPYSTYLGWL-—-QGR 56
. :*.':.** *****: :* * % % * . :
MycA VQSPECQNYWQEKLRDVTLTKL - - - PQWSKSNQVNQDWDWLVPISSQVSQGLKQLGKQVG 117
cvfrs DRAAA-CEAWGGYLEGLEGPTLLAQEGQADKGAAAAQARLSLELPAELTQALTRQARQQG 115
bcfrs DRASA-QQVWGDYMSGLEGPTLLARRSASED- - -QTQSKSSLTLPIELTQALNQQARQQG 112
. . * . . * . . . . ek * . . % *
MycA VPLKSVLLAAHFRVLSLLNNQRDIVTGLVSNGRLEAA-DGEKILGLFLNTLPLRLELSGG 176
cvfrs VTLNTLLQAAWGMLLGKLNLSRDVVFGITVAGRPGELPGVERMIGLFINTVPVRLRWSAG 175
bcfrs VTLNTLLQAAWGILLGKLSSSRDVVFGITVAGRPGELPGVERMIGLFINTVPLRLRWRAG 172
: *** : . . .**:* *:. * % . :: ***:**:*:**.
MycA PWSDLV-KQAFDVERECLSWRRYPLAELQK- -SGQPLFDTAFNFIHFHVYQGII----GV 229
cvfrs ETVAGLVGRLQREQAGLLDHQHLDLVEIQRLAGQRQLFDTLFIFENYPFDSQAMAPDLGQ 235
bcfrs ETVAELLERLQREQARLLEYQYLDLAEIQRLAGQRQLFDTLFIFENYPFDAQAIAPALGR 232
* * ok » . * k% k% * * .
MycA KDLEVLGGKFFNQTNFTLLANFSLHPLSSQIELTLKYDGNYLGEKQMELIGGYYEKTLIA 289
cvfrs ASLRRVSGG[EQHESHYPLTL - - -MAVPREMLSLYLSYDAQRFDKGVVQGLLTRFRLLLEA 292
bcfrs TVLSRINGG[EQ DSHYPVTL---MAVPRETLTLYLSYQSGRFEHGTMENLLTRFRTLLEA 289
* . * e e s . * * * .
MycA MATEGLERYETCCLLSEQEQIQLLKEWNDTEVHYPDGCIHQLFEEQVKRSPDAIAIITEN 349
cvfrs VAAEPSRPVSDIELLDEAERRQVLIEWNATERPSPQATLPELFEAQAARAPNAAALFCDG 352
bcfrs VVTDSSCPIVDIDLLTADERQQLLVEWNATDRPLPKVTLPEWFEAQVERTPTAMAVLCDE 349
R *::*:* * % % *: . : : * % *' *:***::
MycA EQ RQLNEKANQLGHYLGKKGVKTESLVGICLERTPEMVIGLLAILKAGGAYVPLDPA 409
cvfrs E AELNRRANQLAHWLIGQGVGPEQRVALALPRRAELLVAVLGVLKSGAAYLPLDPA 412
bcfrs V. RELNCRANQIAHWLISQGVGPEQKVALALPRRVELLVAMLGVLKAGAAYLPLDPA 409
* * :** :***: *:* . R R *':**:*'**:*****
: Kondensations Motiv
: Start der nachsten A-Doméne

Abbildung A6: Alignment der C-Doménen aus McyA und der C-Doménen
C6 aus dem cufrs-BGC und dem bcfrs-BGC.

174



Alignment der A-Doménen aus dem bcfrs-BGC

CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

GrsA
A8_FrsG_2_Burk
A4_FrsE_2_Burk
A5_FrsF_1_Burk
A6_FrsF_2_Burk
A3_FrsgE_1_Burk
A2_FrsD_Burk
Al_FrsA_Burk
A7_FrsG_1_Burk

GrsA
A8_FrsG_2_Burk
A4_Frsg_2_Burk
A5_FrsF_1_Burk
A6_FrsF_2_Burk
A3_FrsgE_1_Burk
A2_FrsD_Burk
Al_FrsA_Burk
A7_FrsG_1_Burk

GrsA
A8_FrsG_2_Burk
A4_Frsg_2_Burk
A5_FrsF_1_Burk
A6_FrsF_2_Burk
A3_FrsE_1_Burk
A2_FrsD_Burk
Al_FrsA_Burk
A7_FrsG_1_Burk

GrsA
A8_FrsG_2_Burk
A4_Frsg_2_Burk
A5_FrsF_1_Burk
A6_FrsF_2_Burk
A3_FrsE_1_Burk
A2_FrsD_Burk
Al_FrsA_Burk
A7_FrsG_1_Burk

GrsA
A8_FrsG_2_Burk
A4_FrsgE_2_Burk
A5_FrsF_1_Burk
A6_FrsF_2_Burk
A3_FrsgE_1_Burk
A2_FrsD_Burk
Al_FrsA_Burk
A7_FrsG_1_Burk

-------- MLNSSKSILIHAQNKNGTHEEEQYLFAVNNTKAEYPRDKTIHQLFEEQVSKR
------------------------------------------- TVDDTIIGRFAEQVRRA
------------------------------ ANGIAQWNDTQHACPSADLAQLFERQVRLT
------------------------------------------------ LPEWFEAQVERT
RFRTLLEAVVTDSS-CPIADIDLLTA-DERQQLLVEWNATDRPLPKVTLPEWFEAQVERT
------------------------------------------------------- QAALT
---------- AVPQ-SPIDTLPWLDE - SERRQLLEEWSGNALDLGEITLAELFEVQATRQ
---------- AVPQ-SPIDTLPWLDE - SERRQLLEEWSGNALDLGEITLAELFEVQATRQ
------------------------------------------------ LAELFEAQATRQ
*

PNNVAIVCENEQLTYHELNVKANQLARIFIEKGIGKDTLVGIMMEKSIDLFIGILAVLKA
PDATVLTYRGETLTCAELNARANRLARCLIADGAGPEELIAVALPRSIDMVVSLLAILKT
PDASALTFGSQTLSYAVLNACANRLARWLLMHSIGPDDVVAVALPRSIDLVIALLAVVKS
PTAMAVLCDEVALDYRELNCRANQIAHWLISQGVGPEQKVALALPRRVELLVAMLGVLKA
PTAMAVLCDEVALDYRELNCRANQIAHWLISQGVGPEQKVALALPRRVELLVAMLGVLKA
PEAVALAFGDEVLSYAELNKQANRLARMLVAAGLGPEGRVALAVPRSLDMVVALLGVITKA
PNAVALEGPDERVSYGELDARANRLASHLQSLGVGPDVVVVVCLERSIDMVVAILGIAKA
PNAVALEGPDERVSYGELDARANRLASHLQSLGVGPDVVVGVCLERSIDMVVAILGIAKA
PNAVALEGPDGCVSYGELDARANRLASHLQSLGVGPDVVVGVCLERSIDMVVAILGIAKA
* . . * * ka0 k . * . . . . . DR . .k . * .
GGAYVPIDIEYPKERIQYILDDSQARMLLTQKHLVHLIHNIQFNGQV----EIFEEDTIK
GAAYLPMDPAYPLERLSFMLTDAKPRLLLANMETIRQVAEVSRVSTLALDCPELAQTLTR
GAAYLPLDADYPRNRLDFMLTDARPRALLTNGSMVEALSPAAGTQVLLLDAPEWTAARNH
GAAYLPLDPAYPAEHLMYMLVDAKPACLLGLGDSIAALPDSNV-------- RAWELDDEA
GAAYLPLDPAYPAEHLMYMLVDAKPACLLGLGDSIAALPDSNV-------- RAWELDDEA
GAAYLPLDPEYPAERLAYMLADAKPTLLMTVNAQLGSLSECAGIPVLALDADSVRDAISQ
GAAYLPFAPDYPTERLAYMLTDSMAPVLLTESKQVERLPSYWGHLVKL-DR---------
GAAYLPLAPDYPTERLAYMLTDSMAPVLLTESKQVERLPSYWGHLVKL-DR---------
GAAYLPLAPDYPTERLAYMLTDSMAPVLLTESKQVERLPSYWGHLVEL-DR---------
* DY ek ko * . .

*k  kk ok *

--------- IREGTNLHVPSKSTDLAYVIYTSGTTGNPKGTMLEHKGISNLKVFFENSLN
-------- TDDSNPLVPRPLRSDNAAYLIYTSGSTGAPKGVLIPHSNVLRLLDKTAHWFD
LD----- DRDMVVTERKQPLRPLDAAYVIYTSGSTGLPKGVVNTHHGIVNRLTWMQSAYR
VKQALVAQPQENPTPQPRRLRAEHPAYVIYTSGSTGKPKGVEISQRSATDFVSWAHEAFG
VKQALVAQPQENPTPQPRRLRAEHPAYVIYTSGSTGKPKGVEISQRSATDFVSWAHEAFG

MS----- GCNLVQSERLCPLQPQHPVCVIYTSGSTGRPKGVMVTHQGIVSLRASQIERFG
LD----- LSGQASSAPARALRPDHLAYVIYTSGSTGQPKGVAVSHAGLAGLVKSQEERFA
LD----- LSGQASSAPARALRPDHLAYVIYTSGSTGQPKGVAVSHAGLAGLVKSQEERFA

LD----- LSWQASSAPARALRPDHLAYVIYTSGSTGQPKGVAVSHAGLAGLVKSQEERFA

:*****:** ***. :
VTEKDRIGQFASISFDASVWEMFMALLTGASLYIILKDTI-NDFVKFEQYINQKEITVIT
FGPKDVWTLFHSYAFDFSVWEIWGALLTSGRLVVVPQTVS-LAPDEFLTLLEYEKVTILN
LDASDVVLQKTPFSFEDVSVWEFFWPLLNGARLVMAVPDGH - RDPAYLAELIQRQGVTTLH
PDTFGDVLATTSLSFEDVSVFELLAPLLCGGRVNLLRD- - - --- LLVLGERSIERG-SLIS
PDTFGDVLATTSLSEDVSVFELLAPLLCGGRVNLLRD- - ---- LLVLGERSIERG-SLIS
VSAESSVLQFASLSFGAALFEICTSLLTGARLVLVSSIKEALNVETMTALVTRHRLSHMV
VAGPVRVLQFASLSFDAAVMEILMAFCSGGRLVLPAA- -GPLLGEQLEETLNRYAISHAL
VAGPVRVLQFASLSFDAAVMEILMAFCSGGRLVLPAA- -GPLLGEQLEETLNRYAISHAL
VAGPVRVLQFASLSEDAAVMEILMAFCSGGRLVLPAA- -GPLLGEQLEKTLNRYAISHAL
.k PECE . . . . .
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GrsA
A8_FrsG_2_Burk
A4_FrsE_2_Burk
A5_FrsF_1_Burk
A6_FrsF_2_Burk
A3_FrsE_1_Burk
A2_FrsD_Burk
Al_FrsA_Burk
A7_FrsG_1_Burk

GrsA
A8_FrsG_2_Burk
A4_FrsE_2_Burk
A5_FrsF_1_Burk
A6_FrsF_2_Burk
A3_FrsE_1_Burk
A2_FrsD_Burk
Al_FrsA_Burk
A7_FrsG_1_Burk

GrsA
A8_FrsG_2_Burk
Ad_FrsE_2_Burk
A5_FrsF_1_Burk
A6_FrsF_2_Burk
A3_FrsE_1_Burk
A2_FrsD_Burk
Al_FrsA_Burk
A7_FrsG_1_Burk

GrsA
A8_FrsG_2_Burk
A4_FrsE_2_Burk
A5_FrsF_1_Burk
A6_FrsF_2_Burk
A3_FrsE_1_Burk
A2_FrsD_Burk
Al_FrsA_Burk
A7_FrsG_1_Burk

LPPTYVVHLDPE--------- RILSIQTLITAGSATSPSLVNK---WKE----- KVTYIN
QTPSAFYALMQAERHHGSNGGASLSLRRIIFGGEALDLSAL - - -QPWYQRHGDETTQLVN
FVPSMLDAFLNEPS- - - - - SRQCLSLKRVLCSGEVLSGNLA-ALQQHVL----- KRPLHN
AVPSVFAQLLQHGD- - - - - LR--LDASTVVFAGEALPPELVEAVRRRWP - - - - - GCRAAN
AVPSVFAQLLQHGD- - - - - LR--LDASTVVFAGEALPPELVEAVRRRWP - - - - - GCRVAN
VPPSALDTLCAD--------- RLPRTVRIMVAGEHCPAHLVER- - -WSA- - - - - DRFMVN
IAPSALETVEAE--------- VVPGLSTLVVGGETCSGATAAS- - -WSQ- - - - - GRRMVN
IAPSALETVEAE--------- VVPGLSTLVVGGETCSGATAAS - - -WSQ- - - - - GRRMVN
IAPSALETVEAE--------- VVPGLSTLVVGGETCSGATAAS - - -WSQ- - - - - GRRMVN

*

* . e *

AYGPTETTICATTWVATKE--TIGHSVPIGAPIQNTQIYIVDENLQLKSVGEAGELCIGG
MYGITETTVHVSYQPLDSGMCGSRCNSLIGIGIPDLHLFLLDACLQPVPVGGIGELYVGG
LYGPTEAAVDVTAHACDPN - -DTGSSIQIGKPIWNTRIHVLDEGLRPVPLGVAGELYIGG
IYGPTETTVYAIGTWLKEV - -EGSRAPMIGRPLGNTPAYVLDEGLRPVPVGVVGELYIGG
IYGPTETTVYAIGTWLKEA- -EGSRAPMIGRPLDNTRAYVLDEGLRPVPVGVAGELYIGG
GYGSSEVTVCA- - TMSQPL - - SGRALPPMGAPNANTRLYLLDAGMQPVPAGVMGELYVAG
AYGPTEVTVCV - - TMSKPL - -SGSDKPKLGRPTLGAKLYVLDSTLQPVPVGVAGELYIAG
AYGPTEATVCV - -TMSKPL - -SGSDKPKLGRPTLGAKLYVLDSTLQPVPVGVAGELYIAG
AYGPTEVTVCV - - TMSKPL - -SGSDKPKLGRPTLGAKLYVLDSTLQPVPVGVAGELYIAG
. .k ek .

*Kk ok . *  kkk . %

EGLARGYWKRPELTSQKFVDNPFVPGEKLYKTGDQARWLSDGNIEYLGRIDNQVKIRGHR
AGLARGYHNRASLTAERFVANPFASSKRMYRTGDLARRNVNDIFEYHGRADQQVKVRGFR
TGLARGYLNRAGLTAERFVANPYGEGERLYRSGDLARWNAEGELEYLGRLDQQLKIRGFR
AGLARGYLNRAGLTAERFVANPYGEGERLYRSGDLARWNAEGELEYLGRVDQQLKIRGFR
TGLARGYLNRAGLTAERFVANPYGEGERLYRSGDLARWNAEGELEYLGRVDQQLKIRGFR
EGLARGYLSRPGLTAERFVANPFEPGWQMYRTGDLARRDIDGRLDYLGRVDHQVKIRGFR
RGLARGYYQRPGLTAERFVANPYGKGERLYRSGDLARWSGEGELEYLGRVDQQLKIRGFR
RGLARGYYQRPGLTAERFVANPYGKGERLYRSGDLAHWSGEGELEYLGRVDQQLKIRGFR
RGLARGYYQRPGLTAERFVANPYGKGERLYRSGDLARWSGEGELEYLGRVDQQLKIRGFR
* Kk k k ok Kk .* **:::** **: . ::*::** *: . ::* * % *:*:*:**.*
VELEEVESILLKHMYISETAVSVHKDHQEQPYLCAYFVSEKHI - -PLEQLRQFSSEELPT
IELGEIETVLRQHPGVEDARVVVQTLHDNDCRLVAYLQPSERTAAPL - ------ RRWLKV
IEPGEIEAALCRHPLVSQAVVIAREDTPGHKQLVGYVVLDDAAAL -QRDAEDET -RQVQA
IEPGEIEAALCRHPLVSQAVVIAREDTPGHKQLVGYVVLDDAAAD -GQMLRRFLSRHLPE
IEPGEIEAALCRHPLVSQAVVIAREDTPGHKQLVGYVVLDDAAAL - QRDAEDET -RQVQA
IEPAEIEAALRQLPGVAQATVVAWEEVPGAKQLVGYVVPKEGVMLEPRAMRRELAEHLTD
IEPGEIETVLCQHPQLREAVVVSRT-NGRDTQLVGYVTVRGE - - VDGQALRRQVANWLPE
IEPGEIETVLCQHPQVREAVVVSRT-NGRDTQLVGYVTIRGE - - VDGQALRRQVANWLPE
IEPGEIETVLCQHPQVREAVVVSRT -NGRDTQLVGYVTVRGE - - VDGQALRRQVANWLPE
. ) *

.k *kaka Kk * * .

grin: Core-Regionen nach Stachelhaus
gelb: Stachelhauscode

Abbildung A7: Alignment der A-Doménen aus dem befrs-BGC.

176



LLT

Percent Identity Matrix des A-Domédnenalignments aus dem bcfrs-BGC

H o H HH*

Percent Identity Matrix - created by Clustal2.1

O©CoO~NOOOTA,WNE

GrsA

: A8_FrsG_2_Burk
i A4_FrsE_2_Burk
: A5_FrsF_1_Burk
i A6_FrsF_2_Burk
: A3_FrsE_1_Burk
i A2_FrsD_Burk

: Al_FrsA_Burk

: A7_FrsG_1_Burk

100.
31.
29,
35.
27.

.84

34

35.
35.
36.

00
Q7
65
98
57

35
17
40

31.
100.
38.
36.
35.
37.
37.
37.
37.

Q7
00
24
44
30
87
10
10
27

29
38
100

47,
73.
40.
41.
41,
42,

.65
.24
.00
43
23
55
10
28
30

35.
36.
47,
100.
84.
46.
50.
51.
51.

98
44
43
00
00
71
68
08
08

27.
35.
73.
84.
100.
39.
42.
42,
43,

57
30
23
00
00
44
43
43
26

34.
37.
40.
46.
39.
100.
50.
50.
50.

84
87
55
71
44
00
09
28
56

35.
37.
41.
50.
42,
50.

100
96
96

35
10
10
68
43
09
.00
.92
.13

35.
37.
41.
51.
42,
50.
96.
100.
97.

17
10
28
08
43
28
92
00
79

Abbildung AS8: Percent identity Matrix des Alignments der A-Doméinen aus dem befrs-BGC.
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Alignment der A-Domé&nen aus dem cvfrs-BGC

CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

GrsA
FrsG2_Cro
Frsgl_Cro
FrsG1_Cro
FrsA_Cro
FrsD_Cro
Frse2_Cro
FrsrFl_Cro
FrsF2_Cro

GrsA
FrsG2_Cro
Frsel_Cro
FrsG1_Cro
FrsA_Cro
FrsD_Cro
Frsge2_Cro
FrsrFl_Cro
FrsrF2_Cro

GrsA
FrsG2_Cro
Frsel_Cro
FrsG1l_Cro
FrsA_Cro
FrsD_Cro
Frsge2_Cro
FrsF1_Cro
FrsF2_Cro

GrsA
FrsG2_Cro
Frsgl_Cro
FrsGl_Cro
FrsA_Cro
FrsD_Cro
Frsg2_Cro
FrsF1_Cro
FrsF2_Cro

GrsA
FrsG2_Cro
Frsgl_Cro
FrsG1l_Cro
FrsA_Cro
FrsD_Cro
Frsg2_Cro
FrsF1_Cro
FrsF2_Cro

--------------- GVIAAEPSQPVSDIELLDEAERRQLLVDWNRTGPDHG-QATFPQL
------------------ AAEPSQPVSDIELLDEAERRQLLVDWNRTGPDHG-QATFPQL
------------------ AAEPSQPVSDIELLDEAERRQLLVDWNRTGPDHG-QATFPQL
--------------------------------------- WLRSWNDTGHAYP-DGDLAQL
KGVVQGLLTRFRLLLEAVAAEPSRPVSDIELLDEAERRQVLIEWNATERPSP-QATLPEL
--TVERLLTRFRLLLEAVAAEPSRPMSDIELLDEAERRQVLIEWNATERPSP-QATLPEL

FEEQVSKRPNNVAIVCENEQLTYHELNVKANQLARIFIEKGIGKDTLVGIMMEKSIDLFI
FEEQAGRAPQASALSFQGQTLSYAELNARANRLAHALIARGAGPEDLIAAALPRSLDLVV
FEAQAKASPDSVALAFGSEQYSYAELDRRANQLARTLAGAGIGPEDIVALAVPRSLDMVV
FETQAALTPHAVALESPDARLSYAELDARANRLARHLQSLGVGADVLVGICLERSIDMVV
FETQAALTPHAVALESPDARLSYAELDARANRLARHLQSLGVGADVLVGICLERSIDMVV
FETQAALTPHAVALESPDARLSYAELDARANRLARHLQSLGVGADVLVGICLERSIDMVV
FERQARLTPNAQALIFERQSLSYAALNARANQLCRVLLAHGVGPDDVVAVALPRSIELVV
FEAQAARAPNAAALFCDGETLDYAELNRRANQLAHWLIGQGVGPEQRVALALPRRAELLV
FEAQAARAPNAAALFCDGETLDYAELNRRANQLAHWLIGQGVGPEQRVALALPRRAELLV

* Kk Kk ka ackk ok . .

GILAVLKAGGAYVPIDIEYPKERIQYILDDSQARMLLTQKHLVHLIHNIQFNGQVEIFEE
SLLAILKTGAAYLPLDPDYPAERLGFMLADAKPRLLLGHGEALRHLPVDASTQ-AIALDD
ALLGVVKAGAAYLPLDPEYPRERLAHMLSDATPRLLLATSDTVGGLPAFSGLR-VQVLDE
AVLGALKSGAAYLPLSPEYPTERLAYMLGDSMAPVLLTDSAQVERLPS-YWGR-VVELDR
AVLGALKSGAAYLPLSPEYPTERLAYMLGDSMAPVLLTDSAQVERLPS-YWGR-VVELDR
AVLGVLKSGAAYLPLSPEYPTERLAYMLGDSMAPVLLTDSAQVERLPS-YWGR-VVELDR
ALLAVVKSGAAYLPLDADYPRERLDFMLADARPAVLLSNAAMAGILSPADGTR-LLSLDE
AVLGVLKSGAAYLPLDPAYPAERLAHMLADARPACLLGLGDGIEA-LPDSGVA-CWRLDD
AVLGVLKSGAAYLPLDPAYPAERLAHMLADARPACLLGLGDGIEA LPDSGVA- CWRLDD

* * ** * * % **

DTI--------- KIREGTNLHVPSKSTDLAYVIYTSGTTGNPKGTMLEHKGISNLKVFFE
AELGRELALAG- - -DGNPERARPLGADHAAYVINYTSGSTGQPKGVLVPHRNVLRLLDSTE
PAWREMVARADGRPLAQRERTRPLLPQHPVCVIYTSGSTGKPKGVSVTHQGIASLRASQI

L--------- DLDALPDSAPERALRAEHLAYVIYTSGSTGQPKGVAVSHAGLAGLAGSQT
L--------- DLDALPDSAPERALRAEHLAYVIYTSGSTGQPKGVAVSHAGLAGLAGSQT
L--------- DLDALPDSAPERALRAEHLAYVIYTSGSTGQPKGVAVSHAGLAGLAGSQT

PGLLSAQDGADSGDLAAGERRRRLRPQDAAYVIYTSGSTGKPKGVINTHQGIVNRLAWMQ
AALRQTLAAQ- - PQSDPTPAQRRLRPEHPAYVIYTSGSSGQPKGVVISQRSAADFVDWAL
AALRQTLAAQ--PQSDPTPAQRRLRPEHPAYVIYTSGSSGQPKGVVISQRSAADFVDWAL

****** * ***

NSLNVTEKDRIGQFASISFDASVWEMFMALLTGASLYIILKDTI--NDFVKFEQYINQKE
RWFGFGAGDVWTLFHSYAFDFSVWEIWGALLSGGRLVVVPRAAV - -QAPDEFLALLEREK
ERFGVSAGSSVLQFASLSFGAALFEVCMSLLVGARLVLVASAREAL -NAGAMAELARRHG
ERFALQGPTRVLQFASLSFDAAVMEMLMAFCSGGRLVLPAAGPLLGEQLLDT - - -LNRHE
ERFALQGPTRVLQFASLSFDAAVMEMLMAFCSGGRLVLPAAGPLLGEQLLDT- - -LNRHE
ERFALQGPTRVLQFASLSFDAAVMEMLMAFCSGGRLVLPAAGPLLGEQLLDT- - -LNRHE
SAYRLDASDTVLQKTPFSEDVSVWEFFWPLLEGARLVLAVPDGH - -RDPAYLAALIQRER
ASFGAETFADVLATTSLSEDVSVFELLTPLLSGGRVRLLRDLLELGERPISGG-------
ASFGAETFADVLATTSLSEDVSVFELLTPLLSGGRVRLLRDLLELGERPISGG-------
.k . * . . .

*
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GrsA
FrsG2_Cro
Frsgl_Cro
FrsG1l_Cro
FrsA_Cro
FrsD_Cro
Frse2_Cro
FrsF1_Cro
FrsF2_Cro

GrsA
FrsG2_Cro
Frsgl_Cro
FrsG1_Cro
FrsA_Cro
FrsD_Cro
Frse2_Cro
FrsrFl_Cro
FrsF2_Cro

GrsA
FrsG2_Cro
Frsel_Cro
FrsG1_Cro
FrsA_Cro
FrsD_Cro
Frsge2_Cro
FrsrFl_Cro
FrsrF2_Cro

GrsA
FrsG2_Cro
Frsel_Cro
FrsGl_Cro
FrsA_Cro
FrsD_Cro
Frsge2_Cro
FrsF1_Cro
FrsrF2_Cro

GrsA
FrsG2_Cro
Frsgl_Cro
FrsG1l_Cro
FrsA_Cro
FrsD_Cro
Frsg2_Cro
FrsF1_Cro
FrsF2_Cro

ITVITLPPTYVVHLDP-------- ERILSIQTLITAGSATSPSLVNKWKE----- KVTYI
VSVLNQTPSAFYALMQAEAARPETASELALRTVVFGGEALDLSALRSWYQRHGDVGPKLA

LSHVVLPPSALEALASE-------- RLPDSLGIMVAGEHCPAHLQERW- - - - - SAGRLMV
ISHALISPSA----LSTAD- - --AALAPVLRTLVVGGEACPGATVAAW- - - - - SAGRRMV
ISHALISPSA----LSTAD- - - -AALAPVLRTLVVGGEACPGATVAAW- - - - - SAGRRMV
ISHALISPSA----LSTAD----AALAPVLRTLVVGGEACPGATVAAW- - - - - SAGRRMV
VTTVHFVPSMLEVFLREAG- - - -SRQCLSLRRVLCSGEALSGELSALHR-Q--VLGSPLH
-SLISAVPSVFAQLLQHG------ AVSLEAKTVVFAGEALPPELVAAVRQR - -WPECRVA
-SLISAVPSVFAQLLQHG------ AVSLEAKTVVFAGEALPPELVAAVRQR - -WPECRVA
. * . .

*

NAYGPTETTICATTWVATK--ETIGHSVPIGAPIQNTQIYIVDENLQLKSVGEAGELCIG
NMYGITETTVHASYQALDRRLCEEGGNSLIGEAIPDLRLHLLDRWLQPVPAGGVGELYIG
NGYGSSEVTVCATISLPLS--GRG- -APPMGLPNANTRLYVLDAGLQPVPVGVPGELYIA
NAYGPTEATACVTMSEPLS - -GDG - -APKLGRPTHNARLYVLDGALQLAPVGVAGELYIA
NAYGPTEATACVTMSEPLS - -GDG - -APKLGRPTHNARLYVLDGALQLAPVGVAGELYIA
NAYGPTEATACVTMSEPLS - -GDG - -APKLGRPTHNARLYVLDGALQLAPVGVAGELYIA
NLYGPTEAAVDVTAHACEN - -GETGVSVPIGAPIWNTRIHVLDAGLRPAPVGVAGELYIA
NIYGPTETTVYAIGGWLEA--GER--APTIGRPLGNTQTYVLDAGLRPAPVGVAGELYIA
NIYGPTETTVYAIGGWLEA--GER--APTIGRPLGNTQTYVLDAGLRPAPVGVAGELYIA

* kk .k * *k Kk Kk

GEGLARGYWKRPELTSQKFVDNPFVPGEKLYKTGDQARWLSDGNIEYLGRIDNQVKIRGH
GAGLARGYLNRPGLSAERFIANPFAAGERMYRSGDLARRNAAGALEYQGRADQQVKVRGF
GDGLARGYLRRPGLSAERFVANPFAEGERMYRTGDLARRGGDGRLEYLGRTDHQVKIRGF
GAGLARGYLNRPGLTAERFVANPYGEGERLYRSGDLARWTEEGELEYLGRSDQQVKVRGF
GAGLARGYLNRPGLTAERFVANPYGEGERLYRSGDLARWTEEGELEYLGRSDQQVKVRGF
GAGLARGYLNRPGLTAERFVANPYGEGERLYRSGDLARWTEEGELEYLGRSDQQVKVRGF
GAGLARGYLNRPGLTAERFVANPYGEGERLYRSGDLARWTEEGELEYLGRADQQLKVRGF
GAGLARGYLNRPGLTAERFVANPYGEGERLYRSGDLARWTEEGELEYLGRADQQLKVRGF
GAGLARGYLNRPGLTAERFVANPYGEGERLYRSGDLARWTEEGELEYLGRADQQLKVRGF

*  kkkkkk kk K aow ok Kk aoakk kK k  akk kk Kkauckakakk

RVELEEVESILLKHMYISETAVSVHKDHQEQPYLCAYFVSEKHI - -PLEQLRQFSSEELP
RIEPGEIETALRGHPGVEDARVVVKAMDGNDQRLIAYLLPSERAAA- - -PLRRWL - - - - -
RIEPAEIEAVLRRLSGVAQAAVVAREDAPGVRQLVGYVVAATEAKLDAQGLRRQLAEHLP
RIEPGEIEAVLNRHPQVSQSVVVARQSQGGDSQLVAYVAAVGG-V-EGSELRRLAAGQLP
RIEPGEIEAVLNRHPQVSQSVVVARQSQGGDSQLVAYVAAVGG-V-EGSELRRLAAGQLP
RIEPGEIEAVLNRHPQVSQSVVVARQSQGGDSQLVAYVAAVGG-V-EGSELRRLAAGQLP
RIEPGEIEAALCRHPSVAQAAVIAREDTPGHKQLVGYVVLDDA-AALQRDEDSE - SRQVE
RIEPGEIEAALCRHPSVAQAAVIAREDTPGHKQLVGYVVLNAA-AADAQALRRFLADQLP
RIEPGEIEAALCRHPSVAQAAVIAREDTPGHKQLVGYVVLDDA AALQRDEDSES-RQVE

* * * * *

T-YMIPSYFIQLD-KMPLTSNG-------- KIDRKQLPEPDLTFGMRVDYEAPRNEIEET
- - -RAKSSVAAQNARETELPNGL - - = === === ===---- PVFHHN- - -AAET-- - - - EFL
E-HMVPAALVELA-ALPRTPNG- - - - - - - - KFDRGALPVPTFAAE - - - GYRPPRTAEE - -
E-HMVPAAVVVLE -SLPQLPNG- - - - - - - - KLDRKSLPAPEFGGS- - - HYQRPRNAQEEM
E-HMVPAAVVVLE -SLPQLPNG- - - - - - - - KLDRKSLPAPEFGGS- - - HYQRPRNAQEEM
E-HMVPAAVVVLE -SLPQLPNG- - - - - - - - KLDRKSLPAPEFGGS- - - HYQRPRNAQEEM
AWQQVYDTL - - YD - AHQHQPFGENFGGWDSSYDGQPLPLAQMREW- - -RSATVERIRELR
E-HMVPAAMIGLD-VLPLTPSG-------- KLDRKALPAPDFAGR- - - SGRAARDAQE - -
AWQQVYDTL - - YD - AHQHQPFGENFGGWDSSYDGQPLPLAQMREW- - - - - RSAT------
* .

grun: Core-Regionen nach Stachelhaus
gelb: Stachelhauscode

Abbildung A9: Alignment der A-Doménen aus dem cufrs-BGC.
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Percent Identity Matrix des A-Domdnenalignments aus dem

H o H R

GrsA
FrsG2_Cro
Frsel_Cro
FrsGi_Cro
FrsA_Cro
FrsD_Cro
Frsge2_Cro
FrsFi_Cro
FrsF2_Cro

O©CoO~NOOUDA WNE

Abbildung A10: Percent Identity Matrix des Alignments der A-Doménen aus dem cufrs-BGC.
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CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

Acre_FrsG_MT_1
Acre_Frse_MT
Acre_FrsF_MT
Acre_FrsG_MT_2

Acre_FrsG_MT_1
Acre_Frse_MT
Acre_FrsF_MT
Acre_FrsG_MT_2

Acre_FrsG_MT_1
Acre_Frsge_MT
Acre_FrsF_MT
Acre_FrsG_MT_2

Acre_FrsG_MT_1
Acre_Frse_MT
Acre_FrsF_MT
Acre_FrsG_MT_2

Acre_FrsG_MT_1
Acre_Frse_MT
Acre_FrsF_MT
Acre_FrsG_MT_2

Acre_FrsG_MT_1
Acre_Frse_MT
Acre_FrsF_MT
Acre_FrsG_MT_2

Acre_FrsG_MT_1
Acre_Frsge_MT
Acre_FrsF_MT
Acre_FrsG_MT_2

Acre_FrsG_MT_1
Acre_Frse_MT
Acre_FrsF_MT
Acre_FrsG_MT_2

Acre_FrsG_MT_1
Acre_Frse_MT
Acre_FrsF_MT
Acre_FrsG_MT_2

GRADQQVKVRGFRIELGEIETVLRQHPGVEDARVVVQTLHDNDCRLVAYLQPSE- - - - - -
"""""""""" EIEAALCRHPLVSQAVVIAREDTPGHKQLVGYVVLDDAAALQR
----------------- EIEAALCRHPLVSQAVVIAREDTPGHKQLVGYVVLDDAAALQR
----------------- EIEAALCRHPLVSQAVVIAREDAPGHKQLVGYVVLDDAAALQR

kkkao kK akk Kk ok K. . ekk k.

- - -RTAAPLRRWLKVRRDAEA-QGARAFELPNGMPIFHHNTMETEFLYEEIFEDLVYFKH

DAEDETRQVQAWRQVYDTLYEAHCQQPFGEN - - FGGWDSSYDGQPLPLEEMRAWRQATVE

DAEDETRQVQAWRQVYDTLYEAHCQQPFGEN - - FGGWDSSYDGQPLPLEEMRAWRQATVE

DTEDETRQVQAWRQVYDTLYEAHCQQPFGEN - - FGGWNSSYDGQPLPLEEMRAWRQATVE
. . * .k . . * . . . * k.

GIRLDDGACVFDVGANIGLFMLFVGQHCRNATIFAFEPIPPVFRTLTLNAEVHGDKVRLF
RIRELQPRRVLEIGVGSGLLLAPLAPECEAYWGTDLSPTTIAVLERQLSEQTFGDRVRLF
RIRELQPRRVLEIGVGSGLLLAPLAPECEAYWGTDLSPTTIAVLERQLSEQTFGDRVRLF
RIRELQPRRVLEIGVGSGLLLAPLAPECEAYWGTDLSPTTIAVLERQLSEQTFGDRVRLF

Kk ook kok Kk

DCGLSDAVRQ----------- ERFTFYPNDTLISTSR------ NSPEA- -IRGMVKS- - -

ALGAHELLKLPEGNFDVIVINSVLQYFPNAAYLTEVIKQSLERLSPGGALYLGDVRNLAL

ALGAHELLKLPEGNFDVIVINSVLQYFPNAAYLTEVIKQSLERLSPGGALYLGDVRNLAL

ALGAHELSKLPEGNFDVIVINSVLQYFPNAAYLTEVIKQSLERLSPGGALYLGDVRNLAL
* . . . kK . . * % * k.

---FL----INQHGNHSGDDAEVGELLDERLA------- SQDYMCVLRTLSDVITEH- - -

LDVFATAVDLCQVGTET -DAASLRRRVEQRLLAEKELLVSPAFFSRLRETLPQIGAVDIR

LDVFATAVDLCQVGTET -DAASLRRRVEQRLLAEKELLVSPAFFSRLRETLPQIGAVDIR

LDVFATAVDLCQVGTET -DAASLRRRVEQRLLAEKELLVSPAFFSRLRETLPQIGAVDIR
* . * % . * % . v oeow kk * . * % *

----- NVDRIDLLKI- - - -DVENAEYNVLQGIVESDWPKIRQLVMEV- - - - - - - - -HDVD
LKRGEAVNELNRYRYEAVLYKEPCEAVSLSKVETQTWSDVGNMSACRTRLMQYASMWRIE
LKRGEAVNELNRYRYEAVLYKEPCEAVSLSKVETQTWSDVGNMSACRTRLMQYASMWRIE
LKRGEAVNELSRYRYEAVLYKEPCEAVSLSEVETQTWSDVGNMSACRTRLMQYAPMWRIE

* e . * * * . * e .

-------- GR------L------=----=---------RRIVDLLLHRGYRVIHEQDRLL
GIPNARLHGEVLVTRRLKSEEGLASWRRWLDESGGVEPEDLYRLGAELGYRVVLTWSNQP
GIPNARLHGEVLVTRRLKSEEGLASWRRWLDESGGVEPEDLYRLGAELGYRVVLTWSNQP
GIPNARLHGEVLVTRRLKSEDGLASWRRWLDESGGVEPEDLYRLGAELGYRVVLTWSNQP

kokkk .

RDTAIHCLYAVHVSR- - -DAEMRPGHHAENTSLFWN - - CRADLLRDVRANLRKRERDYMQ

D- -HFDAVFLPEQQRGALDAVYRTPPVLKPLSGYVNNPANFEQFAAIRRYVGEQERDY]

D- -HFDAVFLPEQQRGALDAVYRTPPVLKPLSGYVNNPANFEQFAAIRRYVGEQERDYMV

D--HFDAVFLPEQQRGALDAVYRTPPVLKPLSGYVNNPANFEQFAAIRRYVGEQ DYMV
*

* ok Kk ok Kk

NHMVLLDTFPLTPNBKLBRR EQAAMRVRDIEPA- - - - - === = === oo e e - -
LVLLEGLPLTPNGKLDRR EFGTACYRAPGSKQEKVLAQLFAEVLGLPQVGVD
AALVLLEGLPLTP L R EFGTACYRAPGSKQEKVLAQLFAEVLGLPQVGVD

LVLLEGLPLTP EFGTACYRAPGSEQEKVLAQLFAEVLGLPQVGVN
. . *

skkkkkkkkkkkkkkkok ok
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Acre_FrsG_MT_1 ------=--

Acre_Frsg_MT DSFFDLGG
Acre_FrsF_MT DSFFDLGG
Acre_FrsG_MT_2 DSFFDLGG

gelb: konservierte Regionen von MT-Domdnen nach Labby et al..
[f88&: core A9-Core A1l Bereiche der A-Dominen.

Abbildung A11: Alignment der MT-Doménen aus dem befrs-BGC.
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CLUSTAL 0(1.2.4)

FrsG_MT1_Cro
FrsF_MT_Cro
Frse_MT_Cro
FrsG_MT2_Cro

FrsG_MT1_Cro
FrsF_MT_Cro
Frse_MT_Cro
FrsG_MT2_Cro

FrsG_MT1_Cro
FrsF_MT_Cro
Frse_MT_Cro
FrsG_MT2_Cro

FrsG_MT1_Cro
FrsF_MT_Cro
Frse_MT_Cro
FrsG_MT2_Cro

FrsG_MT1_Cro
FrsF_MT_Cro
Frse_MT_Cro
FrsG_MT2_Cro

FrsG_MT1_Cro
FrsF_MT_Cro
Frse_MT_Cro
FrsG_MT2_Cro

FrsG_MT1_Cro
FrsF_MT_Cro
Frse_MT_Cro
FrsG_MT2_Cro

FrsG_MT1_Cro
FrsF_MT_Cro
Frse_MT_Cro
FrsG_MT2_Cro

FrsG_MT1_Cro
FrsF_MT_Cro
Frse_MT_Cro
FrsG_MT2_Cro

multiple sequence alignment

GRADQQVKVRGFRIEPGEIETALRGHPGVEDARVVVKAMDGNDQRLIAYLLPSERAAA- -

GRADQQLKVRGFRIEPGEIEAALCRHPSVAQAAVIAREDTPGHKQLVGYVVLDDAAALQR

GRADQQLKVRGFRIEPGEIEAALCRHPSVAQAAVIAREDTPGHKQLVGYVVLDDAAALQR

----------------- EIEAALCRHPSVAQAAVIAREDTPGHKQLVGYVVLDDAAALQR
v ko * o . * %k

Kok koo kKk kk ok ek k. . .

------- PLRRWLRAKSSVAAQNAREIELPNGLPVFHHNAAETEFLYEEIFEDRIYLKHG

DEDSESRQVEAWQQVYDTLYDAHQH - QPFGENFGGWDSSYDGQPLPLAQMREWRSATVER

DEDSESRQVEAWQQVYDTLYDAHQH - QPFGENFGGWDSSYDGQPLPLAQMREWRSATVER

DEDSESRQVEAWQQVYDTLYDAHQH - QPFGENFGGWDSSYDGQPLPLAQMREWRSATVER
. * . .. . . . . . . . CRCIE .

IRLDNDACVFDVGANIGLFTLFVGQHCGNATVFAFEPIPPVFGTLSLNAAVHGGKVRLFD
IRELRPRRLLEIGVGSGLLLAPLADACEAYWGTDLSPATIAVLEKQLETQSCRDKVRLFA
IRELRPRRLLEIGVGSGLLLAPLADACEAYWGTDLSPATIAVLEKQLETQSCRDKVRLFA
IRELRPRRLLEIGVGSGLLLAPLADACEAYWGTDLSPATIAVLEKQLETQSCRDKVRLFA
*E - H. H .. LR JREEEE
CGLSDAARQE----------- TFTFYPNDTLISSSRNSAEATR-------------- RMV
LGAHELARLPAMRFDCIVINSVLQYFPNAAYLGEVIEQALARLEAGGALYLGDVRNLELL
LGAHELARLPAMRFDCIVINSVLQYFPNAAYLGEVIEQALARLEAGGALYLGDVRNLELL
LGAHELARLPAMRFDCIVINSVLQYFPNAAYLGEVIEQALARLEAGGALYLGDVRNLELL
* * * . kKR . . . * * ..

KSFLINQ----- HGDSDGEAVDELLEERL - ------ SSQQYVCGLRSLSDVVAEHGVERI
PSFAAAVELRQSEPEVDAAALQRRVSQRLLAEKELLLAPDFFSRLRE - - -QLPQIGAVDI
PSFAAAVELRQSEPEVDAAALQRRVSQRLLAEKELLLAPDFFSRLRE---QLPQIGAVDI
PSFAAAVELRQSEPEVDAAALQRRVSQRLLAEKELLLAPDFFSRLRE - --QLPQIGAVDI

* %k . * * o . « kk . ) * %k . . * *

DLLKI----DVENAEYDV----------- LRGISDADWPKIRQLVMEVH--DVD- - - - - -
RLKRGEAANELNRYRYEVVLRKGPCQARSLASAAAEPWSSLGSLSACRERLSVGGDALRV
RLKRGEAANELNRYRYEVVLRKGPCQARSLASAAAEPWSSLGSLSACRERLSVGGDALRV
RLKRGEAANELNRYRYEVVLRKGPCQARSLASAAAEPWSSLGSLSACRERLSVGGDALRV
* . DR * .k * . * . * *

--------------------- GRLA---------------CIVELLRERGYRVIHEQDRL

TGVPNALLHGEAAAARELKAGGSPSALLARLDENGGVRPEALRRLGAELGWRMLATWSRQ

TGVPNALLHGEAAAARELKAGGSPSALLARLDENGGVRPEALRRLGAELGWRMLATWSRQ

TGVPNALLHGEAAAARELKAGGSPSALLARLDENGGVRPEALRRLGAELGWRMLATWSR
* . .

* * ok oak o *

LQNTAIHCLYAVHASCGSASADA - - - VPKAEPAAVWRSRSA - - - LLRDVQAELRSQERDY
AGH - -FDAVFV -RGEDGEALDGVYQPAGALQPLSGYVNNPANFEQYAAIRRYALEQEREY
AGH- -FDAVFV-RGEDGEALDGVYQPAGALQPLSGYVNNPANFEQYAAIRRYALEQEREY
AGH- -FDAVFV-RGEDGEALDGVYQPAGALQPLSGYVNNPANFEQYAAIRRYALEQEREY

. . ) . * ok .k . . * ) * ok koo ok

QRNHLVLLDAFPLT LBRRABP TPEQAALRTRDVDPA- - - - == == m o oo oo o -
AAIVLLDALPLTP LBPRR EFGGTGYRAPESERE--------ccccaoonn
AAIVLLDALPLTP LBRR EFGGTGYRAPESEREQLLARLFGEVLGLPQVG
AAIVLLDALPLTP LBRR EFGGTGYRAPESERE - - - == === =cmmmemn

* * .

ckkkkkakkk kkkkkkkkkk o kK *

gelb: konservierte Regionen von MT-Domdnen nach Labby et al.
[fG8&: core A9-Core A1l Bereiche der A-Dominen

Abbildung A12: Alignment der MT-Doménen aus dem cufrs-BGC.
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Percent Identity Matrix MT-Doméanen Cand. B. crenata - created by Clustal2.1

H* O HH*

1: Acre_FrsG_MT_1 100.00 24.36 24.36 24.36
2. Acre_FrsgE_MT 24.36 100.00 100.00 98.10
3: Acre_FrsF_MT 24.36 100.00 100.00 98.10
4

i Acre_FrsG_MT_2 24.36 98.10 98.10 100.00

Abbildung A13: Percent Identity Matrix des Alignments der MT-Doménen aus dem bcfrs-BGC.
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Percent Identity Matrix MT-Doméanen C. vaccinii - created by Clustal2.1

H* O H HH*

FrsG_MT1_Cro 100.00 26.55 26.55 23.58
FrsF_MT_Cro 26.55 100.00 100.00 100.00
Frse_MT_Cro 26.55 100.00 100.00 100.00
FrsG_MT2_Cro 23.58 100.00 100.00 100.00

A WNRE

Abbildung A14: Percent Identity Matrix des Alignments der MT-Doménen aus dem cufrs-BGC.



CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

Acre_Frsge_MT
Acre_FrsF_MT

Acre_FrsG_MT_2

Frse_MT_Cro
FrsrF_MT_Cro
FrsG_MT2_Cro

Acre_Frse_MT
Acre_FrsF_MT

Acre_FrsG_MT_2

Frse_MT_Cro
FrsF_MT_Cro
FrsG_MT2_Cro

Acre_Frse_MT
Acre_FrsF_MT

Acre_FrsG_MT_2

Frse_MT_Cro
FrsF_MT_Cro
FrsG_MT2_Cro

Acre_FrsgE_MT
Acre_FrsF_MT

Acre_FrsG_MT_2

Frse_MT_Cro
FrsF_MT_Cro
FrsG_MT2_Cro

Acre_Frse_MT
Acre_FrsF_MT

Acre_FrsG_MT_2

Frse_MT_Cro
FrsF_MT_Cro
FrsG_MT2_Cro

Acre_Frse_MT
Acre_FrsF_MT

Acre_FrsG_MT_2

Frse_MT_Cro
FrsF_MT_Cro
FrsG_MT2_Cro

Acre_Frsge_MT
Acre_FrsF_MT

Acre_FrsG_MT_2

Frse_MT_Cro
FrsF_MT_Cro
FrsG_MT2_Cro

EIEAALCRHPLVSQAVVIAREDTPGHKQLVGYVVLDDAAALQRDAEDETRQVQAWRQVYD
EIEAALCRHPLVSQAVVIAREDTPGHKQLVGYVVLDDAAALQRDAEDETRQVQAWRQVYD
EIEAALCRHPLVSQAVVIAREDAPGHKQLVGYVVLDDAAALQRDTEDETRQVQAWRQVYD
EIEAALCRHPSVAQAAVIAREDTPGHKQLVGYVVLDDAAALQRDEDSESRQVEAWQQVYD
EIEAALCRHPSVAQAAVIAREDTPGHKQLVGYVVLDDAAALQRDEDSESRQVEAWQQVYD
EIEAALCRHPSVAQAAVIAREDTPGHKQLVGYVVLDDAAALQRDEDSESRQVEAWQQVYD

hhkhhkhhkhhk *aokk *hhhhhkokhhhhhhhhhhhhhhhhhdhhdh o« *okkhkokkhkakkhkk

TLYEAHCQQPFGENFGGWDSSYDGQPLPLEEMRAWRQATVERIRELQPRRVLEIGVGSGL
TLYEAHCQQPFGENFGGWDSSYDGQPLPLEEMRAWRQATVERIRELQPRRVLEIGVGSGL
TLYEAHCQQPFGENFGGWNSSYDGQPLPLEEMRAWRQATVERIRELQPRRVLEIGVGSGL
TLYDAHQHQPFGENFGGWDSSYDGQPLPLAQMREWRSATVERIRELRPRRLLEIGVGSGL
TLYDAHQHQPFGENFGGWDSSYDGQPLPLAQMREWRSATVERIRELRPRRLLEIGVGSGL
TLYDAHQHQPFGENFGGWDSSYDGQPLPLAQMREWRSATVERIRELRPRRELEIGVGSGL

R IR I R R R PR R I R P P

LLAPLAPECEAYWGTDLSPTTIAVLERQLSEQTFGDRVRLFALGAHELLKLPEGNFDVIV
LLAPLAPECEAYWGTDLSPTTIAVLERQLSEQTFGDRVRLFALGAHELLKLPEGNFDVIV
LLAPLAPECEAYWGTDLSPTTIAVLERQLSEQTFGDRVRLFALGAHELSKLPEGNFDVIV
LLAPLADACEAYWGTDLSPATIAVLEKQLETQSCRDKVRLFALGAHELARLPAMRFDCIV
LLAPLADACEAYWGTDLSPATIAVLEKQLETQSCRDKVRLFALGAHELARLPAMRFDCIV
LLAPLADACEAYWGTDLSPATIAVLEKQLETQSCRDKVRLFALGAHELARLPAMRFDCIV

*ok ok ok kK kkkkhkhkhhkhkhkokhkhkhkokk * . Kkakkkkhkkhkkkkhk kK *k kK

INSVLQYFPNAAYLTEVIKQSLERLSPGGALYLGDVRNLALLDVFATAVDLCQVGTETDA
INSVLQYFPNAAYLTEVIKQSLERLSPGGALYLGDVRNLALLDVFATAVDLCQVGTETDA
INSVLQYFPNAAYLTEVIKQSLERLSPGGALYLGDVRNLALLDVFATAVDLCQVGTETDA
INSVLQYFPNAAYLGEVIEQALARLEAGGALYLGDVRNLELLPSFAAAVELRQSEPEVDA
INSVLQYFPNAAYLGEVIEQALARLEAGGALYLGDVRNLELLPSFAAAVELRQSEPEVDA
INSVLQYFPNAAYLGEVIEQALARLEAGGALYLGDVRNLELLPSFAAAVELRQSEPEVDA

khkhhkhkhkhkhhkhhkhk Khhkkokok *% khkkkhkkhkhkhkkhkkhkkx k% kkokk ok K * k%

ASLRRRVEQRLLAEKELLVSPAFFSRLRETLPQIGAVDIRLKRGEAVNELNRYRYEAVLY
ASLRRRVEQRLLAEKELLVSPAFFSRLRETLPQIGAVDIRLKRGEAVNELNRYRYEAVLY
ASLRRRVEQRLLAEKELLVSPAFFSRLRETLPQIGAVDIRLKRGEAVNELSRYRYEAVLY
AALQRRVSQRLLAEKELLLAPDFFSRLREQLPQIGAVDIRLKRGEAANELNRYRYEVVLR
AALQRRVSQRLLAEKELLLAPDFFSRLREQLPQIGAVDIRLKRGEAANELNRYRYEVVLR
AALQRRVSQRLLAEKELLLAPDFFSRLREQLPQIGAVDIRLKRGEAANELNRYRYEVVLR

Kakakkk KAXXKAXAXAKAAK o ok KFXXAXA**x XXX XXXA XA XXX hhdx*x **x*x **x*x*x*x *%

KEPCEAVSLSKVETQTWSDVGNMSACRTRLMQYASMWRIEGIPNARLHGEVLVTRRLKSE
KEPCEAVSLSKVETQTWSDVGNMSACRTRLMQYASMWRIEGIPNARLHGEVLVTRRLKSE
KEPCEAVSLSEVETQTWSDVGNMSACRTRLMQYAPMWRIEGIPNARLHGEVLVTRRLKSE
KGPCQARSLASAAAEPWSSLGSLSACRERLSVGGDALRVTGVPNALLHGEAAAARELKAG
KGPCQARSLASAAAEPWSSLGSLSACRERLSVGGDALRVTGVPNALLHGEAAAARELKAG
KGPCQARSLASAAAEPWSSLGSLSACRERLSVGGDALRVTGVPNALLHGEAAAARELKAG

* kk ok Kk . * akkkk kK ka kakkk Kkkk ek kok .

EGLASWRRWLDESGGVEPEDLYRLGAELGYRVVLTWSNQPDHFDAVFLPEQQRGALDAVY
EGLASWRRWLDESGGVEPEDLYRLGAELGYRVVLTWSNQPDHFDAVFLPEQQRGALDAVY
DGLASWRRWLDESGGVEPEDLYRLGAELGYRVVLTWSNQPDHFDAVFLPEQQRGALDAVY
GSPSALLARLDENGGVRPEALRRLGAELGWRMLATWSRQAGHFDAVFVRGEDGEALDGVY
GSPSALLARLDENGGVRPEALRRLGAELGWRMLATWSRQAGHFDAVFVRGEDGEALDGVY
GSPSALLARLDENGGVRPEALRRLGAELGWRMLATWSRQAGHFDAVFVRGEDGEALDGVY

khkk khkk Khk k kkkkkkkokaoa. kkk K *kokkkk . *kk kK
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Acre_Frse_MT RTPPVLKPLSGYVNNPANFEQFAAIRRYVGEQLPDYMVPAALVLLEGLPLTPNGKLDRRA

Acre_FrsF_MT RTPPVLKPLSGYVNNPANFEQFAAIRRYVGEQLPDYMVPAALVLLEGLPLTPNGKLDRRA
Acre_FrsG_MT_2 RTPPVLKPLSGYVNNPANFEQFAAIRRYVGEQLPDYMVPAALVLLEGLPLTPNGKLDRRA
Frse_MT_Cro QPAGALQPLSGYVNNPANFEQYAAIRRYALEQLPEYMVPAAIVLLDALPLTPNGKLDRRA
FrsF_MT_Cro QPAGALQPLSGYVNNPANFEQYAAIRRYALEQLPEYMVPAAIVLLDALPLTPNGKLDRRA
FrsG_MT2_Cro QPAGALQPLSGYVNNPANFEQYAAIRRYALEQLPEYMVPAAIVLLDALPLTPNGKLDRRA

* ************** ****** **** ****** *** *************

Acre_FrseE_MT LPAPEFGTACYRAPGSKQE
Acre_FrsF_MT LPAPEFGTACYRAPGSKQE
Acre_FrsG_MT_2 LPAPEFGTACYRAPGSEQE
Frse_MT_Cro LPAPEFGGTGYRAPESERE
Frsr_MT_Cro LPAPEFGGTGYRAPESERE
FrsG_MT2_Cro LPAPEFGGTGYRAPESERE

kkkkkhkk o kkkk koK

grin: S-Adenosylmethionin-Bindungsstelle

Abbildung A15: Alignment der N-MT-Doménen aus dem befrs-BGC und
dem cufrs-BGC.
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Percent Identity Matrix - created by Clustal2.1

H o H HH

1: Acre_Frsge_MT 100.00 100.00 98.20 71.94 71.94 71.94
2: Acre_FrsF_MT 100.00 100.00 98.20 71.94 71.94 71.94
3: Acre_FrsG_MT_2 98.20 98.20 100.00 71.54 71.54 71.54
4: Frse_MT_Cro 71.94 71.94 71.54 100.00 100.00 100.00
5: FrsrF_MT_Cro 71.94 71.94 71.54 100.00 100.00 100.00
6: FrsG_MT2_Cro 71.94 71.94 71.54 100.00 100.00 100.00

Abbildung A16: Percent Identity Matrix des Alignments der N-Methyltransferasen aus dem befrs-BGC und cufrs-
BGC.



CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

FrsGl_Acre GRADQQVKVRGFRIELGEIETVLRQHPGVEDARVVVQTLHDNDCRLVAYLQPSERTAAPL
FrsGil_Chro GRADQQVKVRGFRIEPGEIETALRGHPGVEDARVVVKAMDGNDQRLIAYLLPSERAAAPL

kkkkkkkkhkkkhkkkkkk *****.** ***********:::..** **:*** ****:****
FrsGl_Acre RRWLKVRRDAEAQGARAFELPNGMPIFHHNTMETEFLYEEIFEDLVYFKHGIRLDDGACV
FrsGl_Chro RRWLRAKSSVAAQNAREIELPNGLPVFHHNAAETEFLYEEIFEDRIYLKHGIRLDNDACV

****:.: L **.** :*****:*:****: khkkkhkkhkkkkkkk :*:*******:.***
FrsGl_Acre FDVGANIGLFMLFVGQHCRNATIFAFEPIPPVFRTLTLNAEVHGDKVRLFDCGLSDAVRQ
FrsG1l_Chro FDVGANIGLFTLFVGQHCGNATVFAFEPIPPVFGTLSLNAAVHGGKVRLFDCGLSDAARQ

AKX KXKXKAKAKAKKX KA XKA*A** Ahk s kXXX XA A h*x kk o kk*x **k*x **xk*k*xkkkkxkxkkxxx*x *%

FrsGl_Acre ERFTFYPNDTLISTSRNSPEAIRGMVKSFLINQHGNHSGDDAEVGELLDERLASQDYMCV
FrsGil_Chro ETFTFYPNDTLISSSRNSAEATRRMVKSFLINQHGDSDGE--AVDELLEERLSSQQYVCG
* ***********:**** *k  x ***********: . : *.***:***:**:*:
FrsGl_Acre LRTLSDVITEHNVDRIDLLKIDVENAEYNVLQGIVESDWPKIRQLVMEVHDVDGRLRRIV
FrsGl_Chro LRSLSDVVAEHGVERIDLLKIDVENAEYDVLRGISDADWPKIRQLVMEVHDVDGRLACIV
**:****::**.*:**************:**:** ::******************* * %k
FrsGl_Acre DLLLHRGYRVIHEQDRLLRDTAIHCLYAVHVSRDAEMRPGHHAENTSLFWNCRADLLRDV
FrsG1l_Chro ELLRERGYRVIHEQDRLLQNTAIHCLYAVHASCGSASADAVPKAEPAAVWRSRSALLRDV
** ************* ********** * L . . ..*: * Kk ok k k
FrsGl_Acre RANLRKRLPDYMQPNHMVLLDTFPLTPNGKLDRRALPAPEQAAMRVRDIEPA
FrsGil_Chro QAELRSQLPDYMQPNHLVLLDAFPLTANGKLDRRALPTPEQAALRTRDVDPA

sk kk ackkkkkhkhkhkakhkhkkoahkhkhkhk khkhkhkhhkhhkokhkhkhkhk ok *kaookk

Abbildung A17: Alignment der O-MT-Doménen aus dem bcfrs-BGC und
dem cufrs-BGC.

Percent Identity Matrix - created by Clustal2.1

H* H o HH*

1: FrsGl_Acre_Burk 100.00 73.08
2: FrsGi_cChro 73.08 100.00

Abbildung A18: Percent Identity Matrix des Alignments der O-Methyltrans-
ferasen aus dem bcfrs-BGC und cofrs-BGC.
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CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

[eNeNoNoNeoNeoNoNoNe)
< <<K<K<K<K<K<K<K KL

sNeNeoNeoNoNoNoNeoNe] eNeNeNeoNeoNoNoNeoNe] [eNeNeoNoNeoNeoNeoNeNel
<K <<K<K<K<K<K<K K< < <K<K<K<K<K<K<K K<

< <<K<K<K<K<K<K<K KL

sNeNeoNoNoNeoNoNeoNe]
< <<K<K<K<K<K<K<K K<

._FrsgE_C4_Epimer
._FrsA_C1_start
._FrsbD_C2_start
._Frsg_C3_LCL
._FrsF_C7_LCL
._FrsG_C9_LCL
._Frsg_C5_DCL
._FrsF_C6_DCL
._FrsG_C8_DCL

._Frse_C4_Epimer
._FrsA_C1_start
._FrsD_C2_start
._Frsg_C3_LCL
._FrsF_C7_LCL
._FrsG_C9_LCL
._Frsg_C5_DCL
._FrsF_C6_DCL
._FrsG_C8_DCL

._Frse_C4_Epimer
._FrsA_Ci1_start
._FrsD_C2_start
._Frsg_C3_LCL
._FrsrF_C7_LCL
._FrsG_C9_LCL
._Frsg_C5_DCL
._FrsF_C6_DCL
._FrsG_C8_DCL

._Frse_C4_Epimer
._FrsA_Ci1_start
._FrsD_C2_start
._Frsg_C3_LCL
._FrsF_C7_LCL
._FrsG_C9_LCL
._Frsg_C5_DCL
._FrsF_C6_DCL
._FrsG_C8_DCL

._Frse_C4_Epimer
._FrsA_C1_start
._FrsD_C2_start
._Frsg_C3_LCL
._FrsF_C7_LCL
._FrsG_C9_LCL
._Frsge_C5_DCL
._FrsF_C6_DCL
._FrsG_C8_DCL

- -PVESDRNERVDQACGDLPATP- - - - - ITHWMLAAPPYRRFNQSQLLRTPGGLKRDDLL
-------- MKNSESPIHHFQASSAQLDVWISQEVSPN- -LPNNIAEYLNLAGSLDAGLFL
------------------------- MEIWLAQQLMPD--SPNNIAEYLHLSGPLDPDLFF
---------- MPIPEIEVLPLSYAQRRLWFTHRFNGPS-PTYNIPIALSLSGEPEQPALQ
SGDGELRPPLRRLPRPQTLPLSYAQQRLWFIHHLEGPS-PTYNIPVALRLSGALETDVLE
-DPAAVRPPLQRQARPKRLPLSYAQQRLWFLYRFEGPS-STYNIPLALRLKGDLHPEALQ
------------ RPLEDVLPLSPLQKGLLFHGLYDPAGVDPYIERVTYQLEGELDPAAMK
--------- MNPKKIEAAYPLSPLQKGFLFHAGYDLQSADSYVAQLFLDFEGELDGAAMR
--------- MNPKKIEAAYPLSPLQKGFLFHAGYDLQSADSYVAQLFLDFEGELDGAAMR
. * .

AALQALLDHHDALRLRLDAAASDEALLSIPPAGSVRAGDCLRRIDAVGRDEAEWHLLLAR
QALSQVASESAELQYNFRHDGLQL - - -TKFRR- -DDEGWEPDFIDVSTHGEP - EHAALRA
KTLRQVASETPALQVNFSIEDGRP- - -CPVSR- -VHEDWSPDFIDVSTHGEP - EHAALRA
AALRDVLARHESLRTLVVESEEGAPAQHILPP--DAAGTFC--LAVQTAGSA-AEQAASL
AALLDVVRRHESLRTVYVQSADDTPLQCVLSV--EQLDDCR--LIVHEPLGE-TRLGAVL
QAVADIVERHESLRTVFVDNDGV-PEQRIQSA--EQALP-S--LPRVEVADE-AELQRAL
RAAHGLLQRHGNLRACFVDLGKGQPVQIISQL - -EALPWQDIDLSMLAGDER-QAMLAQI
SAADALMRRHANLRAGFVHPGGQEPVQVVLRE - - VVAGWEERDWRGRNPQEA - AEAQSAW
SAADALMRRHANLRAGFVHPGGQEPVQVVLRE - - VVAGWEERDWRGRNPQEA - AEAQSAW
. . * .

EGEAAAERLDCEAGLLLQAVWLDAGDEAGRLLLVIHHLAVDGVSWRVLLPDLQQAWQAAS
MRERVEKPFDLARDALFRWTLIRLADERHIFCHVYHHIAMDGAGYVMLLQRIAEVYGALR
MRERVEKPFDLARDALFRWTLIRLADERHIFCHVYHHIAMDVAGYVMLLQRIAEVYGALR
-ETACRHCFDLSREMPLRAGLFLADGAEPVLLLLLHHIAADGDSLPVLARDLELAYRSRL
-SEASRHCFDLSCELPLRAELFPLDSGQQVLLLLLHHIAGDGGSLPVLADDLAAAYEARC
-REAAEHRFDLSSETPLRCTLFRLGEQEWVLLLLIHHIAGDGGSLLPLGRELDAAYAARC
REQVRSQRFDLGRAPLLSFTLIRLAADRHQLIMNNHHILLDGWSEPLLWRELMTLYRNGG
QEADRERRFELSQPPLLRFGWLRLPAGRSQLVVTYHHILLDGWSLPLLLEELLALYRAGG
QEADRERRFELSQPPLLRFGWLRLPAGRSQLVVTYHHILLDGWSLPLLLEELLALYRAGG
. . . . * ok . * * . .

QDRAIALDPVGASFRLWSLHLGQEAR- - - - - SSQREAELAHWKWALAAED-PLL----GP
EGQPAP - - - -ACGFADADAIVREEER- - YRQSEQFAVDRAFWQARSAELAT - - - - - AEPP
EGQPAP - - - -ACGFADADAIVREEER- - YRQSEQFAVDRAFWQARSAELAT - - - - - AEPP
RGLAPEWRPLPVQYADYALWQQELLGDLEVPDSLAARQLVYWREALRGMPDVLELPTDHP
QGREPAWRPLPVQYADYTLWQRQLLGNERDPDSLIGRQFAYWKQALAGLPDQLCLPTDRP
QGRAPDWQPLAVQYADYTLWQRQLLGEENDPESLIAAQFAYWKRTLAGAPEQLTLPTDRP
- --DLGAMPRVTPYRDYLVWLGRRDH- - ------- EADRQAWRHYLAELETPTLLSPEPP
- --GDGGLPEATPYSAYLGWLQERDR--------- AAACEAWGGYLEGLEGPTLLAQEGQ
- --GDGGLPEATPYSAYLGWLQERDR--------- AAACEAWGGYLEGLEGPTLVSTGHP

*

RPYDSARDATRTRQSLSLA- - - -LPPAVTQALLTQATARFHAHANDVLLTVFALAVAVWR
LP------- AADGPFLAFAQTAVIPEDACGGLRMTAER-LGVSQSRLLTAAIVAYFHRW-
LP------- AADGPFLAFAQTAVIPEDACGGLRMTAER-LGVSQSRLLTAAIVAYFHRW-
RPAVA- - - -SHRGGKAPFA - - - - LSAAAHARLKTLAAQ - QGATLSMALQAGLAALLHRL -
RPAMA- - - -SYQGDYCEFR- - - -LDAETLKQLKTLARR-HGATLSMALQAALAALLSRL -

RPAVA- - - -SYRGRYLPFE- - - - LDAGLHAELRRLARD - HDATLSMLLQAGLAALFTRL -

AA- - YVDQETYSLA- - - - LPPALAQALAARAAE - LGITLNTLVQGAWGRVLACL -

ADKGA- - - - AAAQARLSLE - - - - LPAELTQALTRQARQ - QGVTLNTLLQAAWGMLLGKL -

QDH------- AEQKQRAWR- - - - LPAELTQALTRQARQ - QGVTLNTLLQAAWGMLLGKL -
. * * .
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53
50
33
49
59
58
48
51
51

113
104
87

104
114
111
105
108
108

173
164
147
163
173
170
165
168
168

223
213
196
223
233
230
213
216
216

279
264
247
273
283
280
260
266
263



[eNeNoNoNeoNoNoNeoNe)
< <<K<K<K<K<K<K<K KL

[eNeNoNoNeoNeoNeoNeoNe) [eNeNoNoNeoNeoNoNoNe)
< <<K<K<K<K<K<K<K KL

< <K<K<K<K<K<K<K K<

[eNeNoNoNeoNoNeoNeoNel
<K <<K<K<K<K<K<K K<

._Frsg_C4_Epimer RRRLPEAPAELLFDLEGHGREARDTGIDLSRTVGWFTSLFPVRLALDCAGLDEALKGGDS 339

._FrsA_Ci_start  ----- GGQQEILFRLAVSARSDA----- TRHAPGHLAHALPLLASLP--------- PRAS 305
._FrsbD_C2_start  ----- GGQQEILFRLAVSARSDA----- TRHAPGHLAHALPLLASLP--------- PRAS 288
._Frse_C3_.LCL  ----- GAGTDIAVGGLLAGRGEE- - - -SLKELIGFFVNAWVLRVDVS-=-------- GRPN 315
._Frsr_C7_LCL  ----- GAGDDIPLGCPIAGRTDD- - - -ALANLVGFFVNTWVLRVDTS--------- GRPD 325
._FrsG_Co_LCL  ----- GAGEDIPLGCGIAGRTDD- - - -ALNDMVGFFVNSWVLRADTS - - - - - - - - - GNPD 322
._Frse_C5_.DCL ----- TMSQDVVFGSNVAGRPAEL - -GGIEDMVGLFINTVPLRVRWT - - - - - - - - - RGES 304
._Frsr_C6_DCL  ----- NLSRDVVFGITVAGRPGEL - -PGVERMIGLFINTVPVRLRWS--------- AGET 310
._FrsG_C8_.DCL  ----- NLSRDVVFGITVAGRPGEL - -PGVERMIGLFINTVPVRLRWS--------- AGET 307
. * * . .

._Frsg_C4_Epimer LGRLLKSVKE-QLRAIPDRGMGFGLLRH-LNPGARGEL --AAL-SSPQIGFNYLGRFTAA 394
._FrsA_Cl_start LADIARQLDGEVERMRPHTRYRAEDIVRDQAGAGLGRGAQGPVINLMPFAYRFEFGACRV 365
._FrsD_C2_start LADIARQLDGEVERMRPHTRYRAEDIVRDQAGAGLGRGAQGPVINLMPFAYRFEFGACRV 348

._Frsg_C3_LCL FPALLRRVREQALQAYSHQDLPFEWLVEQINPARS - - TSHHPLFQVALVLQNNLSADFHL 373
._Frsr_C7_LCL FATLLGRVRQQALAAYSHQDVPFERLVELLNPARS - -ASHHPLFQVNLALQNNIFPLFRF 383
._FrsG_C9O_LCL FITLLGRVREQALAAYAHQDAPFERLVELINPSRS - -SAHHPLFQVNLTLQNNALPDFRL 380
._Frse_C5_DCL IADMLVRLQAEQVGLLEHQYLDLAEIQE------ L--AGLGDLFDTVYAFENYPVFGDGG 356
._FrsF_C6_DCL VAGLVGRLQREQAGLLDHQHLDLVEIQR------ L--AGQRQLFDTLFIFENYPFDSQAM 362

._FrsG_C8_DCL VAGLVGRLQREQAGLLDHQHLDLVEIQR------ L--AGQRQLFDTICVFENYPVDAAAM 359

._Frse_C4_Epimer EGEDWQPAGCAGIEGGQDPDMPLPHLLSFNAQTLDREQGPELHAIWSWAGELFDQEQIAE 454

._FrsA_Cl_start ESA------- HQLTVGVL-DTL- - -EVAV- - - -HDRKNGDGLHLDLYASERGCPPEPLRR 410
._FrsD_C2_start ESA------- HQLTVGVL-DTL- - -EVAV- - - -HDRKNGDGLHLDLYASERGCPPEPLRR 393
._Frsge_C3_LCL EGL---AVDQRLLGTGTAKFDL - - -AFNLFERQDGDGRPQGLDGELEFASDLFDRAGAER 427
._Frsr_C7_LCL SGR- - -EVSLETVGNRTAKFDL - - -FFNLFEMPSDEPQTQYLQGYVEYATELFDRATVER 437
._FrsG_CO_LCL DGL - --EVSLSPIEADTAKFDL---FFNLFEIFGLDGQAGGLQGGVEYATDLYEQATVEQ 434
._Frsg_C5_DCL ASA-A-GPRVTGVSGG-S--TT---HYPLG---LIVNPQSGLSFLFSYRPDLYLPEDIQR 405
._FrsF_C6_DCL APD-LGQASLRRVSGG-EQHES- - -HYPLT- - -LMAVPREMLSLYLSYDAQRFDKGVVQG 414
._FrsG_C8_DCL EQP-SGGLQLRGVSGG-DRYMT - - -HYPLS- - -LMIEPGPELKLNLIYQPERFEPEAIER 411
. *
._Frse_C4_Epimer LAQLWRQAAVALAEHASRPEAGGRSPSDLPLVGLEQT---------- QIERLEAEY--- 500
._FrsA_Cl_start HALRLARFIVEAAAEPSQPVSD------ IELLDEAERRQLLVDWNRTGPDHGQATFPQL 463
._FrsD_C2_start HALRLARFIVEAAAEPSQPVSD-- - - - - IELLDEAERRQLLVDWNRTGPDHGQATFPQL 446
._Frse_C3_LCL LVARFVRLLERWSMQPAHLIAE------ LDLLDDDERRQAV- - === --mmmm oo - 462
._Frsr_C7_LCL LLTRFRLLLEAVAAEPSRPMSD- - - - - - IELLDEAERR------------moommmm 469
._FrsG_Co_LCL FMRHFQRLLRQVAAVPTAPIAA------ LDLSEPQSAAEADCAARPAASDSI ------- 480
._Frsg_C5_DCL IAGYLQLTLQAFADDPAQSVAG- - - - - - LELAPVEQAGWL - = === ==-==-cm-ummu- 439
._FrsF_C6_DCL LLTRFRLLLEAVAAEPSRPVSD- - - - - - IELLDEAERR-------=--cmcmmommmmm - 446

._FrsG_C8_DCL LSAQLTRLLGVIAAEPSQPVSD- - - - - - = 436

Abbildung A19: Alignment der C-Doménen aus dem cufrs-BGC.
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H* o HH*

Percent Identity Matrix - created by Clustal2.1

OCoO~NOOOTA,WNRE

oNeoNeoNoNoNeoNeNeNe)

Abbildung A20: Percent Identity Matrix des Alignments der C-Doménen

v._Frsg_C4_Epimerisation 100
V._FrsA_Cl1_starter 17.
v._FrsD_C2_starter 17.
V. _Frse_C3_LCL 21.
.V._FrsF_C7_LCL 24,
.V._FrsG_C9_LCL 22.
.v._Frsg_C5_DCL 20.
.V._FrsF_C6_DCL 21.
.V._FrsG_C8_DCL 21.
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CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

Frsg_Condensation_4_Epim

FrsA_Condensation_1_start
FrsD_Condensation_2_start

FrsE_Condensation_3_LCL
FrsF_Condensation_7_LCL
FrsG_Condensation_9_LCL
FrsE_Condensation_5_DCL
FrsF_Condensation_6_DCL
FrsG_Condensation_8_DCL

Frsg_Condensation_4_Epim

FrsA_Condensation_1_start
FrsD_Condensation_2_start

FrsE_Condensation_3_LCL
FrsF_Condensation_7_LCL
FrsG_Condensation_9_LCL
Frsg_Condensation_5_DCL
FrsF_Condensation_6_DCL
FrsG_Condensation_8_DCL

Frsg_Condensation_4_Epim

FrsA_Condensation_1_start
FrsD_Condensation_2_start

FrsE_Condensation_3_LCL
FrsF_Condensation_7_LCL
FrsG_Condensation_9_LCL
Frsg_Condensation_5_DCL
FrsF_Condensation_6_DCL
FrsG_Condensation_8_DCL

Frsg_Condensation_4_Epim

FrsA_Condensation_1_start
FrsD_Condensation_2_start

FrsE_Condensation_3_LCL
FrsF_Condensation_7_LCL
FrsG_Condensation_9_LCL
FrsE_Condensation_5_DCL
FrsF_Condensation_6_DCL
FrsG_Condensation_8_DCL

Frsg_Condensation_4_Epim

FrsA_Condensation_1_start
FrsD_Condensation_2_start

Frsg_Condensation_3_LCL
FrsF_Condensation_7_LCL
FrsG_Condensation_9_LCL
FrsE_Condensation_5_DCL
FrsF_Condensation_6_DCL
FrsG_Condensation_8_DCL

---PLTNGVDSVQEEPCGDLTLTPILRWMWENGPYRLF- - - - - HQSQLLRAPSGLRRADL
------------------------- QMDIWMVQKIAAD--YPNCIAEYLHFRGALDGPHF
--------------------------- EIWLAQQLRKD--LFINIAEYLQIDGVLDIALF
------------ QNSAIEVLPLSYAQRRLWFTHCIKGP-SPAYNIPLMLRLAGKPAKEAL
-STDDAVRPPLQRQIRPETLPQSFAQQRLWFINQLEGP-SPTYNIPVALRVSGPLDIAAL
STKPTAVRQPLLPQERPKRLPLSHAQQRLWFLHRFEGP-SSTYNIPLAFKLQGSLDVEAL
---------------- EEVLPLSPLQKGLLFHGLYDPAGVDPYVERLIYALEGELDAGAL
---------------- ETTYPLSPLQKGFLFHAGYDLAHADNYIAQLFLDFDGEVDAGLM
---------------- ETTYPLSPLQKGFLFHAGYDLAHADNYIAQLFLDFDGEVDAGLM

LAMVQALLDHHDALRMRLHEDDGEARMTI - LPVGTTRAEDCVRRIEIVGVDAVERQV-VL
LGALHCVAREASELRCNLHHD -GVRLIKYHRDLA- - - -EWVPDFIDVSTEANPEAT - -AL
MDALHRVLQEAIVLHVNFSGH-VDRPVQFLRTSK- - - -GCAPSFIDVSAQSDPFFA- -AQ
QAALQDVLTRHESLRTLCVEADDGEPMQHILPAQ- - - -AVTVFRLETHVAA- -SVAE-QS
DKALRDIMLRHESLRTVYLRSADDTPVQSILPVE- ---HLNDNRLIVRALL--DEEQ-LP
RRALEDVVVRHESLRTIFVESEGIPEQKILAPDE- ---ACLALQ--LIDTN--EETG-LD
KQAVHGLLLQHSNLRACFVDLGRGQPVQVIVPLS- - - -ALPWQEIDLSMLGEDEQQAVLE
RAAADTLIRRHANLRAGFVHPGGREPVQVILREV- - - -AACWKEHDWRTEPLVRAAELQS
RAAADTLIRRHANLRAGFVHPGGREPVQVILREV- - - -AACWKEHDWRTEPLVRAAELQS
. * .

ARETDEAILRLDSECGRLVQVVWLDAGSEEGWLRLVIHHLAVDGVSWRVLLSDWQQAWAD
SIMRSQVVKSVDMRTDALFRWCLIRLSDEHHIFFHAYHHIVMDGVGYVLLLERVAEVYRA
RAMRELAHSPFDLGQDALFRWCLIRLSDEHHIFFHAYHHIVMDVAGYVLLLERVAEVYRA
EAVVEASRHCFDLSTEIPLRATLFLAEGAPPLLLLLLHHIAADGDSLPVLAKNLEFAYLA
PALCEACRYCFDLSREPSLRAELFPLRSGQQVLLLLLHHIGADGGSLPVLANDLGFAYEA
MALREASDYHFDLSREIPLRCTLFRQESQVWTLLLLIHHIAGDGGSLLPLGRDLATAYAA
QMQEEDRHQRFDLSHAPLLSFVLIRLAVDRHRLIMSNHHILLDGWSGPLLWRELMKLYRS
AWHAEDRQRRFDLSQPPLLRFGWLRLPEERTQLVLTYHHILLDGWSLPLVLEELLTLYRT
AWHAEDRQRRFDLSQPPLLRFGWLRLPEERTQLVLTYHHILLDGWSLPLVLEELLTLYRT
* . . * k. * . .

VCVGCAISLDPVGTSFRNWALCLQR- - - -D-AQSPQREAELAYWCSMLSTTD- - - - - MPL
LRSDLPLPACRFATASAIVDDEVR- - - - - YR-ASEQFAVDRAFWQARAALQAKAEPPLPL
LRSDLPLPACRFATASAIVDDEVR- - - - - YR-ASEQFAVDRAFWQARAALQAKAEPPLPL

RHESRPPEWSLLAVQYADYTLWQREWLGNIGTADSPAAHQLRYWRGALR - -G-MPQVMAL
RRQGAEPTWQPLPVQYADYTLWQRQLLGDEKDPDSLICRQFAYWEEVLA--G-LPDLLRL
RRKGLDPAWAPLPVQYADYTLWQRQLLGSEGDPDSLISTQFAYWKQNLA--G-AQEQLTL

GG- - -DLRAIPRVTPYRDYLDWLAR---RDLEP------ DRMAWRGYLR--D-LVTPTLL
QG- - -DALSLPKTTPYSTYLGWLQG- - -RDRAS- - - - - - AQQVWGDYMS - -G-LEGPTLL
QG- - -DALSLPKTTPYSTYLGWLQG- - -RDRAS- - - - - - AQQAWGDYLS--G-LEGPTLL

* *

GRRAFDPARDTTRTKQSLSLSLPVRTTQALLTQAATRFHAQANDVLLTVFVLAMAAWRR -

[T GEPFLAFAESAVIPEAGRLSLKAAAE- - - - - - RLGVSLS- -RLLSAAITAY
Y GEPFLAFAESAVIPEAGRLSLKAAAE- - - - - - RLGVSLS--RLLSAAIIAY
PTDRPRPP - VATHRGGKVPFALPAAAHARLKTLAE - - - - - - TEAVTLS- -MVLQAGLSAL
PMDRPRPV - EASYQGDYCEFTLDAGTLQQLKRMAR- - - - - - RQGVTLS- -MTLQAGLAAL
PTDHPRPA-VASYRGHYLPFQLEAELHSDLRRLAR- - - - - - TNDTTLS- -MLLQAALAAL
A- - -PAAP-TEYVIQETYERALPDALASGLTALAE- - - - - - QLGVTLN- - TVIQGAWGRY
A- - -RRSA-SEDQTQSKSSLTLPIELTQALNQQAR- - - - - - QQGVTLN- - TLLQAAWGIL
A- - -RRSA-SEDQTQSKSSLTLPIELTQALNQQAR- - - - - - QQGVTLN--TLLQAAWGIL
. * * *
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FrsE_Condensation_4_Epimer
FrsA_Condensation_1_start
FrsD_Condensation_2_start
FrsE_Condensation_3_LCL
FrsF_Condensation_7_LCL
FrsG_Condensation_9_LCL
FrsE_Condensation_5_DCL
FrsF_Condensation_6_DCL
FrsG_Condensation_8_DCL

FrsE_Condensation_4_Epimer
FrsA_Condensation_1_start
FrsD_Condensation_2_start
Frsg_Condensation_3_LCL
FrsF_Condensation_7_LCL
FrsG_Condensation_9_LCL
FrsE_Condensation_5_DCL
FrsF_Condensation_6_DCL
FrsG_Condensation_8_DCL

Frsg_Condensation_4_Epimer
FrsA_Condensation_1_start
FrsD_Condensation_2_start
Frsg_Condensation_3_LCL
FrsF_Condensation_7_LCL
FrsG_Condensation_9_LCL
FrsE_Condensation_5_DCL
FrsF_Condensation_6_DCL
FrsG_Condensation_8_DCL

Frsg_Condensation_4_Epimer
FrsA_Condensation_1_start
FrsD_Condensation_2_start
FrsE_Condensation_3_LCL
FrsF_Condensation_7_LCL
FrsG_Condensation_9_LCL
FrsE_Condensation_5_DCL
FrsF_Condensation_6_DCL
FrsG_Condensation_8_DCL

Frsg_Condensation_4_Epimer
FrsA_Condensation_1_start
FrsD_Condensation_2_start
FrsE_Condensation_3_LCL
FrsF_Condensation_7_LCL
FrsG_Condensation_9_LCL
Frsg_Condensation_5_DCL
FrsF_Condensation_6_DCL
FrsG_Condensation_8_DCL

-QCMGHAPDALLFDLEGHGRETQDTAIDLSRTVGWFTSLFPVRVRLDAVDLDDALGEGAS 338

FRRWDGQ-NEMRFRLAVSARS - -EVT - - -MQAPGYMAHALPLQASFTP--------- HTS 289
FRRWDGQ-NEMRFRLAVSARS - -EVT - - -MQAPGNMAHALPLQASFTP--------- RTS 287
LYRLGAG-SDVVIGGLLAGRN- -DEA- - LKDLIGFFVNAWVLRTDLSG--------- HPD 314
LNRMGAG-DDIPLGSPIAGRT--DDA--LINLVGFFVNTWVLRVDTSG--------- RPD 325
FTRLGVG-NDIPLGCGIAGRT--DEA--LGDLVGFFVNTWILRADTSG--------- DPD 324
LGCLTTS-QDVMFGSNVAGRP - -AELNGIEDMIGLFINTIPLRVRWSR--------- GES 301
LGKLSSS-RDVVFGITVAGRP - -GELPGVERMIGLFINTVPLRLRWRA- - - - -~ - - - GET 301
LGKLSSS-RDVVFGITVAGRP - -GELPGVERMIGLFINTVPLRLRWRA- - - - ----- GET 301
. . * * . .
LGRLLKSVKEQL -HALPDRGLGFGLLRYLNQGTAAELAAHGQPQIGFNYL------ GRFA 391
LADIVRQLDGEVRCMRPHIRYRAEDIVRDWASTGGVQGAQGP-VINIMPF-- - - - SYAFD 343
LADIVRQLDGEVRCMRPHIRYRAEDIVRDWASTGGVQGAQGP -VINIMPF - - - - - SYAFD 341

FHVLLRRVREQALQAYSHPDLPFEWLVEQLNPI - -RSTSYHP-LFQVVLVLQNNQRARFR 371
FATLLGRVRSRALAAYAHQDVPFDRLVELLNPV - -RSISHHP-LFQVNLALQNNVLPKFR 382
FVTLLGRVREQALAAYAHQDAPFERLVELINPV--RSSAHHP-LFQVNLTLQNNALPEFR 381

IGDVLKRIQSEQVDLLEHQYLD------ LVEIQ--SQASHRD-LFDSVYAFENYPVHAND 352
VAELLERLQREQARLLEYQYLD------ LAEIQ--RLAGQRQ-LFDTLFIFENYPFDAQA 352

VVELLERLQREQARLLEYQYLD------ LAEIQ--RLAGQRQ-LFDTLCVFENYPVNAKA 352

ASEGGDWQLASDVGIEAGQDPEMPLPHPLSFDAHTLDRTHGPELTAIWSWGSELFSSDEI 451
F---GECRVTSAHQLTVG------ LLNAL - -EVAVHDRKIGDGLHIDLYAPQACGSPVQL 392
F---GECRVTSAHQLTVG------ VLNAL - -EVAVHDRKIGDGLHIDLYAPQACGSPVQL 390
L---GGLVVE-QQVLGTGTA-KFDLAFNL - -FETMSDDGHPLGVTGDLEYACDLFDPPSA 424
F---FGQAVA-LETVSSRTA-KFDLFFNL - -CEMPADGSQPCYLHGYVEYASDLFNRDTV 435
L---DGMQVS-LHRIVSDIA-KFDLFFNL--YETFDQDGRALGLQGAVEYACDLYERATV 434
E- - -DEASGP-RVKVVSGG- - -STTHYPL--GLIVN---PQAGLSLLFSYRPDCYRRCDI 400
I---APALGRTVLSRINGGE-QHDSHYPV--TLMAV---PRETLTLYLSYQSGRFEHGTM 403
I---VQQDEGFGLRHISGGD-RYMTHYPL--SVMIE---PGERMTLNLIYRPASFDAAK- 402

AELAQLWQQAAMALAEHVTRPGAGGRTPSDLPLVHLHQAQIEQLEVEYPRI--------- 502
QQHVRRLARFIEVATA- - - - - - o e e e oo e e e e e e e e e e - 408
QQHVRRLARFIEVAAA- - - - - m oo s m o e o e e e e e oo o 406
VRLAYRLSRLLEIWSAAPSQS------ IAILDLLE--RSEREQALLEWNATTRPLPALTL 476
ERLLTRFRTLLEAVVTDSSCP- - - - - - IADIDLLT--ADERQQLLVEWNATDRPLPKVTL 487
QRFIYHFVRLLREVVAAPTAA- - ---- ISALDLSD--EAVASSPG-ALDLSASITVDDTI 485
ERIAAYLQCVLEAFAVDSTQP------ IAQLDLLP--PEQ-ANGIAQWNDTQHACPSADL 451
ENLLTRFRTLLEAVVTDSSCP- - - - - - IVDIDLLT--ADERQQLLVEWNATDRPLPKVTL 455
-RLGAQLIRLLEAIATVPQSP------ IDTLPWLD--KSERRQLLEEWSGKALDSGEITL 453
------------------------ 502
------------------------ 408
------------------------ 406
AEAFETQAALTPEAVALAFGDEV- 499
PEWFEAQVERTPTAMAVLCDEVAL 511
IGRFAEQVRRAPDATVLTYRGETL 509
AQLFERQVRLTPDASALTFGSQTL 475
PEWFEAQVERTPTAMAVLCDEVAL 479
AELFEAQATRQPNAVALEGPDGCV 477

Abbildung A21: Alignment der C-Doménen aus dem befrs-BGC.
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Frse_Condensation_4_Epimerisation

FrsA_Condensation_1_starter
FrsD_Condensation_2_starter
FrsE_Condensation_3_LCL
FrsF_Condensation_7_LCL
FrsG_Condensation_9_ LCL
FrsE_Condensation_5_DCL
FrsF_Condensation_6_DCL
FrsG_Condensation_8_DCL

Abbildung A22: Percent Identity Matrix des Alignments der C-Doménen aus dem befrs-BGC.
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CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

FrsG_PCP8
FrsF_PCP5
FrsA_PCP_interpro
FrsD_PCP_PKS/NRPS
FrsG_PCP7
Frsg_PCP3
Frsge_PCP4
FrsF_PCP6

FrsG_PCP8
FrsF_PCP5
FrsA_PCP_interpro
FrsD_PCP_PKS/NRPS
FrsG_PCP7
Frsg_PCP3
Frse_PCP4
FrsF_PCP6

-------- QLLARLFGEVLGLPQVGLHDSFFDLGGHSLLATRLISRIRALFQVELPIRAL
-------- DVLCGLFAETLGLPQVSIDDSFFDLGGDSLLATRLISRIRVTQRRELSIRTL
QRPRNAQEEMLCGLFAEVLDMEKVGRGDSFFDLGGHSLLATRLIRRIRETLDVELSIRDL
-------- EMLCGLFAEVLEVGSVGIDDSFFDLGGHSLLATRLISRIRAALNVELPIRQL
-------- EMLCGLFAEVLEVGSVGIDDSFFDLGGHSLLATRLISRIRAALNVELSIREL
-------- RALCQLYAQVLDLSKVGIDDGFFDLGGDSISSIQLASRARKAG-WLLTPNQI
-------- QLLARLFGEVLGLPQVGADDSFFDLGGDSIISIQLVSRARKAG-WRLTPRDV
-------- QLLARLFGEVLGLPQVGADDSFFDLGGDSIISIQLVSRARKAG-WRLTPRDV
* . . * .

* * * kkkkkk ko . .k * K * .

FESPTVAGLARYI---- 65
FECPTVAALARQL---- 65
FEAPCVTELSRHIAEGG 77
FDLPSVAELLEVL---- 65
FDMPTCAELAPRL---- 65
FRHPRVEDLAAEL - - -- 64
FQQPTVAALAQAI---- 64
FQQPTVAALAQAI---- 64
* * * .

Abbildung A23: Alignment der PCP-Doménen aus dem cufrs-BGC.

196

52

60
52
52
51

51



16T

HoHH HH

Percent Identity Matrix - created by Clustal2.1

FrsG_PCP8
FrsF_PCP5
FrsA_PCP_interpro
FrsD_PCP_PKS/NRPS
FrsG_PCP7
Frse_PCP3
Frse_PCP4
FrsF_PCP6
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Abbildung A24: Percent Identity Matrix des Alignments der PCP-Doménen aus dem cufrs-BGC.
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CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

TE GDSKSPYQVLMPIRATGGRHPLFCIHPEGGLGWSYIGLALHLDHEQPIYTLQARGLDGMS 60
TE2 ~ m-mmmmmmmmmeeeo o PPLFCIHPGGCLSWTYVSLVRYLDAEQPIYGLQARGIDGQS 41
*kkkkkkk * *'*:*:'*' :** * Kk k k k *****:** *
TE ELAPSIPDMAADYIEQIRSIQPNGPYHLLGWSLGGVIAQEVAVQLERVGEKTALLAILDT 120
TE2 EPASSIEAMAADYVAQIRGIQPHGPYYLLGWSLGGNLAQAMASQLESMDQEVGLLFLLDS 101
* *k k% *****: ***.***:***:******** :** :* * % % :..:..** :**:
TE FPIEILHEAMFGKQACAYDLFARVVQEMYLMPIEEARLKSMYLIGLNHMKITAAFSSSHY 180
TE2 GPSPMHKD----DEMIEYPLFTKEFKNTFKFHVSETKMQAIFEVTKRHVELIRQSTTPVS 157
* ** D R
TE GGDLLLFRSLIPYAEDALMPEADTWQPYLSGQLEVHDIECTHMDMMQRDVLKIIGPVLES 240
TE2 QGPALLFRATVPYDESTPLLPPHAWNEYVKGDIEVHEVHCQHAQMNRIEFMEQMGPVIER 217
* **** ** * o : o : "*: sk k k. :' . *** *
TE KLS 243
TE2 KL- 219

* %

Abbildung A25: Alignment der TE-Doménen aus dem cuyfrs-BGC.

#
#
# Percent Identity Matrix - created by
Clustal2.1
#
#
1: TE 100.00 42.01
2: TE2 42.01 100.00

Abbildung A26: Percent Identity Matrix des Alignments der TE-Doménen
aus dem cufrs-BGC.
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CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

frsA_Burk
frsA_Chro

frsA_Burk
frsA_Chro

frsA_Burk
frsA_Chro

frsA_Burk
frsA_Chro

frsA_Burk
frsA_Chro

frsA_Burk
frsA_Chro

frsA_Burk
frsA_Chro

frsA_Burk
frsA_Chro

frsA_Burk
frsA_Chro

frsA_Burk
frsA_Chro

frsA_Burk
frsA_Chro

frsA_Burk
frsA_Chro

frsA_Burk
frsA_Chro

frsA_Burk
frsA_Chro

frsA_Burk
frsA_Chro

--------------------------------------------- atgcagatggatata

atgaaaaacagtgaatcgccaatccatcattttcaggcatcttcagcacagctggatgta
*k*k *kkkkk k%

tggatggttcagaaaatcgcggcggattatcccaattgcatcgeccgagtatctccatttt
tggatttctcaggaagtttcaccgaatctgcccaacaatattgccgagtatctgaatcte

* ok k kK kkkk kK K * * Kk kK * ok k kK kk kkkkkkkkkkk * %k K*

cgtggagcactggatgggccccattttttgggtgecttgcactgecgttgcaagggaggea
gccggctcgttggatgctggattgtttctgcaggctttaagccaggtcgccagtgagagc

* kk kkk

agcgagctgcggtgcaatttgcaccacgatggcgtgcggctgatcaagtatcaccgagat
gcggagctgcaatacaacttccgtcacgatggtctccagttgaccaagtttcgtcgagat

*kkkk Kk Kk * kk*k *k*k X *kkkkk kK * *k k *kkk *kkkkk k% *kkkk Kk

ttagccgaatgggtgccagatttcattgatgtttcgacagaggcaaaccctgaggcaacg
gatgaaggctgggagccggacttcatcgatgtatcgacgcacggcgagccggaacacgca

kkkhkk khkk Khk khkkkk Khhkhkkk kkkkk

gctctgtcgatcatgcgatcacaggtcgttaagtcagtcgacatgagaacggacgcactg
gccctgegegecatgecgggagegggtggagaaacccttegatetggegegggacgegttg

*k Kk kKk *ok ok ok Kk k * kkk Kk * % * * ok Kk k * % *ok ok ok kK * %

tttcgttggtgcctgattcgtctcagcgacgagcatcatatattctttcatgectatcat
tttcgctggaccttgatccgecctggccgacgagcgceccacatcttctgeccatgtgtatcac

*kkk*k kkk * kkkk *kk k% *kkkkk kK **k kk kkkk * Kk k% * Kk Kk kk

cacattgtgatggatggggtgggctatgtgctgctactcgagegecgtggcggaggtgtat
cacatcgcgatggatggggccggctatgtgatgectgectgcagecgcatagecgaggtttac

Kkkkhkkk Kk khkkkkkkkkkk kkkkkhkkhkkk *khkkk **k kkkhkkk Kk kk Kkhkkkk Kk*

cgcgegetgegeteggatttgecactgecagecatgtegtttegetaccgetagegecate
ggcgcgctgcgggaaggccagccggcaccggcctgcggtttcgccgatgcggatgccatc

Kok ok ok kokkkokk * % *ok ok ok ok ok ok *ok ok ok Kk ok

gtcgatgatgaggtccgttatcgtgcgtccgaacaatttgeccgtggaccgegecttetgg
gtccgcgaggaagagcgctaccgccagtcggagcagttcgcggtcgaccgggcattctgg
* %

* **x k% k% *k*k k% Xk kkkkk *kk *khkkkkk

caagcgcgcgecgecgttgcaagccaaggecggaaccecectttgecgttgtececggegagecg
caagcgcgctcggccgagctggcgacggcggagccgccgctgccggcggccgatggcccg

kkkkhkkhkkk * *

ttcctegetttecgecgaaagegeagttattecggaggecggcaggetgagectgaaageg
ttcctggcgttcgcccagacggcggtgattccggaagacgcctgcggcgggctgcggatg

kkkkk Kkk Khkkkkk kkkkkhkkkk Kk k%

gccgcagagcecgtctgggtgtatcgectttecccggttgttaagecgecggccatcatcgettac
acggccgagcggctgggcgtctcccagtcccgtttgctgacagcagccatcgtcgettat

* kk kkkkk kkkkk *kk **k X *kkk*k *kk*k *x * Xk kkkkkk *khkkkkkk

ttccgtcgetgggacggccagaacgagatgeggtttcggetggeecgtgteggecegeage
ttccatcgetggggcggeccagcaagagatcttgttecggetggeggtateggegegeage

khkkhkk hhkhkhkkhkkkhkk khhkkhkhkkk * *kkkk Kkkk Khhkkkkkhkkk *k Khhkkkk *kkkkk

gaagtcaccatgcaggcaccaggctatatggcacacgcgttgeccgttgcaggcgagettt
gatgcgacgcgacacgcgceccggeccacctggegecatgegttgecgetgetggecagectg

* Kk Kk * % kk kk Kkk Kkkk K kkkk kk Kkhkkkkkhkkk Khkk *kk *kkk ok
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frsA_Burk
frsA_Chro

frsA_Burk
frsA_Chro

frsA_Burk
frsA_Chro

frsA_Burk
frsA_Chro

frsA_Burk
frsA_Chro

frsA_Burk
frsA_Chro

frsA_Burk
frsA_Chro

frsA_Burk
frsA_Chro

frsA_Burk
frsA_Chro

frsA_Burk
frsA_Chro

frsA_Burk
frsA_Chro

frsA_Burk
frsA_Chro

frsA_Burk
frsA_Chro

frsA_Burk
frsA_Chro

frsA_Burk
frsA_Chro

acgccccacaccagtcttgeccgatatcgtgcgccagetagacggcgaagtgecgetgeatg
ccgcecgegegecagtetggecgacatcgegegacagetggacggcgaggtggageggatg

kkkk k Kk Khkkhkkkkk khkkkk Khhkkhkk Khhkk Khhkkhkk khkhkkkkkk kkk *  kokk

cgtccgcacattcgctatcgggcggaagacatcgttcgggactgggcatcgaccggcecgga
cgtccgcatacccgctatcgggctgaggacatcgtgcgcgaccaggccggtgccggtttg

*kkkkkk*k Kk Khkkkkkkhkhkhk*x **k *khkkkkkk*x **k *kk

gtgcagggtgcacaggggccggtgatcaacatcatgccgttctcttatgcattcgacttt
gggcgcggggcgcaggggcecctgtgatcaacctcatgecttttgecttaccgettcgagttt

* k% Kkk kk hhkkkhkkkhkkk hhkkkhkhhkkk Khkkkkkk kk * Kk Kk k kkkkk Khkk

ggcgaatgccgagtgacatccgcacatcaattgaccgtecggettgetgaatgegetggaa
ggcgcctgtcgcgtggagtccgcccatcagctgaccgtcggcgtgctggacacgctggaa

* Kk Kk k * % kkkkk Khhkkkk khkkkkkhkhkhkkhkk *khkkkk kok ok ok ok ok ok ok

gttgcggtccacgatcgcaagattggcgatggtctgcatatcgacctgtatgccccgcaa
gtggcggtgcacgaccgcaagaacggtgacggcctccacctcgatttgtacgcatccgag

Xk kkkkk *khkkkk *khkkkkkk %k k% k% **k k% * %k k% *kkk k% *

gcatgcggctcgectgttcagttgcaacagcatgtcagaagactggecgegtttcattgag
cgcggctgcccgcccgaaccgctgcggcggcatgccctgcggctggcccggttcatcgtc

kk kk kkkk K kkkkk Khk Kkkkkk K

gtcgcgacggectgtgccacaaagtccgatcgacacactgccatggectggacgagtcggaa
gaggcggcggcggagccgtcgcagccggtgtccgacatcgagctgctggacgaggccgag

kkkkkkkkkk K* K**k

cggaggcaactgctggaggaatggagtggcaacgcactggatttgggcgaaatcacgcectg
cgccggcaactgectggtcgactggaaccgcaccggaccggaccacggccaggccacctte

* % khkkkkkkkkkkk **k kkkk *k*k *k*k *k*k K*kk *k*x * * % % *

gcggaactgttcgaagttcaggcaacccgtcagccgaatgeccgtggecgectggaggggecg
ccgcaactgttcgaaacccaggcggccctcaccccgcacgccgtcgcgctggaaagcccg

kk kkkkkkkkkkk * ok Kk ok Kk * % Kkkk Kk hhkkkk khkkkkkkk *  kkk

gacgaacgcgtgagctatggcgagttggacgcacgggctaaccgactggcgagtcacctg
gacgcccggctcagectatgecgaactggacgeccgegecaaccggetggegegecatctg

* Kk Kk k * % * kkkkkkk kKK kkkkkhkkk K*k Kkk khkkhkkk Khhkkkkk Kk K*k Kkkk

cagagtttgggcgtggggccagatgtcgtggtcggggtgtgecttggagecgetcgattgac
caaagcctgggcgtcggcgccgacgtgctggtcggcatctgcctggagcgctcgatcgac

* %k k% *kkkkk*k k% * % *kkkk Kk Kk * kkk khkkkkhkkkkkkkk kkk

atggtggtggcgatacttgggatcgccaaggcaggggctgectatttgecgetcgegecg
atggtggtcgcggtgctgggcgecgctgaagtccggegecgectatctgecgetgtcecgecg

kkkkkhkkkhkk Khkk Kk K*k K%k kkk Kk kk Khk khkkkkhkk Khkkkkkk * Kk k kK

gattacccgaccgagcgecctggectacatgctgacggattcgatggecgecagtactttta
gagtacccgacggaacggctggcctacatgctgggcgactcgatggcccccgtgctgctg

kk kkkkkkkhkk kk kk Khhkhkkkkhkhkhkhkkkkkk kk khkkkkkkk kk Kkk

accgagtcaaaacaggtcgaacgactgccgtcgtattggggtcatctggtgaagctggat
accgactcggcacaagtcgagcggctgccgtcgtattggggccgggtagtcgaactggac

*kkk*k k% *kk Khkkkk *kk KAhkhkAkkkk kA hkkkkkkkk * kkkkk

cgactcgatttgtcggggcaggcgtcgagtgcgecggcgcgagecgectacgaccagatcac
cggctcgacctggacgctctgccggacagcgcgccggaacgggcgctgcgcgccgagcac

*k kkkkk Kk kkkkkokk *k kkhkkkk k%
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frsA_Burk
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frsA_Burk
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frsA_Burk
frsA_Chro

frsA_Burk
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frsA_Burk
frsA_Chro

frsA_Burk
frsA_Chro

frsA_Burk
frsA_Chro

frsA_Burk
frsA_Chro

frsA_Burk
frsA_Chro

frsA_Burk
frsA_Chro

frsA_Burk
frsA_Chro

frsA_Burk
frsA_Chro

frsA_Burk
frsA_Chro

frsA_Burk
frsA_Chro

frsA_Burk
frsA_Chro

ttggcgtatgtgatctatacctcgggctcgacgggccaacccaaaggggtggeggtcage
ctggcctatgtgatctacacctccggctccaccggccaaccgaagggegtggeggtcage

khkhkk khkhkkkhkkkhkhkkhhkk *hkhkkhk K hkkhkhkk *k Khhkhhkhkhkhkk *k Kk *khkhkhkhkhkhhkkhx

cacgccggcttagctgggttggtaaaaagtcaggaggagcggttcgcggtggccgggecg
cacgccggcctggccggcctggccggcagccagacagagcggttcgcgctgcaaggcccg
* %

*kkkkkkkk*x *x **k k% * % kkkkkkkkkkkkx k% **x kkk

gtacgggttctgcagtttgcgtcgectgagttttgacgcagcggtaatggaaatccttatg
acgcgggtgctgcaattcgecctcgctgagtttcgacgcggcggtgatggaaatgectgatg

Kkhkhkkkhk hhkhkhkk kk kkhk Khhkhhkhkhkhkhkhkhk Khhkkhhkkhk *hkkkhkk *hhkhkhkhkhkk %%k **k%k

gcgttctgcagtggeggtcggttggtattgeccggecageggggecgetgectgggtgageag
gccttctgcagcggcggccggctggtgctgccggcggcggggccgctgctgggcgaacag

kk kkhkkkkkkhkk khkkkk Khhkk kkkk khkkkhkkk hhkkkhkhkhhkhkhkhhkhkhkk **%k *k%x

ctagaggagaccctgaatcgttacgcaatcagtcatgcgctgattgcaccatccgcgetg
ctgctggacacgctgaaccgccatgaaattagccacgcgctgatctcgccgtcggcgctg

*k*k *kk *kkkkk k% * k kkk *kk *kk *khkkkkkkk **k *kk *kkkkkk

gagacggtggaagcagaggtcgtgcctggtctgagcacgctggtggtgggaggcgagacc
agcaccgcggacgcggcgttggcgccggtcctgcggacgctggtggtgggcggggaagcc

* k kkk k*k kk k khkkkkhkkkkkkkkkk Kkk

tgttccggggcaacageggegtcgtggtcgecagggaaggegecatggtcaacgectacgge
tgcccgggcgcgacggtggcggcctggtcggcgggacggcggatggtgaacgcctacggt

* ok ok ok ok k * % kkkk khkkkk Khhkhkkkkkkkkk

ccgaccgaggcgacggtgtgtgtgacgatgagcaagccgctgtcgggcagcgacaagccg
ccgaccgaggcgacggcectgcgtgacgatgagcgageccgectgtccggcgacggecgegecg

Khkkkkkkkkhkkkkk k% Kk KXk Kk KAk Ak Ak XAk hkdkk *Ahkkkkkkkkk kkk * % % * %k k%

aagctgggtcgaccaacactgggggcaaagctgtatgtgctggatagcacgttgcaaccg
aagctgggccgtccgacgcacaacgcgcggctgtacgtgctggatggcgcgctgcaactg

kkkkkhkkkk Kk k% khkhkkkhk khkhkkkhkkhkkk *k *k KAhkkkkkx *

gttccggtgggggtggcgggggaactgtacatcgegggecggggattggcacgtgggtat
gcgcecggtgggggtggegggecgagetgtacatcgegggggecgggetggegegeggetat

* khkkkhkhkhhkhkhkhkhhkhhkhk *k *hhkhkhhkhhkhkhkdhkk * % kkkk kk Kkk Kkkk

taccaacgacccggactgacggcggagcggttcgtggcgaacccatatggcaaaggcgaa
ctgaaccggccggggctgacggcggagcgcttcgtggcgaatccgtacggagagggtgag

R R S Rk R R

cggctgtatcggtcgggagatctggcacactggagcggggaaggagaactggagtatctg
cggctgtaccgcagcggcgacctggcgcggtggacggaagaaggcgagctggaatacctg

khkkkkhkkkk K%k kk kk kkkkk * * Kk Kk k * Kkkhkkk Khk Khkkhkkk *k Khkk

ggccgggtggaccaacaactgaaaatccgaggttttcgcatcgagecgggcgagatcgag
gggcgcagcgaccagcaggtgaaggtgcggggtttccgtatcgagccgggcgagatcgaa

* Kk kK kk kkkkk Kkk khkhkkkhkhkhkhkhkkhkhhkhkkkk

acggtgttgtgccagcacccgcaggtaagggaggcggtggtggtatcgcgcacaa---at
gcggtgctgaaccggcatccgcaagtgagccagtcggtggtggtggcgcggcagagccag

*kkk*k k% *k kkk *kkkkk *k k% Kk khkkkkkkkkk

ggccgcgatacgcaactggtgggttatgtcacgatacgtggcgaggtggatgggecaggceg
ggcggcgacagccagttggtggcgtacgtggcggccgtcggcggggtggaggggtcggag

*kkk  kkkk * ok ok ok ok k kk kkhkkkkk Kkkk
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frsA_Burk
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frsA_Burk
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frsA_Burk
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frsA_Burk
frsA_Chro

frsA_Burk
frsA_Chro

ctacgccgtcaggtagcaaactggttgccagagtacatggtaccggcagtggtgetggtg
ctgcggcgcctggcggcggggcagctgccggagcacatggtgccggcggcggtggtggtg

kk kk Kk Kk k% *k kkkk kkk Khhkkhkhkkkk kkhkkkk Kk Khhkkk Khkkkk

ttggaggaattgccgcggctgccgaacgggaagctggatcatcaggecgttgeccgegecg
ctggaatcgctgccgcagttgccgaacgggaagctggaccgcaagtcgctgccggcgccg

* Kk k% R R Ik kI Rk **k kk *kkkk khkkkkk

gaatacacgggcaagcgctaccaacgtccgcgcaatgcccaggaggaaatattgtgtggg
gagtttggcggctcgcattatcagcggccgcgcaacgcgcaggaggaaatgectgtgecggg

* %k Kk * %k K * % Kkk kk kk Kkkkkkkhkkk Khk Kkhkhkhkkkkkkkk kkkk kk*k

ctgtttgcggaagtgctggaagtgggcagtgtgggtatagacgacagttttttcgatttg
ctgttcgcggaagtgctggacatggagaaggttggcaggggagacagcttcttcgatctg

kkhkkk Khhkhkkkkhkkhhkhkkkxk kkkkk Kkk Kkhkkhkkkk K%k

ggcggtcattcgctgctggcaacacggttgatcagccgaattcgecgccaccatgaacatc
ggcgggcactcgttgctggcgacgcggctgatccgccgcatccgcgaaaccttggatgtg

khkkkk *kk kkk Kkhkkkkkk *kk *kkk *khkkkk *kkkk *kk kkkk *k*k k%

gaactctctattcgcgatctgttcgaatgttctagtgttgccagecttgtcccgacatatt
gagctgtcgatccgcgatctgttcgaggctccctgcgtcacggaactgtcccggcatatc
* % * %

kk kkkkkkkkkkkkkk kkkkkhkkk Khkkkk

gttatcggcaatcagagctggaatccgtatgaagttttgatgcccattcgggecttcggga
gccgaaggcggcgacagcaagagcccttatcaagtgttgatgcctattcgggccactggc

* % kk kkhkk Kkhkkk khkkkkkkhkk Kkhkkkkkkok * Kk k

aaccggcatccgttgttctgcatccacccggaaggtggactgggctggagctacatcggt
ggccgecatcecttgttctgecattcatcccgagggecgggttgggttggagetatatecggg

*kkk khkkkk *hkkhkkkkkkkk *kk *kk *kk *kk k% *kkk Khkkkkkkk *hkkkk

ctggctctgcatctcgatcatttacaacccatctataccctccaggcacgtggtctggac
ctggctttgcatctggaccatgagcaaccgatctacaccctgcaagcccggggcctggac

Kkkhkkkhkk khkkkkhkkk *k Khkk Kkkhkkkhk Khhkkkhkk khkhkkk K*k Kk *k *k Khkkkkk

ggagtgtccaagttggcgtcatcgatccgggacatggccgcagattatattcaacagate
ggcatgtcggagttggctcecgtcgattccggatatggetgecgactatatcgagcaaate

* % * ok Kk Kk *ok ok ok ok ok ok *k kkkkk Kk kkhkk kkkkk Kkk Kkk kkkkk * kk kkk

cgtactgttcagcctgatggcccatatcacttgttgggctggtcactgggtggettggtt
cgcagcattcagccgaatggcccctatcacttgctgggctggtcgctggggggggtgatc

* % k% *kkkk Kk Kk Khkhkhkhkhk*k KAk hkhkhkhkdk*x *Fhxkdkdkdxkhkhkhkdk*x *kkk*x *%x

gctcaggagatggcggtacaacttgagcgagccgatgagaaagttgectctgttggcaata
gctcaggaagtggcggtgcagttggagcgggtcggggaaaagacagcgttgectggcaatt

kok ok ok ok ok ok ok kkkkkhkkk Kk*k * kkkkk Kk Kk* * Kk kK * % *k kkkkkokk

ctggatactttcccgattgaaatcctgcatgatgcgatgtttggcaagcaggcatgtgec
ctggatacgtttccgattgaaatcctgcatgaggcgatgtttggcaagcaagectgeget

khkkkhkhkhkk Kk hhhkhkhhhkhhhhhhhdhhhdhh *khhkhkhhhkhhkhkhhhdhk *% *% **

tacgacattttcgcgcaggtggtccaggatatgcatgcaatgcagatcgatgaagatcga
tatgacctttttgcccgtgtggttcaggaaatgtatttgatgccgatcgaggaggeccga

**k *kk*k *kkkk **k * *kkkkk *khkkkk *kk k% *kkk *kkkkkk **k *x * % %

ctgaagtccatgtatcagatcggcctgaatcacatgaagatcacggcgactttttcctca
ttgaagagcatgtatctgatcggtctcaaccatatgaagatcactgcggccttttcctcc

* Kk k kK khkhkkhkhkhk Khhkhkhkhkk *k *k *k Khhkhkhkhkhhkhdhk *kk * *hkkkkkkk
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frsA_Burk
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frsA_Burk
frsA_Chro

frsA_Burk
frsA_Chro

frsA_Burk
frsA_Chro

tcgcattaccgcggagatttgctgttgttccgectcaacgataccttatgcggacgacgcec
tctcattatggtggcgatttgctgctatttcgcteccttgattccatatgccgaagacgceg

**k kkkkk * kk kkkkkkkkk *k *kk kkkkk *kk kk kkkkk *kk *khkkkk

ttgatgccgcaaccagaaacctggagcccatatatttcagggatactggaagttcacgaa
ctgatgccagaggcggatacatggcagccttatttgtctggccaattggaagttcatgac

*ok ok ok ok ok ok kkk Kk kK k% * kkkkkkkkhkkk Kkk

gttgaatgcactcatatggagatgatgcagaaggacgtaacgaaagtaattggccagatt

atcgagtgcacacatatggacatgatgcaaagagatgttttgaaaataattggtcctgtt
* kk Kkkhkkkhkk khkkhkhkkhkhkkhkk khkkhkkhkkkk K * Kk Kk k kkhkkk Kkkhkkkhkkkk kx
ctgaaatcaaagctatcaaaaactgctgaaaagtag- - - 3768
ctcgagtcgaagttgtctgtcaccgctgtcaagcaataa 3819

* % * k% *kk*k *x k% **k kkkk *k*x kx

3612
3660

3672
3720

3732
3780

Abbildung A27: Alignment von frsA aus dem bcfrs-BGC und dem cufrs-

BGC.

CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

frsB_Burk
frsB_Chro

frsB_Burk
frsB_Chro

frsB_Burk
frsB_Chro

frsB_Burk
frsB_Chro

atgagcaatccttttgatgataaagacggaatttttaaagttttggtgaatgacgaaaac
atgagcaatccctttgatgataaagatggtgtgtttctggttctgatcaatgacgagaat

kkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkk,k *khkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkk**x **% kkk **k Kk K*khkkkkkkk **%

cagcattcgctttggccggattacatcaccgtaccatctggttggaacaccgtatttgga
cagcattctctatggccggattatattgcggttccagcaggatggagccagagctttggc
* Xk %

KXXXXKXKKX Xk XXX XXXXX XXX *% * % * k*x Xk k% * Kk Kk k Kk

cccgecatcccgegatgecatgtctggattacgttgaaaataactggacagatatgegacce
cctgcctccaagcaaacttgecttgattatatagaaacaagttggactgatatgaggect

Kk kk kk*k * * kk *kk kkkk*k *  kk k% * kkhkkkk khkkkkk * k%
aaaagcctgatcgatgcgatgcaatcggatgaaacatga 219
aaaagcctgattgatgcaatggagtgcgatgataaatga 219

kkhkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkk,k *khkkk*k *k*% kkkkk Kk K*khkk*k

60

120
120

180
180

Abbildung A28: Alignment von frsB aus dem befrs-BGC und dem cufrs-

BGC.
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CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

frsC_Burk
frsC_Chro

frsC_Burk
frsC_Chro

frsC_Burk
frsC_Chro

frsC_Burk
frsC_Chro

frsC_Burk
frsC_Chro

frsC_Burk
frsC_Chro

frsC_Burk
frsC_Chro

frsC_Burk
frsC_Chro

frsC_Burk
frsC_Chro

frsC_Burk
frsC_Chro

frsC_Burk
frsC_Chro

frsC_Burk
frsC_Chro

frsC_Burk
frsC_Chro

frsC_Burk
frsC_Chro

frsC_Burk
frsC_Chro

atgacaacgcccgttcgagtggtgatctctggggcagttggtcgcattggtaatagtttg
atgaaaaattccgtccgtgtagctatttctggtgcggctggeccgcattgccaataacttg

*kkk kK *kk*x *k*k **k X XKk kkkkk *kk *k *kkk *kkkkkkk * %k k% * % %

ttgttcaatattgccagtggccagctgttggggagcgagcagectgtegtgttgagettg
ttgttcagtattgcaagtggccagctattgggtgatcagcaaccaatatcgectgagtttg

khkhkkhkk hhkkkhkkk *hkhkhhkhkhkhkhhkk *kkkkx Kkkkk Kk * * kkkk kk*k

ctggaggcatcttctcgattaccgatgctaagcggegtcttgatggagttgcatgacggg
ctggagacgcctgccaggttgtcaatgcttaatggcattgcgatggagctgcacgacgga

kkkkkk K * % * kkkkk K *k Kk Kk khkkkkhkkk Kkhkkk Khhkkkk

gcttttccattgctcgcgaatgtcgaaatccatgatgatccgtggctagecgtttgacggt
gtttttccattacttgccggagtagaggtgagcgatgatccatggcaggcttttgagggc

* kkkkkkkkk kk kK *kkkkk*k *kkk **k kkkkk k%

gcagactatgcgtttctgatcagttcgccgeccgacagtctgagcgaagcatcgaaaacg
gcggattatgtttttctgatcagttcgeccgetcgatagecctggeccacggecatcaaagact

*k kk kkkk khkkhkkhkkhhkhhhkhhkhhkhkhhk *kk *k *k% * khkkkk Kkk k%

gcggatgccaggatggaaaatcatggcgctacatttgecggtacacggcagagcgctgaac
gctgatgcgagaatggagcagcatggcaatactttcgetcttcatggcaaggcattgaat

kk kkkkk Kkk kkhkkkk * kkkkokk kkk Kkk Kk * kk kkkk * % * ok Kk k

ggcgttgccaatcgcgatgtcaaactactggtggtcagcaatccagtcatgctcaacgca
gatgtggctagccgcgatgtcaagatactggttatcagcaatcccgtgatgatcaatgca
* * % %

khkkkkkkkk kK *kkkk Kk Kk khkkkkkkhkk*x **k *kk *khkkk *kk

ctaacagtgcaacgcaatgccccgaatctcgatccatcgtgtatatgecgggatgatgege
ttgatggttcagcgcaacgctccagatttgaattcgtcttgtatttctgecattgatgegg

EE *k kk kkkkk kk Kk*k * Kk Kk *k ok kk kkhkkkk K * *ok ok ok ok ok ok

ttggatcacaaccgcgcacatgcattgctggcgcacaaggcccgggttcatcteteggag
ctggatcataatcgcgctcatgctttattggcgcataaagctggagccagcctcgctgat

kkkkkhkkk *k Khhkkkk khkkkk K%k kkkkkkk K*k kK *kkk Kk kK

gtcagaaaggtaattgtctggggcaatcacagtcgcacccaataccctgatttcgatcac
gtgaggaaagtgattgtttggggtaatcacagctctactcaatacccggatttttatcat

Xk kKk kk kk *khkkkk *khkkkk *khkkkkkkk Kk khkkkkkkk khkkkk * %k k%

gcgaccattggtggaattccggcectgcaacctgatcagtcacgactggctccgecaggac
gccactattggcggagtccgcgtggatgccttgttggagaatgactggctgcatcaagtt

kKk kk kkkkk kk*k * kkkkkkkk K * Kk K*

tccgtcgatatcgttagacaacgtgggtatgcagtgatcgatgectatggeggettgega
tcaattggccttgtcaggcagcgagggtatgcagtgattgatgcttatggtggtttgcga

* % * K kk kkkkhkkkkkhkhkkhhkhk Khhkkhkk *hkhkkk K Kk *khkkk*x

gccgcatcctctgcagcaaaggcggcgattgatcatatgcgggattgggtcttcggcacg
gcggcatcctcagcagctaaagcggccatcgatcatatgcgggactggatttttggaacc

Kk kkkkkhkkk khkkkk *kk *khkkkk *kk *Ahkkkkkkkhkhkhkhkhkk kkk k kk kk kK

cgtgaaggagattggacatccatgggggtattttctgacggctcctatggtgttceccgee
agggacggcgattggacctcgatgggtgttttgtcggatggttcatatggaatcecttet

* kk kk khkkkkkkk kk Kkhkkkhkk kk kk Kkk kk *k K*k Kkkkkk * k% *

ggaatattcttcggttaccccgtggtctcccatcaaggtgatttacatatcgtcaagaat
ggaatcttctttggttttccagttgtagccgatggtggacaggtgaatattgtgcaggga

kkkkk Khhkkkk kkkk *Kk kk kK * Kk kK *kkkk kK * %
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frsC_Burk ctgaggccgaatccgatcgttctggagaaaattcatctcagtgcagatgagatttatcag 960

frsC_Chro ttgcaaatttgccctgaaagattggaaaaaatacatcacagtgccgacgaaatttatcga 960
* * * k k% * Kk Kk k% * %k k% * ok ok k ok Kk * * * * * ok kkkkk
frsC_Burk agatcaaaaaatttcaagctgatttga 987
frsC_Chro cggtgtcagcaattcaatttgttgtaa 987
* * kkkkk **x *x *x %

Abbildung A29: Alignment von frsC' aus dem befrs-BGC und dem cufrs-
BGC.
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CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

frsD_Burk
frsD-Chro
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frsD_Burk
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frsD_Burk
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frsD_Burk
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frsD_Burk
frsD-Chro

frsD_Burk
frsD-Chro

frsD_Burk
frsD-Chro

frsD_Burk
frsD-Chro

frsD_Burk
frsD-Chro

frsD_Burk
frsD-Chro

atggagatatggttggcgcagcaattgaggaaggatctattcatcaatatagccgagtat
atggaaatatggctggcgcaacagctgatgccggattcgccgaataatattgccgagtat

khkkkk *khkkkkk *khkkkkkk kK *k*x kx * *kkkkk *khkkkkkkkk

cttcagattgacggggtgttggacatcgcactattcatggacgcgttacaccgagtgetg
ctgcatctttccggtccgttggatccagatttgtttttcaaaaccttgcggcaggtcgcg

* Kk kK * % ER R * ok ok ok ok k * Kk k *

caggaagccatagtattacacgtcaatttctccggtcatgttgaccgtcctgtgcaatte
agcgagacgccggcattgcaggtcaatttttccattgaggatggacggccttgcccggtt

*k kk kkkkkkkk kkk

ttgcgcacaagcaaaggctgcgcaccgagtttcatcgatgtatcagcgcagtctgatect
agccgcgtccatgaggactggagtcctgatttcatcgatgtatcgacgcacggcgagccg

khkkkkkkkkkkkkkkx

ttctttgcagcacaacgggcgatgagagaacttgcgcacagtccgttcgacctggggeag
gaacacgcagccctgcgcgccatgcgggagcgggtggagaaacccttcgatctggcgcgg

kkkkk Kk * % kk khkkkk Khkkk Kk *

gacgcactgtttcgttggtgcctgattecgtctcagcgacgagcatcatatattectttecat
gacgcgttgtttcgetggaccttgatccgectggecgacgagegecacatcttetgecat

* ok Kk ok Kk kkkkkkk KkkKk * kkkk kk k* *ok ok ok ok ok ok ok *kk kk kkkk * Kk K

gcctatcatcacattgtgatggatgtggcgggctatgtgctgctactcgagcgecgtggeg
gtgtatcaccacatcgcgatggatgtcgccggctatgtgatgctgctgcagcgcatagcec

* khkkkk *khkhkkk Kk *Ahkkhkkhkhkhkk *kk *Ahkkkkkkkk kkkk kK *kkk*k Kk k%

gaggtatatcgcgcattgcgctcggatttgccactgccagecatgtegtttegetaccget
gaggtttacggcgcgctgcgggaaggccagccggcaccggcctgcggtttcgccgatgcg

Kkkkkk Kk*k * Kk Kk Kk * Kk Kk Kk *k kk Kk*k *ok ok ok ok ok ok

agcgccatcgtcgatgatgaggtccgttatcgtgegtccgaacaatttgecgtggaccge
gatgccatcgtccgcgaggaagagcgctaccgccagtcggagcagttcgcggtcgaccgg

Kok kkkkkkk * % *kk kkkokk

gccttctggcaagcgcecgcgecgegttgcaagccaaggcggaacceccctttgecgttgtcee
gcattctggcaagcgcgctcggccgagctggcgacggcggagccgccgctgccggcggcc

Xk khkkkkkkkkkkkkkk Kk

ggcgagccgttcctegetttcgecgaaagegecagttattccggaggececggcaggetgage
gatggcccgttcctggcgttcgcccagacggcggtgattccggaagacgcctgcggcggg

* kkkhkkkhkkhkk Khk Khkkkk kk khkkkkkkk Kk k%

ctgaaagcggccgcagagegtctgggtgtatcgetttececcggttgttaagegeggecate
ctgcggatgacggccgagcggctgggcgtctcccagtcccgtttgctgacagcggccatc

kk khkkkk Kkhkkhkkk *k Kkk K kkkkk Kkkk Kk * Kok kkkkkkk

atcgcttacttccgtcgctgggacggccagaacgagatgcggtttcggectggecgtgtcg
gtcgcttatttccatcgctggggcggccagcaagagatcttgttccggectggecggtatcg

KhkhkhkhkkKk *hkkk *Fhkhkhkhkhkdkkx *khkkkkkkx *x *kkkk *kk khkkkkkkk *k kkk

gcccgcagcgaagtcaccatgcaggcaccaggcaatatggcacacgegttgecgttgeag
gcgcgcagcgatgcgacgcgacacgcgcccggccacctggcgcatgcgttgccgctgctg

kk kkkkkkkk * *Kk kk kkk * kkkk kk hhkkkhkkkkkk Khhkk K

gcgagctttacgccccgecaccagtcttgecgatatcgtgecgecagetagacggcgaagtg
gccagcctgecgecgegegecagtetggecgacatcgecgecgacagetggacggecgaggtg

*Kk kkk K kkkk khkk Khhkkhkhkkhhkk khkhkkhkk Khhkkhkk Khkk Khhkkkk khkhkkkkkk *kk
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frsD_Burk
frsD-Chro

frsD_Burk
frsD-Chro

frsD_Burk
frsD-Chro

frsD_Burk
frsD-Chro

frsD_Burk
frsD-Chro

frsD_Burk
frsD-Chro

frsD_Burk
frsD-Chro

frsD_Burk
frsD-Chro

frsD_Burk
frsD-Chro

frsD_Burk
frsD-Chro

frsD_Burk
frsD-Chro

frsD_Burk
frsD-Chro

frsD_Burk
frsD-Chro

frsD_Burk
frsD-Chro

frsD_Burk
frsD-Chro

cgctgcatgcgtccgcacatccgetatcgggcggaagacatcgttegggactgggeateg
gagcggatgcgtccgecatacccgetatcgggectgaggacatcgtgegecgaccaggecggt

*k Kkkkkkhkkkhkkkhkk Kk Khhkkhkhkhhkhkkhkhkdhhkk *k K*hkkkkkhhkk *k K*kk * Kk K

accggcggagtgcagggtgcacaggggccggtgatcaacatcatgccgttctcttatgca
gccggtttggggcgcggggcgcaggggcctgtgatcaacctcatgccttttgcttaccgc

Kk khkkkhkhkhkk *Ahkhkhkkhkhkkk *khkkkkkk kK * %k k%

ttcgactttggcgaatgccgagtgacatccgcacatcaattgaccgtcggegtgetgaat
ttcgagtttggcgectgtcgegtggagtccgecccatcagectgaccgtcggegtgetggac

Kkkkkk Khhkkkkkk *Kk kk Kkkk Kkhkkkk Khkkkk khkkhkkhkkhhkhkkhhkhhkhkkk %

gcgctggaagtcgeggtccacgatcgcaagattggtgatggtectgecatattgacctgtat
acgctggaagtggcggtgcacgaccgcaagaacggtgacggcctccacctcgatttgtac

kkkkkhkkhhkhk K hkkhhkk *khkkkhkk *khkkkkkk kkkkk Kkk Kkk k* * Kk k * ok Kk k

gccccgcaagcatgcggctcgectgttcagttgcaacagcatgtcagaagactggcgegt
gcatccgagcgcggctgcccgcccgaaccgctgcggcggcatgccctgcggctggcccgg
* % % * Kk k%

**k *kkkk *x * % *kkk*k k%

ttcattgaggtcgcggeggetgtgeccacaaagtccgatcgacacactgeccatggetggac
ttcatcgtcgaggcggcggcggagccgtcgcagccggtgtccgacatcgagctgctggac

Kk kkkk K * kok ok ok ok ok ok ok *ok ok ok ok kK

gagtcggaacggaggcaactgctggaggaatggagtggcaacgcactggatttgggcgaa
gaggccgagcgccggcaactgctggtcgactggaaccgcaccggaccggaccacggccag

kkk Kk kk KKk kkkkkkkkkkkk *k  kkkk kkk Kkk Kk kK% *k Kk K

atcacgctggcggaactgttcgaggttcaggcaacccgtcagccgaatgccgtggcgetg
gccaccttcccgcaactgttcgaaacccaggcggccctcaccccgcacgecgtcgegetg

* % % * Kk kkkkkkkkkk * Kk k k Kk * % % *kk *k khkkkk *khkkkkk

gaggggccggacgaacgcgtgagctatggcgagttggacgcacgggccaaccgactggea
gaaagcccggacgcccggctcagctatgccgaactggacgcccgcgccaaccggectggeg

* % * kkkkkkk * % * kkkkkkk Kkkk kkhkkhkk *k Khhkhkhkhkhkkk *kkkkx

agtcacctgcagagtttgggcgtggggccagacgtcgtggtcgtagtgtgectggagege
cgccatctgcaaagcctgggegtcggegecgacgtgetggteggcatctgectggagege

* kk kkkkk KKk kkkkkkk kK * kkkkk * ok ok ok ok k *k kkkkkkkkkkkk

tcgattgacatggtggtggcgatacttgggatcgccaaggcaggggctgecctatttgecg
tcgatcgacatggtggtcgcggtactgggcgtgctgaagtccggcgccgcctatctgccg

Khkkkk *Fhkhkkkkhkhkhkkkx *kkx *kk * kk kk kkkkkk kkkkk

ttcgecgecggattacccgaccgagegectggectacatgectgacggattcgatggegeca
ctgtcgccggagtacccgacggaacggctggcctacatgctgggcgactcgatggccccce

* Kkhkhkkhkkhk hhkkkhhkhhkkhk *k *k KFhkhkhkhhkhkhkhkhkkhxk kk kkhkkkkkkk Kkk

gtacttttaaccgagtcaaaacaggtcgaacgactgccgtcgtattggggtcatctggtg
gtgctgctgaccgactcggcacaagtcgagcggctgccgtcgtattggggccgggtagtc

kkkkk kK kkk Khhkkhkhkk *k Khhkhkhkkkhkhkhkkhkhkkkk

aagctggatcgactcgatttgtcggggcaggcgtcgagtgcgccggcgcgagcgctacga
gaactggaccggctcgacctggacgctctgccggacagcgcgccggaacgggcgctgcgc

* kkkkk *kk khkkkk * % **k kkkkkkk **k kkkkk k%

ccagatcacttggcgtatgtgatctatacctcgggctcgacgggccaacccaaaggggtg
gccgagcacctggecctatgtgatctacacctccggctccaccggccaaccgaagggcegtg

k kk kkk Khkkhkk khhkkhkkhkhkhhkhkhkk khkkhkkk Khhkhkk *k hhkkkkkhkkk *k Kkk kkk
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frsD_Burk
frsD-Chro

frsD_Burk
frsD-Chro

frsD_Burk
frsD-Chro

frsD_Burk
frsD-Chro

frsD_Burk
frsD-Chro

frsD_Burk
frsD-Chro

frsD_Burk
frsD-Chro

frsD_Burk
frsD-Chro

frsD_Burk
frsD-Chro

frsD_Burk
frsD-Chro

frsD_Burk
frsD-Chro

frsD_Burk
frsD-Chro

frsD_Burk
frsD-Chro

frsD_Burk
frsD-Chro

frsD_Burk
frsD-Chro

gcggtcagccacgecggecttagetgggttggtaaaaagtcaggaggageggttcgeggtyg
gcggtcagccacgecggectggecggectggecggcagecagacagageggttegegetg

kkkkkhkhkhhkhkkhhkhhkhkhkhk * %%k *% * Kk K *kk ok kKk kkkkkkhkkkkkk K**

gccgggecggtacgggttctgcagtttgettcgectgagttttgacgcagcggtaatggaa
caaggcccgacgcgggtgctgcaattcgectcgetgagtttcgacgecggecggtgatggaa

**x kk %k Khkkkk *khkhkkk *kk *kk KAk khkkhkhkhkhkk *khkkkk khkkkk *khkkkkk

atccttatggcgttctgcagtggcggtcggttggtattgeccggcageggggecgetgetg
atgctgatggccttctgcagcggcggeccggctggtgectgeccggecggcggggecgetgetg

Kkk kk khkkkhkk khkkkkhkkkhkk khkkhkkk Kkkk kkkk khkhkkhkkkhk hhkkhkhkhhkhkhkkkkk

ggtgagcagctagaggagaccctgaatcgttacgcaatcagtcatgcgctgattgcacca
ggcgaacagctgctggacacgctgaaccgccatgaaatcagccacgcgctgatctcgccg

*kk kk kkkkKk kkk Kkk kkkkk K*k *k Kk kkkkkk Kkk Khkkkkkkk

tccgecgcectggagacggtggaagcagaggtcgtgectggtctgagcacgetggtggtggga
tcggcgctgagcaccgcggacgcggcgttggcgccggtcctgcggacgctggtggtgggc
* %

**k kkkkkk * Xk k khkkkkkkkkkkkkk

ggcgagacctgttccggggcaacagcggegtcgtggtcgcagggaaggcgcatggtcaac
ggggaagcctgcccgggcgcgacggtggcggcctggtcggcgggacggcggatggtgaac

* Kk kK * ok ok ok ok k * % kkkhkk khkkkk Khkk

gcctacggcccgaccgaggtgacggtgtgcgtgacgatgagcaagecgetgtcgggeage
gcctacggtccgaccgaggcgacggectgecgtgacgatgagcgagecgetgtecggegac

kkkkkhkhkkhkk K hkkhkhhkhkhkk *hkkk*x khkkkkhkhkhhkhhhkhhdhk K hkkhkhkhkhhkhdx *k% *

gacaagccgaagctgggtcgaccaacactgggggcaaagctgtatgtgctggatagcacg
ggcgcgccgaagctgggccgtccgacgcacaacgcgcggctgtacgtgctggatggcgcg

* % kkkkkkkkkkk*x **x **k **k X kkkkkk *khkkkkkkkkx *k k%

ttgcaaccggttccggtgggggtggcgggggaactgtacatcgecgggtcggggattggea
ctgcaactggcgccggtgggggtggcgggcgagctgtacatcgcgggggccgggctggcg

khkkkkhkk k* khkhkkhhkhhkhhhkhhkhhkhdk K,k *hhkhkhhkhhkhkhkdhkk

cgtgggtattaccaacgacccggattgacggcggagecggttcgtggcgaacccatatgge
cgcggctatctgaaccggeccggggctgacggecggagegettegtggecgaateccgtacgga

*kk kk Kkkk * kk kk kK kkkkkhkkhhkhkhhkhk *hkkkhhkhhkhkd *% **k %%

aaaggcgaacggctgtatcggtcgggagatctggcacgctggagcggggaaggagaactg
gagggtgagcggctgtaccgcagcggcgacctggcgcggtggacggaagaaggcgagctg

**k *kk *khkkkkkkk kK **k kkkkk *kk kkkk *kkk*k *k kkk

gaatatctgggccgggtggaccaacaactgaaaatccgaggttttcgcatcgagecggge
gaatacctggggcgcagcgaccagcaggtgaaggtgcggggtttccgtatcgagccgggce

kkkhkkk Khhkkkk k% kkkkk kK * Kk Kk k * kk kkkkk Kkk Khkkhkkhkkhkkkkkk

gagatcgagacggtgttgtgccagcacccgcagttaagggaggcggtggtggtatcgege
gagatcgaagcggtgctgaaccggcatccgcaagtgagccagtcggtggtggtggcgcgg

kok ok ok ok ok ok ok kkkkk kK kk kkk Kkkkkk kk kkkkkkkkkk

acgaa---tggccgcgatacgcaactggtgggttatgtcacggtgcgtggcgaggtggat
cagagccagggcggcgacagccagttggtggcgtacgtggcggccgtcggcggggtggag

*kkkk Kk *kkk *khkkkkk

gggcaggcgctacgccgtcaggtagcgaactggttgccagagtacatggtaccggcagtg
gggtcggagctgcggcgcctggcggcggggcagctgccggagcacatggtgccggcggcg

* %k K * % Kkkkhkk khkk Khhkkhkkkkk khkkkk Kx %
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frsD_Burk
frsD-Chro

frsD_Burk
frsD-Chro

frsD_Burk
frsD-Chro

frsD_Burk
frsD-Chro

frsD_Burk
frsD-Chro

frsD_Burk
frsD-Chro

frsD_Burk
frsD-Chro

gtgctggtgctggaggaattgccgcggctgccgaacgggaagctggatcatcaggcattg
gtggtggtgctggaatcgctgccgcagttgccgaacgggaagctggaccgcaagtcgctg

*kk *khkkkkkkkkk R R Ik Sk I R * %

cccgegecggaatacacgggcaagcgctaccaacgtccgecgcaatacccaggaggaaata
ccggcgccggagtttggcggctcgcattatcagcggccgcgcaacgcgcaggaggaaatg

kk kkkkkkkk kk kk kk Kkkkkkkkk * kkkkkkkkkkk

ttgtgtgggctgtttgcggaagtgctggaagtgaacaatgtgggtatagacgacagtttt
ctgtgcgggctgttcgcggaagtgctggaagtggggagcgtcgggatagacgacagtttc

khkhkk khkhkkkhkkkhkk Khhkhkhhkhkhhhhhkhkhkkx kk kkkkkkkkkkkkkk

ttcgatttgggcggtcattcgctgctggcaacacggctcgtcgatcgaatccggacgacg
ttcgatctgggcgggcactcgttgectggcgacgecggctgatcagccgecatccgggeggec

khkkkkk *hkkkkkk *k *kkk *khkkkkkk *kk *kkkkk * % **k *kkkkkk *k X

ctgggtgtggaactaccgatcaggacgattttcgaccaaccgacgatcgcggagctggeg
ttgaatgtggagctgccgatccgccagctgttcgacctgccctccgtcgcagagctgctt

* % kkkhkkkhkk kk kkhkkkkk * * k kkkkkkk * % Kkhkkk khkkkkk

gttgtcttaccacagtgtcaagcgattacgcggcecgectttgagggcgegtcgacgtgtt
gaggttctcccccaataccaaggcgetgeccggecggecctgcagecgegecgecgecag

* * % * kk *k * * k k% * k kkkkkk Xx * % * kkkk *kk k%
gagaatagtgattggagttag 3078
caacacgctgtcaggagttga 3081

*kkkk Kk

2757
2760

2817
2820

2877
2880

2937
2940

2997
3000

3057
3060

Abbildung A30: Alignment von frsD aus dem befrs-BGC und dem cufrs-

BGC.
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CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

frsg_Burk
frsg_Chro

frse_Burk
frse_Chro

frse_Burk
frse_Chro

frsg_Burk
frsg_Chro

frse_Burk
frse_Chro

frse_Burk
frse_Chro

frse_Burk
frsg_Chro

frseE_Burk
frse_Chro

frse_Burk
frse_Chro

frsg_Burk
frsg_Chro

frse_Burk
frse_Chro

frse_Burk
frse_Chro

frse_Burk
frsg_Chro

frseE_Burk
frse_Chro

frse_Burk
frse_Chro

atgcagaattccgcaatcgaagtgctgccgctttcctatgctcagcggcgactttggttt
atgccgatccccgagattgaggttttaccgctttcctatgcgcagcgccgattgtggttt

*kkk kK * % **x k% k% * kkkkkkhkkhkhkhkhkhkk *khkkkk *kkk *k *kkkkkk

acgcattgcatcaaaggacctagtcccgectataacattcctcttatgctacgectcgeg
acccatcgttttaacggtcccagcccgacttacaatattccgatcgcgctgagtttgtcc
*

*Kk kkhkk K * kk kk kk Kkk Kk* * kk kk kkkkk

ggcaagcctgcgaaagaagcgctgcaagecgecttacaagatgtgctaactaggcatgag
ggcgagccggagcagccggccttgcaggctgcgctgcgggacgtgcttgcccgtcatgag

kk Kk  kkkk * % * kkkkokk

agccttcgtaccctgtgtgtggaggcggacgatggtgaacccatgcagcatattctgecg
agcctgcgcaccctggttgtcgaatcggaggagggcgccccggcgcagcatattctgccg
* % * %

*kkkk *kk *khkkkkk *k*k k% * % Khkkkkkkkkkkkkk k%

gcgcaggcecgtgacggtgtttcgactggaaacgcacgtcgetgeccagegtggeccgaacag
ccggatgccgcagggactttctgtctggcggttcagaccgccggcagcgcggcggagcag

*  kk kK kk k kkkkk Khkk kk k%

tccgaggcagtggtggaggetagecgecactgetttgatctgtcgaccgagatteegttg
gccgegtegetggagacggettgecgecattgetttgatttgtcgegegagatgecgttg

*kkk Kk Kk *k Kk Kk khkkk khkkkkhkkk Khhkhkkhkkhkkkhkk Khkkkk kkkkkhkk Kkhkkkkk

cgcgcgacgttgtttctggcggaaggggcgccgccgttactactgctgectgectgcatcac
cgcgcgggcttgtttctggctgatggcgccgagccggtgttgttgctgctcttgcaccat

*kkk Kk Kk khkkkkkkkkk*x **x **k k% *kkkk kK *kkk kK

attgcagcagacggggactcgttgccggtgttggccaagaacttggaatttgectatetg
atcgctgcecgacggcgactcecctececggttectggecgegggatctggaactggectatega

kk kk kk kkkhkkk hkkkk *  kkkkk * Kk Kk Kk * K Kkkkhkkk Kk kkkkkkk

gcccgtcacgaaagtcggeccaccagagtggtcgetactcgecgttcaatacgeggactat
tccaggttgcggggcctggcgccggagtggcggccattgccggtgcaatatgccgattac

* ok ok ok Kk k kk khkkkk Kkk *kk K**k

acgctttggcagcgggaatggctgggcaatatcggcacagcggacagtcccgccgcacat
gcgctgtggcaacaggagttgctgggcgatctggaggtcccggatagcctggcggcccgg
*

*kkk *khkkkk Kk *kkk Kk *hkkkkkk k%

cagcttcgttattggcgcggtgcgttacgagggatgectcaggtgatggecctgecgace
caattggtttattggcgcgaggcgttgcgaggcatgcccgatgtgctggagttgccgacc

Kkkkkkkkkkkk Kkkhkkk Khhkkkk kkkkk Kk kk  Kkkk *ok ok ok ok ok ok ok

gatcgaccgcggccgeccgtegetacgecatcgeggecggtaaggtgecgtttgecactgecg
gaccatccgcgtccggcggtggccagccatcgcggcggcaaagcgccgttcgcgctgtcc

* Kk Kk kkkkKk Kkkk khkkkkhkkhkhkhkkhkk *kk * *khkkkkk **k K*kk *

gccgcggcacatgecgcggctgaagacattggccgagaccgaagcggtaacgttgtcgatg
gcagcggcgcatgcccgtctgaagacgctggccgcgcaacagggcgcgactttgtcgatg

Kk khkkkk khkkkk *kk *khkkkkkkk *kkkk*k * *k kkkkkkkkk

gtcttgcaggccggectttecgetttgetttatcgattaggggetggttecgatgtegtg
gcgttgcaggcgggtctggccgccttgctgcaccgcttgggcgcgggaacggatatcgct

kkkhkkkhkkkk Kkk k% Kkhkkk kkkkk *kkk  Kkkk

atcggtggactattggcaggccgcaatgatgaggcattgaaggatctgatcggtttette
gtgggcggtcettctggecggecgeggcgaagagtcactgaaggaactgateggettttte

* kk kk kK kkkk kkkkkk kk kkk kk Kkhkkkkkk Khhkkkkkkk K*k Kkkk

210

60
60

120
120

180
180

240
240

300
300

360
360

420
420

480
480

540
540

600
600

660
660

720
720

780
780

840
840

900
900



frse_Burk
frse_Chro

frse_Burk
frse_Chro
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frse_Burk
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frsg_Burk
frse_Chro

frse_Burk
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frse_Burk
frse_Chro

frse_Burk
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frseE_Burk
frsg_Chro

frse_Burk
frse_Chro

frsg_Burk
frse_Chro

frseE_Burk
frsg_Chro

frse_Burk
frse_Chro

frse_Burk
frse_Chro

frse_Burk
frsg_Chro

gtcaatgcctgggttttgcggacggatctgteccggecatceccgattttcatgtectgttg
gtaaatgcttgggtattgcgagtggatgtttccggecggeccaactttecggecttgttg

kk khkkkk Khhkkhkkk Khhkkkk kkkk Kk Kkkkkkkk kkk Kk kkkk * ok kkkkk

cgtcgtgtgcgcgagcaggcacttcaagcttacagtcacccagatctacccttcgagtgg
cgccgggtgcgggaacaggcgttgcaagectacageccatcaggatttgecgttcgagtgg

**k kk kkkkk *kk *kkkkk * kkkkk *kkkkk *k Kx *kk *k *kk khkkkkkkkk

ctggtcgagcagttgaatccgatccgttccacttcgtatcatccgetgttccaggtggta
ctggttgagcagatcaatccggcgcgttccacttcgcatcatcctctatttcaggtcgeg

Kkkkhkkk Khhkkkhkkk Kk khkkkkk khkhkkhkhkhhkhkhhkk *hkhkkhkhkkhkx *%k %%k *kkkk *

ttggttttgcagaacaatcagcgtgcccgatttcgattgggecggactggtggtggageag
ctggtgctgcagaacaatctgagcgcggacttccacctggaaggcttggcagtggatcag

* Kk Kk k kkkkkhkkhkkkkhkkk * * k% * Kk K * % * Kk K kkkkk Kkkk

caagtgcttggtacaggtacagcgaagttcgacctcgccttcaatctgtttgagacaatg
cggctgcttggaacgggaaccgccaagttcgatctggctttcaatttgttcgagcggcag

khkkkkkk *kk *kk *kk *kk *khkkkkkkk *kk *kk *khkkkkk *kkkk kkk

agcgacgacgggcacccgctgggcgtgacgggcgatctcgaatacgcatgcgacctgtte
gatggcgatggccggccgcaggggttggacggagaactggaattcgcttcggacctgttc

kk kk Kkkkk Khkk K kokkkkkkkk

gatcctcccagegeggttcgattggectatcgettgagecgettactggaaatctggtece
gaccgcgccggcgcggagcggctggtggcgcgttttgtccgtttgctggaacgatggtcc

* kk kkkkkKk * ok ok ok ok k

gcagcaccgtcgcagtcgattgccatccttgatttactggagagatcagagcgcgaacaa
atgcagccggcgcatttgattgccgaactggatctattggacgacgacgagcgccggcag

*kk kkkk Kk *khkkkkkk %k *kk*k *kk *kkk *kkkk Kk

gctttgctggagtggaacgcgacgactcggccactccccgegttgacgectggcagaagea
gcggtgagcggatggaacgattcagcccgtccgctggaggcgggcacgctcgcctgtttg

*ok ok ok ok kK * %

ttcgaaacgcaggcggcgcttacaccagaggcggtagegetggegtttggecgatgaagta
ttcgaagcccaggcaaaggcttcgccggactcggtcgcgctggcttttggctcggagcag

kkkkkk Kk Kkkkk * * Kk kk Kk kkkk khkkkkkkhkk khkkkk

ctgagttacgctgaactaaacaaacaggccaatcgcttggcacggatgctggttgccgeg
tatagctatgccgagctggaccggcgcgccaaccagttggccaggacgctggcgggcgcc
*

**x *k*k **k k% * * Kk k ok k *kk kkkkk * %

ggtctcgggccggaaggcagggtcgegttggecgtteccgagatcgectggatatggtegtg
ggcatcggcccggaggacatcgtcgecgctggcggtgeccgcgetcgectggacatggtggtg

* % khkkhkk khkkkk Kk K**k kkkhkkkhkk khkkhkk *kk kkhkk *k khkkhkkkkkk Khkkkk K*k*x

gctttgctcggegtgactaaggcgggcgeggegtatttgecgetagatccagagtateeg
gcgttgctgggggtggtcaaggcgggcgctgcctatctgccgctggaccccgagtatccg

kkkkkhkhkhkhkhkhkk *k K*khkk khkkkhkkk *k K Kk khkkkkkkkk

gcagagcggctggcatacatgctggccgatgcaaagccgacgctgttgatgactgtcaac
cgcgagcggttggcccatatgctgtccgacgccacgccgcgtttgctgctggcgacatcc

*kkkkkk kkkk * kkkkkk *kkkk *kk Kk kkkk **x k% **k %

gcgcagctcggtagectgtccgaatgecgecggggataccggtgetggegetggatgecgat
gataccgtcggcggtttgccggcattctcaggcttgcgggttcaggtgctggatgagccg

kk kkkkkkkk
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tcggttcgggacgcgatttcgcagatgtcaggatgcaacttggttcaatcggaacggetg
gcctggcgggagatggttgcccgagcggacgggcggccgttggcgcagcgagagcggacg

* ok ok ok Kk * * Kk Kk k * % *k Kk kKk *

tgtccattgcagcctcagcaccctgtttgecgtgatctatacctccggttcgacaggecgt
cgccccttgttgeccgcagcacccecggtttgecgtgatctacacctcgggectcaaccggcaag

* k*k kk%k KhkKk Khkhkhkhkhkhkk *Ahkdkdkhkdkdkhkdkhkhkhkdkkx *khkkk*x **x **k **k K*kk

ccgaagggcgtgatggtgacccaccagggtatcgtcagcttacgtgccagccaaatcgag
cccaaaggcgtgtcggtgacccatcagggcattgccagcctgcgcgccagccagatcgag

*k kk kkkkkk kkhkkhkhkhhkk *hkkkhkk Kk % kkkk *x *k khkkkkkkhkk khkkkkx

cgattcggcgtgtccgetgaatcgagegtgttgcaattegectecttgagetteggegeg
cgtttcggcgtgtctgccggatccagcgtgctgcagttcgcgtcgctgagtttcggggcc

kk khkkkkkkhkkkhkkk Kkk Kk Khhkk kkhkkkhkkk kkhkkk K*hkkkk k% kkkk khkkkk KKk

gcgctgttcgaaatttgcacgtctctgttgacaggcgcgcgectggtgttggtatccage
gcgctgttcgaagtctgcatgtcgetgetggtgggecgegegtetggtgetggtggecage

khkkkkkhkkhkhkk*x * *kk*k *kk *kk k% khkkkkhkkk *hkkkkk *kkk * Kk k Kk k

atcaaagaagcgctgaacgttgagacaatgaccgcattggtgactcggcaccggttgagt
gcccgcgaggcgctgaatgccggagcgatggcggagctggcgcggcggcatggtttgagc

* kkkkkkkk K *  kkk kK

catatggtggtgccgccatccgegttggacacgttgtgecgecgacecgtctgectegtacg
catgtggtgctgccgccgtcggcgttggaggcattggcttcggagcggctgccggatagc

kkk Khhkkkk khkhkkkkk Khk Kkhkkkkkkk

gtccgcatcatggtggcaggtgagcattgtccggecccatctggttgagecgttggtceccgeg
ctcggcatcatggtggcgggcgagcattgecccggectcatctgcaggaacgetggtecgget

Kk Kk kk Ak Ak kA kA kA hkhkk *kk *Ahkhkhkhkhkkk *khkkkk *kkkkkk **k *k*k *kkkkk k%

gatcgattcatggttaacggttacggttcgtctgaagtaaccgtatgcgcgacgatgagt
ggccggttgatggtaaacggctacggctcttccgaagtgaccgtgtgcgcgacgatcagc

kk kkkkk Khhkkhkkk hhkkkhkk kk kk Khhkhkkhkk khkhkkk KAhkhkhkhkkhkkkkk k%

cagcccctgteccggecgtgcactceccgecgatgggggegecgaatgecaatacccgacte
ctgcegetgtecgggecgeggegegecgecgatgggectgeccaatgeccaatacceggete

* kkk Kkhkkkk kkkkk K kkkkkkkkkkKk kkk Khhkkhkkkkkhkhkhkkkhk *kk

tacttgctggatgcagggatgcaacccgtcccggcgggcgtgatgggtgagectatacgtt
tacgtgctggatgccggcttgcagccggtgccggtaggcgtgcccggcgagctgtacatc
* %

*kk khkkkkkkkkk kK * % **k kkkk *kkk Kk Kk **k *kkkkk *kk X

gccggggaaggtttggetcgaggttatttgagecgeccgggtecttaccgeggagegtttt
gcaggcgatgggctggcgcgcggctatctgcgeccgeccgggectgagecgccgagegttte

*k kk kK k% Kkkkhkk kk kk Khkk kk Khhkhkkhkkkhkkkhkkk *k Kk Khkhkk khkkkkkkk

gtcgccaatccattcgagccaggttggcagatgtaccggacgggcgatctcgecacggege
gtcgccaatccgttcgccgagggggaacggatgtatcgcaccggagacctcgcgaggcga

khkkkkkhkhkhkk *kkk kkkkkk kk *kk Kkk Kkk kkhkkkk * Kk Kk k

gacatcgatggccggctcgactatttgggacgcgttgaccatcaggtcaagatccgaggt
ggcggggacggcaggctcgaatatctcggccgcaccgaccatcaagtgaagattcgcggt

*kkk *khkkkkkk *kkk *k *kk Kkkk kkkkkkkk *k *khkkkk **k K*kk

ttccggatcgaaccggectgagattgaggecggegettcgeccagectaccaggegtggeccaa
ttccgcatcgaacccgcggaaatcgaggctgtgttgcgccgcttgtccggcgtggcgcag

Kkkhkkkhk Khhkkkhkkkhkkk *k K*k Kk khkkkk K % * kkkkkkkk Kk
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gcgactgtcgtagcttgggaggaggtaccgggggcaaagcaactggttggctacgtegtg
gcggetgtggtegeccgegaggatgegecgggegtcaggcagetggtggggtatgtggtg

kkk Kkkkk Kkk k* * kkkkk K kkkkk Kk *k kkk Kkhkkkk kk Kkk Kkk kkk

cccaaggagggcgttatgctggagccgcgcgceccatgcgecgtgagttggccgagcacctg
gcggcgacggaagcgaagctggatgcgcaaggtttgcggcgacagctggccgagcacctt
*

* kkkk kK * % % *kk*k k% Kk kkkkkkkkkkkkk

accgatcatatggttcccgecggtgctggtcgagectatcggetttgeccccgaacgecgaac
cccgagcatatggtgcctgcagcgctggtggagctggcggceccttgccgagaacgccgaac

khkhkk khkkkkhkkkhkk kk *k Kk Khhkkkkk K*kkkk Kkkkk kkkkk Kkkkkkkkkkkk

ggcaaactcgaccgcagtgccctgeectgegecggtattcgtcacagaaggatatcgegag
ggcaagttcgaccgcggtgccctgccggtgcccaccttcgccgcggagggctaccgcccg

* ok Kk ok Kk khkkkkhkkkhkk Khhkkhkhkhhkhkhkkk * kK% * %

ccacgcacggcaaaagagtgcaccctatgtcaactgttcgcgcaagtactcgatttgect
ccccgcacggcggaagagcgggcgttgtgccagctgtacgcccaggtactggatttgtcc

*k kkkkkkkk Kk kk kkkk kkk *kk *khkkkk *khkkkkk *x

caagtaggtatcgacgacgccttctttgatctgggcggcgacagcatcagttccatccaa
aaagtcggtatagacgatggtttctttgacttgggcggcgacagcatcagctcgatccag

Kkkkhkk khkkkk Khhkkkk * kok ok ok ok ok ok ok khkhkkhkhkhhkhhkhkhhkhhkhkhhkk *k *kkkk

ctggccagccgegegegcaagegtggetggecacgtgacgeccgaaccaggtgtttegetat
cttgccagccgegegegcaaagecggttggetgetgacgecgaaccagatatteecggeat

kk kkkkhkkkkkhkhkhkhkkkk *k  kkkk kkkkkhkhkhkkhkkhkhkkhhkk * **k **k * %

ccgcgcgtgcaggatctggectacggtgatgttgeccgttgacaaatggggtggactctgtg
ccccgggtcgaggacctggctgcggagcttaagcctgtcgagtccgaccggaacgagcgg

**x k% k% *kkkk *khkkkkk *kkx * K * % % * * k%

caagaggagccgtgtggtgacctgacgctgacgccgattctacgctggatgtgggaaaac
gtggatcaggcctgcggcgatttgccggcgacgcccatcatccactggatgctggccgcg

* kk kk k*k * Kk kk khkkkkk Kkk * ok kkkkkkk

ggcccatatcgtcttttccatcagtcgcaactgttgegtgegecgtetgggttgeggege
ccgccgtatcggegettcaaccaatctcaactgectgegecacgeccggtgggectcaaacgg

*kk kkkkk K kkk Kk Kkk Kkk Kkkhkkkkk kkkk * ok Kk Kk *kkkKk Kk * %

gccgacttgctggcaatggtccaggcgctgctcgatcaccacgatgcgttgecgcatgegt
gatgacctgctggccgecgetgcaggecgetgetggaccatcacgatgecttgegectgegt

* *kk khkkkkkk * k kkkkkhkhkhkhkhkk kk kk KAhkkhkhkhkkk khkkkkk kkkkk

ctacacgaggacgatggcgaagcgcg- - -catgacgattctaccggtgggtacgacgagg
ttggacgcggcggccagcgatgaggcgctgctatcgattccgectgecggatcggtgegg

* ER * kkkk kK * * ok ok ok ok k * %k * * % * % * k%

gccgaggattgegtgegtecgtatcgagatcgtgggagtcgatgecgtecgagecgacaggtyg
gccggcgattgcctgcgccggatcgacgcggtcggtcgggatgaggcggagtggcatctc

* ok Kk k kkkkkhkk khkkk *kk Khkkkk

gtgctggcccgtgaaacggacgaggcaatcctgcgtctggatagcgaatgtggtcgactg
ctattggcgcgggaaggggaagccgcggcggaacggctggactgcgaggccggcttgctg

* *kk*k k%

gtgcaagtggtgtggctagatgccggttcggaagaagggtggttacgtcttgtcattcac
ctgcaggcggtatggctggatgccggggacgaggccgggcgtttattgctggtgatccat

kkkhkk Kk kkk Khhkhkkk khkkkkkk * * kk kk kK
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catctggccgtggacggcgtgtcgtggegtgtgttgetatcggattggcagcaagettgg
cacctggcggtggatggegtttcctggegegtgetgttgecggatttgcagcaggectgg

kk kkkkk Khhkkhkkk Kkhkkkhkk kk kkhkkkk Kkkk K*k K kkkkkhkk khkkkkk *kk kK%

gcggacgtgtgcgtggggtgcgectatttcgectcgatccggttggcacgtcgttccgecaac
caggcggcgagccaggaccgtgccatcgcgctggacccggtcggggcctcattccggcta
* %

* % * *x k% * % * % *kk*k *kk *khkkkk k% **k kkkkk

tgggcactgtgtttgcaacgggatgcacagtctccgcagcgcgaagccgagetggegtac
tggtcgctgcatctggggcaagaggcccggtcgtcgcagcgcgaagcggaactggcgcat

kkk Kk Kkkk * *Kk kk Kk kk%x khkhkkkhkkhhkhkkhkhkkhk *%k *hkkkkk *

tggtgctcgatgectgtcgacgaccgatatgeccgectcggacgacgggcattcgatccagec
tggaaatgggcgctggcggccgaagatccgttgcttggcccgcgtccgtacgattccgcc

* kkk Kkk K * Kk kkkk Kk Kkkk

cgcgataccacccgaaccaaacagagtctcagcctatcactgcccgtccggacgacccaa
cgcgacgccacccggacccggcaaagcctgagcctggctttgccgccggcggtgacccag

* Kk k Kk k *kkkkkk kkk **k kkkkk

gcgttactgactcaggctgcaacgcgectttcatgcgcaggcgaacgatgtgttgttaacc
gcgctgctgacgcaggcgaccgcecgcgtttccacgecccatgccaacgatgtgectgttgacg

Kkkk Kk kkkkk kkkkk * Kkkkk kk kk Kkk kk Kkk Khhkkkkkhkkkk Kkkkk k%

gtgtttgtgctcgeccatggcagettggcggegecaatgcatgggecatgeccccgatgeg
gtgtttgcgcttgcggttgcggtttggcggcgccggcgtctgcccgaggcaccggcggag

kkkkkhkkk K*kk k% kkkkkkkkkkKk

ttgctattcgacctggaagggcacggtcgcgagacccaggacaccgcgatcgacctgtcg
ttgttgttcgacctggagggccatggacgggaggcgcgggatactggcatcgatttgtce

*kk k kkkkkkkkkkk kk *kk *kk *kk *kkk Kk Kk *kkk K**k X * Kk Kk k Kk * %k k%

cgtacggttggttggtttaccagtctgttcccggtgcgagtgagactggatgecgtcgat
cgaaccgtcggctggttcaccagcctgtttccggtgcggctggcgctggattgcgccggg

kk kk kk kk khkkkk Khhkhkkk khkkkk Khkkkkkkk

ctggacgacgcactaggggagggcgctagectgggecgtctgectgaagtcggtaaaggag
ctggacgaagcgctgaagggcggggacagettggggcgettgetcaagtcggtgaaggaa

kkkkkkkk Kkk k% * % * Kk Kk kkk Kkkkk KKk kkkk khkkkkhkkkk Kkhkkkk

caacttcatgcgttgccggaccggggcctgggcttcggettgectccgectacttgaaccag
cagttgcgggccatcccggaccggggcatgggttttggcttgctgcgccatctgaatccc
*

Khkkkkkkhkhkhkdk*x *hkk*x **k *Fhkkkkkk*x *k*k X *kk*k K*

ggtaccgctgcagagcttgccgcacacggacagccacaaatcggtttcaactatcttgge
ggcgcgcgcggcgagctggccgcgttgagcagtccgcagatcggtttcaattaccttggc

* Kkkkkk Khkkkk kk kk kkkkkkhkkkhkkk Khk Khkkkkk

cgctttgcggcatcggaggggggcgactggcaactggectcagacgtgggcatcgaggeg
cgtttcaccgccgcggagggggaggactggcagccggcgggctgcgccggcatcgagggc

*k kK * Kok kokkkkkk * ok Kk k Kk Kok kkkokkkokk

gggcaggatccggaaatgcccctgceccgcatccgcectgtcgtttgacgcacataccttggac
ggacaggatccggacatgcccttgeccgcatctcttgtcgttcaatgcccagacgetggac

Kk Kk kkhkhkkhkhkhkk *Ahkhkhkkk *Ahkkkkkkkk *kkkk kK * k% *k*k k% * Kk k Kk k

cgaacacatgggccggaattaaccgccatttggtcctggggcagcgaattgttctecteg
cgggagcaagggccggaactgcatgccatctggtcatgggccggagagttgttcgatcag

*k kkkkkkkkk K Kkhkhkkkhk Khhkkkk khkkk *k *k *kk *kkkkk
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gacgagattgccgaactggcacagttgtggcagcaggccgcaatggctttagetgageat
gagcagatcgcggagctggecccagttgtggcggcaggeggecgtcgegetggeggageac

* % kkkk kk Kkk Kkhkkhkkk khkhkkhkhkkkkkk khkkkkk k% * Kk k * kk kkkkk

gtgacaaggccgggggcaggaggccgcacgccgtcggatctgcccctegttcacttgeat
gcctcaaggccggaggccggcggccgctcgccgtcggatctgccgctggtgggtttggag

Khkkhkhkhkhkhkk *hkk *k *Ahkhkhkkk Ak kkhkkkhkkkkkkkkx k%

caggcgcagattgagcaactggaggtggaatatccgcggatcgaagaggtcttgecgttg
caaacgcaaatcgagcggctggaggccgagtatcgcccgctggaagatgtgcttceccgttg

* % kkkhkk Kk kkkk *ok ok ok ok ok ok *k kkkk * k Kk kkkkk k% *  kkkkokk

tctccgetgcagaagggactactgttccacggtctgtacgatccggegggegtecgatecce
tcgeccgetgcaaaagggettgttattccacggectgtacgateccggecggegttgatecce

kk kkkkkkkk kkkkk * k kkkkkhkhkkk Khhkhhkhkhkhkkhkhkhhkhkhhk *hhkhkk K*hkkkkk

tatgtcgagcgattgatctacgcgctagaaggcgaactcgacgccggtgcgctcaagcaa
tatatcgagcgagtgacgtatcagctggaaggcgagctcgatcccgcggcgatgaagcgg
* %k k%

*kk *khkkkkkkk kkk *kKk Kkhkkkkkkk *khkkkk * % * %

gcggtacacggcectgectgetgcagcacagcaatttgegegegtgtttegttgatectggge
gccgcgcatggcttgttgcagcgccacggcaatctgcgcgcctgctttgtcgatttgggg

* kKk kkhkk kk kkk k% Kkkk Khhkhkkk khkkkhkkk Khk kk *k K*kk Kkkkk

cgcggacagccagtgcaggttatcgtgecgettteggcactaccttggcaggaaattgac
aaaggccagccggtgcagatcatttcccagctggaggcgctgccatggcaggacatcgat

kk khkkkk Kkhkkhkkkk Kk K%k kk kkkkkkkk kk kK

ttgtccatgctgggggaggacgagcagcaggcggtacttgaacaaatgcaggaggaagac
ttgtcgatgctggctggcgacgagcgccaggccatgectggcecgcagatacgcgagcaagtg

*kkkk *khkkkkkk * *kkkk Kk Kk * Kk k k Kk * k% % **x *k*k % *kk kkk

cgtcatcagcggttcgatctgtctcatgcgecgttgttgtectttecgtgectgatccgacte
cgcagccagcgtttcgatttggggcgcgctccactgctgtccttcaccctgatccggctg

Kkkkkk hkkkkk * % *k kkhkkk Kkkk khkkkkhkkkk K%k

gctgtcgatcgecaccggctgatcatgagcaaccatcacatcctgetggatggttggtet
gcggccgaccgecaccagectgatcatgaacaatcatcacatcctcctggatggttggtee

kk ok kkk Khkkkkhhkk khkhkhhkhkhkhkkhkhkkh Khkhkk khhkhkhkhhkhhkkhk *hkkhhkhkhhhkdhhkkhx

gggccactgttatggcgcgagttgatgaaattgtatcgaagcggcggcgatctgecgegcec
gagcccttgttatggcgggagttgatgacgctgtaccgcaatggcggcgatctgggegeg

* kK k% AKhkkkkkkhkk*x *Fhkkkkkkkkkx *kk*k *k*k * khkkkkkkkhkhkk*x *kkk

ataccgcgcgtgacgccatatcgcgattatctggattggectggectaggecgecgatctggag
atgccgcgcgtcacgecttaccgggactacctggtgtggctcggeccggcgecgaccatgaa

kk kkhkkkkkkhkk khkkkk Khk kk *kk K*k Kkkkk kkkkk Kk kkkkkhkkk K * %

cccgaccggatggectggecgecggatatttgegegatttggttaccecgacgttgetgget
gccgatcgccaggcttggcggcattatctcgccgaattggagacgcctacgctgctgtcg

kkkk kK kkk Kkkkkk *kk Kk kkkk kk kk Kkkk kkhkkkk K

ccagccgcgceccacggagtacgtgatccaggagacctatgaacgggcgttgecccgacgca
ccggagccgccggcggcctatgtcgatcaggaaacttacagcctcgccttgccgccagcg
* %

*kkk*k **k k% * **k kkkkk

ctggcgagcgggcectgactgecgettgeccgaacagttgggggtgacgttgaataccgtgata
ctggcgcaagcgctggcggcccgcgccgcagagctggggatcactctgaataccctggtc

* ok ok ok ok k kk kkhkkkk Kk K%k kkkkkhkkkk Kk *
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5100
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frse_Burk
frse_Chro

frse_Burk
frse_Chro

frse_Burk
frsg_Chro

frse_Burk
frse_Chro

frsg_Burk
frse_Chro

frse_Burk
frsg_Chro

frse_Burk
frse_Chro

frse_Burk
frse_Chro

frseE_Burk
frsg_Chro

frse_Burk
frse_Chro

frsg_Burk
frse_Chro

frseE_Burk
frsg_Chro

frse_Burk
frse_Chro

frse_Burk
frse_Chro

frse_Burk
frsg_Chro

caaggcgcttggggtagggtgctecgggtgtctcacgacaagccaagacgtgatgtteggt
cagggcgcctggggecgggtgttggecatgectgaccatgageccaggatgtggtgttegge

kk kkkkk Kkkkk kkkkk Kk K *Kk kk Kk K kkkkk Kkk Kkkk Khhkkkkkk

tccaacgtagcagggcgccctgcggagctgaacggtatagaagacatgattggcctgttc
tctaatgtggcgggccgtcccgccgagctcggtggcatcgaggacatggtggggctgttc
* kkkk kK

**k *k*k *kk *kk *kk *kk *k*k **k *kkkk * * kk kkkkkk

attaatactatcccattacgggtgcgctggtcgcgecggagaatccatcggecgacgtgeta
atcaatacggtgccgctgcgggtgcgctggacgaggggggagtccatcgctgacatgctg

*k kkkkk * k% * kkkkkkkkhkkkhkkk *kk Kk kk Kkk Kkhkkkkkk *kkk  kkkk

aagcgcatacagtcggagcaggtcgatctgttagagcaccagtacttggatttggtcgag
gtccgcttgcaagcggagcaagtcggcctgctggagcaccagtatctggatctggctgaa

kkkkkhkkk Kkkkk kkk Kk khkkkkkkkkkk kkkkk Kkkk * %

attcagagtcaggccagccacagggatttgttcgattcggtctatgcgtttgaaaactat
atccaggagctggccggcctgggcgatctgttcgacaccgtgtacgcctttgagaattac

**x kk %k * kkk kkkkkkk * kk *kk *kk *kkkkk **k k%

ccagtccatgccaacgacgaagacgaagcgtcaggcccccgecgtcaaggtggtaagecgge
ccagtgttcggcgatggcggcgcatccgcagccgggccgcgggtgacgggtgtcagcgga

*  kkk kK

ggcagcacaacccactatccgctcggattgatcgtcaacccgcaggcaggtctgteectg
ggcagcaccacgcactatccgttggggctgatcgtcaatccgecagtcecggectttectte

kkkkkhkhkhkk Khk khkkkkkkk * k% kkkkkhkkhkhkhkk Khhkhkhkkk * *k Kk *kk ok

ctgttcagctaccgaccagattgttatcggcgttgcgatatcgagcgtatcgccgectac
ctgttcagctaccggccggatttgtacttgcctgaggacatccagecgcattgecggetat

khkkkkkkkhkhkhkhkhk*x **x *kkkx * % * % * **k kkk kkkk *kk *kkkk Kkkk

ctgcaatgcgtactggaagcgtttgcggttgattccacccaaccgatcgectcaattggat
ctgcaactgacgttgcaggcgtttgccgacgatccggcgcaatccgtcgccggtctggag

* ok ok ok ok k *k k kkkkkkkk K

ctactgccgccggagcaggccaacgggatcgcgcagtggaacgacactcagcacgettgt
ctggctccggtcgagcaggcgggatggctgaggtcctggaatgacaccggccatgcctat

* Kk K kok ok ok ok okok ok * Kk Kk kkkkk Kkhkkkk *Kk kk Kk K

ccatcggcggacctcgcgcagttgttcgagcgtcaggtacggttgacacccgatgectct
ccggatggggacctggcccagctgttcgagcgccaggcaaggctgacgccgaatgcccag

khkkkkk *kk *khkk *khkkkkkkkkk khkkk *k *kk *kkkk k% * Kk k k Kk

gcgctaacttttgggtcccaaacgctaagttatgcggtcctgaatgecgtgecgecaatcga
gcgttgatcttcgagcgacagtccttgagctacgctgcgctgaacgcgcgcgccaaccag

*kkk Kk K *%* Kk * * * kk Kk kK *x Kkkkhkkk Khhkk khkkkkkk K

ctcgccagatggttgttgatgcacagtatcgggeccggacgatgtggtegecgtggeattg
ctttgccgggtgttgctggctcacggcgtaggcccggacgatgtggtcgcggtggcgctg

kk khkkkkkkkkhkhkhkhkkhkhk KFhkkkk

ccgcgttcaatcgatctggtcatcgegttgttggcggtcgtgaaaagcggcgcagectat
ccgcggtcgatcgaattggtggtggcgctgctggcggtggtgaagagcggcgcggcctac

*kkk*k *k *kkkkk Kk kk khkkkhkkk *khkkkk *khkhkkkkkk kkkkk

ctgccactggatgccgactatccgaggaaccgecctcgacttcatgctgacagatgccaga
ctgcccctggacgeccgattatccgcgcgaacgectcgatttcatgectggcggatgccaga

Kkkhkkkhk Khhkkkhkk khkkk K*hkkkkk % k kkkkkhkkk Khkhhkhkkhkhkkhkk * KAhkkkhkkkkk
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6237
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frse_Burk
frse_Chro

frse_Burk
frse_Chro

frse_Burk
frsg_Chro

frse_Burk
frse_Chro

frsg_Burk
frse_Chro

frse_Burk
frsg_Chro

frse_Burk
frse_Chro

frse_Burk
frse_Chro

frseE_Burk
frsg_Chro

frse_Burk
frse_Chro

frsg_Burk
frse_Chro

frseE_Burk
frsg_Chro

frse_Burk
frse_Chro

frse_Burk
frse_Chro

frse_Burk
frsg_Chro

ccgcgagegttgttgaccaatgggtcgatggtcgaggetetgtcgeccgetgecagggact
cccgcggttttgctgagcaatgccgcgatggccggtatcttgtcgccggctgacggcacc

* kkk Khkk Khhkkkk kkkkkk Kk kkkkkkk *kkk *k kK

caggtgttgctgctggatgcccctgagtggacggcagcgcgaaatcacctcgatgatcge
cggttgctgagcctcgacgagccgggactgctgtcggcgcaggatggcgcggacagcggc

* k k% k%

gacatggtggtgacagagcgaaagcaaccattgcgtccgctggatgccgecttatgtcatce
gatctggccgcgggcgagcgcaggcggcggttgcggceccgcaggatgeccgectatgtecatt

* % * %k K * K kkkkk Kk Kk*k * Kkhkhkkkhk Khhkkk Khhkhhkhkhkhkhk Khhkkkkkkhxk

tatacctccggttcgaccggcctacccaagggagtggtcaacacgcaccatggaatcgte
tacacctctggctcgaccggcaagcccaagggcgtgatcaacacccatcagggecategte

kk kkkkk Kkk khkkkkkkkk kkkkkhkkkhkk K kk Khhkkkhkkkhkk *k *k K*k Khkkkkk

aatcggctgacgtggatgcaatcggcctatcgactggacgctagcgatgtagttctgcaa
aaccggctggcatggatgcaatcggcttaccggctggacgccagcgataccgtcttgcaa

Kk kkkhkkk kX KAk AkAkAkAkAkk kA kA hkhkk *kk kk *Ahkkkkhkkk khkkkkk * % * Kk k Kk k

aaaactccgttcagtttcgatgtctcggtctgggaatttttctggeccgttactcaatggg
aagacgccgttcagcttcgatgtttcggtgtgggagttcttctggccgctgctggagggc

kk kk khkkkhkkkhkkk hhkhkkhkhkhhkk khkhkkhkk Khhkhkkk *k Khkkhkhkkkk

gcgaggctggtgatggctgtaccggacggacatcgggatccggcatatctggeggagetg
gccaggctggtactggecggttccggacggacatcgegatcecggectacttggeggegete

*kk kkkkkkkk kkhkk kk hhkkkkhhkhkhkhkkhkhkkhk *khkkhkhhkkk K% kkkkkk kkk

attcagcgtcaaggtgtcaccaccctccatttcgttccttccatgctcgatgecttecta
atccagcgcgagcgcecgtgaccaccgtgcatttcgttccgtcgatgectggaggtgttectg

**k kkkkk * * kk kkkkkk *k *khkkkkkkkhkkk *kk kkkkk *k Kk * Kk Kk kk

aacgagccgagcagccgtcaatgcttgagtttgaagecgtgttctgtgcagtggtgaagte
cgcgaagccggcagccgccaatgcctgagcctgagacgggtgctgtgcagcggcgaggcc

khkkhkkkhkkk hhkkkkk *kkk kkkkkhkkkk K*k *k*k * *

ttgtctggtaatctggctgcattgcagcaacacgtgttgaaacgaccgttacacaacctc
ttgtccggagagttgagcgccttgcatcggcaggtgctgggcagtcctttgcacaatctg

kkkkk kK * *kk kkkkk K *kKk kkk Kk * kk kk Kkkkkk k*

tacggtccgaccgaagccgctgtggacgttaccgcgcatgcctgtgatccgaacgatact
tacggcccgaccgaggcagcggtggacgtcaccgcccatgcctgcgagaacggcgaaacc
*

Khkkkk Khkhkhkhkkkk *k *k *Ahkhkhkhkhkkk *khkkkk *khkkkkkkk kK * %

ggaagttcgatccagatcggcaagccgatctggaatacgcggattcatgtgctggatgaa
ggcgtttcggtcccgatcggcgcgccgatctggaacacccgaatccatgtgctggacgcg

kkkk khkk Kkhkkkkkk khkhkkhkkhhkhkhhkk *k Kk *k hhkkkhkkkhkkkk %

ggcttgecgtccggtgecgttgggtgttgecgggegagetgtacattggtggaactggactg
ggcctgcgtccggcgccggtgggggtggcgggcgagctgtacatcgcgggggccgggctg

kkk Khhkkkkkkkhkk Kkhkk*k kkkkkhkkhkkhkkhhkhhkhkkkx %

gcgcggggatacttgaaccgcgcgggcctgacggcggagcggttcgtggcaaacccgtat
gcgcgeggcectatctgaaccggecggggctgacggcggagegettecgtggecgaatecgtac

*kkk*k **k k% *kkkk Kk Kk KhkkKk KAk hk*k*kkhkhkhkhkhkdk*x *Fhxkkkkkdk*x **x *kkkk

ggcgaaggtgaacgactgtatcggtcgggcgatttggcgcgttggaacgcggaaggcgaa
ggagagggtgagaggttgtaccgcagcggcgacctggcgcggtggacggaagaaggcgag

*k kk kkkkk * Kk k ok Kk kkkhkkhkkk Kkkkk *ok ok ok ok ok ok ok

217

6357
6360

6417
6420

6477
6480

6537
6540

6597
6600

6657
6660

6717
6720

6777
6780

6837
6840

6897
6900

6957
6960

7017
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7137
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frse_Burk
frse_Chro

frse_Burk
frse_Chro

frse_Burk
frsg_Chro

frse_Burk
frse_Chro

frsg_Burk
frse_Chro

frse_Burk
frsg_Chro

frse_Burk
frse_Chro

frse_Burk
frse_Chro

frseE_Burk
frsg_Chro

frse_Burk
frse_Chro

frsg_Burk
frse_Chro

frseE_Burk
frsg_Chro

frse_Burk
frse_Chro

frse_Burk
frse_Chro

frse_Burk
frsg_Chro

cgcctgaagcgaggcgaggcggtgaacgaattgaatecgttaccgectacgaggeggtactg
cgcctgaagcggggcgaggcggcgaacgagettaaccgectaccgectacgaagtggtgttg

khkkkhkhkhhkhkhk khkhkkhhkhhkkhk *kkkk*k *k kk kk kkkkkkkkkkk Kk kKK * %

tacaaggagccgtgtgaagcggtgtcactgtcgaaggtggaaacgcagacgtggtcggac
cgcaagggcccgtgccaggcgcgctcgctggcgtcggcggcggcggagccgtggtcgtcg
* %

* Kk Kk kk * % * % *k kkkkkkkk

gtggggaatatgtcggcctgccggacaaggctgatgcagtatgecgtcgatgtggeggata
ctgggcagcctgtcggcctgccgcgagcggctgtcggtcggcggcgacgcgctgcgggtg

ER R R khkkkkhkkhkhkkkkk * Kk k kK * * ER R

gaaggaattccgaacgcgcggttgcatggcgaggtattggtaacgcggcggetgaagtece
acgggggtgccgaacgcgctgctgcatggcgaagcggcggcggcgcgggagctgaaggcg

khkkkkhkkkhkk Kk Khhkhkkkkkkkk kkkkkkk K

gaggaggggttggcgtcgtggcgacgttggctggacgagtcgggcggggtcgagecggag
ggcggttcgccgtcggcgctgctggcgcggctggacgagaacggcggggtacggccggaa

*hkkkkkkkk kK *kkkkk kK *kkkk Kk

gatctgtatcgattgggggcggagctgggttatcgggtggtgttgacatggtcaaaccag
gcgctgcgccgtctgggcgcggagctgggctggcggatgctggcgacgtggtcgcggcag

Kkhkkhkk khkkkkhkkkkkkk *

ccggatcatttcgatgecggtgtttctgeccggagcagcagecggggtgcactggacgeggtyg
gcggggcaEttcgacgcggtgttcgtgcggggagaggacggcgaagcgctggacggggtg

kkkkk Khkkkkkkk kkkkkhkkk kkkk

tataggacgccaccggtgttgaaaccgttatcggggtatgtgaacaacccggcgaatttc
taccagccggcgggggcgttgcagecgetgtcgggctatgtgaacaacccggcgaacttc

* % * k% % Kk kkkk k kkk k Khkhkhkk KAk AkAkAkAkAk Ak Ak Ak Ak khkhkhkk kkk

gaacagttcgcagcaatacgccgatatgtgggagaacaactgccggattacatggtgecg
gagcagtacgcggcgatccgtcgctacgcgttggagcagttgccggagtacatggtgccg

kk khkkk kkhkk kk kk Kkk k*k k% khkhkkhkk hhkkkhkhkhkkhkhkkkx

gcggcgetggtactgettgaggggttgeccactgacaccaaacgggaagctggaccgecge
gcggcgatcgtgttgetggacgegttgecgetgacgeccgaacgggaagetggaccgeagg

kkkkkk Kk k% kkkk kk Kk kkhkkkhkkk kkhkkkhkk Kkk khkkhkkhkkhkhkhkkhkkhkkkk *

gcgctaccagcgccggagtttggcacggcatgctatcgagcgccggggtcaaagcaggaa
gcgctgccggcgccggagttcggtgggacgggctaccgggcgccggaatcggaacgggag

khkkkk *kk *khkkkkkkkkkk kK **k *kk khkkkkkk

aaggtgctagcgcaactgtttgccgaagtgectgggtttgeccgcaggtgggggtggatgac
caattgctggcgcggectgttcggggaggtgctgggtctgeccgcaggtgggggcggacgac

* kkkk kkkk kkkkk K kk khkkkhkkkhkkhk hhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkkd *kkx *k*k

agcttcttcgacctgggcggtgacagcatcatctcaatccagttggtaagecgggetege
agcttcttcgacctgggcggcgacagecatcatctecgatccagttggtaageecgggegegg

khkhkkhhkhhkhhhkhhkhhhhhdhhk hhkhhhhdhhkhhhdhhdh *hkhhhkhhhhhhhhhkhkhhhdx **

aaggcaggctggcaattgacaccacgcgacatcttccaacaacccaccatcgcagcgcett
aaggccggctggcggctgacgccgcgggatgtgttccagcagccgacagtggcggcgctg
* % %

*kkkk *khkkkkkk * %

gcacgccttatcacgccgectgggcaacgaaccggctacgecggegtetgtggetgegetg
gcccaagcgatcacgeccgectggacgacgagccggecgegecggeteccggeggecacgeca

* Kk Kk khkkhkkkhkhkhkhkhkkhhkhkx % Khhkkk Khhkkkk *ok ok ok ok ok ok * ok kkk * Kk K
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frse_Burk cgtcttgatcaagacgaactcgactatctgggctcattgtatggatcgtaa 9048
frse_Chro aagcttgatcaagacgaactcaactatttgggctcactatatgaatcctaa 9051

AKX KA XXX XX XXX hhd*x *Fhkhkdk*x **x*kkdkdkdx*x * **x*x*x **x*x **%x

Abbildung A31: Alignment von frsF aus dem befrs-BGC und dem cufrs-
BGC.
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CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

frsF_Burk
frsF_Chro

frsF_Burk
frsF_Chro

frsF_Burk
frsF_Chro

frsF_Burk
frsF_Chro

frsF_Burk
frsF_Chro

frsF_Burk
frsF_Chro

frsF_Burk
frsF_Chro

frsF_Burk
frsF_Chro

frsF_Burk
frsF_Chro

frsF_Burk
frsF_Chro

frsF_Burk
frsF_Chro

frsF_Burk
frsF_Chro

frsF_Burk
frsF_Chro

frsF_Burk
frsF_Chro

frsF_Burk
frsF_Chro

atggatcgtaagaagatcgaaaccacttatccgctgtcgcctctccaaaagggctttctg
atgaatcctaaaaaaatcgaagccgcttacccgttgtcgccgttgcagaaaggctttctg

*kk kkk kkk *kk Kkhkkkkk *kk *kkkk *kkk *khkkkkkk **k *kk *khkkkkkkkk

tttcacgcaggttacgacttggcacatgcggataactatattgcccaactgtttcttgat
ttccacgccggttacgatctgcaaagcgcggacagctatgttgcccagttgtttctggat

kk kkhkkkk Kkhkkhkkkkkk * % kkkhkkk Kk Khhkkk Khhkkkkkk kkkkkhkkk Kkkk

tttgatggcgaagtggatgccgggctcatgcgggcageggcagatacgttgatccgtegg
ttcgaaggagagctggacggggcggcgatgcggtcggcggcggacgcgctgatgcgccgc

*kk kk kk KKk kkkkk kK kk kkkk Kkk kK

catgcaaatctgcgggcaggatttgtgcatccgggcggtcgggagccggtgcaagtgatce
cacgcgaacctgagggcgggtttcgtgcatccgggcgggcaggaaccggtgcaggtggtg

Kk kk kk kkk khkkk *kk *kk *Ahk*kkkAkAkAkkkhkhkhkKk k kkk *khkkkkkkk kkk

ttgcgggaagtcgecggectgetggaaggaacacgattggcgaacggaaccececttgtgegg
ctgcgggaagtggtggccggctgggaagagcgtgactggcgcgggcggaatccgcaggag

kkkkkhkhkhhkhkk * Khhkkk K*kkk

gcagccgagttgcaatcggegtggcatgcggaagatcgtcagecgacgettegatectgteg
gcggccgaggegecaatcggegtggcaggaggcggaccgecgagegecgtttegagetgteg

*kk kkkkkk kkkkkhkhkhkhkhkkhkhhkkhk * K% *k kK kkkk kk Kkhkkkk khkkkkk

caaccgccgttgectgecggttcggttggctgcgtttgeccggaagaacgcactcagectggtg
cagccgccgttgctgcggttcggctggctgaggctgccggcggggcgcagccagctggtg

R R S S kR R Rk *kkkkkk kK

ctgacttaccaccatattttgctggacggttggtcattgccgectagtgctggaagaactg
gtgacctaccatcacattctgctggacggctggtcgetgeccttgetgectggaggagetg

Kkhkkhkk khkkkk Khk khkk Khhkhkkhkhkkkhkkk *kkkk * Kk Kk Kk * Kkkkkkhkkk K*k Khkk

ctgacgctataccggacgcagggcgatgegttatcgectgeccgaaaacgacgeccgtacage
ctggcgctgtaccgcgccgggggcggggacggcgggctgccggaggcgacgccctacagc

kkk Kkkkk Kkkkk kkkkkhkkk K*hkkkkk

acctaccttgggtggttgcaggggcgtgatcgggcatcggcgcagcaggtctggggagat
gcgtatctgggttggttgcaggagcgtgaccgcgcggcggcatgcgaggcctggggcggc

Kk kk khkkkkkkkkk *khkkkkk kk kK *kk *kkkkkk *

tatatgtccggtctggaggggccaacgctgctggcgaggaggagtg--------- cgagc
tacctggaggggctggaagggccgaccttgcttgcgcaagaaggacaagcggacaaggga

kk kkhkkkk k% Kkkkk kk*k

gaggatcagacgcagagcaaatcgagtctgacgttgccgattgagttgactcaggegttg
gccgctgcggcccaggccaggctcagcctggagctgccggcggagttgacgcaggcgctg

kkkkkhkkk Khhkkkhkkk K**k

aaccagcaggcacgacagcagggggtgacgctgaacacgttgttgcaggcggcatgggga
acgaggcaggcgcggcagcagggggtgacgctgaatacgctgctgcaggcggcctggggc
*

KhkhkhkK*k *k KA XA XXX XXX XA XA XA A hkd*x *hk*x **k *F*x*xk*xkkdkdkhkdx*x **k**x%x

atactgctgggcaagctgagttcgagtcgtgatgtggtgttcgggatcactgtggcgggg
atgttgctgggcaagctgaacctgagccgggacgtggtgttcggcatcacggttgcgggc

* % Kkhkkkhkkhkkkkkkhkk*k kkk Khk kk khkkkkkkhkhkkhkkk kkhkkkk kk kkkkk

cggccaggtgagttgccgggcgtggagegtatgattggectgttcatcaataccgttecg
cggccgggggagttgecccggggtggageggatgataggectgttcatcaacacggtgecg

kkhkkk Khhk Khhkkhkhkkhhkkk *k hhkkkhhkkhk K hkkhkhkkhk *khkkkhhkhhkhhhhhkdhdx %%k **%k **k%x
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ctcecgettgegetggcgagecgggagagaccgtggeggagttgttggaacgettgecaacga
gtacggctgcgatggtcggcgggcgagacggtagcgggectggtggggcggetgecagega

* Kk k kkkk kkk kkkkk Khhkkkk *kk kkhkkk *k Kk kKk * % kkkKk kkk

gagcaagcacgcttgctggagtaccagtatctggatctggcagaaatccaacgtctggct
gagcaggcgggattgctggaccaccagcatctggacctggtggaaatccagcggetggec

*kkk*k k% * kkkkkkkk *kkkkk *khkkkkkk *kkk *kkkkkkkk *k *hkkkk

ggacaacgacagttgttcgacacgctgttcattttcgagaactatccgttcgacgcacag
ggccagcgccagttgttcgataccttgttcattttcgagaactatcccttcgattcgecag

kk kk Kkk Kkkkkkkkkkkhkk k* khkhkkhkhkhhkhhhkhhkhhkhkhhkhhhdx *hkkkk *  kkk

gcgattgcgcecggegetggggcggaccgtcttaagtagaatcaacgggggagaacageat
gcgatggcgccggatttgggccaggcatcgctgcgccgcgtgagcggcggggaacaacat

kkkkk Khhkkkkkk kkkk kK kk kk Kkkkkk kkk

gatagtcactatcccgtcaccttgatggcggtgcctcgcgaaacactgacgctgtacctt
gaaagccactatccgctgaccctgatggctgtgccgcgggagatgttgagcctatacctg

**k *kk *khkkkkkkk * kkk kkkkkkk khkkkk * % **k kkkkk

tcttatcagagcggccgtttcgaacatgggacgatggaaaacctgctgacacgatttcge
tcctacgatgcacagaggttcgacaagggtgtggtgcaaggcctgctgacgcgtttccgc

* Kk kK kkkkkkhkkk *k *k Khkk

acattgctggaagcggtggtgacagactcatcgtgcccgattgtcgacatcgatttgttg
ctgctgctggaggcggtggcggcggagccgtcgcggccggtgtccgacatcgagctgctg

khkkkkhkkk K*hkkkkk Kok kkkkkkk * Kk kK

acggcggatgaacggcagcagttgctggtcgaatggaatgccacggatcgcccattgecg
gacgaggccgagcggcggcaggtgttgatcgagtggaacgccaccgagcgtccatcgecg

* k% Kk kkkk khkkk *kk *kk *khkkk *khkkkk *khkkkk *kk *kk *kkkk *kkk

aaggtcacgttgccggaatggttcgaggcccaggtggaacgaacaccgacagcgatggec
caagccaccctgccggagctgttcgaagcccaggcggcgcgcgcgccgaacgcggcggca

* ok Kkkk *ok ok ok ok kK kkkhkkkhkk khkkkkhkkk K**k * % * %k K

gtgctctgcgacgaagttgcgctcgattaccgcgaactcaattgccgageccaaccagatce
ttgttctgcgacggcgagacgctggactacgccgaactgaaccggcgcgcecaaccaactg

kk kkkkkkkkk * kkkk kk kKK kkkkkk kk * kk kkkkkkkk *

gcacactggttgatttcacaaggtgtcggaccggaacagaaggtggcgctggcgttgecg
gcgcattggctgatcgggcagggcgtcggcccggagcagcgggtggcgctggccttgccg

**k *k*k *kk*k *kkk *kkkk *kkkkk Kkkk kKhkkkkkkkhkkk*x *hkkkkk

cgccgggtggaattgectggtggcaatgectgggggtgttgaaggcaggggcagectacttg
cggcgggccgagetgetggtcgeggtgectgggegtgectgaagtccggegecgectatetg

Kk kkkk * % kkkkkhkkk Kkk kkhkkhkk Khhkk khkkkk Kk K*k kk kkkkk * %

ccattggacccggcctatccggcggaacatctgatgtacatgetggtcgatgccaaacct
ccgctggatccggcctatccggccgagcgcctggcgcacatgctggccgacgccaggccg

* % khkkk khkkkkkkhkhkkkhkkkk K**k *k Kkkkkkhkkkk kkhkk Khkkk

gcatgcctgctcggtcttggcgacagcattgcggcgttgccggacagcaacgtgecgegcec
gcctgcctgctggggctgggcgacggcatcgaagcgctgccggacagcggcgtggcttgc

Kk kkkkkkkk *kk *kk *khkkkkk kkkk Xx *kk Kkhkkkkkkkkkk

tgggagctggacgacgaagcggtgaagcaggcactggtggcgcagccgcaagagaatccg
tggcggctggatgacgcggcgttgcggcaaacgctggcggcgcagccgcagagcgacccg

* %k K kkkkkhkk Kkkkk Kkhkhkk khkkkkkkhkkkkkk
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acgcctcaaccgcgacgcttacgcgecggagcatccggcttatgtgatctacacatcggge
acgccggcccaacgccggctgeggeccgaacatceccgectatgtgatctacacctecgge

* ok Kk ok Kk * *k kK * Kk k *k kk kkkkk Kkk khkkkkkkhkkkhkkhkk *k Kkkk

tcgaccggcaagccgaagggcgtggagatttcgcagcgcagcgcaacggacttcgtgagt
tcctcecggecageccaagggcgtggtgatctcccagecgcagegeggecgacttecgtcgac

* % Khkkkk Khkhkk *Fhkhkhkhkkhkhkkk *hkk *k *Ahkkkkkkkkkk * kkkkkkkk

tgggcgcacgaggecgtttggecccggacacgttcggtgatgtgttagcgaccacatcactce
tgggcgctggecgtecttcggecgecggaaacctttgeccgacgtgectggeccactacctegetce

*ok ok ok ok kK * k Kk kk kkk Kkhkkk K*k k*k * kKk kkhkk Kk kk kk kk Kkk kk*k

agtttcgacgtatcagtattcgaacttttggcgcecgetgectgtgecggtggecgagtgaat
agcttcgacgtctcggtgtttgagctgctgacgccgctgttgagcggcggccgggtgcgg

kk khkkkkkkk kk Kkk kk kkkkkkkk kk Kkkhkkk Kkhkkkk k%

ttgttgcgcgatcttctggtgctgggcgaacgctcgatcgaaagggggagtttgattage
ctgctgcgcgatctgctggagctgggcgagcggccgatcagcggcggcagcctgatcagc

Kk Kk kkkhkkhkkk *khkkk *khkkkkkkkk kK * k*k k% *kkk kkk

gctgtgecttcggtattcgecgcaactgectacagcacggtgacctgeggttggacgecgage
gcggtgccgtcggtgttcgcccagctgttgcagcatggggcggtgtcgctggaggcgaaa

kk khkkkk Khhkkhkkk khkkkhkk kk *kkk *k Kkkk%k khkkk Kkkhkkk

acggtggtgttcgcgggcgaggegttgecgccagaactggtggaggcagtgecgtegecge
accgtggtgttcgccggagaggcgctgccgccggagctggtggcggcggtgcggcaacgc

kk khkkkhkkkkkhkhkk Kkk Khhkkhhkkk Khhkhkhkhkhkk *kk *khkkkkkhkk Khkk K*kkkk * %

tggccgggatgtcgggcagcaaacatttatggtccgacagagaccacagtgtatgcgatc
tggccggagtgecgggtggcgaatatctacggaccgaccgaaaccacggtatatgecgatt

*kkkk Kk Kk **k kkkk Xk kk kk kk *kk khkkkk *kk *khkkkk *kk *hkkkkkkk

ggtacttggctgaaggaagtggaaggctcgcgcecgecgeccgatgattggeccggecgetggge
gggggcsgggsgggggcg ------ ggcgagcgcgcgccgacgataggccgcccgctgggc

khkhkkhkhkhhkhkhk *hkk Khhkkhkk *hkkkkkkkhxk

aacacgccggcctatgtgctggatgaaggcttgegtecggtgeccggtgggtgttgtgggt
aatacccagacctacgtgctggacgcgggtctgegtecggegecggtgggggtggcgggc

kKk kk Kk Kk kkhkkk kkhkkkkkkk * * % kkkkkhkkkhhkk *hkkkkkkkk *k * Khk%

gagctgtacattggtggagcgggactggcgcggggatacttgaaccgcgcgggcecctgacg
gagctgtacatcgcgggggccgggctggcgcgcggctatctgaaccggccggggctgacg

*kkkkkkkkk*x * **k kkkkkkkk *kk k% *kkkk Kk Kk *kkk *khkkkkk

gcggagceggttcgtggcgaacccgtatggcgaaggtgaacgactgtatcggtcgggegat
gcggagcgcttcgtggcgaatccgtacggagagggtgagaggttgtaccgcagcggcecgac

Kkhkhkkhhkhk K hkkhhkhhkhhkhkhk *hkkkk *%x K% *kkk*k * Kkkkk Kk * ok k kK

ttggcgcgttggaacgcagaaggtgaactggaatacctgggeccgggtggaccaacagtta
ctggcgcggtggacggaagaaggcgagctggagtacctgggccgggcggaccagcagctg

kkkkkkk kkkk kkkkkhkk Kk Kkhkkkhkk Khhkkhkhkhkhkhkhkkhkhdhdk *hkkhkkhk *kkx %

aagatccgaggcttccgcattgaaccaggtgagatcgaggcggcgttgtgtcgacatcca
aaggtgcggggtttccgtatcgagccgggcgagatcgaggcggcgctgtgccggcatccg

Kk kk kkkkk kk kk *kk *kk KAhkkkkkkkkkhkhkhkhkKk kkkk kk kkkkk

ttggtttcacaggcagtggtgattgcacgagaagacacgcccggacataagcaattggtc
tcggtggcgcaggcggcggtgattgcgcgggaggacacgccgggccacaagcagctggtg

Kkhkkk Kk Khkkkkkkkk kkkkhkkhkk Kk *k K*kkkk * Kk Kk k

222

1851
1860

1911
1920

1971
1980

2031
2040

2091
2100

2151
2160

2211
2220

2271
2280

2331
2334

2391
2394

2451
2454

2511
2514

2571
2574

2631
2634

2691
2694



frsF_Burk
frsF_Chro

frsF_Burk
frsF_Chro

frsF_Burk
frsF_Chro

frsF_Burk
frsF_Chro

frsF_Burk
frsF_Chro

frsF_Burk
frsF_Chro

frsF_Burk
frsF_Chro

frsF_Burk
frsF_Chro

frsF_Burk
frsF_Chro

frsF_Burk
frsF_Chro

frsF_Burk
frsF_Chro

frsF_Burk
frsF_Chro

frsF_Burk
frsF_Chro

frsF_Burk
frsF_Chro

frsF_Burk
frsF_Chro

ttcgcctacgaggcgcgecagacaaggggecgagecgacctggecagectttgectgtecag
gccgectacgaggegegetgecaggggecgtgaaccggettggeggecgttgecggtccaa

khkkkkhkhkhhkhkkhkhkhhkhkk * **k *k%x kk kkhkk Kk Kkkkk kkk Khhkkkk kkkkk

tatgccgattacaccctgtggcagcgccagttgctgggcgatgagaaggacccggacagc
tatgccgactacaccttgtggcagcgccagttgctgggaaacgagcgggatccggacagt

R Rk R R R * k% *k*k khkkkkkkk

ttgatttgtcgccagttcgecttattgggaagaagtcttggecgggactgecggacttgttg
ctgatcggtcgtcagttcgcttattggaagcaagcgttggccggtttgccggatcaactg

* Kk Kk k khkkhkk Khkkhkkhkhkhkhkhkhkkhhkkhkx * * %k K Kkkkkk Kkk *ok ok ok ok ok ok

aggttaccgatggatcgtccgcgeccggtggaagecagectatcagggecgactactgegag
tgcctgeccactgaccgeccgegtecggegatggecagetaccagggegattactgegag

* * kk Kk kk kk Kkhkkkk kkhkkk * khkkkkhkhkkhkk Khhkkhkhkhhkkhk H*hkhkhkhkkkx*x

ttcacgctcgatgccggcacactgcagcaattgaaacgaatggcacggcgccagggcgtc
ttcaggctggatgccgaaaccctgaaacagctgaagacgctggcccgccggcatggcgct

*kkk *kkk *khkkkkkk **x *kk*k Kk k% * % **k *k*k *kk *kk *kkk

acattatcgatgacattgcaggcgggcttggccgcactgcttaaccggatgggtgetgge
acgctgtcgatggcgctgcaagcggccttggccgcgttgttgagccgcttgggcgctggc

* ok ok ok ok k khkkhkk khkkk khkkkkkkkk * % khkkhkk khkkkkk

gatgacattccgctcggcageccgattgecgggecgtaccgacgatgegetgattaatctg
gatgacattccgctggggtgcccgatcgecggecggaccgatgatgecttggecaacctg

khkkkkkhkhkhkkkkhkk ** kkkkkhkkk K*k Khhkkhkk *khkkkk Khkkkk * % *k Kk kKk

gtcggcttcttcgtgaatacttgggtactgcgcgtggatacctccggecggccagattte
gtcggctttttcgtcaacacctgggtattgcgggtggatacctccggacggecggattte

Khkkhkhkhkkk *hkhkkk *k *k KAhkhkhkkk *hkkk FhAkhAk*khkkkhkhkhkhkhkkk *khkkkk *khkkkkk

gccacattgctaggacgggtgcgcagtcgagecgettgecgegtatgecgecatcaagatgtg
gccaccctgctgggccgggtgcgccagcaggccttggccgcctacagccaccaggacgtg

* ok k kK Kkkkk kk hkkkkkkkk * kkkkk Kk*k *k kk kk Kkkk

ccgttcgatcgettagttgaactgctgaatccagtgegttctatttecgcaccatccacta
ccgttcgaacggttggtcgaactgctcaatccggegegetcagectetcatcacccattg

khkkkkhkkkhkk Kk *kk Kkk Khhkkhhkkhkkk K*hkkkk *x kkk K%k kKk kk Kkk Kkkk K

ttccaggttaatctggccttgcagaacaacgtccttccgaaattcecgttttttcggacag
ttccaggtcaacctggcgctgcagaacaatatcttccecgetgttececgtttttccggecgg

*kkkkkkkk *k *kkkkk *kkkkkkk kK **x *x kk%x *kkkkkkkk*x *k*k * *

gctgttgcgctcgaaacggtcagtagccggacagcaaagttcgatctgttcttcaatett
gaggtcagcctggaaacggtaggcaatcgaaccgccaagttcgacttgttcttcaatctg

kk kkkkkkkk * K kk kk kk Kkkkkkkkk khkkkhkkhkhkkkkk

tgcgaaatgccagctgacgggtctcagccatgetatttgecatggttacgtcgagtacgea
ttcgaaatgccgtccgatgagccgcaaacccagtatctgcagggttatgtcgaatacgcg

* kkkkkkkkKk * kk ok ok Kk k% kkk Khhkkk Khhkkhkkk *hkkkk Khkkkk

agcgatctgttcaatcgtgacacggtagagcgtctattgacacgatttcgcacattgetg
accgagctgttcgaccgcgccacggtcgagcgectgectgacgegttteccgectgetgetg

* kkk kkkkkk *k *kk *k *khkkkkk *kkkkk k% *kk*k *k*k **k K*kk * Kk k Kk k

gaagcggtggtgacagactcatcgtgcccgattgeccgacatcgatttgttgacggecggat
gaggcggtggcggcggagccgtcgcggccgatgtccgacatcgagctgctggacgaggcc

Kk kkkkkokk * % * Kok ok ok ok ok ok kokk * % *
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gaacggcagcagttgctggtcgaatggaatgccacggatcgecccattgccgaaggtcacg
gagcggcggcaggtgttgatcgagtggaacgeccaccgagegtccatcgecgcaagecacce

kk kkkk Kkhkkk Kkk Kkk khkkk Kkkhkkkk Khhkkhkkk Kkk Kkk kkkk kkkk * *k kkk

ttgccggaatggttcgaggcccaggtggaacgaacaccgacagcgatggccgtgectctge
ctgccggagctgttcgaagcccaggcggcgcgcgcgccgaacgcggcggcattgttctgc

*kkkk kK *kkkkkk *khkkkkkk k% * % * % % **k kkkkk

gacgaagttgcgctcgattaccgcgaactcaattgccgagccaaccagatcgcacactgg
gacggcgagacgctggactacgccgaactgaaccggcgcgccaaccaactggcgcattgg

* Kk Kk k * khkkk kk kk%x khkkkkhkk kk * kk kkkkkkkk * kk Kk Kkk%x

ttgatttcacaaggtgtcggaccggaacagaaggtggcgetggecgttgecgegecgggtg
ctgatcgggcagggcgtcggcccggagcagcgggtggcgctggccttgccgcggcgggcc

kkkkk Khhkkkk * % kkkkkhkhkhhkhkhhkkhk hhkhkkhkhkhhkk *kk*

gaattgctggtggcaatgctgggggtgttgaaggcaggggcagcctacttgccattggac
gagctgctggtcgecggtgectgggecgtgectgaagtccggegecgectatectgecgetggat

* % *kkkkk*k k% khkkkkkk *kkk *khkkkk *x *kk *kk *kkkk * %k k% * %k k%

ccggcectatccggcggaacatctgatgtacatgectggtcgatgeccaaacctgcatgectg
ccggcctatccggccgagcgcctggcgcacatgctggccgacgccaggccggcctgcctg

khkkkkhkkhkhkhkkhkkhkk **k * kkkkkkkkk kkhkk Kkhkkk *k kkkkkk

ctcggtcttggcgacagecattgeggegttgccggacagcaacgtgegegectgggagetg
ctggggctgggcgacggcatcgaagcgctgccggacagcggcgtggcttgctggcggct

kkkk kkhkkk * kkk Khhkkkkkkkkkk * Kk K

gacgacgaagcggtgaagcaggcactggtggcgcagccgcaagagaatccgacgcctcaa
gatgacgcggcgttgcggcaaacgctggcggcgcagccgcagagcgacccgacgeccggec

**k kkkk *k*x k% * % % * kkkk KAhkkkkkkkkkkk * kkkkkkkk

ccgcgacgcttacgcgecggagcatccggettatgtgatctacacatcgggectcgaccgge
caacgccggctgcggcccgaacatcccgcctatgtgatctacacctccggctcctccggc

Kkk khkkkk Khk khkkhkkhkkkhkkkhkhkkhkkk *k Khkkkk * ok k kK

aagccgaagggcgtggagatttcgcagcgcagcgcaacggacttcgtgagttgggegeac
cagcccaagggcgtggtgatctcccagegcagegeggecgacttegtegactgggegetg

khkkhkk khkkkkhkkkhkkkhkk Khkk K*k Kkhkkhkkhkkkkkk * kkkkkkokk kok ok ok ok ok Kk

gaggcgtttggcccggacacgttcggtgatgtgttagcgaccacatcactcagtttcgac
gcgtccttcggecgecggaaacctttgeccgacgtgectggecactacctecgetcagettcgac

* k k *kk K*kk*k *kkk **k **k % Xk kkk *k *kk *kk *kk *kk *hkkkk *kkkkk

gtatcagtattcgaacttttggcgccgectgetgtgecggtggecgagtgaatttgttgege
gtctcggtgtttgagctgctgacgccgctgttgagecggecggecgggtgecggetgetgege

*k kk kk kk kk k% kk kkhkkkkkkhkk kk khkkk khkkkk kkk Kk kkkkk

gatcttctggtgctgggcgaacgctcgatcgaaagggggagtttgattagegetgtgect
gatctgctggagctgggcgagcggccgatcagcggcggcagcctgatcagcgcggtgccg

kkkkk Khhkkk Khhkkhkkkkkk k% * kkkk khkkkk Khkkkk

tcggtattcgcgcaactgctacagcacggtgacctgcggttggacgcgagcacggtggtg
tcggtgttcgcccagctgttgcagcatggggcggtgtcgctggaggcgaaaaccgtggtg

kkkkk *khkkkk *k *kkk *x *kkk *kkk kkkk **k kkkkkk

ttcgecgggecgaggegttgecgecagaactggtggaggcagtgegtcgecgetggecggga
ttcgccggagaggcgctgccgccggagctggtggcggcggtgcggcaacgctggccggag

Kkhkhkkkhk Khk Khhkkhkhkkhkk Khhkhkhkhkk *k Khhkhkkhkhkkhkk *kk Khhkkkk Kok ok ok ok kokkokk
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tgtcgggtagcaaacatttatggtccgacagagaccacagtgtatgcgatcggtacttgg
tgccgggtggcgaatatctacggaccgaccgaaaccacggtatatgcgattgggggcetgg

kk kkkkk Kkk kk kk Kkk kk Kkkhkkkk Kkk khkkkk K*k Kkhkkkkkkk k% * Kk K

ctgaaggaagcggaaggctcgcgcgcgccgatgattggeccgtccgctggacaacacgcgg
ctggaggcg------ ggcgagcgcgcgccgacgataggccgcccgctgggcaatacccag

*kk kkk * % Khkkkkkhkhkhkhk*x *k*k *hkkkk *Fhkkkkkkx *kkx **x * X

gcctatgtgctggatgaaggecttgegteccggtgecggtgggtgttgecgggecgagetgtac
acctacgtgctggacgcgggcctgcgtccggecgeccggtgggggtggcgggcgagetgtac

Kkhkkhkk khkkkkhkkkk * Kkkk Khhkhkhkhkhkhkkhkk Khkhkhkhhhhkhk *k hhkhkhkhhkhhkhkhkdhkk

attggtggaactggactggcgcggggatacttgaaccgcgcgggcctgacggcggagegg
atcgcgggggccgggctggcgcgcggctatctgaaccggccggggctgacggcggagcgc

kkkkkkkk Kkk k% *ok ok ok ok ok ok khkkk khkkkkkkhkkkkkkk

ttcgtggcaaacccgtatggcgaaggtgaacgactgtatcggtcgggcgatttggegegt
ttcgtggcgaatccgtacggagagggtgagaggttgtaccgcagcggcgacctggcgcgg

khkkkkkkk *k *khkkkk *kk *kk *kkkkk * Kk k Kk k *kkkk Kk Kk

tggaacgcggaaggcgaactggagtacctgggccgggtggaccaacagttgaagatccga
tggacggaagaaggcgagctggagtacctgggccgggcggaccagcagctgaaggtgcgg

* Kk Kk k * khkhkkhhkhk Khhkhhhhhhhhhhhhhhhhdh *hkhkhkk *kkx *kkkk %

ggctttcgcattgaaccaggtgagatcgaggcggegttgtgtcgacatccattggtttea
ggtttccgtatcgagccgggcgagatcgaggcggcgctgtgccggcatccgtcggtggcg

kk kk Kkk kk kk Kkk Kkk Kkhkkhkkhkhkkkhkhkkhkkhkkhkk Khhkkhkk Kkk kkkkk

caggcagtggtgattgcacgggaagacacgcccggacataagcaattggtcgggtatgtg
caggcggcggtgattgcgcgggaggacacgccgggccacaagcagectggtgggectacgtg

khkkkk *k Khkhkhkhkhkhkkk *hkkkk *khkkkkkkk *kk *kk khkkkk *kk*k *k*k *k*k K*k%k

gtgctggatgatgccgecggecattgcagcgcgacgcggaagacgagacgcgacaggttcag
gtgctggacgacgcggcggcgctgcagcgcgacgaagacagcgaatcgcggcaggtggaa

kkkhkkkhkkkhkk Kk *k K*kkkk Kkkkkhkkkkkkkk * % Kkkkk kkkkk

gcgtggcggcaggtgtacgacacgctgtacgaggegecactgtcagecagecgttcggggag
gcgtggcagcaggtctacgacaccctgtacgacgcccaccagcaccagceccttcggegag

khkkkkhkkk Khhkkkhhkk *hkkkhkhkkhhkk *hkkhkkhkk **%k *k*x kk khkkkk Khhkkhkkk Kkk*k

aacttcggcggatgggacagtagttacgacggtcagccattgccgctggaagagatgegt
aacttcggcggctgggacagcagctacgacggccagccgectgecgetggecgcagatgege

Khkhkkhkhkhkhkhkdk*x *Fhkhkhkdkhkdk*x **x *hxkkkkkk*x *kkkkx *kkkkkk kK *kkkk Kk Kk

gcctggegecaggcaacggtggagecggattcgecgagttgcagecgegecgggtactggaa
gaatggcgcagcgccaccgtggagcggatccgcgaactgcgtccgcgecggectgectggaa

* * ok ok ok ok k kk kk kkkkkkhkkhkkkk Khkkkk * %k K khkkhkkkhkkhkk * Khkkkkx

attggggtgggaagcggcttgectgetggegecgetggecgeccggaatgegaagectactgg
atcggcgtcggcageggectgetgetggegecgetggecggacgectgecgaagectactgg

kk kk Kkk Kkk khkkkkhkk khkhkkhkhkhkhkhkhkkhkhkk kK * khkkkkkhkkkkkkhkkk

ggcacggatctgtcaccgacgacgatcgcagtgctggagcggcaactgtcagagcagacc
ggcaccgacctgtcgccggcgacgatcgcggtactggagaaacaactggaaacccagtce

khkkkk *kk Kkhkkkk *khkk *Ahkhkhkkhkhkhkkk *kk kkkkkk *kkk Kk Kk * *k*k k%

ttcggagaccgggtgaggctgttcgecgctaggggcgcatgaactgttgaagctgceccagaa
tgccgcgacaaggtgcgcctgttcgcgctgggcgcgcacgagctggcgcggctgccggcg

* ok Kk Kkkk Kkhkkhkk Kk khkkkkhkkkhkkkk *k Kkhkkkk k% * %
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frsF_Burk
frsF_Chro

frsF_Burk
frsF_Chro

frsF_Burk
frsF_Chro

frsF_Burk
frsF_Chro

frsF_Burk
frsF_Chro

frsF_Burk
frsF_Chro

frsF_Burk
frsF_Chro

frsF_Burk
frsF_Chro

frsF_Burk
frsF_Chro

frsF_Burk
frsF_Chro

frsF_Burk
frsF_Chro

frsF_Burk
frsF_Chro

frsF_Burk
frsF_Chro

frsF_Burk
frsF_Chro

frsF_Burk
frsF_Chro

gggaacttcgatgtgatcgtgatcaattcggtgttgcagtacttcccgaacgcagegtac
atgcgtttcgactgcatcgtgatcaactcggtgctgcagtacttcccgaacgccgcttat

* ok ok ok Kk khkkkhkhkhhkhkhk *hhkkhhkk *hhkhkhkhhkdhhkhhkhhhdhhkhdk %%k *%

ctgacggaagtgattaagcagtcgctggagcggttgtcaccgggcggggcactgtatttg
ctgggcgaagtgatcgagcaggcgctggcgcggctggaagcgggcggcgcgctgtacctg

*kkkkk kK kkkkk *khkkkkk *kkkk k% *kkkkkk *k *hkkkk * %

ggggacgtgcgcaatttggcgectgectggatgtgtttgectacggcagtggatttgtgtcag
ggcgacgtgcgcaatctggagctgctgcccagcttcgecggcggcggtggagectgecggecag

Kkk khkkkkkkhkkkhkhkhkk Khkk K*hkhkkkkk ER R Kkkkk kkkkk *Kk Kk kk*k

gtgggcactgagacggatgcggcgagettgeggecgtcgagtggagecagegtttgetggea
tcggagccggaggtcgacgcggcggcgctgcagcggcgggtgagccagcggctgctggcg

* kokkkokk * % *ok ok ok ok ok Kk

gaaaaggaactgctggtgtcgccggecgtttttcagccggttgcgtgagacgttgeccacag
gagaaggaactgctgctggcgccggacttcttcagccggctgecgggaacagectgecgeag

Kk khkkkkhkkkkhkkk *kk *khkkkkk XKk khkkkkkkkk *kkkk k% * kkkk kkk

attggtgcagtggatattcgcctgaagcgaggcgaggcggtgaacgaattgaatcgttac
atcggcgcggtggacatccgcctgaagcggggcgaggcggcgaacgagcttaaccgetac

Kkk kk kk Khkkkk kkhk Khhkhkkhkhkhkhkhkhkhk Khkhkhkhkkhkkk kkkkkk * kk Kk kk%x

cgctacgaggcggtactgtacaaggaaccgtgtgaagcggtgtcactgtcgaaggtggaa
cgctacgaagtggtgttgcgcaagggcccgtgccaggcgcgctcgctggcgtcggcggcg

kkkkkkkk Kk Khkk

acgcaaacgtggtcggacgtggggaatatgtcggcctgccggacaaggctgatgcagtat
gcggagcecgtggtcgtcgetgggcagectgtcggectgecgecgageggetgteggtegge

* % * *kkkkk kK *kk*k Kk khkkkkkkkkkkkk * Kk k ok k *

gcgtcgatgtggcggatagaaggaattccgaacgcgecggttgcatggcgaggtattggta
ggcgacgcgctgcgggtgacgggggtgccgaacgcgctgctgcatggcgaagcggcggcg

khkkkkhkkhhkhkk * Khhkkkhkkhkkhkkk *

acgcggcggctgaagtccgaggaggggttggegtegtggecgacgttggectggacgagteg
gcgcgggagetgaaggegggcggttegecgtecggegetgetggegeggetggacgagaac

* ok k ok Kk kkkkkkk Kk * * * * kk kk * % kkkkkkkkkkKk

ggcggggtcgagccggaggatctgtatcgattgggggcggagetgggttatcgggtggtg
ggcggggtacggccggaagcgctgcgccgtctgggcgcggagctgggctggcggatgctg

*kkkkk kK *kkkk*k * * % *kkk *khkkkkkkkkkk Kk **x *k*k k%

ttgacatggtcaaaccagccggatcatttcgatgcggtgtttctgeccggagcagcagegg
gcgacgtggtcgcggcaggcggggcatttcgacgcggtgttcgtgcggggagaggacggc

kkk kkkkk *kk Kk Kkkk kkkkkhkkhkk Khhkkhkkkhkkhk ER R

ggtgcactggacgcggtgtataggacgccaccggtgttgaaaccgttatcggggtatgtg
gaagcgctggacggggtgtaccagccggcgggggcgttgcagccgctgtcgggctatgtg

kk kkkkkkk Khkkkkk kkk Kk Kkhkkkk khkkkkk

aacaacccggcgaatttcgaacagtttgcagcaatacgccggtatgtgggagaacaactg
aacaacccggcgaacttcgagcagtacgcggcgatccgtcgctacgcgttggagcagttg

Khkhkkhk*kkdkhkhkhkhkd*x *hxkk*x*x *kk*x **k k% *k*k *k*k **k **k * %

ccggattacatggtgccggecggegetggtactgectggaggggttgeccactgacaccaaac
ccggagtacatggtgccggcggcgatcgtgttgctggacgcgttgeccgctgacgeccgaac

khkhkkkhk hhkhkhkhkhhkhhkhkkhkhkhhkhkhkk * **k kkkhkkkhkkk Kk khkkkkk khkkkk K*k kk*k
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frsF_Burk
frsF_Chro

frsF_Burk
frsF_Chro

frsF_Burk
frsF_Chro

frsF_Burk
frsF_Chro

frsF_Burk
frsF_Chro

frsF_Burk
frsF_Chro

frsF_Burk
frsF_Chro

gggaagctggaccgccgegegetaccggegecggagtttggcacggecatgetatcgageg
gggaagctggaccgcagggcgetgecggegecggagttcggtgggacgggctaccgggeg

khkkkhkkhhkhhkhkhhkdhhk * K hkkhhkkhk *kkhhkhkhhhkhhkhdx %% * K kkkk kk kKK

ccggggtcaaagcaggaaaaggtgctggcgcaactgtttgccgaagtgctgggtttgecg
ccggaatcggaacgggagcaattgctggcgcggctgttcggggaggtgctgggtctgccg

* %k k% * % *kkkkkk kK *kkkkkhkkk *hkkkk

caggtgggggtggatgacagcttcttcgacctgggcggcgacagcatcatctcgatccaa
caggtgggggcggacgacagcttcttcgacctgggcggcgacagcatcatctcgatccag

khkhkkhhkhhhk Khhkkhk hhkhhhhhhhhhhhhkhhkhhhkhhkhhkhhhkhhkhhkhkhkhkhkhkkkkk k%

ttggtaagccgggctcgcaaggcaggctggecaattgacaccacgcgacatcttccaacaa
ttggtaagccgggcgcggaaggccggctggcggctgacgccgcgggatgtgttccagcag

kkkkkhkhkhhkhkhkhkhhkkh *k K*hkkhhkk *kkkkkk *

cccaccatcgcagcgcttgcacgccttatcacgccgctgggcaacgaactggctacgceca
ccgacagtggcggcgctggcccaagcgatcacgccgctggacgcggctgcggctccgccc
* Kk k Kk k

kkkkkkkkkkkk*x X *kkk kkkk

gcgtctgtggetgecgetgegtcttgatcaaaaagaactcgactatctgggectcattgtat
agcagtgcggcccaagtagcgctcaatcaaaaagaactgaactatctaggtgccttgtat

* % khkkkkhkkhkhkkkkk kkkkkhkkk Kk*k *  kkkkokk

ggatcgtaa 7560
gaatcctaa 7557

* kkk Kkkk

7251
7248

7311
7308

7371
7368

7431
7428

7491
7488

7551
7548

Abbildung A32: Alignment von frsF aus dem bc¢frs-BGC und dem cufrs-

BGC.
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CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

frsG_Burk
frsG_Chro

frsG_Burk
frsG_Chro

frsG_Burk
frsG_Chro

frsG_Burk
frsG_Chro

frsG_Burk
frsG_Chro

frsG_Burk
frsG_Chro

frsG_Burk
frsG_Chro

frsG_Burk
frsG_Chro

frsG_Burk
frsG_Chro

frsG_Burk
frsG_Chro

frsG_Burk
frsG_Chro

frsG_Burk
frsG_Chro

frsG_Burk
frsG_Chro

frsG_Burk
frsG_Chro

frsG_Burk
frsG_Chro

atggatcgtaagaagattgaaaccacttatccgctgtcgcctctccaaaagggctttctg
atgaatcctaaaaaaatcgaagccgcttacccgttgtcgccgttgcagaaaggctttctg

*kkk kkk kkk *kk *kk *kkk *kk *kkkk *kkk *khkkkkkk **k *kk *khkkkkkkkk

tttcacgcaggttacgacttggcacatgcggataactatattgcccaactgtttcttgat
ttccacgccggttacgatctgcaaagcgcggacagctatgttgcccagttgtttctggat

kk kkhkkkk Kkhkkhkkkkkk * % kkkhkkk Kk Khhkkk Khhkkkkkk kkkkkhkkk Kkkk

tttgatggcgaagtggatgccgggctcatgcgggcageggcagatacgttgatccgtegg
ttcgaaggagagctggacggggcggcgatgcggtcggcggcggacgcgctgatgcgccgc

*kk kk kk KKk kkkkk kK kk kkkk Kkk kK

catgcaaatctgcgggcgggattcgtgcatccgggcggtcgggagccggtgcaagtgatce
cacgcgaacctgagggcgggtttcgtgcatccgggcgggcaggaaccggtgcaggtggtg

Kk kk kk kkk KAhkhkhkhkhkKk KAk AAAA kA A Ak Ak Ak Ak Ak k kkk khkkkkkkk kkk

ttgcgggaagtcgecggectgetggaaggaacacgattggcgaacagaaccececttgtgegg
ctgcgggaagtggtggccggctgggaagagcgtgactggcgcgggcggaatccgcaggag

kkkkkhkhkhhkhkk * Khhkkk K*kkk

gcggccgaattgcaatcggegtggcatgecggaagatcgtcagecgacgettegatectgteg
gcggccgaggegecaatcggegtggcaggaggcggaccgecgagegecgtttecgagetgteg

kok ok ok ok ok ok ok kkkkkhkhkhkhkhkkhkhhkkhk * K% *k kK kkkk kk Kkhkkkk khkkkkk

caaccgccattgctgcggttcggttggctgcgtttgccggaagaacgcactcaactggtg
cagccgccgttgctgcggttcggctggctgaggctgccggcggggcgcagccagctggtg

Kk kkkkk Khkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkkk *khkkkkk Kk **k kkkkkk

ctgacttaccaccatattttgctggacggttggtcattgccgetggtgctggaagaactg
gtgacctaccatcacattctgctggacggctggtcgetgeccttgetgectggaggagetg

Kkhkkhkk khkkkk Khk khkk Khhkhkkhkhkkkhkkk *kkkk * Kk Kk Kk kk khkkkkkk Khk kk*k

ctaacgctataccggacgcagggcgatgegttatcgectgeccgaaaacgacgeccgtacagt
ctggcgctgtaccgcgccgggggcggggacggcgggctgccggaggcgacgccctacagc

kkkkkhkkk Khhkkkk

acctaccttgggtggttgcaggggcgtgaccgggcatcggcgcagcaggcctggggagat
gcgtatctgggttggttgcaggagcgtgaccgcgcggcggcatgcgaggcctggggcggc

Kk kk khkkkhkkhkhkkk *khkkkkkkkk kK *kkkkkkkk*x *

tatctgtccggtctggaggggccaacgetgctggcgaggaggagtgcgagcgaggatcag
tacctggaggggctggaagggccgactctagtgtctaccgggcatccgcaggatcacgcc

kk kkhkkkk Kkk Kk* * %

acgcagagcaaatcgagtctgacgttgccgattgagttgactcaggcgttgaaccagcag
gagcagaagcagcgggcttggcgcctgccggcggagctgacgcaggcgctgacgaggcag

kk khkkkkk kKK *

gcacgacagcagggggtgacgctgaacacgttgttgcaggcggcatggggaatactgcectg
gcgcggcagcagggggtgacgctgaatacgctgctgcaggcggcctggggcatgttgctg

Kk KKK KA KKK KA A A *A XA d*x *hhk*x **k *Fhkdkdkdxkkhkdkdx*x **xk*x*x *% * Kk k Kk k

ggcaagctgagttcgagtcgtgatgtggtgttcgggatcactgtggcggggcggecaggt
ggcaagctgaacctgagccgggacgtggtgttcggecatcacggttgcgggecggecgggg

Kok ok ok ok kokkokk kkk Khk kk khkkhkkhkkkhkkkhkkk Khhkkkhkk kk kkhkkkk KAhkkkk K**k

gagttgccgggcgtggagegeatgattggectgttcatcaataccgtteecgeteegettg
gagttgcccggggtggagecggatgataggectgttcatcaacacggtgecggtgeggetg

kkkkkhkkkhkk K Kk khhkkkhkhkkhkk *hhkhkhkk *hkhkhkhkkhhkhhkhkhhdhk *%k *%k *k*x * *% * %
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frsG_Burk
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frsG_Burk
frsG_Chro

frsG_Burk
frsG_Chro

frsG_Burk
frsG_Chro

frsG_Burk
frsG_Chro

frsG_Burk
frsG_Chro

frsG_Burk
frsG_Chro

frsG_Burk
frsG_Chro

frsG_Burk
frsG_Chro

frsG_Burk
frsG_Chro

frsG_Burk
frsG_Chro

frsG_Burk
frsG_Chro

frsG_Burk
frsG_Chro

frsG_Burk
frsG_Chro

cgctggcgagcgggagagaccgtggtggagttgttggaacgcttgcaacgagagcaagceg
cgatggtcggcgggcgagacggtagcgggcctggtggggcggetgcagcgagagcaggcey

*kk ok kKk kkkkk Kkhkkkk *kk *k k% *kk  kkKk * % kkkk khkkkkkkk kkk

cgcttgctggagtaccagtatctggatctggccgaaatccaacgtctggctggacaacga
ggattgctggaccaccagcatctggacctggtggaaatccagcggctggeccggeccagege

* kkkkkk kK *khkkkk *khkkkkkk *kkk khkkkkkkk **k *kkkkk **k *k k%

cagttgttcgacacgctctgcgtgttcgagaactacccggtgaatgccaaagcaatcgtg
cagctgttcgacaccatctgcgtgtttgagaattatccggtggacgccgcggcgatggag

Kkkk Khhkhkkkkkkkk Kkhkkkkhkkhhkhkk Khhkhkkk *k K*hkkkhkkk * K*k%x *Kk kk Kk ok

caacaggacgagggattcggcttacgccacatctccggecggcgatcgatatatgacgeac
cagcccagcggcgggctgcaactgcggggagttagcggcggcgatcgctacatgacccac

khkkkkhkkhhkhkkhkk *k K hkkkk kK%

tatccactgtcggtaatgatcgagccaggtgagcgaatgacgctcaatctgatctaccgg
tatccgctgtcgectgatgatagagccgggccccgagttgaagctgaatctgatctatcag

khkkkk *khkkkkk Kk *khkkkk *khkkkk k% *kk kkk *khkkkkkkkkkk Kk Kk

cctgcttcgttcgatgcggeca------ aagcgactaggtgcgcaattgatacgcttactc
ccggaacggttcgagccggaggcgattgagcgcttgagcgcgcaattgacgcggttgctc

* kkkkkkkkkk *Kk kk Kkkk

gaagcgatcgcgactgtgccacaaagtccgatcgacacactgccatggctggacaagtcg
ggcgtcatcgcggcggagccgtcgcagccggtgtccgacatcgagctgctggacgaggcc

kkKkkkk K kkkkkkk kK K

gaacggaggcaactgctggaggaatggagtggcaaagcactggattctggcgaaatcacg
gagcgccggcaactgctggtcgactggaaccgcaccggaccggaccacggccaggccace

* %k k% khkkkkkkkkkkkx **k kkkk * % % * k% kk%x *k*x kx * % %

ctggcggaactgttcgaggctcaggcaacccgtcagccgaatgeccgtggecgectggagggg
ttcccgcaactgttcgaaacccaggcggccctcaccccgcacgccgtcgcgctggaaagc

* kk kkkkkkkkkk *  kkkkk * % Kkkk Kk hhkkkk khkkkkkkk *

ccggacggatgcgtgagctatggcgagttggacgcacgggccaaccgactggcaagtcac
ccggacgcccggcetcagetatgeccgaactggacgecccgegecaaccggetggegegecat

kok ok ok ok ok ok * * kkkkkkk kKK kkkkkhkkk K*k Khhkhkkkkhkkk K*hkkkk * Kk k

ctgcagagtttgggcgtggggccagacgtcgtggtcggggtgtgecttggagegttcgatt
ctgcaaagcctgggcgtcggcgccgacgtgctggtcggcatctgcctggagcgctcgatc

*kkk*k k% *kkkkk*k k% * Kk k Kk k *kkkk Kk Kk * kkk khkkkkkk khkkkk

gacatggtggtggcgatacttgggatcgccaaggcaggggctgectatttgeccactcgeg
gacatggtggtcgcggtgctgggcgcgctgaagtccggegecgectatctgecgetgtcg

kkkhkkkhkkhkkhkhkk *kkx * K%k k% Kkkk Kk kk Khk khkkkkhkk kkkk k% * %

ccggattacccgaccgagcgectggectacatgectgacggattcgatggegecagtactt
ccggagtacccgacggaacggctggecctacatgectgggcgactcgatggecccegtgetg

khkkkk Khhkhkkhkkkhkhkk *k Khk Khhkkkhkhkhkhkkkkhhkkhk kk khkkkkkkk kk Kkk KKk

ttgaccgagtcaaaacaggtcgaacgactgccgtcgtattggggtcatctggtggagetg
ctgaccgactcggcacaagtcgagcggctgccgtcgtattggggccgggtagtcgaactg

*kkkkk*k k% *kk Khkkkk *kk KAhkkkkkkhkkkkkkkkkk **k *k*k Kkkk

gatcgactcgatttgtcgtggcaggcgtcgagtgcgecggecgecgagecgectacgaccagat
gaccggctcgacctggacgctctgccggacagcgcgccggaacgggcgctgcgcgccgag

kk kk kkkkk *k kkkkkokk *k kkhkkkk k%
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frsG_Burk
frsG_Chro

frsG_Burk
frsG_Chro
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cacttggcgtatgtgatctatacctcgggttcgacgggccaacccaaaggggtggeggtce
cacctggcctatgtgatctacacctccggctccaccggccaaccgaagggegtggeggte

kkk Khhkkhkk Khhkkhkhkkhhkhkkhkhkkhk *hkhkkk *k K Kk *kk *khkkkhkkhkk *k *k Fhkkkkkkkk

agccacgccggcttagctgggttggtaaaaagtcaggaggagcggttcgcggtggeccggg
agccacgccggcctggccggcctggccggcagccagacagagcggttcgcgctgcaaggc
* %

khkkkkkkkkkxk*x * **k k% * % *kkkkkkkkkkkx k%

ccggtacgggttctgcagtttgecgtcgectgagttttgacgcagcggtaatggaaatectt
ccgacgcgggtgctgcaattcgectcgctgagtttcgacgcggcggtgatggaaatgetg

* %k K Kkhkhkkkhk Khhkhkkhk kk kk Khkhhkhkhkhkhhhk Khhkhkhkk *hkhkkhkk *hhkhkkhkkhk K%

atggcgttctgcagtggcggtcggttggtattgececggcagecggggecgetgectgggtgag
atggccttctgcagcggcggccggctggtgctgccggcggcggggccgctgctgggcgaa

kkkkk Khhkkkhkkkhkhkk *khkkkk Kkkk Khkkk khkkkkhkkk hhkkkhkhkhhkhkhkhhkhhkhkx *%

cagctagagaagaccctgaatcgttacgcaatcagtcatgcgctgattgcaccatccgcg
cagctgctggacacgctgaaccgccatgaaattagccacgcgctgatctcgccgtcggcg

* Kk k Kk k * kk *kkkkk k% * k kkk *kk *kk *khkkkkkkk **k *k*k Kkkk

ctggagacggtggaagcagaggtcgtgcctggtctgagcacgectggtggtgggaggcgag
ctgagcaccgcggacgcggcgttggcgccggtcctgcggacgctggtggtgggcggggaa

* k kkk Kk*k kk k kkkkkhkkkhkkkkkhkkk *k k%

acctgttccggggcaacagcggcgtegtggtcgcagggaaggcgcatggtcaacgectac
gcctgcccgggcgcgacggtggcggcctggtcggcgggacggcggatggtgaacgcctac

*ok ok ok ok ok * % kkkk khkkkk Khkhkkkkkkk

ggcccgaccgaggtgacggtgtgcgtgacgatgagcaagccgctgtcgggcagcgacaag
ggtccgaccgaggcgacggcecctgcgtgacgatgagcgagecgetgteccggecgacggecgeg

Xk kkkkkkkkkk kkkkk R R R R R R * % * *

ccgaagctgggtcgaccaacactgggggcaaagctgtatgtgctggatagcacgttgcaa
ccgaagctgggccgtccgacgcacaacgcgcggctgtacgtgctggatggcgcgctgcaa

kkkkkhkkhkkkkk **k **k Kkhkhkkkhkk Khhkkhkkkhkkhkkk *k *k Khhkkkk

ccggttccggtgggtgtggcgggggaactgtacatcgecgggecgaggattggcacgtggg
ctggcgecggtgggggtggcgggegagetgtacatcgegggggecgggectggegegegge

* Kk k kkkkkhkkkhkk K hkkhkhkhhkhk *k *hhkhkhkhkhhkhkhdhkk * % kkkk kk kK

tattaccaacgacccggattgacggcggagcggttcgtggcgaacccatatggcaaaggc
tatctgaaccggccggggctgacggcggagcgcttcgtggcgaatccgtacggagagggt
* % %

R R R R R R S S

gaacggctgtatcggtcgggagatctggcacgctggagcggggaaggagaactggaatat
gagcggctgtaccgcagcggcgacctggcgcggtggacggaagaaggcgagctggaatac

kk kkhkkkkkkk k* kk kk kkkkk kk kkkk * Kkhkkhkkk Khk Khhkkhkkkkkk

ctgggccgggtggaccaacaactgaaaatccgaggttttcgcatcgagececgggecgagatce
ctggggcgcagcgaccagcaggtgaaggtgcggggtttccgtatcgagccgggcgagatc

kkkkk kK kk kkkkk Kkk khkhkkkhkkhkkhkhkkkkkkk

gagacggtgttgtgccagcacccgcaggtaagagaggcggtggtggtatcgcgcacgaat
gaagcggtgctgaaccggcatccgcaagtgagccagtcggtggtggtggcgcggcagagc

* % *kkk*k k% *k kkk kkkkk *k k% Kk kkkkkkkkkk

---ggccgecgatacgcaactggtgggttatgtcacggtgcgtggcgaggtggatgggeag
cagggcggcgacagccagttggtggcgtacgtggcggccgtcggcggggtggaggggtcg

*kkk  kkokk * ok ok ok ok k Kkkk Khhkkkkk Khkk
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gcgctacgecgtcaggtagcgaactggttgccagagtacatggtaccggcagtggtgetg
gagctgcggcegectggeggcggggcagetgecggagcacatggtgecggeggeggtggtyg

* kkk Kkk kk Kk k% * Kk K *k Kkkkk kkk Khhkkhkhkkkk kkhkkkk Kk Kkhkkk k%

gtgcttgaggaattgccgcggctgccgaacgggaagctgaatcatcaggcattgeccgeg
gtgctggaatcgctgccgcagttgccgaacgggaagctggaccgcaagtcgctgccggcg

*kkk*k k% khkkkkk *k Fhkhkkkkkhkkkkkhkkkkkx Xk *kkk kkk

ccggaatacacgggcaagcgctaccaacgtccgcgcaatgctcaggaggaaatattgtgt
ccggagtttggcggctcgcattatcagcggccgcgcaacgcgcaggaggaaatgetgtge

kkkkk Kk * %k K * % Kkk kk kk Kkkkkkkkk Khk Kkhkhkkkkkkkk * Kk Kk Kk

ggactgtttgcggaagtgctggaagtggacagtgtgggtatagatgacagttttttecgat
gggctgttcgcggaagtgctggaagtggggagcgtcgggatagacgacagtttcttcgat

kk khkkkk Khhkkkhkhkkkkhkhkhkkkkk kk khkkkk Khhkkhkkkhkkk Khkkkkk

ttgggcggtcattcgctgctggcaacacggttgatcagccgaattcgcgccacaatgaac
ctgggcgggcactcgttgctggcgacgcggctgatcagccgcatccgggcggccttgaat

khkkkkkk *kk *hkk *khkkkkkk *kk *kkk *khkkkkkkkkk *k kK

atcgaaccctctattcgcgatctgttcgacatgccgaccagtgeccgagectcgegeteccgg
gtggagctgtcgatccgggagctgttcgacatgccgacctgcgccgaactggcgccgaga

kk khkkkkhkkkkhkhkhhkhhkhkhhkkhk * *khkkkkx k% *kkk

ttgagcacgaagccgacggcagtgcgccaacctttgttgccacaagagcgcccaaaacga
ctgagcgcggacccggccgcggtgcgcccgccgttgcagcggcaggcgcggccgaagcgg

Kkkkkk kK *kk kkkkkokk

ctgccgttgtctcatgcacaacagcggttgtggtttctgcaccggttcgaaggtccgagt
ctgcctttgtcctatgcgcagcagecggetgtggttectgtatcgtttcgaagggecgage

*kkkkk kkkkk khkkk *kk Kkhkkkkk KAhkkkkkk kkk *k *kk *khkkkkkkk kkkkk

tccacctacaacatcccactcgecttcaaactgcaagggtcgttggacgtcgaagegcetg
tccacctataacattccgctggccttgaggctgaaaggcgatctgcacccggaggctttg

kkkkkhkkhk Khhkkhkkk *k K*k Khhkkkk * Kk kK * %

cgacgagcgctggaagacgtcgtggttcggcatgaaagectgecgcacgattttecgtggaa
cagcaggcggtggccgacattgtggagcggcatgaaagcctgcgcacggtgttcgtcgac

* *kk Kk Kkkk kkk Kk kkkk kkkkhkhkhhkhkkhkhkhhkhhkhkhhkdhhkd * *kkkk %%

agcgaaggaatacccgagcagaaaatcttggctccagacgaggcgtgcttggcattacag
aacgatggcgtgccagagcagcggatccagtccgcggaacaggcgctgccgtccttgccg

* kk*k k% * kk kkkkkk * * Kk k Kk k * *x k% *x %

cttatcgataccaacgaggaaaccggtttagatatggcgttgcgtgaagcgtccgattac
cgcgtcgaggtcgccgacgaagcggaactgcagcgggcattgcgcgaagcggccgagcac

* Kk Kk k * kkk Kkkk Kk * Kkkk Khhkkkk khkkkkk kkkk * %

cacttcgatttgtcgcgggagatccecgetgegttgcacgetgtttcgecaagagtceccag
cgtttcgatttgtcgagcgagacgccgctgcgttgcacgctgttccgcctgggcgagcaa

* kkkkkhkkhkkkkhkk * *kkk kkkkhkhkhhkhkkhkhkhhkhhkhhhkdhk *kk*x

gtgtggacactcttgctgctgatccaccatatcgcaggggatggcggatccttgecttccg
gagtgggtattgctgttgttgatccaccatatcgccggcgatggcggttccttgctgccg

* kk k% * Kk kk KAk KAKA AKX A A A XA XA A *K* Kk Ak khkhkhkkk *Ahkkkkkkk kkk

ctggggcgcgacttggeccactgectatgecgeccgacgaaagggattggatccggettgg
ctgggccgggagctggacgccgcctacgccgcgcgctgccaaggccgggcgccggactgg

kkkkk Kkk k% * k Kkkkkk kkhkkkk k% * * % * %k K
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gcaccgctcccggtacagtacgccgactacaccttatggcaacgccagttgetcggeagt
cagccgectggeggtgcaatacgecgactacaccttgtggcagegecagttgetgggagag

* ok Kk ok Kk kkkhkk kk hhkkkhkhkhhkhkkhkhkhkhhkhkhk *khhkkhk *hkhkhhhkhhkhdk %%

gaaggcgatcctgacagcctgatatcgactcaatttgcgtattggaagcaaaatctggct
gaaaacgatccggagagtctgatcgccgcccagttcgcttattggaagcggacgctggcg

* % % *kkkkkk *kk *kk *kkkkk * kk kk kk *khkkkkkkkkk

ggcgcacaggaacaactgacgctgccgacggatcatccgaggccggeccgtggcaagttat
ggcgcgccggagcaattgacgctgccgaccgaccgtcctcgeccggcggtggccagetac

Kkkhkkkhk Kk hhkk khhkk Khhkkhkkhkkhkkkhkkkhkkk K**k * kk*k * kkkkk khkkkk kk k%

cgcggccactatctgecgttccagectggaggctgaactgcatagecgacttgecgecgtete
cgcggccgctatctgccattcgagctggacgccggcttgcatgccgaactacgccggctg

khkkkkhkkk Khhkkkhkhkkhkhkhkk *kk *kkkkkk K% * ok Kk kK * Kk K * kkkkk kK

gcgcgcacgaacgacaccacgctgtcgatgctgttgcaagcggeccttggectgegttgtte
gcccgcgatcacgacgccaccttgtccatgctgctgcaggcggggctggcggcgctgttt

**x kk %k *kkk*k kkkk *kkkk *khkkkkk *khkkk k% *kk*k *kkk *kkk

acccggctcggtgtgggcaacgacattccgectaggectgecggcatagcaggeccgcaccgac
acccggctgggcgcaggggaggacatcccgctgggctgcggcatcgccgggcgtaccgac

khkkkkhkkkk K%k Kkkk Khhkhkkk khkkhkkhkkkhkkkhkhkk *k Khk *kk *kkkkk

gaggcgcttggtgatctggtcggatttttcgtgaacacctggatattgecgegecgacact
gatgcgctcaacgacatggtcggcttcttcgtcaatagctgggtgcttcgcgcggacact

*kk kkkokk * % kkkkkhkkk *k Kkhkkkk *k K kkkkk Khhkkkkk

tcgggggacccggacttcgtcacgctgctaggeccgecgtgecgcgagcaagcgttggcagec
tcgggcaatccggatttcatcacgectgectgggeccgggtgcgggagcaggcgetggeggec

* Kk k k Kk * kkkkk khkk KAhkhkkkhkhkhkhkk khkkkk khkkkk *khkkkk kkk kkkk kkk

tacgcccatcaagatgcgccatttgagecgettggttgagctcatcaacccggtacgatca
tatgcccatcaggatgcgccgttcgaacgcttggtcgagttgatcaatccatcgegetcc

kk khkkkhkkkhkk khkkhkhkhkkkhkk kk *k Khhkkkhkkkk *khkk *k Khkkkk K**k * Kk kK

agtgcccaccatccattgttccaggtcaatctgactttgcagaacaatgcgttgccagag
agcgcccaccaccctttgttccaggtcaatctgactttgcagaacaatgecttgeccgat

kk kkkkhkkkhkk kk hhkkhkhhhhhhhhhhhhhhhkhhhhhhhkhhkhhhhhdhk *hkkkkx **

ttccgcctagatggcatgcaggtgagecttgcatcgcattgtgtccgatattgccaagttce
ttcaggctggatgggctggaggtttccctgtcgcctatcgaggccgataccgccaagttc
* %

* kk kkkkk * % * **k *k *k *kkkkkk *kkkkkk kK

gacctgttcttcaatctgtacgaaacctttgaccaagatggccgcgcactgggattacaa
gacctgtttttcaatctgttcgaaatttttggcctggatggccaggcgggtgggctgcaa

khkhkkhkhkhk Khhkkhkhkhkhkhhhkk *kkkx Kkkkk Kk kok ok ok ok kK * % * % * ok kk

ggtgcggtcgaatacgcgtgcgatttgtacgagcgcgcaacggtacaacggtttatctac
ggcggtgtcgagtacgccaccgatctgtacgaacaggcgacggtggagcaattcatgcgc

* kkkkk Khkkkk kkkk khkkkkkk K * %

cacttcgttcggttattgcgtgaagtggtggcagcaccgacagcggcaatttctgcactg
cacttccagcgccttttgcgccaggtggcggctgtgccgacggcgccgatcgcggcattg

*kkk Kk Kk * % * kkk kK * kkk*k *kk*k X *kkk*k kkk * kk*k k%

gatttgtctgacgaggcagtcgcctcttcgeccggtgegetggatttatcggecageate
gatctgtccgagccgcaaagcgccgccgaagcg --------- gattgcgccgcgeggcecg

kkk Khkkk K%k
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frsG_Burk
frsG_Chro

frsG_Burk
frsG_Chro

frsG_Burk
frsG_Chro

acggtcgacgacacgatcattggccgattcgcggagcaggtgcggegegcaccggatgceg
gcggcatccgacagcatcgtccageggttcgaggagcaggcgggeccgagecgecgecaggceg

* Kk K * ok k ok Kk *k Kk K kk khkkk Kkhkkkkkkk *k *k kk *kk K*kk *k kkk

acggtgctgacttaccggggcgaaacactaacttgtgccgagctaaatgcgcgcgccaat
tccgccttgagcttccaggggcagaccctgagctacgccgagctcaatgcgcgcgccaac

* % % * k% kk%k * R R R R R R

cgtctagcgecggtgecttaatcgeccgatggagecggtccggaggaattgattgcagtageg
cgtttggcgcatgcgctcatcgecccgcggcgcgggaccggaagacctgatcgcggcggcg

Kkkk Kk kkkk *  kkkkokk Kkk kk kk kkkkk Kk*k kkkk kK K * %k K

ctgccgegetccatcgatatggtggtcagtttgetegegatcttaaaaaccggtgeggece
ttgccgcgttcgctcgatctggtagtgagcctgctggcgattttgaagacgggggccgcc

kkkkkkk kK kkkkk Khhkkk Kkk k* kkkk khkkkk KKk

tatctgccgatggatcccgecctatccgctcgagcgactgtcgttcatgttgaccgacgea
tatctgccgectggacccggattatccggeccgagegectgggettcatgectggecgatgec

*kkkkkkk*x *kkk **k *x *kkkk Kk *kkkk*k kkk *kkkkk *kk *kkkk k%

aagccgaggttgctgctggccaatatggaaacgatccggcaagtggcggaggtgtcacge
aagcctcggctgttgctggggcacggcgaggcgctccggcatctgccggtggacgcgtcg

* Kk k kK kk kk kkkkkk *k kkkkkokk *Kk kkk Kk

gtaagtactctagcgctcgactgccctgaactggectcaaacgttgacgcgaacggatgat
actcaggccatcgcgctggacgatgccgaactgggccgggagctggcgctggccggagac

kkkkk Kkkk

agcaaccccttggttccaaggccgctgcgaagcgacaatgcagcctacctcatctacaca
ggcaatccggaacgcgcgegtccgttgggecgecgatcatgecggegtatgtgatctacace

*kk*k k% * * kk*k *k*k X * % % *kk*k *k*k k% * kkkkkkkk

tccggttctacaggggcaccgaagggtgttctgattccgcacagcaatgtgetgegattg
tccggctccaccggccagcccaagggecgtgectggtgecgecaccgcaatgtgetgeggetg

kkkkk Kkk kk k% kk kkkkk Khk khkk Kk Khhkhhkkk Khkhkhkhkkkkkkkkk * %

ctggacaagactgcgcactggtttgattttggtcccaaagatgtttggacgetgttccat
ctggacagcaccgagcgctggttcggettcggegecggegacgtatggacgetgttccac

*ok ok ok ok ok ok kKk ok kk Kkkkkkk K *k kK * % kk kk khkkkkkkkkkkkkk

tcttatgcgttcgacttctcggtctgggaaatttggggggcacttctgacgagcgggcgce
tcctatgccttcgatttctcggtctgggagatttggggcgccttgctgagcggcggccgc

Kk khkkkKk Khkhkhkk KAk AkXkk kA hkhkhkhkhkhkk *kkkkkkkk kK *kkk kkk

ctagtggtggtgccgcaaactgtcagtctagcgeccggatgaattcttgaccctgttggaa
ctggtggtggtgccgcgcgcggcggtgcaggctccggatgagttcctggcgttgctggag

Kkk kkkkkkkkkkkkk kk khkkkkkkk kkhkk Kk * Kk kkkk

tacgagaaagtaaccattttgaaccagacaccgtcggctttctatgcgttgatgcaagece
cgggaaaaagtcagcgtgctgaatcagacgccgtcggcgttctacgccttgatgcaggcg

*  kkkkk khkkk khkkkk Khhkhhkkkhkkk Khhkkkhkk *kk *kkkkkkk k%

gagaggcatcacgggtcgaatggtggagcatcgttgtccttgcgeccgecattatctttggt
gaggcggcccgtccggaaaccg---cgtccgagctggcgttgaggactgtcgttttcggc

* k*k k%

ggggaggcgctcgatttgagcgcattgcagecttggtaccagecgeccacggtgacgagacg
ggcgaagccttggacctgagcgcgctgagatcttggtatcagcggcatggagacgtcggg

*Kk kk kK *ok ok ok ok ok ok kkkhkkkhkkk khkkkk Kk k%
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acgcaactagtaaacatgtatggtatcaccgaaacgaccgtacatgtgagctatcagccg
ccgaagctggcgaacatgtacggcatcaccgaaaccacggtgcacgccagttaccaggceg

*k Kk kK K kkkkkhkkkhkk Kk khhkkkkkhkhkkhhkk *%k *k K%k * kk kk kkk kk

ctcgacagcggaatgtgtggttcccgctgcaatagtctgattggcattggtatcccggat
ctggaccgccgcttgtgcgaagagggcggaaacagcctgatcggcgaggcgataccggac

**k *kk*k *k*k *x * %k k% **k *kk *kkkkk Kkkk **k kkkkk

ctgcatctgtttctgctggatgcgtgtctgcaacctgtgeccgtgggtggaattggegaa
ttgcggctgcacttgctggaccgttggctgcageccggtgeccggcgggcggcgtcggcgag

* %k K * %k K *ok ok ok ok ok ok kk khkkkk Khk kkhkkkk Kk K*kk k% *  kkkkk

ctgtacgtcgggggggcgggtctggegegeggttatcacaatcgggccagectcacageg
ctgtacatcggcggcgccggcctggcgcgcggctatctgaaccggccgggcctgagcgcc

kkkkkhkk Kkhkkk *kk Kkk Kkk khkkkkkhkkkk *kkk

gagcgattcgtagcgaatcccttcgecttccagcaaacggatgtaccggaccggcgatctg
gagcgtttcatcgccaatccgttcgccgcgggcgaacggatgtaccgcagcggcgatctg

*kkkkk *kkk Kk *kk *khkkkk *kkkk Khkkkkkhkhkhkkhkdk*x * *Fhxkkkkkkkkkx

gcacggcgcaacgtcaatgacatcttcgaataccatggccgcgeccgatcaacaggtcaag
gcgcggcgcaatgccgcgggggcgctggaataccagggccgagccgaccagcaggtcaag

kk kkkkkkkk khkhkkhkhkhk Khhkkhhkk *hkkkhkk Kk *hkkkkkkkk

gtgcgcggtttccgecattgagctaggcgaaatcgaaacggttttgegtcagcatcecggge
gtgcggggcttccgcatcgagccgggcgagatcgagaccgcgctgcgtggccatcccggg

kkkkk Kkk Khhkkhkkkkkk Khkkk kkkkk KkkkkKk kkkkk kK

gtagaggacgcgagagttgtcgtgcagacgctgcacgacaacgactgtcgcttggttgect
gtcgaagatgcccgecgtcgtcgtcaaggcgatggatggcaacgatcagecggctgatcgee

**k k% **k k% * kk kkkkk %k *k*k *kk Kk Kk *kkkkk * % **x *x k%

tacctccagccgtcggaacgcactgecggcaccgttgecgtcgatggecttaaggtgeggegg
tatctgttgccgtcggagcgcgccgccgcgcccctgagacgctggctgcgcgccaaatcc

* Kk kK kkkkkhkkhkk K*kk * kk kkkkk

gatgcggaagcacaaggtgcgcgggcattcgagttgecgaacggcatgecgatetttcat
agcgtcgccgcgcagaacgcgcgggagatcgagctgcccaacggcctgcctgttttccac

* * Kk kK *ok ok ok ok ok ok kkkkk Khhkkk Khhkhkkkk Khkkk * kk kK

cacaacacgatggaaaccgagttcctttacgaggaaatcttcgaggacctagtctatttc
cataacgcggctgaaaccgaattcctttacgaggagatctttgaggatcggatttatcte

**k *kkk k% KAk hkhkhkhk*x *Fhk*kdAdkdkdxkdxhkhkhkhkdx*x **x*k*x*x **kk*x*x % * kk*k k%

aagcacggaatcagactggacgacggtgcctgcgttttcgatgtcggtgcgaacattgge
aaacacggcattcgtctggataacgatgcctgcgtgttcgacgtcggcgccaacatcggce

*k kkhkkkk k% *  kkk kK Kkhkk Khhkhkhkhkkhkkkhkk khkhkk K*hkkkk *k *khkkkk kk*k

ctgtttatgctgttcgtgggtcaacattgtcgcaatgccaccatcttegegttcgageeg
ttgttcaccttgtttgtcggccagcattgcggcaatgccacggtgttcgccttcgaaccc

*kkkKk Kk kkkk kk kk Kkk Kkkkkk Kok ok ok kokkkok ok kkkkk Khkkkk k*

attccacccgtgttccgcacgctgacgctcaatgccgaggtgcacggagacaaggtcagg
attcccccggttttcggcacgectgtcgectgaacgecggecggttcatggagggaaggteccge

khkkkk *kk *kk kkk Kkhkkkkkkk khkkk *kk *kk Kk *kkk *k *kkk *kkkk*k *

ttgttcgattgcggecttatccgatgcggtgagacaggagegttttactttctacccgaat
ctgttcgattgcgggctgtcggacgcggccaggcaggaaaccttcaccttctatcccaac

khkhkkkhkkhkhkkkkk *k kkkkk kk kk kkkkk kk Kk*k
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frsG_Burk
frsG_Chro

frsG_Burk
frsG_Chro

frsG_Burk
frsG_Chro

frsG_Burk
frsG_Chro

frsG_Burk
frsG_Chro

frsG_Burk
frsG_Chro

frsG_Burk
frsG_Chro

frsG_Burk
frsG_Chro

frsG_Burk
frsG_Chro

frsG_Burk
frsG_Chro

frsG_Burk
frsG_Chro

frsG_Burk
frsG_Chro

frsG_Burk
frsG_Chro

frsG_Burk
frsG_Chro

frsG_Burk
frsG_Chro

gacaccttgatctctaccagccgcaacagccccgaggcgatacgtgggatggtcaagtece
gacaccttgatttccagcagccgaaacagcgcggaagcgactcggegecatggtcaaatce

kkkkkhkhkhkhkhkkhk *kk * *khkkkkk *hkkkkk * k% K*kkk * % * kkkkkkkk Khkk

ttcttgattaatcagcacgggaatcatagtggcgacgacgcagaggtgggcgaattgctg
ttcctgatcaaccagcacggcgacagcga ------ cggcgaggcggtggacgagttgctg
*kk *khkkk *kk *khkkkkkkk * kkkkk kkk khkkkkk

gacgaacgtcttgcgagccaagactacatgtgcgtgcttagaactctatcggacgttate
gaagagcgcttgagcagccagcagtatgtctgcggattgcgttcgctgtcggacgtcgtg

*k kk Kk*k * * Kk k kK * k% *  kk kK * * kk kkkkkkkk *

accgaacataatgtcgatcgtatcgacctgctgaaaatcgatgtcgagaacgcagaatac
gccgaacacggcgtggaacgcatcgacttgctgaaaatcgatgtcgaaaacgctgaatac

kok ok ok ok ok Kk kk kk Kkk Kkkkhkkkhkk Khhkkhkhkhhkhkhkkhkhhkhhkhkhhkdh *hkhkkhk *khkkkk

aatgtcttgcagggaatcgtggaatcggattggccgaaaatccggcaactggtgatggaa
gatgtcttgcgcggaatctcggacgcggattggccgaagatccggcagttggtgatggag

*kkkkkk kK *kkkk Kk * % % R R R R R R S *kkkkkkk kK

gtgcacgatgtcgatggccgtttgecggcgaattgtggatttgttgectccatcgaggttac
gtacatgacgtcgacggccgtctggcctgcattgtcgagttgctgcgggagcgcggctat

kk kk kk kkkhkkk kkhkkkkk K**k * kkkkk kk k%

cgggtgatccacgagcaggaccgcctgttgcgggatacggccatccattgectgtatgeg
cgagtgatccacgagcaggaccgcctgttgcagaacaccgcgatccattgettgtacgeg

kk khkkkhkkkkkhkhkhhkhhhkhhkhhkhhhdhhhhkhdx * % %k %k *hhkkhkkhkkhkk *khkkk **k*x

gttcatgttagccgcgatgctgaaatgaggccgggacatcacgccgagaacacctctctg
gttcacgccagttgcggctccgcgtcggcggacgccgtgccgaaggccgaaccggctgcg

*kkk*k Kk * % * % % *

ttttggaactgccgecgeggatttgttacgtgacgtgcgagctaatctgegtaageggttg
gtctggcgcagccgctcggccctgctgcgcgatgtgcaggcggaattgcgctcgcagctg

* kkkkk kkk * *k ok Kk

cccgattacatgcaacccaatcacatggtgttactggacacctttccgectgacaccaaac
ccggattacatgcagcccaatcatctggtattgetggatgegttcccgetgaccgecaac

kk kkkkkkkkkhkkk hhkkkkkkk kkkk kk kkkkk * kk kkkkkkkk *  kkk

ggcaagctggaccgccgggceccttgccggcaccggaacaggccgcgatgcgtgtacgecgat
ggcaagctggaccgccgggcgcectgeccgacgeccggagcaggcggcgctgagaacgecgegat

R R R R R R *kkkkk Kk *khkkkk *khkkkk *kkk *k *x *kkkk Kk

atcgagccggctgagatcgaggcggegttgtgtcgacatccattggtttcacaggcagtg
gtcgatcccgeccgagatcgaggecggcegcectgtgecggcatccgtcggtggcgcaggcggcg

khkkhkk kk kkhk Khhkhkhkkkhkkhkhkhhkhkhkhkkhk Khhkkk ¥k khkkhkkk * *k%x * kkkkk Kk *

gtgattgcacgggaagacgcgcccggacataagcaattggtcgggtatgtggtactggat
gtgattgcgcgggaggacacgccgggccacaagcagetggtgggctacgtggtgetggac

kkkkkhkkkhkk Khhkkhkkk K*kk kkhkkk *k K*k Khkkkk kkkk kk kk Kkhkkkk kkhkkkk

gatgccgcggcattgcagcgcgacacggaagacgagacgcgacaggttcaggcgtggegg
gacgcggcggcgctgcagcgcgacgaagacagcgaatcgcggcaggtggaagcgtggcag

**k kk kkkkk *hkkkkkkkk kK *kkk kkkkk * kkkkkkk Kk

caggtgtacgacacgctgtacgaggcgcactgtcagcagccgttcggggagaacttcgge
caggtctacgacaccctgtacgacgcccaccagcaccagcccttcggcgagaacttcggce

Kkhkhkkkhk Khhkhkkhkkhkhkkhk hhkkkkhkk *k Khkk Kkk khkkkk Khhkkhkkk hhkkhkkhkhkkkkk
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frsG_Burk
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frsG_Burk
frsG_Chro

frsG_Burk
frsG_Chro

frsG_Burk
frsG_Chro

frsG_Burk
frsG_Chro

frsG_Burk
frsG_Chro

frsG_Burk
frsG_Chro

frsG_Burk
frsG_Chro

frsG_Burk
frsG_Chro

frsG_Burk
frsG_Chro

frsG_Burk
frsG_Chro

frsG_Burk
frsG_Chro

frsG_Burk
frsG_Chro

frsG_Burk
frsG_Chro

frsG_Burk
frsG_Chro

gggtggaacagtagttacgacggtcagccattgccgetggaagagatgcgtgectggege
ggctgggacagcagctacgacggccageccgetgecgetggegcagatgegegaatggege

kk kkk Kkhkkk kk khkkkhkkkk kkkkk Kok kkkkkkk kkkkkkk K *ok ok ok ok k

caggcgacggtggagcggattcgcgagttgcagccgcgecgggtgctagagattggggtg
agcgccaccgtggagcggatccgcgaactgecgtccgecgecggetgectggaaatcggegte

Kk kk khkkkkkkkkkk kkkkk * % % kkkkkkkk*k *kk*x **k **k **k k%

gggagcggcttgectgetggecgecgetggcaccggagtgcgaagectactggggcacggat
ggcagcggcctgectgectggecgeccgctggcggacgcctgecgaagecctactggggcaccgac

Kkk khkkkkk khkkhkhkhkhkhhkhkhkkkkhkkk * khkhkkkhkkhhkhhkhkkhhkhhkhkhkx *%

ctgtcaccaacgacgatcgcagtgctggagcggcaactgtcagagcagaccttcggagac
ctgtcgccggcgacgatcgcggtactggagaaacaactggaaacccagtcctgccgcgac

kkkkk kK kkkkkhkkhhkkk *k khkkkk *ok ok ok Kk k * kkk Kkkk Kk Kk kk*k

cgggtgaggctgttcgcgctaggggcacatgaactgtcgaagctgccagaagggaacttce
aaggtgcgcctgttcgcgctgggcgcgcacgagctggcgcggctgccggcgatgcgtttc
* %

*kkk *k Kkhkkkkkkkkkk *k k% * %

gatgtgatcgtgatcaattcggtgttgcagtacttcccgaacgcagcgtacctgacggaa
gactgcatcgtgatcaactcggtgctgcagtacttcccgaacgccgcttatctgggcgaa

khkhkkhkhkhhkhhk *hhkhhk *hhkhkhkhhhhhhhkhhhkhhhdx K% *% * %

gtgattaagcagtcgctggagcggttgtcaccgggcggggcactgtatttgggggacgtg
gtgatcgagcaggcgctggcgcggctggaagcgggcggcgcgctgtacctgggcgacgtg

* ok Kk ok Kk kkkkk Khhkkkkk Khhkkk kkkkkhkkk K*k Khkkkk Kkkkk khkkkkKk

cgcaatttggcgctgctggatgtgtttgctacggcagtggatttgtgtcaggtgggcact
cgcaatctggagctgctgcccagcttcgcggcggcggtggagctgcggcagtcggagccg

*kkkkkk *kkk *khkkkkkk **x k% *kkk kkkkk **x *x kk%x * %

gagacggatgcggcgagcttgcggcgtcgagtggagcagecgtttgctggcagaaaaagaa
gaggtcgacgcggcggcgctgcagcggcgggtgagccagcggctgctggcggagaaggaa

*  kkkkokk * % *ok ok ok ok ok ok

ctgctggtatcgecggegtttttcageceggttgecgtgagacgttgeccacagattggtgea
ctgctgctggegecggacttettcagecggetgecgggaacagetgecgcagatcggegeg

kkkkkk K * ok ok ok ok k kk khkkkkkkkk Khhkkk kK * kkkk kkkkk Kkk k%

gtggatattcgcctgaagcgaggcgaggcggtgaacgaattgagtcgttaccgctacgag
gtggacatccgcctgaagcggggcgaggcggcgaacgagcttaaccgectaccgectacgaa

Khkhkkk *k KAk kkhkkhkhkdkk *Fhkkhkhkhkhkhkkkx *khkkkkk * % Xk khkkkkkkkkkk

gcggtactgtacaaggagccgtgtgaagcggtgtcactgtcggaggtggaaacgcagacg
gtggtgttgcgcaagggcccgtgccaggcecgcgetcgectggegtcggecggcggcggagecg

*  kkk * % * ok k kK * ok ok ok Kk *  kkk *Kk kkk Kk* * Kk kK *Kk kk kK

tggtcggacgtggggaatatgtcggecctgeccggacaaggetgatgcagtatgegecgatg
tggtcgtcgctgggcagcctgtcggcctgccgcgagcggctgtcggtcggcggcgacgcg

*ok ok ok ok k kkkkkkhkhkhkkkk

tggcggatagaaggaattccgaacgcacggttgcatggcgaggtattggtaacgcggcegg
ctgcgggtgacgggggtggcgaacgcgctgctgcatggcgaagcggcggcggcgcgggag

*kkkkkk *x Kk *Fhkkkkkkkkk X

ctgaagtccgaggatgggttggcgtcgtggcgacgttggectggacgagtcgggeggggte
ctgaaggcgggcggttcgccgtcggcgctgctggcgcggctggacgagaacggcggggta

kkkkkk K Kkkkkkkkkkkk kok ok ok ok ok ok ok
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frsG_Burk
frsG_Chro

frsG_Burk
frsG_Chro

frsG_Burk
frsG_Chro

frsG_Burk
frsG_Chro

frsG_Burk
frsG_Chro

frsG_Burk
frsG_Chro

frsG_Burk
frsG_Chro

frsG_Burk
frsG_Chro

frsG_Burk
frsG_Chro

frsG_Burk
frsG_Chro

frsG_Burk
frsG_Chro

frsG_Burk
frsG_Chro

frsG_Burk
frsG_Chro

frsG_Burk
frsG_Chro

frsG_Burk
frsG_Chro

gagccggaagatctgtatcgattgggtgcggagetgggttatcgggtggtgttgacatgg
cggccggaagegetgegecgtetgggegeggagetgggetggeggatgetggegacgtgg

kok ok ok ok ok ok ok * Kk K * % kkkk khkkkkkkkkkk * kkk Kkk Kk *kk Kk  Kkkk

tcaaaccagccggatcatttcgatgcggtgtttctgccagagcagcagcggggtgcactg
tcgcggcaggcggggcatttcgacgcggtgttcgtgcggggagaggacggcgaagcgctg

khkkkkkkk *khkkkkkkk **x kkk

gacgcggtgtataggacgccaccggtgttgaaaccgttatcggggtatgtgaacaacccg
gacggggtgtaccagccggcgggggcgttgcagccgctgtcgggctatgtgaacaacccg

Kkhkkk khkkkkk * kk * kk kkkk Kk kkhkk kK Khhkkhkkk hhkkhkhkkkhkkkkkkkk

gcgaatttcgaacagttcgcagcaatacgccgatatgtgggagaacaactgccggattac
gcgaacttcgagcagtacgcggcgatccgtcgctacgcgttggagcagttgccggagtac

kkkkk Khhkkkhkk kkhkkk *kkk kk *kk K*k Kk*k k% kkkkkkk kKK

atggtgccggcagcgcectggtactgctggaagggttgccactgacaccaaacgggaagcetg
atggtgccggcggcgatcgtgttgctggacgcgttgccgctgacgccgaacgggaagctg

khkkkkkkkhkk*x *k*x *x k% khkkkkkk Kk *hkhkhkkk *khkhkkk *kk *Ahkkkkkkkkkkk

gaccgccgegegcetaccggegecggagtttggcacggcatgectatcgagecgecggggtcea
gaccgcagggcgctgccggcgccggagttcggtgggacgggctaccgggcgccggaatcg

Kkhkhkkkhkk K Khhkkhkkk hhkkkhkhkhkhkhkhkhkhkx K% Kk kkkkkokk

gagcaggagaaggtgctggcgcaactgtttgccgaagtgetgggtttgeccgcaggtgggg
gaacgggagcaattgctggcgcggctgttcggggaggtgctgggtctgccgcaggtgggg

*kKk ok kkkk * Kok kkkkkkk kk kkkkhkkhkkk hhkhkhkkhkhhkhkkk*x

gtgaatgacagcttcttcgaccttggcggtcactccttgctggcaacccgtctgattage
ttgcacgacagcttcttcgatctgggcggccactccttgectggcaacccggctgatcage

Kk kK KKk KKAKAKA KA KA KA KA AK* *kk Ak hhkk A*A XA A *A A A A A A Ak dkdkhkhkhkd*x *xkx*x*x **x%x

cgggttcgectcgetgttccatatcgatttgeccgateccggaccttgttcgagtecgeccace
cgcatccgcgcgctgttccaggtcgagctgccgatccgcgcgctgttcgaatcgccgacg

* kkk kkkkkkkkkk * % Kok ok ok ok kokkokk * kkkkkhkkk Khhkkkk **

gtcgccagactggctcgctacattgacgacggcgcaatcgacctcgattegttcgaggtg
gtggccgggetggegegetacatcgatgacggecgagatcgatgacgattecttcaatgtg

kk kkk Kk Kkkkhkkk Khhkkkhkkkhkk *k Khkhkkkkk * ok ok ok Kk kkkkkk khkk Kk Khkk

ctattaccgatcaaaccggacggcaagcgtgctccgctgttctgcattcatccaggcggg
ctgctgccgatcaaacccgacggcaagcgcccgccgctgttctgcattcacccgggcggg

* % * kkkkkkhkhkhkhkk *Ahkkkkkkkkkk * kk*k kKA Ak Ak Ak Ak Ak hkhkk *kk khkkkkk

tgcctgagttggacctacgttggattggtgecgttatctggatgccgagcaaccgatctac
tgcctgagctggacctatgtcagecctggtgcgectacctggatgcggagcageccatctat

khkkhkkhkkhkk Khhkkhkhkhkkkhkkx K% * kkhkkhkkk *k Khhkhkhkhkhkkk K*hkhkkk *k K*kkkk

ggcctgcaagcccgaggcatcgatggcaagagtcaggtggecacttcgatcgagggeatg
ggcctgcaggcgaggggcatcgacggccagagcgagccggcaagctcgattgaagccatg

kok ok ok ok ok ok ok kkkkkhkkkk Khkk Khhkkk * kkkkk Kkk Kk Khkkk

gcaagcgattacgtcgagcagatacgccggattcagccgaaggggccgtactacctgett
gccgccgattacgtggcccagatccgcggcatccagccgcacggcccttattacctgctg

*kkkkkkkk *x *kkkkk *kkk *k *kk *khkkkkk *k *kk *kk *kk *hkkkkkkk

ggctggtccttagggggcaacattgcccaggagatggecgtactcttggaacgeccagaat
ggctggtctctgggaggcaacctcgcccaagccatggcctcgcagctggaaagcatggat

*ok ok ok ok ok ok ok * kk kkkkkk Kk Kkkkkk K * ok ok ok ok k kkkkk Kkk * k%

237

8151
8142

8211
8202

8271
8262

8331
8322

8391
8382

8451
8442

8511
8502

8571
8562

8631
8622

8691
8682

8751
8742

8811
8802

8871
8862

8931
8922

8991
8982



frsG_Burk
frsG_Chro

frsG_Burk
frsG_Chro

frsG_Burk
frsG_Chro
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frsG_Burk
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frsG_Burk
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catgatgtggggctgctgattctgctcgattccggaccgtctectatgcacaagaatgac
caggaggtgggcttgectgttcctgetcgattccgggecgtecgecgatgcacaaggacgat

*kk kk kkkkk kkkkk Kk Khhkkkhkhkkhhkhkkhkhkkhhkkhdk K hkkhkhkk *k *hkkkhkkhkdk * K%

gagatgatcgagtatccgctgtttaccaaggaatttaggaaaaccttcaagttccatgtc
gaaatgatcgagtacccgctgttcaccaaggagttcaagaacaccttcaagttccatgtc

EE I R S R R Rk kR

agcgaatcgaagatgcgggccatatttgaggtgagtaagcaccacattgaactgatcaag
agcgaaacgaagatgcaggccattttcgaggtgaccaaacgccatgtcgaactgatccgg

khkhkkkhkk Khhkhkkkhhkhkk *hkhkkhkkk *k *hkkkkkkx *Kk Kk kk*k * kkkkkkkkk *

cagtctacgactcccgttagccgggggegtgecetgttgtttecgggecacggtgecttac
caatcgaccacgccggtcagccagggcccagegetgttgttccgggecacggtgecttac

kk kk Kkk kk kk Kkk Kkkkk Kkkk K kk kkkkhkkkhkk khkhkhkhkkhkhhkhkhkhkkkk

gacgaaaatacgccacttctgtcgccccacgcttggaatgactatgtgaaaggggaaata
gacgaatctacgccgctgctgcccccgcatgcgtggaatgagtatgtgaaaggcgatatc

*kkk Kk Kk *kkkk*k *k*k *k*k * Kk kk khkkhkkhkkk KAk kkkkkkhkkk kk kK

gaaatacgcgacattcattgccaacacgcgcacatgaaccacgtcgaattcatggcgcag
gaagtgcatgaggtccattgccagcatgcgcaaatgaaccgaatcgaattcatggagcag
*

kkkhkkkhkkhkk K,k khkkk K*hkhkkkkkx khkkkkhkkhkkhkhkkk K*kk*k

atgggggaagtgatagagacgaaactggctgagctccatgcccgagccactcgatattaa
atggggccggtgatcgaacgcaagctggccacgctccacgaccagtccacccgccgtaat

* ok ok ok ok ok * % *  kkkkk kkkkkk Kk K%k *kkkk kK

------ 9411
tcttga 9408

9051
9042

9111
9102

9171
9162

9231
9222

9291
9282

9351
9342

9411
9402

Abbildung A33: Alignment von frsG aus dem befrs-BGC und dem cufrs-

BGC.
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CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment
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frsH_Chro

frsH_Burk
frsH_Chro

frsH_Burk
frsH_Chro

frsH_Burk
frsH_Chro

atgatgcaagagaatgacgaagtttatctgcgtagccataccaagatcgagccgcttatc

---atgaccgtatccgataacgtattcctgcgcagccacaccaagatcgagccgttgatc
* % % * % * k% % Khkkkk Khkhkkk *Fhkhkkkkkkkkhkhkhkxkkx *x *kk

atgcgctggtatgcgtggtcacatctgatttctccggecccagecatgcgatgaatatggeg
atgcgctggtatgcctgggcgcacctggtatcgccagcccagcatgccttgaatatcgcc

kkkhkkkhkhkhkhkhkhkhkkhhkk *k*x * Kkk kk kkkkkkkkkokk kkkkkhkkk Kk*k

tttcgccacgtgeccaatgttgaagtcgttecctegecgegeccacggtgcacgaageggtt
tttcgccacttgeccatgetcaagtetttegtegectegecggeggtgecatgaagecgeg

khkkkkkkhkhkk *hkkk K*khkk *k khkkk K*hkk *kkkk Kkhkkk kkkkkhkkk *hkkkk K

tccaataatccggagatgctaggtggcccttatctagaattgaagaaaagcgacgtcgec
tccagcaatccggaaatgctcggcgggccttttctggaactgaagaaaagcgatgccgec

* %k k% khkkkhkhkkk *hkkkk *k *kk *khkkk *khkk *khkk *Ahkkkkkkkkkkkk *k kkkk

gcggtaaaggcgctatggcaacagactcagcagcgcggcgaaaagatgatccagtttgee
gcggtgaaggcgctatggcagcagacccagcagcaggcgggcaggcagatcgcgttcgcc

Kkhkhkkkhk Khhkhkkhkhkhhkhhkhhkhhk *hkhkk *hkhkkkkx Kk Kk Kkkk

gaagcactgctgaaactggatcgccgtctgcaaaagagcgaagcgggctttagecttgat
gaggcgctgetggagetggatcgecaggectgcagcagagcgagaccggectcagectegac

kk kk Kkhkkkkk Kk kkhkkkkkkkk Kk K*kkkk kok ok ok ok ok Kk * kkk Kk Kkkkkk k*

catgtatatgccgagttgcccgacgcgttgcaagggctggtcgaagtcagctacgaccta
catatctacgccgagctgccggagccgctgcagggcctggtggaagtcagctatgacttg

*k*k *k *kk *khkkkkk kkkk k% Kk kkkk kk khkhkkk *khkkkkkkkkkk kkk Kk

cacaaccatccgtcactgcggctgatcgaagaactcctttatctggaggactggatgaac
cataaccacccgtctctgcggctgatcgaggagetgetttatctggaggactgggtggac

Kkhk khkkkk Khhkkhkkk hhkhkhkhkhhkhkhkhhhhk Kk *k hhkhkhhkhkhkhhhhhhhkhdhhkdk *k %%

gatgatgggcaagagatcgctttcaatttaagcaaagaggaggagcgcgecttcttcate
ggcgctggacaggaaatcgccttcagcttggacaaggaggaggagcgcgctttcttcatg

*k kkk Kkk Kkk khkkkk Khhkkk * % kkkkkhkkhhkhhkhkhhkkh *hkhkkhkkkk

aacacaccgcgcctcgatatgccggggcggatggtggtcccactgccattcgctgacaag
aatacgccgcgagtcgacgcgccggggcgcatggtggtgccgctgccgtttgccgacgcg

**k kk kkkkk * % Khkkkkhkhkhk*x *Fhkkkkkk*x **x *hkkk*x **k **k K*kk *

cgattcgacttgctggccaccagtcggecttageccegtetetetcgggagtectggecgat
cgcttcgatttgctttcggccagccgcctgtcctcggtgtccttcagccagttggccgat

kk kkkkk Khkkkk * Kkkkk kk Kk*k *ok ok ok ok ok ok ok

gcgctggaaatcccagcaacccaaaggccggectttegegattacttcaccacgacacct
gcgctggagattccggaggatcagcgcccggctttccgcgaatatttcaccacctccgcg

kkkkkkkk KKk *k Kkkkkk Kkk Kkhkkhkkk *kk Khkhkkkkkk *

ccgcagcgcaataagccgacgtatcgcggagacggcgtgcgggtccgetactttggecat
ccgcagcgcaatgagcccgagtacgaaggcgatggcgtgcgagtccgttatttcggccat

khkkkkkkkkhkk*x *kkk XKk kk khkkkkkkk khkkkk *kk *kk kkkkkk

gcttgcgtgctggtacagtctgecggaggttteccgtactggtcgateccgttectgaactygg
gcttgcgtgctggttcagaccgcggaggtatecggttetggtecgatececttectgacctygg

khkhkkhkhkhhkhhhkhhkkhk *hkk * khkhkhkdhhkhkk K%k *k *hkhkkhhkhhkhhhkk *hkhkkhkdhkx *kk*x

gaccacaatacagaagagaagcgactgactttttacgacctgccggaccgaatcgattac
gaccatcagccggagcagggacggttgaccttctacgatctgccggaccatatcgactac

* ok ok ok Kk * * % * % kkkk kk hhkkkhkk Kkhkkkkkkkkk kkkkk Kkkk
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frsH_Burk
frsH_Chro

frsH_Burk
frsH_Chro

frsH_Burk
frsH_Chro

frsH_Burk
frsH_Chro

frsH_Burk
frsH_Chro

frsH_Burk
frsH_Chro

frsH_Burk
frsH_Chro

frsH_Burk
frsH_Chro

frsH_Burk
frsH_Chro

frsH_Burk
frsH_Chro

frsH_Burk
frsH_Chro

frsH_Burk
frsH_Chro

gtgttcatcactcacaaccatccggatcattttagctgcgaagcgctgttgcaactgegt
gttttcctgacccacaaccaccaggatcatttcagctgcgaggctttgectgcaattgega

Kk kkk k kk KAhkkkhkhkkk *k *hkhkhkhkhkhkkk *khkkkkkkk kK **k kkkkk kkkk

aaccgaatcggccatattctggtgccgcgtaataatggcaacaatttcgecgatccatce
ggccgcatcggccacatcctggtcccgcgcaacaatggcaacaatttcgcagacccttcg

Kkhkk Khhkhkhkhkhkkkhk Khk Khhkkhkk hhkkhkk *k *hkkhkhkhkhhkhkhhhdhkx %% *% **k

atgaaattgaccctgaaacggctcgggttcgacaacgtgatggtcatggacgaaatggceg
atgaagctgacgctgaagcggctgggttttgacaatgtgatcgtgatggacgagatggcc

* ok ok ok Kk * % kk kkkkk kk kk Kkhkkkk khkkk Kkk Kkhkkkkhkkk Khkkkk

agcatcaccgtgccagatggccgactggtaagcttgccgtcctatggtgagcattctgat
gacatcacgctgccggacggccgattggtgagecctgecgtecctatggcgagcactccgac

*kkk Kk Kk khkkk *kk Kkhkkkkk Kkhkkk *khkk *Ahkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkk kkkkk kk kK

ctgagcatcaccagcaagcacggcctgttcctttcgctgaaaggacgtactttcatgttt
ctgagcatcaccagcaagcatggcctgtacctgtcgctgaagggacgcagcttcatgttce

khkhkkhhkhhkhhhkhhkhhhhhhk *hkhkhkhhkk *hkk *hkhkhkdhkx *kkkk % *ok ok ok ok ok ok ok

ctcgccgattccgacgecgaaagaccgtgtgttgtaccgtcgecategttcgeccaagtggge
ctcgeccgattccgacgeccaaggaccgegtgetgtaccggegecatcatcaagcaggtagge

khkkkhkhkhhkhkkhhkhhkhhhk *k *hkhkk *hkk *hhkkkkk *hkhkkkx % *kk kk Kkkk

agagtcgacaacctgttcattggcatggaatgtgacggggcaccgttaagttggctttat
aaggtggacaacctgttcatcggcatggagtgcgacggtgcgcctctgacctggctttac
*

Kk Kk Kkhk Ak Ak Ak kA kA hkhkdkk *Fhkhkkhkhkkk *k *khkkkk *k k% * *kkkkk kK

ggaccctatttgagcaaccctatcggtcgcaaggaagatgagtcgcggecgettgtceccggg
ggtccttatctgagcaacccgataggccgcagagaggatgagtcgcggegtttgtctggg

kk kk kkk khkkkkkkkkhkk kk *k Kkkkk Kkk kkkkkkkkkhkhkhkhkhk Khhkkkk K*k%x

tcggattgtgaacgggcttggaggattgtcgaagagtgtgggtgttccecgagegetggtt
tcggattgcgagcgcgcctggcgcatcgtcgaggagtgcggctgcagccaggcgctggtt

kkkkkhkkkhkk Khk *kk K*k Khkk Kk *k Khhkkkk kkkkk K%k * % Kok kkkkkkk

tatgccatggggcaggagtcctggttccgetttgtcgtcggecttggagtacacgecccgac
tacgcaatgggccaggaatcctggttccgtttcgtggtgggcttggagtacaccccggac

Kk kk kkkkk KAhkhkhkKk KAhkkkkkhkhkhkhkk kk kk kk KAhkkkkkhkhkkhkhkkkk kk kkk

aaaaagcagatcgtcgaatccgacgtgttcgtcgatcgttgccggcaagecggtctggat
aagaagcagatcgtcgaatccgacaagtttgtcgaccgttgccgccaagccggcatggcg

Kkk kkkkkhkkhkkhkhkhhkhkhhkhkkh*k Kkkk Khhkhkkk hhhkhkkhkhkhkk *hkkkkkkkx * %k K

ggagaacgtctacacggctgctgcaccgtgcttctatga 1599
gcgcagcgtttgcatggctgccaaaccatgctgctgtag 1596
* * * * ok kkkk * % % * k k% * * *

960
957

1020
1017

1080
1077

1140
1137

1200
1197

1260
1257

1320
1317

1380
1377

1440
1437

1500
1497

1560
1557

Abbildung A34: Alignment von frsH aus dem bcfrs-BGC und dem cufrs-

BGC.
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H* R H o HH H* R H o HH H* R

H o HH

Percent Identity

1: frsA_Burk
2: frsA_Chro

Percent Identity

1: frsB_Burk
2: frsB_Chro

Percent Identity

1: frsC_Burk
2: frsC_Chro

Percent Identity

1: frsD_Burk
2: frsD-Chro

Percent Identity

1: frsg_Burk
2: frskE_Chro

Percent Identity

1: frsF_Burk
2: frsF_Chro

Matrix

100.00
70.46

Matrix

100.00
72.15

Matrix

100.00
67.88

Matrix

100.00
69.69

Matrix

100.00
69.93

Matrix

100.00
72.69

- created

70.46
100.00

- created

72.15
100.00

- created

67.88
100.00

- created

69.69
100.00

- created

69.93
100.00

- created

72.69
100.00
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Percent Identity Matrix - created by Clustal2.1

H o H

1: frsG_Burk 100.00 71.52
2: frsG_Chro 71.52 100.00

Percent Identity Matrix - created by Clustal2.1

H* o H

1: frsH_Burk 100.00 77.26
2: frsH_Chro 77.26 100.00

Abbildung A35: Percent Identity Matrizes der Alignment von frsA-frsH aus
dem befrs-BGC und dem cufrs-BGC.
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CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

FrsA_Burk
FrsA_Chro

FrsA_Burk
FrsA_Chro

FrsA_Burk
FrsA_Chro

FrsA_Burk
FrsA_Chro

FrsA_Burk
FrsA_Chro

FrsA_Burk
FrsA_Chro

FrsA_Burk
FrsA_Chro

FrsA_Burk
FrsA_Chro

FrsA_Burk
FrsA_Chro

FrsA_Burk
FrsA_Chro

FrsA_Burk
FrsA_Chro

FrsA_Burk
FrsA_Chro

FrsA_Burk
FrsA_Chro

FrsA_Burk
FrsA_Chro

FrsA_Burk
FrsA_Chro

--------------- MQMDIWMVQKIAADYPNCIAEYLHFRGALDGPHFLGALHCVAREA
MKNSESPIHHFQASSAQLDVWISQEVSPNLPNNIAEYLNLAGSLDAGLFLQALSQVASES

* * * * .k k ***** . * ** **x k% * % *

SELRCNLHHDGVRLIKYHRDLAEWVPDFIDVSTEANPEATALSIMRSQVVKSVDMRTDAL
AELQYNFRHDGLQLTKFRRDDEGWEPDFIDVSTHGEPEHAALRAMRERVEKPFDLARDAL

skk e ke akkka ok ke s kk * kkkkkkokk akk .k Kk *Kk .k K * . * %k K

FRWCLIRLSDEHHIFFHAYHHIVMDGVGYVLLLERVAEVYRALRSDLPLPACRFATASAI
FRWTLIRLADERHIFCHVYHHIAMDGAGYVMLLQRIAEVYGALREGQPAPACGFADADAI

kkk Khhkkhkkokkokkhkk Kk Khhkkhkk Khkk Khhkkokkokohkkk Kkkk * kkk Kkk Kk K%k

VDDEVRYRASEQFAVDRAFWQARAALQAKAEPPLPLSGEPFLAFAESAVIPEAGRLSLKA
VREEERYRQSEQFAVDRAFWQARSAELATAEPPLPAADGPFLAFAQTAVIPEDACGGLRM

* * * % % ************** * * *kkkkk . ****** *****

AAERLGVSLSRLLSAAIIAYFRRWDGQNEMRFRLAVSARSEVTMQAPGYMAHALPLQASF
TAERLGVSQSRLLTAAIVAYFHRWGGQQEILFRLAVSARSDATRHAPGHLAHALPLLASL

skkkkkkkhk hhkkkokhkkokkhkokkh hhkoka khhkhkhkhhkhhkhkas % hkkoohkhkhkhkhkx k%,

TPHTSLADIVRQLDGEVRCMRPHIRYRAEDIVRDWASTGGVQGAQGPVINIMPFSYAFDF
PPRASLADIARQLDGEVERMRPHTRYRAEDIVRDQAGAGLGRGAQGPVINLMPFAYRFEF

kaakkkkhkk Kkhkkkkkk kkkk khkkkkkkkkk Kk oK% akkkkkkkk o kkk ok koK

GECRVTSAHQLTVGLLNALEVAVHDRKIGDGLHIDLYAPQACGSPVQLQQHVRRLARFIE
GACRVESAHQLTVGVLDTLEVAVHDRKNGDGLHLDLYASERGCPPEPLRRHALRLARFIV

* kK k% ******** * ********* ***** *kkKk . .k *kkkk Kk

VATAVPQSPIDTLPWLDESERRQLLEEWSGNALDLGEITLAELFEVQATRQPNAVALEGP
EAAAEPSQPVSDIELLDEAERRQLLVDWNRTGPDHGQATFPQLFETQAALTPHAVALESP

*:* *..*.. : ***:****** :* : :***.**: *:*****.*
DERVSYGELDARANRLASHLQSLGVGPDVVVGVCLERSIDMVVAILGIAKAGAAYLPLAP
DARLSYAELDARANRLARHLQSLGVGADVLVGICLERSIDMVVAVLGALKSGAAYLPLSP

k kaukk kkkkkhkhkkhhkkk Khhkhhkhhkhkkhk hkokhkkohkhkhhhhhkhdkkh.kk kakkkkkkk ok

DYPTERLAYMLTDSMAPVLLTESKQVERLPSYWGHLVKLDRLDLSGQASSAPARALRPDH
EYPTERLAYMLGDSMAPVLLTDSAQVERLPSYWGRVVELDRLDLDALPDSAPERALRAEH

IR R kR kPSS R PRI P *kk kkkk .k

LAYVIYTSGSTGQPKGVAVSHAGLAGLVKSQEERFAVAGPVRVLQFASLSFDAAVMEILM
LAYVIYTSGSTGQPKGVAVSHAGLAGLAGSQTERFALQGPTRVLQFASLSFDAAVMEMLM

khkhkkhkkhhkhkhhkhhkhhkhhkhhhkhkhkhkkx kk kkkka kk khkkkkkhkhkhhkhkkkkkk o okk

AFCSGGRLVLPAAGPLLGEQLEETLNRYAISHALIAPSALETVEAEVVPGLSTLVVGGET
AFCSGGRLVLPAAGPLLGEQLLDTLNRHEISHALISPSALSTADAALAPVLRTLVVGGEA

kkkkhkhkhhkhhkhkhhkhhhhhhhkdh hhkdhko *hkkdhhkk.hhhk*d * oK%k o« * % *kkkkkkk.

CSGATAASWSQGRRMVNAYGPTEATVCVTMSKPLSGSDKPKLGRPTLGAKLYVLDSTLQP
CPGATVAAWSAGRRMVNAYGPTEATACVTMSEPLSGDGAPKLGRPTHNARLYVLDGALQL

* kkKk kKakk KAk AkkAkAkkAkkhkhkhkhkk khkkkk . kkkk *kkkk kK *ekkkkk kK

VPVGVAGELYIAGRGLARGYYQRPGLTAERFVANPYGKGERLYRSGDLAHWSGEGELEYL
APVGVAGELYIAGAGLARGYLNRPGLTAERFVANPYGEGERLYRSGDLARWTEEGELEYL

khkhkkhhkhhhhhkhk hhkhhhkhk hhhhhhhhhhhhhhhk o hkhhhhhhhhhhkok, *hkkhkkhxk

GRVDQQLKIRGFRIEPGEIETVLCQHPQVREAVVVSR-TNGRDTQLVGYVTIRGEVDGQA
GRSDQQVKVRGFRIEPGEIEAVLNRHPQVSQSVVVARQSQGGDSQLVAYVAAVGGVEGSE

Kk kkk ok akkkkkkkkkkkakk akkkk . akkkak .k Kaokkk Kk, * k. k
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FrsA_Burk
FrsA_Chro

FrsA_Burk
FrsA_Chro

FrsA_Burk
FrsA_Chro

FrsA_Burk
FrsA_Chro

FrsA_Burk
FrsA_Chro

FrsA_Burk
FrsA_Chro

FrsA_Burk
FrsA_Chro

LRRQVANWLPEYMVPAVVLVLEELPRLPNGKLDHQALPAPEYTGKRYQRPRNAQEEILCG
LRRLAAGQLPEHMVPAAVVVLESLPQLPNGKLDRKSLPAPEFGGSHYQRPRNAQEEMLCG

* % % * R IR S Sk I I S S I kPRI Ok PR IR R P

LFAEVLEVGSVGIDDSFFDLGGHSLLATRLISRIRATMNIELSIRDLFECSSVASLSRHI
LFAEVLDMEKVGRGDSFFDLGGHSLLATRLIRRIRETLDVELSIRDLFEAPCVTELSRHI

Kkkkkhk oo * % khkhkkhkhkhhkhhhkhhkhhkhk Khhkk *aoookhhhhhdhhkk ka0 kkkkk

VIGNQSWNPYEVLMPIRASGNRHPLFCIHPEGGLGWSYIGLALHLDHLQPIYTLQARGLD
AEGGDSKSPYQVLMPIRATGGRHPLFCIHPEGGLGWSYIGLALHLDHEQPIYTLQARGLD

* kkokhhkhhhk ok hhhkhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhdhdh *hhkhkhhhdhhkrx

GVSKLASSIRDMAADYIQQIRTVQPDGPYHLLGWSLGGLVAQEMAVQLERADEKVALLAI
GMSELAPSIPDMAADYIEQIRSIQPNGPYHLLGWSLGGVIAQEVAVQLERVGEKTALLAI

E IR I Sk S S S S I PRI P R S PRI S P **k kkkkk

LDTFPIEILHDAMFGKQACAYDIFAQVVQDMHAMQIDEDRLKSMYQIGLNHMKITATFSS
LDTFPIEILHEAMFGKQACAYDLFARVVQEMYLMPIEEARLKSMYLIGLNHMKITAAFSS

khkhkkhhkhhhkohhkhhhhhhhhkokhkhkokhkokhke % Kok hhkhhhhk Shkhhkhhhdhhkh.kkx

SHYRGDLLLFRSTIPYADDALMPQPETWSPYISGILEVHEVECTHMEMMQKDVTKVIGQI
SHYGGDLLLFRSLIPYAEDALMPEADTWQPYLSGQLEVHDIECTHMDMMQRDVLKIIGPV

khkk Khhkkhkhkkhhkk Khhhkokhkhkhhkhas oskk Khkokk khhkkohhkhhkhkohkdhkokk *ok%

LKSKLSKTAEK*- 1255
LESKLSVTAVKQ* 1272

*ekkkk *kk Kk

944
960

1004
1020

1064
1080

1124
1140

1184
1200

1244
1260

Abbildung A36: Alignment von FrsA aus dem befrs-BGC und dem cufrs-

BGC.

CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

FrsB_Burk
FrsB_Chro

FrsB_Burk
FrsB_Chro

MSNPFDDKDGIFKVLVNDENQHSLWPDYITVPSGWNTVFGPASRDACLDYVENNWTDMRP
MSNPFDDKDGVFLVLINDENQHSLWPDYIAVPAGWSQSFGPASKQTCLDYIETSWTDMRP

LR R R P S P R P P KXKKK 2 o s XXX K o % * Kk kK k Kk

KSLIDAMQSDET* 72
KSLIDAMECDDK* 72

kkkkkhkkkhka ko K%

60
60

Abbildung A37: Alignment von FrsB aus dem bcfrs-BGC und dem cufrs-

BGC.

244



CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

FrsC_Burk MTTPVRVVISGAVGRIGNSLLFNIASGQLLGSEQPVVLSLLEASSRLPMLSGVLMELHDG 60
FrsC_Chro MKNSVRVAISGAAGRIANNLLFSIASGQLLGDQQPISLSLLETPARLSMLNGIAMELHDG 60
. *** **** *** * *** ******** ** ***** ** ** * *kkkk Kk
FrsC_Burk AFPLLANVEIHDDPWLAFDGADYAFLISSPPDSLSEASKTADARMENHGATFAVHGRALN 120
FrsC_Chro VFPLLAGVEVSDDPWQAFEGADYVFLISSPLDSLATASKTADARMEQHGNTFALHGKALN 120

Kkkhkkkhk Khhko Khhkkk Khkhkokhkhkhk Khhkhkhkhkk Khhkhk. Khkhkhhhkhhkhkokhkk *khkkaokhkk.kk*k

FrsC_Burk GVANRDVKLLVVSNPVMLNALTVQRNAPNLDPSCICGMMRLDHNRAHALLAHKARVHLSE 180
FrsC_Chro DVASRDVKILVISNPVMINALMVQRNAPDLNSSCISALMRLDHNRAHALLAHKAGASLAD 180
.**.****:**:*****:*** ******:*: ***..:**************** .
FrsC_Burk VRKVIVWGNHSRTQYPDFDHATIGGIPACNLISHDWLRQDSVDIVRQRGYAVIDAYGGLR 240
FrsC_Chro VRKVIVWGNHSSTQYPDFYHATIGGVRVDALLENDWLHQVSIGLVRQRGYAVIDAYGGLR 240
khkkkkkkkkk*x *hkkkkk ******: . *:.:***:* *:.:****************
FrsC_Burk AASSAAKAAIDHMRDWVFGTREGDWTSMGVFSDGSYGVPAGIFFGYPVVSHQGDLHIVKN 300
FrsC_Chro AASSAAKAAIDHMRDWIFGTRDGDWTSMGVLSDGSYGIPSGIFFGFPVVADGGQVNIVQG 300
****************:****:********:******:*:*****:***:. -:: :
FrsC_Burk LRPNPIVLEKIHLSADEIYQRSKNFKLI* 328
FrsC_Chro LQICPERLEKIHHSADEIYRRCQQFNLL* 328

* kkkkkhk Khhkkkhkkk ok o akokak

Abbildung A38: Alignment von FrsC aus dem befrs-BGC und dem cufrs-
BGC.
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CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

FrsD_Burk
FrsD-Chro

FrsD_Burk
FrsD-Chro

FrsD_Burk
FrsD-Chro

FrsD_Burk
FrsD-Chro

FrsD_Burk
FrsD-Chro

FrsD_Burk
FrsD-Chro

FrsD_Burk
FrsD-Chro

FrsD_Burk
FrsD-Chro

FrsD_Burk
FrsD-Chro

FrsD_Burk
FrsD-Chro

FrsD_Burk
FrsD-Chro

FrsD_Burk
FrsD-Chro

FrsD_Burk
FrsD-Chro

FrsD_Burk
FrsD-Chro

FrsD_Burk
FrsD-Chro

MEIWLAQQLRKDLFINIAEYLQIDGVLDIALFMDALHRVLQEAIVLHVNFSGHVDRPVQF
MEIWLAQQLMPDSPNNIAEYLHLSGPLDPDLFFKTLRQVASETPALQVNFSIEDGRPCPV

*kkkkkk kK * ****** . * * % ** . . * * %k k%

LRTSKGCAPSFIDVSAQSDPFFAAQRAMRELAHSPFDLGQDALFRWCLIRLSDEHHIFFH
SRVHEDWSPDFIDVSTHGEPEHAALRAMRERVEKPFDLARDALFRWTLIRLADERHIFCH

* . ek kkkkk e .k *k kkkkk Kkhkkhkk akkkkhkkk Khhkkkokka.khkkk K

AYHHIVMDVAGYVLLLERVAEVYRALRSDLPLPACRFATASAIVDDEVRYRASEQFAVDR
VYHHIAMDVAGYVMLLQRIAEVYGALREGQPAPACGFADADAIVREEERYRQSEQFAVDR

kkkk hhkkkkhkkkohkokohhkhkk K*kk *k kkk Kkk Kk Kkkk ok Kkkk Kkhkkkkkkk

AFWQARAALQAKAEPPLPLSGEPFLAFAESAVIPEAGRLSLKAAAERLGVSLSRLLSAAI
AFWQARSAELATAEPPLPAADGPFLAFAQTAVIPEDACGGLRMTAERLGVSQSRLLTAAI

*kkkkKk ok * kkkkkk . khkkkkKk o o kXX kK * . skkkkkkk kkkk . kkk

IAYFRRWDGQNEMRFRLAVSARSEVTMQAPGNMAHALPLQASFTPRTSLADIVRQLDGEV
VAYFHRWGGQQEILFRLAVSARSDATRHAPGHLAHALPLLASLPPRASLADIARQLDGEV

skkkakk kkaka Khhkkkhkkkhkhkhka Kk skkk.akkkhkhk Khk. Khk.khkhkkk khkkkkkk

RCMRPHIRYRAEDIVRDWASTGGVQGAQGPVINIMPFSYAFDFGECRVTSAHQLTVGVLN
ERMRPHTRYRAEDIVRDQAGAGLGRGAQGPVINLMPFAYRFEFGACRVESAHQLTVGVLD

kkkk khkkkkkkkkk Kk K% skkkkkkkkokhk ok Kkakk Khhkk khkkkkkkkkk .

ALEVAVHDRKIGDGLHIDLYAPQACGSPVQLQQHVRRLARFIEVAAAVPQSPIDTLPWLD
TLEVAVHDRKNGDGLHLDLYASERGCPPEPLRRHALRLARFIVEAAAEPSQPVSDIELLD

********* ***** *kkk . .k *kkk Kk Kk * % % * * .

ESERRQLLEEWSGNALDLGEITLAELFEVQATRQPNAVALEGPDERVSYGELDARANRLA
EAERRQLLVDWNRTGPDHGQATFPQLFETQAALTPHAVALESPDARLSYAELDARANRLA

*:****** :* : :***.**: *:*****.** *:**.**********
SHLQSLGVGPDVVVVVCLERSIDMVVAILGIAKAGAAYLPFAPDYPTERLAYMLTDSMAP
RHLQSLGVGADVLVGICLERSIDMVVAVLGVLKSGAAYLPLSPEYPTERLAYMLGDSMAP

khkkkhkhkhkhk K kok shkhkhhhhhhhkhkohhko *kokhhkhhhoohohhkhhhhhkhdhd *hkk*x

VLLTESKQVERLPSYWGHLVKLDRLDLSGQASSAPARALRPDHLAYVIYTSGSTGQPKGV
VLLTDSAQVERLPSYWGRVVELDRLDLDALPDSAPERALRAEHLAYVIYTSGSTGQPKGV

Rk PR Sk PR I R S kI R R R

AVSHAGLAGLVKSQEERFAVAGPVRVLQFASLSFDAAVMEILMAFCSGGRLVLPAAGPLL
AVSHAGLAGLAGSQTERFALQGPTRVLQFASLSFDAAVMEMLMAFCSGGRLVLPAAGPLL

Kok kokkkokkokk kk khkkka Khk khkkhkhkhkhkhhkhkhhhkhk s hhkhhhhhkhkhhhkhkhkhkkx

GEQLEETLNRYAISHALIAPSALETVEAEVVPGLSTLVVGGETCSGATAASWSQGRRMVN
GEQLLDTLNRHEISHALISPSALSTADAALAPVLRTLVVGGEACPGATVAAWSAGRRMVN

khkhkk akkkka khkkkkkokkkk *k ok o 0k k khkkkkkk.k kkk Kk.kk khkkkkk

AYGPTEVTVCVTMSKPLSGSDKPKLGRPTLGAKLYVLDSTLQPVPVGVAGELYIAGRGLA
AYGPTEATACVTMSEPLSGDGAPKLGRPTHNARLYVLDGALQLAPVGVAGELYIAGAGLA

*kkkkkk *k *khkkkk o kkkk *kkkk Kk Kk *ekkkkk kK *hkkkkkkkkkk*x *kk

RGYYQRPGLTAERFVANPYGKGERLYRSGDLARWSGEGELEYLGRVDQQLKIRGFRIEPG
RGYLNRPGLTAERFVANPYGEGERLYRSGDLARWTEEGELEYLGRSDQQVKVRGFRIEPG

Kkhkk akhkkhkhkhkhhhhhhhhkohkhhhhhhhhhhdhhk, *hkhkhhhhhk Shkk.k.hkhhkhkhkx

EIETVLCQHPQLREAVVVSR-TNGRDTQLVGYVTVRGEVDGQALRRQVANWLPEYMVPAV
EIEAVLNRHPQVSQSVVVARQSQGGDSQLVAYVAAVGGVEGSELRRLAAGQLPEHMVPAA

Kkkakk akkka wakkkak aak kakkk koK. * k. k * Kk K * Kk koo kkKkk
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FrsD_Burk
FrsD-Chro

FrsD_Burk
FrsD-Chro

FrsD_Burk
FrsD-Chro

VLVLEELPRLPNGKLDHQALPAPEYTGKRYQRPRNTQEEILCGLFAEVLEVNNVGIDDSF
VVVLESLPQLPNGKLDRKSLPAPEFGGSHYQRPRNAQEEMLCGLFAEVLEVGSVGIDDSF

Kakkkhk Khkokkhkhkhhkkhk oo ohkhhhhkae % shkhhhkhkohhhk . khhkhkhkhdhkk kok ok ok ok ok ok

FDLGGHSLLATRLVDRIRTTLGVELPIRTIFDQPTIAELAVVLPQCQAITRPPLRARRRV
FDLGGHSLLATRLISRIRAALNVELPIRQLFDLPSVAELLEVLPQYQGAARPALQPRRRQ

kkkkhkhkhhkhhhkhhko *hkkook *hkkkhhkk okk ko 2kkk kkkKk Kk ekk k. kkk

ENSDWS* 1025
QHAVRS* 1026
PR * %

959
960

1019
1020

Abbildung A39: Alignment von FrsD aus dem befrs-BGC und dem cufrs-

BGC.
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CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

FrsE_Burk
FrsE_Chro

Frsg_Burk
Frsg_Chro

Frsg_Burk
Frsg_Chro

FrsE_Burk
FrsE_Chro

Frsg_Burk
Frsg_Chro

Frsg_Burk
Frsg_Chro

FrsE_Burk
FrsE_Chro

Frsg_Burk
Frsg_Chro

Frsg_Burk
Frsg_Chro

FrsE_Burk
FrsE_Chro

Frsg_Burk
Frsg_Chro

Frsg_Burk
Frsg_Chro

FrsE_Burk
FrsE_Chro

Frsg_Burk
Frsg_Chro

Frsg_Burk
Frsg_Chro

MQNSAIEVLPLSYAQRRLWFTHCIKGPSPAYNIPLMLRLAGKPAKEALQAALQDVLTRHE
MPIPEIEVLPLSYAQRRLWFTHRFNGPSPTYNIPIALSLSGEPEQPALQAALRDVLARHE

ER R R R R Sk S **** **** * * * * . ****** *** * % %

SLRTLCVEADDGEPMQHILPAQAVTVFRLETHVAASVAEQSEAVVEASRHCFDLSTEIPL
SLRTLVVESEEGAPAQHILPPDAAGTFCLAVQTAGSAAEQAASLETACRHCFDLSREMPL

Kkkhkkk Khkao ok Kk kkkkk .k * K ek ok kkk . aa * kkkkkkk Kkakk

RATLFLAEGAPPLLLLLLHHIAADGDSLPVLAKNLEFAYLARHESRPPEWSLLAVQYADY
RAGLFLADGAEPVLLLLLHHIAADGDSLPVLARDLELAYRSRLRGLAPEWRPLPVQYADY

kk kkkkakk Kkaokhkhkkhkkhhhkhhhhhhhhdhhkoohhkokk % * Kk K * kkkkokk

TLWQREWLGNIGTADSPAAHQLRYWRGALRGMPQVMALPTDRPRPPVATHRGGKVPFALP
ALWQQELLGDLEVPDSLAARQLVYWREALRGMPDVLELPTDHPRPAVASHRGGKAPFALS

skkk ek kk e Kk Kk akk kkk Kkhkkkhkkake Khkhkkakkk kkakkkkk kkkk

AAAHARLKTLAETEAVTLSMVLQAGLSALLYRLGAGSDVVIGGLLAGRNDEALKDLIGFF
AAAHARLKTLAAQQGATLSMALQAGLAALLHRLGAGTDIAVGGLLAGRGEESLKELIGFF

Kkkkkkkkkkkk . Kkhkhkk Khkhkhkkokhkhkkhkohkhkhdhkokae oshhkhhhhkkh okhkohkokhhkhkk

VNAWVLRTDLSGHPDFHVLLRRVREQALQAYSHPDLPFEWLVEQLNPIRSTSYHPLFQVV
VNAWVLRVDVSGRPNFPALLRRVREQALQAYSHQDLPFEWLVEQINPARSTSHHPLFQVA

kkkkhkkk Kkaokkokaok khkkkhkhkhhkhhhhhkdhhk K hkkhkdhhkhhhkohk *hkhk khkhk*

LVLQNNQRARFRLGGLVVEQQVLGTGTAKFDLAFNLFETMSDDGHPLGVTGDLEYACDLF
LVLQNNLSADFHLEGLAVDQRLLGTGTAKFDLAFNLFERQDGDGRPQGLDGELEFASDLF

*kkk Kk Kk * kak kk Kake o kkkkkAk Ak kA Ak Kk kkk Xk ak ke kKakkaok kkk

DPPSAVRLAYRLSRLLEIWSAAPSQSIAILDLLERSEREQALLEWNATTRPLPALTLAEA
DRAGAERLVARFVRLLERWSMQPAHLIAELDLLDDDERRQAVSGWNDSARPLEAGTLACL

* Kk k k. kkkk kK Kkaa kk kkkk. *kk  kk . kKk akkk Kk Kkkk

FETQAALTPEAVALAFGDEVLSYAELNKQANRLARMLVAAGLGPEGRVALAVPRSLDMVV
FEAQAKASPDSVALAFGSEQYSYAELDRRANQLARTLAGAGIGPEDIVALAVPRSLDMVV

*k kK ek kkkkkk K kkhkkk oo okkokkk K kk ok Kk Kk kkkkkkhkhkhkkkk*k

ALLGVTKAGAAYLPLDPEYPAERLAYMLADAKPTLLMTVNAQLGSLSECAGIPVLALDAD
ALLGVVKAGAAYLPLDPEYPRERLAHMLSDATPRLLLATSDTVGGLPAFSGLRVQVLDEP

***** khkkkkkkkkkkk k% **** ** ** * ** . *

SVRDAISQMSGCNLVQSERLCPLQPQHPVCVIYTSGSTGRPKGVMVTHQGIVSLRASQIE
AWREMVARADGRPLAQRERTRPLLPQHPVCVIYTSGSTGKPKGVSVTHQGIASLRASQIE

* . . * * Kk k% khk khkkhkkhkkhkhkhkhkhhkhhhkohkhkkhk *hkhkhkk *hkkhkkkkx

RFGVSAESSVLQFASLSFGAALFEICTSLLTGARLVLVSSIKEALNVETMTALVTRHRLS
RFGVSAGSSVLQFASLSFGAALFEVCMSLLVGARLVLVASAREALNAGAMAELARRHGLS

kkkkkhkk hhkhkhkkhkhkhhkhkhhkhhkhhhkokhk *kk *hkhkhkhkok kkk*x . * * Kk kK

HMVVPPSALDTLCADRLPRTVRIMVAGEHCPAHLVERWSADRFMVNGYGSSEVTVCATMS
HVVLPPSALEALASERLPDSLGIMVAGEHCPAHLQERWSAGRLMVNGYGSSEVTVCATIS

LI IR S S PRI PRI PRI Sk Rk kS Sk S I Rk P

QPLSGRALPPMGAPNANTRLYLLDAGMQPVPAGVMGELYVAGEGLARGYLSRPGLTAERF
LPLSGRGAPPMGLPNANTRLYVLDAGLQPVPVGVPGELYIAGDGLARGYLRRPGLSAERF

* ok k kK khkhkk hhkhkhkhhkhkohkhhkohkhhkkhk *k hhkhkokhkkohkhhkhhhkkhk *hkkk.*kk*k

VANPFEPGWQMYRTGDLARRDIDGRLDYLGRVDHQVKIRGFRIEPAEIEAALRQLPGVAQ
VANPFAEGERMYRTGDLARRGGDGRLEYLGRTDHQVKIRGFRIEPAEIEAVLRRLSGVAQ

* ok ok ok Kk * akkkkkkkkkKk khkhkkokhhkk *hkkhhkhkhkhhhkhhhhhdhhdh *kok *kk*k
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Frsg_Burk
Frsg_Chro

FrsE_Burk
Frsg_Chro

Frsg_Burk
FrsE_Chro

Frsg_Burk
Frsg_Chro

FrsE_Burk
Frsg_Chro

Frsg_Burk
FrsE_Chro

Frsg_Burk
Frsg_Chro

FrsE_Burk
Frsg_Chro

Frsg_Burk
FrsE_Chro

Frsg_Burk
Frsg_Chro

FrsE_Burk
Frsg_Chro

Frsg_Burk
FrsE_Chro

Frsg_Burk
Frsg_Chro

FrsE_Burk
Frsg_Chro

Frsg_Burk
FrsE_Chro

ATVVAWEEVPGAKQLVGYVVPKEGVMLEPRAMRRELAEHLTDHMVPAVLVELSALPRTPN
AAVVAREDAPGVRQLVGYVVAATEAKLDAQGLRRQLAEHLPEHMVPAALVELAALPRTPN

Kkakkk Kk Kkk akkkkkkKk W oakkakkkkk akkkkk Khkkhkk . kkkkkkk

GKLDRSALPAPVFVTEGYREPRTAKECTLCQLFAQVLDLPQVGIDDAFFDLGGDSISSIQ
GKFDRGALPVPTFAAEGYRPPRTAEERALCQLYAQVLDLSKVGIDDGFFDLGGDSISSIQ

Kk akk kkk k k akkkKk Khkhkkak akkkKkakkhkhkhkKk sk kkhkKk Axkkkk kA kkkkkk

LASRARKRGWHVTPNQVFRYPRVQDLATVMLPLTNGVDSVQEEPCGDLTLTPILRWMWEN
LASRARKAGWLLTPNQIFRHPRVEDLAAELKPVESDRNERVDQACGDLPATPIIHWMLAA

Kkhkhkkhkkkhk *k oskkkkokkohkkokkka o e Kk ok ok Kkkk o o0 kK

GPYRLFHQSQLLRAPSGLRRADLLAMVQALLDHHDALRMRLHEDDG-EARMTILPVGTTR
PPYRRFNQSQLLRTPGGLKRDDLLAALQALLDHHDALRLRLDAAASDEALLSIPPAGSVR

kkk Kkakkkkhkkkhk ok kkaok Khhkkk shkhkkkkhkhkhkhkk o kk kKk ok Kk k. Kk

AEDCVRRIEIVGVDAVERQVVLARETDEAILRLDSECGRLVQVVWLDAGSEEGWLRLVIH
AGDCLRRIDAVGRDEAEWHLLLAREGEAAAERLDCEAGLLLQAVWLDAGDEAGRLLLVIH

* *kkakkka. *kk * * saakkkk . Kk *k*k *k *k kak *kkkkkk *x *x Kk K*kkk

HLAVDGVSWRVLLSDWQQAWADVCVGCAISLDPVGTSFRNWALCLQRDAQSPQREAELAY
HLAVDGVSWRVLLPDLQQAWQAASQDRAIALDPVGASFRLWSLHLGQEARSSQREAELAH

kkkhkkkhkkhkhkhkkhkkhkx * *kk*x kkakhkkhkokhkhkkhk Khak Kk o akok Khkkkhkkk.

WCSMLSTTDMPLGRRAFDPARDTTRTKQSLSLSLPVRTTQALLTQAATRFHAQANDVLLT
WKWALAAEDPLLGPRPYDSARDATRTRQSLSLALPPAVTQALLTQATARFHAHANDVLLT

* kk ok ok kkkakkkokkkkk o okk kkkkhkhkhhk o okhhkhk o khkkdhkkhk

VFVLAMAAWRRQCMGHAPDALLFDLEGHGRETQDTAIDLSRTVGWFTSLFPVRVRLDAVD
VFALAVAVWRRRRLPEAPAELLFDLEGHGREARDTGIDLSRTVGWFTSLFPVRLALDCAG

Kk kk ek kkk. . * % R R R R R S S Sk PRI S S P

LDDALGEGASLGRLLKSVKEQLHALPDRGLGFGLLRYLNQGTAAELAAHGQPQIGFNYLG
LDEALKGGDSLGRLLKSVKEQLRAIPDRGMGFGLLRHLNPGARGELAALSSPQIGFNYLG

* koo kK Kk hkkkkhkkkhkkhhkhkokohhkhkohhkhhhkaokhk *. * Kk Kk k kok ok ok ok kk kK

RFAASEGGDWQLASDVGIEAGQDPEMPLPHPLSFDAHTLDRTHGPELTAIWSWGSELFSS
RFTAAEGEDWQPAGCAGIEGGQDPDMPLPHLLSFNAQTLDREQGPELHAIWSWAGELFDQ

kkokokk Kkkk K* kkk Khhkkhkkokkkhkkkhk Khhkkokokkhkk hhkhkk Khkkkk * Kk K

DEIAELAQLWQQAAMALAEHVTRPGAGGRTPSDLPLVHLHQAQIEQLEVEYPRIEEVLPL
EQIAELAQLWRQAAVALAEHASRPEAGGRSPSDLPLVGLEQTQIERLEAEYRPLEDVLPL

PRI Ik PIE S I Sk S Ok I O I A SRk I G sk ek kk ok

SPLQKGLLFHGLYDPAGVDPYVERLIYALEGELDAGALKQAVHGLLLQHSNLRACFVDLG
SPLQKGLLFHGLYDPAGVDPYIERVTYQLEGELDPAAMKRAAHGLLQRHGNLRACFVDLG

khkhkkhhkhhkhhhkhhkhhkhhhhhkhkhkas * *hkkkkx Kkakaek Khhkkk ok Khkkkkkkkkk

RGQPVQVIVPLSALPWQEIDLSMLGEDEQQAVLEQMQEEDRHQRFDLSHAPLLSFVLIRL
KGQPVQIISQLEALPWQDIDLSMLAGDERQAMLAQIREQVRSQRFDLGRAPLLSFTLIRL

ckkkok koo Kk *k kkkkk o kkkkkk kkokk ok ke ake *k Kkhkkhkkk khkkkkkk Kkhkkk

AVDRHRLIMSNHHILLDGWSGPLLWRELMKLYRSGGDLRAIPRVTPYRDYLDWLARRDLE
AADRHQLIMNNHHILLDGWSEPLLWRELMTLYRNGGDLGAMPRVTPYRDYLVWLGRRDHE

* kkkakkk KAk AkAkAkAkAkhkhkK*k *Ahkhkhkhkhkhkk *khkk *khkkk kakkkkkkkkkk kk kkk Kk

PDRMAWRGYLRDLVTPTLLAPAAPTEYVIQETYERALPDALASGLTALAEQLGVTLNTVI
ADRQAWRHYLAELETPTLLSPEPPAAYVDQETYSLALPPALAQALAARAAELGITLNTLV

kk kkhkk kk ok kkkkk .k Kk kk kkkk Kk kk  Kkkk Kkak Kk akkakkkkoao
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Frsg_Burk
Frsg_Chro

FrsE_Burk
Frsg_Chro

Frsg_Burk
FrsE_Chro

Frsg_Burk
Frsg_Chro

FrsE_Burk
Frsg_Chro

Frsg_Burk
FrsE_Chro

Frsg_Burk
Frsg_Chro

FrsE_Burk
Frsg_Chro

Frsg_Burk
FrsE_Chro

Frsg_Burk
Frsg_Chro

FrsE_Burk
Frsg_Chro

Frsg_Burk
FrsE_Chro

Frsg_Burk
Frsg_Chro

FrsE_Burk
Frsg_Chro

Frsg_Burk
FrsE_Chro

QGAWGRVLGCLTTSQDVMFGSNVAGRPAELNGIEDMIGLFINTIPLRVRWSRGESIGDVL
QGAWGRVLACLTMSQDVVFGSNVAGRPAELGGIEDMVGLFINTVPLRVRWTRGESIADML

khkkkhkhkkhkk Khhkk Khhhkohhhhkhhhdhhhhkdh *hkhkhkohkhdhhhkohkhhhdhkohhdhhkkd *.%

KRIQSEQVDLLEHQYLDLVEIQSQASHRDLFDSVYAFENYPVHANDEDEASGPRVKVVSG
VRLQAEQVGLLEHQYLDLAEIQELAGLGDLFDTVYAFENYPVFGDGGASAAGPRVTGVSG

*Xaekaekkk *khkkkkkkkk *kk * Khkkk o kkkkkkk kK . * ok kk Kk * % %

GSTTHYPLGLIVNPQAGLSLLFSYRPDCYRRCDIERIAAYLQCVLEAFAVDSTQPIAQLD
GSTTHYPLGLIVNPQSGLSFLFSYRPDLYLPEDIQRIAGYLQLTLQAFADDPAQSVAGLE

khkhkkhhkhhkhhhkhhhkohhkhk . hkhkhhkhkx * kkokkk kkk Kk akkk Kk .k

LLPPEQANGIAQWNDTQHACPSADLAQLFERQVRLTPDASALTFGSQTLSYAVLNACANR
LAPVEQAGWLRSWNDTGHAYPDGDLAQLFERQARLTPNAQALIFERQSLSYAALNARANQ

* Kk Kkkk . kkkk kK K kkkkkhkkhkhkk *hkkkok *k K kakkkk Kkkk Kk

LARWLLMHSIGPDDVVAVALPRSIDLVIALLAVVKSGAAYLPLDADYPRNRLDFMLTDAR
LCRVLLAHGVGPDDVVAVALPRSIELVVALLAVVKSGAAYLPLDADYPRERLDFMLADAR

E I I I I S R R Sk I S P R R R I I

PRALLTNGSMVEALSPAAGTQVLLLDAPEWTAARNHLDDRDMVVTERKQPLRPLDAAYVI
PAVLLSNAAMAGILSPADGTRLLSLDEPGLLSAQDGADSGDLAAGERRRRLRPQDAAYVI

* kk ok .k khkkhkk Kk ok Kkk K . . * * . Kkkow Kkhkk Kkkkkk

YTSGSTGLPKGVVNTHHGIVNRLTWMQSAYRLDASDVVLQKTPFSFDVSVWEFFWPLLNG
YTSGSTGKPKGVINTHQGIVNRLAWMQSAYRLDASDTVLQKTPFSFDVSVWEFFWPLLEG

khkhkkhkhkkhk Khhhkkhkohhkhkokhhkhhh o khhkhhkhhhhhhdk Fhhhhhhhhhhhhhhhhhkhhdh .k

ARLVMAVPDGHRDPAYLAELIQRQGVTTLHFVPSMLDAFLNEPSSRQCLSLKRVLCSGEV
ARLVLAVPDGHRDPAYLAALIQRERVTTVHFVPSMLEVFLREAGSRQCLSLRRVLCSGEA

KhkhkKk o kXX dk XA hhkhkhd*x *hkkkas **xkokkkkxxx. **%x % khkkkkkk o kkkkk kK

LSGNLAALQQHVLKRPLHNLYGPTEAAVDVTAHACDPNDTGSSIQIGKPIWNTRIHVLDE
LSGELSALHRQVLGSPLHNLYGPTEAAVDVTAHACENGETGVSVPIGAPIWNTRIHVLDA

kkk ok okk o oo kk khkkkhkhkhhkhhhkhhkhkhkhhkkhk. akk k. kk kkkkkkkkkkk

GLRPVPLGVAGELYIGGTGLARGYLNRAGLTAERFVANPYGEGERLYRSGDLARWNAEGE
GLRPAPVGVAGELYIAGAGLARGYLNRPGLTAERFVANPYGEGERLYRSGDLARWTEEGE

khkkk Kaokkhkkhkhkdhhk Khohhkhhhhkhdhhk *hhkhhhhhhhhhhhhhhkhrhhhkhkhkx * Kk K

LEYLGRLDQQLKIRGFRIEPGEIEAALCRHPLVSQAVVIAREDTPGHKQLVGYVVLDDAA
LEYLGRADQQLKVRGFRIEPGEIEAALCRHPSVAQAAVIAREDTPGHKQLVGYVVLDDAA

R Rk R S I R R R R I I R R R R

ALQRDAEDETRQVQAWRQVYDTLYEAHCQQPFGENFGGWDSSYDGQPLPLEEMRAWRQAT
ALQRDEDSESRQVEAWQQVYDTLYDAHQHQPFGENFGGWDSSYDGQPLPLAQMREWRSAT

khkhkkkhk o kakkkokkokhhkhhhkhkohkk shhhhhhhkhhhhhhhhhhhhhdk xkk %k %%

VERIRELQPRRVLEIGVGSGLLLAPLAPECEAYWGTDLSPTTIAVLERQLSEQTFGDRVR
VERIRELRPRRLLEIGVGSGLLLAPLADACEAYWGTDLSPATIAVLEKQLETQSCRDKVR

khkhkkhkhkkhk ohhk o khhkhhkhhhkhhkhkhkkkx kkkkkhkhhkhkhkokhhkhkkokk * . * 0k Kk

LFALGAHELLKLPEGNFDVIVINSVLQYFPNAAYLTEVIKQSLERLSPGGALYLGDVRNL
LFALGAHELARLPAMRFDCIVINSVLQYFPNAAYLGEVIEQALARLEAGGALYLGDVRNL

kkkkkkkkk kK Kk Kk kkkk XAk kA kA hkhkhkhkk *hkkaokok kK khkkkkkkkkkkk

ALLDVFATAVDLCQVGTETDAASLRRRVEQRLLAEKELLVSPAFFSRLRETLPQIGAVDI
ELLPSFAAAVELRQSEPEVDAAALQRRVSQRLLAEKELLLAPDFFSRLREQLPQIGAVDI

* % Kkkokk ok K Kk hkkakakkhkk khkkhkhkkhkhkhkhhkao ok khkkhhkhkk *khkkhkhkkhk
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FrsgE_Burk RLKRGEAVNELNRYRYEAVLYKEPCEAVSLSKVETQTWSDVGNMSACRTRLMQYASMWRI 2759
Frsg_Chro RLKRGEAANELNRYRYEVVLRKGPCQARSLASAAAEPWSSLGSLSACRERLSVGGDALRV 2760

******* ********* * % % ** * ** . * **** * %

Frse_Burk EGIPNARLHGEVLVTRRLKSEEGLASWRRWLDESGGVEPEDLYRLGAELGYRVVLTWSNQ 2819
Frsg_Chro TGVPNALLHGEAAAARELKAGGSPSALLARLDENGGVRPEALRRLGAELGWRMLATWSRQ 2820
*:*** ****. .:*.**: . s ***.***.** * *******:*:: ***.*
Frse_Burk PDHFDAVFLPEQQRGALDAVYRTPPVLKPLSGYVNNPANFEQFAAIRRYVGEQLPDYMVP 2879
Frsge_Chro AGHFDAVFVRGEDGEALDGVYQPAGALQPLSGYVNNPANFEQYAAIRRYALEQLPEYMVP 2880
.******: . ***.**: .*:**************:******. ****:****
Frsge_Burk AALVLLEGLPLTPNGKLDRRALPAPEFGTACYRAPGSKQEKVLAQLFAEVLGLPQVGVDD 2939
Frsg_Chro AAIVLLDALPLTPNGKLDRRALPAPEFGGTGYRAPESEREQLLARLFGEVLGLPQVGADD 2940
**:***:.******************** : * %k k% *::*::**:**.*********.**
Frse_Burk SFFDLGGDSIISIQLVSRARKAGWQLTPRDIFQQPTIAALARLITPLGNEPATPASVAAL 2999
Frsg_Chro SFFDLGGDSIISIQLVSRARKAGWRLTPRDVFQQPTVAALAQAITPLDDEPAAPAPAATP 3000
************************:*****:*****:****: ****.:***:** .*.
Frse_Burk RLDQDELDYLGSLYGS* 3015
Frsge_Chro KLDQDELNYLGSLYES* 3016

ckkkkkkokkkkkk kK

Abbildung A40: Alignment von FrsE aus dem bcfrs-BGC und dem cufrs-
BGC.
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FrsF_Burk
FrsF_Chro

FrsF_Burk
FrsF_Chro

FrsF_Burk
FrsF_Chro

FrsF_Burk
FrsF_Chro

FrsF_Burk
FrsF_Chro

FrsF_Burk
FrsF_Chro

FrsF_Burk
FrsF_Chro

FrsF_Burk
FrsF_Chro

FrsF_Burk
FrsF_Chro

FrsF_Burk
FrsF_Chro

FrsF_Burk
FrsF_Chro

FrsF_Burk
FrsF_Chro

FrsF_Burk
FrsF_Chro

FrsF_Burk
FrsF_Chro

FrsF_Burk
FrsF_Chro

MDRKKIETTYPLSPLQKGFLFHAGYDLAHADNYIAQLFLDFDGEVDAGLMRAAADTLIRR
MNPKKIEAAYPLSPLQKGFLFHAGYDLQSADSYVAQLFLDFEGELDGAAMRSAADALMRR

LTI S PRI S R R R Kk kKakkkkkkkokk ok Kk okkk o ko kK

HANLRAGFVHPGGREPVQVILREVAACWKEHDWRTEPLVRAAELQSAWHAEDRQRRFDLS
HANLRAGFVHPGGQEPVQVVLREVVAGWEERDWRGRNPQEAAEAQSAWQEADRERRFELS

khkhkkhkhkhhkhhhhkokhhhkhkohhkhk K %ok kk* kkk Kkkk . Kk okkk o kK

QPPLLRFGWLRLPEERTQLVLTYHHILLDGWSLPLVLEELLTLYRTQGDALSLPKTTPYS
QPPLLRFGWLRLPAGRSQLVVTYHHILLDGWSLPLLLEELLALYRAGGGDGGLPEATPYS

kkkkkkhkhkhkkkk kaukkkokhkhhkhkhhkhhkhhhdhhkohkhdhhdhhkhk. * Kk owkkk K

TYLGWLQGRDRASAQQVWGDYMSGLEGPTLLARRSASED - - -QTQSKSSLTLPIELTQAL
AYLGWLQERDRAAACEAWGGYLEGLEGPTLLAQEGQADKGAAAAQARLSLELPAELTQAL

****** **** * . ** * ********* s kk kk kkkkkk

NQQARQQGVTLNTLLQAAWGILLGKLSSSRDVVFGITVAGRPGELPGVERMIGLFINTVP
TRQARQQGVTLNTLLQAAWGMLLGKLNLSRDVVFGITVAGRPGELPGVERMIGLFINTVP

skkkkkkhkhkkhkhkhhkhhkk o khkkkhxk khkhkkhkhkhhkhhhkhhkhhkhhhkhhkhkhhkhkhkhkkkx

LRLRWRAGETVAELLERLQREQARLLEYQYLDLAEIQRLAGQRQLFDTLFIFENYPFDAQ
VRLRWSAGETVAGLVGRLQREQAGLLDHQHLDLVEIQRLAGQRQLFDTLFIFENYPFDSQ

akkkk kkkkkk ko hhkkhkhkkhkk Khkaakakkhkk khkhkhkhkhhhkhhhhhhhkhhhhhdhhk .k

AIAPALGRTVLSRINGGEQHDSHYPVTLMAVPRETLTLYLSYQSGRFEHGTMENLLTRFR
AMAPDLGQASLRRVSGGEQHESHYPLTLMAVPREMLSLYLSYDAQRFDKGVVQGLLTRFR

* * % ** P * ***** **** *kkkkk kK * ***** . . . ******

TLLEAVVTDSSCPIVDIDLLTADERQQLLVEWNATDRPLPKVTLPEWFEAQVERTPTAMA
LLLEAVAAEPSRPVSDIELLDEAERRQVLIEWNATERPSPQATLPELFEAQAARAPNAAA

Kkkkkk a0 Kk k. kkakk kkakokokhhhkkhkokk Ko *hkkk *kkk Kk Kk K

VLCDEVALDYRELNCRANQIAHWLISQGVGPEQKVALALPRRVELLVAMLGVLKAGAAYL
LFCDGETLDYAELNRRANQLAHWLIGQGVGPEQRVALALPRRAELLVAVLGVLKSGAAYL

X akkk kkk khkkkokkkhhkk khkkhhhk hkhkhkhkhhkhk Khhkhhkk . hkhhkdhk . khkkkk

PLDPAYPAEHLMYMLVDAKPACLLGLGDSIAALPDSNVRAWELDDEAVKQALVAQPQENP
PLDPAYPAERLAHMLADARPACLLGLGDGIEALPDSGVACWRLDDAALRQTLAAQPQSDP

Khkkkkhkhkkk ok skk *Fhkoakkkkhkhkhkkkx * *kkkkk Xk * kkk ke akaek Khkkk .k

TPQPRRLRAEHPAYVIYTSGSTGKPKGVEISQRSATDFVSWAHEAFGPDTFGDVLATTSL
TPAQRRLRPEHPAYVIYTSGSSGQPKGVVISQRSAADFVDWALASFGAETFADVLATTSL

* % Kkhkhkk hhkhkhkkhkhkhhhhhkokhkohhkhk Shkhhkkhka.khkk **k skk akk kkkkkkkk

SFDVSVFELLAPLLCGGRVNLLRDLLVLGERSIERGSLISAVPSVFAQLLQHGDLRLDAS
SFDVSVFELLTPLLSGGRVRLLRDLLELGERPISGGSLISAVPSVFAQLLQHGAVSLEAK

**********:***.****.****** * k k% *. khkkkhkkhkkhkhkkhkhkhkkhkkhkkkk*k :
TVVFAGEALPPELVEAVRRRWPGCRAANIYGPTETTVYAIGTWLKEVEGSRAPMIGRPLG
TVVFAGEALPPELVAAVRQRWPECRVANIYGPTETTVYAIGGWLEA- -GERAPTIGRPLG

R R R R Sk I R G * kkk kkkkkk

NTPAYVLDEGLRPVPVGVVGELYIGGAGLARGYLNRAGLTAERFVANPYGEGERLYRSGD
NTQTYVLDAGLRPAPVGVAGELYIAGAGLARGYLNRPGLTAERFVANPYGEGERLYRSGD

Kkhk akkkk Khkkhkk Khhkkhkk Khhhkkhkk Khkhhkhhkhhhhk Ahhhhhhhhhhhhhhhhhkhkhkkx

LARWNAEGELEYLGRVDQQLKIRGFRIEPGEIEAALCRHPLVSQAVVIAREDTPGHKQLV
LARWTEEGELEYLGRADQQLKVRGFRIEPGEIEAALCRHPSVAQAAVIAREDTPGHKQLV

* ok Kk k khkkkkhkhhhk *hhkhkohkhkhhkhhhhhhhkhhhhhdhh K.k %k *khkhdhhhkhkhdhkk
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FrsF_Burk
FrsF_Chro

FrsF_Burk
FrsF_Chro

FrsF_Burk
FrsF_Chro

FrsF_Burk
FrsF_Chro

FrsF_Burk
FrsF_Chro

FrsF_Burk
FrsF_Chro

FrsF_Burk
FrsF_Chro

FrsF_Burk
FrsF_Chro

FrsF_Burk
FrsF_Chro

FrsF_Burk
FrsF_Chro

FrsF_Burk
FrsF_Chro

FrsF_Burk
FrsF_Chro

FrsF_Burk
FrsF_Chro

FrsF_Burk
FrsF_Chro

FrsF_Burk
FrsF_Chro

GYVVLDDAAADGQMLRRFLSRHLPEYMVPSAVVVRAALPLTPNGKLDRKALPAPTFVSAD
GYVVLNAAAADAQALRRFLADQLPEHMVPAAMIGLDVLPLTPSGKLDRKALPAPDFAGRS

kkkkkhko hhkk Kk khkkkkao akkkokkkokao kkkkk Khhkkkkhkhkkkkk K

GRAPRDEQEALLCDLFAEVLNLTQVTIDDNFFDLGGNSLLATRLIGRIRATQKRELSIRT
GRAARDAQEDVLCGLFAETLGLPQVSIDDSFFDLGGDSLLATRLISRIRVTQRRELSIRT

*kKk kk kk akk kkkk *k *k *kakkk KAk khkkakkkhkhkhkhkk kkk kk«kkkkkkk

LFEHPTVAGLAKQWSTDDAVRPPLQRQIRPETLPQSFAQQRLWFINQLEGPSPTYNIPVA
LFECPTVAALARQLSGDGELRPPLRRLPRPQTLPLSYAQQRLWFIHHLEGPSPTYNIPVA

kkk Khkkk Kkkok *k * akkkk .k Kkhkokkhkk Kkaokkhkhkhhhk o khkhhhhhhkhkk

LRVSGPLDIAALDKALRDIMLRHESLRTVYLRSADDTPVQSILPVEHLNDNRLIVRALLD
LRLSGALETDVLEAALLDVVRRHESLRTVYVQSADDTPLQCVLSVEQLDDCRLIVHEPLG

kkokk Kk ka kk kaa kkkkkkkkkoakkhkhkkkok ok kkakak Khkkk. *

EEQLPPALCEACRYCFDLSREPSLRAELFPLRSGQQVLLLLLHHIGADGGSLPVLANDLG
ETRLGAVLSEASRHCFDLSCELPLRAELFPLDSGQQVLLLLLHHIAGDGGSLPVLADDLA

* ** * *kkk*k Kk *kkkkk kK ************* ********* **

FAYEARRQGAEPTWQPLPVQYADYTLWQRQLLGDEKDPDSLICRQFAYWEEVLAGLPDLL
AAYEARCQGREPAWRPLPVQYADYTLWQRQLLGNERDPDSLIGRQFAYWKQALAGLPDQL

khkhkkkhk hhk Kk okokhhhhhhhhhhhhhhhhhkokohkhhhdhk *hkhhkao *hkkhkhkx *

RLPMDRPRPVEASYQGDYCEFTLDAGTLQQLKRMARRQGVTLSMTLQAGLAALLNRMGAG
CLPTDRPRPAMASYQGDYCEFRLDAETLKQLKTLARRHGATLSMALQAALAALLSRLGAG

*k kkkokk kkkkhkhkhhkhkk K kk Khkokhkkk oshkkhkok khkkkohhkk *hkkhk K.kk%

DDIPLGSPIAGRTDDALINLVGFFVNTWVLRVDTSGRPDFATLLGRVRSRALAAYAHQDV
DDIPLGCPIAGRTDDALANLVGFFVNTWVLRVDTSGRPDFATLLGRVRQQALAAYSHQDV

R Rk S R R R R R R I Rk I

PFDRLVELLNPVRSISHHPLFQVNLALQNNVLPKFRFFGQAVALETVSSRTAKFDLFFNL
PFERLVELLNPARSASHHPLFQVNLALQNNIFPLFRFSGREVSLETVGNRTAKFDLFFNL

kkakkhkhhkhhk *k hhhkhhhhkhhhhhhhkkhkaok *kk *. *akkkk Kkkkkkkkkkkk

CEMPADGSQPCYLHGYVEYASDLFNRDTVERLLTRFRTLLEAVVTDSSCPIADIDLLTAD
FEMPSDEPQTQYLQGYVEYATELFDRATVERLLTRFRLLLEAVAAEPSRPMSDIELLDEA

kok koo Kk * kkokhkhkhhkk o ohhk ok Khhkkhkhhkhhhdh *hkhkk o0 % *ookkokk

ERQQLLVEWNATDRPLPKVTLPEWFEAQVERTPTAMAVLCDEVALDYRELNCRANQIAHW
ERRQVLIEWNATERPSPQATLPELFEAQAARAPNAAALFCDGETLDYAELNRRANQLAHW

¥k akakakkkhkkaokkx ko *hkkk *kkk * ek Xk ke owkk s kkk kkk kkkk . kkk

LISQGVGPEQKVALALPRRVELLVAMLGVLKAGAAYLPLDPAYPAEHLMYMLVDAKPACL
LIGQGVGPEQRVALALPRRAELLVAVLGVLKSGAAYLPLDPAYPAERLAHMLADARPACL

Kkhk khkkhkhkhkkohhkhhhhhkhk hhkhhhkohkhhhkhkohhkhhhhhhhhhhdhhkok k% *k.kkkx

LGLGDSIAALPDSNVRAWELDDEAVKQALVAQPQENPTPQPRRLRAEHPAYVIYTSGSTG
LGLGDGIEALPDSGVACWRLDDAALRQTLAAQPQSDPTPAQRRLRPEHPAYVIYTSGSSG

kkkkk Kk kkkkk K *k kkk Kkaakaek Kkhkkk . kkk kkkk khkkkkkhkhkhkkk ok

KPKGVEISQRSATDFVSWAHEAFGPDTFGDVLATTSLSFDVSVFELLAPLLCGGRVNLLR
QPKGVVISQRSAADFVDWALASFGAETFADVLATTSLSFDVSVFELLTPLLSGGRVRLLR

skkkk kkkkkk . kkk kK s kk e kk Ak Kk KA KA KA KA A A A KA A A A KA KAk kkk kkkk kkk

DLLVLGERSIERGSLISAVPSVFAQLLQHGDLRLDASTVVFAGEALPPELVEAVRRRWPG
DLLELGERPISGGSLISAVPSVFAQLLQHGAVSLEAKTVVFAGEALPPELVAAVRQRWPE

Kkkk Khkkk K khkhkkhkhkhhhhhkhhkhhkhhk o+ Kok hhkhkhhhhhkhhhhk *kk.khkk
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FrsF_Burk CRVANIYGPTETTVYAIGTWLKEAEGSRAPMIGRPLDNTRAYVLDEGLRPVPVGVAGELY 1857

FrsF_Chro CRVANIYGPTETTVYAIGGWLEA--GERAPTIGRPLGNTQTYVLDAGLRPAPVGVAGELY 1856
LR R R R R R **: *.*** *****.**::**** ****.*********
FrsF_Burk IGGTGLARGYLNRAGLTAERFVANPYGEGERLYRSGDLARWNAEGELEYLGRVDQQLKIR 1917
FrsF_Chro IAGAGLARGYLNRPGLTAERFVANPYGEGERLYRSGDLARWTEEGELEYLGRADQQLKVR 1916
*.*:********* ***************************. *********.*****:*
FrsF_Burk GFRIEPGEIEAALCRHPLVSQAVVIAREDTPGHKQLVGYVVLDDAAALQRDAEDETRQVQ 1977
FrsF_Chro GFRIEPGEIEAALCRHPSVAQAAVIAREDTPGHKQLVGYVVLDDAAALQRDEDSESRQVE 1976
khkkkhkkhkkhkhkkhkhkhkkhkkkkx *:**.**************************** :.*:***:
FrsF_Burk AWRQVYDTLYEAHCQQPFGENFGGWDSSYDGQPLPLEEMRAWRQATVERIRELQPRRVLE 2037
FrsF_Chro AWQQVYDTLYDAHQHQPFGENFGGWDSSYDGQPLPLAQMREWRSATVERIRELRPRRLLE 2036

R IR R Sk S S T I Sk I S R R R R R I S G I O I

FrsF_Burk IGVGSGLLLAPLAPECEAYWGTDLSPTTIAVLERQLSEQTFGDRVRLFALGAHELLKLPE 2097

FrsF_Chro IGVGSGLLLAPLADACEAYWGTDLSPATIAVLEKQLETQSCRDKVRLFALGAHELARLPA 2096
khkkkhkkkkhkkkhkkkk*k ***********:******:**. *: *:*********** :**

FrsF_Burk GNFDVIVINSVLQYFPNAAYLTEVIKQSLERLSPGGALYLGDVRNLALLDVFATAVDLCQ 2157

FrsF_Chro MRFDCIVINSVLQYFPNAAYLGEVIEQALARLEAGGALYLGDVRNLELLPSFAAAVELRQ 2156
.** khkkkhkkhkkhkhkkhkkkkkkkk ***:*:* **. kkhkkkhkkkkkkhkkkhkx k% **:**:* *

FrsF_Burk VGTETDAASLRRRVEQRLLAEKELLVSPAFFSRLRETLPQIGAVDIRLKRGEAVNELNRY 2217

FrsF_Chro SEPEVDAAALQRRVSQRLLAEKELLLAPDFFSRLREQLPQIGAVDIRLKRGEAANELNRY 2216

L Sk P I S PRI S Rk R R R R

FrsF_Burk RYEAVLYKEPCEAVSLSKVETQTWSDVGNMSACRTRLMQYASMWRIEGIPNARLHGEVLV 2277
FrsF_Chro RYEVVLRKGPCQARSLASAAAEPWSSLGSLSACRERLSVGGDALRVTGVPNALLHGEAAA 2276
***.** * **:* **:.. :: **.:*.:**** * * o *: *:*** ****.
FrsF_Burk TRRLKSEEGLASWRRWLDESGGVEPEDLYRLGAELGYRVVLTWSNQPDHFDAVFLPEQQR 2337
FrsF_Chro ARELKAGGSPSALLARLDENGGVRPEALRRLGAELGWRMLATWSRQAGHFDAVFVRGED 2336
:*.**: . :. ***.***.** * *******:*:: ***.* .******: ::
FrsF_Burk GALDAVYRTPPVLKPLSGYVNNPANFEQFAAIRRYVGEQLPDYMVPAALVLLEGLPLTPN 2397
FrsF_Chro EALDGVYQPAGALQPLSGYVNNPANFEQYAAIRRYALEQLPEYMVPAAIVLLDALPLTPN 2396
***.**: .*:**************:******. ****:******:***:.******
FrsF_Burk GKLDRRALPAPEFGTACYRAPGSKQEKVLAQLFAEVLGLPQVGVDDSFFDLGGDSIISIQ 2457
FrsF_Chro GKLDRRALPAPEFGGTGYRAPESEREQLLARLFGEVLGLPQVGADDSFFDLGGDSIISIQ 2456
khkhkkkkkkhkkhkkkkkk : * Kk Kk k *::*::**:**.*********.****************
FrsF_Burk LVSRARKAGWQLTPRDIFQQPTIAALARLITPLGNELATPASVAALRLDQKELDYLGSLY 2517
FrsF_Chro LVSRARKAGWRLTPRDVFQQPTVAALAQAITPLDAAAAPPSSAAQVALNQKELNYLGALY 2516
**********:*****:*****:****: ****. * *:*.* : *:****:***:**
FrsF_Burk GS* 2519
FrsF_Chro ES* 2518

* %

Abbildung A41: Alignment von FrsF aus dem befrs-BGC und dem cufrs-
BGC.
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FrsG_Burk
FrsG_Chro

FrsG_Burk
FrsG_Chro

FrsG_Burk
FrsG_Chro

FrsG_Burk
FrsG_Chro

FrsG_Burk
FrsG_Chro

FrsG_Burk
FrsG_Chro

FrsG_Burk
FrsG_Chro

FrsG_Burk
FrsG_Chro

FrsG_Burk
FrsG_Chro

FrsG_Burk
FrsG_Chro

FrsG_Burk
FrsG_Chro

FrsG_Burk
FrsG_Chro

FrsG_Burk
FrsG_Chro

FrsG_Burk
FrsG_Chro

FrsG_Burk
FrsG_Chro

MDRKKIETTYPLSPLQKGFLFHAGYDLAHADNYIAQLFLDFDGEVDAGLMRAAADTLIRR
MNPKKIEAAYPLSPLQKGFLFHAGYDLQSADSYVAQLFLDFEGELDGAAMRSAADALMRR

LTI S PRI S R R R Kk kKakkkkkkkokk ok Kk okkk o ko kK

HANLRAGFVHPGGREPVQVILREVAACWKEHDWRTEPLVRAAELQSAWHAEDRQRRFDLS
HANLRAGFVHPGGQEPVQVVLREVVAGWEERDWRGRNPQEAAEAQSAWQEADRERRFELS

khkhkkhkhkhhkhhhhkokhhhkhkohhkhk K %ok kk* kkk Kkkk . Kk okkk o kK

QPPLLRFGWLRLPEERTQLVLTYHHILLDGWSLPLVLEELLTLYRTQGDALSLPKTTPYS
QPPLLRFGWLRLPAGRSQLVVTYHHILLDGWSLPLLLEELLALYRAGGGDGGLPEATPYS

kkkkkkhkhkhkkkk kaukkkokhkhhkhkhhkhhkhhhdhhkohkhdhhdhhkhk. * Kk owkkk K

TYLGWLQGRDRASAQQAWGDYLSGLEGPTLLARRSASEDQTQSKSSLTLPIELTQALNQQ
AYLGWLQERDRAAACEAWGGYLEGLEGPTLVSTGHPQDHAEQKQRAWRLPAELTQALTRQ

****** **** * *** ** ******* . . * % ****** .k

ARQQGVTLNTLLQAAWGILLGKLSSSRDVVFGITVAGRPGELPGVERMIGLFINTVPLRL
ARQQGVTLNTLLQAAWGMLLGKLNLSRDVVFGITVAGRPGELPGVERMIGLFINTVPVRL

kkhkkhkkhhkhkhkhhhkhhhk o khkkkk khkkkhhkhhkhhhkhhkhhkhhhkhhkhhkhhhkhhkhkhkk o k%

RWRAGETVVELLERLQREQARLLEYQYLDLAEIQRLAGQRQLFDTLCVFENYPVNAKAIV
RWSAGETVAGLVGRLQREQAGLLDHQHLDLVEIQRLAGQRQLFDTICVFENYPVDAAAME

*k kkkkk ka kkkkkkk Khkoakakkhkk khkkhkhkhkhhkhhhdhhh . hhhhhkhkkhkk *.

QQDEGFGLRHISGGDRYMTHYPLSVMIEPGERMTLNLIYRPASFDA--AKRLGAQLIRLL
QPSGGLQLRGVSGGDRYMTHYPLSLMIEPGPELKLNLIYQPERFEPEAIERLSAQLTRLL

* . k% ************* * Kk k Kk k . ***** * * ** *kk kkk

EAIATVPQSPIDTLPWLDKSERRQLLEEWSGKALDSGEITLAELFEAQATRQPNAVALEG
GVIAAEPSQPVSDIELLDEAERRQLLVDWNRTGPDHGQATFPQLFETQAALTPHAVALES

*.. . : **::****** :* : :***:**: *:*****.
PDGCVSYGELDARANRLASHLQSLGVGPDVVVGVCLERSIDMVVAILGIAKAGAAYLPLA
PDARLSYAELDARANRLARHLQSLGVGADVLVGICLERSIDMVVAVLGALKSGAAYLPLS

* % akk kkkkkkhkhkhkk khhkhkhkhkkhk kkokkohkhkhkhkhkhkhhkhk . k*x kakkkkkkk

PDYPTERLAYMLTDSMAPVLLTESKQVERLPSYWGHLVELDRLDLSWQASSAPARALRPD
PEYPTERLAYMLGDSMAPVLLTDSAQVERLPSYWGRVVELDRLDLDALPDSAPERALRAE

R R R S S S P R PRI *k*k kkkk

HLAYVIYTSGSTGQPKGVAVSHAGLAGLVKSQEERFAVAGPVRVLQFASLSFDAAVMEIL
HLAYVIYTSGSTGQPKGVAVSHAGLAGLAGSQTERFALQGPTRVLQFASLSFDAAVMEML

khkhkkhkhkhhkhhhkhhkhhkhhhkhhkhkhkkkkk Kkk kkkka kk khkkhkkkhkkhkhkhkkkkk ok

MAFCSGGRLVLPAAGPLLGEQLEKTLNRYAISHALIAPSALETVEAEVVPGLSTLVVGGE
MAFCSGGRLVLPAAGPLLGEQLLDTLNRHEISHALISPSALSTADAALAPVLRTLVVGGE

khkkkhkhkhhkhkhhkhhkhkhkhhkdhhkkx khkhkko Khhkkkhkkkokhkkk * ok o Kk Kk kkkkkkk

TCSGATAASWSQGRRMVNAYGPTEVTVCVTMSKPLSGSDKPKLGRPTLGAKLYVLDSTLQ
ACPGATVAAWSAGRRMVNAYGPTEATACVTMSEPLSGDGAPKLGRPTHNARLYVLDGALQ

sk kkk kakk Ak kkkhkhkhkhkhkhkk k kkkkk . kkkk *kkkk Kk Kk *ekkkkk kK

PVPVGVAGELYIAGRGLARGYYQRPGLTAERFVANPYGKGERLYRSGDLARWSGEGELEY
LAPVGVAGELYIAGAGLARGYLNRPGLTAERFVANPYGEGERLYRSGDLARWTEEGELEY

khkhkkhkhkhhkhhhkhk hhkhhhkhk hhkhhhhhhhhhhhhk . hkhhhhhkhhkhhhdhhk. *kkkkk

LGRVDQQLKIRGFRIEPGEIETVLCQHPQVREAVVVSR-TNGRDTQLVGYVTVRGEVDGQ
LGRSDQQVKVRGFRIEPGEIEAVLNRHPQVSQSVVVARQSQGGDSQLVAYVAAVGGVEGS

Hkk kkk ke kkkkkkkkkkokakk akkkk o akkkak aak kakkk kK. * koK
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FrsG_Burk
FrsG_Chro

FrsG_Burk
FrsG_Chro

FrsG_Burk
FrsG_Chro

FrsG_Burk
FrsG_Chro

FrsG_Burk
FrsG_Chro

FrsG_Burk
FrsG_Chro

FrsG_Burk
FrsG_Chro

FrsG_Burk
FrsG_Chro

FrsG_Burk
FrsG_Chro

FrsG_Burk
FrsG_Chro

FrsG_Burk
FrsG_Chro

FrsG_Burk
FrsG_Chro

FrsG_Burk
FrsG_Chro

FrsG_Burk
FrsG_Chro

FrsG_Burk
FrsG_Chro

ALRRQVANWLPEYMVPAVVLVLEELPRLPNGKLNHQALPAPEYTGKRYQRPRNAQEEILC
ELRRLAAGQLPEHMVPAAVVVLESLPQLPNGKLDRKSLPAPEFGGSHYQRPRNAQEEMLC

* Kk K * khkkokhkhkhk Khokkkhk Khhkokkhhkhko oo ohkhhkhkhks * shkhkhhkhhkhdkh.kk

GLFAEVLEVDSVGIDDSFFDLGGHSLLATRLISRIRATMNIEPSIRDLFDMPTSAELALR
GLFAEVLEVGSVGIDDSFFDLGGHSLLATRLISRIRAALNVELSIRELFDMPTCAELAPR

R R R R Rk R R R R R PR P A SRR IR kS S

LSTKPTAVRQPLLPQERPKRLPLSHAQQRLWFLHRFEGPSSTYNIPLAFKLQGSLDVEAL
LSADPAAVRPPLQRQARPKRLPLSYAQQRLWFLYRFEGPSSTYNIPLALRLKGDLHPEAL

kk o kakkk Kkk Kk hkkkkkhkhkk o hhkhhhhhkohhkhhhhhhhkhhhdhhkaokak * * %k K

RRALEDVVVRHESLRTIFVESEGIPEQKILAPDEACLALQLIDTNEETGLDMALREASDY
QQAVADIVERHESLRTVFVDNDGVPEQRIQSAEQALPSLPRVEVADEAELQRALREAAEH

ka o kaek kkkkkkkaokkae akakkkok . eke ke kkkkk e s

HFDLSREIPLRCTLFRQESQVWTLLLLIHHIAGDGGSLLPLGRDLATAYAARRKGLDPAW
RFDLSSETPLRCTLFRLGEQEWVLLLLIHHIAGDGGSLLPLGRELDAAYAARCQGRAPDW

**** * kkkkkkkk * * ******************** * ***** .k

APLPVQYADYTLWQRQLLGSEGDPDSLISTQFAYWKQNLAGAQEQLTLPTDHPRPAVASY
QPLAVQYADYTLWQRQLLGEENDPESLIAAQFAYWKRTLAGAPEQLTLPTDRPRPAVASY

khk khkkhkhkhkkhkhkhkhkhhkhhhk % kkokkhkoohhhhhkh: khhkhk *hhkhkhhdhk.hkhhhhkkhx

RGHYLPFQLEAELHSDLRRLARTNDTTLSMLLQAALAALFTRLGVGNDIPLGCGIAGRTD
RGRYLPFELDAGLHAELRRLARDHDATLSMLLQAGLAALFTRLGAGEDIPLGCGIAGRTD

kkokhkhkkokaok khkoohhkhhkhk shkokhhkhhhdhhk *hhhkhkhhkdhhkdh *kokhkhhhhhkhkhxkx

EALGDLVGFFVNTWILRADTSGDPDFVTLLGRVREQALAAYAHQDAPFERLVELINPVRS
DALNDMVGFFVNSWVLRADTSGNPDFITLLGRVREQALAAYAHQDAPFERLVELINPSRS

IRk I PIE S  E PIE PIE S Rk P S NI R R

SAHHPLFQVNLTLQNNALPEFRLDGMQVSLHRIVSDIAKFDLFFNLYETFDQDGRALGLQ
SAHHPLFQVNLTLQNNALPDFRLDGLEVSLSPIEADTAKFDLFFNLFEIFGLDGQAGGLQ

khkhkkhkhkhhkhhhhhhhkhhhkohhkhkkhkaohkk * ok kkkkkkkkkak * *k ok Kkk

GAVEYACDLYERATVQRFIYHFVRLLREVVAAPTAAISALDLSDEAVASSPGALDLSASI
GGVEYATDLYEQATVEQFMRHFQRLLRQVAAVPTAPIAALDLSEPQSAAE---ADCAARP

Kokkkok kkkkakkoka ke Kk kkkkak ok kkk kakkkkk,

TVDDTIIGRFAEQVRRAPDATVLTYRGETLTCAELNARANRLARCLIADGAGPEELIAVA
AASDSIVQRFEEQAGRAPQASALSFQGQTLSYAELNARANRLAHALIARGAGPEDLIAAA

* * * % ** *** * * Kk » *********** *** ***** *** *

LPRSIDMVVSLLAILKTGAAYLPMDPAYPLERLSFMLTDAKPRLLLANMETIRQVAEVSR
LPRSLDLVVSLLAILKTGAAYLPLDPDYPAERLGFMLADAKPRLLLGHGEALRHLPVDAS

khkhkkokokhhhkhhkhhkhhhhhhhhkohkkhk *k Khkk *hkk.khkhkhkkx . *

VSTLALDCPELAQTLTRTDDSNPLVPRPLRSDNAAYLIYTSGSTGAPKGVLIPHSNVLRL
TQAIALDDAELGRELALAGDGNPERARPLGADHAAYVIYTSGSTGQPKGVLVPHRNVLRL

ek k ok kKk . ke 4 ok Kk kkk akakkkokkhhkhhkhkk Khhkhkkokk *kkkk

LDKTAHWFDFGPKDVWTLFHSYAFDFSVWEIWGALLTSGRLVVVPQTVSLAPDEFLTLLE
LDSTERWFGFGAGDVWTLFHSYAFDFSVWEIWGALLSGGRLVVVPRAAVQAPDEFLALLE

**k *k «kk k% R R R R R R R R R PR Rk PR *kkkkk o kkk

YEKVTILNQTPSAFYALMQAERHHGSNGGASLSLRRIIFGGEALDLSALQPWYQRHGDET
REKVSVLNQTPSAFYALMQAEAARP - ETASELALRTVVFGGEALDLSALRSWYQRHGDVG

khkk o o khkhkhhhkhhkhkhkkk . s ok akk . ackkkkkkkkhkhkkhk. Khkkkkkk
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FrsG_Burk
FrsG_Chro

FrsG_Burk
FrsG_Chro

FrsG_Burk
FrsG_Chro

FrsG_Burk
FrsG_Chro

FrsG_Burk
FrsG_Chro

FrsG_Burk
FrsG_Chro

FrsG_Burk
FrsG_Chro

FrsG_Burk
FrsG_Chro

FrsG_Burk
FrsG_Chro

FrsG_Burk
FrsG_Chro

FrsG_Burk
FrsG_Chro

FrsG_Burk
FrsG_Chro

FrsG_Burk
FrsG_Chro

FrsG_Burk
FrsG_Chro

FrsG_Burk
FrsG_Chro

TQLVNMYGITETTVHVSYQPLDSGMCGSRCNSLIGIGIPDLHLFLLDACLQPVPVGGIGE
PKLANMYGITETTVHASYQALDRRLCEEGGNSLIGEAIPDLRLHLLDRWLQPVPAGGVGE

vk kkkkkkkkkkk kkk kK . * ok ok ok Kk kkkk ok kkk kkkkk Khkokk

LYVGGAGLARGYHNRASLTAERFVANPFASSKRMYRTGDLARRNVNDIFEYHGRADQQVK
LYIGGAGLARGYLNRPGLSAERFIANPFAAGERMYRSGDLARRNAAGALEYQGRADQQVK

ke kkkkkkkkk k% X akkkk o kkkk k. s kkkk e kX kkkk Kk s kk e kkkkkkk ok

VRGFRIELGEIETVLRQHPGVEDARVVVQTLHDNDCRLVAYLQPSERTAAPLRRWLKVRR
VRGFRIEPGEIETALRGHPGVEDARVVVKAMDGNDQRLIAYLLPSERAAAPLRRWLRAKS

kkhkkhkk hhkkhkk *k khkkhkkhkhdhhkkhaa. Kkk kkakkk hhkkkokkkkkkhkk. o

DAEAQGARAFELPNGMPIFHHNTMETEFLYEEIFEDLVYFKHGIRLDDGACVFDVGANIG
SVAAQNAREIELPNGLPVFHHNAAETEFLYEEIFEDRIYLKHGIRLDNDACVFDVGANIG

kk kk ackkkkkakakkhkkkhk, Khkkhkhkhkhkhhkhkkh kokhkhkhkhhkkhk, *hkhkhhhkdhhkkhx

LFMLFVGQHCRNATIFAFEPIPPVFRTLTLNAEVHGDKVRLFDCGLSDAVRQERFTFYPN
LFTLFVGQHCGNATVFAFEPIPPVFGTLSLNAAVHGGKVRLFDCGLSDAARQETFTFYPN

Kk Kk KkKkhkhkKk KAk e kX *kkdAhkhkhkdkdx *kkokkk *khkk *Ahkkkkkdkhkkhkhkkx *kkk *khkkkkk

DTLISTSRNSPEAIRGMVKSFLINQHGNHSGDDAEVGELLDERLASQDYMCVLRTLSDVI
DTLISSSRNSAEATRRMVKSFLINQHGDSDGE - -AVDELLEERLSSQQYVCGLRSLSDVV

kkhkkkhkohhkhkk K*k * Khhkkhkhkkhkkkkhk. * . Kk kkkakkkakkakok kkakkkko.

TEHNVDRIDLLKIDVENAEYNVLQGIVESDWPKIRQLVMEVHDVDGRLRRIVDLLLHRGY
AEHGVERIDLLKIDVENAEYDVLRGISDADWPKIRQLVMEVHDVDGRLACIVELLRERGY

akk kakkkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkohkkokh o okhhkhkhhhhhkhkhhhdhhkkhx *k ok K * Kk K

RVIHEQDRLLRDTAIHCLYAVHVSRDAEMRPGHHAENTSLFWNCRADLLRDVRANLRKRL
RVIHEQDRLLQNTAIHCLYAVHASCGSASADAVPKAEPAAVWRSRSALLRDVQAELRSQL

R R R R Sk S PRI S S . . . * * e kkkkkekokk oKk

PDYMQPNHMVLLDTFPLTPNGKLDRRALPAPEQAAMRVRDIEPAEIEAALCRHPLVSQAV
PDYMQPNHLVLLDAFPLTANGKLDRRALPTPEQAALRTRDVDPAEIEAALCRHPSVAQAA

khkhkkhhkhhkohhkhkohkhhhk Khhkhhhhhhhkohhdhhh ok *hkoohkhhhhhhhhhhk % %%

VIAREDAPGHKQLVGYVVLDDAAALQRDTEDETRQVQAWRQVYDTLYEAHCQQPFGENFG
VIAREDTPGHKQLVGYVVLDDAAALQRDEDSESRQVEAWQQVYDTLYDAHQHQPFGENFG

khkkkhkkohkhhhkhhkhhhhhkhhkhhhhhdhhkdh o+ *okhkkokkokhhhhhdh o hk hhhkhkhkk

GWNSSYDGQPLPLEEMRAWRQATVERIRELQPRRVLEIGVGSGLLLAPLAPECEAYWGTD
GWDSSYDGQPLPLAQMREWRSATVERIRELRPRRLLEIGVGSGLLLAPLADACEAYWGTD

IR R S Sk Sk I T S kS R I S S I R S *kkkkk kK

LSPTTIAVLERQLSEQTFGDRVRLFALGAHELSKLPEGNFDVIVINSVLQYFPNAAYLTE
LSPATIAVLEKQLETQSCRDKVRLFALGAHELARLPAMRFDCIVINSVLQYFPNAAYLGE

kkkohkkhkkhk o kK * . Kakkkkhhkhkkhkhkhkao ok kk khkkkkkkhkkkkhkkhkkhkkk K

VIKQSLERLSPGGALYLGDVRNLALLDVFATAVDLCQVGTETDAASLRRRVEQRLLAEKE
VIEQALARLEAGGALYLGDVRNLELLPSFAAAVELRQSEPEVDAAALQRRVSQRLLAEKE

kk ok ok kK kkkkkhkhkhkkkkkk K**k kkokk ok K k kkkakakkk khkkkkkkk

LLVSPAFFSRLRETLPQIGAVDIRLKRGEAVNELSRYRYEAVLYKEPCEAVSLSEVETQT
LLLAPDFFSRLREQLPQIGAVDIRLKRGEAANELNRYRYEVVLRKGPCQARSLASAAAEP

** * *kkkk Kk Kk **************** *** ***** * % * ** * **

WSDVGNMSACRTRLMQYAPMWRIEGIPNARLHGEVLVTRRLKSEDGLASWRRWLDESGGV
WSSLGSLSACRERLSVGGDALRVTGVPNALLHGEAAAARELKAGGSPSALLARLDENGGV

kKk ok akkkk Kk ka kakkk Kkkkk ek kk . *kk Kk Kkkk
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FrsG_Burk
FrsG_Chro

FrsG_Burk
FrsG_Chro

FrsG_Burk
FrsG_Chro

FrsG_Burk
FrsG_Chro

FrsG_Burk
FrsG_Chro

FrsG_Burk
FrsG_Chro

FrsG_Burk
FrsG_Chro

FrsG_Burk
FrsG_Chro

EPEDLYRLGAELGYRVVLTWSNQPDHFDAVFLPEQQRGALDAVYRTPPVLKPLSGYVNNP
RPEALRRLGAELGWRMLATWSRQAGHFDAVFVRGEDGEALDGVYQPAGALQPLSGYVNNP

kk Kk kkkkkhkkkakaa. kkk k Kkkkkkk . . Kkkk Kkk . Kk akkkkkkkkk

ANFEQFAAIRRYVGEQLPDYMVPAALVLLEGLPLTPNGKLDRRALPAPEFGTACYRAPGS
ANFEQYAAIRRYALEQLPEYMVPAAIVLLDALPLTPNGKLDRRALPAPEFGGTGYRAPES

kkkkk okkkkkk khkkkokhhkhhkokhhko *hhkhhkhhhkhhhhkhhhdhhkhhkd o« *kkk *

EQEKVLAQLFAEVLGLPQVGVNDSFFDLGGHSLLATRLISRVRSLFHIDLPIRTLFESPT
EREQLLARLFGEVLGLPQVGLHDSFFDLGGHSLLATRLISRIRALFQVELPIRALFESPT

ECIE RIS Sk P S R S S P S R R P P O PRI S P

VARLARYIDDGAIDLDSFEVLLPIKPDGKRAPLFCIHPGGCLSWTYVGLVRYLDAEQPIY
VAGLARYIDDGEIDDDSFNVLLPIKPDGKRPPLFCIHPGGCLSWTYVSLVRYLDAEQPIY

Kkhk khkkkkhkkkhk kk hhkkokhhkhhhhhhhkh *hhkhhhhhhhhhhhhdh *hkhkhhhkhkhkx

GLQARGIDGKSQVATSIEGMASDYVEQIRRIQPKGPYYLLGWSLGGNIAQEMAVLLERQN
GLQARGIDGQSEPASSIEAMAADYVAQIRGIQPHGPYYLLGWSLGGNLAQAMASQLESMD

khkkkhkhkhhkkoko Khokkhkk khkokkhkk khk KShkkohhkhhhkhhhhhhhdh.hk %% * %

HDVGLLILLDSGPSPMHKNDEMIEYPLFTKEFRKTFKFHVSESKMRAIFEVSKHHIELIK
QEVGLLFLLDSGPSPMHKDDEMIEYPLFTKEFKNTFKFHVSETKMQAIFEVTKRHVELIR

FEEIE P R I kPRI S S P I R Rk P PR I O

QSTTPVSRGRALLFRATVPYDENTPLLSPHAWNDYVKGEIEIRDIHCQHAHMNHVEFMAQ
QSTTPVSQGPALLFRATVPYDESTPLLPPHAWNEYVKGDIEVHEVHCQHAQMNRIEFMEQ

*******:* ************.**** *****:****:**::::*****:**::*** *
MGEVIETKLAELHARATRY* - - 3136
MGPVIERKLATLHDQSTRRNS* 3135

kk kkk kkk KKk

2757
2754

2817
2814

2877
2874

2937
2934

2997
2994

3057
3054

3117
3114

Abbildung A42: Alignment von FrsG aus dem bcfrs-BGC und dem cufrs-

BGC.
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CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

FrsH_Burk MMQENDEVYLRSHTKIEPLIMRWYAWSHLISPAQHAMNMAFRHVPMLKSFLAAPTVHEAV 60
FrsH_Chro -MTVSDNVFLRSHTKIEPLIMRWYAWAHLVSPAQHALNIAFRHLPMLKSFVASPAVHEAA 59

Kakokhkhhhhhkhhhhkhhhhhh shkohhhhhk ok ohhhkohhkhhhdk ok ok khkk

FrsH_Burk SNNPEMLGGPYLELKKSDVAAVKALWQQTQQRGEKMIQFAEALLKLDRRLQKSEAGFSLD 120
FrsH_Chro SSNPEMLGGPFLELKKSDAAAVKALWQQTQQQAGRQIAFAEALLELDRRLQQSETGLSLD 119
*.********:*******.************:. : * ******:******:**:*:***
FrsH_Burk HVYAELPDALQGLVEVSYDLHNHPSLRLIEELLYLEDWMNDDGQEIAFNLSKEEERAFFI 180
FrsH_Chro HIYAELPEPLQGLVEVSYDLHNHPSLRLIEELLYLEDWVDGAGQEIAFSLDKEEERAFFM 179
*:*****: *****************************::. ******.*.********:
FrsH_Burk NTPRLDMPGRMVVPLPFADKRFDLLATSRLSPVSLGSLADALEIPATQRPAFRDYFTTTP 240
FrsH_Chro NTPRVDAPGRMVVPLPFADARFDLLSASRLSSVSFSQLADALEIPEDQRPAFREYFTTSA 239
****:* *khkhkhkhkkkkkkk*k *****::**** **:..******** ******:****:
FrsH_Burk PQRNKPTYRGDGVRVRYFGHACVLVQSAEVSVLVDPFLNWDHNTEEKRLTFYDLPDRIDY 300
FrsH_Chro PQRNEPEYEGDGVRVRYFGHACVLVQTAEVSVLVDPFLTWDHQPEQGRLTFYDLPDHIDY 299
****:* *.*****************:***********.***: *: *********:***
FrsH_Burk VFITHNHPDHFSCEALLQLRNRIGHILVPRNNGNNFADPSMKLTLKRLGFDNVMVMDEMA 360
FrsH_Chro VFLTHNHQDHFSCEALLQLRGRIGHILVPRNNGNNFADPSMKLTLKRLGFDNVIVMDEMA 359
**:**** ************.********************************:******
FrsH_Burk SITVPDGRLVSLPSYGEHSDLSITSKHGLFLSLKGRTFMFLADSDAKDRVLYRRIVRQVG 420
FrsH_Chro DITLPDGRLVSLPSYGEHSDLSITSKHGLYLSLKGRSFMFLADSDAKDRVLYRRIIKQVG 419
.**:*************************:******:******************: :***
FrsH_Burk RVDNLFIGMECDGAPLSWLYGPYLSNPIGRKEDESRRLSGSDCERAWRIVEECGCSRALY 480
FrsH_Chro KVDNLFIGMECDGAPLTWLYGPYLSNPIGRREDESRRLSGSDCERAWRIVEECGCSQALY 479
:***************:*************:*************************:***
FrsH_Burk YAMGQESWFRFVVGLEYTPDKKQIVESDVFVDRCRQAGLDGERLHGCCTVLL* 532
FrsH_Chro YAMGQESWFRFVVGLEYTPDKKQIVESDKFVDRCRQAGMAAQRLHGCQTMLL* 531

khkhkkhhkhhkhhhkhhkhhkhhhkhhkhhkhhhhhh *hkhkhhkhkkk. skkkkk k. kkk

Abbildung A43: Alignment von FrsH aus dem befrs-BGC und dem cufrs-
BGC.
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H* o H HH* H o H HH* H o H HH H H H HH

H H HHH

Percent Identity Matrix - created by Clustal2.1

1: FrsA_Burk 100.00 71.47
2: FrsA_Chro 71.47 100.00

Percent Identity Matrix - created by Clustal2.1

1: FrsB_Burk 100.00 75.00
2: FrsB_Chro 75.00 100.00

Percent Identity Matrix - created by Clustal2.1

1: FrsC_Burk 100.00 72.26
2: FrsC_Chro 72.26 100.00

Percent Identity Matrix - created by Clustal2.1

1: FrsD_Burk 100.00 69.66
2: FrsD-Chro 69.66 100.00

Percent Identity Matrix - created by Clustal2.1

1: FrsE_Burk 100.00 71.04
2: Frse_Chro 71.04 100.00
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Percent Identity Matrix - created by Clustal2.1

H o H HH

1: FrsF_Burk 100.00 75.11
2: FrsF_Chro 75.11 100.00

Percent Identity Matrix - created by Clustal2.1

H H HHH

1: FrsG_Burk 100.00 72.78
2: FrsG_Chro 72.78 100.00

Percent Identity Matrix - created by Clustal2.1

H* O H HH*

1: FrsH_Burk 100.00 84.56
2: FrsH_Chro 84.56 100.00

Abbildung A44: Percent Identity Matrizes der Alignments von FrsA-FrsH
aus dem befrs-BGC und dem cofrs-BGC.
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