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Zusammenfassung

Glycosyltransferasen sind die entscheidenden Biokatalysatoren der enzymatischen
Glykosylierung. Dieser Prozess ist einer von zahlreichen biologischen
Modifizierungsvorgangen an Zellen, genetischem Material oder wie im Falle der

Glykosylierung an Molekiilen, die iiberall auf der Welt zu finden sind.

Beim Modifizierungsprozess der Glykosylierung, werden Kohlenhydratstrukturen an
Proteine, Lipide oder andere Molekiile iibertragen. Die Glykosylierung kann sowohl
durch Enzyme katalysiert werden als auch ohne den Einfluss von Enzymen erfolgen.
Dies wird dann als Glykation bezeichnet. Die enzymatische Glykosylierung wird durch
Enzyme, die zu der Klasse der Transferasen ziahlen, genauer den Glycosyltransferasen
katalysiert. Diese Enzyme iibertragen aktivierte Zuckermolekiile, sogenannte
Nukleotidzucker, auf verschiedenste Akzeptormolekiile. Der Modifikationsprozess
verandert die Struktur und Funktion des jeweiligen Molekiils, wodurch sich
Eigenschaften wie Stabilitit oder Bioverfiigbarkeit dndern konnen. Beispielhaft
konnen hier Polyphenole genannt werden, die mit einer Vielzahl von vorteilhaften
Eigenschaften, wie entziindungshemmend oder krebsvorbeugend in Verbindung
gebracht werden, aber auf Grund ihrer schlechten Wasserloslichkeit eine geringe
Bioverfiigbarkeit = aufweisen. @ Diese  Verfiigbarkeit kann  durch den

Modifizierungsprozess der Glykosylierung erhoht werden.

Diese Arbeit befasste sich gezielt mit der Identifizierung und Charakterisierung
neuartiger Glycosyltransferasen. Besonderer Fokus lag dabei auf der ErschlieSung
neuer, dem Phylum Bacteroidota zuzuordnenden Glycosyltransferasen. Als
Ausgangspunkt diente ein auf Grundlage von Sequenzen bereits beschriebener
Glycosyltransferasen moduliertes Hidden Markov Model (Tabelle 25). Mit diesem
Model wurden Datenbanken durchsucht, woraus mehr als 100 potenzielle Treffer fiir
Glycosyltransferasen codierenden Genen resultierten. Eine Auswahl an 15
vielversprechenden Datenbankeintragen, basierend auf Phylums-Zugehorigkeit,
Sequenzlange und/oder Verwandtschaft zu bereits bekannten GTs, wurden fiir
genauere Untersuchungen ausgewdhlt. Von diesen konnte schlieBlich bei 6

Glycosyltransferasen (GT-HHo1 — GT-HH06) glykosidische Aktivitat nachgewiesen



werden. AnschlieBend wurde auch das Substratspektrum, sowie die

Expressionsfahigkeit flir zukiinftige in vitro Assays untersucht.

Alle neu identifizierten Transferasen waren in der Lage die Flavonoide Quercetin und
Naringenin zu glykosylieren. Besonders auffallig ist, dass die Glycosyltransferasen GT-
HHo1, GT-HHo2 und GT-HHo3 auch das Stilbenoid Oxyresveratrol glykosylieren
konnen. Neben den experimentellen Untersuchungen, erfolgten auch eine in-silico
Analyse der neuen Enzyme. Dabei wurde unteranderem der Faltungstyp der neuen
Glycosyltransferasen moduliert, als auch erstmalig ein Interaktionsnetzwerk aller
charakterisierten GTs erstellt. Alle sechs neuen Glycosyltransferasen weisen den
Faltungstyp B auf, welcher aus zwei beta-alpha-beta Faltblattern besteht. Des Weiteren
geht aus dem Interaktionsnetzwerk hervor, dass sich fast alle beschriebenen GTs in
drei groBe Cluster unterteilen lassen. Die meisten der bekannten Glycosyltransferasen
stammen aus den Phyla Pseudomonadota und Actinobacteria. Daneben stellte sich
heraus, dass sich durch die Fokussierung auf das Phylum Bacteroidota in dieser Arbeit,
die Anzahl der aus diesem Phylum bekannten Glycosyltransferasen nahezu verdoppelt

werden konnte.

Diese Ergebnisse zeigen das enorme Potenzial des Phylums Bacteroidota in Bezug auf
die Identifizierung und ErschlieBung neuartiger Glycosyltransferasen, sowie der

daraus resultierenden potenziellen zukiinftigen Anwendung in der Biotechnologie.
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Abstract

Glycosyltransferases are the key biocatalysts of enzymatic glycosylation. This process
is one of numerous biological modification processes on cells, genetic material or, as

in the case of glycosylation, molecules that can be found all over the world.

At the glycosylation modification process, carbohydrate structures are transferred to
proteins, lipids or other molecules. Glycosylation can be catalyzed by enzymes as well
as without the influence of enzymes. This is then referred to as glycation. Enzymatic
glycosylation is catalyzed by enzymes belonging to the class of transferases, more
precisely glycosyltransferases. These enzymes transfer activated sugar molecules, so-
called nucleotide sugars, to various acceptor molecules. The modification process
changes the structure and function of the respective molecule, which can alter
properties such as stability or bioavailability. Examples include polyphenols, which are
associated with a variety of beneficial properties such as anti-inflammatory or cancer-
preventing but have low bioavailability due to their poor water solubility. This

availability can be increased by the modification process of glycosylation.

This work was specifically concerned with the identification and characterization of
novel glycosyltransferases. Special focus was placed on the identification of new
glycosyltransferases belonging to the phylum Bacteroidota. A Hidden Markov Model
(Table 25) was modulated on the basis of sequences of already described
glycosyltransferases served as a starting point. This model was used to search in
various databases and results in more than 100 potential hits for genes encoding
glycosyltransferases. A selection of 15 promising database entries, based on phylum
affiliation, sequence length and/or relationship to already known GTs, were selected
for further investigation. Of these, 6 glycosyltransferases (GT-HHo1 - GT-HH06) were
found to have glycosidic activity. Subsequently, the substrate spectrum as well as the

expression capacity for future in vitro assays were investigated.

All newly identified transferases were able to glycosylate the flavonoids quercetin and
naringenin. It is particularly striking that the glycosyltransferases GT-HHo1, GT-
HHo2 and GT-HHo03 can also glycosylate the stilbenoid oxyresveratrol. In addition to

the experimental studies, the new enzymes were also analyzed in silico. Among other
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things, the folding type of the new glycosyltransferases was modulated, and an
interaction network of all characterized GTs was created for the first time. All six new
glycosyltransferases show the folding type B, which consists of two beta-alpha-beta
leaflets. Furthermore, the interaction network shows that nearly all described GTs can
be divided into three large clusters. Most of the known glycosyltransferases originate
from the phyla Pseudomonadota and Actinobacteria. In addition, it turned out that by
focusing on the phylum Bacteroidota in this work, the number of glycosyltransferases

known from this phylum could be almost doubled.

These results show the enormous potential of the phylum Bacteroidota with regard to
the identification and development of novel glycosyltransferases, as well as the

resulting potential future application in biotechnology.
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1. Einleitung

1.1 Glycosyltransferasen (GTs)

Glycosyltransferasen (nachfolgend auch GT/ GTs genannt) sind die Schliisselenzyme
bei der enzymatischen Glykosylierung. Dabei katalysieren diese Enzyme den Transfer
von verschiedensten Donormolekiilen auf ein breites Spektrum an Substraten bzw.
Aglykonen und werden der Klasse der Transferasen (EC 2.4.x.y) zugeordnet (Liang et
al. 2015). In der nachfolgenden Abbildung ist die enzymatische Glykosylierung

schematisch dargestellt.

Donor

OH 0
.|. + Akzeptor J - [ Akzeptor J + @

Abbildung 1: Schematische Darstellung der enzymatischen Glykosylierung, bei denen

Glycosyltransferasen als Schliisselenzyme agieren.

Durch diese enzymatische Modifikation konnen gezielt die biophysikalischen
Eigenschaften der jeweiligen Aglykone verandert werden. So kann durch
Glykosylierung die Wasserloslichkeit erhoht werden oder auch die Substratstabilitat
beeinflusst werden (Chung et al. 2006; Woo et al. 2012; Mikila et al. 2016). Ebenfalls
wichtig ist die Glykosylierung im Kontext der posttranslationalen Modifikation von
Proteinen. So fiihrt beispielsweise der gezielte enzymatische Transfer von
Zuckermolekiilen auf Proteine zu einem besseren Schutz dieser vor proteolytischen
Abbau. Ebenfalls kann diese Modifikation dazu beitragen, dass Proteine korrekt
gefaltet werden (Brooks 2006). Bei den dabei transferierten Donormolekiilen handelt
es sich zumeist um Nukleotidzucker. Diese setzen sich aus einem Monosaccharid und
einem Nukleotid zusammen, die iiber ein Diphosphat miteinander verbunden sind.
Beispielhaft zu nennen ist UDP-Glukose (Uridindiphosphat-Glukose) oder dTDP-
Rhamnose  (Deoxythymidindiphoshat-Rhamnose) (Mikkola 2020). Diese

Nukleotidzucker-abhiangigen  Glycosyltransferasen =~ werden  auch  Leloir-
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Glycosyltransferasen genannt. Benannt nach Luis F. Leloir, der 1970 den Nobelpreis
in Chemie fiir seine Erforschung der Glykosidbiosynthese und des Zuckerstoffwechsels
erhalten hat (Lairson et al. 2008). Neben den Nukleotiddiphosphatzuckern gibt es
auch  Nukletiodmonophosphatzucker.  Diese = werden von  Nicht-Leloir-
Glycosyltransferasen genutzt die aufgrund dessen auch als Phosphorylasen bezeichnet
werden konnen (Mestrom et al. 2019). Neben den Unterschieden in den genutzten
Donormolekiilen, lassen sich Glycosyltransferasen auch nach unterschiedlichen
Faltungstypen einteilen. Nach aktuellem Stand der Forschung sind fiinf verschiedene
Faltungsarten von Glycosyltransferasen bekannt. Fiir Leloir-Glycosyltransferasen sind
die Faltungstypen GT-A, GT-B und GT-D bekannt. Bei den Nicht-Leloir-
Glycosyltransferasen sind die Faltungen GT-C und GT-E bekannt (Abbildung 2), wobei
es sich bei den Glycosyltransferasen mit GT-C Faltung um Membran assoziierte
Glycosyltransferasen handelt (Mestrom et al. 2019). Die am besten beschriebenen
Faltungen sind die Faltungstypen GT-A und GT-B. Beide bestehen aus zwei B/a/p
Rossmann Dominen, wobei an die N-terminale Domaine das Akzeptormolekiil und an
die C-terminale Domaine der Nukleotidzucker bindet (Lairson et al. 2008; Liang et al.
2015). Der Unterschied zwischen beiden Faltungen besteht in der Orientierung und
Assoziation der beiden einzelnen Doméanen zueinander. Die zwei $/a/f Rossmann
Domainen der GT-A Faltung sind eng zueinander orientiert, wozu im Gegensatz die
einzelnen Domanen der GT-B Faltung lockerer aneinandergebunden sind und dabei
eine hufeisenartige Form bilden. In dem Freiraum zwischen den einzelnen B/a/f
Rossmann Doméanen der GT-B Faltung befindet sich das aktive Zentrum dieser

Enzyme.



GT-A GT-B

(PDB: 1QG8)

GT-C
(PDB: 4PHR) (PDB: 5WB4) (PDB: 3RCE)

Abbildung 2: Strukturen der bekannten Faltungstypen von Glycosyltransferasen. Die
Faltungen GT-A, GT-B und GT-D konnten bereits bei Leloir-Glycosyltransferasen
nachgewiesen werden. Hiervon sind die Faltungen GT-A und GT-B die beiden am besten
untersuchten Faltungstypen. Beide bestehen aus zwei /a/B Rossmann Domaénen, die einmal
eng (GT-A Faltung) und einmal locker (GT-B Faltung) assoziiert sind. Die GT-E und die
membranstandige GT-C Faltung sind ausschlieBlich bei Nicht-Leloir Glycosyltransferasen zu
finden. Die Abbildung wurde nach Pettersen et al. 2004 mit USCF Chimera erstellt.

Neben unterschiedlichen Faltungstypen lassen sich auch verschiedene
Reaktionsmechanismen bei der Glykosylierung durch GTs feststellen. Dabei
unterscheidet man zwischen invertierenden und beibehaltenden Glycosyltransferasen.
Die unterschiedlichen Faltungstypen haben dabei keinen Einfluss auf den jeweiligen
Reaktionsmechanismus des Enzyms. Sowohl bei invertierenden als auch
beibehaltenden Glycosyltransferasen konnten die Faltungen GT-A und GT-B
nachgewiesen werden (Lairson et al. 2008). Beim invertierenden
Reaktionsmechanismus handelt es sich um eine Snx2-dhnliche nukleophile
Substitution. Dabei agiert eine Seitenkette des aktiven Zentrums als basischerer
Katalysator und deprotoniert das angreifende Nukleophil des Akzeptors. Dieser
~Angriff* des Akzeptors erfolgt von der Riickseite der Abgangsgruppe, da sich sonst die
negativ geladene Abgangsgruppe und das negative geladenen angreifende Nukleophil

im Weg stiinden (Mestrom et al. 2019). Daraus resultiert, dass es beim invertierenden
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Reaktionsmechanismus, wie der Name suggeriert, zur Invertierung der Bindung am
Monosaccharid kommt (Lairson et al. 2008; Liang et al. 2015). Im Gegensatz zu
invertierenden  Glycosyltransferasen, ist der Reaktionsmechanismus von
beibehaltenden Glycosyltransferasen nicht eindeutig aufgeklart. So ware eine doppelte
Sn2-ahnliche nukleophile Substitution denkbar. Dieser Reaktionsmechanismus wird
aber als unwahrscheinlich angesehen, da bisher kein Glykosyl-Enzym Intermediat
nachgewiesen werden konnte und einige GTs keine passenden Nukleophile nahe des
Donorsubstrates aufweisen. Als realistischer wird ein Sni- Mechanismus angesehen.
Dabei wird die Abgangsgruppe abgespalten und das Nukleophil greift von der gleichen
Seite an (Ali et al. 2023). Der logischere Riickseitenangriff des Nukleophils, bei dem
sich Abgangsgruppe und Nukleophil nicht blockieren wiirden, wird dabei durch das
Enzym blockiert, womit nur der Angriff von der gleichen Seite erfolgen kann und die
Konformation infolgedessen erhalten bleibt. Unklar ist dabei jedoch, ob es zur Bildung
von ein oder zwei Intermediaten kommt. Experimentell konnte dieser
Reaktionsmechanismus bereits bei der Glycosyltransferase OtsA nachgewiesen
werden (Lee et al. 2011). In der sich anschlieBenden Abbildung 3 sind die drei

potenziellen Reaktionsmechanismen grafisch dargestellt.

a) invertierender Mechanismus (Sy2) b)  beibehaltender Mechanismus (doppelter Sy2)

C{ el s s (“éN s
: Ho=—0C ) Ho=—2/ 0
T H e 20 H -0 HO
Ho_\’j A it N W L SR P > 0 = ANO, - E\E
R o R OH p_H R e Bl oHn R
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Abbildung 3: Reaktionsmechanismus von invertierenden (a) und beibehaltenden (b und c)
Glycosyltransferasen. Der Reaktionsweg iiber doppelte Sy2-dhnliche nukleophile Substitution
(b) konnte bisher nicht nachgewiesen werden. Daher gilt der Sxi Reaktionsweg als
wahrscheinlicherer Reaktionsmechanismus von beibehaltenden-Glycosyltransferasen. Das
M=+ steht fiir ein zweiwertiges Metall welches keine zwangslaufige Voraussetzung fiir die
katalytische Aktivitat ist. Diese Abbildung wurde von Mestrom et al. iibernommen und an das
Layout dieser Arbeit angepasst (Mestrom et al. 2019).



Nach aktuellem Stand der Forschung (Mai 2023) sind 1081422 Glycosyltransferasen
bekannt (CAZY-Datenbank; CAZy - GT ). Klassifizieren lassen sich all diese nach
verschiedensten Gesichtspunkten. Dazu gehoren, wie bereits aufgefiihrt, die
Unterteilungen nach den jeweilig praferierten Donor- und/oder Akzeptormolekiilen
oder dem Reaktionsmechanismus. Durch die Bandbreite an bevorzugten Donor- und
Akzeptormolekiilen entstehen infolgedessen vielfach unterschiedlichste Glykoside.
Demnach konnen Akzeptormolekiile, wie in Abbildung 4 dargestellt, sowohl iiber ein
Sauerstoffatom, als auch tiber ein Stickstoff-, Schwefel-, oder Kohlenstoffatom
glykosyliert werden. Ein weiteres Klassifizierungssystem von GTs ist die
Unterscheidung basierend auf Sequenziahnlichkeiten. Nach diesem System lassen sich
alle 1081422 Glycosyltransferasen in 113 GT-Familien unterteilen. Aufgelistet werden

alle in der Carbonhydrate-Active enZymes Database (CAZY-Datenbank; CAZy - GT) .

1.2 Modelsubstrat Quercetin

Bei Quercetin handelt es sich um ein Flavonoid, das zu der Gruppe der Polyphenole
gehort. Diese zeichnen sich, wie der Namen suggeriert, durch eine Mehrzahl an
phenolischen Ringen aus. Ein Ring besteht dabei aus sechs Kohlenstoffatomen, die
aneinander gebunden sind und einen Ring formen. Die Grundstruktur eines
Flavonoids, einer Untergruppe der Polyphenole, besteht aus zwei phenolischen Ringen
(A und B), die iiber eine Kohlenstoffbriicke verbunden sind. Zusatzlich beinhaltet das
Grundgeriist der Flavonoide noch einen sauerstoffhaltigen heterocyclischen Ring (C)
(Braune and Blaut 2016). Beginnend am Sauerstoffatom erfolgt die Nummerierung der
Einzelatome in Richtung des nichstliegenden Substituenten. Die Atome des B-Rings
werden mit der entsprechenden Zahl und einem Strich nummeriert, damit keine
Verwechslung erfolgen kann. Dargestellt ist dies in Abbildung 4. Blau beschriftet sind
die einzelnen Ringe und die jeweiligen Nummern der Atome. In der entsprechenden
Abbildung wurde das Ausgangssubstrat (Aglykon) Quercetin an der Position 3
glykosyliert. Daraus leitet sich dann der Name des Produktes (Glykosid) ab. Es handelt

sich hierbei um Quercetin 3-Rhamnose.



Quercetin Quercitrin/ Quercetin 3-Rhamnose Wasser

Abbildung 4: Reaktionsmechanismus der Glykosylierung von Quercetin zu Quercitrin, bei der
auch Wasser als Nebenprodukt entsteht. Mit blau ist die Nummerierung der Benzolringe und
die der einzelnen Atome dargestellt, nach der sich auch die jeweilige Bezeichnung des
entstehenden Glykosids richtet. In diesem hier dargestellten Beispiel erfolgt die
Glykosylierung iiber die Hydroxygruppe (rot markiert) an Position 3 aufgrund dessen das
Glykosid als Quercetin 3-Rhamnose bezeichnet wird. Die Abbildung wurde mit ChemDraw
21.0.0 erstellt.

Neben dem Quercetin 3-Rhamnose, hier in Abbildung 4 mit dem Trivialnamen
Quercitrin bezeichnet, spielten in dieser Arbeit auch die Glykoside Isoquercitrin und
Rutin eine wichtige Rolle (Abbildung 5). Bei allen drei aufgezeigten Glykosiden erfolgte
die Glykosylierung iiber die Hydroxygruppe an Position drei, womit es sich um eine O-
glykosidische Bindung handelt, bei deren Entstehung ein Molekiil Wasser freigesetzt
wird. Neben der sogenannten O-Glykosylierung gibt es auch Glykosylierungen iiber
Aminogruppen (N-Glykosylierung), Schwefel (S-Glykosylierung) und Kohlenstoff (C-
Glykosylierung). Weiterhin konnen Glykoside auch anhand ihrer Anomerie eingeteilt
werden. Hierbei unterscheidet man zwischen alpha- und beta-glykosidischen

Bindungen (Lairson et al. 2008).
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Abbildung 5: Das in dieser Arbeit im Rahmen des Aktivititsassays benutzte Modelsubstrat Quercetin mit den mdglichen Glykosiden Quercitrin,
Isoquercitrin und Rutin. Die Glykoside werden anhand der durch die Glycosyltransferasen iibertragendem Zuckermolekiil unterschieden. In Rot ist

das Hydroxymolekiil bzw. Sauerstoffmolekiil markiert, {iber das die Glykosylierung erfolgt. Das dabei entstehende Wassermolekiil ist aufgrund der
besseren Ubersichtlichkeit nicht dargestellt. Die Abbildung wurde mit ChemDraw 21.0.0 erstellt.



1.3 Bacteroidota

Der Fokus zur ErschlieBung neuartiger Glycosyltransferasen aus dem Phylum
Bacteroidota begriindet sich aus der weltweiten Verbreitung dieses Phylums und dem
damit einhergehenden riesigen Potenzial an moglichen neuartigen Enzymen. So
beschreiben bereits Sun C-C et al. (Sun et al. 2023) die Vielzahl an Kohlenhydrat
aktiven Enzymen aus Bacteroidota und deren entscheidenden Rolle bei der Zersetzung
komplexer Kohlenhydratverbindungen. Diese ermoglichen die Zersetzung
unterschiedlichster Substrate wie Cellulose, Hemicellulose, Chitin oder Agar. Die
Verwertung dieser unterschiedlichsten Polysaccharide erfolgt unter der Kontrolle
verschiedenster Polysaccharid-Verwertungsloki, auch PUL (polysaccharide utilization
loci) genannt. Dabei besitzt jeder Bakterienstamm eine Vielzahl an unterschiedlichen
PULs zur Verwertung verschiedenster Polysaccharide (Koropatkin et al. 2008;
Mackenzie et al. 2012; Zheng et al. 2021). Erstmals wurde dieser aus 8 verschiedenen
Genen (susR, susA, susB, susC, susD, susE, susF und susG) bestehende Lokus bei
Bacteroides thetaiotaomicron entdeckt und beschrieben (Thomas et al. 2011). Als
regulatorische Einheit fungiert dabei das susR Gen, das die Transkription der anderen
Gene unter Anwesenheit von Starke oder Maltose auslost. Weiterfiihrende, detaillierte
Ubersichten und Informationen zum Abbau von Kohlenhydratverbindungen unter der
Kontrolle von PULs konnen bei Thomas et al. (Thomas et al. 2011) und Feng et al.
(Feng et al. 2022) nachgelesen werden. Parallel dazu zeigen sowohl Veith et al. (Veith
et al. 2023) als auch B. Fernandez-Gomez et al. (Fernandez-Gomez et al. 2013), dass
Vertreter des Phylums Bacteroidota zahlreiche Gene besitzen, die fiir
Glycosyltransferasen codieren. Unter anderem dienen diese GTs zur Bildung einer

riesigen Bandbreite an Glykoproteinen.

Alle zugehorigen Vertreter des Phylum Bacteroidota sind Gram-negativ, bilden keine
Sporen, sind unbeweglich, tragen Flagellen oder bewegen sich gleitend fort (Thomas
et al. 2011). Sie besiedeln den Boden, Meer- und SiiBwasser, und auch im
Intestinaltrakt von Menschen und Tieren sind sie zu finden (Thomas et al. 2011). Ihre
jeweiligen physiologischen Eigenschaften variieren daher stark und reichen von strikt

anaeroben Vertretern bis hin zu strikt aeroben Vertretern. Unterteilt wird das Phylum



Bacteroidota in 8 Klassen (Bacteroidia, Chitinophagia, Cytophagia, Flavobacteriia,
Saprospiria, Sphingobacteria, Bacteroidetes incertae sedis und Bacteroidetes Order IV
Incertae sedis), denen wiederum 19 Familien zugeordnet werden (Abbildung 6).
Vertreter der Klasse Bacteroidia sind hauptsachlich im Intestinaltrakt von Tieren oder
uns Menschen zu finden. Dagegen sind Arten der Klassen Flavobacteriia, Cytophagia
und Sphingobacteria vorwiegend in der Umwelt anzutreffen (Thomas et al. 2011).

Insgesamt werden derzeit ca. 24.000 Arten dem Phylum Bacteroidota zugerechnet.

Klasse: Ordnung: Familie:

Cytophagia Cytophagales Flammeovirgaceae Rhodothermaceae Salinibacteraceae
Rhodothermia Rhodothermales Chitinophagaceae Balneolaceae Rikenellaceae
Sphingobacteriia Sphingobacteriales Marinilabiliaceae Cyclobacteriaceae Cryomorphaceae
Flavobacteriia Flavobacteriales Thermonemataceae Prevoteliaceae Sphingobacteriaceae
Bacteroidia Bacteroidales Saprospiraceae Prolixibacteraceae Hymenobacteraceae
Chitinophagia Chitinophagales Odoribacteraceae Porphyromonadaceae Flavobacteriaceae
Balneolia Baineolales Cytophagaceae Crocinitomicaceae Bacteroidaceae

Abbildung 6: Ubersicht iiber die Klassen, Ordnungen und Familien, die dem Phylum
Bacteroidota zugeordnet werden. Modifiziert nach Hahnke et al. 2016 (Hahnke et al. 2016)



1.4 Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Identifizierung bisher unbekannter
Glycosyltransferasen aus dem Phylum Bacteroidota. Dieses bietet auf Grund seiner
ubiquitar vorkommenden Vertreter ein enormes Potenzial an neuartigen Enzymen.
Bisher werden die Vertreter des Phylums hauptsachlich im Zusammenhang mit dem
menschlichen Mikrobiom betrachtet. Dem gegeniiber legt jetzt diese Arbeit erstmalig
den Fokus auf die gezielte ErschlieBung neuartiger Enzyme aus Vertretern dieses

Phylums.

Basierend auf den Arbeiten von Rabausch et al. (Rabausch et al. 2013), Danso et al.
(Danso et al. 2018) und Ruprecht et al. (Ruprecht et al. 2019) wurde ein Arbeitsschema
entwickelt, das mittels sequenzbasierten Datenbanksuchen und hochspezifischer
Diinnschichtchromatographie dazu beitragen sollte, neuartige Glycosyltransferasen zu

identifizieren (Abbildung 7).

Die Basis der Datenbanksuche bildete ein auf Grundlage von Sequenzdaten
charakterisierter Glycosyltransferasen erstelltes Hidden Markov Model. Damit
identifizierte vielversprechende Treffer potenzieller Glykosyltransferasen wurden
kloniert, synthetisiert und auf Aktivitat getestet. Dabei diente das Polyphenol
Quercetin als Modelsubstrat. Dieses stellte ein optimales Modelsubstrat dar, da
Glycosyltransferasen von Mikroorganismen groBtenteils dazu verwendet werden, um
natiirlich vorkommende phenolische und polyphenolische Verbindungen zu
modifizieren. Diese haben wiederum eine wichtige Rolle in Stoffwechselprozessen,
dienen als Antioxidantien, Stimulatoren des Immunsystems, sind an der Regulierung
des Blutdrucks beteiligt und fungieren als Antikrebsmolekiile (Williamson 2017).
Neue, als aktiv nachgewiesene Glycosyltransferasen sollten dann weiter charakterisiert
werden und mittels in-silico Analysen phylogenetisch und interaktionsspezifisch

untersucht werden.
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Abbildung 7: Arbeitsschema der vorliegenden Arbeit. Ausgangspunkt bildet eine
sequenzbasierte Suche mittels Hidden Markov Model und anschlieBender Klonierung oder
Synthese von potenziellen interessanten Glycosyltransferasen. Nachfolgend wurden die
potenziellen GT's mittels Aktivititsassay untersucht. Nachgewiesen aktive GT's wurden
charakterisiert und analysiert. Die Grafik wurde mit BioRender erstellt.
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2. Materialien und Methoden

2.1 Chemikalien und Aglycone

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und Aglycone erfiillten Laborstandard.

Nachfolgend sind diese tabellarisch aufgelistet.

Tabelle 1: Ubersicht iiber die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und Aglycone

Quelle

Molekulargewicht
Substanz

[g/mol]
Quercetin 302.24
Quercitrin 448.38
Isoquercetin 464.10
Rutin 610.51
Kaempferol 286.26
Naringenin 272.25
Hesperetin 302.27
Qxyresveratrol 244.42

Acetylsalicylsaure 180.16

Terephthalsaure 166.13

Naturstoffreagenz A 225.10

Alfa Aesar (Massachusetts, USA)
Extrasynthes (Genay, Frankreich)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Molekula (Miinchen, Deutschland)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Chengdu Kanghui Biotechnology (Chengdu,
China)

Sigma  Aldrich  Biochemie = GmbH
(Hamburg, Deutschland)

Sigma  Aldrich  Biochemie = GmbH
(Hamburg, Deutschland)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
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2.2 Bakterienstaimme, Vektoren, Primer

2.2.1 Bakterienstamme

Nachfolgend sind alle verwendeten Bakterienstimme sowie deren Charakteristika und

Quelle aufgefiihrt.

Tabelle 2: Verwendete Bakterienstamme

Bakterienstamm Genotyp Quelle
E. coli BL21 F- ompT gal dcm lon hsdSB(rB—mB-) Erhalten von Thermo
DE3 A((DE3) [lacl lacUV5-T7po7 ind1 samy7 Fischer (Eco114)
nins/) [malB+]K-12(AS)
E. coli DH50 F- @ 8olacZA M15 A (lacZYA -argF ) U169  DSMZ
recA1 endA1 hsdR17 (rK— ,mK+ ) phoA (Braunschweig,
supE44 thi-1 gyrA96 relA1 A— Deutschland)
E.coliTy huAz lacZ::T7 genei [lon] ompT gal sulA11
Express lysY/Iq R(mcr-73::miniTn10--TetS)2 [decm] R(zgb-  Erhalten von New
Competent 210::Tn10--TetS) endA1 A(mcerC- England Biolabs
mrr)i14::1S10 [miniF-lysY, laclq(CamR)]
Arenibacter ) Labor von Prof. Streit
algicola Wildtyp
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2.2.2 Vektoren und Primer

In den nachfolgenden Tabellen sind die verwendeten Primer und Vektoren aufgelistet.
Die fir das RF-Klonieren benotigten Target (T) und Plasmid (P)

Annealingtemperaturen sind hinter dem jeweiligen Anfangsbuchstaben angegeben.

Tabelle 3: Die in dieser Arbeit genutzten Primer.

Bezeichnung DNA-Sequenz Lange Ta[°C] Quelle
523 [bp]

T7_Promotor TAATACGACTCACTATAG 18 44 Aus dieser

Studie
pET-rev TCCGGATATAGTTCC 15 44 Aus dieser
Studie

For_pEt21_03495 GTGGTGGTGGTGGTGGT 42 T:54 Aus dieser
GGTTGCCCAACACAAAA P:59 Studie
GAATATAG

Rev_pET21_03495 CCCTCTAGAAATAATTTT 71 T:54 Aus dieser
GTTTAACTTTAAGAAGG P:59 Studie
AGATATACATATGAAAA
AATACTTGTTATTGCTGC
T

For_pEt21_01957 GGTGGTGGTGGTGGTGG 37 T:52 Aus dieser
TTGTTAAGGAAGTCCAA P:56 Studie
ACT

Rev_pEt21_01957 AGAAATAATTTTGTTTAA 66 T:52 Aus dieser
CTTTAAGAAGGAGATAT P:56 Studie
ACATATGAAGTTATATTT
AATTCTCCCAATG

14



Tabelle 4: Die in dieser Arbeit verwendeten Vektoren

Vektor Charakteristika GroBe Quelle
(bp)
pET21a(+) T7 Promotor/Terminator, 5443 Erhalten von
His-Tag, Ampr, lacl Addgene
(Massachusetts,
USA)

pET21a(+)::GT-HHo1 GT-HHo1 als Insert durch 6726  Aus dieser Studie
RF-Klonierung

pEt21a(+)::GT-HHo2 GT-HHo2 als Insert durch 6360 Aus dieser Studie
RF-Klonierung

pET21a(+)::GT-HHo3 GT-HHo3 als Insert durch 6726  Aus dieser Studie
RF-Klonierung

pET21a(+)::GT-HHo4 GT-HHo4 als Insert durch 6684 Aus dieser Studie
RF-Klonierung

pEt21a(+)::GT-HHo5 GT-HHoj als Insert durch 6684  Aus dieser Studie
RF-Klonierung

pEt21a(+)::GT-HH0o6  GT-HHo06 als Insert durch 6663 Aus dieser Studie
RF-Klonierung

2.3 Medien und Medienzusitze

2.3.1 Medien

Die  verwendeten @ Medien wurden vor der Verwendung  mittels
Dampfdrucksterilisation autoklaviert (121 °C, 20 Minuten, 1 bar Uberdruck). Zur
Kultivierung auf Festmedium wurden zu einem 1L Medium 14 g Agar vor dem
Autoklavieren hinzugegeben. Zum GieBen der Festmedien wurden 20 mL in sterile

Petrischalen gegossen und nach dem Ausharten bei 4 °C gelagert.

15



Tabelle 5: Zusammensetzung Luria Bertani Medium

LB-Medium (Luria-Bertani)

Trypton 10.0 g
Hefeextrakt 508
Natriumchlorid 508
H.O bidest ad 1000 mL

Tabelle 6: Zusammensetzung M9 Minimal Medium

Mo Minimal Medium
Mg Salzlosung (10x) 100 mL
20 % Glukose 20 mL
1M MgSO, 1mL
1M CaCl. 0.3 mL
Biotin (1 mg/mL) 1 mL
Thiamin (1 mg/mL 1mL
Spurenelementlosung (100x) 10 mL
H.O bidest 867 mL

Tabelle 7: Bestandteile der M9 Salzlosung fiir das Mg Minimal Medium

Mg Salzlosung (10x)
NaoHPO4-2H20 75.2 g/L
KHoPOy4 30 g/L
NaCl 58/L
NH4Cl 5g/L
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Tabelle 8: Bestanteile der Spurenelementlosung fiir das Mg Minimal Medium

Spurenelementlosung (100x)

EDTA 13.4 mM
FeCl;-6H.O 3.1 mM
ZnCl, 0.62 mM
CuCl.-2H-0 76 UM
CoCl.-2H-.0 42 UM
H3BO; 162 M
MnCl.-4H-0O 8.1 uM

2.3.2 Medienzusitze

Die thermolabil Medienzusatze wurden mit einer 0.2 pm Membran sterilfiltriert und
nach dem Autoklavieren und Abkiihlen des Mediums auf 60°C hinzugegeben.

Nachfolgend sind die verwendeten Substanzen aufgelistet.

Tabelle 9: Ubersicht iiber die verwendeten Medienzusitze

. ) . Endkonzentration
Substanz Losungsmittel Stammlosung )
Medium
IPTG H>Obidest 100 mM 100 pug/mL
Ampicillin H>Obidest 100 mM 100 pug/mL

2.4 Kultivierung und Lagerung von Bakterienstimmen

2.4.1 Anzucht von Bakterien

Die Kultivierung von Bakterien erfolgte in 5 mL Fliissigmedium. Hierfiir wurde mittels
einer sterilen Pipettenspitze die jeweilige Bakterienkolonie aus einer Glycerinkultur
oder Agar-Platte entnommen und ins Medium {iiberfiihrt. Bei notwendiger Selektion
wurde der entsprechende antibiotische Zusatz beigefiigt. Die Kultivierung erfolgte

tiber Nacht bei entsprechender Temperatur (E. coli BL21 DE3, E. coli DH5q, E. coli T7
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Express lysY/Iq Competent bei 37°C und Arenibacter algicola bei 28°C) auf einem
Schiittelinkubator (GFL 3015, Gesellschaft fiir Labortechnik, Burgwedel, Germany) bei

150 rpm.

2.4.2 Lagerung von Bakterien

Die Lagerung der Bakterien erfolgte entweder fiir Kurzzeitlagerung auf Agar-Platten
mit entsprechendem Antibiotikum bei 4°C oder fiir langfristige Lagerung wurden
Glycerinkulturen angelegt. Dafiir wurden Zellen aus einer Vorkultur mit 86 % Glycerin

im Verhaltnis 2:3 gemixt und in entsprechenden Kryrohrchen bei - 70°C gelagert.

2.5 Molekularbiologische Methoden

Um fiir steriles Arbeiten zu sorgen, wurden die Medien autoklaviert und nicht
thermostabile Zusitze sterilfiltriert. Impfosen und Drigalskispatel wurden mit 70 %

Ethanol abgeflammt und die Arbeitsflachen vor und nach dem Arbeiten desinfiziert.

Standardisierte molekularbiologische Methoden wurden von Sambrook und Russell

(Sambrook and Russell 2001) iibernommen.

2.5.1 Photometrische Triibungsmessung

Durch die photometrische Triibungsmessung einer Bakteriensuspension konnte die
Zelldichte ermittelt werden. Dafiir wurde die optische Dichte (OD) in einer Halb-
Mikrokiivette (BRAND GMBH + CO KG, Wertheim, Deutschland) bei einer
Wellenldnge von A=600 nm gemessen. Als Messgerit wurde ein Absorptions-
Einstrahlphotometer (BioPhotometer, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)
verwendet. Als Referenz wurde das jeweilige unbewachsene Medium verwendet. Ab
einer gemessener ODgoo groBer als 0,8 wurde die Probe verdiinnt, um etwaige

Messungenauigkeiten zu verhindern.
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2.5.2 Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten zur Uberpriifung ihrer GroBe erfolgte auf
Grund von Polaritit in einer Agarose-Gelelektrophosekammer. Verwendet wurden
dazu 0.8 % TAE-Agarosegele und Elektrophoresekammern (Biometra Compact XS/S,
Analytik Jena, Jena, Deutschland), in denen 1x TAE-Puffer als Laufmittel verwendet

wurde.

Die zu untersuchende Probe wurde mit Loading Dye (TriTrack DNA Loading Dye (6x),
Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA) versetzt und in die Taschen des Gels
aufgetragen. Die Gelelektrophorese erfolgte bei 100 V fiir eine Dauer von 35 Minuten.
Fiir die richtige Abschitzung der Grofle der untersuchten DNA-Fragmente wurde ein
1 kb+ Marker (GeneRuler 1kb plus DNA Ladder, Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, USA) verwendet. Nach der elektrophoretischen Auftrennung wurde
das Gel mit in Wasser gelosten Ethidiumbromid (0,5 pg/ml) fiir 15 min angefarbt und
anschlieBend kurz in einem Wasserbad geschwenkt, um {iberschiissiges
Ethidiumbromid zu entfernen. Zur Analyse und Dokumentation des Agarosegels
wurde eine Gel-Dokumentationsanlage (ChemiDoc™ MP Imaging System, Bio-Rad

Laboratoreis, Inc., Hercules, USA) genutzt.

Tabelle 10: Zusammensetzung vom Loading Dye (6x)

Loading Dye
Tris-HCL 10 mM (pH 7.6)
Bromphenolblau 0.03 %

Xylencyanol FF 0.03 %
Orange G 0.015 %
Glycerol 60 %

EDTA 60 mM

19



Tabelle 11: Zusammensetzung TAE-Puffers

50x TAE-Puffer
Tris-HCl 2 mM

Eisessig
EDTA 100 mM

2.5.3 Bestimmung der Nukleinsaure-Konzentration

Zur Bestimmung der Nukleinsaure-Konzentration von DNA-Proben wurde ein
Spektral-Photometer (NaoPhotometer® NP80, Implen, Westlake Village, USA)
verwendet. Hierfiir wurde die Absorption bei einer Wellenlige von A=260 nm
gemessen. Bei einem Extinktionswert von 1 entspricht das bei doppelstrangiger DNA
einer Konzentration von 50 pg/mL. Fiir den Aufschluss iiber die Reinheit der Probe
wurde zusatzlich die Absorption bei einer Wellenlange von A=280 nm gemessen und
aus beiden Werten der Quotient gebildet. Ab einem Wert von 1.8 war ein guter

Reinheitsgrad erreicht.

2.5.4 Isolierung von genomischer DNA

Die Isolierung genomischer DNA (gDNA) erfolgte mit dem NucleoSpin Microbial DNA
Kit (Machery Nagel, Diiren, Deutschland) unter Anwendung der Angaben des
Herstellerprotokolls. Fiir die im Protokoll aufgefiihrten Zentrifugationsschritte wurde
eine Tischzentrifuge (Mini Spin Plus, Eppendorf SE, Hamburg, Deutschland)
verwendet. Fiir die Elution der gDNA wurden 30 pL H.O bidest. genutzt.

2.5.5 Praparation von Plasmid-DNA

Zur Isolierung von Plasmid-DNA wurde das Presto ™ Mini Plasmid Kit (Geneaid
Biotech Ltd, New Taipei City, Taiwan) unter Verwendung des Herstellerprotokolls

genutzt. Abweichend vom Protokoll des Herstellers wurde fiir die Elution der Plasmid-
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DNA 30 pL H.0 bidest. verwendete und die Elution ein zweites Mal mit dem ersten
Eluat wiederholt. Dadurch konnte eine hohere Ausbeute an Plasmid-DNA erzielt
werden. Die Konzentration der isolierten Plasmid-DNA wurde, wie in Kapitel 2.5.3

beschrieben, tiberpriift.

2.5.6 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction) ist eine Methode zur
Amplifikation und Vervielfaltigung von spezifischen Bereichen eines DNA-Stranges in
vitro (Mullis et al. 1986). Diese Methode gleicht dem natiirlichen Prinzip der
Replikation und ldasst sich in drei Schritte unterteilen. Zuerst wird der DNA-
Doppelstrang in zwei komplementare Einzelstrange aufgetrennt. Danach erfolgt die
Anlagerung (Annealing) der Primer an die Einzelstrange und anschlieBend die
Synthetisierung dieser durch die DNA-Polymerase in 5—3-Richtung, was als
Elongation bezeichnet wird. Durch die mehrfache Wiederholung dieser einzelnen
Schritte lasst sich die DNA bei jedem Zyklus verdoppeln. Ein allgemeines Schema iiber
den Aufbau der PCR, wie sie fiir diese Arbeit genutzt wurde, ist in der folgenden Tabelle
dargestellt.

Tabelle 12: Allgemeines PCR-Schema

Ta steht fiir die Annealingtemperatur der verwendeten Primer (siehe Tabelle 3 und
2.5.6.1), Y steht fiir die Zeit, die die Polymerase fiir die Elongation benotig und hangt
von der Anzahl zu amplifizierenden Basenpaaren ab.

Reaktionsschritt Temperatur [°C]  Zeit [min:sec] Zyklen
Initiale Denaturierung 95 5:00 1
Denaturierung 95 1:00

Annealing Ta 0:30 34
Elongation 72 Y

Finale Elongation 72 3:00 1

21



2.5.6.1 Primer

Die individuelle Schmelztemperatur (Tm) jedes einzelnen Primers, der in dieser Arbeit
verwendeten wurde, ist abhingig von der Anzahl der Basenpaare und des Anteils an
Guanin und Cytosin. Aus dieser Schmelztemperatur (Tm) lasst sich die jeweilige
Annealing Temperatur (Ta) der Primer bestimmen. Diese liegt etwa um 5°C niedriger
und lasst sich mit folgender Formel berechnen (,Dimethyl-Sulfoxide-Mediated-
Primer-Tm-Reduction—A-Method-for_1993_ Analytica.pdf®)

Ta=Tm - 5°C

Fir die in dieser Arbeit verwendeten Primerpaare wurde immer die niedrigere

Annealingtemperatur der beiden Primer verwendet.

2.5.6.2 PCR-Ansatz

Die einzelnen Komponenten eines PCR-Ansatzes im Rahmen dieser Arbeit sind
nachfolgend aufgefiihrt. Der Ansatz wurde immer auf Eis zusammen pipettiert, um
einen vorzeitigen Start der PCR zu vermeiden. Verwendet wurde im Laufe dieser Arbeit
eine DCS-Polymerase mit einer Elongationsgeschwindigkeit von 1000 bp/min und
eine Phusion-Polymerase mit einer Elongationgeschwindigkeit von 1000 bp/30 sec.

Bei jedem PCR-Ansatz wurde eine Negativkontrolle mitgefiihrt.

Tabelle 13: Schema fiir PCR-Ansatz

Volumen
DNA-Template (100 ng/uL) 1 uL
Puffer (mit MgCl2) 10x 5 uL
dNTP-Mix (5 mM) 1uL
Primer (forward, 10 uM) 1uL
Primer (reverse, 10 uM) 1uL
DNA-Polymerase 0.5 uL.
H.o bidest ad 25 uL.
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2.5.6.3 Kolonie-PCR

Die Kolonie-PCR wurde durchgefiihrt, um zu kontrollieren, dass das gewiinschte
Insert in den gewiinchten Vektor erfolgreich aufgenommen wurde. Hierfiir wurde von
der entsprechenden Bakterien-Kolonie direkt Zellmaterial als DNA-Template
eingesetzt. Dazu wurde dies vorher in 10 pL. H»O bidest. suspendiert und bei 95°C fiir
10 min aufgekocht. Dies diente dem Zellaufschluss und nachfolgend wurde davon 1 uL.
als Template in der Kolonie-PCR eingesetzt. Der PCR-Ansatz entsprach dabei dem in
Kapitel 2.5.6.2 aufgefiihrten Standard PCR-Ansatz.

2.5.6.4 Restriktionsfreie-Klonierung (rf-Klonierung)

Restriktionsfreie-Klonierung ist eine Methode, die als erstes von Van Den & Lowe im
Jahr 2006 beschrieben wurde, die man auch als Ligations-unabhingiges Klonieren
bezeichnen kann (van den Ent and Lowe 2006). Dafiir nutzt man spezifische Primer,
die zum einen die spezifische Sequenz zur Amplifikation des gewiinschtes DNA-
Fragmentes besitzen, aber auch gleichzeitig einen Uberhang haben der spezifisch fiir
das gewiinschte Plasmid (in dieser Arbeit pET21a(+)) ist. Zum Design dieser
besonderen Primer wurde die ,rf-cloning Webseite genutzt (Bond and Naus 2012).
Die Methode des Restriktionsfreien-Klonieren beruht auf zwei aufeinanderfolgenden
PCRs. Die erste PCR dient der Amplifikation des gewiinschten DNA-Fragmentes, an
das durch die speziellen Primer zusitzlich Uberhiinge fiir das gewiinschte Plasmid
gehangt werden. Dieses Amplifikat diente in der folgenden zweiten PCR als Primer und
wird daher auch Mega-Primer genannt. In der zweiten PCR wird das gewiinschte Ziel
Plasmid als Target-DNA verwendet und mit Hilfe der Mega-Primer amplifiziert. Dabei
wird das zuvor in PCR-Eins amplifizierte Insert aufgrund der Plasmid-Uberhinge mit
in das Plasmid eingebaut. Nachfolgend wird das Produkt aus der zweiten PCR fiir 1 h
bei 37°C mit Dpnl inkubiert. Dies diente dem Verdau von demethyliertem Plasmid,
wodurch nur noch unmethyliertes, durch die zweite PCR entstandenes Plasmid

tibrigbleibt. AnschlieBend wird die Reaktion fiir 20 min bei 80°C hitzeinaktiviert.
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2.5.7 Sequenzierung von DNA-Fragmenten

Um die durch Restriktionsfreie-Klonierung entstandenen Plasmide zu iiberpriifen,
wurden die Plasmide sequenziert. Dafiir wurde eine Ubernacht-Kultur des
plasmidtragenden Bakteriums angezogen und eine Plasmidpraperation durchgefiihrt.
Das isolierte Plasmid wurde zu Microsynth Seqlab (Gottingen, Deutschland) geschickt,
wo die Sequenzierung durchgefiihrt wurde. Die Ergebnisse wurden mittels Snapgene

ausgewertet.

2.5.8 Transformatio von Plasmid-DNA

Transformation bezeichnet in der Mikrobiologie das Einschleusen von rekombinanten
Plasmiden in Bakterienzellen. Die im Verlauf dieser Arbeit genutzte

Transformationsmethode ist im folgendem aufgefiihrt.

2.5.8.1 Hitzeschocktransformation

Die fiir die Hitzeschocktransformation benotigten chemisch kompetenten Zellen von
E. coli wurden von der Arbeitsgruppe Streit bereitgestellt. Die Zellen wurden fiir 5 min
auf Eis aufgetaut und anschlieBend 1 uL das zu transformierenden Plasmids hinzu
pipettiert. Der Ansatz wurde dann fiir 15 min auf Eis inkubiert. Danach erfolgte der
Hitzeschock fiir 60 sec bei 42°C und eine erneute Inkubation fiir 5 min auf Eis.
AnschlieBend wurde 1 mL LB-Medium zu den Zellen gegeben und diese fiir 45 min bei
37°C schiittelnd (18orpm) inkubiert. Nachfolgend wurden jeweils 50, 100 und 200 pL
des Ansatzes auf LB-Agar Platten mit Selektionsantibiotika ausplattiert. Die Platten
wurden iiber Nacht bei 37°C inkubiert.
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2.6 Proteinbiochemische Methoden

Nachfolgend sind alle Proteinbiochemischen Methoden, die in der Arbeit genutzt

wurden, aufgefiihrt.

2.6.1 Uberexpression von Proteinen

Die Uberexpression der Glycosyltransferasen erfolgte in 100 mL LB-Medium mit
entsprechendem Selektionsantibiotikum. Die Expressionsstimme wurde 1 % in den
mit Medium befiillten Schiittelkolben angeimpft und bis zu einer ODsoo von 0.6 bei
37°C schiittelnd (180 rpm) inkubiert. Danach wurden die Expressionskulturen mit
IPTG (100 uM) induziert und bei 22°C iiber Nacht weiter inkubiert. Zur Uberpriifung
der Expression wurden zu den Zeitpunkten vor der Induktion und nach der Expression
Proben genommen. Dazu wurden die genommenen Proben mit 1x SDS-Probenpuffer

versetzt, aufgekocht und auf einer SDS-Page aufgetragen.

Tabelle 14: Zusammensetzung SDS-Probenpuffer

5x SDS-Probenpuffer

Tris-HCl 0.25 M
Bromphenolblau 0.25%
DTT 0.5 M
Glycerin 50 %
SDS 10 %

2.6.2 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-Page)

Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese dient der Auftrennung von
Proteinen nach ihrer GroBle. Dazu werden die zu untersuchenden Proteine mit
Natriumdodecylsulfat umlagert und mittels eines elektrischen Feldes in einem
Polyacrylamidgel aufgetrennt. Dieses besteht aus einem Trenn- und einem Sammelgel.

Nachfolgend ist die Zusammensetzung der Gele aufgefiihrt.
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Tabelle 15: Zusammensetzung Polyacrylamidgel

Substanz 10 % Trenngel 4 % Sammelgel
40 % Acrylamidmix Roth Geldoc 1.5 mL 240 uL

4x Trenngel-Stammlosung 1.5 mL -

4x Sammelgel Stammlosung - 360 uL
H.O bidest. 2.5 mL 1.5 mL
TEMED 2.5 mL 2 uL

10 % Ammoniumpersulfat 50 uL. 30 uL.

Tabelle 16: Zusammensetzung der Trenngel Stammlosung

4x Trenngel Stammlosung

Tris 18.2¢g

SDS 048

H.O bidest. ad 100 mL
pH 8,8

Tabelle 17: Zusammensetzung der Sammelgel Stammlosung

4x Sammelgel Stammlosung

Tris 6.1g

SDS 048

H.O bidest. ad 100 mL
pH 8,8

Nach der Polymerisation der Polyarcylamidgele werden diese in eine Laufkammer
(Mini PROTEAN® Tetra Cell, Bio-Rad Laboratoreis, Inc., Hercules, USA) eingesetzt
und die Kammer an eine Spannungsquelle (PowerPac Basic, Bio-Rad Laboratoreis,
Inc., Hercules, USA) angeschlossen. Zusitzlich zu den Proben wird auf das Gel ein
Marker (Page Ruler Unstained Protein Ladder, Thermo Fisher Scientific,

Massachusetts, USA) aufgetragen und das Gel fiir 1 h bei 120 V laufen gelassen. Der
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Marker dient dem spateren Auswerten des Gels. Nach der Auftrennung der Proben im
Gel wird dieses fiir 1 h mit einer Coomassie-Farbelosung gefarbt und abschlieBend
tiber Nacht in einem Wasserbad schiittelnt entfarbt. Danach erfolgte die Auswertung

und Dokumentierung des Gels.

Tabelle 18: Zusammensetzung Coomassie-Farbelosung

Coomassie-Farbelosung

Coomassie Brilliant Blue R 250 0.3g
Methanol 91 mL
Eisessig 16 mL
H.O bidest 200 mL

Tabelle 19: Zusammensetzung des Elektrophoresepuffers

10x Elektrophoresepuffer

Tris 30.38

Glycin 144.18

SDS 10.0g

H.O bidest ad 1000 mL
pH 8.4
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2.6.3 Western Blot

Zur spezifischen Detektion und zum Nachweis von exprimierten Glycosyltransferasen
wurde ein Western Blot durchgefiihrt. Fiir alle nachfolgenden beschriebenen Wasch-
und Inkubationsschritte im Rahmen des Western Blots wurde ein Plattformschiittler
(Polaymax 1040, Heidolph Instruments Schwabach, Deutschland) genutzt, der mit 15-

20 rpm betrieben wurde.

Als Grundlage fiir den Western Blot wurde wie unter 2.6.3 beschrieben ein SDS-Gel
laufen gelassen, bei dem als einziger Unterschied ein anderer Marker (PageRuler™
Prestained Protein Ladder, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA) verwendet
wurde. Nach der Polyacrylamidgelelektrophorese wurde das Gel auf eine
Nitrocellulose-Membran  (Roti®-NC  Transfermembran, Roth, Karlsruhe,
Deutschland) geblottet. Dazu wurde das Gel in einer Art Sandwich aus sechs Schichten
Whatman-Papier (Gel-Blotting-Papier GB003, Schleicher & Schuell BioScience
GmbH, Dassel, Deutschland) und der Nitrocellulose-Membran, die alle jeweils in
Transferpuffer getrankt waren, eingebracht. Zum Blotten wurde ein TransBlot Turbo
Transfer System (Bio-Rad, Laboratoreis, Inc., Hercules, USA) genutzt. Danach wurde
die Membran jeweils zweimal fiir 10 min mit TBS-Puffer gewaschen und anschlieBend,
um unspezifische Bindungen der Antikorper zu verhindern, folgte die Inkubation der
Membran fiir 1h mit 5% (w/v) Milchpulver in TBST-Puffer. Danach wurde die
Membran wieder jeweils zweimal fiir 10 min mit TBST-Puffer gewaschen. Uber Nacht
erfolgte dann die Inkubation bei 4 °C mit dem primaren Antikorper (anti-6-His IgG1i,
Maus, PROGEN Biotechnik GmbH, Heidelberg, Deutschland), der 1:5000 in TBST-
Puffer verdiinnt wurde. Am nachsten Tag wurde die Membran wieder jeweils zweimal
fiir 10 min mit TBST-Puffer gewaschen und anschlieBend fiir 1 h bei Raumtemperatur
mit dem sekundiren Antikorper (Anti-Maus IgG Alkalische Phosphatase, Sigma-
Aldrich® Biochemie GmbH, Hamburg, Deutschland) inkubiert. Dieser wurde 1:10000
verdiinnt in TBST-Puffer mit 5% (w/v) Milchpulver eingesetzt. Danach erfolgte
erneutes Waschen fiir jeweils zweimal 10 min mit TBST-Puffer. AbschlieSend wurde
die Membran fiir 3 min mit Detektions-Puffer aquilibriert und anschlieBend im
Dunklen mit Detektions-Losung inkubiert. Dies erfolgte so lange (ca. 15 min), bis die
Banden deutlich zu erkennen waren. Zur Dokumentation wurde eine Gel-
Dokumentationsanlage (ChemiDoc™ MP Imaging System, Bio-Rad Laboratoreis, Inc.,

Hercules, USA) genutzt.
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Tabelle 20: Zusammensetzung des Transfer-Puffers

Das Methanol wurde nach dem Autoklavieren des Puffers hinzugegeben.

Transfer-Puffer

Tris

Glycin
H20 bidest
Methanol

15,14 8
14,4 g
800 mL
200 mL
pH 8,6

Tabelle 21: Zusammensetzung des TBS[T]-Puffers

TBST [T]-Puffer

Tris
NacCl
H.O bidest

Tween-20 (0.1 %w/v) [T]

15,14 g
98
ad 1000 mL

1 mL

pH 7,5

Tabelle 22: Zusammensetzung des Detektions-Puffer

Detektions-Puffer

Tris
NacCl
H.O bidest

15,14 g
98
ad 1000 mL

pH9,5
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Tabelle 23: Zusammensetzung der Detektions-Losung

Detektions-Losung

NBT 66 uL
BCIP 33 uL
Detektions-Puffer ad 10 mL

Von NBT (Nitroblautetrazoliumchlorid) wurde eine Stammlosung von 75 mg/mL in

70 % (v/v) Dimethylformamid verwendet.

Von BCIP (5-Brom-4-chloro-3-indolylphosphat) wurde eine Stammlosung von

50 mg/mL in Dimethylformamid genutzt.

2.7 Biokonversion

Zur Identifizierung potenziell neuer Glycosyltransferasen und Substratscreening der
neu identifizierten Glycosyltransferasen wurde eine ganzzellige Biokonversion

genutzt.

Dazu wurden Schiittelkolben mit 20 mL LB-Medium und dem entsprechenden
Antibiotikum (Ampicillin 100 uM) befiillt und aus einer Vorkultur mit dem jeweiligen
Bakterium 1 %ig angeimpft. Die Kolben wurde anschlieBend bei 37°C inkubiert, bis
eine ODgoo von 0.6 erreicht wurde. Zu diesem Zeitpunkt erfolgte die Zugabe von IPTG
(100 uM) und des entsprechenden Substrates (100 uM). Die Biokonversion wurde

anschliefend fiir 24 h bei 37°C schiittelnd inkubiert.

2.8 Chromatographische Methoden

Im Rahmen dieser Arbeit wurde Diinnschichtchromatographie fiir die Identifizierung

potenziell neuer Glycosyltransferasen genutzt. Die Kombination der Systeme
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Diinnschichtchromatographie und Hochleistungsfliissigkeitschromatographie

wurden fiir Substratscreenings der neu identifizierten Glycosyltransferasen genutzt

2.8.1 Probenvorbereitung fiir die Diinnschichtchromatographie (DC)

Fiir die DC (Diinnschichtchromatographie) wurden 4 mL Probe aus den Kolben in den
die Biokonversion durchgefiihrt wurde entnommen und mit 100pul 1 M
Phosphorsaure und 2 mL Essigsaureethylester versetzt. Dies wurde 10-mal invertiert
und anschlieBend 10 Minuten lang bei 2000 g und 4°C zentrifugiert. Nach der
Zentrifugation wurde der Uberstand in Flachbodenvial iiberfiihrt und fiir die DC-

Analyse verwendet.

2.8.2 Probenvorbereitung fiir Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)

Proben fiir die Hochleistungsfliissigkeitschromatographie wurden in 10 % Acetonitril
im Verhaltnis 1:10 verdiinnt und anschlieBend fiir 3 Minuten bei 10000 g zentrifugiert
(Tischzentrifuge, MiniSpin, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland). Nach der
Zentrifugation wurde der Uberstand entnommen und in Flachbodenvials iiberfiihrt

und am Hitachi Elite LaChrome HPLC-System analysiert.

2.8.3 Diinnschichtchromatographie (DC)

Die DC-Analyse wurden mit einem automatischen DC-Sampler 4 (ATS 4; Camag,
Muttenz, Schweiz) und 20 x 10 cm groBlen Kieselgelplatten auf Aluminiumtrager 60
F254 (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) durchgefiihrt. Die Platten wurden mit
20 uL. der zu untersuchenden Probe durch den DC-Sampler 4 bespriiht. Die
eingesetzten Referenzen hatten eine Konzentration von 100uM. Als Laufmittel diente
ein Gemisch aus Ethylacetat-Essigsaure-Ameisensaure-Wasser (100:11:11:27)
(Wagner et al. 1983). Die entwickelte Platte wurde getrocknet und die Absorption der
Banden mit einem DC-Scanner 3 (Camag, Muttenz, Schweiz) bestimmt. Danach wurde
die Platte gefarbt, um die einzelnen Banden sichtbar zu machen. Dazu wurde in einem

ersten Schritt die Platte in eine 1 %ige (wt/vol) methanolische Losung des

31



Naturstoffreagenz A eingetaucht und sofort anschlieBend getrocknet. Als zweiter
Schritt wurde die Platte in eine 5 %ige (wt/vol) Losung von Polyethylenglykol 4000 in
Ethanol (70%, vol/vol) eingetaucht und ebenfalls sofort anschlieBend wieder
getrocknet (Rabausch et al. 2013). Zur Visualisierung der Banden wurde eine UV-

Lampe (365 nm) verwendet und die Platte fotografiert.

2.8.4 Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)

Die Hochleistungsfliissigkeitschromatographie wurde fiir die Analyse entstandener
Glykoside verwendet. Dazu wurde ein Hitachi Elite LaChrome HPLC-System mit einer
verschlossenen YMC-Triat C18-Sdule mit einer GrofSe von 4,6 x 250 mm Lange und
5um  PorengroBe  verwendet. Die  Analysen wurden mit einem
Reservephasenchromatographie-Gradienten aus Acetonitril und Wasser mit 0.05 %
Trifluoressigsaure bei einer konstanten Flussrate von 1 ml/min durchgefiihrt. Alle
Analysen bezogen sich auf die Absorption bei 254 nm und zur Quantifizierung der

analysierten Proben wurden entsprechende Referenzsubstrate verwendet.
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2.9 Insilico Methoden

Nachfolgend sind alle im Rahmen dieser Arbeit genutzten und verwendeten

bioinformatischen Softwares aufgelistet.

entsprechenden Anweisungen der Handbiicher.

Die Verwendung erfolgte nach den

Tabelle 24: Ubersicht iiber die in dieser Arbeit verwendeten bioinformatischen

Softwares

Name Anwendung/Verwendung Quelle

BLAST Abgleich von Protein- und Boratyn et al, 2013; (Boratyn
Nukleotidsequenzen gegen et al. 2013)
die NCBI-Datenbanken

ChemDraw 21.0.0 Zeichnung von chemischen  ("ChemDraw."
Strukturen doi:10.1093/0i/authority.201

10803095605254)

CD-search

ColabFold

Cytoscape 3.9.1

UCSF Chimera 1.16

HMMER 3.3.2

SnapeGene 6.2.1

Skyling

T-Coffee

Zur Identifizierung von
konservierten Bereichen in
Proteinsequenzen
Berechnung von moglichen
Proteinstrukturen

Fiir Netzwerkanalysen von
Proteinsequenzen
Darstellung von
dreidimensionalen
Proteinstrukturen

Zum Datenbankabgleicht
von Sequenzhomologien
Zum Arbeit mit Protein-
und Nukleotidsequenzen
Zur Visualisierung des
Hidden Markov Models
Fiir die Erstellung von
Alignements nach der ,, T-
coffee Methoden*®

Marchler-Bauer et al, 2017;

(Marchler-Bauer et al. 2017)

Mirdita et al. 2022; (Mirdita

et al. 2022)

Shannon et al, 2003;
(Shannon et al. 2003)
Pettersen et al, 2004;

(Pettersen et al. 2004)

Mistery et al, 2013; (Mistry et
al. 2013)
("SnapGene software
(www.snapgene.com)

Wheeler et al, 2014; (Wheeler

et al. 2014)

Notredame et al, 2000,
Wallace et al, 2006;
(Notredame et al. 2000)

(Wallace 2006)
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2.9.1 Sequenzbasierte Suche mittels Hidden Markov Model

Zur Identifizierung neuer bisher wunbekannter Glycosyltransferasen durch
sequenzbasierte Suche in verschiedenen Datenbanken wurde ein Hidden Markov
Model (HMM) erstellt. Dieses beruhte auf den Sequenzen bereits bekannter und
funktionell getesteter Glycosyltransferasen (Tabelle 25). Die Erstellung des HMM
erfolgte unter Verwendung des HMMer-Softwarpakets. Dafiir wurde von den
bekannten und funktionell aktiven Glycosyltransferasen ein Sequenz-Alignment auf
Proteinebene mittels T-Coffee gemacht. AnschlieBend wurde das Programm
HMMbuild genutzt, um aus dem Alligment ein Hidden Markov Model zu erstellen.
AbschlieBend wurde unter Beibehaltung der Standardeinstellungen das HMM mittels
HMM-Logo-Generator visualisiert (Wheeler et al. 2014).

Die Ergebnisse der sequenzbasierten Suche wurden weiter ausgewertet und die
vielversprechendsten Sequenzen wurden synthetisiert oder amplifiziert. Diese wurden
dann im Labor auf ihre funktionelle Aktivitat tiberpriift. Die Sequenzen der funktionell

aktiven neuen Glycosyltransferasen wurden genutzt, um das HMM zu verfeinern.

Tabelle 25: Proteinsequenzen, die zur Erstellung des HMM genutzt wurden.

UniProt Eintrag ~ Organismus Quelle

C6VW33 Dyadobacter fermentans Labor von Prof. Streit
[12GDW4 Fibrisoma limi BUZ 3 Labor von Prof. Streit
D2QIN4 Spirosoma linguale Labor von Prof. Streit
C8X7J3 Nakamurella multipartita DSM 44233  Labor von Prof. Streit
AoAoC1IWM6 Flavihumibacter solisilvae Labor von Prof. Streit
M7NFZ7 Cesiribacter andamanensis AMV16 Labor von Prof. Streit
A0AOE3V6S1 Spirosoma radiotolerans Labor von Prof. Streit
I0KF42 Fibrella aestuarina BUZ 2 Labor von Prof. Streit
R4J7W2 uncultured bacterium Rabausch et al

(Rabausch et al. 2013)
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3. Ergebnisse

3.1 Sequenzbasierte Datenbanksuche

Das sequenzbasierte Screening nach potenziellen, neuartigen Glycosyltransferasen
erfolgte auf Grundlage eines selbsterstellten Hidden Markov Models (2.9.1). Fiir das
Screening wurden frei zugiangliche Datenbanken und Genome aus der Arbeitsgruppe
genutzt. Dazu gehorten unter anderem die UniProt- und nicht-redundante Datenbank
des NCBIs (National Center for Biotechnology Information). Die Suche wurde mit
einem Schwellenwert >180 durchgefiihrt und resultierte in 100 Treffern von Genen,
die fiir potenzielle, neue Glycosyltransferasen kodieren. Die Ergebnisse wurden
anschlieBend weiter gefiltert, unter anderem nach der Zugehorigkeit zum Phylum
Bacteroidota. Daraus ergaben sich 6 Hits (siehe Tabelle 26), die fiir weitere Analysen

ausgewahlt wurden.

Tabelle 26: Auflistung der 6 Treffer, die durch den sequenzbasierte Datenbankabgleich
als vielversprechendste Eintrage identifiziert wurden und im Rahmen dieser Arbeit

weiter analysiert wurden.

GenBank Nummer Name Sequenz
0JY95357 GT-HHo1 siehe Anhang
0JW59638 GT-HHo2 siehe Anhang
GAO44619 GT-HHo3 siehe Anhang
Sph21_4852 GT-HHo4 siehe Anhang
WP_035084609.1 GT-HHos siehe Anhang
WP_149627120.1 GT-HHo6 siehe Anhang
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3.1.1 Analyse des Hidden Markov Models

Fiir die Erstellung des beim sequenzbasierten Screening verwendeten Hidden Markov

Models wurden 9 Sequenzen bereits beschriebener und charakterisierter

Glycosyltransferasen verwendet (Tabelle 25). Die Konstruktion erfolgte wie im
Abschnitt 2.9.1 beschrieben. Nach der Visualisierung des HMM (Abbildung 8) konnten

vier konservierte Motive festgestellt werden (Abbildung 9). Diese wurden nachfolgend

analysiert, wobei Funktionen im Rahmen der Donor- und Akzeptormolekiilbindung

zugeordnet werden konnten, die damit das aktive Zentrum des Enzyms bilden.
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Abbildung 8: Visualisiertes Hidden Markov Model. In dieser gesamtheitlichen Darstellung

des HMM wurden die konservierten Motive (hervorgehoben durch die riten Rahmen) aus

Abbildung 9 identifiziert.
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Abbildung 9: Identifizierte konservierte Motive des Hidden Markov Models. Markiert sind die
Aminosauren, die speziell fiir die Substrat- und Donorbindung verantwortlich sind.

3.2 In silico Analyse der Glycosyltransferasen

Neben der Charakterisierung der neu identifizierten Glycosyltransferasen erfolgten im
Rahmen dieser Arbeit auch Analysen der neuen Enzyme mittels in silico Methoden.
Dabei wurden die neuen Glycosyltransferasen auf ihren Faltungstyp untersucht und in

Kontext mit bereits charakterisierten und beschriebenen Glycosyltransferasen gesetzt.

3.2.1 Faltungstypen

Zur Analyse und Auswertung der Faltungstypen der neu identifizierten
Glycosyltransferasen wurde die Software ColabFold v1.5.2 (Mirdita et al. 2022) und fiir

die Visualisierung UCSF Chimera 1.16 (Pettersen et al. 2004) genutzt.

Alle sechs neu entdecken Glycosyltransferasen weisen die GT-B Faltung auf
(Abbildung 10). Deutlich zu erkennen sind die beiden /o/p Rossmann Domanen, die
fiir diesen Faltungstyp typisch sind. Des Weiteren lasst sich durch die nur leichte
Assoziation der beiden Doméanen zueinander die durch diese Faltung entstehende

typische Hufeisenform erkennen.
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Abbildung 10: Mittels ColabFold vorhergesagte Proteinstruktur von GT-HHo05. Das Enzym
weist die GT-B Faltung auf. GT-HHo5 ist beispielhaft fiir die anderen 5 Enzyme (GT_HHo1,
GT-HHoz2, GT-HHo03, GT-HHo04 und GT-HH06) gewihlt, die ebenfalls die GT-B Faltung

aufweisen.

Die in Kapitel 3.1.1 beschriebenen konservierten Motive des Hidden Markov Models,
welche bei den in dieser Arbeit neu beschriebenen Glycosyltransferasen gefunden
wurden, lassen sich auch in den Proteinstrukturen der einzelnen Enzyme
wiedererkennen. Gemeinsam bilden diese das aktive Zentrum der jeweiligen
Transferasen. Dabei ist das Tyrosin aus dem Motiv D, sowie die beiden Glycin aus
Motiv A (jeweils aus Abbildung 9) fiir die Bindung der Donormolekiile zustandig
(Abbildung 11). Dieses Motiv konnte auch in fast allen Proteinsequenzen der
Glycosyltransferasen gefunden werden. Einzig bei GT-HHO06 ist statt einem Tyrosin
ein Phenylalanin zu finden und aus Motiv A fehlt das zweite Glycin. Hier geht die
Proteinstruktur bereits in die a-Helix {iber. Neben diesen Abweichungen fehlt bei GT-
HHo2 das Motiv A vollstindig. AuBerdem ist nicht nur die Bindung des
Donormolekiile wichtig, auch die Bindung des jeweiligen Aglykons spielt eine
entscheidende Rolle, damit die jeweilige Glycosyltransferase dieses glykosylieren
kann. Hierfiir ist das Histidin hauptverantwortlich. Dieses lasst sich in allen Sequenzen

der neuen Glycosyltransferasen wiederfinden.
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Abbildung 11: Strukturiiberlagerung der sechs neu identifizierten Glycosyltransferasen.
Hervorgehoben sind die Aminoséduren, die das aktive Zentrum bilden und in der Analyse des
Hidden Markov Model identifiziert werden konnten. Ocker: GT-HHo1, Blau: GT-HHo2, Pink:
GT-HHo3, Griin: GT-HHo4, Rot: GT-HHo5, Grau: GT-HH06

3.3 Glycosyltransferasen Charakterisierung

Zur Glycosyltransferasen Charakterisierung wurde wie unter 2.7 beschrieben die
Methode der Biokonversion verwendet. Dabei wurde Quercetin als Modellsubstrat im
Rahmen des Aktivititsnachweises der potenziellen neuen Glycosyltransferasen
verwendet. Fiir die weiterfiihrenden Analysen wie das Substratspektrum wurden die

in Tabelle 1 aufgefiihrten Aglykone genutzt.

3.3.1 Aktivitatsassay

Die durch das sequenzbasierte Screening identifizierten potenziellen neuen
Glycosyltransferasen wurden auf ihre Aktivitat untersucht. Dafiir wurden die das

jeweilige zu untersuchende Konstrukte tragenden E.coli Stamme in LB-Medium
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angeimpft und bei Erreichen der ODgoo 0.6 mit IPTG induziert und mit dem Aglykon
Quercetin iiber Nacht inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Analyse der potenziell

entstandenen Glykoside mittels Diinnschichtchromatographie.

Die Auswertung der Diinnschichtplatten zeigt, dass die Konstrukte GT-HHo1 bis GT-
HHo06 aktiv sind. Damit konnte nachgewiesen werden, dass die jeweiligen Gene eine
aktive Glycosyltransferase codieren, die das Substrat Quercetin glykosylieren kann.
Die Abbildung 12 zeigt die Diinnschichtplatte mit den jeweiligen verwendeten
Referenzen (Spalte 1-4) und den untersuchten Konstrukten (Spalte 5-10). Als
Referenzen dienten in Spalte 1 das Ausgangssubstrat (Aglykone) Quercetin und in den
Spalten 2 bis 4 sind die moglichen Glykoside von Quercetin aufgetragen. Dabei handelt
es sich um Quercitrin (Spalte 2), Isoquercitrin (Spalte 3) und Rutin (Spalte 4). In der
in Spalte 5 aufgetrennten Probe der Biokonversion des E. coli BL21 DE3,
pET21a(+)::GT-HHo1 sind zwei deutliche Banden auf der gleichen Hohe wie von den
Referenzen Quercitrin und Rutin erkennbar. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass hier
eine Glykosylierung des Ausgangsstoffes Quercetin zu Quercitrin und Rutin
stattgefunden hat. In Spalte 6, 7 und 8, in denen die Proben von E. coli BL21 DE3,
pET21a(+)::GT-HHo2, E. coli BL21 DE3, pET21a(+)::GT-HH03 und E. coli BL21 DE3,
pET21a(+)::GT-HHo4 aufgetrennt wurden, sind leichte Banden fiir eine Umsetzung
zu Quercitrin erkennbar. Die Probe vom E. coli BL21 DE3, pET21a(+)::GT-HHo5 in
Spalte 9 weist eine Bande auf der gleichen Hohe wie die Referenz Isoquercitrin auf,
was fiir eine Umsetzung des Aglykons Quercetin zum Glykosid Isoquercitrin steht. Die
Probe von E. coli BL21 DE3, pET21a(+)::GT-HHo06 ist in Spalte 10 aufgefiihrt und zeigt
eindeutig eine Bande fiir die Glykosylierung von Quercetin zu Rutin. Als
Negativkontrolle fungierte der zur Klonierung genutzte Stamm E. coli BL21 DE3 mit

nicht rekombinantem Vektor pET21.
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Abbildung 12: Diinnschichtplatte nach der Auftrennung der Proben sowie Farben unter UV-
Licht mit der Wellenlange 356 nm. Aufgetrennt sind in den Spalten 1 bis 4 die verwendeten
Referenzen: 1: Quercetin, 2: Quercitrin, 3: Isoquercitrin, 4: Rutin. In den nachfolgenden
Spalten 5 bis 10 sind die Proben der Konstrukte GT-HHo1 bis GT-HH06 aufgetragen. Mit
roten Rahmen sind die Banden in den jeweiligen Spalten der Proben markiert, bei denen eine
Glykosylierung erfolgt ist. Die blauen Banden in den Spalten 5 bis 10 sind angefarbte
Substanzen aus dem jeweiligen Medium und unabhéngig vom Nachweis der erfolgreichen
Glykosylierung. Die Eindeutigkeit der Banden fiir Glykosylierungsaktivitit ist aufgrund der
gleichen Farbe sowie der gleichen Position wie die jeweilige Referenz auf der Platte gegeben.

3.3.2 Substratspektrum Bestimmung

Nachdem die Aktivitat der neuen Glycosyltransferasen nachgewiesen werden konnte,
erfolgten weitere Untersuchungen dieser neuen Enzyme. Dazu gehort auch die Analyse
des Substratspektrums der einzelnen GTs. Dazu wurden wieder Biokonversionen mit
unterschiedlichen Substraten durchgefiihrt. Dafiir wurden Substrate verwendet, die
sich in ihrer Struktur immer mehr von dem in dieser Arbeit verwendeten
Modellsubstrat Quercetin unterscheiden. Die jeweils genutzten Aglykone sind in

Tabelle 1 einsehbar.

Die Untersuchungen der Substratspektren der neuen Glycosyltransferasen GT-HHo1
bis GT-HHo06 zeigten, dass all diese Enzyme in der Lage sind, Naringenin zu
glykosylieren. Neben der Glykosylierung von Naringenin sind die im Rahmen dieser
Arbeit identifizierten neuen GTs GT-HHo1, GT-HHo02 und GT-HHo03 auch in der Lage,
die Aglykone Kaempferol, Oxyresveratrol und Hesperetin zu verzuckern (Auflistung in

Tabelle 27). In Abbildung 13 ist die Diinnschichtplatte der Substratspektrumsanalyse
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fiir das Hesperetin gezeigt. Hier ist eindeutig zu erkennen, dass die
Glycosyltransferasen GT-HHo1, GT-HHo2 und GT-HHo03 in der Lage sind, das
Hesperetin zu glykosylieren. Dies ist erkennbar an den in den jeweiligen Spalten
auftretenden griinlichen Banden (roter Rahmen). Die oberste Bande ist das eingesetzte
Hesperetin (Aglykon) und die darunter befindliche, ebenfalls griinliche Bande, das
durch die Aktivitat der entsprechenden Enzyme neuentstandene Glykosid.

10

o I I o A e

Abbildung 13: Gefiarbte Diinnschichtplatte (unter UV-Licht 366 nm) mit dem Substrat
Hesperetin, das im Rahmen des Substratspektrenassays verwendet und analysierte wurde.
Aufgetragen sind die jeweiligen untersuchten Konstrukte (GT-HHo1 bis GT-HHo06), die
beiden eingesetzten Kontrollen (E. coli BL21 DE3, pET21 und E. coli BL21 DE3), sowie das
entsprechende Aglykon. Spalte 1 bis 6 zeigt die untersuchten Konstrukte in nummerischer
Reihenfolge von GT-HHo1 bis GT-HH06. In den Spalten 7 und 8 sind die beiden eingesetzten
Negativkontrollen zu sehen. Spalte 9 zeigt das verwendete Aglykon Hesperetin und in Spalte
10 das Glykosid Hesperetin 7-O-glycosid.
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Tabelle 27: Untersuchte Substrate im Rahmen der Substratspektrumsanalyse und

Auflistung, durch welche Glycosyltransferasen diese glykosyliert werden konnten.

Substrat

Struktur

glykosylierbar durch

Hesperetin

Naringenin

Kaempferol

Oxyresveratrol

HO

OH

HO

OH

OH
OCH;

GT-HHo1
GT-HHo2

GT-HHo3

GT-HHo1
GT-HHo2
GT-HHo3
GT-HHog
GT-HHos
GT-HHo6

GT-HHo1
GT-HHo2

GT-HHo3

GT-HHo1
GT-HHo2

GT-HHo3
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3.3.3 Nachweis der Expression

Die als aktiv ermittelten Glykosyltransferasen (GT-HHo1 bis GT-HH06) wurden
neben ihren Substratspektren auch auf ihre Exprimierbarkeit untersucht. Dies erfolgte
wie in Abschnitt 2.6 Proteinbiochemische Methoden beschrieben. Fiir den Western

Blot wurden dabei aus Mausen stammende Antikorper verwendet.

Auf den als Grundlage fiir die nachfolgende Western Blot Untersuchung dienenden
SDS-Gelen sind die jeweiligen Proteine eindeutig zu erkennen (Abbildung 14). Hier
lassen sich deutliche Unterschiede zwischen den nicht-induzierten Proben und den
Proben nach der Induktion mit IPTG erkennen. Die erwarteten GrofSen der Proteine
stimmen dabei mit den kalkulierten GroBen iiberein. Diese liegen zwischen 36.6 kDa
fir GT-HHo2, 47.9 kDa (GT-HH06), 48.2 kDa (GT-HH04), 49.6 kDa (GT-HHo5) und
50.4 kDa fiir die Glykosyltransferase GT-HHo01 und 03.

GT-HHo1

Abbildung 14: SDS-Gel zum Nachweis der Expression der Glycosyltransferase GT-HHo1.
Markiert (roter Rahmen) sind die Banden, bei denen deutlichste Expression erkennbar war.
Untersucht wurde die Exprimierbarkeit in unterschiedlichen Medien (LB-Medium und TB-
Medium) und bei unterschiedlichen Temperaturen (17°C, 22°C, 28°C und 37°C). Die Proben
sind in der Reihenfolge: Marker, nicht-induziert, 17°C, 22°C, 28°C und 37°C aufgetragen,
sowie erst die Proben aus dem LB-Medium und als zweites aus TB-Medium.
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Tabelle 28: Ubersicht iiber die Ergebnisse der Expressionsstudien der neu

identifizierten Glycosyltransferasen GT-HHo1 — GT-HH06

Optimale
Expressionstemperatur ProteingroBe  Kalkulierte

Glycosyltransferase o
laut SDS-Gel ProteingroBe

LB-Medium TB-Medium

GT-HHo1 17°C 17°C 45 kDa 50,4 kDa
GT-HHo2 28°C 28°C 33 kDa 36,6 kDa
GT-HHo3 22°C 22°C 46 kDa 50,4 kDa
GT-HHo4 22°C 22°C 44 kDa 48,2 kDa
GT-HHos 28°C 28°C 48 kDa 49,6 kDa
GT-HHo6 28°C 28°C 47 kDa 47,9 kDa

Aus den Ergebnissen geht deutlich hervor, dass fiir die neu identifizierten
Glycosyltransferasen die optimale Expressionstemperatuen zwischen 17°C und 28°C
liegen (Abbildung 14). Ebenfalls erkenntlich wird, dass die kalkulierten ProteingroBen
grofBtenteils mit den erhaltenen bzw. beobachteten GroBen iibereinstimmen. Hier
liegen die Unterschiede bei maximal 5.4 kDa und minimal bei ca. 0,9 kDa. AuBerdem
wurde das TB-Medium als das vielversprechendste Expressionsmedium identifiziert,

bei dem die groBiten Proteinkonzentrationen erzielt werden konnten.
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Mittels Western Blot lieBen sich die Proteine GT-HHo1, GT-HHo03 und GT-HHo4
nachweisen. Dabei stimmen auch wieder die GrofSen der exprimierten Proteine mit
den vorher kalkulierten GroBen iiberein. Als beste Temperatur fiir die Expression der
Gene zeigte sich im Gegensatz zu den Ergebnissen von den SDS-Gelen, dass diese bei
17°Cbzw. 22°Cliegen. Die Konstrukte GT-HHo02, GT-HHo05 und GT-HHO06 lieBen sich
dagegen mittels Western-Blot nicht nachweisen. Exemplarisch ist nachfolgend die
Expression der Glykosyltransferase GT-HHo1 dargestellt (Abbildung 15).
Expressionsnachweise der Konstrukte GT-HHo03 und GT-HHo4 sind im Anhang

einzusehen.

55 kDa -
40 kDa -
35 kDa -

GT-HH o1

Abbildung 15: Western-Blot Membran des Proteins GT-HHo1. Erkennbar sind die Banden der
Expression unter den beiden verschiedenen Temperaturbedingungen 17°C (links) und 22°C
(rechts). Deutlich ist zuerkennen, dass fiir GT-HHo1 die optimale Expressionstemperatur 17°C
betragt.

3.3.4 Zusammenfassung iiber die herausgefundenen Eigenschaften der neu

identifizierten Glycosyltransferasen

Nachfolgend sind die experimentell und in silico ermittelten Eigenschaften der neu
identifizierten  Glycosyltransferasen =~ GT-HHo1i bis GT-HHo06 tabellarisch
zusammengefasst (Tabelle 29-34). Auffillig ist, dass alle neuen GTs eine GT-B Faltung
aufweisen. Zusatzlich zu der Eigenschaft, dass alle Enzyme Quercetin und Naringenin
glycosylieren konnen, zeigten die Enzyme GT-HHoi, GT-HHo2 und GT-HHo3
glycosidische Aktivitit bei den Polyphenolen Hesperetin, Kaempferol und

Oxyresveratrol.
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Tabelle 29: Zusammenfassung der ermittelten Eigenschaften der Glykosyltransferase

GT-HHo1

GT-HHo1

Phylum Bacteroidota

Organismus Sphingobacterium sp.

GenBank Nummer 0JY95357

glykosyliert Quercetin, Hesperetin, Naringenin, Kaempferol,
Oxyresveratrol

Faltungstyp GT-B

In vitro exprimierbar

ja, optimal bei 17°C

Tabelle 30: Zusammenfassung der ermittelten Eigenschaften der Glykosyltransferase

GT-HHo2

GT-HHo2

Phylum Bacteroidota

Organismus Sphingobacterium sp.

GenBank Nummer 0JW59638

glykosyliert Quercetin, Hesperetin, Naringenin, Kaempferol,
Oxyresveratrol

Faltungstyp GT-B

In vitro exprimierbar

ja, optimal bei 28°C
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Tabelle 31: Zusammenfassung der ermittelten Eigenschaften der Glykosyltransferase

GT-HHo3

GT-HHo3

Phylum Bacteroidota

Organismus Flavihumibacter petaseus

GenBank Nummer GAO44619

glykosyliert Quercetin, Hesperetin, Naringenin, Kaempferol,
Oxyresveratrol

Faltungstyp GT-B

In vitro exprimierbar

ja, optimal bei 22°C

Tabelle 32: Zusammenfassung der ermittelten Eigenschaften der Glykosyltransferase

GT-HHog
GT-HHo4
Phylum Bacteroidota
Organismus Sphingobacterium sp.
GenBank Nummer Sph21_4852
glykosyliert Quercetin, Naringenin
Faltungstyp GT-B

In vitro exprimierbar

ja, optimal bei 22°C
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Tabelle 33: Zusammenfassung der ermittelten Eigenschaften der Glykosyltransferase

GT-HHos
GT-HHos5
Phylum Bacteroidota
Organismus Aquimarina latercula
GenBank Nummer WP_035084609.1
glykosyliert Quercetin, Naringenin
Faltungstyp GT-B

In vitro exprimierbar

ja, optimal bei 28°C

Tabelle 34: Zusammenfassung der ermittelten Eigenschaften der Glykosyltransferase

GT-HHo6
GT-HHo6
Phylum Bacteroidota
Organismus Aquqimarina sp.
GenBank Nummer WP_149627120.1
glykosyliert Quercetin, Naringenin
Faltungstyp GT-B

In vitro exprimierbar

ja, optimal bei 28°C
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3.4 Netzwerkanalyse beschriebener Glycosyltransferasen

Fiir die Netzwerkanalyse der neuen Glycosyltransferasen wurden die Datensatze aller
zum Zeitpunkt der Analyse als charakterisiert eingestuften bakteriellen und archeeille
Glycosyltransferasen der CAZY-Datenbank genutzt. Die Analyse der Datensatze
erfolgte auf Proteinsequenzebene und wurde mittels Cytoscape (Shannon et al. 2003)

visualisiert.

Die Auswertung der Daten ergab, dass im in Abbildung 16 dargestellten Netzwerk drei
groBere Cluster identifiziert werden konnten. Hierbei steht jeder Punkt fiir eine
bakterielle und jedes Dreieck fiir eine archaeelle Glycosyltransferase. Weiterhin
erfolgte die Einteilung der Enzyme entsprechend ihres Phylums. So stehen blaue
Punkte fiir das Phylum Pseudomonadota, rote Punkte fiir Actinobacteria, cyane fiir
Cyanobacteria und gelbe Punkte fiir Bacteroidota. Die Striche zwischen den Punkten
und Dreiecken stehen jeweils fiir eine mindestens 60 %ige Ubereinstimmung auf

Proteinsequenzebene der einzelnen Enzyme.

Auffallig bei der Netzwerkanalyse ist, dass fast alle Glycosyltransferasen aus dem
Phylum Actinobacteria sich in einem Cluster sammeln, wohingegen die GTs aus dem
Phylum Pseudomonadota weitraumiger verteilt und vernetzter sind (Abbildung 16).
AuBerdem geht aus der Analyse hervor, dass es bisher nur eine sehr begrenzte Anzahl
an charakterisierten und beschriebenen Glycosyltransferasen aus dem Phylum
Bacteroidota gibt. Alle die in dieser Arbeit neu identifizierten Glycosyltransferasen
sind in dem Cluster zu finden, das von den Actinobacteria dominiert wird. Besonders
auffallig ist die Glycosyltransferase GT-HHo02, die deutlich weiter entfernt von den

anderen funf in dieser Arbeit identifizierten GTs lokalisiert ist.
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Abbildung 16: Netzwerkanalyse aller bekannten und charakterisierten Glycosyltransferasen
aus der CAZY-Datenbank. Punkte stehen fiir bakterielle und Dreiecke fiir archeeille Enzyme.
Die weitere Einteilung erfolgte nach dem entsprechenden Phylum. Blau: Pseudomonadota,
rot: Actinobacteria, cyan: Cyanobacteria, pink: Archaea, gelb: Bacteroidota. A Das gesamte
Netzwerk mit seinen drei dominierenden Clustern. B Cluster, in dem alle in dieser Arbeit
beschriebenen Glycosyltransferasen zu finden sind. Die Visualisierung des Netzwerkes

erfolgte mittels der Cytoscape Software (Shannon et al. 2003).

Weitere Untersuchungen und Auswertungen ergaben, dass die einzelnen Enzyme in
den drei dominierenden Clustern unterschiedlichen Funktionen zugeordnet werden
konnten. Die Analysen und Auswertungen der Eintrdge des von Actinobacteria
beherrschtem Clusters ergaben, dass diese Enzyme hauptsichlich Funktionen und
Beteiligungen im Rahmen des Metabolismus der Zelle zuzuordnen sind. Dazu ziahlen
oft Glykosylierungen von sekundiaren Pflanzenmetaboliten wie unter anderen
Flavonoide. Die beiden weiteren Cluster beherbergen Enzyme, die beim

Zellmembranaufbau und der Modifizierung dieser beteiligt sind (Abbildung 17).
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Zellmembran
Modifizierung

Zellmembran
Aufbau

Metabolismus

Abbildung 17: Netzwerkanalyse aller bekannten und charakterisierten Glycosyltransferasen
aus der CAZY-Datenbank. Die einzelnen Eintrige der Cluster lassen sich bestimmten
Funktionen zuzuordnen. Diese beruhen auf der Auswertung der jeweiligen im Cluster
versammelten Enzyme. Die Visualisierung des Netzwerkes erfolgte mittels der Cytoscape
Software (Shannon et al. 2003).
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4. Diskussion

Bisherige Veroffentlichungen und Studien fokussieren sich vorwiegend auf die
Beschreibung von Glycosyltransferasen im Zusammenhang mit der Glykosylierung
von sekundaren Pflanzenmetaboliten oder Zellwandbestanteilen sowie im Kontext mit
medizinischen Erkenntnissen (Yang 2023),(Lu et al.),(Wang 2024),(Grewal
2021),(Gharabli 2023),(Wang 2023). Den gegeniiber werden Glycosyltransferasen
und ihre Moglichkeiten im Zusammenhang mit der Nutzung von verschiedensten
Molekiilen wie Chitin oder Cellulose aus Phyla wie Bacteroidota bisher weniger
beachtet. Daher lag im Rahmen dieser Arbeit der Fokus auf der Identifizierung und

Charakterisierung neuartiger Glycosyltransferasen aus dem Phylum Bacteroidota.

Dafiir wurden auf Proteinsequenzen basierende Datenbanksuchen durchgefiihrt. Die
resultierenden Screeningergebnisse ausgewertet und vielversprechende Treffer
experimentell untersucht und analysiert. Ausgangspunkt der Datenbanksuche stellte
dabei die Erstellung eines Hidden Markov Modells auf Grundlage bereits
veroffentlichter Sequenzen von Glycosyltransferasen dar. Das Screening lieferte 100
Treffer, von denen 11 fiir die Untersuchungen ausgewahlt wurden. Die entsprechenden
Gene der moglichen Glycosyltransferasen wurden amplifiziert oder synthetisiert,
kloniert, und in E. coli exprimiert, um ihre Aktivitit zu untersuchen. Als aktiv
identifizierte Enzyme wurden anschlieBend weiter charakterisiert, wobei das
Substratspektrum und die Exprimierbarkeit der Transferasen ermittelt wurde, sowie
die phylogenetische Einordnung im Kontext bereits bekannter Glycosyltransferasen
aus dem Phylum Bacteroidota erfolgte. Hierbei zeigte sich, dass dieses Phylum in
Bezug auf charakterisierte Glycosyltransferasen noch sehr unbeachtet ist. So sind 3720
Sequenzen von Glycosyltransferasen kodierender Gene aus Bacteroidota bekannt,

aber nur 0,22 % davon beschrieben und als charakterisiert eingestuft.
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4.1 Sequenzbasiertes Screening nach neuen bacteroidotalen

Glycosyltransferasen

Als Ansatzpunkt bei der Suche nach neunen Glycosyltransferasen, die aus Vertretern
des Phylum Bacteroidota stammen, wurde eine sequenzbasierende Methodik gewahlt.
Dafir wurde auf Grundlage von Sequenzdaten bereits beschriebener
Glycosyltransferasen ein Hidden Markov Model erstellt. Mit diesem erfolgte im
weiteren Verlauf der Arbeit die sequenzbasierende Datenbanksuche. Des Weiteren
wurde das HMM mit den Sequenzdaten der neu identifizierten, aktiven
Glycosyltransferasen verfeinert. Die Auswahl eines sequenzbasierten Screenings im
Gegensatz zu einem funktionalen Screening geschah deshalb, weil mit diesem in kurzer
Zeit eine groBe Menge an Daten analysiert werden kann und es fiir die Suche nach
Enzymen mit spezifischen Eigenschaften gut geeignet ist (Giillert et al. 2016).
AuBerdem verspricht das sequenzbasierte Screening gegeniiber eines Fosmid-
Bibliothek Screenings, welches iiblicherweise bei funktionalen Ansatzen genutzt wird
(Streit and Daniel 2017), eine hohere Erfolgsaussicht und benoétigt weniger
vorbereitende Arbeit. So fallen das Anlegen der entsprechenden Fosmide, als auch ihre
Uberpriifung weg. Zudem liegen die Sequenzdaten bei einem sequenzbasierten
Screening direkt vor und die Fosmide miissen nicht erst sequenziert werden. Weitere
Vorteile eines auf Sequenzen basierendem Screening ist die Moglichkeit, verschiedene
Datensiatze (marine oder terrestrische) zu untersuchen. Dem gegeniiber muss bedacht
werden, dass diese Screenings immer auf Grundlage der jeweiligen verwendeten
Sequenzen basieren und die Auswahl dieser einen enormen Einfluss auf die erhaltenen
Ergebnisse hat. Oft findet man mit dem entsprechenden Screenings Sequenzhomologe
in den Datensatzen, aber die Eintrage strukturell anderer, ebenfalls potenziell aktiver,
Enzyme werden nicht gefunden (Streit and Daniel 2017). AuBlerdem sind
sequenzbasierte Methoden von den zur Verfiigung stehenden Datensatzen und deren
Akkuratheit abhangig. So ist es moglich, dass gleiche Enzyme in unterschiedlichen
Datenbanken andere Namen tragen und es so zu Verwechselungen oder gar Irrtiimer,

beziiglich der Anzahl entsprechender Enzyme geben kann.

Fiir diese Arbeit wurden die entsprechenden Sequenzen aus Tabelle 25 verwendet und
fiir das anfanglich erstellte Hidden Markov Model genutzt. Dieses wurden dann im
Verlauf der Arbeit mit den Sequenzen der neu identifizierten, aktiven
Glycosyltransferasen verfeinert (Tabelle 4). Als Datenbanken wurden die UniProt-

Database sowie die nicht-redundante Datenbank des NCBI genutzt. Diese lieferten
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insgesamt iiber 100 Eintrage, die mittels des sequenzbasierten Screenings und dem
HMM als potenzielle Eintrage fiir Glycosyltransferasen kodierenden Genen betrachtet
werden konnten. Davon konnten 66 Treffer dem Phylum Bacteroidota zugeordnet
werden. Die Gegeniiberstellung der Anzahl an gefundenen Treffer aus dem Phylum
Bacteroidota verglichen mit den als beschrieben und charakterisiert eingestuften
Eintragen aus der CAZY-Datenbank, zeigt, wie groB das Spektrum an noch zu

erforschenden Glycosyltransferasen alleine aus diesem Phylum ist.

Auffallig bei der Auswertung der durch das HMM gefunden Treffer war, dass fast alle
Sequenzen die gleiche Lange an Basenpaaren aufwiesen und die potenziell kodierten
Proteine die gleiche Grof3e (kDa) besitzen. Hier lasst sich deutlich erkennen, dass die
als Grundlage des Hidden Markov Model gewidhlten Sequenzen eindeutig die
resultierenden Ergebnisse beeinflussen. Denn die Ausgangssequenzen (Tabelle 25)
weisen ebenfalls eine Durchschnittslange von 1335 bp sowie eine GréBe von 50,2 kDa
auf. Auch ist der Zusammenhang zwischen Input-Sequenzen und Output-Sequenzen
eindeutig in den analysierten sekundiren Proteinstrukturen der neuartigen

Glycosyltransferasen zu erkennen.

4.2 In silico Analysen

Die in silico Analysen der sechs neu beschriebenen Glycosyltransferasen in dieser
Arbeit sollten zum besseren Verstiandnis der einzelnen Enzyme beitragen und deren

Bedeutung im Kontext mit dem Phylum Bacteroidota aufzeigen.

4.2.1 Strukturanalyse neuartiger Glycosyltransferasen

Die Analyse der Faltungstypen der neu beschriebenen Glycosyltransferasen ergab,
dass alle sechs den Faltungstyp- B aufweisen. Dies ist unter anderem damit zu
erklaren, dass die fiir die Erstellung des Hidden Markov Model eingesetzten
Sequenzen ebenfalls von GTs mit Faltungstyp- B stammen. Das Hidden Markov Model
fungierte bei der Datenbanksuche als eine Art ,Schablone“ und lieferte dadurch

potenzielle Glycosyltransferasen die gleiche oder &hnliche Muster wie die
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Ausgangssequenzen auswiesen. Wodurch mit der Auswahl der Ausgangsequenzen
bereits teilweise vorgegeben war, was fiir Glycosyltransferasen als Treffer erhalten
werden wiirden. Dieser Zusammenhang zwischen den Ausganssequenzen und den
erhaltenen Treffern in Datenbankabgleichen lieBe sich fiir gezielte Suchen nach
gewiinschten Eigenschaften, wie zum Beispiel Glycosyltransferasen, die eine
Glykosylierung iiber ein Kohlenstoffatom katalysieren (C-Glycosyltransferasen), oder

Strukturmerkmalen aufweisen, wie eine GT-A oder GT-C Faltung, nutzen.

Einhergehend mit der Untersuchung des Faltungstypes der ganzen
Glycosyltransferase erfolgte auch eine Analyse auf Aminosaureebene, welche mit den
unter 3.1.1 identifizierten konservierten Motiven verglichen und in Zusammenhang
gebracht wurden. Hierbei konnte gezeigt werden, dass das in Motiv B (aus Abbildung
9) markierte Histidin eine wichtige Rolle bei der Bindung der Aglykone {ibernimmt
und als Bronsted-Base agiert. Dabei aktiviert dieses die Hydroxygruppe des
Polyphenols, an der die Glykosylierung erfolgt, und bereitet dieses fiir den
nukleophilen Angriff des Donors vor (Offen et al. 2006). An der Bindung des
Donormolekiils und somit der Bildung der entsprechenden Bindungstasche sind die in
Motiv A und D ( Abbildung 9) gekennzeichneten Glycin-Reste mitbeteiligt (Modolo et
al. 2009). Daneben wirkt auch Threonin, welches in Motiv C aus Abbildung 9
hervorgehoben ist, mit (Abbildung 18). Diesem fallt dabei eine Schliisselrolle bei der
Erkennung der Zuckerkomponente des Donorsubstrates zu (Offen et al. 2006). Neben
dieser Funktion reagiert das Threonin wie bei Liu et al. (Liu et al. 2020) beschrieben
mit dem Phosphat der UDP-Glucose. Grundlage dafiir ist, dass Threonin das aufgrund
seiner Hydroxygruppe in vielen Proteinen an Phosphorylierungen beteiligt ist (Seok

2021).
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Abbildung 18: Darstellung der Interaktion von UGT708C1 mit UDP-Glucose.

A: Interaktion des aktiven Zentrums von UGT708C1 mit UDP-Glucose nach Liu et al. (Liu et
al. 2020) modifiziert zur Hervorhebung (roter Rahmen) des Einflusses von Glycin und
Threonin auf die Nukleotidzuckerbindung.

B: Darstellung der Interaktion von Threonin und Glycin mit dem entsprechenden
Donormolekiil. Deutlich wird, wie Threonin mit der Phosphatgruppe des Donors interagiert
und Glycin zur Bindung des Molekiils an das aktive Zentrum beitragt. Darstellung modifiziert
nach Liu et al. (Liu et al. 2020).

Auffallig bei der weiteren Betrachtung der einzelnen Glycosyltransferasen war, dass
bei GT-HHo4, wie in Abbildung 11 hervorgehoben, ein Glycin gegen ein Leucin
ausgetauscht ist. Da Glycin bei der Bindung des Donormolekiils eine wichtige Rolle
iibernimmt, ist das eine mogliche Erklarung fiir das verminderte Substratspektrum
von GT-HHo4. Bei GT-HHo06 dagegen ist ein Phenylalanin statt eines Tyrosins
verbaut. Beide Aminosauren unterscheiden sich in ihrer Polaritat. Bei Phenylalanin
handelt es sich um eine unpolaren (hydrophobe) und bei Tyrosin um eine polare
Aminosaure (Heinrich et al. 2014). Dieser Unterschied besteht, trotz ihrer fast
identischen Struktur, aufgrund der beim Tyrosin vorhanden Hydroxygruppe am

Benzolring (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Darstellung von Phenylalanin und Thyrosin, sowie Hervorhebung (roter
Rahmen) des Unterschiedes zwischen beiden Aminosauren zur Verdeutlichung ihres Effektes
auf das aktive Zentrum bei GT-HH06. Erstellt mit ChemDraw 21.0.0 (ChemDraw 21.0.0)

Dies fiihrt dazu, dass es bei GT-HH06 zu einer Anderung der Polaritit an der
AuBenseite des Proteins kommt. Hier wiirden, wenn kein Austausch der Aminosaure
statt fande, eine hydrophile Aminosaure vorhanden sein, die dann mit dem meistens
umgebenden wissrigen Milieu interagiert. Da es durch den Austausch zu hydrophoben
Wechselwirkungen kommen kann, ist dies eine potenzielle Erklarung fiir die
verminderte Aktivitat. Infolgedessen konnen die zur Glykosylierung bendtigen
Aglykone bzw. Nukleotidzucker nicht mehr oder nur teilweise am aktiven Zentrum

binden.

4.3  Charakterisierung von  Glycosyltransferasen die durch

sequenzbasierte Datenbanksuche identifiziert wurden

Die aus der Datenbanksuche resultierenden Treffer wurde anschlieBend weiter
gefiltert. So konnten 66 Eintrige dem Phylum Bacteroidota zugeordnet werden,
wodurch sich der Pool an auszuwahlenden Eintragen weiter reduziert. AnschlieBend
wurden die 66 Eintrage weiter gefiltert und 11 vielversprechende Sequenzen von
potenziellen Glycosyltransferasen fiir die Charakterisierung ausgesucht. Daraus
resultieren die neuartigen Glycosyltransferasen, namentlich GT-HHo1, GT-HHoz2,
GT-HHo3, GT-HHo4, GT-HHo5 und GT-HHO06, auf denen im Verlauf dieser Arbeit
der Fokus lag. Aufgefiihrt sind diese in der Tabelle 4.
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4.3.1 Aktivitatsbestimmung potenziell neuartiger Glycosyltransferasen

Der anfiangliche Fokus bei der Charakterisierung der potenziellen
Glycosyltransferasen lag auf der Bestimmung ihrer Aktivitat. Diese war Voraussetzung

fiir weiterfiihrende Analysen.

Fiir die Aktivitatsbestimmung wurde die bereits bei Rabausch et al. (Rabausch et al.
2013) beschriebene Methode aus ganzzelliger Biokonversion und anschlieBender
Diinnschichtchromatographie genutzt. Diese basiert auf der Grundlage, dass der
verwendet Bakterienstamm, in dieser Arbeit E. coli BL21 DE3, selbst Nucleotidzucker
produziert und diese von den untersuchten Enzyme fiir die Glykosylierung genutzt
werden konnen. Die Produktion der notwendigen Nucleotidzucker erfolgt durch den
Maltodextrin-Stoffwechselweg, den E. coli primir zur Gewinnung von Glukose-1-
phosphat nutzt (Boos and Shuman 1998). Dieses spielt eine wichtige Rolle in weiteren
Stoffwechselwegen wie dem Glykogenstoffwechsel, bei dem die benétigten
Nukleotidzucker entstehen, und auch beim Aufbau von extrazellularen
Polysacchariden. Weiterhin ist die Aufnahme des Aglykon in die Zelle und die
Ausschleusung der Glykoside nach erfolgreicher Glykosylierung ein enormer Vorteil
bei der Aktivititsbestimmung. Dies vereinfacht die Probennahme fiir die
anschlieBende Diinnschichtchromatographie, da kein aufwendiger Zellaufschluss
notig ist. Die zu untersuchenden Proben werden mit Ethylacetat versetzt und
anschlieBend zentrifugiert. Dies hat zur Folge, dass es zur Phasentrennung zwischen
dem wiassrigen Medium und dem organischen Losungsmittel kommt. Dabei gehen die
Glykoside aufgrund ihrer schlechteren Wasserloslichkeit aus der wassrigen in die
organische Phase iiber. Hierdurch werden die entstandenen Glykoside aufkonzentriert
und bereits kleinste Mengen sind durch die Diinnschichtchromatographie detektierbar
(Lin et al. 2019). Eingesetzt wurde bei der Aktivitatsbestimmung das in Kapitel ,,3.3
Glycosyltransferasen Charakterisierung® vorgestellte Modelsubstrat Quercetin und
dessen mogliche Glykoside Quercitrin, Isoquercitrin sowie Rutin als Referenzen. Die
Auswertung der Diinnschichtchromatographieplatten basierte auf dem Vergleich der
Proben und den jeweils eingesetzten Referenzen. Dafiir werden die Banden der Proben
mit denen der Referenzen hinsichtlich Position auf der Platte (gleiche Hohe), UV-
Spektrum (diese wurden mit dem TLC-Scanner 3 gemessen) und Farbung verglichen
(siehe Abbildung 13). Hierbei ist darauf zu achten, dass die Auftrennung der einzelnen
Proben gleichmaBig erfolgt und nicht die randstindigen Proben der Platte durch den

Kapillareffekt in der Chromatographiekammer schneller und weiter aufgetrennt
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werden. Dieses erschwert im weiteren Verlauf die Auswertung, da die Vergleichbarkeit
zwischen Proben und Referenzen nicht mehr gegeben ist. Auch ist eine sehr sorgsame
Farbung der Platte Voraussetzung, um die Farbungen der einzelnen Banden
vergleichen zu konnen, da es sonst zu Uberlagerungen kommen kann, die zu falsch
positiven oder falsch negativen Ergebnissen fiithren. Auf der in Abbildung 13 gezeigten
Platte sind eindeutige Banden in den Spalten 5, 6 und 10 zu erkennen, die sowohl in
Position und Farbung mit der Referenz Rutin iibereinstimmen. Daneben sind ebenfalls
in den Spalten 5 sowie 7 und 8 Banden mit gleicher Auftrennung und Farbung wie die
Referenz Quercitrin zu erkennen. Dem gegeniiber ist einzig in der Probe in Spalte 9
eine Bande fiir das Glykosid Isoquercetrin zu erkennen. Aus diesen Ergebnissen lasst
sich schlussfolgern, dass es zur Glykosylierung des Aglykons (Quercetin) kam und die
jeweilig untersuchten Glycosyltransferasen aktiv sind. Als weitere Bestitigung der
Ergebnisse konnten die entstanden Glykoside aufgereinigt werden und anschlieBend

mit Kernspinresonanzspektroskopie untersucht werden (Santos et al. 2021).

4.3.2 Substratspektrumsanalyse von Glycosyltransferasen

Zur Bestimmung der Substratspektren der neu identifizierten Glycosyltransferasen
wurden neben dem Modelsubstrat fiir den Aktivitatsnachweis (Quercetin) andere
Polyphenole genutzt, die sich in ihrer Struktur immer starker vom Ausgangssubstrat
(Quercetin) unterschieden. Angefangen wurde mit Naringenin, welches sich in seiner
Struktur nur durch das Fehlen einer Hydroxygruppe am B-Ring von Quercetin
unterscheidet. Dies konnte noch von allen sechs neuen Glycosyltransferasen
glykosyliert werden. Das wurde auch erwartet, da beide Substrate sich nur
unwesentlich unterscheiden und weiterhin eine Hydroxygruppe am B-Ring vorhanden
ist, die zur Bindung des Substrates an das aktive Zentrum des Enzyms notwendig ist.
In Abbildung 20 ist exemplarisch die Bindung von Quercetin an das aktive Zentrum
vom GT-HHo1 dargestellt. Hier wird deutlich, dass diese funktionelle Gruppe zur
Anbindung des entsprechenden Substrates an das aktive Zentrum mitentscheidend ist.
Weitere untersuchte Substrate im Rahmen der Substratspektrumsanalyse der neuen
GTs waren Hesperetin, Kaempferol und Oxyresveratrol. Diese drei Substanzen
konnten von den Glycosyltransferasen GT-HHo1i, GT-HHo2 und GT-HHo3
glykosyliert werden, wohingegen die GTs GT-HHo04, GT-HHo5 und GT-HHo06 dazu

nicht in der Lage waren. Ein Ansatzpunkt zur Erklarung dafiir ist die fiir jedes Enzym
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ganz eigne Akzeptorspezifitit, welche auf die jeweilige Topologie der
Akzeptorbindungstelle zuriickgeht (Wagner and Pesnot 2010). Diese spezifische
Bindungsstelle wird bei den Glycosyltransferasen GT-HHo04, 05 und 06 eventuell
durch die beim Hesperetin vorkommende Methoxygruppe, welche groBer ist als die
beim Quercetin und Naringenin vorkommende Hydroxygruppe, blockiert, wodurch es
zu keiner Glykosylierung kommen kann. Weiterhin kann auch der bei GT-HHo4
gefundene Strukturunterschied an der Donorbindungsstelle, welcher in Abbildung 11
gezeigt wird, ein Grund dafiir sein, dass diese Glycosyltransferase nicht in der Lage ist,
alle getesteten Substrate zu glykosylieren. So bindet zwar das Akzeptormolekiil (z.B.
Hesperetin), aber ein entsprechendes Donormolekiil kann aufgrund der andersartigen
Donobindungstelle im Vergleich zu GT-HHo1, welches alle getesteten Substrate
verzuckern kann, nicht an das aktive Zentrum binden, wodurch es zu Kkeiner

Glykosylierung kommen kann.

Abbildung 20: Dargestellt ist die Glycosyltransferase GT-HHO1 mit Quercetin, welches an das
aktive Zentrum bindet. Mit griin ist die Bindung der 3‘-Hydroxygruppe des B-Ringes von
Quercetin an das Enzym hervorgehoben. Ahnlich bindet auch Naringenin an die neuen GTs.
Der Unterschied dabei ist, dass die Bindung von der 4‘-Hydroxygruppe erfolgt. Die Struktur
der Glycosyltransferase, sowie die Bindung von Quercetin an das Enzym wurden mittels
Colabfold (Mirdita et al. 2022) berechnet und mit UCSF Chimera 1.16 (Pettersen et al. 2004)
dargestellt.
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4.4 Schlussfolgerungen und Ausblick

Durch die Identifizierung und Charakterisierung von sechs bisher unbekannter
Glycosyltransferasen, GT-HHo1 bis GT-HHo06, gelang es, die Anzahl der
beschriebenen und als charakterisiert eingestuften GTs aus dem Phylum Bacteroidota
nahezu zu verdoppeln. Bisher waren lediglich sieben weitere als charakterisiert
eingestufte Glycosyltransferasen aus diesem Phylum bekannt. Grundlage dafiir war ein
auf Proteinsequenzen bereits nachgewiesener aktiver Glycosyltransferasen erstelltes
Hidden Markov Model. Dieses lieferte bei Datenbankabgleichen iiber 100 Treffer fiir
potenziell aktive Enzyme. Bei rund 54 % der ausgewahlten und anschlieBend
untersuchten Enzyme konnte enzymatische Aktivitait nachgewiesen werden. Im
weiteren Verlauf der Arbeit wurde das Hidden Markov Model mittels der Sequenzen
der nachweislich aktiven neuen GTs verfeinert. Auffillig bei weiteren Analysen der
neuen Glycosyltransferasen war, dass alle mittels HMM gefunden Enzyme den
Faltungstyp B aufweisen. Erklarbar ist dies dadurch, dass auch alle GTs, deren
Sequenzen fiir die Erstellung des Hidden Markov Modeles genutzt wurden, ebenfalls
diese fiir Glycosyltransferasen typische Faltung aufweisen. Dieser nachweisliche
Zusammenhang zwischen den Eigenschaften der Ausgangsenzyme und den der neu
gefundenen, zeigt eindeutig die Moglichkeit auf, gezielt das Hidden Markov Model zu
nutzen, um nach vorher ausgewihlten Eigenschaften von Enzymen in Datenbanken zu
suchen. Dabei ist zu beachten, dass fiir die gesuchten Eigenschaften bereits bekannte
Beispiele vorhanden sein miissen. Dadurch ergibt sich die Moglichkeit, dass Enzyme
mit interessanten Eigenschaften bei der Datenbanksuche durch das Raster des Hidden
Markov Models fallen, da sich deren Sequenzen von denen der Ausgangssequenzen zu
stark unterscheiden. Erstellt man wiederum ein Hidden Markov Model auf der Basis
eines breiten Spektrums an Sequenzen, kann dies dazu fiithren, dass man zwar viele
Treffer bei der Datenbanksuche bekommt, aber die Erfolgsquote gewiinschter Enzyme

zu finden sinkt.

Der Nachweis iiber die glykosidische Aktivitit der ausgewidhlten Enzyme aus der
Datenbanksuche erfolgte mittels Diinnschichtchromatographie. Mittels dieser im
Vergleich zur Hochleistungsfliissigkeitschromatographie deutlich sensitiveren
Methode konnte Aktivitdt bei den Glycosyltransferasen GT-HHo1, GT-HHo2, GT-
HHo3, GT-HHo4, GT-HHo05 und GT-HH06 nachgewiesen werden. Bei der Wahl des
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Modelsubstrates fiir den Aktivititsnachweis fiel die Entscheidung auf das Polyphenol
Quercetin. Ausgehend von diesem wurden fiir die Substratspektrumsanalyse der
einzelnen GTs Substrate gewahlt, die sich zunehmend von der Struktur des Quercetins
unterschieden. Dabei zeigten die Enzyme GT-HHo1, GT-HHo2 und GT-HHo3 das
breiteste Spektrum an glykosidischer Aktivitat und konnten alle im Rahmen dieser
Arbeit getesteten Substrate glykosylieren. Zukiinftige Untersuchungen konnten hier
anschlieBen und noch ein weiteres Feld an Substraten testen, um einen genaueren
Einblick iiber die Substratpromiskuitdt der einzelnen Enzyme zu erlangen. Von
Interesse konnten dabei weitere polyphenolische Verbindungen wie beispielsweise
Ellagsaure oder Fisetin sein, deren Glykoside eine nachweislich pharmakologische
Wirkung haben (Fontaine et al. 2017; He et al. 2022). Ebenfalls beachtenswert ware
die Untersuchung von Substanzen, die nicht zu den Polyphenolen zahlen. Dabei waren
Substrate von Interesse, wie etwa Abbauprodukte von Recyclingprozessen, die

anschlieBend mittels Glycosyltransferasen wieder aufbereiten werden konnten.

Neben der Identifizierung und Charakterisierung der einzelnen Glycosyltransferasen
spielte auch deren gesamtheitliche Einordung im Kontext des Phylum Bacteroidota
eine wichtige Rolle in dieser Arbeit. Alle sechs neu identifizierten und nachweislich
aktiven Glycosyltransferasen stammen aus Vertretern des Phylums Bacteroidota.
Neben der Betrachtung der phylogenetischen Zugehorigkeit der Bakterien aus den die
in dieser Arbeit neu identifizierten Glycosyltransferasen stammen wurde erstmalig in
alle charakterisierten Glycosyltransferasen aus der CAZY-Datenbank in einem
Interaktionsnetzwerk dargestellt. Dabei lieBen sich drei groBe Cluster identifizieren, in
denen fast alle charakterisierten Glycosyltransferasen einsortiert werden konnten.
Neben 2 Clustern, die im Zusammenhang mit dem Zellmembranaufbau, sowie der
Zellmembranmodifizierung stehen, konnte auch ein dritter Cluster festgestellt werden,
der hauptsachlich GTs beinhaltet, die im Kontext mit Sekundarmetaboliten stehen. In
diesem finden sich auch die in dieser Arbeit neu identifizierten Glycosyltransferasen
GT-HHo1 bis GT-HHo06 wieder. Damit sind diese Enzyme die einzigen aus dem
Phylum Bacteroidota, die sich in diesem Cluster einordnen lassen. Alle anderen zum
Zeitpunkt der Arbeit als charakterisiert hinterlegten GTs in der CAZY-Datenbank
lieBen sich in den 2 anderen identifizierten Clustern einsortieren. Dies zeigt das
enorme Potenzial, dass das Phylum Bacteroidota birgt, wenn es um die ErschlieSung

neuartiger, fiir die Biotechnologie nutzbarer, Enzyme geht.
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Anhang

Protein-Sequenzen

Glycosyltransferasen

GT-HHo1 (Acces: 0JY95357)

N-
MQGRLKILVACFPADGHFKPLTGIAKYLDACGHDVRWYASKEYTNDIAGLGMKHYPFRIAKDLHISYMEVHYPER
AKIKNPVRKLNFDMIHVFVERGEEYMKDIDEIRQNFPPDIVICDIAFPGIPYIKDCMKLPVIAVSVFPFPGSSCDLPP
YGLGLTPANTSAGKIFHKGLRWLSRKILFRKADSAMRKALEKYSIAHNNTGIFDIGYKKSDIVLQSGCPSFDYKRSD
LDKRVRFIGAVLPYRKSNQVTSWFDKRLEGYKIVVLVTQGTVEKDPSKLIIPTLEAFKDDEDVLVVCTTGNANTEAL
RAKYNAPNIIIEDFIPFENIMPYTNVFITNGGYGGVLLGIEHKMPMVVAGVHEGKNEICARVGYFKYGINLKTERPG
AARIKKAVKEIFETPVYKANVVRLAQELNSYATDALVEKYIDELINNRSPKCRQSLLPETVY-C

GT-HHo2 (Acces: 0OJW59638)

N-
MADAGASLAKKKMKILFANFPGEGHFNPLTGLAAHLKRQGHDVRWYTSKIYADKLRRLQIARLKFDMINAFILRG
PEYYADILEIYKTFRFDLLVADCAFTGIPFVKELIKVPVVSVGLFPLTETSRDLPPAGLGMTPSQSFIGRVRQSLLRGI
ARRVIFGEPHRVMYQLLDQYKIPHQRESLFDMIIRKSDLLLQIGTPGFEYYRSDLGENIRFVGALLPHDGAKEGPR
WFDAGAYVINGGYGGTMLGINLGVERPTSLQVRQAVEKVFSDDVYRRKVKELALEFSKYDAYERCSRHISSVVKK
ASINSSKVTDNSYVIPFSS-C

GT-HHo3 (Acces: GAO44619)

N-
MKQSTAKKILFANVPADGHFNPLTGIAVFLKDLGYDVRWYTSAKYAGKVKKLGLQYYPYKVALEVDTDNLSELFP
DREKISSKIGKLNYDVQEFFLKRGPEYYTDILGIYREFPFDLMISDVMFTGNAFVKNLMNIPVMAIGIMPLAEGSVD
LPPAGLGMHPSKSFFGRRKQAALRWLTDHVLFAKSIKVMYALLDKYGIRHGKENFFDMLYRQTDLVLQSGSPSFE
YERSDISDNVRFIGPLLPYQQPAGRDTWMDHRVHHYDRVILVTQGTVETDVNKLLVPTLEAYKDSNTLVVVTTGG
GGTAKLREAYPQANIIIEDFIPFNDIMPYVDVYITNGGYGGVLLGIENQLPFVVAGVHEGKNEICARIGYFRLGIDLR
TETPKPSQIKGAVEKVLADGSYRKNVQQLSREFNTYKPLQLAAGYVQELLLSNPQPRFIHPEAIVY-C

GT-HHo4 (Gen-Name: Sph21_4852)

N-
MKHPLQGKRILFASVPLDGHFNPLTGLAKYLQQVDCEVRWYTSKIYSEKLKALGIPHYPFVNAEELNGQNLALKLP
EIKLAPGPEKGKLYLKNLFINRAKEYYEDIRSIYSTFTFDLLIADSMFSGIPFIRYKLNVPVIAIGVVPLIEDSIDVAPA
GRALPPAKDAKTHTAFAEMYRQKYTSINDLIEIYKADLYQHNITVAGSFIFDTLIKEANIYLQIGVPGFEYQRSDLGK
NIRYIGALLPHSASGSRSIWHDPRLGKYDAVVLVTQGTVESDATKLLEPTLSAFAGTGTLIVVTTAGHGTEQLREKY
PHENVIIEDFIPFDDIMPYTSVYVINGGYGGTIFSIMNGIPIVAAGVHELKNEVCARIDYFGLGIDLKTETPTPDAIFN
AAMSIMRNDSYKKRVIALRDEMKQYDSLALCCRYISQSLDPS-C

GT-HHo5 (Acces: WP_035084609)

N-
MHSIKILFACIPADGHFNPMTQLAVHLKKKGHDVRWYTGKVYEKKLEQMGIPYIPFKKSKEIKVSELDQAYPERK
KLKGISHIKFDIINLFINRMKDYYLDIKEVSSSFSFEILVFDNTFPGTIIKDKLNIPVVGIGVVPLALSSPDIPQYGLGH
QPATNFLSKRKQNFIKLMAEKLLFRDTKEAYNELLENLNLPKEKHNIFDISPLNSSIFLQNGIPEMDYPRYTIPKTIQ
YVGALDTWSINHHNRKTKDWKKILDPSKKTILISQGTVEKNNKKLITPSLEAFKNTNYNILVATAHNETKLLQKKY
PHKNIHIEDFIPFDEIMPLTNIFITNGGYGSIMISIKHGVPMITAGINEGKNEICARIDYCGLGIDLKTERPRIISIQNA
ANKILEADIYYNNIKLIQKKLNSYDTLNICEKYITDLVFSKVK-C

GT-HHO06 (Acces: WP_149627120)
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N-
MSKIIMLIEPADGHFNQLSFIMKELIARNNEVVCVAGRRFKDKVQEIGATFHPFPSKWDPIDKELYDFFPALKAKK
GIDQVKYYFKHIMFDSAPDVLKTLKNVLKTFKADVIINDSFLVAGDWLSELEGIPNIQISTLPLGIPGKNMAPFGFG
LLPGKTFLTKLRNNILSKIFDRIVLKEIHEYVNKTRVKVGLPIFNKSFLRQGLKVPDLILQMSIPDVEYRRKDLPSNL
KFIGTAKIPPKHDYVEPYWWRSITHNDRPVVLVNQGTVAKNYDDLIYPAIEALKDENVIVILLVPVENGNIDNLPEH
IYVEPYIPFGNLFPHIDIMITNGGFGGTQNALAHGIPVIISGDTEDKMEVGSRVQYSGAGINIGTGKKTVKNIKKAVR
TILSDSSFKQKAEELQTEFAKYNPSALTIKLLDELVKSN-C

DNA-Sequenz
Plasmid

pET21a(+)

5‘ -
ATCCGGATATAGTTCCTCCTTTCAGCAAAAAACCCCTCAAGACCCGTTTAGAGGCCCCAAGGGGTTATGCTAGTTATTGCTCAGCGGTGGCAGCAG
CCAACTCAGCTTCCTTTCGGGCTTTGTTAGCAGCCGGATCTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGCTCGAGTGCGGCCGCAAGCTTGTCGACGGAGCTCG
AATTCGGATCCGCGACCCATTTGCTGTCCACCAGTCATGCTAGCCATATGTATATCTCCTTCTTAAAGTTAAACAAAATTATTTCTAGAGGGGAATT
GTTATCCGCTCACAATTCCCCTATAGTGAGTCGTATTAATTTCGCGGGATCGAGATCTCGATCCTCTACGCCGGACGCATCGTGGCCGGCATCACCG
GCGCCACAGGTGCGGTTGCTGGCGCCTATATCGCCGACATCACCGATGGGGAAGATCGGGCTCGCCACTTCGGGCTCATGAGCGCTTGTTTCGGC
GTGGGTATGGTGGCAGGCCCCGTGGCCGGGGGACTGTTGGGCGCCATCTCCTTGCATGCACCATTCCTTGCGGCGGCGGTGCTCAACGGCCTCAA
CCTACTACTGGGCTGCTTCCTAATGCAGGAGTCGCATAAGGGAGAGCGTCGAGATCCCGGACACCATCGAATGGCGCAAAACCTTTCGCGGTATGG
CATGATAGCGCCCGGAAGAGAGTCAATTCAGGGTGGTGAATGTGAAACCAGTAACGTTATACGATGTCGCAGAGTATGCCGGTGTCTCTTATCAGA
CCGTTTCCCGCGTGGTGAACCAGGCCAGCCACGTTTCTGCGAAAACGCGGGAAAAAGTGGAAGCGGCGATGGCGGAGCTGAATTACATTCCCAAC
CGCGTGGCACAACAACTGGCGGGCAAACAGTCGTTGCTGATTGGCGTTGCCACCTCCAGTCTGGCCCTGCACGCGCCGTCGCAAATTGTCGCGGCG
ATTAAATCTCGCGCCGATCAACTGGGTGCCAGCGTGGTGGTGTCGATGGTAGAACGAAGCGGCGTCGAAGCCTGTAAAGCGGCGGTGCACAATCT
TCTCGCGCAACGCGTCAGTGGGCTGATCATTAACTATCCGCTGGATGACCAGGATGCCATTGCTGTGGAAGCTGCCTGCACTAATGTTCCGGCGTT
ATTTCTTGATGTCTCTGACCAGACACCCATCAACAGTATTATTTTCTCCCATGAAGACGGTACGCGACTGGGCGTGGAGCATCTGGTCGCATTGGGT
CACCAGCAAATCGCGCTGTTAGCGGGCCCATTAAGTTCTGTCTCGGCGCGTCTGCGTCTGGCTGGCTGGCATAAATATCTCACTCGCAATCAAATTC
AGCCGATAGCGGAACGGGAAGGCGACTGGAGTGCCATGTCCGGTTTTCAACAAACCATGCAAATGCTGAATGAGGGCATCGTTCCCACTGCGATG
CTGGTTGCCAACGATCAGATGGCGCTGGGCGCAATGCGCGCCATTACCGAGTCCGGGCTGCGCGTTGGTGCGGATATCTCGGTAGTGGGATACGA
CGATACCGAAGACAGCTCATGTTATATCCCGCCGTTAACCACCATCAAACAGGATTTTCGCCTGCTGGGGCAAACCAGCGTGGACCGCTTGCTGCA
ACTCTCTCAGGGCCAGGCGGTGAAGGGCAATCAGCTGTTGCCCGTCTCACTGGTGAAAAGAAAAACCACCCTGGCGCCCAATACGCAAACCGCCTC
TCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTAAGTTAGC
TCACTCATTAGGCACCGGGATCTCGACCGATGCCCTTGAGAGCCTTCAACCCAGTCAGCTCCTTCCGGTGGGCGCGGGGCATGACTATCGTCGCCG
CACTTATGACTGTCTTCTTTATCATGCAACTCGTAGGACAGGTGCCGGCAGCGCTCTGGGTCATTTTCGGCGAGGACCGCTTTCGCTGGAGCGCGA
CGATGATCGGCCTGTCGCTTGCGGTATTCGGAATCTTGCACGCCCTCGCTCAAGCCTTCGTCACTGGTCCCGCCACCAAACGTTTCGGCGAGAAGC
AGGCCATTATCGCCGGCATGGCGGCCCCACGGGTGCGCATGATCGTGCTCCTGTCGTTGAGGACCCGGCTAGGCTGGCGGGGTTGCCTTACTGGT
TAGCAGAATGAATCACCGATACGCGAGCGAACGTGAAGCGACTGCTGCTGCAAAACGTCTGCGACCTGAGCAACAACATGAATGGTCTTCGGTTTC
CGTGTTTCGTAAAGTCTGGAAACGCGGAAGTCAGCGCCCTGCACCATTATGTTCCGGATCTGCATCGCAGGATGCTGCTGGCTACCCTGTGGAACA
CCTACATCTGTATTAACGAAGCGCTGGCATTGACCCTGAGTGATTTTTCTCTGGTCCCGCCGCATCCATACCGCCAGTTGTTTACCCTCACAACGTTC
CAGTAACCGGGCATGTTCATCATCAGTAACCCGTATCGTGAGCATCCTCTCTCGTTTCATCGGTATCATTACCCCCATGAACAGAAATCCCCCTTACA
CGGAGGCATCAGTGACCAAACAGGAAAAAACCGCCCTTAACATGGCCCGCTTTATCAGAAGCCAGACATTAACGCTTCTGGAGAAACTCAACGAGC
TGGACGCGGATGAACAGGCAGACATCTGTGAATCGCTTCACGACCACGCTGATGAGCTTTACCGCAGCTGCCTCGCGCGTTTCGGTGATGACGGTG
AAAACCTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGTCTGTAAGCGGATGCCGGGAGCAGACAAGCCCGTCAGGGCGCGTCAGCGGGT
GTTGGCGGGTGTCGGGGCGCAGCCATGACCCAGTCACGTAGCGATAGCGGAGTGTATACTGGCTTAACTATGCGGCATCAGAGCAGATTGTACTG
AGAGTGCACCATATATGCGGTGTGAAATACCGCACAGATGCGTAAGGAGAAAATACCGCATCAGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGC
TGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAAC
ATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAA
AATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCG
ACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGG
TCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAG
ACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTA
ACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAAC
AAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGG
GGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATG
AAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTT
CGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGAC
CCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAG
TCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTGCAGGCATCGTGGTGTCACGC
TCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCG
GTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAG
ATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAA
TACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGT
TCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAA
AAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGG
ATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGAAATTGTAAACGTTAATATTTTG
TTAAAATTCGCGTTAAATTTTTGTTAAATCAGCTCATTTTTTAACCAATAGGCCGAAATCGGCAAAATCCCTTATAAATCAAAAGAATAGACCGAGA
TAGGGTTGAGTGTTGTTCCAGTTTGGAACAAGAGTCCACTATTAAAGAACGTGGACTCCAACGTCAAAGGGCGAAAAACCGTCTATCAGGGCGATG
GCCCACTACGTGAACCATCACCCTAATCAAGTTTTTTGGGGTCGAGGTGCCGTAAAGCACTAAATCGGAACCCTAAAGGGAGCCCCCGATTTAGAG
CTTGACGGGGAAAGCCGGCGAACGTGGCGAGAAAGGAAGGGAAGAAAGCGAAAGGAGCGGGCGCTAGGGCGCTGGCAAGTGTAGCGGTCACGC
TGCGCGTAACCACCACACCCGCCGCGCTTAATGCGCCGCTACAGGGCGCGTCCCATTCGCCA-3°
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Zu 3.3.3 Nachweis der Expression

50 kDa
40 kDa
35 kDa

GT-HHo3 GT-HHo4

Espressionsnachweise fiir die Glycosyltransferasen GT-HHo3 und GT-HHo4
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