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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Seit den 1970er Jahren bildet die Plasmid-basierte Modifikation von Bakterien einen Grund-
pfeiler der prokaryotischen Gentechnik. In der Biotechnologie werden Plasmide hauptséchlich
fiir die Produktion von rekombinanten Proteinen eingesetzt. Dies ist mit Vor- und Nachteilen
verbunden. Eine Alternative stellt die genomische Rekombination des Expressionssystems dar.
Die Genom-codierte Expression rekombinanter Proteine bietet einige VVorteile gegentber Plas-
mid-basierten Systemen. Die genomische Integration einer Expressionskassette macht den Ein-
satz eines Plasmid-basierten Resistenzgens Uberfllssig, da durch den stabilen Einbau kein se-
lektiver Druck gegen den Verlust aufgebaut werden muss. Zum anderen werden nur die absolut

notwendigen genetischen Elemente (Promoter, GOI, Terminator) in die Zelle integriert.

Ziel dieser Bachelorarbeit war es, den E. coli-Stamm BL21(DE3) genomisch zu modifizieren
und eine Gegenselektion auf Basis des rpsL-Gens durchzufuihren. Hier wurde die red-Rekom-
bination eingesetzt, um zunéchst ein Streptomycin-resistentes BL21(DE3)-Derivat zu erzeu-
gen, in welchen nacheinander eine Gegenselektionskassette und eine Expressionskassette in
den glmS - pstS-Locus inseriert wurden. Durch die Gegenselektion auf Basis von Streptomy-
cin ist man in der Lage eine Selektion auf markerlose Modifikationen am Genom durchzufiih-
ren. Zur Evaluation der rpsL-basierten Gegenselektion wurde eine eGFP-Expressionskassette

in den glmS - pstS-Locus integriert.
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1 Einfuhrung

Plasmide bestehen aus zirkularer, extrachromosomaler dsSDNA und werden vom Wirtsorganis-
mus repliziert. Naturliche Plasmide codieren in der Regel fur Gene, welche fur die Zelle nicht
essenziell sind, aber einen evolutiondren Vorteil verleihen kénnen (z.B. Antibiotikaresisten-
zen). Sie sind in Prokaryoten und wenigen Hefen zu finden. Durch den Einsatz von Restrikti-
onsenzymen und DNA-Ligasen ist man seit den 1970er Jahren fahig, in vitro gezielte Manipu-
lationen an Plasmiden durchzufiihren (Cohen et al., 1972 1973[), So kann ein Plasmid als
Féahre fur ein rekombinantes Gen dienen, welches anschlieRend in der Wirtszelle exprimiert
werden kann. Plasmide kénnen aus ihren parentalen Zellen isoliert und in andere Empfanger-
zellen Uberfuhrt werden. Diese Eigenschaften machen Plasmide zu wichtigen Werkzeugen der
Gentechnik.

In der Biotechnologie werden Plasmide hauptséchlich fiir die Produktion von rekombinanten
Proteinen eingesetzt. Dies ist mit Vor- und Nachteilen verbunden. Plasmide besitzen eine GroRe
1 — 1000 kbp und kdnnen in vitro modifiziert werden. Dabei liegen sie meist in einer hdheren
Kopienzahl in der Zelle vor. Dies erhoht die Gen-Dosis und kann zu einer verstarkten Expres-
sion des rekombinanten Proteins fihren. Allerdings handelt es sich bei Plasmiden um extrach-
romosomale Vektoren, die wahrend der Teilung - insbesondere nach Induktion der Zielgenex-
pression - verloren gehen kdnnen. Aus diesem Grund ist haufig ein selektiver Marker notwen-
dig, welche eine Kultivierung unter selektiven Bedingungen erlaubt.

Ziel dieser Bachelorarbeit war es, einen E. coli BL21(DE3) Expressionsstamm zu entwickeln,
bei dem mittels Gegenselektion eine geeignete Expressionskassette in das bakterielle Genom
integriert werden kann. Die genomische Integration der Expressionskassette macht den Einsatz
eines Plasmid-basierten ori und Resistenzgens Uberflissig, da durch den stabilen Einbau kein
selektiver Druck gegen den Verlust aufgebaut werden muss. Auch die Gefahr der Verbreitung
des rekombinanten Gens durch horizontalen Gentransfer wird so auf ein Minimum reduziert.
Die Kopienzahl des rekombinanten Gens ist definiert (in diesem Fall 1) und stabil. Zudem wer-
den in das Genom nur die absolut nétigen genetischen Elemente (Promoter, GOI, Terminator)
integriert. Diese Eigenschaften sind flr die Zulassung eines biotechnologischen Prozesses, spe-
ziell im Phamasektor, sehr von Vorteil. Dieses Ziel sollte mittels red-Rekombination (1.1) und

rpsL-basierter Gegenselektion (1.2) erreicht werden.
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1.1 red-Rekombination

Im Gegensatz zu der in vitro Modifikation von Plasmiden, die im Wesentlichen auf dem Einsatz
von Restriktionsenzymen und DNA-Ligase basiert, erfordert die Modifikation des E. coli Ge-
noms eine in vivo Technologie. In dieser Arbeit wurde die red-Rekombination verwendet (Mur-
phy, K. C., 1998E]). Diese Technologie verwendet ssDNA-Oligomere (H. M. Ellis et al.,
20011y oder doppelstrangige (ds) DNA-Kassetten (D. L. Court et al. 2002[1), welche mit den
entsprechenden genomischen Zielsequenzen flankiert sind. Uber diese terminalen Homologie-
arme erfolgt eine basengenaue Integration in das Genom. Somit ist diese Technik unabhéngig
von der Verfuigbarkeit geeigneter Restriktionsschnittstellen. Mittels PCR ist es zudem mdglich,
50 bp lange Homologiearme durch entsprechende Primer an dsDNA-Kassetten anzufiigen.
Durch die Verwendung der red-Rekombination kdnnen gezielt Insertionen, Deletionen und

Punktmutationen in das E. coli Genom eingefligt werden (Abb. 1).

Insertion Deletion Basenpaar-Modifikation
a. Gol b. Homologe Region C. ssDNA-Oligo mit Punktmutation
e — 5 TTATA 3

Gen x | | CGGTCATAG | ]
» —

GCCAGTATC I

n HEEN  CGGTTATAG N
L GCCAATATC I

Abb. 1: Darstellung der E. coli Genommanipulation via red-Rekombination; a. Insertion eines GOI. Die homologen Regionen flankieren
das GOI. Im Insertionslocus liegen die komplementaren Bereiche beieinander, zwischen dem das GOl Rekombiniert wird. b. Bei einer De-
letion besteht das Template aus zwei homologen Regionen, welche das zu deletierende Gen flankieren. ¢ Basenpaar-Modifikationen kénnen
mit Einzelstrang-DNA durchgefiihrt werden. Dabei wird das auszutauschende Nukleotid auf beiden Seiten von etwa 30 nt zielsequent flan-
kiert

Die red-Rekombination beruht auf dem Rekombinationsmechanismus des Bakteriophage A
welcher fahig ist, sich in Abwesenheit von RacA ins Genom zu integrieren (Brooks K, Clark
AJ. 19671). Um das A-Rekombinationssystem vom E. coli eigenen abzugrenzen, wird es red
(recombination defect)-System genannt. Die red-Rekombination basiert auf den Proteinen:
Beta, Exo und Gam. Die A-Exonuklease (kurz Exo) besitzt die Fahigkeit am 5°- phosphorylier-
ten Ende der dsDNA zu binden und die Nukleotide des 5"- Stranges abzuspalten (Korn et al.,
19637, Dabei hinterlasst die A-Exonuklease einen intakten ssDNA-Uberhang des 3”- Stranges.
Beta gehort zur Gruppe der ssDNA-Annealing-Proteine (SSAPs). Es bindet an von Exo er-
zeugte ssDNA und vermittelt die homologe Rekombination mit den entsprechenden Zielberei-
chen im Genom (Kmiec E, Holloman WK. 1981[8l). Gam besitzt die Eigenschaft, die E. coli
eigene Exonuklease RecBCD zu inhibieren (A.E. Karu et al., 1975). Auf diese Weise werden
lineare dsDNA-Molekiile in der E. coli Zelle stabilisiert. Der Einsatz von Plasmiden, die E. coli
eine transiente A-red Aktivitat verleihen (z.B. pRed/ET), ermdglicht die stammubergreifende

Nutzung der Technologie.
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Die urspriingliche Annahme, dass die red-Rekombination an dsDNA-Strangbriichen im Genom
stattfindet (Kellenberger G et al., 19611%), wurde durch die Veréffentlichung von Ellis et al.
2001 auf eine neue Fahrte gefiihrt. Sie fanden heraus, dass die Rekombination von ssDNA-
Oligos eine groRere Praferenz zum lagging-strand als zum leading-strand besitzt. Dies riickte
die Replikationsgabel als Zielstruktur der red-Rekombination in den Fokus. Die Annahme ist,
dass ssSDNA-Oligos, sobald sie in die Zelle gelangen, von Beta gebunden werden. Der Beta-
ssDNA-Komplex lokalisiert sich in die Replikationsgabel, wo Beta das Annealing an tempora-
rer, sSDNA, der komplementaren genomischen Sequenz, fordert. Das ssDNA-Oligo wird an-
schlielend, dhnlich eines Okazaki-Fragmentes, durch den wirtseigenden DNA-Syntheseweg
ins Genom rekombiniert (Abb. 2). Somit ist die SSDNA-Rekombination (ber das red-System

nur von Beta abhangig.

a)
ssDNA-Oligo 2o

homolog heterolog homolog

Abb. 2: Modell der red-Rekombination eines ssDNA-Oligos; a. Das ssDNA-Oligo besteht aus einer heterologen DNA-Sequenz, welche
von zum Genom homologen Sequenzen flankiert ist. Beta bindet am Oligo. b. Der Beta-ssDNA-Komplex migriert in die Replikationsgabel
der Wirtszelle. Beta fordert das annealing des ssDNA-Oligos an der homologen Region. c. ssDNA-Oligo annealt, ahnlich eines Okazaki-
Fragmentes, auf den lagging-strand. d-e Das Oligo wird vom Wirtseigenen DNA-Syntheseweg ins Genom rekombiniert. Das rote Oval stellt
die DNA-abhéngige-DNA-Polymerase und das griine Oval die DNA-Ligase dar.

Im Gegensatz zur red-ssDNA-Rekombination, existiert kein allgemein anerkanntes Modell der
dsDNA-Rekombination. In den vergangenen 20 Jahren stellten Forschungsgruppen mehrere
Modelle auf, welche diesen Mechanismus darstellen sollen. Allen gemein ist die Tatsache, dass
bei der Rekombination dsDNA neben Beta auch die A-Proteine Gam und Exo essentiell sind.
Erwihnenswert sind vor allem das Stranginvasions-Modell nach Court (D. L. Court, 2002[])
oder die Rekombination von dsDNA-Kassetten tber ssDNA-Intermediate (Mosberg, J. A.,
201011),
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1.2 Die rpsL-Gegenselektion

Die red-Rekombination besitzt eine Rekombinationsfrequenz von deutlich weniger als 1 %
(Mosberg, J. A., 2013[*2)), Die Suche nach erfolgreich rekombinierten Zellen ohne Selektion
stellt damit ein zeit- und materialaufwendiges Vorgehen dar. Aus diesem Grund wurde in dieser
Arbeit eine Gegenselektion auf Basis von Streptomycin durchgefiihrt, um das E. coli Genom
markerlos modifizieren zu kdnnen. Bei Streptomycin handelt es sich um ein Aminoglycosid-
Antibiotikum der Gattung Streptomyces. Streptomycin blockiert die Translation von prokaryo-
tischen 70S-Ribosomen, indem es an die 30S-Untereinheit bindet und zu einer Konformations-
anderungen filhrt (A. P. Carter et al., 2000[*%1) (Abb. 3).

Abb. 3: Streptomycin und dessen Bindung an die ribosomale 30S-Untereinheit; a. Strukturformel von Streptomycin b. Bindung von
Streptomycins in der ribosomalen 30S-Unterheinheit. Diese Interaktion fulhrt zu einer Konformationsanderung, welche die Proteinbiosynthese
hemmt (Abbildung nach Carter et al., Nature, vol. 407, 2000131,

Das rpsL-Gen codiert firr das ribosomale Protein S12 (Bulkley D., 201414, Der Austausch der
Aminoséure Lysin durch Arginin an der 43. Position des von rpsL-codierten E. coli Proteins
S12 fiuhrt dazu, dass die Bindung von Streptomycin an die 30S Untereinheit blockiert wird.

Dies verleiht dem Bakterium eine Resistenz gegeniiber Streptomycin (Y. Tsai, 201419]),

Um die Streptomycin-Resistenz als Gegenselektionsmarker einzusetzen, muss der parentale
E. coli Stamm zundchst entsprechend modifiziert werden. Im zweiten Schritt wird mittels red-
Rekombination eine Gegenselektionskassette bestehend aus einem Kanamycin-Resistenzgen
und einem Wildtyp rpsL-Gen (Abb. 4) in das Genom von E. coli eingebracht. Rekombinanden
koénnen dann ber ihre Kanamycin-Resistenz (positiv) selektioniert werden. Die Gegenwart ei-
nes wt-rpsL-Gens und eines entsprechend mutiertem rpsL-Gens fuhrt in der Regel dazu, dass
es zu einer Mischpopulation aus Streptomycin-sensitiven und -resistenten ribosomalen 30S Un-
tereinheiten kommt. Dies fihrt zu einem Wachstumsdefizit der Rekombinanden in Streptomy-

cin-haltigem Milieu.
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Die Gegenselektion erfolgt durch die Insertion der Expressionskassetten, wobei es simultan zur
Deletion der Gegenselektionskassette kommt. Somit kann die Gegenselektion tber die verlo-

rene Kanamycin-Resistenz und der wiedergewonnenen Streptomycin-Resistenz erfolgen.

E. coli_CS-Stamm Expressionskassette E. coli_GOI-Stamm
. \
oo S
oiflo Gegenselektionskassette
250, 500 , 750 ,
. . WT-rpsL >\ NeoR/KtM>
Streptomycin Kanamycin 1000 , 1250 Streptomycin Kanamycin
Medium Medium NeoR/KanR > Medium Medium
CS-rpsL_neo-Kassette
1319 bp

Abb. 4: Darstellung der rpsL-Gegenselektion; In dem Streptomycin-resistenten E. coli befindet sich die Gegenselektionskassette, die die
Streptomycin-sensitive Variante des rpsL-Gens enthalt, sowie eine Kanamycin-Resistenz verleiht. Aufgrund der zwei rpsL-Gen-Varianten
kommt es in der Zelle zu einer Mischpopulation aus Streptomycin-resistenter und -sensitiver Ribosomen, was das Wachstum der Zelle stark
hemmt. Erfolgt nun eine Rekombination, bei welcher die Gegenselektionskassette durch die Expressionskassette ersetzt wird, kehren sich die
Antibiotikatoleranzen um. Durch das Deletieren der Gegenselektionskassette gewinnt der Stamm seine Streptomycin-Resistenz zuriick und
verliert seine Kanamycin-Resistenz.

Ziel der Bachelorarbeit war es einen recombination-shuttle-strain (RRS) zu konstruieren, in
welchen uber red-vermittelte Rekombination eine Expressionskassette in einen geeigneten
Locus integriert werden kann. Die Detektion der positiv rekombinierten Zellen erfolgte Gber
eine rpsL-basierte Gegenselektion. Als parentalen Stamm wurde E. coli BL21(DE3) gewahlt.
Zur Nutzung der rpsL-Gegenselektion wurde E. coli BL21(DE3), Uber eine Punktmutation im
rpsL-Gen eine Streptomycin-Resistenz verliehen. Die Punktmutation wurde Uber red-Rekom-
bination eines ssDNA-Oligonukleotides eingefiigt. In den erzeugten Streptomycin-resistenten
Stamm - BL21(DE3)strR - wurde anschlieRend eine Gegenselektionskassette (CS-rpsL-neo) in-
tegriert. Diese besitzt das Streptomycin-sensitive, Wildtyp-rpsL-Gen und ein Kanamycin-Re-

sistenzgen.

Der erzeugte RRS - BL21(DE3)str® CS-rpsL_neo - ist Kanamycin-resistent und wird von
Streptomycin stark im Wachstum gehemmt. Durch Gegenselektion kann die rpsL-Gegenselek-
tionskassette durch eine beliebige, markerlose DNA-Sequenz, z.B. eine Expressionskassette,

ersetzt werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die rpsL-basierte Gegenselektion erfolgreich eingesetzt, um
eine eGFP-Expressionskassette, welche ein IPTG-induzierbares T7-Expressionssystem tragt,

in das E. coli Genom zu integrieren.
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2.1 Bakterienstamme

Tabelle 1: Liste der verwendeten Bakterienstdimme. Quelle des Genotyp: openwetware.org

Bakterien

Escherichia coli

Stamm Genotyp

E. coli str. B F- ompT gal dcm lon hsdSg(rs"ms~) M(DE3

BL21(DES3) [lacl lacUV5-T7p07 ind1 sam7 nin5]) [malB*]k-12(AS)

2.2 Plasmide/BAC

Tabelle 2: Liste der verwendeten Vektoren

Vektor

pRed/ET
pET30a ccdB GG

pET30a_eGFP_GG
BAC pBeloBacll_rpsL_neo

Hersteller:

Gene Bridges GmbH, Heidelberg
HAW-Hamburg, Hamburg
HAW-Hamburg, Hamburg
Gene Bridges GmbH, Heidelberg

*Sequenzen und Karten der Plasmide sind dem Anhang in beigefiigt

2.3 Primer und Oligonukleotide

Tabelle 3: Liste der verwendeten Primer, synthetisiert von Biomers GmbH

Name
rpsL_fwd
rpsL_rev

CS-cas-HA_fwd

CS-cas-HA_rev
HA_eGFP_fwd:

HA_eGFP _rev

glmS-pstS_fwd
glmS-pstS_rev

strR-Oligo

2.4 Nahrmedien und L6ésungen

Tabelle 4: Liste der verwendeten Kultivierungsmedien

Nahrmedium

Luria Bertani (LB)

(flussig, pH: 7,0)

Luria Bertani (LB)

(fest, pH: 7,0)

Luria Bertani (LB)+amp50

(fest, pH: 7,0)

Primersequenz (5" = 3) Nyuk.  GC—Gehalt I
GCGTCCTCATATTGTGTGA 19 474 % 54,5 °C
CAGGATTGTCCAAAACTCTACG 22 45,5 % 58,4 °C
ACAGAATGAAAATTTTTCTGTCATCTCTTCGTTATT 70 68,4 % 63,1 °C
AATGTTTGTAATTGAGGCCTGGTGATGATGGCGG
ACAGAGAGATAAAGTCTTCAGTCTGATTTAAATAAG 73 68,4 % 63,1 °C
CGTTGATATTCAGTCAGAAGAACTCGTCAAGAAGGG
CAGAATGAAAATTTTTCTGTCATCTCTTCGTTATTA 70 30,0 % 63,0 °C
ATGTTTGTAATTGATAATACGACTCACTATAGGG
GACAGAGAGATAAAGTCTTCAGTCTGATTTAAATAA 70 39,0 % 61 0°C
GCGTTGATATTCAGCAAAAAACCCCTCAAGACCC
ACCTGGCAAAATCGGTTACG 20 50,0 % 56,0 °C
GTTTGTTGGCTACGAGAAGC 20 50,0 % 56,0 °C
CACGGCATACTTTACGCAGCGCGGAGTTCGGTTTAC 71 50,0 %
GTGGAGTGGTAGTATATACACGAGTACATACGCCA

Substanz Endkonz.  Hersteller

Trypton 10gL? BD Biosciences

Hefeextrakt 5 gLt Carl Roth

NaCL 5 gL? Carl Roth

Trypton 10gL? BD Biosciences

Hefeextrakt 5 gLt Carl Roth

NaCL 5 gL? Carl Roth

Agar-Agar 15gL? Carl Roth

Trypton 10gL? BD Biosciences

Hefeextrakt 5 gLt Carl Roth

NaCL 5 gL? Carl Roth

Agar-Agar 15gL? Carl Roth

Ampicillin 50 mg L? Carl Roth
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Tabelle 5: Liste der verwendeten Kultivierungsmedien (Fortsetzung)

Nahrmedium

Luria Bertani (LB)+str50
(fest, pH: 7,0)

Luria Bertani (LB)+str25
(fest, pH: 7,0)

Luria Bertani (LB)+str25+IPTG48

(fest, pH: 7,0)

Luria Bertani (LB)+kan15

(fest, pH: 7,0)

Substanz

Trypton
Hefeextrakt
NaCL
Agar-Agar
Streptomycin
Trypton
Hefeextrakt
NaCL
Agar-Agar
Streptomycin
Trypton
Hefeextrakt
NaCL
Agar-Agar
IPTG
Streptomycin

Trypton
Hefeextrakt
NaCL
Agar-Agar
Kanamycin

2.5 Mikrobiologische Verfahren

Ansetzen einer mikrobiellen Dauerkultur

Reagenz

Glycerin

Gerat Bezeichnung
Schuttelinkubator K15/500

Kryoréhrchen Reaktionsgefale 2,0 mL, steril

mit Deckel, freistehend

Sicherheitswerkbank HERAsafe KS

Patchen von Bakterien auf Antibiotikaresistenz

Gerat Bezeichnung
Inkubator
Sterile Zahnstocher

Sicherheitswerkbank HERAsafe KS

Endkonz.  Hersteller
10gL? BD Biosciences
5 gL? Carl Roth
5 gL? Carl Roth
15¢gL? Carl Roth
50 mg L1 Carl Roth
10gL? BD Biosciences
5 gLt Carl Roth
5 gL? Carl Roth
15gL? Carl Roth
25mg Lt Carl Roth
10gL? BD Biosciences
5 gL? Carl Roth
5 gLt Carl Roth
15gL? Carl Roth
48 mg L1 Carl Roth
25mg L1 Carl Roth
10gL? BD Biosciences
5 gLt Carl Roth
5 gLt Carl Roth
15gL? Carl Roth
15mg L*? Carl Roth

Hersteller

Carl Roth

Hersteller

Axon Labortechnik

Carl Roth

Thermo scientific

Hersteller
Binder

Thermo scientific

Verdinnungsausstriche zur Erzeugung von Einzelkolonien

Gerat Bezeichnung
Inkubator
Ein-weg-Impfose
Sicherheitswerkbank

Einmal-Impfésen, PS, steril
HERAsafe KS

Hersteller

Binder
Carl Roth
Thermo scientific



Reagenz
Glycerin

Gerat

Schittelinkubator
Mikroreaktionsgefale (2 mL)
Schittelinkubator (2 mL-GefaRe)
Kihlzentrifuge

Elektroporator
Elektroporationskiivette

A-red-Rekombination

Reagenz

Glycerin
L (+) - Arabinose

Gerat

Schiittelinkubator
Mikroreaktionsgefale (2 mL)
Schittelinkubator (2 mL-GefaRe)
Kihlzentrifuge

Elektroporator
Elektroporationskiivette

Reagenz
LB-Medium

Gerat

Schittelinkubator
Mikroreaktionsgefale (2 mL)
Schittelinkubator (2 mL-GefaRe)
Kihlzentrifuge
Spektralphotometer

Kuvette

Bakterielle Expression

Reagenz

LB-Medium
IPTG

Gerat

Schuttelinkubator
Mikroreaktionsgefale (2 mL)
Schittelinkubator (2 mL-GefaRe)
Kihlzentrifuge
Spektralphotometer

Kuvette

2 Material und Chemikalien

Transformation von Bakterien via Elektroporation

Bezeichnung

K15/500
Rotilabo®-Reaktionsgefale
ThermoMixer F2.0
Cenfrifuge 5418R

Eporator

Electroporation Cuvette

Bezeichnung

K15/500
Rotilabo®-Reaktionsgefale
ThermoMixer F2.0
Cenfrifuge 5418R

Eporator

Electroporation Cuvette

Aufnahme einer Wachstumskurve

Bezeichnung

K15/500
Rotilabo®-Reaktionsgefale
ThermoMixer F2.0
Cenfrifuge 5418R

Genesys 10S UV-Vis

UV Kuivette halbmikro

Bezeichnung

K15/500
Rotilabo®-Reaktionsgefale
ThermoMixer F2.0
Cenfrifuge 5418R

Genesys 10S UV-Vis

UV Kuvette halbmikro

Hersteller
Carl Roth

Hersteller

Axon Labortechnik
Roth

Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf

Bulldog Bio

Hersteller

Carl Roth
Carl Roth

Hersteller

Axon Labortechnik
Carl Roth
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf

Bulldog Bio

Hersteller
Eigenproduktion

Hersteller

Axon Labortechnik
Carl Roth
Eppendorf
Eppendorf

Thermo Fisher
Brand

Hersteller

Eigenproduktion
Carl Roth

Hersteller

Axon Labortechnik
Roth

Eppendorf
Eppendorf

Thermo Fisher
Brand
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2 Material und Chemikalien

2.6 Molekularbiologische Methoden

Reagenz

Phusion Hot Start 11 DNA-Polymerase
5x Phusion Buffer

Roti-Mix PCR 3 (10 mM)

Hersteller
Thermo scientific
Thermo scientific
Carl Roth

Dnpl New England Biolabs
Gerat Bezeichnung Hersteller
Thermocycler FlexCycler2 Analytik jena
Thermocycler (Gradient) Realplex* Eppendorf
Laborzentrifuge Centrifuge 5418 R Eppendorf
Thermoschttler ThermoMixer F2.0 Eppendorf
Kit Bezeichnung Hersteller
PCR-Aufreinigungskit Microspin Cycle Pure Kit peglab

2.7 Elektrophoresen

Agarosegelelektrophorese
Reagenz Hersteller
Agarose Broad Range (Roti®garose BioScience-Grade) Carl Roth
Rotiphorese® 50x TAE Puffer Carl Roth
6 x Gelladepuffer -Bromphenolblau Carl Roth
SYBR® Safe DNA Stain Edvotek
Gelgreen Biotium
250 bp-DNA Ladder Carl Roth
Gerat Bezeichnung Hersteller
Elektrophoresekammer Compact XS/S Biometra
Low voltage Power Supply PS 305T XL Analytik jena
Gel-Dokumentation GelStick Imager Intas

SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
Reagenz Hersteller
Probenpuffer (Roti®-Load 2) Carl Roth
Clelands Reagenz (DTT) Carl Roth
Laufpuffer (Rotiphorese® 10x SDS-PAGE) Carl Roth
Seeblue®Plus2 Pre-Strained Protein Standard Carl Roth
Roti®Blue (5x) Carl Roth
Gerat Bezeichnung Hersteller
Thermoschiittler ThermoMixer F2.0 eppendorf
SDS-Polyacrylgele SERVAGel™ TG PRIME™ 12% SERVA
Elektrophoresekammer XCell SureLock™ Electrophoresis novex
Gel-Dokumentation Gel Doc™ EZ Gel Documentation Biorad
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3  Methoden

3.1 Mikrobiologische Verfahren

Alle Medien und Ldsungen wurden mit deionisiertem Wasser angesetzt. Medien und andere
Losungen mit einem Volumen von mehr als 100 mL wurden in einem unsterilen Gefal} ange-
setzt und steril autoklaviert. Hitzeempfindliche Lésungen und Losungen mit kleinem Volumen
(<100 mL) wurden mittels eines Spritzenvorsatzfilters (10 um) in sterile GefaRe sterilfiltriert.
Wurde eine Vorkultur angesetzt, wurden 25 mL LB-Medium in einem 100 mL Kulturkolben
mit einer entsprechenden Einzelkolonie oder mikrobiellen Dauerkultur angeimpft. Besitzt der
entsprechende Bakterienstamm eine Antibiotikaresistenz, so wurde dem Medium zur Selektion

das Antibiotikum beigefiigt. Die Kultivierung erfolgte in der Regel bei 37 °C bei 200 rpm.

3.1.1 Kultivierung und Aufbewahrung von E. coli

Die Erzeugung von Einzelkolonien erfolgte durch Drei-Strich-Verdiinnungsausstriche des ent-
sprechenden Bakterien-Stammes auf LB-Medium, unter Umstanden mit geeigneten Antibio-
tikazusatz. In der Regel erfolgte die Inkubation bei 37 °C Uber Nacht. Gelagert wurden die

Zellen bei 4 °C und wurden bis zu einem Monat genutzt.

3.1.2 Ansetzen einer mikrobiellen Dauerkultur

Um wéhrend der Durchfuihrung aus jedem Stadium des Projektes einen Backup des modifizier-
ten Bakterienstammes zu besitzen, wurden von allen Zwischenprodukten mikrobielle Dauer-
kulturen erstellt. Dazu wurde eine Einzelkolonie des zu konservierenden Bakterienstammes in
einem Kulturkolben (100 mL) in 25 mL N&hrmedium Uberfuhrt. Diese Flussigkultur wurde
uber Nacht bei geeigneter Temperatur inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Bakteriensus-
pension mit Glycerin versetzt (Endkonzentration 15 %) und in einem Kryoréhrchen bei — 80 °C

eingelagert.

3.1.3 Patchen von Bakterien auf Antibiotikasensitivitat

Die Uberpriifung einer Bakterienkultur auf Antibiotikasensitivitat erfolgte tiber ein Patch-Ver-
fahren. Dabei wurde eine zu prifende Einzelkolonie mit einem sterilen Zahnstocher entnom-
men und auf mehrere Medienplatten tibertragen, wobei die erste stets ein Medium war, auf dem
das Wachstum bestatigt wurde, z.B. antibiotikafreies LB-Medium. Diese Platten wurden an-

schlielRend bei geeigneten Bedingungen inkubiert und am Folgetag ausgewertet.
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3.1.4 Reinigen von Kulturplatten zur Erzeugung von Einzelkolonien

Waren nach einer Rekombination keine klar abgegrenzten Einzelkolonien zu erkennen, so
wurde die Kulturplatte gereinigt. Dabei wurde mittels einer single-use-Impfdse Probenmaterial
entnommen und auf einem Medium mit entsprechendem Antibiotikazusatz ausgestrichen. Die

Inkubation erfolgte bei geeignetem Kultivierungsbedingungen tber Nacht.

3.1.5 Transformation von Bakterien via Elektroporation

Um Vektoren in Bakterienzellen zu transformieren, wurde das Verfahren der Elektroporation
gewahlt. Dafur wurde eine Vorkultur aus einer Einzelkolonie des zu transformierenden Stam-
mes angesetzt und uber Nacht bei geeigneter Temperatur inkubiert. Am Folgetag wurden je
1,4 mL LB-Medium mit 50 pL der Vorkultur inokuliert und fir zwei Stunden bei geeigneter
Temperatur in einem fir 2 mL Mikroreaktionsgefal} geeigneten Schuttelinkubator bei 700 rpm
inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen bei 5000 rpm in einer auf 4 °C gekihlten Kihlzent-
rifuge pelletiert. Fur die Elektroporation missen die Zellen vom Medium befreit und in Glyce-
rin aufgenommen werden. Dazu wurden die Zellen zweimal in Glycerin (10% w/V) gewaschen
und schlussendlich in 50 — 100 pL Glycerin (10 % w/V) aufgenommen. Anschliefend wurde
50 — 100 ng des Vektors hinzugefuigt. Nach vorsichtigem mischen der Bakteriensuspension,
wurde der Transformationsansatz in eine auf -20 °C gekuhlte Elektroporationskuvette mit einer
Spaltbreite von 1 mm Uberfihrt. Die Elektroporation erfolgte bei 1700 V, 10 pF, 600 Q. Die
elektroporierten Zellen wurden daraufhin, in der Elektroporationskiivette, in 1 mL 4 °C kaltem
LB-Medium aufgenommen und in ein 2 mL MikroreaktionsgefaR uberfiihrt. Da sich in der Re-
gel auf eingebrachte Vektoren ein Selektionsmarker befinden, wurden die transformierten Zel-
len 30 Minuten bei geeigneter Temperatur bei 700 rpm inkubiert, um die Expression des ent-
sprechenden Resistenzgens zu ermdglichen. Am Ende wurden die Zellen auf geeignete Nahr-
medien-Platten ausplattiert und Gber Nacht inkubiert. Bei diesem Verfahren wird eine Negativ-

kontrolle durchgefuihrt, in der der Vektor durch ¢qH20 ersetzt wird.

Transformation von BL21(DE3) mit pRed/ET
Das Plasmid pRed/ET ist essenziell fir die red-Rekombination. Es dient der Expression der

red-Proteine, deren Gene Uber ein Arabinose-induzierbares Operon-System reguliert werden.
Die E. coli BL21(DE3)-Vorkultur wurde in 25 mL LB-Lennox-Medium in einem 100 mL Kul-
turkolben bei 37 °C und 200 rpm (ber Nacht inkubiert. Fir die Transformation wurden 40 ng
Plasmid eingesetzt. Zusatzlich besitzt dieses Plasmid ein thermosensitiven ori, welcher den
Zweck hat, dass Plasmide - nach erfolgreicher Rekombination - durch eine Erhéhung der Kul-
tivierungstemperatur entfernt werden konnen. Diesbeziiglich muss darauf geachtet werden,

dass mit pRedt/ET transformierte Zellen bei Temperaturen < 30°C inkubiert werden
13
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3.1.6 red-Rekombination

Der zu rekombinierende Bakterienstamm, wurde im Vorfeld mit dem pRed/ET Plasmid trans-
formiert. Aus einer Einzelkolonie der transformierten Zellen wurde eine Vorkultur angesetzt
und Gber Nacht bei maximal 30 °C unter Schutteln inkubiert. Anschlielend wurden 100 L der
Vorkultur in 1,4 mL LB-Medium aufgenommen und bis zur mittleren exponentiellen Wachs-
tumsphase bei gleichbleibenden Kultivierungsbedingungen inkubiert. Nach Auftreten deutli-
cher Schlierenbildung wurde die Kultur mit 50 pL 10 % (w/V) L-Arabinose Ldsung induziert
und die Kultivierungstemperatur auf 37 °C erhoht. Das pRed/ET-Plasmid besitzt einen Arabi-
nose-induzierbaren Operator, welcher die Expression der red-Gene (exo, bet und gam) regu-
liert. Die Expression der red-Proteine erfolgte tber eine Stunde. AnschlieRend wurden die Zel-
len bei 4 °C zweimal mit Glycerin gewaschen, um den Elektrolytgehalt zu reduzieren. Die
elektrokompetenten Zellen wurden mit 100 ng der entsprechenden linearen DNA versetzt und
elektroporiert (1700 V, 10 uF, 600 Q). Nach der Elektroporation wurden die rekombinierten
Zellen in LB-Medium aufgenommen, vor der Selektion eine Stunde bei 37 °C, 700 rpm inku-
biert und anschlieBend auf geeigneten Medien ausplattiert. Bei diesem Verfahren wurde immer
eine Negativkontrolle durchgefuhrt, in der die lineare DNA durch 4¢H20 ersetzt wurde. Zusatz-
lich wurde die Regulation des Arabinose-Operons Uberpriift, indem bei einem zusétzlichen An-
satz keine Arabinose-Induktion erfolgte.

3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Plasmid-DNA-Praparation

Plasmide wurden mittels Mini-Plasmid-Kit der Firma Qiagen nach Herstellerangaben isoliert.
Das Kit beruht auf dem Prinzip der alkalischen Lyse mit anschlieBender Aufreinigung tber eine
SPE-Séule. Es wurden pro Sdaule 2 mL Bakteriensuspension verwendet. Die Elution erfolgte
jeweils mit 10 pL 4¢H20, welches zweimal auf die Sdulenmembran pipettiert wurde.

3.2.2 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (engl: polymerase chain reaction) ist ein molekular-biologisches
Verfahren, zur Vervielféltigung von DNA. Sie wurde genutzt, um Homologiearme anzufiigen
oder definierte DNA-Sequenzen - Zwecks der Analyse - zu amplifizieren. Zur Erzeugung feh-
lerfreier Amplifikate wurde eine DNA-abhangige DNA-Polymerase mit 3"-5"-Exonukleaseak-
tivitat (proof-reading) verwendet (Phusion Hot Start 11 von Thermo Fisher). Templates, welche
aus Bakterien stammen (colony PCR), wurden erzeugt, indem eine Einzelkolonie gepickt und
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in eine 20 pL ¢gH2O-Kultur berfihrt wurde, wovon 5 pL fir eine PCR verwendet wurde. Die
Parameter des Temperaturprogrammes der jeweiligen PCR wurden der L&nge des Templates,
der Enzymeigenschaften der DNA-Polymerase und der Schmelztemperaturen der Primer ange-
passt. Die Aufreinigung der PCR-Produkte erfolgte tiber das Microspin Cycle Pure Kit (Peglab)

nach Herstellerangaben.

Herstellung der Gen-Kassetten
Die Gen-Kassetten wurden von Plasmiden oder BACs mittels Primern PCR-amplifiziert. Dabei

wurden an das Produkt flankierende Homologiearme angeftigt. Die Herstellung der Genkassette
erfolgte Uber eine Gradienten-PCR, da die Annealingtemperatur der Primer, aufgrund der Ho-
mologiearme, schwierig zu kalkulieren ist. Um falsch positive Rekombinationsergebnisse zu
vermeiden, wurden die PCR-Produkte mit Dpnl verdaut. Das Restriktionsenzym Dpnl hydro-
lysiert ausschlie3lich methylierte Erkennungssequenzen. Das bedeutet, dass die von Bakterien
vervielfaltigten, sprich methylierten, Templates verdaut werden, wohingegen die in der PCR
synthetisch erzeugten PCR-Produkte unversehrt bleiben. Andernfalls kdnnten in der spateren
Rekombinationen positive Ereignisse suggeriert werden, welche allerdings auf das Transfor-

mieren intakter Templates zuruckzufihren sind.

Herstellung von PCR-Produkten zur Sequenzierung
Um gewdhlte Gensequenzen auf Nukleotidebene zu Uberprifen, wurden diese Uber PCR ver-

vielfaltigt und bei der Firma eurofins genomics sequenziert.

3.2.3 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentrations- und Qualitatsbestimmung von Nukleinsduren erfolgte tber spektralphoto-
metrischer Messung am Nanodrop 2000c (Thermo Fisher). Die Konzentrationsbestimmung er-
folgte bei einer Wellenlange von 260 nm. Die Reinheitsbestimmung erfolgte durch das Ver-
héltnis der Adsorptionskoeffizienten von 260/280. Hier werden vor allem Proteinverunreini-
gungen detektiert, wobei eine Probe bei einem Wert von 1,8 — 2,0 als verunreinigungsfrei be-
zeichnet werden kann. Der Relationswert 260/230 sagt zusatzlich etwas uber die Reinheit aus.

Hier werden Verunreinigungen von z.B. organischen Lésungsmittel wie Phenol gemessen.
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3.3 Elektrophoresen

3.3.1 Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese wurde eingesetzt, um Nukleinséduren aufzutrennen. Dazu wurde
eine submarine Apparatur verwendet, in dem sich 1-1,5 %-ige (w/V) Agarosegele horizontal,
bedeckt mit TAE-Puffer, in einem elektrischen Feld befinden. Die Analyseproben wurden vor
dem Beladen mit einem 6x Ladepuffer (Carl Roth) versetzt. Die negativ geladenen Nukleinsiu-
ren wandern entlang des angeschlossenen elektrischen Feldes in Richtung der Anode. Je nach
Basenpaaranzahl und PorengroRRe des Agarosegels besitzen die Nukleinsaurefragmente eine un-
terschiedliche elektrophoretische Mobilitat, was zu einer Auftrennung der Fragmente nach
GroRe flhrt. Um eine relative GréRenbestimmung vorzunehmen, wurde ein Standard-Marker
(250 bp DNA Ladder, Carl Roth) mitgefiihrt. Durch Hinzufiigen von Sybr® Safe DNA Strain
(Edvotek) beim GieRen des Gels, kénnen die Nukleinsédurefragmente durch Anregung mit UV-
Strahlung detektiert werden. Die angelegte Laufspannung betrug 80-120 V und die Laufzeit
betrug 30 — 45 Minuten.

3.3.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (engl.: Sodium dodecyl sulfate po-
lyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE) dient der Auftrennung von Biomolekdlen ent-
lang eines elektrischen Feldes, innerhalb eines Arcylamidtragers. Sie diente dazu, die Expres-
sion des rekombinanten Proteins im Proteom von E. coli BL21(DE3)str® _eGFP nachzuweisen.
Dazu wurde die Probe zu gleichen Teil mit Probenpuffer (5 Teile Roti®-Load 2 + 0,1 Teile
Clelands Reagenz (DTT) + 4,9 Teile 4gH20) versetzt, flinf Minuten bei 95°C aufgekocht und
auf Raumtemperatur abgekihlt. Nach einer Zentrifugation (30 Sekunden bei 13.000 rpm)
wurde die Probe auf ein 12 %iges SDS-Polyarcylamidgel (Serva) geladen, welches sich in einer
vertikalen Elektrophoresekammer befand. Der verwendete Laufpuffer war Rotiphorese® SDS-
PAGE (Carl Roth). Zur indirekten Bestimmung der Molekiilmassen wurde ein Standard-Mar-
ker (Seeblue®Plus2 Pre-Strained Protein Standard) mitgefiihrt. Die Elektrophorese erfolgte je-
weils bei einer Laufspannung von 150 V fur 1,5 Stunden. Nach erfolgreicher Auftrennung
wurde das Polyacrylamidgel unter leichtem Schwenken tber Nacht in einer Farbelésung (1 Teil
Roti®Blue (5x) + 1 Teil Ethanol (>99,8%) + 3 Teile 4aH20) inkubiert. Das Entfarben erfolgte
schonend Uber fiinf Tage in ¢aH20, wobei dieses taglich ausgetauscht wurde. Die abschlieRende
Detektion erfolgte tber das Gel Doc™ EZ Gel Documentations System (Biorad).
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4 Ergebnisse

4.1 Vorversuche
4.1.1 Sensitivitatstest auf Streptomycin bei E. coli BL21(DE3)

Die Resistenz gegen Streptomycin kann in E. coli durch eine spontane Punktmutation im rpsL-
Gen hervorgerufen werden. Es ist fir den Versuchsablauf essenziell, dass der Ausgangsstamm
gegeniiber Streptomycin sensitiv ist. Dies wurde durch Ausstreichen einer E. coli BL21(DE)-
Einzelkolonie auf Streptomycin-haltigen (25 mg/L) LB-Agar-Platten tberprift. Die Platten
wurden uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Es konnte in Gegenwart von Streptomycin kein Wachs-
tum beobachtet werden (Abb. 5).

SSER e S5 ~———

Abb. 5: Ergebnis des Streptomycin-Sensitivitats-Tests von E. coli BL21(DE3); E. coli BL21(DE3)
wurde via Drei-Strich-Verdinnungsausstrich-Verfahren jeweils auf LB-Medium (links) und auf
LB+Str25 (rechts) ausgestrichen. Die Inkubation erfolgte Gber Nacht bei 37 C.

4.1.2 Sensitivitatstest auf Kanamycin und Ampicillin bei E. coli BL21(DE3)
Des Weiteren ist es fir die Selektion der mit pRed/ET-transformierten Zellen von Néten, dass
E. coli BL21(DE3J) eine Sensitivitat gegentiber Ampicillin besitzt. Ebenfalls von Bedeutung flr
die Gegenselektion ist die Sensitivitit gegenuber Kanamycin. Dies wurde analog zu 4.1.1 iber-
pruft. Fir E. coli BL21(DE3) konnte in Gegenwart von Ampicillin und Kanamycin kein Wachs-
tum beobachtet werden (Abb. 6 u. 7).

Abb. 7: Kanamycin-Sensitivitats-Test von E. coli BL21(DE3);

Abb. 6: Ampicillin-Sensitivitats-Test von E. coli BL21(DE3);

Drei Stdmme wurden jeweils auf LB-Medium (links) und auf
LB+Amp50 (rechts) ausgestrichen. Die Inkubation erfolgte tber
Nacht bei 37 C. I: E.coli BL21(DE3); II: E.coli BL21
(DE3)+pRed/ET; IlI: E. coli DH10B +pRed/ET; IV: E. coli DH10B

E. coli BL21(DE3) wurde via Drei-Strich-Verdiinnungsausstrich-
Verfahren jeweils auf LB-Medium (links) und auf LB+Kan15
(rechts) ausgestrichen. Die Inkubation erfolgte lber Nacht bei
37C.
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4.2 Einfugen einer StrR-Punktmutation in E. coli BL21(DE3)

Zur Durchfiihrung einer rpsL-basierten Gegenselektion, muss dem parentalen Stamm eine Ge-
nom-codierte Streptomycin-Resistenz verliehen werden. Dies erfolgte durch eine red-Rekom-
bination mit dem StrR-Oligo, welches das rpsL-Gen entsprechend modifiziert.

4.2.1 Transformation von pRed/ET in E. coli BL21(DE?3)

Fur die Rekombination von E. coli BL21(DE3) mittels red-Rekombination wurde der Stamm
mit pRed/ET transformiert (3.1.5). Die Transformation von pRed/ET war erfolgreich (Abb. 8).

Agarplatte CFU
@#-H20-Kontrolle 0
100 pL BL21(DE3) + pRed/ET 88
900 pL. BL21(DE3) + pRed/ET <400

Abb. 8: LB-AmpSO-AgarpIatten von E. coli BL21 (DE3)+pRed/ET; Oben: @-H,0-Kontrolle; Unten links:100 uL BL21(DE3)
+pRed/ET; Unten rechts: 900 pL BL21(DE3) +pRed/ET. Links die Ergebnistabelle der Auszéhlung der colony forming units (CFU).

4.2.2 red-Rekombination von E. coli BL21(DE3) mit StrR-Oligo

Zur Erzeugung der zur Streptomycin-Resistenz filhrenden genomischen rpsL Mutation, wurde
das ssDNA-Oligodesoxynukleotid - StrR-Oligo - verwendet. Dieses StrR-Oligo bewirkt einen
Austausch des Nukleotidquartetts “TAAA*“ an den Positionen 126-129 des rpsL-Gens zu
“ACGT* (Abb. 9). Dies fuhrt zu einem Aminoséureaustausch an der 43. Position der Amino-
séuresequenz von Lysin zu Arginin. Aufgrund der Erkenntnis, dass red-Rekombinationen auf
dem lagging-strand eine bis zu 80 % hoéhere Rekombinationsfrequenz besitzen (Ellies et al.,

20031, wurde das StrR-Oligo als reverse complement entworfen.

aaacgtggcgtatgtactcgtgtatatactaccactcctaaaaaaccgaactccgcgctgcgtaaagtatgccgtgt tcgtctgactaacggtttcgaag

tttgcaccgcatacatgagcacatatatgatggtgaggattttttggcttgaggcgcgacgcatttcatacggcacaagcagactgat tgccaaagcttc

30 35 40 45 50 55 60
Lys Arg Gly Val Cys Thr Arg Val Tyr Thr Thr Thr Pro Lys Lys Pro Asn Ser Ala Leu Arg Lys Val Cys Arg Val Arg Leu Thr Asn Gly Phe Glu
rpsL
ACCGCATACATGAGCACATATATGATGGTGAGGWTTTGGCTTGAGGCGCGACGCATTTCATACGGCAq
strR oligo

Abb. 9: Alignment: StrR-Oligos und genomisches rpsL-Gens; Gezeigt ist ein Ausschnitt der rpsL-Gensequenz von E. coli BL21(DE3).
Vergleichend wurde die Sequenz des StrR-Oligos angelegt, welche die vier nicht-komplementaren Basen enthalt, die zu einer Streptomy-
cin-Resistenz der bakteriellen Ribosomen fiihrt. Das Str?-Oligo ist als reverse complement ausgelegt und zielt wahrend der Rekombination
auf den lagging-strand der Replikationsgabel.

Fur die red-vermittelte Rekombination wurden 100 ng des StrR-Oligos eingesetzt (3.1.6). Die
rekombinierten Zellen wurden auf LB-str25 Medien ausplattiert und bei 37°C tber Nacht inku-

biert. Der modifizierte Stamm wird im Folgendem als E. coli BL21(DE3)str® bezeichnet.
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In Gegenwart von Streptomycin konnte E. coli BL21(DE3)str® kultiviert werden, wohingegen
ohne den Einsatz des Str?-Oligos keine koloniebildenden Einheiten zu erkennen sind (Abb. 10).
Auch ohne Arabinose-Induktion der red-Expression wurden Kolonien beobachtet. (Abb. 11).

Abb. 10: LB-str25-Agarplatten von BL21 (DE3)str®; Oben Abb. 11: LB-str25-Agarplatten von BL21 (DE3)str® ohne
links: @-H,0-Kontrolle; Unten: 100 uL BL21 (DE3)str?; Oben Arabinose-Induktion; Oben links: @-H,0O-Kontrolle; Unten:
rechts: 900 pL BL21(DE3)strR; Inkubiert bei 30 C uiber Nacht 100 pL BL21(DE3)str?; Oben rechts: 900 uL BL21 (DE3)str*;
Inkubiert bei 30 C tiber Nacht

4.2.3 Patch-screening von E. coli BL21(DE3)strR auf Str® und Amp®

Die rekombinierten E. coli BL21(DE3)str R-Zellen wurden anschlieRend auf Selektionsmedien
ubertragen. Dies diente der Sicherstellung, dass die Zellen die gew(inschte rpsL-Punktmutation
besitzen (Patch auf LB-str25). Zusatzlich wurden dieselben Kolonien auf Ampicillin-Sensiti-
vitat hin Gberpruft. Dies sollte zum einen den thermosensitiven ori des pRed/ET-Plasmids tiber-
priifen. Da eine Temperaturerhéhung von 30 °C auf 37°C nach Arabinose-Induktion flr die
red-Rekombination notwendig ist muss sichergestellt werden, dass der weiterverwendete Klon
keine Plasmid-Artefakte Gbernimmt. Es wurden 16 Kolonien Uberpriift. Daftr wurden jeweils
eine LB+str25-Platte und eine LB+amp50-Platte in 16 Kompartimente unterteilt und mit E. coli
BL21(DE3)str® beladen (3.1.3). Die Inkubation erfolgte iiber Nacht bei 37 °C. Das Ergebnis
zeigt, dass 16 von 16 ausgewahlten Einzelkolonien eine Streptomycin-Resistenz und 14 von 16

keine Ampicillin-Resistenz besitzen (Abb. 12).

= — —

Abb. 12: Patch-screening von E. coli BL21(DE3)str® auf Str® und AmpS; (links) LB+str25-Platte mit 16 Ko-
lonien der E. coli BL21(DE3)strR; 16. (rechts) LB+amp50-Platte mit 16 Kolonien der E. coli BL21(DE3)str?
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4.2.4 Sequenzanalyse des rpsL-Gens von E. coli BL21(DE3)strR

Zum Nachweis der gewiinschten Punktmutationen im rpsL-Gen von E. coli BL21(DE3)str®
wurde der entsprechende Abschnitt sequenziert und mit dem des parentalem Stamms vergli-
chen. Es wurde eine colony-PCR (3.2.2) bei E. coli BL21(DE3) eines Klons im Dreifachansatz
und bei E. coli BL21(DE3)str® von sieben Klonen durchgefiihrt (Abb. 13). Dazu wurde das

Primerpaar rpsL_fwd und rpsL_rev verwendet.

Ansatz Temp. Programm
98°C : 120
HF-Buffer (5x) . 1004l >
dNTP’s (2,5 mM each) : 1,0 uL 98°C : 45s
HA_eGFP_fwd (10 pM) ©0,25ulL 56°C: 15s =«
HA_eGFP_rev (10 pM) ©0,25uL 72°C : 15s
Phusion Hotstart Il (2 U/pL) : 0,5 uL 98°C : 10s
4aH>0-Kultur © 504l 72°C : 155 —
72C : 300s
ddeO rad. 50,0 HL 4°C - Pause

Abb. 13: PCR-Konditionen fiir die Sequenzierung des rpsL-Gens von
E. coli BL21(DE3) und E. coli BL21(DE3)str®

Der Nachweis der Basenpaarlédnge der PCR-Amplifikate erfolgte iber eine Agarosegelelektro-
phorese (3.3.1). Die GrolRe des zu erwartenden PCR-Produktes betrégt: 521 bp. Dies konnte
durch Gelelektrophorese bestatigt werden (Abb. 14 u. 15).

i 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Nr.  Probe Verobe
1: 250 bp Marker (Carl Roth) 5uL
2:  cPCR-Produkt BL21(DE3) 5L
3 =3 =3 3. cPCR-ProduktBL21(DE3)  5pL
- o] Lo 4 CcPCR-ProduktBL21(DE3)  5pL
1500 gg;-_'—;é — —— 5: 250 bp Marker (Carl Roth) 5L
1000 bp - 6: cPCR-Produkt DH10B 5L
750 bp — . I cPCR-Produkt DH10B 5uL
500 bp - — — g— s e 8: cPCR-Produkt DH10B 5 pL
9: 250 bp Marker (Carl Roth) 5uL
10:  @-H,O-Kontrolle 5 puL

250 bp -

Abb. 14: Analyse der rpsL-PCR-Amplifikate von E. coli BL21(DE3) mittels Gelelektrophorese; 1,5 %iges Agarose-gel angesetzt
mit 50 mL TAE-Puffer; DNA-Strain: SYBR-Safe; Laufbedingungen: 100 V Laufspannung, Laufzeit: 45 Minuten; Die Proben wur-
den mit 6x Ladepuffer versetzt; Die Proben 6 — 9 sind fiir diese Arbeit nicht relevant.

-
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ol
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©
)

Nr  Probe Vprone
1: 250 bp Marker (Carl Roth) 5puL
— I— 2: cPCR-Produkt BL21(DE3)str? 5puL
— — 3:  cPCR-Produkt BL21(DE3)str? 5L
)— —_— 4: cPCR-Produkt BL21(DE3)str® 5 pL
%ggg gp i 5: cPCR-Produkt BL21(DE3)strR 5uL
750 bz B 6: cPCR-Produkt BL21(DE3)str? 5puL
7 cPCR-Produkt BL21(DE3)str® 5 pL

500 bp - — - . (DES) B H
8: cPCR-Produkt BL21(DE3)str 5puL
250 bp - 9: @-H,0-Kontrolle 5L
10: 250 bp Marker (Carl Roth) 5uL

Abb. 15: Analyse der rpsL-PCR-Amplifikate von E. coli BL21(DE3)str® mittels Gelelektrophorese 1,5 %iges Agarosegel ange-
setzt mit 50 mL TAE-Puffer; DNA-Strain: SYBR-Safe; Laufbedingungen: 120 V Laufspannung, Laufzeit: 30 Minuten; Die Proben
wurden mit 6x Ladepuffer versetzt.
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Nach einer Aufreinigung der PCR-Produkte (Microspin Cycle Pure Kit), erfolgte die spektral-
photometrische Konzentrations- und Reinheitsbestimmung (3.2.3) (Tab. 6).

Tabelle 6: Spektralphotometrische Konzentrations- und Reinheitsbestimmung der aufgereinigten PCR-Amplifikate
des rpsL-Gens von BL21(DE) und BL21(DE3)strR

Probe cona [ng pL?] A260 A280 260/280  260/230
BL21(DE3) rpsL | Bande 1-3 42,2 0,844 0,443 1,91 1,04
BL21(DE3)str?_rpsL | Bande 3 75,1 1,502 0,795 1,90 1,71

Die erzeugten rpsL-PCR-Amplifikate BL21(DE3) | Bande 1-3 und BL21(DE3)str® | Bande 3
wurden sequenziert (Ergebnisse s. Anhang). Abb. 16 zeigt den entsprechenden Sequenzver-
gleich zwischen dem erzeugten Stamm BL21(DE3)str® und dem Wildtyp. Der Vergleich zeigt
die durch das StrR-Oligo erzeugten vier Punktmutationen. Diese fiihren zu einem Aminosau-
reaustausch von Lysin zu Arginin an der 43. Position. Es sind keine weiteren inhomologien
zwischen E. coli BL21(DE3) und E. coli BL21(DE3)str® im rpsL-Gen vorhanden.

rpsL
BL21(DE3)  CCAGGAGCTATTTAATGGCAACAGTTAACCAGCTGGTACGCARACCACGTGCTCGCARAGTTGCGAARAGCAACGTGCCTGCGCTGGAR

BL21(DE3)StrR CCAGGAGCTATTTAATGGCAACAGTTAACCAGCTGGTACGCAAACCACGTGCTCGCAAAGTTGCGARAAGCAACGTGCCTGCGCTGGAA 480,488

B $P}]L

M ATVNS QLU VR RIEKUZPRARIEKVAIKSNVZPATLE

BL21(DE3) GCATGCCCGCAAAAACGTGGCGTATGTACTCGTGTATATACTACCACTCCTAAAAAACCGAACTCCGCGCTGCGTAAAGTATGCCGTGTT 480,578
BL21(DE3)strR GCATGCCCGCAAARACGTGGCGTATGTACTCGTGTATATACTACCACTCCACGTAAACCGAACTCCGCGCTGCGTAAAGTATGCCGTGTT !

R I i

A CPQ KRGV CTURVYTTTP K P NS AULURIKUVCR RV

K->R

BL21(DE3) CGTCTGACTAACGGTTTCGAAGTGACTTCCTACATCGGTGGTGAAGGTCACAACCTGCAGGAGCACTCCGTGATCCTGATCCGTGGCGGT 4
BL21(DE3)strR CGTCTGACTAACGGTTTCGAAGTGACTTCCTACATCGGTGGTGAAGGTCACAACCTGCAGGAGCACTCCGTGATCCTGATCCGTGGCGGT 80,668

e
R LTNGY FEVTSYIOGGETGHNTLUGQEUHS SV VTIULTIRTGSGSG

Abb. 16: Vergleich der rpsL-Gensequenzen von E. coli BL21(DE3) und E. coli BL21(DE3)strR; Dargestellt ist die Sequenzregion von
BL21(DE3) und BL21(DE3)str? zwischen 480.399 bp und 480.668 bp. Es wurde der MAFFT-Algorithmus verwendet (www.mafft.cbrc.jp).
Lila hervorgehoben ist der Beginn der codogenen Sequenz des rpsL-Gens. Zusétzlich abgebildet ist die Aminoséuresequenz des Expressi-
onsproduktes. An der Position 480.538 bp —480.542 bp befinden sich die vier, durch das Str?-Oligo erzeugten Punktmutationen. Diese
Punktmutationen fiihren zu einer Anderung der Aminosduresequenz an der 43. Position von Lysin (K) zu Arginin (R) im Stamm
BL21(DE3)str®.
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4.2.5 Wachstumsverhalten von E. coli BL21(DE3)strR?

Um zu Uberprifen, ob das Einfiigen der Punktmutationen in das rpsL-Gen einen signifikanten
Einfluss auf das Wachstum der Zellen austbt, wurde die Wachstumskurve von E. coli
BL21(DE3)str? aufgenommen. Das Wachstum wurde vergleichend mit dem parentalem Stamm
aufgezeichnet. Dafiir wurde aus E. coli BL21(DE3) und E. coli BL21(DE3)str? eine 25 mL
Vorkultur in LB-Medium angesetzt. Nach einer Inkubation bei 37 °C bei 200 rpm (ber Nacht,
wurde jeweils eine 50 mL in LB-Kultivierungskultur in einem 500 mL Schikanenkolben auf
eine ODegoo Von 0,05 mit den zu analysierenden Stdammen inokuliert. Die Messung der optischen
Dichte bei einer Wellenlange von 600 nm erfolgte alle 20 Minuten Uber einen Zeitraum von
fiinf Stunden. Die Wachstumskurven sind in Abb. 17 dargestellt. Es konnten keine gravierenden
Unterschiede hinsichtlich der Verdopplungszeit (Ap:0,01 h™) und der daraus berechneten
Wachstumsrate (Atg: 0,36 min) festgestellt werden.

ob Wachstumsrate | |Verdopplungszeit tg 10
B zeitt 0 [h] [min]
& [min] | Bro1 BL21 BL21 BL21 BL21 BL21
OB) |Espstrt] OF) |EBprt] OF) |@ES)pet 0 @

o_0 [ 0052 | 0053 | ~006 71392 o L
= 20 [ oost | oos2 | o7 | oso | smas | st 1 o

40 | o085 [ 0068 135 1,44 3077 | 2882 o

60 | o102 | o110 1,39 1,39 2097 | 2086 8 e
Z 80 | 0162 | 075 143 143 2007 | 2906 g 7
£ 100 | 0261 | 0282 121 1,19 3430 | 3501 o
s 120 0391 | 0419 1,15 1,10 311 | 3701 0.1 F
% 140 | o574 | 0604 140 1,39 2980 | 292 o

160 | 0914 | 0960 | o094 086 4406 | 4819 i

180 [ 1252 [ 1,280 1,17 1,23 3551 | 3376

200 | 1850 | 1930 | 041 [ 025 | 10176 | 16422
£ 220] 2120 | 2100 | o026 | 02 [ 16151 | 18880 0.01
g 20| 2810 | 2260 | 006 | 040 | 64737 | 39652 0 50 100 150 200 250 300
T 260 | 2360 | 2340 ; 5 6 . .
“7280 | 2380 | 2350 | 005 | 003 | 83176 | 163582 Zeit t [min]

300 | 2420 | 2370 - - - -
Mitel: | - - 126 | 125 | 8370 | s406 @ BL21 (DE3) --e- BL2I(DE3)stiR

Abb. 17: Wachstumsverhalten von E. coli BL21(DE3) und E. coli BL21(DE3)strR; Die Batch-Kultivierung erfolgte in einem 500 mL Schikanen-
kulturkolben. Dabei wurde jeweils 50 mL eines Antibiotikafreien Komplexmediums (LB, pH: 7,0) initial mit einer ODggo von 0,05 inokuliert. Die
Kultivierung erfolgte in einem Schittelinkubator bei konstant 37 C und 200 rpm. Die Aufnahme der Messwerte erfolgte in 20 Minuten Intervallen

(iber einen Zeitraum von 5 Stunden.
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4.3 Wahl des genomischen Integrationsorts

Ziel dieser Arbeit war es tber Gegenselektion eine markerlose Expressionskassette in das Ge-
nom von E. coli BL21(DE3) zu integrieren. Eine Literaturrecherche zeigte, dass es einige wich-
tige Merkmale fiir einen geeigneten Integrationsort im Genom von E. coli gibt (N.J. Gay, 1986
[161 J. A. Sawitzke, 201107, G. Striedner, 2009[8]),

Integrationsort nahe am chromosomalen origin of replication
Die Replikation von Prokaryonten beginnt am chromosomalen origen of replication (oriC). Am

oriC kommt es zur Ausbildung zweier bidirektionaler Replikationsgabeln. Diese bilden eine
Replikationsblase. Dabei bewegt sich die Replikationsgabel von E. coli mit einer Geschwin-
digkeit von 600 - 1000 bp s (Marians, K. J., 1992[*°)) fort. Setzt man dies in Verhaltnis zur
Lange des E. coli BL21(DE3) Genoms, mit einer Lange von ~4,5 Millionen Nukleotiden, be-
notigt eine Bakterienzelle 37,5 - 62,5 Minuten um ihr Chromosom zu Replizieren. Allerdings
besitzt E. coli BL21(DE3) in LB-Medium eine maximale Verdopplungszeit von 22,5 Minuten
(Liang ST, 19992%) weswegen geschlussfolgert wurde, dass in E. coli in der exponentiellen
Wachstumsphase mehrere Replikationsblasen existieren miissen (Rocha et al., 2004121)). Diese
Erkenntnis fuhrt zu der These, dass Gene, welche nahe des oriC lokalisiert sind, in exponentiell
wachsenden Zellen einer Gen-Kopienzahl grofer als 1 zu finden sind (J. A. Bryant et al.,
20140221,

Codogene Gensequenz auf dem leading-strand
DNA-abhéngigen-DNA-Polymerasen besitzen genau wie die DNA-abhangigen-RNA-

Polymerasen eine 5" nach 3" Syntheserichtung. Dies flihrt zu FrontalzusammenstéRen zwischen
den beiden Polymerasen, wenn sich der codierende Strang eines Gens auf dem lagging strand
befindet (Abb. 18). Dies erhoht die Wahrscheinlichkeit fur einen Transkriptionsabbruch (Rocha
et al., 2004[8]),

Lagging-strand

as Helikase Helikase

> DDR 3

5I

Leading-strand 5 <

Vollstandiges RNA-Transkript Unvolistindiges RNA-Transkript

Abb. 18: Darstellung der Unterschiede zwischen lagging strand und leading strand bezogen auf die Genexpression; a. Stellt die gleich-
gerichtete Kollision dar, in welcher die Helikase mit einer DNA-abhé&ngigen-RNA-Polymerase (DDRP) kollidiert. Aufgrund der identischen
Bewegungsrichtung kommt es lediglich zu einer Verlangsamung der Replikationsgabel und das RNA-Transkript wird i.d.R. vollstdndig
transkribiert. b. Zeigt die Frontalkollision zwischen DDRP und Helikase. Im Gegensatz zur gleichgerichteten Kollision fihrt diese zum
Stillstand der Replikation. Die DDRP lost sich vom Template und hinterlésst ein unvollstandiges Transkript.
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Zusétzlich wurde das Genom von E. coli BL21(DE3) mit einer Sammlung von essenziellen
Genen von E. coli verglichen (Gerdes et al., 2003!2%l). Dabei wurde speziell der Bereich von
500.000 bp um das oriC analysiert, wobei der GroR3teil der essenziellen Gene auf dem leading-
strand lokalisiert sind. Dies wurde von weiteren Wissenschaftlern ebenfalls bestatigt (Brewer

1988[24: Rocha & Danchin 2003[25]; Mao et al. 2012[%61; Merrikh et al. 2012[27). Diese Erkennt-

nisse pradestinieren den leading-strand als Trager der codogenen Sequenz des Expressionssys-

tems.

Locus in unmittelbarer Nahe eines essenziellen Gens
Im E. coli Genom kann es zu Deletionen kommen. Daher empfiehlt es sich die Expressionskas-

sette in rdumliche Néhe zu einem essenziellen Gen zu bringen. Auf diese Weise steigt die Wahr-
scheinlichkeit, dass ein Ausloopen der Kassette mit dem Verlust des essenziellen Gens verbun-
den ist und die entsprechende Zelle nicht mehr lebensfahig ist. Dies verhindert, dass sich diese

Zelle nicht im Fermenter durchsetzen kann.

Unter diesen Gesichtspunkten wurde die intergenomische glmS/pstS Region gewéhlt (Abb. 19),
welche sich nahe der attTn7-Site von E. coli befindet, die von anderen Wissenschaftlern bereits
als Integrationsort genutzt wurde (G. Striedner, 2009[:81). Das glmS-Gen codiert fur die Gluta-
min-Fuctose-6-Phosphat-Aminotransferase, dass unter anderem in der Glykolyse, Gluconeoge-
nese und dem Fructose-Metabolismus involviert ist (Nicholas J. Gay et al., 1986['%). Dabei
handelt es sich bei glmS - laut Gerdes et al., 2003271 - um ein essenzielles Gen.

cggttgagtataaatgga:gccctgcgtaagcggggcat\ttttcttcctgttatgtttttaatcaaacatcctgccaactccatgtgac 2070

glms gims terminator Rekombinationslocus

aaaccgtcatcttcggctactttttctckgtcacagaatgaaaatt
glmZ

tttctqtcatctcttcgttattaatgtttgtaattga}tgaata 2160

tcaacgcttatttaaatcagactgaagactttatctc\tctgtcataaaactqtcatattccttacatataactgtcacctgtttgtccta\ 2250
pstS promotor

\ttttqcttctcgtagccaacaaacaatqctttatgaatcctcccaggagacatt\atgaaagttatgcgtaccaccgtcgcaactgttgtc> 2340
pstS promotor pstS

Abb. 19: Darstellung des ausgewahlten Integrationsorts von E. coli BL21(DE3); Die Abbildung zeigt die Genregion 2070 bp — 2340 bp,
bezogen auf den oriC, von E. coli BL21(DE3). Es ist nur der leading-strand in 5°-3" Orientierung dargestellt. Farbig markiert sind die
codierenden Sequenzen fiir die Gene glmS und pstS. Farblos markiert sind regulatorische Nukleotidsequenzen. Zwischen der glmZ- und der
pstS-promorter-Sequenz liegt an der Position 2152/2153 bp der fiir diese Arbeit gewahlte Integrationsort, in welcher die verschiedenen
Genkassetten integriert werden.
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4.4 Einflgen der rpsL-Gegenselektionskassette

Zur Erzeugung eines recombination-shuttle-strain (rrs) wurde am glmS-pstS-Locus die Gegen-
selektionskassette CS-rpsL_neo integriert. Die CS-rpsL_neo-Kassette besteht aus einem kon-
stitutiven Promoter, welcher nachfolgend das Wildtyp-rpsL-Gen und ein Kanamycinresistenz-
gen exprimieren lasst (Abb. 20). Sie dient dazu, in einer spateren Gegenselektion die positiv
mit dem GOI rekombinierten, markerlosen E. coli BL21(DE3)-Zellen zu identifizieren. Der

entstandene Stamm wird im Folgendem als E. coli BL21(DE3)strR_CS-rpsL_neo benannt.

250| 500| 750'
rpsL > | NeoR/KanR >
1000I 1250I
\ NeoR/KanR >

CS-rpsL_neo-Kassette
1319 bp

Abb. 20: Schematische Darstellung der Gegenselektionskassette CS-rpsL_neo; Gezeigt werden die Gen- und genregulatorischen Sequen-
zen der CS-rpsL_neo-Genkassette. Integriert ins Genomkann uber einen konstitutiven Promoter die Streptomycin-sensitive Wildtypvariante
des rpsL-Gens, als auch eine Kanamycin-Resistenz (NeoR/KanR) transkribiert werden.

4.4.1 Herstellung der rpsL-Gegenselektionskassette

Die Gensequenz der CS-rpsL_neo-Genkassette befindet sich auf einem BAC (BAC pBe-
loBac11). Zur Herstellung der CS-rpsL_neo -Kassette wurden die Primer CS-cas-HA_fwd und
CS-cas-HA _rev verwendet. Diese Primer sind ca. 70 bp lange Oligonukleotide, welche mit
20 bp das Ende einer CS-Kassetten-Flanke binden und bei der PCR 50 bp Homologiearme an-
fligen. Diese Homologiearme zielen auf den ausgewahlten glmS-pstS-Locus (Abb. 19). Via die-
ser Primer wurde die CS-rpsL_neo-Kassette tiber PCR amplifiziert (3.2.2) (Abb. 21).

a CS-cas-HA_rwd
[ PCR
CS-rpsL_neo-Cassette + Homologieflanken
_BAC]  CSrpsLneo =~ T[T BAC | ||
CS-cas-HA_fwd
]
9A:

b Ansatz Temp. Programm 1: 56,9 °C
HF-Buffer (5x) . 1004l 98°C : 120s 2 57,7 OC
dNTP’s (2,5 mM each) : 1,0 uL 98°C : 45s 3 58,6 °C
Primer fwd (10 pM) : 0,254l G : 155 = 4: 59,7°C
Primer rwd (10 pM) : 0,25l 72°C : 15s 5: 60,8 °C
Phusion Hotstart Il (2 U/uL) : 0,5 uL 98°C : 10s 6: 61,9 °C
Template : 20,0ng 72°C : 155 — 2 7: 62.8 °C
72C : 300s 8: 63,6 °C
4aH20 :ad. 50,0 uL 4°C : Pause o 59.9 °C

Abb. 21: Herstellung der Gegenselektionskassette CS-rpsL_neo; a. Anfiigen der Homologiearme durch PCR. Dabei werden Primer ein-
gesetzt, welche neben der tblichen, am Template bindende Sequenz, eine weitere Region enthalten, welche das erstellte PCR-Produkt jeweils
an beiden Enden, um die zum Rekombinationslocus homologen Sequenzen verlangert. b. PCR-Bedingungen unter welchen die Genkassetten
erzeugt wurden. G steht flr einen Temperaturgradienten, dessen Werte in der Tabelle (rechts) angegeben sind. .
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Die PCR-Amplifikate wurden mittels Agarosegelelektrophorese analysiert (3.3.1). Die erwar-
tete GroRe der PCR- Amplifikate liegt bei 1419 bp. Dies konnte in Abb. 22 bestéatigt werden.

b Nr.  Probe:
t 2 3 4 s 6 ! 8 Syl 1: 250 bp Marker (Carl Roth) 5 pL
2: PCR-P._CS-rpsL_neo 5uL
3: PCR-P._CS-rpsL_neo 5uL
E g 4:  PCR-P._CS-rpsL_neo 5uL
1500 bp - S— - e — — 5: PCR-P. CS-rpsL neo 5uL
o :::: : 6:  PCR-P._CS-rpsL_neo 5uL
500 bp 7: PCR-P. CS-rpsL neo 5uL
8: PCR-P._CS-rpsL_neo 5uL
250 bp - 9: PCR-P. CS-rpsL neo 5uL
10:  @-H,O-Kontrolle 5 uL
11: 250 bp Marker (Carl Roth) 5 pL

9 Aneling:

56,9
57,7
58,6
59,7
60,8
61,9
62,8
63,6
5919

OO0000O0O0O0O0

Abb. 22: Agarosegelelektrophorese der PCR-Amplifikate der CS-rpsL-neo-Genkassette; 1,5 %iges Agarosegel angesetzt mit 50 mL
TAE-Puffer; DNA-Strain: SYBR-Safe; Laufbedingungen: 100 V, Laufspannung, Laufzeit: 45 Minuten; Die Proben wurden mit 6x La-

depuffer versetzt.

Nach Dpnl-Verdau und Aufreinigung der PCR-Produkte (Microspin Cycle Pure Kit) erfolgte

die spektralphotometrische Konzentrations- und Reinheitsbestimmung (3.2.3) (Tab 7).

Tabelle 7: Spektralphotometrische Konzentrations- und Reinheitsbestimmung der aufgereinigten PCR-Produkte der

Herstellung der CS-rpsL neo-Genkassette

Probe cona [ng UL A260 A280 260/280
PCR-P._CS-rpsL_neo | Bande 8 242 0,484 0,255 1,90
PCR-P._CS-rpsL_neo | Bande 9 44,8 0895 0,463 1,93

260/230

1,30
1,51

4.4.2 red- Rekombination von E. coli BL21(DE3)str® mit CS-rpsL_neo

Die Herstellung des RRS fiir den Rekombinationslocus glmS-pstS erfolgte durch eine red-Re-

kombination, mit CS-rpsL_neo (PCR-P._CS-rpsL_neo | Bande 9) in den mit pRed/ET transfor-
mierten E. coli BL21(DE3)strR (3.1.6). AnschlieRend wurden die rekombinierten Zellen auf
LB-kan15-Agarplatten ausplattiert und tber Nacht bei 37°C inkubiert (Abb. 23) Der entstan-

dene Stamm wird im Folgendem als E. coli BL21(DE3)str® CS-rpsL_neo bezeichnet.

Agarplatte CFU
@-H20-Kontrolle 0
100 pL BL21(DE3)strR 35
900 pL BL21(DE3)strR 160

Abb. 23: LB-kanl15-Agarplatten mit E. coli BL21(DE3)strR-CS-rpsL_neo; Oben links: @-H20-Kon-

trolle; Unten:100 puL BL21(DE3)strR_CS-rpsL_neo-Zellen; Oben rechts: 900 L E. coli BL21(DE3)strR _

CS-rpsL_neo-Zellen; Inkubiert bei 30°C tiber Nacht
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4.4.3 Screening von E. coli BL21(DE3)strR? _CS-rpsL_neo auf Kan®und Str®
Aufgrund des Einbringens des Wildtyp_rpsL-Gens in E. coli BL21(DE3)str®, werden beide Va-

rianten des rpsL-Gen exprimiert. Dies sollte zu einer gewissen Streptomycin-Sensitivitat fih-
ren, da ~50% der ribosomalen 30S-Untereinheiten wieder von Streptomycin inhibiert werden
kénnen. Aufgrund dieser Verhéltnisresistenz ist zu erwarten, dass die Zellen nicht bakteriozid
gehemmt, sondern im Wachstum verlangsamt werden. Tatsachlich waren kleinere Kolonien auf
Streptomycin-haltigem Medium zu erkennen (siehe Abb. 24). Zusétzlich erhalten Rekombinan-
ten durch die Gegenselektionskassette eine Kanamycin-Resistenz, auf welche ebenfalls selek-
tioniert wurde. Durch eine Selektion auf Ampicillin wurde sichergestellt, dass die Zellen keine
pRed/ET mehr enthalten (Anmerkung: kein Wachstum auf Ampicillin-haltigen Medien, Bild

nicht vorhanden). Es wurden insgesamt 16 Kolonien tberprift.

Abb. 24:Selektion von E. coli BL21(DE3)str®_CS-rpsL_neo auf Kanamycin-Resistenz und Analyse der
Streptomycin-Sensitivitat; Links: LB+kan15_BL21(DE3)str® CS-rpsL_neo (16 von 16 Kolonien positiv auf
Kanamycin-Resistenz); Rechts: LB+str25_ BL21(DE3)str®_CS-rpsL_neo (14 von 16 Kolonien zeigen ein
vermindertes Wachstum in Gegenwart von Streptomycin); Inkubiert: ~ 17 Stunden, 37 C

4.4.4 Sequenzanalyse der integrierten Gegenselektionskassette

Fur den Nachweis der erfolgreichen Rekombination wurde der glmS-pstS-Locus von E. coli
BL21(DE3) WT und E. coli, BL21(DE3)str® CS-rpsL_neo via PCR amplifiziert (3.3.2) und
sequenziert. Es wurden drei Klone analysiert (Abb. 24 Klon 1-3). Dazu wurden die Primer
glmS-pstS_fwd / glmS-pstS_rev verwendet (Abb. 25).

Ansatz Temp. Programm
HF-Buffer (5x) :10,0puL 98°C : 30s
dNTP’s (2,5 mM each) : 1,0 uL N

01
glmS-psts-fwd (10pM)  : 0,25 L e
glmS-pstS-rwd (10 pM) 0,25l 72°C 105
Phusion Hotstart Il (2 U/uL) : 0,5 pL ’
4aH20-Kultur : 5,0 pL 72°C : 300s

4°C : Pause

4dH20 :ad. 50,0 pL

Abb. 25: PCR-Konditionen fur die Amplifikation des glmS-pstS-
Locus der BL21(DE3)-Derivate fiir die Sequnzierung
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Die Primer sind so designt, dass sie jeweils vor den Zielsequenzen der Homologiearme auf dem
Genom von E. coli binden. Damit kann die Position am glmS-pstS-Locus und die nahtlose In-
tegration der Gegenselektionskassette Uberprift werden (Abb. 26).

‘ E. Coli-Genom CS-rpsL_neo E. Coli-Genom ‘

ImS-pstS_rev ImS-pstS_fwd
g psi- » PCR-Amplifikat ‘ g psB-
[ I [ ]

Abb. 26: Binderegionen der Primer gimS_pstS_rev/fwd bei der PCR der Gegenselektionskassette

Die PCR-Produkte wurden mittels Agarosegelelektrophorese analysiert (3.3.1). Die GroRe der
zu erwartenden PCR-Amplifikate betrédgt 1632 bp. Dies konnte bei Klon 7 experimentell besta-
tigt werden (Abb. 27).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Nr.  Probe: VTasche
1: 250 bp Marker (Carl Roth) 5uL
2: E.coli BL21(DE3) 5uL
o— 3:  E.coli BL21(DE3) 5uL
1000 bp .- - ef ——— 4: E.coli BLZl(DEg) 5 uL
750 bp - 5: 250 bp Marker (Carl Roth) 5uL
500 bp - 6:  E.coli BL21(DE3)str® CS-rpsL neo 5uL
250 bp - P e K d I E.coli BL21(DE3)str® CS-rpsL_neo 5uL
8:  E.coli BL21(DE3)strR_CS-rpsL_neo 5uL
9: 250 bp Marker (Carl Roth) 5uL
10: @-H,O-Kontrolle 5uL

Abb. 27: Analyse der gimS=>pstS-PCR-Amplifikate mittels Gelelektrophorese; 1,5 %iges Agarosegel angesetzt mit 50 L TAE-
Puffer; DNA-Strain: Sybr® Safe; Laufbedingungen: 100 V Laufspannung, Laufzeit: 45 Minuten; Die Proben wurden mit 6x Ladepuffer
versetzt;

Nach Aufreinigung der PCR-Produkte erfolgte die spektralphotometrische Konzentrations- und
Reinheitsbestimmung (3.2.3) (Tab: 8).

Tabelle 8: Spektralphotometrische Konzentrations- und Reinheitsbestimmung der aufgereinigten PCR-Amplifikate des
glmS->pstS-Locus von E. coli BL21(DE3)str® _CS-rpsL_neo und E. coli BL21(DE3)

Probe cona [ng pL ] A260 A280 260/280 260/230
E. coli BL21(DE3) | Bande 2 71,9 1,438 0,764 1,88 1,58
E. coli BL21(DE3) strR_CS-rpsL_neo| Bande 7 93,5 1,870 1,041 1,80 1,24

Die erzeugten glmS—->pstS-PCR-Amplifikate wurden sequenziert. Diese Sequenzen wurden
hinsichtlich ihrer Qualitdt und Richtigkeit Gber die Software SnapGene Uberprift. Der Ver-
gleich erfolgte gegen den parentalen BL21(DE3)-Stamm und eines in silico rekombinierten
BL21(DE3)str®_CS-rpsL_neo. Das Alignment der Sequenzen erfolgte tber die Website
mafft.cbrc.jp mittels MAFFT-Algorithmus und zeigte keine Unterschiede zwischen dem in si-
lico rekombinierten Template und der Sequenz des erzeugten E. coli BL21(DE3)str® _CS-rpsL-

neo. Der Sequenzierungsreport und das Alignment sind dem Anhang beigefugt.
28



4 Ergebnisse

4.5 Rekombination von eGFP-Cas in den glmS-pstS-Locus

Zur Erprobung der Gegenselektion wurde eine eGFP-Genkassette (Abb. 28) in den glmS-pstS-

Locus rekombiniert. Das eGFP ist ein Derivat des GFPs. Das eGFP besitzt zwei Aminosau-

renanderungen (Position 64: Phe — Leu, Position 65: Ser — Thr), die zu einer erhéhten Inten-

sitat der Fluoreszenz flhrt. Das eGFP-Gen (codonoptimiert fir Pichia pastoris) wird in einem

T7-Expressionsystem - T7-Promotor, IPTG-induzierbares lac-Operon und T7-Terminator - in

die Zelle rekombiniert. Der in der Sequenz vorhandene Hise-Tag ist nicht verfuigbar, da dieser

durch ein Stopp-Codon-Duo vom eGFP getrennt ist.

250 500!
| 17-P | lac-0 [ RBS | eGFP
750
eGFP > [ ] |
eGFP-Cas
950 bp

Abb. 28: Darstellung der Expressionskassette eGFP-Cas; Gezeigt werden die Gen- und genregulatorischen
Sequenzen der eGFP-Genkassette. Integriert ins Genom kann (iber einen mit IPTG-induzierbaren Promoter
eGFP transkribiert werden. Das Hiss-Tag wurde durch ein doppeltes Stopp-codon (rotes S) vom eGFP getrennt.

4.5.1 Herstellung der eGFP-Genkassette

Die Gensequenz der eGFP-Expressionskassette stammt aus pET30a_eGFP_GG und wurde
mittels PCR amplifiziert (3.2.2). Dazu wurden die Primer, HA _eGFP_fwd und HA eGFP_rev

verwendet, die dem Amplifikat definierte Homologiearme anfugten (Abb. 29).

OA:

Ansatz Terroip. Programm 1 569 °C
HF-Buffer (5x) ;10,0 puL 9B°C - 01205 2. 57,7 :C
dNTP’s (2,5 mM each) : 1,0 uL 98°C : 455 =— 3: 586°C
HA_eGFP_fwd (10 pM) :0,25uL G L 15s = 4: 597°C
HA_eGFP_rev (10 pM) © 0,25l 72°C . 15s 5. 60,8°C
Phusion Hotstart Il (2 U/uL) : 0,5 uL 98°C : 10s 6: 619°C
BL21(DE3)str® : o 05uL 72°C : 155 — =% 7 62,8°C

72C : 300s 8: 636°C
4aH20 rad. 50,0 uL 4°C : Pause @ 59.9°C

Abb. 29: PCR-Bedingungen zur Herstellung von eGFP-Expressionskassetten

Die Grolze der PCR-Amplifikate wurde durch eine Agarosegelelektrophorese Uberpruft (3.3.1).

Nach dem Anfligen der Homologiearme betragt die Grolie des erwarteten PCR-Amplifikats

1050 bp. Dies konnte experimentell bestatigt werden (Abb.30).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 Band: PrObe:
1: 250 bp Marker (Carl Roth) 5uL
2: PCR-P._eGFP-Cas, 5uL
= = 3: PCR-P. eGFP-Cas 5uL
o = 4: PCR-P._eGFP-Cas 5L
1500 bp eSS — 5: PCR-P. eGFP-Cas, 5puL
1000 bp - - 6: PCR-P._eGFP-Cas, 5puL
TS0k g 7: PCR-P. eGFP-Cas, 5L
500bp - 8: PCR-P._eGFP-Cas, 5 uL
o: PCR-P. eGFP-Cas, 5L
Zobe g 10: @-H,0-Kontrolle 5uL

11: 250 bp Marker (Carl Roth) 5uL

ﬂAnneIingZ

56,9
57,7
58,6
59,7
60,8
61,9
62,8
63,6
59.9

O0O0000O0000

Abb. 30: Analyse der eGFP-PCR-Amplifikate mittels Gelelektrophorese; 1,5 %iges Agarosegel angesetzt mit 50 pL TAE-Puffer;

DNA-Strain: Sybr-Safe; Laufbedingungen: 100 V Laufspannung, Laufzeit: 45 Minuten; Die Proben wurden mit 6x Ladepuffer versetzt
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Es folgte ein Dpnl-Verdau, welcher das PCR-Template inaktivierte. Nach einer Aufreinigung
der PCR-Produkte in welcher die Proben der Banden 5 + 6 gepoolt wurden, folgte die spektral-
photometrische Konzentrations- und Reinheitsbestimmung (3.2.3) (Tab. 9).

Tabelle 9: Spektralphotometrische Konzentrations- und Reinheitsbestimmung der aufgereinigten PCR-Produkte zur
Herstellung der eGFP-Genkassette

Probe cona [Ng pL1] A260 A280  260/280  260/230
PCR-Produkt_eGFP-Cas 70,6 1,413 0,751 1,88 1,71

4.5.2 red-Rekombination des RSS mit eGFP-Expressionskassette

Die Genkassette eGFP-Cas wurde mittels red-Rekombination am glmS =>pstS-Locus ins Ge-
nom des RSS integriert (3.1.6). Die eingesetzte Menge an Template betrug 100 ng. Dabei er-
setzte die eGFP-Expressionskassette die rpsL-Gegenselektionskassette an diesem Locus. Auf-
grund dessen erfolgte eine Streptomycin-Selektion. Hierbei wurden in Gegenwart von Strepto-
mycin groRe und kleine Kolonien erhalten (Abb. 31, Pfeile). Dies ist vermutlich darauf zuriick-
zufiihren, dass es aufgrund der VVerhaltnisresistenz gegen Streptomycin - wegen des Streptomy-
cin-sensitiven Wildtyp-rpsL-Gens und des Streptomycin-resistent-modifizierten rpsL-Gens -
kein bindres Selektionsergebnis (Resistenz = vital, Sensitivitat = letal) zu beobachten ist, son-

dern im Fall der Sensitivitat stark im Wachstum eingeschrankte Zellen.

Abb. 31: LB-str25-Agarplatten von E. coli BL21(DE3)strR_eGFP; Oben links: @-H20-Kontrolle Un-
ten:100 pL E. coli BL21(DE3)strR_eGFP-Zellen. Oben rechts: 900 uL BL21(DE3)str?_eGFP-Zellen,
Inkubiert bei 30°C liber Nacht (~17h). Mit Pfeilen markiert sind die Klone, welche als positiv rekombi-
niert eingestuft und weiter analysiert wurden.
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4.5.3 Physiologische Charakterisierung von E. coli BL21(DE3)str? eGFP

Da die primare Streptomycin-Selektion keine eindeutigen Ergebnisse lieferte, wurden flinf Rei-
nigungsplatten aus den mit Pfeilen markierten Kolonien (Abb. 31) angefertigt. AnschlieRend
erfolgte eine Patch-Reihe, indem die positiv Rekombinanten isoliert wurden (3.1.3). Der Patch
erfolgte auf folgenden Medien: LB+str25, LB+str50, LB+amp50, LB+kanl5,
LB+str25+IPTG48 (Abb.32). Es wurden jeweils funf der Kolonien der fiinf Reinigungsplatten
Uberprift. Zum Nachweis des eGFPs, wurde LB +str25+IPTG48 mit UV-Licht bestrahlt und

zeigte in Reihe 111 und V ein deutliches Fluoreszenzsignal.

Abb. 32: Physiologische Charakterisierung von E. coli BL21(DE3)str® eGFP; Die Abbildung zeigt je fiinf Kolonien (1-5)
von flinf Reinigungsplatten (I — V). A: LB+str25; B: LB+str50; C: LB+kanl5; D: LB+amp50; E;: LB+str25+IPTG48;
E,:LB+str25+1PTG48 unter UV-Anregung

4.5.4 Sequenzanalyse der integrierten Expressionskassette

Fur den Nachweis der erfolgreichen Rekombination wurde der glmS-pstS-Locus von E. coli
BL21(DE3) und E.coli, BL21(DE3)str®_CS-rpsL_neo mittels PCR amplifiziert (3.2.2) und se-
quenziert. Es wurde Klon 1|I11 in einem Dreifachansatz analysiert (Abb. 32). Dazu wurden die
Primer glmS-pstS_fwd / gImS-pstS_rev verwendet (Abb. 33)

Ansatz Temp. Programm
HF-Buffer (5x) : 10,0 pL 98 °C : 30s
dNTP’s (2,5 mM each) : 1,0 pL o .
glmS-pstS-fwd (10 pM) : 0,25 pL 98 oC . 10s
56°C: 15s 30x

glmS-pstS-rwd (10 pM) : 0,25 pL 72°C . 40s
Phusion Hotstart Il (2 U/uL) : 0,5 pL :
Template : 0,5 pL 72°C : 300s

4°C : Pause
aaH,0 :ad. 50,0 pL

Abb. 33: PCR-Konditionen der Amplifikation des glmS-pstS-Locus der
BL21(DE3)-Derivate fiir die Sequenzierung

31



4 Ergebnisse

Die Primer sind so designt, dass sie jeweils vor den Zielsequenzen der Homologiearme auf dem
Genom von E. coli binden. Damit kann die Position am glmS-pstS-Locus und die nahtlose In-
tegration der Gegenselektionskassette Uberprift werden (Abb. 34).

E. Coli-Genom eGFP-Cas E. Coli-Genom

ImS-pstS_rev ImS-pstS_fwd
g psi- » PCR-Amplifikat « g psB
[ I [ J

Abb. 34: Binderegionen der Primer gimS_pstS_rev/fwd bei der PCR der Expressionskassette

Die PCR-Produkte wurden mittels Agarosegelelektrophorese analysiert (3.3.1). Die GrolRRe des
zu erwartenden PCR-Amplifikats betragt: 1262 bp. Alle drei Reaktionsansétze von Klon 1|I11
zeigen eine Bande in der erwartenden Hohe (Abb. 35).

1 2 3 4 5 6

. 1: 250 bp Marker (Carl Roth), 5uL
3 2: E.coli BL21(DE3)strR eGFP 5uL
1500652  — — — 3. E.coli BL21(DE3)strR_eGFP 5uL
750 bp — : 4:  E.coli BL21(DE3)strR eGFP 5uL
500 b \ 5: 250 bp Marker (Carl Roth), 5puL
PT 6:  ©@-H,0-Kontrolle 5uL

250 bp —

Abb. 35: Auftragung der gimS=>pstS-PCR-Amplifikate aus einer cPCR von E. coli BL21(DE3)strR_eGFP auf einem Agarosegel;
1,5 %iges Agarosegel angesetzt mit 50 mL TAE-Puffer; DNA-Strain: SYBR®Safe; Laufbedingungen: 100 V Laufspannung, Laufzeit:
45 Minuten; Die Proben wurden mit 6x Ladepuffer versetzt;

Nach Aufreinigung der PCR-Produkte wurden die Banden 1 - 3 gepoolt und es erfolgte die
spektralphotometrische Konzentrations- und Reinheitsbestimmung (3.2.3) (Tab. 10).

Tabelle 10: Spektralphotometrische Konzentrations- und Reinheitsbestimmung der aufgereinigten PCR-Amplifikate
des glmS =2 pstS-Locus von E. coli BL21(DE3)str®_eGFP zur Sequenzierung

Probe Cona [Ng pL1] A260 A280  260/280  260/230
BL21(DE3)_eGFP |Bande 1-3 98,7 1,974 1,048 1,85 1,80

Die glmS—>pstS-PCR-Amplifikate wurden sequenziert. Diese Sequenzen wurden hinsichtlich

ihrer Qualitat und Richtigkeit tber die Software SnapGene uberprift. Der Vergleich erfolgte

gegen den parentalen BL21(DE3)-Stamm und eines in silico rekombinierten BL21(DE3)str?

eGFP. Das Alignment der Sequenzen erfolgte tber die Website mafft.cbrc.jp mittels MAFFT-
Algorithmus und zeigte keine Unterschiede zwischen dem in silico rekombinierten Template
und der Sequenz des erzeugten E. coli BL21(DE3)str® eGFP. Der Sequenzierungsreport und

das Alignment sind dem Anhang beigefigt.
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4.5.5 Wachstumsverhalten von BL21(DE3)str? eGFP

Das Wachstum von E. coli BL21(DE3)str® eGFP wurde, vergleichend mit dem parentalem
Stamm, in einer Batch-Kultur, aufgezeichnet. Dafur wurde aus den zu prifenden Stammen eine
25 mL Vorkultur in LB-Medium angesetzt. Nach einer Inkubation bei 37 °C bei 200 rpm Uber
Nacht, wurde eine 50 mL Kultivierungskultur in einem 500 mL Schikanenkolben auf eine
ODsoo von 0,05 inokuliert. Die Messung der optischen Dichte bei einer Wellenldnge von
600 nm erfolgte alle 20 Minuten ber einen Zeitraum von 5 Stunden (Abb. 36). Es konnten
keine gravierenden Unterschiede hinsichtlich der Verdopplungszeit (An:0,02 ht) und der dar-
aus berechneten Wachstumsrate (Atq: 0,66 min) festgestellt werden.

Wachstumsrate i |Verdopplungszeit ty 10
[ . ODEOO -1- .
@ Zeitt [h7] [min]
& [minl | pro1 BL21 BL21 BL21 BL21 BL21
(DE3) |(DE3)eGFP| (DE3) |(DE3)eGFP| (DE3) |(DE3)eGFP
PR TR )

o_0 | o00s5 [ oos4 : ; , : Lo
= 20| oos6 [ o00s5s | o8 | o068 [ 52 : 1 -

40 | 0073 | 0069 131 132 31,73 | 3160 e
_ 60 | 013 | o107 131 1,37 3169 | 3033 s o‘_..=‘-"°
£ 80 | 0175 0,169 1,20 122 34,68 34,02 a o
g 100 [ 0261 0,254 1,38 1,26 3021 | 3292 o P
8 120 0413 | 0387 095 1,09 4374 | 3807 o
70 | o0s67 | 0557 | 103 106 | 4027 | 3910 0.1 P

160 [ 080 | 0794 131 1,25 3163 | 3330 oo

180 | 1240 | 1204 : : 84 | 501

200 | 1612 158 | o068 | o7 | er44 | 5881
8 20| 2000 | 2000 | 035 | 027 | 11881 | 15275
S 240 | 2270 | 2190 : , : , 0.01
©
# 260 | 2350 | 2260 | oer | ol | 326472 | 313995 0 50 100 150 200 250 300

280 | 2360 | 2270 | -00L | 00L | 326472 | 315381 Zeit t [min]

300 | 2350 | 2280 - - - -
Mittel: - - 1,21 1,23 | 3485 | 34,19

..... e..BL21 (DE3) --0--BL21(DE3)strR_eGFP

Abb. 36: Wachstumsverhalten von E. coli BL21(DE3)_eGFP und E.coli BL21(DE3)’ Die Batch-Kultivierung erfolgte in einem 500 mL
Schikanenkulturkolben. Dabei wurde jeweils 50 mL eines antibiotikafreien Komplexmediums (LB, pH: 7,0) initial mit einer ODggo von 0,05
inokuliert. Die Kultivierung erfolgte in einem Schittelinkubator bei konstant 37 C und 200 rpm. Die Aufnahme der Messwerte erfolgte in 20

Minuten Intervallen Giber einen Zeitraum von 5 Stunden.

Nach der Aufnahme des Wachstumsverhalten, wurde die Kultur von E. coli BL21(DE3)
str® eGFP mit einer Endkonzentration von 1 mM IPTG induziert und tiber Nacht inkubiert.
Die Bakteriensuspension, wurde in eine physiologische NaCl-L6ésung Gberfihrt, auf eine ODegoo
von ~22,5 aufkonzentriert und das eGFP mit UV-Licht angeregt. Vergleichend wurde der pa-
rentale E. coli BL21(DE3) Stamm auf eine ODsgoo ~23 aufkonzentriert. Die Abbildung 37 zeigt
die E. coli BL21(DE3)-Derivate im direktem Vergleich unter UV-Licht-Anregung.

E. coli E. coli BL21(DE3)
BL21(DE3) str®_eGFP

Abb. 37: Abbildung der Gber Nacht induzierten E. coli BL21(DE3) (ODg:
~23) und BL21(DE3)str? eGFP (ODeg: ~22,5) Batchkulturen, 7-Fach auf-
konzentriert in physiologischer NaCl-Lésung. Unter UV-Anregung.
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4.5.6 Genom und Plasmid-basierte Expression von eGFP

Zum Vergleich wurde bei der Untersuchung des Expressionsverhaltens von E. coli BL21(DE3)
str®_eGFP, dieselbe Expressionskassette als Plasmid-basiertes System E. coli BL21(DE3) +
pET30a_ eGFP_GG - mitgefihrt. Beginnend wurde je eine 25 mL Vorkultur in einem LB-
Medium angesetzt und ber Nacht bei 37 °C bei 200 rpm in einem Schiittelinkubator kultiviert.
Die Expressionskulturen wurden mit einer ODeoo von 0,1 in LB-Medium inokuliert. Die Mes-
sung der optischen Dichte bei 600 nm erfolgte alle 30 Minuten. Bei Erreichen einer ODegoo zWi-
schen 0,5 — 0,6 wurde die Expression mit IPTG (1 mM) induziert. Die Probennahme erfolgte
alle 60 Minuten, wobei die erste Probe zum Zeitpunkt to, unmittelbar vor der Induktion entnom-

men wurde. In Abb. 38 sind die Wachstumskurven dargestelit.

ODgno 10
. . Po P: P2 P;
Zeitt[min] | BL21(DE3) | BL21(DE3)
strR_eGFP + pET30a

0 0,107 0111 @ @@
30 0135 0,149 . DU WA G
60 0,259 0,204 g ! o 8

90 0,451 0,517 ) 8 :

120 0,671 0,751 s-;_‘__;_-j;—-"

150 0,995 0,926

180 1,708 1160 o8

01 O

210 2,130 1,19 0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300
240 2,380 1,224 Zeit t [min]

270 2,540 1,220 -.q BL21(DE3)strR_eGFP (in LB) ©- BL21(DE3) pET30a (inLB)

300 2,620 1,240 Induktion mit 1mM IPTG

Abb. 38: Gegeniiberstellung der Genom und Plasmid-basierten Expression von eGFP; Die Batch-Kultivierung erfolgte in einem 500
mL Schikanenkulturkolben. Dabei wurde jeweils 50 mL eines Komplexmediums (LB, pH: 7,0) initial mit einer ODgoo von 0,1 inokuliert.
Die Kultivierung erfolgte in einem Schittelinkubator bei konstant 37 C und 200 rpm. Die Aufnahme der Messwerte erfolgte in 30 Minuten
Intervallen (iber einen Zeitraum von 5 Stunden. Die Probenahme erfolgte stiindlich nach Induktion.

Die Proben wurden auf eine virtuelle ODsgoo von 10,0 eingestellt, indem die Probe in einer La-
borzentrifuge abzentrifugiert und der Uberstand verworfen wurde. Die Einstellung erfolgte, in-
dem das Bakterienpellet in einem zum aufgezeichneten ODsoo-Wert korrelierenden VVolumen

in ¢aH20 aufgenommen wurde (siehe Formel 1).

VProbe

Vresuspendieren -

* ODg00 virtuell [1]
ODg00 mess '
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Zum ersten visuellen Nachweis der Expression von eGFP in den Expressionskulturen wurden
Proben entnommen, in 0,9%iger Saline Uberfuhrt und um den Faktor 2 und 10 aufkonzentriert.
Das eGFP in den Proben wurde anschlie3end mit UV-Licht angeregt (siehe Abb. 39).

a BL21 (DE3)
- BL21 (DE3)str-_eGFP - +pET30a_eGFP

ODgyo: 26,8
ODGO(): 7250

Abb. 39: Abbildung verschiedener Titer der Expressionskulturen unter UV-Licht in 0,9% NaCL-Ldsung

Der Nachweis von eGFP in E.coli BL21(DE3)str® eGFP erfolgte iber SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese (3.3.2). Dabei wurden die Proben po - ps auf eine virtuelle
ODsoo von 10 normiert (Abb. 40). Trotz eines deutlichen Fluoreszenzsignals (Abb. 39) konnte
in der SDS-PAGE keine eindeutige eGFP-Bande (26,9 kDa) detektiert werden. Dies war ebenso

bei eGFP durch Plasmid-basierte Expression der Fall (Bild nicht vorhanden).

M Po P1 p2 Ps
198 kDa -
38 KBa:
62 kDa -
49 kDa -

38 kDa -

28 kDa -

17 kDa -

14 kDa -

Abb. 40: SDS-PAGE-Analyse von E. coli BL21(DE3)str®_eGFP; Abgebildet sind die Proben pe-ps, wobei Probe po
vor Induktion entnommen wurde. 12 %iges SDS-PAGE-Gel (Serva); Laufpuffer: Rotiphorese® SDS-PAGE; Laufbe-
dingungen: 150 V Laufspannung, Laufzeit: 90 Minuten; M: Seeblue®Plus2 Pre-Strained Protein Standard, Farbeld-
sung: Roti®Blue. Griin eingerahmt ist der Bereich in der das eGFP (26,9 kDs) zu erwarten ist.
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Ziel dieser Bachelorarbeit war es, den E. coli-Stamm BL21(DE3)
BL21(DE3) genomisch zu modifizieren und eine Gegen- l/ psertion: rbsl-
selektion auf Basis des rpsL-Gens durchzufuhren. Es BL21(DE3)str"

wurde die red-Rekombination eingesetzt, um zunachst ein l/ et st pee

Streptomycin-resistenten BL21(DE3)-Stamm zu erzeu- BL21(DE3)strR_CS-rspL-neo

gen, in welchen nacheinander eine Gegenselektionskas-

Insertion: eGFP-

sette und eine Expressionskassette in den glmS - pstS- Expressinskassette
Locus inseriert wurden. Deletion: rpsL_neo-
Gegenselektionskassette
In Abb. 41 sind die Abschnitte der Modifikation an E. coli BL21(DE3)str"_eGFP
BL21(DE3) dargestellt. Im Ersten Schritt wurde durch S‘a"‘(“‘ : colllEany
BL21(DE3 — m—
Einfligen von Punktmutationen dem parentalen Stamm BL21(DE3)str" & | =
. . . . . BL21(DE3)str®_CS-rspL-neo — +
eine Streptomycin-Resistenz verliehen (E. coli BL21 SLH T ce F =

(DE3)strR). AnschlieRend erfolgte die genomische In-  Abb. 41: Ablauf der Genommodifikationen
an E. coli BL21(DE3). Ablauf der Verande-

tegration der rpsL-Gegenselektionskassette (E. coli BL21 ~ rungen, am parentalen Stamm, um den Expres-
sionsstamm zu modifizieren. Die Tabelle zeigt

(DE3)strR® CS-rpsL_neo). AbschlieRend wurde die eGFP- ﬂé%iif'nshee'lzggefo‘i?‘ébféﬁtéeé’é‘)’moﬁ'.%ié‘d Ka-
Expressionskassette am selben Locus inseriert, was zu einer simultanen Deletion der rpsL-Ge-
genselektionskassette fiihrte (E. coli BL21(DE3)str? eGFP). Die Selektion erfolgte mittels ei-

ner rpsL-basierten Gegenselektion.

Einflgen der Streptomycin-Resistenz in E. coli BL21(DE3)

Um die rpsL-Gegenselektion anzuwenden, wurde dem Stamm E. coli BL21(DE3), eine Strep-
tomycin-Resistenz mittels red-Rekombination verliehen. Das verwendete StrR-Oligo bewirkt
einen Austausch des Nukleotidquartetts “TAAA* an den Positionen 126-129 des rpsL-Gens zu
“ACGT*. Dies fiihrt zu einem Aminosidureaustausch an der 43. Position der Aminosaurese-
guenz von Lysin zu Arginin. Das Einfuigen der Streptomycin-Resistenz verlief ohne Probleme.
Im Vergleich zur Transformation sind die Kolonien der Rekombination wesentlich kleiner. Ein
Grund konnte sein, dass nur neugebildete Ribosomen eine Resistenz gegenlber Streptomycin
besitzen und unmittelbar nach der Rekombination eine Mischpopulation beider Ribosomen-
Varianten in der Zelle enthalten sind, was wachstumsminimierend wirkt. Bei der red-Rekom-
bination fallt auf, dass auch ohne Arabinose-Induktion Streptomycin-resistente Klone zu erken-
nen sind. Dies deutet darauf hin, dass die Repression der red-Proteine auf dem pRed/ET Plas-
miden, im Komplex-Medium LB, undicht ist. Allerdings zeigt die Arabnose-Induktion einen

deutlichen Effekt auf die Rekombinationsfrequenz.
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Neben dem Nachweis der Streptomycin-Resistenz zeigt Abb. 12 (4.2.3), dass das pRed/ET-
Plasmid nach einer Inkubation von 37 °C (ber Nacht aufgrund des thermosensitiven ori ver-
schwunden ist. Die red-Rekombination war bei 30 °C nicht durchfiihrbar, weswegen vor jeder
weiteren Rekombination der pRed/ET Plasmid erneut transformiert werden musste. Die Se-
quenzanalyse in Abschnitt 4.2.4 zeigt, dass exakt die gewunschte Genommaodifikation durch-
gefiihrt wurde und keine weiteren Verdnderungen am rpsL-Gen entstanden sind. In einer
Wachstumsanalyse (4.2.5) zeigt E. coli BL21(DE3)strR dasselbe Wachstumsverhalten wie der

parentale Stamm.

Genomische Integration der rpsL-Gegenselektionskassette

Die rpsL-Gegenselektionskassette wurde mittels red-Rekombination in den gimS-> pstS-Locus
integriert. Die Herstellung der rpsL_neo-Gegenselektionskassette erfolgte tGber PCR. Dies
zeigt, dass die Amplifikation der Genkassette aus dem BAC, sowie das Anfligen der Homolo-
giearme simultan durchzufiuhren ist. Die red-Rekombination von E.coli BL21(DE3)
str*+pRed/ET mit der rpsL-Gegenselektionskassette war erfolgreich. Die Rekombinanden
zeigten die gewinschten physiologischen Eigenschaften (4.4.3, Abb. 24). Die Streptomycin-
Sensitivitat ist an dem eingeschréankten Wachstum zu erkennen, welches wahrscheinlich durch
eine Mischpopulation an Streptomycin-sensitiven und -resistenten Ribosomen verursacht wird.
Die Sequenznanalyse (4.4.4) zeigt die exakte und nahtlose Integration der CS-rpsL_neo-Gegen-
selektionskassette am glmS pstS-Locus.

Genomische Integration der eGFP-Expressionskassette

Die eGFP-Expressionskassette wurde mittels red-Rekombination im gewahltem glmS - pstS-
Locus integriert. Aufgrund der identischen Homologiearme zur rpsL-Gegenselektionskassette
kommt es zu einem Austausch beider Kassetten im glmS - pstS-Locus. Die Herstellung der
eGFP-Expressionskassette erfolgte tiber PCR von pET30a_eGFP_GG (4.5.1). Die red-Rekom-
bination von E. coli BL21(DE3)str?-CS_rpsL_neo+pRed/ET mit der eGFP-Expressionskas-
sette war erfolgreich (4.5.3, Abb. 32). Die Selektion erfolgte Uber rpsL-Gegenselektion. Die
Sequenzanalyse (4.5.4) zeigt, dass der Austausch der dsDNA-Kassetten nahtlos vollzogen

wurde und sich exakt am vorhergesehenen Locus befindet.

Die rpsL-basierte Gegenselektion

Positive Expressionszellen wurden durch rpsL-basierter Gegenselektion identifiziert (4.5.2 -
4.5.3). Diese ldentifikation bringt allerdings auch seine Tuicken mit sich. Fur den Erstanwender
ist das Rekombinationsergebnis auf dem ersten Blick schwer zu deuten, denn die Streptomycin-
haltigen Medienplatten der Negativkontrolle sowie der rekombinierten Probe sind bewachsen

(4.5.2 Abb. 31). Dies beruht hochstwahrscheinlich darauf, dass der recombination shuttle strain
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eine Mischpopulation aus Streptomycin-resistenten und -sensitiven Ribosomuntereinheiten be-
sitzt, weswegen der Stamm nicht letal reagiert, sondern lediglich im Wachstum gehemmt wird.
Erfolgreich rekombinierte Zellen verlieren die Streptomycin-sensitive Variante. Aus diesem
Grund besitzen positiv rekombinierte Zellen einen Wachstumsvorteil. Dieser Wachstumsvor-
teil zeigt sich in Form schneller wachsender Kolonien, auf der dicht bewachsenen Medienplatte
(4.5.2 Abb. 31). Allerdings ist, aufgrund des dichten Wachstums mit vornehmlich negativ re-
kombinierten Zellen, eine Reinigung und ein Antibiotika-patch auf den Verlust der Kanamycin
Resistenz fir die exakte Identifikation essenziell. Die rpsL-basierte-Gegenselektion wurde am
Beispiel eGFP, und spater auch GFP (Daten nicht gezeigt), erfolgreich angewendet worden, um
positiv rekombinierte Zellen zu identifizieren. Damit ist die rpsL-basierte-Gegenselektion an-
wendbar, um in Kombination mit der red-Rekombination markerlose Genommaodifikationen

vorzunehmen.

Eignung des glmS — pstS-Locus fur die Expression von rekombinanten Proteinen

Um die rpsL-basierte Gegenselektion zu evaluieren, wurde in dieser Arbeit eine eGFP-Expres-
sionskassette verwendet. Mit dem Ziel eine mdglichst hohe Produktausbeute fiir dieses Protein
oder zukdnftige Produkte zu erzielen, stellte sich die Frage nach einem geeigneten Integration-
sort. Nach einer Literaturrecherche (4.3) wurde die intergentische glmS-pstS-Region gewahlt.
Entscheidende Punkte hierfiir sind: Integrationsort nahe am chromosomalen origin of replica-
tion und unmittelbare Néhe eines essenziellen Gens. Die Rekombination der dSDNA-Genkas-
setten an diesem Locus hatten keinen Einfluss auf die Wachstumsrate der Zelle (4.5.5, Abb. 36).
Aus diesem Grund kann angenommen werden, dass die Insertion einer Expressionskassette
keine codierenden oder regulatorischen Gensequenzen stort. Es wurde eine Batch-Expression
durchgefuhrt, in der dieselbe Expressionskassette Plasmid-basiert mitgefuhrt wurde. Nach In-
duktion zeigte die Plasmid-basierte Expressionskultur einen starken Einbruch, wobei schnell
die stationare Phase erreicht wurde (ODsoo:~ 1,2) (4.5.6, Abb. 38). Die Genom-codierte Ex-
pressionskultur zeigte nach Induktion einen geringen Abfall der Wachstumsrate, stabilisierte
sich allerdings wieder und erreichte eine Zelldichte von ODsoo 2,6. Anhand der vorliegenden
Daten kann allerdings keine quantitative Aussage Uber die Expressionsrate getroffen werden.
Aufgrund der beobachteten Fluoreszenz lasst sich jedoch sagen, dass eGFP ausgehend von der
genomischen Expressionskassette gebildet wurde (4.5.6 Abb.39). Allerdings konnte mittels
SDS-PAGE keine eindeutige Produktbande identifiziert werden (4.5.6 Abb.40). Eine mdgliche
Erklarung ist, dass die Gensequenz des eGFPs codonoptimiert flir Eukaryoten ist (genauer

Pichia Pastoris). Dies konnte sich negativ auf die Expressionsrate des eGFP auswirken.
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Die Etablierung eines Verfahrens, welches die Moglichkeit bietet, genomische Modifikationen
mittels rpsL-basierter Gegenselektion markerlos zu selektionieren stellt ein nitzliches Werk-
zeug dar. Die in dieser Arbeit zur Etablierung verwendete genomische Integration einer Ex-
pressionskassette stellt hierbei nur eine Moglichkeit der Anwendung vor. Die red-Rekombina-
tion bietet neben der genomischen Insertion von linearer dSDNA-Kassetten und den Einfligen
von Punktmutationen, ebenso die Mdglichkeit der Deletion von Prophagen oder der Reparatur
inaktiver Gene. Ebenso besteht die Mdéglichkeit z.B. E. coli BL21(DE3) die Fahigkeit zurtick-
zugeben, Galaktose zu metabolisieren. Dies wirde ein System ermdglichen, welches eine In-
duktion eines T7-Expressionssystems durch Zugabe von Laktose erlaubt. Mit dieser Technolo-
gie ist man in der Lage das E. coli — Genom gezielt zu modifizieren und es an das gewdiinschte

Vorhaben anzupassen.

Anschlieend zu dieser Arbeit wére zu untersuchen, in wie weit ein Genom-codiertes Expres-
sionssystem als Alternative zu Plasmiden einsetzbar ist. Hierbei stellt sich die Frage, wie viele
Plasmide in einer Zelle nach Induktion aktiv genutzt werden. In dieser Arbeit wurde nur eine
Expressionskassette inseriert. Die Frage, die sich dabei stellt, ist wie sich die Expression ver-
andert, wenn mehrere Expressionskassette in Reihe oder verteilt in Genom integriert werden
und in wie weit die Ausbeute eines Plasmid-basierten Systems erreicht werden kann. Die Ana-
lyse anderer Integrationsorte konnte auch eine Uberlegung wert sein, um verglichen mit dem
glmS—->pstS-Locus den geeignetsten Ort flr die Integration einer Expressionskassette zu ermit-

teln.

Die rpsL-basierte Gegenselektion hat in dieser Arbeit gut funktioniert, aber die Gegenselektion
konnte weiter optimiert werden. Denn die rpsL-basierte-Gegenselektion stellt fiir den unerfah-
renen Mikrobiologen seine Tiicken dar. Zusatzlich macht dieses Verfahren eine Reinigung der
potenziellen Rekombinanten und ein Patch-Screening notwendig. Ebenso setzt dieses Verfah-
ren eine Streptomycin-Resistenz im parentalem Stamm voraus, welche gegebenenfalls vor Nut-
zung der rpsL-Gegenselektion, erzeugt werden muss. Hier ware die Uberlegung zu einem dich-
teren System wechseln, wie z.B. durch die Verwendung eines Suizid-Gens (sacB-basierte-Ge-
genselektion (J.M. Reyrat et al., 1998[2%1),
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Anhang

I. Plasmidkarten

pET30a eGFP_GG

1 ori . f1 bacteriophage origin of replication; arrow
indicates direction of (+) strand synthesis
KanR : Product: aminoglycoside phosphotransfer-
ase
ori : High-copy-number ColE1/pMB1/pBR322/
pUC origin of replication
bom . Basis of mobility region from pBR322
rop : Product: Rop protein, which maintains plas-
mids at low copy number ¥
lacl . Product: lac repressor £
; pETaogggf:P_GG
lacl pro- : Promoter for lacl -
moter
lac opera- : Operator fpr lac-operon
tor
T7-Pro- . Promoter for bacteriophage T7 RNA poly-
moter merase
RBS: :  Efficient ribosome binding site from bacte-
riophage T7 gene 10
eGFP: : Product: enhanced GFP
6xHis : Product: 6xHis affinity tag (deactivated by
two stop-codon)
T7-Ter- : Transcription terminator for bacteriophage
minator T7 RNA polymerase

Nukleotid-Sequenz:

5" -TGGCGAATGGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTT
CCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTARATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCARAARACTTGATTAGGGTGATGGTTCA
CGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTT
TGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGTTTACAATTTCAGGTGGCACTTTTCGGG
GAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAATTAATTCTTAGAAAAACTCATCGAGCATCARATGAARACTGCAATTTATTCATATC
AGGATTATCAATACCATATTTTTGAAAAAGCCGTTTCTGTAATGAAGGAGAAAACTCACCGAGGCAGTTCCATAGGATGGCAAGATCCTGGTATCGGTCTGCGATTCCGACTCGTCCAACAT
CAATACAACCTATTAATTTCCCCTCGTCAAAAATAAGGTTATCAAGTGAGAAATCACCATGAGTGACGACTGAATCCGGTGAGAATGGCAAAAGTTTATGCATTTCTTTCCAGACTTGTTCA
ACAGGCCAGCCATTACGCTCGTCATCAAAATCACTCGCATCAACCAAACCGTTATTCATTCGTGATTGCGCCTGAGCGAGACGAAATACGCGATCGCTGTTAAAAGGACAATTACAAACAGG
AATCGAATGCAACCGGCGCAGGAACACTGCCAGCGCATCAACAATATTTTCACCTGAATCAGGATATTCTTCTAATACCTGGAATGCTGTTTTCCCGGGGATCGCAGTGGTGAGTAACCATG
CATCATCAGGAGTACGGATAAAATGCTTGATGGTCGGAAGAGGCATAAATTCCGTCAGCCAGTTTAGTCTGACCATCTCATCTGTAACATCATTGGCAACGCTACCTTTGCCATGTTTCAGA
AACAACTCTGGCGCATCGGGCTTCCCATACAATCGATAGATTGTCGCACCTGATTGCCCGACATTATCGCGAGCCCATTTATACCCATATAAATCAGCATCCATGTTGGAATTTAATCGCGG
CCTAGAGCAAGACGTTTCCCGTTGAATATGGCTCATAACACCCCTTGTATTACTGTTTATGTAAGCAGACAGTTTTATTGTTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGA
GCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGA
GCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACC
TCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCG
TGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAG
GGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGC
GGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCC
TTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACA
CCGCATATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGTATACACTCCGCTATCGCTACGTGACTGGGTCATGGCTGCGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCT
GACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCATCACCGAAACGCGCGAGGCAGCTGCG
GTAAAGCTCATCAGCGTGGTCGTGAAGCGATTCACAGATGTCTGCCTGTTCATCCGCGTCCAGCTCGTTGAGTTTCTCCAGAAGCGTTAATGTCTGGCTTCTGATAAAGCGGGCCATGTTAA
GGGCGGTTTTTTCCTGTTTGGTCACTGATGCCTCCGTGTAAGGGGGATTTCTGTTCATGGGGGTAATGATACCGATGAAACGAGAGAGGATGCTCACGATACGGGTTACTGATGATGAACAT
GCCCGGTTACTGGAACGTTGTGAGGGTAAACAACTGGCGGTATGGATGCGGCGGGACCAGAGAAAAATCACTCAGGGTCAATGCCAGCGCTTCGTTAATACAGATGTAGGTGTTCCACAGGG
TAGCCAGCAGCATCCTGCGATGCAGATCCGGAACATAATGGTGCAGGGCGCTGACTTCCGCGTTTCCAGACTTTACGAAACACGGAAACCGAAGACCATTCATGTTGTTGCTCAGGTCGCAG
ACGTTTTGCAGCAGCAGTCGCTTCACGTTCGCTCGCGTATCGGTGATTCATTCTGCTAACCAGTAAGGCAACCCCGCCAGCCTAGCCGGGTCCTCAACGACAGGAGCACGATCATGCGCACC
CGTGGGGCCGCCATGCCGGCGATAATGGCCTGCTTCTCGCCGARAACGTTTGGTGGCGGGACCAGTGACGAAGGCTTGAGCGAGGGCGTGCAAGATTCCGAATACCGCAAGCGACAGGCCGAT
CATCGTCGCGCTCCAGCGAAAGCGGTCCTCGCCGAAAATGACCCAGAGCGCTGCCGGCACCTGTCCTACGAGTTGCATGAT. GAAGACAGTCATAAGTGCGGCGACGATAGTCATGCCCC
GCGCCCACCGGAAGGAGCTGACTGGGTTGAAGGCTCTCAAGGGCATCGGTCGAGATCCCGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTTACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCG
GGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCCAGGGTGGTTTTTCTTTTCACCAGTGAGACGGGCAACAGCTGATTGCCCT
TCACCGCCTGGCCCTGAGAGAGTTGCAGCAAGCGGTCCACGCTGGTTTGCCCCAGCAGGCGAAAATCCTGTTTGATGGTGGTTAACGGCGGGATATAACATGAGCTGTCTTCGGTATCGTCG
TATCCCACTACCGAGATGTCCGCACCAACGCGCAGCCCGGACTCGGTAATGGCGCGCATTGCGCCCAGCGCCATCTGATCGTTGGCAACCAGCATCGCAGTGGGAACGATGCCCTCATTCAG
CATTTGCATGGTTTGTTGAARACCGGACATGGCACTCCAGTCGCCTTCCCGTTCCGCTATCGGCTGAATTTGATTGCGAGTGAGATATTTATGCCAGCCAGCCAGACGCAGACGCGCCGAGA
CAGAACTTAATGGGCCCGCTAACAGCGCGATTTGCTGGTGACCCAATGCGACCAGATGCTCCACGCCCAGTCGCGTACCGTCTTCATGGGAGAAAATAATACTGTTGATGGGTGTCTGGTCA
GAGACATCAAGAAATAACGCCGGAACATTAGTGCAGGCAGCTTCCACAGCAATGGCATCCTGGTCATCCAGCGGATAGTTAATGATCAGCCCACTGACGCGTTGCGCGAGAAGATTGTGCAC
CGCCGCTTTACAGGCTTCGACGCCGCTTCGTTCTACCATCGACACCACCACGCTGGCACCCAGTTGATCGGCGCGAGATTTAATCGCCGCGACAATTTGCGACGGCGCGTGCAGGGCCAGAC
TGGAGGTGGCAACGCCAATCAGCAACGACTGTTTGCCCGCCAGTTGTTGTGCCACGCGGTTGGGAATGTAATTCAGCTCCGCCATCGCCGCTTCCACTTTTTCCCGCGTTTTCGCAGARACG
TGGCTGGCCTGGTTCACCACGCGGGAAACGGTCTGATAAGAGACACCGGCATACTCTGCGACATCGTATAACGTTACTGGTTTCACATTCACCACCCTGAATTGACTCTCTTCCGGGCGCTA
TCATGCCATACCGCGAAAGGTTTTGCGCCATTCGATGGTGTCCGGGATCTCGACGCTCTCCCTTATGCGACTCCTGCATTAGGAAGCAGCCCAGTAGTAGGTTGAGGCCGTTGAGCACCGCC
GCCGCAAGGAATGGTGCATGCAAGGAGATGGCGCCCAACAGTCCCCCGGCCACGGGGCCTGCCACCATACCCACGCCGAAACAAGCGCTCATGAGCCCGAAGTGGCGAGCCCGATCTTCCCC
ATCGGTGATGTCGGCGATATAGGCGCCAGCAACCGCACCTGTGGCGCCGGTGATGCCGGCCACGATGCGTCCGGCGTAGAGGATCGAGATCGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCA
CTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCC
TGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTG
CCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCG
CACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCC
TGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAG
CTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACAT
GGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTAATAGTCTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAG
GAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCTGAAAGGAGGAACTATATCCGGAT-3"
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pRed/ET

araC : Product: L-arabinose regulatory protein

araBAB : Promoter of the L-arabinose operon of

promoter E. coli; the araC regulatory gene is tran-
scribed in the opposite direction

gam . Product: Gam

beta : Product: Beta

alpha . Product: A-exonuclease P

RecA : Product: DNA repair protein from
E. coli

pSC101 ori . Low-copy replication origin that re-
quires the Rep101 protein

Rep101 (Ts) : Temperature-sensitive version of a pro-
tein needed for replication with the
pSC101 origin

AmpR promoter :  Promoter for ampicillin efflux protein
gene

AmpR : Product: B-lactamase

Nukleotid-Sequenz:

5" -TATGACAACTTGACGGCTACATCATTCACTTTTTCTTCACAACCGGCACGGAACTCGCTCGGGCTGGCCCCGGTGCATTTTTTARATACCCGCGAGAARATAGAGTTGATCGTCAAAACC
AACATTGCGACCGACGGTGGCGATAGGCATCCGGGTGGTGCTCAAAAGCAGCTTCGCCTGGCTGATACGTTGGTCCTCGCGCCAGCTTAAGACGCTAATCCCTAACTGCTGGCGGARAAGAT
GTGACAGACGCGACGGCGACAAGCAAACATGCTGTGCGACGCTGGCGATATCAAAATTGCTGTCTGCCAGGTGATCGCTGATGTACTGACAAGCCTCGCGTACCCGATTATCCATCGGTGGA
TGGAGCGACTCGTTAATCGCTTCCATGCGCCGCAGTAACAATTGCTCAAGCAGATTTATCGCCAGCAGCTCCGAATAGCGCCCTTCCCCTTGCCCGGCGTTAATGATTTGCCCAAACAGGTC
GCTGAAATGCGGCTGGTGCGCTTCATCCGGGCGARAGAACCCCGTATTGGCARATATTGACGGCCAGTTAAGCCATTCATGCCAGTAGGCGCGCGGACGAAAGTAAACCCACTGGTGATACC
ATTCGCGAGCCTCCGGATGACGACCGTAGTGATGAATCTCTCCTGGCGGGAACAGCAARATATCACCCGGTCGGCAAACARATTCTCGTCCCTGATTTTTCACCACCCCCTGACCGCGAATG
GTGAGATTGAGAATATAACCTTTCATTCCCAGCGGTCGGTCGATAAAAAAATCGAGATAACCGTTGGCCTCAATCGGCGTTARACCCGCCACCAGATGGGCATTAAACGAGTATCCCGGCAG
CAGGGGATCATTTTGCGCTTCAGCCATACTTTTCATACTCCCGCCATTCAGAGAAGAAACCAATTGTCCATATTGCATCAGACATTGCCGTCACTGCGTCTTTTACTGGCTCTTCTCGCTAA
CCAAACCGGTAACCCCGCTTATTAAAAGCATTCTGTAACAAAGCGGGACCAAAGCCATGACAAAAACGCGTAACAAAAGTGTCTATAATCACGGCAGAAAAGTCCACATTGATTATTTGCAC
GGCGTCACACTTTGCTATGCCATAGCATTTTTATCCATAAGATTAGCGGATCCTACCTGACGCTTTTTATCGCAACTCTCTACTGTTTCTCCATACCCGTTTTTTTGGGCTAGCAGGAGGAA
TTCACCATGGATATTAATACTGAAACTGAGATCAAGCAAAAGCATTCACTAACCCCCTTTCCTGTTTTCCTAATCAGCCCGGCATTTCGCGGGCGATATTTTCACAGCTATTTCAGGAGTTC
AGCCATGAACGCTTATTACATTCAGGATCGTCTTGAGGCTCAGAGCTGGGCGCGTCACTACCAGCAGCTCGCCCGTGAAGAGAAAGAGGCAGAACTGGCAGACGACATGGARAARAGGCCTGC
CCCAGCACCTGTTTGAATCGCTATGCATCGATCATTTGCAACGCCACGGGGCCAGCAAAAARATCCATTACCCGTGCGTTTGATGACGATGTTGAGTTTCAGGAGCGCATGGCAGAACACATC
CGGTACATGGTTGAAACCATTGCTCACCACCAGGTTGATATTGATTCAGAGGTATAAAACGAATGAGTACTGCACTCGCAACGCTGGCTGGGAAGCTGGCTGAACGTGTCGGCATGGATTCT
GTCGACCCACAGGAACTGATCACCACTCTTCGCCAGACGGCATTTAAAGGTGATGCCAGCGATGCGCAGTTCATCGCATTACTGATCGTTGCCAACCAGTACGGCCTTAATCCGTGGACGAA
AGAAATTTACGCCTTTCCTGATAAGCAGAATGGCATCGTTCCGGTGGTGGGCGTTGATGGCTGGTCCCGCATCATCAATGARAACCAGCAGTTTGATGGCATGGACTTTGAGCAGGACAATG
AATCCTGTACATGCCGGATTTACCGCAAGGACCGTAATCATCCGATCTGCGTTACCGAATGGATGGATGAATGCCGCCGCGAACCATTCAAAACTCGCGAAGGCAGAGARATCACGGGGCCG
TGGCAGTCGCATCCCAAACGGATGTTACGTCATAAAGCCATGATTCAGTGTGCCCGTCTGGCCTTCGGATTTGCTGGTATCTATGACAAGGATGAAGCCGAGCGCATTGTCGAARATACTGC
ATACACTGCAGAACGTCAGCCGGAACGCGACATCACTCCGGTTAACGATGAARACCATGCAGGAGATTAACACTCTGCTGATCGCCCTGGATAAARACATGGGATGACGACTTATTGCCGCTCT
GTTCCCAGATATTTCGCCGCGACATTCGTGCATCGTCAGAACTGACACAGGCCGAAGCAGTAAAAGCTCTTGGATTCCTGAAACAGAAAGCCGCAGAGCAGAAGGTGGCAGCATGACACCGG
ACATTATCCTGCAGCGTACCGGGATCGATGTGAGAGCTGTCGAACAGGGGGATGATGCGTGGCACAAATTACGGCTCGGCGTCATCACCGCTTCAGAAGTTCACAACGTGATAGCARAAACCC
CGCTCCGGAARAGAAGTGGCCTGACATGAAARATGTCCTACTTCCACACCCTGCTTGCTGAGGTTTGCACCGGTGTGGCTCCGGAAGTTAACGCTARAGCACTGGCCTGGGGARAACAGTACGA
GAACGACGCCAGAACCCTGTTTGAATTCACTTCCGGCGTGAATGTTACTGAATCCCCGATCATCTATCGCGACGARAGTATGCGTACCGCCTGCTCTCCCGATGGTTTATGCAGTGACGGCA
ACGGCCTTGAACTGAAATGCCCGTTTACCTCCCGGGATTTCATGAAGTTCCGGCTCGGTGGTTTCGAGGCCATARAGTCAGCTTACATGGCCCAGGTGCAGTACAGCATGTGGGTGACGCGA
AAAAATGCCTGGTACTTTGCCAACTATGACCCGCGTATGAAGCGTGAAGGCCTGCATTATGTCGTGATTGAGCGGGATGAARAGTACATGGCGAGTTTTGACGAGATCGTGCCGGAGTTCAT
CGAAAAAATGGACGAGGCACTGGCTGAAATTGGTTTTGTATTTGGGGAGCAATGGCGATAGATCCTAGCAAGGAGGAAATCATCATGGCTATCGACGAAAACAAACAGAAAGCGTTGGCGGC
AGCACTGGGCCAGATTGAGAAACAATTTGGTAAAGGCTCCATCATGCGCCTGGGTGAAGACCGTTCCATGGATGTGGAAACCATCTCTACCGGTTCGCTTTCACTGGATATCGCGCTTGGGG
CAGGTGGTCTGCCGATGGGCCGTATCGTCGARATCTACGGACCGGAATCTTCCGGTARAACCACGCTGACGCTGCAGGTGATCGCCGCAGCGCAGCGTGAAGGTAARACCTGTGCGTTTATC
GATGCTGAACACGCGCTGGACCCAATCTACGCACGTAAACTGGGCGTCGATATCGACAACCTGCTGTGCTCCCAGCCGGACACCGGCGAGCAGGCACTGGAAATCTGTGACGCCCTGGCGCG
TTCTGGCGCAGTAGACGTTATCGTCGTTGACTCCGTGGCGGCACTGACGCCGAAAGCGGAAATCGAAGGCGAAATCGGCGACTCTCACATGGGCCTTGCGGCACGTATGATGAGCCAGGCGA
TGCGTAAGCTGGCGGGTAACCTGAAGCAGTCCAACACGCTGCTGATCTTCATCAACCAGATCCGTATGAAAATTGGTGTGATGTTCGGTAACCCGGAAACCACTACCGGTGGTAACGCGCTG
AAATTCTACGCCTCTGTTCGTCTCGACATCCGTCGTATCGGCGCGGTGARAGAGGGCGAARAACGTGGTGGGTAGCGARACCCGCGTGARAAGTGGTGAAGAACAAAATCGCTGCGCCGTTTAA
ACAGGCTGAATTCCAGATCCTCTACGGCGAAGGTATCAACTTCTACGGCGAACTGGTTGACCTGGGCGTAAAAGAGAAGCTGATCGAG. GCAGGCGCGTGGTACAGCTACAAAGGTGAGA
AGATCGGTCAGGGTAAAGCGAATGCGACTGCCTGGCTGAAAGATAACCCGGAAACCGCGARAGAGATCGAGAAGAAAGTACGTGAGTTGCTGCTGAGCAACCCGAACTCAACGCCGGATTTC
TCTGTAGATGATAGCGAAGGCGTAGCAGAAACTAACGAAGATTTTTAAGCTAGGATCTCGAGAAGCTTGGCTGTTTTGGCGGATGAGAGAAGAATTCCTCGAGACAGTAAGACGGGTAAGCC
TGTTGATGATACCGCTGCCTTACTGGGTGCATTAGCCAGTCTGAATGACCTGTCACGGGATAATCCGAAGTGGTCAGACTGGAAAATCAGAGGGCAGGAACTGCTGAACAGCAAAAAGTCAG
ATAACACCACATAGCAGACCCGCCATAAAACGCCCTGAGAAGCCCGTGACGGGCTTTTCTTGTATTATGGGTAGTTTCCTTGCATGAATCCATAARAGGCGCCTGTAGTGCCATTTACCCCC
ATTCACTGCCAGAGCCGTGAGCGCAGCGAACTGAATGTCACGAAAARAGACAGCGACTCAGGTGCCTGATGGTCGGAGACAAAAGGAATATTCAGCGATTTGCCCGAGCTTGCGAGGGTGCTA
CTTAAGCCTTTAGGGTTTTAAGGTCTGTTTTGTAGAGGAGCAAACAGCGTTTGCGACATCCTTTTGTAATACTGCGGAACTGACTAAAGTAGTGAGTTATACACAGGGCTGGGATCTATTCT
TTTTATCTTTTTTTATTCTTTCTTTATTCTATAAATTATAACCACTTGAATATARACAAAAAAAACACACAAAGGTCTAGCGGAATTTACAGAGGGTCTAGCAGAATTTACAAGTTTTCCAG
CAAAGGTCTAGCAGAATTTACAGATACCCACAACTCAAAGGAAAAGGACTAGTAATTATCATTGACTAGCCCATCTCAATTGGTATAGTGATTAAAATCACCTAGACCAATTGAGATGTATG
TCTGAATTAGTTGTTTTCAAAGCAAATGAACTAGCGATTAGTCGCTATGACTTAACGGAGCATGAAACCAAGCTAATTTTATGCTGTGTGGCACTACTCAACCCCACGATTGAAAACCCTAC
AAGGAAAGAACGGACGGTATCGTTCACTTATAACCAATACGTTCAGATGATGAACATCAGTAGGGAAAATGCTTATGGTGTATTAGCTARAGCAACCAGAGAGCTGATGACGAGAACTGTGG
AAATCAGGAATCCTTTGGTTAAAGGCTTTGAGATTTTCCAGTGGACAARACTATGCCAAGTTCTCAAGCGAAARATTAGAATTAGTTTTTAGTGAAGAGATATTGCCTTATCTTTTCCAGTTA
AAAAAATTCATAAAATATAATCTGGAACATGTTAAGTCTTTTGAAAACAAATACTCTATGAGGATTTATGAGTGGTTATTAAAAGAACTAACACAGAAGAAAACTCACAAGGCAAATATAGA
GATTAGCCTTGATGAATTTAAGTTCATGTTAATGCTTGAAAATAACTACCATGAGTTTAAAAGGCTTAACCAATGGGTTTTGAAACCAATAAGTAAAGATTTARACACTTACAGCAATATGG
AATTGGTGGTTGATAAGCGAGGCCGCCCGACTGATACGTTGATTTTCCAAGTTGAACTAGATAGACAAATGGATCTCGTAACCGAACTTGAGAACAACCAGATAAAAATGAATGGTGACAAA
ATACCAACAACCATTACATCAGATTCCTACCTACATAACGGACTAAGAAAAACACTACACGATGCTTTAACTGCAAAAATCCAGCTCACCAGTTTTGAGGCAAAATTTTTGAGTGACATGCA
AAGTAAGTATGATCTCAATGGTTCGTTCTCATGGCTCACGCAAAAACAACGAACCACACTAGAGAACATACTGGCTAAATACGGAAGGATCTGAGGTTCTTATGGCTCTTGTATCTATCAGT
GAAGCATCAAGACTAACAAACAAAAGTAGAACAACTGTTCACCGTTACATATCAAAGGGAAAACTGTCCATATGCACAGATG. CGGTGT GATAGATACATCAGAGCTTTTACG
AGTTTTTGGTGCATTTAAAGCTGTTCACCATGAACAGATCGACAATGTAACAGATGAACAGCATGTAACACCTAATAGAACAGGTGAAACCAGTAAAACAAAGCAACTAGAACATGAAATTG
AACACCTGAGACAACTTGTTACAGCTCAACAGTCACACATAGACAGCCTGARACAGGCGATGCTGCTTATCGAATCAAAGCTGCCGACAACACGGGAGCCGGTGACGCCTCCCGTGGGGAAA
AAATCATGGCAATTCTGGAAGAAATAGCGCTTTCAGCCGGCAAACCGGCTGAAGCCGGATCTGCGATTCTGATAACAAACTAGCAACACCAGAACAGCCCGTTTGCGGGCAGCAARAACCCGT
ACTTTTGGACGTTCCGGCGGTTTTTTGTGGCGAGTGGTGTTCGGGCGGTGCGCGCAAGATCCATTATGTTAAACGGGCGAGTTTACATCTCAAAACCGCCCGCTTAACACCATCAGAAATCC
TCAGCGCGATTTTAAGCACCAACCCCCCCCCGTAACACCCARATCCATACTGARAGTGGCTTTGTTGAATAAATTGAACTTTTGCTGAGTTGAAGGATCAGATCACGCATCCTCCCGACAAC
ACAGACCATTCCGTGGCAAAGCAAAAGTTCAGAATCACCAACTGGTCCACCTACAACAAAGCTCTCATCAACCGTGGCTCCCTCACTTTCTGGCTGGATGATGAGGCGATTCAGGCCTGGTA
TGAGTCGGCAACACCTTCATCACGAGGAAGGCCCCAGCGCTATTCTGATCTCGCCATCACCACCGTTCTGGTGATTAAACGCGTATTCCGGCTGACCCTGCGGGCTGCGCAGGGTTTTATTG
ATTCCATTTTTGCCCTGATGAACGTTCCGTTGCGCTGCCCGGATTACACCAGTGTCAGTAAGCGGGCAAAGTCGGTTAATGTCAGTTTCAAAACGTCCACCCGGGGTGARATCGCACACCTG
GTGATTGATTCCACCGGGCTGAAGGTCTTTGGTGAAGGCGAATGGAARAGTCAGAAAGCACGGCAAAGAGCGCCGTCGTATCTGGCGARAGTTGCATCTTGCTGTTAGATCTGAGCTCGCCAT
CAGCTCAACCTGTTGATAGTACGTACTAAGCTCTCATGTTTCACGTACTAAGCTCTCATGTTTAACGTACTAAGCTCTCATGTTTAACGAACTARACCCTCATGGCTAACGTACTAAGCTCT
CATGGCTAACGTACTAAGCTCTCATGTTTCACGTACTAAGCTCTCATGTTTGAACAATAAAATTAATATAAATCAGCAACTTARATAGCCTCTAAGGTTTTAAGTTTTATAAGAAAAAAAAG
AATATATAAGGCTTTTAAAGCTTTTAAGGTTTAACGGTTGTGGACAACAAGCCAGGGATGTAACGCACTGAGAAGCCCTTAGAGCCTCTCAAAGCAATTTTGAGTGACAATTCTCATGTTTG
ACAGCTTATCATCGATAAGCTTTAATGCGGTAGTTTATCACAGTTAAATTGCTAACGCAGTCAGGCACCGTGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCAT
TTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGT
TTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACCTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTGTTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAA
TGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAA
CGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACG
ATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCG
CTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACA
CGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAAGCCTCCCCGCGTTGCGTCGCGGTGCATGGAGCCGGGCCACCT
CGACCTGAATGGAAGCCGGCGGCACCTCGCTAACGGATTCACCACTCCAAGAATTGGAGCCAATCAATTCTTGCGGAGAACTGTGAATGCGCAAACCAACCCTTGGCAGAACATATCCATCG
CGTCCGCCATCTCCAGCAGCCGCACGCGGCGCATCTCGGCGGGACTCTGGGGTTCGAGATCAGGAGGAATTGGCCACGATGCGTCCGGCGTAGAGGATCTGCTCATGTTTGACAGCTTATCA
TCGATGCATAATGTGCCTGTCAAATGGACGAAGCAGGGATTCTGCAARACCCTATGCTACTCCGTCAAGCCGTCAATTGTCTGATTCGTTACCAA-3"
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1. Nukleotidsequenzen der Rekombinationstemplates

CS-rpsL-neo Kassette

rpsL-neo Kassette

5" —GGCCTGGTGATGATGGCGGGATCGTTGTATATTTCTTGACACCTTTTCGGCATCGCCCTAAAATTCGGCGTCCTCATATTGTGTGAGGACGTTTTATTACGT
GTTTACGAAGCAAAAGCTAAAACCAGGAGCTATTTAATGGCAACAGTTAACCAGCTGGTACGCAAACCACGTGCTCGCAAAGTTGCGAAAAGCAACGTGCCTGCG
CTGGAAGCATGCCCGCAAAAACGTGGCGTATGTACTCGTGTATATACTACCACTCCTAAAAAACCGAACTCCGCGCTGCGTAAAGTATGCCGTGTTCGTCTGACT
AACGGTTTCGAAGTGACTTCCTACATCGGTGGTGAAGGTCACAACCTGCAGGAGCACTCCGTGATCCTGATCCGTGGCGGTCGTGTTAAAGACCTCCCGGGTGTT
CGTTACCACACCGTACGTGGTGCGCTTGACTGCTCCGGCGTTAAAGACCGTAAGCAGGCTCGTTCCAAGTATGGCGTGAAGCGTCCTAAGGCTTAAGGAGGACAA
TCATGATTGAACAAGATGGATTGCACGCAGGTTCTCCGGCCGCTTGGGTGGAGAGGCTATTCGGCTATGACTGGGCACAACAGACAATCGGCTGCTCTGATGCCG
CCGTGTTCCGGCTGTCAGCGCAGGGGCGCCCGGTTCTTTTTGTCAAGACCGACCTGTCCGGTGCCCTGAATGAACTGCAGGACGAGGCAGCGCGGCTATCGTGGC
TGGCCACGACGGGCGTTCCTTGCGCAGCTGTGCTCGACGTTGTCACTGAAGCGGGAAGGGACTGGCTGCTATTGGGCGAAGTGCCGGGGCAGGATCTCCTGTCAT
CTCACCTTGCTCCTGCCGAGAAAGTATCCATCATGGCTGATGCAATGCGGCGGCTGCATACGCTTGATCCGGCTACCTGCCCATTCGACCACCAAGCGAAACATC
GCATCGAGCGAGCACGTACTCGGATGGAAGCCGGTCTTGTCGATCAGGATGATCTGGACGAAGAGCATCAGGGGCTCGCGCCAGCCGAACTGTTCGCCAGGCTCA
AGGCGCGCATGCCCGACGGCGAGGATCTCGTCGTGACCCATGGCGATGCCTGCTTGCCGAATATCATGGTGGAAAATGGCCGCTTTTCTGGATTCATCGACTGTG
GCCGGCTGGGTGTGGCGGACCGCTATCAGGACATAGCGTTGGCTACCCGTGATATTGCTGAAGAGCTTGGCGGCGAATGGGCTGACCGCTTCCTCGTGCTTTACG

GTATCGCCGCTCCCGATTCGCAGCGCATCGCCTTCTATCGCCTTCTTGACGAGTTCTTCTGA=3 "
* synthetisiert von Genebridge

eGFP-Kassette
eGFP-Cas

5" —CAGAATGAAAATTTTTCTGTCATCTCTTCGTTATTAATGTTTGTAATTGATAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGA
AATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTA
AACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGG
CCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTAC
GTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGC
ATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAG
GTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGAC
AACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGC
ATGGACGAGCTGTACAAGTAATAGTCTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGC
TGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCTGAATATCAACGCTTATTTAAATCAGACTGAAGACTTTATCTCTCT
GTC-3"
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1. Sequenzierungsergebnisse
Sequenzierungsreports des rpsL-Locus

BL21(DE3)-WT_ rpsL_fwd

Cip. 1 BQ20WL10  Sequence BLZI(DE3MWT_Primer50 Clipped length: 497 Samples: 12062 Quslity: 0-8 — Page:1/2
Left clip: = Bases: 1080 10-10  eo— 22102016
Right cip: =0 Averagespacng: 130 0-20
Avg. qual. inclip- 5844 Average quaity >= 10 200, 20. 43, 30. 468 =30 —

mm.ummmlmlmuuumhmmmmluuhhmh.mmnhmunn

P 100 s 10 130 1n 150 120 ™
AAGTTGCGAAAAGCAACGT GCOCTGCGCTGGAAGCAT GCCCGOCAAARACGTGGCGTATGTACTCGTGTATATACTACCAC T TCCTAAA

unnhuuuuuuuunnhuJunuﬂhunnuulhdnnnunounuhh

AAAGCC GAACTCOGCGOTGCGTAAAGTAT GOGCGTG TTCGTCT GACTAACGG TTTCGAAGTOACT TCOTACATCGGTGETGAAGGT

lllllll‘li‘llillllllAA“llll"llllx‘i;ll;lltllllllx‘llllllllli‘lLlAlllllAlilll;llil

250 2 230 20 300 31 a2 30
CACAACCTBCAGGAGBCACT CCGTGATCCTGATCCGTGG6CBGTCBTOBTTAAABACC TCCCGBGGTGBTTECGTTACCACACCEG TACGT

lA‘AAl‘l‘lllllllllIAAAAAAAA‘AllAlAAllalxllinlllAAAAll‘lAAA‘ll;AAAAAAlAA‘AlllAl‘iAl

GG TGECGCTTGACTGC TCCGGCOT TAAAGAC COTAAGCAGGC TCGTTCCAAGTATGGC GTGAAGCGTCCTAAGGBCT TAATGGTT

lﬂhhhuhLhuuuuhlhhAl‘uuhlhu“ul lAML___..‘,oJ‘ -

CTOCGTTAAGTAAGGCCAAACGT T TTAAGTTAAAT GT CAAACTAAACT CGTAGAGTTTITGA AN AATCCTGAAGAGHNNN NATTG

BL21(DE3)-strR_ rpsL_fwd

Cip.1 BQ20WL10  Sequence BL21(DE3)SyR_Frimer 50 Clippedlength: 482 Samples: 12960 Qualty: 0-8 — Page: 113
Left clip: z Bases: 079 10-10 — 22102018
Right clp: =03 Average spacng 130 0-20
Avg qualinclip. 5408 Average quaity>= 10316, 20: 5, 30: 472 >=30 —

o 'l 30 a P s ] [
N NHNNNHNNNHN NMTNNNAN NNNMNMMNNTAAAACCA GG AGCTAT TTAAT G GCAACAB TTAACCAGC TGBTACGCAAACCACG TECTCBC
— —

00
TCCGT TAAGTAAGGCCAAACGT TTTAACT TAAAT GT CAAACTAAACT CGTAGAGTTTTGGA CAATCCTGAN NANANCGTHNN GT T
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Sequenzierungsreports des Rekombinationslocus

BL21(DE3)-WT_ glmS-pstS_fwd

Chip.1 BQ20WL10  Sequence BL21(DE3-WT_HAW-PSO Cippedlength: 583 Samples: 12061 uality: 0-8 — Page: 1/3
Left dip- 13 Bases: 585 10-10 — 10.11.2018
Right dip: 535 Average spacing: 230 20-20
v, qual. inclip: 5651 Average quality >= 10 14, 20: 17. 30: 521 5230 —

@
NNNNN NNG N NT GCN NG CBTA GCGGGGCAT TTTTCTTCCT G TTATGT TTTTAATCAAACAT CCTGCCAACTCCATG TGACAAAC

u.mnmA.uullunulmmh.humumluuuhuumuuLuhmluuh

E 10 1o o 130 13 15 15
CGTCATCTTCGBGCTACT T TTTCTCTGTCACAB AATGAAAAT T TTTCTI GTCATCTCTTCGBT TATTAATGT TTBTAATTI GACTG AA

mu.umhumm.hﬂn.luummum.uumhmhuum.umulmud.

m 150 150 w 20 1 10 240 =
TATCAACGCTTATTTAAATCAGACTGAAGBACTT TATCTCTCTBTCATAAAACTGBTCATATTCCT TACATATAACTGTCACCTGT

NAAAAAAAAAAAAAAﬂAAﬂAJL,J\JVVWﬁﬂA

100 310
TTGTCCTAT T T TGCT TCTEGIAG C CAACAAAGAAAGG TOACAGTTATATGTAAGGBAATAT GAGAGT

TGACAGA

AT AR

44
-]
R
o ]
»i1
o'

20 e B o T . s L A
AGTCTTCAGTCTGAT TTAAATAABGCGT TGATATTCAGTCAAT TACAAACATTAATAACGAAGAGAT GACAGAAAAATTTTCATT

a2

am 40 430 i
C T GTGACAGAGAAAAAGTAGCCGAAGATGACGGTT TGT CACATGGAGT T GGOAGGATGT T TGAT TAAAAAGATAAGAGGA

cip. 1 BQ20WL 10 1(DEI-WT_HAW-PE2 -7 Samples: 12062 Quality 0-8 — Page: 113
Left dlip: 7 Bases: 564 10-10  — 12112018
Right clip: 203 Average spacing: 230 20-28
Avg. qual inclip: 5478 Average quality >= 10 74, 20 50, 30: 414 2230 —

10 = » s 50 @ ™ 0
NN NNNNN G NG AN G T TATAT GTAA G GAATAT G ACAG TTTTAT GACAGAG AGATAAAGTCTTCAGTCOCTGAT TTAAATAAGG GT

AA‘AAAAAAAAAAAA‘AAAAAAA“AAAAAAAAAA‘A““AAA‘AAAL““‘A“‘A‘A“AAA‘A‘AAAAAA‘.A‘A‘AA‘

s 0 1o 120 138 130 10 150
TGATATTGCGAGT CAATTACAAACAT TAATAACGAAGAGAT GACABAAAAATTTTCATTC T GTGACAGAGAARAAAAGTAGCCGAAGAT

“An‘nll‘AA.AAA‘AAAAA‘A.AA“A‘AlAllAllAnAlAAlAAAAA‘lA“iAlll‘lllllA‘A‘l.AA.‘L.AAAAA

6ACBGT T TGTCACATGG AGTT GGCAGGATGT TTGOAT TAAAAAGATAACAGGAAGAAAAAT GCOCCGCTTACGCAGGG CATCGAT

AN NANAANAANAN

= =0 1 m a0 330
TTATTACTGCAACCGTAAGCGN NTTGCCAGOTAAA AAGNGAAAN TAN TOTAAGGAATAT GACAGTTTTAT GAGAGAGAGAT
L s s 1 e B e " e e e
AAABTCTTCABTCTGATTTAANTAAGCGTTGAT TTCAGTCAATTACARACAT TAATAACGAAGAGAT GACAGAARAATTTTCA

a 430 +io 50 Py 470 o

TTCTGTBACNGAGAAAAAGTAGCC GAAGATGBACGGBTA TETCACATGGE AGTTGGCAGGAT BT TN GAN TAAAAACATAACAT AR
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BL21(DE3)strR-CS-rpsL_neo_Kassette fwd

Clip. 1 BQ20WL10  Sequence BLIV(DE3}CS_HAW-PSE Clippedlength: 634 Samples: 14024 CQuality: 0-9 — Page:1/3
Left dip: " Bases: 1180 10-10  e— 10112018
Right dip: o7 Average spacing. 130 20-20
Avg. qualinclip: 5203 Average quaity >= 10: 23, 20: 62, 30: 843 =30 —

7= 70 ™ 780 730 am =10 a0 0
TATGACTGGGCACAACAGACAATCGGCTGCTCTGATGCCGCCG6TGTTCCGGCTG6TCAGCGCAGGGGBCGECCG6G6TTCTTTTITG
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BL21(DE3)strR-CS-rpsL_neo_Cassette_rev

Ciip.1 BQ20WL10  Sequence BL21(DE3-CS_HAW-PS2 Clipped length: €78 Samples: 14088
Leftdlip- u Bases: 1182

Right clip: ) Average spacng: 120
Awg. qual inclip: 5158 Average quality >= 10- 20, 20: 61, 30: 048
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BL21(DE3)strR_eGFP_ fwd

Cip.1 BQ20WL 10 21(DE3}-£GFP_HAW a2 Samples: 14703 Quality: 0-8

— Page: 113
Left dip: 2 Bases: 177 10-18 e— 12.11.2018
Right clip: @3 Average spacing: 1 20-20

Avg. qual.inclip: 5027 Averae quaity>= 1029, 20: 81, 30: 839 >=30 —

1 :( B P i @ 7 &
NHMNMNNNMN NN G NN TG CB NN NCGGBGGNAT TTTTCTTCCTGTTATGT TTTTAATCAAACATCC T GCCAACTCCATG T TGACAAACCE

_Amnumu.mm_uulM.ml_uuumdmmlm..ummlmlmum

2 100 110 20 10 150 150 160
GTGCATCTTOGGC TACT T TTTCTCTGTOCACAGAAT GAAAATT T TTCTGTCATCTCTTCOGT TATTAATGT TTGOTAAT T TGATAA
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BL21(DE3)strR_eGFP_rev
Clip. 1 BAZ0WL 10 &mmBLZl{DEB}eG\EP_MW-PGILLRWI::.:Enw\ :‘3:5 m l::g?a

Right cip:
Aug qual. inelip: 510 Averape quaity >= 10 20, 20: 73, 30: 030
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IV. Sequenzvergleiche von Nukleotidsequenzen

Sequenzvergleich von BL21(DE3) und BL21(DE3)strR am rpsL-Gen

BL21_WT
BL21_str®
str'-Oligo

BL21_WT
BL21_str"
str®-Oligo

BL21_WT
BL21_str"
str'-Oligo

BL21_WT
BL21_str"
str'-Oligo

BL21_WT
BL21_str"
str'-Oligo

CCAGGAGCTATTTAATGGCAACAGTTAACCAGCTGGTACGCAAACCACGTGCTCGCAAAGTTGCGAAAAGCAACGTGCCTGCGCTGGAAGCA
CCAGGAGCTATTTAATGGCAACAGTTAACCAGCTGGTACGCAAACCACGTGCTCGCAAAGTTGCGAAAAGCAACGTGCCTGCGCTGGAAGCA

Kk hkhkhkhkhkhkhhk kA A A A A A A A A A A Ak hkhkhkhkhkhkhkhk kA A kA A A A A A Ak hkhkhkhkhkhkhkhhhkhkhkhkhkhkhk kA A kv hkhkhkhkhkhkhkhkhhhkhkhkkxkx%

TGCCCGCAAAAACGTGGCGTATGTACTCGTGTATATACTACCACTCCTAAAAAACCGAACTCCGCGCTGCGTAAAGTATGCCGTGTTCGTCT
TGCCCGCAAAAACGTGGCGTATGTACTCGTGTATATACTACCACTCCACGTAAACCGAACTCCGCGCTGCGTAAAGTATGCCGTGTTCGTCT

el L o o S A B R R S S S S B R ettt b ol

GACTAACGGTTTCGAAGTGACTTCCTACATCGGTGGTGAAGGTCACAACCTGCAGGAGCACTCCGTGATCCTGATCCGTGGCGGTCGTGTTA
GACTAACGGTTTCGAAGTGACTTCCTACATCGGTGGTGAAGGTCACAACCTGCAGGAGCACTCCGTGATCCTGATCCGTGGCGGTCGTGTTA

KA A Ak Ak Ak A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR AR AR A A A A A A AR A A A A A A A A A A AR AR A A Ak kA hhkk kK, k%

AAGACCTCCCGGGTGTTCGTTACCACACCGTACGTGGTGCGCTTGACTGCTCCGGCGTTAAAGACCGTAAGCAGGCTCGTTCCAAGTATGG(
AAGACCTCCCGGGTGTTCGTTACCACACCGTACGTGGTGCGCTTGACTGCTCCGGCGTTAAAGACCGTAAGCAGGCTCGTTCCAAGTATGG]

R R RS S R R R R R R R R i I S R I I b b S S I S S S S

GTGAAGCGTCCTAAGGCTTAATGGTTCTCCGTTAAGTAAGGCCAAACGTTTTAACTTAAATGTCAAACTAAACTCGTAGAGTTTTG
GTGAAGCGTCCTAAGGCTTAATGGTTCTCCGTTAAGTAAGGCCAAACGTTTTAACTTAAATGTCAAACTAAACTCGTAGAGTTTTG

LR R R R R i I I I I S S R I I S S I S S S S R R R b b b 2 2 b S S

Abb. 42: Ausschnitt des Sequenzvergleich der rpsL -Gensequenzen von E. coli BL21(DE3)str®? und E. coli BL21(DE3) nach
MAFFT-Algorithmus; Dargestellt ist die Sequenzregion von BL21(DE3) (BL21_WT) und BL21(DE3)str?®(BL21_srrR) und dem str®-
Desoxyoligonukleotids. Es wurde der MAFFT-Algorithmus verwendet, welcher die Sequenzen auf Basis der Nukleotidsequenz annealt.
Zudem ist das rpsL-Gen in Form eines Pfeils visuell dargestellt. Das + symbolisiert, dass drei Basen an diesem Punkt identisch sind, dass
* hingegen das nur zwei identisch sind.
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Sequenzvergleich von BL21(DE3) und BL21(DE3)strR_CS-rpsL_neo-Kassette

gimZ
In silico caaaccgtcatcttcggctactttttctcotgtcacagaatgaaaatttttctgtcatctcttecgttattaatgtttgtaattgaGGLCTGGT
BL21_CS-Cas caaaccgtcatcttcggctactttttetotgtcacagaatgaaaatttttctgtcatctcttegttattaatgtttgtaattgaGGECTGGT
BL21_WT caaaccgtcatcttcggctactttttctctgtcacagaatgaaaattitttctgtcatctcttegttattaatgtttgtaattga——-—-—----

B A A e e e e e B e e o e o L e e R

In silico GATGATGGCGGGATCGTTGTATATTTCTTGACACCTTTTCGGCATCGCCCTAAAATTCGGCGTCCTCATATTGTGTGAGGACGTTTTATTAC
BL21_CS-Cas| GATGATGGCGGGATCGTTGTATATTTCTTGACACCTTTTCGGCATCGCCCTAAAATTCGGCGTCCTCATATTGTGTGAGGACGTTTTATTAC
BL2L W o m oo oo o
Kk hkhkhkhkhkkhkhkhkhhkkhkhkhkhkhkdhhkhhkhkhkhhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhk kb hkhkhk kb bk dkhkhkhk bk hkhhkhkhkhkhkhrhkhkhkhkhkhkkkhhkhkhkkhkkhkkhkkkkhkhkkhkk*k
T7-Promoter rpsL

In silico GTGTTTACGAAGCAAAAGCTAAAACCAGGAGCTATTTARTGGCAACAGTTAACCAGCTGGTACGCARACCACGTGCTCGCAAAGTTGCGAAA
BL21_CS-Cas| GTGTTTACGAAGCAAAAGCTAAAACCAGGAGCTATTTAATGGCAACAGTTAACCAGCTGGTACGCAAACCACGTGCTCGCAAAGTTGCGAAA
BL21_WT = m o e
- Ak hhkhkh A Ak kA kA Ak bk h A Ak hh Ak kA bk Ak bk kA A kR Ak kA bk kb bk kA A hhhhkhhhkhh bk hkhhkhkhhhkhhkhkhkh Ak hhkhkh Ak dkhkkhkhkxkhhk

In silico AGCAACGTGCCTGCGCTGGAAGCATGCCCGCAAAAACGTGGCGTATGTACTCGTGTATATACTACCACTCCTAAAAAACCGAACTCCGCGCT
BL21_CS-Cas| AGCAACGTGCCTGCGCTGGAAGCATGCCCGCAAAAACGTGGCGTATGTACTCGTGTATATACTACCACTCCTAAAAAACCGAACTCCGCGCT
BL2L _WT  ———m——m o oo o o=
Kk hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkh Ak bk hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhk bk hkhkhkhk bk hkhkhkhkhk bk hkhkhkhkhkhkhkhkdkhkhkhkhkhkrkkhkhkhkhhkhkhkhkhkkkkkkx*k

In silico GCGTARAGTATGCCGTGTTCGTCTGACTAACGGTTTCGAAGTGACTTCCTACATCGGTGGTGAAGGTCACAACCTGCAGGAGCACTCCGTGA
BL21_CS-Cas| GCGTAAAGTATGCCGTGTTCGTCTGACTAACGGTTTCGAAGTGACTTCCTACATCGGTGGTGAAGGTCACAACCTGCAGGAGCACTCCGTGA
BL2L _WT  ———m—mm oo e o
- ok hkhkhkhkhhkhkhhhkhhhkhhhhkhhhkhkhhhkhhhhhhkhkhhhkhhhhhhkhhhk bk bk hhkhkhhhkhkhkhk bk bk hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkkhkhkkkkhk

In silico TCCTGATCCGTGGCGGTCGTGTTAAAGACCTCCCGGGTGTTCGTTACCACACCGTACGTGGTGCGCTTGACTGCTCCGGCGTTAAAGACCGT
BL21_CS-Cas| TCCTGATCCGTGGCGGTCGTGTTAAAGACCTCCCGGGTGTTCGTTACCACACCGTACGTGGTGCGCTTGACTGCTCCGGCGTTAAAGACCGT
BL2L _WT  —m—m oo oo e e e e e
- Ak hhkhkhh Ak kA kA Ak bk h Ak hh kb kA bk hh bk kA Ak hh Ak kA bk kb bk hkh Ak dkhhhkhh bk hh bk hkhhhkhhhkhhkhkhkh Ak hkhkhkhkhrhkhhkrkhkhkxkhh*x

neo”/kan®

In silico AAGCAGGCTCGTTCCAAGTATGGCGTGAAGCGTCCTAARGCTTAAGGAGGACAATCATGATTGAACAAGATGGATTGCACGCAGGTTCTCCG
BL21_CS-Cas| AAGCAGGCTCGTTCCAAGTATGGCGTGAAGCGTCCTAALGCTTAAGGAGGACAATCATGATTGAACAAGATGGATTGCACGCAGGTTCTCCG
BL21_WT  —— - m—m oo
khkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhhkhhkhkhkhkhkhkhkhk kb hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkkhkkkhkhkkhkkhhkkhkkhkkhkkkk

In silico GCCGCTTGGGTGGAGAGGCTATTCGGCTATGACTGGGCACAACAGACAATCGGCTGCTCTGATGCCGCCGTGTTCCGGCTGTCAGCGCAGGG
BL21_CS-Cas| GCCGCTTGGGTGGAGAGGCTATTCGGCTATGACTGGGCACAACAGACAATCGGCTGCTCTGATGCCGCCGTGTTCCGGCTGTCAGCGCAGGG
BL2L _WT  ———m oo o e e o
- Ak hkhhhkhhhkhhhhhhkhhhhkhhhhhhhhhhkhhhkhkhhhk kA bk kb bk hkh Ak bk bk hhk bk hk bk hkhhhkhhhkhkhkhkhkhhkhkhkhhkh Ak hkhkkhkhkkkkhk

In silico GCGCCCGGTTCTTTTTGTCAAGACCGACCTGTCCGGTGCCCTGAATGAACTGCAGGACGAGGCAGCGCGGCTATCGTGGCTGGCCACGACGG
BL21_CS-Cas| GCGCCCGGTTCTTTTTGTCAAGACCGACCTGTCCGGTGCCCTGAATGAACTGCAGGACGAGGCAGCGCGGCTATCGTGGCTGGCCACGACGG
BL2L WT —— oo o oo e e o
- Ak hkhhkhkhhhkhh Ak hhkhhh Ak hh kb kA bk hhhkhh A hhhhk kA bk hhk kA Ak dkhhhkhhhkhhhkhkhhkdkhhhkhhhkhhrhkhkhkhkhrhkhhkrhkhkrxdhh*x

In silico GCGTTCCTTGCGCAGCTGTGCTCGACGTTGTCACTGAAGCGGGAAGGGACTGGCTGCTATTGGGCGAAGTGCCGGGGCAGGATCTCCTGTCA
BL21_CS-Cas| GCGTTCCTTGCGCAGCTGTGCTCGACGTTGTCACTGAAGCGGGAAGGGACTGGCTGCTATTGGGCGAAGTGCCGGGGCAGGATCTCCTGTCA
BL21 WT  — e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
- Ak hkhhkhkhhhkhhhhhhkhhhhkhhhhkhhhkhhhkhhhkhhhhkhhhkhhhkhhhk bk bk hhkhkh bk hkhh bk bk hkhkhkhkhhkhkhkhkhkh Ak hkhkkhkhkkkkhk

In silico TCTCACCTTGCTCCTGCCGAGAAAGTATCCATCATGGCTGATGCAATGCGGCGGCTGCATACGCTTGATCCGGCTACCTGCCCATTCGACCA
BL21_CS-Cas| TCTCACCTTGCTCCTGCCGAGARAGTATCCATCATGGCTGATGCAATGCGGCGGCTGCATACGCTTGATCCGGCTACCTGCCCATTCGACCA
BL21 _WT
- Ak hkhhkhkhhhkhhhhhhhhhhkhhhhk kA bk hh bk hhhkhhhhk kA bk hhhkhh Ak dkhhhkhh bk hhrhhhhkhhhkhhkhkhhrhkhkhkdkhrhkhhkrhkhkrxkhh*x

In silico CCAAGCGAAACATCGCATCGAGCGAGCACGTACTCGGATGGAAGCCGGTCTTGTCGATCAGGATGATCTGGACGAAGAGCATCAGGGGCTCG
BL21_CS-Cas| CCAAGCGAAACATCGCATCGAGCGAGCACGTACTCGGATGGAAGCCGGTCTTGTCGATCAGGATGATCTGGACGAAGAGCATCAGGGGCTCG
BL21 WT o
- khkhkhkhkkhhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkkhkkkhkhkhkkhkkhhkkhkkhkkkkkkk

In silico CGCCAGCCGAACTGTTCGCCAGGCTCAAGGCGCGCATGCCCGACGGCGAGGATCTCGTCGTGACCCATGGCGATGCCTGCTTGCCGAATATC
BL21_CS-Cas| CGCCAGCCGAACTGTTCGCCAGGCTCAAGGCGCGCATGCCCGACGGCGAGGATCTCGTCGTGACCCATGGCGATGCCTGCTTGCCGAATATC
BL21l WT  — oo
RS SRS S S S SRS SRR S SRE SRS RS SRS EE S ERE SRR EEE SRR RS EEEREREEEEREEEEEEEEEEEEEEEEEESEEEEEE]

In silico ATGGTGGAAAATGGCCGCTTTTCTGGATTCATCGACTGTGGCCGGCTGGGTGTGGCGGACCGCTATCAGGACATAGCGTTGGCTACCCGTGA
BL21_CS-Cas| ATGGTGGAAAATGGCCGCTTTTCTGGATTCATCGACTGTGGCCGGCTGGGTGTGGCGGACCGCTATCAGGACATAGCGTTGGCTACCCGTGA
BL2L W — — o — o o
Kk hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhk bk hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhk bk hkhkhkhk bk hkhkhkhk bk bk hkhkhkhk bk hkhkhkhkhkhkhkhkrkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkkhkhkkhkkkkkkhx*k

In silico TATTGCTGAAGAGCTTGGCGGCGAATGGGCTGACCGCTTCCTCGTGCTTTACGGTATCGCCGCTCCGATTCGCAGCGCATCGCCTTCTATCG
BL21_CS-Cas| TATTGCTGAAGAGCTTGGCGGCGAATGGGCTGACCGCTTCCTCGTGCTTTACGGTATCGCCGCTCCGATTCGCAGCGCATCGCCTTCTATCG
=11 L

R R e R R R

stS promoter
In silico CCTTCTTGACGAGTTCTTCTGAxtgaatatcaacgcttatttaaatcagactgaagactttatctctctgtcataaaactgtcat
BL21_CS-Cas| CCTTCTTGACGAGTTCTTCTGACtgaatatcaacgcttatttaaatcagactgaagactttatctqtetgtcataaaactgteat

BL21_ WT  -—————————-—————————— ctgaatatcaacgcttatttaaatcagactgaagactttatctdtctgtcataaaactgtca
e o T S B S S e o F F

Abb. 43: Ausschnitt des Sequenzvergleich der glmS=>pstS-Gensequenzen von E. coli BL21(DE3)strR_CS-rpsL_neo und
E. coli BL21(DE3) nach MAFFT-Algorithmus; Dargestellt ist die Sequenzregion von BL21(DE3) (BL21_WT) und
BL21(DE3)strR_CS-rpsL_neo (BL21_CS-Cas). Es wurde der MAFFT-Algorithmus verwendet, welcher die Sequenzen auf
Basis der Nukleotidsequenz annealt. Zusatzlich wurde ein in silico rekombiniertes BL21(DE3)str® _CS-rpsL_neo in das Anne-
aling mitaufgenommen. Die Gro3buchstaben verdeutlicht die Genregion, in welcher die Genkassette ins Genom integriert ist.
Zudem sind die Gene in Form von Pfeilen visualisiert dargestellt. Das + symbolisiert, dass drei Basen an diesem Punkt identisch
sind, dass * hingegen das lediglich zwei identisch sind.
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Anhang | IV Sequenzvergleiche von Nukleotidsequenzen

Sequenzvergleich von BL21(DE3) und BL21(DE3)strR_eGFP am Integrationsort

In silico
BL21_eGFP
BL21_WT

In silico
BL21_eGFP
BL21_WT

In silico
BL21_eGFP
BL21_WT

In silico
BL21_eGFP
BL21_WT

In silico
BL21_eGFP
BL21_WT

In silico
BL21_eGFP
BL21_WT

In silico
BL21_eGFP
BL21_WT

In silico
BL21_eGFP
BL21_WT

In silico
BL21_eGFP
BL21_WT

In silico
BL21_eGFP
BL21_WT

In silico
BL21_eGFP
BL21_WT

In silico
BL21_eGFP
BL21_WT

gimz T7-Prom
caaaccgtcatcttcggctactttttctctgtcacagaatgaaaattitttctgtcatctcttcgttattaatgtttgtaattgaTAATACGA
caaaccgtcatcttcggctactttttctctgtcacagaatgaaaattitttctgtcatctcttecgttattaatgtttgtaattgaTAATACGA
Caaaccgtcatcttcggctactttttcteltgtcacagaatgaaaatttttctgtcatctcttecgttattaatgtttgtaattga-——-—-----
B i A o o o 1 T i el

lac-operator RBS
‘CTCACTATAG‘GGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACAT TGGTGAGCAAG

CTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATITTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGGTGAGCAAG,

R R e R R R R R R

B R R R R R R

IGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGA
IGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTG

R R R T

[CCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAG
ICCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAG,

R R e R R

GCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAA
GCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAA,

KA K I AR A A AR A A AR A AR A kA AR Ak kA kA A kA kA Ak Ak kA kA k kA hkhkk kA hkhkhk kA hkhk Ak kA hkhkrhhkhkdkrhkhkhkhkrhkkhkhrkkhkhxx

IGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGC
IGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGC

LRSS S S S SRS SRS SRS SR SRS RS RS SRS EEREEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE

ﬁGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCC
GAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCC,

T A

kokkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk kK kokk k& Kk kk k% Kk k%% k%
S S Hiss-Ta?
GGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAARTAATAGTCTCGAGCACCACCACCACCACCAC

GGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTAATAGTCTCGAGICACCACCACCACCACCAC

R R R

T7-Term
TGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAA
TGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAA

KA A A A A A A A AR A A A A Ak hkhkhk bk bk hkhkhhhhhhhhhhkhkhh Ak Ak Ak A A A kA A A Ak A A Ak bk hkhkhk bk bk hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkKr Ak hkhkkkk

pstS-Prom
ACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGctgaatatcaacgcttatttaaatcagactgaagactttatctctetgtcataaaactgtecat
ctgaatatcaacgcttatttaaatcagactgaagactttatctct:tgtcataaaactgtcat
—————————————————————— ctgaatatcaacgcttatttaaatcagactgaagactttatctctgtgtcataaaactgtcat,
e e e L o e e o o o o

Abb. 44: Ausschnitt des “Alignments* der gImS=>pstS-Gensequenzen von E. coli BL21(DE3)str®_eGFP und DE3) nach MAFFT-
Algorithmus; Dargestellt ist die Sequenzregion von BL21(DE3) (BL21_WT) und BL21(DE3)str® eGFP (BL21_eGFP). Es wurde der
MAFFT-Algorithmus verwendet, welcher die Sequenzen auf Basis der Nukleotidsequenz annealt. Zusétzlich wurde ein in silico rekom-
biniertes BL21(DE3)str®_eGFP-Konstrukt in das “Annealing* mitaufgenommen. Die GroRbuchstaben verdeutlicht die Genregion, in
welcher die Genkassette ins Genom integriert ist. Zudem sind die Gene in Form von Pfeilen visualisiert dargestellt. Das + symbolisiert,
dass drei Basen an diesem Punkt identisch sind, dass * hingegen das lediglich zwei identisch sind.

[11]





