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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Isolierung von Gensequenzen, sowie die mittels dieses Verfah-
rens isolierte Gensequenz und Fragmente derselben, die für Peptide zur Biosynthese von Polyketiden codiert.

[0002] Schwämme (Porifera) stellen die wichtigste Quelle mariner Produkte mit therapeutischem Potential 
dar (Blunt et al., Marine natural products. Nat. Prod. Rep. 25, 35–94; 2008). Viele der aus Schwämmen isolier-
ten Wirkstoffkandidaten sind komplexe Polyketide (PK), die auf metabolischer Ebene eine enge Beziehung zu 
natürlichen Produkten aus Bakterien aufweisen (Sipkema et al., Marine sponges as pharmacy. Mar. Biotech-
nol. 7, 142–144; 2005). Diese enge Beziehung führte zu der Vermutung, dass die Polyketide nicht von den 
Schwämmen selbst, sondern von prokaryotischen Symbionten erzeugt werden. Untersuchungen am 
Schwamm Theonella swinhoei deuten darauf hin, dass diese Vermutung richtig ist (fiel et al., Antitumor poly-
ketide biosynthesis by an uncultivated bacterial symbiont of the marine sponge Theonella swinhoei. Proc. Natl. 
Acad. Sci. U.S.A. 101, 16222–16227; 2004). Ein Schwamm kann mehrere hundert Arten prokaryotischer Sym-
bionten beherbergen, von denen jede eigene Polyketidsynthase (PKS) Gene für verschiedene Biosynthese-
wege bereitstellt. Das so entstehende Metagenom eines Schwamms kann daher hunderte von individuellen 
(prokaryotischen) Genomen enthalten, von denen jedes seine eigenen PKS Gene bereitstellt (Kim et al., Di-
versity of polyketide synthase genes from bacteria associated with the marine sponge Pseudoceratina clavata: 
culture-dependent and culture-independent approaches. Environ. Microbiol. 8, 1460–1470; 2006).

[0003] Eine direkte Kultivierung einzelner Symbionten führte in den meisten Fällen nicht zum Erfolg, womit 
die Isolierung eines bestimmten, interessierenden PKS Genclusters für die Biosynthese von Polyketiden aus 
einem solchen Metagenom ein großes Problem darstellt. Unter anderem wird nämlich z. B. die Herstellung und 
Durchmusterung von extrem großen DNA-Bibliotheken erforderlich und die Identifizierung des korrekten PKS 
Genclusters stellt eine große Herausforderung dar.

[0004] Die vorliegende Erfindung stellt eine Lösung zu diesem Problem bereit und offenbart einen neuen An-
satz zur spezifischen Amplifikation von PKS-Genregionen, der auf der Substratspezifität von Kethosynthase-
domänen beruht.

[0005] In einem ersten Aspekt bezieht sich die vorliegende Erfindung auf eine Nukleinsäure umfasssend zu-
mindest ein Biosynthesegen für ein Polyketid ausgewählt aus der Gruppe bestehend aus Psymberin oder My-
calamid. In einer spezifischen Ausführungsform umfasst die Nukleinsäure eine Sequenz umfasst die ausge-
wählt ist aus der Gruppe bestehend aus SEQ ID NO 1–19, 39, 75, einem Homolog dieser Sequenzen und dem 
Komplement der Sequenzen oder des Homologs, wobei das Homolog zumindest 75% Sequenzidentität auf-
weist, oder unter Hochsalzbedingungen mit der Nukleinsäure hybridisiert.

[0006] In einem weiteren Aspekt bezieht sich die vorliegende Erfindung auf ein Peptid für das eine der erfin-
dungsgemäßen Nukleinsäuren codiert. In einer spezifischen Ausführungsform weist das Peptid eine Amino-
säuresequenz auf, die ausgewählt ist aus der Gruppe bestehend aus SEQ ID NO 20–38 oder einem Homolog 
dieser Sequenzen, wobei das Homolog zumindest eine Sequenzidentität Identität zu SEQ ID NO 20 von 36%, 
zu SEQ ID NO 21 von 54%, zu SEQ ID NO 22 von 44%, zu SEQ ID NO 23 von 41%, zu SEQ ID NO 24 von 
52%, zu SEQ ID NO 25 von 42%, zu SEQ ID NO 28 von 44%, zu SEQ ID NO 29 von 94%, zu SEQ ID NO 30 
von 96%, zu SEQ ID NO 31 von 96%, zu SEQ ID NO 32 von 94%, zu SEQ ID NO 33 von 98%, zu SEQ ID NO 
34 von 95%, zu SEQ ID NO 35 von 97%, zu SEQ ID NO 36 von 98%, zu SEQ ID NO 37 von 96% oder zu SEQ 
ID NO 38 von 96% aufweist.

[0007] In einem weiteren Aspekt bezieht sich die vorliegende Erfindung auf einen die erfindungsgemäßen Nu-
kleinsäuren umfassenden Vektor sowie eine rekombinante Wirtszelle, die die erfindungsgemäßen Nukleinsäu-
ren oder den erfindungsgemäßen Vektor umfasst.

[0008] In einem weiteren Aspekt bezieht sich die vorliegende Erfindung auf ein Verfahren zur Herstellung ei-
nes Polyketids umfassend den Schritt der Kultivierung einer erfindungsgemäßen rekombinaten Wirtszelle un-
ter Bedingungen, die die Expression der Biosynthesegene und Produktion des Polyketids durch die Wirtszelle 
erlauben.

[0009] In einem weiteren Aspekt bezieht sich die vorliegende Erfindung auf ein Verfahren zur Isolierung zu-
mindest eines Polyketid-Biosynthesegens, umfassend die Schritte: a) Bereitstellen von zumindest einem Pri-
merpaar, das auf der Substratspezifität einer Kethosynthasedomäne einer trans-AT Polyketidsynthase basiert; 
und b) Isolierung von zumindest einem Polyketid-Biosynthesegen unter Verwendung des zumindest einen Pri-
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merpaars aus Schritt a). In einer spezifischen Ausführungsform umfasst Schritt b) die Amplifikation der vom 
Primerpaar eingeschlossenen Nukleinsäureregion. In weiteren spezifischen Ausführungsformen ist das zumin-
dest eine Primerpaar spezifisch ist für ein Motiv das bei phylogenetisch benachbarten Kethosynthasedomänen 
von trans-AT Polyketidsynthasen konserviert ist, oder ist zumindest ein Primer des Primerpaars spezifisch ist 
für zumindest 4 zusammenhängende Aminosäurereste eines der in Fig. 3, Fig. 4 oder SEQ ID NO: 40–71 de-
finierten Aminosäuremotive. In einer weiteren spezifischen Ausführungsform der Erfindung ist das isolierte Po-
lyketid-Biosynthesegen in die Biosynthese von Psymberin oder Mycalamid involviert.

[0010] Fig. 1 zeigt eine Übersicht über einige beispielhaften und mit Ausnahme von Pederin aus Schwäm-
men isolierte komplexe Polyketide, die von Symbionten synthetisiert werden oder von denen vermutet wird, 
dass sie von Symbionten synthetisiert werden. 1 Psymberin (Irciniastatin A), 2 Onnamide A, 3 Pederin, 4 My-
calamid A, 5 Laulimalid (Fijianolid B), 6 Latrunculin A, 7 Mycothiazol, 8 Pateamin A, 9 Spongistatin 1 (Altohyrtin 
A). Das Sternzeichen (*) gibt die Position der β-Verzweigungen an.

[0011] Fig. 2 ist ein bayesisches Kladogramm von Volllängen-KS-Domänen aus trans-AT-PKS. Die KS-Num-
merierung bezieht sich auf die Position innerhalb des Genclusters, wobei vom 7tream-Ende her gestartet wird. 
Beispielsweise ist LkcKS3 die dritte Lankacidin KS Domäne. Die cis-AT KS4 der Erythromycin PKS wurde als 
Outgroup verwendet. Wahrscheinlichkeitswerte > 0.6 werden an den Knotenpunkten angegeben. Kladentypen 
werden in römischer Nummerierung zusammen mit dem Haupt-Substrattyp angegeben. Bae, Bacillaene; BT, 
nicht charakterisierte PKS aus B. thailandensis; Chi, Chivosazol; Dif, Difficidin; Dsz, Disorazol; GU, nicht cha-
racterisierte PKS aus Geobacter uraniumreducens; Lkc, Lankacidin; Lnm, Leinamycin; Mln, Macrolactin; Mmp, 
Mupirocin; Onn, Onnamide; Ped, Pederin; Ta, Myxovirescin.

[0012] Fig. 3 zeigt das Sequenzalignment von KS Protein Sequenzen einzelner Kladen. Die Nummerierung 
bezieht sich auf die Aminosäurepositionen von PedI, welche PedKS1 beinhaltet. Die Pfeile zeigen Regionen 
an, zu denen erfindungsgemäß Primer hergestellt wurden, die zur Amplifikation der PKS Genfragmente ge-
nutzt wurden. Kladen-spezifische Aminosäurereste innerhalb dieser Regionen sind in Fettschrift wiedergege-
ben. Das Sternzeichen markiert das konservierte Cystein der active-site. V, Sequenzen der Klade V; VI, Se-
quenzen der Klade VIb; S, Sequenzen von SupA; BP17KS1 stammt aus Burkholderia pseudomallei 1710b 
(BURPS1710b_A2618, erste KS Domäne); KAKS1 stammt aus Kordia algicida (KAOT1_04270, erste KS); Su-
pA.Ts1 stammt aus Theonella swinhoei (GenBank accession ABE03935, erste KS); SupA.Aa1 stammt aus Ap-
lysina aerophoba (ABE03915, erste KS); SupA.Aa2 stammt aus A. aeophoba (ABE03895, erste KS); Su-
pA.Pc1 stammt aus Pseudoceratina clavata (ABB73286, erste KS); SupA.PKSA stammt aus Discodermia dis-
soluta (SA1_PKSA, zweite KS).

[0013] Fig. 4A–Fig. 4I zeigt ein Sequenzalignment der kladenspezifischen Motive, die für ein erfindungsge-
mäßes gruppenspezifisches Primerdesign geeignet sind. Die gruppenspezifischen Aminosäuren sind als wei-
ße Buchstaben vor schwarzem Hintergrund dargestellt; allgemein konservierte Aminosäuren sind grau unter-
legt (80% treshold) und Aminosäuren, die in einigen, jedoch nicht allen Gruppen konserviert sind, sind in Fett-
druck dargestellt. Die Aufteilung in die Kladen basiert auf einer phylogenetischen Analyse nach Nguyen, T., 
Ishida, K., Jenke-Kodama, H., Dittmann, E., Gurgui, C., Hochmuth, T., Taudien, S., Platzer, M., Hertweck, C. 
and Piel J. Nat. Biotechnol., 2008, 26, 225–233 (siehe Fig. 2). supA1: ABK01346.1, supA2: ABK01347.1 und 
supA4: ABK01355.1 wurden ebenfalls zu dem Sequenzalignment hinzugefügt, um ubiquitäre PKS Sequenzen 
aus Schwämmen zu vermeiden.

[0014] Fig. 5A zeigt die genomische Organisation des isolierten PKS-Genclusters für die Psymberinbiosyn-
these. Fig. 5B stellt schematisch die Struktur der identifizierten PsyA und PsyD Proteine dar, wobei die einzel-
nen Module sowie die daran ablaufenden biochemischen Umwandlungen verdeutlicht werden. Fig. 5C stellt 
vergleichend die Strukturen der entsprechenden Proteine der PKS für die Pederin- und Onnamidbiosynthese 
gegenüber.

[0015] Die vorliegende Erfindung stellt ein neues Verfahren zur gezielten Isolierung von Polyketidbiosynthe-
segenen aus Metagenomen bereit, wobei sich die Substratspezifität der Polyketidketten-verlängernden Keto-
synthase (KS) Domänen zunutze gemacht wird.

Definitionen

[0016] Unter dem Term „Nukleinsäure” im Sinne der vorliegenden Erfindung wird insbesondere – aber nicht 
darauf beschränkt – natürliche, vorzugsweise lineare, verzweigte oder zirkuläre Nukleinsäuren wie RNA, ins-
besondere mRNA, einzelsträngige und doppelsträngige virale RNA, siRNA, miRNA, snRNA, tRNA, hnRNA 
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oder Ribozyme, genomische, bakterielle oder virale DNA (einzelsträngig und doppelsträngig), chromosomale 
und episomale DNA, frei zirkulierende Nukleinsäure und dergleichen, synthetische oder modifizierte Nuklein-
säuren, beispielsweise Plasmide oder Oligonukleotide, insbesondere für die PCR verwendete Primer, Sonden 
oder Standards, mit Digoxigenin, Biotin oder Fluoreszenzfarbstoffen markierte Nukleinsäuren oder sogenannte 
PNAs („peptide nucleic acids”) verstanden. Eine Nukleinsäure besteht häufig aus zwei komplementären Strän-
gen. Daher soll bei einer durch diese Erfindung beanspruchten Nukleinsäure generell auch immer das reverse 
Komplement dieser Nukleinsäure als mitbeansprucht gelten.

[0017] Unter dem Term „Hochsalzpuffer” wird insbesondere – aber nicht darauf beschränkt – ein Puffer auf-
weisend eine hohe Salzkonzentration (bevorzugt chaotrope Substanzen), bevorzugt ≥ 100 mM, bevorzugter ≥
500 mM und noch bevorzugter ≥ 1 M, verstanden.

[0018] Unter dem Term „Hochsalzbedingungen” wird im Folgenden ein Milieu verstanden, das einen Hoch-
salzpuffer verwendet, bevorzugt einen Hochsalzpuffer enthaltend chaotrope Salze. Durch Hochsalz, bevorzugt 
aufweisend chaotrope Salze, wird die Löslichkeit von Nukleinsäuren in Wasser herabgesetzt. Grund ist das 
Aufbrechen von Wasserstoffbrücken und damit verbunden eine Verringerung der Stabilisierung von Sekundär- 
und Tertiär- Strukturen der Nukleinsäuren in Wasser. Wird nun eine polare Oberfläche als Wasserstoffbrücken-
donor angeboten, binden die Nukleinsäuren an dieser Oberfläche, da sie dort eine bessere Stabilisierung er-
fahren als in Wasser. Wird die Salzkonzentration verringert, wird Wasser wieder ein besserer Wasserstoffbrü-
ckendonor als die polare Oberfläche, und die Nukleinsäuren lassen sich wieder von der Oberfläche ablösen.

[0019] Unter dem Term „chaotrope Substanzen” bzw. „chaotrope Salze” werden insbesondere – aber nicht 
darauf beschränkt – Substanzen, die die Sekundär-, Tertiär- und/oder Quartärnärstruktur von Proteinen 
und/oder Nukleinsäuren ändern und zumindest die Primärstruktur intakt lassen, die Löslichkeit polarer Sub-
stanzen in Wasser verringern und/oder hydrophobe Wechselwirkungen verstärken, verstanden. Bevorzugte 
chaotrope Substanzen sind Guanidinhydrochlorid, Guanidinium(iso)thiocyanat, Natriumiodid, Natriumperchlo-
rat, Kaliumiodid, Natrium(iso)thiocyanat und/oder Harnstoff.

[0020] Die Begriffe „Protein”, „Peptid”, „Polypeptid” und „Enzym” werden synonym verwendet, sofern nicht 
Gegenteiliges beschrieben wird.

[0021] Unter dem Begriff „Amplifikation” oder „Amplifikationsreaktion” wird ein Verfahren verstanden, das es 
ermöglicht, die Konzentration eines oder mehrerer Analyte – bevorzugt Nukleinsäuren – mindestens zu ver-
doppeln. Man unterscheidet hier zwischen isothermen und thermocyclischen Amplifikationsreaktionen. Bei 
ersteren bleibt die Temperatur während des gesamten Verfahren stets gleich, während bei letzterer thermische 
Zyklen durchlaufen werden, mit deren Hilfe die Reaktion und die Amplifikation gesteuert wird.

[0022] Bevorzugte isotherme Amplifikationsreaktionen sind z. B. 
• Loop mediated isothermal amplification (LAMP),
• Nucleic Acid Sequence Based Amplification (NASBA),
• Rolling Circle Chain Reaction (RCCR), oder Rolling Circle Amplification (RCA), und/oder
• Transcription mediated amplification (TMA) Bevorzugte thermocyclische Amplifikationsreaktionen sind z. 
B.
• Ligase-Kettenreaktion (LCR), und/oder
• Polymerase Ketttenreaktion (PCR)

[0023] Unter dem Term „Polymerase Kettenreaktion” (PCR) wird ein Verfahren zur in vitro-Vervielfältigung von 
Nukleinsäuren verstanden, wie es z. B. in Bartlett & Stirling (2003) beschrieben ist.

[0024] Unter dem Term „Ligase-Kettenreaktion” (LCR) wird ein Nachweisverfahren für geringste Mengen von 
Nukleinsäuren verstanden, das ähnlich wie die Polymerase-Kettenreaktion funktioniert, nur unter Verwendung 
eines anderen Enzyms (anstatt der Polymerase eine Ligase). Zwei Proben pro DNA-Strang werden zu einer 
Probe ligiert. Die entstehenden, oft nur 30–50 bp langen Amplifikate eines Zyklus dienen in den folgenden Zy-
klen selbst wieder als Ansatzpunkt für die supplementierten Primer.

[0025] Unter dem Term „Loop-mediated Isothermal Amplification” (LAMP) wird eine Methode zur isotherma-
len Nukleinsäureamplifikation verstanden, bei welcher 6 verschiedene Primer eingesetzt werden, die bestimm-
te Regionen auf der Target-Sequenz erkennen und daran binden. LAMP nutzt eine DNA-Polymerase mit 
Strand-displacement Aktivität und läuft bei einer konstanten Temperatur von etwa 65°C ab. Amplifikation und 
Detektion der Target-Sequenz findet in einem einzigen Schritt statt.
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[0026] Unter dem Term „Nucleic Acid Sequence Based Amplification” (NASBA), wird ein Verfahren zur Amp-
lifikation von RNA verstanden (Compton 1991). Dabei wird eine RNA-Matrix zu einem Reaktionsgemisch ge-
geben, und ein erster Primer bindet an die komplementäre Sequenz im Bereich des 3'-Endes der Matrix. An-
schließend wird mit einer Reversen Transkriptase der zur Matrix komplementäre DNA-Strang polymerisiert. Mit 
Hilfe von RNase H wird dann die RNA-Matrix verdaut (RNase H verdaut nur RNA in RNA-DNA Hybriden, nicht 
single-stranded RNA). Anschließend wird ein zweiter Primer an das 5' Ende des DNA-Stranges gebunden. 
Dieser wird von der T7 RNA Polymerase als Startpunkt für die Synthese eines zum DNA-Strang komplemen-
tären RNA-Moleküls verwendet, welches dann wieder als Ausgangsmatrix verwendet werden kann. NASBA 
wird bei einer konstanten Temperatur von normalerweise 41°C. durchgeführt und liefert unter bestimmten Um-
ständen schnellere und bessere Resultate als PCR.

[0027] Unter dem Term „Transcription Mediated Amplification” (TMA) wird ein von der US-Firma Gen-Probe 
entwickeltes isothermes Amplifikationsverfahren verstanden, das der NASBA ähnlich ist und bei dem ebenfalls 
RNA Polymerase und Reverse Transkriptase verwendet werden (Hill, 2001)

[0028] Der Term „Rolling Circle Chain Reaction” (RCCR) oder ”Rolling circle Amplification” (RCA) betrifft ein 
Amplifikationsverfahren, das die allgemeine Nukleinsäure-Replikation nach dem rolling-circle-Prinzip imitiert 
und unter anderem in der US 5854033 beschrieben ist.

[0029] Unter dem Begriff ”Nested PCR” wird ein Verfahren verstanden, bei dem ein bereits vervielfältigtes 
DNA-Fragment (oder ein Teil davon) ein weiteres Mal amplifziert wird; dieser Vorgang erfolgt mit einem zweiten 
Primerpaar, das innerhalb des in der ersten Reaktion verwendeten Primerpaars angeordnet ist.

[0030] Unter dem Begriff „Promotor” wird vorliegend eine Nukleinsäuresequenz verstanden, die die regulierte 
Expression eines Gens ermöglicht. Sie liegt upstream, d. h. 5' zum RNA-kodierenden Bereich des Gens. Eine 
wichtige Eigenschaft eines Promotors ist die spezifische Wechselwirkung mit bestimmten DNA-bindenden Pro-
teinen, welche den Start der Transkription des Gens durch die RNA-Polymerase vermitteln und als Transkrip-
tionsfaktoren bezeichnet werden. Die wichtigsten prokaryotischen Transkriptionsfaktoren sind die Sigma-Fak-
toren. Die mit Abstand meisten Promotoren bei z. B. E. coli werden über den Faktor Sigma-70 erkannt und 
weisen die folgenden Promotorelemente auf: 1) ein AT-basenpaarreiches UP-Element oberhalb der -35-Regi-
on (was auch direkt mit der α-Untereinheit der bakteriellen RNA-Polymerase interagieren kann), 2) die -35-Re-
gion, mit der Konsensussequenz: 5'-TTGACA-3',3) die -10-Region (Pribnow-Box), mit der Konsensussequenz: 
5'-TATAAT-3'. Weiterhin sind starke Promotoren direkt vor dem Startpunkt der Transkription reich an AT-Basen-
paaren. Die Konsensussequenzen geben nur einen ungefähren Anhaltspunkt für den Aufbau eines Promotors. 
Ein bestimmter Sigma-70-abhängiger Promotor kann an mehreren Stellen von diesen Sequenzen abweichen. 
In einer bevorzugten Ausführungsform ist der Promotor ein induzierbarer Promotor. Ein Beispiel für einen in-
duzierbaren Promotor ist der künstlich erzeugte tac-Promoter, der zur Erhöhung des Genexpressionslevels in 
Bakterienzellen (z. B. E. coli) und somit zur Überexpression rekombinanter Proteine genutzt werden kann. Die-
ser synthetische Promotor besteht aus der -35 Region des starken trp-Promotor aus E. coli und der -10 Region 
des IPTG und Laktose regulierbaren/induzierbaren lac-Promotors. Der induzierbare tac-Promoter ist ca. 3-mal 
stärker als der trp-Promoter und ca. 10-mal stärker als der lac-Promoter.

[0031] Unter dem Begriff „Biosynthese” wird vorliegend die enzymatische Herstellung eines Polyketids ver-
standen, bevorzugt mittels einer oder mehrerer Polyketidsynthasen, bevorzugt einer trans-AT-Polyketidsyntha-
se. Der Begriff „Biosynthesegen” umfasst damit jedes Gen, welches für ein Protein codiert, das Teil einer sol-
chen Polyketidsynthase ist.

[0032] Weiterhin umfasst der Begriff „Biosynthesegen” auch Fragmente eines Biosynthesegens, die für ein 
trunkiertes Protein einer Polyketidsynthase codieren, das die gleiche Funktion aufweist, wie das Volllängen-
protein. Dem Fachmann ist hinlänglich bekannt, dass durch Trunkierung (d. h. Deletion einzelner Bereiche, be-
vorzugt der Enden) eines Proteins eine gesteigerte oder verringerte Enzymaktivität herbeigeführt werden kann. 
Unter gleicher Funktion wird hier die prinzipiell gleiche biochemische Funktion verstanden, unabhängig davon, 
ob diese mit einer erhöhten oder erniedrigten Effektivität oder Geschwindigkeit ausgeführt wird. Als Beispiel 
für ein Biosynthesegen sei ein Gen für eine KS-Domäne genannt, deren biochemische Funktion es ist, αβ-ge-
sättigte Intermediate zu verlängern (siehe beispielsweise die KS der Klade V), oder ein Gen, dessen Genpro-
dukt in einer PKS die biochemische Funktion ausübt, einen Methylrest zu transferieren (z. B. psyB). Jede trun-
kierte Version solcher Gene, die zu trunkierten Genprodukten führen, die noch dieselbe biochemische Funktion 
ausführen fallen somit ebenfalls unter den Begriff „Biosynthesegen”. Weitere Beispiele für Biosynthesegene 
und spezifische Ausführungsformen der Erfindung sind die in Tabelle 1 aufgelisteten Gene psyA–psyN.
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[0033] Unter dem Begriff „Metagenom” wird vorliegend eine Menge von zumindest zwei Genomen verschie-
dener Spezies verstanden. Ein Metagenom umfasst damit die gesamte genomische Information dieser zumin-
dest zweier Spezies. In einer spezifischen Ausführungsform umfasst das Metagenom das Genom eines 
Schwamms und das von zumindest einem Prokaryoten. In einer weiteren Ausführungsform lebt der Prokaryot 
in Symbiose mit dem Schwamm.

[0034] Ein Primer wird im Sinne der vorliegenden Anmeldung dann als „spezifisch” für eine gegebene Ami-
nosäuresequenz angesehen, wenn er – bevorzugt unter stringenten Bedingungen – mit dem sense- oder an-
tisense-Strang einer Nukleinsäure hybridisiert oder zu diesem identisch ist, die für die gegebene Aminosäure-
sequenz oder einen Teil davon kodiert. Da der Aminosäurecode degeneriert ist, können für eine gegebene 
Aminosäuresequenz mehrere geeignete Primer verwendet werden. Dem Fachmann ist bekannt, welche 
Basentripletts für welche Aminosäurereste codieren. Der Primer sollte eine minimale Länge aufweisen, die es 
ihm ermöglicht, mit einer Nukleinsäure zu hybridisieren, die für zumindest 2, zumindest 3, oder zumindest 4 
zusammenhängende Aminosäurereste der gegebenen Aminosäuresequenz kodiert. In einer spezifischen 
Ausführungsform hybridisiert der Primer mit einer Nukleinsäure, die für zumindest 5, 6, 7 oder mehr als 7 zu-
sammenhängende Aminosäurereste der gegebenen Aminosäuresequenz kodiert.

[0035] Ein Primer wird im Sinne der Erfindung auch dann als spezifisch für die definierten Aminosäuremotive 
angesehen, wenn er für eine Aminosäuresequenz spezifisch ist, die zumindest 2, zumindest 3, oder zumindest 
4 zusammenhängende Aminosäurereste eines der in Fig. 3 und Fig. 4 oder SEQ ID NOs: 40–71 definierten 
Aminosäuremotive umfasst und zusätzlich am 3'- oder 5'-Ende weitere Nukleotide für nicht in den definierten 
Aminosäuremotiven enthaltene Aminosäurereste aufweist. Hierbei kann die Anzahl der Nukleotide des Pri-
mers, die für Aminosäurereste spezifisch sind, die nicht im definierten Aminosäuremotiv enthalten sind, bis zu 
30% der Gesamtanzahl der Nukleotide des Primers betragen. Als Beispiel kann ein Primer, der spezifisch ist 
für das in Fig. 3 definierte Aminosäuremotiv „YYQAGML” auch so hergestellt werden, dass er für die Amino-
säuresequenz „YYQAGMLA” spezifisch ist, wobei die zusätzlichen Nukleotide für das Alanin, welches nicht im 
definierten Aminosäuremotiv enthalten ist, 12,5% der gesamten Primersequenz ausmachen.

[0036] Polyketidsynthasen lassen sich über ihre Struktur und Funktion in drei Klassen einteilen. Typ I Enzyme 
sind multifunktionelle, häufig modular aufgebaute Proteine. Bakterielle modulare Typ I PKS erzeugen eine gro-
ße Menge therapeutisch wichtiger Naturstoffe, wie z. B. Erythromycin, Epothilone und FK506 (Fischbach &
Walsh. Assembly-line enzymology for poliketide and nonribosomal peptide antibiotics: logic, machinery and 
mechanisms. Chem. Rev. 106, 3468; 2006). Fig. 1 zeigt einige beispielhafte Polyketide, die, soweit deren Gen-
cluster bekannt sind, von Typ I PKS gebildet werden.

[0037] Jedes dieser Enzyme umfasst wenigstens eine β-Ketosynthase (KS), eine Acyltransferase (AT) sowie 
ein Acyl-Carrier-Protein (ACP), die den nächsten Baustein zum Aufbau des Polyketids auswählen, aktivieren 
und unter Bildung eines β-Ketoacyl-S-ACP Intermediats, eine decarboxylative Claisen-Kondensation zwischen 
dem nächsten Baustein und der wachsenden Polyketidkette katalysieren. Während des Syntheseprozesses 
überträgt eine AT Domäne den korrespondierenden Acyl-CoA Baustein auf eine ACP Domäne und eine KS 
Domäne verlängert die Polyketidkette mit dieser Acyl-Einheit, wobei zusätzliche Domänen das resultierende 
β-oxo Intermediat weiter modifizieren können. Die Reihenfolge der Module in den PKS gibt hierbei die Reihen-
folge der Biosyntheseschritte zwingend vor. Somit kann durch Variation der Domänen/Module eine hohe struk-
turelle Diversität in den entstehenden Polyketiden erzeugt werden.

[0038] Eine besondere und evolutionär abgegrenzte Enzymfamile der PKS bilden die trans-AT-PKS, die frei-
stehende AT verwenden, um die zur Herstellung des Polyketids benötigten Bausteine in trans zu selektieren 
(Cheng et al., Type I polyketide synthase requiring a discrete acetyltransferase for polyketide biosynthesis. 
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 100, 3149–3154; 2003). Demgegenüber weisen cis-AT PKS integrierte AT Domä-
nen auf. Die bisher veröffentlichten Studien über komplexe Polyketide haben gezeigt, dass alle bisher aus 
Symbionten geklonten PKS-Cluster zu dieser Familie der trans-AT-PKS gehören.

[0039] Die vorliegende Erfindung basiert auf der überraschenden Entdeckung, dass die KS von trans-AT-PKS 
ein einzigartiges phylogenetisches Muster aufweisen, bei dem die nächstverwandten KS-Domänen für diesel-
ben oder ähnliche Substrate spezifisch sind. Demgegenüber werden unterschiedliche Substrate, z. B. β-hydro-
xylierte und olefinische, von evolutionär klar unterscheidbaren, d. h. nicht engverwandten, KS prozessiert. Die 
phylogenetische Analyse eines oder mehrerer KS liefert somit nützliche Informationen über die Struktur der 
involvierten Intermediate.

[0040] Erfindungsgemäß wird der umgekehrte Weg eingeschlagen, bei dem aufgrund der chemischen Struk-
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tur des Polyketids Rückschlüsse auf die involvierten KS gezogen werden können. Es zeigte sich überraschen-
der Weise, dass dieser Ansatz die Identifikation von konservierten Sequenzmustern/Motiven innerhalb dieser 
substratspezifischen KS Domänen ermöglicht. Aufgrund dieser konservierten Motive können dann erfindungs-
gemäß Primer generiert werden, die spezifisch sind für KS Domänen mit einer bestimmten, gewünschten Sub-
stratspezifität. Mithilfe dieser Primer ist dann die Amplifikation solcher KS Domänen möglich, die für ein be-
stimmtes Substrat spezifisch sind. Diese Amplikons können dann zur Identifizierung und Isolierung eines oder 
mehrerer Polyketid-Biosynthesegene, z. B. in Genclustern verwendet werden, z. B. durch PCR, Screening von 
Fosmid-Bibliotheken oder Genome Walking.

[0041] Einer der Hauptvorteile der vorliegenden Erfindung liegt somit darin, dass ausgehend vom Polyketid 
gezielt eine in dessen Biosynthese involvierte KS Domäne einer trans-AT-PKS identifiziert werden kann, um in 
einem nächsten Schritt deren Nukleotidsequenz, sowie die Nukleotidsequenz des sie umfassenden Polyke-
tid-Biosynthese-Genclusters zu identifizieren und zu isolieren. Der vorliegende Erfindung liegt demnach die 
überraschende Entdeckung zugrunde, dass ausgehend von der chemischen Struktur, d. h. den funktionellen 
Gruppen eines Polyketids, konservierte Motive innerhalb von KS Domänen identifiziert werden können, die in 
die Biosynthese dieses Polyketids involviert sind. Basierend auf diesen konservierten Motiven lassen sich 
dann Primer ableiten die zur Amplifikation und Isolierung der in die Biosynthese dieses Polyketids involvierten 
Gene genutzt werden können.

Nukleinsäuren und Peptide der vorliegenden Erfindung

[0042] Ein Aspekt der vorliegenden Erfindung ist eine Nukleinsäure, die zumindest ein Gen umfasst, das für 
ein Polypeptid codiert welches an der Biosynthese der Polyketide Psymberin (auch bekannt als Irciniastatin A), 
oder Mycalamid beteiligt ist. In einer Ausführungsform liegt die Nukleinsäure in isolierter Form vor. In einer wei-
teren Ausführungsform ist die Nukleinsäure das Komplement einer Nukleinsäure, die zumindest ein Gen um-
fasst, das für ein Polypeptid codiert welches an der Biosynthese der Polyketide Psymberin oder Mycalamid be-
teiligt ist. In einer weiteren Ausführungsform ist das Gen ein prokaryotisches Gen und/oder Teil eines polycis-
tronischen Genabschnitts oder Gen-Clusters das/der für zumindest ein Protein codiert, das an der Biosynthese 
eines Polyketids beteiligt ist. In einer Ausführungsform gehört das Gen zu den Typ I PKS; in einer bevorzugten 
Ausführungsform gehört das Gen zu der evolutionär abgegrenzten Enzymfamilie der trans-ATP PKS. Trans-AT 
PKS verwenden freistehende Acetyltransferasen (AT), um die zur Herstellung des Polyketids benötigten Bau-
steine in trans zu selektieren (Cheng et al., Type I polyketide synthase requiring a discrete acetyltransferase 
for polyketide biosynthesis. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 100, 3149–3154; 2003), während cis-AT PKS inte-
grierte AT Domänen aufweisen.

[0043] In einer bevorzugten Ausführungsform wurde die erfindungsgemäße Nukleinsäure aus dem Metage-
nom eines Schwamms amplifiziert. Eukaryotische Schwämme (Porifera) gehen mit diversen Prokaryoten Sym-
biosen ein, wobei diese Prokaryoten vielfach noch nicht isoliert kultiviert werden konnten. Das dadurch aus 
Schwamm und Prokaryoten entstehende Metagenom umfasst das Genom des eukaryotischen Schwamms so-
wie die prokaryotischen Genome der einzelnen Symbionten. In einer Ausführungsform gehört der Schwamm 
zu den Demospongiae, den Dictyoceratida oder den Irciniidae. In einer bevorzugten Ausführungsform gehört 
der Schwamm zu Psammocinia sp.; noch bevorzugter ist der Schwamm Psammocinia aff. bulbosa. In einer 
bevorzugten Ausführungsform gehört der Schwamm zu den Demospongiae. In weiteren bevorzugten Ausfüh-
rungsformen gehört der Schwamm zu der Familie der Spongiidae, der Thorectidae, der Halichondriidae, der 
Callyspongiidae, der Chalinidae, der Mycalidae, der Coelosphaeridae, der Tedaniidae, der Plakinidae, oder der 
Triaenosina. Im Sinne dieser Erfindung bevorzugte Vertreter dieser Familien sind Spongia spp., Cacospongia 
spp., C. mycofijiensis, Halichondria spp., Callyspongia spp., Haliclona spp., Mycale spp., M. hentscheli, Lys-
sodendoryx spp., Tedania spp., Plakortis spp., Theonella swinhoei, und Discodermia spp.

[0044] Die Amplifikation der Nukleinsäure aus dem Metagenom kann mittels eines beliebigen, dem Fach-
mann bekannten, Verfahrens zur Nukleinsäureamplifikation durchgeführt werden. In einer Ausführungsform er-
folgt die Amplifikation der erfindungsgemäßen Nukleinsäure mittels einer isothermen oder einer thermocycli-
schen Amplifikationsreaktion. Bevorzugt erfolgt die Amplifikation mittels Ligase-Kettenreaktion (LCR), 
und/oder Polymerase Ketttenreaktion (PCR); noch bevorzugter ist die PCR eine nested PCR.

[0045] In einer Ausführungsform umfasste die erfindungsgemäße Nukleinsäure zumindest eine Sequenz, die 
ausgewählt ist aus der Gruppe bestehend aus SEQ ID NO 1–19, 39, einem Homolog dieser Sequenzen und 
dem Komplement der Sequenzen oder des Homologs. In einer bevorzugten Ausführungsform umfasst die er-
findungsgemäße Nukleinsäure zumindest eine Sequenz, die ausgewählt ist aus der Gruppe bestehend aus 
SEQ ID NO 4, 5, 6, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 (psyA, psyB, psyC, psyD, psyE, psyF, psyG, psyH, 
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psyI, psyJ, psyK, psyL, psyM und psyN), einem Homolog dieser Sequenzen und/oder dem Komplement der 
Sequenzen oder des Homologs. In einer weiteren Ausführungsform weist das Homolog zumindest 75%, 80%, 
85%, 87%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, bevorzugt 97%, 98%, 99%, 99,5%, 99,7%, 99,9% Sequen-
zidentität mit der verglichenen Nukleinsäure auf, und/oder hybridisiert unter Hochsalzbedingungen mit der Nu-
kleinsäure.

[0046] In einer weiteren Ausführungsform codiert die erfindungsgemäße Nukleinsäure für ein Protein, das zu-
mindest eine Identität zu SEQ ID NO 23 von 41%, zu SEQ ID NO 24 von 52%, zu SEQ ID NO 25 von 42%, zu 
SEQ ID NO 28 von 44%, zu SEQ ID NO 29 von 94%, zu SEQ ID NO 30 von 96%, zu SEQ ID NO 31 von 96%, 
zu SEQ ID NO 32 von 94%, zu SEQ ID NO 33 von 98%, zu SEQ ID NO 34 von 95%, zu SEQ ID NO 35 von 
97%, zu SEQ ID NO 36 von 98%, zu SEQ ID NO 37 von 96% oder zu SEQ ID NO 38 von 96% aufweist. In 
einer bevorzugten Ausführungsform codiert die erfindungsgemäße Nukleinsäure für ein Protein, das zumin-
dest eine Identität zu SEQ ID NO 23 von 50%, zu SEQ ID NO 24 von 55%, zu SEQ ID NO 25 von 50% oder 
zu SEQ ID NO 28 von 50% aufweist.

[0047] Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist ein Peptid, Polypeptid, Protein oder Enzym, für das 
eine der erfindungsgemäßen Nukleinsäuren codiert.

[0048] In einer Ausführungsform weist das Peptid eine Aminosäuresequenz auf, die ausgewählt ist aus der 
Gruppe bestehend aus SEQ ID NO 20–38.

[0049] In einer weiteren Ausführungsform weist das Peptid zumindest eine Identität zu SEQ ID NO 20 von 
36%, zu SEQ ID NO 21 von 54%, zu SEQ ID NO 22 von 44%, zu SEQ ID NO 23 von 41%, zu SEQ ID NO 24 
von 52%, zu SEQ ID NO 25 von 42%, zu SEQ ID NO 28 von 44%, zu SEQ ID NO 29 von 94%, zu SEQ ID NO 
30 von 96%, zu SEQ ID NO 31 von 96%, zu SEQ ID NO 32 von 94%, zu SEQ ID NO 33 von 98%, zu SEQ ID 
NO 34 von 95%, zu SEQ ID NO 35 von 97%, zu SEQ ID NO 36 von 98%, zu SEQ ID NO 37 von 96% oder zu 
SEQ ID NO 38 von 96% auf. In einer bevorzugten Ausführungsform weist das Peptid zumindest eine Identität 
zu SEQ ID NO 23 von 50%, zu SEQ ID NO 24 von 55%, zu SEQ ID NO 25 von 50% oder zu SEQ ID NO 28 
von 50% auf. In einer weiteren bevorzugten Ausführungsform weist das Peptid eine Sequenzidentität von min-
destens 60%, 70%, 75%, 80%, 90%, 92%, 95%, 97%, 98%, 99% oder 99,5% auf.

[0050] In einer weiteren Ausführungsform betrifft die Erfindung einen Vektor, der die erfindungsgemäße Nu-
kleinsäure umfasst. Bevorzugt ist dieser Vektor ein Cosmid, ein YAC, BAC oder ein Virus, noch bevorzugter ist 
der Vektor ein Plasmid. In einer Ausführungsform umfasst der Vektor weiterhin einen Promotor unter dessen 
Kontrolle die Expression der erfindungsgemäßen Nukleinsäure steht. Bevorzugt ist dieser Promotor ein indu-
zierbarer Promotor. In einer weiteren Ausführungsform steht die erfindungsgemäße Nukleinsäure unter der 
Kontrolle eines induzierbaren Expressionssystems. In einer spezifischen Ausführungsform ist das induzierbare 
Expressionssystem das Tetracyclin Operator/Repressor (TetO2/TetR) System.

[0051] In einer weiteren Ausführungsform betrifft die Erfindung eine rekombinante Wirtszelle, die eine der er-
findungsgemäßen Nukleinsäuren oder Vektoren umfasst. Damit stellt die vorliegende Erfindung auch ein Ex-
pressions-/und Produktionssystem für Polyketide bereit. Vorzugsweise ist diese rekombinante Wirtszelle nach 
der Transformation/Transfektion in der Lage Polyketide zu synthetisieren. In einer Ausführungsform ist die die 
rekombinante Wirtszelle eine E. coli Zelle, in weiteren Ausführungsformen ist die rekombinante Wirtszelle eine 
Wirtszelle aus Pseudomonas spp., Bacillus spp., Streptomyces spp. oder Acinetobacter baylyi.

Erfindungsgemäße Verfahren zur Herstellung von Polyketiden

[0052] Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft die Verwendung der erfindungsgemäßen Nukleinsäuren, 
Vektoren oder rekombinanten Wirtszellen in einem Verfahren zur Herstellung eines Polyketids. Hierbei wird ein 
Expressionssystem verwendet, welches die Expression der erfindungsgemäßen Nukleinsäuren erlaubt.

[0053] In einer Ausführungsform ist das Expressionssystem eine rekombinante Wirtszelle, die die erfindungs-
gemäßen Nukleinsäuren oder Vektoren umfasst und zur Expression der Genprodukte der erfindungsgemäßen 
Nukleinsäuren in der Lage ist. Die exprimierten Genprodukte können dann zur Synthese des Polyketids in vivo 
oder in vitro genutzt werden. In einer bevorzugten Ausführungsform ist das hergestellte Polyketid Psymberin 
oder Mycalamid. In einer weiteren bevorzugten Ausführungsform umfasst das Verfahren oder das Expressi-
onsystem die Verwendung von zumindest einer Nukleinsäure umfassend eine Sequenz ausgewählt aus der 
Gruppe Bestehend aus SEQ ID NO 4, 5, 6, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 (psy A, psyB, psyC, psyD, 
psyE, psyF, psyG, psyH, Asyl, psyJ, psyK, psyL, psyM und psyN) oder einem Homolog dieser Sequenzen.
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[0054] In einer spezifischen Ausführungsform findet die Kultivierung einer erfindungsgemäßen rekombinan-
ten Wirtszelle unter Bedingungen statt, die die Expression der Biosynthesegene und Produktion des Polyketids 
durch die Wirtszelle erlauben. Solche Bedingungen sind dem Fachmann hinlänglich bekannt oder lassen sich 
im Wege simpler Routineexperimente für ein gegebenes Polyketid erhalten. In einer spezifischen Ausfüh-
rungsform ist die rekombinante Wirtszelle eine Wirtszelle aus Pseudomonas spp., Bacillus spp., Streptomyces 
spp., Corynebacterium spp., Acinetobacter baylyi, Pseudomonas stutzeri, Bacillus subtilis oder Bacillus amy-
loliquefaciens. Falls das zumindest eine erfindungsgemäße Gen, welches sich in der Wirtszelle befindet unter 
der Kontrolle eines induzierbare Expressionssystem (z. B. des Tetracyclin Operator/Repressor (TetO2/TetR) 
Systems) steht, kann durch Zugabe der jeweiligen induzierenden Substanz die Expression des Genprodukts 
gezielt induziert werden.

[0055] Zur Herstellung des Polyketids werden die Gene des Genclusters in die Genome der Expressionswirte 
integriert. Die Integration erfolgt dabei sukzessive durch homologe Rekombination kürzerer (in etwa bis 40 kb) 
Abschnitte des Genclusters. Um die Gene effizient zu transferieren, können bevorzugt transformierbare Bak-
terien wie Pseudomonas stutzeri, Acinetobacter baylyi, Bacillus subtilis oder Bacillus amyloliquefaciens ver-
wendet werden, die linearisierte DNA aufnehmen können. Im Bedarfsfall werden die natürlichen Promotoren 
des Genclusters gegen wirtseigene Promotoren ersetzt (z. B. den baeB-Promotor bei B. amyloliquefaciens). 
Alternativ zur Integration in das Genom können Gene auf einem oder verteilt auf mehreren kompatiblen Plas-
miden durch Konjugation, Protoplastentransformation oder Elektroporation in die Expressionswirte transferiert 
werden. Die Expression erfolgt dann von frei replizierenden Plasmiden oder wiederum nach Integration in das 
Genom.

[0056] In einer weiteren Ausführungsform umfasst das Verfahren weiterhin den Schritt der Isolierung des pro-
duzierten Polyketids. In einer Ausführungsform erfolgt diese Isolierung mittels HPLC und/oder präparativer 
Säulenchromatographie.

Erfindungsgemäße Verfahren zur Isolierung von Polyketid-Biosynthesegenen

[0057] Die Isolierung des zumindest einen Polyketid-Biosynthesegens unter Verwendung des zumindest ei-
nen Primerpaars umfasst in einer Ausführungsform die Amplifikation der vom jeweiligen Primerpaar einge-
schlossenen Nukleinsäureregion mittels des Primerpaars. Somit wird eine Nukleinsäureregion der Kethosyn-
thasedomäne amplifiziert. In einer bevorzugten Ausführungsform wird diese Amplifikation mittels PCR durch-
geführt, noch bevorzugter mittels einer nested PCR.

[0058] In einem weiteren Aspekt ist die vorliegende Erfindung auf ein Verfahren zur Isolierung von zumindest 
einem Polyketid-Biosynthesegen gerichtet und umfasst die Schritte des Bereitstellens von zumindest einem 
Primerpaar, das aufgrund der Substratspezifität einer Kethosynthasedomäne einer trans-AT Polyketidsynthase 
erstellt worden ist, und die Isolierung von zumindest einem Polyketid-Biosynthesegen unter Verwendung die-
ses zumindest einen Primerpaars.

[0059] Die erfindungsgemäße Bereitstellung, d. h. das „Design” der Primer basiert auf der überraschenden 
Entdeckung, dass die KS von trans-AT PKS ein einzigartiges phylogenetisches Muster aufweisen, bei dem die 
nächstverwandten KS Domänen für dieselben oder ähnliche Substrate spezifisch sind. Somit kann, ausgehend 
von den funktionellen Gruppen eines Polyketids, ein konserviertes Motiv innerhalb von KS Domänen identifi-
ziert werden, auf dessen Basis Primer hergestellt werden können, die für ein solches konserviertes Motiv – und 
damit für eine KS Domäne, die in die Biosynthese des Polyketids involviert ist – spezifisch sind. Die Amplifika-
tion und Isolierung der KS Domäne und damit der die KS Domäne umfassenden PKS sowie weiteren in die 
Biosynthese des Polyketids involvierten Genen, die häufig in einem Gencluster vorliegen, wird somit erfin-
dungsgemäß ermöglicht.

[0060] Ob eine gegebene KS oder KS Domäne zu einer zweiten KS oder KS Domäne ähnlich oder phyloge-
netisch benachbart ist, kann zum Beispiel durch Sequenzvergleiche bestimmt werden, bei denen zueinander 
ähnlichere Sequenzen phylogenetisch enger benachbarten KS oder KS Domänen entsprechen. In einer be-
vorzugten Ausführungsform wird hierfür eine phylogenetische Analyse eingesetzt. In einer spezifischen Aus-
führungsform wird für die phylogenetische Analyse ein Kladogramm erstellt. In einer weiteren spezifischen 
Ausführungsform wird das Kladogramm mit der Bayesischen Methode und wie in Beispiel 3 beschrieben er-
stellt.

[0061] In einer weiteren Ausführungsform wird nach der phylogenetischen Analyse für die KS die Domänen-
architektur des N-terminal benachbarten Moduls analysiert und aus der Polyketidstruktur das Substrat der 
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KS-Domäne abgeleitet. Unter der Domänenarchitektur versteht man hierbei die Abfolge von Domänen in ei-
nem Modul, wie z. B. KS DH KR ACP.

[0062] In einer bevorzugten Ausführungsform ist das erfindungsgemäße Verfahren auf die gerichtete Isolation 
zumindest eines in die Polyketid-Biosynthese involvierten Gens ausgerichtet, d. h. es wird/werden ausgehend 
von den funktionellen Gruppen eines Polyketids das/die zur Herstellung dieses Polyketids nötige(n) Gen(e) 
isoliert. In einer beispielhaften, jedoch bevorzugten Ausführungsform ist das Polyketid-Biosynthesegen in die 
Biosynthese von Psymberin involviert. Psymberin (Fig. 1, 1) trägt keinen vollständig reduzierten Rest, sondern 
eine Acetylabgeleitete Startereinheit, die im Regelfall von einer ganz bestimmten Art von KS verlängert wird. 
In einer phylogenetischen Analyse (Fig. 2) zeigte sich, dass KS mit einer solchen Substratspezifität zu Klade 
VI gehören. Klade VI läßt sich weiterhin differenzieren in KS Domänen, die einem Modul mit einer GCN5-rela-
ted N-Acetyltransferase (GNAT) Domäne folgen (Klade VIa) und solchen, die keine GNAT Domäne aufweisen 
(Klade VIb). Ein Sequenzalignment der in Klade VIa enthaltenen KS Domänen zusammen mit allen bekannten 
Sequenzen der Klade VI ergab zwei konservierte Motive: das EDAGY Motiv, sowie das Klade VIa Motiv 
YYQ/KAGML, welches einem Modul mit einer GCN5-related N-Acetyltransferase (GNAT) Domäne folgte 
(Fig. 3). Diese konservierten Motive traten nicht in den Sequenzen der anderen Kladen auf. Weiterhin wurde 
im EDAGY Motiv ein Tyrosinrest identifiziert, der in 84% der trans-AT KS konserviert ist, jedoch in den ubiqui-
tären sup KS nicht auftritt. Aufgrund der identifizierten konservierten Motive können daher nun zur Isolation 
eines in die Psymberinbiosynthese involvierten Gens Primer generiert werden, die in der forward-Orientierung 
spezifisch sind für das EDAGY-Motiv und in der reverse-Orientierung spezifisch sind für das YYQ/KAGML-Mo-
tiv.

[0063] Die unter Verwendung dieser Primer erzeugten Amplifikate können dann zur Isolierung der Nuklein-
säuresequenz für die KS Domäne, der Nukleinsäuresequenz für die die KS Domäne umfassende PKS, sowie 
der Nukleinsäuresequenz des gesamten zur Polyketidsynthese nötigen Genclusters verwendet werden. Ver-
fahren zur Isolierung solcher Nukleinsäuresequenzen sind dem Fachmann wohlbekannt und schließen bei-
spielsweise Genome-Walking oder das Screening von Cosmid- oder Fosmid-Bibliotheken ein. Die isolierten 
Nukleinsäuren können dann mittels Sequenzierung bestimmt/identifiziert werden.

[0064] In einer spezifischen Ausführungsform ist zumindest ein Primer spezifisch für 2, 3, 4, 5, 6, oder mehr 
als 6 zusammenhängende Aminosäurereste eines der in Fig. 3 oder Fig. 4 definierten kladenspezifischen 
Aminosäuremotive, die ebenfalls in SEQ ID NO 40–71 wiedergegeben sind. In einer weiteren spezifischen 
Ausführungsform ist der zumindest eine Primer des Primerpaars am 3' Ende des Primers spezifisch für die be-
sagten Aminosäurereste.

[0065] In einer weiteren spezifischen Ausführungsform sind beide Primer des Primerpaars spezifisch für zu-
mindest 2, 3, 4, 5, 6 oder mehr als 6 zusammenhängende Aminosäurereste der in Fig. 3 oder Fig. 4 definierten 
Aminosäuremotive einer Klade, wobei die beiden Primer bezogen auf die Nukleinsäure, mit der sie hybridisie-
ren, einen ausreichenden Abstand zueinander einhalten, um eine Amplifikation zu ermöglichen.

[0066] In einer anderen spezifischen Ausführungsform hat das verwendete Primerpaar die Nukleotidsequenz: 
5'-GCN HTN GAR GAY GCN GGN TAY GC-3' (EDAGY; SEQ ID NO: 72) und 5'-C NAR CAT NCC NGC YTK 
RTA RTA-3' (YYQAGMLA; SEQ ID NO: 73).

[0067] In einer weiteren Ausführungsform wird für die Amplifikation der vom zumindest einen Primerpaar ein-
geschlossenen Nukleinsäureregion der KS Domäne neben dem zumindest einen, erfindungsgemäßen Primer-
paar ein zweites Primerpaar verwendet, wobei das erste und das zweite Primerpaar verschachtelt sind, d. h. 
das eine Primerpaar vollständig innerhalb des vom anderen Primerpaar zu amplifizierenden Nukleinsäurebe-
reichs liegt. Das zweite Primerpaar ist in einer bevorzugten Ausführungsform ein erfindungsgemäß hergestell-
tes Primerpaar und basiert damit ebenfalls auf der Substratspezifität einer Kethosynthasedomäne einer 
trans-AT Polyketidsynthase. In einer anderen Ausführungsform ist das zweite Primerpaar ein degeneriertes 
Primerpaar. In einer besonders bevorzugten Ausführungsform ist dieses Primerpaar spezifisch für die Amino-
säuresequenz KSDPQQF (forward) bzw. KSHGTGR (reverse). In einer noch bevorzugteren Ausführungsform 
hat das zweite Primerpaar die Nukleotidsequenz 5'-MGN GAR GCN NWN SMN ATG GAY CCN CAR CAN 
MG-3' bzw. 5'-GGR TCN CCN ARN SWN GTN CCN GTN CCR TG-3'.

[0068] In spezifischen Ausführungsformen wird die Amplifikation mit den zwei Primerpaaren gleichzeitig oder 
zweistufig durchgeführt.

[0069] Bei der zweistufigen Amplifikation wird in der ersten Amplifikationsrunde das außenliegende Primer-
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paar verwendet. Danach werden in einer zweiten Amplifikationsrunde die Amplifikate aus der ersten Amplifi-
kationsrunde mit den innenliegenden, verschachtelten Primern amplifiziert. In einer weiteren bevorzugten Aus-
führungsform ist die mit den zumindest zwei Primerpaaren durchzuführende Amplifikation eine nested PCR.

[0070] In einer weiteren Ausführungsform erfolgt die Isolation des zumindest einen Polyketid-Biosynthese-
gens aus einem Metagenom. In einer bevorzugten Ausführungsform umfasst das Metagenom das Genom zu-
mindest eines Eukaryoten und zumindest eines Prokaryoten. Bevorzugt befinden sich Eukaryot und Prokaryot 
in einer Symbiose. In einer weiteren Ausführungsform ist der Eukaryot ein Schwamm, bevorzugt gehört dieser 
Schwamm zu den Demospongiae, den Dictyoceratida oder den Irciniidae. In einer bevorzugten Ausführungs-
form gehört der Schwamm zu Psammicinia sp.; noch bevorzugter ist der Schwamm Psammocinia aff. bulbosa.

[0071] In einer weiteren bevorzugten Ausführungsform ist das zu isolierende Polyketid-Biosynthesegen in die 
Biosynthese von Psymberin, den Mycalamiden, den Onnamiden, den Theopederinen, den Icadamiden, Pe-
derin, den Laulimaliden (Fijianoliden), den Latrunculinen, Mycothiazol, Pateamin A, den Spongistatinen (Alto-
hyrtinen), Discodermolid, Dictyostatin, Tedanolid und/oder Calyculin involviert, d. h. Teil einer Polyketidsyntha-
se, die eines dieser Polyketide synthetisiert.

[0072] In einer weiteren Ausführungsform umfasst das erfindungsgemäße Verfahren weiterhin den Schritt der 
Isolierung des gesamten für die Polyketidsynthese benötigten Genbereichs basierend auf den Sequenzinfor-
mationen des isolierten zumindest einen Polyketid-Biosynthesegens. In einer spezifischen Ausführungsform 
erfolgt diese Isolierung des gesamten Genbereichs unter Verwendung einer Library. In weiteren spezifischen 
Ausführungsformen ist die Library eine Cosmid-, YAC-, BAC- oder Fosmid-Library. In einer weiteren spezifi-
schen Ausführungsform wurde die Library aus einem Metagenom erzeugt. In weiteren spezifischen Ausfüh-
rungsformen der Erfindung ist das Metagenom das Metagenom eines Schwammes.

BEISPIELE

Beispiel 1

[0073] Die Aminosäuresequenzen von 138 bekannten trans-AT-PKS-Modulen wurden aus der GenBank Da-
tenbank entnommen und unter manueller Kontrolle mittels ClustalX geordnet und ausgerichtet („Alignment”). 
Hierbei wurden Deletionen und nicht ausrichtbare Sequenzbereiche ausgeschlossen.

[0074] Hiernach wurde eine phylogenetische Analyse der Volllängen-KS-Domänen der bearbeiteten Amino-
säuresequenzen mittels der MrBayes Software (v3) unter Verwendung des „WAG replacement models” und 
einer Gammaverteilung mit vier Kategorien durchgeführt. Die Markovketten-Monte Carlo Analyse lief für 2,5 
Millionen Zyklen, wobei alle 100 Generationen ein Sample entnommen wurde. Die Konvergenz wurde mittels 
Plots der Maximum-Likelihood-Werte und einer Standardabweichung von < 0,05 bewertet. Der Consen-
sus-Baum und die späteren Kladenwahrscheinlichkeiten wurden nach Verwerfen derjenigen Bäume berech-
net, die vor dem Erreichen der Konvergenz als Sample entnommen worden waren.

[0075] Die auf dem Neighborhood-Joining-Verfahren beruhende phylogenetische Analyse wurde mittels der 
Programme Seqboot, Protdist, Neighbor und Consens der PHYLIP-Software durchgeführt. Die Bootstrap-Ana-
lyse wurde mit 1000 Pseudoreplikatsequenzen durchgeführt. Für die Maximum-Parsimony-Analyse wurde die 
heuristische Suchoption der Software PAUP*4.0b10 verwendet.

[0076] Das in Fig. 2 abgebildete abgeleitete Kladogramm zeigt deutlich, dass einzelne Kladen KS von ver-
schiedenen Bakterien enthalten. Anschließend wurde für alle KS die Domänenarchitektur des N-terminal be-
nachbarten Moduls analysiert und daraus zusammen mit biosynthetischen Überlegungen (vorausgesagt aus 
der Polyketidstruktur) die Substrate aller KS-Domänen abgeleitet. Es ergaben sich phylogenetisch klar abge-
grenzte Gruppen von KS mit gleichen Substraten, also eine Verteilung der Domänen der individuellen Biosyn-
thesewege auf einzelne Kladen.

[0077] Alle in diesem Kladogramm gegebenen Kladen wurden weiterhin eingehend getrennt analysiert, um 
Sequenzmuster aufzuspüren, welche die Bereitstellung von für diese Motive spezifische Primer erlauben.

[0078] Fig. 3 und Fig. 4 zeigen die so detektierten Konsensussequenzen, aus denen sich erfindungsgemäß 
Primer ableiten lassen, die jeweils nur für diejenige KS-Domäne spezifisch sind, die in den Biosyntheseweg 
einer bestimmten in einem Polyketid gefundenen Gruppe involviert sind.
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[0079] Weiterhin wurde ein Tyrosinrest in einem EDAGY-Motiv identifiziert, der in 84% aller trans-AT-KS kon-
serviert ist, jedoch in den ubiquitären sup KS nicht auftritt.

Beispiel 2: Isolierung der Metagenom-DNA und Bereitstellung einer Library

Isolierung

[0080] Proben der Schwämme P. aff. bulbos und M. hentscheli wurden gesammelt und bei –80°C eingefroren. 
Das Metagenom aus P. aff. bulbos wurde zur Isolierung des Psymberin-PKS-Genclusters verwendet, während 
das Metagenom aus M. hentscheli die Quelle für die Mycalamid-Biosynthese-Gencluster bereitstellte.

[0081] Die Gesamt-DNA aus den Proben wurde mittels eines dem Fachmann bekannten Verfahrens isoliert, 
um den hohen Gehalt an Polysacchariden zu entfernen (Murray, M. G. and W. F. Thompson (1980). Rapid iso-
lation of high-molecular-weight plant DNA. Nuc. Acids Res. 8: 4321–4325). Hierbei wurde das gefrorene 
Schwammmaterial aufgetaut und ein kleines Stück von ca. 1 g wurde abgeschnitten, welches sowohl Schwam-
moberfläche als auch Innenleben des Schwamms enthielt. Das Gewebe wurde unter flüssigem Stickstoff unter 
Verwendung von vorgekühlten Mörser und Pistill zerrieben. Das resultierende Puder wurde direkt im Anschluß 
in eine 50 ml Falcon-Tube überführt, die 10 ml Lysepuffer (8 M Harnstoff, 2% Sarkosyl, 1 M NaCl, 50 mM EDTA 
und 50 mM Tris-HCl pH 7,5) enthielt. Die Lysereaktion wurde für 15 min bei 60°C durchgeführt, wobei der An-
satz alle 5 min vorsichtig durchmischt wurde.

[0082] Die isolierte DNA wurde danach zweimal mit 10 ml Phenol/CHCl3/Isoamylalkohol (25:24:1; v:v:v) und 
einmal mit 10 ml CHCl3 extrahiert. Jeder Extraktion folgte ein Zentrifugationsschritt bei 11.000 rpm für 5 min.

[0083] Um Polysaccharide zu entfernen, wurde die obere wässrige Phase, die die DNA enthielt, mit einer 
10%igen (w/v) wässrigen Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB) Lösung mit einer Endkonzentration von 
0,5% behandelt. Die Mischung wurde für 15 min bei 60°C inkubiert und das Präzipitat wurde mittels Zentrifu-
gation bei 11.000 rpm für 15 min entfernt.

[0084] Die Nukleinsäuren wurden mit 2 Volumina vorgekühlten Ethanols (98%) und 1/10 Volumen einer 3 M 
Natriumacetatlösung (pH 7) gefällt. Das nach einem 30 minütigem Zentrifugationsschritt bei 11.000 rpm bei 
4°C erhaltene Präzipitat wurde zweimal mit kaltem 70%igen Ethanol gewaschen. Die krude DNA (ca. 5 μg) 
wurde für 10–15 min an der Luft getrocknet und in Tris-Puffer (10 mM, pH 8,5) resuspendiert.

Library

[0085] Zur Herstellung der Library wurde das CopyControl Fosmid Library Production Kit (Epicentre Biotech-
nologies) verwandt, wobei das Protokoll des Herstellers modifiziert wurde. Die DNA wurde in einem 1% (w/v) 
low-melting point Agarosegel aufgetrennt und Fragmente mit einer Größe von ca. 35 kb wurden mittels Gel-
verdaus mit GELase isoliert. Hierbei wurde 1 U der GELase Enzymlösung zu jeweils 300 μl geschmolzener 
Agarose hinzugegeben, gefolgt von einer Inkubation von 2 h bei 45°C. Nach Inaktivierung des Enzyms (70°C, 
10 min) und Entfernung von unverdauter Agarose durch Zentrifugation für 20 min bei 11.000 rpm wurde die 
DNA bei Raumtemperatur mit 2,5 Volumina von 98%igem Ethanol und 1/10 Volumen von 3 M Natriumacetat 
(pH 5,2) gefällt. Nach einem Zentrifugationsschritt für 30 min bei 11.000 rpm und zwei Waschschritten mit 
70%igem Ethanol bei 4°C wurde die pelletierte DNA in 50 μl Tris-Puffer (10 mM, pH 8,5) aufgenommen. Diese 
metagenomische DNA wurde mit Isopropanol und 3 M Nariumacetat (pH 5,2) gefällt.

[0086] Ungefähr 250 ng von blunt-ended DNA (mit Tris-Puffer eluiert; 10 mM, pH 8.5) wurden in einem Liga-
tionsschrit mit dem pCC1FOS Vektor über Nacht und bei 16°C nach Herstellerangaben verwendet, wobei je-
doch keine T4 DNA Ligase eingesetzt wurde. Die DNA wurde dann in den Lamdaphagen gepackt und zur 
Transfektion den EPI300-T1R E. coli Zellen gemäß den Angaben des Herstellers verwendet.

[0087] Für die Herstellung von Libraries von großer Größe wurden alle Schritte von der DNA-Präparation bis 
zum Ausplattieren der Library an einem Tag (und ohne Einfrieren der Proben) durchgeführt.

Beispiel 3: Isolierung eines Psymberin KS Genfragments

[0088] In einem ersten Schritt wurde zunächst die Komplexität der DNA-Probe mittels einer ersten PCR-Am-
plifikation erniedrigt. Hierbei wurden degenerierte Primer eingesetzt, die bereits zuvor für die Isolierung der 
Gene von Pederin und Omnamid genutzt wurden (fiel et al., Antitumor polyketide biosynthesis by an unculti-
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vated bacterial symbiont od the marine sponge Theonella swinhoei. PNAS 101, 16222–16227; 2004; Piel, A 
polyketide synthase-peptide synthetase gene cluster from an uncultured bacterial symbiont of Paederus beet-
les. PNAS 99, 14002–14007; 2002).

[0089] Diese verwendeten Primer waren für die Aminosäuremotive KSDPQQF bzw. KSHGTGR spezifisch. 
Der forward-Primer hatte die Sequenz 5'-MGNGARGCNNWNSMNATG GAYCCNCARCANMG-3'; der re-
verse-Primer hatte die Sequenz 5'-GGRTCNCCNA RNSWNGTNCCNGTNCCRTG-3'.

[0090] Die PCR fand unter folgenden Bedingungen statt: 96°C für 45 s, 55°C für 45 s, 72°C für 1 min (40 x), 
dann 72°C für 10 min. Verwendet wurde Taq Polymerase (NEB).

[0091] Das Amplifikat wurde mittels Agarosegel aufgetrennt und die bei 700 bp laufende DNA mittels Gelver-
dau wie oben beschrieben aufgereinigt. 1 μl dieses aufgereinigten PCR Amplifikats wurde als Template für eine 
zweite PCR-Runde verwendet.

[0092] Für die zweite PCR-Runde wurde als Ziel die Acetyl-abgeleitete Startereinheit ausgewählt, die für ge-
wöhnlich durch KS verlängert wird, die zu Klade VI gehören. In einem zusätzlich durchgeführten Alignment, 
dass alle veröffentlichten Klade VI Sequenzen enthielt, wurde das einzigartige Sequenzmotiv YYQ/KAGML 
(Klade VIa-Motiv, Fig. 3) in allen KS gefunden, die einem Modul mit einer GCN5-related N-acetyltransferase 
(GNAT) Domäne folgen. Dieses Motiv wurde für das Primerdesign ausgewählt, da gezeigt werden konnte, 
dass GNATs über Decarboxylierung von Malonyl-CoA Acetyl-Startereinheiten spezifisch in Polyketide einbau-
en.

[0093] Die verwendeten Primer waren spezifisch für das EDGAY-Motiv, sowie für das YYQAGML-Motiv. Der 
forward-Primer hatte die Sequenz 5'-GCNHTNGARGAYG CNGGNTAYGC-3' (SEQ ID NO: 72); der reverse 
Primer hatte die Sequenz 5'-CANRCATNCCNGCY TKRTARTA-3' (SEQ ID NO: 73).

[0094] Die Reaktionsbedingungen waren: 95°C für 300 s, 95°C für 60 s, 52°C für 60 s und 74°C für 100 s (35 
X), 74°C für 10 min. Es wurde Taq Polymerase (NEB) verwendet.

[0095] Die Amplifikation ergab ein einzelnes PCR-Produkt mit der erwarteten Größe, dessen Sequenzierung 
ergab, dass es in der Tat in die Acetyl-spezifische Klade VIa gehörte.

[0096] Diese Resultate belegen, dass mittels des erfindungsgemäßen Verfahrens einzelne PKS-Gene in 
komplexen Metagenomen mit einer außergewöhnlichen Genauigkeit ausgewählt und amplifiziert werden kön-
nen.

Beispiel 4: Isolierung des Psymberin PKS-Genclusters

[0097] Eine Fosmid-Library aus Gesamt-DNA des Psymberin-positiven Schwamms P. aff. bulbosa wurde er-
zeugt (410.000 Klone) und nach einer vorbekannten Strategie (Hrvatin & Piel, Rapid isolation of rare clones 
from highly complex DNA libraries by PCR analysis of liquid gel pools. J. Microbiool. Methods 68, 434–436; 
2007) auf positive Klone hin durchmustert.

[0098] Die Durchmusterung wurde mittels PCR und unter Verwendung von spezifischen Primern durchge-
führt, die aus dem Amplikon der Klade VI abgeleitet wurden.

[0099] Innerhalb von drei Runden des „Primer Walkings” konnten so fünf positive Fosmide isoliert werden. 
Fig. 5A und Tabelle 1 geben das Ergebnis der Sequenzierung (SEQ ID NO: 39) dieser fünf Fosmide wieder. 
Der isolierte Gencluster zeigte eine typisch bakterielle Architektur: es wurden keinerlei Introns detektiert, 
Shine-Dalgarno-like Sequenzen befanden sich vor den einzelnen Genen und die enge Nachbarschaft der 
Gene lässt auf eine polycistronische mRNA schließen. 
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[0100] Wie aus z. B. Fig. 5A zu entnehmen ist, umfasst die isolierte Genregion (SEQ ID NO: 39) in ihrer zen-
tralen Region einen psy-Gencluster (psyA bis psyN) von 62238 bp Länge. Die großen Gene psyA und psyD 
codieren für PKS mit drei bzw. zehn Modulen, wobei letzterer mit einer Thioesterasedomäne abschließt (siehe 
Fig. 5B). Damit wird zum ersten Mal die vollständige Sequenzinformation eines Polyketidbiosyntheseclusters 
offenbart.

[0101] Hinsichtlich der Architektur der PKS-Domänen sind PsyA und die ersten fünf Module von PsyD nahezu 
identisch zu den Omnamid- (OmnB und OnnI) und Pederin- (PedI und PedF) Biosynthesewegen (Fig. 5B, C).

Beispiel 5: Isolierung eines Mycalamid KS Genfragments

[0102] Erneut wurde in einem ersten Schritt zunächst die Komplexität der DNA-Probe mittels einer ersten 
PCR-Amplifikation erniedrigt, wobei die verwendeten Primer ebenfalls die Sequenzen 5'-MGNGARGCNN-
WNSMNATGGAYCCNCARCANMG-3' (forward) und 5'-GGRTCNC CNARNSWNGTNCCNGTNCCRTG-3' 
(reverse) hatten.

[0103] Die erste PCR-Runde fand unter folgenden Bedingungen statt: 96°C für 45 s, 55°C für 45 s, 72°C für 
1 min (40 x), dann 72°C für 10 min. Verwendet wurde Taq Polymerase (NEB).

[0104] Das Amplifikat wurde mittels Agarosegel aufgetrennt und die bei 700 bp laufende DNA mittels Gelver-
dau wie oben beschrieben aufgereinigt. 1 μl dieses aufgereinigten PCR Amplifikats wurde als Template für eine 
zweite PCR-Runde verwendet.

[0105] Für die zweite PCR-Runde wurde als Ziel ein Motiv verwendet, welches in KS detektiert wurde, die 
αβ-gesättigte Intermediate verlängert (Klade V). Das identifizierte Motiv hat die Consensussequenz 
EPI/VE/DTAC (s. Fig. 4A).

Tabelle 1:

ORF Proteingröße Vorgeschlagene Funktion SEQ ID NO

ORF1 302 Zn-dependent hydrolase 1,20

ORF2 426 Adenylosuccinate synthetase 2,21

ORF3 367 Transposase 3,22

psyA 3297 PKS 4,23

psyB 331 Methyltransferase 5,24

psyC 343 PedK-like 6,25

ORF4 367 Transposase 7,26

ORF5 491 Transposase 8,27

psyD 12644 PKS-NRPS 9,28

psyE 571 Phosphoenolpyruvate synthase β + γ subunit 10,29

psyF 497 Phosphoesterase-like 11,30

psyG 309 Phosphoenolpyruvate synthase subunit 12,31

psyH 369 Acyltransferase 13,32

psyI 440 HMG-CoA-synthase 14,33

psyJ 254 Crotonase superfamily 15,34

psyK 367 Flavin-dependent oxygenase 16,35

psyL 81 ACP 17,36

psyM 429 3-Oxoacyl ACP synthase 18,37

psyN 709 Cation transport ATPase 19,38

ORF6 Unbekannt

(teilweise)
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[0106] Die verwendeten Primer waren spezifisch für das EDGAY-Motiv, sowie für das EPI/VE/DTAC-Motiv. 
Der forward-Primer hatte die Sequenz 5'-GCNHTNGARGAYG CNGGNTAYGC-3' (SEQ ID NO: 72); der re-
verse Primer hatte die Sequenz 5'-RCANGCNGTNTCDATNGGTTC-3' (SEQ ID NO: 74).

[0107] Die Reaktionsbedingungen waren: 95°C für 105 s, 95°C für 60 s, 51°C für 60 s und 74°C für 100 s (35 
X), 74°C für 10 min. Es wurde Hot Start Taq Polymerase (Jena Biosciences) verwendet.

[0108] Die Amplifikation ergab erneut ein einzelnes PCR-Produkt mit der erwarteten Größe von 211 bp. Wei-
terhin zeigte eine anschließend durchgeführte Sequenzierung ebenfalls, dass lediglich ein einzelnes KS-Gen-
fragment amplifiziert worden war, welches perfekt in die vorausgesagte Klade passte (SEQ ID NO: 75).

[0109] Diese Resultate belegen erneut, dass mittels des erfindungsgemäßen Verfahrens einzelne PKS-Gene 
in komplexen Metagenomen mit einer außergewöhnlichen Genauigkeit ausgewählt und amplifiziert werden 
können.

Beispiel 6: Isolierung des Mycalamid PKS-Genclusters

[0110] Das oben unter Beispiel 4 beschriebene Durchmusterungsverfahren einer Fosmid-Library aus Myca-
lamid-positiven Proben des Schwammes M. hentscheli wird mit Primern wiederholt, die für das in Beispiel 5 
erhaltene KS-Genfragment spezifisch sind.

[0111] Aus den detektierten positiven Fosmiden wird die Gensequenz des gesamten PKS-Genclusters be-
stimmt, der für die Mycalamidbiosynthese benötigt wird.
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Patentansprüche

1.  Nukleinsäure umfassend zumindest ein Biosynthesegen für ein Polyketid ausgewählt aus der Gruppe 
bestehend aus Psymberin oder Mycalamid.

2.  Nukleinsäure gemäß Anspruch 1, wobei die Nukleinsäure eine Sequenz umfasst die ausgewählt ist aus 
der Gruppe bestehend aus SEQ ID NO 1–19, 39, 75, einem Homolog dieser Sequenzen und/oder dem Kom-
plement der Sequenzen oder des Homologs, wobei das Homolog zumindest 75% Sequenzidentität aufweist, 
oder unter Hochsalzbedingungen mit der Nukleinsäure hybridisiert.

3.  Nukleinsäure gemäß Anspruch 1–2, wobei die Nukleinsäure für ein Protein codiert, das zumindest eine 
Identität zu SEQ ID NO 23 von 41%, zu SEQ ID NO 24 von 52%, zu SEQ ID NO 25 von 42%, zu SEQ ID NO 
28 von 44%, zu SEQ ID NO 29 von 94%, zu SEQ ID NO 30 von 96%, zu SEQ ID NO 31 von 96%, zu SEQ ID 
NO 32 von 94%, zu SEQ ID NO 33 von 98%, zu SEQ ID NO 34 von 95%, zu SEQ ID NO 35 von 97%, zu SEQ 
ID NO 36 von 98%, zu SEQ ID NO 37 von 96% oder zu SEQ ID NO 38 von 96% aufweist.

4.  Peptid für das eine der Nukleinsäuren der vorstehenden Ansprüche kodiert.

5.  Peptid ausgewählt aus der Gruppe bestehend aus SEQ ID NO 20–38 oder einem Homolog dieser Se-
quenzen, wobei das Homolog zumindest eine Sequenzidentität Identität zu SEQ ID NO 20 von 36%, zu SEQ 
ID NO 21 von 54%, zu SEQ ID NO 22 von 44%, zu SEQ ID NO 23 von 41%, zu SEQ ID NO 24 von 52%, zu 
SEQ ID NO 25 von 42%, zu SEQ ID NO 28 von 44%, zu SEQ ID NO 29 von 94%, zu SEQ ID NO 30 von 96%, 
zu SEQ ID NO 31 von 96%, zu SEQ ID NO 32 von 94%, zu SEQ ID NO 33 von 98%, zu SEQ ID NO 34 von 
95%, zu SEQ ID NO 35 von 97%, zu SEQ ID NO 36 von 98%, zu SEQ ID NO 37 von 96% oder zu SEQ ID NO 
38 von 96% aufweist.

6.  Vektor umfassend eine Nukleinsäure gemäß Anspruch 1–3.

7.  Rekombinante Wirtszelle umfassend eine Nukleinsäure gemäß Anspruch 1–3 oder einen Vektor nach 
Anspruch 6.

8.  Verfahren zur Herstellung eines Polyketids umfassend den Schritt: Kultivierung einer rekombinaten 
Wirtszelle gemäß Anspruch 7 unter Bedingungen, die die Expression der Biosynthesegene und Produktion des 
Polyketids durch die Wirtszelle erlauben.

9.  Verfahren gemäß Anspruch 8, weiterhin umfassend den Schritt der Isolierung des produzierten Polyke-
tids.

10.  Verfahren zur Isolierung zumindest eines Polyketid-Biosynthesegens, umfassend die Schritte:  
a) Bereitstellen von zumindest einem Primerpaar, das auf der Substratspezifität einer Kethosynthasedomäne 
einer trans-AT Polyketidsynthase basiert; und  
b) Isolierung von zumindest einem Polyketid-Biosynthesegen unter Verwendung des zumindest einen Primer-
paars aus Schritt a).

11.  Verfahren nach Anspruch 10, wobei Schritt b) die Amplifikation der vom Primerpaar eingeschlossenen 
Nukleinsäureregion umfasst.

12.  Verfahren nach Anspruch 10 oder 11, wobei das zumindest eine Primerpaar spezifisch ist für ein Motiv 
das bei phylogenetisch benachbarten Kethosynthasedomänen von trans-AT Polyketidsynthasen konserviert 
ist.

13.  Verfahren nach Anspruch 10–12, wobei zumindest ein Primer des Primerpaars spezifisch ist für zumin-
dest 4 zusammenhängende Aminosäurereste eines der in Fig. 3, Fig. 4 oder SEQ ID NO: 40–71 definierten 
Aminosäuremotive.

14.  Verfahren nach Anspruch 11–13, wobei, für die Amplifikation der vom Primerpaar eingeschlossenen 
Nukleinsäureregion neben dem zumindest einen Primerpaar aus Schritt a) ein weiteres Primerpaar verwendet 
wird, wobei die zwei Primerpaare verschachtelt sind.

15.  Verfahren nach Anspruch 10–14, wobei das Polyketid-Biosynthesegen aus einem Metagenom isoliert 
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wird.

16.  Verfahren nach Anspruch 10–15, wobei das Polyketid-Biosynthesegen in die Biosynthese von Psym-
berin, den Mycalamiden, den Onnamiden, den Theopederinene A, den Icadamiden, Pederin, den Laulimali-
den, den Latrunculinen A, Mycothiazol, Pateamin A, den Spongistatinen 1, Discodermolid, Dictyostatin, Teda-
nolid und/oder Calyculin involviert ist.

17.  Verfahren nach den Ansprüchen 10–16, weiterhin umfassend den Schritt der Isolierung des gesamten 
für die Polyketidsynthese benötigten Genbereichs basierend auf den Sequenzinformationen des in Schritt b) 
isolierten zumindest einen Polyketid-Biosynthesegens.

Es folgen 13 Blatt Zeichnungen
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Anhängende Zeichnungen
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