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1. Einleitung

Veranderungen der Umwelt wirken sich auf Mikroorganismen besonders drastisch aus, da
diese uber ihre gesamte Oberflache mit der Umgebung in Kontakt stehen. Sie haben einen
vielseitigen Stoffwechsel und sehen sich der Herausforderung gegenuber, diesen den
wechselnden Umweltbedingungen anzupassen, um Schadigungen zu vermeiden. Trotz oder
gerade aufgrund ihrer geringen GrofRe haben Mikroorganismen fast jede denkbare,
okologische Nische besetzt und sind auch unter Extrembedingungen wie groRe Hitze oder
sehr niedrigen Temperaturen zu finden. Aullerdem treten sie unter anderem als Bewohner von
Verdauungstrakt und Haut der Metazoen auf und haben groRe Bedeutung als pathogene

Organismen.

Eine Anpassung an diese unterschiedlichen Bedingungen erreichen die Mikroorganismen zum
einen, durch eine unmittelbare Regulation der Enzymaktivitdt, zum anderen durch die
Regulation der Genexpression. Veranderungen werden durch spezielle Proteine
(Sensorproteine) wahrgenommen und an Effektorproteine weitergeleitet. Diese kénnen wieder
auf andere Proteine und/oder auf die Genexpression direkt wirken. Um eine fein abgestimmte
Expression der Gene zu erreichen, besitzen die Mikroorganismen ein kompliziertes
regulatorisches Netzwerk. In diesem sind manche Gene in Operonen zusammengefasst, die
von einem spezifischen Transkriptionsregulator reguliert werden. Haufig stehen die Operone,
aber auch Einzelgene, zusatzlich unter der Kontrolle eines weiteren (ibergeordneten
Regulators und sind so in Regulonen zusammengefasst. Die Regulatoren kénnen dabei
sowohl reprimierend als auch aktivierend auf die Genexpression wirken. Globale
Regulatoren, wie das CAP aus Escherichia coli, das Crc aus Pseudomonas putida und das
CcpA aus Bacillus subtilis modulieren zusétzlich die Genregulation (Warner und Lolkema,
2003). Die genannten Beispiele sorgen fiir eine koordinierte Expression der Gene des
Kohlenstoffkatabolismus (Carbon Catabolite Repression [CCR]) und die optimale Nutzung
der Ressourcen (Tobisch et al., 1999; Morales et al., 2004). Die Mechanismen der globalen
Regulatoren, welche die CCR vermitteln, sind in den einzelnen Organismen deutlich
verschieden. Gemeinsam ist ihnen aber, soweit bekannt, eine direkte oder indirekte
Interaktion mit dem Phosphotransferase-System (PTS). Das CAP reagiert auf Veranderungen
des cCAMP-Spiegels und steht so indirekt mit dem PTS-System in Verbindung (Bruckner und
Titgemeyer, 2002; Warner und Lolkema, 2003). Dagegen interagiert CcpA direkt mit einer
Kinase (HprK) des PTS (Henkin, 1996).
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Eine genaue, den Bedirfnissen des Organismus angepasste Regulation ist besonders bei
Stoffwechselwegen mit hohem Energieverbrauch wie dem Calvin-Bensson-Bassham (CBB)-
Cyclus (Bassham et al.,, 1954) notwendig. Der CBB-Cyclus ist in Eukaryonten und
Prokaryonten weit verbreitet und dient der CO,-Assimilation. Ein GroRteil der globalen
Biomasse wird Uber diesen Stoffwechselweg aufgebaut. Bis vor kurzem war der Cyclus nur in
Eukaryonten, Cyanobakterien und Proteobakterien bekannt. Eines der Schlisselenzyme, die
Ribulose-1,5-bisphophat-Carboxylase/Oxygenase (RubisCO), wurde inzwischen auch in
Archaeen entdeckt (Tabita, 1999; Finn und Tabita, 2003). Das zweite Schlusselenzym die
Phosphoribulokinase (PRK) scheinen die Archaeen aber nicht zu enthalten. Die PRK ist
notwendig, um den CO,-Akzeptor Ribulose-1,5-bisphosphat (RuBP) zu regenerieren.
Inzwischen gibt es Hinweise, dass RuBP in Archaeen auf einem alternativen Weg Uber
5-Phospho-D-ribose-1-pyrophosphat gebildet wird (Finn und Tabita, 2004). Der CBB-Cyclus
hat vor allem eine Bedeutung in Organismen, die relativ hohe Energieausbeuten aus einem
phototrophen oder chemotrophen Stoffwechsel erzielen. Unter energetisch unglinstigeren
Bedingungen nutzen Prokaryonten andere Wege zur CO,-Fixierung. Diese sind der reduktive
Tricarbonsédure-Cyclus, der in phylogenetisch sehr unterschiedlichen autotrophen Bakterien
und Archaeen zu finden ist (Evans et al., 1966; Hugler et al., 2003, 2005), der reduktive
Acetyl-CoA-Weg (Wood et al., 1986; Pereto et al., 1999) und der 3-Hydroxypropionat-Cyclus
(Eisenreich et al., 1989; Herter et al., 2001; Ishii et al., 2004).

Zu den energetisch begunstigten Organismen, die CO, Uber den CBB-Cyclus assimilieren,
gehoren die metabolisch vielseitigen, fakultativ chemolithoautotrophen [-Proteobakterien
Ralstonia eutropha H16 (Stackebrandt et al., 1988; Yabuuchi et al., 1995) und Ralstonia
metallidurans CH34 (Goris et al., 2001). (Wurden Anfang des Jahres 2004 in Wautersia
eutropha H16 bzw. Wautersia metallidurans CH34 [Vaneechoutte et al., 2004], Ende des
Jahres in Cupriavidus necator H16 bzw. Cupriavidus metallidurans CH34 [Vandamme und
Coenye, 2004] umbenannt.) Beide Organismen sind in der Lage, wahrend des heterotrophen
Wachstums viele organische Kohlenstoffquellen zu verwerten, wobei Sduren wie Pyruvat und
Succinat bevorzugt werden. Mit Ausnahme von Fructose, die in den Stdmmen Uber den
Entner-Doudoroff-Weg (ED-Weg) abgebaut wird, werden Hexosen oder Pentosen jedoch
nicht verwertet. Beide Ralstonia-Stdamme konnen organoautotroph mit Formiat oder
lithoautotroph mit Wasserstoff als Energie- und mit CO, als Kohlenstoffquelle wachsen.
Energie und Reduktionskraft werden dabei aus der Oxidation von Wasserstoff oder Formiat

durch jeweils eine membrangebundene und eine cytosolische, NAD*-abhéngige Hydrogenase
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bzw. Formiat-Dehydrogenasen (Friedrich et al., 1979; Friedebold und Bowien, 1993;
Friedrich und Schwartz, 1993; Burgdorf et al., 2001) gewonnen.

Fur eine koordinierte Bereitstellung der Enzyme des CBB-Cyclus in R eutropha H16 und
R. metallidurans CH34 sorgt die Organisation der entsprechenden Gene (cbb-Gene) in
Operonen (cbb-Operone).

In R. eutropha H16 sind die cbb-Gene in zwei sehr homologen cbb-Operonen vereinigt. Eines
der Operone ist auf einem der beiden Chromosomen, das andere auf dem Megaplasmid pHG1
lokalisiert. AuBer der Triosephosphat-lsomerase und der Ribose-5-phosphat-Isomerase sind
alle Enzyme des Cyclus in den Operonen codiert. Die Gene beider Schllsselenzyme des
Cyclus, RubisCO (cbbLS) und PRK (cbbP) sind sowohl in dem chromosomalen (cbb) als
dem plasmidaren cbb-Operon (cbb,) vorhanden (Abb. 1A; Kusian und Bowien, 1997,
Schwartz und Friedrich, 2001; Bowien und Kusian, 2002).

Die Operone von R. eutropha H16 beginnen mit den Strukturgenen cbbL bzw. cbbS, welche
die grofle und die kleine Untereinheit einer Form I-RubisCO der sogenannten ,roten’
Untergruppe codieren. Das benachbart liegende Gen cbbX ist ein Protein der AAA*-Protein-
Superfamilie (Neuwald et al., 1999) mit unbekannter Funktion, aber essentiell fur das
autotrophe Wachstum von H16 (Bowien und Kusian, 2002). Im Gegensatz dazu ist das
Produkt von cbbY, dem darauf folgenden Gen fiir das autotrophe Wachstum nicht notwendig.
Ein weiteres nicht am CBB-Cyclus beteiligtes Protein, die 2-Phosphoglycolat-Phosphatase,
wird von cbbZ codiert (Windhével und Bowien, 1990; Yoo und Bowien, 1995; Kusian et al.,
1995; Kusian und Bowien, 1997; Bowien und Kusian, 2002). Zusétzlich enthalt das cbb,-
Operon zwei Gene unbekannter Funktion. Das Gen cbbB codiert die Sequenz eines der
Formiat-Dehydrogenase ahnlichen Proteins (Bémmer at al., 1996). Ein weiteres Protein der
AAA’-Protein-Superfamilie, CIpC, ist das Produkt des letzten Gens dieses Operons
(Abb. 1A). Das clpC-Gen wird unter induzierenden Bedingungen zusammen mit dem cbb-
Operon transkribiert, besitzt aber einen eigenen zusatzlichen Promotor, der auch —obwohl
weniger- aktiv ist, wenn das cbb-Operon reprimiert wird (P. Olbermann und B. Bowien,

personliche Mitteilung).
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Abb. 1.

A
cbb_-Operon
P —————— ——————p
VA e bl b
cbbR cbbL[cbbX|[cbbEcbbF | cbbT chbzZcbbG| cbbA cbbB  clpC
cbbS cbby cbbP cbbK (R
2kb
B
cbb,-Operon
I e
cbbR, cbbL chbS cbbQ cbbO  hyp.Prot. cbbY* chbA,
]
1kb
cbb,,-Operon
——— S ——— > —— P PP PP —p
cbbR,, cbbE cbbF cbbP cbbT  cbbz l cbbKJcbbAII pykAlcbbl hoxF }hoxY 'hole pntAA
cbbG  cbbY cbhJ hoxU hoxH hoxl
|
2kb

Organisation der Gene des chromosomalen cbb-Operons (A) von R. eutropha H16
(nach Kusian & Bowien 1997). und der cbb-Operone 1 und Il (B) von
R. metallidurans CH34.

Genbezeichnungen und die von ihnen codierten Produkte: cbbA, Fructose-1,6-bisphosphat-
/Sedoheptulose-1,7-bisphosphat-Aldolase; cbbB, Genprodukt &hnelt der Formiat-
Dehydrogenase; cbbE, Pentose-5-phosphat-3-Epimerase; cbbF, Fructose-1,6-bisphos-
phatase/Sedoheptulose-1,7-bisphosphatase; cbbG, Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydro-
genase;  chbl,  Triosephosphat-lsomerase;  cbbJ,  Ribose-5-phosphat-lsomerase;
cbbK, Phosphoglycerat-Kinase; cbbL und cbbS, grole bzw. kleine Untereinheit der
Ribulose-1,5-bisphosphat-Carboxylase/Oxygenase; cbbP, Phosphoribulokinase; cbbO und
cbbQ, Genprodukte mit unbekannter Funktion; cbbT, Transketolase; cbbX und cbbY,
Genprodukte mit unbekannter Funktion; cbbZ, 2-Phosphoglycolat-Phosphatase; cbbR,
Aktivatorgen; clpC, CIpC-ATPase pykA, Pyruvat-Kinase; pntAA, NAD(P)-
Transhydrogenase; hox-Gene, Gene der I6slichen NAD-abh&ngigen Hydrogenase: hoxF, o-
Untereinheit, hoxU, y-Untereinheit, hoxY, &-Untereinheit, hoxH, B-Untereinheit; hoxWw,
Hydrogenase-spezifische Endopeptidase und hoxl, aktivierende Untereinheit der léslichen
Hydrogenase. Indices c, | und Il bedeuten chromosomal bzw. im cbb-Operon | oder cbb-
Operon |1 lokalisiert.

Nach der Analyse der bisher verfligbaren Genomsequenz (http://genome.jgi-psf.org/mic_

home.html) besitzt auch R. metallidurans CH34 zwei cbb-Operone, die aber nicht homolog
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sind. Beide scheinen chromosomal lokalisiert zu sein. Im Gegensatz zu H16 sind in CH34 die
Gene der Schlisselenzyme des Calvin-Cyclus in getrennten Operonen lokalisiert. Das cbb—
Operon enthalt die Stukturgene einer Form [-RubisCO und die Gene cbbQ und cbbO
(Abb. 1B). AulRerdem sind im cbb,-Operon noch zwei hypothetische Proteine sowie cbbA und
die unvollstandige Kopie eines cbbY-Gens codiert.

Das cbb-Operon, ist sehr viel groRer und diverser in seiner Zusammensetzung (Abb. 1B). Bis
auf die RubisCO-Gene enthélt es alle Gene der CBB-Enzyme (cbbEFPTGKAJI) und
zusatzlich die Strukturgene der Untereinheiten der NAD™-reduzierenden, l6slichen
Hydrogenase (hoxFUYHI). Die Gene zur Assemblierung dieser Hydrogenase (hypABCFDE)
sowie eines Nickeltransporters sind mehr als 6.0 kb stromabwaérts dieses Operons lokalisiert.
Wie in R. eutropha H16 enthalt das cbb;-Operon ein cbbzZ-Gen, zusatzlich aber das Gen einer
Pyruvat-Kinase (pykA), einer Hydrogenase-spezifischen Endopeptidase (hoxW) und einer
Untereinheit der NAD(P)-Transhydrogenase (ptnAA).

Allen diesen cbb-Operonen gemeinsam ist ein in divergenter Orientierung vorangestelltes
Gen des Transkriptionsregulators cbbR (Abb. 1). Nur das vor dem plasmidéren cbb-Operon
von R. eutropha H16 gelegene cbbR* ist aufgrund mehrerer kleiner Deletionen nicht
funktionell. Der Transkriptionsregulator CbbR gehort zur Familie der LysR-Typ-
Transkriptionsregulatoren (LTTR), die in Prokaryonten weit verbreitet sind. In der Regel
wirken sie aktivierend auf ihre Zielgene/-operone. (Schell, 1993; Bowien und Kusian, 2002).
In der 167 bp umfassenden intergenen Regionen (cbb-Kontrollregion) zwischen den
cbb-Operonen von R. eutropha H16 und den Regulatorgenen (cbbR und cbbR®) liegen die
o'%-abhéngigen Promotoren des Operons, pep, und des Regulatorgens, peppr, Mit sich
Uberlappenden "-35" Regionen (Jeffke et al., 1999). Es kann angenommen werden, dass auch
in R. metallidurans CH34 die Promotoren der Operone und der Regulatorgene in den

intergenen Regionen des cbb,- (124 bp) und des cbb;-Operons (288 bp) liegen.

Die Regulation der cbb-Operone in R. eutropha H16 folgt einem charakteristischen Muster.
Bei heterotrophem Wachstum auf den meisten organischen Substraten (z.B. Succinat und
Pyruvat) ist das Operon vollstandig reprimiert. Auf einigen Substraten, wie Fructose und
Gluconat, wird der Promotor allerdings partiell dereprimiert (sog. heterotrophe Derepression)
und erreicht bis etwa die Hélfte seiner Aktivitat unter autotrophen Bedingungen (Friedrich et
al., 1981a; Jeffke et al., 1999). Diese heterotrophe Derepression tritt vor allem in Stdimmen
sehr deutlich auf, die das Megaplasmid pHG1 tragen (Bowien et al., 1984). Wird dem Stamm

nur Formiat zum Wachstum angeboten, kommt es zu einer hohen Expression des Operons, die
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durch H; plus CO, noch verstéarkt wird. Eine ahnlich hohe Aktivitat entwickelt der Promoter
beim Wachstum unter mixotrophen Bedingungen mit Fructose und Formiat (Kusian und
Bowien, 1997). In R. metallidurans CH34 ist ebenfalls eine starke Expression des
cbb-Operons nach Wachstum mit H, und CO, oder Formiat zu beobachten. Auch in diesem
Stamm wird beim heterotrophen Wachstum auf Gluconat etwas mehr RubisCO gebildet als
mit Pyruvat oder Succinat, auf denen scheinbar eine fast vollstandige Repression des
cbb;-Operons erfolgt (Mergeay et al., 1985). Dieser Effekt ist jedoch deutlich geringer
ausgepragt als in R. eutropha H16.

Essentiell fur die Expression der cbb-Operone in R. eutropha H16 und anderen Organismen
ist der Transkriptionsregulator CbbR. Die DNA-Bindung von CbbR erfolgt {ber ein
N-terminales Helix-Turn-Helix-Motiv, wie es fir die LTTR charakteristisch ist (Windhovel
und Bowien, 1991; Schell, 1993; Jeffke et al., 1999). Der C-Terminus von LTTR dient im
Allgemeinen der Oligomerisierung und der Bindung von Effektoren. Diese stammen h&ufig
aus dem Stoffwechselweg, mit dem die regulierten Gene zusammenhangen, und vermitteln so
Uber die LTTR eine aktivierende oder reprimierende Wirkung auf die Genexpression. Die
DNA-Bindung von LTTR verursacht meist eine Krimmung der DNA, die sich durch die
LTTR-Effektor-Interaktion verdndert —h&ufig relaxiert- und zu einer Modulation der
Regulation fuihrt (Schell, 1993; Rhee et al., 1999).

In der intergenen cbb-Kontrollregion von R. eutropha H16 wurden zwei CbbR-Binderegionen
identifiziert. Die ,R-Region‘ (,recognition-region) liegt proximal zu cbbR und dient
vermutlich der Rekrutierung eines CbbR-Tetramers oder Dimers, welches wahrscheinlich die
Bindung eines zweiten CbbR-Tetramers oder Dimers an die proximal zu cbbL liegende ,A-
Region® (,activation-region’) fordert. Diese Region Uberlappt mit der -35"-Region des peupe
und ermdglicht so eine direkte Interaktion zwischen CbbR und der RNA-Polymerase (Abb. 2;
Kusian und Bowien, 1995). Diese Interaktion wird wahrscheinlich durch einen positiven
Effektor, aus dem metabolischen Umfeld des Systems der bisher noch nicht identifiziert
werden konnte, oder durch ein weiteres Protein induziert. Als negativer Effektor in
R. eutropha H16 wirkt Phosphoenolpyruvat (PEP), indem es die Affinitdt von CbbR an die
cbb-Kontrollregion erhoht (Grzeszik et al., 2000). Uber die Interaktion der CbbR-Proteine aus

R. metallidurans CH34 und deren mogliche Effektoren ist noch nichts bekannt.
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-« CbbR
57 ACGACAT GGGCGGTTGGGGGCGGCTTTGGATGGTCCCGTGATGTGCAGCTTGGTCCGC 3~
3" TGCTGTA CCCGCCAACCCCCGCCGAAACCTACCAGGGCACTACACGTCGAACCAGGCG 57

R-Region A-Region
s iy T 9-—|

' CbbR. CbbR

1 \

CbbR CbbR )

=35 —— Py, — -10 +1 =
ATACAGES ATTTACCTTATGTGGGTGGGCTTATATCTTTGCATCAA 3~
37 TGAATTCCCTAACGAATATGTCCCCGATTCTTATAGACTTAAATGGAATACACCCACCCGAATATAGAAACGTAGTT 57
- 4] -10 Peobr -35
cbbL —»

57 CGCAGCAGCCAAGACGCTCAACCACGCAAGGAGACAAGC ATGAAC 37
3" GCGTCGTCGGTTCTGCGAGTTGGTGCGTTCCTCTGTTCG TACTTG 5°

Abb. 2. Intergene cbb-Kontrollregion des chromosomalen cbb-Operons von R. eutropha H16
(nach Kusian und Bowien, 1995; Jeffke, 2001).
Zwei CbbR-Di/Tetramere sind in Kontakt mit ihren potentiellen Binderegionen A und R,
Die unvollstandigen Palindrome der Binderegionen sind fett gedruckt. Die "-35"- und *-10"-
Bereiche der Promotoren peyo. Und pesbr Sind unterstrichen. Die Transkriptionsstartpunkte
von cbbL und cbbR sind jeweils mit +1 bezeichnet.

Bei Promotorstudien mit pep. in den cbbR-Deletionsmutanten HB14 und HB15 von
R. eutropha H16 wurde der prinzipielle Erhalt des Regulationsmusters beobachtet, wie es aus
dem Wildtyp H16 bekannt war (Jeffke et al., 1999). Dies schien die Beteiligung zumindest
eines weiteren Regulators bei der Kontrolle der cbb-Operone nahe zu legen. Diese(r)
Regulator(en) kdnnten Teil eines regulatorischen Netzwerkes sein und das Verbindungsglied
zwischen dem Kohlenstoff- und Energiestoffwechsel in H16 darstellen.

Drei DNA-Proteinkomplexe wurden in Bindungstudien mit der cbb-Kontrollregion und
Rohextrakten aus H16 beobachtet (Abb. 3). Die beteiligten Bindungspartner von zwei
Komplexen wurden inzwischen identifiziert. Das/die bindende(n) Protein(e), welche den
schwach ausgepragten dritten Komplex bilden, wurden noch nicht gefunden. Das Protein, das
zur Bildung des Komplexes P2 fuhrt, wurde als Ortholog von PhcA des pflanzenpathogenen
Bakteriums Ralstonia solanacearum charakterisiert. PhcA ist in R. solanacearum Teil eines
sensorischen Netzwerkes, das eine Schlisselfunktion bei der Regulation von Virulenz- und
Pathogenitatsgenen hat (Schell, 2000). Obwohl eine Mutation in phcA die Ubernahme der
Aktivatorfunktion von CbbR durch das verdnderte PhcA ermdglicht, zeigte die Untersuchung
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von phcA-Deletionsmutanten, dass dieses Protein nicht an der Regulation der cbb-Gene
beteiligt ist (Jeffke, 2001).

Der zweite sehr intensive Komplex P1 wird durch die hochaffine Bindung des Proteins P1 an
ein  symmetrisches Sequenzmotiv unmittelbar stromaufwérts der CbbR-Binderegion
verursacht. Auch die Deletion dieses Gens hatte keinen Effekt auf das autotrophe Wachstum
von R. eutropha H16 (B. Bowien, personliche Mitteilung). Beide Proteine sind daher nicht

essentiell fir das autotrophe Wachstum.

N N
& ¢
(9 Q Q
N N4 N4 \4
© 1\ o w
N
RS & & &
—P3
—P2
oy iy
—0

Abb. 3. Gelretardation eines DNA-Fragments aus der cbb-Kontrollregion mit Rohextrakten
des Wildtyps von R. eutropha H16 und verschiedenen Mutanten.
Als DNA-Fragment wurde die vollstandige (243 bp) cbb-Kontrollregion aus
R. eutropha H16 eingesetzt. 0, freie DNA; P1, P1-DNA-Komplex; P2, PhcA-DNA-
Komplex; P3, Komplex aus DNA und unbekannten Protein(en).

Ein wesentliches Ziel der vorliegenden Arbeit war es, potentielle Regulatoren der cbb-Gene in
R. eutropha H16 zu identifizieren und durch Deletion ihrer Gene die Funktion im
Stoffwechsel aufzudecken. Ferner sollte durch ortspezifische Mutagenese des Regulators
CbbR die Rolle einzelner Aminosdurereste in konservierten Bereichen des Proteins bei der
DNA-Bindung und der Aktivierung des cbb-Operons festgestellt werden. Zum Vergleich
wurden Bindungsstudien mit den CbbR-Proteinen aus dem nahe verwandten Stamm
R. metallidurans CH34 durchgefuhrt. Um zu Uberprifen, ob die beiden CbbR-Proteine in
CH34 austauschbar sind, wurde eine cbbR;;-Deletionsmutante hergestellt und charakterisiert.
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2. Material und Methoden

2.1 Organismen und Plasmide

Die Stdamme von Ralstonia spp. und Escherichia coli sowie bereits vorhandene und
neukonstruierte Plasmide, die im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurden, sind mit ihren
entsprechenden phano- bzw. genotypischen Eigenschaften und ihrer Herkunft in den Tab. 1-3

aufgefiihrt.

Tab. 1. Stamme von Ralstonia spp.

Stamm Relevanter Phéno- und Genotyp Referenz

R. eutropha H16 Cfx", Hox"; pHG1"; autotrophes DSM 428, ATCC 17699
Wachstum

R. eutropha HB14 Cfx’, Hox"; pHG1"; AcbbR; autotroph  Jeffke et al. (1999)

negative Mutante von H16

R. eutropha HB14R Cfx", Hox"; pHG1"; AcbbR, phcA*; D.Oed & B. Bowien
phanotypische Revertante von HB14

R. eutropha HB17 Cfx’, Hox"; pHG1"; AcbbR, AphcA; Jeffke (2001)
autotroph negative Doppelmutante
von H16

R. eutropha HB44 Cfx®, Hox"; pHG1"; AP1, AphcA, S.Walburg & C. Hofle

Zweifachmutante von H16

Cfx, Hox"; pHG1"; AP1, AphcA; S.Walburg & C. Héfle
autotroph negative Dreifachmutante

R. eutropha HB45

von H16

R. eutropha HB71 Cfx", Hox"; pHG1"; AorfR; Mutante  Diese Arbeit
von H16

R. eutropha HB72 Cfx", Hox"; pHG1"; AfrcR; Mutante  Diese Arbeit
von H16

R. eutropha HB73 Cfx’, Hox"; pHG1"; AorfV; Mutante  Diese Arbeit
von H16

R. eutropha HB74 Cfx", Hox"; pHG1"; AorfG; Mutante  Diese Arbeit
von H16

R. eutropha HB75 Cfx", Hox™; pHG1"; AaepA; Mutante  Diese Arbeit
von H16

R. eutropha HB76 Cfx", Hox"; pHG1"; AregA; Mutante  Diese Arbeit
von H16

R. eutropha HB77 Cfx’, Hox"; pHG1"; AregB; Mutante  Diese Arbeit
von H16

Fortsetzung Tab. 1 ndchste Seite
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Tab. 1. Stdmme von Ralstonia spp. (Fortsetzung)

Stamm Relevanter Phano- und Referenz
Genotyp
R. eutropha HB78 Cfx", Hox"; pHG1", AorfP, Diese Arbeit
Mutante von H16
R. metallidurans Cfx", Hox™; autotrophes  Mergeay et al. (1985), DSM
CH34 Wachstum 2839
R. metallidurans Cfx, Hox"; AcbbR;,; Mutante Diese Arbeit

CHM 1

von CH34

Bezeichnung des Phénotyps: Cfx, CO,-Fixierung; Hox, Wasserstoffoxidation; pHG1, Megaplasmid; phcA*,
phcA-Punktmutation; +, Merkmal vorhanden; -, Merkmal nicht vorhanden.

Tab. 2. Stamme von Escherichia coli

Stamm Relevanter Phano- und Genotyp Referenz

JW1 ara, A(lac-proAB), rpsL, thi, ®80, (lacZ Kolmar et al. (1990)
AM15), F’(lact lacZAM15, proA'B*)

XL1-Blue Tc"; recA’, thi, hsdR1, supE44, relAl, Bullock et al. (1987)
F’(lac[ proAB, lacl, lacZ4M15, Tn10])

S17-1 Sm', Tp', Mod", Res’; thi, pro, recA; Simon et al. (1983)
integriertes Plasmid RP4-Tc::Mu-
Km::Tn7

DH5a endAl, hsdR17 (rmy") supE44, thi-1, New England Biolabs
recAl, gyr A, (Nal"), relA1 A(laclZYA-
argF), U169, deoR

ER2566 F’, lambda’; fhuA2 [lon], ompT, lacZ :: New England Biolabs
T7 genel, gal, sulA11, A(mcrC-mrr),
114 ::1S10 R(mcr-73 ::miniTn10--TetS)2,
R(zgb-210 ::Tn10) (TetS) endAl[dcm]

BL21-DE3 F, ompT, hsdSB (rB-mB-), gal, dcm Studier & Moffat (1986)
(DE3)

XL1-Blue A(mrcA)183, A(mcrCB-hdsSMR-mrr)173,  Stratagene

MRF’Kan endAl, supE44, thi-1, recAl, gyrA96,
relAl, lac [F’ proAB laclZ AM15 Tn5
(Kan’)]

BacterioMatch™  A(mrcA)183, A(mcrCB-hdsSMR-mrr)173,  Stratagene

Two-Hybrid
System Reporter
Stamm

endAl, supE44, thi-1, recAl, gyrA96,
relAl, lac [F’ lacl?bla lacZKan']

Bezeichnung  der

Trimethoprimresistenz; ;

Phéanotypen:  Sm',

Streptomycinresistenz;
+, Merkmal vorhanden;

gemaR Berlyn et al. (1996).

Kan',
-, Merkmal nicht vorhanden; Genotypenbezeichnungen

Kanamycinresistenz ~ Tp',
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Tab. 3. Verwendete Plasmide

Plasmid Relevanter Phano- oder Genotyp Referenz
pUC19 Ap'; lacPOZ’ Yanisch-Perron et al. (1985)
puUC18 Ap'; lacPOZ’ Yanisch-Perron et al. (1985)
pBluescriptSK Ap'; lacPOZ’ Stratagene
pPNHG1 Km', Tc"; sacB, RP4 oriT, ColE1 ori  Jeffke et al. (1999)
pTYB12 Ap"; Prc—Promoter, Intein-CBD- New England Biolabs
Expressionsvektor
pCYB2 Ap'; lac-Promoter, Intein-CBD- New England Biolabs
Expressionsvektor
pT7-7 Ap"; ColElori, Pt7-Promotor Tabor (1985)
pAECR5 Ap"; pT7-7::958 bp-cbbR-Fragment Windhdvel & Bowien (1991)
aus H16 mit artifizieller RBS, Pr7-
Promotor
PAECR6 pTYB12::843 bp-Ndel/Ndel + 129 bp-  Jeffke (2001)
Ndel/Hindlll-Fragment aus pAECRS5,
N-terminale Fusion
pAECR7 pUC18::1015 bp-Xbal/HindllI Jeffke (2001)
Fragment aus pAECR5
pAECRS8 pCYB2::960 bp-Hincll/Sall-cbbR- Diese Arbeit
Fragment aus H16, C-terminale Fusion
pMP921 Tc'; Mob*, Tra® Freter & Bowien (1994)
pMP922 Tc'; Mob*, Tra® Freter & Bowien (1994)
pVK101 Tc'; Km'; Mob®, Tra® Knauf & Nester (1982)
pUW5 Tc"; pVK101::1.8 kb-HindIll/Sall- Windhdvel (1989)
Fragment mit cbbR aus H16
pBBR1MCS2 Km'; Mob™; lacPOZ Kovach et al. (1995)
pBK Tc'; pMP220::1.87 kb-EcoRI/Xbal mit Kusian & Bowien (1995)
gusA aus pUIDA
pBK2241 pBK::236 bp-Xbal/Pstl aus pBH2241  Kusian & Bowien (1995)
PTRG Tc": lac-UV5 Promoter, RNAPq Orf,  Stratagene
ColElori
pBT Cm"; lac-UV5 Promoter, AC1 Orf, Stratagene
pl5Aori
pBH2241 pUC19::224 bp-EcoRI/Hindlll; inter-  Kusian & Bowien (1995)

gene cbb-Kontrollregion von H16

Fortsetzung Tab. 3 ndchste Seite
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Tab. 3. Verwendete Plasmide (Fortsetzung)

Plasmid Relevanter Phano- oder Genotyp Referenz

pG-KJES Cm'; araC, tetR, pACYC ori, dnak-dnaJ- TaKaRa Bio
grpE, groES-groEL, araB, Pztl

pGro7 Cm"; araC, tetR, pACYC ori, groES-groEL, TaKaRa Bio
araB

pKJE7 Cm'; araC, tetR, pACYC ori, dnak-dnaJ- TaKaRa Bio
grpE, araB

pG-Tf2 Cm'"; tetR, pACYC ori, groES-groEL-tig, Pzt1 ~ TaKaRa Bio

pTfl6 Cm'; araC, pACYC ori, tig, araB TaKaRa Bio

pSK+::igRL Ap'; pBluescriptSK+::301 bp-Xbal/Pstl- T. Mahlmann &
Fragment aus R. metallidurans CH34, mitder ~ B. Bowien
intergenen Kontrollregion cbhbR-chbL

pSK+::igRE Ap"; pBluescriptSK+::261 bp-Xbal/Pstl- Diese Arbeit
Fragment aus R. metallidurans CH34 mit der
intergenen Kontrollregion cbbR-cbbE

pSK::cbbRy, Ap', pBluescriptSK+::1183 bp-Sall/Pstl- Diese Arbeit
Fragment aus R. metallidurans CH34, cbbR,
mit der intergenen Kontrollregion cbbR-cbbE

pMP921::cbbR, Tc"; pMP921::1395 bp-Pstl-Fragment aus T. Mahlmann &
R. metallidurans CH34, cbbR, mit der B. Bowien
intergenen Kontrollregion cbbR-cbbL

pMP922::cbbR, Tc"; pMP922::1395 bp-Pstl-Fragment aus T. Mahlmann &
R. metallidurans CH34, cbbR, Gen mit der B. Bowien
intergenen Kontrollregion cbhbR-chbL

pMP921::cbbRy, Tc"; pMP921::1183 bp-Kpnl/Pstl-Fragment Diese Arbeit
aus pSK::cbbRy,

pMP921::phcA” Tch pPMP921::3,3 kb-Kpnl/BamHI-Fragment Diese Arbeit
mit phcA aus HB14R

pUC19::AcbbR;,  Ap'; pUC19::569 bp-Xbal/Sacl-chbR;, Diese Arbeit
Deletionsfragment aus R. metallidurans CH34

PNHG::AcbbRy Ap'; pUC19::569 bp-Xbal/Sacl-cbbR), Diese Arbeit
Deletionsfragment aus pUC19::AcbbR;,

pUC19::AcbbR, Ap'; pUC19::534 bp-Xbal/BamHI-cbbR;, Diese Arbeit
Deletionsfragment aus R. metallidurans CH34

pNHG::AcbbR, Ap"; pPNHG::534 bp-Xbal/Sacl-cbbR;- Diese Arbeit
Deletionsfragment aus pUC19::AcbbR,

pT7-7::cbbR, Ap"; pT7-7::894 bp-Ndel/BamHI-Fragment T. Mahlmann &

mit cbbR; aus R. metallidurans CH34

B. Bowien

Fortsetzung Tab. 3 nachste Seite
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Tab. 3. Verwendete Plasmide (Fortsetzung)

Plasmid Relevanter Phano- oder Genotyp Referenz
pT7-7::cbbRy Ap'; pT7-7::929 bp-Ndel/Sall-Fragment Diese Arbeit
mit cbbRy; aus R. metallidurans CH34
pBTR23 pBT::962 bp-Xhol/EcoRI-Fragment mit Diese Arbeit
cbbR aus H16

pTRGR83 pTRG::923 bp-Xhol/EcoRI-Fragment mit Diese Arbeit
cbbR aus H16

pAECRG203L pUC18::1015 bp-Xbal/Hindll1-cbbR Diese Arbeit
G203L-Fragment amplifiziert mit pAECR7

pAECRAL75E pUC18::1015 bp-Xbal/Hindlll-cbbR Diese Arbeit
A175E-Fragment amplifiziert mit pAECR7

pAECRW274R pUC18::1015 bp-Xbal/Hindll1-cbbR Diese Arbeit
W274R-Fragment amplifiziert mit
pAECR7

pAECRG205E pUC18::1015 bp-Xbal/Hindlll-cbbR Diese Arbeit
G205E-Fragment amplifiziert mit pAECR7

pAECRR135C pUC18::1015 bp-Xbal/Hindlll-cbbR Diese Arbeit
R135C-Fragment amplifiziert mit pAECR7

pDSCH pBBR1MCS2::198 bp-Xbal/Sacl-Fragment  Diese Arbeit
mit cbb-Kontrollregion von H16

pDSCHR 203 pDSCHR::1015 bp-Xbal/HindllI-cbbR Diese Arbeit
G205L-Fragment aus pAECRG203L

pDSCHR 175 pDSCHR::1015 bp-Xbal/HindllI-cbbR Diese Arbeit
A175E-Fragment aus pAECRA175E

pDSCHR 274 pDSCHR::1015 bp-Xbal/HindllI-cbbR Diese Arbeit
W274R-Fragment aus pAECRW274R

pDSCHR 205 pDSCHR::1015 bp-Xbal/HindllI-cbbR Diese Arbeit
G203E-Fragment aus pAECRG205E

pDSCHR 135 pDSCHR::1015 bp-Xbal/HindllI-cbbR Diese Arbeit
R135C-Fragment aus pAECRR135C

pDSCHR WT pDSCHR::1015 bp-Xbal/HindllI-cbbR- Diese Arbeit
Fragment aus pAECR 7

pAECRS8 pT7-7::1015 bp-Xbal/HindllI-cbbR Diese Arbeit
W274R-Fragment aus pAECR W274R

pAECR9 pT7-7::1015 bp-Xbal/Hindll1-cbbRA175E-  Diese Arbeit
Fragment aus pAECR A174E

pUC19::AregA pUC19::562 bp-Xbal/BamHI-regA- Diese Arbeit

Deletionsfragment, amplifiziert mit
chromosomaler DNA von H16

Fortsetzung Tab. 3 nachste Seite
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Tab. 3. Verwendete Plasmide (Fortsetzung)

Plasmid

Relevanter Phano- oder Genotyp

Referenz

PNHG::AregA

pT7-7::regA

pUC19::AregB

PNHG::AregB

pUC19::AorfR

pNHG::AorfR

pUC18::orfR

pUC19::AorfV

pPNHG::AorfV

pUC19::AorfG

pPNHG::AorfG

pUC19::AaepA

PNHG::AaepA

pUC19::AsspA

PNHG::AsspA

pUC19::AfrcR

pPNHG1::562 bp-Pmel/Sacl-regA-
Deletionsfragment aus pUC19::AregA

pT7-7::875 bp-Ndel/BamHI-regA-
Fragment, amplifiziert mit chromosomaler
DNA von H16

pUC19::649 bp-Xbal/BamHI-regB-
Deletionsfragment, amplifiziert mit
chromosomaler DNA von H16

PNHG1::649 bp-Pmel/Sacl-regB-
Deletionsfragment aus pUC19::AregB

pUC19::644 bp-Xbal/BamHI-orfR-
Deletionsfragment, amplifiziert mit
chromosomaler DNA von H16

pPNHG1::644 bp-Pmel/Sacl-orfR-Deletions-
fragment aus pUC19::AorfR
pUC18::1240 bp-Pstl/Xbal-orfR-Fragment

amplifiziert, mit chromosomaler DNA von
H16

pUC19::775 bp-Xbal/Sacl-orfV-Deletions-
fragment, amplifiziert mit chromosomaler
DNA von H16

PNHG1::775 bp-Xbal/Sacl-orfV-Deletions-
fragment aus pUC19::AorfV

pUC19::534 bp-Xbal/Sacl-orfG-Deletions-
fragment, amplifiziert mit chromosomaler
DNA von H16

pNHG1::534 bp-Xbal/Sacl-orfG-Deletions-
fragment aus pUC19::AorfG

pUC19::617 bp-Xbal/BamHI-aepA-
Deletionsfragment, amplifiziert mit
chromosomaler DNA von H16
pPNHG1::617 bp-Xbal/Sacl-aepA-
Deletionsfragment aus pUC19::AaepA
pUC19::755 bp-Smal/Sacl-sspA-Deletions-

fragment, amplifiziert mit chromosomaler
DNA von H16

PNHG1::755 bp-Smal/Sacl-sspA-
Deletionsfragment aus pUC19::AsspA

pUC19::692 bp-Xbal/Sacl-frcR-Deletions-
fragment aus pUC19::AfrcR

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Fortsetzung Tab. 3 nachste Seite
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Tab. 3. Verwendete Plasmide (Fortsetzung)

Plasmid Relevanter Phano- oder Genotyp Referenz

pNHG::AfrcR pPNHG1::692 bp-Xbal/Sacl-frcR-Deletions-  Diese Arbeit
fragment, amplifiziert mit chromosomaler
DNA von H16

pUC19::Acmk pUC19::555 bp-Xbal/Sacl-cmk-Deletions- Diese Arbeit
fragment, amplifiziert mit chromosomaler
DNA von H16

PNHG::Acmk pNHG1::555 bp-Xbal/Sacl-cmk-Deletions-  Diese Arbeit
fragment aus pUC19::Acmk

pUC19::AorfP pUC19::559 bp-Xbal/Sacl-orfP-Deletions- Diese Arbeit
fragment, amplifiziert mit chromosomaler
DNA von H16

PNHG::AorfP pPNHG1::559 bp-Xbal/Sacl-orfP Deletions-  Diese Arbeit

fragment aus pUC19::AorfP

Bezeichnung der Phanotypen: Ap', Ampicillinresistenz; Km', Kanamycinresistenz; Tc', Tetracyclinresistenz;
Cm', Chloramphenicolresistenz; +, Merkmal vorhanden; -, Merkmal nicht vorhanden; Genotypenbezeichnungen
gemal Berlyn et al., (1996).

2.2 Nahrmedien und Zellanzucht

2.2.1 Nahrmedien fur Ralstonia spp.

Die Stdamme von Ralstonia wurden in Mineralmedium mit unterschiedlichen organischen und

anorganischen Supplementen oder in Komplexmedien angezogen. Zur Herstellung fester

Néhrbdden wurde den Medien vor dem Autoklavieren Agar in einer Konzentration von 1.5 %

(w/v) zugesetzt.

Mineralmedium (nach Schlegel et al., 1961)

Losung A (30x)

Losung B (30x)

Ldsung C

Na,HPO, x 12 H,0 270 g
KH,PO4 45 g
H,0 bidest. ad 1,000 ml
MgSO, x 7 H,O 6 g
NH4CI 60 g
SL7 30 ml
H,O bidest. ad 1,000 ml
Fe(I11)NH,-Citrat 125 mg
CaCl,; x 2 H,O 250 mg
H,O bidest. ad 250 ml
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Spurenelementeldsung SL7 (Pfennig & Triper, 1981; modifiziert)

25 % (w/v) HCI 1.3 ml
H3BO; 62 mg
CoCl, x 6 H,O 190 mg
CuCl; x 2 H,0 17 mg
MnCl, x 4 H,0O 100 mg
Na,MoOQO, x 2 H,O 36 mg
NiCl, x 6 H »° 24 mg
ZnCl, 70 mg
H0O bidest. ad 1,000 ml; pH 6.5

Die Losungen A und B wurden im Verhéltnis 1:1:28 mit H,O bidest. gemischt. Der pH-Wert
wurde vor dem Autoklavieren mit verdiinnter Phosphorsaure auf 7.0 eingestellt. Nach dem

Autoklavieren erfolgte die Zugabe von 0.01 Volumen Lésung C und der jeweiligen Substrate.

Komplexmedium

Nutrient Broth (NB) 8¢
H0 bidest. ad 1,000 ml

Anzuchten in Mineralmedium

Die Substratlosungen wurden als 100-fach konzentrierte Stammldsungen (5-40 % [wi/v])
angesetzt und sterilfiltriert. Fir heterotrophe Anzuchten unter Luft wurde das Mineralmedium
mit 0.2 oder 0.4 % (w/v) Fructose oder 0.2 % (w/v) der jeweiligen Substrate supplementiert.
Lithoautotrophe Anzuchten erfolgten nach Zusatz von 0.05 % (w/v) NaHCO3; zum Medium
unter einer Atmosphére aus 80 % H,, 10 % CO, und 10 % O, (v/v).

2.2.2 Nahrmedien fur E. coli

Die Anzuchten von E. coli wurden in LB-Medium (Sambrook et al., 1989; modifiziert)

durchgefihrt.

Luria-Bertani Broth (LB)

Bacto-Trypton 10 ¢
Hefeextrakt 59
NaCl 549
H.O bidest. ad 1,000 mi

Zur Bereitung von Nahrbdden wurde dem Medium vor dem Autoklavieren Agar in einer
Endkonzentration von 1.5 % (w/v) zugesetzt. Indikatorplatten zur Selektion rekombinanter
Klone enthielten zusatzlich 0.1 mM IPTG und 0.002 % (w/v) X-Gal. Fir die Herstellung
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kompetenter Zellen wurde das Medium durch Zugabe von 12.5 ml 40 % (w/v) Glucose und
2.5ml 1 M MgCl, + 1 M MgSQO, supplementiert.

Fur die Suche nach interagierenden Proteinen mit dem ,Bacteriomatch Two Hybrid*-System
(Stratagene, Amsterdam) wurden LB-Platten mit vier Antibiotika (Chloramphenicol,
Tetracyclin, Kanamycin und Carbenicillin; CTCK-Platten) oder mit drei Antibiotika und X-
Gal als Indikator verwendet (s. 2.2.3). In die X-Gal-Indikatorplatten wurde zusatzlich ein
B-Galactosidase-Hemmstoff, Phenylethyl-pB-D-thiogalactosid, gegeben, um die Hintergrund-
aktivitat zu verringern. Da Carbenicillin insbesondere in wassrigen Ldsungen nicht lange

stabil ist, wurden die Platten Gber Nacht getrocknet und am nachsten Tag verwendet.

X-Gal Indikator Platten

NaCl 10 ¢
Trypton 10 ¢
Hefeextrakt 59
Phenylethyl-B-D-thiogalactosid 200 mM
X-Gal 0.2 mM
H.O bidest ad 1000 mi

Der Indikator X-Gal, das Phenylethyl-B-D-thiogalactosid und die Antibiotika wurden nach

dem Autoklavieren hinzugefiigt.

2.2.3 Antibiotika

Fur die Selektion von Klonen mit Hilfe von Resistenzmarkern erfolgten die Anzuchten unter

Zusatz folgender Antibiotika (nach den Angaben von Sambrook et al., 1989):

E. coli: Ampicillin 50 pg/ml
Kanamycin 50 pg/mi
Chloramphenicol 20-34 pg/ml
Tetracyclin 15 pg/ml
Carbenicillin 300 pg/ml
R. eutropha: Kanamycin 120 pg/ml (NB-Medium)
350-500 pg/ml (Mineralmedium)
Tetracyclin 20 pg/mi
R. metallidurans Kanamycin 6 mg/ml (Mineralmedium)

Tetracyclin 20 pg/mi
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2.2.4 Anzuchtbedingungen

Die Vermehrung der Stdmme erfolgte in Erlenmeyerkolben oder Reagenzglédsern mit
1-10 % Kulturvolumen. Kulturen von R. eutropha und R. metallidurans wurden bei 30°C,
diejenigen von E. coli bei 37°C unter Schiitteln angezogen. Vorkulturen wurden mit
Einzelkolonien, Hauptkulturen mit 1-2 % (v/v) einer gut gewachsenen Vorkultur beimpft. Fir
lithoautotrophe Anzuchten von Ralstonia spp. wurden die Kolben im Witt’schen Topf unter
entsprechendem Gasgemisch inkubiert. Um groRere Mengen Zellen zu erhalten, wurde
R. eutropha im 100 | Fermenter (B. Braun Diessel Biotech, Melsungen) angezogen. Zum
Animpfen des Fermenters wurde zunéchst eine Vorkultur von 4 | in einer 6 | Steilhalsflasche
im entsprechenden Medium unter Rihren und Beliftung mit Druckluft bis zu einer OD436 von
1.5-2 angezogen. Die Hauptkultur wurde bis zu einer OD43 von max. 7.0 inkubiert.
AnschlieRend wurden die Zellen mit einer Durchflu-Zentrifuge (CEPA, Lahr/Schwarzwald)

geerntet, portioniert und bei -20°C eingefroren.

2.2.5 Bestimmung der Zelldichte

Das Wachstum von Kulturen wurde anhand der optischen Dichte (OD) verfolgt. Die Messung
erfolgte in einem Spektralphotometer (Shimadzu UV 120-02; Shimadzu, Duisburg) bei einer
Wellenldnge von 436 nm fur Ralstonia spp. sowie bei 550 oder 600 nm fir E. coli
durchgefihrt. Die Kulturen wurden dabei so verdiinnt, dass eine gemessene OD von 0.3 nicht
uberschritten wurde.

Wachstumsversuche unter heterotrophen und organoautotrophen Bedingungen mit Ralstonia
wurden in Photometerkolben durchgefiihrt. Die Tribungsmessung erfolgte dabei direkt im
Seitenarm der Kolben in einem Klett-Summerson-Photometer (Klett, New York, NY, USA;
Filter No. 54: 520-580 nm). Anhand einer Eichkurve wurden die gemessenen Werte (Klett-
Einheiten) in ODg4s-Werte umgerechnet. Wachstumsverlaufe unter lithoautotrophen
Bedingungen wurden mit Proben bestimmt, die aus Kulturen in entsprechenden Zeitabstdnden

entnommen wurden.

2.2.6 Stammhaltung und Reinheitskontrolle

Fur eine Lagerung bis zu 8 Wochen wurden héufig bendtigte Staimme von Ralstonia und
E. coli auf Agarplatten angezogen und bei 4°C gelagert. Kurzfristig bis maximal 14 Tage
wurden die Stdmme in 10 ml-Flissigmedien kultiviert und bei 4°C gelagert. Eine

Langzeitlagerung erfolgte in Glycerin-Suspensionen nach Yanisch-Perron et al. (1985). Dazu
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wurden sterile 2 ml-Schraubdeckelréhrchen mit 0.5 ml 87 % (w/v) Glycerin angesetzt, mit
0.5 ml einer frisch gewachsenen Kultur gemischt und bei -70°C gelagert. Ralstonia spp.
wurde dafir in Mineral- oder NB-, E. coli in LB-Medium angezogen.

Eine Reinheitstberprifung der Kulturen erfolgte durch mikroskopische Kontrolle (Zellform),
Ausstrich  auf  Komplexndhrbdden  (Koloniemorphologie) unter  entsprechendem
Selektionsdruck in Gegenwart von Antibiotika oder durch Anzucht unter spezifischen

Bedingungen (autotrophe Kultivierung von Ralstonia spp.).

2.2.7 Zellernte

Kulturen im Mafstab von 10-100 ml wurden durch Zentrifugation in 10 ml- oder 50 ml-
Pyrex-Schraubdeckelréhrchen (Sigma 3K-1; Sigma, Osterode; 20 min, 4,000 Upm, 4°C) oder
in 40 ml-Polyallomerréhrchen (SS 34-Rotor, Sorvall RC5C, DuPont de Nemours, Bad
Homburg; 10 min, 10,000 Upm, 4°C) geerntet.

Bei kleineren Kulturvolumina von bis zu 4 ml erfolgte die Zellernte in Eppendorf-
ReaktionsgeféaRen in einer Mikrozentrifuge (Sigma 1-15, Sigma, Osterode) bei RT und 13,000
Upm fiir 5 min. Fir einen Aufschluss vorgesehene Zellen wurden mit dem jeweiligen
Aufschlusspuffer oder Saline gewaschen und bei 4°C und 13,000 Upm fir 5 min sedimentiert
(Sigma 1-15 K, Sigma, Osterode).

Saline NaCl 0,8 % (w/v)

2.2.8 Heterologe Genexpression in E. coli

Die heterologe Genexpression in E. coli erfolgte mit Hilfe verschiedener Vektoren unter der
Kontrolle von lac-, tac-, araB- oder Pzt-1 (tet)-Promotoren. Alternativ oder parallel wurde ein
T7-RNA-Polymerase/Promotor System genutzt. Die verwendeten Systeme waren durch die
Zugabe von IPTG, L-Arabinose oder Tetracyclin induzierbar. Die Anzucht der Kulturen
erfolgte bei 37°C zunéchst bis zu einer ODsso von 0.4-0.8 daraufhin wurde die Expression

induziert und die Kultur fir weitere 3-5 h inkubiert.

2.28.1 Heterologe Genexpression mit dem T7-RNA-Polymerase/Promoter-System

Fur die heterologe Genexpression in E. coli wurde das T7-RNA-Polymerase/Promotor-
System in Verbindung mit dem Vektor pT7-7 verwendet. Die Induktion der Expression von

Genen, die in pT7-7 kloniert vorlagen, erfolgte in E. coli BL21-DE3. Dieser Stamm besitzt
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ein chromosomal integriertes Gen fir die T7-RNA-Polymerase, dessen Expression unter der
Kontrolle eines lac-Promotors steht. Dieser ist durch die Zugabe IPTG in einer
Endkonzentration von 0.5 mM induzierbar. Zusatzlich besitzt der Vektor eine optimierte
Ribosomenbindungsstelle, um eine verbesserte Translation der klonierten Gene zu

gewahrleisten.

2.28.2  Genexpression mit dem Impact-CN™-System

Das Impact-CN-System (New England Biolabs, Schwalbach) erlaubt die schnelle Isolation
und Reinigung von Proteinen mittels Affinitdtschromatographie. Es erfolgt eine C- oder N-
terminale Fusion des Zielproteins mit einem Chitin-bindenden Affinitits-,Tag’. Dieser enthalt
ein selbstspleillendes Proteinelement (Intein), das unter reduzierenden Bedingungen aktiv
wird und so den ,Tag’ vom Zielprotein trennt. Der Vektor pCYB2 dient der Konstruktion
eines C-terminalen Fusionsproteins, das unter der Kontrolle eines mit IPTG induzierbaren
lac- Promoters steht. Die Expression wurde in E. coli JW1 durchgefuhrt. Eine N-terminale
Fusion ist mit dem Vektor pTYB12 mdglich. Die Expression des Fusionsproteins in diesem
Vektor liegt unter der Kontrolle eines T7-RNA-Polymerase/Promotor-Systems. Sie erfolgte in
E. coli ER2566. Dieser Stamm tragt ein chromosomal integriertes T7-RNA-Polymerase Gen
unter der Kontrolle des lac-Promotors. Zusétzlich sind in diesem Stamm die Proteasegene lon
und ompT deletiert. Beide Systeme wurden mit 0.5 mM IPTG induziert.

2.2.8.3 Co-Expression von Chaperongenen

Die Uberproduktion von Proteinen in E. coli filhrt haufig zur Bildung von EinschluRkorpern
(inclusion bodies) in den Zellen und zum proteolytischen Abbau dieser Proteine. Eine
Moglichkeit, dies zu verhindern, ist die Co-Expression des Zielprotein- und eines
Chaperongenes (Chaperone Plasmid Set, TaKaRa Bio Inc., Potsdam). Die Chaperon Plasmide
pGro7, pKIE7, pTfl6, pG-KJE8 enthalten ein bzw. mehrere Chaperongene unter der
Kontrolle eines araB-Promoters. In den Plasmiden pG-Tf2 und pG-KJES8 stehen die Gene
unter der Kontrolle des Pzt-1 (tet)-Promoters. Aufllerdem haben sie den Replikationsursprung
von pACYC und sind damit kompatibel zu Plasmiden mit ColE1-Replikationsursprung wie
pT7-7. Zunachst wurden kompetente Zellen von BL21DE3 hergestellt (s. 2.13.1), die ein
entsprechendes Chaperon Plasmid trugen. Das betreffende Expressionsplasmid fiir das
Zielprotein wurde anschlielend in die Zellen transformiert. Die Zellen wurden bei 30°C in
LB-Medium bis zu einer ODss von 0.4-0.6 angezogen. Wonach die Zugabe von L-Arabinose

und/oder Tetracyclin bis zu einer Endkonzentration von 4 mg/ml bzw. 5 ng/ml erfolgte. Nach
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weiterer Inkubation flr 1-3 h bei 30°C wurde das Zielprotein mit 0.5 mM IPTG induziert und
fiir weitere 3 h bei 30°C inkubiert.

2.3 Zellaufschluf und Herstellung von Rohextrakten

Der Aufschluss kleinerer Zellmengen erfolgte durch Ultraschallbehandlung. Hierzu wurden
die Zellen in einem geeignetem Aufschlusspuffer resuspendiert, so dass eine OD43s von 100 -
200 ereicht wurde. Die Zellsuspension wurde in Cyclen von 0.5 s und 0.5 s Kuhlpause
(Eis/NaCl-Mischung) bei einer Amplitude von 30 % fir 5-10 min beschallt (Ultraschallgeréat
UP 200s, Dr. Hielscher, Stuttgart). Zelltrimmer und nicht aufgeschlossene Zellen wurden
anschlieBend abzentrifugiert (13,000 Upm, 4°C, 20 min; Mikrozentrifuge). Der zellfreie
Uberstand diente als Rohextrakt und wurde bis zur direkt anschlieBenden Verwendung auf Eis

gelagert.

Die Bestimmung von Proteinkonzentrationen erfolgte nach Bradford (1976; modifiziert) unter
Verwendung von Rinderserumalbumin als Referenzprotein. Von der Proteinlésung wurden
10 ul einer geeigneten Verdinnung mit 1 ml Bradford-Reagenz gemischt. Nach 5 min
Inkubation bei RT wurde die Extinktion bei 578 nm innerhalb eines linearen Bereiches (< 0.3)
gegen den Reagenzienleerwert im Spektralphotometer (Uvikon Spektralphotometer 922;

Kontron Instruments, Eching) gemessen.

Bradford-Reagenz

Serva Blau G-250 70 mg
96 % (w/v) Ethanol 50 ml
85 % (w/v) H3PO, 100 ml
H,O bidest ad 1,000 mi

Die frisch angesetzte Losung wurde nach 24 h filtriert und anschlieBend mit dieser eine
Eichgerade erstellt. Sie konnte lichtgeschiitzt in einer Braunglasflasche bis zu einem Jahr

gelagert werden.

Erstellen der Eichgerade

Fur die Erstellung der Eichgeraden wurde Rinderserumalbumin (BSA) verwendet. Zunachst
wurde eine Stammlésung mit 5 mg/ml in bidest. Wasser hergestellt. Von einer Verdiinnung
dieser Stammldsung (1:10) wurde zur Bestimmung der tatsdchlichen Konzentration die

Adsorption bei 280 nm (Quarzkuvette) gegen Wasser gemessen. Betrug diese nicht 0.33, so
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wurde der tatsdchliche Wert durch 0.33 dividiert und mit 5 multipliziert. Die Stammlésung
wurde anschlieend auf eine Konzentration von genau 1 mg/ml eingestellt.

Die Eichgerade selbst wurde mit Doppelproben aufgenommen, die jeweils 1, 2, 4, 6, 8 und
10 pug BSA enthielten.

2.4 Elektrophorese von Proteinen

2.4.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die gelelektrophoretische Auftrennung von Proteinen erfolgte in eindimensionalen,
diskontinuierlichen Polyacrylamidgelen unter denaturierenden Bedingungen (SDS-PAGE;
Laemmli, 1970; modifiziert). Die Elektrophorese wurde in vertikalen Minigelen (6 x 8 x 0.1
cm) in geeigneten Gelkammern (Biometra, Gaéttingen) durchgefiihrt. Sammel- und Trenngele

wurden nach folgender Zusammensetzung hergestellt:

Stammldsung Zusammensetzung Trenngel Sammelgel
12 % (w/v) 5% (W/v)

Acrylamid- 30 % (w/v) Acrylamid 2.4 ml 0.34 mi
/Bisacrylamidlésung 0.8 % (w/v) Bisacrylamid

Puffer Sammelgel 1 M Tris-HCI, pH 8.9 23 ml

Puffer Trenngel 0.25 M Tris-HCI, pH 6.8 1 ml
SDS-Stammlésung 20 % (w/v) SDS 30 ul 10 ul
H.O bidest. 1.9 ml 0.65 ml
Ammoniumpersulfat 10 % (w/v) in H,O bidest. 30 12yl
TEMED 5 ul 2 ul

Die Gellésungen wurden jeweils frisch angesetzt. Durch die Zugabe von Ammoniumpersulfat
und TEMED wurde die Polymerisation gestartet. Nach dem blasenfreien Eingieen der
Trenngellosung wurde diese sofort mit Wasser uberschichtet, um einen glatten Abschluss des
Geles zu gewdhrleisten. Nach 30 min Polymerisation des Trenngels wurden die Sammelgel-
Losung aufgetragen und der Kamm eingesetzt. Pro Geltasche konnten bei Verwendung eines

zehnzdhnigen Kamms maximal 15 pl aufgetragen werden.

Probenvorbereitung und Elektrophorese

Die Proteinprobe wurde mit 0.3 Volumen Probenpuffer versetzt, 10 min im kochendem
Wasserbad denaturiert und auf Eis abgekthlt. Nach dem Abkihlen auf RT wurden die Proben
kurz anzentrifugiert und auf das Gel aufgetragen. Als Proteingrofienstandard diente eine 10
kDa-Proteinleiter (Page Ruler; Fermentas, St. Leon-Rot). Die Menge der aufgetragenen

Proteine hing von der sich anschlieBenden Farbemethode ab (10 pg bei Coomassiefarbung, 1-
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10 pg Colloidale Comassiefarbung oder 0.1-1 pg bei Silberfarbung). Die Elektrophorese
erfolgte bei RT und einer Stromstérke von 25 mA, bis die Farbmarkerbande den unteren Rand

des Gels erreicht hatte. Proben- und Elektrophoresepuffer setzten sich folgendermalien

zusammen:

Probenpuffer Tris-HCI, pH 7.0 60 mM
Glycerin 10 % (wiv)
SDS 1 % (w/iv)
Bromphenolblau 0.01 % (w/v)
-Mercaptoethanol (frisch) 1 % (w/v)

Elektrophoresepuffer ~ Tris pH 8.3 25 mM
Glycin 192 mM
SDS 0.1 % (wiv)

2.4.2 Comassie Blue-Farbung

Fur die Farbung von Polyacrylamidgelen mit Coomassie Blue wurden diese fiir 20-30 min in
Farbelosung (Weber & Osborn, 1969) geschwenkt und anschliefend solange mit
Entfarbelésung behandelt, bis der Hintergrund vollstandig entfarbt war. Die Entfarbeldsung
wurde dabei ein- bis zweimal gewechselt. Die gefarbten Gele wurden mit Azidldsung (0.02 %
[w/v] NaNs) in Folie eingeschweil3t und konnten so im Dunkeln bei 4 °C uber langere

Zeitrdume gelagert werden.

Farbeldsung Serva Blau G-250 165 g
Methanol 330 ml
Essigséure 100 ml
H0 bidest. ad 1,000 ml
Entfarbeldsung Methanol 330 mi
Essigséure 100 ml
H,0 bidest. ad 1,000 ml
2.4.3 Colloidale Comassie Blue-Farbung

Die colloidale Comassiefarbung (nach Neuhoff et al., 1985, 1988) wurde zur Farbung von
Zweidimensionalen-Polyacrylamidgelen verwendet. Sie hat eine hohere Empfindlichkeit als
die Comassie Blue-Farbung (0.25ng/Bande) und stort die massenspektrometrische
Auswertung von Proteinen weniger als die Silberfarbung. Die Fixierung der Proteine erfolgte
zundachst in der Fixierungslosung fir 1 h. Daraufhin wurde die Fixierungslosung gegen die

Gebrauchslésung ausgetauscht und das Gel in dieser 1-16 h gefarbt. AnschlieBend wurde das
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Gel 1-3 min in Puffer CC gewaschen und (berschiissige Farbe durch Schwenken mit 25 %
Methanol fir 1 min entfernt. Zur Lagerung wurde das Gel mit 20-25% (w/v)
Ammoniumsulfat-Lésung behandelt und in Folie eingeschweif3t.

Sollte das Gel anschlieRend noch mit Silber geféarbt werden, wurde es in CC-Entfarbeldsung
(50 % (v/v) Methanol; 10 % (v/v) Essigsaure, 40 % (v/v) Wasser) entfarbt.

Fixierungslosung Gebrauchslésung fur die Farbung
12 % (w/v) Trichloressigsaure 80 ml Féarbeldsung

20 ml Methanol
Farbeldsung Puffer CC
2 % (w/v) Phosphorsaure 0.1M Tris-H3sPO4 pH 6.5

(2 g 85 % Séure in 100 ml H,O
bidest., Ammoniumsulfat vor
Zugabe des Farbstoffes komplett in
der S&ure Igsen)

10 % (w/v) Ammoniumsulfat Farbstoff-Stammlésung
0.1 % (w/v) Serva Blue G-250 1 g Serva Blue G-250 in 20 ml Wasser

2.4.4 Silberfarbung

Fur geringe Proteinmengen (<1 pg) wurde eine Silberfarbung (Blum et al., 1987) eingesetzt.
Sie zeichnet sich gegenuber der Farbung mit Coomassie-Blue durch eine um etwa drei
GroRenordnungen héhere Sensitivitat aus. Die Nachweisgrenze fiir die Silberfarbung liegt bei
2 - 5 ng, die fur Coomassie-Blau bei 0.3 - 1 ug (Ausubel et al., 1988). Alle Schritte wurden in

Plastikschalen bei RT unter Schwenken durchgefiihrt.
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Schritt Losungen Dauer
Fixieren Methanol 500 ml 1 h oder langer
Essigséure 120 ml
37 % (w/v) Formaldehyd 0.5 ml
HO bidest. ad 1,000 ml
Waschen Ethanol 500 mi 3 x 20 min
HO bidest. ad 1,000 ml
Vorbehandlung Na;S;03x 5 H,0 02 ¢ 30s
HO bidest. ad 1,000 ml
Waschen H.0 bidest. 3x20s
Impréagnieren AgNO; 2 g 20 min
37 % (w/v) Formaldehyd 0.5 ml
HO bidest. ad 1,000 mi
Waschen H0 bidest. 2x20s
Entwickeln Na,COs 60 ¢ 2 -8 min
37 % (w/v) Formaldehyd 05 ml
N8.28203 X5 Hzo 4 mg
H,O bidest. ad 1,000 ml
Stop EDTA 186 ¢ 15 min
H,O bidest. ad 1,000 ml
2.5 2D-Elektrophorese
2.5.1 Probenvorbereitung

Sollten Lysate ganzer Zellen verwendet werden, wurden die Zellen direkt im 2D-
Probenpuffer aufgeschlossen. Da die isoelektrische Fokussierung (erste Dimension) der 2D-
PAGE sehr empfindlich auf Salzkonzentrationen >10 mM reagiert, wurden Proteinldsungen,
die aus der Affinitatschromatographie (s. 2.9) stammten, zunachst gegen DNA-Bindepuffer
uber Nacht dialysiert. Um weiteres Salz zu entfernen und die verdiinnte Proteinlésung zu
konzentrieren, wurde dann eine Chloroform/Methanolfallung (Wessel & Fliigge, 1984)
durchgefihrt. Fir die Fallung wurde die Proteinlésung zundchst in einem Eppendorf-
Reaktionsgefal auf ein Volumen von 100 ul gebracht. Nach dem Einmischen von 400 pl
Methanol erfolgte eine Zentrifugation (10 s, 9,000 x g) und eine weitere Zugabe von 100 pl
Chloroform. Dem folgte eine weitere Zentrifugation fir 10 s bei 9,000 x g daraufhin wurden
weitere 300 pl Wasser eingemischt. Das Gemisch wurde 3 min bei 9,000 x g bei 4°C
zentrifugiert, wobei sich zwei Phasen bilden sollten. War dies nicht der Fall, wurden weitere

100 ul Chloroform hinzugefigt. Die obere Phase wurde abgenommen, ohne die Interphase zu
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storen, in der sich zu diesem Zeitpunkt das Protein befand, und in ein neues Eppendorf-
Reaktionsgefal tberfuhrt. Die untere Phase wurde mit 300 pl Methanol gemischt und 10 min
bei 4°C und 14,000 x g zentrifugiert. Das Protein bildete dabei ein Pellet, das tber die Wand
des Reaktionsgefales verteilt war. Der Uberstand wurde abgenommen und das Pellet bei RT
getrocknet. Bis zur Verwendung konnte das Pellet bei -20°C gelagert werden.

2.5.2 Auftrennung der Proteine in der 2D-PAGE

Zum Auftrennen komplexer Proteingemische wurden diese einer zweidimensionalen
Polyacrylamidgelelektrophorese (2D-PAGE; O*-Farell, 1975, mod.) unterzogen. In der ersten
Dimension, der isoelektrischen Fokussierung, werden die Proteine in einem pH-Gradienten
(pH 3-10) durch ihre spezifische Ladung (isoelektrischer Punkt) getrennt. In der zweiten

Dimension erfolgt eine Auftrennung anhand der molekularen Masse in einer SDS-PAGE.

Erste Dimension: Isoelektrische Fokussierung

Dabei werden die Proteine innerhalb eines pH Gradienten im elektrischen Feld aufgetrennt.
Aufgrund ihrer spezifischen Ladung wandern die Proteine im elektrischen Feld bis zu dem
pH-Wert an dem die Summe der positiv und negativ geladenen Aminosaurereste ausgeglichen
ist (isoelektrischer Punkt). Da an diesem Punkt die Nettoladung der Proteine gleich Null ist,
findet keine weitere Wanderung im elektrischen Feld statt. Die Bildung eines stabilen pH-
Gradienten wird bei den verwendeten Gelstreifen (IPG-Streifen; Amersham Pharmacia,
Freiburg) durch die Copolymerisation definierter Chemikalien, den Immobilinen, an die
Acrylamidmatrix erreicht. Um eine mdglichst gute Trennung der Proteingemische zu

erreichen, wurde in der ersten Dimension ein breiter pH-Gradient von 3-11 verwendet.

Die gewinschte in Probenpuffer geloste Proteinmenge (100 pg) wurde mit zusétzlichem
Probenpuffer auf 170 ul aufgefullt. VVor der Applikation wurden 170 pl Rehydrierungsldsung
hinzugefiigt und das Gemisch in ein KeramikgefaR pipettiert. Von einem IPG-Streifen wurde
kurz vor Gebrauch die Plastikfolie entfernt, der Streifen mit der Gelseite nach unten in das
Keramikgefal? gelegt und so lange bewegt, bis die Probe gleichmaRig verteilt war und den
Streifen gleichméBig und luftblasenfrei benetzte. Um ein Austrocknen wéhrend des
Rehydrierens und dem Lauf zu verhindern, wurde der Streifen mit 2 ml Silikonél (Dry-strip-
cover-fluid; Amersham Pharmacia) bedeckt. Die verschlossene Keramikhalterung wurde dann

auf die IPGphor-Apparatur (Amersham Pharmacia) gelegt. Nach einer 12-stlindigen
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Rehydrierung des Gelstreifens wurde die Isofokussierung bei 20°C und 50 pA pro Streifen

durchgefihrt. Dabei fand folgendes Programm Verwendung:

Programm fir die Isoelektrische Fokussierung:

Stufe Zeit (h) Spannung (V)
1 12 Rehydrierung
2 Konstant 3 100

3 Konstant 1 200

4 Konstant 1 500

5 Gradient 1 500-8000

6 Konstant 6 8000

Zweite Dimension (SDS-PAGE):

Nach der Isofokussierung konnten die IPG-Streifen entweder bei —80°C eingefroren oder
direkt in der zweiten Dimension eingesetzt werden. VVor der SDS-PAGE wurden die Streifen
in Plastikfolie eingeschweilt, 15 min bei RT in 10 ml Aquilibrierungspuffer geschwenkt und
anschlieBend kurz auf wassergetréanktes Filterpapier gelegt um Uberschissigen Puffer zu
entfernen. Dann wurden die Streifen durch SDS-Laufpuffer (s. 2.4.1) gezogen und mit Hilfe
einer Pinzette und eines Spatels auf ein SDS-Polyacrylamidgel (20 x 20 cm x 1 mm, 12 %
[w/v] Acrylamid) gelegt. Die Elektrophorese wurde bei 20 mA fir 15 h durchgefihrt bis die
blaue Bande des Farbstoffs eine Position ca. 1 cm vor Gelende erreicht hatte. Je nach
eingesetzter Proteinmenge wurden die Gele durch Colloidale Comassie Blue- (s. 2.4.3) oder
Silberfarbung (s. 2.4.4) geféarbt.

Probenpuffer® Rehydrierungslosung?

Harnstoff 8 M Harnstoff 8 M
CHAPS 2 % (w/v) CHAPS 2 % (wiv)
Tris 40 mM Pharmalyte” 0.5 % (V/V)
Pharmalyte pH 3-10° 0.5 % (v/iv) Bromphenolblau wenige Kristalle
DTT" 1 % (wiv) DTTP 2.8 mg/ml
bDie Komponenten wurden nach dem auftauen hinzugefiigt.

®Die Puffer wurde aliquotiert (1ml) bei —20°C gelagert.

Equilibrierungslosung® Trenngelpuffer

Tris HCI pH 8.8 50 mM Tris HCI pH 8.8 15 M
Glycerol 87 % (v/v) 30 % (viv) SDS 40 % (w/v)
SDS 2 % (wiv)

Harnstoff 6 M

Bromphenolblau einige Kristalle

"Die Losung wurde aligoutiert (15 ml) bei —20°C gelagert und kurz vor Gebrauch mit 150 mg DTT versetzt.
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Fur ein 12 %-iges SDS-Polyacrylamidgel der GrofRe 20 x 20 cm x 1 mm wurden folgende

Mengen verwendet:

Trenngel (12 %)

Acrylamidlésung (s.2.4.1) 20 ml
Trenngelpuffer 125 mi
SDS 10 % (w/v) 0.5 mil
H.O bidest. 16.75 ml
APS 10 % (w/v) 0.2 ml
TEMED 0.05 ml
2.6 Tryptischer Proteinverdau im Gel

Die Massenspektrometrie ermdglicht die Massenbestimmung von Proteinen auch bei geringen
Mengen und deren Identifikation anhand einer Sequenzdatenbank. Fur die Analyse werden
die Proteine zuvor spezifisch zu Peptiden verdaut. Diese werden ionisiert und im elektrischen
Feld gemdaR ihrem Masse-Ladungsverhéltniss getrennt. Flr die massenspektrometrischen
Analysen von Proteinen aus der 2D-PAGE wurden die betreffenden Flecken mit einer
Skalpellklinge aus dem Gel geschnitten und in einem Tropfen Wasser in kleine Stiicke
zerteilt. Die Gelstiicke konnten in Wasser bei —20°C bis zur weiteren Verarbeitung gelagert
werden.

Im weiteren Prozess wurden stdrende Substanzen aus der SDS-PAGE entfernt und die
Proteine mit DTT reduziert. Um Uberschiissiges DTT zu entfernen und eine Reoxidation der
Proteine zu verhindern, wurden die Gelfragmente mit lodoacetamid behandelt. Dabei werden
die Cysteinreste irreversibel alkyliert. Dazu wurde zundchst das Wasser von den Gelstticken
entfernt, 30 ul Acetonitril zur Dehydrierung der Gelstiicke hinzugefiigt und der Ansatz 10 min
bei RT inkubiert. Nach der Abnahme des Acetonitrils wurden die Gelstiicke 10 min in der
Vakuumzentrifuge getrocknet. Zu den getrockneten Gelstlicken wurden dann 150 pl DTT-
Losung (10 mM DTT in 100 mM NH4HCO3) gegeben und diese 1 h auf 56°C erwérmt.
Nachdem die Ansétze wieder auf Raumtemperatur abgekuhlt waren, wurde die DTT-L6sung
gegen 150 ul einer lodoacetamidlésung (55 mM lodoacetamid in 100 mM NH4HCO3)
ausgetauscht, gefolgt von einer Inkubation von 45 min im Dunkeln. Anschliefend wurde die
lodoacetamidlosung wieder abgenommen, die Gelstiicke mit 150 pl 100 mM NH4HCO;
versetzt und 10 min bei RT inkubiert. Der Uberstand wurde vollstandig entfernt 150 pl

Acetonitril hinzugefugt und die (bertstehende Acetonitrillosung nach einer 10-minutigen
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Inkubation bei RT wieder abgenommen. Diese Waschschritte wurden wiederholt und die
Gelstiicke anschlieBend in der Vakuumzentrifuge getrocknet.

Zu den vorbehandelten Gelstiicken wurden nun 35 pl Trypsin-Verdau-Puffer (12.5 ng/ul
Trypsin in 50 mM NH4HCO3; Promega, Mannheim) gegeben und die Ansétze 45 min auf Eis
inkubiert. FlUr den eigentlichen Verdau wurde der Trypsin-Verdau-Puffer wieder
abgenommen und durch 30 pul 50 mM NH4HCOg; ersetzt. Die Ansétze wurden Gber Nacht bei
37°C belassen, zentrifugiert (Mikrozentrifuge, 1 min, 14,000 upm) und die Uberstande in
einem seperaten Eppendorf Reaktionsgefal gesammelt. Nach dem Zuftigen von 20 pl 20 mM
NH4HCO;3 und Inkubation fiir 10 min bei RT wurde der Uberstand dem zuvor separat
gesammelten  Uberstand  hinzugefiigt. ~ SchlieRlich wurde 25 pul  Ameisensaure-
Acetonitrillésung (5% [v/v] Ameisensdure, 50 % [v/v] Acetonitril) zu den Gelstiicken
gegeben, die nach 20 min Inkubation bei RT und einer Zentrifugation von 1 min bei
14,000 upm wieder entfernt und in dem separaten Reaktionsgefal? gesammelt wurde. Dieser
letzte Schritt wurde insgesamt dreimal durchgefiihrt. Die gesammelten Uberstinde in dem
ReaktionsgefaR wurden anschlieBend in der Vakkuumzentrifuge bis zur vollstandigen
Trockenheit eingedampft. Die dabei erhaltenen Peptidpellets konnten bei —20°C bis zur

massenspektrometrischen Auswertung gelagert werden.

2.7 Massenspektrometrie von Proteinen

Die massenspektrometrische Analyse (ESI-MS/MS) der Proteinproben erfolgte durch die
Abteilung Molekulare Mikrobiologie und Genetik des Instituts in der Arbeitsgruppe ,,Fungal
Proteomics”. Nach einem Trypsin-Verdau (s. 2.6) wurden die Peptide auf einer Dionex-
NaN75-15-03-C18-PM-Saule mit dem Ultimate-Nano-HPLC-System (Dionex; Bavel,
Niederlande) durch einen H,O-Acetonitril-Gradienten getrennt. Die ESI-MS/MS2 Spektren
wurden auf einem LCQ-DecaXPP"-Massenspektrometer (Thermo Finnigan, San Jose, CA,
USA) ermittelt. Die ldentifikation der Proteine anhand der Spektren erfolgte mit Hilfe einer
Genomsequenz-Datenbank von R. eutropha H16 wund der Software SEQUEST/
TURBOSEQUEST (Bioworks Browser 3.1; Thermo Finnigan).
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2.8 Western-Blot
2.8.1 Ubertragung der Proteine auf PVDF Membranen

Fur den Nachweis von Proteinen mit spezifischen Antikdrpern wurde zunéchst die
Proteinprobe (30 pg) durch SDS-PAGE (s. 2.4.1) aufgetrennt. AnschlieBend wurden die
Proteine mit einer ,,Semi-dry Fast Blot“-Apparatur (Biometra, Gottingen) auf eine PVDF-
Membran (Polyvinylidendifluorid, PorengréRe 0.45 pum; Millipore, Eschborn) tUbertragen. Auf
die Anode wurden drei Lagen mit Transferpuffer getranktes Filterpapier (Whatman;
Schliecher und Schuell, Dassel) gelegt. Auf diese wurden luftblasenfrei die Membran, das Gel
und anschlieBend wieder drei Lagen Filterpapier geschichtet. Um eine gleichmalige
Benetzung der hydrophoben Membran zu gewahrleisten, wurde diese erst mit Methanol und
dann mit Transferpuffer getrankt. Der eigentliche Transfer erfolgte fir 90 min bei 250-
300 mA.

Transfer-Puffer

Tris 39

Glycin 144 ¢

Methanol 100 ml

H,0 dest. ad 1,000 ml

2.8.2 Unspezifische Farbung mit Ponceau Rot

Zur Kontrolle der Ubertragung von Proteinen auf PVDF-Membranen wurde eine Ponceau Rot
Farbung durchgefuhrt. Diese Farbung erlaubt die schnelle, unspezifische Féarbung und
Entfarbung der Proteine auf der Membran ohne negativen EinfluR auf die Bindung der
Antikdrper. Zur Farbung wurde die Membran 20-30 s in der Farbeldsung geschwenkt. Die

Entfarbung erfolgte in Wasser.

Farbeldsung

Ponceau S Red 02 g
Trichloressigsaure ad 100 ml
(3% wi/v)
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2.8.3 Immun-Blot

Die Reaktion mit den Antikorpern wurde bei RT unter Schwenken in Plastikschalen
durchgefiihrt. Der Nachweis der fir das Zielprotein spezifischen Antikorper anti-CbbR-1gG
erforderte einen zweiten mit alkalischer Phosphatase gekoppelten Antikorper. Die
Farbreaktion erfolgte durch die Zugabe von 5-Brom-4-Chlor-Indolylphosphat (BCIP) und
Nitroblau-Tetrazolium (NBT). Nach Beendingung der Farbreaktion wurde die Membran bei
RT getrocknet und aufbewahrt.

Arbeitschritte Zeit
1 3 min Entfarben in H,O dest.
2 2 x 10 min Waschen in 40 ml TBS
3 2.5h Blockieren des Hintergrundes mit 50 ml Blotto |
4 > 16 h (lber Nacht) Inkubation mit anti-CbbR-1gG in 40 ml Blotto |
(20 pg 1gG/ml Blotto 1)
5 2 X5 min Waschen mit TBS 40 ml
3 x5 min Blockieren mit 40 ml Blotto Il
7 1lh Inkubation mit Alkalischer Phosphatase
gekoppelten Antikérpern in 40 ml Blotto 11 (80 pl
einer Verdinnung [1:100] der Orginallésung)
3 x 15 min Waschen mit 40 ml Blotto Il
3 x5 min Waschen mit 40 ml TBS
10 30min-5h Féarbung durch Inkubation in 10 ml
Farbreaktionspuffer mit 200 ul NBT/BCIP
Stammldsung (Roche, Mannheim) bis deutliche
Banden sichtbar sind
11 Beenden der Reaktion durch Waschen mit Wasser
Farbreaktionspuffer TBS (Tris-gepufferte Saline)
Tris-HCI pH 9.5 0.1 M Tris-HCl pH 7.5 25 mM
NaCl 0.15 M NaCl 150 mM
*Blotto |
Blotto Il Magermilchpulver 5 % (W/V)
TritonX-100 0.1 % (w/v) gel6stin TBS
SDS 0.1 % (w/v)
gelost in Blottol *frisch ansetzten oder bei —20°C

einfrieren
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2.9 DNA-Affinitatschromatographie

Die Affinitatschromatographie ist eine Methode, die aufgrund ihrer Spezifitat besonders fir
die Anreicherung von Proteinen geeignet ist, die in der Zelle nur in sehr geringen Mengen
vorliegen. Fur die Anreicherung von DNA-bindenden Proteinen wurde eine DNA-
Affinitatschromatographie durchgefihrt. Die Ziel-DNA wurde durch PCR amplifiziert. Durch
die Verwendung am 5°-Ende biotinylierter Oligonucleotidprimer wurde ein Biotinmolekul
spezifisch an das 5°-Ende des DNA Fragments anhangt. Das DNA-Fragment (243 bp) der
cbb-Kontrollregion wurde mit den Primern F1 und R1-Biot oder R1 und F1-Biot amplifiziert
(Tab. 4) und iiber den Biotinrest an Streptavidin Sepharose™ (Amersham Pharmacia,
Freiburg) gebunden. Dieses Saulenmaterial besitzt mit Streptavidin als Ligand eine
Bindekapazitat fur biotinylierte Substanzen von 300 nmol pro ml Material.

Alternativ wurden paramagnetische Partikel benutzt, die mit Streptavidin beschichtet sind

(Streptavidin MagneSphere® Paramagnetic Particles; Promega).

Tab. 4. Oligonucleotidprimer fur die Amplifikation biotinylierter Fragmente (243 bp)
mit der cbb-Kontrollregion

Primer Sequenz

F1 5-GTCGATCTGCAACTGGCGAA-3*

F1-Biot 5*-GTCGATCTGCAACTGGCGAA-3*
(am 5°-Ende mit Biotin modifiziert)

R1 5-GTGATTCAGGTGCGTTCATGC-3¢

R1-Biot 5-GTGATTCAGGTGCGTTCATGC-3¢

(am 5‘-Ende mit Biotin modifiziert)

2.9.1 Streptavidin-Sepharose-Minisaulen

Fur die Affinitatschromatographie mit Streptavidin-Sepharose wurden Minisaulen mit einem
Bettvolumen von 1.5 ml verwendet.

Vor dem Binden der biotinylierten DNA an die Streptavidin-Sepharose wurden die PCR-
Fragmente mit dem NucleoFast-System (Macherey und Nagel, Diuren) nach den Angaben des
Herstellers von Primern und Nucleotiden gereinigt. An eine Sdaule wurden 200-500 ug DNA
gebunden.

Zuné&chst wurde die Saule mit 10 Bettvolumen DNA-Bindepuffer &quilibriert. Um die Puffer-
bedingungen fur die DNA-Bindung optimal zu gestalten, wurde die gereinigte, in Wasser
geloste DNA mit DNA-Bindepuffer im Verhéltniss 1:3 versetzt. Nach dem Durchlauf

jeweils eines Bettvolumens wurde der Lauf gestoppt und die S&ule 5 min bei RT inkubiert,
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um eine moglichst vollstandige Bindung der DNA zu erreichen. Die Effektivitat der Bindung
wurde anschliefend auf einem Agarosegel kontrolliert. Die S&ule wurde daraufhin mit 10

Bettvolumen DNA-Lagerpuffer gewaschen und konnte mehrere Tage bei 4°C gelagert

werden.

DNA-Bindepuffer

DNA-Lagerpuffer

Tris-HCI pH 7.5 20 mM Tris-HCI pH 7.5 20 mM
EDTA 10 mM EDTA 50 mM
NaCl 150 mM NaCl 150 mM

Hohe Salzkonzentrationen stéren die Protein-DNA-Interaktion. Daher wurden die Proteine
zundchst bei niedriger Salzkonzentration an die DNA gebunden und anschlieBend mit
ansteigender Salzkonzentration eluiert.

Zur Bindung von Proteinen wurde die S&ule zundchst mit 10 Bettvolumen Protein-
Bindepuffer (s. 2.9.2) aquilibriert. Die Zellen wurden in Protein-Bindepuffer mit der French
Press aufgeschlossen (s. 2.3). Daraufhin wurden bis zu 20 ml Proteinrohextrakt auf die Sdule
gegeben. Um unspezifische Bindungen zu minimieren, wurde dem Rohextrakt zuvor
Lachsspermien-DNA mit einer Endkonzentration von 5 mg/ml zugesetzt.

Nach dem Durchlauf des Rohextraktes wurde die Sdule mit 10 Bettvolumen Protein-
Bindepuffer gewaschen, gefolgt von jeweils 5 Bettvolumen Protein-Bindepuffer mit 50 mM
KCI und 100 mM KCI. Die Elution der Proteine erfolgte schlieflich mit 6 Bettvolumen
Elutionspuffer mit Salzkonzentrationen von 200 mM KCI sowie 3 Bettvolumen mit
Elutionspuffer mit 2M KCI. Die einzelnen Fraktionen wurden in 0.5-1 ml-Portionen
aufgefangen und auf Eis oder bei —20°C gelagert. Da die eluierten Proteine schnell ihre DNA-
bindende Aktivitat verloren, wurden sie spatestens am nédchsten Tag im Gelretardationstest
(mobility shift) (s. 2.22) eingesetzt, um den Erfolg der Anreicherung zu tberprifen.

2.9.2 Paramagnetische Partikel

Zum schnellen Test von Rohextrakten auf die Anwesenheit DNA-bindender Proteine wurden
mit Streptavidin beschichtete, paramagnetische Partikel verwendet.

Die DNA wurde zunéchst wie oben beschrieben amplifiziert und gereinigt (s. 2.9.1). Fir die
Bindung an die Partikel wurde die geloste DNA im Verhéltniss 1 : 4 mit 0.5 x SSC (s. 2.23)
versetzt. Die Partikel (0.6 mg) wurden zundchst dreimal mit je 300 pl 0.5 x SSC gewaschen.
Dabei wurden die Partikel jeweils in der Pufferlésung resuspendiert und anschlieBend mit
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Hilfe eines Magneten an der GefalRwand gesammelt, so dass die Losung abgenommen werden
konnte. Dann wurden die Pertikel mit der DNA (max. 5 ug) 20 min bei RT inkubiert. Um
ungebundene DNA zu entfernen und die richtigen Pufferbedingungen fur die Proteinbindung
herzustellen, wurden sie dreimal mit 600 pl Protein-Bindepuffer gewaschen. Anschliel3end
wurde 1 ml Rohextrakt hinzugefugt, der zuvor mit Lachsspermien-DNA versetzt worden war.
Nach 25 min Inkubation bei RT wurden die Partikel dreimal mit 600 pul Protein-Bindepuffer
gewaschen. Die gebundenen Proteine wurden durch dreimaliges Resuspendieren mit 100 pl
Elutionspuffer der 200 mM KCI enthielt, und anschlieBend mit 2 M KCI Salzkonzentration

eluiert. Die Fraktionen wurden auf Eis oder bei —20°C gelagert.

Protein-Bindepuffer Elutionspuffer

Tris-HCI pH 7.4 50 mM Tris-HCI pH 7.4 50 mM
KCI 0.01-0.1 M KCI 0.2-2 M
EDTA 10 mM EDTA 10 mM
Glycerin 1 % (v/iv)  Glycerin 1 % (viv)
DTT 1 mM

2.10 Anreicherung von Proteinen mit dem Impact™-CN-System

Zur néheren Untersuchung der Eigenschaften eines Proteins ist es von groRem Vorteil, wenn
dieses in gereinigter Form vorliegt. Eine schnelle, einfache Anreicherung und Reinigung von
Proteinen war mit dem IMPACT "™-System (New England Biolabs, Frankfurt a. M.) méglich.
Dieses nutzt die induzierbare Selbstspaltungsaktivitat des Inteins, einem Protein-Splicing-
Element, um den Affinitats-,tag*, eine Chitin-bindende Proteindoméne (CBD) aus Bacillus
circulans, von dem Zielprotein abzuspalten. Das Gen des Zielproteins wird zundchst im
Leseraster mit den Intein-CBD codierenden Genen fusioniert. Dabei kann die Fusion sowohl
mit dem C- als auch mit dem N-terminalen Ende des Zielproteins erfolgen. Nach der
Expression des Fusionsgens wird das Fusionsprotein aus dem Zielprotein und Intein-CBD-
,tag* Uber die CBD an eine Chitinmatrix gebunden. Durch die Zugabe der Thiole DTT oder
Cystein wird sodann die Selbstspaltungsaktivitat des Inteins induziert. Das Zielprotein wird
abgespalten und eluiert, wéhrend der Affinitats-,tag* zundchst an die Saule gebunden bleibt.
Bei Verwendung der N-terminalen Fusion wird zudem ein Peptid mit 15 Aminosaureresten
abgespalten und zusammen mit dem Zielprotein eluiert.

Die Anreicherung und Reinigung von Proteinen mit dem Impact-System wurde in Miniséulen

(3.5 ml Bettvolumen) durchgefiihrt. Zunéchst wurde eine Uberproduktion des Fusionsproteins
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durch heterologe Expression in E. coli im 3 |-MaRstab (s. 2.2.4) durchgefiihrt. Die Zellen
wurden in CB-Saulenpuffer resuspendiert und mit der French-Presse (s. 2.3) aufgeschlossen.
Die Chitin-Saule wurde mit 10 Bettvolumen CB-Saulenpuffer aquilibriert und anschlieRend
der Rohextrakt aufgetragen. Um ungebundene Proteine zu entfernen, wurde die Sdule mit 16
Bettvolumen CB-S&ulenpuffer gewaschen. Zur Spaltung des Fusionsproteins wurde die Sdule
mit 3 Bettvolumen Spaltungspuffer gewaschen und tber Nacht bei RT oder alternativ bei 4°C
inkubiert. Danach erfolgte die Elution des Zielproteins mit CB-Séaulenpuffer, dabei wurde das
Eluat in Fraktionen von 0.5 ml aufgefangen. Zur Stabilisierung des Proteins wurden die
Elutionsfraktionen mit jeweils 0.5 ml Glycerin (Endkonzentration 50 % [v/v]) oder 0.4 mi
2 M NaCl-Loésung (Endkonzentration 1 M) gemischt. Die Fraktionen wurden anschlielRend
entweder auf Eis gelagert oder bei -20°C eingefroren.

Zur Regeneration der S&ule wurde diese mit 3 Bettvolumen ,Stripping*-Puffer, 5 Bettvolumen
Wasser und 5 Bettvolumen CD-Sdulenpuffer gewaschen. Sollte die S&ule langere Zeit
gelagert werden, wurde dem CD-Saulenpuffer 0,02 % (w/v) NaN3 zugesetzt.

CD-Saulenpuffer Spaltungspuffer

Tris-HCI, pH 7.5 50 mM Tris-HCI, pH 7.5 50 mM

NaCl 500 mM NaCl 500 mM

EDTA 1 mM EDTA 1 mM
DTT (frisch zugesetzt) 50 mM

‘Stripping’-Puffer

Tris-HCI, pH 7.5 20 mM

NaCl 500 mM

SDS 1 % (w/v)

211 Dialyse von Proteinlésungen

Die Dialyse von Proteinlésungen diente der Herabsetzung der Salzkonzentration in der Probe.
Kleine Volumina (bis zu 20 pl) wurden auf Nitrocellulose-Filterplattchen (Millipore,
Molsheim) pipettiert, die zuvor auf die Oberfl&che eines geeigneten Puffers aufgelegt wurden.
Nach 30 min wurde die Probe wieder vom Filterplattchen abgenommen und konnte in
weiteren Experimenten eingesetzt werden.

Fiir groBere Volumina wurden Dialyseschlauche (Visking® dialysis tubing 20/32; Serva,
Heidelberg) verwendet. Vor der Benutzung wurden die Schlduche jeweils kurz in Losungen
mit jeweils 2 % Na,CO3, 2 mM EDTA und in destilliertem Wasser aufgekocht. AnschlieRend

wurden die Schlauche in Wasser autoklaviert und bei 4°C gelagert. Die Dialyse erfolgte
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gegen den gewunschten Puffer fur 4-16 h. Zur Beschleunigung der Dialyse wurde der Puffer
nach spéatestens 4 h ausgewechselt. Sollte die Probe wahrend des Entsalzens konzentriert
werden, wurde die Probe mit Vivaspin-Konzentratoren (10,000 MWCO, PES; Vivascience,
Hannover) nach Angaben des Herstellers behandelt. Um moglichst alles Salz zu entfernen,
wurde die Probe dabei mindestens dreimal gewaschen.

2.12 Bestimmung von Enzymaktivitaten

2.12.1 Optische Tests

Optische Tests von Enzymaktivitaten (nach Reutz et al., 1982) wurden in Kivetten mit 1 ml
Volumen in einem Spektralphotometer (Uvikon 922, Kontron) bei 30°C durchgefiihrt. Die
durch die Oxidation von NAD(P)H oder Reduktion von NAD(P) wahrend der Enzymreaktion
bedingte Extinktionsanderung wurde bei 365 nm Uber einen Zeitraum von 6-10 min verfolgt.
Unter Einbeziehung der eingesetzten Proteinmenge wurde die spezifische Aktivitat berechnet

(umol/min x mg = U/mg).

AE / minxV
€ X vV X d x Proteinkonzentration

€ : molarer Extinktionskoeffizent (bei 365 nm fiir NAD(P): 3.43 ml/ pumo x cm)
AE/min: Extinktionsanderung pro Minute im Testansatz

\ : Gesamtvolumen des Testansatzes (ml)

v : eingesetztes Volumen der Enzymlésung (ml)

d : Schichtdicke der Kiivette (1 cm)

Falls nicht anders angegeben, wurden die Enzymaktivitaten in internationalen Einheiten (U)
angegeben. 1 U entspricht der Enzymmenge, die 1 pmol Substrat/min umsetzt. Die
Bestandteile der Tests wurden in der angegebenen Reihenfolge zusammengefiigt und 2-3 min
bei 30°C vorinkubiert. Nach der Bestimmung des Blindlaufs wurde die Reaktion durch die
Zugabe des Substrats gestartet.
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Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase (EC 1.1.1.49)

Stammldsung

eingesetzte Menge

Endkonzentration

0.05 M Tris-HCI, pH 8,0 800 pl 40 mM

H0 bidest. 130 pl

0.02 M NADP 30 pl 0.6 mM

Rohextrakt 10 ul

0.15 M Glucose-6-phosphat 30 ul 4.5 mM
1000 pl

Phosphoglucose-lsomerase (EC 5.3.1.9)

Stammldsung

eingesetzte Menge

Endkonzentration

0.05 M Tris-HCI, pH 7.6 800 pl 40 mM

H0 bidest. 80 ul

0.25 M MgCl, 40 pl 10 mM

0.02 M NADP 30 ul 0.6 mM

Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase (1 mg/ml) 10 ul

Rohextrakt 10 pl

0.15 M Fructose-6-phosphat 30 ul 3 mM
1000 pl

Kombinierte Aktivitat des Entner-Doudoroff-Enzymsystems (Gluconat-6-phosphat-

Dehydratase [EC 4.2.1.12]
4.1.2.14))

Stammldsung

und 2-Keto-3-desoxygluconat-6-phosphat-Aldolase [EC

eingesetzte Menge

Endkonzentration

0.05 M Tris-HCI, pH 7.6
H.0 bidest.

0.25 M MgCl,

0.015 M NADH

Lactat-Dehydrogenase (5 mg/ml)

Rohextrakt
0.15 M 6-Phosphogluconat

800 pl
110 pl
20 ul
20 pl
10 pl
20 pl
20 ul

40 mM

5mM
0.3 mM

2 mM

1000 pl
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2.12.2 B-Galactosidase (EC 3.2.1.23)

Die fiir den Test verwendeten Zellen von R. eutropha wurden im gewinschten Medium (s.
2.2.1) bis zu einer ODy36 VON 2-3 angezogen, geerntet (s. 2.2.7) und in B-Galactosidase-Puffer
gewaschen. Der Zellaufschluss erfolgte durch Ultraschallbehandlung (s. 2.3). Der
colorimetrische Test (Miller; 1972; modifiziert) erfasst, die Umsetzung des Substratanalogons

o-Nitrophenyl-p-D-galactopyranosid (0NPG) zu o-Nitrophenol.

B-Galaktosidase-Puffer

Na POy, pH 7.0 50 mM
KCI 10 mM
MgSQO4 1 mM
[B-Mercaptoethanol 10 mM
(frisch zugefiigt)

Testansatz

Rohextrakt 10 pl
(ggf.verdinnt)

-Galactosidase-Puffer 990

Der Testansatz wurde zundchst bei 37°C in einem 2 ml-Eppendorf-Reaktionsgefal’ fur 2 min
vorinkubiert und die Reaktion dann durch Zugabe von 200 ul 0.2 % (w/v) oNPG gestartet.
Nachdem eine deutliche Gelbfarbung eingetreten war, spétestens jedoch nach 20 min, wurde
die Reaktion durch Zugabe von 0.5 ml 1 M Na,COj3 gestoppt. Die Extinktion der Ldsung
wurde bei 420 nm (E420) gegen einen Blindwert, bei dem der Ansatz direkt nach Beginn des
Tests abgestoppt wurde, gemessen.

Die spezifische Aktivitit des Enzyms (mU/mg) wurde anhand des molaren
Extinktionskoeffizienten 420 filr o-Nitrophenol, der 21,300 ml - mmol™® - cm™ betragt

(Dawson et.al., 1986), errechnet:

Eazo [cm™] - 1.7 [mI] - 10°

mU/m
21,300 [ml - mmol™ - cm™] - Reaktionszeit [min] - Probenvolumen [ml] - Proteinkonzentration [mg x ml™] [ al
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2.13 Ubertragung von DNA nach und Selektion von E. coli Klonen

2.13.1 Transformation von E. coli

Zur Ubertragung von Plasmiden in E. coli wurden chemokompetente Zellen hergestellt und
mit DNA aus Ligationsansétzen transformiert (Hanahan, 1983, 1985).

Dazu wurde eine 50 ml-Kultur des Wirtsstammes in supplementiertem LB-Medium (s. 2.2.2)
angezogen. Bei Erreichen einer ODgg von etwa 0.5 wurden die Zellen 10 min auf Eis
abgekuhlt und anschlieBend in vorgekiihlten 50 ml-Pyrex-Roéhrchen abzentrifugiert
(15 min, 3,500 Upm, 4°C; Sigma 3K-1). Die Zellen wurden dann in 10 ml eiskaltem
Transformationspuffer 1 aufgenommen und 60 min auf Eis inkubiert. Nach einer weiteren
Zentrifugation wurde das Zellpellet in 2 ml eiskaltem Transformationspuffer 11 resuspendiert,
in Portionen von 100 pl in Eppendorf-Reaktionsgefélie aufgeteilt und bis zum Gebrauch bei

—70°C eingefroren. Dadurch blieben die Zellen mehrere Monate lang kompetent.

Transformationspuffer | Transformationspuffer |1

100 mM RbCl, 10 mM Mops
50 mM MnCl, 75 mM CacCl,
30 mM K-Acetat 10 mM RbCl,
10 mM CaCl; 15 % (w/v) Glycerin
pH 5.8 mit verd. Essigséaure eingestellt pH 7.0 mit 2 M NaOH eingestellt

Fur die Transformation wurden 100 pl auf Eis aufgetauter Suspension kompetenter Zellen mit
dem gesamten Ligationsansatz (max. 200 ng DNA) 30 min auf Eis inkubiert. Daran schlossen
sich ein Hitzeschock von 2 min bei 42°C und eine Inkubation fir weitere 3 min auf Eis an.
Schlief3lich wurden dem Ansatz 400-700 pl LB-Medium zugefiigt und es wurde fir 1 h bei
37°C inkubiert. Jeweils 100 ul des Ansatzes wurden dann auf LB-Selektivplatten (mit
geignetem Antibiotika) ausplattiert und tber Nacht bei 37°C inkubiert.

Zum ,Screening® der Transformanten wurden analytische Plasmidisolierungen nach Holmes
& Quigley (1981) (s. 2.16.5.1) durchgefihrt.

2.13.2 Selektion rekombinanter Klone

Bei der Selektion von Transformanten mit Plasmid-Derivaten von pUC19 und pBluescript SK
konnte der X-Gal-Plattentest verwendet werden. Diese Plasmide enthalten neben dem

Promotor- und Operatorbereich des lac-Operons auch das 5’-Ende des lacZ-Gens (Vieira &
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Messing, 1982), welches das sog. a-Peptid der B-Galactosidase codiert. Dieses kann die
inaktive B-Galactosidase verschiedener Wirtsstdmme von E. coli, wie z.B. XL1-Blue oder
JW1, komplementieren. Da sich die multiple Klonierungsstelle der oben genannten Vektoren
innerhalb des lacZ’-Gens befindet, sind nur Plasmide ohne fremdes DNA-Insert zur
o-Komplementation fahig. In diesem Fall ist die aktive B-Galaktosidase anhand der
Blaufarbung von Kolonien auf LB-Platten nach der Induktion von lacZ’ mit IPTG in
Gegenwart des artifiziellen Substrates X-Gal zu erkennen. Inserthaltige Transformanten sind
daher an der fehlenden Farbstoffbildung, d.h. als weille Kolonien, zu unterscheiden (sog.
Blau-WeiR-Selektion).

2.14 Konjugative Plasmidubertragung

Zur Plasmidubertragung in Stamme, die wie Ralstonia einer Tranformation nicht zugénglich
sind, wurde bei Plasmiden mit breitem Wirtsbereich ein konjugativer Transfer mit
E. coli S17-1 als Donor durchgefiihrt. E. coli S17-1 verfugt Gber die fur die Konjugation
notigen tra-Genfunktionen des chromosomal integrierten RP4-Plasmids. Donor und Rezipient
wurden (ber Nacht in LB- plus Antibiotikum bzw. NB-Medium angezogen. Jeweils 500 pl
Zellsuspension wurden bereinander auf eine frische NB-Platte getropft und fur ca. 24 h bei
30 °C inkubiert (“agar-spot-mating’; Friedrich et al., 1981b). AnschlieBend wurden die Zellen
mit 2 ml Saline abgeschwemmt, abzentrifugiert (5 min, 6000 upm) und in 1ml Saline
resuspendiert. Nach dem Anlegen einer Verdiinnungsreihe (10*- 10™) wurden jeweils 100 pl
auf Platten mit Fructose-, Pyruvat- oder Gluconat-Mineralmedium plus Antibiotikum
ausplattiert. Nach 2-4 Tagen bei 30°C erfolgte erneut eine Selektion von Einzelkolonien der
Transkonjuganten von R. eutropha auf Mineralmedium plus Antibiotikum. Im Anschluf3
wurden Klone durch Isolierung der chromosomalen DNA (s. 2.16.3) und anschliefender PCR
(s. 2.20.1) Uberprift. Sind Plasmide tbertragen worden, die in Ralstonia replizieren kdnnen,

wurden die Plasmide mit Alkalischer Lyse (s. 2.16.5.2) isoliert.

2.15 Mutagenese durch homologe Rekombination

Fur die Einfihrungen von Markerlosen Deletionen in Ralstonia spp. wurde die ,gene
replacement‘-Mutagenese verwendet. Nach der Konstruktion eines, die Deletion tragenden
Fragments des Zielgens, wurde dies in den Suizidvektor pNHG1 kloniert und durch
Konjugation (s. 2.14) nach Ralstonia spp. transferiert. Der Suizidvektor pNHG1 kann in

Ralstonia nicht replizieren ist, aber in der Lage, wenn homologe Sequenzen vorhanden sind,
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durch homologe Rekombination in das Genom von Ralstonia zu inserieren. Die Selektion der
Heterogenoten erfolgt auf Mineralmedium mit Tetracyclin und Kanamycin und beruht auf der
Tetracyclin- und Kanamycinresistenz, welche die Transkonjuganten durch die Intergation des
Suizidplasmids erworben haben. Die resultierenden Heterogenoten tragen eine Kopie des
Wildtyp und des deletierten Gens im Genom und werden daher als Heterogenoten bezeichnet.
Zur lsolation der Homogenoten, die nur noch das deletierte Allel tragen, wurden einige
identifizierte Heterogenoten unter nicht selektiven Bedingungen in NB-Medium angezogen.
Nach 9, 24 und 48 h wurden den Kulturen jeweils 20 und 100 pl entnommen und auf NB-
Platten mit 15 % (w/v) Saccharose ausgestrichen. Die Selektion auf NB mit Saccharose
beruht auf dem sacB Gen des Suizidvektors, das unter diesen Bedingungen induziert wird.
Die gebildete Levansucrase, synthetisiert Levan (Gay et al., 1985), das fir Ralstonia spp. in
Gegenwart von Saccharose letal ist (Lenz et al., 1994).

Im Allgemeinen hatte in gegen Saccharose resistenten Kolonien eine zweite Rekombination
stattgefunden. Dabei wurde das Wildtyp Gen oder das deletierte Gen wieder zusammen mit
dem Suizidplasmid aus dem Genom entfernt. Um die Excisison des Suizidplasmids zu
uberprifen wurden potentielle Homogenoten auf ihre Tetracyclinsensivitiat getestet. Von
sensitiven Klonen wurde die genomische DNA (s. 2.16.3) extrahiert und mittels PCR (s. 2.20)
auf das Vorhandensein des Wildtypallels oder des deletierten Gens tberpruft.

2.16 Isolierung von Nucleinsauren

2.16.1  Vorbehandlung von Geréaten und Lbésungen

Alle hitzebestandigen Losungen und Gerate wurden zur Inaktivierung von Nucleasen fur
20 min bei 121°C autoklaviert. Nicht-autoklavierbare Gerate wurden mit 70 % (v/v) Ethanol
behandelt und anschlieBend mit sterilem H,O bidest. gespilt. Bei nicht-autoklavierbaren

Losungen erfolgte eine Sterilfiltration zur Entfernung von Mikroorganismen.

2.16.2 Phenolextraktion und Fallung von DNA

Zur Reinigung wassriger DNA-L6sungen von Proteinen erfolgte eine Extraktion mit Phenol-
Chloroform. Dazu wurde die Lésung mit 1 Vol. des Lésungsmittelgemisches versetzt und bis
zur Bildung einer homogenen Emulsion geschwenkt. Die Phasen wurden durch Zentrifugation

getrennt (5 min, 13,000 Upm, RT; Mikrozentrifuge). Die wassrige Oberphase wurde in ein
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neues Reaktionsgefal tberfuhrt und die Extraktion so oft wiederholt, bis kein Prézipitat mehr

in der Interphase sichtbar war.

Phenol-Chloroform 25 Vol. Phenol (&quilibriert mit TE-Puffer, pH 8.0)
24 Vol. Chloroform
1 Vol. Isoamylalkohol

0.1 % (w/v) Hydroxychinolin

Die DNA-Fallung aus waéssrigen Losungen mit hoher lonenstarke erfolgte durch Zugabe
organischer Losungsmittel. Dazu wurde die Lésung zunachst mit 0.1 Vol. 3 M Na-Acetat,
pH 5.2, oder mit 0.4 Vol. 5 M NHs-Acetat, pH 7.5, versetzt. Anschlielend erfolgte die
Fallung durch Zugabe von 2 Vol. 96 % (w/v) Ethanol oder 0.7 Vol. Isopropanol. Nach
grindlichem Durchmischen wurde je nach Art und Menge der DNA unterschiedlich lange
inkubiert (1 min bis Uber Nacht bei 4°C oder RT) und abzentrifugiert (15 min, 13,000 Upm,
RT; Mikrozentrifuge oder 30 min, 14,000 Upm, 4°C; Sorvall RC5C, Rotor SS-34).

Zum Waschen wurde das DNA-Pellet in 1 ml 70 % (w/v) Ethanol resuspendiert. Nach
anschlieBender Zentrifugation (5 min, 13,000 Upm, RT; Mikrozentrifuge) wurde der
Uberstand entfernt und die DNA fiir 3 min in der Vakuumzentrifuge (Univapo 150 H; Zirbus,
Osterode) oder an der Luft fir 5-10 min bei 37°C getrocknet. Schliellich wurde die DNA in
einem angemessenem Volumen H,O bidest. oder TE- Puffer gelost.

2.16.3 Analytische Isolierung von Gesamt-DNA

Fur die Isolierung bakterieller Gesamt-DNA nach Ausubel et al. (1988) wurden die Stamme
uber Nacht in 10ml geeignetem Medium angezogen. Von der Kultur wurden
1.0-1.5 ml abzentrifugiert und die Zellen in 567 pl TE-Puffer resuspendiert. Alternativ
wurden die Zellen auf geeigneten Agarplatten angezogen und mit der Impfése in TE-Puffer
direkt suspendiert. Die Zelllyse erfolgte durch Zugabe von 30 ul 10 % (w/v) SDS sowie 3 pul
Proteinase K (20 mg/ml). Nach einstiindiger Inkubation bei 37°C wurde das Lysat mit 100 pl
5 M NaCl versetzt. Zum Entfernen von Proteinen und Polysacchariden wurden 80 ul auf 65°C
temperierte CTAB-NaCl-Loésung (10 % [w/v] CTAB in 0.7 M NaCl) eingemischt und der
Ansatz wurde fir 10 min bei 65°C weiterinkubiert. SchlieBlich erfolgten Extraktionen mit 1
Vol. Chloroform-lsoamylalkohol (24:1 [v/v]) und 1 Vol. Phenol-Chloroform (s. 2.16.2). Die
Fallung der DNA erfolgte mit 0.7 Vol. Isopropanol. Das Prazipitat wurde mit 70 % (w/v)

Ethanol gewaschen, getrocknet und in 50 pl TE-Puffer aufgenommen.
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2.16.4 Praparative Isolierung von Gesamt-DNA

Die préparative Isolierung von Gesamt-DNA aus R. eutropha erfolgte nach Ausubel et al.
(1988). Die Zellen wurden ber Nacht in 40 ml NB-Medium bei 30°C angezogen, geerntet
(s. 2.2.7.) und in 9.5 ml TE-Puffer resuspendiert. Nach Zugabe von 0.5 ml 10 % (w/v) SDS-
Losung und 50 pl Proteinase K-Ldsung (20 mg/ml) wurde der Ansatz 1 h bei 37°C inkubiert.
Danach wurden zundchst 1.8 ml 5 M NaCl-Losung und anschlieBend 1.5 ml CTAB-NaCl-
Losung (10 % [w/v] CTAB in 0.7 M NaCl) eingemischt, bevor 20 min bei 65°C weiter
inkubiert wurde. Zur anschlieRenden Extraktion der CTAB-Protein-Polysaccharid-Komplexe
wurden 14 ml Chloroform-Isoamylalkohol (24:1 [v/v])eingemischt. Die anschlieRende
Phasentrennung erfolgte durch Zentrifugation fir 10 min bei 13,000 Upm (Sorvall RC5C,
Rotor SS-34). Der wissrige Uberstand wurde mit 1 Vol. Phenol-Chloroform extrahiert (s.
2.16.2) und erneut abzentrifugiert. Die Nucleinsauren aus dem Uberstand der Extraktion
wurden nach Zugabe von 0.1 Vol. 3 M Na-Acetat-Ldsung, pH 5.2, mit 0.7 Vol. Isopropanol
geféllt und fur 60 min bei 13,000 Upm und 4°C abzentrifugiert. Das DNA-Pellet wurde mit
70 % (w/v) Ethanol gewaschen, in 2 ml-Eppendorf-Reaktionsgefalie tberfihrt, anschlieRend
luftgetrocknet und zuletzt in 500 pl TE-Puffer aufgenommen. Die so praparierte Gesamt-
DNA konnte direkt fir die PCR (s. 2.20) und zur Restriktionsspaltung (s. 2.18.1) eingesetzt

werden.

2.16.5 Isolierung von Plasmid-DNA

Je nach Mengenbedarf, Organismus und spéaterem Verwendungszweck wurden zur
Plasmidisolierung verschiedene Methoden angewendet. Isolierungen im analytischen MaRstab
aus E. coli erfolgten entweder nach der Methode des schnellen Kochens (‘rapid boiling’;
Holmes & Quigley, 1981; modifiziert nach Riggs & McLachlan, 1986) oder durch alkalische
Lyse (Birnboim & Doly, 1979; modifiziert). Plasmid-DNA aus R. eutropha konnte nur durch
alkalische Lyse isoliert werden. GroéRere Plasmidmengen wurden sowohl aus E. coli als auch
aus R. eutropha nach alkalischer Lyse der Zellen isoliert.
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2.16.5.1  Analytische Praparation durch schnelles Kochen

Zur analytischen Plasmidisolierung aus E. coli wurde die Methode des schnellen Kochens
angewendet. Die Anzucht der zu testenden Klone erfolgte Gber Nacht auf LB-Selektivagar.
Eine Impfése Zellmaterial wurde in 285 ul Lysispuffer resuspendiert. Anschliefend wurden
15 ul Lysispuffer (mit 20 mg Lysozym/ml) eingemischt und die Proben 60 s im Wasserbad
gekocht. Zur Abkuhlung wurden die Ansédtze fir mindestens 3 min auf Eis gestellt. Im
Anschlul} erfolgte eine Pelletierung der denaturierten Proteine durch Zentrifugation fur
10 min bei RT und 13,000 Upm (Mikrozentrifuge). Das Sediment wurde anschlieBend mit
Hilfe eines sterilen Zahnstochers entfernt. Die Féallung der DNA erfolgte durch Zugabe von
0.4 Vol. 5M NH;-Acetat, pH 7.5, und 0.7 Vol. Isopropanol (s. 2.16.2.). Nach 10 min
Trocknung bei 37°C wurde die DNA in 20 pl TE-Puffer aufgenommen.

Lysispuffer 10 mM Tris-HCI, pH 8.0
50 mM EDTA, pH 8.0
8 % (w/v)  Saccharose
0.5 % (w/v)  Triton X-100

2.16.5.2  Analytische Praparation durch alkalische Lyse

Fur die alkalische Lyse von R. eutropha wurde ein modifiziertes Protokoll der praparativen
Plasmidisolierung (s. 2.16.5.4) verwendet. Um aus E. coli im analytischen Malstab Plasmid-
DNA zu erhalten, wurde diese Methode alternativ zur Qiagen-Plasmidisolierung (s. 2.16.5.3)
angewendet.

Dazu wurden bei Plasmiden mit hoher Kopienzahl 2 ml, bei Plasmiden mit niedriger
Kopienzahl 4-6 ml einer in LB-Medium angezogenen Bakterienkultur verwendet. Im Fall von
R. eutropha wurden 2-4 ml einer NB- oder Fructose-MM-Kultur eingesetzt. Nach Ernte der
Zellen (s. 2.2.7) wurden diese in 300 pl Losung 1 resuspendiert. Auf die Zugabe von 300 pl
frisch angesetzter Losung 2 folgte ein Durchmischen des Reaktionsansatzes durch mehrfaches
Schwenken des Eppendorf-ReaktionsgefaRes. Die Lyse der Zellen war nach maximal 5 min
Inkubation bei RT abgeschlossen. Nach dem Einmischen von 300 pl Lésung 3 wurde der
Ansatz fur 10 min auf Eis inkubiert. Die prazipitierten SDS-Proteinkomplexe wurden dann
durch Zentrifugation (15 min, 13,000 Upm, RT) pelletiert. Zur Entfernung der restlichen
Proteine aus dem Uberstand erfolgte eine Phenol-Chloroform-Extraktion. Die DNA wurde

anschlieBend gefallt, gewaschen, getrocknet und in TE-Puffer aufgenommen (s. 2.16.2).
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Eine Uberprifung von Qualitat und Ausbeute der isolierten Plasmid-DNA wurde durch
Restriktionsverdau (s. 2.18.1) und anschlielende elektrophoretische Auftrennung im

Agarosegel (s. 2.21.1) vorgenommen.

Ldsung 1 50 mM Tris-HCI, pH 8.0
10 mM EDTA
Losung 2 0.2 N NaOH (vor Gebrauch frisch angesetzt)

1 % (w/v) SDS

Ldsung 3 3 M K-Acetat, pH 5.5

2.16.5.3  Praparative Isolierung mit dem ‘QlAprep Miniprep Kit’

Um qualitativ besonders hochwertige Plasmid-DNA, u.a. fir Sequenzierungen, zu gewinnen,
wurden Plasmide mit hoher Kopienzahl mit Hilfe des ‘QlAprep Miniprep Kit’ (Qiagen,
Hilden) isoliert. Dieses Verfahren beruht auf der Methode der alkalischen Zelllyse nach
Birnboim & Doly (1979) (s. 2.16.5.2), mit einer sich anschlieRenden Adsorption der DNA an
die Silikagelmembran einer Miniséule bei hoher lonenstdrke und einer abschlieBenden
Elution bei niedriger lonenkonzentration.

Fur eine Standardplasmidisolierung wurden von 10 ml einer bei 37°C Uber Nacht
gewachsenen Kultur von E.coli 2x 1.5 ml abgenommen und die Zellen fir 1 min bei
13,000 Upm abzentrifugiert. Die anschliefende Plasmidisolierung erfolgte nach den Angaben

des Herstellers.

2.16.5.4  Préaparative Isolierung durch alkalische Lyse

GroRere Mengen von Plasmid-DNA wurden bei Plasmiden hoher Kopienzahl aus 50 ml, bei
Plasmiden niedriger Kopienzahl aus 100 ml einer uber Nacht in LB-Medium angezogenen
Kultur von E. coli isoliert. Nach Ernte der Zellen (s. 2.2.7) erfolgte eine Resuspension in 4 ml
Losung 1 plus 40 pl RNase-Lésung (10 mg/ml). AnschlieRend wurden 4 ml frisch angesetzter
Losung 2 zugegeben und durch Schwenken eingemischt. Nach maximal 5 min Inkubation bei
RT wurde das klare Lysat mit 4 ml eiskalter Lésung 3 versetzt, griindlich durchmischt und
10 min auf Eis inkubiert. Die ausgefallten Proteine wurden durch Zentrifugation abgetrennt
(15 min, 14,000 Upm, 4°C; Sorvall RC5C, Rotor SS-34). Danach wurde die DNA aus dem
wassrigen Uberstand durch Zugabe von 0.7 Vol. Isopropanol gefallt. Nach der Zentrifugation
(30 min, 14,000 Upm, 4°C; Sorvall RC5C, Rotor SS-34) wurde das DNA-Pellet mit 70 %
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(w/v) Ethanol gewaschen und dabei in Eppendorf-Reaktionsgefélie tberfuhrt. Die DNA
wurde getrocknet und in 500 pl TE-Puffer gel6st. Proteinreste wurden durch Phenolextraktion
(s. 2.16.2) entfernt. Die DNA wurde erneut geféllt, gewaschen, getrocknet (s. 2.16.2) und je
nach Ausbeute in 50-200 ul TE-Puffer geldst. Qualitat und Ausbeute der isolierten DNA
wurden durch Restriktionsverdau (s. 2.18.1) und anschlieBende elektrophoretische

Auftrennung im Agarosegel (s. 2.21.1) Uberprdft.

2.16.6 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

2.16.6.1 Isolierung mit dem ‘QIlAquick’ Gel Extraction Kit’

Mit dem ‘QIAquick Gel Extraction Kit’ (Qiagen) wurden DNA-Fragmente fir Klonierungen
und Sequenzierungen aus Agarosegelen isoliert. Nach der elektrophoretischen Auftrennung
des zu isolierenden Fragments in einem TAE-Agarosegel (s. 2.21.1) wurde die gewlinschte
DNA-Bande mit einem Skalpell unter UV-Licht (366 nm) aus dem Gel ausgeschnitten, in ein
Eppendorf-Reaktionsgefal Gberfihrt und gewogen. Aufgrund der Volumenbegrenzung der
Préparation mufite das Gelstlick mdglichst knapp ausgeschnitten werden. Anschlie3end wurde
die Isolierung des Fragments nach den Angaben des Herstellers durchgefihrt.

2.16.6.2  Isolierung aus niedrigschmelzender Agarose

Im Anschluf an die elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten in
niedrigschmelzender (,low melting point‘, LMP) Agarose (s. 2.21.2) wurde der Gelbereich,
welcher das gewiinschte DNA-Fragment enthielt, unter UV-Licht (A = 366 nm) mit einem
Skalpell ausgeschnitten und in ein Eppendorf-Reaktionsgefall tberfuhrt. Da eine Agarose-
Konzentration von > 0.5 % (w/v) die nachfolgenden Reaktionen stort, wurde entsprechend
mit TE-Puffer verdunnt. Es folgte eine Inkubation fir 10 min bei 65°C, um die Agarose zu
schmelzen und gleichzeitig mogliche DNasen zu inaktivieren. Anschliefend wurde die Probe
bis zur weiteren Verwendung bei 4°C gelagert. Die isolierten Fragmente wurden in

Ligationsreaktionen eingesetzt.



2. Material und Methoden 47

2.17 Konzentrationsbestimmung von Nucleinsauren

Die Konzentration von DNA-LAsungen wurde entweder photometrisch durch Messung der
Absorption bei 260 nm gegen H,O bidest. bestimmt oder im Rahmen einer Agarose-
Gelelektrophorese bei parallelem Auftrag eines definierten Standards mit bekannter

Konzentration (z.B. mit Hindlll verdaute A-DNA) geschatzt.

2.18 Enzymatische Modifikation von DNA

2.18.1 Restriktionsspaltung

Die Restriktion von DNA wurde mit 2-10 U Restriktionsenzym/pug DNA im geeigneten
Puffersystem des jeweiligen Herstellers zwischen 30 min und 5h bei empfohlener
Temperatur durchgefihrt. Zur Entfernung von RNA wurde RNase in einer Endkonzentration
von 20 pg/ml zugesetzt. Doppelverdaue mit Restriktionsenzymen, die unterschiedliche Puffer
bendtigten, wurden in ‘“Tango Buffer’ (MBI Fermentas, St. Leon Rot) durchgefihrt. In Féllen,
bei denen die Enzyme verschiedene Temperaturen oder Pufferkonzentrationen bendétigten,
erfolgten die Doppelverdaue in zwei Schritten, wobei -wenn nétig- nach dem ersten Verdau
eine DNA-Féllung mit Ethanol durchgefuhrt wurde (s. 2.16.2). Die Restriktionsverdaue
wurden durch Hitzeinaktivierung (nach Angaben des Herstellers), Phenol-Chloroform-
Extraktion mit anschlieBender Fallung (s. 2.16.2) oder Zugabe des Auftragepuffers flr die
Agarose-Gelelektrophorese (s. 2.21.1) abgestoppt.

2.18.2 Dephosphorylierung

Erfolgte der Restriktionsverdau von Vektor-DNA mit nur einem Restriktionsenzym, wurde
zur Vermeidung einer Religation, die endstandige 5 -Phosphatgruppe des linearisierten
Vektors durch Behandlung mit alkalischer Phosphatase abgespalten. Dazu wurde dem
Restriktionsansatz wahrend der letzten 30 min der Inkubation 1 U alkalische Phosphatase pro
Hg DNA zugesetzt. Anschlieend wurde das Enzym durch Phenol-Chloroform-Extraktion
inaktiviert und die DNA geféllt (s. 2.16.2). Bei der Herstellung von Genombanken wurde die
DNA wadhrend der letzten Stunde des Restriktionsverdaus mit alkalischer Phosphatase
dephosphoryliert, um spéter eine gleichzeitige Insertion von verschiedenen DNA-Fragmenten

in den Vektor zu verhindern.
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2.18.3 Ligation

Fur die Ligation wurde das zu klonierende DNA-Fragment in etwa zweifachem molaren
Uberschuf im Vergleich zum dephosphorylierten Vektor vorgelegt. Die Ligation erfolgte in
einem 20 pl-Ansatz (DNA-Konz. 10-100 ng/ul) in Gegenwart von 1 U T4-DNA-Ligase in
1 x Ligase-Puffer entweder fiir 2 h bei RT oder tber Nacht bei 16°C.

5 x Ligase-Puffer 250 mM Tris-HCI, pH 7.6
(Life Technologies) 100 mM MgCl,

10 mM ATP

10 mM Dithioerythrit

25 9% (w/v) PEG-8000

War das Fragment aus einem LMP-Agarosegel (s. 2.16.6.2) isoliert worden, so wurde ein
aquimolares Verhdltnis von Insert- und Vektor-DNA eingestellt, wobei die Menge an Insert-
DNA je nach GroRe des Fragmentes zwischen 50 und 300 ng lag.

Der Ligationsansatz setzte sich wie folgt zusammen:

Ligationsansatz
DNA-Fragment (in LMP-Agarose) 15-30 pl

Linearisierte Vektor-DANN 2-5 pl
5 x Ligase-Puffer 24 ul
H.O bidest. ad 120 pl

Das Ansatzvolumen wurde so gewdhlt, daR die Endkonzentration der LMP-Agarose unterhalb
von 0.4 % (w/v) lag. Die Ligation wurde durch Zugabe von 2 U T4-DNA-Ligase gestartet und
erfolgte fir 12-16 h bei 16°C. Zur Beendigung der Reaktion wurde die Ligase fiir 10 min bei
65°C inaktiviert. AnschlieRend wurde der Ligationsansatz direkt transformiert oder in einem

weiteren Restriktionansatz eingesetzt.

2.19 Markierung von DNA-Sonden mit Digoxigenin

Die Digoxigenin-Markierung von DNA-Fragmenten (Roche/Boehringer, Mannheim) dient
der Herstellung von nicht-radioaktiven DNA-Sonden Fur Hybridisierungen. Dabei ist das
Digoxigenin (DIG), ein Steroid-Molekil aus der Fingerhut-Pflanze (Digitalis), tber ein
Spacer-Molekil an dUTP gekoppelt (DIG-dUTP). In dieser Form wird es als Nucleotid-
Analogon durch das Klenow-Fragment der DNA-Polymerase | wahrend der ,random-
priming‘-Reaktion in neu synthetisierte DNA-Strange eingebaut. Bei dieser Methode werden
Hexanucleotide, die mit statistischer Haufigkeit an DNA binden, an das Sondenfragment
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hybridisiert. Dort fungieren sie als Starter (,primer®) fur das Klenow-Fragment. Wahrend der

Neusynthese von kurzen DNA-Strangen werden dann markierte Nucleotide eingebaut.

Zur Markierung wurde ein ,Dig DNA Labeling Mix’ (Roche, Mannheim) verwendet. Der

Markierungsansatz hatte folgende Zusammensetzung:

15 pl (ca.1 pg) denaturierte DNA?
2 ul 1 mM DIG-dNTP-Mix
2 ul ,random primer mix*

& Denaturierung fir 10 min bei 95°C, dann auf Eis abgekiihlt.

Der Ansatz wurde nach Zugabe von 1 pl Klenow-Fragment (2 U) fur 3 h bei 37°C inkubiert.
Zur Beendigung der Reaktion wurden 2 pl einer 200 mM EDTA-L6sung (pH 8.0)
eingemischt. Anschliefend wurde die DNA fir 10 min bei 95°C denaturiert und auf Eis
abgekdhlt.

Alternativ erfolgte die Markierung durch eine Standard-PCR-Reaktion (s. 2.20.1) mit den fur
das Fragment spezifischen Primern. Dabei wurde statt des Ublichen Nucleotidmix das ,dNTP
Labeling Mix’ (Roche, Mannheim) eingesetzt. Der Erfolg der Markierung konnte nach der
PCR durch die geringere Mobilitat des markierten Fragments im Agarosegel (s. 2.21.1) im

Vergleich zum unmarkierten Fragment kontrolliert werden.

2.20 PCR-Methoden

Bei der In vitro-Amplifikation von DNA durch PCR (Mullis & Faloona, 1987) fanden
entweder die Tag-DNA-Polymerase (Qiagen), die Pfu-DNA-Polymerase (Promega) oder die
Pwo-DNA-Polymerase  SuperYield (Roche) Verwendung. Als Matrizen dienten
chromosomale DNA, Plasmid-DNA oder bereits zuvor durch PCR amplifizierte DNA-
Fragmente. Fur die Amplifikation zu klonierender Fragmente aus chromosomaler DNA wurde
die Pfu-, die Pwo- oder die Proof start"-DNA-Polymerase (Quiagen) verwendet, da diese
aufgrund ihrer 3°—>5’-‘proofreading’-Aktivitdt sehr viel weniger Punktmutationen generiert

und damit die Matrize genauer repliziert als Taqg-DNA-Polymerase.

2.20.1 Standard-PCR

Aufgrund ihrer deutlich hoheren Amplifikationseffizienz wurde fur Standardamplifikationen
die Tag-DNA-Polymerase eingesetzt. Die verwendeten Primer variierten in ihrer Lange

zwischen 17 und 26 Basen. Fur die Amplifikation eines spezifischen DNA-Abschnittes
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wurden die beiden Primer, die diesen Bereich einschlossen, méglichst so gewahlt, daB sie

annahernd gleiche Hybridschmelzpunkte aufwiesen.
Der Schmelzpunkt wurde nach folgender Formel berechnet (Chester & Marshak, 1993):

T, =69.3+041(%G +C- Gehal)-°>

G+C-Gehalt: prozentualer molarer Gehalt des Primers an G und C
L: L&nge des Primers (in Basen).

Die PCR wurde in einem Thermocycler mit beheizbarem Deckel (Tgradient; Biometra,
Gottingen) durchgefuhrt. Der Reaktionsansatz setzte sich folgendermalien zusammen:

PCR-Reaktionsansatz

0.5 pl DNA (<500 ng Gesamt-DNA; < 200 ng Plasmid-DNA)
1 plPrimer 1 (100 pmol)
1 pl Primer 2 (100 pmol)

1 pl 10 MM dNTP-Mix  (je 10 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
5 pl 10 x Reaktionspuffer
10 pl 5 x Q-Solution”
0.5 pl Tag-Polymerase
ad 50 pl H,O bidest.

“Die Q-Solution (Qiagen) andert das Schmelzverhalten der DNA und erhéht sowohl die quantitative Ausbeute
als auch die Spezifitat der Amplifikation von Matrizen, die unter Standardbedingungen nur sehr wenig oder gar

kein Produkt liefern.

Die Komponenten wurden auf Eis in ein Eppendorf-Reaktionsgefal? (0.2 ml) pipettiert.

Folgendes Programm wurde fir die PCR verwendet.

PCR-Programm

1 4 min Denaturierung 95°C

2 30s Denaturierung 95°C Schritt 2-4 29x wieder-
3 30s Anlagerung der Primer 50-68°C holen

4 1 min Polymerisation 70°C

5 5 min Polymerisation 70°C

6 © Abkihlung 4°C

Die Hybridisierungstemperatur war abhangig von den Schmelztemperaturen der verwendeten
Primer. Im Regelfall lag sie 2-5°C unterhalb der Schmelztemperatur des Primers mit der
niedrigeren Schmelztemperatur. Nach AbschluR der PCR wurde der Ansatz auf Eis gehalten.
Eine Probe wurde elektrophoretisch aufgetrennt (s. 2.21.1), um die Reaktionsprodukte zu

Uberprifen. Sollte das Produkt noch weiter verwendet werden, wurde es nach einer
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praparativen Elektrophorese aus dem Gel extrahiert (s. 2.16.6.1) oder direkt mit einem Kit

(Quiagen) nach den Angaben des Herstellers durch Bindung an Silikaséulen gereinigt.

2.20.2 Einfuhrung von Mutationen durch PCR

Die Einfuhrung von definierten Mutationen erfolgte mittels PCR. Dabei wurden Primerpaare
verwendet, von denen jeweils der eine Primer die gewiinschte Mutation trug. In einer ersten
PCR-Reaktion wurden erst das 5°- und das 3‘-Ende des Gens separat amplifiziert. In einer
zweiten Reaktion wurden die Fragmente anschliefend zusammengefugt. Dabei wurden
Primer verwendet, die vor dem 5‘- und hinter dem 3‘-Ende des Gens anlagerten. Als
Matrizen-DNA diente das klonierte Gen, in das die Mutationen eingefligt werden sollten. Um
unerwiinschte Mutationen zu vermeiden und eine ausreichende Fragmentausbeute zu erhalten,
wurde die Pwo-Polymerase SuperYield (Roche, Mannheim) verwendet.

Der Reaktionsansatz der ersten Reaktion hatte folgende Zusammensetzung:

PCR-Reaktionsansatz 1

0.5 pl Plasmid-DNA (<500 ng Gesamt-DNA; < 200 ng Plasmid-DNA)
3 Ml Primer1 (100 pmol/ul)
3 pl Primer 2 (100 pmol/ul)

1 pl 10 MM dNTP-Mix  (je 10 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
5 pl 10 x Reaktionspuffer
0.5 pl Pwo-Polymerase
ad 50 pl H,O bidest.

In der zweiten Reaktion erfolgte das Zusammenfligen der Einzelfragmente. Der

Reaktionsansatz der zweiten Reaktion hatte folgende Zusammensetzung:

PCR-Reaktionsansatz 2

5 pul PCR-Fragmente aus der ersten (<500 ng DNA)
Reaktion, 5’-Ende des Gens

5 pul PCR-Fragmente aus der ersten (<500 ng DNA)
Reaktion, 3’-Ende des Gens

3 pul Primer 1 (100 pmol/ul)
3 ul Primer 2 (100 pmol/ul)
1 pul 10 mM dNTP-Mix (je 10 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

5 ul 10 x Reaktionspuffer
0.5 ul Pwo-Polymerase
ad 50 pl H0 bidest.
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Folgendes Programm wurde flr die Amplifikation verwendet:

PCR-Programm

4 min
30s
30s
1.5 min
5 min
o0

o Ol WN P

95°C
95°C

Denaturierung
Denaturierung

Anlagerung der Primer 50-68°C
Polymerisation 70°C
Polymerisation 70°C
Abkiihlung 4°C

Schritt 2-4 29x wieder-
holen

Nach der erfolgreichen Amplifikation des gesamten Gens wurde das PCR-Fragment mit den

jeweiligen Restriktionsenzymen verdaut, aus einem TAE- Agarosegel (s. 2.16.6.1) extrahiert

und in einen geeigneten Vektor ligiert.

2.20.3

Radioaktive Markierung durch PCR

Fur Gelretardationsexperimente in der nativen PAGE (s. 2.22.1) wurden verschiedene

Fragmente der cbb-Kontrollregion zunéchst durch Standard-PCR (s. 2.20.1) amplifiziert und

danach in einer sich anschlieBenden ‘heiRen‘ PCR durch den Einbau von **S aus [o-*S]dATP

radioaktiv markiert. Die Markierung erfolgte mit Pfu-DNA-Polymerase (Promega), da dieses

Enzym [o-*S]-Nucleotide im Vergleich zur Tag-Polymerase wesentlich effektiver einbaut.

Im Gegensatz zur Standard-PCR werden zur Markierung nur 5 Cyclen bendtigt, wobei im

letzten Cyclus unmarkiertes dATP zugegeben wurde, um eine vollstandige Auffillung der

Fragmente zu gewahrleisten (“chase reaction’).

Markierungs-Ansatz (50pul)

10x Pfu-DNA-Polymerase-Puffer
3X ANTP-Mix (je 2 MM dCTP, dGTP, dTTP)

[0-*S]dATP (10 pCi)
Primer 1 (100 pmol)
Primer 2 (100 pmol)
PCR-Produkt

H,0 bidest.
Pfu-DNA-Polymerase

10 pl
2.5 ul
5ul
1l
1l
5ul
22,5 ul
1l
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PCR-Programm (5 Cyclen)

1 4 min Denaturierung 95°C

2 30s Denaturierung 95°C Schritt 2-4 3x wieder-
3 30s Anlagerung der Primer 59°C holen (+1x nach Zugabe
4 1 min Polymerisation 70°C von 2ul dATP 2mM)*

5 5 min Polymerisation 70°C

6 © Abkihlung 4°C

*

Zugabe des unmarkierten dATP bei 70°C-Schritt am Ende des vierten Cyclus)

2.21 Gelelektrophorese von Nucleinsauren

2.21.1 Agarose-Gelelektrophorese

Nucleinsduren wurden durch Agarose-Gelelektrophorese in horizontalen Gelkammern
aufgetrennt. Zur schnellen Analyse wurden Mini-Gelkammern mit Gelen von 7 x 10 cm
(Gelvolumen 30 ml) verwendet. Der zur Ausformung der Probentaschen eingesetzte Kamm
ermoglichte die Auftrennung von bis zu 18 Proben mit einem Volumen von je 15 pl. L&ngere
Gele, die eine bessere Auflosung erlauben, wurden verwendet, wenn eine exakte
GroRenbestimmung von DNA-Fragmenten erforderlich war. In einer Maxi-Gelkammer
konnten auf ein Gel mit den Dimensionen von 14.5 x 12.5 x 0.6 cm (Gelvolumen 120 ml) bis
zu 25 Proben mit maximal je 30 pl Volumen aufgetragen werden. Die Agarosekonzentration
in den Gelen war abhéngig von der GrolRe der zu trennenden Fragmente und variierte
zwischen 0.8 % (w/v) und 3 % (w/v). Als Elektrophoresepuffer dienten TAE-Puffer oder
TBE-Puffer. Zur Herstellung des Gels wurde die Agarose durch kurzes Aufkochen
(Mikrowelle) in TAE- oder TBE-Puffer gelost und nach Abkihlen auf ca. 50°C in die
Kammer gegossen. Der Kamm wurde sofort in die noch fliissige Agarose eingesetzt. Nach
dem Erstarren wurde das Gel mit Puffer Gberschichtet und der Kamm entfernt. VVor dem
Auftragen wurden die Proben mit 0.2 VVol. des Auftragepuffers versetzt.

Die Elektrophorese in TAE-Minigelen lief 45 - 90 min bei konstanter Spannung von maximal
90 V und 16 h in Maxigelen bei 15 - 30 V. Wurde TBE-Puffer verwendet erfolgte die
Elektrophorese von Minigelen bei 115 V fur 50 min. AnschlieRend wurde das Gel fur 5 - 10
min in einer Ethidiumbromidldsung (1.5 pg/ml) gefarbt und dann ebenso lange gewassert.
Das unter UV-Licht fluoreszierende Ethidiumbromid interkaliert in die Nucleinsduren, so dass
die einzelnen Banden im UV-Licht (UV-Transilluminator 312 nm; Vilber Lourmat, Lindau)
sichtbar gemacht werden konnten. Die Dokumentation erfolgte mit Hilfe eines Video

Dokumentationssystems (INTAS, Gottingen).
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TAE-Puffer Auftragepuffer

40 mM Tris-Acetat, pH 8.1 400 mM Tris-Acetat, pH 8.1

1 mM EDTA 10 mM EDTA

10 mM Na-Acetat 25 % (viv) Glycerin

0.25 % (w/v) Bromphenolblau

TBE-Puffer

89 mM Tris

89 mM Borséure

2 mM EDTA
pH 8.0

Die mit Pstl oder Hindlll verdaute DNA des Bakteriophagen A (Sanger et al., 1982) diente als
GroRenmarker und zur Konzentrationsbestimmung linearer DNA-Fragmente (Tab. 5).

Alternativ wurde ein komerziell erhdltlicher Grélienstandart verwendet (100 bp Ladder plus,

Fermentas).

Tab. 5. FragmentgréRen mit Pstl oder Hindl11 verdauter A-DNA?

Lambda- Pstl Lambda- HindllI

11,493° 1,700 23,130°

5,080 1,159 9,416
4,749 1,093 6,557
4,505 0,805 4,361°
2,840 0,516 2,322
2,562" 0,467 2,027
2,454 0,448 0,564
2,443 0,339 0,125
2,139 0,265

1,986 Und 10 weitere Fragmente
GroRkenangaben in bp nach Sanger et al., 1982.
*Diese Fragmente tragen die cos-sequenzen des A-Phagen und kénnen durch Hybridisierung ein zusatzliches
Fragment von 14,055 bp bilden.
°Die beiden gekennzeichneten Fragmente tragen die cos-Sequenzen und konnen miteinander hybridisieren,
wobei ein zusatzliches 27,491 bp-Fragment entsteht.

2.21.2 LMP-Agarose-Gelelektrophorese

Agarose mit niedrigem Schmelzpunkt (LMP-Agarose, Schmelzpunkt < 65°C) ist besonders
geeignet zur Isolierung von DNA-Fragmenten. Da sie nach dem Schmelzen und
anschlieBendem Verdunnen auf eine Konzentration von < 0.4 % (w/v) nicht mehr erstarrt,
erlaubt sie die weitere enzymatische Modifikation der Fragmente in Gegenwart der Agarose.
Wegen des niedrigen Schmelzpunktes sind die Gele sehr weich, weshalb sie in separaten
Gelschlitten (6.5 x 9 cm; Gelvolumen 25 ml) hergestellt wurden, in denen sie auch nach der

Elektrophorese verblieben. Die Agarosekonzentration lag, je nach dem aufzutrennenden
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Grolienbereich der Fragmente, zwischen 0.8 und 1.5 % (w/v). Zur Isolierung von Fragmenten
> 1 kb wurde SeaPlaque GTG-Agarose verwendet, fir Fragmente <1 kb NuSieve GTG-
Agarose (Biozym, Hess. Oldendorf). Die LMP-Agarose wurde durch kurzes Aufkochen in
TAE-Puffer (s. 2.20.1) gel6st und nach dem Abkihlen auf ca. 45°C mit 2 pl Ethidium-
bromidlosung (10 mg/ml) versetzt. Zur Ausformung der Taschen wurde ein achtzéhniger
Kamm mit einem Volumen von 10 pl pro Tasche verwendet. Zu den Proben wurde vor dem
Auftragen 0.1 Vol. Auftragepuffer gegeben. Als Elektrophoresepuffer diente TAE-Puffer. Die
Elektrophorese erfolgte bei einer konstanten Spannung von maximal 60 V.

2.22 Gelretardation von DNA-Protein-Komplexen

Die Interaktion zwischen DNA und Proteinen wurde durch Bildung von Protein-DNA-
Komplexen in Gelretardationsexperimenten (‘mobility shifts’) untersucht (Ausubel et al.,
1988; modifiziert). Die Versuche wurden in der nicht-denaturierenden 5 % PAGE sowohl mit
[0-*S]dATP-markierten als auch mit Biotin-markierten DNA-Fragmenten (s. 2.22.3)
durchgeflhrt. Letztere wurden mit Biotin-spezifischen, Peroxidase-gekoppelten Antikdrpern
Uber die Reaktion mit einem Chemolumineszierenden Substrat detektiert. Im 2 % (w/v)-igen
TAE-Agarosegel wurde Die Gelretardation mit einem unmarkiertem DNA-Fragment (s.
2.22.2) durchgefihrt.

2.22.1 Nicht-denaturierende PAGE

Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte in nicht-denaturierenden, vertikalen
Polyacrylamidgelen (5% [w/v] Acrylamid; 16 x 12 cm) mit einer Dicke von 0.5 mm. Das
maximale Auftragevolumen betrug 10 pul pro Tasche (5x5x0.5 mm). Die Glasplatten
wurden zuvor mit Aceton und 96 % (w/v) Ethanol gereinigt, mit Binde- bzw. Repellsilan
behandelt und nochmal leicht mit 96 % (w/v) Ethanol nachpoliert. Als Puffersystem diente

Tris-Glycin-Puffer.

Bindesilan 35 ul 3-Metacryloxypropyltrimethoxysilan
10 ml  Ethanol

Repellsilan 500 pl Dimethyldichlorsilan
10 ml  1,1,1-Trichlorethan

Gel- und Elektrophorespuffer 50 mM Tris-HCI, pH 7.4
(5 x Tris-Glycin-HCI-Puffer) 960 mM Glycin
5 mM EDTA
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Gelldsung (5 %; 20 ml) 3.2ml  Acrylamid-/Bisacrylamid-Lsg.(30 % [w/v]
Acrylamid; 0,8 % [w/v] Bisacrylamid)
40ml 5xTris/GlycinpH 7.4

0.5ml Glycerin (87 % [wi/V])
12.3ml  H,O bidest.
13.3pul  TEMED*

160 pul - Ammoniumpersulfat* (10 % [w/v] in H,O
bidest.)

* Die Zugabe dieser beiden Komponenten erfolgte erst direkt vor dem Gielien der
Gelldsung, da hierdurch die Polymerisierung des Gels eingeleitet wurde.

Zur Bindung der Proteine an die DNA erfolgte eine Inkubation des Bindungsansatzes fir 5-20
min bei 25°C.

Bindungsansatz

35S markiertes DNA-Fragment (ca. 2 ng) 2 ul
Kompetitor-DNA (0-2 pg) 0-2 ul
Protein- oder Rohextrakt (max. 2 ug) 1-2ul
DNA-Bindungspuffer ad 10 pl

Im AnschluB an die Bindungsreaktion wurden dem Ansatz 3 pul MS-Beschwerungsldsung
zugesetzt und dieser bis zur Elektrophorese auf Eis gehalten. Die Elektrophorese erfolgte bei
einer konstanten Stromstéarke von 9 mA bis zum Austreten des Farbmarkers Bromphenolblau
aus dem Gel oder zur hoheren Auflésung bis max. 3 h. AnschlieBend wurde das an der mit
Bindesilan behandelten Glasplatte anhaftende Gel zunéchst fir 45 min bei 80°C getrocknet

und danach autoradiographiert (s. 2.25).

DNA-Bindungspuffer 50 mM Tris-HCI, pH 7.4
10 mM KCI
10 mM EDTA

1-50 % (w/v)  Glycerin

MS-Beschwerungslosung 50 % (w/v)  Glycerin
0.02 % (w/v)  Bromphenolblau

2.22.2 In der Agarose-Gelelektrophorese

Eine vereinfachte Form der Gelretardationen wurden in Agarose-Minigelen (2% [w/v]

Agarose in TAE-Puffer) durchgefuhrt. Sie bot die Mdoglichkeit einer wesentlich
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beschleunigten, wenn auch im Gegensatz zu den Gelretardationen in der PAGE weniger

spezifischen und empfindlichen relativen Bestimmung der Menge an bindendem Protein.

Die Herstellung des Gels erfolgte wie bei einer Standard-Agarose-Gelelektrophorese (s.
2.21.1).

10x TAE-Puffer 400 mM  Tris-Acetat, pH 7.8
100 mM Na-Acetat
10mM EDTA

Zur Bindung der Proteine an die DNA erfolgte eine Inkubation des Bindungsansatzes fir
10-20 min bei 25°C.

Bindungsansatz

DNA-Fragment (50-100 ng) 2 ul
Kompetitor-DNA (0-2 ug) 0-2 i
Protein- bzw. Rohextrakt (max. 2 Q) 1-2
DNA-Bindungspuffer ad 10 pl

Im AnschluB an die Bindungsreaktion wurden dem Ansatz 3 pul MS-Beschwerungsldsung
zugesetzt und dieser bis zur Elektrophorese auf Eis gehalten. Die Elektrophorese erfolgte fir
1.2 h bei einer konstanten Spannung von 60 V und einer Stromstarke von max. 80 mA bis der
Farbmarker Bromphenolblau eine Position ca. 2cm vor dem Gelende erreicht hatte.
AnschlieBend wurde das Gel mit Ethidiumbromid gefarbt und mit dem Videosystem
dokumentiert (s. 2.21.1).

2.22.3 Gelretardation mit dem LightShift® Chemiluminescent EMSA Kit

Alternativ zu Gelretardationsexperimenten in nativen Polyacrylamidgelen mit radioaktiv
markierter DNA wurde Biotin-markierte DNA mit dem LightShift Chemoluminescent EMSA
Kit (Pierce, Bonn) verwendet. Nach dem Auftrennen der Bindungsreaktion in der nativen
PAGE wurde die DNA auf eine Nylonmembran transferiert. Die Biotin-markierte DNA
konnte anschlieBend mit Streptavidin-spezifischen-Antikdrpern, die mit Meerrettich-
Peroxidase gekoppelt waren und einem Chemolumeniszierenden Substrat detektiert werden.
Die Auftrennung der Bindungsreaktionen erfolgte in 5 %-igen nativen Polyacrylamid-
Minigelen (6 x 8 x 0,1 cm). Das Gel hatte folgende Zusammensetzung:
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Gelldésung (5% PAGE):

5x TBE (s. 2.21.1) 0.8 ml
Acrylamd/Bisacrylamidlésung (30%/10% [w/v]) 1.28 ml
H,O 592 ml
*Ammoniumpersulfat (10%) 64 pl
*TEMED 53 ul

*Die letzten beiden Komponenten wurden erst kurz vor dem Gielen zum Starten der Polymerisation
hinzugeflgt.

Die Gellosung wurde zwischen die Glasplatten gegossen und ein Kamm eingesetzt. Nach
einstundiger Polymerisation des Gels wurden der Kamm entfernt, die Taschen gespult und das
Gel einer 30-60 minutigen Vorelektrophorese bei 100 V unterzogen. Als Laufpuffer wurde
0.5x TBE-Puffer verwendet. Wahrend der Vorelektrophorese wurde die DNA-

Bindungsreaktion auf Eis angesetzt.

Bindungsansatz

Biotin-markiertes DNA-Fragment 1.5-2 ng 1l
Kompetitor DNA Poly(dledC) 1-2 pg 1pl
Proteinextrakt 2-5 ug 1-2 ul
DNA-Bindungspuffer (s. 2.22.1) ad 20 pl

Nach einer Inkubation von 20 min bei 25°C wurden der Bindungsreaktion 2 ul Ladepuffer
hinzugeflgt und bis zu 15 pl der Bindungsreaktion auf das Gel geladen. Die Elektrophorese
lief bei 100 V bis die blaue Farbmarkerbande ca. ¥ der Gellange erreicht hatte.

Der Transfer der DNA auf eine Nylonmembran (Biodyne B; Pall, Dreieich) erfolgte mit Hilfe
einer ,,Semi-dry Fast Blot* Apparatur (Biometra). Das Filterpapier und die Membran wurden
vor dem Transfer mit 0.5 x TBE-Puffer getrankt. AnschlieBend wurden auf drei Lagen
Filterpapier zunéchst die Membran und dann das Gel aufgelegt, gefolgt von weiteren drei
Lagen Filterpapier. Der Transfer erfolgte fir 30 min bei 380 mA. Nach dem Transfer wurde
die Membran kurz auf Filterpapier getrocknet und die DNA durch Bestrahlung mit UV Licht
(254 nm) fur 5 min auf der Membran fixiert. Die Arbeitsschritte zur Detektion der DNA
wurden bei RT unter Schwenken in Plastikschalen durchgefiihrt. Nur fir den letzten Schritt
wurde die Membran in Plastik eingeschweif3t und ruhig liegend im Dunkeln inkubiert.



2. Material und Methoden 59

Arbeitschritte zur Detektion der DANN

1. 15 min Blockieren unspezifischer Bindungen mit
20 ml Blocking-Puffer
2. 15 min Antikdrperbindung (66.7 ul stabilisierte Anti-
Streptavidin Meerrettich-Peroxidase
gekoppelte Antikérper in 20 ml Blocking-
Puffer; Verdinnung 1:300)
5 X5 min Waschen mit 20 ml 1 x Waschpuffer
5 min Aquilibieren der Membran mit 30 ml
Aquilibrierungspuffer
5. 5 min ohne Schiitteln

Reaktionsldsung aus 6 ml Luminol/Enhancer
Losung und 6 ml stabiler Peroxid-Lésung

Nach der Substratreaktion wurde die noch feuchte Membran in Plastikfolie eingeschweif3t und

ein Rontgenfilm aufgelegt (s. 2.25).

2.23 Ubertragung von Nucleinsduren auf Nylonmembranen-Southern-
Blotting

Zum Nachweis von DNA-Fragmenten durch Hybridisierung mit einer DNA-Sonde (Southern-
Hybridisierung) wurde die zu analysierende DNA elektrophoretisch in einem Maxi-
Agarosegel aufgetrennt (s. 2.21.1) und mit Ethidiumbromid angeféarbt. Die Laufweiten
wurden anhand der DNA-Marker (Langenstandards) dokumentiert. Der Transfer der DNA auf
eine positiv geladene Nylonmembran (Biodyne B; Pall) erfolgte mit Hilfe einer Vakuum-
Blot-Apparatur (Vacu-Gene XL; Amersham Pharmacia Biotech). Dazu wurde die Membran
zunachst mit Ethanol getrankt, mit Wasser abgespilt und schlielich kurz in 20 x SSC
aquilibriert. AnschlieBend wurde die Membran auf die gut mit Wasser getrankte pordse
Basalplatte platziert. Eine Folienmaske wurde so darlbergelegt, dass sie an allen Seiten mit
der Membran Uberlappte. Die Réander des danach aufgebrachten Gels uberlappten ihrerseits
die Folienmaske.

Wahrend der nun folgenden Ubertragungsprozedur musste darauf geachtet werden, dass sich
immer genug Flussigkeit auf dem Gel befand, um dessen Kollabieren zu vermeiden. Nach
dem Anlegen eines Vakuums von 55 mbar wurde das Gel zunédchst fur 20 min mit
Depurinisierungslosung und dann fur 20 min mit Denaturierungslosung bedeckt, um die
Ubertragung groRer DNA-Fragmente durch partielle alkalische Hydrolyse zu erleichtern.
AnschlieBend wurde das Gel fir 20 min mit Neutralisierungspuffer behandelt. Der eigentliche
Transfer erfolgte durch Uberschichtung des Gels mit 20 x SSC-Losung fiir 90 min. Danach
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wurde die Lage der Geltaschen auf der Membran markiert und das Gel abgenommen. Durch
kurzes Waschen mit 5x SSC wurden an der Membran anhaftende Gelreste entfernt. Zur
Fixierung der tbertragenen DNA auf der Membran wurde diese mit UV-Licht bestrahlt (254
nm, 3 min). Die Membran konnte im Anschluf3 direkt zur Hybridisierung (s. 2.24) eingesetzt
oder in Filterpapier und Alufolie eingeschlagen bei RT aufbewahrt werden.

Depurinisierungslosung Denaturierungslosung

0.2M HCI 1M  NaCl
05M  NaOH

Neutralisierungspuffer 20 x SSC

0.1M Tris-HCI, pH 7.4 3M  NaCl

0.3 M Na-Citrat

2.24 Hybridisierungen mit Digoxigenin-markierten DNA-Sonden

Southern- und Northern-Hybridisierungen wurden in einem Hybridisierungsofen (Hybaid
Mini Hybridization Oven; Biometra) in den dazugehérigen Rohrchen durchgefihrt. Die
Membran wurde mit der DNA- oder RNA-tragenden Seite nach innen in ein Réhrchen gelegt
und mit 5 x SSC-L6sung bedeckt. Das Rohrchen wurde anschlielRend solange geschwenkt, bis
die Membran luftblasenfrei an der Wand haftete. Anschlieend wurde die SSC-Ldsung gegen
die entsprechende Hybridisierungslésung ausgetauscht. Das weitere VVorgehen war abhéngig

von der Art der verwendeten Sonde.

Zur Vorhybridisierung wurden DNA- oder RNA-beladene Nylonmembranen (s. 2.23)
zunachst in 20 ml Hybridisierungslésung fur 2 h bei 52°C vorhybridisiert. Danach wurde die
denaturierte  DNA-Sonde in 800 ul Hybridisierungslosung aufgenommen und zum

Vorhybridisierungsansatz gegeben. Anschlief’end wurde bei 52°C iber Nacht hybridisiert.

Hybridisierungslosung
5 X SSC

0.5 % (w/v) Blockier-Reagenz®
0.02 % (w/v) SDS

0.1 % (w/v) Na-N-Lauroylsarkosinat
®aus dem ,DNA Labelling and Detection Kit* (Roche/Boehringer)
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Zur Entfernung unspezifisch gebundener Sonden-DNA wurden die Membranen zundchst
zweimal fir 5 min bei RT in 2x SSC + 0.1% (w/v) SDS und anschlieBend zweimal flr
15 min bei 68°C in 0.1 x SSC + 0.1 % (w/v) SDS gewaschen.

Der Nachweis des DIG erfolgte immunologisch mit Hilfe von Anti-DIG-Antikorpern, die mit
alkalischer Phosphatase gekoppelt waren. Die Phosphatase katalysiert die Umsetzung von
5-Brom-4-chlor-indolylphosphat (BCIP) mit Nitroblau-Tetrazolium (NBT) zu einem
Farbstoffprazipitat. Alle Schritte wurden in Plastikschalen bei RT und unter leichtem
Schitteln durchgefiihrt. Lediglich fur die Farbreaktion selbst wurde die Membran in
Plastikfolie eingeschweil’t. Zundchst wurden die Membranen 1 min in Tris/NaCl-Puffer
(100 mM Tris-HCI, pH 7.5+ 150 mM NaCl) gewaschen und anschliefend unspezifische
Bindungsstellen auf den Membranen durch 30 min Inkubation mit Blockierpuffer
(0.5 % [wi/v] Blockier-Reagenz in Tris/NaCl-Puffer) abgesattigt. Zum Blockierpuffer wurden
die konjugierten Anti-DIG-Antikdrper in einer Konzentration von 150 mU/ml (verdinnt in
Tris/NaCl-Puffer) gegeben und fur 30 min mit der Membran inkubiert. Ungebundene
Antikdrper wurden dann durch zweimaliges Waschen fiir 15 min in Tris/NaCl-Puffer von den
Membranen entfernt. Die Membranen wurden anschlielend fur 2 min in Farbreaktionspuffer
(100 mM Tris-HCI, pH 9.5 + 100 mM NaCl + 50 mM MgCl,) aquilibriert, bevor sie mit
10 ml Farbel6sung in Plastiktlten eingeschweil3t und im Dunkeln inkubiert wurden.
Entsprechend der Menge gebundener Antikorper erschienen die Signale innerhalb von
30 min. Sobald die Signale eine ausreichende Intensitat erreicht hatten, wurden die
Membranen aus der Farblosung entfernt, zum Abstoppen der Reaktion in TE-Puffer eingelegt
und noch feucht photographisch dokumentiert. Uber lidngere Zeit wurden die Membranen

getrocknet im Dunkeln aufbewahrt, wobei sich die Farbintensitat etwas abschwaéchte.

Farbeldsung

Farbreaktionspuffer 10 ml
NBT®-BCIP" -Lésung 200

a . .
Nitroblau-Tetrazoliumsalz

® 5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat-Natriumsalz
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2.25 Autoradiographie

Der autoradiographische Nachweis radioaktiv markierter DNA in Gelen und auf Membranen
erfolgte durch das Auflegen von Rontgenfilmen (Hyperfilm -max; Amersham Pharmacia).
Nach einer Expositionszeit von einem bis zu mehreren Tagen wurde der Film ca. 5 min
entwickelt (Entwickler Kodak LX 24), kurz gewassert und 10 min fixiert (Fixierer Kodak AL
4). AbschlieRend wurde er nochmals gewassert und getrocknet.

2.26 Sequenzierung

Alle Sequenzierungen wurden vom Goéttinger Laboratorium fir Genomanalyse im (Géttingen
Genomics Laboratory) Institut fir Mikrobiologie und Genetik der Georg-August-Universitat
Gottingen nach Sanger (Sanger et al., 1977) mittels ,dye terminator chemistry’ mit dem
automatischen Sequenzierer ABI 377 Prism DNA (Amersham Bioscience, Applied

Biosystems) durchgefihrt.

2.27 Chemikalien und Materialien

Von folgenden Firmen stammten die verwendeten Chemikalien und Materialien:

Applichem Carbenicillin, Kanamycin, Chlor-
amphenicol

Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg) ~ Agarose NA, Streptavidin-Sepharose, IPG-
Streifen, Pwo-Polymerase  SuperYield,
Ammoniumpersulfat,  Desoxynucleotide,
Rnase-freie Dnase, Klenow-Fragment der

DNA-Polymerase 1, Restriktionsenzyme,
Rontgenfilm, TEMED

Biozym (Hess. Oldendorf) SeaPlaque und NuSieve GTG-Agarose,

Difco (Augsburg) Bacto-Trypton, Hefeextrakt, Nutrient Broth

Schitt Labortechnik (Goéttingen) GELoader Tips

Hartmann Analytics (Braunschweig) Radiochemikalien

Kodak (Stuttgart) Rontgenfilm MS, Roéntgenfilmentwickler und
—fixierer

MBI Fermentas (St. Leon-Rot) Restriktionsendonukleasen, Tag-Polymerase,
Dithioerythreit, IPTG, X-Gal, Protein-
GroRenstandards

Metabion (Martinsried) Oligodesoxynucleotide

New Englands Biolabs (Schwalbach) Restriktionsendonucleasen, IMPACT™-

CN-System



2. Material und Methoden

63

Pall (Dreieich)
Pierce (Bonn)
Promega (Mannheim)

Qiagen (Hilden)

Roche (friiher Boehringer Mannheim)

Roth (Karlsruhe)

Serva (Heidelberg)

Sigma (Deisenhofen)

Macherey und Nagel (Duren)

Invitrogen Life Technologies
(Karlsruhe)

Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe),
Applichem (Darmstadt)

Stratagene (Amsterdam)

Nylonmembran Biodyne B
LightShift® Chemiluminescent EMSA Kit

Pfu-DNA-Polymerase, Streptavidin
Magnesphere® Paramagnetic Particles

QIlAprep Spin Miniprep Kit, QIAquick Gel
Extraction Kit, Tag-Polymerase

Alkalische Phosphatase, Ampicillin, RNase,
BCIP/NBT Stockldsung, Tris, Dig-DNA-
Markierungsmixtur

Ethidiumbromidldsung, Phenol-Lésung
(Rotiphenol), L-Arabinose, DTT

Bromphenolblau, CTAB, Dimethyl-
dichlorsilan, EDTA, Kanamycin, Rinder-
serumalbumin, Saccharose, Serva Blau G-250,
SDS, Tetracyclin, Xylencyanol FF,
Phophoenolpyruvat, Pyruvat, Lysozym,
Dialyseschlduche, Proteinase K

Tris, Methacryloxypropyltrimethoxysilan,
Phenylethyl-p-D-thiogalaktosid, Ribulose-
1,5-bisphosphat, Anti-Rabbit IgG mit
Alkalischer Phosphatase gekoppelt

NucleoFast Kit

Vorgefarbter Proteinmarker, Anti-
Digoxygenin-FAB-Antikorper, Random
Primer Buffer Mixture, T4-DNA-Ligase
allgemeine Chemiklaien des Reinheitsgrades
p.e.

BacterioMatch® Two-Hybrid-System,
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3. Experimente und Ergebnisse

3.1 Stand der Vorarbeiten

Bei Aufnahme dieser Arbeit wurde mit der Sequenzierung des gesamten Genoms von
Ralstonia eutropha H16 begonnen. Die vollstdndige Sequenz der beiden cbb-Operone von
R. eutropha H16 war bereits bekannt, ebenso die Sequenz des stromaufwarts in divergenter
Orientierung codierten Regulatorgens cbbR (Kossman et al., 1989; Windhovel und Bowien,
1991; Kusian et al., 1995; Bémmer et al., 1996; Kusian und Bowien, 1997). Anhand der
cbbR-Deletionsmutante HB14, die einen autotroph negativen Phéanotyp aufweist, wurde
gezeigt, dass der LysR-Typ-Transkriptionsregulator (LTTR) CbbR fur die Expression der
cbb-Operone essentiell ist (Jeffke et al., 1999). Durch ,footprinting*-Experimente wurden die
Binderegionen von CbbR zwischen cbbR und cbbL, dem ersten Strukturgen des Operons,
identifiziert. Diese Kontrollregion umfasst 167 bp und enth&lt die Promotoren des cbb-
Operons, PepbL, Und von cbbR, pepsr (Kusian & Bowien, 1995; s. 1., Abb. 1 und 2).

In Untersuchungen mit dem Operon-Promoter pe,. Waren gezielt Mutationen in den
postulierten "10"- und "35"- Regionen gesetzt worden. Die Sequenz wurde dabei dem
o'°-Consensusmotiv von Promotoren aus Escherichia coli angenahert. Die Angleichung der
Sequenz fuhrte zu einer erhdhten Promoteraktivitdt im Vergleich zur Basalaktivitat des
Wildtyps und bestatigte damit die Identitat von pep. als o'*-abhangigem Promoter (Jeffke et
al., 1999). Das Regulationsmuster des Wildtyppromotors blieb aber erhalten. Im CbbR-freien
Hintergrund der Mutante HB14 konnte ebenfalls eine Aktivierung des mutierten Promotors
PepbL UNter mixotrophen und heterotroph dereprimierenden Bedingungen mit dem prinzipiell
gleichen Regulationsmuster wie im Wildtyp nachgewiesen werden (Jeffke et al., 1999).

Von der chbR-Deletionsmutante wurde unter autotrophen Bedingungen eine Revertante
HB14R, isoliert, die wieder einen autotroph positiven Phénotyp zeigte. Die Charakterisierung
dieser Revertante ergab, dass die Suppression der Mutation durch ein dem phcA aus Ralstonia
solanacearum homologen Gen erfolgte (Jeffke, 2001). Eine spontane Punktmutation des
phcA-Gens in HB14R fihrte zu einem Aminosdureaustausch im Helix-Turn-Helix-Bereich
des Proteins. Das verdnderte Protein ersetzte CbbR und fuhrte sogar zu einer prinzipiellen
Wiederherstellung des Regulationsmusters wie im Wildtyp (Jeffke, 2001). Dies deutete
indirekt auf mindestens einen weiteren beteiligten cbb-Transkriptionsregulator hin.
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Die Aktivitat von LTTRs ist in der Regel von der Bindung eines Effektors abhangig, der aus
dem metabolischen Umfeld der regulierten Gene stammt. In einem in vitro-
Transkriptionssystem konnte PEP als negativer Effektor von CbbR aus R. eutropha H16
charakterisiert werden. Die Repression durch den Signalmetaboliten PEP beruht dabei auf
einer Verstarkung der Bindung von CbbR an die cbb-Kontrollregion (Grzeszik et al., 2000).
Die Form der Wechselwirkung zwischen CbbR und PEP ist nicht bekannt. Eine
Phosphorylierung von CbbR durch PEP konnte durch Markierungsexperimente aber

weitgehend ausgeschlossen werden (B. Bowien, personliche Mitteilung).

Die Sequenzierung des Genoms von Ralstonia metallidurans CH34 war zu Beginn dieser
Arbeit relativ weit fortgeschritten. Die Analyse der Genomdaten fiihrte zur Entdeckung von
zwei cbb-Operonen, cbb, und cbby, im Stamm CH34 (s. 1., Abb. 1) vergleichbar der
Organisation in Rhodobacter capsulatus und R. sphaeroides. Beiden Operonen von CH34
sind cbbR-ahnliche Gene in divergenter Orientierung vorangestellt. In Bindungsstudien mit
dem CbbR, konnte eine Bindung an die intergene Region zwischen dem cbbR, und dem
Strukturgen cbb, nachgewiesen werden. Ebenso wurde eine Bindung dieses Proteins an die
intergene cbb-Kontrollregion aus R. eutropha H16 beobachtet, wenn auch mit deutlich
geringerer Affinitat (T. Mahlmann und B. Bowien, personliche Mitteilung).

In einem breit angelegten Ansatz sollten nun im Rahmen dieser Arbeit mogliche weitere, mit
der cbb-Kontrollregion aus R.eutropha H16 oder mit CbbRyis interagierende Proteine
identifiziert werden. Gene entsprechender Interaktionspartner sollten deletiert und der
Phanotyp der Mutanten mit einem besonderen Augenmerk auf die Autotrophie untersucht
werden. Die Regulation der cbb-Gene in R. metallidurans CH34 sollte ebenfalls untersucht
und mit der in R. eutropha H16 verglichen werden. Zur weiteren Charakterisierung, und um
Hinweise auf die Bindung des (der) Effektors(en) und/oder die Interaktion mit anderen
Proteinen zu erhalten, wurde eine Mutationsanalyse des Hauptregulators CbbRuis

durchgefiihrt.
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3.2 Suche nach Regulatoren der CO,-Assimilation in R. eutropha H16

3.2.1 Anreicherung und Identifizierung DNA-bindender Proteine

Das Regulationsmuster der cbb-Expression des Wildtyps R. eutropha H16 war in der
Revertante HB14R weitgehend erhalten. Dies deutet auf die Beteiligung mindestens eines
weiteren Proteins an der Regulation der cbb-Operone hin. Ebenso weist die bisher erfolglose
Suche nach einem positiven Effektor von CbbR auf weitere an der cbb-Regulation beteiligte
Komponenten in Stamm H16 hin. Transkriptionsregulatoren binden meist an ein spezifisches
Sequenz-Motiv. der DNA. Um DNA-bindende Proteine zu isolieren, ist die
Affinitatschromatographie eine Methode der Wahl (Gadgil et al., 2001). Die isolierten
Proteine konnen anschlieRend auch bei geringen Mengen mit Hilfe der Massenspektrometrie

identifiziert werden.

3211 DNA-Affinitatschromatograpie

Die DNA-Affinitatschromatographie nutzt die spezifische Bindung von Regulatoren an ihr
Bindungsmotiv aus. Durch die hohe Anreicherung kénnen selbst in geringen Konzentrationen
vorkommende Proteine isoliert werden.

Es wurde angenommen, dass neben CbbR weitere an der Regulation des cbb-Operons
beteiligte Proteine an den Operatorbereich der Kontrollregion binden. Daher wurde die
gesamte intergene Kontrollregion (Abb. 4: Primer F1 und R1, 243 bp) als Ligand in der
Affinitatschromatographie eingesetzt. Wie erwartet konnten bei Verwendung der
vollstandigen cbb-Kontrollregion in Affinitatssdulen DNA-bindende Proteine isoliert werden.
Bei Verwendung von Teilfragmenten, die entweder nur den cbbR- (Primer F5 und R1, 153
bp) oder cbbL (Primer F1 und R7, 113 bp) -seitigen Teil der Kontrollregion umfassten,

wurden keine DNA-bindenden Proteine erhalten.
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F1
H16igrX TCTAGA
AGCTGGCGTGCCTGGCCACGGTGACGAAGATCTGCAACTGGCGCAAGGGTAAGGGCGCGCA
1 - ——- e e Fom e e + 60
TCGACCGCACGGACCGGTGCCACTGCTTCTAGACGTTGACCGCTTCCCATTCCCGCGCGT

F5
GGAAGGACGACATGGGCGGTTGGGGGCGGCTTTGGATGGTCCCGTGATGTGCAGCTTGGT
121 -~ ———————- Fo——_— Fo——_— Fo——_— Fo——_— Fo——_— + 120
CCTTCCTGCTGTACCCGCCAACCCCCGCCGAAACCTACCAGGGCACTACACGTCGAACCA

= cbbR rbs

-35
CCGCACTTAAGGGATTGCTTATACAGGGGCTAAGAATATCTGAATTTACCTTATGTGGGT
181 -~ —-——————- Fo——_— Fo——_— Fo——_— Fo——_— Fo——_— + 180
GGCGTGAATTCCCTAACGAATATGTCCCCGATTCTTATAGACTTAAATGGAATACACCCA

] -10 35

-10 rbs
GGGCTTATATCTTTGCATCAACGCAGCAGCCAAGACGCTCAACCACGCAAGGAGACAAGC
241 ————————- e e e e e + 240
CCCGAATATAGAAACGTAGTTGCGTCGTCGGTTCTGCGAGTTGGTGCGTTCCTCTGTTCG

H161gfS CTCG

chbL
ATGAACGCACCTGAATCGGTCCAAGCCAAGCCGCGCAAGCGCTACGACGCCGGCGTCATG

301 - ——————-— - +——_———— +——_——— +-—_——— +——_———— + 300
TACTTGCGTGGACTTAGCCAGGTTCGGTTCGGCGCGTTCGCGATGCTGCGGCCGCAGTAC

AbDb. 4. Intergene cbb-Kontrollregion von R. eutropha H16 mit den zur Amplifikation
verwendeten Primern.
Die codierenden Sequenzen des Strukturgens cbbL und des Regulatorgens cbbR sind gelb
hervorgehoben. Die Ribosomenbindestellen (rbs) sind fettgedruckt und die "-10" und "-35
Regionen der Promotoren unterstrichen. Primer sind dunkelgrau eingezeichnet und mit den
entsprechenden Bezeichnungen und Sequenzen der ggf. eingefiigten Schnittstellen
beschriftet.

In vorangegangenen Gelretardationsexperimenten mit Rohextrakten von R. eutropha H16
waren drei DNA-Protein-Komplexe beobachtet, und die beteiligten Proteine P1 und PhcA in
den Komplexen P1 wund P2 charakterisiert worden (s. 1., Abb. 3). Beide
Transkriptionsfaktoren scheinen, nach der Intensitdit der Komplexe und dem nicht
detektierbaren CbbR-DNA Komplex zu schlieRen, in relativ hoher Konzentration in der Zelle
vorzuliegen. Um die Verdrdngung des oder der gesuchten Transkriptionsfaktoren zu
verhindern, wurde in der DNA-Affinitatschromatographie ein Rohextrakt der
Dreifachmutante HB45 (AcbbR, AphcA, AP1) eingesetzt. Eine kooperative Bindung des
gesuchten Regulators und damit die Abhéngigkeit der DNA-Bindung von CbbR konnte nicht
ausgeschlossen werden. Daher wurden alternativ.  Rohextrakte der zweifachen
Deletionsmutante HB44 (AphcA, AP1) verwendet.
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Nach dem Auftragen des Rohextraktes wurden DNA-bindende Proteine mit einem
steigendem Salzgradienten (0.01-2 M KCI) eluiert. Bis zu ca. 300 mg Protein wurden
sukzessiv auf die Séulen aufgetragen und insgesamt bis zu 1 mg Protein in den aktiven

Fraktionen gewonnen (Tab. 6).

Tab. 6. DNA-Affinitatschromatographie: Eingesetzte Proteinmengen in Rohextrakten
der Mutantenstamme HB45 und HB44 sowie Proteinkonzentrationen in
Fraktionen mit DNA-Bindeaktivitat.

HB 45 HB 44
Fraktion Protein-  Gesamtvol. Gesamt- Protein-  Gesamtvol. Gesamt-
konz. [mi] protein konz. [mi] protein
[mg/ml] [mg] [mg/ml] [mg]
Rohextrakt 18.8 15 282 20.2 10 202
Elutionsfraktionen mit DANN-Bindeaktivitat (100 mM KCI)
E2 0.03 1 0.03 0.04 1 0.04
E3 0.08 1 0.08 0.038 1 0.03
E4 0.16 1 0.16 0.04 1 0.04
E5 0.12 1 0.12 0.05 1 0.05
Elutionsfraktionen mit DANN-Bindeaktivitat (200 mM KCI)
E6 0.22 1 0.22 0.062 1 0.062
E7 0.32 1 0.32 0.062 1 0.062
ES8 0.24 1 0.24 0.081 1 0.081
E9 0.079 1 0.079
E10 0.058 1 0.058
Ell 0.047 1 0.047
Elutionsfraktionen mit DNA-Bindeaktivitat (2 M KCI)
E15 0.072 1 0.072

Die aufgefangenen Fraktionen wurden anschlieBend in Gelretardationsanalysen mit der
cbb-Kontrollregion auf ihre DNA-Bindungsaktivitat untersucht. Bei der Verwendung von
Rohextrakten aus HB45 wurden bereits bei einer Konzentration von 100 mM KCI erste DNA-
bindende Proteine eluiert. Insgesamt wurden bis zu drei DNA-Protein-Komplexe bei
Gelretardationsexperimenten mit den Elutionsfraktionen beobachtet (Abb. 5A). Einer der
Komplexe (K2) mit mittlerer Mobilitdt war sowohl in den 100 mM KCI-Fraktionen (E1-E5)
als auch in den 200 mM KCI-Fraktionen (E6-E8) zu beobachten. Eine etwas niedrigere
Mobilitat wies der erste Komplex (K1) auf, der bereits in den Fraktionen mit 100 mM KCI
auftrat. Die hochste Mobilitat zeigte der dritte Komplex (K3), der erst in Fraktionen mit
Dieses differenzierte

hoherer Salzkonzentration (200 mM KCI) zu finden war.
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Elutionsverhalten kdnnte darauf hinweisen, dass es sich tatsdchlich um mindestens drei
verschiedene Proteine handelt und nicht um héhere Komplexe eines Proteins.

Bei der Verwendung von HB44-Rohextrakten waren in Gelretardationsexperimenten mit den
Elutionsfraktionen ebenfalls drei Komplexe zu beobachten. Der Komplex mit mittlerer
Mobilitat (K2) hatte allerdings eine deutlich schwdachere Ausprdgung. Dagegen wiesen die
Komplexe mit der geringsten und héchsten Mobilitat (K1 und K3) grofRere Intensitaten auf.
Dabei erfolgte die Elution der Giberwiegenden Menge von K1 erst bei einer Salzkonzentration
von 200 mM (E6-E11). Auch K3 mit der héchsten Mobilitdt war bereits in Fraktionen mit
niedrigerer Salzkonzentration zu beobachten (E4 und E5), trat aber auch bei hoheren
Salzkonzentrationen (200 mM KCI) deutlicher hervor (Abb. 5B; E6-ES8).
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A HB45 (AchbR, AphcA, AP1)

El E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9

———m

10 mM KCI 2M KCI

B HB44 (AphcA, AP1)

E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 E10 El1 E15

——————m

10 mM KCI 2 M KCI

Abb. 5. Gelretardationen mit Fraktionen aus den DNA-Affinitdtschromatographien mit
Rohextrakten der Mutantenstamme HB45 (A) und HB44 (B).
Native PAGE (5 % [w/v] Acrylamid). Als DNA-Fragment wurde die cbb-Kontrollregion
(243 bp) von R. eutropha H16 eingesetzt. E1-E5 bei einer Konzentration von 100 mM KCI
im Elutionspuffer eluierte Fraktionen (HB45: E1 0.13 pg, E2 0.15 pg, E3 0.4 ug, E4 0.8 ug,
E5 0.6 pg; HB44: E2 0.2 pg, E3 0.19 pg, E4 0.2 pg, E5 0.25 g Protein); E6-E11 bei einer
Konzentration von 200 mM KCI im Elutionspuffer eluierte Fraktionen (HB45: E6 1.1 ug,
E7 1.6 pug, E8 1.2 ug, E9 1.3 pg; HB44: E6 0.31 pg, E7 0.31 pg, E8 0.4 pg, E9 0.39 pg,
E10 0.29 ug, E11 0.24 ug Protein); E15 (0.36 ug Protein), bei einer Konzentration von 2 M
KCI im Elutionspuffer eluierte Fraktion; 0, freie DNA; K1-3 DNA-Protein-Komplexe.
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Ein weiterer Komplex, der erst bei Elution mit 2 M KCI auftrat, wurde mit HB44-
Rohextrakten beobachtet (E15; Abb. 6). Das Laufverhalten dieses Komplexes in
vergleichenden Gelretartdationsexperimenten ist dem CbbR-DNA-Komplex ahnlich, zeigte
aber eine geringfligig hthere Mobilitat (Abb. 6), so dass es sich bei dem betreffenden Protein
wahrscheinlich nicht um CbbR handelte.

a b

Abb. 6. Vergleichende Gelretardation mit einer Fraktion (E15) der DNA-Affinitdtschromato-
graphie und tGiberproduziertem CbbR.
a, bei 2 M KCI im Elutionspuffer aufgefangene Fraktion E15 (0.36 ug Protein) der DNA-
Affinitatschromatographie mit Rohextrakt aus HB44; b, Rohextrakt aus E. coli (BL21DE3)
mit Uberproduziertem CbbR (0.3 pg Protein, pAECRS); 0, freie DNA; 1, DNA-Protein-
Komplexe.

Die Elution DNA-bindender Proteine bei sehr niedrigen Salzkonzentrationen hatte zur Folge,
dal’ viele unspezifisch gebundene Proteine nicht durch das Waschen der Sdule mit héherer
Salzkonzentration entfernt werden konnten. So zeigte die Analyse der Fraktionen in der SDS-
PAGE dann auch ein komplexes Proteingemisch in den Elutionsfraktionen (Abb. 7).

Um einzelne Proteine identifizieren zu kénnen, wurde das Proteingemisch in einer 2D-PAGE

aufgetrennt und einige Proteine wurden im Massenspektrometer analysiert.
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ol

M R D W4 W8 WI2WI15W16 W17 E2 E3 E4 E5 M E6 E7 E8 E9

Abb. 7. SDS-PAGE mit Fraktionen der DNA-Affinitdtschromatographie und mit Rohextrakt
aus HB45.
M, Marker; R, Rohextrakt von HB45; D, Durchbruch der DNA-Affinitatssaule; W1-W16,
Waschfraktionen (DNA-Bindepuffer 10-50 mM KCI); E2-5 Elutionsfraktionen
(Elutionspuffer 200 mM KCI); E6-9 Elutionsfraktionen (Elutionspuffer 200 mM KCI).

3.2.1.2 Massenspektrometrische Analyse von Proteinen aus der DNA-
Affinitatschromatographie

Die 2D-PAGE bietet eine gute Mdglichkeit, Proteingemische aufzutrennen und anschlie3end
die einzelnen Proteine zu analysieren.

Zur Analyse der Proteine in den Elutionsfraktionen der Affinitdtschromatographie wurden die
vereinigten Fraktionen mit DNA-Bindeaktivitat in der 2D-PAGE aufgetrennt. Die 2D-Gele
zeigten ein  komplexes Muster von Proteinen. Wurden Fraktionen aus der
Affinitatschromatographie mit Rohextrakt von HB44 (Abb. 8A) eingesetzt, waren deutlich
mehr Proteine zu beobachten als mit HB45 (Abb. 8B). Viele der bei HB45 vorhandenen
Proteine waren auch bei HB44 wiederzufinden (Abb. 8, Sechsecke). Nur fir relativ wenige
Proteine von HB45 konnte kein entsprechendes Protein bei HB44 detektiert werden
(Abb. 8, Quadrate). Dagegen zeigten sich bei HB44 deutlich mehr zusétzliche Proteine
(Abb. 8, Kreise). Der GroRteil der Proteine wurde flr die massenspektrometrische Analyse
ausgeschnitten. In offenbar sehr geringer Konzentration vorliegende Proteine wurden nicht
untersucht, da ihre erfolgreiche Identifikation unwahrscheinlich war. Zudem war es aus

Kapazitatsgrinden nicht moglich, alle Proteine zu analysieren.
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Zwei Proteine (Nr. 2 und 3) fielen in den 2D-Gelen durch ihre Intensitat besonders auf. Sie
wurden als Translations-Elongationsfaktor TU (Nr. 2) und die a-Untereinheit der DNA-
abhangigen RNA-Polymerase (Nr. 3) identifiziert. Neben einer Reihe von Proteinen, die
aufgrund der oben erwéhnten frihen Elution DNA-bindender Proteine bei niedrigen
Salzkonzentrationen nicht differenziert von der Séule gewaschen werden konnten, war auch
die Anreicherung einer Reihe von Transkriptionsfaktoren zu beobachten. Die relativ groRe
Zahl von LTTRs spiegelt dabei die H&ufigkeit dieses Regulatortyps in R. eutropha H16
wieder. Sie zeigt aber auch, dass die CbbR-Bindungsregion von H16 ein konserviertes
Bindungsmotiv fir LTTRs enthalt und so die Bindung von nicht an der cbb-Regulation
beteiligten Regulatoren beglinstigt.

Alle identifizierten Proteine sind in Anhang Il zusammen gefasst. Der prozentuale Anteil
ahnlicher Aminosduren sowie die Annotation und die Accession-Nummern der &hnlichsten
Proteine in der NCBI-Datenbank (www.ncbi.nlm.nih.gov/) sind ebenfalls aufgefiihrt.

Einige wurden fir die Herstellung von Deletionsmutanten ausgewahlt (s. 3.2.4), um deren
autotrophen Phanotyp zu untersuchen. Die korrespondierenden Gene erhielten vorlaufig die
Bezeichnungen sspA (Nr. 21; RREXO07847; 612 bp; Anhang Il A), frcR (Nr. 24,
RREX05230; 1269 bp; Anhang Il B), cmk (Nr. 22; RREX07275; 669 bp; Anhang Il C),
orfV (Nr. 8; RREX08965; 1119 bp; Anhang Il D), orfG (Nr.28; RREX01489, 843 bp;
Anhang 11 E) und orfP (Nr. 16; RREX02965, 1089 bp; Anahng 11 F).

Das Gen sspA wird in E. coli vor allem unter Stressbedingungen exprimiert und hat Einfluss
auf die Lebensfahigkeit in der stationaren Phase. Es gibt aber Hinweise, dass es auch an der
Regulation von Genen in der exponentiellen Wachstumsphase beteiligt ist (Williams et al.,
1994). Der potentielle Regulator frcR aus der ROK-Familie liegt direkt stromaufwaérts eines
Operons, das ein Transportsystem der ABC-Familie codiert. Es wird angenommen, dass Uber
dieses System Fructose in die Zelle aufgenommen wird. Ein ahnliches System wurde in
Sinorhizobium meliloti gefunden (Lambert et al., 2001). Aul’er dem ABC-Transporter enthélt
das potentielle Operon auch die Gene einer Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase, einer
Phosphoglucose-Isomerase und einem Protein der Ribokinase-Familie. Das Gen zeigt aber
auch entfernte Ahnlichkeit zu NagC aus E. coli, einem Repressor des N-Acetylglucosamin
(nag)-Operons, der aber zusétzlich weitere Gene des Amino-Zucker-Metabolismus reguliert
(Plumbrigde und Pellegrini, 2004). Das Gen des potentiellen Regulators orfG ist mit einem als
Pirin bezeichnetem Gen assoziiert. Pirin ist in Pflanzen, Tieren und Prokaryonten zu finden.
Fur das Protein wird eine modulatorische Funktion bei der Transkriptionsregulation

angenommen (Wendler et al., 1997). Da eine Phosphorylierung im Zusammenhang mit dem
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Energiestoffwechsel fur die cbb-Regulation in Betracht zu ziehen ist, wurden cmk und orfP
ebenfalls fur die Deletion ausgewéhlt. Die Cytidylat-Kinase (CmK) katalysiert die
Phosphorylierung von CMP unter ATP Verbrauch zu CDP und konnte so ein
Verbindungsglied zum Energiestoffwechsel darstellen. Der von orfP codierte potentielle
Transkriptionsregulator enthélt eine PAS-Domane. PAS-Domaénen sind in Bakterien h&ufig
mit der Sensordoméne von Histidinkinasen aus Zwei-Komponenten-Systemen assoziiert. In
E.coli und S.meliloti wurden Proteine mit PAS-Doménen als Sauerstoffsensoren
charakterisiert (Suquet et al., 2005). Das Gen orfV wurde aufgrund seines fehlenden

Zusammenhangs mit Genclustern ausgewahlt.

3.2.2 Suche nach direkt mit CbbR interagierenden Proteinen

Die Arbeithypothese geht von einer direkten Bindung von potentiellen Regulatoren, die aulRer
CbbR an der Kontrolle der cbb-Genexpression beteiligt sind, an die cbb-Kontrollregion aus.
Denkbar ist aber auch eine zusatzliche Protein-Interaktion mit dem Regulator CbbR. Ob diese
Wechselwirkung vor, wahrend oder nach der Bindung an die cbb-Kontrollregion erfolgt, ist
dabei offen. Eine von der DNA unabhéngige Interaktion der Proteine erschien aber ebenfalls
maoglich.

Eine Interaktion mit der DNA und CbbR wird fir den ,Response’-Regulator PrrA in
R. sphaeroides angenommen (Dubbs et al., 2000). In diesem Organismus bindet PrrA
stromaufwarts der CbbR-Binderegion des cbb,-Operons und zusétzlich an zwei distal
stromaufwarts vom Promotor liegenden Bereichen. Eine Krimmung der DNA ermdglichte
dann eine Aktivierung des Promoters durch Interaktion zwischen PrrA und CbbR (Dubbs et
al., 2000).

Eine Methode, miteinander interagierende Proteine zu identifizieren, bietet ein Zwei-Hybrid
(,Two-Hybrid’)-System. Ein solches System macht sich den modularen Aufbau vieler
Transkriptionsfaktoren in eine DNA-bindende und eine mit anderen Proteinen interagierende
Doméne zunutze. Es basiert auf der Beobachtung, dass eine kovalente Bindung der beiden
Doménen fir eine korrekte Interaktion und Transkriptionsaktivierung des Reportergens nicht

notwendig ist.
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3.221 Konstruktion der Plasmide

Das Zwei-Hybrid-System BacterioMatch (Stratagene) wurde verwendet, um mit CbbR
interagierende Proteine zu detektieren. Es besteht aus dem ,Kdder‘-Plasmid pBT, auf dem der
Repressor des Phagen A Acl unter der Kontrolle des lacUV5-Promotors codiert ist, und dem
,Zielprotein‘-Plasmid pTRG, das die Sequenz des Aminoterminus der a-Untereinheit der
RNA-Polymerase (RNAP) von E. coli unter der Kontrolle des Tandempromotors Ipp/lacUV5
tragt. Beide Plasmide enthalten eine Notl-Restriktionsschnittstelle am 3‘-Ende der Gene, die
fiir die Aminosaure Alanin codiert (Alanin-Linker). Uber diesen Alanin-Linker werden das
Kdder- oder die Zielproteine mit dem Acl-Repressor bzw. der a-Untereinheit der RNAP
fusioniert (Abb. 9).

Der Regulator CbbR enth&lt am N-terminalen Ende ein Helix-Turn-Helix-Motiv, mit dem das
Protein an die DNA bindet. Es folgt damit dem typischen modularen Aufbau von LTTR mit
einer N-terminalen DNA-bindenden und einer C-terminalen Doméne, die Effektoren bindet
und/oder die Interaktion mit anderen Proteinen vermittelt. Damit der C-Terminus des Proteins
fir Interaktionen zur Verfugung stand, wurde eine N-terminale Fusion von CbbR mit den
Proteinen des Zwei-Hybrid-Systems vorgenommen. Das cbbR-Gen wurde dazu fir die
entsprechenden Fusionen aus Gesamt-DNA von R. eutropha H16 amplifiziert: Primer
(s. Anhang I: Tab. 1.) CbbRFus_3revX und CbbRFus_8forE (Fusion mit der a-Untereinheit
der RNAP); Primer (s. Anhang I: Tab. 1.) CbbRFus_2forE und CbbRFus_3revX (Fusion mit
dem Acl). Fir die Klonierung wurde Uber die Primer am 5’-Ende eine EcoRI- und am 3’-Ende
des Gens eine Xhol-Schnittstelle eingefiigt. Die Fragmente wurden dann in die mit Xhol und
EcoRI geschnittenen Plasmide pBT und pTRG kloniert, so dass eine N-terminale Fusion von
CbbR mit dem jeweiligen Protein resultierte. Die hergestellten Konstrukte pBTR23 (Acl-
CbbR) und pTRGR83 (a-RNAP-CbbR) wurden durch Sequenzierung (Primer pBTf und pBTr
bzw. pTRGf und pTRGr; s. Anhang I: Tab. 1.) verifiziert.
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Placz

a-UE RNAP
Z

bla m™~ lacZ =

Abb. 9. Schematische Darstellung des verwendeten Zwei-Hybrid-Systems mit den
interagierenden Fusionsproteinen: Transkriptionsaktivierung der Reportergene bla
und lacZ.
a-UE RNAP, a-Untereinheit der RNA-Polymerase; bla, Ampicillinresistenzgen; lacz, B-
Galactosidasegen ; piacz, lac-Promotor.

3.2.2.2 Konstruktion der Genombanken von R. eutropha

Zum ,Screening‘ nach mit CbbR interagierenden Proteinen wurden mit dem Vektor pTRG
Genombanken von R. eutropha hergestellt. Da eine Beteiligung der Proteine PhcA und P1 an
der Regulation des cbb-Operons ausgeschlossen werden konnte (Jeffke, 2001; B. Bowien
personliche Mitteilung) und um einen hohen Hintergrund durch mit sich selbst
interagierendem CbbR auszuschlieRen, wurde DNA aus der Dreifachmutante HB45 (AcbbR,
AphcA, AP1) verwendet.

Die Gesamt-DNA wurde in einem partiellen Verdau mit Sau3Al behandelt, so dass die
Fragmentlangen zwischen 300-3000 bp lagen. Da kleine Fragmente bevorzugt ligieren, wurde
eine Gelextraktion durchgefuhrt, bei der die DNA in Fraktionen mit Fragmentldngen von
1500-3000 bp, 900-1500 bp und 300-900 bp geteilt wurde. Diese Fragmente wurden in das
mit BamHI geschnittene Plasmid pTRG ligiert und in E. coli XL1Blue MRF’Kan
transformiert. Da nur die kleinen Fragmente von 300-900 bp befriedigende Klonzahlen
ergaben, wurde alternativ Gesamt-DNA aus HB45 vollstdndig mit EcoRI geschnitten und
anschlieBend in das mit EcoRI verdaute Plasmid pTRG ligiert. Der vollstandige Verdau von
Gesamt DNA aus HB45 ergab Fragmente von 800-8000 bp, so dass auch grofiere Leserahmen
vollstéandig erfasst werden konnten.
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Abb. 10. Agarose-Gelelektrophorese von pTRG-Hybridplasmiden aus Genombanken von
R. eutropha HB45 in pTRG.
A, Plasmide der mit EcoRlI erstellten Genombank, mit EcoRI verdaut; B, Plasmide der mit
Sau3Al erstellten Genombank, mit Hindlll verdaut; M, GréRenstandard Pstl-verdaute
A-DNA, Grolienangaben in bp.

Die aus mit EcoRI-geschnittener DNA hergestellte Genombank enthielt ca. 50,000 Klone. Da
die Ligationen mit der Sau3Al-geschnittenen DNA eine geringere Effizienz aufwiesen,
umfasste die entsprechende partielle Genombank nur ca. 30,000 Klone. Zur Verifikation
wurden jeweils 50-70 Plasmid-Klone einem Kontrollverdau unterzogen (Abb. 10). Die
Plasmide der Sau3Al-Genombank wurden mit Hindlll verdaut, dessen Schnittstellen
stromauf- und stromabwarts der multiplen Klonierungsstelle liegen. Von 47 getesten Klonen
trugen nur zwei kein Fragment. Die inserierten Fragmente der EcoRI-Genombank wurden
wieder mit EcoRI aus den Plasmiden geschnitten. Von 70 getesteten Klonen zeigten nur vier
kein Fragment. Die minimale FragmentgroRe der EcoRI-Genombank betrug ca. 800 bp, die
der Sau3AIl-Genombank ca. 300 bp.
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Die bendtigten Klonzahlen wurden nach Clarke und Carbon (1976) berechnet:

In (1-P)

In (1-xy) = Anzahl der Kolonien (N)

P = Wahrscheinlichkeit fur die Vollstandigkeit der Genbank (0,99)
X = minimale Fragmentgrofie
y = GenomgréRe (7.4 x 10° bp)

Die EcoRI-Genombank miisste demnach 4.3 x 10* Klone umfassen, um theoretisch mit
99 % iger Wahrscheinlichkeit das vollstandige Genom von HB45 zu reprasentieren. Dies war
mit 5.0 x 10* Klonen tatsachlich gegeben. Fir eine vollstandige Abdeckung des Genoms
durch die Sau3Al-Genombank wéren 11.3 x 10* Klone erforderlich. In diesem Fall enthielt
die Genombank mit 30,000 Klonen allerdings nur knapp ein Drittel der bendtigten Klone. Die
,en masse’ aus den Klonen extrahierten Plasmide wurden in einer Co-Transformation von
E. coli (BacterioMatch Zwei-Hybrid-System Reporter-Stamm) mit dem ,Kdder*-Plasmid
pBTR23 eingesetzt

3.2.2.3 ,Screening‘ nach interagierenden Proteinen

Die Suche nach interagierenden Proteinen erfolgte durch Co-Transformation des ,Koder:-
Plasmids pBTR23 mit dem Plasmidpool der Genombanken in den E. coli Reporter Stamm des
BacterioMatch Zwei-Hybrid-Systems.

Dieser Stamm trégt als Reportergene das Ampicilin-Resistenzgen bla und das p-Galactosi-
dasegen lacZ unter der Kontrolle eines modifizierten lac-Promotors mit nur einem A-Operator
anstelle der urspriinglichen CRP (,catabolite repression protein‘)-Bindestelle. Das Acl-CbbR
Fusionsprotein bindet tber die N-terminale DNA-Bindedoméne des Repressors an den
A-Operator. Interagiert nun das mit dem C-Terminus des Repressors fusionierte CbbR mit
einem Zielprotein, das seinerseits mit der o-Untereinheit der RNAP fusioniert ist, rekrutiert
und stabilisiert es die Bindung der RNAP an den Promotor und aktiviert so die Transkription
der Reportergene (s. 3.2.2.1, Abb. 9).

Zuweilen interagiert das ,Koder‘-Protein direkt mit der o-Untereinheit der RNAP und
verursacht so einen starken Hintergrund. Um dies auszuschlielen, wurde das Konstrukt
pBTR23 mit dem ,Zielprotein‘-Plasmid pTRG ohne Insert auf Aktivitidt getestet. Dabei
konnte keine Interaktion nachgewiesen werden. Weil CbbR nur als Dimer aktiv ist, wurden
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die in den Plasmiden pBTR23 und pTRGR83 hergestellten Fusionen ebenfalls auf ihre
Interaktion getestet. Eine Interaktion wurde jedoch nicht beobachtet.

Fur das eigentliche ,Screening* wurde das Konstrukt pBTR23 (50 ng) mit dem Plasmidpool
der Genbanken (50 ng) co-transformiert. Die Klone wurden zur Selektion auf Carbenicillin,
Tetracyclin, Chloramphenicol und Kanamycin haltigen Nahrbdden (CTCK-Platten)
ausplattiert. Fir jede Transformation wurden mehrere Platten ohne Carbenicillin (CTK-
Platten) mitgefuhrt, um den Erfolg der Transformation und die erreichten Klonzahlen
bestimmen zu konnen. Resistente Klone wurden erneut auf LB-Platten mit Carbenicillin
gepickt und nach dem Anwachsen auf LB-Platten mit X-Gal (X-Gal-Indikatorplatten)
umgestempelt. Nur Klone, die Plasmide mit interagierenden Proteinen trugen, sollten eine
blaue Farbe zeigen. Tatsachlich wurde aber eine sehr hohe Hintergrundaktivitéat festgestellt.
Blau geféarbte Klone wurden auf LB mit Tetracyclin angezogen, um den Verlust von pBTR23
zu fordern. Die pTRG-Hybridplasmide mit dem Gen eines potentiell interagierenden Proteins
wurden anschlielend extrahiert, in einem Restriktionsverdau verifiziert und anschlielend
erneut in Co-Transformationen mit pBTR23 und dem pBT ohne Insert eingesetzt. Nur wenn
nach der Transformation mit pBT keine resistenten Kolonien zu beobachten waren und damit
eine direkte Interaktion mit der RNAP ausgeschlossen werden konnte, wurden die Plasmide
erneut extrahiert und schlieBlich das in pTRG inserierte Fragment sequenziert.

Bei der Suche nach interagierenden Proteinen aus der EcoRI-Genombank wurde kein
potentiell mit CbbR interagierendes Protein gefunden. In der ersten Runde des ,Screenings*
wurden 15 Klone isoliert, die auf den X-Gal-Indikatorplatten eine leichte Blaufarbung
zeigten. Nach der Retransformation der extrahierten Plasmide wurden aber bei 14 der Klone
keine resistenten Kolonien auf CTCK-Platten gefunden. Keines der codierten Proteine schien
also mit CbbR zu interagieren. Nur ein pTRG-Hybridplasmid flhrte zur Bildung von
resistenten Kolonien, allerdings auch mit dem ,Koder‘-Plasmid pBT ohne CbbR. Das in
diesem Plasmid codierte Protein scheint daher direkt mit der o-Untereinheit der RNAP
Kontakt aufzunehmen und so die Transkription induzieren zu kénnen.

Aus dem Plasmidpool der Sau3Al-Genombank wurden im initialen ,Screening® 28 Klone
isoliert, die scheinbar eine Interaktion mit CbbR zeigten. Bei der Uberpriifung der Plasmide
liel? sich bei sechs Klonen die Interaktion bestatigen. Nur ein Klon verursachte auch mit pBT
und damit in Abwesenheit von CbbR eine Induktion der Reportergene.

Die Plasmide, die nur nach der Co-Transformation mit pPBTR23 resistente Kolonien bildeten,
wurden wiederum sequenziert. Der Abgleich der Sequenzen mit der Genomsequenz von

R. eutropha H16 zeigte, dass bei zweien der Klone das DNA-Fragment in falscher
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Orientierung inseriert war und daher ein artifizielles Protein gebildet wurde. Auf zwei anderen
Plasmiden waren hypothetische Proteine (RREX10855; 408 Aminosduren, 1224 bp;
RREX02540; 96 Aminosduren, 288 bp) codiert. Zwei weitere enthielten die unvollstdndigen
Sequenzen einer Ribonucleosid-diphosphat-Reduktase (RREX03884; 329 Aminoséuren, 987
bp) und einer Uridylat-Kinase (RREX04203; 236 Aminosduren, 708 bp). Die partielle
Sequenz eines Transkriptionsregulators (RREX02539; 527 Aminosauren, 1581 bp; Anhang
111 G), der eine Ahnlichkeit von 52 % zu dem Regulator AepA aus Erwinia carotovora spp.
carotovora (Acc. Nr. AAB32244; Liu et al. 1993) aufwies, war auf einem weiteren Plasmid
codiert. Da eine Interaktion zwischen CbbR und dem vorerst als AepA bezeicheten
potentiellen Regulator am wahrscheinlichsten schien, wurde dessen Gen fiir eine Deletion
ausgewabhlt (s. 3.2.4). Die resultierende Mutante wurde anschlieRend auf eine Veranderung im

autotrophen Wachstum hin untersucht.

3.2.3 Identifizierung von Proteinen in H16, deren Homologe in anderen

Organismen an der cbhb-Regulation beteiligt sind

Die cbb-Regulation in R.capsulatus und R.sphaeroides beruht wie in den ubrigen
autotrophen Bakterien in erster Linie auf dem Transkriptionsregulator CbbR. Zusatzlich wird
uber das Zwei-Komponenten-System RegBA (bzw. das homologe PrrBA) eine Integration in
den Stoffwechsel vermittelt (Dubbs und Tabita, 2004; Elsen et al., 2004). Zwei-
Komponenten-Systeme sind weit verbreitet (Stock et al., 2000) und dienen haufig der
Signalweiterleitung in bezug auf Umwelteinflisse.

In Ahnlichkeitsanalysen der Genomsequenz von H16 mit den Sequenzen des Zwei-
Komponenten-Systems RegBA aus R.capsulatus konnten zwei homologe Proteine
identifiziert werden. Das dem ,Response‘-Regulator RegA homologe aus H16 (RREX06744;
609 bp, 203 Aminoséurereste; Anhang I11 H) zeigte eine Ahnlichkeit von 46 % zu RegA aus
R. capsulatus (Acc. Nr.: P42508) und zu PrrA aus R. sphaeroides (Acc. Nr.: Q53227). Der
homologe ,Response‘-Regulator RegR aus Bradyrhizobium japonicum (Acc. Nr.:
CAA06859) wies eine Ahnlichkeit von 42 % auf. Die Ahnlichkeit der assoziierten Sensor-
Kinase RegB aus H16 (RREX06743; 1386 bp, 462 Aminosaurereste; Anhang 111 H) bezuglich
RegB aus R. capsulatus (Acc. Nr..AAF01775), PrrB aus R. sphaeroides (Acc. Nr.: Q53068)
und RegS aus B. japonicum (Accession Nr.. CAA06858) war mit 28 %, 24 % bzw. 23 %
deutlich geringer. Aufgrund dieser Ahnlichkeiten war eine Beteiligung des Zwei-

Komponenten-Systems von R. eutropha H16 an der Regulation der cbb-Operone denkbar.
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Neben dem Zwei-Komponenten-System wurde das Gen eines hypothetischen Proteins (OrfR,
RREX04431; 885 bp, 295 Aminosaurereste; Anhang 111 1) mit hoher Ahnlichkeit (43 %) zu
CbbR im Genom von H16 entdeckt. Es bestand die Mdglichkeit, dass OrfR an die cbb-
Kontrollregion binden und den mit H16-Rohextrakten in der Gelretardation zu beobachtenden
Komplex P3 (s. 1., Abb. 3) verursachen konnte. Die Bildung eines heterologen Komplexes
mit CbbR und eine Rolle bei der Regulation des cbb-Operons war also nicht auszuschlie3en.

Zur Untersuchung der Funktion des RegBA-homologen Systems und von OrfR in
R. eutropha H16 wurden daher Deletionsmutanten hergestellt (s. 3.2.4) und auf ihren
Phanotyp untersucht (s. 3.2.5). Zudem wurden die Gene heterolog in E. coli exprimiert und in

Gelretardationsexperimenten mit der cbb-Kontrollregion aus H16 eingesetzt.

3.23.1 Heterologe Uberexpression von orfR und regA in E. coli

Sollten die Proteine OrfR und RegA eine Rolle in der Regulation der cbb-Operone von
R. eutropha H16 spielen, ist eine Bindung an die cbb-Kontrollregion wahrscheinlich. Um
Bindungsstudien in vitro durchfuhren zu koénnen, wurden die Gene daher in E. coli
Uberexprimiert. Dazu wurde regA durch PCR amplifiziert, wobei direkt am Startcodon eine
Ndel-Schnittstelle und am Ende des Gens eine BamHI-Schnittstelle Gber die Primer
ExRegAfN und RegA2rB (s. Anhang I: Tab. 1.) eingefligt wurde. AnschlieBend wurde das
875 bp grolle Fragment in den mit Ndel und BamHI geschnittenen Expressionsvektor pT7-7
Kloniert. Analog wurde orfR amplifiziert (ExOrfRfX und ExOrfRrP; s. Anhang I: Tab. 1.) und
das 1033 bp umfassende Fragment tber die stromauf- (Pstl) bzw. stromabwaérts (Xbal) vom
Gen eingefiihrten Schnittstellen in den Vektor pUC18 gebracht. Die Fragmente in den
resultierenden Plasmiden pT7-7::regA und pUC18::orfR wurden durch eine Sequenzierung
verifiziert. Die Analyse der Rohextrakte zeigte in der SDS-PAGE fir OrfR die Bande eines
schwach Uberproduzierten Proteins von 32 kDa (Abb. 11B). Dies entspricht relativ gut der fur
OrfR errechneten Masse von 32.6 kDa. Die Expression von regA flhrte zu einem scheinbar
deutlich grofReren Protein (29 kDa) als die errechnete Masse von 21.5 kDa (Abb. 11A). Der
relativ hohe Anteil hydrophober Valin- und Leucinreste in dem Protein konnte einen Einfluf3

auf das elektrophoretische Laufverhalten haben.
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Abb. 11. SDS-PAGE (12 %][wi/v] Acrylamid) mit heterolog Uberproduziertem RegA (A) und
OrfR (B) aus R. eutropha H16.
a, Negativkontrolle E.coli BL21DE3 (pT7-7); b (berproduziertes RegA in E. coli
BL21DE3; c, Negativkontrolle E. coli JW1 (pUCL18); d, lberproduziertes Protein OrfR in
E.coli JW1. Die Molekularmassen (kDa) von Referenzproteinen sind jeweils links
angegeben.

3.2.3.2 Bindungstudien mit OrfR und RegA aus R. eutropha H16

Rohextrakte der Stdimme von E. coli mit den Uberproduzierten Proteinen RegA und OrfR
wurden anschlieBend in Gelretardationsexperimenten mit der cbb-Kontrollregion (243 bp)
von R. eutropha H16 eingesetzt. Dabei zeigte sich mit RegA nach der Auftrennung in der
nativen PAGE kein retardierter Komplex. Dagegen war mit OrfR in der Gelretardation ein
schwach ausgepragter Komplex zu beobachten, der im Vergleich zum CbbR-Komplex eine
hohe Mobilitat aufwies (Abb. 12). Die Zugabe von einigen potentiellen Signalmetaboliten des
Energie und des Kohlenstoff-Metabolismus (PEP, NADH, NADPH, Fructose-6-phosphat,
Ribose-5-phosphat, Ribulose-1,5-bisphosphat) zur Bindungsreaktion erbrachte weder bei
OrfR noch bei RegA einen Effekt. Eine Beteiligung dieser Proteine an der cbb-Regulation

von R. eutropha H16 ist daher unwahrscheinlich.
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Abb. 12. Gelretardation mit CbbR und OrfR und der cbb-Kontrollregion aus R. eutropha H16.
Als DNA wurde ein 243 bp langes Fragment mit der vollstandigen cbb-Kontrollregion aus
R. eutropha H16 eingesetzt. Native-PAGE (5 % [w/v] Acrylamid): a, Rohextrakt aus E.coli
JW1 (pUC18) als Negativkontrolle 0.5 pg Protein; b, Uberproduziertes Protein OrfR (E.coli
JW1 [pUC18::0rfR], 0.4 pg Protein); ¢, Uberproduziertes CbbR (E.coli BL21DE3
[PAECR5], 0.3 pg Protein). 0, freie DNA; 1, OrfR-DNA-Komplex; 2, CbbR-DNA-
Komplex.

3.2.4 Erzeugung und phénotypische Charakterisierung von Nullmutanten in
R. eutropha H16

Fur die Funktionsuntersuchungen der identifizierten Proteine und den Nachweis ihrer
maoglichen Beteiligung an der cbb-Regulation in R eutropha H16 wurden von einigen der
entsprechenden Gene Deletionsmutanten hergestellt. Die Deletionen innerhalb der
Leserahmen erfolgten durch ,gene replacement* Mutagenese mit Hilfe doppelter homologer
Rekombinationen. Diese Methodik hat den Vorteil, dass das Leseraster nicht veradndert wird
und so polare Effekte auf benachbarte Gene zumeist ganz vermieden werden. Die Deletionen
wurden mit Hilfe des Suizidvektors pNHGL1 in das Genom eingefiihrt.

3.24.1 Konstruktion der Deletions-Plasmide

Fur die Konstruktion der Deletion wurde zun&chst ein 200-400 bp groRes Fragment, das die
5¢-flankierende Region sowie einen kurzen Teil der 5°-Region des jeweiligen Gens umfasste,
mittels PCR amplifiziert, wobei Restriktionsschnittstellen fir die nachfolgende Klonierung
eingefihrt wurden (Abb. 13). Analog wurde am 3‘-Ende des Zielgens verfahren. Die
eingefiihrten Restriktionsschnittstellen wurden so gewahlt, dass die Fragmente nach einem
Verdau wieder miteinander ligiert werden konnten (Abb. 13, Restriktionsschnittstelle 2). Die
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damit erzeugten Deletionsfragmente enthielten das Zielgen, in dem dessen Mittelteil entfernt
worden war. Alle verwendeten Primer und Restriktionsschnittstellen fiir die einzelnen Gene
sowie die FragmentgréRen und der Umfang der Deletionen sind im Anhang | (Tab. 1. und 2.)
aufgefuhrt.

Die Deletionsfragmente wurden nachfolgend (Restriktionsschnittstellen 1 und 3) verdaut und
in einen Vektor der pUC-Serie oder in pSK kloniert. Die Fragmente wurden durch
Sequenzierung auf ihre Authentizitdt Oberpriift und zuletzt in den Suizidvektor pNHG1
umkloniert (Abb. 13, s. 2.1, Tab. 3).

—» Zielgen —
I I |
< <«
Amplifikation der
Einzelfragmente
Restriktions- Restriktions- Restriktions- Restriktions-
schnittstelle 1 schnittstelle 2 schnittstelle 2 schnittstelle 3
Deletionsfragment 1 Deletionsfragment 2

Verdau an der Restriktions-
schnittstelle 2 und Ligation der
Fragmente

Restriktions- Restriktions- Restriktions-
schnittstelle 1 schnittstelle 2 schnittstelle 3

Restriktion des

Deletionsfragments an den
Restriktionsschnittstellen Lund 3 ¥
und Ligation in pUC19

oo

ves  PNHGL
8810 bp

Pmel

Xbal
Sacl

Restriktion mit Xbal oder
Smal und Sacl.

Ligation in pNHG1

\ sacB

Abb. 13. Schematische Konstruktionsdarstellung der Deletionsfragmente und Klonierung in
das Suizidplasmid pNHG1.
kan, Gen fir Kanamycinresistenz; tet, Gen flr Tetracyclinresistenz; sacB, Gen fir
Lavansucrase; oriT, Transferursprung; lacZ, Gen der [-Galactosidase, bla,
Ampicillinresistenzgen.
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3.24.2 Isolierung der Homogenoten

Ein konjugativer Transfer des Suizidvektors pNHG1 nach Ralstonia spp. ist mit Hilfe des
Donorstamms E. coli S17-1 mdglich. Die zur Ubertragung nétigen Genfunktionen sind in
diesem Stamm chromosomal integriert. Das Plasmid pNHG1 kann in Ralstonia nicht
replizieren, aber durch einfache homologe Rekombination in dessen Genom integrieren, wenn
entsprechende Bereiche auf dem Plasmid vorhanden sind. Die entstehenden Rekombinanten
(Trans-oder Exkonjuganten) tragen sowohl das deletierte Gen als auch das Wildtypallel und
werden daher auch als Heterogenoten bezeichnet (s. 2.15).

Die selektierten Heterogenoten von R. eutropha H16 wurden mittels PCR auf das
Vorhandensein von Wildtyp- und deletiertem Gen tberprift (Abb. 14). In den Heterogenoten
sollte das Amplifikat des Wildtypgens und das verkiirzte Fragment des deletierten Gens
nachweisbar sein. Die zum Nachweis der Deletionen verwendeten Primer und die erwarteten
Fragmente sind im Anhang | (Tab. 1.) aufgefihrt.

Die Erzeugung der korrespondierenden Homogenoten, die nur noch das deletierte Gen trugen,
erforderte eine zweite homologe Rekombination (s. 2.1, Tab. 1. und 2.15). Verifiziert wurden
die Homogenoten durch PCR mit ihrer genomischen DNA und Primern, die stromauf- und
stromabwarts des jeweiligen Zielgens lagen. In den positiven Homogenoten war nur noch das
Fragment des deletierten Gens nachweisbar (Abb. 14; Anhang I: Tab. 1. und 2.). Die
Homogenoten von R. eutropha erhielten die Bezeichnungen HB71 (orfR), HB72 (frcR), HB73
(orfV), HB74 (orfG), HB75 (aepA), HB76 (regA), HB77 (regB) und HB78 (orfP).

Es gelang nicht, Deletionsmutanten von den Genen sspA und cmk zu isolieren. In diesen
Fallen wurden immer wieder nur Homogenoten mit dem Wildtypallel erhalten. Eine Deletion
dieser Gene ist vermutlich letal fur den Organismus.

Die hergestellten Mutanten wurden anschlieend in  Wachstums- und Enzymtests

charakterisiert.
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Abb. 14. Agarose-Gelelektrophorese (1 % [w/v] Agarose) mit PCR-Fragmenten zur Verifika-
tion der Heterogenoten und Deletionsmutanten von R. eutropha H16.
Die PCR-Fragmente wurden mit Gesamt-DNA aus den jeweiligen Stammen amplifiziert.
Fragmentgréfen der GroRenstandards sind in bp angegeben.
A: M, Grofienstandard 100 bp Ladder-Plus; a, 1550 bp-Fragment des Wildtypgens frcR und
341 bp-Fragment des deletierten frcR der Heterogenote; b und ¢, 1550 bp-Fragment des
Wildtypgens frcR; d und e , 341 bp-Fragment des deletierten frcR zweier Homogenoten
(Primer TestfrcR_f und TestfrcR_r); f, 1647 bp-Fragment des Wildtypgens orfV;
g, 1647 bp-Fragment des Wildtypgens und 558 bp-Fragment des deletierten orfV der
Heterogenote; h, 558 bp-Fragment des deletierten orfV der Homogenote (Primer TestorfV_f
und TestorfV_r); i, 1104 bp-Fragment des Wildtypgens orfG; j, 1104 bp-Fragment des
Wildtypgens und 306 bp-Fragment des deletierten orfG der Heterogenote; k, 306 bp-
Fragment des deletierten orfG der Homogenote (Primer TestorfG_f und TestorfG r);
I, 1049 bp-Fragment des Wildtypgens orfR; m, 1049 bp-Fragment des Wildtypgens und 269
bp-Fragment des deletierten orfR der Heterogenote; n, 269 bp-Fragment des deletierten orfR
der Homogenote (Primer TestorfR_f und TestorfR_r).
B: M, GroRenstandard A-DNA mit Pstl verdaut; a, 1849 bp-Fragment des Wildtypgens
aepA; b, 1849 bp-Fragment des Wildtypgens und 259 bp-Fragment des deletierten aepA der
Heterogenote; ¢, 259 bp-Fragment des deletierten aepA der Homogenote (Primer
TestaepA_f und TestaepA r); d, 939 bp-Fragment des Wildtypgens regA; e, 939 bp-
Fragment des Wildtypgens und 384 bp-Fragment des deletierten regA der Heterogenote
(Primer TestregA_f und TestregA r); f, 1142 bp-Fragment des Wildtypgens regA,;
g, 587 bp-Fragment des deletierten regA in der Homogenote (Primer RegAlfX und
RegA2rB).
C: M, GroRenstandard A-DNA mit Pstl verdaut; a, 1739 bp-Fragment des Wildtypgens
regB; b, 428 bp-Fragment des deletierten regB der Homogenoten (Primer RegB1fX und
RegAlrE); ¢, d und e, 1965 bp-Fragment des Wildtypgens und 654 bp-Fragment des
deletierten regB in der Heterogenote (Primer TestregBf und RegB2rB).
D: M, GroRenstandard 100 bp Ladder-Plus; a, 1598 bp-Fragment des Wildtypgens und
611 bp-Fragment des deletierten orfP der Heterogenote; b und c, 1598 bp-Fragment des
Wildtypgens von orfP, d, 611 bp-Fragment des deletierten orfP der Homogenoten (Primer
OrfP1fX und OrfP2rS).

3.24.3 Phéanotypische Charakterisierung der Mutanten

3.24.3.1 Charakterisierung des Wachstums
Bakterien sind mit stdndig wechselnden Umweltbedingungen konfrontiert. Ein regulatorisches

Netzwerk, das die schnelle Anpassung des Organismus gewahrleistet, ist daher
lebensnotwendig. Eine gewisse Redundanz der beteiligten Mechanismen ist dabei von
Vorteil. So fuhrt die Defektmutation eines Regulators keineswegs zwangslaufig zur Letalitat.
Dies bedeutet auch, dass eine Deletion nicht unbedingt einen volligen Funktionsverlust
verursachen muss, sondern nur zu einer reduzierten Wachstumsgeschwindigkeit fuhren kann.
Eine Veranderung des Phénotyps war vor allem unter den Bedingungen der CO,-Assimilation
von Interesse. Daher wurde das Wachstum unter lithoautotrophen Bedingungen verfolgt. Die
Wachstumsraten wurden in Fllssigkulturen bestimmt. Als Referenz diente der Wildtyp
R. eutropha H16. Generell zeigten die Verdopplungszeiten (ty) von Wildtyp H16 und

Mutanten -auBer der frcR-Deletionsmutante HB72- keine signifikanten Unterschiede (Tab. 7).
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Tab. 7. Verdopplungszeiten der  Deletionsmutanten  unter lithoautotrophen
Wachstumsbedingungen im Vergleich zum Wildtyp R. eutropha H16

Stamm Verdopplungszeit t4 [h]
H16 Wildtyp 3.7
HB71 (H16 AorfR) 3.8
HB72 (H16 AfrcR) 4.3
HB73 (H16 AorfV) 3.7
HB74 (H16 AorfG) 3.7
HB75 (H16 AaepA) 3.8
HB76 (H16 AregA) 3.9
HB77 (H16 AregB) 3.8
HB78 (H16 AorfP) 3.7

Die frcR-Mutante HB72 wies ein deutlich verlangsamtes Wachstum unter lithoautotrophen
Bedingungen auf (Tab. 7). Noch deutlicher war das Wachstum von HB72 gegeniiber H16 mit
Fructose als Kohlenstoff- und Energiequelle verlangsamt (Tab. 8). Keine Veranderung der
Verdopplungszeit zeigte die Mutante HB72 mit Pyruvat. Dagegen wuchs sie mit Gluconat
geringfugig, mit dem Aminozucker N-Acetylglucosamin aber erheblich schneller als der
Wildtyp H16. Die Verlangsamung mit Fructose konnte die Folge einer fehlenden Induktion
des postulierten Fructose-Transportsystems wegen des deletierten Transkriptionsregulators
FrcR sein. Da die Mutante aber noch in der Lage ist, auf Fructose zu wachsen, miisste in dem
Fall noch mindestens ein weiteres Transportsystem fir Fructose in R. eutropha H16
existieren. Die Produkte der anderen deletierten Gene scheinen jedenfalls keine Rolle in der

cbb-Regulation von R. eutropha H16 zu spielen.

Tab.8. Verdopplungszeiten von R. eutropha H16 und der Mutante HB72 beim
Wachstum mit verschiedenen Substraten

Substrat Verdopplungszeit tq [h]
H16 HB72
Pyruvat 14 14
Gluconat 2.3 2.0
N-Acetylglucosamin 59 3.4

Fructose 2.2 4.2




3. Experimente und Ergebnisse 90

Zusétzlich wurden alle Mutanten auf Agarose-Platten mit einer Reihe von Substraten
(Succinat, Gluconat, Malat, Citrat, Glyoxylat, Pyruvat, Acetat, Formiat, Fructose und
N-Acetylglucosamin) auf Veranderungen des Wachstums und der Morphologie im Vergleich
zum Wildtyp getestet. Bis auf die oben erwédhnten Ausnahmen war unter allen untersuchten
Bedingungen das Wachstum im Vergleich zum Wildtyp nahezu identisch (Tab. 9). Eine

Veranderung der Koloniemorphologie wurde ebenfalls nicht beobachtet.

Tab.9. Wachstum von R. eutropha H16 und der Deletionsmutanten von H16 auf
verschiedenen Substraten

Substrat H16 HB71 HB72 HB73 HB74 HB75 HB76 HB77 HB78

(AorfR) (AfrcR)  (AorfV)  (AorfG) (AaepA)  (AregA) (AregB)  (AorfP)
Succinat +++ 4+ +++ +++ +++ +++ +++ +++
Malat +++ A+ 4+ +++ +++ +++ +++ +++ +++
Pyruvat +++ 4+ +++ +++ +++ +++ +++ +++
Glyoxylat ++  ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Acetat ++ 44+ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Gluconat +++ A+ 4+ +++ +++ +++ +++ +++ +++
Formiat ++ 44+ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Fructose +++ 4 +++ +++ +++ +++ +++ +++
N-Acetyl- + + ++ + + + + + +
glucosamin

+++, sehr gutes Wachstum; ++, gutes Wachstum; +, Wachstum vorhanden

Keines der inaktivierten Genprodukte scheint beim heterotrophen Wachstum in
R. eutropha H16 unter Laborbedingungen unentbehrlich zu sein. Dagegen deutet das
verénderte Wachstumsverhalten der Mutante HB72 auf eine wichtige regulative Funktion von
FrcR auf einige Gene des Kohlenstoffmetabolismus hin.

3.2.4.3.2 Aktivitat von Enzymen des Fructoseabbaus und des cbb-Operonpromotors in
der Mutante HB72

Es wurde vermutet, das FrcR als Transkriptionsregulator des potentiellen frc-Operons
fungiert, dem es direkt vorangestellt ist. Das Operon enth&lt neben den Genen eines
vermutlichen Fructosetransporters auch die Gene einer Phosphoglucose-lsomerase (PGI) und
einer Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase (G6PD). Zwei Enzyme, die fir den Abbau von

Fructose tber den ED-Weg essentiell sind. Daher erlaubt die Struktur des frc-Operons, tber
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die Bestimmung der Enzymaktivitdt von PGI und G6PD eine schnelle tendenzielle Aussage
Uber die Expression des Operons.

Die Mutante HB72 wuchs mit Fructose als Substrat deutlich langsamer als der Wildtyp H16
(s. 3.2.4.3.1). Dies lieB8 vermuten, dass FrcR auch einen regulativen EinfluR auf die Gene des
ED-Weges haben und das Fehlen des Regulators eine verringerte Expression von
Schlisselenzymen des ED-Weges verursachen konnte. Daher wurde zusatzlich die
kombinierte Aktivitat der Enzyme des ED-Weges, Gluconat-6-phosphat-Dehydratase und
2-Keto-3-desoxygluconat-6-phosphat-Aldolase, nach Wachstum der Mutante auf
verschiedenen Substraten bestimmt. Flr die Bestimmung der Enzymaktivitaten wurden der
Wildtyp H16 und die Mutante HB72 heterotroph in NB-Komplexmedium und in
Mineralmedium mit Fructose, N-Acetylglucosamin, Gluconat, Pyruvat oder Succinat als
Substrat angezogen sowie zusétzlich unter lithoautotrophen Bedingungen.

Die Enzyme des ED-Weges zeigten weitgehend gleiche Aktivitaten im Wildtyp H16 und der
Mutante HB72 nach Anzucht auf Fructose (Tab. 10). Relativ niedrig waren die Aktivitaten
nach Wachstum auf N-Acetylglucosamin. Sie erreichten im Wildtyp nur etwa ein Drittel der
in Fructose-Zellen bestimmten Werte. Die Aktivitdten der Enzyme in der Mutante waren in
den Zellen, die auf Gluconat oder N-Acetylglucosamin gewachsen waren, im Vergleich zum
Wildtyp etwa verdoppelt.

Tab. 10. Kombinierte Aktivitdit der Enzyme des ED-Weges, Gluconat-6-phosphat-
Dehydratase und 2-Keto-3-desoxygluconat-6-phosphat-Aldolase, in R. eutropha
H16 und HB72 (A frcR)

Substrat Enzymaktivitat in mU/mg Protein
H16 HB72
CO; + H, 5 7
Fructose 112 112
N-Acetylglucosamin 36 65
Gluconat 126 218
Succinat 17 12
Pyruvat 12
NB 5

Die niedrige Aktivitat in N-Acetylglucosamin-Zellen berraschte, da dieser Zucker ebenso
wie Fructose und Gluconat in R. eutropha H16 tber den ED-Weg abgebaut wird. Dagegen ist

dieser Stoffwechselweg beim Wachstum auf Pyruvat, Succinat, NB oder unter
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lithoautotrophen Bedingungen nicht aktiv. Die gemessenen Enzymaktivitdten bestatigten dies
und wiesen keinen signifikanten Unterschied zwischen Mutante und Wildtyp auf. Die
gesteigerte Aktivitat der Enzyme nach Wachstum auf Gluconat und N-Acetylglucosamin

kénnte zu dem beschleunigten Wachstum der Mutante HB72 auf diesen Substraten beitragen.

Fur das Wachstum auf Gluconat, Pyruvat, Succinat oder NB sowie unter lithoautotrophen
Bedingungen wird die Aktivitdt der G6PD nicht benétigt. Tatsachlich wurden in entsprechend
kultivierten Zellen des Wildtyps auch nur niedrige Aktivitaten beobachtet (Tab. 11). Die
Mutante HB72 zeigte jedoch bei heterotropher Anzucht eine vier- (Pyruvat) bis sechsfach
(NB) erhohte G6PD-AKktivitat. Erstaunlicherweise wurde in der lithoautotroph angezogenen
Mutante eine sehr hohe G6PD-Aktivitat gefunden, die selbst die Aktivitét in Fructose-Zellen
deutlich UGbertraf und fast das Zehnfache der Aktivitat des Wildtyps unter diesen Bedingungen
betrug.

Die G6PD steht in R. eutropha H16 in engem Zusammenhang mit dem Abbau von Fructose
und N-Acetylglucosamin, daher wurde nach Anzucht auf diesen Substraten eine hohe
Aktivitat dieses Enzyms erwartet. Tatsachlich enthielten mit Fructose angezogene Zellen von
H16 und HB72 etwa das Zwanzigfache bzw. Flnffache der G6PD-Aktivitat in den Pyruvat-
Zellen (Tab.11). Dies entspricht der erwarteten Induktion durch Fructose.

Tab. 11. Aktivitaten der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase in R. eutropha H16 und
HB72 (A frcR)

Substrat Enzymaktivitat in mU/mg Protein

H16 HB72

CO; + H, 39 341
Fructose 242 222
N-Acetylglucosamin 83 199
Gluconat 15 78
Succinat 14 53
Pyruvat 13 47

NB 27 118

Nach Wachstum von H16 auf N-Acetylglucosamin zeigte die G6PD aber nur ca. ein Drittel
der Aktivitat von Fructose-Zellen. Die Aktivitat in der Mutante HB72 entsprach dagegen fast
dem in Fructose-Zellen gemessenen Wert. Diese Befunde weisen auf eine starke Derepression
des frc-Operons in der Mutante HB72 unter lithoautotrophen Bedingungen hin, die auf
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N-Acetylglucosamin etwas, aber auf Gluconat, Succinat, Pyruvat oder NB deutlich schwécher

ausgepragt sind.

Die PGI-Aktivitdten in R.eutropha H16 und der Mutante HB72 zeigten prinzipiell ein
ahnliches Muster wie die G6PD-Aktivitaten, allerdings war die Steigerung unter
heterotrophen Wachstumsbedingungen nicht so stark. Diese Unterschiede beruhten
wahrscheinlich auf der Aktivitat zusatzlicher im Genom codierter G6PD.

Die PGI wird zum Abbau von Gluconat, Succinat, Pyruvat oder NB sowie wéhrend des
Wachstums des Organismus unter lithoautotrophen Bedingungen nicht in hoher Aktivitat
bendtigt. Dementsprechend wurden relativ geringe PGI-Aktivitaten unter diesen Bedingungen
erwartet und im Wildtyp H16 auch gefunden (Tab. 12). In der Mutante war die Aktivitat nach
Wachstum auf Pyruvat oder Succinat nur leicht erhéht und auf NB oder Gluconat etwas mehr
als doppelt so hoch wie im Wildtyp. Nach lithoautotropher Anzucht wurde aber in HB72,
ahnlich wie fur die G6PD eine Steigerung der PGI-Aktivitdt um das ca. Zehnfache gegentber
dem Wildtyp beobachtet.

Tab. 12. Aktivitdten der Phosphoglucose-lsomerase in R. eutropha H16 und
HB72 (A frcR)

Substrat Enzymaktivitat in mU/mg Protein

H16 HB72

CO;, + H, 19 182
Fructose 209 148
N-Acetylglucosamin 31 112
Gluconat 29 72
Succinat 46 60
Pyruvat 44 53

NB 34 77

Die PGI ist wie die G6PD fur das Wachstum von R. eutropha H16 auf Fructose oder
N-Acetylglucosamin erforderlich. Sowohl im Wildtyp H16 als auch in der Mutante HB72
wurde nach Anzucht auf Fructose eine gegenuber dem Grundniveau (Pyruvat, Succinat, NB)
stark gesteigerte PGI-Aktivitat gemessen. Dagegen blieb die PGI-Aktivitat im Wildtyp nach
Anzucht auf N-Acetylglucosamin auf dem gleichem Niveau wie nach Wachstum auf
Gluconat, wéhrend sie in der Mutante HB72 gegenuber Gluconat-Zellen ann&hernd

verdoppelt war (Tab. 12).
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Die durchweg hoheren Enzymaktivitaten in der Mutante weisen auf eine vom Substrat
abhangige Derepression des frc-Operons hin. Demnach scheint FrcR ein Repressor des
frc-Operons zu sein. Da das frc-Operon beim Wachstum auf Fructose in der Mutante
anscheinend im gleichen MaBe wie im Wildtyp induziert wurde, muss die verringerte
Wachstumsrate der Mutante auf Fructose eine andere Ursache haben.

Bei der frcR-Mutante HB72 wurde ein gegeniber dem Wildtyp leicht verlangsamtes
Wachstum unter lithoautotrophen Bedingungen beobachtet. Dies konnte die Folge einer
verminderten Expression des cbb-Operons sein, oder durch eine andere Verénderung des
zentralen Kohlenstoff-Metabolismus hervorgerufen werden. Um mdgliche Veranderungen in
der Aktivitédt des pepo-Promotors zu untersuchen, wurde das Reporterplasmid pBK2241, das
eine Fusion aus dem cbb-Operonpromotor und dem lacZ Gen tragt, per Konjugation in HB72
transferiert. Zur Kontrolle wurde auch der Operonfusionsvektor pBK3 als Basisreplikon von
pBK2241 ubertragen. Die Promotoraktivitaten wurden nach Anzucht der Transkonjuganten
auf Fructose, N-Acetylglucosamin, Gluconat oder Pyruvat sowie unter lithoautotrophen
Bedingungen Uber die Aktivitat der B-Galactosidase bestimmt. Dabei zeigte die Mutante —

aufler in den Pyruvat-Zellen- sehr viel geringere Aktivitaten als der Wildtyp H16 (Tab. 13).

Tab. 13. B-Galactosidase-Aktivitaten der pen-Operonfusion in Transkonjuganten der
Mutante R. eutropha HB72 (AfrcR) und des Wildtyps H16 nach Wachstum auf
verschiedenen Substraten [mU/mg Protein]

Substrat Transkonjuganten
H16 HB72
pBK3? pBK2241° pBK3? pBK2241

CO,+ H, 8 756 7 572
N-Acetylglucosamin 2 662 8 22

Gluconat 7 235 8 38

Fructose 7 106 5 49

Pyruvat 5 7 8 9

a Negativkontrolle mit Operonfusionsvektor pBK3
® cbb-Operonfusionsvektor

Erreichte die Mutante nach lithoautotrophem Wachstum noch 75 % der Aktivitat des
Wildtyps, waren es nach Anzucht auf Fructose nur noch 46 % und auf Gluconat lediglich
16 %. Besonders niedrig war die Promotoraktivitat in N-Acetylglucosamin-Zellen von HB72

(3 % des Wildtyps). Nach Wachstum auf Pyruvat konnte kein Unterschied zwischen den
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cbb-Promotoraktivitaten im Wildtyp und Mutante festgestellt werden. In R. eutropha H16 ist
der Promotor pep, beim Wachstum mit Pyruvat als C-Quelle bekanntermalen praktisch voll
reprimiert. Es war daher keine (ber die Hintergrundaktivitat hinausgehende Aktivitat
messbar.

Diese reduzierten Aktivitdten in der Mutante HB72 lassen auf eine gestorte heterotrophe
Derepression des cbb-Operonpromotors schlielen, dabei kdnnte dies eine Folge einer
fehlenden direkten Interaktion mit FrcR oder indirekt einer Veranderung im

Kohlenstoffwechsel auf Grund des Defekts des Transkriptionsregulators sein.

3.3 Mutationsanalyse des Transkriptionsregulators CbbR von
R. eutropha H16

Die CbbR-Transkriptionsregulatoren sind in autotrophen Bakterien weit verbreitet und in die
Familie der LTTR einzuordnen. In dieser bilden sie auf Grund ihrer hohen Homologie eine
eigene Untergruppe (Bowien und Kusian, 2002). Die LTTR bestehen aus zwei funktionellen
Doménen (Muraoka et al., 2003). Besonders auffallig bei CbbR ist die Homologie innerhalb
der N-terminalen DNA-Bindedomane mit ihrem Helix-Turn-Helix-Motiv, das fir alle LTTR
charakteristisch ist. Die den mittleren und C-terminalen Bereich umfassende Doméne dient
der Effektorbindung und Oligomerisierung und kann in zwei Subdomanen (RDI und RDII)
unterteilt werden. Dieser Teil der LTTR und auch von CbbR weist insgesamt eine hdéhere
Diversitat auf. Einzelne Bereiche darin sind dagegen hochkonserviert (Abb. 15). Die DNA-
und die Effektorbinde-Domane sind tber eine ,Linker-Helix* miteinander verbunden.

Um genauere Kenntnisse Uber die Funktion einzelner Bereiche der C-terminalen Domaéne zu
erhalten, wurden in den aufféllig konservierten Regionen von CbbR aus R. eutropha H16
Punktmutationen gesetzt. Ein besonders konserviertes Motiv (-REXGSGTR-) ist um die
Aminosaureposition 200 herum lokalisiert. Daher wurden in diesem die beiden Glycinreste
ausgetauscht. Glycin 203 wurde durch Leucin (G203L), Glycin 205 durch Glutamat (G205E)
substituiert. Das in CbbR H16 an Position 274 liegende Tryptophan ist in allen verglichenen
CbbR-Proteinen an &hnlicher Position vorhanden (Abb. 15) und wurde durch Arginin ersetzt
(W274R). Zwei weitere Reste im mittleren Bereich des Proteins, Arginin an Position 135 und
Alanin an Position 175, wurden gegen Cystein (R135C) bzw. Glutamat (A175E)
ausgetauscht. Das mutierte cbbR sollte unter anderem in Komplementationsanalysen mit der
cbbR-Deletionsmutanten HB17 eingesetzt werden.
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Abb. 15. Vergleich der Aminosduresequenzen von CbbR-Transkriptionsregulatoren aus
verschiedenen Organismen.
Oberhalb der Sequenz sind die Bereiche der funktionellen Doménen markiert. In allen
Proteinen konservierte Aminosduren sind dunkelgrau, in mindestens 8 der Proteine
identische Aminosduren sind gelb unterlegt. Die Aminosduresequenz des CbbR von
R. eutropha H16 ist fett gedruckt. Die Aminoséuren, die experimentell ausgetauscht
wurden, sind rot markiert. Hyv: Hydrogenovibrio marinus CbbR (BAD15325); Hyt:
Hydrogenophilus thermoluteolus CbbR (BAA95688); Nie: Nitrosomonas europaea CbbR
(NP841944); Oli: Oligotropha carboxydovorans CbbR (Y015613); Ral: Ralstonia eutropha
H16 CbbR (S18583); RCI: Rhodobacter capsulatus CbbR, (AAC32308); RCII:
Rhodobacter capsulatus CbbR, (AAC32304); Rhp Rhodopseudomonas palustris CbbR
(NP946901); Rhr: Rhodospirillum rubrum CbbR (B53305); Rhs: Rhodobacter sphaeroides
CbbR (A48485); Rml: Ralstonia metallidurans CH34 CbbR, (ZP_00271303); Rmll:
Ralstonia metallidurans CH34 CbbR, (ZP_00271466); Thd: Thiobacillus denitrificans
CbbR (AF307090); Xan: Xanthobacter flavus CbbR (A36925).

3.3.1 Ortspezifische Mutagenese von cbbR

Fur die gezielte Einflhrung von Mutationen in das Gen des Trankriptionsregulators CbhbR
wurde die Sequenz durch PCR verandert. Zunachst wurden der 5’-seitige und der 3’-seitige
Teil des Gens in zwei PCR-Reaktionen getrennt amplifiziert. Als Matrize diente das
vollstdndige, in pUC18 klonierte cbbR (Plasmid pAECR7). Dieses hatte den Vorteil einer
bereits vorhandenen multiplen Klonierungsstelle und einer vor dem Gen eingefligten

optimierten Ribosomenbindestelle. Die Primerpaare wurden so gewahlt, dass jeweils einer
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innerhalb des Vektors (Abi_for und Abi_rev) und der zweite an der Position der gew(inschten
Mutation in cbbR anlagerte (Tab. 14).

Tab. 14. Primer fur die Einflihrung von Mutationen in cbbR.

Primer Mutation Sequenz®

Abi_for - 5’-ACGACGTTGTAAAACGACGGCCAG-3’
Abi_rev - 5’-TTCACACAGGAAACAGCTATGACC-3’
CbbRmutR135C_for R135C 5’-CGAAGGCAACTGCGAAACGCTGC-3’
CbbRmutR135C_rev R135C 5’-GCAGCGTTTCGCAGTTGCCTTCG-3’
CbbRmutA175E_for Al75E 5’-ACGTGCTGGTGGAATCGCCG-3’
CbbRmutAl175E_rev Al175E 5’-CGGCGATTCCACCAGCACGT-3’
CbbRmutG203L_for G203L 5’-TGCGCGAACCGCTTTCAGGCA-3’
CbbRmutG203L_rev G203L 5’-TGCCTGAAAGCGGTTCGCGCA-3’
CbbRmutG205E_for G205E 5’-GAACCGGGTTCAGAAACCCGCACC-3’
CbbRmutG205E_rev G205E 5’-GGTGCGGGTITCTGAACCCGGTTC-3’
CbbRmutW274R_for W274R 5’-CGATCGAGCGAATTCGGCATGTTG-3’
CbbRmutW274R_rev W274R 5’-CAACATGCCGAATTCGCTCGATCG-3’

®Veranderte Codon-Tripletts sind unterstrichen und die jeweiligen veranderten Nucleotide fett gedruckt.

Die Sequenzen der im Gen lokalisierten Primer enthielten die gewinschte Mutation und
waren zueinander komplementér. So konnten in einer weiteren PCR-Reaktion die Fragmente
wieder zu dem vollstandigen Gen zusammengefligt werden. Dieses trug nun die jeweils
gewiinschte Mutation. Uber die aus der multiplen Klonierungsstelle von pUC18 stammenden
Restriktionsschnittstellen Xbal und HindlIll konnte das 1015 bp groRe Fragment dann in das
Plasmid pUC18 eingefligt werden (Abb. 16). Die resultierenden Plasmide pAECRG203L,
pAECRAL75E, pAECRW274R, pAECRG205E und pAECRR135C wurden durch

Sequenzierung verifiziert.
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Abb. 16. Schematische Darstellung der Einfihrung von Mutationen in cbbR mit Hilfe der PCR.

rbs, Ribosomenbindestelle; pepor, CbbR-Promotor
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3.3.2 Komplementationsanalyse mit dem mutierten cbbR

Fur die Komplementationstudien wurde das Plasmid pBBR1MCS2 gewdhlt, da es mit dem
Reporterplasmid pBK3 kompatibel ist. So konnten die phénotypische Komplementation und
die Promoteraktivitaten von pepp. parallel untersucht werden. Um eine dem Wildtyp &hnliche
Expression der mutierten cbbR-Gene zu gewahrleisten, wurde in pBBR1IMCS2 die
cbb-Kontrollregion von R. eutropha H16 eingefligt. Die Amplifikation der cbb-Kontrollregion
erfolgte mit dem Plasmid pBH2241 als Matrize durch die Primer HZ16cbbigrX und
H16¢cbbigfS (s. 3.2.1.1, Abb. 4). Das erzeugte 198 bp-Fragment wurde anschlie3end tber die
mit den Primern eingefligten Schnittstellen Xbal und Sacl in das Plasmid kloniert. Das
Fragment wurde dabei so orientiert, dass der Promoter peor colinear zu dem jeweils
kloniertem cbbR-Gen lag. Das resultierende Plasmid pDSCH wurde anschlieRend zur
Klonierung der cbbR-Gene fir die Komplementationsanalyse verwendet. Die mutierten
cbbR-Gene wurden in einer ortspezifischen Mutagenese erstellt (s. 3.3.1, Abb. 16). Die
cbbR-Fragmente aus pAECRG203L, pAECRAL175E, pAECRW274R, pAECRG205E und
pAECRR135C wurden uber die Restriktionschnittstellen Xbal und Hindlll in pDSCH
umkloniert. Die so erhaltenen Plasmide pDSCHR 203, pDSCHR 175, pDSCHR 274,
pDSCHR 135 und pDSCHR 205 wurden in den Komplementationsanalysen eingesetzt.

Die mutierten CbbR-Proteine wurden auf ihre Aktivitdt in vivo in der cbbR/phcA-
Doppelnullmutante R. eutropha HB17 untersucht. Diese Mutante wurde gewéhlt, um eine
eventuelle Selektion von Revertanten unter autotrophen Bedingungen auszuschlieBen. In
vorhergehenden Arbeiten mit der einfachen cbbR-Nullmutante HB15 war das Auftreten von
phanotypischen Revertanten beobachtet worden. Die Suppression der cbbR-Deletion beruhte
auf einer Punktmutation in phcA (Jeffke, 2001). Um das Wachstum und die cbb-Operon-
Promotoraktivitat parallel verfolgen zu kdénnen, wurde ein Stamm von HB17 verwendet, der
bereits das Reporterplasmid mit der cbb-Kontrollregion (pBK2241, s. 3.2.4.3.2) trug. Als
Kontrolle wurde das Plasmid pDSCHR mit dem analog zu den mutierten Genen klonierten
Wildtypgen konjugativ in den Stamm HB17 (pBK2241) tbertragen. Als zusatzliche Kontrolle
diente der Wildtypstamm R.eutropha H16 mit dem Reporterplasmid pBK2241. Die
Hintergrundaktivitaten wurden in einer Transkonjuganten von HB17 bestimmt, die nur die
Plasmide pBK3 und pDSCH ohne inserierte Fragmente trug. Alle Transkonjuganten von
HB17 und dem Wildtyp H16 wurden fur die Bestimmung der Aktivitdt von peppe In
Mineralmedium mit Pyruvat angezogen. Alternativ wurden die Zellen unter mixotrophen

Bedingungen mit Fructose und Formiat kultiviert.
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Wie erwartet war in der mit dem Wildtyp-cbbR komplementierten Mutante HB17 nach
Anzucht auf Fructose und der Induktion mit Formiat die urspringliche Promoteraktivitat
wiederhergestellt. Tatsachlich Uberstieg sie die Aktivitat im Wildtypstamm geringfligig
(Tab. 15). Da das Plasmid pDSCH in R. eutropha in mehrfacher Kopienzahl vorliegt, kénnte
dieses die Folge einer etwas erhohten CbbR-Synthese sein. Die Komplementation mit dem
CbbRR135C filihrte unter den gleichen Wachstumsbedingungen ebenfalls zu einer dem
Wildtyp vergleichbaren Promoteraktivitat. Eine leicht erhdhte Aktivitdt war auch bei der
Komplementation mit CbbG205E nach der Induktion mit Formiat zu beobachten. Mit dem
CbbRG203L, in dem das nur zwei Reste weiter benachbarte Glycin gegen Leucin
ausgetauscht war, erreichte die Aktivitat aber nur noch ca. 30 % des im Wildtyp gemessenen
Wertes. Eine Reduktion auf etwa 50 % der Promotoraktivitat des Wildtyps erfolgte bei
Komplementation mit CbbRA175E. Bei CbbRW274R sank die Promotoraktivitat sogar auf

nur noch 8 %.

Tab. 15. Aktivitdten des cbb-Operonpromotors in der cbbR-Deletionsmutante
R. eutropha HB17 nach Komplementation mit mutierten cbbR-Genen und
Wachstum auf verschiedenen Substraten

Spezifische Aktivitat der B-Galactosidase

Stamm und Plasmide [mU/mg Protein]
Fructose/Formiat Pyruvat

H16 Wildtyp pBK3 5 7
H16 Wildtyp pBK2241 644 8
HB17 pBK3 pDSCHR 8 7
HB17 pBK3 pDSCHR cbbR WT 5 9
HB17 pBK2241 pDSCHR cbbR WT 705 9
HB17 pBK2241 pDSCHR cbbR A175E 346 14
HB17 pBK2241 pDSCHR cbbR G203L 193 14
HB17 pBK2241 pDSCHR cbbR W274R 52 16
HB17 pBK2241 pDSCHR cbbR R135C 650 26
HB17 pBK2241 pDSCHR cbbR G205E 749 144

Dagegen verursachten alle mutierten CbbR-Proteine unterschiedlich erhdhte peyp -Aktivitaten
nach Anzucht der HB17-Transkonjuganten auf Pyruvat. Unter diesen Bedingungen zeigte

Peob  IM  Wildtyp erwartungsgeméR keine vom Hintergrund unterscheidbare Aktivitat
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(vollstandige Repression). Mit CbbRAL175E, G203L oder W274R verdoppelte sich die
Aktivitat, wahrend CbbRR135C zu einer Verdreifachung fihrte. Bei CbbR G205E kam es
immerhin zu einer ca. 18-fachen Steigerung der Aktivitat, die damit sogar hoher lag als in
Wildtypzellen, die mit Fructose gewachsen waren (Tab. 15). Die G205E-Mutation
verursachte damit eine signifikante partielle Derepression des cbb-Operonpromotors unter

normalerweise streng reprimierenden Bedingungen.

Um zu Uberprifen, ob sich die ermittelten Promotoraktivitdten im Phénotyp der
komplementierten ~ Transkonjuganten von HB17  widerspiegelten, wurde deren
lithoautotrophes Wachstum untersucht (Tab. 16).

Tab. 16. Verdopplungszeiten der cbbR-Deletionsmutanten R. eutropha HB17 nach
Komplementation mit mutierten cbbR-Genen bei lithoautotrophem Wachstum

Stamm und Plasmide Verdopplungszeit tq4 [h]
H16 Wildtyp 38
H16 Wildtyp pBK2241 5.5
HB17 pBK2241 pDSCHR cbbR WT 5.9
HB17 pBK2241 pDSCHR cbbR A175E 11.0
HB17 pBK2241 pDSCHR cbbR G203L 15.7
HB17 pBK2241 pDSCHR cbbR W274R 21.6
HB17 pBK2241 pDSCHR cbbR R135C 5.8
HB17 pBK2241 pDSCHR cbhbR G205E 5.7

Trotz vergleichbarer Promotoraktivitdten wuchs die mit Wildtyp-cbbR komplementierte
Transkonjugante zwar langsamer als der Wildtyp H16, der Vergleich mit einem
plasmidtragenden Wildtyp von H16 (Kontrollexperiment) zeigte aber, dass diese
Verlangsamung anscheinend eine Folge des Antibiotikazusatzes im Medium war. Wie zu
erwarten, wuchsen die mit CbbRA175E, G203L oder W274R komplementierten
Transkonjuganten sehr viel langsamer in Relation zu ihren verringerten Promotoraktivitéaten.
Die Verdopplung der Verdopplungszeit (t;) mit CbbR A175E entsprach in etwa der um die
Hélfte verringerten Promotoraktivitat. Im Fall von CbbRG203L entsprach die auf ein Drittel
verringerte Promoteraktivitdt einer etwa um das Dreifache verlangerten Verdopplungszeit.
Fur CbbRW274R war die Korrelation nicht ganz so exakt. Keine signifikanten
Veranderungen des Wachstums zeigten die mit CbbRR135C und G205E komplementierten
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Transkonjuganten (Tab. 16). Diese Befunde unterstreichen die priméare Bedeutung von CbbR
als Regulator des cbb-Operons und zeigten die enge Korrelation zwischen der cbb-

Genexpression und der autotrophen CO,-Assimilation in R. eutropha H16.

3.3.3 Bindungsaktivitat der mutierten CbbR-Proteine

Fur den Einsatz der verschiedenen CbbR in Bindungsstudien mit der intergenen
cbb-Kontrollregion aus R. eutropha wurden die cbbR-Gene von Wildtyp H16 und den
cbbR-Mutanten in E. coli Uberexprimiert. Die Expression des Wildtypgens erfolgte mit den
Plasmiden pAECR5 oder pAECR8 (Abb. 17). Fur die Expression der mutierten cbbR wurden
die Plasmide pAECRG203L, pAECRALl75E, pAECRW274R, pAECRG205E und
pAECRR135C verwendet. Im Allgemeinen war die Expression relativ schwach, aber
ausreichend fur Bindungstudien in der Gelretardation.

Da nach der Expression der in pUC18 klonierten, mutierten cbbR-Gene A175E und W274R
in der Gelretardation keine CbbR-DNA-Komplexe zu beobachten waren, wurde
angenommen, dass die Expression nicht ausreichend war, weshalb die beiden Gene in den
Vektor pT7-7 umkloniert wurden. Das Plasmid pT7-7 tragt einen starken T7-Polymerase-
spezifischen Promotor. Die Geneexpression in den resultierenden Plasmiden pAECR9
(CbbRA175E) und pAECR10 (CbbRW274R) fiihrte jedoch nicht zur Bildung von aktiven
Proteinen. Die Analyse von Zellrohextrakten und von Zelllysaten der betreffenden Klone von
E. coli in der SDS-PAGE ergab, dass die CbbR-Proteine zwar produziert wurden, aber
anscheinend unlosliche Einschlusskorper (,Inclusion bodies’) bildeten (Abb. 17A). Was sich
auch in Western-Blot (Immuno-Blot) mit CbbR-spezifischen Antikdrpern bestétigte
(Abb. 17B). So konnte das tberproduzierte CbbR (34.5 kDa) nur in den Lysaten ganzer

Zellen, aber nicht im Rohextrakt (I6sliche Fraktion) nachgewiesen werden.
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Abb. 17. SDS-PAGE (12 % [w/v] Acrylamid) und Immuno-Blot mit heterolog
Uberproduziertem CbbR aus dem Wildtyp R.eutropha H16 und einem mutierten
CbbR (CbbRAL175E).
A, SDS-PAGE: a, Negativkontrolle Zelllysat von E. coli BL21DE3 (pT7-7); b, Rohextrakt
aus E. coli BL21DE3 (pAECRY); c, Zelllysat von E. coli BL21DE3 (pAECR9).
B, Immuno-Blot: d, Negativkontrolle Rohextrakt von E. coli BL21DE3 (pT7-7);
e, Rohextrakt aus E.coli BL21DE3 (pAECR5); f, Rohextrakt von E. coli BL21DE3
(PAECRY9); g, Zelllysat von E. coli BL21DE3 (pAECR9). Es wurden jeweils 30 pg Protein
auf das Gel aufgetragen. Die GréRe von Referenzproteinen ist links (in kDa) angegeben.

Um die Bildung von Einschlusskdérpern zu vermindern, wurden die Proteine simultan mit
verschiedenen Chaperonen tberproduziert. Von CbbRW274R wurde dennoch kein aktives
Protein gebildet. Die Bindungsaktivitat dieses Proteins war anscheinend so gering, dass nicht
genug aktives Protein flir die Bindung gebildet wurde. Dies steht mit den geringen
cbb-Promotoraktivitiaten und Wachstumsraten der mit CobRW274R komplementierten CbhbR-
Defektmutanten HB17 im Einklang. Bei der Co-Produktion von CbbRA175E mit den
Chaperoninen GroEL (60 kDa) und GroES (10 kDa) (Plasmid pGro7) wurde dagegen
offenbar mehr aktives CbbR gebildet.

Bis auf CbbRW274R zeigten alle Mutantenproteine eine dem Wildtyp CbbR grundsatzlich
vergleichbare Bindungsaktivitat an die cbb-Kontrollregion (Abb. 18). Dieser Befund legte
nahe, dass die eingebrachten Mutationen in der C-terminalen Doméne von CbbR keine
dramatisch veranderte Bindung von CbbR an den Operator des cbb-Operons bewirken, aber
maoglicherweise die Interaktion von CbbR mit dem bekannten negativen Effektor PEP

und/oder weiteren an der Regulation beteiligten Proteinen beeinflussen.
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Abb. 18. Gelretardationen (native PAGE, 5 % [w/v] Acrylamid) der cbb-Kontrollregion von
R. eutropha H16 mit heterolog in E. coli Uberproduziertem Wildtyp- und mutierten
CbbR.
Als DNA-Fragment (243 bp) wurde die vollstdndige cbb-Kontrollregion aus R. eutropha
H16 verwendet. a, Negativkontrolle: Rohextrakt aus E. coli BL21DE3; b und c, E. coli
BL21DE3 (pAECRS5), 0.4 pg bzw. 0.2 pg Protein; d und e, Rohextrakt von E. coli JW1
(PAECRG203L); f und g, E. coli BL21DE3 (pAECR9, pGro7); h und j, E. coli JW1
(PAECRR135C); k und I; E. coli JW1 (pAECRG205E). Es wurden von den Rohextrakten
mit den Uberproduzierten Proteinen jeweils 2 pg (Spuren d, f, h, k) oder 1 pg (Spuren e, g, j,
I) Protein eingesetzt. 0, freie DNA, 1, CbbR-DNA-Komplex.

3.4 Charakterisierung der CbbR-Proteine in R. metallidurans CH34

Die Gene der CO,-Assimilation sind in R. metallidurans CH34 in zwei cbb-Operonen, cbb,
und cbby,, lokalisiert. Jedem Operon ist ein LTTR, &hnlich dem CbbR aus R. eutropha H16,
zugeordnet. Es sollte nun geklart werden, ob die Transkriptionsregulatoren nur das ihnen
zugehorige Operon regulieren oder ob auch eine Form des regulatorischen ,cross-talks’

zwischen den beiden cbb-Operonen stattfindet.

34.1 Bindungsstudien mit CbbR aus R. eutropha H16
und R. metallidurans CH34

34.1.1 Plasmidkonstruktion zur heterologen Expression von cbbRy,

Transkriptionsregulatoren liegen in der Zelle meist in sehr geringen Konzentrationen vor.
Dies ist ausreichend fir die Regulation in vivo, flhrt aber dazu, dass in vitro die Untersuchung
der DNA-Bindungseigenschaften mit Rohextrakten des untersuchten Stammes nicht moglich

ist. Um die Bindungseigenschaften dieser Proteine zu untersuchen, ist es daher von Vorteil,
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diese in einem heterologen Wirt zu produzieren. Fir die Expressionen von cbbR; und cbhbR;,
wurde das Plasmid pT7-7 (s. 3.3.3) verwendet.

Das cbbR;-Gen lag bereits im Plasmid pT7-7 vor und konnte direkt fiir die Uberexpression
eingesetzt werden. Fir cbbRy wurde zun&chst ein 929 bp grolles Fragment mit Hilfe der
Primer ExCbbRIIfN und ExCbbRIIrS amplifiziert (Anhang I: Tab. 1.). Uber das Startcodon
des Gens wurde dabei eine Ndel-Schnittstelle gelegt, kurz hinter dem Stopcodon eine Sall-
Schnittstelle eingefuhrt. Das Fragment wurde dann in das mit Ndel- und Sall-geschnittene
pT7-7 gebracht und das resultierende Plasmid pT7-7::cbbR, durch Sequenzierung Gberprift.
Die Produktion der Proteine CbbR, und CbbR, in E. coli war sehr schwach, aber ausreichend,
um in DNA-Bindungstudien die Bildung von DNA-Protein-Komplexen beobachten zu

kodnnen.

34.1.2 Bindung der CbbR-Proteine an die cbb-Kontrollregionen aus
R. metallidurans CH34 und R. eutropha H16

Die heterolog Uberproduzierten CbbR-Proteine aus R. metallidurans CH34 und
R. eutropha H16 wurden zur Untersuchung ihrer Bindung an homologe und heterologe
cbb-Kontrollregionen verwendet. Als DNA wurden PCR-Fragmente der intergenen
cbb-Regionen zwischen den cbbR-Genen und cbbLyisicrsa SOwie cbbEcpsan eingesetzt. Das
243 bp-Fragment der cbb-Kontrollregion aus H16 wurde mit dem Plasmid pBH2241 und den
Primern F1 und R1 amplifiziert (s. 3.2.1, Abb. 4). Fur die Vermehrung der
korrespondierenden Regionen aus CH34, cbb, (cbb-Kontrollregion 1) und cbb; (cbb-
Kontrollregion II), wurden die Primer Cbbligf und Cbbligr sowie Cbblligf und Cbblligr
benutzt (Anhang I: Tab. 1.). Als Matrizen dienten die Plasmide pSK+::igRL und pSK+::igRE
mit den Klonierten intergenen cbb-Regionen aus R. metallidurans CH34. Die beiden
amplifizierten Fragmente von Region | (274 bp) und Region 11 (259 bp) wurden radioaktiv
markiert und in den Gelretardationsexperimenten eingesetzt.

Wie zu erwarten, wurde fir alle drei CbbR-Proteine eine Bindung an die jeweilige homologe
cbb-Kontrollregion gefunden. Der Komplex aus CbbR,, und der Region Il wies dabei in der
Retardation eine deutlich hohere Mobilitat auf als die Komplexe von CbbR, mit der Region |
(Abb. 19). Zur Identifikation moglicher Effektoren der CbbR-Proteine aus
R. metallidurans CH34 wurden den Protein-DNA-Bindungsreaktionen potentielle Metabolite
aus dem Energie- und dem Kohlenstoffwechsel (PEP, NADH, NADPH, Fructose-6-phosphat,
Ribose-5-phosphat, Ribulose-1,5-bisphosphat) zugesetzt. Keines der Metabolite verursachte
jedoch eine Verdnderung in der Gelretardation der Komplexe. In den heterologen

Experimenten wurde sowohl fir CbbR, als auch fir CbbR), eine Bindung an die Regionen |
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bzw. Il beobachtet. Die Auspréagung der Komplexe war in diesen Féllen allerdings schwécher
als die der Komplexe mit den homologen Zielregionen von CH34. Ein gegenseitiger
Austausch der beiden Regulatoren war also denkbar. Die geringe Effizienz der Bindung lief3
aber vermuten, dass die Funktion des jeweils anderen Regulators nur eingeschrénkt erfillt

werden kann.
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Abb. 19. Gelretardationen (native PAGE, 5 % [w/v] Acrylamid) der cbb-Kontrollregionen | und
Il aus R metallidurans CH34 mit CbbR, und CbbR,, aus R. metallidurans CH34.
Als DNA-Fragmente wurden die cbb-Kontrollregionen | (274 bp) und Il (259 bp) aus
R. metallidurans CH34 verwendet.
a, Negativkontrolle: Region Il mit Rohextrakt von E. coli BL21DE3 (pT7-7) 0.6 g Protein;
b, Negativkontrolle: Region | mit Rohextrakt von E. coli BL21DE3 (pT7-7) 0.6 ug Protein;
c, d und e; Region Il mit Rohextrakt aus E. coli BL21DE3 (pT7-7::cbbR,, ), 3.7, 1.9 bzw.
0.93 pg Protein; f, g und h, Region I mit Rohextrakt aus E. coli BL21DE3 (pT7-7::cbbR,, ),
3.7, 1.9 bzw. 0.93 pg Protein; i und j, Region I mit Rohextrakt aus E. coli BL21DE3
(pT7-7::cbbR,), 1.7 bzw. 0.4 ug Protein; k, | und m, Region Il mit Rohextrakt aus E. coli
BL21DE3 (pT7-7::cbbR, ), 3.4, 1.7 bzw. 0.4 pg Protein; 0, freie DNA; 1, Komplex aus
CbbR,, und Region II; 2, Komplex aus CbbR;, und Region I; 3 , Komplex aus CbhbR, und
Region Il; 4, Komplex aus CbbR, und Region I.

Die Bindung von CbbR ist essentiell flr die Expression der cbb-Operone in R. eutropha H16
und wahrscheinlich auch in R. metallidurans CH34, daher kann eine Bindung in vitro auf eine
Fahigkeit zur Komplementation in vivo hindeuten. Tatséchlich konnte gezeigt werden, dass
CbbRy6 an die Regionen I und Il von CH34 bindet. Wahrend der Komplex aus CbbRy;6 und
der Region Il nur eine geringfiigig erhohte Mobilitat verglichen mit dem homologen Komplex
aufwies (Abb. 20A), war die Mobilitat des Komplexes aus CbbRy16 mit der Region | deutlich
hoher als die des homologen Komplexes (Abb. 20B). Dies deutet auf eine andersartige
Bindung von CbbRy;s und eine damit einhergehende verénderte Krimmung der Region I-
DNA hin als sie bei der Bindung des homologen CbbR erfolgt. CbbR-Proteine aus CH34
bildeten mit der cbb-Kontrollregion aus H16 jeweils nur schwach ausgeprégte Komplexe. VVor
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allem bei CbbR, war aufféllig, dass die Affinitat zu der heterologen Kontrollregion sehr viel
niedriger war als zur homologen. (Abb. 20B). Sowohl der CbbR;- als auch der CbbRy-

Komplex hatten dabei eine verminderte Mobilitat im Vergleich zu dem jeweils homologen

Komplex. Dies konnte auf eine relativ starkere DNA-Kriimmung bei der Proteinbindung

deuten. Die Fahigkeit der CbbR-Proteine an die heterologen cbb-Kontrollregionen zu binden,

kdnnte auf eine gegenseitige Substituierbarkeit der Regulatoren hinweisen. Jedoch deuten die

veranderten Mobilitaten der heterologen DNA-CbbR-Komplexe auf eine verdnderte

Topologie innerhalb dieser Komplexe hin. Inwiefern dies bei der Regulation eine Rolle spielt,

kann nicht vorausgesagt werden.
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Abb. 20.

Gelretardationen (native PAGE, 5 % [w/v] Acrylamid) von cbb-Kontroll-
regionen aus R metallidurans CH34 und R.eutropha H16 mit CbbR aus
R. eutropha H16 sowie CbbR, und CbbR,, aus R. metallidurans CH34.

Als DNA-Fragmente wurden die Region | (274 bp) und Region Il (259 bp) aus
R. metallidurans CH34 wund die vollstindige cbb-Kontrollregion (243 bp) aus
R. eutropha H16 und verwendet.

A: a, Negativkontrolle: Region Il mit Rohextrakt von E. coli BL21DE3 (0.5 pg Protein);
b, Region Il mit Rohextrakt von E. coli BL21DE3 (pT7-7::cbbR);), 0.95 ug Protein; c, chb-
Kontrollregion aus H16 mit Rohextrakt von E. coli BL21DE3 (pT7-7::cbbR;), 0.95 ug
Protein; d, Region Il mit Rohextrakt aus E. coli BL21DE3 (pAECR5), 0.9 ug Protein;
e, cbb-Kontrollregion aus H16 mit Rohextrakt von E. coli BL21DE3 (pAECR5) 0,5 ug
Protein; f, Negativkontrolle: cbb-Kontrollregion aus H16 mit Rohextrakt von E. coli
BL21DE3 (0.5 pg Protein); 0, freie DNA; 1, Komplex aus CbbRy;s und Region II; 2,
Komplex aus CbbRy, und Region II; 3, Komplex aus CbbRy;s und cbb-Kontrollregion aus
H16; 4, Komplex aus CbbR,; und cbb-Kontrollregion aus H16.

B: a, Negativkontrolle: Region I mit Rohextrakt von E. coli BL21DE3 (0.5 pg Protein);
b, Region | mit Rohextrakt von E. coli BL21DE3 (pT7-7::cbbR,), 0.2 ug Protein; ¢, Region
I mit Rohextrakt aus E. coli BL21DE3 (pAECRS5), 0,5 pg Protein; d, Region | mit
Rohextrakt von E. coli BL21DE3 (pT7-7::cbbR,), 0.8 pg Protein; e, cbb-Kontrollregion aus
H16 mit Rohextrakt von E. coli BL21DE3 (pT7-7::cbbR, ), 0.8 pg Protein; f, cbb-
Kontrollregion aus H16 mit Rohextrakt von E. coli BL21DE3 (pAECR5), 0.3 ug Protein;
g, Negativkontrolle: cbb-Kontrollregion aus H16 mit Rohextrakt von E. coli BL21DE3 (0.5
Kg Protein) ; O, freie DNA,; 1, Komplex aus CbbRy;6 und Region I; 2, Komplex aus CbbRy6
und cbb-Kontrollregion aus H16; 3, Komplex aus CbbR, und cbb-Kontrollregion aus H16;
4, Komplex aus CbbR, und Region I.
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3.4.2 Herstellung und Charakterisierung einer cbbR;, Deletionsmutante von
R. metallidurans CH34

Bisher ist nichts weiter tber die Regulation der cbb-Gene in R. metallidurans CH34 bekannt.
Um zu untersuchen, ob die CbbR in R. metallidurans CH34 substituierbar sind und CbbR;,

essentiell fir die cbb-Genexpression ist, wurde eine cbb,-Deletionsmutante hergestellt.

34.21 Konstruktion der Deletionsplasmide und Isolierung von Homogenoten

Die Konstruktion des Suizidplasmids fir die Deletion von cbbRy, erfolgte im Prinzip wie
unter 3.2.4.1 bereits beschrieben. Am 5‘-Ende des Gens wurde mit den PCR-Primern
CbbRII1fX und CbbRII1rP ein 308 bp groRes Fragment amplifiziert. Die Primer CbbRII12fP
und CbbRI112rB wurden verwendet, um ein 310 bp grofies Fragment am 3’-Ende des Gens zu
erhalten (Anhang I: Tab. 1.). Aus der Ligation der Fragmente mit der tber die Primer
eingefiihrten Pstl-Schnittstelle resultierte ein Fragment, das die codierende Sequenz des 5°-
und 3‘-Endes von cbbR;; enthielt. Ein 861 bp umfassender Teil des 921 bp langen Gens war
entfernt worden. Das Fragment wurde Uber die auBen eingefligten Xbal- und Sacl-
Schnittstellen zundchst in pUC19 kloniert und in dem gebildeten Plasmid pUC19::cbbR;,
durch Sequenzierung verifiziert. Anschlielend wurde das Deletionsfragment Gber Verdau mit
Xbal und Sacl aus pUC19::cbbR;; in pNHG1 umkloniert. Das hergestellte Suizidplasmid
pNHG::.cbbR,, wurde analog zu R.eutropha H16 durch Konjugation in
R. metallidurans CH34 (bertragen. Im Unterschied zu H16 erfolgte die Selektion der
Heterogenoten aber nicht auf Mineralmedium mit Fructose sondern mit Gluconat als
Kohlenstoff- und Energiequelle, da CH34 nicht in der Lage ist Fructose zu verwerten. Nach
der Isolation von Heterogenoten und deren Verifikation durch PCR erfolgte die Isolation von
Homogenoten durch ein modifiziertes Protokoll, da die zweite homologe Rekombination in
R. metallidurans CH34 nur mit sehr geringer Effizienz stattfindet. Dazu wurden die
Heterogenoten unter nicht selektiven Bedingungen in NB-Medium tber Nacht angezogen und
mindestens zweimal in neues NB-Medium tberimpft. Aus den NB-Kulturen wurden nach 9
und 24 h jeweils 100 ul entnommen, verdiinnt (102-10") und auf NB-Platten mit 20 % (w/v)
Saccharose ausplattiert. Die Saccharose-resistenten Klone wurden daraufhin auf ihren
Tetracyclin-sensitiven Phanotyp hin untersucht. Tetracyclin-sensitive Klone sollten das
Suizidplasmid wieder durch eine homologe Rekombination verloren haben und nur noch das
deletierte oder das Wildtypallel von cbbR;, im Genom tragen. Der Genotyp der Homogenoten
wurde mit den Primern TestcbbRII_f und TestcbbRIl_r durch PCR (berprift. Mit
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genomischer DNA der Homogenote CHM1 von R. metallidurans CH34, die das deletierte
cbbR,, trug, wurde erwartungsgeman nur ein 369 bp Fragment amplifiziert. Dagegen erbrachte
der Wildtyp mit dem intakten Gen ein 1230 bp groRBes Fragment. Mit den Heterogenoten
wurden beide Fragmente amplifiziert (Abb. 21).

Eine cbbRi-Deletionsmutante zu isolieren, ist nicht gelungen. Mdglicherweise hat dieser
Transkriptionsregulator eine weitreichendere Rolle im Stoffwechsel von CH34 und ist daher

essentiell fir das Uberleben des Stammes.
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Abb. 21. Agarose-Gelelektrophorese (1 % [w/v] Agarose) von PCR-Amplifikaten zum Nachweis
von cbbR;, in einer Heterogenote und in einer cbbR-Deletionsmutante von
R. metallidurans CH34.
M, GroRenstandard: 100 bp-Ladder Plus; a, 1230 bp-Fragment des cbbR;-Wildtypgens von
CH34; b, 1230 bp- und 369 bp-Fragmente des Wildtyp- bzw. des deletierten cbbR;-Gens
einer Heterogenote; ¢, 369 bp-Fragment des deletierten chbR,-Gens einer Homogenote
CHM1 (Primer TestcbbRIl_f und TestcbbRII_r), Fragmentgrofen des Grolien-
standards sind in bp angegeben.

34.2.2 Charakterisierung des lithoautotrophen Wachstums der cbbR;-

Deletionsmutante R. metallidurans CHM1

Vorausgesetzt, dass die CbbR-Proteine aus CH34 ihr jeweils zugehdriges Operon spezifisch
regulieren, war zu erwarten, dass die Deletion von cbbR); zu einem weitgehenden Verlust der
Fahigkeit zum lithoautotrophen Wachstum fiihrt. Die Bindungstudien mit CbbR, und CbbR;,
wiesen darauf hin, dass die beiden cbb-Operone in CH34 wahrscheinlich hauptséchlich durch
die benachbart lokalisierten LTTR reguliert werden. Das cbb,—Operon codiert ein GroRteil
der Enzyme des CBB-Cyclus einschliellich der Phosphoribulokinase, einem Schlisselenzym
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des Cyclus, von dem es, soweit bekannt, keine weitere Kopie im Genom von CH34 gibt.
Aulerdem enthélt es die Gene der l6slichen Hydrogenase. Daher ist die Expression dieses
Operons essentiell fur das lithoautotrophe Wachstum von CH34. Tatséchlich war das
Wachstum der Mutante CHM1 (ty = 46 h) unter lithoautotrophen Bedingungen extrem
langsamer im Vergleich zum Wildtyp CH34 (ty = 6.6 h). Dies deutet auf eine sehr schwache

Aktivierung des cbbR;;-Operons durch CbbR, oder einen anderen Regulator hin.

34.2.3 Komplementationsstudien mit R. metallidurans CHM1 und R. eutropha HB17

Die CbbR-Proteine sind in einzelnen Bereichen relativ hoch konserviert (s. 3.3, Abb. 15).
Diese Ahnlichkeit konnte Grundlage firr einen funktionellen Austausch der Regulatoren in
nahe verwandten Organismen sein.

In den Bindungstudien wurde eine Bindung von CbbRuis an die cbb- und cbbRy-
Kontrollregionen aus R. metallidurans CH34 beobachtet. Ebenso zeigten CbbR, und CbbR,
eine, wenn auch schwache Bindung an die cbb-Kontrollregion aus R. eutropha H16
(s. 3.4.2.1). Die Bindung von CbbR an den cbb-Operator ist Voraussetzung fur die Expression
des cbb-Operons. Es ware daher denkbar, dass CbbR aus H16 CbbR; aus CH34 ersetzten
kénnte. In gleicher Weise ware ein Austausch von CbbRy;6 durch die CbbR-Regulatoren aus
CH34 mdglich. Ein mutiertes PhcA* aus R. eutropha HB14R kann CbbR von H16 ersetzen.
In CH34 liegt ein homologes Protein mit 97 % Ahnlichkeit zu PhcA aus H16 vor. Daher sollte
auch getestet werden, ob das mutierte PhcA* aus H16 die cbbR,-Mutante CHM1 von CH34
phanotypisch komplementieren kann. Im Fall von R.eutropha wurde die cbbR-phcA-
Doppelmutante fur die Komplementationen verwendet, um die Selektion von autotroph
positiven Revertanten zu vermeiden.

Die cbbR-Gene von CH34 wurden in das Plasmid mit breiten Wirtsbereich pMP921 kloniert.
Die cbbR- und phcA*-Gene aus H16 bzw. HB14R lagen bereits kloniert in den Vektoren
pUWS5 bzw. pBBR1IMCS2 vor. Um die hohere Effizienz der Selektion auf Tetracyclin
auszunutzen, wurde das 3.3 kb-Fragment mit dem phcA* Gen als Kpnl- und BamHI-Fragment
aus pBBR1MCS2::phcA* herausgeschnitten und in pMP921 umkloniert. Fur die
Komplementation mit cbbR;, wurde ein 1183 bp grofies Fragment aus der Gesamt-DNA von
CH34 amplifiziert und Uber die mit den Primern eingefuigten Schnittstellen Sall und Pstl
(Primer CbblligPf und EXCbbRIIrS, s. Anhang I: Tab. 1.) in pMP921 kloniert. Das Fragment
in dem resultierenden Plasmid pMP921::cbbR;, trug das Gen und die zugehorige
Promoterregion und wurde durch Sequenzierung verifiziert. Das Gen des zweiten Regulators
CbbR, aus CH34 lag bereits in dem Plasmid pMP921::cbbR, vor.
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Beide cbbR-Gene aus R. metallidurans CH34 konnten R.eutropha HB17 phé&notypisch
komplementieren. Das Wachstum der HB17-Transkonjuganten war allerdings gegentiber dem
Wildtyp H16 um etwa das Doppelte verlangsamt. Umgekehrt wurde die Fahigkeit zu
lithoautotrophem Wachstum von R. metallidurans CHM1 durch cbbR aus R. eutropha H16
nicht wieder hergestellt. Durch phcA* wurde ein duRerst langsames Wachstum der Mutante
CHML1 unter lithoautotrophen Bedingungen ermdglicht. Die Bindung von CbbRuis an den
cbbR;;-Operator scheint sich daher signifikant von der des homologen Proteins zu
unterscheiden, so dass das cbbR;-Operon in CHM1 nicht aktiviert wird. Schon in den
Gelretardationsanalysen war eine verringerte Mobilitdt des CbbRyis-cbb)-Operator-
Komplexes beobachtet worden, die auf eine veranderte Bindung des Proteins an die DNA
hinweist (s 3.4.1.2). Eine anders geartete Interaktion mit weiteren beteiligten Proteinen
und/oder potentiellen Effektoren in CH34 kdnnte allerdings auch die Komplementation durch
CbbRys6 verhindern.

Wie zu erwarten, fuhrte die Komplementation von CHM1 mit dem stammeigenen CbbR,; zu
einem dem Wildtyp gegentber allerdings etwas verlangsamten lithoautotrophen Wachstum.
Dies konnte eine Folge der Gegenwart eines Antibiotikums sein, das fur die Selektion
notwendig war. Ein dhnliches Ph&nomen wurde schon bei den Komplementationsanalysen
von R. eutropha HB17 mit dem homologen CbbR beobachtet (s. 3.3.2).
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4. Diskussion

4.1 Die cbb-Gene und ihre Regulation
4.1.1 Organisation der cbb-Operone in Ralstonia spp. und anderen
Organismen

Phylogenetische Analysen legen nahe, dass Ausbreitung und Organisation der cbb-Gene in
autotrophen Organismen durch laterale Gentransfer-Ereignisse bestimmt sind (Watson und
Tabita, 1997). Ubereinstimmend mit der Hypothese, dass ein Gentransfer die Clusterbildung
von Genen férdert, die funktionell zusammenhangen (Lawrence und Roth, 1996), sind die
cbb-Gene ganz Uberwiegend in Operonen organisiert. Dabei ist die Organisation einiger
Gengruppen sehr konserviert (Abb. 22). Besonders aufféllig ist in vielen bekannten cbb-
Operonen die Konservierung der Genanordnung fur die RubisCO und von cbbX oder cbbQ
(cbbLSX, cbbLSQO) sowie von cbbF, cbbP und cbbT (cbbFPT; Kusian und Bowien, 1997,
Shively et al., 1998).

R. eutropha H16 hat zwei cbb-Operone, die weitgehend identisch sind (Bowien und Kusian,
2002). In R. metallidurans CH34 sind die cbb-Gene ebenfalls in zwei Operonen organisiert,
die aber nicht zueinander homolog sind. Eine Organisation der cbb-Gene in zwei Operonen
(cbb; und cbby)) ist auch von R. capsulatus, R. sphaeroides, Rhodopseudomonas palustris und
H. thermoluteolus bekannt (Chen et al., 1991; Gibson et al., 1991; Terazono et al., 2001,
Dubbs und Tabita, 2004). In den drei zuerst genannten Organismen ist neben den Genen fir
eine Form I-RubisCO (LgSg) auch das Gen fur eine Form 11-RubisCO (L, L4, Lg) vorhanden.
Die beiden Formen der RubisCO sind hdufig in getrennten Operonen codiert (Form I-
RubisCO im cbb;-Operon, Form 11-RubisCO im cbb,-Operon; Chen et al., 1991; Gibson et
al., 1991; Dubbs und Tabita, 2004). Die Form I1-RubisCO wird als die urspringlichere Form
des Enzyms angesehen, da sie eine hohere Affinitat als die Form I-RubisCO zum Sauerstoff
besitzt, der in der frihen Erdatmosphare kaum oder nur in sehr geringer Konzentration
vorhanden war (Shively et al., 1998). In Hydrogenovibrio marinus MH-110 sind sogar drei
cbb-Operone zu finden, von denen zwei eine Form | und eines eine Form I1-RubisCO
enthalten (Yoshizawa et al., 2004). Die im cbb,-Operon von R. metallidurans CH34 codierte
Form 1-RubisCO gehort zu der ,griinen® Form I-Untergruppe, die in Cyanobakterien,
pflanzlichen Plastiden, griinen Algen sowie vielen a-, B- und y-Proteobakterien vorkommt
(Shively et al., 1998; Tabita, 1999; T. Mahlmann und B. Bowien, personliche Mitteilungen).

Die in R. eutropha H16 vorhandene Form I-RubisCO ist ein Enzym der ,roten‘ Form I-
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Untergruppe, die nach neueren Erkentnissen sehr weit verbreitet ist (Shively et al., 1998;
Tabita, 1999, Selesi et al., 2005). Die Existenz verschiedener Untergruppen der Form I-
RubisCO in nahe verwandten Arten wurde bereits bei R. sphaeroides und R. capsulatus sowie
bei Ammonium oxidierenden Bakterien gefunden (Paoli et al., 1998; Utaker et al., 2002). Alle
untersuchten autotrophen Ammoniumoxidierer enthalten eine Form I-RubisCO der ,roten*
Untergruppe mit  Ausnahme von Nitrosomonas europaea. Das o-Proteobakterium
R. sphaeroides besitzt ebenfalls eine Form I-RubisCO der ,roten’ Untergruppe. Dagegen liegt
in dem nahe Verwandten R. capsulatus und in N. europaea eine ,griine‘ Form I-RubisCO vor.
Aufgrund dieser Diskrepanz zwischen phylogenetischer Verwandschaft und Verteilung der
RubisCO-Untergruppen wird eine Verbreitung der RubisCO codierenden Gene durch
horizontalen Gentransfer angenommen (Paoli et al., 1998; Tabita, 1999; Utaker et al., 2002).
Auféllig ist, dass die ,rote* Form I-RubisCO in den Operonen meist mit dem Gen cbbX und
die ,grune‘ Form I-RubisCO meist mit den Genen cbbQ und cbbO assoziiert ist. Die Co-
Expression von cbbQ und cbbO mit der RubisCO fordert ihre Aktivitat. Eine cbbX-
Deletionsmutante von R. eutropha H16 ist nicht mehr in der Lage CO; zu assimilieren. Daher
wird fiir diese Gene eine Funktion bei der Aktivierung der RubisCO angenommen (Hayashi et
al., 1997, 1999; Bowien und Kusian, 2002; Hayashi und Igarashi, 2002). Die Gengruppe
cbbLSX und ihre Homologen (rbcLSX) sind weit verbreitet und auch in Plastiden von
Rotalgen sowie in Bakterien wie R. eutropha H16 und R. sphaeroides zu finden (Abb. 22).
Die Gengruppe cbbLSQO tritt unter anderem in R.capsulatus, N.europaea,
H. thermoluteolus, H. marinus und R. metallidurans CH34 auf (Paoli et al., 1998; Terazono et
al., 2001; Chain et al., 2003; Yoshizawa et al., 2004). In H. marinus sind cbbQ und cbbO
jedoch auch mit dem Gen der Form 1I-RubisCO (cbbM) assoziiert (Shively et al., 1998;
Yoshizawa et al., 2004). Eine weitere konservierte Genfolge, cbbFPT, ist unter anderem in
den cbb-Operonen von R. eutropha H16 und im cbby-Operon von R. metallidurans CH34
anzutreffen, wie auch in den cbb-Operonen von den Rhodobacter spp., Rhododspirillum
rubrum, R. palustris, H. thermoluteolus und X. flavus (Chen et al., 1991; Gibson et al., 1991,
van Keulen et al., 1998; Terazono et al., 2001; Dubbs und Tabita, 2004).
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a-Proteobakterien
R. sphaeroides
cbb,-Operon
chbR, cbbF, cbbP, cbbA, cbbL, cbbS, cbbX, cbbY, cbbz,
< —
cbb,-Operon
cbbF;; cbbP,, cbbT,, cbbG,, cbbA,, cbbA,,
I i ——
R. palustris
cbb,-Operon
cbbR RR1 RR2 PAS chbL cbhbS
< — T
cbb,-Operon
cbbF cbbP cbbT chbA cbbM
I —
R. capsulatus
cbb,-Operon
cbbR, cbbL, cbbS, cbbQ, cbbO,
<< e
cbb,,-Operon
cbbR,, cbbF,; cbbP,, cbbT,, cbbG,, cbbA,, cbbM,, cbbE,, orfl cbbz,, cbbY ,
< ——
R. rubrum
cbbM chbR cbbE cbbF cbbP chbT cbbA
< T —— T E— g
X. flavus
cbbR cbbL cbbS cbbX cbbF cbbP cbbT cbbA cbbE
D e—— T —————

Legende (s. Seite 117)
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B-Proteobakterien

R. eutropha H16

chb,-Operon
cbbR chbL, chbS, cbbX_ chbY, chbE, chbF_ chbP, cbhT, cbbZ, cbhG, chbK, chbA, cbbB, ClpC
< —
cbbp-Operon
cbbR* cbbL, cbbS; chbX; chbY, chbE, chbF, chbP, chbT, cbbZ, chbG,, chbK;, chbA,
- —_

R. metallidurans CH34

cbb,-Operon
ChbR, chbL, chbs, chbQ, cbhO,
< T
cbb,,-Operon

ChbR,, @bﬁl chbP), cbbT), cbbZ,, cbbG,, chbK, cbbY,, cbbA,, pyhA cbbJ,, cbbl,, hoxF hoxU hoxY hoxH hoxW hoxI pn

<< —

)

H. thermoluteolus

cbbL chbS cbbQ cbbO cbbY chbA pyk orfD8  chbR cbbF cbbP cbbT
— —
N. europaea
cbbR cbbL cbbS cbbQ cbbO cbbN
<< —

T. denitrificans

cbbS chbL cbbL cbbS chbbR chbM
- e - i

Legende (s. nachste Seite)
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v-Proteobakterien

C. vinosum

cbbR cbbL, cbbS, cbbQ chbL, chbS;,

H. marinus MH-110

cbb,-Operon
CbbR, cbbL, cbbS, cbbQ, cbbO ,
< —
cbb,-Operon cbbL, cbbS, cs0S2 cs0S3 orf csoS1 bfr
T
cbb_-Operon
cbbR,, cbbM cbbQ,, cbbO,, can
< e— —

Abb. 22. Organisation von cbb-Operonen aus photo- und chemoautotrophen a-, pB- und

v-Proteobakterien.

a-Proteobakterien: R. sphaeroides, R. palustris, R.capsulatus, R.rubrum, X. flavus;
B-Proteobakterien: R.eutropha H16, R.metallidurans CH34, H. thermoluteolus,
N. europaea, T. denitrificans; y-Proteobakterien: C. vinosum und H. marinus MH-110 (nach
Kusian und Bowien, 1997; Shively et al., 1998; Terazono et al., 2001; Chain et al., 2003;
Dubbs und Tabita, 2004; Wei et al., 2004; Yoshizawa et al, 2004; Sequenz von
R. metallidurans CH34, http://genome.jgi-psf.org/mic_home.html).

Gene und Genprodukte: cbbA, Fructose-1,6-bisphosphat-/Sedoheptulose-1,7-bisphosphat-
Aldolase; cbbB, Genprodukt &hnelt der Formiat-Dehydrogenase; cbbE, Pentose-5-phosphat-
3-epimerase; cbbF, Fructose-1,6-bisphosphatase/Sedoheptulose-1,7-bisphosphatase;
cbbG, Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase; cbbl, Triosephosphat-lsomerase;
cbbJ, Ribose-5-phosphat-Isomerase; cbbK, Phosphoglycerat-Kinase; cbbL und cbbS, grolRe
bzw. kleine  Untereinheit der  Ribulose-1,5-bisphosphat-Carboxylase/Oxygenase;
cbbN, hypothetisches Protein; cbbP, Phosphoribulokinase; cbbO und cbbQ, Genprodukte
mit unbekannter Funktion; cbbT, Transketolase; cbbX und cbbY, Genprodukte mit
unbekannter Funktion; cbbzZ, 2-Phosphoglycolat-Phosphatase; cbbR, Aktivatorgen;
clpC, Clp-Protease; pykA, Pyruvat-Kinase; pntAA, NAD(P)-Transhydrogenase; RR1 und 2
potentielle ,Response’-Regulatoren; PAS, potentielle Hybrid-Sensor-Kinase mit PAS-
Doméne; bfr, Bakterioferritin; can, Carboanhydrase; cso, carboxysomale Genprodukte; hox-
Gene, Gene der I6slichen NAD-abhdngigen Hydrogenase: hoxF, a-Untereinheit; hoxU, vy-
Untereinheit; hoxY, &-Untereinheit; hoxH, pB-Untereinheit; hoxW, Hydrogenase-spezifische
Endopeptidase und hoxl, aktivierende Untereinheit der 16slichen Hydrogenase. Indices c, I,
Il und m bezeichnen chromosomal bzw. im cbb-Operon 1, cbb-Operon Il oder zusammen
mit cbbM lokalisiert. Die Orientierung der Gene ist mit hellblauen Pfeilen dargestellt. Die
GroRenverhdltnisse entsprechen nicht den realen. Die potentiellen oder bekannten
Promotorregionen sind als schwarze Abschnitte dargestellt.
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Den meisten bisher untersuchten cbb-Operonen geht ein stromaufwarts lokalisiertes,
divergent orientiertes Gen des LysR-Typ-Transkriptionsregulators (LTTR) cbbR voraus. In
einigen Féllen ist nur ein cbbR vorhanden, dessen Genprodukt beide cbb-Operone reguliert
wie in R. sphaeroides und H. thermoluteolus (Chen et al., 1991; Gibson et al., 1991; Terazono
et al., 2001). In anderen ist vor jedem Operon ein CbbR-Protein codiert wie bei R. capsulatus
und R. metallidurans CH34 (Paoli et al., 1998). Da eine direkte Nachbarschaft des in trans
wirkenden cbbR-Genprodukts fiir die Regulation der Operone nicht notwendig ist, kénnte
cbbR auch an einer anderen Position im Genom codiert sein. Ein besonderer Fall ist
R. palustris, in dessen cbbLS-codierendem Operon zusétzlich zwei ,Response’-Regulatoren
eines Zwei-Komponenten-Systems zusammen mit einer Sensor-Kinase, die zwei potentielle
PAS-Motive (Period, aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator [ARNT] and single-
minded; Hoffman et al., 1991) sowie eine potentielle PAC-Doméne (PAS-associated C-
terminal motif) enthélt, codiert sind (Dubbs und Tabita, 2004). In R. metallidurans CH34 sind
die cbb-Gene anscheinend zusammen mit den hox-Genen der I6sliche Hydrogenase in einem
Operon organisiert, wodurch die Gene der CO,-Assimilation und der H,-Oxidation direkt
gekoppelt sind. Dies wére eine neuartige Organisation, obwohl eine enge Nachbarschaft von
cbb-Operonen und hox-Genen bereits in R. eutropha H16 und Oligotropha carboxidovorans
gefunden wurde. In diesen Organismen sind die Gene der I6slichen Hydrogenase jeweils auf
den Megaplasmiden pHG1 bzw. pHCG3 codiert und bilden zusammen mit den Genen der
CO,-Assimilation sogenannte “Chemolithoautotrophie-Module” (Schwartz und Friedrich,
2001; Fuhrmann et al., 2003). Dies schliet im Fall von O. caboxidovorans zusétzlich die
Gene der Kohlenmonooxid-Dehydrogenase (cox) mit ein (Fuhrmann et al., 2003). Im
Gegensatz zu R. metallidurans CH34 sind die hox-Gene in R. eutropha H16 aber nicht Teil
des cbb-Operons. Die Existenz eines weiteren Promotors in der intergenen, 126 bp
umfassenden Region des cbb,-Operons von R. metallidurans CH34 zwischen cbbl und hoxF
wére moglich, konnte aber aufgrund der Sequenz nicht bestatigt werden. Die Anordnung der
hox-Gene (hoxFUYHW) ist relativ konserviert und in dieser Reihenfolge in R. eutropha H16,
Rhodococcus opacus MR11 und R. metallidurans CH34 zu finden (Grzeszik et al., 1997,
Burgdorf et al., 2005).
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4.1.2 Die cbb-Kontrollregionen

Der LTTR CbbR wurde in vielen chemoautotrophen und photosynthetischen Bakterien als
Regulator der cbb-Gene identifiziert (Windhovel und Bowien, 1991; van den Bergh, 1993;
Gibson und Tabita, 1993). LTTR binden im Allgemeinen an das Consensusmotiv
T-Ni1-A, das haufig in einem Bereich 100 bp stromaufwarts des Transkriptionsstartpunktes
des Zieloperons lokalisiert ist (Goethals et al., 1992). Nach einem Vergleich der DNA-
Sequenzen von CbbR-Bindebereichen in den cbb-Kontrollregionen von X. flavus,
T. ferrooxidans und R. eutropha H16 wurde das alternative Bindemotiv. TNA-N7,-TNA
vorgeschlagen (Abb. 23; Shively et al., 1998; van Keulen et al., 2003).

In X. flavus wurden drei CbbR-Bindemotive (IR1-3) festgestellt, von denen zwei sich
gegenseitig Uberlappen (Abb. 23). Fiur alle drei Bindemotive wurde ihre Funktionalitét
bestatigt (van Keulen et al., 2003). Auch in R. eutropha H16 und T. ferrooxidans sind drei
Bindemotive zu erkennen, die in der Sequenz von H16 innerhalb der nachgewiesenen
zentralen Binderegionen von CbbR liegen. Dabei liegt IR1 innerhalb der ,Recognition‘-
Region (R-Region), die der initialen Bindung des Regulators dient. Die Binderegionen IR2
und IR3 sind im Bereich der ,Activation‘-Region (A-Region) lokalisiert. Diese Uberlappt mit
der -35" des cbb-Promotors, weshalb eine direkte Interaktion mit der RNA-Polymerase bei
der Transkriptionsaktivierung angenommen wird (Kusian und Bowien, 1995). In der cbb-
Kontrollregion von N. europaea wurden ebenfalls drei potentielle CbbR-Bindemotive
gefunden (Abb. 23). R.capsulatus besitzt sowohl in der cbb- als auch in der cbby-
Kontrollregion drei CbbR Bindemotive (Dubbs et al., 2004; Wei et al., 2004). Diese sind nach
Ergebnissen von DNA-Bindungsexperimenten und ,Footprint’-Analysen alle funktionell
(Dubbs et al., 2004). Nach dem Vergleich der DNA-Sequenzen scheinen in der Region |
zwischen cbbR; und cbbL des cbb;-Operons aus R. metallidurans CH34 ebenfalls drei
potentielle CbbR Bindemotive vorzuliegen (T. Mahlmann und B. Bowien, personliche
Mitteilung). Von diesen liegt eines in einer potentiellen R-Region und die anderen beiden sich
gegenseitig und den potentiellen Promotor tberlappend in einer Region, die der A-Region aus
R. eutropha H16 entsprechen wiirde (Abb. 23).
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R-Region A-Region EBR
| I I
IR1 IR2 IR3
1

TF 5‘—CAATAGTAAACC—ATGGTAAATCATA———ATAGTAAATATATTTTAC—TTTTAE%AATTAGAAG—AT
Ht 5<-CATTATTCAGTA-AAAATTAAAAAAA- - -TAGAGAAAAC--AATAAAATTTACA-AAAAAAACATTC
XF 5<-GCCACTTCAGAT-TTCCTGAATGCC----TACTTCATATCATTTAAA-TTTACQTGAAATCGGCGCG
Ne 5<-TGTGTATAAACTCTATTATATAGTA----ACTATTATAATTATTAAT-{TTTAAQTTATGATTTTTGT
Rcl 5¢-GCATGATAAGCTTTTCCCTATTTCA----TCACTAAAAACTATTCAGHTTTTGTAAAGTCCCGCAAG
Rcll 5<—CCATATTAAATTTT-CCTGAAAGCG----—— AGTTGCCGAATTTCAAATTTGCAATGAAACCGCTTT
Rs 5<-CACCATTTCCAAATTCCCGAACAGA--~~~ ACTTC-TACCTTATTAAATTCCATIAAACCGATCCGC
Ral 5<-CGCACTTAAGGGATTGCTTATACAG----GGGCTAAGAATATCTGAA-TTTACQTTATGTGGGTGGG
Rml 5<-AATTCATAATAGT-GAATGATAAAG--~~-~-—— ATAAAATCAATTAAGT[TTTAATITAGTGCGCAACTT
RmI 1 5°-CATGATTTAGCAAAAGGTAAACGAAAACGAAAGAATATCAAACTTTCT[TTTATT-CATCACAGCGAT

-35

TF CATCC
Ht TGCCG|
XF GGGG—
Ne CGTGA|
Rcl GCCGC
Rcll CGGCG
Rs GGCA-
Ral CTTA-
Rml GCT--

Rml1 TAAT-[5

Abb. 23. CbbR-Binderegionen verschiedener autotropher Organismen (Kusian und Bowien,
1995; Dubbs und Tabita, 1998; Terazono et al., 2001; van Keulen et al., 2003; Dubbs et

al., 2004; Wei et al., 2004).

Gegeniibergestellt sind die CbbR-Binderegionen stromaufwarts des cbbL-Gens (R. eutropha
H16: chromosomales Operon, R. metallidurans CH34: cbb;-Operon; R. capsulatus: cbb-
Operon, H. thermoluteolus, N. europaea, X. flavus) sowie des cbbE;- (R. metallidurans
CH34: cbb;-Operon) und cbbF-Gens (R. sphaeroides: cbb,-Operon). Die konservierten
Nucleotide des potentiellen oder bestatigten CbbR-Bindemotivs TNA-N,-TNA sind fett
hervorgehoben. Die "-10" und *-35" Regionen der potentiellen oder verifizierten Promotoren
sind umrahmt. Die CbbR-Binderegionen IR1, 2 und IR3 (X. flavus), EBR (Erweiterte CbbR-
Binderegion) sowie R- und A-Region (R. eutropha H16) sind (ber der Sequenz
eingezeichnet. Die fir einige Organismen nachgewiesenen und einige potentielle
Transkriptionsstartpunkte sind fett und kursiv gedruckt. Sequenzen von ,direct’ oder
Jnverted repeats’ sind unterstrichen. Xf, X flavus; Ht, H.thermoluteolus;
Tf, T. ferrooxidans; Ne, N europaea; Ra, R. eutropha H16; Rs, R. sphaeroides; Rc I und I,
R. capsulatus und Rm I und |1, R. metallidurans CH34: cbb,- bzw. cbb,-Operon.

Nur zwei CbbR-Bindemotive scheinen dagegen in den cbb-Kontrollregionen von
H. thermolutoelus und in der Region Il von R. metallidurans CH34 vorhanden zu sein
(Abb. 23). Diese Uberlappen wiederum mit der "-35" Region des potentiellen Promotors
(Dubbs und Tabita, 1998; Terazono et al., 2001). Die LTTR OccR aus Agrobacterium
tumefaciens und GItR aus Bacillus subtilis binden ebenfalls an zwei LTTR-Bindemotive in

ihren jeweiligen Operatorregionen (Wang und Winans, 1995; Belitsky und Sonenshein,
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1997). Eine Regulation, die durch die Bindung an nur ein LTTR-Bindemotiv vermittelt wird,
zeigen dagegen SalR aus Pseudomonas putida und AmpR aus Citrobacter freundii
(Bartowsky und Normark, 1993; Sato et al., 2001). Die unterschiedliche Lokalisation und
Anzahl von LTTR-Bindemotiven gibt erste Hinweise fur die Diversitat der auf LTTR
basierenden Genregulationen.

Die Struktur der o'°-abhangigen Promotoren der cbb-Operone ist realtiv divers. Eine gewisse
Konservierung ist in der "-35"-Region mit dem Sequenzmotiv TTTAC zu beobachten, von
dem vor allem die drei Thyminreste in allen dargestellten Organismen wiederzufinden sind
(Abb. 23). Die beiden distal gelegenen Thyminreste sind fur die Aktivitdt des Promotors
kritisch, wie die Analyse von Promotormutanten des cbb-Promotors aus R. eutropha H16
ergab. Ein Austausch dieser Thyminreste gegen Cytosin fihrte zu einem weitgehenden
Verlust der Promotoraktivitat (Jeffke et al., 1999). Die "-10"-Region der Promotoren weist
dagegen keine aufféalligen Gemeinsamkeiten auf. Die Sequenzen aller verglichenen
Organismen haben im potentiellen CbbR-Bindebereich einen hohen A+T-Anteil. In
R. eutropha H16 sinkt der G+C-Gehalt auf 52 mol% und ist damit deutlich geringer als der
durchschnittliche G+C-Gehalt von 66.3 mol% (Windhdvel und Bowien, 1991). Die
Regulation der Expression durch LTTR umschlie8t im Allgemeinen auch eine Krimmung der
DNA ein, die durch einen hohen A+T-Anteil der Sequenz erleichtert wird (Schell, 1993;
Kusano und Sugawara, 1993).

4.1.3 Interaktion von CbbR mit cbb-Kontrollregionen

Die CbbR-DNA-Interaktion und die Regulation der cbb-Genexpression wurden in einigen
Organismen in den letzten Jahren intensiv studiert. Ein gemeinsamer Aspekt, der in allen
néher untersuchten Organismen auftritt, ist die Krimmung der DNA aufgrund der CbbR-
Bindung (Kusian und Bowien, 1995; Dubbs et al., 2000; Jeffke, 2001; van Keulen et al.,
2003; Dubbs et al., 2004). Dies ist ein allgemeines Charakteristikum der LTTR, das neben
einer reinen Protein-Protein- und Protein-DNA-Interaktion weitere Mdoglichkeiten der
Regulation durch die Verédnderung der DNA-Struktur erdffnet (Schell, 1993; Perez-Martin
und de Lorenzo, 1997). Die Struktur-Veranderung wird bei LTTR durch ein Effektormolekul
ausgelost, das mit dem LTTR interagiert und eine positive oder negative Wirkung vermitteln
kann (Schell, 1993). Ein Beispiel ist die Regulation des Na*/H"-Antiporters NhaA in E. coli,
der unter anderem die Adaption an osmotischen Stress vermittelt. Die Expression des nha-
Genes wird durch den LTTR NhaR reguliert. NhaR bindet an die Promotorregion von nhaA,
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aber erst durch die Bindung von Na" als Induktor von NahR wird die Transkription induziert.
Dabei wird eine Konformationsanderung des Proteins als Reaktion auf die Effektorbindung
postuliert (Dover et al., 1996; Carmel et al., 1997).

Der einzige negative Effektor, der bisher fur CbbR identifiziert wurde, ist Phosphenolpyruvat
(PEP) im Fall von CbbR aus R. eutropha H16 (Grzesik et al., 2000). Als positive Effektoren
wurden RuBP fir den Regulator aus R. capsulatus und R. sphaeroides sowie NADPH fir
X. flavus und H. thermoluteolus vorgeschlagen (van Keulen, 1998; Terazono et al., 2001,
Dubbs et al., 2004). In X. flavus bindet CbbR mit hoher Affinitat an eine Region von -75 bis
-50 und mit niedriger Affinitdt an eine Region von —44 bis —29 Nukleotide relativ zum
Transkriptionstartpunkt des cbb-Operons. Es wird postuliert, dass in Gegenwart von NADPH
die DNA-Bindung von CbbR auch an die Region mit niedriger Affinitat gefordert wird. Die
erste Region enthalt ein CbbR-Bindemotiv (IR1). In der zweiten Region sind zweli
uberlappende CbbR-Bindemotive lokalisiert (IR2 und IR3; s. 4.1.2, Abb. 23). Analysen von
mutierten Bindemotiven der CbbR-Binderegionen in X. flavus zeigten, dass fur die Bindung
an IR3 zunachst die Bindung eines CbbR-Dimers an IR1 nétig ist. Wurde IR3 so verédndert,
das keine CbbR-Bindung erfolgte, war die cbb-Promotoraktivitat erhoht. Anhand dieser
Ergebnisse wurde die Regulation der cbb-Gene in X. flavus nach dem ,sliding dimer*-Modell
vorgeschlagen. Nach diesem Modell bindet in X. flavus ein CbbR-Dimer an die IR1 in der
R-Region und ein zweites Dimer an IR3 in der A-Region und verursachen eine Krimmung
der DNA um 64°. IR3 Uberlappt mit der "-35"-Region des Promotors und konnte so die
Bindung der RNA-Polymerase verhindern. Die Zugabe von NADPH verursacht eine
Translokation des einen CbbR-Dimers von IR3 nach IR2 und eine Relaxation der DNA-
Kriimmung um 9°. Nun ware der Promotor fiir die RNA-Polymerase zugénglich und CbbR in
der richtigen Position um mdoglichweise durch direkte Interaktion mit der RNA-Polymerase
die Transkription zu aktivieren (van Keulen et al., 2003). Ein dahnlicher Mechanismus wird fir
die Regulation des cbb;-Operon aus R. capsulatus angenommen. Hier verursachte die
Gegenwart von RuBP in ,Footprinting‘-Analysen eine Reduktion des von CbbR, geschiitzten
Bereiches der cbb,-Kontrollregion und den Verlust von zwei hypersensitiven Positionen. Dies
deutet auf eine Verdnderung der DNA-Krimmung und eine Translokation von CbbR; durch
die Interaktion mit dem Effektor RuBP hin. CbbR,, reagiert ahnlich in ,Footprinting‘-
Analysen mit der cbb,-Kontrollregion. Allerdings war der RuBP-Effekt nur sehr gering. Mit
3-Phosphoglycerat, Fructose-1,6-bisphosphat oder HPO, als Effektoren war dagegen eine
deutliche Reduktion der geschiitzten Region zu beobachten. Die beiden CbbR Proteine in
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R. capsulatus erkennen daher anscheinend unterschiedliche positive Effektoren. Beide
reagieren mit einer gesteigerten DNA-Bindeaffinitat in der Gegenwart von PEP, ohne dass die
geschiitzten Bereiche im ,Footprint® verandert sind, was als eine Funktion von PEP als
negativer Effektor interpretiert wird (Dubbs et al., 2004). Eine erhohte DNA-Bindeaktivitat in
Gegenwart von PEP wurde auch fur CbbR aus R. eutropha H16 nachgewiesen (Grzeszik et
al., 2000). In R. eutropha H16 bindet CbbR an einen Bereich von ,-74* bis ,-29° relativ zum
Transkriptionsstartpunkt. Dieser Bereich umfasst die potentielle R- und A-Region und
erweitert sich bei hohen CbbR Konzentrationen bis Position ,+13° (EBR; s. 4.1.2 Abb. 23).
Die Bindung von CbbR an die A- und die R-Region verursacht eine DNA Kriimmung von
48°. Bisher konnte auBer PEP noch kein Effektor identifiziert werden, der einen sichtbaren
Effekt auf die CbbR-DNA-Bindung in vitro hat. Die A-Region des CbbR-Bindebereiches
Uberlappt auch in R. eutropha H16 mit dem Promotor und l&sst so eine direkte Interaktion
zwischen RNA-Polymerase und CbbR zu, wie sie bereits fir den LTTR CysB aus E. coli
nachgewiesen wurde (Kusian und Bowien, 1995; Lochowska et al., 2004).

Fur CbbR, und CbbR;, aus R. metallidurans CH34 konnte eine Bindung an die zugehdrigen
Binderegionen in Gelretardationsanalysen gezeigt werden (s. 3.3.1.2). Allerdings wurde mit
keinem der getesteten potentiellen Effektoren eine Verénderung der Protein-DNA-Komplexe
beobachtet. Mdglicherweise ist ein weiterer Faktor an der Regulation beteiligt, wie er flr
R. eutropha H16 postuliert wird. Bei der Betrachtung der DNA-Protein-Komplexe in
Gelretardationen fallt die hohe Mobilitat des CbbR;-Komplexes von R. metallidurans CH34
im Vergleich zum CbbR,-Komplex auf. In einer vergleichenden Analyse der Regionen | und
I aus R. metallidurans CH34 mit bekannten cbb-Kontrollregionen wurden in Region | drei, in
Region Il aber nur zwei potentielle CbbR-Bindemotive entdeckt (s. 4.1.2). Es ware daher
denkbar, dass unter anderem die Anzahl der gebundenen CbbR-Dimere diese Unterschiede in
der Mobilitat verursachten. Die Beobachtung, dass die Bindung von CbbR; und CbbRy, an die
jeweils andere Binderegion einen Komplex mit ahnlicher Mobilitat verursacht, unterstitzt die
Hypothese, dass die Zahl der Bindemotive einen Einfluf} auf die Mobilitat der Komplexe hat.
Die ,Uber-Kreuz’-Bindung erfolgte mit deutlich reduzierter Affinitit, was auf eine
uberwiegende Regulation des jeweils zugehorigen Operons schlieen lasst. Die nahezu
identischen Mobilitaten der Komplexe von CbbR; mit Region 11 und von CbbR;; mit Region |
in der Gelretardation im Vergleich zu den CbbR-DNA-Komplexen der homologen Regionen
weist auf eine dhnliche Bindung und eine F&higkeit zur kreuzweisen Regulation durch die
beiden CbbRs hin.
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Eine Bindung an die zum jeweils anderen cbb-Operon gehérige Promotorregion wurde auch
mit CbbR, und CbbR,, aus R. capsulatus nachgewiesen. Auch hier erfolgte die Bindung mit
geringerer Affinitat als an die homologe Promotorregion (Dubbs et al., 2004). Eine Bindung
an zwei verschiedene cbb-Kontrollregionen zeigten auch die CbbR aus H. thermoluteolus und
R. sphaeroides (Dubbs et al., 2000; Terazono et al., 2001; Dubbs und Tabita, 2003).

Die Mobilitat von Protein-DNA-Komplexen in der Gelretardation wird durch die Masse der
gebundenen Proteine und durch die von ihnen verursachte Krimmung der DNA bestimmit.
Verdnderungen in der Mobilitst von Komplexen konnen daher Aufschlull ber eine
Verénderung der Struktur der Protein-DNA-Komplexe geben (Lane et al., 1992). Der
heterologe Komplex von CbbRuis mit Region Il aus R. metallidurans CH34 zeigte im
Vergleich zu dem homologen Komplex nur eine leicht veranderte Mobilitat. Dies kdnnte auf
eine zu CbbRy, &hnliche Bindung und eine &hnliche Struktur des Protein-DNA-Komplexes
hindeuten, so dass eine Regulation des cbb;-Operons durch CbbRy;s denkbar wére. Der
Komplex von CbbRy16 und Region | hat dagegen eine deutlich veranderte Mobilitat und daher
wahrscheinlich auch eine andersartige Struktur als der homologe Komplex. Eine deutliche
Veranderung der Mobilitdt war ebenfalls bei den DNA-Protein-Komplexen von CbbR; und
CbbR,; mit der cbb-Kontrollregion aus H16 zu beobachten. Diese Abweichung deutet auf eine
modifizierte Topologie der Protein-DNA-Komplexe hin. Diese kann sowohl positive als auch

negative Effekte auf die Regulation der cbb-Gene im heterologen Wirt haben.

414 Die Regulation von cbb-Genen

Die Modulation der cbb-Genexpression ist in den einzelnen Organismen ganz unterschiedlich.
Den meisten Organismen gemeinsam ist aber eine zusatzliche Induktion der Expression unter
CO,-limitierenden Bedingungen, wie sie bei R. eutropha H16, N. europaea und H. marinus
MH-110 zu beobachten ist (Friedrich, 1982; Wei et al., 2004; Yoshizawa et al., 2004).

Sekundare Strukturen innerhalb einiger Operone sorgen fir eine den Bedirfnissen des
Organismus entsprechende Expression der einzelnen cbb-Gene. Eine Haarnadelstruktur
stromabwarts von cbbS in R.eutropha H16 und N.europaea fiihrt zu einer vorzeitigen
Termination der Transkription und verursacht so eine verstarkte Expression von cbbLS relativ
zu den anderen Genen (Schaferjohann et al., 1996; Wei et al., 2004). Der hohe Energiebedarf
des CBB-Cyclus macht eine enge Kopplung der Regulation mit dem Energiestatus der Zelle

notwendig. In N. europaea werden die Gene daher auch nur exprimiert, wenn eine externe
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Energiequelle angeboten wird (Wei et al., 2004). Als Signal, das den Energiestatus der Zelle
an den Transkriptionsregulator weitergibt, wird NADPH in H. thermoluteolus und X. flavus
interpretiert, das bei den CbbR aus diesen Organismen eine Verénderung der Protein-DNA-
Interaktion verursacht (s. 4.2.2). Ist keine Kohlenstoffquelle verfugbar, wird weniger NADPH
in biosynthetischen Reaktionen verbraucht, so dass dessen Spiegel in den Zellen steigt. Dies
induziert schlielRlich die Expression der cbb-Gene (Shively et al., 1998). Der direkte Einfluss

von NADPH auf die cbb-Genexpression in vivo wurde aber bisher noch nicht nachgewiesen.

Eine starke Induktion der Expression der cbb-Operone erfolgt in R. eutropha H16 unter litho-
und organoautotrophen Wachstumsbedingungen. Bei Wachstum auf manchen heterotrophen
Substraten wie Fructose oder Gluconat findet eine partielle Derepression der Operone statt,
wéhrend auf Pyruvat das Operon vollkommen reprimiert wird. Diese Repression wird
zumindest teilweise auf die Wirkung von PEP auf CbbR zuriickgefihrt, das in vitro zu einer
volligen Repression der Transkription fuhrte (Grzeszik et al., 2000). Auf welche Weise PEP
mit CbbR interagiert, ist noch unklar, aber Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit mit
mutierten CbbR lassen auf eine direkte Bindung des Effektors an den Regulator schliel3en
(s. 3.3 und 4.2). Eine Phosphorylierung von CbbR durch PEP wurde dagegen weitgehend
ausgeschlossen (B. Kusian und B. Bowien, personliche Mitteilung). PEP als zentraler
Metabolit des Kohlenstoffwechsels und indirektes Produkt des CBB-Cyclus dient daher
wahrscheinlich als Signal fiir die Verflgbarkeit einer C-Quelle. Die vermehrte Bildung von
PEP beim Wechsel der Zellen von autotrophem zu heterotrophem Wachstum signalisiert der
Zelle eine ausreichende Kohlenstoffversorgung und fuhrt zur Repression der cbb-Gene.

Die in R. eutropha H16 beobachtete heterotrophe Derepression wird auf eine vom Substrat
abhédngige, verminderte PEP-Konzentration in der Zelle zuriickgefiihrt (Grzeszik et al., 2000,
Jeffke, 2001). Diese Hypothese wird von der Beobachtung unterstiitzt, dass die heterotrophe
Derepression in Zellen, die mit N-Acetylglucosamin wachsen, besonders ausgeprégt ist. Zur
Aufnahme von N-Acetylglucosamin in die Zelle wird ein spezielles Phosphotransferase-
System (PTS) bendtigt, das von E. coli bekannt ist (Plumbridge, 2001a) und zu dem ein
ahnliches System im Genom von R. eutropha H16 codiert ist. Bei der Aufnahme von Zuckern
Uber das PTS wird PEP als Donor der Phosphatgruppe bendtigt (Postma et al., 1993). Die
PEP-Konzentration in der Zelle durfte beim Wachstum von R.eutropha auf
N-Acetylglucosamin daher relativ niedrig sein und zu dieser deutlichen heterotrophen
Derepression fiihren (s. 3.2.4.3.2). Eine reprimierende Wirkung von PEP auf die
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cbb-Genexpression wird auch fiir R. capsulatus angenommen. Daneben wurde fiir eine Reihe
weitere Metabolite ein Effekt auf die DNA-Bindung der beiden CbbR-Proteine aus
R. capsulatus beobachtet (s. 4.1.3). Als physiologisch relevant fiir die Regulation des cbb-
Operons wird der Effekt von RuBP auf CbbR, betrachtet. In RubisCO-Mutanten wurde eine
Induktion der cbb-Genexpression beobachtet. Dies war aber nur der Fall, wenn ein
funktionelles Gen der Phosphoribulokinase (cbbP) vorhanden war. Unter dieser
Voraussetzung konnte RuBP akkumuliert werden und die Expression induzieren. CbbRy
scheint dagegen mit anderen Metaboliten stérker zu interagieren. Fir CbbR,, werden Fructose-
1,6-bisphosphat und 3-Phosphoglycerat als Signal des Kohlenstoffwechsels vorgeschlagen.
Dass die beiden CbbR-Proteine aus R. capsulatus auf unterschiedliche Effektoren reagieren,
wird auf ihre unterschiedliche Herkunft durch lateralen Gentransfer zuriickgefuhrt (Tichi und
Tabita, 2002; Dubbs und Tabita, 2004; Dangel et al, 2005).

Alle in Bindungsstudien mit den beiden CbbR-Proteinen aus R. metallidurans CH34
getesteten potentiellen Effektoren, auch PEP, bewirkten keine Verénderungen der DNA-
Protein-Komplexe und ihrer Mobilitat (s. 3.4.1.2). Dies steht mit der Beobachtung im
Einklang, das in R. metallidurans CH34 Kkeine heterotrophe Derepression wie in
R. eutropha H16 zu beobachten ist (Mergeay et al., 1985). Die cbbR-Deletionsmutante von
CH34 zeigte nur sehr langsames Wachstum unter lithoautotrophen Bedingungen. Dies deutet
auf eine vorwiegende Regulation der beiden cbb-Operone durch die jeweils zugehorigen
CbbR-Proteine hin. Da die Mutante aber noch zu einem geringfligigen Wachstum fahig war,
scheint eine ,Cross’-Regulation zwischen den Operonen mit sehr geringer Effizienz mdglich
zu sein. Dies entspricht der in vitro beobachteten Bindung mit geringer Affinitdt an die
jeweils ,nicht zugehdrige’ cbb-Kontrollregion. Eine ,Cross’-Regulation der beiden
cbb-Operone mit geringer Effizienz wird auch fur R. capsulatus postuliert, wahrend in
R. sphaeroides beide cbb-Operone von nur einem CbbR reguliert werden (Gibson und Tabita,
1993; Dubbs et al., 2004).

R. capsulatus und R. sphaeroides weisen ein differenziertes Muster der cbb-Genexpression
auf. In diesen Organismen dient der CBB-Cyclus nicht nur der CO,-Assimilation, sondern
auch der Aufrecherhaltung der Redox-Balance durch den Verbrauch (berschiissiger
Reduktionséquivalente wéhrend des photoheterotrophen Wachstums. Bei letzterer spielt in
R. sphaeroides vor allem die Form [I-RubisCO eine Rolle, da in photoheterotroph
wachsenden Zellen die Expression des cbby-Operons gegeniiber dem cbb;-Operon deutlich
erhoht ist. Ebenso wird unter diesen Bedingungen, aber auch beim chemoautotrophen
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Wachstum, in R. capsulatus nur das cbby-Operon exprimiert. In R. sphaeroides wird dagegen
unter chemoautotrophen Bedingungen -gemél der Hauptfunktion der Form I-RubisCO bei der
CO,-Assimilation in diesem Organismus- das cbb-Operon starker induziert. Beide Operone
werden in R. sphaeroides unter anaeroben photoautotrophen Bedingungen voll exprimiert
genauso wie die beiden Operone in R. capsulatus. Diese Regulation wird in R. sphaeroides
durch das stromaufwérts vom cbh,-Operon codierte CbbR vermittelt. Dabei ist die Regulation
der beiden Operone voneinander abhangig. Ist die Expression der RubisCO in einem der
Operone unterbunden, wird dieses durch eine gesteigerte Expression des anderen Operons
kompensiert. In R. capsulatus regulieren die CbbR-Proteine dagegen vorwiegend das jeweils
zugehdrige Operon (Dubbs und Tabita, 2004; Dubbs et al., 2004), wie es hier auch fir die
cbb-Operone von R. metallidurans CH34 postuliert wird. CbbR, von R. capsulatus ist jedoch
in der Lage, in einer cbbR;-Mutante die Expression des cbb;-Operon zu induzieren
(Vichivanives et al., 2000). Aber selbst in einer cbbR-Doppelmutante ist noch eine partielle
Expression des cbh;-Operons zu beobachten. Dies lasst auf weitere an der cbb-Regulation in
R. capsulatus beteiligte Proteine schlieBen. Das mag auch fir das cbb;,-Operon von
R. metallidurans CH34 gelten. Eines der beteiligten Proteine in R. capsulatus wurde bereits
mit dem ,Response’-Regulator RegA des Zwei-Komponenten-Systems RegBA identifiziert.
Von diesem System wird angenommen, dass es den Redox-Status der Zelle ermittelt und die
Aktivitat Energie verbrauchender Prozesse wie den CBB-Cyclus auf diesen abstimmt (Dubbs
und Tabita, 2004). Auch in R. sphaeroides ist das homologe PrrBA-System an der Regulation
der cbb-Gene beteiligt. Zusétzlich wurden aus diesem Organismus aber noch zwei weitere
Proteine isoliert, die an die cbby-Kontrollregion binden und bei der cbb-Genregulation eine
Rolle spielen kdnnten (Dubbs und Tabita, 2003). Die Integration des CBB-Cyclus in den
Zellstoffwechsel scheint daher neben CbbR noch mehr Faktoren zu bendétigen, was auch fir
R. eutropha H16 postuliert wird (Jeffke et al., 1999). In R. palustris gibt es Hinweise, dass ein
neuartiges Zwei-Komponenten-System (R1-R2/PAS), welches innerhalb des cbb;-Operons
codiert ist, ebenfalls an der Regulation der cbb-Gene beteiligt ist (Dubbs und Tabita, 2004).
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4.1.5 Komplementation von cbbR-Deletionmutanten

In ph&notypischen Komplementationsstudien mit cbbR-Defektmutanten von R. eutropha H16
und R. metallidurans CH34 wurde Uberpriift, ob diese durch cbbR-Gene des jeweils anderen
Organismus kompensiert werden konnen. Wie erwartet, stellte die Komplementation mit dem
homologen cbbR;, die Fahigkeit der cbbRj-Deletionsmutante von CH34 zum autotrophen
Wachstum wieder her. Damit wird die Vermutung bestatigt, dass CbbR,, fir die Induktion der
Expression des cbbR;;-Operons nétig ist. Die heterologe Komplementation mit cbbR aus H16
war dagegen nicht erfolgreich, obwohl in vitro eine Bindung von CbbRy3 an die Region 1l
von CH34 gefunden wurde. Dieser Komplex zeigte aber im Vergleich zum homologen
CbbR;-Komplex eine leicht erhéhte Mobilitdt, was auf abweichende Bindung an den
Operator und eine Verénderung der DNA-Krimmung hindeuten kdnnte, wodurch eine
Induktion der Expression verhindert wiirde. Denkbar wére aber auch, dass in CH34 andere
CbbR-Effektoren die Expression des Operons kontrollieren als in R. eutropha H16 und diese
mit CbbRyis nicht in der erforderlichen Weise interagieren, wie sie fur eine positive
Regulation notwendig ist. Dies wiirde allerdings uberraschen, da sowohl CbbRcns4 als auch
CbbR)icn34 die cbbR-Deletionsmutante von H16 komplementieren konnten. Die Beobachtung
unterstitzt aber die Hypothese eines zusétzlichen cbb-Trankriptionsfaktors in
R. eutropha H16, der mit einem positiven Effektor interagiert und die Induktion der
Expression durch eine synergistische Interaktion mit CbbR vermittelt. Dieser Faktor wirde
dann mit den CbbR-Proteinen aus CH34 erfolgreich interagieren kénnen, auch wenn der
DNA-CbbR-Komplex in vitro nicht dem homologen Komplex entsprach. In CH34 mag
dagegen dieser zusatzliche Faktor nicht vorhanden oder so verdndert sein, dass keine
erfolgreiche Interaktion mit CbbR aus H16 mehr moglich ist. Eine Induktion der cbb-
Transkription in H16 durch die veranderte Struktur der heterologen CbbRcH3s-Komplexe mit
der cbb-Kontrollregion von H16 ware allerdings auch denkbar. In Studien mit
[-Galaktosidase-Fusionen des cbb-Promotors von R. sphaeroides in R. capsulatus wurde
gezeigt, dass weder CbbR, noch CbbR;, den fremden cbb,-Promotor aktivieren konnten (Tichi
und Tabita, 2002). Die nahe Verwandtschaft der Organismen bedeutet anscheinend nicht, dass
ein Austausch der Regulatoren immer moglich ist.
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4.2 Effekte von Mutationen in cbbR

Die LTTR sind weit verbreitet und in Bakterien, Archaeen und Chloroplasten zu finden
(Schell, 1993). Sie werden als eine der grélRten Familie DNA-bindender Proteine mit
inzwischen bis zu 800 Mitgliedern angesehen (Zaim und Kierzek, 2003). In E. coli K12 sind
15 % der als Regulatoren identifizierten Proteine LTTR (Perez-Rueda und Collado-Vides,
2000). LTTR aktivieren in der Regel die Transkription von Operonen oder Regulonen. Die
von LTTR regulierten Gene sind sehr divers und reichen von der CO,- und N,-Fixierung Uber

katabolische Systeme bis zum oxidativen Stress und der Virulenz (Schell, 1993, 2000).

Funktion und Identitat des konservierten, N-terminal lokalisierten, DNA-bindenden Helix-
Turn-Helix-Motivs der LTTR sind durch Analyse von Mutanten und der Struktur einiger
Proteine bestétigt worden. OxyR ist ein Transkriptionsfaktor in E. coli, der durch Oxidation
mit H,O, aktiviert wird und die Gene flr den Schutz vor oxidativen Stress induziert (Choi et
al., 2001). Nach einer anhand der Ahnlichkeit mit ModE aus E. coli erstellten Modellstruktur
von OxyR enthélt die DNA-Binderegion drei a-Helices (Zaim und Kierzek, 2003). Dies
wurde durch die Strukturanalyse von CbnR bestétigt (Muraoka et al., 2003). CbnR vermittelt
in Ralstonia eutropha NH9 die Expression der Gene zum Abbau von Chlorocatechol in
Gegenwart des positiven Effektors cis, cis-Muconat (Ogawa et al., 1999). Die Kristallstruktur
von CbnR ist die erste eines vollstdndigen LTTR. CbnR liegt in dem Kristall als Tetramer vor,
das aus zwei Homodimeren gebildet wird. In jedem Dimer nehmen die Untereinheiten zwei
unterschiedliche Konformationen, kompakt und gestreckt, ein. Uber eine ,Linker‘-Helix ist
die DNA-bindende Domane mit der regulatorischen Doméane verbunden (Muraoka et al.,
2003). Die geringere Konservierung der regulatorischen C-terminalen Doméane der LTTR
wird auf die spezifische Effektorbindung zurtickgefiihrt. Die LTTR-Effektoren sind sehr
divers und stehen hdufig in einem engen Zusammenhang mit der Funktion der regulierten
Gene. Meist ist die Anwesenheit der Effektoren nicht fir die DNA-Bindung notwendig,
bewirkt aber eine Konformationsanderung der LTTR, die zu einer Aktivierung der
Transkription fihrt (Akakura und Winans, 2002a; Schell, 1993). So haben die p-Lactam-
Antibiotika eine aktivierende Wirkung auf AmpR aus Citrobacter freundii, der daraufhin die
Expression der B-Lactamase induziert (Bartowsky und Normark, 1993). Bisweilen wirken
nicht nur ein, sondern mehrere Effektoren auf den Transkriptionsregulator. Effektoren kénnen
bei der Modulation der Regulation eine induzierende oder reprimierende Aktivitat des LTTR
vermitteln. Als Effektor mit reprimierenderWirkung auf die cbb-Genexpression wurde fir
CbbR aus R. eutropha H16 PEP identifiziert (Grzeszik et al., 2000). Eine aktivierende
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Wirkung auf die Expression der cbb-Gene in R. capsulatus und R. sphaeroides hat Ribulose-
1,5-bisphosphat (RuBP) (Tichi und Tabita, 2002). In X. flavus und H. thermoluteolus gibt es
entsprechende Hinweise auf NADPH (van Keulen et al., 2003; Terazono et al., 2001).

Ebenso wie die Effektoren selbst sind die Reaktionen der LTTR auf die Effektorbindung sehr
unterschiedlich. OccR aus Agrobacterium tumefaciens induziert bei der Bindung an den
Promotor des occ-Operons, das zur Aufnahme und Abbau von Octopin benétigt wird, eine
Krimmung der DNA. Diese wird in Gegenwart des Signalmolekils Octopin verringert,
wodurch ein produktiver Kontakt mit der RNA-Polymerase ermoéglicht wird (Akakura und
Winan, 2002a). Eine Relaxation der DNA-Krimmung durch die Interaktion mit einem
Effektor wurde auch fur CatR am Promotor des catBCA-Operons beobachtet, dass fur den
Abbau von Catechol bendétigt wird (McFall et al., 1997). Dagegen fuhrt die Bindung von Trpl
aus Pseudomonas spp. an den trpAB-Promotor zu einer Kriimmung, die durch den Effektor
Indolglycerolphosphat noch verstarkt wird (Pineiro et al., 1997). Bei einigen LTTR, wie Trpl
und NahR, wird diese Verédnderung der DNA-Topologie durch eine Vermehrung der
gebundenen Protomere hervorgerufen (Pineiro et al., 1997; Schell und Poser, 1989). In
anderen Fallen wie bei OccR verédndert sich die Zahl der gebundenen Protomere nicht (Wang
und Winans, 1995). Das bedeutet, dass die Strukturdnderung durch eine Konformation-
séanderung der Transkriptionsregulatoren als Reaktion auf die Effektorbindung erfolgt. Eine
Translokation der gebundenen Protomere hat einen ahnlichen Effekt und wurde fiir OxyR aus
E. coli und CbbR aus X. flavus beobachtet (Choi et al., 2001; van Keulen et al., 2003).

Die Charakterisierung mutierter LTTR, die nicht mehr funktionell oder konstitutiv aktiv
waren, zeigte eine Haufung der Mutationen im Helix-Turn-Helix-Motiv und im C-terminalen
Bereich, fir (Jorgensen und Dandanell, 1999; Kullik et al., 1995a; Schell et al., 1990). Diese
C-terminale regulatorische Doméane kann in zwei Unterdomanen aufgeteilt werden, zwischen
denen wahrscheinlich die Effektorbindung erfolgt (Muraoka et al., 2003). Zur ldentifikation
von an der Effektorbindung beteiligten Aminosaureresten in CbbR von R. eutropha H16
wurden in dieser Arbeit Punktmutationen in den Teil des Gens eingefuhrt, der die
konservierten Bereiche der postulierten regulatorischen Domane codiert (s. Abb. 24). Durch
eine Analyse der Expression des cbb-Operons in einer mit den mutierten Genen
komplementierten cbbR-Nullmutante und der DNA-Bindung der veranderten Proteine in

Gelretardationen sollte die Rolle der einzelnen Aminoséuren aufgedeckt werden (s. 3.3).
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Abb. 24. Positionen der gezielt mutierten Aminosaurereste in CbbR.

Mutationen, die eine konstitutive Aktivitat vermitteln, sind mit ® , Mutationen, die zu

einer reduzierten Induktion fihrten, mit Ml gekennzeichnet. Funktionelle Doménen sind

als farbige Rechtecke dargestellt. H-T-H, Helix-Turn-Helix-Motiv; RDI und RDII,

potentiell an der Effektorerkennung beteiligte Doménen 1 und 11.
Alle mutierten CbbRy1s verursachten eine verminderte Repression des cbb-Operons beim
Wachstum von H16 auf Pyruvat, einem Substrat, das normalerweise zu einer vollstandigen
Repression des Operonpromotors peype fUhrt. Die Repression von pepp durfte zumindest
teilweise durch die verstarkte Bindung des Transkriptionsregulators CbbR vermittelt werden,
die auf einer Interaktion von CbbR mit PEP beruht (Grzeszik et al., 2000; Jeffke, 2001). Unter
Bedingungen der autotrophen CO,-Assimilation und des mixotrophen Wachstums wird die
Expression des cbb-Operons induziert. Die Abschwdachung der Repression konnte auf eine
verringerte Bindung des negativen Effektors PEP an die mutierten CbbRy6 hindeuten. Die
verminderte Interaktion von CbbRyis mit PEP wirde eine verstarkte DNA-Bindung des
Transkriptionsregulators an den Operator verhindern. Damit bliebe der intensive Kontakt
zwischen CbbR und der DNA aus, und die strikte Repression wiirde abgeschwacht.
Mit cbbR-Deletionsmutanten ist schon zuvor nachgewiesen worden, dass CbbR fir die
Expression der cbb-Gene essentiell ist (Windhdvel und Bowien, 1991; Jeffke et al., 1999).
CbbR von R. eutropha H16 muss daher neben dem negativen Effektor PEP direkt oder
indirekt mit einem Induktor interagieren. Eine Interaktion mit mehreren Effektoren wurde
bereits von anderen LTTR berichtet. So reguliert CysB in E. coli und Salmonella
thyphimurium Gene des Schwefelmetabolismus. Fur die Expression des cys-Regulons unter
Schwefel-limitierenden Bedingungen sind CysB und der Induktor N-Acetyl-L-Serin
notwendig. Ist genugend Schwefel vorhanden, wirkt Thiosulfat fir die cys-Gene und
5’-Phosphosulfat auf die Gene des Transporters ssu tiber CysB reprimierend (Hryniewicz und
Kredich, 1991, Bykowski et al., 2002). Die Wirkung mehrer Effektoren wurde auch fir CIcR,
dem Regulator der Gene des 3-Chlorocatechol-Abbaus in Pseudomonas putida,

nachgewiesen. Fihrt 2-Chloro-cis,cis-muconat zu einer Steigerung der Transkription, wird
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diese durch die Interaktion des Regulators mit Fumarat wieder herunterreguliert (McFall et
al., 1997). Im Gegensatz dazu wirken in dem Bodenbakterium Acinetobacter Stamm ADP1
Benzoat und cis,cis-Muconat synergistisch aktivierend auf BenM, der neben anderen Genen
des Aromatenabbaus die Expression des ben-Operons reguliert. Die Interaktion mit beiden
Effektoren fuhrt zu einer Steigerung der Expression (Bundy et al., 2002).

Konstitutive, aber auch zusatzlich induzierbare Aktivitdten nach Mutationen im C-terminalen
Bereich von LTTR wurden schon zuvor bei OccR, NahR, CysB und CbbR aus R. sphaeroides
beobachtet und als Folge einer verdnderten Interaktion zwischen dem Protein und dem
Effektor interpretiert (Lochowska et al., 2001; Akakura und Winan, 2002b; Dangel et al,
2005; Park et al., 2005). Modellstudien konstitutiver oder nicht mehr induzierbarer CysB-
Varianten zeigten nur geringfiigige Anderungen der Struktur aufgrund von Punktmutationen
im Gen (Lochowska et al., 2001). Eine fundamentale Verédnderung der Struktur duch die
eingefiihrten Mutationen ist daher auch fir CbbRy16 unwahrscheinlich. Dafir spricht auch die
unverénderte oder sogar verminderte Induktion der Expression unter induzierenden
Bedingungen durch CbbRR135C, A175E, W274R und G203L. Nur die Mutation G205E
flihrte zu einer leicht gesteigerten Expression des cbb-Operons. Dieses Protein konnte daher
in seiner Konformation dem aktivierenden CbbR angenéhert sein. Trotzdem zeigte aber das
cbb-Operon auch bei der Komplementation mit CobRG205E noch das Regulationsmuster des
Wildtyps. Der Erhalt der Induzierbarkeit der Genexpression wurde auch bei konstitutiven
Mutanten von OccR (R202P) beobachtet. Tatsdchlich reagierten einige empfindlicher auf den
positiven Effektor Octopin (Akakura und Winan, 2002b). Die zu R135C und G205E in
CbbRy;6 analogen Mutationen in CbbR aus R. sphaeroides (R136C und G206E) vermittelten
ebenfalls eine im Vergleich zum Wildtyp konstitutive Expression des chbb-Operons.
Allerdings wurde die Expression des cbb-Operons durch CbbRgrsG206E unter
photoheterotrophen Bedingungen nicht mehr zusatzlich induziert, wéhrend CbbRR136C eine
starke Induktion hervorief (Dangel et al., 2005). In R. eutropha H16 présentiert sich ein
gegensétzliches Bild: CbbRG205E vermittelte eine deutlich hohere Expression als
CbbRR135C, und bei beiden blieb die Induzierbarkeit der cbb-Expression erhalten. In beiden
Organismen sind diese Reste daher anscheinend an der Interaktion mit einem Effektor
beteiligt, in R. sphaeroides ist dies der positive Effektor RuBP, in R. eutropha H16 der
negative Effektor PEP. Dieser Vermutung gemaR ist die Repression in H16 verringert, die

Induktion der Expression aber kaum veréandert.
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Dass CbbR und ein weiterer bereits zuvor postulierter Faktor fir die Induktion der cbb-
Genexpression in R. eutropha H16 notwendig ist, wird durch die Beobachtung unterstiitzt,
dass die Mutationen A175E und G203L eine verminderte Repression vermitteln, aber auch in
der Induktion der cbb-Expression gestort sind. Ein Sonderfall ist CobRW274R bei dem die
Verminderung der Induktion am deutlichsten ausgepragt ist. Das mutierte Protein neigte bei
der Uberproduktion zur Bildung von Einschlusskorpern. Auch durch Co-Expression mit
Chaperonen konnte es nicht soweit stabilisiert werden, dass es in Gelretardationsexprimenten
einen Protein-DNA-Komplex mit der cbb-Kontrollregion bildete. Dieser Befund deutet auf
eine Funktion dieses Aminoséurerestes bei der Oligomerisierung des Proteins hin. Gereinigtes
CbbRy1s liegt bei Raumtemperatur in Loésung als Dimer vor, bildet aber bei einer
Erniedrigung der Temperatur Tetramere (Kusian, 1994). Es wurde bisher vermutet, dass
CbbR als Dimer an die DNA bindet. Nach dem Strukturmodell von CbnR wird die
Dimerisierung allerdings nicht von Resten im C-Terminus, sondern von Aminoséuren in der
Helix, welche die DNA-bindende und die regulatorische Domane verbindet, vermittelt. Die
Tetramerisierung beruht dagegen auf einer Interaktion der C-terminalen Aminoséuren
(Muraoka et al., 2003). Dass der C-Terminus bei der Oligomerisierung eine Rolle spielt,
zeigen verkirzte Varianten von CysB und NahR, in denen die C-terminale Region entfernt
wurde und die ihre Fahigkeit zur Oligomerisierung verloren (Lochowska et al., 2001; Schell
et al. 1990). Die essentielle Rolle von proximal zur C-terminalen Region positionierten
Aminosauren fur die DNA-Bindung und Transkriptionsaktivierung durch LTTR, zeigt auch
die Isolierung von AmpR-(Y264N), NahR-(Bereich 239-246), OxyR-(E225K) und CysB
(N309Ter)-Mutanten, welche die Transkription nicht mehr induzieren konnten. Bei NahR und
AmpR gingen die Mutationen wie bei CbbRW274R mit einem Verlust der DNA-
Bindeaktivitédt einher, wahrend CysB noch als Dimer binden, aber eine cysB-Mutante nicht
mehr komplementieren konnte (Schell et al., 1990; Bartowsky und Normark, 1991; Kullik et
al., 1995a; Lochowska et al., 2001). In Anlehnung an die Struktur von CbnR wére daher eine
Bindung von CbbRy1s als Tetramer moglich. Die Bildung des Tetramers oder Dimers ist in
CbbRp16W274R wahrscheinlich so behindert, dass in vitro keine und in vivo nur eine
geringfugige Bindung an die DNA und damit eine Induktion auf sehr niedrigem Niveau
erfolgt.

Alle Mutationen in CbbRu16 liegen bis auf W274R und A175E, in Anlehnung an die Struktur
von CbnR und einem Modell von CbbR aus R. sphaeroides, in einer Tasche, die von den
beiden Subdoménen der regulatorischen Doméne gebildet wird (Muraoka et al, 2003; Dangel
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et al., 2005). Dort sind sie auf den beiden gegenuberliegenden Schlaufen (,loops’) 15 (G203,
G205) und 13 (R135) lokalisiert. Bei CbbRgs wird fir diesen Bereich die Bindung des
Induktors RuBP angenommen (Dangel et al., 2005). Aufgrund der Kristallstruktur von DntR
und CysB wird auch fir diese LTTR eine Bindung des Effektors zwischen den Schlaufen 13
und 15 postuliert (Tyrell et al., 1997; Smirnova et al., 2004). Nach dem Modell sind die
Mutationen W274R und A175E auf den beiden Verbindungregionen (,cross-over regions’)
zwischen den Subdomaénen I und Il der regulatorischen Doméne lokalisiert. W274R liegt auf
der Verbindung 3b, die den Boden der postulierten Effektor-bindenden Tasche bildet, und
kdnnte daher ebenfalls noch mit dem Effektor interagieren. A175E ist auf der Verbindung 3a
lokalisiert. Da diese durch die Verbindung 3b von der Effektor-bindenden Tasche
abgeschirmt wird, ist es wahrscheinlich, dass die verringerte Induktion der Expression der
cbb-Gene durch CbbRu16A175E auf einer Verdnderung der Struktur beruht. Diese kdnnte
indirekt auf die Effektorbindung wirken oder Einfluss auf Stabilitdt oder Oligomerisierung
des Proteins haben. Fir letzteres spricht die Instabilitdt des Proteins nach der heterologen
Uberproduktion in E. coli (s. 3.3.3). CbbRh16A175E konnte erst nach der Co-Produktion mit
den Chaperoninen GroES und GroEL soweit stabilisiert werden, dass eine DNA-Bindung des
Proteins erfolgte. Chaperone sind weit verbreitete essentielle Proteine, welche die Faltung
anderer Proteine unterstiitzen. Die Chaperonine GroES und GroEL aus E. coli wirken dabei
zusammen. Das Substratprotein wird von GroEL umschlossen, dessen zentraler Hohlraum
von GroES abgedichtet wird. Durch einen noch nicht véllig aufgeklarten Mechanismus wird
unter ATP-Verbrauch die korrekte Faltung des gebundenen Proteins unterstiitzt und dieses
anschlieBend wieder entfernt (Taguchi, 2005). Einen Hinweis, dass GroEL die Expression
eines korrekt gefalteten CbbR unterstiitzen kann, lieferte die gleichzeitige Elution von GroEL,
CbbR,und CbbR,; bei deren Reinigung aus R. capsulatus (Dubbs et al., 2004).

Basierend auf der Analyse in der Gelretardation bildeten die mutierten CbbRy;6G203L,
G205E, R135C und A175E zum Wildtyp Protein nahezu identische Protein-DNA-Komplexe.
Demnach scheint die DNA-Bindung durch die Mutationen nicht direkt betroffen zu sein. Die
verminderte cbb-Transkription unter induzierenden und die erhdhte Transkription unter
reprimierenden Bedingungen muss daher auf einer Strukturveranderung und/oder Interaktion
mit mindestens einem weiteren Effektor oder Transkriptionsfaktor beruhen. Die Rolle von
CbbR bei der Transkriptionsaktivierung mag daher nicht in einer Veranderung der DNA-
Topologie bestehen, die ber eine durch die Bindung induzierte Krimmung hinausgeht. Eine
solche wird moglicherweise durch ein weiteres Protein vermittelt. Ein Beispiel fiir die cbb-
Genregulation durch mehrere Proteine ist die Regulation der cbb-Gene in R. sphaeroides. Das
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CbbR in diesem Organismus bildet in vitro einen Komplex mit gesteigerter Gelmobilitét in
Gegenwart des Induktors RuBP (Dangel et al., 2005). Fir eine vollstdndige Induktion
wéhrend des phototrophen Wachstums ist aber ein weiterer Transkriptionsregulator, RegA,
notwendig (Dubbs und Tabita, 2004). Bei CbbRy;s ist aber auch nicht auszuschlielRen, dass
die Mutationen die Interaktion mit der RNA-Polymerase so abwandeln, dass die Aktivierung
der Transkription gefordert oder behindert wird. Allerdings wurde durch die Analyse von
CysB-Mutanten in E.coli festgestellt, dass die Interaktion mit der a-Untereinheit der RNA-
Polymerase ber die Schlaufe zwischen den a-Helices 2 und 3 des Helix-Turn-Helix-Motivs
stattfindet (Lochowska et al., 2001, 2004). Fur CbbRy;6 kann aufgrund der Befunde eine
direkte Beteiligung der Aminosdurereste R135, G203, G205 und mdglicherweise W274 an
der Effektor-Protein-Interaktion angenommen werden. Bei W274 und A175 liegt eine
strukturelle Rolle naher.

4.3 Zusatzliche Regulatoren der cbb-Gene

43.1 Das Zwei-Komponenten-System RegBA

Das Zwei-Komponenten-System RegBA (PrrBA) der a-Proteobakterien R. capsulatus und
R. sphaeroides reguliert eine Reihe von Stoffwechselvorgangen (Dubbs und Tabita, 2004).
Zwei-Komponenten-Systeme sind bei Prokaryonten weit verbreitet und auch bei Eukaryonten
zu finden (Brown und Firtel, 1998; Grebe und Stock, 1999). Sie bestehen aus einer Sensor-
Kinase, die im Allgemeinen ein Signal aufnimmt und daraufhin einer Autophosphorylierung
unterliegt, sowie einem ,Response’-Regulator. Das Signal wird durch die Ubertragung der
Phosphatgruppe vom Sensor auf den Regulator weitergeleitet (Stock et al., 2000). Eine
Erweiterung der Zwei-Komponenten-Systeme stellen die sogenannten ,phosphorelay*-
Systeme dar. Sie treten meist bei der Regulation von Prozessen auf, die zu tiefgreifenden
Veranderungen fuhren, wie die Sporulation in Bacillus subtilis. In dieser
Signaltransduktionskaskade wird eine Phosphatgruppe von der Sensor-Kinase (KinA, KinB
oder KinC) auf den Response-Regulator SpoOF Ubertragen. Dieser wiederum phosphoryliert
Spo0B, das die Phosphatgruppe schlieRlich auf den DNA bindenden ,Response’-Regulator
Spo0A (bertragt. Das phosphorylierte SpoOA wirkt aktivierend oder reprimierend auf Gene,
die mit der Sporulation zusammenhéangen (Appleby et al., 1996; Marahiel und Zuber, 1999).
Eine typische Sensor-Kinase hat zwei funktionell und strukturell unterschiedliche Domanen.
Eine N-terminale Sensor-Doméne mit variabler Sequenz, abhangig vom aufgenommenen

Signal, und eine C-terminale Kinase-Doméne mit starker konservierter Sequenz (Grebe und
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Stock, 1999). Manche Sensor-Kinasen sind mit ihrer N-terminalen Domane in der Membran
verankert, andere sind cytoplasmatische Proteine. Die Sensor-Kinase RegB tragt sechs
Transmembran-Helices, Uber die sie in der Membran verankert ist (Dubbs und Tabita, 2004).
Die Phosphorylierung der Sensor-Kinasen erfolgt im Allgemeinen an einem Histidin, das
innerhalb eines sehr konservierten Bereiches, der sogenannten H-Box, liegt.

Die H-Box ist eine der sogenannten Homologie-Boxen (H-, N-, D-, F-, X- und G-Boxen), die
in Sensor-Kinasen sehr dhnliche Bereiche bezeichnen und zur Unterscheidung der Kinase-
Unterfamilien verwendet werden. Die flankierenden Sequenzen sind dagegen auch innerhalb
der Unterfamilien bisweilen sehr unterschiedlich (Grebe und Stock, 1999). Die D-Box ist Teil
einer nucleotidbindenden Domaéne, wahrend die G-Boxen eine wichtige Rolle bei der
Ubertragung der Phosphatgruppe haben (Stewart et al., 1998). Die X-Box wurde zunéchst als
wichtiges strukturelles Motiv charakterisiert (Hsing et al., 1998). Innerhalb dieser Region
liegt jedoch in der Sensor-Kinase RegB ein redox-reaktiver Cysteinrest, der eine Funktion als
Rezeptor des Redox-Status der Zelle haben kdnnte. Unter oxidierenden Bedingungen bildet
dieses Cystein bei einigen RegB-Sensor-Kinasen eine intermolekulare Disulfidbriicke,
wodurch ein inaktives Tetramer entsteht. Diese Bruckenbildung ist wahrscheinlich von
Kupfer abhéngig, von dem eine strukturelle Rolle angenommen wird (Swem et al., 2003).
Dieses Cystein ist aber nur in Sensor-Kinasen vorhanden, die zur Unterfamilie HPKjze
gehdren. Teil dieser Untergruppe sind RegB aus R. capsulatus, PrrB aus R. sphaeroides, RegS
aus Bradyrhizobium japonicum, ActS aus Sinorhizobium meliloti und weitere Sensor-Kinasen
(Grebe und Stock, 1999; Elsen et al., 2004). Die Unterfamilie ist durch eine ungewoéhnliche
H-Box charakterisiert, die vier oder mehr Alaninreste proximal und ein Glycin zwei Reste
hinter dem konservierten Histidin enthélt, eine Position, an der gewdhnlich ein Arginin- oder
Lysinrest vorliegt (Grebe und Stock, 1999). Die genannten Sensor-Kinasen sind Teil der
Zwei-Komponenten-Systeme RegBA, PrrBA, RegSR und ActSR. lhre Sequenzen sind so
stark konserviert, dass sie sich teilweise gegenseitig ersetzten kénnen. So ist RegS in der
Lage, den Response-Regulator RegA zu phosphorylieren. Der ,Response’-Regulator RegR
kann in vitro an RegA-Bindemotive des fixR-nifA-Operons aus R. capsulatus binden und die
Expression von dessen puc-Operon induzieren. Es wurde ebenfalls gezeigt, dass actR und
regA eine regR-Mutante von B. japonicum komplementieren kénnen (Emmerich et al.,
2000a).
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,Response’-Regulatoren besitzen meist zwei Doménen, eine N-terminale Empfanger-
Doméne, die mit der Kinase-Doméne der zugehdrigen Sensor-Kinase interagiert, und eine
C-terminale regulatorische Domaéne. Letztere ist in der Regel eine DNA-bindende Domane
mit regulatorischer Funktion in der Gentranskription, kann aber auch enzymatische Funktion
haben wie bei CheB aus dem Chemotaxissystem von E. coli, das eine Methylesterase ist
(Grebe und Stock, 1999; Banno et al., 2004). Aufféllig an dem Response-Regulator RegA und
seinen Homologen ist die fast vollstdndige Konservierung der DNA-Binderegion, die tber
einige Prolinreste mit der Empféanger-Domane verbunden ist. In letzterer befindet sich das
konservierte Aspartat, auf das die Phosphatgruppe von der Sensor-Kinase Ubertragen wird.
Aulerdem enthalt sie proximal zum N-Terminus eine sogenannte ,acid*-Box von bis zu drei
aufeinanderfolgenden Aspartatresten und proximal zum C-Terminus ein konserviertes Lysin.
Fur diese Aminosauren wird eine Funktion bei der Ubertragung des Phosphatrestes postuliert
(Grebe und Stock, 1999; Masuda et al., 1999; Elsen et al., 2004). Aufgrund der Sequenzen
ihrer Empfénger-Domanen werden die Response-Regulatoren RegA, PrrA, RegR und ActR in
der ActR-Gruppe zusammengefasst (Grebe und Stock, 1999).

Bei einem Sequenzvergleich der Response-Regulatoren RegA aus R. capsulatus (Acc. Nr.
P42508), PrrA aus R. sphaeroides (Acc. Nr.: Q53228), RegR aus B. japonicum (Acc. Nr.
CAA06859), ActR aus S. meliloti (Acc. Nr.. NP384171) mit homologen Proteinen aus
Rhodovulum sulfidophilum (Acc. Nr.: 082868) und Roseobacter denitrificans (Acc. Nr.:
BAA33888) sowie aus R. eutropha H16 (RREX06744), R. metallidurans CH34 (Acc. Nr.:
ZP_005994181), R. solanacearum (Acc. Nr.: NP518161) und Ralstonia eutropha JMP134
(Acc. Nr.: AAZ59554) fallt das sehr dhnliche Helix-Turn-Helix-Motiv am C-Terminus der
Proteine auf. Die sogenannte ‘acid’-Box und die wahrscheinlich katalytisch wichtigen Reste
Aspartat und Lysin sind ebenfalls in allen Proteinen wiederzufinden (Abb. 25). Die
Prolinreste, welche die DNA-bindende Domane mit der Empfanger-Domaéne verbinden, sind
allerdings in den Proteinen von Ralstonia spp. auf einen Rest reduziert, was auch bei RegR
aus B. japonicum der Fall ist. Bei genauerer Betrachtung kénnen die Regulatoren in zweli
Untergruppen geteilt werden, von denen die erste die RegA-Proteine der a-Proteobakterien
R. sphaeroides, R. capsulatus, R. denitrificans, R. sulfidophilum, B. japonicum und S. meliloti
umfasst und die zweite die Proteine der Ralstonia spp., die zu den p-Proteobakterien gehdren,
enthalt. Aufgrund der Verwandtschaft der Organismen war dies zu erwarten. Die leichten
Unterschiede der Proteine spiegeln wahrscheinlich eine Anpassung an die physiologischen
Bedurfnisse der einzelnen Organismen wieder. So weicht gemdaR der entfernteren

Verwandtschaft die Sequenz des RegA-Homologen aus dem pflanzenpathogenen
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R. solanacearum auch starker von denen der anderen Ralstonia spp. ab als diese

untereinander.
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Bra
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Rme
Rso
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Abb. 25. Vergleich der Aminosduresequenzen des ,Response’-Regulators RegA und homologer

,Response’-Regulatoren aus verschiedenen a- und p-Proteobakterien.
,Response’-Regulatoren von a-Proteobakterien: Rhc, R. capsulatus RegA (P42508); Rhs,
R. sphaeroides PrrA (Q53228); Bra, B. japonicum RegR (CAA06859); Sin, S. meliloti ActR
(NP384171); Rsu, R. sulfidophilum RegA-homologes Protein (082868); Rde,
R. denitrificans RegA-homologes Protein (BAA33888); ,Response’-Regulatoren der
B-Proteobakterien: Ral, R. eutropha H16 RegA-homologes Protein (RREX06744); Rme,
R. metallidurans CH34 RegA-homologes Protein (ZP_005994181); Rso, R. solanacearum
RegA-homologes Protein (NP518161); JMP, R. eutropha JMP134 RegA-homologes Protein
(AAZ59554). In allen Proteinen identische Aminoséuren sind schwarz, in mindestens sechs
der Proteine identische Aminosauren sind dunkelgrau und in mindesten vier der Proteine
identische Aminosduren sind gelb unterlegt. Das Helix-Turn-Helix-Motiv ist markiert. Das
konservierte Aspartat, an dem die Phosphorylierung erfolgt, ist mit einem Sternchen und die
,acid’-Box mit zwei Rauten gekennzeichnet.
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Die Sequenzen der Sensor-Kinasen sind nicht so stark konserviert. In einem Sequenzvergleich
kénnen aber dennoch wieder zwei Gruppen gebildet werden (Abb. 26). Die eine enthalt die
Sensor-Kinasen RegB aus R. capsulatus (Acc. Nr.: A55542), PrrB aus R. sphaeroides (Acc.
Nr.:Q53068), RegS aus B. japonicum (Acc. Nr.. CAA06858), ActS aus S. meliloti (Acc. Nr.:
NP384172) und RegB-homologe Proteine aus R. denitrificans (Acc. Nr.: BAA31475) und
R. sulfidophilum (Acc. Nr.: NP945925). In der zweiten Gruppe sind die homologen Proteine
aus R.solanacearum (Acc. Nr.. NP518160), R.eutropha H16 (Acc. Nr.:RRX06743),
R. metallidurans CH34 (Acc. Nr.: ZP 00594182) und R.eutropha JMP134 (Acc. Nr.:
AAZ59555) zusammengefasst. Auch hier scheint die enge Verwandtschaft eine Rolle zu
spielen. Die Homologie-Boxen der Sensor-Kinasen zeigen einen hohen Anteil an
konservierten Aminosauren in der H- und in etwas geringerem Male in der X-Box. In
letzterer ist das redox-reaktive Cystein in allen Proteinen vorhanden. Nur in den RegB-
Homologen von Ralstonia spp. ist das eine der beiden flankierenden Arginine gegen Leucin
ausgetauscht. Die Sequenzen der N-, G1- und F-Boxen sind dagegen deutlich verandert und
nur innerhalb der zuvor genannten Gruppen dhnlich. Eine etwas starkere Ahnlichkeit ist
wieder in der G2-Box zu erkennen. Alle verglichenen Sensor-Kinasen haben aber die

charakteristische Sequenz der HPK3.-Unterfamilie.

Rsu  mmmmmmmmo o MSDIATGLLPPTERSNWI VVAIAVANLYFHI 47
Rde MFEGQCNSTTGD I LADLNLRPFSDDRRANWI F LAAITVAQKMYGL 60
Rhc  mmmmmmm MGPAAD I DPVAMGRGR s -------------- AGGADCAYGYYDI 31
= = M1LGPDG I LNRDTRGDWV MAVAGQLAAIVVTDWYLGV 47
Sin mmmmmee o MAAATLYNDLNSNRSLREQ R LAVGBQSLAVIVTALWLQF 45

Bra 0 e MTEIAASDFRPAQRHIREDTHLR LAVLGOLAAIFIVAQGLEF 45

JMP -MHAAPAVSHPPAFTASPPLPAGP PSLVSERREF LLAGQALCLLSCEPIIGYV 59

Rme ---MHPPIVMSTLPPSVAPP IGTAPQRHSLVSERRES LLAGQALLLVSCESLAGI 57

Ral -MTTAAAVTRLPDLPFLSPLPAGTSARHGQVTERREF LLAGQALTVLSCEPIAGI 59

Rso MLSTLPLAAPPLDTSSERREF SLLATQLILMLLAPLIFGV 44

Rsu QEDLGLELLVIGASVLANVIAVAIHPENR SEKEAML 103
Rde QLELGLECYLAIGASAIANLVATFIFPENKg----ETESQNMLT 116
Rhc AENLPMEIGTIGFAVAANTAATYLYPESR----ESQAEVTA 87
Rhs REPMGLEFMAVGASVIANV IATFVFPQNRY----HTEFQALMI 103
Sin PERVVPESVLIACLALL TPPAAFTLEGI 101
Bra NVETVPEVSI TALSASLNLALQTVSNPLQR—--- 101
JMP TEPTGPLLVVFALQALF 119
Rme AERYKPLLFLFAVQTVFE 117
Ral RERYGPLLVVFGLQALF 119
Rso Q VAVLLSVMIV I 100
Rsu GRMSTLFIAHT FALITMMTFYYV[gBVDASGE 1QQLPHLF 163
Rde STVF GGTAI 1LVSLEAQFNFEERTEQGFILAIPDVF 176
Rhc LRPTLLEGGAT IAMITFVAVFENE[ZBOTRDGAHIGLBPMI 147
Rhs SAL TTVI IGLLTFTAYFHL|gBI LADGSSLSVPRMF 163
Sin 1 SSASQPKPQSIV VLGVTAEAFSPFZBPWYPGTLLLMBRVL 161
Bra LIS FTFG VACASVEFFFHL{ZEPWDSDDPLVLEP1Y 161
JMP 1 QVIA LACYTVELFEYL{ZEDL HDPDKAVN—YH 177
Rme ASAI LVVT LACYSMELLEY I|gBDLHNPDNAVN—YH 175
Ral QVIA LVCYTLELFEYV[EDLHNPDNAVN—YH 177
Rso ATNIEVSFYEPAL M PIAHVVG LAAYSVMLGNY 1[g#DLL DQADAVP—YH 159
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H-Box
_*_
Rsu FEFUAALVIGISFLGLYADR I TSEMNKMSD 223
Rde FENRIALT TAIVFISAYSIRITSEIHSMSD 236
Rhc EFESIIVAIMIGVIFLG HRITAQEIHSMSD 207
Rhs EFEFILAIMIGILFLGLYSRRVAIEIRSMSD 223
Sin TAEINFAIMSMTAFAAFYTYRVSLEASELSE 221
Bra LSIMLAIGVTSLYSFQVTEEARKLAD 221
JMP MU LNFMASAVMIALFVARLSGVLRQREAQ 237
Rme MILNFMASAVMIAFFVARLSNALRQRDAQ) 235
Ral MU LNFMASAVMIALFVARLSGVLRQREAQ 237
Rso M 1 DFMASSAMIAGFTARLSAALREREAE] 219
Redox-Box (X-Box)
Rsu  I4SAANIKELSSEEMDEVDD—-———-- [BOSMGRAGKDD- 275
Rde [ I4"AII KEASGELYDELSD--—---- [BIRDMGRAGKDD- 288
Rhe  CaiWAIKEVSTEHAEELVDG----—- [BRSMGRAGKDD- 260
Rhs [BIRSMGRAGKDD- 275
Sin [ "ANISVVAKEMERELGD----—-- [BRRLTTLSSESE 274
Bra = I4SAINFEISRELEKTVKD--———-—- [BSKITQLSSTG- 272
JMP [BARLREDPATLE 297
Rme [MARLRADHETLA 295
Ral [MARLREDPATLA 297
Rso 276
N-Box
Rsu KE1 1FSFEP IHGGSPRMPVIYRRPEV IHGLR 335
Rde LHLHQ KE1IFQIVGPEITQP---TILRKPEI IHGVR 345
Rhc VHLR KMI'YFDVVPGEGGSERQPTIYRYPELVHALR 320
Rhs LQMRQ KRVEFDLYPSRGGDERQPV ILRRPEVIHGLR 335
Sin EHMRLL 1E1ELKEQGDRASEP---VGIRNAGILEYGLG 331
Bra APFDRM VDIKVRIAVAAFAEP---VGS NlAI YGVGNIVE 329
JMP PERID PNATLQANATAQAGALAIEPARVGQILTILEDNAARSQQSA 357
Rme PQRID PQASLQAGAAPDAAAQAVDTARISQILTIAEDNAARSQQAA 355
Ral PQRIDG PKRQPAG----QRHAGRRRAGGGNRARGPDPDHPAGQRRAQ 353
Rso PEPLGL! PDIRLHTESSPAAQAVELDAVVVGQILT ILEDNAARSQQQHE 336
Rsu ESRUWVMGQITQGE KSPEQQ 387
Rde KAQIWVEASWTPDT RSASDR 397
Rhc QT DAEWTDRS SADAK- 371
Rhs RS I1DGEWTGDR RAEESQ 387
Sin RKKMTVTTEHTAERVR QKDDS- 382
Bra HT EVNAWINKDT.E RTPDD- 380
JMP GHAQR---PLQLEIAFEQGN 409
Rme GHDHRQGPPLRLDIAREADA 407
Ral PASRRPRPGAAAAADRHGAR 406
Rso 394
Rsu KKRPEYEGM€; GRDPMLTSERSDQ-R 446
Rde GARPGYEGME€] GRE--ESSTQGSG-1 454
Rhc -—-—-EYEGME] GSEPYQKNAPVRG-S| 426
Rhs SRRPGYEGM#€] DPFLRSHERPERC 447
Sin -AGG----L¢ 428
Bra -AGGERRGLE] 430
JMP 449
Rme 447
Ral 450
Rso 434
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Rsu VSAEAQLAALGENTLIEA 464
Rde AVEGDRPVASGENQRFAV 472
Rhc APETGP---LGENVPITA 441
Rhs VVRNAP---LGENVLIQT 462
Sin TKLAK-———————————— 433
Bra AIETLEETIG--————-- 440
JMP AVNPS-———————————— 454
Rme ERATAAQPDFQP——---- 459
Ral SASAAATAPRTP--——--- 462
Rso AQPAAPAIGAPTLLT--- 449

Abb. 26. Vergleich der Aminosduresequenzen der Sensor-Kinase RegB und homologer Sensor-

Kinasen aus verschiedenen a- und p-Proteobakterien.

Sensor-Kinasen von o-Proteobakterien: Rhc, R. capsulatus RegB (P55542);
Rhs, R. sphaeroides PrrB (Q53068); Bra, B. japonicum RegS (CAA06858); Sin, S. meliloti
ActS (NP384172); Rsu, R. sulfidophilum RegB-homologes Protein (082868);
Rde, R.denitrificans RegB-homologes Protein (BAA31475); Sensor-Kinasen von
[B-Proteobakterien: Ral, R. eutropha H16 RegB-homologes Protein (RREX06743); Rme,
R. metallidurans CH34 RegB-homologes Protein (ZP_005994182); Rso, R. solanacearum
RegB-homologes Protein (NP518160); JMP, R. eutropha JMP134 RegB-homologes Protein
(AAZ59555). In allen Proteinen identische Aminosduren sind schwarz, in mindestens sechs
der Proteine identische Aminoséuren sind dunkelgrau und in mindesten vier der Proteine
identische Aminoséuren sind gelb unterlegt. Die G-, F-, N-, H- und Redox-Box sind
markiert. Das konservierte Histidin in der H-Box, an dem die Phosphorylierung erfolgt, ist
mit einem Sternchen gekennzeichnet.

Die hohe Ahnlichkeit im Bereich der H- und X-Box ist wahrscheinlich auf die katalytische
Bedeutung dieser Sequenzen zurlickzufiihren. Die Konservierung des redox-reaktiven
Cysteins kénnte auf einen @hnlichen Sensor-Mechanismus in diesen Kinasen hindeuten. Es
wird angenommen, dass in den Rhodobacter spp. der Elektronenfluss durch die cbbs-Oxidase
ein Signal erzeugt, das moglicherweise ber SenC die Phosphorylierung von RegB fordert.
SenC ist ein membrangebundenes Protein mit einem Metallbindemotiv, das mit regA in einem
Operon codiert ist und in einem polycystronischen Transkript mit regA cotranskribiert wird
(Masuda et al., 1999; Eraso und Kaplan, 2000; Dubbs und Tabita, 2004). Die hochaffine cbbs-
Cytochrom-Oxidase wird bei niedrigen Sauerstoffkonzentrationen gebildet und tbertragt die
Elektronen der Atmungskette auf Sauerstoff oder einen anderen postulierten Akzeptor unter
anaeroben Bedingungen. Eine Inaktivierung dieser Oxidase fihrt zu einer erhdhten
Expression von Genen, die sonst nur unter anaeroben Bedingungen voll exprimiert werden,
wie die Gene der Photosynthese und der CO,-Fixierung (Oh und Kaplan, 2000; Gibson et al.,
2002). Auf diese Weise wirkt RegB Uber die Oxidase indirekt als O,-Sensor und Sensor des
Elektronenflusses. Die Ahnlichkeit in den katalytisch wichtigen Bereichen konnte ein
Hinweis sein, dass auch das RegB-Homologe aus R. eutropha H16 in der Lage ist, direkt oder
indirekt auf den Redox-Status seiner Umgebung zu reagieren. So kénnte es iber das RegA-
Homologe die Verbindung zu CbbR herstellen und damit die postulierte Verknipfung

zwischen der Regulation der CO,-Assimilation und dem Redox-Status der Zelle darstellen.
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4.3.2 Die cbb-Regulation durch RegBA

Das Zwei-Komponenten-System RegBA und seine Rolle bei der Regulation der CO,-
Fixierung in den Pupurbakterien R. capsulatus und R. sphaeroides ist detailliert untersucht
worden. Beide Organismen besitzen zwei cbb-Operone (cbb, und cbby). In R. sphaeroides
werden beide Operone unabhéngig voneinander reguliert (Dubbs und Tabita, 1998; Paoli et
al., 1998; Vichivanives et al., 2000). Bei anaerobem photoautotrophem Wachstum werden
beide voll exprimiert, dabei werden sowohl CbbR als auch RegA fir eine vollstdndige
Induktion benétigt (Quian und Tabita, 1996). Ebenso ist unter anaeroben photoheterotrophen
Bedingungen, unter denen die CO,-Fixierung zur Aufrechterhaltung des Redox-
Gleichgewichts genutzt wird, RegA fiir die Expression des cbb,—Operons wichtig (Tichi und
Tabita, 2000, 2001). RegA wirkt aber negativ auf die Expression dieses Operons bei aeroben
chemoautotrophen Wachstum, wahrend unter diesen Bedingungen die Expression des chb-
Operons RegA-unabhangig ist (Gibson et al., 2002). In R. capsulatus hat das cbh;-Operon
eine groRere Bedeutung und wird bei photo- und chemoautotrophen Bedingungen voll
exprimiert. Das cbb;-Operon wird nur bei reduzierten CO,-Konzentrationen wéhrend des
photoautotrophen Wachstums induziert. RegA fordert die Induktion beider Operone, ist aber
fiir eine Expression auf niedrigem Niveau nicht essentiell. Eine regA- und ebenso eine regB-
Deletionsmutante von R. capsulatus war immer noch zu verlangsamtem photo- und
chemoautotrophen Wachstum féhig (Vichivanives et al., 2000). Neben den Genen der CO,-
Fixierung reguliert das RegBA System in R. capsulatus und R. sphaeroides auch Gene der
Stickstofffixierung, der Photosynthese, der Aerotaxis, des Wasserstoffmetabolismus und von
Elementen der Elektronentransportkette. Durch die Modulation der Regulation sorgt es fur
einen ausbalancierten Redox-Status der Zelle (Elsen et al., 2004; Kovacs et al., 2005). Steht
ein Uberschuss an Reduktionskraft zur Verfiigung, werden Reduktionskraft verbrauchenden
Systeme induziert, wahrend Hydrogenase-Gene reprimiert werden. Auf diese Weise bleibt das
Redox-Gleichgewicht der Zellen erhalten. Eine Feinregulation der Gene erfolgt tber jeweils
Operon-spezifische Transkriptionsregulatoren wie CbbR bei der CO,-Fixierung (Dubbs und
Tabita, 2004).

Ein ahnliches von RegBA vermitteltes System, das fir eine Integration der Regulation des
Energie- und Kohlenstoffwechsel unter autotrophen Bedingungen sorgen konnte, wurde auch
fir R. eutropha H16 in Erwégung gezogen. Die regA- und regB- Mutanten zeigten jedoch
keine Veranderungen des autotrophen Wachstums gegeniiber dem Wildtyp, so dass eine

direkte Kontrolle der cbb-Genexpression ausgeschlossen werden kann. Eine Ubernahme der
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Funktion von RegB durch eine andere Sensor-Kinase, &hnlich dem ,phosphorelay’-System
aus B. subtilis, in dem der Response-Regulator SpoOF durch die Sensor-Kinasen KinA und
KinB sowie weitere phosphoryliert werden kann (Jiang et al., 2000), ware zwar denkbar In
diesem Fall sollte aber zumindest die regA-Mutante von H16 ein veréndertes autotrophes
Wachstum aufweisen, da eine Ubernahme der Rolle von RegA durch andere Regulatoren
unwabhrscheinlich ist. Die Lokalisation der regBA-Gene in Ralstonia spp. ist ein weiteres Indiz
dafiir, dass das System in diesen Organismen auch keine Verbindung zur Aufrechterhaltung
der Redox-Balance hat, die in respiratorischen Organismen ohnehin generell kein
physiologisches Problem darstellt. Die Gene in den Rhodobacter spp. sowie in
R. sulfidophilum und R. denitrificans sind zusammen mit Genen codiert, fiir die eine Rolle bei
der Assemblierung von Elementen der Atmungskette (senC) und/oder regulatorische
Funktionen (senC und hvrA) auf die vom RegB/A-Systems regulierten Gene angenommen
wird (Masuda et al., 1999). Die regBA-Gene in H16 und den anderen Ralstonia spp. hingegen
liegen in der Nahe hypothetischer Gene und solcher, die am Abbau denaturierter Proteine
(clpY) und DNA-Reperaturmechansimen beteiligt sind. Dies kann, muss aber nicht auf eine
vollig andere Funktion des RegBA Systems in H16 und den anderen Ralstonia spp.

hindeuten.

4.3.3 DNA-Bindung von RegA

Fur RegA wurde anhand eines Consensus-Motivs in der DNA-Binderegion von RegR und
bekannten RegA-Bindestellen das Consensus-Bindemotiv 5°-G C/T G G/C G/C G/A NN T/A
T/A NNC G/A C-3’ vorgeschlagen (Emmerich et al., 2000b und c¢; Swem et al., 2001). Bis zu
sechs RegA-Bindestellen vom Transkriptionsstartpunkt bis zu 900 bp stromaufwaérts wurden
in den Promotorregionen der cbb-Operone von R. sphaeroides entdeckt. Dabei haben die
Bindestellen abhéngig von den Wachstumsbedingungen eine unterschiedliche Bedeutung. So
fordert zum Beispiel die Bindung von RegA an die Bindestelle 1 des cbby-Promotors bei
photoheterotrophem, photoautotrophem und chemoautotrophem Wachstum die Expression.
Die Bindebereiche 4, 5, 6 und 7 steigern die Expression bei photoheterotrophem und
chemoheterotrophem Wachstum, hemmen sie aber wéhrend des chemoautotrophen
Wachstums (Dubbs und Tabita, 2003; Dubbs und Tabita, 2004). In R. capsulatus wurden in
DNA-,Footprinting*-Analysen zwei RegA-Bindestellen am cbb-Promotor und vier RegA-
Bindestellen zwischen den Positionen ,-61" und ,-100° sowie ,-301° und ,-415" bp
stromaufwarts des Transkriptionsstartpunktes des cbb,-Operons entdeckt (Dubbs et al., 2000;
Vichivanives et al., 2000). In Promotoranalysen wurde gezeigt, dass eine Phasengleichheit
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dieser distal gelegenen RegA-Bindestellen und des CbbR-Bindebereichs zwischen den
Positionen ,-10" und ,-70” fur eine vollstdndige Aktivierung des cbb-Operons notwendig ist.
Die Uberlappung der Binderegionen von CbbR und den proximal gelegenen RegA-
Bindestellen deutet auf eine direkte Interaktion von CbbR mit dem distal und proximal
gebundenen RegA hin. Fur diese Interaktion ist eine Krimmung der DNA und die Bildung
einer Schlaufe (,loop’) zu fordern (Dubbs et al., 2000). In der Promotorregion und
stromaufwarts des Transkriptionsstartpunktes des cbb-Operons von R. eutropha H16 konnten
keine RegA-Bindemotive nach dem Muster der Rhodobacter spp. entdeckt werden.
Maoglicherweise sind sie nicht so deutlich konserviert, wenn auch das konservierte HTH-
Motiv von RegAnis auf ein dhnliches Bindemotiv hindeuten wiirde. Ubereinstimmend mit
diesem Befund konnte auch in Gelretardationsanalysen keine Bindung von RegAgis an die
cbb-Kontrollregion festgestellt werden (s. 3.2.3.2). Fiir die Bindung dieses Proteins kdnnte
jedoch eine vorausgehende Phosphorylierung notwendig sein. Auch wenn Hemschemelier et
al. (2000) vorschlagen, dass eine Phosphorylierung nicht fir die DNA-Bindung von RegA
notwendig ist, soll aber eine Phosphorylierung die DNA-Bindeaffinitat von RegA deutlich
erhdhen (Bird et al., 1999). Der unveranderte Phanotyp der regA Mutante macht aber eine
Beteiligung von RegA an der Regulation des cbb-Operons unwahrscheinlich und erklart die
fehlende Bindungsaktivitéat.

434 Zur ldentitat von OrfR

Bei der Analyse der verfugbaren Gensequenzen von R. eutropha H16 wurde ein Gen
identifiziert, dessen Produkt OrfR zu CbbR homolog ist (s. 3.2.3). Beim Sequenzvergleich
von OrfR mit verschiedenen CbbR féllt zundchst die hohe Homologie im N-terminalen
Bereich der DNA-Bindenden Domane auf, wie sie fir LTTR dblich ist (Abb. 27; Schell,
1993). OrfR weist aber auch eine Uber die N-terminale Doméne hinausgehende hohe
Homologie zu CbbR auf. Die meisten bisher identifizierten CbbR-&hnlichen Proteine spielen
eine regulatorische Rolle bei der CO,-Assimilation oder dem C;-Stoffwechsel. Zu dieser
Gruppe gehort QscR aus Methylobacterium extorquens AM1. QscR reguliert die Gene des
Serin-Weges, deren Produkte dem Organismus Wachstum auf C;-Verbindungen erlauben. Die
Inaktivierung von gscR fihrte zum Verlust der F&higkeit zur Assimilation von C;-
Verbindungen (Kalyuzhnaya und Lidstrom, 2003).
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Helix-Turn-Helix-Motiv

Thd LELePAVEIQL
Chr LiELEePAVEROW
Rm1 LELICPAVRIQ
orR LEE LI PAVEYQUR
Ral
Rml1
Thd K1 FIJEAEKEVYAFSRNLAQQFRD I[ESVLDDMKGVKRETESLTVTSTGK
Chr QVV|RIEACREVFHYSRAIGQSLREMEEVLESLKGVSRESER I AVASTVNI
Rm1 Q1Y{RIDACREVLATCRET I KGLDCL[SMRLADMQGLKRERERLAMVTTAEN
orR K1Y[IJPACHEMLHYSRS I QQFREASDAMSQLKG I SGERENVAV 1 SAGD\
Ral QL T{MIEPEDRLLHHASR I LGEVKDASEGLQAVKDVEQES I T 1GL I STSK}Y
Rml1 RMT[RITTEEYFLVYARRLLATLKDASDMMARFKRLESERET I GMVGAASH
Thd REEVVQQLHDY TPEMAL
Chr X=SEVOMLDSNSVEEVL
Rml R=QLELARIANNEDRETIL
orR HEEHLHQLAGNL T
Ral VDLRIAEGNEETHLRLLQDYA I BEAL
Rml1 AEHPAVDVRERLASEKEGVMMQGRDVEBECH
EaE xR o
Thd GVSRVPLSREVEENGILEER
Chr GERAISLAREAE[ST|ZVMESE
Rm1 GEKAIPMAR I AE[SP[2VFREP
orR GQRN I PLAEBAD[EAZVSHSKESDU
Ral HDAKGFDLQELRHET(aL LIXEP
RmI1 FARAEAVPAVAEAN[EP|§ 1 VIR{SPDECIIREALQKYLDAHR 1QPTFVMEMPSN[SA
Thd LELG I VELHAQLEFASLALSRIALESVESHE IMKEJYLVHRNGER
Chr LELSVVSLHY 1 EBSLETRRLVTEDVEGHEDRRQUYLVYRRGIR
Rm1 LEVSVLEGYQLAHSGLSGLVQPLEDMQEHELMRKIYVAYPKGH
orR MEIAFL] VGHELQAGKLAVED I EGFgVMLN{YVVHRKNER
Ral MEISLLELHYL GHSLRTGE IGLED &1 ERIJJHVAHMSSER
Rml1 MEVSLLELHLI SNGL IAVPHVEGL [gL ERRINVVN 1AAQ
Thd RIMKLPQPKPVTRSRRRVTRS 316
Chr RMHCRLG------——---——- 302
Rml e
orR GLIERITGVEGLISQNA---- 313
Ral EFLGREYGGLMPGRRVA---- 317
Rml1 SHLAAMMSHDAS-----—--~ 307

KQFLMEEGA

55
55
55
56
60
55

115
115
115
116
120
115

175
175
175
176
180
175

235
235
235
236
240
235

295
295
293
296
300
295

Abb. 27. Vergleich von Aminsosauresequenzen verschiedener CbbR-&hnlicher Transkriptions-

regulatoren

orR, R. eutropha H16 CbbR-Homolog OrfR; Ral, R. eutropha H16 CbbR (S18583); Rml,
R. metallidurans CH34 CbbR, (ZP_00271303); Rmll, R. metallidurans CH34 CbbR;,
(ZP_00271466); Thd, T. denitrificans CbbR (AF307090); Chr, Chromatium vinosum RbcR
(P25544); In allen Proteinen identische Aminosduren sind schwarz, in mindestens finf der
Proteine identische Aminoséuren sind dunkelgrau und in mindesten vier der Proteine
identische Aminoséuren sind gelb unterlegt. Das Helix-Turn-Helix-Motiv ist markiert. Ein

konserviertes Sequenzmotiv ist mit Sternchen gekennzeichnet.

Es wurde nun zundchst angenommen, dass auch OrfR zusammen mit CbbR bei der

Regulation der CO,-Assimilation in R. eutropha H16 eine Funktion haben konnte. Eine

gemeinsame Regulation von Genen durch zwei LTTR wurde fir die Gene des
Aromatenabbaus in Acinetobacter sp. ADP1 entdeckt. Die LTTR CatM und BenM
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kontrollieren ein Regulon, das 16 Gene des Aromatenabbaus umfasst. Sie haben eine
Sequenzahnlichkeit von 59 %, werden beide von Muconat induziert und kénnen sich bis zu
einem gewissen Grad gegenseitig ersetzten (Clark et al., 2002). Die Bedeutung der beiden
Regulatoren fir die einzelnen Gene variiert dabei. So sind sie fur die Expression von catA und
benP gleich wichtig, wéhrend catB vor allem von CatM reguliert wird (Bundy et al., 2002).
Das Operon benABCDE wird hauptsachlich durch BenM reguliert. In einer BenM-
Nullmutante kann CatM immer noch eine Expression von benABCDE auf niedrigem Level
vermitteln, diese ist aber nicht ausreichend fir ein Wachstum auf Benzoat (Cosper et al.,
2000). Die beiden Transkriptionsregulatoren XylR und DmpR aus der NtrC-Familie in
Pseudomonas putida kdénnen, wenn sie simultan exprimiert werden, gemeinsam den Pu-
Promotor aktivieren, unter dessen Kontrolle die Gene der Toluol- sowie m- und p-Xylol-
Oxidation stehen (Fernandez et al., 1994). Es ware daher denkbar, dass die in ChbR-
Nullmutanten von R.eutropha H16 beobachtete Aktivierung von pep-Varianten auf
niedrigem Niveau in CbbR-Nullmutanten auf der Aktivierung durch OrfR beruht. Tatsachlich
wurde in der Gelretardation von OrfR mit der cbb-Kontrollregion aus R. eutropha H16 eine
Bindung des Proteins beobachtet (s. 3.2.3.2). Der resultierende Komplex wies allerdings eine
sehr viel hohere Mobilitat als der CbbR-DNA-Komplex auf. Dies deutet auf eine anders
geartete Bindung von OrfR an die Kontrollregion hin. Ausgehend von der hoheren Mobilitét
des Komplexes in der Gelretardation verursacht OrfR wahrscheinlich eine verminderte
Kriimmung der DNA. Diese Beobachtung und vor allem der unveranderte Phénotyp der orfR-
Deletionsmutante machen eine Beteiligung von OrfR an der cbb-Genregulation
unwahrscheinlich. Madglich ist aber, dass OrfR aus einer Duplikation von cbbR
hervorgegangen ist und anschlieend als Transkriptionsregulator fiir andere Aufgaben
rekrutiert und den Bedlrfnissen entsprechend verandert wurde. Als Folge von
Gendulikationen wird auch das Auftreten mehrerer Kopien des Arginin-Repressors argR in
den Genomen Gram-positiver Organismen wie Lactobacillus und Staphylococcus ausgelegt.
Die zwei Kopien des Arginin-Repressors argR1 und argR2 in Lactobacillus plantarum sind
beide fur die Repression der Gene der Arginin-Biosynthese notwendig. Es wird vermutet,
dass ein Heterohexamer aus den zwei Unterformen die Repression vermittelt (Nicoloff et al.,
2004). In L. lactis ist nur eine Kopie von argR an der Arginin-Regulation beteiligt. Die
zweite, leicht veranderte Kopie spielt eine Rolle in der S&ureresistenz des Organismus (Rallu
et al.,, 2000; Larsen et al., 2004). Fur eine entsprechende Modifikation von OrfR aus
R. eutropha H16 spricht die unvollstandige Konservierung des in CbbR konservierten Motivs
—REXGSGTR- (s. 3.3; Abb. 15). So ist das zweite Glycin gegen Aspartat und das zweite
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Arginin gegen Tryptophan ausgetauscht (Abb. 27). Ein Austausch des ersten Glycins gegen
Aspartat liegt aber auch in CbbR;, aus R. metallidurans CH34 vor und zeigt, dass die strenge
Konservierung dieses Motivs fur die Funktion nicht unbedingt notwendig ist. Unabhéngig
davon scheint OrfR aber keine Funktion im Stoffwechsel von R. eutropha H16 zu erfiillen,
die unter den Uberpriften Bedingungen fiir das Wachstum essentiell ist, wie der unverénderte

Phanotyp der Deletionsmutante zeigte.

4.4 Potentielle Faktoren der cbb-Genregulation in R. eutropha H16

In einer cbbR-Deletionsmutante von R. eutropha H16 ist der cbb-Operonpromotor nicht aktiv,
was seine Abhdangigkeit von dem Transkriptionsaktivator CbbR beweist. In Untersuchungen
zur Betétigung des cbb-Operonpromotors, pess., War dessen Sequenz dem o’°-Consensus-
Motiv von E. coli angendhert worden. Einige dieser Promotormutanten zeigten eine hohe
Basalaktivitat, waren aber immer noch unter den gleichen Wachstumsbedingungen wie der
Wildtyp-Promotor induzierbar. Diese prinzipielle Fahigkeit zur Induktion blieb auch in der
cbbR-Deletionsmutante erhalten und deutet auf die Aktivierung des Promotors durch (einen)
zusétzliche(n) Faktor(en) hin (Jeffke et al., 1999). Zur Identifizierung dieses potentiellen
Faktors wurden zwei methodische Ansétze gewdhlt, da nicht bekannt war, ob der Faktor nur

direkt mit der cbb-Kontrollregion und/oder mit CbbR interagiert.

Die Arbeitshypothese war, dass der postulierte Faktor das induzierende Signal aus dem
Energie- oder Kohlenstoffwechsel aufnimmt und es durch Interaktion mit der cbb-
Kontrollregion und/oder mit CbbR umsetzt. Mit einem Zwei-Hybrid-System sollten daher
Proteine identifiziert werden, die mit CbbR direkt interagieren. Nur ein potentieller
Transkriptionsregulator, (AepA), der anscheinend mit dem Acl-CbbR-Fusionsprotein
interagierte, wurde isoliert. Dieser ist aber, aus den Eigenschaften der aepA-Deletionsmutante
zu schlieRen, nicht an der cbb-Genregulation beteiligt. Es ist méglich, dass auf diese Weise
deshalb nicht mehr potentielle Faktoren der cbb-Genregulation isoliert wurden, weil flr die
Interaktion mit CbbR ein Co-Faktor notig ist oder die Interaktion der Proteine erst wahrend
oder nach der DNA-Bindung erfolgt. So interagieren CbbR und RegA in R. sphaeroides
wahrscheinlich erst wahrend der DNA-Bindung (Dubbs et al.,, 2000). Die beiden
Transkriptionsregulatoren der Arginin-Biosynthese und des Arginin-Abbaus, ArgR und AhrC,
in Lactococcus lactis binden erst in der Gegenwart des Effektors Arginin effektiv an den

arcA-Promotor (Larsen et al., 2005). Die Interaktion des postulierten Transkriptionsfaktors
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mit CbbR bei der cbb-Transkriptionsaktivierung konnte nattrlich aber auch indirekt Giber den
EinfluR auf die DNA-Topologie erfolgen. Ein weiterer kritischer Punkt, der die Isolierung mit
CbbR interagierender Proteine behindern konnte, ist die Struktur der im Zwei-Hybrid-System
interagierenden Fusionsproteine. Wie die Bindungsstudien mit einer C-terminalen Fusion von
CbbR mit einem Intein-CBD-,Tag’ (Chitin bindende Domane) und dem gereinigtem Protein,
das am C-Terminus zwei zusatzlich Aminosauren trug, gezeigt haben, reagiert CbbR recht
empfindlich auf Modifikation seines C-Terminus (Ergebnisse nicht gezeigt). Daher kdnnte die
Acl-Fusion die Struktur und damit die Funktion eines Proteins beeinflussen und eine

Interaktion mit anderen Proteinen storen (s. 3.2.2).

Dass nicht nur eine Deletion, sondern auch das Hinzufigen von Aminosduren die
Eigenschaften eines Proteins verdndern kann, zeigten Wu und Filutowicz (1999) mit dem
Protein Pi das zur Reinigung an einer Affinitatssaule mit sechs Histidinresten (,His-tag’)
fusioniert wurde. Pi ist ein vom Plasmid R6K codiertes Protein, das die Plasmidreplikation
reprimiert. Es liegt ursprunglich als Dimer vor und bindet auch als Dimer an die DNA. Das
Genprodukt eines mutierten Pi (F107S) bildet keine Dimere mehr in Lésung. Die Fusion
dieses Proteins mit sechs Histidinresten stellte aber die Fahigkeit zur Dimerbildung und
DNA-Bindung wieder her. Ebenso wie die Wiederherstellung einer Funktion kdnnte aber das
Hinzufligen von Aminosduren, wie bei dem C-terminalen Fusionsprotein von CbbR, die
Oligomerisierung eines Proteins behindern. Eine nur partielle Wiederherstellung der Funktion
wurde auch bei dem Oncoprotein Bcr-Abl, das bei der humanen Leukamie eine Rolle spielt,
nach dem Austausch der Doméne zur Oligomerisierung gegen eine Glutathion-S-Transferase
beobachtet (Maru et al., 1996).

In einem zweiten Ansatz wurden Proteine angereichert, die an die cbb-Kontrollregion binden.
In einer vorhergehenden Arbeit war ein potentieller Transkriptionsregulator, P1, isoliert und
identifiziert worden, der spezifisch an ein symmetrisches Sequenzmotiv stromaufwarts der
CbbR-Binderegionen bindet. Die Charakterisierung der P1-Deletionsmutante zeigte jedoch,
dass P1 keine Funktion bei der Regulation der cbb-Genexpression besitzt. In Studien von
Promotorfusionen mit Subfragmenten der cbb-Kontrollregion aus R.eutropha H16
verursachte die Deletion dieses symmetrischen Sequenzmotives eine deutliche Verringerung
der Promotoraktivitat (Jeffke, 2001). Ausgehend von diesem Befund wurde daher
angenommen, dass dieses Sequenzmotiv bei der Regulation der cbb-Genexpression eine Rolle

spielt. Tatsachlich konnten aber mit der DNA-Affinitatschromatographie keine DNA-
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bindenden Proteine isoliert werden, wenn ein DNA-Fragment der chb-Kontrollregion
verwendet wurde, welches nur noch dieses symmetrische Sequenzmotiv ohne die ChbR-
Binderegion trug. Ebenso wurden mit einem nur die CbbR-Binderegionen enthaltenden
Fragment keine DNA-bindenden Proteine isoliert. Nur beim Einsatz eines vollstandigen
Fragments der cbb-Kontrollregion konnten DNA-bindende Proteine gewonnen werden.
Abgesehen von einer moglichen sterischen Behinderung der Bindung an die kleineren
Fragmente, scheint daher die vollstandige cbb-Kontrollregion fur eine erfolgreiche Bindung
von Proteinen erforderlich zu sein (s. 3.2.1). Trotz des Zusatzes von Lachsspermien-DNA zur
Unterdriickung unspezifischer Bindungen wurde eine ganze Reihe von DNA-bindenden
Proteinen isoliert. Auffallig ist dabei die hohe Anzahl von hypothetischen LTTR (s. Anhang
I1), die wahrscheinlich aufgrund des konservierten LysR-Bindemotivs (T-N;-A) an die cbb-

Kontrollregion banden.

4.4.1 Identitat potentieller Transkriptionsregulatoren

Wahrend der Suche nach Transkriptionsfaktoren, die synergistisch mit CbbR die
Transkription der cbb-Gene in R. eutropha H16 aktivieren wurden, wurden eine Reihe von
potentiell beteiligten Proteinen isoliert (s. 3.2.1 und 3.2.2). Von diesen wurden einige
ausgewahlt und Deletionsmutanten der korrespondierenden Gene in R.eutropha H16
hergestellt (s. 3.2.4). Diese wurden anschlieBend auf eine Verdnderung des Phé&notyps hin
Uberprift. Da bei R. eutropha H16 eine deutliche Korrelation zwischen der cbb-
Genexpression und dem Wachstum unter autotrophen Bedingungen besteht (s. 3.3.2), sollte
sich eine Rolle der entsprechenden Genprodukte bei der cbb-Regulation zumindest in einem
verlangsamten autotrophen Wachstum &uRern. Bis auf eine hatte keine der Deletionsmutanten
einen im Vergleich zum Wildtyp veranderten Phanotyp. Nur die frcR-Deletionsmutante zeigte
einen vom Wildtyp abweichenden Phanotyp und wird daher gesondert diskutiert (s. 4.4.2).

Mit Hilfe des Zwei-Hybrid-Systems wurde als potentiell mit CbbR interagierendes Protein ein
Transkriptionsregulator isoliert, der Ahnlichkeit zu dem Transkriptionsregulator AepA aus
Erwinia carotovora subsp. carotovora hat. AepA ist in E. carotovora subsp. carotovora ein
Aktivator fur die Produktion extrazellularer Enzyme, die Zellwénde von Pflanzenzellen
angreifen und so zu den Symptomen der Schwarzbeinigkeit und der Nassfaule unter anderem
bei der Kartoffel fiihren (Murata et al., 1994). Die Expression dieser Enzyme benétigt zur
Aktivierung neben Signalen pflanzlichen Ursprungs, noch Signale, welche die Zelldichte
anzeigen (,Quorum-sensing‘) sowie die drei Transkriptionsfaktoren AepA, AepB und AepH.

Wie diese Regulation der Gene im Detail erfolgt, ist nicht bekannt. Allerdings gibt es
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Hinweise auf eine synergistische Regulation durch die drei Transkriptionsfaktoren, die durch
Signalmolekiile wie ein Zelldichte abh&ngiges Homoserinlacton-Derivat aktiviert wird
(Murata et al., 1994). Eine synergistische Funktion bei der Aktivierung der cbb-Gene schien
auch fur AepA und CbbR denkbar. Dies konnte bei der Charakterisierung der aepA-
Deletionsmutante aber nicht bestétigt werden. Es muf} dabei jedoch in Betracht gezogen
werden, dass die mit dem Zwei-Hybrid-System beobachtete Interaktion von CbbR und dem
AepA-Homologen nicht mit dem vollstandigen AepA erfolgte, sondern nur mit einem Teil
des Proteins. Da die Induktion der cbb-Genexpression in der Deletionsmutante nicht
beeinflult zu sein scheint, findet wahrscheinlich in vivo keine Interaktion von CbbR und dem

AepA-Homologen statt.

Das von orfV codierte Protein hat nur Ahnlichkeit zu nicht naher charakterisierten
hypothetischen Proteinen anderer Organismen. Da nichts tber den oder die weiteren Faktoren
der cbb-Genregulation in R. eutropha H16 bekannt ist und es sich auch um einen véllig
neuartigen Regulator handeln kdnnte, wurde OrfV ebenfalls bearbeitet. Wie der Phénotyp der
orfV-Deletionsmutante aber zeigte, hat OrfV unter den getesteten Bedingungen keinen

detektierbaren Einfluf? auf das autotrophe Wachstum und somit auf die cbb-Genregulation.

Ein weiteres Protein, das durch die DNA-Affinitdtschromatographie isoliert wurde und in die
Familie der LTTR einzuordnen ist, wird durch orfG codiert. Eine gemeinsame Regulation von
Operonen durch zwei LTTR wurde bereits unter 4.3.4 beschrieben. Das Gen war auRerdem
insofern interressant, als es stromaufwarts und divergent orientiert zu einem Gen liegt, das fiir
ein dem Pirin ahnliches Protein codiert. Pirin ist ein sehr konserviertes Protein in Eu- und
Prokaryonten, von dem eine Funktion in der Modulation der Transkription angenommen wird
(Wendler et al., 1997; Pang et al., 2004). In Synechocystis sp. PCC6803 liegt die Expression
eines Pirin-Orthologs unter der Kontrolle des LTTR PirR (Hihara et al., 2004). Aufgrund der
fir LTTR-Gene typischen Lokalisation von orfG stromaufwarts und divergent orientiert zum
Gen eines Pirin-Orthologs kann von einer Regulation des Pirin-Gens durch OrfG ausgegangen
werden. Jedenfalls spielt OrfG keine Rolle bei der cbb-Regulation, da der autotrophe
Phanotyp der Deletionsmutante unauféllig war. Ein Defekt in der Pirin-Produktion durfte sich
wahrscheinlich nicht in einem verénderten Phénotyp unter den untersuchten Bedingungen
aullern. Auch in Synechocystis sp. PCC6803 bewirkte eine Inaktivierung des Pirins keine

Veranderungen des Phanotyps (Hihara et al., 2004).
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VVon den Genen sspA und cmk, deren Produkte ebenfalls per DNA-Affinitdtschromatographie
isoliert wurden, konnten keine Deletionsmutanten hergestellt werden. SspA und Cmk wiesen
Ahnlichkeit zu SspA (,stringent starvation protein‘) bzw. einer Cytidylat-Kinase aus E. coli
auf. Die Deletion dieser Gene ist fir R. eutropha H16 wahrscheinlich letal. In E. coli wird
sspA vor allem unter limitierenden Nahstoffbedingungen exprimiert. Eine SSpA-
Deletionsmutante von E.coli weist zwar eine verringerte Widerstandsféahigkeit bei
Néhrstoffmangel auf, ist aber durchaus lebensfahig. Eine Analyse des Proteoms dieser Zellen
zeigte, dass die Bildung von mindestens elf Proteinen in dieser Mutante beeinflult wurde
(Williams et al., 1994). SspA scheint die Expression anderer Gene zu modulieren und waére
daher ein guter Kandidat fiir die Modulation der cbb-Genexpression in R. eutropha H16.
Damit im Einklang wirde auch die Rolle als Regulator von SspA unter nahrstofflimitierenden
Bedingungen stehen, da die cbb-Gene wahrscheinlich bei mangelnder Kohlenstoff- aber
ausreichender Energieversorgung induziert werden. Des Weiteren erflllen SspA-homologe
Proteine in anderen Organismen ganz unterschiedliche Aufgaben. So reguliert ein SspA-
homolog (RegF) in Neisseria gonorrhoeae die Expression von pilE, das ein Typ IV-Pilin
codiert (Reuse und Taha, 1997). In Providencia stuartii kontrolliert ein SspA-Homolog, die
Expression des Regulatorgens aarP (Ding et al., 2001). Auch der Einfluss von SspA auf die
Genexpression ist unterschiedlich. Wéhrend es die Expression von aarP erhoht, reprimiert es
die Expression von pilE (Reuse und Taha, 1997; Ding et al., 2001). Welche Funktion dieses

Protein in R. eutropha H16 erfillt, kann daher nicht vorhergesagt werden.

Cmk von R. eutropha H16 zeigt Ahnlichkeit zu CMP-Kinasen. Diese Enzyme Katalysieren
den Transfer von Phosphatgruppen von ATP auf CMP und dCMP. Hier wurde eine
Verbindung zum Energiestoffwechsel vermutet, &hnlich der Signaltransduktion bei der
Katabolitrepression in E. coli, die auf dem ,second messenger* cCAMP beruht (Botsfold und
Harman, 1992). Dass eine CMP-Kinase essentiell fir das Wachstum ist, wurde auch fir
Streptococcus pneumoniae gezeigt. Von diesem Organismus gelang es ebenfalls nicht,
lebensfahige CMP-Kinase-Defektmutanten zu isolieren (Yu et al., 2003). Sowohl
S. pneumoniae als auch R. eutropha H16 scheinen daher nur eine Kopie dieses Gens zu

besitzen.

In der DNA-Affinitdtschromatographie mit der cbb-Kontrollregion aus R. eutropha H16
wurde ein vorlaufig OrfP genanntes Protein isoliert, das eine potentielle PAS/PAC-Doméne
tragt. Eines der cbb-Operone aus R. palustris enthdlt neben den Genen der Form I-RubisCO
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Gene von zwei potentiellen ,Response’-Regulatoren und einer Sensor-Kinase, die PAS/PAC-
Doménen aufweist (Dubbs und Tabita, 2004). Diese spezifische Lokalisation legt eine
regulatorische Funktion dieser Gene in R. palustris nahe (Dubbs und Tabita, 2004). Proteine
mit PAS-Domanen sind in Eu- und Prokaryonten weit verbreitet (Alda et al., 2004). Die
Doméne als solche wurde erstmals 1991 in drei eukaryontischen Proteinen beschrieben und
dafiir die Bezeichnung PAS vorgeschlagen (Period, aryl hydrocarbon receptor nuclear
translocator [ARNT], and Single-minded; Hoffman et al., 1991). Die PAS-Domane selbst
umfasst bis zu 130 Aminosdurereste, zeigt allerdings nur eine Identitét von ca. 12 % zwischen
den verschiedenen Mitgliedern der Familie (Zhulin et al., 1997). Unabhdangig von der gering
konservierten Sequenz ist die Struktur der PAS-Doméne sehr konserviert. Sie besteht aus
einem von funf Strdngen gebildeten p-Faltblatt, das durch eine lange helicalen Struktur mit
dem Ubrigen Teil des Proteins verbunden ist, und drei kurzen a-Helices (Pandini und Bonati,
2005). Die PAS-Doméne ist hufig mit einem PAC-Motiv (PAS-associated C-terminal motif)
assoziiert, das auf der C-terminalen Seite der PAS-Doméne liegt. Proteine mit PAS-Doméne
haben im Allgemeinen eine Funktion als Sensoren und bei der Weiterleitung von
Umweltsignalen (Alda et al., 2004). Zu den Proteinen mit PAS-Domane gehdren unter
anderem FixL aus S. meliloti, das als Sauerstoffsensor dient (Soupene et al., 1995) sowie
KinC aus B. subtilis, das an der Regulation der Sporulation beteiligt ist (Ledeaux und
Grossman, 1995). In dem aktuellen Modell der cbb-Genregulation von R. eutropha H16 wird
eine Verbindung der Regulation zum Redox-Status der Zelle gefordert. Einige Proteine mit
PAS-Domane enthalten Co-Faktoren zur Detektion von Redox-Signalen wie der Aerotaxis-
Rezeptor Aer aus E. coli (Watts et al., 2004). OrfP hatte daher das gesuchte Bindeglied
zwischen dem Energiestatus der Zelle und der cbb-Genexpression darstellen kénnen. Diese
Funktion scheint es aber nicht zu erfiillen, da keine Verdnderungen des autotrophen

Wachstums und des allgemeinen Phanotyps bei der orfP-Deletionsmutante erkennbar waren.
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4472 Identitat und Funktion von FrcR

4421 Der potentielle Repressor FrcR

Im Zuge der DNA-Affinitatschromatographie wurde auch ein Protein isoliert, das Ahnlichkeit
zu Mitgliedern der ,Repressor-ORF-Kinase’-Familie (ROK) aufwies. Diese Proteinfamilie
umschliel’t zwei Klassen von Proteinen. Die eine Klasse wird von Glucose- und Fructose-
Kinasen verschiedener Organismen, die zweite Klasse von Transkriptionsregulatoren
gebildet. Zu letzterer werden unter anderem Xylose-abhdngige Repressoren (XyIR) aus
Bacillus spp. und die beiden Regulatoren NagC und Mlc aus E. coli gez&hlt (Dahl et al., 1995;
Plumbridge, 2001a). Die Transkriptionsregulatoren besitzen ein N-terminales Helix-Turn-
Helix-Motiv, das in den Kinasen nicht vorhanden ist. In den Kinasen sind die an ATP-
Bindung und Phosphotransfer beteiligten Aminosauren am deutlichsten konserviert. In den
Transkriptionsregulatoren sind Sequenzen und Strukturen, die wahrscheinlich der Bindung
der Zucker dienen, stérker erhalten (Titgemeyer et al., 1994). Da von den
Transkriptionsregulatoren der ROK-Familie eine Interaktion mit Zuckern bekannt war (Dahl
et al., 1995; Plumbridge und Pellegrini, 2004), wurde zunachst angenommen, dass FrcR
maoglicherweise mit einem Intermediat des CBB-Cyclus reagiert und die Expression der cbb-
Gene in R. eutropha H16 moduliert. Eine aktivierende Wirkung von Intermediaten des CBB-
Cyclus wurde fur CbbR,und CbbR; aus R. capsulatus nachgewiesen (Dubbs et al., 2004). Das
Protein wies aber neben der Ahnlichkeit von 41 % zu NagC (Acc. Nr.. AAG54998) aus
E. coli, auch eine Ahnlichkeit von 49 % zu FrcR aus S. meliloti auf (s. Anhang I1).

Das Gen frcR in S. meliloti codiert ebenfalls einen potentiellen Transkriptionsregulator der
ROK-Familie. Es liegt stromaufwarts, divergent orientiert zu einem Operon, welches die
Gene eines Fructose-Transporters der ABC-Superfamilie enthalt. Die Gene frcBCA des frc-
Operons von S. meliloti codieren die Komponenten des Transporters. Dieser besteht aus
einem periplasmatischen, Substrat bindenden Protein (FrcB), einer transmembranen Permease
(FrcC) und einem cytoplasmatischen ATP-bindenden Protein (FrcA). Zusétzlich befindet sich
noch das Gen frcK in dem Operon, dessen Genprodukt Ahnlichkeit zu anderen Kinasen zeigt.
Anhand einer Insertionsmutante wurde der Transporter als ein hochaffiner Transporter fur
Fructose, Ribose und Mannose charakterisiert (Lambert et al., 2001). Eine Untersuchung der
frcR-flankierenden Sequenzen in R.eutropha H16 deckte ebenfalls die Gene eines
potentiellen Fructosetransporters auf (Abb. 28; B. Kusian und B. Bowien, personliche
Mitteilung).
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Abb. 28. Schematische Wiedergabe des frc-Operons aus R. eutropha H16.
Bezeichnung der Gene und ihrer potentiellen Produkte: frcR, Repressor der ROK-Familie;
frcA, cytoplasmatisches, ATP-bindendes Protein; frcC, transmembranale Permease; frcB,
periplasmatisches Substratbindendes Protein; zwfB, Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase;
pgiB, Phosphoglucose-Isomerase; frcK, Zucker-Kinase.

Analog zu S.meliloti erhielten die Gene daher die Bezeichnung frcR fiir den
Transkriptionsregulator, frcB, frcC und frcA fur die Komponenten des Transporters sowie
frcK fur die Zucker-Kinase. Zwei weitere Gene, eines fiir eine Glucose-6-phosphat-
Dehydrogenase (G6PD; zwfB) und eines fur eine Phosphoglucose-Isomerase (PGI; pgiB), sind
in diesem Operon codiert. Diese Enzyme spielen eine Rolle beim Abbau von Fructose Uber
den Entner-Doudoroff-Weg (ED-Weg; Bowien und Schlegel, 1981). Fir den Transporter
wurde daher eine Funktion bei der Fructose-Aufnahme in R. eutropha H16 postuliert, dessen

Expression durch FrcR reguliert wird.

4422 EinfluR von FrcR auf den Kohlenstoffwechsel in R. eutropha H16

Die Transkriptionsregulatoren der ROK-Familie sind meist Repressoren, kénnen aber auch
die Expression von Genen induzieren. Diese Regulation ist bei Mic und NagC aus E. coli
nicht nur auf ein Operon beschrankt. Mic reprimiert Gene der Glucose- und Mannose-
spezifischen  Phosphotransferase-Systeme und die  Transkription des globalen
Transkriptionsregulators MalT des mal-Regulons. NagC vermittelt nicht nur die Repression
der Gene des N-Acetylglucosamin- und Chitobiose-Abbaus (hage-BACD, chbBCARFG), es
aktiviert auch Gene der Glucosamin- und N-Acetylglucosamin Biosynthese (gImUS) und
sorgt auf diese Weise fir eine koordinierte Degradation und Biosynthese dieser Aminozucker.
Diese Regulation erfolgt im Zusammenspiel mit CAP, auch bekannt als CRP (CAMP receptor
protein) (Plumbridge und Kolb, 1998; Plumbridge, 2001b; Schiefner et al., 2005).

FrcR konnte daher in R. eutropha H16 durchaus als Repressor und/oder Aktivator von Genen

des Zuckerstoffwechsels wirken. Der Abbau von Fructose erfolgt in R. eutropha H16 Uber
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den ED-Weg. Fir den Abbau der Fructose wird diese zuerst zu Fructose-6-phophat
phosphoryliert, dann durch PGI isomerisiert und anschliefend durch die G6PD oxidiert
(Bowien und Schlegel, 1981). Die Existenz der Gene einer G6PD und einer PGI im frc-
Operon boten eine relativ einfache und schnelle Methode, die Expression des Operons anhand
der PGI- und G6PD-Aktivitaten indirekt zu bestimmen (s. 3.2.4.3.2). Die frcR-
Deletionsmutante war interessanterweise immer noch in der Lage, mit Fructose als Substrat
zu wachsen, wenn auch deutlich verlangsamt. Dies schien zundchst auf eine (partielle)
Inaktivierung des Operons durch den Defekt des Transkriptionsregulators FrcR und einen
weniger affinen Fructosetransport durch alternative Transporter in die Zelle hin zu deuten.

Die Enzymaktivitaten von PGI und G6PD indes widerlegten dies und zeigten die gleichen
Aktivitaten wie im Wildtyp. FrcR stellt demzufolge wahrscheinlich einen Repressor des frcR-
Operons dar. Im Wildtyp H16 sind nur nach Wachstum mit Fructose stark erhéhte PGI- und
G6PD-Aktivitdten vorhanden. Dies spricht fur eine Funktion von Fructose als Induktor von
FrcR. Entsprechend ist in E. coli N-Acetylglocosamin-6-phosphat der Induktor von NagC und
Xylose der Induktor von XyIR (Dahl et al., 1995; Plumbridge und Pellegrini, 2004). Nach
Wachstum von R. eutropha H16 auf Gluconat, Succinat, Pyruvat oder NB wurden im Wildtyp
deutlich geringere Enzymaktivitaten gefunden, die besonders niedrig waren, wenn die Zellen
unter lithoautotrophen Bedingungen wuchsen. Unter all diesen Bedingungen wird die
Expression des frc-Operons durch FrcR reprimiert, da weder der Fructose-spezifische
Transporter zum Transport noch G6PD und PGI fur den Abbau dieser Substrate bendtigt
werden. Eine gewisse Hintergrundaktivitét bleibt aber erhalten und beruht wahrscheinlich auf
der Aktivitat weiterer Genkopien von PGI und G6PD, die im Genom von R. eutropha H16
vorhanden sind (B. Kusian und B. Bowien, personliche Mitteilung). Fur die Repression des
frc-Operons unter diesen Bedingungen ist aber anscheinend noch ein weiteres Protein
erforderlich, da auf einigen Substraten (Pyruvat, Succinat, NB, Gluconat) in der frcR-
Deletionsmutante HB72 keine vollstandige Derepression der Enzyme zu beobachten war.
Diese Repression war allerdings nicht mehr so streng und war beim Wachstum der Mutante

auf N-Acetylglucosamin und unter autotrophen Bedingungen anscheinend vollig aufgehoben.

VVon anderen Transkriptionsregulatoren der ROK-Familie ist bekannt, dass sie gemeinsam mit
globalen Regulatoren der Katabolitrepression (,Carbon Catabolite Repression’ [CCR])
agieren. Die CCR erfolgt in Gram-negativen und Gram-positiven Bakterien durch globale
Transkriptionsregulatoren, die unterschiedlichen Mechanismen folgen und nicht miteinander
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verwandt sind (Warner und Lolkema, 2003). Beim Wachstum von B. subtilis auf Glucose plus
Xylose erfolgt zundchst die Verwertung des bevorzugten Substrats Glucose. Erst wenn
Glucose als C-Quelle erschopft ist, wird Xylose abgebaut. Dieses Phdnomen der Diauxie wird
durch die Repression des xyl-Operons durch den Transkriptionsregulator XylR und den
globalen Transkriptionsregulator der CCR, CcpA, vermittelt (Rygus und Hillen, 1992;
Schmiedel und Hillen, 1996; Rodionov et al., 2001). Analog wird eine Repression des frcR-
Operons von R. eutropha H16 durch FrcR zusammen mit einem noch nicht identifizierten
Transkriptionsregulator der CCR vermutet. In der gleichen Weise, wie eine Inaktivierung von
xyIR in B. subtilis nur zu einer partiellen Derepression des xyl-Operons fuhrt (Schmiedel und
Hillen, 1996), verursacht eine Deletion von frcR nur eine partielle Derepression des frcR-
Operons. Das Ausmal der von dem potentiellen globalen Tanskriptionregulator vermittelten
Repression ist dabei vom Wachstumssubstrat abhéngig. Eine vollstdndige Induktion des frcR-
Operons erfolgt im Wildtyp H16 nur in Gegenwart des Induktors Fructose als C-Quelle.
Dagegen zeigte die frcR-Mutante auch eine Derepression mit N-Acetylglucosamin oder CO,
als C-Quellen. Unter diesen Bedingungen wird die Repression des Operons im Wildtyp in
erster Linie vermutlich durch FrcR vermittelt. Erst mit den bevorzugten Substraten Pyruvat,
Succinat und Gluconat wird die CCR zunehmend wirksam. Dies ist im geringeren Mal3e auch
mit NB der Fall.

Eine verdnderte Regulation durch Interaktion mit verschiedenen Signalmolekilen wurde
bereits fur das Crc-Protein (,catabolite repression control’) in P. putida postuliert (KUster et
al.,, 1999; Ruiz-Manzano et al., 2005). Crc ist an der CCR verschiedener Wege des
Zuckerkatabolismus und des Abbaus aromatischer Substrate beteiligt. Anhand der Analyse
von Crc-Mutanten und der Uberproduktion des Proteins in P. putida konnte gezeigt werden,
dass die Menge ebenso wie die Aktivitat von Crc fir die Crc-vermittelte Repression
entscheidend sind. Dabei ist die Modulation der Crc-Aktivitit wvon den
Wachstumsbedingungen abhéngig (Ruiz-Manzano et al., 2005). Die CCR in R. eutropha H16
scheint ebenfalls von dem zur Verfiigung stehenden Substrat abhangig zu sein. Im Fall von
Crc werden Intermediate des ED-Weges 6-Phosphogluconolacton oder 2-Keto-3-desoxy-6-
phosphogluconat als Signalmolekile fir die Repression des pu-Promotors angenommen
(Velazquez et al., 2004). Diese Metabolite sind aber wahrscheinlich nicht die Signalmolekdle
in R. eutropha H16, da die CCR gerade mit Substraten wie Pyruvat, die nicht Gber den ED-
Weg abgebaut werden, besonders aktiv ist.
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Die frcR-Mutante HB72 von R. eutropha H16 wies mit Fructose und unter lithoautotrophen
Bedingungen ein gegenltber dem Wildtyp verlangsamtes Wachstum auf. Da ein
eingeschrankter Fructosetransport in der Mutante aber wenig wahrscheinlich ist, ware
denkbar, dass FrcR neben der Repression des frcR-Operons auch noch andere Bereiche des
Zuckermetabolismus in R. eutropha H16 beeinflusst. Das Wachstum von R. eutropha H16 auf
Fructose oder Guconat beruht auf dem Abbau der Zucker ber den ED-Weg, daher wurde die
Aktivitdt der Enzyme des ED-Weges, Gluconat-6-phosphat-Dehydratase und 2-Keto-3-
desoxygluconat-6-phosphat-Aldolase, bestimmt. Die Mutante zeigte analog zum Wildtyp eine
erhohte Enzymaktivitat und damit eine Induktion des ED-Weges bei Wachstum auf Fructose
oder Gluconat. Keine Induktion erfogte in Wildtyp H16 und Mutante HB72 auf Substraten
wie Pyruvat, Succinat oder NB die nicht (ber den ED-Weg abgebaut werden, sowie autotroph
mit CO, als C-Quelle. Die Genregulation des ED-Weges ist daher wahrscheinlich von FrcR
unabhéngig. Eine gesteigerte Induktion war in HB72 allerdings mit Gluconat oder
N-Acetylglucosamin zu beobachten. Diese erhohte Induktion in der Mutante und deren
verlangsamtes Wachstum mit Fructose konnte auf einer Veranderung der Balance des
Kohlenstoffmetabolismus beruhen. Die Vorstellung einer veranderten Stoffwechsellage wird
durch die Analyse der Promotoraktivitaten des cbb-Operonpromotors in der Deletionsmutante
HB72 unterstiitzt. Dieser zeigte nur eine leicht reduzierte Aktivitat unter lithoautotrophen
Bedingungen. Beim Wachstum der Mutante auf Substraten, die eine heterotrophe cbb-
Derepression hervorrufen, war die Promotoraktivitdt gegenliber dem Wildtyp aber stark
verringert. Der geringe Effekt auf die Promotoraktivitat unter lithoautotrophen Bedingungen
macht eine Funktion von FrcR bei der Regulation des cbb-Operons unwahrscheinlich. Die
reduzierte Aktivitat des Promotors wéhrend des heterotrophen Wachstums kdnnte auf einen
indirekten Effekt Uber die Veradnderung der intrazellularen PEP-Konzentration zuriickgefihrt
werden. PEP wirkt tber CbbR auf die cbb-Genexpression reprimierend (Grzeszik et al.,
2000). Es erscheint daher mdglich, dass FrcR ein (ber das frc-Operon hinaus wirksamer
Transkriptionsregulator ist. Welche Gene davon betroffen wéren, kann aber anhand der

vorliegenden Daten nicht abgeleitet werden.

Eine besondere Situation ergibt sich beim Wachstum von R.eutropha H16 auf
N-Acetylglucosamin. Dieser modifizierte Zucker scheint tber ein spezifisches PTS-System
aufgenommen zu werden. Das N-Acetylglucosamin-6-phosphat wird dann deacetyliert und
desaminiert, das resultierende Fructose-6-phosphat durch PGI zu Glucose-6-phosphat
isomerisiert und schliellich Giber den ED-Weg abgebaut. Das Wachstum von R. eutropha H16
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auf N-Acetylglucosamin ist relativ langsam (t4= 5.9 h). Dies wird auf eine nur sehr geringe
induzierende Wirkung dieses Substrates auf die PGI und die Enzyme des ED-Weges
zuriickgefiihrt. Uberraschend war dabei die deutlich erhohte Aktivitat der G6PD, obwohl die
PGI Aktivitat niedrig blieb. Tatsachlich war im Wildtyp H16 die PGI-Aktivitat so niedrig wie
beim Wachstum auf Substraten, fiir deren Abbau das Enzym nicht bendtigt wird. Da nur
Fructose das frcR-Operon zu induzieren scheint, kann vermutet werden dass die niedrige PGI-
Aktivitat durch die zweite im Genom von H16 codierte PGl (B. Bowien, personliche
Mitteilung), verursacht wird. Diese erflllt im Stoffwechsel wahrscheinlich die Funktion eines
,housekeeping’-Enzyms. Eine Analyse der Genomsequenz von H16 offenbarte eine weitere
G6PD-Genkopie innerhalb eines Operons, welches die Gene des potentiellen
N-Acetylglucosamin-spezifischen PTS sowie der ersten beiden Schritte des Abbaus von
N-Acetylglucosamin codiert. Ein &hnliches PTS-System wurde bereits in E. coli beschrieben
(Vogler und Lengeler, 1989). Da dieses Operon vermutlich beim Wachstum auf
N-Acetylglucosamin induziert wird, fihrt die zuséatzliche G6PD Kopie dieses Operons
anscheinend zu der erhéhten G6PD-Aktivitat im Wildtyp. Die geringe Induktion von
Enzymen, die fur einen effizienten Abbau des Substrats erforderlich sind, scheint die
Wachstumsrate von H16 auf N-Acetylglucosamin zu begrenzen. In der frcR-Deletionsmutante
HB72 ist aber die Repression der im frcR-Operon codierten PGl und G6PD verringert.
Demzufolge kann N-Acetylglucosamin schneller Giber den ED-Weg abgebaut werden, dessen
Induktor moglicherweise 6-Phosphogluconat ist. Weder Fructose noch Fructose-6-phosphat
kommen als Induktoren des ED-Weges in Frage, da auch mit Gluconat, das beim Abbau
direkt in 6-Phosphogluconat umgewandelt wird, eine Induktion der ED-Enzymbildung
stattfindet. Entsprechend der gesteigerten Enzymaktivitaten zeigte HB72 ein deutlich
beschleunigtes Wachstum auf N-Acetylglucosamin (t;= 3.4 h). Die relativ geringe Induktion
des ED-Systems, vor allem im Wildtyp von R.eutropha, dirfte mit einer niedrigen
Induktorkonzentration beim Wachstum auf N-Acetylglucosamin zusammen héngen.
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4.5 Ausblick

Einer der Schwerpunkte zukiinftiger Arbeiten zur Globalregulation in R. eutropha H16 sollte
die weitere Charakterisierung des Repressors FrcR sein. Zunéchst ware zu klaren, ob der vom
frc-Operon codierte ABC-Transporter tatsachlich einen Fructosetransporter darstellt. Diese
Frage waére durch die Isolierung von Deletionsmutanten der Gene des Transporters (frcA, frcB
und frcC) zu l6sen. Die frcR-Deletionsmutante erdffnet auch einen Weg zur Identifikation des
globalen Regulators der CCR in R.eutropha H16. Eine solche CCR-Mutante liefert
maoglicherweise wertvolle Hinweise auf den oder die weiteren Regulator(en) der
cbb-Genexpression. Eine direkte Beteiligung eines globalen Regulators an der cbb-
Genregulation ist ebenfalls denkbar.

Die sehr bald verfligbare Genomsequenz von R.eutropha H16 erdffnet aulRerdem die
Madglichkeit, in Transkriptom- und Proteomuntersuchungen mit dem Wildtyp H16 und
verschiedenen Mutanten sehr viel detaillierte Informationen Uber regulatorische Regelkreise
zu erhalten, die in autotroph oder heterotroph wachsenden Zellen wirksam sind. Im Hinblick
auf die cbb-Regulation sollte auch die Wirkungsweise des Haupttranskriptionsregulators

CbbR weiter aufgeklart werden.
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5. Zusammenfassung

In den fakultativ chemoautotrophen p-Proteobakterien Ralstonia eutropha H16 und Ralstonia
metallidurans CH34 erfolgt die Assimilation von CO, lber den Calvin-Benson-Bassham-
Cyclus (CBB-Cyclus). In R.eutropha H16 liegen die cbb-Gene in zwei weitgehend
homologen Operonen vor. Die cbb-Gene in R. metallidurans CH34 sind in zwei heterologen
Operonen (cbb, und chby) zusammen mit den Strukturgenen einer léslichen Hydrogenase
organisiert. Allen Operonen ist stromaufwaérts, und divergent orientiert, ein Gen des LysR-
Typ-Transkriptionsregulators (LTTR) CbbR vorgelagert. Innerhalb der intergenen cbb-
Kontrollregion liegen die -fur R. eutropha H16 bekannten- Promotoren des Regulatorgens
cbbR, peobr, Und des cbb-Operons, pewh, sowie die CbbR-Binderegionen (Operator). In
Bindungstudien wurde nun gezeigt, dass CbbR, und CbbR;, aus R. metallidurans CH34 an die
jeweils stromaufwérts der beiden cbb-Operone liegenden cbb-Kontrollregionen 1 und I
binden. Eine Bindung der beiden Regulatoren an die heterologe cbb-Kontrollregion aus
R. eutropha H16 wurde ebenfalls beobachtet. Umgekehrt konnte auch eine Bindung von
CbbR aus R.eutropha H16 an die Kontollregionen | und Il aus R. metallidurans CH34
nachgewiesen werden. Eine cbbRj-Deletionsmutante von R. metallidurans CH34 zeigte ein
drastisch verlangsamtes autotrophes Wachstum, was auf eine praferentielle Regulation der
cbb-Operone von R. metallidurans CH34 durch das jeweils assoziierte cbbR-Gen hindeutet.
Beide cbbR-Gene von R. metallidurans CH34 waren in der Lage, eine cbhbR-Deletionsmutante

von R. eutropha H16 phanotypisch zu komplementieren.

In R. eutropha H16 wird die Regulation beider cbb-Operone primér durch das chromosomal
codierte CbbR als Aktivator vermittelt. Sie ist durch eine starke Expression der Operone unter
litho- oder organoautotrophen und Repression unter heterotrophen Wachstumsbedingungen
gekennzeichnet. Ein Metabolit des zentralen Kohlenstoffmetabolismus, Phosphoenolpyruvat
(PEP), hat uber CbbR eine reprimierende Wirkung auf die cbb-Genexpression. Die hier
vorgenommene Analyse der cbb-Genregulation durch CbbR, das durch gezielte Mutationen
verandert wurde, l&sst auf eine strukturelle Funktion der Aminoséurereste A175 und W274

sowie auf eine Beteiligung von G203, G205 und R135 an der Effektorbindung schliel3en.

Verschiedene Vorbefunde hatten indirekt auf eine Beteiligung weiterer Faktoren der cbb-
Genregulation in R. eutropha H16 hingewiesen. In der Genomsequenz von R. eutropha H16
wurden Gene eines CbbR-homologen LTTR (OrfR) und eines zu RegBA aus R. capsulatus

homologen Zwei-Komponenten-Systems identifiziert. Fur OrfR wurde eine Bindung an die
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cbb-Kontrollregion von R. eutropha H16 nachgewiesen. Die Deletion der Gene verursachte
jedoch keine Veranderung des autotrophen Wachstums der betreffenden Mutanten gegentiber
dem Wildtyp, so dass OrfR und das RegBA-homologe System nicht direkt an der cbb-
Genregulation beteiligt sein kdnnen. Weitere potentiell an der cbb-Regulation beteiligte
Proteine wurden durch DNA-Affinitdtschromatographie mit der cbb-Kontrollregion aus
R. eutropha H16 und mit Hilfe eines Zwei-Hybrid-Systems isoliert. Letzteres fuhrte zur
Isolierung eines Proteins, das Ahnlichkeit zu dem Transkriptionsregulator AepA aus Erwinia
carotovora spp. carotovora hatte. VVon den mittels DNA-Affinitdtschromatographie isolierten
Proteinen wurden ein hypothetischer LTTR (OrfG), ein hypothetisches Protein (OrfV) und ein
hypothetischer Transkriptionsregulator mit potentieller PAS/PAC-Domaéne (OrfP) ausgewahlt
und Deletionsmutanten der korrespondierenden Gene hergestellt. Eine Funktion dieser
Proteine bei der cbhb-Regulation konnte weitgehend ausgeschlossen werden, weil keine der
Deletionsmutanten einen verdnderten Phanotyp unter autotrophen Bedingungen im Vergleich
zum Wildtyp aufwies. Von zwei weiteren Genen, deren Produkte Homologie zum ,stringent
starvation’ Protein (SspA) und einer Cytidylat-Kinase aus Escherichia coli zeigten, konnten
keine Mutanten isoliert werden. Daraus ist zu schlieBen, dass eine Deletion dieser Gene fur

den Organismus vermutlich letal ist.

Ein weiteres in der DNA-Affinitdtschromatographie isoliertes Protein FrcR wies eine
Ahnlichkeit zu Trankriptionsregulatoren der ROK-Familie auf. Das frcR-Gen in
R. eutropha H16 ist Teil eines Operons, das die Gene eines mutmallichen Fructose-
spezifischen Transporters der ABC-Superfamilie codiert. Zusatzlich enthélt das frc-Operon
die Gene einer Zucker-Kinase, einer Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase (G6PD) und einer
Phosphoglucose-lsomerase (PGI). Die Aktivitaten der beiden letzteren Enzyme waren in der
frcR-Deletionsmutante  HB72  konstitutiv  erhoht, aber abh&ngig von den
Wachstumsbedingungen. Dies deutet auf eine Funktion von FrcR als Repressor des frc-
Operons und eine zusatzliche Regulation des Operons durch einen noch unbekannten
Transkriptionsregulator hin. FrcR hat keine entscheidende Bedeutung fir die cbb-
Genregulation, obwohl die Mutante HB72 eine reduzierte Aktivitat des cbb-Operonpromotors
vor allem unter Bedingungen der heterotrophen Derepression der cbb-Genexpression zeigte.
Dariuiber hinaus wuchs die Mutante deutlich langsamer auf Fructose als der Wildtypstamm.
Basierend auf diesen Befunden ist ein globaler Einfluss von FrcR auf den zentralen
Kohlenstoffmetabolismus und somit eine indirekte Wirkung Uber die intrazellulare PEP-

Konzentration auf die Aktivitdt des cbb-Operonpromotors in R. eutropha H16 denkbar.
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l. Anhang Primer zur Amplifikation von DNA

Tab. 1. Fur die Amplifikation von DNA-Fragmenten aus genomischer DNA von
Ralstonia spp. und zur Sequenzierung verwendete Primer

Eingefligte Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen. Der letzte Buchstabe der
Primerbezeichnung entspricht bei den Primern, die zur Klonierung von DNA-
Fragmenten dienten, jeweils dem verwendeten Restriktionsenzym (X, Xbal; E,
EcoRlI; B, BamHI; S, Sacl; Sl, Sall; P, Pstl). Bei der Herstellung von Deletionen
dienten die Primer mit der Nummer 1 zur Amplifikation des 5’-seitigen Teils der
Gene (Deletionsfragment 1), die Primer mit der Nummer 2 zur Amplifikation des
3’-seitigen Teils der Gene (Deletionsfragment 2; s. 3.2.4.1, Abb. 13).

Amplifikation von DNA-Fragmenten aus R. eutropha H16

Primer Sequenz

Intergene Region des cbb-Operons

H16cbbigrX 5-ATCTGCAACTCTAGAAGGGTAAGG-3’
H16cbbigfS 5’-TGCGTTCGAGCTCGTCTCCTTG-3’

Herstellung und Sequenzierung von CbbR-Fusionen im Zwei-Hybrid-System

CbbRFus_8forE 5-GCCAGTTGCGAATTCTCGTCACCG-3’
CbbRFus_3revX 5’-AGCCAACCCTCGAGGAACCTCA-3’
CbbRFus_2forE 5’-ACCGCCCATGAATTCCTTCCTGCG-3’
pBTf 5-TTCGTTGTGGGGAAAGTTATC-3’
pBTr 5’-GGGTAGCCAGCAGCATCC-3’

pTRGf 5’-CAGCCTGAAGTGAAAGAA-3’

pTRGr 5’-ATTCGTCGCCCGCCATAA-3’

Amplifikation von Genen zur Klonierung in Expressionsplasmiden

ExRegAfN 5’-CACTCGCCATATGACCACCGC-3’
RegA2rB 5’-CTTCCTTTGGATCCGTCCCGC-3’
EXOrfRfX 5’-CCAATCGTTTCTAGATTGCACGGG-3’
ExOrfRrP 5’-CGGTTGGCTGCAGACAAGCATA-3’

Fortsetzung, Tab. 1 nachste Seite
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Tab. 1. Fur die Amplifikation von DNA-Fragmenten aus genomischer DNA von
Ralstonia spp. und zur Sequenzierung verwendete Primer (Fortsetzung)

Amplifikation von DNA-Fragmenten aus R. eutropha H16

Primer

Nachweisfragmente [bp]

Sequenz

wT?

Deletion

Herstellung und Verifikation der regB-Deletion

RegB1fX
RegB1rE
RegB2fE
RegB2rB
TestregBf®
RegB2rB®
RegB1fX®
RegAlrE®

1965

1739

654

428

5’-GAGGCAGTCTAGATCGGCACCG-3
5’-GACAGGAAGGGGAATTCGGGCA-3’
5’-ACCCTTTCCGAATTCGCCGCC-3’
5’-CAGGATGCGTGGATCCGGCAA-3’
5’-TTGCTGACATCGAGCTCGGCCA-3’
5’-CAGGATGCGTGGATCCGGCAA-3’
5’-GAGGCAGTCTAGATCGGCACCG-3’
5’-GTGCGGTGAATTCGGGTACCG-3’

Herstellung und Verifikation der regA-Deletion

RegAlfX
RegAlrE
RegA2fE
RegA2rB
RegA1fXx"
RegA2rB®
TestregA_f°
TestregA_r°

1142

939

587

384

5’-GGCTGTCGTICTAGATCGCCGA-3’
5’-GTGCGGTGAATTCGGGTACCG-3’
5’-CAAGCTGGAATTCCGGCCGGTG-3’
5-CTTCCTTTGGATCCGTCCCGC-3’
5*-GGCTGTCGTTCTAGATCGCCGA-3*
5-CTTCCTTTGGATCCGTCCCGC-3*
5’-CGCTGGAGCTCCAGATCGCCAT-3’
5’-GGCAGCAGTTGCCACCGGAA-3’

Herstellung und Verifikation der orfR-Deletion

OrfR1fX
OrfR1rE
OrfR2fE
OrfR2rB
TestorfR_f°

TestorfR_r”

1049

269

5’-ACCGTTGCATCTAGACCGGTCA-3’
5’-TCAGGTGGAATTCCTCGGCAGC-3’

5’-GCGTTCAAGGAATTCCTGATGGAG-3’

5’-CCGCACAGGGATCCATACATCT-3’

5’-CCAATCGTTTCTAGATTGCACGGG-3’

5’-CGGTTGGCTGCAGACAAGCATA-3’

Fortsetzung, Tab. 1 ndchste Seite
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Tab. 1. Fur die Amplifikation von DNA-Fragmenten aus genomischer DNA von
Ralstonia spp. und zur Sequenzierung verwendete Primer (Fortsetzung)

Amplifikation von DNA-Fragmenten aus R. eutropha H16

Primer Nachweisfragmente [bp] Sequenz

WT? Deletion

Herstellung und Verifikation der orfG-Deletion

OrfG1fX 5’-GCGGGTCATICTAGACGGCGAAC-3’
OrfG1rE 5’-GCGGAAGGAATTCTGCCCATCTCG-3’
OrfG2fE 5’-TGGCGCAGGGAATTCTGCAGCAAC-3’
OrfG2rS 5’-GCATAGAAGAGCTCACGCCGGCT-3’
TestorfG_f° 1104 306 5’-GGCCCTCTCTCTAGAATCCCTCGA-3’
TestorfG_r° 5’-ATGTCCTGGATCCGCACCAGCCA-3’

Herstellung und Verifikation der orfP-Deletion

OrfP1fX" 1598 611 5’-TCCTGCGAGGTCTAGAAGTGGGCC-3’
OrfP1rE 5’-CAAAAGTGAATTCCGTCATGGGCATCC-3’
OrfP2fE 5’-GCCTCGCAGGAATTCACCGGGC-3’
orfP2rs® 5’-CCAGGGACATGATGGAGCTCCTCC-3’

Herstellung und Verifikation der frcR-Deletion

FrcR1fX 5’-GCAGCATCATCTAGAGCAGCAGCA-3’
FrcR1rE 5’-GGCTGGCGGAATTCACGCCA-3
FrcR2fE 5’-CATCGTTCCGAATTCCGGCCATG-3’
FrcR2rS 5’-TATTCTCGGCCGAGCTCAGGTTG-3’
TestfrcR_f° 1550 341 5’-TCCCCGCGGTCTAGATCTGCGCA-3’
TestfrcR_r° 5’-GCCGGACAGGATCCTCATCAGCG-3’

Fortsetzung, Tab. 1 nachste Seite
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Tab. 1. Fur die Amplifikation von DNA-Fragmenten aus genomischer DNA von
Ralstonia spp. und zur Sequenzierung verwendete Primer (Fortsetzung)

Amplifikation von DNA-Fragmenten aus R. eutropha H16

Primer Nachweisfragmente [bp] Sequenz

WT? Deletion

Herstellung und Verifikation der aepA-Deletion

AepAlfX 5’-GCCATCTAGATCGGCATCCCGAT-3’
AepAlrP 5’-CGCCAAGCTGCAGCATGCTCAT-3’
AepA2fP 5’-AAGACCCAGGTGCTGCAGACCT-3’
AepA2rB 5’-ACTGGTTTGGGATCCTGACTGCCT-3’
TestaepA_f° 1849 259 5’-CAGCAGTACTCTAGAGCAAGAAAGC-3’
TestaepA_r” 5’-ATGTAACGCGAATTCCAGACCGCC-3’

Herstellung und Verifikation der cmk-Deletion

Cmk1fX 5’-GGTCGAAGATCTAGAGGGCCACGG-3
Cmk1rSI 5’-CAATGGCGATGACGTCGACGATAGTCAT-3’
Cmk2fSlI 5’-TGCGGCCCGTCGACTGAGATGCAT-3’
Cmk2rS 5’-CCACGAAATTGAGCTCGATGCGCAC-3’
Testcmk_f° 915 270 5’-GTAAGGTGGGATCCGCAATACGC-3’
Testcmk_r° 5’-CGACTGCGGTCTAGAGCCATGAAT-3’

Herstellung und Verifikation der sspA-Deletion

SspA1fSm 5’-GCCGGCTTCGAGCAACTGAG-3’

SspAlrH 5-ACCCGAATACAAAAGCTTCATGGTTG-3’
SspA2fH 5’-TCCGAAAAGCTTATGCGCCGCTAA-3’
SspA2rS 5’-GTAGATGGCGAGCTCGTTCTCGA-3’
TestsspA_f° 1001 416 5’-TGTCCGACCCTGCAGCGGCTAAG-3’
TestsspA_r° 5’-GTACGGCGTGGATCCGTTGTCCGT-3’

Fortsetzung, Tab. 1 nachste Seite
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Tab. 1. Fur die Amplifikation von DNA-Fragmenten aus genomischer DNA von
Ralstonia spp. und zur Sequenzierung verwendete Primer (Fortsetzung)

Amplifikation von DNA-Fragmenten aus R. metallidurans CH34

Primer Nachweisfragmente [bp] Sequenz

WT? Deletion

Amplifikation von cbbR;, fiir Uberexpression und die Komplementation

ExCbbRIIfN 5-CTTTTGCTAACATATG-
CAGATCACCTTC-3

ExCbbRIIrS 5’-ATCGGCGACGTCGACGTCGT-3’

ChbblligfP

S’-TTCAGTAGCGCTGCAGTTCGGC-3’

Amplifikation von intergenen cbb-Regionen aus R. metallidurans CH34

Cbbligf 5-TTCCTCAAGTTGCTTGGCCT-3
Cbbligr S’-GTTGTATGTCTTTGCGGCCA-3’
Cbblligf 5-GCGGTCGGTCGCGCACGAAT-3
Cbblligr 5-TGATCTGCATGATTTAGCAAAAGG-3

Herstellung und Verifikation der cbbR-Deletion

CbbRI12fX 5'-AGTCCTCGTCTAGAAGCGCTGC-3’
CbbR112rP 5"-AACCCTGAGTTGCCTGCAGGTGAT-3’
CbbRII2fP 5'-TCGAGCACTGCAGGTCTCATCTTG-3’
CbbR112rS 5"-TAGGTTCTGGAGCTCAGGTACGC-3’
TestcbbRIl_f° 1230 369 5“-AACGTCATGGCCTTGGTCGG-3*
TestchbRII_r° 5‘-TCCGTCGGCTGGTTGATCTG-3*

*WT, Wildtyp; ® Zum Nachweis der Deletionen verwendete Primer.
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Tab. 2. GroRe der deletierten Gene aus R. eutropha H16, der zur Konstruktion von
Deletionsplasmiden verwendeten Fragmente und Umfang der Deletionen.

Gen GengrolRe Deletionsfragment 1 Deletionsfragment 2 Umfang der
[bp] [bp] [bp] Deletion [bp]
regA 612 293 326 555
regB 1389 363 326 1311
orfR 939 332 351 780
orfG 843 348 225 798
orfV 1119 348 468 1089
frcR 1269 348 387 1209
aepA 1659 282 373 1590
cytK 669 298 303 645
SSpA 612 456 351 585
orfP 1089 337 268 987
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Anhang

Massenspektrometrisch identifizierte Proteine aus der 2D-PAGE.

2D-
PAGE
Spot-Nr.

Protein ID

Annotation

Ahnlich- I?roteine mit der hdchsten
keit (%) Ahnlichkeit

Transkriptionsregulatoren

7

10

16

17

19

24

26

27

RREX03769

RREX05765

RREX02965

RREX06243

RREX11775

RREX05230

RREX05291

RREX09086

H-NS dhnliches DNA-
bindendes Protein (H-NS,
C0G2916)

Transkriptionsregulator,
LysR-Familie

Zwei-Komponenten-
System, Hybrid aus
Sensor und Regulator mit
PAS/PAC Domane und
Helix-Turn-Helix, XRE-
Familie &hnlich

Transkriptionsregulator
(cys-Regulon)

Transkriptionsregulator,
GntR-Familie

Transkriptionsrepressor /
Potentieller Regulator
FrcR der Fructose-
Aufnahme, ROK-Familie

Transkriptionsregulator,

LysR-Familie

Transkriptionsregulator,
LysR-Familie

96

84

52

91

72

57

72

49

96

52

DNA-bindendes Protein H-NS
(Ralstonia metallidurans
CH34, ZP_00273602)

Regulatorisches Protein,
LysR-Familie (Burkholderia
cenocepacia H12424,
ZP_00458807)

Zwei-Komponenten-System,
Hybrid aus Sensor und
Regulator ( Nostoc sp. Stamm
PCC 7120, AD2103)

Potentieller Transkriptions-
regulator des Cystein
Biosynthese-Regulons
(Ralstonia solanacearum
CAD16134)

Transkriptionsregulator
(Burkholderia cepacia
R18194, ZP_00218221)

Regulatorisches Protein, GntR
(Chromohalobacter salexigens
DSM 3043, ZP_00474006)

Potentieller Transkriptions-
regulator ROK-Familie
(Burkholderia pseudomallei
K96243, YP_110164)

FrcR (Sinorhizobium meliloti,
AAG28502)

Transkriptionsregulator
(Ralstonia metallidurans
CH34, ZP_00275252)

Potentieller Transkriptions-
regulator, LysR-Familie
(Bordetella pertussis Tohama
I, CAE42700)

Fortsetzung nachste Seite
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Massenspektrometrisch identifizierte Proteine, aus der 2D-PAGE

(Fortsetzung).
2D- Protein ID Annotation Annlich- Proteine mit der héchsten
PAGE keit (%) Ahnlichkeit
Spot-Nr.
Transkriptionsregulatoren
28 RREX01489 Transkriptionsregulator 65 Transkriptionsregulator LysR-
LysR-Familie Typ (Bordetella pertussis
Tohama I, CAE41888)
29 RREX10135 Transkriptionsregulator 59 Transkriptionsregulator IcIR-
IcIR-Familie Familie (Bacillus clausii
KSM-K16, YP_174072)
31 RREX05291 Transkriptionsregulator 96 Transkriptionsregulator
LysR-Familie (Ralstonia metallidurans
CH34, ZP_00275252)
32 RREX03402 Transkriptionsregulator 97 Transkriptionsregulator
LysR-Familie (Ralstonia eutropha JMP134,
ZP_00167168)
33 RREX07890 Transkriptionsregulator 71 Transkriptionsregulator mit
RpiR-Familie Helix-turn-Helix-Motiv, RpiR-
Familie (Burkholderia
cenocepacia H12424,
ZP_00464659)
34 RREX10958 Transkriptionsregulator, 73 Transkriptionsregulator mit
MarR-Familie und Rrf2- Verbindung zur Assem-
Familie blierung von Eisen-Schwefel-
Clustern, IscR (Azoarcus sp.
EbN1, CAI09789)
71 Protein der Rrf2-Familie
(Pseudomonas putida
KT2440, AANG66466)
Transkriptions- und Translations-assoziierte Proteine
2 RREX03630  Protein Translations- 100 GTPase-Translations-
Elongationsfaktor TU Elongationsfaktor (Ralstonia
metallidurans CH34,
ZP_00272225)
3 RREX06785 DNA-abhangige RNA 99 DNA-abhangige RNA-
Polymerase .- Polymerase, a-Untereinheit
Untereinheit (Ralstonia metallidurans
CH34, ZP_00272176)
5 RREX02611 Exonuclease Ill (EC 95 Exonuclease 111 (Ralstonia

3.1.11.2) (COG0708,
XthA)

eutropha JMP134,
ZP_00170714)

Fortsetzung nachste Seite
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Massenspektrometrisch identifizierte Proteine aus der 2D-PAGE.

(Fortsetzung)

2D- Protein ID Annotation Ahnlich- Proteine mit der héchsten

PAGE keit (%) Ahnlichkeit

Spot-Nr.

Transkriptions- und Translations-assoziierte Proteine

18 RREX04359 SSU Ribosomales Protein 98 Ribosomales Protein S2
S2p (Ralstonia metallidurans

CH34, ZP_00272540)

20 RREX10030 23S rRNA- 97 rRNA-Methyltransferase

Methyltransferase (Ralstonia metallidurans
CH34, ZP_00273913)

35 RREX06059 LSU Ribosomales Protein 97 Ribosomales Protein L10

L10P (Ralstonia metallidurans
CH34, ZP_00272220)

36 RREX04629 Protein L19 der 99 Ribosomales Protein L19
ribosomalen 50S (Ralstonia metallidurans
Untereinheit CH34, ZP_00275396)

Enzyme

1 RREX04104 Dihydrolipoamid- 92 Pyruvat/2-Oxoglutarate
succinyltransferase- Dehydrogenase-Komplex,
Komponente (E2) des 2- Dihydrolipoamide-
Oxoglutarat- acyltransferase (E2)-Kompo-
Dehydrogenase- nente (Ralstonia eutropha
Komplexes JMP134, ZP_00166999)

4 RREX08806 Cysteine-Synthase (EC 95 Cystein-Synthase (Ralstonia
4.2.99.8) metallidurans CH34,

ZP_00275415)

6 RREX03322 Uracil- 91 Uracil-
Phosphoribosyltransferase Phosphoribosyltransferase
(EC 2.4.2.9) (Ralstonia metallidurans

CH34, ZP_00273517)

13 RREX08395 NAD(P)- 94 NAD(P)-Transhydrogenase,
Transhydrogenase, Untereinheit o (Ralstonia
Untereinheit o (EC metallidurans CH34,
1.6.1.2) ZP_00273014)

14 RREX07822 Ketol-Saure- 98 Ketol-Saure-Redukto-
Reduktoisomerase (EC isomerase (Ralstonia
1.1.1.86) metallidurans CH34,

ZP_00275233)
15 RREX04105 Dihydrolipoamid- 98 Pyruvat/2-Oxoglutarat-

Dehydrogenase

Dehydrogenase-Komplex,
Dihydrolipoamid-
Dehydrogenase-Komponente
(E3) (Ralstonia eutropha
JMP134, ZP_00166998)

Fortsetzung nachste Seite
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Massenspektrometrisch identifizierte Proteine aus der 2D-PAGE
(Fortsetzung).

2D- Protein ID Annotation Ahnlich- I?roteine mit der hochsten
PAGE keit (%) Ahnlichkeit

Spot-Nr.

Enzyme

22 RREX07275 Cytidylat Kinase 83 Cytidylat-Kinase (Cmk)

(Cytidin Monophosphat
Kinase) (Ralstonia
solanacearum, KCY_RALSO)

25 RREX10516 Methyl-Citratsynthase 100 Methyl-Citratsynthase
(EC 4.1.3.31) (Ralstonia eutropha H186,

Q937N9)

Weitere

8 RREX08965 Hypothetisches Protein 50 Hypothetisches Protein
(Anaeromyxobacter
dehalogenans 2CP-C,
EAL78503)

12 RREX03553 Hypothetisches Protein 87 Protein der Phasin Familie

(Burkholderia mallei ATCC
23344, YP_103336)

21 RREX07847 SspA, ,Stringent 98 ,stringent starvation protein A’
starvation protein A’ (Burkholderia mallei ATCC
AAU48263)
23 RREX11584 Protein der universellen 90 Universelles Stressprotein
Stressprotein Familie UspA (Ralstonia

metallidurans CH34,
ZP_00272266)
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Anhang Nucleotid- und Aminosauresequenzen von
R. eutropha H16

A. Nucleotid- und abgeleitete Aminosauresequenz von sspA.
Die codierende Nucleotidsequenz ist grau unterlegt, Start- und Stopcodon sind fett gedruckt.

Die Aminoséduresequenz ist unter der Nucleotidsequenz im ,One-Letter-Code’ angegeben.
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561

631

701

771

841

911

TGTGGGAACTGCAGGGCCAGCGCGCCGCCAAGTTCACGGAAGTGGAAGAGCACGGCGAGAAGGTGCACAA
--------- S 5

ACACCCTTGACGTCCCGGTCGCGCGGCGGTTCAAGTGCCTTCACCTTCTCGTGCCGCTCTTCCACGTGTT

GTTTGCCGGCTTCGAGCAACTGAGCCCGGGCAAGCTGAGCAAGGTCGAGTACGACCAGGCCGCCGCTGAC
--------- S 5

CAAACGGCCGAAGCTCGTTGACTCGGGCCCGTTCGACTCGTTCCAGCTCATGCTGGTCCGGCGGCGACTG

CTGGTCAGCTTCCTGGACTGGATGGCCGAGCCGGCGCAGAACCACCGCAAGCGCCTGGGCGTCTGGGTGC
--------- S 5

GACCAGTCGAAGGACCTGACCTACCGGCTCGGCCGCGTCTTGGTGGCGTTCGCGGACCCGCAGACCCACG

TGCTGTTCCTGGGCGTGTTCACTGTCTTTGCCTGGCGCCTCAACGCCGCGTACTGGAAGGACGTGAAGTA
--------- S 5

ACGACAAGGACCCGCACAAGTGACAGAAACGGACCGCGGAGTTGCGGCGCATGACCTTCCTGCACTTCAT

AAGGCATGCCAGGGCCCGAATCCGGGCCCGGACAAGGCAAAGGCCAGGGGTGGCCGCTGCGAAAGCAGCA
--------- S 5

TTCCGTACGGTCCCGGGCTTAGGCCCGGGCCTGTTCCGTTTCCGGTCCCCACCGGCGACGCTTTCGTCGT

CCGCCCCTGGCCTTTTCTCTTGGAAAACCTGCCGAAGCGGGCCAATAAAGTGCGTCATTTGCCACTAATT
--------- S 5

GGCGGGGACCGGAAAAGAGAACCTTTTGGACGGCTTCGCCCGGTTATTTCACGCAGTAAACGGTGATTAA

TGCTTTCTGGTGGTCGACTTTGGCAGAATGGCAGACCTTACTGTCCGACCCTGCTTCGGCTAAGCCCAAG
————————— 6 S 5

ACGAAAGACCACCAGCTGAAACCGTCTTACCGTCTGGAATGACAGGCTGGGACGAAGCCGATTCGGGTTC

SSpA
GAATCCAACCATGATGGTGTTGTATTCGGGTACGACTTGCCCGTTTTCCCAACGTTGCCGCCTTGTCCTG
--------- B T T S T
CTTAGGTTGGTACTACCACAACATAAGCCCATGCTGAACGGGCAAAAGGGTTGCAACGGCGGAACAGGAC

MMV LY SGTTT CPZFSQRZ CRILVL

TTTGAAAAGGGCATGGATTTTGAAATCCGCGACGTCGACCTGTTCAACAAGCCCGAAGATATTTCGGTGA
--------- e

AAACTTTTCCCGTACCTAAAACTTTAGGCGCTGCAGCTGGACAAGTTGTTCGGGCTTCTATAAAGCCACT
FEKGWMDUFETI1I RDVDLUFNIKWPETDTI S VWM

TGAACCCGTACGGCCAGGTGCCCATCCTGGTCGAGCGCGACCTCATCCTGTATGAGTCGAACATCATCAA
--------- e

ACTTGGGCATGCCGGTCCACGGGTAGGACCAGCTCGCGCTGGAGTAGGACATACTCAGCTTGTAGTAGTT
NP Y GQ VP11 LV ERUDT LTI LYESNTITIN

CGAATACATCGACGAGCGCTTCCCGCACCCGCAGCTGATGCCGGCCGATCCGGTGCAGCGTGLCCCGLGLC
————————— S

GCTTATGTAGCTGCTCGCGAAGGGCGTGGGCGTCGACTACGGCCGGCTAGGCCACGTCGCACGGGCGCGG
E Y1 b ERFPHZPQLM®PADUZPVQRARA

CGCCTGTTCCTGTTCAACTTCGAAAAGGAACTGTTCACCCACGTCTACACGCTGGAGAACGAAAAGGGCA
————————— S

GCGGACAAGGACAAGTTGAAGCTTTTCCTTGACAAGTGGGTGCAGATGTGCGACCTCTTGCTTTTCCCGT
R L FLFNUJFEIKEULZFTMHV Y TLIENTEK G K

AGGCCGCGGAGAAGAACCACGAACGCGCCCGCGCTGCGATCCGCGACCGCCTGACGCAGCTCGCGCCGAT

--------- S
TCCGGCGCCTCTTCTTGGTGCTTGCGCGGGCGCGACGCTAGGCGCTGGCGGACTGCGTCGAGCGCGGCTA
A A E KNHIERARAAIRD RTLTQUL AP 1

CTTCGTCAAAAACAAGTACATGCTGGGCGAAGAGTTCTCGATGCTCGACGTCGCCATCGCGCCGCTGCTG
--------- e

GAAGCAGTTTTTGTTCATGTACGACCCGCTTCTCAAGAGCTACGAGCTGCAGCGGTAGCGCGGCGACGAC
FV KN KYMULGETEFSMULUDVAI1 APLL

70
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350
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700

770

840

910

980
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981

1051

1121

1191

1261

1331

TGGCGCCTGGACCACTACGGCATTGAGCTGTCGAAGAACGCCGCGCCGCTGCTGAAGTATGCTGAACGCA
--------- S

ACCGCGGACCTGGTGATGCCGTAACTCGACAGCTTCTTGCGGCGCGGCGACGACTTCATACGACTTGCGT
W R LDHY G I EL SKNAAPTULILIKYATER'I

TTTTCAGCCGTCCCGCGTACATCGAAGCGCTCACCCCGTCCGAAAAGGTGATGCGCCGCTAACCGGCACC
--------- 6

AAAAGTCGGCAGGGCGCATGTAGCTTCGCGAGTGGGGCAGGCTTTTCCACTACGCGGCGATTGGCCGTGG
FSRPAY 1 EALTWPSEIKVMRR* -

GGCCCGAAGGCATCCGCCCTCGGGCCACTACGGCGCCATTGGAAGCACAATGCCTGAAACCTCCACCAAG
--------- e b}

CCGGGCTTCCGTAGGCGGGAGCCCGGTGATGCCGCGGTAACCTTCGTGTTACGGACTTTGGAGGTGGTTC

CCCTACCTGATTCGCGCCATCTATGAATGGTGCACGGACAACGGCTTCACGCCGTACATCGCCGTCTTCG
--------- 4

GGGATGGACTAAGCGCGGTAGATACTTACCACGTGCCTGTTGCCGAAGTGCGGCATGTAGCGGCAGAAGC

TCGACGCCAACACCAGCGTGCCGCGCGAGTTCGTCAAGAACAACGAGATCGTGCTCAACGTCAGCTTCGA
--------- 4

AGCTGCGGTTGTGGTCGCACGGCGCGCTCAAGCAGTTCTTGTTGCTCTAGCACGAGTTGCAGTCGAAGCT

CGCCACCAGCGGCCTGGACATGGGCAACGAGTGGATCACCTTCAGCGCACGCTTTGGCGGCGTCTCGCGC
--------- 4

GCGGTGGTCGCCGGACCTGTACCCGTTGCTCACCTAGTGGAAGTCGCGTGCGAAACCGCCGCAGAGCGCG

1050

1120

1190

1260

1330

1400
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B. Nucleotid- und abgeleitete Aminosauresequenz von frcR
Die codierende Nucleotidsequenz ist gelb unterlegt, Start- und Stopcodon sind fett gedruckt. Die

Aminosauresequenz ist unter der Nucleotidsequenz im ,One-Letter-Code’ angegeben.
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141

211

281

351

421

491

561

631

701

771

841

911

981

ATCATCGTGAGCAGCAGCACGCGCTATGCACGCACGCTGGTGATGGCCGCCAGCACCGGGACCGGCGGGT
————————— o+

TAGTAGCACTCGTCGTCGTGCGCGATACGTGCGTGCGACCACTACCGGCGGTCGTGGCCCTGGCCGCCCA

ACTTCACCATGCAGATGTCCAAACAATAAGCCCGCCCCCCCGCAACGCCCCCGGGCGGTCCTCCTGCGGG
————————— o+

TGAAGTGGTACGTCTACAGGTTTGTTATTCGGGCGGGGGGGCGTTGCGGGGGCCCGCCAGGAGGACGCCC

CGGACCGCCGCTACCTTCTTCCTTCCGAGCCATGGCAGTGGCTTCCCGATCACCTGACACCCAGGCGGCG
--------- e b}

GCCTGGCGGCGATGGAAGAAGGAAGGCTCGGTACCGTCACCGAAGGGCTAGTGGACTGTGGGTCCGCCGC

CATCCGCCCTCCGGGTTTCCCCGCGGTTGAGTTCTGCGCACCCATATCATTTAATTCAACATGAATTAAT
ST AGGCEEEAGCCCARAGGGO00CCAACTCAAGACGCGTOOGTATAGT ARATT AAGTTGTACTTAATTA
TAATAGCGGACGGAGACAAGI;giCCGCATCCAAAGCGGGCCGTGGCGTGAATTCCGCCAGCCTGCGCCT
ATTATCCCTaCCTCTOTTCTACTOOCoTAGGTTTCCCCa0CACCOCACTTARGECAETCRBACGO00A
M T A S KAGRGVNSASLRIL

GTACAACGAACGCGCGCTGCTGCTGGCGCTGCGCCGTGCCGGCGAGGCCTCCAAGGCTGACCTGGLCGLGC
————————— S

CATGTTGCTTGCGCGCGACGACGACCGCGACGCGGCACGGCCGCTCCGGAGGTTCCGACTGGACCGCGCG
Y NE RALLULALURRAGEASI KA ADTL AR

ATGGCGCAGCTGACCAATACGGCGGTGGGGAGCATCGTGCAGACCCTGTCCGAGGAAGGTCTGGTCGAAC
--------- S

TACCGCGTCGACTGGTTATGCCGCCACCCCTCGTAGCACGTCTGGGACAGGCTCCTTCCAGACCAGCTTG
MAQL TNTA AV G S 1 VQTULSEEGTLVEQ

AGTCCGGGCGCCGCACGGAAGGCCAGCGCGGCCAGCCGGCCAGCCTGATCCGGCTGCAGCCCAAGGGCGL
--------- e

TCAGGCCCGCGGCGTGCCTTCCGGTCGCGCCGGTCGGCCGGTCGGACTAGGCCGACGTCGGGTTCCCGCG
S GRRTEG QR GQPASTLIRLZOQZPIKGA

CTTCGGCATTGGCGTACGGCTGGACCGCGGCAGCATCGAGGTGGTGATGGTGGACTTTGCCGGCCATATC
--------- e

GAAGCCGTAACCGCATGCCGACCTGGCGCCGTCGTAGCTCCACCACTACCACCTGAAACGGCCGGTATAG
F 61 GVRLDWRGS 1T EVVMVDFAGHI

CTGGCCAGCCGCGCCCACCAGCTGGTCCTGCCCCACCCTGACCAGGCGCTGGCAATGGTGCGGCACGATA
--------- e

GACCGGTCGGCGCGGGTGGTCGACCAGGACGGGGTGGGACTGGTCCGCGACCGTTACCACGCCGTGCTAT
L ASRAHOQLVLPHWPDA QALAMYVRHTD.I

TTGCCGAGCTGCGCGCCCTGCTCACCCCCACCGAACAGAAGCGCCTGCTGGGCATCGGCGTGGCGCAGCC

————————— S
AACGGCTCGACGCGCGGGACGAGTGGGGGTGGCTTGTCTTCGCGGACGACCCGTAGCCGCACCGCGTCGG
A ELRALULTWPTEZ QK RULULGTI GV AAQP

CTATAACCTGGGTGCCTGGCTGCGCGAGCTGGACGTACAGGGCGAAGCCTTCCAGGCAAGCTTCCGCGCC
--------- S
GATATTGGACCCACGGACCGACGCGCTCGACCTGCATGTCCCGCTTCGGAAGGTCCGTTCGAAGGCGCGG
Y NL GA WL RELDVQGEATFU QA ASTFRA

TGGGACCAGGCTGACTTCCCGGCAATGCTCAACGCCGCCACCGGCTTGCCGGTCTTCGGCGAGAACGACG
--------- S
ACCCTGGTCCGACTGAAGGGCCGTTACGAGTTGCGGCGGTGGCCGAACGGCCAGAAGCCGCTCTTGCTGC
wbDQ ADFPAMLNAATGULU®PVF GENTD G

GCACCGCCGCCGCGGTGGCCGAACTGTTCTACGGGCGCCACCATGCCCGGCATTTCCTCTATGTCTTCCT

--------- e

CGTGGCGGCGGCGCCACCGGCTTGACAAGATGCCCGCGGTGGTACGGGCCGTAAAGGAGATACAGAAGGA
T A A AV A ELFY GRHHARUHTE FULY V F L

TGGCCCCGCCATCGGCGGCGGCGTGGTGCTCAATGGCGACTGCGTGCGCGGTGTCTCCGGCAATGCCGGC
--------- e
ACCGGGGCGGTAGCCGCCGCCGCACCACGAGTTACCGCTGACGCACGCGCCACAGAGGCCGTTACGGCCG
G PAI 66 6GVVLNGDT CVRGV S G NAG

70

140

210

280

350

420

490

560

630

700

770

840

910

980

1050
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1051

1121

1191

1261

1331

1401

1471

1541

1611

1681

1751

1821

GATATCGCGATGATGCCGGTGCCGCCCAGCACCCTGCCCTCCGCGCCGGTTGCCACCGGCACCGGCAAGC
————————— S

CTATAGCGCTACTACGGCCACGGCGGGTCGTGGGACGGGAGGCGCGGCCAACGGTGGCCGTGGCCGTTCG
brAMMPYVPPSTLPSAPVATSGTG KR

GGCGCGACATCCTGATCTCGCGCGCGTCGCTCAACGCCCTGACCCGCCACCTGCGCCACCACGGCGTGGT
--------- S

CCGCGCTGTAGGACTAGAGCGCGCGCAGCGAGTTGCGGGACTGGGCGGTGGACGCGGTGGTGCCGCACCA
R bl LI S RASLNALTARMHLRMHHGVYV

GGTCAACGGCCATGCCGACCTGCAGCGCCAGGTCGAGCTGGGCCACCCCGCGGTCGAGGAATGGATTGCC
--------- e

CCAGTTGCCGGTACGGCTGGACGTCGCGGTCCAGCTCGACCCGGTGGGGCGCCAGCTCCTTACCTAACGG
VNGHADUL QROQVELG GHUZPAVETEWTI A

GACTGCGTCGATGCGCTGGCGCCGGCGCTGCAGTCCGCCCTCGCCGTGCTCGACGTGCCGCTGGTGATCT
--------- e

CTGACGCAGCTACGCGACCGCGGCCGCGACGTCAGGCGGGAGCGGCACGAGCTGCACGGCGACCACTAGA
bcvDALAPALAO QSALA AV LDVUPLV I F

TCGATGCCGATATCGACGGCGGCCTGGTCGCCACGCTGATTGCGCGCCTGCAGCAGGTGCTGGATGAAAG
--------- e

AGCTACGGCTATAGCTGCCGCCGGACCAGCGGTGCGACTAACGCGCGGACGTCGTCCACGACCTACTTTC
bADIDGSGLVATLIARILZOQAOQVLDES

CGCCCCCGAAGCCCGCGCGCCCGCCACCGTGGTGCGCGGCTGCTTTGGCGCCAACGCCGGCGCGGTGGGT
————————— S

GCGGGGGCTTCGGGCGCGCGGGCGGTGGCACCACGCGCCGACGAAACCGCGGTTGCGGCCGCGCCACCCA
AP EARAPATVVRGC CFSGANAGAUVSG

GCCGCGTCGCTGCCGATGTTCATGAACTTCTCGCCGCGCGCCGAACTGCTACGGGGCGCGTCTGCCATCG

--------- S
CGGCGCAGCGACGGCTACAAGTACTTGAAGAGCGGCGCGCGGCTTGACGATGCCCCGCGCAGACGGTAGC
AAA S LPMFMNFSUPIRAELILWIRGASA AILV

TTCCGGAGGCCGGCCATGCCATTGTCTGAAGCACCGCGTACCTCGCCCATGGCAGCGCACCTGCATGGCG
--------- 4

AAGGCCTCCGGCCGGTACGGTAACAGACTTCGTGGCGCATGGAGCGGGTACCGTCGCGTGGACGTACCGC
P E A GHATILI V *

GCCATGCGGGCCCAGCGCCGCTGCTTGAACTGCGCAATATCTCCAAGACCTTCCCCGGCGTGAAGGCGCT
--------- 4

CGGTACGCCCGGGTCGCGGCGACGAACTTGACGCGTTATAGAGGTTCTGGAAGGGGCCGCACTTCCGCGA

CAGCAACATGGAGCTGACCGTCTACGCCGGCGAAGTCCATGCCCTGATGGGCGAGAATGGCGCCGGCAAA
--------- 4

GTCGTTGTACCTCGACTGGCAGATGCGGCCGCTTCAGGTACGGGACTACCCGCTCTTACCGCGGCCGTTT

TCCACGCTGATGAAGATCCTGTCCGGCGCCTACATCGCCGACCCGGGCGGCGAGTGCCGCATCGCCGGCA
--------- 4

AGGTGCGACTACTTCTAGGACAGGCCGCGGATGTAGCGGCTGGGCCCGCCGCTCACGGCGTAGCGGCCGT

AGCCGGTGGCCATCGACGGCCCGGCCACGGCGCGCGCCCACGGCGTGGCCGTGATCTACCAGGAGCTGAG
--------- 4

TCGGCCACCGGTAGCTGCCGGGCCGGTGCCGCGCGCGGGTGCCGCACCGGCACTAGATGGTCCTCGACTC

1120

1190

1260

1330

1400

1470

1540

1610

1680

1750

1820

1890



111.Anhang

202

C. Nucleotid- und abgeleitete Aminosauresequenz von cmk.
Die codierende Nucleotidsequenz ist gelb unterlegt, Start- und Stopcodon sind fett gedruckt.

Die Aminosduresequenz ist unter der Nucleotidsequenz im ,One-Letter-Code’ angegeben
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AGGTTGGCGTGGTTGCGCTGCGCCGCGGCATGATTGCGGGCAGTCCCGGCTTGGCGGCGCTCGCGCTTCT
--------- e b}

TCCAACCGCACCAACGCGACGCGGCGCCGTACTAACGCCCGTCAGGGCCGAACCGCCGCGAGCGCGAAGA

CCCAGTAGCGGTCGAAGAAGTAGTGGGCCACGGTATTGACGGCCGGCTCGATGAAGGTGATGGCACCGCT
--------- e b}

GGGTCATCGCCAGCTTCTTCATCACCCGGTGCCATAACTGCCGGCCGAGCTACTTCCACTACCGTGGCGA

GATGGCGAGGCTGCCGGTCAGCGCATACGTCACGCTGAACGCGATGCCGAGGTGCATGATGCCGAACGTC
--------- e b}

CTACCGCTCCGACGGCCAGTCGCGTATGCAGTGCGACTTGCGCTACGGCTCCACGTACTACGGCTTGCAG

AGGGTTTTTGCCATGTTAGATTGCCTCGCGACTGGGACGGGAAGGGCACCGTGCCGCGACTGCGGTCAAG
--------- b}

TCCCAAAAACGGTACAATCTAACGGAGCGCTGACCCTGCCCTTCCCGTGGCACGGCGCTGACGCCAGTTC

CGCCATGAATCAAATAATAATGATTCTCAATTGAATTCACAATCAATCGTTTCTTTTGGCTTTATAAACA
--------- 4

GCGGTACTTAGTTTATTATTACTAAGAGTTAACTTAAGTGTTAGTTAGCAAAGAAAACCGAAATATTTGT

cmk

ATGACTATCGTCAACGTCATCGCCATTGACGGGCCGACTGCCTCGGGCAAGGGCACTGTCGCGCACAAGG
--------- 2
TACTGATAGCAGTTGCAGTAGCGGTAACTGCCCGGCTGACGGAGCCCGTTCCCGTGACAGCGCGTGTTCC
M T I vV NV I A1 DGUPTASGIKGTV A H KV

TTGCGGACGCCGTGGGCTTTCACCTGCTCGACAGCGGCGCCCTGTACCGGCTCGTGGCGCTGGCCAGCGA

————————— S

AACGCCTGCGGCACCCGAAAGTGGACGAGCTGTCGCCGCGGGACATGGCCGAGCACCGCGACCGGTCGCT
A DAV G FHLLDSGALYIRULV AL A SD

CCGCGCCGGGATTGACCTGGCGGACGTGGACGCGCTTGCAAAGATCGCTTCCCGCCTCGATGTGAAGTTC
--------- S

GGCGCGGCCCTAACTGGACCGCCTGCACCTGCGCGAACGTTTCTAGCGAAGGGCGGAGCTACACTTCAAG
R A G I DL ADVDALAIKII1T ASRLDV K F

GGCCCTGACCGCGTCTGGCTGCAAGGCGAGGAAGTCAGCCTGGCAATCCGTGCCGAGGCGATCGGCAACC
--------- e
CCGGGACTGGCGCAGACCGACGTTCCGCTCCTTCAGTCGGACCGTTAGGCACGGCTCCGCTAGCCGTTGG
G PDURVWLQGEEV SLAIRAEA AIGNR

GGGCCTCGGCCATCGCCGTGCACCAGCCGGTGCGCGATGCGCTGACCCAGCTGCAGCGCAGCTTCCGCAA
--------- e}
CCCGGAGCCGGTAGCGGCACGTGGTCGGCCACGCGCTACGCGACTGGGTCGACGTCGCGTCGAAGGCGTT
A°S A1 AV HO QPVR RDALTO OQLTG QR RSTFTR RK

GCTGCCCGGGCTGGTTGCCGACGGCCGCGACATGGGCACCGTGATCTTCCCGGATGCGCCGCTCAAGGTG
--------- e

CGACGGGCCCGACCAACGGCTGCCGGCGCTGTACCCGTGGCACTAGAAGGGCCTACGCGGCGAGTTCCAC
L P GLV ADGRIDMMGTV I FPDAUPILKYV

TTCCTGACCGCAAGTGTTGAGGCGCGCGCTCGCAGGCGCTATAAACAATTGATTGATAAGGGAATTTCTG
————————— S
AAGGACTGGCGTTCACAACTCCGCGCGCGAGCGTCCGCGATATTTGTTAACTAACTATTCCCTTAAAGAC
F L TASVEARARIRRYKOQUL 1T DI KUGTI1I S A

CTAATATTGAAGACCTTTTGCGTGACCTTGAAGCGCGCGATGTACGGGATCGCACCCGCACCGCCGCGCC

--------- S

GATTATAACTTCTGGAAAACGCACTGGAACTTCGCGCGCTACATGCCCTAGCGTGGGCGTGGCGGCGCGG
N 1T E DL L RDULEARDVIRDRTRTAAUP

GCTTCGTCCCGCCGAGGATGCAAAGCTGCTGGATACCTCCGATATGACGGTGGACCAGGCAGTGGCGCAG
--------- e

CGAAGCAGGGCGGCTCCTACGTTTCGACGACCTATGGAGGCTATACTGCCACCTGGTCCGTCACCGCGTC
L R PAEDAIKULULDTSUDMMTVDQAV AQ

GTGCTGGAGTGGTTTGCCGCTGTGCGGCCCGATGCATGAATGCATGCGGGCGCATCAGTAGAAGCGGCG

--------- 4
CACGACCTCACCAAACGGCGACACGCCGGGCTACGTACTCTACGTACGCCCGCGTAGTCATCTTCGCCGC
vV L EWFAAVRPDA *
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1051

1121

1191

1261

TACCCCGACGGCACCAGATGGCGCCAGCCCGGGCAAGACTTGTGGCTGGCTTGTGTCAAACCTGACCCCG
————————— o+

ATGGGGCTGCCGTGGTCTACCGCGGTCGGGCCCGTTCTGAACACCGACCGAACACAGTTTGGACTGGGGC

CTGCACTGGCAGACTGAGCGCGATAGTCGCGCCGGCCAGCGTATTGCGGATTTCACCTTACGTTTATGTC
————————— o+

GACGTGACCGTCTGACTCGCGCTATCAGCGCGGCCGGTCGCATAACGCCTAAAGTGGAATGCAAATACAG

CGACCTGCAAACTAACGAATCCTTTGCCGCACTGTTCGAGGAATCCGTCGCCCGCTCCAATATGAAGGCT
————————— o+

GCTGGACGTTTGATTGCTTAGGAAACGGCGTGACAAGCTCCTTAGGCAGCGGGCGAGGTTATACTTCCGA

GGCGAAGTGATCTCCGCTGAAGTCGTGCGCATCGACCACAATTTCGTGGTCGTCAATGCCGGCCTCAAGT
————————— o+

CCGCTTCACTAGAGGCGACTTCAGCACGCGTAGCTGGTGTTAAAGCACCAGCAGTTACGGCCGGAGTTCA
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D. Nucleotid- und abgeleitete Aminosauresequenz von orfV.
Die codierende Nucleotidsequenz ist gelb unterlegt, Start- und Stopcodon sind fett gedruckt.

Die Aminosduresequenz ist unter der Nucleotidsequenz im ,One-Letter-Code’ angegeben.
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GAGCTCGCTTTTTCCATCGATGCTGACTAATTCCTCTCGATTTCATTCGGCTATGCTCTATCAGCAGCAC
--------- e b}

CTCGAGCGAAAAAGGTAGCTACGACTGATTAAGGAGAGCTAAAGTAAGCCGATACGAGATAGTCGTCGTG

CTTTCCAGTGCCTGGATCAGAACGGCGTAAGGCCACATAACCCCGCGCCGTTTTTGCTTTCTGCGCCAGA
--------- e b}

GAAAGGTCACGGACCTAGTCTTGCCGCATTCCGGTGTATTGGGGCGCGGCAAAAACGAAAGACGCGGTCT

CGCCGCCTTCGCTCATCAGACAAGCGGCTGCAGGCGGTCGCCCGTTCTGGTCGAGCCGTTGATTTGATCG
--------- e b}

GCGGCGGAAGCGAGTAGTCTGTTCGCCGACGTCCGCCAGCGGGCAAGACCAGCTCGGCAACTAAACTAGC

GAAACAGCTGGTCGTAGAGACCAATGTTTTCGGGGACGACGCCTATTGACCCAGCTCAAACCAGCTTTCG
--------- b}

CTTTGTCGACCAGCATCTCTGGTTACAAAAGCCCCTGCTGCGGATAACTGGGTCGAGTTTGGTCGAAAGC

ACTCCCCACCAAAGCAGTATTTACCAAAAATACCAAATCAGCACATCTTTGCTGTTTTTGGAGGGGACAA
--------- 4

TGAGGGGTGGTTTCGTCATAAATGGTTTTTATGGTTTAGTCGTGTAGAAACGACAAAAACCTCCCCTGTT

orfv

ATGCCTTTGGACACCAATGAACGGTTCAATCACATCCATTACGTTCCAATTCTCAAATGGAGGCAAGGCG
--------- 2
TACGGAAACCTGTGGTTACTTGCCAAGTTAGTGTAGGTAATGCAAGGTTAAGAGTTTACCTCCGTTCCGC
M P L D TNUERUFNMHTIHY VP I L KWR Q G E

AGTACCAGGCACTATGGCGCTTGAGCGATGCCGCCAAGCAATGGATAACACCGCTACTAGAAATTCCTAC
————————— S
TCATGGTCCGTGATACCGCGAACTCGCTACGGCGGTTCGTTACCTATTGTGGCGATGATCTTTAAGGATG

Y Q ALWRLSDAAKO QW11 TWPULULETI PT

TGAGCCATGGGATTTCGAAACAGAAACGCCCGCAAAATCTTTAGATGAGCATCTCGAGCGCTTTGGAAAC
--------- S

ACTCGGTACCCTAAAGCTTTGTCTTTGCGGGCGTTTTAGAAATCTACTCGTAGAGCTCGCGAAACCTTTG
E P WD F ETETUPAIK S L DEHILEIRF G N

CGCCTCAAAAGTAAATGGGACACTCGTCGATGCTTTATCGACTCATGCTACATCGATGGTGTCGCACAAA
--------- e
GCGGAGTTTTCATTTACCCTGTGAGCAGCTACGAAATAGCTGAGTACGATGTAGCTACCACAGCGTGTTT
R L K S KWWDTWRWRT CZ FI1T DS CY I DGV A QWM

TGTCAACAGGACAGCATCACCTCGAGTTCCTGTTCGAACAAGCTCGGAATGAAGGAGCTTCACCGATACC

--------- e

ACAGTTGTCCTGTCGTAGTGGAGCTCAAGGACAAGCTTGTTCGAGCCTTACTTCCTCGAAGTGGCTATGG
S T G Q HHLEFULVFEIQARNETGASUP1P

GGTTACTGGGCTTGGCCGCCATCCAGACTATGACGCAGCGGTACACAACATCGTTGCTCAAGATCAGCGG
--------- e
CCAATGACCCGAACCGGCGGTAGGTCTGATACTGCGTCGCCATGTGTTGTAGCAACGAGTTCTAGTCGCC
vV T 6L GRHWPUDYDAAVHNIVAZQQDU QTR

GGCGCGTGCGTTCGTCTTTCCGCTGAGGACTTTAGTGCCTCTATTTTGAATGACCTTCAAAACTTGTTTG
————————— S
CCGCGCACGCAAGCAGAAAGGCGACTCCTGAAATCACGGAGATAAAACTTACTGGAAGTTTTGAACAAAC
G ACVURLSAEUDU FSA AS1TLNUDIULW GQNWLTFA

CTCGGCTAAATGTGGGGCCGCCCGACTCACACCTCGTTATAGACATGGCGGAGGACATCAGCGGCTCACC

--------- S

GAGCCGATTTACACCCCGGCGGGCTGAGTGTGGAGCAATATCTGTACCGCCTCCTGTAGTCGCCGAGTGG
R L NV GPUPDSHULV I DMAETDTI S G S P

GGTCGCGCAAGGTCTCGCATGGAAGGCACTGCTTCAACAGACGCCCTGGCTAAACGACTGGAAATCTGTA
--------- e}
CCAGCGCGTTCCAGAGCGTACCTTCCGTGACGAAGTTGTCTGCGGGACCGATTTGCTGACCTTTAGACAT
VA QGLAWSZ KA ALTLTG QO OQTUPWLNTDWK SV

ACAGTTGCCGCAACGGCGTTTCCCAGCGCTCTACCAGCGGCACAGTTCCGTCCGCATGGACTCACACCAA
--------- e
TGTCAACGGCGTTGCCGCAAAGGGTCGCGAGATGGTCGCCGTGTCAAGGCAGGCGTACCTGAGTGTGGTT
T VAATAFUPSALUPAAQFIRWPHTGTULTPR
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1751

1821
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GAACAGAGTGGAACGCATATAACGCCCTGTTGACAAACTTGGGTGGCCTGCGCATTCCAACTTTTGGGGA
————————— S

CTTGTCTCACCTTGCGTATATTGCGGGACAACTGTTTGAACCCACCGGACGCGTAAGGTTGAAAACCCCT
T EWNAYNALULTNLG GG GULR 1T P TFGD

CTACTCGGTTTCACACCCACAGACCGAGCTACTCGATCCGCGTGTGCTCGATCCAAACGCGAAGATCAAG
--------- S

GATGAGCCAAAGTGTGGGTGTCTGGCTCGATGAGCTAGGCGCACACGAGCTAGGTTTGCGCTTCTAGTTC
Yy SV SHPOQTELWLDW®PRVYVLDZPNAZK'IK

TACACCGTTGATGGCGAATGGCTCGTTCACACTGGTGCCCAAGTGAAGAAGCATGGTAGGGGTCAATTTC
--------- e

ATGTGGCAACTACCGCTTACCGAGCAAGTGTGACCACGGGTTCACTTCTTCGTACCATCCCCAGTTAAAG
Y TVDGEWTLVYHTGAQ QVIKTZKTHGT RGO QFOQ

AAGGACTATGCCAAGAACTGATTGCCAACCCGTCAGCAGCTTTCCCAGGACCGACTTACTCATGGGGTGA
--------- e

TTCCTGATACGGTTCTTGACTAACGGTTGGGCAGTCGTCGAAAGGGTCCTGGCTGAATGAGTACCCCACT
G LCQELTII ANPSAAFPGPTY S WGTD

TGCATATATCCATGGGTGCGCAAGTGGCACCGAAACGACGGGCGGCACATCGACATGGCCTTCGGTCGGC
--------- e

ACGTATATAGGTACCCACGCGTTCACCGTGGCTTTGCTGCCCGCCGTGTAGCTGTACCGGAAGCCAGCCG
A Y I HGCASGTETTSGGTSTWP S VG

AACAACCGACATATCACCAAGGTCATCAGGGATGTCGCCACGTTGTTCGGGTCTTCAACGATTCCCTGAC
————————— o+
TTGTTGGCTGTATAGTGGTTCCAGTAGTCCCTACAGCGGTGCAACAAGCCCAGAAGTTGCTAAGGGACTG
N NR H T T KV I RDVATULIFGS ST I P -

CAGCTGCCGAAGCTCACTAAGTGGCACCAAGGCCGCGGCAATCTCATACAATTCGCGACGGTTGCCGCGG
--------- S 5

GTCGACGGCTTCGAGTGATTCACCGTGGTTCCGGCGCCGTTAGAGTATGTTAAGCGCTGCCAACGGCGCC

AGCCTTCGTTTTTCAACGCCTCGCTCCTCCAGGATCTTGGTTACCTCCGGACGCCACAGTAGGTGGGCGA
--------- S 5

TCGGAAGCAAAAAGTTGCGGAGCGAGGAGGTCCTAGAACCAATGGAGGCCTGCGGTGTCATCCACCCGCT

CATGAAAGGCCGACACCGAAGGATTTGCTCCAACTGCGCGGTGTGTTTCGATTGATACCGCCCCTCGCTT
--------- e}

GTACTTTCCGGCTGTGGCTTCCTAAACGAGGTTGACGCGCCACACAAAGCTAACTATGGCGGGGAGCGAA

GCCCACGCTTGCCACCTTAATCCCCCACCATGGTGGCAATATTGACTCCGCCGACCCTAGGTGATGCTCT
————————— o+

CGGGTGCGAACGGTGGAATTAGGGGGTGGTACCACCGTTATAACTGAGGCGGCTGGGATCCACTACGAGA

CCCACCACCAAGGTCGCCCTATCCATTGCTTTCGAATAGGCTTCAACTTGCGCTGGTAAGCGTTCCAGCG
————————— o+

GGGTGGTGGTTCCAGCGGGATAGGTAACGAAAGCTTATCCGAAGTTGAACGCGACCATTCGCAAGGTCGC

TGTCAGCATCGCTTTTCAGTTCGTAGCCGTGCAGAAATCCATTCACTACTGCAATGTCAACACGGCACAA
————————— S S 5

ACAGTCGTAGCGAAAAGTCAAGCATCGGCACGTCTTTAGGTAAGTGATGACGTTACAGTTGTGCCGTGTT

GCCGTGCTGCAGGCCGAGCTCTTCAACAACCAGCACATTGGGGTCAGCAACATGTTCGGCGAGCACCTTC
————————— S S 5

CGGCACGACGTCCGGCTCGAGAAGTTGTTGGTCGTGTAACCCCAGTCGTTGTACAAGCCGCTCGTGGAAG
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E. Nucleotid- und abgeleitete Aminosauresequenz von orfG.
Die codierende Nucleotidsequenz ist gelb unterlegt, Start- und Stopcodon sind fett gedruckt.

Die Aminosduresequenz ist unter der Nucleotidsequenz im ,One-Letter-Code’ angegeben.
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CTCCATGTCGCGGTGGCCGTGCGTGCCAAAGCCCATGCCCGGCGCGACGCGGTCCTCGTTGATCACTCGC
--------- e b}

GAGGTACAGCGCCACCGGCACGCACGGTTTCGGGTACGGGCCGCGCTGCGCCAGGAGCAACTAGTGAGCG

AGTGGCCCAAACTGCACATGCCGCGGGTCATAGTAGTCGGCGAACGAGAACGAATGAAAGGACTTCAGCC
--------- e b}

TCACCGGGTTTGACGTGTACGGCGCCCAGTATCATCAGCCGCTTGCTCTTGCTTACTTTCCTGAAGTCGG

AGCCATGATCGGCGTAACCACGCTCTGCAGACTTTCTGATTTCAATCATTTTGATGGCCCTCCTTGAGCC
--------- e b}

TCGGTACTAGCCGCATTGGTGCGAGACGTCTGAAAGACTAAAGTTAGTAAAACTACCGGGAGGAACTCGG
Pirin

TGTTTGCCCGCAAGCACTGGCTTGGTAACCGTGTCGCGGCATACGTTTTCGCTTTGATGCTAGGAAGTTT
————————— o+

ACAAACGGGCGTTCGTGACCGAACCATTGGCACAGCGCCGTATGCAAAAGCGAAACTACGATCCTTCAAA

AGGGCTTGAGGCGTATATTTACGGGGATCGACTTAGAAGCAGTCATTCAGAATTTCTGAACATGGCCCTC
--------- 6

TCCCGAACTCCGCATATAAATGCCCCTAGCTGAATCTTCGTCAGTAAGTCTTAAAGACTTGTACCGGGAG

TCGCTAGAATCCCTCGAAGTCCTCGACGCCATCGAACGCAAGGGGCAGCTTTGCCGCCGGCGGCCACGAG
--------- 6

AGCGATCTTAGGGAGCTTCAGGAGCTGCGGTAGCTTGCGTTCCCCGTCGAAACGGCGGCCGCCGGTGCTC

orfG
ATGGGCAGGGTCCCTTCCGCGCTGACCTACGTGGTGCGCAAGCTGGAAGAAGACCTGGACGTGCTGCTGT
————————— ot e
TACCCGTCCCAGGGAAGGCGCGACTGGATGCACCACGCGTTCGACCTTCTTCTGGACCTGCACGACGACA
M G RV P SALTYVVRIKIULETETDTLUDVL L F

TCGACCGGCGCCGCCACCGCGCCGAGCTGACGCCGGCCGGACGCGCCCTGCTCGATGAGGGCCGCCACCT
--------- S

AGCTGGCCGCGGCGGTGGCGCGGCTCGACTGCGGCCGGCCTGCGCGGGACGAGCTACTCCCGGCGGTGGA
DR RRHRAETLTZPAGRALILUDTETGIR RHIL

GCTGCATGCCGCCGATGACCTGGCACGGCGCGTCAAGCGCCTGGCCACCGGCTGGGAGGCTACCCTCACC
--------- e

CGACGTACGGCGGCTACTGGACCGTGCCGCGCAGTTCGCGGACCGGTGGCCGACCCTCCGATGGGAGTGG
L HAADUIDLARRYVI KRLATSG GWEATILT

ATCGTGGTCGACGACCTGATCAACTTCCGCGCGCTGCTGCCGGTGATCCACGACTTCTACGCCGAGAACA

--------- e
TAGCACCAGCTGCTGGACTAGTTGAAGGCGCGCGACGACGGCCACTAGGTGCTGAAGATGCGGCTCTTGT
Il vvDDULINJFRALULWPV I HDUFY AENT

CCGCCACCCGGCTGCGCTTTTCCAAGGAAGTGCTGGGCGGCGCCTGGGATGCGCTGGTCAACAACCGCGC
--------- e
GGCGGTGGGCCGACGCGAAAAGGTTCCTTCACGACCCGCCGCGGACCCTACGCGACCAGTTGTTGGCGCG

AT RLIRFSKEVL G GAWUDALVNNRA

CGACCTGGTGATCGGCGGCGCCTACGATGCGCCCAGCACGCAGGGCTTCCAGATCCGGCCACTGGGCTCG
————————— S

GCTGGACCACTAGCCGCCGCGGATGCTACGCGGGTCGTGCGTCCCGAAGGTCTAGGCCGGTGACCCGAGC
bDLv 1 GGG AYDAPST QG FOQTII RP L G S

ATGCCGTTCGTGTTCGCGGTTGCCGCGCACCATCCGCTGGCCACCGAGGAAGGCCCGCTCACCACCATCC
--------- S
TACGGCAAGCACAAGCGCCAACGGCGCGTGGTAGGCGACCGGTGGCTCCTTCCGGGCGAGTGGTGGTAGG
M P FV F AV AAUHMHPLATEEGWPLTT I Q

AGATCGCCAGGCACCGCATCGTCGCGGTGGGCGACACCTCGCGCAACCTGCCGGCGCGTACCCATGGCGT
--------- e
TCTAGCGGTCCGTGGCGTAGCAGCGCCACCCGCTGTGGAGCGCGTTGGACGGCCGCGCATGGGTACCGCA

Il ARHRI VAV GDT S RNULZPARTHGV

GCTGGCCGGGCAAGACGTGCTGGTGGTGCCCACCATGCGCGACAAGCTCGAGGCACAGATCCGTGGGCTG
--------- e

CGACCGGCCCGTTCTGCACGACCACCACGGGTGGTACGCGCTGTTCGAGCTCCGTGTCTAGGCACCCGAC
L AGQDVLVVPTMRDI KILEA AUOQTIRGIL
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1191
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1331
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1541

GGCTGCGGCTGGCTGCCGGCGCCGATGGCGCAACCCCATATCGAAAGCGGCGTGCTGCAGGCGCGCGAGA
————————— S

CCGACGCCGACCGACGGCCGCGGCTACCGCGTTGGGGTATAGCTTTCGCCGCACGACGTCCGCGCGCTCT
G ¢ 6wlLPAPMAQPHI ESGVLQARTET

CCGTCGAGGTGCGCGCGCCCGGCAACTTCAAGGTAGCCTGGCGCACCAGCAACCGCGGCAAGGCGCTGCA
--------- S

GGCAGCTCCACGCGCGCGGGCCGTTGAAGTTCCATCGGACCGCGTGGTCGTTGGCGCCGTTCCGCGACGT
vV EVRAPGNZFIKVAWRTSNIRGI K ALQ

GTGGTGGGCCAGCAAGCTGGAAGACCCGCGCCTGGCGCAGGCACTGCTGCAGCAACCCGACTTCGCCGGL
--------- e

CACCACCCGGTCGTTCGACCTTCTGGGCGCGGACCGCGTCCGTGACGACGTCGTTGGGCTGAAGCGGCCG
WWASKTLTETDTPRTLAQALTLTG QO QPUDTFAG

TGAGGGCAGGTCTCATGGCAGTGACAGCAACGACGGCAGCAACGACGGTTGCCGCGACCGGCTATCGCGG
--------- 4

ACTCCCGTCCAGAGTACCGTCACTGTCGTTGCTGCCGTCGTTGCTGCCAACGGCGCTGGCCGATAGCGCC
*

CCGCTTCGCCCCCTCGCCCACCGGGCCGCTGCATATGGGCTCGCTGGTCACCGCGCTGGCGAGCTGGCTG
--------- e b}

GGCGAAGCGGGGGAGCGGGTGGCCCGGCGACGTATACCCGAGCGACCAGTGGCGCGACCGCTCGACCGAC

GACGCGCGCGCGCACGGCGGCCAGTGGCTGGTGCGCATCGAGGACATCGACATGCCGCGCTGCGTGCGLG
--------- e b}

CTGCGCGCGCGCGTGCCGCCGGTCACCGACCACGCGTAGCTCCTGTAGCTGTACGGCGCGACGCACGCGC

GCGCGGACGACGACATCCTGCTCACGCTGGAACGCCTGGGCATGGCGCCGGACGAGCCGCCGGTATGGCA
--------- b}

CGCGCCTGCTGCTGTAGGACGAGTGCGACCTTGCGGACCCGTACCGCGGCCTGCTCGGCGGCCATACCGT

GAGCCGGCGTGAGCCGTTCTATGCCGATGCGCTGCGCCGCCTCGACGCCGCCGGGCAGCTCTACCCGTGC
--------- b}

CTCGGCCGCACTCGGCAAGATACGGCTACGCGACGCGGCGGAGCTGCGGCGGCCCGTCGAGATGGGCACG
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F.  Nucleotid- und abgeleitete Aminosauresequenz von orfP.
Die codierende Nucleotidsequenz ist gelb unterlegt, Start- und Stopcodon sind fett gedruckt.

Die Aminosduresequenz ist unter der Nucleotidsequenz im ,One-Letter-Code’ angegeben.
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ACTTTCACTGTGGCGTACTGGTTGTTCTCGGCCACCTGGCTCTTGTGCATCACACACACCCAGCTGCGCG
--------- b+ 70

TGAAAGTGACACCGCATGACCAACAAGAGCCGGTGGACCGAGAACACGTAGTGTGTGTGGGTCGACGCGC

CGAAGATGGTCTTCTTCTCCTGCTCGAAGACTTCCTGCGAGGTGTAGTAGTGGGCCGGCAGCGTATAGGC
--------- e -+ 140
GCTTCTACCAGAAGAAGAGGACGAGCTTCTGAAGGACGCTCCACATCATCACCCGGCCGTCGCATATCCG

CAGCGGCGGGGTGGTGCCGCAGGCGGGGGCGGTGGTCTCTTGCATGGGTTGTCTCCTTGTTGGTCTCGTT
--------- 4+ 210
GTCGCCGCCCCACCACGGCGTCCGCCCCCGCCACCAGAGAACGTACCCAACAGAGGAACAACCAGAGCAA

GCCTTATCGATTCACTAACAGTTAATTAAATTACTGTTGGTGATGTGAAGTGAAGTCTAGTGAGGAGCGC
--------- e b+ 280
CGGAATAGCTAAGTGATTGTCAATTAATTTAATGACAACCACTACACTTCACTTCAGATCACTCCTCGCG

AGGTGTATTGCAATTCAAAAAACCGATGAAATTTGCTCGCTTGATGGTCCATGGCTATCAATTCGCGCGA
--------- e e —————+ 350
TCCACATAACGTTAAGTTTTTTGGCTACTTTAAACGAGCGAACTACCAGGTACCGATAGTTAAGCGCGCT

TTTGCGGTGATGGTGTAAGGTTCGAGTTACTCAATTCACCATCGGTTGAAAAAAAGCGGAGGGGATGCCC
--------- e+ 420
AAACGCCACTACCACATTCCAAGCTCAATGAGTTAAGTGGTAGCCAACTTTTTTTCGCCTCCCCTACGGG

orfP
ATGACGGAAGACACTTTTGCCACGCGCCTGAAGGGGGTGCTGGAAGGCAAAAGGATCATGCTCAAGCAGG
--------- o e 4+ 490
TACTGCCTTCTGTGAAAACGGTGCGCGGACTTCCCCCACGACCTTCCGTTTTCCTAGTACGAGTTCGTCC

M TEDTFATWRULIKGVLEGIK R I ML K Q V-

TGGCAGAGGCGCTGTCGGTATCGCCGTCGGCGGTGCACAAGTGGACCCGCGGCGGCGAGATCGAATACGA

————————— e e b ———+ 560

ACCGTCTCCGCGACAGCCATAGCGGCAGCCGCCACGTGTTCACCTGGGCGCCGCCGCTCTAGCTTATGCT
AAE AL SV SPSAVHIKWTRGSGTEI EY E -

GCGGCTGCTCGCGCTGGCGCGCTTCCTGGGCGTCAACTGGCTGTGGCTGCGCTACGGCGAGCAGGCCATC
————————— o ——————+ 630
CGCCGACGAGCGCGACCGCGCGAAGGACCCGCAGTTGACCGACACCGACGCGATGCCGCTCGTCCGGTAG

R LLALARUEFLGVNWLWILR RYGEOQA'I -

GCCGACCTGGAGGCCAGCACCGCCTCTGACCCACACATCAAGGAACTGCGCCAGAAGCACCTGGCGGAGA
--------- e+ 700

CGGCTGGACCTCCGGTCGTGGCGGAGACTGGGTGTGTAGTTCCTTGACGCGGTCTTCGTGGACCGCCTCT
ADLEASTASDU PHI KELRIQIKHLATEI-

TCATGGAGAGCGAGGCGCGCATGAAGTTCGCGCAGGAGGTCTCGGGCATCGTCACCTGGGAATGGAACGT
--------- T T T iy 4r40]
AGTACCTCTCGCTCCGCGCGTACTTCAAGCGCGTCCTCCAGAGCCCGTAGCAGTGGACCCTTACCTTGCA

M ESEARMIKFAQEV S GI1I VTWEWNV -

GCTGACCGATGGCCTGACCTACTCGTCCAACGACGTCACGCTGTTCGGCCGCCACATCCGCAACATGGAC
--------- o e+ 840
CGACTGGCTACCGGACTGGATGAGCAGGTTGCTGCAGTGCGACAAGCCGGCGGTGTAGGCGTTGTACCTG

L TDbDGLTYSSNDVTLZFGRHIRNMD -

GACTTCTGGGCCTGCGTGCATCCGGCCGATGTCGCGCGCCTGCGCGAGGTGCTGGCGCGCACGCTGGGCG
————————— e e -+ 010
CTGAAGACCCGGACGCACGTAGGCCGGCTACAGCGCGCGGACGCGCTCCACGACCGCGCGTGCGACCCGL
bDFWACVHPADVARILWREVLARTILG A-

CGCAGGAGATGCACGAGTGGGAGTTCCGCGTCGTGCACGGGGACACCACGCGCTGGATCTCGTCGCGGGC

--------- e+ 0980
GCGTCCTCTACGTGCTCACCCTCAAGGCGCAGCACGTGCCCCTGTGGTGCGCGACCTAGAGCAGCGCCCG
Q EMHEWEFRV VHGDTTWRWI1I S SR A -

CACGCTGGTGCGCGACTTCGACCAGCGCCCGGTCAAGATGATCGGCGTCAGCCTGGACATCACCGAGCGG
————————— o ———————+ 1050
GTGCGACCACGCGCTGAAGCTGGTCGCGGGCCAGTTCTACTAGCCGCAGTCGGACCTGTAGTGGCTCGCC

T LV RDFD QWRWPVIKMI GV SLDTITER -
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CGCCGCGCCGAGGCTGCGCTGCGCCAGAACGAGGCGCTGCTGGCCAAGGCGCAGGAGATTGCCCACCTGG
————————— S

GCGGCGCGGCTCCGACGCGACGCGGTCTTGCTCCGCGACGACCGGTTCCGCGTCCTCTAACGGGTGGACC
R R AEAALRIOQNEALTULAKAQETI AHILG

GCGGCTGGTACTGGAATATCCAGACCGACGACTGCGCCTGGACCGACGAGGCCTACCGCATCTTCGGCTG
--------- S
CGCCGACCATGACCTTATAGGTCTGGCTGCTGACGCGGACCTGGCTGCTCCGGATGGCGTAGAAGCCGAC

G WYy wN I Q T DDT CAWTUDEAYIRTI1I F G W

GGCCCCGCAGGCGTTCAAGGTGACCATGGAGCGCTACCTGGCGTCGATCGTCGAGGAGGACCGCGCGCGL
--------- e

CCGGGGCGTCCGCAAGTTCCACTGGTACCTCGCGATGGACCGCAGCTAGCAGCTCCTCCTGGCGCGCGCG
AP QAFKVTMERYULASI1TVETEDIRAR

GTGCAGGCGGCCATCCGCGCGGCCATCGTCGACAAGGCGCCGTACAGTGTCAACTACCGCATCCAGCTGC
--------- e

CACGTCCGCCGGTAGGCGCGCCGGTAGCAGCTGTTCCGCGGCATGTCACAGTTGATGGCGTAGGTCGACG
vV Q AAI RAAI VDKAPY SVNYRI1 QLP

CCGACGGCAGCCATCGCGACATCCATGAGGAAGGCGAGGTCACGCTGGACGAGCACGGCAACGCCCTGAC
--------- e

GGCTGCCGTCGGTAGCGCTGTAGGTACTCCTTCCGCTCCAGTGCGACCTGCTCGTGCCGTTGCGGGACTG
D GSHRDIHEESGEVTLDEWHG GNALT

CATGGTCGGCGCCTCGCAGGATGTCACCGGGCCGGCAGCGCCGCCGGCAAGAGGCGGCGGCAAGGLCCEG
————————— S

GTACCAGCCGCGGAGCGTCCTACAGTGGCCCGGCCGTCGCGGCGGCCGTTCTCCGCCGCCGTTCCGGGGC
MV GA SQDVTSGPAAPPARG GG GG GIK AP

CGCAAGCGTGCGGCGGACAAGCCGCGCGCACCAGCCTGACAGCGCCACAGGGCGGCATGCATTGCCGCCC
--------- S 5
GCGTTCGCACGCCGCCTGTTCGGCGCGCGTGGTCGGACTGTCGCGGTGTCCCGCCGTACGTAACGGCGGEG
R K R AAADIKPIRAWPA *-

TTTTTCATTTGGCGGGTCTTCCGCGTCACGTGAAGGAATAAAACCGTTTGTTTCAGTGTAAACGTTAGTG
--------- 4

AAAAAGTAAACCGCCCAGAAGGCGCAGTGCACTTCCTTATTTTGGCAAACAAAGTCACATTTGCAATCAC

GAACGTTTGTTTCATACTCCGCTATGATGGCATCTCCATGGCGCCGGATACCGCGCGCCCGTACAAGGAG
--------- S 5
CTTGCAAACAAAGTATGAGGCGATACTACCGTAGAGGTACCGCGGCCTATGGCGCGCGGGCATGTTCCTC

GAGATCCATCATGTCCCTGGCCAAGCCAGCCATCCCGCAGTCCCCGGGCCACGCCGCGGTGTTGCCGGAC
--------- S 5
CTCTAGGTAGTACAGGGACCGGTTCGGTCGGTAGGGCGTCAGGGGCCCGGTGCGGCGCCACAACGGCCTG
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G. Nucleotid- und abgeleitete Aminosauresequenz von aepA.
Die codierende Nucleotidsequenz ist gelb unterlegt, Start- und Stopcodon sind fett gedruckt.

Die Aminosduresequenz ist unter der Nucleotidsequenz im ,One-Letter-Code’ angegeben.
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AAGATCGACTGGGTCAGCGTGGCCGCCACCTATATCGGCATCCCGATCTTCCTCCTGATCTGGCTGGGCT
--------- e b}

TTCTAGCTGACCCAGTCGCACCGGCGGTGGATATAGCCGTAGGGCTAGAAGGAGGACTAGACCGACCCGA

ATCGCATTGCGCGCAAGACGCGCTTCGTGTCCTATGCCGAGATGCAATTCCCCGCCCTGCCGGCCAGACG
--------- e b}

TAGCGTAACGCGCGTTCTGCGCGAAGCACAGGATACGGCTCTACGTTAAGGGGCGGGACGGCCGGTCTGC

CGATGCCGCCCCGGCGCGCGCCGCCGTGCCGGCAATCGGTGAATAAGCGCCATTCCCGCGCGCTTCACAA
--------- e b}

GCTACGGCGGGGCCGCGCGCGGCGGCACGGCCGTTAGCCACTTATTCGCGGTAAGGGCGCGCGAAGTGTT

CCAGCAGTACACAAGAGCAAGAAAGCACAAGCACAACAACAACAAGGAGCATCGCTTTGAAGAGAGCAAT
--------- b}

GGTCGTCATGTGTTCTCGTTCTTTCGTGTTCGTGTTGTTGTTGTTCCTCGTAGCGAAACTTCTCTCGTTA

aepA
CCGCATGAGCATGCTGGCGCTTGGCGCCGGCATGGCACTGAGCCTGTCCGCGCACGCCGCGCCGACGLTG
--------- o
GGCGTACTCGTACGACCGCGAACCGCGGCCGTACCGTGACTCGGACAGGCGCGTGCGGCGCGGCTGCGAC
M S ML AL GAGMALSL SAHAAPTIL

GTGGAATACGGTGCAGGGCTACACCCTGAAGCAGGACAAGATCACCAGCTTCACCGGCCTGGTGTTCGAC
————————— S
CACCTTATGCCACGTCCCGATGTGGGACTTCGTCCTGTTCTAGTGGTCGAAGTGGCCGGACCACAAGCTG
W N TV Q G Y T L KQDIK 11 TS FTGULV FD

CAGGGCAAGGTGCTGGCCACCGGCGACGCCGCCGCACTGCGCGCGCAGTACCCCGATGCCAAACGCATCG
--------- S
GTCCCGTTCCACGACCGGTGGCCGCTGCGGCGGCGTGACGCGCGCGTCATGGGGCTACGGTTTGCGTAGC
Q 6 K vL AT GDAAALIRAUQQY®PUDAIK R RTIT1TD

ACGGCCAGGGCAAGACCCTGCTGCCGGGCCTGATCGACGCCCACGGCCACGTGTTCCGCCTGGGCTTCAA

--------- e

TGCCGGTCCCGTTCTGGGACGACGGCCCGGACTAGCTGCGGGTGCCGGTGCACAAGGCGGACCCGAAGTT
G Q G K TLLPGULI1T DA AHGHVYVFRULGTF K

GACCACCGAGATCTCGCTGTCCGGCACCAGGACGCTGGCCGAGGCGCAAGGCATGATCCGCGCCTATGGC
--------- e
CTGGTGGCTCTAGAGCGACAGGCCGTGGTCCTGCGACCGGCTCCGCGTTCCGTACTAGGCGCGGATACCG
T TE 1T S L S G TRTULAEAQGMI RAYG

GACAAGAACCCGCAGCGCAAGTGGCTGCTGGGCTATGGCTGGAACCAGGTGAACTGGAAGCTGGGCCGCT
--------- e
CTGTTCTTGGGCGTCGCGTTCACCGACGACCCGATACCGACCTTGGTCCACTTGACCTTCGACCCGGCGA
D KNP QRIKWILILGYGWNA QQVNWIK L G R F

TCCCGACCGCGGCCGAGCTGGACGCGGCGGTGTCGGACCGCCCGGTGCGGCTGGTGCGCGTGGACGGCCA

————————— S

AGGGCTGGCGCCGGCTCGACCTGCGCCGCCACAGCCTGGCGGGCCACGCCGACCACGCGCACCTGCCGGT
P T AAELDAAVSIDW RWPVIRLV RV D GH

CGCCGCGTGGCTCAACACCAAGGCGCTGCAGGCCGCCGGCATCACGCGCGACACCAAGGACCCGGCCGGL
--------- S
GCGGCGCACCGAGTTGTGGTTCCGCGACGTCCGGCGGCCGTAGTGCGCGCTGTGGTTCCTGGGCCGGCCG
AA WL NTI KA ALQAAGI1I TRDTKD P AG

GGACGCATCGAGCGCGATGCCAACGGCAACCCCACCGGCGTGCTGGTCGACAAGGCCATGGCGCTGGTCA
--------- e
CCTGCGTAGCTCGCGCTACGGTTGCCGTTGGGGTGGCCGCACGACCAGCTGTTCCGGTACCGCGACCAGT
G R 1 ERDANGNWPTGVLV DI KA AMMATL VN

ACAGCGTGATCCCGCCGTACAGCGACGATGACCGCCGCGCCGCGCTGGCCGCCTCGCTGGCGCACATGAA

--------- e

TGTCGCACTAGGGCGGCATGTCGCTGCTACTGGCGGCGCGGCGCGACCGGCGGAGCGACCGCGTGTACTT
s v 1 PPY SDDUIDIRIRAALAASILAHMN

CGCGCTCGGCCTGACCGCAGCGGGCGACGCCGGCGTGACCGTTGCCGAGGACAAGATTTACCGCGAGTTC
--------- e
GCGCGAGCCGGACTGGCGTCGCCCGCTGCGGCCGCACTGGCAACGGCTCCTGTTCTAAATGGCGCTCAAG
A LGLTAAGDA AGVYVYTVAEUDI KTI Y REF
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GCCGACCAGGGCAAGCTGACCACGCGCATCTACGGCATGATCCGCGACACCGGCGACGACTTCAAGGCGC

————————— S
CGGCTGGTCCCGTTCGACTGGTGCGCGTAGATGCCGTACTAGGCGCTGTGGCCGCTGCTGAAGTTCCGCG
A DQGKULTTWRIYGMI1T RUDTGUDUDF K AL

TGTCGGCCAAGGGGCCGCTGGTGGGCTATGGCAACGACCGCTACTACCTGCGCGCGGTCAAGCTGTATGG
--------- S

ACAGCCGGTTCCCCGGCGACCACCCGATACCGTTGCTGGCGATGATGGACGCGCGCCAGTTCGACATACC
S AK GPLV GY GNDWRYYLRAVIKILYSG

CGACGGCGCACTGGGCAGCCGCGGCGCCGCGCTGATGGCACCGTACTCGGACGACCACGTGCACAGCGGC
--------- e

GCTGCCGCGTGACCCGTCGGCGCCGCGGCGCGACTACCGTGGCATGAGCCTGCTGGTGCACGTGTCGCCG
b G ALGSRG GAALMAPY SDUDHVHSG

CTGCTCTTCATGAGCGATGCCGCCATGCAGACCGCGATCAAGACCGCGATCAAGGCCGGCTACCAGGTCA
--------- e

GACGAGAAGTACTCGCTACGGCGGTACGTCTGGCGCTAGTTCTGGCGCTAGTTCCGGCCGATGGTCCAGT
L LFMSDAAMOQTATILIKTATILIKAGYQ VN

ACATCCACGCCATCGGCGATGCCACCAACCACCAGGTGCTGGATGCCATGGAAACGGCCTACAAGGACGT
--------- e

TGTAGGTGCGGTAGCCGCTACGGTGGTTGGTGGTCCACGACCTACGGTACCTTTGCCGGATGTTCCTGCA
Il HAI1I GDATNHOQVLDAMETAY KDV

GGGCGGGCGCCAGTTGCGTAACCGCGTCGAGCACGCGCAGGTGATCGCGCTGTCGGACATCCCGCGCTTC
————————— S

CCCGCCCGCGGTCAACGCATTGGCGCAGCTCGTGCGCGTCCACTAGCGCGACAGCCTGTAGGGCGCGAAG
G GRQLRNRVEHAQV I AL SDI PRF

AAGACGCTGGACCTGATCGCCTCGATGCAGCCCACGCACGCCACCAGCGACATGAACATGGCCGAAGACC
--------- S

TTCTGCGACCTGGACTAGCGGAGCTACGTCGGGTGCGTGCGGTGGTCGCTGTACTTGTACCGGCTTCTGG
K T LDULIASMOQPTMHATSDMMNMMATEDR

GTGTCGGCAAGGATCGCATCAAGGGCGCCTATGCCTGGCAGACGCTGCTCAAGCAAGGCACCGTGATCGC
--------- e

CACAGCCGTTCCTAGCGTAGTTCCCGCGGATACGGACCGTCTGCGACGAGTTCGTTCCGTGGCACTAGCG
vV G K DRI KGAYAWOQTTULULI KW QGTV I A

GGGCGGCTCGGACTTCCCGGTGGAATCGGCCAACCCGTTCTACGGCCTGCACGCCGCGGTCACCCGCACT
--------- e

CCCGCCGAGCCTGAAGGGCCACCTTAGCCGGTTGGGCAAGATGCCGGACGTGCGGCGCCAGTGGGCGTGA
G G sSDbFUPVESANPFYGLHAAVTRT

GACCATGAAGGCCGCCCGATCCGCGGCTGGCATCCGGAAGAGGCCATGACCCTGCCGCAGGCATTCCGCG

--------- e
CTGGTACTTCCGGCGGGCTAGGCGCCGACCGTAGGCCTTCTCCGGTACTGGGACGGCGTCCGTAAGGCGC
b HEGWRW®PI RGWMHUPETEAMTLUPQATFUZRA

CCTTCACCCTGGACGCGGCCTATGCCGAGCACCAGGAGAAGACGCTGGGCTCGCTCGAAGCCGGCAAGTG
————————— S

GGAAGTGGGACCTGCGCCGGATACGGCTCGTGGTCCTCTTCTGCGACCCGAGCGAGCTTCGGCCGTTCAC
F T L DAAYAEWHUGQEIKTLGSLEATGIKW

GGCCGACTTCATCCTGGTCGACCAGGACCTGTTCAAGGCCAAGCCGGCAGACATCTGGAAGACCCAGGTG

--------- S
CCGGCTGAAGTAGGACCAGCTGGTCCTGGACAAGTTCCGGTTCGGCCGTCTGTAGACCTTCTGGGTCCAC
A D F I LV DQDULZFKAKWPADII WIKTOQV

CTGGAGACCTGGGTGGCGGGTGAGCGGGTGTACGCGAAGGACGGCAAGCGTTAAGCCGCCATCCACGGCA
--------- 4

GACCTCTGGACCCACCGCCCACTCGCCCACATGCGCTTCCTGCCGTTCGCAATTCGGCGGTAGGTGCCGT
L ETWV AGEWRVY AKUDTGK KR *

TGCCGCCATTCGCGGCGGCTTGCTGTCCTTGAAAAAAAGCGCGCGGCACTGATCGTGCCGCGCGCTTTTC
--------- 4

ACGGCGGTAAGCGCCGCCGAACGACAGGAACTTTTTTTCGCGCGCCGTGACTAGCACGGCGCGCGAAAAG

ATTTGCTGGCGGTCTGGACTGCGCGTTACATGGCCAGCTCGCTATGCGACCCAAGCCGGACAAGTTGCAG
--------- 4

TAAACGACCGCCAGACCTGACGCGCAATGTACCGGTCGAGCGATACGCTGGGTTCGGCCTGTTCAACGTC
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H. Nucleotid- und abgeleitete Aminosauresequenz der Gene regB und regA.
Die codierende Nucleotidsequenz ist grau unterlegt, Start- und Stopcodon sind fett gedruckt.

Die Aminosauresequenz der Gene ist unter der Nucleotidsequenz im ,One-Letter-Code’

angegeben.
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CGACCAGCTTCGCGTTGTCGTGCGCGTGCAGCACCATGAAGGCGCCGGAGGCAGTCTGGGTCGGCACCGT
--------- S 5

GCTGGTCGAAGCGCAACAGCACGCGCACGTCGTGGTACTTCCGCGGCCTCCGTCAGACCCAGCCGTGGCA

GCCGCGCACCCAGGCATTGCTGACATCGACCTGGGCCAGCGCGGCGCCGGACGCCAGCGCGGCGGCGAGG
--------- S 5

CGGCGCGTGGGTCCGTAACGACTGTAGCTGGACCCGGTCGCGCCGCGGCCTGCGGTCGCGCCGCCGCTCC

GCGACCGATGCGGCCAGCGTGGCCGAGCGGAATTTGGCTTGCATGAAAGGCTCTCCTGAAAGCAGACATT
--------- S 5

CGCTGGCTACGCCGGTCGCACCGGCTCGCCTTAAACCGAACGTACTTTCCGAGAGGACTTTCGTCTGTAA

AGACCATGGCGATGCCCGCCCGTGCATGCCCCAGGCAACCCCGCCATGCGGCGCACAGCCGGCTAGTCTG
--------- S 5

TCTGGTACCGCTACGGGCGGGCACGTACGGGGTCCGTTGGGGCGGTACGCCGCGTGTCGGCCGATCAGAC

GCAGCCCGACAAGCTCGGCGCCAATGCGGCAAGGTGTCGCACGCACCGGCGCCCCGCGGCCGCATTGATA
————————— o+

CGTCGGGCTGTTCGAGCCGCGGTTACGCCGTTCCACAGCGTGCGTGGCCGCGGGGCGCCGGCGTAACTAT

regB
CACTCGCGCCATGACCACCGCCGCAGCCGTGACCCGCTTGCCCGACCTCCCCTTCCTGTCGCCACTGCCG
--------- B T T S T
GTGAGCGCGGTACTGGTGGCGGCGTCGGCACTGGGCGAACGGGCTGGAGGGGAAGGACAGCGGTGACGGC
M TTAAAVYVYTRLUPDUL®PZFL S PLP

GCGGGCACCTCCGCCCGCCATGGCCAGGTGACGCTGCGCCGGCTGTTCTGGCTGCGCTGGGCACTGCTGE
--------- e

CGCCCGTGGAGGCGGGCGGTACCGGTCCACTGCGACGCGGCCGACAAGACCGACGCGACCCGTGACGACC
AAGTSARUHGQV TLIRRLIFWILIRWATLTLA

CGGGACAGGCGCTGACCGTGCTGAGCTGCGAGCCCATCGCCGGCATCCGCCTGCCCTACGGGCCGCTGCT

--------- e
GCCCTGTCCGCGACTGGCACGACTCGACGCTCGGGTAGCGGCCGTAGGCGGACGGGATGCCCGGCGACGA
G QAL TVLSCEW®PI AGI1IRULWPY G P L L

GGTGGTGTTCGGCCTGCAGGCGCTGTTCAACCTGCTGACCGGCCTGCGCCTGCGCCAGCACACGLGGLGC
————————— S

CCACCACAAGCCGGACGTCCGCGACAAGTTGGACGACTGGCCGGACGCGGACGCGGTCGTGTGCGCCGCG
vV VFGLQALUZ FNLILTS GILRILRAQHTRR

AACAGCGCCCCTGGCGAGGCCGAGCTGATGGGCCAGCTGCTGGTGGACCTGACCGCGCTGTCGGCCATCC
————————— S

TTGTCGCGGGGACCGCTCCGGCTCGACTACCCGGTCGACGACCACCTGGACTGGCGCGACAGCCGGTAGG
NS APGEAELMGOQLLV DLTALSAIIL

TGTTCTACACCGGCGGCGCGACCAACCCCTTTGTCTCGTTCTACCTGCCGGGGCTGGCCATTGCCGCCGC
--------- S

ACAAGATGTGGCCGCCGCGCTGGTTGGGGAAACAGAGCAAGATGGACGGCCCCGACCGGTAACGGCGGCG
FYTGGATNPFV S FYLPGLATIAAA

CATCCTGCCGTGGCGCCAGGTGATCGCGCTGGCGCTGTACGCGCTCGTCTGCTACACGCTGCTGCTGTTC
--------- e

GTAGGACGGCACCGCGGTCCACTAGCGCGACCGCGACATGCGCGAGCAGACGATGTGCGACGACGACAAG
Il L PWROQV I A LALYALVCYTULULILFEF

GAATATGTGCCGCTGGACCTGCACAACCCGGACAACGCGGTGAACTACCACCTGGCCGGCATGTGGCTGA
--------- e

CTTATACACGGCGACCTGGACGTGTTGGGCCTGTTGCGCCACTTGATGGTGGACCGGCCGTACACCGACT
E YV PLDULHNZPIDNAVNYHLAGMMMWL N

ACTTCGTTGCCAGCGCGGTGATGATCGCGCTGTTCGTGGCGCGCCTGTCCGGCGTGCTGCGCCAGCGCGA

————————— S
TGAAGCAACGGTCGCGCCACTACTAGCGCGACAAGCACCGCGCGGACAGGCCGCACGACGCGGTCGCGCT
FVASAVMI AL FVARULSGV LR QR E

GGCGCAGCTGAACCTGGCACGCGAGCAGCTGCTGCGCGAGGCGCGCGTAGAAGACCTGAACGGCCAGGCC
————————— S
CCGCGTCGACTTGGACCGTGCGCTCGTCGACGACGCGCTCCGCGCGCATCTTCTGGACTTGCCGGTCCGG
A QL NLAREOQLULREARVETDILNGA QA
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GCCGCGGTCGCGCATGAGATCGGCACGCCGCTGGCCACGCTGGCGGTCATCGCCGGCGAGCTGCGTGCCG
————————— S

CGGCGCCAGCGCGTACTCTAGCCGTGCGGCGACCGGTGCGACCGCCAGTAGCGGCCGCTCGACGCACGGC
AAAV AHEI GTPLATLA AV I AGETULURATD

ATGCCTCCGACGCGGGCCGCGGCACCTCCGCAATCAACAGCTACCTGCCCGACCTGCAGACCATGGAGCA
--------- S

TACGGAGGCTGCGCCCGGCGCCGTGGAGGCGTTAGTTGTCGATGGACGGGCTGGACGTCTGGTACCTCGT
AASDAGRGTSAINSYLU®PDLOGQTWMEQ

GCAGCTGGCGCTGTGCCGCACCACGCTCGCGCGCCTGCGCGAAGACCCGGCCACGCTGGCGCCGCAGCGL
--------- 4

CGTCGACCGCGACACGGCGTGGTGCGAGCGCGCGGACGCGCTTCTGGGCCGGTGCGACCGCGGCGTCGCG
Q LALCRTTLARULRETDUPATTLAPA QTR

ATCGACGGCTGGCTGCCGGCCTTTGCCGAGCGCTGGCAGCTGCGCCACCCCAAACGCCAGCCTGCAGGCC
--------- e

TAGCTGCCGACCGACGGCCGGAAACGGCTCGCGACCGTCGACGCGGTGGGGTTTGCGGTCGGACGTCCGG
Il b G wWULPAFAERWO QLRHPIKRIOQPAGDO Q

AGCGCCACGCCGGGCGCCGGCGCGCAGGCGGTGGAAACCGCGCGCGTGGGCCAGATCCTGACCATCCTGC
--------- e

TCGCGGTGCGGCCCGCGGCCGCGCGTCCGCCACCTTTGGCGCGCGCACCCGGTCTAGGACTGGTAGGACG
R HAGRWRRAGG GG GNRARGU®PDPDHPA

TGGACAACGCCGCGCGCAGCCAGCAAGCCGCCGGCCGCGGCCAGGAGCCGCTGCAGCTGCAGATCGCCAT
————————— S

ACCTGTTGCGGCGCGCGTCGGTCGTTCGGCGGCCGGCGCCGGTCCTCGGCGACGTCGACGTCTAGCGGTA
G QRRAQPASRRPRPGAAAAADRH

GGCGCCCGGCAATACCGCGCCGTGGCTGTCGTTCCGCATCGCCGACCACGGCGACGGCATTCCCGAGATG
--------- S

CCGCGGGCCGTTATGGCGCGGCACCGACAGCAAGGCGTAGCGGCTGGTGCCGCTGCCGTAAGGGCTCTAC
GARQYRAVAVVPHRIRPRRRHSRDA

CTGCGCGGCCAGCTGGGCGAAACCCCGGTGGCCAGCCAGCACGGCGGCCAGGCATCGGCCTGTACCTGGC

--------- e
GACGCGCCGGTCGACCCGCTTTGGGGCCACCGGTCGGTCGTGCCGCCGGTCCGTAGCCGGACATGGACCG
AARPAGWRNWPG GG G QPARIRZPGI GL Y L A

GCAAAGCGCCGCCCGGCAGATGGACGGCGAACTGGCCTGGCATGACCGCGCCGGCGGCGGCACCGTTGLC
--------- e
CGTTTCGCGGCGGGCCGTCTACCTGCCGCTTGACCGGACCGTACTGGCGCGGCCGCCGCCGTGGCAACGG
Q S AAARQQMDGELAWWHUDIRAGSGTGT VA

regA
GAGCTGCGCCTGCCCGCGCTGTCCACCCTTTCCGCATCCGCCGCCGCCACGGCACCACGAACCCCATGAC
————————— T T T T A
CTCGACGCGGACGGGCGCGACAGGTGGGAAAGGCGTAGGCGGCGGCGGTGCCGTGGTGCTTGGGGTACTG
ELRLPALSTULSASAAATAPRTP*

MoT

CGACACCCTCACCCCGGTACCCGAAGCCACCGCACCGGCTGGCACGCCCTTCCTGGTCATCGACGACGAC
--------- e

GCTGTGGGAGTGGGGCCATGGGCTTCGGTGGCGTGGCCGACCGTGCGGGAAGGACCAGTAGCTGCTGCTG
b T LT®PVPEATAPAGTU®PIFULV 1 DDTD

GAAGTCTTTGCCGGCACCCTGGCCCGCGCGCTCACGCGACGCGGCTATGCCGTGCAGGTGGCGCATGACG
--------- e
CTTCAGAAACGGCCGTGGGACCGGGCGCGCGAGTGCGCTGCGCCGATACGGCACGTCCACCGCGTACTGC
EVFAGTULARALTRRGYA AV QV A HD G

GCCGCACCGCACTGGCGCTGGCATCACGCATCGAGTTTGCCTATGTCACGCTGGACCTGCACCTGGAGCC

————————— S

CGGCGTGGCGTGACCGCGACCGTAGTGCGTAGCTCAAACGGATACAGTGCGACCTGGACGTGGACCTCGG
R T AL AL ASRI EFAYV TULUDULMHULEP

GCCGCCGGATGCCGGCAGCACCGTGCCCGCCGAATCGGGGCTGCAGCTGGTGTCGCCGCTGCGCCAGGCG
————————— S

CGGCGGCCTACGGCCGTCGTGGCACGGGCGGCTTAGCCCCGACGTCGACCACAGCGGCGACGCGGTCCGC
P PDAGSTVZPAESGLQLV S PLIRIOQA

TTGCCGGACGCACGCATCCTGATCCTGACCGGCTACGCCAGCATCGCCACCGCGGTGGCGGCGGTCAAGC
--------- e
AACGGCCTGCGTGCGTAGGACTAGGACTGGCCGATGCGGTCGTAGCGGTGGCGCCACCGCCGCCAGTTCG
L PDARI1TLI1TLTGYASI1T ATAVAA AV KQQ
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AAGGCGCGGACGAATACCTGGCCAAGCCGGCCAATGTCGATTCGATCCTGACCGCGCTGATGGCGGGCGT

————————— S
TTCCGCGCCTGCTTATGGACCGGTTCGGCCGGTTACAGCTAAGCTAGGACTGGCGCGACTACCGCCCGCA
G A DEYLAKWPANVID S 1T LTALMAGYV

GTCCGAAGATGCGGCGCAGGCCGCGCTGGAAGAGCCGGTGCCGCTGTCGGTGGCGCGGCTGGAATGGGAG
--------- S

CAGGCTTCTACGCCGCGTCCGGCGCGACCTTCTCGGCCACGGCGACAGCCACCGCGCCGACCTTACCCTC
S EDAAQAALETEPVPL SV ARILEWE

CATATCCAGCGCGTGCTGGCCGAGCATGACGGCAATATCTCCGCCACGGCACGGGCGCTGAACATGCACC

--------- e
GTATAGGTCGCGCACGACCGGCTCGTACTGCCGTTATAGAGGCGGTGCCGTGCCCGCGACTTGTACGTGG
H 1T Q RV L AEHUDTGNISATARALNWMMHR

GGCGCACCTTGCAGCGCAAGCTGGGAAAGCGGCCGGTGTCGCGGTAAAGAAAAAGGCCGCGCGGATTGCG
--------- 4

CCGCGTGGAACGTCGCGTTCGACCCTTTCGCCGGCCACAGCGCCATTTCTTTTTCCGGCGCGCCTAACGC
R T L Q R KL GIKIRPV SR *

CGGCCCTTCCGGTGGCAACTGCTGCCGGCGTTACAGGCGCAACTGGACGTAGTCCCAGTCCAGCCCGTCG
--------- e b}

GCCGGGAAGGCCACCGTTGACGACGGCCGCAATGTCCGCGTTGACCTGCATCAGGGTCAGGTCGGGCAGC

GCGCTGCCCTGCGGCGTGCTGCCCTGCGCGACGATGCGCATGGCATCGCCGGCATGCCGGTCGGCCAGCG
--------- e b}

CGCGACGGGACGCCGCACGACGGGACGCGCTGCTACGCGTACCGTAGCGGCCGTACGGCCAGCCGGTCGC

TGAACAGGCCGCCAGAATCCAGCGCCAGCTTCGCGGCCGCGGCAGTGGCCGCGCCGCGCGAGCCCGATTG
--------- b}

ACTTGTCCGGCGGTCTTAGGTCGCGGTCGAAGCGCCGGCGCCGTCACCGGCGCGGCGCGCTCGGGCTAAC

CGCAGCCTCGGCGGCGGGCACGGCGGGACGGATGCAAAGGAAGGCCGTCGCGGCGGCCAGCGCGGCCAGC
--------- b}

GCGTCGGAGCCGCCGCCCGTGCCGCCCTGCCTACGTTTCCTTCCGGCAGCGCCGCCGGTCGCGCCGGTCG
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. Nucleotid- und abgeleitete Aminosauresequenz von orfR.
Die codierende Nucleotidsequenz ist gelb unterlegt, Start- und Stopcodon sind fett gedruckt.
Die Aminosduresequenz ist unter der Nucleotidsequenz im ,One-Letter-Code’ angegeben.
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CACGCACCGTTGCATTCAGTCCGGTCACGGTAGTCTCCTTGTGTATTTTTTGTCGTGGCTGTAGGCAGCC
--------- e b}

GTGCGTGGCAACGTAAGTCAGGCCAGTGCCATCAGAGGAACACATAAAAAACAGCACCGACATCCGTCGG

ATCGTTGTTATCGGCCATGCTTGTGGCCATTGGCGGGCTCCTGGCGCAAGCCGGAGAGCCGGATTCGGGEG
--------- e b}

TAGCAACAATAGCCGGTACGAACACCGGTAACCGCCCGAGGACCGCGTTCGGCCTCTCGGCCTAAGCCCC

CGGGGCAGGCAAATCCGACGATTGATGCTACTTGAATCTAAGATCAGCACTGCATAAAGTTTTTTATCGT
--------- e b}

GCCCCGTCCGTTTAGGCTGCTAACTACGATGAACTTAGATTCTAGTCGTGACGTATTTCAAAAAATAGCA

orfR
TTATATAGCCAATCGTTTATATATTGCACGGGACGAGGATGAGGAACGCCACACTGCGGCAGTTGAAGGT
————————— T T T T YISy RIS S
AATATATCGGTTAGCAAATATATAACGTGCCCTGCTCCTACTCCTTGCGGTGTGACGCCGTCAACTTCCA

M R NA TL R Q L K V

CTTTGAGACCGTTGCCCGCCATATGAGCTTTTCACGCGCTGCCGAGGAACTGCACCTGACGCAGCCCGCG
————————— S

GAAACTCTGGCAACGGGCGGTATACTCGAAAAGTGCGCGACGGCTCCTTGACGTGGACTGCGTCGGGCGC
FETVARWHMSFSIRAAETEILWHILTOQPA

GTATCGACCCAGGTGCGCCAGCTGGAGCACCACGTGGGGCTGCCCCTGTTCGAGCAGTTGGGCAAGAAGA
--------- S
CATAGCTGGGTCCACGCGGTCGACCTCGTGGTGCACCCCGACGGGGACAAGCTCGTCAACCCGTTCTTCT
v §$ T Q VR QL EHHVYV GLPULFEI QLG K K 1

TCTACCTGACCCCGGCGGGCCACGAGATGCTGCATTACAGTCGCAGCATCATCCAGCAGTTCCGCGAGGC
--------- e
AGATGGACTGGGGCCGCCCGGTGCTCTACGACGTAATGTCAGCGTCGTAGTAGGTCGTCAAGGCGCTCCG

Y L TP AGHEMILHY SRS 1T 1 Q Q F R E A

CGAAGACGCCATGTCCCAGCTCAAGGGCATCTCCGGCGGCCGGCTCAACGTGGCGGTGATCAGCGCCGGC
--------- e

GCTTCTGCGGTACAGGGTCGAGTTCCCGTAGAGGCCGCCGGCCGAGTTGCACCGCCACTAGTCGCGGCCG
EDAMSQLIKGI S G G6GRLNVAV I S AG

GACTATTTCTTTCCGCGCCTGCTGGCCGAGTTCATGAACCGCCATGAAGGCGTGACGCTGAACCTTGCCG
————————— S
CTGATAAAGAAAGGCGCGGACGACCGGCTCAAGTACTTGGCGGTACTTCCGCACTGCGACTTGGAACGGC
bbYy FF PRULULAEUFMMNIRMHETGVTLNIL AV

TGCATAACCGCGAGGAATTGCTGCACCAGCTGGCCGGCAACCTGACCGACCTGGCGGTGATGGTGCGTCC

————————— S

ACGTATTGGCGCTCCTTAACGACGTGGTCGACCGGCCGTTGGACTGGCTGGACCGCCACTACCACGCAGG
H NREELLHQLAGNULTIDULAVMVRP

GCCCGAAGGCATGGACACCATCAACGAGGCCTTCGCCCCCCATCCCTATGTCATCGTGGCTGCGCCCACC
--------- S

CGGGCTTCCGTACCTGTGGTAGTTGCTCCGGAAGCGGGGGGTAGGGATACAGTAGCACCGACGCGGGTGG
P E GMODTTI1T NEAFAUPMHUPY V I VAAUPT

CACCCGCTGGTCGGACAGCGCAATATCCCGCTGGCCGAGCTGGCTGATGAAGCCTTCGTTTCACGCGAGA
--------- e
GTGGGCGACCAGCCTGTCGCGTTATAGGGCGACCGGCTCGACCGACTACTTCGGAAGCAAAGTGCGCTCT
H P LV G QR RNT1T1TPLAETLADTEATFV S REK

AAGGCTCGGATACCTGGAATTCAATGCAGGAGGGCTTTGCCGGGCGTCTGTCGAACATGCGCATCGCGAT

--------- e

TTCCGAGCCTATGGACCTTAAGTTACGTCCTCCCGAAACGGCCCGCAGACAGCTTGTACGCGTAGCGCTA
G S DT WNSMQEGFAGRTILSNMMRI AWM

GGAGATCAAGAGCACCGAGACCATCAAGCAGGCCGTGATCGCCAATATGGGCATCGCCTTCCTGTCGGCG
————————— S

CCTCTAGTTCTCGTGGCTCTGGTAGTTCGTCCGGCACTAGCGGTTATACCCGTAGCGGAAGGACAGCCGC
E 1 K S TETI KQAV I ANWMGI AUFUL S A

CACACGGTCGGCCTGGAATTGCAGGCCGGCAAGCTCGCGGTGCTGGACATCGAGGGCTTCCCGGTGATGC
————————— S
GTGTGCCAGCCGGACCTTAACGTCCGGCCGTTCGAGCGCCACGACCTGTAGCTCCCGAAGGGCCACTACG
H TV 6L ELQAGIKULAVLDI EGEFUPV ML

70

140

210

280

350

420

490

560

630

700

770

840

910

980

1050



111.Anhang

216

1051

1121

1191

1261

1331

TCAACTGGTATGTGGTGCACCGCAAGAACAAGCGGCTGCCACCGGTGGCGCTGGCGTTCAAGCAGTTCCT
————————— S

AGTTGACCATACACCACGTGGCGTTCTTGTTCGCCGACGGTGGCCACCGCGACCGCAAGTTCGTCAAGGA
N WYV VHRI KNI KIRLZPPVALAFZKQFL

GATGGAGGAAGGCGCGGGACTGATCGAGCGGATTACCGGGGTGGAAGGTTTGATCAGTCAGAATGCATAA

--------- S
CTACCTCCTTCCGCGCCCTGACTAGCTCGCCTAATGGCCCCACCTTCCAAACTAGTCAGTCTTACGTATT
M E E G A G L I ER1 TGV EGT LTI S QNA *

ACAATTGATTATGGTTTCGCTATGAAACTTTAATTATCGTAAATCATCCGCGGTCCCTATGCTTGTCTCA
--------- 4

TGTTAACTAATACCAAAGCGATACTTTGAAATTAATAGCATTTAGTAGGCGCCAGGGATACGAACAGAGT

ACCCAACCGCTACAGCGCATCTGAGGAGACGAGCATGAACCAGGTCCAGCAGGAAAGCAGCCAGGCTGCC
--------- 4

TGGGTTGGCGATGTCGCGTAGACTCCTCTGCTCGTACTTGGTCCAGGTCGTCCTTTCGTCGGTCCGACGG

ATCACGGTCGGCACCGATAACCAACCCATTCCGCGCGACACCCAGCTCGCCGCCTACAACGCCGCGTTTA
--------- S 5

TAGTGCCAGCCGTGGCTATTGGTTGGGTAAGGCGCGCTGTGGGTCGAGCGGCGGATGTTGCGGCGCAAAT

1120

1190

1260

1330

1400
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