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1. Zusammenfassung

Als Bodenbakterium ist B. subtilis in seinem natilrlichen Habitat permanenten
Umweltveranderungen ausgesetzt. Standig wechselnde Nahrstoffbedingungen erfordern die
strenge Regulation eines komplexen Stoffwechselnetzwerkes. So kann selbst die
Verfligbarkeit einer guten Nahrstoffquelle die Lebensqualitat von B. subtilis beeintrachtigen.
In  Anwesenheit von Kohlenhydraten, die sehr schnell und effektiv Uber das
Phosphotransferasesystem aufgenommen werden konnen, akkumulieren schadliche
Zuckerphosphate in der Zelle. Unter diesen Bedingungen wird der Mehtylglyoxalnebenweg
der Glykolyse aktiviert, um den durch die Zuckerphosphate vermittelten Stress zu umgehen.
Die Aktivitdat der Methylglyoxalsynthase (MgsA) wird durch direkte Protein-Protein

Interaktion mit dem Kohlenstoffflussregulator Crh reguliert.

Diese Arbeit liefert erste Einblicke in die Regulation der MgsA-Aktivitat auf molekularer
Ebene. Anhand eines genetischen Screens wurden die an der Interaktion von MgsA und Crh
beteiligten Aminosauren identifiziert. Es konnte gezeigt werden, dass die Helices 1 und 2
von Crh moglicherweise an der Interaktion mit dem N-Terminus von MgsA beteiligt sind.
Weiterhin konnte die Struktur von MgsA geldst werden. In seiner aktiven Form liegt MgsA
als Hexamer vor. Unter schlechten Wachstumsbedingungen bindet dephosphoryliertes Crh
an das MgsA-Hexamer. Dies fuhrt zur Destabilisierung des Hexamers, welches darauf in drei
Dimere zerfallt. Folglich liegen drei Heterotetramere bestehend aus je zwei Molekilen Crh

und zwei Molekilen MgsA vor.

Ein weiterer Aspekt dieser Arbeit hat sich mit der Essentialitdt des Zitratzyklus und dessen
Zuflissen beschaftigt. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sowohl der Zitratzyklus
als auch die Zuflisse in den Zitratzyklus unter optimalen Wachstumsbedingungen nicht
essentiell fiir das Leben von B. subtilis sind. In diesem Zusammenhang wurde auch die
Bedeutung der Zitratsynthase CitA fiir B. subtilis naher untersucht. Als aktive Zitratsynthase

kann CitA den Verlust der Zitratsynthase CitZ teilweise kompensieren.

Die Ergebnisse dieser Arbeit verdeutlichen, dass die Nebenwege des zentralen
Kohlenstoffmetabolismus  streng reguliert sind und zum Gleichgewicht des

Kohlenstoffhaushalts erheblich beitragen
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2. Einleitung

2.1. Der Modellorganismus Bacillus subtilis

Bacillus subtilis ist ein stabchenférmiges gram-positives Bakterium, das zur Gruppe der
Firmicutes gehort (Claus und Berkeley, 1986). In der Natur ist B. subtilis vor allem im Boden
und auf Pflanzenoberflachen anzutreffen. Unter aeroben Bedingungen erndhrt es sich dort
chemoorganoheterotroph. Diese Habitate sind durch groRe Umweltverdanderungen wie
Nahrstoffversorgung, Verfligbarkeit von Wasser, schwankende Temperaturen und
Osmolaritat gekennzeichnet. Daher verfligt B. subtilis (iber verschiedene Strategien diesen
widrigen Bedingungen zu entgehen (Hecker et al., 2007). Die Expression der fir das
Uberleben essentiellen/notwendigen Gene wird durch unterschiedliche
Umweltbedingungen beeinflusst. Das heildt, dass unter spezifischen Bedingungen nur ein
Teil der Proteine, die im Genom kodiert sind, bendtigt werden (Boylan et al., 1993; Helman
et al.,, 2001; Hecker et al., 2007). B. subtilis kann unter limitierenden Bedingungen
stoffwechselinaktive Endosporen ausbilden, die gegen Bestrahlung, Austrocknung und Hitze
resistent sind (Losick et al., 1986). Dieser Mikroorganismus besitzt weitere Fahigkeiten sich
an veranderte Umweltbedingungen anzupassen. Durch Flagellen kann sich B. subtilis
widrigen Bedingungen durch aktive Fortbewegung entziehen. Die natiirliche Kompetenz
vermittelt B. subtilis die Fahigkeit DNA, die als Nahrungsquelle dient oder in das Genom

integriert werden kann, aus der Umgebung aufzunehmen (Hamoen et al., 2003).

B. subtilis ist einer der am besten erforschten Bakterien. Daher wird dieser Mikroorganismus
als Modellorganismus in der Forschung angesehen. Erkenntnisse (iber B. subtilis dienen als
Grundlage fir Studien Uber nahe verwandte pathogene Organismen wie Clostridien,

Staphylokokken oder Mycoplasmen.

Das komplette Genom (4.2Mbp) von B. subtilis wurde im Jahre 1997 sequenziert
(Kunst et al., 1997). Studien haben gezeigt, dass etwa 87% des Genoms fiir Proteine

kodieren (Barbe et al., 2009).
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B. subtilis hat auch eine grof3e wirtschaftliche Bedeutung. Aufgrund der leichten Kultivierung
und Manipulation des Genoms von B. subtilis wird dieser zur Uberproduktion von Enzymen,

die biotechnologisch relevant sind, genutzt (Hamoen et al., 2003, Schallmey et al., 2004).

2.2. Der zentrale Kohlenstoffmetabolismus von B. subtilis

Als chemoorganotropher Organismus kann B. subtilis eine Vielzahl unterschiedlicher
organischer Verbindungen als Kohlenstoff- und Energiequelle nutzen. Glukose dient als
bevorzugte Energie- und Kohlenstoffquelle (Stiilke und Hillen, 2000). Die Aufnahme der
C-Quellen erfolgt immer energieabhdngig. Die einzige Ausnahme ist Glycerol, das durch
Diffusion aufgenommen wird. Zu den energieabhangigen Aufnahmesystemen gehoren unter
anderem ABC-Transporter, die einen ATP-bindenden Bereich haben wund das

Phosphotransferasesystem (Higgins et al., 1992; Postma et al., 1993).

Der zentrale Kohlenstoffmetabolismus von B. subtilis besteht aus den Stoffwechselwegen
Glykolyse, Glukoneogenese, Pentosephosphatweg und Zitratzyklus (Sonenshein, 2002).
Samtliche verfiigharen C-Quellen werden mit Hilfe dieser Stoffwechselwege abgebaut und
erzeugen dabei alle organischen Verbindungen, die fiir die Synthese der Makromolekiile der
Zelle erforderlich sind. Diese Reaktionen liefern Energie in Form von ATP sowie Metabolite
und Reduktionsaquivalente, die fiir weitere Biosynthesewege bendétigt werden. B. subtilis
besitzt auBerdem sehr spezielle Stoffwechselwege. So kann unter anaeroben Bedingungen
Energie durch Nitrat-Atmung bzw. fermentative Stoffwechselwege erzeugt werden
(Cruz Ramos et al., 2000; Nakano et al., 1997). Auf der anderen Seite gibt es Organismen, die
einen reduzierten Kohlenstoffmetabolismus besitzen und sich so an ndhrstoffreiche
Habitate angepasst haben. So weisen beispielsweise die phylogenetisch nah verwandten
Listerien keinen vollstandigen Zitratzyklus auf (Eisenreich et al., 2006; Schaer et al., 2010;

Glaser et al., 2001).

Die Expression der Gene, die fiir Enzyme des zentralen Kohlenstoffmetabolismus kodieren,
ist stark reguliert. Nur in Anwesenheit einer bestimmten Kohlenstoffquelle bzw. unter
bestimmten Wachstumsbedingungen werden die dafiir benétigten Gene exprimiert

(Fisher, 1999; Lorca et al., 2005; Stilke und Hillen, 2000).
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2.2.1. Die Glykolyse

Nahezu jeder Organismus ist in der Lage, ein Molekil Glukose Uber die Glykolyse zu jeweils
zwei Molekiilen Pyruvat zu oxidieren. Die Verwertung von Glukose erfolgt sowohl bei strikt
und fakultativ aeroben als auch bei fermentierenden Bakterien. Glukose ist die bevorzugte
C- und Energiequelle von B. subtilis. In der Glykolyse wird ATP durch
Substratkettenphosphorylierung und das Reduktionsaquivalent NADH erzeugt. Zusatzlich
liefert die Glykolyse wichtige Vorstufen fir die Synthese von Aminosduren und der Zellwand
(Ludwig et al., 2001). B. subtilis besitzt alle Enzyme, die fiir eine vollstandige Glykolyse
bendtigt werden. In neun aufeinanderfolgenden Reaktionen wird ein Mol Glukose zu zwei

Mol Pyruvat, zwei Mol NADH und zwei Mol ATP umgewandelt.

Die Glykolyse kann in zwei Abschnitte unterteilt werden. Im ersten Teil wird Glukose
aufgenommen und zu Glycerinaldehyd-3-phosphat umgewandelt. Dieser Prozess ist
energieabhdngig, es werden zwei Mol ATP benétigt. Der zweite Abschnitt der Glykolyse
dient der Energiegewinnung. Hier wird Glycerinaldehyd-3-phosphat zu Pyruvat
umgewandelt. In der Abbildung 2.1. ist die Glykolyse mit den daran beteiligten Enzymen und

Intermediaten dargestellt.
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Glukose
ATP
4_\1\-» ADP PTS
t Pgi
ATP
‘\1\> Pfk
ADP

Fruktose-1,6-bisphosphat

N\ FbaA

Dihydroxyacetonphosphat «— Glycerinaldehyd-3-phosphat

NAD* CanA
ap
NADH + H*

1,3-Bisphosphoglycerat

ADP + Pﬂ\t\. Pgk
ATP

t Pgm

ADP + Pi“\t\' Eno
ATP

Phosphoenolpyruvat

l Pyk

Pyruvat

Abbildung 2.1: Die Reaktionen der Glykolyse inklusive aller beteiligten Enzyme.

PTS = Phosphotransferasesystem; Pgi = Glukose-6-phosphat-lsomerase; Pfk = Phosphofruktokinase;
FbaA = Aldolase; GapA = Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase; Pgk = Phosphoglyceratkinase;
Pgm = Phosphoglyceratmutase; Eno = Enolase und Pyk = Pyruvatkinase

Die glykolytischen Enzyme Pgi und FbaA katalysieren irreversible Reaktionen. Die Aktivitat
dieser Enzyme wird sowohl in der Glykolyse als auch in der Glukoneogenese benétigt. Die
dazugehorigen Gene unterliegen keiner regulatorischen Kontrolle und sind daher konstitutiv
exprimiert. Im Gegensatz dazu wird die Expression der Enzyme Pfk und Pyk, welche
ebenfalls irreversible Reaktionen katalysieren, durch Glukose induziert (Ludwig et al., 2001).
Die Enzyme, die die Reaktionen des zweiten Abschnittes der Glykolyse katalysieren, sind im
gap-Operon kodiert. Zusatzlich kodiert dieses Operon fiir den spezifischen Regulator CggR,
der die Expression des Operons in Abwesenheit von Glukose unterdriickt. Ein weiterer
Promoter strangabwarts von gapA erlaubt die Expression der Gene, die sowohl unter
glykolytischen als auch unter glukoneogenetischen Bedingungen benétigt werden

(Atmanene et al., 2010; Doan und Aymerich, 2003; Fillinger et al., 2000).



Einleitung 9

Neben der Regulation der Genexpression wird auch die Aktivitat einiger glykolytischen
Enzyme reguliert. Hier ist die Phosphofruktokinase zu erwahnen. Die PFK wird durch AMP
aktiviert und durch hohe Konzentrationen an FBP und ATP gehemmt. Des Weiteren
unterliegt die Pyruvatkinase der Kontrolle von FBP und ATP. Dabei hat ATP einen
hemmenden und FBP einen stimulierenden Effekt auf die Aktivitait von Pyk

(Diesterhaft und Freese, 1972; Marschke und Bernlohr, 1973).

2.2.2. Der Zitratzyklus

Als zentraler Stoffwechselweg ist der Zitratzyklus in vielen Organismen anzutreffen. Er
vereint anabolische und katabolische Prozesse in der Zelle. In acht aufeinanderfolgenden
Reaktionen wird Acetyl-CoA im Zitratzyklus vollstandig zu CO; und Wasser oxidiert. Dabei
werden Energie in Form von ATP und Reduktionsdaquivalenten bereitgestellt. Die
Intermediate des Zitratzyklus liefern die Grundbausteine fiir die Synthese von Aminosauren.
Die Expression der am Zitratzyklus beteiligten Enzyme unterliegt einer strengen Kontrolle. So
werden die Gene, die fliir Enzyme des Zitratzyklus kodieren, in Anwesenheit von Glukose

reprimiert (Stiilke und Hillen, 2000; Blencke et al., 2003).

B. subtilis besitzt einen vollstandigen Zitratzyklus (Sauer et al., 1997). In der Abbildung 2.2.

ist der Zitratzyklus mit den daran beteiligten Enzymen und Intermediaten dargestellt.
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Acetyl-CoA
NAD* Oxalacetat citz Zitrat
NADH + H* Mdh CitB
Malat Isozitrat
NAD*
CitG Icd NADH + H*
co,
Fumarat a- Ketoglutarat
NAD*
FAD SdhCAB 0dhAB/PdhD
NADH + H*
FADH, co,
Succinat Succinyl-CoA
SucCD
GTP GDP

Abbildung 2.2: Die Reaktionen des Zitratzyklus inklusive aller beteiligten Enzyme und Intermediate.

CitZ = Zitratsynthase; CitB = Aconitase; lcd = lIsozitratdehydrogenase; OdhAB/PdhD = a-Ketoglutarat-
Dehydrogenasekomplex; SucCD = Succinyl-CoA-Synthetase; SdhCAB = Succinat-Dehydrogenase-Komplex;
CitG = Fumarase; Mdh = Malat-Dehydrogenase

Wie bereits beschrieben, ist B. subtilis sich standig andernde Bedingungen innerhalb seines
natirlichen Habitats ausgesetzt. Insbesondere die Nahrstoffversorgung ist hier zu erwahnen,
welche eine Anpassung des Stoffwechsels an die jeweilige Nahrungsquelle erfordert. In
Anwesenheit gut verwertbarer C-Quellen wird die Expression der Gene zur Verwertung
sekundarer Zucker unterdriickt. Dieser Mechanismus wird als Katabolitenrepression
(CCR bezeichnet) (Stlilke und Hillen, 2000). Auch der Zitratzyklus unterliegt der CCR. Hier
sind die Transkriptionsfaktoren CcpA und CcpC an der Expression der Gene, die fir Enzyme

des Zitratzyklus kodieren, beteiligt.

Das citZ-Operon, das flr die Zitratsynthase, die Isocitrat-Dehydrogenase und die Malat-
Dehydrogenase kodiert, wird in Anwesenheit von Glukose durch CcpA und CcpC reprimiert.
Zusatzlich verstarkt Glutamat den reprimierenden Effekt (Kim et al., 2002;

Jourlin-Castelli et al., 2000). Im Gegensatz dazu erfdhrt die Aconitase (citB) ausschlielRlich
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eine Regulation durch den Repressor CcpC (Blencke et al., 2006). Neben CcpC hat auch die
Verflugbarkeit von Eisen einen Einfluss auf die Expression von citB. Unter
Mangelbedingungen wird CitB durch die kleine RNA FsrA reprimiert (Gaballa et al., 2008).
Alle weiteren Enzyme des Zitratzyklus unterliegen entweder keiner Regulation oder erfahren

lediglich einen schwach reprimierenden Effekt durch Glukose (Blencke et al., 2003).

Neben CitZ kodiert das Genom von B. subtilis fiir eine weitere Zitratsynthase, CitA. Beide
Enzyme katalysieren die Reaktion von Acetyl-CoA und Oxalacetat zu Zitrat. Jedoch ist die
Bedeutung von CitA weitgehend unbekannt. Die Expression der Zitratsynthase CitA wird
durch den Transkriptionsfaktor CitR reguliert. Dieser gehort zur Familie der LysR Regulatoren

(Jin und Sonenshein, 1994a; Jin und Sonenshein, 1994b).

2.2.3. Die anaplerotischen Reaktionen

Der Zitratzyklus ist der zentrale Knotenpunkt des Kohlenstoffmetabolismus von B. subtilis. Er
liefert die Vorstufen fiir die Synthese der Aminosauren, Fettsauren und Nukleinsduren. So
wird zum Beispiel L-Aspartat aus Oxalacetat bzw. Glutamat aus a-Ketoglutarat hergestellt.
Theoretisch wiirde dies dazu fiihren, dass die relative Konzentration an Intermediaten des
Zitratzyklus konstant abnimmt. Damit die Abfolge des Zitratzyklus bestehen bleibt, gibt es
die sogenannten anaplerotischen Reaktionen. Diese Auffillreaktionen verbinden den
Zitratzyklus mit anderen Stoffwechselwegen und liefern die benétigten Intermediate fir die
Abfolge des Zitratzyklus. In der Abbildung 2.3. sind die in dieser Arbeit untersuchten

anaplerotischen Reaktionen dargestellt.

Pyruvat, das Endprodukt der Glykolyse, wird im Zitratzyklus weiter zu CO; abgebaut. Wobei
Pyruvat Uber zwei Reaktionen in den Zitratzyklus eingefliihrt werden kann. Der
Pyruvatdehydrogenase-Komplex katalysiert die Reaktion von Pyruvat zu Acetyl-CoA, das
Uber eine Kondensationsreaktion mit Oxalacetat zu Zitrat umgewandelt wird. Weiterhin
kann Pyruvat liber die Pyruvat-carboxylase (pycA) zu Oxalacetat umgewandelt werden und
so in den Zitratzyklus eingeschleust werden. Somit liefert Pyruvat beide Vorstufen fir die
erste Reaktion des Zitratzyklus (Utter und Keech, 1963; Diesterhaft und Freese, 1972;
Jitrapakdee et al., 2008).
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Ein weiterer Einstiegspunkt flir die anaplerotischen Reaktionen ist a-Ketoglutarat. In
Anwesenheit von Glutamat kann dies (Uber die im Genom kodierten
Glutamatdehydrogenasen RocG und GudB zu a-Ketoglutarat umgewandelt werden. Der
Laborstamm 168 verfiigt lediglich liber eine aktive Glutamat-Dehydrogenase, RocG. In
diesem Stamm ist GudB inaktiv. Deletiert man RocG, so wird die inaktive Glutamat-
Dehydrogenase GudB dekryptifiziert. Die aktive GudB kann den Verlust von RocG
kompensieren

(Commichau et al., 2008).

Neben Glutamat liefert auch Asparagin ein Intermediat des Zitratzyklus. Uber das
Zwischenprodukt L-Aspartat wird Asparagin zu Fumarat umgewandelt. Die L-Asparaginase

(ansA) sowie die L-Aspartase (ansB) katalysieren diese Reaktion.

Pyruvat
PdhABCD
PycA
Acetyl-CoA
AHZ\
Oxalacetat :

Asparagin Zitrat

AnsA

Malat Isozitrat Glutamat

L-Aspartat

AnsB

RocG/GudB
t————————> Fumarat «- Ketoglutarat
Succinat Succinyl-CoA

N

Abbildung 2.3: Der Zitratzyklus und die anaplerotischen Reaktionen von B. subtilis
CitZ = Zitratsynthase; RocG/GudB = Glutamat Dehydrogenasen; AnsA = L-Asparaginase; AnsB = L-Aspartase;
PycA = Pyruvat-Carboxylase; PdhABCD = Pyruvat-Dehydrogenase-komplex
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2.2.4. Der Methylglyoxalmetabolismus

Nahezu jeder Organismus ist in der Lage Glukose Uber die Glykolyse zu verwerten. Viele
Organismen besitzen neben der Glykolyse einen alternativen Stoffwechselweg, der die
Glykolyse umgeht. Dabei wird Dihydroxyacetonphosphat zu Methylglyoxal, welches ein
Aldehyd von Pyruvat darstellt, umgewandelt. Dieser Nebenweg liefert keine Energie
(Cooper, 1984; Kalapos et al., 2008). Uberraschenderweise ist Methylglyoxal sehr toxisch.
Aufgrund von DNA- und Proteinschaden wird das Wachstum von B. subtilis beeintrachtigt

(Thornally, 2008; Tétemeyer et al., 1998).

Der erste Schritt dieses Nebenweges wird durch die Methylglyoxal-Synthase (kodiert durch
mgsA) katalysiert. Unter  Abspaltung  einer  Phosphatgruppe  wird hier
Dihydroxyacetonphosphat zu Methylglyoxal umgewandelt. Im Anschluss kann Methylglyoxal
in B. subtilis GUber mehrere Wege abgebaut werden. Dabei entsteht entweder Acetol oder
D-Laktat. Die Aldo-Keto-Reduktase YhdN katalysiert die Reaktion von Methylglyoxal zu
Acetol. Die Synthese von D-Lactat kann bacillithiolabhangig und -unabhangig erfolgen.
Bacillithiol dient zur Aufrechterhaltung des zelluldaren Redoxpotentials. Weiterhin vermittelt
es eine Resistenz gegeniiber dem Antibiotikum Fosfomyzin. Der bacillithiolabhangige
Abbauweg von Methylglyoxal wird durch die beiden Glyoxalasen | und Il (g/xA und g/xB)
katalysiert. Die Glyoxalase Il vermittelt den bacillithiolunabhdngigen Abbau von
Methylglyoxal in B. subtilis. Im Genom von B. subtilis sind drei mogliche Glyoxalasen llI
(vdeA, yraA, yfkM) kodiert (Chandrangsu et al., 2014). Zusatzlich gibt es nicht weitere
charakterisierte Abbauwege von Methylglyoxal. Zum einen kann Pyruvat direkt aus
Methylglyoxal Gber die Methylglyoxaldehydrogenase hergestellt werden. Zum anderen kann
Uber die Methylglyoxalreduktase Laktat in Laktaldehyd und anschliefend von der
Laktaldehyddehydrogenase in Laktat umgewandelt werden. In B. subtilis wird diese Reaktion
von bisher unbekannten Enzymen katalysiert (Monder, 1967; Murata et al., 1985). In der
Abbildung 2.4. ist die Synthese und die Hauptabbauwege von Methylglyoxal in B. subtilis

dargestellt.



Einleitung 14
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Fruktose-1,6-bisphosphat
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Dihydroxyacetonphosphat «—— Glycerinaldehyd-3-phosphat
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Pi Glykolyse

Methylglyoxal

YhdN +BSH'\ - BSH
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Abbildung 2.4: Der Methylglyoxalweg in B. subtilis
MgsA = Methylglyoxal-Synthase; YhdN = Aldo-Keto-Reduktase; GIxA = Glyoxalase I; GIxB = Glyoxalase II;
YdeA = Glyoxalase Ill; YraA = Glyoxalase Ill; YfkM = Glyoxalase Ill; BSH = Bacillithiol

Der Methylglyoxal-Nebenweg der Glykolyse wird als Uberfluss-Mechanismus angesehen. Die
Aufnahme grofRer Mengen Glukose stort das Gleichgewicht innerhalb der Glykolyse. Dies
fuhrt zur Akkumulation glykolytischer Intermediate, die toxisch fiir die Zelle sind. Um diesem
Zuckerphosphat-vermittelten Zellstress zu entgehen, produzieren Bakterien Methylglyoxal.
Dabei wird inorganisches Phosphat frei, welches fiir die Synthese von ATP bendtigt wird

(Bock und Neidhardt, 1966; Irani und Maitra, 1977; Kadner et al., 1992).

2.3. Das bakterielle Phosphoenolpyruvat: Kohlenstoff Phosphotransferase-
system

Das bakterielle Phosphoenolpyruvat (PEP): Kohlenstoff Phosphotransferasesystem (PTS)
Ubernimmt sowohl katalytische als auch regulatorische Funktionen. Das PTS vermittelt den
Transport und die Phosphorylierung zahlreicher C-Quellen (Postma et al., 1993). Es fungiert
aulBerdem als wichtige Kontrollinstanz fiir den Kohlenstoff-, Stickstoff- und
Phosphatmetabolismus in vielen Bakterien. Der Phosphorylierungszustand der einzelnen
Komponenten des PTS ist ausschlaggebend fiir regulatorischen Prozesse. So wird ein

direkter Zusammenhang zwischen verfiigbarer C-Quelle und den regulatorischen
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Mechanismen geschaffen. Insbesondere ist hier die Katabolitenrepression (CCR) zu

erwahnen. (Gorke und Stiilke 2008; Deutscher et al., 2014).

B. subtilis werden Kohlenhydrate bevorzugt (iber das PTS aufgenommen. Auf diese Art
werden in B. subtilis mehr als 20 verschiedene Zucker aufgenommen. Der Transport von
Glukose ist in Abbildung 2.5. dargestellt. Das PTS besteht aus einem membranstandigen
substratspezifischen Transporter und den zwei cytosolischen Proteinen, Enzym | und HPr. In
B. subtilis kodieren die Gene ptsH fliir HPr und pts/ flir EIl. Demgegeniiber stehen die
Zuckertransporter, auch Enzym Il genannt. Der Transport durch Ell ist sehr spezifisch. Jede
C-Quelle hat ihre eigenes Ell (Deutscher et al., 2014). In B. subtilis kodiert das Gen ptsG fir
das Glukose-spezifische Ell. Das PTS nutzt PEP als Energiequelle und Phosphatdonor fiir die
Aufnahme der verschiedenen C-Quellen. Die I6slichen PTS-Bestandteile EI und HPr bilden
eine Phosphorylierungskaskade und (ibertragen die Phosphatgruppe von PEP Uber Ell auf
Glukose. El nutzt PEP um sich selbst zu phosphorylieren. Diese Phosphatgruppe wird im
Anschluss auf das Histidin-15 von HPr Gbertragen. HPr ist wiederum in der Lage eine Vielzahl
von spezifischen Ell zu phosphorylieren. Die Ell-Komplexe bestehen aus drei Domanen. Die
Domanen A und B sind Bestandteil der Phosphorylierungskaskade. Die Doméane C ist der
eigentliche Transporter von Glukose. HPr phosphoryliert die Domane A des Ell Komplexes.
Uber die Domine-B wird das Phosphat auf Glukose wihrend des Transports durch die
Zellmembran Ubertragen. Glukose-6-Phosphat wird dann Uber die Glykolyse weiter zu
Pyruvat abgebaut. In B. subtilis erfolgt die Aufnahme aller PTS-Zucker nach dem zuvor

beschrieben Prinzip (Postma et al., 1993; Deutscher et al., 2014).
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Abbildung 2.5: Das bakterielle Phosphoenolpyruvat: Kohlenstoff PTS

Das PTS verkniipft die Aufnahme verschiedener Kohlenhydrate mit deren Phosphorylierung. Das PTS besteht
aus den drei Proteinen El, HPr und Ell. El startet die Phosphorylierungskaskade, durch Autophosphorylierung
wird ein energiereiches Phosphat von PEP auf El Gbertragen. Die Phosphatgruppe wird tiber das His15 von HPr
auf den Ell-Komplex tbertragen. Die Domane A transferieren die Phosphorylgruppe auf die Domane B des
Ell-Kkomplexes. Die EIIB Domane phosphoryliert daraufhin Glukose, das von der Domane C durch die
Zytoplasmamembran geschleust wird (nach Gérke und Stiilke, 2008).

In B. subtilis sind 16 unterschiedliche Ells bekannt. Sdmtliche Ell-Komplexe sind immer gleich
aufgebaut. Sie bestehen aus 3 Domanen, die entweder aus verschiedenen Proteinen oder
durch ein einziges Multidomanprotein gebildet werden kénnen. Die
Phosphorylierungskaskade ist fiir alle Ell gleich. Eine Ausnahme ist hier das Lev-PTS welches
fur die Aufnahme von Fruktose verantwortlich ist. Im Lev-PTS besteht das Ell aus 4
Domanen. Die Phosphatgruppe wird Uber die Domdnen A, B, C und D auf Fruktose
Ubertragen (Meadow et al., 1990; Martin-Verstraete et al., 1990; Postma et al., 1993;
Deutscher et al., 2002).
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2.4. Die Katabolitenrepression

Die meisten Bakterien kénnen mehrere Kohlenstoffquellen verwerten. Dies geschieht
entweder simultan oder nacheinander, wobei die C-Quelle mit dem hdchsten energetischen
Potential zuerst verwertet wird. In den meisten Bakterien ist Glukose die bevorzugte
Kohlenstoffquelle. Die Anwesenheit von Glukose verhindert die Verwertung weniger
energiereicher C-Quellen. Der Mechanismus wird als Katabolitenrepression bezeichnet (CCR)
(Deutscher, 2008; Gorke und Stilke 2008). Dieses Phdanomen hat eine zentrale Rolle im
Leben der Mikroorganismen, da 5-10% aller Gene durch die CCR reguliert werden.
AuRRerdem nimmt die CCR indirekt Einfluss auf das Konkurrenzverhalten der Bakterien
untereinander. Die Verwertung bevorzugter C-Quellen gewahrleistet das schnellst mogliche
Wachstum. In pathogenen Organismen hat die CCR auRBerdem einen bedeutenden Rolle fir
die Expression von Virulenzfaktoren (Meinken et al., 2001; Yoshida et al., 2001;

Blencke et al., 2003; Liu et al., 2005; Lorca et al., 2005).

In B. subtilis sind der Transkriptionsfaktor CcpA, HPr und die HprK/P sowie die glykolytischen
Intermediate Glukose-6-phosphat und Fruktose-1,6-bisphosphat die Hauptakteure der CCR.
In B. subtilis besitzt HPr zwei Phosphorylierungsstellen. Zum einen dient Histidin-15 als
Ubertriger einer Phosphorylgruppe beim zuckerspezifischen Transport durch die
Zellmembran. Zum anderen erfiillt das Serin-46 eine regulatorische Funktion. Folglich
existieren vier unterschiedliche Formen an HPr: unphosphoryliertes HPr, am Ser46 oder
His15 phosphoryliertes HPr sowie doppelt phosphoryliertes HPr. HPr-Ser46-P ist in der Lage,
einen Komplex mit CcpA zu bilden. Dieser Komplex bindet an die sogenannten
regulatorischen Elemente der DNA (cre) und moduliert dadurch die Genexpression. Die
Phosphorylierung und Dephosphorylierung von HPr am Serin-46 wird durch HPrK/P
katalysiert. Dabei entscheidet die Qualitat der Kohlenstoffquelle, ob die HPrK/P Kinase- bzw.
Phosphorylase-Aktivitdat ausibt. Unter guten Wachstumsbedingungen wird die
Kinase-Aktivitat der HPrK/P durch Fruktose-1,6-bisphosphat stimuliert. Folglich wird unter
diesen Bedingungen HPr am Serin-46 phosphoryliert. Steigt die Konzentration an
anorganischem Phosphat und sinkt die Konzentration an Fruktose-1,6-bisphosphat und ATP,
so dephosphoryliert die HPrK/P HPr (Deutscher und Engelmann, 1984; Galinier et al., 1998;
Jault et al., 2000). Die Bindung von HPr-Serd6-P an CcpA fihrt zu einer leichten

Rotationsbewegung der N-terminalen und C-terminalen Subdomanen des CcpA-Kerns. Diese
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Konformationsanderung erméglicht der N-terminalen DNA-Bindedomane von CcpA DNA zu
binden (Schumacher et al., 2004). Die Komplexbildung aus CcpA und HPr-Ser46-P wird
zusatzlich durch die Interaktion mit Glukose-6-phosphat und Fruktose-1,6-bisphosphat
verstarkt. In Anwesenheit von Glukose, werden die Gene durch CcpA reprimiert, deren
Produkte zur Verwertung alternativer C-Quellen bendtigt werden. Zusatzlich erfolgt eine
Aktivierung der Gene, deren Produkte an der Sekretion von Kohlenstoffverbindungen, die im
Uberschuss vorliegen, beteiligt sind (Henkin et al, 1991; Moreno et al., 2001;
Yoshida et al., 2001). Damit der Komplex aus HPr und CcpA Einfluss auf die Genexpression
nehmen kann, muss er an die DNA binden. Hierfiir existieren verschiedene Mechanismen. In
der Regel (Uberlappt die Bindungsstelle des Komplexes entweder mit dem
Transkriptionsstartpunkt oder dem Promoter der zu regulierenden Gene. Dadurch wird die
Transkription verhindert. Zusatzlich besteht die Moglichkeit, dass der Komplex
strangauf- bzw. -abwarts des Promoters bindet. Dies fuhrt entweder zur Aktivierung der
Genexpression oder resultiert in einem Roadblock fir die RNA-Polymerase (Miwa et al.,
2000; Nicholson et al., 1987). In der Abbildung 2.6. ist die CcpA-abhangige CCR von B. subtilis

dargestellt.
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Abbildung 2.6: Die CCR in B. subtilis.

In Anwesenheit einer guten C-Quelle steigt die intrazellulare Konzentration an Fruktose-1,6-bisphosphat (FBP)
und ATP. Hohe Konzentrationen an FBP und ATP stimulieren die Kinase-Aktivitat der HPrK/P. Folglich wird HPr
am Serin-46 phosphoryliert. HPr-Ser46-P bindet CcpA. Dieser Komplex moduliert die Expression kataboler
Gene durch Bindung an die regulatorischen Elemente der DNA. In Abwesenheit von Glukose sinkt der
intrazelluldre Spiegel an FBP und ATP. Dies fiihrt zur Akkumulation inorganischem Phosphats. Unter diesen

Bedingungen wird die Phosphorylase-Aktivitat der HPrK/P stimuliert. Somit wird HPr-Ser46-P dephosphoryliert.
(nach Gorke und Stilke, 2008).
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2.5. Crh, das Paralog zu HPr

In Firmicutes erfullt HPr aus dem PTS zwei Funktionen. Wahrend der Aufnahme von
verschiedenen Zuckern lbertragt HPr eine Phosphorylgruppe von El auf Ell. Weiterhin hat
HPr eine entscheidende Schlisselfunktion bei der CCR. Die CCR erlaubt Bakterien, die
Expression der Gene fiir die Verwertung sekundarer C-Quellen in Anwesenheit bevorzugter
Kohlenhydrate zu unterdriicken (Deutscher et al., 2006; Deutscher, 2008; Gorke und Stiilke,
2008).

Neben HPr besitzen B. subtilis und weitere Bacilli das ,,Carbon-Flux-Regulating HPr“, Crh
genannt. Die paralogen Proteine HPr und Crh zeigen eine Sequenzidentitdt von 40% auf
(Galinier et al., 1997). Ahnlich wie HPr kann auch Crh phosphoryliert werden. Jedoch besitzt
Crh nur eine Phosphorylierungsstelle. Die Phosphorylierung am Ser-46 erfolgt ebenfalls
durch die HPrK/P. Wie auch HPr-Ser46-P kann Crh-Ser-46-P einen Komplex mit CcpA bilden.
Im Komplex kdnnen beide Proteine die CCR vermitteln. Aufgrund der geringeren Expression
von Crh und der geringeren Bindungsfahigkeit von Crh zu CcpA, kann man Crh lediglich eine
untergeordnete Funktion bei der CCR zuordnen (Galinier et al., 1997; Gorke et al., 2004;
Seidel et al., 2005; Singh et al., 2008).

Die eigentliche Funktion von Crh konnte vor kurze, entschlisselt werden.
Dephosphoryliertes Crh bindet und inaktiviert die Methylglyoxalsynthase, MgsA in
B. subtilis. HPr ist jedoch nicht befdhigt, MgsA zu binden. Steigt die Konzentration an
Fruktose-1,6-bisphosphat und ATP in der Zelle fiihrt dies zur Aktivierung der HPrK/P. Die
HPrK/P wiederum phosphoryliert Crh am Serin-46. Crh-P ist nicht mehr in der Lage, MgsA zu
binden. Folglich ist MgsA aktiv und Dihydroxyacetonphosphat wird zu Methylglyoxal
umgesetzt (Landmann et al, 2011). Dieser Nebenweg der Glykolyse dient als

Ill

,Uberdruckventil“. Die Aufnahme groRBer Mengen Glukose stért das Gleichgewicht innerhalb
der Glykolyse. Dies fihrt zur Akkumulation glykolytischer Intermediate, die toxisch fiir die
Zelle sind. Um diesem Zuckerphosphat-vermittelten Zellstress zu entgehen produzieren
Bakterien Methylglyoxal. Dabei wird inorganisches Phosphat frei, welches fiir die Synthese

von ATP bendtigt wird (Weber et al., 2005).

Trotz der hohen Sequenzidentitit zwischen HPr und Crh erfillen beide Proteine

unterschiedliche Funktionen in der Zelle. Strukturanalysen von Crh- und HPr-Komplexen
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haben gezeigt, dass in beiden Proteinen die Helices 1 und 2 die Interaktionsflache mit dem
jeweiligen Bindungspartner bilden (Brokx et al.,, 1999; Schumacher et al., 2004;
Schumacher et al., 2006; Schumacher et al., 2007). Interaktionsstudien von Crh und HPr
belegen aullerdem, dass die Aminosdurereste Leul4; Glul5; Ala20 und Phe22 in Crh
malgeblich an den unterschiedlichen Bindungsaffinitdten von Crh und HPr zu MgsA beteiligt
sind (Landmann et al., 2011). Gleiches gilt fur die Interaktion mit CcpA. Alanin-20 in Crh ist
fur die verminderte Bindungsaffinitat zu CcpA verantwortlich (Schumacher et al., 2007).
Diese Erkenntnisse bestatigen die Hypothese, dass der Aminosaurerest an der Position 20
von Crh bzw. HPr hauptverantwortlich fir die Bestimmung des Interaktionspartners und der

damit verbundenen spezifischen Funktion ist (Landmann et al., 2011).
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2.6. Ziel der Arbeit

Bisherige Studien haben gezeigt, dass Crh die enzymatische Aktivitdit der
Methylglyoxalsynthase MgsA in B. subtilis reguliert. Fir die Regulation ist der
Phosphorlierungszustand von Crh entscheidend. Dephosphoryliertes Crh bindet und
inaktiviert MgsA. Im Gegensatz dazu ist Crh-P nicht mehr fahig, MgsA zu binden. Dies
ermoglicht MgsA Dihydroxyacetonphosphat in Methylglyoxal umzuwandeln. Dadurch kann

der untere Teil der Glykolyse umgangen werden.

Bisher gab es keine Hinweise darauf, welche Aminosaurereste in MgsA an der Interaktion
mit Crh beteiligt sind und wie Crh die Enzymaktivitat von MgsA mechanistisch inhibiert. Die
Hypothese, dass Crh die Multimerisierung von MgsA verhindert, sollte in dieser Arbeit
weiter verfolgt werden. Ein genetischer Screen diente zur Identifizierung der
Aminosadurereste in MgsA, die an der Interaktion mit Crh beteiligt sind. Zusatzlich sollten
durch biochemische Analysen die genetischen Daten liberprift werden. Anhand der Struktur
von MgsA und massenspektrometrischen Analysen konnte die gemeinsame

Interaktionsflache von MgsA und Crh bestimmt werden.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, die Zitratsynthase CitA ndaher zu charakterisieren. CitA
katalysiert wie auch CitZ die erste Reaktion des Zitratzyklus von Acetyl-CoA und Oxalacetat
zu Zitrat. Flr den Zitratzyklus als zentralen Stoffwechselweg, ist es unabdingbar, samtliche
Aspekte Uber dessen Regulation aufzuklaren. In diesem Zusammenhang sollte ein
markerloses Deletionssystem, basierend auf der Cre-Rekombinase, etabliert werden. Die
Daten zeigen, dass CitA eine weitaus groRere Rolle bei der Synthese von Zitrat spielt, als

bisher angenommen.



Material und Methoden 23

3. Material und Methoden

Die fir diese Arbeit verwendeten Materialien (Chemikalien, Hilfsmittel, Gerate,
Apparaturen, kommerziell erhaltliche Systeme sowie Proteine, Antikdrper, und Enzyme sind

im Anhang dieser Arbeit unter Punkt 7.6. aufgefiihrt.

3.1. Bakterienstamme und Plasmide

3.1.1. Bakterienstaimme

Die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstimme sind im Anhang unter Punkt 7.1.

aufgefihrt.

3.1.2. Plasmide

Die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide sind im Anhang unter Punkt 7.3. aufgefiihrt.

3.1.3. Oligonukleotide

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide sind im Anhang unter Punkt 7.2.

aufgefihrt.

3.2. Medien und fakultative Zusatze

Medien, Puffer und Lésungen wurden mit deion. Wasser angesetzt und fir 20 min im
Tischautoklav bei 121°C und 2 bar autoklaviert. Thermolabile Substanzen wurden geldst und
steril filtriert. Alle Angaben beziehen sich auf Wasser. Andere Losungsmittel sind jeweils
angegeben. Bei der Herstellung von Plattenmedien wurde den Grundmedien

15 g/l Agar zur Verfestigung zugesetzt (Hibner, 2008).

Bakterienmedien

In der Tabelle 3.1 sind die verschiedenen Medien fiir die Anzucht von B. subtilis und E. coli

angegeben. B. subtilis wurde in CSE-Minimalmedium mit verschiedenen Zusatzen
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angezogen. Neben Glukose wurden die Zusatze Ribose und Malat verwendet (0,5% w/v). In
den jeweiligen Experimenten sind die verwendeten Zusatze angegeben. Fir die Anzucht von
E. coli wurde LB-Medium verwendet. Als Zusdtze wurden X-Gal (40 pg/ml), IPTG (0,5 mM)
und Glukose verwendet. In den jeweiligen Experimenten sind die verwendeten Zusatze

angegeben. Allen Festmedien wurde 1,5% Agar zugesetzt (Landmann, 2011).

Tabelle 3.1: Bakterienmedien und fakultative Zusatze.

Medium oder Medienbestandteil Menge, Volumen oder
Komponenten Konzentration
LB-Medium (1 1) Trypton 10g
(Sambrock und Russel, Hefeextrakt 5g
2001) NacCl 10g
5 x C-Salze (1 1) KH2PO4 20g
K2HPO4 x 3 H,0 80 g
(NH34)2S04 16,5¢
100 x ’-Salze (1 1) MnSOs x 4 H,0 0,232 ¢g
MgSO4 x 7 H,0 123 g
1 x CSE-Medium (11) 5 x C-Salze 200 ml
Tryptophan (5 mg ml?) 10 ml
Ammoniumeisencitrat (2,2 mg mlt) 10 ml
“-Salze 10 ml
Kaliumglutamat (40%) 20 ml
Natriumsuccinat (30%) 20 ml
8g
SP-Medium (1 1) Nutrient Broth
MgSOa4 x 7 H.0 0,25g
KCl lg
ad. 1000 ml deion. Wasser ad 1000 ml
CacCl, (0,5 M) 1ml
MnCl; (10 mM) 1 ml

Ammoniumeisencitrat (2,2 mg mlt) 2 ml

MNGE (10 ml) 1x MN-Medium 9,2 ml

+/- Glukose (20%) 1 ml
Kaliumglutamat (40%) 50 ul
Ammoniumeisencitrat (2,2 mg ml) 50 pl
Tryptophan (5 mg ml-1) 100 ul
MgS04 (1 M) 30 ul
(10%) 100 pl

10 x MN-Medium (11) K2HPOs x 3 H,0 136 g
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KH2PO4 60 g
Natriumcitrat x 2 H,O 10g
Starkeplatten Nutrient-Broth 75¢
Starke 5g
X-Gal X-Gal in DMF 40 mg/ml
Antibiotika

Die verwendeten Antibiotika wurden als 1000-fach konzentrierte Stammlésungen (aulBer

Zeocin: 2000-fach [Invivo Gen]) angesetzt. Ampicillin, Spectinomycin, Lincomycin und

Kanamycin wurden dazu in deion. Wasser gelést, Chloramphenicol, Tetracyclin und

Erythromycin in 70% Ethanol. Alle Lésungen wurden steril filtriert und bei -20°C aufbewahrt.

Nach den abkiihlen der Medien auf ca. 50°C wurden die Antibiotika zu den entsprechenden

Endkonzentrationen zugegeben (Hiibner, 2009).

Selektionskonzentration fiir E. coli:
Ampicillin (Amp)
Kanamycin (Kan)

[fur 2-Hybrid-Analysen]

Selektionskonzentration fiir B. subtilis:
Chloramphenicol (Cm)

Erythromycin? (E)

Kanamycin (Kan)

Lincomycin? (L)

Phleomycin (Phleo)

Spectinomycin (Spec)

Tetracyclin (Tet)

Zeocin (Zeo)

!Dije Selektion auf Erythromycin-Resistenz erfolgt auf eine Mischung aus Erythromycin und Lincomycin in den
oben angegebenen Konzentrationen verwendet.

100 pg ml?
50 pg ml?

5 ug ml?

2 ug ml?
10 pg mlt
25 pg ml?
5 pug ml?
150 pg ml?
10 pg mlt
50 pg ml?
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3.3. Methoden

3.3.1. Aligemeine Methoden

Eine Zusammenfassung der allgemeinen Methoden, die in der Literatur beschrieben sind

und in dieser Arbeit angewendet wurden, ist in Tabelle 3. 2. aufgefiihrt.

Tabelle 3.2: Aligemeine Methoden.

Methode Referenz

Absorptionsmessung Sambrook et al., 1989
Ethidiumbromidfarbung von DNA Sambrook et al., 1989
Fallung von Nukleinsauren Sambrook et al., 1989
Gelelektrophorese von DNA Sambrook et al., 1989
Gelelektrophorese von Proteinen (denaturierend)  Laemmli, 1970

Ligation von -Fragmenten Sambrook et al., 1989
Proteinmengenbestimmung Bradford, 1976

Plasmidpradparation aus E. coli Sambrook et al., 1989
Herstellung kompetenter E. coli Zellen Sambrook et al., 1989

Sequenzierung nach der Kettenabbruchmethode Sanger et al., 1977

3.3.2. Anzucht von Bakterien

Die Anzucht von E. coli erfolgte soweit nicht anders angegeben, in LB-Medium bei 37°C und
200 rpm in Reagenzglasern, Kolben oder Schikanekolben. Fir die Anzucht von B. subtilis
wurde LB-Medium, CSE-Medium oder MNGE-Medium verwendet. Die Zellen wuchsen bei
37°C oder 28°C und 200 rpm in Reagenzglasern, Erlenmeyerkolben oder Schikanekolben.
Beimpft wurde aus Kryokulturen, von frischen Vereinzelungsplatten bzw. aus
Ubernachtkulturen. In regelmiRigen Abstinden wurde das Wachstum durch Messung der
optischen Dichte bei 600 nm verfolgt. Die Messung wurde mit einem Photometer und
geeigneter Verdlinnung der Zellkulturen gegen eine Leerkontrolle mit dem jeweils

verwendeten Medium durchgefiihrt.

Zur Berechnung der Generationszeit wurde die optische Dichte der Kulturen im Bereich des
logarithmischen Wachstums herangezogen. Die Generationszeit (g) wurde mit folgender

Formel berechnet:
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_ |g2 X (tz - tl)
& log K2— log K1

g Generationszeit(min)
t1 Zeitpunkt 1 (min) t2 Zeitpunkt 2 (min)
K1 ODeoo zum Zeitpunkt 1 Kz ODe6oo zum Zeitpunkt 2

3.3.3. Dauerkulturen

Stammbkonservierung von B. subtilis und E. coli

Zur Konservierung von Bakterienstammen wurden Kryokulturen angelegt. Es wurden 900 ul
einer frischen Ubernachtkultur mit 100 pul DMSO gemischt, 5 Minuten ruhen gelassen und

bei -70°C eingefroren.

B. subtilis wurde zusatzlich in SP-Schragagarrohrchen aufbewahrt. Die entsprechenden
Stamme wurden in Rohrchen mit Antibiotika ausgestrichen, fir 2 Tage bei 37°C bebritet

und im Anschluss bei RT gelagert.

3.3.4. Praparation kompetenter E. coli-Zellen und Transformation (nach
Lederberg und Cohen, 1974)

Praparation kompetenter Zellen

Zur Herstellung kompetenter E.coli-Zellen wurde eine Vorkultur des zu transformierenden
Stamm in 4 ml LB-Medium mit entsprechenden Antibiotika angeimpft und iber Nacht bei
37°C und 200 U mintinkubiert. Am darauf folgenden Tag wurde eine 1 zu 100 Verdiinnung
der Vorkultur in 25 ml LB angelegt. Die Hauptkultur wurde bei 37°C und 200 U min™ bis zu
einer ODeoo von 0,3 bis 0,4 wachsen gelassen. Im Anschluss wurde die gesamte Kultur in ein
50 ml Falconréhrchen tberfiihrt und fiir 20 min auf Eis gestellt. Von diesem Zeitpunkt an
mussen die Zellen bis zum Hitzeschock permanent kalt bleiben. Danach wurde die
Suspension in einer vorgekihlten Zentrifuge fir 15 min bei 4°C und 4000 U min?
abzentrifugiert. Nachdem der Uberstand dekantiert wurde, wurden die Bakterien vorsichtig
in 10 ml vorgekihltem 0,1 M CaCl; resuspendiert. Ein weiterer Zentrifugationsschritt der

Suspension erfolgte nach einer 20 minditiger Inkubation auf Eis. Nach dem erneuten
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dekantieren wurde das Pellet vorsichtig in 0,5 ml 0,1 M CaCl, resuspendiert. Die
E. coli-Zellen sind nun kompetent und kénnen mehrere Stunden bis zur Transformation auf

Eis aufbewahrt (Landmann, 2011).

Transformation kompetenter E. coli-Zellen

Zu 100 pl kompetenten E. coli-Zellen wurde in etwa 10-100 ng des zu transformierenden
Plasmides oder der gesamte Ligationsansatz gegeben. Fir die phanotypische Analyse im
Two-Hybrid-System wurden jeweils 10 ng Plasmid verwendet. Der Ansatz wurde gemischt
und fir 20 min auf Eis gestellt. Danach wurde das Reaktionsgefal® fir 1,5 min auf 42°C
erwdarmt und anschlieRend fiir 5 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 1 ml LB-Medium
wurden die Zellen fur 45 min bei 37°C 200 U min! geschittelt. Von den
Transformationsansatzen wurden jeweils 200 pl und der abzentrifugierte Rest auf

entsprechenden LB-Selektionsplatten (mit Ampicillin) ausplattiert (Landmann, 2011).

3.3.5. Transformation von B. subtilis

Herstellung von kompetenten Zellen

Zur Herstellung kompetenter B. subtilis-Zellen wurde eine Vorkultur des zu
transformierenden Stamm in 4 ml LB-Medium mit entsprechenden Antibiotika angeimpft
und Uber Nacht bei 37°C und 200 rpm inkubiert. Am darauf folgenden Tag wurden jeweils 10
ml MNGE-Medium (mit CAA) mit der Vorkultur zu einer ODsoo von 0,1 angeimpft und unter
Schitteln bei 37°C und 200 rpm inkubiert. Das Wachstum der Zellen wurde durch
regelmallige Messung der ODeoo verfolgt. Bei einer ODgoo von 1,3 wurden die Zellen mit
gleicher Menge an MNGE-Medium ohne CAA verdiinnt. Danach wurden die Zellen fiir eine
weitere Stunde bei 37°C und 200 U min? geschiittelt. Die B. subtilis-Zellen sind nun
kompetent und kénnen unmittelbar fiir die Transformation genutzt werde. Optional kbnnen
die Zellen fir mehrere Wochen bei -80°C gelagert werden. Dafiir ist eine
Glycerinkonzentration von 10% erforderlich. Das Einfrieren der Zellen erfolgt fllissigem

Stickstoff (Landmann, 2011).
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Transformation der kompetenten Zellen

Flr die Transformation von B. subtilis wurden 400 ul der kompetenten Zellen verwendet. Zu
dieser Bakteriensuspension wurden 0,1-1 pug chromosomale DNA, ca. 500 ng Plasmid-DNA
oder der gesamte PCR-Ansatz (LFH-PCR-Produkt) gegeben. Es folgte eine Inkubation fiir 30
min bei 37°C und 200 rpm. AnschlieBRend wurden 100 pl Expressionslosung (500 pl
Hefeextrakt [5% w/v], 250 pl CAA [10 w/v], 250 pl deion. Wasser, 50 pl Tryptophan
[5 mg/ml]), zupipettiert und fir weitere 60 min bei 37°C und 200 U min-!geschittelt. Im
Anschluss wurden die Zellen auf Selektionsmedium mit entsprechenden Antibiotika

ausplattiert (Landmann, 2011).

3.3.6. Arbeiten mit DNA

Aufreinigung von Plasmid-DNA iiber modifizierte Alkali/SDS-Lyse

Die  Plasmidisolation =~ wurde  mittels alkalischer Lyse und anschlieRender
chromatographischer Aufreinigung durchgefiihrt. Die Isolation wurde unter Verwendung des
Nucleospin-Kits (Macherey-Nagel, Diiren) nach Anleitung des Herstellers durchgefiihrt. Fir
,high-copy” Plasmide wurden 4 ml und fiir ,low-copy” Plasmide wurden 10 ml einer Gber
Nacht Kultur fur die Isolation von Plasmiden verwendet. Die Elution samtlicher Plasmide

erfolgte in 50 ul H,O (Landmann, 2011).

Isolierung von chromosomaler DNA aus B. subtilis

Die Isolation der chromosomalen DNA aus B. subtilis erfolgte mit Hilfe des DNeasy Tissue
Kits (Qiagen, Hilden). Hierzu wurden 1,5 ml einer in LB-Medium gewachsenen UN-Kultur 1
min bei 13000 rpm abzentrifugiert. AnschlieBend wurde das Zellpellet in 180 pl Lyse-Puffer
resuspendiert und 60 min bei 37°C inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe von 10 ul RNase A
(20 mg/ml) und einer Inkubation von 10 min bei RT. Alle weiteren Schritte zur Isolation der
chromosomalen DNA erfolgten nach den Angaben des Herstellers. Die Elution der DNA

erfolgte in 180 ul H,0 (Hlbner, 2011).
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DNA-Gelelektrophorese

Die  GroBRenbestimmung, Kontrolle und Quantifizierung von  PCR-Produkten,
DNA-Restriktionsfragmenten, chromosomaler DNA und Plasmiden erfolgte mit Hilfe einer
Gelelektrophorese. In Abhadngigkeit von der DNA-Fragmentgrofle wurden 1%-ige bzw.
2%-ige Agarosegele verwendet. Die Gelelektophorese wurde in horizontalen
Elektrophoresekammern des Typs ,,Gelkammer Speedy” der Firma Omnilab durchgefihrt.
Die Agarosegele hatten eine Dimension von 8,5 cm Lange, 10 cm Breite und waren 3-5 mm
dick. Die Agarosegele wurden nach dem GieRen (60°C) durch Abkihlen auf RT verfestigt, die
Proben mit DNA-Farbmarker versetzt und auf das Gel aufgetragen. Der Gel-Lauf erfolgte bei
100-140 V, bis der DNA-Farbmarker das untere Drittel des Gels erreicht hatte. Danach
wurden die Gele in Ethidiumbromid (EtBr) fiir 10 min gefarbt, kurz in Wasser entfarbt und
anschlieBend in der Geldokumentationsanlage (BioRad) unter UV Licht (A = 254 nm)
analysiert und fotografiert. Zur Abschatzung der GréRe von DNA-Fragmenten wurde der

A-DNA-Marker oder der 1kb-Marker (BioLabs) verwendet.

Die Analyse von prdparativen Gelen erfolgte bei 365 nm. DNA-Banden der entsprechenden
GroBe wurden mit einem Skalpell ausgeschnitten und in ein steriles Eppendorfgefald
Uberfihrt. Die Isolation der DNA erfolgte nach Anleitung des Herstellers mit dem QlAquick
PCR Purifikation Kit (Qiagen, Hilden). Die Elution samtlicher DNA erfolgte in 30 ul H;O
(Hdbner, 2008; Landmann, 2011).

Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierungen wurden im Gottinger Genomics Laboratory, von der Firma Seqglab in
Gottingen sowie LGC in Berlin durchgefihrt. Hierfir wurden pro Probe ca. 500-1000 ng
Plasmid-DNA sowie 20-30 pMol Primerlosung verwendet. Die erhaltene Sequenz wurde mit

Hilfe von Vector NTI analysiert und auf Fehler tGberprift.

Restriktion und Ligation von DNA

Die Restriktionen mit Endonukleasen wurden in dem vom Hersteller empfohlenen Puffer
durchgefihrt. Die Enzymmenge und Inkubationsdauer richteten sich nach der eingesetzten
DNA-Menge, dem Restriktionsenzym und dem Reaktionsvolumen. Die Ligation von

DNA-Fragmenten wurde mit T4-DNA-Ligase unter Verwendung des vom Hersteller
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mitgelieferten Puffers durchgefihrt. Fir die Ligation wurden zwischen 100 und 150 ng
Vektor-DNA und ein 3-facher Uberschuss an Insert eingesetzt. Die Ligationsreaktion erfolgte
flr mindestens 2 h bei RT oder iber Nacht bei 4°C. Fir die Berechnung der bei der Ligation

eingesetzten Menge an Insert wurde folgende Formel verwendet (Landmann, 2011).

Menge des Vektors (ng)
GroRe des Vektors (bp)

Menge des Inserts (ng) = x (3 x GréRe des Inserts (bp))

Dephosphorylierung von DNA

Die Dephosphorylierung der 5°-Enden von DNA-Fragmenten wurde mit Hilfe der FastAP
Thermosensitive Alkaline Phosphatase (Fermentas) unter Verwendung des vom Hersteller
mitgelieferten Puffers durchgefiihrt. Einem Ansatz mit einer DNA-Endkonzentration von ca.
10-40 ng/ul wurden 1 pl FastAP (1000 Units/ul) zugesetzt. Diese Probe wurde fur 1 h bei
37°C inkubiert. AnschlieRend wurden die DNA-Fragmente mit Hilfe des QIAquick PCR
Purifikation Kit (Qiagen, Hilden) aufgereinigt. Danach konnte der Ansatz direkt fir eine

Ligation verwendet werden (Landmann, 2011).

DNA-Konzentrationsbestimmung

Die DNA-Konzentration wurde photometrisch bei einer Wellenlange von 260 nm mittels

NanoDrop Spektrometer (Peglab, Erlangen) bestimmt.

Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) zur Generation von PCR-Fragmenten fir Klonierung
wurde stets mit chromosomaler DNA oder zirkuldrer Plasmid-DNA als Matrizen-DNA
durchgefihrt. PCR-Fragmente fiir Klonierungsarbeiten wurde stets mit der Phusion-
Polymerase (Finnzymes) oder der selbst aufgereinigten PfuS-Polymerase generiert

(Landmann, 2011).
Die Annealingtemperatur der Primer wurde nach folgender Formel berechnet:

Annealingtemperatur (°C) = (Anzahl A-/T-Nukleotide x 2°C) + (Anzahl C-/G- Nukleotide x 4°C)
—-5°C
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Reaktionsansatz fiir die Phusion-Polymerase (50 pl):

1 ul Primer 1 (20 pmol)

1 pl Primer 2 (20 pmol)

1 pl Matrizen-DNA (ca. 50 ng DNA [Plasmid/chromosomal DNA])
10 pl 5 x Phusion HF Puffer

0,5 ul Phusion-Polymerase (2 U pl?)

2 ul dNTPs (12,5 pmol ml?)

34,5 pl deion. Wasser

Der Ansatz wurde gemischt und die Reaktion im Thermocycler mit folgendem Programm

durchgefihrt:
Anzahl der Zyklen  Reaktion Temperatur Dauer der Reaktion
1 Vorlauf 98°C 1 min
Denaturierung 98°C 10 sek
31 { Annealing 50-60°C 40 sek
Primer Extension 72°C 2 kb/min
1 Endlauf 72°C 10 min

Nach Abschluss des Programms wurde der Reaktionsansatz auf 4°C abgekuhlt.

Reaktionsansatz fur die PfuS-Polymerase (50 pul):

1 ul Primer 1 (20 pmol)

1 ul Primer 2 (20 pmol)

1 pl Matrizen-DNA (ca. 50 ng DNA [Plasmid/chromosomal DNA])

10 ul 5 x Phusion HF Puffer

1 pl Phusion-Polymerase (2 U pl?)

2 ul dNTPs (12,5 pmol ml?)

34 pl deion. Wasser

Der Ansatz wurde gemischt und die Reaktion im Thermocycler mit folgendem Programm

durchgefihrt:
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Anzahl der Zyklen  Reaktion Temperatur  Dauer der Reaktion
1 Vorlauf 98,5°C 3 min
Denaturierung 98,5°C 30 sek
31 { Annealing 50-60°C 40 sek
Primer Extension 72°C 2 kb/min
1 Endlauf 72°C 5 min

Nach Abschluss des Programms wurde der Reaktionsansatz auf 4°C abgekiihlt.

Aufreinigung von PCR Produkten

Die PCR Ansdtze wurden mit dem QIAquick PCR Purifikation Kit (Qiagen, Hilden) nach

Anleitung des Herstellers aufgereinigt.

Long Flanking Homology PCR (LFH-PCR)

Fir die Konstruktion einer citZ Deletionsmutante von B. subtilis wurde die LFH-PCR
angewendet. Diese Methode dient der Herstellung linearer DNA-Fragmente zur
Konstruktion von Deletionsmutanten mittels so genannter Allelic-Replacement-Mutagenese.
Die Abbildung 3.1. zeigt schematische die Herstellung einer citZ Deletionsmutante. Fir die
Konstruktion der Deletionsmutante von B. subtilis wurde zunachst eine Spectinomycin-
Resistenzkassette mit einer GroRe von ca. 1,15 kb amplifiziert, welche von der
Arbeitsgruppe bereitgestellt wurde. Des Weiteren wurden zwei Primerpaare verwendet, mit
denen die flankierenden Bereiche der zu deletierenden Gene amplifiziert werden konnten.
Diese Fragmente mit einer GréRe von ca. 1000 bp mussten so gewahlt werden, dass die
Expression der angrenzenden Gene nicht beeinflusst wurde. An das strangaufwarts und an
das strangabwarts liegende DNA-Fragment wurde mit dem reverse Primer bzw. forward
Primer jeweils eine 25 Nukleotide lange Sequenz angehdngt. Diese Sequenz ist
komplementar zum 5°- bzw. 3’-Ende der Resistenzkassette. Die erhaltenen PCR-Fragmente
wurden mit dem QIAquick PCR Purifikation Kit (Qiagen, Hilden) aufgereinigt. In einer zweiten
PCR wurden die strangaufwarts und strangabwaérts liegenden DNA-Fragmente und die
Resistenzkassette (iber die 25 Nukleotide lange Sequenz miteinander verbunden und
amplifiziert. Hierfir wurde der forward Primer des strangaufwarts und der reverse Primer
des strangabwarts liegenden Fragments benétigt. Die eingesetzte DNA-Menge des oberen

und unteren Fragmentes betrug jeweils 150 ng, die der Resistenzkassette etwa 300 ng. Die
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Amplifikation der einzelnen Fragmente erfolgte mit Hilfe der PfuS-DNA-Polymerase. Der
Wildtypstamm von B. subtilis wurde direkt mit den erhaltenen PCR-Produkten transformiert.
Die erhaltenen Transformanten wurden mittels PCR Uberpriift. Dazu wurden Primer
gewahlt, die oberhalb der strangaufwarts und unterhalb der strangabwarts liegenden
DNA-Fragmente hybridisieren. Die dulleren Primer wurden mit Primern kombiniert, die
innerhalb der Resistenzkassette hybridisieren. Um sicherzustellen, dass bei den beiden PCR-
Schritten keine Mutationen eingebaut wurden, erfolgte eine Sequenzierung der bei den

Kontroll-PCRs erhaltenen DNA-Fragmente (Diethmaier, 2008).

Resistenzkassette
Oberes Fragment Unteres Fragment

PCR-Produkt — T —

Chromosom
zu deletierender Bereich

Abbildung 3.1: Konstruktion einer citZ Deletionsmutante mit Hilfe der LFH-PCR.
Durch doppelt homologe Rekombination wird das Gen citZ durch eine ca. 1,15 kb Spectinomycin-
Resistenzkassette ersetzt. Die Mutante GP797 wurde nach diesem Prinzip konstruiert.

Programm der LFH-PCR

Anzahl der Zyklen  Reaktion Temperatur  Dauer der Reaktion
1 Vorlauf 98°C 1 min
Denaturierung 98°C 10 sek
10 { Annealing 50-60°C 30 sek
Primer Extension 72°C 1:15 min
1 Pause 15°C
(Zugabe der Primer)
Denaturierung 98°C 10 sek
Annealing 50-60°C 30 sek
21
1:15 min
Primer Extension 72°C

+ 5 sek je Zyklus
Endlauf 72°C 10 min

Nach Abschluss des Programms wurde der Reaktionsansatz auf 15°C abgekihilt.
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Markerlose Deletion mit dem Cre/Lox-System

Herkdmmliche Deletionen werden in B. subtilis mit Hilfe der LFH-PCR hergestellt. Dabei wird
das zu deletierende Gen mit einer Antibiotikaresistenzkassette ausgetauscht. Der Nachteil
dieser Methode ist die Anzahl der aufeinanderfolgenden Deletionen. Bisher war es nicht
moglich, mehr als 6 Bereiche in einem Stamm zu deletieren, da nicht ausreichend

Resistenzmarker zur Verfligung stehen.

Das Cre/Lox-System nutzt die Fahigkeit der Cre-Rekombinase aus dem Bakteriophagen P1,
eine spezifische 34 bp Sequenz zu erkennen, zu schneiden und zu rekombinieren. Bei der
markerlosen Deletion wird eine Xylose induzierbare Cre-Rekombinase und eine Kanamycin
Resistenzkassette, die von der Erkennungssequenz der Rekombinase flankiert ist, genutzt
(Kumpfmiiller et al., 2013). Die Abbildung 3.2. zeigt schematisch die markerlose Deletion mit

dem Cre/Lox-System.

Fur die Konstruktion einer citRA Deletionsmutante von B. subtilis wurde das Cre/Lox-System
angewendet. Fir die Konstruktion der Deletionsmutante von B. subtilis wurde zunachst eine
Kanamycin-Resistenzkassette, flankiert von den Lox71 und Lox66 Sequenzen mit einer
GroRe von ca. 1,56 kb amplifiziert. Das Plasmid pGP2514 dient als Matrize. Des Weiteren
wurden zwei Primerpaare verwendet, mit denen die flankierenden Bereiche der zu
deletierenden Gene amplifiziert werden konnten. Diese Fragmente mit einer GrofRe von
ca. 1000 bp mussten so gewahlt werden, dass die Expression der angrenzenden Gene nicht
beeinflusst wurde. An das strangaufwarts und an das strangabwarts liegende DNA-Fragment
wurde mit dem reverse Primer bzw. forward Primer jeweils eine 35 Nukleotide lange
Sequenz angehangt. Diese Sequenz ist komplementar zu der Lox61 und Lox77 Sequenz des
5°- bzw. 3’-Endes der Resistenzkassette. Die erhaltenen PCR-Fragmente wurden mit dem
QIAquick PCR Purifikation Kit (Qiagen, Hilden) aufgereinigt. In einer zweiten PCR wurden die
strangaufwarts und strangabwarts liegenden DNA-Fragmente und die Resistenzkassette
Uber die 35 Nukleotide lange Sequenz miteinander verbunden und amplifiziert. Hierfir
wurde der forward Primer des strangaufwarts und der reverse Primer des strangabwarts
liegenden Fragments bendétigt. Die eingesetzte DNA-Menge des oberen und unteren
Fragmentes betrug jeweils 150 ng, die der Resistenzkassette etwa 300 ng. Die Amplifikation
der einzelnen Fragmente erfolgte mit Hilfe der PfuS-DNA-Polymerase. Der Empfanger-

Stamm von B. subtilis wurde direkt mit den erhaltenen PCR-Produkten transformiert.
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Im Anschluss wurde die Resistenzkassette mit Hilfe der Cre-Rekombinase herausgeschnitten.
Dazu wurden zundchst die erhaltenen Transformanten vereinzelt. Von dieser
Vereinzelungsplatte wurde fiinf Kolonien Gber Nacht in LB-Medium mit den entsprechenden
Antibiotika angezogen. Am darauf folgenden Tag wurde eine 1 zu 100 Verdiinnung der
Vorkultur in 10 ml LB mit 0,5% Xylose angelegt. Die Zellen wurden bei 37°C und 200 rpm
angezogen. Xylose induziert die Expression der Cre-Rekombinase, welche die
Kanamycinresistenzkassette aus dem Chromosom entfernt. Bei einer ODsoo von ca. 0,4
wurden die Zellen auf 10 verdiinnt und auf SP-Medium ausplattiert. Am néchsten Tag
wurden Kolonien gepickt und auf SP-Platten mit und ohne Kanamycin ausgestrichen. Dabei
wird auf Verlust des Wachstums auf Kanamycin untersucht. Kolonien, die nur auf SP-
Medium wachsen kdonnen, haben die Kanamycinresistenzkassette verloren. Die erhaltenen
Kolonien wurden mittels PCR Uberpriift. Dazu wurden Primer gewahlt, die oberhalb der
strangaufwarts und unterhalb der strangabwarts liegenden DNA-Fragmente hybridisieren.
Als Kontrolle dient der Wildtyp. Ein GroRenunterschied der erhaltenen PCR-Fragmente zeigt
die erfolgreiche Deletion der citRA-Region. Im nachsten Schritt erfolgte eine Sequenzierung

der bei den Kontroll-PCRs erhaltenen DNA-Fragmente.
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A
strangaufwarts citR citA strangabwarts
Lox-Kan-Lox
l + Xylose
- h -
B
Lox71

5’taccgttcgtatagcatacattatacgaagttat — strangaufwarts Reverse

5’ataacttcgtatagcatacattatacgaacggta — strangabwarts Forward
Lox66

Abbildung 3.2: Konstruktion einer citRA Deletionsmutante mit Hilfe des Cre/Lox-System.

A) Durch doppelt homologe Rekombination wird der citRA-Lokus durch eine ca. 1,5 kb Kanamycin-
Resistenzkassette, die von der Lox61 und Lox77 Sequenzflankiert ist, ersetzt. Nach Induktion der Expression
der Cre-Rekombinase durch Xylose wird die Resistenzkassette herausgeschnitten. Die Mutante GP1755 wurde
nach diesem Prinzip konstruiert. B) Zeigt die Lox71 und Lox66 Sequenz, die an die Primer fiir die flankierenden
Bereiche angehingt werden. Die beiden Lox-Sequenzen bilden einen ,Loop“; an dem die Cre-Rekombinase
bindet. In rot sind die Rekombinase Bereiche markiert.

Einfligen von Genmutationen mittels kombinierter Kettenreaktion (CCR)

Zur Einfihrung von einer oder mehreren Punktmutationen in das Gen crh bzw. mgsA wurde
die kombinierte Kettenreaktion (Bi und Stambrook, 1998) verwendet. Der Vorteil dieser
Methode ist, dass die Einflihrung der Punktmutationen und die Amplifikation des
mutagenisierten Fragments in nur einem Schritt erfolgen. Es erfolgt sowohl eine
Polymerasekettenreaktion als auch eine Ligation. Zur Ligationsreaktion werden am 5°-Ende
phosphorylierte Oligonukleotide und eine thermostabile Ligase (Ampligase, Biozym)
bendtigt. Die Abbildung 3.3. zeigt schematisch das einfligen einer Genmutation in ein DNA-

Fragment (Landmann, 2011).
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Reaktionsansatz fur die Accuzyme-Polymerase (50 pl):

2 ul Primer 1 (20 pmol)

2 ul Primer 2 (20 pmol)

4 pl Mutageneseprimer (20 pmol)

1 pl Matrizen-DNA (ca. 100 ng)

5 ul 10 x CCR Puffer

2 ul Accuzyme-Polymerase (2,5 U pl?)
1 ul ANTPs (12,5 umol ml?)

2 ul BSA (10 mg/ml)

3 ul Ampligase® (15 U)

29 pl deion. Wasser

Der Ansatz wurde gemischt und die Reaktion im Thermocycler mit folgendem Programm

durchgeflhrt:

Programm der CCR fiir Accuzyme-Polymerase

Anzahl der Zyklen  Reaktion Temperatur  Dauer der Reaktion
1 Vorlauf 95°C 5 min
Denaturierung 95°C 30 sek
31 { Annealing 50-60°C 30 sek
Primer Extension 65°C 1 kb/3 min
1 Endlauf 65°C 10 min

Nach Abschluss des Programms wurde der Reaktionsansatz auf 15°C abgekihilt.

zu mutierender DNA-Abschnitt

Primer 1
&
5 3’
3’ 5
—_— P'—)H
Primer 1 Mutageneseprimer

Abbildung 3.3: Schema der kombinierten Kettenreaktion zur ortsspezifischen Mutagenese.
Der Mutageneseprimer tragt in der Mitte ein nicht zur Matrize komplementares Nukleotid (dargestellt durch
ein schwarzes X)
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Kolonie PCR

Die Kolonie PCR wurde zur Uberpriifung auf Vorhandensein bestimmter DNA-Abschnitte in
E. coli-Zellen verwendet. Vorzugweise wurde die Kolonie-PCR mit einem Primer, der im
Vektor hybridisiert und einem Primer, der mit dem gewiinschten DNA-Abschnitt hybridisiert,
verwendet. Auf dieser Weise kann zusatzlich auf die korrekt eingebaute DNA Uberpruft
werden. Dazu wurden Einzelkolonien von LB-Agar Platte gepickt und in 100 ul HO

resuspendiert. 1 pl dieser Verdiinnung wurde fir die PCR-Reaktion eingesetzt.

Reaktionsansatz fiir die Tag-Polymerase (40 pul):

1 pl Primer 1 (100 uM)

1 ul Primer 2 (100 uM)

1 ul Matrizen-DNA (Verdiinnung einer Einzelkolonie)

4 ul 10 x Tag-Polymerase Puffer

1 pl Tag-Polymerase (5 U pl?)

1 pl dNTPs (12,5 umol ml?)

30 pl deionisiertes Wasser

Der Ansatz wurde gemischt und die Reaktion im Thermocycler mit folgendem Programm

durchgefihrt:

Programm fiir Tag-Polymerase

Anzahl der Zyklen  Reaktion Temperatur  Dauer der Reaktion
1 Vorlauf 96°C 5 Min
Denaturierung 96°C 1 Min
31 { Annealing 50-60°C 1 Min
Primer Extension 72°C 1-6 Min
1 Endlauf 72°C 10 Min

Nach Abschluss des Programms wurde der Reaktionsansatz auf 15°C abgekihilt.
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Error-Prone-PCR (nach Zhou et al., 1991)

Die Error-Prone-PCR folgt dem gleichen Prinzip wie eine Standard-PCR mit dem Unterschied,

dass hier eine ungerichtete Mutagenese stattfindet.

Durch eine vierfach geringere Konzentration an dNTPs kommt es schnell zu einer Verarmung
an Nuklotiden und es werden somit falsche Basen in die DNA-Kopien eingebaut. Durch den
Einsatz einer Tag-Polymerase, welche kein Proof-Reading besitzt, wird die Korrektur der

falsch eingebauten Basen verhindert (Behrens, 2012).

Reaktionsansatz fiir eine Error-Prone-PCR (50 pl)

1 ul Primer 1 (100 uM)

1 pl Primer 2 (100 uM)

3 ul MgClz (25 mM)

0,5 ul Matrizen-DNA

5 pl 10 x Tag-Polymerase Puffer

1 pl Tag-Polymerase (5 U pl?)

0,2 ul dNTPs (2 mM)

39,3 ul deionisiertes Wasser

Der Ansatz wurde gemischt und die Reaktion im Thermocycler mit folgendem Programm

durchgefihrt:

Programm filir Tag-Polymerase

Anzahl der Zyklen = Reaktion Temperatur Dauer der Reaktion
1 Vorlauf 96°C 5 Min
Denaturierung 96°C 1 Min
31 { Annealing 50-60°C 1 Min
Primer Extension 72°C 1-6 Min
1 Endlauf 72°C 10 Min

Nach Abschluss des Programms wurde der Reaktionsansatz auf 15°C abgekihlt.
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Losungen fiir das Arbeiten mit DNA

Samtliche Losungen die fur das Arbeiten mit DNA bendtigt werden sind in Tabelle 3.3.

aufgefihrt.

Tabelle 3.3: Losungen fiir das Arbeiten mit DNA.
Medium oder Komponenten Medienbestandteil Menge, Volumen oder
Konzentration

Agarosegel 1% Agarose 1% (w/v) Agarose in 1x TAE
flir DNA-Gelelektrophorese

5 x -Farbmarker Glycerin (100%) 5 ml
flir DNA-Gelelektrophorese deion. Wasser 4,5 ml
TAE (50x) 200 pl
Bromphenolblau 0,01g
Xylencyanol 001g
50 x TAE-Puffer Tris 2 M
flr DNA-Gelelektrophorese Essigsdaure (100%) 57,1 ml
EDTA 100 ml Nay-EDTA pH 8,0
(0,5M)
dNTP-Losung dNTP’s
fur PCR 12,5 mM (jedes Nukleotid)
CCR-Puffer Tris
fir PCR MgCl, 200 mM Tris-HCI pH 8,5
KCl 30 mM
NAD+ 500 mM
5mM
Lyse-Puffer (5ml) Lysozym
fir Isolation chromosomaler  Tris 100 mg
DNA aus B. subtilis EDTA 100 pl Tris-HCl pH 8,0 (1M)
ad. 5 ml deion. Wasser 20 pl EDTA pH 8,0 (0,5M)
ad 5 ml
RNase A RNase A 20 mg/ml

far Isolation chromosomaler
DNA aus B. subtilis
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3.3.7. Arbeiten mit Proteinen

Zellaufschluss mit der French Press

Fur den Zellaufschluss mit der French Pressure Cell wurden die Pellets aus 1 | Kulturvolumen
in maximal 10 ml (grofe Bombe) kaltem ZAP resuspendiert. Pellets aus einem
Kulturvolumen von 50 ml wurden in 1 ml kaltem ZAP resuspendiert. Die gekihlte Bombe
wurde mit der Bakteriensuspension gefiillt, anschliefend verschlossen und nach dem
Herausdriicken der Luft und der SchlieBung des Ablassventils in die French Pressure Cell
eingespannt. Bei E. coli-Stammen wurden zwei und bei Bacillus-Stammen mindestens drei
Aufschlussvorgange durchgefiihrt. Wurde die kleine Bombe verwendet, so erfolgte der
Zellaufschluss in der SLM Aminco 2-FA-078-E1 French Press Cell (SLM Aminco). Wurde die
groBe Bombe verwendet, so erfolgte der Aufschluss entweder in der
SLM Aminco 2-FA-078-E1 French Press Cell (SLM Aminco) oder der HTU-Digi-French Pressure
Cell F-10 (Fa. G. Heinemann). Der Druck wurde auf 1000 psi eingestellt. Wurde der
Aufschlussvorgang mit der kleinen Aufschlussbombe durchgefiihrt, so wurde bei der
SLM Aminco 2-FA-078-E1 French Press Cell der Hebel auf Medium gestellt. Bei der grof3en
Aufschlussbombe wurde der Hebel auf High gestellt. Wurden Proteinaufreinigungen
durchgefihrt, so erfolgte nach dem Aufschluss ein Zentrifugationsschritt mit der Heraeus-
Tischzentrifuge (20 min, 4°C, 8000 rpm) und eine Ultrazentrifugation
(FiberLite Rotor F50L-8x39, 1 h, 4°C, 35000 rpm) (Landmann, 2011).

Uberproduktion von Proteinen

Zur Uberexpression von Proteinen wurde 1 L LB-Medium mit 10 ml einer Ubernachtkultur
von einem Stamm, der das entsprechende Uberexpressionsplasmid trug, angeimpft und bei
37°C geschittelt. Bei einer ODeoo von 0,6 erfolgte, falls erforderlich, die Induktion der
Genexpression durch die Zugabe von 1 mM IPTG. Zur Uberpriifung der Uberproduktion
wurde vor der Induktion und vor der Zellernte je eine Probe entnommen. Die Proben
wurden per SDS-PAA-Gel analysiert. Die Kultur wurde 2 bzw. 3 h nach der Induktion geerntet
und 10 min bei 5000 rpm abzentrifugiert. Nach dem Resuspendieren des Pellets in 15 ml
kaltem ZAP-Puffer wurde erneut fiir 20 min bei 4°C und 5000 rpm zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und die Pellets wurden bis zur Weiterverwendung bei -20°C

eingefroren. Die Zellen wurden mit Hilfe der French Press. Zum Abtrennen der Zelltrimmer
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wurde das Gemisch in der Ultrazentrifuge 1 h bei 4°C bei 32000 U/min zentrifugiert (Braun,
2009).

Aufreinigung von Proteinen iiber Ni?*-NTA S&ule

Zur Aufreinigung der Proteine mit einer C- oder N-terminalen Hexahistidin-Sequenz wurden
Poly-Prep-Chromatographie-Saulchen (BIO-RAD, Miinchen) verwendet. Dabei wurde die
Sdule zunichst mit 4 ml Ni**-NTA Superflow (QIAGEN, Hilden) beladen und dann mit 20 ml
ZAP aquilibriert. Das Proteinrohlysat wurde Uber die Matrix gegeben. Mit steigender
Imidazolkonzentration im Puffer (10 mM, 20 mM, (je 20 ml); 50 mM, 80 mM 100 mM 120
mM und 250 mM (je 8 ml) Imidazol) wurden zunachst unspezifisch bindende Proteine
abgewaschen und danach das His-tag-tragende Protein eluiert. Die dabei erhaltenen
Fraktionen wurden auf einem SDS-PAA-Gel mit anschlieRender Farbung mit
Coomassie-Brilliantblau auf Zusammensetzung und Reinheit Gberpriift. Die Fraktionen, die
aufgereinigtes Protein enthielten, wurden UN dialysiert und anschlieBend mittels Bradford-

Reagenz auf ihre Proteinkonzentrationen getestet (Hiibner, 2009; Bradford et al., 1976).

Aufreinigung lber Strep-Tactin-Sepharose® Saule

Die Uberexpression und der Zellaufschluss mittels French Press wurden wie oben
beschrieben durchgefiihrt. Fir die Aufreinigung der Proteine mit einem Strep-Tag wurde die
Poly-Prep-Chromatographie-Saule (Bio-Rad, Miinchen) mit 1 ml Streptactin-Sepharose (IBA)
verwendet. Diese Matrix bindet spezifisch eine Sequenz von acht Aminosauren, den Strep-
Tag (WSHPQFEK). Die Bindung kann durch eine Verdrangungsreaktion mit D-Desthiobiotin
wieder aufgehoben werden. Dadurch kdnnen Proteine, die diesen Tag C- oder N- terminalen
tragen, aus einem Proteingemisch isoliert werden. Zuerst wurde die Sdaule mit 15 ml Puffer
W &aquilibriert. Dann konnte die Sdule mit 10 ml Proteinrohextrakt beladen werden. Zum
Waschen der Saule wurden 4 mal 2,5 ml Puffer W verwendet. Das gebundene Protein
konnte dann mit 3 ml Puffer E in Fraktionen von je 1 ml eluiert werden. Die bei der Elution
erhaltenen Fraktionen wurden, wie oben beschrieben, Uberpriift. Die Untersuchung der
Aufreinigung von Proteinen mittels Massenspektrometrie erfolgte wie beschrieben (Hubner,

2009).
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Dialyse von Proteinen

Die Uber einen Hexahistidin- oder Strep-Tag an die Chromatographie-Sdule gebundenen
Proteine werden durch Imidazol bzw. Desthiobiotin von der Saule abgelost. Diese
Substanzen kdnnen weitere Versuche mit dem aufgereinigten Protein negative beeinflussen.
Um das Imidazol bzw. Desthiobiotin aus der Proteinpraparation zu entfernen, wurden die
Elutionsfraktionen in einem Dialyseschlauch (AusschlussgroBe: 5 kDa) gegen ZAP-Puffer
zweimal je 24 h bei 4°C dialysiert. Das Volumen des Dialysepuffers betrug mindestens das

1000-fache der zu dialysierenden Proteinlésung (Landmann, 2011).

Denaturierende Polyacrylamid-Proteingelelektrophorese (SDS-PAGE)

Denaturierende Proteingele wurden nach der Methode von Laemmli et al, (1970)
hergestellt. Verwendet wurden das System von Bio-Rad (Bio-Rad Mini-Protean®) und die
Apparatur fir groBe Gele von Hoefer (SE-400). Die denaturierenden Gele bestanden aus
Trenn- und Sammelgel (Zusammensetzung siehe Tabelle 3.7.). Wurde die Bio-Rad-Apparatur
verwendet, so wurden Gele mit eine Dicke von 1 mm gegossen. Diese Gele hatten eine
GroBe von 10,1 x 7,3 cm. Die Lange des Trenngels betrug hierbei 6 cm und die des
Sammelgels ca. 1 cm. Bei der Hoefer-Apparatur (groRe Gele) betrug die Lange des Trenngels
ca. 11,5 cm und die des Sammelgels ca. 2 cm. Die Proben wurden mit SDS-Probenpuffer
(5 x Ldmmli) versetzt und vor der Auftragung 20 min auf 99°C erhitzt. Wurde die Bio-Rad-
Apparatur verwendet, so erfolgte der Lauf der Proteingele bei maximal 140 V fir etwa 1,5 h.
Bei der Hoefer-Apparatur (groRe Gele) erfolgte der Einlauf bei 90 V und der Hauptlauf bei
180 V. Lief das Gel Gber Nacht so wurden 35 V an die Apparatur angelegt. Sofern nicht

anders angegeben wurden 12 oder 15%-ige Gele genutzt (Landmann, 2011).

Nicht-denaturierende Polyacrylamid-Proteingelelektrophorese (blue-native-Page)

Bei der nicht-denaturierenden Blau Nativ-Polyacrylamid-Gelelektrophorese kbnnen Proteine
in nativem Zustand nach ihrer GroRe aufgetrennt werden. Dadurch ist die Analyse des
Molekulargewichtes und des Oligomerisierungsstatus moglich. Durch die Zugabe von
Commassie Brilliant Blue G250 wird den zu untersuchenden Proteinen eine einheitliche
negative Ladung verliehen, der native Zustand wird jedoch beibehalten. Anders als bei der

SDS-Page fungiert Histidin anstatt Glycin als dipolare ionische Pufferkomponente. Es wurden
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zwischen 1 und 5 pg gereinigtes Protein Uber ein 5 — 24 %-iges nicht-denaturierendes
Polyacrylamidgel aufgetrennt (Niepmann & Zheng, 2006). Der Gellauf erfolgte in der
Bio-Rad-Apparatur bei 4°C und 20 V/cm fiir 10 h. Fur die Gele wurde das System von Bio-Rad
(Bio-Rad Mini Protean®) verwendet. Die nativen Gele hatten eine Grofte von 10,1 x 7,3 cm.

Zur Visualisierung der Proteine erfolgte anschlieBend eine Silberfarbung (Mehne, 2013).

Coomassiefarbung von Polyacrylamidgelen

Die zu farbenden Polyacrylamid-Gele wurden zunachst fiir 10 min in Fixierlésung inkubiert.
AnschlieBend erfolgte eine 15 min(tige Inkubation in der Farbelosung. Das Gel wurde im
Entfarber geschwenkt bis ein optimaler Kontrast zwischen Proteinbanden und
Gelhintergrund erreicht war. Die Verwendeten Lésungen sind in Tabelle 3.7. aufgefiihrt

(Landmann, 2011).

Silberfarbung von Polyacrylamid-Gelen

Bei der Silberfarbung handelt es sich um eine der sensitivsten Farbemethoden fir
Polyacrylamid-Gele, die sich besonders zur Uberpriifung der Reinheit und zum Nachweis von
Protein-Protein-Interaktionen eignet. lhr Vorteil liegt in der hohen Empfindlichkeit
(Nachweisgrenze ca. 5 ng Protein pro Bande). Die Nachteile der Silberfarbung bestehen
jedoch darin, dass sie nicht genau reproduzierbar und nicht quantifizierbar ist, was mit der
Physik der Anhaufung von Silberpartikeln zusammenhangt (Butcher und Tomkins, 1985). Die
Proteinbanden wurden in Anlehnung an die Methode nach Nesterenko (1994) Silber gefarbt.
Dazu wurden die Polyacrylamid-Gele mit folgenden Lésungen in angegebener Reihenfolge

auf dem Schiittler inkubiert (Tabelle 3.4.) (Commichau et al., 2006).
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Tabelle 3.4: Schritte und Losungen fiir die Silberfarbung von Polyacrylamid-Gelen.

Methode Reagenz Dauer

Fixieren Fixierer 1 bis24 h

Waschen Ethanol 50% 3 x 20 min

Reduzieren Thiosulfatlésung 1 min 30 sek

Waschen ddH,0 3 x 20 sek

Farben Impragnierer 30 min

Waschen ddH0 2 x 20 sek

Entwickeln Entwicker bis zur ausreichenden Farbung
Waschen ddH,0 20 sek

Abstoppen Stopplosung 5 min

Western Blot-Analyse

Der Blot von Proteinen auf die PVDF-Membran erfolgte in einer Semi Dry Blot Apparatur. Die
Gele wurden nach der Elektrophorese zundchst 30 sek in Transferpuffer aquilibriert. Die
PVDF-Membran wurde kurz in Methanol (100%) und anschlieBend 5 min in Transferpuffer
inkubiert. Fir die Ubertragung der Proteine auf die PVDF-Membran wurde das
Polyacrylamidgel und die Membran zwischen je drei zuvor in Transferpuffer getrankte
Whatman-Filterpapiere gelegt. Nach dem einstiindigen Transfer bei 0,8 mA/cm? wurde die
PVDF-Membran zwischen 30 min und 3 h in Milchblockinglésung (Blotto) geschwenkt, um
unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. AnschlieBend erfolgte die Inkubation mit
polyklonalen Antikérper gegen die entsprechenden Proteine. Die verwendeten Antikorper
sind in Tabelle 3.5. aufgefiihrt. In der Antikorperlésung wurde die PVDF-Membran entweder
3 h oder liber Nacht inkubiert. Nach 3 Waschschritten von je 30 min in Blotto erfolgte die
Inkubation mit dem sekundaren Antikérper (Anti-Kaninchen IgG, alkalische Phosphatase
gekoppelt), der 1:100000 in Blotto verdiinnt zum Einsatz kam. Nach 3 weiteren 30 min(tigen
Waschschritten mit Blotto wurde die Membran in deion. Wasser gespilt und anschliefend
zur Erhdhung des pH-Wertes 5 min in Puffer Il inkubiert. AnschlieRend erfolgte der
Nachweis der Proteine unter Verwendung des Chemilumineszenz-Substrates CDP*. Der
Chemocom Lumineszenzdetektor (Intas) wurde zur Dokumentation der Signale verwendet

(Mehne, 2013).
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Tabelle 3.5: Verwendete Antikoérper.

Protein Verdiinnung Referenz Charge

Crh 1:10000 Wolfgang Hillen Anti-Rabbit Conjugate
und Susanne
Werner; Erlangen

HPr 1:10000 W. Hengstenberg, Anti-Rabbit Conjugate
Bochum

Flag-Tag 1:10000 Sigma, Minchen  Anti-Rabbit Conjugate

Strep-Tag 1:1000 PromoKine, Anti-Rabbit Conjugate
Heidelberg H#PK-AB718-4217

His-Tag 1:1000 www.antibodies-  Anti-Rabbit Conjugate
online.de #ABIN398410

Secondary 1:100000 Promega, Anti-Rabbit Conjugate

antibody (a 1gG Madison (USA)

gekoppelt mit AP)

3.3.8. Analyse von Protein-Protein Interaktionen

Der Nachweis von Protein-Protein-Interaktionen erfolgte mittels Two-Hybrid- und

BS3-cross-Linker-Analysen.

Bakterielles Adenylatzyklase Two-Hybrid-System

Zum Nachweis von Protein-Protein-Interaktionen wurde das bakterielle Adenylatzyklase
Two-Hybrid-System verwendet (Karimova et al., 1998). Dieses System basiert auf der
Rekonstruktion der Adenylatzyklase-Aktivitdt in E. coli (siehe Abbildung 3.4.). In diesem
Two-Hybrid-System wird die Adenylatzyklase aus Bordetella pertussis verwendet, die aus
den zwei Domdnen T18 und T25 besteht. Werden die zwei Domadnen mit Proteinen
verknipft, die interagieren, so kommt es zur funktionellen Komplementation der
Adenylatzyklase. Das dann von der Adenylatzyklase synthetisierte cAMP bindet sich an das
Kataboliten-Aktivatorprotein CAP und der cAMP/CAP-Komplex aktiviert daraufhin das
Reportergen lacZ. Die Starke der Interaktion spiegelt sich somit in der Expression des

lacZ-Gens wieder.


http://www.antibodies-online.de/
http://www.antibodies-online.de/
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Zur Detektion der Interaktion wurden die zu untersuchenden Proteine sowohl C- als auch
N-terminal mit den Domanen der Adenylatzyklase fusioniert. Fiir die Klonierung wurden vier
verschiedene Vektoren verwendet. Die Plasmide pUT18 und p25N ermdglichen die
Expression von Proteinen, die N-terminal an die T18- bzw. T25-Domane fusioniert sind, die
Plasmide pUT18C und pKT25 ermdglichen die Expression von Proteinen, die C-terminal an
die T18- bzw. T25-Domane fusioniert sind. Bei den Plasmiden pUT18 und pUT18C handelt es
sich um high-copy Vektoren (ori ColEl), bei den Plasmiden p25N und pKT25 um low-copy
Vektoren (ori p15A) (Claessen et al., 2008). Die Primer fiir die Amplifikate, die in die
Vektoren pKT25 und pUT18C kloniert wurden, wurden so entworfen, dass das
entsprechende Fusionsgen mit einem Stoppkodon endet. Die amplifizierten Genprodukte
und die Vektoren wurden mit den Restriktionsenzymen Kpnl/ und Xbal verdaut und
anschlieRend ligiert. Mit den Ligationsansadtzen wurde der Stamm XL1-blue transformiert. In
diesem Stamm wird das Gen lacl stark exprimiert, so dass die Expression der
Fusionsproteine verhindert wird. Anschliefend wurden die beiden entsprechenden Plasmide
in den Stamm BTH101 kotransformiert. Dieser Stamm besitzt keine eigene Adenylatzyklase.
Bei Phanotyp-Analysen wurde die Kotransformation mit jeweils 10 ng Plasmid in
Mikrotiterplatten durchgefiihrt. Zu den Plasmiden wurden jeweils 30 ul kompetente Zellen
gegeben. Es folgte eine Inkubation (ber einen Zeitraum von 30 min auf Eis. Der
anschlielende zweiminitige Hitzeschock erfolgte bei 42°C. AnschlieRend wurden 120 ul
LB-Medium zu den Zellen gegeben und es folgte eine zweistiindige Inkubation bei 30°C.
Jeweils 4 pl der Zellen wurden auf Selektionsmedium (40 pg/ml X-Gal, 0,5 mM IPTG, 50
pug/ml Kanamycin, 100 pg/ml Ampicillin) gespottet. Die Platten wurden fiir 36 h bei 30°C
inkubiert. Interagierende Proteine konnten anhand der Spaltung von X-Gal und der dabei
auftretenden Blaufarbung erkannt werden. Als Positivkontrolle wurden zusatzlich die
Plasmide pKT-zip und pUT18C-zip kotransformiert. Diese Plasmide kodieren fiir ein Leucin-
Zipper-Motiv und weisen eine starke Interaktion auf. Als Negativkontrolle wurden die

Leervektoren verwendet (Meyer, 2009).
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Abbildung 3.4: Schematische Darstellung zum Prinzip des bakteriellen Two-Hybrid-Systems BACTH.

A) Die katalytische Domédnen der Adenylatzyklase sind fir die Synthese des cAMP verantwortlich. B) Die
Domanen der Adenylatzyklase sind im getrennten Zustand inaktive. C) Fusioniert mit zwei interagierenden
Protein (X, Y) wird die Aktivitdt wiederhergestellt. D) Durch die Bildung von cAMP wird das Reportergen
transkribiert.

In vitro Vernetzung von Proteinen mit BS3 zur Analyse von Protein-Protein-Interaktionen

Die Vernetzung von Proteinen mit Hilfe von Bissulfosuccinimidyl suberate (BS3) wurde zur
Analyse der Interaktion von Crh und MgsA eingesetzt. Bei dieser Methode werden in vitro
eng benachbarte Lysine (ein Abstand von etwa 10 A) irreversibel miteinander verknipft. Die
Analyse der vernetzten Proteine erfolgt per Polyacrylamid-Proteingelelektrophorese. Im
Anschluss konnen mogliche Protein-Komplexe mit Hilfe der Massenspektrometrie

identifiziert werden.
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Fir das Experiment wurden zundchst Strep-MgsA und Crh-His wie in Abschnitt 3.3.7.
beschrieben aufgereinigt, im Verhaltnis 1:1 gemischt und fiir 30 min bei RT inkubiert. Im
Anschluss wurde eine Proteinkonzentration von 25 pmol eingestellt. Danach wurden die
Proben mit aufsteigender Konzentration an BS3 vermengt und fiir 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Als Kontrolle dient eine Probe, die nicht mit BS3 behandelt wird.
Ein mogliches Pipettierschema ist der Tabelle 3.6. zu entnehmen. Wahrend der
Inkubationszeit bilden sich stabile Amid-Verbindungen aus, die nicht aufgehoben werden
konnen. Es ist darauf zu achten, dass BS3 in Wasser geldst sehr instabil ist. Daher sollte die
BS3-Losung vor jedem Versuch neu angesetzt werden. Im Anschluss werden die Proben mit
Loading Dye und 1.25 pl einer 1 M DTT Losung versetzt. Es folgt ein Inkubationsschritt fir
10 min bei 70°C. Danach werden die Proben mittels denaturierender
Polyacrylamidgelelektrophorese untersucht. Die Gele konnen mit Coomassie Brilliant Blau
oder Silbernitrat angefarbt werden. Banden, die auf einen Proteinkomplex hindeuten
wurden sorgfaltig ausgeschnitten. Die Interaktionsflaichen moglicher Komplexe kénnen so

per Massenspektrometrie identifiziert werden.

Tabelle 3.6: Pipettierschema fiir das Vernetzen von Protein mit BS3 in vitro.

Verhaltnis BS3 Protein Puffer
BS3/Protein  Menge Konzentration Volumen Menge Volumen (Hepes-
(pmol) (ng/w) (w) (pmol) (w) Puffer)

0 0 0 25 10 7350

5 125 0,05 1,428 25 10 6,071

10 250 0,1 1,428 25 10 6,071

25 625 0,1 3,571 25 10 3,929

50 1250 0,5 1,428 25 10 6,071

100 2500 0,5 2,857 25 10 4,643

200 5000 1,0 2,857 25 10 4,643
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Probenvorbereitung fiir die massenspektrometrische Analyse von Protein-Protein
Komplexen

Die massenspektrometrische Analyse von Protein-Protein-Komplexen wurde am MPI fir

Biophysikalische Chemie durchgefiihrt.

Das Herausschneiden von Banden aus dem Polyacrylamidgel erfolgte wie oben beschrieben.
Im Anschluss erfolgt die Extraktion von Proteinen aus den erhaltenen Proben. Zunachst
werden die Gelstiicke mit H>O fiir 5 min bei 26°C und 1050 rpm gewaschen. Der Uberstand
wurde nach einem 5 minitigen Zentrifugationsschritt vorsichtig mit einer gelben Spitze
abgenommen und verworfen. Im nachsten Schritt werden die Proben mit Acetonitril
behandelt. Dadurch wird den Gelen das Wasser entzogen. Die Inkubation erfolgt mit 150 pl
Acetonitril fir 15 min bei 26°C und 1050 rpm. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt
wird auch dieser Uberstand verworfen. Im Anschluss werden die Proben in der SpeedVac
getrocknet. Durch Zugabe von 100 pl 10 mM DTT werden samtliche Disulfidbriicken in den
Proben reduziert. Dies ist notig, da Disulfidbricken das Flugverhalten der Peptide im
elektrischen Feld bei der massenspektrometrischen Analyse beeinflussen. Die Proben
werden erneut zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Es folgt eine weitere Behandlung
mit Acetonitril (siehe oben). Im nachsten Schritt wurden die Proben mit NH4HCOs fiir 15 min
bei 26°C und 1050 rpm behandelt. Dies dient dazu, den pH-Wert der Proben zu erhdhen.
Der optimale pH-Wert fiir Peptidasen liegt im leicht basischen Bereich. Nach dem Trocknen
der Gelstlicke mit Acetonitril und der SpeedVac, sind die Proben bereit fiir den Verdau mit

Trypsin.

Zundachst werden die Proben fir 45 min bei 4°C mit 15 ul Trypsin-Puffer | rehydratisiert. Der
Verdau der Proben erfolgt tiber Nacht bei 37°C nach Zugabe von 15 pl Trypsin-Puffer Il. Am
folgenden Tag werden die Proben mit 15 pl H20 und 50 pl Acetonitril versetzt und fiir 15 min
bei 37°C und 1050 rpm inkubiert. Der Uberstand, in dem sich die Peptide befinden, wird
vorsichtig abgenommen und in ein neues Eppendorfgefal gegeben. Die Behandlung der
Gelstiicke mit 50 ul Acetonitril wird wiederholt, um die Ausbeute an Peptiden zu erhdhen.

Im Anschluss wird der Uberstand vereinigt und die Peptide in der SpeedVac eingedampft.



Material und Methoden 52

Molekulargewichtsbestimmung von Protein und Protein-Komplexen mittels analytischer
Gelfiltration

Die analytische Gelfiltration ist eine Methode, um das Molekulargewicht von Proteinen und
Protein-Komplexen zu  bestimmen. Daraus konnen  Rickschlisse auf den
Oligomerisierungsstatus bzw. Heteromerisierungsstatus gezogen werden. Im Fall von
globuldren Proteinen besteht ein proportionaler Zusammenhang zwischen dem Logarithmus
des Molekulargewichts und dem relativen Elutionsvolumen (Ve/Vo). Mit Hilfe von Proteinen
mit bekanntem Molekulargewicht (Gel Filtration Standard, Bio-Rad) wurde eine
Standardkurve erstellt, die zur Berechnung des Molekulargewichtes des zu untersuchenden
Proteins oder Protein-Komplex verwendet wurde. Die Gelfiltration wurde mit einer
Superdex™ 200 16/600 Siule (GE Healthcare) und dem Akta Purifier System durchgefiihrt.
Die Saule wurde vorher mit Hepes-Puffer dquilibriert. Ni’*-NTA- oder Strep- gereinigte
Proteine wurde anschlieRend auf die Saule gegeben. Abbildung 3.5. zeigt die berechnete

Standardgerade der Eichproteine (Mehne, 2013).

3.5 — — —T T

~ Thyroglobulin

2.5

1.5

log (Molekulargewicht)

05 SR EEEEREEREE "\ VitaminB,,

0 20 40 60 80 100 120 140
Elutionsvolumen

Abbildung 3.5: Standardkurve der analytischen Gelfiltration an einer Superdex™ 200 16/600. Berechnete
Standardgerade durch die Auftragung des Elutionsvolumen gegen den Logarithmus des Molekulargewichtes
der eingesetzten Proteine. Folgende Proteine wurden verwendet: Thyroglobulin (670 kDa), g-Globulin
(158 kDa), Ovalbumin (44 kDa), Myoglobin (17 kDa) und der Cofaktor Vitamin B12 (1,3 kDa).
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Kristallisation

Zur naheren Analyse der Interaktionsfliche zwischen zwei Proteinen wurden
Kristallisationsexperimente durchgefiihrt. Grundvoraussetzung fiir die Kristallisation sind
grofle Mengen an hochreinem Protein. Sowohl MgsA als auch Crh wurden wie bereits
beschrieben aufgereinigt. Daflir wurden Zellen aus einem Kulturvolumen von 10 | geerntet
und aufgeschlossen. Nach der Aufreinigung erfolgte die Aufkonzentration der Proteine bis
eine Konzentration von etwa 10 mg/ml eingestellt wurde. Fir die anschlieRenden Versuche

wurden ca. 50 mg MgsA und Crh eingesetzt.

Die aufgereinigten Proteine wurden einzeln oder im Verhaltnis von 1:1 fiir die Kristallisation
eingesetzt. Die Proteinldsung wurde mit verschiedenen Pufferlésungen inkubiert, um die
optimalen Kristallisationsbedingungen zu finden. Hierfir wurde ein breites Spektrum an
Puffern verwendet (1-3 M Natrium — Kaliumphosphat, 10 — 20% Polyethylenglycol [PEG]
verschiedener Kettenlangen, z.B. PEG 6000, 1 — 4 M Ammoniumsulfat und 0,5 — 1,5 M
Natriumzitrat [pH 4 — 10]). Die Ansatze wurden gemischt und fiir einige Wochen bei 4°C
oder RT inkubiert. Die Kristallisationsbedingungen der einzelnen Proben sind im Ergebnisteil

dargestellt.

Die so erhaltenen Kristalle wurden im Anschluss fiir die Berechnung der Struktur von MgsA
bzw. des MgsA/Crh-Komplexes verwendet. Das Rontgenstrahlungsmuster der Kristalle
wurde aufgezeichnet. Die Struktur von MgsA aus E. coli und Crh aus Bacillus subtilis dienten
als Grundlage fir die Berechnung der Struktur (Saadat und Harrison, 1999;
Favier et al., 2002). Die Programme CCP4, Phaser und Coot wurden fiir das ,molecular
replacement” eingesetzt. Samtliche Arbeiten fiir die Strukturbestimmung wurden in
Zusammenarbeit mit der Abteilung flir Molekulare Strukturbiologie der Universitat

Gottingen durchgefihrt.
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3.3.9. Bestimmung von Enzymaktivitidten

Amylasetest auf Starkeplatten

B. subtilis besitzt ein Amylasegen, amyE. Dieses Gen findet haufig Anwendung, wenn
Reportergenkonstrukte tGiber doppelt homologe Rekombination in das Genom von B. subtilis
eingefiihrt werden sollen. Das funktionale amyE kann sehr einfach nachgewiesen werden
und hat zusatzlich den Vorteil, dass es fiir B. subtilis nicht essentiell ist. Der Nachweis erfolgt
auf Starkeplatten. Ist das Gen intakt, wird Amylase gebildet und die Starke wird von den
Bakterienzellen abgebaut. Wurde das Gen durch Rekombinationsereignisse zerstort, wird
keine Amylase gebildet und die Starke wird nicht angegriffen. Der Nachweis erfolgte, indem
jeweils ein amyE-Wildtypstamm und die Klone mit der erwarteten Rekombination auf einer
Starkeplatte ausgestrichen und UN bei 37°C inkubiert wurden. Am nichsten Morgen wurde
lod-Kaliumiodid-Losung (Roth, Karlsruhe) aufgetropft und auf der Platte verteilt. Um die
Ausstriche mit einem intakten amyE-Gen bildet sich ein deutlich sichtbarer Hof. Wurde das

amyE-Gen jedoch zerstort, ist kein Hof erkennbar (Diethmaier, 2008).

Bestimmung der B-Galaktosidase-Aktivitat

Die Bestimmung der B-Galaktosidase-Aktivitat in E. coli erfolgte nach der von Miller (1972)
beschriebenen Methode mit leichten Modifikationen (Protokoll der Arbeitsgruppe Gorke).
Die B-Galaktosidase spaltet das kiinstliche Substrat ONPG in Galaktose und o-Nitrophenol,
dessen Absorption bei 420 nm quantitativ bestimmt werden kann. Die Menge an pro
Zeiteinheit umgesetztem o-Nitrophenol ist bei Substratsattigung ein direktes Mal fiir die

vorhandene B-Galaktosidase-Aktivitat.

Zur Bestimmung der B-Galaktosidase-Aktivitat wurden zundchst 10 ml Hauptkulturen
(LB-Medium mit Antibiotika und ggfs. Zusdtzen) mit Zellen der Vorkultur zu einer ODe0o=0,1
angeimpft. Wenn nicht anders angegeben, wurden die Hauptkulturen bei 37°Cund 200
rpm bis zu einer ODegoo zwischen 0,5 und 0,8 (exponentielle Phase) inkubiert und dann durch
sofortiges Kihlen auf Eis abgestoppt. Die geernteten Kulturen wurden sofort im
Aktivitatstest eingesetzt oder abzentrifugiert (10 min, 4°C, 8000 rpm). Wurden Pellets
hergestellt, so wurden diese in Z-Puffer (Tabelle 3.7. resuspendiert und anschlieRend
geeignete Verdiinnungen angelegt. Zusatzlich wurden Referenzproben angelegt. Das

Gesamtvolumen der Reaktionslosung betrug 1 ml. Um die Zellen durchldssig zu machen,
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wurde jede Verdinnung mit jeweils zwei Tropfen Chloroform und einem Tropfen einer
0,1%-igen SDS-Losung versetzt. Durch 15-sekiindiges Vortexen wurde die Zellmembran
durchldssig gemacht. Die Ansadtze wurden zunachst flir 10 min bei 28°C vorinkubiert und
dann wurde die Reaktion durch Zugabe von 200 ul ONPG-LOsung (Tabelle 3.7.) gestartet.
Sobald eine Gelbfarbung erkennbar wurde, wurde die Reaktion durch Zugabe von 500 pl 1 M
Na,COs gestoppt. Die Standardreaktionszeit betrug 30 min. Die Proben wurden
abzentrifugiert (7 min, RT, 13000 rpm), der Grad der Gelbfarbung wurde bei 420 nm im
Photometer gegen den mitgefiihrten Referenzwert gemessen. Die B-Galaktosidase-Aktivitat

in Miller Units wurde mit folgender Formel berechnet (Landmann, 2011):

(ODyy0 X V x 1000)

1 Miller Unit=
(t x ODggg)
ODa430 Absorption von o-Nitrophenol
t Zeitdifferenz zwischen Start und Stopp der Reaktion in min
\" Verdinnungsfaktor

Bestimmung der MgsA-Aktivitat in vitro

Die Aktivitdat der Methylglyoxalsynthase MgsA wurde in vitro bestimmt, wie zuvor
beschrieben (Hopper und Cooper, 1972; Braun Diplomarbeit 2009). Die MgsA-Aktivitat
wurde in einem Reaktionsansatz von 0,5 ml gemessen, der Imidazolpuffer (40 mM, pH7,5),
Dihydroxyacetonphosphat (3 mM) und aufgereinigtes Strep-MgsA (0,1 pg) enthielt. Nach
einer 15-minitigen Inkubation des Reaktionsansatzes auf dem Heizblock bei 30°C wurden
100 pl des Ansatzes entnommen und in eine zuvor zusammenpipettierte Lésung lGberfihrt,
die sich aus 900 pl H;O und 330 ul einer Dinitrophenylhydrazinlésung (0,1%
2,4-Dinitrophenylhydrazin in 2 M HCI) zusammensetzt. Es folgte ein Inkubationsschritt fur
weitere 15 min bei 30°C. Danach wurden jeweils 1,78 ml einer 10%-igen NaOH-L6sung zu
den Ansatzen hinzugegeben. Das Gesamtvolumen betrug nun 3 ml. Es folgte ein weiterer
15-minitiger Inkubationsschritt bei 30°C. AnschlieBend wurde die optische Dichte (ODsss)
photometrisch bestimmt. Fir die Berechnung der spezifischen Aktivitdt wurde der molare
Extinktionskoeffizient €=4,48 x 10* (Wells, 1966) verwendet. Die spezifische MgsA-Aktivitat

wurde folgendermalen berechnet (Landmann, 2011).
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Berechnung der spezifischen MgsA-Aktivitat

Extinktion ODss5=0,36

Extinktionskoeffizient (Wells, 1966) €=4,48*10*cm* M1

Schichtdicke der Kiivette d=1cm

Reaktionszeit 10 min

Reaktionsvolumen (RV): 0,5 ml

Gesamtvolumen (GV): 3ml

Verdinnungsfaktor: 30 (0,1 ml aus der Reaktionslosung wurden in 3

ml Gesamtvolumen gegeben).

1.) Berechnung der MG-Konzentration im Gesamtvolumen (GV) mit dem Lambert

Beer'schen Gesetz:

E B 0,36
gelemiM1xd[ecm] 4,48x10°cmMIx1cm

Cev [M] = = 8,04 x 105 M

2.) Berechnung der MG-Konzentration (c) im Reaktionsvolume RRV)

CRv = Cgy X30 = 2,41x10*M

3.) Berechnung der Anzahl der umgesetzten MG-Teilchen (ngv)in der Reaktionslosung

NRv=Crv X RV =2,41x10*M x5x10%1=1,21 x 10”7 mol

4.) Berechnung der spezifischen MgsA-Aktivitat

nrv [Mol]

spezifische Aktivitat = - - - -
Proteinmenge [g] x Reaktionszeit [min]

1,21 x 107 mol
= — = 0,121 -
0,1x10®gx 10 min g x min
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Losungen zum Arbeiten mit Proteinen

Tabelle 3.7: Losungen fiir das Arbeiten mit Proteinen.

Verwendungszweck
Zellaufschluss

Aufreinigung von
Proteinen uber
Streptactin-
Sepharose Saulen

Aufreinigung von
Proteinen Gber Ni%*-
NTA Saule

Dialyse

denaturierende
Protein-
gelelektrophorese

Losung
Zellaufschlusspuffer
(ZAP)

Puffer W

Puffer E

Hepespuffer

Hepespuffer-Elution

Imidazol-Puffer

Imidazol-Hepes-
Puffer

Hepespuffer

Trenngel
(15%; 25 ml)

Bestandteil
Tris-HCl pH 7,5
NaCl

Tris-HCl pH 8,0
NaCl
EDTA

Tris-HCl pH 8,0
NaCl
EDTA
D-Desthiobiotin

NaCl
Hepes

NaCl
Hepes
D-Desthiobiotin

Imidazol-Stocklosung
ZAP-Puffer (je nach
erforderlicher

Imidazolkonzentration)

Imidazol-Stocklosung
Hepes-Puffer (je nach
erforderlicher

Imidazolkonzentration)

NaCl
Hepes

1,5 M Tris-HCl pH 8,7
AA/Bis 29:1 (40%)
SDS (10%w/v)

H.O

TEMED

APS (10%)

Konzentration
50 mM
200mM

100 mM
150 mM
1mM

100 mM
150 mM
1mM

2,5 mM

150 mM
50 mM

150 mM
50 mM
2,5mM

0,5M

0,5M

150 mM
50 mM

6,25 ml
9,372 ml
250 pl
9,128 ml
25 pl
250 pl
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native Protein-
gelelektrophorese
(blue native Page)

Sammelgel
(5%; 15 ml)

1 x Lammli

10 x
Proteinlaufpuffer
(11)

Trenngel
(5%; 10 ml)

Trenngel
(24%; 10 ml)

Sammelgel
(5%; 15 ml)

Kathodenpuffer

Anodenpuffer

Ladepuffer

1 M Tris-HCl pH 6,8
AA/Bis 29:1 (40%)
SDS (10% w/v)

H20

TEMED

APS (10%)

Tris-HCl pH 6,8
B-Mercaptoethanol
SDS

Glycerin
Bromphenolblau

Glycin
Tris-HCl pH 8,9
SDS

1 M Tris-HCl pH 8,8
AA/Bis 37,5:1 (30%)
H.O

TEMED

APS (10%)

1 M Tris-HCl pH 8,8
AA/Bis 37,5:1 (30%)
TEMED

APS (10%)

1 M Tris-HCl pH 6,8
AA/Bis 29:1 (40%)
H20

TEMED

APS (10%)

Histidin pH 8,0

(optional Commassie

Brilliant Blue G250)
Tris-HCl pH 8,8

Tris-HCl pH 8,0
Glycerin
Commassie Brilliant
Blue G250

1,8 ml
1,875 ml
150 pl
11,18 ml
15 pl
150 pl

62,5 mM
5% (w/V)
2% (w/v)
10% (w/v)
0,05% (w/Vv)

144,13 g
60,55 g
10g

2 ml
1,6 ml
6,4 ml
4 ul
20 ul

2 ml
8 ml
4 ul

20 ul

1,8 ml
1,875 ml
11,18 ml
15 ul
150 pl

100 mM

100 mM

100 mM
40% (w/v)
0,5% (w/v)
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Coomassiefarbung
von
Polyacrylamidgelen

Silberfarbung von
Polyacrylamidgelen

Western-Blot

Fixierer

Farber

Entfarber

Fixierer
(100 ml)

Thiosulfatlésung
(100 ml)

Impragnierer
(100 ml)

Entwickler
(100 ml)

Stoppldsung
(100 ml)

11TBS (10x)

1 | Blotto

5 | Transferpuffer

Essigsaure
Methanol
deion. H,0

Essigsaure
Methanol
CBB R250
deion. H;0

Essigsaure
Methanol
deion. H.0

Methanol (100%)
Essigsaure (100%)
Formaldehyd (37%)
deion. H;0

NayS,03 x 5 H,O
deion. H,O

AgNOs
Formaldehyd (37%)
deion. H;0

Na,COs3
Thiosulfatlésung
Formaldehyd (37%)
deion. H;0

Na>-EDTA
deion. H,0

Tris-HCl pH 7,6
NaCl
deion. H,0

10 x TBS
Magermilchpulver
Tween 20

deion. H;0

Tris

Glycin

Methanol (100%)
deion. H;0

100 ml
500 ml
ad 11

100 ml
500 ml
25¢g
ad 11

75 ml
500 ml
ad 11

50 ml
12 ml
100 pl
ad 100 ml

20 mg
ad 100 ml

02g
100 pl
ad 100 ml

6g

2 ml

50 ul

ad 100 ml

1,86¢g
ad 100 ml

60g
90¢g
ad 11

100 ml
25¢g
1ml
ad 11

15,1g
72,1¢g
750 ml
ad 51



Material und Methoden

60

Induktion der
Genexpression

B-Galaktosidase

Extraktion von
Proteinen aus
Polyacrylamidgelen

weitere Lésungen

1| Puffer Il

ONPG-L6sung

Z-Puffer

Stoppldsung

Trypsin-Puffer |
(120 pl)

Trypsin-Puffer Il
(1205 ul)

lod-
Kaliumiodidlosung

10 x PBS
(11, pH6,5)

Tris-HCIl pH 9,5
NaCl
deion. H;0

IPTG

NazHPO4
NaH2POq4
ONPG

NaxHPO4
NaH;PO4
KCl
MgS0O4

am Tag der Benutzung

frisch dazugegeben
Chloramphenicol
B-Mercaptoethanol

Na,CO3

Trypsin (0,1 pg/pl)
NH4HCO3 (100 mM)
CaCl, (100 mM)
H,O

NH4HCO3 (100 mM)
CaClz (100 mM)
H.O0

Kaliumiodid
lod
deion. H,0

NaCl

KCl

KH2PO4
NazHPO4 x 2 H,0

0,1M
0,1M
ad 11

1M

60 mM
40 mM
4 mg/ml

60 mM
40 mM
10 mM
1mM

100 pg/ml
20 mM

1M

15 pl
50 pl
5ul

50 ul

50 ul
5ul
50 ul

100 g
50g
ad 11

80g
2g
248
17,79 ¢g

Samtliche hier aufgefiihrten Methoden entstammen aus der Methodensammlung der

Arbeitsgruppe Stilke und Commichau.
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4. Ergebnisse

4.1. Charakterisierung der Interaktionsfliche von MgsA und Crh anhand
genetischer Daten

Als zentraler Abbauweg fiir die meisten Kohlenhydrate ist die Glykolyse in nahezu allen
Lebewesen konserviert. Zunachst wird ein Molekil Glukose in zwei C3-Kérper gespalten, die
im Anschluss weiter zu Pyruvat umgewandelt werden kénnen. Die Glykolyse liefert die
Energie und Bausteine, die flir das Leben bendtigt werden. Sdmtliche Reaktionen, die bei der
Verwertung von Glukose ablaufen, unterliegen einer strengen Regulation. Unter
nahrstoffreichen Bedingungen ist B. subtilis in der Lage mehr Glukose aufzunehmen als tGber
die Glykolyse verstoffwechselt werden kann. Dies fiihrt zur Akkumulation von

Zuckerphosphaten, die fir die Zelle toxisch sind.

HPr hat eine zentrale Rolle bei der Regulation der Kohlenstoffverwertung. Neben HPr besitzt
B. subtilis das paraloge Crh. Wie auch HPr, wird Crh bei hohen
Fruktose-1,6-bisphosphatkonzentrationen durch die HPrK/P phosphoryliert. In einer
vorherigen Studie wurde die Methylglyoxalsynthase A (MgsA) als Interaktionspartner von
Crh identifiziert. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass diese Interaktion abhangig vom
Crh-Phosphorylierungszustand ist. De-phosphoryliertes Crh ist in der Lage, MgsA zu binden
und dadurch zu inaktivieren. Wird Crh phosphoryliert, wie zum Beispiel bei einer sehr hohen
Glukosekonzentration im Medium, erfolgt keine Interaktion mehr mit MgsA. In der nun
aktiven Form von MgsA wird aus Dihydroxyacetonphosphat Methylglyoxal gebildet
(Landmann et al., 2011).

Ziel dieser Arbeit war es weitere Erkenntnisse Uber die Regulation des Methylglyoxal
Nebenweges der Glykolyse zu erhalten. Im speziellen sollte der Mechanismus der Hemmung

von MgsA durch Crh charakterisiert werden.

4.1.1. Ungerichtete Mutagenese von mgsA

Zundachst sollten die Aminosauren in MgsA zu identifizieren, welche an der Interaktion mit

Crh beteiligt sind. Da es bisher noch keine Hinweise gab, welche Aminosduren die
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gemeinsame Interaktionsflache zwischen MgsA und Crh ausbilden, wurden zufillige
MgsA-Mutanten erzeugt. Anhand eines bakteriellen Two-Hybrid-Systems wurden Mutanten
identifiziert, die eine abgeschwachte Interaktion mit Crh zeigen. Dieses System basiert auf
der Wiederherstellung der Aktivitat der Adenylatzyklase aus Bordetella pertussis. Bei einer
Interaktion der zu untersuchenden Proteine werden die Domadnen der Adenylatzyklase in
raumliche Nahe gebracht, wodurch die Bildung von cAMP ermoglicht wird. Dieses
Signalmolekiil reguliert wiederum die Expression des Reportergens lacZ, indem es im
Komplex mit dem cAMP-Akzeptorprotein an den lac-Promoter bindet. Daher steht die
Interaktion der zu untersuchenden Proteine im direkten Zusammenhang mit der
LacZ-Aktivitat. In diesem Versuchsansatz wurden MgsA-Mutanten identifiziert, die eine
abgeschwachte LacZ-Aktivitat im Vergleich zum Wildtyp zeigen. Die Interaktion zwischen
MgsA und Crh kann mit Hilfe des Two-Hybrid-Systems untersucht werden. Hierfiir wurden
Crh und MgsA N-terminal an die T25- bzw. T18-Domande der Adenylatzyklase fusioniert. Die
phanotypische und quantitative Analyse der Interaktion erfolgte im Anschluss mit den

Plasmiden pGP1164 (Crh-T18) und pGP1175 (MgsA-T25) (Landmann et al., 2011).

Zuniachst sollte eine mgsA-Mutantenbank geschaffen werden, die sowohl phanotypisch als
auch quantitativ analysiert wurde. Das zuvor beschriebene Two-Hybrid-System ermdoglicht
dann die Analyse der Interaktion zwischen den MgsA-Mutanten und Crh. Mit Hilfe der
Error-Prone-PCR erfolgte die ungerichtete Mutagenese von mgsA. Da bei dieser Methode
eine Polymerase verwendet wird, die keine ,Proof-Reading” Aktivitat besitzt und eine
geringere Konzentration an dNTPs verwendet wurde, werden falsche Basen in den
synthetisierten Strang eingebaut. Mit dieser Mutantenbank wurde ein Pool an Derivaten

von pGP1175 generiert.

Zur Analyse der Interaktion zwischen Crh und den MgsA-Mutanten wurden die Plasmide
pPG1175 (MgsA-T25) sowie dessen Derivate und pGP1146 (Crh-T18) in den E.coli Stamm
BTH101 kotransformiert und auf Selektionsplatten mit 100 pg/ml Ampicillin, 50 pg/ml
Kanamycin, 0,5 mM IPTG und 40 ug/ml X-Gal ausplattiert. Die Platten wurden bei 30°C
inkubiert und die Blaufarbung wurde in regelmafigen Abstidnden analysiert. In der

Abbildung 4.1. ist die charakteristische Farbung einer Selektionsplatte abgebildet.
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Abbildung 4.1: Interaktion zwischen Crh und MgsA-Mutanten im bakteriellen Two-Hybrid-System.

Fir diesen Versuch wurde das bakterielle Adenylatzyklase Two-Hybrid-System verwendet, das auf der
Wiederherstellung der Adenylatzyklase-Aktivitdt in dem heterologen Wirt E. coli beruht. Die Interaktion von
Crh-T18 mit der Mutantenbank von MgsA-T25 wurde auf Selektionsplatten mit 100 pg/ml Ampicillin, 50 pg/ml
Kanamycin, 0,5 mM IPTG und 40 pg/ml X-Gal analysiert. Die unterschiedliche Farbung der Kolonien ist ein
direktes Zeichen fir die Starke der Interaktion des jeweiligen MgsA-Proteins mit Crh. Dabei zeigen dunkelblaue
Kolonien eine starke Interaktion, hellblaue Kolonien eine abgeschwachte Interaktion und weilRe Kolonien keine
Interaktion mit Crh an.

Abbildung 4.1. zeigt Kolonien mit unterschiedlicher Blaufarbung. Zum einen waren deutlich
dunkelblau gefarbte Kolonien zu erkennen. Wie in der Arbeit von Landmann et al., 2011
bereits beschrieben, entspricht diese Farbung der Interaktion von MgsA mit Crh.
Demzufolge trugen diese pGP1175-Derivate das Wildtypallel von mgsA bzw. Mutationen im
mgsA Allel, die keinen Einfluss auf die Interaktion mit Crh hatten. Die fehlende
Proteininteraktion spiegelt sich in der WeiRRfarbung wieder. Ein Grund dafiir kénnte eine
Mutation sein, die zu einer Verschiebung des Leserasters von mgsA fiihrt. Diese Derivate
von pGP1175 wurden fir weitere Analysen nicht bericksichtigt. Zum Anderen traten bei
dieser Analyse hellblaue Kolonien auf, die eine verminderte Interaktion von MgsA und Crh
verdeutlichen. Dies wiederum flihrt zu einer geringeren Expression des Reportergens lacZ,
das sich in einer hellblauen Farbung zeigt. Die pGP1175-Derivate, die eine hellblaue Farbung
in Kombination mit pGP1164 zeigten, trugen ein mgsA Allel mit einer Mutation, die die
Interaktion mit Crh beeinflusst. Dies war ein erster Hinweis darauf, dass die entsprechende
Aminosdaure moglicherweise an der Interaktion mit Crh beteiligt ist. Eine Auflistung

samtlicher isolierter Derivate des Plasmids pGP1175 ist dem Anhang zu entnehmen.
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4.1.2. Charakterisierung der MgsA-Mutanten

Weiterhin sollte der Ursprung der abgeschwéachten Interaktion der pGP1175-Derivate
identifiziert werden. Zunachst wurden die Kolonien vereinzelt und die Plasmide isoliert.
Hierbei ergab sich das Problem, dass nach der Plasmidisolation ein Gemisch aus zwei
verschiedenen Plasmiden (pGP1164 und ein pGP1175-Derivat), die getrennt werden
mussten, vorlag. Dieses Gemisch wurde erneut in den E. coli Stamm XL1-blue transformiert
und anschlieBend erfolgte eine Selektion auf Klone, die ausschliellich in der Lage waren auf
LB-Platten mit Kanamycin zu wachsen, aber nicht auf Ampicillin. Dies war moglich, da alle
pGP1175-Derivate eine Kanamycinresistenz vermitteln. Im Gegensatz dazu tragt pGP1164

eine Ampicillinresistenz. Die Sequenz der so erhaltenen pGP1175-Derivate wurde analysiert.

In der Arbeit von Landmann et al., 2011 wurde die Regulation der Enzymaktivitat von MgsA
durch Crh beschrieben. Auf molekularer Ebene ist MgsA aus B. subtilis weitgehend
uncharakterisiert. MgsA hat ein Molekulargewicht von 14 kDa und besteht aus insgesamt
137 Aminosduren. Die Struktur von MgsA aus E. coli konnte bereits gel6st werden. Es wird
vermutet, dass die aktive Form von MgsA ein Hexamer bildet. Zwischen den Proteinen aus
beiden Organismen gibt es eine Sequenzidentitdt von 44%. Eine dhnliche Struktur bzw.

Mechanimus ist flir MgsA aus B. subtilis zu erwarten (Saadat et al., 1999).

Die Tabelle 4.1. zeigt eine Zusammenfassung von wiederholt identifizierten Mutationen in
MgsA. Es ist deutlich zu erkennen, dass vermehrt Mutationen im N-terminalen Bereich von
MgsA sowie dem moglichen aktiven Zentrum (Saadat et al., 1999) aufgetreten sind. Dies ist
ein Hinweis darauf, dass Crh moglicherweise an den N-Terminus von MgsA bindet und
dadurch inaktiviert. Weiterhin kénnte diese Interaktionsfliche mit dem madglichen aktiven
Zentrum von MgsA Uberlappen. Im Sequenzalignment (Abbildung 4.2.) wird deutlich, dass
beide Regionen konserviert sind. Dies gilt sowohl innerhalb der Gattung Bacillus als auch fir

Vertreter anderer Gattungen.

Die Tatsache, dass es vermehrt zu einem Austausch verschiedener Aminosaurereste an ein
und derselben Stelle gekommen ist, bestatigt unsere Annahme, dass Crh an den N-Terminus
von MgsA bindet. Hier sind die Aminosauren Isoleucin-3, Alanin-4 und Phenylalanin-77 zu
erwahnen. Ein Austausch von Isoleucin-3 zu Leucin oder Threonin konnte anhand der
Sequenzierung identifiziert werden. Beide Mutationen haben den gleichen Phanotyp, der

sich durch hellblaue Kolonien zeigte. Als weiteres Beispiel ist hier Alanin-4 zu nennen. Durch
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Sequenzierung konnten Mutationen zu Valin und Threonin bestatigt werden. Beide

Mutanten zeigten auBerdem den gleichen Phanotyp.

Tabelle 4.1: Ubersicht der wesentlichen pGP1175-Derivate.

Plasmid AS Austausch

pGP2440 Lys-2 = Asn

pGP2441 Lys-2 = Asn

pGP2442 lle-3 = Leu

pGP2443 lle-3 = Thr

pGP2444 Ala-4 = Thr

pGP2445 Ala-4 — Val

pGP2447 His-8 — Arg

pGP2462 Phe-77 — Leu

pGP2463 Phe-77 = Tyr

pGP2464 Asp-80 = Ala

1 10 20 30 40 50
AR £ \ \ \
B. subtilis BB KBODMVQFTTAYRDI LKNEDHY LKIHE
B. anthracis 80K KINE DMV S FAYAYKP T FEQRIEWE LRIME
B. cereus I8 KIINDMV S FAYAYKP T FEQRIEWE LRIME
B. licheniformis PR KIODMI QLTTAYKDI LKKBIEWE LKITE
B. pumilus 8K KIS DMIQFATAYRDI LADBITHY LRVKE
B. thuringiensis K KIINDMV S FAYAYKP T FEQRIEWE LRIME
G. stearothermop. 8K KINEDMIAFVTAYQP I LEQRIEMY LRIQE
E. coli J888/H CIOMLMSWVERHQPLLEQBIVIY NLISR
K. pneumoniae DMLMKWVARHQALLAQRIVIMY NLVSR
Y. pestis KSLLAWVMENRDLLAQEEMY NLVOK
V. cholerae GELLRWVTENKEKLQRJZFMY HMLSK
T. maritima IRDLLEWVSENLGTLSKIEEMY ALLOE
C. acetobutylicum IWKALISWCEANSEVLSNJ5ISH#C KLIKE
Konsensus BB xxE0oDMXSXVTAYKPILECRER Y/ e - 1 X IXE
90 100 110 120 130 140 150 160
| | I I I I I I

B. subtilis 0 VRTLDEGVFEFRDLLRGEEPNV--—-———=----—-
B. anthracis Q MHALERGDLDYRKLRK-——-—---—————-—-————
B. cereus Q MHALERGDLDYRKLRK-——-----—-———-—-———-
B. licheniformis Q IRSVEEGAFEFRNIVHGRDRDA---
B. pumilus Q VRNLNKGTFDFRDVAKNGGTNETT--—-------—-
B. thuringiensis 0 MHALERGDLDYRKLRK-——-————————————————
G. stearothermo. Q IKGLERGDFAWRNIVRGRKGEGNE-—-—-------—-
E. coli v TQSPHFNDAVDILIPDYQRYLADRLK-——-------
K. pneumoniae Y TQSPHFNQPLDILIPDYPRYLAERLK-——---———-
Y. pestis Y IGSTLFSSEVTIAIPDYDRYMQQRLDLK--------
V. cholerae Y FSSSLMEQEVQIEIPDYQAYLAERT-—————-—---
T. maritima Q ISSPLMNDVYEKIQIDYEEELERRIRKVVEGEEEET
C. acetobutylicum Q IKSPIMKEQHERHIIDYYQKIRKDNF—-——---———-
Konsensus IBxviEr R MATREFI|IXSLERGDFDXRKI PDYXRYLAERLKXXVEGEEEET

Abbildung 4.2: Alignment der Aminosauresequenz von MgsA aus unterschiedlichen Organismen.

Das Alignment zeigt, dass MgsA innerhalb der Gattung Bacillus sehr konserviert ist. Die Sequenzidentitat mit
MgsA aus E. coli betragt 44%. Im Vergleich zu B. subtilis besitzt MgsA aus E. coli zusatzlich elf Aminosdauren am
N-Terminus. Rot markiert sind Aminosaurereste, die an der Interaktion mit Crh beteiligt sind. Im Vergleich von
Bacillus und anderen Organismen wird deutlich, dass der N-Terminus von MgsA stark konserviert ist. Das
Alignment wurde mit Hilfe des Computerprogrammes Geneious erstellt. Die Proteinsequenzen stammen aus
der Geneious Datenbank (H 100% identisch; /2l 80-100% identisch und A 60-80% identisch).
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Im Rahmen dieser Arbeit wurden 31 pGP1175-Derivate isoliert. Eine Liste samtlicher
Mutanten und der daraus resultierenden Plasmide ist dem Anhang zu entnehmen (Tabelle
7.7.). Fur die weitere Analyse wurden stille Mutationen, Zwei- und Dreifachmutanten sowie
Insertionen und Deletionen nicht bericksichtigt. Bei den Zwei- und Dreifachmutanten ist
unklar, wodurch der Phanotyp hervorgerufen wird. Die Mutationen kdénnten simultan, aber
auch einzeln den Phanotyp auslésen. Fiir eine weitere Analyse miissten die jeweiligen
Einzelmutanten generiert werden. Bei den Insertionen bzw. Deletionen tritt eine

Verschiebung des Leserasters oder ein vorzeitiger Abbruch der Translation auf.

4.1.3. Quantifizierung der Interaktion zwischen MgsA-Mutanten und Crh

In weiteren Analysen wurde die Interaktion der Fusionsproteine
MgsA-T25/MgsA-T25-Mutanten mit Crh-T18 quantifiziert (siehe Abbildung 4.3.). Zunachst
wurde der Stamm BTH101 mit den entsprechenden Plasmiden kotransformiert. Die
Transformanten wurden auf Selektionsplatten ausplattiert und fiir 36 h bei 30°C inkubiert.
Anhand von Platten mit den Zusatzen 100 pg/ml Ampicillin, 50 pg/ml Kanamycin, 0,5 mM
IPTG und 40 pg/ml X-Gal wurde der Phanotyp noch einmal bestdtigt. Die quantitative

Messung erfolgte wie in Abschnitt 3.3.9. beschrieben.
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Abbildung 4.3: Quantifizierung der Interaktion zwischen MgsA-Mutanten und Crh in der stationaren
Wachstumsphase mit dem bakteriellen Two-Hybrid-System.

Zur Quantifizierung der Interaktion zwischen den MgsA-Mutanten mit Crh wurde das bakterielle
Adenylatzyklase Two-Hybrid-System verwendet, das auf der Wiederherstellung der Adenylatzyklase-Aktivitat
beruht. MgsA bzw. Crh tragen eine C-terminale Fusion mit der T-25 bzw. T-18 Domane der Adenylatzyklase.
Die Transformanten wurden in LB-Medium mit Zusdtzen (N bei 30°C angezogen. Die Hauptkultur wurde auf
ODeoo 0,1 angeimpft und bei 30°C fiir inkubiert bis sie eine ODeoo von 2,0 erreicht hatten. Es folgte die Ernte der
Zellen und die B-Galaktosidase-Aktivitatsmessung. Die B-Galaktosidase-Aktivitdt dient hier als direktes MaR fiir
die Interaktion zwischen MgsA und Crh. Fir die Quantifizierung der Interaktion zwischen MgsA-Mutanten und
Crh wurden mindestens drei unabhangige Experimente durchgefihrt.

Bei diesem Versuch wurde die Interaktion der in Tabelle 4.1. dargestellten MgsA-Mutanten
mit Crh untersucht. Als Referenz diente die Interaktion der Wildtypproteine. Fir die
Kotransformanten wurde eine B-Galaktosidase-Aktivitat von ca. 850 MU gemessen. Dies
entsprach den Werten der Arbeit Landmann et al., 2011. Aus der Abbildung 4.3. wird
ersichtlich, dass samtliche MgsA-Mutanten eine sehr stark verminderte B-Galaktosidase-
Aktivitat im Vergleich zum Wildtyp zeigten. Fir die Mutanten wurde eine Aktivitat von
80 - 200 MU gemessen. Im Vergleich zum Wildtyp ist die Aktivitdit um das 5 bis 10-fache
vermindert. Als negative Kontrolle wurde die Interaktion des Leervektors p25N und
pGP1164 gemessen. Der Wert von ca. 50 MU gab die Basalaktivitat der B-Galaktosidase an.
Demzufolge war die gemessene Aktivitdit samtlicher MgsA-Mutanten im Vergleich zur

Negativkontrolle nur leicht erhoht.
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Daraus lasst sich schlussfolgern, dass die Interaktion der MgsA-Mutanten mit Crh nahezu
vollstandig inhibiert ist. Dies zeigt, dass die Aminosduren im N-Terminus von MgsA fir die

Interaktion mit Crh von groRer Bedeutung sind.

Im Anhang befindet sich eine Zusammenfassung der fir die Interaktion von MgsA-Mutanten

mit Crh gemessenen Werte (siehe Abschnitt 7.4.).

4.1.4. Quantifizierung der Interaktion zwischen MgsA-Mutanten und MgsA
Wildtyp

In vorangegangenen Studien konnte gezeigt werden, dass MgsA sowohl in B. subtilis als auch

E. coli ein Homomultimer bildet (Landmann et al., 2011; Saadat und Harrison 1999). Um zu

klaren, welchen Einfluss die zuvor identifizierten Mutationen in MgsA auf dessen

Multimerisierung haben, wurde die Interaktion zwischen MgsA-Mutanten und MgsA

Wildtyp durch B-Galaktosidase-Aktivitatsmessungen quantifiziert.

Die Quantifizierung der Interaktion erfolgte nach dem gleichen Prinzip wie in Kapitel 4.1.3.
beschrieben. Jedoch wurde in diesem Versuch pGP1173 anstelle von pGP1164 verwendet. In
dem Plasmid pGP1173 ist die T18 Domane der Adenylatzyklase mit dem C-Terminus des
Wildtyp mgsA-Gen fusioniert (MgsA-T18). Zunachst wurde der E. coli Stamm BTH101 mit
den entsprechenden Plasmiden kotransformiert. Die Transformanten wurden auf
Selektionsplatten (100 pg/ml Ampicillin, 50 pg/ml Kanamycin, 0,5 mM IPTG und 40 pug/ml
X-Gal) ausplattiert und fiir 36 h bei 30°C inkubiert.

Fir die quantitative Messung wurde je Transformationsansatz eine Kolonie in 10 ml
LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin, 50 pg/ml Kanamycin, 0,5 mM IPTG UGN bei 30°C
angezogen. Am folgenden Morgen wurde die Hauptkultur auf eine ODgoo von 0,1 angeimpft,
bei 30°C und 200 rpm bis zu einer ODeggo von 0,6 inkubiert. Es folgte die Ernte der Zellen und
die LacZ-Messung. Die B-Galaktosidase-Aktivitat der exponentiellen Wachstumsphase zeigte

die Interaktion der MgsA-Mutanten mit den MgsA Wildtyp (siehe Abbildung 4.4.).
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Abbildung 4.4: Quantifizierung der Interaktion zwischen MgsA-Mutanten und MgsA Wildtyp in der
exponentiellen Wachstumsphase mit dem bakteriellen Adenylatzyklase Two-Hybrid-System.

Mit Hilfe des bakteriellen Adenylatzyklase Two-Hybrid-Systems erfolgte die Quantifizierung der Interaktion
zwischen den MgsA-Mutanten (MgsA-Mutanten-T-25) und MgsA (T18-MgsA) Wildtyp. Die Tranformanten
wurden in LB-Medium angezogen. Die B-Galaktosidase-Aktivitat wurde wie bereits beschrieben durchgefihrt.
Hierbei dient der Wert der gemessenen Aktivitat als direktes MafR fur die Interaktion zwischen den
MgsA-Mutanten und MgsA Wildtyp. Fur die Quantifizierung der Interaktion zwischen MgsA-Mutanten und
MgsA wurden mindestens drei unabhangige Experimente durchgefiihrt.

Die Eigeninteraktion des Wildtyp-MgsA diente als Positivkontrolle. Dabei exprimierten die
Plasmide pGP1175 und pGP1173 die Fusionsproteine MgsA-T25 und T18-MgsA. Die
gemessene Aktivitdit von 700 MU korreliert mit den Werten von Landmann et al., 2011.
Weiterhin wurde die Interaktion der in Tabelle 4.1. aufgelisteten Mutanten mit dem
Fusionsprotein T18-MgsA quantifiziert. Samtliche Mutanten zeigen eine stark reduzierte
Fahigkeit zur Eigeninteraktion mit dem MgsA Wildtyp. Der gemessene Wert zwischen
100-300 MU entsprach in etwa 25% der Aktivitat der Positivkontrolle. Als negative Kontrolle
wurde die Interaktion des Leervektors p25N und pGP1173 gemessen. Der Wert von ca.

50 MU zeigte die Basalaktivitat der B-Galaktosidase an.

Im Vergleich zum MgsA Wildtyp wiesen die MgsA-Mutanten eine deutlich schwachere
Eigeninteraktion auf. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass die Aminosduren im N-Terminus
von MgsA fir die Eigeninteraktion als auch fiir die Interaktion mit Crh wichtig sind. Dies ist
ein Hinweis darauf, dass sich die Interaktionsflichen der Komplexe Crh/MgsA und MgsA

moglicherweise liberlappen. So ldsst sich ein Titrationsmechanismus, bei dem entweder nur
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der Crh/MgsA Komplex oder das MgsA Homomultimer vorliegen, fiir die Regulation von
MgsA vermuten. Weitere Analysen sind notig, um diesen Mechanismus naher zu

charakterisieren.

Im Anhang befindet sich eine Zusammenfassung der fir die Interaktion von MgsA-Mutanten

mit Crh gemessenen Werte (siehe Abschnitt 7.4.).

4.1.5. Isolation kompensatorischer Mutationen in Crh, die die Interaktion mit
MgsA wiederherstellen
Die  zuvor beschriebenen  MgsA-Mutanten zeigten alle eine verminderte
Interaktionsfahigkeit mit Crh. Dies deutet darauf hin, dass der N-Terminus von MgsA an der
Interaktion mit Crh beteiligt ist. Jedoch gibt es noch keinen Hinweis auf die physiologische
Relevanz dieser Aminosauren. Moglich ware, dass die Mutationen einen Einfluss auf die
Faltung und Stabilitdt der Fusionsproteine haben. Dies wiirde sich ebenfalls in einer
verminderten Interaktion zeigen. Die physiologische Bedeutung der Mutationen in mgsA soll
mit Hilfe eines genetischen Ansatzes analysiert werden. Hier soll die Interaktion mit den
MgsA-Mutanten durch zufillige Mutagenese von crh wieder hergestellt werden. Damit
wirde bestatigt, dass die zuvor identifizierten Aminosadurereste tatsachlich maRgeblich an

der Interaktion mit Crh beteiligt sind.

Anhand eines bakteriellen Adenylatzyklase Two-Hybrid-Systems wurden Crh-Mutanten
identifiziert, die die Interaktion mit den zuvor isolierten MgsA-Mutanten wiederherstellen.
Bei diesem Screen zeigte sich die abgeschwachte Interaktion der zuvor isolierten
MgsA-Mutanten durch eine hellblaue Farbung der Kolonien. Hier sollte durch Mutagenese
von Crh die Interaktion mit den MgsA-Mutanten lle3Leu, Ala4Thr, His8Arg und Asp80Ala
wiederhergestellt werden. Im initialen Screen zeigten diese Mutanten eine abgeschwachte
Interaktion mit Crh. Crh-Mutanten, die zur Interaktion mit den MgsA-Mutanten befahigt
sind, sollten eine dunkelblaue Koloniefarbung zeigen. Es wurde eine crh-Mutantenbank
generiert, die zunachst phanotypisch und im Anschluss quantitativ analysiert wurde. Mit
Hilfe der Error-Prone-PCR erfolgte die ungerichtete Mutagenese von crh. Da bei dieser
Methode eine Polymerase verwendet wird die keine , Proof-Reading” Aktivitat besitzt und

eine geringere Konzentration an dNTPs verwendet wird, werden falsche Basen in den
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synthetisierten Strang eingebaut. Mit dieser Mutantenbank wurde ein Pool an Derivaten

von pGP1164 generiert.

Zu diesem Zweck wurden die Derivate von pGP1164 in den E. coli Stamm BTH101, der
entweder das Plasmid pGP2442 (tragt das mgsA-Allel lle3Leu), pGP2444 (Ala4Thr), pGP2447
(His8Arg) oder pGP2464 (Asp80Ala) trug, transformiert. Die Transformanten wurden auf

Selektionsplatten ausplattiert und fir 36 h bei 30°C inkubiert.

Bei allen vier Ansadtzen ergab sich ein adhnlicher Phanotyp. Wie erwartet zeigten sich
Kolonien mit unterschiedlicher Blaufarbung. Hellblaue Kolonien zeigten eine abgeschwachte
Interaktion, wie sie bereits fir die Interaktion der MgsA-Mutanten mit Crh beschrieben
wurde. Demzufolge trugen diese pGP1164-Derivate das WT Allel von crh bzw. Mutationen,
die keinen Einfluss auf die Interaktion mit den entsprechenden MgsA-Mutanten (lle3Leu,
AladThr, His8Arg und Asp80Ala) haben. Diese wurden fiir die weitere Analyse nicht

berilicksichtigt.

Zusatzlich gab es pGP1164-Derivate, die ein crh-Allel exprimierten, das nicht mit den
MgsA-Mutanten interagiert. Dies zeigte sich durch eine weiRe Koloniefarbung. Hier wird
kein cAMP gebildet und LacZ nicht exprimiert. Bei den pGP1164-Derivaten, die eine weilRe
Koloniefarbung zeigten, handelt es sich mdglicherweise um Mutationen, bei denen das
Leseraster von crh verschoben ist. In diesem Fall erfolgt keine Expression von Crh. Diese

Derivate wurden flir weitere Analysen ebenfalls nicht berlicksichtigt.

Weiterhin traten bei diesem Screen dunkelblaue Kolonien auf. Dabei handelt es sich um

Crh-Mutanten, die eine starkere Interaktion mit den jeweiligen MgsA-Mutanten aufwiesen.

Hiermit konnte bestatigt werden, dass die identifizierten Aminosdauren im N-Terminus von
MgsA an der Interaktion mit Crh beteiligt sind. In den folgenden Versuchen wurde die

Interaktion der Crh-Mutanten mit den jeweiligen MgsA-Mutanten quantifizieren.

4.1.6. Charakterisierung der kompensatorischen Crh-Mutanten

Als nachstes sollte der Ursprung fiir die verstarkte Interaktion der pGP1164-Derivate mit den
jeweiligen MgsA Mutanten identifiziert werden. Daflr wurden die Plasmide isoliert und
sequenziert. Wie bereits beschrieben, ergab sich das Problem, dass nach der

Plasmidisolation ein Gemisch aus pGP1164-Derivaten und pGP2442, pGP2444, pGP2447
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oder pGP2464 vorlag. Eine anschlieBende Transformation in den E. coli Stamm XL1-blue und

Selektion auf LB-Platten mit Ampicillin ermdoglichte die Isolation der korrekten Plasmide.

Die Strukturen der paralogen Proteine HPr und Crh, welche eine Sequenzidentitat von
45% haben, konnte bereits gelést werden. Anhand dieser, und der Struktur anderer
bekannter Interaktionspartner, wurden bereits wichtige Bereiche in HPr und Crh
identifiziert, die an Protein-Protein Interaktionen beteiligt sind. In HPr befinden sich wichtige
Aminosdurereste in den Helices 1 und 2, die fur die Interaktion mit der HPrkK/P und CcpA
bendtigt werden. Weiterhin ist der Loop vor der Helix 1, sowie nach der Helix 2 malRgeblich
an der Interaktion beteiligt (Schumacher et al., 2006, Schumacher et al., 2007). Fur die
Interaktion von Crh mit CcpA zeigt sich ein dhnliches Bild. Es konnte gezeigt werden, dass die
gleichen Bereiche wie in HPr an der Interaktion mit CcpA beteiligt sind
(Schumacher et al., 2007). In vorangegangenen Analysen wurde weiterhin gezeigt, dass
Unterschiede in der Helix 1 von Crh bzw. HPr ausschlaggebend fiir das Vermoégen sind MgsA

zu binden (Landmann et al., 2011).

Mit diesem genetischen Screen sollen Crh-Mutanten identifiziert werden, die eine héhere
Bindungsaffinitat zu den MgsA-Mutanten lle3Leu, Ala4Thr, His8Arg und Asp80Ala zeigen. So
kann man bereits spekulieren, dass mogliche kompensatorische Mutanten in Crh isoliert

werden, die eine Mutation in der Helix 1 oder 2 tragen.

In Tabelle 4.2. sind die isolierten Crh-Mutanten aufgelistet. Wie in dem Alignment der
Abbildung 4.5. zu sehen, befinden sich samtliche Mutationen in den Bereichen der Helix 1, 2
und 3 von Crh. Dies bestatigt die Annahme, dass ahnlich wie bei der Interaktion von Crh mit
CcpA die Helices 1 und 2 an der Interaktionsflache mit MgsA beteiligt sind. Daraus lasst sich
schlielen, dass es eine Interaktion von Aminosdureresten im N-Terminus von MgsA mit
Aminosadureresten in den Helices 1 und 2 von Crh gibt. Die direkte Protein-Protein

Interaktion von MgsA und Crh fiihrt wiederum zur Inaktivierung von MgsA.
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Tabelle 4.2: Ubersicht der wesentlichen pGP1164-Derivate.

MgsA-Mutante  pGP1164 Derivat  AS Austausch

pGP2442 pGP2478 Glu7 — Val
[lle3Leu] pGP2481 Prol8 — Ser
pGP2484 Prol8 — Ala
pGP2485 lled7 — Leu
pGP2480 Glu71 —Gly
pGP2444 pGP2483 lled7 — Leu
[Ala4Thr] pGP2481 Pro18 — Ser
pGP2484 Prol8 — Ala
pGP2485 lled7 — Leu
pGP2447 pGP2486 lled7 — Leu
[His8Arg]
pGP2464 pGP2486 lled7 — Leu
[Asp80Ala]
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Abbildung 4.5: Alignment der Aminosauresequenz von Crh aus verschiedenen Organismen der Gattung
Bacillus.

Das Alignment zeigt, dass Crh innerhalb der Gattung Bacillus sehr konserviert ist. Angegeben sind die
Strukturmerkmale von Crh (die Position der pB-Faltblatter und der a-Helices). Rot markiert sind
Aminosdurereste, die an der Interaktion mit MgsA beteiligt sind. Das Alignment wurde mit Hilfe des
Computerprogrammes Geneious erstellt. Die Proteinsequenzen stammen aus der Geneious Datenbank
( 100% identisch; 2 80-100% identisch und A 60-80% identisch).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 14 pGP1164-Derivate isoliert, die die Interaktion mit den
jeweiligen MgsA-Mutanten lle3Leu, Ala4Thr, His8Arg und Asp80Ala wiederherstellten. In der
Tabelle 7.8. im Anhang befindet sich eine ausfiihrliche Auflistung der isolierten Plasmide, die
ein mutiertes crh Allel tragen. Der Basenpaaraustausch und die entsprechend betroffenen

Aminosaduren sind ebenfalls angegeben. Wie bereits flir die MgsA-Mutanten beschrieben,
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wurden fur weitere Analysen stille Mutationen, Zwei- und Dreifachmutanten sowie
Insertionen und Deletionen nicht beriicksichtigt. Bei diesen Mutanten kann der Phanotyp
nicht explizit auf eine Mutation zuriickgefiihrt werden. Hierbei ware die Konstruktion von
Einzelmutanten erforderlich.

Bei naherer Betrachtung samtlicher Crh-Mutanten fallt auf, dass die Mutation lle47Leu bei
30% aller pGP1164-Derivate aufgetreten ist. Sowohl Einzel- als auch mehrere
Doppelmutanten konnten isoliert werden. Dies belegt, dass die Helix 2 von Crh an der
gemeinsamen Interaktionsfliche von Crh und MgsA beteiligt ist. Daher wird fir die
Quantifizierung der Interaktion die Crh-Mutante lle47Leu fir samtliche MgsA-Mutanten
(le3Leu, AladThr, His8Arg und Asp80Ala) beriicksichtigt. Weiterhin sind Mutationen im
Bereich der Helix 1 zu erwahnen. Es wurden mehrfach Einzel- und auch Doppelmutanten der
Reste Alanin-16 und Prolin-18 identifiziert. Dies deutet ebenfalls darauf hin, dass die Helix 1

an der Interaktion mit MgsA beteiligt ist.

Da die kompensatorischen Mutanten in Crh die Interaktion mit den zuvor identifizierten
MgsA-Mutanten wiederherstellen, wird hier die physiologische Relevanz des N-Terminus

von MgsA fiir die Interaktion mit Crh bekraftigt.
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4.1.7. Quantifizierung der Interaktion zwischen MgsA-Mutanten und
Crh-Mutanten

Die Ergebnisse der Two-Hybrid-Experimente deuteten darauf hin, dass der N-Terminus von

MgsA mit den Helices 1 und 2 von Crh interagiert. Im nachsten Schritt wurde die Interaktion

der Fusionsproteine MgsA-T25-Mutanten (lle3Leu, Ala4Thr, His8Arg und Asp80Ala) mit den

jeweiligen Crh-T18-Mutanten (Glu7Val, Alal6Gly, Prol8Ser, Prol8Ala, lled7Leu bzw.

Glu71Gly) quantifiziert.

Die quantitative Analyse der Interaktion zwischen den MgsA- und Crh-Mutanten erfolgte wie
zuvor beschrieben in dem heterologen Wirt E. coli. Der Stamm BTH 101 wurde mit den
entsprechenden Plasmiden kotransformiert und auf Selektionsmedium ausplattiert. Der
Phanotyp wurde nach einer Inkubationszeit von 36 h bei 30°C noch einmal bestatigt. Der

B-Galaktosidase-Aktivitatstest erfolgte wie in Kapitel 3.3.9. beschrieben.

Die gemessene B-Galaktosidase-Aktivitat in der exponentiellen Wachstumsphase zeigt die
Interaktion der MgsA-Mutanten mit den kompensatorischen Crh-Mutanten an. Im Anhang
unter Punkt 7.4. befindet sich eine Auflistung der Originalzahlenwerte der
B-Galaktosidase-Aktivitaitsmessung. In den nachfolgenden Graphen sind die Messwerte

dargestellt.
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Quantitative Analyse der Interaktion zwischen MgsA (lle3Leu) und den kompensatorischen
Crh-Mutanten

Die Abbildung 4.6. zeigt die Interaktion der Fusionsproteine MgsA(lle3Leu)-T25 mit den
Crh-Mutanten (Glu7Val, Alal6Gly, Pro18Ser, Pro18Ala, lle47Leu bzw. Glu71Gly) gezeigt.

Fiir diesen Versuch wurden die Wildtypproteine MgsA und Crh als Positivkontrolle
verwendet. Die Negativkontrolle zeigt die Interaktion zwischen der MgsA-Mutante (lle3Leu)
und dem Wildtyp Crh an. Transformanten, die die Positivkontrolle koexprimierten,
produzierten eine B-Galaktosidase-Aktivitat von ca. 800 MU, die in etwa 15- fach hoher lag
als die der Negativkontrolle von ca. 50 MU. Die Crh-Mutanten Glu7Val, Pro18Ser und
Glu71Gly waren in der Lage, partiell die Interaktion mit der MgsA-Mutante lle3Leu
wiederherzustellen. Alle drei Mutanten zeigten eine B-Galaktosidase-Aktivitdat von ca. 300
MU. Dies entspricht etwa einem Drittel der gemessenen Aktivitat des Wildtyps. Bei den Crh-
Mutanten Prol8Ala und lle47Leu wurde ein Aktivitdtsniveau, das der Positivkontrolle
entsprach, gemessen. Diese Mutationen befdahigen Crh zur vollen Interaktion mit der
MgsA-Mutante lle3Leu.
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Abbildung 4.6: Quantitative Analyse der Interaktion zwischen der MgsA-Mutante lle3Leu und den
kompensatorischen Crh-Mutanten (Glu7Val, Pro18Ser, Pro18Ala, lle47Leu und Glu71Gly.

Zur Quantifizierung der Interaktion zwischen der MgsA-Mutante (lle3Leu) und den kompensatorischen
Crh-Mutanten (Glu7Val, Prol8Ser, Prol8Ala, Ille47Leu und Glu71Gly) wurde ein bakterielles
Two-Hybrid-System verwendet, das auf der Wiederherstellung der Adenylatzyklase-Aktivitdt beruht. MgsA
bzw. Crh tragen eine C-terminale Fusion mit der T-25 bzw. T-18 Domidne der Adenylatzyklase. Die
Transformanten wurden in LB-Medium mit Zusadtzen GN bei 30°C angezogen. Die Hauptkultur wurde auf eine
ODsoo von 0,1 angeimpft und bei 30°C inkubiert bis eine ODeoo von ca. 0.6 erreicht wurde. Es folgte die Ernte
der Zellen und die B-Galaktosidase-Aktivitatsmessung. Die B-Galaktosidase-Aktivitat dient hier als direktes Maf}
fir die Interaktion zwischen der MgsA-Mutante mit den jeweiligen Crh-Mutanten. Fir die Quantifizierung der
Interaktion zwischen MgsA-Mutanten und Crh wurden mindestens drei unabhdngige Experimente
durchgefiihrt.
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Quantitative Analyse der Interaktion zwischen MgsA (Ala4Thr) und den
kompensatorischen Crh-Mutanten

In der Abbildung 4.7. ist die Interaktion der Fusionsproteine MgsA(Ala4Thr)-T25 mit den
Crh-Mutanten (Alal6GLy, Pro18Ser, Pro18Ala und lle47Leu) gezeigt.

Wie bereits zuvor beschrieben, wurden die Wildtypproteine MgsA und Crh als
Positivkontrolle (ca. 800 MU) verwendet. Die Negativkontrolle (ca. 50 MU) zeigt die
Interaktion zwischen der MgsA-Mutante (Ala4Thr) und dem Wildtypprotein von Crh an. Fir
die Crh-Mutante lle47Leu wurde eine B-Galaktosidase-Aktivitat von ca. 800 MU gemessen.
Dies entspricht der gemessenen Aktivitat des Wildtyps. Daher lasst sich vermuten, dass es
eine Wechselwirkung zwischen der Aminosaure lle47 aus Crh mit lle3 und Ala4 aus MgsA
gibt. Die Crh-Mutanten Alal6Gly, Pro18Ser und Prol8Ala waren in der Lage, die Interaktion
mit der MgsA-Mutante Ala4Thr partiell wiederherzustellen. Alle drei Mutanten zeigten eine
B-Galaktosidase-Aktivitat von ca. 400 MU. Dies entspricht etwa der Halfte der gemessenen
Aktivitat des Wildtyps.
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Abbildung 4.7: Quantitative Analyse der Interaktion zwischen der MgsA-Mutante AladThr und den
kompensatorischen Crh-Mutanten (Alal6GLy, Pro18Ser, Pro18Ala und lle47Leu).

Mit Hilfe des bakteriellen Adenylatzyklase Two-Hybrid-Systems erfolgte die Quantifizierung der Interaktion
zwischen der MgsA-Mutante Ala4Thr und den kompensatorischen Crh-Mutanten (Alal6Gly, Prol18Ser,
Prol18Ala und lle47Leu). Die B-Galaktosidase-Aktivitdtsmessung erfolgte wie bereits mehrfach beschrieben. Die
Daten beziehen sich auf mindestens drei unabhdngige Experimente.
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Quantitative Analyse der Interaktion zwischen MgsA (His8Arg) und der kompensatorische
Crh-Mutante lle47Leu

Bei der Isolation kompensatorischer Crh-Mutanten fir die MgsA-Mutante His8Arg konnte
lediglich die Crh-Mutante lle47Leu identifiziert werden. Die quantitative Analyse der
Fusionsproteine MgsA(His8Arg)-T25 mit der Crh-Mutante Crh(lle47Leu)-T18 ist in Abbildung
4.8. dargestellt. Fir die Interaktion zwischen MgsA(His8Arg) und Crh(lle47Leu) wurde eine
B-Galaktosidase-Aktivitdt von ca. 200 MU gemessen. Der Wert entsprach in etwa einem
viertel der Aktivitat (ca. 800 MU) der Interaktion zwischen den Wildtypproteinen von MgsA
und Crh. Die Negativkontrolle (ca. 50 MU) zeigt die Interaktion zwischen der MgsA-Mutante
(His8Arg) und dem Wildtypprotein von Crh an.
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Abbildung 4.8: Quantitative Analyse der Interaktion zwischen der MgsA-Mutante His8Arg und der
kompensatorischen Crh-Mutante lle47Leu.
Zur Quantifizierung der Interaktion zwischen der MgsA-Mutante His8Arg und der kompensatorischen
Crh-Mutanten lle47Leu wurde ein bakterielles Two-Hybrid-System verwendet. Die
B-Galaktosidase-Aktivitatsmessung erfolgte wie bereits mehrfach beschrieben. Die Daten beziehen sich auf
mindestens drei unabhdngige Experimente.
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Quantitative Analyse der Interaktion zwischen MgsA (Asp80Ala) und der
kompensatorischen Crh-Mutante lle47Leu

Die quantitative Analyse der Interaktion der Fusionsproteine MgsA(Asp80Ala)-T25 mit der
Crh-Mutante Crh(lle47Leu)-T18 zeigte das gleiche Ergebnis wie fir die Analyse der
Interaktion zwischen der MgsA-Mutante His8Arg und der Crh-Mutante lle47Leu. Die
gemessene [B-Galaktosidase-Aktivitdit entsprach einem Viertel der Aktivitat der

Positivkontrolle.
1200

1000

a0 |

600

400

200

B-Galaktosidaseaktivitat [Miller Units]

o =
WT D80A DS8O0A MgsA
WT  WT 147L Crh

Abbildung 4.9: Quantitative Analyse der Interaktion zwischen der MgsA-Mutante Asp80Ala und der
kompensatorischen Crh-Mutante lle47Leu.
Mit Hilfe des bakteriellen Adenylatzyklase Two-Hybrid-Systems erfolgte die Quantifizierung der Interaktion
zwischen der MgsA-Mutante Asp80Ala und den kompensatorischen Crh-Mutanten Ile47Leu. Die
B-Galaktosidase-Aktivitatsmessung erfolgte wie bereits mehrfach beschrieben. Die Daten beziehen sich auf
mindestens drei unabhdngige Experimente.

Fiir samtliche untersuchten MgsA-Mutanten konnten kompensatorische Crh-Mutanten
isoliert werden, die die Interaktion mit den jeweiligen MgsA-Mutanten wiederherstellten.
Die dabei gemessene Aktivitat entsprach mindestens einem viertel und maximal der vollen
Aktivitat der Interaktion zwischen MgsA WT und Crh WT. Diese Daten untermauern die
physiologische Relevanz der zuvor identifizierten Aminosaurereste in MgsA, die fur die
Interaktion mit Crh essentiell sind. Hiermit lasst sich die Hypothese aufstellen, dass es eine
direkte Interaktion zwischen dem N-Terminus von MgsA und den Helices 1 und 2 von Crh
gibt. Anhand dieser Daten ergibt sich als Schlussfolgerung, dass die Aminosauren Ala2 und
lle3 aus MgsA sowie Prol8 und lle47 aus Crh maligeblich an der direkten Protein-Protein

Interaktion von MgsA und Crh beteiligt sind. Daraus lasst sich eine gemeinsame
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Interaktionsflache zwischen dem N-Terminus aus MgsA und den Helices 1 und 2 aus Crh

erschlieRen.

4.1.8. In vitro Charakterisierung der MgsA-Mutanten

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Mutationen im N-terminalen Bereich von MgsA
die Interaktion mit Crh beeinflussen. Vorherige Studien zeigten auBerdem, dass MgsA aus
B. subtilis und E. coli ein Homomultimer bilden. Die aktive Form von MgsA in E. coli ist ein
Hexamer (Landmann et al., 2011; Saadat und Harrison, 1999). In Kapitel 4.1.4. wurde die
Eigeninteraktion der MgsA-Mutanten lle3Leu, Ala4Thr, His8Arg und Asp80Ala mit MgsA WT
bereits beschrieben. Es konnte gezeigt werden, dass alle isolierten MgsA-Mutanten eine
verminderte Fahigkeit zur Eigeninteraktion aufwiesen. Als nachstes stellte sich die Frage, ob
das verminderte Vermogen auf Eigeninteraktion der Mutanten einen Einfluss auf die

Aktivitat von MgsA hat.

In diesem Kapitel wird die Enzymaktivitdt ausgewadhlter MgsA-Mutanten in vitro
beschrieben. Zunachst wurden die Plasmide pGP2432 (tragt das mgsA-Allel lle3Leu),
pGP2433 (Ala4Thr), pGP2434 (His8Arg), pGP2435 (GIn62Arg) und pGP2436 Asp80Ala), die
eine Strep-Tag-Fusion der jeweiligen mgsA-Allele unter Pic-Kontrolle tragen, erzeugt. Die
Testexpression ergab, dass alle MgsA-Mutanten im heterologen Wirt E. coli Gberexprimiert
werden konnten. Im Anschluss erfolgten die Uberproduktion und die Aufreinigung wie in
Kapitel 3.3.7. beschrieben. Samtliche MgsA-Derivate wurden mittels
Streptactin-Sepharose-Affinitadtschromatographie aufgereinigt, Crh hingegen tber Ni**-NTA
Superflow-Affinitatschromatographie. Das Ergebnis ist in Abbildung 4.10. dargestellt. Die
analysierten Proteinmassen stimmten mit den theoretischen Massen von 17 kDa fiur MgsA
(WT und Derivate) und 10 kDa fir Crh (WT) Uberein. Im Anschluss wurden alle
aufgereinigten Proteine fiir den MgsA-Aktivitatstest verwendet. Die erhaltene
Proteinkonzentration von Crh betrug 4 mg/ml. Alle MgsA-Derivate konnten mit einer
Konzentration von ca. 1 mg/ml aufgereinigt werden. Dies erfolgte nach dem gleichen
Prinzip, um mogliche Unterschiede in der Proteinstabilitdt zu erkennen. Bei der Ausbeute an
Proteinen gab es lediglich kleine Unterschiede. Hier ergab sich das Problem, dass die

MgsA-Mutanten mit unterschiedlicher Effizienz aufgereinigt wurden. Moglicherweise bilden
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einige dieser Mutanten Aggregate, wodurch die Aufreinigung erschwert wird. Das kdnnte

ein moglicher Hinweis darauf sein, dass die Mutationen die Struktur von MgsA beeinflussen.

250 kDa —
100 kDa =

55kDa —

35kDa =
25kDa —

15kDa — _—- - «— Strep-MgsA (ca. 17kDa)

— «— Crh-His (ca. 10 kDa)

10kDa —

Abbildung 4.10: Aufreinigung der rekombinanten Proteine.

Fir die Aufreinigung der rekombinanten Proteine Strep-MgsA, Strep-MgsA(lle3Leu), Strep-MgsA(Ala4Thr),
Strep-MgsA(His8Arg), Strep-MgsA(GIn62Arg), Strep-MgsA(Asp80Ala) und Crh-His wurde der E. coli Stamm
BL21(DE3) verwendet. Dazu wurden die Plasmide pGP1301, pGP2432, pGP2433; pGP2434, pGP2435, pGP2436
und pAG1 in den entsprechenden Stamm transformiert und auf Selektionsplatten mit 100 pg/ml Ampicillin
ausplattiert. Die Transformanten wurden in LB-Medium angezogen und die Expression der rekombinanten
Proteine durch Zugabe von IPTG induziert. Als die Kulturen eine ODsoo von ca. 0,8 erreicht hatten, erfolgte die
Induktion der Proteinsynthese. Der Aufschluss und die Proteinaufreinigung erfolgten wie im Abschnitt 3.3.7.
beschrieben. Nach der Aufreinigung wurden 15 ul der Elutionsfraktionen mittels 15% SDS-Polyacrylamidgel
aufgetrennt (Elutionsfraktion 1 fiir Strep getaggte Proteine bzw. 100 mM Imidazolpuffer fir His getaggte
Proteine). Im Anschluss erfolgte die Farbung mit Coomassie Brilliantblau fiir 10 min.

Die aufgereinigten Proteine wurden direkt fiir den Enzymassay eingesetzt. Dabei wird bei
geeigneten Pufferbedingungen die Umsetzungsrate an Dihydroxyacetonphosphat bestimmt.
Jeder Reaktionsansatz bestand bei diesem Assay aus aufgereinigten MgsA (oder einer
MgsA-Mutante), Imidazolpuffer und Dihydroxyacetonphosphat als Substrat. Nach einem 15
minitigen Inkubationsschritt wurde jede Probe mit Dinitrophenylhydrazin versetzt. Dieses
reagiert mit Methylglyoxal zu Dinitrophenylhydrazon. Nach weiteren 15 min erfolgte die
Zugabe von NaOH. In Anwesenheit von NaOH farbt Dinitrophenylhydrazon die
Reaktionslosung rot. Dieser Farbumschlag konnte bei einer Wellenldange von A = 555 nm
bestimmt werden (Hopper und Cooper, 1972). Durch Zugabe von Crh in den Reaktionsansatz

konnte der Einfluss auf die MgsA-Aktivitat untersucht werden.
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Abbildung 4.11: Spezifische Aktivitat von MgsA und den MgsA-Mutanten in An- und Abwesenheit von Crh.
Fir jeden Reaktionsansatz wurden 0,1 ug MgsA bzw. eine der MgsA-Mutanten verwendet. Die Reaktion wurde
durch Zugabe des Substrates Dihydroxyacetonphosphat gestartet. Der Einfluss einer aufsteigenden
Konzentration an Crh auf die Methylglyoxalproduktion von MgsA und den MgsA-Mutanten wurde analysiert.
Die Syntheserate von Methylglyoxal wurde photometrisch bestimmt. Die Werte der spezifischen Aktivitat von
MgsA bzw. den MgsA-Mutanten wurde mit drei unabhangigen Versuchen ermittelt.

Zunachst sollte die spezifische Aktivitdat von MgsA in Abhangigkeit von der Anwesenheit von
Crh untersucht werden. Daflir wurde jeweils 0,1 pg MgsA mit aufsteigenden
Konzentrationen an Crh inkubiert. Die Methylglyoxalproduktion wurde im Anschluss
spektrophotometrisch bestimmt. In der Abbildung 4.11.A. ist der Einfluss von Crh auf die
Methylglyoxalproduktion von MgsA dargestellt. In Abwesenheit von Crh wurde eine
spezifische Aktivitdit von ca. 0,15 mol/(min*g) fir MgsA gemessen. Mit aufsteigender
Konzentration an Crh nahm die spezifische Aktivitdat von MgsA ab. Die volle Inhibition von
MgsA wurde bei einer Konzentration von 4 pg Crh erreicht. Diese Daten korrelieren mit den

Ergebnissen der Arbeit von Landmann et al., 2011.

Im nachsten Schritt wurde die spezifische Aktivitdt der MgsA Mutanten bestimmt. Wie

bereits beschrieben, wurde die Methylglyoxalproduktion spektrophotometrisch bestimmt.
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Hierflir wurde die gleiche Menge der jeweiligen MgsA-Mutante (0,1 pg) mit steigender
Konzentration an Crh inkubiert. Aus der Abbildung 4.11.B. wird ersichtlich, dass keine der
MgsA-Mutanten enzymatisch aktiv war. Alle isolierten und charakterisierten
MgsA-Mutanten waren weder in der Lage, mit Crh zu interagieren noch Methylglyoxal zu
produzieren. Hier zeigte sich, dass lediglich ein stabiles Heteromer aus MgsA enzymatisch
aktive ist. Die geringere Eigeninteraktion der MgsA-Mutanten flihrte zur Inaktivierung von

MgsA.

4.1.9. In vitro Vernetzung von MgsA und Crh mittels BS3

Anhand eines genetischen Screens konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass der
N-Terminus von MgsA mit den Helices 1 und 2 aus Crh interagiert. Dies sollte in vitro naher
untersucht werden. Hierfliir wurden zunachst die beiden Wildtypproteine MgsA und Crh
aufgereinigt (siehe Kapitel 4.1.8.). Flr die Analyse des Proteinkomplexes wurden MgsA und
Crh im stochiometrischen Verhaltnis von 1:1 gemischt und eine Proteinkonzentration von 25
pmol eingestellt. Im Anschluss wurden die Proben mit aufsteigender Konzentration des
Vernetzers Bissulfosuccinimidyl suberate (BS3) vermengt und fir 30 min bei RT inkubiert.
Hierbei diente eine Probe als Kontrolle, die nicht mit dem ,cross-linker” BS3 behandelt
wurde. Bei der direkten Protein-Protein Interaktion von MgsA und Crh vernetzt BS3 eng
benachbarte Lysinreste in einem Abstand von bis zu 10 A. Durch die Vernetzung mit BS3
entstehen Amid-Verbindungen, die nicht durch Erhitzen aufgel6st werden kénnen. Daher
war es maoglich, auftretende Proteinkomplexe mittels denaturierender
Polyacrylamidgelelektrophorese zu untersuchen. Im Anschluss erfolgte die Analyse der
quervernetzten Peptide mit Hilfe der Massenspektrometrie. Die Probenvorbereitung fir die
massenspektrometrische Analyse wurde im Kapitel 3.3.8. beschrieben. Die Abbildung 4.12.
zeigt die Vernetzung der einzelnen Proteine Crh, MgsA und dem Gemisch aus Crh/MgsA in
Anwesenheit aufsteigender BS3 Konzentrationen. Unvernetzte Proteine dienten als
Negativkontrolle. Sowohl Crh als auch MgsA zeigten im unvernetzten Zustand keine
Homomultimere. Mit aufsteigender Konzentration an BS3 verdnderte sich das
Bandenmuster. Die unvernetzte Probe von Crh zeigte eine Bande bei 10 kDa. Dies entsprach
der bekannten Masse von Crh. Im vernetzten Zustand wurden zusatzliche Banden mit einer

Masse von ca. 11 kDa und 20 kDa detektiert. Die 20 kDa Bande war ein moglicher Hinweis
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auf Crh-Dimere. Ein dhnliches Bild zeigte sich fir MgsA. Bei der unvernetzten Probe wurde
eine Bande bei ca. 17 kDa registriert. Dies entsprach der bekannten Masse von MgsA. Die
Probe, bei der MgsA mit BS3 vernetzt wurde, zeigte eine zusatzliche Bande bei ca. 35 kDa.
Dabei handelte es sich um MgsA-Dimere. Dies war ein eindeutiger Hinweis darauf, dass
sowohl MgsA als auch Crh Homomultimere bilden. In Anwesenheit von BS3 wurde fir die
Probe, in der MgsA und Crh im stochiometrischen Verhaltnis von 1:1 vorlagen, mehrere
Banden beobachtet. Zum einen waren die unvernetzten Proteine Crh und MgsA erkennbar,
zum anderen traten Banden mit einer Masse von ca. 25 kDa und 35 kDa auf. Anhand der
bekannten GréRen von Crh und MgsA entsprach dies dem Homomultimer von MgsA und
dem Heteromultimer aus Crh und MgsA. Dieses Ergebnis sollte mittels Western Blot und

Massenspektrometrie weiter analysiert werden.
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Abbildung 4.12: In vitro Vernetzung von MgsA und Crh mit BS3.

Die Vernetzung von MgsA und Crh erfolgte mit BS3, das eng benachbarte Lysinreste miteinander verbindet. Da
die entstandenen Amid-Verbindungen irreversibel sind, kann das Multimerisierungsverhalten von Crh und
MgsA mittels denaturierender Polyacrylamidgelelektrophorese untersucht werden. Fir jeden Reaktionsansatz
wurden 25 pmol Protein (Crh bzw. MgsA oder ein Gemisch aus MgsA und Crh im stochiometrischen Verhaltnis
von 1:1) eingesetzt. Im Anschluss wurden die Proben mit aufsteigender Konzentration an BS3 fiir 30 min bei RT
inkubiert. Die Analyse des Multimerisierungsverhalten von MgsA und Crh erfolgte mit einem 15%igen
SDS-Polyacrylamidgel. Das Gel wurde mit Coomassie Brilliantblau fiir 10 min gefarbt. Die Pfeile rechts neben
der Grafik zeigen die unvernetzten Proteine Crh und MgsA sowie die Komplexe aus MgsA und Crh/MgsA an.
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Um die Interaktion zwischen MgsA und Crh zu bestdtigen, wurde ein Western Blot
durchgefiihrt. Wie bereits gezeigt, konnten MgsA und Crh mit Hilfe von BS3 vernetzt
werden. Durch spezifische Antikdrper, die gegen Crh bzw. Strep-MgsA gerichtet waren,
konnten Proteinkomplexe identifiziert werden. Die einzelnen Proben wurden wie bereits
beschrieben mit BS3 versetzt. Fir diesen Versuch wurde ein Protein/BS3 Verhéltnis von
1:100 und 1:200 verwendet. Ein Uberschuss an BS3 war nétig, damit die Proteine
ausreichend miteinander vernetzt werden. Nach dem Vernetzten der Proteine wurden die
Proben mittel 15% SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Im Anschluss wurde das Gel geteilt
und zum einen fiur die Farbung mit Coomassie und zum anderen fiir den Western Blot
genutzt. Die Abbildung 4.13. zeigt den Western Blot der verlinkten Proteine MgsA und Crh.
In der Kontrollprobe wurden lediglich die unvernetzten Proteine MgsA und Crh
nachgewiesen. Im Gegensatz dazu konnten weitere Banden bei den mit BS3 behandelten
Proben detektiert werden. Sowohl mit dem Antikérper, der gegen Strep-MgsA gerichtet
war, als auch der Antikoérper, der gegen Crh gerichtet war. Es wurden zwei pragnante
Banden identifiziert, die sich auf einer Héhe von ca. 25 und 35 kDa befanden. Die Masse von
ca. 25 kDa entsprach annahrend der Summe der Molekulargewichte von Crh-His (10 kDa)
und Strep-MgsA (17 kDa), wohingegen die Masse von ca. 35 kDa in etwa der Summe der
Molekulargewichte zweier Strep-MgsA (17 kDa) Molekiile entsprach. Weitere Banden
zeigten moglicherweise ein Heterotetramer aus zwei Molekilen MgsA und Crh oder ein
Dimer von Crh, die fir die weitere Charakterisierung der Interaktion zwischen Crh und MgsA
nicht bericksichtigt wurden. Das durchgefiihrte BS3-Experiment bestétigte daher die direkte
Interaktion zwischen Crh und MgsA. Zusammenfassend zeigen diese Daten das Auftreten
eines MgsA-Komplexes sowie das Vorhandensein eines Heteromultimer bestehend aus Crh

und MgsA.
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Abbildung 4.13: Nachweis der vernetzten MgsA und Crh/MgsA Komplexe.

Die Vernetzung von MgsA und Crh erfolgte mit BS3, das eng benachbarte Lysinreste miteinander verbindet. Flr
jeden Reaktionsansatz wurden 25 pmol Protein (Crh bzw. MgsA oder ein Gemisch aus MgsA und Crh im
stéchiometrischen Verhaltnis von 1:1) eingesetzt. Im Anschluss wurden die Proben mit BS3 versetzt und fir
30 min bei RT inkubiert. Fir diesen Versuch wurde ein Protein/BS3 Verhaltnis von 1:100 und 1:200 verwendet.
Die Analyse des Multimerisierungsverhalten von MgsA und Crh erfolgte mit einem 15%igen
SDS-Polyacrylamidgel. Nach dem Gellauf wurde das Gel geteilt. Ein Teil wurde mit Coomassie Brilliantblau fiir
10 min gefarbt. Mit den anderen beiden Teilen erfolgte ein Western Blot mit gegen den Strep-Tag (rechts) zur
Detektion von Strep-MgsA und gegen Crh (Mitte) gerichtete Antikorper. Die Pfeile rechts neben der Grafik
zeigen die unvernetzten Proteine Crh und MgsA sowie die Komplexe aus MgsA und Crh/MgsA an.

Der Komplex aus MgsA und Crh konnte durch Vernetzung beider Proteine mit BS3 bestatigt
werden. Die gemeinsame Interaktionsflaiche sollte im weiteren Verlauf mittels
Massenspektrometrie bestimmt werden. Die Abbildung 4.14. zeigt das analytische
SDS-Polyacrylamidgel, das fir die Untersuchung des Multimerisierungsverhalten von MgsA
und Crh verwendet wurde. Anhand der vorher durchgefiihrten Titration mit BS3 und den
einzelnen Proteinen wurde das optimale Protein/BS3 Verhaltnis identifiziert, welches am
besten fiir die weiteren Untersuchungen geeignet war. Fir die massenspektrometrische
Analyse von MgsA bzw. des MgsA-Crh Komplexes wurde ein 50- bzw. 100-facher
Uberschuss an BS3 verwendet. Die entsprechenden Banden, die auf diese Komplexe
hinwiesen (in der Abbildung rot markiert), wurden aus dem Gel ausgeschnitten, um die
darin vorhandenen Proteine zu identifizieren. Die Prozedur fur die Isolation von Proteinen

aus einem SDS-Polyacrylamidgel ist in dem Abschnitt 3.3.8. detailliert beschrieben.
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Abbildung 4.14: Analytisches SDS-Polyacrylamidgel fiir die Bestimmung der an der Interaktion zwischen
MgsA und Crh beteiligten Aminosduren mittels Massenspektrometrie.

Die Vernetzung von MgsA und Crh erfolgte mit BS3. Fir jeden Reaktionsansatz wurden 25 pmol Protein
(ein Gemisch aus MgsA und Crh im stochiometrischen Verhéltnis von 1:1) eingesetzt. Im Anschluss wurden die
Proben mit der angegebenen Menge an BS3 (ein 50 bzw. 100 facher Uberschuss an BS3) vermengt. Die Analyse
der Proben erfolgte mit einem 15%igen SDS-Polyacrylamidgel. Das Gel wurde mit Coomassie Brilliantblau
gefarbt. Die rot markierten Bereiche wurden aus dem Gel ausgeschnitten. Die Pfeile rechts neben der Grafik
zeigen die unvernetzten Proteine Crh und MgsA sowie die Komplexe aus MgsA und Crh/MgsA an. Die Rot
markierten Proben wurden ausgeschnitten und die darin vernetzten Peptide mittels Massenspektrometrie
analysiert.

Anhand der massenspektrometrischen Analyse der Proben aus Abbildung 4.14. konnten die
vorher erhaltenen genetischen Daten bestatigt werden. Das Ergebnis der
massenspektrometrischen Analyse ist in den Tabellen 4.3. und 4.4. zusammengefasst. Dabei
kann zwischen zwei Klassen von vernetzten Peptiden unterschieden werden. Es konnten
Lysinreste identifiziert werden, die auf eine intermolekulare Protein-Vernetzung
hingedeutet haben. Bei diesen vernetzten Peptiden konnte jeweils eines der beiden Peptide
MgsA und Crh zugeordnet werden. Es sind wiederholt Verbindungen zwischen den
Lysinresten zehn, elf und zwolf aus MgsA und den Lysinresten 40 und 41 aus Crh
aufgetreten. Die Interaktion dieser Bereiche bestdtigt den zuvor durchgefiihrten
genetischen Screen. Dies zeigt, dass sich bei der direkten Protein-Protein Interaktion
zwischen MgsA und Crh der N-Terminus von MgsA und die Helix 2 von Crh in raumlicher

Nadhe befinden und moéglicherweise eine gemeinsame Interaktionsflache bilden.
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Tabelle 4.3: Ubersicht der identifizierten intermolekularen Protein-Vernetzungen zwischen MgsA und Crh.

Protein [AS] Protein [AS] Peptid 1 Peptid 2
MgsA K10 Crh K40 IALIAHDK*KK DGK*K
MgsA K10 Crh K41 IALIAHDK*K K*VNAK
MgsA K11 Crh K40 K*KQDMVQFTTAYR DGK*K
MgsA K12 Crh K40 K*QDMVQFTTAYR DGK*K
MgsA K12 Crh K41 K*QDMVQFTTAYR K*VNAK

* markiert sind die vernetzten Lysinreste der identifizierten Peptide

Auf der anderen Seite wurden verlinkte Lysinreste identifiziert, die auf eine intramolekulare
Vernetzung hingedeutet haben. Bei diesen vernetzten Peptiden konnten beide Peptide
entweder MgsA oder Crh zugeordnet werden. Fir Crh wurden intramolekulare
Vernetzungen zwischen den B-Faltblattern 1 und 2 sowie 1 und 3 identifiziert. Anhand der
Struktur von Crh konnte bereits gezeigt werden, das sich diese Bereiche in raumlicher Ndhe
befinden (Favier et al., 2002). Somit war BS3 in der Lage, Lysinreste dieser Faltblatter
untereinander zu verbinden. AuBerdem konnten intramolekulare Vernetzungen von MgsA
identifiziert werden. Dabei wurden entweder Lysinreste (K2, K10, K12 und K40) von einem
oder zwei MgsA Molekilen miteinander vernetzt. Anhand der identifizierten
intramolekularen und intermolekularen Peptid-Verbindungen ist zu erkennen, dass die
Lysinreste K10, K11 und K12 aus MgsA aufgrund raumlicher Nahe mit Crh und MgsA vernetzt
werden konnten. Dies deutet auf eine mogliche Beteiligung der entsprechenden

Aminosauren an der Interaktion zwischen MgsA und Crh hin.

Tabelle 4.4: Ubersicht der identifizierten intramolekularen Protein-Vernetzungen in MgsA und Crh.

Protein AS1 AS 2 Peptid 1 Peptid 2

Crh K5 K41 MVQQK*VEVR K*VNAK

Crh K5 K37 FTSDVFLEK*DGK MVQQK*VEVR
Crh K11 K40 LK*TGLQARPAAL DGK*K

MgsA K2 K12 SSSMK*IALIAHD K*QDMV
MgsA K10 K12 IALIAHDK*K K*QbMVQ
MgsA K40 K10 TGTTGLK*IHEATGL LIAHDK*K

* markiert sind die vernetzten Lysinreste der identifizierten Peptide

Die erhaltenen Ergebnisse der Versuche mit BS3 bestdtigen die zuvor erhaltenen
genetischen Daten. Zusammenfassend zeigen alle Daten, dass der N-Terminus von MgsA

und die Helix 2 aus Crh eine gemeinsame Interaktionsflache bilden. Zusatzlich ergibt sich
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daraus die Hypothese, dass sich die Interaktionsflaichen zwischen dem MgsA- und dem
MgsA/Crh-Komplex zumindest teilweise Gberlappen. Somit kann ein MgsA Molekiil zu einem
bestimmten Zeitpunkt nur Bestandteil eines der beiden Komplexe sein. Im Anhang befindet
sich eine Zusammenfassung samtlicher Daten, die mittels Massenspektrometrie erhalten

wurden.

4.1.10. In vitro Untersuchung der MgsA-Oligomerisierung

Die bisher zur Verfligung stehenden Daten zeigen, dass MgsA ein Homomultimer bildet. Um
die Frage zu beantworten, ob MgsA aus B. subtilis ein Hexamer wie MgsA aus E. coli bildet,
sollte der Oligomerisierungsstatus mittels analytischer Gelfiltration und Blau native-PAGE
genauer untersucht werden. Wie in Kapitel 3.3.7. beschrieben wurde Strep-MgsA mit Hilfe
des Expressionsplasmides pGP1301 (pGP172-mgsA) aufgereinigt. Im Anschluss wurden die
Elutionsfraktionen mittels SDS-Page auf Proteingehalt und Reinheit untersucht. Abbildung
4.10. zeigt die erfolgreiche Aufreinigung von MgsA mit einer theoretischen Masse von
17 kDa. Die Reinheit der Probe ist ein wichtiges Kriterium fiir die folgende Analyse per
Gelfiltration und Blau native-PAGE. Nach der Aufreinigung erfolgte die Aufkonzentrierung
der Probe. Die Proteinlosung wurde sorgfiltig auf die Matrix einer Vivaspin® Turbo 15
gegeben und bei 4000 rpm und 4°C abzentrifugiert. Der Proteingehalt der Losung wurde in

regelmaRigen Abstanden gemessen, bis eine Konzentration von 10 mg/ml erreicht wurde.

In der Abbildung 4.15. ist das Ergebnis der analytischen Gelfiltration gezeigt. Dabei wurde
ein signifikanter Ausschlag fiir MgsA detektiert. In Relation zum Standard korreliert dieser
Peak mit dem Molekulargewicht eines MgsA Hexamers. Mit Hilfe der Standardgeraden
konnte flr dieses Signal ein Molekulargewicht von ca. 84 kDa berechnet werden. Dies
entspricht in etwa dem theoretischen Molekulargewicht eines MgsA Hexamers. Somit
konnte gezeigt werden, dass MgsA aus B. subtilis als Hexamer in seiner aktiven Form

vorliegt.
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Abbildung 4.15: Analytische Gelfiltration zur Bestimmung des Oligomerisierungszustandes von MgsA.

Die Proteinlésung mit dem aufgereinigten MgsA wurde an einer Superdex™ S200 16/600 getrennt. Im
Abschnitt 3.3.7. wurde die Berechnung der Standardgleichung beschrieben. Die Standardgerade ergibt sich
durch die Auftragung des Elutionsvolumens [Ve] gegen den Logarithmus des Molekulargewichtes der
eingesetzten Proteine. Folgende Proteine wurden fir die Berechnung der Standardgeraden verwendet:
Thyroglobulin (670 kDa), g-Globulin (158 kDa), Ovalbumin (44 kDa), Myoglobin (17 kDa) und der Cofaktor
Vitamin B12 (1,3 kDa). Im Anschluss erfolgte mit Hilfe der Standardgleichung die Berechnung des
Molekulargewichtes der Probe. Die Absorption der Probe wurde bei 280 nm gemessen [Azso].

Die Proteinlésung wurde ebenfalls mit Hilfe der Blau native-PAGE untersucht. Das Ergebnis
ist in der Abbildung 4.16. dargestellt. Anhand der Standardproteine kdnnen weitere
Rickschllisse auf das Molekulargewicht und damit auf den Oligomerisierungsstatus von
MgsA geschlossen werden. Es konnten vier Banden mit unterschiedlicher Intensitat
detektiert werden. Die oberste Bande entsprach einem Molekulargewicht von >68 kDa. Das
theoretische Molekulargewicht eines MgsA Molekil betragt ca. 17 kDa. Demzufolge
reprasentiert die oberste Bande sehr wahrscheinlich ein Hexamer. Das zweithéchste Signal
war zwischen 45 kDa und 68 kDa zu sehen. Anhand des Molekulargewichtes von MgsA
entsprach diese Bande einem Tetramer von MgsA. Weiterhin wurden zwei Signale <45 kDa
gefunden. Das obere der beiden Signale reprasentierte ein MgsA-Dimer und das untere
zeigte das MgsA-Monomer. Des Weiteren ist der Abbildung eine unterschiedliche Verteilung
zwischen Monomer, Dimer, Tetramer und Hexamer zu entnehmen. Etwa 70% der Molekiile
lagen als Monomer, weitere 20% als Dimer und jeweils 5% als Tetramer und Hexamer vor.
Im Vergleich zur analytischen Gelfiltration, bei der lediglich das Hexamer beobachtet wurde
ist hier anzunehmen, dass das Hexamer wahrend des Gellaufes zerfdllt bzw. die

Pufferbedingungen fiir die Blau native-PAGE das Oligomerisierungsverhalten von MgsA
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beeinflussten. Schlieflich unterstitzen die Daten der Gelfiltration und der Blau native-PAGE
die Hypothese, dass MgsA in der aktiven Form als Hexamer vorliegt. Das Hexamer ist kein

starrer Komplex, da es in die einzelnen Komponenten zerfallen kann.

Aufgrund der unterschiedlichen Eigenschaften der Eichproteine und MgsA ist es schwierig,
mit Hilfe der Blau native-PAGE das genaue Molekulargewicht der zu untersuchenden
Proteine zu bestimmten. Das Laufverhalten der Proteine wird sehr stark von den jeweiligen
Eigenschaften der Proteine beeinflusst. Daher dient das ermittelte Molekulargewicht

lediglich als grober Richtwert.

158 kDa =—
68kDa — MgsA-Hexamer
MgsA-Tetramer

45kDa —

MgsA-Dimer

MgsA-Monomer

Abbildung 4.16: Blau native-PAGE zur Bestimmung des Oligomerisierungszustandes von MgsA.

Fir die Blau native-PAGE wurde 1,5 pug gereinigtes MgsA auf ein 5-25%iges nicht denaturierendes PAA Gel
aufgetragen. Die Visualisierung der Proteine und Proteinkomplexe erfolgte mittels Silberfarbung. Die
identifizierten Banden mit einer GroRe von >68 kDa, >45 kDa und <45kDa reprasentieren das MgsA-Hexamer,
MgsA-Tetramer sowie das MgsA-Dimer und das MgsA-Monomer.

4.1.11. In vitro Untersuchung der Crh/MgsA Heteromerisierung

Um den Einfluss von Crh auf den Oligomerisierungsstatus von MgsA zu untersuchen wurden
weitere analytische Gelfiltrationen durchgefiihrt. Hierfliir wurden Strep-MgsA und Crh-His
wie in Kapitel 3.3.7. beschrieben mit Hilfe der Expressionsplasmide pGP1301 (pGP172-mgsA)

und pAG1 (crh) aufgereinigt. Im nachsten Schritt wurden die Elutionsfraktionen mittels
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SDS-Page auf Proteingehalt und Reinheit untersucht. Die Abbildung 4.10. zeigt die
erfolgreiche Aufreinigung von MgsA und Crh mit einer theoretischen Masse von 17 und
10 kDa. Im Anschluss erfolgte ebenfalls eine Aufkonzentration der Losungen, bis zu einem
Proteingehalt von ca. 10 mg/ml. Danach wurde ein Gemisch aus Crh und MgsA im
stochiometrischen Verhaltnis von 1:1 angelegt und fiir 30 min bei RT inkubiert. Wahrend
dieser Zeit bildet sich der Crh/MgsA Komplex aus. In der Abbildung 4.17. ist das Ergebnis der
analytischen Gelfiltration gezeigt. Es wurden zwei signifikante Signale detektiert. Der erste
Ausschlag dahnelt dem der Gelfiltration von MgsA (siehe dazu Abbildung 4.15.). Jedoch war
zu erkennen, dass das Signal breiter war. In Relation zum Standard korreliert dieser
Ausschlag mit dem Molekulargewicht eines Hexamers bzw. einem Heterotetramer aus
jeweils zwei Moleklilen MgsA und Crh. Wird lediglich der hintere Teil des Signals
berlicksichtigt, so konnte mit Hilfe der Standardgerade fiir diesen Peak ein
Molekulargewicht von ca. 50 kDa berechnet werden. Dies entsprach in etwa dem
theoretischen Molekulargewicht eines Heterotetramers aus jeweils zwei Molekiilen MgsA
und Crh ([2 x 17 kDa]+[2 x 10 kDa]). Die Analyse dieser Elutionsfraktion mittels SDS-Page
bestatigte, dass der Komplex aus Crh und MgsA im Verhaltnis 1:1 gebildet wird. Der zweite
Ausschlag korrelierte mit dem Molekulargewicht eines Crh Monomers. Anhand der
Standardgerade konnte fiir dieses Signal ein Molekulargewicht von ca. 12 kDa berechnet

werden. Dies entsprach in etwa dem theoretischen Molekulargewicht von Crh.

Anhand der erhaltenen Daten ergab sich die Annahme, dass nicht phosphoryliertes Crh an
das MgsA-Hexamer bindet. Als Folge dessen zerfallt der Komplex in ein Heterotetramer,

bestehend aus jeweils zwei MgsA- und Crh-Molekilen.
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Abbildung 4.17: Analytische Gelfiltration zur Bestimmung der Heteromerisierung von MgsA und Crh.

Die Proteinlésung mit dem Gemisch aus Crh und MgsA wurde an einer Superdex™ S$200 16/600 getrennt. Im
Abschnitt 3.3.7. wurde die Berechnung der Standardgleichung beschrieben. Die Standardgerade ergibt sich
durch die Auftragung des Elutionsvolumen [Ve] gegen den Logarithmus des Molekulargewichtes der
eingesetzten Proteine. Folgende Proteine wurde fiir die Berechnung der Standardgeraden verwendet:
Thyroglobulin (670 kDa), g-Globulin (158 kDa), Ovalbumin (44 kDa), Myoglobin (17 kDa) und der Cofaktor
Vitamin B12 (1,3 kDa). Im Anschluss erfolgte mit Hilfe der Standardgleichung die Berechnung des
Molekulargewichtes der Probe. Die Absorption der Probe wurde bei 280 nm gemessen [Azso].

4.1.12. Struktur des MgsA Hexamers: ein Trimer aus Dimeren

Die Daten der analytischen Gelfiltration und der Blau native-PAGE deuten darauf hin, dass
die aktive Form von MgsA ein Hexamer bildet. Mit Hilfe der Struktur sollte dies bestatigt
werden. In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Ralf Ficner (Abteilung fir
Molekulare Strukturbiologie der Universitdt Gottingen) konnte die Struktur von MgsA gelost
werden. Zunachst wurde Strep-MgsA und Crh-His wie bereits mehrfach beschrieben mit
Hilfe der Expressionsplasmide pGP1301 (pGP172-mgsA) und pAG1 (crh) aufgereinigt (siehe
dazu Abbildung 4.10.). Grundvoraussetzung fiir die Kristallisation sind groBe Mengen an
hochreinem Protein. Damit sich Kristalle ausbilden kénnen, ist es erforderlich, dass das
auszukristallisierende Protein in Ubersattigung gebracht wird. Daher erfolgte nach der
erfolgreichen Aufreinigung beider Proteine die Aufkonzentration der Losungen, bis zu einem

Proteingehalt von ca. 15 mg/ml.
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Es wurden zwei Kristallisationsansdatze angelegt. Im ersten Ansatz sollten die
experimentellen Hinweise, dass MgsA ein Hexamer bildet, bestdtigt werden. Der zweite
Ansatz diente dazu die Struktur des Crh/MgsA Komplexes zu l6sen, um weitere Einblicke in
die Regulation der MgsA-Aktivitat durch Crh zu erhalten. Fiir diesen Ansatz wurden Crh und
MgsA im stochiometrischen Verhdltnis von 1:1 gemischt. Beide Kristallisationsansdtze
wurden mit  verschiedenen  Pufferlésungen inkubiert, um die optimalen
Kristallisationsbedigungen zu finden. Hierfir wurde ein breites Spektrum an Puffern
verwendet (1-3 M Natrium — Kaliumphosphat, 10 — 20% Polyethylenglycol [PEG]
verschiedener Kettenlangen, z.B. PEG 6000, 1 — 4 M Ammoniumsulfat und 0,5 — 1,5 M
Natriumzitrat [pH 4 — 10]). Die Ansatze wurden gemischt und fir einige Wochen bei 4°C
inkubiert. Die Abbildung 4.18. zeigt das Ergebnis der Kristallisationsansatze. Die

mikroskopische Analyse beider Proben bestatigte die Ausbildung von Kristallen.

Abbildung 4.18: Kristallisationsansatze zur Bestimmung der Struktur von MgsA und dem Crh/MgsA Komplex.
Hochreines MgsA (15 mg/ml) bzw. ein Gemisch aus Crh und MgsA (je 7,5 mg/ml) im stochiometrischen
Verhaltnis von 1:1 wurden fiir die Kristallisation eingesetzt. Die Kristallisationsansdtze wurden mit
verschiedenen Pufferldsungen inkubiert um die optimalen Kristallisationsbedingungen zu bestimmen.
Abbildung A zeigt den Kristallisationsansatz fiir MgsA und B den Kristallisationsansatz fiir den Crh/MgsA
Komplex. Die Kristalle haben sich fiir beide Ansatze unter folgenden Bedingungen ausgebildet: PEG4000;
Hepes-Puffer pH 8,5; 20% (w/v) Glycerol und 0.03M eines Gemisches aus divalenten Kationen.

Die erhaltenen Kristalle wurden im Anschluss fiir die Berechnung der Struktur von MgsA
bzw. des MgsA/Crh-Komplexes verwendet. Das Rontgenstrahlungsmuster der Kristalle
wurde aufgezeichnet. Die Strukturen von MgsA aus E. coli und Crh aus Bacillus subtilis
dienten als Grundlage fir die Berechnung der Struktur (Saadat und Harrison, 1999;
Favier et al., 2002). Die Programme CCP4, Phaser und Coot wurden fiir das ,molecular

replacement” eingesetzt. Anhand der ,Vorlage” konnte die Struktur von MgsA bestimmt
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werden. Die berechnete Struktur des MgsA Monomers ist in Abbildung 4.19. dargestellt. Die

vier Kern bildenden B-Faltblatter sind von sechs a-Helices umgeben.

Abbildung 4.19: 3-dimensionale Struktur des MgsA Monomers aus B. subtilis.
Anhand des Kristallisationsansatzes konnte die Struktur von MgsA gelost werden. Die Struktur eines
MgsA-Monomers zeigt, dass der Kern eines Monomers bestehend aus vier B-Faltblattern umgeben von sechs
a-Helices ist. Weill markiert sind der N- und C-Terminus des MgsA-Monomers.

Die erhaltenen Kristalle zeigten, dass MgsA ein Hexamer bildet, wodurch die
experimentellen Daten bestatigt wurden. Die Struktur des MgsA-Hexamers ist in Abbildung
4.20.A. abgebildet. Anhand der Struktur wird ersichtlich, dass das eigentliche ,,Hexamer” ein
Trimer aus Dimeren ist. Dabei bilden drei MgsA-Dimere die hexagonale Form. Hiermit lasst
sich moglicherweise das Auftreten von MgsA-Dimeren in der Abbildung 4.16. erklaren.

Waiahrend der Blau native-PAGE zerfallt das ,,Hexamer” in Dimere.

Die Struktur zeigt, dass es zwei Dimerisierungsgrenzflichen gibt. Eine der beiden
Grenzflachen wird durch die N-terminalen Helices von MgsA gebildet. In Abbildung 4.20.A.
befindet sich diese Grenzflache zwischen den Molekilen in pink und in grau, in hellblau und
in rot sowie in dunkelblau und in gelb. Diese Region ist durch Salzbriicken gekennzeichnet.
Eine genauere Analyse zeigt, dass die Aminosduren Alanin-93 und Leucin-97 maRgeblich an

dieser Interaktion beteiligt sind. Eine weitere Dimerisierungsgrenzflaiche bilden die
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C-terminalen Helices von MgsA. Diese Grenzflache wird durch
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Molekilen in rot und in dunkelblau, in gelb
und in pink sowie in grau und in hellblau ausgebildet. Die Aminosduren Threonin-107 und
111 sind moglicherweise an der Ausbildung dieser Grenzflache beteiligt. Hier ergibt sich die
Vermutung, dass durch die Bindung von Crh an das MgsA-Hexamer strukturelle
Veranderungen ausgelost werden, die bewirken, dass das Hexamer in drei Dimere zerfallt.
Welche der beiden Dimerisierungsgrenzfliche dabei aufgebrochen wird ist jedoch unklar.
Zum aktuellen Zeitpunkt konnte leider die Struktur des Crh/MgsA Komplexes durch eine
Uberlagerung beider Proteine nicht bestimmt werden. Jedoch konnte Anhand der
genetischen Daten und der Strukturen beider Proteine ein Computermodell des
Crh/MgsA-Komplexes erstellt werden. Die Abbildung 4.20.B. zeigt den Komplex zwischen
MgsA und Crh. Hierbei sind mehrere Uberlagerte Crh-Molekiile abgebildet, die an ein
MgsA-Monomer (griin) binden. Die Berechnung ergab, dass Crh moglicherweise an dem
N-Terminus bzw. der C-terminalen Helix von MgsA bindet. Hier ist vor allem die Helix 2 mit
den Methioninen 48 und 51 malgeblich an der Interaktion beteiligt. Das Modell steht im
Einklang mit vorrangegangenen Studien, die sich mit der Interaktion von Crh beschaftigt

haben (Schumacher et al., 2006, Schumacher et al., 2007).
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Abbildung 4.20: Modell des MgsA-Hexamers.

Anhand des Kristallisationsansatzes konnte die Struktur von MgsA aufgeldst werden. MgsA bildet in seiner
aktiven Form ein Hexamer, das aus einem Trimer von Dimeren besteht. Die einzelnen MgsA-Molekiile sind in
den Farben Dunkelblau, Gelb, Pink, Grau, Hellblau und Rot dargestellt. A) Die Struktur eines MgsA-Hexamers.
Zu erkennen sind die verschiedenen Dimerisierungsgrenzflachen zwischen den einzelnen MgsA-Monomeren.
(Grenzflache 1, charakterisiert durch Salzbriicken: dunkelblau und gelb, pink und grau sowie hellblau und rot);
(Grenzflache 2, charakterisiert durch Wasserstoffbriickenbindungen: rot und dunkelblau, gelb und pink sowie
grau und hellblau) B) Modell des Crh/MgsA Komplexes. Crh (farblich; rotierend entlang der Interaktionsflache
zwischen Crh und MgsA) bindet an den N-Terminus und die C-terminale Helix von MgsA (grin).
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4.2. Die Bedeutung des Zitratzyklus fiir das Wachstum von B. subtilis

Der Zitratzyklus gilt als zentrale Drehscheibe des Stoffwechsels von B. subtilis, in dem sowohl
Metabolite abgebaut werden, als auch Intermediate fiir andere Reaktionen synthetisiert
werden. Pyruvat, das Endprodukt der Glykolyse, kann in Acetyl-CoA umgewandelt werden,
welches in den Zitratzyklus eingeschleust wird. B. subtilis besitzt einen vollstandigen
Zitratzyklus und kann daher Pyruvat vollstdandig in CO2, umwandeln (Sonenshein, 2002). Der
Zitratzyklus gilt als essentiell flr B. subtilis. Er hat jedoch fiir einige verwandte Organismen
keine groRe Bedeutung. Listeria monocytogenes besitzt keinen vollstandigen Zitratzyklus. Es
fehlt der o-Ketoglutaratdehydrogenase. Demzufolge kann Oxalacetat nur (ber
Carboxylierung von von Pyruvat hergestellt werden (Eisenreich et al., 2006;
Schaer et al., 2010; Glaser et al., 2001). Dies ist ein Hinweis darauf, dass auch in B. subtilis

der Zitratzyklus moéglicherweise nicht essentiell ist.

Daher sollte in dieser Arbeit untersucht werden, ob die einzelnen Enzyme des Zitratzyklus

und der anaplerotischen Reaktionen notwendig fiir das Leben von B. subtilis sind.

4.2.1. Der Zitratzyklus ist nicht essentiell fiir B. subtilis

Als erstes sollten samtliche Gene, die flir Enzyme des Zitratzyklus kodieren, deletiert
werden. Ein Uberblick der Enzyme, die an der Umsetzung von Pyruvat zu CO; beteiligt sind,
ist der Einleitung zu entnehmen. Hierflir wurden mittels LFH-PCR die Einzelmutanten GP790
(Acitz-mdh), GP791 (AsucCD), GP792 (AsdhCAB), GP1275 (AcitB) und GP1276 (AodhAB)
hergestellt. Fir die Konstruktion der Deletionsmutanten von B. subtilis wurden zunachst die
Marker, die eine Resistenz gegenliber Kanamycin, Erythromycin, Chloramphenicol,
Tetrazyklin, Phleomycin und Spectinomycin vermitteln, amplifiziert. Fir die Generation der
Einzelmutanten mussten weiterhin die Regionen strangauf- und strangabwarts der zu
deletierenden Gene amplifiziert werden. Als Matrize diente hierfiir die chromosomale DNA
des Wildtyps 168. An das strangaufwarts und an das strangabwarts liegende DNA-Fragment
wurde mit dem reverse Primer bzw. forward Primer jeweils eine 25 Nukleotide lange
Sequenz angehadngt. Diese Sequenz ist komplementar zum 5°- bzw. 3'-Ende der
Resistenzkassette. In einer zweiten PCR wurden die strangauf- und -abwarts liegenden

DNA-Fragmente und die Resistenzkassette (iber die 25 Nukleotide lange Sequenz
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miteinander verbunden und amplifiziert. Hierfir wurde der forward Primer des
strangaufwarts und der reverse Primer des strangabwarts liegenden Fragments bendtigt.
Der Wildtypstamm von B. subtilis wurde direkt mit den erhaltenen PCR-Produkten
transformiert. Das zu deletierende Gen wurde durch doppelt homologe Rekombination
gegen die entsprechende Resistenzkassette ausgetauscht. Die Selektion der Transformanten
erfolgte auf SP-Medium mit den entsprechenden Antibiotika. Die erhaltenen
Transformanten wurden mittels PCR Uiberprift. Dazu wurden Primer gewahlt, die oberhalb
der strangaufwadrts und unterhalb der strangabwarts liegenden DNA-Fragmente
hybridisieren. Samtliche Primer fir die Konstruktion der Deletionsmutanten sind im Anhang

aufgelistet.

Das Gen odhB, welches fiir die E2 Untereinheit des Oxoglutarat Dehydrogenase Komplexes
kodiert, galt bisher als essentiell (Kobayashi et al., 2003). Anhand der konstruierten Mutante
GP1276 (AodhAB) konnte gezeigt werden, dass odhB fiir B. subtilis nicht essentiell ist
(Michna et al., 2014).

Im nachsten Schritt wurden die konstruierten Einzelmutanten kombiniert, sodass der
resultierende B. subtilis Stamm GP1278 keinen funktionalen Zitratzyklus besaR. Dafilir wurde
der Stamm GP790 (AcitZ-mdh) in angegebener Reihenfolge mit chromosomaler DNA der
Stamme GP791 (AsucCD), GP792 (AsdhCAB), GP718 (AcitG), GP1276 (AodhAB) und GP1275
(AcitB) transformiert. Die Selektion der Transformanten der schrittweisen Deletion des
Zitratzyklus erfolgte jeweils auf SP-Medium mit den entsprechenden Antibiotika. Der
Deletionsstamm GP1278 wurde im Anschluss mittels PCR Uberpriift. Die Tabelle 4.5. zeigt
die in dieser Arbeit konstruierten Einzelmutanten der Gene citZ-mdh, citB, odhAB, sucCD

und sdhCAB. Weiterhin ist der Genotyp des Stammes GP1278 aufgelistet.
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Tabelle 4.5: Uberblick iiber wesentliche Mutanten des Zitratzyklus.

Mutante relevanter Genotyp

GP790 Acitz-mdh::aphA3

GP791 AsucCD::tet

GP792 AsdhCAB::phleo

GP1275 AcitB::erm

GP1276 AodhAB::cat

GP1278 AcitZ-mdh::aphA3, AsucCD::tet, AsdhCAB::phleo,

AcitG::spec, AodhAB::cat, AcitB::erm

4.2.2. Deletion der Zufliisse in den Zitratzyklus von B. subtilis

Zusatzlich sollte ein Stamm konstruiert werden, indem samtliche Zufllsse des Zitratzyklus
fehlen. Ein Uberblick der Gene, die fiir Enzyme der Auffiillreaktionen des Zitratzyklus
kodieren, ist der Einleitung zu entnehmen. Hierflir erfolgte wie bereits unter Punkt 4.2.1.
beschrieben die Konstruktion der Stamme GP793 (ApycA) und GP797 (AcitZ) mittels
LFH-PCR. Nach der Amplifikation der jeweiligen strangauf- und -abwarts liegenden
Fragmente, erfolgte die Fusion dieser Bereiche mit den Resistenzmarkern. Der
Wildtypstamm von B. subtilis wurde direkt mit den erhaltenen PCR-Produkten transformiert.
Das zu deletierende Gen wurde durch doppelt homologe Rekombination gegen die
entsprechende Resistenzkassette ausgetauscht. Die Selektion der Transformanten erfolgte
auf SP-Medium mit den entsprechenden Antibiotika. Die erhaltenen Transformanten

wurden mittels PCR lberprift.

Eine Kombination der Einzelmutanten ergab den B. subtilis Stamm GP1279, indem keine
Zuflisse in den Zitratzyklus vorliegen. Die Konstruktion erfolgte durch die Transformation
des Stammes GP1160 (AgudB) in angegebener Reihenfolge mit chromosomaler DNA der
Stamme GP810 (ArocG), GP1153 (AansAB), GP797 (AcitZ) und GP793 (ApycA). Die Selektion
der Transformanten der schrittweisen Deletion der Zufliisse in den Zitratzyklus erfolgte
jeweils auf SP-Medium mit den entsprechenden Antibiotika. Der Deletionsstamm GP1279
wurde im Anschluss mittels PCR Uberprift. Die Tabelle 4.6. zeigt die in dieser Arbeit
konstruierten Einzelmutanten der Gene citZ und pycA. Weiterhin ist der Genotyp des

Stammes GP1279 aufgelistet.
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Tabelle 4.6: Ubersicht liber wesentliche Mutanten der Zufliisse in den Zitratzyklus.

Mutante relevanter Genotyp

GP793 ApycA::cat
GP797 AcitZ ::spec
GP1279 trpC2, ArocG::tet, AgudB::aphA3, AansAB::erm,

AcitZ::spec, ApycA::cat

4.2.3. Phdnotypische Analyse der Deletionsstimme

Anhand der konstruierten Stamme GP1278 und GP1279 konnte gezeigt werden, dass sowohl
der Zitratzyklus als auch die Reaktionen, die den Zitratzyklus speisen, flir das Leben von
B. subtilis nicht essentiell sind. Beide Stamme konnten auf SP-Medium wachsen. Jedoch
zeigte sich im Vergleich zum Wildtyp 168 eine Verdanderung der Koloniemorphologie. Die
Tabelle 4.7. zeigt die Koloniemorphologie des Stammes GP1278, ohne funktionalen
Zitratzyklus und die dafiir konstruierten Einzelmutanten im Vergleich zum Wildtyp 168. Die
Stamme GP790 (AcitZ-mdh), GP791 (AsucCD) und GP718 (AcitG) hatten auf SP-Medium eine
dhnliche KoloniegroBe und Morphologie wie der Wildtyp 168. Daraus ldsst sich
schlussfolgern, dass diese Deletionen keinen Einfluss auf das Wachstum von B. subtilis
haben. Im Gegensatz dazu waren die Kolonien der Stamme GP792 (AsdhCAB), GP1275
(AcitB), GP1276 (AodhAB) kleiner als die des Wildtyps 168. Mdoglicherweise bewirkt die
Anhdufung von Zitrat ein vermindertes Wachstum dieser Stamme. Der fertige
Deletionsstamm GP1278, der keinen funktionalen Zitratzyklus besitzt, zeigte ebenfalls eine

verringerte KoloniegréRe im Vergleich zum Wildtyp 168.
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Tabelle 4.7: Uberblick iiber die Koloniemorphologie der Mutanten des Zitratzyklus.

Mutante relevanter Genotyp KoloniegrofBe im
Vergleich zum 168
GP718 AcitG::spec gleich
GP790 Acitz-mdh::aphA3 gleich
GP791 AsucCD::tet gleich
GP792 AsdhCAB::phleo kleiner
GP1275 AcitB::erm kleiner
GP1276 AodhAB::cat kleiner
GP1278  AcitZ-mdh::aphA3, AsucCD::tet, AsdhCAB::phleo, kleiner

AcitG::spec, AodhAB::cat, AcitB::erm

In der Tabelle 4.8. ist die Koloniemorphologie des Stammes GP1279 ohne funktionale
Zuflisse in den Zitratzyklus und die dafiir konstruierten Einzelmutanten im Vergleich zum
Wildtyp 168 dargestellt. Die Stamme GP793 (ApycA), GP797 (AcitZ), GP1153 (AansAB) und
GP1160 (AgudB) hatten auf SP-Medium eine dhnliche KoloniegréRe und Morphologie wie
der Wildtyp 168. Dies deutet darauf hin, dass diese Deletionen keinen Einfluss auf das
Wachstum von B. subtilis haben. Im Vergleich zum Wildtyp waren die Kolonien des Stammes
GP810 (ArocG) kleiner. Das Fehlen der aktiven Glutamatdehydrogenase RocG fiihrt zur
Akkumulation toxischer Intermediate, die einen negativen Effekt auf das Zellwachstum
haben (Gunka et al.,, 2012). Der fertige Deletionsstamm GP1279 ohne Zuflisse in den
Zitratzyklus zeigte ebenfalls eine verringerte KoloniegréBe im Vergleich zum Wildtyp 168.
Auch hier bewirkt moéglicherweise die Anhaufung toxischer Intermediate ein verringertes
Wachstum.

Zusammenfassend sind alle Mutanten lebensfahig. Jedoch ist die verringerte KoloniegroRe
einiger Mutanten ein direkter Hinweis auf moégliche Wachstumsdefizite der entsprechenden
Stamme. Die Deletion der Gene sdhCAB, citB, odhAB und rocG hatte einen negativen Effekt
auf das Wachstum von B. subtilis, der sich im Vergleich zum Wildtyp durch kleinere Kolonien
auf SP-Medium zeigte. Im Gegensatz dazu zeigte die Deletion der Gene citG, citZ-mdh,
sucCD, pycA, citZ, ansAB und gudB keinen sichtbaren Effekt auf das Wachstum von

B. subtilis.
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Tabelle 4.8: Ubersicht liber die Koloniemorphologie der Mutanten der Zufliisse in den Zitratzyklus.

Mutante relevanter Genotyp Koloniegroe im
Vergleich zum 168
GP793 ApycA::cat gleich
GP797 AcitZ ::spec gleich
GP810 ArocG::tet kleiner
GP1153 AansAB::erm gleich
GP1160 AgudB::kan gleich
GP1279 ArocG::tet AgudB::aphA3 AansAB::erm kleiner

AcitZ::spec ApycA::cat

Des Weiteren wurde das Wachstum der beiden Stamme GP1278 und GP1279 unter
optimalen Wachstumsbedingungen untersucht. Die Abbildung 4.21. zeigt das Wachstum des
Wildtyps 168 und der beiden Stamme GP1278 und GP1279 in LB-Glukose-Medium bei 37°C.
Fir diesen Versuch wurde eine Glukosekonzentration von 0,5% verwendet. Zunachst
wurden 4 ml einer UN-Kultur mit den entsprechenden Stimmen angeimpft. Am
darauffolgenden Morgen wurden 20 ml LB-Glukose auf eine ODsgo von ca. 0,05 angeimpft.
Das Wachstum der Stamme wurde im Anschluss in regelmafiigen Abstanden durch Messen

der optischen Dichte bei 600 nm im ,Platereader” untersucht.
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Abbildung 4.21: Das Wachstum der Stimme GP1278 und GP1279 im Vergleich zum Wildtyp 168.

Die Stamme 168, GP1278 und GP1279 wurden UT in LB-Glukose-Medium bei 37°C angezogen. Die
Glukosekonzentration im Medium betrug 0,5%. Mit der UT-Kultur wurde eine 4 ml UN angeimpft. Am nichsten
Morgen wurden die Zellen der UN-Kultur dazu genutzt die Hauptkultur zu einer ODgoo von 0,05 anzuimpfen.
Die Hauptkultur wurde bei 37°C inkubiert. In regelmaRigen Abstdnden erfolgte die Bestimmung der optischen
Dichte bei 600 nm. Es wurden mindestens drei unabhdngige Versuche durchgefiihrt. Dabei zeigten alle
B. subtilis Stamme ein dhnliches Wachstumsverhalten.
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Sowohl der Stamm GP1278 ohne funktionalen Zitratzyklus, als auch der Stamm GP1279
ohne funktionale Zuflisse in den Zitratzyklus, wiesen kein Wachstumsdefizit im Vergleich
zum Wildtyp 168 auf. Somit konnte gezeigt werden, dass der Zitratzyklus und sein Zuflisse
nicht essentiell fiir das Wachstum von B. subtilis sind.

Wachstumsdefizite der einzelnen Stamme zeigen sich moglicherweise erst unter definierten
Wachstumsbedingungen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde dies nicht weiter untersucht. Auch

das Auftreten moglicher Suppressormutanten ware dabei zu berticksichtigen.

4.2.4. CitA kompensiert den Verlust von CitZ

Die Zitratsynthase CitZ gilt als Einstiegspunkt in den Zitratzyklus. CitZ verbindet Acetyl-CoA
und Oxalacetat, Uber eine Kondensationsreaktion irreversibel miteinander zu Zitrat. Neben
citZ besitzt B. subtilis ein weiteres Gen, citA, das flir eine potentielle Zitratsynthase kodiert.
Die Bedeutung von CitA ist bis heute weitgehend unbekannt (Jin und Sonenshein, 1994).

Im initialen Screen konnte gezeigt werden, dass der Stamm GP797 (AcitZ) in der Lage war,
auf C-Minimalmedium mit 0,5% Malat zu wachsen. Ohne funktionale Zitratsynthase fehlen
diesem Stamm bedeutende Intermediate des Zitratzyklus, die fir die Synthese von
Aminosduren benétigt werden. Daher ware zu erwarten, dass GP797 nicht auf
C-Minimalmedium mit Malat und Ammoniumsulfat als einziger Kohlenstoff- und
Stickstoffquellen wachsen kann.

Hier ergab sich die Frage, wie der Stamm GP797 trotz fehlender Zitratsynthase Glutamat aus
Malat synthetisiert. Moglicherweise wurde in diesem Stamm die Zitratsynthase CitA
aktiviert. Durch weitere Wachstumsversuche, die in den Abbildungen 4.22. und 4.23.
dargestellt sind, konnte diese Hypothese bestatigt werden. Fir die Wachstumsversuche
wurde der Stamm GP1281 verwendet. Dieser wurde wie GP797 konstruiert, jedoch unter
Verwendung einer Erythromycinresistenzkassette anstelle der

Spectinomycinresistenzkassette.
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Abbildung 4.22: Wachstumsversuch der Zitratsynthasemutanten in C-Malat-Medium

Die Stimme 168, GP790 (AcitZ-mdh), GP1281 (AcitZ), GP1282 (AcitA) und GP1283 (AcitR) wurden UN in
LB-Medium bei 37°C angezogen. Das Wachstum der Stimme UT erfolgte durch Inokulation in
CSE-Glukose-Medium. Am Nachmittag wurden die Zellen abzentrifugiert und zweimal mit C-Malat-Medium
gewaschen. Im Anschluss wurde die Hauptkultur (C-Malat-Medium) zu einer ODeoo von 0,05 angeimpft. Die
Hauptkultur wurde bei 37°C inkubiert. In regelmaBigen Abstdnden erfolgte die Bestimmung der optischen
Dichte bei 600 nm. Die Glukose- bzw. Malatkonzentration im Medium betrug 0,5%. Die Abbildung zeigt eine
reprasentative Wachstumskurve fiir mindestens drei unabhangige Experimente.

Zunachst wurden die Stamme GP1282 (AcitA) und GP1283 (AcitR) konstruiert, um den
Einfluss von CitA auf die Synthese von Zitrat zu untersuchen. Die Konstruktion erfolgte mit
Hilfe der LFH-PCR.

Fir diesen Versuch wurden die Stamme 168, GP790 (AcitZ-mdh), GP1281 (AcitZ), GP1282
und GP1283 zunichst als UN-Kulturen in LB-Medium angezogen. Die entsprechenden
UN-Kulturen wurden fiir die Inokulation der UT-Kulturen in CSE-Glukose-Medium genutzt.
Nach ca. 6h wurden die UT-Kulturen abzentrifugiert und die Zellen in C-Malat-Medium
resuspendiert. Danach erfolgte ein weiterer Waschschritt, um samtliche Spuren von Glukose
zu entfernen. Im Anschluss erfolgte die Inokulation der Hauptkultur, C-Malat-Medium, auf
eine ODeoo von ca. 0,05. Das Wachstum der Stamme wurde danach in regelmaliigen
Abstdanden im ,Platereader” durch Messen der optischen Dichte bei 600 nm liberwacht.

Die Positiv- und Negativkontrolle zeigten das erwartete Wachstum. Der Laborstamm 168
war in der Lage, auf C-Minimalmedium mit Malat als einziger Kohlenstoffquelle gut zu
wachsen. Im Gegensatz dazu wies der Stamm GP790 kein Wachstum auf. Aufgrund der
fehlenden Malatdehydrogenase ist dieser Stamm nicht befahigt, Malat als Kohlenstoffquelle

zu nutzen (Meyer et al., 2013). Die Deletion von citA hatte keinen Einfluss auf das Wachstum
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von B. subtilis. Deletiert man jedoch citZ, so war das Wachstum des Stammes GP1281 (AcitZ)
beeintrachtigt. Als weitere Kontrolle wurde hier der Stamm GP1283 (AcitR) verwendet, in
dem das Gen citR deletiert wurde. Dieser zeigte ein dhnliches Wachstum im Vergleich zum

Wildtyp 168. Somit hat der Repressor von citA keinen Einfluss auf das Wachstum von

B. subtilis.
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Abbildung 4.23: Wachstumsversuch der Zitratsynthasemutanten in C-Malat-Medium
Die Anzucht der Stamme erfolgte wie in der Abbildung 4.22. beschrieben.

Im nachsten Schritt wurde das Wachstum von Doppelmutanten, in denen eine Kombination
der Gene citZ, citA und citR deletiert wurde, untersucht. Dazu wurden die Stimme GP1284
(Acitz, AcitA), GP1285 (AcitZ, AcitR) und GP1286 (AcitR, AcitA) durch Transformation von
GP1281 und GP1282 mit chromosomaler DNA der Stamme GP1282 und GP1283 erstellt. Die
Anzucht der Stamme erfolgte wie bereits zuvor beschrieben. Dabei zeigten die Stamme
GP1285 (AcitZ, AcitR) und GP1286 (AcitR, AcitA) das gleiche Wachstum wie die Stamme
GP1281 (AcitZ) und GP1282 (AcitA). Dies ldsst vermuten, dass unter diesen
Wachstumsbedingungen (Minimalmedium mit Malat als einziger C-Quelle) CitR die
Expression von citA im Stamm GP1281 nicht mehr reprimiert. CitR gehort zur Familie der
LysR Repressoren, daher ware es moglich, dass entweder die Akkumulation von Oxalacetat

oder das Fehlen von Zitrat fur diesen Effekt verantwortlich ist.
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Die Deletion beider Zitratsynthasen im Stamm GP1284 (AcitZ, AcitA) fihrte zum Verlust des
Wachstums in C-Malat-Medium. Dies ist der Beweis, dass CitA den Verlust von CitZ partiell
kompensieren kann.

Somit muss CitA eine weitaus groRere Rolle in der Synthese von Zitrat zugesprochen werden
als bisher vermutet. In weiteren Versuchen sollte die Expression von CitA und die

Enzymaktivitat der Zitratsynthasen genauer charakterisiert werden.

4.2.5. Untersuchung der Expression des Gens citA

Um einen moglichen Effekt der citZ-Deletion auf die Expression von citA zu untersuchen
wurde ein Western Blot durchgefiihrt. Die Fusion von CitA mit einem 3x Flag-Tag im Stamm
GP1287 ermoglichte die sensitive und spezifische Detektion von CitA. Hierfir wurde die
CitA-3x-Flag-Fusion mit Hilfe des Plasmids pGP2517 lber einfach homologe Rekombination
am natdurlichen Genort von citA integriert.

Im nachsten Schritt wurde die citA-3x-Flag-Fusion mit der Deletion von citZ bzw. citR
kombiniert. Daflir wurde der Stamm GP1287 (citA-3x-Flag) mit chromosomaler DNA der
Stamme GP1281 (AcitZ), GP1283 (AcitR) und GP1285 (AcitZ, AcitR) transformiert. Die
erhaltenen Stamme wurden als GP1288 (citA-3x-Flag, AcitZ), GP1289 (citA-3x-Flag, AcitR)
und GP1290 (citA-3x-Flag, AcitZ, AcitR) bezeichnet.

Fir diesen Versuch wurden die Stamme 168, GP1287 (citA-3x-Flag), GP1288 (citA-3x-Flag,
AcitZ), GP1289 (citA-3x-Flag, AcitR) und GP1290 (citA-3x-Flag, AcitZ, AcitR) in
C-Malat-Medium angezogen und das Vorhandensein von CitA im Western Blot analysiert.
Die Anzucht der Zellen erfolgte zundchst UT in LB-Medium. Die entsprechenden UT-Kulturen
wurden fiir die Inokulation der UN-Kulturen in CSE-Glukose-Medium genutzt. Am nichsten
Morgen wurden die UN-Kulturen abzentrifugiert und die Zellen in C-Malat-Medium
resuspendiert. Danach erfolgte ein weiterer Waschschritt, um samtliche Spuren Glukose zu
entfernen. Im Anschluss erfolgte die Inokulation der Hauptkultur in C-Malat-Medium, auf
eine ODeoo von ca. 0,05. Die Hauptkultur wurde bei einer ODeoo von ca. 0,3 (exponentielle
Phase) geerntet. Der Aufschluss der Zellen erfolgte mit der French Press. Die Analyse des

Gesamtzellextraktes mittels Western Blot ist in Abbildung 4.24. dargestellt.
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Abbildung 4.24: Nachweis von CitA im Western Blot.

Die Anzucht der Stamme 168, GP1287 (citA-3x-Flag), GP1288 (citA-3x-Flag, AcitZ), GP1289 (citA-3x-Flag, AcitR)
und GP1290 (citA-3x-Flag, AcitZ, AcitR) erfolgte in C-Malat-Medium bei 37°C. Die Malatkonzentration im
Medium betrug 0,5%. Die Ernte der Zellen erfolgte in der exponentiellen Wachstumsphase bei einer ODsoo von
ca. 0,3. Jeweils 15 pg der Proteinrohextrakte wurden im Western Blot analysiert. Fir diesen Versuch wurde der
FLAG-Antikdrper verwendet. Der Pfeil rechts neben der Grafik zeigt das Signal fur das Flag getaggte CitA mit
einer Masse von ca. 40 kDa an.

Die Kontrolle GP1287 zeigte die Menge an CitA in den Zellen unter natirlichen Bedingungen
an. Das Signal deutet darauf hin, dass citA nur sehr schwach exprimiert war. Im Gegensatz
dazu wurde die volle Expression von citA in Abwesenheit des Repressors CitR erreicht. Der
Stamm GP1289 (citA-3x-Flag, AcitR) zeigte eine ca. 15-fach héhere Menge an CitA in den
Zellen als der Stamm GP1287 (citA-3x-Flag).

Betrachtet man die citA-Expression in GP1288 (citA-3x-Flag, AcitZ), so wird ersichtlich, dass
trotz Vorhandenseins von CitR, eine maximale Expression von citA erreicht wurde. Hier wird
die Vermutung bestatigt, dass durch die Akkumulation von Oxalacetat oder dem Fehlen von
Zitrat der reprimierende Effekt von CitR auf die Expression von citA aufgehoben wird. Eine
zusatzliche Deletion von citR in GP1288 hat keinen weiteren Einfluss auf die Menge an CitA
in den Zellen.

Zusammenfassend zeigt dieser Versuch, dass in Abwesenheit von CitZ die Repression der
citA-Expression durch CitR aufgehoben wird. Somit lasst sich die Frage beantworten, wie der
Stamm GP797 Glutamat aus Malat, trotz fehlender Zitratsynthase, synthetisieren kann.
Durch das Aktivieren der Zitratsynthase CitA wird der Zitratzyklus, der die Vorstufen fir die

Synthese der benétigten Aminosauren liefert, vervollstandigt.
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4.2.6. Charakterisierung der Zitratsynthasen CitA und CitZ aus B. subtilis in
vitro
In B. subtilis gilt die Zitratsynthase CitZ als Einstiegspunkt in den Zitratzyklus. CitZ katalysiert
die Kondensation von Acetyl-CoA mit Oxalacetat zu Zitrat. Neben citZ besitzt B. subtilis ein
weiteres Gen, citA, das fiir eine potentielle Zitratsynthase kodiert. Uber die physiologische
Bedeutung von CitA ist bisher jedoch wenig bekannt (Jin und Sonenshein, 1994). In dieser
Arbeit konnte gezeigt werden, dass CitA eine weitaus gréRere Rolle bei der Synthese von
Zitrat hat als bisher angenommen. Wachstumsversuche haben gezeigt, dass CitA den Verlust
von CitZ partiell kompensieren kann. Daher sollten die Zitratsynthasen CitZ und CitA in vitro
naher charakterisiert werden. Zunachst wurden die Plasmide pGP2515 (Strep-CitZ) und
pGP2516 (Strep-CitA) erzeugt, die fir die Uberexpression und Aufreinigung beider
Zitratsynthasen bendtigt wurden. Die Testexpression ergab, dass sowohl CitZ als auch CitA
im heterologen Wirt E. coli Uberexprimiert werden konnten. Im Anschluss erfolgten die
Uberproduktion und die Aufreinigung wie in Kapitel 3.3.7. beschrieben. Die Zitratsynthasen
wurden mittels Streptactin-Sepharose-Affinitatschromatographie aufgereinigt (siehe
Abbildung 4.25.). Die analysierten Proteinmassen stimmten mit den theoretischen Massen
von 40 kDa fiir Strep-CitA und 41 kDa fir Strep-CitZ iberein. Die Elutionsfraktionen E2 und
E3 wurden vereinigt und bei 4°C fur 48 h dialysiert. Die Proteinkonzentration der
CitA-Losung und CitZ-Lésung wurde mit Bradford bestimmt. Die Konzentration der
CitA-Losung betrug 3,1 mg/ml und 2,6 mg/ml fiir die CitZ-Losung. Im Anschluss erfolgte der

Aktivitatstest fir beide Zitratsynthasen.
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Abbildung 4.25: Aufreinigung der rekombinanten Proteine.

Fir die Aufreinigung der rekombinanten Proteine Strep-CitA (pGP2516) und Strep-CitZ (pGP2515) wurde der
E. coli Stamm BL21(DE3) verwendet. Die Anzucht, der Aufschluss und die Proteinaufreinigung wurde wie im
Abschnitt 3.3.7. beschrieben durchgefiihrt. Nach der Aufreinigung wurden 15 pl der Elutionsfraktionen mittels
einem 15% SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die Abbildung A) zeigt die Aufreinigung von Strep-CitA und in B)
ist die Aufreinigung von Strep-CitZ dargestellt. Im Anschluss erfolgte die Farbung mit Coomassie Brilliantblau
(RE=Rohextrakt, DF=Durchfluss, W=Waschfraktion und E=Elutionsfraktion).

Die aufgereinigten Proteine wurden direkt flir den Enzymassay eingesetzt. Dabei wird bei
geeigneten Pufferbedingungen die Synthese an Zitrat spektrophotometrisch ermittelt. Bei
der Kondensationsreaktion von Acetyl-CoA und Oxalacetat entsteht neben Zitrat auch
Coenzym A. Im nachsten Schritt reagiert Coenzym A mit DTNB
(5,5°-Dithiobis-2-Nitrobenzoesdure - auch Ellmans Reagenz genannt) und bildet TNB
(Trinitrobenzol). Mit Hilfe des Ellmans Reagenzes kann die Menge an gebildeten Thiolen in
den Reaktionsansidtzen bestimmt werden. Zur Bestimmung der Enzymaktivitat der
Zitratsynthasen wurde die Absorption von TNB bei einer Wellenlange von A = 412 nm

gemessen (Srere, 1972; Bergmeister, 1970).
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Abbildung 4.26: Charakterisierung der enzymatischen Aktivitdt von CitZ und CitA.

Die Produktion von Zitrat durch CitZ (gepunktete Linie) und CitA (gestrichelte Linie) wurde
spektrophotometrisch bestimmt. Zur Berechnung von Enzymaktivitditen wurde die Absorption bei einer
optischen Dichte von 412 nm gemessen. Die Anderung der optischen Dichte wurde gegen die Zeit in min
aufgetragen.

Die in der Abbildung 4.26. dargestellten Enzymaktivitatsmessungen haben gezeigt, dass
sowohl CitZ als auch CitA Zitrat aus Oxalacetat und Acetyl-CoA synthetisieren kdnnen. Flr
jeden Reaktionsansatz wurden 40 pg der entsprechenden Proteine eingesetzt. Im Anschluss
wurde die Umsetzung von DTNB zu TNB fiir 20 min bei einer Wellenlange von 412 nm
aufgezeichnet. Die Daten zeigen, dass CitA eine etwa 3-fach hohere Aktivitat besitzt als CitZ.
Dabei zeigte CitZ eine gleichbleibende Umsatzrate von 0,008 AU/min. Im Gegensatz dazu
veranderte sich die Umsatzrate von CitA in Abhdngigkeit von der Zeit. Innerhalb der ersten 5
min des Versuches wurde eine Umsatzrate von 0,06 AU/min aufgezeichnet. Danach

verringerte sich die Rate auf 0,011 AU/min.
Weitere Versuche sind notig, um CitZ und CitA genauer zu charakterisieren.

Entgegen der Annahme, dass CitA keine Rolle bei der Synthese von Zitrat spielt, konnte
innerhalb des Versuches die Synthese von Zitrat durch CitA nachgewiesen werden. Dies
bestatigt noch einmal, dass CitA den Verlust von CitZ teilweise kompensieren kann. Diese

Daten haben gezeigt, dass CitA in funktionale Zitratsynthase ist.

4.3. Studien hinsichtlich des Minimalgenoms von B. subtilis

Das ,,Minimal Genome Project” hat das Ziel die grundlegenden Elemente des Lebens zu

verstehen. Die einzelnen Bausteine kénnen individuell genutzt werden, u.a. fir die Selektion
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auf Antibiotikaresistenz oder fir die Optimierung von Syntheseverfahren. Aufgrund der
GenomgrolRe von 4,1 Mb, der schnellen Wachstumsrate und der Fahigkeit, DNA aus der
Umgebung aufzunehmen ist B. subtilis ein ausgezeichneter Kandidat fiir dieses Projekt
(Ara et al., 2007). Im Rahmen des ,Minimal Genome Project” werden grolRe Bereiche der
DNA deletiert, die nicht fir das Wachstum unter optimalen Bedingungen bendétigt werden.
Diese Arbeit beschaftigt sich mit der Etablierung des Cre/Lox-Systems fiir markerlose
Deletionen in B. subtilis. Weiterhin sollten die Gene, die fiir Enzyme der Glykolyse kodieren,

in einer funktionalen Kassette fusioniert werden.

4.3.1. Markerlose Deletion mit Hilfe des Cre/Lox-Systems

Herkdmmliche Deletionen werden in B. subtilis haufig mit Hilfe der LFH-PCR hergestellt.
Dabei wird das zu deletierende Gen mit einer Antibiotikaresistenzkassette ausgetauscht. Der
Nachteil dieser Methode ist die Anzahl der aufeinanderfolgenden Deletionen. Bisher war es
nicht moglich, mehr als 6 Bereiche in einem Stamm zu deletieren, da nicht ausreichend
Marker zur Verfligung stehen. Vorhergehende Studien haben bereits gezeigt, dass das
Cre/Lox-System fiur die Deletion einzelner Gene in B. subtilis verwendet werden kann
(Kumpfmiller et al., 2013). Dieses System wurde im Bakteriophagen P1 entdeckt und
besteht aus einer Cre-Rekombinase sowie den so genannten Lox-Stellen. Diese Bereiche sind
34 bp lang und werden von der Cre-Rekombinase erkannt und die Rekombination der
beiden Lox-Sequenzen katalysiert. Der dazwischenliegende Bereich wird dabei
herausgeschnitten. Das, in der Arbeit von Kumpfmiller et al., 2013 beschriebene
Cre/Lox-System  wurde hier mit der LFH-PCR  kombiniert.  Wird die
Antibiotikaresistenzkassette einer LFH-PCR mit der Lox-Sequenz verbunden, so kann im
Nachhinein die Resistenzkassette aus dem Genom herausgeschnitten werden. Lediglich 34
bp verbleiben am urspriinglichen Genort. Die Abbildung 4.27. zeigt schematisch den Ablauf
der Rekombination. Im Abschnitt 3.3.6. befindet sich ein ausfiihrliches Protokoll fir die
markerlose Deletion von Genen im Chromosom von B. subtilis mit Hilfe des

Cre/Lox-Systems.
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Abbildung 4.27: Markerlose Deletion mit dem Cre/Lox-System.

Mit Hilfe des Cre-Lox-Systems kdnnen Abschnitte im Genom von B. subtilis markerlos deletiert werden. Das zu
deletierende Gen wird im ersten Schritt mit einer Resistenzkassette, die von den 34 bp Lox-Sequenzen flankiert
sind, ausgetauscht. Diese Lox-Bereiche sind nahezu identisch und bilden eine Schleife bei dem Annealing aus.
Die Cre-Rekombinase erkennt diesen Bereich und schneidet die Region zwischen den Lox-Stellen heraus
(Benjamin Sieters).

4.3.2. Die Deletion des citRA-Lokus mit Hilfe des Cre/Lox-Systems

Zunachst musste die markerlose Deletion mit dem modifizierten Cre/Lox-System fir
B. subtilis getestet werden. Hierflr wurde der citRA-Lokus ausgewahlt. Die bisherigen Daten
zeigten, dass die unbedeutende Zitratsynthase CitA den Verlust von CitZ teilweise
kompensieren kann. Da noch immer das Ziel bestand, einen Stamm zu konstruieren, der
keine Enzyme des Zitratzyklus besitzt, sollten die Deletionen der Stamme GP718 (AcitG),
GP790 (AcitZz-mdh), GP791 (AsucCD), GP1275 (AcitB) und GP1276 (AodhAB) mit einer
markerlosen Deletion der citRA und sdhCAB Bereiche kombiniert werden. Der daraus
resultierende Stamm besitzt keinen funktionalen Zitratzyklus. Fiir die Konstruktion der
Deletionsmutante (AcitRA) von B. subtilis wurde zundchst eine ca. 1,5 kb
Kanamycin-Resistenzkassette amplifiziert, die von den Lox71 und Lox66 Sequenzen flankiert
war. Das Plasmid pGP2514 diente hierbei als Matrize. Des Weiteren wurden zwei
Primerpaare verwendet, mit denen die flankierenden Bereiche der zu deletierenden Gene
amplifiziert werden konnten. Diese Fragmente mit einer GroRe von ca. 1000 bp mussten so
gewahlt werden, dass die Expression der angrenzenden Gene nicht beeinflusst wurde. An
das strangauf- und -abwarts liegende DNA-Fragment wurde mit dem reverse Primer bzw.
forward Primer jeweils eine 35 bp lange Sequenz angehangt. Diese Sequenz ist
komplementér zu der Lox61 und Lox77 Sequenz des 5’- bzw. 3’-Endes der Resistenzkassette.
In einer zweiten PCR wurden die strang- und -abwarts liegenden DNA-Fragmente mit der

Resistenzkassette (iber die 35 Nukleotide lange Sequenz miteinander verbunden und
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amplifiziert. Der Wildtypstamm von B. subtilis wurde direkt mit den erhaltenen

PCR-Produkten transformiert.

Im Anschluss wurde die Resistenzkassette mit Hilfe der Xylose induzierbaren
Cre-Rekombinase herausgeschnitten, die im sacA-Lokus integriert war. Die Cre-Rekombinase
wurde Uber homologe Rekombination aus dem Stamm JK27 mittels Transformation mit
chromosomaler DNA und anschlieBender Selektion auf Medium mit Zeocin in den
Deletionsstamm eingebracht (Kumpfmiller et al., 2013). Die Transformanten wurden
vereinzelt und eine Einzelkolonie wurde in LB-Medium mit 0,5% Xylose angezogen, um die
Expression der Cre-Rekombinase zu gewahrleisten. Bei einer ODggo von ca. 0,4 wurden die
Zellen auf 10 verdiinnt und auf SP-Medium ausplattiert. Am nichsten Tag wurden Kolonien
gepickt und auf SP-Platten mit und ohne Kanamycin ausgestrichen. Dabei wurde der Verlust
der Kanamycinresistenzkassette untersucht. Kolonien, die nur auf SP-Medium wachsen
konnten, haben die Kanamycinresistenzkassette verloren. Mittels PCR konnte der korrekte
Einbau bzw. das Herausschneiden der Resistenzkassette bestdtigt werden. Die
Sequenzierung zeigte, dass die Rekombination an den vorgesehenen Lox-Bereichen erfolgte.
Der Stamm ohne citRA-Lokus erhielt die Bezeichnung GP1755 (AcitRA). Die Abbildung 4.28.
zeigt schematisch die Deletion des citRA-Lokus in GP1755 (AcitRA).

Im nachsten Schritt erfolgte die Deletion des sdhCAB-Operons in GP1755 (AcitRA). Zunachst
wurde das Operon durch eine Kanamycinresistenz, flankiert von Lox-Sequenzen, Uber
homologe Rekombination ausgetauscht. Die Induktion der Cre-Rekombinase mit Xylose
fihrte zum Verlust der Resistenz gegeniiber Kanamycin. Die Sequenzierung der
strang- und -abwarts liegenden Region bestdtigte die erfolgreiche Deletion des

sdhCAB-Operons im Stamm GP1758 (AcitRA, AsdhCAB).

Die Versuche haben gezeigt, dass mit Hilfe des modifizierten Cre/Lox-Systems zuverldssig
mehrere Deletionen aufeinanderfolgend im Chromosom von B. subtilis eingefligt werden
konnten. Die Kombination der Stamme GP1758 mit GP718 (AcitG), GP790 (AcitZ-mdh),
GP791 (AsucCD), GP1275 (AcitB) und GP1276 (AodhAB) wurde leider noch nicht beendet.
Daher konnten zum derzeitigen Zeitpunkt noch keine Aussagen lber das Wachstum des

fertigen Deletionsstammes gemacht werden.
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Lox71 ataacttcgtatagcatacattatacgaacggta
Lox 66 TACCGTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTAT
et
citR citA
KAN

+ Xylose

‘ TACCGTTCGTATAGcatacattatacgaacggta
I%I%/yw

Abbildung 4.28: Konstruktion einer citRA Deletionsmutante mit Hilfe des Cre/Lox-Systems.

Durch doppelt homologe Rekombination wird der citRA-Lokus durch eine <ca. 1,5 kb
Kanamycinresistenzkassette, die von den Lox61 und Lox77 Sequenzen flankiert ist, ersetzt. Nach Induktion der
Expression der Cre-Rekombinase durch Xylose wird die Resistenzkassette herausgeschnitten. Die Mutante
GP1755 wurde nach diesem Prinzip konstruiert. Ein 34 bp langes Fragment bestehend aus Bereichen der Lox61
und Lox77 Sequenz verbleibt nach der Rekombination im Chromosom. Die groRen und kleinen Buchstaben
reprasentieren den jeweiligen Teil der entsprechenden Lox-Sequenz (Benjamin Sieters).

4.3.3. Reorganisation der Gene pgi, fbaA und ptsGHI im Genom von B. subtilis

Die Gene pgi, fbaA und das ptsGHI-Operon, die fir die glykolytischen Enzyme
Glukose-6-Phosphat Isomerase, Fruktose-1,6-bisphosphat  Aldolase und das
Aufnahmesystem fiir Glukose kodieren, sollten schrittweise zwischen die Gene dnaE und
ackA eingefiigt werden. Zusatzlich sollte die dazwischenliegende Region, bestehend aus
25 Genen, entfernt werden. Dies wiirde das Genom von B. subtilis um 20.000 bp bzw. 0,5%
reduzieren. Die Abbildung 4.29. zeigt schematisch den Ablauf der Integration der
glykolytischen Gene zwischen dem dnaE und dem ackA-Lokus. Hierbei wurde die Fahigkeit
ausgenutzt Uber homologe Rekombination DNA-Fragmente in das Chromosom von B.
subtilis einzubauen.

Zunachst wurde das Gene pgi, fusioniert mit einer Kanamycinresistenzkassette, zwischen die
Gene dnaE und ytrl eingeflgt. Hierfir wurden die Bereiche dnaE, ytrl, pgi und die
Kanamycinresistenzkassette amplifiziert. Sdimtliche Elemente, die fiir die Transkription und
Translation von pgi notwendig sind, wurden bei der PCR ebenfalls mit bericksichtigt. Die

vier Fragmente wurden in einer zweiten PCR-Reaktion miteinander (iber homologe Bereiche,
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die an die Primer angehdngt wurden, fusioniert. Der Wildtypstamm von B. subtilis wurde
direkt mit den erhaltenen PCR-Produkten transformiert. Eine PCR mit der chromosomalen
DNA der Transformanten deutete auf den korrekten Einbau der pgi-aphA3-Fusion zwischen
dnaE und ytrl hin. Dies konnte durch Sequenzierung bestatigt werden. Der resultierende
Stamm wurde als GP1751 bezeichnet.

Im nachsten Schritt wurde die Kanamycinresistenzkassette des Stammes GP1751 gegen eine
fbaA-cat-Fusion ausgetauscht. Zundachst wurden die einzelnen DNA-Fragmente amplifiziert.
In einer zweiten PCR-Reaktion wurden die Bereiche dnaE-pgi, ytrl, fbaA (inklusive Elemente
der Translation und Transkription) und die Chloramphenicolresistenzkassette miteinander
Uber homologe Bereiche, die an die Primer angehangt wurden, fusioniert. Das erhaltene
PCR-Produkt wurde in den Stamm GP1751 transformiert und durch Selektionsdruck die
Kanamycinresistenzkassette gegen die fbaA-cat-Kassette mittels homologer Rekombination
ausgetauscht. Anhand einer Sequenzierung des artifiziellen Lokus wurde der Stamm
GP1752 Uberprift.

Im letzten Schritt wurde die Chloramphenicolresistenz des Stammes GP1752 gegen die
ptsGHI-aphA3-Fusion ausgetauscht. Dabei wurden zusatzlich 25 Gene (ytrl-moaB) deletiert.
Wie bereits beschrieben erfolgte zunachst die Amplifikation der Bereiche pgi-fbaA, ackA,
ptsGHI und die Kanamycinresistenzkassette. Unter nativen Bedingungen wird die Expression
des ptsGHI-Operons durch den transkriptionalen Antiterminator GIcT reguliert. Um diese
Regulation zu umgehen wurde lber den Primer ein artifizieller Promoter mit der Sequenz 5°
TTGTCAAGTGAAGGCGCGCTATGCTACAATACAGCTTGGAAATAGAGGAGG (die -35 und -10
Region des Promoters sind unterstrichen; die Shine Dalgano Sequenz ist kursiv markiert) an
das ptsGHI-Operon angehangt. Daflir wurde ein mittelstarker Promoter, der konstitutiv aktiv
ist, verwendet (Stannek et al., unpubliziert). Die vier DNA Fragmente wurden miteinander
Uber homologe Bereiche, die an die Primer angehidngt wurden, fusioniert. Der Stamm
GP1752 wurde direkt mit den erhaltenen PCR-Produkten transformiert. Mittels PCR und
Sequenzierung wurde der korrekte Einbau bestatigt. Der resultierende Stamm wurde als
GP1757 bezeichnet.

Diese Versuche haben gezeigt, dass mittels PCR artifizielle Kassette konstruiert und
erfolgreich in das Chromosom von B. subtilis integriert werden kdnnen. So ware es moglich

weitere essentielle Stoffwechselwege miteinander zu kombinieren. Weiterhin besteht die
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Moglichkeit die Resistenzkassette fir die Integration des letzten Fragmentes mit Hilfe des

zuvor beschriebenen Cre/Lox-Systems zu entfernen.
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4.3.4. Funktionalitat des pgi-fbaA-ptsGHI Konstrukts

Um die Funktionalitdit der pgi-fbaA-ptsGHI-Fusion zu analysieren, wurden
Wachstumsversuche durchgefihrt. Daflir wurden die glykolytischen Gene im nativen Lokus
deletiert. Hier ist das Vermogen auf Minimalmedium zu wachsen, ein Indikator fiir die
Funktionalitat der pgi-fbaA-ptsGHI-Fusion.

Zunachst sollten die Stamme GP1761 (pgi-fbaA; Apgi und AfbaA) und GP1767
(pgi-fbaA-ptsGHI; AptsGHI) konstruiert werden. Dafir wurden die Stamme GP1752
(pgi-fbaA) und GP1757 (pgi-fbaA-ptsGHI) mit chromosomaler DNA der Stamme GP508
(Apgi), GP596 (AfbaA) und GP778 (AglcT-ptsGHI) transformiert. Die Selektion der
Transformanten erfolgte jeweils auf SP-Medium mit den entsprechenden. Die Deletionen in
den Stamme GP1761 und GP1767 wurden im Anschluss durch PCR Uberprift.

Fir die Analyse des Wachstums wurden die Staimme 168, GP508 (Apgi), GP596 (AfbaA),
GP778 (AglcT-ptsGHI), GP1752 (pgi-fbaA), GP1757 (pgi-fbaA-ptsGHI), GP1761 (pgi-fbaA;
Apgi und AfbaA) und GP1767 (pgi-fbaA-ptsGHI; AptsGHI) zuerst in UN-Kulturen in
LB-Medium angezogen. Die entsprechenden UN-Kulturen wurden fiir die Inokulation der
UT-Kulturen in CSE-Glukose-Medium bzw. CSE-Glukose-Arginin-Medium genutzt. Nach 6h
erfolgte die Inokulation der Hauptkultur (im gleichen Medium) auf eine ODeoo von ca. 0,05.
Das Wachstum der Stamme wurde im Anschluss in regelmafligen Abstanden durch Messen
der optischen Dichte bei 600 nm im ,Platereader” iberwacht. GP1757 und alle Derivate
bendtigen Arginin im Medium, da bei der Integration des ptsGHI-Operons im ektopischen
Lokus Gene deletiert wurden, die fiir die Synthese von Arginin benétigt werden.

Die Abbildung 4.30. zeigt, dass die Fusion von pgi und fbaA im ektopischen Lokus funktional
war. Die Positiv- und Negativkontrolle zeigten das erwartete Wachstum. Der Laborstamm
168 war in der Lage, auf C-Minimalmedium mit Glukose gut zu wachsen. Im Gegensatz dazu
wiesen die Stamme GP508 (Apgi) und GP596 (AfbaA) kein Wachstum auf. Den Stammen
GP508 und GP596 fehlt entweder das Enzym Glukose-6-Phosphat Isomerase oder
Fruktose-1,6-bisphosphat Aldolase. Beide sind unabdingbar fiir das Wachstum auf Glukose.
Die Stamme GP1752 und GP1761, die beide die pgi-fbaA-Fusion im ektopischen Lokus
tragen, zeigten ein dhnliches Wachstumsverhalten in C-Glukose-Medium. Dabei spielte es
keine Rolle, ob die native Kopie von pgi bzw. fbaA im Chromosom vorhanden war. Dies zeigt

deutlich, dass die pgi-fbaA-Fusion funktional war. Im Vergleich zum Wildtyp 168 ist das



Ergebnisse 120

Wachstum der Stamme mit der pgi-fbaA-Fusion verzdgert. Jedoch wird dieselbe maximale

optische Dichte erreicht.

0.9
—— 168
0.8 — =GP508
— - GP596
- ===GP1752
2 S e GP1761
— Zeit [h]

20

Abbildung 4.30: Wachstumsversuch der pgi-fbaA-Fusion im ektopischen Lokus.

Die Stamme 168, GP508 (Apgi), GP596 (AfbaA), GP1752 (pgi-fbaA), und GP1761 (pgi-fbaA; Apgi und AfbaA)
wurden UN in LB-Medium bei 37°C angezogen. Das Wachstum der Stimme UT erfolgte durch Inokulation in
C-Glukose-Medium. Im Anschluss wurde die Hauptkultur (C-Glukose-Medium) zu einer ODsoo von 0,05
angeimpft. Die Hauptkultur wurde bei 37°C im ,,Platereader” inkubiert. In regelmaRigen Abstanden erfolgte die
Bestimmung der optischen Dichte bei 600 nm. Die Glukosekonzentration im Medium betrug 0,5%. Die
Abbildung zeigt eine reprasentative Wachstumskurve flir mindestens drei unabhangige Experimente.

Im nachsten Schritt wurde die Funktionalitdt des ptsGHI-Operons mit dem artifiziellen
Promoter am ektopischen Lokus untersucht. In der Abbildung 4.31. ist das Wachstum der
entsprechenden Stamme dargestellt. Die Positiv- und Negativkontrolle zeigten das
erwartete Wachstum. Der Laborstamm 168 war in der Lage auf C-Minimalmedium mit
Glukose und Arginin gut zu wachsen. Im Gegensatz dazu wies der Stamm GP778
(AglcT-ptsGHI) ohne funktionales Aufnahmesystem fir Glukose nur ein geringes Wachstum
auf. Dieser Stamm nutzt das vorhandene Arginin im Medium als Kohlenstoffquelle bis
samtliches Arginin aufgebraucht wurde. Danach erfolgte kein Wachstum mehr. Die Stamme
GP1757 und GP1767, die eine ektopische Kopie des ptsGHI-Operons tragen, waren in der
Lage, auf Minimalmedium mit Glukose und Arginin zu wachsen. Hiermit wurde bestatigt,

dass die Fusion von pgi, fbaA und den ptsGHI-Operon funktional ist.
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Abbildung 4.31: Wachstumsversuch pgi-fbaA-Fusion im ektopischen Lokus.

Das Wachstum der Stamme 168, GP508 (Apgi), GP596 (AfbaA), GP1752 (pgi-fbaA), und GP1761 (pgi-fbaA; Apgi
und AfbaA) wurden in C-Glukose-Medium untersucht. Die Hauptkultur wurde bei 37°C im ,Platereader”
inkubiert. In regelmaRigen Abstinden erfolgte die Bestimmung der optischen Dichte bei 600 nm. Die
Glukosekonzentration im Medium betrug 0,5%. Drei unabhdngige Versuche zeigten ein &hnliches
Wachstumsverhalten samtlicher B. subtilis Stamme.
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5. Diskussion

5.1. Die Bedeutung des Methylglyoxalmetabolismus

Die Bedeutung von Methylglyoxal wird sehr kontrovers diskutiert. Hier fallt sofort auf, dass
das toxische Methylglyoxal in allen Lebewesen anzutreffen ist. Es verursacht irreversible
Schaden an der DNA und den Proteinen der Zelle. Dabei wird haufig die Funktion der
Proteine beeintrachtigt. Die erhéhte Mutationsrate der DNA kann ebenfalls Auswirkungen
auf die Synthese von Proteinen oder die Regulation der Genexpression haben
(Thornally, 2008). Schon geringste Mengen an Methylglyoxal beeintrachtigen das Wachstum
von Bakterien (Nguyen et al., 2009).

Dabei entsteht es in vielen Organismen als Nebenprodukt von Stoffwechselvorgdangen wie
z.B. der Glykolyse. In Bakterien wird Methylglyoxal enzymatisch  aus
Dihydroxyacetonphosphat gebildet. Da es, wie bereits erwdhnt, sehr toxisch fiir die Zelle ist,
ist es unabdingbar, dass die Produktion und der Abbau von Methylglyoxal strikt reguliert
werden. In Bakterien dient der Methylglyoxalmetabolismus als Uberdruckventil. Unter guten
Wachstumsbedingungen kann die hohe Aufnahmerate von Kohlenhydraten das
Gleichgewicht der Glykolyse stéren. Dies fiihrt zu einer Akkumulation von
Zuckerphosphaten, die toxisch fir die Zelle sind. Unter diesen Bedingungen wird die
Methylglyoxalsynthase aktiviert und vermindert den durch die Zuckerphosphate
hervorgerufenen Zellstress. Somit gibt es einen direkten Zusammenhang zwischen dem
Phosphathaushalt der Zelle und der Aktivitit der Methylglyoxalsynthase
(Totemeyer et al., 1998; Saadat und Harrison, 1999; Weber et al., 2005; Landmann et al.,
2011).

Methylglyoxal ist auch in den Zellen des Menschen anzutreffen. Im menschlichen Kérper
wird es spontan durch Glukoseautooxidation und bei der Peroxidation von Lipiden gebildet
(Baynes und Thorpe, 2000; Thornally, 1996). Im Menschen entstehen ,Advanced Glycation
End Products” (AGEs) spontan durch die Reaktion von Methylglyoxal mit Amino- und
Sulfhydrylgruppen in Proteinen. Diese Verbindungen beeinflussen die Funktion und Struktur

von Proteinen und Nukleinsduren. Es besteht ein direkter Zusammenhang zwischen den
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AGEs und Krankheiten wie Diabetes, Alzheimer und Arteriosklerose
(Brownlee, 1995; Palinski et al., 1995; Brownlee, 2001; Tan et al., 2007). Diabetespatienten
weisen eine erhohte intrazelluldre Konzentration an Glukose auf. Dies fiihrt wiederum zu
einem Anstieg der Methylglyoxalkonzentration in den Zellen. Vor kurzem konnte
nachgewiesen werden, dass Methylglyoxal das Schmerzempfinden von Menschen erhoht,
indem es an Nervenbahnen bindet, die fir die Wahrnehmung von Schmerzen verantwortlich

sind (Bierhaus et al., 2012).

Der Abbau von Methylglyoxal und anderen reaktiven Aldehyden erfolgt mit Hilfe des
Glyoxalasesystems. Uber zwei enzymatische Reaktionen wird Methylglyoxal zu D-Laktat
umgewandelt. Zunadchst entsteht Hemithioacetal spontan aus Methylglyoxal. Die
Glyoxalasen | und Il katalysieren die Reaktion von Hemithioacetal iber S-Lactoylglutathion
zu D-Laktat. Zusatzlich gibt es Aldoketoreduktasen, die direkt Methylglyoxal zu Acetol
umwandeln (Ferguson et al., 1998; Maclean et al., 1998; Ko et al.,, 2005). Diese
Abbausysteme sind in vielen Organismen stark konserviert. B. subtilis stellt hier eine
Ausnahme dar, da es kein Glutathion besitzt. Jedoch konnte im letzten Jahr gezeigt werden,
dass das homologe bacillithiolabhdngige Abbausystem fiir die Detoxifizierung verantwortlich
ist. Das Substrat der Glyoxalase I, Hemithioacetal, entsteht in B. subtilis bei der spontanen
Reaktion von Bacillithiol mit Methylglyoxal. Der weitere Abbau von Methylglyoxal ist
identisch  zu den bereits geschilderten Abbauwegen (Newton et al., 2009;
Gaballa et el., 2010; Helmann, 2011; Fahrey et al., 2013; Sharma et al., 2013; Chandrangsu et
al., 2014;).

Methylglyoxal ist auch in der Biotechnologie anzutreffen. Als wichtiges Zwischenprodukt der
1,2-Propandiolsynthese hat es eine sehr groBe Bedeutung. 1,2-Propandiol dient als
Ausgangsprodukt fir viele pharmazeutische oder kosmetische Produkte. Weiterhin findet es
Anwendung als Lésungsmittel und Lebensmittelzusatz. Einige Mikroorganismen wie z.B.
E. coli und Saccharomyces cerevisiae sind in der Lage, Methylglyoxal in 1,2-Propandiol
umzuwandeln. Aufgrund der hohen Nachfrage von 1,2-Propandiol ist es unabdingbar, den
Prozess der enzymatischen Synthese von 1,2-Propandiol zu verstehen (Altaras et al., 2001;

Jung et al., 2008; Lee und Dasilva, 2006).
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In Anbetracht dieser Eigenschaften ist es von groRBer Bedeutung die Synthese, den Abbau
und den Wirkungsmechanismus von Methylglyoxal zu untersuchen. Diese Arbeit liefert

einen strukturellen Einblick in die Regulation der MgsA-Aktivitat in B. subtilis.

5.2. Die Familie der Methylglyoxalsynthasen

Die ausschlielllich in Bakterien vorkommenden Methylglyoxalsynthasen sind die einzigen
Enzyme, die spezifisch Methylglyoxal aus Dihydroxyacetonphosphat synthetisieren knnen.
Die anschlieBende Verwertung von Methylglyoxal zu Pyruvat Gber D-Laktat 6ffnet einen
Nebenweg der Glykolyse. Bei diesem Bypass wird keine Energie gewonnen, er liefert jedoch
inorganisches Phosphat, das fir die Gewinnung von ATP und anderen Energietragern
bendtigt wird. Daher ist es auch nicht verwunderlich, dass die Aktivitat der
Methylglyoxalsynthasen in Abhangigkeit von Phosphat bzw. phosphorylierten Intermediaten
der Glykolyse reguliert wird (Hopper und Cooper 1971; Hopper und Cooper 1972;
Cooper, 1984).

5.2.1. Die Struktur der Methylglyoxalsynthasen

Obwohl Methylglyoxalsynthasen in vielen Mikroorganismen anzutreffen sind, gibt es bisher
kaum Informationen Uber deren Struktur und Regulation auf molekularer Ebene. In dieser
Arbeit konnte die Struktur von MgsA aus B. subtilis gelost werden. MgsA bildet einen
hexameren Komplex (s. Abb. 4.19). Jede monomere Untereinheit wird aus 4 B-Faltblattern
gebildet, die von 6 a-Helices umgeben sind. Anhand der Struktur wird ersichtlich, dass das
eigentliche ,,Hexamer” ein Trimer aus Dimeren ist. Dabei ist die Anordnung des Hexamers als
Trimer aus Dimeren ein weit verbreiteter Mechanismus. Erst kiirzlich konnte gezeigt werden,
dass die Diadenylatzyklase CdaS aus B. subtilis ebenfalls ein Trimer aus Dimeren ist. CdaS

synthetisiert das essentielle Signalmolekil c-di-AMP (Mehne et al., 2014).

Dabei bilden drei MgsA-Dimere die hexagonale Form. Die Struktur zeigt, dass es zwei
Dimerisierungsgrenzflachen gibt. Eine der beiden Grenzflachen (im spateren Verlauf als
Grenzflaiche 1 bezeichnet) wird durch die N-terminalen Helices von MgsA gebildet.
(s. dazu die Grenzflache zwischen den Molekile in pink und in grau, in hellblau und in rot

sowie in dunkelblau und in gelb der Abbildung 4.20). Diese Region ist durch Salzbriicken
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gekennzeichnet. Eine genauere Analyse zeigt, dass die Aminosduren Alanin-93 und Leucin-97
maRgeblich an dieser Interaktion beteiligt sind. Eine weitere Dimerisierungsgrenzflache
bilden die C-terminalen Helices von MgsA. Diese Grenzflaiche (im spateren Verlauf als
Grenzflaiche 2 bezeichnet) wird durch Wasserstoffbriickenbindungen (s. dazu die
Grenzflache zwischen den Molekilen in rot und in dunkelblau, in gelb und in pink sowie in
grau und in hellblau der Abbildung 4.20) ausgebildet. An der Ausbildung dieser Grenzflache

sind die Aminosauren Threonin-107 und Threonin-111 beteiligt.

Die Struktur von MgsA aus B. subtilis ahnelt stark der von E. coli. Es gibt lediglich kleine
Unterschiede in der Struktur der Monomere. Im Gegensatz zu MgsA aus B. subtilis wird
MgsA aus E. coli aus 5 B-Faltblattern, die von 5 a-Helices umgeben sind, ausgebildet. Eine
zusatzliche Helix am N-Terminus von MgsA in E. coli erflllt regulatorische Funktionen. Dies
wird im nachsten Abschnitt naher diskutiert. Auch in E. coli ist die aktive Form von MgsA ein
Hexamer, welches sich aus drei Dimeren zusammensetzt. Aufgrund der Anordnung der
einzelnen Monomere ergeben sich auch hier mehrere Dimerisierungsgrenzflaichen. Wie
bereits flir B. subtilis beschrieben, wird eine der beiden Dimerisierungsgrenzflaichen durch
Wasserstoffbriickenbindungen und die andere durch Salzbriicken ausgebildet. Anhand der
Struktur des Hexamers aus E. coli wurde eine weitere Dimerisierungsgrenzflache
identifiziert. Hierbei bilden die Loops von drei MgsA-Monomeren, die in das Zentrum des
Hexamers hineinragen, eine gemeinsame Interaktionsflaiche aus. Die Bedeutung dieser
Dimerisierungsgrenzflache ist unbekannt (Saadat und Harrison, 1999). In Thermus sp.,
Thermus thermophilus und Thermotoga maritima bildet MgsA ebenfalls ein Hexamer aus,
das in seiner Struktur dem von B. subtilis und E. coli sehr dhnlich ist (Pazhang et al., 2010;

Joint center for structural genomics, unpubliziert, 2004 und 2005).

5.2.2. Die Regulation der Methylglyoxalsynthasen

Enzyme haben eine sehr grofle biologische Bedeutung, da sie als Katalysatoren fir die
meisten Reaktionen des Stoffwechsels aller Organismen dienen. Damit unter bestimmten
Nahrstoffbedingungen nur die dafiir bendtigten spezifischen Reaktionen ablaufen, unterliegt
die Aktivitat einzelner Enzyme einer strengen Regulation. So kann unter anderem durch eine
veranderte Genexpression indirekt Einfluss auf Enzymaktivititen genommen werden. Denn

nur unter spezifischen Bedingungen werden die benétigten Enzyme exprimiert. Die Aktivitat
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eines Enzyms kann auch durch verschiedene Mechanismen an die jeweiligen
Nahrstoffbedingungen angepasst werden. Dazu zdhlen Modifikationen, wie allosterische
Wechselwirkungen, Phosphorylierungen, Acetylierungen, Methylierungen, Aktivierung durch

Spaltung von Proteinen oder Regulation der Enzymaktivitat durch andere Proteine.

Die allosterische Regulation von Proteinen erfolgt durch Bindung eines Effektors. Das
regulatorisch wirksame Molekiil bindet an anderer Stelle als das Substrat. Dabei bewirkt die
Bindung eine Veranderung der Konformation des entsprechenden Enzyms unter
Beeinflussung des aktiven Zentrums (Goodey und Benkovic 2008). Im Laufe der Jahre wurde
eine Vielzahl von Proteinen identifiziert, die einer allosterischen Regulation unterliegen. Ein
bekanntes Beispiel hierfir stellt die Phosphofruktokinase dar

(Marschke und Bernlohr, 1973).

Samtliche in Bakterien charakterisierten Methylglyoxalsynthasen unterliegen einer
allosterischen Regulation. Die Bindung von Phosphat inaktiviert MgsA durch ein
Konformationsanderung. Folglich wird kein Methylglyoxal mehr produziert. In E. coli
verursacht Phosphat eine Konformationsanderung der Grenzflache 1. Wie bereits erwahnt,
wird diese Interaktionsflache durch Salzbriicken ausgebildet. Dabei erfolgt die Bindung von
Phosphat an der zur Innenseite des Hexamers gerichteten Region der Grenzflache 1. Hier ist
das Lysin-21 an der Bindung von Phosphat beteiligt. Dabei reduziert sich die Anzahl der
Salzbriicken von sechs auf zwei. Dies fihrt zur Stérung in der Struktur, indem der Zugang
zum aktiven Zentrum verandert wird. Als Konsequenz kann Dihydroxyacetonphosphat
moglicherweise nicht mehr von MgsA gebunden werden. Das Alignment (siehe Abb. 4.2.)
von MgsA verschiedener Mikroorganismen zeigt, dass im Vergleich zu B. subtilis der N-
Terminus von MgsA aus E. coli zusatzlich zehn Aminosduren besitzt. Dieser Bereich hat
regulatorische Funktionen. Das allosterische Signal wird durch die Bindung von Phosphat
Uber diese Region auf die benachbarte Untereinheit des MgsA-Hexamers (ibertragen
(Saadat und Harrison, 1999). Auch in Thermus sp. bewirkt die Bindung von Phosphat eine
Konformationsanderung, die zur Inaktivierung von MgsA fiihrt. Untersuchungen beziiglich
eines Fusionsproteins, bei dem MgsA aus Thermus sp. mit den zehn N-terminalen
Aminosaduren aus E. coli fusioniert war, haben gezeigt, dass der allosterische Effekt von

Phosphat verstarkt werden konnte. Dies bestatigte, dass der N-Terminus von MgsA indirekt
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an der Regulation der Enzymaktivitdt in E. coli beteiligt ist (Farsi et al., 2012;
Pazhang et al., 2010; Zareian et al., 2011).

Auch in B. subtilis erfolgt die Regulation der Methylglyoxalsynthaseaktivitat Gber Phosphat.
Untersuchungen haben verdeutlicht, dass eine steigende Phosphatkonzentration die
MgsA-Aktivitat in vitro hemmt (Landmann, 2011). Eine zusatzliche Ebene der Regulation der
MgsA-Aktivitat stellt die direkte Protein-Protein Interaktion mit Crh dar. Im
dephosphorylierten Zustand kann Crh einen Komplex mit MgsA eingehen, was zur
Inaktivierung von MgsA fihrt und die Produktion von Methylglyoxal verhindert. Im
Gegensatz dazu hat unter sehr guten Nahrstoffbedingungen die steigende intrazelluldre
Konzentration von Fruktose-1,6-bisphosphat und ATP einen stimulierenden Effekt auf die
Kinaseaktivitat der HPrK/P. Als Folge dessen wird Crh am Serin-46 durch die HPrK/P
phosphoryliert und ist nicht mehr in der Lage. MgsA zu binden. Dadurch kann MgsA in seiner

aktiven Form DHAP zu Methylglyoxal umsetzen (Landmann et al., 2011).

In dieser Arbeit konnten erste Einblicke gewonnen werden, wie Crh auf molekularer Ebene
MgsA inaktiviert. Der hier durchgefiihrte genetische Screen lasst vermuten, dass Mutationen
des N-terminalen Bereichs von MgsA die Interaktion mit Crh beeinflussen. Es wurden
wiederholt Mutationen in diesem Bereich identifiziert, die eine stark eingeschrankte
Interaktionsfahigkeit mit Crh zeigten. Folglich sind die Aminosauren Lysin-2, Isoleucin-3 und
Alanin-4 ausschlaggebend fir die Struktur von MgsA und demzufolge wichtig fiir Regulation
der Enzymaktivitat ist. Bestarkt wird diese Annahme dadurch, dass exakt diese Region von

MgsA in vielen Mikroorganismen konserviert ist (siehe Abb. 4.2.).

Weitere MgsA-Mutanten zeigten Mutationen im moglichen aktiven Zentrum von MgsA. In
E. coli fuhrt eine Mutation des Histidin-98 zu einer verminderten Umsatzrate von
Dihydroxyacetonphosphat zu Methylglyoxal. Die verminderte Aktivitat ist auf eine
Konformationsanderung der Mutante H98Q zuriickzufiihren (Marks et al., 2004). Dieser
Bereich ist in B. subtilis und E. coli stark konserviert, daher ist anzunehmen, dass auch hier
eine Mutation in dieser Region zu einer Konformationsanderung fiihrt und so die Interaktion

mit Crh verhindert wird.

Im nachsten Schritt sollte die biologische Bedeutung der identifizierten Aminosaurereste in

MgsA genauer untersucht werden. Hierflir wurden kompensatorische Mutationen in Crh
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identifiziert, die die Interaktion mit den entsprechenden MgsA Mutanten wiederhergestellt
haben. Die in dieser Arbeit identifizierten kompensatorischen Crh-Mutanten sind im Anhang
in der Tabelle 7.8. aufgelistet. Auffallig ist, dass sich die kompensatorischen Mutanten in den
a-Helices von Crh befinden. Dies zeigt, dass die Helices 1 und 2 von Crh an der Interaktion
mit MgsA beteiligt sind. Diese Daten sind im Einklang mit vorherigen Studien, die sich mit
der Interaktion von HPr oder Crh mit CcpA beschaftigt haben. Die Strukturen der paralogen
Proteine HPr und Crh, welche eine Sequenzidentitdt von 45% haben, konnten bereits gelost
werden. Anhand dieser und der Struktur anderer bekannter Interaktionspartner wurden
bereits wichtige Bereiche in HPr und Crh identifiziert, die an Protein-Protein Interaktionen
beteiligt sind. In HPr befinden sich wichtige Aminosdurereste in den Helices 1 und 2, die fir
die Interaktion mit der HPrK/P und CcpA benétigt werden. Weiterhin ist der Loop vor der
Helix 1, sowie nach der Helix 2 malRgeblich an der Interaktion beteiligt
(Schumacher et al., 2006, Schumacher et al., 2007). Fiur die Interaktion von Crh mit CcpA
zeigt sich ein dhnliches Bild. Es konnte gezeigt werden, dass die gleichen Bereiche wie in HPr
an der Interaktion mit CcpA beteiligt sind (Schumacher et al., 2007). Aullerdem wurde in der
Arbeit von Landmann et al., 2011 gezeigt, dass Mutationen in der Helix 1 HPr befdhigen,

MgsA zu binden. Hier sind vor allem die Aminosaurereste 14, 15, 20 und 22 zu erwahnen.

Schaut man sich die erhaltenen Crh-Mutanten genauer an, so fallt auf, dass bei allen
untersuchten MgsA-Mutanten dieselben kompensatorischen Mutationen aufgetreten sind.
Dabei spielen die Reste Alanin-15, Prolin-18 und Isoleucin-47 eine besondere Rolle.
Theoretisch ware hier zu erwarten, dass jede MgsA-Mutante bestimmte kompensatorische
Crh-Mutanten hervorbringt. Dies ist jedoch nicht der Fall. Moglicherweise bewirken alle
Mutationen im N-Terminus von MgsA generell eine Konformationsanderung, die die
Interaktion mit Crh beeinflusst. Daher kann man nicht genau sagen, ob Crh wirklich an den

N-Terminus von MgsA bindet.

Das Modell des Crh/MgsA-Komplexes der Abbildung 4.20.B. liefert eine moégliche Erklarung.
Die Computersimulation zeigt, dass die gemeinsame Interaktionsflache zwischen den Helices
1 und 2 von Crh und der Basis der B-Faltblatter von MgsA ausgebildet wird. Es wird
ersichtlich, dass der N-Terminus von MgsA eine Interaktion mit den Helices 1 und 2 von Crh

eingeht. Hier ware es moglich, dass das B-Faltplatt 1 sich zwischen die Helices von Crh
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schiebt. Bei diesem Modell wiirden verschiedene Mutation des N-Terminus von MgsA die

gleichen kompensatorischen Mutationen in Crh hervorbringen.

Um die Interaktionsfliche genauer zu untersuchen wurden ,cross-linking” Versuche mit BS3
durchgefihrt. BS3 vernetzt Lysine in einem Abstand von 10 Angstrom. Anhand dieser
Experimente konnte bestdtigt werden, dass Crh mit MgsA interagiert. Hier konnten
ausschlieBlich Vernetzungen im N-terminalen Bereich von MgsA mit dem Bereich der Helix 2
von Crh identifiziert werden. Diese Bereiche missen sich demzufolge in raumlicher Nahe
befinden. Jedoch ergibt sich hier eine Diskrepanz zu den bereits erhaltenen Daten.
Berlicksichtigt man den Abstand zwischen den vernetzten Lysinresten, so ist es nicht
moglich, dass Crh an den N-Terminus von MgsA bindet. Eine Bindung an den Loop nach dem
Faltblatt 1 ist hier wahrscheinlicher. Nur dort befinden sich die identifizierten Lysinreste in
entsprechender raumlicher Ndhe, dass sie mit BS3 vernetzt werden kénnen. In diesem Fall
wirde Crh im Zentrum des MgsA-Hexamer binden. Dies ist genau der Bereich, in dem die
Regulation der MgsA-Aktivitat in E. coli durch Phosphat erfolgt. Die Bindung von Phosphat
an Lysin-21 bewirkt eine Konformationsanderung der Grenzflaiche 1. Als Resultat ist MgsA

inaktiv. In B. subtilis entspricht dies dem Lysin-10 (Saadat und Harrison, 1999).

5.2.3. Modell der Crh vermittelten Inaktivierung von MgsA

Anhand aller Daten liegt die Vermutung nahe, dass dephosphoryliertes Crh an das
MgsA-Hexamer bindet. Die Bindung erfolgt dabei entweder am N-Terminus oder an dem
Loop nach dem Faltblatt 1 von MgsA. Dies fiihrt zur Destabilisierung des MgsA-Hexamers.
Als Folge zerfdllt das Hexamer in drei Dimere. In E. coli bewirkt die Bindung von Phosphat
eine Konformationsanderung der Dimerisierungsgrenzfliche 1 des MgsA-Hexamers.
Ubertrigt man die Daten auf das Modell der Regulation von MgsA in B. subtilis, ist
anzunehmen, dass die Bindung von Crh ebenfalls eine Konformationsanderung der
Grenzflaiche 1 bewirkt. Auch hier werden wahrscheinlich die Salzbriicken der
Interaktionsflache aufgebrochen. Folglich liegt ein Heterotetramer aus jeweils 2 Molekiilen
Crh und MgsA vor. In der Abbildung 5.1. ist eines der beiden Modelle (Crh bindet an den
N-Terminus von MgsA) der Crh-vermittelten Inaktivierung von MgsA dargestellt. Bei beiden
Modellen fihrt die Bindung von Crh an MgsA zur Destabilisierung des MgsA-Hexamer

wodurch das Hexamer in drei Dimere zerfallt.



Diskussion 130

Anhand der Struktur des Crh/MgsA-Komplexes konnte man mit Sicherheit sagen, welches

der beiden Modelle den natiirlichen Bedingungen entspricht.

Abbildung 5.1: Modell der Crh vermittelten Inaktivierung von MgsA.

Unter moderaten bzw. schlechten Wachstumsbedingungen liegt Crh in der Dephosphorylierten Form vor.
Dadurch kann Crh an das MgsA-Hexamer binden. Je ein Crh Molekil bindet an den jeweiligen N-Terminus einer
Untereinheit des MgsA-Hexamer. Die Bindung von Crh bewirkt eine Konformationsdnderung der
Dimerisierungsgrenzflaiche 1 indem Salzbriicken aufgebrochen werden (zwischen den Molekiilen dunkelblau
und gelb, pink und grau sowie hellblau und rot). Daraufhin zerfallt das Hexamer in drei Dimere.

Die hier untersuchten MgsA-Mutanten zeigen ebenfalls eine verminderte Fahigkeit zur
Eigeninteraktion. Anhand von Aktivitatstests konnte gezeigt werden, dass dadurch
moglicherweise ebenfalls die Enzymaktivitat beeintrachtigt wird. Die Struktur des
MgsA-Hexamer  zeigt, dass die Dimerisierungsgrenzflaichen  zwischen den
MgsA-Untereinheiten durch die N-terminalen und C-terminalen Helices ausgebildet werden.
In dieser Arbeit wurde der N-Terminus oder der Loop nach dem Faltblatt 1 in MgsA als
moglicher Bindungsort von Crh identifiziert. Somit haben die Komplexe Crh/MgsA und MgsA
nicht dieselbe Interaktionsflache. Daher ist es naheliegend, dass die Mutationen in MgsA
Konformationsveranderungen hervorrufen, die die Eigeninteraktion von MgsA
beeintrachtigen. Kleine Veranderungen der Konformation der C- bzw. N-terminalen Helices
von MgsA flhren hier moglicherweise dazu, dass sich die Grenzflichen 1 und 2 nicht

ausbilden konnen. Als Resultat ist MgsA inaktiv. Bereits winzige Anderungen der
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Konformation nehmen Einfluss auf die Struktur von MgsA. Daher ist es nicht verwunderlich,
dass samtliche charakterisierten MgsA-Mutanten inaktiv sind.

Wie bereits geschildert, zeigten friihere Studien bezliglich der Methylglyoxalsynthase aus
E. coli eine eingeschrankte Aktivitat durch eine Mutation am Histidin-98 (Marks et al., 2004).
Histidin-98 und die umliegenden Aminosduren bilden das aktive Zentrum von MgsA in E. coli.
Im Alignment der Abbildung 4.2 sieht man, dass dieser Bereich ebenfalls stark konserviert
ist. Daher ist anzunehmen, dass die gefundenen Mutationen in diesem Bereich ebenfalls in
B. subtilis zu einer verminderten Aktivitdit von MgsA fiihren (Marks et al., 2001;

Marks et al., 2004).

5.3. Das Verstandnis liber essentielle Prozesse in B. subtilis

Die Anwendung von B. subtilis in der Biotechnologie findet immer groBere Beliebtheit. Die
einfache Handhabung und Kultivierung machen das Bakterium bereits jetzt zu einem der
wichtigsten Produzenten von Vitaminen, Antibiotika und Enzymen. Genau deshalb ist es
unabdingbar, alle fundamentalen Prozesse des Lebens zu verstehen und essentielle Gene
bzw. Stoffwechselwege zu charakterisieren. Als essentiell werden die Gene bezeichnet, die
lebensnotwendig sind bzw. nicht unter bestimmten Bedingungen deletierbar sind. Hier wird
deutlich, dass selbst Umwelteinflisse ausschlaggebend sind, ob ein Gen als essentiell
angesehen wird oder nicht. Mikroorganismen wie B. subtilis besitzen eine natirliche
Resistenz gegenilber Storeinflissen, die durch veranderte Umweltbedingungen
hervorgerufen werden. Dies ist vor allem in der biotechnologischen Anwendung von grol3er
Bedeutung, da die Mikroorganismen unter den gegebenen Bedingungen oftmals Strategien
entwickeln, um ihre Lebensqualitat zu erhohen. Dies wiederum beeinflusst
biotechnologische Prozesse. Eine Strategie, um diese Widerstandsfahigkeit zu vermindern ist
die ldentifizierung des Minimalgenoms eines Organismus. Hier ist das Ziel, nur die
genetische Information, die fiir das Leben unter definierten Bedingungen notig ist in einem
Genom zu verbinden. Weiterhin liefern Studien Uber essentielle Gene bzw.
Stoffwechselwege fundamentale Erkenntnisse ({iber die Grundlagen des Leben
(Commichau et al., 2013; Jewett und Foster, 2010; Juhas et al., 2011; Moya et al., 2009). In
den letzten Jahren haben sich eine Vielzahl von Wissenschaftlern mit der Identifizierung von

essentiellen Genen beschéaftigt (Christen et al.,, 2011; de Berardinis et al., 2008;
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French et al., 2008; Kobayashi et al., 2003; Yu et al., 2002; Kato und Hashimoto, 2007,
Juhas et al., 2011).

Allerdings gibt es weiterhin viele Liicken, die zum vollen Verstandnis aller fundamentalen
Prozesse des Lebens geschlossen werden miissen. Diese Arbeit liefert Erkenntnisse (ber die
Bedeutung des Zitratzyklus und dessen Zufllissen unter optimalen Wachstumsbedingungen
fur B. subtilis. Aktuell werden 261 als essentiell fir B. subtilis angesehen

(Commichau et al., 2013).

5.4. Die Bedeutung des Zitratzyklus und von dessen Zufliissen fiir B. subtilis

Ziel dieser Arbeit war es, weitere Erkenntnisse Uber die Bedeutung des Zitratzyklus fir
B. subtilis zu erlangen. Hier sollten die Auswirkung des Verlustes des Zitratzyklus und dessen

Zuflusse auf das Wachstum von B. subtilis untersucht werden.

5.4.1. Auswirkungen des Verlustes des Zitratzyklus und von dessen Zufliisse

In dieser Arbeit wurden die Auswirkungen des Verlustes des Zitratzyklus und von dessen
Zuflissen auf das Wachstum von B. subilis untersucht. Zundchst wurden Einzelmutanten der
beteiligten Enzyme hergestellt, die im nachsten Schritt kombiniert wurden. Die Tabellen 4.5.
und 4.6. zeigen einen Uberblick iber die konstruierten Stimme. Die Wachstumsversuche
haben gezeigt, dass der Zitratzyklus nicht essentiell fir das Wachstum von B. subtilis ist.
Gleiches gilt flir die Zufllsse des Zitratzyklus. Hier sollte jedoch nicht vernachlassigt werden,
dass dabei die Wachstumsbedingungen eine entscheidende Rolle spielen. Die
durchgefihrten Wachstumsversuche in Vollmedium haben gezeigt, dass samtliche
Deletionsmutanten das gleiche Wachstum wie der Wildtyp 168 besitzen. Denn durch die
vorhandene Glukose im Medium wird hauptsachlich die Glykolyse genutzt um Glukose zu
energiereichen Intermediaten abzubauen. Des Weiteren werden einige Enzyme des
Zitratzyklus, wie zum Beispiel die Zitratsynthase CitZ, durch Glukose reprimiert
(Blencke et al., 2003). Zusatzlich sind alle bendétigen Aminosduren im Vollmedium
vorhanden, so dass die Intermediate des Zitratzyklus nicht fiir die Synthese fir zum Beispiel

Glutamat bendtigt werden.
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Weiterhin hat sich gezeigt, dass unter weniger guten Bedingungen der Verlust des
Zitratzyklus und dessen Zuflissen das Wachstum von B. subtilis beeintrachtigt. In einem
weniger reichhaltigen Medium, wie SP-Medium, hat der Verlust einzelner Gene einen
Einfluss auf das Wachstum von B. subtilis. Die Deletion der Gene sdhCAB, citB und odhAB

des Zitratzyklus flihrt moglicherweise zur Akkumulation von Zitrat.

CitB hat einen Effekt auf die Expression von citZ. Indem CitB die Stabilitat des citZ Transkripts
reguliert, wird die Akkumulation von Zitrat im Wildtyp 168 verhindet. Der Verlust von CitB
fihrt zu einer erhdhten Expression von citZ, daraus resultiert eine erhdhte intrazellulare
Konzentration an Zitrat. Die Akkumulation von Zitrat verhindert die Sporulation, da Zitrat als
Chelator zweiwertige Kationen bindet, die fir die durch SpoOA eingeleitete Sporulation
bendtigt werden. Erhohte Zitratkonzentrationen den pH-Wert der Zelle andern. Als Folge,

tritt ein Wachstumsdefizit auf (Craig et al., 1997; Matsuno et al., 1999; Pechter et al., 2013).

Ahnliches gilt auch fiir die Zufliisse in den Zitratzyklus. Hier zeigt sich, dass besonders die
Deletion der Glutamat-Dehydrogenasen einen Einfluss auf das Wachstum von B. subtilis hat.
Moglicherweise fehlt hier Ammonium, als Folge kann kein Glutamin synthetisiert werden.
Weiterhin beeinflussen die Abbauprodukte des Arginistoffwechsels das Wachstum von
B. subtilis. Ohne funktionale Glutamat-Dehydrogenasen, akkumulieren die Abbauprodukte

des Arginistoffwechsels (Gunka und Commichau, 2012).

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Zitratzyklus und dessen Zufllisse unter
optimalen Wachstumsbedingungen nicht essentiell sind. Dies geht jedoch einher mit dem
Verlust metabolischer Fahigkeiten. So ist zu erwarten, dass diese Deletionsstdmme unter
minimalen Bedingungen ein erhebliches Wachstumsdefizit aufweisen. Ein sehr gutes
Beispiel hierfir ist die Verfligbarkeit von Aminosauren. In Minimalmedium muss B. subtilis
alle bendtigten Aminosauren synthetisieren. Unter diesen Bedingungen ist der Zitratzyklus
essentiell, da er die wichtigen Vorstufen fir die Synthese von Aminosduren liefert. Das am
haufigsten in der Zelle vorhandene Molekil Glutamat wird aus a-Ketoglutarat hergestellt.
Unter sehr spezifischen Bedingungen kann B. subtilis daher nicht ohne Zitratzyklus

Uberleben.

In der Welt der Mikroorganismen gibt es auch einige Vertreter, die keinen vollstandigen
Zitratzyklus besitzen. Listeria monocytogenes besitzt keine a-Ketoglutarat-Dehydrogenase.

Aus diesem Grund wird das wichtige Stoffwechselintermediat Oxalacetat ausschlieBlich Giber



Diskussion 134

die Carboxylierung von Pyruvat hergestellt (Eisenreich et al., 2006; Schaer et al., 2010;
Glaser et al., 2001).

Dies verdeutlicht, wie komplex die einzelnen Stoffwechselwege miteinander verbunden
sind. Die Aussage ,essentielle Stoffwechselwege” sollte daher nur mit Bedacht verwendet
werden. Nur unter Berlcksichtigung spezifischer Wachstumsbedingungen kann man

Stoffwechselwege als essentiell oder nicht essentiell einstufen.

5.4.2. odhB ist nicht essentiell

Das Gen odhB, welches fiir die E2 Untereinheit des a-Ketoglutarat-Dehydrogenase-
Komplexes kodiert, galt bisher als einziges essentielles Gen des Zitratzyklus
(Kobayashi et al., 2003). Die a-Ketoglutarat-Dehydrogenase katalysiert die Reaktion von
a-Ketoglutarat zu Succinyl-CoA. Diese Reaktion ist irreversibel. Hier ergibt sich die Frage:
Warum ist odhB essentiell ist? Das Produkt der von der a-Ketoglutarat-Dehydrogenase
vermittelten Reaktion wird ausschlieBlich im Zitratzyklus generiert und bendétigt. Auch ohne
o-Ketoglutarat-Dehydrogenase konnte B. subtilis Uber die Carboxylierung von Pyruvat
Oxalacetat, Fumarat, Succinat und Succinyl-CoA herstellen. Somit ware es unwahrscheinlich,
dass nur odhB als einziges Gen des Zitratzyklus essentiell ist. Die in dieser Arbeit
konstruierten Stamme zeigen, dass odhB erfolgreich deletiert werden konnte. Somit ist der
a-Ketoglutarat-Dehydrogenase-Komplex nicht essentiell fiir das Wachstum von B. subtilis.
Die Deletion von odhAB fiihrt zu einem unvollstandigen Zitratzyklus. Dieser dahnelt dem, der
bei L. monocytogenes beschrieben wurde (Eisenreich et al., 2006; Schaer et al., 2010;
Glaser et al., 2001). Allerdings kann hier nicht ausgeschlossen werden, dass odhB
moglicherweise noch eine weitere Funktion in der Zelle erfillt. Aber auch wenn es noch eine
weitere Funktion von OdhB geben wiirde, ware diese unter diesen Bedingungen ebenfalls

nicht essentiell.

5.4.3. Die Bedeutung von CitA

Neben CitZ kodiert das Genom von B. subtilis fiir eine weitere Zitratsynthase, CitA. Beide
Enzyme katalysieren die Reaktion von Acetyl-CoA und Oxalacetat zu Zitrat. Jedoch ist die

Bedeutung von CitA weitgehend unbekannt. Die Expression von CitA wird durch den
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Transkriptionsfaktor CitR reguliert. Dieser gehort zur Familie der LysR Regulatoren

(Jin und Sonenshein, 1994a; Jin und Sonenshein, 1994b).

Diese Arbeit liefert neue Erkenntnisse Uber die Expression und Regulation der Zitratsynthase
CitA. Zunachst wurde eine citZ Einzelmutante erzeugt. Hierbei ist zu beachten, dass die
strangabwarts liegenden Gene icd und mdh exprimiert werden. Anhand
Wachstumsversuchen konnte dies bestatigt werden. Ohne funktionale Zitratsynthase fehlen
diesem Stamm bedeutende Intermediate des Zitratzyklus, die fir die Synthese von
Aminosauren benétigt werden. Daher war zu erwarten, dass der Stamm (AcitZ) nicht auf
C-Minimalmedium mit Malat und Ammoniumsulfat als einziger Kohlenstoff und
Stickstoffquelle wachsen kann. Jedoch konnte diese Mutante auf C-Minimalmedium mit
Malat wachsen. Im Vergleich zum Wildtyp 168 verursacht der Verlust von CitZ ein

Wachstumsdefizit (siehe Abbildung 4.21.).

Hier ergab sich die Frage, wie Glutamat aus Malat trotz fehlender Zitratsynthase
synthetisiert werden kann. Es existiert allerdings noch eine weitere Zitratsynthase, CitA, die
auch dazu in der Lage ist, Zitrat zu bilden. Allerdings haben bisherige Studien gezeigt, dass
die Synthese von Zitrat grofRtenteils von der Zitratsynthase CitZ ibernommen wird. CitA hat
darauf nur einen geringen Effekt (Jin und Sonenshein, 1994). Weiterhin zeigen
Expressionsdaten, dass die Zitratsynthase CitA generell sehr schwach exprimiert ist und
folglich keinen groBen Einfluss bei der Synthese von Zitrat hat. Lediglich unter
Sporulationsbedingungen wird die Expression von citA leicht erhoht. Der

Regulationsmechanismus ist jedoch unklar (Nicolas et al., 2012).

In dieser Arbeit wurde die Expression von citA erneut untersucht. Dabei hat sich gezeigt,
dass citA unter normalen Bedingungen sehr schwach exprimiert ist. Der Verlust des
Repressors CitR fuhrt zur vollen Expression von CitA. Dies steht im Einklang mit allen
bisherigen Daten beziiglich der Regulation von citA (Jin und Sonenshein, 1994a; Jin und
Sonenshein, 1994b; Nicolas et al., 2012). Betrachtet man die citA-Expression in einem AcitZ
Hintergrund, so wird ersichtlich, dass trotz Vorhandenseins von CitR, eine maximale
Expression von citA erreicht wurde. Hier hat eine zusatzliche Deletion von citR keinen
weiteren Einfluss auf die Menge an CitA in den Zellen. Zusammenfassend zeigt diese Arbeit,
dass in C-Minimalmedium mit Malat in Abwesenheit von CitZ die Repression der

citA-Expression durch CitR aufgehoben wird. Somit lasst sich die Frage beantworten, wie der
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Stamm (AcitZ) Glutamat aus Malat, trotz fehlender Zitratsynthase, synthetisieren kann.
Durch das aktivieren der Zitratsynthase CitA wird der Zitratzyklus, der die Vorstufen fiir die

Synthese der benétigten Aminosauren liefert, vervollstandigt.

Eine mogliche Erklarung fir die Beobachtung liefert der Repressor CitR, der zur Familie der
LysR Regulatoren gehort. Diese Familie der Regulatoren ist innerhalb der Bakterien weit
verbreitet und stark konserviert. Derzeitig sind Gber 800 Mitglieder dieser Familie der
DNA-bindenden-Protein aufgrund von Sequenzidentitdt bekannt (Schell, 1993). Funktionale
Orthologe sind auch in Eukaryoten und Archaen vorhanden

(Pérez-Rueda und Collado-Vides, 2001; Sun und Klein, 2004; Stec et al., 2006).

Diese Regulatoren wirken entweder als Aktivatoren oder Repressoren einzelner Gene oder
Operons. Haufig werden diese Regulatoren divergent transkribiert, konnen aber auch an
einem anderen Ort lokalisiert sein (Heroven und Dersch, 2006;
Hernandez-Lucas et al., 2008). Die Aktivitat der LysR Regulatoren ist dabei Abhangig von
einem Co-Faktor. Oft erfolgt die Regulation nach einem , Feedback Loop“ Mechanismus, bei
dem entweder das Produkt oder ein Intermediat einer bestimmten Reaktion die Aktivitat

des Regulators beeinflusst (Celis, 1999; van Keulen et al., 2003; Picossi et al., 2007)

Hier ergibt sich die Vermutung, dass durch die Akkumulation von Oxalacetat oder das Fehlen
von Zitrat der reprimierende Effekt von CitR auf die Expression von citA aufgehoben wird.
Unter diesen Versuchsbedingungen wiirde Oxalacetat in den Zellen akkumulieren. Als
moglicher Co-Inducer bindet Oxalacetat CitR. Folglich ist CitR nicht mehr in der Lage, an die
DNA zu binden und die Expression von citA zu reprimieren. Aber auch Zitrat konnte der
mogliche Co-Faktor von CitR sein. Folglich wird durch das Fehlen von Zitrat der
reprimierende Effekt aufgehoben. Um diese Fragestellung zu I6sen, sind weitere Versuche
notwendig.

In B. subtilis gibt es 19 verschiedene Proteine (nach SubtiWiki) die zur Familie der LysR
Regulatoren gehoren. Einer der am besten charakterisierten Regulatoren ist GItC, der ein
transkriptionaler Aktivator des g/tAB-Operons ist. Dieses Operon kodiert fir die Glutamat-
Synthase, welche die Reaktion von Glutamin und a-Ketoglutarat zu Glutamat katalysiert.
GItC aktiviert die Expression des gltAB-Operons in Anwesenheit von Zucker und
Abwesenheit von Arginin. Zusatzlich wird die Aktivitdit von GItC von den Molekilen

a-Ketoglutarat bzw. Glutamat inhibiert und aktiviert (Bohannon und Sonenshein 1989;
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Fisher, 1999; Commichau et al., 2007; Picossi et al., 2007). Am wichtigsten ist jedoch die
Kontrolle der GItC-Aktivitat durch RocG. RocG bindet und inaktiviter das Aktivatorprotein
GItC. Dieser regulatorische Mechanismus erlaubt die strenge Kontrolle des
Glutamastoffwechsel in Abhangigkeit der verfligbaren Kohlenstoff- und Stickstoffquellen
(Belitsky und Sonenshein, 2004; Commichau et al., 2007).
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5.5. Ausblick

Ziel dieser Arbeit war es, die Regulation der Methylglyoxalsynthase-Aktivitat in B. subtilis auf
molekularer Ebene zu untersuchen. Die Struktur von MgsA liefert erste Hinweise darauf, wie
die Aktivitat von MgsA durch direkte Protein-Protein Interaktion mit Crh reguliert wird. Die
Bindung von Crh bewirkt die Destabilisierung des MgsA-Hexamers. Folglich zerfallt MgsA in
drei Dimere. Die genaue Interaktionsfliche von MgsA und Crh konnte nicht eindeutig
bestimmt werden. Genetische Daten zeigen jedoch, dass Mutationen im N-Terminus von
MgsA die Interaktion mit Crh beeinflussen. Die identifizierten Mutationen in MgsA wirken
sich sowohl auf das Bindungsverhalten von Crh als auch die MgsA-Aktivitat aus. Zur besseren
Charakterisierung der Interaktionsflachen von Crh und MgsA bzw. des aktiven Zentrum von
MgsA ware es hilfreich Mutanten zu isolieren, die entweder die Heteromerisierung bzw. die

Aktivitat von MgsA beeinflussen.

Zunachst sollten die in dieser Arbeit ndher charakterisierten MgsA-Mutanten weiter
biochemisch analysiert werden. Der Einfluss der Mutationen (I3L, A4T, H8R und D80A) auf
die Struktur von MgsA sollte mit Hilfe der CD-Spektrometrie oder MALS untersucht werden.
Dies wiirde erste Erkenntnisse liefern, wie diese Mutationen sowohl die

Interaktionsfahigkeit mit Crh als auch die Aktivitat von MgsA beeinflussen.

Anhand der Modelle des Crh/MgsA-Komplexes (siehe Diskussion) sollte es moglich sein,
Aminosadurereste zu bestimmen, die moglicherweise an der Interaktion von MgsA und Crh
beteiligt sind. Vorhersagen auf Grundlage dieser Modelle sollten in vitro durch
Mutationsanalysen untersucht werden. Dabei kénnten Aktivitatstest, B2H-Versuche,
CD-Spektrometrie oder MALS-Analysen ndhere Erkenntnisse (iber die Interaktionsflache von

Crh und MgsA liefern.

Es gibt zwei Dimerisierungsgrenzflachen zwischen den Untereinheiten des MgsA-Hexamers.
Hier liegt die Vermutung nahe, dass wie in E. coli eine Konformationsdanderung der
Grenzflache 1 MgsA inaktiviert. Um zu zeigen, dass die Regulation von MgsA in B. subtilis der
von E. coli entspricht, miissten MgsA-Mutanten mit Mutationen in den Grenzflachen 1 und 2
erzeugt werden. Diese Mutanten sollten im Anschluss mit einem MgsA-Aktivitatstest,

Massenspektrometrie oder MALS untersucht werden.
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Die einfachste Losung dieses Problems besteht darin, die Struktur des Crh/MgsA-Komplexes
zu losen. Hier besteht die Moglichkeit die Struktur anhand weiterer Kristallisationsansatze zu
I6sen. Eventuell ware es hilfreich, die Kristallisationsansatze mit den verlinkten Proteinen
MgsA und Crh zu wiederholen. Auch eine Ko-Auftreinigung beider Proteine kénnte den

Kristallisationsprozess verbessern.

Weiterhin liefert die Arbeit erste Erkenntnisse lber die Zitratsynthase CitA. Unter normalen
Wachstumsbedingungen wird die Expression von CitA durch den Repressor CitR reprimiert.
Dieser reprimierende Effekt wird in Abwesenheit der Zitratsynthase CitZ aufgehoben.
Dadurch ist CitA teilweise in der Lage, den Verlust von CitZ zu kompensieren. Da CitR zur
Familie der LysR-Regulatoren gehort, ergibt sich hier die Vermutung, dass durch die
Akkumulation von Oxalacetat oder das Fehlen von Zitrat der reprimierende Effekt von CitR
auf die Expression von citA aufgehoben wird. Um diese Vermutung zu bestatigen, ware es

hilfreich, Gelshifts in An- und Abwesenheit von Oxalacetat und Zitrat durchzufiihren.

Zusatzlich sollte der hier durchgefiihrte Aktivitatstest von CitA wiederholt werden, um

reprasentative Aussagen treffen zu konnen.
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7. Anhang

7.1. Stamme

In den Tabellen 7.1. und 7.2. sind die in dieser Arbeit verwendeten und konstruierten

Bakterienstamme aufgelistet.

Tabelle 7.1: In dieser Arbeit verwendete Bakterienstamme.

Stamm

B. subtilis

168
GP676
GP684
GP718
GP810
GP1153
GP1160
JK27

E. coli

BL 21
(DE3)
BTH101

XL1-Blue
(=R2262)
XL10gold

Genotyp

trpC2

trpC2 citA::ermC amyE::(gltA-lacZ cat)
trpC2 odhA::cat amyE::(gltA’-"lacZ aphA3)
trpC2 AcitG::spec amyE::(gltA-lacZ aphA3)
trpC2 ArocG::tet?

trpC2 AansAB::erm®

trpC2 AgudB::aphA3

trpC2 sacA::(phl-Pxya-cre)

B(834)-derivate F lon ompT hsdS(rsms) gal
dcm[DE3]

F cyaA-99 araD139 galE15 galK16 rpsL1 (Str')
hsdR2 mcrAl1 mcrB1

recAl endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl
lac [F* proAB lacl? ZeAIM15 Tn10 (Tet')]

endAl gInV44 recAl thi-1 gyrA96 relAl lac Hte
A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 tet®?
F'[proAB lacl9ZAM15 Tn10(Tet? Amy Tn5(KanR)]

Referenz bzw. Herkunft

Laborsammlung

F.Commichau, Promo
F.Commichau, Promo
F.Commichau, Promo
Katrin Gunka, Promo
Katrin Gunka, Promo
Katrin Gunka, Promo

Kumpfmdiller el al., 2013

Novagen
Karimova & Ladant,
2005

Woodock et al., 1989

Stratagene
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Tabelle 7.2: In dieser Arbeit konstruierte Bakterienstamme.

Stamm Genotyp Referenz bzw. Herkunft
GP790 trpC2 Acitz-mdh::aphaA3 LFH-PCR — 168
GP791 trpC2 AsucCD::tet LFH-PCR— 168
GP792 trpC2 AsdhCAB::phleo LFH-PCR— 168
GP793 trpC2 ApycA::cat LFH-PCR— 168
GP794 trpC2 AcitZ-mdh::aphA3 AsucCD::tet GP791— GP790
GP795 trpC2 AcitZ-mdh::apaA3 AsucCD::tet GP792— GP794
AsdhCAB::phleo
GP796 trpC2 AcitZ-mdh::aphA3 AsucCD::tet GP718— GP795
AsdhCAB::phleo AcitG::spec
GP797 trpC2 AcitZ::spec LFH-PCR — 168
GP798 trpC2 ArocG::tet AgudB::aphA3 AansAB::erm GP1153 — GP799
GP799 trpC2 ArocG::tet AgudB::aphA3 GP810 — GP1160
GP800 trpC2 ArocG::tet AgudB::aphA3 AansAB::erm GP797 — GP798
AcitZ::spec
GP1274 trpC2 AodhA::cat LFH-PCR — 168
GP1275 trpC2 AcitB::erm LFH-PCR — 168
GP1276 trpC2 AodhAB::cat LFH-PCR — 168
GP1277 trpC2 AcitZ-mdh::aphA3 AsucCD::tet GP1276 — GP796
AsdhCAB::phleo AcitG::spec AodhAB::cat
GP1278 trpC2 AcitZ-mdh::aphA3 AsucCD::tet GP1276 + GP1275 —>
AsdhCAB::phleo AcitG::spec AodhAB::cat GP796
AcitB::erm

GP1279 trpC2 ArocG::tet AgudB::aphA3 AansAB::erm GP793 — GP800
AcitZ::spec ApycA::cat

GP1280 trpC2 citA::ermC amyE::(gltA-lacZ cat) GP797 — GP676
AcitZ::spec

GP1281 trpC2 AcitZ::erm LFH-PCR — 168
GP1282 trpC2 AcitA::cat LFH-PCR — 168
GP1283 trpC2 AcitR::aphA3 LFH-PCR — 168
GP1284 trpC2 AcitZ::erm AcitA::cat GP1282 — GP1281
GP1285 trpC2 AcitZ::erm AcitR::aphA3 GP1283 — GP1281
GP1286 trpC2 AcitA::cat AcitR::aphA3 GP1283 — GP1282
GP1287 trpC2 citA-3xFLAG spec pGP2517 — 168

GP1288 trpC2 citA-3xFLAG spec AcitZ::erm GP1281 — GP1287
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GP1289
GP1290

GP1751
GP1752
GP1753
GP1754
GP1755
GP1756

GP1757

GP1758
GP1759
GP1760
GP1761

GP1762

GP1763
(PGR2)

GP1764
(PGR3)

trpC2 citA-3xFLAG spec AcitR::aphA3
trpC2 citA-3xFLAG spec AcitZ::erm
AcitR::aphA3

trpC2 dnaE-pgi-aphA3-ytrl

trpC2 dnaE-pgi-fbaA-cat-ytrl

trpC2 AcitRA::aphA3-lox

trpC2 AcitRA::aphA3-lox sacA::(phl-Pxya-cre)
trpC2 AcitRA sacA::(phl-Pxya-cre)

trpC2 AcitRA sacA::(phl-Pxya-cre)
AsdhCAB::aphA3-lox

trpC2 dnaE-pgi-fbaA-ptsGHI-aphA3-ackA
Aytrl-moaB::aphA3

trpC2 AcitRA AsdhCAB sacA::(phl-Pyxyia-cre)
trpC2 dnaE-pgi-fbaA-cat-ytrl Apgi::spec
trpC2 dnaE-pgi-fbaA-cat-ytrl AfbaA::erm
trpC2 dnaE-pgi-fbaA-cat-ytrl AfbaA::erm
Apgi::spec

trpC2 dnaE-pgi-fbaA-CZ203/CZ204-aphA3-
ackA Aytrl-moaB::aphA3

PG1 dnaE-pgi-fbaA-CZ203/CZ204-aphA3-ackA
Aytrl-moaB::aphA3

PG1 dnaE-pgi-fbaA-ptsGHI-aphA3-ackA
Aytrl-moaB::aphA3

GP1283 — GP1287
GP1283 — GP1288

LFH-PCR — 168
LFH-PCR — 1751
LFH-PCR — 168
JK27 — GP1753
GP1754 + 1% Xylose
LFH-PCR — GP1755

LFH-PCR — GP1752

GP1756 + 1% Xylose
GP508 — GP1752
GP596 — GP1752
GP1760 — GP1759

LFH-PCR — GP1752

GP1762 — PG1

GP1757 — PG1
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7.2. Oligonukleotide

In den Tabellen 7.3. und 7.4. sind die in dieser Arbeit verwendeten und konstruierten

Oligonukleotide aufgelistet.
Tabelle 7.3: In dieser Arbeit konstruierte Oligonukleotide.

Die eingefligten Schnittstellen sind unterstrichen.

Basen, die zur Erhaltung des Leserasters eingefligt worden sind, sind gelb hinterlegt.
Stopkodons, die eingefligt worden sind, sind blau hinterlegt.

Eingefligt Mutationen sind . hinterlegt.

Die Flanken fiir Genfusionen sind - hinterlegt.

Name Sequenz (5 3) Gen / Zweck

CZ14 5 GCCTICTAGAGGTGACGTACTTGCAAAGAG forward Primer, Klonierung
(56°C) von yvcl Uber Xbal

CZ15 5 CGTCGGTACCCGTTTGATGTGCTGCGGGTC reverse Primer, Klonierung
(56°C) von yvcl GUber Kpnl

CZ16 5 CGTCGGTACCCTATTTGATGTGCTGCGGG reverse Primer, Klonierung
(58°C) von yvcl Gber Kpnl/

CZ17 5 GCCICTAGAGGTGATAAAAATGAGTGACTTTC forward Primer, Klonierung
(58°C) von yvcN Uber Xbal

CZ18 5 CGTCGGTACCCGCAAAAAATGAGTATTTAATT reverse Primer, Klonierung
TCTC (58°C) von yvcN tber Kpnl

CZ19 5 CGTCGGTACCTTACAAAAAATGAGTATTTAA reverse Primer, Klonierung
TTTC (58°C) von yvcN Uber Kpnl

CZ20 5 GCCICTAGAGGTGACTAAAGTAAACATTGTT forward Primer, Klonierung
ATTATC (68°C) von degU Uber Xbal

CZ21 5 CGTCGGTACCCGTCTCATTTCTACCCAGCCAT reverse Primer, Klonierung
TTTTA (68°C) von degU Uber Kpnl

CZ22 5 CGTCGGTACCCTATCTCATTTCTACCCAGCCATT reverse Primer, Klonierung
(68°C) von degU Uber Kpnl

CZ23 5 'GCCICTAGAGATGGCTGCTTCAACATTAACG forward Primer, Klonierung
(60°C) von sufC Gber Xbal

CZ24 5 'CGTCGGTACCCGCGCTTCTTGGCCAACAGTTTC reverse Primer, Klonierung
(64°C) von sufC Gber Kpnl

CZ25 5 'CGTCGGTACCTITACGCTTCTTGGCCAACAG reverse Primer, Klonierung

(60°C) von sufC Gber Kpnl
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CZ26

Cz27

Cz28

Cz29

Cz30

Cz31

Cz32

Cz33

Cz34

Cz35

CZ36

Cz37

Cz38

CZ39

5 ‘GCCTCTAGAGATGGCAAAACGAATTGACCATAC
(64°C)

5 'CGTCGGTACCCGCCGCTGAAAGAACTCAAT
CCAC (66°C)

5 'CGTCGGTACCTTACCGCTGAAAGAACT
CAATCC (66°C)

5 CCTATCACCTCAAATGGTTCGCTGCCAAA

TTGAACT GTTCCATTAC (60°C)

5 CCGAGCGCCTACGAGGAATTTGTATCGCATC

TATACGAAGGAAGAAATG (60°C)

5 ‘CAGAAAAACCGATAGAACAAGC
(62°C)

5 GGCGGATCCGGCGCAAGTGTAACAATTTTG
(60°C)

5" GCGAGCTCTTATTCAGCGGACTTTTTCAATC
(62°C)

5 ‘GTTACTCACCGGGACATTG

(58°C)

5 RO RRTSEIIGEONG A CTTCCAG

ATTCGTTAATTC (58°C)

5 ‘CCGAGCGCCTACGAGGAATTTGTATCGGCTGCG

GACAGGGCAAAC (60°C)

5 ‘CTCTTCAAATCCTGAAGGGC
(60°C)

5 ‘GCCAGCACCGCTCTGTG
(58°C)

5 ‘CGAAAAGGGAAAACTGTATATC
(60°C)

forward Primer, Klonierung
von ywbC Uber Xbal

reverse Primer, Klonierung
von ywbC Uber Kpnl

reverse Primer, Klonierung
von ywbC Uber Kpnl

reverse upstream Primer;
LFH-PCR zur Deletion des
hprK-Operons

forward downstream
Primer; LFH-PCR zur
Deletion des hprK-Operons
Sequenzierungsprimer zur
Uberpriifung der LFH-PCR
zur Deletion des hprKk-
operons

forward Primer, Klonierung
des hprK-Operons liber
BamHI

reverse Primer, Klonierung
des hprK-Operons lber Sac/
forward upstream Primer;
LFH-PCR zur Deletion von
yvcl

reverse upstream Primer;
LFH-PCR zur Deletion von
yvcl

forward downstream
Primer; LFH-PCR zur
Deletion von yvcL

reverse downstream
Primer; LFH-PCR zur
Deletion von yvcL
Sequenzierungsprimer zur
Uberpriifung der LFH-PCR
zur Deletion von yvcl

Sequenzierungsprimer zur
Uberpriifung der LFH-PCR
zur Deletion von yvcl
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Cz40

Cz41

Cz42

Cz43

Cz44

Cz45

Cz46

Cz47

Cz48

Cz49

Cz50

Cz51

CZ52

CZ53

5 ‘GTATTCGAAGTTCGTTCAAC
(56°C)

5 TTGCTTTGATCGCGCATGACA
(53°C)

5 ‘GAAAACGTTCAATTTGAAGACCTG
(53°C)

5 ‘CACTACGCGTACTGTGAGC
(60°C)

5 ‘GCGTTAAATATCGCAGAGAGC
(53°C)

5 'GAGTCATCGCAATACGTGC
(53°C)

5 ‘CTCGTACTCATATGTCATTTGCATCAGAAAC
AAAAAAAG (64°C)

5 ‘GGCTCTAGATTTTAAAGTGACGGTTTGCCCTG
(66°C)

5 ‘CTAATACGACTCACTATAGGGAGAGATATCG
ACACCAGATGGTAAG (64°C)

5 ‘CTAATACGACTCACTATAGGGAGAGAAGCTT
CGCAACGTCTTCAG (64°C)

5 ‘CTAATACGACTCACTATAGGGAGACCAATTT
CTTCACGTTTTACGAAC (66°C)

5 ‘-P-TCGACTCTAGAGGTACCTTTTTCGAACTG

CGGGTGGCTCCACATGATTGTTTCCTCCTTA-3

5 -P-AGCTTGGTACCTCTAGAGTCGACTGGAGCC
ACCCGCAGTTCGAAAAATGATAAGCATG-3

5 -P-CTTATCATTTTTCGAACTGCGGGTGGCTCC
AGTCGACTCTAGAGGTACCA-3’

forward Sequenzierungs-
primer dnak

forward Primer,
Amplifikation von mgsA fir
RT-Analyse

reverse Primer,
Amplifikation von mgsA fir
RT-Analyse

Sequenzierungsprimer fir
pAC6; Annealing im lacZ-
Gen

forward Primer,
Amplifikation von rplP fur
RT-Analyse

reverse Primer,
Amplifikation von rplP fur
RT-Analyse

forward Primer, Klonierung
von yvcl Gber Ndel in
pKES170

reverse Primer, Klonierung
von yvcl Gber Xbal in
pKES170

reverse Primer, Herstellung
von T7 mRNA (rpsJ)

reverse Primer, Herstellung
von T7 mRNA (rpsE)

reverse Primer, Herstellung
von T7 mRNA (rplP)
Hybridisierungsprimer
(MCS) reverse zur
Konstruktion von pGP2427
Hybridisierungsprimer
(MCS) forward zur
Konstruktion von pGP2428

Hybridisierungsprimer
(MCS) reverse zur
Konstruktion von pGP2428
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Cz54

CZ55

CZ56

Cz57

CZ58

CZ59

Cz60

Cz61

Cz62

Cz63

Cz64

CzZ65

CZ66

Cz67

5 'CGTCGGTACCATGTCATTTGCATCAGAAAC
(56°C)

5 ‘GCCTCTAGATTATTTTAAAGTGACGGTTTGC
(58°C)

5" CGTCGGTACCAAGGAGGAAACAATCATGTCAT

TTGCATCAGAAAC (56°C)

5 ‘GCACGCGTCGACTTTTAAAGTGACGGTTTGCC

(56°C)

5 'CATCCAGAACAACCTCTGC
(58°C)

5 ‘GCCGACTCAAACATCAAATC
(58°C)

5 ‘CTAATACGACTCACTATAGGGAGACAAGAA
TTTCCGCAGTACCC (60°C)

5 ‘GGGCTGTCATACGAGTTTC
(58°C)

5 ‘CTAATACGACTCACTATAGGGAGAGTATTCA
TTATAAAAAGGGGG (58°C)

5 ‘GGACCGCGTGGAAGAATG

(58°C)

5 ‘CTAATACGACTCACTATAGGGAGACGATGA
TGGCTCCGATCC (58°C)

5 ‘GAATCACATGCTATCCGAGC

(60°C)

5 ‘CTAATACGACTCACTATAGGGAGAGTGCCA
TGCAAAGTGGTAAC (60°C)

5" GCGGGATCCATGGCACAAAAAACATTTAAAG
(56°C)

forward Primer, Klonierung
von yvclL Gber Kpnl in
pGP2427

reverse Primer, Klonierung
von yvclL Gber Xbal in
pGP2427

forward Primer, Klonierung
von yvclL Uber Kpnl in
pGP2428

reverse Primer, Klonierung
von yvcl Gber Sall in
pGP2428
Sequenzierungsprimer
forward fir pDG148 und
Derivat
Sequenzierungsprimer
reverse flir pDG148 und
Derivat

reverse Primer, Herstellung
von T7 mRNA (mgsA)
forward Primer, Herstellung
von T7 mRNA (kleine RNA
vor dem yvcl-Operon)
reverse Primer, Herstellung
von T7 mRNA (kleine RNA
vor dem yvcl-Operon)
forward Primer, Herstellung
von T7 mRNA (dapB)

reverse Primer, Herstellung
von T7 mRNA (dapB)
forward Primer, Herstellung
von T7 mRNA (ypjH)

reverse Primer, Herstellung
von T7 mRNA (ypjH)
forward Primer, Klonierung
von ptsH tber BamHI in
pGP380
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Cz68

CzZ69

Cz70

Cz71

Cz72

Cz73

Cz74

CzZ75

CZ76

Cz77

Cz78

Cz79

5 (CGATACAAATTCCTCGTAGGCGCTCGGTTACTT

ATTAAATAATTTATAGCTATTG (64°C)

5 ‘GGCGAG CTCGATGAAA-G CTTTGATCGCG

(64°C)

5 ‘GGCGAGCTCGATGAAAATTIBITTGATCGCG

(62°C)

5 ‘GGCGAGCTCGATGAAAATTGCTTTGATCGCG

(64°C)

5  GGCGAATTCCATATTGAAATGAACCAAGCC

(58°C)

5 'GCGGGATCCGGGCTAAAATATCCTTCTTTAAA

(58°C)

5

"CCGCAAGCTTAGTAATTGACCCCCTTTTTATAATG

(66°C)

5

"CGCGGTACCCTCTTTTATTTATGGACAAAAAAAGG

(66°C)

5 ‘CCGGACATCAGCGCCATTC
(62°C)

5 '‘GCGGGATCCGCACGAAGGATTGTGTAAAC

(58°C)

5 ‘GGGAATTCCATATGGTTCAACAGAAAGTG

GAAG (62°C)

5 'AAAACTGCAGCTAAACTTCTTCTTGAACGTAAG

(62°C)

reverse Primer
Erythromycin ohne
Terminator

forward Primer, Klonierung
von mgsA Uber Sacl in
pGP172; Mutagenese von
lle3Leu

forward Primer, Klonierung
von mgsA Uber Sacl in
pGP172; Mutagenese von
Ala4Thr

forward Primer, Klonierung
von mgsA Uber Sacl in
pGP172

forward Primer, Klonierung
des ypjD Promoter liber
EcoRl in pAC7

reverse Primer, Klonierung
des ypjD Promoter liber
BamHI in pAC7

forward Primer, Klonierung
der kleinen RNA vor dem
yvcl-Operon Uber Hindlll in
pGP2428

reverse Primer, Klonierung
der kleinen RNA vor dem
yvcl-Operon Uber Kpnl in
pGP2428

reverse Sequenzierungs-
primer der p25-N Domane
der 2-hybrid Vektoren

reverse Primer, Klonierung
des rpsJ Promoter liber
BamHI in pAC7

forward Primer, Klonierung
von crh tber Ndel in
pFDX4291

reverse Primer, Klonierung

von crh Uber Pstl in
pFDX4291
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Cz80

Cz81

Cz82

Cz83

Cz84

CZ85

CZ86

Cz87

Cz88

CZ89

Cz90

Cz91

5 ‘GCGGGATCCCGAAGTATTTCGAAAGAGCTG
(60°C)

5 ‘GCACGCGTCGACTTTTAAAGTGACGGTTTGCCC
(60°C)

5 ‘CGTCGGTACCCGTGCGTATAGATCAT
GATTCTTTA (60°C)

5 'CGTCGGTACCCGCAGTGCACCGATTTGCTGG
(60°C)

5 'CGTCGGTACCCGATCACATAAACGGATTA
ATGCC (60°C)

5 ‘GGGAATTCCATATGCAGGATGTGGCGCCG
(60°C)

5 ‘CCTCTAGAGCCGTCGTTGCGGTCGC
(60°C)

5 'GGGAATTCCATATGGTGACGTCCACCGAC
(58°C)

5 ‘CCTCTAGACTTTCTTTTCGCCTGCAACA
(58°C)

5 ‘GGGAATTCCATATGTATCTGTTTGAAAGCCTG
(56°C)

5 ‘CCTCTAGAATTTCGGTTTCGGGTGACTT
(58°C)

5 'P-GGCGTGGCAATCCCGRIMBGGCCGCATC
AAGGGCCTG

forward Primer, Klonierung
von yvcl Gber BamHI in
pGP1331

reverse Primer, Klonierung
von yvcl Uber Sall in
pGP1331

reverse Primer, Klonierung
von mgsA (AS 1-33) lber
Kpnl

reverse Primer, Klonierung
von mgsA (AS 1-66) Gber
Kpnl

reverse Primer, Klonierung
von mgsA (AS 1-99) Uber
Kpnl

forward Primer, Klonierung
von spoT1 aus Ralstonia
eutropha tGber Ndel in
pKES170

reverse Primer, Klonierung
von spoT1 aus Ralstonia
eutropha tber Xbal in
pKES170

forward Primer, Klonierung
von spoT2 aus Ralstonia
eutropha lber Ndel in
pKES170

reverse Primer, Klonierung
von spoT2 aus Ralstonia
eutropha tber Xbal in
pKES170

forward Primer, Klonierung
von spoT aus E. coli Gber
Ndel in pKES170

reverse Primer, Klonierung
von spoT aus E. coli Gber
Xbal in pKES170
Mutageneseprimer fiir ptsN

aus Ralstonia eutropha
H67E
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Cz92

Cz93

Cz94

CZ95

CZ96

Cz97

Cz98

CZ99

Cz100

Cz101

CZ102

Cz103

CZ104

5 ‘GCCTGCAGTCAGGGATGCCATGCGATC
(60°C)

5 ‘GGTTTTTCTCACGGAGACTG

(60°C)

5 ‘GTTTAATTTCGATATCGACACC
(60°C)

5 ‘GTTGATGCTCTTATGCGATTAG
(62°C)

5 ‘CGTAATTCTTTAACGAAGCGC
(60°C)

5 ‘GAAAAGCTTTCTAACAAACCTG
(60°C)

5 ‘CGTTCTGCATCAACTTTTACG
(60°C)

5 ‘GTATGGGCGGAGAGCAAATC
(62°C)

5 ‘'CTTTTTGACGCCATGGTTTAC
(60°C)

5 "CAAACATGCCATGGTTCAACAGAAAGTGGAAG

(62°C)

5 'GCGGCGTC ATGAAAATTGCTTTGATCGCGC

(62°C)

5 ‘GAGGATCGAGATCTCGATC
(58°C)
5 ‘CTAGTTATTGCTCAGCGGTG
(60°C)

reverse Primer, Klonierung
von EIIANtr aus Ralstonia
eutropha lber Pstl in
pBGG237

forward Primer,
Amplifikation der rpsJ-
Region flir EMSA

reverse Primer,
Amplifikation der rpsJ-
Region flir EMSA

forward Primer,
Amplifikation der rpsJ-
Region flir EMSA
reverse Primer,
Amplifikation der rpsJ-
Region flir EMSA
forward Primer,
Amplifikation der rpsJ-
Region flir EMSA
reverse Primer,
Amplifikation der rpsJ-
Region fliir EMSA

forward Primer,
Amplifikation der rpsJ-
Region flir EMSA

reverse Primer,
Amplifikation der rpsJ-
Region fliir EMSA

forward Primer, Klonierung
von crh tUber Ncol in pETM-
11

forward Primer, Klonierung
von mgsA Uber BspHI in
pETM-11

forward Sequenzierungs-
primer pETM-11

reverse Sequenzierungs-
primer pETM-11
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CZ105 5 'GCACGCGTCGACGAGAATCTTTATTTTCAGG
GCGCCATGAAAATTGCTTTGATCGCGCATGAC

forward Primer, Klonierung
von mgsA Uber Sall in

CZ106

Cz107

Cz108

CZ109

(76°C)

5 "CCGCAAGCTTTTATACATTCGGCTCTTCTCCCCG

(72°C)

5 ‘GCACGCGTCGACATGAAAATTGCTTTGATCGCG

CATGAC (76°C)

5 ‘CATAAAAGACGGTCTTTTTTTAC
(60°C)

5 N RTEEIBEONE < A TTGCA

ATTTCTCCCCTG (64°C)

pWH844 mit TEV-
Schnittstelle

reverse Primer, Klonierung
von mgsA Uber Hindl!ll in
pWH844

forward Primer, Klonierung
von mgsA Uber Sall in
pWH844

forward upstream Primer;
LFH-PCR zur Deletion von
pycA

reverse upstream Primer;
LFH-PCR zur Deletion von

pycA

Cz110 5 '_GAAAAAT forward downstream
GGTGAGCCGATCC (60°C) Primer; LFH-PCR zur
Deletion von pycA
CZ111 5 CACATATTCGCTTACACTTGG reverse downstream

CZ112

CZ113

Cz114

(60°C)

5 ‘GAATTGTCTGCTTTGCATGAC
(60°C)

5 'GGCATGAATAATCAAGTGTAC
(58°C)

5 ‘CAGAATTAAAACAAGCATGGC
(58°C)

Primer; LFH-PCR zur
Deletion von pycA
Sequenzierungsprimer zur
Uberpriifung der LFH-PCR
zur Deletion von pycA
Sequenzierungsprimer zur
Uberpriifung der LFH-PCR
zur Deletion von pycA
forward upstream Primer;
LFH-PCR zur Deletion von
citZ

CzZ115 5 '_GTATCATCA reverse upstream Primer;
ATAATAGAACTAAC (58°C) LFH-PCR zur Deletion von
citZ
CZ116 5 CATGTCCTAGCTTATCAGAAC reverse downstream

Cz117

(60°C)

5 'CATCGTGATGAAAACGAGGA
(60°C)

Primer; LFH-PCR zur
Deletion von citZ

Sequenzierungsprimer zur
Uberpriifung der LFH-PCR
zur Deletion von citZ
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CZ118

CZ119

Cz120

Cz121

Cz122

Cz123

Cz124

CZ125

CZ126

Cz127

CZ128

CZ129

CZ130

5 "CAATGTTTTCAATGACTGTCAG

(60°C)

5 "GAAAACAATATGCAACTTTAAATC

(60°C)

5 "GATACAACAGCAGTTGCTTTG
(60°C)

5 ‘N RE GGG A CGACT

AAATGCTGAATAAG (58°C)

Yyl

GCCTTGAATAGAG (58°C)

5 ‘CTCATTTTCTCTTCATTTCATGC

(60°C)

5 "GAATTACAGATATCGACACTTC

(60°C)

5 ‘GTAGCTGTCTCATGATTTCC
(60°C)

5 RSO REETGRINEEC A CGATG

ACCTCTAATAATTG (60°C)

5 OSRNG0 TG GGTAGTA

TTTTTTGAGAAGATCAC (60°C)

5 "CCAAAGTGAAACCTAGTTTATC

(60°C)

5 'CGAGACTTTGCAGTAATTGATC

(62°C)
5 ‘GGCTTTTTCCTTGCTTAGTCC
(62°C)

Sequenzierungsprimer zur
Uberpriifung der LFH-PCR
zur Deletion von citZ

Sequenzierungsprimer zur
Uberpriifung der LFH-PCR
zur Deletion von citZ

forward upstream Primer;
LFH-PCR zur Deletion von
sdhCAB

reverse upstream Primer;
LFH-PCR zur Deletion von
sdhCAB

forward downstream
Primer; LFH-PCR zur
Deletion von sdhCAB
reverse downstream
Primer; LFH-PCR zur
Deletion von sdhCAB
Sequenzierungsprimer zur
Uberpriifung der LFH-PCR
zur Deletion von sdhCAB
Sequenzierungsprimer zur
Uberpriifung der LFH-PCR
zur Deletion von sdhCAB
Phleomycinresistenz
forward Primer mit Kan-
Fahnchen
Phleomycinresistenz
reverse Primer mit Kan-
Fahnchen

Check Primer fiir LFH (Phleo
UP)

Check Primer fiir LFH (Phleo
DOWN)

reverse downstream
Primer; LFH-PCR zur
Deletion von citZ
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CZ131 5 'GAATGTCAACAAGAACAACGT Sequenzierungsprimer zur
(60°C) Uberpriifung der LFH-PCR
zur Deletion von citZ

Cz132 5 '_CAGAT forward downstream

TACACAGGCCCTGAC (62°C) Primer; LFH-PCR zur
Deletion von citZ
CZ133 5 'GTTAATTGCCATGCAGCCAG forward downstream
(60°C) Sequenzierungsprimer pycA
CZ134 5 GATTATTTGCGCCAAGTCATG forward downstream
(60°C) Sequenzierungsprimer
sdhCAB
CZ135 5 'CAACAGTCGTAAGCGAAAATG forward upstream
(60°C) Sequenzierungsprimer
sdhCAB
CZ136 5 GTTACAAACGGTTACTCGTG forward downstream
(60°C) Sequenzierungsprimer
sucCD
CZ137 5 GTATAAGCATGGTGATCCGC forward
(60°C) Sequenzierungsprimer citZ
CZ138 5 '_CTATACCTGA reverse upstream Primer;
ATCTTCTAACGC (60°C) LFH-PCR zur Deletion von
citB
CZ139 5 CCATGGGAGAGTCACTAGAG forward upstream Primer;
(60°C) LFH-PCR zur Deletion von
citB
CZ140 5 GTATACGAAGAGAGATTAGAAG Sequenzierungsprimer zur
(62°C) Uberpriifung der LFH-PCR

zur Deletion von citB

Cz141 5'_CATCCTT forward downstream

CAAATGGTGCTTCG (62°C) Primer; LFH-PCR zur
Deletion von citB
CZ142 5 CATTGTCAGAACGATCATCAG reverse downstream
(62°C) Primer; LFH-PCR zur
Deletion von citB
CZ143 5 'GCTGTTTATCTTCTCCTGAAG Sequenzierungsprimer zur
(60°C) Uberpriifung der LFH-PCR

zur Deletion von citB
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Cz144

CZ145

CZ146

Cz147

Cz148

Cz149

CZ150

Cz151

CZ152

Cz153

Cz154

CZ155

CZ156

Cz157

5/ RTRRTSEIIBEENE G A A AAATC

TTCCCAATTCATTC (60°C)

5 ‘GGGTATGGCTGACGGCAAAG
(62°C)

5 ‘GGCTCTGTTCAAGGATCAGC
(62°C)

5 ‘CGAGCGCCTACGAGGAATTTGTATCGGAAC

GTATTGTATCTGATAGCTT (60°C)

5 "‘GCCCAGTATACCGACTTGCG
(60°C)

5 ‘CATAAGATAAAGCGATATACATC
(62°C)

5 ‘CGAGCGCCTACGAGGAATTTGTATCGCTGGAA

GATCCTGAACAGCT (62°C)

5 ‘CAAGAACATTTTAATTAGTTTACATC
(64°C)

5 ‘CCATTGATTTGCTTCCTTCAC
(62°C)

5 ‘CGTTACCTCGGTGCGAAAAG

(62°C)

5 ‘GTTTGTCTGTCCATTGGGTTC

(62°C)

5 ‘GTATTCATTGCTGTGTACCGC

(62°C)

5 "-P- CGCCAAAAGCATCATGGGGCTGRBBAGCC
TTGCGGTAAGCACAGGC

5 "-P- CGCCAAAAGCATCATGGGGCTGIBBAGC
CTTGCGGTAAGCACAGGC

reverse upstream Primer;
LFH-PCR zur Deletion von
odhA

forward upstream Primer;
LFH-PCR zur Deletion von
odhA
Sequenzierungsprimer zur
Uberpriifung der LFH-PCR
zur Deletion von odhA
forward downstream
Primer; LFH-PCR zur
Deletion von odhA
reverse downstream
Primer; LFH-PCR zur
Deletion von odhA
Sequenzierungsprimer zur
Uberpriifung der LFH-PCR
zur Deletion von odhA
forward downstream
Primer; LFH-PCR zur
Deletion von odhAB
reverse downstream
Primer; LFH-PCR zur
Deletion von odhAB
Sequenzierungsprimer zur
Uberpriifung der LFH-PCR
zur Deletion von odhAB
reverse Sequenzierungs-
primer citR

reverse Sequenzierungs-
primer citA

reverse Sequenzierungs-
primer citR

Mutageneseprimer fiir crh
(Met51 - Arg)

Mutageneseprimer fiir crh
(Met51 = Trp)
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CZ158

CZ159

CZ160

Cz161

CZ162

CZ163

CZ164

CZ165

CZ166

Cz167

CZ168

CZ169

5 ‘GTCATTCCCGGTCTTGAAGG
(62°C)

5 ‘GACTTGCTGAAGCAGGCTTG
(62°C)

5 [ NNGTGRGREE8 CATCTTTATC

ACCTCACCTT (58°C)

5 ‘GGCTCTTAACAGTTGAATAAAC
(58°C)

5 N RTEBE0NE A G CCG

CGATATGGTAAGG (66°C)

5 'CCGAGCGCCTACGAGGAATTTGTATCGATCAG

GAAGCAGGATTTATGG (60°C)

5 ‘GCTTCTGTTTTCATCAAAAAGG
(60°C)

5 ‘CCTCAGAGTTATTTAATCAATTG
(60°C)

5 "‘GCGCGGAATACGTTACGTCC
(64°C)

5 ‘GAAGACCTCCATAAACTGAATG
(62°C)

5 'ATTGAATTCTACCGTTCGTATAGCATACATTATA

CGAAGTTATCCTTCCCAGCGAACCATTTGAGGTGA
TAGGTAAG (64°C)

5 "‘GCCTCTAGATACCGTTCGTATAATGTATGCTA

TACGAAGTTATGTAACGATCGATACAAATTCCTCG
TAGGCGCTCGGGACC (66°C)

Fusion von dnaE-cggR-
aphA3-ytrl; forward
upstream Primer

Fusion von dnaE-cggR-
aphA3-ytrl; upstream
Sequenzierungsprimer
Fusion von dnaE-cggR-
aphA3-ytrl; reverse
upstream Primer (Uberhang
cggR)

Fusion von dnaE-cggR-
aphA3-ytrl; forward Primer
cggR

Fusion von dnaE-cggR-
aphA3-ytrl; reverse Primer
cggR (Uberhang aphA3)
Fusion von dnaE-cggR-
aphA3-ytrl; forward
downstream Primer ytrl
(Uberhang aphA3)

Fusion von dnaE-cggR-

aphA3-ytrl; reverse
downstream Primer
Fusion von dnaE-cggR-
aphA3-ytrl; downstream
reverse
Sequenzierungsprimer
Fusion von dnaE-cggR-
aphA3-ytrl; Sequenzierung
gapA

Fusion von dnaE-cggR-
aphA3-ytrl; Sequenzierung
gapA

forward Primer, Klonierung
aphA3-Lox Uber EcoRl in
pBluescript Il KS

reverse Primer, Klonierung
aphA3-Lox Uber Xbal in
pBluescript Il KS
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Cz170

Cz171

Cz172

Cz173

Cz174

CZ175

Cz176

Cz177

Cz178

Cz179

CZ180

Cz181

CZ182

5 'CCTATCACCTCAAATGGTTCGCTGCTTACGCG

ATTGCCCTTTATG (62°C)

5 ‘GAAAATACGACACAACGATCAG
(62°C)

5 "CATTACAGCTACGACAGCAG
(60°C)

5 CGAGCGCCTACGAGGAATTTGTATCGGTTCTCA

TATTTTGCAGCGGTC (62°C)

5 ‘CACCTCTTCTGCTTTCTGTC
(60°C)

5 "GTAAACAATTCATCGTCAAAATC
(62°C)

¥ ey

CACCATCAATATG (62°C)

5 ‘CACAGGCGTTTTGGTTGCTC
(62°C)

5 ‘GAACAACAGCTACTGGAAGC
(60°C)

5 CGAGCGCCTACGAGGAATTTGTATCGGTC

AGCGCAATATACCGGTG (62°C)

5 ‘GTATCCAAGCCGTGCTGTTTC
(64°C)

5 ‘GGTCTGCCCTGTCATATAGG
(62°C)

5 "GCGAGCTCGATGACAGCGACACGCGGTCT
(64°C)

reverse upstream Primer;
LFH-PCR zur Deletion von
CitR

forward upstream Primer;
LFH-PCR zur Deletion von
CitR
Sequenzierungsprimer zur
Uberpriifung der LFH-PCR
zur Deletion von citR

forward downstream
Primer; LFH-PCR zur
Deletion von citR

reverse downstream
Primer; LFH-PCR zur
Deletion von citR

Sequenzierungsprimer zur
Uberpriifung der LFH-PCR
zur Deletion von citR

reverse upstream Primer;
LFH-PCR zur Deletion von
CitA

forward upstream Primer;
LFH-PCR zur Deletion von
CitA
Sequenzierungsprimer zur
Uberpriifung der LFH-PCR
zur Deletion von citR
forward downstream
Primer; LFH-PCR zur
Deletion von citA

reverse downstream
Primer; LFH-PCR zur
Deletion von citA
Sequenzierungsprimer zur
Uberpriifung der LFH-PCR
zur Deletion von citR
forward Primer, Klonierung
von citZ Gber Sacl in
pGP172
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Cz183

Cz184

CZ185

CZ186

Cz187

CZ188

CZ189

CZ190

Cz191

Cz192

CZ193

Cz194

CZ195

5 ‘ACAGGATCCTTAGGCTCTTTCTTCAATCGG
(62°C)

5 ‘GC GAGCTCGATGGTACATTACGGATTAAAGG
(60°C)

5 "ACAGGATCCTTATGAAAGAACTTCCTCGGG
(60°C)

5 ‘ACAGGATCCTGAGCGCTTGAAACCTATAT
GATTC (62°C)

5 ‘GCACGCGTCGACTGAAAGAACTTCCTCGG
GAATG (64°C)

5 ‘GCCTTATCTTCCTTCCTTATG
(60°C)

5 NG ORGERORIGING CATCTTTATC

ACCTCACCTT (60°C)

5 ‘CAAAGATGACGTGCTTGCCAT
(62°C)

5 ‘CCTATCACCTCAAATGGTTCGCTGGCACCTT

TCTGATTTTATAAAAAG (60°C)

5 ‘CAAGTTCCACTGTCAGCCTC
(62°C)

5 ‘GTATAATGTATGCTATACGAACGGTAGAGCA

ACCAAAACGCCTGTG (62°C)

5 ‘GTATAGCATACATTATACGAACGGTAGTCAGCG

CAATATACCGGTG (62°C)

5 ‘GTTTTAACAGCTGTAGGTCTC
(60°C)

reverse Primer, Klonierung
von citZ iber BamHI in
pGP172

forward Primer, Klonierung
von citA Uber Sacl in
pGP172

reverse Primer, Klonierung
von citA Uber BamHlI in
pGP172

forward Primer, Klonierung
von citA Uber BamHlI in
pGP1331

forward Primer, Klonierung
von citA Gber Sall in
pGP1331

Fusion von dnaE-pgi-aphA3-
ytrl; forward upstream
Primer

Fusion von dnaE-pgi-aphA3-
ytrl; reverse upstream
Primer (Uberhang pgi)

Fusion von dnaE-pgi-aphA3-
ytrl; forward Primer pgi

Fusion von dnaE-pgi-aphA3-
ytrl; reverse Primer pgi
(Uberhang aphA3)

Fusion von dnaE-pgi-aphA3-
ytrl; reverse downstream
Primer ytrl

reverse upstream Primer;
LFH-PCR zur markerlosen
Deletion von citRA

forward downstream
Primer; LFH-PCR zur
markerlosen Deletion von
CitRA

Fusion von pgi-fbaA-cm-
ytrl; forward upstream
Primer in pgi
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CZ196

Cz197

Cz198

CZ199

CZ200

Cz201

Cz202

Cz203

Cz204

CZ205

CZ206

Cz207

5 ‘CCTGGATCATGTCGAGCTCGCACCTTTCTGATT
TTATAAAAAG (62°C)

5 "GAGCTCGACATGATCCAGG

(60°C)

5 "CCTATCCACCTCAAATGGTTCGCTGCATCGA
TATTGGCTGTATCAAC (62°C)

5 "CAACTGATAAAGAGCGCGGC
(60°C)

5 ‘TACCGTTCGTATAGCATACATTATACGAAG
TTATCCTTCCCAGCGAACCATTTGAGGTGATAG
GTAAG (72°C)

5 ‘TACCGTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTT
ATGTAACGATCGATACAAATTCCTCGTAGGCGCT
CGGGAC (74°C)

5 ‘CTACATAAGGAGGACATTCGAC

(64°C)

Y ey

GTATCAAC (62°C)

5 TTGTCAAGTGAAGGCGCGCTATGCTACAATAAG

CTTGGAAATAGAGGAGGTCAATTCTTATGTTTAAA
GC (62°C)

5 CCTATCACCTCAAATGGTTCGCTGG TTAAAT

TGGTTTGACATACTATC (62°C)

5 CCGAGCGCCTACGAGGAATTTGTATCGGAGCT

TCTTGTTTATGCTCTTG (62°C)

5 "‘GAATTGGCCATCGTGTCGTTC
(64°C)

Fusion von pgi-fbaA-cm-
ytrl; reverse upstream
Primer (Uberhang fbaA)
Fusion von pgi-fbaA-cm-
ytrl; forward Primer fbaA

Fusion von pgi-fbaA-cm-
ytrl; reverse Primer fbaA
(Uberhang aphA3)

Fusion von pgi-fbaA-cm-
ytrl; forward
Sequenzierungsprimer in
pgi

forward Primer zur
Amplifikation von aphA3-
Lox aus pGP2514

reverse Primer zur
Amplifikation von aphA3-
Lox aus pGP2514

Fusion von fbaA-ptsGHI-
aphA3-ytrl; forward
upstream Primer

Fusion von fbaA-ptsGHI-
aphA3-ytrl; reverse

upstream Primer (Uberhang

ptsGHI)
Fusion von fbaA-ptsGHI-

aphA3-ytrl; forward Primer

ptsGHI (inkl. Artificieller
Promoter)

Fusion von fbaA-ptsGHI-

aphA3-ytrl; reverse Primer

ptsGHI (Uberhang aphA3)

Fusion von fbaA-ptsGHI-
aphA3-ytrl; forward
downstream Primer
Fusion von fbaA-ptsGHI-
aphA3-ytrl; reverse
downstream Primer
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CZ208 5 ‘GAAGTAACTGATATTCCAGATC Fusion von fbaA-ptsGHI-
(58°C) aphA3-ytrl; downstream
reverse
Sequenzierungsprimer

cz209 5 NGHINNCRCCININCORINORININGEIE  reverse upstream Primer;

-GACGACTAAATGCTGAATAAGAAAG LFH-PCR zur markerlosen
(62°C) Deletion von sdhCAB
Cz210 5 _ forward downstream
BEEEEIA G A TTGCAGCCTTGAATAGAGATAC Primer; LFH-PCR zur
(62°C) markerlosen Deletion von
sdhCAB
Cz211 5 °-P-CCATTCCGCTCGCCMBBAATATGGGTIIBBG  Mutageneseprimer fiir
CGGAAATTCTTGTGCG mgsA (Thr107 = Trp;

Thr111 - Trp)
C7212 5 °-P-CCATTCCGCTCGCCHBHAATATGGG TGN Mutageneseprimer fir

GCGGAAATTCTTGTGCG mgsA (Thr107 - Arg;
Thr111l - Arg)

Cz213 5 '—P—CATGAACCGGATGTCTCG-TTAATCCG Mutageneseprimer fir

THEETGTGATGTGTATTCCATTC mgsA (Ala93 > Trp; Leu97
- Trp)

CZ214 5°-P- Mutageneseprimer fiir
CATGAACCGGATGTCTCGHGBTTAATCCGTHEGET  mgsA (Ala93 > Arg; Leu97
GTGATGTGTATTCCATTC — Arg)

Cz215 5°-P- Mutageneseprimer fiir crh
GTAAACGCCAAAAGCATC-GGGCTGATGAG (Met48 - Trp)

CCTTGC

Cz216 5 '-P-GTAAACGCCAAAAGCATC-GGGCTGATG Mutageneseprimer fiir crh
AGCCTTGC (Met48 > Arg)

Cz217 5 '-P-CAGGGTTGAAAATTCAT-GCGACAGGT Mutageneseprimer fiir
CTTCAAATTG mgsA (Glu4d3 - Ala)

Cz218 5 '-P-GACAGGTCTTCAAATT-CGTTTTCAATCCG Mutageneseprimer fiir
GCCC mgsA (Glu50 - Ala)

CZ219 5 '-P-CTGACCGCGCAGCCGCAT-CCGGATGT Mutageneseprimer fiir
CTCGGCA mgsA (Glu88 - Ala)

CZ220 5 '-P-CAAATATGGGTACTGCG-ATTCTTGTG Mutageneseprimer fir
CGCACAC mgsA (Glu113 - Ala)

CZ221 5 GACGCGATTTCCGCTGATTC reverse Primer fir

(62°C) Sequenzierung von citR
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Cz222 5 'CAGAAGCTTTGAGACAGAAAG

(60°C)

Cz223 5°-P-AGCTTAAGGAGGAAACAATCATGTGGAGCC
ACCCGCAGTTCGAAAAAGGTACCTCTAGAG-3’

forward Primer fur
Sequenzierung von citR
Hybridisierungsprimer
(MCS) forward zur
Konstruktion von pGP2427

Tabelle 7.4: In dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide.

Name

BG409

BG410 5
BG630 5
BG631 5
BG643 5
BG644 5
BG645 5
BG647 5
BG648 5

cat check 5

fwd

cat check 5

rev

cat- fwd 5

(kan)

Sequenz (5’2 37)
5" CGCGTTGGCCGATTCATTAATGC

CCATCGGCGCTACGGCGTTTC

TGCGGGGATGCCAGACTCC

CCGGCGCGAGCGATTTTCC

TCTCGCCGGATGTACTGG

CGGCTCGTATGTTGTGTGG

GGGTGTTGGCGGGTGTCG

GGGGATGTGCTGCAAGGCG

GGCTCGTATGTTGTGTGG

CTAATGTCACTAACCTGCCC

GTCTGCTTTCTTCATTAGAATCAATCC

CGGCAATAGTTACCCTTATTATCAAG

Gen / Zweck

forward Primer
Sequenzierung pKES170
reverse Primer Sequenzierung
pKES170

reverse Primer Sequenzierung
pKNT25

reverse Primer Sequenzierung
pUT18

forward Primer
Sequenzierung pUT18C

forward Primer
Sequenzierung pUT18

reverse Primer Sequenzierung
pUT18C

reverse Primer Sequenzierung
pKT25

forward Primer
Sequenzierung pKT25

Sequenzieren aus der cm -
Kassette aus pGem-cat fir
LFH-PCR

Sequenzieren aus der cm -
Kassette aus pGem-cat fir
LFH-PCR

Amplifizieren der cm -

Kassette aus pGem-cat fir
LFH-PCR
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cat- rev
(kan) ohne
Terminator

cat- rev

(kan)

FC17

FC18

FC24

FC25

FC50

FC53

FC55

FC59

FC60

FM3

FM4

FM8

FM13

FM16

FM24

FM25

FM30

5’

CGATACAAATTCCTCGTAGGCGCTCGGTTA
TAAAAGCCAGTCATTAGGCCTATC

5'CCAGCGTGGACCGGCGAGGCTAGTTACC

C

5'AAAGGATCCGTGGCACAAGGTGAAAAA

ATTAC

5'TTTCTGCAGTTATTAGTCCATGTTTTTGAT

5'AAAGGATCCATGGTACATTACGGATTAA

AGG

5 TTTCTCGAGTGAAAGAACTTCCTCGGGA

5" GTCATATCCTAGCAGGCCTCCGG

5° CGACCAAAATTGCCACACGGCCG

5'CGAGCGCCTACGAGGAATTTGTATCGCT

GACAGACTATGAAAGAGCGCAGCT
5'CGAGCGCCTACGAGGAATTTGTATCGGC

AGAGACACCTTCTGTCATGGGTG

5  GAACGTTTCTCTCAGGAAGTTCCTCG

5'AAAGGATCCATGACAGCGACACGCGGTC

TTGAAG

5'AAAGTCGACTCATTAGGCTCTTTCTTCAA

TCGGAACGAATTTTTG

5'AAAGTCGACTCATTATCCTTCTAATAAAA

GCTGTTCAGGATCTTCC
5" GCCTGGCCTGGTTGCAGCG

5" CCGGCGCTTGATCAGCTTCGC

5'AAATCTAGAGATGGAATACAGAATTGAA

CGAGACACCATGG

5'TTTGGTACCCGCGCCTTTGGTTTTACCAT

GTCTTCCGGGC

5'AAATCTAGAGATGGCAAACGAGCAAAAA

ACTGCAGCAAAAG

Amplifizierung cm® Gen mit
kan — tags ohne Terminator
far LFH-PCR

Amplifizieren der cm-Kassette
aus pGem-cm fir LFH-PCR
Sequenzierungsprimer
Deletion citZ
Sequenzierungsprimer
Deletion citZ

forward Primer, Amplifikation
CitA

reverse Primer, Amplifikation
CitA

LFH-PCR (yuxN), Deletion von
citG

LFH-PCR (gerAA), Deletion
von citG
Sequenzierungsprimer
Deletion citzZ

LFH-PCR (smf), Deletion von
sucD

LFH-PCR (smf), Deletion von
sucD

Sequenzierungsprimer
Deletion citZ
Sequenzierungsprimer
Deletion citZ
Sequenzierungsprimer
Deletion odhB
Sequenzierungsprimer
Deletion citZ
Sequenzierungsprimer
Deletion citG
Sequenzierungsprimer
Deletion citG
Sequenzierungsprimer
Deletion citG
Sequenzierungsprimer
Deletion citB
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FM31

FM32

FM46

FM48

FMS50

FM53

FM54

FM57

FM60

FM61

FM86

FM87

FM87

FM88

FR124

FR125

HMB12
HMB29

HMB60

HMB63

5 TTTGGTACCCGGGACTGCTTCATTTTTTC

ACGAAGCACCATT

5" CAGGCAGTACCGCCTGCAACAG

5'AAATCTAGAGATGTTTCAAAATAGTATGA

AACAACGAATGAATTGGGAAG

5" GAGCGCGAGTGGCTGACAAGAAAG

5  GTGCTCCGCAAGCTGAATGGCG

5'AAATCTAGAGATGAATATCCATGAGTAC

CAGGGAAAAGAAGTC

5'TTTGGTACCCGAACTAAGGATACGATTTT

CTGCGCGCC
5" CCTCGCTCACCTCTTGTGCAGC

5'AAATCTAGAGATGAGTCAATCAAGCATT

ATCGTAGTCGGC

5 TTTGGTACCCGTTTCGCCACCTTCTTCTTC

GAGTAATCC

5  CTGCCTTAAGAGCATCGCATGAGGTA

5" GGCAATCGGCGCAAGGGACG

5" GGCAATCGGCGCAAGGGACG

5" CCTATCACCTCAAATGGTTCGCTG
CACTTTACCTTCAGGAACAGATACCCC
5'AAATCTAGATTGTCTCAGCAATCGATACA

AAAAGT

S5'TTTGCATGCTTATGCTTTTTCAATTTCAAG

GAGCAG
5  CATTGGCTCCCTAAAGTCC

5" CGGGATCCCTCATTGAATAAGTAGGCTG

5'AAACTGCAGTTAAAATGGATTTTCCTGAT

CC
5° CCAAAGCAAGTAGATGATTTC

Sequenzierungsprimer
Deletion citB

Sequenzierungsprimer
Deletion citB

Sequenzierungsprimer
Deletion odhA

Sequenzierungsprimer
Deletion odhA

Sequenzierungsprimer
Deletion odhA

Sequenzierungsprimer
Deletion sucCD

Sequenzierungsprimer
Deletion sucCD

Sequenzierungsprimer
Deletion odhB

Sequenzierungsprimer
Deletion sdhCAB

Sequenzierungsprimer
Deletion sdhCAB

LFH-PCR: Deletion sucC up-
forward

Sequenzierungsprimer
Deletion sucC

Sequenzierungsprimer
Deletion sucC

LFH-PCR: Deletion sucC up-
reverse (kan)
Sequenzierungsprimer
Deletion pycA

Sequenzierungsprimer
Deletion pycA

ccpC-Sequenzierprimer
5’-Region von ccpC fir ccpC-
Operon Deletion, vorwarts
ccpC-Gen, revers
komplementar
Sequenzierungsprimer
Deletion citZ
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IW20

JG69

JL18

JL19

JL21

JL22

kan-fwd

kan-rev

KG8

KG26

KG28

KG100

KG118

ML16

ML84

ML85

ML103
ML104
ML107
ML108
ML109

5’

5'CGATACAAATTCCTCGTAGGCGCTCGGTT
TCCACCATTTTTTCAATTTTTTTATAATTTTTT

GTGATCCGCGGACAATGTC

TAATCTG

5'GCCTCTAGAGATGGTTCAACAGAAAGTG

GAAG

5'CGTCGGTACCCGAACTTCTTCTTGAACGT

AAGCAG

5'GCCTCTAGAGATGAAAATTGCTTTGATGC

GC

5'CGGTCGGTACCCGTACATTCGGCTCTTCT

CCCC

5" CAGCGAACCATTTGAGGTGATAGG

5

" CGATACAAATTCCTCGTAGGCGCTCGG

" GGATGCAGCAAGGTCAAGATCAGCG

CTATTTCCACCCAGTATTCAGG

ATGGCTTGGACCCGTTATTGGGG

GCAGCAATAACACCGGCAATAA

" GCGGCTAAGAAGAGAGGCATCGATA

"TTTGGTACCCGTTTTTTGTTTTGGTCGTC

GTTTACTTCTTC

(S2 B C 2 B O RO, B O B O B 0y |

" CTAATGGGTGCTTTAGTTGAAGA

" CTCTATTCAGGAATTGTCAGATAG
" CTCTTGCCAGTCACGTTAC

" TCTTGGAGAGAATATTGAATGGAC
" GCTTCATAGAGTAATTCTGTAAAGG

" GACATCTAATCTTTTCTGAAGTACATCC
" GTCTAGTGTGTTAGACTTTATGAAATC

Sequenzierungsprimer
Deletion rocG

Amplifikation der spc
Resistenzkassette ohne
Terminator aus pDG1726

forward Primer, Amplifikation
crh

reverse Primer, Amplifikation
crh

forward Primer, Amplifikation
mgsA

reverse Primer, Amplifikation
mgsA

Amplifizieren der kan-
Kassette aus pDG780 fiir LFH-
PCR

Amplifizieren der kan-
Kassette aus pDG780 fiir LFH-
PCR

Sequenzierungsprimer
Deletion rocG

Sequenzierungsprimer
Deletion ansA

LFH-PCR, Deletion ansAB (fwd
upstream)

LFH PCR, Deletion gudB (fwd
upstream)

Sequenzierungsprimer
Deletion gudB

forward Primer, Amplifikation
dnak

cm check up-Fragment

cm check down-Fragment
spc check up-fragment

spc check down-fragment
kan check up-fragment

kan check down-fragment

mls check up-fragment
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ML159 5'AAATCTAGAGGTGAGTAAAGTTATCGGA reverse Primer, Amplifikation
ATCGAC dnakK

ML160 5" TTTGGTACCCGTTATTTTTTGTTTTGGTC  reverse Primer, Amplifikation
GTCGTTTACTTCTTC dnak

ML109 5" GTCTAGTGTGTTAGACTTTATGAAATC mls check up-fragment

(sequencing of up-fragement)

ML110 5" CTTTAATAATTCATCAACATCTACACC mls check down-Fragment
M13_puc_f 5 GTAAAACGACGGCCAGTG Sequenzierprimer fiir pBS-
or Plasmide und alle puc-

Derivate (z.B.pBQ200)
M13 _puc_r 5 GGAAACAGCTATGACCATG Sequenzierprimer fiir pBS-
ev Plasmide und alle puc-

Derivate (z.B.pBQ200)

mls check 5 GTTTTGGTCGTAGAGCACACGG Sequenzieren aus der erm-

rev Kassette fur LFH-PCR

mls fwd 5'CAGCGAACCATTTGAGGTGATAGGGATC Amplifizierung erm® Gen mit
CTTTAACTCTGGCAACCCTC kan — tags fur LFH-PCR

mls rev 5'CGATACAAATTCCTCGTAGGCGCTCGGG  Amplifizierung erm® Gen mit
CCGACTGCGCAAAAGACATAATCG kan — tags fur LFH-PCR

RB24 5'GGCGGATCCTTATACATTCGGCTCTTCTC Reverse Primer, Amplifikation
CCCGAAG mgsA

spec check 5" GTTATCTTGGAGAGAATATTGAATGGAC Sequenzieren aus der spec-

fwd Kassette fur LFH-PCR

spec check 5" CGTATGTATTCAAATATATCCTCCTCAC Sequenzieren aus der spec-

rev Kassette fur LFH-PCR

spec-fwd 5'CAGCGAACCATTTGAGGTGATAGGGACT Amplifizieren der spec -

(kan) GGCTCGCTAATAACGTAACGTGACTGGCAA Kassette aus pDG1726/1726
GAG fiir LFH-PCR

spec-rev 5'CGATACAAATTCCTCGTAGGCGCTCGGC  Amplifizieren der spec -

(kan) GTAGCGAGGGCAAGGGTTTATTGTTTTCTA Kassette fur pDG1726/1726
AAATCTG flr LFH-PCR

SK54 5" ATTTTATTCCTGGACGCGAA Sequenzierung von yvcl

SK55 5" GCTGAATGTAAGAGGAAAGGTT Sequenzierung von yvcK

SK56 5" AACCTTTCCTCTTACATTCAGCAC Sequenzierung von yvcK

Tet fwd?2 5" GCTTATCAACGTAGTAAGCGTGG Amplifizieren der tet-Kassette

aus pDG1513-1515 fiir LFH-
PCR
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Tet rev 5" GAACTCTCTCCCAAAGTTGATCCC Amplifizieren der tet-Kassette
aus pDG1513-1515 fir LFH-
PCR

tet check 5" CGGGCTACATTGGTGGGTACTTGTTG Sequenzieren aus der tet-

fwd Kassette fur LFH-PCR

tet check 5" CATCGGTCATAAAATCCGTAATG Sequenzieren aus der tet-

rev Kassette fur LFH-PCR

Samtliche aufgelisteten Oligonukleotide entstammen aus der Stammsammlung der AG Stiilke. Der in dieser
Tabelle aufgefiihrte Verwendungszweck, kann unter Umstdnden von dem eigentlichen Zweck abweichen
(siehe dazu die Liste der Oligonukleotide der AG Stiilke).

7.3. Plasmide

Die Oligonukleotide wurden von der Firma Sigma-Aldrich Miinchen bezogen.
Tabelle 7.5: In dieser Arbeit bestellte Plasmide.

Name Vektor Insert
pGP2401 pUT18/Kpnl + Xbal PCR-Prod.: yvcl/Kpnl + Xbal, mit CZ14/CZ15

pGP2402 p25N/Kpnl + Xbal PCR-Prod.: yvcl/Kpnl + Xbal, mit CZ14/CZ15

pGP2403 pUT18C/Kpnl + Xbal ~ PCR-Prod.: yvcl/Kpnl + Xbal, mit CZ14/CZ16

pGP2404  pKT25/Kpnl + Xbal PCR-Prod.: yvcl/Kpnl + Xbal, mit CZ14/CZ16

pGP2405  pUT18/Kpnl + Xbal PCR-Prod.: yvcN/Kpnl + Xbal, mit CZ17/CZ18
pGP2406 p25N/Kpnl + Xbal PCR-Prod.: yvcN/Kpnl + Xbal, mit CZ17/CZ18
pGP2407 pUT18C/Kpnl + Xbal PCR-Prod.: yvcN/Kpnl + Xbal, mit CZ17/CZ19
pGP2408 pKT25/Kpnl + Xbal PCR-Prod.: yvcN/Kpnl + Xbal, mit CZ17/CZ19
pGP2409  pUT18/Kpnl + Xbal PCR-Prod.: degU/Kpnl + Xbal, mit CZ20/CZ21
pGP2410  p25N/Kpnl + Xbal PCR-Prod.: degU/Kpnl + Xbal, mit CZ20/CZ21
pGP2411  pUT18C/Kpni+ Xbal ~ PCR-Prod.: degU/Kpnl + Xbal, mit CZ20/CZ22
pGP2412 pKT25/Kpnl + Xbal PCR-Prod.: degU/Kpnl + Xbal, mit CZ20/CZ22

pGP2413 pUT18/Kpnl + Xbal PCR-Prod.: sufC/Kpnl + Xbal, mit CZ23/CZ24
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pGP2414
pGP2415
pGP2416
pGP2417
pGP2418
pGP2419
pGP2420
pGP2421
pGP2422
pGP2423
pGP2424

pGP2425

pGP2426
pGP2427
pGP2428
pGP2429
pGP2430

pGP2431

pGP2432

pGP2433

pGP2434

p25N/Kpnl + Xbal
pUT18C/Kpnl + Xbal
pKT25/Kpnl + Xbal
pUT18/Kpnl + Xbal
p25N/Kpnl + Xbal
pUT18C/Kpnl + Xbal
pKT25/Kpnl + Xbal
pUT18/Kpnl + Xbal
p25N/Kpnl + Xbal
pUT18C/Kpnl + Xbal
pKT25/Kpnl + Xbal

pAC6/BamHI + Sacl

pKES170/Ndel + Xbal
pDG148/Hindlll + Pstl
pDG148/HindIll + Sphl
pGP2427/Kpnl + Xbal
pGP2428/Kpnl + Sall

pGP380/BamHI +
Hindlll
pGP172/Sacl + BamH|

pGP172/Sacl + BamH|

pGP172/Sacl + BamH|

PCR-Prod.: sufC/Kpnl + Xbal, mit CZ23/CZ24
PCR-Prod.: sufC/Kpnl + Xbal, mit CZ23/CZ25
PCR-Prod.: sufC/Kpnl + Xbal, mit CZ23/CZ25
PCR-Prod.: ywbC/Kpnl + Xbal, mit CZ26/CZ27
PCR-Prod.: ywbC/Kpnl + Xbal, mit CZ26/CZ27
PCR-Prod.: ywbC/Kpnl + Xbal, mit CZ26/CZ28
PCR-Prod.: ywbC/Kpnl + Xbal, mit CZ26/CZ28
PCR-Prod.: dnak/Kpnl + Xbal, mit ML159/ML16
PCR-Prod.: dnaK/Kpnl + Xbal, mit ML159/ML16
PCR-Prod.: dnaK/Kpnl + Xbal, mit ML159/ML160
PCR-Prod.: dnaK/Kpnl + Xbal, mit ML159/ML160

PCR-Prod.: HprK-Operon/BamHI + Sacl, mit
CZz32/CZ33

PCR-Prod.: yvcL/Ndel + Xbal, mit CZ46/CZ47
Hybridisierungsprimer CZ223/CZ51
Hybridisierungsprimer C252/CZ53
PCR-Prod.: yvcL/Kpnl + Xbal, mit CZ54/CZ55
PCR-Prod.: yvcL/Kpnl + Xbal, mit CZ56/CZ57

PCR-Prod.: ptsH/BamHI| + Hindlll, mit
CZ67/FC104

PCR-Prod.: mgsA (lle3Leu)/BamHI + Sacl, mit
CZ69/SK60

PCR-Prod.: mgsA (Ala4Thr)/BamHI + Sacl, mit
CZ70/SK60

PCR-Prod.: mgsA (His8Arg)/BamHI + Sacl, mit
CZ71/SK60
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pGP2435

pGP2436

pGP2437

pGP2438

pGP2439

pGP2440

pGP2441

pGP2442

pGP2443

pGP2444

pGP2445

pGP2446

pGP2447

pGP2448

pGP2449

pGP172/Sacl + BamH|

pGP172/Sacl + BamH|

pAC7/EcoRI + BamHI

pGP2428/Kpnl +

Hindlll

pAC7/EcoRI + BamHI

p25N/Kpnl + Xbal

p25N/Kpnl + Xbal

p25N/Kpnl + Xbal

p25N/Kpnl + Xbal

p25N/Kpnl + Xbal

pP25N/Kpnl + Xbal

p25N/Kpnl + Xbal

pP25N/Kpnl + Xbal

p25N/Kpnl + Xbal

p25N/Kpnl + Xbal

PCR-Prod.: mgsA (GIn62Arg)/BamHI + Sacl, mit
SK59/SK60

PCR-Prod.: mgsA (Asp80Ala)/BamHI + Sacl, mit
SK59/SK60

PCR-Prod.: ypjD-Promoter/EcoRI + BamHI, mit
Cz72/CZ73

PCR-Prod.: kleine RNA vor yvcl/Kpnl + Hindlll,
mit CZ74/CZ75

PCR-Prod.: rpsJ-Promoter/EcoRIl + BamHI, mit
Cz72/Cz73

Error-Prone-PCR-Prod.: mgsA/Kpnl + Xbal, mit
JL21/JL22; Lys-2 > Asn; Leu-47 - Leu

Error-Prone-PCR-Prod.: mgsA/Kpnl + Xbal, mit
JL21/JL22; Lys-2 > Asn; Leu-47 - Leu

Error-Prone-PCR-Prod.: mgsA/Kpnl + Xbal, mit
JL21/JL22; lle-3 - Leu; Glu-50 = Glu

Error-Prone-PCR-Prod.: mgsA/Kpnl + Xbal, mit
JL21/J1L22; lle-3 = Thr

Error-Prone-PCR-Prod.: mgsA/Kpnl + Xbal, mit
JL21/J1L22; Ala-4 > Thr

Error-Prone-PCR-Prod.: mgsA/Kpnl + Xbal, mit
BG630/BG648; Ala-4 - Val

Error-Prone-PCR-Prod.: mgsA/Kpnl + Xbal, mit
BG630/BG648; Ala-4 - Thr; Asn-136 = Ser

Error-Prone-PCR-Prod.: mgsA/Kpnl + Xbal, mit
BG630/BG648; His-8 2> Arg

Error-Prone-PCR-Prod.: mgsA/Kpnl + Xbal, mit
BG630/BG648; Lys-11 - Glu

Error-Prone-PCR-Prod.: mgsA/Kpnl + Xbal, mit
BG630/BG648; Asp-23 = lle +2 AS : Stopp



Anhang

182

pGP2450

pGP2451

pGP2452

pGP2453

pGP2454

pGP2455

pGP2456

pGP2457

pGP2458

pGP2459

pGP2460

pGP2461

pGP2462

pGP2463

p25N/Kpnl + Xbal

p25N/Kpnl + Xbal

p25N/Kpnl + Xbal

p25N/Kpnl + Xbal

p25N/Kpnl + Xbal

p25N/Kpnl + Xbal

pP25N/Kpnl + Xbal

p25N/Kpnl + Xbal

p25N/Kpnl + Xbal

pP25N/Kpnl + Xbal

p25N/Kpnl + Xbal

pP25N/Kpnl + Xbal

pP25N/Kpnl + Xbal

p25N/Kpnl + Xbal

Error-Prone-PCR-Prod.: mgsA/Kpnl + Xbal, mit
JL21/JL22; lle-25 > Valin; Arg-127 > Arg

Error-Prone-PCR-Prod.: mgsA/Kpnl + Xbal, mit
BG630/BG648; Tyr-27 -> Stopp; Thr-37 - Ser

Error-Prone-PCR-Prod.: mgsA/Kpnl + Xbal, mit
BG630/BG648; His-29 = GIn

Error-Prone-PCR-Prod.: mgsA/Kpnl + Xbal, mit
JL21/J1L22; Thr-34 - Ala; Asp-60 = Asn

Error-Prone-PCR-Prod.: mgsA/Kpnl + Xbal, mit
BG630/BG648; His-42 - Arg; Gly-122 - Asp;
Asn-136 = lle

Error-Prone-PCR-Prod.: mgsA/Kpnl + Xbal, mit
JL21/JL22; Glu-43 = Gly

Error-Prone-PCR-Prod.: mgsA/Kpnl + Xbal, mit
BG630/BG648; Gly-58 = Glu

Error-Prone-PCR-Prod.: mgsA/Kpnl + Xbal, mit
BG630/BG648; Gly-59 = Arg

Error-Prone-PCR-Prod.: mgsA/Kpnl + Xbal, mit
BG630/BG648; GIn-62 = Arg; Leu-74 = Phe

Error-Prone-PCR-Prod.: mgsA/Kpnl + Xbal, mit
JL21/JL22; GIn-62 > Arg

Error-Prone-PCR-Prod.: mgsA/Kpnl + Xbal, mit
JL21/JL22; Ala-69 - Gly; Leu-97 - Ser

Error-Prone-PCR-Prod.: mgsA/Kpnl + Xbal, mit
BG630/BG648; Val-75 = Ala

Error-Prone-PCR-Prod.: mgsA/Kpnl + Xbal, mit
BG630/BG648; Phe-77 = Leu

Error-Prone-PCR-Prod.: mgsA/Kpnl + Xbal, mit
BG630/BG648; Phe-77 - Tyr
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pGP2464

pGP2465

pGP2466

pGP2467

pGP2468

pGP2469

pGP2470

pGP2471

pGP2472

pGP2473

pGP2474

pGP2475

pGP2476

pGP2477

pGP2478

p25N/Kpnl + Xbal

p25N/Kpnl + Xbal

p25N/Kpnl + Xbal

p25N/Kpnl + Xbal

p25N/Kpnl + Xbal

p25N/Kpnl + Xbal

p25N/Kpnl + Xbal

pFDX4291/Ndel + Pstl

pPAC5/EcoRIl + BamHI

pPAC6/EcoRIl + BamHI

pUT18/Kpnl + Xbal

pUT18/Kpnl + Xbal

pUT18/Kpnl + Xbal

pUT18/Kpnl + Xbal

pUT18/Kpnl + Xbal

Error-Prone-PCR-Prod.: mgsA/Kpnl + Xbal, mit
BG630/BG648; Asp-80 > Ala

Error-Prone-PCR-Prod.: mgsA/Kpnl + Xbal, mit
BG630/BG648; Pro-81 > Ser

Error-Prone-PCR-Prod.: mgsA/Kpnl + Xbal, mit
BG630/BG648; Pro-89 > Ser

Error-Prone-PCR-Prod.: mgsA/Kpnl + Xbal, mit
BG630/BG648; Leu-94 - Leu; Val-116 2> Met

Error-Prone-PCR-Prod.: mgsA/Kpnl + Xbal, mit
BG630/BG648; Leu-115 - lle

Error-Prone-PCR-Prod.: mgsA/Kpnl + Xbal, mit
BG630/BG648; Thr-118 - lle

Error-Prone-PCR-Prod.: mgsA/Kpnl + Xbal, mit
BG630/BG648; Leu-130 = Pro

PCR-Prod.: crh/Ndel + Pstl, mit CZ78/CZ79

PCR-Prod.: rpsJ-Promoter/EcoRIl + BamHI, mit
HE330/CZ77

PCR-Prod.: rpsJ-Promoter/EcoRl + BamHI, mit
HE330/CZ77

Error-Prone-PCR-Prod.: crh/Kpnl + Xbal, mit
BG630/BG644; Val2 - Ala; Alale - Gly

Error-Prone-PCR-Prod.: crh/Kpnl + Xbal, mit
BG630/BG644; Prol8 > Ser; Gly58 - Gly

Error-Prone-PCR-Prod.: crh/Kpnl + Xbal, mit
BG630/BG644; Iled7 = Leu

Error-Prone-PCR-Prod.: crh/Kpnl + Xbal, mit
BG630/BG644; Glu7 - Val

Error-Prone-PCR-Prod.: crh/Kpnl + Xbal, mit
BG630/BG644; Glu7 - Val
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pGP2479

pGP2480

pGP2481

pGP2482

pGP2483

pGP2484

pGP2485

pGP2486

pGP2487

pGP2488

pGP2489

pGP2490

pGP2491

pGP2492

pGP2493

pUT18/Kpnl + Xbal

pUT18/Kpnl + Xbal

pUT18/Kpnl + Xbal

pUT18/Kpnl + Xbal

pUT18/Kpnl + Xbal

pUT18/Kpnl + Xbal

pUT18/Kpnl + Xbal

pUT18/Kpnl + Xbal

pUT18/Kpnl + Xbal

pGP1331/BamHI + Pstl

pP25N/Kpnl + Xbal

p25N/Kpnl + Xbal

p25N/Kpnl + Xbal

pAC5/EcoRI + BamH|

pFDX4291/Ndel + Pstl

Error-Prone-PCR-Prod.: crh/Kpnl + Xbal, mit
BG630/BG644; lled7 - Leu; Glul4d = Glu

Error-Prone-PCR-Prod.: crh/Kpnl + Xbal, mit
BG630/BG644; Glu71 - Gly

Error-Prone-PCR-Prod.: crh/Kpnl + Xbal, mit
BG630/BG644; Prol8 = Ser

Error-Prone-PCR-Prod.: crh/Kpnl + Xbal, mit
BG630/BG644; Glu71 - Gly

Error-Prone-PCR-Prod.: crh/Kpnl + Xbal, mit
BG630/BG644; Alale = Gly

Error-Prone-PCR-Prod.: crh/Kpnl + Xbal, mit
BG630/BG644; Prol8 - Ala

Error-Prone-PCR-Prod.: crh/Kpnl + Xbal, mit
BG630/BG644; lle47 = Leu

Error-Prone-PCR-Prod.: crh/Kpnl + Xbal, mit
BG630/BG644; Iled7 > Leu

Error-Prone-PCR-Prod.: crh/Kpnl + Xbal, mit
BG630/BG644; lle4d7 = Leu; Thr59 - Asn

PCR-Prod.: yvcL/BamHI + Pstl, mit CZ80/CZ81

PCR-Prod.: mgsA (AS1-33)/Kpnl + Xbal, mit
JL21/Cz82

PCR-Prod.: mgsA (AS1-66)/Kpnl + Xbal, mit
JL21/CZ83

PCR-Prod.: mgsA (AS1-99)/Kpnl + Xbal, mit
JL21/CZ84

PCR-Prod.: rpsJ-Promoter/EcoRl + BamHI, mit
HE330/HE331

PCR-Prod.: crh (Ala20Thr)/Ndel + Pstl, mit
CZ78/CZ79
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pGP2494

pGP2495

pGP2496

pGP2497

pGP2498

pGP2499

pGP2500

pGP2501

pGP2502

pGP2503

pGP2504

pGP2505

pGP2506

pGP2507

pGP2508

pKES170/Ndel + Xbal

pKES170/Ndel + Xbal

pKES170/Ndel + Xbal

pBGG237/Nhel + Pstl

pKT25/Xbal + Kpnl

pUT18/Xbal + Kpnl

pBGG237/Nhel + Pstl

pBGG237/Nhel + Pstl

pPETM-11/Ncol +

BamHI

pPETM-11/Ncol +
BamHI

pWH844/Sall + Hindlll

pWH844/Sall + Hindlll

pUT18/Kpnl + Xbal

pUT18C/Kpnl + Xbal

pKT25/Kpnl + Xbal

PCR-Prod.: spoT1 aus R. eutrophaH16/Ndel +
Xbal, CZ85/CZ86

PCR-Prod.: spoT2 aus R. eutrophaH16/Ndel +
Xbal, CZ87/CZ88

PCR-Prod.: spoT aus E. coli/Ndel + Xbal, CZ89 +
CZ90

PCR-Prod.: ptsN (H67A) aus R.
eutrophaH16/Nhel + Pstl, KKO5/CZ92

CCR-Prod.: ptsN (H67E) aus R. eutrophaH16/Xbal
+ Kpnl, KKO6/KK09/CZ91

CCR-Prod.: ptsN (H67E) aus R. eutrophaH16/Xbal
+ Kpnl, KK0O6/KK09/CZ91

PCR-Prod.: ptsN aus R. eutrophaH16/Nhel + Pstl,
KK05/CZ92

CCR-Prod.: ptsN (H67E) aus R.
eutrophaH16/Nhel + Pstl, KK0O6/KK09/CZ91

PCR-Prod.: crh/Ncol + BamHI, mit CZ101/RB18

PCR-Prod.: mgsA/Ncol + BamHI, mit CZ102/RB24

PCR-Prod.: mgsA/Sall + Hindlll, mit
CZ105/CZ106, inklusive TEV-Site (iber CZ105
eingefiigt

PCR-Prod.: mgsA/Sall + Hindlll, mit CZ107/CZ106

CCR-Prod.: crh (Met51Arg)/Kpnl + Xbal, mit
JL18/JL19/CZ156

CCR-Prod.: crh (Met51Arg)/Kpnl + Xbal, mit
JL18/JL20/CZ156

CCR-Prod.: crh (Met51Arg)/Kpnl + Xbal, mit
JL18/JL20/CZ156
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pGP2509

pGP2510

pGP2511

pGP2512

pGP2513

pGP2514

pGP2515

pGP2516

pGP2517

pGP2518

pGP2519

pGP2520

pGP2521

pGP2522

pGP2523

pGP2524

p25N/Kpnl + Xbal

pUT18/Kpnl + Xbal

pUT18C/Kpnl + Xbal

pKT25/Kpnl + Xbal

p25N/Kpnl + Xbal

pBluescript Il/EcoRl +
Xbal

pGP172/Sacl + BamH|
pGP172/Sacl + BamH|
pGP1331/BamHI + Pstl

pGP172/Sacl + BamHI

pGP172/Sacl + BamH|

pGP172/Sacl + BamH|

pGP172/Sacl + BamH|

pUT18/Kpnl + Xbal

pUT18C/Kpnl + Xbal

pUT18/Kpnl + Xbal

CCR-Prod.: crh (Met51Arg)/Kpnl + Xbal, mit
JL18/JL19/CZ157

CCR-Prod.: crh (Met51Arg)/Kpnl + Xbal, mit
JL18/JL19/CZ157

CCR-Prod.: crh (Met51Arg)/Kpnl + Xbal, mit
JL18/JL20/CZ157

CCR-Prod.: crh (Met51Arg)/Kpnl + Xbal, mit
JL18/JL20/CZ157

CCR-Prod.: crh (Met51Arg)/Kpnl + Xbal, mit
JL18/JL19/CZ157

PCR-Prod.: aphA3/EcoRI + Xbal, mit
CZ168/CZ169, Lox-Sequenz liber beide Primer an
die Resistenz angehangen

PCR-Prod.: citZ/Sacl + BamHI, mit CZ182/CZ183,
PCR-Prod.: citA/Sacl + BamHI, mit CZ184/CZ185,
PCR-Prod.: citA/BamHI + Pstl, mit CZ186/CZ187

CCR-Prod.: mgsA (Thr107Trp; Thr 111Trp)/Sacl +
BamHI, mit SK59/SK60/CZ211

CCR-Prod.: mgsA (Thr107Arg; Thr 111Arg)/Sacl +
BamHI, mit SK59/SK60/CZ212

CCR-Prod.: mgsA (Ala93Trp; Leu97Trp)/Sacl +
BamHI, mit SK59/SK60/CZ213

CCR-Prod.: mgsA (Ala93Arg; Leu97Arg)/Sacl +
BamHI, mit SK59/SK60/CZ213

CCR-Prod.: crh (Met48Trp)/Kpnl + Xbal, mit
JL18/JL19/CZ215

CCR-Prod.: crh (Met48Trp)/Kpnl + Xbal, mit
JL18/JL20/CZ215

CCR-Prod.: crh (Met48Arg)/Kpnl + Xbal, mit
JL18/JL19/CZ216
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pGP2525 pUT18C/Kpnl + Xbal CCR-Prod.: crh (Met48Arg)/Kpnl + Xbal, mit
JL18/JL20/CZ216

pGP2526 p25N/Kpnl + Xbal CCR-Prod.: mgsA (Glu43Ala)/Kpnl + Xbal, mit
JL21/JL22/CZ217

pGP2527 p25N/Kpnl + Xbal CCR-Prod.: mgsA (Glu50Ala)/Kpnl + Xbal, mit
JL21/JL22/CZ218

pGP2528 p25N/Kpnl + Xbal CCR-Prod.: mgsA (Glu88Ala)/Kpnl + Xbal, mit
JL21/JL22/CZ219

pGP2529 p25N/Kpnl + Xbal CCR-Prod.: mgsA (Glul13Ala)/Kpnl + Xbal, mit

JL21/JL22/CZ220

Tabelle 7.6: In dieser Arbeit verwendeten Plasmide.

Plasmid
p25-N

pAC5

pAC6

pAC7

pAG1l
pBlueskript Il
SK(-)
pDG148
pGP380
pDG646
pDG780

pDG1514

pDG1726

Zweck Referenz

Gen wird an den N-Terminus der T25- Karimova et. al., 1998
Domane fusioniert (BACTH)

translationale lacZ-Fusion in B. subtilis; Martin-Verstraete et al.,
Integration in amyE 1992

transkriptionale lacZ-Fusion in B. subtilis;  Stulke et al., 1997

Integration in amyE

translationale lacZ-Fusion in B. subtilis; Weinrauch et al., 1991

Integration in amyE

ApR, pT7-Derivat, Crh aus B. subtilis (His-  Galinier et al., 1997

Tag)

Zwischenklonierung Stratagene

Amplifizierung der phleo Resistenz Joseph et al., 2001
konstitutive Expression von Proteinen Herzberg et al., 2007

mit einem N-terminalen Strep-Tag

Plasmid zur Amplifikation der m/s-Kass. Guérout-Fleury et al., 1995
fur LFH-PCR erm®

Plasmid zur Amplifikation der kan-Kass. Guérout-Fleury et al., 1995

fir LFH-PCR kan®

Plasmid zur Amplifikation der tet-Kass. Guérout-Fleury et al., 1995

fiir LFH-PCR tet®R

Plasmid zur Amplifikation der spec-Kass.  Guérout-Fleury et al., 1995

fur LFH-PCR spec®
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pETM-11

pGEM-cat

pGP172

pGP1301

pGP1331

pKT25

pKT-25zip

pUT18

pUT18C

pUT18C-zip

pGP1164
pGP1165
pGP1166
pGP1167
pGP1172
pGP1173
pGP1174
pGP1175
pKES170

PWH844

Fusion mit abspaltbaren (TEV) N-

terminalen His-Tag, Uberexpression in E.

coli

Plasmid zur Amplifikation der cat-Kass.

fiir LFH-PCR cat®?

Fusion mit N-terminalem Strep-Tag ° I,

Uberexpression in E. coli

Plasmid zur Aufreinigung von Strep-
MgsA

Vektor zur Konstruktion von 3xFLAG-
Fusionsgenen im nativen Lokus

Gen wird an den C-Terminus der T25-
Domane fusioniert (BACTH)
pKT25::Kpnl-EcoRl Fragment mit dem
Leucin-Zipper aus GCN4 (positiv
Kontrolle)

Gen wird an N-Terminus der T18-
Domane fusioniert (BACTH)

Gen wird an C-Terminus der T18-
Domane fusioniert (BACTH)

pUT18C::EcoRI-Kpnl Fragment mit dem

Leucin-Zipper von GCN4 (positiv
Kontrolle)

Crh-T18 fiir BACTH

T18-Crh fur BACTH

T25-Crh fir BACTH

Crh-T25 fiir BACTH

MgsA-T18 fiir BACTH

T18-MgsA fir BACTH

T25-MgsA fir BACTH

MgsA-T25 fiir BACTH

Plasmid zur Uberproduktion von
Proteinen unter P tc-Kontrolle mit T7
Shine-Dalgano Sequenz

Fusion mit N-terminalen 6xHis-Tag,
Uberexpression in E. coli

EMBL

Mascher-Lab

Merzbacher et al., 2004

Landmann et al., 2011

Lehnik-Habrink et al., 2010

Karimova et al., 1998

Karimova et al., 2001

Karimova et. al., 1998

Karimova et. al., 1998

Karimova et al., 2001

Landmann et al., 2011
Landmann et al., 2011
Landmann et al., 2011
Landmann et al., 2011
Landmann et al., 2011
Landmann et al., 2011
Landmann et al., 2011
Landmann et al., 2011
Littmann et al., 2009

Schirmer et al., 1997
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Tabelle 7.7: Uberblick aller pGP1175 Derivate isoliert nach der Error-Prone PCR von mgsA.

Plasmid
pGP2440

pGP2441

pGP2442

pGP2443
pGP2444
pGP2445
pGP2446

pGP2447
pGP2448
pGP2449

pGP2450

pGP2451

pGP2452
pGP2453

pGP2454

pGP2455
pGP2456
pGP2457
pGP2458

pGP2459
pGP2460

pGP2461
pGP2462
pGP2463
pGP2464
pGP2465

AS Austausch
Lys-2 = Asn;
Leu-47 = Leu
Lys-2 = Asn;
Leu-47 = Leu
lle-3 = Leu;
Glu-50 = Glu
lle-3 2 Thr
Ala-4 - Thr
Ala-4 - Val
Ala-4 - Thr
Asn-136 > Ser
His-8 > Arg
Lys-11 - Glu

Asp-23 2 lle +2

AS : Stopp
Ile-25 = Valin;
Arg-127 - Arg

Tyr-22 - Stopp;

Thr-37 - Ser
His-29 - GIn
Thr-34 = Ala;
Asp-60 = Asn
His-42 - Arg;
Gly-122 - Asp;
Asn-136 2 lle
Glu-43 - Gly
Gly-58 = Glu
Gly-59 - Arg
GIn-62 - Arg;
Leu-74 = Phe
GIn-62 > Arg
Ala-69 - Gly
Leu-97 - Ser
Val-75 - Ala
Phe-77 = Leu
Phe-77 2 Tyr
Asp-80 - Ala
Pro-81 - Ser

Basenpaar Austausch

A-Cbp6
T C; bp 141
A->C;bpb
T C; bp 141
A->Cbp7
A = G; bp 150
T>C bp8
G~ A; bp 10
C>G;bp11
G- A; bp 10
A - G; bp 407
A~ G; bp23
A~ G; bp31
Abp 70

A= G;bp73
T C; bp 381
T A; bp 66
A T; bp 109
T A; bp 87
A = G; bp 100
G-> A bpl78
A= G; bp 125
G > A; bp 365
A > T; bp 407
A= G; bp 128
G > A; bp 173
G > A; bp 175
A= G;bp 185
C-> T bp 219
A= G; bp 185
C - G; bp 206
T C; bp 290
T C; bp 224
T C; bp 229
T A; bp 230
A= C; bp 238
C-> T, bp241
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pGP2466 Pro-89 - Ser C—>T,; bp265
pGP2467 Leu-94 - Leu; T-> C; bp 280

Val-116 2 Met G =2 A; bp 346
pGP2468 Leu-115 > lle C—> A; bp343
pGP2469 Thr-118 > lle C > T; bp 353
pGP2470 Leu-130 = Pro T-> C; bp 389

Tabelle 7.8: Ubersicht aller pGP1164 Derivate isoliert nach der Error-Prone PCR von crh.

MgsA-Mutante pGP1164 Derivat AS Austausch Basenpaar Austausch

pGP2442 pGP2477 Glu7->Val A->T;bp20
[lle3Leu] pGP2478 Glu7->Val A > T; bp20
pGP2483 Ala16->Gly C > G; bp 47
pGP2481 Pro18->Ser C—>T;bp52
pGP2484 Pro18->Ala C—>G; bp52
pGP2479 lled7->Leu A - C; bp 139
GIn15-2>GlIn A - G; bp 45
pGP2480 Glu70>Gly A > G; bp 209
pGP2482 Glu70>Gly A > G; bp 209
pGP2444 pGP2474 Val2->Ala T>C;bp5
[Ala4Thr] Alal6—>Gly C 2 G; bp 47
pGP2475 Pro18->Ser C—>T;bp52
Gly58->Gly C>T;bpl74
pGP2476 lled7->Leu A - C; bp 139
pGP2447 pGP2485 lled7>Leu A > C; bp 139
[His8Arg] pGP2486 lled7->Leu A > C; bp 139
pGP2464 pGP2487 lled7>Leu A > C; bp 139

[Asp80Ala] Thr59->Asn C> A;bp 176
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7.4. Messwerte des B-Galaktosidase-Aktivitatstests

Tabelle 7.9: Originalzahlenwerte der Quantifizierung der Interaktion zwischen den MgsA-
Mutanten und Crh.

Zusammenfassung der Originalzahlenwerte der B-Galaktosidase-Aktivitatsmessung
samtlicher MgsA-Einzelmutanten in der exponentiellen Wachstumsphase.

Plasmid AS Austausch ® Lacz Abweichung
pGP2440 Lys-2 = Asn 86,4 6,18
pGP2441 Lys-2 = Asn 66,52 3,51
pGP2442 lle-3 = Leu 63,25 3,14
pGP2443 lle-3 2 Thr 54,58 1
pGP2444 Ala-4 = Thr 53,44 4,06
pGP2445 Ala-4 - Val 148 5,6
pGP2447 His-8 = Arg 70,63 4,35
pGP2448 Lys-11 = Glu 88,9 3,1
pGP2452 His-29 = GIn 67,56 1,47
pGP2455 Glu-43 - Gly 54,25 3,45
pGP2456 Gly-58 = Glu 73,87 3,83
pGP2457 Gly-59 > Arg 87,2 7,05
pGP2459 GIn-62 - Arg 130,68 5,58
pGP2461 Val-75 2 Ala 63,88 3,1
pGP2462 Phe-77 = Leu 70,98 6,05
pGP2463 Phe-77 = Tyr 66,45 2,39
pGP2464 Asp-80 - Ala 69,85 7,58
pGP2465 Pro-81 - Ser 71,31 3,39
pGP2466 Pro-89 - Ser 120,53 1,89
pGP2468 Leu-115 = lle 70,77 1,06
pGP2469 Thr-118 - lle 79,9 13,72
pGP2470 Leu-130 = Pro 89,94 7,37
pGP1175 441,78 44

p25N 71 4,55
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Tabelle 7.10: Originalzahlenwerte der Quantifizierung der Interaktion zwischen MgsA-
Mutanten und Crh.

Zusammenfassung der Originalzahlenwerte der pB-Galaktosidase-Aktivitatsmessung der
pragnanten MgsA-Einzelmutanten (siehe Tabelle 4.1.) in der stationdren Wachstumsphase.

Plasmid AS Austausch ® Lacz Abweichung
pGP2440 Lys-2 — Asn 158,01 84,17
pGP2441 Lys-2 — Asn 158,90 40,93
pGP2442 lle-3 — Leu 111,98 44,03
pGP2443 lle-3 — Thr 76,84 10,38
pGP2444 Ala-4 — Thr 104,65 22,05
pGP2445 Ala-4 — Val 233,20 62,67
pGP2447 His-8 — Arg 75,03 3,10
pGP2462 Phe-77 — Leu 104,77 11,50
pGP2463 Phe-77 — Tyr 98,39 28,22
pGP2464 Asp-80 — Ala 74,80 1,94
pGP1175 850,44 57,78

p25N 75 10
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Tabelle 7.11: Originalzahlenwerte der Quantifizierung der Interaktion zwischen MgsA-
Mutanten und MgsA WT.

Zusammenfassung der Originalzahlenwerte der pB-Galaktosidase-Aktivitatsmessung der
pragnanten MgsA-Einzelmutanten (siehe Tabelle 4.1.) in der exponentiellen

Wachstumsphase.
Plasmid AS Austausch ® Lacz Abweichung
pGP2440 Lys-2 = Asn 117,89 6,55
pGP2441 Lys-2 > Asn 183,46 11,5
pGP2442 lle-3 > Leu 250,43 6,16
pGP2443 lle-3 = Thr 160,45 13,59
pGP2444 Ala-4 - Thr 150,19 13,96
pGP2445 Ala-4 - Val 275,45 9,56
pGP2447 His-8 > Arg 255,66 3,15
pGP2462 Phe-77 = Leu 140,70 5,00
pGP2463 Phe-77 > Tyr 265,51 1,99
pGP2464 Asp-80 = Ala 138,92 11,14
pGP1175 686 28,71

p25N 51,28 3,05
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Tabelle 7.12: Originalzahlenwerte der Quantifizierung der Interaktion zwischen MgsA-
Mutanten und Crh-Mutanten.

Zusammenfassung der Originalzahlenwerte der B-Galaktosidase-Aktivitditsmessung der
MgsA-Einzelmutanten (lle3Leu, Ala4Thr, His8Arg und Asp80Ala) und den kompensatorischen
Crh-Mutanten in der exponentiellen Wachstumsphase.

MgsA-Mutante  pGP1164 Derivat ® Lacz Abweichung
pGP2442 pGP2478 302,921 134,54
[lle3Leu] pGP2481 293,96 120,92

pGP2484 711,66 265,50
pGP2485 592,99 96,72
pGP2480 321,34 110,52
pGP1164 60 28
pGP2444 pGP2483 495,20 37,04
[Ala4Thr] pGP2481 481,77 9,98
pGP2484 437,76 58,39
pGP2485 776,90 105,19
pGP1164 52 16
pGP2447 pGP2486 228,36 99,05
[His8Arg] pGP1164 55 11
pGP2464 pGP2486 225,06 98,35
[Asp80Ala] pGP1164 45 13
pGP1175 pGP1164 772 183

[MgsA-WT]
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7.5. Massenspektrometrische Analyse der MgsA und Crh Vernetzung

Tabelle 7.13: Uberblick tber die intramolekularen Protein-Vernetzungen der Probe Bottom
100.

Zusammenfassung der bei der Massenspektrometrie identifizierten Peptide die auf eine
intramolekulare Verlinkung von Crh und MgsA hindeuten.

Protein AS1 AS 2 Peptid 1 Peptid 2

Crh K5 K37 FTSDVFLEK*DGK MVQQK*VEVR
Crh K5 K37 FTSDVFLEK*DGKK MVQQK*VEVR
Crh K5 K40 MVQQK*VEVR DGK*K

Crh K37 K40 FTSDVFLEK*DGK*K

Crh K5 K41 MVQQK*VEVR K*VNAK

Crh K5 K41 VQQK*VEVR K*VNAK

Crh K37 K41 FTSDVFLEK*DGK K*VNAK

MgsA K12 K10 K*QDMVQFTTAYR IALIAHDK*K

* markiert sind die vernetzten Lysinreste der identifizierten Peptide

Tabelle 7.14: Uberblick tiber die intramolekularen Protein-Vernetzungen der Probe Top 50.
Zusammenfassung der bei der Massenspektrometrie identifizierten Peptide die auf eine
intramolekulare Verlinkung von Crh und MgsA hindeuten.

Protein AS1 AS 2 Peptid 1 Peptid 2
Crh K5 K41 MVQQK*VEVR K*VNAK
Crh K11 K40 LK*TGLQARPAALFVQEA DGK*K

Crh K37 K40 FTSDVFLEK*DGK*K

MgsA K12 K10 K*QDMVQFTTAYR IALIAHDK*K
MgsA K10 K11 IALIAHDK*K*K

* markiert sind die vernetzten Lysinreste der identifizierten Peptide
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Tabelle 7.15: Uberblick iiber die intermolekularen Protein-Vernetzungen der Probe Top 50.
Zusammenfassung der bei der Massenspektrometrie identifizierten Peptide die auf eine
intermolekulare Verlinkung von Crh und MgsA hindeuten.

Protein [AS] Protein [AS] Peptid 1 Peptid 2
MgsA K12 Crh K40 K*QDMVQFTTAYR DGK*K
MgsA K12 Crh K40 KK*QDMVQFTTAYR DGK*K
MgsA K12 Crh K41 K*QDMVQFTTAYR K*VNAK
MgsA K10 Crh K40 IALIAHDK*K DGK*K

* markiert sind die vernetzten Lysinreste der identifizierten Peptide

Tabelle 7.16: Uberblick Giber die intramolekularen Protein-Vernetzungen der Probe Top 100.
Zusammenfassung der bei der Massenspektrometrie identifizierten Peptide die auf eine
intramolekulare Verlinkung von Crh und MgsA hindeuten.

Protein AS1 AS 2 Peptid 1 Peptid 2
Crh K5 K41 MVQQK*VEVR K*VNAK
Crh K11 K40 LK*TGLQARPAAL DGK*K
Crh K37 K40 SDVFLEK*DGK*K

MgsA K10 K12 IALIAHDK*K K*abmMvQ
MgsA K10 K11 IALIAHDK*K*K

MgsA K2 K12 SSSMK*IALIAHD K*QDMV
MgsA K40 K10 TGTTGLK*IHEATGL LIAHDK*K

* markiert sind die vernetzten Lysinreste der identifizierten Peptide

Tabelle 7.17: Uberblick tiber die intermolekularen Protein-Vernetzungen der Probe Top 100.
Zusammenfassung der bei der Massenspektrometrie identifizierten Peptide die auf eine
intermolekulare Verlinkung von Crh und MgsA hindeuten.

Protein [AS] Protein [AS] Peptid 1 Peptid 2
MgsA K12 Crh K40 K*QDMVQFTTAYR DGK*K

MgsA K12 Crh K41 K*QDMVQFTTAYR K*VNAK
MgsA K10 Crh K40 IALIAHDK*KK DGK*K

MgsA K10 Crh K40 IALIAHDK*K DVFLEKDGK*K
MgsA K10 Crh K41 IALIAHDK*K K*VNAK
MgsA K11 Crh K40 K*KQDMVQFTTAYR  DGK*K

* markiert sind die vernetzten Lysinreste der identifizierten Peptide
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7.6. Materialien

7.6.1. Chemikalien

Tabelle 7.18: Haufig verwendete Chemikalien.

Chemikalie
Acrylamid

Agar

Agarose
Ammoniumacetat
Ammoniumeisen(lll)citrat
Ammoniumpersulfat
Antibiotika

BSA

Blockingreagenz
B-Mercaptoethanol
Bromphenolblau
Calciumchlorid

Casein, sauer hydrolysiert
CDP*

Coomassie Brillant Blue, R350
D(+)-Glukose
Desthiobiotin
Dihydroxyacetonphosphat
Dinitrophenylhydrazin
DMSO

dNTPs

DTT

EDTA

Ethidiumbromid
Formamid

Glycerin

Hefeextrakt

Imidazol

lod-Kaliumjodidlésung nach Lugol

Isopropyl-B-D-Thiogalaktopyranosid

Kaliumchlorid

Firma
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Peqlab, Erlangen

Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Roche Diagnostics, ManNhelm
Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg

Roth, Karlsruhe

Sigma, Miinchen

Roche Diagnostics, ManNhelm
Amersham, Freiburg

Merck, Darmstadt

Iba, Gottingen

Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen

Roche Diagnostics, ManNhelm
AppliChem, Darmstadt

Sigma, Miinchen

Merck, Darmstadt

Fluka, Buchs, Schweiz

Merck, Darmstadt

Oxoid, Heidelberg

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Peqglab, Erlangen

AppliChem, Darmstadt
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Magnesiumsulfat

Malat

Methylglyoxal
Magermilchpulver, fettfrei
Natriumazid
Natriumcarbonat
Natriumchlorid
Natriumdodecylsulfat
Natriumsuccinat
Ni2*-NTA-Agarose Superflow
Nutrient Broth
o-Nitrophenyl-f-D-Galaktopyranosid
Paraformaldehyd

Ribose

Roti®-Quant

Starke

Strep-Tactin Sepharose
TEMED
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Trypton

Tween20

X-Gal

Roth, Karlsruhe
Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Sigma, Miinchen
AppliChem, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Fluka, Buchs, Schweiz
Qiagen, Hilden
Merck, Darmstadt
Sigma, Miinchen
Roth, Karlsruhe
Sigma, Miinchen
Roth, Karlsruhe
Sigma, Miinchen
Iba, Gottingen
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Oxoid, Heidelberg
Sigma, Miinchen
Roth, Karlsruhe

Alle sonstigen verwendeten allgemeinen Chemikalien wurden von Merck, Serva, Fluka, Sigma oder Roth in p.a.

Qualitat bezogen.
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7.6.2. Hilfsmittel

Tabelle 7.19: Im Labor verwendete Hilfsmittel.

Chemikalie Firma

96-Well-Platten

Dialyseschlauche
Einmalspritzen (5 ml, 10 ml)
Eppendorfgefilie

Falcon-Tubes

Gene Amp Reaction Tubes (PCR)
Glaspipetten

Glimmer

Halbmikrokivetten aus Kunststoff
Kunststoffpetrischalen
Membranfilter

NC45 (0,2um Porengrolie)

Mikroliterpipetten
(2ul, 20pl, 200ul, 1000ul, 5000ul)

Mikrotiterplatten
Nylonmembran, positiv geladen
Pipettenspitzen

Poly-Prep Chromatography Columns

Polyvinylidendifluorid-Membran
(PVDF)

Spektralkohle

Zentrifugenbecher

Bio-Rad Laboratoies GmbH,
Minchen

Serva, Heidelberg

Becton Dickinson Drogheda, Irland
Greiner, Nlrtingen

Sarstedt, Nurmbrecht

Perkin Elmer, Weiterstadt

Brand, Wertheim

Plano GmbH, Marburg

Greiner, Nurtingen

Greiner, Nlrtingen

Schleicher und Schill, Dassel

Gilson, Dusseldorf

Eppendorf, Hamburg
Sarstedt, Nurmbrecht
Sarstedt, Nurmbrecht

Roche Diagnostics, ManNhelm
Greiner, Nurtingen

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Minchen

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Miinchen

Ringsdorff, Bonn-Bad Godesberg

Beckmann, Miinchen
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7.6.3. Gerdte und Apparaturen

Tabelle 7.20: Gerate und Apparaturen.

Autoklav

Biofuge fresco
Blottingapparatur VacuGene™XI
Brutschrank

Chemilumineszenzsystem
ChemiSmart

DNA-Gelelektrophorese
Eismaschine
Elektronenmikroskop
Feinwaage Sartorius

French Press

Geldokumentationsanlage Geldoc
2000

Gelelektrophoreseapparaturen

Heizblock Dri Block DB3
Horizontalschittler 3006
Hybridisierungsofen

Kugelmihle

Kihlzentrifuge

Kulturschittler Innova 2300
Kulturschittler-Inkubator Innova 42
Kulturschittler-Inkubator Innova 44
LabCycler

Lumineszenzgerat
Magnet-Heizriihrer

Magnetriihrer

Mikroprozessor pH-Meter Calimatic

Mikrowelle

Zirbus, Bad Grund

Heraeus Christ, Osterode
Amersham, Freiburg

New Brunswick Scientific, USA

Peqlab, Erlangen

Peqglab, Erlangen

Ziegra, Isernhagen

Philips, Amsterdam
Sartorius, Gottingen
Spectonic Unicam, England
SLM Aminco, New York (USA)

Jetzt betreut von (Fa. G.
Heinemann, Schwabisch Gmiind)

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Minchen

Waasetec, Gottingen

EasyCast™ Minigelsystem, Peqlab,
Erlangen

Waasetec, Gottingen

GFL, Burgwedel

Biometra, Gottingen
Sartorius, Goéttingen

Heraeus Christ, Osterode
New Brunswick, Neu-Isenburg
New Brunswick, Neu-Isenburg
New Brunswick, Neu-Isenburg
SensorQuest, Gottingen
Peqglab, Erlangen

JAK Werk, Staufen

lka, Staufen

Knick, Berlin

Bosch
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Nanodrop ND-1000

Spannungsgerat

SpeedVac Concentrator Savant SPD
111V

Spektralphotometer Ultraspec 2000
Sterilbank Herasave

Superdex S200 16/600
Thermoblock

Thermocycler Tpersonal

LabCycler

Thermomixer

Ultraschallgerat Labsonic U
Ultrazentrifuge Sorvall Ultra Pro 80
UV-Stratalinker 1800
Vertikalgelelektrophoreseapparatur
Mini Protean Ill System

Vortex

Waage Sartorius universal
Wasserschittelbad Innova 3100
Wasservollentsalzungsanlage

Western Blot-Apparatur

Zelldisruptionssystem

Zentrifuge

Privileg

Thermoscientific, Bonn
Bio-Rad Laboratories California
(USA)

Biometra, Gottingen
Pharmacia, Rochester (USA)

Thermo Scientific, Bonn

Amersham, Freiburg
Heraeus, Hanau

GE Healthcare, Miinchen
Waase, Gottingen

Biometra, Gottingen
SensorQuest, Gottingen
Eppendorf, Darmstadt
Braun, Melsungen
Thermoscientific, Bonn
Stratagene, Amsterdam
Bio-Rad Laboratories, California
USA

Bender und Hobein, Bruchsal
Sartorius, Gottingen

New Brunswick, Neu-Isenburg
Millipore, Schwalbach
Eigenbau

G&P, Kassel

Peqlab, Erlangen

Constant Systems, UK
Beckman, Miinchen
Eppendorf, Darmstadt
Heraeus, Osterode

Thermo Scientific, Bonn
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7.6.4. Kommerziell erhdltliche Systeme

Tabelle 7.21: Kommerziell erhaltliche Systeme.

System Firma

Gene Ruler DNA Ladder Mix
DNeasy Blood & Tissue Kit 50

High Pure RNA isolation kit

iScript ™ One-Step RT-PCR Kit with
SYBR ©® Green

Lambda DNA/EcoRI+Hindlll
Nucleospin

Nylonmembran

Prestained Protein Marker
PVDF-Membran

QIAquick PCR-Purification Kit
RNeasy Plus Mini Kit (50)

Unstained Protein Marker

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Qiagen, Hilden

Roche Diagnostics, ManNhelm
Bio-Rad Laboratories, California
(USA)

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Macherey-Nagel, Diiren

Roche Diagnostics, ManNhelm
NEB Biolabs, Frankfurt am Main
Bio-Rad Laboratories, California
(USA)

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

NEB Biolabs, Frankfurt am Main
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7.6.5. Proteine und Enzyme

Tabelle 7.22: Proteine und Enzyme.

Protein oder Enzym
Accuzyme-Polymerase

Ampligase

Anti-Digoxigenin-AP, Fab Fragmente
DNase |

DNase | (RNase free)

FastAP™

Lysozym aus Hihnereiweil

(178000 U/mg)
Pfu-DNA-Polymerase

Phusion™ DNA Polymerase

RNase A

Restriktionsendonukleasen

Calf-Intestinal-Alkaline-Phosphatase
T4-DNA-Ligase

T7-RNA-Polymerase
Tag-DNA-Polymerase

Accuzyme-Polymerase

Firma
Bioline, Luckenwalde

Epicentre, Medison (USA)
Roche Diagnostics, ManNhelm
Roche Diagnostics, ManNhelm
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Merck, Darmstadt

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Finnzymes, Espoo Finnland
Roche Diagnostics, ManNhelm
NEB Biolabs, Frankfurt am Main
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Roche Diagnostics, ManNhelm
Roche Diagnostics, ManNhelm

Roche Diagnostics, ManNhelm

Bioline
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7.6.6. Verwendete Internetangebote und Computerprogramm

Tabelle 7.23: Genutzte Internetangebote.

URL Anbieter
http://genolist.pasteur.fr/Subtilist/  Institut Pasteur,
Paris

AG Stiilke, Georg
August Universitat
Gottingen

http://www.subtiwiki.uni-
goettingen.de/

http://www.pitt.edu/~rsup/OligoCal
c.html

University of
Pittsburgh, USA

National Institutes
of Health,
Bethesda, USA

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

http://tools.neb.com/NEBcutter2/in  New England

dex.php BioLabs

http://www.ebi.ac.uk/clustalw/ European
Bioinformatics
Institute

Virtual Institute for
Microbial Stress
and Survival

http://microbesonline.org/

http://www.uniprot.org/ Uniprot

Consortium

http://bsubcyc.org/ SRI International

http://ecocyc.org/ SRI International

http://www.pdb.org RCSB

SIB Swiss Institute
of Bioinformatics

http://web.expasy.org/protparam/

Anwendung
Sequenzrecherche im
Genom von B. subtilis

Literaturrecherche zu B.
subtilis

Berechnung der
Schmelztemperatur von
Primern
Literraturrecherche

Erkennung von
Restriktionsschnittstellen

Erstellen von Alignments

Informationen Uber Gene
verschiedener
Prokaryoten

Sequenzen von Proteinen
Blastanalysen
Informationen tber
Proteine

Informationen Uiber Gene
von B. subtilis

Informationen Uber Gene
von E. coli

Proteindatenbank

Berechnung von
Proteineigenschaften

Zusammenfassung der genutzten Internetangebote.


http://genolist.pasteur.fr/SubtiList/
http://www.subtiwiki.uni-goettingen.de/
http://www.subtiwiki.uni-goettingen.de/
http://www.pitt.edu/~rsup/OligoCalc.html
http://www.pitt.edu/~rsup/OligoCalc.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php
http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php
http://www.ebi.ac.uk/clustalw/
http://microbesonline.org/
http://www.uniprot.org/
http://bsubcyc.org/
http://ecocyc.org/
http://www.pdb.org/
http://web.expasy.org/protparam/
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Tabelle 7.24: Genutzte Computerprogramme.

URL

Anbieter

Adobe® Photoshop® CS Adobe

BiolD

ChemoStar
Aufnahmesoftware

CorelDraw Suite

EditSeq™ 5.07
Image J

Microsoft Office XP
Mendeley

Pymol

SegMan™ 11 5.07
Swiss-pdb viewer

v4.0.4

VectorNTI

Vilber Lourmat

Intas

Corel

Corporation

DNASTAR

NIH

Microsoft Inc.

Delano Scientific
LLC, Schrodinger

DNASTAR
SIB Swiss
Institute of

Bioinformatics

Invitrogen

Anwendung
Text- und Datenverarbeitung

Auswertung von
Chemilumineszenzsignalen

Auswertung von
Chemilumineszenzsignalen

Grafikherstellung

Auswertung von Sequenzierdateien
Quantifizierung von Western Blots
Bildverarbeitung
Literaturrecherche und -verwaltung

Darstellung von 3D-
Proteinstrukturen

Auswertung von Sequenzierdateien

Darstellung von 3D-
Proteinstrukturen

Konstruktion von Plasmiden und
Klonierungsstrategien

Zusammenfassung der genutzten Computerprogramme.
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Curriculum vitae

Experiences

07/2011-present

01/2010-09/2010

10/2005-09/2010

08/2002-07/2004

Experiences abroad

12/2012-05/2011

08/2001-07/2002

Christopher Zschiedrich

Leinestrasse 18

D-37073 Goéttingen, Germany

Date of Birth: 05.09.1984 Halle (Saale)
Phone: +49-(0)176/83017746

E-Mail: czschie@gwdg.de

Ph.D. thesis at the Department of General Microbiology, Georg-August
University of Gottingen in the group of Prof. Dr. Jorg Stiilke

“Functional characterization of the crh operon in Bacillus subtilis”
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Skills
Languages German mother tongue
English very good oral and written
French basic knowledge
IT Segman/Chromas/Vector NTI (sequence analysis)
Axio Vision (image editing, microscopy)
Adobe Photoshop (image editing)
Microsoft Office (word, power point and excel)
Soft Skills

Global Leadership in the Knowledge Society
Competence development

Student Representative at the GGNB
Learning Skills

Effective scientific communication
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Micro-and conventional PCR, gRT-PCR, Combined Chain reaction, Error prone
Biomolecular PCR,Long Flanking Homology-PCR, directed mutagenesis

Cloning (Cre-lox, TOPO TA, reportergene fusions [lacZ,GFP],
construction of vectors and protein fusions)
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Bacterial, Yeast Two/Three Hybrid-Analyses
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chromatography (His-Tag, Strep-Tag, GST-Tag), epigenetic tags (FLAG)
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“Genomminimierung in Bacillus subtilis: Konsequenzen des Verlustes
des Citratzyklus”

(“Minimizing the genome of Bacillus subtilis: essentiality of the citric
acid cycle”)

2012/2013 Bachelor thesis

“Charakterisierung der Interaktion zwischen SpoT und EIIAN' aus
Ralstonia eutropha”

(“Characterization of the interaction of SpoT and EIIANY in Ralstonia
eutropha”)

2012 Bachelor thesis

“Charakterisierung der Interaktionsflache zwischen der
Methylglyoxalsynthase A mit dem Phosphotransferaseprotein Crh in
Bacillus subtilis”

(“Characterization of the interaction surface of the methylglyoxal
synthase A and the Carbon-flux regulating HPr in Bacillus subtilis")

2012 Internship: “Overproduction and activity assay of MgsA”

2011/2012 Bachelor thesis

“Identifizierung der fiir die Interaktion mit Crh wichtigen Aminosaduren
in der Interaktionsflaiche von MgsA in Bacillus subtilis”

(“Identification of amino acid residues within MgsA responsible for the
interaction with Crh in Bacillus subtilis“)
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Contribution to conferences (Posters)

2013 7th Conference on Functional Genomics of Gram-positive
Microorganisms- 17th International Conference on Bacilli, Montecatini
Therme, Italy

“Molecular determination of the interaction surface of the carbon
flux regulator Crh and the methylglyoxal synthase MgsA in Bacillus
subtilis”

2013 Jahrestagung der Vereinigung fiir Allgemeine und Angewandte
Mikrobiologie (VAAM), Bremen, Germany

“The interaction surface of the carbon flux regulator Crh and the
methylglyoxal synthase MgsA in Bacillus subtilis”

2012 Jahrestagung der Vereinigung fir Allgemeine und Angewandte
Mikrobiologie (VAAM), Tubingen, Germany

“Insight into the (de)phosphorylation of the phospho-transferase
proteins HPr and Crh in Bacillus subtilis”

Contribution to conferences (Talks)

2014 The PTS celebrates 50 years of transport and regulation, Gottingen,
Germany
“Insights into binding of the carbon flux regulator Crh to the
Methylglyoxal synthase MgsA in Bacillus subtilis”
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