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1. Zusammenfassung

Bacillus subtilis kann eine Vielzahl verschiedener Kohlenstoffquekb&fnehmen und
verwerten. DamiB. subtilis keinen Nachteil gegentber anderen Bakterien hassmauerst
die Kohlenstoffquelle verwertet werden, die die steeEnergie liefert. Damit diese Hierarchie
der Kohlenstoffquellen erhalten bleibt , muss diefmahme strikt reguliert werden. Die
Zucker Glukose, Salicin und Saccharose werden ddashsogenannte Phosphotransferase-
System aufgenommen. Die Expression der Permeagendwich Antitermination reguliert.
Ein Antiterminationsprotein bindet hierbei an diegenannte RAT-Struktur der mRNA der
jeweiligen Permease und verhindert so die Ternmonadier Transkription. Die Regulation der
Aktivitat dieser Antiterminationsproteine erfolgbér Phosphorylierung durch PTS-Proteine.
Das allgemeine PTS-Protein HPr aktiviert die Ambimationsproteine, wahrend die
Phosphorylierung durch die zuckerspezifischen Paserwe zur Inaktivierung fihrt. Die
Phosphorylierungen erfolgen an konservierten Higial.

Um die Spezifitat der Protein-Protein-Interaktiom zintersuchen, sollten die
Strukturen der Komplexe der Antiterminationsprogginmit den Phosphodonoren geklart
werden. Dafir wurden in dieser Arbeit das kompld®€S in vitro rekonstruiert. Die
Phosphorylierung der isolierten Domanen konnte igezeerden. Fiur die Untersuchung der
Struktur von GIcT im Komplex mit dgtsG-mRNA wurde eine RAT-Struktur entwickelt, die
aus nur 10 Basen besteht und mit sich selber p&arem Es konnte sowoht vivo als auch
in vitro gezeigt werden, dass diese RNA ausreicht um vom Gébunden zu werden.

AulRerdem wurde in dieser Arbeit die Spezifitat dreAntiterminationsproteine auf
der Ebene der RNA-Bindung untersucht. Das ProtagT$indet die mMRNA der Saccharose-
Permease SacP. SacT wurde in dieser Arbeit mutiertyarianten zu isolieren, die andere
RAT-Strukturen binden konnen. Ein einziger Aminas@ustausch reicht aus, um die
Spezifitit der RNA-bindenden Doméne zu verandernirdVdas Prolin 26 in ein Serin
getauscht, bindet dieses Antiterminationsprotela RIAT-Strukturen inB. subtilis. Durch
diesen Aminosaurenaustausch geht die Spezifitdoreer. Durch weitere Mutagenese der
Positionen 26 und 31 konnten weitere Varianteniagolwerden, die ebenfalls alle
unspezifisch RAT-Strukturen binden kdnnen. Dabeirdea besonders haufig Varianten
isoliert, bei denen das Prolin gegen geladene Asdinen ausgetauscht wurde.
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2. Einleitung

2.1. Die RNA-Welt-Theorie

In der von Francis Crick postulierten Abfolge déssBes der genetischen Information
dient die RNA nur als Ubermittler zwischen der chosomalen DNA zum fertigen Protein
(Crick 1958 und 1971). Die DNA ist fur die Speiameg der Information zustandig, wahrend
die Proteine chemische Prozesse katalysieren, aie Uberleben des Organismus sicher
stellen.

In ihrer Arbeit Uber genetische Regulationsmechmears in der Proteinbiosynthese
schlugen Jacob und Monod allerdings schon 1961dams auch die RNA eine regulatorische
Funktion tbernehmen konnte.

Die Identifizierung der ersten katalytischen RNAgirte zur RNA-Welt-Theorie
(Gilbert, 1986). Zu diesem Zeitpunkt der Evolutiwar die RNA sowohl fur die Speicherung
der genetischen Information als auch fir das Ausfiihder chemischen Prozesse
verantwortlich. RNAs, die eine katalytische Funkti@usfihren, werden als Ribozyme
bezeichnet. Die meisten Ribozyme fuhren autoly@s8paltungen und Splicing-Reaktionen
durch (Fedor und Williamson, 2005). Die einzige Aaisme bildet das Zentrum des
Ribosoms. Dort werden Ester-Aminolyse und -HydrelyReaktionen durch die RNA
katalysiert (Crick, 1968; Noller, 1991; Schmegtgl., 2002).

Damit das Uberleben in dieser RNA-Welt moglich wamr es essentiell, dass die
RNAs weitere Reaktionen katalysieren konnten. Digberlegungen fiihrten zur gezielten
Suche nach RNAs, die andere, zusatzliche Reaktikatatysieren konnten (Fiammengo und
Jaschke, 2005). Eine der essentiellen Reaktioneda$ Uberleben war, dass es eine RNA-
abhéangige RNA-Polymerase gab, die sich selbstziepdn kann. Diese konnte erfolgreich
isolierte werden (Johnsta al., 2001). Es wurden inzwischen weitere Ribozymeespldie
verschiedene Reaktion durchfihren koénnen. Dazu emahKohlenstoff-Kohlenstoff
Bindungen, Isomerisierungen, Redox-Reaktionen urdSynthese von kleinen Molekilen
(Prudentet al. 1994; Seelig und Jaschke, 1999; Hueirgg., 2000; Tsukijiet al., 2003).

Die Entwicklung hin zu Protein-gesteuerter Katalygson Reaktionen erfolgte
vermutlich durch den Druck, mehr Reaktionen durbhéia zu kénnen. RNAs haben einen
unveranderlichen sehr sauren pKert, wahrend Proteine beziehungsweise die 20
Aminosauren eine grol3e Spannweite voR-ierten besitzen (Cochrane und Strobel, 2008).
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Obwohl in der heutigen Zeit praktisch alle Reak#io von Proteinen katalysiert

werden, gibt es auch weiterhin Regulationsforménadf Ebene der RNA ablaufen.

2.2. Das Ribozym GImS auBacillus subtilis

Das Ribozym GImS auB. subtilis ist bis heute das einzige bekannte Ribozym, das
von einem Kofaktor abhangt. Das GgimS kodiert fur eine Glucosamin-6-phosphatsynthase.
Das Ribozym reagiert auf die Anwesenheit von Glaous-6-phosphat (GICN6P), dem
Produkt des Enzyms GImS (Winkletral., 2004). Unter diesen Umstanden schneidet sich die
gImS-mRNA selbst. Aber nicht nur das Ribozym ist fiie @paltung notwendig. Auch das
GIcNG6P ist absolut essentiell fir den Ablauf deaR®n und beteiligt sich direkt an dieser
(McCarthy et al., 2005; Klein und Ferré-D’Amaré, 2006; Cochrastel., 2007). Das Ziel
dieser Spaltung ist die Verhinderung der Synthese®ImS, da dieses nicht mehr bendtigt
wird, wenn genug GICN6P in der Zelle vorliegt (Qudl et al., 2007). Das sekundére
downstream-Transkript, das nach der Spaltung drtisteird in der Zelle sehr schnell
abgebaut. Dadurch wird eine weitere Translationhinelert. Die Degradation verlauft
abhangig von der RNase J1. Das Ribozym GImS remiésealso eine Entwicklungsstufe

zwischen der RNA-Welt und der heutigen Protein-@astten Biologie.

2.3. RNA-Schalter

Ein weiterer Regulationsmechanisums, der auf Ebdee RNA ablauft, ist die
Regulation Uber sogenannte RNA-Schalter. Das Rrider RNA-Schalter ist in Abb. 2.1.
dargestellt. Die RNA-Schalter-Strukturen sind maeist 5-untranslatierten Bereich einer
RNA zu finden. Sie bestehen aus zwei Doménen. [Pste eDoméne wird als Aptamer
bezeichnet, die zweite als Expressionsplattform.dfe Aptamerregion bindet der Effektor
(Hermann und Patel, 2000; Gadtlal., 1995). Dabei kann es sich um Metabolite, RNAsrod
Proteine handeln. Die Expressionsplattform istdigr Bindung nicht notwendig (Winklest
al., 2002a; 2002b; Winkleat al., 2003; Mandaét al., 2004). Die Aptamerregion ist ungefahr
70 bis 170 Basen lang. Dies ist deutlich langerdédsRNAs, die bein vitro Suchen nach
RNA-Metabolit-Wechselwirkungen gefunden wurden (kéok, 1999). Diese Verlangerung
fuhrt vermutlich zu einer héheren Affinitat und 8divitat (Winkler und Breaker, 2003).
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Expression i
Aptamer p Metabolit

Plattform

Expression Expression
AN AUS

Abb. 2.1.: Organisation von RNA-Schalter-RNAs in Béterien

Der Metabolit bindet an die Aptamer-Region und #dbrt so eine alternative Struktur der
Expressionsplattform. Dies flihrt dann zu einer Yidgiung in der Expression des Genes. (Nach Winkidr
Breaker, 2003)

Die Bindung des Metaboliten an das Aptamer |6st sinukturelle Verdnderung in der
Expressionsplattform aus. Die Expressionsplattfeeréindert dadurch die Genexpression. In
den meisten Fallen wird die Expression durch dasl& des Metaboliten verhindert, da oft
Synthesegene durch diese RNA-Schalter regulied. sBo kann direkt die Menge des
Metaboliten gemessen und die Expression daran asgewerden (Henkin und Yanofsky,
2002). Der genaue Mechanismus der Regulation deexpeession durch RNA-Schalter wird

im Folgenden an einigen Beispielen erlautert.

2.3.1. Metabolit-abhé@ngige RNA-Schalter

Wie das Ribozym GImS benutzen auch Proteine sebfich&leine Molekile als
Kofaktoren (Hollidayet al., 2007). Die Synthese vieler dieser Kofaktorendistch einen
RNA-abhéngigen Mechanismus reguliert (Vitrescleikal.,, 2004; Winkler und Breaker,
2005; Barrick und Breaker, 2007). Zu diesen Metisdaolzahlen das bereits erwahnte GICN6P
sowie zum Beispiel die Aminoséauren S-AdenosylmetimdSAM), Glycin und Lysin. Auch
die Synthese der Komponenten von DNA und RNA isffigaiiber RNA-Schalter reguliert.
Es gibt RNA-Schalter, die auf Guanin, Adenin odesBxyguanosin reagieren. Des Weiteren
gibt es RNA-Schalter fur Thiaminpyrophosphat (TPRdenzym B, zyklisches di-GMP
(Sudarsaret al., 2008), Molybdan und Wolfram (Regulsttial., 2008). Die Sequenzen der
Bereiche, die an der Metabolitenbindung beteiligdssind sehr stark konserviert. RNA-
Schalter fir FMN, Lysin und Koenzym B12 gibt es gasamten Reich der Prokaryoten
(Virteschaket al., 2002; Nahviet al., 2004; Rodionowt al., 2002). Die RNA-Schalter fur

SAM, Guanin und Adenin kommen bis auf einige Ausnah nur in Gram-positiven
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Bakterien vor (Mandelet al., 2003). Der TPP-abhéngige RNA-Schalter stellteein
Besonderheit dar. Diesen findet man sogar in emigekaryotischen Genomen (Sudarsan

al., 2003). Bei den RNA-Schaltern handelt es siclo alsn eine sehr alte Form der
Regulation. Da diese ohne weitere Komponenten, wk. Proteine, die Regulation
verwirklichen kodnnen, wird vermutet, dass es siehdiesen RNA-Schaltern um Relikte der
RNA-Welt handelt.

2.3.1.1. Purin-abhangige RNA-Schalter

Die Familie der RNA-Schalter, die Purine binden wfaimit die Expression der
dahinter liegenden Gene steuern, ist am BestdB subtilis untersucht. Hier werden vier
Operons oder einzelne Gene durch Guanin und eind@er Adenin reguliert (Winkler und
Breaker, 2003). Die Struktur dieser RNA-Schaltemsllen Organismen identisch. Es bilden
sich je drei kurze Stammbereiche, die so zueinariégen, dass in deren Mitte die
Bindetasche fir das Guanin beziehungsweise dasidebildet wird (Bateet al., 2004).
Liegt nicht gentigend Guanin/Adenin in der Zelle,ust der als P1 bezeichnete Stamm nicht
stabil. Es bildet sich eine alternative Struktus,adie zum Teil mit der Sequenz des P1
Stammes Uberlappt. Diese Struktur wird als Antiiaator bezeichnet (Mandat al., 2003).
Die RNA-Polymerase wird durch diese Struktur nigestort und die Synthesegene fur
Guanin/Adenin kénnen abgelesen werden. Sobald Gifsdenin in der Zelle im Uberschuss
vorkommt, bindet der entsprechende Metabolit diescha, die durch die drei Stamme
gebildet wird und stabilisiert so den P1 Stamm. Fkolge dessen kann die
Antiterminationsstruktur nicht mehr gebildet werdela ein Teil dieser Struktur nun im P1
Stamm vorliegt. Es bildet sich eine Terminatorstuulaus. Diese verhindert das Ablesen des
Genes durch die RNA-Polymerase. Der Ablauf diesektirellen Veranderung ist detailliert
untersucht (Buclet al., 2007; Ottinket al., 2007). Es finden nur kleine Veranderungen in der
Struktur statt, sobald Guanin bindet. Diese laweimem schnell ab. Nur durch diese schnelle
Anderung der Struktur kann sichergestellt werdeassddie RNA-Polymerase den 5'-
untranslatierten Bereich der RNA noch nicht vedasdat und die Terminatorstruktur

rechtzeitig gebildet wird, um die Expression zuwedern.
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2.3.1.2. Aminosaure-abhangige RNA-Schalter

Der erste Aminosdure-abhangige RNA-Schalter wurde der Regulation der
Biosynthese von Methionin und Cystein beschriel@ruiidy und Henkin, 1998). Vor fast
allen Genen dieser Stoffwechselwege liegt eine éawnerte Sequenz im 5‘-untranslatierten
Bereich des Transkripts. Diese wird als S-Box bdret. Der Metabolit, der an diese mRNA
bindet, ist S-Adenosylmethionin (Epshtegh al., 2003). SAM ist das Endprodukt dieses
Stoffwechselweges. Aus Homocystein wird Methiomiglches dann in SAM umgewandelt
wird. SAM ist ein wichtiger Metabolit, der in derelle fur Methylierungen bendtigt wird.
Sobald SAM in groRer Menge in der Zelle vorliegindet SAM an den RNA-Schalter,
zerstort die Antiterminationsstruktur und es bildath der Terminator (McDaniedt al.,
2006). Fur das GemetK (SAM-Synthetase) in Milchsaurebakterien wurdeetimas anderer
Mechanismus des RNA-Schalters identifiziert. Diese beschriebene Region wird ajxS
Box bezeichnet (Fuchst al., 2006). Hier wird die Shine-Dalgarno-Sequenz dudie
Bindung von SAM blockiert. Dies geschieht durch eeinsogenannte Anti-
antiterminatorstruktur. Durch diese Anderungen @r &truktur wird die Shine-Dalgarno-
Sequenz der entsprechenden Gene in einem doppglgea Bereich versteckt, so dass keine
Translation mehr stattfinden kann.

Auch die Biosynthese von Lysin wird auf die gleiche durch einen RNA-Schalter,
der Lysin bindet, reguliert (Sudarsemal., 2003; Garsét al., 2008). Die L-Box ist besonders
in Hinsicht auf die Moglichkeit der RNA-Schaltes&iele fur Medikamente gut untersucht.
Es konnten Lysin-Analoge identifiziert werden, dieeiner permanenten Termination fihren
und somitB. subtilis abtdten (Blountet al., 2007, Luet al., 1992, Winkler und Breaker,
2005).

Der Glycin-abhangige RNA-Schalter vor dem QGgenT stellt eine Besonderheit dar.
Hier wird die Expression der dahinterliegenden Gerst ermoglicht, wenn Glycin in der
Zelle vorhanden ist (Barrictt al., 2004, Mandagt al., 2004).

2.3.1.3. Weitere Beispiele fiur Metaboliten-abhangegyRNA-Schalter
Die Expression von vielen weiteren Synthesegenél&ine Moleklle werden durch

RNA-Schalter kontrolliert. Neben den beschrieberi®NA-Schaltern werden auch die
Biosynthese von TPP, FMN und Koenzyny, Burch RNA-Schalter reguliert (Cochrane und
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Strobel, 2008). Erst kirzlich identifiziert wurdedtie RNA-Schalter fir Molybdan und
Wolfram (Regulskiet al., 2008) sowie ein RNA-Schalter fur zyklisches & (Sudarsamt

al., 2008). Die RNA-Schalter fir Molybdan und Wolfrawerhindern die Translation,
wahrend der fur zyklisches di-GMP die Transkriptierminiert. Es scheint so zu sein, dass es
in Gram-negativen Bakterien haufiger zu einer Bleakng der Translation kommt, wahrend
in Gram-positiven Bakterien eher die Transkripti@rhindert wird (Winkler und Breaker,
2003). Auch das GImS-Ribozym wird zu den Metabalikangigen RNA-Schaltern gezabhilt,
obwohl es streng genommen kein RNA-Schalter istcbdie Bindung des GIcN6P wird die
Struktur der RNA nicht verandert (Hampel und Tigsl€006; Ferré-D’Amaré, 2006;
Cochraneet al., 2007; Tinsleyt al., 2007).

2.3.2. RNA-abhangige RNA-Schalter

Wie bereits erwéahnt, gibt es auch RNA-Schalter kéime Metabolite binden sondern
RNAs. Die RNAs, die hier flr Antitermination sorgesind tRNAs (Grundy und Henkin,
1993; Merino und Yanofsky 2005). Der konserviererdich dieses RNA-Schalters wird als
T-Box bezeichnet (Gerdemasmnal., 2003, Grundy und Henkin, 2003). Diese Strukstivor
vielen Genen der Aminosaurebiosynthese zu findendiésen gehdren die Gene fiur die
Synthese von Threonin, Glycin, Leucin, Cystein sowdas ilv-leu-Operon flr
verzweigtkettige Aminosauren (Vitreschetkal., 2008). Die T-Box bindet unbeladene tRNAs
durch eine hoch konservierte Sequenz, die kompléginereu dem 5-NCCA-3' Ende der
tRNA ist (Putzeret al., 1995; van de Guchtet al., 1998; Grundy und Henkin 1993). Die
Spezifitat wird durch das Anticodon der tRNA sowderch eine als Anti-Anti-Codon
bezeichnet Sequenz im RNA-Schalter hergestellt i®yet al., 1994, 1997, 2002; Mar&t
al., 1996). Durch die Bindung der unbeladenen tRNAdwiie Ausbildung eines Terminators
verhindert, es findet Antitermination statt und diachfolgenden Gene werden exprimiert
(Fauziet al., 2005; Yousetét al., 2005).

2.3.3. Regulation durch RNA-Thermometer
Eine Besonderheit unter den RNA-Schaltern stellde dogenannten RNA-

Thermometer dar. Diese andern ihre Struktur nialnchd die Bindung von Metaboliten,
tRNAs oder Proteinen sondern durch den EinflussTéenperatur (Narberhaws al., 2006).
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Alle bekannten RNA-Thermometer blockieren bei nigein Temperaturen die Shine-
Dalgarno-Sequenz der kontrollierten Gene. Mit seder Temperatur schmelzen die
Strukturen auf und die Shine-Dalgarno-Sequenz lfegit Die durch RNA-Thermometer
kontrollierten Gene sind an der Hitzeschockantwidrberhauset al., 1998; Moritaet al.,
1999; Nockeet al., 2001) und an der Virulenzgenexpression betgiftivia et al., 1989).

2.3.4. Regulation durch Attenuation

Attenuation war der erste Mechanismus, an dem gexeerden konnte, dass die
Modellierung der RNA zur Regulation der Expressmon Genen benutzt werden kann
(Gollnick und Babitzke, 2002). Das Tryptophan-Biothese-Operon in E. coli wird durch
Attenuation und einen Transkriptionsrepressor, Tr@Ruliert (Yanofskyet al., 1981). Das
aus 141 Nukleotiden bestehendep-Leader-Transkript kann drei sich (berlappende
Strukturen bilden. Diese werden Pause-Struktur,itémbinator und Terminator genannt.
Zusatzlich beinhaltet das Leader-Transkript eindnPEeptid langen offenen Leserahmen.
Nach dem Beginn der Transkription bleibt die RNAyRterase an der Pause-Struktur
hangen und erlaubt es so dem Ribosom das Lead&dPa=p synthetisieren. Sobald das
Ribosom auf die RNA-Polymerase stol3t, setzt digsd chnskription fort. Die Transkription
und die Translation sind so gekoppelt. Die weit&eaktion ist von der Tryptophan-
Konzentration abhangig. Bei niedrigen Tryptophamgentrationen bleibt das Ribosom an
zwei  Trptophan-Codons im  Leader-Transkript hangeadurch wird die
Antiterminationsstruktur gebildet und die RNA-Polsrase kann das ganze Operon ablesen.
Ist viel Tryptophan in der Zelle vorhanden, erfotje komplette Translation der Leader-
RNA. Dadurch bleibt das Ribosom erst am Stopp-Coden Leader-RNA hangen. Dies
verhindert die Formation des Antiterminators und @erminatorstruktur wird gebildet. So
wird die Transktription der Tryptophan-Biosyntheseg verhindert. Viele weitere Operons
werden durch diesen Mechanismus reguliert. Daz@rgehdie Operons fir die Biosynthese
von Histidin, Phenylalanin und Leucin in Enterolslen (Artz und Holzschu, 1983; Cartgr
al., 1986).
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2.3.5. Protein-abhangige RNA-Schalter

2.3.5.1. Das TRAP-Protein au8. subtilis

Die strukturellen Veranderungen eines RNA-Schaltkésmnen nicht nur durch
Metabolite oder tRNAs ausgeldst werden, sonderrh adurch Proteine. Eines der gut
untersuchten Beispiele dafir ist das TRAP-ProtasBasubtilis. Dieses Protein reguliert die
Expression derpEDCFBA-Operon auf zwei verschiedene Arten (Babitzke, 2088 sorgt
fur Transkriptionstermination und es blockiert dienslation (Otridge und Gollnick, 1993;
Babitzke und C. Yanofsky, 1993; Du und Babitzke98)9 Die Aktivitdit von TRAP wird
durch Tryptophan gesteuert. Ist Tryptophan in delteZvorhanden, bindet dieses das TRAP
Protein, welches daraufhin aktiviert vorliegt uné &NA binden kann. Das Protein besteht
aus 11 identischen Untereinheiten. Die Erkennung B®&A erfolgt Uber eine sich
wiederholende NAG Sequenz im 5'-untranslatiertemei®® der mRNA (Babitzkest al.,
1995; Anstoret al., 1995; Babitzkeet al., 1996). Ohne das TRAP-Protein bildet die mRNA
eine Antiterminationsstruktur. Sobald TRAP bindeitd diese verhindert und ein Terminator
wird gebildet. Die Transkription findet nicht stattm Falle dertrpE mRNA erfolgt die
Regulation Uber die Blockierung der Shine-DalgaBsauenz. Das TRAP-Protein bindet
auch hier eine Wiederholung der NAG-Sequenz. Duteh Bindung wird eine stabile
Stammschleifenstruktur aufgeldst und die sogenaAnteShine-Dalgarno-Sequenz liegt frei
und bindet an die Shine-Dalgarno-Sequenz. Dies#aisit blockiert und die Translation wird

verhindert.

2.3.5.2. Regulation der Histidin-Verwertung

Ein weiterer sehr gut untersuchter Protein-ablgergRNA-Schalter ist die von HutP
kontrollierte Expression debut-Operons inB. subtilis (Kumar et al., 2006; Kumarevel,
2007). Die Gene dduut-Operons kodieren fir Proteine, die in der Verwagtwon Histidin
gebraucht werden (Chasin und Magasanik, 1968; @dd., 1992). Das erste Gen dieses
Operons kodiert allerdings fur das RegulatorprotéutP. Zwischen diesem Gen und Genen
fur die Enzyme kann die mRNA ausgepragte Sekundétsten bilden. Es entsteht ein

stabiler Terminator. HutP wird durch L-Histidin akert. So bindet es dann an eine
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Antiterminationsstruktur und stabilisiert diese e®Bildung des Terminators wird verhindert

und die Hut-Enzyme kdnnen gebildet werden.

2.3.5.3. Regulation der Pyrimidin-Synthese

Alle Gene, die fur die Synthese von UMP bendétigraen, liegen irB. subtilis im
pyr-Operon (Paulust al., 1982). Dieses Operon kodiert zusatzlich fur mgulatorisches
Protein, PyrR, welches die Expression pgrGene kontrolliert (Turneet al., 1994). Im 5'-
untranslatierten Bereich des Operons und zwisckeenGenempyrR undpyrP bzw. zwischen
pyrP undpyrB liegen Sequenzen, die nicht translatiert werdeshauf der Ebene der mRNA
Terminatorstrukturen ausbilden und so die Transkmp der dahinter liegenden Gene
verhindern  (Turnbough und Switzer, 2008). Die mRNAann alternative
Antiterminationsstrukturen annehmen (Turngr al., 1994). Diese sind stabiler als die
Terminatorstrukturen. Die Regulation erfolgt GUbe Bindung von aktiviertem PyrR an die
MRNA. Liegen in der Zelle hohe Konzentrationen ana@nnukleotiden und niedrige
Mengen von UMP bzw. UTP vor, bindet PyrR GTP und isaktiv. Sind die
Konzentrationsverhéltnisse entgegengesetzt, birggtR UMP/UTP und wird aktiv
Turnbough und Switzer, 2008). Es bindet dann didNWRRnd es kommt zur Termination der

Transkription. Die Gene dggr-Operons werden nicht exprimiert.

2.3.5.4. Dag)lp-Regulon inB. subtilis

Die Aufnahme von Glycerol ist iB. subtilis sowohl durch Katabolitenrepression als
auch durch einen Antiterminationsmechanismus regulDie Promotoren der Gene werden
durch das Kohlenstoff-Kataboliten-Repressions-nofe (CcpA) reguliert (flr Details der
Katabolitenrespression: Deutscheet al., 2006). In Anwesenheit von besseren
Kohlenstoffquellen als Glycerol wird die Initiatiater Transkription durch die Bindung des
CcpA/HPr-Komplexes an die DNA verhindert. Ist Glyae als einzige oder beste
Kohlenstoffquelle im Medium vorhanden, wird es dulpF aufgenommen und durch GlpK
zu Glycerol-3-Phosphat umgewandelt. Dieses aktivilxs Antiterminationsprotein GIpP,
welches dann die Ausbildung von Terminatorstrukiune der mRNA degglp-Regulons
verhindert (Holmbergt al., 1999).
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2.3.5.5. Beispiele fur Protein-abhangige Antitermiation in anderen Bakterien

Auch in Gram-negativen Bakterien werden versched®perons durch Protein-
abhéangige Antitermination reguliert. Dazu gehoreas chas-Regulon in Klebsiella
pneumoniae und dasami-Operon inPseudomonas aer uginosa.

In K. pneumoniae wird das Wachstum unter anaeroben BedingungernNitriat als
einziger Stickstoffquelle durch Antitermination tdigrt. Die regulierten Gene kodieren fir
das Nitrat-Transport-System (Ligt al., 1993). In der Anwesenheit von Nitrat bindet das
Antiterminationsprotein NasR an die mRNA und erngidldie Expression (Goldmaat al.,
1994; Lin und Stewart, 1996).

Das NasR Protein hat einige Sequenzahnlichkeitedem Antiterminationsprotein
AmiR aus P. aeruginosa. Auch in diesem Operon, welches fur die Proteitie die
Verwertung von aliphatischen Amiden kodiert, wird dExpression durch Antitermination
gesteuert. AmiR bindet den 5‘-untranslatierten Béreder mRNA und verhindert die
Ausbildung einer Terminatorstruktur (Wilsehal., 1996). In diesem Mechanismus spielt ein
weiteres Protein eine wichtige Rolle. AmiIC ist 8apressor der Expression. Die Repression
erreicht AmiC durch sterische Hinderung der AmiRw@ing (Normaret al., 2000).

2.3.5.6. Antitermination bei der Aufnahme von PTS-Zickern

Ein inzwischen sehr gut untersuchter MechanisnarsAshtitermination wurde irk.
coli bei der Aufnahme vof-Glukosiden entdeckt (Amster-Choder, 2005). Hierdet das
Antiterminationsprotein BglG in Anwesenheit diegarcker die mRNA der entsprechenden
Permease und ermoglicht so die Antitermination.wisden daraufhin weitere Mitglieder
dieser als BglG-Familie bezeichneten Antiterminagjgroteine inB. subtilis gefunden. Auf

die Regulation durch diese Proteine wird in Kagtél. eingegangen.

2.4. Bedeutung der Spezifitat in der Regulation

Alle Regulationsmechanismen sind darauf angewiedass die Interaktionen absolut

spezifisch sind. Nur so kann garantiert werdens @ie Regulation auch den gewlnschten

Effekt zeigt und der Organismus keine unnétige Eieefir die Produktion von Proteinen
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verschwendet, die nicht benétigt werden. Gehorelnrene Regulatoren in einem Organismus
einer Familie an, muss aul3erdem sichergestelltemedhss es zu keinem Cross-Talk kommit.

Durch Genduplikationen oder horizontalen Gentransfastehen oft Gene, die flr
Proteine kodieren, die die gleiche Funktion hatiziese entwickeln sich dann im Laufe der
Zeit weiter und kénnen neue Funktionen erwerben.

Ein Beispiel fur eine Genduplikation oder fir homtalen Gentransfer sind die
Methioninsynthase-Gene Bacillus clausii. Hier hat sich im Laufe der Zeit allerdings nicht
nur die Funktionsweise der Proteine geédndert sondach die Regulation der Expression
durch RNA-Schalter (Sudarsaah al,. 2006). Die Expression der Methioninsynthase MetH
wird, wie praktisch alle Gene der Methioninsynthederch einen SAM-abhéngigen RNA-
Schalter kontrolliert (Siehe Kapitel 2.3.1.2.). E&pression der zweiten Methioninsynthase
MetE wird dagegen durch zwei RNA-Schalter kontestli Bei einem handelt es sich um den
gentypischen SAM-abhangigen Schalter. Zwischenediesnd dem Gen liegt aber noch ein
RNA-Schalter, der durch Koenzym;Breguliert wird. Liegt also SAM im Medium vor,
werden beide Synthasen nicht produziert, weil sthtrbendtigt werden. Ist es fur die Zelle
aber notwendig, Methionin oder SAM zu synthetigieleommt es zur Expression von MetH
und MetE. Ist zusatzlich Koenzym Bm Medium vorhanden, wird die Expression von MetE
verhindert. Der Grund dafir liegt in der héhereayenatischen Aktivitat von MetH. MetH
bendtigt fur die Reaktion allerdings Koenzym,Bals Kofaktor. Wenn kein SAM aber
Koenzym B, in der Zelle sind, ist MetH besser geeignet, umthié&in und SAM zu
synthetisieren. MetE wird dann nicht bendétigt.

Bei der Aufnahme von Zuckern durch das PTS wird disosphat vom
Phosphoenolpyruvat durch das Enzym | auf HPr Uhgetm. HPr phosphoryliert dann die
zuckerspezifischen Permeasen, die als Enzym Ilidlezet werden (PTS: Kapitel 2.5.).
Obwohl HPr Proteine aus verschiedenen Organsimeh ifentische Strukturen zeigen,
kénnenE. coli Mutanten, die Uber Enzym | und HPr dissubtilis verfigen, gar nicht oder
nur sehr schlecht auf PTS-Zuckern wachsen (Rei@wmbt al., 2007). Durch eine
Mutagenese des HPrs konnten Allele erstellt werd#ia, die Enzym 1l A Doménen
phosphorylieren kdnnen und so ein normales Wachstumdglichen. Die Mutationen stellen
intermolekulare Interaktionen wieder her, die vonidtyp E. coli HPr gebildet werden. Alle
diese Positionen sind im Bereich der Gram-negatiBakterien konserviert und stellen
maoglicherweise das Motiv dar, welches HPr aus Gmagativen und Gram-positiven

Bakterien unterscheidet.



Einleitung 13

Das Problem der Aufrechterhaltung der Spezifitatiidesonders an dem Beispiel der
Zwei-Komponenten-Systeme deutlich. Bakterien vesfugftmals tUber eine hohe Anzahl
paraloger Systeme. Es muss sichergestellt werdess, das richtige Signal aus der Umwelt
von der richtigen Sensorkinase auf den richtigespRese-Regulator weitergeleitet wird,
damit die Reaktion der Zelle korrekt stattfindemnkaln den meisten Féllen wird die
Spezifitat auf der Ebene der molekularen ErkenniiNeyvman und Keating, 2003; Skerlatr
al.,, 2005; Stiffler et al., 2007; Zarrinparet al., 2003) oder durch Expression zu
unterschiedlichen Zeitpunkten aufrecht erhalten. i€sallerdings auch maoglich, durch
gezielte Mutationen eine Histidinkinase so zu vdein, dass sie fremde
Responseregulatoren phosphorylieren (Skeskal., 2008).

Eine globalere Analyse der Spezifititten von Rdguém kann durch die
Bioinformatik stattfinden. Lozada-Chaveizal. untersuchten die Evolution der Spezifitat von
DNA-bindenden Proteinen (Lozada-Chaveizal., 2008). Es konnte ein Zusammenhang
zwischen der Spezifitat der Proteine und ihrer &®oll der Zelle festgestellt werden. Globale
Regulatoren haben ein geringeres Mal3 an Spezifigitsie an der Regulation von vielen
Genen beteiligt sind. Lokale Regulatoren hingegeddn nur wenige Promotorbereiche und
sind daher wesentlich spezifischer. Dies trifft zBeispiel auf die Regulation durch FNR zu.
FNR ist in E. coli ein globaler Regulator mit einer geringeren Spigtif In B. subtilis
hingegen besitzt FNR eine hohe Spezifitdt und reguhur wenige Gene. Die Spezifitat
hangt aul3erdem von der Relevanz der Regulation ab.

Wie leicht die Spezifitat von Regulatoren geandeetrden kann, konnte an vielen
Beispielen gezeigt werden. Die RNA-Schalter fir @onaund Adenin kénnen durch wenige
Mutationen ineinander Uberfuhrt werden (Gilbettal., 2007). Das TRAP-Protein aul&
subtilis wird durch die Mutation einer Aminosaure unabhgngpn Tryptophan und bindet
immer die Ziel-RNA (Payal und Gollnick, 2006). DiRoh-GTPasen RhoA und RhoD aus
Clostridium difficile werden durch den Austausch einer Aminosaure distg von anderen
Cytotoxinen erkannt (Jardt al., 2006).

Alle diese Beispiele zeigen, dass die Aufrechieuhg der Spezifitdten von

Regulatoren oder Enzymen absolut notwendig istdamUberleben zu sichern.
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2.5. Zuckerabhangige-Antitermination in B. subtilis

Die Aufnahme von Zucker muss ebenfalls strikt resgtiverden. Die Expression von
Enzymen fur die Aufnahme von Zuckern, die nichthasden sind, muss unterbunden
werden. Dies trifft ebenfalls zu, wenn andere Zuckarhanden sind, die auf Grund ihrer
Eigenschaften mehr Energie liefern und deshalbstadrgebaut werden sollten.Bnsubtilis
erfolgt die Regulation der Aufnahme von machen 2uck zusatzlich zur globalen
Kohlenstoff-Kataboliten-Repression durch Proteihdimigen RNA-Schalter.

2.5.1. Das Phosphotransferase-System

Die Aufnahme von Zuckern tber das Phosphotrange®gstem wurde zunéchsthn
coli beschrieben (Kundiget al., 1964). Es wurde gezeigt, dass zum Beispiel Glukose,
Mannose und N-Acetylglukosamin Uber ein solchegeé®ysaufgenommen werden. Fir die
Aufnahme der Zucker wird die Energie von Phosphipgmovat benutzt, um die Zucker Gber
eine Permease in die Zelle zu transportieren usidigteitig zu phosphorylieren (Deutscleer
al., 2006). Der Aufbau des PTS ist praktisch in aBakterien identisch. Es besteht aus drei
Komponenten. Die zwei cytoplasmatischen Komponeatezym | und HPr werden fiir alle
PTS-abhangigen Zucker bendétigt. Dahingegen gibfiesieden Zucker eine spezifische
membranstdndige Permease, das sogenannten EnzybadlEnzym Il besteht aus drei
Domanen, A, B und C (Postnghal., 1993). Der Ablauf der Phosphorylierungskaskage d
PTS inB. subtilisist in Abb. 2.2. schematisch fir Glukose dargéstel
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Abb. 2.2.: Schematische Darstellung der Phosphorgiungskaskade des PTS

Das in der Glykolyse generierte PEP gibt sein Phats@mn das Enzym | weiter. Dieses phosphoryliert
anschlieBend HPr am Histidin 15. Dieses gibt dasspimat an die Enzym Il Untereinheit A weiter. Die
Doménen EIIB phosphoryliert dann die Glukose, welalurch das Enzym IIC aufgenommen wird. Die

phosphorylierte Glukose kann dann in der Glykolysé#er verwendet werden, um Energie herzustellen.

2.5.2. Antitermination durch Protein-RNA-Interaktio n

Die Komponenten des PTS kbénnen aber auch noch end&elproteine
phosphorylieren. Zu einer solchen Phosphorylierkiognmt es bei der Regulation der
Expression der zuckerspezifischen Enzym II-Komplekene dieser Phosphorylierungen
fuhrt zu Antitermination. Hierbei kommt es zu einénteraktion zwischen einem
regulatorischen Protein und der mRNA der Permeageese regulatorischen Proteine
werden als Antiterminationsproteine bezeichnet. &lstes wurde dieser Mechanismu<in
coli fur bglG beschrieben (Amster-Choder al., 1989; Amster-Choder und Wright, 1992;
Mahadevan und Wright 1987). Hier ist die Aufnahmoa §-Glukosiden tber Antitermination
reguliert. Das entsprechende Antiterminationsprotéieil3t BglG und bindet die 5'-
untranslatierte mMRNA debglP-Operons. BglG kann durch die entsprechenden Peemeas
phosphoryliert werden (Amster-Choderal., 1989). Dadurch wird das Protein inaktiviert.
Diese Phosphorylierung ist abhéngig vom Phosplerytigszustand der Permease. Liegen
Glukoside im Medium vor, wird das Phosphat auf dcker Gbertragen. Sind keirfe
Glukoside vorhanden, ist das Enzym Il phosphorylierd Ubertragt das Phosphat auf das
Antiterminationsprotein BglG. Das inaktivierte Bglkann nicht mehr die Antitermination
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herbeifihren und das Transkript der Permease énhtsiteht mehr. Da BgIG das erste Protein
dieser Art war, spricht man von der BglG-FamilienvAntiterminationsproteinen. IB.
subtilis gibt es vier solcher Proteine. Diese sind verarttigb fir die Aufnahme von Glukose
(GIcT), Saccharose (SacT und SacY) gr@lukosiden (LicT).

2.5.3. GIcT: Antitermination am ptsGHI-Operon

Der genaue Mechanismus der Antitermination sollBeispiel der Glukoseaufnahme
in B. subtilis gezeigt werden. Das Antiterminationsprotein Glcindet hier die 5'-
untranslatierte Region degptsG mRNA (Stilke et al., 1997). Diese RNA kann zwei
Strukturen annehmen (Abb. 2.3. A/B) (Schillietgal., 2004; Langbeimet al., 1999).

*2a
U u
A B vy
G:C
A:U 60
s0A &
15 §§
:C 65
uU~G e u
‘ad o
A:U AU
G:C A GT0
10 UA 2 AL G
C:G 40 A c
A AG-CA
u ¢ Gc ™
U f:%
. 35
582 G Yo
VES Yty
G G 30 G:U
A U:G
C:G ST &=
1 AU G:C
25 U:A
A:U
CiG 90
G:C
ACGUGUUACUGAUUCGAUCAG:CUUUUUGUUGU
1 5 10 15 20

Abb. 2.3.: Die RAT-Struktur und der Terminator der ptsG-mRNA
A: Die RAT-Struktur im 5'-untranslatierten Bereideer ptsG-mRNA.
B: Die Terminatorstruktur im 5‘-untranslatiertenrBieh derptsG-mRNA. Rot markierte Basen sind sowohl an

der Bildung der Terminatorstruktur sowie der RATuRtur beteiligt.

Die Terminatorstruktur verfligt Gber einen ausgefgddgstammbereich und umfasst
insgesamt 71 Basen. Die RAT-Struktur ist im Gegendazu relativ klein und besteht aus
nur 29 Basen. Die letzten 9 Basen der RAT-Strukiiberlappen mit dem unteren
Stammbereich des Terminators. Die beiden Struktscéhel3en sich also gegenseitig aus. Es

kann nur eine der Strukturen zu einem bestimmteitpdiekt gebildet werden. Da die
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Terminatorstruktur thermodynamisch bevorzugt istdwdiese im Normalfall gebildet. Die
RAT-Struktur braucht die Unterstlitzung durch Gldamit sie sich durchsetzen kann.

Wie im Falle von BgIG irk. coli ist die Bindung von GIcT an die RNA abhéangig vom
Phosphorylierungszustand (Schmalisthl., 2003). Ist keine Glukose vorhanden, wird GIcT
durch die Enzym IIB-Untereinheit von PtsG phospheriyund so inaktiviert. Es findet keine
Antitermination statt und es kann kein neues Ptskldet werden. Die Domane, an der diese
Phosphorylierung stattfindet, wird als Phosphotienase-System-Regulations-Domane
(PRD). Allerdings verfugt GIcT, wie auch die andedantiterminationsproteine iB. subtilis,
Uber zwei solcher Domanen. Diese werden durch sctiezdliche Proteine phosphoryliert
und die Phosphorylierungen haben gegensatzlichewvifltushgen. Die Phosphorylierung
durch das Enzym IIB erfolgt an der sogenannten PRI PRDII kann durch HPr(His15)-P
phosphoryliert werden. Die Phosphorylierung anRRDII scheint aber in GIcT verkimmert
Zzu sein, da sie nur einen geringen aktivierenderfll® hat. Beide Phosphorylierungen
scheinen Einflul3 auf die Dimerisierung zu haberbédweden beiden PRDs gibt es noch eine
dritte konservierte Doméane, die N-terminale RNAdande Doméne. Es wurde sowohl
vivo als auchn vitro gezeigt, dass die RBD auch ohne die regulatoms&Ds aktiv ist. Die
RBD ist alleine in der Lage, fur Antitermination gargen (Bachemat al., 1998). Das heilt,
dass sie Dimere bilden kann, wenn die Konzentratasreichend hoch ist. Auch die PRDs
kénnen Dimere bilden, wenn sie ohne die RiB¥itro aufgereinigt werden. Ein Modell zur

Aktivierung beziehungsweise Inaktivierung von GlsTin Abb. 2.3. dargestellt.
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Abb. 2.3.: Modell der GlcT Aktivitat

A: Wenn Glukose im Medium vorhanden ist, wird ddo$phat von HPr durch Enzym Il direkt auf diese
Ubertragen. Bei diesen Bedingungen wird GIcT npisphoryliert und ist aktiv. GIcT bindet d#sG- RAT-
Struktur. Die Transkription wird erméglicht.

B: Wenn keine Glukose vorhanden ist, phosphorytiag Enzym 1IB die PRDI von GIcT. Die Dimerisierung
wird verhindert und es kann keine Antiterminatidattfinden. Dieses Modell wurde auch fir BglG &usoli
vorgeschlagen. (Nach Schmalisttal., 2003)

2.5.4. SacT, SacY und LicT: Die anderen Mitgliededer BglG-Familie in B. subtilis

Neben GIcT gibt es, wie bereits erwéhnt, drei amd&fS Aufnahme Systeme, die
durch Antitermination reguliert werden. Alle Antiteinationsproteine haben den gleichen
Doméanenaufbau wie GIcT. N-terminal liegt die RNAwbénde Doméane. Danach folgen die
PRDI und PRDII (Gorke und Stulke , 2008). Die negatRegulation Uber die
Phosphorylierung der PRDI ist bei allen Antitermtioasproteinen gleich. Die
zuckerspezifische Permease phosphoryliert die PRBhn der entsprechende Zucker nicht

vorhanden ist. Das Antiterminationsprotein SacTuliegt die Expression desacPA-
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Operons. SacP kodiert fir eine Saccharose-Pernme@se Permease phosphoryliert SacT an
der PRDI, wenn keine Saccharose vorhanden ist (Aregal., 1996, Arnauckt al., 1992).
Mit SacY existiert ein zweites Antiterminationssyst, welches die Aufnahme von
Saccharose reguliert. Dieses reagiert allerdingfs wenn der Zucker in einer hohen Menge in
der Umgebung vorliegt. SacY kontrolliert deecXY-Operon undsacB. Bei SacX handelt es
sich um die Permease, die SacY negativ phosphdryfenaudet al., 1996). Die Aufnahme
von B-Glukosiden wird durch LicT kontrolliert (Lindnest al., 1999, Le Coct al., 1995).
Dieses Antiterminationsprotein bindet die mRNA @&=nebglPH undlicS Die PRDI von
LicT wird durch die Permease BgIP phosphoryliem. Gegensatz zu GIcT benétigen SacT
und LicT eine Phosphorylierung an der PRDII, umvakt werden. Die PRDII wird durch
HPr(His15)-P phosphoryliert und diese wirkt siclrmaatlich positiv auf die Dimerisierung
der Proteine aus. Der Sinn dieser Phosphorylieliegg darin, die Aktivierung von LicT und
SacT zu verhindern, wenn bessere KohlenstoffqueterMedium vorliegen. Ist Glukose
zusammen mit Saccharose ofléBlukosiden im Medium vorhanden, soll zunachsthiste
C-Quelle verwertet werden. Da unter diesen Bediggan der HPr(His15)-P die
Phosphatgruppe hauptséchlich auf die Glukosepeametss Ubertragt, konnen SacT und
LicT keine aktivierende Phosphorylierung erfahr8omit kann es nicht zu Antitermination
an der mRNA der entsprechenden Permeasen kommegY Szndtigt diese
Phosphorylierung genau wie GIcT nicht, um aktivsein (Schmalisclet al., 2003; Bachem
und Stulke, 1998; Tortos& al., 1997).

Nicht nur in der Regulation sind sich die Antiten@iionsproteine sehr ahnlich. Sie
besitzen zusatzlich zur gleichen Doméanenstrukiog sehr ahnliche Sequenz Débarbowetlé
al., 1992; Greenbergt al., 2002; Gorke und Stilke 2008). Auch die RAT-Stouén dieser
Systeme sehen sich sehr dhnlich (Abb. 2.4.) (Yeing., 2002). Die RAT-Strukturen der
Aufnahmesysteme fir Saccharose ahneln sich sogselso dass SacT und SacY die Ziele
des jeweils anderen Proteins binden kénnen. AuelBthdung von SacT und SacY an die
RAT-Strukturen vorbglP undlicS wurden bereits bewiesen (Aymerich und Steinme@2).9
LicT hingegen kann nicht an die Saccharose abhand®AT-Strukturen binden.

Wahrend sich die RAT-Strukturen vaoglP, licS sacB und sacP sehr ahneln,
unterscheidet sich die RAT-Struktur v@sG deutlich von diesen. Im unteren Stamm
befindet sich je ein A:U und ein G:C Basenpaar. 8nderen RATs haben dort zwei stabile
G:C Paarungen. Der grof3te Unterschied ist allesdimgunteren Loop zu finden. Dort paaren
in der ptsG-Struktur drei Basen miteinander. Der darauf folleerstamm besteht aus zwei
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Basenpaaren. Bei den anderen Strukturen gibt esjelonur eine A:A (U:A beisacB)
Paarung. Daflr besteht der Stamm aus drei Basarpdaer obere Loop sowie der Toploop
inklusive oberer Stamm ist in dptsG-RAT-Struktur nicht stark verschieden zu den andere
RATs. Durch diese teilweise drastischen Unterse&hiedder RAT-Struktur ist zu erklaren,
dass kein anderes Antiterminationsprotein anpth®& mRNA binden kann und das GIcT die
anderen RAT-Strukturen nicht erkennt (Schilletgl., 2004).

uCc AA A A AA A A
u A G A u A u A u A
AEU C:G AG A-G GG
G:C G:.C G:C G:.C G:C
10U:A20 U:A » U:A » U:A » U:A »
C:G ©wC:G wC:G wC:G wC:G
A-. A-. A-. A-. A-.

@ .6 © & O -6 O 6 © G
:G:IC G:C G:C G:C G:C
O S
C.G G.C G:C G:C G:C
AU . G:C .G:C . G:C .G:C
ptsG bglP licS sacB sacPA
GlcT LicT SaCUaCT

Abb. 2.4.: Die RAT-Strukturen der Antiterminationssysteme ausB. subtilis
Die RAT-Strukturen der mRNA der jeweiligen Permassind gezeigt. Darunter sind die entsprechenden

Antiterminationsproteine aufgefiihrt. Die Pfeilega mdgliche Crosstalk-Reaktionen an.

2.5.5. Interaktionen von GIcT und derptsG-RAT-Struktur

Die Interaktion zwischen GIcT und dem Ziel, ¢sG RAT-Struktur, wurden intensiv
untersucht (Schillinget al., 2004). Dies geschah durch Mutationen in der FAtur. Es
konnte gezeigt werden, dass Mutationen, die diemiratorstruktur zerstéren, zu
konstitutiver Antitermination fuhren. In der RAT#8ktur sind die Stamme und vor allen
Dingen die beiden unteren Loopbereich entscheid&ind die Erkennung durch das
Antiterminationsprotein. Die beiden herausstehenBasen U7 und G26 scheinen keinen
grof3en Einfluss auf die Erkennung durch GIcT zuehalDie Aktivitat wird etwas gesteigert,
wenn an diesen beiden Positionen ein Uracil vorbaanst. Die Untersuchungen zeigten, dass
Mutationen im Stamm Antitermination verhindern, wenadurch die Basenpaarungen
zerstort werden. Dies konnte ebenfalls fur shieB-RAT-Struktur gezeigt werden. Stellt man
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durch kompensatorische Mutationen die Basenpaasiedger her, kann GIcT wieder binden.
Dadurch entstand das Modell, dass eher die Stralksutie Sequenz fir die Erkennung durch
GIcT wichtig ist. Dies wird durch die Tatsache ustétzt, dass sehr leicht Mutanten erstellt
werden konnten, die nicht mehr durch GIcT gebunderden kdnnen. Die Insertion einer
Base an Position 4 fuhrt dazu, dass die untere ldeon von z.BlicS undsacP ahnelt. In
dieser mutiertemptsG-lacZ-Fusion wird die RAT-Struktur tatsachlich nicht melon GIcT,
sondern von LicT gebunden und dies fuhrt zur Anmtiieation. Ein Modell der fir den
Kontakt wichtigen Basen detsG RAT-Struktur ist in Abb. 2.5. gezeigt.
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Abb. 2.5.: Modell fur die Interaktion von GIcT mit der ptsG-RAT-RNA

Grau gekennzeichnet wurde der Stamm, der mit ldife Antiterminationsproteins GIcT gebildet wird.

2.5.6. Die Struktur der LicT-RBD mit der bglP-mRNA

Yanget al. I6sten die Struktur der LicT-RBD mit der dazugedén bglP-RAT-Struktur. In
Abb. 2.6. ist die 3D Struktur dargestellt. In Legngefarbt ist die RNA zu sehen. Aus der
Struktur geht eindeutig hervor, dass der Toplooghtnian der Interaktion beteiligt ist.
AulRerdem konnte gezeigt werden, wo genau die beidlgereinheiten des RBD-Dimers
binden. Auch die Aminoséuren, die fir den RNA-Kdmtaerantwortlich sind, konnten
identifiziert werden. Bei den Aminosauren handslsieh hauptsachlich um die Aminosauren
5 bis 10. Der Kontakt wird ebenfalls tber die Ansaaoren 26, 27, 31 und 32 hergestellt.
Vergleicht man diese Bereiche von LicT mit denenateleren Antiterminationsproteine aus

B. subtilis, stellt man fest, dass es hier praktische keinendohiede in der Sequenz gibt.



Einleitung

22

Abb. 2.6.: NMR-Struktur der LicT RBD mit der blgP-RAT-Struktur
Gezeigt ist das Dimer der LicT-RBD (Blau und Ratgpgnden an die RAT-Struktur (Lila) (Yaegal., 2002)
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2.6. Ziel der Arbeit

Das Ziel der Arbeit war es, die Interaktionen degit&rminationsproteins GIcT néher
zu charakterisieren.

Mit Hilfe der Kristallographie sollte die Struktaler GIcT-RBD gelést werden, wenn
diese an digptsG-RAT-Struktur gebunden ist. Mit Hilfe dieser Ergedse sollte geklart
werden, warum das Paar Glp®G isoliert von den anderen Systemen vorliegt undes
absolut keinen Crosstalk kommen kann.

Durch NMR-Analysen sollte geklart werden, wie di®&DP5 von GIcT mit ihren
Phosphodonoren interagieren. Es sollte untersuendem, warum die PRDI spezifisch von
EIIB®° und die PRDII von HPr phosphoryliert wird. Dazusste das komplette P8 vitro
rekonstruiert werden.

Nachdem die Interaktion der Antiterminationsproteimuf Ebene der RNA bereits
detailiert untersucht wurde, sollte nun die RNAdende Doméane genauer charakterisiert
werden. Hierzu sollten Mutanten von RBDs erstelitraen, die andere RAT-Strukturen als
ihre eigenen binden kdnnen. So sollte geklart werdeslche Aminosauren entscheidend fur

die Spezifitat der verschiedenen RBDs sind.
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3. Material und Methoden

Materialien: Chemikalien, Hilfsmittel, Gerate, Apparaturen, nkoerziell erhéltliche
Systeme sowie Proteine, Antikérper, Enzyme und d@dligkleotide (Tab. 7.1 sind im

Anhang aufgefihrt.

3.1. Bakterienstamme und Plasmide

3.1.1. Plasmide

Plasmide sind im Anhang in den Tab. 7.1. und uyetihrt.

3.1.2. Bakterienstamme

Bakterienstimme sind im Anhang in den Tab. 7. 3eflihrt.

3.2. Medien

Puffer, Losungen und Medien wurden mit deion. Wiasaegesetzt und 20 min im
Tischautoklav bei 121°C und 2 bar autoklaviert. riim@abile Substanzen wurden gel6st und
steril filtriert. Alle Angaben beziehen sich auf ¥g¢ar, andere Losungsmittel sind angegeben.
Den Grundmedien wurden zur Verfestigung bei Hdtstgl von Plattenmedien 15 g/l Agar

zugesetzt.

Bakterienmedien und fakultative Zusatze

LB-Medium (1l) 10 g Trypton
5 g Hefeextrakt
10 g NacCl

5 x C-Salze(1l) 20 g KH,PO,
80 g K:HPO, x 3 H,O
16,5 g (NH4)2SOy
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Ir-Salze (11) 0,232 gMnSQs X 4 HO
12,3 g MgSQs X 7 H,0

1x CSE-Medium 100 ml 1 x C-Salze
1 ml Tryptophan (5 mg n)
1 ml Ammoniumeisencitrat (2,2 mg i
1 ml lll'-Salze
2 ml Kaliumglutamat (40%)

2 ml Natriumsuccinat (30%)

SP-Medium (1) 8 g Nutrient Broth
0,25 g MgSOix 7 H,O
1 g KCI
ad. 1000 ml deion. Wasser
anschlielRende Zugabe von:
1 ml CaCh (0,5 M)
1 ml MnCl; (10 mM)

2 ml Ammoniumeisencitrat (2,2 mg i

MNGE (10 ml) 9,2 ml 1x MN-Medium
1 ml Glukose (20%)
50 pul Kaliumglutamat (40%)
50 ul Ammoniumeisencitrat (2,2 mg il
100 pl Tryptophan (5 mg rifl)
30 pl MgSOy (1 M)
+/- 100 pl CAA (10%)

10 x MN-Medium (11) 136 g K;HPOsx 3 H,O
60 g KH,PO,
10 g Natriumcitrat x 2 HO
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Starkeplatten

M9 (20x)

M9-Medium (11)

Spurenelemente

M9-Medium

X-Gal

Antibiotika

7,5 g Nutrient-Broth
5 g Starke

140 g NaoHPO, x 2 H,O

60 g KHoPO,
20 g NH.CI

50 ml M9 (20X)
1 ml MgSO,
1 ml CaCj
0,5 ml FeCk
1% Kohlenstoffquelle
1 ml Thiamindichlorid (1 mg/ml)

1 ml Spurenelemente

Je 1 mM CuSQ, ZnSQ, MnSQ,, CoSQ, NiSO;, NeMo4

Stammlosung: 40 mg/ml X-Gal in DMF

Endkonzentration von 40 pg/ml in Medien

Die verwendeten Antibiotika wurden als 1000-facmZentrierte Stammlésungen angesetzt.

Ampicillin, Spectinomycin, Lincomycin und Kanamycwurden dazu in deion. Wasser

geloést, Chloramphenicol und Erythromycin in 70% d&fbl. Alle Lésungen wurden

sterilfiltriert und bei -20°C aufbewahrt. Nach Alikiing der Medien auf ca. 50°C wurden die

Antibiotika zu den entsprechenden Endkonzentratiaugyegeben.

Selektionskonzentration fi. coli:

Ampicillin

100 pg mt*

Selektionskonzentration fi. subtilis:
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Kanamycin 5 pg m
Chloramphenicol 5 pg il
Erythromycirt 2 ug mit
Lincomycin* 25 pg mtt
Spectinomycin 150 pg Ml

Zur Selektion auermC wurde eine Mischung aus Erythromycin und Lincomyiti den oben angegebenen

Konzentrationen verwendet

3.3. Methoden

3.3.1. Allgemeine Methoden

Eine Zusammenfassung der allgemeinen Methodenndler Literatur beschrieben sind und

in dieser Arbeit angewendet wurden, ist in Tab. autgefuhrt.

Tab. 3.1.: Allgemeine Methoden

Methode Referenz
Absorptionsmessung Sambroetkal ., 1989
Ethidiumbromidfarbung von DNA Sambroekal., 1989
Fallung von Nukleinsauren Sambroetkal., 1989
Gelelektrophorese von DNA Sambroetkal., 1989
Gelelektrophorese von Proteinen (denaturierend) minale 1970
Ligation von DNA-Fragmenten Sambroekal., 1989
Proteinmengenbestimmung Bradford, 1976
Plasmidpraparation als coli Sambroolet al., 1989
Herstellung kompetentét. coli Zellen Sambroolet al., 1989
Sequenzierung nach der Kettenabbruchmethode Searaerl977

3.3.2. Anzucht von Bakterien

Soweit nicht anders angegeben, wuideoli in LB-Medium oder M9-Medium bei 37°C und
200 U min' in Reagenzglésern oder Schikanekolben angezogendi& Anzucht vorB.
subtilis wurde LB-Medium, CSE-Medium, MNGE-Medium oder MSgdium verwendet.

Die Zellen wuchsen bei 37°C in Reagenzglasern Bdenmeyerkolben. Beimpft wurde von
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frischen Vereinzelungsplatten bzw. aus Ubernachikeih. Das Wachstum wurde durch
Messung der optischen Dichte bei 600 nm verfolgt.

Zur Berechnung der Generationszeit wurde die dmtid@ichte der Kulturen im Bereich des
logarithmischen Wachstums herangezogen. Die Geomesaeit (g) wurde mit folgender

Formel berechnet:

192 - (b—1t)

g =
log K, — log Kq
g Generationszeit(min)
tp  Zeitpunkt 1 (min) 4 Zeitpunkt 2 (min)
K1 ODsoozum Zeitpunkt 1 K ODggozum Zeitpunkt 2

3.3.3. Praparation kompetenterk. coli-Zellen und Transformation (nach Lederberg und
Cohen, 1974)

Praparation kompetenter Zellen

Eine 3 ml Vorkultur wurde mit dem zu transformieden Stamm angeimpft und tGber Nacht
bei 37°C inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurd@eeil zu 1000 Verdinnung der
Vorkultur in 25 ml LB angelegt und die Verdinnungi I37°C und 160 rpm bis zu einer
ODeoo von 0,3 bis 0,4 wachsen gelassen. Von der Kultiden 20 ml in ein Falconréhrchen
dberfuhrt und auf Eis gestellt. Von diesem Zeitguak missen die Zellen bis zum
Hitzeschock permanent kalt bleiben. Die Kultur weuid einer vorgekihlten Zentrifuge fur
15 min bei 4000 rpm abzentrifugiert. Nachdem deerdtand dekantiert wurde, wurden die
Bakterien vorsichtig in 10 ml vorgekihltem 0,1 M @a resuspendiert. Die Suspension
wurde fur 20 min auf Eis inkubiert, bevor ein westeZentrifugationsschritt folgte. Das Pellet
wurde in 0,5 ml 0,1 M Cag@lresuspendiert. Die kompetentEncoli-Zellen wurden bis zur

Transformation auf Eis aufbewahrt.
Transformation kompetenter E. coli-Zellen
Zu 200 pl kompetenten Zellen wurden 10-100 ng DN8ebpen. Der Ansatz wurde gemischt

und fur 30 min auf Eis gestellt. Danach wurde daak®onsgefal 1,5 min auf 42°C erwarmt

und anschliel3end fur 5 min auf Eis inkubiert. NZcigabe von 700 pl LB-Medium wurden
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die Zellen fur 1 h bei 37°C geschittelt. Von deangformationsansatzen wurden jeweils 200
pl und der abzentrifugierte Rest auf entsprecherd&ibelektionsplatten (mit Ampicillin

bzw. Kanamycin) ausplattiert.
3.3.4. Transformation vonB. subtilis
Herstellung von kompetenten Zellen

In 10 ml MNGE-Medium (mit CAA) wurde mit einer Ubsachtkultur eine OBy von 0,1
eingestellt und unter Schitteln bei 37°C inkubi®&as Wachstum der Zellen wurde durch
Messung der OFyo verfolgt. Bei einer Oy von 1,3 wurden die Zellen mit gleicher Menge
an MNGE-Medium ohne CAA verdiinnt. Danach wurden#iden fir eine weitere Stunde
bei 37°C geschiittelt. Die anschlieRende Zentrifogader Zellen erfolgte bei 5000 U rlin
und RT fur 5 min. Der Uberstand wurde in ein séariGreinergefal dekantiert. Das Pellet
wurde in 1/8 des Uberstandes resuspendiert und @iyeerinkonzentration von 10%
eingestellt. Aliquots von 300 ul wurden in flissigestickstoff eingefroren und bei -70°C

gelagert.
Transformation der kompetenten Zellen

Die zu 300 pl aliquotierten Zellen wurden bei 37dfgetaut und mit folgender

vorpipettierten Losung versetzt:

1,7ml1x MN

43 ul 20% Glukose

34 pl 1 M MgS04

Zu 400 pl dieser Zellsuspension wurde 0,1-1 pg Digeben und 30 min bei 37°C
geschattelt. AnschlieBend wurden 100 pl Expreskisoag (500 ul Hefeextrakt (5%), 250 pl
CAA (10%), 250 pl deion. Wasser, 50 ul Tryptophamg/ml)), zupipettiert und fur weitere
60 min bei 37°C geschuttelt. Dann wurden die ZellehSelektionsmedium ausplattiert.
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3.3.5. Praparation und Nachweis von DNA

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

Die Plasmidisolation wurde mittels alkalischer Lys®l anschlie3ender chromatographischer
Aufreinigung durchgefiihrt. Dabei wurden 1,5 ml UNiir eingesetzt und die Isolation
unter Verwendung des Nucleospin-Kits (Macherey-Nadmiren) nach Anleitung des

Herstellers durchgefihrt.

Isolierung von chromosomaler DNA ausSB. subtilis

Die Isolation der chromosomalen DNA aBssubtilis erfolgte mit Hilfe des DNeasy Tissue
Kits (50; Qiagen). Hierzu wurden 1,5 ml einer in-M&dium gewachsenen Ubernachtkultur
1 min bei 13000 U mih abzentrifugiert. AnschlieRend wurde das Zellpehe180pl Lyse-

Puffer resuspendiert und 60 min bei 37°C inkubiBie weiteren Schritte zur Isolation der

chromosomalen DNA erfolgten nach den Angaben destélkers.

DNA-Gelelektrophorese

Zur GroRRenbestimmung und zur praparativen Auftregmneon DNA-Restriktionsfragmenten
wurde eine Gelelektrophorese mit 1% Agarosegelechdefiihrt. Die Agarosegele hatten
eine Dimension von 8,5 cm La&nge, 10 cm Breite uadew 3-5 mm dick. Die Agarosegele
wurden nach dem Giel3en (60°C) durch Abkihlen aufvBifestigt, die Proben mit DNA-
Farbmarker versetzt und auf das Gel aufgetragenGetauf erfolgte bei 100-120 V, bis der
DNA-Farbmarker das untere Drittel des Gels erretchtte. Danach wurden die Gele in
Ethidiumbromid 5 min gefarbt, kurz in Wasser ertitarnd anschliel3end unter UV Licht (254
nm) fotografiert. Zur Abschatzung der Grol3e von DRragmenten wurde deér-DNA-
Marker verwendet. Bei 365 nm konnten DNA-Banden @dgarativen Gelen ausgeschnitten
und in ein Eppendorfgefal Gberfihrt werden. Dieti&tu der DNA erfolgte mit dem
Nucleospin Extract 2 in 1 nach Anleitung des Hédlste
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Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierungen wurden im Gottinger Genomidstatory und von der Firma SeglLab

in Gottingen durchgefihrt.

Restriktion und Ligation von DNA

Die Restriktionen mit Endonukleasen wurden in desmvHersteller empfohlenen Puffer
durchgefuhrt. Die Enzymmenge und Inkubationsdaigiiteten sich nach der eingesetzten
DNA-Menge und dem Reaktionsvolumen. Die Ligatiom \@BNA-Fragmenten wurde mit T4-

DNA-Ligase unter Verwendung des vom Hersteller elitferten Puffers durchgefuhrt. Es
wurden zwischen 10 und 100 ng Vektor-DNA und eiBfdeher Uberschuss an Fragment
eingesetzt. Die Ligationsreaktion erfolgte flr nmestens 2 h oder Uber Nacht bei

Raumtemperatur.

Dephosphorylierung von DNA

Die Dephosphorylierung des 5-Endes von DNA-Frageenvurde mit Hilfe der Calf-
Intestine-Alkalische-Phosphatase (CIAP) unter Himnsdes vom Hersteller mitgelieferten
Puffers durchgefiihrt. Einem Ansatz mit einer DNAdEonzentration von ca. 3-10 mdy/
wurden 1ul CIAP (1000 Unitsil) zugesetzt. AnschlieRend wurde 30 min bei 37 Kulorert
und danach erneut|dl CIAP zugegeben. Es erfolgte eine weitere Inkurabei 37°C fur 30
min. Anschliel3end wurden die DNA-Fragmente mit élidies QIAquick PCR Purification Kit

aufgereinigt. Danach konnte der Ansatz direkt filed.igation verwendet werden.

Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion wurde stets mit chemmler DNA oder zirkularer Plasmid-
DNA als Matrizen-DNA durchgefuhrt.

Reaktionsansatz fiir dsccuzyme-Polymerase (100l):
2 ul Primer 1 (20 pmol)

2 ul Primer 2 (20 pmol)

4 ul Matrizen-DNA (ca. 100 ng)
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10 ul 10 x Accu-Polymerase Puffer
2 ul Accuzyme-Polymerase (2,5 Wl™)
2 ul dNTPs (12,5:mol ml™)

78 ul deion. Wasser

Reaktionsansatz fiir dithusion-Polymerase (1001):

2 ul Primer 1 (20 pmol)

2 ul Primer 2 (20 pmol)

4 ul Matrizen-DNA (ca. 100 ng)
10 ul 5 x Phusion HF Puffer

1 ul Phusion-Polymerase (2 W™
2 ul dNTPs (12,5:mol ml™)

79 ul deion. Wasser

Reaktionansatz fur dieag-Polymerase (100 pl):
1 pl Primer 1 (10QuM)

1 pl Primer 2 (10QuM)

3 ul Matrizen-DNA (ca. 100 ng)

10ul 10 x Tag-Polymerase Puffer

10ul 10 x MgCh

1 ul Tag-Polymerase (5 W™

4l dNTPs (12,5:mol mr)

70 ul deionisiertes Wasser
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Der Ansatz wurde gemischt und die Reaktion im Tho@yuoler mit folgendem Programm

durchgefuhrt:
Anzahl der Zyklen Reaktion Temperatur Dauer derkitea
1 Vorlauf 96°C 5 Min
Denaturierung 96°C 1 Min
30 { 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 Reaktioastzazgf 15°C abgekdihilt.

Combined Chain Reaction (CCR) / Multiple Mutation Reaction (MMR)

Die Combined Chain Reaction ist eine Methode zumflErung von einer oder zwei
Punktmutationen (Bi und Stambrook, 1998). Die Muéi Mutation Reaction ist eine
Weiterentwicklung der CCR um noch mehr Mutationiemudtan einfiigen zu kénnen (Hames
et al., 2005). Da bei diesen Methoden die EinfuhrungMatationen und die Amplifikation
des mutagenisierten Fragments in nur einem Sobnfittigt, entfallen dazwischenliegende
Aufreinigungsschritte. Es erfolgt sowohl eine Podyasekettenreaktion als auch eine

Ligation. Zur Ligationsreaktion werden am 5 -End®gphorylierte Oligonukleotide und eine

thermostabile Ligase (Ampligase, Biozym) bendtigt.
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Reaktionsansatz (50):

2 ul Primer 1 (5uM)

2 ul Primer 2 (5uM)

je 3ul 5"-phosphorylierte Mutageneseprimer (8N\a)
1 ul Matrizen-DNA (ca. 100 ng)

5ul 10 x MMR-Polymerase Puffer

1 ul Pfu-Polymerase (2,5 W™

3 ul Ampligase

1 pul dNTPs (12,5umol mr)

2 ul BSA (10 mg mf")

30 ul deionisiertes Wasser

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

durchgefuhrt:
Anzahl der Zyklen Reaktion Temperatur Dauer derkitea
1 Vorlauf 96°C 5 Min
Denaturierung 96°C 30 Sek
35 { Annealing 50-60°C 30 Sek
Primer Extension 65°C 1-6 Min
1 Endlauf 65°C 10 Min

Nach Abschluss des Programms wurde der Reaktioastzazgf 15°C abgekdihilt.

Long Flanking Homolgy PCR (LFH-PCR)

Fur die Konstruktion eineticT-Deletionsmutante vorB. subtilis wurde die LFH-PCR
angewandt. Zunachst wurde eine Chloramphenicolsesikassette amplifiziert. Des
Weiteren wurden zwei Primerpaare abgeleitet, mitededie flankierenden Bereiche des zu
licT-Gens amplifiziert werden konnten. Diese Fragmeniteeiner Grof3e von circa 1000 bp
mussten so gewahlt werden, dass die Expressiomrdgenzenden Gene nicht beeinflusst
wurde. An das strangaufwérts und an das strangébWi@gende DNA-Fragment wurde mit
dem reverse Primer bzw. forward Primer jeweils eRie Nukleotide lange Sequenz
angehangt. Diese Sequenz ist komplementar zune®- ¥ -Ende der Resistenzkassette. Die

PCR-Fragmente wurden mit dem QIAquick PCR PurifccatKit aufgereinigt. In einer
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zweiten PCR wurden die strangaufwérts und strangebwiegenden DNA-Fragmente und
die Resistenzkassette Uber die 25 Nukleotide |g€gguenz miteinander verbunden und
amplifiziert. Die eingesetzte DNA-Menge des obened unteren Fragmentes betrug jeweils
150 ng, die der Resistenzkassette etwa 300 ngABiglifikation der einzelnen Fragmente
erfolgte mit Hilfe derPfu-DNA-Polymerase (MBI Fermentas). Der TripleMastetyifherase
Mix (Eppendorf) wurde fir die Verbindung der einmsh Fragmente verwendet. Der
Wildtypstamm vorB. subtilis wurde direkt mit den erhaltenen PCR-Produkten faansert.
Die erhaltenen Transformanten wurden mittels PC&rift. Um sicherzustellen, dass bei
den beiden PCR-Schritten keine Mutationen eingebautlen, wurden die bei den Kontroll-
PCRs erhaltenen DNA-Fragmente sequenziert.

Losungen fur das Arbeiten mit DNA

Agarosegel 1% 1% (w/v) Agarose in 1x TAE

fur DNA-Gelelektrophorese

DNA-Farbmarker 5 x
fur DNA-Gelelektrophorese

5 ml Glycerin (100%)
4,5 ml deion.Wasser

200ul TAE (50 x)

0,01 g Bromphenolblau

0,01 g Xylencyanol

TAE-Puffer 50 x
fur DNA-Gelelektrophorese

TE-Puffer pH 8,0

Lyse-Puffer
fur Isolation chromosomaler
DNA ausB. subtilis

2 M Tris
57,1 ml Essigsaure (1P0%
100 ml EDTA (0,5 M, pH 8,0)

10 mM Tris-HCI pH 8,0
1 mM EDTA

50 mg Lysozym

20 Tris-HCI pH 8,0 (1 M)
10ul EDTA pH 8,0 (0,5 M)
2,5 ml Millipore-Wasser
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10 x TBE
fur Gelshift Analyse

TBE-Gel (8 %)
fur Gelshift Analyse

Laufpuffer
fur Gelshift Analyse

3.3.6. Arbeiten mit Proteinen

Zellaufschlul® durch Lysozym

Bakterienkulturen wurden fir 5 min bei 8500 U min#id 4°C abzentrifugiert. Das Pellet

108 g Tris
55 g Borsaure
40 ml EDTA (pH 8)
ad 900 ml deion. ¥ - autoklavieren

4,09 ml HO

1,2 ml PAA (40%)
0,6 ml 10 x TBE
0,1 ml APS (10 %)
0,01 ml TEMED

0,5x TBE

wurde in 50ul einer Losung aus Z-Puffer/LD-Mix (4 ml Z-Puffer 300 ul LD-Mix)

resuspendiert. Der Aufschluss erfolgte fur 30 men3y°C. Das Gemisch wurde anschliel3end
zum Abtrennen der Zelltrimmer abzentrifugiert (13Q@0min -1, 30 min, 4 °C).

Zellaufschluf® mit der French Press

Die vorgekuhlte Bombe wurde mit der Bakteriensuspmn geflllt. Nach Verschluss der
Bombe wurde die noch eingeschlossene Luft vollstaheérausgedriickt. Nach Schlie3ung
des Ablassventils wurde die Bombe in die Frencls$eingespannt und unter Druck gesetzt.

Der Aufschluss erfolgte bei einem Zellinnendrucknvb400 bar (20000 psi) und wurde

dreimal durchgefihrt.
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Zellaufschlu® mit der One Shot

Der Zellaufschluss mit Hilfe der One Shot erfolgich dem gleichen Prinzip wie mit der
French Press. Es wurden 6 ml der Bakteriensuspemsiden gekuhlten Zylinder pipettiert
und dieser luftdicht verschlossen und der Druckawfimit Hilfe des Starterstabes aufgebaut.
Der Aufschluss der Zellen erfolgte bei maximalenudk (2500 psi; 2 bis 3 Durchgange).

ZellaufschlufR mittels Ultraschall

Zur Herstellung von Proteinextrakten wurde einendOder Bakterienkultur fir 15 min bei
4000U min™ und 4°C abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 1uBFMedium resuspendiert.
Der Aufschluss erfolgte mit einer Ultraschallsorimi 80% 6-mal 15 Intervalle, wobei ein
Intervall 0,5 Sekunden betrug. In den Pausen wuddeRProben auf Eis gekiihibas Gemisch
wurde anschlieRend zum Abtrennen der ZelltrimmaraB-abzentrifugiert (13000 U min 10
min, 4°C). Im Anschluss wurde eine Bradford-Messurmur Bestimmung der

Proteinkonzentration durchgefuhrt

Uberproduktion von Proteinen

Zur Uberexpression von Proteinen wurde | Liter LBwicillin-Medium mit 10 ml einer
Ubernachtkultur von einem Stamm, der das entspneiehdJberexpressionsplasmid trug,
angeimpft und bei 37°C geschuttelt. Bei einerggdidon 0,6 wurde die Expression mit 1 mM
IPTG induziert. Zur Uberprufung der Uberproduktiemirde vor der Induktion und vor der
Zellernte je eine Probe entnommen. Die Proben wurdi Ultraschall aufgeschlossen und
das Zellpellet sowie der Uberstand wurde auf eirSB$AA-Gel aufgetragen. Die Kultur
wurde 2 bzw. 3 h nach der Induktion geerntet undvil® bei 5000 g abzentrifugiert. Die
Zellen wurden mit Hilfe der French Press aufgesss#a. Zum Abtrennen der Zelltrimmer
wurde das Gemisch in der Ultrazentrifuge 1h bei B&C45000 U/min. zentrifugiert.

Aufreinigung von Proteinen (iber NF*-NTA Saule

Zur Aufreinigung der Proteine mit einer N-terminalelexahistidin-Sequenz wurden Poly-
Prep-Chromatographie-Saulchen (BIO-RAD) verwenDabei wurde die Saule zunachst mit
4 ml Ni-NTA Superflow (QIAGEN) beladen und dann n2@ ml ZAP &quilibriert. Das

Proteinrohlysat wurde Uber die Matrix gegeben. Btéigender Imidazolkonzentration im
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Puffer (10 mM, 20 mM, (je 20 ml); 50 mM, 80 mM 16fM 120 mM und 250 mM (je 8 ml)
Imidazol) wurden zunachst unspezifisch bindendedire abgewaschen und danach ides
tag-tragende Protein eluiert. Die dabei erhalteReaktionen wurden auf einem SDS-PAA-
Gel mit anschlieender Farbung mit Coomassie-Bniblau auf Zusammensetzung und
Reinheit Uberprift. Die Fraktionen, die aufgerei@sgProtein enthielten, wurden tber Nacht
dialysiert und anschlie3end mittels Bradford-Reageuf ihre Proteinkonzentration getestet
(Bradfordet al., 1976).

Aufreinigung uber Strep-Tactin-Sepharose® Saule

Die Uberexpression und der Zellaufschluss mitteen€h Press bzw- One Shot wurden wie
oben beschrieben durchgefihrt. Fir die Aufreinigdieg Proteins wurde eirf@rep-Tactin
Sepharose® Saule (IBA) mit einem Matrixvolumen Jonl verwendet. Diese Matrix bindet
spezifisch eine Sequenz von acht Aminosauren (WSHEK) Die Bindung kann durch eine
Verdrangungsreaktion mit D-Desthiobiotin wieder gaifoben werden. Dadurch kdnnen
Proteine, die mit dieser Aminosduresequenz versedied, aus einem Proteingemisch
getrennt werden. Zuerst wurde die Saule mit 5 nifelPWV aquilibriert. Dann konnte die
Saule mit 10 ml Proteinrohextrakt beladen werderm ZVaschen der Séaule wurden 4 mal 1,5
ml Puffer W verwendet. Das gebundene Protein kodaten mit 3 ml Puffer E in Fraktionen
von je 500ul eluiert werden. Zur Regeneration der Saulenmatrirde dreimal 5 ml Puffer R
und zweimal mit 4 ml Puffer W auf die Sdule gegebere, bei der Elution erhaltenen

Fraktionen, wurden wie oben beschrieben Uberpruft.

Dialyse von Proteinen

Bei der Aufreinigung eines Proteins Uber eine Maiaale Hexahistidin-Sequenz odgrep-
tag-Sequenz ist zum Ablésen des an die Saule gebend Proteins Imidazol bzw.
Desthiobiotin notwendig, welches weitere Versuchedam aufgereinigten Protein negativ
beeinflussen kann. Um das Imidazol bzw. das Désithiim aus der Proteinpraperation zu
entfernen, wurden die Elutionsfraktionen in einemal{&eschlauch (Ausschlussgrofie: 12-14
kDa) gegen 1 x ZAP dialysiert. Das Volumen des Yiapuffers betrug das 1000-fache der

zu dialysierenden Proteinldsung.
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Denaturierende Polyacrylamid-Proteingelelektrophorse (SDS-PAGE)

Denaturierende Proteingele wurden nach der MethodeLaemmliet al. (1970) hergestellt.
Die Gele, bestehend aus Trenn- und Sammelgel, wuniteeiner Dicke von 1 mm gegossen.
Die Proben wurden mit SDS-Probenpuffer (2 x) vertsend vor der Auftragung 10 min. auf
95°C erhitzt. Bei 100 V erfolgte die Auftrennung éReoteine im Gel.

Comassiefarbung von Polyacrylamidgelen

Die zu farbenden Polyacrylamid-Gele wurden zunafilrs10 min in Fixierlosung inkubiert.
Daraufhin wurden sie fur 15 min in Comassie-Farbehd gefarbt und in der Entfarbelésung

bis ein optimaler Kontrast zwischen Proteinbandah @Gelhintergrund erreicht war.

Wasch- und Fixierldsung 45% Methanol
10% Essigsaure
45% HO

Farbelosung 0,5% Comassie Brillant Blue R250
10% Essigsaure
45% Methanol
44,5% HO

Entfarbelésung 10% Essigsaure

Losungen zum Arbeiten mit Proteinen

Auftragepuffer 5 x 5x TEB
fur Gelretardationsanalyse 50% Glycerin
Bindepuffer 20 mM Tris HCl pH 8
fur Gelretardationsanalyse 50 mM NacCl

10 mM MgCl

0,5 mM EDTA

5% Glycerin
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Entfarbelésung

fur Proteingelelektrophorese

Farbeldsung

fur Proteingelelektrophorese

IPTG
Sterilfiltriert

Inkubationspuffer 5x

fur Gelretardationsanalyse

PAA-Gel (5%)

fur Gelretardationsanalyse

Puffer E

1mMDTT

10% Essigsaure

0,5% Coomassie Brillant Blue R250
10% Essigsaure

45% Methanol

44,5% HO

1MIPTG

100 mM Tris-HCI pH 8
250 mM KCI

10 mM MgCI2

5mM EDTA

5mMDTT

0,25% Nonidet P-40

25% Glycerin

1,25 ml Acrylamid-Brggamid (39:1) (40%)
1,3 ml Tris-HCI pH 8,8 (1M)
1,5 ml Tris-Borat pH 8,8 (1M)
5,95 ml deion.Wasser
200 pl APS (10%)
10 ul TEMED

100 mM Tris-HCI pH 8
150 mM NacCl

1 mM EDTA

2,5 mM Desthiobiotin
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Puffer R 100 mM Tris-HCI pH 8
150 mM NacCl
1 mM EDTA
1 mM HABA (Hydroxy-azophenyl-benzol Saure)

Puffer W 100 mM Tris-HCI pH 8
150 mM NacCl
1 mM EDTA

Probenpuffer 5 x

fur native Proteingelelektrophorese 3,1 ml Tris-k€l 8,8 (1M)
5 ml Glycerol (100%)
1,4 ml deion. HO

Sammelgel
fur denaturierende Proteingelelektrophorese
0,75 ml Acrylamid-Bisacrylamid (39:1) (40%)
0,65 ml Tris-HCI pH 6,8 (1 M)
5,35 ml deion.Wasser
200 ul SDS (10%)
200 pl APS (10%)
10 pl TEMED

SDS-Probenpuffer 2 x
fur denaturierende Proteingelelektrophorese
1,4 ml Tris-HCI pH 7,0 (1 M)
3 ml Glycerin (100%)
2 ml SDS (20%)
1,6 mIp-Mercaptoethanol (100%)
0,01 g Bromphenolblau
2 ml deion. HO
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Trenngel (12,5%)
fur denaturierende Proteingelelektrophorese
4,6 ml Acrylamid-Bisacrylamid (39:1) (40%)
1,3 ml Tris-HCI pH 8,8 (1 M)
1,5 ml Tris-Borat pH 8,8 (1 M)
6,5 ml deion.Wasser
800 ul SDS (2%)
200 pul APS (10%)
12,5 ul TEMED

Waschlésung

fur Proteingelelektrophorese 45% Methanol
10% Essigsaure
45% H20

ZellaufschluBpuffer ZAP 50 mM Tris-HCI pH 7,5
200 mM NacCl

3.3.7. Bestimmung von Enzymaktivitaten

Amylasetest auf Starkeplatten

B. subtilis besitzt ein AmylasegeramyE. Dieses Gen findet haufig Anwendung, wenn
Reportergenkonstrukte Uber doppelt homologe Rekoatioin in das Genom vda. subtilis
eingefuhrt werden sollen. Das funktionaleyE kann sehr einfach nachgewiesen werden und
hat zusatzlich den Vorteil, dass es Hirsubtilis nicht essentiell ist. Der Nachweis erfolgt auf
Starkeplatten. Ist das Gen intakt, wird Amylaseilgeb und die Starke wird von den
Bakterienzellen abgebaut. Wurde das Gen durch Rekationsereignisse zerstort, wird
keine Amylase gebildet und die Starke wird nichgegriffen. Der Nachweis erfolgt, indem
auf Platten jeweils eiamyE-Wildtypstamm und die Klone mit der erwarteten Rekiation

auf einer Starkeplatte ausgestrichen und UN beC3iRubiert werden. Am nachsten Morgen

wird lod-Kaliumiodid-Losung (Roth) aufgetropft unduf der Platte verteilt. Um die
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Ausstriche mit einem intakteamyE-Gen bildet sich ein deutlich sichtbarer Hof. Wunthes
amyE-Gen jedoch zerstort, ist kein Hof erkennbar.

Bestimmung derp-Galaktosidaseaktivitat

Die Bestimmung def-Galaktosidaseaktivitat wurde nach Miller (1972yahgefthrt. Die
Messung beruht auf der enzymatischen Umwandlung weNitrophenylf-D-galakto-
pyranosid in Galaktose und o-Nitrophenol durch l@alaktosidase. O-Nitrophenol ist ein
gelber Farbstoff und kann photometrisch bei einezlig¥ilange von 420 nm quantitativ
bestimmt werden. Bei jedem Stamm wurde flr jedeiekidr die f-Galaktosidaseaktivitat
mindestens zweier unabhangig angezogener Kultigsiintmt.

Die zu analysierenden Bakterienstimme wurden b¥®C 3is zu einer ORovon 0,6 - 0,8
geschattelt, anschlieRend 1,5 ml der Kultur 5 minX8000 U min-1 bei 4°C abzentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet bis zunteEaller Kulturen auf Eis gestellt.
Anschlie3end wurde das Pellet in 400 pl Z-Puffesix resuspendiert, fir 10 min bei 37°C
inkubiert und dann abzentrifugiert (2 min, 13000mih-1, 4°C). Der erhaltene Uberstand
(Zellextrakt) wurde in ein neues Reaktionsgefal¥filbet. Aus dem Zellextrakt wurden 100
pl entnommen und mit 700 pl Z-Puffer vermischt. d@idAnsatze wurden fir 5 min bei 28°C
vorinkubiert. Zum Starten der Enzymreaktion wur@e0 pl einer ONPG-L6sung (4 mg mi-1
in 1 x Z-Puffer) zugegeben. Sobald eine deutlicledbfarbung festzustellen war, wurde die
Reaktion durch Zugabe von 500 ul 1 M.R&®; gestoppt. Anschlie3end erfolgte die Messung
der Absorptionswerte bei einer Wellenlange von AR0 Als Referenz diente ein identisch
behandelter Ansatz ohne Zellextrakt. Die Proteimgeabestimmung des Zellextraktes
erfolgte mittels Bradford mit Hilfe des Bio-Rad Brim Assay (Bio-Rad, Minchen). Die
spezifische B-Galaktosidaseaktivitat in Units/mg Protein wurddt rfolgender Formel

berechnet:
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1500 Az

Units mgProtein =
At XV X Asgs X 1,7x4,4

A0 Absorption von o-Nitrophenol
At Zeitdifferenz zwischen Start und Stopp der Rieakin min
V eingesetztes Volumen an Zellkultur in ml

Asgs X 1,7 Proteingehalt des Zellextraktes in mg ml

Lysozym/DNase (LD) 100 mg Lysozym in 10 ml deion.,B geldst
10 mg DNase zugegeben
a 500 pul aliquotiert, bei -20°C gelagert

Z-Puffer 60 mM Na2HPO4
40 mM NaH2PO4
10 mM KCI
1 mM MgSO4
50 mM B-Mercaptoethanol

lod-Kaliumiodidlésung 100 g KJ
50gJ
ad 1000 ml mit HO

3.3.8. Arbeiten mit RNA

Praparation und Nachweis von RNA

Die Zellen wurden in CSE-Medium mit Glukose angezogrir die RNA-Isolation wurden
zunachst 35 ml Bakteriensuspension bei einer go@Dvon 0,4 (log-Phase), 1,5
(Ubergangsphase) und 2 (stationare Phase) auf 1§efrdrenen Killing-Puffer gegeben,
gemischt und bis zur Zentrifugation auf Eis gehalt®ie durch das im Killing-Puffer
enthaltene Azid abgettteten Zellen wurden im n&chSchritt abzentrifugiert (4 min, 8500

U/min, 4°C). Der Uberstand wurde verworfen und diellpellets bis zur weiteren
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Verwendung bei —20°C gelagert. Fur die Bestimmuig wn vivo-Halbwertszeiten der
Transkripte wurde das Antibiotikum Rifampicin gertutwelches die Transkriptionsinitiation
blockiert. Unmittelbar nach der Entnahme von 35Kmltur (Zeitwert t0) wurde Rifampicin
mit einer Endkonzentration von 1@@/ml im Medium zugegeben. AnschlieBend konnten in
bestimmten Zeitabstanden jeweils 35 ml der Kulachfolgender Vorgehensweise geerntet
werden. Der Zellaufschluss erfolgte nach der “Distheator’-Methode (abgewandelt nach
Hauseret al., 1998). Die gefrorenen Zellpellets wurden in 0,5Killing-Puffer resuspendiert
und sofort in ein, mit flussigen Stickstoff, vorgdhktes Teflongefal? pipettiert. Der
Zellaufschluss erfolgte auf mechanische Weise dulieh Bewegung einer Stahlkugel in
einem Teflongefal bei 1800 U/min fur 3 min mit dbhkrodismembrator. Die Zelltrimmer
wurden in 3 ml auf 60°C vorgewarmten LysispufferL{RPuffer RNeasy Mini Kit)
aufgenommen und mit der Pipette so lange invetisrdie Losung aufklarte. Im Anschluss
wurde die Lésung fir 10 min bei 5000 g abzentréugiund der Uberstand in ein neues
Falcon uberfuhrt. FUr den weiteren Verlauf der RNAlation mit Hilfe des RNeasy Mini
Kits (Qiagen) wurde von der Lésung jeweils 450 pgenommen. Die Konzentration der
aufgereinigten RNA wurde mit Hilfe des Nano-Dromtimmt. Die RNA-Losungen wurden

bis zur Verwendung bei -70°C aufbewahrt und vobi@ech auf Eis aufgetaut.

DNasel-Verdau

Fur den DNasel-Verdau wurde die DNasel (RNase-filer) Firma Roche verwendet. Der
Ansatz wurde nach Angaben des Herstellers pipetkergesetzt wurden 5 pg RNA fir einen

25 ul Ansatz. Die Inkubationszeit wurde auf 60 m@nl&ngert.

In vitro Transkription

Als Matrizen-DNA fur die in vitro Transkription dme ein durch PCR amplifiziertes
Fragment, welches einen durch einen Primer angailgl7-Promotor trug. Die
Konzentration der Matrizen-DNA wurde Uber ein Agaegel abgeschatzt.

Ansatz:
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DNA-Template mit T7-Promotor (200 — 500 ng) 5

NTP-Mix (je 25mM) 2Qul
10 x Transkriptionspuffer 1a
RNase Inhibitor (RNA Guard, Pharmacia, 2,6 U)ul 1
1MDTT 2ul
Wasser 48l
T7 RNA Polymerase (80 U) [t

- 1004

Der Ansatz wurde tber Nacht bei 37°C inkubiert. ¢hie3end wurden 10 U RNase freie
DNase | zugesetzt und der Ansatz fur weitere 60brir87°C inkubiert. Die Abstoppung der
Reaktion und die Fallung der RNA erfolgte durch @log von 411 0,5 M EDTA pH 8,0, 12,5

ul 4 M LiCl und 350ul 100% EtOH. Der Ansatz wurde fiir 2 h bei -70°Cuhlert. Nach der
Fallung wurde die Losung 30 min bei 13000 U minatl 4°C zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgenommen und das Pellet mit hD@0% EtOH gewaschen. Nach Abdampfen des
restlichen EtOH bei 60°C wurde die RNA in pDMillipore-Wasser aufgenommen und die
Konzentration durch eine Absorptionsmessung beirtestimmt. Die Lagerung der RNA
erfolgte bei -70°C.

Elektrophorese von RNA in denaturierenden Agaroseden

Fur die elektrophoretische Auftrennung der RNA veurddenaturierende Agarosegele mit
einer Seitenlange von 9 mal 11 cm und einer Saficke von ca. 0,4 cm verwendet. Es
wurden Gele mit etwa 1% Agarosegehalt verwendet.dbfiorderliche Menge Agarose wurde
vorgelegt und es wurden 75 ml dest. Wasser und LA MOPS-Puffer zugegeben.
Danach wurde die Mischung mehrmals in der Mikrowvelthitzt, bis die gesamte Agarose in
Losung war. Die heil3e Agarose wurde dann in eineassadrbad fur 30 min auf 65°C
temperiert und danach 8,5 ml Formaldehyd zupipétt@chlie3lich wurde die Agarose noch
fur 20 min bei 65°C belassen. Die GelgieR3form ure @elkammer wurden vor Gebrauch
grundlich mit Seife und dest. Wasser gewaschencilieRend wurden die Gele gegossen
und 1 h bei RT belassen. Nach dem UberschichterGets mit Laufpuffer (1 x MOPS)
wurden die Kamme entfernt und fir 10 min ein Voflaai 100 V durchgefiihrt. Die RNA-
Proben wurden in Eppendorfgefaen vorbereitet undy )RNA vorgelegt. Das Volumen
wurde mit dest. Wasser auf fi0erhoht und 1Qu RNA-Auftragepuffer mit Ethidiumbromid

zugegeben. Vom RNA-Standard wurdenuB eingesetzt, der wie die anderen Proben
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behandelt wurde. Vor dem Auftragen auf das dereremde Formaldehyd-Gel wurden die
Proben fir 20 min bei 65°C denaturiert und ansBelnel sofort auf Eis gestellt.

Die Gele wurden zigig mit den RNA-Proben sowie milem RNA-
Molekulargewichtsstandard beladen und bei 70 V3fiois 3,5 h aufgetrennt, abhangig von
der erwarteten GroRe der nachzuweisenden mMRNA uner derwendeten
Agarosekonzentration.Anschliel3end wurde ein Vakdahdurchgefihrt.

Northernblot

Der Vakuum-Transfer wurde mit einer Vakuumblot-Agda(VacuGeneTMXI) durchgefuhrt.
Dabei wurden ein Gel oder jeweils zwei Gele paralé Prozedur unterzogen. Entsprechend
wurden positiv geladene Nylonmembranen mit einedl¥rvon 9 x 10 cm zunachst mit
sterilem dest. Wasser getrankt und danach fur IbimR2 x SSC &aquilibriert. Anschliel3end
wurde die Membran auf die gut mit dest. Wasser ltdatchtete pordse Tragerplatte
aufgelegt. Mit einer Plastikmaske wurde der Blogeichtet. Durch das Auflegen der
Agarosegele auf die Membranen und die Plastikmaskagte das luftdichte VerschlieRen
der Apparatur. Ein Vakuum von 60 mm Hg wurde an\a&uum-Kammer angelegt und das
Gel nacheinander mit den folgenden Losungen Ubietrget:

1. Denaturierungslésung 2 min
2. Neutralisierungslosung 2 min

3. 20 x SSC 4 -5 h je nach Agarosekonzentration

Beim Wechsel der Losungen wurden Reste der vorretiggsung entfernt. Nach Beendigung
des Transfers wurde die Nylonmembran zur EntferrnamgAgaroseresten 2 min in 20 x SSC
geschwenkt und die RNA mittels UV-Licht an der Mearbfixiert. Anschliel3end wurden die
Membranen auf einem Papiertuch luftgetrocknet. Bark@nnten unter UV-Licht mit einem
Kugelschreiber die Banden des RNA-Standards auf Membran markiert, sowie die
Membran zur Hybridisierung mit verschiedenen Sondenschnitten werden. Bis zur

Hybridisierung wurde die Membran bei RT trocken wod Staub geschiitzt gelagert.

Herstellung DIG-markierter RNA-Sonden
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Die in vitro-Synthese von Digoxygenin (DIG) markierten RNA-Senderfolgten unter
Verwendung des DIG-RNA-Labeling-Systems der Firnogli®e Diagnostics. Zunachst wurde
das fur die Sonde ausgewahlte DNA-Fragment (5-iBbréles zu untersuchenden Genes)
mittels PCR amplifiziert, wobei der reverse Prindge Sequenz fir den Promotor der T7-
Polymerase enthielt. Das PCR-Produkt konnte nactAd&einigung flr diein vitro-Ansatz
zur Synthese der DIG markierte RNA-Sonde eingesetrden.

20 ul Ansatz: 3ul PCR-Produkt
2 ul DIG RNA Labeling Mix
2 ul 10 x Transkriptionspuffer
12 ul Millipore-Wasser

Zuletzt wurden 1ul T7-Polymerase sowie il RNAguardTM hinzugefiigt und fir 2 h bei
37°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe:von

0,8l 0,5M EDTA pH 8,0
2,5l 4 M LiCl

gestoppt und schlieRlich nach Zugabe von EtOH |(0-20°C) UN gefallt (-20°). Am
nachsten Morgen wurde der Ansatz abzentrifugigrtniin, 13000 U min-1, 4°C), das Pellet
mit 50 pl 70% EtOH gewaschen und weitere 5 min zentrifugiBer Uberstand wurde
abgenommen und das Pellet fir 2 min in der Vakuutnizege getrocknet und danach in 100
ul Millipore-Wasser aufgenommen. Schlie3lich wurde BNA fur mehrere Stunden bei 4°C
gel6st, bevor sie bei —70°C gelagert wurde.

Die RNA-Sonden wurden vor der erstmaligen Verwemngddurch Praabsorption gereinigt, um
den Hintergrund der Sonde zu verringern (Spreegat., 1995). Zunachst wurden 10 des
Transkriptionsansatzes in 5 ml Vorhybridisierungalig aufgenommen und fir 10 min bei
95°C denaturiert. Die Reinigung erfolgte, indem &hst eine leere Membran von ca. 4 x 11
cm Grol3e fur eine Stunde mit Vorhybridisierungstigsbei 68°C in Hybridisierungsréhrchen
inkubiert wurde. Anschliel3end wurde die Vorhybiigliangslésung verworfen und die Sonde
zur Membran dazugegeben und fur mindestens 6 hidmgrNacht inkubiert. Danach war die

Sonde bereit zur Verwendung.
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Hybridisierung membrangebundener RNA mit DIG-markierten RNA-Sonden

Alle nachfolgenden Angaben beziehen sich auf Mengm#Eien von maximal 9 x 10 cm. Die
Nylonmembran, die die UV-fixierte RNA tragt, wurdat 20 ml Vorhybridisierungslésung in
Hybridisierungsrohrchen transferiert und bei 688€ Zwei Stunden im Hybridisierungsofen
vorhybridisiert. Anschlie3end wurde die Vorhybridisingslosung verworfen und durch die
Sonde ersetzt. Die Hybridisierung erfolgte UN b&1®. Am nachsten Tag wurde die Sonde
entfernt und bis zum weiteren Gebrauch bei —20%6eavahrt. Die Membran wurde zweimal
fir 5 min bei RT in 50 ml 2 x SSC Waschlosung sodieimal 15 min bei 68°C in 50 mi
vorgewarmter (auf 68°C) 0,1 x SSC Waschlosung iktibum unspezifisch gebundene
RNA-Sonden zu entfernen. Beide Waschlosungen dathgé 0,1% SDS. Anschliel3end
konnte die Membran zur Detektion der DIG-markierteNA/RNA-Hybride eingesetzt

werden.

Detektion von RNA/RNA-Hybriden

Der Nachweis der RNA schliel3t sich direkt an diebkljisierung an. Zunachst wird die
Membran fir 5 min in Puffer I, danach fur weitef@8in in Puffer Il inkubiert. Es folgte die
Detektion der hybridisierten Sonden durch an Alcle Phosphatase gekoppelte Anti-DIG-
Antikérper (30 min), die im Verhéaltnis 1:10000 irufier Il gelést waren. Anschliel3end
wurde die Membran zweimal fur 30 min in Puffer lduklanach 5 min in Puffer Il
gewaschen. Im letzten Schritt wurde die Membranseen eine Klarsichtfolie gelegt und
mit 1 ml Puffer 1ll, der 5ul Substrat CDP* enthielt, fir 5 min inkubiert. Naden 5 min
tropfte die Membran kurz ab und wurde in eine fresd-olie Uberfihrt, die sofort in die
Belichtungskassette gelegt wurde. AbschlieRendgtefalie Belichtung von Filmen, wobei
abhangig von den Sonden und den Bandenintensitéigrschiedliche Belichtungszeiten
angewendet wurden. Dabei wurde die Chemiluminesdetektiert, die bei der Spaltung des
Substrates CDP* durch die Alkalische Phosphatasstednt. Fir die Detektion wurde ein

Lumi-ImagerTM verwendet.

~.Gel-Mobilitats-Shift* Analysen

Zur Uberprifung der RNA-bindenden Eigenschaften @oT-RBD wurde eine sogenante

»Gel-Mobilitats-Shift“-Analyse durchgefuhrt. Der Maweis der Bindung des Proteins an die
RNA erfolgt dabei durch die Verschiebung (,Shiftier RNA-Bande. Durch die Bindung
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wird die Wanderung der RNA wahrend der Gelelektoopbe gegeniber der freien RNA
verzogert.
Ansatz:

6ug RAT RNA (250 pmol)

x ul  Proteinlésung (Konzentration jeweils angegeben)

2ul 10 x Tris-Acetat Puffer

4ul  50% Glycerin (Endkonzentration ist 10%)

ad. 20ul H,O

Vor Zugabe der Ubrigen Komponenten wurde die RNAIR bei 95°C inkubiert, um sie
vollstandig zu denaturieren. Die Renaturierunglgtéodurch Zugabe von eiskaltem Wasser
im Verhaltnis 1:1 und anschlieBender Inkubation st Nach vollstandiger Renaturierung
wurde die Proteinlésung in der entsprechenden Kuraton zugegeben und das
Protein/RNA Gemisch 10-20 min bei RT inkubiert. AheRend erfolgte die Zugabe der
weiteren Komponenten und die nachfolgende Analygeemem nativen 12% Tris-Acetat-PAA-
Gel, welches fur 3-4 h bei 50V laufen gelassen wurdach Ethidiumbromidfarbung und

Entfarbung mit Wasser wurde das Gel bei 254 nmrusteLicht fotografiert.

Puffer und Losungen flur das Arbeiten mit RNA

Blocking-L6sung 10% (w/v) Blockingreagenz in Puffer | autoklaviert
Denaturierungslésung 50 mM NaOH

10 mM NacCl

autoklaviert
Neutralisierungslosung 100 mM Tris/HCI, pH 7,4

autoklaviert

Killing-Puffer 20 mM Tris/HCI, pH 7,5



Material und Methoden

51

MOPS-Puffer 10 x

N-Lauroylsarcosin 10%

Puffer | 10 x

Puffer Il

Puffer IlI

5 mM MgChb

autoklaviert, danach Zugabe von 20 mM NaN

200 mM MOPS
50 mM Na-Acetat

10 mM EDTA

pH-Wert mit NaOH auf 7,0 eingestellt

punktautoklaviert

10% N-Lauroylsarcosin in deion. Wasser

autoklaviert

1 M Maleinséure
1,5 M NacCl

mit NaOH auf pH 7,5 eingestellt, autoklaviert

1% Blockingreagenz in 1x Puffer |

0,1 M Tris/HCI

0,1 M NacCl

pH 9,5 mit HCI eingestellt
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RNA-Probenpuffer

SSC (20 x)

Vorhybridisierungs-L6sung
(200 ml)

Préahybridisierungs-L6sung

(400 ml)

6,5 ml Formamid

1,2 ml Formaldehyd

2,0 ml 10 x MOPS

0,4 ml 50% Saccharose
20 mg Bromphenolblau

20 mg Xylencyanol

3 M NacCl
0,3 M Na-Citrat

mit HCI auf pH 7,0 eingestellautoklaviert

100 ml 100% Formamid

50 ml 20 x SSC

40 ml 10% Blocking-Lésung
2 ml 10% N-Lauroylsarcosin

0,2 ml 20% SDS

200 ml Formamid

100 ml 20xSSC

4 ml 10 % N-Laurocylsarcosin
8 g Blocking-Reagenz

28 g SDS

ad 400 ml HO, nicht autoklaviert
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Waschloésung 0,1 x SSC 0,1 x SSC
0,1% SDS

Waschlosung 2 x SSC 2x SSC
0,1% SDS

12% Natives Tris-Acetat-Gel 3,6 ml 40% PAA
1,2 ml 250 mM Tris-Acetat pH 5,5
7,2 ml O
200ul 10% APS (frisch angesetzt)

10ul TEMED

10 x Tris-Acetat Laufpuffer 250 mM Tris-Acetat
pH 5,5 eingestellt mit konzentrierter Essigsaure

autoklaviert

3.3.9. Mutagenese miE. coli XL1-Red

Herstellung von kompetenten Zellen von E. coli XRéé

Zur Herstellung kompetenter Zellen von E. coli XRed wurde Uber Nacht eine 4 ml Kultur
in LB-Medium angezogen. Am nachsten Tag wurden &0O0LB-Medium mit 2 ml der
Ubernachtkultur beimpft. Die Kultur wurde bei 37b zu einer OD600 von 0,3 geschiittelt.
Dann wurde die Kultur auf zwei 50 ml Polyethylemgiren aufgeteilt, 15 min auf Eis
inkubiert und anschlie3end fir 15 min bei 5000 Uh+i(4°C) abzentrifugiert. Die Pellets
wurden in 1/3 des Orginalvolumens (~16 ml) in L&p®F1 resuspendiert und fur 15 min auf

Eis inkubiert. Nach Zentrifugation fur 10 min beiCt wurden die Pellets in 1/12,5 des
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urspringlichen Volumens (4 ml) in Lésung RF2 aufgemen und fir 15 min auf Eis
inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen in 2@0 Aliquots in flissigem Stickstoff

eingefroren und bei -70 °C gelagert.

RF1 10 mM CaCl2
15 % Glycerin
30 mM KAc pH 5,8
100 mM RbCI
50 mM MnClI2

RF2 10 mM MOPS pH 7,0
10 mM RbCI
75 mM CaCl2
15 % Glycerin

Transformation der kompetenten Zellen von E. coli X1-Red

Die kompetenten Zellen wurden auf Eis aufgetautnrDavurden die Zellen in ein
vorgewarmtes 15 ml Polyethylenréhrchen gegeben umit p-Mercaptoethanol
(Endkonzentration 25 mM) versetzt. Die Zellen wurd® min auf Eis inkubiert, wobei alle
zwei Minuten das Roéhrchen vorsichtig geschwenktdeuDann wurden 20-100 ng DNA zu
den Zellen gegeben, gemischt und der Ansatz wu@emi auf Eis inkubiert. Der
Hitzeschock erfolgte bei 42°C fur 45 sec in eineras@érbad. Die Rohrchen wurden 2 min
auf Eis gehalten und nach Zugabe von 0,9 ml SOCilme@42°C) anschliel3end fur 1 h bei
37°C und 200 U min-1 inkubiert. Von den Transforimasansatzen wurden jeweils 10D
und der abzentrifugierte Rest auf entsprechenderSé¢lBktionsplatten (mit Ampicillin)

ausplattiert.

SOC-Medium (100 ml) 98 ml SOB-Medium
2 ml Glukose (20%)
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3.3.9. Plasmid-Mutagenese ik&. coli XL1-Red

Nach der Transformation wurden die LB-Selektiongptafiir 36 h bei 37°C inkubiert, bis die
Kolonien deutlich zu sehen waren. Mit sterilen Zatbohern wurden 200 Klone gepickt und
10 ml LB-Medium (mit Ampicillin) mit je 10 Klonen dimpft. Die Kulturen wurden fir 48 h
bei 37°C und 200 U mihinkubiert. AnschlieBend wurden die Plasmide isolig. Kap. 3.5.)

undB. subtilis wurde mit den Plasmiden transformiert.
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4. Ergebnisse
4.1. Untersuchung der Struktur des Komplexes aus @T und der ptsG-mRNA
4.1.1. Ziel der Untersuchung
Yang et al. haben 2002 die Struktur des AntiterminationsprstdiicT im Komplex
mit der dazugehdrigen Antiterminationsstruktur dgiP-mRNA geklart. Aus dieser Struktur

geht hervor, welche Aminoséuren fir den direktenntdkt mit der RAT-Struktur
verantwortlich sind (Abb. 4.1.).

SWNEQGKELWNERGL AF (KKSCDDV
- L1 KEDDQEKI VNMEPGE AFQKKKNDLI
- VWKDQNEEKI LLUGAG AFNKKKNDI V
| ASHHKYSEWL I |GKG GFGKKQDDVI

Abb. 4.1.: Alignment der RNA-bindenden Domé&nen deAntiterminationsproteine aus B. subtilis

Gezeigt sind die ersten ca. 40 Aminosauren deePmiLicT, SacT, SacY und GIcT. Dieser Bereich baltet
alle fur die RNA Bindung wichtigen Aminosauren. Diet markierten Aminosauren in LicT sind direkt am
Kontakt mit der RNA beteiligt (Yang et al. 2002)otRumrandet sind die an der RNA-Bindung beteiligten

Bereiche der Antiterminationsproteine.

Die Aminosauren 5 bis 10 sowie die Aminoséuren 28, 31 und 32 sind direkt an der
Interaktion beteiligt. Da fast alle Aminosdureng cam direkten Kontakt mit der RNA
beteiligt sind, konserviert sind, ware es mdglidass andere Aminosauren fur die korrekte
Erkennung der RAT-Strukturen verantwortlich sinddgcherweise geschieht dies tber eine
unterschiedliche Positionierung der am Kontaktibgten Aminosauren gegentuber der RNA.
Nur so wéare zu erklaren, warum es trotz der sehliciien Sequenz der RBDs zu absolut
keiner Interaktion zwischen dem GIcT ptsGRAT System mit den anderen
Antiterminationssystemen kommt. Da die RAT-Strukties ptsGPromotors sich drastisch
von denen der anderen Systeme unterscheidet, kimrdeeser Positionierung der Grund
dafr liegen, dass es absolut keine Erkennung psG Sequenz durch andere
Antiterminationsproteine gibt. Wohingegen die reghnlichen Strukturen desacB sacPA
bglP und licS RAT-Strukturen auch durch fremde Antiterminatiomépine erkannt werden

konnen. Es kommt zum sogenannten Crosstalk. DaiteHiffe der Kristallstrukturanalyse
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herausgefunden werden, inwiefern sich die Binduog @IcT an digptsGmRNA von der
LicT-Bindung an diebglP-RNA unterscheidet.

4.1.2. Herstellung einer perfekt symmetrischen RATStruktur

Fur die Strukturanalyse wurden sowohl das komplétel Protein, als auch eine
gekurzte Version, die nur noch die RNA bindende Boenenthélt, benutzt. AuRerdem sollte
eine moglichst symmetrische RNA fir die Untersuchuter Bindung verwendet werden.

Diese symmetrische RNA hatte mehrere Vorteile.

uCc uCac
u A u A
A:U A:U
G:C G:C
1wU:A 10U A%
CG CG
N A.". TN A.".
v G u G
U U
s G:C s G:C
U:A CG
“"U 25 “.'U 25/A\
G e, (\ d / G ‘. \U/>
QA QA —
CG G:C
AU 1A:U
ptsG ptsG-S2
Symmetrisches RAT

Abb. 4.2.: Konstruktion einer perfekt symmetrischenRAT-Struktur
Um die RAT-Struktur vonptsG perfekt symmetrisch zu machen, sind die in rot kieaien Mutationen
notwendig.

Symmetrische RNAs lassen sich in Kristallen leictaeswerten. Aul3erdem sollte nur eine
kurze RNA von maximal 10 Basen synthetisiert werd&ienn diese mit sich selbst revers
komplementar paaren kann, ist so eine Rekonstimulkiar RAT-Struktur aus zwei gleichen
kleinen RNAs moglich. Da der Top-Loop dptsGRAT-Struktur nicht an der Bindung
beteiligt ist, sollten die ersten zehn Basen deu8ez ausreichen, um die RAT-Struktur zu
rekonstruieren. Um diptsGRAT-Struktur symmetrisch zu machen, mussten anSbedlen
Veranderungen vorgenommen werden (Abb. 4.2.). Eesalie Basen 2 und 28 im unteren

Stamm vertauscht werden, und somit aus der C:Gripaseungen eine G:C Paarung gemacht
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werden. Aus der U:A Basenpaarung an Position 424hthusste eine C:G Paarung gemacht
werden. Aul3erdem sollte die herausstehende Base&i Uracil mutiert werden. Es konnte
bereits gezeigt werden, dass ein Uracil an dieselieSdie Bindung von GIcT verbessert.
Durch diese Mutationen entstand eine RNA mit degu8az AGGCGUUACU. Diese kann
nun mit sich selbst gepaart die RAT-Struktuvitro nachahmen.

Die Mutationen wurden schrittweise durch die Methoér Combined Chain Reaction in den
ptsGPromotorbereich eingebracht, welcher dann vorpegmotorlosedacZ Gen kloniert
wurde (Abb. 4.3.). Zunachst sollte der Einfluss dutation im mittleren Stammbereich
untersucht werden. Hier findet der Austausch estbwachen U:A Paarung zu einer starken
C:G Paarung statt. Diese Basen werden laut der -hgtP Struktur direkt vom
Antiterminationsprotein gebunden. Da alle RAT-Stun&n inB. subtilisan dieser Stelle tGber
eine U:A Paarung verfigen musste ausgeschlosseteweiass diese fir die Erkennung der
RNA essentiell ist. Diese Mutationen wurden mit zWkitageneseprimern eingefuhrt. Ein
Primer (SHU24) umfasste die komplette RAT-Strukind fuhrt das C:G Paar ein, wahrend
der zweite Primer (SHU25) eine kompensatorischeakifut in den Terminator einfuhrt.
Diese kompensatorischen Mutationen sind notwenda&y,die RAT-Struktur im hinteren
Bereich mit der Terminatorstruktur Uberlappt. Une @truktur des Terminators nicht zu
beeinflussen, muss auch diese mutiert werden. Eguvaermuten, dass durch den Austausch
einer schwachen gegen eine starke Paarung einbterStabilitat der RAT-Struktur erreicht
wird. Dadurch ist mit einem erhdhten Durchlesen B&A-Polymerase zu rechnen. Im
nachsten Schritt wurden dann die anderen Mutatienggefihrt. Der Primer SHU26 anderte
das Cytosin 4 in ein Guanin. Die Basen Guanin 26 @nanin 27 wurden durch den Primer
SHU27 geandert. Die notwendigen kompensatorischetatMnen wurden durch den Primer
SHU28 eingefiihrt. Die entstandenen Plasmide pGRA®ZR pGP423 wurden anschlieRend
dem RestriktionsenzyniPst behandelt und in das Chromosom d&s subtilis Wildtyp

Stammes integriert.
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Abb. 4.3.: Schrittweise Konstruktion der symmetristien RAT-Struktur

Durch Mutageneseprimer werden in einer CCR die Nanan in die RAT-Sequenz eingebaut. RisGS1
wurde die Primer SHU24 und SHU25 verwendet. Diesdeén den mittleren Stamm und die Terminator
Sequenz. Die Primer SHU26-28 wurden pisG S2 verwendet. Sie fihren die restlichen Mutatioeien die fur
die symmetrische RAT-Struktur notwenig sind. Derlddjipstamm 168 wurde anschlieBend mit den so
konstruierten Plasmiden (pGP422 und pGP423) traméot. Es entstanden die Stdmme GP67 und GP68.

4.1.3. Bindet GIcT die symmetrische RAT-Strukturin vivo?

Um zu kontrollieren, ob Glcin vivo noch an diese RAT-Strukturen binden kann,
wurden die konstruierten Stamme GPP®&GS1) und GP68pisGS2) in CSE-Medium mit
und ohne 0,5% Glukose angezogen. Als Kontrolle eudi@ WildtypptsGlacZ-+usion mit
untersucht. DieptsGS1 Mutation verstarkt den mittleren Stamm durcls dtarke C:.G
Basenpaar. Wie zu erwarten war, fuhrt dies zu daieht erhdhten Antitermination in CSE-
Medium ohne Glukose, also auch ohne aktives GldAb(®.1.). Bei Zugabe von Glukose
zum Medium steigt die Expression. Dies zeigt, dakS die ptsGS1 RAT-Struktur binden
kann. Die Mutationen iptsGS2 fuhren zu einer weiteren Erhdhung der AktivitAtCSE-
Medium. Die Anderung fiihrt also zu einer weitereéabfisierung der RAT-Struktur. In CSE-
Medium mit Glukose ist die Aktivitat gegentber d&ildtyp um etwa die Halfte reduziert.

GIcT kann die symmetrische RAT-Strukiarvivo binden.
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CSE CSE + Glukose

ptsG 10 512
ptsG-S1 17 645
ptsG-S2 53 287

Tab. 4.1.: Bestimmung deB-Galaktosidaseaktivitdt der StammeptsG-S1 undptsG-S2

4.1.4. Bindet GIcT die symmetrische RAT-Strukturin vitro?

Da die kristallographischen Untersuchungen vitro stattfinden, musste noch
Uberprift werden, ob GIcT beziehungsweise die RBD auch unter diesen Bedingungen
an die symmetrische RAT-Struktur binden kann. Zesdim Zweck wurde mit den Primern
0S25 und OS26 eini@ vitro Transkription an dem Plasmid pGP423 durchgefibig. so
entstandenen 99 Basen langen Transkripte wurdeGélshift-Analysen eingesetzt. Dazu
wurde mit Hilfe der Plasmide pGP230 und pGP817 @ieT-RBD beziehungsweise das
komplette GIcT aufgereinigt. In diesen Plasmindemrde jeweils ein 6x His-Tag an die
Proteine angefligt, so dass diese mit Hilfe einé&llNA-S&ule aufgereinigt werden konnten.
Des Weiteren verfiigen diese Plasmide Uber einenilhiro Schnittstelle zwischen dem Gen
und dem His-Tag, so dass der Tag nach der Aufraigigagbgespalten werden kann. Dies ist
notwendig, da bereits bekannt war, dass die Hmstidie RNA-Bindung negativ beeinflussen.
In Abb. 4.4. sind die Aufreinigungen von GIcT bdriagsweise der GIcT-RBD gezeigt. Die
Gelshift-Analysen wurden auf nativen Polyacrylar@@dlen durchgefiihrt. Kommt es zu einer
Bindung des Proteins an die RNA, wird diese im baarzdgert. In Abb. 4.5. ist das Ergebnis
dieser Untersuchungen dargestellt. Die WildpggGmMRNA wurde als Kontrolle verwendet
(pGP66). Diese zeigt bei Zugabe der GlcT-RBD dermvartenden Shift (Abb. 4.5., Spur 1
und 2). Die ptsGS2-RNA wurde auf Grund der reduziertém vivo Aktivitdt in zwei
verschiedenen Konzentrationen aufgetragen. Dantiie ssichergestellt werden, dass man
auch einen leichten Shift erkennen kann. Auch finelet bei Zugabe der GIcT-RBD der Shift
statt (Abb. 4.5., Spur 3-6).
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Abb. 4.4.: Aufreinigung von GIcT und der RBD von GET
GIcT beziehungsweise die RBD wurden tber eine NANSRule aufgereingt. Die Franktionen 80 und 100 mM

Imidazol wurden jeweils vereinigt und zur weiterAnfbereitung an das MPI fir biophysikalische Chemie
abgegeben.

ptsG ptsG —S2
GlcT - + - + - +

Abb. 4.5.: Gel-Shift-Analyse der symmetrischen RATStruktur

Fir die Gel-Shifts wurden 99 Basen lange Trans&rg#sptsG-und degptsGS2-Promotors mit den Primern

0S25 und 0OS26 hergestellt. Diese wurden dann mijtg3 GIcT-RBD gemischt und auf ein 12%iges
Polyacrylamidgel geladen.
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4.1.5. Kontrolle der 10 Basen langen synthetischédAT-RNA

Wie bereits erwahnt, sollte fur die kristallogragttien Untersuchungen eine RNA
synthetisiert werden, die nur 10 Basen lang iseésBisollte danm vitro als Dimer die RAT-
Struktur simulieren. Das Prinzip dieser Dimerisrgguder kleinen RNA ist in Abb. 4.6.
schematisch dargestellt.

c

5-AGGCGUUACU-3'
3-UCAUUGCGGA-5

CORe®0 5 0P
-

>0 @ 0oFFoc

Abb. 4.6.: Dimerisierung der kleinen synthetischefiRNA
Es wurde eine RNA mit der Sequenz AGGCGUUACU swyiighb hergestellt. Diese RNA kann mit sich selbst

paaren und so die symmetrische RAT simulieren.

Um die Bindung von GIcT an diese RNA zu uberprufgarde erneut eine Gelshift-Analyse
durchgefuhrt. In Abb. 4.7. ist die kleine synthetis RNA in steigenden Mengen mit und
ohne GIcT aufgetragen. Es ist deutlich zu erkendass ein Shift stattfindet. Das heif3t, GIcT
bindet die RNA. GIcT braucht fiir die Bindung

GlcT - + - + - + - +

Abb. 4.7.: Gel Shift Analyse mit der 10 Basen langeRNA

Die kleine RNA wurde in unterschiedlichen Konzetitnaen mit der GIcT-RBD inkubiert. Danach wurdeejae
Probe mit und eine ohne Protein auf ein 12%igegd@oylamidgel geladen. Das Gel wurde nach dem hatf
Ethidiumbromid eingefarbt und unter UV-Licht fotadert.
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zwingend ein Dimer der RNA, da nur so die RAT-Stalsimuliert wird. Dies bedeutet, dass
in den Testbedingungen bei Raumtemperatur eineuBmdtattfinden kann. Die RNA bildet

Dimere. Somit waren alle Vorarbeiten erfolgreiclyedchlossen.

4.1.6. Suche nach Kristallen

Die Kristallisationsexperimente wurden am Max-Plahtstitut flr biophysikalische
Chemie in Gottingen von Dr. Stefan Becker durchigefliFir den Screen wurde das Protein
zunachst auf eine Konzentration von 20 mg/ml gdiiraie RNA wurde in einer
Konzentration von 100 mg/ml verwendet. Sie wurdeeiimem 1,5 fachen Uberschuss zum
Protein gegeben. Es wurde ein Hampton-Natrix-Scrdarchgefuhrt. Unter folgender
Bedingung wurden Kkleine Kristalle gefunden: 50 mM-@Gacodylat, pH 6.5; 17.14%
PEG400; 80 mM Mg-Acetat; 200 nl Tropfen (Abb. 4.&)e durchschnittliche GroRRe der
Kristalle betrug 75 x 20 x 20 um. Leider waren Hiestalle fur genauere Analysen zu klein
und konnten nicht reproduziert werden. Es wurdechngerschiedene andere Screens
durchgefuhrt. Unter anderem sollte auch die Struktn GIcT ohne RNA geldst werden.

Diese Versuche verliefen allerdings auch ohne Brfol

Abb. 8: Kristalle des GIcT RBD~RNA Komplexes
Diese Aufnahme zeigt den Tropfen Puffer, in demveiemeintlichen GIcT-RBD Kristalle gewachsen sind.
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4.2. Interaktionen der Antiterminationsproteine GIcT und SacT mit PTS-Proteinen

4.2.1. Ziel der Untersuchung

Die Antiterminationsproteine GIcT und SacT werdamcth die PTS-Komponenten
HPr und das zuckerspezifische Enzym 1B (Pt3G5IcT, SacP> SacT) phosphoryliert. Die
PRDI wird dabei je durch das entsprechende Enzym fhosphoryliert. Diese
Phosphorylierung hat bei allen Antiterminationspinoén einen negativen Einfluss auf die
Aktivitat. Die Phosphorylierung der PRDII durch der aktiviert LicT und SacT und
ermoglicht so die Antitermination. Bei GIcT und Samuss diese Phosphorylierung nicht
stattfinden, damit die Proteine aktiv werden. Sidrf allerdings zu einem Anstieg der
Aktivitat. Die PRDs verfugen Uber je zwei konserigeHistidinreste. Beide werden fir die
Phosphorylierung benétigt, wobei nur eines derithist letztendlich auch ein Phosphat tragt.
In dieser Arbeit sollte geklart werden, warum HPnduEnzym I1IB spezifisch die
entsprechende PRD phosphorylieren kdnnen, obweiskedsich in der Sequenz nur minimal

unterscheiden. AulRerdem sollte die Rolle der vigrskervierten Histidine geklart werden.

4.2.2. Rekonstruktion des PTS$n vitro

Die Untersuchung der Spezifitat der Interaktiomspa erforderte die Rekonstruktion
des kompletten PTH vitro. Plasmide zur Aufreinigung von Enzym |, HPr und Bemane
BA von Enzym Il lagen bereits vor. Alle diese Kangte basieren auf Vektoren, die die
Inserts mit einem 6x His-Tag versehen und Uber reitlTG induzierbaren Promotor
verfiigen. Die erfolgreiche Uberproduktion vom Enzlyomd PtsG IIBA ist in Abb. 1 gezeigt
(Abb. 4.9., Spur 1 und 2 bzw. 7 und 8). Da HPr daviar die Phosphorylierung der PRDI als
direkter Phosphodonor als auch fiur die Phosphowig der PRDI als Donor fur das Enzym
[IA gebraucht wird, musste ein weiteres HPr Plaskimhiert werden. Dies war deshalb
notwendig, da e vitro zu einer unspezifischen Interaktion zwischen debPund HPr
kommen kann. Damit diese nicht storend im NMR Ansairliegt, muss HPr aus diesem
Ansatz entfernt werden. Mit diesem neuen Plasmitlesdie Aufreinigung des HPr Uber
einen anderen Tag erfolgen. Die Klonierung von HRolgte daher in den Vektor pGP172,
der Uber einen N-terminalen Strep-Tag verfugt. &elgreiche Uberproduktion ist in Abb.
4.9. zu sehen (Abb. 4.9., Spur 5 und 6).
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Abb. 4.9.: Testiliberproduktion von verschiedenen PT-®roteinen

Es wurden 1l LB-Kulturen angezogen. Vor der Indoitimit IPTG wurde bei einer Qf von 0,6 eine Probe
entnommen. Nach 2-3 Stunden Inkubation wurde eipéeve Probe enthommen. Die Zellen wurden durch
Zugabe von SDS und durch Aufkochen zerstért undRimeine auf einem 12% SDS-Gel aufgetrennt. Die

Uberproduzierten Proteine sind mit einem Pfeil rigatk

Die Aufreinigung der PRDs sollte mit einem His-Tagolgen. Da dieser Tag aber
madglicherweise die NMR-Analyse storen kénnte, wardge PRDs sowohl in den Vektor
pWHB844 als auch pGP570 kloniert. Das Plasmid pWH8&Zgitzt einen IPTG induzierbaren
Promotor sowie einen N-terminalen 6x His-Tag. Dezkddr pGP570 fiihrt zudem eine
Thrombin-Schnittstelle zwischen dem 6x His-Tag wem Protein ein. Mit Hilfe dieser
Schnittstelle kdnnen die sechs Histidine nach déreinigung durch die Protease Thrombin
abgespalten werden. Es entsteht ein nur zwei Araimes groRer Uberhang, der weniger
Einfluss auf die NMR-Untersuchungen haben sollie. éfolgreichen Uberproduktionen sind
exemplarisch fur den Vektor pGP570 in der Abb. 4A&u sehen. In der Diplomarbeit von
Sabine Stauber (2000) wurde bereits festgestalls gich die GlcT-PRDs nicht in grol3er
Menge aufreinigen lassen. In der Arbeit wurde emn#trukt verwendet, das beide PRDs
umfasste. Es bestand also die Mdéglichkeit, dass aieh fir die einzelnen PRDs gilt und
diese sich nur in einem geringe Mal3e aufreinigessda. Da fur NMR-Untersuchungen
allerdings groBe Mengen Protein gebraucht werdenurdev ein zweites
Antiterminationssystem fur die Analyse der Interakén verwendet. Dazu wurden die PRDs
des Antiterminationsproteins SacT ausgewahlt. VéieGdcT wurden auch hier die PRDs in
die Vektoren pWH844 und pGP570 kloniert. Die erfelghen Uberproduktionen sind in
Abb. 4.10. B zu sehen.
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A GlcT B SacT

PRDI PRDII PRDI PRDII
APTG 1h 2h 3h  -IPTG 1h 2h 3h PTG 1h 2h 3h-IPTG 1h 2h 3h
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Abb. 4.10.: Testuberproduktion der PRDs
Es wurden 1l LB-Kulturen angezogen. Vor der Indoitimit IPTG wurde bei einer Qf von 0,6 eine Probe

h

-
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' ,-n&

entnommen. Nach 1h, 2h und 3h Inkubation wurde ereitProben entnommen. Die Zellen wurden durch
Zugabe von SDS und durch Aufkochen zerstért undPdigeine auf einem 12% SDS-Gel aufgetrennt.

GIcT PRDI GlcT PRDII SacT PRDI SacT PRDII

Abb. 4.11.: Aufreinigung der PRDs

Die Zellextrakte wurden auf eine RHNTA-Saule geladen. Die Saulen wurden mit aufstuige

Konzentrationen von Imidazol gewaschen. Abgebilgieid nur die Elutionsfraktionen, in denen sich das

aufgereinigte Protein befand.

Die Aufreinigungen zeigten tatsachlich, dass dieT&RDs nur in einem geringen
Mal3stab aufgereinigt werden konnten. Aus einer Bl Kultur, die 3 Stunden nach der
Induktion geerntet wurde, konnten bei den GlcT-PRbgngefahr 4 mg Protein aufgereinigt
werden (Abb. 4.11. A/B). Um die GIcT-PRDs fur didMIR Untersuchungen einzusetzen,
waren mindestens 3 Kulturen notwendig gewesen. $#eT-PRDs lassen sich erheblich
besser aufreinigen (Abb. 3 C/D). Die Ausbeute ansne Liter Kultur betrug hier jeweils

ungefahr 11 mg Protein.



Ergebnisse 67

Da die PRDI von SacT nicht direkt von PtsG phosplent wird, musste zusatzlich
das Ell fur Saccharose (SacP) kloniert werden.dagrSaccharose Aufnahmesystem existiert
kein eigenes Enzym lIA. SacP besitzt nur die En#8& Domaéane. Die Aufgabe des Enzym
IIA Ubernimmt PtsG. Die erfolgreiche Uberproduktiat in Abb. 4.9. gezeigt (Abb. 4.9.,
Spur 3 und 4).

4.2.3. Dimerisierung und Phosphorylierung der GICTPRDII

Fur die ersten NMR-Analysen wurden die PRDs vonTSamrwendet. Es stellte sich
heraus, dass diese sich im NMR-Ansatz vermutlichtniichtig gefaltet haben. Aus diesem
Grund sollte versucht werden, die GIcT-PRDs miteminanderen Tag aufzureinigen.
Zunachst wurde allerdings Uberprtft, ob die Domgnemzen richtig gewahlt wurden. Dazu
wurde das komplette GIcT mit Trypsin verdaut. Dee entstandenen Fragmente von GIcT
konnten massenspektrometrisch untersucht werdes.HDgebnis des Trypsinverdaus ist in
Abb. 4.12. zu sehen. Die massenspektrometrischetygen ergaben, dass die Faltung der
PRDs durch die gewahlten Fragmente nicht beeirtigickiurde.

Die GIcT-PRDs wurden daraufhin von Sebastian HimmelWPI fur biophysikalische
Chemie in einen Vektor kloniert, der die Aufreinmgu mit einem GST-Tag ermdglicht.
Dieser Tag erlaubte nicht nur die erfolgreiche (pbaduktion der PRDs, sondern auch die

Ausbeute an Protein nach der Aufreinigung wurdstdeh gesteigert.

0 5 20 60 120 180 240 3880 Min
0.1 pg Trypsin / 100 pg GlcT
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Abb. 4.12.: Trypsinverdau von GIcT
Je 100 pg GlcT wurde mit 0,1 pg Trypsin bei 37°€ die angegebene Zeit inkubiert. Danach wurde die

Reaktion durch Zugabe von SDS gestoppt. Die Proheden auf einen 12%igen SDS-Gel aufgetrennt.
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Zunachst wurde mit der Analyse der PRDII begonrigie. ersten NMR Analysen
zeigten, dass sich zwei Arten von PRDII im Ansattahden. Um zu kontrollieren, ob die
PRDII unphosphoryliert Dimere bildet, wurden zwesrguche durchgefiihrt. Zunachst wurde
die GIcT PRDIlI mit Glutaraldehyd inkubiert. Dieseh&nikalie stabilisiert Dimere und
ermdoglicht so die Analyse auf einem denaturierere®-Gel. Das Gel ist in Abb. 4.13. zu
sehen. Mit steigender Menge Glutaraldehyd, steigthadie Menge der Dimerbande. Die

PRDII bildet also auch Dimeia vitro, wenn sie unphosphoryliert vorliegt.

- 5 10 25 50 75 100 200 500 pM GA

Abb. 4.13.: Dimerbildung der GIcT PRDII
Die GIcT PRDII wurde mit den angegebenen Mengenta&dldehyd inkubiert. Ab 50 pM GA ist die

Dimerbande zu erkennen.

Diese Dimerisierung wurde auch von Sebastian HimmelGelfiltrationsexperimenten
festgestellt.

Nach dem Modell, wie die Phosphorylierung durch idRer PRDII beeinflusst, sollte
die PRDII im phosphorylierten Zustand stabile Dimbilden. Dies wirde eine Analyse der
NMR-Ansatze ermoéglichen. Es konnte bereits gezemgyden, dass HPr die PROH vitro
phosphoryliert (Schmalisctet al, 2003). Dort wurde allerdings das komplette GIcT
verwendet. Es sollte nun Uberprift werden, ob aushdie PRDII phosphoryliert werden
kann. Dazu wurde mit Hilfe von *Pmarkiertem ATP markiertes Phosphoenolpyruvat
hergestellt. Dies wurde dann mit Enzym |, HPr, demmpletten GIcT sowie der GIlcT-PRDII
inkubiert. Die Proben wurden dann auf ein SDS-G#hden und damit ein Autoradiogramm

erstellt. Das Ergebnis ist in Abb. 4.15. zu sehen.
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El + + + + + + - -

HPr - + + + - - + +

GlcT - - + - + - + -

GlcT PRDII - - - + - + - +
GlcT (33 kDa) —* -—

GIcT PRDII (13 kDa) —> .
HPr (9 kDa) —» -

Abb. 4.15.: Autoradiogramm der GIcT-PRDII Phosphorylierung
Die Proben wurden nach der Inkubation mit SDS-Laffep versehen und auf ein 12%iges SDS-Gel geladen.

Das Autoradiogramm wurde dann durch Inkubation iNecht erstellt.

In Spur 1 ist der Ansatz aufgetragen, in dem nueyBn| inkubiert wurde. Enzym |
phosphoryliert sich selbst mit dem radioaktiv martén PEP. In Spur zwei wurden Enzym |
und HPr inkubiert. Hier ist zu erkennen, dass deosphotransfer von El auf das HPr
funktioniert. In Spur 3 konnte gezeigt werden, ddas komplette GIcT von HPr(His15)-P
phosphoryliert wird. Der entscheidende AnsatznsSpur 4 gezeigt. Dort wurde die GIcT-
PRDII verwendet, die zur NMR Analyse eingesetztdeersollte. Man kann erkennen, dass
uber dem HPr eine weitere Bande auftritt. Dabeidieéines sich um die GIcT-PRDII. Die
PRDII von GIcT kann also von HPr phosphoryliert eear.

Fur die Analyse der PRDI wurden auch Phosphorytigstests durchgefiihrt. Die PRDI sollte
zwar immer stabile Dimere bilden, aber um die lak&on der PRDII mit dem EIIB von PtsG
zu untersuchen, war es notwendig zu beweisen,alae$sdieser Phosphotransfer funktioniert.
Die Ansatze wurden identisch zu denen der PRDIBbdhglt. Das Ergebnis ist in Abb. 4.16.
zu sehen. In Spur 2 ist zu erkennen, dass das BIBAHPr(His15)-P phosphoryliert werden
kann. Der Phosphotransfer auf die GIcT-PRDI funkga ebenfalls. Die GIcT-PRDI ist zwar
lauft im Gel etwas schneller als HPr, obwohl sie lebheres Molekulargewicht hat. Dieses

Verhalten wurde ebenfalls in SDS-Gele festgestiltmit Coomassie gefarbt wurden.
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El + +
HPr + +
EIIBA - +
GIcT PRDI - +

El (62 kDa) —> -

EIIBA (29 kDa) —» .

HPr (9 kDa) — - -

GIcT PRDI (13 kDa) —

Abb. 9: Autoradiogramm der GlcT-PRDI Phosphorylierung
Die Proben wurden nach der Inkubation mit SDS-Laffep versehen und auf ein 12%iges SDS-Gel geladen.

Das Autoradiogramm wurde dann durch Inkubation MNsezht erstellt.

Die Analyse der beiden GIcT-PRDs hat gezeigt, dassn vitro richtig gefaltet sind. Es
konnte ebenfalls gezeigt werden, dass die PRDs aigheinzelne Doménen spezifisch
phosphorylierbar bleiben. Damit sind alle Vorausgegen geschaffen, erfolgreiche NMR-

Analysen durchfuhren zu kdénnen.
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4.3. Analyse von verschiedenen RAT-Strukturen mit Hfe von Northern Blots

4.3.1. Ziel der Untersuchung

In der Doktorarbeit von Oliver Schilling (Schillingt al 2004 & 2006) wurden die
Strukturen deptsG-und dersacBAntiterminatoren durch Mutationen sehr genau wuieint.
Dies geschaln vivo mittels B-Galaktosidaseaktivitats-Messungen undsitro mit Gel Shift
Analysen. In dieser Arbeit sollten die gemessenktividten mit Hilfe von Northern-Blot-
Analysen bestatigt werden. Es wurde eine RNA-Sovelevendet, die spezifisch an die
MRNA deslacZ-Gens bindet. Aus der Doktorarbeit von Oliver Sofgl wurden die zu

untersuchenden Stdmme ausgewahlt (Abb. 4.17.).

u®s ufs cg UCe uCc
u A u A U A u A u A
A:U A:U AU A:U A:U
G:C GC GC G:CZO G:CZO
1wU:A 2 10 J:A 20 UA 2 U:A U:A
C:G C:G 1OC:G 0wC:G 0C:G
A-., A G A A-. A-.,
U U{A] U U u”
s G:.C sG: sG:C G:.C G.C
Uﬁ UAL2J5 UA 5 U'25 5 U'25
“A G A G A Gp Gp
C.G C:G C:G C.G CG
AU (AU AU LA |C:G]
ptsG ptsG-R2  ptsG-R3 ptsG-R5 ptsG-R8

Abb. 4.17.: RAT-Strukturen der fir die Northern Blot-Analyse ausgewdahlten Stamme

Die untersuchten Stdmme enthalten jeweils gestPromotor vor einem promotorlosdacZ-Gen. In die
StammeptsGR2, R3, R5 und R8 wurden Mutationen in gisGRAT-Struktur eingebracht. Die Mutationen
sind durch Kasten gekennzeichnet.

Alle ausgewahlten Stamme enthaltecZ+usionen mit denptsGPromotor. DieseptsG
Promotor wurde in den aj#sGR2, R3, R5 und R8 bezeichneten RAT-Strukturen entuti
Als Kontrolle wurde der Wildtyp-Promotor voptsG verwendet. In deptsGR2-RAT-
Struktur befindet sich eine Insertion eines Adeininoberen Loop Bereich. Diese Insertion

fuhrt dazu, dass die Triple-Basenpaarung im obé&op aufgeldst wird. Die Struktur im
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oberen Loop entspricht dadurch der in den unte@rp& anderer RAT-Strukturen wie z.B.
sacB. Da die Antiterminationsproteine als Dimer an diBlARbinden, kann so uberpruft
werden, ob diese Bindung auch stattfindet, wennotiere und der untere Loop vertauscht
sind. InptsGR3 wurde das Uracil an Position 25 deletiert. Dudiese Mutation wird der
untere Loop zerstért und die drei Basenpaarungemittteren Stamm verhindert. Dies diente
zur Kontrolle, welchen Einfluss die drei Basenpagen im mittleren Stamm haben. Es
wurde bereits gezeigt, dass eine Insertion einesnid an Position 4 deptsGRAT
dazufiihrt, dass diese Struktur dann nicht mehrGiaii aber dafir sehr gut von LicT erkannt
wird. In ptsGR5 wurde ein Uracil an Position 4 eingefuhrt uras dracil an Position 25 in
ein Adenin geandert. So entsteht zwischen diesedebeBasen eine Paarung. Diese
Basenpaarung befindet sich auch in den RAT-StrektwonsacB sacPA licS undbglP. In
ptsGR8 ist zusatzlich im unteren Stamm die A:U Paardugh eine C:G Paarung ersetzt. Es
sollte untersucht werden, ob diese Stabilisierumg &tammes einen Einfluss auf die
Expression hat.

4.3.2. Wie beeinflussen die eingefiihrten Mutationedie Transkription?

Die Stamme, die dieacZ-FusionenptsG ptsGR1 undptsGR2 enthalten wurden in
CSE-Medium und in CSE-Medium mit Glukose angezodere Stamme, die didacZ-
FusionenptsGR5 und ptsGR8 enthalten, wurden zusatzlich mit Salicin undccharose
angezogen. AnschlieRend wurde eine Bestimmung-@&alaktosidaseaktivitat durchgefihrt
und parallel die Gesamt-RNA fir die Northern Blasliert. Die Ergebnisse sind in Abb.
4.18. und Tab. 4.2. dargestellt. In Spur 1 des idort Blots ist zu sehen, dass in CSE-
Medium keinlacZ-Transkript gebildet wird. Da unter diesen Umstan@dcT an der PRDI
phosphoryliert vorliegt und somit inaktiv ist, kaes nicht an die RAT-Struktur dggsG
Promotors binden. Es findet keine Antiterminatiotatts und die Transkription wird
abgebrochen. Werden die Zellen jedoch mit Glukosegeaogen, findet diese
Phosphorylierung nicht statt und GIcT ist aktiv. kesnmt zur Antitermination und ddacZ-
Transkript entsteht. Bei depisGR2-Promotor ist zu erkennen, dass sich diesestkdisn
CSE-Medium genauso wie der Wildtyp verhélt. Abelbsiebei der Zugabe von Glukose
findet hier keine Antitermination mehr statt (ABb18., Spur 4). Das bedeutet, dass durch die
eingefuihrten Mutationen GIcT diese RAT-Strukturtiimehr erkennt und nicht binden kann.
Genauso verhalt es sich npitsGR3, auch hier ist keine Antitermination durch Glaoiehr
maoglich (Abb. 4.18., Spur 5 und 6). Die Mutation@GR5 undptsGR8 sorgen flur eine
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Anderung deptsGRAT-Struktur, so dass diese nun von anderen Antiteationsproteinen

gebunden werden kann.

ptsG ptsG-  ptsG- ptsG-R5 ptsG-R8
R2 R3

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1m 12 13 14

— - "
acz —> = SR - [
|

Abb. 4.18.: Northern Blot mit den ausgewahlterptsG-Promotor-Mutanten

Fur den Northern Blot wurden die Stamme in CSE-Medangezogen. In den Kulturen 2, 4, 6, 8 und 1Xwur
Glukose zugegeben. In 9 und 13 Salicin und in M1 Saccharose. Bei einer bvon 0,6 wurden die Zellen
geerntet und die Gesamt RNA isoliert. Es wurdenRyabe 5 pg der Gesamt RNA auf einem 1%igen Agarose
Gel mit Formaldehyd aufgetrennt. Die Bande ldeZ-mRNA ist mit einem Pfeil gekennzeichnet.

Bei ptsGR5 erkennt man in CSE-Medium und in Medium mit iKalse kein Transkript (Abb.
4.18., Spur 7 und 8). Bei Zugabe von Salicin zundiMi hingegen ist eine erhdhte Menge
an lacZ-Transkript detektierbar (Abb. 4.18., Spur 9). Undeesen Bedingungen liegt LicT
aktiviert vor. Dies bedeutet, dagstsGR5 von LicT erkannt wird und es so zur
Antitermination kommt. Auch bei Zugabe von Sacceareum Medium ist dasacz-
Transkript nachweisbar, allerdings in einem sebkt geringeren Mal3e als mit Salicin (Abb.
4.18., Spur 10). Da unter diesen Bedingungen nail $&d SacY aktiv sind, bedeutet dies,
dass auch diese dsGRS5 Struktur binden kdnnen. Die Situation in gesGR8 Mutante ist
ahnlich wie in deptsGR5 Mutante. Auch hier kdnnen sowohl LicT als a&atT und SacY
binden (Abb. 4.18., Spur 13 und 14). In Spur 11 LAdst allerdings zu erkennen, dass das
EinfUhren einer starken G:C Basenpaarung in dereremt Stamm zu einer erhdhten
Durchleseaktvitat fihrt. Das bedeutet, dass sich ahne aktives Antiterminationsprotein die
RAT-Struktur ausbilden kann und es somit zur Amtii@ation kommt. Dies erkennt man
daran, dass selbst im CSE-Medium ohne zusatzlicdenker das lacZ-Transkript
nachweisbar ist (Abb. 4.18., Spur 11).

Aus den gleichen Kulturen wie fir die Isolation dgsamt RNA wurden Bestimmungen der
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B-Galaktosidaseaktivitat durchgefuhrt. Die Ergebmistehen im perfekten Einklang mit den
Ergebnissen der Northern Blot-Analyse. Der WildigtsGPromotor wird durch Glukose
vollstandig aktiviert (Tab. 4.2., Zeile 1). Die MumtenptsGR2 undptsGR3 werden von
keinem Antiterminationsprotein mehr erkannt (Tal2.4Zeile 1 und 2 und Schillingt al,
2006). BeiptsGR5 bestatigen die Werte ebenfalls die Beobachtuags dem Northern Blot.
Diese RAT-Struktur wird nun stark von LicT und imem geringeren Mal3e von SacT/SacY
gebunden (Tab. 4.2., Zeile 4). Dies ist auchpgteG-R8 der Fall. AuRerdem ist hier auch die

erhohte Durchleseaktivitat ohne Antiterminationsgirofestzustellen (Tab. 4.2., Zeile 5).

CSE Glukose Salicin Saccharose
ptsG 9 548 - -
ptsGR2 3 2 - -
ptsGR3 14 11 - -
ptsGR5 34 33 887 174
ptsGR8 147 188 1038 157

Tab. 4.2.: Auswertung derp-Galaktosidaseaktivitat der ptsG-Promotor-Mutanten

Die Zellen wurden in CSE-Medium mit 0,5% des anpegen Zuckers angezogen. Die Bestimmungpder
Galaktosidaseaktivitat erfolgte aus den gleicheftufen aus denen die Gesamt RNA fur die Northerot Bl
Analyse isoliert wurde. Es ist eine reprasentafidessung dargestellt. Alle Messungen wurden mindeste

zweimal durchgefihrt.

Die Ergebnisse der Northern Blot Analyse konntem durch die Bestimmung dei-
Galaktosidaseaktivitat und die Gel-Shift-Analyseewgnnenen Erkenntnisse komplett

bestatigen.
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4.4. Spezifitdt der RNA bindenden Doméane von SacT

4.4.1. Ziel der Untersuchung

Durch die Arbeiten von Oliver Schilling wurden die die Interaktion zwischen RNA
und Antiterminationsprotein wichtigen Basen der R3{fuktur identifiziert. In dieser Arbeit
sollte nun geklart werden, welche Aminosauren dBDRwichtig sind zur Erkennung der
RNA und zur Aufrechterhaltung der Spezifitat. Fiesg Untersuchungen wurde die RNA
RBD von SacT ausgewahlt. SacT ist das Antitermamafprotein inB. subtilis mit der
lockersten Spezifitat. Diese Eigenschaft bieteino@le Voraussetzungen, um Mutanten zu
erschaffen, die ihre Spezifitat komplett geandatidn. Die SacT-RBD sollte so modifiziert
werden, dass sie RAT-Strukturen erkennt, die sausschliel3lich von LicT gebunden
werden. Ein Schema, wie diese Suche nach SacT-kutablaufen sollte, ist in Abb. 4.19.
gezeigt. Zunéchst sollte die SacT-RBD in einen Weltloniert werden, der diese im
Zielstamm Uberproduziert. AnschlieRend sollte diefdasmid durch mehrere Methoden
mutagenisiert werden. Der Zielstamm sollte mit d&ngenerierten Pools von Mutanten
transformiert werden. Nach der Transformation aofliedium werden die Kolonien auf
Minimalmedium Ubertragen. Positive Klone werdenctiudie Zugabe von X-Gal blau und
stehen zur weiteren Charakterisierung zur Verfugufily eine erfolgreiche Suche waren
daher einige Voraussetzungen notwendig. Es musgst@ektor ausgewahlt werden, in dem
die SacT-RBD in ausreichender Menge produziert wurder aber auch leicht zu
mutagenisieren ist. Des Weiteren musste ein Stamsgeavdhlt werden, der Uber eine
optimalelacZ-Fusion verfugt, die komplett LicT-abhéngig ist. Dhaeildt, es darf in diesem
Stamm keine Hintergrundaktivitat oder unspezifisBiredungen an die RAT-Struktur geben.
Und schlussendlich musste eine Methode gefundedemedie ein schnelles und effektives

Mutagenisieren der RBD ermoglicht.
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Herstellung von Mutanten Pools Suche nach positiven Klonen

Pieqo  RBD

Transformation von GP61
mit mutierten pGP446
Plasmiden

pBQ200

Zufallige Mutagenese

Replika plattieren auf
CSE X-Gal Platten zur
o / suche nach blauen
Kolonien

pBQ200

L pBQ200

Abb. 4.19.: Schema zur Suche nach SacT-RBD-Mutanten
Das Schema der Suche nach den RBD-Mutanten wifteixh (Kapitel 4.4.1.) erklart.

4.4.2. Auswahl des Vektors

Durch den Vektor muss sichergestellt werden, dass $8acT-RBD stark
uberproduziert wird. Dies notwendig, da nur duréd dberproduktion die RBD auch ohne
die PRDs aktiv wird. Fiir GIcT RBD konnte dies beyejezeigt werden. Die Uberproduktion
erleichtert vermutlich die Dimerbildung, die furedRNA-Erkennung notwendig ist. Der
Vektor pBQ200 verfugt Uber einen modifizierten Potan des GenedegQ Dieser Promotor
ist stark konstitutiv aktiv. So wird eine ausreioe Uberproduktion der SacT-RBD erreicht.

Das konstruierte Plasmid tragt die Bezeichnung pi6P4

4.4.3. Auswahl der fir LicT optimalenlacZ-Fusion

Die zweite entscheidende Eigenschaft, Uber dieSdemm verfligen muss, ist eine
lacZ-Fusion, die ausschlie3lich durch LicT erkannt akéiviert wird. AuRerdem sollte die
Aktivitdt sehr hoch sein, damit in den mutierteérSinen eine starke Blaufarbung auf X-Gal-
Platten stattfinden kann. Eine entsprechende Fusiode aus der Doktorarbeit von Oliver

Schilling ausgewahlt. Diese im Folgenden als CftTbezeichnete RAT-Struktur ist eine
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mutierte ptsG RAT-RNA (ptsGR6, Schillinget al, 2006). An Position 3 ist das Guanin
durch ein Adenin ersetzt und an Position 4 wurdaeWiacil eingefiugt (Abb. 4.20.). Diese
Anderungen fiihren dazu, dass die RAT-Struktur dulieRlich von LicT erkannt werden
kann (Abb. 4.20.). Es gibt im Wildtyp sowie in einBcT-Deletionsmutante keinerlei
Aktivitat, wenn kein Salicin in Medium ist. Dies deutet, dass auch auf X-Gal Platten keine
unspezifische Blaufarbung stattfindet. Wird jed&dlicin hinzugegeben, zeigt der Wildtyp
eine hohe Aktivitat von tber 700 Units. Dass diakavitat komplett abhangig von LicT ist,
zeigt dielicT-Mutante. Hier ist wiederum keine Aktivitat festzelten. DiesdacZ-+usion ist

also perfekt fur die Suche nach SacT-Mutanten getig

15C 15C
Uu*~aG Uu>~-aG
u A u A 800
AU AU 700
G:C G:C
mgiézo 1085/820 600
A-. A-. 500
© .© »@ e 400 = WT
2 2 300 AlicT
U:A A 200
.‘.‘Uzs [U:Al 100
G.
".A @ ..A @ 0 1 . - [ ] ‘
C.G CG .
AU AU CSE Glucose Sucrose Salicin
ptsG LicT OFT

Abb. 4.20.: Charakterisierung der LicT°""-lacZ-Fusion

In der linken Halfte der Abb. sind die Mutationeekgnnzeichnet, die in digtsGRAT-Struktur eingebracht
wurden, um die Lic?"™-Struktur zu erzeugen. In der rechten Hélfte siiedEtgebnisse der Bestimmung der

Galaktosidaseaktivitat gezeigt. Der Stamme GP408T{ -lacZ)und GP409 (Lic?"™-lacZ AlicT) wurden in

CSE-Medium mit und ohne Salicin bis zu einer D0,6 angezogen, um anschlieRend die

Galaktosidaseaktivitaten zu bestimmen. AngabennitsU mg Protein.

4.4.4. Die Auswahl des richtigen Stammes

Fur den Screen sollte eilieT-Mutante benutzt werden. Dadurch sollte verhindert
werden, dass es zur Aktivierung dieses Proteinsnkionnd damit zur Blaufarbung der
Kolonien. Alle existierended\licT-Stamme verwenden Erythromycin und Lincomycin als
Resistenzmarker. Da der Vektor pBQ200 ebenfallsedi#ntibiotika zur Selektion bendtigt,
musste eine neudlicT-Mutante hergestellt werden. Dieses geschah mite Hier Long
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Flanking Homology PCR (zu Details siehe Kapitel42)1Mit dem Produkt der LFH-PCR
wurde anschliel3end der Stamm GP408 transformigted Stamm enthalt in seineamyk

Gen die oben beschriebene L T-lacZ-Fusion. Der so konstruierte Stamm tragt den Namen
GP61. In diesem Stamm sollte die Suche nach deR-BB®O-Mutanten stattfinden.

4.4.5. Untersuchung der Funktionalitat der SacT-RBD

Bevor die Mutagenese begonnen werden konnte, maggtergestellt werden, dass
die Uberproduzierte SacT-RBD aktiv ist. Au3erdenssmsie ihre Spezifitat beibehalten haben
und darf nicht unspezifisch andere RAT-Strukturgrdén. Dazu wurde der Stamm GP61 mit
dem Plasmid pGP446 transformiert. AuRerdem wurdeKantrolle das Plasmid pGP447
verwendet. Hierbei handelt es sich um ein pBQ20fviae welches die LicT-RBD enthalt.
Diese beiden Plasmide wurden aul3erdem in den St@m&38 gebracht. Dieser Stamm ist
eine SacT-Deletionsmutante, die eilaeZ-Fusion enthalt, die SacT-abhangig reguliert ist.
Die Stamme wurden anschlieRend auf CSE-Platteneatrgthen, die X-Gal enthalten.
AulRerdem wurden sie in CSE-Medium mit verschiedeAeokern angezogen, um dge
Galaktosidaseaktivitat zu bestimmen.

In Abb. 4.21. sind die CSE X-Gal-Platten gezeiger Cstamm GP61 zeigt eine
deutliche Blaufarbung, wenn er das Plasmid pGP44haé. Hier wird die LicT RBD
tiberproduziert und bindet an die RNA d&T°"-lacZ-Fusion Es findet Antitermination
statt. Das gleiche Ergebnis liefert auch die Bestimg derp-Galaktosidaseaktivitat (Tab.
4.3.). In CSE-Medium ist eine hohe Aktivitdt megsba
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/

pGP446 | pGP447 &

Abb. 4.21.: Uberpriifung der Funktionalitit der SacT-RBD
Die Stamme GP61 und GP538 wurden auf CSE-PlatteX1@ial vereinzelt, um die Blaufarbung zu bestimmen

und damit die Spezifitat der RBDs zu erkennen.

Stamm RBD Medium Farbe B-

der Galaktosidase
Kolonie Aktivitat

GP61 LicT CSE Blau 828
LicT CSE + Salicin Blau 656
SacT CSE Weil3 20
SacT CSE + Salicin Weil3 17

GP538 LicT CSE Weil3 2
LicT CSE + Saccharose  Weil} 5
SacT CSE Blau 265
SacT CSE + Saccharose Blau 417

Tab. 4.3.: Bestimmung deB-Galaktosidaseaktivitat in den Stammen GP61 und GFB

Zusatzlich wurden die Zellen noch in Medium miti€alangezogen. Auch hier ist eine hohe
Aktivitat messbar. Das die Aktivitaten sowohl mitcker als auch ohne Ubereinstimmen,
liegt an der Abwesenheit der PRDs. Die RBDs sinanén aktiv, gleichgiltig, welche
Kohlenstoffquelle vorhanden ist. Die Aktivitat wirdurch die Uberproduktion der RBDs
sichergestellt. Die Auswertung der Platten und @eGalaktosidaseaktivitat fur die
Kombination GP61 mit dem Plasmid pGP446 zeigt, dass dort keinerlei
Antiterminationsaktivitat gibt. Die SacT-RBD bindgie RNA dericT®"-lacZ+Fusion nicht,

wenn sie Uberproduziert vorliegt. Die Messungen [Bi&alaktosidaseaktivitat im Stamm
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GP538 dienen der Uberprufung der Aktivitat der S&HD. In diesem Stamm ist nur eine
Aktivitat festzustellen, wenn das Plasmid pGP44¢o alie SacT-RBD, vorliegt. Das zeigt,
dass die SacT-RBD ohne die PRDs Dimere bilden kawh aktiv ist. Diese Aktivitat ist
wiederum Zucker unabhéangig.

Nach diesen abschlielenden Tests konnte mit deaddoese der SacT-RBD begonnen

werden.

4.4.6. Mutagenese durch Error-Prone-PCR

Das Prinzip der Error Prone PCR beruht auf einengléichgewicht in der
Konzentration der verschiedenen dNTPs. Das fulrtiddass die dNTPs besonders haufig
falsch eingebaut werden, die in héherer Konzemmatiorliegen. Dazu verwendet man eine
Polymerase ohne Proof-Reading-Aktivitdt, wie zumisBel die Tag-Polymerase. Um
Mutationen in die SacT-RBD einzubauen, wurde eimerEProne-PCR mit den Primern
SHU59 und SHUG5 durchgefiihrt. Hierbei handelt ek sim die gleichen Primer, mit denen
auch der Vektor pGP446 konstruiert wurden. Das Pedtiukt sowie der Vektor wurden
anschlieBend mit den Restriktionsenzynm@anmtH!l und Hindlll geschnitten. Der Vektor
wurde zuséatzlich dephosphoryliert, um Religation garmeiden. Die geschnittenen
Fragmente wurden anschliel3end ligiert uadcoli DH50 damit transformiert. Wenn das
Verhéltnis Ligation zu Religation sehr gut war, dem die erhalteneB. coli Transfomanten
mit 3 ml LB von den Platten abgeschwemmt und fiBt@nden in 15 ml LB Medium mit
Ampicillin angezogen. AnschlieBend wurden diese tieh geerntet und die Plasmide
isoliert. So erhielt man einen Pool von mutierte@Pd46 Plasmiden. Mit diesen Pools
wurden anschlieBend der Stamm GP61 transformied aof SP Erythromycin und
Lincomycin Platten ausgestrichen. Einen Tag spéteden die Klone auf CSE Platten mit X-
Gal und Ribose gestempelt. Ribose wurde dem Mediugegeben, um das Wachstum auf
dem Minimalmedium zu beschleunigen. Da mit Hilfeessir Methode keine positiven
Mutanten isoliert werden konnten, musste eine heiode gewahlt werden, die SacT RBD

ZU mutieren.
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4.4.7. Mutagenese in. coli-Stamm XL1-Red

Fur diese Art der Mutagenese wird der besonderaed®é desE. coli Stammes XL1-
Red ausgenutzt. Dieser besitzt Mutationen im MyteRatur System. Dadurch baut er bei der
Replikation Fehler in die DNA Sequenz ein. Da dseseich auf die Replikation von
Plasmiden zutrifft, konnte das Plasmid pGP446 dinek diesem Stamm mutagenisiert
werden. Dazu wurde deE. coli Stamm kompetent gemacht und mit dem Plasmid
transformiert. Anschliel3end wurden Einzelkoloni@pigkt und in 15 ml LB mit Ampicillin
fur ca. 72 Stunden angezogen. Durch dieses Animypdennur einer kleinen Kolonie wird
gewahrleistet, dass die Zellen sich moglichst lgatdilen kbénnen, bevor die Kultur optisch
dicht gewachsen ist. Sobald die optische Dichtei@rt ist, werden die Kulturen geerntet und
die Plasmide isoliert. So entstehen erneut Pools mutierten pGP446 Plasmiden. Die
folgende Prozedur entspricht der in Kapitel 4.8€schriebenen Selektion auf positive Klone.
Durch diese Methode konnte ein positives Plasmit emer mutierten SacT-RBD isoliert

werden. Diese RBD wird im Nachfolgenden als XL1#&zbichnet.

4.4.8. Charakterisierung der SacT RBD Mutante XL1*1

CCG —} TCG
Prolin 26 Serin 26

Li cT MKI AKVI NNNVI SWWNEQGKEL W KSGDDV
SacT LKI YKVLNNNAA- LI KEDDQEKI VMEEG KKNDLI
T

Abb. 4.22.: Sequenz der SacT RBD Mutante XL1*1
In der Mutante XL1*1 wurde durch einen Basenaustauas Prolin 26 zu einem Serin. Nach der Strukbuar
LicT mit der RAT-Struktur vonbglP hat diese Aminosaure direkten Kontakt zur RNA. ifRos 26 ist die

einzige Aminosaure mit direktem Kontakt zur RNAder sich SacT und LicT unterscheiden.

Zunachst wurden aus dem positiven Stamm das Plasolgkrt. Dieses wurde

anschlieRend, nach einer TransformationEin coli DH5a, erneut in den Stamm GP61
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eingebracht. Damit wurde der blaue Phéanotyp auf-ESkal-Platten bestatigt. Anschliel3end
wurde die offensichtlich mutierte SacT-RBD sequerizi

Die Sequenzierung ergab, dass die SacT-RBD einserBastausch von einem Cytosin zu
einem Thymin hat. Dadurch wird aus dem Prolin asitim 26 ein Serin (Abb. 4.22.). Um
die Folgen dieser Mutation und das Ergebnis ddtd?igests genauer zu betrachten, wurde die
B-Galaktosidaseaktivitat bestimmt und mit der Ak&vider SacT und LicT Wildtyp-RBDs zu
vergleichen. Das Ergebnis ist in Abb. 4.23. dagJissDer Wert deB-Galaktosidaseaktivitat
der Wildtyp LicT-RBD liegt bei ca. 1110. Die SacTilddyp RBD bindet wie beschrieben gar
nicht an die LicP"T RAT-Struktur. Die SacT-RBD-XL1*1 hingegen fiihrt Einer Aktivitat
von 631. Die Aktivitat liegt also bei ca. 60% demniLicT-RBD.

1200

1000 -

800 -

600 -

400 -

200 -

LicT RBD SacT RBD SacT XL1*1

Abb. 4.23.: B-Galaktosidaseaktivitdten verschiedener RBDs im &tnm GP61
Der Stamm GP61 mit den Plasmiden pGP446 (SacT-RBBIP447 (LicT-RBD) oder pGP448 (SacT-Pro26Ser)
wurde in CSE-Medium mit 0,5% Ribose bis zu einergi@®don 0,6 angezogen, um anschlieBend [He

Galaktosidaseaktivitaten zu bestimmen. AngabemnnitsUy mg Protein.
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Abb. 4.24.:g-Galaktosidaseaktivitdten verschiedener RBDs im Stam GP538
Der Stamm GP538 mit den Plasmiden pGP446 (SacT-RBBP447 (LicT-RBD) oder pGP448 (SacT-
Pro26Ser) wurde in CSE-Medium mit 0,5% Ribose biiner ORyvon0,6 angezogen, um anschlieBend die

B-Galaktosidaseaktivitdten zu bestimmen. Angabddnits / mg Protein.

In einem weiteren Schritt sollte nun Uberprift veerdob die SacT XL1*1 Mutante
auch weiterhin an ihr urspringliches Ziel, diacPARAT-Struktur, binden kann. Dazu
wurden erneut dig-Galaktosidaseaktivitaten des Stammes GP538 mitveeschiedenen
RBDs bestimmt. In Abb. 4.24. zeigen die ersten déeiMessungen, dass ddacPARAT-
Struktur nicht von LicT, aber sehr gut von SacTaark werden kann. Die Analyse der SacT-
XL1*1-Mutante zeigt, dass der Austausch von ProHf zu Serin keine komplette
Spezifitatsdnderung hervorruft. Diese RBD kann imme&ch die RAT-Struktur voisacPA
erkennen. Dies macht sie mit ungefahr 33% der Aktiwom Wildtyp SacT. Diese RBD
kann also sowohl RAT-Strukturen erkennen, welche kT gebunden werden, als auch
welche die normalerweise von SacT erkannt werden.

Nach diesen Ergebnissen war es nun interessarttaprifen, ob die SacT-XL1*1-Mutante
auch die anderen RAT-Strukturen aug& subtilis binden kann. Dazu wurden die
entsprechenden Plasmide mit den RBDs in die Sta@r¥40 §acBRAT), GP487 lbglP-
RAT) und GP109 {tsGRAT) gebracht. AnschlieBend wurden erneut dfe
Galaktosidaseaktivitaten in CSE-Ribose-Medium besit.
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Abb. 4.25.: g-Galaktosidaseaktivitdten verschiedener RBDs

Die Stamme GP109, GP440 und GP487wurden mit desmitlan pGP446 (SacT-RBD), pGP447 (LicT-RBD),
pGP118 (GIcT-RBD) und pGP448 (SacT Pro26Ser-RBDJ&tE-Medium mit 0,5% Ribose bis zu einer D
von 0,6 angezogen, um anschlieBend gli€&alaktosidaseaktivitditen zu bestimmen. AngabetJmits / mg
Protein.

Abb. 4.25. zeigt, dass die LicT-RBD nur spezifistih bglP-RAT-Struktur erkennen kann.
Die SacT-RBD hingegen bindet hingegen sowohlsgieBRAT-Struktur als auch dibglP-
RAT-Struktur. Dies funktioniert, da die kloniertdRBDs Uber keine PRDs verfiigen und
somit nicht zuckerabhangig reguliert sind und datandig aktiv sind. Die GIcT-RBD lost
nur bei demptsGRAT-Struktur Antitermination aus. Keine der andeMildtyp-RBDs kann
diese erkennen. Dies bestétigt, dass es absoluterkeiCrosstalk zwischen dem
Aufnahmesystem fur Glukose und den anderen Syst@ienDass die SacT-XL1*1-RBD
sowohl diesacBals auch didoglP-RAT-Strukturen binden kann, war zu erwarten naeh d
Ergebnissen der vorangegangenen Bestimmunge@alaktosidaseaktivitaten. Sie zeigt im
Falle vombgIP sogar eine hohere Aktivitat als LicT oder SacTetvaschenderweise kann
aber auch diptsGRAT-Struktur von dieser Mutante gebunden werdemaiZnur mit ca.
10% der Aktivitat verglichen zur GIcT-RBD, aber sliest das erste Beispiel fur eine
Uberschreitung der Grenze zwischen Glukose-Antiteationssystem und den restlichen
Systemen. Damit fihrt der Austausch der einen Asénce Prolin 26 zu einem Serin zu
einem kompletten Verlust der Spezifitat. Die SadBERXL1*1 kann jede RAT-Struktur aus
B. subtilisbinden.
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4.4.9. Zielgerichtete Mutagenese der SacT- RBD durcCCR

Es reicht offensichtlich aus, eine einzelne Aminwsain SacT auszutauschen, um
einen Verlust der Spezifitdt hervorzurufen. Aussdima Grund sollte nun diese Aminosaure
gezielt aber unspezifisch mutiert werden. Im glerctSchritt sollte auch das Glutamin 31
mutiert werden. Das Glutamin ist mit dem Prolind2é einzige Aminosaure, die an der RNA
Bindung beteiligt ist, aber unter den Antitermioasproteinen nicht konserviert ist. Um diese
Aminosauren zu mutieren, sollte die Methode der Biaed Chain Reaction angewendet
werden. Diese beruht darauf, dass zu einer normAleR zuséatzlich Mutageneseprimer
zugegeben werden, die im dem zu amplifizierendereiBle liegen. Diese sind am 5'-Ende
phosphoryliert und kénnen so durch eine thermastdbgase, die sich ebenfalls im CCR-
Ansatz befindet, mit den anderen Fragmenten vedruneerden (Hamest al, 2005). Der
hier benutzte Mutageneseprimer SHU78 besitzt zlidétine Besonderheit. Er lagert sich an
der DNA Sequenz der SacT-RBD so an, dass er dimdsauren 26 und 31 tUberspannt. Die
je drei Basen, die fur das Prolin beziehungswdiselds Glutamin kodieren, sind im Primer
degeneriert. Das bedeutet, dass bei der Primeesmtieine zufallige Abfolge an Basen
eingebaut wird. So kommt es bei der CCR zu jedemlictien Kombination von

Aminosaurepaaren. Das Prinzip dieser Mutagenese Adib. 4.26. dargestellt.

131

LKIYKVLNNNAALIKEDDQEKIVMGPGIAFQKKKNDLIPMNKVEKIFVVRDEN EK
SacT RBD
g > <«
SHU78

S

CGTGATGGGANNNGGAATCGCTTTINNNAAAAAGAAAAATGATCTCATCCC

Abb. 4.26.: Mutagenese der SacT-RBD mit Hilfe der CR
Die SacT RBD wurde durch eine CCR mit den Primearty59/65 und dem Mutageneseprimer SHU78 an den

Positionen 26 und 31 mutiert.

Die so mutierten SacT-RBDs wurden dann wie das Wildfragment in den Vektor pBQ200
kloniert. Der Stamm GP61 wurde wie im vorangegaegerbcreen mit diesen Pools
transformiert und blaue Kolonien auf CSE X-Gal tatgepickt. Es wurden auf diese Weise

22 blaue Klone gefunden, die diesen Phanotyp awath rder Retransformation noch
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aufwiesen. Diese Klone wurden anschlieBend seqeenZine Ubersicht der erhaltenen
Allele ist in Tab. 4.4. gezeigt.

Es fallt auf, dass fast alle erhaltenen Allele, ditsnahme von CCR*5, mindestens eine
geladenen oder polare Aminosaure haben. Insgesander neun Allele verfligen sogar tber
zwel solche Aminosauren.

Jedes dieser Allele wurde nach der Sequenzieruagpkterisiert. Das heildt, die Stdamme
GP61, GP538, GP109, GP440 und GP487 wurden miemiédasmiden transformiert.
AulRerdem wurden die Wildtyp-RBDs von SacT, LicT uB&tT als Kontrolle verwendet.
Alle Messungen erfolgten bei 37°C in CSE-Medium @% Ribose.

Serin / Arginin pGP449 CCR*1
Cystein / Leucin pGP450 CCR*2
Arginin / Arginin pGP451 CCR*3
Cystein / Arginin pGP452 CCR*4

Serin / Glycin pGP453 CCR*5

Valin / Glycin pGP454 CCR*6

Cystein / Serin pGP455 CCR*7

Alanin / Lysin pGP456 CCR*8
Arginin / Alanin pGP457 CCR*9

Tab. 4.4.: SacT RBD-Allele
In Spalte 1 der Tab. sind die Aminosauren gezeligtdas Prolin 26 und das Glutamin 31 ersetze®pialte 2
ist der dazugehorige Plasmidname angegeben. IneSpalind die Bezeichnungen angegeben, die im reeaite

Text fur diese Allele verwendet werden.
4.4.10. Bindung der CCR* Allele an die LicP"'-lacZ-Fusion

Da die Suche nach den SacT-RBD-Mutanten in dem i8tdorchgefiihrt wurde, der
dieselacZ-Fusion tragt, zeigen nattrlich alle isolierteneMd eine Aktivitat in diesem Stamm.
Allerdings zeigten sich schon bei der Blaufarbueg iolonien auf X-Gal-Platten, dass sich
die Aktivitaten teilweise drastisch unterscheidBre Allele CCR*2, *5 und *9 zeigen eine
deutlich erhdéhte Aktivitat im Vergleich zur LicT-RB
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Bei CCR*2 und *9 betragt die Steigerung ca. 30%hnead die Aktivitat des CCR*9 Allels
sogar fast auf das doppelte ansteigt. CCR*3, *4ehabine ahnliche Aktivitat wie LicT.
CCR*7 ist in seiner Aktivitat etwa um die Halftedieziert. Die Allele CCR*1, *6 und *8
binden die LicP"-lacz+usion nur schlecht und haben daher eine sehr ggeffa

Galaktosidaseaktivitat.

. .. ... | Aktivitdt im Vergleich
Allel B-Galaktosidaseaktivitat zur LicT RBD in %

GlcT 36 6

SacT 48 7

LicT 645 100
CCR*1 132 20
CCR*2 808 125
CCR*3 469 73
CCR*4 666 103
CCR*5 1210 188
CCR*6 134 21
CCR*7 329 51
CCR*8 68 11
CCR*9 843 131

Tab. 4.5.: p-Galaktosidaseaktivitaten der RBD-Allele mit der LicT°"'-lacZ-Fusion
Der Stamm GP61 wurde mit den entsprechenden Plasnaidgezogen und bei eine Qvon 0,6 geerntet. In
der mittleren Spalte sind die Aktivitaten in Uniteng Protein gezeigt. In der rechten Spalte istAkivitat im

Vergleich zur LicT-RBD angegeben.

4.4.11. Bindung der CCR* Allele an diesacPA-lacZ-Fusion

Die sacPARAT-Struktur ist das eigentliche Ziel der der S&BD. Im Stamm
GP538 sollte Uberpruft werden, ob die mutiertenTSRBDs noch an die urspringliche RAT-
Struktur binden koénnen. CCR*5 zeigt als einzigeselApraktisch keine Anderung der
Aktivitat gegenlber diesdacZ-Fusion Die meisten anderen Allele haben noch 1/3 bis 2/3
der Aktivitat des Wildtyp SacTs. Die RBDs CCR*1 uG@€R*7 hingegen kénnen diese RAT-
Struktur Uberhaupt nicht mehr erkennen.
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. R Aktivitat im Vergleich
Allel p-Galaktosidaseaktivitat zur SacT RBD in %

GlcT 38

SacT 350 100

LicT 2 1
CCR*1 12 3
CCR*2 138 39
CCR*3 195 56
CCR*4 122 35
CCR*5 338 97
CCR*6 229 65
CCR*7 41 12
CCR*8 149 43
CCR*9 135 39

Tab. 4.6.: p-Galaktosidaseaktivitdten der RBD-Allele mit dersacPA-lacZ-Fusion
Der Stamm GP538 wurde mit den entsprechenden Rlasmaingezogen und bei eine &gfvon 0,6 geerntet. In
der mittleren Spalte sind die Aktivitaten in Uniteng Protein gezeigt. In der rechten Spalte istAkvitat im

Vergleich zur SacT-RBD angegeben.

4.4.12. Bindung der CCR* Allele an diesacB-lacZ-Fusion

Die sacBRAT-Struktur wird in dem hier verwendeten Systeetbst von SacT nur
sehr schlecht erkannt. Diese geringe Affinitat B&D zur RNA fuhrt dazu, dass nur eine
sehr geringg-Galaktosidaseaktivitat von 27 Units / mg Proteiessbar ist. Von daher ist es
uberraschend, dass alle isolierten Allele eine eextrerhohte f-Galaktosidaseaktivitat
aufweisen. Teileweise liegt diese Uber 1000% ubmr dbr Wildtyp-SacT-RBD. Warum
dieser drastische Effekt auftritt, kann nicht erklgerden.
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. R Aktivitat im Vergleich
Allel p-Galaktosidaseaktivitat zur SacT RBD in %

GlcT 2 7

SacT 27 100

LicT 3 11
CCR*1 40 148
CCR*2 316 1170
CCR*3 149 552
CCR*4 232 859
CCR*5 309 1144
CCR*6 286 1059
CCR*7 66 244
CCR*8 75 278
CCR*9 408 1511

Tab. 4.7: p-Galaktosidaseaktivitaten der RBD-Allele mit dersacB-lacZ-Fusion
Der Stamm GP440 wurde mit den entsprechenden Rlasmaingezogen und bei eine &gfvon 0,6 geerntet. In
der mittleren Spalte sind die Aktivitaten in Uniteng Protein gezeigt. In der rechten Spalte istAkvitat im

Vergleich zur SacT-RBD angegeben.

4.4.13. Bindung der CCR* Allele an diebglP-lacZ-Fusion

Da die RBDs ohne die dazugehodrigen PRDs nicht noelich Zucker reguliert
werden, sind sie standig aktiv. Dies fuhrt dazigsda CSE-Medium mit Ribose die SacT-
RBD besser an die RAT-Struktur vbglP binden kann als LicT. Unter normalen Umstanden
ist SacT nicht aktiv, wenf-Glukoside im Medium vorhanden sind. Es kommt dangch
nicht zu Antitermination. In Tab. 6 sind die Ergedse der Messungen der in der CCR
erhaltenen Mutanten dargestellt. Alle RBD Allelenkén diebglP RAT-Struktur erkennen.
Manche (CCR*3, *5, *6 und *8) sogar besser als Libllr das Allel CCR*7 hat nur ca. 25%
der Aktivitat von LicT und ist damit die RBD, dienaschlechtesten diese RNA binden kann.
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. R Aktivitat im Vergleich
Allel p-Galaktosidaseaktivitat zur LicT RBD in %

GlcT 3 2

SacT 213 145

LicT 147 100
CCR*1 111 76
CCR*2 128 87
CCR*3 243 165
CCR*4 131 89
CCR*5 204 139
CCR*6 268 182
CCR*7 33 22
CCR*8 161 110
CCR*9 106 72

Tab. 4.8.:p-Galaktosidaseaktivitdten der RBD-Allele mit derbglP-lacZ-Fusion

Der Stamm GP487 wurde mit den entsprechenden Rlasmaingezogen und bei eine §gfvon 0,6 geerntet. In
der mittleren Spalte sind die Aktivitaten in Uniteng Protein gezeigt. In der rechten Spalte istAkvitat im
Vergleich zur LicT-RBD angegeben.

4.4.14. Bindung der CCR* Allele an digtsG-lacZ-Fusion

Dass die mutierte SacT-RBD-XL1*1 diptsGRAT-Struktur erkennt und zur
Antitermination fuhrt, war auf Grund der striktemefinung der Antiterminationssysteme
Uberraschend. Die Analysen der Aktivitdt der nenliesten Allele ergaben, dass mehrere
Proteine aus dieser Gruppe der neuen RBDsptB&RAT-Struktur sogar noch besser
erkennen kénnen als die urspringlich isolierte Xl-Mutante (Tab. 7). Bei allen anderen
getesteten RAT-Strukturen, war zu beobachten, dassnmer Allele gab, die eine &hnlich
oder sogar eine hohepeGalaktosidaseaktivitat als die entsprechende WikRBD hatten.
Dies ist bei deptsGlacZ-Fusion nicht der Fall. Hier erreicht die beste RBigefahr 70%
der Aktivitat von GIcT.
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. R Aktivitat im Vergleich
Allel p-Galaktosidaseaktivitat zur GIcT RBD in %

GlcT

SacT

LicT
CCR*1
CCR*2
CCR*3
CCR*4
CCR*5
CCR*6
CCR*7
CCR*8
CCR*9

919
11
8
75
512
428
568
630
654
220
50
498

100
1
1
8
56
47
62
69
71
24
5
54

Tab. 4.9.:p-Galaktosidaseaktivitdten der RBD Allele mit derptsG-lacZ-Fusion

Der Stamm GP109 wurde mit den entsprechenden Rlasmaingezogen und bei eine &gfvon 0,6 geerntet. In

der mittleren Spalte sind die Aktivitaten in Uniteng Protein gezeigt. In der rechten Spalte istAkvitat im

Vergleich zur GlcT-RBD angegeben.

4.4.15. Gel-Shift-Analysen mit ausgewahlten RBD-Adlen

Um diesein vivo Analysen der isolierten RBDs zu bestétigen, sollel-Shift-

Analysen durchgefiihrt werden. Da alle Allele anmdicigenschaften aufwiesen, wurden drei

zur Klonierung ausgewahlt. Bei diesen drei RBDsdedte es sich um CCR*3 (Arginin /
Arginin), *4 (Serin / Arginin) und *5 (Serin / Glye). Die RBDs von GIcT, LicT und SacT

lagen in der Arbeitsgruppe schon in einem Uberesgiomsvektor vor. Dabei handelte es sich

um den Vektor pGP574. Dieser besitzt zur Uberprtdokeinen IPTG-induzierbaren

Promotor sowie eine Strep-Tag-Sequenz, die C-tenain die RBDs kloniert ist. In diesen

Vektor sollten auch die ausgewahlten RBDs klonietden. Dazu wurden die Primer OS97

und OS98 verwendet. Diese verfiigen Uber Schnidstélir Ndd beziehungsweis8amnHil.

Mit diesen Restriktionsenzymen wurden dann die AGBdukte und der Vektor pGP574

geschnitten. Es erfolgte eine Ligation der Fragmenit anschlie3ender Transformation von

E. coli DH5a. Positiv getestete und sequenziert Plasmide wuddem zur Uberproduktion
und Aufreinigung der RBDs benutzt. Die RNA flir digel-Shift-Analysen wurde mit

spezifischen Primern von den Plasmiden amplifizdig die getestetdacZ-Fusionen tragen.
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In Abb. 4.27. ist der Gel Shift mit der GIcT-RBD geahen. Wie zu erwarten war, gibt hier nur
die ptsGmRNA eine Verzogerung im Laufverhalten. GIcT bindpezifisch an digtsG
MRNA.

ptsG LicTPTsacB bglP sacPA

Abb. 4.27.: Gel-Shift mit der GIcT-RBD
Die RAT-RNAs wurden mit und ohne 1 pg GIcT-RBD ibkert und auf einen 12%igem nativen PAA-Gel

aufgetrennt. Eine Verzdgerung im Laufverhaltemistbei der ptsG mRNA zu beobachten.

Die SacT-RBD bindet in vivo an ihre eigenen ZigacBundsacPA aber auch an die LicT
abhangige bglP-RAT-Struktur. Dies belegt auch der Gel-Shift (AbH.28.). Die
entsprechenden RNAs sind im Lauf verzogert.

Die Kontrolle der LicT RBD zeigt auch das erwartBrgebnis. Die LicT-RBD bindet an die
LicT°°-RNA und an diebglP-RNA (Abb. 4.29.)
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ptsG LicT9TsacB bglP sacPA

-+ -+ -+ -+ -+

Abb. 4.28.: Gel-Shift mit der SacT-RBD
Die RAT-RNAs wurden mit und ohne 1 pug SacT-RBD ipieut und auf einen 12%igem nativen PAA-Gel

aufgetrennt. Eine Verzdgerung im Laufverhalterb&tden mRNA vorsacB blgP undsacPA zu beobachten.

ptsG LicTOPTsacB bglP sacPA

Abb. 4.29.: Gel-Shift mit der LicT-RBD
Die RAT-RNAs wurden mit und ohne 1 pug SacT-RBD ipieut und auf einen 12%igem nativen PAA-Gel
aufgetrennt. Eine Verzdgerung im Laufverhaltemistbei der mRNAIgP zu beobachten.

Die mutierten SacT RBD Allele CCR*3-*5 zeigém vivo an allen RATlacZ-Fusionen eine
mehr oder weniger starke Aktivitat (siehe Tab.-4.8.). Es war zu erwarten, dass diese alle
MRNASs im Lauf verzogern kdnnen. Genau dieses Elgefurde bei den Gel-Shift-Analysen
auch erzielt. Die RBD-Mutanten binden an alle RAffulturen (Abb. 4.30.-4.32.).
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ptsG LicTOTsacB bglP sacPA

-+ -+ -+ -+ -4

Abb. 4.30.: Gel Shift mit der CCR*3-RBD
Die RAT-RNAs wurden mit und ohne 1 pg CCR*3-RBD uibliert und auf einen 12%igem nativen PAA-Gel
aufgetrennt. Eine Verzdgerung im Laufverhalterb&tallen mRNAs zu beobachten.

ptsG LicT®"TsacB bglP sacPA

-+ -+ -+ -+ -+

Abb. 4.31.:Gel-Shift mit der CCR*4-RBD
Die RAT-RNAs wurden mit und ohne 1 pg CCR*4-RBD uibliert und auf einen 12%igem nativen PAA-Gel

aufgetrennt. Eine Verzdgerung im Laufverhalter&tallen mRNAs zu beobachten.
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ptsG LicT9PTsacB bglP sacPA

-+ - 4+ -+ -+ -+

Abb. 4.32.: Gel-Shift mit der CCR*5-RBD
Die RAT-RNAs wurden mit und ohne 1 pg CCR*5-RBD ubliert und auf einen 12%igem nativen PAA-Gel

aufgetrennt. Eine Verzdgerung im Laufverhalter&tallen mRNAs zu beobachten.

4.4.16. Schlussfolgerung

Es konnte gezeigt werden, dass eine RBD so mwtiertlen kann, dass sie ihre Spezifitat
andert. Allerdings konnte die SacT-RBD nicht daebrgcht werden spezifisch andere RAT-
Strukturen zu binden. Die selektierten Mutationéimrfen immer zu einem kompletten
Verlust der Spezifitdt. Die mutierten Allele kbnnan allen RAT-Strukturen iB. subtilis
Antitermination auslésen. Sogar die strikte Grenagschen denptsGRAT und dem Rest

der BglG-Familie durchbrechen diese mutierten SRBDs.
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5. Diskussion

5.1. Spezifitdt der Zuckeraufnahme

B. subtilis ist ein Bodenbakterium. Durch diesen LebensraurasiBusubtilis darauf
eingestellt sein, sich schnell auf andere Lebentimde einstellen zu kbnnen. Die Aufnahme
der Kohlenstoffquelle, die am meisten Energie tigfast dabei von entscheidender
Bedeutung. Nur so kann sichergestellt werden, das®. subtilis die Mdglichkeit besitzt,
sich gegen andere Organismen durchzusetzen undJioedeben zu sichern. Um keine
Energie bei der Synthese von Proteinen zu versateverdie nicht bendétigt werden, ist die
Regulation der Aufnahme von Zuckern durch versamnedSysteme sichergestellt. Zum einen
wird die Synthese der Gene des Zuckerstoffwechdeish die Kohlenstoff-Kataboliten-
Repression kontrolliert (Deutschet al., 2006; Gorke und Stiilke, 2008). Die Aufnahme
einiger PTS-Zucker wird durch Antitermination kaoiliert. In dieser Arbeit wurde die
Spezifitat dieser Systeme genauer untersucht. Dazde die RNA-bindende Doméne von
SacT mutiert. Diese mutierten SacT-RBDs wurden rdgtiend untersucht, ob sie die
Aufgaben der LicT-RBD Ubernehmen kdnnen. Es kommte Mutante isoliert werden, die
diese Eigenschaft besitzt. Diese Mutante (XL1*13itz¢ eine Mutation in der Aminosaure
26. Es wurde ein Prolin gegen ein Serin ausgetauBotse Mutation war ausreichend, dass
die SacT-RBD die Aufgaben von LicT ubernehmen kdsimerraschenderweise filhrte diese
Mutation aber nicht zu einer kompletten Anderung @pezifitat der SacT-RBD. Die
Mutation flhrte dazu, dass diese RBD nun alle RA&Gt®nzen auB. subtilis binden konnte.

Die Auswirkungen der Mutationen werden im Folgendeskutiert.

5.1.1. Die Struktur der RNA-bindenden Domanen der BIG-Familie von

Antiterminationsproteinen

Die Interaktionen zwischen den RAT-RNAs und den Rbiddenden Domaéanen sind
sehr gut untersucht (Langbeghal., 1999; Schillinget al., 2004 und 2006; Yang al., 2002).
Die Struktur der RNA-bindenden Domanen von SacY uied sind dabei aufgeklart worden
(Manival et al.,, 1997; Declerclet al., 1999). Es konnte gezeigt werden, dass die effien
Aminosauren von SacY ausreichen, um spezifisch Aiititermination zu sorgen. Das

verklrzte SacY zeigt weder einen Unterschied in 8pezifitdt noch in der Affinitat
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verglichen mit dem kompletten SacY (Maniwtlal., 1997). Gleiches gilt auch fur GIcT. In
dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass dieses#ges auch auf die RBDs von SacT und
LicT zutrifft. Die Aktivitdt ist aufgrund der fehtelen regulatorischen PRDs komplett
zuckerunabhangig. Die RBDs von SacY und LicT bilddsmbei symmetrische Dimere
(Manival et al., 1997;). Aufgrund der hohen Sequenzhomologie RBDs kann davon

ausgegangen werden, dass sich alle RBDs der BghWgliEagleich falten. Um die

Auswirkung der in dieser Arbeit erhaltenen Mutagéonin der RBD von SacT besser zu
verstehen, wird im Folgenden genauer auf die Sirutttr RBDs eingegangen und die Lage

bzw. die Interaktionen der einzelnen Aminosauramager analysiert.

1 10 20 30 40 50

SacT LKI YKVLNNNAA- LI KEDDQEKI VMGPG AFQKKKNDLI PMNKVEKI FVWRDENEK 55
LicT MKI ARVITIENERV! SVVNEQGKEL VVMERGL ABQKKSGDDVDEARI EKVFTLDNKDVS 56

B Hoch konserviert und an der RNA-Bindung beteiligt
Schwach konserviert, an der RNA-Bindung beteibdper nicht essentiell
Konservierte geladene Aminosaure, aber nicht aiRti&-Bindung beteiligt

— Wichtig fur die Dimerisierung
= B-Faltblatt

Abb. 5.1.: Schematische Darstellung der Regionen d&icT-RBD (hach Yang et al., 2002) im Vergleich
zur SacT-RBD
Die Struktur der Antiterminationsproteine ist seiark konserviert. Dies gilt fir dip-Faltblatter sogar noch

starker als fir die Aminosauren, die fir den RNAakakt sorgen.

Ein Monomer der RBDs von SacY und LicT bildet vigfaltblatter, die durch
Loopregionen miteinander verbunden sind. Digdealtblatter sind in ihrer Sequenz extrem
konserviert (van Tilbeurgkt al., 1997). Dies spricht ebenfalls dafur, dass diak®iren aller
RBDs sehr ahnlich sind. Die beiden Monomere, die dhtive Antiterminationsprotein
bilden, lagern sich asymmetrisch aneinander. Bl&altblatter bilden dabei eine hydrophobe
Tasche. Diese Anordnung v@AaFaltblattern ist von einigen anderen Proteinenabek, die
doppelstrangige RNAs binden oder Uber eine sogeedfid-Domane verfiigen (Bycroét
al., 1995; Kharraket al., 1995; Muscoet al., 1996). Die Loopregionen sind nicht so stark
konserviert und ragen am Ende des Dimeres hinaese oopregionen stellen den Kontakt
mit der RAT-RNA her. In Abb. 5.1. sind die versaé®en Bereiche der RBD von LicT
gezeigt. In dem Loop zwischen dem ersten und dereitew B-Faltblatt liegen die

Aminosauren 7-10. Im Loop zwischen dem dritfefraltblatt und dem vierten liegen die
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Aminosauren 26 und 27 sowie 21 und 32. Diese Andinen sind an der Front des Proteins
lokalisiert und interagieren direkt mit der RAT-RNPRie genaue Art der Interaktion ist in
Abb. 5.2. dargestellt. Es kommt zu Wasserstoffbeiadindungen sowie zu van der Waals-
Interaktionen (Yanget al., 2002). Die Zusammensetzung der am Kontakt [t
Aminosauren ist etwas Uberraschend. Normalerwest¢ iman davon aus, dass der Kontakt

zur negativ geladenen RNA Uber positiv geladenensiuren stattfindet.

Abb. 5.2.: Schema der Protein-RNA Interaktion

Aminosauren in Blau gehéren zu einer Untereinh&$ dimers, die in Rot zum anderen. Rote Pfeile:
Wasserstoffbriickenbindungen mit  Seitenketten  der inAs#uren; Unterbrochene rote Pfeile:
Wasserstoffbriickenbindungen mit dem Proteinriick@saiine Pfeile: Van der Waals Interaktionen; Likgile:
Maogliche Interaktionen mit dem RNA-Phosphodiestéickyrat. (Yangt al., 2002)

Dies ist hier nicht der Fall. Der Kontakt wird hasgchlich tGber Asparagine sowie Uber
Glycin und Phenylalanin hergestellt. Lediglich bgsin 5 und Arginin 27 handelt es sich um

positiv geladene Aminosauren.
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5.1.2. Der Einfluss der Pro26Ser Mutation auf die tBuktur und die Aktivitat der SacT-
RBD

Durch die Mutagenese mit defa coli Stamm XL1-Red konnte ein mutiertes SacT-
Allel isoliert werden, welches in der Lage ist,eaRAT-Strukturen irB. subtilis zu binden.
Die Mutation anderte das Prolin 26 in ein SerinutLAlignment (Abb. 5.3.) sitzt das Prolin
26 in SacT an der gleichen Position wie das Argi¥nn LicT. Diese Aminosaure ist neben
dem Glutamin 32, die einzige, die nicht konservistf obwohl sie direkt an der RNA-
Bindung beteiligt ist. SacY besitzt an dieser $telih Alanin. Declerclet al. (1999) konnten
zeigen, dass diese Aminosaure in SacY nicht arRéek-Bindung beteiligt ist. Man kann
davon ausgehen, dass dies auch auf das Prolinrcih Z4rifft. Dieser Unterschied zwischen
LicT und SacY/SacT ist vermutlich mit der Gro3e Aeninosauren zu erklaren. Die kleinen
Seitenketten von Alanin und Prolin reichen nichts,aum den Kontakt mit der RNA
herzustellen. Arginin hingegen gehort zu den gréfleAminosaduren und so kann die
Seitenkette hier direkt das Phosphatriickgrat deA RNischen den Basen A9 und C10
binden. Es wurde daher vermutet, dass das Argimektén Einflu3 auf die Spezifitdt von
LicT hat (Yanget al., 2002). Dies wird dadurch unterstitzt, dass ldlitglieder der BglG-
Familie, die an Position 27 ein Arginin haben, glieichen RAT-Strukturen binden. Dies gilt
fur die RBDs der Proteine ArbG a@swinia chrysanthemi und fur BglG au<. coli. Jedes
dieser drei Proteine bindet an RAT-Strukturen, deumterer Loop aus einer Adenin-
Dreifach-Basenpaarung besteht (Yasigal., 2002). Frihere Untersuchungen der Funktion
des Alanins in SacY deuteten allerdings darauféss diese Aminosaure nicht notwendig ist
fur die korrekte Erkennung der RAT-Struktur (Decleet al., 1999). Ein Austausch des
Alanins gegen ein Arginin fuhrt hier zu einer Vesberung der Bindung. Es konnte allerdings
ebenfalls gezeigt werden, dass dieser Effekt auchhdein Serin erzielt werden kann. In
dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sichEfekt des Austausches zu einem Serin in
SacT anders auf3ert als in SacY. Hier fuhrt der dussth nicht zu einer Verbesserung der
Bindung an die eigentliche RAT-Struktisa¢PA). Allerdings verhalt sich diese Mutante nun
vollig unspezifisch und bindet jede RAT-StrukturBnsubtilis. Dabei wird besonders gut die
LicT®"lacz-Fusion erkannt. Die Erkennung anderer RAT-Struurdurch die
verschiedenen SacY-Mutanten wurde von Decletck. nicht untersucht. Es ware allerdings
zu erwarten, dass sich diese Mutanten ahnlich arfggmd verhalten, wie die hier isolierten
SacT-Allele.
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d cT MNGSFTVKKVLNNNVLI ASHHKYSEWL KQDDVI

Li cT ----NMKI AKVI le SWNEQGKEL W AFQKKSGDDV

SacT ----LKI YKVLN - LI KEDDQEKI VI AFOKKKNDL |

SacY - ---MKI KRl LNHNAI - VWWKDQNEEKI LL AFNKKKNDI V
|

Abbildung 5.3.: Alignment der Sequenzen der RNA-bidenden Doméanen der Antiterminationsproteine
LicT, SacT, SacY und GIcT.
In rot markiert sind die Aminosauren, die laut Lib@ P-Struktur direkt an der RNA-Bindung beteiligt siridie

zwei Pfeile markieren die Aminosauren in SacT ,ididieser Arbeit mutiert wurden.
5.1.3. Warum sind die SacT-Varianten unspezifisch?

Um die Effekte von Mutationen an der Position 2ér dSacT-RBD weiter zu
untersuchen, wurden durch eine CCR gezielt Mutaticain dieser Stelle eingefiigt. Da es an
der Position 32 in LicT eine weitere Aminosauretgide an der RNA-Bindung beteiligt ist,
aber nicht konserviert ist, wurde diese ebenfaligient. Uberraschenderweise konnte eine
grof3e Anzahl verschiedener Allele mit komplett usthiedlichen Zusammensetzungen von
Aminosduren an diesen Positionen isoliert werdes. kBnnten neben den erwarteten
Aminosauren Serin und Arginin auch Valin, Cystaind Alanin an der Position 26 isoliert
werden. An der Position 31 wurden Allele mit den iAasauren Arginin, Leucin, Glycin,
Serin, Lysin und Alanin gefunden. Im klassischeti #ar RNA-Bindung misste man davon
ausgehen, dass hauptsachlich positiv geladene Aédnmen selektiert werden, da diese die
negativ geladene RNA besser binden kdnnen. Daallexslings nicht der Fall ist, unterstutzt
das die These, dass die Bindung der RAT-RNA nighe&ektrostatischen Wechselwirkungen
basiert.

In Tab. 5.1. sind die Ergebnisse der Bestimmungpd@alaktosidase-Aktivitdt noch einmal
vereinfacht aufgefihrt. Man erkennt deutlich, dafle isolierten Allele unspezifisch die
RAT-Strukturen erkennen konnen. Einzige Ausnahmeoulabildet das Allel mit der
Kombination Cystein/Serin. Dieses bindet nur schwae die Lic"-Sequenz und gut die
sacB-RAT-Struktur. Ansonsten lassen sich keinerlei Rigtitiisse aus der Zusammensetzung

der Allele beziglich ihrer Spezifitat ziehen.
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|_RBD | Mutation |LicT % | sacPA | sacB | bglP_| ptsG |
- - - - +++

GlecT KIG

SacT P/Q = g 4+ it ;

LicT R/Q +++ - - +++ =

XKL*1 S/Q ++ + ++ Sl - 0-25%
CCR*1 SIR + +r + n . -
CCR*2 C/L SRi + 4+ +++ L 26'_?0%
CCR*3 R/R ++ i+ +++ ++ + 51-99%
CCR*4 C/IR + + +++ ++ + ++
CCR*5  SIG T s e + |2 igf%
CCR*6  VIG . i PR U B
CCR*7 C/s + - +H+ - :
CCR*8 A/K - ++ +++ +++ -
CCR*9 R/A ++ + +++ ++ 4k

Tab. 5.1. Schema der erhaltenen SacT-RBD Allele
Angaben in % der jeweiligen Aktivitat der WildtypBB.

5.1.4. Wie wird die Spezifitat der RNA-Bindung errécht?

Aus allen in dieser Arbeit erzielten Ergebnissend uden vorangegangenen
Untersuchungen der Strukturen von SacY und LicTsdassich Ruckschlisse auf die
Spezifitat der Antiterminationsproteine bezlglidiver RNA-Bindung ziehen. Die stark
konservierten Asparagine 8-10 sind absolut esskfittadie RNA-Bindung und kénnen nicht
mutiert werden (van Tilbeurgt al., 2001). Dies gilt ebenfalls fiir die beiden Glyginlie die
Position 26/27 umgeben. Das zweite Glycin ist difegs nicht direkt an der Bindung der
RNA beteiligt, sondern sorgt dafuir, dass die fig Bindung wichtigste Aminosaure richtig
positioniert wird. Dabei handelt es sich um dasnytadanin 30/31. Diese Aminosaure tragt
am meisten zur Stabilitdt des RNA-Protein-Komplexes. Da diese Aminosauren aber
universell konserviert sind, kdnnen sie nicht fipe&fitat sorgen. Hinter den Aminosauren
30/31 kommen noch Gruppen von positiv geladenen ndsdiuren vor. Diese kénnen
allerdings gegen nicht geladene ausgetauscht wemame das die RNA-Bindeaktivitat
verloren geht. Sie spielen vermutlich eine Rolleé idéramolekularen Interaktionen. Hier
konnte gezeigt werden, dass Mutationen in den Asdncen 26 und 31 in SacT die Spezifitat
beeinflussen. Die Spezifitat geht verloren. Eslitlalso zu klaren, wie die RBDs es schaffen,

spezifisch zu bleiben. Es ist allerdings auch zoblhehten, dass es mit SacT und SacY auch
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RBDs gibt, die schon im Wildtypzustand relativ uesifisch sind und die LicT-abhangigen
RAT-Strukturen binden kdnnen. Dieser Verlust voreSifitat, besonders im Fall von Sacy,
liegt vermutlich an der Anhaufung von aromatiscloeler positiv geladenen Aminosauren.
Dies gilt hauptsachlich fir die Position 4. Dorfibdet sich in SacT ein Tyrosin und in SacY
ein Lysin. Diese verstarken vermutlich unspezifista Bindung an die RNA. Es konnte
ebenfalls fur SacY gezeigt werden, dass die draingy 15, 21 und 50 die RNA-Bindung
verbessern. Diese Lysine sind nur in SacT und Sachanden. Sie fehlen in LicT und GIcT.
In Kombination mit den hier isolierten Mutationenirdv die Bindung der SacT-RBD

vermutlich noch verstéarkt. Dadurch werden alle R&ffukturen unspezifisch gebunden.

5.1.5. Wie wird die Spezifitat aufrecht erhalten?

Die Spezifitat der einzelnen RBDs reicht nicht,aus die notwendige Kontrolle der
Expression aufrecht zu erhalten. Die PRDs sind gsfénfig notwendig, damit nur der beste
Zucker aufgenommen wird. Die unterschiedlichen Bhosylierungsgrade der PRDs geben
die Information an die RBD weiter. Obwohl die RBBKeine aktiv sind, konnte fur LicT
gezeigt werden, dass die LicT-RBID vitro die Aktivitat verliert, wenn nur die PRDI
angehangt wird (Déméret al., 2008). Auchin vivo ist ein RBD-PRDI Konstrukt nicht in der
Lage, Antitermination zu vermitteln (Tortoshal., 2001). Dies ist insofern tberraschend, da
die PRDI im unphosphorylierten Zustand aktiv isntd€eheidend fir Ubermittlung der
Information zur RBD und damit fir die Spezifitat @lso der Dimerisierungszustand der
beiden PRDs. Nur wenn beide PRDs vorhanden sindn kidie Regulation spezifisch
ablaufen. Im inaktiven Zustand bildet die PRDIIneiDimere. Die PRDII vollzieht dabei
drastische Bewegungen im Raum und verhindert s®uoheerisierung der PRDI. Durch die
HPr-abhangige Phosphorylierung wird die korrekten&ibildung stabilisiert (Declerait al.,
2001). Die Phosphorylierung sorgt dafur, dass dielidds der PRDIlI enger
zusammenkommen und dadurch Salzbricken entstehemekd Der Effekt dieser
Dimerisierung ist, dass eine kurze Aminosaureserja&s dem Raum zwischen den beiden
PRDI-Untereinheiten entfernt wird (Grailk al., 2005). So kann die PRDI festere Dimere
bilden. Dies hat wiederum eine Veranderung in ggbmdenden Region zwischen der RBD
und der PRDI zur Folge. Diese Region bildet im thadn Zustand eine-Helix. Sobald die
PRDI dimerisiert, verliert diese Region die Struktind die RBD kann ebenfalls Dimere
bilden (Déménéet al., 2008). Fur diese Anderung entscheidend ist arénAsiure 65. Von
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dieser Aminosaure hangt ab, ob die Information Zeskerangebotes die RBD erreicht. Es
gibt keine sonstigen Interaktionen zwischen der RBId der PRDI. Die RBD bildet zwar
auch im inaktiven Zustand schon Dimere, ist abehtin der Lage, die RAT-Strukturen zu
binden. Das Dimer im aktiven Zustand ist dann igeht mit dem der Uberproduzierten RBD
allein. Diese Aktivierungskaskade konnte auch réindig aktiven PRDII-Allelen gezeigt
werden (Declerclet al., 2001; van Tilbeurglet al., 2001; Tortosat al., 2001). In diesen
Mutanten wird die Phosphorylierung der HistidineafuAspartate vorgetauscht. Diese LicT-
Allele sind dann standig aktiv und nicht mehr alghgrvom Zuckerangebot. Sie werden, wie
die Allele in dieser Arbeit, unspezifisch.

Auch die De-/Aktivierung der PRDI muss spezifisdbrch die Phosphorylierung
Ubermittelt werden. Die PRDI bildet im nicht phoepjlierten Zustand relativ kompakte
Dimere. Diese Struktur macht es praktisch unmdégliahass nachtraglich eine
Phosphorylierung durch das Enzym Il stattfindenrkata die Histidine nicht frei zugénglich
sind. Es konnte gezeigt werden, dass das Antitetmimsprotein BglG au&. coli im
inaktiven Zustand an der Membran am Enzym |l Bgikalisiert ist (Lopiaret al., 2003).
Durch die Aktivierung dephosphoryliert BglF die PRD

Die komplette Kontrolle der Expression der zucgegfischen Enzym I[I-Permeasen
erfordert eine extreme Kopplung von hochspezifiacAktionen. Die Bindung der PRDI an
die Permease muss sehr spezifisch sein. Die aldnde Phosphorylierung durch HPr muss
spezifisch am richtigen Histidin der entsprechenB&DII erfolgen. Ein besonders Mal3 an
Spezifitat erfordert allerdings der direkte ProtBiNA-Kontakt. Hier konnen Kkleinste
Veranderungen in der RAT-Struktur dazu fuhren, ddalsche” Antiterminationsproteine
binden (Schillinget al., 2004; Schillinget al., 2006; Aymerich und Steinmetz, 1992). In
dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass auchPaafeinebene kleinste Veranderungen

ausreichen, um das ganze System aus dem Gleichgeaitringen.

5.1.6. Gibt es ,unspezifische” Allele in anderen Qganismen?

Durch die immer gréf3er werdende Anzahl an volldigisequenzierten Genomen liegt
es nahe, zu Uberprifen, ob die Allele, die in diesbeit isoliert wurden, in der Natur
auftreten. Es wurden Alignments mit allen bekanR8D-Sequenzen erstellt und daraufhin
analysiert, welche Varianten der RBDs bezuglich Aetnosauren 26 und 31 vorkommen.

Das Ergebnis ist in Tabelle 5.2. gezeigt.
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XL1 [CCR | CCR | CCR | CCR | CCR | CCR [ CCR | CCR | CCR
KIG RQ PQ AN SIQ SR C/L RR CIR SIG CIs AK R/A

52 37 6 1 2 0 0 2 0 0 0 0 1 0

Tab. 5.2.: Naturliches Vorkommen der Kombinationender Aminoséuren 26 und 31 in RBDs

In der oberen Zeile sind die in dieser Arbeit isdin und verwendeten Allele gezeigt, sowie die nairlich in

B. subtilis vorkommenden RBDs. Die zweite Zeile gibt die Sequan, die die RBDs an den entsprechenden
Positionen 26 und 31 (in SacT) haben. In der driiteile ist die Anzahl des Auftretens in der Seqaetenbank

angegeben.

Die Variante des Lysin/Glycin Paares, wie es inTGta finden ist, ist mit Abstand die am
haufigsten vorkommende Kombination. Danach folgt o LicT vertretene Kombination
Arginin/Glutamin. Die Paarung Lysin/Aspartat kommtungefahr 30 bekannten RBDs vor.
Sie ist inB. subtilis nicht vertreten. Ein Beispiel fir diese Kombinatist das Protein BvrA
aus Listeria monocytogenes Uberraschenderweise findet man sonst nur weniggeran
Kombinationen, die haufiger vertreten sind. Die stem treten maximal 5-mal in der
kompletten Datenbank auf. Dies ist ein eindeutiggsichen dafir, dass die RBDs
hochspezifisch sind und nicht sehr tolerant gegenlutationen. Es fallt allerdings auf, dass
in den meisten anderen Allelen immer mindestene @uositiv geladene Aminosaure
vorkommt. Am héaufigsten treten Kombinationen mitesn Lysin auf. Die Kombinationen,
wie sie in SacT und SacY vorkommen, sind in deruNauch selten zu finden. Das deutet
daraufhin, dass die relativ geringe Spezifitat elidseiden RBDs ein Selektionsnachteil ist.
Auch alle in dieser Arbeit identifizierten unspeésthen Allele treten natirlich praktisch nicht
auf. Es bleibt festzustellen, dass die beiden RBIEB. subtilis, die nicht in der Lage sind,
andere RAT-Strukturen als ihre eigenen zu bindehr, stark konserviert sind. Die Spezifitat

dieser RBDs setzt sich durch.
5.1.7. Spezifitadt in der PTS-Regulation

Obwohl viele Komponenten an der Regulation der 2uaifnahme beteiligt sind,
konnen weitere unspezifische Interaktionen beoledakérden. Dies geschieht nicht nur auf
Ebene der RNA-Bindung, wie im Beispiel von SacT @atY, sondern auch auf der Ebene
der Phosphorylierung der PRDs, sowie bei der drekZuckeraufnahme durch die

zuckerspezifischen Enzym II-Permeasen.
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Wie bereits erwahnt wird die PRDI durch das Enzywhbsphoryliert und inaktiviert,
wahrend die PRDII durch Phosphorylierung durch ldRuviert wird. Es konnte allerdings
beobachtet werden, dass die LicT-PRDI in vitro HukPr phosphoryliert werden kann
(Lindner et al., 1999; Tortosaet al., 2001). Dabei handelt es sich aber um iginvitro
Artefakt, das im direkten Zusammenhang mit der esetgten Konzentration steht. Dies
Beispiel demonstriert aber wiederrum, wie genaglsolinteraktionen reguliert sein mussen,
d.h. wie spezifisch sie sein missen, damit die R¢ign wie gewiinscht ablauft.

Auch bei der Aufnahme der Zucker ist ein MangelSpezifitdt zu beobachten. Es
konnte gezeigt werden, dass die Expression pte@& auch mit den Zuckern Salicin und
Saccharose induziert wird (Langbegnal., 1999). Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass
diese Induktion daher kommt, dass das Enzytfiuhspezifisch Salicin und Saccharose in die
Zelle transportiert und so GIcT aktiv ist und digpEession vonptsG ermdglicht. Hinzu
kommt, dass beobachtet wurde, dass eine DeletioSalein-Permease BgIP nicht zu einem
Verlust der Fahigkeit Salicin zu verwerten fuhrtir BglP konnte eine &hnlicher Effekt bei
der Aufnahme von Glukose festgestellt werden (8obikt al., 2006). BgIP ist in der Lage
Glukose zu transportieren. Dies geschieht alleslimit einer geringen Effizienz und setzt
voraus, dass dagcT deletiert ist und somit PtsG als Permease nichVeufligung steht. Im
Wildtyp wird die Expression vonbglP durch Glukose mittels Katabolitenrepression
verhindert. Auch in Saphylococcus carnosus konnte gezeigt werden, dass die
Glukosepermease GIcB neben Glukose auch Salianspgaatieren kann (Christiansen und
Hengstenberg, 1999). Das Phanomen des unspezifisthekertransports ist nicht ad.
subtilis beschrankt.

Neben den Antiterminationsproteinen gibt es noeiftere Regulatoren, die durch den
Phosphorylierungszustand von PRDs kontrolliert wardBei diesen Regulatoren handelt es
sich um Transkriptionsaktivatoren wie LevR oderR.ic

LeVvR reguliert die Expression des-Operons, welches fur Gene fur die Aufnahme
von Fructose und Mannose sowie eine extrazellllakanase kodiert (Débarbouilé al.,.
1991; Charrieret al., 1997; Martin-Verstraetet al., 1990). LevR ist ein DNA-bindendes
Protein, welches N-terminal Uber ein Helix-Turn-tdéViotiv verflugt (Martin-Verstraetest
al., 1994). LevR verfugt Uber zwei getrennt liegendBDs. Die PRDI besitzt beide
konservierte Histidin-Reste. Es konnte allerdingsimnicht gezeigt werden, ob und wodurch
diese phosphoryliert werden (Martin-Verstraeteal., 1998). Die PRDII wird durch das
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EIIB"Y LevE phosphoryliert (Martin-Verstraeteet al., 1998). Wie bei den
Antiterminationsproteinen hat die Phosphorylierengen negativen Effekt auf die Aktivitat.

Der Transkriptionsaktivator LicR besitzt ebenfaitewei PRDs. Es kontrolliert die
Expression deicRBCAH-Operons (Tobisclet al., 1997). Auch dieser Regulator besitzt N-
terminal eine DNA-bindende Doméne (Tobisethal., 1999). Die Aktivitdt wird auch hier
durch negativ durch Phosphorylierung durch daspeet¢tiende Enzym Il LicA oder LicB
gesteuert.

Auch in der Regulation der Pathogenitat spielerD®Reine Rolle. InBacillus
anthracis wird der Transkriptionsregulator AtxA durch die dphorylierung an PRDs
kontrolliert (Tsvetanoveet al., 2007). Hier entscheidet das ZuckerangebotB.oimthracis
seine Toxine exprimiert oder nicht. Die Phospherying findet auch hier durch Enzyme des

PTS an den konservierten Histidinen statt.

5.2. Spezifitdtsdeterminanten von anderen Antiternmationsproteinen inB. subtilis

Auch bei anderen Antiterminationsproteinen d@issubtilis wurde die Spezifitat
genauer untersucht.

Eine &hnliche Untersuchung wie fir die RAT-RBDehaiktionen wurde auch fir das
Antiterminationsprotein HutP durchgefiihrt. Es wurd®wohl die wichtigen Reste der RNA
als auch die des Proteins identifiziert (Kumarestell., 2004; Odaet al., 2004). Die Sequenz
die HutP in derhut-mRNA bindet, ist eine dreifache Wiederholung deas&n UAG
(Kumarevelet al., 2004). Obwohl in allen dieser Triplets das Uraai erster Stelle steht,
kann es ohne Verlust von Aktivitdt, in jede and&ase mutiert werden. Die beiden
nachfolgenden Basen hingegen kdnnen nicht mutiertien, ohne dass die Bindung zerstort
wird. Durch den Einsatz von Basenanalogen konnteigewerden, dass die Aminogruppen
der Basen, sowie die 2'-Hydroxylgruppe des Adenm Brkennungsstellen des HutP sind.
Aufgrund dieser Eigenschaften wurde vorgeschlagass das Glutamat 137 von HutP den
Kontakt mit der RNA herstellt, da dieses lUber emtsipende chemische Gruppen verfligt, um
den Kontakt herzustellen. Durch eine vollstandigeni-Mutagenese des N-terminalen
Bereichs von HutP konnten wichtige Aminosauren ffierert werden, die an der RNA-
Bindung beteiligt sind (Odet al., 2004). Dabei handelt es sich um ein Histidin, &fginin,
ein Isoleucin und ein Glutamin. Ahnlich wie in dAntiterminationsproteinen des PTS wird

also auch hier der Kontakt nicht hauptsachlich {gositiv geladene Aminosauren hergestellt
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sondern vermutlich auch eher durch spezifische \8&dalirkungen. Wie auch an der Position
26 in SacY wurden auch in dieser Studie gezielt Wos&uren gegen positiv-geladene
Aminosauren ausgetauscht. Der Effekt ist der gkeielie in SacY mit einem Arginin an
Position 26. Die Bindung zur RNA wird verbesserh @ese nun allerdings unspezifisch ist,
kann in diesem Fall nicht Gberpruft werden, daeis kweiteres Ziel fur HutP gibt.

Das Antiterminationsprotein TRAP sorgt fir die Riegion der Gene fir die
Tryptophanbiosynthese (siehe Einleitung Kapitel.213. Dies geschieht in Abh&ngigkeit
von der intrazellularen Konzentration von Tryptoph@RAP bindet direkt Tryptophan und
sorgt so fur die Regulation. Fir das TRAP-Proteurden Experimente durchgefihrt, die in
der Isolation von Mutanten resultierten, die niam¢hr abhangig vom Tryptophanangebot
sind (Yakhninet al., 2000). Auch in diesem Protein reicht ein Amingséaustausch aus, um
die Regulation komplett unspezifisch werden zudas$n diesem Fall andert sich aber nicht
die Bindung der RNA, sondern die Wahrnehmung debstBates wird verdndert. Das
ausgetauschte Tyrosin liegt direkt in der Binddtasfiir Tryptophan und stellt Kontakt mit
der Aminogruppe her. Wird dieses Tyrosin gegen\&tin ausgetauscht, verhalt sich das
TRAP-Protein als wére konstant Tryptophan gebund®ies fuhrt zu nicht-regulierter
Antitermination am trp-Operon. Selbst wenn keinpfophan vorhanden ist, kaih subtilis
nun kein Tryptophan mehr synthetisieren. Aber adigh RNA-Bindung wird durch diese
Mutation beeinflusst (Li und Gollnickt al. 2004). Die RNA-Bindung ist starken von lonen
abhangig als im Wildtyp TRAP. Die Affinitat des Rems zur RNA bleibt dabei aber
unveréandert. Die in dieser Arbeit isolierten Vatean der SacT-RBD haben eine stark
veranderte Affinitat zur RNA und werden dadurchpesfisch. Man geht davon aus, dass die
Struktur der RNA durch das mutierte TRAP leichtaretert wird. Genau wie die Regulation
der Zuckeraufnahme ist auch die Regulation der tbpimnbiosynthese auf vielen Ebenen
auf extreme Spezifitdt angewiesen, damit es niaghEehlern der Expression kommen kann.
Interessanterweise lauft die Regulation in dem nakerwandeB. halodurans etwas anders
ab (Szigetit al., 2003). Hier fehlt das AT und auch die RNA-Sturklles 5'-untranslatierten
Bereichs detrp-mRNA ist komplett anders als B subtilis. Die Regulation ist nicht so stark
konserviert wie die durch PTS-Zucker, wo sogar BglSE. coli das LicT ausB. subtilis
spezifisch phosphorylieren kann (Schrettal., 1996).

Die Spezifitat der RNA-Protein Interaktion ist iRalle der BglG-Familie besonders
wichtig, da es hier mehrere Mitglieder der gleicli¥nteinklasse in einem Organismus gibt,

die sehr é&hnliche Ziele binden. Im Falle der beidemderen beschriebenen
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Antiterminationsproteine ist dieser Druck nicht goi3, da jeweils nur ein Ziel kontrolliert
wird. Es ist daher erstaunlich, dass auch in di€&ateme kleinste Veranderung der Protein-

oder RNA-Sequenz die Spezifitat drastisch beeisnkodnnen.
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5.3. Ausblick

Ausgehend von der Identifikation der AminosaumeisacT, die fur die Spezifitat der
RNA-Bindung essentiell sind, kénnen nun weitere Ifs@en durchgeflhrt werden. Die
Aminosauren 26 und 31 kénnten gezielt gegen besgmandere ausgetauscht werden. Es
konnte versucht werden, SacT so zu verandern, dassKombination der anderen
Antiterminationsproteinen eingefiihrt wird. So kdmmgfetestet werden, ob die Positionen 26
und 31 tatsachlich fur die Spezifitdt zustandigismler ob diese nur die Starke der Bindung
an die RNA beeinflussen. In dieser Arbeit wurdeardalls Versuche unternommen, die RBD
von LicT zu verandern. Es konnten allerdings kefiagianten isoliert werden, die die RAT-
Struktur vonsacPA binden. Es werden weitere Untersuchungen durchgefowohl die
RBD von LicT als auch die RBD von GIcT zu verandem die Rolle der Positionen 26 und
31 weiter zu charakterisieren.

Die Untersuchungen der Strukturen der Komplexe Atditerminationsproteine mit
den PTS-Proteinen HPr und Enzym Il werden zurzeit Max-Planck-Institut far
biophysikalische Chemie durchgeftihrt. Durch dielgreiche Rekonstruktion der kompletten
Phosphorylierungskaskade des RmSitro konnten die Untersuchungen weit vorangetrieben
werden, da so das Gleichgewicht zwischen Monomer Dimer komplett auf eine Seite

geschoben werden konnte. Die Analyse der Struktigten Arbeit.
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Anhang

7.1. Materialien

7.1.1. Chemikalien

Acrylamid

Agar

Agarose
Ammoniumeisen(lIl)citrat
Ammoniumpersulfat
Antibiotika
Blockingreagenz
B-Mercaptoethanol
Bromphenolblau

Casein, sauer hydrolysiert
CDP*

Coomassie Brillant Blue, R350
D(+)-Glukose
Desthiobiotin
Dimethylformamid
DIG-RNA-Labeling-Mix
dNTPs

Ethidiumbromid
Formamid

Glycerin

Hefeextrakt

Imidazol

lod-Kaliumiodidldsung nach Lugol

Isopropylf3-D-Thiogalaktopyranosid

Natriumazid
Natriumdodecylsulfat

Natriumsuccinat

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Peglab, Erlangen
Sigma, Minchen
Sigma, Minchen

Sigma, Minchen

Roche Diagnostics, Mannheim

Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Sigma, Minchen
Roche Diagnostics, Mannheim
Amersham, Freiburg
Merck, Darmstadt
Iba, Géttingen
Sigma, Minchen
Roche Diagnostics, Mannheim
Roche Diagnostics, Mannheim
Merck, Darmstadt
Fluka, Buchs, Schweiz
Merck, Darmstadt
Oxoid, Heidelberg
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Peqglap, Erlangen
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg

Fluka, Buchs, Schweiz
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Ni?*-NTA-Agarose Superflow Qiagen, Hilden
Nutrient Broth Merck, Darmstadt
o-Nitrophenylf-D-Galaktopyranosid Sigma, Minchen

Starke Sigma, Minchen

StrepTactin Sepharose Iba, Gottingen

TEMED Merck, Darmstadt
Transkriptionspuffer Roche Diagnostics, Mannheim
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan Roth, Karlsruhe

Trypton Oxoid, Heidelberg

Alle sonstigen verwendeten allgemeinen Chemikaliemden von Merck, Serva, Fluka,

Sigma oder Roth in p.a. Qualitat bezogen.

7.1.2. Hilfsmittel

Dialyseschlauche Serva, Heidelberg
Eppendorfgefal3e Greiner, Nurtingen
Falcon-Tubes Sarstedt, Nurmbrecht
Gene Amp Reaction Tubes (PCR) Perkin Elmer, Wed#dts
Glaspipetten Brand, Wertheim
Halbmikroklvetten aus Kunststoff Greiner, Nurtingen
Kunststoffpetrischalen Greiner, NUrtingen
Membranfilter Schleicher und Schill, Dassel
NC45 (0,2um Porengrof3e)
Mikroliterpipetten Gilson, Dusseldorf
(2ul, 20ul, 200ul, 1000ul) Eppendorf, Hamburg

Sarstedt, Nurmbrecht
Mikrotiterplatten Sarstedt, Nurmbrecht
Nylonmembran, positiv geladen Roche Diagnosticsnmaim
Pipettenspitzen Greiner, NUrtingen
Poly-Prep Chromatography Columns Bio-Rad Laboreso@ mbH, Minchen
Zentrifugenbecher Beckmann, Minchen
96-Well-Platten Bio-Rad Laboratories GmbH, Munchen

7.1.3. Geréte und Apparaturen
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Autoklav

Binokular Olympus SZX12

Biofuge fresco

Blottingapparatur VacuGeMéxI
Chemilumineszenzsystem ChemiSmart
Elektronenmikroskop

Feinwaage Sartorius

French Press
Gelelektrophoreseapparaturen

Heizblock Dri Block DB3
Horizontalschttler 3006
Hybridisierungsofen

Kahlzentrifuge PrimoR
Kulturschittler Innova 2300
Magnet-Heizrihrer
Mikrodismembrator
Mikroprozessor pH-Meter Calimatic
Nanodrop ND-1000

One-Shot Cell Disrupter
Spannungsgerat
Spektralphotometer Ultraspec 2000
Thermocycler Tpersonal

LabCycler

Ultraschallgerat Labsonic U
Ultrazentrifuge Sorvall Ultra Pro 80
UV-Stratalinker 1800
Vertikalgelelektrophoreseapparatur
Mini Protean lll System

Waage Sartorius universal

Wasservollentsalzungsanlage

Zirbus, Bad Grund
Olympus, Frankfurt
Heraeus Christ, Osterode
Amersham, Freiburg
Peglab, Erlangen
Philips, Amsterdam
Sartorius, Géttingen
Spectonic Unicam, England
Waasetec, Gottingen
EasyCast” Minigelsystem, Peglab,
Erlangen
Waasetec, Gottingen
GFL, Burgwedel
Biometra, Gottingen
Heraeus Christ, Osterode
New Brunswick, Neu-lbary
JAK Werk, Staufen
Sartorius, Gottingen
Knick, Berlin
Thermoscientific, Bonn
IUL Instruments, K6nigsveint
Bio-Rad Laboratories California USA
Amersham, Frgibur
Biometra, Gottingen
SensorQuest, Gottingen
Braun, Melsungen
ThermoscietiBonn
Stratagene, Amsterdam
Bio-Rad Laboratories, California USA

Sartorius, Gottingen

Millipore, Schwalbach
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7.1.4. Kommerziell erhaltliche Systeme

Gene Ruler DNA Ladder Mix

MBI Fermentas, St. LeootR

iScript™ One-Step RT-PCR Kit with SYBR®BIio Rad Laboratories, California USA

Green

Nucleospin

QIAquick PCR-Purification Kit
QIAamp Tissue Kit (250)
RNA-Standard
RNeasy-Mini-Kit

Unstained Protein Marker

7.1.5. Antikérper und Enzyme

Accuzyme-Polymerase
Anti-Digoxigenin-AP, Fab Fragmente
DNase |

Lysozym aus Huhnereiweil3

(178000 U/mg)

Phusiot™ DNA Polymerase

Restriktionsendonukleasen
Calf-Intestinal-Alkaline-Phosphatase

T4-DNA-Ligase
TagDNA-Polymerase

7.2. Oligonukleotide

Macherey-Nagel, Duren
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Invitrogen, Karlsruhe
Qiagen, Hilden
MBI Fermentas, St. Leon-Ro

Bioline

Roche DiagnastMannheim
Roche Diagnostics, Mannheim
Merck, Darmstadt

Finnzymes, Espoo Finnland
NEB Biolabs, Frankfurthaam
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
MBI Fermentais,Leon-Rot
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Roche Diagnostics, Mannheim
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Die 5°-phosphorylierten Oligonukleotide und dietlieeen Oligonukleotide wurden von der
Firma Operon Koln bezogen.

Tab. 7.1. Oligonukleotide

Nr. Sequenz (53! Schnittstelle Verwendung

SHU1 TTGGATCAATATTTATATTGA BanHl  Amplifikation voncggR

GGGATTGTTCATCCC aus pGP231 (reverse)
SHU2 TTGGATCAATATTTATATTGA BanHI  Amplifikation voncggR

CCGATTGTTCATCCC aus pGP234 (reverse)
SHU3 TTGGATCRAAGTATTGGAG BanHI  Amplifikation vonrnjA

TTATGAGCGG von chromosomaler DNA

ausB. subtilis (forward)

SHU4 TTGGATCAGTTGTTCTGAAGA BanHl  Amplifikation vonrnjA
ATGACACAG von chromosomaler DNA
ausB. subtilis (reverse)

SHU5 AAAGAATTCCATTATCCACA EcoRl  Amplifikation vonxynP
AGATAAGATCTTAC von chromosomaler DNA
ausB. subtilis(forward)

SHUG6 TTGGATCASTGTATGTAAGCG BanHl  Amplifikation vonxynP
ACAAGC von chromosomaler DNA
ausB. subtilis(reverse)

SHU7 CCTGTGATGAGACAGTTG

Sequenzierung von
pGP415

SHUS8 GGGCGGCGTTTTTACAAC

Sequenzierung von
pGP415

SHU9 GGAACGGATTCTTTAGTAGT LFH-PCR zum Knockout
AGCGG vonymfA

SHU10 CCTATCACCTCAAATGGTTCG LFH-PCR zum Knockout
CTGCGACACCGCCAAGGGCG vonymfA
(Funktioniert nicht)

LFH-PCR zum Knockout

SHU11l CGAGCGCCTACGAGGAATTT

GTATCGGGCAATGCGGGATG vonymfA
CTTTGAAC

SHU12 GCTCATGTGCGCTTGTCTCTT - LFH-PCR zum Knockout
G vonymfA

SHU13 CCTATCACCTCAAATGGTTCG - LFH-PCR zum Knockout

CTGCTGAGTCAATTTCAATGA vonymfA
CATAAAGG
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Nr.

Sequenz (53!

Schnittstelle Verwendung

SHU14

SHU15

SHU16

SHU17

SHU18

SHU19

SHU20

SHU21

SHU22

SHU23

SHU24

SHU25

SHU26

SHU27

SHU28

CTAATACGACTCACTATAGG
GAGAGGCTACTATTTTAACG
CGG

CTAATACGACTCACTATAGG
GAGAGATCGCGTTCTGCAGA
AAC

GATCGGATCATGAGACTAG
GAGGATATAG

AGCTAAGCTICCGGTCTTTAG
TCAGTCATTA

GATCGGATCGCAGTCTGAT
CATTTTTTAC

AATTGAATTCGCTCCAGTCAA
AACAGCG

GATCGGATCACGTTTTCTGT
ATTTTTCTTTTTC

AATTGAATTCGTCATTCAGCA
AACAATTTCG

GATCGGATCUOGATAAAATA
CCTTATAAATCATTCC

CGACATTGGCGAGATCG

GTTTATCCTTATAACKEKGTTA
CTGATTCGATCAGGGETGAG
TGATTGAGG

GCGCACCCAATTTTGCTCAG
CCTTTTTGTTGTG

GCGCACCCAATTTTGCTCAG
CCTTTTTGTTGTG

GATTCGATCAGGGTTACTG
ATTGAGGG

GCGCACCCAATTTTGTAAC
GCCTTTTTGTTGTGTAAAAGG
G

T7

T7

BanH|

Hindlll

BanHl

EcoRlI

BanHl

EcoRlI

BanHl

cggRgapASchnittstelle
RNA

cggRgapASchnittstelle
RNA

Klonierung vonymfain
pBQ200

Klonierung vonymfain
pBQ200

Klonierung vonykqgCin
pAC7

Klonierung vonykgqCund
ykzGin pAC7

Klonierung vonykzGin
pAC7

Klonierung vonymfAin
pAC7

Klonierung vonymfAin
pAC7

Sequenzierung wonfA

Mutageneseprimer fur
ptsG- RAT

Mutageneseprimer fur
ptsG- RAT

Mutageneseprimer fur
ptsG- RAT

Mutageneseprimer fur
ptsG- RAT

Mutageneseprimer flr
ptsG- RAT
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Nr. Sequenz (53! Schnittstelle Verwendung

SHU29 TTTAAGCTITCACTGATTGAC Hindlll  Klonierung vonglcT
CTCGGACAGCGGACG PRDI in pWH844

SHU30 AAAGTCGAQCGTCCGCTGTC Sal Klonierung vonglcT
CGAGGTCAATCAG PRDIl in pWH844

SHU31 TTTAAGCTITCACTTCAGCGC Hindlll  Klonierung vonsacT
TGAATACATGCTCTC PRDI in pWH844

SHU32 AAAGTCGAGSAGAGCATGTA Sal Klonierung vonsacT
TTCAGCGCTGAAG PRDII in pWH844

SHU33 TTTGTCGAQCACCTCTTGAG Sal Klonierung von EIIBGlc
CAGATGTTTTCGGCTC (ptsQ in pWH844

SHU34 AAAGTCGACATGGATTACAA Sal Klonierung von EIlIBSac
AGAGACTGCAAAACG (sacB in pWH844

SHU35 TTTAAGCTITCACAAATCTCG  Hindlll  Klonierung von ElIBSac
CAGCGGGATTC (sacP in pWwH844

SHU36 AAAGAATTCCGGGAATTTTT EcoRl  Klonierung vonxptB.s. in
ATTTTCAGCC pAC7

SHU37 AAAGGATCQCGTTTCAGTGCT BanHI  Klonierung vonxptB.s. in
TCCATCC pAC7

SHU38 AAAGAATTCCGTAGATCATTT EcdRIl  Klonierung vongcvTB.s.
CTGTATTCATTGC in pAC7

SHU39 AAAGGATCGSGCGTTCTTTTC BanHI  Klonierung vongcvTB.s.
AGCATC in pAC7

SHU40 AAAGAATTCGGCTTGTAAAT EcoRl  Klonierung vormetKB.s.
CAGCGGTC in pAC7

SHU41 AAAGGATCQOCCCTCCGTAAC BanHI  Klonierung vonmetKB.s.
AGATTCTGATG in pAC7

SHU42 AAAGAATTCGATAAATGATT EcoRl  Klonierung vongcvTO.ih.
TACAGATCGAAGTCC in pAC7

SHU43 AAAGGATCCAGTTTGATGAA BanHI  Klonierung vongcvTO.ih.
AGAAAAGCGC in pAC7

SHU44 AAAGAATTCGTGCTACCGAT EcoRl  Klonierung vormetK
AGATTGTGG O.ih. in pAC7

SHU45 AAAGGATCGCGATTTGCAGC BanHI  Klonierung vonmetK
CATAAGGC O.ih. in pAC7

SHU46 AAAGAATTCGCTTGTTTTTTT EcoRl  Klonierung vornxpt O.ih.
GCCTGCAAATGC in pAC7
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Nr. Sequenz (53! Schnittstelle Verwendung

SHU47 AAAGGATCCITCTTTAGTAAC BanHI  Klonierung vonxpt O.ih.
TCCATGCTTCC in pAC7

SHU48 AAAGAATTCGTTTATATAGAT EcoRl  Klonierung vongcvT
TGCATGTGG G.ka. in pAC7

SHU49 AAAGGATCOCGCTTTAGCAT BanHl  Klonierung vongcvT
CTGATTC G.ka. in pAC7

SHUS50 AAAGAATTCCCCATATTCAA EcaRl  Klonierung vonmetK
AACCTGCC G.ka. in pAC7

SHU51 AAAGGATCCICTGAAGTAAA BanHl  Klonierung vonmetK
CAAGCGGC G.ka. in pAC7

SHU52 AAAGAATTCCTAATTGCCAT EcoRl  Klonierung vonxpt G.ka.
GAAAGTTCG in pAC7

SHU53 AAAGGATCQCGCTTTAGCAT BanHI  Klonierung vonxpt G.ka.
CTGATTCCC in pAC7

SHU54 AAAGAGCTGSATGGCACAAA Sad Klonierung von HPr in
AAACATTTAAAGTAACTGC pGP570 (mit SB46)

SHU55 GTTTTACAACGTCGTGACTGG Herstellung detacz-

Sonde

SHU56 CTAATACGACTCACTATAGG T7-PromotoHerstellung detacz-
GAGGTGTGCAGTTCAACCAC Sonde
CG

SHU57 AAAAGGATCGGTAGATTTGG BanHl  Klonierung vonlicT RBD
AGGGACATGCC in pHCMCO04 / pBQ200

SHU58 AAAACCCGGACATGATACA Smad Klonierung vonlicT RBD
TCCTTGTTATCGAGC in pHCMCO04

SHU59 AAAGGATCQCAAATTGGCGG  BanmHI  Klonierung vonsacT
GAGAGATAACCTC RBD in pHCMCO04 /

pBQ200

SHUG60 AAACCCGGQACACTTTTCATT Smd Klonierung vonsacT
CTCGTCGCGCAC RBD in pHCMCO04

SHU61 AAAGGTACQCCATGACCCCAA BanHI  Klonierung vonymdAin
TTATGGTTCTC pGP172

SHU62 AAAGGATCCITATCATTTTGC BanHI  Klonierung vonymdAin
ATACTCTACGGCTCG pGP172

SHU63 CCGTGCGAAAGAAGAGGCGG Sequenzierung voymdA

SHU64 AAAAAGCTTTCATGATACAT Hindlll  Klonierung vonlicT RBD
CCTTGTTATCGAGC in pBQ200
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Nr.

Sequenz (53! Schnittstelle Verwendung

SHUG5

SHUG66

SHU67

SHUG8

SHUG9

SHU70

SHU71

SHU72

SHU73

SHU74

SHU75

SHU76

SHU77

SHU78

SHU79

SHUS80

SHU81

AAAAAGCTTTCACTTTTCATT
CTCGTCGCGCAC

CATCATCAGAGCCCCTCTCCG

G

CCTATCACCTCAAATGGTTCG
CTGCCTTCGCAATTTTCATGG
CATG

CGAGCGCCTACGAGGAATTT
GTATCGTTAACCATTCACATA
GAAAGGG

CCATTGTAGGAGCCAAGCCA
TTC

AAAGAATTCGAACAGCTTTA
GCAAATCTGGGC

AAAGGATCGSAGATGAGAAC
CATCATAATTGGGG

AAAGAATTCGAAGAGTCATT
CGCGCACTGG

AAAGGATCCCGGATTTGATT
CAAAAACTGATCC

AAAGAATTCCATTCATACGA
AGTACCATGGCC

AAAGGATCCTGAATCGCTTC
GTTTATTTTCCGCG

GGGGAATTATTTGGAACAG
C

AAAGGATCCCCACCTTCATA
ATGAAAAGCATCC

CGTGATGGGAINNGGAATCG
CTTTTNNNAAAAAGAAAAAT
GATCTCATCCC

CAATAGAGGAAAACGGCACA
CAGG

Hindlll

EcoRlI

BanHl

EcoRlI

BanHl

EcoRlI

BanH|

EcoRlI

BanH|

Klonierung vonsacT
RBD in pBQ200

LFH-PCR zum Knockout
vonlicT

LFH-PCR zum Knockout
vonlicT

LFH-PCR zum Knockout
vonlicT

LFH-PCR zum Knockout
vonlicT

ymdA lacZFusion

ymdA lacZFusion

hfg lacZFusion

hfg lacZFusion

CSrA lacZFusion

csrA lacZFusion

rsmY lacZFusion

rsmY lacZFusion

Mutagenese-Primer fur
SacT-RBD

Herstllung einersmY
Sonde

CTAATACGACTCACTATAGG T7 PromotorHerstllung einersmY

GAGGCATCAAAGAATCGGCC
CGTCCCC

CCGATTGGAGGAGAATCATG
C

Sonde

Herstllung einecsrA
Sonde



Anhang 136

Nr. Sequenz (53! Schnittstelle Verwendung

SHU82 CTAATACGACTCACTATAGG T7 PromotorHerstllung einecsrA
GAGGCACTTTTTTTGTGAGGA Sonde
TAATGCGG

! Die angefiigten Schnittstellen oder der T7-Promsited unterstrichen und Mutationéett
gedruckt.

7.3. Plasmide

Tab. 7.2. Plasmide

Plasmid Resistenz Referenz bzw. Konstruktion Zweck

pWH844 Amp Schirmeret al, 1997 Uberexpressionsvektor
pGP172  Amp" Merzbacheet al, 2004 Uberexpressionsvektor
PDG1727  gp® Guérout-Fleunget al, 1995 'solierung der Spe-

Resistenzkassette

Expression von

pPBQ200 & Martin-Verstaetest al, 1994
Proteinen irB. subtilis
PAG2 Amg* Gallinieret al, 1997 Uberexpression von Hijs
HPr ausB. subtilis
PAG3 Amg’ Galinieret al, 1997 Uberexpression von Hjs
El ausB. subtilis
pGP230  Amf Michael Milller, Diplom Uberexpression von Hjs
GlcT-RBD mit
Thrombinschnittstelle
pGP817  Amf Matthias Schmalisch, Uberexpression von Hjs

GlcT mit

Thrombinschnittstelle

Doktorarbeit
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Anhang
Plasmid Resistenz  Referenz bzw. Konstruktion  Zweck
pGP570  Amf Oliver Schilling Doktorarbeit ~ </oNnierung von
Proteinen mit
Thrombinschnittstelle
R .
pGP574  AMP Schilling et al, 2006 Strep-Tag in pET3C
R . .
pGP575  AMP Schilling et al, 2006 Uberexpression der
GIcT-RBD mit Strep-
Tag
R . .
pGP576  AMP Schilling et al, 2006 Uberexpression der
LicT-RBD mit Strep-
Tag
R . .
pGP577  AMP Schilling et al, 2006 Uberexpression der

In dieser Arbeit
konstruiert

R

pGP417 Amp

pGP418  Amp"
pGP419  Amp"
pGP420  Amp"

SacT-RBD mit Strep-
Tag

xynP-laczFusion aus QB7144 Expressionsmessung von

mit pac5F und pac5R in pAC7 xynP

PCR-Produkt vonmnjA-
Promotor mit SHU18 und
SHU22 in pAC7

PCR-Produkt vonmnjB-
Promotor mit SHU19 und
SHU20 in pAC7

PCR-Produkt vonykzG
Promotor mit SHU21 und
SHU22 in pAC7

Expressionsmessung von

rnjA

Expressionsmessung von

rnjB

Expressionsmessung von
ykgZ



Anhang

138

Plasmid Resistenz  Referenz bzw. Konstruktion  Zweck

pGP421  Amp" PCR-Produkt vomnjB zur Expression von RnjB
Uberexpression iB. subtilisin
pBQ200

pGP422  Amp" PCR-Produkt mit IL5 und JS11Mutagenese voptsG
von pGP66 dazu Promotor
Mutageneseprimer SHU24 und
SHU25 U4>C; A24->G und
Terminatormutation

pGP423  Amp" PCR-Produkt ptsG-RAT mit IL8Viutagenese voptsG
und JS11 von pGP423 mit Promotor
Mutageneseprimern SHU26,
SHU27 und SHUZ28
C2->G; G26>T; G28>C +
Terminator

pGP424 AmpR PCR-Produkt vomglcT PRDI mit Uberexpression von GIcT-
SS1 und SHU29 in pWH844 PRDI

pGP425 AmpR PCR-Produkt voglcT PRDII  Uberexpression von GIcT-
mit SS2 und SHU30 in pWH842RDII

pGP426 Amp? PCR-Produkt vorsacTPRDI mit Uberexpression von SacT-
SS7 und SHU31 in pWH844 PRDI

pGP427 Amp? PCR-Produkt vosacTPRDII  Uberexpression von SacT-
mit SS8 und SHU32 in pWH842RDlII

pGP428 AmpR PCR-Produkt voptsGEIIBGIc Uberexpression von
mit SB25 und SHU33 in ElIBGIc
pWH844

pGP429 Amp? PCR-Produkt vorsacPEIIB mit Uberexpression von SacP

SHU34 und SHU35 in pWH844
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Plasmid Resistenz  Referenz bzw. Konstruktion  Zweck

pGP430  Amp" PCR-Produkkpt (B.su.) SHU36 Expressionsmessung von
+ 37 in pAC7 Xpt

pGP431  Amp" PCR-ProdukgcvT(B.su.) SHU Expressionsmessung von
38 + 39 in pAC7 gevT

pGP432  Amp" PCR-ProdukinetK(B.su.) Expressionsmessung von
SHU40 + 41 in pAC7 metK

pGP433 Amp? PCR-ProdukgcvT Expressionsmessung von
(Oceanobacillus iheyensis)  gcvT
SHU42 + 43 in pAC7

pGP434  Ampt PCR-ProdukinetK(O. ih.) Expressionsmessung von
SHU44 + 45 in pAC7 metK

pGP435  Amp" PCR-Produkkpt (O. ih.) Expressionsmessung von
SHU46 + 47 in pAC7 Xpt

pGP436 Amp? PCR-Produkt vorsacPEIIB mit Uberexpression von SacP
SHU34 + SHU35
(EIIB>**mit abspaltbarem His-
Tag) in pGP570

pGP437  Amp" PCR-Produkt voptsGEIIBA®" Uberexpression von PtsG
mit SB2 und SB25
(EIIBA®'"® mit abspaltbarem His-
Tag) in pGP570

pGP438 AmpR PCR-Produkt von HPip¢sH) mit Uberexpression von HPr
SHU54 und SB46
(HPr mit Strep-Tag) in pGP172

pGP439 Amp? PCR-Produkt vorsacTPRDI mit Uberexpression von SacT-

SS7 und SHU31 in pGP570 PRDI
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Plasmid Resistenz  Referenz bzw. Konstruktion  Zweck

pGP440  Amp" PCR-Produkt vosacTPRDII  Uberexpression von SacT-
mit SS8 und SHU32 in pGP570PRDII

pGP441  Amp" PCR-Produkt voiymdAmit Uberexpression von
SHU61 + SHU62 in pGP172 YmdA

pGP442  Amp" PCR-Produkt vorglcT PRDI mit Uberexpression von GIcT-
SS1 und SHU29 in pGP570 PRDI

pGP443 Amp? PCR-Produkt vorglcTPRDII  Uberexpression von GIcT-
mit SS2 und SHU30 in pGP57@®PRDII

pGP444 AmpR PCR-Produkt voisacTRBD mit Expression von SacT-
SHUS59 und SHUGO in RBD
pHMCMO04

pGP445  Amp" PCR-Produkt voiicT RBD mit Expression von LicT-RBD
SHU57 und SHUS58 in
pHMCMO04

pGP446  Amp" PCR-Produkt vorsacTRBD mit Expression von SacT-
SHUS59 und SHUG5 in pBQ200RBD

pGP447  Amp" PCR-Produkt voiicT RBD mit Expression von LicT-RBD
SHU57 und SHU64 in pBQ200

pGP448  Amp" Pro26Ser Expression von SacT-

RBD

pGP449 AmpR CCR-Produkt vorsacTRBD mit Expression von SacT-
SHUS59 und SHUG65 RBD
Pro26Ser / GIn31Arg in pBQ200

pGP450  Amp" CCR-Produkt vorsacTRBD mit Expression von SacT-

SHU59 und SHUG65 RBD
Pro26Cys / GIn31Lys in pBQ200
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Plasmid

Resistenz

Referenz bzw. Konstruktion Zweck

pGP451

pGP452

pGP453

pGP454

pGP455

pGP456

pGP457

pGP458

Amp®

Amp

Amp

Amp

Amp

Amp

Amp

Amp

CCR-Produkt vorsacTRBD mit Expression von SacT-
SHU59 und SHU65 RBD

Pro26Arg / GIn31Arg in

pBQ200

CCR-Produkt vorsacTRBD mit Expression von SacT-
SHU59 und SHU65 RBD

Pro26Cys / GIn31Arg in

pBQ200

CCR-Produkt vorsacTRBD mit Expression von SacT-
SHUS59 und SHUG65 RBD
Pro26Ser / GIn31Gly in pBQ200

CCR-Produkt vorsacTRBD mit Expression von SacT-
SHU59 und SHU65 RBD

Pro26Val / GIn31Gly in

pBQ200

CCR-Produkt vorsacTRBD mit Expression von SacT-
SHU59 und SHUG5 RBD
Pro26Cys / GIn31Ser in pBQ200

CCR-Produkt vorsacTRBD mit Expression von SacT-
SHU59 und SHUG5 RBD
Pro26Ala/ GIn31Lys in pBQ200

CCR-Produkt vorsacTRBD mit Expression von SacT-
SHU59 und SHUG5 RBD
Pro26Arg/ GIn31Ala in pBQ200

PCR ProduktsmYmit den Expressionsmessung von

Primern SHU76 und SHU77 inrsmY
pAC6
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Plasmid Resistenz  Referenz bzw. Konstruktion  Zweck

pGP459  Amp" PCR ProdukymdAmit den Expressionsmessung von
Primern SHU70/71 in pAC7 ymdA

pGP460  Amp" PCR Produkhfqden Primern Expressionsmessung von
SHU72/73 in pAC7 hfq

pGP461  Amp" PCR ProduktsrAden Primern Expressionsmessung von
SHU74/75 in pAC7 CSrA

pGP462 Amp? PCR-Produkt 0S97/98 von  Uberexpression der SacT-
pGP448 in pGP574 RBD

pGP463 Amp? PCR-Produkt 0S97/98 von  Uberexpression der SacT-
pGP451 in pGP574 RBD

pGP464  Amp" PCR-Produkt 0S97/98 von  Uberexpression der SacT-
pGP452 in pGP574 RBD

pGP465 Amp? PCR-Produkt 0S97/98 von  Uberexpression der SacT-

pGP453 in pGP574

RBD
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7.4. Stamme

Tab. 7.3. Bakterienstamme

Referenz bzw.

Stamm relevanter Genotyp g
Konstruktion

E. coli

DH5a recAl endAl gyrA96 tiisdR17k " Sambroolet al, 1989
mk TrelA