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Goodbye, old friend, goodbye.
Good night.
Il move on,
you'll call it fate,
I'll call it karma.
We had our time,
it was fun while it lasted.
I'll look back,
with honour and no regrets.
I won 't be mad,
won 't feel bad,
these memories will never leave me.
Don't be sad,
because life goes on,
life goes on.
It s getting too late,

tomorrow is here.

Silverstein - Call it karma



Danksagung

Danksagung

Bevor ich hier in die Details gehe mochte ich eedtatlen danken.

Jedem Einzelnen, der mich in den letzten Jahreer(dtberhaupt einmal) in dem
unterstitzt hat, was ich gemacht habe.

Nicht nur im Labor, sondern insgesamt.

Es gibt so viele Leute, die hier nicht personlictvé&hnt werden, die aber trotzdem auf
die eine oder andere Art dazu beigetragen habess o heute an diesem Punkt
angelangt bin.

Das hier geht an alle, die an mich geglaubt haben.

An alle, die mir offen begegnet sind.

An alle, die mir gesagt haben, das sie gut finders, ich mache.

Euch allen sei hiermit gesagt:

Danke fir alles!

So, nach dieser allgemeinen Ansage nun zu den |B&itan:

An erster Stelle danke ich nattrlich Professor J8tglke, in dessen Abteilung ich
meine Doktorarbeit anfertigen durfte und Dr. Bd@érke fur das interessante Projekt
und die Unterstiitzung meiner Arbeiten.

Dr. Michael Hoppert gebiihrt mein herzlicher Dank die Ubernahme des Korreferats
dieser Arbeit.

Slawomir Milewski hat uns gliicklicherweise FMDP iassen, und von Bernard Badet
erhielten wir die Antikorper gegen GImS. Karin Setmdanke ich nicht nur fur die
wiederholte Versorgung mit Stammen und Plasmidendern auch fur die freundliche
Betreuung wahrend meines Aufenthalts in Koéln. Jdagel mochte ich fiur die
Moglichkeit danken, dass ich mehrere Wochen iniBetbeiten durfte, in denen ich
sehr viel gelernt und Neues kennengelernt habe Pidpenfort hat mich in dieser Zeit

sehr gut in meiner Arbeit unterstiitzt und war imi&rwenn es mal brannte.

Natirlich bedanke ich mich auch bei allen aktuellend ehemaligen Mitgliedern der
AG Gorke fur die Zusammenarbeit. Ganz besonderéateren méchte ich hier Ricarda,
Antje und Sabine, und es hat viel Spal3 gemachteuoth zu arbeiten. Und naturlich

Maria, die sich immer bemiht hat, eine angenehnhbeifsatmosphére zu schaffen.



Danksagung

Sabine Lentes hat mich nicht nur auf3erst kompetenneiner Arbeit unterstitzt,
sondern auch immer Ricksicht genommen, wenn icheama&nsehr schlechten Tag
hatte. Danke, dass du dir diese Mihe gemachtbadtast mir sehr geholfen.

So, jetzt bin ich schon beim Rest der Abteilungri€tima Herzberg und Julia Busse
halfen mir immer mit Rat und Tat, wenn es noétig wWeBbenso waren alle Kollegen
immer eine grof3e Hilfe (nicht nur im Labor) undear toll, in diesem Umfeld zu
arbeiten. Und naturlich ein herzliches Dankeschoalbdie guten Geister des Instituts,

die immer alles am Laufen halten: Barbel, NicolgfQPatrick und Gerd.

Ein kurzes Gedenken an die, die von uns gegangen.si

Die AG Mascher hat mir verdammt gefehlt in der tietiz Zeit, und damit meine ich
nicht nur die Kaffeemaschine!

Thorsten, nochmals: Danke fur alles.

Sina, du warst immer fur mich da, und hast auchns&ndiges Jammern auf hohen
Niveau ertragen. Ich winsch dir alles Gute fiir dednkunft (ohne Labor?!?).

Jessi, was hatte ich ohne dich nicht alles vergasfdanke, dass du mich immer mal
wieder fur ein paar Stunden aus meiner kleinen @t-ab/Nelt geholt hast, und fur ein
paar ziemlich coole Aktionen.

Sebastian, wenn es nicht das Schicksal war, daveids zusammengefihrt hat, muss
es der Teufel gewesen sé&n Wird schwer nach so langer Zeit ohne dich klankeen

ZUu mussen.

Meiner Familie kann ich nur dasselbe sagen wie immanke fiur alles, was ihr je fur
mich getan habt. Ich weil3, dass ihr immer an meglaubt habt, und jetzt bin ich da,
wo ich sein wollte. Ihr habt mich immer unterstiied all meine Spinnereien ertragen.

Ich liebe euch!

Gudrun, ich liebe dich! Du bist mein Antrieb, méialt und mein Schutz.
Du bist das Einzige auf dieser Welt, das ich niemmeissen mdchte.

Sometimes | feel like I'm still dreaming...



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

Abklrzungsverzeichnis

1. Zusammenfassung

2. Einleitung
2.1.E. colials Modellorganismus
2.2. Regulation der Genexpression
2.3. DagpoN-Operon
2.3.1.rpoN
2.3.2.hpf
2.3.3.ptsNundnpr
2.3.4.yhbJ
2.3.5. Die Deletion voghbJfuhrt zu einer Akkumulation von GImS
2.4. Aminozucker-Metabolismus
2.4.1 Die Glukosamin-6-Phosphat Synthase GImS
2.4.2. Kataboler Abbau von Glukosamin-6-P
2.4.3. Regulation dagmUSOperons durch NagC
2.4.4. Regulation von GImS B subtilisund in Eukaryoten
2.4.5. YhbJ-abhangige Regulation genSExpression durch
Stabilisierung eineglmSspezifischen mRNA

2.5. Fragestellung der Arbeit

3. Material und Methoden
3.1. Stamme, Plasmide und Oligonukleotide
3.2. Medien und Antibiotika
3.2.1. Luria Bertani (LB) —Medium
3.2.2. M9-Minimalmedium
3.2.3. SOB/SOC-Medium
3.2.4. McConkey/Lac-Plattenmedium
3.2.5. Antibiotika

3.2.6. Weitere Medienzuséatze

Vi

© OO O b W DN DN DN

11
13
14
15

17
20

21
21
21
21
21
22
23
23
23



Inhaltsverzeichnis

3.3. Mikrobiologische Methoden
3.3.1. Anzucht und Konservierung von Bakterien
3.3.2. Herstellung chemisch kompetenter E. coli
3.3.3. Transformation vo. coli
3.3.4.3-Galaktosidase-Assay
3.3.5. Transposonmutagenese
3.4. Praparation und Nachweis von DNA
3.4.1. Praparation chromosomaler DNA
3.4.2. Fallung von DNA
3.4.3. Isolation und Aufreinigung von Plasmid-DNA
3.4.4. Reinigung von DNA und Gelelution
3.4.5. Agarose-Gelelektrophorese von DNA
3.5. Allgemeine Klonierungstechniken und Enzymrigaddén mit DNA
3.5.1. Polymerasekettenreaktion (Polymerase cleaiction, PCR
3.5.2. Semi-random two-step PCR (ST-PCR)
3.5.3. Generierung von Gen-Deletionen
3.5.3.1 Vorbereitung der Stamme
3.5.3.2. Amplifikation der Resistenzkassette minbtogen
Bereichen zu den flankierenden Sequenzen des Alge
3.5.3.3. Herstellung elektrokompetenter Zellen
3.5.3.4. Elektroporation
3.5.3.5. Entfernen der Kassette
3.5.4. Restriktion von DNA
3.5.5. Dephosphorylierung
3.5.6. Ligation
3.5.7. Sequenzierung nach der Kettenabbruchmethode
3.6. Praparation, Synthese und Nachweis von RNA
3.6.1. Praparation von Gesamt-RNA
3.6.2. Fallung von RNA
3.6.3.In vitro Transkription T7
3.6.4. Nachweis von RNA
3.6.5. Herstellung DIG-markierter RNA-Sonden furrtidern Blot Analysen
3.6.6. Herstellung?P -markierter Sonden fiir Northern Blot Analysen
3.6.7. Northern Blot Analyse (fur Detektion mit Di@arkierten Sonden)
3.6.8. Slot Blot Analyse (fur Detektion mit DIG-nkégrten Sonden)

24
24
24
25
25
27
28
28
28
29
29
30
31
31
31
33
34

34
35
35
36
36
37
37
38
38
38
39
39
40
41
2 4
43
44



Inhaltsverzeichnis

3.6.9. Hybridisierung mit DIG-markierten Sonden uetektion4 46
3.6.10. Northern Blot Analyse (flr Detektion mit
3P _markierten Sonden) 47
3.6.11. Hybridisierung mi?P -markierten Sonden und Detektion 48
3.6.12. Praparation und Markierung von RNA fur Mi&rray-Analysen 48
3.6.13. MicroArray-Analysen 50
3.6.14. Markierung von RNA mitteféP+-ATP fir EMSA 50
3.7. Praparation und Nachweis von Proteinen 52
3.7.1. Praparation cytoplasmatischer ProteineEausli 52
3.7.2. Optimierung der Expression heterologer Rretm E. coli 54
3.7.3. Aufreinigung von His-Tag-tragenden Proteinetiels
Ni**-NTA-S&ulen 55
3.7.4. Dialyse von Proteinen 55
3.7.5. Proteinmengenbestimmung 56
3.7.6. Denaturierende Proteingelelektrophorese 7 5
3.7.6.1. Vorbereitung der Proben 57
3.7.6.2. Herstellung denaturierender SDS-PolyaprieGele 58
3.7.6.3. Gelelektrophorese 59
3.7.6.4. Farbung mittels Coomassie Brilliant Blue R 59
3.7.7 Western Blot Analyse 60
3.7.7.1. Herstellung polyklonaler Antikdrper 60
3.7.7.2. Aufreinigung des Antikdrpers 60
3.7.7.3. Transfer und Detektion 61
3.8. Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) 63
3.8.1. EMSA mit nicht-markierter RNA 63
3.8.1.1. Native Polyacrylamid-Gele 63
3.8.1.2. Vorbereitung der Proben 63
3.8.1.3. Gelelektrophorese 64
3.8.2. EMSA mit?P-markierter RNA 65
3.8.2.1. Native Polyacrylamid-Gele fiir EMSA nfie-markierter RNA 65
3.8.2.2. Vorbereitung der Proben 65
3.8.2.3. Gelelektrophorese 66

3.9. Computergestutzte Datenanalyse von DNA- und

Proteinsequenzen und Literaturrecherche 66



Inhaltsverzeichnis

4. Ergebnisse 68

4.1. Die Regulation degimSExpression irEscherichia coli 68
4.1.1. Transposonmutagenese und Charakterisieremigutanten 68
4.1.2. Untersuchung der Rolle von GImZ 72

4.1.3. Die Expression vagimZist nicht durch YhbJ beeinflusst oder
autoreguliert 76
4.1.4 Die Rolle von Hfq in der Regulation agmSEXxpression77

4.1.5. Die Rolle von RNase E in der RegulationgletSExpression 78

4.2. Identifikation des Signals 80
4.2.1. Die Inaktivierung von GImS fuhrt zu einerstérkten
Aktivitat derglmSlacZ-Reporterfusion 80
4.2.2. Identifikation des Signal-Metabolits 84
4.2.3. Die Rolle von GImZ in der metabolitengest&re
Regulation degImSExpression 93
4.3. Charakterisierung von YhbJ 95
4.3.1. Analyse mittels Clustalww und MEME 95
4.3.2. Phylogenetische Analyse 97
4.3.3. Identifikation einer potenziellen RNA-Binaedane 99
4.3.4. Mutationsanalyse konservierter Reste undvdan YhbJ100
4.4. Untersuchungen zur Interaktion von YhbJ mim®&IGImZ 104
4.4.1. Uberexpression His(10)-YhbJ 104
4.4.2.Electrophoretic Mobility Shift ASSEEMSA) 106
4.5. Expression depoN-Operons 110

4.5.1. Untersuchung zur Expression gesN-Operons
mittelslacZ-Reporterfusionen 111
4.5.2. Einfluss des Aminozucker-Metabolismus aef di

Expression degpoN-Operons 113

4.5.3. Einfluss von GImY und GImZ auf die Expressio

desrpoN-Operons 118
4.6. Untersuchung der Auswirkungen eigbbJDeletion
mittels MicroArray Analysen 119
5. Diskussion 125
5.1. Feedback-Kontrolle dgimSExpression 125



Inhaltsverzeichnis

5.2. Die Funktion von YhbJ
5.3. MicroArray Analysen einesyhbJStammes im Vergleich zum Wildtyp
5.3.1. Chaperone und Proteasen der Stressantwort
5.3.2. Enzyme der Pyrimidinsynthese
5.3.3. Komponenten von Transportkomplexen
5.3.4. Gene regulatorischer Proteine mit erhohxg@ré&ssion im
AyhbJHintergrund
5.3.5. Das Kalteschockprotein CspA
5.3.6. Gene der Lipopolysaccharid-Kernsynthese
5.3.7. Gene regulatorischer Proteine mit erniedrifixpression im
AyhbJHintergrund
5.4. Vergleich der Auswirkungen eingibJDeletion mit der
Uberexpression von GImY und GImZ in MicroArray Aysén
5.5. Expression depoN-Operons
5.6. Ausblick

6. Literaturverzeichnis

7. Anhang

7.1. Stamme

7.2. Plasmide

7.3. Oligonukleotide

7.4. Zusétzlich verwendete Materialien
7.4.1. Chemikalien
7.4.2. Antikorper, Enzyme und Oligonukleotide
7.4.3. Hilfsmittel
7.4.4. Geréate
7.4.5. Computerprogramme

7.5. Rohdaten dg-Galaktosidase-Messungen

7.6. Rohdaten zur Charakterisierung von YhbJ
7.6.1. Verwendete Proteinsequenzen
7.6.2. Clustal W-Analyse

7.6.3. RNABiIndR-Vorhersagen

7.7. Rohdaten der MicroArray Analyse

132
133
134
137
139

141
143
143

145

146
148
149

152

174
174
176
179

184
184
851
185
186
187
187
3 19
193
200
208
212



Abklrzungsverzeichnis

Abklrzungsverzeichnis

% (v/V)
% (w/v)
Abb.
ABC
APS
ATP

B.
bidest.
CTP
dest.
DIG
DMSO
DNA
DTT

E.

El

Ell
EDTA
EtOH
Fa.
FMDP
fwd
GIcN
GIcNAC
GTP
HEPES
His
K+
IPTG
LB
mMRNA
MOPS
MW
ODy
ONPG
P

-P
PAGE
PAP |
P:C:l
PCR
PIPES
PTS
PVDF
RNA
rev

rpm
SDS
SRNA
ST-PCR
Tab.
TBE
TEMED
Tris
tRNA
UDP
uv
ZAP

Volumenprozent

Massenprozent

Abbildung
ATP-binding cassetfATP-bindende Kassette
Ammoniumperoxodisulfat

Adenosintriphosphat

Bacillus

deionisiert

Cytosintriphosphat

destilliert

Dioxigenin

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonucleic acidDesoxyribonukleinsaure
Dithiothreitol

Escherichia

Enzym | des PTS

Enzym Il des PTS

Ethylendiamintetraacetat

Ethanol

Firma
N3-(4-methoxyfumaroyl)-L-2,3-diaminopropanditBe
Vorwartsprimer

Glukosamin

N-Acetylglukosamin

Guanosintriphosphat
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-etharfenkaure
Aminoséaure Histidin

Kalium-lon

IsopropylB-D-Thiogalactopyranosid

Luria Bertani (Medium)

Messenger RNAoten-Ribonukleinsaure
3-(n-Morpholino)-Propansulfonsdure

Molecular weight Molekulargewicht

Optische Dichte bei einer Wellenlange von x nm
o-Nitrophenylf3-Galactopyranosid

Promotor

Phosphat

Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Poly(a)-Polymerase |
Phenol:Chloroform:lIsoamylalkohol

Polymerase chain reactigoiolymerasekettenreaktion
Piperazin-N,N'-bis(2-ethansulfonséure)
Phosphoenolpyruvat:Zucker-Phosphotransferasasys
Polyvinylidendiflourid

Ribonucleic acidRibonukleinséure

reverser Primer

Rounds per minuf&Jmdrehungen pro Minute
Sodiumdodecysulfatdlatriumdodecylsulfat
kleine, nicht-kodierende RNA

Semi-random two-step PCRalb-gerichtete, zweistufige PCR
Tabelle

Tris-Borsaure-EDTA-Puffer
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin
Tris-(hydroxymethyl)-Aminomethan
transfer-RNA, Transfer-Ribonukleinséaure
Uridin-5"-diphosphat

Ultraviolett

ZellaufschluBpuffer

\



Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Aminozucker sind essentielle Bausteine des Lebdigs,in Bakterien vorallem als
Vorlaufer der Zellwandbiosynthese dienen. Ilte noveSynthese beginnt mit der
Umsetzung von Fruktose-6-Phosphat und Glutamin kukdSamin-6-Phosphat und
Glutamin. Diese Reaktion wird durch die GlukosaiRhosphat Synthase GImS
katalysiert Escherichia colist in der Lage, externe Aminozuckerquellen zumesten,
und unter diesen Bedingungen ist die Aktivitat ¥almS nicht essentiell.

Fur eukaryotische Organismen und Gram-positive &akt sind Mechanismen
beschrieben, die die Expression oder Enzymaktivitit GImS an die Verfugbarkeit
des eigenen Produktes oder von Metaboliten stro@dbw davon in der
Zellwandbiosynthese koppeln. I&. coli war eine derartige Regulation bislang
unbekannt.

Die Beobachtung, dass Stamme mit einer DeletiorG#syhbJeine starke Erhéhung
der intrazellularen GImS-Menge aufweisen, gab enrsten Ansatzpunkt fur die Suche

nach einer Kontrolle der Aktivitat dieses Enzymgircol..

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass deziische Expression vagimSeiner
posttranskriptionellen Kontrolle unterliegt. Mitsellfransposonmutagenese konnte die
kleine, nicht-kodierende RNA GImZ als notwendigeaktor fir diese Regulation
identifiziert und ein EinfluR von Rnase E und Hfesbhrieben werden. Diese
Regulation stellt einen der ersten beschrieben#a &dr, in denen eine kleine RNA die
Transkription eines Gens innerhalb eines Operosgipdeeinflusst.

Des Weiteren konnte die intrazellulare Verfugbarkein Glukosamin-6-Phosphat als
Signal fir dieses Regulation identifiziert werd&omit erfolgt die Kontrolle degimS

spezifischen Expression durch einen negativeadbackMechanismus.

Zudem wurde das Protein YhbJ analysiert und mehkereservierte Motive in der
Aminosauresequenz identifiziert. Anschlielend wudde Einflud von Mutationen
dieser Reste untersucht. Es wurde gezeigt, dass Mhlitro an RNA binden kann.
Ausserdem wurde die globale Auswirkung eigbbJDeletion auf die Transkription

mittels MicroArray Analysen untersucht.



Einleitung

2. Einleitung

2.1.E. coli als Modellorganismus

Prokaryoten stellen, neben Archaea und Eukaryeies,der drei Domanen des Lebens
dar und umfassen alle Organismen, deren DNA nianthdeine Kompartimentierung
vom Cytoplasma der Zelle getrennt isid deren Ribosomen aus einer 50S und einer
30S-Untereinheit aufgebaut sind. Erstmals beobtchteden Prokaryoten im Jahr
1676 durch Antoni van Leeuwenhoek, und in den rdghhden 300 Jahren wurden
Uber 5000 Arten beschrieben (Madigztral.2003).

Escherichia coli (E. col) ist ein stédbchenformiges, Gram-negatives Bakteriu
Systematisch gehort es zur Klasse der Gamnaéeobacteriaund zur Familie der
EnterobacteriaceaeSein natirliches Habitat ist der Intestinaltra&h Menschen und
Tieren. 1885 wurde es durch Theodor Escherich atstiveschrieben (Madigaet al.
2003).

In den Uber 100 Jahren seit seiner EntdeckungitlaE. coli zu einem der am besten
untersuchten Organismen der Welt entwickelt, uedltstin wichtiges Modell fur die
zellulare Grundlagenforschung dar. Zudem wurde@=som vorE. coli, welches etwa
4400 Gene in 4,64 x f0Basenpaaren umfasst, als eines der ersten valigtan
sequenziert (Blattneet al. 1997; Serreset al. 2001). E. coli ist genetisch leicht
zuganglich und kann sowohl tber Transformation, jdgation als auch Transduktion
manipuliert werden (Madigagt al.2003).

Auch in der Industrie isk. coli ein wichtiger Organismus, beispielsweise fir die
Produktion von Insulin (Goeddet al. 1979) und Vitamin K (Bentley und Meganathan
1982).

2.2. Regulation der Genexpression

Um auf &uRRere Reize und Veranderungen ihrer Umggbeagieren zu kbnnen,

besitzen bakterielle Zellen Rezeptoren, die esséntiParameter wahrnehmen

(Seshasayeeet al. 2006). Ein Beispiel fir ein derartiges Sensorsystsind

Zweikomponentensysteme. Diese bestehen aus einst membranstandigen Sensor-

Kinase und einem cytoplasmatischBResponse RegulatoiVenn ein Reiz detektiert

wird, kommt es zunéachst zur Autophosphorylierung 8ensor-Kinase unter ATP-
2



Einleitung

Verbrauch und nachfolgend zur Ubertragung der Fraigpuppe auf den zugehorigen
Response RegulatoDieser wird dadurch aktiviert und ist nun in deage, an
regulatorische Elemente in der DNA zu binden uredTdanskription von Zielgenen zu
beeinflussen (Parkinson 1993). Eine weitere Moghkity auf veranderte
Umwelteinflisse zu reagieren, ist die Verwendurigrahtivers-Faktoren. Diese sind
in der Lage, eine Promotorspezifitat des RNA-Polsase-Holoenzyms zu vermitteln,
so dass je nach assoziierterFaktor ein spezielles Set an Genen aktiviert wird
(Helmann 2002; Raivio 2005).

Diese beiden Systeme wirken auf der Ebene der Kiigtisn. Neben dieser kann eine
Antwort auf veranderte Lebensbedingung auch duretéidderung der Translation oder
Regulation der enzymatischen Aktivitat von Enzymermittelt werden.

Die Translation kann durch Stabilisierung bezielsuwgjse Destabilisierung der
entsprechenden mRNA beeinflusst werden (Condon)2608rzu gibt es eine Vielzahl
verschiedener Mechanismen: Schutz vor Abbau der mBNch verstarkte Translation
(Deana und Belasco 2005), Modifikation des 5 -teateén Phosphorylierungsstatus
(Celesnik et al. 2007), 3"-Polyadenylierung (Joanmgt al. 2007), Ausbildung von
Sekundarstrukturen (Kozak 2005) oder Interaktioh Pnoteinfaktoren und ribosomale
Initiationskomplexen (Sharp und Bechhofer 2003 \&zeiterer wichtiger Mechanismus
zur Beeinflussung der mRNA-Stabilitat sind die thans wirkenden kleinen, nicht-
kodierenden RNAs (Gottesmai al. 2006).

Die enzymatische Aktivitdt von Proteinen kann bigilsgveise durchFeedback
Hemmung durch das Produkt einer Synthesereaktiemfigsst werden (Madigaet al.
2003) oder durch die Verfugbarkeit eines Ko-Fak{etslliday et al.2007).

2.3. DasrpoN-Operon

DasrpoN-Operon besteht aus den 5 GepeN, hpf (vormalsyhbH), ptsN yhbJundnpr
(vormals ptsO ((GOA et al. 2001), sieheAbbildung 1.1.). Es umfasst etwa 5300
Basenpaare und wird von einerff-abhangigen Promotor vopoN aus exprimiert. Die
Termination erfolgt Rho-abhéangig stromabwaérts vigpr (Joneset al. 1994). Die
Expression von diesem Promotor aus ist konstit(@iastano und Bastarrachea 1984)
und die Anzahl anc®*-Molekiilen in der Zelle unterliegt nur vernachlgssiren
Schwankungen (Jishage al. 1996).

Angrenzend befinden sich stromaufwarts ga#sB-Operon, welches unter Kontrolle
eines c--abhangigen Promotors steht und fir Proteine kpdiie am Export von

3



Einleitung

Bestandteilen der Lipopolysaccharide der aul3eremian beteiligt sind (Sperandeb
al. 2006; Sperandeet al. 2007). Stromabwarts befindet sich das monocisobh@
yrbL-Operon. Die Funktion des korrespondierenden Gelyktes ist nicht ndher
charakterisiert, jedoch steht das Operon unteM#gmesium-abhangigen Kontrolle des
PhoPQ-Systems (Minagaved al.2003) und des EvgAS-Systems (Eguebal.2004).
Neben einem Transkript, welches das gesamte Operofasst, wurde auch ein
Transkript nachgewiesen, das auf einem Durchlessgehend vom IptB-Promotor
beruht und somit zusatzlich zurpoN-Operon aucHptB und Bereiche stromaufwarts
von dessen Startpunkt umfasst (Rhoditial. 2006).

m
T ™ e
foth '

bt > . 0

1
Py ! o , i’ i \I R
IptC IptE ) rpall i.-\.m plshl / yhial \_:np,. E| yl >

LptA LptB o4 YhbH EIIAM" YhbJ NPr YrbL

Abb. 2.1.: Das rpoN-Operonin E. coli

Schematische Darstellung des rpoN-Operons sowie der flankierenden genetischen Elemente.
Promotoren sind durch rechtwinklige Pfeile dargestellt, Terminatoren durch Haarnadeln. Das
rpoN-Operon besteht aus den finf Genen rpoN, hpf, ptsN, yhbJ und npr. Die Expression erfolgt
von einem 07°-abhangigen Promotor stromaufwarts von rpoN aus und endet an einem Rho-
abhangigen Terminator hinter dem Gen npr. Stromaufwérts befindet sich das IptAB-Operon,
dessen Genprodukte in den Transport von Lipopolysacchariden involviert sind, stromabwarts
das monocistronische yrbL, ein Gen unbekannter Funktion. Unter der Darstellung der Gene
sind die Bezeichnungen der entsprechenden Genprodukte angegeben.

Abbildung modifiziert nach EcoCyc (siehe 2.9.)

2.3.1.rpoN

Das erste Gen im OperomoN, codiert firr den alternativen Sigma-Fak3f. Sigma-
Faktoren sind Teil des RNA-Polymerase-Holoenzynt leeinflussen das Muster der
Genexpression, indem sie die RNA-Polymerase zuifsgien Promotoren rekrutieren
(Helmann und Chamberlin 1988; Wosten 1998). Die althano-Faktoren in einem
bakteriellen Genom reicht von 1 Mycoplasmagenitaliumbis zu 63 inStreptomyces
coelicolor (Gruber und Gross 2003). Neben der Vermittlung YAwomotorspezifitat
habenc-Faktoren weitere wichtige Aufgaben: Sie dienen lateraktionspartner fur
Trankriptionsregulatoren, erleichtern das Aufsclmeel der DNA-Helix und
beeinflussen die frihe Phase der Elongation sowg Fhausieren der Transkription
hinter dem Promotor (Gruber und Gross 2003).
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In E. coliwurden bislang sieben unterschiedliche Sigma-Faktaentifiziert, darunter
der allgemeine oder primare Sigma-Fakift sowie zum Beispiel Sigma-Faktoren, die
die Antwort auf Stress durch Hitzeschock oder fefdljete periplasmatische Proteine
vermitteln (Madigaret al. 2003).c°* ist der einzige Sigma-Faktor B coli, der nicht

% ist und deshalb einige einzigartige Eigenschaftesitzt (Merrick

homolog zuc’
1993). Seine Aktivitat ist strikt von einem zusétzén Aktivatorprotein abhangig,
welches ATP hydrolysiert und so die Energie fur térergang des RNA-Polymerase-
Holoenzyms von der geschlossenen zur offenen Kordton liefert. Dadurch kann
o>*abhangige Genexpression vollstandig abgeschakedem. Zudem unterliegen die
Position und Orientierung der Aktivatorbindesteda der DNA keinen bekannten
Regeln, jedoch befindet sich keine der bislang tileierten Bindestellen innerhalb
eines Gens (Buckt al.2000; Reitzer und Schneider 2001). Sie kann jetdixkzu 3000
Basenpaare vom Transkriptionsstartpunkt entferageln (Reitzer und Magasanik
1986), und inB. subtilis liegt die Aktivatorbindestelle in mindestens eindall
stromabwarts des durch sie kontrollierten Gensif®si und Sonenshein 1999).

* ausschlieRlich als Sigma-Faktor zur Expression Gene des

Haufig wird ¢°
Stickstoff-Stoffwechsels der Zelle angesehen, jadst etwa die Halfte der bekannten
oder vermuteten Zielgene vari* nicht mit der Assimilation von Stickstoff assoziier
(Studholme und Buck 2000) und vermittelt unter Amde die Antwort auf
Phagenschock und alkalische pH-Werte oder kodiergm Proteine des
Fettsaurestoffwechsels (Reitzer 2003). Die zugekéri von ¢>* kontrollierten
Promotoren werden jedoch allgemein als Stickstofiaidtoren bezeichnet und
zeichnen sich irkE. coli durch folgende Konsensus-Sequenz aus: f8GCAC-Ns-
TGCNNLt. GroRRe Buchstaben bedeuten keine Abweichinnden 17 bekanntens®—
abhangigen Promotoren, kleine Buchstaben 2-5 Abweigen (Reitzer und Schneider
2001). In jungster Zeit konnte gezeigt werden, dissExpression von lytischen und
strukturellen Genen einiger Bakteriophagen shabhangig ist (Ceyssees al. 2008).
Untersuchungen der Struktur ven* mittels scanning force microscop§Rippe et al.
1997) und Ro6ntgen-Streuungsmikroskopie (Svergtinal. 2000) zeigten trotz des
Mangels an Sequenz-Homologie eine weitgehende Wistiremung zwischen den
Strukturen vons®® und dem allgemeinen Sigma-Fakief”. Beide interagieren auf
dieselbe Art mit der RNA-Polymerase (Wigneshweratal. 2008), namlich tGber eine
Region aus sich wiederholenden sauren, hydrophéb@&noséuren. Die Bindung von

o>* an die Promotor-DNA erfolgt tiber eirHglix-turn-heliX-Motiv am Carboxy-
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terminalen Ende (Sasse-Dwight und Gralla 1990; Wehg@l. 1994) und fuhrt zu

starken Konformationsdnderungen im Protein (Riagl. 2005).

Im Gegensatz zurc'’-abhéngigen Genexpression erfolgt in RNA-Polymerase
Holoenzymen mit>*Untereinheit kein spontaner Ubergang in die figr Bianskription
notwendige offene Konformation. Die Initiation ddiranskription ¢>*abhangiger
Promotoren ist strikt von AAAAktivatoren ATPases asociated with various cellular
activities / ATPasen verbunden mit unterschiedlichen zekuidhktivitaten) abhangig
(Buck et al. 2000). Diese Proteine bilden polymere Ringe, imete Teile zweier
nebeneinander liegender Protomere gemeinsam eimegkZentrum der ATPase-
Aktivitat bilden (Schumacher und Brennan 2002; Zhanal. 2002). Als Reaktion auf
sensorische Reize werden sie aktiviert und birelenancerSequenzen auf der DNA
nahe des Promotors. Die durch die ATP-Hydrolyse aygwene Energie wird in
mechanische Kraft umgesetzt, durch die die Isomeenisgy des geschlossenen
o°/RNA-Polymerase-Komplexes in die offene Konfiguvatstimuliert wird, und somit
die Transkription erméglicht (Schumackhetral.2007).

2.3.2.hpf

hpf ist ein verhaltnismaRig kurzes Gen mit nur 288 dBpsaren und liegt direkt
stromabwarts vompoN. Die Funktion des Genproduktes YhbH ist unbekahst.ist
homolog zu YfiA in E. coli und beide Proteine zeigen in der exponentiellen
Wachstumsphase eine schwache Assoziation mit 7B&sBinen. In der stationaren
Phase hingegen interagiert YfiA stark mit den 708eBomen, wahrend YhbH an
Dimere der 100S-Ribosomen bindet (Makial. 2000).

Abweichend von der beschriebenen Expression gesN-Operons wurde eine
Regulation beschrieben, in der dagigrum sensirfgPheromon Al-2 eine verstarkte
Expression des Geipf bewirkt (DeLisaet al.2001).

2.3.3.ptsNundnpr

Die beiden GenetsNundnpr kodieren fur Proteine, die Homologien zu Bestaitetie
des kanonischen Phosphoenolpyruvat:Zucker-Phospisirasesystems (PTS) zeigen
(Powellet al.1995).
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Die Aufgabe des kanonischen PTS ist die koordi@i&tfnahme von Zuckern in die
Zelle. Als eine Besonderheit dieses Systems wisdSQlzbstrat wahrend des Transports
Uber die Zellmembran phosphoryliert, was eine dadkinspeisung in die Glykolyse
ermoglicht. Das kanonische PTS besteht aus Enzy(&l)l und HPr sowie aus
verschiedenen Enzym lIs (Ell), welche den eigehdlit zuckerspezifischen Transport
des Substrats tibernehmen und aus mehreren Domésteshén (Postmet al. 1993).

Fur die Zuckeraufnahme wird zunéchst ein Phospstaileer eine Phosphorylierungs-
kaskade von Phosphoenolpyruvat Uber El auf HPrtidgean und anschlieRend auf die
EllA-Domane der Permease. Von hier wird er auf BiBomane Ubertragen, welche
den Zucker phosphoryliert, der tGiber die C-Domarigemommen wird.

Neben der eigentlichen Aufgabe, dem Import von 2ackiben die Bestandteile der
Phosphorylierungskaskade weitergehende regulateriscinktionen aus (Deutschetr
al. 2006; Gorke und Stulke 2008). Der Phosphoryliesangtand der PTS-
Komponenten gibt dem regulatorischen Netz der Z&aliskunft Uber die Verfugbarkeit
von Kohlenstoffquellen.

NPr stellt ein Homolog von HPr dar (Powell et &@95). Es kann durch das Protein
EIN" (kodiert durch das GeptsP, siehe Abb. 2.2.B) phosphoryliert werden (Rabts
al. 1999). Zusammen mitptsP ist rppH in diesem Operon lokalisiert. Das
korrespondierende Genprodukt ist vermutlich ein ikiWRtotein, welches Dinukleotid-
Oligophosphate hydrolysiert (Bessmah al. 2001). Diese Verbindungen wirken als
sogenannte Alarmone (Kissel@t al. 1998) und in diesem Fall vermitteln sie eine
Antwort auf Sekretionsstress (Hand und Silhavy 2003

Das durchptsNkodierte Protein ist ein Homolog der Enzym lIA-Déne des Fruktose-
spezifischen Transportkomplexes und wird als Bflezeichnet (Reizest al. 1992).
Es wird analog zur Phosphorylierungskaskade desoritechen PTS durch NPr
phosphoryliert (siehe Abb. 2.2.A). Aufgrund der Kokalisation mits>* wird diese
Kaskade als ,Stickstoff-PTS" bezeichnet (Ntr = rogen related®). Der
Phosphattransfer von ¥l Gber NPr zu EIIA" findet mit hoher Affinitat der
Komponenten zueinander statt (Rabefs al. 1999), jedoch wurden nennenswerte
Kreuzreaktionen mit Proteinen des kanonischen RT&tro undin vivo beschrieben
(Rabuset al.1999).

Es ist bekannt, dass die nicht-phosphorylierte Fdes EIIA"™ notwendig fir die
Aufhebung der Repression dégBN-Operons ist, dessen Genprodukte den initialen
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Schritt der Synthese verzweigtkettiger Aminosaukatalysieren (Leeet al. 2005).
Zudem zeigt eineptsNMutante einen Wachstumsdefekt mit Intermediaters de
Citratzyklus als Kohlenstoffquelle, wenn ihr glezelitig nur Alanin als Stickstoffquelle
zur Verfiigung steht (Powetlt al. 1995).

Die dephosphorylierte Form von ENNAinteragiert ferner mit TrkA, einem Transporter
fur Kaliumionen, und hemmt dessen Aktivitdt. Umdaiteist der Kalium-Import in
einer ptsN-Deletion stark erhdht, wodurch die Expression ilddN-Operons inhibiert
wird, in welchem die Acetohydroxysaure-Synthas@&HAS 1) kodiert ist (Leeet al.
2007). Dieses Enzym katalysiert den ersten ScHeittBiosynthese verzweigtkettiger
Aminosauren, und seine stark verringerte Expressisin der Grund fur den
Wachstumsdefekt eineSptsN-Stammes in Anwesenheit von leucinhaltigen Peptiden
(Lee et al. 2005). Da eimptsNAtrkA-Stamm diesen Defekt nicht mehr aufweist, kann
er direkt auf die Erhohung des'46piegels in der Zelle zuriickgefiihrt werden. Die
Interaktion zwischen EIIA" und TrkA &hnelt der Kontrolle von Zuckerpermeagia,
nicht zum PTS gehéren, durch EfiA(Leeet al.2007).

A
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Abb. 2.2.: Das ,Stickstoff*-PTS in  E. coli

(A) Schema der durch das ,Stickstoff-PTS gebildeten Phosphoryllerungskaskade Von
Phosphoenolpyruvat (P~EP) W|rd ein Phosphatrest auf EM Ubertragen, wodurch Pyruvat
entsteht. Von EI"" wird der Phosphatrest tber NPr auf ENAN" Ubertragen. Es ist kein terminaler
Akzeptor fur den Phosphatrest bekannt, jedoch hat der Phosphorylierungsstatus von EIIAM auf
die Kaliumaufnahme (siehe 2.3.3. fiir Details).

(B) Lokalisierung der Gene der Komponenten des ,Stickstoff*-PTS. Pfeile symbolisieren
Translation und fihren zur Bezeichnung des korrespondierenden Genprodukts. Das Gen ptsP,
welches fur EI"" kodiert, bildet zusammen mit rrpH ein Operon, wahrend npr und das fur ENAN"
kodierende ptsN Bestandteile des rpoN-Operons sind.
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Bislang konnte kein terminaler Akzeptor der Phosplyouppe von EIIA™ identifiziert
werden, und auch das Fehlen von spezifischen Eit8-EIIC-Doméanen weisen darauf
hin, dass es sich bei dieser Signalkaskade um eigi@nregulatorischen Vorgang
handelt. Hierzu passen auch die Beobachtungen diaginterbrechung dggsN-Gens
die letalen Effekte einer Deletion des Gesrs aufhebt, welches fur eine GTPase
unbekannter Funktion codiert (Powedt al. 1995) sowie die zuvor beschriebene
Regulation des kimports. Ferner kann die Uberexpression ptsNdie Letalitat einer
o=-Deletion supprimieren, wofiir die phosphorylierterfa von EIA" benétigt wird
(Hayden und Ades 2008).

2.3.4.yhbJ

Das durctyhbJkodierte Protein wurde als ATPase mit einer P--BDgmane annotiert.
Seine gemeinsame Lokalisation mit Komponenten dé&sist in einem weiten Feld von
Prokaryoten konserviert. In vielen Gram-negativaea k. coli, Klebsiella pneumoniae
und Pseudomonas putidest yhbJ zwischenptsN und npr lokalisiert und in diesem
Kontext konserviert (Deutschet al. 2006). In Gram-positivem, die keine Homologe
von ENIAN" und NPr besitzen, ist bemerkenswerter Weise dialisation vonyhbJ
(hier als yvcJ bezeichnet) mit dem Gen eines anderen Homologs WBn crh,
konserviert (Boékt al.2003). Analysen der Funktion des entsprechengelJKL-crh-
yvcNOperon zeigten, dad3. subtilis AyvcK-Stamme eine anormale Zellmorphologie
aufweisen, sowie Defekte in der Verwertung bestiemriiohlenstoff-Quellen (Gorket

al. 2005).

Die genauere Analyse der Funktion YhbJ ist Besthdieser Arbeit.

2.3.5. Die Deletion voghbJfiihrt zu einer Akkumulation von GImS

In vorangegangen Arbeiten durch B. Gorke, dereh utigpriinglich die Untersuchung
der Funktion vorptsN und npr war, wurde ein Stamm generiert, der eine Deletien
GeneptsN yhbJund npr tragt. Eine Analyse von Gesamtzellextrakten natt8DS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE, sieh£63. zeigte, dass in diesem
Stamm eine starke Proteinbande mit einer GroReetwa 65 kDa zusatzlich auftrat
(Abb. 2.3. Spalte 1 und 5). Eine nachfolgende Kamantation der pgtsN-npi-
Deletion mit Plasmiden, die die drei Genen in aledglichen Kombinationen tragen,

zeigte dass einzig die Abwesenheit wibJ notwendige und hinreichende Bedingung

9
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fur das Erscheinen dieser Bande war. Weder die Kemmgntation mifptsN (Spalte 7)
odernpr (Spalte 9) noch mit einer Kombination aus beidgpalte 11) verhinderte das
Auftreten der Bande. Im Gegensatz dazu war die 8amcht mehr detektierbar, wenn

mit einemyhbJexprimierenden Plasmid komplementiert wurde (&p&Jt10 und 12)
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Abb. 2.3.: Deletionsanalyse der Gene ptsN, yhbJ und npr in E. coli

Gesamtzellextrakte des Wildtyps R1279 sowie der Stamme A[ptsHicrr] (R2260), AptsP
(R2404), AptsP AlptsHlcrr] (R2409), A[ptsN-npr] (R2413), A[ptsHIlcrr] A[ptsN-npr] (R2415)
sowie A[ptsN-npr] transformiert mit den plasmidstandigen ptsN (pFDX4294), yhbJ (pFDX4324),
npr (pFDX4292), [yhbJ,npr] (pFDX4320), [ptsN,npr] (pFDX4322) und [ptsN,yhbJ,npr]
(pFDX4296) wurden mittels SDS-PAGE analysiert. M = Unstained molecular weight marker.
Der Pfeil an der rechten Seite markiert eine Proteinbande von etwa 65 KDa, die nur in
Abwesenheit von yhbJ detektierbar ist und nachfolgend als GImS identifiziert wurde.

Abbildung nach (Kalamorz et al. 2007).

Desweiteren trat die Bande weder in einer DeletienKomponenten des kanonischen
PTS auf (Spalte 2), noch in einer"EDeletion (Spalte 3) oder einer Kombination
dieser Deletionen (Spalte 4). In Kombination mit @eletion des kanonischen PTS
verhalt sich diegtsN-npi-Deletion dominant (Spalte 5).

10
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Somit konnte festgestellt werden, dass weder digtaBeteile des kanonischen PTS
noch die des ,Stickstoff“-PTS einen Einfluss auk dascheinen dieser Proteinbande
haben, und dieses einzig von der Abwesenheit win abhéangt (Kalamorzt al.
2007).

Das korrespondierende Protein wurde extrahiert mittels massenspektrometrischer

Analyse als Glukosamin-6-Phosphat- Synthase Glreftiiiziert.

2.4. Aminozucker-Metabolismus

2.4.1. Die Glukosamin-6-Phosphat Synthase GImS

Aminozucker sind essentielle Bausteine fur die Bgs¢ des Peptidoglykans der
Zellhtlle und der Lipopolysaccharide der aul3eremiidien.

Der anabole und katabole Metabolismus von Aminoeuckist in Abbildung 2.4.
dargestellt. Das zentrale Intermediat dieses Staffiselweges ist Uridin-5"-diphospho-
N-Acetylglukosamin (UDP-GICNACc). IrE. coli ist der erste und geschwindigkeits-
bestimmende Schritt dete noveSynthese von UDP-GIcNAc die Generierung von
Glukosamin-6-Phosphat (GIcN-6-P) aus Glutamin ungkteése-6-Phosphat, wobei als
Nebenprodukt Glutamat entsteht (Milewski 2002; Vagbv et al.2002). Dieser Schritt
wird durch die Glukosamin-6-Phosphat Synthase Glat8lysiert und besteht aus zwei
gekoppelten enzymatischen Reaktionen: Der HydrolgseGlutamin zu Glutamat und
Ammonium (welches nachfolgend auf das Fruktose-Gsphat Ubertragen wird), sowie
die Isomerisierung von Fruktose-6-Phosphat vonrd{e¢ose in eine Aldose (Milewski
2002). GIcN-6-P wird im Folgenden durch die Phogphkosamin-Mutase GImM in
D-Glukosamin-1-Phosphat umgewandelt, welches damm der bifunktionalen N-
Acetylglukosamin-1-Phosphat Uridyltransferase / Kekamin-1-Posphat Acetyl-
transferase GImU zu UDP-GICNAc umgesetzt wird (Margecreulx und van
Heijenoort 1993; Mengin-Lecreulx und van Heijend®®4; Mengin-Lecreulx und van
Heijenoort 1996).

11
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Aussen Innen
Fruktose-6-P + Gin
Peptidoglykan
GIms Synthese i
’
7
GlcN =
> GleN-6-P =—————p GlcN-1-P =——p GlcNAC-1-P ———s UDP-GlcNAc
ManXYZ GImM GlmU GimU \
AN
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NagA
Fruktose-6-P + NH**
GloNAc-6-P Degradation
F
GlcNAc
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Abb. 2.4.: Aminozucker-Metabolismus in  E. coli

Die beiden Linien links symbolisieren die Zellmembran. ,Innen“ bezeichnet das Cytoplasma,
~Aussen” die Umgebung jenseits der Zellhdlle. Glukosamin (GIcN) und N-Acetylglukosamin
(GIcNAc) kdnnen uber die Transporter ManXYZ und NagE aufgenommen werden, wobei das
Substrat phosphoryliert wird. N-Acetylglukosamin-6-Phosphat (GIcNAc-6-P) wird nachfolgend
durch NagA zu Glukosamin-6-Phosphat (GIcN-6-P) umgesetzt. Dieses wird entweder zur
Synthese von Peptidoglykan oder Lipopolysacchariden verwendet oder als Kohlenstoffquelle
verstoffwechselt. In diesem Fall wird es durch NagB in Ammonium und Fruktose-6-P gespalten,
welches in der Glykolyse abgebaut werden kann.

Falls keine externe Quelle fur Aminozucker zur Verfigung steht, ist E. coli in der Lage, GIcN-6-
P mittels GImS aus Fruktose-6-P und Glutamat zu synthetisieren.

GIcN-1-P=  Glukosamin-1-Phosphat, GIcNAc-1-P= N-Acetylglukosamin-1-Phosphat, UDP-
GIcNAc= Uridin-5"-diphospho-N-Acetylglukosamin.

Abbildung nach (Plumbridge 1995).

Die GeneglmM undglmU sind essentiell fUE. coli, wahrendyimSnur dann notwendig
fur das Uberleben der Zelle ist, wenn keine exténelle fur Aminozucker verfiigbar
ist. N-Acetylglukosamin (GIcNAc), Glukosamin (GlcM)hd weitere Aminozucker wie
Chitobiose und Sialinsdure kénnen von der Zelleggmdmmen und zu GIcN-6-P
umgewandelt werden, wodurch der von GImS katalysi&yntheseschritt umgangen
werden kann (Plumbridge und Vimr 1999).

GImS besteht aus einer N-terminalen Glutaminased@mund einer C-terminalen
Isomerase-Domane, und bildet Homodimere (Badlet. 1987). Der Mechanismus der
Glc-6-P-Synthese ist beschrieben (Teplyakt\al. 2002; Mouilleronet al. 2006) und
die Kiristallstrukturen des Proteins sowie von Hm&ubstrat-Komplexen sind
aufgeklart (Isupowet al. 1996; Teplyakowet al. 1998; Teplyakowt al. 2001). Es sind
mehrere Inhibitoren von GImS bekannt, darunter IBsici (Kenig und Abraham 1976;
Chmaraet al. 1984), FMDP (Marshalet al. 2003) und reaktive Intermediat-Analoga

(Bearne und Blouin 2000). Ebenso wurde eine Inioibitder enzymatischen Aktivitat
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von GImS durch Glukosamin und GIcN-64R vitro beschrieben (White 1968;
Teplyakovet al. 2001), jedoch sind die bendtigten Konzentratioselr hoch und die
physiologische Bedeutung dieses Effektes wird angéelt, da GIcN-6-P in der Zelle
sehr schnell zu GIcN-1-P umgesetzt wird (MilewsRD2). Da die Menge des durch
GImS synthetisierten GIcN-6-P pro Generationszsdidlich 2-3fach hoher ist als die
fur die Peptidoglykanherstellung bendtigte Menge QImS ein attraktives Ziel fur die
Entwicklung antimikrobieller Wirkstoffe (Teplyakaoat al.2002).

2.4.2. Kataboler Abbau von Glukosamin-6-P

Sollte E. coli eine externe Quelle fur Aminozucker angeboten emrdo ist es in der
Lage, diese Verbindungen aufzunehmen und als Kstd#quelle zu verstoffwechseln
(siehe Abb. 1.4.). Hierbei wird das Substrat Gb&sHransporter aufgenommen und
phosphoryliert (Postmat al. 1993). Der Transport von Glukosamin erfolgt dudem
ManXYZ-Komplex, wahrend GIcNAc durch das ProteingBa einem EnzymIIABC-
Protein des PTS, importiert wird. Das so entstebeéstdhcetyl-Glukosamin-6-Phosphat
(GIcNAc-6-P) wird zunéchst durch die GIcNAc-6-P Detylase NagA in GICN-6-P
umgesetzt. Nachfolgend wird dieses durch Isoméoisaind Deaminierung, katalysiert
durch die GIcN-6-P Deaminase NagB, in Fruktose-6sphat umgewandelt (Alvarez-
Anorve et al. 2005) Die hierzu notwendigen Proteine sind im divergentagke
nagBACDOperon codiert, dessen Expression unter Kontrdle Regulators NagC
steht. NagC wirkt als Repressor adeigEnagBACDEXxpression, indem es an Operator-
Sequenzen bindet, die mit den Promotoren der bégesrons tberlappen (Plumbridge
1991). Diese Bindung induziert die Ausbildung eiBehleife in der DNA, wodurch die
Transkription der Gene verhindert wird (Plumbridgeal. 1993). In Anwesenheit einer
externen Aminozuckerquelle wird GIcNAc-6-P gebildstlches als Effektor an NagC
binden kann und die DNA-Bindefahigkeit des Protemsghebt. Die Repression der
nagGene wird aufgehoben und der katabole MetabolisfiiusAminozucker wird
aktiviert. Zusatzlich dient GIcCNAc-6-P als allosseher Aktivator der NagB-Aktivitat
(Midelfort und Rose 1977).

Zusatzlich reprimiert NagC die Expression debBCARFGOperons, dessen Produkte
den Abbau von Chitobiose katalysieren, einem Disagd aus zwei GIcNAc-Einheiten
(Plumbridge und Pellegrini 2004).

13
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2.4.3. Requlation dedmUSOperons durch NagC

Da in E. coli ein anaboler und ein kataboler Metabolismus furidaaucker besteht,
muss deren Aktivitdt prazise ausbalanciert seindass keine nutzlosen Zyklen aus
Synthese und Degradation entstehen, die als ,KhlzBt-Reaktion der Zelle Energie
entziehen. Einer der einfachsten Wege, eine solkbetrolle auszuiben ist die
Einrichtung eines ,Schalters®, der immer nur dietidikat eines der beiden Wege
zulasst, also einen der Wege aktiviert und/oderateleren inhibiert.

Die Gene fur zwei der Enzyme des UDP-GIcNAc-Syrgheges, GImS und GImU,
sind zusammen in einem Operon codiert, welcheszvegi Promotoren voglmU aus
exprimiert wird. Diese beiden Promotoren (P1 und B2hen unter Kontrolle des
DNA-bindenden Proteins NagC (Plumbridge 1995), Wwetcebenfalls die Expression
desnag und chb-Operons reguliert, die fur die Proteine des kd&bdAbbaus von
Aminozuckern codieren (siehe 2.4.2.), sowieEincoli auch die Expression vayelP,
welches die Galactose-Permease kodiert (El aidi.2008).

Die Regulation der beidegimU-Promotoren durch NagC ist komplex: Der Regulator
bindet an zwei Operator-Sequenzen stromaufwartddanotoren und wirkt dort als
Aktivator von P1, jedoch zur selben Zeit als Repoedur P2. Dies resultiert in einer
lediglich 3-fach héheren Expression wenn NagC anQjperator-Sequenzen gebunden
ist, verglichen mit einem Faktor von 40 in der Nagthangigen Regulation des
nagBACDOperons (Plumbridget al. 1993; Plumbridge 1995). Im Gegensatz zu diesen
Genen ist zumindegfimU ein unter allen Wachstumsbedingungen essentiélésin

E. coli, was eine Erklarung fur eine hohe Expression auder nicht-aktivierenden
Bedingungen ist. Die Aktivitdt von NagC ist durclicSAc-6-P reguliert: Als Effektor

ist es in der Lage, an NagC zu binden und modutlegdsen Fahigkeit zur DNA-
Bindung (Plumbridgeet al. 1993). Dadurch wird die Synthese der anabolen und
katabolen Proteine des Aminozucker-Metabolismudian/erfigbarkeit einer externen
Quelle gekoppelt: Bei Anwesenheit von Aminozuckieraer Umgebung werden diese
Uber NagE aufgenommen und in GIcNAc-6-P umgesBligses interagiert mit NagC
und inhibiert dessen Fahigkeit zur Bindung an digef@torsequenzen (siehe Abb.
2.5.B). Dadurch wird gleichzeitig die Repressiors dagBACDOperons aufgehoben
und der aktivierende Einfluss von NagC auf glimU-Promotoren beendet (Plumbridge
1995). Sollten keine externen Aminozucker mehrigsar sein, so kann NagC wieder
an die DNA binden, wodurch die Expression der kaltai Proteine wieder reprimiert
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wird. Zusatzlich wird die Expression der Enzyme demoveSynthese verstarkt (siehe
Abb. 2.5.A).

A

Kein externer Aminozucker verfiigbar

@ Gene des katabolen

/ Aminozucker-Metabolismus
NagC

Py P;
» 3519 nt
................................... p 3416nt
Externer Aminozucker verfuigbar
GlcNAc-6-P
GlcNAc-6-P | Gene des katabolen
@ " | Aminozucker-Metabolismus
NagC
© GImU GITS
T PP ok i T
P2 P-, v g

Abb. 2.5.: NagC-abhangige Regulation der Expression kataboler und anaboler Gene des
Aminozucker-Metabolismus in  E. coli

(A) Wenn keine externe Quelle fir Aminozucker zur Verfigung steht, bindet NagC an seine
Operatorsequenzen. Hier wirkt es als Repressor der Expression der Gene des katabolen
Aminozucker-Metabolismus, wéhrend es die Expression der anabolen Gene gimU und gimS
aktiviert.

(B) Sobald eine externe Quelle fir Aminozucker verfigbar wird, interagiert GICNAc-6-P mit
NagC und dieses verliert seine Fahigkeit zur Bindung an die DNA. Dadurch wird der
aktivierende Effekt auf die glmUS-Expression aufgehoben, ebenso wie die Repression der
Expression der Gene des katabolen Aminozuckermetabolismus

2.4.4. Requlation von GImS B. subtilisund in Eukaryoten

Das gimUSOperon kodiert sowohl die essentielle N-Acetylglséamin-1-Phosphat
Uridyltransferase / Glukosamin-1-Posphat Acetylfarase GImU, die unter allen
Wachstumsbedingungen fir die Umwandlung von Glukasd-Phosphat zu UDP-
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GIcNAc notwendig ist, sowie die Glukosamin-6-PhaapBynthase GImS, die dae
novoSynthese von GIcN-6-P aus Fructose-6-PhosphatGlaothmin katalysiert, ein
Schritt, der nur notwendig ist, wenn keine extet@aelle fir Aminozucker zur
Verfigung steht. Dies fuhrt zu der Frage, ob diatlsgse oder Aktivitdt von GImS
einer weiteren Regulation unterliegt, da eine symé Expression mit GImU unter
bestimmten Umstanden dazu fuhren wirde, dass ¢io&x ausreichenden Versorgung
durch externe Aminozucker dge noveSyntheserate von GIcN-6-P erhdht wird. Dies
wirde der Zelle jedoch unnétig die zentralen Stefflaselprodukte Fruktose-6-
Phosphat und Glutamin entziehen.

In eukaryotischen Organismen unterliegt die Ak#ivitvon GImS einer starken
allosterischen Hemmung durch UDP-GIcNAc, dem zégnréntermediat stromabwarts
im Syntheseweg (Milewski 2002). Ebenso wurde eirtarke Hemmung des
menschlichen Homologs GFAT1 durch Glukosamin-6-Bhas (Broschatt al. 2002)
beobachtet.

Darliber hinaus ist bekannt, dass die Translation glenSTranskripts in Gram-
positiven Organismen widacillus subtilis von einem Ribozym kontrolliert wird.
Dieses ist ein irtiswirkendes regulatorisches RNA-Element in der nichabslatierten
5-Region desglmSTranskriptes. DasglmSRibozym ist bislang einzigartig: Im
Gegensatz &hnlichen regulatorischen Elementen hanee sich bei diesem
Mechanismus nicht um eine Attenuationskontrolle @eanslation, sondern um eine
Metaboliten-vermittelte Selbstspaltung der RNA (Wan et al. 2004). Hierbei bindet
GIcN-6-P an die Sekundéarstruktur nahe der Spdistéhnseret al. 2006) und dient als
Koenzym der Spaltung (McCarthet al. 2005). Im Gegensatz Riboswitchekommt
es bei demgimSRibozym bei Bindung des Substrates nicht zu dractan
Anderungen der Sekundarstruktur, sondern diese l&giglich die Spaltung des
Primartranskriptes aus (Tinsley al. 2007). Die Spaltung durch das Ribozym generiert
RNA-Produkte mit einem zyklischen 2°-3"-Phosphatl uginer 5 -Hydroxylgruppe
(Cochrane und Strobel 2008). Die Stabilitdt déaSspezifischen Spaltproduktes ist
gegenuber dem Primartranskript herabgesetzt, unduede gezeigt, das RNA mit 5'-
Hydroxylgruppen spezifisch durch RNase J1 abgebadt(Collins et al.2007).

In E. coliist RNase E verantwortlich fir den mRNA-Abbau, jelddehltB. subtilisein
entsprechendes Homolog. Interessanterweise zeigsediein der RNase Jl
entgegengesetztes Verhalten: RNAse E-abhangigeaDaiipn zeigt gegentuber RNAs
mit 5"-Hydroxylgruppe die geringste Affinitat (Celgk et al.2007).
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Demnach wird die Aktivitat der Glukosamin-6-Phodph@ynthase sowohl in
Eukaryoten wie auch in Gram-positiven Mikroorgaresindirekt oder indirekt durch
stromabwaérts gelegenen Intermediate des Synthesewdgbiert.

In E. coli ist zwarin vitro ein inhibierender Effekt von Glukosamin und GIcNR6
beschrieben, jedoch findet dieser nur bei Konzénotran statt, die auRerhalb des
physiologisch zu erwartenden Bereiches im InnememZell liegen, und der zugrunde
liegende Mechanismus ist unklar (Milewski 2002).

2.4.5. YhbJ-abhéngige Regulation dénSExpression durch Stabilisierung eimgmS

spezifischen mRNA

Um die Hypothese eines regulatorischen Ereignisgemmabwarts der bekannten
Promotoren vorglmU zu untersuchen, wurden Northern Blot Analysen @Gesamt-
RNA-Proben des Wildtyps (R1279) und einigptsN-npi-Stammes (R2413), sowie
des A[ptsN-npi-Stammes transformiert mit einemyhbJtragenden Plasmid
(pFDX4324) durchgefuhrt (siehe 3.6.7), bei denemdeo gegengimU und glmS
verwendet wurden (siehe Abb. 2.6., Arbeiten vorRBichenbach in (Kalamoreat al.
2007)).

Mit der Sonde gegeglmU konnte ein schwaches Signal mit einer Grol3e vénkB,
detektiert werden, welches einem Transkript desmgésnglmUSOperons entspricht.
Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwisathen verwendeten Stammen und
der Transformante beobachtet werden (Abb 2.6., 3pB). Die geringe Menge an
glmUSTranskript beruht auf einer hohen Instabilitat dgRNA (Joannyet al. 2007).
Dies erklart auch das undeutliche Signal unterBierde des Transkriptes, welches auf
Abbauprodukten der mRNA zurtickzufihren ist.

Im Gegensatz hierzu ist mit einer geggmS gerichteten Sonde in deptfNnpr]-
Deletion ein auffalliges und sehr starkes Signakefie RNA mit einer Gro3e von etwa
2 kB detektierbar (Abb. 2.6., Spur 5), das im Wjfhicht vorhanden ist (Abb. 2.6.,
Spur 4). Wird die ptsN-npi-Deletion mityhbJauf einem Plasmid komplementiert, ist
das zusatzliche Transkript ebenfalls nicht detelséie (Abb. 2.6., Spur 6). Hieraus lasst
sich schlussfolgern, dass in Abwesenheit von YhedMenge eineglmSspezifischen
Transkriptes stark ansteigt. Vergleicht man dieferdeggimSspezifischen Signals mit
der Operon-Struktur, so ist anzunehmen, dass dasskmndierende Transkript seinen
Startpunkt im 3"-Bereich deglmU-Gens oder im 5"-Bereich des intergenischen

Bereiches zwischegimU undglmShat.
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ﬁ))—f' gimU § m
i T S 3519 nt
------------------------------- 3416 nt
Sand ﬁ..zooo nt
onde _ —
gimU-Sonde gimS-Sonde
L L L]
T o ol
R R LR
QF -}F3 Qf: -}F‘
s 2 98 59 9§
& & 83 FLK KD
M S T T T IF
kb L 11 1T 1T LLl 1
kbl - T47 27734 5 6
6,0 —
4,0 — 9 — gimUs
3,0 «— 23S rRNA
20 — — gim$§
1,5 — 4 +« 165 rRNA
1,0 —
T | 23S RNA
R T L) +— 16S rRNA

Abb. 2.6.: Northern Blot Analysen mit Sonden gegen glmU und glmS

(A) Schematische Darstellung des gimUS-Operons. Pfeile symbolisieren die in der Northern
Blot Analyse detektierten Transkripte. Die beiden Balken markieren die Bereiche, zu denen die
Sonden komplementér sind.

(B) Ergebnisse der Northern Blot Analysen. Gesamt-RNA des Wildtyps (R1279), eines A[ptsN-
npr]-Stammes (R2413) sowie des [ptsN-npr]-Stammes transformiert mit einem Plasmid, das
yhbJ unter P .-Kontrolle tragt (pFDX4324) wurde prapariert und in einer Northern Blot Analyse
(siehe 3.6.7.) eingesetzt. Die Spuren 1-3 zeigen die detektierten Signale bei Verwendung einer
gegen glmU gerichteten Sonde. Es ist kein signifikanter Unterschied zwischen den verwendeten
Stdmmen erkennbar.

In den Spuren 4-6, in denen eine gegen gimS gerichtete Sonde verwendet wurde, ist ein
zusatzliches Transkript einer GréR3e von etwa 2000 Basen detektierbar. Dieses tritt nur in dem
[ptsN-npr]-Deletionsstamm auf, und verschwindet bei Komplementation mit plasmidstandigen
yhbJ.

Zu beachten ist in diesem Zusammenhang, dass die gegen gimS gerichtete Sonde in einer
10fach niedrigeren Konzentration eingesetzt wurde als die gegen glmU gerichtete, weshalb das
Primartranskript von 3500 Basen nicht detektiert werden kann.

Aus diesen Beobachtungen lasst sich schlieen, dass die erhdhte GImS-Menge in Abwesenheit
von yhbJ auf dem Auftreten eines zuséatzlichen, gimS-spezifischen Transkriptes beruht.
Abbildung nach (Kalamorz et al. 2007).

Dies konnte durch Messungen d@rGalaktosidase-Aktivitat (siehe 3.3.4.) mit
plasmidischergimU-, gimUS und gimSlacZ-Reporterfusionen bestétigt werden. Die
Anwesenheit von YhbJ hat keinen Effekt auf egimU-lacZ-Reporterfusion. Sobald
jedoch der intergenische Bereich zwischggmU und glmS in der Reporterfusion
vorhanden ist, zeigt diese eine erhdhte AktivitkAbwesenheit von YhbJ (vergleiche
Abb. 4.1. und (Kalamoret al.2007)).
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Um den Startpunkt degimSspezifischen Transkriptes zu lokalisieren wurdmer
ExtensiorExperimente durchgefiihrt (Arbeiten von Walter Mamd Bodo Rak in
(Kalamorz et al. 2007). Hierbei wurde festgestellt, dass das 5eEdds gimS
spezifischen Transkriptes mit dem G beziehungswRiskes Stop-Codons vogimU
Ubereinstimmt (siehe Abb. 2.7). Dieses Transkrigtr veuch hier ausschlie3lich in
Abwesenheit von YhbJ zu beobachten. Interessantaveegab eine Analyse der direkt
stromaufwarts gelegenen DNA-Sequenz keinerlei Hisgveauf einen zusétzlichen

Promotor.

| !
A[ptsN—npr][ .
Wildtyp [

glmU-Stop

Abb. 2.7.. Primer Extension -Experiment zur Lokalisation des Startpunktes des glmsS -
spezifischen Transkriptesin  E. coli.

Gesamt-RNA des Wildtyps (R1279) und eines A[ptsN-npr]-Stammes (R2413) wurde prapariert
und fir Primer Extension-Experimente eingesetzt. Es wurde hierbei ein Oligonukleotid
verwendet, das komplementar zu einer Sequenz stromaufwarts vom glmS-Startpunkt ist. Die
Reaktionsprodukte wurden zusammen mit einer Sequenzierungsleiter (A, C, G, T), welche unter
Verwendung desselben Oligonukleotids generiert wurde, in einem Harnstoff/Polyacrylamid-Gel
aufgetrennt und analysiert.

Es ist kein Signal im Wildtyp-Stamm detektierbar. Im Gegensatz dazu treten im A[ptsN-npr]-
Stamm zwei deutliche Signale auf. Die Startpunkte dieser gimS-spezifischen Transkripte
stimmen mit dem G beziehungsweise A des Stopcodons des Gens glmU uberein.

Abbildung nach (Kalamorz et al. 2007).

Ein vergleichbares Auftreten eingtmSspezifischen Transkriptes wurde fur Stamme
beschrieben, in denen das GmnB deletiert ist, welches fur die Poly(A)-Polymerase
PAP | codiert. In diesem Fall konnte gezeigt werdegass dieseglmSspezifische
Transkript durch eine RNase E-abhangige ProzesgjattasgimUSPrimartranskriptes
entsteht (Joanngt al.2007).
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2.5. Fragestellung der Arbeit

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die verstaasperession vongimsS in
Abwesenheit von YhbJ auf der Akkumulation eirgimSspezifischen Transkriptes
beruht, sollte nun zunadchst mittels Transposon-hkrase nach weiteren Genen
gesucht werden, deren Produkte an dieser Reguldtetailigt sind. Falls solche
zusatzlichen Komponenten identifiziert werden kémneoll ihre Funktion in der
Regulation nachfolgend naher untersucht werden.

Die Akkumulation deglmSspezifischen mRNA konnte bislang nur in der azitifilen
Situation einesyhbJDeletionsstammes beobachtet werden. Um die plogisdhe
Rolle des regulatorischen Ereignisses aufzuklaadindss Signal identifiziert werden,
welches diesen Mechanismus im Wildtyp aktiviert.

Aufgrund der zentralen Rolle von YhbJ in der Koli&rader gimSExpression soll
dieses Protein ndher charakterisiert werden. Hisodudie Expression voyhbJals Teil
desrpoN-Operons untersucht, Mutanten von YhbJ durch Anéinos-Austausche und
Deletionen generiert und analysiert sowie ein nobgli globaler Einfluss eingthbJ
Deletion durch MicroArray Analysen bestimmt werden.

Sollten in der oben genannten Transposon-Mutagemestere Komponenten des
Regulationsmechanismus identifiziert werden, sd swmle mdgliche Interaktion mit

YhbJ untersucht werden.
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3. Material und Methoden

3.1. Stamme, Plasmide und Oligonukleotide

Die in dieser Arbeit verwendeten Stamme, Plasmidd Oligonukleotide sind im
Anhang in den Tabellen 7.1., 7.2. und 7.3. aufgefih

3.2. Medien und Antibiotika

Puffer, Losungen und Medien wurden, soweit niclitess angegeben, mit,& (bidest)
angesetzt und 20 min bei 121°C und 2 bar autokfaviehermolabile Substanzen
wurden geldst und mittels FP 30/0,2 CA-S Filtera.(Bchleicher & Schuell, Dassel)

sterilfiltriert.

3.2.1. Luria Bertani (LB) -Medium

LB-Medium:
Trypton 10 g
Hefeextrakt 59
NacCl 59
H,O (dest) ad 1.000 ml

Dem Grundmedium wurde bei der Herstellung von etettedien zur Verfestigung
15 g/l Agar zugesetzt.

3.2.2. M9-Minimalmedium

M9 (20 x):
NgHP Oy 140 g
KH,PO, 60 g
NH,CI 20 g
H,O (dest) ad 1.000 ml
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M9-Medium (Minimal-Medium):

M9 (20x%) 50 ml
MgSO, [1M] 1 ml

CaCl [0.1 M] 1 ml

FeCk [1 mM] 0.5 ml
L-Prolin [4 mg/ml] 10 mi
Thiamindichlorid [1 mg/ml] 1 mi
Kohlenstoffquelle 1 % [wiv]
H,O (dest) ad 1.000 ml

M9-Minimalmedium wurde aus sterilen Losungen anggsend nicht autoklaviert.

Zur Herstellung von M9-Plattenmedium wurde zuna@ast(w/v) Bacto-Agar in einem
Volumen entsprechend der Halfte des gewtlinschtemdiiniens autoklaviert und nach
dem Abkihlen auf 60°C mit den oben genannten Bdstden des M9-Mediums

komplementiert und zum gewlnschten Endvolumen &iifge

3.2.3. SOB/SOC — Medium

SOB-Medium:
Trypton 209
Hefeextrakt 50
NaCl 0549
KCI (3M) 834 ul
H,0 (dest) ad 1.000 ml

pH 7,0 einstellen mit HCI
Nach dem autoklavieren 2 ml MgGll M) zugeben.

SOC-Medium:

SOC-Medium wurde zunéchst wie SOB angesetzt, jedwath dem autoklavieren

zusatzlich mit 19,8 ml Glukose (10% (w/v)) pro Lisipplementiert
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3.2.4. McConkey/Lac — Plattenmedium

McConkey-Agar 40 ¢
Lactose 10g
H,O (dest) ad 1.000 ml

3.2.5. Antibiotika

Die verwendeten Antibiotika wurden als 1.000fachnZentrierte Stammlosungen
angesetzt. Nva-FMDP, Ampicillin und Kanamycin wund#azu in HO (bidest) gelost,
Tetracyclin, Chloramphenicol und Fosfomycin in 70%thanol (reinst), N-
Ethylmaleimid in 20% DMSO. Alle Lésungen wurdenrgtiltriert und bei -20°C oder
4°C bewabhrt.

Die Antibiotika wurden den Medien entweder nach d&pkuhlen auf etwa 50°C oder

direkt vor Gebrauch zu den angegebenen Endkonzienga zugegeben.

Selektionskonzentration fi#. coli

Ampicillin 100 pg/mi
Chloramphenicol 15 pg/ml
Kanamycin 30 pg/ml
Tetracyclin 12,5 pg/mi

3.2.6. Weitere Medienzuséatze

Neben Antibiotika wurden ebenfalls folgende Chenigkazur Komplementation von

Medien eingesetzt:

X-Gal 50 pg/ml
IPTG 0,1-1mM
L-Arabinose 20 mM oder 0,2% (w/v)
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3.3. Mikrobiologische Methoden

3.3.1. Anzucht und Konservierung von Bakterien

E. coliwurde, wenn nicht anders erwahnt, in LB-Mediunelisi 3.2.1.) bei 37°C und
180 rpm auf einem Horizontalschittler in Reagersagid oder Erlenmeyerkolben
kultiviert. Die Inokulation erfolgte mit Einzelkolwen von frischen

Vereinzelungsplatten oder aus Ubernachtkulturen eime ORg von 0,1. Das

Wachstum wurde durch Messung der optischen Dicbis®0 nm mit Hilfe eines V-

530 UV/VIS Spectrophotometers (Fa. Jasco, Gothay ethem Ultrospec 2100 pro-
Photometers (Fa. Amersham, Freiburgjfolgt.

Zur langfristigen Lagerung wurden Kulturen bei €08ufbewahrt. Hierzu wurde 1 ml
einer spatlogarithmischen oder stationédren Kultur 8 pl DMSO versetzt und in

flissigem Stickstoff schockgefroren.

3.3.2. Herstellung chemisch kompetenter E. colingden 1983)

KompetenteE. coliZellen wurden mittels der Calciumchlorid-Methoderdestellt.
Hierzu wurden 25 ml LB-Medium (siehe 3.2.1.) inem300 ml-Erlenmeyerkolben aus
einer Ubernacht-Kultur zu einer @& von 0,1 inokuliert und bei 37°C auf einem
Horizontalschuttler bei 180 rpm bis zum ErreichereeODso von 0,3 inkubiert. Dann
folgte eine Zentrifugation fur 15 min bei 4°C undd@0 rpm in einem Heraeus
#75007590-Rotor (Kendro Laboratory Products, Lasghiold). Das Pellet wurde in
10 ml 0,2 M Cadl resuspendiert und fur 20 min auf Eis inkubiertydyedie
beschriebene Zentrifugation wiederholt wurde. DalkePwurde in 500 pl 0,1 M Cag£l

aufgenommen und zur Transformation eingesetzt.

Alternativ wurden sogenannte super-kompetente @ehergestellt. Hierzu wurden
zunachst 5 ml LB-Medium (siehe 3.2.1.) mit dem gesditen Stamm inokuliert und
uber Nacht bei 37°C auf einem Horizontalschuttlgkubiert. Mit dieser Vorkultur

wurden dann 250 ml SOB-Medium (siehe 3.2.3.) ineeinl [|-Schikanekolben
inokuliert und in einem Wasserbad bei 18°C unteitaiign inkubiert, bis eine Ofgo

von 0,6 erreicht wurde (etwa 24 h). Die Kultur weiféir 10 min auf Eis abgekuhlt und
die Zellen anschlieRend bei 4.000 rpm und 4°C flimiin pelletiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet in 80 ml TB aufgen@n. Es folgte eine Inkubation
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fur 10 min auf Eis, danach wurden die Zellen wiedetbei 4.000 rpm und 4°C fur 10
min pelletiert und der Uberstand verworfen. DadePelurde in 20 ml TB resuspendiert
und auf Eis gelagert. Nach Zugabe von 1,5 ml DMS@de der Ansatz zu je 200 pul in
vorgekihlte 1,5 ml-ReaktionsgefaRe aliquotiert, diann in FlUssigstickstoff

schockgefroren und bis zur Verwendung bei -70°@ggtt wurden.

TB:
PIPES 10 mM
CaC}p 15 mM
KCI 250 mM

pH 6,7 einstellen mit HCI
Nach dem Autoklavieren sterilfiltriertes MnCku einer Konzentration von 45 mM

zugeben.

3.3.3. Transformation vo. coli

Fur die Transformation wurden 1Q@ kompetente Zellen auf Eis mit 10-100 ng
Plasmid in 50 pl TEN-Puffer in einem 1,5 ml-Reak#gefald gemischt und der Ansatz
fur 20 min auf Eis inkubiert. Danach wurde das Gamiflir 90 Sekunden bei 42°C
einem Hitzeschock ausgesetzt und nach Zugabe vohLB-Medium zunachst fur 1

min auf Eis gekuhlt und anschlie3end in ein steriReagenzglas Uberfuhrt. Dieses
wurde fir 60 min bei 37°C auf einem Schittler inkub Von den

Transformationsansatzen wurden jeweils 100 pl ued abzentrifugierte Rest auf

entsprechenden LB-Selektionsagar ausplattiert.

TEN pH 8,0:
Tris-HCI 20 mM
EDTA 1mM
NaCl 50 mM

3.3.4.3-Galaktosidase-Assay (Miller 1972)

Die Bestimmung deB-Galaktosidase-Aktivitat ist ein klassisches Regrgen-Assay,
das zur indirekten Bestimmung der Expressionsstarkeziehungsweise

Translationseffizienz eines Genes verwendet wirde Messung beruht auf der
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enzymatischen Umwandlung voo-Nitrophenyl3-D-Galaktopyranosid (ONPG) in
Galaktose undo-Nitrophenol durch diep-Galaktosidase (siehe Abb. 3.1.p-
Nitrophenol ist ein gelber Farbstoff und kann pogtrisch bei einer Wellenlange von
420 nm quantitativ bestimmt werden.

Der zu testende Stamm oder die zu testende Tramafbe wurde zuné&chst tber Nacht
in 5 ml des Testmediums auf dem Horizontalschitiksr37°C inkubiert. Aus dieser
Vorkultur wurden 10 ml des Testmediums zu einergé@®on 0,1 inokuliert und auf
dem Horizontalschittler oder im Wasserbad inkupieig eine Olgy von 0,5 bis 0,8
erreicht wurde (exponentielle Wachstumsphase). @goo zum Zeitpunkt der Ernte
wurde protokolliert und 1 ml der Kultur fir 1 mieib4°C und 13000 rpm pelletiert. Der
Uberstand wurde moglichst vollstandig entfernt usas Pellet bis zur weiteren

Verwendung bei -20°C gelagert.

CH:OH CH:OH
f——p /7N { 0 /SN
Ho /I \ —o~{ ! \ HO / \OH HOo=( ))
H \ | \__‘\\_,)'/ f/"‘ \ \\_)
. | ) —_— | . e
".‘ (_)H '.’.{ H NO; <._ M QH H .:1 NC:
I | I
H OH W M ONP
ONPG Galactose

Abb. 3.1.: Prinzip des B-Galaktosidase Assays.

o-Nitrophenyl-3-D-Galactopyranosid (ONPG) wird durch die B-Galaktosidase LacZ enzymatisch
zu Galactose und dem gelben Farbstoff o-Nitrophenol (ONP) umgesetzt. Dieser kann Uber die
Bestimmung der Absorption bei 420 nm quantifiziert werden.

FUr denp-Galaktosidase-Assay wurde das Pellet auf Eis #afigeund in 1 ml Z-

Arbeitspuffer aufgenommen. In 2 ml-ReaktionsgefalRemurden geeignete
Verdinnungen der Probe in einem Endvolumen von AuhlEis angelegt sowie eine
Referenzprobe mit 1 ml Z-Puffer, die nachfolgende wdie Probenverdiinnungen
behandelt wurde. Um die Zellen permeabel zu mackerden jedem Ansatz 2 Tropfen
Chloroform sowie 1 Tropfen 0,1% (w/v) SDS zugesetatl die Proben griindlich
gemischt. Es folgte eine Vorinkubation fir 5 mini B8°C, dann wurde die
Enzymreaktion durch Zugabe von 200 pl ONPG-LOsuegtagtet und die Probe
nochmals gut durchmischt, bevor sie fur 30 min283iC inkubiert wurde. Nach Ablauf
der Zeit wurden dem Ansatz 500 pl 1 M8&®; zugesetzt und wiederum grindlich

gemischt, um die Reaktion zu stoppen. Der Ansatzdeufir 12 min bei
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Raumtemperatur und 13000 rpm zentrifugiert und Hesl Uberstandes in eine Kivette

Uberfuhrt. Es wurde die Absorption der Probe b@ d& photometrisch bestimmt.

Eine EinheitB-Galaktosidase, die von einer @pZellen pro Minute freigesetzt wird,

berechnet sich durch:

1 Miller unit =

(ODy20 % V % 1000) / (tx ODgog),

wobei V der Verdinnungsfaktor und t die Reaktiorigz@ Minuten) ist.

0,1% SDS
1 M NaCOs

Z-Puffer (pH 7,0):

NaHPO, 60 mM
NaHPO, 40 mM
KCI 10 mM
MgSO, 1mM
Z-Arbeitspuffer:
[B-Mercaptoethanol 20 mM
Chloramphenicol 10 mg
Z-Puffer (pH 7,0) ad 100 ml
ONPG-L6sung:
NgHPO, 60 mM
NaHPO, 40 mM
ONPG 4 mg /ml

3.3.5. Transposonmutagenese (Madhuswdah 2005)

Die Zielstamme mit einetacZ-Reporterfusion wurden mit dem Plasmid pKESK18
transformiert (siehe 3.3.3.). Aufgrund des tempeasgnsitiven Replikationsursprunges
dieses Plasmids wurden die Ansatze nach dem Hitaekdei 30°C inkubiert, ebenso
wie die ausplattierten Ansatze auf LB-Selektiondpta (mit Kanamycin und
Chloramphenicol).

100 ml LB-Medium (siehe 3.2.1.) mit Kanamycin untdl@amphenicol wurden mit

einer Einzelkolonie der Transformante inokuliert®i 30°C Uber Nacht oder bis zum
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Erreichen der gewiinschten @pinkubiert. Dann wurden Verdiinnungen vori®1ifis
10° auf M9-Minimalmedium-Platten mit Glukose als Katdéoffquelle und
supplementiert mit X-Gal (siehe 3.2.2.), sowie slagiConkey-Lac-Platten (siehe 3.2.4.)
jeweils unter Selektion auf Chloramphenicol aus@et und Uber Nacht bei 42°C
inkubiert. In diesem Schritt wird einerseits diepRaation des Plamides unterbrochen,
wahrend gleichzeitig die Expression der Transpoa&seiert wird. Dadurch kommt es
zu einer Integration desTnl0-Transposons in das Genom des Zielstammes.
Zusétzlich wurden Verdiinnungen vori*lifis 10" auf M9-Minimalplatten mit Glukose
und X-Gal und auf McConkey-Lac-Platten unter Setektauf Kanamycin-Resistenz
fur die Lebendzellzahlbestimmung plattiert und 3@ C inkubiert.

Am folgenden Tag wurden die Zellzahlen auf alleatteh durch Zahlung bestimmit.
Kolonien mit dem gewinschten Phanotyp wurden auf-Nii@imalplatten mit
Chloramphenicol und X-Gal vereinzelt, um dieservetifizieren. Anschlieend wurde
die Insertionsstelle des Transposons mittels ST-P#he 3.5.2.) bestimmt sowie die
Aktivitat der Reporterfusion im Vergleich zu den sgrungsstammen imB-

Galaktosidase-Assay (siehe 3.3.4) bestimmit.
3.4. Praparation und Nachweis von DNA

3.4.1. Praparation chromosomaler DNA

Fur die Isolation chromosomaler DNA aks coli wurde das DNeasy Tissue Kit (Fa.
Quiagen, Hilden) gemaf Herstellerangaben verwehdetdie Elution wurden zunéchst
90 pl HO (vorgewarmt auf 70°C) auf die Saule gegeben ueskedtr 5 min bei 70°C
inkubiert. Es folgte eine Zentrifugation fur 1 nmei 8.000 rpm und Raumtemperatur.
Anschlieend wurden nochmals 90 ul auf 70°C vorgewss HO auf die Saule
gegeben und diese fir 3 min bei Raumtemperaturbiekiy bevor die beschriebene

Zentrifugation wiederholt wurde.

3.4.2. Fallung von DNA

Zur Fallung von DNA wurde die Probe zunachst miOHauf ein Volumen von 100 pl
aufgeflllt. Dann wurden zunachst 1/10 Volumen AmmonAcetat (3 M, pH 5,2)

zugegeben und gemischt, gefolgt von 2,5 Volumerafdh(100% reinst). Der Ansatz
wurde nochmals gut gemischt und in Flussigstickstohockgefroren. Es folgte eine
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Inkubation bei -20°C fir 30 min, in denen die Probieder auftaute. AnschlieRend
wurde der Ansatz fiir 20 min bei 4°C und 13.000 gamtrifugiert, bevor der Uberstand
vorsichtig entfernt wurde. Das Pellet wurde mit p0@Ethanol (80% reinst) gewaschen.
Es folgte eine weitere Zentrifugation fir 5 min B&C und 13.000 rpm. Der Uberstand
wurde abermals verworfen und das Pellet Uber Nagelitocknet, bis das Ethanol
vollstandig verdampft war. AnschlieBend konnte DA im gewlnschten Volumen

H,0 resuspendiert werden.

3.4.3. Isolation und Aufreinigung von Plasmid-DNA

Die Plasmidisolation wurde mittels dem auf alkdisicLyse und spezifischer Bindung
von DNA an ein Silica-basierendes Anionentauschatedal beruhenden Nucleospin
Plasmid-Kit (Fa. Macherey-Nagel, Duren) gemalR3 H#lesangaben durchgefihrt. Far

die Isolation wurden 4 ml einer Gber Nacht inkutaarKultur eingesetzt.

Midi-Praparationen von Plasmiden wurden mit HillessdNucleoBond PC100-Kit (Fa.
Macherey-Nagel, Diren) gemall Herstellerangabenhdafihrt. Dieses Kit beruht
ebenfalls auf der Freisetzung von DNA durch alk&ies Lyse und deren spezifische
Bindung an ein Silica-basierendes AnionentauschateNhl. Fir die Praparation
wurden 50 ml Kultur mit einer Odgo von 3,5 eingesetzt. Die abschlieRende Elution
erfolgte zur Erhéhung der Ausbeute mit 200 pOHbidest).

Maxi-Praparationen von Plasmiden wurden mittels akdz Plus Maxipreps DNA

Purification System (Fa. Promega, Mannheim) nadtstdiberangaben durchgefihrt.

3.4.4. Reinigung von DNA und Gelelution

Die Produkte aus Enzymreaktionen mit DNA wurden mém QIAquick PCR
Purification Kit (Fa. Qiagen, Hilden) nach Hersteingaben gereinigt. Die
Funktionsweise des Kits beruht auf der spezifisdBemlung von DNA an eine Silica-

Membran in Anwesenheit hoher Salzkonzentrationen.

Das QIAquick Gel Extraction Kit (Fa. Qiagen, Hildearlaubt die Elution von DNA aus
analytischen Agarosegelen (siehe 2.4.5.). Hierziderudie entsprechenden Banden bei
UV-Licht der Wellenlange 365 nm mit Hilfe einer UKontaktlampe Chroma 41 (Fa.
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Laborgerate Vetter, Wiesloch) sichtbar gemacht, gesshnitten und gemaf
Herstellerangaben aufgereinigt.

3.4.5. Agarose-Gelelektrophorese von DNA

DNA-Molekile konnen in einem elektrischen Feld durGelelektrophorese gemal
ihrer Grof3e aufgetrennt werden, da DNA Uber einateggeladenes Grundgerust
verfugt.

Hierzu wurden Gele aus 60°C warmer Agarose-Losurigethidiumbromid in einer
horizontalen Elektrophorese-Kammer des Typs Pdfeet Gelsystem Mini M (Fa.
PegLab, Erlangen) gegossen. Die PolymerisatiorAdarose erfolgte durch Abkihlen
auf Raumtemperatur. Anschlie3end wurden die Getelmilr AE-Puffer Gberschichtet.
Sofern nicht anders angegeben wurden 1,5% Agareseyv@rwendet.

DNA-Proben wurden mit 6x Ladepuffer versetzt umd die Taschen des Gels
aufgetragen. Zur GroéRBenbestimmung wurde des Waeiteia Marker mit DNA-
Fragmenten bekannter Grol3e aufgetragen, soweit anncters vermerkt GeneRuler 1kb
DNA Ladder (Fa. Fermentas, St. Leon-Rot). Die Eigbthorese erfolgte bei 100-170
Volt bis die Bromphenolblau-Bande des Ladepuffers unteren Viertel des Gels
angelangte. AnschlielBend wurden die Gele direkérubtv-Licht einer Wellenlange
von 254 nm mittels einer Gel Doc 2.000-Anlage @ia-Rad, Minchen) betrachtet und

dokumentiert.
EDTA-Stammlosung (pH 8,0) 500 mM EDTA
Ethidiumbromid-Stammlésung 10 mg/mi

50x TAE (pH 8,3):
Tris 800 mM
Essigsaure (100 %) 950 mM
EDTA (pH 8,0) 50 mM

Agarosegel:
Agarose 1,5 % wiv 159
Ethidiumbromid (1:20.000) 5 ul
1x TAE-Puffer ad 100 ml
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6x Ladepuffer:
Glycerin 5ml
50x TAE-Puffer 200 pl
Bromphenolblau 0,01g
Xylencyanol 0,01¢g
H,0 (bidest) 4,5 mi

3.5. Allgemeine Klonierungstechniken und Enzymreakbnen mit DNA

3.5.1. Polymerasekettenreaktion (Polymerase cleaiction, PCR (Mulli®t al. 1986)

Bei der Polymerasekettenreaktion wird ein durch izwaés Primer eingesetzte
Oligonukleotide definiertes Stick DNA enzymatisoh vitro vervielfaltigt. Die
verwendeten Oligonukleotide sind in Tabelle 7.3.usammengefasst. Alle
Reaktionsansatze und Thermocycler-Programme wurdemal? den Hersteller-
Angaben und mittels der mitgelieferten Puffer uriiblingen erstellt. Alle Reaktionen
fanden in Geraten des Typs Tpersonal combi (FamBim, Goéttingen) oder
Mastercycler gradient (Fa. Eppendorf, Hamburg}.stat

Es wurden fir verschiedene Aufgaben unterschiegllRblymerasen verwendet:

Tag (Fa. Fermentas, St. Leon-Rot und aus eigener Rtiod) als Polymerasen ohne
Korrekturlese-Aktivitat, Pfu (Fa. Fermentas, St. Leon-Rot) als Polymerase mit
Korrekturlese-Aktivitdt und sowie TripleMaster-Polgrase (Fa. Roche, Mannheim).
Als Matrize fir die Amplifikation wurde entweder rdmosomale DNA oder Plasmide

verwendet.

3.5.2. Semi-random two-step PCR (ST-PCR; (Madhusatial. 2005))

Die ST-PCR stellt eine Methode zur Bestimmung voan§poson-Insertionsstellen (in
diesem Fall min10, vergleiche 3.3.5.) dar. Hierzu wurden zwei en#fieder folgende

PCR-Schritte durchgefiihrt. Im ersten Schritt wugdeOligopaar als Primer eingesetzt,
von denen eines mit der stromaufwarts gerichtetankié des Transposons hybridisiert
(BG84), wahrend das andere (BG 80) eine defini8gquenz aus 20 Nukleotiden am
5’-Ende besitzt, gefolgt von einer degeneriertequ&ez aus 10 Nukleotiden und einer
GATC-Sequenz am 3'-Ende (vgl. Abb. 3.2.). Diesesg@lukleotid hybridisiert

31



Material und Methoden

statistisch alle 300 bis 400 Basenpaare einmal @noB, so dass ein DNA-Fragment

amplifiziert werden kann, das den das Transposmkigrenden Bereich umfasst.

Fur die erste PCR wurde folgendes Cyclerprogrammvesgdet:

94°C 2 min

94°C 30 sec

42°C 30 sec -1°C pro Zyklus
72°C 3 min 5 Wiederholungen
94°C 30 sec

65°C 30 sec

72°C 3 min 24 Wiederholungen
4°C Pause

Das Produkt dieser ersten PCR wurde mit einemagbgn Volumen kO verdinnt
und als Matrize in einer zweiten PCR-Reaktion esegg. Hierbei wurden
Oligonukleotide als Primer eingesetzt, von denarere(BG81) mit dem definierten
Bereich des Oligonukleotide BG80 hybridisiert, weild der andere komplementér zu
einem Abschnitt des Transposons ist, der durch @lagonukleotidpaar der ersten
Reaktion umfasst wird (BG85). Das Produkt dieseein Reaktion wurde mittels
Gelelution (siehe 3.4.4.) aufgereinigt und ans@&dired sequenziert (siehe 3.5.7.).

Fur die zweite PCR wurde folgendes Cyclerprogranremvendet:

94°C 2 min

65°C 30 sec

72°C 3 min 29 Wiederholungen
4°C Pause
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Um die Bereiche zu amplifizieren, die das Transpastoomabwarts flankieren, wurde
eine analoge Methode unter Verwendung der OligepB&82 und BG80 (fur die erste
PCR) respektive BG 81 und BG83 (zweite PCR) angdtvan

Lokalisation der Transposon Insertions Stellen
durch semi-random two-step PCR (ST-PCR)

BGB2 BGE3

—_— —

HGEO miniTa,, aGso
-— —
— HGBS BG4 —
BGe1 AGE1

S'GGCCACGCGTCGACTAGTAC -NNNNNNNNNN-GATC
Definierle Sequenz Degenerierie
Sequenz

Zwei aufeinanderfoigende PCRs:
1. PGR
Linkes Ende, BGHE0, BGB4

Produkt als Template fiir2. PCR
einsetzen

2. PCR
Linkes Ende, BGB1, BGBS

|

Seguenzierung der PCR-
Produkte

Abb. 3.2.: Schematische Darstellung der  Semi-random two-step PCR (ST-PCR).

Das Oligonukleotid BG80 hybridisiert statistisch alle 300-400 bp im Genom und ermdéglicht
SO0 gepaart mit BG84 die Amplifikation des Bereiches stromaufwarts des Transposons
(,linkes Ende"). Das Produkt dieser ersten PCR (siehe 3.6.1.) wurde als Matrize fir eine
weitere PCR eingesetzt. Bei dieser zweiten Reaktion hybridisiert der Primer BG81 an der
durch BG80 definierten Sequenz, wéhrend das Oligonukleotid BG85 im mTn10 hybridisiert,
jedoch innerhalb des durch das Paar BG80/BG84 umfassten Bereich.

Die Produkte der zweiten PCR wurden in einem analytischen Agarose-Gel kontrolliert. War
eine dominante Bande vorhanden, so wurde das Produkt der zweiten PCR nochmals auf ein
préaperatives Agarosegel aufgetragen und die Bande aus dem Gel eluiert (siehe 3.5.4.) und
anschlielend sequenziert (siehe 3.5.7.).

Die Identifizierung der stromabwarts des Transposons gelegenen Sequenzen (,rechtes
Ende") verlief analog unter Verwendung der Primer BG82 + BG80 fir die erste PCR, und BG
81 und BG 83 fir die zweite PCR.

3.5.3. Generierung von Gen-Deletionen (DatsenkoWadner 2000)

Bei dieser Methode zur Generierung von chromosam@kn-Disruptionen und
-Deletionen werden PCR-Produkte genutzt, bei deeme Resistenzkassette von
Sequenzen flankiert wird, die homolog zu den flandinden Sequenzen des Zielgens

sind und somit eine Rekombination ermdglichen. Dm®@ren tragen diese Inserts
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sogenannte FRT-SequenzenPFrecognition_argets), die es erlauben, die integrierte
Resistenzkassette wieder aus dem Genom zu entfevodarch lediglich eine ,Narbe*
entsteht, die sowohl Stop-Codons in allen sechserastern tragt, als auch eine
optimale Ribosomenbindestelle zur Expression stbyvéats gelegener Gene generiert.
Hierdurch kdnnen markerlose Gen-Deletionen gertenerden, die das Risiko polarer
Effekte auf die Expression benachbarter Gene meren. Fir die homologe
Rekombination wird ein temperatursensitives Heltsmid (pKD46, siehe Tabelle
7.2.) genutzt, welches die Rekombinase Reft €xg des Phagen unter Kontrolle
eines Arabinose-induzierbaren Promotors tragt. Zmifernen der Resistenzkassette
wird das Helferplasmid pCP20 (siehe Tabelle 7.2erwendet, welches eine

temperaturabhéngige Expression von FLP ermoglicht.

3.5.3.1 Vorbereitung der Stamme

Der Zielstamm wurde zundchst chemisch kompetentagbin(siehe 3.3.2) und wie
unter 3.3.3. beschrieben mit dem temperaturseasitiHelferplasmid pKD46
transformiert. Die Transformanten wurden auf LB+Aaipn-Platten (siehe 3.2.1.) bei
30°C selektiert.

3.5.3.2. Amplifikation der Resistenzkassette mihdiogen Bereichen zu den

flankierenden Sequenzen des Zielgens

Oligonukleotide, die als Primer zur Generierung deblA-Fragmentes fir die
Elektroporation verwendet wurden, bestehen aus ¥04B Basen die einerseits
homolog zu den Bereichen direkt stromaufwarts leaigsweise -abwérts des Zielgens
sind andererseits zu Bereichen der flankierendegidRen der Chloramphenicol-
Resistenzkassette auf dem Plasmid pKD3 (im Fall désrwarts-Primers:
GTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG; fur den Ruckwarts-Primer: TXGAAT
ATCCTCCTTAGTTCCTATTCC). Die PCR wurde wie unter 3.5 beschrieben
durchgefuhrt und das resultierende Fragment miBd&Elution aufgereinigt (siehe
3.4.4.). Die Konzentration sollte mindestens 10Quhdpetragen, gegebenenfalls muss
das PCR-Produkt mittels Ethanol-Fallung (siehe23)&ufkonzentriert werden.
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3.5.3.3. Herstellung elektrokompetenter Zellenkd Court 1998)
Der mit pKD46 transformierte Zielstamm wurde in 3 80B (siehe 3.2.3.) mit
Ampicillin und 20 mM L-Arabinose (zur Induktion dgsRED Systems) bei 30°C auf

dem Horizontalschittler Gber Nacht inkubiert. Aussdr Vorkultur wurden 50 ml

desselben Mediums zu einer gpPvon 0,1 inokuliert und auf dem Horizontalschuttler
bei 30°C inkubiert, bis eine Qg von 0,6 erreicht wurde. Die Kultur wird in ein auf
4°C vorgekuhltes 50 ml Plastikréhrchen Gberfuhd @rStunde auf Eis inkubiert.

Es folgen eine Reihe von Wasch- und Zentrifugasohstten:

Zentrifugation fir 15 min bei 4° C und 3.000 rpm
Uberstand verwerfen, Pellet in 50 ml eiskaltep®Hesuspendieren

- Zentrifugation fir 15 min bei 4° C und 3.000 rpm

- Uberstand verwerfen, Pellet in 25 ml eiskaltep®Hesuspendieren

- Zentrifugation fir 15 min bei 4° C und 3.000 rpm

- Uberstand verwerfen, Pellet in 2 ml eiskaltem Gigte10% (v/v)

resuspendieren

- Zentrifugation fir 15 min bei 4° C und 3.000 rpm
Anschlie3end wird das Pellet in 200 ul eiskalteryc@tol 10% (v/v) aufgenommen und
fur die Elektroporation eingesetzt

3.5.3.4. Elektroporation (Yu und Court 1998)

2 mm-Elektroporationskuvetten (Fa. Biozym, Hessisgldendorf) wurden auf Eis
vorgekuhlt. 100 ng DNA-Fragment (in einem maximaléiumen von 10 pl) wurden
mit 40 pl elektrokompetenten Zellen in einem voigdien 1,5 ml-Reaktionsgefal’
gemischt und 10 min auf Eis inkubiert. Danach wurder Ansatz in eine
Elektroporationskivette Uberfiihrt und es erfolgte Elektroschock fir 3 sec bei 1,8
kV, 25 pF und 20@. Sofort nach dem Schock wurde 1 ml SOC-Mediumhésig2.3.)
zugegeben und der Ansatz in ein 1,5 ml-Reaktio@g&yefiberfiihrt. Nach einer
Inkubation fr 60 min auf dem Horizontalschittleri I37° C wurden den 500 pl des
Ansatzes auf LB-Selektionsplatten (siehe 3.2.1platisert und bei 37°C Uber Nacht
inkubiert. Der restliche Ansatz wurde fur 24 h Beiumtemperatur inkubiert, auf LB-
Selektionsplatten ausplattiert und ebenfalls Ubeachtl bei 37°C inkubiert.
Transformanten wurden mittels PCR unter Verwendunghfassender und

Resistenzkassetten-spezifischer Oligonukleotide Rlsmer auf Integration der
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Resistenzkassette und durch Plattieren auf LB-8etedplatten mit Ampicillin auf

Verlust des temperatursensitiven Plasmids pKD4@pitié.

3.5.3.5. Entfernen der Kassette

Um eine markerfreie Deletion des Zielgens zu eemaltmuss die eingebrachte
Resistenzkassette wieder aus dem Genom entferntemerHierzu wurde ein

Rekombinase-System genutzt, dass die die Resistesette flankierenden FRT-
Sequenzen erkennt und den dazwischen liegenden B&gich entfernt. Hierzu wurde
der Zielstamm zunachst chemisch kompetent gemaatitg 3.3.2) und dann mittels
Hitzeschock mit dem Plasmid pCP20 transformieghsi3.3.3.). Die Inkubation nach
dem Hitzeschock sowie die Inkubation der LB-Setaipiatten (siehe 3.2.1.) Uber
Nacht erfolgte bei 30°C, da das Plasmid pCP20 (deen temperatursensitiven
Replikationsursprung verfugt.

Transformanten wurden vereinzelt und bei 37°C imISLB-Medium tber Nacht auf

einem Horizontalschuttler inkubiert. Anschlielendrden sie auf LB-Platten sowie
LB-Selektionsplatten mit Chloramphenicol oder Anilfirt plattiert und bei 37°C Uber

Nacht inkubiert, um den Verlust der Resistenzkéssstwie des Helferplasmides zu
prufen. Der Deletionsstamm ohne Resistenz wurdehfalgend mittels PCR (siehe
3.5.1.) Uberpruft.

3.5.4. Restriktion von DNA

DNA-Fragmente und Plasmide wurden mit Hilfe von eusthiedlichen
Restriktionsendonukleasen (Fa. Fermentas, St. Rmihgeschnitten. Die verwendeten
Enzyme sind an den entsprechenden Stellen vermgliiet.Reaktionsanséatze wurden
gemal den Herstellerangaben erstellt. Pro Resimdteaktion wurden 500-700 ng
DNA eingesetzt.

Um die benétigte Menge an Enzym zu berechnen, wiesidende Formel verwendet :

_ u(Enzym)
MW (x) n(4)  ug(x)

mit A Referenz-DNA (Phage)
X zu verdauende DNA
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MW Molekulargewicht
n Anzahl der Schnittstellen

Als Referenz diente die DNA des Phagerrir die Reaktionen wurde das 1,5fache der
errechneten Enzymmenge eingesetzt.

Restriktionsansatze wurden fur 2 h bei 37°C inkdbfenschlie3end wurden sie mittels
QIAquick PCR Purification Kit wie unter 3.4.4. bésieben aufgereinigt und mittels
Agarose-Gelelektrophorese (siehe 3.4.5.) Uberpidt.Bestimmung der Konzentration
erfolgte mittels eines Nanodrop ND-1000 Spectrophotometers (Fa. aPeql
Biotechnologie GmbH, Erlangen).

3.5.5. Dephosphorylierung

Mittels Restriktionsenzymen geschnittene Vektoramrde&n dephosphoryliert, um die
Wabhrscheinlichkeit einer Religation in der ansdhdieden Ligationsreaktion zu
minimieren. Shrimp Alkaline Phosphatadezw. Calf Intestine Alkaline Phosphatase
(Fa. Fermentas, St. Leon-Rot) entfernt die 5 -Phatgwuppe der DNA hydrolytisch, so
dass das Plasmid nur dann wieder eine zirkularenFamnehmen kann, wenn ein
phosphoryliertes DNA-Fragment wahrend der Ligatiotiegriert wird. Fur die
Dephosphorylierung wurde den Vektor-Restriktiongérsn nach der Inkubation 1,5 pl
der alkalischen Phosphatase zugegeben und dieseitére 60 min bei 37°C inkubiert.
AnschlieRend wurden die Ansatze wie unter 3.4.4clweeben gereinigt und mittels
Agarose-Gelelektrophorese (siehe 3.4.5.) Uberphifth hier erfolgte die Bestimmung
der Konzentration erfolgte mittelsines Nanodrop ND-1000 Spectrophotometers (Fa.

Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen).

3.5.6. Ligation

Die T4-Ligase katalysiert die Bildung einer Phoggiester-Bindung zwischen der 5°-
Phosphatgruppe und der 3 -Hydroxylgruppe von DNAdWdlen.

Diese Reaktion wurde mit Hilfe von T4 DNA Ligasea(H-ermentas, St. Leon-Rot)
gemall Herstellerangaben und unter Verwendung degelmiferten LAsungen
durchgefuhrt. Es wurden pro Ligationsreaktion 50-1@ Vektor-DNA und der 1,5-
3fache molare Uberschuss an Fragment verwendet.ADsatz wurde fir 3 h bei
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Raumtemperatur oder tUber Nacht bei 16°C inkubiaed direkt zur Transformation

(siehe 3.2.3) eingesetzt.

3.5.7. Sequenzierung nach der KettenabbruchmeilSadwert al.1977)

Plasmide und andere manipulierte DNA-Sequenzen ewurdurch Sequenzierung
relevanter DNA-Abschnitte Uberpriuft. Alle Sequemnargsreaktionen wurden vom
GenoMIK-Network (Gottingen) durchgefuhrt. Hierzu ndan 200 ng DNA und 5 pMol
Oligonukleotid als Primer in 5 ul 4@ (bidest) Endvolumen verwendet. Die erhaltenen
Sequenzen wurden anschliel3end mittels der Progra@HiROMAS und Vector NTI
analysiert (siehe 3.9.).

3.6. Praparation, Synthese und Nachweis von RNA

3.6.1. Praparation von Gesamt-RNA

Gesamt-RNA wurde mittels des Rneasy Mini Kit (Fauid@en, Hilden) prapariert.
Hierzu wurde eine Kulturmenge &quivalent zu ein@s& von 1 verwendet und nach
Herstellerangabe behandelt. Nach der Préparatiomlevdie RNA wie unter 3.6.2.

beschrieben geféllt.

Alternativ. wurde RNA fir Northern Blot Analysen tmadioaktiv-markierten Sonden
(siehe 3.6.10.) mittels Trizol prapariert. Hierzurde ein Aquivalent von Ofgo = 4 der
Kultur von Interesse abgenommen, mit 1/5 Volumeap8tosung gemischt und in
Fllssigstickstoff gefroren. Anschliel3end wurdenPRlieben auf Eis aufgetaut und durch
Zentrifugation fir 10 min bei 8.000 rpm und 4°C lpért. Der Uberstand wurde
verworfen und eine weitere Zentrifugation fir 5 mipei 8.000 rpm und 4°C
durchgefuhrt. Der Uberstand wurde mdglichst votidtg entfernt und das Pellet in 1
ml Trizol (Fa. Invitrogen, Karlsruhe) gel6ést. AneBend wurden 400 pl Chloroform
zugegeben und der Ansatz durch Invertieren griimdjemischt. Er wurde dann in ein
PLG-R6hrchen (Phase Lock Gel, Fa. 5 PRIME, Hambltggrfihrt und nach einer
Inkubation fir 2 bis 5 min bei Raumtemperatur férrin bei 13.000 rpm und 15°C
zentrifugiert. Die obere, wassrige Phase wurde aaniaa ein frisches 1,5 ml-
Reaktionsgefal3 Uberfihrt und mit 450 pl Isopropaveisetzt. Nach grundlichem
Mischen durch Invertieren folgte eine Inkubatiom 8 min bei Raumtemperatur. Der
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Ansatz wurde fir 30 min bei 13.000 rpm und Raumtenafoir zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Das Pellet wurde mit 350 |DHE{70% (reinst.) gewaschen und
nochmals fur 15 min bei 13.000 rpm und Raumtemperagntrifugiert. Anschliel3end

wurde der Uberstand abgenommen und das Pelletcgattb Die RNAwurde in 30 pl

H.O (RNase-frei) aufgenommen und die Konzentratiottetsieines Nanodrop ND-

1000 Spectrophotometers (Fa. Peqglab Biotechnol@gidH, Erlangen) bestimmt und
die Qualitat der Praparation wie unter 2.6.4. beebkn tGberpruift.

Stop-Losung:
Phenol 5% (v/v)

Ethanol 95% (v/v)

3.6.2. Fallung von RNA

Zur Féallung von RNA wurde das Volumen der Probeédzinst mit HO (RNase-frei)
auf 100 pl eingestellt. Es folgte die Zugabe vanl 9,5 M EDTA (pH 8,0) und 12,5 pl
4 M LIiCl. Der Ansatz wurde anschlielRend mit eiskalt375 pl Ethanol (100% reinst)
gemischt und Uuber Nacht bei -20° C inkubiert. Ahisffend erfolgte eine
Zentrifugation fiir 30 min bei 4°C und 13.000 rpmer@Jberstand wurde entfernt und
das Pellet mit 500 pl eiskaltem Ethanol (70% réigsivaschen. Es folgte eine weitere
Zentrifugation fir 20 min bei 4°C und 13.000 rpreybr der Uberstand vorsichtig und
maoglichst vollstandig abgenommen wurde. Nach eimatteren Zentrifugationsschritt
fir 10 min bei 4°C und 13000 rpm wurde der Restldesrstandes abgenommen und
das Pellet bei Raumtemperatur getrocknet. Anscaié3konnte die RNA im

gewinschten VolumenJ@ (RNase-frei) aufgenommen werden.

3.6.3.In vitro Transkription T7

Zur in vitro Transkription von RNA wurden Komponenten des REA labeling Kits

(Fa. Roche, Mannheim) oder alternativ das MEGAS3cTi Kit (Fa. Amersham,
Freiburg) verwendet, welche beide auf dewitro Transkription definierter Bereiche
von DNA-Matrizen aus basiert. Hierzu wurde zursiamittels PCR (siehe 3.5.1.)
Matrizen-DNA mit einer T7-Promotorsequenz generigrt mittels Gel-Elution (siehe

3.4.5.) aufgereinigt. In den vitro Transkription wurden 500-1000 ng DNA eingesetzt.
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Die Vorbereitung der Ansatze erfolgte gemald der stééderangaben in einem
Endvolumen von 100 pl. Nach einer Inkubation Gba&ciN bei 37°C erfolgte eine
Behandlung deffranskriptionsansatze mit dem ,DNA-free Kit* (FamAion, Austin)
zur Entfernung der Matrizen-DNA gemal3 Herstelleedoemn. Anschliel3end wurde die
RNA wie unter 3.6.2. beschrieben gefallt, das Peite 50 pl HO (RNase-frei)
aufgenommen und mittelsines Nanodrop ND-1000 Spectrophotometers (Fa.aBeq|
Biotechnologie GmbH, Erlangen) quantifiziert. Zutigh wurde die RNA wie unter

3.6.4 beschrieben durch Gelelektrophorese Uberpruft

3.6.4. Nachweis von RNA

RNA-Molekile konnen, wie auch DNA, in einem elekthen Feld durch
Gelelektrophorese gemalfd ihrer Grol3e aufgetrenrdemerda RNA ebenfalls Gber ein
negativ geladenes Grundgerust verflgt.

Zum Nachweis von RNA wurden 1% Agarose-Gele mitnkadehyd verwendet.
Hierzu wurde zunachst 1 g Agarose in 72 miOHdurch Erhitzen gelést und
anschlieBend im Wasserbad auf 65° C temperiertciiie®end wurden unter einem
Abzug 10 ml 10x MOPS und 18 ml Formaldehyd (37%Jemetzt, bevor das Gel in
einer horizontalen Elektrophorese-Kammer des TypdePtBlue Gelsystem Mini M
(Fa. PeqLab, Erlangen) gegossen wurde. Die Polgateon der Agarose erfolgte durch
Abkihlen auf Raumtemperatur. AnschlieBend wurdea @ele mit 1x MOPS
uberschichtet.

RNA-Proben wurden mit #0 (RNase-frei) auf ein Volumen von 10 ul gebraaht, 5

ul RNA-Ladepuffer versetzt und fir 10 min bei 65d€naturiert. Nach einem raschen
Abkihlen auf Eis wurden sie in die Taschen des Galdgetragen. Zur
GroRenbestimmung wurde des Weiteren ein MarkerRhMA-Fragmenten bekannter
GrolRe aufgetragen, die RiboRuler low range RNA lead8a. Fermentas, St. Leon-
Rot). Die Elektrophorese erfolgte bei 108@It bis die Bromphenolblau-Bande des
Ladepuffers im unteren Viertel des Gels angelaragt iinschlieRend wurden die Gele
direkt unter UV-Licht einer Wellenlange von 254 nmittels einer Gel Doc 2.000-
Anlage (Fa. Bio-Rad, Minchen) dokumentiert und ¢egenfalls fir Northern Blot-

Analysen (siehe 3.6.6) eingesetzt.
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10x MOPS
MOPS 200 mM
Natriumacetat 50 mM
EDTA 10 mM
H,O (dest) ad 1.000 ml

pH 7,0 einstellen mit NaOH
MOPS muss auf eine besondere Weise autoklaviedemerEs darf maximal 10 min
lang in einem Dampfkochtopf sterilisiert werden.cNadem Autoklavieren sollte die

Lésung leicht gelb sein.

3.6.5. Herstellung DIG-markierter RNA-Sonden furrtiiern Blot Analysen

Um RNA-Sonden fir Northern Blot Analysen zu geneme wurde in einem vitro-
Transkription eine DIG-markierte RNA hergestellige dder revers-komplementaren
Sequenz der Ziel-RNA entsprach. Hierzu wurde wieeiud.6.3. das DIG-RNA labeling
Kits (Fa. Roche, Mannheim) verwendet, jedoch statt rNTP-Mixes der DIG RNA-
labelling Mix 10x desselben Herstellers verwend2ie RNA wurde gefallt (siehe
3.6.2.) und in einem Volumen von 100 pdGH(RNase-frei) mit 1 pl RNase-Inhibitor
fur 2 h bei 37°C gel06st.

Um die Qualitat der DIG-Markierung zu Uberprifenrden Verdinnungen der Sonde
von 1@ bis 10* angelegt und je 1 pl dieser Verdiinnungen auf Biglenmembran
aufgetropft. Die Membran wurde luftgetrocknet un@ &RNA anschlieRend durch
Bestrahlung mit UV-Licht einer Wellenlange von 25#n fir 3 min fixiert.
Anschlielend wurde die Membran fur 5 min in Puffenkubiert. Dieser und alle
nachfolgenden Inkubationsschritte erfolgten bei rR@mperatur auf einem
Horizontalschiittler. Es folgte eine Inkubation 8@ min in Puffer Il, gefolgt von einer
Inkubation fir 30 min in Puffer II gemischt 10.000mit Anti-Digoxigenin-AP
fragments (Fa. Roche, Mannheim). AnschlieRend wdideMembran drei Mal fir je
10 min in Puffer | gewaschen und abschlieRend @imin in Puffer Il inkubiert. Die
Membran wurde in 1 ml Puffer Il mit 5 ul CDP-S{&a. Roche, Mannheingewendet,
in eine Klarsichtfolie Uberfihrt und 10 min im Duwik inkubiert. Die Signalstarke
wurde anschlielend Uber einen Zeitraum von 5 mireimem Chemi-Smart 5.000
Chemilumineszenz-System (Fa. PeqgLab, Erlangeny M#&rvendung der zugehdrigen
ChemiCapt 11.07-Software dokumentiert.
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10% Blocking Reagenz:

Blocking Reagenz 10g
1x Puffer | ad 100 ml
5x Puffer I:
Maleinséaure 500 mM
NacCl 750 mM
Tween20 0.3%
NaOH 900 mM
pH 7,5 einstellen mit NaOH
Puffer II:
5x Puffer | 40 ml
10% Bocking Reagenz 20 ml
H,0 (dest) ad 200 ml
Puffer Il (pH 9,5):
Diethanolamin 9.63 ml
H,0 (dest) ad 200 ml

3.6.6. Herstellung’P -markierter Sonden fiir Northern Blot Analysen

Fir diese Art der Northern Blot-Analyse wurden &tde Oligonukleotide verwendet,
die komplementér zur Sequenz der zu detektiereRdh sind. Diese Oligonukleotide
wurden durch T4-Polynukleotid Kinase (PNK, Fa. Femmas, St. Leon-Rot) mitP

markiert.
Die Reaktionsansatze fiir die Markierung waren wigtfzusammengesetzt:

Oligonukleotid (10 nM) 1l

10x PNK-Puffer 2 pl
py-ATP 5l
PNK 1ul
H,O (RNase-frei) 11 pl
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Diese Ansatze wurden fur 1 h bei 37°C inkubiert.

AnschlieRend wurden verbliebene freie NukleotideeuNerwendung von G-25-Séaulen
(Fa. GE Healthcare, Freiburg) nach Herstellerangain¢fernt.

Die so generierteffP-markierten Oligonukleotide wurden wie unter 308bkschrieben

als Sonde in Northern Blot Analysen eingesetzt.

3.6.7. Northern Blot Analyse (fir Detektion mit Di@arkierten Sonden)

Fur den Vakuum-Transfer mittels des VacuGene XLtS&wyws (Fa. Amersham,
Freiburg) wurden positiv geladene Nylonmembrartem Roche, Mannheim) in Grol3e
des Gels ausgeschnitten und in 20x SSC aquilibAagchlieend wurde die Membran
auf mit O (dest) befeuchtete Tragerplatte aufgelegt und ewmer Plastikmaske
abgedichtet. Das Agarosegel wurde auf die Membrahdie Plastikmaske aufgelegt,
wodurch die Apparatur luftdicht verschlossen wurBer Transfer erfolgte bei einem
Vakuum von 60 mBar. Das Gel wurde wahrend des Teemiamit den folgenden

Lésungen Uberschichtet:

Denaturierungslosung 5 min
Neutralisierungslosung 5 min
20x SSC 4-5h

Beim Wechsel der Losungen wurden Reste der vommerigdsung durch abgiel3en
entfernt. Nach Beendigung des Transfers wurde & Riittels Bestrahlung mit UV-

Licht (3 min, 254 nm) an der Membran fixiert. AnBeBend wurden die Membranen
luftgetrocknet und unter UV-Licht die Banden deNARStandards auf der Membran
markiert Die Membran wurde in ein Hybridisierundsiéhen tberfuhrt und fir 2 h bei
68°C in einem OV2-Hybridisierungsofen (Fa. Biomet@ottingen) in 15 ml Pra-

Hybridisierungslosung unter Rotation inkubiert. igbridisierung mit der Sonde und

die Detektion der Signale erfolgten wie unter 3.6&schrieben.
Denaturierungslosung:

NaOH 50 mM
NacCl 10 mM
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Neutralisierungslosung:
Tris 100 mM
pH 7,4 einstellen mit HCI

10% Blocking Reagenz:
Blocking Reagenz 10g
1x Puffer | ad 100 ml

Pra-Hybridisierungslésung:
Formamid 25 ml
20x SSC 12,5 ml
Blocking Reagenz 10% 10 ml
N-Lauroylsarcosin 10% 500 pl

SDS 10% 100 pl
5x Puffer I:
Maleinsaure 500 mM
NacCl 750 mM
Tween20 0.3%
NaOH 900 mM
pH 7,5 einstellen mit NaOH
20x SSC
NaCl 3M
Natriumcitrat 0.3 M

pH 7,0 einstellen mit HCI

3.6.8. Slot Blot Analyse (fur Detektion mit DIG-nkégrten Sonden)

In einer Slot Blot Analyse wird RNA nicht durch ®&ktrophorese nach GroRRe
aufgetrennt, sondern direkt auf eine Nylonmembransferiert. Dadurch sind Slot Blot
Analysen zwar in der Lage, eine Aussage Uber disaf@emenge einer bestimmten
RNA zu liefern, jedoch nicht Gber Grol3e oder urtieilesdliche Spezies selbiger.

Die Proben wurden auf zunachst eine RNA-Menge vag,21l ug, 0,5 ug und 0,25 pg
in 100 ul eingestellt. Die positiv geladene Nylonmeanmb(Fa. Roche, Mannheim)
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wurde in 10x SSC gewassert und anschlie3end inRIRG@&18 Slot Blot-Apparatur (Fa.
Hoefer, San Francisco) eingelegt. Der Transfer RHA auf die Membran erfolgte
durch Anlegen eines Unterdruckes mittels einer \Geme XL-Pumpe (Fa. Amersham,
Freiburg). Nach dem vollstandigen Transfer wurde #lembran der Apparatur
entnommen und luftgetrocknet, bevor die RNA dur@stBahlung mit UV-Licht einer
Wellenlange von 254 nm fur 3 min fixiert wurde.

Die Membran wurde in ein Hybridisierungsrohrcherrdibhrt und fir 2 h bei 68° C in
einem OV2-Hybridisierungsofen (Fa. Biometra, Ga@én) in 15 ml Pra-
Hybridisierungslosung unter Rotation inkubiert. igbridisierung mit der Sonde und

die Detektion der Signale erfolgten wie unter 3.6&schrieben.

Pra-Hybridisierungslésung:

Formamid 25 ml
20x SSC 12,5 ml
Blocking Reagenz 10% 10 ml
N-Lauroylsarcosin 10% 500 pl
SDS 10% 100 pl
10% Blocking Reagenz:
Blocking Reagenz 109
1x Puffer | ad 100 ml
20x SSC
NaCl 3M
Natriumcitrat 0.3 M
pH 7,0 einstellen mit HCI
5x Puffer I:
Maleinsaure 500 mM
NaCl 750 mM
Tween20 0.3%
NaOH 900 mM

pH 7,5 einstellen mit NaOH
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3.6.9. Hybridisierung mit DIG-markierten Sonden uetektion

Fur die Sondenlésung wurden 5 ml Pra-Hybridisiesliigung mit 15 pl der DIG-
markierten Sonde versetzt und fir 15 min in kockemdWasser denaturiert und
anschlie3end rasch auf Eis abgekiihlt.

Nach der Inkubation der Membran in Pra-Hybridisiysiosung (siehe 3.6.6.
beziehungsweise 3.6.7.) wurde diese gegen die 8timlmg ausgetauscht und die
Membran Gber Nacht bei 68°C im OV2-Hybridisierunigso(Fa. Biometra, Goéttingen)
unter Rotation inkubiert.

Nach dieser Inkubation wurde die Sondenldsung mnsggriles 15 ml-Plastikréhrchen
gegossen und bis zu funf Mal wiederverwendet (Laggibei —20°C).

Die Membran wurde zundchst zwei Mal fur 5 min beuRtemperatur in 5 ml
Waschlésung | inkubiert und dabei per Hand gerdlihschlieRend erfolgten drei
Waschschritte fir 20 min mit je 5 ml WaschlésungmiHybridisierungsofen bei 68°C
und Rotation, bevor die Membran in eine sauberstiRchale Uberfuhrt wurde. Alle
weiteren Inkubationsschritte erfolgten bei Raumterafur auf einem Horizontal-
schittler. Zunachst wurde die Membran fur 5 mir2@hml Puffer | inkubiert, danach
fur 30 min in 20 ml Puffer Il. Es folgte die Bindung de=kandaren Antikorpers Anti-
Digoxigenin-AP fragments (Fa. Roche, Mannheim), cwet 1:10.000 in Puffer Il
verdinnt wurde (2,5 ul auf 25 ml), bevor die Menmbiféir weitere 30 min darin
geschwenkt wurde. Nach der Bindung des Antikorpeligien drei Waschschritte fur
jeweils 10 min mit 20 ml Puffer I, bevor die Membr&ir 10 min in 10 ml Puffer IlI
geschwenkt wurde.

Anschliel3end wurde die Membran in eine frische &chierfihrt und in 1 ml Puffer
[l mit 5 pl des Chemilumineszenz-Substrates CD&-Gta. Roche, Mannheim) fir 15
min im Dunkeln inkubiert. Die Membran wurde danneame frische durchsichtige
Plastikfolie gelegt und die Lumineszenz Uber eideitraum von 20 min und 45 min in
einem Chemi-Smart 5.000 Chemilumineszenz-System PeglLab, Erlangen) unter

Verwendung der zugehorigen ChemiCapt 11.07-Softdakementiert.
10% Blocking Reagenz:

Blocking Reagenz 109
1x Puffer | ad 100 ml
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5x Puffer I:
Maleinséaure 500 mM
NacCl 750 mM
Tween20 0.3%
NaOH 900 mM
pH 7,5 einstellen mit NaOH
Puffer II:
5x Puffer | 40 ml
10% Bocking Reagenz 20 ml
H,0 (dest) ad 200 ml
Puffer Il (pH 9,5):
Diethanolamin 9.63 ml
H,0 (dest) ad 200 ml
Waschpuffer I:
2x SSC
0.1% SDS
Waschpuffer II:
0.1x SSC
1% SDS

3.6.10. Northern Blot Analyse (fiir Detektion rfiP -markierten Sonden)

5 ug RNA in einem Volumen von 5 pl wurden wie urdes.4. beschrieben in einem
6% Polyacrylamid-Gel (7M Harnstoff, TBE) bei 300 IVim einer SE 600 Vertical Unit

(Fa. Hoefer, San Francisco, USA) fur 2 h aufgetrefits Marker wurde in diesem Fall
32P_markierte pUC8-DNA verwendet.

Nach dem Gellauf wurde die RNA in einer Trans-BRlus cell (Fa. Bio-Rad,

Munchen) auf eine Hypobond XL-Membran (Fa. Amersh&meiburg) fir 1 h bei 50

Volt Gbertragen und die RNA anschlielend durch iaeaing mit 120 Joule UV-Licht

fixiert.
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3.6.11. Hybridisierung mi?P -markierten Sonden und Detektion

Membranen fiir die Detektion mitP-markierten Sonden (siehe 3.6.9.) wurden einer
Prahybridisierung fir 1 h in 15 ml Rapid-hyb-Puftéa. GE Healthcare, Freiburg) bei
42°C in einem Hybridisierungsofen unterzogen. Aiegénd wurden 5 pl einéfP-
markierten Sonde (siehe 3.6.6.) zugegeben undlilivel 42°C hybridisiert.

Die Membran wurde getrocknet und danach fur 15 mirbx SSC + 0,1% SDS
gewaschen, anschlieBend fir ebenfalls je 15 minlin SSC + 0,1% SDS
beziehungsweise 0,5x SSC + 0,1% SDS. Nach dem fieocter Membran wurde diese
far 2 h auf einen Molecular dynamics GP StoragesPhor-Schirm (Fa. GE Healthcare,
Freiburg) aufgelegt und die Strahlung der radioaktarkierten Sonden und des
Markers mittels eines Fujilmager BAS (Fa. Fuji, Béislorf) beziehungsweise eines
Molecular dynamics STORM-BSO (Fa. GE Healthcarejldtrg) ausgewertet.

20x SSC NaCl 3M
Natriumcitrat 0.3 M

pH 7,0 einstellen mit HCI

3.6.12. Praparation und Markierung von RNA fir Misrray-Analysen

Die gewlnschten Stamme wurden in 5 ml LB-Mediunehsi 3.2.1.) bei 37°C unter
Agitation inkubiert. Aus diesen Vorkulturen wurd2@ ml LB-Medium der Hauptkultur
auf eine O[gyo von 0,1 inokuliert und bei 37°C unter Agitatiorkifiert, bis eine OB)o
von 2 erreicht wurde. Ein Aquivalent von 4 g@BREinheiten wurde abgenommen und
mit 400 pl Stop-Losung gemischt. AnschlieRend wardee Pellets bis zur weiteren
Verwendung in Flussigstickstoff gelagert.

Die Pellets wurden auf Eis aufgetaut und durch ifegiation fir 2 min bei 4.000 rpm
und 4°C pelletiert. Der Uberstand wurde verworferd wlas Pellet in 100 upl 9
(RNase-frei) mit 50 mg/ml Lysozym aufgenommen undnih bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Probe wurde in ein frisches 1,5 ndaRtionsgefald tberfuhrt, und mittels
PureYield RNA Midi-Prep Kit (Fa. Promega, Mannhgiweiter behandelt. Zunachst
wurden 75 pl Lysis agent zugegeben und durch irert gemischt. Es folgte eine
Inkubation fir 3 min bei 70°C, bevor die Probe fi® min bei 13.000 rpm und

Raumtemperatur zentrifugiert wurde.
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Der Uberstand wurde moglichst vollstandig in eiisdnes 1,5 ml-ReaktionsgefaR
Uberfuhrt und mit 200 pl EtOH 100% (reinst) gemts&er Ansatz wurde in eine Spin
Column gefillt und fir 1 min bei 13.000 rpm und Reemperatur zentrifugiert. Der
Durchlauf wurde verworfen und 600 ul Waschpuffer die Saule gegeben, bevor der
beschriebene Zentrifugationsschritt wiederholt veurDer Durchlauf wurde wiederum
verworfen, dann wurden 50 ul Dnase-Mix (5 pul M0 mM), 40 pl Yellow Dnase
core buffer (Fa. Promega, Mannheim), 5 ul Dnasal ffomega, Mannheim)) auf die
Saule gegeben und diese 15 min bei Raumtempenrduipiert. Danach wurden 200 pl
Dnase stop mix zugegeben und nochmals wie beselrieéntrifugiert. Der Durchlauf
wurde verworfen, bevor 600 pl Waschpuffer auf dé&il§ gegeben wurden und wie
beschrieben zentrifugiert. Dieser Waschschritt wurdchmals mit 250 pl Waschpuffer
wiederholt.

Danach wurde die Saule in ein frisches 1,5 ml-Reakgefal’ Gberfiihrt und die RNA
eluiert, indem 100 pl O (RNase-frei) auf die Saule gegeben und nach 1 min
Inkubation bei Raumtemperatur fur 2 min bei 13.0Q@0n und Raumtemperatur
abzentrifugiert wurde.

Die Konzentration der praparierten RNA wurde mételittels eines Nanodrop ND-
1000 Spectrophotometers (Fa. Peqglab Biotechnol@giH, Erlangen) bestimmt und
die Proben bis zur weiteren Verwendung bei -20°@ggat.

Fur das Umschreiben der RNA in markierte cDNA fig MicroArray-Analyse wurde
das Amersham CyScribe Microarray labeling Kit (FaE Healthcare, Freiburg )
verwendet. Der erste Schritt war ddsmer annealing Hierzu wurden Ansétze aus 5
Hg RNA, 1 plrandom nonamersind HO (RNase-frei) bis zu einem Gesamtvolumen
von 11 pl pipettiert, die dann fir 5 min bei 70t®ubiert wurden. Die Anséatze wurden
dann fir 10 min auf Raumtemperatur abgekuhlt, dalgte eine Zentrifugation fir 30
sec bei 13.000 rpm und Raumtemperatur. Als Naclislge die reverse Transkription

in der extension reactianHierzu wurden folgende Bestandteile zu dem RNAaEl

zugegeben:
4ul 5x CyScript buffer
2ul 0,1 MDTT
1l dCTP nucleotide mix
1pl dCTP CyDye-labelled nucleotides
1pl CyScript reverse transcriptase
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Jede RNA wurde sowohl mit dem Cy3- als auch mit @/B-Farbstoff markiert.

Die Ansatze wurden durch vortexen gemischt und 3@rsec bei 13.000 rpm und
Raumtemperatur abzentrifugiert, bevor sie fur 90 rbei 42°C inkubiert wurden.
Anschlie3end wurden sie bis zur Aufreinigung ad gelagert.

Zur Aufreinigung wurde zunachst die RNA in der Rrabgebaut. Hierzu wurden 2 pl
NaOH (2,5 M) zugegeben und die Proben nach kurzemexen fur 30 sec bei 13.000
rpm und Raumtemperatur zentrifugiert, bevor einkulation fir 15 min bei 37°C
folgte. Danach wurden 10 ul HEPES (2M) zugegebahnach grindlichem Mischen
wiederum wie beschrieben zentrifugiert.

Die eigentliche Aufreinigung erfolgte mittels degScribe GFx Purification Kits (Fa.
GE Healthcare, Freiburg ) nach HerstellerangabarscAlieRend wurde die cDNA-
Konzentration und die Markierungseffizienz mittelnes Nanodrop ND-1000

Spectrophotometers (Fa. Peglab Biotechnologie Grialdngen) tberprift.
Stop-Losung:
Phenol 5% (v/v)

Ethanol 95% (Vv/v)

3.6.13. MicroArray-Analysen

Die MicroArray-Analysen wurden durch die MicroArr&pre Facility des Max-Planck-
Institutes fur Infektionsbiologie, Berlin, durchgéft und durch Kai Papenfort, AG
RNA-Biologie des Max-Planck-Institutes fur Infektisbiologie, Berlin, ausgewertet.

3.6.14. Markierung von RNA mitteféP+-ATP fiir EMSA

RNA wurde mittelsin vitro-Transkription (siehe 3.6.3) generiert und mittelses
Nanodrop ND-1000 Spectrophotometers (Fa. Peqglate&ioologie GmbH, Erlangen)
quantifiziert. 20 pMol RNA wurden mit ¥ (RNase-frei) auf ein Volumen von 17 pl
gebracht und fir 1 min bei 95°C denaturiert. Naicke@ Abklhlen auf Eis fir 5 min
wurden 2 pl B7003-S-Puffer (Fa. New England Bio)dankfurt am Main) sowie 1 pl
CIP (Fa. New England Biolabs, Frankfurt am Mainyegeben und der Ansatz fur 1 h
bei 37°C inkubiert. AnschlieRend folgte die Zugaba 90 pl HO (RNase-frei) sowie
160 pl P:C:I-Lésung. Der Ansatz wurde kurz gevdriexd dann in ein PLG-R6hrchen
(Phase Lock Gel, Fa. 5 PRIME, Hamburg) uberfih#chiNeiner Zentrifugation fur 12
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min bei 13.000 rpm und 15°C wurde die obere Phasdé’tbbe in ein frisches 1,5 ml-
Reaktionsgefal3 tberfihrt und mit 1,1 pl GlycoBl&emg/ml (Fa. Ambion, Austin)
versetzt. Nach Zugabe von 5 pl 3 M Natriumacetat 860 pl EtOH 100% (reinst)
erfolgte eine Inkubation bei -20°C Uber Nacht zusiidh der RNA.

Es folgte eine Zentrifugation fir 30 min bei 13.0G8n und 4°C, dann wurde der
Uberstand abgenommen und das Pellet mit 100 plalééshk EtOH 70% (reinst)
gewaschen. Nach einer weiteren Zentrifugation f@rniin bi 13.000 rpm und 4°C
wurde der Uberstand maglichst vollstandig abgenomuorel das Pellet getrocknet.
Anschlie3end wurde die RNA in 16 pb® (RNase-frei) aufgenommen und flr 5 min
bei 65°C geldst. Es folgte eine Bestimmung der komation mittels eines Nanodrop
ND-1000 Spectrophotometers (Fa. Peglab BiotechmlggmbH, Erlangen). Die
dephosphorylierte RNA wurde bis zur weiteren Vergwarg bei -20°C gelagert.

Fur die Markierung mit?P wurden die CIP-behandelten RNAs auf Eis aufgetadt
fur 1 min bei 95°C denaturiert. Nach einem Abkuhderi Eis fir 10 min wurden dem
Ansatz 2 uf?P+-ATP, 10 pl PNK-Puffer (Fa. Fermentas, St. Leon)Rmid 1 pl T4-
Polynukleotid Kinase (PNK, Fa. Fermentas, St. LBa) zugesetzt und fur 1 h bei
37°C inkubiert. Anschliel3end wurde der Ansatz niig2 Ladepuffer Il versetzt und in
einem 6% Polyacrylamid-Gel (7 M Harnstoff, TBE) B0 Volt aufgetrennt.

Die gewilnschte Bande wurde aus dem Gel ausgesshnittd in 750 pl RNA-
Elutionspuffer tber Nacht bei 4°C geldst.

Der Ansatz wurde fir 1 min bei 13.000 rpm und Ramperatur zentrifugiert und der
Uberstand in einem frischnem 1,5 ml-Reaktionsgefa® 780 pl P:C:l gemischt.
AnschlieRend wurde der Ansatz in ein PLG-Ro6hrchEa. (5 PRIME, Hamburg)
Uberfuhrt und fir 12 min bei 13.000 rpm und 15°@Gta&ugiert. Die obere Phase wurde
auf zwei 1,5 ml-ReaktionsgefaRe aufgeteilt und j&tebe mit 1 ml EtOH 100%
(reinst) gemischt und tber Nacht bei -20°C inkubier

Nach einer weiteren Zentrifugation fir 30 min b&.AD0 rpm und 4°C wurde der
Uberstand entfernt und das Pellet getrocknet. Aleddnd wurde die RNA in 25 pl
H.O (RNase-frei) aufgenommen und flr 5 min bei 65%0gt. Die Konzentration
wurde mittels eines Nanodrop ND-1000 Spectrophoterse (Fa. Peqglab
Biotechnologie GmbH, Erlangen) bestimmt. Die soggamnten RNAs wurden in EMSA

(siehe 3.8.2.) verwendet
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P:C:l:
Phenol 50%
Chloroform 48%
Isoamylalkohol 2%
Ladepuffer II:
Formamid 95%
SDS 0,025%
EDTA 18 mM
Bromphenolblau 0,01%
RNA-Elutionspuffer:
Natriumacetat 0,1M
SDS 0,1%
EDTA 10 mM

3.7. Praparation und Nachweis von Proteinen

3.7.1. Praparation cytoplasmatischer Proteind=ausli

Die entsprechenden Stamme wurden in 5 ml des gehters Mediums tber Nacht bei
37°C und 180 rpm auf einem Horizontalschiittler likat. Aus diesen Vorkulturen
wurde das gewulnschte Volumen Medium der Hauptkudiwf eine Olgyo von 0,1

inokuliert und bei 37°C und 180 rpm unter Agitatiorkubiert, bis die gewinschte

ODggoerreicht wurde.

Fir vergleichende SDS-PAGE (siehe 2.7.6.) wurdenividente zu einer Ofgo von 1

durch Zentrifugation fiir 2 min bei 13.000 rpm urf€C4elletiert. Der Uberstand wurde
maoglichst vollstandig abgenommen und die Pellets 4ir Verwendung bei -20°C
gelagert. Fur die SDS-PAGE wurden diese Pellet200 pl 1x SDS-Ladepuffer

aufgenommen.

Fur den Aufschluss per Ultraschall, beispielswéisedie Uberpriifung der Loslichkeit
eines heterolog Uberexprimierten Proteins (siefie23, wurden die Proben wie zuvor
beschrieben geerntet und in ZAP aufgenommen. Déschluss erfolgte in einem UP
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200s Ultraschallprozessor (Fa. Dr. Hielscher, §auty fur 10 Sekunden bei 80 Watt
mit einem Intervall von 0,5 sec. Diese Behandlungrde vier Mal wiederholt.
Zwischen den einzelnen Durchgangen wurde die Pielils fir 1 Minute in
Eiswasser abgekuhlt. Zum Abtrennen der Zelltrimmerde die Suspension fir 30
min bei 4 °C und 13.000 rpm in einem Heraeus #73R83Rotor (Fa. Kendro
Laboratory Products, Langenselbold) zentrifugiert.

Um Rohzellextrakte fur die Aufreinigung His-Tagdemder Proteine zu erhalten,
wurde die entsprechende Transformante in 50 ml L&lMm (siehe 2.2.1.) Uber Nacht
bei 37°C und 180 rpm auf einem Horizontalschuiti&ubiert. Aus diesen Vorkulturen
wurde 1 | LB-Medium der auf eine Qg3 von 0,1 inokuliert und bei 37°C und 180 rpm
unter Agitation inkubiert, bis eine QB von 0,5 — 0,6 erreicht wurde. Die Expression
des His-Tag-tragenden Proteins wurde dann durchaligon 0,1 — 1 mM IPTG
induziert und die Inkubation fur 1 h fortgefuhrts olgte die Ernte der Kultur durch
Zentrifugation fiir 15 min bei 5.000 rpm und 4°C.rMiberstand wurde verworfen und
die Zellen in 50 ml ZAP aufgenommen. Es folgte eimgtere Zentrifugation fur 15 min
bei 5.000 rpm und 4°C. Der Uberstand wurde wiedevemvorfen und das Pellet bis
zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

Fur den Zellaufschlu?3 mittels French Press wurdessed Pellets in 10 ml ZAP
aufgenommen. Es folgten zwei Durchgange in eindl ®iminco 2-FA-078-E1 French
Press (Fa. G. Heinemann, Schwabisch Gmund) in Stagrdardzelle (20 ml) bei 1.000
psi. Zur Entfernung von Zelltrimmern erfolgte eifentrifugation fir 30 min bei 4°C
und 5.000 rpm in einem Heraeus #75007590-Rotor Kleadro Laboratory Products,
Langenselbold), gefolgt von einer Ultrazentrifugatifir 60 min bei 40.000 rpm und
4°C in einer Sorvall Ultra pro 80 (Fa. Beckman, Miien) oder in einer Sorvall OTD
50B (Fa. Beckman, Minchen) in einem Ti60-Rotor.

ZAP (pH 7,4):
Tris 10 mM
NacCl 200 mM
H,0 (bidest) ad 500 ml
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5x SDS-Ladepuffer:
B-Mercaptoethanol  16% (v/v)
SDS 5% (w/v)
Bromphenolblau 0,2% (w/v)
Tris-HCI (pH 6,8) 200 mM
Glycerin 50% (v/v)

3.7.2. Optimierung der Expression heterologer Fnetm E. coli

Um die optimalen Bedingungen flr die ExpressionRledeins zu ermitteln, wurde das
Expressionsniveau von Kulturen tberprtft, die unteterschiedlichen Bedingungen
inkubiert wurden. Fur die Optimierung der exprineer Proteinmenge wurden Kulturen
fur unterschiedliche Zeitraume und mit unterschaddin Mengen IPTG induziert.
Hierbei wurde als Induktionszeitpunkt das Erreiclener ORQy von 0,6 gewahlt.
Getestet wurden IPTG-Endkonzentrationen von 0,1 MMnM und 10 mM. Des
Weiteren wurde die Expression der heterologen P@téber die Zeit verfolgt, um zu
Uberprifen, ob sich das exprimierte Protein inZigte anreichert oder eventuell einer
Degradation unterliegt. Hierzu wurden die Expressioveau 30 min, 1 h und 3 h nach
Induktion verglichen. AbschlieRend wurde Uberpridh das heterolog exprimierte
Protein in einer I6slichen Form oder @lusion bodiesvorliegt. Hierzu wurden die
Proben auf eine Zellzahl normalisiert, die der imtLKultur bei OQyy 0,6 entspricht.

Dies geschah Uber die Formel:

ODGOO
——%%0 110004 = X
06 Qi =x

Um ldsliches und unlosliches Protein unterscheiderkonnen, wurden zwei Proben
genommen, von denen eine dem errechneten normt@isierobenvolumen entsprach,
die andere dem doppelten errechneten normalisi€tebenvolumen. Die erste Probe
wurde direkt abzentrifugiert und das Pellet in 3®x SDS-Ladepuffer aufgenommen,
wéahrend letztere in 100 ul ZAP aufgenommen wurded yser Ultraschall

aufgeschlossen wurde (siehe 3.7.1.), um nur dikchés Fraktion der Proteine zu

praparieren.
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5x SDS-Ladepuffer:
B-Mercaptoethanol  16% (v/v)
SDS 5% (w/v)
Bromphenolblau 0,2% (w/v)
Tris-HCI (pH 6,8) 200 mM
Glycerin 50% (v/v)

3.7.3. Aufreinigung von His-Tag-tragenden Proteinstiels NF*-NTA-Saulen

Zur Aufreinigung von Proteinen mit einem Decahisti8equenz wurden Poly-Prep-
Chromatographie-Saulchen (Fa. Bio-Rad, Minchenyeedet. Dabei wurde die Saule
zunachst mit 6 ml Nf-NTA Superflow (Fa. Qiagen, Hilden) beladen und @#&P
aquilibriert. Dann wurden 20 ml Proteinrohextragiefe 3.7.1.) auf die Séule geladen.
Es folgten Waschschritte mit zweimal 10 ml ZAP B0 Imidazol und einmal 10 mi
ZAP(+100 mM Imidazol, um unspezifisch gebundenetdtne von der Saule zu
waschen.

Die Elution der HisTag-tragenden Proteine von der Saule erfolgte eni® jml ZAP
steigender Imidazolkonzentrationen (200 mM, 300 mil 500 mM). Die dadurch
erhaltenen Fraktionen wurden mittels denaturiererlieteingelelektrophorese auf
Zusammensetzung und Reinheit Gberprift (siehe .3. e aufgereinigten Higag-

tragenden Proteine wurden anschliel3end einer Rialgterzogen (siehe 3.7.4.).

ZAP (pH 7,4):
Tris 10 mM
NaCl 200 mM
H,0 (bidest) ad 500 ml

3.7.4. Dialyse von Proteinen

Bei der Aufreinigung eines Proteins Uber eine Mdataale Decahistidin-Sequenz ist
Imidazol zum Ablésen des an die Saule gebundeneteiRs notwendig, welches
weitere Versuche mit dem aufgereinigten Proteinatiedpeeinflussen kann. Um diese
Stoffe aus der Proben zu entfernen, wurden dieidaisfraktionen in einem Membra-

Cell Dialyseschlauch mit einer AusschlussgroRe 114 kDa (Fa. Serva, Heidelberg)
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gegen Glycerinpuffer mit DTT dialysiert. Der Diagschlauch wurde vor dem Beladen
mit Protein zweimal in 500 ml #D (bidest) mit 500 pl 0,5 M EDTA aufgekocht.
Das Volumen des Dialysepuffers betrug mindestesss@8fache der zu dialysierenden

Proteinlésung und jede Dialyse wurde fur mindestéfsh bei 4°C unter Ruhren

durchgefuhrt.

Glycerinpuffer:
Glycerin 25% (v/v)
KCI 100 mM
Tris 10 mM
MgCl, 10 mM
DTT 5mM

ZAP (pH 7,4):
Tris 10 mM
NaCl 200 mM
H,O (bidest) ad 500 ml

3.7.5. Proteinmengenbestimmung (Bradford 1976)

Diese Methode zur Bestimmung von Proteinkonzemwtnath beruht auf der Bindung
des Farbstoffes Coomassie Brilliant Blue an basisoid aromatische Seitenketten der
Aminosauren eines Proteins im sauren Milieu. Hierbeerschiebt sich das
Absorptionsmaximum des Farbstoffes von 465 nm ¢{erBindung an ein Protein) zu
595 nm (nach der Bindung an ein Protein). Abb. 3e®yt ein Schema dieser Reaktion.
Fir die Proteinbestimmung wurde Roti-Quant-Losure Roth, Karlsruhe) verwendet.
Fir jede Probe wurden 780 pl, 790 pl und 795 pO Hbidest) in einem 1,5 ml-
Reaktionsgefal3 vorgelegt und mit der zu bestimmen@teinlésung auf 800 pl
aufgeflllt. Als Referenz diente ein Ansatz mit 8Q0 H,O (bidest) ohne Protein.
AnschlieRend wurden 200 pl Roti-Quant-Losung hiegaipen, die Ansatze grindlich
gemischt und unter gelegentlichen Schitteln fiur MiBiuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Dann wurde die Absorption bei einer Welinge von 595 nm mit Hilfe
eines Ultrospec 2100 pro-Photometers (Fa. Amershameiburg) oder eines V-530
UV/VIS Spectrophotometers (Fa. Jasco, Gotha) gegness
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CaMs CHy HyC, CyHg

Byt — W c] ( N CH, Protein-Farbstoff-Komplex

Na0ys =) 30,
+ S .
Coomassie Brilliant Blue l]m
'y

Verschiebung des
: ] Absorptionsmaximums
R von 460 nm zu 595 nm
Protein mit ac, My
bas s chen und
aromatischen
Seitenketten

Abb. 3.3.: Schema der Bestimmung von Proteinkonzent  rationen nach Bradford

In saurer Umgebung interagiert der der Farbstoff Coomassie Brilliant Blue mit basischen und
aromatischen Seitenketten bestimmter Aminosauren. Durch diese Interaktion kommt es zu einer
Verschiebung des Absorptionsmaximums des Stoffes von 480nm zu 595nm. Diese
Verschiebung ist direkt proportional zur Konzentration der entsprechenden Aminosauren und
somit auch zum Proteingehalt der Probe

Anhand einer mit definierten Mengen Rinderserumediin erstellten Eichkurve
wurde folgende Formel fir die Berechnung der PnitEnzentration aufgestellt :

(A595C0,053649) _

M Probe

mit  A595 Absorption bei 595 nm
C Proteinkonzentration in pg/ul

3.7.6. Denaturierende Proteingelelektrophorese

3.7.6.1. Vorbereitung der Proben

Zellextrakte wurden mittels Proteinmengenbestimmuragh Bradford quantifiziert

(siehe 3.7.5.) und aquivalente Proteinmengen J0O kbidest) mit 5x SDS-Ladepuffer
gemischt. Alternativ. wurden 0Ubereinstimmende gEinheiten verwendet (siehe
3.7.1.). AnschlieRend wurden die Proben fiur 15 rbgi 94°C denaturiert. Die
verwendeten Proteinmengen sind an entsprechendetlerSt vermerkt. Zur

GrolRenbestimmung wurden 10 pl Unstained ProteineMdér Weight Marker oder
Prestained Protein Molecular Weight Marker (Fantentas, St. Leon-Rot) verwendet,
der ebenso denaturiert wurde. Nicht durch Probdeghe Taschen wurden mit dem

Probenvolumen entsprechenden Mengen 1x SDS-Lacdemeéfullt.
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5x SDS-Ladepuffer:
B-Mercaptoethanol  16% (v/v)
SDS 5% (w/v)
Bromphenolblau 0,2% (w/v)
Tris-HCI (pH 6,8) 200 mM
Glycerin 50% (v/v)

3.7.6.2. Herstellung denaturierender SDS-Polyaanith Gele

Denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gele wurden wiemiangegeben angesetzt. Nach
Mischen der Bestandteile wurde zunachst das Trénmgeden vorbereiteten
Giel3stdnden der verwendeten Laufapparatur gegosskemit Isobutanol tGberschichtet,
um eine waagerechte Flache zu erhalten. Nachdemrdasgel ausgehartet war, wurde
das Isobutanol entfernt, das Gel mygH(bidest) gespult und die Oberflache vorsichtig
getrocknet.

Dann wurde das Sammelgel angesetzt, gegossen mikheim eingesetzt. Mini-Gele
mit einer Hohe von 7,3 cm und einer Breite von 8 warden in Mini-PROTEAN 3
Cell-Apparaturen (Fa. Bio-Rad, Minchen) gegosseofl3g Gele mit einer Hohe und
Breite von 16 cm in einer SE 400 oder SE 600 Vairtinit (Fa. Hoefer, San Francisco,
USA).

Sofern nicht anders angegeben wurden 12,5%ige ged@rund 5%ige Sammelgele

verwendet.

Fur 15 ml Sammelgel:

1 M Tris/HCI pH6.8 1.8 mi
AA/Bis 29:1 (40%) 1.875 ml
H0 11.18 ml
10 % SDS 150l
Ammoniumpersulfat (10%) 154
TEMED 15pl

58



Material und Methoden

Fur 25 ml Trenngel:

1.5 M Tris/HCI pH 8.7 6.25 ml

AA/Bis 29:1 (40%) 7.81 ml
Hx0 10.69 ml
10 % SDS 250l
Ammoniumpersulfat (10%) 254
TEMED 254

Bei Verwendung von Mini-PROTEAN 3 Cell-Apparaturéifa. Bio-Rad, Munchen)
wurden die verwendeten Mengen halbiert (ausreicti@n? Mini-Gele).

3.7.6.3. Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese wurde in Mini-PROTEAN 3 Capiparaturen (Fa. Bio-Rad,
Minchen) bzw. SE 400 oder SE 600 Vertical Unit (Haefer, San Francisco, USA)
bei 120-180 Volt in 1x SDS-Laufpuffer durchgefuhsts die Bromphenolblau-Bande

des Ladepuffers das untere Ende des Gels erreichte.

5x Laufpuffer:

Tris 25 mM
NaCl 250 mM
SDS 0,1% (w/v)

3.7.6.4. Farbung mittels Coomassie Brilliant Blue R

Nach dem Lauf wurden die Gele aus den Apparatunémoeimen und flr mindestens
30 min in Coomassie-Farbelésung auf dem Horizochdisler bei Raumtemperatur
gefarbt. AnschlieRend wurden die Gele kurz mi©Hbidest) gespult und fir 30 min in
Entfarber | auf dem Horizontalschuttler bei Raunpenatur inkubiert. Anschliel3end
wurden sie in Entfarber Il auf die selbe Art inkethj bis sie ausreichend entfarbt waren.
Gele wurden mittels eines CanoScan 5.000F-Scanifees Canon, Krefeld)
dokumentiert und gegebenenfalls getrocknet. Higratde das Gel auf zwei Lagen mit

H.O (bidest) gewasserten Whatman-Papier transfeded mit befeuchteter ,Alba
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Einmach-Haut" (Fa. Gehring & Neiweiser, Bielefemhgedeckt. Anschlie3end wurde

das Gel fur 2 h in einem Model 583 gel dryer (F@-Bad, Minchen) getrocknet.

Coomassie-Farbeldsung:
Ethanol 40% (viv)
Essigsaure 10% (v/v)

Coomassie Brilliant Blue R 0,25% (w/v)

Entfarber I
Ethanol 40% (viv)
Essigsaure 10% (v/v)
Entfarber II:
Ethanol 20% (viv)
Essigsaure 5% (v/v)

3.7.7 Western Blot Analyse

3.7.7.1. Herstellung polyklonaler Antikdrper

Polyklonale Antikérper aus Kaninchen gegen His(Y8pJ wurden von der Firma
SeqLab (Gottingen) hergestellt. Es wurde ein eemgs Immunisierungsschema mit
vier Boost-Schritten angewendet. Hierbei wurde dEier zunachst vor der ersten
Injektion 5 ml Praimmun-Serum zur Untersuchung lKrduzreaktionen abgenommen.
Danach erfolgte die erste Injektion des Antigens|che nach 21, 49 und 65 Tagen
wiederholt wurde. Fur jede Antigen-Injektion wurdéQ0 pg His(10)-YhbJ in ZAP
verwendet. Blutentnahmen fanden an den Tagen 36n830 nach der ersten Antigen-
Injektion statt. Die Entblutung des Tieres erfolgte Tag 82 nach der ersten Antigen-
Injektion. Die Blutproben wurden bis zur Verwendubeg -20°C gelagert.

3.7.7.2. Aufreinigung des Antikdrpers

Um das Vorkommen von Kreuzreaktionen zu minimieveum,de eine Aufreinigung des

Antikorpers vorgenommen. Bei dieser sollen nichb¥spezifische Antikdrper durch
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Bindung an Proteine in Losung titriert werden, umeiReaktion mit an der PVDF-
Membran gebundenen Proteinen zu verhindern.

Hierzu wurden 1 | LB-Medium aus einer Vorkultur dgsbJDeletionsstammes Z37
(siehe Tabelle 7.1.) zu einer @von 0,1 inokuliert und bis zum Erreichen einerdaD
von 1 bei 37°C unter Agitation in einem 2 |-Schikkalben inkubiert. Das Aquivalent
zu 100 ORygEinheiten wurde durch Zentrifugation (10 min, 20@m, 4°C) geerntet
und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde iml@AP (pH 7,4) aufgenommen
und die Zellen mittels Sonifizierung (5x 30 Pulsel &ec, vergleiche auch 3.7.1.)
aufgeschlossen. Durch eine weitere Zentrifugatione wbeschrieben wurden
Zelltrimmer pelletiert. Der Uberstand wurde in eteriles Plastikréhrchen uberfiihrt,
mit 100 pl priméren AntikorperafYhbJ) gemischt und 3 h bei Raumtemperatur
inkubiert. AnschlieRend wurde der Ansatz bis zutzNng bei 4°C gelagert. In Western
Blot Analysen wurde der aufgereinigte Antikorpetd0 in Blotto verdiinnt eingesetzt
(siehe 3.7.7.3.)

3.7.7.3. Transfer und Detektion

Fur Western Blot Analysen wurden die Proteinprolzenachst per denaturierender
Proteingelelektrophorese wie unter 3.7.6. beschnefgetrennt. Die Ubertragung der
Proteine auf eine Immun-Blot PVDF-Membran (Fa. Biad, Minchen) erfolgte in
einer Semiphor Transpher Unit (Fa. Amersham, Frgibader eine Semi-dry Blotting
Apparatur Fa. Waase-Tech, Gaéttingen).

Die Nitrocellulose-Membran wurde kurz in 100 % Metbl aktiviert und die
Polyacrylamid-Gele in Transferpuffer gewaschen, die Elektroden der Apparatur
wurden mit HO (bidest) befeuchtet. Auf drei Lagen entsprechamgkschnittenem und
mit Transferpuffer befeuchteten Whatman-Papiers deurzunachst die aktivierte
Nitrocellulose-Membran und dann das Polyacrylamel-@elegt, welches mit drei
weiteren Lagen befeuchteten Whatman-Papiers abkiedaade. Der Transfer der
Proteine vom Polyacrylamid-Gel auf die Membran lgtefir 1 h bei 60 mA.
Anschlie3end wurde die Membran in eine Plastikschal Blotto Gberfuhrt, in der sie
Uber Nacht auf einem Horizontalschittler bei 40 rpnkubiert wurde. Die
Polyacrylamid-Gele wurden zur Kontrolle der Vollstifgkeit des Transfers wie unter
3.7.6.4. beschrieben einer Coomassie-Farbung wgfenz

Die Membranen wurden dann fir 3 h in Blotto mit npiren Antikérper
beziehungsweise Praimmun-Serum (10.000:1) odertdBlmit dem Ansatz zur
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Aufreinigung der Antikorper (siehe 3.7.7.2., 100alf einem Horizontalschittler mit
40 rpm inkubiert und anschlie3end drei Mal fir 3hidlen in Blotto gewaschen.
Daraufhin wurde die Membran fir weitere 30 min ifotB> mit dem sekundéren
Antikdrper Anti Rabbit IgG (FC) AP Conjugate (Farofmega, Mannheim) im
Verhéltnis 100.000:1 auf einem Horizontalschittieit 40 rpm inkubiert und
anschliel3end drei Mal fiir 20 min in Blotto gewasthe

Die Membran wurde mit $O (bidest) abgespult und fur 5 min in Puffer lingeschen,
bevor sie fur 5 Minuten in Puffer 1l mit dem Chdumineszenz-Substrat CDP Star
(Fa. Roche, Mannheim) im Verhaltnis 100:1 inkubveurde.

Die Lumineszenz wurde dann uber einen Zeitraum 2@min und 45 min in einem
Chemi-Smart 5.000 Chemilumineszenz-System (Fa. &mw®qLErlangen) unter
Verwendung der zugehorigen ChemiCapt 11.07-Softdakeimentiert.

Transferpuffer:
Tris 25 mM
Glycin 192 mM
Methanol 15 %
10x TBS (pH 7,6):
Tris 500 mM
NaCl 15M
Blotto:
10x TBS 1x
Tween 20 0,1 %

Magermilchpulver 2,5 % (w/v)
Puffer Il (pH 9,5):

Tris 100 mM
NaCl 100 mM
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3.8. Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) (Garner und Revzin 1981)

Der EMSA ist eine Methode, bei der die Interaktmwischen Polynukleotiden (sowohl
RNA wie auch DNA) und Proteinen untereinander Ipesti werden kann. Hierzu
werden Ansétze mit unterschiedlichen Verhaltnissempotenziellen Interaktionpartner
inkubiert und anschlieBend mittels nativer, also chtidenaturierender,
Gelelektrophorese aufgetrennt. Falls die Kompomentéeinander interagieren, so ist
ihr Laufverhalten im Komplex deutlich vom Laufveltem der einzelnen Komponenten

zu unterscheiden.

3.8.1. EMSA mit nicht-markierter RNA

3.8.1.1. Native Polyacrylamid-Gele

Die Gele fir EMSA wurden in Mini-PROTEAN 3 Cell-Apmturen (Fa. Bio-Rad,
Minchen) gegossen. Es gibt im Gegensatz zur SDSEPASiehe 3.7.6.) keine

unterschiedlichen Sammel- und Trenngele.

Ansatz fur 20 ml:

10x TBE 2 ml

AA/Bis 19:1 (40%) 3ml

H.0 15 ml

Ammoniumpersulfat (10%) 2Qd

TEMED 20l
10x TBE:

Tris 900 mM

Borsaure 890 mM

EDTA 25 mM

3.8.1.2. Vorbereitung der Proben

Zunéchst wurde das Molekulargewicht der verwend&iNAs errechnet, wobei davon
ausgegangen wurde, dass ein kb einzelstrangiger &NASewicht von 3,4 x f0Da

hat. AnschlieBend wurde ein 12x-Mastermix fur 30gbNMeziehungsweise 50 pMol
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RNA in 2x Strukturpuffer und einem Gesamtvolumem 8% pl mit HO (RNase-frei)
angelegt. Diese Ansétze wurden fur 10 min bei 98é@aturiert und anschliel3end auf
Eis abgekunhlt.

Wahrenddessen wurden aufsteigende Konzentratioren His(10)-YhbJ in KO
(RNase-frei) mit einem Gesamtvolumen von 8 pl viage im Bereich von 0 pMol bis
40 pMol Protein, wenn 30 pMol RNA pro Ansatz vergenhwurde, und von 0 pMol bis
150 pMol Protein, wenn 50 pMol RNA eingesetzt wurde

Nach dem Abkihlen der denaturierten RNA auf Eisdear8 pl des RNA-Mastermix
zu jeder vorgelegten Protein-Konzentration gegebn, die Ansatze fur 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert.

AnschlieBend wurden 4 pl 50% Glycerin (innGH (RNase-frei)) zu den Ansatzen
gegeben und diese vorsichtig auf ein natives Pojjauid-Gel geladen (siehe 3.8.1.1.)
und wie unter 3.8.1.3. beschrieben aufgetrenntamadysiert.

Strukturpuffer:
Tris-HCI (pH 7) 100 mM
KCI 1M
MgCl, 100 mM

3.8.1.3. Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese erfolgte in Mini-PROTEAN 3licApparaturen (Fa. Bio-Rad,
Munchen). Die Gele wurden mit 1x TBE uberschichied es erfolgte ein Vorlauf fur
15 min bei 50 Volt, um die Gele zu aquilibrieren.

Nach dem Beladen der Gele mit EMSA-Proben (sieBel2.) erfolgte ein Lauf der
Gele fur 2-3 h bei 50 Volt und Raumtemperatur.

Anschlie3end wurden die Gele aus der Apparaturoemimen, fir 2-3 min in einem
Ethidiumbromid-Wasserbad gefarbt, kurz inQHgespult und mittels direkt unter UV-
Licht einer Wellenlange von 254 nm in einer Gel Dm000-Anlage (Fa. Bio-Rad,

Miinchen) dokumentiert.

10x TBE:
Tris 900 mM
Borsaure 890 mM
EDTA 25 mM
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3.8.2. EMSA mit?P-markierter RNA

3.8.2.1. Native Polyacrylamid-Gele fiir EMSA tAR-markierter RNA

Die Gele fir EMSA mif?P-markierter RNA wurden in einer SE 600 Verticalitfa.
Hoefer, San Francisco) gegossen. Es gibt im Gegersa SDS-PAGE (siehe 3.7.6.)
keine unterschiedlichen Sammel- und Trenngele.

Ansatz fur 100 ml;

10x TBE 10 ml
AA/Bis 19:1 (40%) 15 ml
H,0 75 ml
Ammoniumpersulfat (10%) 1 ml
TEMED 100ul
10x TBE:

Tris 900 mM

Borsaure 890 mM

EDTA 25 mM

3.8.2.2. Vorbereitung der Proben

Zunachst wurde ein 4xpper mixmit je 4 nM3?P-markierter RNA sowie 100 nM Hefe-
tRNA pro Ansatz in einem Volumen von 18 pl mig@H(RNase-frei) angelegt, fur 1
min bei 95°C denaturiert und auf Eis abgekuhlt,doe® pl 10x Strukturpuffer (Fa.

Ambion, Austin) zugesetzt wurden.

Es wurden zudem drei unterschiedlidbeer mixesn jeweils 5 gl Volumen angesetzt:
Zunachst 1x Strukturpuffer ohne Protein, dann 4His{10)-YhbJ in 1x Strukturpuffer

und schlie3lich 40 nM His(10)-YhbJ in 1x Struktuffew.

Je 5 pl des 4xipper mixwurden zu einem ddower mixAnsatze gegeben und fir 30
min bei 37°C inkubiert.
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Strukturpuffer:
Tris-HCI (pH 7) 100 mM
KCI 1M
MgCl, 100 mM

3.8.2.3. Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese erfolgte in einer SE 600 idalt Unit (Fa. Hoefer, San
Francisco). Die Gele wurden mit 1x TBE Uberschichted es erfolgte ein Vorlauf fur
30 min bei 300 Volt und 120 A, um die Gele zu adquiren.

Die Proben wurden nach Ablauf der unter 3.8.2.2cbeebenen Inkubation mit 3 pl
nativem Ladepuffer gemischt und unter Spannung edtdgen. Der Lauf der Gele
erfolgte fur 2 h bei 300 Volt, 120 A und 4°C.

AnschlieBend wurden die Gele aus der Apparaturoemtmen, fir 1 h mittels eines
Model 583 gel dryer (Fa. Bio-Rad, Minchen) getratkivergleiche 2.7.6.4.) und fir 2
h auf einen Molecular dynamics GP Storage PhosBbbmrm (Fa. GE Healthcare,
Freiburg) aufgelegt und die Strahlung der radioaktarkierten Sonden und des
Markers mittels eines Fujilmager BAS (Fa. Fuji, Beislorf) ausgewertet.

10x TBE:
Tris 900 mM
Borsaure 890 mM
EDTA 25 mM

3.9. Computergestiitzte Datenanalyse von DNA- und Bteinsequenzen und

Literaturrecherche

FurE. coliwurde die Genomdatenbank EcoCyc unter http://wwecgc.org genutzt.
Die Analyse von Aminosaure-Sequenzen wurden mieHiesBasic Local Alignment
Search ToolBLAST (Altschul et al. 1990) unter http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/
und desSimple Modular Architecture Research TMART (Schultzet al. 1998)
unter http://smart.embl-heidelberg.de/ durchgeflhfonservierte Motive wurden
mittels MEME version 3.5.7. ermittelt (Bailest al.2006).
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RNA-Bindedoménen wurden mittels RNABIndR vorherggg@erribilini et al. 2007).
Fur phylogenetische Analysen wurde ebenfalls di¢eflzank MicrobesOnline unter
http://www.microbesonline.org genutzt.

Desweiteren wurden die Programme ClustalW (Thompstoal. 1994; Larkinet al.
2007) unter http://www.ebi.ac.uk/clustalw/ und Welgb (Crookset al. 2004) unter
http://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi verwendet sowioEdit Sequence Alignment
Editor (Hall 1999) und TreeView 1.6.6. (CopyrighCRM Page 2001) .

Die Verarbeitung von DNA-Sequenzen wurde mit Hiies Programmes CHROMAS
(Conor MacCarthy, Southport) durchgefuhrt, virtaell Klonierungen und
Sequenzanalysen mittels VectorNTI (Fa. Invitrogeaw|sruhe) verwendet.

Fur die Literaturrecherche wurde PubMed (Nationdtitutes of Health, Bethesda,
USA) unter http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/qudcgi?db=PubMed sowie die

Datenbank EcoCyc (siehe oben) genutzt.
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4. Ergebnisse

4.1. Die Regulation demglmS-Expression inEscherichia coli
Vorherige Analysen zeigten, dass eine Deletion wibJ zu einer starken
Uberexpression des Gens der Glukosamin-6-Phospmese GImS fiihrt sowie zu

einer Akkumulation eineglmSspezifischen mRNA.

4.1.1. Transposonmutagenese und Charakterisieemiduatanten

Um weitere an der Regulation dgmSExpression beteiligte Faktoren zu identifizieren,
wurde eine Transposon-Mutagenese unter Verwenduegy Transposons Tml0
durchgefuhrt (siehe 2.3.5.). Diese beruht auf dem3position des plasmidstandigen
Transposons und der zufélligen Integration des Efdas in das Genom der Zelle.

FUr diese Analysen wurden der Wildtyp Z8 und ddrbJDeletionsstamm Z28
verwendet (siehe Tabelle 7.1.). Diese tragen baiinkegimSlacZ-Reporterfusion, die in
das Chromosom integriert ist. Wie in Abb. 4.1. dstgllt handelt es sich hierbei um ein
Konstrukt, in dem die Expression voglmS und des stromaufwarts gelegenen
intergenischen Bereiches vom konstitutiven Promates aadAResistenzgens aus
erfolgt. Diese Resistenzkassette besitzt zwar esd@mnwachen Terminator, jedoch
kommt es dennoch zu einer signifikanten Expresslen Reporterfusion. Dadurch
eignet sich dieses Konstrukt besonders zur Unteuswyg der posttranskriptionellen
Regulation vorgimS

Um Messungen mittelg-Galaktosidase-Assay zu ermdéglichen, ist in di€SEmmen
zudem das authentische, chromosontateOperons deletiert, und das Gen des Lac-
Respressotacy, wurde nachtréglich tiber das F-Plasmid wieder eiigef

In Abb. 4.1. ist die im Wildtyp und in einexyhbJStamm gemesseffieGalaktosidase-
Aktivitat dargestellt. Der Wildtyp-Stamm weist fidre hier verwendete chromosomale
glmSlacZ-Fusion eine geringe Aktivitat von 3 Miller unitafawahrend die Aktivitét in
Abwesenheit voryhbJum einen Faktor 35 hoher ist (106 Miller unitstgleiche auch
Abb. 4.3.).
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gims H facZ >

aadA gimsS H lacZ >

Cc
Reporter- plasmidstandig chromosomal
fusion Wildtyp | AfptsN-npr] | Wildtyp | AfptsN-np#
gimiS-iacZ 3.250 32.510 363 4.378
gimS-iacZ 110 940 3 106

Abb. 4.1.: Reporterfusionen zur Untersuchung der glmS -spezifischen Expression in  E.
coli

(A) Schematische Darstellung des gimUS-Operons in E. coli. P1 und P2 bezeichnen die beiden
Promotoren, das Haarnadel-Symbol den Terminator des Operons (vergleiche 2.1.). Die
Klammern unter der Abbildung markieren die an lacZ fusionierten Bereiche.

(B) Schematische Darstellung der glmUS -lacZ-Reporterfusion und der glmS’-lacZ-
Reporterfusion. Vor den Fusionen befindet sich die aadA-Resistenzkassette.

(C) B-Galaktosidase-Aktivitat der gimUS-lacZ- und glmS-lacZ-Reporterfusionen (in Miller units).
Es wurden der Wildtyp (R1279) und ein [ptsN-npr]-Deletionsstamm (R2413) mit Plasmiden, die
die Reporterfusionen tragen (pBGG16 und pBGGL17) transformiert, als auch Wildtyp (Z8
beziehungsweise Z9) und ein [ptsN-npr]-Deletionsstamm (Z5 beziehungsweise Z6) verwendet,
bei denen die Reporterfusionen in das Chromosom integriert sind (siehe Tab. 7.2). Die Stamme
und Transformanten wurde in LB-Medium bei 37<C auf einem Horizontalschiittler inkubiert, bis
eine ODgy von 0,6 erreicht wurde und anschlieRend die B-Galaktosidase-Aktivitat bestimmt
(siehe 3.3.4.).

Beide Reporterfusionen zeigen sowohl plasmidstandig als auch integriert in das Chromosom
eine stark erhdhte B-Galaktosidase-Aktivitat in Abwesenheit von yhbJ.

Der Wildtyp-Stamm Z8 wurde eingesetzt, um nach 3pasonmutanten zu suchen, in
denen dig-Galaktosidase-Aktivitat deutlich erhoht ist. Iregen Mutanten wurde durch
die Transposition ein genetisches Element inaktivitlass sich negativ auf dggmS
spezifische Expression, und somit auf die Aktivitlr gimSlacZ-Reporterfusion,
auswirkt (reprimierender Faktor).

Im Stamm Z28 ist diggimSspezifische Expression aufgrund der Deletion yabJ
entkoppelt (vergleiche 2.3.), was sich in der hoh@gGalaktosidase-Aktivitat
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wiederspiegelt. In diesem Stamm wurde nach Tramspostanten gesucht, der@n
Galaktosidase-Aktivitat deutlich niedriger als imuggangsstamm ist. In diesen
Mutanten wurde ein genetisches Element inaktividass sich positiv auf digimS
spezifische Expression, und somit auch auf glimSlacZ-Reporterfusion, auswirkt
(aktivierender Faktor).

Um eine grof3e Zahl Transposonmutanten mit hohensh3atz untersuchen zu kénnen,
wurden die Transposonmutanten auf M9-Minimalmediom Glukose (siehe 3.2.2.)
mit X-Gal plattiert. X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indoj-D-galactopyranosid) wird
durch die pB-Galaktosidase gespalten, hiebei entstehen Gakakiosl ein blauer
Farbstoff (5,5'-Dibrom-4,4'-dichlor-Indigo) (Sambie 2001). Alternativ wurde
McConkey-Agar (siehe 2.2.3) verwendet. Dieser dnhtNautralrot als pH-Indikator,
der eine Verwertung von Laktose durch einen Farlohfag anzeig{Sambrooke 2001).
In beiden Fallen ist es mdoglich, entweder gefaltdonien mit einer erhéhteif-
Galaktosidase-Aktivitat vor einem Hintergrund urigbter Kolonien zu selektieren
(Suche nach reprimierenden Faktoren), oder ungef&blonien mit einer erniedrigten
B-Galaktosidase-Aktivitat vor einem Hintergrund gétar Kolonien zu suchen (Suche

nach aktivierenden Faktoren).

Die Zielstamme wurden mit dem Plasmid pKESK18 tiamsiert (siehe 3.3.3.). Dieses
tragt einen temperatursensitiven Replikationsurspruder keine Replikation des
Plasmids bei Temperaturen Uber 30°C zulasst, saine Transposase-Gen unter
Kontrolle eines ebenfalls temperaturabhangigen Btora. Dadurch ist die Expression
der Transposase nur bei einer Temperatur von 42%glich. Somit kdnnen
Transformanten bei 30°C inkubieren werden, um &eplikation des Plasmides zu
gewahrleisten, wéhrend eine Temperaturerhohunge diesrhindert, jedoch die
Transposition aktiviert. Durch dieses System werdemerwiinschte mehrfache
Insertionen in das Genom verhindert.

Die transformierten Zielstamme wurden zunéchsB8berC in LB-Medium (siehe 3.2.1.)
mit Selektion auf Kanamycin- und ChloramphenicobR&nz (siehe 3.2.5.) inkubiert
und in der exponentiellen Wachstumsphase ¢f@i2on 0,5 bis 0,8) in Verdiinnungen
von 10° bis 10° auf M9-Minimalplatten mit Glukose (siehe 3.2.2pduX-Gal sowie
auf McConkey-Lac-Platten (siehe 3.2.3.) jeweilseur@elektion auf Chloramphenicol-
Resistenz ausplattiert und tber Nacht bei 42°Chiekt1
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Zusétzlich wurden Verdiinnungen vor*liis 10" auf M9-Minimalplatten mit Glukose
und X-Gal und auf McConkey-Lac-Platten unter Setektauf Kanamycin-Resistenz
fur die Lebendzellzahlbestimmung plattiert und 3@iC inkubiert.

Wie beschrieben wurde im Wildtyp-Stamm Z8 nach $pmsonmutanten gesucht, in
denen die Insertion des Transposons in das Chromoso einer erhéhterp-
Galaktosidase-Aktivitat fuhrt. Hierzu wurden Koleni untersucht, die im Gegensatz
zum unbehandelten Wildtyp eine deutliche Farbunfy MO-Minimalmedium mit
Glukose und X-Gal beziehungsweise McConkey-Agaweasen.

Umgekehrt wurde imAyhbJStamm Z28 nach Mutanten gesucht, in denen fdie
Galaktosidase-Aktivitat der Reporterfusion herabktgsist, so dass entsprechende
Kolonien auf M9-Minimalmedium mit Glukose und X-Gader McConkey-Agar keine
oder eine deutlich schwachere Farbung aufweisetiealdusgangsstamm Z28.
Entsprechende Kolonien wurden auf M9-Minimalplattenit Chloramphenicol
vereinzelt, um den Phanotyp zu verifizieren. Ansff¢nd wurde die Insertionsstelle
des Transposons mittels ST-PCR (siehe 3.5.2.) redtisowie die Aktivitdt der
Reporterfusion im Vergleich zu den Ursprungsstamnrmanp-Galaktosidase-Assay
(siehe 3.3.4.) bestimmt.

Im Wildtyp wurden auf der Suche nach reprimierenBaktoren degiImSExpression
etwa 240.000 Transposonmutanten untersucht. Dieadéuiese in diesem Stamm
resultierte in 27 Mutanten, die reproduzierbar allesitlich erhohtegg-Galaktosidase-
Aktivitat der Reporterfusion aufwiesen. In einemo(Geil der Mutanten war der
Anstieg der Aktivitdt jedoch durch eine Integragon des Plasmides in die
Reporterfusion bedingt und fir drei weitere Mutankennte die Insertionsstelle nicht
bestimmt werden, da es sich Integrationen des gesapKESK18-Plasmides in das

Genom handelte.

Tabelle 4.1: Transposonmutanten im Wildtyp (Z8)

Stamm | Genotyp Richtung | Bemerkungen

Z8TM 1 Z8gImS:mTnl0 (cat) ——— Insertion an Position -7

Z8TM 2 Z8gImS:mTnl0 (caf) ——— Insertion an Position +5

Z8 TM 3 | Z8gImS:mTnl0 (cat) ——— Insertion an Position -63

Z8TM 7 Z8yhbl:mTnl0 (caf) ——— Insertion an Position +678

Z8 TM 8 | Z8yhbl:mTnl0 (caf) ——— Insertion an Position -6, 3 unabhangge
Mutanten gefunden

Z8TM 9 Z8yhbl:mTnl0 (caf) ——— Insertion an Position +756

Z8 TM 11 | Z8yhbl:mTnl0 (caf) ——— Insertion an Position (+716)

Die verbliebenen Transposonmutanten sind in Taldelleaufgefiihrt. Sechs von ihnen
trugen Insertionen des Transposons yinbJ die sich auf vier unterschiedliche
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Insertionstellen verteilen und die den bekanntdekEkiner Inaktivierung voghbJauf
die gimSExpression wiederspiegeln.
Die restlichen drei Transposonmutanten trugen tiogem in oder nahgimSselbst.

Tabelle 4.2: Transposonmutanten im  AyhbJ -Hintergrund (228)

Stamm | Genotyp Richtung | Bemerkungen

Z28 TM1 | Z28glmzZ:mTnl0 (caf) ——— Insertion an Position +10, 2 unabhangige
Mutanten gefunden

Z28 TM2 | Z28glmZ:mTnl0 (caf) ——— Insertion an Position +6

Z28 TM3 | Z28dgoT.:mTnl0 (caf) ——e Insertion an Position +26

Z28 TM4 | Z28glmZ:mTnl0 (caf) S Insertion an Position +12

Z28 TM5 | Z28glmZ:mTnl0 (caf) S Insertion an Position +84

Z28 TM6 | Z28glmZ:mTnl0 (caf) S Insertion an Position +16

Z28 TM7 | Z28glmZ:mTnl0 (caf) ——— Insertion an Position +74

Z28 TM8 | Z28yjiR::mTn10 (cat) e Insertion an Position -166

Z28 TM9 | Z28glmZ:mTnl0 (caf) S Insertion an Position -59

Z28 TM10 | Z28glmzZ:mTnl0 (caf) S Insertion an Position +30, 3 unabhangige
Mutanten gefunden

Z28 TM11 | Z28hemY:mTnl0 (caf) ——e Insertion an Position +1067

Z28 TM12 | Z28glmZ:mTnl0 (caf) S Insertion an Position -88

Z28 TM13 | Z28glmzZ:mTnl0 (caf) ——— Insertion an Position +83, 2 unabhangige
Mutanten gefunden

Z28 TM15 | Z28glmZ:mTnl0 (caf) ——— Insertion an Position -1

Die Suche nach aktivierenden Faktoren der ExpressiddyhbJStamm Z28 resultierte
in 26 Kolonien aus etwa 75.000 untersuchten Mutgrdie reproduzierbar eine deutlich
geringere B-Galaktosidase-Aktivitat der Reporterfusion aufwies Acht dieser
Transposonmutanten trugen eine InsertiotaicZ-Gen der Reporterfusion.

Zwei weitere Transposonmutanten trugen InsertionagoT beziehungsweise im Gen
yjiR. Fur beide Gene wurden Deletionsstamme mittels weer 3.5.3. Methode
generiert (resultierend in den Stdmmen Z88 und Z®0ie Z92 und Z94, siehe Tab.
7.1.), in denen jedoch kein Einflul der Deletionanf die glmSExpression
nachgewiesen werden konnte (Daten nicht gezeigt).

Der grofRte Anteil der Transposonmutanten jedoch tnsertionen in oder nahe dem
GenglmZ (vormalssraJ), die sich auf 11 unterschiedliche Insertionsstelerteilen
(siehe Tabelle 4.2.).

4.1.2. Untersuchung der Rolle von GImZ

Das GenglmZ liegt als monocistronische Einheit zwischaslA welches fir eine
Arylsulfatase kodiert (Murookat al. 1978), und dennemCDXYOperon, welches fir
Proteine der Tetrapyrrol-Synthese kodiert ((G&tAal.2001), siehe Abb. 4.2.) .
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E
Abb. 4.2.: Position des glmZ im E. coli-Genom
Das Gen gimzZ ist zwischen dem Gen fir eine Arysulfatase, aslA, und dem letzten Gen des
hemCDXY-Operons lokalisiert.

Das korrespondierende Genprodukt ist die kleinehtnodierende RNA GImZ, von
welcher aus friheren Untersuchungen lediglich bekavar, dass sie von Hfdhg@st
factor required for phage QRNA replication oder auch Host factor 1) gebunden wird
und dass auch eine stabile prozessierte Form iZelkr vorliegt (Argamaret al. 2001,
Rivas et al. 2001; Wassarmaat al. 2001). Diese Prozessierung wurde als RNase IlI-
abhangig beschrieben (Argametnal. 2001).
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Abb. 4.3.: Transposon-Insertionen im Gen  glmZ verhindern die Uberexpression von  gimS
in einem yhbJ -Deletionsstamm

Transposonmutanten aus der Mutagense unter Verwendung des AyhbJ-Stamm mit
chromosomaler glmS-lacZ-Reporterfusion (Z28) mit einer Insertionen des Transposons in oder
nahe des Gens glmZ wurden, ebenso wie der Ausgangsstamm Z28, eine [ptsN-npr]-Deletion
(Z5) und der korrespondierende Wildtyp (Z8), in LB-Medium inkubiert, bis eine ODgy von 0,6
erreicht wurde. AnschlieRend wurde die B-Galaktosidase-Aktivitat wie unter 3.3.4. beschrieben
bestimmt.

Die Insertion des Transoposon in oder nahe des Gens gimZ verhindert die erhohte
Reporteraktivitat in Abwesenheit von yhbJ.

Die Positionen der Insertion sind relativ zur ersten Base des glmZ-Gens angegeben.

73



Ergebnisse

Die Mutanten, bei denen das Transposon in oder ghhg integrierte, wiesen inf-
Galaktosidase-Assay eine stark verringerte Aktiviiér gimSlacZ-Reporterfusion auf,
obwohl dasyhbJGen deletiert ist. In den meisten Féllen war didgdivitat auf einem
ahnlichen Niveau wie die des Wildtyp-Stammes Z8dlache Abb. 4.3.).

Daraufhin wurde eine markerlose Deletion \@imZ sowohl im Wildtyp als auch im
AyhbJHintergrund generiert (siehe 3.5.3.) und diesem@ta mittels Western Blot
Analyse (siehe 3.7.7.) mit polyklonalen Anti-Kérpegegen GImS untersucht. Hierbei
wiesen Stamme mit einer Deletion vghbJ deutlich héhere Mengen an GImS als der
Wildtyp auf (vergleiche Abb. 4.4. Spur 1 mit Spurb2ziehungsweise 3). In einem
AgimZ sowie einemAgimZ A[ptsN-npi-Hintergrund war die GImS-Menge jedoch
geringer als im Wildtyp (vergleiche Abb. 4.4. Spuund 5 mit Spur 1). Hieraus lasst
sich schliel3en, daggmZ fur die Akkumulation von GImS in Abwesenheit voiinbJ
erforderlich ist und somit einen essentiellen Bedfigil des hier untersuchten
Regulationsmechanismus zur Expression glomSdarstellt.

™ 5
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Abb. 4.4.: Analyse der GImS-Menge in Abhangigkeitv ~ on GImZ.

Der Wildtyp R1279 sowie die Stamme A[ptsN-npr] (R2413), AyhbJd (Z24), AgimZ (Z44) und
A[ptsN-npr] AglmZ (Z46) wurden in LB-Medium inkubiert bis eine ODgqo von 0,6 erreicht wurde.
AnschlieBend wurden Gesamtzellextrakte hergestellt (siehe 3.7.1.) und wie unter 3.7.7.
beschrieben eine Western Blot Analyse unter Verwendung polyklonaler Antikérper gegen GImS
durchgefuhrt.

Es ist eine deutliche Erhéhung der GImS-Menge in Abwesenheit von yhbJ erkennbar. Eine
Deletion von glmZ verhindert die Uberexpression von GImS, sogar in Abwesenheit von yhbJ.

Dies wird bestétigt durch Komplementationsexperiteeim denerglmZ plasmidisch in
den Wildtyp und eineAglmZ A[ptsN-npi-Deletion eingebracht und Uberexprimiert
wurde. Wie aus Abb. 4.5. ersichtlich ist in Abwdseih von gimZ keine verstarkte
Expression demyimSlacZ-Reporterfusion erkennbar, selbst weyinbJ deletiert ist
(vergleiche Abb. 4.5 Balken 1 und 4). WigthmZ jedoch von einem Plasmid aus stark
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exprimiert, zeigt sich in derAglmzZ A[ptsN-npi-Deletion eine vollstandige
Komplementation und Wiederherstellung der versérgtmSExpression, was auch in
einer erhohten Aktivitat deglmS=lacZ-Reporterfusion resultiert (vergleiche Abb. 4.5.
Balken 4 und 6). Erstaunlicherweise fuhrt einesplalische Expression vagimZim
Wildtyp ebenfalls zu einer erhéhten Aktivitat dgmS-lacZ-Reporterfusion (vergleiche
Abb. 4.5. Balken 1 und 3). Daraus kann geschlosaenden, dassgimZ im

Regulationsmechanismus stromabwarts von YhbJ agiert
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Abbildung 4.5.: Ein  AglmZ-Stamm kann durch plasmidisch exprimiertes glmz

komplementiert werden.

Ein glmZ-Deletionsstamm (Z40) und ein AgimZ A[ptsN-O]-Stamm (Z43) mit chromosomaler
glmS-lacZ-Reporterfusion wurden mit einem Plasmid transformiert, welches glmZ unter
Kontrolle des induzierbaren P,,-Promotors tragt (pBGG 84). Die Transformanten wurden unter
Induktion mit 0,2% (w/v) L-Arabinose in LB-Medium (siehe 3.2.1.) bei 37T auf einem
Horizontalschittler inkubiert, bis eine ODgyy von 0,6 erreicht wurde und die Aktivitdt der
Reporterfusion wurde wie unter 3.3.4. beschrieben bestimmt.

Die Expression des plasmidstdndigen glmzZ komplementiert die Deletion des chromosomalen
glmZ vollstandig und rekonstituiert die hohe Reporteraktivitat im AglmzZ A[ptsN-O]-Hintergrund.
Zugleich induziert die gimZ-Expression vom Plasmid aus auch im Wildtyp eine leicht erhdhte
Reporteraktivitat in Anwesenheit von yhbJ.
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4.1.3. Die Expression vagimZist nicht durch YhbJ beeinflusst oder autoreqtlier

Um das Verhaltnis von GImZ und YhbJ weiter zu ktareurde der Einflul3 von YhbJ
auf die Expression vogimZ sowie eine mdgliche Autoregulation von GImZ unters.
Hierzu wurde eine plasmidstandiggmZ’-lacZReporterfusion generiert (pBGG59,
siehe Tabelle 7.2.) und ihre Aktivitat in entsprectten Deletionsstammen untersucht
(siehe Abb. 4.6.).
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Abb. 4.6.: Untersuchung zur Expressionvon  glmZ

Der Wildtyp R1279 sowie die Stamme AyhbJ (Z37) und AgimZ (Z45) wurden mit den Leervektor
(PKEMO4, Negativkontrolle), einem Pjuy-lacZ-tragenden Plasmid (pKEM99, Positivkontrolle)
und einem Plasmid mit der glmZ -lacZ-Reporterfusion (pBGG59) transfomiert und in LB-
Medium inkubiert, bis eine ODgy von 0,6 erreicht wurde. AnschlieBend wurde die [B-
Galaktosidase-Aktivitat bestimmt (siehe 3.3.4.).

Es ist keinerlei Effekt einer Deletion von yhbJ oder gimZ selbst auf die Akivitat der gimZ"-lacZ-
Reporterfusion messbar.

Vergleicht man die Werte deggimZ -lacZAktivitat in Wildtyp mit dem AyhbJ- und
AglmZHintergrund, so zeigt sich keinerlei Effekt der €&@nen auf die Expression der
glmZ-lacZ-Reporterfusion.

Somit kann ausgeschlossen werden, dass die Winkemg'hbJ auf die Regulation der
GImS-Expression auf einer Beeinflussung der ExjpzassonglmZ beruht.

Ebenso kann eine Autoregulation der Expressiorclkd@mZ ausgeschlossen werden.
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4.1.4 Die Rolle von Hfg in der Requlation agmSEXxpression

Fur die kleine, nicht-kodierende RNA GImZ ist beseben, dass sie mit dem Protein
Hfq interagieren kann (Wassarmanal. 2001). Hfg bindet bevorzugt an U/A-reiche,
einzelstrangige RNA-Sequenzen in der Nahe von Halistrukturen. Zudem ist es ein
wichtiger Faktor in der posttranskriptionellen Riegion der Genexpression: Es bindet
SRNAs und stabilisiert deren Interaktion mit ihrérel-mRNAs (Brennan und Link
2007). Somit stellte sich die Frage, ob Hfq einanfléss auf die Regulation dgtmS
Expression durch GImZ hat.

Hierzu wurden Western Blot-Analysen (siehe 2.7mi} Antikrpern gegen GImS
durchgefuhrt, in denen einfg-defekter Stammhfa-1) (Tsui et al. 1994)in An- und
Abwesenheit voryhbJuntersucht wurden (siehe Abb. 4.7.) In diesen 8témist das
Gen fur Hfq durch Insertion einer Resistenzkassetktiviert. Dahfq das erste Gen im
hfg-hflY CkkOperon ist (GOAet al. 2001), kdnnte diese Insertion zu polaren Effekten
auf die stromabwarts gelegenen Gene fuhren. Deshaitben parallel Stamme mit dem
hfg-2Allel verwendet, in dem die Resistenzkassette ariBde dedfq-Gens inseriert
ist. Dadurch kann ein funktionales Hfg-Protein lestgllt werden, jedoch wirken
dieselben moglichen polaren Effekte auf die stron@ats gelegenen Gene wie ifg-
1-Allel. So kann uberpruft werden, ob die beobadrtdEffekte auschlie3lich auf der

Inaktivierung vorhfg beruhen .
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Abb. 4.7.: Analyse der GImS-Menge in Abhangigkeitv  on Hfq.

Der Wildtyp R1279 und die Stémme AyhbJ (Z224), hfg-1 (260), AyhbJ hfg-1 (Z61), hfg-2 (Z262)
und AyhbJ hfg-2 (263) wurden in LB-Medium inkubiert bis eine ODgy von 0,6 erreicht wurde.
AnschlieBend wurden Gesamtzellextrakte hergestellt (siehe 3.7.1.) und wie unter 3.7.7.
beschrieben eine Western Blot Analyse unter Verwendung polyklonaler Antikdrper gegen GImS
durchgefuhrt.

Wahrend sich die Kontrollstamme mit hfg-2-Allel wie der Wildtyp verhalten und in Abwesenheit
von yhbJ eine deutlich erhéhte GImS-Menge aufweist, ist in den Stammen mit dem inaktiven
hfg-1-Allel selbst in Abwesenheit von yhbJ keine erhdhte GImS-Expression zu beobachten.
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In Abb. 4.7. ist im Vergleich von Spur 1 und 2 dMxkumulation von GImS in
Abwesenheit von YhbJ erkennbar. Die Kontrollstammig2 und hfg-2 AyhbJ zeigen
dasselbe Verhalten wie der Wildtyp und AyhbJStamm (vergleiche Abb. 4.7. Spur 1
und 2 mit Spur 5 und 6). Im Staminfg-1, in dem hfq durch Insertion der
Resistenzkassette inaktiviert wurde, ist die aeHalldre Menge von GImS mit der des
Wildtyps vergleichbar (vergleiche Spur 1 und 3)né&iDeletion vonyhbJim hfqg-2
Stamm zeigt jedoch keine Erhéhung der GImS-Mengelan Zelle, die Starke des
detektierbaren Signals entspricht ebenfalls deMdigdtyps.

Dies zeigt, dass funktionales Hfg fur die vers@rigimSExpression inE. coli
erforderlich ist. Ein wahrscheinlicher Mechanisma dieser Stelle ist die
Stabilisierung der SRNA/mRNA-Interaktion durch Hfq.

4.1.5. Die Rolle von RNase E in der RequlationgerSExpression

Vorherige Analysen deggimSspezifischen Transkriptes durch Primer-Extension
zeigten, dass der Startpunkt des Transkriptes reitn dStopcodon vonglmuU
Ubereinstimmt (siehe 1.3.5.). Zudem wurde bescangldass in einer Deletion des
GenespcnB welches fur die Poly(A)-Polymerase PAP | kodiethenfalls eigimS
spezifisches Transkript akkumuliert, welches duralie Prozessierung des
ursprunglichengimUSTranskriptes am 3"-Ende vogimU durch RNase E ensteht
(Joannyet al.2007).

Um nun zu untersuchen, ob die hier beobachtetefigobe Prozessierung des primaren
glmUSTranskriptes sowie die daraus resultierende Emhghder GImS-Menge in der
Zelle in Abwesenheit von YhbJ ebenfalls von RNasabBangig ist, wurden Western
Blot-Analysen (siehe 3.7.7.) mit Antikorpern gegé&slmS durchgefihrt (siehe
Abbildung 4.8). Da RNase E iR&. coli ein essentielles Gen darstellt (Geratsal.
2003), wurde auf einen Stamm mit dem temperatuitbezrs rne3071(ts)Allel und
dem Kontroll-Allel rne” (Goldblum und Apririon 1981) zuriickgegriffen. Dadlel
rne3071(ts)kodiert fur eine Variante der RNase E, die durahe eErh6hung der
Temperatur auf der Protein-Ebene inaktiviert wirdm Gegensatz zur
temperatursensitiven Kontrolle der Transkriptioai ther die Zellen nach der Erhéhung
langsam an dem entsprechenden Genprodukt veratraedelt es sich hierbei um ein
sofortiges und vollstédndiges Ausschalten der RNEaddtivitat.

Die Stamme wurden bei 30°C in LB-Medium (siehe.2)2inkubiert, bis eine O3y

von 0,3 erreicht wurde. Daraufhin wurden die Kudturgeteilt: Eine Halfte wurde
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weiterhin bei 30°C inkubiert, was eine fortlaufendlitivitat der temperatursensitiven
RNase E erlaubte, wahrend die andere Halfte beiirdelieser Hinsicht restriktiven

Temperatur von 44°C inkubiert wurde.
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Abb 4.8: Analyse der glmS -Expression in Abhangigkeit von Rnase E

Der Wildtyp (R1279) sowie die Stdme A[ptsN-npr] (R2413), AyhbJ (Z24), e’ yhbJ::cat (Z252)
und rne’ yhbJ::icat (Z53) wurden wie unter 4.1.5. beschrieben in LB-Medium inkubiert.
AnschlieBend wurden Gesamtzellextrakte hergestellt (siehe 3.7.1.) und wie unter 3.7.7.
beschrieben eine Western Blot Analyse unter Verwendung polyklonaler Antikérper gegen GImS
durchgefuhrt.

Wahrend sich die Kontrollstamme mit rne*-Allel wie der Wildtyp verhalten und in Abwesenheit
von yhbJ eine deutlich erhdhte GImS-Menge aufweist, ist in den Stdmmen mit dem
temperatursensitiven rne'>-Allel bei restriktiver Temperatur eine deutlich geringere GImS-
Expression zu beobachten.

Wie in Abb. 4.8. Spur 1 bis 3 zu sehen, weiserhduer derAyhbJ beziehungsweise
A[ptsN-g-Deletionsstamm eine deutlich hohere GImS-Mendeatsuder Wildtyp. Der
Kontrollstamm mit eineyhbJDeletion und denne’-Allel verhélt sich wie eingghbJ
Deletion im Wildtyp mit dem nativerme-Allel, und zwar sowohl bei 30°C wie auch
bei 44°C (vergleiche Spur 2 mit 6 und 7).

Ein Stamm mit denmne3071(ts)Allel im AyhbJHintergrund verhalt sich bei der nicht-
restriktiven Temperatur von 30°C ebenfalls wie eyiJDeletion mit dem nativen
rne-Allel. Nach einer Erhéhung der Temperatur auf 44i@yegen, wenn eine weitere
Aktivitat von RNase E verhindert wird, zeigt sicime deutliche Abnahme der GImS-
Menge im Vergleich zur Inkubation bei 30°C (vergle Spur 4 und 5) sowie auch im
Vergleich zuryhbJDeletion mit nativer RNase E oder deng’-Allel (vergleiche Spur
5 mit 2 respektive 6 und 7). Zudem kann unter diddmstanden ein weiteres Signal in
einer Northern Blot Analyse mit einer Sonde gegémS detektiert werden, dessen

GroRRe mit denglmUSPriméartranskript korrespondiert (Kalamaeizal. 2007).
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Demnach ist die erhéhte GImS-Menge in eingyhbJHintergrund zuriickzufuhren auf
die Akkumulation eines gimSspezifischen Transkriptes, welches durch die
Prozessierung der primargimUSmRNA durch RNase E generiert wird.

4.2. ldentifikation des Signals

Bislang konnte gezeigt werden, dass die ExpressamnglmsS durch einen Prozess
reguliert wird, an dem neben Hfg und RNase E vtenaldie SRNA GImZ und das
Protein YhbJ beteiligt sind. Die stark erhdohte GiEMpression konnte aber bis zu
diesem Punkt exklusiv in der artifiziellen Situatider vollstandigen Abwesenheit eines
funktionalenyhbJGens gezeigt werden. Es stellt sich somit die &ragelche nattrlich
vorkommenden Bedingungen zu einer Aktivierung die®egulationsmechansimus

fuhren und welches Signal zu diesem Zweck detekiied.

4.2.1. Die Inaktivierung von GImS fihrt zu einerstérkten Aktivitat deglmSlacZ-

Reporterfusion

Wie bereits unter 4.1.1. beschrieben resultieeTdansposonmutagenese im Wildtyp-
Stamm Z8 unter Anderem in drei Mutanten, die Inseén in oder nahe dggmSGens
trugen. Eine Messung der Aktivitat dgimSlacZ-Reporterfusion in diesen Stdmmen
ergab eine erhohte Aktivitat, die etwa 20-45% dektiAtat einer yhbJDeletion
ausmachte (vergleiche Abb. 4.9.A Balken 1 und 2Balken 3 bis 5).

Die anschlieRende Analyse der in der Zelle vorhaedeMenge an GImS mittels
Western Blot Analyse (siehe 3.7.7.) zeigte, dassTdansposonmutanten in der Lage
sind, GImS zu synthetisieren, jedoch in deutlichirgeeren Mengen als der Wildtyp
(vergleiche Abb. 4.9.B Spur 1 mit 3, 4 und 5).

Aus diesen Beobachtungen lasst sich folgern, destsdertion der Transposons nahe
dem Startpunkt vorglmS die Menge an Protein in der Zelle herabsetzt, was
Gegenzug eine Aktivierung der Expression dénSlacZ-Reporterfusion nach sich

zieht.
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Abb. 4.9.: Eine Reduktion der GImS-Synthese erhoht  die Aktivitat der

glmS—lac Z-Reporterfusion.

(A) Der Wildtyp mit chromosomaler gimS’-lacZ-Reporterfusion (Z8), ein korrespondierender
A[ptsN-npr]-Stamm (Z5) sowie die drei Transposonmutanten mit Insertionen in oder nahe gimS
(Z8 TM1, Z8 TM2 und Z8 TM3, siehe Tab.4.1.) wurden in LB-Medium bei 37C auf einem
Horizontalschittler inkubiert, bis eine ODgy von 0,6 erreicht wurde. Ausserdem wurden die
Stamme mit einem Plasmid transformiert, welches glmZ unter Kontrolle des induzierbaren Py,-
Promotors tragt und wie beschrieben in LB-Medium mit 1mM IPTG inkubiert.

Zusatzlich wurden die genannten Stdmme in LB-Medium mit 1% (w/v) GIcNAc inkubiert.

Die B-Galaktosidase-Aktivitat der gimS-lacZ-Reporterfusionen unter diesen Bedingungen wurde
wie unter 3.3.4. beschrieben bestimmt.

Die erhohte Aktivitat der Reporterfusion in den Transposonmutanten kann sowohl durch gimz-
Expression von einem Plasmid aus als auch durch die Zugabe von GIcNAc aufgehoben
werden.

(B) Western Blot Analyse (siehe 2.7.7.) unter Verwendung polyklonaler Antikérper gegen GImS.
Es wurden Rohzellextrakte der oben genannten Stimme und Mutanten verwendet, die unter
den gleichen Bedingungen inkubiert wurden. Eine [ptsN-npr]-Deletion fiihrt zu einer stark
erhdhten GImS-Menge in der Zelle. Im Gegensatz hierzu ist die Proteinkonzentration in den
Transposonmutanten geringer als im Wildtyp. Die Insertionen reduzieren demnach die
Expression des chromosomal kodierten gimS, machen sie aber nicht unmdoglich.
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Um zu prifen, ob die verringerte Menge an GImS én delle die Ursache fur die
Erh6hung der Reporteraktivitat ist, wurden die Bgsonmutanten mit plasmidisch
kodiertenglmS (pBGG56, siehe Tabelle 7.2.) komplementiert. Dessultierte in einer

deutlichen Absenkung der Reporteraktivitat auf Wentahe denen des Wildtyps
(vergleiche Abb. 4.9.A Balken 8-10 mit Balken 3éwse mit Balken 7).

Dies lasst zwei Alternativen zu: Entweder ist dieekte Prasenz einer bestimmten
Menge GImS in der Zelle erforderlich, um die eigeBepression zu reprimieren
(beispielsweise durch direkte Interaktion mit eineanderen an der Regulation
beteiligten Faktor), oder die enzymatische Aktivitind somit in Konsequenz die
Menge an Glukosamin-6-Phosphat oder eines Metakoktromabwarts davon) ist
ausschlaggebend fur die Starke der Expression. Wes du prifen wurden die
Transposonmutanten in Medium inkubiert, welchem @#4v) GIcNAc zugesetzt
wurde. Dieses kann uber NagE und den ManXYZ-Tramepoin die Zelle
aufgenommen und auf der Ebene von GIcN-6-P in dgrth8seweg der Zellwand-
Vorlaufer eingespeist werden (Alvarez-Anorve et28105), wodurch die Aktivitat von
GImS uberflissig wird (siehe 2.3.1.).

Unter diesen Bedingungen zeigten die Transposomtarta eine vollstandige
Reprimierung der Reporteraktivitat auf das Niveas Wildtyps (vergleich Abb. 4.8.A
Balken 13-15 mit Balken 3-5 beziehungsweise mih@ 12).

Um die Abhangigkeit der erhdhten Aktivitat dgimSlacZ-Reporterfusion von einer
verringerten enzymatischen GImS-Aktivitat zu begéit, wurden einAgimSStamm
(IBPC750) und sowie der korrespondierende WildtigC5321 ((Plumbridge und
Vimr 1999), siehe Tabelle 7.1.) verwendet. Unten aeeisten Bedingungen ist die
Aktivitat von GImS essentiell fur die Zelle, unohe Mutation vorgimSwirkt letal. Da
E. coli jedoch in der Lage ist, Aminozucker aus dem Medaufzunehmen und zu
verwerten (siehe 2.3.), kann eine Zugabe von 1%)(@IcNAc die Letalitat einer
glmSDeletion aufheben.

Die beiden Stamme wurden mit einer plasmidstandiy@msion der glmSlacz-
Reporterfusion (pBGG16, siehe Tabelle 7.2.) tramsfert (siehe 3.3.3.) und in LB-
Medium mit 1% GIcNAc inkubiert, bis eine Qg von 0,3 erreicht wurde. Zu diesem
Zeitpunkt () wurden die Kulturen aufgeteilt, fir 5 Minuten BRaumtemperatur und
5000 rpm zentrifugiert und die Pellets in ZAP gegte. Nach einer weiteren
Zentrifugation wie zuvor wurden die Pellets entwede LB-Medium oder in LB-
Medium mit 1% Glukosamin geldst und die gpbestimmt. Die so geteilten Kulturen
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wurden weiter bei 37° C auf dem Horizontalschitihdubiert und stiindlich die Qfgy
bestimmt sowie Proben f(f}-Galaktosidase Assays entnommen (siehe 3.3.4.). Die
Ergebnisse sind in Abb. 4.10. dargestellt.

Der AgimSStamm zeigt beim Wachstum in LB-Medium mit 1% GhadNkeinerlei
Beeintrachtigung gegentuber dem Wildtyp. In Mediunhn® eine externe
Aminozuckerquelle hingegen verlangsamt sich dashataen nach 2 h deutlich (siehe
Abb. 4.10. Zeitpunkt 2), und nach 3 h kommt eseiner Verringerung der Qfy
durch Absterben der Bakterien (siehe Abb. 4.10itpdekt 3). Parallel zur Abnahme
der OOy ist eine starke Expression dgimSlacZ-Reporterfusion zu beobachten, die
schlief3lich einen neunfach hoheren Wert im Vergleiom Wildtyp oder degimS
Deletion in LB mit 1% GIcNAc erreicht (siehe Abh18. Zeitpunkt 6).
Zusammenfassend zeigt dies, dass die verringezigratische Aktivitat von GImS und
die dadurch verursachte Verarmung an Metaboliten Zdlwand-Vorlaufer eine
erhohte Aktivitat deglmSlacZ-Reporterfusion bedingt.

1000 +
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400 +
300 +
200 +
100 +

B-Galaktosidase-Aktivitat
[Miller units]

Zeit [h]

<[ Wildtyp <+ W AgimS
<0 Wildtyp + GlchAc < @ Agim$ + GlcNAc

Abb. 4.10.: Verarmung von GImS fihrt zu verstarkter Aktivitat der glmS’-lacZ-
Reporterfusion

Ein AgimS-Stamm (IBPC750) und der korrespondierende Wildtyp (IBPC5321) wurden mit dem
Plasmid pBGG16 transformiert, welches eine glmS’-lacZ-Reporterfusion tragt. Die
Transformanten wurden in LB-Medium mit 1% (w/v) GIcNAc inkubiert, bis sie eine ODgyy VON
0,3 erreichten. Die Kulturen wurden geteilt und in An- und Abwesenheit von GIcNAc inkubiert.
Nach diesem Zeitpunkt t, wurde stiindlich die optische Dichte bestimmt sowie Proben fir die
Messung der B-Galaktosidase-Aktivitat (siehe 3.3.4.) genommen.

Wahrend der Wildtyp und die Mutante in Medium mit GIcNAc weder eine erhohte
Reporteraktivitdt noch einen Wachstumsedefekt aufweisen, kommt es im AglmS-Stamm bei
Entzug der externen Aminozuckerquelle zu einem starken Anstieg der Aktivitat der gimS -lacZ-
Reporterfusion und nach 3 h zu einer Abnahme der Zelldichte.
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Weder die plasmidische Expression von GImS noch Zlesatz von GIcNAc zum
Medium hat einen EinflulR auf die Aktivitat deglmSlacZ-Reporterfusion in
Abwesenheit vonyhbJ (vergleiche Abb. 4.9.A Balken 1, 6 und 11), wagada
hinweist, dass YhbJ stromabwaérts des Signal-detektden Faktors wirkt.

4.2.2. ldentifikation des Signal-Metabolits

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Verarmueg &letaboliten im Sytheseweg
der Zellwand-Vorlaufer zu einer erhohtegdmSExpression fuhrt, musste nun die

entsprechende Verbindung identifiziert werden.

Peptidoglycan

Ampicilu\ Lipopolysaccharide

\

MurA 4 Fosfomycin

UDP-GIcNAc
A

Fru-6-P + Gl g
Y= +

b " GIlcNAc-1-P

Nva- lGImS A NEM

FMDP
GlcNAc,
GlcN = = GlcN-6-P —» GicN-1-P

NagE, NagA GImM
ManXYZ

Abb. 4.11.: Anaboler Aminozuckermetabolismus in E.coli

GIcN-6-P kann entweder durch Aufnahme externer Aminozucker oder die de novo-Synthese
Uber GImS generiert werden. Es wird durch GImM und GImU zu UDP-GIcNAc umgesetzt,
welches der zentrale Vorlaufer fir den Aufbau von Peptidoglykan und Lipopolysacchariden ist.
Die Enzyme, die die dargestellten Schritte katalysieren, sind kursiv gedruckt, Inhbitoren
bestimmter Schritte fett.

GlcN= Glukosamin, GIcNAc= N-Acetylglukosamin, GIcN-6-P= Glukosamin-6-Phosphat, GIcN-1-
P=Glukosamin-1-Phosphat, GIcNAc-1-P= N-Acetylglukosamin-1-Phosphat, UDP-GlcNac=
Uridin-5"-diphospho-N-Acetylglukosamin.

Hierzu wurden Inhibitoren verschiedener enzymagscBchritte des Syntheseweges
von Peptidoglycan eingesetzt (siehe Abb. 4.11).-RMDP ist ein Derivat der N3-(4-
methoxyfumaroyl)-L-2,3-diaminopropanol-Saure (FMDR stellt einen spezifischen

Inhibitor der Glukosamin-6-Phosphat Synthase GIm8& somit des initialen Schrittes
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derde noveSynthese von Zellwand-Vorlaufern dar (Marstedlil. 2003). lodacetamid
(IDA) und N-Ethylmaleimid (NEM) wirken auf die N-Astyl-glukosamin-1-Phosphat
Uridyltransferase / Glukosamin-1-Posphat Acetylfarase GImU und verhindert die
Umwandlung von Glukosamin-1-Phosphat zu N-Acetyi®kamin-1-Phosphat und
weiter zu UDP-GIcNAc, welches einen der letzten g@msamen Vorlaufer von
Direkt

stromabwarts von UDP-GIcNAc wirkt Fosfomycin durciibition der UDP-GIcNAc-

Peptidoglycan und Lipopolysacchariden darstellt r{®u et al. 2006).

enol-Pyruvattransferase MurA (Kahan et al. 1974)s Bnzym eines der letzten Schritte

der Peptidoglycan-Synthese, die Transpeptidase,d wilurch das p-Lactam-

Antibiotikum Ampicillin inhibiert (Nguyen-Distechet al. 1974).

Zunachst mussten subinhibitorische Konzentratioderser Stoffe ermittelt werden.
Hierzu wurden Wachstumskurven des Wildtyps mit olwsomalergimUSlacz-

(29)
Konzentrationen der Wirkstoffe inkubiert (siehe Ahl12.).

Reporterfusion aufgenommen. Der Stamm wurdet maufsteigenden
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Abb. 4.12.: Wachstumskurven zur Bestimmung subinhib itorischer Konzentrationen von
Inhibitoren des anabolen Aminozuckermetabolismus in E. coli

Der Wildtypstamm mit chromosomaler glmUS-lacZ-Reporterfusion (Z9) wurde in LB-Medium
inkubiert, bis er eine ODg von 0,3 erreichte. Die Kultur wurde daraufhin aufgeteilt und mit
aufsteigenden Konzentrationen der Wirkstoffe versetzt. Die Inkubation wurde fortgesetzt und
stuindlich die optische Dichte der Kultur bestimmt.

(A) Fosfomycin, (B) Ampicillin, (C) N-Ethylmaleimid, (D) Nva-FMDP.

Die so ermittelten subinhibitorischen Konzentragiondie zwar das Wachstum des
Stammes deutlich beeintrachtigen, jedoch nicht leiiken, sind: Fosfomycin 2 pg/ml
(siehe 4.12.A), Ampicillin 2 pg/ml (siehe 4.12.BY;Ethylmaleimid 10 pug/ml (siehe
4.12.C). Fir Nva-FMDP konnte kein inhibitorischeffdkt auf das Wachstum dés
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coli-Stammes Z9 festgestellt werden, selbst fir einazkotrationen von 300 pg/ml
(sieche 4.12.D). Ubereinstimmende Wachstumskurvenrdevu auch fur den
Wildtypstamm Z8 aufgenommen, welcher eigénS5’-lacZ-Reporterfusion tragt
(Daten nicht gezeigt). Zur Untersuchung der Wirkdingser Inhibitoren sollte nun die
Aktivitat der gimUSlacZ-Reporterfusion in Anwesenheit dieser Stoffe uniehns
werden. Der Stamm Z9 wurde in LB-Medium bei 37°Q@ @nem Horizontalschittler
inkubiert, bis die Kulturen eine Qg von 0,3 erreichten. Daraufhin wurden die
Kulturen aufgeteilt und sowohl den ermittelten siibitorischen wie auch
inhibitorischen Konzentrationen der genannten Watffe ausgesetzt. Zusatzlich
wurden aquivalente Mengen DMSO und EtOH verwendist, diese Stoffe als
Losungsmittel fur einen Teil der Antibiotika dienteund ein Effekt dieser
Verbindungen ausgeschlossen werden sollte. Eggefelne Inkubation fur weitere 5 h
bei 37°C auf dem Horizontalschittler. Stindlich deurdie ORg der Kulturen
Uberprift. Zusatzlich wurden zum Zeitpunkt der A&iétng (b) sowie 1 h ), 3 h (k)
und 5 h () nach der Aufteilung Proben fii-Galaktosidase-Aktivitatsmessungen

entnommen (siehe 3.3.4.). Die Ergebnisse sind inildbng 4.12. dargestellt.

Zunachst ist zu beobachten, dass die als subinohguh bestimmten Konzentrationen
von Fosfomycin und NEM bereits ein deutlich verarigs Wachstum gegentber der
unbehandelten Kultur oder den subinhibitorischennzémtrationen der anderen
Wirkstoffe verursachen (siehe Abb. 4.13.B.). Da dialturen jedoch weiterhin
Wachstum zeigten und eine niedrigere ggn der Auswertung de-Galaktosidase-
Aktivitatsmessung normalisiert wird, ist dieser dif fur das Experiment

vernachlassigbar.
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Abb. 4.13.: Effekt der Inhibition von Schritten des anabolen Aminozuckermetabolismus
auf die Aktivitat der glmUS -lacZ-Reporterfusion

Der Wildtyp mit chromosomaler gimUS-lacZ-Reporterfusion (Z9) wurde in LB-Medium inkubiert,
bis eine ODgyy von 0,3 erreicht wurde. Die Kultur wurde aufgeteilt und in Anwesenheit
inhibitorischer und subinhibitorischer Konzentrationen der Wirkstoffe weiter inkubiert. Die
optische Dichte wurde stundlich bestimmt. 1h, 3h und 5h nach Zugabe der Wirkstoffe wurden
zudem Proben zur Bestimmung der B-Galaktosidase-Aktivitdt genommen.

(A) Ergebnisse der B-Galaktosidase Assays. Lediglich die Zugabe hoher Konzentrationen Nva-
FMDP hat einen Effekt auf die Reporterfusion und fihrt zu einer stark erhéhten Aktivitat.

(B) Wachstumskurven der Kulturen. Wahrend NEM und Fosfomycin selbst in geringer
Konzentration einen negativen Effekt auf die Wachstumsrate der Kultur haben, ist das
Wachstum in Anwesenheit hoher Konzentrationen von Nva-FMDP nicht von dem einer
unbehandelten Kultur zu unterscheiden.

w/o= ohne Zugabe, DMSO= 20% DMSO, EtOH= 70% Ethanol, Amp= Ampicillin, Fos=
Fosfomycin, NEM= N-Ethylmaleimid.
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Auf der anderen Seite ist anzumerken, dass seibstNva-FMDP-Konzentration von
100 pg/ml, was deutlich tber der beobachteten NU@iMal inhibitory @mncentration
minimale inhibitorische Konzentration) fi€andida albicansvon 0,2 pg/ml liegt
(Milewski et al. 1991), keinen Effekt auf das Wachstum des Stami#@shat
(vergleiche Abb. 4.13.B.).

Weiterhin ist zu beobachten, dass die AntibiotikesfBmycin und Ampicillin, welche
Schritte stromabwarts der Generierung von UDP-GlcNAund somit auch
stromabwarts der enzymatischen Aktivitdt von Glmlhibieren, weder in
subinhibitorischer noch in inhibitorischer Konzeatonen einen Effekt auf die
Expression der Reportergenfusion haben. DasselipebBis zeigt die Bestimmung der
B-Galaktosidase-Aktivitat der mit NEM induzierten IKur (vergleiche Abb. 4.13.A).

Im Gegensatz dazu hat eine Behandlung der Kultuhatien Konzentrationen an Nva-
FMDP einen starken Effekt auf die Expression dgydRierfusion und fuhrt zu einer um
einen Faktor 10 erhohtgirGalaktosidase-Aktivitat (2200 Miller units gegemeiit237
Miller units in der unbehandelten Kultur zum Zemgtts, siehe Abb. 4.13.A.).

Um den Effekt von Nva-FMDP auf die Expression dgmUSlacZ-Reporterfusion
weiter zu charakterisieren, wurden Kulturen des dyps Z9 mit aufsteigenden
Konzentrationen dieses Stoffes inkubiert (sieheildobg 4.14.).

Wiederum zeigt keine der eingesetzten Konzentratiovon Nva-FMDP einen

inhibitorischen Effekt auf das Wachstum von Z9o@d ist bei der Bestimmung dgr
Galaktosidase-Aktivitat (siehe 3.3.4.) ein klarersi3-abhangiger Effekt erkennbar.
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Abb. 4.14.: Dosisabhéngiger Effekt von Nva-FMDP auf die Aktivitdt der glmUS-lacZ-
Reporterfusion

Der Wildtyp mit chromosomaler glmUS-lacZ-Reporterfusion (Z9) wurde in LB-Medium inkubiert
bis er eine ODgyy von 0,3 erreichte. Die Kultur wurde aufgeteilt und in Anwesenheit
aufsteigender Konzentrationen von Nva-FMDP (von 0 mg/ml bis 300 mg/ml) weiter inkubiert.
Stundlich wurde die optische Dichte bestimmt und Proben zur Bestimmung der -
Galaktosidase-Aktivitat (siehe 3.3.4.) genommen.

(A) Ergebnisse des p-Galaktosidase-Aktivitat Assays. Zugabe von Nva-FMDP fihrt zu einer
deutlichen und dosisabhangigen Induktion der Reporter-Aktivitét.

(B) Wachstumskurven der Kulturen. Das Wachstum in Anwesenheit hoher Konzentrationen von
Nva-FMDP ist nicht von dem einer unbehandelten Kultur zu unterscheiden.

Alle Konzentrationen sind in ug/ml angegeben.
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Die Aktivitat von GImS ist redundant, falls einetesne Quelle fur Aminozucker zur
Verfligung steht (siehe 3.3.1.).

Demzufolge wurde postuliert, dass eine Zugabe voltN&c, welches die
enzymatischen Aktivitdt von GImS ersetzen kann, dktivierenden Effekt von Nva-
FMDP auf die dergimUSlacZ-Reporterfusion aufhebt. LB-Medium (siehe 2.2.1.)
wurde mit dem Wildtypstamm mit chromosomatgmUSlacZ-Reporterfusion (Z9)
inokuliert und bis zu einer Qfgy von 0,3 inkubiert. Dann wurde die Kultur in dregile
aufgespalten. Ein Teil wurde unverandert weiteubigrt, ein Teil wie beschrieben mit
100 pg/ml Nva-FMDP induziert, und der dritte Teilitni00 pg/ml Nva-FMDP
induziert und mit 1% (w/v) GIcNAc komplementieriglse Abb. 4.15.). Nach 1 h, 3 h
und 5 h wurden Proben entnommen und die Aktivigit Reporterfusion mittel§-
Galaktosidase-Assay (siehe 3.3.4.) bestimmt.

Die Aktivitat des unbehandelten Wildtyp-Stammesliggt wie zuvor bereits mehrfach
beobachtet bei etwa 200 Miller units (siehe Abd54.wei3e Balken), wahrend die
Zugabe von Nva-FMDP, ebenfalls wie zuvor beobdchteeiner etwa 10fach erhéhten
Aktivitat nach 3 h fuhrt (2100 Miller units, sielddb. 4.15. schwarze Balken).

Wird dem Stamm jedoch parallel zur Induktion mit &NWMDP eine externe
Aminozuckerquelle in Form von GIcNAc angeboten, =b lediglich eine B-
Galaktosidase-Aktivitat von 130 Miller units zu lbeehten (vergleiche Abb. 4.15.
graue Balken). Der reprimierende Effkt von GIcNAeggnuber dem unbehandelten
Stamm ist durch die Wirkung von externen Aminozugkellen auf die Promotoren
vor gimU zurtckzufihren (vergleiche Abb. 4.15. weif3e unalugrBalken, siehe auch
2.3.).

Wird dem Stamm jedoch parallel zur Induktion mit &NWMDP eine externe
Aminozuckerquelle in Form von GIcNAc angeboten, b lediglich eine B-
Galaktosidase-Aktivitat von 130 Miller units zu lbeehten (vergleiche Abb. 4.15.
graue Balken Balken). Der reprimierende Effekt v@IicNAc gegenuber dem
unbehandelten Stamm ist durch die Wirkung von eeterAminozuckerquellen auf die
Promotoren voglmU zuriickzufiihren (vergleiche Abb. 4.15. weil3e unaugrBalken,

siehe auch 2.3.).

90



Ergebnisse

2500 -
2000
O Wildtyp
5
9 Nva-FMDP 100
2 5 B Wildtyp +
235 1000 Nva-FMDP100 +
2= 1% GlehAc
s
[
Q
2 500
gl 1
0 1 3 5
Zeit [h]

Abb. 4.15.: Die Wirkung von Nva-FMDP auf die Aktivi téat der glmUsS -lacZ-Reporterfusion
kann durch eine externe Aminozuckerquelle aufgehobe n werden.

Der Wildtyp mit chromosomaler gimUS-lacZ-Reporterfusion (Z9) wurde bis zum Erreichen einer
ODggo Von 0,3 in LB-Medium inkubiert. Die Kultur wurde aufgespalten: Ein Teil wurde weiterhin
in LB-Medium ohne Zusatz inkubiert (wei3e Balken), ein Teil mit 100 pg/ml Nva-FMDP induziert
(schwarze Balken) und ein Teil mit 200 mg/ml Nva-FMDP induziert bei gleichzeitiger Zugabe
von 1% (w/v) GIcNAc (graue Balken). Zum Zeitpunkt des Aufspaltens sowie 1 h, 3 hund 5 h
danach wurden Proben zur Bestimmung der [-Galaktosidase-Aktivitdt (siehe 2.3.4.)
entnommen.

Die Anwesenheit von 1% GIcNAc hebt den Effekt des Nva-FMDPs auf die Reporteraktivitat
vollstéandig auf.

Somit kann bestatigt werden, dass die aktivieranii&kung von Nva-FMDP auf die
glmUSlacZ-Reporterfusion auf einer Reduktion des intrazétieth GIcN-6-P-Spiegels

aufgrund einer Hemmung der enzymatischen Aktivitit GImS zurlckzuftihren ist.

Diese Aussage wird auch durch eine Western Blotyseanit einem Antikdrper gegen
GImS (siehe 3.7.7.) unter Verwendung von Proteiexttaken aus dem Wildtyp-
Stamm R1279 und demptfsNnpr]-Deletion R2413 unter Induktion mit den zuvor
beschriebenen subinhibitorischen Konzentrationen Wekstoffe unterstitzt (siehe
Abb. 4.16.) Hierzu wurden die Stamme in LB-Mediumkubiert, bis sie eine Oy
von 0,3 erreichten. Dann wurden sie mit den gemamnsubinhibitorischen
Wirkstoffkonzentrationen induziert und nach weiteBeh Inkubation geerntet. Wahrend
die Induktion des Wildtyps mit Ampicillin, Fosfomycund NEM keinerlei Effekt auf
die GImS-Menge hat, ist bei Induktion mit Nva-FMB#e deutliche Verstarkung des
GImS-Signals detektierbar. Dieser Effekt wird wievartet durch die Zugabe von 1%

(w/v) GIcNAc aufgehoben.
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Abb. 4.16: Analyse der GImS-Menge bei Inhibition von Schritten des anabole n
Aminozuckermetabolismus

Der Wildtyp (R1279) sowie die Stame A[ptsN-npr] (R2413), AyhbJ (Z24), rne'™ yhbJ::cat (Z52)
und rne’ yhbJ::cat (Z53) wurden in LB-Medium inkubiert, bis sie eine OD600 von 0,3 erreichten
udn dann mit subihibitorischen Konzentrationen der aufgefiihrten Stoffe induziert. 3 h danach
wurden Zellen geerntet und Gesamtzellextrakte hergestellt (siehe 3.7.1.) und wie unter 3.7.7.
beschrieben eine Western Blot Analyse unter Verwendung polyklonaler Antikérper gegen GImS
durchgefuhrt.

Ampicillin (Amp), Fosfomycin (Fos) und N-Ethylmaleimid (NEM) haben keinen Einflul3 auf die
intrazellulare GImS-Menge. Unter Induktion mit Nva-FMDP hingegen ist ein deutlich verstarktes
GImS-Signal detektierbar. Dieser Effekt kann durch die Zugabe von 1% (w/v) GIcNAc als
externe Aminozuckerquelle aufgehoben werden.

w/o= ohne Zugabe, Amp= Ampicillin, Fos= Fosfomycin, NEM= N-Ethylmaleimid

In einem ptsN-npi-Deletionsstamm (R2413) hingegen ist unter allesdiBgungen
eine grofe Menge GImS detektierbar, welcher nicintid die Zugabe von Nva-FMDP
zusatzlich erhoht werden kann. Die Zugabe von GlcNAngegen reduziert die
Proteinmenge von GImS nur leicht. Dies unterstidze¢ Annahme, dass die
Metaboliten-abhangige Regulation der GImS-Mengiktstton der Anwesenheit von
funktionsfahigen YhbJ abhangig ist.

Untersuchungen durch korrespondierende Northerrt Bloalysen mit einer DIG-
markierten Sonde geggim§ bei denen Gesamt-RNA aus dem Wildtyp R1279 unter
Induktion durch subinhibitorische Konzentrationear dVirkstoffe benutzt wurden,
fuhrten ebenfalls zu Ergebnissen, die bestatigaess dlie beobachtete Induktion der
GImS-Synthese auf dem in 4.1. beschriebenen reygidehen Ereignis beruht
(Kalamorzet al.2007).

Die Aufgabe des regulatorischen Ereignisses, dagkli. untersucht wurde, ist somit

Induktion der GImS-Synthese im Falle eines niedrigdcN-6-P-Spiegels. Es handelt

92



Ergebnisse

sich somit um einen klassischen negativen FeedbBdianismus, in dem die

Expression des Gens eines Enzyms durch dessenkiBraghge kontrolliert wird.

4.2.3. Die Rolle von GImZ in der metabolitengesteere Requlation demglmS
Expression

Da gezeigt werden konnte, dass die Anpassunglde®Expression in Abhangigkeit
von der Verfugbarkeit von GIcN-6-P durch das in.4gschriebene regulatorische
Ereignis geschieht, sollte nun die Rolle von GiIm&liesem System untersucht werden.
Um naheren Einblick zu erlangen, wurde der EinfloR Nva-FMDP auf eineAgimzZ
Stamm (Z40, siehe Tabelle 7.1.) getestet. HierztdevllB-Medium mit diesem Stamm
bei 37°C inkubiert, bis eine Qg von 0,3 erreicht wurde. Die Kultur wurde nun iewi
Teile aufgespalten: Einer wurde ohne Zusatz weitarbiert und den anderen entweder
100 mg/ml Nva-FMDP, 100 mg/ml Nva-FMDP und 1% (W&IcNAc oder 10 pg/ml
NEM zugesetzt (Zeitpunkto)t Das Wachstum der Kulturen wurde stindlich
protokolliert, und nach 1 h, 3 h und 5 h Proben #lie Bestimmung def-
Galaktosidase-Aktivitat (siehe 3.3.4.) entnommebb A4.17. gibt die Ergebnisse dieses
Versuches wieder. Zunéchst ist zu bemerken, dassDéietion vonglmZ keinen
Einflu’ auf das Wachstum hat. Wie der korrespoedige Wildtyp-Stamm Z9 erreicht
auch derAgimZStamm Z40 nach 3 h eine @von 3 (vergleiche Abb. 4.10.).

Der glmZDeletionsstamm zeigt jedoch bemerkenswerter Weige verringertes
Wachstum bei Inkubation in Anwesenheit von Nva-FMIReses verlauft deutlich
langsamer und die Zelldichte erreicht keinenggVert hoher als 2,6 (siehe Abb. 4.17.
Zeitpunkt 5). Dieser Defekt kann durch die Zugalmereexternen Aminozuckerquelle
aufgehoben werden, in Anwesenheit von 100 mg/m-RNM®DP und 1% (w/v) GIcNAc
erreichen Wachstumsrate und Zelldichte die Werntaidbehandelten Kultur.
Desweiteren ist im AglmZHintergrund Kkeinerlei Reaktion demgimUSlacz-
Reporterfusion auf die Zugabe von Nva-FMDP mesdediglich der bekannte, etwa
dreifach reprimierende Effekt des GIcNAc auf diefRotoren vogimU kann detektiert

werden (vergleiche 2.3.).
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Abb. 4.17.: Die Wirkung von Nva-FMDP auf die Aktivi  tat der gimUS-lacZ -Reporterfusion in
Abwesenheit von GImZ.

Der Aglmz Stamm mit chromosomaler glmUS-lacZ-Reporterfusion (Z40) wurde bis zum
Erreichen einer ODggo von 0,3 in LB-Medium inkubiert. Die Kultur wurde aufgespalten: Ein Tell
wurde weiterhin in LB-Medium ohne Zusatz inkubiert, ein Teil mit 100 mg/ml Nva-FMDP
beziehungsweise 40 pg/ml N-Ethylmalemeid induziert und ein Teil mit 200 mg/ml Nva-FMDP
induziert bei gleichzeitiger Zugabe von 1% (w/v) GIcNAc. Zum Zeitpunkt des Aufspaltens sowie
1 h, 3 hund 5 h danach wurden Proben zur Bestimmung der 3-Galaktosidase-Aktivitat (siehe
3.3.4.) entnommen.

Der AgimZz-Stamm zeigt keinerlei Wachstumsdefekt und auch die Zugabe von NEM hat keine
Auswirkung auf die Wachstumsrate (Daten nicht gezeigt).

Unter Induktion mit Nva-FMDP kommt es zu einer deutlichen Verlangsamung des Wachstums
und die ODgqq erreicht keinen Wert tGber 2,6. Dieser hemmende Effekt kann durch die Zugabe
von 1% (w/v) GIcNAc aufgehoben werden, in diesem Fall ist das Wachstumsverhalten nicht von
dem der unbehandelten Kultur zu unterscheiden.

Im Gegensatz zum Wildtypstamm (vergleiche Abb. 3.14.) kommt es in Abwesenheit von gimZ
zu keiner erhohten Aktivitat der Reporterfusion unter Induktion mit Nva-FMDP.

Aus diesen Beobachtungen kann gefolgert werdens daknZ ein essentieller
Bestandteil fir das regulatorische Ereignis istrittas die GImS-Expression an die
Verfugbarkeit von intrazellularen GIcN-6-P angepassrd, und dass eingimzZ
Deletionsstamm nicht mehr in der Lage ist, dieseguRationsereignis auszufihren.
Zudem erklart diese Untersuchung die unerwartetbe hResistenz vork. coli
gegenuber FMDP-Derivaten: Falls die enzymatischevait von GImS durch FMDP
inhibiert wird, besteht die Antwort der Zelle ausnex posttranskriptionellen
Stabilisierung degimSspezifischen mRNA (Kalamoret al. 2007), was eine erhohte
GImS-Synthese bewirkt. So kann der Verlust an emigther Aktivitat sehr schnell
ausgeglichen werden. Erst durch eine Inaktivieruag GImZ, beispielsweise durch

Deletion des korrespondierenden Gens, wird diesdwém auf eine geringe
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Verfugbarkeit von GIcNAc-6-P ausgeschaltet, so dis<Zelle nun empfindlich fur die

Wirkung des FMDPs ist.

Des Weiteren unterliegt diese Antwort einer Korleralurch YhbJ, da in Abwesenheit
dieses Proteins eine vom GIcN-6-P-Spiegel entkdppadnstitutive Aktivierung des

Mechanismus zu beobachten ist.

4.3. Charakterisierung von YhbJ

Aufgrund der zentralen Bedeutung von YhbJ in deguRsdion dergimSExpression
wurden verschiedene Datenbank-Analysen durchgefiluin dieses Protein
weitergehend zu charakterisieren.

Zu diesem Zweck wurde zunachst ein Datensatz angibhologen zusammengestellt,
indem dasmultiple genome alignmenton microbesonline.com (siehe 3.9.) sowie
BLAST-Suchen (Altschuét al. 1990) gegen YhbJ ads coliund dem Homolog YvcJ
in B. subtilis(Gorkeet al. 2005) genutzt wurden. Es wurden Sequenzen beudintigti
die eine Homologie von mindestens 50% aufwieseearli ist zu beachten, dass YhbJ
aus E. coli und YvcJ ausB. subtilis lediglich eine Ubereinstimmung von 39%
aufweisen. Der gesamte Datensatz ist unter 7.6. Amihang zu finden. Alle
Positionsangaben beziehen sich, soweit nicht amggerannt, auf YhbJ a&s col..

4.3.1. Analyse mittels ClustalWW und MEME

Der ClustalW-Algorithmus dient der Identifikationokservierter Aminosaurereste

durch Sequenz Alignment (Larket al. 2007). Im Falle von YhbJ konnten durch diese
Analyse 23 Aminosauren identifiziert werden, die dllen verwendeten Sequenzen
perfekt konserviert sind sowie 26 weitere Aminosaurdie hinsichtlich GroéRe und

Ladung ubereinstimmen (siehe Abb. 3.18.A. Amihang 7.6.).

Mittels MEME-Anaylse ist es mdglich, konservierteotie in Gruppen verwandter
DNA- oder Aminosauresequenzen zu identifizierenil@®aet al. 2006). Durch diesen

Algorithmus wurden drei Motive gefunden, die in d8aquenzen aller verwendeten
Homologe zu finden sind und die einen Grofteil kienservierten Aminosaurereste
enthalten (siehe Abb. 4.18.B.).
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Abb. 4.18.: Sequenzanalyse von YhbJ und Homologen

Es wurden 125 Sequenzen von Homologen des Proteins YhbJ aus E. coli fir eine Analyse
mittels Clustalw und MEME genutzt.

(A) Sequenz von YhbJ aus E. coli. Rot dargestellte Aminmoséauren sind in allen 125 Sequenzen
perfekt konserviert. Orange dargestellte Aminoséauren sind im Kontext von Grof3e und Ladung
konserviert. Das potentielle Walker A-Motiv ist unterstrichen. Motiv 1 aus der MEME-Analyse ist
in violett unterlegt, Motiv 2 in grau und Motiv 3 in tirkis.

(B) Weblogo-Darstellung der drei mittels MEME gefundenen Motive. Die dargestellte Gro3e der
Buchstaben korreliert zum Grad der Konservierung der jeweiligen Aminosaure.

Motiv 1 umfasst die Aminosauren 163 bis 212 undhbeltet 7 perfekt konservierte

Aminosauren und 13 hinsichtlich Grél3e und Ladungskovierte Aminosauren.

Motiv 2 befindet sich im C-terminalen Bereich unelsteht aus den Aminosauren 238
bis 256. In ihm sind 6 perfekt konservierte Aminosé enthalten, die sich alle in der
C-terminalen Halfte des Motivs befinden, sowie Hsithtlich Grof3e und Ladung

konservierter Aminoséuren, von denen ebenfalls 4len C-terminalen Halfte des

Motivs lokalisiert sind.
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Motiv 3 schliel3lich liegt im N-terminalen Bereichesl Proteins und beinhaltet ein
Walker A-Motiv mit der Konsensus-Sequenz GG-(K/T) (Walker et al. 1982),
welches durch die Aminosauren 8 bis 15 gebildetiwivalker A ist in P-loop ATPasen
konserviert und ist an der Bindung von ATP und GiEeeiligt (Sarastet al. 1990).
Viele Proteine mit einem Walker A-Motiv sind ATPasgSmirnovaet al. 1998) und
eine Kinase-Aktivitat konnte beispielsweise fur tH€r-Kinase HprK aus. subtilis
gezeigt werden (Galiniest al. 2002) Das Motiv 3 in YhbJ umfasst die Aminosauren 7
bis 28, unter denen sich 4 perfekt konservierte Tiridnsichtlich Gro3e und Ladung
konservierte Aminosauren befinden.

Die Motivabfolge 3-1-2 ist konserviert, mit AusnadmonDesulfotomaculum reducens
UPF0042, in welchem das Motiv 3 doppelt vorlieggsweu der Abfolge 3-3-1-2 fihrt,
sowieNitrosomas europellE1849, welches ein doppeltes Motiv 2 aufweist] awar

in der Abfolge 3-2-1-2.

4.3.2. Phylogenetische Analyse

Unter Verwendung der aus der ClustalW-Analyse éhah Daten wurde mittels
TreeView (Copyright R.D.M Page 2001) ein phylog&aiter Stammbaum der
verwendeten Homologe erstellt (siehe Abb. 4.19) Dieersichtlichkeit halber wurde in
dieser Analyse bei mehreren Vertretern derselbettu®g die sehr hohe Homologie
zueinander aufwiesen, exemplarisch nur eine Seqaesaliesen Gruppen verwendet.
Zudem wurden die Enterobacteriaceae zu der Gruppe ,Enterobakteria“
zusammengefasst, deren Position in Abb. 4.19. dHrctoli YhbJ reprasentiert wird

und deren Verwandtschaft untereinander in Abb..4daégestellt ist.

Die weitverbreitete Konservierung des Proteinsuibdkteria ist als starker Hinweis auf

eine funktionelle Konservierung anzusehen.
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Alterom onadale sba cterium
Pseudoalieromonas hakplan bitls
Faendoalizromonastunicats
Alterom ands macle od§
Pseudoalierom onas atiantica
Colwella psychiertivaes
Aewmonas hydmophila
Aenmonas saimonk ifa
fdiomarha hiensk
Shewanela dentrficans
Shewanela friidinaring
Shewaneld oneHensls
Shewane lfa woodyl

Actino kg cifu s succlhogene s
Mannhelmia ficcink prodicens
Haemophibis inflienzae
Pageurelia mutockia
Haemophills somnis
Acting ba ciliy s plet rop ne drmonia
Haemophills ducreyi
Enterobakte tia
Photobacterivm pofyrdom
IVitrio cholerae

Ma rirg bacler aqua e okl
Azoarcis Sp.

Nibosomas enropes
Acinetobacter sp
Zymormona s mobiik
Floe o bacter viokc el s

My cobacterinm smegmatis
My cobecteriom tybercnio sis
Nocardia farchica

Lefsoniz el

Streptormyce s arermitils
Cownebacteiim effe scens
Bl bacteriim bngom
Thermi s thermop hins
Fusobache rivm nuc Eatum
Streptococcds mwans
Streptococcls pyogenes
Streptococcns thermophiys
Streptococcns phelmonize
Streptococcds ss
Lactococcus lacts
Lactobaciius casel
Pediococcis pentosaceds
Enterococcns@ecalls
Laciobacilns ac Hophiius
Laciobaciiys delbrueck§
Laclhbacilns gasseri
Laciobaciins phnsoni
Geobacils kaustophilns
Geabacibis thermade ntrfian

Bacifus coagnlans

Bacilus anthracls

Bacifus suitlis

Listeria monocy gote s
Bacilus clausi

Bacifus halodirans
Oceanobaciius heyensk
Exiguobacteriim sbikom
Ciostidim the rmocelbim
Staphy lococcus U Us
Closticdinn perfingens
Ciosthdim tetans
Alkalphins metafredigenes
Thermoanaerobacter ethanolcus
Ca ki Eeliyios Foplor saoc havol
De s fifoba cleriim hatnense
Maooreila thermoacetica

Carboxy dothermy s hydogenoft
Sy biobacte piuem the rmo ph e
De sy fotomaculim redidcens
Thermosing s carboxydvorans
Halothemothei orent

Abb. 4.19.: Phylogenetischer Stammbaum der YhbJ-Hom  ologe
Erstellt aus einer ClustalW-Analyse von Homologen aus 75 Organismen mittels TreeView
(siehe 2.9).
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Yersinia bercovieri
Serratia proteamaculans

Erwinia carotovora
Sodalis glossinidius

Hiebsiella pneumoniae
Enterobacter sp.
Escherichia coli
Shigelia flexneri
Salmonelia typhimurium
_E Salmonella enterica
Salmonelia enterica Typ 2
r— Photorhabdus luminescens
L— Proeus mirabilis
Yersinia enterolitica
Yersinia frederiksenii
Yersinia mollaretii

[ Yersinia pestis
Yersinia pseudotuberculosis

Abb. 4.20.: Phylogenetischer Stammbaum der YhbJ-Hom  ologe in Enterobakterien
Erstellt aus ClustalW-Analyse mittels TreeView (siehe 2.9). Dieser Stammbaum reprasentiert
die ,Gruppe: Enterobacteria“ in Abbildung 3.18.

4.3.3. Identifikation einer potenziellen RNA-Bindedane

Aufgrund des EinfluBes von YhbJ auf die Prozessigmer kleinen RNAs GImY und
GlmZ sollte uUberpruft werden, ob eine direkte laktion zwischen diesen
Komponenten méglich ist. Mittels des RNABIndR-Algbmus lassen sich potenzielle
RNA-Bindedoménen in Aminosauresequenzen identigziedie an einer potenziellen
Bindung von RNA beteiligt sind (Terribiliret al.2007).

Verwendet man hierzu die Sequenz von YhbJEwli, so erhalt man eine Vorhersage
fur ein potenzielles RNA-Bindemotiv, welches aus deminosauren 251- 254, 256,
260-271 sowie 273-278 und 281-284 im &usserstegri@italen Bereich des Proteins
gebildet wird (siehe Abb. 4.21.).

MVL RS GEGKSVALRA LEDMGFYCV PVVLLPDL ARTLADREIS
AAVSIDVRNM PESPEIFEQA MSNLPDAFSP QL DADRN TLIRRYSDTR
RLHPLSSKNL SLESA/DKES DLLEPLRSRA DLIVOTSEMS VHELAEMLRT
RLLGKREREL TMVFESFGFK HEIPIDADYY FDVRFLPNP DPKLEPMTG
LDKPVAAFLD RHTEVHNFIY QTRSYLELWL PMLETNNRSY LTVAIGCTGG
KHRSVYIAEQ ' ADYFRSRGK NVQSRHRTLE KRKP

Abb. 4.21.: Potenzielles RNA-Bindemotiv von YhbJ
Mittels RNA-BindR wurden die in turkis unterlegten Aminosauren als Teil einer potenziellen
RNA-Bindedoméne am C-terminalen Ende des Proteins identifiziert.

Interessanterweise ist dieser Bereich gemalR destdl-Analyse (vergleiche 4.3.1.
und 7.6.) nicht stark konserviert, so dass weiteeguenzen von YhbJ-Homologen
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mittels RNABIndR analysiert wurden. Hierbei zeigiieh, dass die am potenziellen
RNA-Bindemotiv beteiligten Aminoséauren innerhally @ruppe: Enterobakteria (siehe
Abb. 4.19. und Abb. 4.20.) vollstandig konservienid und man fir jedes Mitglied
dieser Gruppe eine Vorhersage erhalt, die mitideYhbJ aus. coli Gbereinstimmt.

Im Gegensatz hierzu ergibt eine RNABIindR-Analysel@emologe aus8. subtilis

(Motiv aus 13 Aminosauren{lostridium perfringeng7 Aminosauren, die kein
zusammenhangendes Motiv bilde8)aphylococcus aure8 Aminosauren) und

Vibrio cholerag(2 Aminoséauren) deutlich geringere Wahrscheinlatdn fur die
Anwesenheit eines entsprechenden Bindemotives endteinige andere wldsteria
monocygote¥orhersagen erhalten, die mit der Eircoli vergleichbar sind (Motiv aus
25 Aminoséauren). Die Vorhersagen sind im Anhan@unt6. zusammengefasst.

4.3.4. Mutationsanalyse konservierter Reste undvdan YhbJ

Nachdem durch die in 4.3.1. und 4.3.3. beschriabeAeaalysen eine Vielzahl

konservierter Aminosauren und Motive in YhbJ idériert werden konnten, wurden
nun Mutationsanalysen durchgefuihrt, um diesen efoaktionelle Bedeutung

beizumessen.

Hierzu wurden verschiedene mutierte Versionen vdrbJy unter Kontrolle eines

Arabinose-induzuierbaren Promotors in das PlasnBAQB3 integriert und zur

Komplementation eineyhbJMutante (Stamm Z28, siehe Tab. 7.1.) verwendeg Di
Effektivitat der Komplementation kann Gber die ikkét einer im Chromosom

verankerterglmSlacZ-Reporterfusion bestimmt werden.

Es wurden folgende Mutationen und Deletionen vedegn

yhbJGly8Ala (pBGG63)
yhbJ[AAA 256-284] (pPBGG109)
yhbJGly8Ala / [AAA 256-284] (pBGG110)
yhbJGly13Ala (pBGG120)
yhbJA AA164 — 212 (pPBGG121)
yhbJPhel67Ala (pPBGG122)
yhbJGIly168Leu (pBGG123)
yhbJAsn188Ala (pBGG125)
yhbJProl189Ala (pBGG126)
yhbJGIly199Leu (pBGG127)
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Die Positionen der einzelnen Mutationen sind in AbR2. schematisch dargestellt. Als

Kontrollen wurden der korrespondierende Wildtyp @8gativkontrolle), der nicht-

transformierte Stamm Z28 (Positivkontrolle), diedeeeine chromosomale gimS-lacZ-

Reporterfusion tragen (vergleiche Abb. 4.1.) so&R8 transformiert mit pBAD33
(Leervektor) und mit pPBGG119 (authentischddd in pBAD33, vergleiche Tab.7.2.)

verwendet.

i

G8A

G13A

F167A

G168L

N188A

P189A

G199L

A164-212

A256-284

AERNENRNA]

G8A A256-284

Abb. 4.22.: Lokalisation der Deletionen und Aminosd  ureaustausche flur dei
Mutationsanalyse von yhbJ

MaRstabsgerechte schematische Darstellung des yhbJ-Gens. Blaue Box = konserviertes Motiv
1, grine Box = konserviertes Motiv 2, rote Box = konserviertes Motiv 3, gelbe Box =
potenzielles RNA-Bindemotiv. Blitze symbolisieren Mutationen ider Deletionen. Fir Details:
Siehe 4.3.4.

Der Stamm Z28 wurde mit den Plasmiden, welche férYhbJ-Mutanten kodieren,
transformiert (siehe 3.3.3.) und die Expression Beoteine mittels Western Blot
Analyse unter Verwendung von Antikérpern gegen Y(#idhe 3.7.7.) Gberpruft. Wie
Abb 4.23. zeigt, werden alle Derivate stabil expeirn
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Abb. 4.23.: Western Blot zur Uberprufung der stabil  en Expression der yhbJ -Mutanten

Der AyhbJ-Stamm 2728 wurde mit den unter 4.3.4. beschriebenen Plasmiden und dem
Uprsprungsplasmid (pBAD33) transformiert und die Transformanten sowie der Ausgangsstamm

und der korrespondierende Wildtyp (Z8) in LB-Medium mit 0,2% L-Arabinose inkubiert, bis sie

eine ODggo von 0,6 erreichten. Gesamtzellextrakte (siehe 3.7.1.) wurden dann mittels Western

Blot Analysen (siehe 3.7.7.) unter Verwendung eines polyklonalen Antikérpers gegen YhbJ
analysiert.

Weder in der yhbJ-Deletion noch in der Deletion transformiert mit dem Ausgangsplasmid
pBAD33 ist ein Signal detektierbar. In den restlichen Transformanten hingegen sind Signale
vorhanden, die mindestens die Stérke des Signals im Wildtyp haben.

AnschlieRend wurde dieB-Galaktosidase-Aktivitat der genannten Stadmme und
Transformanten bestimmt (siehe 3.3.4.). Die Ergedmidieser Analyse sind in Abb.
4.24. grafisch dargestellt. DghbJDeletionsstamm Z28 weist erwartungsgemal eine
gegenuber dem Wildtyp stark erhdhte Aktivitat at@® Miller units zu 8 Miller units).
Zudem zeigt die Transformation von Z28 mit dem ke&tor pPBAD33 keinen Effekt
auf die p-Galaktosidase-Aktivitat. Wird der Deletionsstamr@8Zmit authentischen
yhbJ komplementiert, so ist die Expression dgmS5’-lacZ-Reporterfusion bereits
ohne Induktion durch Arabinose stark herabgesefas, auf eine basale Expression des
plasmidstandigen Gens in Abwesenheit des Indukteksabinose zurtickzufihren ist.
Unter Induktion fallt die Aktivitat der Reporterfiosr auf das Niveau des Wildtyps

zuruck.
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[oohne Arabinose m mit Arabinose]

B-Galaktosidase Aktivitat
[Miller units]

Abb. 4.24.: Komplementation einer  yhbJ- Deletion durch mutierte yhbJ -Derivate

Der AyhbJ-Stamm mit chromosomaler gimS-lacZ-Reporterfusion (Z28) wurde mit den in 4.3.4.
genannten Plasmiden transformiert und in LB-Medium mit und ohne Induktion mit 20 mM L-
Arabinose inkubiert, bis eine ODgy von 0,6 erreicht wurde. AnschlieBend wurde die B-
Galaktosidase Aktivitat (siehe 3.3.4.) bestimmt.

Mutationen im Walker A-Motiv (G8A und G13A) komplementieren eine yhbJ-Deletion unter
Induktion mit Arabinose, wahrend die Expression aller anderen Derivate keinen Effekt auf die 3-
Galaktosidase Aktivitat hat.

Interessanterweise haben Aminosaure-Austauschehmbedes Walker A-Motives nur
wenig Auswirkung auf die Regulation dgimSExpression, obwohl diese Reste im
Motiv hoch konserviert sind. Bei der Glyl3Ala-Mutarist keinerlei Unterschied zum
authentischen YhbJ zu erkennen. Die TransformaeseRlasmids mit dem Gly8Ala-
Austausch weist zwar auch unter Induktion noch eimeifach erhéhte Expression der
Reporterfusion auf, jedoch ist diese Aktivitat meim Drittel der Aktivitat in eineyhbJ
Deletion. Diese Daten lassen darauf schlie3en, dassWalker A-Motiv nur eine
untergeordnete Rolle in der Regulation genSExpression spielt.

Alle weiteren Mutationen und Deletionen sind nichtler Lage, einghbJDeletion zu
komplementieren. Die Aktivitdt derglmSlacZ-Reporterfusion ist in diesen
Transformanten nicht von der Aktivitat in eingrbJDeletion unterscheidbar.

Dies zeigt, dass der Austausch dieser perfekt kemsten Aminoséuren oder die
Deletion der konservierten Motive starke Auswirkenguf die Funktionsfahigkeit von
YhbJ hat.
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4.4. Untersuchungen zur Interaktion von YhbJ mit GmY/GImZ

Nachdem gezeigt werden konnte, dass zwei kleine RBiAe wichtige Rolle in der
Regulation dergImSExpression spielen (Kalamorz et al. 2007; Urbaralet2007;
Reichenbach et al. 2008; Urban and Vogel 2008)esoilin untersucht werden, ob eine
direkte Interaktion von GImY und GImZ mit YhbJ viedt.

4.4.1. Uberexpression His(10)-YhbJ

Hierzu wurde zunachst Plasmide konstruiert, authehyhbJmit einem C-terminalen
(pPBGG161) beziehungsweise N-terminalen (pBGG162) H@s-Tag unter Kontrolle
eines IPTG-induzierbaren Promotors kodiert ist. sBid-usionsproteine sind in der

Lage, eingshbJDeletion vollstandig zu komplementieren (siehe AbR5.).
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Abb. 4.25.;: Komplementation einer  yhbJ -Deletion durch His-Tag-Fusionsproteine

Ein AyhbJ-Stamm mit chromosomaler gimS-lacZ-Reporterfusion (Z28) wurde mit Plasmiden
transformiert, die das Gen fur YhbJ mit einem N-terminalen His(10)-Tag (His(10)-yhbJ,
pBGG162) oder mit einem C-terminalen His-Tag (yhbJ-His(10), pBGG161) unter Kontrolle eines
IPTG-induzierbaren Promotors tragen. Zusatzlich wurde der Stamm mit dem Ursprungsplasmid
pKES170 transformiert. Die Transformanten sowie der nicht transformierten Ausgangsstamm
Z28 und der korrespondierenden Wildtyp (Z8) wurden in LB-Medium bei 37<C inkubiert, bis eine
ODgqo erreicht wurde, und die B-Galaktosidase-Aktivitat der Reporterfusion wurde wie unter
3.3.4. beschrieben bestimmt.

Wahrend das Ursprungsplasmid pKES170 keinen EinfluR auf die Aktivitat der Reporterfusion
hat, komplementieren beide Plasmide, die fir Fusionsproteine kodieren, vollstandig.

Die stark erniedrigte Reporter-Aktivitat in Anwesenheit der Plasmide, die fir die Fusionsproteine
kodieren, auch ohne Induktion mit IPTG ist auf eine hohe Basalexpression zuriickzufiihren.
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An dieser Stelle ist zu erwahnen, dass eine Fusibreinem C-terminalen Tag zwar
funktionell sind (also eingghbJDeletion komplementieren kann), jedoch bindet das
Fusionsprotein nicht an NiNTA-Saulen. Dies weist darauf hin, dass C-terngngdgs
nicht fir die entsprechende Bindung zuganglich gbaten nicht gezeigt).

Die Expression des His(10)-YhbJ wurde wie unter.23.7optimiert, wobei eine
Induktion bei Erreichen einer QB von 0,6 fur 1 h mit 1 mM IPTG als ideal fur die
Ausbeute bestimmt wurde.

Unter diesen Bedingungen wurde His(10)-YhbJ wie eunB.7.3. beschrieben
aufgereinigt. Abb. 4.25. zeigt exemplarisch die dbmigsse einer SDS-PAGE zur
Uberpriifung der Aufreinigung. AnschlieRend erfolgtme Dialyse der 300 mM
Imidazol-Elutionsfraktion (siehe 3.7.4.).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 M [KDa]

_ 116.0
v 66,2
w450
. 350
o 25
W 184

Abb.4.26.: SDS-PAGE der Aufreinigung von His(10)-Yh  bJ

Der Stamm DH5a wurde mit einem Plasmid transformiert, das His(10)-YhbJ unter Kontrolle des
induzierbaren P, .-Promotors kodiert. Die Transformante in LB-Medium inkubiert, bis eine ODggq
von 0,6 erreicht wurde und dann mit 0,1 mM IPTG fur 1 h induziert. Die Zellen wurden geerntet
und die cytosolischen Proteine wie unter 3.7.1. beschrieben prapariert. Es folgte eine
Aufreinigung des His(10)-YhbJ Uber Ni**-NTA-Saulen aufgereinigt (siehe 3.7.3.).

Es wurden 15 pl jeder Fraktion mit 5 pl 5x SDS-LAdepuffer aufgetragen, und das Gel nach der
SDS-PAGE mit Coomassie Brilliant blue gefarbt(siehe 3.7.6.).

1= Rohzellextrakt nach French Press, 2= Uberstand nach Ultrazentrifugation, 3= Durchlauf der
Séaule, 4= Waschschritt 50 mM Imidazol, 5= Waschschritt 50 mM Imidazol, 6= Waschschritt 100
mM Imidazol, 7= Elutionsschritt 200 mM Imidazol, 8= Elutionsschritt 300 mM Imidazol, 9=
Elutionsschritt 500 mM Imidazol, M= Marker. Das Molekulargewicht der Markerbanden ist
rechts angegeben.

Das rekombinante Protein eluiert spezifisch im Bereich von 200 mM Imidazol bis 500 mM
Imidazol, hauptsachlich in der 300 mM Imidazol-Fraktion. Diese Fraktion wurde fir die Dialyse
(siehe 3.7.4.) verwendet.
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4.4.2.Electrophoretic Mobility Shift AssgiEMSA)

Um eine Bindung zwischen YhbJ und den kleinen RN&BnY und GImZ
nachzuweisen wurdeBlectrophoreticMobility Shift Assaysdurchgefiihrt. Bei diesen
EMSAs werden die potenziellen Interaktionspartmeumterschiedlichen Verhaltnissen
zueinander gemischt und inkubiert, und anschlief3aneiner nicht-denaturierenden,
nativen, Gelelektrophorese, aufgetrennt. Hierbegrimien Kompexe aus den beiden
Interaktionspartnern distinkt von den einzelnen gomenten, so dass sogenariBitdts
beobachtet werden kdnnen, falls es zu einer Konbgdixng kommt (Garner und
Revzin 1981).

Fur den EMSA wurde zum Einen das aufgereinigte 1islYhbJ (vergleiche 4.4.1.)
verwendet, zum Anderen RNAs, die wie unter 3.6.8schrieben durchn vitro
Transkription generiert wurden. Hierbei handeltesehh um die unprozessierte und
prozessierte Formen von GImY und GImZ, um die sSRMAC und einem RNA-Stick,
das revers-komplementar zu SraC ist (SraC r/c)latiztere dienten der Untersuchung
der Bindespezifitat von YhbJ. Die zur Generierurgy Matrizen-DNA verwendeten
Oligonukleotide sind in Tabelle 7.3. aufgefihrt.

In einem ersten Satz Experimente wurden 30 pMol RN#t aufsteigenden
Konzentrationen His(10)-YhbJ von O pMol bis 40 pMuakubiert und anschlie3end in
6% -PAA-Gelen mit TBE als Puffer aufgetrennt (si¢h8.1.) In diesen Experimenten
konnte eine Komplexbildung bei jeder der verwend@&®lAs beobachtet werden (siehe
Abb. 4.27.).

Fir den EMSA mit His(10)-YhbJ und GImY (prozessiefAbb. 4.27.A.) ist ein
konzentrationsabhangiger Shift der RNA sichtbar,r deei einem Verhaltnis
Protein:RNA von 1:3 einsetzt und bei der Verwendaggimolarer Mengen oder einem
UberschuR an Protein in einen vollstandigen Shiérgeht.

Bei dem EMSA mit GImY (unprozessiert) (Abb. 4.27.Bs5t eine weniger deutliche
Interaktion ekennbar. Erst bei Zugabe einer aquameol Menge Protein ist ein
eindeutiger Shift sichtbar, jedoch andert sich &inen Grol3teil der RNA das
Laufverhalten nicht.

Die EMSAs mit GImZ (prozessiert) (Abb. 4.27.C) u@mZ (unprozessiert) (Abb.
4.27.D) zeigen ein ahnliches Bild wie die EMSAs ohén beiden Formen von GImY.
Zu beachten ist hier jedoch der zusatzliche zweitdt bei GImZ (unprozessiert) unter
Verwendung von 40 pMol His(10)-YhbJ.
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Abb. 4.27.:EMSAs mit His(10)-YhbJ und verschiedenen = RNAs

Um eine Interaktion zwischen aufgereinigtem rekombinantem His(10)-YhbJ (siehe 4.6.1.) und
durch in vitro-Transkription (siehe 3.6.3.) generierten RNAs zu untersuchen, wurden EMSAs wie
unter 3.8.1. beschrieben durchgefiihrt.

(A) His(10)-YhbJ und GImY (prozessiert), (B) His(10)-YhbJ und GImY (unprozessiert), (C)
His(10)-YhbJ und GImZ (prozessiert), (D) His(10)-YhbJ und GImZ (unprozessiert), (E) His(10)-
YhbJ und SraC, (F) His(10)-YhbJ und SraC (r/c)

1= 30 pMol RNA ohne Protein, 2= 30 pMol RNA + 1 pMol His(10)-YhbJ, 3= 30pMol RNA + 2
pMol His(10)-YhbJ, 4= 30pMol RNA + 3 pMol His(10)-YhbJ, 5= 30pMol RNA + 4 pMol His(10)-
YhbJ, 6= 30pMol RNA + 5 pMol His(10)-YhbJ, 7= 30pMol RNA + 10 pMol His(10)-YhbJ, 8=
30pMol RNA + 20 pMol His(10)-YhbJ, 9= 30pMol RNA + 30 pMol His(10)-YhbJ,10= 30pMol
RNA + 40 pMol His(10)-YhbJ

Es ist fur alle verwendeten RNAs ein konzentrationsabhangiger Shift durch His(10)-YhbJ
erkennbar.

Um die Spezifitat der Interaktion von His(10)-Yhimt RNAs zu untersuchen, wurden
EMSAs mit in vitro-transkribierter SraC und einer zu SraC revers-Kempntaren
Sequenz (SraC r/c) durchgefiihrt. SraC (Abb. 4.2Zdigt eine schwache Interaktion
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mit His(10)-YhbJ bei Verwendung von 20 pMol Proteider mehr. Diese Interaktion
ist in ihrem Muster mit dem Ergebnis des EMSA mihprozessierten GlmZ
vergleichbar, jedoch scheint die Interaktion schvedicu sein.

SraC r/c (Abb. 4.27.F) zeigt einen Shift, wenn efiggiimolare Menge His(10)-YhbJ
oder mehr eingesetzt wurde.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass Hig{) in vitro mit RNA
interagiert und einen stabilen Kompex bildet. J&dst die Spezifitat dieser Interaktion

ungeklart.

Um ein weiteres Spektrum an Mischungsverhaltnisssiorudecken, wurden
nachfolgend EMSAs mit einer RNA-Menge von 50 pMaduProteinmengen 0 pMol

bis 150 pMol durchgefiihrt (siehe Abb. 4.28.). Harlzeigten sich vergleichbare
Ergebnisse wie in dem ersten Satz Experimente.tZigdwar nun ein zweistufiger

Shift der RNA-Bande sichtbar. Im Falle von GImY dpessiert) tritt der erste Shift
bereits bei Zugabe geringer Mengen His(10)-YhbJ(siehe Abb. 4.28.A Spur 2). Bei
Zugabe von 30 pMol Protein oder mehr findet einlstahdiger erster Shift der RNA-
Bande statt (siehe Abb. 4.28.A Spur 4 bis 10), esitirverstarkt der zweite Shift
sichtbar wird. Wenn ein mindestens doppelter mol&fberschul? an His(10)-YhbJ
zugesetzt wurde (siehe Abb. 4.28.A Spur 8 bis d4iin vollstandiger Ubergang in den
zweiten Shift zu erkennen.

Im Fall von GImY (unprozessiert) folgt die Bindueger unterschiedlichen Dynamik
(siehe Abb. 4.28.B): Zwar findet auch hier sofoit Zugabe von His(10)-YhbJ ein
erster Shift statt (siehe Abb. 4.28.B. Spur 2),o@d ist selbst bei sehr hohen
Proteinmengen noch immer nicht-komplexierte RNAekigérbar (siehe Abb. 4.28.B.
Spur 10). Interessanterweise geht der erste Séidoch wie im Fall von GImY

(prozessiert) bei Zugabe von 100 pMol Protein vahdig in den zweiten Shift Uber.
Dies lasst Raum fur die Vermutung, dass aus ungekl&rsache nicht alle RNA-

Molektle in diesem Ansatz fur eine Interaktion Mis(10)-YhbJ zugéanglich sind.

In einem entsprechenden EMSA mit GImZ (prozessieeigt dieses ein ahnliches
Verhalten wie GImY (prozessiert) (vergleiche Abb28A. und C.). Bereits bei

Anwesenheit sehr geringer Proteinmengen kommt esram ersten Shift (siehe Abb.
4.28.C. Spur 2), jedoch findet hier ein vollstamditybergang der RNA-Bande in den
ersten Shift erst bei Proteinmengen groRer alsVkdl ptatt. Ebenso findet zwar ein von

der eingesetzten Proteinmenge abhangiger Ubergadgn zweiten Shift statt, jedoch
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tritt dieser erst bei héheren Proteinmengen ein ishdelbst bei Verwendung eines
dreifachen molaren UberschuRes an His(10)-YhbJlist&odig.

Aus diesen Beobachtungen lasst sich schlie3en, dlasprozessierten Formen von
GImY und GImZ Uber denselben oder einen sehr dmatidMechanismus mit His(10)-
YhbJ interagieren, jedoch His(10)-YhbJ eine hoh&finitat zu GImY (prozessiert)

besitzt.

A B
1 2 3 45 6 7 8 9 10 1 2 3 4 586 7 8 9 10
- - . ' H,—.—n r)ﬁ“—
I bl b bl o ‘ WHH‘_“
HH"“‘""”’"‘
b
C D

12 34 65 67 8 91

—

.m-uuUuudd

Abb. 4.28.: EMSA mit His(10)-YhbJ und GImY sowie GI mY

Um die Interaktion zwischen aufgereinigtem His(10)-YhbJ und der unprozessierten sowie
prozessierten Form von GImY beziehungsweise GImZ néher zu charakterisieren, wurden
EMSA s(siehe 2.8.1.) mit 50 pMol RNA und bis zu 150 pMol Protein durchgefihrt..

(A) His(10)-YhbJ und GImY (prozessiert), (B) His(10)-YhbJ und GImY (unprozessiert), (C)
His(10)-YhbJ und GImZ (prozessiert), (D) His(10)-YhbJ und GImZ (unprozessiert)

Es ist ein konzentrationsabhangiger Shift der RNA-Bande erkennbar. Details siehe Kapitel
3.6.2.

1= 50 pMol RNA ohne Protein, 2= 50 pMol RNA + 10 pMol His(10)-YhbJ, 3= 50pMol RNA + 20
pMol His(10)-YhbJ, 4= 50pMol RNA + 30 pMol His(10)-YhbJ, 5= 50pMol RNA + 40 pMol
His(10)-YhbJ, 6= 50pMol RNA + 50 pMol His(10)-YhbJ, 7= 50pMol RNA + 75 pMol His(10)-
YhbJ, 8= 50pMol RNA + 100 pMol His(10)-YhbJ, 9= 50pMol RNA + 125 pMol His(10)-YhbJ,10=
50pMol RNA + 150 pMol His(10)-YhbJ.

Neben den bereits in Abb. 4.27. beobachteten Shifts ist nun fir alle RNAs ein zweiter Shift bei
hohen Proteinkonzentrationen zu beobachten (Einzelheiten siehe Text)

Ein EMSA mit GImZ (unprozessiert) zeigt ein Bildelehes mit dem bei Verwendung
von GImY (unprozessiert) vergleichbar ist (Abb. 81[2.): Es kommt wie bei allen

durchgefuhrten Experimenten zu einem sofortigenerrsShift, wenn His(10)-YhbJ
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zugesetzt wird, und dieser geht bereits ab einetelikonzentration von mehr als 50
pMol vollstandig in den zweiten Shift GUbergeht. $t8d jedoch auch bei Verwendung
eines dreifachen molaren Uberschusses noch deuthténgen nicht-komplexierter
RNA nachweisbar. Demnach scheint es auch hier dirzb sein, dass ein Teil der
RNA nicht zuganglich fur eine Komplexbildung mitgf10)-YhbJ ist.

Somit l&sst sich zusammenfassen, dass His(10)-¥hhlér Lage ist, Komplexe mit
RNA-Molekilen zu bilden. Hierbei zeigt sich einéifeérenz zum Einen zu GlmY, zum
Anderen zu den prozessierten Formen der RNAs.

Desweiteren bindet His(10)-YhbJ im EMSA jede verdete RNA, einschliel3lich die
funktionell nicht verwandten sRNA SraC, eine Se@ualie revers-komplementar zu
SraC ist sowie die kleine RNA SraF und ein RNA-&titass 200 bp déacZ-mRNA

repasentiert (Daten nicht gezeigt).

4.5. Expression despoN-Operons

Das Muster der Expression depoN-Operons ist bislang ungeklart. Es wurden
Transkripte nachgewiesen, die entweder das ges@p&ron umfassen und ihren
Startpunkt amo’® Promotor vorrpoN haben, sowie Transkripte, die auf einem
Durchlesen ausgehend voipiB-Promotor beruhen und somit zuséatzlich zgpoN-
Operon auchptB und Bereiche stromaufwérts von dessen Startpunkasst (Rhodius
2005, vergleiche auch 1.2.). Jedoch ist unklanvelchem Mal3 diese Einzelaktivitaten
zur Gesamt-Expression des Operons beitragen.

Zusatzlich gibt es Berichte Uber eirfeGalaktosidase-Aktivitdt, wenn Fragmente
stromabwarts des beschriebergoN-Promotors zwischempoN und yhbJ an lacZ
fusioniert werden(Powekt al. 1995). Zwischen den Genépf und ptsN befindet sich
ein intergenischer Bereich von 120 bp. Fir die égpondierende mRNA kann mittels
mFold (Zuker 2003) eine Haarnadelstruktur in vogesagt werden, die die
Ribosomenbindestelle von ptsN Uberdecken wirdewsidhe zudem eine potenzielle
Bindestelle fur die kleine RNA GImZ darstellen kdéemn(B. Goérke, personliche
Kommunikation).

Desweiteren ist im 3"-Bereich dieser intergenischieagion eine Sequenz mit
Homologie zu der beschriebenen NagC-Bindestell&)dtli et al. 2008) lokalisiert, die
mit der letzten Base déptGens Uberlappt.
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4.5.1. Untersuchung zur Expression gasN-Operons mittel$acZ-Reporterfusionen

Um den bekannten Promotoren, die zur ExpressionrmEs-Operons beitragen, eine
Einzelaktivitat zuzuordnen, wurden translationédleZ-Fusionen mit unterschiedlichen

Bereichen des Operons und der Sequenzen stromasifvegarpoN generiert.

A
P.fptA
—pP.fp!'B
tA Y ptB D [ yibd P
| |
—
| J
B
P iota
—j,:.fptB PrpoN
: [/ptA-rpoN-iacZ]
2
[IptB-rpoN-facZ]
[iptB-yhbJ-lacZ]
| ptstv > | yhiod| lacZ >

Abb. 4.29.: Reporterfusionen zur Untersuchung der E  xpression des rpoN-Operons in E.
coli

(A) Schematische Darstellung des rpoN-Operons in E. coli. rechtwinklige Pfeile symbolisieren
Promotoren, das Haarnadel-Symbol den Terminator des Operons. Die Klammern unter der
Abbildung markieren die an lacZ fusionierten Bereiche.

(B) Schematische Darstellung der [IptA-rpoN-lacZ]-, [IptB-rpoN-lacZ]- und [IptB-yhbJ-lacZ]-
Reporterfusion.

Die [IptA-rpoNJ-lacZ-Reporterfusion (pBGG165) umfasst die beiden Proneot des
IptAB-Operons sowie den Promotor voN umfasst IptA (-152) bisrpoN (+79)) und
dient der Bestimmung der Gesamtexpressiomngas-Operons
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Um die Starke des Promotors vor rpoN zu bestimmemde in der IptB-rpoN]-lacZ-
Reporterfusion (pBGG166) der Bereich direkt strofwdints vonrpoN (IptB (+100) bis
rpoN (+79)) anlacZ fusioniert

Das letzte Konstrukt, diddtB-yhbJ-lacZ-Reporterfusion (pBGG168), tragt eine den
gesamten Bereich zwischen den Sequenzen direkhatriovarts vorrpoN bis zum 5°-
Bereich vonyhbJanlacZ fusioniert und umfasst somit neben dem PromotorrpoN
auch den zuvor beschriebenen intergenischen Bemicschenhpf und ptsN (IptB
(+100) bisyhbJ (+168)). Mit dieser Fusion kann untersucht werdamn,die Sequenz
stromabwarts vompoN-Promotor einen Einflul3 auf die Transkription odeanslation
von yhbJ hat.

Zur Untersuchung dempoN-Expression wurde der Wildtyp R1279 sowie die St&mm
AyhbJ (Z37),AptsN (Z79) undArpoN (Z184) mit Plasmiden transformiert, die die in
Abb. 4.29.B beschriebenen Reporterfusionen trugehé 3.3.3.). Die Transformanten
wurden in LB-Medium bis zum Erreichen einer §&® von 0,6 inkubiert und
anschlieBendp-Galaktosidase-Aktivitatsmessungen durchgefuhrehgsi 3.3.4.). Die
Ergebnisse dieser Analysen sind in Abb. 4.30. daeffe In allen Stammen zeigt sich
nur ein schwacher Unterschied zwischen dgtAfrpoN- und der [ptB-rpoN-lacz-
Reporterfusion (siehe Abb. 4.30.). Dies weist dafain, dass die Promotoren des
IptAB-Operons unter diesen Bedingungen keinen signifdg@nEinflud auf die
Expression despoN-Operons haben und diese grof3tenteils vgpoN-Promotor
ausgeht.

Im Gegensatz hierzu weist die Aktivitat déptB-yhbJ-lacZ-Reporterfusion eine um
einen Faktor von 2,5 geringere Aktivitdt gegenudbem der IptB-rpoN]-lacZ-Fusion
auf. Dies ist ein Hinweis darauf, dass ein zusétels regulatorisches Ereignis
stromabwarts depoN-Promotors stattfindet.

In den StdmmemyhbJ (Z37),AptsN (Z79) undArpoN (Z184) ist das Verhalten der
lacZ-Reporterfusionen nicht von den Messwerten im Widinterscheidbar. Dies lasst
den SchluR zu, dass YhbJ und BfA nicht an der Regulation depoN-Operons
beteiligt sind. Auch eine Autoregulation dptsN beziehungsweisghbJExpression
kann ausgeschlossen werden. Zudem zeigen dieseiess dass die Expression des
rpoN-Operons weder direkt noch indirekt von der Anwésdn des durchrpoN

kodierten alternativea-Faktors®* abhangig ist.
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Abb. 4.30.: B-Galaktosidase Aktivititsmessung zur Expression des rpoN -Operons.

Der Wildtyp R1279 sowie die Stamme AyhbJ (237), AptsN (Z79) und ArpoN (Z184) wurden mit
Plasmiden transformiert, die die Reporterfusionen [IptA-rpoN]-lacZ (pBGG165), [IptB-rpoN]-lacZ
(pBGG166) und [IptB-yhbJ]-lacZ (pBGG168) tragen. Die Transformanten wurden in LB-Medium
inkubiert, bis eine ODgy von 0,6 erreicht wurde. AnschlieBend wurde die B-Galaktosidase
Aktivitat wie unter 3.3.4. beschrieben bestimmt.

Es ist kein signifikanter Unterschied zwischen den verwendeten Stammen erkennbar.

Um einen Einflul von YhbJ auf seine eigene Expoessiuszuchliel3en, wurde die
Aktivitat der [IptA-rpoN-lacZ-, [IptB-rpoNJ-lacZ- und [ptB-yhbJ-lacZ-Reporterfusion
zusatzlich bei yhbJ -Uberexpression von einem Plasmid aus (pBGG119,
pBAD33:yhbJ untersucht. Die Messwerte sind in Abbildung 4 ddrgestellt.

Die Anwesenheit deghbJkodierenden Plasmides fiihrt zu einer erniedrigiktivitat
der Reporterfusionen (Faktor 5, beispielsweiggAfrpoN-lacZ in R1279 = 1805
Miller units, [IptA-rpoN-lacZ] in R1279 mit pBAD33yhbJ= 342 Miller units), jedoch
ist das Verhéltnis der Aktivitdt vornptA-rpoN-lacZ-, [IptB-rpoNJ-lacZ- und [ptB-
yhbJ]-lacZ-Reporterfusion zueinander dasselbe wie im Wild{$j2,5:1). Zusatzlich
hat die Induktion der Expression vghbJ durch L-Arabinsoe keinen Effekt auf die

Reporteraktivitat.

Somit kann aus diesen Daten geschlossen werdes, Ytds) keinerlei direkten oder
indirekten Einflu® auf die Expression desN-Operons hat
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Abb. 4.31.: B-Galaktosidase Aktivitdtsmessung zum Einflu von Yh bJ auf die Expression
des rpoN -Operons.

Der Wildtyp (R1279), und ein AyhbJ-Stamm (Z37), sowie der Wildtyp transformiert mit einem
Plasmid, das yhbJ unter Pg,-Kontrolle kodiert (pBGG119) wurden mit den Plasmiden
transformiert, die die [IptA-rpoN]-lacZ-, [IptB-rpoN]-lacZ- und [IptB-yhbJ]-lacZ-Reporterfusion
tragen. Die Transformanten wurden in LB-Mediumn inkubiert, bis sie eine ODgy von 0,6
erreichten und die B-Galaktosidase Aktivitat wie unter 2.3.4. beschrieben bestimmt.

Obwohl die Anwesenheit des yhbJ-kodierenden Plasmids die Aktivitat der Reporterfusionen um
den Faktor 5 erniedrigt, bleibt das Verhéltnis der drei Reporterfusionen zueinander gleich
(3:2,5:1). Zusétzlich hat die Induktion der yhbJ-Epression durch Arabinose keinen Effekt auf die
Reporteraktivitat.

Die Anwesenheit deghbJkodierenden Plasmides fiihrt zu einer erniedrigtktivitat
der Reporterfusionen (Faktor 5, beispielsweiggAfrpoN-lacZ in R1279 = 1805
Miller units, [IptA-rpoN-lacZ in R1279 mit pPBAD33yhbJ= 342 Miller units), jedoch
ist das Verhaltnis der Aktivitat detpfA-rpoN-, [IptB-rpoN]- und [IptB-yhbJ}-lacz-
Reporterfusionen zueinander dasselbe wie im Wild842,5:1). Zusatzlich hat die
Induktion der Expression voryhbJ durch L-Arabinose keinen Effekt auf die

Reporteraktivitat.

Somit kann aus diesen Daten geschlossen werdes, Ytds) keinerlei direkten oder
indirekten Einflu3 auf die Expression desN-Operons hat

114



Ergebnisse

4.5.2. Einflull des Aminozucker-Metabolismus aufExpression degpoN-Operons

Um die Funktion des potenziellen NagC-Bindemotivém 5'-Bereich des
intergenischen Bereiches zwischiepf und ptsN zu untersuchen, wurde die Aktivitat
der [IptA-rpoN-, [IptB-rpoN]- und [ptB-yhbJ}acZ-Reporterfusionen (vergleiche
4.5.1.) in einem Stamm bestimmt, der emegC:tc-Deletion tragt (Z12, siehe Tab.
7.1.). NagC ist der zentrale transkriptionelle Ratpr des Aminozucker-Stoffwechsels
in E. coli (siehe 2.3.3.). Die Bindung des Regulators anipelze DNA-Motive ist gut
untersucht und beschrieben (El Qaadlial. 2008). Solange kein externer Aminozucker
verfugbar ist, kann das Protein als Dimer an A/ithre DNA-Sequenzen binden, die
ein konserviertes TToxAA beinhalten. Sollte ein entsprechendes Aminoruck
Metabolit verfigbar werden, so wird dieser zu GlaN&P umgesetzt, welches mit
NagC interagiert. Dadurch verliert NagC sowohl Bahigkeit zur Dimerisierung als
auch zur Bindung seiner Operatorsequenzen auf Nér. D

Die Aktivitat der [ptA-rpoN-lacZ-, [IptB-rpoN]-lacZ- und [ptB-yhbJ-lacz-
Reporterfusion ist in Abb. 4.32. dargestellt.

2000

1000 4

B-Galaktposidase-Aktivitat
[Miller units]
> [
[y

x\,&& \:\@o x\,&& | \'\,&& ‘\,\@é" \'\,&&
3 o N &
@,@ ® e,&‘ \?,@ o < A°
L\ A5 33
gch\w gch\w gch\w ox\\Q o"@ ’ N
‘\; ;\. *
C;“ C;“ C;“
& & 8 S & O
o o o

Abb. 4.32.: B-Galaktosidase Aktivitatsmessung zum EinfluR von Na  gC auf die Expression
des rpoN -Operons.

Der Wildtyp R1279 sowie ein AnagC::tc-Stamm (Z12) wurden mit Plasmiden transformiert, die
die [IptA-rpoN]-, [IptB-rpoN]- und [IptB-yhbJ]-lacZ-Reporterfusionen tragen (pBGG165,
pBGG166 und pBGG168). Die Transformanten wurden in LB-Medium inkubiert, die eine ODggq
von 0,6 erreicht wurde und anschlielend die B-Galaktosidase Aktivitdt wie unter 3.3.4.
beschrieben bestimmt.

Im Gegensatz zum Wildtyp R1279 weist der AnagC::tc-Stamm fir alle drei Reporterfusionen
eine vergleichbare Aktivitat auf.
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Im Wildtypstamm R1279 wurde, wie schon in Abb. 4.§6zeigt., bei Verwendung der
[IptA-rpoN- und [IptB-rpoN]-lacZ-Reporterfusionen eingGalaktosidase-Aktivitat von
1500 und 1800 Miller units gemessen, wahrend digvA#t bei Verwendung detgdtB-
yhbJ-lacZ-Reporterfusion nur 600 Miller units betragt.

In dem nagC:tc-Deletionsstamm (Z12) hingegen ergab eine Bestingndar p-
Galaktosidase-Aktivitat bei allen drei Reportertus@n Werte zwischen 900 und 1000
Miller units. Somit ist die Aktivitat der I[ptA-rpoNl- und [IptB-rpoN]-lacz-
Reporterfusionen (pBGG165 und pBGG166), die dieivit&tt desrpoN-Promotors
wiederspiegeln, um einen Faktor von 1,5 erniedmgihrend die Aktivitat derlptB-
yhbJ-lacZ-Fusion ( pBGG168) um denselben Faktor von 1,5erisd.

Interessanterweise konnen diese Ergebnisse so tgedearden, dass NagC einen
leichten aktivierenden Einflu3 auf depoN-Promotor besitzt, wahrend es gleichzeitig
einen gleichstarken reprimierenden Einfluld aufEk@ression stromabwarts gelegener
Gene nimmt. Diese Theorie weist Ahnlichkeit zur Bé#assung der beiden Promotoren
vor glmU durch NagC auf: Hier fiuhrt die Bindung von NagCdaa DNA im Bereich
stromaufwarts deglmU-Startcodons zu einer Aktivierung des Promotors el
gleichzeitiger schwacher Repression des dahingetiden Promotors P2 (vergleiche
2.3.3.).

Um einen mdglichen Einflul? von NagC weiter zu ustiehen, wurden die Aktivitaten

der [IptA-rpoN-, [IptB-rpoN]- und [IptB-yhbJ-lacZ-Reporterfusion im Wildtyp R1279

in Anwesenheit von 1% (w/v) GIcNAc im Medium bestimh Durch die Zugabe einer

externen Aminozucker-Quelle verliert NagC wie zubeschrieben seine Fahigkeit zur
Bindung an die DNA. Demnach sollten die Ergebnigsieser Messungen die

Ergebnisse der Messung in deagC::tcDeletion wiederspiegeln. Die Aktivitat der
Reporterfusionen unter diesen Bedingungen ist in. A33. dargestellt.
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Abb.4.33.: B-Galaktosidase Aktivitditsmessung zum Einflul3 von Gl cNAc auf die

Expression des rpoN -Operons.

Der Wildtyp R1279 sowie ein AnagC::tc-Stamm (Z12) wurden mit Plasmiden transformiert, die
die [IptA-rpoN]-, [IptB-rpoN]- und [lptB-yhbJ]-lacZ-Reporterfusionen tragen (pBGG165,
pBGG166 und pBGG168). Die Transformanten wurden in LB-Medium sowie in LB-Medium mit
1% (w/v) GIcNAc inkubiert, die eine ODggo von 0,6 erreicht wurde und anschlielRend die [3-
Galaktosidase Aktivitat wie unter 2.3.4. beschrieben bestimmt.

Es ist kein signifikanter Unterschied zwischen der Inkubation mit oder ohne 1% (w/v) GIcNAc
erkennbar.

Wie klar erkennbar ist, verhalten sich die drei &&grfusionen in Anwesenheit von 1%
(w/v) GIcNAc im Medium genau so wie ohne Zugabeeeiexternen Aminozucker-
quelle. Dies widerspricht den in Abb. 4.32. dargiten Ergebnissen der
Aktivitatsbestimmung in eineAnagC:tc-Deletion. Da jedoch die Anwesenheit von
GIcNAc im Medium die DNA-Bindefahigkeit von NagC faebt und somit einen
ahnlichen Effekt wie die Deletion varagCauf das Expressionsmuster haben sollte, ist
es moglich, dass der in Abb. 4.32. beschriebenekE#in stammspezifisches Artefakt
fur diese Deletion ist.

Somit konnte kein Einflud von Aminozuckern auf dgpression despoN-Operons

nachgewiesen werden.
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4.5.3. EinfluR von GImY und GImZ auf die ExpressdasrpoN-Operons

Parallel zu dieser Arbeit wurde eine zweite sRNAnidfiziert, die an der Regulation
der glmS-spezifischen Expression beteiligt ist, &lI(Reichenbactet al. 2008; Urban
und Vogel 2008). Es wurden einige Beispiele fuindeRNAs mit multiplen Zielgenen
beschrieben (Guillieret al. 2006), weshalb als nachstes ein mdglicher Einflef
beiden kleinen RNAs auf die Expression dpsN-Operons untersucht wurde. Ein
maoglicher Mechanismus ware, dass YhbJ Uber dienBassung der Aktivitat von

GImZ oder GImY seine eigene Aktivitat beeinflusst.
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Abb.4.34.: Slot Blot Analyse des EinfluRes von GImY und GImZ auf die Expression von
yhbJ

Der Wildtyp R1279 sowie die Stamme AglmZ (Z45) und AgimY (Z96) und Transformanten des
Wildtyps mit einem Plasmid, das yhbJ unter P .-Kontrolle tréagt (pBGG119, Positivkontrolle),
einem Plasmid mit gimY unter AP_-Kontrolle (pBGG149) und einem Plasmid mitgimZ unter P -
Kontrolle (pBGG84) sowie der Deletionsstamme mit Plasmiden, die die jeweils andere sRNA
trugen, wurden in LB-Medium unter Induktion mit 1 mM IPTG beziehungsweise 0,2% L-
Arabinose inkubiert, bis sie eine ODgy von 1 erreichten. Gesamt-RNA wurde wie unter 3.6.1.
beschrieben prapariert und anschlieend in einem Slot Blot unter Verwendung einer DIG-
markierten Sonde gegen yhbJ analysiert (siehe 3.6.8.).

Weder die Deletion noch die Uberexpression einer der kleinen RNAs hat einen Effekt auf die
Transkriptmenge von yhbJ.
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Hierzu wurde der Einfluss von Deletionen als auen dberexpression der zu den
beiden kleinen RNAs korrespondierenden GghaZ und gimY auf die Menge des
yhbJenthaltenden Transkriptes mittels Northern Bloamse untersucht.

Der Wildtyp R1279 sowie die StammagimZ (Z45) und AgimY (Z96) und
Transformanten des Wildtyps mit einem Plasmid, gas] unter Ry~Kontrolle tragt
(pPBGG119, Positivkontrolle), einem Plasmid mitnY unteriAP_-Kontrolle (pBGG149)
und einem Plasmid mglimZ unter R.s-Kontrolle (pBGG84) sowieAgimZ mit einem
Plasmid mitgimY unterAP_-Kontrolle Plasmiden undglmYglmZunter Rs-Kontrolle ,
wurden in LB-Medium unter Induktion mit 1 mM IPTGediehungsweise 0,2% L-
Arabinose inkubiert, bis sie eine @von 1 erreichten. Gesamt-RNA wurde wie unter
3.6.1. beschrieben prapariert und anschliel3endniene Slot Blot unter Verwendung
einer DIG-markierten Sonde geggmbJanalysiert (siehe 3.6.8.).

Wie klar zu erkennen ist, hat weder eine Deletioneine Uberexpression einer der

beiden sRNAs einen Effekt auf die detektierte Tkaiptmenge.

4.6. Untersuchung der Auswirkungen eineryhbJ-Deletion mittels MicroArray

Analysen

Um einen moglichen globalen Einflul3 einer YhbJ-Miele auf die Genexpression zu
untersuchen, wurden MicroArray Analysen durchgefuHrerzu wurde Gesamt-RNA
der Stamme JVS-140 (Wildtyp) und JVS-8018/tfb) wie unter 3.6.12. beschrieben
prapariert und mit den Farbstoffen Cy3 und Cy5 neatk Die MicroArrays wurden
dann in der MicroArray Core Facility des Max-Plafoktitutes fir Infektionsbiologie,
Berlin, durchgefuhrt und durch Kai Papenfort, AG RBiologie des Max-Planck-
Institutes fur Infektionsbiologie, Berlin, ausgevatr Das Experiment wurde mit
sogenanntenye-swap durchgefiihrt, das heil3t, dass die RNA jedes Stasnsowohl
mit Cy3 als auch mit Cy5 markiert und gegeneinandegeglichen wurden, um
eventuelle Unterschiede in der Martkierungseffizieuszuschlie3en. Die Ergebnisse
sind in den Tabellen 4.3. (erhdhte Expression) dmdl (verringerte Expression)
aufgefuhrt, wobei nur Gene berlcksichtigt wurdesred Expression mindestens um

einen Faktor von 2,5 verandert war.

Tabelle 4.3.: Gene, deren Expression in einem yhbJ -Deletionsstamm erhoht ist

Sequenz-ID Faktor Genname  Beschreibung
1555628 85,01 ibpA Kleines Hitzeschockprotein IbpA, bindet aggregierte Proteine

1555629 61,11 ibpB Kleines Hitzeschockprotein IbpB bindet aggregierte Proteine
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1554953

1554960

1555678

1556250

1555315

1555572

1555911

1552813

1555316

1554517

1554518

1554961

1554501

1555272

1555273

1555274

1552814

1555684

1556106

1557026

1556197

1555910

1553230

1552991

1555571

1553509

1555460

1556248

1555858

1556298

1555888

1556985

1554758

1556107

1555504

1555139

1553071

1556086

1554111

1556102

1555386

1554955

1552990

1554460

1556218

1552815

1555250

1554112

25,82
20,20
12,25
11,90
11,69
10,88
10,08
10,01
9,33
8,67
7,67
7,45
7,18
7,12
7,09
6,86
6,81
6,55
6,45
6,36
6,30
6,12
6,05
5,86
5,75
5,41
5,27
5,25
5,02
4,86
4,68
4,54
4,38
4,36
4,22
4,07
4,05
4,03
4,00
3,90
3,79
3,77
3,63
3,59
3,54
3,53
3,48

3,45

pyrB
pyrl
glms
carA
mopA
hslv
dnakK
yrfG
mopB
tnaA
tnaB
pyrL
thiG
mglA
mglB
mgIC
yrfH
ginG
cysH
ampD
b4140
dnaJ
yjaB
yicH
hslU
yhdY
lon
caiF
frvR
clpB
fumC
acs
rhaS
cysl
mcrC
ndk
yihH
CycA
ybeY
cysC
inaA-r
pyrD
yjcG
sucC
bglF
yril
menA

ybeZ

Katalytische Untereinheit der Aspartat-Carbamoyltransferasease
Regulatorische Untereinheit der Aspartat-Carbamoyltransferasease
Glukosamin-6-Phosphat-Synthase

Untereinheit der Carbamoyl-Phosphat-Synthase

Untereinheit des GroEL-Chaperones

Untereinheit der ATPase-Komponente der HsIVU-Protease
Untereinheit des DnaJ/Dank/GrpE-Chaperonkomplexes
Purin-Nukleotidase der HAD-Familie

Untereinheit des GroES-Regulators

L-Cystein Desulfhydrase / Tryptophanase
Tryptophan-Transporter

Attenuationskontrolle des pyrLBI-Operon

Untereinheit des ThiGH-Thiamin-Biosynthesekomplex
ATP-bindende Untereinheit des Galaktose ABC-Transporter
Periplasmatische Bindekomponente des Galaktose ABC-Transporter
Membranstandige Untereinheit des Galaktose ABC-Transporter
Hitzeschockprotein 15

Aktivator der o>*-abhangigen Transkription
3'-Phospho-Adenylylsulfat-Reduktase
N-Acetyl-Anhydromuramyl-L-Alanin-Amidase

Protein der inneren Membran, Uberexpression verhindert Ausschleusen des Phagen T7
Untereinheit des DnaJ/Dank/GrpE-Chaperonkomplexes
Potenzielle Acetyltransferase

Konserviertes Protein der inneren Membran

Untereinheit der ATPase-Komponente der HsIVU-Protease
Bestandteil eines potenziellen ABC-Transporter fir Aminosauren
Bestandteil der DNA-bindenden Protease La

Transkriptioneller Regulator des anaerober Carnitin-Abbaus
Potenzieller negativer transkriptioneller Regulator eines Zucker-Phosphotransferase-Systems
ATP-abhéngiges molekulares Chaperon

Klasse Il Fumarase

Acetyl-CoA-Synthetase

Transkriptioneller Aktivator des Rhamnose-Abbaus
Flavi-Reduktase

Untereinheit des 5-Methylcytosin-Restriktionssystem
Multifunktionelle Nukleosid-Diphosphat-Kinase

Potenzielle Lyase/Synthase
Glycin/Serin/Alanin-APC-Transporter

Protein mit Ahnlichkeit zu Metall-abh&ngigen Hydrolasen
Adenylylsulfat-Kinase

pH-induziertes Protein der Stressantwort

Dihydroorotat-Oxidase

Acetat/Glycolat-Permease der SSS-Familie
Succinyl-CoA-Synthetase

Enzym IIABC des kryptischen B-Glucosid-PTS-Transporter.
Hitzeschockprotein 33
1,4-dihydroxy-2-naphthoat-Octaprenyltransferase

Protein mit potenzieller NTP-Hydrolase-Domane
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1553798

1555009

1554339

1555685

1553184

1554319

1556070

1553892

1553988

1556347

1555744

1556874

1556193

1556108

1555240

1555576

1555505

1554435

1557015

1555909

1554070

1555263

1556194

1555241

1556987

1553148

1555287

1553958

1553731

1556779

1555432

1553285

1556045

1554340

1553201

1554950

1555086

1553165

1553097

1554110

1554484

1554956

1555164

3,40
3,37
3,37
3,34
3,29
3,25
3,25
3,25
3,19
3,12
3,12
3,11
3,08
3,06
3,06
3,00
2,99
2,98
2,97
2,96
2,94
2,94
2,92
2,92
2,90
2,87
2,87
2,87
2,85
2,84
2,80
2,79
2,78
2,76
2,76
2,76
2,75
2,74
2,59
2,58
2,52
2,50

2,50

ycjX
OppA
upp
ginH
yigu
udhA
cspE
yeaD
yceP
iscR
grpE
artP
cpxP
cysJ
mdh
htrA
mcrD
yadD
aldA
dnaG
ybcU
metF
b3914
mdh-r
add
yidY
miaA
hspQ
yeiC
b1397
IdhA
yhgl!
corA
uraA
yihR
putP
phnO
yifE
yjiu
ybeX
tdeD
pyrE

nmpC

Konserviertes Protein

ATP-abhéangiger Oligopeptid-Transporter der ABC-Superfamilie
Uracil-Phosphoribosyltransferase

Hoch-affiner Glutamin-Transporter der ABC-Superfamilie
Untereinheit des Tat (twin-arginine translocation) —Komplexes
Losliche Pyridin-Nukleotid-Transhydrogenase
multifunktionelles Protein der Kélteschock-Familie
Konserviertes Protein

Regulator der Biofilmformation

Negativer Regulator der iscRSUA-Expression

Untereinheit des DnaJ/Dnak/GrpE-Chaperonkomplexes
Untereinheit eines Arginin-Transporter der ABC-Superfamilie
Negativer Regulator der Cpx-Antwort auf extracytoplasmatische Stress
Untereinheit des Sulfit-Reduktase Flavoproteins
Malat-Dehydrogenase

Untereinheit der periplamsatischen Protease Do (DegP)
konserviertes Protein

Potenzielle Transposase

Aldehyd-Dehydrogenase A

DNA-Primase, katalysiert die Synthese von RNA-Primern an einzelstrangiger DNA
Homolog des Bor-Proteins des Bacteriophagen lambda
5,10-Methylenetetrahydrofolat-Reductase

Unbekannt

Malat-Dehydrogenase

Deoxyadenosin-Deaminase / Adenosin-Deaminase

Mitglied der "major facilitator superfamily”" (MFS)
5(2)-Isopentenylpyrophosphat-tRNA-Adenosin-Transferase
Hitzeschockprotein

Pseudouridin-Kinase

B-ketoadipyl-CoA-Thiolase des Phenylacetat-Katabolismus
D-lactate-Dehydrogenase

GerUstprotein fur Eisen-Schwefel-Cluster
Magnesium-lonen-Transporter, Mitglied der "Metal lon Transporter" (MIT)-Familie
Potenzieller hoch-affiner Uracil-Transporter

Potenzielle Aldose-1-Epimerase, involviert in Biofilmbildung
Mitglied der SSS-Transporterfamilie

potenzielle Acyltransferase mit Acyl-CoA-N-Acyltransferase-Doméane
konserviertes Protein

konserviertes Protein

Potenzieller lonentransporter

Protein mit Propionat- und Acetat-Kinaseaktivitat
Orotat-Phosphoribosyltransferase

Mitglied der "General Bacterial Porin" (GBP)-Familie

Sequenz-ID=Identifikationsnummer des korrespondierenden Spots auf dem Chip, Faktor=

Faktor der Regulation.
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Erwartungsgemald findet sich hier das @#mS mit einer der am starksten erhdhten
Expressionen gegenuber dem Wildtyp (Faktor 12), Héohsten Effekt hat eine
Deletion vonyhbJ auf die Expression der GenlgpAB, deren Expression um einen
Faktor von 85 beziehungsweise 61 gegeniber demtyvildrhoht ist. Diese Gene
kodieren Proteine, die mit der Hitzeschockantwartl uler Bildung von sogenannten
»inclusion bodieSassoziiert sind (Laskowsket al. 1996b). In Tabelle 4.3. findet sich
eine Vielzahl weiterer Chaperon- und Protease-kedae Operone, die in die Antwort
auf die Akkumulation fehlgefalteter Proteine, ire dilitzeschockantwort oder andere
Stressantworten involviert sinchopAB(Taguchi 2005)hsIUV (Goldberget al. 1997),
dnaJK (Bukau und Horwich 1998)yrflH (Graf und Jakob 2002)pn (Nishii et al.
2005), clpB (Mogk und Bukau 2004)inaA (White et al. 1992), grpE (Bukau und
Horwich 1998),htrA (Seolet al. 1991), cpxP (Danese und Silhavy 1998) unsgpQ
(Shimutaet al.2004).

Die Expression vombpAB wird wahrend der Biofilmbildung erhéht (Rext al. 2004),
enenso wie die Expression von cpxP. MiePist in der Liste der hochregulierten Gene
auch ein Regulator der Biofilm-Bildung enthaltene(@n et al. 2004; Domkaet al.
2006) sowie mityihR ein weiteres Gen, das in die Biofilm-Bildung inwviert ist
(Herzberget al.2006).

Die Deletion vonyhbJhat ebenfalls einen starken Einflu auf die Exgicesder Gene
pyrB und pyrl. Das GempyrB (25fach erhoht) kodiert fur die katalytische Uetaheit
der Aspartat-Carbamoyltransferase, wahrend das rGeult Pyrl (20fach erhoht) fur
die regulatorische Untereinheit desselben Enzynuekio(Neidhardtet al. 1996). Die
Aspartat-Carbamoyltransferase ist Teil der Pyrnsginese und somit der UMP-
Biosynthese. Beachtenswert ist in diesem Zusammmgnlias GenpyrL, das die
Attenuation des gemeinsamegayrLBI-Operons kontrolliert (Levin und Schachman
1985) und dessen Expression in gbbJDeletion ebenfalls um einen Faktor von 7,5
erhoht ist. Desweiteren sei auch auf das @GarA verwiesen, dessen Genprodukt
ebenfalls an der Carbamoyl-Synthese beteiligt T$toflenet al. 1999), und dessen
Expression in einemyhbJHintergrund um einen Faktor von 12 erhéht ist.

Die GenemglABCkodieren fir einen Galaktose-ABC-Transporter (Wid Mandrand-
Berthelot 1995) und werden alle in eingimbJDeletionshintergrund um einen Faktor

von 7 verstarkt exprimiert. In Tabelle 4.3. sinchige weitere Bestandteile oder
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vermutete Bestandteile von Transportkomplexen detitayhdY (Saurinet al. 1999),
tnaB (Edwards und Yudkin 1982%ycA (Robbins und Oxender 1973)cG (Gimenez
et al. 2003), bglF (Schnetzet al. 1987), oppA(Pearce et al. 1992yInH (Wu und
Mandrand-Berthelot 1995artP (Linton und Higgins 1998)corA(Smith et al. 1993)
putP (Reizeret al. 1994b),ybeX(GOA 2000)unchmpC(Zhai und Saier 2002).

Auffallig in diesem Zusammenhang ist, dass sechsediGenen fur Bestandteile von
Aminosaure-Transporterntn@B, yhdY, cycA ginH, artP) oder Oligopeptide dppA

kodieren.

Weiterhin beinhaltet die Liste mehrere transkripélbe Regulatoren, namentliginG,
welches fiir NtrC, einen Aktivator der*-abhangigen Genexpression, kodiert (Shéau
al. 1993), sowiecaiF (Eichleret al.1996), frvR (Reizeret al. 1994a) rhaS (Moralejoet
al. 1993),iscR(Schwartzet al.2001) unccpxP (Raivio et al. 1999).

Tabelle 4.4.. Gene, deren Expression in einem yhbJ  -Deletionsstamm erniedrigt ist

Sequenz-ID Faktor Genname Beschreibung
1556067 -15,31 CSpA RNA-Chaperon, verhindert Bildung von Sekundarstrukturen bei niedrigen Temperaturen
1553461 -8,28 yhbJ P-Loop-enthaltendes Protein
1554739 -4,74 rfak Heptosyl-Transferase IV, involviert in die Lipopolysaccharid-Kernbiosynthese
1554481 -3,98 tdcA Regulator der LysR-Familie, kontrolliert Gene des Aminoséurekatabolismus
1555519 -3,68 hepA Transkriptioneller Aktivator, der die Recyclingrate der RNA-Polymerase erhoht
1553463 -3,63 yhbM Lipoprotein, involviert in Zellteilung
1553442 -3,56 yhaF a-Dehydro-B-Deoxy-D-Glucarat-Aldolase
1556971 -3,47 aceF Untereinheit der Pyruvatdehydrogenase
1553455 -3,45 yhau Uncharacterisiertes Mitglied der "major facilitator superfamily" (MFS)
1554745 -3,38 rfaz Protein involviert in die Lipopolysaccharid-Kernbiosynthese
1556476 -3,25 b2001 Potenzielles Membranprotein des Prophagen CP4-44
1553809 -3,22 ydaR Potenzieller DNA-bindender transkriptioneller Regulator
1554935 -3,19 purA Adenylosuccinat-Synthetase
1554364 -3,19 whbbK Protein potenziell involviert in die Lipopolysaccharid-Biosynthese
1555249 -3,15 melR Transkriptioneller Aktivator
1554027 -2,99 ychH Potenzielles Protein der inneren Membran
1554440 -2,96 yad| Enzym IIA-Domane des potenziellen N-acetylgalactosamin-PTS
1554744 -2,86 rfaY Protein der Lipopolysaccharid-Kernbiosynthese
1553443 -2,84 yhaG Galactaratdehydratase
1554012 -2,80 ycgE potenzieller DNA-bindender transcriptioneller Regulator
1555109 -2,74 pmrD Protein der Polymyxin B Resistenz
1554615 -2,67 ruvC Untereinheit des RuvABC-Komplex der Rekombination
1555183 -2,66 ntpA Dihydroneopterin-Triphosphat-Pyrophosphohydrolase (DHNTPase)
1552948 -2,65 yojL potenzielles Lipoprotein der Thiaminbiosynthese
1555255 -2,63 menF Isochorismat-Synthase 2
1554617 -2,61 sapA Untereinheit eines Mitgliedes der ABC-Transporter-Superfamilie
1554422 -2,57 yabO Pseudouridin-Synthase

123



Ergebnisse

1556989

1555167

1553194

1552841

1554847

-2,57
-2,56
-2,53
-2,52

-2,50

adhE
nrdA
yihK
yiiP

rpsC

PFL-Deaktivase / Alkoholdehydrogenase / Acetaldehyd-Dehydrogenase

B1 Protein der Ribonukleosid-Diphosphat Reduktase

Protein potenziell involviert in die Lipopolysachharid-Biosynthese und in Wirtskolonisation
potenzielles Strukturprotein der inneren Membran

S3-Protein der ribosomalen 30S Untereinheit

Sequenz-ID=Identifikationsnummer des korrespondierenden Spots auf dem Chip, Faktor=

Faktor der Regulation (negative Werte geben Erniedrigung an).

Unter den Genen, deren Expression in eimgrhbJStamm stark verringert ist, weist

cspAden hochsten Effekt auf (Faktor 15). Das korredpende Genprodukt ist ein

RNA-Chaperon, das die Bildung von Sekundarstrukiurei niedrigen Temperaturen
verhindert (Jiangt al. 1997).
Um einen hohen Faktor von 4,7 ist ebenfalls dierEBsgion vorrfaK erniedrigt, dessen

Genprodukt an der Lipopolysaccharid-Kern-Biosyn¢hesteiligt ist (Heinrichset al.
1998), ebenso zudem finden sich mfaYZ zwei weitere Gene de$aQGPSBIJYZ

rfak-Operons in Tabelle 3.4.. Die mit diesen beiden d@Betrkorrespondierenden

Proteine sind ebenfalls am Aufbau der Lipopolysadde beteiligt (Yethort al. 1998;
Frirdich et al.2003) genau wigrbbK (GOA et al.2001) undyihK (Moller et al. 2003).
Auch unter den Genen, deren Expression in AbwesewntreyhbJerniedrigt ist, finden

sich solche, die fur transkriptionelle Regulatokedlieren:tdcA (Ganduriet al. 1993),
hepA(Sukhodoletset al. 2001),ydaR (Perez-Ruedat al. 2004),melR (Belyaevaet al.
2000) undycgE(GOA et al.2001).
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5. Diskussion

5.1. Feedback-Kontrolle dergmS-Expression

In E. colisind die GengimU undglmSin einem Operon kolokalisiert, welches von den
beiden NagC-kontrollierten Promotoren P1 und P2 gionU aus exprimiert wird.
Wahrend GImU unter allen Bedingungen essentiell fiie Synthese von
Zellwandvorlaufern, und somit fir das Uberleben Delte ist, wird die Glukosamin-6-
Phosphat Synthase GImS nur dann bendétigt, wennekearterne Quelle flr
Aminozucker zur Verfligung steht. Dies warf die Fragf, wie die Zelle die Aktivitat
von GImS steuert, so dass dle noveSynthese von GIcN-6-P nur dann stattfindet,
wenn die Zelle darauf angewiesen ist. Ohne einartige Kontrolle wirde die
konstitutive Aktivitdt von GImS auch dann GIcN-6-Bynthetisieren, wenn
Aminozucker aufgrund eines externen Angebotes a&rdtequelle genutzt werden, so
dass es zu einer verschwenderischen ,Kurzschlusakfion zwischen GImS und
NagB kommt (vergleiche 2.3.).

In Eukaryoten ist die enzymatische Aktivitdt vom@ Uber eine Feedback-Inhibition
durch das zentrale Intermediat stromabwarts im I®ggweg, UDP-GIcNAc, reguliert
(Milewski 2002), oder im Falle des menschlichen btygs GFAT1, durch das direkte
Produkt GIcN-6-P. Im Gram-positiven BakteriuB subtiliswird die Expression von
gimSdurch ein Ribozym kontrolliert, welches in Anwekeit des Produktes GIcN-6-P
eine spezifische Spaltung der mRNA katalysiert, wasiner raschen Abbau der
MRNA resultiert (Collinset al.2007).

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass di@l®se von GImS i&. coli ebenfalls
einer Feedback-Regulation unterliegt, die auf desttpanskriptionellen Ebene
stattfindet: Eine Verarmung von GIcN-6-P, aber ksirder stromabwarts gelegenen
Intermediate des Syntheseweges, induziert eink sthohte Expression v@gimS

An dieser Regulation sind neben Hfg und RNase Rlkon YhbJ und die kleine RNA
GImZ beteiligt.

In Abwesenheit voryhbJist diegImSExpression stark erhoht. Dies ist strikt abhéangig

von GImZ, in einem\glmZ-Stamm ist der Effekt aufgehoben.

Interaktion von Transkripten mit komplementarerulagprischer RNA ist ein Modell,

dass bereits 1961 als moglicher Kontrollmechanisdaussenexpression vorgeschlagen

wurde (Jacob und Monod 1961). Zunachst wurden Baaptich antisenseRNAs
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identifiziert, welche incis mit ihren Zielgenen auf dem Gegenstrang kodiert sind
Uber perfekte Basenpaarung wirken (Wageteal. 2002). Es dauerte bis in die 1980er
Jahre, bis globale Untersuchungen der RNA einde Zgezies wie Spot42 (Ries al.
1987) und MicF (Aibaet al. 1987; Anderseret al. 1987) identifizierten, fur die eine
regulatorische Funktion gezeigt werden konnte urinl trans zu ihren Zielgenen
kodiert sind. Im Falle von Spot42 dauerte es noehiere 15 Jahre, bis eine biologische
Rolle zugeordnet werden konnte (Mollet al. 2002). Die Regulation durch kleine,
nicht-kodierende RNAs erfolgt meist Uber einen Metbmus, in dem die RNA die
Ribosomenbindestelle der Ziel-mRNA uUberdeckt unddg® Translation verhindert
(Gottesman 2004). Zusatzlich stimuliert diese ltgon haufig die Degradation der
MRNA durch RNase E (Moritat al.2005).

Die posttranskriptionellen Regulation durch sRNA$ von Prokaryoten bis hin zu
Saugetieren konserviert (Bartel 2004; Gottesman52@®iorz et al. 2005) und ist
vornehmlich in essentielle Vorgange wie StressarttimoBakterien (Gottesman 2004)
und zeitlicher Steuerung der Differenzierung PfemgZZhanget al.2006) beteiligt.

Es wurde gezeigt, dass unter Verarmung der an Gi€Neder in Abwesenheit von
YhbJ die unprozessierte, aktive Form von GImZ in Zelle akkumuliert (Kalamoret
al. 2007). Die Anwesenheit der unprozessierten Form @&mZ fuahrt zu einer
positiven Kontrolle der Genexpression. Hierbei paain Bereich von 15
einzelstrangigen Nukleotiden der sSRNA mit dem 5redgh einer Sekundarstruktur an
der Ribosomenbindestelle wodurch diese aufgeldidian Translation degImSmRNA
ermoglicht wird (siehe Abb.5.1.; (Gorke und Vog€08; Urban und Vogel 2008)).
Diese Interaktion aktiviert nicht nur die Transtewj sondern fihrt auch zu einer
signifikanten Stabilisierung degmSspezifischen Transkriptes (Kalameoet al. 2007;
Urban und Vogel 2008)Jnterstitzt wird das beschriebene Modell durch derstand,
dass nur die unprozessierte Form von GImZ in degelList, die Akkumulation des
glmSspezifischen Transkriptes zu vermitteln, und ddissProzessierung der kleinen
RNA fast alle an der beschriebenen potenziellearéktion beteiligten Basen entfernt
(Urban and Vogel 2008).

Eine umgekehrte Regulation, in der ein VerdeckenRibosomenbindestelle zu einer
Destabilisation der mRNA fuhrt, ist fir verschiedesRNAs beschrieben (Morita und
Aiba 2006; Prevostt al.2007).

Einige Beispiele sind bekannt, in denen sRNAs dranSlation ihrer Ziel-mRNA
stimulieren. Beispielsweise ist die Translation ciRNA des GengpoS kodierend fir
den alternativen Sigma-Faktors®, durch eine Haarnadelstruktur an der
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Ribosomenbindestelle stark eingeschrankt. Die Ta#ine kann jedoch durch die
SRNAs DsrA und RprA aktiviert werden, deren Basampag mit derpoSmRNA die
Ausbildung der Sekundéarstruktur verhindert (Leasal. 1998; Majdalaniet al. 2002).
Parallel hierzu unterliegt die Translation wg@oS einer negativen Kontrolle durch die
SRNA OxyS(zZhanget al. 1998).

Die sRNA RhyB kontrolliert Gene des Eisenmetabolisnund ist eines der wenigen
Beispiele flr eine regulatorische RNA, die sowdklRepressor wie auch als Aktivator
der Translation wirkt. Unter Eisenlimitierung wiethe transkriptionelle Repression des
GensrhyB durch den Hauptregulator des Eisenmetabolismus,defigehoben und die
SRNA in gro3en Mengen synthetisiert. Sie bindetad#irin an spezifische mRNAs,
deren Abbau dadurch beschleunigt wird. Zusatzlicklizser Wirkung interagiert RhyB
mit der shiAmRNA und aktiviert deren Translation durch Auflégu einer
inhibitorischen Sekundarstruktur (Prevesial.2007).

Die Interaktion von GadY mit dggadXxmRNA ist der einzige andere beschriebene Fall
einer Stabilisierung von mRNA durch sRNA-Bindungntipisch ist hier jedoch die
Wirkung einer sRNA durch Interaktion mit der 3"-Regder Ziel-mRNA (Opdykeet

al. 2004). Somit stellt die Interaktion von GImZ migrd gimSTranskriptes das erste
Beispiel fur die Stabilisierung der Ziel-mRNA durBmdung einer sRNA an den nicht-
translatierten 5" -Bereich (Kalamoet al.2007), siehe Abb. 5.1.).

Die Bindung einer sSRNA an ihre Ziel-mRNA ist hauéighéangig von Hfqg, welches den
RNA:RNA-Komplex stabilisiert. Zudem vermittelt es vielen Fallen die Degradation
des Komplexes (Gottesman 2005; Aiba 2007). AuctFatle der Kontrolle degimS
Expression durch GImZ konnte eine starke Abhangiigien Hfq gezeigt werden, ein
weiterer Hinweis darauf, dass der Mechanismus aufldekten Interaktion der beiden
RNA-Spezies beruht. Hfg hat Homologie zum Protem&is Eukaryoten und Archaea,
das ebenfalls in den RNA-Metabolismus involviett (@/ilusz und Wilusz 2005). Es
bildet ringférmige Homo-Hexamere (Mgllet al. 2002) und ist ein in grofl3en Mengen
vorkommendes Protein: In E. coli liegen etwa 60.800teine dieser Spezies pro Zelle
vor (Vassilieveet al.2002). Es wurde gezeigt, dass Hfqg RNA mit hohdmiét bindet
und dass das erkannte Motiv eine kurze A/U-reiclegiunz gefolgt von einer
Haarnadelstruktur ist (Mikuleckgt al. 2004). Zusatzlich konnte eine Chaperonaktivitat
fur Hfq gezeigt werden: Die Anwesenheit von Hfqd@rhdie Bindung der SRNA DsrA
an ihr ZielrpoS (Arluison et al. 2007). Interessant sind auch Interaktionen von rHifg
dem RNA-Polymerase-Holoenzym (Sukhodolets und Gag§¥3) und mit PNP und

127



Diskussion

PAP | (Mohantyet al.2004), die beide Bestandteil des Degradosoms surdal PAP |
ebenfalls eine Rolle in der Regulation denSspezifischen Expression hat.

Das glmUS-Primartranskript wird durch RNaseE anp&bdon von glmU prozessiert.
Der Bereich angimU-Stopcodon stimmt mit den beschriebenen Eigensamadtner
RNase E- Schnittstelle Uberein: Ein A/U-reicher d@en in der Nahe einer
Haarnadelstruktur (Diwaet al. 2000). Mutationen, die die in Frage kommenden
Haarnadelstrukturen auflésen, haben keinen Einussdie Aktivitat derglmS-lacz-
Reporterfusion, jedoch verringert ein Entfernen gesamten potenziellen RNase E-
Schnittstelle die Aktivitat der Reporterfusion ummee Faktor von 5. Die Aktivitat der
Reporterfusion ist unter diesen Umstanden aber moahmer abhangig von YhbJ und
GImZ. Dies unterstitzt die Vorhersage, dass GimZldi®aarung mit der Region direkt
stromaufwarts degimSStartcodons wirkt. Die Prozessierung dgisnUSPrimar-
transkriptes und die YhbJ/GImZ-abhangige Regulatider glmSspezifischen
Expression sind demnach zwei unabhangige Ereigikslamorzet al. 2007), jedoch
ist GImZ fur die Stabilisierung des glmS-spezifisohT ranskriptes notwendig. In einem
AglmZ-Hintergrund ist YhbJ-abhangige Regulation glenSExpression ausgeschaltet.

Eine weitere sRNA, GImY, wurde identifiziert, derdbberexpression digimS
Expression aktiviert (Reichenbaet al. 2008; Urban und Vogel 2008). GImY liegt in
der Zelle in einer unprozessierten und einer pieden Form vor (Wassarmaxt al.
2001), jedoch ist prozessierte Form starker vemrgReichenbaclket al. 2008). lhre
Expression unterliegt vermutlich der Kontrolle eirg*-abhangigen Promotors (Urban
and Vogel 2008) und die Menge an GImY in der Zdtedirekt von der verfigbaren
Menge an GIcN-6-P abhangig (Reichenbathal. 2008). Obwohl GImY eine hohe
Homologie zu GImZ aufweist, ist der fir die Stabidrung desgimSTranskriptes
verantwortliche Bereich in GImY nicht konservieund GImY allein ist nicht in der
Lage, diese Stabilisierung zu vermitteln (Reichehbat al. 2008; Urban und Vogel
2008). Uber einen noch unbekannten MechanismudieggGimY jedoch die Menge
an unprozessierten GImZ in der Zelle und somit &bilisierung desgimS
spezifischen Transkriptes. In Abwesenheit \gdmZ kann GImY keinen Einfluss auf
die gimSExpression nehmen, wahrend die Wirkung von GimZhixéngig von GImY
ist (Reichenbach et al. 2008).
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Abb. 5.1.: Interaktion von GImZ mit dem intergenisc  hen Bereich zwischen glmU und
glms

In  Abwesenheit von GImZ bildet sich eine stabile Sekundéarstruktur, die die
Ribosomenbindestelle (SD) von glmS tberdeckt und somit die Tanslation verhindert.

Die kleine RNA GImZ interagiert mit der linken Hélfte dieser Sekundarstruktur, wodurch die
Ribosomenbindestelle zugénglich wird.

Abbildung aus (Goérke und Vogel 2008)

Neben der Deletion voyhbJfuhrt auch ein Defekt in der Poly-A-Polymeras@®Ap 1),
kodiert durchpcnB zu einer Akkumulation von GImS Uber den GlmZ-kohierten
Mechanismus (Reichenbadt al. 2008). PAP | flgt Poly-(A)-Sequenzen an das 3'-
Ende von mRNAs an, wodurch deren Degradation étieit wird (Hajnsdorfet al.
1995), besonders bei Transkripten, die aufgrund ®mkundarstrukturen keinen
terminalen einzelstrangigen 3"-Bereich aufweisehefiici und Carpousis 2004). Es
wird vermutet, dass Polyadenylierung die Transkrifiir RNasen wie RNase Il oder
Polynukleotid-Phosphorylase zuganglich macht (Kesl2®07). Es wurde gezeigt, dass
PAP | die kleine RNA GImY polyadenyliert und so tislisiert. Uber die beschriebene
Signaltransduktion von GImY dber GImZ z@yimSmRNA nimmt PAP | somit
indirekten Einfluss auf die GImS-Menge in der ZdReichenbaclet al. 2008; Urban
und Vogel 2008).

Viele Details des Mechanismus der Feedback-Regulatier gimSExpression sind
weiterhin unklar. Es konnte bislang nicht festgdisteerden, welche Komponente
initial die Verfugbarkeit von GIcN-6-P wahrnimmt dinauf welcher Ebene diese
Information an GImY vermittelt wird. Eine weitereichtige Frage ist, tber welchen
Mechanismus GImY in der Lage ist, die Prozessienmy GImZ zu kontrollieren. Da
in einemyhbJDeletionsstamm die unprozessierte Form von Glniatuliert, ist eine
Wirkung von GImY stromaufwérts von oder in Koopaatmit YhbJ wahrscheinlich.
Eine naheliegende Moglichkeit ist die Kontrolle dénbJ-Menge in der Zell durch
GImY. Obwohl weder eine plasmidische Uberexpressiess Gens noch eine Deletion
einen EinfluR auf die Transkriptmenge vambJ hat (siehe 4.5.3.), kann nicht
ausgeschlossen werden, dass GImY Uber eine pattiiationelle Regulation Einflul3

auf die YhbJ-Menge nimmt. Zudem konnte gezeigt werdlass Yhbdn vitro mit
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GImY interagiert (siehe 4.6.2.). Es ist nicht awshlieRen, dass die Aktivitat oder

Spezifitat von YhbJ durch GImY gesteuert wird.

Des Weiteren besteht die Mdglichkeit einer kompait Interaktion der kleinen RNAs
mit YhbJ. Die Untersuchung dém vitro-Bindung von YhbJ an die unterschiedlichen
Formen von GImY und GImZ zeigt eine Bevorzugung @&mY gegeniber GImZ und
der prozessierten Form gegenuber einer VolllangeamF Interessanterweise ist die
prozessierte Form von GImY dominant Bn coli-Wildtyp-Zellen (Reichenbacket al.
2008). Somit ware es moglich, dass YhbJ die Preaesgy von GImZ durch physische
Interaktion vermittelt, und dass eine hohere Affihizu GImY diese Vermittlung
unterdrickt, wenn hohe Mengen dieser RNA vorhander. Vorhersagen der
Sekundarstrukturen von GImZ und GImY zeigen eineerigschend hohe
Ubereinstimmung: Beide sRNAs bilden potenziell eirspezifische mittlere
Haarnadelstruktur, die sich durch einen konsemmerinicht-paarenden Bereich am
Stamm der Haarnadel auszeichnen (Reichenkaah. 2008; Urban und Vogel 2008)
siehe Abb. 5.2.).

Eine Vorhersage der Sekundarstruktur der prozéssi€orm von GImY zeigt lediglich
4 bis 5 ungepaarte Nukleotide am 3"-Ende (Ureaal. 2007). Es wird angenommen,
dass dies nicht ausreicht, um die RNA fir degratiée Enzyme zugénglich zu
machen. Die Polyadenylierung durch PAP | konnte rmeh den Abbau der
prozessierten sSRNA vermitteln. Demnach konnte dig/delenylierung von GImY in
Abhangigkeit der GIcN-6-P-Konzentration in der 2edtattfinden. Dies wirft die Frage
auf, ob eine weitere Komponente in die Kontrolle genSExpression involviert, die
ein entsprechendes Signal vermittelt. Ein derartigefluss von PAP | auf die Aktivitat
einer regulatorischen RNA ist fir RNA | beschriebBiese reprimiert die Replikation
von ColEl-Plasmiden, und die aktive Form entstelircd Prozessierung einer
Vorlaufer-RNA. Die prozessierte Form von RNA | isistabil und wird durch die
Polynukleotid-Phosphorylase abgebaut. In eipeEmB-Deletionsstamm ohne PAP 1 ist
die Menge an aktiver RNA | etwa 10fach erhoht (&ual. 1993). Ebenso wird der
Abbau der kleinen RNA Sral durch PAP | gesteuere@dset al.2007).
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Abb. 5.2.: Potenzielle Sekundarstrukturen von GImzZ und GImY

Die Sekundarstruktruren der beiden sRNAs wurden mittels mFold berechnet (siehe 2.8.).
Konservierte Reste wurden durch Vergleich der Gensequenzen aus E. coli, Shigella flexneri,
Citrobacter koseri, Salmonella enterica subsp. enterica serovar typhi, Salmonella typhimurium,
Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae, Enterobacter sakazakii, Erwinia carotovora subsp.
atroseptica, Photorabdus luminescens subsp. laumondii, Serratia marcescens und Yersinia
pestis mittels Vector NTI (siehe 2.8.) identifiziert und sind durch graue Kreise hervorgehoben.
In GImZ sind die Basen eingerahmt, die an der Interaktion mit dem glmUS-Transkript beteiligt
sind. Die Scheren markieren die Prozessierungsstellen der sSRNAs.

Die beiden sRNAs weisen eine ungewdhnliche Ausbuchtung in der rechten Halfte der mittleren
Haarnadelstruktur auf.

Abbildung aus (Reichenbach et al. 2008)

Viele Details dieses regulatorischen Ereignissemblgden unklar. Neben der
elementaren Frage, warum so viele unterschiedladtidfen auf verschiedenen Ebenen
wirken, um die Adaption der GImS-Menge an den mdhalaren Spiegel von GIcN-6-P
anzupassen, ist vor allem die Frage der Signalvedimang essentiell fir das weitere
Verstandnis dieser Regulation.

Die Komplexitat des regulatorischen Ereignissesstvdarauf hin, dass dieses nicht
exklusiv die verstarkte Expression vgimSvermittelt, da dies Uber einen wesentlich
einfacheren Mechanismus erreicht werden kdnnte.liielvierung multipler Protein-
und sRNA-Faktoren in die Signalkaskade lasst vesmutdass zusatzliche
Determinanten gibt, die das Resultat der Reguldbeeinflussen, wie beispielsweise
die Verfugbarkeit weiterer Metabolite (die Eduker don GImS katalysierten Reaktion,
Glutamat und Fruktose-6-Phosphat scheinen hier ¢#aedidaten), oder dass die
Komponenten der Signalkaskade zusatzliche, bistéciy identifizierte regulatorische
Aufgaben wahrnehmen, so dass die Kontrolle glerSExpression nur einen Aspekt

eines regulatorischen Netzwerkes darstellt.

131



Diskussion

5.2. Die Funktion von YhbJ

YhbJ ist ein konserviertes Protein unbekannter Eonk dass eine P-Loop-ATPase-
Doméne enthalt. I&. coliist es Teil despoN-Operons, und es ist in einer Vielzahl von
Organismen in der Nahe von Homologen des PTS kiketi(Boél et al. 2003; Gorke et
al. 2005) siehe auch 2.2.). YhbJ ist hochkonseénirerverschiedenen Prokaryoten,
jedoch konnten keine Homologe in Eukaryoten idenift werden. Computergestitzte
Analysen identifizierten 23 Aminosauren, die irealll25 verwendeten Sequenzen von
YhbJ-Homologen hinsichtlich Identitat und Positjperfekt konserviert sind, sowie 26
weitere Aminosauren, die im Kontext von Gréf3e uratlng an ihren jeweiligen
Positionen ubereinstimmen. Diese Aminosauren befirglch zum Grol3teil innerhalb
von drei konservierten Sequenzmotiven (siehe A4

Es ist bekannt, dass eine Deletion yhibJdas regulatorische Ereignis zur spezifischen
Expression des Gens der Glukosamin-6-Phosphat &atsImS entkoppelt, was in
einem starken Anstieg der intrazellularen Menge Besteins resultiert. In diese
Regulation sind auch zwei kleine, nicht-kodierenB&As sowie die Poly(A)-
Polymerase PAP | involviert, sie wird in 5.1. imtBieédiskutiert.

YhbJ enthalt ein konserviertes Walker A-Motiv, weds eine ATPase- oder GTPase-
Aktivitat impliziert, ein experimenteller Nachwesteht jedoch noch aus. Das Walker
A-Motiv hat die Konsensus-Sequenz G-&-(K/T) (Walker et al. 1982). Mutationen
der beiden konservierten Glycin-Rest G8- und G1Beveeinen Einfluss auf dggmS
Expression auf, die mit dem von Wildtyp-YhbJ vergiar ist (vergleiche Abb. 4.22.).
Des Weiteren kann in YhbJ-Homologen in Enterobadtereine konservierte
potenzielle RNA-Bindedoméane vorhergesagt werdeehgsiAbb. 4.20). Es ist zu
vermuten, dass diese fur die gezeigte Bindung vioinJYan verschiedene RNA-Spezies
verantwortlich ist, zumal eine Deletion dieser Domadie Kontrolle dergimS
Expression durch YhbJ aufhebt. In durchgefiihrtealysen zeigt YhbJ eine Interaktion
mit jeder der verwendeten RNAs, selbst mit einemARRlck, das einem Teil der
lacZ-mRNA entspricht. Obwohl diese Sequenz als ,undpehe“ RNA gewahlt
wurde, kann jedoch nicht ausgeschlossen werdes, alash diese Sequenz Strukturen
aufweist, die eine Bindung von YhbJ ermoglichen, isgielsweise eine
Haarnadelstruktur oder ein bestimmtes Sequenzmotiv.

In dem Gram-positiven Bakteriufd. subtilis von dem bekannt ist, dass in ihm die
Kontrolle dergimSExpression durch eigis-agierendes Ribozym gesteuert wird, ist
diese RNA-Bindedoméane im YhbJ-Ortholog YvcJd nurveath vorhersagbar, wahrend
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sie in Organismen wi&/ibiro choleraeund Staphylococcus aureuwgllig zu fehlen
scheint.

YhbJ ausE. coli zeigt somit zwei Eigenschaften, die darauf hinesjsdass die
Kontrolle derglmSExpression nicht die einzige Aufgabe dieses Pmstét: Obwohl
das Walker A-Motiv in allen 125 YhbJ-Homologen kensert ist, haben Austausche
der in diesem Motiv konservierten Glycin-Reste kairEinfluss auf die Kontrolle der
gimSExpression. Umgekehrt hebt eine Deletion des zaéan RNA-Bindemotivs am
C-Terminus des Proteins den Einfluss von YhbJ @ifjtnSExpression auf, aber das
Motiv ist nicht universell konserviert, sondern nareiner Untergruppe der Sequenzen
vertreten.

Anhand dieser Befunde kann spekuliert werden, ¥agd neben der Beeinflul3ung der

GImZ-Prozessierung noch weitere, bislang unbekalfnétionen ausuibt.
5.3. MicroArray Analysen einesAyhbJ-Stammes im Vergleich zum Wildtyp

Um einen weiteren Einblick in die Funktion von Yhtd erlangen, sowie um moégliche
weitere Ziele einer YhbJ-kontrollierten Regulati@émnlich der degImSExpression zu
identifizieren, wurden MicroArray Analysen mit emeAyhbJStamm und dem
korrespondierenden Wildtyp durchgefihrt und die régpionsniveaus in diesen
Stammen miteinander verglichen. Bertcksichtigt nmam Gene, deren Expression
mindestens um einen Faktor von 2,5 zwischen Wildiyyd yhbJDeletionsstamm
verandert ist, so erhalt man einen Satz von 93 Gate in eineyhbJDeletion starker
exprimiert werden, sowie 31 Gene, deren Expressigmfikant herabgesetzt ist (siehe
4.6.)
Uberraschenderweise konnte fiir 4 GebgA, ibpB, pyrB undpyrl) ein hoherer Faktor
der Aktivierung der Expression in Abwesenheit vdmby¥ ermittelt werden als figtmS
Die in Abwesenheit von YhbJ verstarkt exprimiert@ene lassen sich in mehrere
funktionell &hnliche Gruppen unterteilen:

1. Chaperone und Proteasen der Stressantwort (5.3.1.)

2. Enzyme der Pyrimidinsynthese (5.3.2.)

3. Komponenten von Transportkomplexen (5.3.3.)

4

. Regulatorische Proteine (5.3.4.)

Ebenso konnen die Gene, deren Expression in eyidadDeletionsstamm herabgesetzt

ist, in Gruppen zusammengefasst werden:
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1. Das Kalteschockprotein cspA (5.3.5.)
2. Gene der Lipopolysaccharid-Kernsynthese (5.3.6.)
3. Regulatorische Proteine (5.3.7.)

Diese Gruppen werden nachfolgend im Detail diskutie

5.3.1. Chaperone und Proteasen der Stressantwort

Die beiden Gene, deren Expression in AbwesenheitXttbJ am starksten erhoht ist,
sind ibpA undibpB, die zusammen ein bicistronisches Operon bildere Expression
untersteht der Kontrolle durakt?, einem alternativen Sigma-Faktor, der spezifigoh f
Gene der Hitzeschockantwort ist, jedoch wurde aeicte basales>*-unabhangige
Expression beobachtet (Laskowsiaal. 1996b). Die korrespondierenden Genprodukte
IbpA und lbpB werden auch als sHsp bezeichseta(l heat $iock poteins kleine
Hitzeschockpoteine). Sie sind universell konsetvigrd interagieren mit Aggregaten
fehlgefalteter Proteine (Kuczynska-Wisrek al. 2002). lhre Uberexpression vermittelt
erhdhte Resistenz gegenlber Hitzeschock und oxeraftress (Kitagawet al. 2000),
fuhrt aber gleichzeitig zu einer Retardierung debb#@us aggregierter Proteine
(Kedzierskaet al. 1999). Deshalb ist die Expression dieser Generumbemalen
Wachstumsbedingungen strikt reprimiert (Maggkal.2003a).

Ebenfalls deutlich erhdht ist die Expression den€&aopAundmopB deren Produkte
Untereinheiten des GroEL/GroES-Chaperon sind. Dhap€ron GroEL und seine
regulatorische Untereinheit GroEL sind essentiéll dlie korrekte Faltung von 85
cytosolischen Proteinen, von denen 13 essentiell §lie Faltung weiterer 165 Proteine
ist zumindest teilweise von GroEL/GroES abhangigr(ier 2005). Die Gene werden
unter allen Wachstumsbedingungen exprimiert, jedoatrstarkt nach einem
Hitzeschock (Fayegt al. 1989). Eine Uberexpression von GroEL/GroES verindie
Aggregation fehlgefalteter Proteine (Gragesrival. 1992). Dabei agiert der Komplex
vornehmlich in den spéten Phasen der ProteinreifGagtanariset al. 1994).

Die GenehslU undhslV kodieren flir die Untereinheiten des prokaryotiscHemologs
des Proteasoms in Eukaryoten. HslV ist eine Prete@t hoher Sequenzhomologie zu
den sieben Untereinheiten des Proteasoms (Rohewikl. 1996), wahrend HsIU ein
AAA-Protein (ATPases asociated with various cellularcéivities/ ATPasen verbunden
mit unterschiedlichen zellularen Aktivitaten) delpispl00-Familie ist (Rohrwilabt
al. 1996; Kwonet al. 2003). Das HslUV-System ist homolog zur ClpXP-Base
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(Gottesmaret al. 1993). Es wird fur das Wachstum bei hohen Temperatbendtigt
(Katayamaet al. 1996) und wird ebenfalls verstarkt nach Hitzes&hegprimiert
(Chuanget al.1993).

Das DnaK/DnaJ/GrpE-System (KJE), kodiert durchialieineryhbJDeletion ebenfalls
verstarkt exprimierten GenainakK dnaJund grpE, ist homolog zum eukaryotischen
Hsp70-Chaperonsystem. Es assistiert bei der kamel&altung neusynthetisierter
Peptidketten, und nimmt eine Reihe weiterer Fumigio wahr, unter Anderem im
Abbau grof3er Proteinkomplexe (Bukau und Horwich&9®naK stellt hierbei das
eigentliche Chaperon dar, wahrend DnaJ und GrpErsomte Ko-Chaperone sind.
DnaJ stimuliert die ATPase-Aktivitdt von DnaK (Wat al. 1994), wahrend GrpE die
Freisetzung von ADP + Pi reguliert (Liberek al. 1991). Zusatzlich ist GrpE ein
Thermosensor, der die Aktivitat von DnaK bei hoheemperaturen herabsetzt. Die
Expression vominak, dnaJundgrpE ist ebenfallss**abhangig (Grimshawt al.2003).
Im Gegensatz zu GroEL/GroES wirkt KJE in der frihehase der Proteinreifung
(Gaitanariset al. 1994).

Die Gene yrflH kodieren fir Hspl5 und Hsp33Hdéat dock _potein,
Hitzeschockprotein). Die Expression beider Genelwiurch Hitzeschock stark erhdht.
Hsp33 wird durch oxidierende Bedingungen aktiviés: dimerisiert durch Ausbildung
einer Disulfidbricke, wodurch es Chaperon-Aktivigittwickelt (Vijayalakshmeet al.
2001). Im Gegensatz dazu ist Hspl5 ein Protein, wepezifisch Oligonukleotide
bindet (Korberet al. 1999) und Ribosomen-Recycling durch Interaktioh freien 50S-
Untereinheiten propagiert (Korbet al.2000).

Lon ist eine ATP-abh&ngige Protease und dient dgr&ation fehlgefalteter Proteine
sowie dem Abbau einer bestimmten Gruppe regulatoeis Proteine (Nishii et al.
2005). Es verhindert die Aggregation von Proteiflessskowskaet al. 1996a) und in
Abwesenheit von Lon ist diese stark erhoht (Rosteal. 2002). Zumindest ein Teil der
Lon-spezifischen Degradation missgefalteter Preteshabhéngig von DnaK (Sherman
und Goldberg 1992).

ClpB ist Teil der Clp/Hsp100-Familie, stellt innath dieser jedoch einen Sonderfall
dar, da es nicht mit einem proteolytischen Parimeragiert (Mogket al. 2003b). ClpB
kooperiert mit KJE in der Resolubilisierung aggestgr (Haslbergeet al. 2007). Seine
Expression ist ebenfalts>abhangig (Kitagawat al. 1991).

Uber inaA ist wenig bekannt. Seine Expression ist durchAfivesenheit schwacher
Sauren aktiviert (Slonczewslet al. 1987) und es ist vermutlich an der Vermittlung
einer Toleranz gegeniber niedrigen pH-Werten bgt€uVhite et al. 1992).
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Die Protease Do wird durch das G@nA kodiert und stellt eine periplasmatische Serin-
Protease dar, die fiir das Uberleben der Zelle beeim Temperaturen notwendig ist
(Seol et al. 1991). Sie degradiert abnormale periplasmatisaioéeire, darunter auch
aggregierte Proteinkomplexe (Strauch und Beckw@®8). Do weist des Weiteren eine
Chaperon-Aktivitat auf, die unabhangig von der €ase-Aktivitat ist. Die Protease-
Aktivitat ist strikt temperaturabhangig und ist beiedrigen Temperaturen stark
verringert (Spiesst al. 1999). Die Expression vdmtrA ist striktc™-abhangig (Erickson
und Gross 1989).

CpxP ist ein Regulator der Cpx-Antwort, die Resigte gegeniber
extracytoplasmatischen Stress vermittelt (Danesk Sithavy 1998). Es ist moglich,
dass das Protein Chaperon-Aktivitat besitzt (Diépge und Silhavy 2003).

HspQ stellt ein Hitzeschockprotein dar, das den ablfehlgefalteter Proteine
vermittelt, jedoch selbst keine Protease-Aktivi@ifweist. Seine Expression ist
ebenfalls abhangig vast? (Shimutaet al.2004).

Die sHsp IbpA und IbpB, das DnaK/DnaJ/GrpE-Systend (ClpB bilden eine
proteolytische Triade zum Abbau von Protein-AggtegaDie sHsps interagieren mit
aggregierenden Proteinen und halten diese in €men, in der sie zuganglich fur eine
Neufaltung durch DnaK sind. Wahrend DnaK nur kleenBroteinaggregate selbsttatig
auflésen kann, ermdglicht die konzertierte Aktivitdit ClpB die effektive Auflésung
groRer Komplexe. In Abwesenheit von IbpAB oder CligBein Uberleben der Zelle
sowohl bei 37°C wie auch unter erhohter Temperatur 42°C nur bei artifiziell
erhohter Expression der Gene des KJE-Systems rhddfiogk et al. 2003a).

Die erhdhte Expression von Chaperonen und Proteiasemem AyhbJHintergrund
lasst mehrere Erklarungen zu. Eine simple Variamg dass die massive
Uberexpression vogimS zu einer starken Bildung von Proteinaggregatemnt fidie
eine Stressantwort provozieren, die der auf eingpebchock &hnelt. Allerdings zeigt
ein AyhbJStamm keinerlei Wachstumsdefekt. Falls die Zellecd die Entkopplung
der gImSExpression einem derartig starken Stress ausdeséte, sollte sich dies
global auf die zellularen Prozesse auswirken undd@e ein verlangsamtes Wachstum
zu erwarten.

Eine Uberexpression voglmZ fiihrt zu einer erhohten Aktivitat eingfimSlacz-
Reporterfusion (vergleiche Abb. 4.5). Sollte eqdiei den beobachteten Effekten auf
die Expression von Genen, deren Produkte an deestihockantwort beteiligt sind, um
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einen sekundaren Effekt durch die ehodhte GImS-®gethhandeln, so sollte eine
Uberexpression von glmZ vergleichbare Auswirkungaben. Wie unter 4.4. diskutiert
ist dies nicht der Fall. Vielmehr ist die Transkim von ibpAB unter diesen
Bedingungen herabgesetzt, wahrend die anderen @eser Gruppe keine signifikante
Veranderung ihrer Expression aufweisen.

2 welcher eine

Ein Grofteil der hier genannten Gene steht untenti§e von c°
Antwort auf Hitzeschock vermittelt, und viele deer@produkte sind notwendig fir das
Uberleben der Zelle unter hohen Temperaturen. RjerdSsion vorrpoH ist auBerst
komplex reguliert und es sind 6 Promotoren besbkrie von denen aus das Gen
transkribiert werden kann. Darunter finden sich izienstitutive ¢’’-abhangige
Promotoren sowie eins**-abhéngiger und ein Hitzeschock-abhéngiger Promotor
(Erickson und Gross 1989; Wang und Kaguni 1989%eré&ssanterweise wurde der
Promotor P6 vorpoH als s>*abhangig beschrieben, jedoch ist das korrespaetier
Aktivatorprotein unbekannt (Janaszaét al. 2007). Das Gen unterliegt einer
posttranskriptionellen Kontrolle der Translationn& stabile Sekundarstruktur im 5°-
Bereich des Transkriptes verhindert die Translatien niedrigen Temperaturen und
dient als Thermosensor (Morigh al. 1999).

Dies eroffnet die faszinierende Mdoglichkeit, dadsby¥ hier, parallel zu der Kontrolle
der giImSExpression, einen direkten oder indirekten Eirdfleif die Stabilitat der
inhibitorischen Sekundéarstruktur hat. Die Abwesdénheon YhbJ konnte eine
Destabilisierung der Sekundarstruktur bewirken, mehfolgend die Translation der
rpoH-mRNA erméglicht, wodurch die Expression def-abhéngigen Gene initiiert
werden kann.

Interessant in diesem Zusammenhang ist die Expressin rpoH in Abwesenheit
hoher Temperaturen bei Induktion mit Ethanol und dachfolgende Induktion von
Genen der Hitzeschock-Antwort Uber einen unbekanktechanismus (VanBogelest

al. 1987) und eine Expression de€f-abhangigen Gene bei Hemmung der DNA-Gyrase
(Mizushimaet al. 1996), die beide einen alternativen, Hitzeschatkblhangigen Weg

derrpoH-Expression implizieren.

5.3.2. Enzyme der Pyrimidinsynthese

Die Expression der GengyrB und pyrl ist in einemyhbJDeletionsstamm um einen
Faktor von 25 ffyrB) beziehungsweise 2@yrl) erhdht. Das GepyrB kodiert fur die
katalytische Untereinheit der Aspartat-Transcarbdase (ATCase), das Gaayrl fur
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die regulatorische Untereinheit (Neidhaetdt al. 1996). Sie bilden ein gemeinsames
Operon, das unter einer Attenuationskontrolle di#gh_ steht (Levin und Schachman
1985). Die Expression vaoyrL ist in Abwesenheit von YhbJ ebenfalls um einentéiak
von 7,5 erhoht.

Die ATCase besteht aus je sechs katalytischen eguaatorischen Untereinheiten und
katalysiert den initialen Schritt dede noveSynthese von Pyrimidinen, die
Kondensation von Carbamoyl-Phosphat und AspartaCartbamoyl-L-Aspartat und
Orthophosphat (Pardee und Yates 1956). Die Enzywitaktwird durch CTP gehemmt
(Gerhart und Pardee 1962) und durch ATP erhohth@letet al. 1968). Beide
Effektoren konkurrieren hierbei um dieselbe Bindkst an der regulatorischen
Untereinheit (Honzatket al. 1979).

Die Expression vompyrBI erfolgt von zwei Promotoren stromaufwarts vayrB und
unterliegt einer UTP-abhangigen Attenuationskofgrofor dem Start-Codon vaoyrB
befindet sich ein Bereich, der im Transkript zweaathadelstrukturen ausbildet,
welchen eine Sequenz multipler Uridine folgt. Falissreichende Mengen UTP in der
Zelle zur Verfugung stehen, ist es wahrscheinlidass die RNA-Poylmerase die
Transkription nach der zweiten Haarnadelstruktumbeiert. Falls der intrazellulére
UTP-Spiegel gering ist, so pausiert die RNA-Polyaseran der ersten Sekundarstruktur
und die beginnende Translation des PyrL-Peptidehingert die Ausbildung der
zweiten Haarnadelstruktur, so dass die Transknpfiootgefiihrt werden kann (Christie
et al. 1981). Es konnte ebenso gezeigt werden, dass H&-Fvlymerase in
Abhangigkeit von der UTP-Konzentration an der erskdaarnadelstruktur verweilt
(Turnboughet al. 1983) und ein Entfernen der Sekundarstruktureherdie pyrBI-
Expression signifikant (Levin und Schachman 1985).

Ein weiteres Gen, dessen Expression in eyidx}Deletion erhoht ist, istarA. Das
korrespondierende Genprodukt, CarA, bildet zusammmgn CarB die Carbamoyl-
Phosphat-Synthase, welche die Bildung von Carbafbgkphat katalysiert. Dies ist
wie beschrieben eines der Substrate des PyrBl-Kexepl(Thodemrt al. 1999).

GImS katalysiert den geschwindigkeitsbestimmendehri® in der Synthese von
Peptidoglycan und Lipopolysacchariden Uber dasrakntintermediat UDP-GICNAC
(Badet et al. 1987). Die erhdohte Expression der Gene flr dieb&aoyl-Phosphat
Synthase-Untereinheit CarA und der ATCase konetkebten, dass eine Entkopplung
der gimSExpression in Abwesenheit von YhbJ zu einer Vertargh der Zelle an
Pyrimidinen fuhrt, da UTP von GImU verbraucht wirdm UDP-GIcNAc zu
synthetisieren (Mengin-Lecreulx und van Heijenod&®94). Dies wirde zu einem
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erhohten Bedarf an Pyrimidin-Vorlaufern fihren weise verstarkte Expression der

entsprechenden Enzyme nach sich ziehen wiirde.

5.3.3. Komponenten von Transportkomplexen

Die Expression der GenenglABC welche fur Bestandteile eines Galaktose-
Transporters kodieren, ist in einefyhbJHintergrund um einen Faktor von 7 erhoht.
Sie sind in einem gemeinsamen Operon lokalisiedrdflamaet al. 1983), welches
einer komplexen Regulation unterliegt und dessepréssion durcho®® (Notley-
McRobbet al.2002), die Regulatoren GalS und GalR(GeanacopaudsAdhya 1997)
und den Regulator FIhDC (Prusst al. 2001) beeinflusst wird. Der MgIABC-
Transporter gehort zur ABC-Superfamili@TP-bnding cassetteATP-Bindekassette)
(Wu und Mandrand-Berthelot 1995). MglA stellt di@R-bindende Komponente dar,
MgIB ist ein periplasmatisches Galaktose-bindendestein und MgIC ein integrales
Membranprotein (GOAet al. 2001). Zusatzlich dient MgIB als Chemorezeptor fur
Galaktose (Schollet al.1987).

YhdY ist Bestandteil des YhdWXYZ-ABC-TransporterieBe Proteine sind allesamt
nicht ndher charakterisierte Mitglieder der ABC-8damilie, wobei YhdY eine
membranstdndige Komponente darstellt. Aufgrund 8equenz der Proteine wird
angenommen, dass es sich um einen ATP-abhangigarsgarter fir Aminosauren
handelt (Sauriret al. 1999). Die Expression desdWXYZ0perons wird durch NtrC
kontrolliert (Reitzer und Schneider 2001), dessem @nG in Abwesenheit von YhbJ
ebenfalls verstarkt exprimiert wird (siehe 4.3.4.).

Das GentnaB kodiert fur einen von drei bekannten TransporfémTryptophan inE.
coli und bildet zusammen ntimaA ein Operon (Deeley und Yanofsky 1981). Es ist zu
beachten, dass auch die Expression tna#\ welches fur eine Tryptophanase kodiert,
in einer yhbJDeletion deutlich erhoht ist. Die TranskriptionsdmaABOperons ist
durch einen Tryptophan-abhangigen Antiterminatioecmanismus reguliert und
unterliegt der Katabolitenrepression (Gollnick ui@nofsky 1990). TnaB ist ein
Mitglied der ArAAAP-Familie der Aminosauretranspart und seine Rolle ist
hauptséachlich die Aufnahme von Tryptophan fur dieakole Nutzung (Yanofskst al.
1991).

CycA ist ein weiterer Aminosauretransporter, desséen in einem yhbJ
Deletionsstamm verstarkt exprimiert wird. Es istelggt an der Aufnahme von Glycin,
Serin und Alanin (Robbins und Oxender 1973).
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Das GeryjcG kodiert fur eine Acetat/Glykolat-Permease (Gimeeieal.2003).

BglF ist ein Protein, das die EllIA-, EIIB- und EHOomane enthélt und somit einen
Teil des PTS darstellt. Das korrespondierende @pwiod in Wildtyp-Zellen vonE.
coli nicht exprimiert, kann jedoch durch unterschiditicMechanismen aktiviert
werden (Reynoldst al. 1986; Schnetz und Rak 1992; Kawula und LeliveR4;XKhan
und Isaacson 1998). BglF ermdglicht die Aufnahme feGlukosiden in die Zelle
(Postmaet al. 1993) und Ubt neben dem Transport noch verscheedegulatorische
Funktionen aus (Amster-Choder 2005).

Ein weiterer Bestandteil eines Aminoséure- oder diesem Fall Oligopeptid-
Transporters, dessen Gen in Abwesenheit von Yhislarkt exprimiert wird, ist OppA.
Dieses Protein ist Teil des OppABCDF-Transportkaxrps, der ein Mitglied der ABC-
Superfamilie ist (Pearcet al. 1992). Der Komplex importiert kurze Oligopeptidét m
einer Lange von bis zu 5 Aminosauren, jedoch ké&gien Aminosauren (Guyest al.
1986)). OppA stellt hierbei die periplasmatisched@komponente dar, die eine hohe
Affinitat zu Oligopeptid-Substraten aufweist (Tarteal. 1994).

GInH ist ein Teil des hochaffinen Glutamintranspmst GInHPQ, der ebenfalls ein
Mitglied der Superfamilie der ABC-Transporter isStV und Mandrand-Berthelot
1995). GInH ist das periplasmatische Glutamin-bint#eProtein des Systems (G@A
al. 2001) und untersteht der Kontrolle durch NtrC {®Rai und Schneider 2001), dessen
GengInGin Abwesenheit von YhbJ ebenfalls verstarkt expertwird (siehe 4.3.4.).
Auch ArtP ist Teil eines ABC-Transportkomplexes, diesem Fall des ArtPMQJI-
Transporters fur Arginin (Linton und Higgins 199&rtP ist die cytoplasmatische
ATP-bindende Komponente des Komplexes (Wissenbaeh 1995).

CorA ist Teil eines Transporters der MIT-FamilMgtal ion fransporter Transporter
fur Metall-lonen), welcher aus den Proteinen CorABResteht und fur die Aufnahme
von Magnesium-lonen verantwortlich ist. CorA alkeiermdglicht den Einstrom von
Magnesium-lonen, wahrend fiir einen Export von*Mueben CorA auch die anderen
Komponenten des Systems notwendig sind (Setitd. 1993). Neben Magnesium kann
CorA auch Nickel- und Kobalt-lonen transportieretm{el et al. 1986).

Das GenputP kodiert fur einen Natrium/Prolin-Symporter (Reizgr al. 1994b), der
auch am Transport von Propionat beteiligt ist (Reteal. 2006).

NmpC schlie3lich stellt ein Mitglied der GBP-FamiliGeneral tacterial porins,
allgemeine bakterielle Porine) dar (Zhai und Sak002). Es handelt sich

wahrscheinlich um ein Wasser-gefilltes Porin ddiefien Membran (Hindaldt al.
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1984). Das Protein ist vermutlich mit Peptidoglykessoziiert (Pugsley und Schnaitman
1978).

Die erhdhte Expression der GegbdY und ginH ist vermutlich bedingt durch die
6,5fach erhohte Expression des GehsG, dessen Produkt einen Aktivator det-
abhéangigen Genexpression darstellt und dessen dlenttesyhdWXYZ und giInHFQ-
Operons beschrieben ist (Reitzer und Schneider)2001

Sechs der hier genannten Gene kodieren fur Besindton Transportern fir
Aminosauren oder Oligopeptide. Der Grund hierfiijesloch unklar. Zwar wiirde eine
stark erhohte Aktivitat der Glukosamin-6-PhosphgttBase GImS der Zelle Glutamin
entziehen, da sie die Bildung von Glukosamin-6-Bhasaus Fruktose-6-Phosphat und
Glutamin katalysiert, jedoch entsteht in dieserk®ea auch Glutamat, welches unter
Aufwendung von ATP wieder zu Glutamin regeneriegreen kann. Eine derart starke
Aktivitdt von GImS wirde der Zelle weiterhin groBéengen Fruktose-6-Phosphat
entziehen. Dieses kann zwar ebenfalls regenerentien (durch den Abbau von GIcN-
6-P Uber NagB), jedoch ist keine verstarkte Expoasdesnag-Operons zu beobachten
und auch die Expression von Schlisselenzymen desrgiestoffwechsels ist
unverandert. Dies lasst es unwahrscheinlich ersehedass die Aktivitat von GImS als
sekundéaren Effekt die verstarkte Expression dereGi@nTransportproteine verursacht.
Die Expression der GemaglA undmgIBist in Abwesenheit von YhbJ deutlich erhdht.
Unter Uberexpression vogimZ (mglB) beziehungsweise vagimZ oderglmyY (mglA

ist ihre Expression jedoch reprimiert (siehe 4.Bigps lasst darauf schlie3en, dass der
Effekt eineryhbJDeletion auf ihre Expression kein Sekundareffekt derstarkten
glmSExpression ist, sondern auf einem Mechanismus heden diese Komponenten

involviert.

5.3.4. Gene requlatorischer Proteine mit erh6hggréssion imAyhbJHintergrund

Das GernyhbJist mit rpoN kolokalisiert, welches fur den alternativen SigRektor 54
kodiert (siehe 1.2.). Die Expressiarni*-abhangiger Promotoren ist strikt durch die
Aktivitat eines Aktivatorproteins kontrolliert. Na@r ist ein derartiges Aktivatorprotein
(Reitzer 2003) und die Expression des korrespoeddsn Gens ist in Abwesenheit von
YhbJ um den Faktor 6,5 erhoht. NtrC ist deesponse Regulatodes NtrBC-
Zweikomponentensystems, welches auf eine Limitigruerwertbaren Stickstoffs oder
Kohlenstoffs reagiert (Reitzer und Magasanik 19853. aktiviert die Expression
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verschiedener Gene der Stickstoff-Assimilation,udéer auchginH und yhdY sowie
seine eigene Expression.

CaiF ist ein transkriptioneller Aktivator, der untanaeroben Bedingungen und in
Anwesenheit von Carnitin die Expression der Genea @arnitin-Stoffwechsels
aktiviert, namentlich dasaiTABCDE und dasfixABCXOperon (Eichleret al. 1996).
Auller in den Promotorregionen dieser beiden Operdiannten durch
Computeranalysen keine weiteren CaiF-Bindestelientifiziert werden (Buchett al.
1999).

Im Gegensatz zu CaiF ist FrvR ein negativer trapskneller Regulator, der exklusiv
die Expression des eigena-Operons inhibiert (Reizeat al. 1994a).

Rha$S ist ein transkriptioneller Aktivator, der imesenheit von L-Rhamnose die
Expression deshaBAD-Operons (Egan und Schleif 1993) uhaT-Operons (Vieet al.
1996) aktiviert, deren Genprodukte dem Transport wer Degradierung von
Rhamnose dienen. Die Aktivierung der Expressionlgtfkooperativ mit CRPcAMP
receptor _potein, Rezeptorpotein fur zyklisches AMP) (Holcroft uriggan 2000).
Zudem ist die RhaS-vermittelte Expression besondersh induziert, wenn der
intrazellulare Spiegel an zyklischen AMP hoch Wligkstrumet al.2005).

Der negative Regulator IscR ist Teil einer inteagten Feedback-Regulation: Der
aktive Regulator enthalt einen [2Fe-2§]luster und inhibiert die Expression des
eigeneniscRSUAOperons. Wenn die Synthese solcher Cluster duw@er& Einfliisse
eingeschrankt ist, entsteht eine IscR-Form, desedi€luster fehlt. Dadurch verliert es
seine inhibierende Wirkung und das Operon wird iexigrt (Schwartzet al.2001).

Das Cpx-System irE. coli vermittelt Resistenz gegeniuber extracytoplasniatisc
Stress. Seine Expression unterliegt einer negafRegulation durch CpxP (Danese und
Silhavy 1998). Dies erfolgt durch eine InhibitioardSensor-Kinase CpxA, welche tber
den Response Regulat®@pxR die Cpx-Antwort vermittelt (DiGiuseppe undhaivy
2003). Die Expression vonpxP selbst unterliegt der Kontrolle durch das CpxAR-
Zweikomponentensystem, so dass es sich hier um Feeeback-Inhibition handelt
(Danese und Silhavy 1998). EiopxP-Mutante ist ferner nur eingeschrankt zur Bildung

von Biofilmen fahig (Beloiret al.2004).

Die erhohte Expression vainG spiegelt sich in der ebenfalls erhéhten Expresdam
GeneyhdY und ginH wieder, welche unter der Kontrolle des duglhG kodierten
Proteins NtrC stehen. Fir die anderen Regulataienen Genexpression in eingimbJ
Deletionshintergrund erhoht ist, ist allerdingsneegleichzeitige Erh6hung der Zielgene
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ersichtlich. Ein Grund hierflr konnte das Fehletsprechender externer Signale sein
(beispielsweise ein hoher Spiegel zyklischen AMisHalle von RhaS). CpxP, IscR
und FrvR wirken jedoch autoregulatorisch auf digeae Expression, so dass eine
erhohte Expression dieser Gene hdchst unerwartetDisr Mechanismus, der in
Abwesenheit von YhbJ zu einer erhdhten Expressien kibrrespondierenden Gene

fuhrt, verbleibt kryptisch.

5.3.5. Das Kalteschockprotein CspA

In Abwesenheit von YhbJ ist die Expression aspA dramatisch herabgesetzt. Das
korrespondierende Protein ist ein RNA-Chaperon, dlasBildung sekundarer RNA-
Strukturen bei tiefen Temperaturen verhindert @ianal. 1997). DascspATranskript
ist sehr instabil bei 37°C und wird durch eine R&B&sabhéngige Prozessierung am 3’-
Ende destabilisiert (Hankiret al.2007).

CspA aktiviert die Expression vogyrA (Brandi et al. 1994) und dient nach einem
Kalteschock als transkriptioneller Aktivator véims (La Teanaet al. 1991). Es ist ein
negativer Regulator seiner eigenen Expression.

Obwohl der Zusammenhang zwischen YhbJ und CspAaungt, so ist es doch eine
interessante Beobachtung, das in Abwesenheit vohJY&ene der Hitzeschock-
Antwort aktiviert (siehe 4.3.1.) und mitspA und yihK (siehe 4.3.6) Gene der
Kalteschock-Antwort reprimiert werden. Ein weitetsgachtenswerter Aspekt ist die
Destabilisierung desspATranskriptes durch RNase E. Eine Moglichkeit, ddss
Kontrolle cspAExpression einem Mechanismus unterliegt, der varliéhen Faktoren

kontrolliert wird wie diegimSspezifische Expression.

5.3.6. Gene der Lipopolysaccharid-Kernsynthese

Neben Peptidoglykan sind Lipopolysaccharide das iteweEndprodukt des

Syntheseweges, dessen initiale Reaktion die Hemstehvon Glukosamin-6-Phosphat
ist (vergleiche 1.3.). Der letzte gemeinsame Vddaist UDP-GICcNAC.

In einemyhbJDeletionshintergrund ist die Expression einigem&edie fur Proteine

der Lipopolysaccharid-Kernsynthese kodieren, emgédDen hochsten Effekt hat die
Abwesenheit von YhbJ auf die Expression vdaK. Dieses Gen kodiert fur die
Heptosyl-Transferase IV. RfaK ist verantwortlichr filas Anfligen von Heptose IV an
den Glc lll-Rest des aul3eren Kerns (Heinriehal. 1998) und mdglicherweise auch fir
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das Anfigen von GIcNAc an eine Heptose des innéems (Klenaet al. 1992).
Ebenfalls in Abwesenheit von YhbJ ist die ExpressionrfaY undrfaZ erniedrigt, die
Bestandteil desselben Operons wiaK sind und ebenfalls an der Synthese des
Lipopolysaccharid-Kerns beteiligt sind.

Die Phosphorylierung von Heptose Il des innerennKewird durch die Kinase RfaY
durchgefuhrt, wahrend RfaZz am Hinzufligen der KDIG-Einheit an den KDO II-Rest
des inneren Kerns beteiligt ist. Eine Uberproduktimn RfaZ fiihrt zu Fehlern in der
Lipopolysaccharid-Biosynthese, beispielsweise wgeite Mengen O-Antigens oder
unvollstandige Strukturen des aufReren Kerns ([trdit al. 2003), wahrend eine
Deletion zu einem Defekt in der Synthese der Ligmsaccharide der Zellhille fuhrt
(Klenaet al.1992).

Das GenwbbK kodiert fir ein Protein, von dem ebenfalls angemam wird, dass es an
der Synthese der Lipopolysaccharide beteiligt GOA et al. 2001) und seine
Expression ist ebenfalls in Abwesenheit von Yhimieelrigt.

YihK ist ein Protein, fur das ebenfalls eine Rolie der Biosynthese von
Lipopolysacchariden vorhergesagt wurde, da eineahtut des korrespondierenden
Gens den Defekt einefaQ-Mutante unterdriicken kann (Mollet al. 2003). Zudem ist
das Protein fur das Uberleben bei niedrigen Tenpena notwendig (Pfennig und
Flower 2001). In enteropathogenén colirStdmmen ist YihK in die Pathogenese
involviert (Grantet al.2003).

Die verringerte Expression von Genen, deren koomdierende Proteine eine wichtige
Rolle in der Synthese von Lipopolysacchariden spielerscheint zunachst kontra-
intuitiv. In Abwesenheit von YhbJ ist die ExpressioonglmSstark erhdht, so dass in
der Zelle eine groRe Menge UDP-GICNAc fur die Sesthvon Lipopolysacchariden
zur Verfigung stehen sollte. Dies ist allerdings @eme von vielen Komponenten, die
zum Aufbau funktioneller Lipopolysaccharide benttigerden. Ein Uberschuss an
UDP-GIcNAc kann sogar einen Mangel an anderen VM@eta induzieren, indem die

kontinuierliche Verflugbarkeit zu einer starken $yage von Lipopolysacchariden fihrt,
wodurch andere Komponenten schneller verbrauchdevijr als sie nachproduziert
werden konnen. Dies kbnnte zu einer verringertepré&ssion der Gene fuhren, die die
Enzyme des Lipopolysaccharid-Aufbaus kodieren. [Beisweise konnte eine

Induktion der Genexpression durch ein anderes &ibals UDP-GICNAc wegfallen

oder die Expression dieser Gene unterliegt einezdba&ck-Inhibition durch das
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Endprodukt des Syntheseweges, und eine erhohtaigbarkeit von UDP-GICNAc
fuhrt zu einer Akkumulation dieser Endprodukte.

5.3.7. Gene requlatorischer Proteine mit erniedrifixpression imhyhbJHintergrund

Neben den unter 4.3.4. diskutierten Genen regusatogr Proteine, deren Expression in
Abwesenheit von YhbJ erhoht ist, gibt es auch est & Genen regulatorischer
Proteine, die unter diesen Bedingungen schwacheimebert werden:

TdcA ist ein transkriptioneller Aktivator, der Get®@ntrolliert, deren Produkte im
Abbau von Aminoséauren involviert sind. Er kontrefti vor allem die Expression des
tdcABCDEFGOperons (Hagewoodt al. 1994). Widerspruchlicherweise ist das durch
TdcA kontrollierte GenidcD in Abwesenheit von YhbJ um einen Faktor von 2&Bketr
exprimiert.

Das Protein HepA ist eine ATPase, die mit der RR#lymerase interagieren kann und
einen generellen Aktivator der Transkription an epgralisierten DNA-Abschnitten
darstellt (Sukhodoletst al.2001).

Das Gen ydaR kodiert fur einen nicht naher charakterisiertentepniellen
transkriptionellen Regulator (Perez-Ruedal.2004).

MelR ist der transkriptionelle Aktivator der Expsesn desmelABOperons, dessen
Genprodukte am Abbau von Melibiose, einem Disaddhabeteiligt sind. Die
Regulation erfolgt in Kooperation mit CREAMP receptor_potein, Rezeptorpotein fur
zyklisches AMP) (Belyaevaet al. 2000). MelR reprimiert in Abwesenheit von
Melibiose seine eigene Expression (Taetaal. 2000).

Auch hier, wie schon im Fall der Gene regulatorgsdProteine mit erhéhter Expression
in Abwesenheit von YhbJ, kdnnen die beobachteter@anterungen in der Expression
der Regulatoren nicht mit korrelierenden Effektahdie von ihnen kontrollierten Gene
verknlpft werden. Im Falle von TdcA widersprechea Hrgebnisse der MicroArray
Analyse sogar den beschriebenen Verhalten der ESijpre TdcA ist ein
transkriptioneller Aktivator desdcABCDEFGOperons und seine Expression ist in
Abwesenheit von YhbJ um einen Faktor von 4 ernggdiirotz der anzunehmenden
Reduktion der Aktivierung desdcABCDEFGOperons aufgrund der verringerten
TdcA-Menge ist die Expression vadcD um einen Faktor von 2,5 erhoht. Es ist nicht
auszuschliel3en, dass die Unterschiede durch Effsktamabwarts des Promotors
ausgelost werden. Beispielsweise konnte TdcA e st&biles Protein sein, so dass
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trotz der verringerten Expression noch immer sigaifte Mengen des Regulators in
der Zelle vorhanden sind, und diese die Expressies von ihnen kontrollierten

Operons noch immer aktivieren kbnnen. Gegen digs®fTe spricht jedoch, dass von
sieben kotranskribierten Genen des Operons nuntdé¢ eine signifikant erhdhte

Expression nachweisbar ist.

Eine weitere Moglichkeit ist eine alternative Tramgtion des Gens, die bislang
unbekannt ist und die unabhangig von TdcA statfintdm die genaue Ursache des
beobachteten widersprichlichen Effekts aufzukland jedoch weitergehende

Analysen notwendig.

5.4. Vergleich der Auswirkungen eineryhbJ-Deletion mit der Uberexpression von
GImY und GImZ in MicroArray Analysen

In der AG RNA-Biologie des Max-Plack-Institutes flinfektionsbiologie wurden
MicroArray Analysen mit plasmidischer Uberexpressiter kleinen RNAs GImY und
GIlmZ durchgefuhrt (K. Papenfort und J. Vogel, pateiie Kommunikation).
Vergleicht man die Ergebnisse dieser Analysen naheth der in dieser Arbeit
durchgefihrten MicroArrays mit eineyhbJDeletionsstamm, so zeigt sich zuné&chst
nur eine geringe Uberlappung der beeinflussten Qeediglich 25 Gene zeigen sowohl
in einer yhbJDeletion als auch unter Uberexpression vgimZ oder gimY ein
verandertes Transkriptionsprofil. Noch bemerkenssvest jedoch, dass lediglich vier
dieser Gene ein mit dem hier vorgestellten Reguiatnechanismus konsistentes
Verhalten aufweisen: Die GenglmS rhaS thiG und yhdY werden sowohl in
Abwesenheit von YhbJ als auch bei Uberexpressioereier kleinen sRNAs. Dies
impliziert, dass die Expression dieser Gene eindmliéhen, wenn nicht
Ubereinstimmenden, Regulation durch YhbJ und GinimMZunterliegen.

Die restlichen 21 Gene, deren Expression sowoAbiwesenheit von YhbJ als auch bei
Uberexpression von GImY oder GImZ verandert istige:e ein gegensatzliches
Verhalten: Alle von ihnen werden inyhbJDeletionsstamm verstarkt und bei
Uberexpression einer der kleinen RNAs verringepriemiert.

Ein antagonistisches Verhalten von einer yhbJ-eletim Vergleich zur
Uberexpression ist unerwartet, wenn man die Ergsender Untersuchung der gimS-
spezifischen Expression berucksichtigt: In Abwes@nkon yhbJ akkumulieren die
aktiven Formen der sRNAs, prozessiertes GImY unpragessiertes GImZ. Ebenso
konnte gezoegt werden, dass im Falle der Uberesipresvon gimZ oder glmY
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ebenfalls die aktiven Formen akkumulieren (Reiclaehtet al. 2008; Urban und Vogel
2008).

Unter diesem Gesichtspunkt zeigt sich, dass sowbbl wie auch GImY und GImZ
spezifische Regulons haben. Weiterhin wurden in d&aroArray Analyse unter
Uberexpression von GImY 109 Gene mit verandertepr&ssion identifiziert, unter
Uberexpression von GImZ 60 Gene. Die Uberlappurtgagehier jedoch nur 3 Gene.
Unter der Vorraussetzung, dass eine UberexpressiorGImY die Prozessierung von
GImZ verhindert, kann spekuliert werden, dasskEkpression dieser Gene indirekt von
GImY Uber diesen Effekt gesteuert wird. Anderessééissen diese Ergebnisse die
Vermutung zu, dass GImY unabhangig von GImZ agid@mn, beispielsweise durch
direkte Interaktion mit Ziel-mRNAs oder durch die@nflussung der Stabilitat anderer
kleiner RNAs.

Im Falle von GImZ kann spekuliert werden, ob di@zmssierte Form der sRNA
ebenfalls eine regulatorische Funktion hat. Diesiede dann die Expression der Gene
erklaren, die nicht mit dem GlmY-Regulon tberlappen

Aus dem Vergleich der MicroArray Analysen lassethsomit drei Schlliisse ziehen:

1. Die Gengglm§ thiG, rhaS undyhdY folgen in ihrer YhbJ/GImY/GImZ-abh&angigen
Expression einem gemeinsamen Muster, dass einedictédm oder gleichen
Mechanismus der Regulation wahrscheinlich macht.

2. Die geringe Uberlappung der durch GImY/GImZ uvidbJ in ihrer Expression
beeinflussten Gene lasst darauf schlieRen, dasse diaterschiedliche, spezifische
Regulons besitzen und die in Abwesenheit von Yhidbbchteten Effekte zu einem
grof3en Teil nicht auf einem Mechanismus beruherdean GImY oder GImZ beteiligt
sind

3. Da eine die plasmidische Uberexpression gionY und gimZ zu einer Aktivierung
der spezifischerglmSExpression fuhrt (Kalamorzt al. 2007; Urbanet al. 2007,
Reichenbachet al. 2008; Urban und Vogel 2008), sollten unter dieBealingungen
ahnliche Sekundareffekte wie in Abwesenheit von Jhéuftreten, wenn auch
schwacher. Jedoch ist keine der unter 5.3. distetieGruppen der durch YhbJ
beeinflussten Gene durch Uberexpression der kleRAs signifikant beeinfluss Dies
l&sst vermuten, dass die beobachteten Effekte tdaek die Abwesenheit von YhbJ
zuriickzufiihren sind und keine sekundaren Auswirkarder Uberexpression vgimS

darstellen.
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5.5. Expression despoN-Operons

Die Analyse der Expression dgsoN-Operons und somit voyhbJ (siehe 3.5.) ergab,
dass die Expression zu 80% veopoN-Promotor ausgeht, wahrend eine unvollstandige
Termination der Expression vom stromaufwarts gelegéptB-Promotor aus etwa 20%
zu der Expression depoN-Operons beitragt (vergleiche Abb. 4.23.).

Auffallig ist der Abfall der p-Galaktosidase Aktivitat in derlptB-yhbJ-laczZ-
Reporterfusion, welche neben depoN-Promotor auch die stromabwarts gelegenen
GenerpoN, hpf, ptsN sowie ein 5 -Fragment des GeytthJ umfasst. Dies stimmt mit
vorangegangenen Analysen depoN-Expression dberein, in der eine ahnliche
transkriptionelle FusionlgtB(-177) bisyhbJ+573)) ebenfalls eine deutlich verringerte
Aktivitat aufweist(Powell et al. 1995).

Dieser Effekt kann unterschiedliche Griinde haben. €3 sich um translationale
Fusionen handelt, unterliegt dieGalaktosidase Aktivitat der Reporterfusionen direk
der Translationsstarke des Genes, anlaas fusioniert wurde. Demnach kdnnte der
Abfall der Aktivitat durch eine geringere Transtatsrate vonyhbJ gegeniiberpoN
bedingt sein. Eine weitere Erklarung konnte die As@nheit einer schwachen
Sekundarstruktur stromabwarts vopoN sein, die eine Termination der Translation
oder auch Transkription propagiert. Eine zusateli€romotoraktivitat innerhalb des
rpoN-Operons wurde postuliert (Powell al. 1995), jedoch zeigen Analysen verkirzter
interner Fragmente des Operons keine transkrigtoné\ktivitdt und eine
Sequenzanalyse konnte keine potenziellen Promotedentifizieren (B. Gorke,
personliche Kommunikation).

Allerdings kann ein Einfluss der sRNAs GImY und @Gmicht véllig ausgeschlossen
werden. Die in 4.5.3. prasentierten Ergebnisseerelgdiglich, dass sich diese beiden
kleinen RNAs nicht auf die Transkription vghbJauswirken, sie lassen jedoch keinen
Schluss auf eine eventuellen Einfluss von GImY wur@mZ auf die
Translationseffizienz zu. Es ware mdoglich, dassRilsosomenbindestelle vorhbJin
der mRNA aufgrund von Sekundarstrukturen nicht mnggéh ist, und die Bindung der
MRNA mit einer der kleinen RNAs notig ist um die gEgssion des Gens zu
ermdoglichen. Umgekehrt kénnte die Translation adwtth Interaktion mit einer sSRNA

stimuliert werden (Gottesman 2002).
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5.6. Ausblick

Obwohl der Start- und Ausgangspunkt der spezifisojlenSExpression aufgeklart
werden konnten (ein Mangel an GIcN-6-Phosphat fibrt Stabilisierung eingglmS
spezifischen mRNA), ist der genaue Ablauf der Ratiuh weiterhin unklar.

Besonders wichtig fur ein weitergehendes Verstander Ablaufe ist die Frage, wie
das Signal in die regulatorische Kaskade eingesparid. Die Expression voglmY ist
von ¢>* abhangig, dessen Aktivitat nur durch ein zus#iekic Aktivatorprotein
vermittelt werden kann. Dieses potenzielle Aktivptotein ist ein wahrscheinlicher
Kandidat fir den Sensor des GIcN-6-P-Spiegels. Gan glmY ist in direkter
Nachbarschaft der Gene des YfhAK-Zweikomponentdesys kodiert. DelResponse
Regulator YfhA ist ein potenzieller Aktivator fiirc>*abhangige Promotoren.
Untersuchungen dagimY-Expression und einer moglichen Verkntpfung mit A#h
werden momentan in unserer Arbeitsgruppe durchgefih

Um einen weiteren Einblick in die Funktion von Yhbd erhalten, sind verschiedene
Richtungen moglich: Durch Uberexpression und Aufigting von YhbJ-Derivaten mit
Mutationen in der potenziellen RNA-Bindedomane umdlen anderen konservierten
Motiven kann die Funktion dieser Doméanen weiterrakierisiert werden, besonders
hinsichtlich der Bindung von RNA, der vorhergesagtéahigkeit zur ATP/GTP-
Hydrolyse sowie einer mdglichen Dimerisierung. EAgtklarung der Kristallstruktur
von Protein:RNA-Komplexen kann weiteren Einblick den Vorgang der RNA-
Bindung geben. Zudem kénnten mutierte Formen vanYGlnd GImZ in EMSAsS mit
YhbJ verwendet werden, um die RNA-Bindung des Ristenit der Anwesenheit
bestimmter Merkmale in der RNA zu verknipfen (bmlkgwveise mit den
Ausbuchtungen an den mittleren Haarnadelstruktuden beiden sRNAs, siehe
Abb.4.2.). Mittels SPINE (Herzberegt al. 2007) wéare es zudem maoglich, Proteine zu
identifizieren, die mit YhbJ interagieren.

Die Auswertung der MicroArray Analysen mit einedyhbJStamm wird durch die
parallele Wirkung zweier artifizieller Bedingungenschwert: Die Auswirkungen der
Abwesenheit von YhbJ sind hier kombiniert mit dems®irkungen der Uberexpression
von glmS Zwar koénnen durch eine Abgleich der MicroArray alysen unter
Uberexpression voglmZ und in Abwesenheit von YhbJ, wie unter 5.4. digktt die
Sekundareffekte der verstarktgimSExpression subtrahiert werden, jedoch kommen
hier wiederum zusétzliche Effekte und Sekundarédfekurch die Wirkung der kleinen
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RNA hinzu. Um die potenziellen Einflisse der Abwdsat von YhbJ von denen einer
stark erhdhtenglmSExpression auf die Genexpression zu separieremnek®
MicroArray-Analysen mit Wildtyp-Kulturen durchgefith werden, in denen durch
Zugabe von Nva-FMDP die Produktion von GImS in Asemheit physiologischer
Mengen von YhbJ erhoht ist. Umgekehrt kénnte dudod Mutation der fur die
Stabilisierung deglmSspezifischen mRNA durch GImZ verantwortlichen Nadtide
eine Uberexpression vogimS in Abwesenheit von YhbJ verhindert werden, ohne

eventuelle weitere Ziele von GImZ zu beeinflussen.

Ein weiterer wichtiger Schritt in Zusammenhang mér MicroArray Analyse der
Auswirkungen der Deletion von yhbJ ist eine Verdrung der Ergebnisse durch
alternative Methoden. Beispielsweise konnte die rEsgion ausgewahlter durch die
Deletion in ihrer Expression beeinfluBter Gene efsttNorthern Blot Analyse oder
durch Untersuchungen mit entsprechentbs?-Fusionen untersucht werden. Solche
Analysen konnten zusatzlich auch bei gleichzeitigétberexpression von
plasmidstandigenyhbJ durchgefuhrt werden. Falls in diesen Untersuchonge
reproduzierbarer Effekt von YhbJ auf die Genexpogsswuftritt, konnte nachfolgend
der Einflul3 der in dieser Arbeit beschriebenen aerténh Formen von YhbJ untersucht
werden. Dadurch koénnten unter Umstanden bestimmtsedevierte Motive innerhalb

von YhbJ mit einer Funktion verknupft werden.

Daten aus der MicroArray Analyse dglsbJDeletionsstammes ertffnen des Weiteren
die Moglichkeit, dass die Abwesenheit von YhbJ elmanslation derpoH-mRNA,
welche fir den Sigma-Faktor der Hitzeschockantweff) kodiert, bei niedrigen
Temperaturen erméglicht. Dies lie3e sich schnetl emfach Uberprufen, indem die
Expression einer translationalepoH-lacZ-Fusion im Wildtyp und in einenyhbJ
Deletionsstamm bei 37°C und 42°C verglichen wird.

Auch hier wirden die zuvor vorgeschlagenen zusdizh MicroArray-Analysen
hilfreich sein: Falls die Induktion der Hitzeschaokwort auf der Aggregation von
GImS durch Entkopplung der Gen-Expression in Abwhsé von YhbJ beruht, so
sollte dieser Effekt bei Nva-FMDP-induzierter Ubgreession auch in Anwesenheit
von YhbJ eintreten. Im umgekehrten Fall, wenn dewvAsenheit von YhbJ fir den
Effekt verantwortlich ist, sollte dieser auch imei Mutante eintreten, in der die

Entkopplung deglImSExpression nicht mehr maglich ist.
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In Verbindung mit der vorgeschlagenepoH-lacZ-Reporterfusion kénnte auch der
Effekt einer artifiziellen, plasmidgestiitzten Ubgyeession vongimS auf die

Translationseffizienz vorpoH geprift werden.

YhbJ weist Eigenschaften auf, die eine weitergedefgnktion als die Kontrolle der
glmSExpression implizieren: Das hierfir notwendigegnaielle RNA-Bindemotiv ist

innerhalb der Proteinfamilie nicht konserviert, weédd Mutationen des
hochkonservierten Walker A-Motiv der P-Loop-ATP@&amane keine Auswirkung
auf die Fahigkeit von YhbJ zur Expressionskontreite gimS hat. Dies sind starke
Hinweise auf eine zusatzliche Funktion von YhbJm Udiese Hypothese weiter zu
verfolgen koénnten globale Analysen der Transkriptiend Translation in Stammen
durchgefuhrt werden, die Mutationen in den konsgtegn Motiven von YhbJ tragen,
besonders mit Mutationen des Walker A-Motivs odesr dootenziellen RNA-

Bindedomane.

Schlief3lich bleibt das Ratsel der unterschiedlictfeGalaktosidase Aktivitat der
Reporterfusionen zur Untersuchung der ExpressismmeN-Operons. Um hier weitere
Einblicke zu erlangen, sollte zunéchst der Effektere Deletion und plasmidischer
Uberexpression der kleinen RNAs GImY und GImZ aufs dVerhalten der
Reportergenfusionen untersucht werden. Zudem kd&ginge Fusion der intergenischen
Region zwischerpf und ptsN an lacZ unter Kontrolle eines konstitutiven Promotors

genutzt werden, um madgliche posttranskriptionelgiiationen zu detektieren.
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7. Anhang

7.1. Stamme

Name Beschreibung Referenz/Quelle

AM111 MC41® hfgl::omega (Tsuiet al.1994)

AM112 MC410 hfg2::omega (Tsuiet al.1994)

DH5a @80dacZAM15, recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdRL7 (., | (Sambrook und Russe
m«"), supE4, relAl, deoR A(lacZYA-arghU169 2001)
IBPC5321AgImS:tc thi-1 argG6 argE3 his-4 xyl-5 rpsL (Plumbridge und Vimr

IBPC750 AlacX74 mic delta gimS::tc 1999)

(Plumbridge und Kolb

IBPC 5321 thi-1 argG6 argE3 his-4 xyl-5 rpshlacX74 mlcAgimsS::tc 1991)

(Urban und Vogel

JVvS8018 E. coliMC4100AyhbJ::kan 2008)

F araD13%(argF-lac)U169* rspL150 relAl flbB5301

MC4100 fruA25% deoC1 ptsF25 el4- (Casadaban 1976)

N3431 lacz43 (Fs), rne-3071(ts), relAl, spoT1, thi-1 (Goldblum und
Apririon 1981)

N3433 lacz43 (Fs), rne+, relAl, spoT1, thi-1 (Goldblum und
Apririon 1981)

R1279 A(pho-bgl)2014(lac-pro) ara thi (Gorke und Rak 1999)

R2260 R12794(ptsH ptsl crr)::neo Laborsammlung B
Gorke, Institut  fur
Mikrobiologie und
Genetik, Goéttingen

R2404 R1279AptsP (Kalamorzet al.2007)

R2409 R1279AptsP, A(ptsH ptsl crr)::neo (Kalamorzet al.2007)

R2413 R1279AptsN-npr (Kalamorzet al.2007)

R2415 R1279AptsN-nprA(ptsH ptsl crr)::neo (Kalamorzet al.2007)

W3110 F A IN(rrnD-rmE)1 (Bachmann 1972)

zZ2 A(btsN-npr) A(pho-bgl)2014(lac-pro) ara thi, strf F' laci® | (Kalamorzet al.2007)
laczAM15 lacY pro

Z3 A(pho-bgl)201 A(lac-pro) ara thi, strf F' laci® lacZaM15 | (Kalamorzet al.2007)
lacY" pro

Z5 A(btsN-npr) A(pho-bgl)2014(lac-pro) ara thi, strf F' laci® | (Kalamorzet al.2007)
laczAM15 lacY pro" attB::[gimS5-lacZ (gimS -311 to
+129)aadA(spef)]

Z6 A(btsN-npr) A(pho-bgl)2014(lac-pro) ara thi, strf F' laci® | (Kalamorzet al.2007)
laczAM15 lacY pro™ attB::[ glmU-5-glmU-gimS5'-lacZ
(gIimU -392 toglmS+129) aadA (spef)]

Z8 A(pho-bgl)201 A(lac-pro) ara thi, strf F' laci® lacZAM15 | (Kalamorzet al.2007)
lacY" pro" attB::[gimS5-lacZ (gImS-311 to +129)aadA
(sped)]

Z9 A(pho-bgl)201 A(lac-pro) ara thi, strf F' laci® lacZAM15 | (Kalamorzet al.2007)
lacY" pro" attB::[gimU-5-gimU-gimS5'-lacZ (gimU -392
to glmS+129) aadA(spef)]

Z10 W31104lacU169 gal 4901cl857 A(cro-bioA) dybhK::cat Diese Arbeit

Z11 W31104lacU169 gal 4904cI857 A(cro-bioA) AyhbJ::cat Diese Arbeit

Z12 A(pho-bgl)2014(lac-pro) ara thidnagC::tc Laborsammlung B.

Gorke, Institut fur
Mikrobiologie und
Genetik, Goéttingen
224 R1279%hbJ::cat Diese Arbeit und
(Kalamorzet al.2007)
227 Z8yhbJ::cat Diese Arbeit und
(Kalamorzet al.2007)
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Z28 Z8 AyhbJ Diese Arbeit und
(Kalamorzet al.2007)

Z29 Z2ybhK::cat Diese Arbeit

Z30 Z2 AybhK Diese Arbeit

731 Z3ybhK::cat Diese Arbeit

Z32 Z3 AybhK Diese Arbeit

Z37 R12794yhbJ Diese Arbeit und
(Kalamorzet al.2007)

738 Z8glmZ::cat Diese Arbeit und
(Reichenbach et al.
2008)

Z39 Z8 AglmZ Diese Arbeit

Z40 Z9 AglmZ::cat Diese Arbeit und
(Kalamorzet al.2007)

z41 Z9 AglmZ Diese Arbeit

z42 Z5glmZ::cat Diese Arbeit und
(Kalamorzet al.2007)

Z43 Z5 AglmZ Diese Arbeit und
(Kalamorzet al.2007)

Z44 R1279glmZ::cat Diese Arbeit und
(Kalamorzet al.2007)

Z45 R1279AgimZ Diese Arbeit und
(Kalamorzet al.2007)

Z46 R2413%IlmZ::cat Diese Arbeit und
(Kalamorzet al.2007)

z47 R2413Agimz Diese Arbeit und
(Reichenbach et al.
2008)

752 N3431AyhbJ ::cat (Kalamorzet al.2007)

Z53 N3433AyhbJ ::cat (Kalamorzet al.2007)

Z60 R127%fgl::omega (Kalamorzet al.2007)

Z61 Z24hfgl::omega (Kalamorzet al.2007)

262 R127%fg2::o0mega (Kalamorzet al.2007)

Z63 Z24hfq2::omega (Kalamorzet al.2007)

Z79 R1279AptsN Diese Arbeit

Z87 R127%goT::cat Diese Arbeit

Z88 R1279AdgoT Diese Arbeit

Z89 R2413dgoT::cat Diese Arbeit

Z90 R2413AdgoT Diese Arbeit

791 R1279%jiR::cat Diese Arbeit

292 R1279AyjiR Diese Arbeit

793 R2413yjiR::cat Diese Arbeit

294 R2413AyjiR Diese Arbeit

795 R127gImY::cat Diese Arbeit und
(Reichenbach et al.
2008)

796 R1279AgimY Diese Arbeit und
(Reichenbach et al.
2008)

297 R2413IlmY::cat Diese Arbeit

Z98 R2413AgimY Diese Arbeit

2184 R1279ArpoN Laborsammlung B.

Gorke, Institut fur
Mikrobiologie und
Genetik, Goéttingen
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7.2. Plasmide

Name

Beschreibung

Referenz / Quelle

pBAD18

ExpressionsplasmidgRpromoter, MCS 2bla/cat/amp,
pBR322-ori

(Guzman et al. 1995)

pBAD30

ExpressionsplasmidzRpromoter, MCS 2bla, pACY C-ori

(Guzman et al. 1995)

pBAD33

Expressionsplasmid,2promoter, MCS 2¢at, pACY C-ori

(Guzman et al. 1995)

pBGG15

transkriptionelle Fusion vén coliglmU-5’ (-392 to +240)
anlacZin pKES-15

(Kalamorzet al.2007)

pBGG16

transkriptionelle Fusion v@n coligimS5’ (gimS-311 to
+129) anlacZin pKES-15

(Kalamorzet al.2007)

pBGG17

transkriptionelle Fusion vén coliglmU-5’-gimU-gImS5’
(glmU -392 togImS+129) anacZin pKES-15

(Kalamorzet al.2007)

pBGG56

E. coli gimSuntertacOR-Kontrolle.

Konstruktion: Ligation mit 3 Fragmenten:

1. pFDX3543AXbal/Sacll (2392 bp), 2. pFDX3543
ASacll/BamHI (767 bp), 3ImS+ 15 bp stromaufwarts aug
PCR mit BG180/BG181ABamHI/Xbal.

Diese Arbeit und
(Kalamorzet al.2007)

pBGG57

pBGG56, jedocimSersetzt durclygimz
Konstruktion: pBGG5@Xhol/Xbal (3168 bp) ligiert mit
Produkt aus PCR mit BG186/BG13Xhol/Xbal.

Diese Arbeit

pBGG58

transkriptionelle Fusion v@n coliglmZ +intergenische
Region (gimZ-424 toglmZ+172) anacZin pKES-15
Konstruktion: pKES13\Sad/Xba ligiert mit Produkt aus
PCR mit BG199/BG20ASad/Xbd

Diese Arbeit

pBGG59

transkriptionelle Fusion v@n coliglmZ +intergenische
Region(gimzZ-424 bisgimzZ +31) ) anacZ in pKES-15
Konstruktion: pKES1%\Sad/Xbal ligiert mit Produkt aus
PCR mit BG199/BG202ASad/Xba

Diese Arbeit und
(Kalamorzet al.2007)

pBGG63

yhbJGly8Ala-Mutante mit authentischer Shine-Dalgarno-
Sequenz unter Kontrolle degPPromoters in pBAD33

Laborsammlung B.
Gorke

pBGG83

glmZmit den intergenischen Bereichen stromauf- und ab
warts gImZ-416 bisglmZ+254 ) unter Kontrolle des,&
Promoters in pBAD30

Konstruktion: pBAD30ASad/Xbd ligiert mit Produkt aus
PCR mit BG234/BG 23ASad/Xba

Diese Arbeit

pBGG84

glmZmit 100 bp stromaufwarts und intergenischen Berei
stromabwartsgimZ-100 bisgimZ+) unter Kontrolle des -
Promoters in pBAD30

Konstruktion: pBAD30ASad/Xbd ligiert mit Produkt aus
PCR mit BG235/BG 23ASad/Xba

HKalamorzet al.2007)

pBGG85

glmZmit intergenischen Bereich stromabwagb{Z +1 bis
glmZ+) unter Kontrolle des f-Promoters in pBAD30
Konstruktion: pBAD30ASad/Xbd ligiert mit Produkt aus
PCR mit BG236/BG 23ASad/Xba

Diese Arbeit

pBGG88

glmM unter Kontrolle des B-Promoters in pBAD18gmp.
Konstruktion: pBAD18ASad/Xbd ligiert mit Produkt aus
PCR mit BG280/BG 28ASad/Xba

Diese Arbeit

pBGG89

glmZ+ intergenische Region stromaufwadéZ -424 bis
glmZ +172) unter Kontrolle des,®Promoters in pBAD18
(amp.

Konstruktion: pBAD18ASad/Xbd ligiert mit Produkt aus
PCR mit BG234/ BG273Sad/Xba

Diese Arbeit

pBGG90

glmZ+ intergenische Region stromabwagb(Z-100 tbis

glmZ+172) unter Kontrolle des,B-Promoters in pBAD18
(amp.

Konstruktion: pBAD18ASad/Xbd ligiert mit Produkt aus

PCR mit BG235/BG 274Sad/Xba

Diese Arbeit

pBGGO1

glmZ (gimzZ+1 bisgimZ +172)unter Kontrolle des,R-
Promoters in pBAD18amp).
Konstruktion: pBAD18ASad/Xbd ligiert mit Produkt aus

PCR mit BG236/BG 273Sad/Xba

Diese Arbeit
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pBGG95

glmM unter Kontrolle des B-Promoters in pBAD18cat).
Konstruktion: pBAD18ASad/Xbd ligiert gimM-Fragment
aus pBGG8@\Sad/Xba

Diese Arbeit

pBGG105

yhbJmit N-terminalen Strep-Tag
Kostruktion: pGP172Kpnl/EcoRI ligiert mit Fragment aus
PCR mit BG306/BG30AKpnl/EcoRl

Diese Arbeit

pBGG106

ybhK mit N-terminalen Strep-Tag
Kostruktion: pGP172Kpnl/EcoRI ligiert mit Fragment aus
PCR mit BG313/BG314Kpnl/EcoRlI

Diese Arbeit

pBGG109

yhbJA AA 256- mit authentischer Shine-Dalgarno-Seque
unter Kontrolle des F;-Promoters in pBAD33

Konstruktion: pBAD33ASacl/Xbal ligiert mit Fragment aus
PCR mit BG209/BG 31@Sacl/Xbal

nbiese Arbeit

pBGG110

yhbJGly8Ala mit authentischer Shine-Dalgarno-Sequenz
unter Kontrolle des Fs-Promoters in pBAD33
Konstruktion: pBAD33ASacl/Xbal ligiert mit Fragment aus
PCR mit BG210/BG 31@Sacl/Xbal

Diese Arbeit

pBGG119

yhbJmit authentischer Shine-Dalgarno-Sequenz unter
Kontrolle des B,-Promoters in pPBAD33

Konstruktion: Ligation mit 3 Fragmenten:

1. pBAD33ASacl/Xbal, 2. Fragment aus PCR mit
BG209/BG324ASacl/Ncol, 3. Fragment aus PCR mit
BG346/BG212ANca/Xba

Diese Arbeit

pBGG120

yhbJG13A mit authentischer Shine-Dalgarno-Sequenz
unter Kontrolle des Fs-Promoters in pBAD33
Konstruktion: Ligation mit 3 Fragmenten:

1. pBAD33ASacl/Xbal, 2. Fragment aus PCR mit
BG323/BG324ASacl/Ncol, 3. Fragment aus PCR mit
BG346/BG212ANcad/Xbd

Diese Arbeit

pBGG121

yhbJA AA164 — 212 mit authentischer Shine-Dalgarno-
Sequenz unter Kontrolle degPPromoters in pBAD33
Konstruktion: Ligation mit 3 Fragmenten:

1. pBAD33ASacl/Xbal, 2. Fragment aus PCR mit
BG323/BG324ASacl/Ncol, 3. Fragment aus PCR mit
BG325/BG212ANcd/Xbal.

Diese Arbeit

pBGG122

yhbJF167A mit authentischer Shine-Dalgarno-Sequenz
unter Kontrolle des F-Promoters in pBAD33
Konstruktion: Ligation mit 3 Fragmenten:

1. pBAD33ASacl/Xbal, 2. Fragment aus PCR mit
BG209/BG324ASacl/Ncol, 3. Fragment aus PCR mit
BG326/BG212ANcad/Xbdl.

Diese Arbeit

pBGG123

yhbJG168L mit authentischer Shine-Dalgarno-Sequenz
unter Kontrolle des Fs-Promoters in pBAD33
Konstruktion:

Konstruktion: Ligation mit 3 Fragmenten:

1. pBAD33ASacl/Xbal, 2. Fragment aus PCR mit
BG209/BG324ASacl/Ncol, 3. Fragment aus PCR mit
BG327/BG212ANcd/Xba

Diese Arbeit

pBGG124

yhbJmit authentischer Shine-Dalgarno-Sequenz unter
Kontrolle des B,-Promoters in pBAD33

Konstruktion: Ligation mit 3 Fragmenten:

1. pBAD33ASacl/Xbal, 2. Fragment aus PCR mit
BG209/BG33MSaclBamH, 3. Fragment aus PCR mit
BG328/BG212ABamH/Xbd.

Diese Arbeit

pBGG125

yhbJN188A mit authentischer Shine-Dalgarno-Sequenz
unter Kontrolle des Fs-Promoters in pBAD33
Konstruktion: Ligation mit 3 Fragmenten:

1. pBAD33ASacl/Xbal, 2. Fragment aus PCR mit
BG209/BG331ASaclBamH, 3. Fragment aus PCR mit
BG328/BG212ABamH/Xbd..

Diese Arbeit

pBGG126

yhbJP189A mit authentischer Shine-Dalgarno-Sequenz

Diese Arbeit

unter Kontrolle des R-Promoters in pBAD33
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Konstruktion;Ligation mit 3 Fragmenten:

1. pBAD33ASacl/Xbal, 2. Fragment aus PCR mit
BG209/BG332ASaclBamH, 3. Fragment aus PCR mit
BG328/BG212ABamH/Xbd..

pBGG127 yhbJG199L mit authentischer Shine-Dalgarno-Sequenz | Diese Arbeit
unter Kontrolle des F-Promoters in pBAD33
Konstruktion: Ligation mit 3 Fragmenten:
1. pBAD33ASacl/Xbal, 2. Fragment aus PCR mit
BG209/BG33MSaclBamH, 3. Fragment aus PCR mit
BG329/BG212ABamH/Xbdl.
pBGG149 glmY unter R-Kontrolle in pFDX1088 (Reichenbach et al.
2008)
pBGG161 yhbJ mit C-terminalen His(10)-Tag untepfKontrolle in Diese Arbeit
pKES170
Konstruktion: pKES17@Ndel-Xbal ligiert mit Fragment
aus PCR mit BG394/BG395Ndel-Xbal
pBGG162 yhbJ mit N-terminalen His(10)-Tag unteg,BKontrolle in Diese Arbeit
pKES170
Konstruktion: pKES17@Ndel-Pstl ligiert mit Fragment aus
PCR mit BG396/BG39ANdel-Pstl
pBGG165 translational@tA(-152) > rpoN(+79)4acZ-Fusion in Diese Arbeit
pKEM20
Konstruktion: pKEM2QASall-Xbal ligiert mit Fragment aus
PCR mit BG400/BG40ASall-Xbal
pBGG166 translational@tB(+100) > rpoN(+79)dacz-Fusion in Diese Arbeit
pKEM20
Konstruktion: pKEM20ASall-Xbal ligiert mit Fragment aus
PCR mit BG402/BG40ASall-Xbal
pBGG168 translationaletB(+100) > yhbJ+168)4acZ-Fusion in Diese Arbeit
pKEM20
Konstruktion: pKEM20ASall-Xbal ligiert mit Fragment aus
PCR mit aus PCR mit BG402/BG40&all-Xbal
pCP20 bla, cat FLP Rekombinase unter Kontrolle eines (Datsenko und Wanne
temperatursensitiven Promotors; ori pSCi01 2000)
pFDX3453 bglG unterP,-Kontrolle, MCS hintelbgIG, tet, pACYC-ori | (Gorke and Rak 1999)
pFDX4291 pSC101-orat, OperatorlosePy., Bglll, sacBRBS, Ndel, | (Kalamorzet al.2007)
Xbal, Hincll
pFDX4292 ptsOunterPy,-Kontrolle in pFDX4291 (Kalamoret al.2007)
pFDX4294 ptsNunterPKontrolle in pFDX4291 (Kalamorzet al.2007)
pFDX4296 ptsN yhbJ ptsOunterP,Kontrolle in pFDX4291 (Kalamoret al.2007)
pFDX4320 yhbJ ptsOunterP,Kontrolle in pFDX4291 (Kalamorzet al.2007)
pFDX4322 ptsOandptsNunterP,-Kontrolle in pFDX4291 (Kalamoret al.2007)
pFDX4324 yhbJunderPycontrol in pFDX4291 (Kalamorzet al.2007)
pKD3 cat-Kassette mit stromabwarts gelegener (Datsenko und Wanne
Ribosomensbindestelle zur Vermeidung polarer Effekt | 2000).
siehe 3.5.3.
pKD46 Helferplasmid mik-Rekombinasesystem untey, P (Datsenko und Wanner
Kontrolle, bla; ori pSC10%""® siehe 3.5.3. 2000)
pKEM4 ori p15A neq attP, aadA T4gene3Zlerminator, Laborsammlung K.
promoterlosetacZ Schnetz, Institut fir
Genetik, Koln
pKEM20 ori p15A neq attP, aadA T4gene3Zlerminator,Pyo-lacZ. | Laborsammliung K.
Vektor fur translationaléacZ Fusionen. Schnetz, Institut fir
Genetik, Koln
pKES15 ori p15Aneq attP, aadA T4gene32lerminator Pyq-lacZ. | Laborsammiung K.
Vektor fur transkriptionaléacZ Fusionen. Schnetz, Institut fir
Genetik, Kéln
pKES170 bla, lacl, P4, SD T7 Gen 10, Ndel, Xbal, pBR322-ori. Laborsammlung K.
Vektor fiir Protein-Uberproduktion Schnetz, Institut fir
Genetik, Kéln
pKESK18 TriO-Transposase unt&Pr-control,Aclgs;, mTnLO::cat, (Madhusudaret al.
pSC101-rep’, neo 2005)
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7.3. Oligonukleotide

Name Sequenz Verwendung
BG25 GTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGG SequenzieruntpacZ-
Fusionen
BG80 GGCCACGCGTCGACTAGTACNNNNNNNNNNGATC DegeneriertPrimer
fur 1. Schritt der ST-
PCR
BG81 GCTCTAGAGGCCACGCGTCGACTAGTAC 2. Schritt der FTR.
identisch zum
definierten Bereich vor
BG80
BG82 TTTGCATGCTTCAAAGCCTGTCGGAATTGG 1.Schritt delfSPCR,
paart im ninl0-
Transposon, rechtes
Ende
BG83 GCTCTAGAATTCACGGTTTACCCAC 2.Schritt der ST-PCR,
TTATAAACAAAAGATCGG paart im nTnl0-
Transposon, rechtes
Ende
BG84 AAGAGCGCCCAATACGCAAACCGCC 1.Schritt der ST-PCR
paart im nTn10-
Transposon, linkes
Ende
BG85 GO CTAGA CGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGGG 2.Schritt der ST-PCR
paart im ninl0-
Transposon, linkes
Ende
BG96 TGATGCAGGAAATGGGTCTG fwd-checithbK
BG97 GGCGGAGCTGCAATACGC rev-cheghbK
BG146 AAGTAATCGCAACATCCGCATTA Sequenzierung von
Insertionen in pKES15
BG155 | CAATTTGCGCTACTGTAGCGCGGATAATCTGACTCCAGG | fwd-Primer zur
AAACTAT GTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG Generierung der
Kassette zur
markerlosen Deletion
vonybhK
BG156 | CACTTTGTCTTCAATAGGAAGCCGGAATTTTCCTTCGGAT | rev-Primer zur
TTCCGTTAACATATGAATATCCTCCTTAGTTCCTATTCC Generierung der
Kassette zur
markerlosen Deletion
vonybhK
BG157 GTTATTCGGTAATGTCTCTTTTAGACGTTGTGAGGAGAAA| fwd-Primer zur
CAGTACGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG Generierung der
Kassette zur
markerlosen Deletion
vonyhbJ
BG158 GGCATGCATGCCCAGCTTGTTTGTGATTTCAACAGTTTGQ rev-Primer zur
TTGACGGTCATATGAATATCCTCCTTAGTTCCTATTCC Generierung der
Kassette zur
markerlosen Deletion
vonyhbJ
BG159 GTTTGTAGGCCGGATAAGGC fwd-checkbhK
BG160 CGTGCATCGTCCTTTAGAGG rev-cheglbhK
BG161 GGATACCGAAGGTACTCCGG fwd-checkhbJ
BG162 CGTAAGAGCACTTCAGCGTC rev-chegibJ
BG163 CGTGGTATTCACTCCAGAGCG fwd-chedat (pKD3)
BG164 GCTGGTGATATGGGATAGTG rev-chedat (pKD3)
BG180 GCGGGATCTCGAGAAATCGGAATCAAAAACTATGTGT fwd-gimSBanH|/Xhd

GG
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BG181 GCACTAGA TTACTCAACCGTAACCGATTTTGCC revglmSXbal
BG182 CGGGCATACAGGTTGACCGACAACGATATAAATCGGAAT | fwd-Primer zur
CAAAAACT GTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG Generierung der
Kassette zur
markerlosen Deletion
vongimS
BG183 CAGGAAGAAAAATGCCCCGCTTACGCAGGGCATCCATTT| rev-Primer zur
ATTACATATGAATATCCTCCTTAGTTCCTATTCC Generierung der
Kassette zur
markerlosen Deletion
vongimS
BG184 GGGATGTTATTTCCCGATTCTCTGTGGCATAATAAACGS | fwd-Primer zur
TGTAGGCTGGAGCTGCTTCG Generierung der
Kassette zur
markerlosen Deletion
vonglmZ
BG185 CACCCGGAGGCAAGCACCTCCGGGGCCTTCCTGATACAT rev-Primer zur
CATATGAATATCCTCCTTAGTTCCTATTCC Generierung der
Kassette zur
markerlosen Deletion
vonglmZ
BG186 GCGCTCGAGGTAGATGCTCATTCCATCTCTTAT fwd-glmz Xhd
TTCGCC
BG187 GCACTAGA GCACCTCCGGGGCCTTCCTGATACAT regimZ-Xbal
BG188 GTGTAGGATCAAGCTCAGG fwd-checgimZ
BG189 CAGCTATGCGTCGCGACG rev-cheghkmZ
BG190 GCGGATCCGCAAAATGCTCCGGTTTCATGTCATC fwdglmZBanH|
BG191 GCETCGAGTTCCTTCTCACCCGGAGGCAAGCA regimZ-Xhad
BG197 CTTACAAGACGAACACGTTAAGC fwd-checkrpoN
BG198 GTCTTCCTTATCGGTTGGGTC rev-chegioN
BG199 GCACGGTCGACGCAAAATGCTCCGGTTTCATG fwdglmZ (-421)Sal
BG200 GCACGCGTCGACGATGCTGTTTTTAGTTTTAACGGC fwghmZ (-207) Sal
BG201 GCACTAGA AAAACAGGTCTGTATGACAACAAGTGGG revgimZ (+172)Xba
BG202 GCACTAGA GGCGAACATAAGAGATGGAATGAGC revglmZ (+30) Xbal
BG203 GCATGAGAGGAAATCAGGCGCTTCGCCGCTATTTCGAAT| fwd-Primer zur
GTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG Generierung der
Kassette zur
markerlosen Deletion
vonyjiR
BG204 CCGGTTTTTCTCTCTGTATGGTCCACATAAGGAATACAGC| rev-Primer zur
CATATGAATATCCTCCTTAGTTCCTATTCC Generierung der
Kassette zur
markerlosen Deletion
vonyjiR
BG205 CCTGGTCAGGCGTTCACATGGCATCC fwd-cheghR
BG206 CCTCATCTTTCAGAGGCTTCATCATCCACC rev-chegkR
BG229 AGATTAGCGGATCCTACCTG Sequenzierung
pBAD18/30/33 (fwd)
BG232 TGATTTAATCTGTATCAGGCTG Sequenzierung
pBAD18/30/33 (rev)
BG233 CGGACGCCTACGATTACGC rev-cheekmz
BG234 | GGOCGAGCTCGCAAAATGCTCCGGTTTCATGTC fwdglmzZ Position -424
Sad
BG235 | GGCGAGCTCTCAGGAAGTTATTACTCAGGAAGC fwd-glmZ Position -100
Sad
BG236 GGGAGCTCGTAGATGCTCATTCCATCTCTTATGTTCG fwdglmZ Sat
BG237 GGOCTAGATTCCTTCTCACCCGGAGGCAAGCACC regimZ Position +254
Xba
BG244 GCGCAGTGGTGTGGCACATATTCCACAGTTGAAGGATG | fwd-Primer zur

TAGGCTGGAGCTGCTTCG

Generierung der
Kassette zur
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markerlosen Deletion
vondgoT

BG245 CGGCTTCGCTATGCCCAAAATCTGGAGAAAGCTCGQOIA | rev-Primer zur
TATGAATATCCTCCTTAGTTCCTATTCC Generierung der
Kassette zur
markerlosen Deletion
vondgoT
BG246 GCCTTTCTGATTGGTGAAGCGG fwd-chedgoT
BG247 CGTAAGCCCCTCATCGGGC rev-chedgoT
BG248 CAACAAAGCCGGGAATTACCCGGCTTTGTTATGGAATG | fwd-Primer zur
TAGGCTGGAGCTGCTTCG Generierung der
Kassette zur
markerlosen Deletion
vonglmyY
BG249 CTATTTTCTTTATTGGCACAGTTACTGCATAATAGTAACC | rev-Primer zur
CATATGAATATCCTCCTTAGTTCCTATTCC Generierung der
Kassette zur
markerlosen Deletion
vongimY
BG250 GGTGTTACTCTCGTCAGACGCG fwd-cheadmY
BG251 GTCTCTTTTTAGCGACACAGTGGC rev-cheakmyY
BG254 AAAGTCAGCGAAGGAAATG revsraCr/c fir in vitro
Transkription
BG255 CTAATACGACTCACTATAGGGAGATCACCAGAACGGGCG | fwd-sraCr/c mit T7-
G Promotor fiir in vitro
Transkription
BG275 GGUCTAGA AAAACAGGTCTGTATGACAACAAGTGG revglmZ prozessiert
Xba
BG276 GCGACAATCGCCGCCTTTTTAGCCAGTTATCTAACGQIT | fwd-Primer zur
GTAGGCTGGAGCTGCTTCG Generierung der
Kassette zur
markerlosen Deletion
vongimM
BG277 GGAAGCCACTCTGTCTGCAAAGGAAAACAAACGCTATA | rev-Primer zur
TGAATATCCTCCTTAGTTCCTATTCC Generierung der
Kassette zur
markerlosen Deletion
vongimM
BG278 GCTTCAACCAATAAAGCGGG fwd-checkimM
BG279 GCGGTAGTCTGGCCTGTGCG rev-cheghknM
BG280 GGGAGCTCATGAGTAATCGTAAATATTTCGG fwd-glmM Sad
BG281 GGAOCTAGA TTAAACGGCTTTTACTGCATCGGCG re\glmM Xbal
BG306 TCGAATTC TATGGTACTGATGATCGTCAGCGGACG fwdyhbJEcoRI
BG307 AGGEGTACCTGGTTTACGTTTTTCCAGCGTACGATGGCG | reyhbJKpnl
BG310 GGCTCTAGAGTACCATACACCGAACGGTGCTTCCCGCC| revyhbJPosition 765
GG Kpnl
BG323 TCCCCCGGAGCTCGTGAGGAGAAACAGTACATGGTACT | fwd-yhbJG13ASad
GATGATCGTCAGCGGACGTTCAGETCAGG
BG324 CAAAGACCATGGTCAGTTCGCGTTCAC rewhbJPosition 493
Nca
BG325 | AACTGACCATGGTCACAGAAGTACACAATTTTATCTACC | fwd-yhbJPosition 636
Nca
BG326 | GAACTGACCATGGTCTTTGAGTCTGCCGGCTTCAAACAC | fwd-yhbJPosition 475
GGT F167ANcd
BG327 GAACTGACCATGGTCTTTGAGTCTTTCCTCTTCAAACACG| fwd-yhbJPosition 475
GT G168LNcd
BG328 CGCACTGGATCCGAAACTGCGTCCAATGACAGGT fwdyhbJPosition 566
BanHil
BG329 CGCACTGGATCCGAAACTGCGTCCAATGACACTTC fwd-yhbJPosition 566

TTGA

G199LBanH|
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BG330 CAGTTTGGATCCCAGTGCGGGTTCGGCAAGAAG rewhbJPosition 585
BanH|
BG331 CAGTTTGGATCCCAGTGCGGGGCCGGCAAGAAG reyhbJPosition 585
P189ABanH]|
BG332 CAGTTTGGATCCCAGTGCGCGTTCGGCAAGAAG rewhbJPosition 585
N188A BanH|
BG346 GAACTGACCATGGTCTTTGAGTCTTTCGGCTTCAAACAC | fwd-yhbJPosition 475
GGT Ncad
BG349 GAGCCCGAAGTGGCGAG Sequenzierung
pKES170 (fwd)
BG350 GACCCGTTTAGAGGCCC Sequenzierung
pKES170 (rev)
BG351 CGTCATATG GTACTGATGATCGTCAGC fwdyhbJNdd
BG352 ATCCTCGAGTCATGGTTTACGTTTTTCCAG revwyhbJXhd
BG353 CCACCATACCCACGCCG Sequenzierung
pET16B (fwd)
BG354 CCCTGGATGCTGTAGGC Sequenzierung
pET16B (rev)
BG367 GCACGGTCGACGATCCAACGGTTTGATCCG fwd-rpoN Position 542
Sal fir lacZ-Fusionen
BG368 GCACTAGA GATCCCAGTGCGGGTTCGGC revyhbJPosition 576
Xbd fur lacZ-Fusionen
BG369 TCGAGCTCTATGGTACTGATGATCGTCAGCG fwdyhbJSad
BG370 TCGAGCTCTATGCGCAATCGTACGCTGGC fwd-ybhK Sad
BG371 AGGEGTACCTTATGGTTTACGTTTTTCCAGCGTACG rewhbJKpnl
BG394 CTCGTACTATATG GTACTGATGATCGTCAGC fwdyhbJNdd
BG395 CGOCTAGATGGTTTACGTTTTTCCAGCG rewhbJXbal
BG396 CTCGTACTATATG CATCATCATCATCATCATCATCATCAT| fwd-His(10)yhbJNdd
CATGCTAGCATGGTACTGATGATCGTCAG
BG397 TGETGCAGTCTAGA TATCATGGTTTACGTTTTTCCAGC | revyhbJPstl
G
BG400 GCCTCGAGGGTCCGTAAAAGCAGATAAAGCC fwdptB flr lacz-
Fusionenxhd
BG401 GCOCTAGA CAACAGACGAATTGCCT revtpoN fir laczZ-
FusionXbd
BG402 GECTCGAGTGCTGGGGCCAAACGG fwdptA fur lacz-
FusionXhad
BG404 GCUCTAGA AAAACCCATATCTTCCAGCGC revyhbJfir lacz-
FusionXbd
BG407 ATGAAGCAAGGTTTGCAACTCAGGGTGTAGGCTGGAGC | fwd-Primer zur
TGCTTCG Generierung der
Kassette zur
markerlosen Deletion
vonrpoN
BG408 AACGAGTTGTTTACGCTGGTTTGACGGATATGAATATCC | rev-Primer zur
TCCTTAGTTCCTATTCC Generierung der
Kassette zur
markerlosen Deletion
vonrpoN
BG409 CGCGTTGGCCGATTCATTAATGC Sequenzierung
pKES170 (fwd)
BG410 | Ccatcggcgctacggcegtttc Sequenzierung
pKES170 (rev)
BG425 CGAGTCACCAGAAATATTCGAAC fwdyhbJ
(Sondenherstellung fir
Northern Blot Analyse)
BG426 | CTAATACGACTCACTATAGGGAGAGGTTGTTGGTTTCCA | revyhbJImit T7-
GCATAGG Promotor

(Sondenherstellung fir
Northern Blot Analyse)
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BG427 CAAAGACCATGGTCAGTTCGCGTTCACGTTTAC revyhbJPosition 493
Nca
BG428 GAACTGACCATGGTCTTTGAGTCTTTCCTCTTCAAACACG| fwd-yhbJPosition 475
GTATCC G168LNcd
BG429 CCTGGTGAAAGAGCAGAAAATGC fwd-checkptB
BG430 GCCAGTTGTTGGCTAAGCC rev-cheditB
BG431 GAACAAGGTATCATGGTGGC fwd-checkpf
BG432 CCACTCAAACAGTGGAACAG rev-checkpf
BG444 CTAATACGACTCACTATAGGGAGA fwd-glmZ mit T7-
GTAGATGCTCATTCCATCTCTTATG Pomotor (in vitro
Transkription
BG445 | AAAAAAACGCCTGCTCTTATTACGGAGC rev-glmZ unprozessiert
far in vitro
Transkription
BG446 | CTAATACGACTCACTATAGGGAGAAGTGGCTCATTC | fwd-glmY mit T7-
ACCGACTTATGTC Pomotor (in vitro
Transkription
BG447 | AACAAAGCCGGGAATTACCCGGC revglmY unprozessiert
fur in vitro
Transkription
BG448 | AAGGCGGTGCCTAACTCGACG rev-glmyY prozessiert
far in vitro
Transkription
BG449 | CTAATACGACTCACTATAGGGAGAATTGTGAGCGG | fwd-lacZ mit T7-
ATAACAATTTCAC Pomotor (in vitro
Transkription
BG450 | CGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTG revdacZ (in vitro
Transkription)
BG458 | GCCAAACGGTGCCGGTAAGA fwd-IptB
(Sondenherstellung fir
Northern Blot Analyse)
BG459 | CTAATACGACTCACTATAGGGAGAGATCAAATGCC | rev4ptB mit T7-
CCTGACTGAC Promotor (Sonden-
herstellung far
Northern Blot Analyse)
BG460 | AGGATTACCTGATGTGGCAGG fwd-rpoN (Sonden-
herstellung fur
Northern Blot Analyse)
BG461 | CTAATACGACTCACTATAGGGAGATACCGTCCAGTG | revspoNmit T7-
ACCGTTATGC Promotor (Sonden-
herstellung fir
Northern Blot Analyse)
BG471 | CAACAAGTGGGTGCTTCACTC rev-glmZ prozessiert
far in vitro
Transkription
BG472 | CCGAGGGGAAGTTCAGATAC rev-glmZ unprozessiert
fur in vitro
Transkription
BG473 | ATCATGCTAGCATGGTACTGATGATCGTCAGC fwd-yhbJNhd
BG474 | GGCTCTAGA TTATCATGGTTTACGTTTTTCCAGCGT | revyhbJK270A Xba
ACGATGGCGTGACTGGACGTTTGCACCGCGCGAG
BG475 | GGCICTAGA TTATCATGGTTTACGTTTTTCCAGCGT | revyhbJH276AXba
ACGAGCGCGTGACTGG
BG476 | GCTTAGCAGTGTTCTTAACAGG fwd-ptsN
(Sondenherstellung fir
Northern Blot Analyse)
BG477 | CTAATACGACTCACTATAGGGAGACCGTAATGATTT | rev-ptsNmit T7-
GATACAGCTC Promotor

(Sondenherstellung fir
Northern Blot Analyse)
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BG527 | CTAATACGACTCACTATAGGGAGAAAGTCAGCGAA | fwd-sraCmit T7-

GGAAATG Pomotor (in vitro
Transkription
BG528 | ATCACCAGAACGGGCGG rev-sraC (in vitro

Transkription)

BG529 | CTAATACGACTCACTATAGGGAGGCAAAGGGGAGT | fwd-sraF mit T7-

AACTTC Pomotor (in vitro
Transkription
BG530 | AAAAAACGGCCAACGTCG rev-sraF (in vitro

Transkription)

Schnittstellen der genannten Enzyme sind fett gedruckt, Sdequnzen komplementéar zur pKD3-
Rsistzenzkassette in rot. T7-Promotorsequenzen sind unterstrichen. Alle Sequenzen sind 5-3°
geschrieben.

7.4. Zusatzlich verwendete Materialien

7.4.1. Chemikalien

Neben den an den an den entsprechenden StellemngenaSubstanzen wurden

folgende weitere Chemikalien benutzt:

Acrylamid

Agar

Agarose
Antibiotika
Blocking-Reagenz
Bromphenolblau
CDP*

dNTPs
Ethidiumbromid
Imidazol

IPTG
Magermilchpulver
Ni2+-Agarose Superflow

ONPG
TEMED

Tween 20

Alle sonstigen allgemeinen Chemikalien wurden voar®k, Serva, Fluka, Sigma oder

Roth in p.a. Qualitat bezogen.

Fa. Roth, Karlsruhe
Fa. Roth, Karlsruhe
Fa. Peqglab, Erlangen
Fa. Sigma, Minchen
Fa. Roche, Mannheim
Fa. Serva, Heidelberg
Fa. Roche, Mannheim
Fa. Fermentas, St. Leon-Rot
Fa. Merck, Darmstadt
Fa. Serva, Heidelberg
Fa. Peqglab, Erlangen
Fa. BD, Sparks, USA
Fa. Quiagen, Hilden

Fa. Sigma, Minchen
Fa. Merck, Darmstadt

Fa. Sigma, Minchen
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7.4.2. Antikorper, Enzyme und Oligonukleotide

Zusatzlich zu den bereits genannten wurden folg&myme verwendet:

Lysozym aus Huhnereiweil3
Polyklonaler Antikorper gegel. coli
GImS

Polyklonaler Antikoérper gegel. coli
YhbJ

Oligonukleotide
Restriktionsendonukleasen

7.4.3. Hilfsmittel

Fa. Merck, Darmstadt
erhalten von Bernard Badet

Fa. SeqlLab, Géttingen

Fa. Operon, KéIn
Fa. Fermentas, St. Ledn-R

Folgende Hilfsmittel fanden Verwendung :

Dialyseschlauche

Einmalspritzen (5 ml, 10 ml)

Gene Amp Reaction Tubes (PCR)
Glaspipetten

Halbmikroklvetten aus Kunststoff
Kunststoffpetrischalen

Kivetten aus Kunststoff
Mikroliterpipetten

(2ul, 20ul, 200ul, 2000ul)
Pipettenspitzen

Polyethylenréhrchen

Poly-Prep Chromatography Columns
Polyvinylidendifluorid (PVDF)-
Membran

ReaktionsgefalRe (1,5 ml; 2 ml)
Zentrifugenbecher

Fa. Roth, Karlsruhe
Fa. Terumo Medical ganation,
Somerset, USA
Fa. Perkin Elmeriéhstadt
Fa. B.Brand, Wertheim
Fa. Sarstedt, Nigobt
Fa. Greiner, Nurtingen
Fa. Greiner, Nartingen
Fa. Gilson, Dusseldorf
Fa. Eppendorf, Hamburg
Fa. Greiner, Nurtingen
Fa. Eppendorf, Hamburg
Fa. Sarstedt, Numbrecht
Fa. Greiner, Nurtingen
Fa. Bio-Rad, Ménch
Fa. Bio-Rad, Miinchen

Fa. Greiner, NUgimg
Fa. Beckmann, Miinchen
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7.4.4. Gerate

Fur diese Arbeit wurden folgende allgemeine Gegatautzt:

Biofuge 15

Biofuge fresco

Biofuge primo R
Blotting-Apparatur VacuGene Xl
Dampfsterilisator LTA32/25
Feinwaage Sartorius CP64
French Press
Horizontalschttler 3006
Kulturschttler Innova 2300
Kulturschittler Lab-Shaker Modell
,Kuhne*

Kulturschuttler RO 106
Magnetriihrer REO basic C
pH-Meter 766 Calimatic
PowerPack Basic

Sterilbank HeraSafe

Sorvall RC5B plus

Spektralphotometer UltraSpec 2000
TE70 Semiphor Semi-Dry Transfer
Unit

Thermoblock 1.0

Ultrazentrifuge Sorvall Ultra pro 80
Waage Sartorius CP22025
Wasserbad Typ 3047

Wasservollentsalzungsanlage

Fa. Heraeus Christ, Osterode
Fa. Heraeus Christ, Osterode
Fa. Heraeus Christ, Osterode
Fa. Amersham, Fregou

Fa. Zirbus, Bad Grund

Fa. Sartorius, Goéttingen

Spectonic Unicam, England
GFL, Burgwedel

Fa. New Brunswick, Neanburg

Fa. B. Braun, Melsungen

Fa. Infors, Basel, Schweiz
Fa. JAK Werk, Staufen
Fa. Knick, Berlin
Fa. Bio-Rad, Munchen
Fa. Heraeus Christ, Osterode
Fa. Kendro Laboratory Products,
Langenselbold
Fa. Amershanib g
Fa. Amersham, Freiburg

Fa. Waasetec, Goéttingen
Fa. Beckmanjméhen
Fa. Sartorius, Goéttingen
Fa. Kuttermann Labortechnikzéjet
Hanigsen
Fa. Millipore, Schwaiba
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7.4.5. Computerprogramme

Zusatzlich zu den bisher genannten Computerprogeamorde zum Erstellen dieser
Arbeit das Office XP-Paket (Fa. Microsoft, Redmokt§A) sowie fur die Literatur-
recherche und -verwaltung EndNote X.2 (Fa. ThomSorResearchSoft, Philadelphia,
USA)

7.5. Rohdaten de-Galaktosidase-Messungen

Mittelwerte und Abweichungen beruhen auf mindes®nsabhangigen Messungen

Abb. 4.3.
Stamm Mittelwert Abweichung
Wildtyp 4,7 1,3
A[ptsN-npr] 139,2 14,7
AyhbJ 105,6 9,1
-88 4,61 0,8
-59 45 0,7
-1 14,5 35
6 4,5 0,7
10 6,33 15
12 35 0,7
16 4,5 0,7
30 8,5 2,1
74 5 0
83 7 14
84 53 0,57
Abb. 4.5.:
Mittelwert Abweichung
Wildtyp 11,15 1,06
Wildytp + pBAD30 7,95 2,76
Wildytp + pBAD30::gImZ 20,35 3,46
AglmZ A[ptsN-npr] 8,6 0,14
AglmZ A[ptsN-npr] + pBAD30 6,7 0,14
AglmZ A[ptsN-npr] + pBAD30::gimZ 76,65 4,24
Abb. 4.6.:
Mittelwert
Leervektor glmZ’-lacz Placuv-lacz
WT 300,02 7426,65 21055,35
AyhbJ 145,75 8658,05 21117,35
Aglmz 107 8217 213745
Abweichung
Leervektor glmZ’-lacz Placuv-lacz
WT 1,767 577,21 300, 72
AyhbJ 12,09 854,25 1167,92
Aglmz 11,73 375,76 1149,04
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Abb. 4.9.A

Stamm
Wildtyp
A [ptsN-npr]

glmS (-7)::mTnl10
glmS (+5):mTn10
glmS (-63)::mTn10

Abb. 4.10.

t [h]

t [h]

t [h]

o o0 b W DN PP O

o O W N P O

o O~ W N PP O

+glmZ auf Plasmid

Mittel- Mittel-
wert  Abweichung wert
8 35 9
154 1,4 146
30 0 6
60 10,6 10
62 5,7 13
Mittelwert
AglmS AgImS + 1% GIcNAc
92,9 71
116,7 52,4
225,4 46
379,7 104,5
640,1 90,9
800,8 85,2
852,1 78,2
Abweichung
AglmS AgImS + 1% GIcNAc
2 4,1
53,3 3,4
25,2 2,2
58,7 1,6
98,7 4,6
68,8 6,2
944 3,3
ODGOO
AglmS AgImS + 1% GIcNAc
0,39 0,41
0,99 1,11
2,9 3,57
3,26 4,77
1,67 6,68
0,73 7,79
0,73 8,08

Abweichung
0,7
13,4
0,7
1,4
2,8

Wildtyp

105,5
108,6
60
58,3
74,5
62,6
66,3

Wildtyp
4,8

3,9

2,5

2

2,1

5,6

4,9

Wildtyp

0,50
1,58
3,27
5,78
7,07
7,25
7,08

+1% GIcNAc

Mittel-
wert Abweichung
4 0,7
123 12,7
6 0
7 1,4
20 4,9

Wildtyp + 1% GIcNAc

125,3
1314
73
68,7
69,1
56
60,3

Wildtyp + 1% GIcNAc
3,7

3

4,1

3,4

2,7

3,3

4,3

Wildtyp + 1% GIcNAc

0,45
1,41
2,63
5,22
7,64
7,43
7,16
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Abb.4.12.

Fosfomycin

Zeit [h]

Ampicillin

Zeit [h]

N-Ethylmaleimid

Zeit [h]

Nva-FMDP

Zeit [h]

0w N O 00~ WN PP O

~N o o~ WN PP O

8

o N O OO~ WN PP O

0w N o 00 WN P O

Konzentration
[mg/ml]
0 1
0,34 0,34
0,74 0,75
1,8z 2,10
2,28 2,54
2,92 3,56
3,72 3,53
3,88 4,25
4,12 4,48
4,24 4,32
Konzentration
[mg/ml]
0 1
0,36 0,36
0,75 0,68
1,72 1,91
2,59 2,07
2,88 2,11
4,56 1,93
4,13 2,90
4,68 2,79
4,42 3,22
Konzentration
[mg/ml]
0 DMSO
0,31 0,31
0,73 0,63
2,31 1,81
2,70 3,12
3,16 2,86
5,46 3,64
4,62 3,74
5,25 3,99
4,82 4,13
Konzentration
[ug/ml]
0 1
0,31 0,31
0,78 0,78
2,22 2,70
2,33 2,20
3,24 3,45
4,61 3,23
4,65 3,88
4,45 3,58
4,77 4,31

2
0,34
0,71
1,69
1,69
2,54
2,85
3,11
3,76
3,87

0,36
0,76
1,58
1,89
2,09
2,74
3,01
3,08
3,16

0,1
0,31
0,73
2,04
3,46
3,27
4,51
4,62
5,49
5,44

0,31
0,77
2,45
2,70
3,39
4,25
4,24
4,45
4,80

5
0,34
0,55
1,31
0,15
0,07
0,07
0,07
0,08
0,09

0,36
0,71
1,37
1,20
1,32
1,28
1,27
1,26
1,34

0,31
0,71
2,11
2,77
3,08
3,75
4,34
4,60
4,80

10
0,31
0,78
2,23
2,78
3,38
4,22
4,31
4,40

4,752

10
0,34
0,28
0,08
0,06
0,06
0,05
0,05
0,06
0,06

10
0,36
0,487
0,28
0,13
0,09
0,09
0,09
0,10
0,11

0,31
0,38
0,58
0,96
2,82
3,00
4,09
4,32
4,39

20
0,31
0,77
2,20
2,89
3,29
4,16
5,17
4,58
4,87

25
0,34
0,09
0,07
0,08
0,08
0,07
0,07
0,04
0,05

25
0,36
0,40
0,08
0,06
0,06
0,06
0,06
0,06
0,07

10
0,31
0,32
0,34
0,48
0,73
1,27
3,24
4,24
3,59

50
0,31
0,78
2,16
2,82
3,42
4,23
4,56
4,66
5,35

50
0,34
0,10
0,07
0,06
0,05
0,05
0,05
0,04
0,04

50
0,36
0,11
0,07
0,06
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05

50
0,31
0,29
0,27
0,25
0,24
0,24
0,23
0,22
0,21

100
0,31
0,77
1,95
2,75
3,33
4,01
4,79
4,67
4,63

100
0,34
0,09
0,06
0,05
0,04
0,04
0,04
0,04
0,04

100
0,36
0,10
0,07
0,05
0,05
0,04
0,04
0,04
0,04

100
0,31
0,28
0,26
0,25
0,25
0,24
0,23
0,23
0,21

300
0,31
0,71
1,90
2,55
2,99
3,95
4,50
4,28
4,52
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Abb. 4.13.

Messwert

Zeit [h]

g Wk O

Zeit[h

g w -

ODs0o

Zeit [h]

g w L O

Zeit[h

g w

Abb.4.14.

Messwert

Zeit [h]

A W N P O

Konzentration

[mg/ml]

w/o

216,3

370,6

236,8

172,5

Konzentration

[mg/ml]

NVA-FMDP 3,3

584,2

359,9

175

Konzentration

[mg/ml]

w/o

0,28

0,74

2,00

3,06

Konzentration

[mg/mi]

NVA-FMDP 3,3

0,28

0,76

2,70

4,06

Konzentration
[ug/mi]

0
251,4
300,7
203
270
2215

312
136,4
306,4
185,4

DMSO

399,6
172,5
159,4

NVA-FMDP 100
1210

2220,5

1389,6

DMSO
0,289
0,69
2,12
3,29

NVA-FMDP 100
0,28
0,70
2,07
3,49

5 10

354,1
182,3
257,7
198,6

401,1
227,4
335,6

242

EtOH Amp 2 Amp 50
407,7 409,3 385,7
158,4 192,7 335,4
142,5 131,8 426,1
NEM
10 NEM 50
139,4 165,5
72 1111
240,5 160,2
EtOH Amp 2 Amp 50
0,289 0,28 0,28
0,751 0,75 0,07
2,57 2,32 0,04
3,43 4,38 0,03
NEM
10 NEM 50
0,28 0,28
0,32 0,28
0,45 0,24
1,27 0,22
20 50 100
511,1 740,1 10775
392,4 683,7 1180,8
396 669,9 9438
304,7 5478 779,1

Fos 2

422,9
185,3
147,8

Fos 2
0,28
0,22
0,57
1,34

300

1538
1516,5
1841,4

1694

Fos 50

340,9
352,9
529,3

Fos 50
0,28
0,07
0,06
0,05
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ODsoo
Konzentration
[ug/mi]
Zeit [h]
0 1 5
0 0,31 0,31 0,31
1 0,78 0,78 0,77
2 2,25 2,70 2,45
3 2,33 2,20 2,70
4 3,24 3,45 3,39
5 4,61 3,23 4,25
6 4,65 3,88 4,24
7 4,45 3,58 4,45
8 4,77 4,31 4,80
Abb. 4.15.
t[h] 0
Stamm
Wildtyp 216,3
Wildtyp + FMDP 100
Wildtyp + FMDP100 + 1% GIcNAc
Abb 4.17.
Messwert
t[h]
Stamm 0
AglmZ 263,7
AglmZ + Nva-FMDP 100
AglmZ + Nva-FMDP 100 + 1% GIcNAc
AglmZ + NEM 10
ODs0o
t[h]
Stamm 0
AglmZ 0,522
AglmZ + Nva-FMDP 100 0,522
AgimZ + Nva-FMDP100 + 1%
GIcNAC 0,522
Abb. 4.24.
Stamm
Wildtyp
AyhbJ

AyhbJ pBAD 33

AyhbJ pBAD 33::yhbJ WT

AyhbJ pBAD 33:
AyhbJ pBAD 33:
AyhbJ pBAD 33:
AyhbJ pBAD 33:
AyhbJ pBAD 33:
AyhbJ pBAD 33:
AyhbJ pBAD 33:
AyhbJ pBAD 33:
AyhbJ pBAD 33:
AyhbJ pBAD 33:

:;yhbJ G8A

:yhbJ G13A

:yhbJ F167A

:yhbJ G168L

:yhbJ N188A

:yhbJ P189A

:yhbJ G199L

:'yhbJ AAA164 — 212
:'yhbJ AAA256 — 284
:'yhbJ G8A AAA256 — 284

10 20
0,31 0,31
0,78 0,77
2,23 2,20
2,78 2,89
3,38 3,29
4,22 4,16
4,31 5,17
4,40 4,58
4,75 4,87
1 3 5
370,6 236,8 172,5
1210 2220,5 1389,6
183 161,9 130,5
1 3 5
3435 2215 179,8
386,7 241 216
165 122,9 1247
108,3 361,8 213,7
1 2 3
1 287 4,59
1 1,56 2,04
1 422 6,26
Mittelwert
ohne
Arabinose
7,54
71,45
67,10
29,00
55,25
30,05
74,81
72,73
64,65
62,75
61,64
73,12
70,96
71,32

50 100 300
0,31 0,31 0,31
0,78 0,77 0,71
2,16 1,95 1,90
2,82 2,75 2,55
3,42 3,33 2,99
4,23 4,01 3,95
4,56 4,79 4,50
4,66 4,67 4,28
5,35 4,63 4,52
4 5
5,41 6,1
2,34 2,63
6,5 6,78
_ Abweichung
mit
Arabinose ohne Arabinose mit Arabinose
8,01 1,27 1,41
69,11 5,39 3,95
67,28 4,52 1,20
7,88 4,61 3,31
23,33 0,63 2,25
9,18 2,33 3,21
74,04 0,42 1,17
74,87 4,66 1,65
65,25 1,34 2,04
65,51 4,31 7,78
66,56 6,92 7,88
76,07 8,90 7,28
70,17 4,36 1,61
74,21 1,73 2,66
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Abb. 4.25.

Wildtyp
AyhbJ

AyhbJ pKES170

AyhbJ pKES170::yhbJ-
His(10)

AyhbJ pKES170::His(10)-
yhbJ

Abb. 4.30.

Stamm

Wildtyp + [IptA-rpoN’]-lacZ
Wildtyp + [IptB-rpoN’]-lacZ
Wildtyp + [rpoN-yhbJ]-lacZ

AyhbJ + [IptA-rpoN’]-lacZ
AyhbJ + [IptB-rpoN’]-lacZ
AyhbJ + [rpoN-yhbJ ]-lacZ

AptsN + [IptA-rpoN’]-lacZ
AptsN + [IptB-rpoN’]-lacZ
AptsN + [rpoN-yhbJ ]-lacZ

ArpoN + [IptA-rpoN‘]-lacZ
ArpoN + [IptB-rpoN‘]-lacZ
ArpoN + [rpoN-yhbJ ]-lacZ

Mittelwert Abweichung
ohne IPTG  mitIPG  ohne IPTG mitIPTG
4,65 5,27 1,33 1,08
105,62 108,97 8,31 0
97,65 88,50 4,10 7,35
3,55 3,65 1,62 1,90
3,25 3,35 0,63 0,63

Mittelwert Abweichung

1805 192
1538 54
607 87
2079 48
1858 89
840 128
1580 652
1866 90
749 7
1359 62
1367 117
645 7

192
54
87

48
89
128

54
76
18

37
49
12

Abb. 4.31.
Stamm Messwert  Abweichung
Wildtyp + [IptA-rpoN’]-lacZ 1805
Wildtyp + [IptB-rpoN’]-lacZ 1538
Wildtyp + [rpoN-yhbJ]-lacZ 607
AyhbJ + [IptA-rpoN’]-lacZ 2079
AyhbJ + [IptB-rpoN’]-lacZ 1858
AyhbJ + [rpoN-yhbJ]-lacZ 840
Wildtyp + [IptA-rpoN’]-lacZ + pBAD33::yhbJ 427
Wildtyp + [IptB-rpoN’]-lacZ + pBAD33::yhbJ 427
Wildtyp + [rpoN-yhbJ’]-lacZ + pBAD33::yhbJ 121
Wildtyp + [IptA-rpoN’]-lacZ + pBAD33::yhbJ + Arabinose 342
Wildtyp + [IptB-rpoN’]-lacZ + pBAD33::yhbJ + Arabinose 306
Wildtyp + [rpoN-yhbJ]-lacZ + pBAD33::yhbJ + Arabinose 109

Abb.4.32.
Stamm Mittelwert Abwecihung

Wildtyp + [IptA-rpoN’]-lacZ
Wildtyp + [IptB-rpoN’]-lacZ
Wildtyp + [IptB-yhbJ]-lacZ

AnagC::tc + [IptA-rpoN’]-lacZ
AnagC::tc + [IptB-rpoN’]-lacZ

AnagC::tc + [IptB-yhbJ ]-lacZ

1805 192
1538 54
607 87
978 236
931 130
915 101
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Abb. 4.33

Stamm

Wildtyp + [IptA-rpoN’]-lacZ
Wildtyp + [IptB-rpoN’]-lacZ
Wildtyp + [IptB-yhbJ ]-lacZ

Wildtyp + [IptA-rpoN’]-lacZ + 1% GIcNAc
Wildtyp + [IptB-rpoN’]-lacZ + 1% GIcNAc
Wildtyp + [IptB-yhbJ ]-lacZ + 1% GIcNAc

Mittelwert
1291
1370
578

1574
1331
613

Abweichung

52
40
15

16

7.6. Rohdaten zur Charakterisierung von YhbJ (siehd.3)

7.6.1. Verwendete Proteinsequenzen

AciSP. = Acinetobacter sp.

ActSuc = Actinobacillus succinogenes
AerSal = Aeromonas salmonicida
AltBac = Alteromonadales bacterium
AzoSp. = Azoarcus Sp.

BacCer = Bacillus cereus

BacCoa = Bacillus coagulans

BacLic = Bacillus licheniformis
BacThu = Bacillus thuringiensis
BifLon = Bifidobacterium longum

CarHyd = Carboxydothermus hydrogenoformans

CloBei = Clostridium beijerincki

CloTet = Clostridium tetani

ColPsy = Colwellia psychrerythraea
DesbHaf = Desulfitobacterium hafniense
EntSp. = Enterobacter sp.

EntcFaec = Enterococcus faecium
EscCol = Escherichia coli

FusNuc = Fusobacterium nucleatum

GeoThe = Geobacillus thermodenitrificans

HaeDuc = Haemophilus ducreyi
HaeSom = Haemophilus somnus
IdiBal = Idiomarina baltica

KlePne = Klebsiella pneumoniae
LacCas = Lactobacillus casei

LacGas = Lactobacillus gasseri
LacPla = Lactobacillus plantarum
LacSak = Lactobacillus sakei

LactLac = Lactococcus lactis

LisInn = Listeria innocua

LisWel = Listeria welshimeri

MarAqu = Marinobacter aquaeolei
MycSme = Mycobacterium smegmatis
NitEur = Nitrosomas europea

Ocelhe = Oceanobacillus iheyensis
PedPen = Pediococcus pentosaceus
PhorLum = Photorhabdus luminescens
PseAtl = Pseudoalteromonas atlantica
PseTun = Pseudoalteromonas tunicata
SalTyp = Salmonella typhimurium
SheBal = Shewanella baltica

SheFri = Shewanella frigidimarina
SheOne = Shewanella oneidensis
SheWoo = Shewanella woodyi
SodGlo = Sodalis glossinidius

StaEpi = Staphylococcus epidermidis
StaSap = Staphylococcus saprophyticus
StrMut = Streptococcus mutans
StrPyo = Streptococcus pyogenes
StrSui = Streptococcus suis

StpAve = Streptomyces avermitilis
TheThe = Thermus thermophilus

TherTen = Thermoanaerobacter tengcongensis

VibAlg = Vibrio alginolyticus
VibCho = Vibrio cholerae
VibHar = Vibrio harveyi
VibSpl = Vibrio splendidus
YerBer = Yersinia bercovieri

ActPle =Actinobacillus pleuropneumoniae
AerHyd = Aeromonas hydrophila

AlkMet = Alkaliphilus metalliredigenes
AlteMac = Alteromonas macleodii

BacAnt = Bacillus anthracis

BacCla = Bacillus clausii

BacHal = Bacillus halodurans

BacSub = Bacillus subtilis

BacWei = Bacillus weihenstephanensis
CalSac = Caldicellulosiruptor saccharolyticus
CloAce = Clostridium acetobutylicum
CloPer = Clostridium perfringens

CloThe = Clostridium thermocellum
CorEff = Corynebacterium effescens
DesRed = Desulfotomaculum reducens
EntcFae = Enterococcus faecalis
ErwCar = Erwinia carotovor

ExiSib = Exiguobacterium sibiricum
GeoKau = Geobacillus kaustophilus
GloVio = Gloeobacter violaceus

Haelnf = Haemophilus influenzae

HalOre = Halothermothrix orenii

IdiLoi = Idiomarina loihiensis

LacAci = Lactobacillus acidophilus
LacDel = Lactobacillus delbrueckii
LacJoh = Lactobacillus johnsonii

LacReu = Lactobacillus reuteri

LacSal = Lactobacillus salivarius

LeiXyl = Leifsonia xyli

LisMon = Listeria monocygotes

ManSuc = Mannheimia succiniciproducens
MooThe = Moorella thermoacetica
MycTub = Mycobacterium tyberculosis
NocFar = Nocardia farcinica

PasMul = Pasteurella multocida

PhoPro = Photobacterium pofundum
ProMir = Proteus mirabilis

PseHal = Pseudoalteromonas haloplanktis
SalEnt = Salmonella enterica serovar
SerPro = Serratia proteamaculans
SheDef = Shewanella denitrificans
SheLoi = Shewanella loihica

ShePut = Shewanella putrefaciens
ShiFle = Shigella flexneri

StaAur = Staphylococcus aureus

StaHae = Staphylococcus haemolyticus
StrAlg = Streptococcus agalactiae
StrPne = Streptococcus pneumoniae
StrSan = Streptococcus sanguinis

StrThe = Streptococcus thermophilus
SymThe = Symbiobacterium thermophilum
TherEth = Thermoanaerobacter ethanolicus
ThesCar = Thermosinus carboxydivorans
VibAng = Vibrio angustum

VibFis = Vibrio fischeri

VibPar = Vibrio parahaemolyticus

VibVul = Vibrio vulnificus

YerEnt = Yersinia enterolitica
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YerFre = Yersinia frederksenii YerMol = Yersinia mollaretii
YerPes = Yersinia pestis YerPse = Yersinia pseudotuberculosis
ZymMob = Zymomonas mobilis

>ACISP._ACIAD3059
MKRILIVTGQSGSGKSSALQVLEDLGYYCIDNLPLALLPEIVAKLDHENNLEQLALGVDVRSTRADMQEFDLVFEQLQKHGTVDVIYLTTQDQELIARFSASRRPHPL
ASRFKSLNECIQEEKQLLLPIQFRSTVHIDTTDKSVHDLKHTLLSKLGQSDKLILILQSFGYKHGIPLDADYVFDVRHLPNPHWDLELRRFSGLDEPVRRFLESSDQTN
EMFDDIFHFLDKWLPVFAEGHRHYMTVSIGCTGGQHRSVYIVDRLKKALEAKWSIQVLHREMKHWS

>ACTPLE_ZP_00133926
MELIISGRSGSGKSVALRALEDVGYYCVDNLPLPLIPELAGFLSNSGRSAVVSLDIRNIPENPESIEALLEQLSKLTIQTKIIFLDCERNTLIRRYSDTRRLHPLSNKDLS
LESAIDLENTLLEPLYQQANYIIDTTNISSHELAENLRGILRGSTDKALKIVFESFGFKYGLPADADYVFDVRFLPNPHWNPELRPMTGLEQPVIDFLERQTEVHNFIYQ
TRNYLEMWLPMLEKNNRSYLTIAIGCTGGKHRSVFIAEQLAKYFQSRDKDVQIRHRSLEKHHKK

>ACTSUC_ ZP_00733020
MELIIISGRSGAGKSVALRALEDIGYYCVDNLPIDLLPQLADILSQSQASAAISLDIRNLPNSSQHLDEILTELENKHQIKIIFLDADRSTLIRRYSDSRRLHPLSVQNQDL
SLEAAIDAEQIQLDPLIQHANLIIDTAVLSTHELAERLREFLRGNSDKELKIVVESFGFKYGLPLDADYVFDVRFLPNPHWNPSLRPMTGLEQPVIDFLSKYEDVANFIY
TTRNYIETWLPMLERNNRSYLTIAIGCTGGKHRSVYIAQQLGEYFQDKGKHVKIQHKSLEKHKNR

>AERHYD_AHA_3920
MQLIVVSGRSGSGKTVALRVLEDLGYYCVDNLPVNLLPQLIVSVESQYDKLAVSIDVRNLPASPDKLETLLAQVRNEGRVEFSSFFFDAENSTLLKRYGESRRLHPL
SRNQLSLDEAIREETHLLAPLSSTADLRIDTTNLSIHDLSELIKTRVLGKKENELVLVFESFGFKYGIPKDADFVFDARFLPNPHWIPELKPFTGKDEPVARYLSSQPDV
MQFILQIENMLATWLPHLERNNRSYVTVGIGCTGGQHRSVFIAEQLAGAFRLLGKNVQIRHRTLDKSAPQF

>AERSAL_ABO88502
MQLIVVSGRSGSGKTVALRVLEDLGYYCVDNLPVNLLPQLIVSVESQYDKLAVSIDVRNLPVSADKLETLLAQVRNEGRVEFSSFFFDAENSTLLKRYGESRRLHPL
SRKQLSLDEAIREETNLLAPLSSTADLRIDTTSLSIHDLSELIKTRVLGKKENELVLVFESFGFKYGIPKDADFVFDARFLPNPHWIPELKPFTGKDEPVARYLSSQPDV
MQFILQIENMLATWLPHLERNNRSYVTVGIGCTGGQHRSVFIAEQLAGAFRLLGKNVQIRHRTLDKSTPQH

>ALKMET_UPF0042
MKFVIITGLSGAGKSQTVKSMEDFGFYCVDNLPPALIPKFAELCHQSQGVISRAALVIDIRGGMFFDDLFESLKELEHLGHQYEILFLDADDEVLMKRFKETRRSHPL
NVDGSIENGITRERELLQELKDRASHIIHTTKLIPAQLKEELRNIYVEGNQMNNLMISIASFGFKHGIPLDSDLVFDVRFLPNPFYIEELKDFTGNDVKVRNYVMNSPIS
VEFSNKLHDIVSFLIPHYVQEGKNQLVISIGCTGGRHRSVTIAHVLYHQLKDKGHRVTLSHR DSGETRERKK ES

>ALTBAC_ATW7_18740

MELIIISGRS GSGKSVALRVVEDLGYYCVD NIPVNLLPSLVRSVSDNYDKIAVSIDVRNLPKEQDEFNHIIEYLPGFTKPTLFYLDSEDQTLIKRFSETR RLHPLSIDSL
PLDLAIKKEKELLDVLITRADYMIDTSELSVHQLAESIREKILGKKDKQLIVTFESFGFKHGIPKEADYVFDARFLPNPHWEPELKPLNGLDQPVKDYLA
SHSIVQKFTW QIQTFVQTWLPHLERNNRSYLTIAIGCTGGQHRSVYLAQTIGESFAVTHPNVKIRHREQE K

>ALTEMAC_MADE_14619
MKLIISGRSGSGKSVALRALEDLGYYCVDNIPVNLLPTLTHTVVDEYDQVAVSIDVRNLPKNPDDLVEILDYLPSSWSMTIVYIDASDDVLVKRFSETRRLHPLAKLNK
SLSEAIRAESALLAPIAERADLYLDTDKLTIHQLAELIRERILGKKSSRLVLVFESFGFKHGIPKDADYVFDARFLPNPHWEPDLKHLTGLDAPVEVFLGSQPVVTKFIW
QIQNLITTWLPHLERNNRSYVTVAIGCTGGQHRSVYIAQTLSKTFSEIHPDVQIRHRELN Q

>AZOSP._EBA3650
MQIVLISGLSGSGKSIALKVLEDVGYYAVDNLPATLLPELVAELSDTGHERVAIAVDVRSGASLLALPQQVEHLHALASDLRLIFLDARDDTLIARFSETRRRHPLASE
DVSLAEAIQSERDALASIAELGHRIDTSELHANTLRAWIKDFLAIEATEGLTLMFQSFGFKYGIPLDADLVFDVRCLPNPHYDLRLRPFTGKDQPVIEFLDSFPEVGRM
CEDIRRFVATWLPSYARDNRSYLTVAIGCTGGQHRSVYIAEWLGRHFSDTLRVLVRHRSAARRIVDHGADMA DK

>BACANT_GBAA5384
MTENNDIKMVIITGMSGAGKTVALQSFEDLGYFCVDNLPPMLLPKFIELMADSKGKMNKVALGVDLRGREFFEHLWGALDDLSERTWIIPHILFLDAKDSTLVTRYKE
TRRSHPLAPTGLPLKGIEIERSLLTDMKARANIVLDTSDLKPKELREKIVHLFSTETEQAFRVNVMSFGFKYGIPIDADLVFDVRFLPNPYYIPHMKPLTGLDEEVSSYV
LKFNETHKFLEKLTDLITFMLPHYKREGKSQLVIAIGCTGGQHRSVTLTEYLGKHLKPEYSVHVSHRDVEKRKGH

>BACCER_UPF0042
MTENNDIKMVIITGMSGAGKTVALQSFEDLGYFCVDNLPPMLLPKFVELMADSKSKMNKVALGIDLRGREFFEHLWGALDDLSERTWIIPHILFLDAKDSTLVTRYKE
TRRSHPLAPTGLPLKGIEAERGLLTDMKARANIVLDTSDLKPKELREKIVQLFSTETEQAFRVNVMSFGFKYGIPIDADLVFDVRFLPNPYYIPHMKPLTGLDEEVSSY
VLKFNETHKFLEKLTDLITFMLPHYKREGKSQLVIAIGCTGGQHRSVTLAEYLGKHLKPDYSVHVSHRDVEKRKGH

>BACCLA_ABC3036
MNQSEVEIVIITGMSGAGKSVAVRSFEDLGYYCIDNLPPVLLPKFIELIEGGIDKVTKVALVMDLRGQSFFDELFKAIDELNETPASRLKIQILYLDAKDSKLVQRYKETR
RTHPLAKGGLPLEGIQKERNLLEEIKGRAQQIIDTTELKPLQLREKIMQRFAGNDRQAFAVHFVSFGFKYGIPIDADLVFDVRFLPNPHYVEDLRPKTGLQTEVSSYVL
KWKETKQFVEKLTDLFDFMLPHYKREGKSQVVIGIGCTGGQHRSVTLAEYFCAHYEAKYDAYTSHRDINKRKANSR

>BACCOA_UPF0042
MGLEGNQMQFVIITGMSGAGKTVAIQSLEDLGFFCVDNLPPTLLPKFLELMKDASNKMNKVALVMDLRGREFFDDLFRALDELDKSSWVTPTILFLDADDSVLVRRY
KETRRSHPLSPDGTPLEGIQQERKILEELKGRAQLILNTSNLKPRELREKIVMEFSANKQSFFTVNVLSFGFKNGIPIDCDLVFDVRFLPNPFYIEHMRPKTGLDEEVY
TYVLKWNETQKFLEKLTDLLAFMLPHYKREGKSQLVIGIGCTGGQHRSVALAEYIGHFFEKDYHTTISHRDIKRKEERKP

>BACHAL_BH3569
MNVKEEIDIVIITGMSGAGKTVAVQSLEDLGYFCVDNLPPALIPKFIELIESSSGKMNKLALVIDLRGQTFFDQLFESIDLLDQSSLSKYNIQILFLDAKDAKLVQRYKET
RRSHPLAKHGLPLDGIKKERELLEDLKGRAQQIIDTTDLKPIQLREKIIQRFSCEEHHSFTVNMMSFGFKYGIPIDADLVFDVRFLPNPHYVDHLRPKTGLEGEVSSYV
LKWTETQQFIEKLEDLLSFMLPQYKREGKSQVVIGIGCTGGKHRSVTLAEHFAKVFANEYMMHVSHRDVEKGKER

>BACLIC_YVCJ
MNANGGHDIQLVIITGMSGAGKTVAIQSFEDLGFFCVDNLPPSLLPKFLELMKESSSKMSKVALVMDLRGREFFDSLIEALDEIGETSWITPRILFLDAKDSVLVSRYK
ETRRSHPLATTGLPLEGIQTERELLEELKGRSQIIYDTSDMKPKDLREKIVQHFAADHGHTFTVNVMSFGFKYGLPIDADLVFDVRFLPNPYYIDSMRPLTGKDQEVS
SYVMKWNETQKFLEKLTELLSFMLPSYKREGKSQLVIAIGCTGGQHRSVTLAEYLADYFKKDYYTHVTHRDIE KKSRK

>BACSUB_YVCJ
MSVSESHDIQLVIITGMSGAGKTVAIQSFEDLGYFCVDNLPPSLLPKFLELMKESNSKMSKVALVMDLRGREFFDRLIEALDEMAENPWITPRILFLDAKDSILVTRYK
ETRRSHPLAATGLPLEGIALERELLEELKGRSQIIYDTSDMKPRDLREKIVKHFATNQGETFTVNVMSFGFKYGIPIDADLVFDVRFLPNPYYIESMRPLTGKDKEVSS
YVMKWNETQKFNEKLIDLLSFMLPSYKREGKSQVVIAIGCTGGQHRSVTLAENLADYFKKDYYTHVTHRDIEKRSRK

>BACTHU_ZP_00739740
MTENNDIKMVIITGMSGAGKTVALQSFEDLGYFCVDNLPPMLLPKFIELMADSKGKMNKVALGIDLRGREFFEHLWGALDDLSERTWIIPHILFLDAKDSTLVTRYKE
TRRSHPLAPTGLPLKGIEAERDLLTDMKARANIVLDTSDLKPKELREKIVHLFSTETEQAFRVNVMSFGFKYGIPIDADLVFDVRFLPNPYYIPHMKPLTGLDEEVSSY
VLKFNETHKFLEKLTDLITFMLPHYKREGKSQLVIAIGCTGGQHRSVTLTEYLGKHLKPEYSVHVSHRDVEKRKGH

>BACWEI_UPF0042
MTENNDIKMVIITGMSGAGKTVALQSFEDLGYFCVDNLPPMLLPKFIELMADSKGKMNKVALGIDLRGREFFEYLWGALDDLSERTWIIPHILFLDAKDSTLVTRYKE
TRRSHPLAPTGLPLKGIEAERGLLTDMKARANIVLDTSDLKPKELREKIVHLFSTETEQAFRVNVMSFGFKYGIPIDADLVFDVRFLPNPYYIPHMKPLTGLDEEVSSY
VLKFNETHKFLEKLTDLITFMLPHYKREGKSQLVIAIGCTGGQHRSVTLTEYLGKHLKPEYSVHVSHRDVEKRKGH

>BIFLON_BLO0705

MNQQTTNRDTGEAAATNAPANSATSTSTPDNQPTPLDAFEVLLITGMSGAGRSHAADCVEDMGW YVVDNLPPKLLIPLVDMMTTSGSGSESGVHKLAAVIDVRSS
YFDELAAVLGHLDDLGVKTRILFLDASNEVLIKRYESVRRPHPLQHGNRLIDGILEERHLLEDLKERADWVIDTSSLSIHQLSTKLYEAMLGSGPTTVAVHIFSFGFKY
GMPIDADFVADVRFLPNPFWVPSLRELTGRDKPVADYVLSSKGAKEFLDAYEKAIEIALEG YAQEDKHYVTIAVGCTGGQHRSVAMSEELARRLRA HGLNVTVSAR
EQHKRHSS

>CALSAC_ZP_00884966
MILLETVIVTGMSGAGKSLAIRAFEDMGFFCIDNLPPQFLPKIAELASASNDKISRIAAVIDIRGGELFDDFKDVLNDLKKGTYNFKVLFLDAHDNVLVQRYKETRRKHP
LSFESDGSILEAIQKEREKLEDIKRYADFIIDTSTLSPRDLKEKLFEIFSAQRSRETMLITVMSFGFKYGLPLDADLVFDVRFIPNPFYVEELKHKTGKEKEVKEY VLKW
DVTKEFLKKLFDLILFLIPNYAEEGKAQLVIAIGCTGGKHRSVTIAEELFELIKNNGYKASIFHRDIEKDIKG
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>CARHYD_YP_359144
MRFLIVTGLSGAGKTQAMRALEDLGYFCVDNLPPVLMPKFAELVAHAENKIEKVALVVDVRGQKFFQDLDWALGELTKLGIKYEILFLEARDEVLLKRFKANRRGHP
LGVRGSQILDNIKKERKFLENLRARADKVIDTSDLQPADLRNEILNYYGEEQKRSKISINIVTFGYKYGLPLDADLIMDVRFLPNPFYVKELRPLSGSDKPVYDYVFNY
EVTKKFTEKFLDLIEFLMPFYQKEGKSNLVIAIGCTGGRHRSVAIANFLARTLEEKNYEVYLRHRDLEKHREE

>CLOACE_CACO0511
MRFVIVTGLSGAGKTQAIRSLEDLGYFCIDNLPPALIPKFAQVCYESESKINKIALVIDIRGGEFFDNLFESLKYLKEAGYKYEILFLDADNEVLIKRFKESRRKHPLAPN
GRILNGIQMERKKLKTLYNMANNVIDTSKLATRELREKINSIYQEEGQIESKLIVTVVSFGFKYGIPVDSDLVFDVRFLPNPFYIPELKRFSGIEKPVKDYVMSFDQTKE
FVNKIEQLLKFLIPNYLKEGKRQLIVSIGCTGGRHRSVTIANEIYERLKNDGETVNIDHRDIEEDINKGGKKL

>CLOBEI_ZP_00909349
MRFVIVTGLSGAGKTQATRTLEDLGYFCVDNLPPKLISKFAEVCTQSGGNIEKVALVIDIRGGIFFDDFFEALNYLKKNEFKYEILFLEATDEVLIKRFKETRRSHPLSP
DGRVLTGITQEREKLREVKNIADIIDTSKYEIRHLREKINKNYGDHTYPEKQLSITVLSFGFKYGIPVDSDLVFDVRFIPNPFYIPELKQYSGNDEPVKDYVLKQEETVN
FIEKLVDMLRYLIPNYIKEGKSQLIISIGCTGGRHRSVAIANEVYERLNKENYNSKIEHRDVAEDLHKGEKKL

>CLOPER_CPE0354
MRFVIVTGLSGAGKTEATRSLEDLGYFCVDNLPPKLIPKFAEACVQSEGKIDKIALVIDIRGGIFFDDLFESIEYLKANDFNYEILFLEASDEVLVKRFKETRRSHPLSPD
GRIITGISEERMRLRELKDRADNIIDTSNYPIRNLREKINLLYGDGKPVEQNLSITVLSFGFKYGIPSDSDLVFDVRFIPNPFYIPELKPFSGEDEPVKNYVLAQEETKGF
LSRLSDMAEFLIPNYIKEGKRQLIISIGCTGGRHRSVAIANALYKDLLCKNFHVTLEHRDINEDINRGDRKL

>CLOTET_CTC02495
MRFVIVTGLSGAGKTQAIRSLEDLGYFCVDNLPPTLIPKFAEACYKTDGRINKIALVIDIRGGEFFDNLFESLNYIKDQNYKYEILFLEASDEVLVKRFKETRRNHPLSS
GGRILNGIALERSRLKEVKDVASNIINTSKFTNMDLRQEITRIYGDGDQVEAQLTITVVSFGFKYGIPLDSDLLFDVRFLPNPYYIPELRNFSGNDKPVYDYVLEFNQTK
EFIGKLNDILEFLIPHYTEEGKRQLIVAIGCTGGRHRSVSIANSIYKLLEEKGHKVNIDHRDIHEDNNKGGKKL

>CLOTHE_UPF0042
MRLLITGISGAGKSLVVKYLEDIGFFCVDNLPPLLIGKFAEICLKSRGKISKVALVIDIRGGELFNDLVPELNALKESGIDYEILFLEASDQVLIKRYK
ESRRIHPLAPEGRLIKGIKTEREILSQIRKNATYIIDTSNLTPRQLKEEILAIFVEGRKFDGMIVNIISFGFKYGIPIECDLVFDVRFIPNPYYIESMKYKTGKDEEVRNYVM
SFAETAEFMTKLKDLVDFLIPNYIKEGKSQLVIGVGCTGGRHRSVAISEALFSYLCGREHRVFIDHRDIDKDGRSNRR

>COLPSY_CPS_4546
MKLIIVSGRSGSGKSVALRVLEDLGYYCVDNIPINLLPALTHTVINDYENVAVSLDVRNLPKDPEDIPEIAYLPKAVDVNTLFLDADDNDLIRRFSETRRLHPLIKENMA
LDQAIALEKSLLEPISTNADLYINTSQLSPHQLADLVRERILGKKTGSMVLVFESFGFKHGIPVDADYVFDARFLPNPFWEKSLKGQTGVDQEVKDFLASQAIVTKFIW
QINSFMMTWLPHLERNNRSYVTIAIGCTGGKHRSVYIAEMLAKNFRKERDDIQTHHRDIDIKST

>COREFF_CE1710
MNQTPGSTVPETATPVTSPASSPSAPETTFTPVIITGMSGAGLSTAARVLEDLGWFVTHNLPPQMILPLVEMCAREDSPVDKVAVVCDVRSREFRGGLRETITELEE
KNLAPTVLFLDARDDELIRRFDNVRRTHPLQGSQTLQVGIERERQMLSDLKEEADVVIDTSELSVHDLRRAIESSFRTIAKRVQHVTIESFGFKHGSPRDADFIIDARF
LPNPFWVPELRPFRGVDKPVSDYVLSQKGAGEFLDNFIAMLDDMLPGYRHEGKNFITVGIGCTGGHHRSVAVSEELARRLGERPDLDVSVVHRDINRN

>DESBHAF_DSY4845
MLSKQVRLLVITGLSGAGKTQALQSLEDQGYFCVDNLPPSLILKFAELCTQSQGKVTRAAIVCDLRGGEFFSSLAEALGDLHREGFHYEILFLEASDEVLVGRYKES
RRRHPLSPSGGILEGIQMERQMLTELRGVAHKIMDTSNLSSQQLRHQVAESFGNEQASGHLAVSVVSFGFKYAIPLDVDLLIDVRFLPNPFYVAELRPLTGEHPQV
QDYIFSNPVAQEFVDKYLGLLEFILPYYVKEGKRHLVIGVGCTGGQH RSVAIAERIG LFLQERSYMMSVKHRDAARNRKGDKSK

>DESRED_UPF0042
MSDSEGGVEVSSPRLLIVTGMSGAGKTQAVQSLEDLGYFCVDNLPPALIPKFAELVSQSNGKVEKVALVVDIRGGAFFHQAIEVLHDLGEQGYRFEVLFLEASDETL
VRRYKESRRRHPLDNHGEVLKVIQEERELLREIRGRATKVIDTSNVSNNQLKEQIITQYGGDKENSNRLLITVISFGYKYGIPMDSDLVLDVRFLPNPYYIPELRCLTG
NDEPVQQHVMSQDVTKEFMEKLIDFVQFLVPHYQREGKATLMIAIGCTGGMHRSVTLTNKLGEVLSEKGYRVNVRHRDIMRV

>ENTSP._ ZP_01590769
MVLMIVSGRSGSGKSVALRALEDMGFYCVDNLPVVLLPELARTLADRQISAAVSIDVRNMPESPEVFEQAMSSLPETFTPQLLFLDADRNTLIRRYSDTRRLHPLSS
KNLSLESAIDEESDLLEPLRSRADLIVDTSEMSVHELAEMLRTRLLGKRERELTMVFESFGFKHGIPIDADYVFDVRFLPNPHWDPKLRPMTGLDKPVAAFLDRHTE
VHNFIYQTRSYLELWLPMLETNNRSYLTVAIGCTGGKHRSVYIAEQLADYFRSRGKNVQSRHRTLEKRKT

>ENTCFAE_EF0766
MPENLQLVITGMSGAGKTVAVQSFEDMGYFCIDNLPPSLIPKFWELIKESGKVTKIALVIDLRSRTFFREIQDMLVELENTNFIDTTILFLDATDEELVSRYKETRRAHP
MAMDGLVTEGIRKERAMLEEIKADAQLVIDTTDLSPRQLRERLNKELATRETHEFRVEMVSFGFKYGLPIDADIVMDVRFLPNPHYIDELRPLTGMDQPVYDYVMGF
PETDEFYTKFIDLLRTVLPGYKKEGKSSVTIAIGCTGGQHRSVALTERVGAELKEEDYHVNITHRDRLKRKETVNRS

>ENTCFAEC_UPF0042
MTDNLQLVIITGMSGAGKTVAIQSFEDMGYFCIDNMPPRLIPKFWELIKESGKVTKMALGVDLRSRSFFEEIQNMLIEIENTNFIDTSILFLDASDEELVARYKETRRAH
PMAMDGLITEGIRKERAILDDLKAQASVIIDTTTLTPRQLREKINESFKSKGDQGFRIEFVSFGFKYGLPIDSDIVMDVRFLPNPHYIPELRPLTGKDQPVYDYVMSFDE
TQSFYHKFLDLLETVLPGYIKEGKSSLTVAIGCTGGQHRSVALTERLANALGKNYKVNVTHRDKDKRKETVNRS

>ERWCAR_ECA0285
MVLMIVSGRSGSGKSVALRALEDMGFYCVDNLPVVLLPELANTLAARNISAAVSIDVRNMPESPEIFEHAMEQLPPSFSPQLLFLDADRNTLIRRYSDTRRLHPLSSK
NLSLESAIDEESDLLEPLRSRADLIIDTSEMSVHELAEMLRTRLLGKRERELTMVFESFGFKHGIPIDADYVFDVRFLPNPHWDPKLRPMTGLDKPVASFLDRHTEVH
NFIYQTRSYLELWLPMLETNNRSYLTVAIGCTGGKHRSVYVAEQ LADYFRSRGKNVQSRHRTLEKRKPS

>ESCCOLSP._YHBJ
MVLMIVSGRSGSGKSVALRALEDMGFYCVDNLPVVLLPDLARTLADREISAAVSIDVRNMPESPEIFEQAMSNLPDAFSPQLLFLDADRNTLIRRYSDTRRLHPLSS
KNLSLESAIDKESDLLEPLRSRADLIVDTSEMSVHELAEMLRTRLLGKRERELTMVFESFGFKHGIPIDADYVFDVRFLPNPHWDPKLRPMTGLDKPVAAFLDRHTE
VHNFIYQTRSYLELWLPMLETNNRSYLTVAIGCTGGKHRSVYIAEQLADYFRSRGKNVQSRHRTLEKRKP

>EXISIB_UPF0042
MEQNQPQLVITGMSGAGKTVAMNSFEDLGYFCVDNLPPTLLPQLIEVIGQVRPKIAVAIDTRARDFIDSFFVVYEDLKKTNLQIRMLYLDARNDVLVRRYKESRRSH
PLAPTASPLIGIERERTLLEGFRDKAQLLMDTSDIKPLALKERILKEFTEGERIPFTVNVMSFGFKHGLPLDADLVFDLRFLPNPFYIPELRPKTGLDLEVSSYVMQWP
EAKLFYKKLVDMLEFLIPQYEREGKSQLVVALGCTGGKHRSIT FAEAISKEFK NQYHIVTNHRDYVHAKEEK

>FUSNUC_FN1089
MKTKHIIIVTGLSGAGKTTALNILEDMSYYTIDNLPLGLEKSLLDTEIEKLAVGIDIRTFKNTKDFFTFINYIKESGVKMDIIFIEAHEAIILGRYTLSRRAHPLKEVTLLRSILK
EKKILFPIREIADLVIDTTEIKTVELEKRFKKFILAKDGENTDININIHIQSFGYKYGIPTDSDLMFDVRFIPNPYYIEKLKELNGFDEEVKEYVLSQKESKEFYFKLLPLLEF
LIPQYIKEGKKHLTISIGCSGGQHRSVTFVNKLAEDLKNSKVLEYINVYVSHREKELGHW

>GEOKAU_GK3066
MGQNGALQPIQLVIITGMSGAGKTVAIQSFEDLGFFCIDNLPPTLLPKFLELVKESGNKMNKVALVMDLRSRDFFDHLFAALDELAEQAWVIPQVLFLDAQDSTLVAR
YKETRRTHPLAPNEPPLEGIRLERKLLEELKGRAQIIYDTTGLKPRELREKIIRQFSSHAQSGFTINVMSFGFKYGIPIDADLVFDVRFLPNPHYIEHMRPKTGLDDDVS
SYVLKWGETQKFLEKLIDLLSFMLPYYQREGKSQLVIAIGCTGGQHRSVALAEYIARHFSDDYKTVVSHRDMERRKDIHR

>GEOTHE_GTNG_3015
MGQNGTVQPTQLVIITGMSGAGKTVAIQSFEDLGFFCVDNLPPTLLPKFLELVKESGNKMNKVALVMDLRSRDFFDHLFVALDELAEQEWIVPQILFLDAQDSTLVA
RYKETRRTHPLAPNEPPLEGIRLERQLLEEIKGRAQIIYDTTGLKPRELREKIVRQFSVHAQSGFTVNVMSFGFKYGIPIDADLVFDVRFLPNPYYIEHMRPKTGLDDE
VSSYVLKWGETQKFLEKLLDLLAFMLPYYQREGKSQLVIAIGCTGGQHRSVALAEYIARHFSADYKTVVSHRDMERRKEAHR

>GLOVIO_GLR4163
MTSFSAPGSPVDTVLLTSPAGAGRTEAIRIFEDLGYLCLNHVWPELVPTFLKHYAPIAPRLVLCLASRPEADAQAGLIAARVALRSLARTTVHVHLDCPEGVLLSRYA
LTRRPHPWFDHGKGLLAAIRAERTALEPVRALADEVVDTGPLELAQLRVHLGALVGGRPTELPVTVMSFGFKRGVPADAQFVLDIRFLPNPYYESALKPLTGLDVG
VAEYVFASEQSQATYRSLLEFLRFLLHQYRQDRRSQLLIAIGCTGGQHRSVAFVERLSGDLAAEGFACRPSHRDLAVNRLQELSR

>HAEDUC_HD0584
MELVIISGRSGSGKSVALRALEDVGYYCVDNLPFPLIAELASFLLASDCSAVVSLDIRNFPENLTRIDELLHQLSQLTINTKMIFLDCESATLIRRYSDSRRLHPLSNQD
LSLASAIELENTLLDPLRQQADYLIDTTHSSPHELAANLRHILRGSTEKELNIVFESFGFKYGLSADADYVFDVRFLPNPHWHAELRAMTGLEQPVIDFLERQTEVHN
FIYQTRNYLETWLPMLEKNNRSYLTIAFGCTGGKHRSVFITEQLAKYFQSRGKNVKIRHRSLEKYHKKT
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Anhang

>HAEINF_AAC22801
MGKLMEIIISGRSGAGKSVALRALEDAGYYCVDNIPLDLLPQLTDILSQSQSSVAISLDIRNIPNSAHSLKQTLSTLQKHHQIKIIFLEADRATLIRRYSDSRRLHPLSLK
DLSLEAAIDEEYRYLEPLIQHANLILDTTHLSTHSLAERLREFLRGNSEKELKIIVESFGFKYGIPLDADYVFDVRFLPNPHWDPTLRPMTGLEAPVAEFLNSHTEVNEF
IYLTRHYIDTWLPMLEKNNRSYLTIAIGCTGGKHRSVYIAQQLGEYFQAKGKTVKIQHKSLERNKKI

>HAESOM_ZP_00132582
MEIIISGRSGAGKSVALRALEDIGYYCVDNLTMDLVPQLVDMLENKQHLVAISLDIRNLPQEPETLDHILNLLQEKYPVKIIFLDTDRNTLIRRYSDSRRLHPLSVQNLS
LEAAIAAEKEHLEPLVQHANVIIDTTPLSPHELAERLREFLRGNTEKELQIIVESFGFKYGIPLDADYVFDVRFLPNPHWNQELRPMTGLEKPVIEFMQKHIEVDNFIYQ
TRNYIENWLPMLEKNNRSYLTIAIGCTGGKHRSVYIAQQIGEYFRAKGKKVQIQHKSLEKHTQNK

>HALORE_UPF0042
MQFLIVTGMSGAGKSVALNFFEDMGFFCIDNLPPALISKFAELCLHSELDKIAVVSDIRGREFFNALFSELSSLEKRGIDYEILFLEASDEVLIRRYKETRRRHPLDEEG
RVLDAIRKERHLLEEIKGKANKIIDTSKLSKQELNHELKKVYSSYFIGKQSMSVTIISFGYKYGIPMDADLVFDVRFLPNPYYVRSLKERTGEETVVQDYILKWPVTQKF
YKRFFDMMDFLLPEYSREGKSHFTIAIGCTGGKHRSVTTAIKLKEFLLSKGYHVVVEHKDISK

>IDIBAL_0OS145_05430
MQLIIVSGRSGSGKTIALRVLEDLGFYCVDNLPIALLSTLVHSVLAQYDRVAISIDVRNLPEDSQELLESIDFLPAEVDIEVLFIDADDQTLLQRFGETRRLHPLSQKQLP
LLEALQLENRLLDPIAVRATWRIDSSHLSLHQLSEEVSARVLGKASKQVVIVFQSFGFKHGVPKDADFVFDARILPNPHWNPELKLLTGQDEDVKQFFRKESLVTKY
LLQVENFLATWLPYFRRSNRSYLTIAMGCTGGQHRSVYLAETLAEQFRSEGTHVQVRHRELS K

>IDILOI_IL0393
MQLIIVSGRSGSGKTIALRVLEDLGFYCVDNLPISLLPTLVHAVIEQYQKIAISIDVRNLPEHSEELLDSLSFLPKGVEPEILFIDSDDNTLLKRFGETRRLHPLSQKELPL
LEALQAEHKMLEPIMERATWRLDSSDLSLHQLSEQVTERVLGRADKKLIIVFQSFGFKYGLPKDADFVFDARILPNPHWQPELKLLTGLDTDVQIFFRQEPLVTKFIY
QLENFLDTWLPHFQRSNRSYLTIATGCTGGQHRSVYISQQLAERFEQKAVKVQVRHRELKTHG

>KLEPNE_P17163
MVLMIVSGRSGSGKSVALRALEDMGFYCVDNLPVVLLPELARSLADRNISAAVSIDVRNMPESPEIFEQAMKNLPAEFSPQLLFLDADRNTLIRRYSDTRRLHPLSS
KNLSLESAIDEESDLLEPLRSRADLIVDTSEMSVHELAEMLRTRLLGKRERELTMVFESFGFKHGIPIDADYVFDVRFLPNPHWDPKLRPMTGLDKPVAAFLDRHTE
VHNFIYQTRSYLELWLPMLETNNRSYLTVAIGCTGGKHRSVYIAEQLADYFRSRGKNVQSRHRTLEKRKS

>LACACI_LBA0691
MADEKKQLLIVTGMSGAGKTVVAHDLEDMGYFVVDNLPPTLLGSFWDLINNSNDFHKVAVVIDLRVKAFYTDLLDEVNSLEDNGNVQATILYLDASDDVLVARYKET
RRLPPLANNGKGRLLDGIQEERRILTPIKNRSNYIVDTSNLSTKELKQKLINTFSDKKRQPFSIEVMSFGFKYGMPIDADIVMDVRFLPNPFYIPELRPFTGLDKRVFDY
VMNKEETQVFYKKLLDMLETAIPGYIKEGKEKLTIAIGCTGGQHRSVSIAQQLARDLSKKYPVDITHREISRYIRK

>LACBRE_YP_794827
MTEDIRLVIITGMSGAGKTVAMQSFEDLGYFCIDNMPPSLLPKFWDLVRESGKLSKIALVIDLRSRAFYDEIVRMLNDVAVHGTMNAQVLFLDASDAELVSRYKETRR
SHPLARNGRVLEGISRERELLAPIRQAAQLVIDTTKLSPRKLREEIFHNYETETTQAFHIELMSFGFKYGLPIDADIVMDVRFLPNPYYLPELRNQTGMDQPVYDYVM
NQPQTEEFYQRFLGLLTTIVPGYKQEGKSSLTIAIGCTGGQHRSVALTQRLGQALGNTYPVHVTHRDIEKRKESANRS

>LACCAS_YP_806200
MTESLDLVIITGMSGAGKTVAMQAFEDLGYFCVDNMPPALLPKFWELVKESGKITKVALVVDLRSRAFYDQIIDMLANLDNNAYVHSRILFLDATDEELVSRYKETRR
SHPLAMEGRLMDGIKKERALLTELRNRAQVVIDTTTLSPRQLREKIFLNFKESGSQPAFHIEVMSFGFKYGLPIDADIVMDVRFLPNPFYIKDYRPKTGLDPEVYNYV
MDNEDAESFYNKFYDLLSEIMPKYKAEGKTSVTIAIGCTGGQHRSVAFAERIGKAFSDAYAVDITHRDIKKHKE TVNRS

>LACDEL_YP_618706
MIEFNVLWEQYGIMHEKYKKQLLILTGMSGAGKTVAAHSLEDVGYFVVDNLPPELLGNFWDLMNTSEDFEKVAVVIDLRVKSFYKDLIDEINSLEDSGQTQATIVFLE
ASDDTLVARYKETRRLPPLAENGRLLDGIRDERRILTPVRNRSNYILDTSKMTTKELKQKLQSKFGELHKPKFGIEVMSFGFKYGMPIDADIVMDVRFLPNPFYIPELR
PFTGLDKRVFNYVMDKDETKVFYGKLLDLLLTAIPGYIDEGKEKLTIAIGCTGGQHRSVSIAQQLARDLSEKYPVDITHREISRYLRK

>LACGAS_YP_815115
MAEQKKQLLIVTGMSGAGKTVAIKALEDMGYFVVDNLPPELLGSFWELINNSSDFSKAAVVVDLRVKSFYKDLVDEIKSLEDSQNVQSTVLFLDASDDVLVSRYKET
RRLPPLAHTGRLLDGIQEERAILSRTKNISNIIDTSRLTTKELKAKLVDKFGDNQTRTFSIEVMSFGFKYGIPIDADIVMDVRFLPNPFYIPQLKPFTGLDR
RVFDYVMSKKETKKFYAKFLDMLETAIPGYIAEGKEKLTIAIGCTGGQHRSVSIARQLAVDLAKKYPVDISHREISRYIGQ

>LACJOH_LJ0866
MAEQKKQLLIVTGMSGAGKTVAIKALEDMGYFVVDNLPPELLGSFWELINNSSDFSKAAVVVDLRVKSFYKDLVDEIKSLEDSQNVQSTVLFLDASDDVLVSRYKET
RRLPPLAHTGRLLDGIQEERNILSRTKNISNHIDTSHLSTKELKTKLVDKFGDNRTRTFSIEVMSFGFKYGIPIDADIVMDVRFLPNPFYIPQLKPFTGLDRRVFDYVMS
KKETKEFYAKFLDMLETAIPGYIAEGKEKLTIAIGCTGGQHRSVSIARQLAVDLAKKYPVDISHREISRYIGQ

>LACPLA_LP_0779
MAESLQLVIISGMSGAGKTVAVQSFEDLGYFCIDNMPPALLPKFSELVEESGKIKKVALVIDLRSRAFYDEIMDMLANLDNTDFVSTRILFLDASNEELVSRYKETRRS
HPLAMEGRVMDGVRKERELLAPLKDRASYVIDTSTLTPRELRESIFDKFETDQDETFHIEMLSFGFKYGLPIDADIVMDVRFLPNPYYIPELKKLTGLDKPVADYVMQ
QPATEAFYQQFLSMLESIMPGYEAEGKSSLTIAIGCTGGQHRSVALTQRIGEALAKHYKVHISHRDIEKRKETVNRS

>LACREU_ZP_01164767
MRKEELVMVDKKLKVVITGMSGAGKTVAVHSLEDLGYFVIDNMLPGLAERFVDVIEDSREFDKIAMVMDMRSRGFYDEVLPNFEKLKKRADLDVKLLFLDANDVTLI
SRYKETRRSHPLSPQGRILDGVELERKLSTDLKSQADIVIDTTNVTPRNLKLRLNKLFGHGEGNDFYVEVMSFGFKYGLPLDADIVMDVRFLPNPFYIPELKHLTGND
PAVQ NYVMQSPLAKEFYQHLRSLLEIALPGYIKEGKSSLTIAIGCTGGQHRSVTIANKLSADLKEKGYKVNTYHRDIEKAK

>LACSAK_YP_395138

MTDTLNLVVI TGMSGAGKTV AMQSFEDLGY FCVDNMPPSL LPKFWELVKE SGKVTKIALV
IDLRSRAFYD GIIEMLSGLD NTQFVTTKIL FLDASDEELV SRYKETRRSH PLARNGRLMD
GIHKERELLT EIRNQSQMVV NTSMLSPREL REQIFRVFKT SDNPSFHIEV MSFGFKYGLP
IDADIVMDVR FLPNPYYVAE FKALNGLDKP VRDYVMEQPA TEKFYQQLTA LLKSIMPGYL
KEGKTSVTIA IGCTGGQHRS VALAQRLADD LAVDYPVDVT HRDMKKRKES VNRS

>LACSAL_YP_536062
MFMSALQLVIVTGMSGAGKTVAVQSFEDLGYFCVDNMPPKLLPKFYELVKESGKITKIALVVDLRSRAFYDEIVEMVRELDENEFNSSRILFLDASDEELVARYKETR
RSHPLAMEGRILDGIHLERELLAPIKSNAQIIIDTSKLSPRQLREEIFKNFEARDTKTFHIEVMSFGFKYGLPIDADIVMDVRFLPNPYYVSELRNKTGKDDAVYEYVMK
SEKTEEFYQKFVSLLKYVIPGYIAEGKSNVTIAIGCTGGQHRSVALAERIGNELSKEYPVHMSHRDMNKRKETVNRS

>LACTLAC_L188550
MENKLNIVIITGMSGAGKTVAIQSFEDMGYFTVDNMPPNLIEKFVGLLNTPDNKIDKVALVVDMRSRAFFEDIQSIVTELTDNGSVNFKLLFLDANDTELVSRYKETRR
SHPLAIDGRTLDGITKEREILADLKNLSEVVIDTSELTPRNLRARILQKFASSTESTFRIEVMSFGFKYGLPLDADLVFDVRFLPNPHYITELRDKNGTDKEVYDYVMEH
PQSEEFYENLMKMLVPILPAYKKEGKSVLTIAFGCTGGQHRSVAFAERVSAALKDKWHLNVSHRDKDRRKETVNRS

>LEIXYL_LXX11490
MTSDVETTAEQQEVLIVTGMSGAGRSTVANALEDLDWYVVDNLPPQMLRPLIELANRAESGLPRIAAVVDVRGRNFFADLQEMIQSLREGTKVRVLFLEAADVTLV
RRFEQVRRPHPLQGNGTLLDGITAERARLREIRESSDIIVDTSDLNIHQLATRITDIFADENTADVQVTVMSFGFKYGLPADADLVADARFLPNPFWKPELRPYTGLD
EVVRNDVLQQNGAEEFIESYLEALRPIFAGYQRENKRHATIAVGCTGGKHRSVAIAEELAARLRSLPGLAVSIKHRDLGRE

>LISINN_LIN2617
MASKQLKLVIITGMSGAGKTVAMQSLEDLGYFCVDNLPPSLLPKFWELMKESDKMDKIALVMDLRGREFFDSIEPALDELDNTNFITTKILFLEADDKVLVSRYKETR
RHHPLEPNGSVLDGINAERELLSDLKGRSQLVINTSNMAPRELRERINNEFQTEDKDVFNVQLMSFGFKYGIPIDADLVFDVRFLPNPHYIDKMRPLTGLDEDVYEY
VMKWP ETMAFLDKLVDLLMFTLPFYKREGKTQLVIAIGCTGGQHRSVALTEYVGKAIQQKYETTISHRDMKRRKER

>LISMON_SP.
MASKQLKLVIITGMSGAGKTVAMQSLEDLGYFCVDNLPPSLLPKFWELMKESDKMDKIALVMDLRGREFFDSIEPALDELDNTNFITTKILFLEADDKVLVSRYKETR
RHHPLEPNGSVLDGINAERELLSDLKGRSQLVINTSNMAPRELRERINNEFQTEDKDIFNVQLMSFGFKYGIPIDADLVFDVRFLPNPHYIDKMRPLTGLDEDVYEYV
MKWPETQTFLDKLVDLLMFTLPFYKREGKTQLVIAIGCTGGQHRSVALTEFVGKAIQQKYETTISHRDMKRRKGR

>LISWEL_LWE2422
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Anhang

MASKQLKLVIITGMSGAGKTVAMQSLEDLGYFCVDNLPPSLLPKFWELMKESDKMDKIALVMDLRGREFFDSIEPALDELDNTNFITTKILFLEADDKVLVSRYKETR
RHHPLEPNGSVLDGINAERELLSDLKGRSQLVINTSNMAPRELRERINNEFQTEDKDVFNVQLMSFGFKYGIPIDADLVFDVRFLPNPHYIDKMRPLTGLDKDVYEY
VMKWP ETGAFLDKLIDLLMFTLPFYKREGKTQLVIAIGCTGGQHRSVALTEYVGKAIQQKYETTISHRDMKRRKGR

>MANSUC_MS1718
MRQFMELIIISGRSGAGKSVALRALEDMGYYCVDNLPINLLPELADILSTSQQSAAVSLDIRNLPHSPETLDTLLQQLADAQHQVRIIFLEADRSTLIRRYSDSRRLHPL
SMQDLSLEAAIEAEAGYLEPLLONAELVINTSEISTHELAQRLREFLKGKPDKELKIVVESFGFKYGLPLDADYVFDVRFLPNPHWNPDLRPMTGLDQPVIDFLGKYS
EV NNFIYSTRNYLETWLPMLEQNNRSYLTIAIGCTGGKHRSVYIAQQLGEYFQAKGKKVKIQHKSLEKHHKKNSA

>MARAQU_UPF0042
MKLIIVSGRSGSGKSTALHVLEDLGFYCIDNLPIGLLFPLTREAATQEAPGRLKKMAVSIDARNLSAELANFETIYQQLKQTGVELEIIFLDADEQSLLQRFHATRRKHP
LSDDKTSLREAITNEKQLLEPLSKLADLYVNTTGLSMYELRDMIKQRVAGRKDQELALLFQSFGFKHGVPVDSDYVFDVRCLPNPYWDTSLRKHTGVDQPVIDFLE
REPLTRQMVDDLTGFLNTWLPSFADSNRSYMTISIGCTGGQHRSVYVCEQLGRYFRDNYRNVQVRHTELPHLQARGEI

>MOOTHE_YP_429136
MPETKYPRLVIVTGLSGAGKTQAVRCLEDLGFFCVDNLPPSLIPGLVDLLGHPGKEGEGITKVALVMDIRGGEFFSGLDAALNYLDGLGIPYEILFLEAADEVLVRRY
KETRRRHPLSSGGQILEGIIEERRRLEELRGRASKIIDTSELTPRQLKEQVSELFGSSQRRLIVSIISFGYKYGIPLDADLVMDVRFLPNPYYVPALRPFTGHDRCVEEF
VMASPVTRQFIEQFAALLRFLIPHYLQEGKSHLVVAIGCTGGQHRSVTLANKLGELLQGENYSVTVKHRDVVRYLSTGNRR

>MYCSME_MSMEG3088
MSEMMRNSSSGVSSGGASEKDGVESHEGIDVVLVTGLSGAGRGTAAKVLEDLGWYVADNLPPELIARMVDLGLAAGSRITQLAVVMDVRSKGFTGDLDWVRNEL
ATRNIAPRVLFMEASDDILVRRYEQNRRSHPLQGTQTLAEGIAAERAMLAPVRAAADLVIDTSTLPVPALRESIERAFGGETVAYTNVTVESFGYKYGLPMDADTVM
DVRFLPNPHWVDELRPHSGQHPDVRDYVLGQPGALEFLDTYHRLLDVVIDGYRREGKRYMTVAIGCTGGKHRSVAIAEALAERLEGGDGLTVRVLHRDLGRE

>MYCTUBCDC1551_MT1464
MMNHARGVENRSEGGGIDVVLVTGLSGAGRGTAAKVLEDLGWYVADNLPPQLITRMVDFGLAAGSRITQLAVVMDVRSRGFTGDLDSVRNELATRAITPRVVFME
ASDDTLVRRYEQNRRSHPLQGEQTLAEGIAAERRMLAPVRATADLIIDTSTLSVGGLRDSIERAFGGDGGATTSVTVESFGFKYGLPMDADMVMDVRFLPNPHWV
DELRPLTGQHPAVRDYVLHRPGAAEFLESYHRLLSLVVDGYRREGKRYMTIAIGCTGGKHRSVAIAEALMGLLRSDQQLSVRALHRDLGRE

>MYCTUBH37RV_RV1421
MMNHARGVENRSEGGGIDVVLVTGLSGAGRGTAAKVLEDLGWYVADNLPPQLITRMVDFGLAAGSRITQLAVVMDVRSRGFTGDLDSVRNELATRAITPRVVFME
ASDDTLVRRYEQNRRSHPLQGEQTLAEGIAAERRMLAPVRATADLIIDTSTLSVGGLRDSIERAFGGDGGATTSVTVESFGFKYGLPMDADMVMDVRFLPNPHWV
DELRPLTGQHPAVRDYVLHRPGAAEFLESYHRLLSLVVDGYRREGKRYMTIAIGCTGGKHRSVAIAEALMGLLRSDQQLSVRALHRDLGRE

>NITEUR_NE1849
MQVIIISGLSGSGKSIALKVLEDSGYYCVDNLPASLLVVLINHLQTQQHAYVAVAIDMRSGENITVLPWQLKMIDKSIQIKFIFLEARTETLMQRFSETRRRHPLSDKNIT
LEEAIRREREALATLTGLGHHIDTSSLRPNVLRAFIKDFIADSRSPSQLTLLFQSFGYKHGIPLDADLVFDIRCLPNPFYDPQLKELTGHDPEVIRFMESQPDASKMLR
DISSFLGTWLPAYIRDNRAYLTVAIGCTGGQHRSVYFAEKLALHFHDSAHVLVRHRGLAEYKPHYARR

>NOCFAR_NFA358930
MTRVESNNTASQAPPSGAGTLEQQVEVVIVTGLSGAGRGTAAKVLEDLGWYVADNLPPELIGRMVELGAAADPPIRRLALVMDVRSRFFTGDLSVVADQLRALGL
RTRVLFLEASDDVLIRRFGFARRRHPLQSESADGTLSAGIAVERVRLAGVKAAADLVIDTTELSIHQLHRKLEEAYGGGAPAALQLTVQSFGFKYGVPLDADMVLDV
RFLPNPHWIPELREHSGQETVVSEYVLSRPGAQDYLHTCHHLVDLTTSGYRQEGKRYMTVAVGCTGGKHRSVAIAEALGELIGADTSAESADVVRVVHRDLGRE

>OCEIHE_OB2468
MNQEQETKLVIITGMSGAGKTVAIQSFEDLGYYCVDNLPPALLPKFLDLMKDATNNIQKVALVMDLRGREFFDSLFEALDVLAKENWLEDHILFLDAKDEALVTRYKE
TRRSHPLATDGLDGIKQEREILDELRGRAQRIIDTTSLKPRNLREKILKVYKEEKQEVFSVHFVSFGFKYGLPIDADLVFDVRFLPNPHYVSNLQPLTGLNPDVSSYVF
KWSDTQTFIDKVTDLLTFMLPQYKKEGKSQLVVAIGCTGGQHRSVALAEHFSKVLSNGYTTHVSHRDIDKRKVL

>PASMUL_PMO0169
MEINISGHSGAGKSVALRCLEDIGYYCVDNLPLDLLPQLASILSTNQQSVAISLDIRNLPHSSKTLENLLTEVQQQHQIKLIFLDADRGTLIRRYSDSRRLHPLSTQDLSL
EAAIDAERKYLDPLTQHADLIIDTTRLSTHELAERLRDFLCEKSDKALKIIFQSFGFKYGLPLDADYVFDVRFLPNPHWIPELRPLTGLDAPVAEFLNKQNEVNHFIYLT
RNYIETWLPMLEQNNRSYLTIAIGCTGGKHRSVYITEQLGEYFQAKGKNVQIQHKSLAKHKKANTQ

>PEDPEN_YP_803988
MNERLQFVVVTGMSGAGKTVAMQSFEDLGFFCVDNMPPALLPKFWELIKENGKISKVALVVDLRSRGFYDQILGLLTGEEEQHNIKTDVVFLDATDEELVARYKET
RRAHPLAMDGRVADGVRKERELLSPIKSEAQIVIDTTNMTPRELRSDIFGHFSTNKTIPKFHIEVVSFGYKYGSPIDADIIMDVRFLPNPYYVTELKNKIGTDPAVYDYV
MNQPATEEFYTDYLKLLMDIMPGYQKEGKSNLTIAIGCTGGQHRSVAIAERLAKDLSKKYVTNISHRDAHKRKETVNRS

>PHOPRO_PLU4044
MQLMVVSGRSGSGKSVALRVLEDLGYYCVDNLPVTLLPQFISTVENNEQDIAVSIDVRNMPSESGVIQKTLNSLDDKLDINVIFIDADDKELVKRYSETRRLHPLSKH
DMSLEQAIQSESAIVADIKEHADLVIDTTNKSIHDLSETVRARVLGRESRKLILVFESFGFKHGLPTDADYVFDVRFLPNPHWVPELKPQTGLDQEVKEFLVGHAEVN
KLIYQIRNFIETWLPLLEKNNRSYLTVAIGCTGGQHRSVYVAQQLADHFLHDGQQVQIRHRTLE SK

>PHORLUM_PLU4044
MVLMIVSGRSGSGKSVALRALEDMGFYCVDNLPVVLLPELANTLADRDISAAVSIDVRNMPESPEVFEEALTKLPASFSPQLLFLDAERNTLIRRYSDTRRLHPLSSK
NLSLESAIDQESDLLEPLRSRADLIIDTSEMSVHELAEMLRTRLLGKRERELTMVFESFGFKHGIPIDADYVFDVRFLPNPHWDPKLRPMTGLDRPVAAFLDRHTEVH
NFIYQTRSYLELWLPMLETNNRSYLTVAIGCTGGKHRSVYVAEQLADYFRSRGKNVQSRHRTLEKRK

>PROMIR_AAC64575
MVLMIVSGRSGSGKSVALRALEDMGFYCVDNLPVDLLPELAKTLAERDAAAAAVSIDVRNMPESPEIFEKALESLPAEYSPQLLFLDADRNTLIRRYSDTRRLHPLST
KNLSLEMAIDTESDLLEPIRSRDVWIIDTSEMSVHELAEMLRTRLLGKRERELTMVFESFGFKHGIPIDADYVFDVRFLPNPHWDPKLRPMTGLDRPVAAFLDRHTEV
HNFIYQTRSYLELWPMLETNNRSYLTVAIGCTGGKHRSVYVAEQLADYFRSRGKNVQSRHRTLEKRK

>PSEATL_UPF0042
MKLIIISGRSGSGKSIVLRSLEDLGYYCVDNIPVNLLPTLTHTVADEYDQVAVSIDVRNLPKDPNELVEILDYLPSTWEMTILYLDASDDVLIKRFSETRRLHPLSKQNK
SLSGAIQAESQLLAPIAERADLYIDTDQLSIHQLAELVRERILGKKSSRLVLVFESFGFKHGIPKDADYVFDARFLPNPHWEPDLKPLTGLDSPVEIFLGSQPIVTKFIW
QIQNLISTWLPHLERNNRSYVTIAIGCTGGQHRSVYVVEMLAKTFSTSHPDVQIRHRELNR

>PSEHAL_PSHAA2554
MELIIISGRSGSGKSVALRVVEDLGYYCVDNIPVNLLPSLVRSVSDNYDKIAVSIDVRNLPKDQQQFNDILEYLPDFAKPTLFYLDSDDQTLIRRYSETRRLHPLSIDSL
PLDLAIKKEKELLDVLVTRADHVIDTTDLSVHQLAESMRETILGKKDKQLITFESFGFKHGIPKGADYVFDARFLPNPHWEPELKPLTGLDQPVKDYLASHSIVQKFT
WQIQTFVQTWLPHLERNNRSYLTIAIGCTGGQHRSVYLAQTIGESFAMSHPNVKIRHREQEK

>PSETUN_PTD2_17262
MQLIIISGRSGSGKSVALRVLEDLGYYAVDNIPVNLLPSLVRSVSDSYDKIAVSIDVRNLPKIQQEFNEILEYLPEFAKPTLFYLDSDDNTLIRRFSETRRLHPLSINSQP
LDAAIKEEKILLDVLVSRADIIDTSDLSVHQLAEAIRARVLGKKDNQLIITFESFGFKHGIPKNADYVFDARFLPNPHWEPLLKPLTGLDQPVKDFLASHSIVHKFTWQI
QTFLQTWLPHLERNNRNYLTIAIGCTGGQHRSVYLAQTLADNFSRSHKNVKVHHREQEK

>SALENTATCC9150_YHBJ
MVLMIVSGRSGSGKSVALRALEDMGFYCVDNLPVVLLPDLARTLADRQISAAVSIDVRNMPESPEIFEQAMNNLPGAFSPQLLFLDADRNTLIRRYSDTRRLHPLSS
KNLSLESAIDKESDLLEPLRSRADLIVDTSEMSVHELAEMLRTRLLGKRERELTMVFESFGFKHGIPIDADYVFDVRFLPNPHWDPKLRPMTGLDKPVAAFLDRHTE
VHNFIYQTRSYLELWLPMLETNNRSYLTVAIGCTGGKHRSVYIAEQLADYFRSRGKNVQSRHRTLEKRKT

>SALENTTY2_T3240
MVLMIVSGRSGSGKSVALRALEDMGFYCVDNLPVVLLPDLARTLADRQISAAVSIDVRNIPESPEIFEQAMNNLPGAFSPQLLFLDADRNTLIRRYSDTRRLHPLSSK
NLSLESAIDKESDLLEPLRSRADLIVDTSEMSVHELAEMLRTRLLGKRERELTMVFESFGFKHGIPIDADYVFDVRFLPNPHWDPKLRPMTGLDKPVAAFLDRHTEV
HNFIYQTRSYLELWLPMLETNNRSYLTVAIGCTGGKHRSVYIAEQLADYFRSRGKNVQSRHRTLEKRKT

>SALTYP_YHBJ
MVLMIVSGRSGSGKSVALRALEDMGFYCVDNLPVVLLPDLARTLADRQISAAVSIDVRNMPESPEIFEQAMNNLPGAFSPQLLFLDADRNTLIRRYSDTRRLHPLSS
KNLSLESAIDKESDLLEPLRSRADLIVDTSEMSVHELAEMLRTRLLGKRERELTMVFESFGFKHGIPIDADYVFDVRFLPNPHWDPKLRPMTGLDKPVAAFLDRHTE
VHNFIYQTRSYLELWLPMLETNNRSYLTVAIGCTGGKHRSVYIAEQLADYFRSRGKNVQSRHRTLEKRKT

>SERPRO_ZP_01538297
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MVLMIVSGRS GSGKSVALRA LEDMGFYCVD NLPVVLLPQL ANTLAERNSS AAVSIDVRNM
PESPEVFEYA MTQLPDSFSP QLLFLDADRN TLIRRYSDTR RLHPLSSKNL SLESAIDEES
DLLEPLRSRA DLIIDTSEMS VHELAEMLRT RLLGKREREL TMVFESFGFK HGIPIDADYV
FDVRFLPNPH WDPKLRPMTG LDKPVASFLD RHTEVHNFIY QTRSYLEQWL PMLETNNRSY
LTVAIGCTGG KHRSVYVAEQ LADYFRSRGK NVQSRHRTLE KRKQ

>SHEAMA_SAMA_ 3091
MKLVIVSGRSGSGKSVALRVLEDLGYYCVDNLPLQLIGPLLAQLKGNNDKVAISIDIRNMPEQEKALEKELARLPEGVELTSFFLNSSDKVLLKRYSETRRLHPLSRS
KVSLQEAIKLEGKMLAPISNMVDHFIDTSNLNVYELADAVRQILLGRTDKELVIIFESFGFKHGMPTEADFMFDARFLPNPHWEPELRPLTGLDEPVKLFLERQVLVN
KYIWQIENLLETWLPHLERNNRSYLTIAIGCTGGQHRSVYIAEQLAKRFANSHHKVEARHRELNAKA

>SHEBAL_UPF0042
MKLVIVSGRSGSGKSVALRVLEDLGYYCVDNLPLPLIGSLLEQLKGSNDLVAISVDVRNMPEQDKVLVKQLASLPPDTELTSFFLNSSDKILLKRYSETRRLHPLSKS
QVSLQEAIKLEGKLLEPMSKLVDHYIDTSNLNIYDLSDQVRQILLGSVDKELVINFESFGFKHGMPTEADFMFDVRFLPNPHWELALRPLTGLDEPVAEFLNRQPLVN
KFIWQIENLLETWLPHLERNNRSYLTVAIGCTGGQHRSVYVAEQLAKRFSNGKHKVYARHRELNNAKA

>SHEDEF_UPF0042
MKLVIVSGRSGSGKSVALRVLEDLGYYCVDNLPLPLIGSLLAQLKSSNDLVAISVDVRNIAEQGKVLEQQLALLPPETEISSFFLNSSDKVLLKRFSETRRLHPLSRSQ
MSLQEAIKLEGRLLEPIAKMVDHHIDTSLLNVYELSDQVRQILLGSVDKELVINIESFGFKHGMPTEADFMFDVRFLPNPHWETELRPLTGLDVPVQEFLARQPLVHK
LIWQIENLFETWMPHLERNNRSYLTIAIGCTGGQHRSVYIADQLAKRFANGKHVVNARHRELGDVKA

>SHEFRI_UPF0042
MKLVIVSGRSGSGKSVALRVLEDLGYYCVDNLPLPLIGTLLAQLKGSNDLVAISVDVRNIAEQGKVLQDQLALLENDTEISFFLNSNDKVLLKRYSETRRLHPLSKNHI
SLQEAIKLEGRLLEPIAKIVDHYIDTSALNIYELSDQVRQILLGSVDKELVINFESFGFKHGMPTEADFMFDVRFLPNPHWEIELRPFTGLDEPVQEFLGRQPLVNKFIW
QIENLFETWMPHLERNNRSYLTIAIGCTGGQHRSVYIADQLAKRFRQGSKHTVNARHRELNISDTNN

>SHELOI_UPF0042
MKLVLVSGRSGSGKSVALRVLEDLGYYCVDNLPLQMMESLLEQLKGRSDLVAISVDVRNMPSEEIQLEKQLAKLPKDTEILSFFLNSSDNVLLKRYSETRRLHPLSR
SKVSLKEAIQLEGKLLDPIAKLVDHYIDTSNLNIYELSDKVREILLGTVDKELVINFESFGFKYGMPTEADFMFDVRFLPNPHWETELRPLTGLDEPVQQFLSQQPLVN
KFIWQIENLLETWLPHLERNNRSYLTIAIGCTGGQHRSVYVTDQLAKLFNKGKHKVQARHRELKHD

>SHEONE_S03964
MKLVIVSGRSGSGKSVALRVLEDLGYYCVDNLPLPLIGSLLEQLKGSNDLVAISVDVRNLPEQDKVLVKQLASLPEGTELTSFFLNSSDKVLLKRYSETRRLHPLSKS
RVSLQEAIKLEGKLLEPLSQQMDHYIDTSNLNIYELSDQVRQILLGSVDKELVINFESFGFKHGMPTEADFMFDVRFLPNPHWEPELRPLTGLDEPVAEFLNRQPLV
NKFIWQIENLLETWLPHLERNNRSYLTIAIGCTGGQHRSVYVAEQLAKRFSNGKHKVNARHRELSHAKA

>SHEPUT_UPF0042
MKLVIVSGRSGSGKSVALRVLEDLGYYCVDNLPLPLIGSLLEQLKGSNDLVAISVDVRNMPEQDKVLVQQLSNLPAGTEITSFFLNSSDKVLLKRYSETRRLHPLSKS
RVSLQEAIKLEGKLLEPMSKLVDHYIDTSNLNIYDLSDQVRQILLGSVDKELVIYFESFGFKNGMPTEADFMFDVRFLPNPHWELALRPLTGLDEPVAEFLNRQPLVN
KFIWQIENLLETWLPHLERNNRSYLTIAIGCTGGQHRSVYVAEQLAKRFSNGKHKVNVRHRELDNAKA

>SHEWOO_UPF0042
MKLVMVSGRSGSGKSVALRVLEDLGYYCVDNLPLPLMDTLLEQLKDSTELVAISVDVRNMHETELDKQLSNLPEGTELLSFFLNSSDEVLLKRYSETRRLHPLSRSK
TSLKEAIDHERILLEPVSKLVDHYIDTSNLNIYDLSNQVREILLGSVDKELVINFESFGFKHGMPAEADFMFDVRFLPNPHWEPELRPMTGLDEPVQLFLSQQPTVNK
FIWQIENLLETWLPHLERNNRSYLTIAIGCTGGQHRSVYVTEQLAKLFSQSKHTVQARHRELSND

>SHIFLE_YHBJ
MVLMIVSGRSGSGKSVALRALEDMGFYCVDNLPVVLLPDLARTLADREISAAVSIDVRNMPESPEIFEQAMSNLPDAFSPQLLFLDADRNTLIRRYSDTRRLHPLSS
KNLSLESAIDKESDLLEPLRSRADLIVDTSEMSVHELAEMLRTRLLGKRERELTMVFESFGFKHGIPIDADYVFDVRFLPNPHWDPKLRPMTGLDKPVAAFLDRHTE
VHNFIYQTRSYLELWLPMLETNNRSYLTVAIGCTGGKHRSVYIAEQLADYFRSRGKNVQSRHRTLEKRKP

>SODGLO_SG0196
MVLMIVSGRSGSGKSVALRALEDMGFYCVDNLPVVLLPQLASALAASNISAAVSIDVRNMPESPEIFEQAMDNLPQAFAPQLLFLDADRNTLIRRYSDTRRLHPLSA
LNLSLESAIDEEDSLLEPLRSRADLVIDTSEMSVHELAEMLRTRMLGKRERELTMVFESFGYKHGIPIDADYVFDVRFLPNPHWDPKLRPMTGLDRPVAAFLDRHTE
VHNFIYQTRSYLELWLPMLETNNRSYLTVAVGCTGGKHRSVYIAEQLADYFRSRGKNAQSRHRTLEKSKS

>STAAUR_SP.
MDNNEKEKSKSELLVVTGLSGAGKSLVIQCLEDMGYFCVDNLPPVLLPKFVELMEQGNPSLRKVAIAIDLRGKELFNSLVAVVDKVKSESDVIIDVMFLEASTEKLISR
YKETRRAHPLMEQGKRSLINAINDEREHLSQIRSIANFVIDTTKLSPKELKERIRRYYEDEEFETFTINVTSFGFKHGIQMDADLVFDVRFLPNPYYVVDLRPLTGLDK
DVYNYVMKWKETEIFFEKLTDLLDFMIPGYKKEGKSQLVIAIGCTGGQHRSVALAERLGNYLNEVFEYNVYVHHRDAHIESGEKK

>STAEPI_SE0548
MTSNEKEMGKSELLVVTGMSGAGKSLVIQSLEDMGFFCVDNLPPVLLPKFVELMAQGNPSLQKVAIAIDLRGKELFKSLVKEIDIIKSRNDVILDVMFLEAKTEKIISRY
KESRRAHPLNEQGQRSLIDAINEEREHLSEIRSIANYVIDTTKLKPKELKQRISKFYLDENFETFTINVTSFGFKHGIQMDADLVFDVRFLPNPYYVEELRPFTGLDEPV
YNYVMKWKETQIFFDKLTDLLKFMIPGYKKEGKSQLVIAIGCTGGQHRSVALAKRLAEYLNEIFEYNVYVHHRDAHIESGER

>STAHAE_SH2124
MTNHKENEMSKSELLVVTGLSGAGKSVVIQCLEDIGYFCVDNLPPILLPKFVELMEQGNPSLQKVAIAIDLRGKELFKSLVEEIDAIKSRNDVIVDVMFLEAETEKLISR
YKESRRAHPLNENGQMSLMDSILEEKQLLSNIRTIANYIVDTTQLTTKELKARVKEKFEDENFKSFSINVSSFGFKHGIQKDADLVFDVRFLPNPYYVEDLRPMTGED
EPVYHYVMKWKETEIFFEKLMDLLKFMIPGYKKEGKSQLVIAIGCTGGQHRSVALAKRIGEELTEIFDYNVYVHHRDAHIESGVRK

>STASAP_SSP1952
MQPDEKEIVKSELLVVTGLSGAGKSVVIQSLEDIGYFCVDNLPPILLPKFVELMGQGNPSLQKVAIAIDLRGKELFKSLIHEMDLIKSNSDVIVDMMFLEASNERLISRY
KETRRAHPLNGNGQRSLIESINEERELLTEIKSLANYTIDTTQMKPKELRKRIGDYFNKSNVQTFNINVTSFGFKHGIQMDADLVFDVRFLPNPHYVDELRPLTGEDE
AVYKYVMKWKETNIFYEKLIDLLKFMVPGYKKEGKSQLVIAIGCTGGQHRSVALAKRIGAELNESFDYNVYVHHRDAHVESGVKHKDEKN

>STRAGA_GBS0576
MSDEQIKLVIVTGMSGAGKTVAIQSFEDLGYFTIDNMPPTLVPKFLELAAQSGDTSKIAMVVDMRSRLFFREINSILDSLEINDNINFKILFLDATDTELVSRYKETRRS
HPLAADGRVLDGISLERELLAPLKSMSQNVVDTSELTPRQLRKVISKEFSNQDSQSSFRIEVMSFGFKYGIPLDADLVFDVRFLPNPYYKPELRDKTGLDTEVYDYV
MSFDESDDFYDHLLALIKPILPGYQNEGKSVLTVAIGCTGGQHRSTAFAHRLSEDLKADWTVNESHRDKNKRK ETVNRS

>STRMUT_SMU_1306C
MSEKKIDLVIVTGMSGAGKTVAIQSFEDLGYFTIDNMPPALVPKFLELVESSGENDKVALVVDMRSRLFFKEVSSILDKIDLNETINFRILFLDATDSELVSRYKETRRS
HPLATTGRVLDGIALERELLAPLKNLSQNVVDTTDLTPRQLRKTISDQFSVEKSQTSFRLEVVSFGFKYGLPLDADLVFDVRFLPNPYYKPELRDKTGLDKDVSDYV
MQHQESEEFYQHLLALLAPILPGYQKEGKSVLTIAIGCTGGQHRSVAFAHRLAQDLGQNWTVNESHRDKNRRKETVNRS

>STRPNE_SP1566
MTKKQLHLVIVTGMSGAGKTVAIQSFEDLGYFTIDNMPPALLPKFLQLVEIKEDNPKLALVVDMRSRSFFSEIQAVLDELENQDGLDFKILFLDAADKELVARYKETRR
SHPLAADGRILDGIKLERELLAPLKNMSQNVVDTTELTPRELRKTLAEQFSDQEQAQSFRIEVMSFGFKYGIPIDADLVFDVRFLPNPYYLPELRNQTGVDEPVYDYV
MNHPESEDFYQHLLALIEPILPSYQKEGKSVLT IAMGCTGGQH RSVAFAKRLA QDLSKNWSVN EGHRDKDRRK ETVNRS

>STRPYO_SP.
MSDKHINLVIVTGMSGAGKTVAIQSFEDLGYFTIDNMPPALVPKFLELIEQTNENRRVALVVDMRSRLFFKEINSTLDSIESNPSIDFWILFLDATDGELVSRYKETRRS
HPLAADGRVLDGIRLERELLSPLKSMSQHVVDTTKLTPRQLRKTISDQFSEGSNQASFRIEVMSFGFKYGLPLDADLVFDVRFLPNPYYQVELREKTGLDEDVFNYV
MSHPESEVFYKHLLNLIVPILPAYQKEGKSVLTVAIGCTGGQHRSVAFAHCLAESLATDWSVNESHRDQNRRKETVNRS

>STRSAN_YP_001034791
MSEKKIQLVIVTGMSGAGKTVAIQSFEDLGYFTIDNMPPTLVPKFLQLVEGTTDNDKLALVVDMRSRSFFLQIQNVLDELEQNENIDFKILFLDAADKELVARYKETRR
SHPLAADGRILDGIKLERELLAPLKNLSQNVVDTTDLTPRELRKTISEQFSNQADMHSFRIEVMSFGFKYGLPLDADLVFDVRFLPNPYYKPELRNQTGLDKDVFDYV
MNHAESEEFYKNLLGLIEPILPGYQKEGKSILTIAVGCTGGQHRSVAFAQRLA DDLAKNWPVN SSHRDKNRRK ETVNRS

>STRSUI_UPF0042
MSDKLHLVIVTGMSGAGKTVAIQSFEDLGYFTIDNMPPTLLPKFLELIRHSQDNNKIALVVDMRSRSFFSEIREVLDEIEGAEDLDFKVLFLDATDNELVARYKETRRS
HPLAADGRVLDGIQLERELLAPLKNMSQNIIDTTELTPRNLRKAISEQFASQDNQPSFRIEVMSFGFKYGLPLDADLVFDVRFLPNPYYKLELRNLTGLDAPVFDYVM
EHQESEEFYSHLLGLIEPILPGYQKEGKSILTIAVGCTGGQHRSVAFAKRLADDLEKNWNVNRSHRDKDRRKETVNRS
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>STRTHE_STR0831
MKTKIINLVVVTGMSGAGKTVAIQSFEDIGYFTIDNIPPSLVPKVIELLKHSEETDKIALVVDMRSRVFFDEINDILDQLESNEKLNFKILFLDATDGELVSRYKETRRSH
PLAADGRVLDGIKLERELLSPLKSLSQNVVDTTKLTPRQLRKAISEQFSSKQDQSSFRIEVLSFGFKYGLPLDADLVFDVRFLPNPYYDPTLRNLTGLDKEVYDFVMT
HKESEDFYKNLNHLIKPILPGYQKEGKSVLTIAVGCTGGQHRSVAFAHRLAQDLKNDWTVNETHRDKDRRKETVNRS

>STPAVE_SAV6292
MTEHEERQEERSAQGQEAHKESGEDQAPQQAAQENGAQVSTGIETAGVPDAVIPELVIISGMSGAGRSTAAKCLEDLGWFVVDNLPPALIPTMVELGARSQGNVA
RIAVVVDVRGRRFFDNLRESLADLESKNVTRRIVFLESSDEALVRRFESVRRPHPLQGDGRIVDGIDAERELLRELRGDADLVIDTSSLNVHELRAKMDAQFAGDEE
PELRATVMSFGFKYGLPVDADLVVDMRFLPNPHWVPELRPFTGLNEEVSAYVFNQPGAKEFLDRYAELLRLIAAGYRREGKRYVTIAVGCTGGKHRSVATSEKLAA
RLAAEGVETVVVHRDMGRE

>SYMTHE_STH186
MMDVDRSIRLVIVTGMSGAGKTQALKYLEDLGFFCVDNLPPSLMPKLAELFGQTEGKVSRLALGIDIRGGRFFHEILGALRQIAEIGVAYQILFMDASDEVLVRRYKE
TRRRHPLAAQGRVLDGIQRERRLLQELRGLATFIIDTTHMTPADLRKELNRRFGQDRESPHFHVNVVSFGFKHGAVLDADLVFDVRFLPNPHYVPDLQPLTGEDPA
VVEYVMKWNVTQQFYRRLTGLIGFLLPHYVAEGKSLLTIAIGCTGGKHRSVCLANRLAHWIRERGYSVSVEHRDMPRPADRSDEEEQP

>THETHE_TTHAO0319
MRFLVLTGLSGAGKTTARGFLEDLGYFMVDNLPPRLWLPLLQEAAARGLARVGVVVDARALAFFQDLEEVLEALRPTVVYLEARPEVLLRRYNLTRRVHPLGAGNL
MREIAEERRALAGLRGRAHLVVDTSELSPRGLKEALARFLGEEGGFLLRLVSFGFKWGPPQEADLVLDVRPLPNPHYDPALRPRTGLDPEVRRYVFSEAAEPYYR
ALLAVAGLAAEGARAEGRAFYTVAVGCTGGRHRSVAVAERLAEELSGRFAVEVVHRDVE REG

>THERETH_UPF0042
MRFVIITGLSGAGKTQALKAMEDMGFFCIDNFPPALLPKLADLFYHSKNVDKVALGMDLRGGQFFEDIYSSLEFLKKNNYDYEIVFLEASDEVLIKRFKETRRKHPLS
EEGRIVDGINEERKRLAEIRKIANSIIDTSNLTSSQLKEELSNIFLKGKKFKGIIIDIMSFGYKYGIPLDADLVFDVRFLPNPFYIEELRPLTGNDDKVKEYVMKWEEAKEF
LKKLGDMIKFLIPYYIREGKSQLVIAIGCTGGKHRSVTIANALYEFLKKEDYSVILHHRDIGEE

>THERTEN_TTE1834
MRFVIITGLSGAGKTQALKAMEDMGFFCIDNFPPALIPKLADLFYQSKNIDKVALGMDLRGGQFFEDIYSSLDFLKKNNYDYEIVFLEASDEVLIKRFKETRRRHPLSE
EGRIVDGINEERKRLSDIRKIANYIIDTSNLTSSQLKEELSNIFLKGKKFKGIIIDVMSFGYKYGIPLEADLVFDVRFLPNPFYIDELRPLTGNDEKVKEYVMKWEEAKEFL
KKLGDMIKFLIPYYVREGKSQLVIAIGCTGGKHRSVAIANALYDLLKKEDYSVVVNHRD IGEE

>THESCAR_UPF0042
MEDLRLVIITGMSGAGKSQVARAMEDLGYFCVDNLPPALIPKFAELCAQSAGRVRKIALVVDIRGGEFFDTLVQVLEDMEKQGFFYEILFLEAADETLIRRYKETRRR
HPMAPHGRISEGISRERDRLEHIRGRATHIIDTSDLSTAQLKDKIAALFAGEREYERMTITVVSFGFKYGIPLDADMVFDVRFLPNPFYVESLRKKSGETPEVSEYIWK
WPITQQFMEKLGGLVDFLVPNYIKEGKSQLIIAVGCTGGLHRSVFVANKIYEGLRNKGYKVNVEHRDIKHNIVEPC

>VIBALG_ V12G01_14314
MRLIVVSGHSGAGKSIALRVLEDLGYYCVDNLPVNLLDAFVHSVADSKQNVAVSIDIRNIPKKLKELTSTLEQLKTELDVTVLFLDANKETLLKRYSETRRIHPLSLGGT
SLSLDQAIEREKQILTPLKAHADLVLNSSGQSLHELSETVRMRVEGRDRKGLVMVFESFGFKYGLPSDADYVFDVRFLPNPHWEPALRPLTGLDAPIAAFLEQHQS
VLSLKYQIESFIENWLPLLEKNNRSYLTVAIGCTGGKHRSVYLTQQIGEYFANKGHQVQIRHTSLEKNAKE

>VIBANG_ VAS14_19686
MMLMVVSGRSGSGKSVALRVLEDLGYYCVDNLPVNLLPQFVKDIAHTEQDIAVSIDVRNMPQQPGEIQRILKSLENDVDVNVVFLDADDKELVKRYSETRRLHPLS
RQNMTLEQAITSESAILGDLKEHADLVIDTTNKSIHDLSETVRARVLGREAKELILVFESFGFKHGLPSDADYVFDVRFLPNPHWVPELKPQTGLDQGVKDFLSSQSE
VNQLNYQIRNFIESWLPMLEKNNRSYVTVAIGCTGGQHRSVYIAQSLADYFEHQGQQVQVRHRTLEEKQ

>VIBCHO_VC2532
MRLIVVSGQSGAGKSVALRVLEDLGYYCVDNLPVSLLTAFIQSVQGSQQNVAVSIDIRNLPKEPSLVQDVLDQLKQNNDVSMLFLDASKETLLKRYSETRRIHPLSLS
QSKPSLAQAIELEKQLLGPLKEQADLLLDSSNQSLHELSETVRMRIEGRERKDLVMVFQSFGFKYGLPTDADYVFDVRFLPNPHWEPDLRPLTGLDAPIKSFLEGHS
EVMELKQQIQKFFEYWLPMLEKNNRSYLTIAIGCT GGKHRSVYLT QQLGEYFAQL GHQVQLRHTS LEKQQS

>VIBFIS_VF0384
MKLMVVSGSSGAGKSVALRVLEDLGYYCVDNLPIDLLTQFVESIQHSSQNVAVSVDIRNLPKDPALLKNTLALLKKTHDVTVIFLDAEDKELIKRYSETRRLHPLSLIG
EQCSLEQAVTLEKSILSDYREEADLVLDTTTKSIHDLSETLRSRILGRESKELVMVFESFGFKHGLPTDADYVFDVRFLPNPHWEPSLRPMTGLDKPVADYLAKHTE
VIQLKEQIQQFLTTWLPALEKNNRSYLTVAIGCTGGQHRSVYITQQLGEYFKQQGKQVQIRHKTLERH

>VIBHAR_AAF72890
MRLIVVSGHSGAGKSVALRVLEDLGYYCVDNLPVNLLDAFVQSVSESKQNVAVSIDIRNIPKKLKELNTTLEKLKAELDVTVLFLDANKETLLTRYSETRRIHPLSLDS
QSLSLDQAIELEQEILMPLKAHADLVLNSSGQSLHDLSETVRMRVEGRERKDLVMVFESFGFKYGLPSDADYVFDVRFLPNPHWEPALRPLTGLDGPIGAFLEQHQ
SVLDLKYQIESFIETWLPLLEKNNRSYLTVAIGCTGGKHRSVYLTQKIGEFFADKGHQVQIRHTSLEKNVKE

>VIBPAR_VP2673
MRLIVVSGHSGAGKSIALRVLEDLGYYCVDNLPVNLLDAFVHSIADSKQNVAVSIDIRNIPKKLKELTGTLEQLKTELDVTVLFLDANKETLLKRYSETRRIHPLSLGGQ
SLSLDQAIEREKEILTPLKAHADLILNSSGQSLHELSETVRMRVEGRDRKGLVMVFESFGFKYGLPSDADYVFDVRFLPNPHWEPALRPLTGLDAPIAAFLEQHQSV
LSLKYQIESFIETWLPLLEKNNRSYLTVAIGCTGGKHRSVYLTQQIGEYFADKGHQVQIRHTSLEKNAKE

>VIBSPL_V12B01_07423
MRLIVVSGQSGAGKSVALRVLEDLGYYCVDNLPVNLLSDFVESVREINQNVAVSIDIRNLPKEPQLVTETLEQLEAATDIDVNVLFLDASKQTLLKRYSETRRIHPLSI
GQEKLSLEQAIDLEKTLLTPLAEQASIVIDSSDCNLYELSEKVRFKVEGKEKQELIIVFQSFGFKYGLPSDADYVFDVRFLPNPHWEPALRPLTGLDAPIHSFLEKHSE
VLELKQQIQGFVEQWLPMLEKNNRSYLTVAIGCTGGKHRSVYLTQKIGEYFEQLGHQVQIRHASLEKHQQG

>VIBVUL_VV0445
MRLIVVSGHSGAGKSVALRVLEDMGYYCVDNLPVNLLESFIQSVSESKQNVAVSIDVRNIPKKLKELTTTLQKLKSSIDLSILFLDADKATLLKRYSETRRVHPLSLSD
ECHTLDQAIDLEKKMLKPLKEIADILLNSSNQSLHDLSEDVRYRIEGKERNKLIMVFESFGFKFGLPTDADYVFDVRFLPNPHWEPALRPMTGLDAPIKTFLESHDEVL
ELKRQIQTFIEHWLPLLEKNNRSYLTVAIGCTGGKHRSVYLTQQIGEYFAAMGHTVKIRHTTLEKRNKE

>YERBER_ ZP_00821539
MVLMIVSGRSGSGKSVALRALEDMGFYCVDNLPVVLLPQLANTLAGRNISAAVSIDVRNMPESPEVFEHAMTQLPDSFSPQLLFLDADRNTLIRRYSDTRRLHPLSA
KNLSLESAIDEESILLEPLRSRADLVIDTSEMSVHELAEMLRTRLLGKRERELTMVFESFGFKHGIPIDADYVFDVRFLPNPHWDPKLRPMTGLDKPVISFLDRHTEVH
NFVYQTRSYLEQWLPMLETNNRSYLTVAIGCTGGKHRSVYVAEQLADYFRARGKNVQSRHRTLEKRKQ

>YERENT_ZP_00834134
MVLMIVSGRSGSGKSVALRALEDMGFYCVDNLPVVLLPQLASTLADRNISAAVSIDVRNMPESPEVFEHAMTQLPDSFSPQLLFLDADRNTLIRRYSDTRRLHPLST
KNLSLESAIDEESDLLEPLRSRADLIIDTSEMSVHELAEMLRTRLLGKRERELTMVFESFGFKHGIPIDADYVFDVRFLPNPHWDPKLRPMTGLDKPVISFLDRHTEV
HNFIYQTRSYLELWLPMLETNNRSYLTVAIGCTGGKHRSVYVAEQLADYFRARGKNVQSRHRTLEKRK

>YERFRE_ZP_00828963
MVLMIVSGRSGSGKSVALRALEDMGFYCVDNLPVVLLPQLASTLAERNISAAVSIDVRNMPESPEVFEHAMTQLPDSFSPQLLFLDADRNTLIRRYSDTRRLHPLST
KNLSLESAIDEESVLLEPLRSRADLIIDTSEMSVHELAEMLRTRLLGKRERELTMVFESFGFKHGIPIDADYVFDVRFLPNPHWDPKLRPMTGLDKPVISFLDRHTEVH
NFVYQTRSYLELWLPMLETNNRSYLTVAIGCTGG KHRSVYVAEQ LADYFRARGK NVQSRHRTLE KRK

>YERMOL_ZP_00827279
MVLMIVSGRSGSGKSVALRALEDMGFYCVDNLPVVLLPQLASTLADRNISAAVSIDVRNMPESPEVFEHAMTQLPDSFSPQLLFLDADRNTLIRRYSDTRRLHPLST
KNLSLESAIDEESDLLEPLRSRADLIIDTSEMSVHELAEMLRTRLLGKRERELTMVFESFGFKHGIPIDADYVFDVRFLPNPHWDPKLRPMTGLDKPVISFLDRHTEV
HNFVYQTRSYLELWLPMLETNNRSYLTVAIGCTGGKHRSVYVAEQLADYFRARGKNVQSRHRTLEKRKQ

>YERPES_SP.
MVLMIVSGRSGSGKSVALRALEDMGFYCVDNLPVVLLPQLASTLADRNISAAVSIDVRNMPESPEVFEHAMTQLPDSFSPQLLFLDADRNTLIRRYSDTRRLHPLSA
KNLSLESAIDEESDLLEPLRSRADLIIDTSEMSVHELAEMLRTRLLGKRERELTMVFESFGFKHGIPIDADYVFDVRFLPNPHWDPKLRPMTGLDKPVISFLDRHTEV
HNFIYQTRSYLEQWLPMLETNNRSYLTVAIGCTGG KHRSVYVAEQ LADYFRARGK NVQSRHRTLE KRKQ
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Anhang

>YERPSE_YPTB3529

MVLMIVSGRSGSGKSVALRALEDMGFYCVDNLPVVLLPQLASTLADRNISAAVSIDVRNMPESPEVFEHAMTQLPDSFSPQLLFLDADRNTLIRRYSDTRRLHPLSA
KNLSLESAIDEESDLLEPLRSRADLIIDTSEMSVHELAEMLRTRLLGKRERELTMVFESFGFKHGIPIDADYVFDVRFLPNPHWDPKLRPMTGLDKPVISFLDRHTEV
HNFIYQTRSYLEQWLPMLETNNRSYLTVAIGCTGGKHRSVYVAEQLADYFRARGKNVQSRHRTLEKRKQ

>ZYMMOB_ZMO01325

MSRNDLSSAPSSSAAPPARILLVTGLSGAGKSTALRTFEDMGWETVDNLPLSLLERLILTPPSSVAAYKGRPLALGIDSRTRGFTVDAFLKGVEQLRQHHSQPIDILF
LDCSDSELMRRFDTTRRRHPLALDRPMEDGISEERAFLAPVREIADFLIDTTTTSSHSLQSELRQQFAPENSVAPNVSILSFGFSRGIPRNCDLLFDMRFLQNPYWE
EALRPLTGLDPEIADYIEQDPSFLPAVTKIKDLLLFLLPRYIDTGKSYIVIAFACTGGRHRSVYVAEWIAARLRQAHFSLTITHRDLKLPLLESQSNRIRAGKAYQGG

7.6.2. Clustal W-Analyse

CLUSTAL W (1.83) nmultiple sequence alignnent

Lei Xyl _Lxx11490

St pAve_SAV6292
My/cTubCDC1551_MT1464
MycTubH37Rv_RV1421
MycSme_MSMEG3088
NocFar _nf a358930
Cor Ef f _CE1710

Bi f Lon_BL0705

Act Pl e_ZP_00133926
HaeDuc_HD0584

Act Suc_
ManSuc_Ms1718

Hael nf _AAC22801
PasMul _PM)169
HaeSom ZP_00132582
EscCol Sp. _YhbJ

Shi Fl e_YhbJ

Sal Ent ATCC9150_YhbJ
Sal Typ_YhbJ

Sal Ent Ty2_T3240

Kl ePne_P17163

Ent Sp. _

Yer Ent _ZP_00834134
Yer Mol _ZP_00827279
Yer Fre_ZP_00828963
Yer Pes_Sp.

Yer Pse_YPTB3529
Yer Ber _

Ser Pro_ZP_01538297
Er wCar _ECA0285
Phor Lum pl u4044
ProM r _AAC64575
Sodd o_S@196
PhoPr o_PLU4044

Vi bAng_

Vi bAl g_

Vi bPar _VP2673

Vi bHar _AAF72890

Vi bvul _W0445

Vi bCho_VC2532

Vi bSpl _V12B01_07423
Vi bFi s_VF0384

Aer Hyd_AHA 3920
Aer Sal _AB(B8502

| di Bal _0S145_05430
I di Loi _I10393

Al t Bac_ATW _18740
PseHal _PSHAa2554
PseTun_PTD2_17262
Al t eMac_MADE_ 14619
PseAt | _UPF0042

Col Psy_CPS_4546
SheBal _UPF0042
ShePut _UPF0042
SheOne_SC8964
SheDef _UPF0042
SheFri _UPF0042
SheAma_Sama_3091
SheLoi _UPF0042
SheWso_UPF0042

Mar Aqu_UPF0042
AzoSp. _ebA3650

Ni t Eur _NE1849

Aci Sp. _ACI AD3059
Zymivbb_ZMO1325
DesRed_UPF0042
ThesCar _UPF0042

Hal Or e_UPF0042
DesbHaf _DSY4845
MboThe_YP_429136
Car Hyd_YP_359144
SyniThe_STH186

Cl oAce_CACD511

Cl oTet _CTC02495

Cl oBei _ZP_00909349
Cl oPer _CPE0354

Al kMet _UPF0042
Ther Et h_UPF0042
Ther Ten_TTE1834

Cl 0The_UPF0042

Cal Sac_ZP_00884966
BacThu_ZP_00739740
BacWi _UPF0042
BacAnt _GBAA5384
BacCer _UPF0042

-------------------------------------- MTSDVETT- - - - AEQQEVLI VT
MTEHEERQEERSAQGQEAHKESGEDQAPQQAAQGENGAQVSTG ETAGVPDAVI PELVI | S
----------------------------- MVNHARGVEN- - RSEGG- G DWLVT
----- MVNHARGVEN- - RSEGG-
- MBEMVRNSSSGVSSGGASEKDGVESHEG DVWLVT
------- MTRVESNNTASQAPPSGAGTL EQQVEWI VT
MNQTPGSTVPETATPVTSPASSPSAPETTFTPVI | T
MNQQT TNRDTGEAAATNAPANSATSTSTPDNQPTPLDAFEVLLI T

- MBRNDL SSAPSSSAAPPARI LLVT
------ MSDSEGGVEVSSPRLLI VT
LRLVII T

60

13
13
13
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GeoKau_GK3066
GeoThe_GTNG 3015
BacCoa_UPF0042
BaclLic_Yvcl
BacSub_YvcJ

BacC a_ABC3036
BacHal _BH3569
Ccel he_0B2468

Li sl nn_l i n2617
Li sVl _I we2422

Li sMon_Sp.

Exi Si b_UPF0042
Ent cFae_EF0766
Ent cFaec_UPF0042
LacPla_| p_0779
LacSak_YP_395138
LacCas_YP_806200
LacSal _YP_536062
LacBre_YP_794827
PedPen_YP_803988
St rMut _Snu_1306c
StrPyo_Sp.
StrAga_gbs0576
StrThe_str0831
St r Pne_SP1566
Str San_YP_001034791
St r Sui _UPF0042
Lact Lac_L188550
LacReu_zZP_01164767
LacAci _LBA0691
LacDel _YP_618706
LacGas_YP_815115
LacJoh_LJ0866

St aAur _Sp.

St aEpi _SE0548

St aHae_SH2124

St aSap_SSP1952
FusNuc_FN1089

G oVio_glra163
TheThe_TTHA0319

Lei Xyl _Lxx11490

St pAve_SAV6292
My/cTubCDC1551_MT1464
M/cTubH37Rv_RV1421
MycSne_MSMEG3088
NocFar _nf a358930
Cor Ef f _CE1710

Bi f Lon_BL0705

Act Pl e_ZP_00133926
HaeDuc_HD0584

Act Suc_
ManSuc_Ms1718

Hael nf _AAC22801
PasMul _PM)169
HaeSom ZP_00132582
EscCol Sp. _YhbJ

Shi Fl e_YhbJ

Sal Ent ATCC9150_YhbJ
Sal Typ_YhbJ

Sal Ent Ty2_T3240

Kl ePne_P17163

Ent Sp. _

Yer Ent _ZP_00834134
Yer Mol _ZP_00827279
Yer Fre_ZP_00828963
Yer Pes_Sp.

Yer Pse_YPTB3529
Yer Ber _

Ser Pro_ZP_01538297
Er wCar _ECA0285
Phor Lum pl u4044

Pr oM r _AAC64575
Sodd o_SG0196
PhoPr o_PLU4044

Vi bAng_

Vi bAl g_

Vi bPar _VP2673

Vi bHar _AAF72890

Vi bvul _WW0445

Vi bCho_VC2532

Vi bSpl _V12B01_07423
Vi bFi s_VF0384

Aer Hyd_AHA 3920
Aer Sal _AB0B8502

| di Bal _0S145_05430
I di Loi _I10393

Al t Bac_ATW_18740
PseHal _PSHAa2554
PseTun_PTD2_17262
Al t eMac_MADE_14619
PseAt | _UPF0042

Col Psy_CPS_4546
SheBal _UPF0042
ShePut _UPF0042
SheOne_S(8964
SheDef _UPF0042
SheFri _UPF0042
SheAma_Sanma_3091
SheLoi _UPF0042
SheWyo_UPF0042

Mar Aqu_UPF0042
AzoSp. _ebA3650

Ni t Eur _NE1849

Aci Sp. _ACI AD3059
Zymivbb_ZMO1325

............................................ MBQNGALQPI QLI | T
- MGQNGTVQPTQLVI | T
- MGLEG - NQMQFVI | T
- MNANGG- HDI QLI | T

- MASKQ- - --LKLVI I T
-------------------------------------------- MEQNQ- - - - PQLVI I T
--------------------------------------------- MPEN----LQVI I T
---MIDN----LQVIIT
--- ---MAES----LQLVII S
--- ---MIDT----LNLWI T
---MES----LDLVIIT
-- MFMBA- - - - LQLVI VT
--- ---MED----IRLVII T
---MNER- - - - LOFVWT
- - MBEKK- - - - | DLVI VT
--- - - MBDKH- - - - | NLVI VT
--MBDEQ- - - - | KLVI VT

-« MKTKI - - = - | NLVWT
-------------------------------------------- MTKKQ: - - - LHLVI VT
-------------------------------------------- MBEKK- - - - | QLVI VT
-- - - MBDK- - - - - LHLVI VT

e MENK- - --LNIVI I T
- MRKEELVMWDKK- - - - LKWI | T

- MAEQ- K- - - - KQLLI VT
- - MDNN- EKEKSKSELLWT

- - MQPD- EKEI VKSELLWT
-------------------------------------------------- MKTKHI 11 VT

GVBGAGRSTVANAL EDL DWYVVDNL PPQVLRPLI ELANRA- - - - ES- - GLPRI AAWDVR
GVBGAGRSTAAKCL EDLGWFVVDNLPPALI PTMWELGARS- - - - QG- - NVARI AVWWDVR
GLSGAGRGTAAKVLEDLGWYVADNLPPQLI TRMWDFGLAA- - - - GS- - Rl TQLAVVMVDVR
GLSGAGRGTAAKVLEDLGWYVADNLPPQLI TRMWDFGLAA- - - - GS- - Rl TQLAVVMVDVR
GLSGAGRGTAAKVLEDL GWYVADNLPPELI ARMWDLGLAA- - - - GS- - Rl TQLAVWMDVR
GLSGAGRGTAAKVLEDL GWYVADNL PPEL | GRMWELGAAA- - - - DP- - PI RRLALVMVDVR

GVBGAGLSTAARVLEDLGWFVTHNLPPQM LPLVEMCARE- - - - DS- - PVDKVAVVCDVR
GVBGAGRSHAADCVEDVGWYVVDNL PPKLLI PLVDMMI TSGSGSES- - GVHKLAAVI DVR
GRSGSGKSVALRALEDVGYYCVDNLPLPLI PELAGFLSNSGRS- - - - - - - - - AWSLDI R
GRSGSGKSVALRALEDVGYYCVDNLPFPLI AELASFLLASDCS- - - - - - - - - AWSLDI R
GRSGAGKSVALRALEDI GYYCVDNLPI DLLPQLADI LSQSQAS- - --AAISLDI R
GRSGAGKSVAL RALEDMGYYCVDNLPI NLLPELADI LSTSQQS- - --AAVSLDI R
GRSGAGKSVALRALEDAGYYCVDNI PLDLLPQLTDI LSQSQSS- - - ------ VAI SLDI R
GHSGAGKSVALRCLEDI GYYCVDNLPLDLLPQLASI LSTNQQS--------- VAI SLDI R
GRSGAGKSVALRALEDI GYYCVDNLTMVDLVPQLVDM.ENKQHL - - --VAI SLDI R
GRSGSGKSVAL RALEDMGFYCVDNL PWLLPDLARTLADRE! S- - - - AAVSI DVR
GRSGSGKSVAL RAL EDMGFYCVDNLPVWLLPDLARTLADREI S- - - - AAVSI DVR
GRSGSGKSVAL RAL EDMGFYCVDNLPWLLPDLARTLADRQ S- - - - AAVSI DVR
GRSGSGKSVAL RALEDMGFYCVDNLPWLLPDLARTLADRQ S- - - - AAVSI DVR
GRSGSGKSVAL RAL EDMGFYCVDNLPWLLPDLARTLADRQ S- - - - AAVSI DVR
GRSGSGKSVAL RAL EDMGFYCVDNLPVWWLLPELARSLADRNI S- - - - AAVSI DVR
GRSGSGKSVAL RALEDMGFYCVDNLPWLLPELARTLADRQ S- - - - - - - - - AAVSI DVR
GRSGSGKSVAL RALEDMGFYCVDNLPWLLPQLASTLADRNI S- - - - - - - - - AAVSI DVR
GRSGSGKSVAL RALEDMGFYCVDNLPWLLPQLASTLADRNI S- - - - AAVSI DVR
GRSGSGKSVAL RALEDMGFYCVDNLPWLLPQLASTLAERNI S- - - - AAVSI DVR
GRSGSGKSVAL RALEDMGFYCVDNLPWLLPQLASTLADRNI S- - - - - - - - - AAVSI DVR
GRSGSGKSVAL RALEDMGFYCVDNLPWLLPQLASTLADRNI S- - - - - - - - - AAVS| DVR
GRSGSGKSVAL RALEDMGFYCVDNLPWLLPQLANTLAGRNI S- - - - AAVSI DVR
GRSGSGKSVAL RAL EDMGFYCVDNL PWLLPQLANTLAERNSS- - - - AAVSI DVR
GRSGSGKSVAL RALEDMGFYCVDNLPVWLLPELANTLAARNI S- - - - AAVSI DVR
GRSGSGKSVAL RALEDMGFYCVDNLPWLLPELANTLADRDI S- - - - AAVSI DVR
GRSGSGKSVAL RAL EDMGFYCVDNL PVDL L PEL AKTLAERDAA- - - - AAVSI DVR
GRSGSGKSVAL RALEDMGFYCVDNLPWLLPQLASALAASNI S- - - - AAVSI DVR
GRSGSGKSVALRVLEDLGYYCVDNLPVTLLPQFI STVENNEQD- - --1 AVSI DVR
GRSGSGKSVALRVLEDL GYYCVDNLPVNLLPQFVKDI AHTEQD- - - - - - - - - | AVSI DVR
GHSGAGKSI ALRVLEDLGYYCVDNLPVNLLDAFVHSVADSKQN- - - - - - - - - VAVSI DI R
GHSGAGKSI ALRVLEDLGYYCVDNLPVNLLDAFVHS| ADSKOQN- - --VAVSI DI R
GHSGAGKSVAL RVLEDL GYYCVDNL PVNL L DAFVQSVSESKQN- - --VAVSI DI R
GHSGAGKSVALRVLEDMGYYCVDNLPVNLLESFI QSVSESKQN- - - - - - - - - VAVSI DVR
GQSGAGKSVALRVLEDLGYYCVDNLPVSLLTAFI QSVQGSQON- - - - - - - - - VAVSI DI R
GQSGAGKSVAL RVLEDL GYYCVDNL PVNLL SDFVESVREI NQ\- - --VAVSI DI R
GSSGAGKSVALRVLEDLGYYCVDNLPI DLLTQFVESI QHSSQN- - --VAVSVDI R
GRSGSGKTVALRVLEDLGYYCVDNLPVNLLPQLI VSVESQYDK- - -- LAVSI DVR
GRSGSGKTVALRVLEDLGYYCVDNLPVNLLPQLI VSVESQYDK- - --LAVSI DVR
GRSGSGKTI ALRVLEDLGFYCVDNLPI ALLSTLVHSVLAQYDR- - --VAI SI DVR
GRSGSGKTI ALRVLEDLGFYCVDNLPI SLLPTLVHAVI EQY(K- - --1 Al SIDVR
GRSGSGKSVALRVVEDL GYYCVDNI PVNLLPSLVRSVSDNYDK- - --1 AVSI DVR
GRSGSGKSVALRVVEDLGYYCVDNI PVNLLPSLVRSVSDNYDK- - - - - - - - - I AVSI DVR
GRSGSGKSVALRVLEDLGYYAVDNI PVNLLPSLVRSVSDSYDK- - - - - - - - - I AVSI DVR
GRSGSGKSVALRALEDLGYYCVDNI PVNLLPTLTHTVWDEYDQ- - - - VAVSI DVR
GRSGSGKSI VLRSLEDLGYYCVDNI PVNLLPTLTHTVADEYDQ- - --VAVSI DVR
GRSGSGKSVALRVLEDLGYYCVDNI PI NLLPALTHTVI NDYEN- - - - - - - - - VAVSLDVR
GRSGSGKSVALRVLEDLGYYCVDNLPLPLI GSLLEQLKGSNDL- - - - - - - - - VAI SVDVR
GRSGSGKSVALRVLEDLGYYCVDNLPLPLI GSLLEQLKGSNDL- - -- VAl SVDVR
GRSGSGKSVALRVLEDLGYYCVDNLPLPLI GSLLEQLKGSNDL- - - - VAl SVDVR
GRSGSGKSVALRVLEDLGYYCVDNLPLPLI GSLLAQLKSSNDL - - -- VAl SVDVR
GRSGSGKSVALRVLEDLGYYCVDNLPLPLI GTLLAQLKGSNDL- - -- VAl SVDVR
GRSGSGKSVALRVLEDLGYYCVDNLPLQLI GPLLAQL KGNNDK- - --VAI SI DI R
GRSGSGKSVALRVLEDL GYYCVDNLPLQWWESLLEQLKGRSDL - - -- VAl SVDVR
GRSGSGKSVALRVLEDLGYYCVDNLPLPLMDTLLEQLKDSTEL- - - - - - - - - VAI SVDVR
GRSGSGKSTALHVLEDLGFYCI DNLPI GLLFPLTREAATQEAP- - - G- RLKKMAVSI DAR
GLSGSGKS| ALKVLEDVGYYAVDNLPATLLPELVAELSDTGHE- - - R- - - - - VAl AVDVR
GLSGSGKSI ALKVLEDSGYYCVDNLPASLLWLI NHLQTQQHA- - - Y- - - - - VAVAI DVR

GQSGSGKSSALQVLEDLGYYCI DNLPLALLPEI VAKLDHENNL- - - E- Q- - - LALGVDVR
GLSGAGKSTALRTFEDVGAETVDNLPLSLLERLI LTPPSSVAA- - - Y- KGRPLALG DSR

16
16
14
15
15
12
13
13
12
12
12
12
11
11
11
11
11
12
11
11
12
12
12
12
12
12
11
11
19
12
26
12
12
17
17
18
17
10
17

72
114
77
77
89
85
90
103
58
58
58
62
62
58
58
58
58
58
58
58
58
58
58
58
58
58
58
58
58
58
58
59
58
58
58
58
58
58
58
58
58
58
58
58
58
58
58
58
58
58
58
58
58
58
58
58
58
58
58
58
63
59
59
61
80
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Anhang

DesRed_UPF0042
ThesCar _UPF0042
Hal Or e_UPF0042
DesbHaf _DSY4845
MooThe_YP_429136
Car Hyd_YP_359144
SyniThe_STH186

Cl oAce_CACO511

d oTet _CTC02495
d oBei _ZP_00909349
Cl oPer _CPE0354
Al kMet _UPF0042
Ther Et h_UPF0042
Ther Ten_TTE1834
Cl 0The_UPF0042
Cal Sac_zP_00884966
BacThu_ZP_00739740
BacWi _UPF0042
BacAnt _GBAA5384
BacCer _UPF0042
CGeoKau_GK3066
GeoThe_GTNG 3015
BacCoa_UPF0042
BacLi c_Yvcd
BacSub_YvcJ

Bacd a_ABC3036
BacHal _BH3569
Ccel he_0B2468

Li sl nn_l i n2617

Li sVl _l we2422

Li sMon_Sp.

Exi Si b_UPF0042
Ent cFae_EF0766
Ent cFaec_UPF0042
LacPla_| p_0779
LacSak_YP_395138
LacCas_YP_806200
LacSal _YP_536062
LacBre_YP_794827
PedPen_YP_803988
St rMut _Snu_1306¢c
StrPyo_Sp.
StrAga_gbs0576
StrThe_str0831

St r Pne_SP1566
Str San_YP_001034791
St r Sui _UPF0042
Lact Lac_L188550
LacReu_ZP 01164767
LacAci _LBA0691
LacDel _YP_618706
LacGas_YP_815115
LacJoh_LJ0866

St aAur _Sp.

St aEpi _SE0548

St aHae_SH2124

St aSap_SSP1952
FusNuc_FN1089

G oVio_glr4163
TheThe_TTHA0319

Lei Xyl _Lxx11490

St pAve_SAV6292
My/cTubCDC1551_MT1464
M/cTubH37Rv_Rv1421
MycSne_MSVEG3088
NocFar _nf a358930
Cor Ef f _CE1710

Bi f Lon_BL0O705

Act Pl e_ZP_00133926
HaeDuc_HD0584

Act Suc_
ManSuc_Ms1718

Hael nf _AAC22801
PasMWul _PMD169
HaeSom ZP_00132582
EscCol Sp. _YhbJ

Shi Fl e_YhbJ

Sal Ent ATCC9150_YhbJ
Sal Typ_YhbJ

Sal Ent Ty2_T3240

Kl ePne_P17163

Ent Sp. _

Yer Ent _ZP_00834134
Yer Mol _ZP_00827279
Yer Fre_ZP_00828963
Yer Pes_Sp.

Yer Pse_YPTB3529
Yer Ber _

Ser Pro_zP_01538297
Er wCar _ECA0285
Phor Lum pl u4044
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Vi bvul _W0445
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Aer Sal _ABOB8502

| di Bal _0S145_05430

GVBGAGKTQAVQSLEDL GYFCVDNLPPAL I PKFAELVSQBN- - - - - - GKVEKVALWDI R
GVBGAGKSQVARAMEDL GYFCVDNL PPAL | PKFAEL CAQSA- - GRVRKI ALWDI R
GVBGAGKSVALNFFEDMGFFCI DNLPPALI SKFAELCLHS- - - - - - - - ELDKI AVWSDI R

GLSGAGKTQAL QSLEDQGYFCVDNLPPSLI LKFAELCTQS- - Q- - - GK- VTRAAI VCDLR

GLSGAGKTQAVRCLEDL GFFCVDNLPPSLI PGLVDLLGHPGKE- - - GEG TKVALVMDI R
GLSGAGKTQAVRAL EDL GYFCVDNL PPVLMPKFAEL VAHA- - E- - - NK- | EKVALVVDVR
GVBGAGKTQALKYLEDLGFFCVDNL PPSLMPKLAELFGQT- - E- - - GK- VSRLALG DI R
GLSGAGKTQAI RSLEDLGYFCI DNLPPAL| PKFAQVCYESES- - - - - - KI'NKI ALVI DI R
GLSGAGKTQAI RSLEDLGYFCVDNLPPTLI PKFAEACYKTDG: - - - - - RI'NKI'ALVI DI R
GLSGAGKTQATRTLEDLGYFCVDNLPPKLI SKFAEVCTQSGG: - - - - - NI EKVALVI DI R
GLSGAGKTEATRSLEDL GYFCVDNLPPKLI PKFAEACVQSEG- - - - - - KI' DKI ALVI DI R
GLSGAGKSQT VKSMEDFGFYCVDNL PPAL I PKFAELCHQSQG- - - - - - VI SRAALVI DI R
GLSGAGKT QAL KAVEDMGFFCI DNFPPALLPKLADLFYHSK- - - - - - - NVDKVALGVDLR
GLSGAGKT QAL KAVEDMGFFCI DNFPPAL I PKLADLFYQSK- - - - - - - NI DKVALGVDLR
G SGAGKSLVVKYLEDI GFFCVDNLPPLLI GKFAEI CLKSRG- - - - - - KI SKVALVI DI R
GVBGAGKSLAI RAFEDMGFFCI DNLPPQFLPKI AELASASND- - - - - - KI'SRI AAVI DI R
GVBGAGKT VAL QSFEDL GYFCVDNL PPMLLPKFI ELMADSKGK- - - - - - MNKVALG DLR
GVBGAGKTVAL QSFEDL GYFCVDNL PPMLLPKFI ELMADSKGK- - - - - - MNKVALG DLR
GVBGAGKTVAL QSFEDL GYFCVDNL PPM_LPKFI ELMADSKGK- - - - - - MNKVALGVDLR
GVBGAGKT VAL QSFEDL GYFCVDNL PPMLL PKFVEL MADSKSK- - - - - - MNKVALG DLR
GVBGAGKTVAI QSFEDLGFFCI DNLPPTLLPKFLELVKESGNK- - - - - - MNKVALVMVDLR
GVBGAGKTVAI QSFEDL GFFCVDNLPPTLLPKFLELVKESGNK- - - - - - MNKVALVMDLR
GVBGAGKTVAI QSLEDLGFFCVDNLPPTLLPKFLELMKDASNK- - - - - - MNKVALVMDLR
GVBGAGKTVAI QSFEDL GFFCVDNL PPSLLPKFLELMKESSSK- - - - - - MSKVALVMDLR
GVBGAGKTVAI QSFEDL GYFCVDNL PPSLLPKFLELMKESNSK- - - - - - MSKVALVMDLR
GVBGAGKSVAVRSFEDLGYYCI DNLPPVLLPKFI ELI EGE DK- - - - - - VTKVALVMDLR
GVBGAGKTVAVQSLEDLGYFCVDNLPPALI PKFI ELI ESSSGK- - - - - - MNKLALVI DLR
GVBGAGKTVAI QSFEDL GYYCVDNL PPALLPKFLDLMKDATNN- - - - - - | QKVALVMDLR
GVBGAGKTVAMEL EDL GYFCVDNL PPSL L PKFVEL MKES- DK- - - - - - MDKI ALVVDLR
GVBGAGKTVAMXBL EDL GYFCVDNL PPSL L PKFVEL MKES- DK- - - - - - NDKI ALVMDLR
GVBGAGKTVAMEL EDL GYFCVDNL PPSL L PKFVEL MKES- DK- - - - - - MDKI ALVMVDLR
GVBGAGKTVAWNSFEDLGYFCVDNLPPTLLPQLI EVI GQV- - - - - - RPKI AVAI DTR
GVBGAGKTVAVQSFEDMGYFCI DNLPPSLI PKFWEL| KESGK- - --VTKI ALVI DLR
GVBGAGKTVAI QSFEDMGYFCl DNVPPRL I PKFVEL | KESGK- - - - VTKMALGVDLR
GVBGAGKTVAVQSFEDL GYFClI DNMPPAL L PKFSEL VEESGK- - - -1 KKVALVI DLR
GVBGAGKTVAMFEDL GYFCVDNVPPSL L PKFVEL VKESGK- - --VTKI ALVI DLR
GVBGAGKTVAMQAFEDL GYFCVDNVPPAL L PKFVEL VKESGK- - -- | TKVALWDLR
GVBGAGKTVAVQSFEDL GYFCVDNVPPKL L PKFYELVKESGK- - - - - - - | TKI ALWDLR
GVBGAGKTVAMXBFEDL GYFCl DNVPPSLLPKFWDLVRESGK- - - - - - - LSKI ALVI DLR
GVBGAGKTVAMSFEDL GFFCVDNVPPAL L PKFVEL | KENGK- - -- | SKVALWDLR
GVBGAGKTVAI QSFEDLGYFTI DNMPPALVPKFLELVESSGE- - - - NDKVALVVDVR
GVBGAGKTVAI QSFEDLGYFTI DNMPPALVPKFLEL | EQTNE- - - - NRRVALVWWDWVR
GVBGAGKTVAI QSFEDLGYFTI DNMPPTLVPKFLELAAQSGD- - - - - - - TSKI AWVDMVR
GVBGAGKTVAI QSFEDI GYFTI DNI PPSLVPKVI ELLKHSEE- - - - - - - TDKI ALVVDVR
GVBGAGKTVAI QSFEDLGYFTI DNMPPALLPKFLQLVEI KED- - - - - - - NPKLALVVDVR

GVBGAGKTVAI QSFEDLGYFTI DNMPPTLVPKFLQLVEGTTD- - - - - - - NDKLALVVDVR

GVBGAGKTVAI QSFEDLGYFTI DNMPPTLLPKFLELI RHSQD- - - - - - - NNKI ALVVDVR
GVBGAGKTVAI QSFEDMGYFTVDNVPPNLI EKFVGLLNTPDNK- - - - - - | DKVALVVDVR
GVBGAGKTVAVHSLEDL GYFVI DNMLPGLAERFVDVI EDSRE- - - - - - - FDKI AWNDVR
GVBGAGKTVVAHDL EDVMGYFVVDNLPPTLLGSFVDLI NNSND- - - - - - - FHKVAWI DLR
GVBGAGKTVAAHSL EDVGYFVVDNL PPELLGNFWDLINTSED- - - - - - - FEKVAWI DLR
GVBGAGKTVAI KALEDMGYFVVDNLPPELLGSFVEEL| NNSSD- - - - - - - FSKAAVWDLR
GVBGAGKTVAI KALEDMGYFVVDNLPPELLGSFVEELI NNSSD- - - - - - - FSKAAVWWDLR
GLSGAGKSL VI QCLEDMGYFCVDNL PPVLLPKFVELMVEQGNPS- - - - - - LRKVAI Al DLR
GVBGAGKSL VI QSL EDMGFFCVDNL PPVLLPKFVELMAQGNPS- - - - - - LQKVAI Al DLR
GLSGAGKSWVI QCLEDI GYFCVDNLPPI LLPKFVELMEQGNPS- - - - - - LQXVAI Al DLR
GLSGAGKSWI QSLEDI GYFCVDNLPPI LLPKFVELMGQGNPS- - - - - - LQKVAI Al DLR
GLSGAGKTTALNI LEDMBYYTI DNLPLGLEKSLLDT------------ El EKLAVG DI R
SPAGAGRTEAI Rl FEDLGYLCLNHVWPELVPTFLKHYAPI APR- - - - - LVLCLASRPEAD

GLSGAGKTTARGFLEDLGYFMDNLPPRLW.PLLQEAAARG: - - - - - - - LARVGVVVDAR
GRN- FFADLQEM QSLR- - - - - EGTKVRVLFLEAADVTLVRRFEQVRRPHPLQGN- - - GT
GRR- FFDNLRESLADLES- - - - KNVTRRI VFLESSDEAL VRRFESVRRPHPLQGD- - - GR
SRG- FTGDLDSVRNELAT- - - - RAl TPRVVFMEASDDTL VRRYEQNRRSHPL QGE- - - QT
SRG- FTGDLDSVRNELAT- - - - RAI TPRVWFMEASDDTL VRRYEQNRRSHPL QGE- - - QT
SKG- FTGDLDVW/RNELAT- - - - RNl APRVLFMEASDDI LVRRYEQNRRSHPLQGT- - - QT
SRF- FTGDLSVWWADQLRA- - - - LGLRTRVLFLEASDDVLI RRFGFARRRHPL QSESADGT
SRE- FRGGLRET! TELEE- - - - KNLAPTVLFLDARDDEL | RRFDNVRRTHPLQGS- - - QT
S- S- YFDELAAVLGHLDD- - - - LGVKTRI LFLDASNEVLI KRYESVRRPHPLQHG- - - NR
NI PENPESI EALLEQLSKL- - - - TI QTKI | FLDCERNTLI RRYSDTRRLHPLSNK- - DLS
NFPENLTRI DELLHQLSQL- - - - TI NTKM FLDCESATLI| RRYSDSRRLHPLSNQ- - DLS
NLPNSSQHLDEI LTELEN- - - - - KHQl KI | FLDADRSTLI RRYSDSRRLHPLSVONQDLS

NLPHSPETLDTLLQQLADA- - - - QHQVRI | FLEADRSTLI RRYSDSRRLHPLSMY- - DLS
NI PNSAHSLKQTLSTLQK- - - - - HHQ KI | FLEADRATLI RRYSDSRRLHPLSLK- - DLS
NLPHSSKTLENLLTEVQQ- - - - - QHQ KLI FLDADRGTLI RRYSDSRRLHPLSTQ- - DLS

NLPQEPETLDHI LNLLCE- - - - - KYPVKI | FLDTDRNTLI RRYSDSRRLHPLSVQ- - NLS
NVPESPEI FEQAMBNLPD- - - - - AFSPQLLFLDADRNTLI RRYSDTRRLHPLSSK- - NLS
NVPESPEI FEQAMBNLPD- - - - - AFSPQLLFLDADRNTLI RRYSDTRRLHPLSSK- - NLS
NMPESPEI FEQAMNNLPG- - - - - AFSPQLLFLDADRNTLI RRYSDTRRLHPLSSK- - NLS
NVPESPEI FEQAMNNLPG- - - - - AFSPQLLFLDADRNTLI RRYSDTRRLHPLSSK- - NLS
NI PESPEI FEQAMNNLPG- - - - - AFSPQLLFLDADRNTLI RRYSDTRRLHPLSSK- - NLS
NMPESPEI FEQAMKNLPA- - - - - EFSPQLLFLDADRNTLI RRYSDTRRLHPLSSK- - NLS
NVPESPEVFEQAMSSL PE- - - - - TFTPQLLFLDADRNTLI RRYSDTRRLHPLSSK- - NLS
NVPESPEVFEHAMIQLPD- - - - - SFSPQLLFLDADRNTLI RRYSDTRRLHPLSTK- - NLS
NMPESPEVFEHAMIQLPD- - - - - SFSPQLLFLDADRNTLI RRYSDTRRLHPLSTK- - NLS
NVPESPEVFEHAMIQLPD- - - - - SFSPQLLFLDADRNTLI RRYSDTRRLHPLSTK- - NLS
NVPESPEVFEHAMTQLPD- - - - - SFSPQLLFLDADRNTLI RRYSDTRRLHPLSAK- - NLS
NMPESPEVFEHAMIQLPD- - - - - SFSPQLLFLDADRNTLI RRYSDTRRLHPLSAK- - NLS
NVPESPEVFEHAMIQLPD- - - - - SFSPQLLFLDADRNTLI RRYSDTRRLHPLSAK- - NLS
NVPESPEVFEYAMTQLPD- - - - - SFSPQLLFLDADRNTLI RRYSDTRRLHPLSSK- - NLS
NMPESPEI FEHAMEQLPP- - - - - SFSPQLLFLDADRNTLI RRYSDTRRLHPLSSK- - NLS

NVPESPEVFEEAL TKLPA- - - - - SFSPQLLFLDAERNTLI RRYSDTRRLHPLSSK- - NLS
NVPESPEI FEKALESLPA- - - - - EYSPQLLFLDADRNTLI RRYSDTRRLHPLSTK- - NLS
NVPESPEI FEQANDNLPQ- - - - - AFAPQLLFLDADRNTLI RRYSDTRRLHPLSAL- - NLS
NVPSESGVI QKTLNSLDDKL- - - - - DI NVI FI DADDKEL VKRYSETRRLHPL SK- - HDMVS
NVPQQPGEI QRI LKSLENDV- - - - - DVNVVFLDADDKEL VKRYSETRRLHPL SR- - QNMTI!
NI PKKLKELTSTLEQLKTEL- - - - - DVTVLFLDANKETLLKRYSETRRI HPLSLGGTSLS
NI PKKLKELTGTLEQLKTEL- - - - - DVTVLFLDANKETLLKRYSETRRI HPLSLGEQSLS
NI PKKLKELNTTLEKLKAEL- - - - - DVTVLFLDANKETLLTRYSETRRI HPLSLDSQSLS
NI PKKLKELTTTLQKLKSSI - - - - - DLSI LFLDADKATLLKRYSETRRVHPL SL SDECHT

NLPKEPSLVQDVLDQLKQNN- - - - - DVSM_FLDASKETLLKRYSETRRI HPLSLSQSKPS
NLPKEPQLVTETLEQLEAAT- - - DI DVNVLFLDASKQTLLKRYSETRRI HPLSI GQEKLS
NLPKDPALLKNTLALLKKTH- - - - - DVTVI FLDAEDKEL | KRYSETRRLHPLSLI GEQCS
NLPASPDKLETLLAQVRNEG- - - RVEFSSFFFDAENSTLLKRYGESRRLHPLSRN- - QLS
NLPVSADKLETLLAQVRNEG- - - RVEFSSFFFDAENSTLLKRYGESRRLHPLSRK- - QLS
NLPEDSQELLESI DFLPAE- - - - - VDI EVLFI DADDQTLLQRFGETRRLHPLSQK- - QLP
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Anhang

I di Loi _I10393

Al t Bac_ATW_18740
PseHal _PSHAa2554
PseTun_PTD2_17262
Al t eMac_MADE_14619
PseAt | _UPF0042

Col Psy_CPS_4546
SheBal _UPF0042
ShePut _UPF0042
SheOne_S03964
SheDef _UPF0042
SheFri _UPF0042
SheAma_Sanma_3091
ShelLoi _UPF0042
SheWyo_UPF0042
Mar Aqu_UPF0042
AzoSp. _ebA3650

Ni t Eur _NE1849

Aci Sp. _ACl AD3059
Zymvbb_ZMO1325
DesRed_UPF0042
ThesCar _UPF0042
Hal Or e_UPF0042
DesbHaf _DSY4845
MoThe_YP_429136
Car Hyd_YP_359144
SyniThe_STH186

Cl oAce_CACD511

d oTet _CTC02495

d oBei _ZP_00909349
Cl oPer _CPE0354

Al kMet _UPF0042
Ther Et h_UPF0042
Ther Ten_TTE1834

d oThe_UPF0042
Cal Sac_zP_00884966
BacThu_zP_00739740
BacWei _UPF0042
BacAnt _GBAA5384
BacCer _UPF0042
GeoKau_GK3066
GeoThe_GTNG 3015
BacCoa_UPF0042
BaclLic_Yvcl
BacSub_YvcJ

Bacd a_ABC3036
BacHal _BH3569
Ccel he_0B2468

Li sl nn_lin2617

Li sVl _I we2422

Li sMon_Sp.

Exi Si b_UPF0042
Ent cFae_EF0766
Ent cFaec_UPF0042
LacPl a_| p_0779
LacSak_YP_395138
LacCas_YP_806200
LacSal _YP_536062
LacBre_YP_794827
PedPen_YP_803988
St rMut _Snu_1306c
StrPyo_Sp.

St r Aga_ghs0576
StrThe_str0831

St r Pne_SP1566
StrSan_YP_001034791
St r Sui _UPF0042
Lact Lac_L188550
LacReu_zZP_01164767
LacAci _LBA0691
LacDel _YP_618706
LacGas_YP_815115
LacJoh_LJ0866

St aAur _Sp.

St aEpi _SE0548

St aHae_SH2124

St aSap_SSP1952
FusNuc_FN1089

G oVio_glr4163
TheThe_TTHA0319

Lei Xyl _Lxx11490

St pAve_SAV6292
MycTubCDC1551_Mr1464
M/cTubH37Rv_RV1421
MycSne_MSMEG3088
NocFar _nf a358930
Cor Ef f _CE1710

Bi f Lon_BL0705

Act Pl e_ZP_00133926
HaeDuc_HD0584

Act Suc_
ManSuc_Ms1718

Hael nf _AAC22801
PasMWul _PMD169
HaeSom ZP_00132582
EscCol Sp. _YhbJ

Shi Fl e_YhbJ

Sal Ent ATCC9150_YhbJ
Sal Typ_YhbJ

Sal Ent Ty2_T3240

Kl ePne_P17163

Ent Sp. _

Yer Ent _ZP_00834134
Yer Mol _ZP_00827279
Yer Fre_ZP_00828963

NLPEHSEELLDSLSFLPKG- - - - - VEPEI LFI DSDDNTLLKRFGETRRLHPLSQX- - ELP
NLPKEQDEFNHI | EYLPGF- - - - - TKPTLFYLDSEDQTLI KRFSETRRLHPLSI D- - SLP
NLPKDQQQFNDI LEYLPDF- - - - - AKPTLFYLDSDDQTLI RRYSETRRLHPLSI D- - SLP
NLPKI QQEFNEI LEYLPEF- - - - - AKPTLFYLDSDDNTLI| RRFSETRRLHPLSI N- - SQP

NLPKNPDDLVEI LDYLPSS- - - - - WBMT| VY| DASDDVL VKRFSETRRLHPLAKL - - NKS
NLPKDPNELVEI LDYLPST- - - - - VEMT| LYLDASDDVL | KRFSETRRLHPLSKQ- - NKS
NLPKDPEDI PEI | AYLPKA- - - - - VDVNTLFLDADDNDL | RRFSETRRLHPLI KE- - NVA

NVPEQDKVLVKQLASLPPD- - - - - TELTSFFLNSSDKI LLKRYSETRRLHPLSKS- - QVS
NVPEQDKVLVQQLSNLPAG- - - - - TEI TSFFLNSSDKVLLKRYSETRRLHPLSKS- - RVS
NLPEQDKVLVKQLASLPEG- - - - - TELTSFFLNSSDKVLLKRYSETRRLHPLSKS- - RVS
NI AEQGKVLEQQLALLPPE- - - - - TEl SSFFLNSSDKVLLKRFSETRRLHPLSRS- - QVB
NI AEQGKVLQDQLALLEND- - - - - TEI | SFFLNSNDKVLLKRYSETRRLHPLSKN- - HI S
NVPEQEKALEKELARLPEG- - - - - VELTSFFLNSSDKVLLKRYSETRRLHPLSRS- - KVS
NVPSEEI QLEKQLAKLPKD- - - - - TEl LSFFLNSSDNVL LKRYSETRRLHPLSRS- - KVS
NVH- - ETELDKQLSNLPEG- - - - - TELLSFFLNSSDEVL LKRYSETRRLHPLSRS- - KTS
NLSAELANFET! YQQLKQT- - - - GVELEI | FLDADEQSL L QRFHATRRKHPLSDD- - KTS
SGA- SLLALPQQVEHLHAL- - - - ASDLRLI FLDARDDTLI ARFSETRRRHPLASE- - DVS
SCGE- NI TVLPWQLKM DK- - - - - S| Q KFI FLEARTETLMQRFSETRRRHPLSDK- - NI T
STRADMQEFDLVFEQLQKH- - - - - GTVDVI YLTTQDQEL| ARFSASRRPHPLASR- - FKS
TRGFTVDAFLKGVEQLRQHH- - - SQPI DI LFLDCSDSELMRRFDTTRRRHPLALD- - - RP
GGA- FFHQAI EVLHDL GE- - - - QGYRFEVLFLEASDETLVRRYKESRRRHPLDN- H- G- E
GCE- FFDTLVQVLEDVEK- - - - QGFFYEI LFLEAADETLI RRYKETRRRHPMAP- H- G- R
GRE- FFNALFSELSSLEK- - - - RG DYEI LFLEASDEVLI RRYKETRRRHPLDE- E- G- R
GGE- FFSSLAEALGDLHR- - - - EGFHYEI LFLEASDEVLVGRYKESRRRHPLSP- S- G- G
GCE- FFSGLDAALNYLDG - - - LG PYEI LFLEAADEVLVRRYKETRRRHPLSS- G- G- Q
GK- FFQDLDWALGEL TK- - - - LG KYEI LFLEARDEVLLKRFKANRRGHPLGV- R- GSQ
GGR- FFHEI LGALRQ AE- - - - | GVAYQ LFVMDASDEVLVRRYKETRRRHPLAA- Q- G- R
GCE- FFDNLFESLKYLKE- - - - AGYKYEI LFLDADNEVL| KRFKESRRKHPLAP- - - NGR
GCE- FFDNLFESLNY! KD- - - - QNYKYEI LFLEASDEVLVKRFKETRRNHPLSS- - - GGR
GG - FFDDFFEALNYLKK- - - - NEFKYEI LFLEATDEVLI KRFKETRRSHPLSP- - - DGR
GG - FFDDLFESI EYLKA- - - - NDFNYEI LFLEASDEVL VKRFKETRRSHPL SP- - - DGR
GGV FFDDLFESLKELEH- - - - LGHQYEI LFL DADDEVL MKRFKETRRSHPLNV- - - DGS
GGQ FFEDI YSSLEFLKK- - - - NNYDYEI VFLEASDEVL| KRFKETRRKHPLSE- - - EGR
GGQ FFEDI YSSLDFLKK- - - - NNYDYEI VFLEASDEVL| KRFKETRRRHPLSE- - - EGR
GCE- LFNDLVPELNALKE- - - - SG DYEI LFLEASDQVL| KRYKESRRI HPLAP- - - EGR
GGE- LFDDFKDVLNDL KK- - - - GTYNFKVL FL DAHDNVL VOQRYKETRRKHPL SFES- DGS
GRE- FFEHLWGALDDL SE- - - RTW | PHI LFLDAKDSTLVTRYKETRRSHPLAPT- - - GL
GRE- FFEYLWGALDDL SE- - - RTW | PHI LFLDAKDSTLVTRYKETRRSHPLAPT- - - GL
GRE- FFEHLWGALDDL SE- - - RTW | PHI LFLDAKDSTLVTRYKETRRSHPLAPT- - - GL
GRE- FFEHLWGALDDL SE- - - RTW | PHI LFLDAKDSTLVTRYKETRRSHPLAPT- - - GL
SRD- FFDHLFAAL DELAE- - - QAW/I PQVLFLDAQDSTLVARYKETRRTHPLAPN- - - EP
SRD- FFDHLFVALDELAE- - - GEW VPQ LFLDAQDSTLVARYKETRRTHPLAPN- - - EP
GRE- FFDDLFRALDELDK- - - SSWTPTI LFLDADDSVLVRRYKETRRSHPLSPD- - - GT
GRE- FFDSLI EALDEI GE- - - TSW TPRI LFLDAKDSVLVSRYKETRRSHPLATT- - - GL
GRE- FFDRLI EALDEMAE- - - NPW TPRI LFLDAKDSI LVTRYKETRRSHPLAAT- - - GL
GQS- FFDELFKAI DELNET- PASRLKI Q LYLDAKDSKLVQRYKETRRTHPLAKG- - - GL
GQT- FFDQLFESI DLLDQS- SLSKYNI Q LFLDAKDAKLVQRYKETRRSHPLAKH- - - GL
GRE- FFDSLFEALDVLAK- - - EN\LEDHI LFLDAKDEALVTRYKETRRSHPLATD- - - GL
GRE- FFDS| EPALDELDN- - - TNFI TTKI LFLEADDKVLVSRYKETRRHHPLEPN- - - GS
GRE- FFDS| EPALDELDN- - - TNFI TTKI LFLEADDKVLVSRYKETRRHHPLEPN- - - GS
GRE- FFDS| EPALDELDN- - - TNFI TTKI LFLEADDKVLVSRYKETRRHHPLEPN- - - GS
ARD- FI DSFFVVYEDLKK- - - - TNLQ' RMLYL DARNDVLVRRYKESRRSHPLAPT- - - AS
SRT- FFREI QDMLVELEN- - - TNFI DTTI LFLDATDEEL VSRYKETRRAHPNVAND- - - GL
SRS- FFEEI QNMLI EI EN- - - TNFI DTS| LFLDASDEEL VARYKETRRAHPVAND- - - GL
SRA- FYDEI MDMLANLDN- - - TDFVSTRI LFLDASNEEL VSRYKETRRSHPLANE- - - GR
SRA- FYDG | EMLSGLDN- - - TQFVTTKI LFLDASDEEL VSRYKETRRSHPLARN- - - GR
SRA- FYDQ | DMLANLDN- - - NAYVHSRI LFLDATDEEL VSRYKETRRSHPLAME- - - GR
SRA- FYDEI VEMVRELDE- - - NEFNSSRI LFLDASDEEL VARYKETRRSHPLAME- - - GR
SRA- FYDEI VRMLNDVAV- - - HGTMNAQVL FL DASDAEL VSRYKETRRSHPLARN- - - GR
SRG- FYDQ LGLLTGEEE- - - QHNI KTDVVFLDATDEEL VARYKETRRAHPLAND- - - GR
SRL- FFKEVSSI LDKI DL- - - NETI NFRI LFLDATDSELVSRYKETRRSHPLATT- - - GR
SRL- FFKEI NSTLDSI ES- - - NPSI DFW LFLDATDGEL VSRYKETRRSHPLAAD- - - GR
SRL- FFREI NSI LDSLEI - - - NDNI NFKI LFLDATDTELVSRYKETRRSHPLAAD- - - GR
SRV- FFDEI NDI LDQLES- - - NEKLNFKI LFLDATDGELVSRYKETRRSHPLAAD- - - GR
SRS- FFSEI QAVLDELEN- - - QDGLDFKI LFLDAADKEL VARYKETRRSHPLAAD- - - GR
SRS- FFLQ QNVLDELEQ- - - NENI DFKI LFLDAADKEL VARYKETRRSHPLAAD- - - GR
SRS- FFSEI REVLDEI EG- - - AEDL DFKVLFLDATDNEL VARYKETRRSHPLAAD- - - GR
SRA- FFEDI QS| VTELTD- - - NGSVNFKLLFLDANDTELVSRYKETRRSHPLAI D- - - GR
SRG- FYDEVLPNFEKLKK- - - RADLDVKLLFLDANDVTLI SRYKETRRSHPLSPQ- - - GR
VKA- FYTDLLDEVNSLED- - - NGNVQAT! LYLDASDDVLVARYKETRRLPPLANNG- KGR
VKS- FYKDLI DEI NSLED- - - SGQTQATI VFLEASDDTLVARYKETRRLPPLAEN- - - GR
VKS- FYKDLVDEI KSLED- - - SONVQSTVLFLDASDDVLVSRYKETRRLPPLAHT- - - GR
VKS- FYKDLVDEI KSLED- - - SQN\VQSTVLFLDASDDVLVSRYKETRRLPPLAHT- - - GR
GKE- LENSLVAVVDKVKS- - - ESDVI | DVMFLEASTEKL| SRYKETRRAHPLMVEQG- KRS
GKE- LFKSLVKEI DI | KS- - - RNDVI LDVMFLEAKTEKI | SRYKESRRAHPLNEQG- QRS
GKE- LFKSLVEEI DAl KS- - - RNDVI VDVMFLEAETEKLI SRYKESRRAHPLNENG- QVB
GKE- LFKSLI HEMDLI KS- - - NSDVI VDMVFLEASNERL | SRYKETRRAHPLNGNG- QRS

TFK- NTKDFFTFI NYI KE- - - - SGVKMDI | FI EAHEAI | LGRYTLSRRAHPLKEV- - - - T
AQA- GLI AARVALRSLARTT- - - - - - - VHVHLDCPEGVLL SRYALTRRPHPWFDHG- - KG
ALA- FFQDLEEVLEALRPT- - - - - - - - - VWYLEARPEVLLRRYNLTRRVHP- LGAG- - N-

* *xk *

LLDG TAERARLREI RESSDI | VDTSDLNI HQLATRI TDI FADEN- - - - TADVQVTVNSF
| VDGl DAEREL L RELRGDADL VI DTSSLNVHEL RAKMDAQFAGDE- - - - EPELRATVVSF
LAEG AAERRMLAPVRATADLI | DTSTLSVGGLRDSI ERAFGEDG- - - - GATTSVTVESF
LAEG AAERRMLAPVRATADL| | DTSTLSVGGLRDSI ERAFGGDG - - - GATTSVTVESF
LAEG AAERAM_APVRAAADL VI DTSTLPVPALRES| ERAFGGET- - - - VAYTNVTVESF
LSAG AVERVRLAGVKAAADLVI DTTELSI HQLHRKLEEAYGGGA- - - - PAALQLTVQSF
LQVGE ERERQVL SDLKEEADVVI DTSEL SVHDLRRAI ESSFRTI A- - - - KRVQHVTI ESF
LI DG LEERHLLEDLKERADW/I DTSSLSI HQLSTKLYEAMLGSG- - - - PTTVAVHI FSF
LESAI DLENTLLEPLYQQANY! | DTTNI SSHELAENLRG LR- GS- - - TDKALKI VFESF
LASAI ELENTLLDPLRQQADYLI DTTHSSPHELAANLRHI LR- GS- - - TEKELNI VFESF
LEAAI DAEQI QLDPLI QHANLI | DTAVLSTHELAERL REFLR- G\- - - SDKELKI WESF
LEAAI EAEAGYLEPLLONAELVI NTSEI STHELAQRLREFLK- GK- - - PDKELKI VWESF
LEAAI DEEYRYLEPLI QHANLI LDTTHLSTHSLAERLREFLR- G\- - - SEKELKI | VESF
LEAAI DAERKYLDPLTQHADL| | DTTRLSTHELAERL RDFLC- EK- - - SDKALKI | FQSF
LEAAI AAEKEHLEPLVQHANVI | DTTPLSPHELAERLREFLR- G\- - - TEKELQ | VESF
LESAI DKESDLLEPLRSRADL | VDTSEVMSVHELAEM_RTRLL- GK- - - RERELTMVFESF
LESAI DKESDLLEPLRSRADL | VDTSEVMSVHELAEM_RTRLL- GK- - - RERELTMVFESF
LESAI DKESDLLEPLRSRADL| VDTSEMSVHELAEMLRTRLL- GK- - - RERELTMWFESF
LESAI DKESDLLEPLRSRADL | VDTSEVMSVHELAEM_RTRLL- GK- - - RERELTMVFESF
LESAI DKESDLLEPLRSRADL | VDTSEVMSVHELAEM_RTRLL- GK- - - RERELTMVFESF
LESAI DEESDLLEPLRSRADL| VDTSEMSVHELAEMLRTRLL- GK- - - RERELTMWFESF
LESAI DEESDLLEPLRSRADL| VDTSEMSVHELAEMLRTRLL- GK- - - RERELTMWFESF
LESAI DEESDLLEPLRSRADL| | DTSEMSVHELAEM_RTRLL- GK- - - RERELTMVFESF
LESAI DEESDLLEPLRSRADLI | DTSEMSVHELAEMLRTRLL- GK- - - RERELTMWFESF
LESAI DEESVLLEPLRSRADLI | DTSEMSVHELAEMLRTRLL- GK- - - RERELTMWFESF

111
111
111
111
111
111
111
111
111
111
111
111
111
111
109
117
112
111
114
134
125
116
111
118
122
114
120
113
113
113
113
113
112
112
113
118
120
120
120
120
123
123
121
122
122
121
122
120
118
118
118
115
117
117
117
117
117
118
117
117
118
118
118
118
118
118
117
118
125
120
132
118
118
126
126
127
126
109
122
105
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222
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185
197
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210
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Anhang

Yer Pes_Sp.

Yer Pse_YPTB3529
Yer Ber _

Ser Pro_zP_01538297
Er wCar _ECA0285
Phor Lum pl u4044
ProM r _AAC64575
Sodd o_SG0196
PhoPr o_PLU4044

Vi bAng_

Vi bAl g_

Vi bPar _VP2673

Vi bHar _AAF72890
Vi bvul _W0445

Vi bCho_VC2532

Vi bSpl _V12B01_07423
Vi bFi s_VF0384

Aer Hyd_AHA_3920
Aer Sal _ABOB8502

| di Bal _0S145_05430
I di Loi _I10393

Al t Bac_ATW_18740
PseHal _PSHAa2554
PseTun_PTD2_17262
Al t eMac_MADE_14619
PseAt | _UPF0042

Col Psy_CPS_4546
SheBal _UPF0042
ShePut _UPF0042
SheOne_S08964
SheDef _UPF0042
SheFri _UPF0042
SheAma_Sama_3091
ShelLoi _UPF0042
SheWbo_UPF0042
Mar Aqu_UPF0042
AzoSp. _ebA3650

Ni t Eur _NE1849

Aci Sp. _ACl AD3059
Zynmvbb_ZMO1325
DesRed_UPF0042
ThesCar _UPF0042
Hal Or e_UPF0042
DesbHaf _DSY4845
MooThe_YP_429136
Car Hyd_YP_359144
SyniThe_STH186

Cl oAce_CACO511

Cl oTet _CTC02495

d oBei _ZP_00909349
Cl oPer _CPE0354

Al kMet _UPF0042
Ther Et h_UPF0042
Ther Ten_TTE1834

Cl 0The_UPF0042

Cal Sac_zP_00884966
BacThu_zP_00739740
BacWi _UPF0042
BacAnt _GBAA5384
BacCer _UPF0042
CGeoKau_GK3066
GeoThe_GTNG 3015
BacCoa_UPF0042
BacLi c_Yvcd
BacSub_YvcJ

BacC a_ABC3036
BacHal _BH3569

Ccel he_0B2468

Li sl nn_l i n2617

Li sVl _l we2422

Li sMon_Sp.

Exi Si b_UPF0042
Ent cFae_EF0766

Ent cFaec_UPF0042
LacPl a_| p_0779
LacSak_YP_395138
LacCas_YP_806200
LacSal _YP_536062
LacBre_YP_794827
PedPen_YP_803988
St rMut _Snu_1306¢c
StrPyo_Sp.
StrAga_gbs0576
StrThe_str0831

St r Pne_SP1566

Str San_YP_001034791
St r Sui _UPF0042
Lact Lac_L188550
LacReu_ZP 01164767
LacAci _LBA0691
LacDel _YP_618706
LacGas_YP_815115
LacJoh_LJ0866

St aAur _Sp.

St aEpi _SE0548

St aHae_SH2124

St aSap_SSP1952
FusNuc_FN1089

G oVio_glra163
TheThe_TTHA0319

Lei Xyl _Lxx11490

St pAve_SAV6292
My/cTubCDC1551_MT1464
M/cTubH37Rv_Rv1421
MycSme_MSMEG3088

LESAI DEESDLLEPLRSRADLI | DTSEMSVHELAEMLRTRLL- GK- - - RERELTMWFESF
LESAI DEESDLLEPLRSRADL| | DTSEMSVHELAEM_RTRLL- GK- - - RERELTMVFESF
LESAI DEESI LLEPLRSRADLVI DTSEMSVHELAEMLRTRLL- GK- - - RERELTMWFESF
LESAI DEESDLLEPLRSRADLI | DTSEMSVHELAEMLRTRLL- GK- - - RERELTMWFESF
LESAI DEESDLLEPLRSRADL| | DTSEMSVHELAEM_RTRLL- GK- - - RERELTMVFESF
LESAI DQESDLLEPLRSRADLI | DTSEMSVHELAEMLRTRLL- GK- - - RERELTMWFESF
LEVAI DTESDLLEPI RSRDVW | DTSEMSVHELAEMLRTRLL- GK- - - RERELTMWFESF
LESAI DEEDSLLEPLRSRADLVI DTSEVMSVHELAEM_RTRM.- GK- - - RERELTMVFESF
LEQAI QSESAI VADI KEHADLVI DTTNKSI HDLSETVRARVL- GR- - - ESRKLI LVFESF
LEQAI TSESAI LGDLKEHADLVI DTTNKSI HDLSETVRARVL- GR- - - EAKELI LVFESF
LDQAI EREKQ L TPLKAHADL VL NSSGQSL HEL SETVRVRVE- GR- - - DRKGLVMWFESF
LDQAI EREKEI LTPLKAHADL| LNSSGQSLHEL SETVRVRVE- GR- - - DRKGLVMWFESF
LDQAI ELECEI L MPLKAHADL VL NSSGQSL HDL SETVRVRVE- GR- - - ERKDLVMWFESF
LDQAI DLEKKM.KPLKEI ADI LLNSSNQSLHDL SEDVRYRI E- GK- - - ERNKLI WFESF
LAQAI ELEKQLLGPLKEQADL LL DSSNQSLHEL SETVRMRI E- GR- - - ERKDLVMWFQSF
LEQAI DLEKTLLTPLAEQASI VI DSSDCNL YEL SEKVRFKVE- GK- - - EKQELI | VFQSF
LEQAVTLEKSI LSDYREEADLVLDTTTKSI HDLSETLRSRI L- GR- - - ESKELVMVFESF
LDEAI REETHLLAPLSSTADLRI DTTNLSI HDLSELI KTRVL- GK- - - KENELVLVFESF
LDEAI REETNLLAPLSSTADLRI DTTSLSI HDLSEL I KTRVL- GK- - - KENELVLVFESF
LLEALQLENRLLDPI AVRATWRI DSSHL SLHQL SEEVSARVL- GK- - - ASKQWI VFQSF
LLEALQAEHKM_EPI MERATWRL DSSDL SLHQLSEQVTERVL- GR- - - ADKKLI | VFQSF
LDLAI KKEKELLDVLI TRADYM DTSELSVHQLAESI REKI L- GK- - - KDKQLI VTFESF
LDLAI KKEKELLDVLVTRADHVI DTTDLSVHQLAESMRETI L- GK- - - KDKQLI | TFESF
LDAAI KEEKI LLDVLVSRADI | | DTSDLSVHQLAEAI RARVL- GK- - - KDNQLI | TFESF
LSEAI RAESALLAPI AERADLYLDTDKLTI HQLAELI RERI L- GK- - - KSSRLVLVFESF
LSGAI QAESQLLAPI AERADLY! DTDQLSI HQLAELVRERI L- GK- - - KSSRLVLVFESF
LDQAI ALEKSLLEPI STNADLYI NTSQLSPHQLADLVRERI L- GK- - - KTGSMWLVFESF
LQEAI KLEGKLLEPNVSKLVDHY! DTSNLNI YDLSDQVRQ! LL- GS- - - VDKELVI NFESF
LQEAI KLEGKLLEPNMSKLVDHYI DTSNLNI YDLSDQVRQ LL- GS- - - VDKELVI YFESF
LQEAI KLEGKLLEPLSQQVDHY! DTSNLNI YELSDQVRQ! LL- GS- - - VDKELVI NFESF
LQEAI KLEGRLLEPI AKWDHHI DTSLLNVYELSDQVRQ LL- GS- - - VDKELVI NI ESF
LQEAI KLEGRLLEPI AKI VDHYI DTSALNI YELSDQVRQ LL- GS- - - VDKELVI NFESF
LQEAI KLEGKMLAPI SNMVDHFI DTSNLNVYELADAVRQI LL- GR- - - TDKELVI | FESF
LKEAI QLEGKLLDPI AKLVDHYI DTSNLNI YELSDKVREI LL- GT- - - VDKELVI NFESF
LKEAI DHERI LLEPVSKLVDHYI DTSNLNI YDLSNQVREI LL- GS- - - VDKELVI NFESF
LREAI TNEKQLLEPL SKLADL YVNTTGLSMYELRDM KQRVA- GR- - - KDQELALLFQSF
LAEAI QSERDALASI AELG- HRI DTSELHANTLRAW KDFLAI EA- - - TEG- LTLMFQSF
LEEAI RREREALATLTGLG- HHI DTSSLRPNVLRAFI KDFI ADSR- - - SPSQLTLLFQSF
LNECI QEEKQLLLPI QFRSTVHI DTTDKSVHDLKHTLLSKLG- - - - - - QSDKLI LI LQSF
MEDG SEERAFLAPVREI ADFLI DTTTTSSHSLQSELRQQFA- PE- - - NSVAPNVSI LSF
VLKVI QEERELLREI RGRATKVI DTSNVSNNQLKEQ! | TQYGGDKE- - NSNRLLI TVI SF
| SEG SRERDRLEHI RGRATHI | DTSDLSTAQLKDKI AALFAGERE- - - YERMT| TVWWSF
VLDAI RKERHLLEEI KGKANKI | DTSKL SKQELNHELKKVYSSYFI - - GKQSMBVTI | SF
| LEG QVERQWL TEL RGVAHKI MDTSNL SSQQL RHQVAESFG- NEQ- - ASGHLAVSVVSF
| LEG | EERRRLEELRGRASKI | DTSELTPRQLKEQVSELFG- SSQ- - RR- - LI VSI | SF
| LDNI KKERKFLENLRARADKVI DTSDLQPADLRNEI LNYYG- EEQ- - KRSKI SI NI VTF
VLDG QRERRLLQELRGLATFI | DTTHMIPADL RKELNRRFG- QDR- - ESPHFHVNVWWSF
I LNG QVERKKLKTLYNVANNVI DTSKLATRELREKI NSI YOQEEGQ- - | ESKLI VTVWSF
| LNG ALERSRLKEVKDVASNI | NTSKFTNVDLRQEI TRI YGDGDQ- - VEAQLTI TVWSF
VLTG TQEREKLREVKNI ADI | | DTSKYEI RHLREKI NKNYGDHTY- - PEKQLSI TVLSF
I | TG SEERVRLRELKDRADNI | DTSNYPI RNLREKI NLLYGDGKP- - VEQNLSI TVLSF
| ENG TRERELLQELKDRASHI | HTTKLI PAQLKEELRNI YVEGNQ- - MN- NLM S| ASF
| VDGl NEERKRLAEI RKI ANSI | DTSNLTSSQLKEELSNI FLKGKK- - FK- G | | DI MSF
| VDGl NEERKRLSDI RKI ANY! | DTSNLTSSQLKEELSNI FLKGKK- - FK- Gl | | DVVBF
LI K@ KTEREI LSQ RKNATY! | DTSNLTPRQLKEEI LAl FVEGRK- - FD- GM VNI | SF
| LEAI QKEREKLEDI KRYADFI | DTSTLSPRDLKEKLFEI FSAQRS- - RE- TMLI TVVSF
PLKG EAERDLLTDMVKARANI VLDTSDLKPKELREKI VHLFSTE- - - - TEQAFRVNVVSF
PLKG EAERGLLTDMKARANI VLDTSDLKPKELREKI VHLFSTE- - - - TEQAFRVNVVSF
PLKG El ERSLLTDVKARANI VLDTSDLKPKELREKI VHLFSTE- - - - TEQAFRVNVVSF
PLKG EAERGLLTDMKARANI VLDTSDLKPKELREKI VQLFSTE- - - - TEQAFRVNVVSF
PLEG RLERKLLEELKGRAQI | YDTTGLKPRELREKI | RQFSSH- - - - AQSGFTI NVVBF
PLEG RLERQLLEEI KGRAQ | YDTTGLKPRELREKI VRQFSVH- - - - AQSGFTVNVVSF
PLEG QQERKI LEELKGRAQLI LNTSNLKPRELREKI VVEFSAN- - - - KQSFFTVNVLSF
PLEG QTERELLEELKGRSQ | YDTSDMKPKDLREKI VOHFAAD- - - - HGHTFTVNVVBF
PLEG ALERELLEELKGRSQ | YDTSDMKPRDLREKI VKHFATN- - - - QGETFTVNVVSF
PLEG QKERNLLEEI KGRAQQ | DTTELKPLQLREKI MQRFAGN\- - - - DRQAFAVHFVSF
PLDG KKERELLEDLKGRAQQ | DTTDLKPI QLREKI | QRFSCE- - - - EHHSFTVNMVBF
PLDG KQEREI LDELRGRAQRI | DTTSLKPRNLREKI LKVYKEE- - - - KQEVFSVHFVSF
VLDG NAEREL L SDLKGRSQLVI NTSNVAPREL RERI NNEFQTE- - - - DKDVFNVQLMSF
VLDG NAEREL L SDLKGRSQLVI NTSNVAPREL RERI NNEFQTE- - - - DKDVFNVQLMSF
VLDG NAEREL L SDLKGRSQLVI NTSNVAPREL RERI NNEFQTE- - - - DKDI FNVQLMSF
PLI G ERERTLLEGFRDKAQLLMDTSDI KPLALKERI LKEFTEG- - - - ERI PFTVNVVSF
VTEG RKERAMLEEI KADAQLVI DTTDLSPRQLRERLNKELATR- - - - ETHEFRVEMVSF
| TEG RKERAI LDDLKAQASVI | DTTTLTPRQLREKI NESFKSK- - - - GDQGFRI EFVSF
VIVDGVRKEREL LAPLKDRASYVI DTSTLTPRELRES| FDKFETD- - - - QDETFHI EMLSF
LMDG HKERELLTElI RNQSQWVNTSM_SPRELREQI FRVFKTS- - - - DNPSFHI EVVBF
LMDG KKERALLTELRNRAQWVI DTTTLSPRQLREKI FLNFKESG- - - SQPAFHI EVVBF
| LDG HLERELLAPI KSNAQ | | DTSKLSPRQLREEI FKNFEAR- - - - DTKTFHI EVVSF
VLEG SRERELLAPI RQAAQLVI DTTKLSPRKLREEI FHNYETE- - - - TTQAFHI ELMSF
VADGVRKERELLSPI KSEAQ VI DTTNMIPRELRSDI FGHFSTNK- - - TI PKFHI EVVSF
VLDG ALERELLAPLKNLSQNVVDTTDLTPRQLRKTI SDQFSVEK- - - SQTSFRLEVWSF
VLDG RLERELLSPLKSMSQHVVDTTKLTPRQLRKTI SDQFSEGS- - - NQASFRI EVVSF
VLDG SLERELLAPLKSMSQNVVDTSEL TPRQLRKVI SKEFSNQD- - - SQSSFRI EVMVBF
VLDG KLERELLSPLKSLSQNVVDTTKLTPRQLRKAI SEQFSSKQ- - - DQSSFRI EVLSF
| LDG KLERELLAPLKNVBQNVVDT TEL TPREL RKTLAEQFSDQE- - - QAQSFRI EVVSF
| LDG KLERELLAPLKNLSQ\VVDTTDLTPRELRKTI SEQFSNQA- - - DVHSFRI EVVSBF
VLDG QLERELLAPLKNMVSQONI | DTTEL TPRNLRKAI SEQFASQD- - - NQPSFRI EVVSF
TLDG TKEREI LADLKNLSEVVI DTSELTPRNLRARI LQKFAS- S- - - TESTFRI EVMSF
| LDGVELERKLSTDLKSQADI VI DTTNVTPRNLKLRLNKLFGHG- - - - EGNDFYVEVNSF
LLDG QEERRI LTPI KNRSNY! VDTSNLSTKELKQKLI NTFSDK- - - - KRQPFSI EVVSF
LLDG RDERRI LTPVRNRSNY! LDTSKMITKEL KQKL QSKFGEL- - - - HKPKFG EVIVSBF
LLDG QEERAI LSRTKNI SNI | | DTSRLTTKELKAKLVDKFGDN- - - - QTRTFS| EVMSF
LLDG QEERNI LSRTKNI SNI | | DTSHLSTKELKTKLVDKFGDN- - - - RTRTFS| EVMSF
LI NAI NDEREHLSQ RSI ANFVI DTTKLSPKELKERI RRYYEDE- - - - EFETFTI NVTSF
LI DAl NEEREHLSEI RSI ANYVI DTTKLKPKELKQRI SKFYLDE- - - - NFETFTI NVTSF
LMDSI LEEKQLLSNI RTI ANYI VDTTQLTTKELKARVKEKFEDE- - - - NFKSFSI NVSSF
LI ESI NEERELLTEI KSLANYTI DTTQWKPKELRKRI GDYFNKS- - - - NVQTFNI NVTSF
LLRSI LKEKKI LFPI REI ADLVI DTTEI KTVELEKRFKKFI LAKDGENTDI NI NI HI QSF
LLAAI RAERTALEPVRALADEVVDTGPLELAQLRVHLGALVGG - - - - RPTELPVTVNSF
LIVREI AEERRALAGLRGRAHL VDT SEL SPRGLKEALARFLG - - - - - EEGGFLLRLVSF

GFKYGLPADADL VADARFL PNPFWKPEL RPYTGL DEVVRNDVL QQNGAEEFI ESYLEALR
GFKYGLPVDADL VWDVRFLPNPHW/PEL RPFTGLNEEVSAYVFNQPGAKEFLDRYAELLR
GFKYGLPMDADMVYNDVRFL PNPHW/DEL RPL TGOHPAVRDYVL HRPGAAEFLESYHRLLS
GFKYGLPMDADWNDVRFLPNPHW/DEL RPL TGOHPAVRDYVL HRPGAAEFLESYHRLLS
GYKYGLPMDADTVMDVRFLPNPHW/DEL RPHSGQHPDVRDYVL GQPGALEFLDTYHRLLD
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NocFar _nf a358930
Cor Ef f _CE1710

Bi f Lon_BL0705

Act Pl e_ZP_00133926
HaeDuc_HD0584

Act Suc_
ManSuc_Ms1718

Hael nf _AAC22801
PasMul _PMD169
HaeSom ZP_00132582
EscCol Sp. _YhbJ

Shi Fl e_YhbJ

Sal Ent ATCC9150_YhbJ
Sal Typ_YhbJ

Sal Ent Ty2_T3240

Kl ePne_P17163

Ent Sp. _

Yer Ent _ZP_00834134
Yer Mbl _ZP_00827279
Yer Fre_ZP_00828963
Yer Pes_Sp.

Yer Pse_YPTB3529
Yer Ber _

Ser Pro_ZP_01538297
Er wCar _ECA0285
Phor Lum pl u4044

Pr oM r _AAC64575
Sodd o_SR0196
PhoPr o_PLU4044

Vi bAng_

Vi bAl g_

Vi bPar _VP2673

Vi bHar _AAF72890

Vi bvul _W0445

Vi bCho_VC2532

Vi bSpl _V12B01_07423
Vi bFi s_VF0384

Aer Hyd_AHA_ 3920
Aer Sal _ABOB8502

| di Bal _0S145_05430
I di Loi _I10393

Al t Bac_ATW_18740
PseHal _PSHAa2554
PseTun_PTD2_17262
Al t eMac_MADE_14619
PseAt | _UPF0042

Col Psy_CPS_4546
SheBal _UPF0042
ShePut _UPF0042
SheOne_S03964
SheDef _UPF0042
SheFri _UPF0042
SheAma_Sanma_3091
ShelLoi _UPF0042
SheWyo_UPF0042

Mar Aqu_UPF0042
AzoSp. _ebA3650

Ni t Eur _NE1849

Aci Sp. _ACl AD3059
Zynmivbb_ZMO1325
DesRed_UPF0042
ThesCar _UPF0042

Hal Or e_UPF0042
DesbHaf _DSY4845
MooThe_YP_429136
Car Hyd_YP_359144
SyniThe_STH186

Cl oAce_CACO511

d oTet _CTC02495

d oBei _ZP_00909349
Cl oPer _CPE0354

Al kMet _UPF0042
Ther Et h_UPF0042
Ther Ten_TTE1834

d oThe_UPF0042

Cal Sac_zP_00884966
BacThu_ZP_00739740
BacWei _UPF0042
BacAnt _GBAA5384
BacCer _UPF0042
GeoKau_GK3066
GeoThe_GTNG 3015
BacCoa_UPF0042
BaclLi c_Yvcl
BacSub_YvcJ

Bacd a_ABC3036
BacHal _BH3569

Ccel he_0B2468

Li sl nn_lin2617

Li sVl _I we2422

Li sMon_Sp.

Exi Si b_UPF0042

Ent cFae_EF0766

Ent cFaec_UPF0042
LacPl a_| p_0779
LacSak_YP_395138
LacCas_YP_806200
LacSal _YP_536062
LacBre_YP_794827
PedPen_YP_803988
St rMut _Snu_1306c
StrPyo_Sp.

St r Aga_ghs0576
StrThe_str0831

St r Pne_SP1566
StrSan_YP_001034791
St r Sui _UPF0042

GFKYGVPL DADWL DVRFLPNPHW PEL REHSGQETVVSEYVL SRPGAQDYLHTCHHLVD
GFKHGSPRDADF! | DARFLPNPFVWPEL RPFRGVDKPVSDYVL SQKGAGEFLDNFI AMLD
GFKYGVPI DADFVADVRFL PNPFWPSL REL TGRDKPVADYVL SSKGAKEFLDAYEKAI E
GFKYGLPADADYVFDVRFLPNPHWNPEL RPMTGLEQPVI DFLERQTEVHNFI YQTRNYLE
GFKYGL SADADYVFDVRFLPNPHWHAEL RAMTGLEQPVI DFLERQTEVHNFI YQTRNYLE
GFKYGLPLDADYVFDVRFLPNPHWNPSL RPMIGLEQPVI DFLSKYEDVANFI YTTRNYI E
GFKYGLPLDADYVFDVRFL PNPHANPDL RPMTGL DQPVI DFLGKYSEVNNFI YSTRNYLE
GFKYG PLDADYVFDVRFLPNPHWDPTL RPMIGLEAPVAEFLNSHTEVNEF| YLTRHYI D
GFKYGLPLDADYVFDVRFLPNPHW PELRPLTGL DAPVAEFLNKQNEVNHFI YLTRNYI E
GFKYG PLDADYVFDVRFLPNPHWNQEL RPMTGLEKPVI EFMQKHI EVDNFI YQTRNY! E
GFKHG Pl DADYVFDVRFLPNPHWDPKL RPMT GL DKPVAAFL DRHTEVHNFI YQTRSYLE
GFKHG PI DADYVFDVRFL PNPHWDPKL RPMT GL DKPVAAFL DRHTEVHNFI YQTRSYLE
GFKHG PI DADYVFDVRFL PNPHWDPKL RPMT GL DKPVAAFL DRHTEVHNFI YQTRSYLE
GFKHG Pl DADYVFDVRFLPNPHWDPKL RPMT GL DKPVAAFL DRHTEVHNFI YQTRSYLE
GFKHG Pl DADYVFDVRFLPNPHWDPKL RPMT GL DKPVAAFL DRHTEVHNFI YQTRSYLE
GFKHG PI DADYVFDVRFL PNPHWDPKL RPMT GL DKPVAAFL DRHTEVHNFI YQTRSYLE
GFKHG Pl DADYVFDVRFLPNPHWDPKL RPMT GL DKPVAAFL DRHTEVHNFI YQTRSYLE
GFKHG Pl DADYVFDVRFLPNPHWDPKL RPMIGLDKPVI SFLDRHTEVHNFI YQTRSYLE
GFKHG PI DADYVFDVRFLPNPHWDPKL RPMIGLDKPVI SFLDRHTEVHNFVYQTRSYLE
GFKHG Pl DADYVFDVRFLPNPHWDPKL RPMIGLDKPVI SFLDRHTEVHNFVYQTRSYLE
GFKHG Pl DADYVFDVRFLPNPHWDPKL RPMIGLDKPVI SFLDRHTEVHNFI YQTRSYLE
GFKHG PI DADYVFDVRFLPNPHWDPKL RPMIGLDKPVI SFLDRHTEVHNFI YQTRSYLE
GFKHG Pl DADYVFDVRFLPNPHWDPKL RPMIGLDKPVI SFLDRHTEVHNFVYQTRSYLE
GFKHG Pl DADYVFDVRFLPNPHWDPKL RPMT GL DKPVASFLDRHTEVHNFI YQTRSYLE
GFKHG PI DADYVFDVRFLPNPHWDPKL RPMT GL DKPVASFL DRHTEVHNFI YQTRSYLE
GFKHG Pl DADYVFDVRFLPNPHWDPKL RPMT GL DRPVAAFL DRHTEVHNFI YQTRSYLE
GFKHG Pl DADYVFDVRFLPNPHWDPKL RPMT GL DRPVAAFL DRHTEVHNFI YQTRSYLE
GYKHG PI DADYVFDVRFLPNPHWDPKL RPMI GL DRPVAAFL DRHTEVHNFI YQTRSYLE
GFKHGLPTDADYVFDVRFLPNPHWPEL KPQT GL DQEVKEFLVGHAEVNKLI YQ RNFI E
GFKHGLPSDADYVFDVRFLPNPHWPEL KPQT GL DQGVKDFL SSQSEVNQLNYQ RNFI E
GFKYGLPSDADYVFDVRFLPNPHWEPAL RPLTGLDAPI AAFLEQHQSVLSLKYQ ESFI E
GFKYGLPSDADYVFDVRFLPNPHWEPAL RPLTGLDAPI AAFLEQHQSVLSLKYQ ESFI E
GFKYGLPSDADYVFDVRFLPNPHWEPAL RPLTGLDGPI GAFLEQHQSVLDLKYQ ESFI E
GFKFGLPTDADYVFDVRFLPNPHWEPAL RPMIGLDAPI KTFLESHDEVLELKRQ QTFI E
GFKYGLPTDADYVFDVRFLPNPHWEPDL RPLTGLDAPI KSFLEGHSEVMELKQQ QKFFE
GFKYGLPSDADYVFDVRFLPNPHWEPAL RPLTGL DAPI HSFLEKHSEVLELKQQ QGFVE
GFKHGLPTDADYVFDVRFL PNPHWEPSL RPMT GL DKPVADYLAKHTEVI QLKEQI QQFLT
GFKYG PKDADFVFDARFLPNPHW PELKPFTGKDEPVARYLSSQPDVMQFI LQ ENMLA
GFKYG PKDADFVFDARFLPNPHW PELKPFTGKDEPVARYLSSQPDVMOFI LQI ENMLA
GFKHGVPKDADFVFDARI LPNPHWNPEL KL L TGODEDVKQFFRKESLVTKYLLQVENFLA
GFKYGLPKDADFVFDARI LPNPHWOPELKLLTGLDTDVQ FFRQEPLVTKFI YQLENFLD
GFKHG PKEADYVFDARFLPNPHWEPEL KPLNGL DQPVKDYLASHSI VOKFTWQ QTFVQ
GFKHG PKGADYVFDARFLPNPHWEPEL KPL TGL DQPVKDYLASHSI VOKFTWQ QTFVQ
GFKHG PKNADYVFDARFLPNPHWEPL LKPLTGL DQPVKDFLASHSI VHKFTWQ QTFLQ
GFKHG PKDADYVFDARFLPNPHWEPDL KHL TGL DAPVEVFLGSQPVWTKFI WO ONLI T
GFKHG PKDADYVFDARFLPNPHWEPDLKPLTGLDSPVEI FLGSQPI VTKFI WO ONLI S
GFKHG PVDADYVFDARFL PNPFWEKSL KGQT GVDQEVKDFLASQAI VTKFI WQI NSFMM
GFKHGVPTEADFMFDVRFLPNPHWEL AL RPLTGL DEPVAEFLNRQPLVNKFI WOl ENLLE
GFKNGVPTEADFMFDVRFLPNPHWEL AL RPL TGL DEPVAEFLNRQPLVNKFI WQI ENLLE
GFKHGVPTEADFMFDVRFL PNPHWEPEL RPL TGL DEPVAEFL NRQPLVNKFI Wl ENLLE
GFKHGVPTEADFMFDVRFLPNPHWETEL RPL TGL DVPVQEFLARQPLVHKLI WQI ENLFE
GFKHGVPTEADFMFDVRFLPNPHWEI EL RPFTGL DEPVQEFL GRQPLVNKFI WQI ENLFE
GFKHGVPTEADFMFDARFL PNPHWEPEL RPL TGL DEPVKLFLERQVLVNKY! WQI ENLLE
GFKYGVPTEADFMFDVRFLPNPHWET EL RPL TGL DEPVQQFL SQQPLVNKFI Wl ENLLE
GFKHGVPAEADFMFDVRFL PNPHWEPEL RPMTGL DEPVQL FL SQOPTVNKFI WQI ENLLE
GFKHGVPVDSDYVFDVRCL PNPYWDT SLRKHT GVDQPVI DFLEREPLTRQWDDLTGFLN
GFKYG PLDADL VFDVRCL PNPHYDL RLRPFTGKDQPVI EFLDSFPEVGRMCEDI RRFVA
GYKHG PLDADLVFDI RCLPNPFYDPQLKEL TGHDPEVI RFMESQPDASKMLRDI SSFLG
GYKHG PLDADYVFDVRHL PNPHWDL EL RRFSGL DEPVRRFLESSDQTNEMFDDI FHFLD
GFSRG PRNCDL L FDVRFL QNPYWEEAL RPLTGLDPEI ADYI EQDPSFLPAVTKI KDLLL
GYKYG PMDSDLVLDVRFLPNPYY! PELRCL TGNDEPVQOHVMBQDVTKEFMEKLI DFVQ
GFKYG PLDADWFDVRFLPNPFYVESLRKKSGETPEVSEY! WKWPI TQQFMEKLGGLVD
GYKYG PMDADL VFDVRFLPNPYYVRSLKERTGEETVVQDY! LKWPVTQKFYKRFFDMVD
GFKYAI PLDVDLLI DVRFLPNPFYVAEL RPLTGEHPQVQDY! FSNPVAQEFVDKYLGLLE
GYKYG PLDADL VVDVRFLPNPYYVPAL RPFTGHDRCVEEFVMASPVTRQFI EQFAALLR
GYKYGLPLDADL| MDVRFLPNPFYVKELRPLSGSDKPVYDYVFNYEVTKKFTEKFLDLI E
GFKHGAVLDADL VFDVRFLPNPHYVPDL QPL TGEDPAVVEYVVKVWAVTQQFYRRLTGLI G
GFKYG PVDSDLVFDVRFLPNPFY!I PELKRFSG EKPVKDYVMSFDQTKEFVNKI EQLLK
GFKYG PLDSDLLFDVRFLPNPYY! PELRNFSGNDKPVYDYVLEFNQTKEFI GKLNDI LE
GFKYG PVDSDLVFDVRFI PNPFYI PELKQYSGNDEPVKDYVLKQEETVNFI EKLVDMLR
GFKYG PSDSDLVFDVRFI PNPFYI PELKPFSGEDEPVKNYVLAQEETKGFL SRLSDVAE
GFKHG PLDSDLVFDVRFLPNPFYI EELKDFTGNDVKVRNYVINSPI SVEFSNKLHDI VS
GYKYG PLDADLVFDVRFLPNPFY! EELRPLTGNDDKVKEYVMKVEEAKEFLKKLGDM K
GYKYG PLEADL VFDVRFLPNPFY! DELRPLTGNDEKVKEYVMKVEEAKEFLKKLGDM K
GFKYG PI ECDLVFDVRFI PNPYY! ESMKYKTGKDEEVRNYVNVSFAETAEFMTKLKDLVD
GFKYGLPLDADL VFDVRFI PNPFYVEEL KHKTGKEKEVKEYVLKWDVTKEFLKKLFDLI L
GFKYG Pl DADLVFDVRFLPNPYY! PHVKPLTGLDEEVSSYVLKFNETHKFLEKLTDLI T
GFKYG PI DADLVFDVRFLPNPYY! PHVKPLTGLDEEVSSYVLKFNETHKFLEKLTDLI T
GFKYG PI DADLVFDVRFLPNPYY! PHVKPLTGLDEEVSSYVLKFNETHKFLEKLTDLI T
GFKYG Pl DADLVFDVRFLPNPYY! PHVKPLTGLDEEVSSYVLKFNETHKFLEKLTDLI T
GFKYG PI DADLVFDVRFLPNPHY| EHVRPKTGLDDDVSSYVLKWGETQKFLEKLI DLLS
GFKYG PI DADLVFDVRFLPNPYY! EHVRPKTGLDDEVSSYVLKWGETQKFLEKLLDLLA
GFKNG Pl DCDLVFDVRFLPNPFYI EHVRPKTGLDEEVYTYVLKWNETQKFLEKLTDLLA
GFKYGLPI DADLVFDVRFLPNPYY!| DSVRPLTGKDQEVSSYVMKWNETQKFLEKLTELLS
GFKYG PI DADLVFDVRFLPNPYY!| ESMRPLTGKDKEVSSYVIVKWNETQKFNEKLI DLLS
GFKYG Pl DADL VFDVRFLPNPHYVEDL RPKTGLQTEVSSYVLKVWKETKQFVEKLTDLFD
GFKYG PI DADL VFDVRFLPNPHYVDHL RPKTGLEGEVSSYVLKWIETQQFI EKLEDLLS
GFKYGLPI DADL VFDVRFLPNPHYVSNLQPLTGLNPDVSSYVFKWSDTQTFI DKVTDLLT
GFKYG Pl DADL VFDVRFLPNPHY!| DKVRPLTGLDEDVYEYVNVKWPETNVAFLDKLVDLLM
GFKYG PI DADLVFDVRFLPNPHY| DKMRPLTGLDKDVYEYVMKWPETGAFLDKLI DLLM
GFKYG PI DADLVFDVRFLPNPHY| DKMRPLTGLDEDVYEYVMKWPETQTFLDKLVDLLM
GFKHGLPLDADL VFDLRFLPNPFY! PELRPKTGLDLEVSSYVMMWPEAKL FYKKLVDMLE
GFKYGLPI DADI VVDVRFLPNPHY| DELRPLTGVDQPVYDYVMGFPETDEFYTKFI DLLR
GFKYGLPI DSDI VVDVRFLPNPHY| PELRPLTGKDQPVYDYVNMSFDETQSFYHKFLDLLE
GFKYGLPI DADI VNDVRFLPNPYY! PELKKLTGL DKPVADYVMQQPATEAFYQQFLSMLE
GFKYGLPI DADI VNDVRFLPNPYYVAEFKALNGL DKPVRDYVMVEQPATEKFYQQLTALLK
GFKYGLPI DADI VVDVRFLPNPFY!| KDYRPKTGLDPEVYNYVIVDNEDAESFYNKFYDLLS
GFKYGLPI DADI VNDVRFLPNPYYVSEL RNKTGKDDAVYEYVMKSEKTEEFYQKFVSLLK
GFKYGLPI DADI VVDVRFLPNPYYL PELRNQTGVDQPVYDYVMNQPQTEEFYQRFLGLLT
GYKYGSPI DADI | MDVRFLPNPYYVTELKNKI GTDPAVYDYVMNQPATEEFYTDYLKLLM
GFKYGLPLDADL VFDVRFLPNPYYKPEL RDKTGL DKDVSDYVMOHQESEEFYQHLLALLA
GFKYGLPLDADL VFDVRFLPNPYYQVEL REKTGL DEDVFNYVMVBHPESEVFYKHLLNLI V
GFKYG PLDADL VFDVRFLPNPYYKPELRDKTGLDTEVYDYVNMVSFDESDDFYDHLLALI K
GFKYGLPLDADL VFDVRFLPNPYYDPTLRNL TGL DKEVYDFVMIHKESEDF YKNLNHL I K
GFKYG Pl DADL VFDVRFLPNPYYLPELRNQTGVDEPVYDYVMNHPESEDFYQHLLALI E
GFKYGLPLDADL VFDVRFLPNPYYKPEL RNQT GL DKDVFDYVMNHAESEEFYKNLLGLI E
GFKYGLPLDADL VFDVRFLPNPYYKLELRNLTGLDAPVFDYVVEHQESEEFYSHLLGLI E
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Anhang

Lact Lac_L188550
LacReu_ZP 01164767
LacAci _LBA0691
LacDel _YP_618706
LacGas_YP_815115
LacJoh_LJ0866

St aAur _Sp.

St aEpi _SE0548

St aHae_SH2124

St aSap_SSP1952
FusNuc_FN1089

G oVio_glr4163
TheThe_TTHA0319

Lei Xyl _Lxx11490

St pAve_SAV6292
MycTubCDC1551_Mr1464
M/cTubH37Rv_RV1421
MycSme_MSMEG3088
NocFar _nf a358930
Cor Ef f _CE1710

Bi f Lon_BL0O705

Act Pl e_ZP_00133926
HaeDuc_HD0584

Act Suc_
ManSuc_Ms1718

Hael nf _AAC22801
PasMWul _PMD169
HaeSom ZP_00132582
EscCol Sp. _YhbJ

Shi Fl e_YhbJ

Sal Ent ATCC9150_YhbJ
Sal Typ_YhbJ

Sal Ent Ty2_T3240

Kl ePne_P17163

Ent Sp. _

Yer Ent _ZP_00834134
Yer Mol _ZP_00827279
Yer Fre_ZP_00828963
Yer Pes_Sp.

Yer Pse_YPTB3529
Yer Ber _

Ser Pro_ZP_01538297
Er wCar _ECA0285
Phor Lum pl u4044

Pr oM r _AAC64575
Sodd o_S@196
PhoPr o_PLU4044

Vi bAng_

Vi bAl g_

Vi bPar _VP2673

Vi bHar _AAF72890

Vi bvul _W0445

Vi bCho_VC2532

Vi bSpl _V12B01_07423
Vi bFi s_VF0384

Aer Hyd_AHA 3920
Aer Sal _AB(B8502

| di Bal _0S145_05430
I di Loi _I10393

Al t Bac_ATW _18740
PseHal _PSHAa2554
PseTun_PTD2_17262
Al t eMac_MADE_ 14619
PseAt | _UPF0042

Col Psy_CPS_4546
SheBal _UPF0042
ShePut _UPF0042
SheOne_SCB964
SheDef _UPF0042
SheFri _UPF0042
SheAma_Sama_3091
SheLoi _UPF0042
SheWyo_UPF0042

Mar Aqu_UPF0042
AzoSp. _ebA3650

Ni t Eur _NE1849

Aci Sp. _ACI AD3059
Zymivbb_ZMO1325
DesRed_UPF0042
ThesCar _UPF0042

Hal Or e_UPF0042
DesbHaf _DSY4845
MooThe_YP_429136
Car Hyd_YP_359144
SyniThe_STH186

Cl 0Ace_CACO511

C oTet _CTC02495

Cl oBei _ZP_00909349
Cl oPer _CPE0354

Al kMet _UPF0042
Ther Et h_UPF0042
Ther Ten_TTE1834

Cl 0The_UPF0042

Cal Sac_ZP_00884966
BacThu_ZP_00739740
BacWi _UPF0042
BacAnt _GBAA5384
BacCer _UPF0042
GeoKau_GK3066
GeoThe_GTNG_3015
BacCoa_UPF0042
BacLi c_Yvcd
BacSub_YvcJ

BacCl a_ABC3036

GFKYGLPLDADL VFDVRFLPNPHY| TEL RDKNGTDKEVYDYVMVEHPQSEEFYENL VKMV
GFKYGLPLDADI VNDVRFLPNPFY! PELKHL TGNDPAVONYVMQSPLAKEFYQHLRSLLE
GFKYGVPI DADI VVDVRFLPNPFY!| PELRPFTGLDKRVFDYVIMNKEETQVFYKKLLDMLE
GFKYGVPI DADI VVDVRFLPNPFY! PELRPFTGLDKRVFNYVMDKDETKVFYGKLLDLLL
GFKYG Pl DADI VNDVRFLPNPFY! PQLKPFTGL DRRVFDYVNMSKKETKKFYAKFLDMLE
GFKYG PI DADI VVDVRFLPNPFYI PQLKPFTGLDRRVFDYVMBKKETKEFYAKFLDMLE
GFKHG QVDADL VFDVRFLPNPYYVVDLRPLTGLDKDVYNYVMKWKETEI FFEKLTDLLD
GFKHG QVDADL VFDVRFLPNPYYVEEL RPFTGLDEPVYNYVMKWKETQ FFDKLTDLLK
GFKHG QKDADL VFDVRFLPNPYYVEDL RPMIGEDEPVYHYVIVKWKETEI FFEKLVDLLK
GFKHG QVDADL VFDVRFLPNPHYVDEL RPL TGEDEAVYKYVIVKWKETNI FYEKLI DLLK
GYKYG PTDSDLMFDVRFI PNPYY! EKLKELNGFDEEVKEYVL SQKESKEFYFKLLPLLE
GFKRGVPADAQFVLDI RFLPNPYYESALKPLTGLDVGVAEYVFASEQSQATYRSLLEFLR
GFKWGPPQEADL VL DVRPL PNPHYDPAL RPRTGLDPEVRRYVFS- EAAEPYYRALLAVAG

* k. kk .

Pl FAGYQRENKRHATI AVGCTGGKHRSVAI AEELAARLRSLPGLA: - - - VS| KHR- - - - D
LI AAGYRREGKRYVTI AVGCTGGKHRSVATSEKLAARL - AAEGVE- - - - TVWWHR- - - - D
LVVDGYRREGKRYMT| Al GCTGGKHRSVAI AEALMGLLRSDQQLS- - - - VRALHR- - - - D
LVVDGYRREGKRYMTI Al GCTGGKHRSVAI AEALNMGLLRSDQQLS- - - - VRALHR- - - - D
WVI DGYRREGKRYMTVAI GCTGGKHRSVAI AEALAERLEGGDGLT- - - - VRVLHR- - - - D
LTTSGYRQEGKRYMI'VAVGCT GGKHRSVAI AEAL GEL| GADTSAESADWRWHR- - - - D
DM_PGYRHEGKNFI TVG GCTGGHHRSVAVSEELARRLGERPDLD- - - - VSWHR- - - - D
| ALEGYAQEDKHYVTI AVGCT GGQHRSVAVBEEL ARRLRAH- GLN- - - - VTVSAR- - - - E
MALPM_EKNNRSYLTI Al GCTGGKHRSVFI AEQLAKYFQSR- - - - - DKDVQ RHR- - - - S
TWLPM_EKNNRSYL TI AFGCTGGKHRSVFI TEQLAKYFQSR- - - - - GKNVKI RHR- - - - S
TW.PM_ERNNRSYLTI Al GCTGGKHRSVY! AQQLGEYFQDK- - - - - GKHVKI QHK- - - - S
TW.PM_EQNNRSYLTI Al GCTGGKHRSVY! AQQLGEYFQAK- - - - - GKKVKI QHK- - - - S
TW.PM_EKNNRSYLTI Al GCTGGKHRSVY! AQQLGEYFQAK- - - - - GKTVKI QHK- - - - S
TW.PM_EQNNRSYLTI Al GCTGGKHRSVY! TEQLGEYFQAK- - - - - GKNVQ QHK- - - - S
NW_PM_EKNNRSYLTI Al GCTGGKHRSVYI AQQ GEYFRAK- - - - - GKKVQ QHK- - - - S
LW PM_ETNNRSYL TVAI GCTGGKHRSVY! AEQLADYFRSR- - - - - GKNVQSRHR- - - - T
L. PM_ETNNRSYL TVAI GCTGGKHRSVY! AEQLADYFRSR- - - - - GKNVQSRHR- - - - T
LW.PM_ETNNRSYL TVAI GCTGGKHRSVY! AEQLADYFRSR- - - - - GKNVQSRHR- - - - T
LW PM_ETNNRSYL TVAI GCTGGKHRSVY! AEQLADYFRSR- - - - - GKNVQSRHR- - - - T
L. PM_ETNNRSYL TVAI GCTGGKHRSVY! AEQLADYFRSR- - - - - GKNVQSRHR- - - - T
LW.PM_ETNNRSYL TVAI GCTGGKHRSVYI AEQLADYFRSR- - - - - GKNVQSRHR- - - - T
LW PM_ETNNRSYL TVAI GCTGGKHRSVYI AEQLADYFRSR- - - - - GKNVQSRHR:- - - - T
L. PM_ETNNRSYL TVAI GCTGGKHRSVYVAEQLADYFRAR- - - - - GKNVQSRHR- - - - T
L. PM_ETNNRSYL TVAI GCTGGKHRSVYVAEQLADYFRAR- - - - - GKNVQSRHR- - - - T
LW.PM_ETNNRSYL TVAI GCTGGKHRSVYVAEQLADYFRAR- - - - - GKNVQSRHR- - - - T
QALPM_ETNNRSYL TVAI GCTGGKHRSVYVAEQLADYFRAR: - - - - GKNVQSRHR: - - - T
QALPM_ETNNRSYL TVAI GCTGGKHRSVYVAEQLADYFRAR: - - - - GKNVQSRHR:- - - - T
QALPM_ETNNRSYL TVAI GCTGGKHRSVYVAEQLADYFRAR: - - - - GKNVQSRHR: - - - T
QALPM_ETNNRSYL TVAI GCTGGKHRSVYVAEQLADYFRSR: - - - - GKNVQSRHR- - - - T
L. PM_ETNNRSYL TVAI GCTGGKHRSVYVAEQLADYFRSR- - - - - GKNVQSRHR- - - - T
LW.PM_ETNNRSYL TVAI GCTGGKHRSVYVAEQLADYFRSR- - - - - GKNVQSRHR- - - - T
L. PM_ETNNRSYL TVAI GCTGGKHRSVYVAEQLADYFRSR- - - - - GKNVQSRHR- - - - T
LW PM_ETNNRSYL TVAVGCTGGKHRSVY! AEQLADYFRSR- - - - - GKNAQSRHR- - - - T
TWLPLLEKNNRSYLTVAI GCTGGQRHRSVYVAQQLADHFLHD- - - - - GQQVQI RHR- - - - T
SV PM_EKNNRSYVTVAI GCTGGQHRSVY! AQSLADYFEHQ - - - - GQQVQVRHR- - - - T

NVLPLLEKNNRSYLTVAI GCTGGKHRSVYLTQQ GEYFANK- ---S
TW.PLLEKNNRSYLTVAI GCTGGKHRSVYLTQQ GEYFADK- ---S
TW.PLLEKNNRSYLTVAI GCTGGKHRSVYL TQKI GEFFADK- ---S
HW.PLLEKNNRSYLTVAI GCTGGKHRSVYLTQQ GEYFAAM ---T

YW.PM_EKNNRSYLTI Al GCTGGKHRSVYL TQQLGEYFAQL- - - - - ---s
QALPM_EKNNRSYL TVAI GCTGGKHRSVYL TQKI GEYFEQL- ---s
TWLPALEKNNRSYL TVAI GCTGGQHRSVY! TQQLGEYFKQQ- - - - - GKQVQ RHK- - - - T
TW.PHLERNNRSYVTVG GCTGGQHRSVFI AEQUAGAFRLL- - - - - GKNVQ RHR- - - - T
TW.PHLERNNRSYVTVG GCTGGQHRSVFI AEQUAGAFRLL- - - - - GKNVQ RHR- - - - T
TWLPYFRRSNRSYL T AMGCTGGQHRSVYLAETLAEQFRSE- - - - - GTHVQVRHR- - - - E
TW.PHFQRSNRSYL TI ATGCTGGQHRSVY! SQQLAERFEQK- - - - - AVKVQVRHR- - - - E
TW.PHLERNNRSYLTI Al GCTGGQHRSVYLAQT] GESFAVT- - - - - HPNVKI RHR- - - - E
TWLPHLERNNRSYLTI Al GCTGGQHRSVYLAQT! GESFANS- - - - - HPNVKI RHR- - - - E

TW.PHLERNNRNYLTI Al GCTGGQHRSVYLAQTLADNFSRS- - - - - HKNVKVHHR- - - - E
TW.PHLERNNRSYVTVAI GCTGGQHRSVYI AQTLSKTFSEI - - - - - HPDVQ RHR- - - - E
TW.PHLERNNRSYVTI Al GCTGGQHRSVYWEM_AKTFSTS- - - - - HPDVQ RHR- - - - E

TWLPHLERNNRSYVTI Al GCTGGKHRSVYI AEMLAKNFRKE- - - - - RDDI QTHHR- - - - D
TW.PHLERNNRSYL TVAI GCTGGQHRSVYVAEQLAKRFSNG- - - - - KHKVYARHR- - - - E
TWLPHLERNNRSYLTI Al GCTGGOHRSVYVAEQLAKRFSNG- - - - - KHKVNVRHR- - - - E
TWLPHLERNNRSYLTI Al GCTGGOHRSVYVAEQLAKRFSNG- - - - - KHKVNARHR- - - - E
TWVPHLERNNRSYLTI Al GCTGGQHRSVYI ADQLAKRFANG- - - - - KHVWWNARHR- - - - E
TWWVPHLERNNRSYLTI Al GCTGGOHRSVYI ADQLAKRFRQGS- - - - KHTVNARHR- - - - E
TWLPHLERNNRSYLTI Al GCTGGOHRSVYI AEQLAKRFANS- - - - - HHKVEARHR- - - - E
TW.PHLERNNRSYLTI Al GCTGGQHRSVYVTDQLAKLFNKG- - - - - KHKVQARHR- - - - E
TWLPHLERNNRSYLTI Al GCTGGOHRSVYVTEQLAKLFSQS- - - - - KHTVQARHR- - - - E
TWLPSFADSNRSYMT | SI GCTGGOHRSVYVCEQLGRYFRDN- - - - - YRNVQVRHT- - - - E
TW.PSYARDNRSYLTVAI GCTGGQHRSVYI AEW.GRHFSDT- - - - - - LRVLVRHRSAARR
TWLPAYI RDNRAYL TVAI GCTGGQHRSVYFAEKL AL HFHDS- -- AHVLVRHR- - - - G
KWL PVFAEGHRHYMTVSI GCTGGOHRSVY! VDRLKKAL EAK- --W8l QVLHR----E
FLLPRYI DTGKSYI VI AFACTGGRHRSVYVAEW AARLRQA- - - - - HFSLTI THRDLKLP
FLVPHYQREGKATLM Al GCTGGVHRSVTLTNKLGEVLSE- - - - K- GYRVNVRHR- - - - D
FLVPNYI KEGKSQLI | AVGCTGGLHRSVFVANKI YEGLRN- - - - K- GYKVNVEHR- - - - D
FLLPEYSREGKSHFTI Al GCTGGKHRSVTTAI KLKEFLLS- - - - K- GYHVWWVEHK- - - - D
FI LPYYVKEGKRHLVI GVGCTGGQHRSVAI AERI GLFLQE- - - - R- SYMVBVKHR- - - - D
FLI PHYLQEGKSHLVVAI GCTGGOHRSVTLANKLGELLQG - - - E- NYSVTVKHR- - - - D
FLMPFYQKEGKSNLVI Al GCTGGRHRSVAI ANFLARTLEE- - - - K- NYEVYLRHR- - - - D
FLLPHYVAEGKSLLTI Al GCTGGKHRSVCLANRLAHW RE- - - - R- GYSVSVEHR- - - - D
FLI PNYLKEGKRQLI VSI GCTGGRHRSVTI ANEI YERLKN- - - - D- GETVNI DHR- - - - D
FLI PHYTEEGKRQLI VAI GCTGGRHRSVSI ANSI YKLLEE- - - - K- GHKVNI DHR- - - - D
YLI PNYI KEGKSQLI | SI GCTGGRHRSVAI ANEVYERLNK- - - - E- NYNSKI EHR- - - - D
FLI PNYI KEGKRQLI | SI GCTGGRHRSVAI ANALYKDLLG- - - - K- NFHVTLEHR- - - - D
FLI PHYVQEGKNQLVI SI GCTGGRHRSVTI AHVLYHQLKD- - - - K- GHRVTLSHR- - - - D
FLI PYYI REGKSQLVI Al GCTGGKHRSVTI ANALYEFLKK- - - - E- DYSVI LHHR- - - - D
FLI PYYVREGKSQLVI Al GCTGGKHRSVAI ANAL YDLLKK- - - - E- DYSVWWNHR- - - - D

FLI PNYI KEGKSQLVI GVGCTGGRHRSVAI SEALFSYLCG- - - - R- EHRVFI DHR- - - - D
FLI PNYAEEGKAQLVI Al GCTGGKHRSVTI AEELFELI KN- - - - N- GYKASI| FHR- - - - D
FMLPHYKREGKSQLVI Al GCTGEQHRSVTLTEYLGKHLK- - - - - P- EYSVHVSHR- - - - D
FMLPHYKREGKSQLVI Al GCTGEQHRSVTLTEYLGKHLK- - - - - P- EYSVHVSHR- - - - D
FMLPHYKREGKSQLVI Al GCTGGQHRSVTLTEYLGKHLK- - - - - P- EYSVHVSHR- - - - D
FMLPHYKREGKSQLVI Al GCTGEQHRSVTLAEYLGKHLK- - - - - P- DYSVHVSHR- - - - D

FMLPYYQREGKSQLVI Al GCTGEQHRSVALAEY| ARHFS- - - - - D- DYKTWSHR- - - - D

FMLPYYQREGKSQLVI Al GCTGBRHRSVALAEY! ARHFS- - - - - A- DYKTWSHR- - - - D
FMLPHYKREGKSQLVI G GCTGBQHRSVALAEY! GHFFE- - - - - K- DYHTTI SHR----D
FMLPSYKREGKSQLVI Al GCTGGOHRSVTLAEYLADYFK- - - - - K- DYYTHVTHR- - - - D
FMLPSYKREGKSQWVI Al GCTGGQHRSVTLAENLADYFK- - - - - K- DYYTHVTHR- - - - D

FMLPHYKREGKSQWI G GCTGBQHRSVTLAEYFCAHYE- - - - - A- KYDAYTSHR- - - - D

234
241
236
248
234
234
242
242
243
242
229
237
218

291
333
297
297
309
312
310
321
279
279
280
283
282
278
278
278
278
278
278
278
278
278
278
278
278
278
278
278
278
278
278
279
278
278
278
280
280
280
280
280
282
280
280
280
278
278
278
278
278
278
278
278
278
278
278
278
279
278
278
276
284
281
277
278
305
294
284
280
286
288
282
288
282
282
282
282
281
280
280
281
286
286
286
286
286
289
289
287
288
288
287
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BacHal _BH3569
Ccel he_0B2468

Li sl nn_l i n2617
Li sVl _I we2422

Li sMon_Sp.

Exi Si b_UPF0042
Ent cFae_EF0766
Ent cFaec_UPF0042
LacPl a_| p_0779
LacSak_YP_395138
LacCas_YP_806200
LacSal _YP_536062
LacBre_YP_794827
PedPen_YP_803988
St rMut _Snu_1306c
StrPyo_Sp.
StrAga_gbs0576
StrThe_str0831

St r Pne_SP1566
Str San_YP_001034791
St r Sui _UPF0042
Lact Lac_L188550
LacReu_ZP 01164767
LacAci _LBA0691
LacDel _YP_618706
LacGas_YP_815115
LacJoh_LJ0866

St aAur _Sp.

St aEpi _SE0548

St aHae_SH2124

St aSap_SSP1952
FusNuc_FN1089

G oVio_glra163
TheThe_TTHA0319

Lei Xyl _Lxx11490

St pAve_SAV6292
My/cTubCDC1551_MT1464
M/cTubH37Rv_Rv1421
MycSnme_MSVEG3088
NocFar _nf a358930
Cor Ef f _CE1710

Bi f Lon_BL0O705

Act Pl e_ZP_00133926
HaeDuc_HD0584

Act Suc_
ManSuc_Ms1718

Hael nf _AAC22801
PasMWul _PMD169
HaeSom ZP_00132582
EscCol Sp. _YhbJ

Shi Fl e_YhbJ

Sal Ent ATCC9150_YhbJ
Sal Typ_YhbJ

Sal Ent Ty2_T3240

Kl ePne_P17163

Ent Sp. _

Yer Ent _ZP_00834134
Yer Ml _ZP_00827279
Yer Fre_ZP_00828963
Yer Pes_Sp.

Yer Pse_YPTB3529
Yer Ber _

Ser Pro_zP_01538297
Er wCar _ECA0285
Phor Lum pl u4044
ProM r _AAC64575
Sodd o_SG0196
PhoPr o_PLU4044

Vi bAng_

Vi bAl g_

Vi bPar _VP2673

Vi bHar _AAF72890

Vi bvul _W0445

Vi bCho_VC2532

Vi bSpl _V12B01_07423
Vi bFi s_VF0384

Aer Hyd_AHA_3920
Aer Sal _ABOB8502

| di Bal _0S145_05430
I di Loi _I10393

Al t Bac_ATW_18740
PseHal _PSHAa2554
PseTun_PTD2_17262
Al t eMac_MADE_14619
PseAt | _UPF0042

Col Psy_CPS_4546
SheBal _UPF0042
ShePut _UPF0042
SheOne_S08964
SheDef _UPF0042
SheFri _UPF0042
SheAma_Sama_3091
ShelLoi _UPF0042
SheWbo_UPF0042

Mar Aqu_UPF0042
AzoSp. _ebA3650

Ni t Eur _NE1849

Aci Sp. _ACl AD3059
Zynmvbb_ZMO1325
DesRed_UPF0042
ThesCar _UPF0042

Hal Or e_UPF0042
DesbHaf _DSY4845
MoThe_YP_429136

FMLPQYKREGKSQWVI G GCTGGKHRSVTLAEHFAKVFA- - - - - N- EYMVHVSHR- - - - D
FMLPQYKKEGKSQLVVAI GCTGEQHRSVALAEHFSKVLS- - - - - N- GYTTHVSHR- - - - D
FTLPFYKREGKTQLVI Al GCTGGQHRSVALTEYVGKAI Q- - - - - Q- KYETTI SHR----D
FTLPFYKREGKTQLVI Al GCTGGQHRSVALTEYVGKAI Q- - - - - Q- KYETTI SHR----D
FTLPFYKREGKTQLVI Al GCTGEQHRSVALTEFVGKAI Q- - - - - Q- KYETTI SHR----D
FLI PQYEREGKSQLVWAL GCTGGKHRS| TFAEAI SKEFK- - - - - N- QYHI VINHR- - --D
TVLPGYKKEGKSSVTI Al GCTGGQHRSVALTERVGAELKE- - - - E- DYHVNI THR- - - - D

TVLPGY| KEGKSSLTVAI GCTGEQHRSVALTERLANALG- - - - - K- NYKVNVTHR- - - - D
S| MPGYEAEGKSSLTI Al GCTGEQHRSVALTQRI GEALA- - - - - K- HYKVHI SHR----D
S| MPGYLKEGKTSVTI Al GCTGEQHRSVALAQRLADDLA- - - - - V- DYPVDVTHR- - - - D

El MPKYKAEGKTSVTI Al GCTGGQHRSVAFAERI GKAFS- - - - - D- AYAVDI THR- - --D
YVI PGYl AEGKSNVTI Al GCTGGQHRSVALAERI GNELS- - - - - K- EYPVHVBHR- - - - D
Tl VPGYKQEGKSSLTI Al GCTGGRHRSVALTQRLGQALG: - - - - N- TYPVHVTHR- - - - D

DI MPGYQKEGKSNLTI Al GCTGGQHRSVAI AERLAKDLS- - - - - K- KYVTNI SHR- - - - D
Pl LPGYQKEGKSVLTI Al GCTGEQHRSVAFAHRLAQDLG: - - - - Q- NWITVNESHR- - - - D
Pl LPAYQKEGKSVLTVAI GCTGGQHRSVAFAHCLAESLA- - - - - T- DWSVNESHR- - - - D
Pl LPGYQNEGKSVLTVAI GCTGEQHRSTAFAHRLSEDLK- - - - - A- DIMVNESHR- - - - D
Pl LPGYQKEGKSVLTI AVGCTGEQHRSVAFAHRLAQDLK- - - - - N- DIMVNETHR- - - - D
Pl LPSYQKEGKSVLTI AMGCTGGQHRSVAFAKRLAQDLS- - - - - K- NWBVNEGHR- - - - D
Pl LPGYQKEGKSI LTI AVGCTGEQHRSVAFAQRLADDLA- - - - - K- NWPVNSSHR- - - - D
Pl LPGYQKEGKSI LTI AVGCTGEQHRSVAFAKRLADDLE- - - - - K- NVAWVNRSHR- - - - D
Pl LPAYKKEGKSVLTI AFGCTGGQHRSVAFAERVSAALK- - - - - D- KWHLNVSHR- - - - D

| ALPGYI KEGKSSLTI Al GCTGEQHRSVTI ANKLSADLKE- - - - K- GYKVNTYHR- - - - D
TAI PGYI KEGKEKLTI Al GCTGGQHRSVSI AQQLARDLS- - - - - K- KYPVDI THR- - - - E
TAI PGYI DEGKEKLTI Al GCTGGQHRSVSI AQQLARDLS- - - - - E- KYPVDI THR- - - - E
TAI PGYl AEGKEKLTI Al GCTGGQHRSVSI ARQLAVDLA- - - - - K- KYPVDI SHR- - - - E
TAI PGYl AEGKEKLTI Al GCTGGQHRSVSI ARQLAVDLA- - - - - K- KYPVDI SHR- - - - E
FM PGYKKEGKSQLVI Al GCTGGQHRSVALAERLGNYLNEV- - - F- EYNVYVHHR- - - - D
FM PGYKKEGKSQLVI Al GCTGGQHRSVALAKRLAEYLNEI - - - F- EYNVYVHHR- - - - D
FM PGYKKEGKSQLVI Al GCTGEQHRSVALAKRI GEELTEI - - - F- DYNVYVHHR- - - - D

FM/PGYKKEGKSQLVI Al GCTGGQHRSVALAKRI GAELNES- - - F- DYNVYVHHR: - - - D
FLI PQYI KEGKKHLTI S| GCSGGQHRSVTFVNKLAEDLKNSKVLE- YI NVYVSHR: - - - E
FLLHQYRQDRRSQLLI Al GCTGGQHRSVAFVERL SGDLAAEG - - - - FACRPSHR- - - - D
L AAEGARAEGRAFYTVAVGCT GGRHRSVAVAERL AEEL SGR- - - - - - FAVEWHR: - - - D
. ST
LGRE--=-=-mmmnn- 295
MGRE- - == === === =nn~ 337
LGRE- - 301
LGRE- - 301
LGRE- - 313
LGRE- - 316
I NRN- - - - - 314
QHKRHSS- - 328
LEKHHKK- - - 286
LEKYHKKT- - 287
LEKHKNR- - - - - - 287

LEKHHKKNSA- - 293
289
288
286
284
284
284
284
284
284
284
283
284
283
284
284
284
284
285
283
284
284
282
283
287
287
287
287
286
LEKHQQG - --------- 289
284
288
288
LSK---mmmmm o= 281
283
281
281
281
281
281
284
284
284
284
284
287
LN-AKA------------ 283
LKHD- - - 282
LSND-------- 280
LPHLQARCEI - - 294
| VDHGADMADK- - 292
LAEYKPHYARR- - 288
MKHWS- - - - - - oo oo - - 283
LLESQSNRI RAGKAYQGG 323
IMRV---emeeme e o= 298
| KHNI VEPG- - - - - - - - - 293
I SKevooommeaaan 283
AAR- - NRKGDKSK- - - -- 297
WR- - YLSTGNRR- - - - - 299

288
286
284
284
284
281
284
283
283
283
284
284
283
284
285
285
285
285
285
285
284
284
292
286
298
284
284
294
294
295
294
284
288
268
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Car Hyd_YP_359144 LEK- - HREE- - - - - - - - - 289
SyniThe_STH186 MPRPADRSDEEEQP- - - - 302
d oAce_CACO511 | EEDI NKGGKKL- - - - - - 294
d oTet _CTC02495 | HEDNNKGGKKL- - - - - - 294
C oBei _ZP_00909349 VAEDLHKGEKKL- - - - - - 294
C oPer _CPE0354 | NEDI NRGDRKL- - 294
Al kMet _UPF0042 SGETRERKKES - 292
Ther Et h_UPF0042 | GEE------- - 284
Ther Ten_TTE1834 | GEE----- 284
O oThe_UPF0042 | DKDGRSNRR- 291
Cal Sac_ZP_00884966 | EKDI KGr === === === - 293
BacThu_zP_00739740 VEKRKGH- - = - == = - - - 293
Bac\\ei _UPF0042 VEKRKGH- - = - == == - - - 293
BacAnt _GBAA5384 VEKRKGH- = = == = = = = = = 293
BacCer _UPF0042 VEKRKGH = = === = = = = 293
GeoKau_GK3066 MERRKDI HR- - - = - - - - - 208
GeoThe_GTNG 3015 VERRKEAHR- - - - = = - - - 298
BacCoa_UPF0042 | KRKEERKP- - - = = - - - - 296
BacLic_Yvcl | EKKSRK= == = = = === - - 295
BacSub_YvcJ | EKRSRK- === = = == = = - 295
Bacd a_ABC3036 | NKRKANSR- - - - - - - - - 296
BacHal _BH3569 VEKGKER- - === ------ 295
Ccel he_0B2468 | DKRKVL- === === === 293
Li sl nn_lin2617 VKRRKER- - - 291
Li sVl _I we2422 MKRRKGR- - 291
Li sMon_Sp. MKRRKGR- - 291
Exi Si b_UPF0042 YVHAKEEK- 289
Ent cFae_EF0766 RLKRKETVNRS- - - 295
Ent cFaec_UPF0042 KDKRKETVNRS- - - - - - - 294
LacPl a_l p_0779 | EKRKETVNRS- - - - - - - 294
LacSak_YP_395138 MKKRKESVNRS- - - - - - - 294
LacCas_YP_806200 | KKHKETVNRS- - - - - - - 295
LacSal _YP_536062 MNKRKETVNRS- - - - - - - 295
LacBre_YP_794827 | EKRKESANRS- - - - - - - 294
PedPen_YP_803988 AHKRKETVNRS- - - - - - - 295
St rMut _Srmu_1306¢ KNRRKETVNRS- - - - - - - 296
StrPyo_Sp. QNRRKETVNRS- - - - - - - 296
St r Aga_gbs0576 KNKRKETVNRS- - - - - - - 296
StrThe_str0831 KDRRKETVNRS- - - - - - - 296
StrPne_SP1566 KDRRKETVNRS- - - - - - = 296
StrSan_YP_001034791 KNRRKETVNRS- - - 296
St r Sui _UPF0042 KDRRKETVNRS: 295
Lact Lac_L188550 KDRRKETVNR 295
LacReu_ZP_01164767 | EKAK- - - - - - 297
LacAci _LBA0691 I SRYI RK- - 293
LacDel _YP_618706 | SRYLRK- - - 305
LacGas_YP_815115 I SRYI GQ = --=---=-- 291
LacJoh_LJ0866 I SRYI GQ--==nnmn-- 291
StaAur _Sp. AHI ESGEKK- = - ===~ - - 303
St aEpi _SE0548 AH ESGER- - - ------- 302
St aHae_SH2124 AH ESGVRK= == - - = = = - 304
St aSap_SSP1952 AHVESGVKHKDEKN- - - - 308
FusNuc_FN1089 KELGHW - = = - - === - - 290
GoVio_glr4163 LAVNRLQELSR- - - - - - - 299
TheThe_TTHA0319 VEREG - - == ==-====- 273

7.6.3. RNABiIndR-Vorhersagen

Dargestellt ist di@ptimal prediction

.+ zeigen potenziell an der Bindung von RNA batg# Aminosauren an.

>Act Suc_ ZP_00733020
MELI | | SGRSGAGKSVALRALEDI GYYCVDNLPI DLLPQLADI LSQSQASAAI SLDI RNLPNSSQHL DE! LTELE

NYI ETWLPMLERNNRSYLTI Al GCTGGKHRSVY! AQQL GEYFQDKGKHVKI QHKSLEKHKNR
--------------------------- B i e o 0 S o o o o o S
>BacSub_YvcJ

MBVSESHDI QLVI | TGVBGAGKTVAI QSFEDL GYFCVDNL PPSL L PKFL EL MKESNSKIVSKVAL VIVDL RGREFFD

--------------------------------- o o e S e s
>Cl oPer _CPE0354
MRFVI VTGL SGAGKTEATRSLEDL GYFCVDNL PPKLI PKFAEACVQSEGKI DKI ALVI DI RGGE FFDDLFESI EY
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>Cor Ef f _CE1710
MNQTPGSTVPETATPVTSPASSPSAPETTFTPVI | TGVBGAGL STAARVLEDL GAFVTHNLPPQM LPLVEMCAR

>Ent cFaec_UPF0042
MIDNLQLVI | TGVBGAGKTVAI QSFEDMGYFCI DNVPPRLI PKFWEL | KESGKVTKVAL GVDLRSRSFFEEI QNM

________________________________________________________________________ +- -

>Ent Sp. _ ZP_01590769
MLM VSGRSGSGKSVAL RAL EDMEFYCVDNL PWLLPELARTLADRQ SAAVSI DVRNVPESPEVFEQAVBSLP

>Er wCar _ECA0285
MWLM VSGRSGSGKSVAL RAL EDMGFYCVDNL PVVLLPELANTLAARNI SAAVSI DVRNVPESPEI FEHAMVEQLP

LELW.PMLETNNRSYLTVAI GCTGEKHRSVYVAEQL ADYFRSRGKNVQSRHRTL EKRKPS
------------------------- B S S S B s S s

>EscCol Sp. _YhbJ
M/LM VSGRSGSGKSVAL RALEDMGFYCVDNL PVWLLPDLARTLADREI SAAVSI DVRNVPESPEI FEQAVSNLP

>Hael nf _AAC22801
MGKLMEI | | | SGRSGAGKSVALRALEDAGYYCVDNI PLDLLPQLTDI LSQSQSSVAI SLDI RNI PNSAHSLKQTL

TRHYI DTW.PMLEKNNRSYLTI Al GCTGGKHRSVYI AQQL CEYFQAKGKTVKI QHKSL ERNKKI
----------------------------- s i S o S S

>Kl ePne_P17163
MVLM VSGRSGSGKSVAL RAL EDMGFYCVDNL PVWLLPELARSLADRNI SAAVSI DVRNVPESPEI FEQAMKNLP

>LacCas_YP_806200
MIESLDLVI | TGVBGAGKTVAMAFEDL GYFCVDNVPPAL L PKFWEL VKESGKI TKVALVWDLRSRAFYDQ | DM
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>Li sMon_Sp.
MASKQLKLVI | TAVBGAGKTVAMSL EDL GYFCVDNL PPSL L PKFWEL MKESDKVDKI AL VVDL RGREFFDS| EP

>MycTubCDC1551_Mr1464
M\/NHARC-NENRSEGGGI DVVLVTGLSGAGRGTAAKVL EDL GAYVADNL PPQLI TRWDFGLAAGSRI TQLAVVND

>Ni t Eur _NE1849
MMV || SGLSGSGKSI ALKVLEDSGYYCVDNLPASLLWLI NHLQTQQHAYVAVAI DVRSGENI TVLPWQLKM D

------------------------------------------------------- +- - ++
>Phor Lum pl u4044
MVLM VSGRSGSGKSVAL RAL EDMGFYCVDNLPWLLPELANTLADRDI SAAVSI DVRNVPESPEVFEEALTKLP

LELW.PM_ETNNRSYLTVAI GCTGGKHRSVYVAEQLADYFRSRGKNVQSRHRTLEKRK
------------------------- R e T

>Pr oM r _AAC64575
MWLM VSGRSGSGKSVAL RAL EDMGFYCVDNL PVDLL PELAKTLAERDAAAAAVSI DVRNVPESPEI FEKALESL

YLELW.PMLETNNRSYLTVAI GCTGEKHRSVYVAEQL ADYFRSRGKNVQSRHRTLEKRK
-------------------------- R e T

>Sal Ent ATCC9150_YhbJ
MLM VSGRSGSGKSVAL RAL EDMGFYCVDNL PVWLLPDLARTLADRQ SAAVSI DVRNVPESPEI FEQAMNNLP

>Sal Ent Ty2_T3240
MVLM VSGRSGSGKSVAL RAL EDMEFYCVDNL PWLLPDLARTLADRQ SAAVSI DVRNI PESPEI FEQAMNNLP

>Sal Typ_YhbJ
MWLM VSGRSGSGKSVAL RALEDMGFYCVDNLPVVLLPDLARTLADRQ SAAVSI DVRNVPESPEI FEQAMNNLP
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>Ser Pro_ZP_01538297
MVLM VSGRSGSGKSVAL RAL EDMEFYCVDNL PWLLPQLANTLAERNSSAAVS! DVRNVPESPEVFEYAMIQLP

LEQALPM_ETNNRSYL TVAI GCTGGKHRSVYVAEQL ADYFRSRGKNVQSRHRTLEKRKQ
------------------------- B N R S o o B S A S

>SheFri _UPF0042
MKLVI VSGRSGSGKSVALRVLEDLGYYCVDNLPLPLI GTLLAQLKGSNDL VAI SVDVRNI AEQGKVL QDQLALLE

FETWWPHLERNNRSYLTI Al GCTGGHRSVY! ADQL AKRFRQGSKHTVNARHRELNI SDTNN
----------------------- B o O o o S S S S
>Shi Fl e_YhbJ

MLM VSGRSGSGKSVAL RAL EDMGFYCVDNL PVWLLPDLARTLADREI SAAVSI DVRNVPESPEI FEQAVSNLP

>S0dd o_SG0196
MVLM VSGRSGSGKSVAL RAL EDMEFYCVDNL PWLLPQLASALAASNI SAAVSI DVRNVPESPE! FEQAVDNL P

LELW.PM_ETNNRSYL TVAVGCTGGKHRSVY! AEQL ADYFRSRGKNAQSRHRTLEKSKS
------------------------- B N s o o T = S S SRR S

>St aAur _Sp
VDNNEKEKSKSEL L VWTGL SGAGKSL VI QCLEDMGYFCVDNL PPVL L PKFVEL MEQGNPSL RKVAI Al DLRGKEL

>StrPyo_Sp
MSDKHI NLVI VTGVBGAGKTVAI QSFEDLGYFTI DNIVPPAL VPKFLEL | EQTNENRRVAL VVDVRSRL FFKEI NS

>Vi bCho_VC2532
MRLI WSGQSGAGKSVAL RVL EDL GYYCVDNLPVSLLTAFI GSVQGSQUNVAVSI DI RNLPKEPSLVQDVLDQLK

>Yer Ber _ ZP_00821539

Optimal Predictions
MWLM VSGRSGSGKSVAL RAL EDMGFYCVDNL PVVLLPQLANTLAGRNI SAAVSI DVRNVPESPEVFEHAMIQLP

LEQALPMLETNNRSYLTVAI GCTGEKHRSVYVAEQL ADYFRARGKNVQSRHRTLEKRKQ
------------------------- R R B A S S S S
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>Yer Ent _ZP_00834134
MLM VSGRSGSGKSVAL RAL EDMEFYCVDNL PWLLPQLASTLADRNI SAAVS| DVRNVPESPEVFEHAMIQLP

LELW.PMLETNNRSYLTVAI GCTGGEKHRSVYVAEQLADYFRARCGKNVQSRHRTLEKRK
------------------------- B o o B M S o

>Yer Fre_ZP_00828963
MLM VSGRSGSGKSVAL RAL EDMEFYCVDNLPWLLPQLASTLAERNI SAAVSI DVRNVPESPEVFEHAMIQLP

LELW.PM_ETNNRSYLTVAI GCTGGKHRSVYVAEQL ADYFRARGKNVQSRHRTL EKRK
------------------------- B N S S e e s o A

>Yer Mol _ZP_00827279
MVLM VSGRSGSGKSVAL RAL EDMEFYCVDNL PWLLPQLASTLADRNI SAAVS! DVRNVPESPEVFEHAMIQLP

LELW.PMLETNNRSYLTVAI GCTGGKHRSVYVAEQLADYFRARGKNVQSRHRTLEKRKQ
------------------------- B N R S o B = S A S

>Yer Pes_Sp.
MWLM VSGRSGSGKSVAL RAL EDMGFYCVDNL PVWLLPQLASTLADRNI SAAVSI DVRNVPESPEVFEHAMTQLP

LEQALPMLETNNRSYLTVAI GCTGGKHRSVYVAEQL ADYFRARGKNVQSRHRTLEKRKQ
------------------------- e S

>Yer Pse_YPTB3529
MLM VSGRSGSGKSVAL RAL EDMGFYCVDNL PVWLLPQLASTLADRNI SAAVSI DVRNVPESPEVFEHAMTQLP

LEQALPM_ETNNRSYLTVAI GCTGGKHRSVYVAEQL ADYFRARGKNVQSRHRTLEKRKQ
------------------------- R R A S s S
>Zymivbb_ZMO1325

MBRNDL SSAPSSSAAPPARI LLVTGL SGAGKSTALRTFEDMGAETVDNLPLSLLERLI LTPPSSVAAYKGRPLAL

DLKLPLLESQSNRI RAGKAYQGG

-------------- B

7.7. Rohdaten der MicroArray Analyse

Fold Fold
Sequence ID Venn Change P-value Intl Int2 Change  P-value Intl Int2
1555628 IX 3,84 9,07E-08 922 4023 85,01 0 211 20618
1555629 IX 4,28 0,00021 721 3757 61,11 4,27E-41 273 21284
1554953 1 -1,29 0,11263 7312 5185 25,82 0 633 16024
1554960 1 -1,21 0,12283 1848 1437 20,20 0 192 4019
1555678 IX 8,93 7,76E-32 2139 21832 12,25 0 5493 66905
1556250 1] -1,01 0,94071 12093 13800 11,90 1,40E-45 2056 25427
1555315 1l 1,57 0,00184 951 1623 11,69 0 1142 13522
1555572 1l 2,17 0,00864 1340 3985 10,88 4,33E-35 1925 22435
1555911 1l 1,50 0,05055 529 695 10,08 0 376 3795
1552813 1l 1,46 0,29162 407 787 10,01 4,71E-16 513 5871
1555316 1] 2,18 0,00003 12845 32637 9,33 0 7263 67957

Sequence
Code

ibpA
ibpB
pyrB
pyrl
glms
carA
mopA
hslvV
dnakK
yrfG
mopB
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1554517
1554518
1554961
1554501
1555272
1555273
1555274
1552814
1555684
1556106
1557026
1556197
1555910
1553230
1552991
1555571
1553509
1555460
1556248
1555858
1556298
1555888
1556985
1554758
1556107
1555504
1555139
1553071
1556086
1554111
1556102
1555386
1554955
1552990
1554460
1556218
1552815
1555250
1554112
1553798
1555009
1554339
1555685
1553184
1554319
1556070
1553892
1553988
1556347
1555744
1556874
1556193
1556108
1555240
1555576
1555505
1554435
1557015
1555909
1554070
1555263
1556194
1555241
1556987

1,25
-1,03
1,30
6,22
-1,18
1,09
1,16
1,75
1,16
3,94
1,03
1,72
-1,08
-1,41
1,17
1,59
4,78
2,53
-1,07
2,07
1,02
-1,33
-1,06
4,43
1,82
1,29
-1,01
1,36
1,12
1,53
3,10
1,55
-1,27
1,13
1,11
1,47
1,32
1,78
1,37
1,20
-1,10
-1,26
1,18
2,48
-1,03
1,13
1,09
1,78
1,38
1,22
1,55
-1,56
1,91
-1,15
1,47
-1,23
1,06
1,02
1,37
1,67
2,22
1,06
-1,13
1,05

0,05212
0,7082
0,15827
8,14E-30
0,04639
0,42777
0,46541
0,01413
0,28457
9,38E-06
0,84607
4,57E-07
0,89756
0,00612
0,42472
0,06901
2,26E-11
8,42E-07
0,47832
0,03109
0,93835
0,015
0,59992
6,53E-25
0,00004
0,3946
0,98257
0,05631
0,61925
0,01378
0,01397
0,00016
0,3314
0,5085
0,62547
0,12888
0,20591
0,00337
0,3048
0,26154
0,75775
0,01932
0,18521
0,00021
0,76799
0,24774
0,52364
0,0076
0,00037
0,56782
0,00005
0,0001
1,66E-09
0,56325
0,02941
0,01905
0,78046
0,8296
0,06073
0,21751
0,03016
0,87553
0,4899
0,79163

10279
1020
827
356
338
777
145
1443
2489
272
2714
2688
294
780
134
159
398
1081
613
171
157
410
239
125
86
166
5339
748
238
439
128
506
1473
152
3396
372
170
399
200
423
637
921
579
333
2750
9060
1250
1098
961
210
374
513
211
2254
368
382
3194
564
1000
4129
80
1236
1848
351

12072
991
1239
2315
287
891
162
2988
2931
1449
2662
4613
225
553
159
278
1981
3218
576
412
164
300
231
571
163
251
3791
989
274
600
592
794
931
169
2634
505
232
669
247
506
451
727
655
836
2731
10099
1386
2383
1302
309
568
339
394
1608
492
311
3505
559
1514
11552
197
1896
1401
406

8,67
7,67
7,45
7,18
7,12
7,09
6,86
6,81
6,55
6,45
6,36
6,30
6,12
6,05
5,86
5,75
5,41
5,27
5,25
5,02
4,86
4,68
4,54
4,38
4,36
4,22
4,07
4,05
4,03
4,00
3,90
3,79
3,77
3,63
3,59
3,54
3,53
3,48
3,45
3,40
3,37
3,37
3,34
3,29
3,25
3,25
3,25
3,19
3,12
3,12
3,11
3,08
3,06
3,06
3,00
2,99
2,98
2,97
2,96
2,94
2,94
2,92
2,92
2,90

0

0
3,48E-26
2,19E-35
1,62E-41
0

0

0

0
1,09E-27
5,34E-18
0
0,00009
1,87E-21
1,57E-30
3,15E-18
2,42E-15
8,74E-31
5,84E-15
3,06E-17
6,07E-18
4,65E-31
1,07E-37
1,28E-28
8,83E-25
5,52E-22
6,38E-08
0
1,40E-45
1,05E-41
1,16E-07
1,35E-39
5,13E-08
4,58E-27
1,63E-10
0
1,37E-11
2,48E-21
7,13E-18
1,04E-28
6,23E-16
1,02E-10
2,48E-35
5,52E-16
4,65E-18
6,25E-37
9,74E-13
4,28E-14
8,58E-23
1,06E-09
1,07E-16
1,22E-21
6,72E-06
6,27E-08
2,53E-25
2,72E-23
1,09E-18
1,79E-32
2,26E-23
0,00021
9,44E-17
0,00012
4,04E-07
2,79E-11

6846
343
889
297
240

1069
132

1347
617
615
796
972
212
102
126
187
321

1818
237

98
119
263
206
102

2
128

6307
237
211
502
332
241
781
141

3447
244
231
428
303
278
931
597

1146
314

2263

7577
701

1454

1355
233
633
341
432

2872
636
141

1178
533

1297

9209
103

1636

2990
409

58528
2715
7032
2120
1698
7716

953
9167
4049
3807
5122
6241
1197

625

771
1135
1648

10104

1242
478
588

1234
954
445
313
542

24608

981

877
1984
1368

906
2814

509

12333

870

834
1532
1000

949
3054
2107
3947
1039
7386

24685
2314
4875
4331

755
2026
1075
1254
8646
1936

421
3529
1593
3851

29815

303
5176
8481
1202

tnaA
tnaB
pyrL
thiG
mglA
mglB
mgIC
yrfH
ginG
cysH
ampD
b4140
dnal
yjaB
yicH
hslU
yhdY
lon
caiF
frvR
clpB
fumC
acs
rhas
cysl
mcrC
ndk
yihH
cycA
ybeY
cysC
inaA-r
pyrD
yjcG
sucC
bglF
yrfl
menA
ybeZ
yciX
OppA
upp
ginH
yigu
udhA
cspE
yeaD
yceP
b2531
arpE
artP
b3913
cysJ
mdh
htrA
mcrD
yadD
aldA
dnaG
ybcU
metF
b3914
mdh-r
add
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1553148
1555287
1553958
1553731
1556779
1555432
1553285
1556045
1554340
1553201
1554950
1555086
1553165
1553097
1554110
1554484
1554956
1555164
1555689
1555503
1555401
1554628
1553096
1555010
1553540
1554705
1553431
1555869
1555886
1555483
1555859
1555774
1554954
1556787
1553501
1554540
1552853
1555088
1554040
1555276
1554457
1556872
1554770
1556233
1555688
1553114
1554459
1553747
1555666
1555597
1555070
1556116
1555830
1554859
1556883
1555979
1555707
1556944
1555773
1555321
1553108
1553027
1554362
1554940

1,32
1,20
1,56
1,45
-1,03
1,86
-1,11
-1,23
1,00
1,28
-1,34
1,35
-1,32
1,22
1,76
1,27
1,13
1,10
1,04
1,11
1,01
1,28
1,27
1,05
1,48
1,23
1,08
1,22
-1,04
-1,26
1,49
1,43
1,05
-1,09
1,29
-1,07
1,25
1,21
-1,31
1,12
1,05
1,16
1,14
1,30
1,29
-1,05
-1,01
1,25
-1,07
-1,21
-1,45
1,12
1,31
-1,50
-1,43
1,13
-1,10
2,49
-1,03
-1,15
-1,18
-1,01
-1,31
-1,24

0,0378
0,1141
0,04539
0,01552
0,78803
0,01504
0,72937
0,18131
0,97713
0,28732
0,38496
0,12484
0,13897
0,14896
0,01476
0,424
0,60999
0,54283
0,85109
0,70274
0,9639
0,43954
0,44327
0,6125
0,06255
0,15144
0,50168
0,03481
0,81886
0,15092
0,05403
0,00939
0,84566
0,5495
0,09676
0,60663
0,33845
0,37185
0,04427
0,66272
0,66373
0,12701
0,51918
0,32665
0,23277
0,65424
0,98015
0,12593
0,48868
0,12081
0,00053
0,63185
0,15955
0,00003
0,01191
0,53141
0,28842
2,15E-10
0,8888
0,23529
0,2649
0,94739
0,07979
0,37575

327
4920
2789

98

490

105
1206

304

420

245

155

364

893

567

176

208

159
1097

506

304

888

188

166

267

579
3500

561

436

498

207

396

310

438

531

277
1497

962

332

797

321

355

757

510
1381

204

669
2300

300

382

186
3655

176

333
1810

342

115
3030

128

220
1046

434

158

554

141

420
5611
5284

145

479

217

891

264

423

342

126

475

598

683

283

254

182
1069

491

407

865

237

258

275
1005
4756

617

536

514

168

574

432

370

526

375
1333

931

391

617

420

376

872

671
1752

242

618
1851

385

355

154
2509

206

473
1202

232

129
2749

302

219

903

364

159

386

120

2,87
2,87
2,87
2,85
2,84
2,80
2,79
2,78
2,76
2,76
2,76
2,75
2,74
2,59
2,58
2,52
2,50
2,50
2,47
2,44
2,43
2,37
2,35
2,35
2,34
2,34
2,33
2,32
2,32
2,31
2,28
2,28
2,27
2,26
2,25
2,25
2,25
2,22
2,20
2,20
2,19
2,19
2,18
2,17
2,16
2,15
2,13
2,09
2,04
2,02
2,02
2,00
1,96
1,95
1,93
191
1,85
1,69
-1,87
-1,89
-1,89
-1,90
-1,91
-1,94

1,93E-10
1,09E-06
4,07E-12
0,0001
1,78E-19
0,00001
0,00051
1,39E-17
9,34E-06
1,15E-31
1,49E-06
1,43E-18
2,43E-29
1,36E-07
5,97E-11
6,44E-09
8,80E-06
3,24E-19
9,68E-13
4,75E-08
3,44E-07
0,00003
9,79E-08
1,83E-24
2,16E-17
1,39E-12
2,82E-22
8,03E-12
8,88E-20
7,73E-11
6,82E-06
3,71E-06
2,56E-15
0,00001
1,10E-09
5,30E-09
3,26E-07
1,69E-06
1,41E-08
5,97E-10
5,15E-08
5,52E-09
2,73E-16
1,04E-06
3,23E-15
3,54E-20
3,44E-10
8,82E-09
2,16E-07
2,09E-07
2,14E-11
4,63E-13
1,63E-13
3,12E-16
8,33E-15
1,22E-07
4,04E-13
6,02E-07
1,36E-11
2,76E-14
8,99E-11
9,45E-15
2,10E-10
4,81E-09

180
5819
3971

124

168

239
2011

308

403

130

110

135

387

318

289

287

143
3036

701

510

706

163

325

584
2052
4709

227

530

694

177

216

175

525

377

373
5365

836

145

334

427

197
1038
1454

805

479

880
4629

232

430

152
1005

299

596

610

409

133
5668

342

783
2983

767

879
2389

356

510
15967
11764

377

463

721

5471

871

1171

354

285

371

1066

814

718

738

379

7518
1735
1307
1587
387
781
1373
4809
11299
535
1267
1642

411

502

390

1175

888

867
12146

1905

325

762

946

439

2330
3198
1753
1065
1915
9785
474
899
308
2043

600
1176
1191

793

249
10740

574

417

1596
408
463

1239
183

yidY
miaA
yceV
yeiC
b1397
IdhA
yhgl
COrA
uraA
yihR
putP
phnO
yifE
yiiv
ybeX
tdcD
pyrE
nmpC
ginQ
mcrB
ivbL
sbp
it
oppB
yfhO
speE
ygjo
ftsd
fumA
malK
frvX
fimC
pyrC
b1422
yhdN
treC
ykfE
phnQ
yciH
mgtA
StpA
artl
ribB
brnQ
glnP
yibN
sucB
yejF
glcF
hycA
pheP
cyswW
fliy
potG
asnA
exbB
gltA
b0831
hemA
mrcB
YiiN
yjeR
whbl
purF
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1552810
1554814
1554965
1553489
1554450
1553040
1553756
1555008
1556143
1555138
1554605
1557011
1556448
1555358
1554363
1554595
1556889
1554808
1554566
1554820
1554847
1552841
1553194
1555167
1556989
1554422
1554617
1555255
1552948
1555183
1554615
1555109
1554012
1553443
1554744
1554440
1554027
1555249
1554364
1554935
1553809
1556476
1554745
1553455
1556971
1553442
1553463
1555519
1554481
1554739
1553461
1556067

1,16
-1,31
-1,16
-1,14
1,06
1,01
-1,00
-1,10
-1,08
-1,16
1,05
1,31
-1,08
1,23
-1,31
1,74
1,05
1,12
-1,48
-1,99
-2,05
1,11
1,12
-1,01
-1,08
1,00
1,10
1,12
-1,08
-1,02
-1,04
-1,07
1,78
-1,04
-1,52
1,25
1,05
1,48
-1,01
-1,44
1,37
-2,05
1,11
-1,05
-1,06
1,13
-1,07
1,05
-1,34
-1,27
-2,36
1,12

0,40898
0,02045
0,33782
0,49355
0,82895
0,93918
0,98479
0,69427
0,63856
0,63849
0,85839
0,30492
0,48388
0,56793
0,02318
0,00002
0,79922
0,47793
0,28973
1,37E-09
0,00271
0,50174
0,53849
0,95992
0,74196
0,98809
0,74523
0,62822
0,62186
0,86822
0,74295
0,75344
0,00001
0,82107
0,00028
0,51168
0,80371
0,26999
0,96367
0,00035
0,45718
0,00146
0,5115
0,8154
0,85561
0,71801
0,74854
0,8487
0,30019
0,49882
0,00086
0,63171

576
567
775
328
250
188
103

173
150
143
214
141
122
468
2287
184
2926
398
1797
1788
628
1602
181
275
259
131
184
186
213
177
276
135
287
402
160
124
113
654
408
268
209
181
109
388
109
1280
216
102
513
247
1117

629
428
721
296
319
197
103
386
161
124
160
243
127
119
339
1365
199
2370
252
873
768
572
1653
187
281
262
140
217
179
212
170
295
243
265
270
184
130
155
720
279
453
99
165
108
322
113
1478
230
83
515
102
1552

-2,02
2,02
-2,08
2,10
2,12
2,12
2,17
-2,18
2,18
2,21
-2,26
-2,26
-2,28
-2,28
-2,30
-2,36
-2,38
-2,40
-2,42
-2,46
-2,50
2,52
2,53
-2,56
2,57
2,57
2,61
-2,63
-2,65
-2,66
2,67
2,74
-2,80
2,84
-2,86
-2,96
-2,99
-3,15
-3,19
-3,19
-3,22
-3,25
-3,38
-3,45
-3,47
-3,56
-3,63
-3,68
-3,98
-4,74
-8,28

-15,31

6,23E-10
1,81E-16
1,40E-08
1,32E-16
3,18E-07
9,41E-17
1,91E-13
2,64E-17
1,30E-08
3,41E-06
0,00002
1,37E-06
2,84E-10
4,65E-06
2,03E-11
3,55E-09
6,95E-14
3,81E-07
0,00008
3,02E-20
9,24E-08
3,88E-07
1,47E-09
5,40E-06
2,66E-10
5,77E-06
1,42E-07
2,61E-08
5,71E-11
2,45E-15
4,31E-24
2,03E-16
1,93E-24
2,33E-21
1,93E-19
3,27E-10
5,61E-22
2,08E-07
5,37E-29
1,30E-09
2,13E-07
3,14E-18
6,53E-22
4,26E-31
1,08E-11
1,94E-22
4,94E-41
1,23E-06
4,74E-06
6,11E-07
0

0

1294
2700
5112
781
1898
908
352
2337
455
673
573
1458
681
538
3989
15862
721
25279
1921
10730
5695
1770
11898
962
2275
758
934
1131
755
1299
435
2081
986
691
1180
772
982
907
6620
2686
2487
392
1293
561
3220
991
14953
1146
485
4355
923
44565

632
1336
2439

369

909

428

163
1056

207

301

255

635

295

230
1729
7025

305

10019

714
4441
2290

718
4809

375

902

297

354

442

283

478

162

751

354

243

412

262

333

302
2081

806

812

122

387

164

916

276
4152

285

112

994

108
2964

yrfD
plQ
radC
yheN
sriR
yifN
yfakE
ompX
deaD
ndh
rstB
ahpF
b1837
mviN
whbJ
rpsS
asps
rplL
tsf
rplv
rpsC
yiiP
yihK
nrdA
adhE
yabO
sapA
menF
yojL
ntpA
ruvC
pmrD
ycgE
yhaG
rfaY
yadl
ychH
melR
whbK
purA
ydaR
b2001
rfaz
yhau
aceF
yhaF
yhbM
hepA
tdcA
rfak
yhbJ
cspA

215



Anhang

216



Curriculum Vitae

Name: Kalamorz, Falk
Geburtsdatum: 06.02.1981
Geburtsort: Bad Lauterberg
Nationalitat: Deutsch

Bildung und berufliche Laufbahn:

1987-1991 Grundschule Bad Lauterberg

1991-1993 Orientierungsstufe der Kooperative Gescimile Bad
Lauterberg

1993-1997 Gymnasialzweig an der Kooperative Gesdmls Bad
Lauterberg

1997-2000 Sekundardstufe 2 am Ernst-Moritz-Arndta@gsium
Herzberg/Harz, Erlangen der Allgemeinen Hochsclifelre

2000-2005 Studium der Biologie (Diplom) an der GeAugust-
Universitat Gottingen

2005 Abschluf3 mit Diplom

2006-bis heute Dktorarbeit am Institut fur AllgemeiMikrobiologie und

Genetik, Georg-August-Universitat Goéttingen

217



	Danksagung
	Inhaltsverzeichnis
	Abkürzungsverzeichnis
	1. Zusammenfassung
	2. Einleitung
	2.1. E. coli als Modellorganismus
	2.2. Regulation der Genexpression
	2.3. Das rpoN-Operon
	2.4. Aminozucker-Metabolismus
	2.5. Fragestellung der Arbeit

	3. Material und Methoden
	3.1. Stämme, Plasmide und Oligonukleotide
	3.2. Medien und Antibiotika
	3.3. Mikrobiologische Methoden
	3.4. Präparation und Nachweis von DNA
	3.5. Allgemeine Klonierungstechniken und Enzymreaktionen mit DNA
	3.6. Präparation, Synthese und Nachweis von RNA
	3.7. Präparation und Nachweis von Proteinen
	3.8. Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) (Garner und Revzin 1981)
	3.9. Computergestützte Datenanalyse von DNA- und Proteinsequenzen und

	4. Ergebnisse
	4.1. Die Regulation der glmS-Expression in Escherichia coli
	4.2. Identifikation des Signals
	4.3. Charakterisierung von YhbJ
	4.4. Untersuchungen zur Interaktion von YhbJ mit GlmY/GlmZ
	4.5. Expression des rpoN-Operons
	4.6. Untersuchung der Auswirkungen einer yhbJ-Deletion mittels MicroArray

	5. Diskussion
	5.1. Feedback-Kontrolle der glmS-Expression
	5.2. Die Funktion von YhbJ
	5.3. MicroArray Analysen eines �yhbJ-Stammes im Vergleich zum Wildtyp
	5.4. Vergleich der Auswirkungen einer yhbJ-Deletion mit der Überexpression von
	5.5. Expression des rpoN-Operons
	5.6. Ausblick

	6. Literaturverzeichnis
	7. Anhang
	7.1. Stämme
	7.2. Plasmide
	7.3. Oligonukleotide
	7.4. Zusätzlich verwendete Materialien
	7.5. Rohdaten der β-Galaktosidase-Messungen
	7.6. Rohdaten zur Charakterisierung von YhbJ (siehe 4.3)
	7.7. Rohdaten der MicroArray Analyse

	Curriculum Vitae

