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,Ernst zu nehmende Forschung erkennt man daran,
dass plotzlich zwei Probleme existieren,
wo es vorher nur eines gegeben hat.”
Thorstein Bunde Veblen (1857-1929)
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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Die Klasse der Mollicutes

Die Mollicutes sind eine Klasse von Bakterien mit niedrigem G+C-Gehalt. Sie gehoéren
phylogenetisch zu den grampositiven Firmicutes. Der Name Mollicutes bedeutet ,weiche
Haut” und rihrt daher, dass die Vertreter dieser Klasse keine Zellwand besitzen

(Carstensen et al., 1971).

Neben den Mycoplasmen gehéren weitere Gattungen wie Acholeplasma, Anaeroplasma,
Asteroleplasma, Mesoplasma, Phytoplasma, Spiroplasma und Ureaplasma zu den
Mollicutes (Woese et al., 1980). Sie alle zeichnen sich durch eine parasitare Lebensweise
aus und kénnen je nach Gattung Pflanzen, Tiere oder Menschen befallen. Bedeutende
Human- bzw. Tierpathogene sind Vertreter der Gattungen Mycoplasma und Ureaplasma.
Relevante Phythopathogene, die Getreide und andere Nutzpflanzen befallen kénnen,
sind beispielsweise Acholeplasmen, Phytoplasmen oder Spiroplasmen (Taheri et al.,

2011; Lastrebova et al,. 2010; Gasparich, 2010; Pollack et al., 1996).

Eine Besonderheit im Reich der Bakterien stellen die Mycoplasmen dar, da sie ein
besonders kleines Genom besitzen. Die GenomgroBen in dieser Gattung variieren
zwischen 0,58 Mb bei Mycoplasma genitalium und 1,36 Mb bei M. penetrans (Fraser et
al., 1995; Sasaki et al.,, 2002). Somit gehoren diese Organismen zu denen mit den
kleinsten bekannten Genomen, wodurch sie interessant fiir die Minimalgenomforschung
sind (Fadiel et al., 2007). Die Ursache hierfir liegt nicht darin begriindet, dass es sich um
sehr urspriingliche Bakterien handelt, sondern darin, dass die Mollicutes eine regressive
Evolution durchlaufen haben. Es ist davon auszugehen, dass die Mollicutes einen
gemeinsamen Vorfahren mit Streptococcen, Staphylococcen und Bacilli haben (Ciccarelli

et al., 2006).

1.2 Die Organismen Mycoplasma pneumoniae und Mycoplasma
genitalium

M. pneumoniae und M. genitalium sind zwei direkt verwandte Humanpathogene
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(Thompson et al., 2011). Sie sind die Erreger von atypischer Lungenentziindung und
Harnwegsinfektionen. Aufgrund der fehlenden Zellwand lassen sich die
Krankheitserreger nicht mit R-Lactam-Antibiotika behandeln, da diese die Synthese der
Zellwand blockieren (Suzaki, 1979). Als klinisches Therapeutikum werden
Makrolidantibiotika verwendet, in der Forschung kdnnen beispielsweise Tetrazyklin und
Gentamyzin als Resistenzmarker verwendet werden (Blanchard und Bébéar, 2011). Die
Zellen besitzen eine pleomorphe Zellform, sind jedoch haufig flaschenférmig. Dabei
unterscheidet man zwischen dem Zellkorper (,,body“) und der terminellen Organelle. In
dieser Organelle befindet sich die sogenannte Tip-Struktur (Feldner et al., 1982). Die
einzelnen Zellen haben eine Lange von 2 um und sind 0,1-0,2 um breit (Waites und
Talkington, 2004). In Flissigmedium wachsen Mycoplasmen adheriert an Oberfldchen,
auf Agarplatten bilden sie charakteristische, spiegeleiférmige Kolonien (Knudson und

MaclLeod, 1970).

M. genitalium besitzt das kleinste Genom in der Klasse der Mollicutes, das Genom von
M. pneumoniae ist mit 0,82 Mbp jedoch nicht sehr viel groRer. Dabei besitzt M.
pneumoniae Homologe aller Gene, die in M. genitalium vorkommen (Herrmann und
Reiner, 1998). M. genitalium besitzt ca. 480 proteinkodierende Gene. Mittels einer
Transposonmutagenese konnte herausgefunden werden, dass von diesen Proteinen

zwischen ~250 und ~380 eine essentielle Funktion besitzen (Juhas et al., 2011).

Das Genom von Mycoplasma pneumoniae kodiert fiir 693 Proteine, 41 ribosomale RNAs,
35 tRNAs und vier weitere funktionale RNAs. Bisher konnten 620 Proteine experimentell
nachgewiesen werden und 117 nicht kodierende Transkripte, deren Funktion bisher
nicht bekannt ist. Aufgrund von Sequenzhomologien konnten 437 Proteinen Funktionen

zugewiesen werden (Guell et al., 2009).

Aufgrund der regressiven Evolution haben sowohl M. pneumoniae als auch M.
genitalium eine Reihe metabolischer Fahigkeiten verloren. Beide besitzen keinen
Zitratzyklus und auch die Enzyme zur Aminosauresynthese sind nicht vorhanden (Liu et
al., 2012). Die lebenswichtigen Metabolite werden lber Transportsysteme in die Zelle
befordert (GroRhennig et al., 2012). Dies spiegelt die parasitdare Lebensweise wider, da
Wirtszellen geschadigt werden missen, um an essentielle Zellbausteine zu gelangen.

Hierin ist auch die aufwendige Zusammensetzung der Mycoplasmenndhrmedien
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begriindet (Stanbridge et al., 1971). Die Medien fir die beiden Stdmme enthalten Serum,
darin sind verschiedene Aminosduren und weitere Bausteine fiir die Mycoplasmen
enthalten. Aufgrund der komplexen Zusammensetzung der Seren ist es schwierig, ein
definiertes Medium zur Anzucht zu nutzen (Razin und Knight, 1960). Es ist jedoch
moglich, die Bakterienzellen in verschiedenen Puffern stabil zu halten, so dass

Experimente in einer definierten Umgebung stattfinden kénnen.

Sowohl von M. pneumoniae als auch von M. genitalium wurden verschiedene
Laborstamme sequenziert (Himmelreich et al., 1996, Kenri et al., 2012, Glass et al.,
2006). Hierbei werden die Stimme M. pneumoniae M129, M. pneumoniae FH und M.
genitalium am haufigsten in der Forschung genutzt. Interessant ist, dass M. genitalium
zur homologen Rekombination befdhigt ist (Sluijter et al., 2010). Auch fiir den FH-Stamm
von M. pneumoniae konnte eine geringe Rate fiir die Rekombination gezeigt werden
(Krishnakumar et al., 2010). M. pneumoniae besitzt zwar eine Rekombinase (RecA), kann
diese aber scheinbar nur fiir Rekombination in Zusammenhang mit der Antigenvariation
nutzen (Burgos et al., 2012). Die homologe Rekombination kann man sich im Labor gut
zunutze machen, besonders bei der Herstellung verschiedener Mutanten. Die
Abwesenheit in M. pneumoniae bedeutet eine starke Restriktion der Laborprotokolle.
Zur genetischen Manipulation kénnen jedoch beispielsweise Transposons genutzt
werden und dadurch zuséatzliche Gene eingefligt oder vorhandene inaktiviert werden

(Halbedel und Stiilke, 2007).

Als ,omic” wird in der Biologie die Gesamtheit eines bestimmten Bereichs bezeichnet,
wie z.B. Genomics die Erforschung der gesamten Gene eines Organismus bezeichnet. In
Mycoplasmen gibt es eine ganze Reihe globaler Studien. Mittlerweile wurden neben
dem Genom auch das Transkriptom, das Minimalgenom, das Methylom, das Proteom,
das Phosphoproteom, das Acetylom und das Interaktom von M. pneumoniae und
teilweise auch von M. genitalium bestimmt (Himmelreich et al., 1996; Glass et al.,2006;
Kihner et al., 2009; Lluch-Senar et al., 2013; Schmidl et al., 2012; Guell et al., 2009; van
Noort et al., 2012). Dank dieser Studien steht eine groBe Datenmenge (iber die
Organismen zur Verfligung. Jedoch sind derartige Studien fehleranfallig und es entstehen
eine Menge Artefakte. AulRerdem ist es unerldsslich, Studien auf kleineren Ebenen
durchzufiihren, wie z.B. die Aufkldarung von einzelnen Metabolons (siehe 1.5.2), um die

Fllle an Daten richtig zu interpretieren.
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1.3 Pathogenitat in Bakterien

Ein pathogenes Bakterium kann eine Infektionskrankheit verursachen. Dabei ist
entscheidend, ob der Organismus in der Lage ist, ein Toxin zu produzieren, Wirtszellen zu
befallen oder zu besiedeln und sich von Wirt zu Wirt zu Gbertragen. Manche Bakterien
nutzen zur Verbreitung Zwischenwirte. Ein prominentes Beispiel ist der Pesterreger
Yersinia pestis, der mit Hilfe von FI6hen von Ratten auf den Menschen (bertragen
werden kann (Hinnebusch, 2012). Andere Krankheitserreger wie Salmonellen oder
Listerien werden lber kontaminierte Nahrung aufgenommen (Jones und Falkow, 1996; Li

etal., 2013).

Der Keuchhustenerreger Bordetella pertussis ist ein bekanntes Beispiel fiir ein
toxinproduzierendes Pathogen, und auch das starkste bekannte Nervengift, das
Botulinumtoxin, wird von Bakterien der Gattung Clostridium botulinum produziert.
Friher als Verursacher der gefdhrlichen Lebensmittelvergiftung gefiirchtet, kann das
Toxin mittlerweile sogar als Medikament eingesetzt werden (Adkins et al., 2012; Chen,

2012).

1.3.1 Pathogenitdt in Mycoplasmen

Mycoplasmen haben es geschafft, sich ubiquitar zu verbreiten. Wie oben erwéahnt, gibt
es Mycoplasmen, die Tiere und die Pflanzen befallen kdnnen. Dabei kann die
Wirtsspezifitat stark variieren. Mycoplasma gallisepticum beispielsweise kann viele
unterschiedliche Vogelarten infizieren, wohingegen M. pneumoniae in der Natur nur den
Menschen befillt (Kleven, 2008; Dumke et al., 2004). Spiroplasma citri hingegen befallt
Nutzpflanzen und kann Uber Heuschrecken verbreitet werden; M. mobile befillt die
Kiemen von Fischen (Bové et al., 2003; Adan-Kuno et al., 2012). Auch Reptilien kénnen
von Mycoplasmen befallen sein, bekannte Vertreter sind hier M. crocodyli und M.

alligatoris (Brown et al., 2012).

M. pneumoniae und M. penetrans besitzen ein Gen, das fiir ein Toxin kodiert. Das
sogenannte CARDS-Toxin (Community-acquired respiratory distress syndrom) verursacht

eine Entziindungsantwort in Mausen und ist daher wichtig fiir die Pathogenitat der
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Bakterien. Das Toxin selbst weist eine gewisse Homologie zu dem bereits erwdhnten
Pertussistoxin auf (Medina et al., 2012). Ureaplasmen hingegen sind in der Lage, mit
Hilfe der Urease Ammoniak aus Harnstoff zu synthetisieren (Razin et al., 1998). Dieser

Stoff schadigt das umliegende Gewebe.

Die Motilitdat der Mycoplasmen hat ebenfalls einen Einfluss auf die Pathogenitat. M.
pneumoniae und M. genitalium bewegen sich mit einer Gleitbewegung Uber glatte
Oberflachen. M. mobile hat hier jedoch eine andere Art der Fortbewegung entwickelt,
die einer Laufbewegung &dhnelt (Miyata, 2008). Auch die Adhadrenz und die H,0,
Produktion spielen fiir die Pathogenitidt von Mycoplasmen eine wichtige Rolle (Razin et

al., 1998). Auf diese Faktoren wird im Folgenden genauer eingegangen.

1.3.2 Adhérenz als Pathogenitatsfaktor

Einer der wichtigsten Virulenzfaktoren von M. pneumoniae ist die Zytoadharenz, also das
Anheften an Zellen des Lungenepithels. Dieser Schritt ist essentiell fir die Kolonisierung
des Gewebes. Stamme, die die Fahigkeit zum Anheften verloren haben, sind avirulent
(Schmidl et al., 2008). Die Tip-Struktur spielt eine ausschlaggebende Rolle bei der
Adhédrenz (Krause, 1996; Krause und Balish, 2001). Diese Struktur befindet sich am
Zellpol und besteht aus vielen unterschiedlichen Proteinen (Krause, 1998). Sie ermdglicht
es den Mycoplasmen, sich an Wirtszellen anzulagern und somit die Infektion auszul6sen.
AuRerdem spielt sie eine wichtige Rolle bei der Fortbewegung und der Zellteilung

(Baseman, 1993; Miyata, 2008).

An der Adhdrenz ist eine Reihe von Enzymen beteiligt, was auch experimentell
nachgewiesen werden konnte. Einige davon sind P1, P30, Proteine A, B und C, HMW1
und HMW?2. Die HMW-Proteine sind hierbei nicht direkt an der Bindung beteiligt,
werden aber fiir die Gruppierung der Adhésine in der Tip-Struktur benétigt (Razin et al.,
1998). Auch die Phosphorylierung durch eine Kinase ist fiir die Adharenz wichtig (siehe
1.5.2) (Schmidl et al., 2010). Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass der Elongationsfaktor
TU und die Pyruvatdehydrogenase, die an der Zelloberflaiche der Mycoplasmen
exprimiert wird, in die Bindung an Fibronektin involviert sind (Thomas et al.,2013; Dallo

etal., 2002).
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1.3.3 Wasserstoffperoxid als Pathogenitatsfaktor

Viele - jedoch nicht alle - Mycoplasmaarten sind in der Lage, Wasserstoffperoxid (H,0,)
zu produzieren (Razin et al., 1998). H,0, ist eine schwache Sdure und gegeniiber vielen
Stoffen ein starkes Oxidationsmittel, wodurch es ebenfalls zytotoxisch wirkt. Bisher ist
nicht bekannt, wie das Zellgift die Mycoplasmenzellen verldsst. Es sind verschiedene
Peroxidtransporter beispielsweise in Pflanzen bekannt, in Mycoplasmen jedoch gibt es

keine solchen Transportproteine (Jang et al., 2012).

Fiir viele Mycoplasmen-Arten ist der Entgiftungsmechanismus ebenfalls unbekannt.
Denn auch die Bakterien miissen sich selbst vor dem reaktiven Peroxid schiitzen. Bis
heute ist nur M. lowae bekannt, die ein Gen besitzt, das fiir eine aktive Katalase kodiert
(Balish, personliche Mitteilung). In keiner anderen Art konnte man dieses Enzym oder

andere Entgiftungsenzyme wie die Superoxiddismutase finden.

Sowohl M. pneumoniae als auch M. genitalium kénnen H,0, produzieren. Der genaue
Mechanismus fir die Entstehung wird im folgenden Kapitel genauer beschrieben. Durch
die Freisetzung des Giftes werden Zellen (Lungenepithel oder Gewebe des
Urogenitaltraktes) im Wirt zerstért, wodurch Ressourcen fiir die Mycoplasmen
freigesetzt werden. Dabei verlieren die Wirtszellen reduziertes Gluthation, Himoglobin
wird denaturiert und Erythrozyten werden oxidiert (Razin et al., 1998). Auch fir andere
Mycoplasmaarten konnte gezeigt werden, dass H,0, ein wichtiger Pathogenitatsfaktor
ist (Khan et al., 2005; Bischof et al., 2008). Doch nicht nur Mycoplasmen nutzen Peroxid,
um den Wirt zu schadigen, ein dhnlicher Mechanismus konnte auch fiir andere Bakterien

gezeigt werden (Moy et al., 2004; Bolm et al., 2004; Jansen et al., 2002).

1.4 Kohlenstoffverwertung in Mycoplasmen

Alle Mycoplasmen haben ein eingeschranktes Atmungssystem und besitzen keinen
vollstandigen Zitratzyklus. Aullerdem besitzen sie weder Chinone noch Cytochrome, so
dass es nicht zu einer oxidativen Phosphorylierung kommen kann. Dies wiederum

bedeutet, dass die Bakterien wenig Energie im Verhaltnis zu den metabolischen
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Endprodukten produzieren. Mycoplasmen sind in der Lage, eine Reihe von
Kohlenstoffquellen zu nutzen und je nach Fahigkeiten werden sie in fermentative und
nicht-fermentative Organismen eingeteilt (Razin et al., 1998). M. pneumoniae und M.
genitalium setzen Kohlenhydrate zu Sduren um, wodurch der pH-Wert des umgebenden
Mediums sinkt. Dabei wird Pyruvat aus der Glykolyse entweder zu Laktat oder in
mehreren Schritten zu Acetat umgesetzt (Halbedel et al., 2007). Die Gene der ATPasen
aus M. genitalium, M. pneumoniae und M. gallisepticum stimmen in der Reihenfolge und
Anzahl mit denen von E. coli und B. subtilis Gberein. Sie besitzen in den Mycoplasmen
jedoch noch die charakteristischen Eigenschaften eines Lipoproteins, wodurch sie in der
Membran verankert sind, eine Besonderheit, die es nur in Mycoplasmen gibt (Razin et

al., 1998).

Fruktose Glukose Mannitol Glyzerin GPC
| | | Mpnl133 | imGiG
T 1 pn!
FruA | PtsG [ [ MItA [ GlpF | [wenaas |2
MItF
Fru-1-P Glc-6-P Mtl-1-P Gly GPC
AN AN /
[ Fruk [ PeiB \/ MtID | Glply GlpQ |
Fru-6-P Gly-3-P
GlpD |
Fru-1,6-bisP DHAP

Glykolyse

Abb.1.1. Systeme fiir die Aufnahme und Verwertung unterschiedlicher C-Quellen: Fruktose und
Glukose werden Uber ein PTS aufgenommen und auch die Gene fiir die Mannitolverwertung sind
vorhanden. Die drei Zucker werden durch unterschiedliche Phosphotransferasen phosphoryliert und
zu Fruktose 1,6-bisphosphat umgewandelt und kénnen somit in der Glykolyse verwertet werden.
Glyzerin und GPC werden durch spezielle Aufnahmesysteme in die Zelle transportiert und in mehreren
Schritten zu Dihydroxyacetonphosphat verarbeitet, welches ebenfalls in die Glykolyse einfliefen kann.

(Halbedel et al., 2007; GroRhennig et al., 2012)

Experimentell konnte gezeigt werden, dass M. genitalium und M. pneumoniae Fruktose,

Glukose und Glyzerin verwerten kdnnen. Die vorherrschende Kohlenstoffquelle im Wirt
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sind jedoch Phospholipide. Als ein solcher Vertreter eignet sich Glyzerylphosphorylcholin
(GPC) in Experimenten. Glyzerin-3-Phosphat (G3P) kann jedoch nicht aufgenommen und
verwertet werden. AuBerdem sind Enzyme fir die Mannitolverwertung vorhanden, eine
Aktivitat konnte bisher jedoch nicht gezeigt werden (Halbedel et al., 2007). In Abbildung

1.1 ist eine Ubersicht der vorhandenen Aufnahmesysteme dargestellt.

1.4.1 Der Fruktose- und Glukosestoffwechsel

Beide Kohlenhydrate werden (iber das Phosphoenolpyruvat:Zucker Phosphotransferase
System (PTS) in die Zelle transportiert. Das PTS besteht aus drei Enzymen: Enzym |,
Enzym Il und HPr. Bei dem Transport durch die Membran werden die Zucker von Ell
phosphoryliert. In vorherigen Schritten wird ein Phosphat von Phosphoenolpyruvat auf
El Gbertragen. Dieses Enzym dient wiederum als Phosphatdonor fiir HPr, das am
Histidin15 phosphoryliert wird und wiederum die Phosphatgruppe auf das Ell Gbertragt.
Durch die Phosphorylierung bleiben die Zucker in der Zelle und sind fiir die weitere
Verwertung aktiviert. Sowohl Glukose als auch Fruktose werden in der Glykolyse
abgebaut und zur ATP-Gewinnung genutzt. Also ist die Substratkettenphosphorylierung
die einzige Moglichkeit zur Energiegewinnung in M. pneumoniae und M. genitalium.
Glukose dient den Mycoplasmen als beste Kohlenstoffquelle, das Wachstum ist deutlich

starker als mit Glyzerin oder Fruktose (Halbedel et al., 2007).

1.4.2 Der Glyzerinstoffwechselweg

Glyzerin kann den Zellen ebenfalls als Kohlenstoffquelle dienen, es wird jedoch nicht
liber ein PTS aufgenommen. Der Transport in die Zelle findet (iber das Enzym GIpF statt.
Eine neue Studie hat gezeigt, dass am Transport zwei weitere Proteine Mpn133 und
Mpn284 beteiligt sind. Untersuchungen an Knockoutmutanten haben gezeigt, dass diese
beiden Proteine essentiell fir die Glyzerinaufnahmen sind (GroRhennig et al., 2012).
Auch bei dieser Kohlenstoffquelle erfolgt eine Phosphorylierung. Dabei ibertragt GlpK
ein Phosphat von ATP auf das Glyzerin, so dass G3P entsteht. In einem weiteren Schritt

wird das G3P zu Dihydroxyacetonphosphat (DHAP) umgewandelt (siehe 1.4.1), welches
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in der Glykolyse weiterverwertet werden kann. Auch GPC wird Uber ein dhnliches System
in die Zelle aufgenommen. GlpU (Mpn421), Mpn076 und Mpn077 bilden das
Aufnahmesystem fiir diese Kohlenstoffquelle. Dabei ist GlpU essentiell fir den
Transport, Mpn076 und Mpn077 steigern die Aufnahmen, sind aber einzeln deletierbar,
ohne dass der Transport ganz ausgeschaltet wird (GroBhennig et al., 2012). Nach der
Aufnahme von GPC erfolgt eine Abspaltung von Cholin durch das Enzym GlpQ. Auf diese
Weise entsteht G3P, das in den Glyzerinstoffwechselweg einflieBt (Schmidl et al., 2011).

1.4.3 Einfluss der Kohlenstoffquelle auf die Peroxidbildung

Wie bereits erwahnt, wird G3P zu DHAP umgewandelt. In diesem Schritt, der durch GlpD
katalysiert wird, entsteht H,0,. Homologe von GlpD sind in der Bakterienwelt weit
verbreitet, jedoch produziert nur ein Teil der Bakterien mit diesem Protein
Wasserstoffperoxid (Ding et al., 20012). GlpD ist als Dehydrogenase annotiert, das
Enzym zeigt jedoch Oxidaseaktivitdt, d.h., es verwendet Sauerstoff als
Elektronenakzeptor. In anderen Bakterien wird NAD" als Elektronenakzeptor genutzt.
Eine glpD-Mutante zeigt verringerte Zytotoxizitat und ist nicht mehr in der Lage,
Wasserstoffperoxid zu produzieren, wenn Glyzerin oder GPC als Kohlenstoffquelle
supplementiert werden. Dies konnte bisher flir M. pneumoniae und M. gallisepticum
gezeigt werden und auch M. genitalium besitzt ein Homolog von GlpD (Hames et al.,

2009; Razin et al., 1998).

1.5 Regulation in Bakterien

Im Laufe der Evolution haben Bakterien unterschiedliche Mechanismen entwickelt, um
sich verschiedenen Umwelteinflissen anzupassen. Viele Bakterien, wie z.B. das
Bodenbakterium Bacillus subtilis, missen sich an schwankende Bedingungen wie
Temperaturunterschiede, osmotischen Stress und wechselnde UV-Strahlung anpassen
(Hoffmann und Bremer, 2011; Ismail und Nochal, 1970). Doch auch Pathogene kénnen in
ihrem Wirt auf unterschiedliche Lebensbedingungen, wie einen schwankenden pH-Wert

oder unterschiedliche Sauerstoffgehalte, treffen (Garren et al., 1998). Unterschiedliche
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Lebensweisen, wie der Ubergang in die Sporulation, miissen ebenfalls reguliert werden
(Higgins und Dworkin, 2012). Eine wichtige Rolle bei der Wahrnehmung aufllerer
Einflisse spielen sogenannte Zweikomponentensysteme. Diese sind aus einer
Sensorkinase und einem Responseregulator aufgebaut, durch die Signale ins Zellinnere
weitergeleitet werden konnen (Jung et al.,, 2012). Solche Systeme sind jedoch bei
Mycoplasmen nicht bekannt. Dabei kann die Regulation sowohl liber die Expression der

Gene, als auch Uber Modifikationen an existierenden Proteinen geschehen.

1.5.1 Regulation auf Transkriptionsebene

Die Transkription bestimmter Gene kann unterschiedlich reguliert sein. Eine Mdoglichkeit
der Regulation bieten Aktivator- oder Repressorproteine (Lee et al., 2012). Diese kénnen
durch Bindung an die Promotorregion der DNA das Ubersetzen der Gene férdern oder
unterdriicken. Fir eine solche Regulation gibt es nur wenige Beispiele in Mycoplasmen.
Eines ist der Repressor der Hitzeschockantwort in Mycoplasma hyopneumoniae HrcA.
Dieser kann mit einem perfekten, invertierten Repeat (dem sogenannten CIRCE-Element)
vor dem DnaK-Gen interagieren. Sowohl der Repressor als auch das CIRCE-Element sind

in Mycoplasmen konserviert (Chang et al., 2007).

B. subtilis besitzt 19 verschiedene Sigmafaktoren. Diese Proteine koénnen an die
Promotorregion (-35 und -10 Region eines Gens) ihrer Zielgene binden und die
Transkription initiieren. Dabei kdnnen unterschiedliche Sigmafaktoren genutzt werden,
um sich neuen Umwelteinfliissen anzupassen (Kroos und Yu, 2000). Die Stressantwort
oder die Sporulation werden beispielsweise lber eigene Sigmafaktoren gesteuert (Kroos
et al., 1999; Zuber, 2009). Mycoplasmen besitzen im Gegensatz dazu nur einen
Sigmafaktor und es existiert keine konservierte -35-Region (Halbedel et al., 2007).
Transkriptomanalysen haben jedoch gezeigt, dass M. pneumoniae nicht alle Gene
konstitutiv exprimiert, sondern auf externe Stimuli wie erhohte Temperatur, oxidativen
Stress oder Hungerstress mit einer veranderten Transkription der entsprechenden Gene

reagieren kann (Guell et al., 2009).

Eine andere Moglichkeit der Regulation auf RNA-Ebene sind sogenannte RNA-Schalter.
Hierbei bilden sich Strukturen in der RNA aus, die durch Bindung von Metaboliten, RNAs

oder Proteinen beglinstigt oder aufgelost werden. Dadurch kann die Translation der
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mMRNA aktiviert oder reprimiert werden (Roth und Breaker 2009). Beispiele fiir solche
RNA-Schalter sind in Mollicutes bisher jedoch wenig erforscht (Kim et al., 2007).
Allerdings wurden in einer neueren Studie 117 bisher unbeschriebene RNAs gefunden,
von denen viele fir kein Protein kodieren und von denen 89 in einer ,antisense”
Konfiguration zu bekannten Genen liegen. Dies spricht fiir eine regulatorische Funktion
dieser RNAs (Guell et al, 2009). Eine neue Studie gibt Hinweise darauf, dass
Methylierungsmuster der DNA eine mogliche Rolle bei der Transkriptionsregulation von

M. pneumoniae und M. genitalium spielen konnten (Lluch-Senar et al., 2013).

1.5.2 Regulation auf post-translationaler Ebene

Neben der Regulation auf Ebene der Transkription gibt es auch Modifikationen an
fertigen Proteinen, die beispielsweise zu deren Aktivitdt beitragen. Einige Enzyme
besitzen neben einem aktiven Zentrum auch noch ein allosterisches Zentrum. An diese
konnen Effektormolekiile binden und die Aktivitdt des Enzyms herauf- oder herabsetzen.
Ein weiteres Beispiel fiir eine posttranslationale Modifikation ist die Abspaltung des
ersten Methionins durch eine Methioninaminopeptidase. Aullerdem kdnnen ganze
Signalpeptide von Proteinen abgespalten oder Vorlduferproteine in kleinere

Untereinheiten gespalten werden (Pyrowolakis et al., 1998; Catrein et al., 2005).

Proteine kdnnen jedoch nicht nur durch Abspaltung, sondern beispielsweise auch durch
Phosphorylierungen, Acetylierungen, Glycosylierungen etc. modifiziert werden
(Whitmore und Lamont, 2012; Thao und Escalante-Semerena, 2012; Calo et al., 2010). In
Mycoplasma pneumoniae sind bisher 68 phosphorylierte Proteine bekannt und bei 15
von diesen kennt man die genaue Aminosaure, die das Phosphat tragt. In der
entsprechenden Studie konnten zwei Kinasen, Mpn223 (HprK) und Mpn248 (PrkC,
Serin/Threonine-Kinase), und eine Phosphatase, Mpn247 (PrpC), entdeckt werden. HprK
zeigt jedoch eine hohe Spezifitdt und phosphoryliert nur das Hpr-Protein und auch fiir
PrkC konnten nur vier Zielproteine ermittelt werden (Mpn256, Mpn311, Mpn452 und
Mpn474). Diese Entdeckungen legen nahe, dass es noch mindesten eine weitere Kinase
in M. pneumoniae geben muss. Die wichtige Rolle von Phosphorylierungen zeigt sich in

der Motilitat und der Zytoadharenz. Eine Transposonmutante der Phosphatase zeigte
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eine verringerte Motilitdt und die Mpn248-Mutante wies eine verringerte Zytoadhdrenz
auf. Hinzu kommt, dass alle Proteine aus der Glykolyse phosphoryliert sind, was
ebenfalls auf die Wichtigkeit dieser Modifikation schlielRen lasst. Die Phosphorylierungen
kénnen eine wichtige Rolle bei der Kontrolle der Halbwertszeit von Proteinen spielen,
aber auch deren Aktivitdit beeinflussen. Zusatzlich sind viele Proteine der
Translationsmaschinerie wie ribosomale Proteine, Chaperone oder tRNA-Synthetasen
Teil des Phosphorylierungsnetzwerkes (Schmidl et al., 2010; Su et al., 2007; Gupta et al.,
2007).

Auch die Acetylierung von Proteinen spielt eine wichtige Rolle bei der Regulation
zelluldrer Prozesse (Hu et al.,, 2010). Die Bedeutsamkeit zeigt sich darin, dass in
Mycoplasma dreimal so viele Acetylierungen nachgewiesen werden konnten wie in
Bakterien, die ein sehr viel groReres Genom besitzen, wie zum Beispiel E. coli. Praktisch
alle zelluldaren Prozesse sind von Phosphorylierung oder Acetylierung betroffen (van

Noort et al., 20012).

T AN Abb. 1.2: Das Glykosom im M. pneumoniae:
MiNA e Die Enzyme aus der Glykolyse interagieren
s miteinander, dabei bildet die Enolase den
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Eine weitere Moglichkeit der Regulation besteht nicht nur in der Modifikation einzelner
Proteine, sondern in der Art und Weise, wie Proteine miteinander interagieren. Dabei
kénnen allerdings Proteinmodifikationen die Fahigkeit zur Interaktion beeinflussen. Fir
B. subtilis konnte eine Reihe von Interaktionen nachgewiesen werden; meist handelt es
sich um Enzyme aus einem metabolischen Pfad, die miteinander interagieren, man
spricht hierbei von einem Metabolon (Meyer et al., 2011). Dadurch kommt es zu einem

sogenannten ,substrate channeling”. Dabei gelangen die Intermediate nicht ins Zytosol,
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sondern bleiben in dem entsprechenden Metabolon, dies erhoht die Effizienz der
Umsetzung einzelner Intermediate(Huang et al., 2011). Auch fiir M. pneumoniae konnte
gezeigt werden, dass die Enzyme aus der Glykolyse miteinander interagieren und ein

Metabolon bilden (siehe Abb. 1.2) (Dutow et al., 2010).

Besonders bei Bakterien mit reduziertem Genom konnte gezeigt werden, dass die
vorhandenen Proteine mit mehr Partnern interagieren als ihre Orthologe in komplexeren
Bakterien. Durch Interaktionen kdnnen teilweise sogar neue enzymatische Aktivitdaten
entstehen. Dieses Phanomen tritt haufig bei Pathogenen auf und spielt in Mycoplasmen
eine wichtige Rolle bei der Erkennung und Adharenz von bzw. an Wirtszellen. Auf diese
Weise kénnen Eigenschaften, die durch die degenerative Evolution verloren gegangen

sind, kompensiert werden (Kelkar und Ochman, 2013).

1.6 Zyklisches di-Adenosinmonophosphat in Bakterien

Bakterien besitzen eine Reihe kleinerer Signalmolekiile, sogenannte
Nukleotidmessenger, wie cAMP, cGMP, cGAMP, c-di-AMP und (p)ppGpp (Beres und
Lucas-Lenard, 1975; Gancedo, 2013; Linder, 2010; Sun, 2013; Mehne et al., 2013).
Welche Rolle diese Botenstoffe in Bakterien im Allgemeinen spielen kdnnen, ist in
Abbildung 1.3 dargestellt. Die Nukleotidmessenger konnen Einfluss auf viele
unterschiedliche Prozesse in der Zelle nehmen (Kalia et al., 2013; Sun et al., 2012). Bisher
konnte in verschiedenen Pathogenen ein Einfluss verschiedener Nukleotidmessenger auf
die Virulenz gezeigt werden, in Mycoplasmen ist bisher jedoch keine derartige

Regulation bekannt.
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(-) Motilitat (-) Virulenz

[ () Biofim | [ (+) sessilitat (-} Sporulation
(-) Biofilm
(+) C-Katabolitenrepression cAMP (+) Virulenz

| cGMP |
(+) Zystenbildung | cGAMP |‘| (+) Interferon

(+) Virulenz (+) Replikation

Abb. 1.3: Nukleotidmessenger und ihre Funktionen: Die Botenstoffe kdnnen unterschiedliche
Einflisse auf verschiedenste Zellprozesse ausliben. Dabei konnen sie sowohl aktivierend (+) als auch
reprimierend (-) wirken. Auffallig ist, dass viele der Messenger in Pathogenen an der Virulenz beteiligt

sind (Kalia et al., 2013; Sun et al., 2012).

In  Pseudomonas aeruginosa tragt beispielsweise c-di-GMP zur Abwehr von
antimikrobiellen Peptiden bei (Chua et al., 2013). C-di-GMP spielt auBerdem eine
wichtige Rolle bei unterschiedlichen Effektorproteinen und bei der Bindung von RNA-
Schaltern (Furukawe et al., 2012). Der Botenstoff kann neben der Virulenz auch die

Sessilitat, die Motilitat oder die Biofilmbildung beeinflussen (Sisti et al., 2013).

Andere Nukleotidmessenger wie (p)ppGpp sind nicht nur fir die Virulenz in Bakterien
mitverantwortlich, sondern koénnen sich auch auf essentielle Prozesse wie die
Transkription, Translation oder sogar die Replikation auswirken (Geiger et al., 20120;
Denapoli et al.,, 2013). Ein anderes Signalmolekil — cAMP — kann durch ein spezielles
cAMP-Rezeptorprotein gebunden werden. Dieses Protein fungiert als
Transkriptionsregulator und kann beispielsweise in E. coli die Kohlenstoff-

katabolitenrepression steuern (Shimada et al., 2013; Redfield et al., 2002).

Neben c-di-GMP wurde ein weiterer ,second messenger” entdeckt, das zyklische di-
Adenosinmonophosphat (c-di-AMP). Beide Signalmolekiile werden durch spezifische

Enzyme synthetisiert und abgebaut (Oppenheimer-Shaanan et al., 2011; Mehne et al.,
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2013) In vielen Organismen spielt c-di-AMP eine essentielle Rolle, dabei kommt es sowohl
in Bakterien, als auch in Archeen vor (Romling, 2008). In verschiedenen Organismen
konnten bisher unterschiedliche Funktionen fiir diesen sekunddren Botenstoff
nachgewiesen werden. In Staphylococcus aureus wird die ZellgroBe durch c-di-AMP
kontrolliert. Durch die Veranderung der BakteriengréRe kann extremer Zellwand- und
Zellmembranstress vermindert werden (Corrigan et al., 2011). In Listeria monocytogenes
konnte nachgewiesen werden, dass c-di-AMP aus der Zelle geschleust wird und eine
wichtige Rolle bei der Wirtsantwort spielt (Woodward et al., 2010). Auch fir B. subtilis
konnte nachgewiesen werden, dass jeweils mindestens eine der drei Diadenylatzyklasen
(DACs) essentiell fir den Organismus ist. Das c-di-AMP scheint hier sowohl bei der
Zellwandsynthese als auch bei der Sporulation benotigt zu werden. Es konnte aulRerdem
gezeigt werden, dass sowohl ein zu hoher Level als auch ein zu niedriger schadlich fiir das
Bakterium ist (Luo und Helman, 2012; Mehne et al., 2012). Es gibt jedoch auch Bakterien
wie Escherichia coli, die vollig ohne DACs und somit auch ohne den Botenstoff c-di-AMP

auskommen.

Die drei DACs in B. subtilis besitzen zwar alle eine Diadenylatzyklasedomane,
unterscheiden sich aber im weiteren Aufbau voneinander. DisA besitzt eine DNA-
Bindedomane, CdaA ist als ein Membranprotein vorhergesagt und CdaS befindet sich im
Zytosol. Auf Grund des unterschiedlichen Aufbaus und der unterschiedlichen Lokalisation
ldsst sich auf verschiedene Funktionen der Enzyme schliefen. Hinzu kommt, dass DisA
durch den Sigmafaktor SigM reguliert wird, der zur Regulation der Salzstressantwort
dient, CdaA wird jedoch konstitutiv exprimiert (Jervis et al., 2007; Cao et al., 2002). CdaS
hingegen ist Teil der sporulationsabhdngigen Regulation. Die diverse Regulation lasst
ebenfalls auf unterschiedliche Rollen fiir den Botenstoff in Abhangigkeit von

verschiedenen Umwelteinfllissen schlieRen.

DisA steht fur ,DNA integrity scanning protein” und ist in die Erkennung von DNA-
Schaden involviert, die kurz vor der Sporulation behoben werden sollen (Oppenheimer-
Shaanan et al., 2011). In einer neuen Studie konnte gezeigt werden, dass CdaA an der
Zellwandsynthese beteiligt ist und dass Cda$ c-di-AMP fiir Sporen bereitstellt. Aulerdem
konnte bewiesen werden, dass eine strikte Regulation der DACs fiir B. subtilis notwendig

ist (Mehne et al., 2013).
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In M. pneumoniae besitzt das Protein Mpn244 eine DAC-Domane. Da Mycoplasmen
jedoch ebenfalls auf DACs angewiesen, aber nicht zur Sporulation befdhigt sind und
keine Zellwand besitzen, muss c-di-AMP auch eine wichtige Rolle in anderen Prozessen
spielen. Das M. pneumoniae Protein Mpn244 wurde mit einer Transmembrandomane
annotiert und befindet sich daher vermutlich ebenfalls an der Membran. Sowohl

Mpn244 als auch das Homolog aus M. genitalium sind essentiell (Glass et al., 2006).

1.7 Ziele der Arbeit

Thema dieser Arbeit ist die Verwertung unterschiedlicher C-Quellen und die damit
verbundene Wasserstoffperoxidproduktion. Die bisherigen Arbeiten beschriankten sich
auf die Verwertung einzelner Kohlenstoffquellen. Daher sollen in dieser Arbeit
Wechselwirkungen verschiedener C-Quellen auf die Peroxidproduktion untersucht

werden.

Dazu sollten vorhandene Transposonmutanten mit einer verringerten H,0,-Produktion
und somit eingeschrankten Zytotoxizitdt gegeniliber Hela-Zellen untersucht werden. Eine
weitere Aufgabe bestand in der Isolierung und Charakterisierung neuer Mutanten mit

einem ahnlichen Phanotyp.

AuRerdem sollten neben dem Laborstamm M129 weitere M. pneumoniae Stamme (FH
und klinische Isolate) auf ihre Kohlenstoffverwertung untersucht werden. Der
Laborstamm M. genitalium G37 und eine Knockoutmutante des glpD-Gens in diesem

Stamm sollten ebenfalls in dieser Hinsicht charakterisiert werden.

In einem weiteren Ansatz sollte geklart werden, ob Mycoplasmen c-di-AMP herstellen

kénnen und welches die Funktion dieses Nukleotidmessengers ist.
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2. Material und Methoden

Materialien: Chemikalien, Hilfsmittel, Gerate, Apparaturen, kommerziell erhaltliche
Systeme sowie Proteine, Antikorper, Enzyme und Oligonukleotide (Tab. 7.1.) sind im

Anhang aufgefiihrt.

2.1 Bakterienstimme und Plasmide
Siehe Anhang dieser Arbeit.

2.2 Medien

Puffer, Losungen und Medien wurden mit deionisiertem Wasser angesetzt und 20 min im
Autoklaven bei 121°C und 2 bar sterilisiert. Thermolabile Substanzen wurden geldst und
steril filtriert. Alle Angaben beziehen sich auf Wasser, andere Losungsmittel sind
angegeben. Dem LB-Medium wurde zur Verfestigung bei Herstellung von Platten 15 g/l

Agar zugesetzt.

LB Medium (1l): 5 g Hefeextrakt
10 g NaCl
10 g Trypton
MP-Medium (500ml) 7,35 PPLO broth
11,92 g HEPES

2 ml Phenolrot 0,5%
14 ml 2 N NaOH

ad. 400 ml deion. Wasser

pH7,6-7,8

20 min autoklavieren

Abkuhlen auf 56°C
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anschlieend Zugabe von: 100 ml Pferdeserum

(hitzeinaktiviert)
5 ml Penicillin 100.000 U/ml

c-Quellen wurden mit einer

Endkonzentration von 1% eingesetzt

SP4 medium 1.75¢g PPLO broth
5g Trypton
2.65¢g Pepton
300.5 ml deion. H,O

20 min autoklavieren

Nach Abkiihlen auf ca. 50°C Zugabe

von:
17.5 ml Hefeextrakt, 25%
50 ml Yeastolate (2%)
6 ml Phenolrot (0.1%, pH 7)
25 ml CMRL
85 ml Fotales Rinderserum (FBS)
1.71 ml Glutamin (50 mg/ml)
500 ul Ampicillin (100 mg/ml)

C-Quelle auf 0.5% Endkonzentration

pH 7.8 mit 2 N NaOH einstellen

Antibiotika

Die verwendeten Antibiotika wurden als 1000-fach konzentrierte Stammldsungen
angesetzt. Ampicillin, Kanamycin, Penicillin und Gentamycin l6ste man dazu in
deionisiertem Wasser, Tetrazyklin in 70% EtOH. Alle Lésungen wurden sterilfiltriert und
bei -20°C aufbewahrt. Nach Abkiihlung der Medien auf ca. 50°C erfolgte die Zugabe der

Antibiotika in den entsprechenden Endkonzentrationen.
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Selektionskonzentration fiir E. coli:
Ampicillin 100 pg ml™
Kanamycin 50 pug ml-*

Selektionskonzentration fiir M. genitalium bzw. M. pneumoniae:
Gentamyzin 160 pg mi™

Tetrazyklin 2 pg ml™

2.3 Methoden

2.3.1 Aligemeine Methoden

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

und in dieser Arbeit angewendet wurden, ist in Tab. 3.1. aufgefihrt.

Tab. 3.1. Aligemeine Methoden

Methode Referenz
Absorptionsmessung Sambrook et al., 1989
Ethidiumbromidfarbung von DNA Sambrook et al., 1989

Gelelektrophorese von Proteinen (denaturierend) Laemmli, 1970
Proteinmengenbestimmung Bradford, 1976
Plasmidpraparation aus E. coli Sambrook et al., 1989

Sequenzierung nach der Kettenabbruchmethode Sanger et al., 1977
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2.3.2 Anzucht von Bakterien

Anzucht von E. coli

Soweit nicht anders angegeben, wurde E. coli in LB-Medium bei 37°C und 200 U min™ in
Reagenzglasern oder Schikanekolben angezogen. Beimpft wurde von frischen
Vereinzelungsplatten bzw. aus Ubernachtkulturen. Das Wachstum verfolgte man durch

Messung der optischen Dichte bei A = 600 nm (Hames, 2008).

Herstellung kompetenter E. coli-Zellen

Eine Ubernachtkultur in 4 ml bzw. 10 ml LB-Medium wurde bei 37°C angezogen, um am
nachsten Tag eine Kultur (250 ml SOB-Medium) mit 250 ul (bei E. coli DH5a und BTH101)
bzw. mit 8 ml (bei E. coli XL1 blue) anzuimpfen. Diese Hauptkultur wurde fir 20-24 h bei
18°C bis zu einer ODggp = 0,5-0,9 bei 200 U min angezogen. Die Zellen wurden fiir 10 min
auf Eis gestellt und anschlieBend fir 10 min mit 5000 U min™ bei 4°C zentrifugiert. Das
Pellet wurde in 80 ml eiskaltem TB-Puffer resuspendiert und fir 10 min auf Eis gestellt. Im
Anschluss wurden die Zellen erneut zentrifugiert (10 min, 5000 U min™, 4°C) und in 20 ml
TB-Puffer resuspendiert. Vorsichtig gab man 1,4 ml DMSO hinzu, bevor Aliquots von 200

ul in flissigem Stickstoff eingefroren und bei -70°C eingelagert wurden.

Transformation von E. coli

Die kompetenten Zellen wurden auf Eis aufgetaut. Es wurden 200 pl der Zellsuspension
zu 10-100 ng DNA gegeben und der Ansatz fiir 30 min auf Eis gestellt. Danach wurde das
Reaktionsgefdll 1 min auf 42°C erwdrmt, fir 5 min auf Eis gestellt und nach Zugabe von
900 pl LB-Medium fir 1 h bei 37°C im Brutraum inkubiert. Von den
Transformationsansatzen wurden jeweils 100 pl und der abzentrifugierte Rest auf LB-
Selektionsplatten (mit Ampicillin oder Kanamycin) ausplattiert. Das Bebriiten der Platten

erfolgte Gber Nacht bei 37°C (Hames, 2008).
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Anzucht von M. pneumoniae und M. genitalium

Zu 100 ml MP-Medium wurde 1 ml aus einer Stammkultur hinzugegeben und in 150 cm’
Zellkulturflaschen bei 37°C inkubiert. Bei Wachstumskurven wurde definiert mit 2,5 mg
Nassgewicht angeimpft. Die Kulturen wuchsen 48 h, 96 h oder 144 h. Mutanten wurden
mit einer Endkonzentration von 160 pg/ml Gentamyzin inkubiert. Das gleiche Verfahren
fand fir M. genitalium mit SP4 Anwendung. Mutanten dieses Organismus wurden mit 2

ug/ml Tetrazyklin selektiert.

Stammhaltung von M. pneumoniae und M. genitalium

Der Uberstand einer 100 ml Kultur wurde nach 96 h Inkubation bei 37°C weggeschiittet.
Anschliefend gab man 20 ml frisches MP-Medium auf die Zellen und schabte diese von der
Oberflache der Zellkulturflasche. Je 10 ml dieser Suspension wurden in sterile
Vorkulturréhrchen gegeben und bei — 70°C weggefroren (Hames, 2008). Das gleiche

Verfahren wurde fiir M. genitalium mit SP4 angewendet.

Nassgewichtbestimmung von M. pneumoniae Kulturen

Der Uberstand von 100 ml Kulturen wurde aus der Kulturflasche abgegossen und die
adharierten Zellen wurden zweimal mit 1 x PBS-Puffer gewaschen. AnschlieRend folgte
die Abschabung der Zellen mit Hilfe eines Zellspatels und 1,5 ml 1 x PBS. Die Zellen
wurden mit einer Pasteurpipette in ein zuvor abgewogenes EppendorfgefaR Gberflihrt
und abzentrifugiert (10000 x g, 4°C). Der Uberstand wurde vollstindig mit der Pipette
abgenommen und das Pellet in dem EppendorfgefaR auf der Feinwaage abgewogen. Das
Nassgewicht ergab sich aus der Differenz der Gewichte des Eppendorfgefdlles mit und
ohne Zellen. Zum Erstellen einer Wachstumskurve wurde das Nassgewicht jeweils einer

100 ml Kultur nach 2, 4, 6 und 8 Tagen bestimmt (Hames, 2008).

Transformation von Mycoplasma Zellen via Elektroporation

Von M. pneumoniae und M. genitalium wurden 100 ml Kulturen zweimal mit
Elektroporationspuffer gewaschen und anschlieBend in 1,5 ml des eiskalten Puffers
geschabt. Sie wurden 5 min bei 10.000 rpm und 4°C abzentrifugiert. Das Pellet wurde in

150 ul kaltem Puffer resuspendiert. Zur Elektroporation mischte man 50 ul
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Zellsuspension, 10 pg Plasmid DNA und 1 ul Hefe tRNA und fillte auf 80 pl mit Puffer auf.
AnschlieBend wurde das Gemisch in einer Elektroporationskiivette (Biorad ¢ = 0.2 cm) 15
min auf Eis inkubiert. Die Elektroporation erfolgte bei 2.5 kV, 25 uF und 100 Q. Danach
folgte ein weiterer Inkubationsschritt fir 15 min auf Eis. Die Zellen wurden 5 min bei
4.500 rpm abzentrifugiert. Mittels einer Kanile (¢ = 0.55 mm) wurde eine
Verdiinnungsreihe in dem entsprechenden Medium angefertigt. Anschlielend wurden
von jeder Verdiinnung 200 pl auf Platten des entsprechenden Mediums mit dem
gewiinschten Antibiotikum ausplattiert und tber 14 Tage bei 37 °C und 5% CO, (nur M.

genitalium) inkubiert.

Elektroporationspuffer (1l): 191¢g HEPES
93.11¢g Sucrose
ad. 11 deion. H,O

pH 7.4

Anzucht von Hela-Zellen

Der Uberstand einer konfluent bewachsenen 25 ml Kultur nahm man nach 4 Tagen
Inkubation bei 37°C und 5 % CO, mit einer sterilen Pasteurpipette ab. Nach der Zugabe von
5 ml frischem DMEM-Medium (mit 10% FBS) wurden die adhdarierten Zellen mit dem
Zellschaber abgeschabt. Die Hela-Zellen wurden in einem spitzen 50 ml Falcon tube bei
1400 Upm fiir 5 min abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 2 ml frischem DMEM-Medium
aufgenommen und die Zellen hat man durch Resuspendieren vereinzelt. Man gab 100 -
200 pl der Zellsuspension in eine Kulturflasche mit 25 ml frischem DMEM-Medium. Die
Inkubation erfolgte wieder fiir 4 Tage bei 37°C und 5 % CO, (Hames 2008).

Zellzahlbestimmung von Hela-Zellen

Eine Neubauer Zahlkammer (Tiefe 0,1 mm, Flache 0,0025 mm?) diente zur Bestimmung
der Zellzahl. Hierzu wurden 10 pl der Zellsuspension mit 10 pul Trypanblau vermischt und
10 pl dieser Losung zwischen Deckglas und Kammer pipettiert. Das Trypanblau ermoglicht
das Unterscheiden zwischen lebenden und toten Zellen, da diese blau angefarbt werden.

Ausgezahlt wurden nur lebende Zellen; dafir wurden immer 4 GroRquadrate a 16
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Quadraten verwendet. Die Zellzahl pro ml Zellsuspension hat man aus dem Mittelwert
der ausgezahlten Zellen pro GroRquadrat berechnet und mit dem Verdinnungsfaktor 2

und dem Volumenfaktor 1 x 10* multipliziert (Hames, 2008).

2.3.3 Genetische Methoden

Praparation chromosomaler DNA aus M. pneumoniae

Der Uberstand einer 100 ml M. pneumoniae Kultur wurde abgenommen und die Zellen hat
man dreimal mit 1 x PBS gewaschen. Das Abschaben der Zellen erfolgte mit 1,5 ml 1x PBS.
AnschlieBend wurden die Zellen in einem Eppendorfgefall abzentrifugiert (10000 x g, 5
min, 4°C). Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 750 pl 50 mM Tris-HCI pH 8,0
und 25 mM EDTA resuspendiert. Nach der Zugabe von 19 ul RNaseA (1 mg/ml) sind die
Zellen fur 15 Minuten bei 37°C inkubiert worden. Dann wurden 50 pl Proteinase K (25
mg/ml) und 75 ml 10% SDS hinzugegeben und der Ansatz wurde erneut fir die Dauer von
2 h bei 50°C inkubiert. Nach der Zugabe von 300 pl 5 M NaCl wurde der Ansatz gemischt
und fir 5 Minuten auf Eis gestellt. Die Suspension wurde dann fiir 25 Minuten bei 10000 x
g (4°C) zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit 1 ml eiskaltem Isopropanol gemischt und
Uber Nacht bei - 20°C gelagert. Die Losung wurde am néachsten Tag fiir 15 Minuten bei
10000 x g (4°C) abzentrifugiert, das Pellet mit 500 pl 70% Ethanol gewaschen und wieder
zentrifugiert (10000 x g, 15 min, 4°C). Das Pellet wurde bei RT unter der Sterilbank

getrocknet. AnschlieBend I6ste man die DNA in 300 pl sterilem H,O (Hames, 2008).

Bestimmung der DNA/RNA Konzentration

DNA- oder RNA-Konzentrationen wurden mittels NanoDrop 1000 Spektrophotometer
(Peglab, Erlangen, Deutschland) bestimmt. Dazu gab man 1-2 ul der Lésung auf die

Messplatte des Photometers und maR die Absorption bei 260 nm.

DNA-Gelelektrophorese
Die  GroRenbestimmung und die praparative  Auftrennung  von DNA-
Restriktionsfragmenten erfolgte durch eine Gelelektrophorese mit 1%-igen Agarosegelen.

Die Proben wurden mit DNA-Farbmarker versetzt und auf das Gel aufgetragen. Der Gellauf
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erfolgte bei 100-150 V, bis die Bromphenolblaubande das untere Drittel des Gels erreicht
hatte. Danach wurden die Gele in einer Ethidiumbromid-haltigen Losung (0,5 pg/ml) 10
min gefarbt, kurz in Wasser entfarbt und anschlieBend unter UV-Licht (254 nm)
fotografiert. Zur Abschatzung der GroRe von DNA-Fragmenten verwendete man EcoRI und
Hindlll verdaute A-DNA. Bei A = 366 nm konnte praparativ verdaute DNA aus Gelen
ausgeschnitten und mit Hilfe des Gelextraktionskits von Qiagen nach Anleitung des

Herstellers eluiert werden (Hames, 2008).

Southern Blot

Die chromosomale DNA wurde mit einem oder zwei Restriktionsenzymen (iber Nacht bei
37°C verdaut. Am nachsten Tag konnten die verdaute DNA sowie ein DIG-markierter DNA-
Marker (DNA molecular weight marker 11l DIG-labeled, Roche) auf ein 1%-iges Agarosegel
aufgetragen werden. Nach dem Gellauf wurde das Gel in einer Ethidiumbromid-haltigen
Losung gefarbt, in Wasser entfarbt und unter UV-Licht fotografiert.

Der Transfer der DNA auf eine positiv geladene Nylonmembran erfolgte mittels einer

™
Vakuum-Blot-Anlage (VacuGene Xl). Die positiv geladene Nylonmembran (Roche) mit

einer GroRe von 12 x 11 cm wurde zunachst mit sterilem deion. Wasser getrankt.
Anschliefend musste die Membran moglichst luftblasenfrei auf die gut mit deion. Wasser
durchfeuchtete, pordse Tragerplatte aufgelegt werden. Eine Plastikmaske diente zur
Abdichtung des Blots und das Agarosegel legte man luftdicht abschlieRend auf die
Membran und die Plastikmaske. Ein Vakuum von 80 mbar wurde an die Vakuum-Kammer
angelegt und das Gel nacheinander mit den folgenden Losungen Uberschichtet:

1. Depurinisierungspuffer 15 min

2. Denaturierungspuffer 20 min

3. Neutralisierungspuffer 20 min

4.20 x SSPE 4-5 h

Beim Wechsel der Losungen wurden Reste der vorherigen Losung durch Abkippen
entfernt. Die DNA fixierte man mittels UV-Licht (90 sek) an der Membran. Bis zur
Hybridisierung wurde die Membran bei RT trocken und vor Staub geschiitzt gelagert

(Hames, 2008).
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Hybridisierung membrangebundener DNA mit DIG-markierten RNA-Sonden

Die Nylonmembran, die die UV-fixierte DNA tragt, wurde mit 20 ml
Prahybridisierungslosung in Hybridisierungsréhrchen transferiert und bei 68°C eine Stunde
im Hybridisierungsofen inkubiert. AnschlieBend wurde die Prahybridisierungslosung durch
die Sonde ersetzt. Die Hybridisierung erfolgte UN bei 68°C. Am nichsten Tag konnte die
Sonde entfernt und bis zum weiteren Gebrauch bei — 20°C aufbewahrt werden. Die
Membran wurde zweimal fir 15 min bei RT in 50 ml 2 x SSC und 0,1% SDS Waschlésung
sowie zweimal 15 min bei 68°C in 50 ml 0,1 x SSC und 0,1% SDS Waschldsung inkubiert, um
unspezifisch gebundene RNA-Sonden zu entfernen. AnschlieBend konnte die Membran zur

Detektion der DIG-markierten DNA-RNA Hybride eingesetzt werden (Hames, 2008).

Detektion von DNA-RNA-Hybriden

Der Nachweis der DNA schloss sich direkt an die Hybridisierung an. Zunachst wurde die
Membran fir 5 min in 1 x Puffer |, danach fiir weitere 30 min in Puffer Il inkubiert. Es
folgte die Detektion der hybridisierten Sonden mittels Anti-DIG-Antikorper gekoppelt mit
Alkalischer Phosphatase (30 min), die im Verhaltnis 1:10000 in Puffer Il gel6st waren.
AnschlieBend wurde die Membran dreimal 10 min in Puffer | und danach 5 min in Puffer llI
gewaschen. Im letzten Schritt wurde die Membran zwischen eine Klarsichtfolie gelegt und
mit 1 ml Puffer lll, der 5 pl des Substrats CDP* enthielt, 5 min im Dunkeln inkubiert. Nach
Uberfilhrung der Membran in eine frische Folie wurde diese sofort in die
Belichtungskassette gelegt. AbschlieBend erfolgte die Belichtung von Filmen, wobei je
nach Bandenintensitdt unterschiedliche Belichtungszeiten (15 - 45 min) angewandt
werden mussten. Dabei wurde die Chemilumineszenz detektiert, die bei der
enzymatischen Spaltung von CDP* durch die Alkalische Phosphatase entsteht (Hames,

2008).

Restriktion und Ligation von DNA
Die Restriktionen mit Endonukleasen wurden in den vom Hersteller empfohlenen Puffern
durchgefiihrt. Die Ligation von DNA-Fragmenten wurde mit T4-DNA-Ligase unter

Verwendung des vom Hersteller mitgelieferten Puffers durchgefihrt. Es wurden zwischen



26 Material und Methoden

10 und 100 ng Vektor-DNA und ein fiinffacher Uberschuss an Fragment eingesetzt. Die

Ligationsreaktion erfolgte fiir 1 h bei Raumtemperatur (Hames, 2008).

Dephosphorylierung von DNA

Die Dephosphorylierung des 5°-Endes von DNA-Fragmenten wurde mit Hilfe von Calf-
Intestinal Alkalischer Phosphatase (CIAP) unter Einsatz des vom Hersteller mitgelieferten
Puffers durchgefiihrt. Einem Ansatz mit einer DNA-Endkonzentration von ca. 3-10 ng/ul
setzte man 1 pul CIAP (1000 Units/ul) zu. AnschlieBend wurde 30 min bei 37°C inkubiert und
danach erneut 1 pl CIAP zugegeben. Es erfolgte eine weitere Inkubation bei 37°C fiir 30
min. AnschlieBend wurde das Enzym 30 min bei 65°C hitzeinaktiviert. Danach konnte der

Ansatz direkt flr eine Ligation verwendet werden (Hames, 2008).
Polymerasekettenreaktion (PCR)
Die Polymerasekettenreaktion erfolgte stets mit chromosomaler DNA oder zirkularer

Plasmid-DNA als Matrize.

Reaktionsansatz fiir die Pfu-Polymerase (100 ul) :

1 pl Primer forward (100 uM)
1 pl Primer reverse complement (100 uM)
3 pl Matrizen-DNA (ca. 100 ng)

10 pl 10 x Pfu-Polymerase Puffer

-1
1 ul Pfu-Polymerase (2,5 U ul )

-1
4 pl dNTPs (12,5 pmol ml )

80 pl deionisiertes Wasser

Reaktionsansatz fiir die Tag-Polymerase (100 ul):

1 pl Primer forward (100 uM)

1 pl Primer reverse complement (100 uM)
3 pl Matrizen-DNA (ca. 100 ng)

10 ul 10 x Tag-Polymerase Puffer

10 ul 10 x MgCl,
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1 ul Tag-Polymerase (5 U ul_ )

1

1
4 pl dNTPs (12,5 pmol ml )

70 pl deionisiertes Wasser

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

durchgefiihrt:

Reaktion Temperatur Dauer der Reaktion Anzahl der
Zyklen

Vorlauf 95°C 5 min 1

Denaturierung 95°C 1 min 30

Anlagerung 49-60°C 1 min

Elongation 72°C 1-4 min

(Hames, 2008)

Long-Flanking-Homology PCR (LFH-PCR)

Die Long Flanking Homology (LFH)-PCR dient der Herstellung linearer DNA-Fragmente zur
Konstruktion von Deletionsmutanten mittels sogenannter Allelic-Replacement-
Mutagenese. Die Herstellung einer hprK-Deletionsmutante ist in Abb. 2.1. schematisch
dargestellt. Fir die Konstruktion einer hprK-Deletionsmutante von M. genitalium wurde
zunachst eine Tetrazyklin-Resistenzkassette vom Vektor pMT85 amplifiziert mittels der
Primer AS36/37. Des Weiteren wurden zwei Primerpaare abgeleitet, mit denen die
flankierenden Bereiche des hprKk-Gens amplifiziert werden konnten (AS32/33 fir das
upstream-Fragment und AS34/AS35 fir das downstream-Fragment). Diese Fragmente mit
einer GréBe von ca. 1000 bp mussten so gewdhlt werden, dass die Expression der
angrenzenden Gene nicht beeinflusst wurde. An das strangaufwarts und an das
strangabwarts liegende DNA-Fragment wurde mit dem reverse Primer bzw. forward
Primer jeweils eine 25 Nukleotide lange Sequenz angehadngt. Diese Sequenz ist
komplementar zum 5°- bzw. 3’-Ende der Resistenzkassette. Die PCR-Fragmente wurden
mit dem QIAquick PCR Purification Kit aufgereinigt. In einer zweiten PCR wurden die
strangaufwarts und strangabwarts liegenden DNA-Fragmente und die Resistenzkassette
Uber die 25 Nukleotide lange Sequenz miteinander verbunden und amplifiziert. Die

eingesetzte DNA-Menge des oberen und unteren Fragmentes betrug jeweils 150 ng, die
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der Resistenzkassette etwa 300 ng. Die Amplifikation der einzelnen Fragmente erfolgte mit
Hilfe der Phusion-DNA-Polymerase (NEB). Zur Elektroporation wurde das PCR-Produkt
mittels QlAquick PCR Purification Kit aufgereinigt (nach Diethmaier, 2008).

mge084 | hprK | Igt |

| | Tet-Marker | |

Upstream-Fragment Downstream-Fragment

Abb. 2.1.: Konstruktion einer hprK-Deletionsmutante mit Hilfe der LFH-PCR. Durch doppelt
homologe Rekombination sollte das hprK-Gen durch eine Resistenzkassette ersetzt werden.

Isolierung von M. pneumoniae Transposonmutanten

Die Isolierung der Transposonmutanten erfolgte aus einer Transposonmutantenbank mit
Hilfe der sogenannten Haystack-Methode (Halbedel et al., 2006). Die Pools der
Mutantenbank wurden verwendet, um Mutanten zu finden, in denen ein bestimmtes Gen
durch ein Transposon unterbrochen wurde. Dazu wurde eine PCR durchgefiihrt mit einem
Primer, der sich in dem vorderen Bereich des Genes und einem reversen Primer, der sich
in dem vorderen Bereich des Transposons anlagert. Ein PCR-Produkt in einem der Pools
gab einen Hinweis darauf, dass hier eine Mutante enthalten sein kdnnte. Die PCR wurde
dann noch einmal mit jedem Klon dieses Pools durchgefiihrt und der Klon, der ein PCR-
Produkt lieferte, konnte isoliert und in flissigem Medium angezogen werden. Die
Uberpriifung der Mutante auf ihre Reinheit fand mit einem Southern Blot statt (Hames,

2008).

Losungen fiir das Arbeiten mit DNA

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

fir DNA-Gelelektrophorese
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Denaturierungspuffer 1,5 M NaCl

0,5 M NaOH

ad. 1 | mit deion.Wasser

Depurinisierungslosung 250 mM HCI
DNA-Probenpuffer 5 x 5 ml Glyzerin
fir DNA-Gelelektrophorese 200 pl 50 x TAE

10 mg Bromphenolblau 10 mg Xylencyanol

4,5 ml deion. Wasser

OB-Medium (1 1): 20 g Trypton
5 g Hefeextrakt
0,584 g NaCl
0,188 g KCI
ad. 1 | deion. H,0
10 ml 1 M MgCl, einzeln autoklaviert

10 ml 1 M MgSO, einzeln autoklaviert

TB-Puffer (500 ml): (pH 6,7) 1,51 g PIPES
1,1 g CaCl, x H,0
9,32 g KCl
ad. 472,5 ml deion. H,0

27,5 ml 1 M MnCI2 einzeln autoklaviert
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MMR-Puffer:

Neutralisierungspuffer:

PBS 10x:

TAE-Puffer 50 x

fiir DNA-Gelelektrophorese

2.3.4 Arbeiten mit RNA

Isolation von RNA aus Mycoplasmen

20 mM Tris-HCl pH 8,5

3mM MgCI2

50 mM KCI

0,5 mM NAD

1 M Tris-HCI pH 7,5
1,5 M Nacl

ad. 1 | mit deion. Wasser

2 g KCl

2gKH PO,

14,24 g Na HPO x2H O
2 4 2

80 g NaCl

ad. 1 | mit deion. Wasser

auf pH 7,4 einstellen

242 g Tris
57,1 ml Essigsaure
100 ml 0,5 M EDTA pH 8,0

ad. 1l mit deion. Wasser

Zur Isolation von RNA aus Mycoplasmen diente das Qiagen Kit RNeasy® Midi Kit. Das

Protokoll wurde jedoch modifiziert: Bei 4 Tage alten Kulturen wurde das Medium

abgegossen und die Zellen wurden 2x mit PBS gewaschen. AnschlieBend erfolgte das
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Abschaben der Zellen in 2ml RLT Puffer und das Wiederholen des Schrittes mit 3 ml. 5 ml
unvergallter EtOH (96%) wurden unter Vortexen langsam hinzugetropft. Anschliefend
wurde eine Sdule aus dem Kit mit max. 4 ml beladen und bis 4000 rpm anzentrifugiert.
Dieser Schritt wurde wiederholt, bis die gesamte Losung aufgetragen war, der Durchfluss
wurde verworfen. AnschlieBend wurden 4 ml RW1 Puffer auf die Sdule gegeben und bis
4000 rpm/min anzentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen. Es folgten zwei
Waschschritte mit jeweils 2,5 ml RPE Puffer. Daraufhin wurde die Saule in ein neues
Falcontube Uberfihrt. Es wurden 400ul RNase-freies Wasser auf die Saule gegeben und
diese fir 1 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend wurde 5 min
zentrifugiert. Dieser Schritt wurde mit dem Durchfluss wiederholt und die RNA wurde mit
Falllosung UN bei -80°C gefillt. Am nichsten Tag wurde die RNA 30 min bei 13.000
rpm/min abzentrifugiert, mit 70%igem EtOH gewaschen, getrocknet und in 50 pl RNase-

freiem Wasser fir 1h bei 37°C gel6st. (Hames, 2008)

In-vitro Transkription zur Herstellung von RNA-Sonden

Als Matrize fur die Herstellung von Digoxigenin-markierten Transkripten dienten PCR-
Produkte (als template-DNA fir die PCR wurde genomische DNA von M. pneumoniae
M129 eingesetzt), welche ca. 500 bis 800 bp lange interne Bereiche der interessierenden
Gene abdeckten. Durch entsprechendes Primerdesign besalRen diese PCR-Produkte am 5'-
Ende des nicht-kodierenden Stranges eine Erkennungsstelle fiir die T7-RNA-Polymerase.
Dadurch war die synthetische Herstellung von antisense-Transkripten moglich.

Folgende Komponenten wurden dazu auf Eis in einem Eppendorf-Reaktionsgefald

zusammen pipettiert:

-1 ug DNA

-2 ul 10 x DIG RNA labeling Mix (Roche Diagnostics)
- 2 ul 10 x Transkritionspuffer

- Ad. 18 pl steriles deionisiertes Wasser

- 2 ul T7-RNA-Polymerase (Roche Diagnostics)

- 1 pl RNAse Inhibitor (Amersham)
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Die in-vitro-Transkription erfolgte wahrend einer zweistiindigen Inkubation bei 37°C. Die
Reaktion wurde nach Ablauf der Inkubationszeit durch Zugabe von 1 ul 0,5 M EDTA pH 8,0
abgestoppt und die markierte RNA-Sonde durch Zugabe von 2,5 ul 4 M LiCl und 75 pl
eiskaltem 96% (v/v) Ethanol UN bei -20°C prazipitiert. Durch Zentrifugation (10000 x g, 4°C,
15 min) wurde die markierte RNA pelletiert und der Uberstand konnte abgenommen
werden. Das gewonnene Pellet wurde mit 50 pl eiskaltem 70% (v/v) Ethanol gewaschen.
Nach Zentrifugation fiir 15 min bei 4°C und 10000 x g wurde der Uberstand abgenommen
und das restliche Ethanol bei RT abgedampft. Das erhaltene Pellet wurde in 100 pl sterilem
deionisiertem Wasser durch Inkubation fir 30 min bei 37°C nach Zugabe von 1 ul RNAse
Inhibitor gelost und die so hergestellte Sondenstammlésung bei — 80°C aufbewahrt

(Hames, 2008).

RNA-Slot-Blot

Zur Uberpriifung von Expressionsleveln wurde RNA in einer Verdiinnungsreihe auf eine
positiv geladene Nylonmembran geblottet. Dazu wurden 0,25 ug, 0,5 pug, 1 pg und 2 ug
RNA jeder zu untersuchenden Probe mit 10x SSC Puffer auf ein Gesamtvolumen von 100
ul aufgefiillt und in jeweils einen Slot der Apparatur gegeben. Als Negativ- und
Positivkontrolle dienten Hefe tRNA und chromosomale DNA von M. pneumoniae. Ein
Vakuum von 80-100 mbar wurde angelegt und es wurde geblottet, bis die gesamte
Flissigkeit die Membran passiert hatte. AnschlieRend wurde der Blot auf Whatman
Papier getrocknet und die Membran fir 90 sek mit der RNA-Seite zum UV-Licht
kreuzvernetzt. Es folgte ein Inkubationsschritt fir 1 h bei 68°C in ~20 ml
Prahybridisierungslosung. Die RNA-Sonde (15 ul RNA-Sonde in 5 ml
Prahybridisierungslosung) wurde fiir 10 min gekocht und kurz auf Eis abgekiihlt. Die
Membran wurde in der Sondenlésung UN bei 68°C inkubiert. Am nichsten Tag wurde die
Membran erst zweimal in Puffer P1 flr 10 min bei Raumtemperatur gewaschen. Darauf
folgten zwei Waschschritte in Puffer P2 fir 15 min bei 68°C. AnschlieRend wurde die
Membran 5 min in 1x DigP1 Puffer bei Raumtemperatur und 30 min in Puffer Px (1x
DigP1 und 1% Blocking Reagenz) ebenfalls bei Raumtemperatur gewaschen. Der Anti-
Digoxigenin Antikorper (5 ul) wurde mit 5 ml 10x Blocking Reagenz und 45 ml 1x DigP1
Puffer gemischt und die Membran darin fir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert.

AnschlieBend wurde die Membran dreimal fir jeweils 10 min in 1x DigP1 Puffer und
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einmal 10 min in Puffer 2 gewaschen. Diese Schritte erfolgten ebenfalls bei
Raumtemperatur. AbschlieRend wurden 10 ul CDP-star®-Chemolumineszenz Substrat in
1 ml Puffer P3 gegeben und auf der Membran verteilt. Die Detektion erfolgte in einem

Chemolumineszenz Imager (Intas, Gottingen, Deutschland)

Losungen fiir das Arbeiten mit RNA

Natriumacetat 3M, pH 5.2 0.246 g Natriumacetat

ad. 1 ml deion. H,0

SSC, 20x, pH 7.0 1753¢g NaCl

88 g  Tri-Sodium Zitrat
dehydrat

ad. 11 deion. H,O

pH 7.0

Prahybridisierungs-Losung 200 ml Formamid
100 ml 20x SSC Puffer
4 ml 10% N-Laurosylsarcosin
8¢g Blocking Reagenz
28g  SDS

ad. 400 ml deion. H,O

P1 Puffer 100 ml 20x SSC
10 ml 10% SDS

add. 11 deion. H,O

P2 Puffer 5ml 20x SSC
10 ml 10% SDS

add. 11 deion. H,0
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P3 Puffer 12.1g Tris
58¢g NacCl
add. 11 deion. H,0

adjust pH 9.5

DigP1 Puffer, 5x 58.04 g Maleinsdure
43.83g  NaCl
add. 11 deion. H,0

pH 9.5

Blocking Reagenz, 10% 5g Blocking Reagenz

add. 50 ml 1x DigP1 Puffer

Losungen fiir RNA Praparation

RLT Puffer (1ml): 10ul R-Mercaptoethanol
Ad. 1ml RLT-Buffer Qiagen

Falllésung (auf 400l Eluat): 40 pl 3M Natriumacetat pH 5,2
1000 ul Ethanol (96%, eiskalt)

2.3.5 Arbeiten mit Proteinen

Uberproduktion von Proteinen

Zur Uberexpression von Proteinen wurden 800 ml LB/Ampicillin-Medium mit 20 ml einer
Ubernachtkultur von einem E. coli-Stamm, der das entsprechende Uberexpressionsplasmid
trug, angeimpft und bei 37°C geschiittelt. Bei einer ODggo von 0,8 wurde die Expression mit

1 mM IPTG induziert. Zur Uberpriifung der Uberproduktion wurde vor der Induktion und
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vor der Zellernte je eine Probe entnommen. Die Kultur wurde 2 h nach der Induktion zur

Ernte flr 10 min bei 9000 x g abzentrifugiert.

Aufreinigung liber Strep-Tactin-Sepharose® Sadule

Die Uberexpression und der Zellaufschluss mittels French Press bzw. One Shot wurden,
wie oben beschrieben, durchgefiihrt. Flir die Aufreinigung des Proteins wurde eine Strep-
Tactin Sepharose® Saule (IBA) mit einem Matrixvolumen von 1ml verwendet. Diese Matrix
bindet spezifisch eine Sequenz von acht Aminosduren (WSHPQFEK). Die Bindung kann
durch eine Verdrangungsreaktion mit D-Desthiobiotin wieder aufgehoben werden.
Dadurch kénnen Proteine, die mit dieser Aminosauresequenz versehen sind, aus einem
Proteingemisch isoliert werden. Zuerst wurde die Sdule mit 5 ml Puffer W &quilibriert.
Dann konnte die S3dule mit 10 ml Proteinrohextrakt beladen werden. Zum Waschen der
Saule wurden 4 mal 1,5 ml Puffer W verwendet. Das gebundene Protein konnte dann mit 3
ml Puffer E in Fraktionen von je 500 pl eluiert werden. Die bei der Elution erhaltenen

Fraktionen wurden, wie oben beschrieben, Gberpriift (Hibner, 2008).

Dialyse von Proteinen

Bei der Aufreinigung eines Proteins liber eine N-terminale Hexahistidin-Sequenz oder
Strep-tag-Sequenz ist zum Abldsen des an die Sdule gebundenen Proteins Imidazol bzw.
Desthiobiotin notwendig, welches weitere Versuche mit dem aufgereinigten Protein
negativ beeinflussen kann. Um das Imidazol bzw. das Desthiobiotin aus der
Proteinpraparation zu entfernen, wurden die Elutionsfraktionen in einem Dialyseschlauch
(AusschlussgroRe: 12-14 kDa) gegen 1 x ZAP bzw. Dialyse-Puffer dialysiert. Die Dialyse
wurde zweimal fiir 24 h bei 4°C durchgefiihrt. Das Volumen des Dialysepuffers betrug das

1000-fache der zu dialysierenden Proteinldsung (Hibner, 2008).

Denaturierende Polyacrylamid-Proteingelelektrophorese

Denaturierende Polyacrylamid-Gele wurden nach der Methode von Laemmli et al., 1970,

hergestellt. Die Gele bestehen aus Trenn- und Sammelgel und wurden mit einer Dicke von
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1 mm gegossen. Die Proben wurden mit SDS-Probenpuffer (2x) versetzt und vor der
Auftrennung 10 min auf 95°C erhitzt. Die Gelldufe erfolgen bei 100 V. Bei der Hoefer SE-
400-Apparatur erfolgte der Gellauf entweder im Sammelgel bei maximal 90 V und im
Trenngel bei maximal 180 V oder Uber Nacht bei 45 V. Die Elektrophorese wurde

beendet, wenn das Bromphenolblau den unteren Gelrand erreicht hatte.

Coomassiefarbung von Polyacrylamid-Gelen

Die zu farbenden Polyacrylamid-Gele wurden zunachst flir 15 min in Fixierlosung
inkubiert. Daraufhin wurden sie flir 5 min in Coomassie-Farbelésung gefarbt und
anschlielend in der Entfarbeldsung entfdarbt, bis ein optimaler Kontrast zwischen
Proteinbanden und Gelhintergrund erreicht war. Die Durchfiihrung aller Schritte erolgte

unter leichtem Schtteln.

Herstellung von Proteinextrakten aus Mycoplasma pneumoniae

Zellen aus einer 100 ml Kultur wurden zweimal mit 1 x PBS gewaschen. AnschlieRend gab
man 1,5 ml 1 x PBS zu den Zellen und |6ste diese mit Hilfe eines Zellschabers vom Boden
der Zellkulturflasche ab. Die Zellen wurden in ein 2 ml Eppendorfgefald Gberflihrt und fir
4 min bei 16000 x g (4°C) abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 500 pl 10 mM Tris/HC| pH
7,5, 600 mM NaCl resuspendiert. Die Zellen wurden mit der Ultraschallsonde
aufgeschlossen (3 x 10 s, 4°C, 50 W) und die Zelltrimmer wurden abzentrifugiert (10 min,

16000 x g, 4°C) (Hames, 2008).

Western-Blot

Der Transfer von Proteinen auf die PVDF-Membran erfolgte in einer Semi-Dry Blot
Apparatur. Die PVDF-Membran wurde kurz in Methanol (100%) aktiviert und anschlieBend
flr 5 min in Transferpuffer dquilibriert. Nach einem einstiindigen Transfer bei 0,8 mA/cm’
schwenkte man die PVDF-Membran (ber Nacht in Blotto, um unspezifische
Bindungsstellen zu blockieren. Der GlpK-Antikorper wurde 1:1000 in Blotto verdinnt
eingesetzt und fir 3 h mit der PVDF-Membran inkubiert. Nach drei Waschschritten von je

30 min mit Blotto erfolgte die Inkubation mit dem sekundaren Antikoérper (Anti-Kaninchen

IgG, Alkalische Phosphatase gekoppelt), der 1:100000 in Blotto verdiinnt zum Einsatz kam.
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Nach drei weiteren 30-minitigen Waschschritten mit Blotto wurde die Membran in deion.
Wasser gespllt und anschlieBend zur Erhéhung des pH-Wertes 5 min in Puffer Ill inkubiert.
Der Nachweis der Proteine erfolgte unter Verwendung des Chemilumineszenz-Substrates
CDP* (1:100 verdinnt in Puffer lll). Das Chemilumineszenz-System ChemiSmart (peqlab)

wurde zur Dokumentation der Signale verwendet (Hames, 2008).

Losungen zum Arbeiten mit Proteinen

Blotto fiir Western-Blot

Entfirbelosung

fiir Proteingelelektrophorese

Fixierlosung

fur Proteingelelektrophorese

Proteinlaufpuffer 10x

fir SDS-PAGE

Puffer Il fiir Western-Blot

100 ml 10 x TBS
25 g Magermilchpulver
1 ml Tween 20

ad. 1000 ml mit deion. Wasser

10% Essigsaure

10% Essigsaure

25% Methanol

1,92 M Glyzerin
0,5 M Tris

10% SDS

0,1 M Tris
0,1 M NacCl
ad. 1 | mit deion. Wasser

pH 9,5 mit HCl eingestellt
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Puffer E

Puffer R

Puffer W

Probenpuffer 5 x fiir native

Proteingelelektrophorese

Sammelgel fiir denaturierende

Proteingelelektrophorese

100 mM Tris-HCl pH 8,0
150 mM NacCl
1 mM EDTA

2,5 mM Desthiobiotin

100 mM Tris-HCI pH 8,0
150 mM NacCl
1 mM EDTA

1 mM HABA

100 mM Tris-HCI pH 8,0
150 mM NaCl

1 mM EDTA

50% Glyzerin

0,25% Bromphenolblau

1,3 ml 30% Acrylamid-Bisacrylamid (37,5:1)
0,87 ml 1,5 M Tris-HCl pH 6,8

6,83 ml deion. Wasser

50 pl 20% SDS

100 pl 10% APS

20 ul TEMED
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SDS-Probenpuffer 2 x fiir
denaturierende

Proteingelelektrophorese

TBS 10 x

Trenngel (12%) fiir denaturierende

Proteingelelektrophorese

Transferpuffer fiir Westernblot auf

PVDF-Membran

1,4 ml 1 M Tris-HCl pH 7,0

3 ml Glyzerin

2 ml 20% SDS

1,6 ml 100% B-Mercaptoethanol
0,01 g Bromphenolblau

2 ml deion. Wasser

60 g Tris
90 g NaCl
pH 7,6 mit HCI einstellen

ad 1 | mit deion. Wasser

4 ml 30% Acrylamid-Bisacrylamid (37,5:1)
2,6 ml 1,5 M Tris-HCl pH 8,8

3,3 ml deion. Wasser

50 pl 20% SDS

100 pl 10% APS

10 pl TEMED

5,1 g Tris
72,1 g Glycin
750 ml Methanol

ad 5 | mit deion. Wasser
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Waschlosung fiir 45%(v/v) Methanol

Proteingelelektrophorese 10%(v/v) Essigsaure

Zellaufschlusspuffer ZAP 10 mM Tris-HCl pH 7,5
200 mM NacCl
Dialyse-Puffer (pH7,5 bzw. pH8,5) 20 mM Tris
100 mM KCl
2 mM DTT

ad 11 deion. H20

2.3.6 Bestimmung von zyklischem di-Adenosinmonophosphat

Zur Bestimmung der intrazelluldaren c-di-AMP Konzentration wurde E. coli mit einem
Uberexpressionsvektor, der das Gen fiir die Diadenylatzyklase enthilt, transformiert. Es
erfolgte eine Induktion mit IPTG bei einer ODgg von ca. 0,5. Die Induktion lief Gber einen
Zeitraum von 3h. AnschlieRend wurden 5 ml bzw. 15 ml der Kultur abgenommen. Die
Zellsuspension wurde abzentrifugiert (20 min, 4°C, 8000 rpm) und der Uberstand
verworfen. Das Pellet wurde mit 2 x 500 pl Medium in ein 1,5 ml Schraubdeckel-
Eppendorfgefald tiberfiihrt und erneut 20 min bei 4°C und 8.000 rpm abzentrifugiert. Es
folgte ein Extraktionsschritt mit 300 ul Extraktionslosung. Das geldste Pellet wurde 15 min
auf Eis inkubiert, 10 min auf 95°C erhitzt, wieder auf Eis abgekiihlt und fiir 10 min bei 4 °C
bei 13.000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein 2 ml ReaktionsgefiR tberfiihrt.
Der Extraktionsschritt wurde zweimal mit je 200 pl Extraktionslésung wiederholt unter
Auslassung des Erhitzungsschrittes. Die Uberstinde der drei Extraktionsschritte wurden
vereinigt und UN bei -20°C gelagert. Dabei ausgefallenes Protein wurde durch erneutes
Zentrifugieren beseitigt. Der Uberstand wurde in einer SppedVac® getrocknet. Die LC-
MS/MS-Messung von c-di-GMP/c-di-AMP wurde im Massenspektrometrie-Labor fur
niedermolekulare bakterielle und eukaryotische Metabolite an der Medizinischen

Hochschule Hannover durchgefiihrt nach Spangler (Spangler et al., 2010).
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Zur Quantifizierung von c-di-GMP/AMP nach Analyse per LC-MS/MS musste eine
Proteinbestimmung aus einem Milliliter FlUssigkultur mit derjenigen OD durchgefiihrt
werden, bei der auch die Extraktion gestartet wurde. Hierflir wurde den Kulturen jeweils 1
ml entnommen und bei 13.000 rpm fiir 1 min abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 800 pl
0,1 N NaOH gelost, 15 min bei 95°C erhitzt und anschliefend fir 5 min bei 13.000 rpm

zentrifugiert. Die Proteinbestimmung wurde nach Bradford durchgefiihrt.

Die gemessenen Konzentrationen an c-di-AMP wurden in nM angegeben, daher war es
wichtig, die Konzentration auf die Proteinmenge in der Zelle zu beziehen
(Proteinbestimmung), aber auch das geerntete Probenvolumen (15ml) in die Messung mit

einzubeziehen (Diethmaier, 2011).

Zur c-di-AMP-Bestimmung in M. pneumoniae in vivo wurden Zellen fiir 4 Tage angezogen.
Es wurden 15 ODss5g — Einheiten geerntet und nach dem gleichen Verfahren wie die E. coli
Proben behandelt. Die Proteinbestimmung erfolgte mit 1ml Zellen mit einer ODss5q von 1.
Dazu schloss man die Zellen via Ultraschall auf und es erfolgte eine Proteinbestimmung

nach Bradford.

Extraktionslosung: 8 ml Acetonitril
(2/2/1) 8 ml Methanol
4 ml H,0

2.3.7 Bestimmung der H,0,-Produktion in vivo

Der Uberstand einer 100 ml Kultur wurde abgegossen und die Zellen zweimal mit Puffer

(67,6 mM HEPES pH 7,3, 140 mM NaCl, 7 mM MgCIz) gewaschen. Die adhdrierten Zellen

wurden mit 1,5 ml Puffer von der Oberflache geschabt und in ein 2 ml Eppendorfgefald
Uiberfiihrt. Es folgte eine Zentrifugation von 10 min bei 10.000 x g bei 4°C. Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet wurde noch einmal mit 1 ml Puffer gewaschen. Die
Zellen zentrifugierte man erneut fir 10 min ab. Das Pellet wurde in 4 ml Puffer
resuspendiert und 1 ml dieser Losung wurde zur Messung der Absorption bei einer

Wellenldange von 550 nm eingesetzt. Fiir die Messung der H,0,-Produktion setzte man je
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1,0 ODsso-Einheiten in einem Gesamtvolumen von 1 ml ein. Der Ansatz wurde fir 1
Stunde bei 37°C inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Zugabe von 1 pl 100 mM Glyzerin
oder Glukose. Die H,0,-Produktion wurde zum Zeitpunkt der Zugabe der
Kohlenstoffquelle gestartet (Zeitpunkt 0) und nach 1 min, 2 min, 5 min, 10 min, 20 min
und 120 min. Dabei wurden Analysestdabchen (Peroxid-Test, Merck) 1 sek in die Lésung
eingetaucht und nach 15 sek verglich man die Farbe der Reaktionszone mit dem
Farbfeld. Anhand des Farbfeldes konnte die entstandene Menge an H,0, bestimmt

werden (Hames, 2008).

2.3.8 Infektion von Hela-Zellen mit Mycoplasmen

Vorbereitung der HelLa-Zellen

Die Versuche wurden in 24 Well Titerplatten durchgefiihrt. Hierzu wurden die geernteten
Hela-Zellen zunachst mit einer Neubauer Zdahlkammer ausgezdhlt. Um die gewlinschte
Menge an Zellen pro Well (2,5 x 10%) fiir den Versuch einsetzen zu kénnen, wurde folgende

Formel verwendet:

2,5 x 10°

X ml= Zellzahl x Iml

Die berechnete Menge an Zellen wurde in die Wells pipettiert und mit frischem DMEM auf
700 pl Gesamtvolumen aufgefillt. AnschlieBend wurden die Titerplatten fiir 24 Stunden
bei 37°C und 5% CO, inkubiert. (Hames, 2008)

Infektion der HelLa-Zellen

Die M. pneumoniae Kulturen wurden fiir 96 h bei 37°C inkubiert. Der Uberstand der
Kulturen wurde abgeschiittet und die adhéarierenden Zellen dreimal mit 67,6 mM Hepes,
140 mM NacCl und 7 mM MgCl, gewaschen. Die Zellen wurden dann mit 1,5 ml von diesem
Puffer abgeschabt und bei 4°C und 10000 x g flir 5 min abzentrifugiert. Das Pellet wurde in
1 ml Puffer mit einer 0,4 x 20 mm Kandile resuspendiert. Je nach GroRe des Pellet wurde es
mit 5-8 ml Puffer verdiinnt. AnschlieBend wurde 1 ml dieser Suspension zur Bestimmung

der optischen Dichte bei A= 550 nm verwendet.
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Die entsprechende Menge von 0,1 ODsso-Einheiten wurde der Suspension entnommen und
bei 4°C und 10000 x g fiir 5 min abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 125 pl frischem MP-
Medium mit einer 0,4 x 20 mm Kaniile resuspendiert. Die Zellen wurden dann zu den
Hela-Zellen pipettiert und die Titerplatte fir 2 h bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Nach
dieser Inkubationszeit wurde der Uberstand abgenommen und durch 700 pl frisches

DMEM ersetzt. Der Versuch wurde (iber 6 Tage verfolgt.

Zur Bestimmung der MOI (multiplicity of infection) wurden Verdinnungsreihen von 0,1
ODsso Einheiten vor der Infektion und der Uberstand 2h nach der Infektion auf MP-
Platten ausplattiert und fir 14 Tage bei 37°C inkubiert. Der MOI entsprach 1.000.000 M.

pneumoniae-Zellen pro Hela-Zelle (Hames, 2008).

Anfarben und Fotografieren der HelLa-Zellen

Das Medium wurde aus den Wells entnommen, die Hela-Zellen wurden mit 100 pl
Kristallviolett-LOosung Uberschichtet und fiir 10 min bei RT inkubiert. Anschliefend
wurden die Zellen durch zweimalige Zugabe von 600 pl sterilem deionisiertem Wasser
gewaschen, um Reste der Kristallviolett-Losung zu entfernen. Die Farbeldsung fixiert die
Zellen und farbt sie blau an. In diesem Zustand wurden die Zellen mit einer Digital-

Kamera fotografiert (Belichtungszeit 15 ms) (Hames, 2008).

Das gebundene Kristallviolett wurde anschlieBend geldst. Dazu wurden die Zellen mit
einer 4% Formaldehydlésung fixiert, mit 1 ml 0,5%iger SDS Losung lysiert und
anschliefend hat man die optische Dichte bei 595 nm bestimmt. Als Negativkontrolle
dienten nicht infizierte HelLa-Zellen. Die Menge an geléstem Kristallviolett wurde in

Relation zur Negativkontrolle gesetzt.

Kristallviolett-Losung 0,75 % Kristallviolett
0,25 % NacCl
1,75 % Formaldehyd
50 % Ethanol
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3. Ergebnisse

3.1 Konnen in M. genitalium Mutanten mittels LFH konstruiert
werden?

Es sollte eine hprk-Mutante in M. genitalium erzeugt werden, dazu sollte die Technik der
LFH genutzt werden. Von diesem Gen ist bekannt, dass es nicht essentiell ist, da eine
Transposonmutante existiert. Daher eignet sich dieses Gen um herauszufinden, ob eine
LFH-Deletion moglich ist. Da es in Mycoplasmen zu Genliberlagerungen kommen kann
und die Promotorregionen schlecht charakterisiert sind, wurden zwei ca. 1000 bp lange
Fragmente ,,upstream” und ,downstream” des hprK-Gens amplifiziert. Dabei wurden die
Primer so gewahlt, dass sie sich innerhalb des auszuschaltenden Gens anlagerten.
Dadurch kann sichergestellt werden, dass eventuelle Uberlagerungen des vorherigen
und des folgenden Gens erhalten bleiben und deren Funktion nicht beeintrachtigt wird.
Zusatzlich kann es sein, dass sich an diesen Stellen Promotorregionen oder wichtige
Strukturelemente befinden. Weiterhin wurde eine Tetrazyklinresitenzkassette
amplifiziert. In der eigentlichen LFH-PCR wurden die drei PCR-Fragmente miteinander
verbunden (siehe Abb. 2.1). AnschlieRend wurde das aufgereinigte PCR-Produkt mittels
Elektroporation in die Mycoplasmen eingebracht. Auf Selektionsplatten konnte kein
Wachstum nachgewiesen werden. Daraus lasst sich schlieBen, dass die Deletion lber

eine LFH-PCR nicht moglich ist.

3.2 Peroxidproduktion und Wachstum von M. genitalium G37

Der Glyzerinmetabolismus und die Kohlenstoffverwertung in M. pneumoniae sind bereits
gut charakterisiert (Halbedel et al., 2007; Hames et al,. 2009). Um herauszufinden, ob
sich die Kohlenstoffverwertung und die damit verbundene Wasserstoff-
peroxidproduktion in M. genitalium &hnlich verhalten, wurden verschiedene
Experimente durchgefiihrt. Dazu wurde zunachst die H,0,-Produktion gemessen (siehe

Abb. 3.1).
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Abb.3.1: H,0,-Produktion in M. pneumoniae (MPN) und M. genitalium (MGE): Die Messung der
Peroxidproduktion wurde fir beide Stimme ohne Kohlenstoffquelle, mit Glukose und mit Glyzerin

durchgefihrt.

Bei beiden Wildtypstammen zeigte sich nur ein geringer Hintergrund bei der Messung
ohne Kohlenstoffquelle. Auch bei Glyzerin als C-Quelle konnten die Ergebnisse aus
vorherigen Studien fiir M. pneumoniae reproduziert werden. Erwartungsgemal zeigte
sich auch bei M. genitalium mit gleicher Bedingung eine erhoéhte Peroxidproduktion.
Allerdings konnte auch bei der Messung mit Glukose Wasserstoffperoxid bei M.
genitalium nachgewiesen werden. Eine Produktion von Peroxid mit Glukose findet in M.

pneumoniae nicht statt.

Neben der Bestimmung der Peroxidproduktion wurde auch das Wachstum von M.
genitalium mit unterschiedlichen C-Quellen untersucht. Dazu wurde das Feuchtgewicht
von 100 ml Kulturen nach jeweils dem zweiten, vierten und sechsten Tag bestimmt. Als
Kohlenstoffquellen dienten Glyzerin und Glukose. Mit beiden C-Quellen zeigte sich eine
charakteristische Wachstumskurve (siehe Abb. 3.2). Das Wachstum in beiden Messungen

unterscheidet sich nur geringfligig voneinander.
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Abb. 3.2: Wachstumskurven von M. genitalium G37 mit Glukose, Glyzerin und ohne C-Quelle

Zusatzlich wurden fir M. genitalium Infektionsversuche mit Hela-Zellen durchgefiihrt
(Daten nicht gezeigt). Der Stamm verhalt sich wie der M. pneumoniae Wildtyp. Bereits

nach zwei Tagen sind beinahe alle HelLa-Zellen zerstort.

In vorherigen Studien konnte gezeigt werden, dass GlpD fir die Peroxidproduktion in M.
pneumoniae verantwortlich ist. Eine Mutante dieses Gens ist nicht mehr dazu in der
Lage, Glyzerin zu verwerten und damit H,0, zu produzieren. Es sollte untersucht werden,
ob das Homolog dieses Gens in M. genitalium die gleiche Funktion ausibt. Zusatzlich
sollte Uberprift werden, ob die Peroxidproduktion mit Glukose ebenfalls durch dieses
Protein katalysiert wird. Dazu wurde eine M. pneumoniae glpD::Tn Mutante GPGO02
(Hames, 2009) mit dem entsprechenden Gen aus M. genitalium komplementiert. Hierfur
wurde das glpD-Gen aus M. genitalium mit den Primern AS67 und AS68 amplifiziert. Es
folgte eine Klonierung in den Vektor pMTn401tet. Dieser enthélt ein Minitransposon,
welches eine Tetrazyklinresistenzkassette enthalt. Das Minitransposon zeichnet sich
weiterhin dadurch aus, dass die Transposase auBerhalb des Transposons auf dem
Plasmid liegt. Dies ermdglicht eine einmalige, stabile Integration in das Chromosom. Die
Klonierung erfolgte mit den Restriktionsenzymen EcoRI und Sall. Der auf diese Weise

konstruierte Vektor pGP2035 wurde (iber Elektroporation in eine M. pneumoniae
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Mutante von glpD (GPM52) eingebracht. Die Selektion erfolgte (ber MP-Platten mit

Tetrazyklin und Gentamyzin.
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Abb. 3.3: Peroxidproduktion in komplementierter M. pneumoniae glpD-Mutante (GPM52): Die
H,0,-Messungen erfolgten ohne C-Quelle und mit Glyzerin, Glukose oder GPC. Als Kontrollen dienten
der M. pneumoniae Wildtyp (WT), der M. genitalium Wildtyp (WTMGE) und die Transposonmutante
von M. pneumoniae (GPM52). Untersucht wurden zwei unabhéangige, komplementierte Klone GPM96

und GPM97. Die produzierte Menge an Wasserstoffperoxid wurde in mg/| gemessen.

Da das Minitransposon zufallig im Genom inseriert war, wurden zwei unabhangige Klone
untersucht, um sicherzustellen, dass kein Gen durch die Insertion beeintrachtigt wurde,
welches Einfluss auf die H,0,-Produktion nehmen kdnnte (siehe Abb. 3.3). Beide Klone
waren in der Lage, mit Glyzerin und GPC Wasserstoffperoxid zu produzieren. Es konnte
jedoch keine Produktion mit Glukose als C-Quelle nachgewiesen werden. Durch die
Komplementation konnte der Phanotyp von M. pneumoniae wiederhergestellt werden,
jedoch nicht die fir M. genitalium charakteristische H,0,-Produktion mit Glukose.
Daraus lasst sich schlieRen, dass GlpD auch in M. genitalium zur Peroxidproduktion fiihrt,
jedoch nicht an der Produktion des reaktiven Molekiils mit Glukose beteiligt ist, bzw.

nicht im M. pneumoniae Hintergund dazu in der Lage ist.
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Neben den Peroxidmessungen wurden Infektionsversuche durchgefiihrt. Dazu wurden
Hela-Zellen mit M. pneumoniae Wildtyp, den beiden komplementierten Stammen und
der glpD-Mutante (GPM52) infiziert und nach 2, 4 und 6 Tagen fotografiert (siehe Abb.
3.4).

WT Hela GPM52 GPM©96 GPM97

Tagb

Abb. 3.4: Hela-Infektionsversuch mit komplementierten Stimmen: Hela Zellen wurden in 24-Well
Platten ausgesat und mit M. pneumoniae Wildtyp (WT), den zwei unabhangigen komplementierten
Klonen GPM96 und GPM97 und der Transposonmutante von M. pneumoniae (GPM52) infiziert und

nach 2, 4 und 6 Tagen fotografiert. Als Kontrolle dienten nicht infizierte HeLa-Zellen.

In dem Infektionsversuch zeigt sich deutlich, dass der M. pneumoniae Wildtyp bereits
nach zwei Tagen einen Grofteil der Hela-Zellen lysiert hat. Sind die Hela-Zellen nicht
infiziert, so kommt es zu einer Vermehrung der Zellen bis zum vierten Tag. Am sechsten
Tag nimmt die Dichte wieder leicht ab, da vermutlich einige der Zellen absterben. Die
glpD-Mutante (GPM52) hingegen weist nur eine geringe Zytotoxizitat auf. Erst an Tag 6
zeigt sich ein Unterschied zur Negativkontrolle. Fir K1 und K2 zeigt sich ein dhnlicher
Phanotyp wie im WT. Bei allen drei Stammen ist auch nach Tag 4 und Tag 6 nur noch

eine geringe Hela-Zellzahl festzustellen.



Ergebnisse 49

3.3 Isolation und Charakterisierung von Acetyltransferasemutanten in
M. pneumoniae

Eine mpnll4-Mutante (GPM95), in der dieses Gen durch ein Minitransposon
unterbrochen ist, sollte aus der vorhandenen Transposonbank isoliert werden.
AnschlieBend sollte untersucht werden, ob sich die Unterbrechung dieses Gens auf das
Wachstum, die Zytoadhdrenz oder die Peroxidproduktion auswirkt. Die gleichen
Untersuchungen sollten fiir eine weitere Acetyltransferase (Mpn027, siehe unten)
durchgefiihrt werden. Dadurch kann ein Zusammenhang zwischen Acetylierungen und
diesen Prozessen hergestellt oder ausgeschlossen werden. Mpn114 ist als Carnitin O-
Acetyltransferase annotiert und katalysiert vermutlich die Ubertragung der Acetylgruppe
von Acetyl-CoenzymA auf Proteine. Fir den PCR-basierten Screen wurden die Primer
AS73 und AS74 verwendet. Mittels Sequenzierung konnte nachgewiesen werden, dass
sich die Insertion des Transposons an der 1183. Base des Gens mpn114 befindet. Daflir
wurde chromosomale DNA der Mutante mit den Primerpaaren SH29/AS73 und
SH30/AS74 amplifiziert und die PCR Fragmente wurden sequenziert (siehe Abb. 3.5).
Damit ist das Schlisselkriterium fiir eine erfolgreiche Mutation des Gens erflllt. Dieses

besagt, dass das Transposon nicht innerhalb des letzten Drittels des Gens erfolgen sollte.

Scal

SH29 \ SH30
< aac-ahpD >

s e
AS73 . e
—> . e AS74
k \\\, 4‘”
I mpnli3 ) mpnlid >—| mpnll5 >
|74 1
Btsl
Genomposition 148090 148751 150553 151248

[Basen]

Abb. 3.5: Schematische Darstellung der Transposoninsertion in mpn114: Die Screeningprimer AS73
und AS74 liegen etwas aullerhalb von mpn114 und mit zwei weiteren Primern, die innerhalb des
Transposons liegen (SH29/SH30), konnte ein Screen durchgefiihrt werden. Fiir einen Southern Blot

wurde chromosomale DNA mit Btsl und Scal verdaut.
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Nach der Isolierung der Mutante musste sichergestellt werden, dass das Transposon nur
einmal ins Genom inseriert ist. Deshalb wurde ein Southern Blot mit chromosomaler
DNA durchgefihrt (siehe Abb. 3.6). Es wurde eine Sonde gewidhlt, die an den
Anfangsbereich des Transposons bindet. Als Kontrolle diente cDNA des Wildtyps. Beide
cDNAs wurden mit den Enzymen Btsl und Scal geschnitten (siehe Abb. 3.5). Btsl
schneidet nach 725 Basen in mpn114, Scal nach 664 Basen innerhalb des Transposons.
Daher sollte sich nur eine Bande bei 1121 Basen auf dem Blot zeigen, wenn nur eine

Transposonkopie innerhalb des Genoms vorliegt (siehe Abb. 3.6).

[Kb] M WT  mpn114:Tn

Abb. 3.6: Southern Blot mit GPM95 (mpn114::Tn): Mit einer
22— > - Sonde gegen die Gentamyzin-Kassette konnte nachgewiesen

-

werden, dass sich das Transposon nur einmal im Genom der
517> m— Mutante befindet. Im Wildtyp kann die Sonde nicht binden, da
4 —>

die Resistenz in diesem Stamm nicht vorliegt. Die Bande liegt

auf der erwarteten Hohe.
5 s T

Um sicherzustellen, dass es sich um eine Reinkultur der mpni14-Mutante (GPM95)
handelt, in der keine Wildtyp-Zellen vorhanden sind, wurden wahrend der Isolierung und
anschlieenden Passagierung PCRs mit den Primern AS73 und AS74 durchgefiihrt. Als
Positivkontrolle dienten Wildtyp-Zellen. Bei diesen erhalt man ein PCR-Produkt, das in
etwa die GroRe des Gens mpn114 hat (etwas groRer, da die Screening Primer etwas vor
und hinter dem Gen liegen). In der Mutante erhdlt man kein PCR-Produkt, da durch das
Transposon innerhalb des Gens der Bereich zwischen den Primern zu groR wird. Durch

Sequenzieren der chromosomalen DNA lief? sich der genaue Insertionsort bestimmen.

Nach dem gleichen Schema erfolgte die Isolation einer mpn027-Mutante (GPM94). Auch
dieses Protein wurde in silico als Acetyltransferase annotiert. Fiir den Screen wurden die
Primer AS79 und AS80 verwendet. Auch hier konnte die Reinheit Giber Kontroll-PCRs und

die einfache Insertion des Transposons Uber Southern Blot verifiziert werden.
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Zur weiteren Charakterisierung erfolgten Wasserstoffperoxidmessungen mit den
Mutanten und dem Wildtypstamm von M. pneumoniae als Vergleich (siehe Abb. 3.7).
Dazu wurde die H,0, Konzentration mit verschiedenen Bedingungen gemessen. Sowohl
der Wildtyp als auch GPM94 (mpn027::Tn) zeigen das gleiche Bild. Ohne
Kohlenstoffquelle gibt es einen leichten Hintergrund und mit Glukose kommt es zu einer
minimalen Erhohung der Peroxidkonzentration. Beide Stamme zeigen das Maximum an
Peroxidproduktion mit Glyzerin als zugesetzter C-Quelle. Mit GPC kdnnen ebenfalls beide
Stamme das Zytotoxin vermindert produzieren und mit G3P kommt es ebenso zu einer
geringen H,0,-Produktion. Ein anderes Bild zeigt sich bei der Mutante von mpnl14
(GPM95). Der Stamm kann nur noch mit Glyzerinphosphorylcholin und Glyzerin-3-
Phopshat Wasserstoffperoxid produzieren. Daraus lasst sich schlieBen, dass Mpnl114
einen Einfluss auf die Peroxidproduktion hat. Dieser Phdanotyp kann besipielsweise durch
Acetylierungen von Enzymen der Glyzerinverwertung verursacht werden. Es ist jedoch
auch moglich, dass es einen indirekten Einfluss gibt, z.B. durch Acetylierung von
Transkriptionsregulatoren. Moglicherweise handelt es sich auch bei Mpn114 selbst um

einen solchen Regulator.
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Abb. 3.7: Wasserstoffperoxidmessungen mit den Acetyltransferasemutanten: Fir den M.
pneumoniae Wildtyp (WT) und die beiden Mutanten der Gene mpn027 (GPM94) und mpnili4
(GPM95) wurde die Peroxidproduktion mit den Kohlenstoffquellen Glukose (Glc), Glyzerin (Gly), GPC
und Glyzerin-3-Phosphat (G3P) bestimmt.
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AnschlieBend wurden Wachstumskurven von GPM95 (mpn114::Tn) bestimmt. Dazu
nahm man das Feuchtgewicht der Stamme an drei Zeitpunkten. Untersucht wurde das

Wachstum mit Glukose und Glyzerin (siehe Abb 3.8).

Da die Mutante des Gens mpn027 (GPM94) keinen Phadnotyp bei der

Wasserstoffperoxidproduktion zeigte, wurde auf weitere Untersuchungen verzichtet.

100

%D ——‘—--------
‘:" —g" C——
= ,— = 7/7
S P === WTGIlc
2 10 —+ 27
&% X y” GPM95 Glc
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s I WT Gly
R L

’ GPM95 Gly
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Abb. 3.8: Wachstum von GPM95 (mpn114::Tn) und M. pneumoniae WT: Das Wachstum wurde

sowohl mit Glukose als auch mit Glyzerin bestimmt.

Die mpnll4-Mutante (GPM95) zeigte keine Wachstumsdefekte oder —vorteile im
Vergleich zum Wildtyp. Beide Kohlenstoffe kdnnen zum Wachstum genutzt werden.
Sowohl im Wildtyp als auch in der Mutante ist das Wachstum mit Glukose starker als das

Wachstum mit Glyzerin.

Da die Peroxidproduktion in dieser Mutante mit Glyzerin nicht stattfindet (siehe Abb.
3.7), sollte in einem Infektionsversuch herausgefunden werden, ob sich diese
Eigenschaft auch auf die Zytotoxizidt und damit auf die Virulenz auswirkt. Dazu wurden
Hela Zellen mit der Mutante infiziert (siehe Abb. 3.9). Als Kontrolle dienten nicht
infizierte Hela Zellen und zum Vergleich wurden Helas mit WT-Zellen und GPM52. Die
M. pneumoniae Mutante des glpD Gens zeigt eine verminderte Zytotoxizitat gegeniliber
Hela Zellen (Hames et al., 2009). Dieses Ergebnis konnte hier reproduziert werden. Der

Wildtyp weist eine starke Zytotoxizitdt gegeniliber den Hela-Zellen auf, bereits nach zwei
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Tagen ist ein GrofRteil lysiert. Die glpD-Mutante (GPM52) zeigt erst nach vier Tagen, dass
sie noch zytotoxisch ist, und auch bei GPM95 (mpn114::Tn) zeigt sich deutlich, dass es zu
einer Reduktion der Zytotoxizitdit kommt. Der Versuch beweist, dass Mpn114 einen
Einfluss auf die Zytotoxizitdt ausibt. In einer glpD-Mutante (GPM52) ist die Zytotoxizitat
verringert, dieser Phanotyp basiert wahrscheinlich auf der gestorten Peroxidproduktion.
Wahrscheinlich kommt es in der mpniil4-Mutante (GPM95) ebenfalls durch die
verringerte Peroxidproduktion zu einer verminderten Toxizitat gegenlber den Hela-

Zellen.

GPM95

~ 0

Abb. 3.9: Infektionsversuch mit GPM95 (mpn114::Tn): Hela Zellen wurden mit WT, GPM52 (glpD::Tn)
und GPM95 (mpn114::Tn) infiziert und nach zwei, vier und sechs Tagen gefarbt und fotografiert. Als

Negativkontrolle dienten nicht infizierte Zellen.

3.4 Untersuchung der H,0,-Produktion in M. pneumoniae und M.
genitalium mit verschiedenen Bedingungen

In einem weiteren Versuch wurde ermittelt, wie sich die Wasserstoffperoxidproduktion
verhalt, wenn mehrere C-Quellen gleichzeitig vorhanden sind. Dazu wurden zunachst die
beiden Wildtypstamme von M. pneumoniae und M. genitalium untersucht und zusatzlich

Mutanten der g/lpD-Gene aus beiden Stammen. Es wurde die Peroxidproduktion ohne C-
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Quelle, mit Glukose, mit Glyzerin und mit Glyzerin und Glukose bestimmt. Die Messung
mit beiden C-Quellen in einem Ansatz erfolgte mit gleichen Anteilen an Glukose und
Glyzerin. Dadurch war die Gesamtmenge an C-Quelle doppelt so hoch wie in den

einfachen Anséatzen (siehe Abb.3.10).
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Abb. 3.10: Peroxidmessungen mit verschiedenen Stammen: Es erfolgten Messungen ohne C-Quelle,
mit Glukose, mit Glyzerin und mit Glukose und Glyzerin kombiniert. Dargestellt sind die Ergebnisse fir
die Messungen des M. pneumoniae Wildtyps (A), der M. pneumoniae glpD-Mutante (GPM52) (B), des
M. genitalium Wildtyps (C) und der AglpD-Mutante aus M. genitalium (GPGO02) (D).

Der Wildtyp von M. pneumoniae zeigt eine charakteristische Produktion mit einem
geringen Hintergrund bei der Messung ohne C-Quelle. Mit Glukose erkennt man eine
sehr geringe und mit Glyzerin eine starke H,0,-Produktion. Sind beide C-Quellen
vorhanden, so unterscheidet sich die Messung nicht von der mit Glyzerin als einziger C-
Quelle. Auch die glpD-Mutante von M. pneumoniae (GPM52) zeigte erwartungsgemaR
nur eine leicht erhéhte Produktion mit Glukose, die auch in der Messung mit beiden C-

Quellen nachweisbar ist.
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Eine leichte Veranderung findet man in den Messungen mit M. genitalium. Bei diesem
Organismus kann auch eine H,0,-Produktion mit Glukose als einziger C-Quelle
nachgewiesen werden. Flr diese Messung und fir die Werte mit Glyzerin und beiden C-
Quellen im Ansatz ist die Menge an Peroxid genau so hoch wie im Wildtyp von M.
pneumoniae mit Glyzerin. Wie im WT konnte auch in der glpD-Mutante von M.
genitalium (GPGO02) ebenfalls Peroxid in den Ansatzen mit Glukose und beiden C-Quellen
nachgewiesen werden. Auch hier waren die Werte vergleichbar mit denen der Glyzerin-
Messungen der Wildtypen. Allerdings zeigte sich weder in M. genitalium Wildtyp noch in
der glpD-Mutante (GPG02)d ieses Stammes eine Erhéhung mit beiden C-Quellen, obwohl

die Gesamtmenge an verfiigbarem Kohlenstoff doppelt so hoch war.

Da der Stamm GPM95 (mpn114::Tn) nicht mehr dazu in der Lage ist, mit Glyzerin H,0, zu
produzieren, dies aber mit GPC kann, wurde dieser Stamm ebenfalls mit Glyzerin und

Glukose in einem Ansatz getestet.
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Abb. 3.11: Peroxidmessung mit GPM95 (mpn114::Tn): Die Mutante zeigt keine Peroxidproduktion
ohne C-Quelle, mit Glukose und mit Glyzerin. Mit GPC und mit beiden C-Quellen kommt es zu einer

H,0,-Bildung.

Erstaunlicherweise zeigte sich auch in der mpni14-Mutante (GPM95) eine deutliche
Peroxid-Produktion mit beiden Kohlenstoffquellen. Interessanterweise kommt es bei der

Mutante nicht zu einer leicht erhéhten Produktion mit Glukose (siehe Abb.3.11).

Das Transposon, das in mpn114 liegt, besitzt einen zusatzlichen Promotor. Dieser liegt in
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diesem Fall in Leserichtung des antisense Strangs. Um auszuschlieRen, dass der Effekt in
der Peroxidproduktion auf Nebeneffekten beruht - wie z.B. der verstarkten Transkription
einer antisense RNA — wurden auch Peroxidmessungen mit einer weiteren Mutante
durchgefiihrt. Das Gen mpn113 liegt direkt vor mpn114 und ist als G3P-Transporter
annotiert. Die Untersuchung einer Mutante zeigte jedoch keinen Phanotyp in der H,0,-
Produktion mit G3P (GroRhennig, 2011). Diese Mutante wurde als Kontrolle in weiteren

Peroxidmessungen verwendet (siehe Abb. 3.12).
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Abb. 3.12: Messung der Peroxidbildung von mpn113::Tn mit verschiedenen C-Quellen

Die Mutante zeigte keinerlei Abweichungen in der Peroxidmessung, verglichen mit dem
Wildtyp. Auch hier erweist sich die starkste Bildung mit Glyzerin und beiden C-Quellen,
aber auch mit GPC kommt es zur H,0,-Produktion. Daraus lasst sich schliel3en, dass eine
Mutation dieses Gens keine Auswirkung auf die Peroxidproduktion hat. Die Ergebnisse

schlieBen einen polaren Effekt der mpn114-Mutante aus (GPM95).

In weiteren Messungen sollte untersucht werden, ob in Mutanten von Genen bzw.
Proteinen, die an der Aufnahme von Glyzerin beteiligt sind, dhnliche Phanotypen
auftreten. Eine vorhergehende Studie hat gezeigt, dass neben GIpF die beiden Proteine
Mpn113 und Mpn284 an der Aufnahme von Glyzerin beteiligt sind (GroBhennig et al.,
2013). Hier wurde ebenfalls die Wasserstoffperoxidproduktion mit den entsprechenden
C-Quellen gemessen um herauszufinden, ob auch hier mit mehreren kombinierten C-

Quellen H,0, entsteht(siehe Abb. 3.13).
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Abb. 3.13: Peroxidmessungen mit den Stimmen GPM87 (mpn284::Tn) und GPM91 (mpn133::Tn)

Beide Mutanten zeigen den gleichen Phanotyp wie GPM95 (mpn114::Tn). Es fallt jedoch
auf, dass GPM95 (mpn114::Tn) auch mit Glukose nicht die leicht erhdhte Produktion an

Peroxid aufweist, wie es im Wildtyp der Fall ist. Das gleiche gilt fir GPM87 (mpn284::Tn).

Um herauszufinden, ob in Anwesenheit beider C-Quellen nur Glukose, nur Glyzerin oder
beide C-Quellen zur Bildung von H,0, fiihren, wurden weitere Messungen durchgefiihrt.
Dazu wurden sowohl der Wildtyp als auch GPM95 (mpn114::Tn) mit unterschiedlichen
Mengen beider C-Quellen gemessen. Zusatzlich wurde als zweite C-Quelle neben

Glyzerin auch noch Fruktose verwendet.

Die Peroxid-Messungen erfolgten standardmaRig mit 1 pl einer 100 mM Losung der
jeweiligen C-Quelle. Um herauszufinden, welche der Kohlenstoffquellen fiir die
Produktion des Peroxids verantwortlich ist, wurden die Mengen der einzelnen L6sungen
variiert (siehe Abb. 3.14). AuBerdem wurden die Kombinationen Fruktose/Glyzerin und
Fruktose/Glukose verwendet. Auf diese Weise sollte gezeigt werden, ob der Effekt der
Peroxidproduktion in GPM95 (mpn114::Tn) mit Glukose/Fruktose auch durch Fruktose
als zweite C-Quelle erzielt werden kann. Hierbei wurden jeweils 1 ul jeder C-Quelle
zugesetzt. Erwartungsgemal zeigt sich beim WT eine starke Produktion an H,0,, wenn
mindestens 1 ul Glyzerin zugesetzt wird. Sind nur Fruktose und Glukose fiir die Zellen
verfligbar, so zeigt sich eine stark verminderte Menge an H,0,. Befinden sich Glukose

und Glyzerin im Verhdltnis 1,9:0,1 in der Losung, so ist auch hier die
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Wasserstoffperoxidproduktion vermindert.
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Abb. 3.14: Messungen mit unterschiedlichen Mengen an C-Quellen: Es wurden Messungen mit
unterschiedlichen Konzentrationen und mit jeweils zwei verschiedenen C-Quellen in einem Ansatz
gemessen. Dies erfolgte sowohl fiir den M. pneumoniae WT (A) als auch fiur GPM95 (mpn114::Tn) (B).
AuBRerdem wurden die Messungen mit unterschiedlichen Mengen von Glukose und Glyzerin

durchgefiihrt.

Das gleiche Bild ist bei der mpn114-Mutante (GPM95) erkennbar. Auch hier zeigt sich der

Effekt der Peroxidproduktion mit Glyzerin, sobald Glukose oder Fruktose zur Verfligung
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stehen und auch hier ist der Effekt starker, wenn viel Glyzerin und wenig Glukose
vorhanden sind. Fruktose selbst fuhrt weder in der Mutante noch im WT zu einer

verstarkten H,0,-Produktion (Daten nicht gezeigt).

| .
0

Ribose Rib + Gly Mannose Man+ Gly

Abb.3.15: H,0,-Messung mit GPM95 (mpn114::Tn) mit weiteren C-Quellen: Die Peroxidproduktion
wurde in der mpn114-Mutante (GPM95) mit Ribose und Mannose gemessen und mit beiden Zuckern

und Glyzerin

In einer weiteren Messung konnte gezeigt werden, dass GPM95 (mpn114::Tn) auch mit
Mannose und mit Mannose und Glyzerin H,0, produziert. Die Menge ist geringer als nur
mit Glyzerin. Ist Ribose als C-Quelle vorhanden, so wird weder mit einer C-Quelle noch
mit Ribose und Glyzerin Peroxid gebildet (siehe Abb. 3.15). Da der WT bereits mit
Glyzerin als einziger C-Quelle H,0, produzieren kann, sind Messungen mit zwei C-
Quellen in diesem Stamm nicht sinnvoll, da ein Effekt der zweiten C-Quelle nicht zu einer
Verdanderung der Peroxidmenge fiihrt. Die Messungen zeigen, dass die mpn114-Mutante
(GPM95) kein Peroxid mit Glyzerin als alleiniger C-Quelle produzieren kann. Jedoch ist
der Stamm in der Lage Peroxid zu produzieren, sobald eine zweite C-Quelle vorhanden
ist. Bei der zweiten C-Quelle muss es sich jedoch um einen PTS-Zucker handeln, mit
Ribose beispielsweise wird Glyzerin nicht umgesetzt. Moglicherweise handelt es sich um

eine PTS-abhangige Regulation der metabolischen Stoffwechselwege.
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3.5 Untersuchungen der Transkription in verschiedenen Mutanten von
M. pneumoniae M129

Nun sollte untersucht werden, ob die unterschiedlichen C-Quellen einen Einfluss auf die
Transkription von mpn114 haben. Da die Peroxidproduktion C-Quellen abhangig ist und
Mpn114 sich darauf auswirkt, war es von Interesse zu sehen, ob es zu einer C-Quellen
abhdngigen Expression dieses Gens kommt. Dazu wurden Slot-Blot-Analysen
durchgefiihrt. Zunachst wurde die Expression des Gens mit Glukose und Glyzerin
untersucht. AulRerdem wurden Mycoplasma-Zellen mit Glukose fiir vier Tage angezogen
und durch Zugabe von 6,7 pl 30% H,0,-Losung /100 ml Kulturmedium gestresst. Diese
Menge entspricht 10 mg/l H,0,, was wiederum dem maximal gemessenen Wert in den
Peroxidmessungen entspricht. In spadteren Versuchen wurde auch das 10- bzw. 100-
fache dieser Menge als Stressbedingung gewahlt. Die Zellen wurden dazu fir 30 min mit
dem Peroxid im Medium inkubiert und danach gewaschen. AnschlieBend erfolgte die
RNA-Isolierung nach Protokoll (siehe Material und Methoden). Fiir den Slot-Blot wurde

eine Sonde gegen mpn114 verwendet (siehe Abb. 3.16).

Glukose Glyzerin H,0, tRNA cDNA

R L

RNA 1 [ug] g '
t ?

Abb.3.16: Slot-Blot mit mpn114-Sonde: Fiir den Slot-Blot wurde RNA aus M. pneumoniae WT-

Kulturen genutzt, die mit Glukose, Glyzerin und H,0, behandelt worden waren.

Die Analyse ergab, dass beim Wachstum mit Glyzerin mpn114 starker exprimiert wird als
unter Glukoseeinfluss. Auch die Zugabe von externem Wasserstoffperoxid fiihrte nicht
zu einer verstarkten Expression des Gens. In einem weiteren Slot-Blot sollte gezeigt
werden, dass auch mit hoheren Stressbedingungen das Gen mpnl14 nicht starker

transkribiert wird (siehe Abb. 3.17).
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H,0,
Glk Gly 6,7ul 670ul tRNA cDNA

(.8t 3

Abb.3.17: Slot-Blot mit mpn114-Sonde und verschiedenen Peroxidmengen: Fiir den Slot-Blot wurde
RNA aus M. pneumoniae WT-Kulturen genutzt, die mit Glukose, Glyzerin und verschiedenen Mengen

H,0, behandelt wurden. Gezeigt ist die Bindung der Sonde an jeweils 4 ug RNA pro Slot.

Tatsachlich konnte gezeigt werden, dass auch starker H,0,-Stress keinen Einfluss auf die
Transkription des Gens hat. In weiteren Slot-Blots sollte nun die verstarkte Expression

des Gens mit Glyzerin nachgewiesen werden (siehe Abb.3.18).

WT GPM87 GPM52

Glc Gly Glc Gly Glc Gly | tRNA cDNA

Abb.3.18: Slot-Blot mit mpn114-Sonde: Die Expression von mpn114 wurde im WT und in Mutanten

der Gene mpn284 (GPM82) und glpD (GPM52) untersucht, dabei wurden die Bakterien jeweils mit

Glukose und Glyzerin angezogen und jeweils 4 ug RNA aufgetragen.

Der Slot-Blot zeigt, dass mpn114 im Wachstum mit Glyzerin generell starker exprimiert
wird als mit Glukose. Dies geschieht auch GPM87 (mpn284::Tn) , obwohl dieser Stamm
nicht mehr in der Lage ist, mit Glyzerin Peroxid zu bilden. Auch in der glpD-Mutante
(GPM52) zeigt sich eine verstarkte Expression beim Wachstum mit Glyzerin. In beiden
Mutanten ist jedoch die Expression unter Glukose ebenfalls starker als im WT mit
Glukose. Die Slot-Blots zeigen, dass mpn114 durch Glyzerin verstarkt exprimiert wird,

H,0, hat keinen Einfluss auf die Regulation der Expression dieses Gens. Sind Gene aus
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der Glyzerinverwertung beschadigt, so fiihrt dies auch beim Wachstum mit Glukose zu
einer erhohten Expression. Moglicherweise sind die Enzyme dieses metabolischen
Pfades an der Regulation verschiedener Gene beteiligt. Es ist jedoch auch moglich, dass
eine Anhaufung an einzelnen oder verschiedenen Intermediaten zu einer verstarkten

Expression von mpn114 fihrt.

Zur naheren Charakterisierung der Transkription wurde eine weitere Slot-Blot-Analyse

mit GPM91 (mpn133::Tn) durchgefiihrt (siehe Abb.3.19).

Glukose Glyzerin

WT GPM91 GPM87 WT GPM91 GPM87 tRNA  chrom DNA

BEE R

Abb.3.19: Slot-Blot mit mpn114-Sonde

Auch in dem zweiten Slot-Blot wird deutlich, dass die Expression von mpn114 im WT mit
Glyzerin starker ablauft als mit Glukose. Auch fir GPM87 (mpn284::Tn) zeigt sich eine
leicht erhohte Expression mit Glyzerin. In dem GPM91-Stamm (mpn133::Tn) ist
insgesamt eine deutlich starkere Expression erkennbar als in den anderen Stéammen. Hier

ist die Expression mit Glyzerin jedoch schwacher als mit Glukose.

Da die Mutante einen Defekt in der Produktion von Wasserstoffperoxid mit Glyzerin
aufweist, sollte gezeigt werden, ob die Expressionslevel von Proteinen, die an der
Verwertung dieser C-Quelle beteiligt sind, beeintrachtigt sind. Dazu wurden weitere Slot-

Blot-Analysen durchgefiihrt.

Mpn284 ist an der Aufnahme von Glyzerin beteiligt (GroBhennig et al., 2013), daher war
eine Untersuchung der Expression dieses Gens in GPM95 (mpn114::Tn) interessant. In
der Slot-Blot-Analyse zeigte sich jedoch keinerlei Unterschied in der Transkription -
weder mit Glukose noch mit Glyzerin. In der Mutante von mpn284 (GPM87) scheint es zu
einer verstarkten Expression des Gens selbst zu kommen, dies ist jedoch ein polarer
Effekt des inserierten Transposons, das einen zusatzlichen Promotor ins Genom einfligt

(siehe Abb. 3.20).



Ergebnisse 63

Glukose Glyzerin

WT GPM95 GPM87  GPM91 WT GPMS5 GPM87  GPM91 RNA  cDNA

N ) |

Abb. 3.20: Expression von mpn284 in verschiedenen Stimmen mit Glyzerin und Glukose: Es wurden
GPM95, GPM87 und GPM91 (Transposonmutanten von mpn114, mpn284 und mpn133) vier Tage mit
Glukose und Glyzerin angezogen, anschliefend wurde mit einer Sonde gegen mpn284 die Expression

des Gens untersucht.

Dies konnte bedeuten, dass Mpn133 eine wichtige Rolle bei der Regulation von mpn114
spielt. Hierliber konnte eine C-Quellen abhangige Regulation gesteuert werden. Die
Mutation von mpn133 fihrt zu einer starken Expression von mpn114 mit Glukose, dies
ist im WT nicht der Fall. In der mpn284-Mutante (GPM87) kommt es ebenfalls zu einer
verstarkten Expression. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass tber die Aufnahme von
Glyzerin die Expression von mpn114 gesteuert wird. Es ldsst sich jedoch keine Aussage
treffen, ob der Phanotyp der Mutanten durch die mutierten Gene selbst verursacht wird

oder ob es sich um eine indirekte Regulation handelt.

In einem weiteren Slot-Blot wurde die Expression von glpF in verschiedenen Mutanten

untersucht (siehe 3.21). Hierbei handelt es sich um den Haupttransporter fir Glyzerin.

Glukose Glyzerin

WT GPM95 GPM87 GPM91 GPM52 WT GPM95 GPM87 GPM91 GPM52 [tRNA cDNA

ERERIERS

Abb. 3.21: Untersuchung der glpF-Expression in verschiedenen Mutanten: Mit einer Sonde gegen
glpF wurde die Expression des Gens im WT und in GPM95, GPM87, GPM91 und GPM52 (Mutanten

von mpn114, mpn284, mpn133 und glpD) durchgefiihrt.
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Die Expression von glpF ist generell erhéht in Kulturen, die mit Glyzerin angezogen
wurden. Einzige Ausnahme bildet das Expressionsprofil von GPM52 (glpD-Mutante), hier
ist die Expression beim Wachstum mit Glukose stdrker. Ansonsten zeigt sich im
Glukoseprofil kein deutlicher Unterschied zwischen der Expression im WT und in GPM95
(mpn114::Tn). In den Mutanten von mpn284 und mpn133 (GPM87 und GPM91) ist eine
leicht erhdhte Expression von glpF mit Glukose erkennbar und in GPM52 (g/pD-Mutante)
ist die Expression deutlich erhoht. Im Vergleich zum Wildtyp zeigt sich mit Glyzerin eine
leicht abgeschwachte Expression in GPM95 (mpnl14::Tn) und eine deutliche
Reduzierung in der glpD-Mutante (GPM52). In den beiden Mutanten von mpn284 und
mpn133 (GPM87 und GPM91) findet man auch mit Glyzerin eine verstarkte Expression

im Vergleich zum Wildtyp.

Zur weiteren Charakterisierung wurde ein Slot-Blot mit einer Sonde gegen g/pQ
durchgefiihrt (siehe Abb. 3.22). GlpQ ist an der Verwertung von GPC beteiligt und somit

an einem Seitenweg der Glyzerinverwertung.

Glukose Glyzerin

WT GPM95 GPM87  GPM91 GPMS52 WT GPM95 GPM87 GPM91 GPMS52 | tRNA cDNA

Abb.3.22: Slot-Blot mit g/lpQ-Sonde und verschiedenen Mutanten

Beim Wachstum mit Glukose zeigt sich in allen Mutanten eine verstarkte Expression
verglichen mit dem Wildtyp. Ist Glyzerin als einzige C-Quelle im Medium vorhanden, so
befindet sich die Expression in den Mutanten auf dem gleichen Level wie im WT. Eine
Ausnahme bildet jedoch GPM52 (g/pD::Tn). In diesem Stamm ist die Expression

abgeschwacht.

Die Ergebnisse zeigen, dass es einen Zusammenhang zwischen der Expression der Gene
der Glyerin- und der GPC-Verwertung und der zugesetzten C-Quelle gibt. Stérungen des
Stoffwechsels flihren dabei zu einer verstarkten Expression auch mit Glukose. Ist jedoch

die Verbindung der Stoffwechselwege mit der Glykolyse betroffen, so werden die Gene
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dieser Wege verringert exprimiert. Auf diese Weise kénnen Mycoplasmen wahrscheinich
Energie sparen. Da in einer glpD-Mutante (GPM52) Glyzerin und GPC nicht mehr zur
Energiegewinnung genutzt werden koénnen, ist die Aufnahme dieser C-Quellen fir die
Zellen nicht mehr von Nutzen. Auch hier kann jedoch keine Aussage getroffen werden,
ob die beobachteten Anderungen der Expression durch die Enzyme direkt oder durch

Metabolite erfolgen.

In einer vorhergehenden Studie konnte gezeigt werden, dass mit H,0,-Stress das Gen
trxA verstarkt exprimiert wird (ReuB, 2012). Bei diesem Gen (mpn263) handelt es sich
um Thioredoxin, welches durch ein zweites Gen trxB (mpn240) - die
Thioredoxinreduktase - reduziert werden kann. Der Autor geht von einer moglichen Rolle
in der Entgiftung von Wasserstoffperoxid aus. Zur ndheren Charakterisierung der
Genexpression der beiden Gene wurde erst einmal die Expression des Gens mit

verschiedenen Peroxidmengen bestimmt (siehe Abb.3.23).

trxA-Sonde trxB-Sonde

Ol 6,7pul 67ul 670 ul tRNA cDNA Ol 6,7l 67l 670 ul tRNA cDNA

o | l

Abb3.23: Expression von trxA und trxB mit verschiedenen Mengen H,0,: M. pneumoniae WT Zellen
wurden mit Glukose 4 Tage angezogen und mit verschiedenen Mengen an Peroxid behandelt.
Anschliefend wurden Blots mit Sonden gegen trxA und trxB durchgefiihrt. Es wurden jeweils 4 ug RNA

aufgetragen.

In den Slot-Blots zeigt sich eine verstarkte Expression von trxA mit aufsteigender H,0,-
Menge, dieses Bild zeigt sich jedoch nicht fir trxB. Da GPM95 (mpn114::Tn) nicht mehr
in der Lage ist, mit Glyzerin als einziger Kohlenstoffquelle Wasserstoffperoxid zu
produzieren, sollte nun die Expression von trxA in der Mutante untersucht werden (siehe

Abb. 3.24).



66 Ergebnisse

H,0,

Ol 6,7ul 67l 670 ul  tRNA DNA

Abb.3.24: Expression von trxA in GPM95 (mpn114::Tn) mit aufsteigender Peroxidmenge: M.

pneumoniae WT Zellen wurden 4 Tage mit Glukose angezogen und mit verschiedenen Mengen H,0,
behandelt. AnschlieRend wurde ein Slot-Blot mit Sonde gegen trxA durchgefiihrt. Aufgetragen wurden

jeweils 4ug RNA.

Im Gegensatz zum WT zeigt sich in der Mutante keinerlei Anstieg im Expressionslevel von
trxA, wenn der Peroxidspiegel extern erhéht wird. Die Ergebnisse lassen erkenne, dass es
zu einer peroxidabhdngigen Regulation von trxA kommt, dies unterstitzt die Hypothese,
dass trxA an einem Entgiftungs- bzw. Reparaturmachanismus beteiligt ist. Weiterhin
zeigen die Ergebnisse, dass die Regulation fir trxB nicht zutrifft. Moglicherweise reicht
ein Grundspiegel dieser Reduktase aus, um TrxA zu regenerieren, oder die Aktivitat des
Enzyms ist Gber einen anderen Mechanismus reguliert oder es findet keine Regulation
statt. Scheinbar ist Mpn114 fir die peroxidabhangige Regulation von trxA nétig, da in
Abwesenheit dieses Proteins keine Verdanderung der Expression mit verschiedenen H,0,-

Konzentrationen auftritt.

3.6 Wachstum und Wasserstoffperoxidproduktion in weiteren M.
pneumoniae Stammen

Um herauszufinden, ob verschiedene Phanotypen in der Peroxidproduktion oder beim
Wachstum in anderen Stammen von M. pneumoniae nachzuweisen sind, wurden
unterschiedliche Stamme charakterisiert. Dazu wurden verschiedene Experimente mit
einem weiteren Laborstamm M. pneumoniae FH (ATCC 15531) und drei verschiedenen
klinischen Isolaten (KI1-KI3) durchgefiihrt. Zunachst sollten dazu Wachstumskurven
angefertigt werden. KI3 konnte jedoch nicht in SP4 Medium wachsen, so dass keine

ausreichende Menge an Zellmaterial flir weitere Experimente gewonnen werden konnte.
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Abb. 3.25: Wachstumskurven verschiedener M. pneumoniae Stamme: Das Wachstum von vier
Stammen wurde Uber 6 Tage beobachtet. Die Zellen wurden ohne C-Quelle (ohne C), mit Glukose (Glk)
und mit Glyzerin (Gly) angezogen und das Feuchtgewicht wurde bestimmt. Untersucht wurden der M.

pneumoniae M129 WT, die beiden klinischen Isolate GPM100 und GPM101 (KI1 und KI2) und der

ATCC 15531 (FH Laborstamm). Die Zeit wurde in Stunden angegeben.
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Das Wachstum des WT-Stammes ist mit Glukose als C-Quelle deutlich besser als mit
Glyzerin. Ist nur Glyzerin im Medium vorhanden, unterscheidet sich das Wachstum nur
geringfligig vom Wachstum ohne C-Quelle. Im klinischen Isolat ist das Wachstum
insgesamt etwas schlechter als bei M. pneumoniae M129. Jedoch ist es mit Glyzerin in
diesem Stamm fast so gut wie mit Glukose als C-Quelle. Auch hier ist nur ein geringes
Wachstum ohne zusatzliche C-Quelle im Medium zu verzeichnen. Der ATCC 15531 (FH-
Stamm) weist ein dhnliches Wachstum auf wie der M129-Stamm, das Wachstum mit
Glukose ist besser als mit Glyzerin; Glyzerin und Abwesenheit einer C-Quelle sind dhnlich

ausgepragt (siehe Abb. 3.25).

Ein interessantes Wachstum weist GPM101 (KI2) auf. Dieser zeigt zwar auch nur geringes
Wachstum mit Glyzerin, jedoch wachst er sehr stark mit Glukose im Medium. Dabei
weist das gemessene Maximum an Feuchtgewicht am sechsten Tag fast die vierfache
Menge an Material auf, die bei dem Laborwildtyp M129 gemessen wurde. Auffillig bei
diesem Stamm ist auch, dass ein GroRteil der Zellen planktonisch im Medium vorhanden
ist. Zusatzlich I6sen sich viele der Zellen durch Waschschritte von den Zellkulturflaschen

ab. Diese Beobachtungen wurden nicht fir M129 gemacht.

Damit die Stamme weiter charakterisiert werden konnten, wurden Wasserstoffperoxid-

Messungen durchgefiihrt (siehe Abb.3.25).
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Abb.3.26: Peroxidmessungen mit unterschiedlichen M. pneumoniae Stammen
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Bei der Wasserstoffperoxidproduktion zeigt sich in ATCC 15531 (FH-Stamm) das gleiche
Bild wie im Laborwildtyp M129. Es kommt zu einer minimalen Produktion mit Glukose,
zur starksten Peroxidbildung mit Glyzerin und auch GPC tragt zur Bildung des Toxins bei.
Ahnliche Werte zeigen sich auch bei dem klinischen Isolat 1. Ein anderes Bild ergibt sich
jedoch im zweiten klinischen Isolat. Dieser Stamm bildet nur noch mit GPC
Wasserstoffperoxid. Damit hat er den gleichen Phdnotyp wie die mpnll4-Mutante
(GPM95).

Nun sollte herausgefunden werden, ob sich die verringerte Peroxidproduktion in einem

Infektionsversuch auf die Pathogenitat gegenliber HelLa-Zellen auswirkt (siehe Abb.3.27).
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Abb. 3.27: Hela-Infektionsversuch mit GPM101 (KI2): HelLa Zellen wurden mit M. pneumoniae M129
und GPM101 (KI2) infiziert. Zum Vergleich dienten weitere Stimme mit dem gleichen Phanotyp
GPM95, GPM91 und GPM87 (mpn114::Tn, mpn133::Tn, und mpn284::Tn) und nicht infizierte Hela-

Zellen.

Die Mutanten zeigen in dem Versuch am zweiten Tag alle eine verringerte Zytotoxizitat
gegeniber den Hela-Zellen im Vergleich zum WT. Am vierten Tag jedoch weist GPM101
(KI2) eine hohere Toxizitat auf als der Wildtyp, dies gilt auch fiir den sechsten Tag. Die

Mutante von mpn284 (GPM87) fuhrt zu der geringsten Zelllyse am vierten Tag, die
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beiden anderen Mutanten sind jedoch auch weniger zytotoxisch als der WT. Am

sechsten Tag zeigt sich ein dahnliches Bild fir alle Mutanten und den WT.

3.7 Sequenzierung des klinischen Isolats 2: Einfluss von Mutationen im
Chromosom auf den Phanotyp

Aufgrund des Phdnotyps wurde der Stamm GPM101 (KI2) im Gottingen Genomics
Laboratory sequenziert. Dort erfolgten neben der Sequenzierung auch
Sequenzvergleiche mit den Laborstimmen M129 und ATCC 15531 (FH). Zusétzlich
konnte die erhaltene Sequenz mit den Sequenzen der Wildtypstamme verglichen

werden (siehe Abb.3.28).
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Abb. 3.28: Ausschnitt des Genom Alignments von GPM101 (KI2) mit M. pneumoniae M129 WT: Die
Abbildung zeigt schematisch das Alignment der beiden Sequenzen. Im obersten Bereich ist die
Konsenssequenz beider Sequenzen dargestellt. Darunter ist die Ubereinstimmung beider Sequenzen
zu sehen, hierbei sind durch gelbe Linien Unterschiede kenntlich gemacht. Darunter befinden sich die

beiden Original- Sequenzen und die Annotation der Gene.

Zum Sequenzvergleich wurde das Programm , Geneious” verwendet. Dieses ermoglicht
ein direktes Alignment der beiden Sequenzen und befdhigt den Betrachter, sowohl die
Mutationen in der DNA zu erkennen als auch zu sehen, ob eine Mutation zu einem
Basenaustausch oder zu einem Frameshift fiihrt (siehe Tabelle 3.1). Bei Betrachtung der
GenomgroRe fallt auf, dass das klinische Isolat ein deutlich groReres Genom (~859.500
Basen) besitzt als die beiden Referenzstamme (M129: 816.400 Basen; ATCC 15531 (FH):
811.100 Basen).
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Tabelle 3.1: Mutationen im GPM101-Genom (KI2): Die Sequenz wurde mit dem M. pneumoniae FH-
Stamm (ATCC 15531 ) verglichen. Bei allen Mutationen sind einzelne Basen ausgetauscht, die Position
dieser Basenaustausche im Referenzgenom ist angegeben. Zusatzlich ist die Ursprungsbase (FH) und
die neue Base in GPM101 angegeben (KI2), dabei steht ,-” fir eine Deletion der Base. Die betroffenen
Sequenzen wurden gegen M. pneumoniae M129 geblastet und somit konnten die Homologe (Mpn
Nr.) in diesem Stamm und ihre Synonyme (Synonym) benannt werden. In einer weiteren Blastanalyse
wurde die Homologe aus dem nahen Verwandten B. subtilis (B. subtilis) bestimmt. In der Tabelle ist
aullerdem angegeben, ob der Basenaustausch in der Sequenz zu einer Mutation in einem der beiden
Referenz-Stamme fihrt (Mutation M129, Mutation FH). In der letzten Spalte ist angegeben, ob das
betroffene Gen in M. pneumoniae M129 essentiell ist (E). Dabei steht ,f“ fir Fitness und bedeutet,

dass das Gen unter einer bestimmten, unbekannten Bedingung nicht essentiell ist (Lluch-Senar, pers.

Mitteilung).
Position Unterschied Unterschied
in FH FH KI2 | Mpn Nr Synonym | B.subtilis | zu M129 zuFH E
45954 | T - Mpn037 - Frameshift Frameshift -
62222 | G A Mpn050 glpK GlpK Ser-423-->Phe Ser-423-->Phe +
63342 | A C Mpn050 glpK GlpK - Tyr-50-->Asp +
88588 | A G Mpn075 ywdF EpsE Ala-89-->Gly Ala-89-->Gly -
Tyr426-- Tyr424--
108521 | C A Mpn085 - >Stopp >Stopp -
111990 | C T Mpn089 hsdS YomM Argl137-->Cys Arg181-->Cys -
148103 A G Mpn113 - Thr12-->Ala Thr201-->Ala -
240908 | G A Mpn200 - - Ser-->Asn -
261564 | C T Mpn213 - Ser373-->Phe Ser373-->Phe +
285898 | A G Mpn236 - - lle65-->Met f
286547 | G A Mpn236 - Glu282-->Lys Glu282-->Lys f
312747 | T G Mpn262 - - Leul7-->Trp f
340481 | C T Mpn286 - Alal77-->Val Ala-->Val -
348948 | - T Mpn294 YraA Frameshift Frameshift -
354200 | G T Mpn302 pfkA PfkA Leu66-->Phe Leu66-->Phe +
354471 | G A Mpn302 pfkA PfkA Alal57-->Thr Alal57-->Thr +
375626 | A C Mpn318 YfnA - Met33-->Leu f
376166 | T C Mpn318 YfnA Phe213-->Leu Phe213-->Leu f
471474 | G A Mpn395 apt Apt Arg63-->Cys Arg63-->Cys +
471526 | C T Mpn395 apt Apt Met45-->lle Met45-->lle +
533765 | - T Mpn441 Frameshift Frameshift -
582078 | G T Mpn483 yibD Eps) Val197-->Leu Vall197-->Leu -
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Position Unterschied Unterschied
in FH FH KI2 | Mpn Nr Synonym | B.subtilis | zu M129 zu FH
645135 | C A Mpn528a recU RecU Thr17-->Lys Thr17-->Lys
662265 | C T Mpn547 YloV Met227-->lle Met129-->lle
752342 | G T Mpn630 yfiB YitT Leud0-->lle Leu40-->lle
768041 | A G Mpn648 - Ser130-->Pro Ser130-->Pro

Der Sequenzvergleich mit M. pneumoniae M129 ergab ca. 1300 Mutationen in der
GPM101 Sequenz (KI2). Im Vergleich einzelner Proteine mit M129 und FH (ATCC 15531)
fiel jedoch auf, dass ein GroRteil der Mutationen nicht auftritt, wenn man nur GPM101
(KI2) und FH (ATCC 15531) betrachtet. Daher wurde ein Sequenzvergleich mit FH als
Referenzstamm im G,L durchgefiihrt. AnschlieRend wurden die Rohdaten bereinigt. Es
wurden nur Mutationen betrachtet, die in der Sequenzierung mindestens 25 ,Reads”
und eine Zuverldssigkeit von mindestens 80% aufwiesen. Das bedeutet, dass jede
Mutation durch mindestens 25 Einzelsequenzen bestdtigt wurde, von denen in

wenigstens 80% die Mutation auftrat.

Durch den Vergleich war es moglich, die genaue Position anzugeben, an der eine
Mutation auftritt. Dadurch konnte die Mutationsliste weiter bereinigt werden. Mittels
der Position konnten die Auswirkungen der Mutationen bestimmt und Mutationen, die

in beiden Referenzstdmmen stumm waren, aus der Liste geléscht werden.

Nach der Bereinigung bleiben 26 Mutationen in 21 verschiedenen Genen (brig. Hierbei
sind zwei Basendeletionen und eine Baseninsertion vorhanden, diese fihren sowohl im
Vergleich zu M129 als auch zu FH (ATCC 15531) zu einer Verschiebung des Leserasters
(Frameshift). In M129 ist jedoch keines dieser Gene (mpn037, mpn294 und mpn441)
essentiell und es ist nur die Funktion von mpn294 bekannt (Protease). In funf Fillen
fliihren Basenaustausche nur im Vergleich zum FH-Stamm (ATCC 15531) zu einer
Mutation, in diesen Fallen kommt es zu einem Aminosdureaustausch (AS-Austausch) im
Protein des klinischen lsolats. Dieser Fall trifft auf die Gene mpn050 (glpK), mpn200,
mpn236, mpn262 und mpn318 zu. Dabei handelt es sich um die Glyzerinkinase (glpK),
ein Gen mit unbekannter Funktion (mpn200), eine tRNA-Amidotransferase (mpn236), ein

Retikulozytenbindeprotein (mpn262) und um einen AS-Transporter (mpn318).

Alle weiteren Mutationen treten sowohl im Vergleich zum FH-Stamm (ATCC 15531) als
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auch zu M129 in der Sequenz des klinischen loslats auf. In allen Fallen handelt es sich um
AS-Austausche. Dabei sind zwei Besonderheiten aufgetreten: In mpn085 (einem
Adhésin) flhrt der Basenaustausch zu einem Einbau eines Stopp-Codons. Dieser erfolgt
an der Position Tyr424 und fihrt somit zu einer Verkiirzung des 440 AS langen Proteins
in GPM101 (KI2). Eine weitere Besonderheit tritt in der Dihydroacetonkinase Mpn547
auf. Bei allen AS-Austauschen sind die gleichen Positionen im Vergleich zum FH-Stamm
(ATCC 15531) als auch zu M129 betroffen, in diesem Protein jedoch ist die Position
Met227 in M129 und Met129 in FH (ATCC 15531) betroffen.

Insgesamt enthalten sieben Proteine des klinischen Isolats, deren Funktion in M.
pneumoniae M129 nicht bekannt ist, Mutationen. Neben dem AS-Transporter mpn318,
der zwei Mutationen im Vergleich zu FH (ATCC 15531) und eine im Vergleich zu M129
beinhaltet, ist ein weiterer Transporter mpn113 (sowohl im Vergleich zu FH als auch zu
M129) von einer Mutation betroffen. Laut Annotation handelt es sich hierbei in M.
pneumoniae M129 um einen G3P-Transporter, dies konnte jedoch nicht experimentell

bestatigt werden (Schmidl, pers. Mitteilung).

Vier der Gene, die Mutationen enthalten, sind in M129 essentiell (Lluch-Senar, pers.
Mitteilung). Hierbei handelt es sich um die oben erwdhnte Glyzerinkinase, die neben
einer Mutation, die nur im Vergleich zum FH-Stamm (ATCC 15531) auftritt, noch eine
zweite Mutation beinhaltet, die zu einem AS-Austausch im Vergleich zu beiden
Referenzstimmen fiihrt. Neben GlpK ist ein weiteres Enzym aus der C-Verwertung von
zwei Mutationen (in beiden Referenzstdmmen) betroffen; die Phosphofruktokinase PfkA
ist Teil der Glykolyse. Die essentielle Adeninphosphoribosyltransferase Apt ist ebenfalls
von zwei Mutationen (auch in Bezug auf beide Referenzstimmen) betroffen. Bei dem
vierten betroffenen, essentiellen Gen handelt es sich um mpn213. Die Funktion des

Proteins ist bisher nicht bekannt.

Unter den betroffenen Genen befinden sich auRerdem noch sechs sogenannte ,fitness”-
Gene in M. pneumoniae M129 (Lluch-Senar, pers. Mitteilung). Diese Gene sind unter
bestimmten Voraussetzungen nicht essentiell. Zu diesen gehéren mpn236, mpn262,
mpn318, apt, mpn547 und mpn630. Bis auf diese und die oben genannten essentiellen

Gene ist M. pneumoniae M129 auf keines der anderen Gene angewiesen.

Auch wenn die meisten Mutationen innerhalb intergenischer Bereiche bei der



Ergebnisse 75

Auswertung nicht betrachtet wurden, so werden im Folgenden fiinf Ausnahmen
genannt. Die intergenischen Bereiche kodieren nicht fiir Gene, in diesen kann sich jedoch
die Promotorstruktur vorheriger oder nachfolgender Gene befinden. Innerhalb der -35
Region der Gene apt, mpn491 (Nuklease), mpn341 (Helikase), mpn364 und mpnl61
befinden sich Mutationen in GPM101 (KI2).

3.8 Isolation und Charakterisierung einer recA-Mutante

Eine Mutante des recA-Gens (mpn490) wurde aus der Transposonbank isoliert
(GPM100). Dieses Gen codiert fiir eine Rekombinase. Dazu wurden die Primerpaare
SH29/SH30 und AS112/AS113 verwendet. Mittels Southern Blot konnte verifiziert
werden, dass das Transposon nur einmal innerhalb des Chromosoms vorliegt und durch
Ansequenzieren der chromosomalen DNA der Mutante konnte sichergestellt werden,

dass das Transposon innerhalb von recA liegt (siehe Abb.3.29).
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Abb. 3.29: Southern-Blot recA: Es wurde ein Slot-Blot mit

einer Sonde gegen die Gentamycinresistenzkassette
v - . " durchgefiihrt. Die cDNA wurde mit Scal verdaut. Als Negativ-
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Fir den Southern-Blot wurde chromosomale DNA der Mutante mit dem
Restriktionsenzym Scal verdaut. Das Enzym schneidet sowohl am Anfang des Gens als
auch innerhalb des Transposons. Auch wenn die Schnittstelle innerhalb der
Resistenzkassette liegt, so befindet sie sich hinter der Bindestelle der Sonde. Daher war
eine Bande bei ca. 3,1 KB zu erwarten. Auf dieser Hohe ist eine starke Bande zu sehen

und erwartungsgemaR tritt keine Bande innerhalb der Wildtypspur auf.

In einem Wachstumsversuch sollte nun herausgefunden werden, ob eine recA-Mutante
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(GPM100) sensitiver gegenliber DNA-Schaden ist. Dazu wurde die Mutante in mehreren
Schritten passagiert, so dass genligend Zellmaterial vorhanden war. AnschlieRend wurde
eine gesattigte Mitomycin C Losung (nach Herstellerangaben, Sigma) angesetzt.
Mitomycin ist ein DNA-schadigendes Antibiotikum. Kulturen, die vier Tage gewachsen
sind, wurden mit der Antibiotikalésung versetzt (0,1 ml geséattigte Losung / 100 ml
Kultur). Die Zellen wurden fiir 1h bei 37°C inkubiert und anschlieRend geerntet. Mit den
so erhaltenen Zellen wurden Wachstumskurven angeimpft. Zwei unabhangige Kulturen
der Mutante wurden so behandelt und verwendet, als Kontrolle diente eine ebenfalls
behandelte WT Kultur. Zusatzlich wurden Wachstumskurven mit unbehandelten WT und

Mutanten-Kulturen durchgefiihrt (siehe Abb. 3.30).
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Abb. 3.30: Wachstumskurven mit Mitomycin C-Stress: Mit Mitomcyin C behandelte Zellen dienten als
Ausgangsmaterial fir mehrere Wachstumskurven. Unbehandelte Zellen (WT und GPM100) dienten als

Kontrollen.

Die Kontrollstdmme zeigen ein normales Wachstum, dabei gibt es keinen Unterschied
zwischen dem WT und der recA-Mutante (GPM100). Die Zellen, die mit Mitomycin C
behandelt wurden, weisen ein leicht verringertes Wachstum auf, jedoch zeigt sich auch

hier kein Wachstumsnachteil durch die Mutation des recA-Gens.



Ergebnisse 77

3.9 Welche Rolle spielt zyklisches-di-AMP in M. pneumoniae M129?

Um herauszufinden, ob es sich bei dem Gen mpn244 tatsachlich um eine
Diadenylatzyklase (DAC) handelt, wurde das Gen mit den Primern AS94/95 (iber BamH]I
und Ndel in den Uberexpressionsvektor pET19b kloniert. AnschlieRend erfolgte eine
Uberexpression des Proteins und eine c-di-AMP-Extraktion aus E.coli. Die LC-MS/MS-
Messung von c¢-di-GMP/c-di-AMP wurde im Massenspektrometrie-Labor  flr
niedermolekulare bakterielle und eukaryotische Metabolite an der Medizinischen
Hochschule Hannover nach Spangler (Spangler et al., 2010) durchgefiihrt. AnschlieBend

wurden die Messwerte auf die Proteinmenge bezogen (siehe Abb. 3.31).
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Abb. 3.31: C-di-AMP-Messung in E.coli: Die Messung ergab keinerlei c-di-AMP-Produktion fiir den

Leervektor und ca. 140 pmol c-di-AMP pro mg Protein.

In der Messung konnte gezeigt werden, dass im gemessenen Leervektor kein c-di-AMP
entsteht. In der Probe, die den Vektor mit mpn244 erhielt, konnten ca. 140 pmol c-di-

AMP pro mg Protein gemessen werden.

In einem weiteren Versuch sollte die c-di-AMP Konzentration in vivo gemessen werden.
Dazu wurden der M. pneumoniae M129 WT und GPM95 (mpn114::Tn) vier Tage
angezogen und anschlieBend der Nukleotidmessenger extrahiert. Dadurch sollte
herausgefunden werden, ob die durch Mpnll4 vermittelten Acetylierungen einen

Einfluss auf den c-di-AMP-Spiegel in der Zelle haben. Die Messung der Konzentration
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erfolgte ebenfalls in Hannover und die Werte wurden auf die Proteinmenge bezogen

(siehe Abb. 3.32).
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Abb. 3.32: In vivo Messung der c-di-AMP-Konzentration: Es wurde der c-di-AMP-Spiegel im WT und
in GPM95 (mpn114::Tn) bestimmt.

In weiteren Experimenten wurden verschiedene Bedingungen und Mutanten untersucht.
M. pneumoniae WT wurde mit Glyzerin angezogen, aulerdem wurden weitere Zellen
des Stammes mit Glukose angezogen und nach vier Tagen Wachstum mit Mitomycin-
Losung versetzt (0,1 ml gesattigte Loésung / 100 ml Kultur). Die Zellen wurden 1h bei 37°C
inkubiert und anschlielend geerntet. Zusatzlich wurden weitere Stressbedingungen
getestet. Dazu inkubierte man vier Tage alte Zellen einer Glukose-Kultur eine Stunde bei
37°C und pH5,5. AuBerdem wurde eine weitere Kultur eine Stunde mit 0,5 M NacCl
gestresst. Neben diesen drei unterschiedlichen Stressbedingungen wurden verschiedene
Mutanten-Stdmme angezogen. Eine Mutante der Proteinkinase C (PrkC), eine whiA::Tn-
Mutante, eine relA::Tn-Mutante und eine Mutante von mpn026 wurden ebenfalls vier
Tage mit Glukose angezogen und anschlieBend wurde eine c-di-AMP-Extraktion
durchgefiihrt. Keine der untersuchten Stressbedingungen und keine der untersuchten
Mutanten zeigte jedoch eine Abweichung von der gemessenen c-di-AMP-Konzentration

im Vergleich zum M129-Referenzstamm.

In einem weiteren Ansatz sollte getestet werden, ob durch die Zugabe von externen c-di-
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AMP eine Verdnderung des Phadnotyps in der H,0,-Produktion oder der Zytotoxizitat
auftritt. Dazu wurde zunichst E. coli BL21 mit einem Uberexpressionsplasmid (pGP172)
transformiert. Auf diesem befand sich eine mutierte DAC aus B. subtilis. Diese cdaS-
Mutante (zur Verfiigung gestellt von Felix Mehne) weist eine erhohte Produktion von c-
di-AMP in E. coli auf. Parallel wurde E. coli mit dem Leervektor transformiert und eine
Uberexpression in beiden Stimmen durchgefiihrt. AnschlieRend wurde eine Extraktion
durchgefiihrt und jeweils ein Aliqguot nach Hannover zur MS-Analyse geschickt. Hierbei
konnte gezeigt werden, dass sich - wie erwartet - kein ¢c-di-AMP in der Kontrolle mit dem
Leervektor befand. Die Konzentration der zweiten Probe lag bei ~11 mM c-di-AMP.
Daraus wurde eine 10 mM Stammlodsung hergestellt, die in den folgenden Versuchen

verwendet wurde.

In einer Wasserstoffperoxidmessung wurden 100 ul der c-di-AMP-Stammldsung
eingesetzt (entsprechend weniger Puffer). Fir die Messung wurden M. pneumoniae
M129 Zellen 4 Tage mit Glukose angezogen und die Messung erfolgte entsprechend dem

Protokoll (siehe Abb. 3. 33).
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Abb. 3.33: Peroxidmessung mit c-di-AMP: Die Messung erfolgte mit WT-Zellen mit unterschiedlichen

C-Quellen jeweils mit und ohne c-di-AMP-Stammldsung (10 mM).

In der Messung zeigte sich das gewohnte Bild mit einer minimalen Erhéhung in der H,0,-

Produktion mit Glukose und eine starke Produktion mit Glyzerin als C-Quelle. Die Zugabe
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externen c-di-AMPs fiihrte zu keiner Verdanderung, weder mit Glukose noch mit Glyzerin

zeigte sich eine Abweichung.

Mittels eines Hela-Infektionsversuches sollte herausgefunden werden, ob sich c-di-AMP
unabhangig von der H,0,-Produktion auf die Pathogenitat auswirkt. Dazu wurden Hela-
Zellen nach Protokoll angezogen und mit vier Tage gewachsenen M. pneumoniae M129-
Zellen infiziert (siehe Abb. 3.34). In dem Versuch wurden Hela-Zellen mit
unterschiedlichen Mengen Bakterien infiziert. Da Mycoplasmen in kurzer Zeit in der Lage
sind, alle HeLa-Zellen in einem solchen Versuch zu lysieren, wurde das Experiment auf 2
Tage ausgelegt, um eine mogliche Verstarkung durch c-di-AMP kenntlich zu machen. Es
wurden jeweils Infektionen mit und ohne c-di-AMP durchgefiihrt. Dabei wurden 100 pl
der Stammlosung (10 mM) wahrend der zwei Stunden Infektionsphase zugesetzt und

anschlieRend wieder entfernt. Als Kontrolle dienten nicht infizierte HelLa-Zellen.

1. Tag 2.Tag
c-di-AMP - + - +

WTODO,1
WTOD 0,01
WT OD 0,001

Hela

Abb.3.34: Hela-Infektionsversuch mit c-di-AMP: Die Infektion der HelLa-Zellen mit und ohne c-di-Amp

wurde Uber 2 Tage verfolgt.

Wadhrend der Infektion zeigt sich, dass bei einer AusgangsOD von 0,1 (1 ml
Zellsuspension mit einer ODsso von 0,1) die Hela-Zellen bereits am ersten Tag fast

vollstandig lysiert sind, dies gilt natirlich auch fir den zweiten Tag. In 10facher und
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100facher Verdiinnung ist kein deutlicher Unterschied zur HelLa-Kontrolle erkennbar. Fiir
alle Verdiinnungen an beiden Tagen gilt, dass die Zugabe von externen c-di-AMP keine

Auswirkung auf die Pathogenitat von M. pneumoniae gegeniiber den Hela-Zellen hat.
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4. Diskussion

4.1 Konnen in M. genitalium Mutanten mittels LFH konstruiert
werden?

Die Long Flanking Homology PCR hat sich als ein niitzliches Werkzeug in der Gentechnik
erwiesen. Mit dieser Methode kdnnen in verschiedenen Organismen schnell und einfach
Mutationen in das Genom eingefiihrt werden, da lineare DNA in den Organismus
eingebracht wird und durch doppelt homologe Rekombination ins Chromosom integriert
wird (Wach, 1996; Krawchuck und Wahls, 1999; de Hoogt et al., 2000). In dem nahen
Verwandten der Mycoplasmen B. subtilis ist diese Methode ebenfalls gut etabliert
(Wach, 1996). M. genitalium kann ebenfalls doppelt homologe Rekombination
durchfihren (Dhandayuthapani et al., 1999). Auch fir M. pneumoniae konnte dieser
zelluldre Prozess nachgewiesen werden (Kirishnakumar et al., 2010). In den genannten
Studien wurde bisher jedoch nur zirkulare DNA in die Mycoplasmen transformiert. Nach
Tranformation mit einem linearen LFH-Produkt zeigte sich jedoch kein Wachstum auf
Selektionsplatten. Mycoplasmen besitzen, wie die meisten Bakterien, ein zirkuldres
Chromosom, einzige Ausnahme unter den Mycoplasmen bildet Candidatus Phytoplasma
mali (Kube at al., 2008). Es ist moglich, dass das lineare PCR-Fragment durch
Exonukleasen abgebaut wird, vor denen das Chromosom geschiitzt ist. Ein weiterer
Unterschied zu der chromosomalen DNA besteht in der Methylierung. In M. pneumoniae
ist die cDNA methyliert (Lluch-Senar et al., 2013), wahrend der LFH-PCR findet keine
Methylierung statt. Moglicherweise kann das Bakterium auf diese Weise Fremd-DNA
erkennen und diese abbauen. Der Versuch deutet darauf hin, dass es nur moglich ist,
zirkulare DNA zur Mutantengeneration zu nutzen. Die LFH kann somit nicht als Werkzeug

zur Herstellung von Deletionsmutanten in M. genitalium genutzt werden.

4.2 Wachstum und Peroxidbildung von M. genitalium G37

M. genitalium besitzt ein kleineres Genom als M. pneumoniae (Herrmann und Rainer,
1998). Daher ist es erstaunlich, dass sich in der H,0,-Messung zeigt, dass M. genitalium

mit Glukose Peroxid produziert. Es konnte zwar auch in jeder Messung eine minimal
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erhohte Peroxidproduktion fiir M. pneumoniae gezeigt werden, jedoch ist die Produktion
in M. genitalium deutlich hoher. Dies ist ein erster Hinweis auf einen Unterschied in der

Verwertung der C-Quellen.

Im Wachstum unterscheidet sich M. genitalium ebenfalls von M. pneumoniae. Wahrend
sich das Wachstum von M. pneumoniae mit Glukose und Glyzerin deutlich unterscheidet
und Glukose besser verwertet werden kann, zeigt sich in M. genitalium kein deutlicher
Unterschied beim Wachstum mit den verschiedenen C-Quellen. Dies ist ein weiterer
Hinweis auf einen Unterschied in der Verwertung der C-Quellen. Bei der Zytotoxizitat

unterscheiden sich die beiden Stamme nicht voneinander.

Mittels einer Komplementation einer glpD-Mutante (GPM52) in M. pneumoniae mit dem
glpD aus M. genitalium konnte der Ursprungsphdnotyp von M. pneumoniae WT
wiederhergestellt werden. Die komplementierten Klone konnten sowohl mit Glyzerin als
auch mit GPC Wasserstoffperoxid produzieren. Auch die verringerte Zytotoxizitat der
Mutante lieS sich durch die Komplementation ausgleichen. Dadurch konnte gezeigt
werden, dass GlpD zur Wasserstoffperoxidproduktion genutzt wird. Jedoch sind auch die
zwei unabhangigen, komplementierten Klone nicht in der Lage, mit Glukose
Wasserstoffperoxid zu produzieren. Der Versuch bestatigt die Funktion von GlpD in M.
genitalium, die bereits flir M. pneumoniae nachgewiesen werden konnte (Hames et al.,
2009) und zeigt, dass es moglich ist, das Enzym in M. pneumoniae zu exprimieren, und
dass dabei die Aktivitat erhalten bleibt. In einem ahnlichen Versuch konnte eine solche
Komplementation fir das P30 Protein gezeigt werden (Relich und Balish, 2011). Mit
diesem Versuch lieR sich zwar bestatigen, dass GlpD aus M. genitalium an der H,0,-
Produktion beteiligt ist, jedoch lief sich nicht zeigen oder ausschlieBen, dass es auch an
der Glukose-Verwertung beteiligt ist. Es ist immer noch moglich, dass das Enzym auf
Grund von Interaktionen mit anderen Enzymen eine ,moonlighting“-Aktivitat besitzt
(Kelkar und Ochmann, 2013). Dies konnte jedoch mit den Versuchen mit GPG02 (Ag/pD)

aus M. genitalium ausgeschlossen werden (siehe unten).
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4.3 Charakterisierung der Acetyltransferasemutanten mpn027 und
mpnli4

Mpn027 ist als Acetyltransferase annotiert, Mpn114 als Carnitin-O-Acetyltransferase.
Das bedeutet, dass das Enzym die Acetylgruppe von Acetyl-CoA auf Carnitin libertragen
kann. Carnitin dient in Mitochondrien zur Aufnahme langkettiger Fettsauren und kann
von einigen Bakterien als C-Quelle genutzt werden, aulerdem ist eine Rolle als
Osmoprotektant in E. coli vorgeschlagen worden (Bremer, 1963; Fritz und Yue, 1963;
Bieber, 1988). Die Annotation erfolgte jedoch in silico und wurde bereits in vorherigen
Studien angezweifelt (Yus et al., 2009). Gegen eine Funktion als Carnitinacetyltransferase
spricht auch die Tatsache, dass Mycoplasmen nicht UGber die geeigneten Enzyme
verfligen, um diesen Stoff als C-Quelle nutzen zu kénnen. Interessanterweise kommt das
Enzym nur in sehr wenigen Bakterien vor. Ein Vergleich mit allen Bakterien aus der JCVI-
Datenbank zeigt, dass nur eine weitere Mycoplasmaart ein dhnliches Protein besitzt. In

anderen Firmicutes wie z.B. B. subtilis gibt es kein Homolog (siehe Tab. 4.1).

Tabelle 4.1: Sequenzvergleich von mpnli4 mit den Organsimen der JCVI-Datenbank (Quelle:

http://cmr.jcvi.org/)

Organismus % ldentitat % Ahnlichkeit
Mycoplasma pulmonis UAB CTIP 45.2% 65.2%
Shewanella sediminis HAW-EB3 24.2% 42.5%
Salinispora tropica CNB-440 24.5% 42.8%
Saccharopolyspora erythraea NRRL
2338 21.5% 38.8%
Photobacterium profundum SS9 22.7% 42.9%
Frankia sp. EAN1pec 22.3% 37.1%
Salinispora arenicola CNS-205 21.3% 40.4%
Frankia alni ACN14a 23.1% 38.8%
Nocardia farcinica IFM10152 22.4% 40.2%
Frankia sp. Ccl3 24.0% 41.7%
Dichelobacter nodosus VCS1703A 23.8% 46.0%

Cellvibrio japonicus Uedal107 22.1% 41.4%
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AuRerdem ist auffallig, dass es kein Homolog von mpn114 in M. genitalium gibt. Generell
handelt es sich bei Acetylierungen um eine wichtige posttranslationale Modifikation, was
auch fur M. pneumoniae gezeigt werden konnte (van Noort et al., 2012; Soufi et al.,
2012). Da jedoch auBer Mpn027 nur Mpn114 als potentielle Acetyltransferase annotiert
ist, ist es durchaus wahrscheinlich, dass es sich bei diesem Protein ebenfalls um ein
solches Enzym handelt. Moglicherweise ist es jedoch nicht eine Carnitin-spezifische

Acetyltransferase, sondern ein Enzym, das Lysine in Proteinen acetylieren kann.

Von beiden Genen konnte eine Transposonmutante isoliert werden. Dabei zeigten sich
keine Auffilligkeiten beziglich der Peroxidproduktion oder des Wachstums bei GPM94
(mpn027::Tn). Auch GPM95 (mpn114::Tn) zeigte im Wachstum mit Glukose und Glyzerin

keinen Unterschied zu Wildtyp-Zellen.

In GPM95 (mpn114::Tn) wird kein Peroxid mit Glyzerin gebildet, jedoch ist der Stamm
noch in der Lage, mit GPC H,0, zu produzieren. Daraus ladsst sich schlieRen, dass GlpD in
der Mutante aktiv ist. Vorherige Studien haben gezeigt, dass in M. pneumoniae GlpD
essentiell fir die Peroxidbildung ist (Hames et al., 2009). Die Ergebnisse konnten in
dieser Studie bestatigt werden. Die Produktion von Peroxid mit GPC lasst darauf
schlieBen, dass der Phanotyp einen Einfluss auf die Aufnahme bzw. Phosphorylierung
von Glyzerin hat und der GPC-Weg der Peroxidbildung nicht beeintrachtigt ist (siehe
Einleitung). Vermutlich auf Grund der verminderten Peroxidbildung zeigt die Mutante
eine verringerte Zytotoxizitat gegenliber HelLa-Zellen. Dabei ist wiederum der Phanotyp
vergleichbar zu einer glpD-Mutante (GPM52). Zur genaueren Analyse wurden weitere
Peroxidmessungen unter verschiedenen Bedingungen und mit weiteren Mutanten
durchgefiihrt. Auf die Ergebnisse dieser Experimente wird im folgenden Kapitel

eingegangen.

4.4 H,0, Messungen unter verschiedenen Bedingungen mit
unterschiedlichen Stammen von M. genitalium und M. pneumoniae

Um einen genaueren Einblick in die Peroxidproduktion zu erhalten, wurden zunachst
Wildtyp-Zellen von M. pneumoniae und M. genitalium mit verschiedenen C-Quellen

untersucht. Wie zu erwarten, produziert Mycoplasma pneumoniae mit Glyzerin und mit
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Glyzerin und Glukose Wasserstoffperoxid. Da jedoch nur mit Glukose keine H,0,-
Produktion stattfindet, kann man daraus schliefen, dass - auch wenn beide C-Quellen
vorhanden sind - nur Glyzerin zur Peroxidbildung beitragt. Dies wird durch das gleiche
Experiment mit dem Stamm GPM52 (g/pD::Tn) bestétigt, der nur noch geringe Mengen
an Peroxid produziert, wenn Glukose oder Glukose und Glyzerin im Medium vorhanden
sind. Wie bereits erwdhnt, kann M. genitalium mit Glukose ebenfalls Peroxid bilden; dies
geschieht auch, wenn Glukose und Glyzerin im Medium vorhanden sind. In GPG02
(AglpD M.genitalium) (zur Verfliigung gestellt von J. Pifol, Barcelona) zeigt sich nur mit
Glukose und mit Glukose und Glyzerin die Bildung von H,0,. Glyzerin allein fihrt in der
Mutante nicht mehr zur Peroxidproduktion. Anhand dieser Ergebnisse und anhand der
oben genannten Komplementation lasst sich schlieBen, dass es in M. genitalium noch ein

weiteres Enzym geben muss, das glpD-unabhéangig zur Peroxidproduktion fihrt.

Die mpnl14-Mutante (GPM95) wurde ebenfalls mit Glukose und Glyzerin in einer
Peroxidmessung untersucht. Erstaunlicherweise entsteht, wenn beide C-Quellen
vorhanden sind, H,0,. Das Gen befindet sich in einem Operon mit verschiedenen
weiteren Genen. Da eine Mutante von mpn113 diesen Phanotyp nicht aufweist, lasst
sich ein polarer Effekt, beispielsweise durch die verstdrkte Expression einer antisense
RNA, ausschlieRen. Mpn113 ist als G3P-Transporter annotiert, der WT zeigt jedoch keine
Peroxidbildung, wenn G3P als C-Quelle vorhanden ist (GroRhennig, 2011). Da die
annotierte Funktion nicht bestatigt werden konnte, liel sich durch die Messungen aus
dieser Studie ausschlielen, dass Mpn113 an der Glyzerinverwertung bzw. —aufnahme
beteiligt ist. Neben mpn113 befinden sich auch noch mpn115 (infC), mpn116 (rpoml) und
mpn117 (rplT) in dem gleichen Operon wie mpn114. Bei diesen Proteinen handelt es sich
um einen Translationsfaktor bzw. um ribosomale Proteine (Himmelreich et al., 1996). Es
ist daher unwahrscheinlich, dass die Mutation in mpn114 zu einer metabolischen

Veranderung auf Grund polarer Effekte auf diese Gene fiihrt.

Das gleiche Bild wie bei GPM95 (mpn114::Tn) zeigte sich auch in den Peroxidmessungen
mit den Mutanten von mpn284 (GPM87) und mpn133 (GPM91). In einer vorherigen
Studie konnte gezeigt werden, dass diese beiden Proteine eine wichtige Rolle bei der
Aufnahme von Glyzerin spielen (GroRBhennig et al., 2013). Daher ist es nicht weiter
verwunderlich, dass Glyzerin nicht mehr zu einer Wasserstoffperoxidproduktion fihrt.

Jedoch lasst sich nicht erklaren, wieso auch diese beiden Mutanten mit Glukose und
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Glyzerin wieder H,0; produzieren kénnen.

In einem weiteren Versuch stellte sich heraus, dass neben Glukose auch Fruktose zur
Peroxidproduktion in GPM95 (mpn114::Tn) fihrt, wenn Glyzerin vorhanden ist. Des
Weiteren konnte keine deutlich erhdéhte Produktion von H,0, nachgewiesen werden,
wenn Fruktose und Glukose verwendet wurden. Aullerdem flhrt ein hoher Anteil von
Glyzerin bei Anwesenheit von wenig Glukose zu einer starkeren Peroxidbildung als viel
Glukose mit wenig Glyzerin. Daraus lasst sich schlieBen, dass in der Mutante immer noch
das Glyzerin die C-Quelle ist, die zur Peroxidbildung benétigt wird. In einer weiteren
Messung konnte gezeigt werden, dass auch Mannose sowie Mannose und Glyzerin zur
Peroxidbildung in GPM95 (mpn114::Tn) fuhren, wahrend dies fiir Ribose bzw. Ribose und
Glyzerin nicht der Fall ist. Glukose und Fruktose werden beide (ber
Phosphotransferasesysteme in die Zelle aufgenommen und auch Mannose wird Gber das
Fruktose-PTS transportiert (Halbedel et al., 2007). Ribose hingegen wird (iber ein PTS-
unabhéangiges System aufgenommen. M. pneumoniae kann mit allen der genannten C-
Quellen wachsen, auch wenn das Wachstum in Hayflick Medium mit Ribose deutlich

schwacher ist als mit Glukose (Yus et al., 2009).

Wie in der Einleitung bereits erwahnt, spielt das Protein HPr eine wichtige Rolle im PTS.
Neben der Phosphorylierung am Histidin-15 kann das Protein ebenfalls am Serin46
phosphoryliert werden, wenn Glyzerin vorhanden ist. Diese Modifikation wird durch
HPrK katalysiert und kann sowohl von diesem Enzym als auch von einem weiteren PrpC
rickgangig gemacht werden (Halbedel et al., 2006). Um herauszufinden, ob in einer
hprK- bzw. einer prpC-Mutante ein Phanotyp in der Peroxidproduktion auftritt, wurden
weitere Messungen durchgefiihrt, die jedoch weder mit PTS-Zuckern noch mit Ribose
(auch in Kombination mit Glyzerin) zu einer Abweichung im Vergleich zum Wildtyp
gefihrt haben (Daten nicht gezeigt). Allerdings ist fur B. subtilis eine
kohlenstoffabhdngige Regulation des Glyzerinaufnahmesystems beschrieben worden
(Darbon et al., 2002). Dieser Organismus ist zur Kohlenstoffkatabolitenrepression
befahigt. Hierbei handelt es sich um einen Mechanismus, der sicherstellt, dass die
bevorzugte C-Quelle aufgenommen und verwertet wird (Rojo et al., 2010; Fujita, 2009).
Bei dieser Kontrolle des zentralen Kohlenstoffstoffwechsels erfolgt ein Grofteil der
Regulation lber den Schlisselregulator CcpA (Warner und Lolkema, 2003). Ein Homolog

dieses Proteins ist in M. pneumoniae jedoch nicht vorhanden.
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Auf Grund der Peroxidmessungen lasst sich nicht erkldaren, wieso es mit PTS-Zuckern zu
einer Peroxidproduktion mit Glyzerin in den verschiedenen Stammen kommt. Es scheint
jedoch, dass die HPr-Kinase keinen Einfluss auf dieses Phdanomen ausiibt.
Moglicherweise gibt es jedoch einen Mechanismus, der der
Kohlenstoffkatabolitenrepression dhnlich ist. Auch in B. subtilis gibt es eine CcpA-
unabhangige Katabolitenrepression (Dahl, 2002). Hierbei kdnnten Antiterminatoren
direkt durch Phosphorylierung einen Einfluss auf die Expression nehmen. Solche
Mechanismen sind beispielsweise ebenfalls in B. subtilis bekannt (Stlilke, 2002). Eine
Beteiligung von HPr an einem solchen Mechanismus in M. pneumoniae lasst sich mit den

durchgefiihrten Experimenten nicht ausschlielRen.

Zwei Enzyme aus der Glyzerolverwertung — GlpK und GlpD — werden acetyliert (van
Noort et al., 2012). Dies kdnnte fiir eine Funktion als Acetyltransferase von Mpnl114
sprechen. Moglicherweise erfolgt die Acetylierung eines (oder beider) dieser Enzyme
durch Mpn114. Ist diese Modifikation flir eine PTS-Zucker-unabhangige Verwertung von
Glyzerin nétig, lieRe sich der Phanotyp der mpn114-Mutante erklaren. Weitere Hinweise,
die fur eine Beteiligung von mpn114 an der C-Quellenverwertung sprechen, lassen sich

auch aus der Transkriptionsanalyse schlielen. Diese wird im folgenden Kapitel diskutiert.

4.5 Untersuchungen der Transkription in verschiedenen Mutanten von
M. pneumoniae M129

In der ersten Slot-Blot-Analyse zeigt sich, dass mpn114 mit Glyzerin starker exprimiert
wird als mit Glukose. Dies ist ein weiterer Hinweis dafiir, dass das Protein eine wichtige
Rolle bei der Verwertung dieser C-Quelle spielt. Die Zugabe von externem H,0, fiihrt zu
keiner erhohten Expression von mpn114. Auch bei Zugabe der 100fachen Menge Peroxid
wir das Gen nicht starker exprimiert. Die Zugabe externen Wasserstoffperoxids kann zur
verstarkten Expression bestimmter Gene fiihren (siehe unten), da dies nicht der Fall fir
mpn114 ist, kann man davon ausgehen, dass die verstarkte Induktion der Transkription
allein durch die C-Quelle gesteuert wird. Dies konnte auch durch Slot-Blot-Analysen mit
verschiedenen Mutanten bestatigt werden. Auch in GPM87 (mpn284::Tn) und GPM52
(glpD::Tn) ist die Expression starker, wenn die Zellen mit Glyzerin angezogen werden.

Auch hier spricht die erhéhte Transkriptmenge in der glpD-Mutante (GPM52) fiir eine
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peroxidunabhangige Regulation des Gens. Interessanterweise zeigt sich in der zweiten
Mutante des Glyzerinaufnahmesystems GPM91 (mpn133::Tn) eine deutlich verstarkte
Expression bereits mit Glukose. In dieser Mutante ist dafir jedoch die Expression mit
Glyzerin geringer als mit Glukose. Daraus lasst sich folgern, dass Mpn133 einen Einfluss
auf die Transkription von mpnl14 hat. Bisher konnte die Rolle von Mpn133 nicht
eindeutig geklart werden. Es konnte eine Nukleaseaktivitat nachgewiesen werden, die
darauf schlieRen lasst, dass das Protein eine Rolle bei der Bindung und moglicherweise
beim Eindringen in Wirtszellen eine Rolle spielt (Somarajan et al., 2010). In einer anderen
Studie wird jedoch vorgeschlagen, dass es sich bei Mpn133 um ein akzessorisches
Protein der Glyzerinaufnahme handelt (GroRhennig et al., 2013). Diese Studie bestétigt
die Hypothese, dass Mpn133 eine wichtige Rolle bei der Verwertung von Glyzerin spielt,
dies entspricht auch der Annotation aus KEGG. Das Model von GroRhennig basiert auf
der Struktur des Lipoproteins. Dabei gehen die Autoren davon aus, dass das Protein an
der AuBenseite der Zellmembran sitzt. Dies wiederum fiuhrt zu der Annahme, dass
Mpn133 keinen direkten Einfluss auf die Transkription von mpn114 nimmt. Dass jedoch
auch die Mutation von mpni133 dazu fihrt, dass kein Peroxid nur mit Glyzerin als C-
Quelle gebildet wird, scheint die Theorie zu bestarken, dass dieses Protein wichtig fiir die

Aufnahme der C-Quelle ist.

Die Expression von mpn114 in der mpn284-Mutante (GPM87) dhnelt der des Wildtyps.
Auch hierbei handelt es sich um ein Lipoprotein, das scheinbar eine dhnliche Rolle hat
wie Mpn133. Auch hier fiihrt die Mutation zu einem Abfall der Peroxidproduktion mit
Glyzerin. Allerdings zeigt sich in dieser Mutante keine Veranderung der Expression von
mpnl14. In einer weiteren Transkriptionsanalyse wurde die Expression von mpn284
untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass nur in einer Mutante von mpn133 (GPM91)
eine erhohte Expression dieses Gens ablduft. Die verstarkte Expression von mpn284 in
GPMS87 (mpn284::Tn) lasst sich dadurch erklaren, dass das Transposon, das in mpn284
inseriert hat, einen zusatzlichen Promotor besitzt. Die Sonde, die fir diesen Slot-Blot
verwendet wurde, bindet hinter diesem Promotor; dadurch erscheint das Gen verstarkt
exprimiert, ist jedoch nicht mehr funktional. Es ist erstaunlich, dass die Expression von
mpnl133 mit Glyzerin nicht starker ist als mit Glukose. Da dieses Gen an der
Glyzerinaufnahme beteiligt ist (GroRhennig et al., 2013), wiirde man eine verstarkte

Expression unter dieser Bedingung erwarten. Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass das
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Zusammenspiel von Genen aus der Glyzerinaufnahme und mpnl114 ein wichtiger

Bestandteil der Glyzerinverwertung ist.

Die wichtigste Rolle in der Glyzerinaufnahme scheint jedoch der Transporter GlpF zu
spielen. Auch wenn dieses Protein in anderen Organismen als nicht essentiell
beschrieben wurde, konnte bisher keine Mutante aus M. pneumoniae isoliert werden
(GroBhennig et al., 2013; Glass et al., 2006). Jedoch konnte die Expression diese Gens
Uber Slot-Blot-Analysen untersucht werden (siehe oben). Die verstdrkte Expression des
Transporters in den Mutanten von mpn284 (GPM87) und mpni33 (GPM91) kénnte
darauf schlieRen lassen, dass ein Verlust dieser Enzyme teilweise (iber eine verstarkte
Expression von GlpF ausgeglichen werden kann. Jedoch sprechen die Ergebnisse der
Peroxidmessung dafiir, dass der Verlust der akzessorischen Proteine auch zu einem
Verlust der Aufnahmefahigkeit fihrt, wenn keine Glukose vorhanden ist. Sowohl im
Wildytp als auch in den Mutanten ist die Expression verstarkt, dies ldsst darauf
schlielen, dass Glyzerin selbst zu einer verstarkten Aufnahme fiihrt. Dies wiederum
spricht fir einen Mechanismus, der zur Wahrnehmung der Kohlenstoffquellen in der
Umgebung dient, bzw. dazu, dass Metaboliten aus den verschiedenen
Stoffwechselwegen einen Einfluss auf die Expression unterschiedlicher Gene haben
konnen. Auch dies konnte ein Hinweis auf eine katabolitenrepressionsdhnliche C-
Quellenverwertung sein. Dadurch kann M. pneumoniae sicherstellen, dass keine Energie
aufgewandt wird, um Transporter zu generieren, die nicht benétigt werden. Diese
Hypothese wird durch die stark verringerte glpF-Transkription in GPM52 (g/lpD-Mutante)
mit Glyzerin unterstitzt. Wie in der Einleitung beschrieben, handelt es sich dabei um das
Enzym, das sowohl die Glyzerin- als auch die GPC-Verwertung mit der Glykolyse und
somit dem zentralen Kohlenstoffstoffwechsel verbindet. Der Verlust dieses Gens fiihrt zu
einer Anhaufung von G3P. Glyzerin kann immer noch aufgenommen und phosphoryliert
werden und auch das GPC-Aufnahmesystem sollte noch aktiv sein. Da fir die
Phosphorylierung von Glyzerin ATP bendtigt wird, ist es also durchaus sinnvoll, wenn die
Zelle die Aufnahme von Glyzerin verhindert, falls es zu einem Stau von G3P kommt.
Unter dieser Bedingung kann kein ATP mehr in der Glykolyse gewonnen werden und die
Energiebilanz fallt negativ aus, wenn Glyzerin weiterhin aufgenommen wird. Auch in B.
subtilis wird die Expression des glpFK-Operons Uiber G3P gesteuert, hierbei hat jedoch

das G3P eine aktivierende Funktion (Darbon et al, 2002). Auch wenn der genaue
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Mechanimus weiterhin ungeklart bleibt, so erscheint die verminderte Aufnahme in einer

glpD- Mutante sinnvoll und logisch.

Die Ergebnisse der Slot-Blot-Analysen mit einer g/lpQ-Sonde zeigen ein dhnliches Bild.
Erstaunlicherweise ist auch dieses Gen verstarkt mit Glyzerin exprimiert. GlpQ wird nicht
zur Verwertung von Glyzerin bendtigt, es liegt jedoch in einem Operon mit GlpU
(GroBhennig et al., 2013). Hierbei handelt es sich um den Transporter fiir GPC, das nach
der Aufnahme von GlpQ prozessiert wird. Es ist moglich, dass auch dieses Operon durch
einen Anstau von G3P reguliert wird. Da es sich bei der Phospholipidverwertung um
einen Seitenarm der Glyzerinverwertung handelt, wirde auch hier eine
Feedbackinhibierung Sinn ergeben. Die Tatsache, dass auch glpQ in GPM52 (g/pD::Tn)
mit Glyzerin nicht mehr verstarkt transkribiert wird, untermauert diese Hypothese. Es
scheint, dass die Expression der verschiedenen Transportsysteme C-Quellen-abhdngig
reguliert wird. Dabei ist auch zu beachten, dass in den Mutanten der Gene mpnli4
(GPM95), mpn284 (GPM87), mpn133 (GPM91) und glpD (GPM95) mit Glukose sowohl
glpF, als auch glpQ verstarkt exprimiert werden im Vergleich zum Wildtyp. Weder die
mutierten Gene noch die Gene, auf deren Expression sich die Mutationen auswirken,
werden fir die Glukoseverwertung bendétigt. Doch auch diese Ergebnisse deuten auf eine
C-Quellen-abhdngige Kohlenstoffaufnahme hin. An dieser scheinen Mpn114, Mpn284
und auch Mpn133 beteiligt zu sein; welche Rolle sie jedoch genau spielen, bleibt auch
nach diesen Transkriptionsanalysen weiterhin ungeklart. Die verstarkte Expression der
Gene mit Glukose konnte auch einen Hinweis darauf geben, wieso es in den
Peroxidmessungen der Mutanten zu einer Peroxidbildung kommt, wenn neben Glyzerin
auch Glukose vorhanden ist. Da die Peroxidbildung ein wichtiger Bestandteil der Virulenz
von M. pneumoniae ist, erscheint es sinnvoll, diese C-Quellen-abhangig zu regulieren

(Halbedel et al., 2007).

In einer neueren Studie wird berichtet, dass das Gen trxA peroxidabhangig exprimiert
wird (ReuB, 2012). Die Ergebnisse dieser Studie konnten diese Ergebnisse bestatigen und
zusatzlich zeigen, dass mit steigender Konzentration von externen H,0, auch die
Expression des Gens verstarkt ablauft. Das untermauert ReuR‘ Hypothese, dass dieses
Protein an der Entgiftung von Peroxid beteiligt ist. Ein Mechanismus, liber den - durch
Peroxid gebildete - Disulfidbriicken mittels Thioredoxin aufgel6st werden kdnnen, ist

bereits beschrieben (Carmel-Harel und Storz, 2000). Dies fihrt zwar nicht direkt zu einer
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Entgiftung von Wasserstoffperoxid, jedoch kdnnen Schdden, die hierdurch verursacht
werden, behoben werden. Da M. pneumoniae und auch M. genitalium Peroxid fiir ihre
Virulenz benétigen, wiirde ein vollstandiger Abbau dieses Stoffes zu einer verringerten
Pathogenitat fihren (Miles et al., 1996). Neben trxA, das fir Thioredoxin kodiert, wird
noch eine entsprechende Thioredoxinreduktase fiir die Reparatur von Peroxidschaden
bendtigt (Ben-Menachem et al., 1997). In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass das
entsprechende Gen (trxB) im Gegensatz zu trxA nicht wasserstoffperoxidabhingig
exprimiert wird. Moglicherweise unterliegt dieses Gen keinerlei Regulation, da
beispielsweise die Grundaktivitdt hoch genug ist, um auch bei hohen

Peroxidkonzentrationen das Thioredoxin zu regenerieren.

4.6 Charakterisiserung weiterer M. pneumoniae-Stamme

M. genitalium kann Glukose zu H,0, umsetzen, der Laborstamm M. pneumoniae M129
ist dazu jedoch nicht in der Lage. Dies ist erstaunlich, da Homologe aller Gene von M.
genitalium in M. pneumoniae konserviert sind (Herrmann und Reiner, 1998). Durch die
Charakterisierung weiterer M. pneumoniae Stamme konnte gezeigt werden, dass dieser
Phanotyp nicht nur auf M. pneumoniae zutrifft, sondern auch auf andere Stamme dieser
Art. Die zuerst durchgefiihrten Wachstumsversuche mit den verschiedenen Stammen
demonstrieren, dass GPM100 (KI1) und der ATCC 15531 (FH-Stamm) ein &hnliches
Wachstum zeigen wie der Laborwildtyp M129. Auffallig ist allerdings, dass GPM100 (KI1)
scheinbar Glyzerin dhnlich gut verwerten kann wie Glukose. Sowohl der FH-Stamm (ATCC
15531) als auch M129 weisen ein geringes Wachstum mit dieser C-Quelle auf. In vielen
Bakterien ist Glukose die bevorzugte C-Quelle und kann besser verwertet werden als
beispielsweise Glyzerin (Deutscher, 2008; Gérke und Stiilke, 2008). Dies scheint in dem
klinischen Isolat nicht der Fall zu sein. Da der Stamm bisher jedoch nicht sequenziert
oder in vorherigen Studien untersucht wurde, lasst sich diese Beobachtung nicht naher
erklaren. Allerdings ist das Wachstum von M129 mit Glukose hoher als bei GPM100
(KI1); dies kann ein Hinweis sein, dass Glukose immer noch die bevorzugte C-Quelle ist,

jeoch schlechter genutzt wird, als es in M129 der Fall ist.

Das Wachstum von GPM101 (KI2) weicht von dem der anderen Stamme deutlich ab.
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Zwar ist das Wachstum mit Glyzerin vergleichbar mit allen anderen Stdmmen, allerdings
wachst dieses klinische Isolat deutlich besser. Firr das verstarkte Wachstum kdnnte es
mehrere mogliche Ursachen geben. Die erhohte Wachstumsrate lieBe sich sowohl durch
einen verstarkten Ablauf metabolischer Prozesse (z.B. in der Glykolyse) als auch durch

einen verbesserten Transport der C-Quelle in die Zelle erklaren.

In den Peroxidmessungen verhalten sich sowohl der FH-Stamm (ATCC 15531) als auch
GPM100 (KI1) wie M129. Keiner der Stimme weist eine Peroxidproduktion mit Glukose
auf. Die H,0,-Produktion mit dieser C-Quelle scheint nur in M. genitalium
aufzutreten(siehe oben). Daraus ldsst sich schlieRen, dass das vorhergesagte Enzym in M.

pneumoniae nicht aktiv ist oder nur eine minimale Aktivitat besitzt.

4.7 Das Genom des klinischen Isolats 2

Vergleicht man die erhaltenen Sequenzen des GPM101-Stammes (KI2) mit bereits
bekannten M. pneumoniae Genomen, so zeigt sich, dass dieser Stamm genetisch eine
groRe Ahnlichkeit zu M. pneumoniae FH (ATCC 15531) besitzt. Wihrend es iiber 1000
Unterschiede im Vergleich zu M129 gibt, sind es nur 26 Basen, die sich von der FH-
Sequenz unterscheiden. Phylogenetisch ist das Isolat also naher mit dem FH-Laborstamm
(ATCC 15531) verwandt als mit M. pneumoniae M129. Da keine vollstandige Annotation
erfolgte, kann keine Aussage Uber die verdanderte GroRe des Genoms gemacht werden.
Es kann sich hierbei sowohl um Artefakte aufgrund von Sequenzwiederholungen im
Genom handeln als auch um zuséatzliche Gene, die nicht in den Referenzstammen
vorhanden sind. Im Folgenden wird also nur auf Unterschiede in Genen im Vergleich zu
den Referenzstéammen M. pneumoniae FH (ATCC 15531) und M. pneumoniae M129

eingegangen (Krishnakumar et al., 2010).

Die Sequenzierung zeigte eine Reihe interessanter Mutationen im Chromosom des
klinischen Isolats. Viele dieser Mutationen befinden sich in Genen, deren Funktion nicht
bekannt ist, daher kann keine Aussage Uber eine mogliche Verdanderung der Struktur
oder Funktion dieser Gene getroffen werden. Dies trifft auf Mutationen in glpK, mpn200,
mpn236 und mpn262 zu. Interessanterweise befindet sich in g/pK eine zweite Mutation,

die einen Unterschied zu beiden Referenzstammen bildet. Der Basenaustausch fihrt zu
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einer Veranderung der Aminosduresequenz an der Position 423. Ein Serin wird durch ein
Phenylalanin ausgetauscht. Diese Position befindet sich in der Ndhe des aktiven
Zentrums des Enzyms bzw. der ATP-Bindestelle (in silico Daten, KEGG). GlpK ist sowohl in
M. genitalium als auch in M. pneumoniae essentiell (Glass et al.,2006; Lluch-Senar pers.
Mitteilung; Juhas et al., 2011). Wenn man das Modell der Glyzerinverwertung betrachtet
(siehe Einleitung), kann man davon ausgehen, dass GlpK nicht bendtigt wird, wenn
Glukose als C-Quelle vorhanden ist. Daher ist es moglich, dass GlpK eine weitere
unbekannte ,,moonlighting“-Aktivitat besitzt, die auch mit Glukose essentiell ist. Da der
GPM101-Stamm (KI2) kein Peroxid mit Glyzerin produziert, ist es sehr wahrscheinlich,
dass dieser Phanotyp durch die Mutation in glpK hervorgerufen wird. Moglicherweise ist
die Kinaseaktivitdt beeintrdchtigt (Hames et al.,, 2009), eine zweite, unbekannte und
essentielle Funktion jedoch nicht. Es ist auBer glpK kein Gen der Glyzerinverwertung
betroffen, daher ist diese Theorie wahrscheinlich, jedoch kénnten auch Mutationen

anderer Gene zu diesem Phanotyp flihren.

GlpK ist jedoch nicht das einzige essentielle Gen, das von einer Mutation betroffen ist.
Neben der Glyzerinkinase sind auch mpn213, mpn302 (pfkA) und mpn395 (apt) mutiert.
Die Funktion von mpn213 ist nicht bekannt und es gibt kein Homolog in B. subtilis.
Ahnliche Proteine gibt es nur in M. genitalium und M. gallisepticum, doch auch hier ist
die Funktion nicht bekannt. Daher kann keine Aussage getroffen werden, ob diese

Mutation einen Einfluss auf die Funktion des entsprechenden Proteins ausiibt.

Mpn302 kodiert flr die Phosphofruktokinase, ein Enzym aus der Glykolyse (Ludwig et al.,
2001). In B. subtilis ist dieses Enzym nicht essentiell (Mufioz-Marquez und Ponce-Rivas,
2010), allerdings konnte das Gen in M. genitalium nicht ausgeschaltet werden (Glass et
al., 2005). Es ist also sehr wahrscheinlich, dass dieses Gen auch fiir M. pneumoniae
essentiell ist, somit hatten die beiden Mutationen in pfkA keinen negativen Einfluss auf
die Aktivitdt des Enzyms. Allerdings zeigt GPM101 (KI2) ein deutlich besseres Wachstum
mit Glukose als die beiden Referenzstimme M. pneumoniae M129 und M. pneumoniae
FH (ATCC 15531). Die Mutationen konnten also einen positiven Effekt auf die
Glukoseverwertung ausiiben. Dabei ist jedoch zu beachten, dass eine gesteigerte
Enzymaktivitdat nur zu einer besseren Verwertung fiihren wiirde, wenn die durch PfkA
katalysierte Reaktion der limitierende Faktor in der Glykolyse ist. AuRerdem miissten in

diesem Fall die nachfolgenden glykolytischen Enzyme dazu in der Lage sein, die
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verstarkte Produktion von Fruktose-1,6-Bisphosphat verarbeiten zu kdnnen. Es ist auch
moglich, dass durch die Mutationen ein verbessertes ,substrate-channeling” erfolgt, da
die Enzyme der Glykolyse miteinander interagieren (Malaisse et al., 2004; Dutow et al.,
2010). Eine weitere Ursache fiir ein besseres Wachstum kénnten die Mutationen in den
Transportern Mpn113 und Mpn318 sein. Mpnl113 ist als G3P-Transporter in silico
annotiert worden, diese Funktion konnte jedoch experimentell nicht bestatigt werden
(KEGG; GroRhennig, 2011). Mpn318 ist als ein Aminosauretransporter annotiert (in silico
Daten, KEGG). Mutationen in diesen beiden Transportern kénnten zu einer verbesserten

Aufnahme von Nahrstoffen dienen und dadurch zu einem verstarkten Wachstum fuhren.

Das vierte essentielle Gen, das in GPM101 (KI2) eine Mutation tragt, ist apt. Die
Adeninphospho-ribosyltransferase ist nicht essentiell in B. subtilis (Saxild und Nygaard,
1987). Es konnte jedoch auch fiir dieses Enzym gezeigt werden, dass es in M. genitalium
essentiell ist (Glass et al., 2006). Auch hier |dsst sich ein Einfluss auf das Wachstum nicht

ausschlieRen.

Ein weiteres betroffenes Gen ist mpn528a, hierbei handelt es sich um eine Rekombinase.
Es ist nicht bekannt, ob GPM101 (KI2) homolog rekombinieren kann. Interessanterweise
ist M. pneumoniae M129 nicht zur homologen Rekombination fahig, jedoch konnte
nachgewiesen werden, dass M. pneumoniae FH (ATCC 15531) diesen Prozess
durchfiihren kann (Estevado et al., 2011; Krishnakumar et al., 2010). AulRerdem ist auch
der nahe Verwandte M. genitalium in der Lage, homolog zu rekombinieren
(Dhandayuthapani et al., 1999). Es wurde bereits erkannt, dass die Funktion von RecU
eine wichtige Rolle bei der Rekombination spielt und dass es Unterschiede zwischen den
RecU-Proteinen aus M. pneumoniae und M. genitalium gibt. Weiterhin konnte gezeigt
werden, dass RecU aus M. pneumoniae nicht funktional ist (Sluijter et al., 2011). In
weiteren Versuchen konnte man herausfinden, ob diese Mutation zu einem Verlust der

homologen Rekombination gefiihrt hat.

Ein weiterer interessanter Aspekt ist die verminderte Adhdrenz des klinischen Isolats
verglichen mit M. pneumoniae FH (ATCC 15531)und M. pneumoniae M129. Auch dieser
Phanotyp lasst sich moglicherweise auf die nachgewiesenen Mutationen zuriickfihren.
Hierfir kdnnte die Mutation in mpn085 verantwortlich sein. Es handelt sich um ein

Zytoadhdarenzprotein (Himmelreich et al., 1996). Die Mutation fihrt zu einer Verkirzung
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des Proteins um 16 Aminosduren, da der Basenaustausch innerhalb des Gens zum
Einbau eines Stoppcodons fiihrt (siehe Tabelle 3.1). Dadurch wird eine
Transmembrandomane geschadigt (in silico Daten, KEGG). Eine solche Schadigung
konnte zu einer fehlerhaften Integration in die Membran fiihren, wodurch die
Zytoadharenz beeintrachtigt werden konnte. Dies ist jedoch nicht die einzige Mutation,
die einen Einfluss auf diese Fahigkeit nehmen konnte. Besonders auffallig ist, dass sich
die Zellen durch mechanischen Einfluss (Waschen mit Puffer und Erschiitterungen)
schnell von Zellkulturflaschen |6sen. Mycoplasmen kénnen - wie viele andere Bakterien
auch - einen Biofilm ausbilden (Simmons und Dybvig, 2009; Chen et al., 2012; Simmons
et al., 2013; Abee et al., 2011). Die Ausbildung eines solchen Biofilms erhoht die
Resistenz gegenliber Antibiotika und auch gegeniber der Immunantwort (Bolland et al.,
2012; Simmons und Dybvig, 2007). Fiir die Bildung von Biofilmen sind Exopolysaccharide
mitverantwortlich (Daubenspeck et al., 2009; Marvasi et al., 2009). In B. subtilis sind die
Gene epsE und eps) an der Exopolysaccharidsynthese bzw. an der Biofilmbildung
beteiligt (Guttenplan et al., 2010; Nagorska et al., 2010). In dem klinischen Isolat 2 sind
die Homologe dieser beiden Proteine von Mutationen betroffen. Dies koénnte einen
Einfluss auf die Bildung des Biofilms haben. Eine Beeintrachtigung dieser Struktur kénnte
eine Schicht von Mycoplasmen an einer Oberflaiche wie der von Zellkulturflaschen
anfalliger gegeniliber mechanischen Einfliissen machen. Ohne weitere Experimente lasst
sich nicht folgern, ob die verringerte Zytoadharenz durch die Mutation des Zytoadhasins
Mpn085 oder durch eine Stérung der Biofilmbildung verursacht wird. Es lasst sich bisher
auch nicht ausschlieBen, dass dieser Phanotyp durch ein Zusammenspiel aller drei

Mutationen ausgel6st wird.

Die Funktion der weiteren Gene, die Mutationen tragen (siehe Tab.3.1), ist nicht
bekannt. Daher kann man hier nicht Gber einen moglichen Einfluss der Mutationen auf
die unterschiedlichen Phanotypen (Peroxidproduktion, Wachstum und Zytoadhérenz) -
verglichen mit den Referenzstammen - spekulieren. Potentiell kann natdirlich jede dieser
Mutationen einen Einfluss haben, da es sich sowohl um regulatorische Proteine als auch
um Enzyme mit bisher unbekannter metabolischer Funktion handelt. Interessanterweise
kommt es in mehreren Genen zu einer Verschiebung des Leserasters (mpn037, mpn294,
und mpn441). Durch eine solche Mutation dndert sich die Aminosiduresequenz des

Proteins und die Funktion geht dadurch mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit verloren.
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Keines dieser Gene ist essentiell (Lluch-Senar, personliche Mitteilung). Dieser Stamm
zeigt durch natirliche Mutationen, dass es moglich ist, diese drei Gene parallel zu

beschadigen, ohne dass das Wachstum dadurch negativ beeinflusst wird.

Neben den Mutationen innerhalb von Genen treten im klinischen Isolat auch
Mutationen in intergenischen Bereichen auf. Es ldsst sich nicht ausschlielen, dass auch
diese Mutationen einen Einfluss auf nicht annotierte Gene, kleine RNAs oder DNA-
Strukturelemente haben. Hierbei ist zu beachten, dass sich finf Mutationen innerhalb
der sogenannten -35-Promotorregion verschiedener Gene befinden (siehe 3.7).
Bakterielle Promotoren sind DNA-Sequenzen, (ber die die Transkription des
nachfolgenden Gens reguliert werden kann. Dies kann beispielsweise Uber Bindung
aktivierender oder reprimierender Proteine geschehen. Uber sogenannte Regulons kann
dabei die Transkription ganzer Gruppen von Genen beeinflusst werden (Zhang et al.,
2012). Dabei spielen zwei Regionen vor den Genen eine wichtige Rolle, die -10- und die
-35-Region (Hawley und McClure, 1983; Ross et al., 1993). Bei Mycoplasmen jedoch
scheint die -35-Region eine untergeordnete Rolle zu spielen (Halbedel et al., 2007). Ein
Einfluss der Mutationen in diesen Regionen lieRe sich nur durch weitere Analysen
bestdtigen oder verwerfen. Dies konnte beispielsweise (iber Slot-Blot-Analysen

geschehen.

4.8 Welche Rolle spielt Zyklisches-di-AMP in M. pneumoniae M129?

Wie in der Einleitung bereits erwahnt, handelt es sich bei c-di-AMP um einen wichtigen
Botenstoff, der Einfluss auf verschiedene zelluldre Prozesse nehmen kann (Rémling,

2008).

Die Ergebnisse der c-di-AMP-Messung zeigen, dass M. pneumoniae tatsachlich c-di-AMP
in vivo produziert. Weiterhin konnte durch die Uberexpression von mpn244
nachgewiesen werden, dass das Produkt dieses Gens fiir die Synthese dieses Botenstoffs
verantwortlich ist. Eine Abweichung des c-di-AMP-Spiegels konnte in der mpnl14-
Mutante (GPM95) nicht gezeigt werden. Es besteht also kein Zusammenhang zwischen
der Acetyltransferase Mpnl114 und der Produktion von c-di-AMP. Auf diese Weise

konnte gezeigt werden, dass die Acetylierungen, die durch Mpn114 vermittelt werden,
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keinen Einfluss auf die Produktion von c-di-AMP haben. Die in vivo Messungen zeigen
auBerdem, dass der intrazelluldre Spiegel an c-di-AMP in M. pneumoniae dhnlich hoch ist
wie in dem nahen Verwandten B. subtilis. Die DAC CdaA hat eine dhnlich starke Aktivitat
wie Mpn244, die Aktivitat von CdaS ist im Vergleich hoher. Da CdaS in B. subtilis fir die
Sporulation bendétigt wird, kann man davon ausgehen, dass Mpn244 eine ahnliche
Funktion hat wie CdaA, dafiir spricht auch die dhnliche Aktivitdt (Mehne et al., 2013). In
diesem Organismus spielt c-di-AMP eine essentielle Rolle, dies konnte auch fir weitere
Organismen gezeigt werden (Luo und Helmann, 2012; Corrigan et al., 2011). Auch die
einzige DAC Mpn244 in M. pneumoniae und das entsprechende Homolog MG105 aus M.
genitalium sind essentiell (Glass et al., 2006; Lluch-Senar, pers. Mitteilung). Die Zugabe
von externem c-di-AMP fihrt in M. pneumoniae nicht zu einer erhohten
Wasserstoffperoxidproduktion und auch nicht zu einer verstarkten Zytotoxizitat (siehe
3.9). Ein Einfluss auf diese Prozesse kann jedoch nicht ausgeschlossen werden. Es ist
nicht bekannt, ob M. pneumoniae c-di-AMP aus der Umgebung aufnehmen kann, es
kann also durchaus zu einem intrazelluldren Einfluss des Botenstoffs kommen. Es ist
auBerdem moglich, dass eine Ausschittung von c-di-AMP einen Einfluss auf die
Immunantwort im Wirt nehmen kann. Eine solche Rolle konnte fiir c-di-AMP in Listerien
gezeigt werden (Woodward et al., 2010; Yamamoto et al., 2012; Parvatiyar et al., 2012).
Firr diese Studie wurden jedoch nicht Hela-Zellen, sondern Makrophagen eingesetzt. In
weiteren Versuchen kénnte eine solche Rolle fiir c-di-AMP in Mycoplasmen untersucht
werden (siehe unten). Jedoch sind weder die Peroxidproduktion noch die Verstarkung
der Immunantwort essentiell fir das Wachstum von M. pneumoniae unter
Laborbedingungen, unter denen auch die essentiellen Gene bestimmt wurden (Glass et
al., 2006; Lluch-Senar, pers. Mitteilung). In B. subtilis konnte auBerdem gezeigt werden,
dass c-di-AMP an der Sporulation, dem Wachstum und auch an der Zellwandsynthese
beteiligt ist (Mehne et al., 2013; Oppenheimer-Shaanan et al., 2011; Luo und Helmann,
2012). Da Mycoplasmen jedoch keine Zellwand besitzen und auch nicht sporulieren

kdénnen, ist eine Rolle an diesen Prozessen ausgeschlossen.

In dieser Studie konnte auBerdem gezeigt werden, dass es unter Stressbedingungen
nicht zu einer Veranderung des c-di-AMP-Spiegels kommt. Die DAC DisA aus B. subtilis
dient der Erkennung von DNA-Schaden und ist somit an einem Reparaturmechanismus

beteiligt (Oppenheimer-Shaanan et al., 2011). Im Gegensatz zu DisA besitzt Mpn244
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keine DNA-Bindedomane, wodurch eine Beteiligung an einem &hnlichen
Reparaturmechansimus bereits unwahrscheinlich ist. Die Versuche dieser Arbeit
bestatigen diese Vermutung und lassen den Schluss zu, dass c-di-AMP auch nicht an

anderen Reparaturvorgangen beteiligt ist.

Diese Studie konnte nicht abschlieRend die Funktion des Botenstoffes fir M.
pneumoniae klaren. Jedoch konnte gezeigt werden, dass Mpn244 tatsachlich eine DAC-
Funktion besitzt und dass M. pneumoniae auch in vivo c-di-AMP produziert. Des
Weiteren konnte gezeigt werden, dass die externe Zugabe dieses Signalmolekiils keinen
Einfluss auf den Pathomechanismus - bezlglich der Peroxidproduktion oder der

Zytotoxizitat gegeniber Hela-Zellen - ausibt.

4.9 Ausblick

Diese Studie zeigt, dass es nicht moglich ist, mittels einer LFH Mutanten in M. genitalium
zu erzeugen. Als Alternativen bleiben die Mdglichkeiten, Mutanten (ber homologe
Rekombination mittels plasmidischer DNA und die Unterbrechung von Genen mit Hilfe

von Transposons zu nutzen.

In weiteren Experimenten konnte der Einfluss wvon PTS-Zuckern auf die
Peroxidproduktion geklart werden. Dazu kdnnten weitere Slot-Blot-Analysen mit Sonden
gegen die verschiedenen Enzyme der Glyzerinverwertung durchgefiihrt werden.
Microarray-Analysen kénnten Aufschluss dariiber geben, ob die Unterbrechung von
mpn114 auch Einflisse auf die Expression weiterer Gene (auller trxA) hat. AuRerdem
konnten Doppelmutanten mit einem zweiten Transposon innerhalb der genutzten
Mutanten erzeugt werden. Damit dies jedoch praktikabel ist, misste ein System
entwickelt werden, mit dem man nach Mutanten sucht, die auch mit Glukose und

Glyzerin im Medium kein Peroxid mehr produzieren kénnen.

Der GPM101-Stamm (KI2) kénnte durch eine vollstindige, elektronische Annotation
naher charakterisiert werden. Durch Komplementation dieses Stammes mit WT glpK aus
M. pneumoniae M129 kdnnte ein Einfluss der Mutation dieses Gens bestatigt werden.
AulRerdem kodnnte durch Transformation mit geeigneten Plasmiden untersucht werden,

ob dieser Stamm homolog rekombinieren kann.
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Um eindeutig zu zeigen, dass RecA nicht an der DNA-Reparatur beteiligt ist, kdnnten
Vergleichsstudien z.B. mit uvrA-Mutanten durchgefiihrt werden. Mittels PCR-basierten
Untersuchungen konnte eine Beteiligung von RecA an der Antigenvariation bestatigt

werden (Burgos et al., 2012).

Um eine Rolle von c-di-AMP in der Pathogenitdt von Mycoplasmen bestdtigen zu
kénnen, konnte ein Modellsystem mit Makrophagen oder einer Zelllinie aus
Lungenepithelzellen genutzt werden, da Hela-Zellen moglicherweise ein ungeeignetes
System fiir solche Experimente darstellen. Zusatzlich kénnte der Uberstand von
Mycoplasma-Kulturen auf c-di-AMP untersucht und somit gezeigt werden, ob

Mycoplasmen c-di-AMP sekretieren kdnnen.
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5. Zusammenfassung

Die beiden Humanpathogene M. genitalium und M. pneumoniae nutzen als wichtigen
Pathogenitatsfaktor die Produktion von reaktivem Wasserstoffperoxid. Dabei konnte
gezeigt werden, dass die Glyzerin-3-Phosphat-Oxidase (GlpD) das Schliisselenzym fiir die
Produktion von H,0, und die Verbindung von Glyzerin- und GPC-Stoffwechsel mit der

Glykolyse ist.

In dieser Arbeit sollte der Einfluss verschiedener C-Quellen auf die Peroxidproduktion
untersucht werden. Dabei konnte gezeigt werden, dass eine Reihe von Mutanten im
Glyzerinstoffwechselweg dazu in der Lage ist, Glyzerin zu verwerten, jedoch nur bei
Anwesenheit eines PTS-Zuckers. Weiterhin konnte nachgewiesen werden, dass in M.
genitalium neben GlpD ein weiteres Enzym vorhanden sein muss, welches mit Glukose
Wasserstoffperoxid bilden kann. AuBerdem konnte gezeigt werden, dass die Expression
verschiedener Gene aus den peroxidproduzierenden Stoffwechselwegen sowohl von der

C-Quelle als auch von anderen Enzymen dieser Reaktionsreihen abhangig ist.

Neben M. genitalium G37 und M. pneumoniae M129 wurde in dieser Studie ein klinisches
Isolat ndaher charakterisiert. Auch dieser Stamm zeigte einen ungewohnlichen Phanotyp
beziiglich der Peroxidproduktion. Eine Analyse der Genomsequenz erwies eine Reihe
Mutationen im Vergleich zu einem weiteren Referenzstamm M. pneumoniae FH (ATCC

15531), die moglicherweise fiir diesen Phdnotyp verantwortlich sind.

In  weiteren Experimenten konnte in vitro gezeigt werden, dass Mpn244
Diadenylatzyklaseaktivitat aufweist und der durch dieses Enzym produzierte Botenstoff c-
di-AMP auch in vivo in M. pneumoniae M129 vorkommt. Die genaue Funktion von c-di-

AMP muss jedoch in weiteren Studien genauer charakterisiert werden.
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7. Anhang

7.1 Materialien
7.1.1 Chemikalien

Ampicillin
BSA

CDhpP*

DMEM
Fotales Kalberserum
Gentamycin
IPTG
Kanamycin
Penicillin G
PEP
Phenolrot
Pferdeserum

PPLO broth

X-Gal

Sigma, Minchen

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Roche Diagnostics, Mannheim
Biochrom, Berlin

Biochrom, Berlin

Sigma, Miinchen

Peqlab, Erlangen

Sigma, Miinchen

Serva, Heidelberg

Sigma, Miinchen

Roth, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Becton, Dickinson and
Company, France

Peqlab, Erlangen

Alle sonstigen verwendeten allgemeinen Chemikalien wurden von Merck, Serva, Fluka,

Sigma oder Roth in p.a. Qualitdt bezogen.

7.1.2 Hilfsmittel

Einmalspritzen (5 ml, 10 ml)
Eppendorfgefialie
Gene Amp Reaction Tubes (PCR)

Pipettenspitzen

Glaspipetten
Halbmikrokivetten aus Kunststoff
Kanilen (verschiedene)

Kulturflaschen

Becton Dickinson Drogheda, Irland
Greiner, Nirtingen
Perkin Elmer, Weiterstadt

Greiner, Nurtingen
Eppendorf, Hamburg
Sarstedt, Niumbrecht
Brand, Wertheim

Sarstedt, Niumbrecht
B.Braun, Melsungen

Renner, Dannstadt
Nunc, Wiesbaden
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Kunststoffpetrischalen
Membranfilter NC 45 (0,2um PorengroRe)

Mikroliterpipetten (2ul, 20ul, 200pul,
1000ul)
Polyethylenréhrchen

Poly-Prep Chromatography Columns
Polyvinylidendifluorid-Membran (PVDF)
Quarzkivetten aus Kunststoff

Zentrifugenbecher

7.1.3 Gerate und Apparaturen

Autoklav

Biofuge fresco

Chemilumineszenzsystem
ChemoCam
COZ-Inkubator

Feinwaage Sartorius

Gelelektrophoreseapparaturen

Heizblock
Horizontalschiittler 3006
Kihlzentrifuge PrimoR
Kulturschiittler Innova 2300
Magnetrihrer

Mikroprozessor pH-Meter
Calimatic
Mikroskop

Spannungsgerat

Spektralphotometer Ultrospec
2100pro

TE70 SemiPhor Semi-Dry Transfer
Unit

Thermocycler Tpersonal

Ultraschallgerat UP200S

Greiner, Nirtingen

Schleicher und Schiill, Dassel

Gilson, Dusseldorf
Eppendorf, Hamburg
Greiner, Nurtingen

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Brand, Wertheim

Beckmann, Miinchen

Zirbus, Bad Grund
Thermo Scientific, Waltha
USA

Heraeus Christ, Osterode

Intas Gottingen

Labotect, Gottingen
Sartorius, Gottingen

EasyCastTM Minigelsyster
Peqlab, Erlangen
Waasetec, Gottingen

GFL, Burgwedel

Heraeus Christ, Osterode
New Brunswick, Neu-Isen
JAK Werk, Staufen

Knick, Berlin

Zeiss, Jena

Bio-Rad Laboratories
California USA
Amersham, Freiburg

Amersham, Freiburg

Biometra, Gottingen

Dr. Hielscher GmbH, Teltc



Anhang

121

Ultrazentrifuge Optima Max-E

Vertikalgelelektrophoreseapparat
ur Mini-Protean Il System
Waage Sartorius universal

Wasservollentsalzungsanlage

7.1.4 Kommerziell erhaltliche Systeme

Gene Ruler DNA Ladder Mix
Nucleospin Plasmid

Protein Molecular Weight Marker
SM0431
Prestainded Protein Marker

QIAquick PCR Purification Kit

7.1.5 Antikorper und Enzyme

Ampligase
Anti-Digoxigenin-AP, Fab Fragmente
Pfu-DNA-Polymerase

Restriktionsendonukleasen

Sekundarer AK Anti-Kaninchen IgG-AP gekoppelt

Tag-DNA-Polymerase

7.2. Oligonukleotide

Beckman, Miinchen

Bio-Rad Laboratories,
California USA
Sartorius, Gottingen

Millipore, Schwalbach

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Macherey-Nagel, Diiren

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

Qiagen, Hilden

Epicentre, Madison, USA
Roche Diagnostics, Mannheim
MBI Fermentas, St. Leon-Rot

NEB Biolabs, Frankfurt am Main
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Promega, Mannheim

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

Die 5'-phosphorylierten Oligonukleotide und die restlichen Oligonukleotide wurden von
der Firma Sigma-Aldrich, St. Louis USA bezogen.

Tabelle 7.1 Oligonukleotide

Name Sequenz (52>3) Verwendung

AS24 GTCAACCCCAAAGCTACTTGC FWD Mutantenscreen MPNO83

AS25 CATAGTTATCATGGTACACATC Rev Mutantenscreen MPNO83
CC
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Name Sequenz (5‘23’) Verwendung
AS26 TTTGTCGACAACCACCTTCAAT Primer fir homologe Rekombination
GCAAGAGTTG AMGE109 Fwd upstream (Sall)
AS27 TTTGAATTCATAGGAATCCATC Primer fir homologe Rekombination
CCACCCC AMGE109 rev upstream (EcoRl)
AS28 TTTGGATCCAGAAGGGCAGGT Primer flir homologe Rekombination
GGAAATTAGA AMGE109 fwd downstream (BamH]I)
AS29 TTTTCTAGAACCACCCAGTCAT Primer fir homologe Rekombination
GTGACC AMGE109 rev downstream (Xbal)
AS30 CGCGGTTGGGCACATTTTAATA FWD Mutantenscreen MPN688
AS31 GGGGCATGTCCTTAGAAAAGA Rev Mutantenscreen MPN688
A
As32 | AAAGCGGCCGCATAGTGAACTG | |k primer FWD fiir AMGEOSS
ACTAAACTGGAAGTTGC
upstream (Notl)
AS33 CCTATCACCTCAAATGGTTCGC LFH-Primer Rev fir AMGEQS85 upstream
TGGCAAAACTAATGCTTTGACA
GTTAAATGTTTCAT
AS34 CCGAGCGCCTACGAGGAATTT LFH-Primer FWD fiir AMGEOQ85
GTATCGACTATCAGATCCCTAT downstream
CTCTTCAGGTAG
AS35 TTTGCGGCCGCCATGGATAAACT | | ey primer Rev fiir AMGEOSS
GGCAATAAAAAATTCCTAAAATA
C downstream
(Notl)
AS36 CAGCGAACCATTTGAGGTGATAG | | py_primer FWD fiir AMGEOS5 Tet-
GATCGAATTCTAGTATTTAGAATT
AATAAAGTATG Kasette
AS37 CGATACAAATTCCTCGTAGGCG LFH-Primer Rev fir AMGEO85 Tet-
CTCGGGATCCCTAAGTTATTTT Kasette (Notl)
ATTGAACATATATC
AS38 5‘AAATCTAGAGATGAAAAATT B2H fwd fir MPN HrcA (Xbal)
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TAACTACCCGACAAGCC
Name Sequenz (5‘2>3’) Verwendung
AS39 5STTTGGTACCEBEBAGTGGAGCT B2H rev fir MPN HrcA (Kpnl)
AGTGGTTTTACCAC
AS40 AAAGCTAGCEATGATTTCAGCG B2H fwd fir MPN239 (Nhel)
AAAGAGCAAGC
AS41 TTTGGTACCEBEGAGCATTAATAA B2H rev fir MPN239 (Kpnl)
TTTTGATGCGGGGG
AS42 AAATCTAGAGATGGTGCTGAA B2H fwd fir MPN329 (Xbal)
ATCGAAAGGATCC
AS43 TTTGGTACCEGTTGATCATCTTC B2H rev fir MPN329 (Kpnl)
AAGTGTACCGC
AS44 AAATCTAGAGATGCTTAAACGA B2H fwd fir MPN GlpQ (Xbal)
CAACTTCTGCTAG
AS45 TTTGGTACCEGCACTTCAAACT B2H rev fiir MPN GlpQ (Kpnl)
TCTTGTTGGCAATTTG
AS46 AAATCTAGAGATGTCCTTTAGT B2H fwd fir MPN241 (Xbal)
GTTCAGATTAAGCAC
AS47 TTTGGTACCEBGATTTTGGTTTA B2H rev fir MPN241 (Kpnl)
GTTTTTTTAACTTAGCGTTGAG
AS48 AAAGAGCTCEBATGAAAAAATTT MGE Hpr fwd Uberexpression in E.coli
CAAGCAGTTATTAAAGACCC
(Sacl)
AS49 TTTGGATCCATGAAAAAATTTCA MGE Hpr rev Uberexpression in E.coli
AGCAGTTATTAAAGACC
(BamHIl)
AS50 TTTCAATTGGCAAAACTAATGC Primer flir homologe Rekombination
TTTGACAGTTAAATGTTTCAT AMGEOQS8S rev upstream
AS51 AAAGAGCTCEBATGAAAAAAGT MGE Nox fwd Uberexpression in E.coli

GATTGTGATTGGAATAAATCAC

(Sacl)
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Name Sequenz (5‘2>3) Verwendung
AS52 TTTGGATCCCTATTTTTTAGGAAT | \1GE Nox rev Uberexpression in E.coli
GTAATAGCTAAAACCAAG
(BamHIl)
AS53 GGAGCABBCCTATATGTATG | MGE Nox [Nl Uberexpression in
AATGTTGAAAAC E.coli (5"-P)
AS54 AAAGAGCTCEBATGGCAGCAAA MGE Gap fwd Uberexpression in E.coli
GAATAGAACCATTAAG (Sacl)
AS55 THISSATCAGAGAGGATABBATTAATREGEG AGAGberexpRésSiod firtMeN Hre
CAKTAGCTAACTAC (BamHI)
AS56 AAAGAGCTCEBATGCAAACAATT MGE GlpD fwd Uberexpression in E.coli
GACGTTTTAATTGTGGG (Sacl)
AS57 TTTGGATCCTTAGATCCATGAT MGE GlpD rev Uberexpression in E.coli
AAGTTGTAATTAGGATTEEHAT | [NINIR) (BamHI)
TTATCTTC
AS58 CATCTTAGGGAGAAAAATC-A MGE GlpD - Uberexpression in
TTGAGGATIIGBTTTAAAAAAC
E.coli (5'-P)
AS59 GTTGAAGGTAGTIGBCTAATTG | MGE GlpD NIMIRE Uberexpression in
ACCCTTTAATTGCAAC E.coli (5'-P)
AS60 GCAGCTGGTCATTATGCAGATH | MGE GlpD NIMIRE Uberexpression in
B8cracca E.coli (5'-P)
AS61 AAATCTAGABIATGTCATCGCCA | B2H fwd fiir MPN352(=sigA=rpoD)
AAGAAAAATTTCAAAAAAC
(Xbal)
AS62 TTTGGTACCRBATCCTTCTTTTC | B2H rev fiir MPN352(=sigA=rpoD)
ATTTCCCCTCATG
(Kpnl)
AS63 AAAACTAGTEATGATTAAGGAT | B2H fwd fiir MPN280 (Spel)
TTTGATCCTAGTGAGTTTG

A
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Name Sequenz (5‘2>3°) Verwendung
AS64 TTTGGTACCEBEAACHBMAGACA | B2H rev fiir MPN280 (MMR) (Kpnl)
ATACGGTTGAAATCAAC
AS65 AAATCTAGAGATGGCTAAAATT B2H fwd fir MPN621 (Xbal)
AACTTCTTTGCCTTCG
AS66 TTTGGTACCEBGAATAGAAATAA B2H rev fir MPN621 (Kpnl)
TAGTTGACAGGATTAGTGG
AS67 AAAGTCGACGAAGTGGTCACTT Komplementation Mge glpD in Mpn
GTGCAGATG
glpd:Tn fwd (Sall)
AS68 TTTGAATTCTTAGATCCATGAT Komplementation Mge glpD in Mpn
AAGTTGTAATTAGGATTT
GTTG GG ¢ glpd:Tn rev (EcoRl)
AS69 AAAGAGCTCEBATGAAGAAAGT MPN Nox fwd Uberexpression in E.coli
GATTGTTATCG
(pGP172) (Sacl)
AS70 TTTGGATCCCTTATTTATTTTTAG MPN Nox rev Uberexpression in
GGGTATAGTAAC
E.coli(pGP172) (BamHI)
AS71 AAAGAGCTCEBATGGAAACAAG MPN GlpD fwd Uberexpression in
AGATGTTTTAATAG E.coli(pGP172) (Sacl)
AS72 TTTGGATCCTTAGATCCATGGC MPN GlpD rev Uberexpression in E.coli
AGATTG (pGP172) (BamHl)
AS73 GCGCAAAGTGAAGTATGGCAA Screening Primer Fwd. MPN 114
AG
(Acetyltransferase)
AS74 GAAATCTACTTTCACTAACAAA Screening Primer Rev. MPN 114
ACAGCC (Acetyltransferase)
AS75 AAAGTCGACGAAGTGGTCACTT | LFH-Primer FWD fiir AMGEOQ41 (hpr)
GTGCAGATC upstream (Sall)
AS76 CCTATCACCTCAAATGGTTCGC LFH-Primer Rev fiir AMGEO041 (hpr)
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TGGAATTCGCACAACTAGTACC downstream
GATGA

Name Sequenz (5'23) Verwendung

AS77 CCGAGCGCCTACGAGGAATTT LFH-Primer FWD fir AMGEOQ41 (hpr)
GTATCGGGATCCGCTAAGAGA downstream
GCAGTTGAACTCC

AS78 AAATCTAGACACCCGCTACAAA LFH-Primer Rev fir AMGE041
CACACTAC (hpr)downstream (Xbal)

AS79 GACCACAATTGTAAGTGGGAA Fwd Screening Primer MPN0O27
TAATC (Acetyltransferase)

AS80 GCCAAAAAGCAGGGCCTGG rev Screening Primer MPNO27

(Acetyltransferase)

AS81 AAAGTCGACGAATCGCTAGGA Fwd Komplementation MPN114 +
CTAGAGGCA 1000bp (Sall)

AS82 TTTGAATTCTTATTTAAGAGTTT Rev Komplementation MPN114 +
TAAGGATTGTTTTCACTG 1000bp (EcoRl)

AS83 TGCCAAGTCTAAACATTAATAA Fwd RT-PCR glpD MPN
TGCC

AS84 CTGCAGTTAGCCCTGG Rev RT-PCR glpD MPN

AS85 CCTTTAATTGCAACCAAGTGTT Fwd RT-PCR glpD MGE
TAG

AS86 GGTTTTAAATTGTGGTGTTGTT Rev RT-PCR glpD MGE
TCATTG

AS87 GAGTGTCTTCGTCCTTTAAGTA Fwd RT-PCR MPN114
AA

AS88 ACTACCCTTTTGCGCTAACC Rev RT-PCR MPN114
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Name Sequenz (5‘2>3°) Verwendung
AS89 CTGGGTCACTCGAGGGGG Sequenzierprimer Komplementation
MPN421 FWD (Reverse Komplementar
zum vorderen Transposonbereich —
MPN421 Spezifisch)
AS90 GTTCTAGAGCGGCCGCTTTTAC Sequenzierprimer Komplementation
MPN421 REV (Komplementar zum
hinteren Transposonbereich — kann fir
alle Komplementations-
sequenzierungen benutzt werden)
AS91 AATCAAGGCAAGAAAGTAGAA FWD RT-PCR MPN284
GGA

AS92 GATGGCATCTTTCCCAGC Rev RT-PCR MPN284

AS93 CCAATTAACCCTTATTTTAGTGC Fwd RT-PCR glpK (MPNO50)
C

AS94 TACATGCATCTTACCACCCG Rev RT-PCR glpK (MPNO050)

AS95 AAACATATGATGACAGTGGAA FWD MPN244 in pET3c (Ndel)
GTCTTTTCG

AS96 TTTGGATCCTTAACCCGGCTTT Rev MPN244 in pET3c (BamHlI)
ACCGTCAG

AS97 TTTGGATCCACCCGGCTTTACC Rev MPN244 in pET3c ohne Stopp-
GTCAGAT Codon (BamHl)

AS98 AAAGGATCCCTCACTTATTTAA MPN244 in pBQ200 fwd (BamHI)
AGGAGGAAACAATCATGATGA
CAGTGGAAGTCTTTTCG

AS99 TTTGTCGACTTAACCCGGCTTT MPN244 in pBQ200 rev (Sall)
ACCGTCAG

AS100 TTTGGATCCTTAACCCGGCCTT MPN244 rev mutagenese K200R

ACCGTCAGATA

(BamHl)
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Name Sequenz (5‘23’) Verwendung

AS101 TTTGGATCCTTAACCCGGCTCT MPN244 rev mutagenese K200Q
ACCGTCAGATA (BamHlI)

AS102 AAAGTCGACTAGTATTTAGAAT Bacillus YojJ in MPN Fwd + tet-
TAATAAAGTATGAAGGCTATGC Promotor (Sall)
GCTATGAGC omotor >

AS103 TTTGAATTCTTACGTTCTTGGTG Bacillus YojJ in MPN rev (EcoRl)
AAATTAACGGATATAAT

AS104 GCTTTCCCATATATGACGGTAT Mutantenscreen glpD MGE Fwd
TTTAG

AS105 CTAAAATACCGTCATATATGGG Mutantenscreen glpD MGE rev
AAAGC

AS106 GGGAGGATAAGCAAGCTTTAA Mutantenscreen MPN glpF fwd
AAAG

AS107 CCGTTTGTAATGTCTGTGGTCA Mutantenscreen MPN glpF rev
G

AS108 CCGCCGTCGTGGTTACC Mutantenscreen MPN310 fwd1

AS109 GCTAAGCGATCCTTCCAATCAC Mutantenscreen MPN310 revl

AS110 CAAAGCTTGGAACAACTCACCG Mutantenscreen MPN310 fwd2

AS111 GTAATCATTAGTCATCTTTCATC Mutantenscreen MPN310 rev2
TCTTC

AS112 CCACATTGACCTGTTTGCGTAG Mutantenscreen MPN490 (recA)fwd

AS113 CTATTTTTATATTTACCGGCGCT Mutantenscreen MPN490 (recA)rev
GTG

AS114 GATTAAGGAGTTGAAGGGTGA Mutantenscreen MPNs307 fwd
TTTG

AS115 CGTGCTGTTTCCTCTGTGTTG Mutantenscreen MPNs307 rev

AS116 CTGAGGATTATGAGGAAGATT Mutantenscreen MPN352 (sigA) fwd
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TACAG

Name Sequenz (5‘2>3’) Verwendung

AS117 GCTAAATAGCCATGGTCACAAC Mutantenscreen MPN352 (sigA) rev
C

AS118 GCTGTTTGGCTAGTTCTTTAGTT Mutantenscreen MPNs233 fwd
G

AS119 CAGTTAGTTTCCACTACGGGAG Mutantenscreen MPNs233 rev

AS120 AAATCTAGAGATGATGACAGT Fwd MPN244 in pGP888 (Xbal)
GGAAGTCTTTTCG

AS121 TTTGGTACCTTAACCCGGCTTT rev MPN244 in pGP888 (Kpnl)
ACCGTCAG

AS122 GGGGCGATTCTTTTGATAATTG Screen Fwd MPN341
TG

AS123 CGCCATTACGTTGTTCAGTACG Screen Rev MPN341

AS124 GTGTCACAAAGTGGCATAAAG Screen Fwd MPN314
TG

AS125 CAAGTAAGACACTTTTGTGGG Screen Rev MPN314
G

AS126 ATGGCAGTAATTTACAAAACAA FWD Sonde MPN668
CAGCAC

AS127 TTAAAGCTTGGCACCGTTCAAG REV Sonde MPN668
G

AS128 CTAAAATATTATCTATATTAATT FWD Sonde MGE454
AACATGGCATTGATTT

AS129 TTAAAGCTTAATACCATTTAAA REV Sonde MGE454

GTTAAACCAAG
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Name Sequenz (5‘23’) Verwendung

AS130 GCCAAAATAGCAAAGATACCT Screen Fwd MPN108
GG

AS131 CTGATCTTCTAAGTTGCTCTCTC Screen Rev MPN108

AS132 GCCCCGATAGCTTAAAGAGC Screen Fwd MPN111

AS133 CTTTGCCTCTTGAGATCTCGC Screen Rev MPN111

AS134 CAATCTAACTATCATGAGCGGT Screen fwd MPN427
TC

AS135 GTGCCAGTGTCAGTGATGTC Screen rev MPN427

AS136 CGAGTTAGCAGCAGCATTGTC Fwd Sonde MPN114

AS137 CTAATACGACTCACTATAGGGA Rev Sonde MPN114
GATAGGGGTTCATGTCGAATT
GCG

AS138 TGATTTGGTGAAGGCTGTGTAT Screen fwd MPN342
TAG

AS139 CTTTGCCTCTTGAGATCTCGC Screen rev MPN342

AS140 GCTTCTCAGCACTGCGGTG Screen fwd MPN343

AS141 GAACGGCTTAATTAGAAATGCC Screen rev MPN343
AACAA

Die angefiigten Schnittstellen sind unterstrichen, 5'-P steht fiir eine 5°-Phosphorylierung,
Mutationen sind rot hervorgehoben und zusatzliche Basen zur Wiederherstellung des

Leserahmens sind blau.
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7.3. Plasmide

Tab. 7.2. Plasmide

Referenz bzw.

2004

Plasmid Resistenz Konstruktion Verwendung
R - N
pGP172 Amp Merzbacher et al., Il(Jberexpressmnsve
2004 tor
R ; Mini-Transposon
pMT85 Gent Zimmermann und
Herrmann, 2005
pMTnTetM438 | . Pich etal, 2007 | Mini-Transposon
R Kloniervektor
PBSKII(+) Amp Short et al., 1988
PET3c AmpR Merzbacher et al., IL(Jberexpressmnsve
2004 tor
PET15b AmpR Merzbacher et al., Uberexpressionsve

ktor

In dieser Arbeit konstruiert

Plasmid

Resistenz

Konstruktion / Verwendung

pGP2013 | Amp"

PCR-Prod. MGE-Hpr / BamHI + Sacl in

pGP172

pGP2014 | Amp®

LFH Produkt fiir MGEAgIpD /Sall + Xbal in

pBSKII

pGP2015 | Amp®

PCR-Produkt nox MGE/ BamHI + Sacl in

pGP172

pGP2016 | Amp"

PCR-Produkt glpD MGE/BamHI + Sacl in

pBSKII

pGP2017 | Amp®

PCR-Produkt nox MGE/BamH]I + Sacl in

pBSKIl

pGP2018 | Amp"

PCR-Produkt gap MGE / BamHi + Sacl in

pGP172




132 Anhang

Plasmid Resistenz Konstruktion / Verwendung

pGP2031 Amp® MMR-Produkt glpD MPN / BamHI + Sacl in
pGP172

pGP2032 Amp® MMR-Produkt MPN nox /BamHI + Sacl in
pGP172

pGP2033 | Amp" MMR-Produkt MGE nox / BamHI + Sacl in
pGP172

pGP2035 | Amp"/Tet® MGE glpD + 1000bp upstream
(Komplementationsvektor) / EcoRI + Sall in
pMTn401tet

pGP2036 AmpR MMR-Produkt glpD MGE / BamHI + Sacl in
pGP172

pGP2036 | Amp" PCR Produkt MPN244 (kein TGA) / Ndel +
BamHlI in pET3c

pGP2037 AmpR PCR Produkt MPN244 (keine TGA) / Ndel +
BamHl in pET15b

pGP2039 | Amp"/Tet" Mpn114 + 1000bp upstream / EcoRI + Sall
in pMTn401tet

pGP2040 | Amp"/Tet" Bacillus subtilis yoj) / EcoRI + Sall in
pMTn401tet

pGP2041 AmpR PCR Produkt MPN244 K200R / Ndel +
BamHI in pET3c

pGP2042 | Amp® PCR Produkt MPN244 K200Q, / Ndel +

BamHI in pET3c
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7.4. Stamme

Tab. 7.3. Bakterienstamme

Referenz bzw.

Stamm relevanter Genotyp 1
Konstruktion
E. coli DH5a recAl endAl gyrA96 thi Sambrook et al., 1989
hsdR17rK- mK+relAl
supE44 ©80AlacZAM 15
A(lacZYA-argF)U169
E. coli BL21 F_,Ion ompTr m hsdS gal Sambrook et al., 1989
(DE3) B B
(cl _ind1 Sam7 nin5
ts857
lacUV5-T7 genel)
Mycoplasma
Stamm Referenz bzw.
relevanter Genotyp 1
Konstruktion
M129 Wildtyp: M. pneumoniae | Somerson et al., 1963

M129

FH (ATCC 15531)

Wildtyp: M. pneumoniae
FH

Krishnakumar et al., 2010

GPM100 Klinisches Isolat 1 Roger Dumke
GPM101 Klinisches Isolat 2 Roger Dumke

GPGO1 Wildtyp: M. genitalium Lind, 1982

GPGO02 M. genitalium A039 Pirol, 2012

GPM52 glpD::Tn4001m Halbedel, 2006
GPM87 mpn284::Tn4001m Sebastian Schmidl
GPMI1 mpn133::Tn4001m Stephanie GroBhennig

in dieser Arbeit isoliert bzw. konstruiert:

M. pneumoniae

GPM94 M129 mpn027:Tn4001m | pMT85 > M129
GPM95 M129 mpn114:Tn4001m | pMT85 >M129
GPMO96 GPM52 + MGE glpD in pGP2035 ->M129

pMTn401tet Klon4
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Stamm Referenz bzw.
relevanter Genotyp 1

Konstruktion

GPM52 + MGE glpD in

GPM97 oMTn401tet Klons pGP2035 ->M129
M129 + Bacillus subtilis

GPM98 yojJ in pMTn401tet Klon | pGP2040 ->M129
1
M129 + Bacillus subtilis

GPM99 yojJ in pMTn401tet Klon pGP2040 >M129
11

GPM100 M129 recA::Tn4001m pMT85 ->M129

1
Der Pfeil (=) steht fir eine Transformation

7.5. Verwendete Internetangebote und Computerprogramme

Tab. 7.4. Genutzte Internetangebote

URL

Anbieter

Anwendung

http://www.zmbh.uni-
heidelberg.de/M_pneumoniae/
genome/Results.html

ZMBH, Uni Heidelberg

Recherchen zum
Genom von M.
pneumoniae

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

National Institutes of Health,
Bethesda, USA

Literaturrecherche

http://www.genome.jp/kegg/ke | Kanehisa Laboratories Sequenzrecherche
gg.html
http://cmr.tigr.org/tigr- The Institute for Genomic Sequenzrecherche

scripts/CMR/CmrHomePage.cgi

Research

http://au.expasy.org/tools/

Swiss Institute of Bioinformatics

Recherchen zu
Protein-
eigenschaften

http://smart.embl-
heidelberg.de/

EMBL

Recherchen zu
Proteindomanen

http://www.ebi.ac.uk/clustalw/

European Bioinformatics
Institute

Erstellen von
Alignments
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Tab. 7.5. Genutzte Computerprogramme

Programm Hersteller Anwendung

ChemiCapt Version 11.07 Intas Aufnahme von
Chemilumineszenzsignalen

™

SeqMan  115.07 DNASTAR Auswertyng vor?
Sequenzierdateien

Microsoft Office 2007 Microsoft Inc. Text- und
Datenverarbeitung

Geneious Biomatters Ltd. Text- und

Datenverarbeitung

Vektorkarte pMTn401tet

200
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Abb.7.1 Vektorkarte pMTn401tet: Der vektor besitzt einen f1(+)Origin und eine Ampicillin-resistenz in
E. coli. Eine Transposase (trp) ist auRerhalb des Minitransposons kodiert. Dieses wird von zwei

Repeatregionen (IR-OR) eingerahmt und beionhaltet einen Tet-Resistenzkasette und eine Multiple

Klonierungsseite.
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Curriculum vitae

Personliche Daten

Ausbildung
Seit 11/2009

03/2009

10/2004-09/2009

2001-2004

2000-2001
USA

1994-2000

1990-1994

Arne Gunnar Schmeisky

Weender Str. 93

37073 Gottingen

Tel.: 0176/23322127
E-Mail: aschmei@gwdg.de

Geburtsdatum /-ort: 13.06.1984 in Witzenhausen
Familienstand: ledig

Staatsangehorigkeit: deutsch

Promotion ,Untersuchung von Einfliissen auf die
Wasserstoffperoxidbildung in Mycoplasmen® in der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Jorg Stiilke, Abteilung fir
Allgemeine Mikrobiologie, Georg-August Universitat Gottingen

Diplomarbeit ,,In silico Rekonstruktion von metabolischen
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Qualifikationen

Sprachen

EDV-Kenntnisse

Flihrerschein

Methoden

Mikrobiologisch

Molekularbiol.

Biochemisch

Grundkenntnisse

Deutsch (Muttersprache)
Englisch (verhandlungssicher)

Franzosisch (Grundlagen)

Microsoft Office
Segman/Chromas
Adobe Photoshop
Typo3

FUhrerschein Klasse B

Isolierung und Anreicherung von Bakterien

Hellfeld - und Fluoreszenzmikroskopie, Infektionsversuche

PCR, qRT-PCR

Klonierung (Konstruktion von Reportergenfusionen, Vektoren
und Proteinfusionen)

Arbeiten mit bakterieller chromosomaler DNA, Plasmiden und
RNA

Genetische Manipulation von Bakterien, Phagentransduktion

Mutagenesetechniken (Combined Chain reaction, Error prone
PCR, Long Flanking Homology-PCR)

Northern Blot, Slot Blot, Southern Blot

Uberproduktion und Aufreinigung von Proteinen mittels
Affinitatschromatographie (His-, FLAG- und Strep-Tag)

Analyse von Proteinen: chemisches Crosslinking von Proteinen,
Co-Purifikation, Western Blot, Bacterial-Two-Hybrid-Analysen

Enzymassays und —kinetiken

Zellkultur

Studienbegleitende Praktika
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03/2008-05/2008 | Praktikum an der Universitit Tromsg

09/2010-11/2010 Aufenthalt an der Universitat Autonoma de Barcelona im
Rahmen der Promotion

Erfahrungen in Lehre und Betreuung

2012 Masterarbeit: Hydrogenperoxid production in M. genitalium

2011 Masterarbeit: Implication of transport systems in
M.pneumoniae pathogenicity

2010-2012 Wissenschaftliches Anleiten von Bachelorstudenten
,Methodenkurs: Wissenschaftliches Arbeiten am PC“

Dez 2012 Wissenschaftliches Anleiten von Masterstudenten ,,Practical
Training”

Publikationen

GroRhennig S, Schmidl SR, Schmeisky AG, Busse J, Stiilke J; 2013

Glycerol and Phospholipid Transporters in Mycoplasma pneumoniae: Implication in
Growth and Virulence

Infect. Immun. Jan. 7 2013 Epub

Baumbach J, Hoeke H, Weege F, Schmeisky AG, Neumann-Staubitz P; 2012

Salmonella enterica Modulates Its Infectivity in Response to Intestinal Stimuli
OJMM 2012 Epub

van Noort V, Seebacher J, Bader S, Mohammed S, Vonkova |, Betts MJ, Kithner S,
Kumar R, Maier T, O'Flaherty M, Rybin V, Schmeisky A, Yus E, Stlilke J, Serrano L,
Russell RB, Heck AJ, Bork P, Gavin AC; 2012

Cross-talk between phosphorylation and lysine acetylation in a genome-reduced
bacterium.

Mol Syst Biol. 2012 28;8:571. doi: 10.1038/msb.2012.4.

Mader U, Schmeisky AG, Flérez LA, Stiilke J; 2012

SubtiWiki--a comprehensive community resource for the model organism Bacillus
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subtilis.
Nucleic Acids Res. 40(Database issue):D1278-87.

Lammers CR, Flérez LA, Schmeisky AG, Roppel SF, Mader U, Hamoen L, Stilke J; 2010

Connecting parts with processes: SubtiWiki and SubtiPathways integrate gene and
pathway annotation for Bacillus subtilis. Microbiology. 2010 Mar;156(Pt 3):849-59

Flérez LA, Roppel SF, Schmeisky AG, Lammers CR, Stiilke J.; 2009

A community-curated consensual annotation that is continuously updated: the
Bacillus subtilis centred wiki SubtiWiki. Database (Oxford). 2009

Konferenzbeitrage

Poster

2010 Jahrestagung der Vereinigung fiir Allgemeine und Angewandte
Mikrobiologie, Hannover

Vortrag

2013 Jahrestagung der Vereinigung fiir Allgemeine und Angewandte
Mikrobiologie, Bremen (eingereicht und angenommen)

Zusatzqualifikation

Fortbildungsveranstaltung nach § 15 Abs. 4 GenTSV fiir Projektleiter und Beauftragte
fir die biologische Sicherheit.
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