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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Um sich vor osmotischem Stress zu schutzen akkumuliert das Bodenbakterium Bacillus subtilis
kompatible Solute in der Zelle. Eines der wichtigsten kompatiblen Solute ist dabei Glycin
Betain. Dieses Osmoprotektivum kann entweder Uber die Opu-Transporter von der Zelle
aufgenommen werden oder aus dem Vorldufermolekul Cholin synthetisiert werden. Die
Oxidation von Cholin erfolgt Gber die zwei Dehydrogenasen GbsB und GbsA, die im Genom
von B. subtilis als Operon organisiert vorliegen. Neben dem Operon liegt das Gen gbsR, das fur
den Cholin-spezifischen Repressor GbsR kodiert. Dieser reguliert die Expression des
gbsAB-Operons und die des opuB-Operons, das fir einen Cholin-spezifischen
ABC-Transporter kodiert. Liegt Cholin in der Zelle vor, bindet es an den Regultor GbsR. Dieser
l6st sich von der DNA und die beiden Operone kdnnen exprimiert werden.

Durch den Regulator GbsR aus B. subtilis ist man auf eine neue Klasse von MarR-Typ
Regulatoren aufmerksam geworden (Nau-Wagner et al., 2012). Die Familie der GbsR-Typ
Regulatoren wurde im Rahmen dieser Arbeit ndher charakterisiert. GbsR-Typ Regulatoren sind
sowohl in der Domane der Bacteria als auch der Archaea verbreitet. Die GbsR-Typ
Regulatoren, die osmotisch-abhéngige Gene regulieren, treten hauptséachlich in Firmicutes auf.
Anhand ihrer genomischen Umgebung kénnen die Regultoren in zwei Gruppen geteilt werden.
Die Transporter- und die Synthese-Klasse. GbsR-Typ Regulatoren aus der Transporter-Klasse
regulieren die Expression von ABC-Transportern fir kompatible Solute. Regulatoren der
Synthese-Klasse reprimieren die Glycin Betain Synthesegene. Bei der Regulation der jeweils
angrenzenden Operone, binden die GbsR-Regulatoren an ein fir sie spezifisches und
palindromisches Bindmotiv. Bei der Bindung der DNA, mit dem konservierten
Winged-Helix-Motiv, binden die Regulatoren der Transporter-Klasse auf der -35 Region des
Promotors, der angrenzenden Gens. Die GbsR-Typ Regulatoren der SyntheseKlasse binden als
"road block" stromabwaérts des Transkriptionsstarts. GbsR-Typ Regulatoren regulieren nicht
nur das angrenzende Operon. Sie sind teils flr die Regulation mehrerer osmotisch-abhéngiger
Gene zustandig. Am Beispiel des opuB-Operons aus B. subtilis konnte ein Regulationsmodell
erstellt werden, an dem zwei GbsR-Typ Regulatoren involviert sind.

GbsR-Typ Regulatoren binden kompatible Solute Uber Kation-n Interaktion in einer
Ligandenbindetasche, die sich vermutlich aus mehreren Aminosduren zusammensetzt.
GbsR-Typ Regulatoren der Synthese-Klasse scheinen ausschlief3lich Cholin binden zu kénnen,
Regulatoren der Transporter-Klasse hingegen mehrere verschiedene kompatible Solute. Die
Zusammensetzung der Aminosduren, die die Ligandenbindetasche bilden, scheint dabei
ausschlaggebend fur das Spektrum an kompatiblen Soluten, das gebunden werden kann.
Speziell das opu Regulon aus dem marinen Bacillus infantis NRRL B-14911 konnte naher
charakterisiert werden. Auch ein Modell der Regulation des opuA-Operons konnte
vorgeschlagen werden. Der im Gencluster enthaltene OpuA Transporter transportiert die
gleichen kompatiblen Solute wie OpuA aus B. subtilis. Sie werden von dem marinen Bakterium
B. infantis NRRL B-14911 als Osmoprotektiva genutzt.

11
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2. Einleitung

2.1 Anpassung von Mikroorganismen an osmotischen Stress

Mikroorganismen sind in ihrer Umgebung stets wechselnden Stressfaktoren ausgesetzt. Einige
wesentliche Faktoren sind dabei, Schwankungen des pH-Werts und der Temperatur,
wechselnde Wasserverfugbarkeit, unterschiedliche Nahrstoffangebote sowie die sich
verédndernde Osmolaritét (Galinski & Truper, 1994; Wood, 1999). Um unter den verschiedenen
Bedingungen (berleben zu kodnnen, haben Bakterien vielfaltige Anpassungsmechanismen
entwickelt (Csonka & Handson, 1991; Roberts, 2005). Besonders Bodenbakterien wie
Bacillus subtilis haben oft mit der variierenden Osmolaritdt zu kampfen. Steigt der
Wassergehalt in der Umgebung durch starke Regenfalle an, so sinkt die Osmolaritat auRerhalb
der Zelle. Uber die semipermeable Cytoplasmamembran stromt das Wasser entlang des
osmotischen Gradienten in die Zelle ein. Bei zu starkem Wassereinstrom ist dabei der
Zellinnendruck, der fir die Zellteilung, das Zellwachstum und die Stabilitat der Zelle essentiell
ist, gefahrdet. Letztlich kann es bei einem zu hohen Turgor zum Platzen der Zelle kommen
(Booth et al., 2007; Wood, 1999). Um dies zu verhindern, entlasst die Zelle im Cytoplasma
geloste Stoffe Uber mechanosensitive Kanéle ins Medium (Hoffmann et al., 2008). Der
umgekehrte Fall liegt vor, wenn der Boden austrocknet. Da nun aullerhalb der Zelle die
Osmolaritdt hoher ist als innerhalb, diffundiert das Wasser aus der Zelle heraus. Dies fuhrt
letztlich zur Plasmolyse, da der essentielle Zellinnendruck nicht aufrecht erhalten werden kann
(Bremer & Kramer, 2000; Kempf & Bremer, 1998). Um sich mdglichst schnell vor der
Plasmolyse zu schiitzen, transportieren Bakterien anorganische lonen wie K* in die Zelle.
Gleichzeitig wird das cytotoxische Na“ aus der Zelle geschleust. Diese, bei den meisten
halophilen aber auch halotoleranten Bakterien genutzte Strategie, wird auch als
"salt-in"-Strategie bezeichnet (Galinski & Triiper, 1994; Ventosa et al., 1998). Ein zu hoher
interner Kaliumspiegel fiihrt zu einer Alkalysierung des Cytoplasmas und einer Erh6hung der
lonenstarke. Da so u. a. die Proteinbiosynthese gestort wird, gibt es in vielen halotoleraten
Bakterien wie z. B. B. subtilis eine zweite Stressantwort auf zu hohe externe Osmolaritat
(Holtmann et al., 2003; Kempf & Bremer, 1998; Krulwich, 2001). Dies wird auch als
"salt-out"-Strategie bezeichnet (Bremer & Kradmer, 2000). Bei dieser Stress-Antwort
akkumuliert die Zelle osmotisch wirksame Schutzsubstanzen, um somit die Anzahl der geldsten
Teilchen innerhalb der Zelle, der des externen Milieus anzupassen (da Costa et al., 1998;
Galinski, 1993). Diese aktiv wirkenden Schutzsubstanzen, die auch als kompatible Solute

12



Einleitung

bezeichnet werden, konnen sowohl (ber spezifisch Transporter gezielt in die Zelle
aufgenommen, als auch de novo synthetisiert werden (Kempf & Bremer, 1998; Lucht &
Bremer, 1994; Wood et al., 2001).

2.2 Kompatible Solute

Durch die Akkumulation von kompatiblen Soluten in der Zelle wird das Uberleben und das
Wachstum unter verschiedenen Stressbedingungen ermdglicht (Bremer & Kréamer, 2000;
Kempf & Bremer, 1998). Bei osmotischem Stress beispielsweise kdnnen die Schutzsubstanzen
zum einen aus ihrer Umgebung ins Zytoplasma uber spezifische Transportsysteme
aufgenommen oder zum anderen de novo von Bakterien synthetisiert werden (Galinski &
Triper, 1994). Kompatible Solute fungieren nicht nur als osmotische Schutzsubtanzen, sondern
kdnnen Zellen auch vor Hitze- und Kaltestress schiitzen (Hoffmann & Bremer, 2011; Holtmann
& Bremer, 2004). Im Zytoplasma koénnen die organischen Verbindungen bis zu Molaren
Konzentrationen akkumuliert werden, da sie nicht mit den Proteinen der Zelle interagieren,
ladungsneutral und gut in Wasser 16slich sind. Somit haben kompatible Solute keine negativen
Auswirkungen auf zelluldre Prozesse wie die Proteinfaltung, DNA- und RNA-Synthese oder
den Kata- bzw. dem Anabolismus der Zelle (Csonka, 1989). Kompatible Solute werden auf
Grund ihrer stabilisierenden Eigenschaften auf Proteine und andere Makromolekiile auch als
"chemische Chaperone™ bezeichnet (Diamant et al., 2001). Hierbei besagt das Modell des
"preferential exclusion”, dass die kompatiblen Solute aus der Hydrathiille der Proteine
ausgeschlossen werden und dadurch die Proteine eine fir sie energetisch ginstige
Konformation einnehmen (Knapp et al., 1999; Street et al., 2006). Anwendung finden
kompatible Solute nicht nur in Bakterien, sondern auch in Archaeen und eukaryotischen Zellen
(Doige & Ames, 1993; Higgins, 1992; Roesser & Mueller, 2001).

Kompatible Solute sind in verschiedenen Stoffklassen zu finden: Sie sind z. B. unter den
Aminosauren und deren Derivaten zu finden (Glutamat, Prolin, Ectoin und Prolin Betain), unter
den Zuckern und Polyolen (Trehalose und Glycerin) und zudem bei den Methylsulfonium-
Verbindung und den Sulfatestern (Cholin-O-Sulfat). Aulerdem zahlen
Dimethylsulfoniumpropionat, Dimethylsulfoniumpropionat, und letztlich auch die
Trimethylammonium-Verbindungen wie Glycin Betain, Cholin (hat keine osmoprotektiven
Eigenschaften per se), Homobetain (Trimethyl-a-propionat), y-Butyrobetain und das
Intermediat der Glycin Betain-Synthese Dimethylglycin dazu (Bashir et al., 2014a; Bremer,
2001; Kempf & Bremer, 1998).
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2.3 Aufnahme kompatibler Solute in B. subtilis

B. subtilis ist ein Gram-positives, stdbchenférmiges und petrich begeilleltes Bakterium, das
Uberwiegend in den oberen Bodenschichten vorkommt (Earl et al., 2010). B. subtilis bevorzugt
die aerobe Lebensweise, kann aber auch bei Sauerstoffmangel anaerob wachsen (Hartig & Jahn,
2012). Das Bakterium kann sehr schnell auf physiologischen Stress reagieren (Hecker et al.,
1996) und ist zudem in der Lage hitzeresistente Endosporen bei Nahrungslimitation zu bilden
(Takamatsu & Watabe, 2002). Zudem gilt B. subtilis als Modellorganismus im Fachgebiet der
Mikrobiologie, da er aufgrund seiner natiirlichen Kompetenz einfach genetisch zu manipulieren
ist und sein Genom bereits vor langerer Zeit komplett sequenziert wurde (Kunst et al., 1997).
Die Aufnahme von kompatiblen Soluten in B. subtilis erfolgt Uber die flinf bisher bekannten
"osmoprotectant uptake™ (Opu) Systeme (Abbildung 1). Dabei variiert das Substratspektrum
der einzelnen Transporter fur die verschiedenen kompatiblen Solute (Bremer, 2001; Kempf &
Bremer, 1998). Die Transporter OpuA, OpuB , OpuD und OpuE sind dabei meist auf nur ein
oder sehr wenige Substrate spezifiziert, wahrend vor allem OpuC ein breites Spektrum an
kompatiblen Soluten aufnehmen kann (Abbildung 1) (von Blohn et al., 1997; Bremer, 2001;
Kappes et al., 1999).

GB, PB, HB,
DMSP, DMSA, Ectoin,
COS, Carnitin,

GB, PB, y-Butyrobetain, Crotonobetain, GB
HB, DMSP, Glycin Betain Aldehyd, Glycin Betain Aldehyd, DMG
DMSA, DMG Cholin Cholin DMSA Prolin

f

OpuB | :

ATP ATP { L —ATP arP

3 !

ADP+Pi ADP+Pi ADP-+Pi ADP+Pi ADP+Pi ADP+Pi

Abbildung 1: Die funf Opu-Transporter aus B. subtilis.

Dargestellt sind zum einen die drei ABC-Transporter OpuA, OpuB und OpuC. Sie bestehen aus den drei
Komponenten, dem ATP Bindeprotein, der Permease und dem Substratbindeprotein. Zum anderen sind
die Einkomponenten-Transporter OpuD und OpuE eingezeichnet. Anbei ist das Substratspektrum des
jeweiligen Transporters zu sehen.

Die Opu-Transporter gehdren zu den Familien der Primadren- und Sekundaren-Transportern.
Dabei zahlen die beiden Einkomponenten-Transporter OpuD und OpuE zur Familie der
Sekundaren-Transportern. Wéhrend der Prolin-spezifische OpuE Transporter ndher zur
SSS-Unterfamilie (“sodium/solute symporter family™) gehort (von Blohn et al., 1997), zéhlt
OpuD zur Unterfamilie der Trimethylammonium Aufnahmesysteme (BCCT, "betain-choline-
carnitin-transporter™) (Ziegler et al., 2010). OpuD transportiert neben DMG und DMSA
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hauptséchlich Glycin Betain (Bashir et al., 2014a; Hoffmann & Bremer, 2011; Kappes &
Kempf, 1996). OpuA, OpuB und OpuC sind drei Transporter der Familie der
Primdaren-Transporter, die zu den ABC-Transportern ("ATP binding cassette”; Higgins, 1992)
gehoren. Diese Transporter bestehen aus drei Komponenten. Der ATPase, der Permease und
dem extrazelluldren Substratbindeprotein, das (ber einen Lipidanker an der
Zytoplasmamembran von B. subtilis befestigt ist (Kappes & Kempf, 1996; Kempf & Bremer,
1998; Kempf et al., 1997). OpuA besitzt an sich ein weites Aufnahmespektrum fiir kompatible
Solute. Hierzu zdhlen Glycin Betain, Prolin Betain, DMSA, DMSP, DMG und HB. Besonders
gut wird allerdings Glycin Betain von OpuA transportiert (Bashir et al., 2014a, 2014b; Broy et
al., 2015; Holtmann & Bremer, 2004; Horn et al., 2005; Kempf & Bremer, 1995; Smits et al.,
2008). OpuC hat das gréite Aufnahmespektrum aller Opu-Transporter. Neben den kompatiblen
Soluten, die auch OpuA aufnehmen kann (DMG nur sehr schlecht), ist fiir OpuC zusétzlich der
Transport von Ectoin, Cholin, COS, Carnitin, y-Butyrobetain und Crotonobetain mdoglich
(Bashir et al., 2014a; Broy et al., 2015; Jebbar et al., 1997; Kappes & Bremer, 1998). Der
naheste verwandte ABC-Transporter von OpuC ist OpuB. Aufgrund der sehr dhnlichen
Sequenz der einzelnen Transporterkomponenten (69 — 85 %) und der unmittelbaren
Nachbarschaft der codierenden Gene auf dem Genom, geht man davon aus, dass sie aus einer
Genduplikation entstanden sind (Kappes et al., 1999). Im Gegensatz zu OpuC transportiert das
hochspezifische OpuB allerdings nur das kompatible Solut Cholin und das Intermediat der
Glycin Betain Synthese, Glycin Betain Aldehyd (Bremer, 2001; Kappes et al., 1999; Nau-
Wagpner et al., 2012). Fir die Spezialisierung auf den Cholintransport ist u. a. die Aminosaure
D* im Substratbindeprotein OpuBC verantwortlich (Broy, 2015).

2.4 Die Synthese des kompatiblen Soluts Glycin Betain

Glycin Betain ist eines der meistgenutzten und weitverbreitetsten kompatiblen Solute in der
Natur (Yancey, 2005). Viele Mikroorganismen kdnnen es entweder synthetisieren oder aus der
Umwelt aufnehmen (Csonka & Handson, 1991; Kempf & Bremer, 1998; Poolmann &
Glaasker, 1998). Glycin Betain kann entweder durch die schrittweise Methylierung der
Aminosaure Glycin (Kimura et al., 2010; Nyyssol4 et al., 2000; Waditee et al., 2005) oder
durch die Oxidation des zuvor aufgenommenen Cholins synthetisiert werden (Boch et al., 1996;
Lamark et al., 1991; Rosenstein et al., 1999).

Bei der de novo Synthese aus Glycin, die von extrem halophilen Archaea, Schwefelbakterien

und manchen Cyanobakterien genutzt wird, wird Glycin ber drei Methylierungsschritte zu
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Glycin Betain umgewandelt. Daran beteiligt sind die Glycin-Sarkosin-Methyltransferase und
die  Sarkosin-Dimethylglycin-Methyltransferase.  Intermediate der  Synthese  sind
Monomethylglycin (Sarkosin) und Dimethylglycin (DMG) (Kimura et al., 2010; Nyyssola et
al., 2000; Waditee et al., 2005). S-Adenosyl-Methionin dient dabei als Methyl-Gruppen-Donor
(Galinski &  Triper, 1994). Fur die Regeneration einer Methylgruppe des
S-Adenosyl-Methionin werden zwolf ATP Aquivalente verwendet (Atkinson, 1977). Die de
novo Synthese von Glycin Betain ist energetisch gesehen daher sehr hoch fir die Zelle (Kimura
et al., 2010). Sie ist unter den heterotrophen Bakterien deshalb nur wenig verbreitet. B. subtilis
ist nicht in der Lage das Osmoprotektivum Glycin Betain aus Glycin de novo herzustellen.
Neben B. subtilis stellen viele Pflanzen und Tiere Glycin Betain aus dem Vorlaufermolekl
Cholin her. Dabei wird in zwei Oxidationsschritten Cholin Gber das Intermediat Glycin Betain
Aldehyd letztlich zu Glycin Betain umgewandelt (Abbildung 2). Die beteiligten Enzyme bei
der Oxidation von Cholin zu Glycin Betain kénnen je nach Organismus variieren (Bremer &
Kramer, 2000). Fir die Oxidationvorgdnge in B. subtilis ist zum einen die Alkohol-
Dehydrogenase (Typ I1l) GbsB und zum anderen die Glycin-Betain-Aldehyd-Dehydrogenase
zustandig. Beide Enzyme sind NAD*-abhéngig (Boch et al., 1996, 1997).

Alkohol-Dehydrogenase Glycin-Betain-Aldehyd-
(Typ III) Dehydrogenase
CH, o= CH, \GbsA ) CH,
i B S A {
NN H OH -
H3C/ © H,C / H,C / ©
Cholin Glycin Betain Aldehyd Glycin Betain

Abbildung 2: Glycin Betain Synthese in B. subtilis

Dargestellt ist die Synthese des kompatiblen Soluts Glycin Betain aus dem Vorlaufermolekil Cholin
Uber eine zweistufige Oxidation durch die beiden Dehydrogenase GbsB und GbsA. Abbildung
modifiziert nach Pittelkow et al. (2011).

Die beiden kodierenden Gene der Dehydrogenasen GbsB und GbsA sind im Genom von
B. subtilis in einem Operon (ghsAB) organisiert. Direkt vor dem Operon ist in entgegengesetzter
Orientierung das Gen des Cholin-abhangige Repressors GbsR ("glycine betaine synthesis
regulator') zu finden (Abbildung 3) (Boch et al., 1996; Nau-Wagner et al., 2012). Liegt kein
Cholin in der Zelle vor, so bindet der Repressor im Bereich der intergenen Region zwischen
gbsR und gbsA und verhindert somit die Expression des ghsAB-Operons. Sobald Cholin in der
Zelle vorliegt, 16st sich der Regulator von der DNA und die Gene fiir die Glycin Betain Synthese

kdnnen exprimiert werden. Hierflr reichen bereits sehr geringe Mengen Cholin (25 uM) im
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Medium aus. Auch das flr die Zelle schadliche und eher selten in der Natur frei vorliegende
Intermediat des Glycin Betain Synthesewegs Glycin Betain Aldehyd dient als Induktor des
gbsAB-Operons (Nau-Wagner et al., 2012).

GB, PB, HB,
DMSP, DMSA, Ectoin, COS,
Carnitin,
y-Butyrobetain, Crotonobetain, Glycin Betain Aldehyd,
Glycin Betain Aldehyd, Cholin

Cholin
, : OpuB

ATP ATP—{

O

o o

OpuC

opuBA opuBB  opuBC  opuBD

~ ( — ATP

\ v /

ADP+Pi ADP+Pi ADP+Pi ADP+Pi

|

B B R

e} o O ©

¢} Cholin ° 4 \’\4 o
Glycin Betain Aldehyd / P

gbsR gbsA gbsB

 / o

Glycin Betain 1) ©

Abbildung 3: Regulation der Cholin Aufnahme durch OpuB und der Glycin Betain Synthese.

In Abwesenheit von Cholin reprimiert GbsR die Expression des gbsAB-Operons und die des opuB-
Operons, das fir den Cholin-spezifischen ABC-Transporter OpuB kodiert. Gelangt Cholin durch OpuB
oder OpuC in die Zelle, bindet es an den Repressor. GbsR 16st sich von der DNA, wodurch die
Expression beider Operone maglich ist. Liegt geniigend aus Cholin synthetisiertes Glycin Betain vor,
setzt sich GbsR wieder auf die DNA. Abbildung modifiziert nach Nau-Wagner et al. (2012).

Der Transport von Cholin in die Zelle findet tiber die beiden ABC-Transporter OpuB und OpuC
statt. Wahrend OpuB der Cholin-spezifische Transporter ist, hat OpuC ein sehr breites
Substratspektrum (Bremer, 2001; Jebbar et al., 1997; Kappes & Bremer, 1998; Kappes &
Kempf, 1996; Kappes et al., 1999; Nau-Wagner et al., 1999; Pittelkow et al., 2011). Auch das
fir den OpuB Transporter kodierende opuB-Operon wird durch den Cholin-sensitiven
Repressor GbsR reguliert. Somit bewirkt die Bindung von Cholin an GbsR, die in vitro mit
einer Kp von 165+/-15 uM stattfindet, letztlich die verstarkte Aufnahme von Cholin in die Zelle
durch OpuB. Im Gegensatz zum gbsAB-Operon ist das opuB-Operon zudem noch osmotisch
induziert (Kappes et al., 1999; Nau-Wagner et al., 2012). Da OpuC ebenfalls Cholin

transportiert, konnte angenommen werde, dass die Expression des opuC-Operon ebenfalls
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durch GbsR reguliert ist. Das ist allerdings nicht der Fall (Nau-Wagner et al., 2012). Neben
Cholin werden viele weitere kompatible Solute von OpuC transportiert. Demnach macht eine
Regulation, die lediglich sensitiv auf eines dieser Molekdle reagiert, keinen physiologischen
Sinn (Kappes et al., 1999; Nau-Wagner et al., 2012).

Liegt Glycin Betain in ausreichender Menge in der Zelle vor, kann ein inhibitorischer Effekt
auf die Transkription des gbsAB-Operons in Anwesenheit von Cholin beobachtet werden.
Daran beteiligt ist ebenfalls das Repressorprotein GbsR (Nau-Wagner et al., 2012). Da bisher
keine direkte Bindung des Osmoprotektivums Glycin Betain an GbsR nachgewiesen werden
konnte, ist nicht geklart, wie der negative "Feedback loop™-Mechanismus stattfindet. Vermutet
wird, dass es eine kompetitive Bindung von Cholin und Glycin Betain in einer Bindetasche von
GbsR gibt. Vorzustellen ist auch, dass es zwei Ligandenbindetaschen in GbsR gibt oder, dass
durch einen "chemischen Chaperon"-Effekt von Glycin Betain, GbsR bei der Bindung an die
DNA gehindert wird (Nau-Wagner et al., 2012).

2.5 Das Regulatorprotein GbsR aus B. subtilis

Das gbsR-Gen liegt auf dem Genom von B. subtilis in entgegengesetzter Orientierung vor dem
gbsAB-Operon, das fir die beiden Dehydrogenasen des Glycin Betain Synthesewegs kodiert.
Das Protein GbsR besteht aus 180 Aminosaure (21 kDa) und gehdrt laut bioinformatischen
Studien zur MarR-Familie von transkriptionellen Regulatoren ("multiple antibiotic resistance
regulator”). Im N-terminalen Bereich des Proteins ist das fir MarR-Typ Regulatoren typische
Winged-Helix-Motiv zu finden, mit dem an die palindromische DNA Region gebunden wird
(Nau-Wagner et al., 2012; Wilkinson & Grove, 2006). Die genaue Region, in der GbsR vor
gbsA bzw. opuBA an der DNA bindet ist bisher nicht bekannt. In Nau-Wagner et al. (2012)
wird ein potenzielles "mirror repeat"-DNA-Bindemotiv vorgeschlagen, das vor gbsA und
OpuBA identisch ist, nicht aber vor opuCA. Dies entsprdche auch dem identifizierten
Regulationsschema, bei dem GbsR nur das ghsAB- und opuB-Operon, allerdings nicht das
opuC-Operon reguliert (Nau-Wagner et al., 2012). Die genaue vorhergesagte Region kann
Abbildung 4 entnommen werden. Dass es sich hierbei allerdings um das falsche Bindemotiv
handelt, konnte bereits durch Mutanten in dieser Binderegion gezeigt werden (Rolbetzki, A. &
Hoffmann, T.; unverdffentlicht). Typischerweise binden MarR-Typ Regulatoren an ein

palindromisches Bindemotiv (Wilkinson & Grove, 2006).
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TTATTT TTTATT

TGTTAAAAACATTAAATTTTTTTTATTTAACAAACTTTATTTACGTCAAGGAGGCTTA gbsA

— ——
ATATGAACAAATTGTAAACTTTTTATTTTATAAACTTTATTCTATAATGGGAAGCATT opuBA
-35 -10

— —
ATTTCAACACATTGTAAACTTTTTATTTTACAAAGTTCAAACTATAATAAGGATTATA quCA
35 d ok -10

Abbildung 4: Vorhergesagtes Bindemotiv von GbsR aus B. subtilis.

Dargestellt sind Ausschnitte der intergenen Regionen zwischen gbsR-gbsA, yvaV-opuBA und opCR-
opuCA in B. subtilis. In grau unterlegt sind die beiden -35 und -10 Sequenzen der SigA-Promotoren von
opuBA bzw opuCA. Mit einem grauen Pfeil gekennzeichnet ist jeweils der Transskriptionsstart. Die
aufeinander zulaufenden Pfeile kennzeichnen die putative Binderegion von GbsR nach Nau-Wagner et
al. (2012), die vor gbsA und opuBA identisch ist, nicht aber vor opuCA. Die Unterschiede der Basen
sind in dieser Region mit Sternen markiert. Die rosa hinterlegte Region ist das vorhergesagte GbsR
Bindemotiv nach Leyn et al. (2013) vor gbsA. Vor opuBA wurde von Leyn et al. (2013) kein GbsR
Bindemotiv bestimmt. Abbildung modifiziert nach Nau-Wagner et al. (2012).

Bisher gibt es eine weitere Spekulation (ber die putative Binderegion von GbsR vor gbsA in
B. subtilis. Leyn et al. (2013) haben durch sequenzvergleichende Analysen mit der DNA
Region von B. subtilis und der aus zehn weiteren Bacilli einen konservierten Bereich vor

verschiedenen ghsA-Genen bestimmen kdnnen. Bei der Region handelt es sich in B. subtilis um

folgende Sequenz: -TTAAATTTTTTTTATTTAA-. Enthalten in dieser Sequenz ist ein
Palindrom, dessen genaue Lage Abbildung 4 gezeigt wird. Das von Leyn et al. (2013)
vorhergesagte Bindemotiv von GbsR liegt etwas stromaufwarts, ausgehend von dem aus
Nau-Wagner et al. (2012). Genau diese Region konnte ebenfalls in der Bachelorarbeit von
Schumann (2015) durch bioinformatische Analysen als hoch konservierte Region bestatigt
werden. Demnach fungiert GbsR als "raod block”, indem GbsR die RNA-Polymerase bei der
Transkription der Gene blockiert. Das Bindemotiv von GbsR vor opuBA ist nicht von Leyn et
al. (2013) bestimmt worden.

Nau-Wagner et al. (2012) konnte zudem eine in silico Modell der Kristallstruktur von GbsR
erstellen. Dieses basiert auf der bereits kristallisierten Proteinstruktur des verwandten Regulator
Mj223 (PDB Code 1ku9) aus dem extrem thermophilen methanbildenden Archaeon
Methanococcus jannaschii (Bult et al., 1996; Ray et al., 2003). Beide Proteine weisen eine
34 %ige Aminosauresequenzidentitdt zueinander auf. Bei Mj223 handelt es sich um ein DNA
bindendes Protein, das vielleicht in der Regulation von Antibiotika-Resistenzgenen beteiligt ist.
Bei der Kristallstruktur von Mj223 handelt es sich um ein Homodimer. Das Monomer besitzt
ein N-terminales Winged-Helix-Motiv (Gajiwala & Burley, 2000; Ray et al., 2003). Im
C-terminalen Bereich befindet sich die Dimerisierungsdoméne, die aus zwei a-Helices besteht.

Man geht davon aus, dass Mj223 bei der Bindung an die DNA eine starke
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Konformationsédnderung vornehmen muss. Nur so kdénnen die Winged-Helix-Motive von
Mj223 eine Bindung mit den Basen der grofRen Furche einnehmen. Diese notwendige
Bewegung ist vermutlich dank einer flexiblen Linkerregion moglich, die als Verbindung
zwischen Dimerisierungsdoméne und DNA-bindendem Bereich liegt. Ein Bereich, der fiir die
Bindung eines Liganden zusténdig ist, konnte flr Mj223 aus M. jannaschii nicht identifiziert
werden (Ray et al., 2003).

4
Winged helix 1 Winged helix 2

Modeled B~
form DNA
duplex

Abbildung 5: Modell der Kristallstruktur von GbsR aus B. subtilis (a)

Bordeaux hervorgehoben ist das DNA Bindemotiv. (b) zeigt die geldste Kristallstruktur als Homodimer
von Mj223 aus M. jannaschii. In (c) ist die vermutete Konformationsénderung von Mj233 zu sehen, die
fiir die Bindung an die DNA notwendig ist. Abbildung (b) und (c) sind entnommen aus (Ray et al.,
2003).

Das anhand der Homepage SWISS-Model erhaltene Modell der Proteinstruktur fur GbsR aus
B. subtilis ist in Abbildung 5 zu sehen. Anhand dessen konnte fr den Bereich der AS 49 bis 73
das Winged-Helix-Motiv vorhergesagt werden. Die putative Dimerisierungsdoméne wird von
Aminosaure 95 bis 161 vermutet. Es wird geschétzt, dass der flexible Linker, der beide Bereiche
verbindet, sich von Aminoséure 74 bis 94 erstreckt. Genau in dieser Region liegen vier
Phenylalanine (F%, F%, F1°2 und F'%%), die anhand ihrer Formation laut Nau-Wagner et al.
(2012) eine mogliche Ligandenbindetasche fur den bekannten Liganden Cholin bilden kénnten
(Abbildung 6). Dass zumindest zwei dieser Phenylalanine an der Bindung zu Cholin beteiligt
sind, konnte von Henkel (2010) in ihrer Bachelorarbeit an dem homologen Protein OpuAR aus
Bacillus infantis NRRL B-19411 gezeigt werden. Hierbei kommt die Bindung der aromatischen
Aminosdauren zum Liganden Uber eine Kation-rt Interaktion zustande. Der Mechanismus der
Kation-mt Interaktion ist bereits von mehreren Cholin-bindenden Proteinen bekannt, die mit

ihrem Liganden in hochauflésenden Kristallstrukturen bestimmt werden konnten. Es handelt
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sich dabei um drei Substratbindeproteine verschiedener ABC-Transporter. Zum einen um
ChoX aus Sinorhizobium meliloti (Oswald et al., 2008; Abbildung 6 (b)) und zum anderen um
OpuBC und OpuCC aus B. subtilis (Du et al., 2011; Pittelkow et al., 2011). Alle drei
Bindeproteine besitzen einen "aromatic cage”, der sich im Aufbau &hnelt (Bremer, 2011). Die
Bindetaschen bestehen aus vier aromatischen Aminosauren, die so préazise angeordnet sind,
dass sich die Trimethylammonium-Kopfgruppe von Cholin hineinfugen kann. Zudem befinden
sich noch weitere, nicht aromatische Aminosduren in der Ligandenbindetasche, die eine
stabilisierende Wirkung auf die Bindung des Liganden haben oder fiur die Bindungsspezifitat
des Proteins zusténdig sind (Broy, 2015; Du et al., 2011; Oswald et al., 2008; Pittelkow et al.,
2011). Bei der Bindung des Liganden Uber die Kation-r Interaktion tritt die positiv geladene
Trimethylammonium-Kopfgruppe des Cholins in Wechselwirkung mit dem elektronegativ
geladenen Oberflachenpotenzial der Aromaten (Dougherty, 1996). Die Starke der Kationen-n
Interaktion unterscheidet sich je nach elektrostatischen Potenzial des Aromaten. Das starkste
Potenzial unter den aromatischen Aminosduren hat das Tryptophan. Darauf folgt das Tyrosin
und letztlich das Phenylalanin (Ma & Dougherty, 1997).

Abbildung 6: Kristallstrukturmodell von GbsR aus B. subtilis mit Vergroéferung der teils
putativen aromatischen Ligandenbindebox

(a). In gelb dargestellt, sind die bisher bekannten Phenylalanine aus Nau-Wagner et al. (2012). Die
beiden braun markierten Phenylalanine sind mdglicherweise auch in die Bindung des Liganden Cholin
involviert. (b) zeigt die aromatische Bindetasche des Substratbindeproteins ChoX aus S. meliloti, das
seinen Liganden Cholin Uber Kation-n Interaktion bindet. Abbildung entnommen aus (Oswald et al.,
2008).
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Im GbsR Maodell der in silico Kristallstruktur fallen in dieser aromatenreichen Linkerregion des
GbsRs noch zwei weitere Phenylalanine (F*® und F%) auf, die ebenfalls an der Bindung des
Liganden Cholin beteiligt sein konnten. Die beiden Aromaten sind in Abbildung 6 braun
gekennzeichnet. Zwar stehen die beiden Aminosauren etwas auRerhalb des "aromatic cage”,
allerdings handelt es sich bei der Kristallstruktur lediglich um ein Modell. Das Modell beruht
zudem auf der Grundlage eines MarR-Typ Regulators (Mj223 aus M. jannashii), der selbst
keine Ligandenbindebox aufzuweisen scheint. Die genaue Anordnung der Aromaten im Modell
ist demnach vermutlich nicht wie es im Modell dargestellt ist (Abbildung 6). Vorstellbar ist

dennoch, dass alle sechs vorhandenen Phenylalanine in Wechselwirkung mit Cholin treten.

2.6 Verwandte putative GbsR Regulatorproteine

Anhand von BLAST-Analysen im Internet konnten Nau-Wagner et al. (2012) weitere mit GbsR
verwandte putative Regulatoren in anderen Bacillus- und Staphylococcus-Stammen
identifizieren. Dabei stellte sich heraus, dass GbsR-Typ Regulatoren anhand ihrer
Genumgebung in zwei Gruppen unterteilt werden kénnen. Die erste Gruppe enthalt analog zu
gbsR aus B. subtilis, angrenzend an die Gene des GbsR &hnlichen Proteins, gbsAB-Typ Gene.
In der zweiten Gruppe sind benachbarte Gene mit Annotation fir ABC-Transporter zu finden.
Ein GbsR-Typ Regulator taucht in Staphylococcus xylosus C2A auf. Die beiden Proteine GbsR
aus B. subtilis und CudC aus S. xylosus weisen eine Aminosauresequenzidentitat von 54 % auf.
Das fiir CudC kodierende Gen liegt im bereits teilweise untersuchten cudTCAB Gencluster. Das
Gencluster enthalt zum einen die Glycin Betain Synthese Gene (cudAB) und zum anderen das
Gen fur einen Cholin Transporter, der zur BCCT Familie gehort (Rosenstein et al., 1999). Die

genaue Anordung und Orientierung der Gene zeigt Abbildung 7.

| . I
Staphylococcus xylosus C2A _W / /_j?_

cudT cudC cudA cudB
Halobacillus halophil M i/4 f/_?_
alobacillus halophilus '
gbsU gbsR gbsA gbsB

Abbildung 7: Die Gencluster cudTCAB aus Staphylococcus xylosus C2A und gbsURAB aus
Halobacillus halophilus.

Zusatzlich zum analogen ghsR-gbsAB Genlokus aus B. subtilis, ist in S. xylosus C2A ein Gen fir einen
Cholin-transportierenden BCCT-Typ Transporter zu finden (blauer Pfeil) und in Halobacillus
halophilus ein Gen, das vermutlich fiir ein Substratbindeprotein eines ABC Transporters fiir kompatible
Solute kodiert (roter Pfeil).
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Es liegt die Vermutung nahe, dass CudC genau wie GbsR fur die Regulation des
cudAB-Operons zustandig ist. AuBerdem ist denkbar, dass CudC aus S. xylosus C2A zudem die
Expression des angrenzenden cudT-Gens steuert, das fiir den BCCT-Typ Transporter kodiert
(Nau-Wagner et al., 2012; Rosenstein et al., 1999). Nau-Wagner et al. (2012) konnte zudem
feststellen, dass in bis dahin allen sequenzierten Staphylocuccus-Stdmmen ein solches
Gencluster zu finden ist, wie es flr S. xylosus C2A beschrieben ist.

Bisher sind zwei weitere Glycin Betain Synthesegene in Halobacillus dabanensis (Gu et al.,
2008) und Halobacillus halophilus (Burkhardt et al.,, 2009) analysiert. Neben den
gbsAB-Operonen liegt ebenfalls ein Gen fir einen putativen GbsR-Typ Regulator. Im selben
Transkript des gbsR (bzw. des gbsl), aber antilinear zum ghsAB orientiert, befindet sich zudem
ein putatives Substratbindeprotein eines ABC-Transporters (gbsT bzw. gbsU) (Abbildung 7).
Das Subtratbindeprotein scheint Glycin Betain bzw. andere Osmoprotektiva mit
Trimethylammonium- oder Dimethylsulfonium-Kopfgruppe binden zu kdnnen, wie ein in
silico Vergleich der Aminosdurensequenzen nahe legt (Burkhardt et al., 2009; Gu et al., 2008;
Nau-Wagner et al., 2012). Die beiden GbsR-Typ Regulatoren aus Halobacillus dabanensis und
Halobacillus halophilus wurden biochemisch nicht weiter untersucht. Burkhardt et al. (2009)
beobachtete allerdings eine Induktion der Halobacillus halophilus gbsAB- und
gbsRU-Transkription in Anwesenheit von Cholin und eine Repression wenn Glycin Betain im
Medium vorliegt. Diese Beobachtungen lassen auf eine GbsR analoge Regulation schlielRen,
wie sie in B. subtilis fir GbsR beschrieben ist (Nau-Wagner et al., 2012).

In B. subtilis gibt es neben GbsR selbst, noch zwei weitere GbsR-Homologe. Zum einen YvaV,
dessen Gen neben dem opuB-Operon in umgekehrter Orientierung liegt und zum anderen YVbF,
das antilinear zum angrenzenden opuC-Operon angeordnet ist (Abbildung 8). Die benachbarten
Operone kodieren fir die beiden nahe verwandten ABC-Transporter OpuB und OpuC (Kappes
et al., 1999). Das yvbF-Gen bekam aufgrund seiner Lage und seiner regulatorischen Funktion,
der Repression des angrenzenden opuC-Operons, den neuen Namen opcR (Lee et al., 2013).
Im Rahmen dieser Arbeit werden die Gene im Folgenden als opuBR (osmoprotectant uptake
opuB Regulator) statt yvaV und opuCR (osmoprotectant uptake opuC Regulator) anstatt yvbF
bzw. opCR bezeichnet.

Zum Regulator GbsR (180 AS) weisen die beiden Proteine OpuBR (177 AS) und OpuCR (180
AS) eine Aminosduresequenzidentitat von 34 % bzw. 35 % auf (Nau-Wagner et al., 2012).
OpuBR und OpuCR gehoren wie auch GbsR zur Familie der MarR-Typ Regulatoren (Leyn et
al., 2013). Wie fir GbsR selbst, konnte auch bei OpuCR ein Winged-Helix-Motiv von
Aminosdaure 47 bis 68 identifiziert werden (Lee et al., 2013). Da GbsR zusétzlich zum
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angrenzenden gbsAB-Operon die Expression des opuB-Operons reguliert (Nau-Wagner et al.,
2012), liegt die Vermutung nahe, dass eine solche Kreuzregulation ebenfalls durch OpuBR
bzw. OpuCR auf das gbsAB-Operon stattfindet. Allerdings zeigt weder OpuBR noch OpuCR

einen Einfluss auf die Genexpression des gbsAB-Operons (Nau-Wagner et al., 2012).

| ] ™ P
Bacillus subtilis 168 ie—[(-» l/_ =g — [/_ /R

opuBR opuBA opuBB  opuBC  opuBD
Bacillus subtilis 168 JL«%W
opuCR opuCA4 opuCB  opuCC  opuCD

Abbildung 8: Die beiden Genloki von opuBR (yvaV) und opuCR (yvbF/opcR) aus B. subtilis.

In weiteren Studien von Lee et al. (2013) konnte gezeigt werden, dass OpuCR ein negativer
transkriptioneller Regulator ist, der die Expression des opuC-Operons durch Bindung der DNA
steuert. In Abwesenheit von GbsR nimmt OpuCR zudem Einfluss auf die Genregulation des
opuB-Operons. Bei der Regulation der beiden Operone ist OpuCR im Gegensatz zu GbsR nicht
Cholin-sensitiv. AuBerdem ist in Abwesenheit von Salz eine Repression des opuB-Operons
durch OpuCR nur in Abwesenheit von GbsR vorhanden (Lee et al., 2013; Nau-Wagner et al.,
2012). Der putative homologe Regulator OpuBR, der eine Aminosauresequenzidentitat von
77,8 % zu OpuCR aufweist, scheint allerdings weder einen Effekt auf die Genexpression des
opuB-Operons, noch auf die des opuC-Operons zu haben (Lee et al., 2013). Seine mdgliche
genetische Rolle ist daher noch véllig unverstanden.

Das DNA Bindemotiv von OpuCR vor opuBA und opuCA konnte bereits experimentell in
EMSA Studien ermittelt werden (Lee et al., 2013). Die genaue Lage ist Abbildung 9 zu
entnehmen. Die vor opuBA und opuCA identischen Palindrome (mit Ausnahme eines
Basenpaares) umschliel3en jeweils die -35 Region der SigA-Promotoren (Lee et al., 2013).
OpuCR macht demnach eine Okklusion fur die RNA-Polymerase. Auch die von Leyn et al.
(2013) fur OpuCR und OpuBR bioinformatisch ermittelte DNA Binderegion liegt genau in
diesem Bereich. Die Region beginnt und endet lediglich einige Basenpaare stromabwarts. Im
Vergleich der beiden Palindrome unterscheiden sich die Bereiche vor opuBA und opuCA in
lediglich zwei Basenpaaren voneinander (Abbildung 9).

Ein weiteres Bindemotiv konnte vor den beiden Operonen opuB und opuC ermittelt werden.
Dabei handelt es sich um das Bindemotiv des Aktivators RemA (“regulator of extracellular

matrix genes"). Es befindet sich noch weiter stromaufwérts des OpuCR Bindemotivs
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(Abbildung 9). RemA sorgt durch die Bindung der DNA fir die Expression der Operone, wenn
die Zelle osmotischem Stress ausgesetzt ist. (Lee et al., 2013; Winkelman et al., 2013;
Hoffmann, unveréffentlicht). Uber RemA ist bereits seit Langerem bekannt, dass er an der
Genregulation der Biofilmbildung von B. subtilis beteiligt ist (Blair et al., 2008; Winkelman et
al., 2009). Dass RemA nicht nur die Genexpression von Biofilmgenen aktiviert, sondern auch
die von osmotisch-abhdngigen Genen, konnte erst kiirzlich in einem Microarray gezeigt werden
(Winkelman et al., 2013).

R

TGTTARAAACATTAAATTTTTTTTATTTAACAAACTTTATTTACGTCAAGGAGGCTTA  ghsA

ATATGAACAAATTGTAAACTTTTTATTTTAEAAAETTEATTCTATAATGGGAAGCATT opuBA
-35 -10

ATTTCAACACATTGTAAACTTTTTATTTTAEAAAETTQAAACTATAATAAGGATTATA opuCA
-35 -10

b opuBR
..CTCCAACGGTTTCATCCTTTCAGCTAACAATTCCGATGTCAATATACCACATTTTTGATACGGCGAARATGCTG

TCAAAAGAGAATTTGGCAGGAAATTGGAGCAATAAGGAGATCAACACACGTCAATGCGGGTAAATCAGCGTTTAC

ACATACTTTATAAATAATATGAACAAATTGTAAACTTTTTATTTTATAAACTTTATTCTATAATGGGAAGCATTC
-35 -10 opuBA
AATTGTCTGAAAAATTAAATTTAAACTGAACAAATTGAATAAACTTAATTTTGGAGGTGCGATGTTTGCTG...
RSB

Abbildung 9: DNA Bindemotiv von OpuCR und OpuBR vor opuBA und opuCA.

Dargestellt sind drei Sequenzausschnitte vor opuBA, opuCA bzw. gbsA (a). In grau hinterlegt sind
jeweils die -10 und die -35 Regionen der SigA-Promotoren. Die hellgrauen Pfeile zeigen den
Transkriptionsstart der mRNA fiir das opuB- und das gbsAB-Operon an. Die rosa markierte Region ist
das OpuCR Bindemotiv (Lee et al., 2013), das sich lediglich in einer Base (*) unterscheidet. Die griin
unterlegten Bereiche unter den Sequenzen zeigen das bioinformatisch ermittelte Bindemotiv fiir OpuCR
und OpuBR nach Leyn et al. (2013) an. Es unterscheidet sich in zwei Basen (*) zwischen den beiden
Promotorbereichen opuBA und opuCA. Die Sequenz vor gbsA, in der auch das GbsR Bindemotiv (blau
hinterlegt) zu finden ist, unterscheidet sich deutlich (rote Basen) im Bereich der palindromischen
Regionen des OpuBR bzw. OpuCR Bindemotivs. (b) stellt exemplarisch die gesamte intergene Region
zwischen opuBR und opuBA dar. In gelb eingezeichnet ist das Bindemotiv von RemA (mindliche
Uberlieferung von Bremer, E. & Hoffmann T.).

Neben OpuBR und OpuCR aus B. subtilis ist noch ein weiterer GbsR-Typ Regulator untersucht,
dessen Gen neben einem ABC-Transporter liegt. Es handelt sich hierbei um OpuAR aus dem
marinen Bacillus infantis NRRL B-14911 (Henkel, 2010; Siefert et al., 2000). Wie alle bisher
erwéhnten gbsR dhnlichen Gene, ist auch opuAR entgegen des angrenzenden putativen Operons
orientiert (Abbildung 10).
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Bacillus infantis NRRL B-14911 W

opuAR opuAA opudB  opuAC

Abbildung 10: Genomische Lage des opuAR aus B. infantis NRRL B-14911.

Die drei angrenzenden Gene opuAA, opuAB und opuAC kodieren fir einen OpuA-Typ
Transporter, wie er aus B. subtilis bekannt ist (Arnhold, 2011; Henkel, 2010; Kempf & Bremer,
1995). Wie zuvor bioinformatisch vorhergesagt (Henkel, 2010), konnte Arnhold (2011) im
Rahmen seiner Masterarbeit bestatigen, dass OpuA aus B. infantis NRRL B-14911 ein
Transporter fur kompatible Solute ist, der das gleiche Substratspektrum besitzt wie OpuA aus
B. subtilis. Uber die genaue Regulation des putativen opuA-Operons in B. infantis NRRL
B-14911 ist bisher nichts bekannt.

In B. subtilis ist neben dem opuA-Operon kein gbsR &hnliches Gen zu finden. Hier ist die
Expression des opuA-Operons ist in Anwesenheit von Salz hochreguliert (Kempf & Bremer,
1995). Liegt Glycin Betain unter osmolaren Bedingungen in der Umgebung vor, werden die
Gene in B. subtilis wiederrum reprimiert (Hoffmann et al., 2013). Winkelman et al. (2013)
konnte zudem zeigen, dass fur die Expression der Gene in B. subtilis der Aktivator RemA
benotigt wird. Dieser bindet in der Promotorregion vor opuAA und aktiviert so die Expression
der Gene.

Der putative GbsR-Typ Regulator OpuAR (180 AS) wurde bereits naher analysiert. Zu GbsR
aus B. subtilis weist OpuAR aus B. infantis NRRL B-14911 eine Aminosauresequenzidentitat
von 34 % auf. Genau wie GbsR ist auch OpuAR in der Lage Cholin (mit einer Kp von 232 +/-
25 uM) zu binden (Henkel, 2010; Ziegler, 2009). Wie auch fir GbsR konnte zundchst anhand
eines Kiristallstrukturmodells von OpuAR eine putative Ligandenbindestelle in der
Linkerregion des Proteins gefunden werden. Analog zu den vier Phenylalaninen in GbsR aus
B. subtilis befinden sich an diesen Positionen bei OpuAR aus B. infantis NRRL B-14911
folgende Aminosauren: Y%, F¥ R'% und F1%%. Dass diese Aminoséuren tatsachlich an der
Bindung des Liganden Cholin beteiligt sind, konnte durch OpuAR-Mutanten gezeigt werden
(Henkel, 2010). Hierbei wurde die Bindungsaffinitit zu Cholin u. a. einer OpuAR
Doppelmutante, bei der die Aminosauren Y und R® zu jeweils einem Phenylalanin mutiert
wurde, mittels Fluoreszenzspektroskopie bestimmt. Es wurde festgestellt, dass die Bindung mit
einer Kp von 35 +/- 6 uM durch den Austausch der nicht aromatischen Aminosdure Arginin in
den Aromaten Phenylalanin eine deutliche Steigerung der Bindungsaffinitat erzeugt (Henkel,
2010). Dadurch zeichnet sich ab, dass die Bindung von Cholin an OpuAR aus B. infantis NRRL
B-14911 vermutlich tber Kation-r Interaktion erfolgt. Da die Aromaten der Bindetasche von
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OpuAR so veréndert wurden, dass der putative "aromatic cage" wie bei GbsR aus B. subtilis
vorliegt, ist eine Kation-n Interaktion mit dem Liganden Cholin fiir GbsR ebenfalls
wahrscheinlich (Dougherty, 1996; Henkel, 2010).

Auch OpuAR aus B. infantis NRRL B-14911 besitzt laut bioinformatischen Analysen ein fir
MarR-Typ Regulatoren typisches Winged-Helix-Motiv im N-terminalen Bereich (Henkel,
2010; Wilkinson & Grove, 2006). Dieses 21 Aminosdure lange Winged-Helix-Motive von
OpuAR aus B. infanitis NRRL B-14911 zeigt im Vergleich mit dem von GbsR aus B. subtilis
eine 76,19 %ige Sequenzidentitat (Henkel, 2010). Ein DNA Bindemotiv vor opuAA, an das
OpuAR mit seinem vorhergesagten Winged-Helix-Motiv binden kdnnte, ist bisher allerdings
nicht bekannt. Vorstellbar ist aber, dass OpuAR aus B. infantis NRRL B-14911 ebenfalls ein
transkriptioneller Regulator der Genexpression des benachtbarten Genclusters ist, genau wie es
bisher fiir GbsR und OpuCR aus B. subtilis beschrieben wurde (Lee et al., 2013; Nau-Wagner
etal., 2012). Da auch die Bindung von Cholin an OpuAR in vitro nachgewiesen werden konnte,
spielt Cholin vermutlich als Induktor eine wichtige Rolle, so wie es bei der Regulation durch
GbsR gezeigt werden konnte (Nau-Wagner et al., 2012).

2.7 Das marine Bakterium Bacillus infantis NRRL B-14911
B. infantis NRRL B-14911 (einst Bacillus sp. NRRL B-14911) ist ein Gram-positives Stabchen,

dessen Genom bereits vollstandig sequenziert wurde. B. infantis NRRL B-14911 konnte im
Golf von Mexico aus 10 Meter Tiefe isoliert werden konnte. Das Bakterium wéchst aerob,
bildet Sporen und weist eine rosa Pigmentierung auf. B. infantis NRRL B-14911 kann minimal
bei 20°C und maximal bei 40°C wachsen (Siefert et al., 2000). Das Wachstumsoptimum liegt
bei 37°C (Alcaraz et al., 2008). Das Bakterium vertragt Salzkonzentrationen bis zu 5 % (0,8 M).
Laut dem von Alcaraz et al. (2008) durchgefiihrten Genomvergleich besitzt B. infantis NRRL
B-14911 eine partielle Auxotrophie fir Prolin und Methionin. Drei nahe Verwandte des B.
infantis NRRL B-14911 sind Bacillus firmus, Bacillus lentus und Bacillus megaterium (Siefert
etal., 2000). B. megaterium gehort dabei zu einer Gruppe der Bacilli, die in der Lage sind, unter
hochosmolaren Bedingungen Prolin und Glutamat als kompatible Solute selbst zu
synthetisieren (Bursy et al., 2007; Kuhlmann & Bremer, 2002).

Arnhold (2011) konnte zeigen, das B. infantis NRRL B-14911 einen OpuA-Typ Transporter
besitzt. Wie der OpuA Transporter selbst aus B. subtilis, ist auch der OpuA-Typ Transporter
aus B. infantis NRRL B-14911 in der Lage die kompatiblen Solute DMG, DMSP, Glycin
Betain, Homobetain und Prolin Betain aufzunehmen (Arnhold, 2011; Bashir et al., 2014a; Broy
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et al., 2015; Holtmann & Bremer, 2004; Horn et al., 2005; Kempf & Bremer, 1995; Smits et
al., 2008). Ob B. infantis NRRL B-14911 diese kompatiblen Solute aufnimmt, um sie unter
osmotischem Stress als Osmoprotektiva zu nutzen, ist bisher ungeklart. Moglicherweise nutzt
B. infantis NRRL B-14911 die kompatiblen Solute auch als Kohlen- oder Stickstoffquelle.

2.8 Zielsetzung

Der Cholin-sensitive Repressor GbsR reguliert die kodierenden Gene des Cholin-spezifischen
Transporters OpuB und die der Glycin Betain Synthese in B. subtilis. Durch diesen bereits naher
erforschten Regulator GbsR aus B. subtilis ist man auf eine neue Klasse von MarR-Typ
Regulatoren aufmerksam geworden. Die Familie der GbsR-Typ Regulatoren soll ihm Rahmen
dieser Arbeit naher charakterisiert werden. Dazu soll die taxonomische Verbreitung der
GbsR-Typ Regulatoren néher untersucht werden. Neben bioinformatischen Analysen sollen
molekular genetische Methoden zur Charakterisierung des Bindemotivs von GbsR-Typ
Regulatoren durchgefiihrt werden. Zudem soll die Ligandenbindetasche der GbsR-Typ
Regulatoren, in der kompatible Solute gebunden werden, genauer untersucht werden.

Speziell das opu Regulon des marinen B. infantis NRRL B-14911 soll analysiert werden. Im
Regulon enthalten ist ein OpuA-Typ Transporter, der kompatible Solute in das marine
Bakterium transportieren kann. Es soll geklart werden, ob B. infantis NRRL B-14911 die

kompatiblen Solute als C-Quelle oder als Osmoprotektivum nutzt.
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3. Material & Methoden

3.1 Material

Die in dieser Arbeit verwendeten Materialien, Chemikalien, Enzyme und Medien werden im

Folgenden aufgefunhrt.

3.1.1 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien und Reagenzien wurden von den Firmen Expedeon (San Diego,
USA), Fluka (Neu-Ulm, D), Life Technologies (Carlsbad, USA), Merck (Darmstadt, D), Roche
(Mannheim, D), Roth (Karlsruhe, D) und Sigma-Aldrich (Steinheim, D) bezogen.

3.1.2 Enzyme und Oligonukleotide

Die verwendeten Restriktionsenzyme, Polymerasen und Ligasen stammen von den Firmen
Roche (Mannheim, D) und Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA).

Alle Oligonukleotide wurden von den Firmen Sigma-Aldrich (Steinheim, D) oder Microsynth
(Lindau, D) synthetisiert. Im Folgenden sind die Oligonukleotide fur Klonierungen,
Mutagenesen, Sequenzierungen, FusionsPCRs und fir die EMSA Studien in Tabelle 1 zu
finden.

Tabelle 1: Alle verwendeten Oligonukleotide

Oligonukleotid Sequenz (5°- 3") Bemerkung

Sequenzierungsprimer:
Primer zur Sequenzierung des Inserts

pASG IBA for .?é‘ CTTATTTTACCAC im Plasmid pASG-IBA3 und pASG-
IBAS
ATAAGGGTAACTAT  Primer zur Sequenzierung des Inserts
PIMBL-pFSBL-for  150cq in der MCS des Plasmids pJMB1
0IMBI-treA-rev ACCATTTCCTGTCGT  Primer zur Sequenzierung des Inserts
ATCG in der MCS des Plasmids pJMB1
oMal-C2 Seq for GGTCGTCAGACTGT  Primer zur Sequenzierung des Inserts
CGATGAAGCC in der MCS des Plasmids pMal-C2
oMal-C2 Seq rev CATCCGCCAAAACA  Primer zur Sequenzierung des Inserts
GCCAAG in der MCS des Plasmids pMal-C2
oPT7 for GAAATTAATACGAC  Primer zur Sequenzierung des Inserts
TCACTATAG in der MCS des Plasmids pPT7
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Klonierungsprimer:

AAGCTCTTCAATGG
gbsR_B.sub_IBA3 for ATGAAAATCCAGAA
TTTGCAGCT
AAGCTCTTCACCCCT
gbsR_B.sub_IBA3 rev TTGTTTCGACCGGTA
TAAATTTAAAA
AAAGGATCCCTGAA
OPUAR TreA Fragli2 GCAGCTTCGATTGT
GAC
AAACCCGGGGCACC
%’“AR TreAFragli4 11 TTGGAGAGCATC
TAC
AAACCCGGGGAACT
%’“AR TreAFrag2  cCGTATAAATGCAT
GTTTC
AAAGGATCCCACCT
gf’/“AR TreAFragdld 1 A AACTTTGTTTAT
ACATG
AAACCCGGGGATTT
%‘?“AR TreAFrags  ATAGGTTTGTTGTAT
GCAAC
AAAGAATTCATGGA
MAL-C2 GbsR for ~ TGAAAATCCAGAAT
TTGC
AAAGGATCCGTTTC
MAL-C2GbsRrev ~ CCAGGCGTTTTCTGC
T
AAAACTAGTATGGA
?()SrTOP1623hp GbsR  TGAAAATCCAGAAT
TTGC
AAAGAGCTCTTATTT
ffVTOPmShp GbsR  T1ceAACTGCGGGT
G

Klonierungsprimer flr gbsR aus

B. subtilis JH642 in pENTRY; am
Primer angehangen ist die Stargate®-
Klonierungsequenz; Resultat sind die
Plasmide pSTHO1 & pSTHO02;

siehe gbsR_B.sub_IBA3_for

Primer zur Amplifizierung der treA-
Fusionsfragmente flr die Plasmide
pSTH33 und pSTH34; enthalt eine
BamHI Schnittstelle

Primer zur Amplifizierung der treA-
Fusionsfragmente flr die Plasmide
pSTH33 und pSTH36; enthélt eine
Smal Schnittstelle

Primer zur Amplifizierung des treA-
Fusionsfragments fir das Plasmid
pSTH34; enthélt eine Smal
Schnittstelle

Primer zur Amplifizierung der treA-
Fusionsfragmente flr die Plasmide
pSTH35 und pSTH36; enthélt eine
BamHI Schnittstelle

Primer zur Amplifizierung des treA-
Fusionsfragments fir das Plasmid
pSTH35; enthélt eine Smal
Schnittstelle

Klonierungsprimer fur gbsR aus

B. subtilis JH642 in pMAL-C2, in den
mit einer EcoRI Schnittstelle kloniert
wurde; Resultat ist das Plasmid
pSTH47

Klonierungsprimer flr gbsR aus

B. subtilis JH642 in pMAL-C2, in den
mit einer BamH| Schnittstelle kloniert
wurde; dieser Primer bindet 21 bp
hinter dem Stopcodon; Resultat ist das
Plasmid pSTH47

Klonierungsprimer fur gbsR aus

B. subtilis JH642 mit C-terminalem
Strep-Tag®Il in pPT7, in den mit einer
Spel Schnittstelle kloniert wurde;
Resultat ist das Plasmid pSTH55
Klonierungsprimer fir gbsR aus

B. subtilis JH642 mit C-terminalem
Strep-Tag®ll in pPT7, in den mit einer
Sacl Schnittstelle kloniert wurde;
Resultat ist das Plasmid pSTH55
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Mutageneseprimer:

OpuAR_N98Fn_for

OpuAR_N98Fn_rev

OpuAR_WO95F _for

OpuAR_W95F _rev

OpuARbind_mutl for

OpuARbind_mutl rev

OpuARbind_mut2 for

OpuARbind_mut3 rev

GTACAAAAGCGATC
GATGAAAAACTGGT
ACCAATCCCCTTTGA
C

TCAAAGGGGATTGG
TACCAGTTTTTCATC
GATCGCTTTTGTAC

GATTTATACCAGGT
CAAAGGGGATTTCT
ACCAGAATTTCATC
GATCG

CGATCGATGAAATT
CTGGTAGAAATCCC
CTTTGACCTGGTATA
AATC

GTACTTTATTGATGG
AATTTGATG

GTACTAAATTATCTT
ATTCTTAGATTTC

TTCAAACTGTACGT
ACTTTATTG

TTTGAACTGTACGTA
CTAAATTATC

Primer zur Mutagenese des Plasmids
pMP_AR1. Die Mutation wird im
OpUAR des Stammes B. infantis NRRL
B-14911 durchgefihrt (AAT > TTT)
und fuhrt zu folgendem AS-Austausch
N%F; Resultat ist das Plasmid
pSTH49

Primer zur Mutagenese des Plasmids
pMP_ARL. Die Mutation wird im
OpUAR des Stammes B. infantis NRRL
B-14911 durchgefihrt (AAT > TTT)
und fuhrt zu folgendem AS-Austausch
N9F; Resultat ist das Plasmid
pSTH49

Primer zur Mutagenese des Plasmids
pMP_ARL1. Die Mutation wird im
OpUAR des Stammes B. infantis NRRL
B-14911 durchgefihrt (TGG - TCT)
und fihrt zu folgendem AS-Austausch
WF; Resultat ist das Plasmid
pSTH50

Primer zur Mutagenese des Plasmids
pMP_ARL. Die Mutation wird im
OpUAR des Stammes B. infantis NRRL
B-14911 durchgefihrt (TGG - TCT)
und fuhrt zu folgendem AS-Austausch
WF; Resultat ist das Plasmid
pSTH50

Primer zur Mutagenese der Plasmide
pSTH33 und pSTH34. Resultat sind
die Plasmide pSTH72, 74, 75 und 77.
Die genaue Deletion der intergenen
Region kann Tabelle 13 entnommen
werden

Primer zur Mutagenese der Plasmide
pSTH33 und pSTH34. Resultat sind
die Plasmide pSTH72, 73, 75 und 76
Die genaue Deletion der intergenen
Region kann Tabelle 13 entnommen
werden

Primer zur Mutagenese der Plasmide
pSTH33 und pSTH34. Resultat sind
die Plasmide pSTH73 und pSTH76.
Die genaue Deletion der intergenen
Region kann Tabelle 13 entnommen
werden

Primer zur Mutagenese der Plasmide
pSTH33 und pSTH34. Resultat sind
die Plasmide pSTH74 und pSTH77.
Die genaue Deletion der intergenen
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Fusions PCR Primer:

OpuBR Knout P1

OpuBR Knout Tet P2

OpuBR Kneu2 Tet P3

OpuBR Knout P4

OpuBR Knout Tet P5

OpuBR Kneu2 Tet P6

OpuCR Knout P1

OpuCR Knout Zeo P2

OpuCR Knout Zeo P3

OpuCR Knout P4

OpuCR Knout Zeo P5

GATAAATTCCTCAA
CAAATTCGTCTGCC
CCGTAATGCTATGTT
AGCATTACTCTTTTC
CATGTTTTCCGCGAT
TCTTTCTATAAAATG
AAATTGTTATCCGCT
CACAATTCCACACA
ACATATTTGAGAGC
GAAGACATTTTTAA
ATATGTG
CAGTGAAATAAACC
GGTAAATCTAGGTC
TC
CATTTTATAGAAAG
AATCGCGGAAAACA
TGGAAAAGAGTAAT
GCTAACATAGCATT
ACGG
CACATATTTAAAAA
TGTCTTCGCTCTCAA
ATATGTTGTGTGGA
ATTGTGAGCGGATA
ACAATTT
ATAAATTCTTCAAC
AAACTCATTTGCCG
G
CCATACAAGATAAC
TTCGTATAATGTATG
TTGAAGGCATTCCA
AACGTATGCATATTT
T
GGACTGAATAACTT
CGTATAGCATACAT
TAGAAAACAAAAGA
ATGCAGCTCTCTAA
AATA
GTAAAGCAATACTC
GTCTGCTTTTGTTTT
A
AAAATATGCATACG
TTTGGAATGCCTTCA
ACATACATTATACG
AAGTTATCTTGATAT
GG

Region kann Tabelle 13 entnommen

werden

Primer zu Amplifizierung der

5 Flanke der opuBR Deletionsmutante

Primer zu Amplifizierung der

5" Flanke der opuBR Deletionsmutante

Primer zu Amplifizierung der

3" Flanke der opuBR Deletionsmutante

Primer zu Amplifizierung der

3" Flanke der opuBR Deletionsmutante

Primer zu Amplifizierung der
Tetracyclinkassette der opuBR
Deletionsmutante

Primer zu Amplifizierung der
Tetracyclinkassette der opuBR
Deletionsmutante

Primer zu Amplifizierung der
5" Flanke der opuCR
Deletionsmutante

Primer zu Amplifizierung der
5" Flanke der opuCR
Deletionsmutante

Primer zu Amplifizierung der
3" Flanke der opuCR
Deletionsmutante

Primer zu Amplifizierung der
3" Flanke der opuCR
Deletionsmutante

Primer zu Amplifizierung der
Zeocinkassette der opuCR
Deletionsmutante
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OpuCR Knout Zeo P6

TATTTTAGAGAGCT
GCATTCTTTTGTTTT
CTAATGTATGCTATA
CGAAGTTATTCAGT
CC

Primer zu Amplifizierung der
Zeocinkassette der opuCR
Deletionsmutante

Primer fur Electrophoretic mobility shift assay (EMSA):

BS GbhsR-GbsA for

BS GhsR-GbsA rev

BS Kfragm for

BS Kfragm rev

BS opuAR-0puAA rev

BS opuAR-0puAA gr
for

BS opuAA Kfrag for

BS opuAA Kfrag rev

CudC2_for

CudC_rev

CudT2_for

CudT _rev

CudA_for

GGGACTTTGACAGT
TTAAAAACC

ATAAGCCTCCTTGA
CGTAAATAA

CTTGCTTGTTGAGGA
TGCCATTC

CTGTCTCAGCATGA
AAACCGTTTC

CACCTCTAAACTTTG
TTTATACATG

CACCACCATTCTAGT
CACAAATG

CATGCAGACAGAAG
GCAATGGAG

GGCCTACACGCTGC
TGCATAC

ctcgtttgacaccctttcaattac

cattaaaattacctccgttaagtttg

gttcgttaggcteatgtttgty

gaacacccctgaatttagatttc

gaagccgagtgaaattactccg

EMSA-Primer des 96 bp Fragments
vor gbsA in B. subtilis; Primer tragt
am 5" Ende eine Cy5 Markierung
EMSA-Primer des 96 bp Fragments
vor gbsA in B. subtilis; Primer tragt
am 5" Ende eine Cy5 Markierung
EMSA-Primer des 98 bp
Kontrollfragments im gbsA in

B. subtilis; Primer trdgt am 5° Ende
eine Cy5 Markierung

EMSA-Primer des 98 bp
Kontrollfragments im gbsA in

B. subtilis; Primer trdgt am 5° Ende
eine Cy5 Markierung

EMSA-Primer des 301 bp Fragments
zwischen opuAR und opuAA in

B. infantis NRRL B-14911; Primer
tragt am 5° Ende eine Cy5 Markierung
EMSA-Primer des 301 bp Fragments
zwischen opuAR und opuAA in

B. infantis NRRL B-14911; Primer
tragt am 5° Ende eine Cy5 Markierung
EMSA-Primer des 105 bp
Kontrollfragments im opuAA in

B. infantis NRRL B-14911; Primer
tragt am 5° Ende eine Cy5 Markierung
EMSA-Primer des 105 bp
Kontrollfragments im opuAA in

B. infantis NRRL B-14911; Primer
tragt am 5° Ende eine Cy5 Markierung
EMSA-Primer des 94 bp Fragments
vor cudA in S. xylosus C2A,; Primer
tragt am 5° Ende eine Cy5 Markierung
EMSA-Primer des 94 bp Fragments
vor cudA in S. xylosus C2A; Primer
tragt am 5° Ende eine Cy5 Markierung
EMSA-Primer des 101 bp Fragments
vor cudT in S. xylosus C2A; Primer
tragt am 5° Ende eine Cy5 Markierung
EMSA-Primer des 101 bp Fragments
vor cudT in S. xylosus C2A; Primer
tragt am 5° Ende eine Cy5 Markierung
EMSA-Primer des 107 bp
Kontrollfragments im cudA in
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S. xylosus C2A; Primer tragt am 5
Ende eine Cy5 Markierung
EMSA-Primer des 107 bp
Kontrollfragments im cudA in

S. xylosus C2A; Primer tragt am 5
Ende eine Cy5 Markierung

CudA _rev ctgagcctttacctagtacaag

3.1.3 Medien

Als Komplexmedium fir E. coli, B. subtilis und B. infantis wurde LB-Medium (Luria-Bertaini
Broth, Tabelle 2) verwendet (Miller, 1992). Festmedien wurden mit 15 g/L Agar versetzt.

Als Minimalmedium fir die Bakterienstamme E. coli BL21 und ArcticExpress (DE3) RIL
wurde bei der heterologen Expression von Proteinen Minimalmedium A (MMA; Tabelle 3)
verwendet (Sambrook & Russell, 2001). Zum Medium wurde zusatzlich 0,4 % Glucose sowie
0,4 % Casaminosauren, 1 mM MgSOa4 und Thiamin zugegeben.

Fur die Kultivierung von B. subtilis in Minimalmedium wurde Spizizen’s Minimalmedium
(SMM; Tabelle 4) genutzt (Spizizen, 1958). Dem SMM wurden zuséatzlich Spurenelemente
(Tabelle 5) und 0,5 % Glucose beigefiigt (Harwood & Cutting, 1990). Zur Komplemetation der
Tryptophan und Phanylalanin Auxotrophien des Stammes B. subtilis JH642 (Tabelle 9) wurden
dem Minimalmedium L-Tryptophan (20 mg/L) und L-Phenylalanin (18 mg/L) beigefugt.
B. infantis NRRL B-14911 wurde in Basalmedium (BM, Tabelle 6) als Minimalmedium
kultiviert (Gonzalez et al., 1997). Falls nicht anders beschrieben, wurden diesem Medium 0,4 %
Casaminosduren zugegeben. Den Minimalmedien wurde bei der Untersuchung unter
hochosmolaren Bedingungen entsprechend der gewinschten Salzkonzentration 5M NacCl
beigefligt. Die Medien wurden nach dem Abkihlen je nach Bedarf mit verschiedenen
Antibiotika, kompatiblen Soluten und anderen Medienzusédtzen vermischt. Die Substanzen
wurden, wie in Tabelle 7 aufgelistet, hergestellt.

Tabelle 2: Komplexmedium LB-Medium

Komponenten Zusammensetzung pro Liter
Trypton 10 g

Hefeextrakt 50

NaCl 10 ¢
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Tabelle 3: Minimalmedium A (MMA)

Komponenten Zusammensetzung pro Liter
NaxHPO4 10,59

KH2PO4 459

(NH4)2S04 1lg

NasCitrat 05¢g

Tabelle 4: 5x Spizizen’s Minimal Medium (5xSMM)

Komponenten Zusammensetzung pro Liter
(NH4)2S04 109

K2HPO4 709

KH2PO4 30¢

NasCitrat x 2H.O 59

MgSO,4 x 7TH20 1g

Tabelle 5: 100x Spurenelemente

Komponenten

Zusammensetzung pro Liter

CaCl;

FeCls x 6H20
MnCl, x 4H,0
ZnCl;

CuCl2 x 6H20
CoCl, x 6H20
Na:MoOs x 2H20

0,559
1,359
01g

0,17 g
0,059
0,06 g
0,06 g

Tabelle 6: Basalmedium

Komponenten Konzentration im Medium
MgSO4 * 7TH20 50 mM
KCI 10 mM
CaCl2 * 2H.0 10 mM
NH4CI 190 mM
K2HPO4 0,33 mM
FeSO4 * 7TH20 0,1 mM
MOPS Puffer pH 7,5 50 mM
Vitamin A Lésung? 1x
Vitamin B Losung® 1x
Glucose 27,7 mM

a/itamin A L6sung 200x (Biotin 7,8 mg/L, Nicotinsdure 15,6 mg/L, Liponsdure 15,6 mg/L in H,O

geldst, pH 7,5)

bVitamin B Losung 200x (Pantothnat 15,6 mg/L, Pyridoxin B6 15,6 mg/L, Thiamin 15,6 mg/L, 4-

Aminobenzoesaure 15,6 mg/L, Cabalamin 0,32 mg/L in H2O gel0dst)
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Tabelle 7: Antibiotika, kompatible Solute und andere Medienzusétze

Komponenten Konzentration im Medium
Ampicillin 100 pg/ml

Gentamycin 20 pg/ml

Kanamycin (fur E. coli) 50 pg/mi

Kanamycin (fur B. subtilis) 5 pg/ml

Tetracyclin 10 pg/ml (in 70 % EtOH geldst)
Zeocin 35 pg/mi

Chloramphenicol
Erythromycin
Anhydrotetracyclin
X-Gal

Thiamin

Cholin

Cholin-O-Sulfat (COS)
Dimethylglycin (DMG)
Dimethylsulfoniumpropionat (DSMP)
Ectoin

Glycin Betain (GB)
Homobetain (HB)
Prolin

Prolin Betain (PB)

5 pg/ml (in 70 % EtOH gelost)
1 pg/ml (in 70 % EtOH gelost)
0,2 pg/ml (in DMF gelost)

25 pg/ml (in DMF gel6st)

1 pg/ml

1 mM

1 mM

1 mM

1 mM

1 mM

1 mM

1 mM

1 mM

1 mM

3.2 Mikrobiologische Methoden

3.2.1 Bakterienstamme und Plasmide

Alle verwendeten Bakterienstamme sind

im Folgenenden aufgelistet. Dabei sind

E. coli-Stdamme zur Klonierung oder Produktion in Tabelle 8 zu finden. Tabelle 9 enthalt alle

genutzten und neu angefertigten Bacillus-Stamme. Die Plasmide sind in Tabelle 10 zu finden.

Tabelle 8: Verwendete E. coli-Stamme

Stamm Genotyp Referenz
F A E44 A(lacZYA-argF)U169 ®80dlacZ AM15
DH>a hsdR17(rk- mic*) recAl endA thi-1 relAl gyrA96 Hanahan, 1983
Agilent
BL21 F ompT hsdS(rs” mg’) dem™ Tet" gal endA Technologies,

ArcticExpress
(DE3) RIL

F ompT hsdS(rs'mg’) dcm® Tet' gal M(DE3) endA
Hte [cpn10 cpn60 Gent"] [argU ileY leuW Str']

Santa Clara, USA
Agilent
Technologies,
Santa Clara, USA
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Tabelle 9: Verwendete Bacillus-Stamme

Stamm Genotyp Referenz
B. infantis
NRRL B- Wildtyp; marines Isolat (Siefert et al., 2000) BGSC? 29A3
14911
Bacillus megaterium:
Gamer et al.,
MS941 DSM319, AnprM 2009
Bacillus subtilis Stamme:
J. Hoch; BGSC,
JH642 trpC2 pheAl appA-168 1A96
. Nau-Wagner et
GNB37 A(treA::erm)2 al., 2012
. . Nau-Wagner et
GNB40 A(treA::erm)2(gbsR::neo)l al., 2012
(AopuAABC::tet)3 (AopuCABCD::spc)3 (AopuD::kan)2
CABL (AopuBA-BD::ery)3 A(amyE::pX, cml) Arnhold, 2011
(AopuAABC::tet)3 (AopuCABCD::spc)3 (AopuD::kan)2
CAB2 (AOPUBA-BD::ery)3 A(amyE::pCA-0puAR-opuA, cmly  ~\hold, 2011
DHBA4 AftreA::erm)2 AlamyE::d(ghsA pore-treA), cmi]L glla“é\é\gg”er e
DHB12 A(treA::erm)2 (gbsR::neo)l Nau-Wagner et
AlamyE::®(ghsA ppHe-treA), cml]l al., 2012
B . , Rolbetzki, A.;
AROB5 A(treA::erm)2 A[amyE::®(gbsA paro1s-treA), cml]9 unversfrentlicht
AROB10 A(treA::erm)2 (gbsR::neo)l Rolbetzki, A.;
AlamyE::®(ghsA paro1s-treA), cml]9 unveroffentlicht
STHBO04 A(treA::erm)2 (gbsR::neo)l A(opuBR::tet)2 diese Arbeit
STHBOS A(treA: :e.r_m)2 (gbsR::neo)1 A(opuBR::tet)2 diese Arbeit
A(opuCR::ze0)2
STHBO06 A(treA::erm)2 (gbsR::neo)l A(opuCR::ze0)2 diese Arbeit
STHBO07 A(treA::erm)2 A(opuBR::tet)2 A(opuCR::ze0)2 diese Arbeit
STHB10 A(treA::erm)2 (gbsR::neo)l A(opuBR::Tet)2 diese Arbeit
A(opuCR::ze0)2 A[lamyE::®(0puAA”psTHas-treA), cml]l
STHB11 A(treA::erm)2 (gbsR::neo)l A(opuBR::Tet)2 diese Arbeit
A(0puCR::ze0)2 AlamyE::®(0puAA”psTHas-treA), cml]l
STHB12 A(treA::erm)2 (gbsR::neo)l A(opuBR::Tet)2 diese Arbeit
A(opuCR::ze0)2 A[amyE::®(0puAA”psTHas-treA), cml]l
STHB13 A(treA::erm)2 (gbsR::neo)l A(opuBR::tet)2 diese Arbeit
AlamyE::®(0puAA”stHzs-treA), cml]l
STHBES A(treA::erm)2 (gbsR::neo)1 A(opuBR::tet)2 diese Arbeit
AlamyE::®(0puUAA”psTHas-treA), cmi]l
STHB66 A(treA::erm)2 (gbsR::neo)1 A(opuCR::ze0)2 diese Arbeit
AlamyE::®(0puAA”psTHas-treA), cmi]l
STHB67 A(treA::erm)2 A(opuBR::tet)1 A(opuCR::ze0)2 diese Arbeit

AlamyE::®(0puAA”psTHas-treA), cmi]l
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STHBG68

STHB69

STHB70

STHB71

STHB72

STHB73

STHB78
STHB79
STHB80
STHBS1
STHB82
STHB83
STHB84

STHB85

STHB86

STHB87

STHB88

STHB89

STHB90

STHBI1

A(treA::erm)2 (gbsR::neo)l A(opuBR::tet)2
A(0puCR::ze0)2 A[amyE::®(0puAA”psTH72-treA), cml]2
A(treA::erm)2 (gbsR::neo)l A(opuBR::tet)2
A(0puCR::ze0)2 A[amyE::®(0puAA psTH73-treA), cml]3
A(treA::erm)2 (gbsR::neo)l A(opuBR::tet)2
A(0puCR::ze0)2 A[amyE::®(0puAA psTH7a-treA), cml]4
A(treA::erm)2 (gbsR::neo)l A(opuBR::tet)2
A(0puCR::ze0)2 A[amyE::®(0puAA”psTH7s-treA), cml]2
A(treA::erm)2 (gbsR::neo)l A(opuBR::tet)2
A(0puCR::ze0)2 A[amyE::®(0puAA”psTHze-treA), cml]3
A(treA::erm)2 (gbsR::neo)l A(opuBR::tet)2
A(0puCR::ze0)2 A[amyE::®(0puAA psTH77-treA), cml]4
A(treA::erm)2 AlamyE::®(gbhsA ppH2 1.1-treA), cml]2
A(treA::erm)2 A[amyE::®(ghsA ppH2 2.1-treA), cml]3
A(treA::erm)2 AlamyE::®(gbsA ppH2 3.1-treA), cml]4
A(treA::erm)2 A[lamyE::®(gbsA ppH2 4.1-treA), cml]5
A(treA::erm)2 AlamyE::®(gbsA ppH2 5.2-treA), cml]6
A(treA::erm)2 AlamyE::®(gbsA ppH2 6.5-treA), cml]7
A(treA::erm)2 AlamyE::®(gbsA ppH2 7.0-treA), cml]8
A(treA::erm)2 (gbsR::neo)l

AlamyE::®(ghsA ppH2 1.1-treA), cml]2

A(treA::erm)2 (gbsR::neo)l

AlamyE::®(ghsA ppH2 2.1-treA), cml]3

A(treA::erm)2 (gbsR::neo)l

AlamyE::®(ghsA ppH2 3.1-treA), cml]4

A(treA::erm)2 (gbsR::neo)l

AlamyE::®(ghsA"ppH2 4.1-treA), cml]5

A(treA::erm)2 (gbsR::neo)l

AlamyE::®(ghsA"ppH2 5.2-treA), cml]6

A(treA::erm)2 (gbsR::neo)l

AlamyE::®(ghsA”ppH2 6.5-treA), cml]7

A(treA::erm)2 (gbsR::neo)l

AlamyE::®(ghsA ppH2 7.p-treA), cml]8

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
Schumann, 2015
Schumann, 2015
Schumann, 2015
Schumann, 2015
Schumann, 2015
Schumann, 2015
Schumann, 2015
Schumann, 2015
Schumann, 2015
Schumann, 2015
Schumann, 2015
Schumann, 2015
Schumann, 2015

Schumann, 2015

aBacillus Genetic Stock Center

Tabelle 10: Verwendete Plasmide

Plasmid Beschreibung Referenz
Eintrittsvektor des StarGate®- e

PENTRY Klonierungssystems von IBA; Kan' IBA (Gottingen, D)
Expressionsvektor flr E. coli mit AHT-

pASG-IBA3  induzierbarem tet-Promotor und C-terminalem IBA (Go6ttingen, D)
Strep-Tag®Il; Amp'

Vektor mit prom_otorlosem treA-Reportergen und Jebbar, M. & Bremer,
pJMB1 homologen Bereichen des amyE Genlokuses zur E - unversffentlicht
stabilen Integration in B. subtilis; Amp’, Cml" N

Begleitvektor zum pPT7 zur Xylose-induzierten
ORNAP-T7 Produktion der T7-RNA-Polymerase in Gamer et al., 2009

B. megaterium (Pxyia-4XGGA-rnap-Stop); Amp',
Cml'
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pPT7

PMAL-C2

pPMP_AR1
pSTHO1

pSTHO2
pSTH21

pSTH22

pSTH23

pSTH33

pSTH34

pPSTH35

pPSTH36

pSTH47

pSTH49

pSTH50

pSTH55

Expressionsvektor fur B. megaterium mit Xylose-
induzierbarem Promotor (Pxyia-MCS-Stop); Tet',
Amp'

Expressionsvektor fir E. coli mit IPTG-
induzierbarem Promotor und N-terminalem
Maltosebindeprotein als Fusionsprotein; Amp'
pASK-IBA3plus mit opuAR aus B. infantis NRRL
B-14911; Amp’

PENTRY mit gbsR aus B. subtilis JH642 als
Insert

pASG-IBA3 mit gbsR aus B. subtilis JH642 als
Insert

Plasmid der Firma GeneArt® Gene Synthesis mit
dem flr E. coli Codon-optimierten cudC aus S.
xylosus C2A; Amp’

PENTRY mit fir E. coli Codon-optimiertem cudC
aus S. xylosus C2A

pASG-IBA3 mit flr E. coli Codon-optimiertem
cudC aus S. xylosus C2A

pJMB1 mit 982 bp des opuAA, dem gesamten
OpUAR und der dazwischen liegenden intergenen
Region aus B. infantis NRRL B-14911, fusioniert
an das promotorlose treA; kloniert wurde tber
BamHI und Smal

pJMB1 mit 982 bp des opuAA, der intergenen
Region und 82 bp des opuARs aus B. infantis
NRRL B-14911, fusioniert an das promotorlose
treA; kloniert wurde tber BamHI und Smal
pJMB1 mit 109 bp der intergenen Region vor
OpUAA aus B. infantis NRRL B-14911, fusioniert
an das promotorlose treA; kloniert wurde tber
BamHI und Smal

pJMB1 mit 306 bp der intergenen Region und
dem gesamten opuAR aus B. infantis NRRL
B-14911, fusioniert an das promotorlose treA;
kloniert wurde tiber BamHI und Smal

pPMAL-C2 mit gbsR aus B. subtilis und
zusétzlichen 21 bp nach dem Stopcodon; kloniert
wurde tber BamHI und EcoRI Schnittstelle
pMP_AR1 mutiert im Insert opuAR.
Basenpaaraustausch (AAT - TTT) flhrt zum
Austausch der AS W%F

pMP_AR1 mutiert im Insert opuAR.
Basenpaaraustausch (TGG - TCT) fiihrt zum
Austausch der AS N%8F

pPT7 mit gbsR aus B. subtilis JH642 als Insert.
C-terminal wurden die Basensequenz fir den
Strep-Tag®ll (SAWSHPQFEK) angehangen und
das Stopcodon dahinter eingeflgt; kloniert wurde
uber die Schnittstellen Spel und Sacl

Gamer et al., 2009

NEB (Massachusetts,
USA)

Ziegler, 2009

diese Arbeit
diese Arbeit

GeneArt® Gene
Synthesis (Thermo
Fisher Scientific,
Waltham, USA)
diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit
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pSTH72 pSTH33 mit Deletion der folgenden Basen diese Arbeit
GTACAGTTTTTACTGTAC in der intergenen
Region

pSTH73 pSTH33 mit Deletion der folgenden Basen diese Arbeit
GTACAG in der intergenen Region

pSTH74 pSTH33 mit Deletion der folgenden Basen diese Arbeit
CTGTAC in der intergenen Region

pSTH75 pSTH34 mit Deletion der folgenden Basen diese Arbeit
GTACAGTTTTTACTGTAC in der intergenen
Region

pSTH76 pSTH34 mit Deletion der folgenden Basen diese Arbeit
GTACAG in der intergenen Region

pSTH77 pSTH34 mit Deletion der folgenden Basen diese Arbeit

CTGTAC in der intergenen Region

3.2.2 Sterilisation
Alle hitzestabilen Medien wurden bei 121 °C fiir 60 Minuten und 1 bar Uberdruck autoklaviert.
Hitzeinstabile Substanzen wurden sterilfiltiert (Sterilfilter mit 0,2 uM Porengrole, Carl Roth,

D). Glaswaren wurden fiir 6 h bei 180 °C sterilisiert.

3.2.3 Kultivierung von Bakterien

Alle Kulturen wurden aerob bei 37 °C inkubiert. In einem Kulturvolumen von 10 — 1000 ml
wurden die verschiedenen Bakterien in 100 — 2000 ml Erlenmeyerkolben schittelnd bei
220 rpm kultiviert. Die Inkubation erfolgte entweder in einem Luftschittler oder einem
Wasserbad. Kleinere VVolumina wurden in Reagenzglasern auf dem Roller bebriitet. Festmedien
wurden mit einer Glaspipette oder Glaskugeln ausplattiert und im Brutschrank (BD-115, WTC
Binder, Tuttlingen, D) inkubiert.

3.2.4 Ermittlung der Zelldichte

Die Zelldichte von Bakterienkulturen wurde photometrisch bestimmt. Daflr wurde die
Optische Dichte bei einer Wellenldnge von 578 nm (ODs7g) in einem Spektralphotometer
(Ultrospec 2100 pro, GE Healthcare Life Sciences, Amersham, UK) bestimmt. Bei einer OD
von 1 betragt die Zelldichte von E. coli 1*10° Zellen/ml (Sambrook & Russell, 2001).
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3.3 Molekularbiologische und genetische Methoden

3.3.1 Préaparation, Aufarbeitung und Klonierungsverfahren von DNA

Praparation chromosomaler DNA aus B. subtilis

Die Isolierung der chromosomalen DNA aus verschiedenen B. subtilis-Stdmmen erfolgte nach
Marmur (1961). Daflir wurden 5 ml LB Medium mit einer Kolonie des entsprechenden
Stammes beimpft und fur 3 h bei 37 °C Kkultiviert. Anschlielend wurden die Zellen
abzentrifugiert (10 min, 13.000 rpm) und in Saline-EDTA (150 mM NacCl, 100 mM EDTA pH
8) resuspendiert. Nach Zugabe von 50 pul Lysozym (50 mg/ml) werden die Zellen fiir 30 min
bei 37 °C inkubiert. AnschlieRend erfolgte eine erneute Inkubation bei 60 °C nachdem zuvor
75l einer 20 % SDS Losung zugegeben wurde. Dem Lysat wurde im Anschluss 120 ul 5 M
Natriumperchlorat und 800 pl Chloroform:Isoamylalkohol (24:1 v/v) beigefiigt. Nun wurde die
Probe fir eine halbe Stunde stark geschuttelt und im Anschluss die Phasen durch Zentrifugation
(10 min, 10.000 rpm) getrennt. Die oberste Phase wurde in ein neues Eppendorfcup uberfihrt
und die DNA mittels kaltem 95 % Ethanol und einem weiteren Zentrifugationsschritt (10 min,
13.000 rpm) geféllt. Das Pellet wurde in 70 % Ethanol gewaschen, anschlieBend getrocknet und
letztlich in 100 pl destilliertem Wasser gelost.

Praparation von Plasmid DNA aus E. coli

Plasmid DNA wurden in der Regel mit dem GeneJET Plasmid Miniprep Kit der Firma Thermo
Fisher Scientific (Waltham, USA) aus E. coli Zellen isoliert. Dazu wurden bis zu 10 ml LB
Kultur und dem entsprechenden Antibiotika mit einer Kolonie inokuliert und tber Nacht
inkubiert. Im folgenden Verfahren wurde sich an das Herstellerprotokoll gehalten.

Wurden groRere Mengen Plasmid DNA benétigt, wurde auf das Plasmid Midi Kit von QIAGEN
(Hilden, D) zurtickgegriffen. Hierflr wurden die Kulturen in einem Volumen bis zu 500 ml
angeimpft. Die Durchflihrung erfolgte wie im Herstellterprotokoll geschildert.

Mutagenese von Plasmid DNA

Plasmid DNA wurde mit Hilfe des Q5® Site Directed Mutagenesis Kit der Firma New England
Biolabs (Massachusetts, USA) mutiert. Die verwendeten Primer wurden mit dem
NEBaseChanger des Herstellers designt. Bei der Durchftihrung wurde sich an das Protokoll des

Kit-Herstellers gehalten.
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Agarosegelelektrophorese

Zur GroRenauftrennung von DNA wurde ein 1 % Agarosegel verwendet. Die Auftrennung
erfolgte bei konstanten 120 V fiir circa 40 min. Als Laufpuffer wurde 1xTAE-Puffer (100 mM
Tris/HCI pH 8, 90 mM Borséure und 1 mM EDTA) verwendet. Als GrolRenstandard wurde stets
der MassRuler Mix von Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) genutzt. Die DNA wurde
vor dem Auftragen auf das Agarosegel mit dem dazugehdrigen 6x Loading Dye vermischt.
Nach dem Auftrennungsprozess wurde das Agarosegel fur 10 min in eine Ethidiumbromid-
Losung (1 pg/ml) gelegt. Die gefarbte DNA wurde nun mittels eines UV-Durchlichts bei einer

Wellenlange von 302 nm sichtbar gemacht.

Praparation von DNA aus Agarosegelen

Bei der Reinigung der DNA aus Agarosegelen wurde das gewiinschte DNA-Fragment zunéachst
mit Hilfe eines Skalpells aus dem Gel ausgeschnitten. Im Anschluss wurde die DNA mit dem
QIAquick® Gel Extraction Kit der Firma QIAGEN (Hilden, D) weiter verarbeitet.

Polymerasekettenreaktion zur Amplifizierung von DNA

Die Amplifizierung verschiedener DNA-Fragmente aus der chromosomalen DNA erfolgte
mittels PCR ("polymerase chain reaction™) nach dem Protokoll der Phusion High-Fidelity DNA
Polymerase der Firma Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA). Die Reaktion wurde mit
Hilfe des PCR Cyclers Primus 25 advanced® der Firma PEQLAB Biotechnologies (Erlangen,
D) durchgefihrt.

Reinigung eines PCR Fragments
Nach der Amplifizierung des PCR Fragments wurde die DNA mit dem GeneJET PCR
Purification Kit von Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) gereinigt. Es wurde nach dem

beiliegenden Protokoll des Herstellers vorgegangen.

Konzentrationsbestimmung von DNA
Die genaue DNA Konzentration wurde am Nano-Drop® (PEQLAB Biotechnologie, Erlangen,
D) bestimmt.

Restriktion von DNA
Die Restriktion von DNA erfolgte mit den FastDigest Restiktionsenzymen der Firma Thermo
Fisher Scientific (Waltham, USA). Die eingesetzte Menge und die Reaktionszeit richteten sich
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nach den Herstellerangaben des verwendeten Enzyms. Das Reaktionsvolumen betrug zwischen
10 — 100 pl. Die eingesetzte DNA Menge belief sich auf 100 — 10.000 ng.

Ligation von DNA

Die Ligation eines verdauten DNA-Fragments in einen linearisierten Vektor erfolgte mit der
T4 DNA Ligase der Firma Roche Diagnostics GmbH (Mannheim, D). Die Zusammensetzung
der Reaktionsansatze und die Inkubationszeit richteten sich nach den Herstellerangaben.

Sequenzierung von DNA

DNA-Sequenzierungen wurden von der Firma Microsynth (Lindau, D) durchgefiihrt. Die
verwendeten Primer sind in Tabelle 1 zu finden. Die Auswertung der erhaltenen Sequenzen
erfolgte  mit  Hilfe des Programms Ape v2.045 (M. Wayne Davis;
http://biologylabs.utah.edu/jorgensen/wayned/ape/).

3.3.2 Transformation von Bakterien

Herstellung chemisch-kompetenten E. coli Zellen

Bei der Herstellung chemisch-kompetenter E. coli Zellen wurde nach dem Protokoll von
Sambrook & Russel (2001) vorgegangen. Bei der Préparation des E. coli ArcticExpress (DE3)
RIL wurde zusétzlich Gentamycin (20 pg/ ml) ins Medium der Vorkultur gegeben. Das
Antibiotikum wurde dem Medium beigefiigt, da E. coli ArcticExpress (DE3) RIL ein Plasmid
mit Chaperongen enthélt. Das Chaperon hilft bei der Faltung der zu produzierenden Proteine
wahrend der heterologen Expression.

Transformation chemisch-kompetenter E. coli Zellen

140 pl chemisch-kompetenter E. coli Zellen wurden mit ~200 ng PIsmid DNA oder 15 pl des
Ligationsansatzes transformiert. Daftir wurden die Zellen mit der zugegebenen DNA zuné&chst
30 min auf Eis inkubiert. Anschliel3end wurden sie fiir ca. 90 sec bei 42 °C Hitze geschockt und
direkt mit 1 ml LB Medium vermischt. Nach 1 h schittelnder Inkubation wurden die Zellen auf

Selektivmedium mit entsprechendem Antibiotikum ausplattiert.

Transformation nattrlich kompetenter B. subtilis Zellen
Bei der Herstellung kompetenter B. subtilis Zellen wurde sich zu Nutzen gemacht, dass
B. subtilis zu Beginn der Stationdren-Wachstumsphase natiirlich kompetent ist. Hierfir wurden
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3 ml SMM Medium (Tabelle 4) mit dem entsprechenden Stamm angeimpft. Der Stamm wurde
dann Uber Nacht bei 37 °C schuttelnd inkubiert. Am nachsten Morgen wurde 1 ml der
Ubernachtkultur in 20 ml LS Medium Gberimpft. Die Zellen wurden weitere 3 h bei 30 °C und
100 rpm wachsen gelassen. Anschliefend wurden 1 ml dieser Zellen mit 8 pg linaerisierter
Plasmid DNA oder chromosomaler DNA vermischt. Nach weiteren 2 h Inkubation der Zellen

bei 37 °C wurden sie dann auf Selektivmedium mit entsprechendem Antibiotikum ausplattiert.

Praparation von B. megaterium Protoplasten
Die Préparation von B. megaterium MS941 Protoplasten wurde nach Barg et al. (2005)

durchgefuhrt.

Transformation kompetenter B. megaterium Protoplasten mit Plasmid DNA
Bei der Transformation von B. megaterium MS941 Protoplasten mit dem Plasmid pSTH55

wurde nach dem Protokoll von Barg et al. (2005) gearbeitet.

3.3.3 Elektrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)

Die zu analysierende DNA Region wurde mit Cy5-markierten Oligonukleotiden amplifiziert
und anschlielend wie in Kapitel 3.3.1 beschrieben gereinigt. Parallel dazu wurde das bendétigte
Protein mittels Strep-Tag®ll Affinitatschromatographie gereinigt (Kapitel 3.5.6).

In jedem Ansatz (20 ul) wurde eine konstante Menge des PCR Fragments innerhalb eines
Experiments eingesetzt. Die Menge an verwendetem Protein variierte pro Ansatz. Es wurden
hier 0,015 pg — 4 pg verwendet. In jeden Ansatz wurde zudem DNA Bindepuffer (25 mM
Tris/HCI pH 7,5, 1 mM Na*EDTA, 2 mM DTT, 10 mM MgCl,), 5 pg BSA und 200 pg
Herringsperma DNA gegeben. Die Proben wurden fiir 30 min bei 37 °C im Dunkeln inkubiert
und anschliefend mit 6x MassRuler DNA Loading Dye der Firma Thermo Fisher Scientific
(Waltham, USA) vermischt. Nun wurden die Proben tber ein 8 %-iges TAE-Polyacrylamidgel
in IXTAE-Puffer (100 mM Tris/HCI pH 8, 90 mM Borsdure und 1 mM EDTA)
elektrophoretisch aufgetrennt (70V, 90 min). Als Marker wurde der MassRuler DNA Ladder
Mix (Thermo Fisher Scientific, Waltham, D) aufgetragen. Nach der Elektrophorese des Gels
wurde die Spur mit dem Marker abgetrennt und in eine Ethidiumbromid-L&sung (1 pg/ml) zum
Féarben gelegt. Die ibrigen Proben wurden mit dem Phosphorimager (Storm 860, GE
Healthcare Life Sciences, Amersham, UK) gescannt (Red Fluorescence). Die erhaltenen Daten
wurden mit der Image QuantTM-Software (Molecular Dynamics, Inc., Sunnyvale, CA, USA)

ausgewertet.
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3.4 Konstruktion von Bakterienstammen und Plasmiden
3.4.1 Plasmidkonstruktion

pSTHO2 & pSTH23: Die Expressionsplasmide pSTHO02 und pSTH23 (Abbildung 11) gehen
auf das Vaterplasmid pASG-1BA3 der Firma IBA (Gottingen, D) zuriick. Die beiden Gene gbsR
aus B. subtilis und cudC aus S. xylosus C2A wurden zunichst tber das StarGate®-
Klonierungssystem in den Eintrittsvektor pENTRY kloniert (Tabelle 10; pSTHO1 und
pSTH22). Anschlieend wurden sie in den in Abbildung 11 schematisch dargestellten
pASG-IBA3 Vektor tber die Esp3l Schnittstellen umkloniert. Beide Gene konnten so tber den
Anhydrotetracyclin-induzierbaren Promotor heterolog in E. coli mit C-terminalem

Strep-Tag® Il exprimiert werden.

Esp31 Esp31

tet-Promotor ‘ ‘ / Strep-Tag™II
— -

/

gbsR (543 bp) oder cudC (561 bp)

pSTHO2 & pSTH23 £

(3476 bp ohne gbsR oder cudC)

N
il tet-Repressor

Abbildung 11: Die Plasmide pSTH02 & pSTH23.

Schematisch dargestellt ist die Vektorkarte fir die Expressionsplasmide pSTHO2 und pSTH23. Es
handelt sich um das Ursprungsplasmid pASG-IBA3 der Firma IBA (Géttingen, D), in das zum einen
das Insert gbsR aus B. subtilis und zum anderen cudC aus S. xylosus C2A kloniert wurde. Beide Gene
konnten mit C-terminalen Strep-Tag®ll unter Kontrolle eines tet-Promotors heterolog expremiert
werden.

ColEI o1t

pSTH33-36: Aus dem Genom von B. infantis NRRL B-14911 (Siefert et al., 2000) wurden die
vier verschieden groRen Fragmente aus Abbildung 12 (b) amplifiziert. Die dabei verwendeten
Primer kénnen Tabelle 1 entnommen werden. Uber die an die Fragmente angefiigten Smal und
BamHI Schnittstellen, konnten diese in das Vaterplasmid pJMB1 (Abbildung 12 (a)) kloniert
werden. In Abbildung 12 (b) ist schematisch gezeigt, welcher Vektor, welches Fragment
enthalt. Die Plasmide dienten zur Analyse der Genexpression, die mit Hilfe des Reportergens

treA getestet werden konnte. Die amyE-Bereiche auf den Plasmiden wurden flr die stabile
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Integration ins Genom von B. subtilis genutzt. Das genaue Vorgehen ist in Kapitel 3.4.2

beschrieben.

a  Smal BamHI b
Reportergen
‘ \ / tred
' *vers. opudA Promotorregionen:
\ )
vers. opiAA4 Promotorregionen*
. *  pSTH33 (1940 bp Insert)
pSTH3 3 - 3 6 . —————————e pSTH34 (1375 bp Insert)
(9286 bp ohne Insert) 5
| . pSTH35 (109 bp Insert)
[ pSTH36 (871 bp Insert)

\__anyE .\'

Abbildung 12: Die Plasmide pSTH33-36:

Schematisch dargestellt ist (a) die Vektorkarte der Plasmide pSTH33-36. Es handelt sich um das
Vaterplasmid pJMB1 mit verschieden grof3en Inserts der Promotorregion von opuAA aus B. infantis
NRRL B-14911, die vor das Reportergen treA kloniert wurden. Die amyE-Bereiche dienen der stabilen
Integration ins Genom von B. subtilis Uber homologe Rekombination. Diese findet zwischen den
identischen Bereichen des amyE-Gens im Genom und auf den Plasmiden statt. In (b) sind die
verschiedenen Fragmente in der Ubersicht gezeigt und dargestellt, welcher Vektor, welches Insert tragt.

pSTH72-74: Bei den Plasmiden pSTH72-74 handelt es sich um Derivate des Plasmids
pSTH33. Die Plasmide enthalten verschiedene Deletionen im Promotorbereich des opuAA aus
B. infantis NRRL B-14911. Die genauen Deletionen kdénnen Tabelle 13 entnommen werden.
Dabei tragt das Plasmid pSTH72 Mutation 1, pSTH73 Mutation 2 und pSTH74 Mutation 3. Die
Deletionen wurden wie unter 3.3.1 beschrieben, eingefligt. Die dabei verwendeten Primer

kdnnen Tabelle 1 enthommen werden.

pSTH75-77: Die Plasmide pSTH75-77 sind Derivate des Plasmids pSTH34. Sie enthalten
verschiedene Deletionen im Promotorbereich des opuAA aus B. infantis NRRL B-14911. Die
genauen Deletionen sind in Tabelle 13 aufgefuhrt. Dabei tragt das Plasmid pSTH75 Mutation
1, pSTH76 Mutation 2 und pSTH77 Mutation 3. Unter 3.3.1 ist beschrieben, wie die Deletionen

in die Plasmide eingefligt wurden. Die dabei verwendeten Primer sind in Tabelle 1 zu finden.

pPSTH49 & pSTH50: Die beiden Plasmide pSTH49 und pSTH50 (Abbildung 13) sind Derivate
des Plasmids pMP_AR1, das ein Expressionsplasmid fur die heterologe Expression von opuAR
aus B. infantis NRRL B-14911 ist. Die Uberproduktion des OpuAR mit einem C-terminalen

Strep-Tag®Il kann durch AHT induziert werden. Beide Plasmide wurden, wie in Kapitel 3.3.1
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geschildert, mutiert. Die Mutation im Protein OpuAR des Plasmids pSTH49 fihrt zum
Aminosaureaustausch N%F und bei pSTH50 zu WF.

Strep-Tag®1l

tet-Promotor
\ .

opuAR (546 bp)

pSTH49 & pSTH50 5

(~3547 bp)

p)
- tet-Repressor /

Abbildung 13: Die Plasmide pSTH49 & pSTH50.

Schematische Darstellung der Vektorkarte der beiden Plasmide pSTH49 und pSTH50. Die beiden
Plasmide sind Derivate des opuAR-Expressionsplasmid pMP_ARL1, die durch Mutagenese dahingehen
verandert wurden, dass sie beim Protein OpuAR zu einem Aminosaureaustausch von N%F (pSTH49)
bzw. WF (pSTH50) filhren. Mit * gekennzeichnet ist die Lage der beiden Muationen. Der tet-Promotor
kann mit AHT induziert werden. Der Strep-Tag®ll befindet sich C-terminal.

fac-Promotor malE FeoRT Bantll

rrnB Terminator
/

gbsR

pSTH47

(7210 bp)

Abbildung 14: Das Plasmid pSTHA47.

Aufgezeigt ist hier schematisch der Aufbau des Plasmids pSTH47. Der mit IPTG-induzierbare Promotor
wurde flr die heterologe Expression in E. coli genutzt, um gbsR aus B. subtilis mit fusioniertem malE
zu exprimieren. MalE diente zudem als Tag fiir die Reinigung mit einer Amylosesédule. Kloniert wurde
gbsR (ber die beiden Schnittstelle EcoRI und BamHI.

pSTHA47: Das Plasmid pSTH47 (Abbildung 14) diente der Produktion des GbsR

Regulatorproteins aus B. subtilis mit dem Maltosebindeprotein MalE als N-terminale Fusion
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und Tag zur Reinigung des Proteins. Das Insert gbsR wurde mit den beiden Primern
MAL-C2 for und MAL-C2 rev amplifiziert und tber die beiden Schnittstellen EcoRI und
BamHI in das Vaterplasmid pMAL-C2 kloniert. Die heterologe Expression in E. coli wurde
durch die Zugabe von IPTG induziert.

pSTH55: Das Plasmid pSTH55 (Abbildung 15) wurde fur die heterologe Expression von gbsR
aus B. subtilis in B. megaterium verwendet. Fir die Klonierung in das Vaterplasmid pPT7 uber
die beiden Schnittstellen Spel und Sacl wurde gbsR mit Strep-Tag®ll ausgehend vom Plasmid
pSTHO2 amplifiziert. Hierfur wurden die beiden Primer 3STOP1623hp GbsR for und
3STOP1623hp GbsR rev genutzt. In B. megaterium wurde die heterologe Expression durch
Zugabe von Xylose gestartet.

Spel Sacl Strep-Tag®II
T7 RNAP-Promotor ‘ ‘ /
AN

I f1 ori
A l N )

) gbsR T7 RNAP-Terminator
oriJ

v

repU

pSTHS55

(5816 bp)

‘K_’ b
Tetr r N

Abbildung 15: Das Plasmid pSTH55.

Die Plasmidkarte des Expressionssystems pSTH55 ist hier schematisch dargestellt. Das Gen gbsR aus
B. subtilis mit Strep-Tag®ll wurde tber die beiden Schnittstellen Spel und Sacl in das Ausgangsplasmid
pPT7 kloniert. In B. megaterium startete die Expression durch Zugabe von Xylose.

Amp*

3.4.2 Konstruktionen von treA-Reportergenfusionsstammen

Alle zur Konstruktion von treA-Reportergenfusionsstimme verwendeten Plasmide sind
Derivate des Ausgangsplasmids pJMB1. Dieses Plasmid kann nach der Linearisierung durch
doppelt homologe Rekombination in das chromosomale amyE-Gen des Stammes B. subtilis
integriert werden. Die Stdamme werden nach der Transformation (3.3.2) auf Chloramphenicol
selektiert. Bei der doppelten homologen Rekombination wird das amyE-Gen unterbrochen und
die Integration des Plasmids in das Genom kann mit dem Test auf Amylase-Aktivitat (3.5.1)

Uberprift werden. Es wurde jeweils der Ausgangsstamm STHBO5 mit verschiedenen Plasmiden
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transformiert. Die so entstandenen Stdmme STHB10 — 13 enthalten dabei Teile der Plasmide
pSTH33 — 36 und die Stdmme STHB68 — 73 Bereiche der Plasmide pSTH72 — 77. Die drei
Stamme STHBO04, STHB06 und STHBO7 wurden mit dem linearisierten Plasmid pSTH34
transformiert. Es entstanden dabei die Stdamme STHB65 — 67.

3.5 Biochemische Methoden

3.5.1 Nachweis der Amylase-Aktivitat

Bei dem Nachweis auf Amylase-Aktivitdt wurde Uberprift, ob der vorliegende
B. subtilis-Stamm ein defektes amyE-Gen im Genom aufweist. Dies wurde kontrolliert, um
sicherzustellen, dass an dieser Stelle verschiedene Plasmide ins Genom integriert wurden.
Hierfur wurde der zu testende Klon auf eine LB Platte mit 1 % Starke ausgestrichen und tber
Nacht bei 37 °C inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Zellen mit einer Glaspipette von
der Agarplatte entfernt. Die Platte wurde nun mit Grams Jodldsung (0,5 % (w/v) Jod, 1 % (w/v)
Kaliumiodid in H20) bedeckt. Die Starke im Agar begann sich nach kurzer Zeit blau zu farben.
Blieben die Hofe der Zellausstriche hell, so wurde die Stérke an dieser Stelle von den B. subtilis
Zellen abgebaut. War eine Blaufarbung zu sehen, sind die Zellen nicht mehr in der Lage das
Enzym a-Amylase zu bilden. Die Zellen besitzen somit kein intaktes amyE-Gen mehr und das

Plasmid wurde erfolgreich im Genom integriert.

3.5.2 Quantifizierung der TreA-Aktivitat

Mit der Quantifizierung der TreA-Aktivitat konnte das Expressionslevel verschiedener gbsA’-
und opuAA’-treA-Fusionen bestimmt werden. Das hier verwendete Reporterenzym TreA
kodiert fur eine salztolerante Phospho-a-(1,1)-Glucosidase, die das Substrat pNPG (para-
Nitrophenyl-a-Glucopyranosid) in ein gelb gefarbtes Reaktionsprodukt umwandelt, welches
photometrisch quantifiziert werden kann (Gotsche & Dahl, 1995; Schock et al., 1996). Die
Zellen aller in dieser Arbeit verwendeten gbsA-Fusionen wurden wie in Nau-Wagner et al.
(2012) behandelt.

Die Stdmme, die eine opuAA’-treA-Fusion tragen, wurden zundchst in 3 ml LB von Platte
angeimpft. Nach dreistiindigem Wachstum bei 37 °C wurden 500 ul der Kultur in 20 ml SMM
Medium uberflhrt und nach weiteren 3,5 h die entsprechende Hauptkultur mit oder ohne 1,2 M
NaCl beimpft und bis auf eine ODs7g von 1,5 herangezogen. Je nach Bedarf wurde dem Medium

zusétzlich 1 mM eines kompatible Soluts hinzugegeben. Bei Erreichen der gewilinschten ODs7g
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wurden je 1,5 ml der Zellen geerntet (10 min, 13.000 rpm). Der Uberstand wurde verworfen
und das Pellet bis zur Weiterverarbeitung bei -20 °C gelagert.

Nach dem Auftauen wurde die Zelle in 500 pl Z-Puffer (Miller, 1972) mit Lysozym (1 mg/ml)
resuspendiert und fir 10 min bei 37 °C inkubiert. Die Zellen wurden nun durch erneutes
Zentrifugieren (5 min, 13.000 rpm) vom Uberstand getrennt. 400 pl des Uberstands wurden mit
weiteren 400 pl des Z-Puffers gemischt. Mit Zugabe von 200 pl einer pNPG-L6sung (4 mg/ml
in 10 mM Kalium-Phosphat-Puffer pH 7,5) wurde die Reaktion gestartet. Die Proben wurden
bei 28 °C inkubiert bis eine Gelbfarbung zu sehen war. Nun wurde die Reaktion durch Zugabe
von 500 pl einer 1 M NaxCOs gestoppt. Bei einer Wellenldange von 420 nm wurde die Extinktion
(E420) der Losung photometrisch bestimmt. Als Referenzwert wurde je eine Probe ohne Zellen
mitgefihrt. Zudem wurden jeweils zwei technische und zwei biologische Parallelen angefertigt.

Letztlich wurde die genaue TreA-Enzymaktivitat tber folgende Formel berechnet:

Atrea = (1500 * AE420) / (ODs78 * Vi * Atmin * 0,75)

Dabei ist: ArTrea die spezifische TreA-Aktiviat in U/mg Protein
AE4z0 die Extinktion von o-Nitrophenol bei 420 nm abziiglich des Blinwerts
Vmi das Volumen des verwendeten Zellextrakts in ml
Atmin die Reaktionszeit vom Start bis zum Stoppen der Reaktion

3.5.3 Heterologe Expression von Proteinen in E. coli

Die Produktion der GbsR-Typ Regulatorproteinen erfolgte in E. coli BL21 oder ArcticExpress
(DE3) RIL Zellen. Die Kultivierung erfolgte hierbei in MMA Medium (Tabelle 3). Vor der
heterologen Expression wurde der entsprechende E. coli Stamm zundchst mit einem
Expressionsplasmid, das das ensprechende Gen unter einem induzierbaren Promotor tragt,
transformiert. Die Transformation selbst erfolgte wie in Kapitel 3.3.2 beschrieben. Die
transformierten Zellen wurden im Anschluss auf LB Agar mit Ampicillin (100 pg/ml)
selektiert. Eine Vorkultur wurde mit einigen Klonen beimpft und tber Nacht schittelnd bei
37 °C inkubiert. Am nachsten Morgen wurde eine Hauptkultur (1000 ml) auf eine ODs7g von
0,1 inokuliert und weiterhin bei 37 °C geschiittelt. Bei Erreichen einer ODs7s von 0,5 wurde
den Zellen 100 pl Anhydrotetracyclin (2 mg/ml) zugegeben, um den tet-Promotor zu
induzieren. Nach weiteren zwei Stunden Inkubation bei 37 °C wurden die Zellen bei 4 °C und

4.600 rpm fr 20 min geerntet und bei -20 °C gelagert.
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Bei der Produktion mit dem E. coli Stamm ArcticExpress (DE3) RIL wurde der Vorkultur
zusétzlich zum Ampicillin (100 pg/ml) 20 pg/ml Gentamycin beigeftigt, da dieser Stamm ein
weiteres Plasmid mit Chaperongen trigt. Nach dem Uberimpfen in die Hauptkultur wurde auf
den Zusatz von Gentamycin verzichtet. Bei einer ODszg von 0,5 wurde die Hauptkultur
runtergekiihlt auf 18 °C. Nach Erreichen einer ODs7g von 0,7 wurde mit AHT (100 pl; 2 mg/ml)
induziert. Die Zellen wurden weitere 16 h inkubiert und letztlich wie oben beschrieben geerntet.

3.5.4 Heterologe Expression von GbsR in B. megaterium
Die Uberproduktion des GbsR Regulatorproteins aus B. subtilis wurde wie in Gamer et al.
(2009) beschrieben, durchgefiihrt.

3.5.,5 Heterologe Expression von GbsR mit anfusioniertem Maltosebindeprotein

Bei der Uberproduktion des GbsR aus B. subtilis mit anfusionierte Maltosebindeprotein (GbsR-
MBP-Fusionsprotein), wurde wie im Protokoll des "pMAL™ Protein Fusion & Purification
System" Systems der Firma New England Biolabs (Massachusetts, USA) beschrieben,

vorgegangen.

3.5.6 Proteinreinigung via Strep-Tag® Affinitatschromatographie

Die in Resuspensionspuffer (100 mM Tris/HCI pH 7,5, 25 % Glycerin, 2 mM DTT, 0,4 mM
EDTA, 0,5 mM Pefabloc, 0,5 mM Benzamidin) geldsten Zellen aus der Heterologen Expression
in E. coli oder B. megaterium wurden zunachst mittels French Press (French® Pressure Cell
Press, American Instrument Company, Division of Travenol Laboratories Inc., Silver Spring,
Maryland, USA) bei 1000 bar aufgeschlossen. Danach wurden die Zelltrimmer durch
Zentrifugation in der Ultrazentrifuge bei 35.000 rpm und 4 °C fir 35 min abgetrennt.

Die Reinigung an sich erfolgte entweder mit der FPLC, der Akta pure oder der Akta Start (GE
Healthcare Life Sciences, Amersham, UK) jeweils nach demselben Prinzip. Zunédchst wurde
der Uberstand nach dem Zentrifugieren in einen 50 ml Loop (GE Healthcare Life Sciences,
Amersham, UK) tberfuhrt und tber diesen, auf die in Waschpuffer (100 mM Tris/HCI pH 7,5,
150 mM NaCl) equilibrierte, 10 ml Strep-Tactin®-Séaule (5 mg/ml, IBA, Géttingen, D)
aufgetragen. Die GbsR-Typ Proteine besitzen einen Strep-Tag®Il, der an das Strep-Tactin®-
Saulenmaterial bindet. Um das gewiinschte Protein von den anderen im Uberstand vorhandenen
Proteinen und Molekilen zu trennen, wurde die S&ule nach dem Auftragen mit 100 ml
Waschpuffer gewaschen. Um nun das GbsR-Typ Protein von der S&ule zu I6sen, wurde 30 ml
Elutionspuffer (100 mM Tris/HCI pH 7,5, 150 mM NacCl, 2,5 mM Desthiobiothin) auf die Sdule
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gegeben. Da das Desthiobiotin im Elutionspuffer eine hohere Affinitat zum Strep-Tactin®

besitzt als der Strep-Tag®Il, wird das Protein von der Saule verdrangt. Das Eluat wurde in 3 ml
Fraktionen von einem Fraktionskollektor aufgefangen. Um nun auch das gebundene
Desthiobiotin von der Saule zu I6sen, wurde die Saule mit 120 ml Regenerationspuffer (100
mM Tris/HCI pH 7,5, 150 mM NacCl, 2,5 mM HABA) regeneriert. AbschlieBend wurde die
Saule mit 100 ml Waschpuffer final gewaschen und die Pumpen mit Wasser gespilt.

Im Anschluss wurde die Konzentration des gereinigten Proteins in den einzelnen Fraktionen
am Nano-Drop® (PEQLAB Biotechnologie, Erlangen, D) bestimmt. Um héher konzentriertes
Protein fir folgende Analysen zu erhalten, wurden mehrere Fraktionen in einem "Vivaspin 6
concentrators” (10 kDa AusschlussgroRe; Sartorius Stedim Biotech S. A., Aubagne, FR) vereint
und bei 10 °C und 4.000 rpm zentrifugiert. Bei Bedarf wurde das Protein in einen anderen

Puffer mittels "Vivaspin 6 concentrators” umgepuffert und letztlich bei 4 °C gelagert.

3.5.7 Proteinreinigung via Maltosebindeprotein-Tag Affinitdtschromatographie

Bei der Proteinreinigung, mit dem an das GbsR aus B. subtilis anfusionierte
Maltosebindeprotein als Tag, wurde wie im Protokoll des "pMAL™ Protein Fusion &
Purification System™ Systems der Firma New England Biolabs (Massachusetts, USA)
beschrieben, vorgegangen.

3.5.8 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page)

Zur Bestimmung der Reinheit eines Proteins nach der Reinigung oder zur Uberpriifung der
Uberproduktion eines Proteins wurden Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-
Gelelektrophoresen (SDS Page) nach Laemmli (1970) durchgefuhrt. Dafiir wurden 15 %ige
SDS-Gele verwendet, die mit Elektrophorese-Kammern der Firma Biorad (Hercules,
California, USA) hergestellt wurden. Vor der Elektrophorese wurden die Proben mit
SDS-Probenpuffer (62,5 mM Tris/HCI pH 6,8, 2 % (w/v) SDS, 8 % Glycerin, 15,6 uM DTT,
Bromphenolblau) gemischt und fur 10 min bei 95 °C aufgekocht. Im Anschluss wurden die
Proben 10 min bei 13.000 rpm abzentrifugiert und der Uberstand auf das SDS-Gel geladen. Als
Laufpuffer wurde 1xSDS-Laufpuffer (25 mM Tris/HCI pH 8,8, 192 mM Glycerin, 0,1 % (w/v)
SDS) genutzt. Die Auftrennung erfolgte fur 80 min bei 30 mA. Als GroRenstandard wurde der
PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) verwendet.
Die SDS-Gele wurden mit der Farbelésung InstantBlue Protein Stain der Firma Expedeon (San

Diego, USA) 10 min gefarbt. Im Anschluss wurden sie in Wasser entfarbt.
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3.5.9 Gelfiltration

Zur Untersuchung auf Aggregate und Bestimmung der nativen GroRe der GbsR-Typ
Regulatorproteine wurde eine Gelfiltrationschromatographie mit den Proteinen durchgefiihrt.
Verwendet wurden hier die beiden Saulen HiLoad Superdex 800pg und HiLoad Superdex
200pg, die an die Akta pure (GE Healthcare Life Sciences, Amersham, UK) angeschlossen
waren. Vor dem Auftragen von 1 - 2 mg Protein, wurde die verwendete Sdule zuvor mit
Waschpuffer (100 mM Tris/HCI pH 7,5, 150 mM NaCl) equilibiert.

3.5.10 Fluorenszenzspektroskopische Bestimmung der Bindeaffinitat

Um die Bindeaffinitst der verschiedenen GbsR-Typ Regulatorproteinen zu den
unterschiedlichen kompatiblen Soluten zu bestimmen, wurde ein fluoreszenzspektroskopisches
Assay verwendet. Hierbei wird Uber die intrinsische Tryptophanfluoreszenz die Bindung des
Substrats an das zu testende Protein bestimmt. Als Grundlage wurden sich die in den GbsR-Typ
Regulatorproteinen vorhandenen Tryptophane zu Nutze gemacht, da diese nach der Anregung
bei einer Wellenldnge von 280 nm selbst fluoreszieren. Mit dem Fluoreszenzspektrometer
(Cary Eclipse, VARIAN, Palo Alto, CA, USA) konnte ein Emissionsspektrum von 290 bis 400
nm aufgezeichnet werden. Es wurde zu 1 ml Protein (5 uM) eine nach und nach steigende
Menge an zu testendem kompatiblen Solut gegeben. Mit einem Plastikstdbchen wurde Beides
vermischt und jeweils nach 1 Minute Inkubation das Emissionsspektrum aufgezeichnet. Hierbei
wurden die Anderungen der Fluoreszenzintensitat ermittelt, die zur Ermittlung der
Bindungsaffinitat (Kp) verwendet wurde. Die Anderungen folgen den GesetzmaRigkeiten einer

Sattigungsformel, der hier aufgezeigten Formel:

F = Fo+ (AF * [So] / ([So] + Kb))

Dabei ist: F die theoretische Fluoreszenzintensitat fiir die eingesetzte Substratkonz.
Fo die gemessene Fluoreszenzintensitit ohne Substrat
AF die maximale Anderung der Fluoreszenzintensitat
So die bei dieser Messung eingesetzte Substratkonzentration

Kp die Bindungskonstante; das MaR fur die Affinitat eines Proteins zum Ligand

Die Analyse und Auswertung wurde mit dem Programm GraphPad Prism3 (GraphPad Software

Inc., San Diego, CA, USA) vorgenommen.
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3.6 Bioinformatische Analysen

Zur bioinformatischen Analyse der GbsR-Typ Proteine und deren Gennachbarschaften wurde
die Website des "U. S. Department of Energy (DOE) Joint Genome Institute”
(https://limg.jgi.doe.gov/cgi-bin/m/main.cgi, (Nordberg et al.,, 2014)) verwendet. Als
Ausgangsprotein wurde die Aminosduresequenz von GbsR aus B. subtilis genutzt.

Beim Vergleich von Basen- oder Aminosauresequenzen wurde mit dem Onlineprogramm
ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) gearbeitet. Die phylogenetischen
Stammb&ume wurden mit Hilfe von iTOL (http://itol.embl.de/) konstruiert und mit Adobe
Illustrator CS6 (Adobe Systems Software, Ireland) weiter bearbeitet.

Modelle von Kiristallstrukturen wurden mit Hilfe der Homepage SWISS Model
(http://swissmodel.expasy.org/) erstellt. Die erhaltenen Strukturen wurden mit dem Programm

Pymol v1.7.6 (https://www.pymol.org/) bearbeitet.
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4. Ergebnisse

4.1 Verbreitung von GbsR-Typ Regulatorproteinen

4.1.1 Taxonomische Verbreitung

Das Regulatorprotein GbsR ist in B. subtilis flr die transkriptionelle Regulation der beiden
Operone gbsAB und opuB zustdndig (Nau-Wagner et al., 2012). Die beiden Gene des
gbsAB-Operons kodieren in B. subtilis fur zwei Dehydrogenasen, die an der Glycin Betain
Synthese beteiligt sind (Boch et al., 1996, 1997). Direkt vor gbsAB, aber in entgegengesetzter
Orientierung, liegt das Gen fiir den Cholin-spezifischen Repressor GbsR. Wie Nau-Wagner et
al., (2012) bereits feststellen konnte, tauchen eine Reihe weiterer ghsR &hnlicher Gene in der
Genumgebung von bereits analysierten Glycin Betain Synthese-Operonen in anderen
Organismen auf. Auch neben Genclustern, die fiir verschiedene ABC-Transporter kodieren sind
gbsR &dhnliche Gene entdeckt worden. Es scheint sogar einige Bakterien zu geben, die mehrere
dieser GbsR-Typ Regulatoren besitzen. Einer davon ist B. subtilis (Nau-Wagner et al., 2012).
Um aufzuklaren, wie weit GbsR-Typ Regulatoren tatsachlich in der mikrobiellen Welt
verbreitet sind, wurde im Folgenden eine bioinformatische Analyse durchgefiihrt. Zudem soll
klar gestellt werden, ob eine Klassifizierung in zwei oder mehrere Gruppen von gbsR dhnlichen
Genen anhand der Gennachbarschaft getroffen werden kann.

Fur eine genaue Ubersicht der Verteilung weiterer GbsR-Typ Regulatoren wurde ein
phylogenetischer Baum erstellt. Der in den Abbildung 16 & 17 dargestellte Baum basiert auf
einem Vergleich der Aminosauresequenz von GbsR aus B. subtilis. Die in dem Kladogramm
dargestellten GbsR-Typ Regulatoren wurden durch BLAST Analysen der Datenbank des U. S.
Department of Energy (DOE) Joint Genome Institute (JGI) gefunden. Tauchten
sequenzidentische GbsR-Typ Regulatoren auf, wurde im phylogenetischen Baum lediglich ein
Vertreter verwendet. Der dem Kladogramm zugrunde liegende Sequenzvergleich aller
gefundenen Sequenzen, wurde wie unter Kapitel 3.6 beschrieben, angefertigt. Anhand dessen
wurde der phylogenetische Baum auf der Homepage iTOL erarbeitet. Im Kladogramm sind

keine evolutionaren Distanzen berticksichtigt.
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Abbildung 16: Taxonomische Verbreitung von gbsR @hnlichen Genen innerhalb der Doménen
Bacteria und Archaea.

Dargestellt ist ein phylogenetischer Baum, der auf einem Vergleich der Aminosduresequenz von GbsR
aus B. subtilis basiert. Zu sehen sind insgesamt 238 gbsR é&hnliche Gene in 198 Stdmmen.
Phylogenetische Distanzen sind nicht bertcksichtigt.

56



Ergebnisse

Anhand des phylogenetischen Baums konnte gezeigt werden, dass gbsR ahnliche Gene sowohl
innerhalb der Doméne Bacteria als auch der Archaea verbreitet sind. Insgesamt wurden 238
putative GbsR-Typ Regulatoren in 198 Stdmmen gefunden. Davon gehdren 187 Stdmme zur
Domane der Bacteria und nur 20 zur Doméne der Archaea.

Die meisten GbsR-Typ Proteine kommen im Phylum der Firmicutes vor. Wie Abbildung 16
entnommen werden kann, werden die Firmicutes getrennt durch Mikroorganismen, die anderen
Domanen angehoren. Mitglieder dieser Gruppe von Mikroorganismen zdhlen groftenteils
ebenfalls zur Doméne der Bacteria wie beispielsweise die Proteobacteria, die Verumicrobia
oder die Bacteriodetes, allerdings auch zur Domane der Archaea wie die Euryarchaeota. Die
GbsR-Typ Regulatoren der Firmicutes werden so quasi in zwei Gruppen getrennt. 40 dieser
insgesamt 149 untersuchten Firmicutes Stdimme tragen mehr als ein gbsR dhnliches Gen. Davon
haben sogar zwei Stamme (Bacillus aidingensis DSM 18341 und Pontibacillus marinus DSM

16465) insgesamt 5 Homologe GbsR-Typ Regulatoren.

4.1.2 Die Transporter-Klasse

Der phylogenetische Baum kann anhand zweier Kriterien in drei groRe Klassen unterteilt
werden. Zum einen aufgrund der taxonomischen Aufteilung innerhalb der verschiedenen
Doménen und Phyla und zum anderen beziglich der gbsR Gennachbarschaft. Wie Abbildung
17 entnommen werden kann, besteht die erste Klasse ausschlielRlich aus Bakterien des Phylums
Firmicutes. Sie wird als Transporter-Klasse bezeichnet, da angrenzend an das gbsR immer in
entgegengesetzter Orientierung ein Gencluster mit der Annotation fur einen ABC-Transporter
liegt. In der Genumgebung dieser 87 gbsR &hnlichen Gene kommen sowohl Gencluster fiir
OpuA-, OpuB- als auch OpuC-Typ Transporter, wie sie aus B. subtilis bekannt sind, vor. Neben
den ABC-Transportern fur kompatible Solute sind in der Transporter-Klasse sechs weitere
ABC-Transporter zu finden, die allerdings als spezifische Transporter fir Natrium annotiert
sind. Aufféllig hierbei ist, dass diese meist nicht direkt neben dem Regulator vorzufinden sind

oder nicht alle drei typischen Komponenten eines ABC-Transporters vorhanden sind.
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Abbildung 17: Ubersicht der Gruppierung gbsR ahnlicher Gene in drei spezifische Klassen.

Dargestellt ist der phylogenetische Baum aus Abbildung 16. Das Kladogramm kann aufgrund der
Taxonomie der Stdamme und aufgrund der Gennachbarschaft der ghsR &hnlichen Gene in drei Gruppen
aufgeteilt werden. Die verschieden farbigen Kreise zeigen an, welche Art von Operon angrenzend an
das gbsR &hnliche Gen im Genom vorhanden ist. () entsprechen opuA-Operonen, (¢) opuB-Operonen,
(@) opuC-Operonen, (=) gbsAB-Operonen und (e) opuD-Genen wie sie aus B. subtilis bekannt sind. Die
schwarzen Kreise stehen fir osmotisch-unabhéngige Transporter mit der Spezifitat fir ®Natrium,
bEisen(lll)zitrat, SABC-verwandt, ‘Kohlenhydrat, ¢2-Aminoethylphosphat oder ‘Molybdat. Sind die
Kreise nicht ausgemalt, zeigt dies an, dass sich kein vollstandiges Operon neben dem gbsR ahnlichen
befindet. Sind sie nur halb gefillt, befindet sich das Operon nicht unmittelbar neben dem gbsR &hnlichen
Gen. Die symbolischen Quadrate zeigen an, ob es im selben Bakterium weitere gbsR Gene gibt. (m)
entsprechen opuA-Operonen, (=) opuB-Operonen, (m) opuC-Operonen, (=) gbsAB-Operonen wie sie
aus B. subtilis bekannt sind. (m) zeigen Gene an, die fiir osmotisch-unabhangige Transporter kodieren.

Da das Vorkommen der drei ABC-Transporter im Stammbaum deutlich geclustert ist, wird eine
weitere  Untergruppierung der  Transporter-Klasse in  OpuA-Untergruppe und
OpuB/OpuC-Untergruppe vorgenommen, wie Abbildung 18 entnommen werden kann. In der
OpuA-Untergruppe sind fast ausschlie3lich gbsR &hnliche Gene mit einem vollstandigen
putativem opuA-Operon zu finden. Aus diesem Grund, werden die gbsR dhnlichen Gene dieser
Untergruppe von mir im weiteren Verlauf umbenannt in opuAR Gene (osmoprotectant uptake
OpuA Regulator). In dieser Untergruppe an erster Stelle des Stammbaums zu finden ist das
OpuAR aus B. infantis NRRL B-14911. Das an OpuAR angrenzende Gencluster kodiert flr
einen OpuA Transporter mit dem gleichen Aufnahmespektrum fur kompatible Solute, wie das
des OpuA Transporters aus B. subtilis (Arnhold, 2011). In dieser Gruppe sind insgesamt 41
Firmicute vorhanden, die wie B. infantis NRRL B-14911 neben dem opuAR Gen ein
vollstandiges opuA Gencluster aufweisen. Es gibt allerdings auch verschiedenen Variationen
der Genclusteranordnung (Abbildung 19). Die sechs Stdmme Paenibacillus larvae subsp.
larvae B-3650, Brevibacillus laterosporsus DSM 25, Paenibacillus polymyxa E681,
Paenibacillus terrae HPL-003, Paenibacillus massiliensis DSM 16942 und Paenibacillus
panacisoli DSM 16942 beispielsweise besitzen ebenfalls die Gene fir einen vollstandigen
OpuA-Typ Transporter. Besonders ist hier allerdings, dass die Permease und das
Substratbindeprotein als ein Gen annotiert sind.

Das opuA Genclusters von Ornithinibacillus sp. TW25 grenzt nicht direkt an das opuAR an.
Zwischen opuAR und putativen opuA-Operon liegen sieben weitere Gene, deren Funktion
bisher ungeklart ist (Abbildung 19).

Insgesamt zwei Stamme dieser Gruppe tragen nur Teile des opuA-Operons. Darunter befindet
sich auch das Bakterium Sporosarcina newyorkensis 2681. Wie in Abbildung 19 dargestellt,
sind nur die beiden Gene fur die ATPase und die Permease vorhanden. Das

Substratbindeprotein ist nicht in der ndheren Genumgebung zu finden. Auch Paenibacillus

59



Ergebnisse

mucilaginosus 3016 fehlt das Substratbindeproteine und zusétzlich das ATP Bindeprotein zu

einem vollstdndigen OpuA-Typ Transporter.
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Abbildung 18: Verbreitung von gbsR ahnlichen Genen innerhalb der Transporter-Klasse und
deren Untergruppierung.

Zu sehen ist die Nahansicht der Transporter-Klasse aus Abbildung 17. Die Untergruppierung dieser
Klasse wurde aufgrund des angrenzenden Opu-Transportes an das gbsR &hnliche Gen vorgenommen.
Die verschieden farbigen Kreise zeigen an, welche Art von Operon angrenzend an das gbsR ahnliche
Gen im Genom vorhanden ist. (e) entsprechen opuA-Operonen, (¢) opuB-Operonen und (e)
opuC-Operonen wie sie aus B. subtilis bekannt sind. Die schwarzen Kreise stehen fir
osmotisch-unabhangige Transporter mit der Spezifitat fir *Natrium, "Eisen(l11)zitrat, SABC-verwandt,
dKohlenhydrat, ®2-Aminoethylphosphat oder ‘Molybdat. Sind die Kreise nicht ausgemalt, zeigt dies an,
dass sich kein vollstdndiges Operon neben dem gbsR &hnlichen befindet. Sind sie nur halb gefllt,
befindet sich das Operon nicht unmittelbar neben dem gbsR ahnlichen Gen. Die symbolischen Quadrate
zeigen an, ob es im selben Bakterium weitere gbsR Gene gibt. (m) entsprechen opuA-Operonen, (=)
opuB-Operonen, (m) opuC-Operonen, (=) gbsAB-Operonen wie sie aus B. subtilis bekannt sind. (m)
zeigen Gene an, die fur osmotisch-unabh&ngige Transporter kodieren.

Die zweite Untergruppe der Transporter-Klasse ist die OpuB/OpuC-Untergruppe. In dieser sind
hauptséchlich gbsR &dhnliche Gene zu finden, die angrenzend ein putatives opuB- oder
opuC-Operon aufweisen. Entsprechend werden diese gbsR &hnlichen Gene im Folgenden als
opuBR bzw. opuCR bezeichnet (osmoprotectant uptake OpuB/C Regulator).

Insgesamt 18 Stamme besitzen in dieser Gruppe ein vollstdndiges opuB- bzw. opuC-Operon
wie sie aus B. subtilis bekannt sind. Wahrend OpuB aus B. subtilis als ein Cholin-spezifischer
Transporter bekannt ist (Bremer, 2001; Kappes et al., 1999), handelt es sich bei OpuC um den
ABC-Transporter mit einem sehr groRen Aufnahmespektrum in B. subtilis (Bashir et al., 2014a;
Broy et al., 2015; Jebbar et al., 1997; Kempf & Bremer, 1998). Die flinf Bacillus-Stamme
B. subtilis 168, B. sp JS, B. atrophaeus 1942, B. amyloliquefaciens FZB42 und B. sp. 5B6 aus
dieser Gruppe haben sogar jeweils beide Gencluster neben dem entsprechenden gbsR ahnlichen
Gen. Mit Ausnahme von B. subtilis selbst, sind die beiden Gencluster inklusive des jeweiligen
opuBR bzw. opuCR direkt aneinander grenzend auf dem Genom organisiert. Insgesamt taucht
das opuBR-opuB-Gencluster nur in diesen funf Bacilli auf, wo es vermutlich durch eine
Genduplikation des opuCR-opuC-Genclusters entstanden ist (Broy, 2015).

Wie schon fir die OpuA-Untergruppe beschrieben, gibt es auch hier verschiedene Varianten,
wie das Gencluster angeordnet sein kann. So gibt es z. B. zwei Bakterienstamme, die alle Gene
fur einen OpuC Transporter aufweisen, allerdings nicht direkt an opuCR angrenzen. Wie flr
Bacillus aidingensis DSM 18341 exemplarisch in Abbildung 19 dargestellt, liegen zwei weitere
Gene mit unbekannter Funktion zwischen dem putativen Operon und dem mdglichen Regulator
OpuCR. Bei Salimicrobium sp. MJ3 befindet sich lediglich ein Gen zwischen opuCR und
annotiertem Transporter. Zudem interessant ist hierbei, dass das entsprechende opuCR nicht
antilinear zum angrenzenden Operon vorzufinden ist, wie es ansonsten fiir alle gbsR &hnlichen

Gene der Fall ist.
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Neben Marinococcus halotolerans DSM 16375 und Alkaliphilus oremlandii OhILAS, die beide
lediglich eine Komponente des OpuC Transporters (Permease bzw. ATPase) neben dem opuCR
Gen aufweisen, gibt es ein weiteres Bakterium, das mehr als der lblichen vier Komponenten
fiir OpuC aufweist. Es handelt sich hierbei um Sporosarcina newyorkensis 2681. Der Stamm
hat eine zusétzliche ATPase. Auch die Genanordnung weicht von denen der anderen méglichen
opuC-Operone ab, wie Abbildung 19 entnommen werden kann.

Zu den bisher beschriebenen opuB- und opuC-Genclustern tauchen in dieser Untergruppe noch
sieben weitere OpuA-Typ Gencluster neben den gbsR &hnlichen Genen auf. Alle sieben opuAR-
opuA-Gencluster befinden sich im Stammbaum im untersten Bereich dieser Untergruppe und

sehen wie exemplarisch fir B. infantis NRRL B-14911 gezeigt, aus.

Bacillus infantis NRRL B-14911

opuAR opuAdA opudB  opuAC
Sporosarcina newyorkensis 2681 —M
opuAR opuAAd opudB

Paenibacillus mucilaginosus 3016 —«—*

opuAR opuAB

[ [
B D

Ornithinibacillus sp. TW25 >
~
opudR  insgesami 7 Gene mit unbekannter opudA opudB  opudC
Funltion

Pacnibacillus polymyxa E681 _«_“

Bacillus subtilis 168

opuBR opuBA4 opuBB  opuBC  opuBD
Bacillus subiiis 168 ——
opuCR opuCA opuCB  opuCC  opuCD

Marinococcus halotolerans DSM 16375

opuCR  opuCB

Alkaliphilus oremlandii OBTLAS —«—é

opuCR opuC4

B |
Bacillus aidigensis DSM 18341 —»—( l/\-{ -

opuCR insgesamt 2 Gene mit opuC4 opuCB  opuCC  opuCD
unbekannter Funktion

Sporosarcina newyorkensis DSM 16465
opuCR  opuCB opuCB opuCA opuCA opuCC

Abbildung 19: Genetische Organisation verschiedener gbsR Genumgebungen der Transporter-
Klasse.

Schematische Auflistung unterschiedlicher Variationen der angrenzenden Opu-Transporter aus
verschiedenen Bakterienstammen. Es wurde exemplarisch nur ein Vertreter jeder mdglichen
Genclusteranordnung beispielhaft abgebildet.

62



Ergebnisse

4.1.3 Die Osmo-unabhéngige Klasse

Die zweite Gruppe wird als Osmo-unabhdngige-Klasse bezeichnet, da kein einziges Gen, fiir
einen kompatible Solute Transporter oder Gene fir die Glycin Betain Synthese, neben einem
der gbsR ahnlichen Gene vorhanden ist. Lediglich bei funf gbsR Genen dieser Klasse wurde in
der Néhe oder angrenzend ein ABC-Transporter fur Eisen(lll)zitrat bzw. ein Transporter mit
der Annotation "verwandter ABC-Transporter" gefunden. Hervorstechend in dieser Klasse ist
allerdings, dass, im Gegensatz zu den beiden anderen Klassen, ghsR &hnliche Gene nur in

insgesamt zwei Firmicuten zu finden sind.

I Syntrophomonas wolfel subsh, wolfel
L Dasulfospira joergendenii DM 10085
Haloarcula hispanica CGMOC 1.204%

Haloarcula sir |
Halzarcula marsmortul

Haloarculs califomiae

Qe

Halorhabdus utahansls DS 125930
Halogeometricum boringuens DSM 11551
Halostagnicola larsenii XH-48

Haloferax maditarraned R—4

Haleferax mucosum PAT2
I Pyrococcus yayanosil CH1 l'-:F
Pyrococcus sp. MAZ
Methanocaldococcus infernus ME
Methanscaldococcus villosus KIN24-TED
Methanothermococous okinawensis IH1
I Mathanatonis Tenmicicus MC-5-70
1 Methanothermococcus thermolithotrophicus DSM 2095
Methanocaldococcus Jannaschil DSM 26617
_| Methanocaldococcus fervens AGES
I Methanocaldococcus vulcanius M7
Mathanocaldococcus sp. FA406-33
I Werrucomicrobis bacterium 5000 AAAIDNO-017
| [ Chithonlchacter flavus Ellin 428 ' 3
Werrucomicrobia bacterium SOGC AAMAI00-KO3
Desulfotomaculum acetoxidans 5575
Emticicia aligotrophica GPTSA 100-15
[} Epliithondmonas tenax DSM 16311
L Chryseobacterium caend D5M 17710
o Chryseobacterium gleum FI3
_|_| Chryseobacterium sp. CF314
Chryseobactarium daaguansa D5M 19388
I Rosecbacter sp. MED 93
Rosecbacter sp. SK209-2-6
Tl B | Kordiimonas gwangyangensis DSk 15435
_|_| Sphingomaonas spx SKASE
Erythrobacter sp. SD—21
I Achromobacter plechaudi
L Chitiniphilus shinanorens] DSM 23277
Chitnilyticum aquatile D58 21506
- eom—m | Ralstonia plcketti 12J
L I Cupriavidus basilensis OR16
Cupriavidus metallidurans HMR-1
Gilvinarinus chinensis DSM 19667
Brucella pinnipedialis B2/94
Erucella abortus A13334
Brucella melitensis M5—30
Brucells suis 1330
Brucella canls HSK ASZ2141
Erucella is ke 1 str. 160

Brucalla cetl ME3'5307

Abbildung 20: Verbreitung von gbsR &hnlichen Genen innerhalb der Osmo-unabh&ngigen-
Klasse.

Zu sehen ist die Nahansicht der Osmo-unabhéngigen-Klasse aus Abbildung 17. Schwarze Kreise stehen
flir osmomotisch unabhéangige Transporter mit der Spezifitat fir Natrium, PEisen(lll)zitrat, ABC-
verwandt, “Kohlenhydrat, ®2-Aminoethylphosphat oder ‘Molybdat.
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Von den insgesamt 51 Stdmmen, die ein gbsR dhnliches Gen aufweisen, gehdren 20 zur
Domane der Archaea, genauer der Euryarchaeota. Ebenfalls 20 Stamme zahlen zum Phylum
der Proteobacteria, sechs zu den Bacteroidetes und drei zu den Verrucomicrobia. Der einzige
fiir diese Arbeit relevante Vertreter ist das GbsR Homolog Mj223 aus Methanococcus janaschii
DSM 2661 (Ray et al., 2003). Anhand der von Mj223 gelosten Kristallstruktur konnte ein
Modell der Kristallstruktur von GbsR aus B. subtilis erstellt werden (Nau-Wagner et al., 2012).
Da Mj223 vielleicht fur die Regulation von Antibiotika-Resistenzgenen zustandig ist (Ray et
al., 2003), ist es fur die osmotische Regulation nicht von Bedeutung. Die fehlende osmotische

Relevanz trifft vermutlich fir alle GbsR-Typ Regulatoren in dieser Klasse zu.

4.1.4 Die Synthese-Klasse

Die dritte Klasse besteht mit einer Ausnahme (Halmonas jeotgali Hwa) ebenfalls ausschliellich
aus Stammen des Phylums Firmicutes (siehe Abbilungen 16 & 17). Sie wird als
Synthese-Klasse bezeichnet, da angrenzenden an das gbsR bei 65 Stdmmen ein vollstandiges
Glycin Betain Synthese Gencluster vorzufinden ist. Insgesamt gibt es in dieser Klasse 90 gbsR
Gene.

An letzter Position des Stammbaums zu finden ist das gbsR Gen aus B. subtilis dessen
Aminosauresequenz die Grundlage dieses Stammbaums ist. Wie schon erwahnt, befinden sich
neben dem charakterisierten Repressor auf dem Genom bereits analysierte Glycin Betain
Synthese Gene, deren Expression durch GbsR reguliert wird (Nau-Wagner et al., 2012). Diese
Genanordnung ist angrenzend an 36 gbsR Gene dieser Klasse genau so vorzufinden wie flr
B. subtilis beschrieben (Abbildung 22). Vereinzelt tauchen einige Stdmme auf, bei denen nur
das Gen fir die Glycin Betain Aldehyd Dehydrogenase (ghsA) des gbsAB-Operon zu finden ist.
Neben Halobacillus sp. BAB-2008 ist das in Bacillus cereus VD045 der Fall. Auch
Salsuginibacillus kocurii DSM 18087 besitzt auf dem Genom antilinear zu gbsR nur ein
weiteres Gen (gbsA). Besonders ist hier allerdings die Anordnung, da es als einziges gbsA-Gen

stromabwaérts vom gbsR liegt.
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Abbildung 21: Verbreitung von gbsR ahnlichen Genen innerhalb der Synthese-Klasse.

Zu sehen ist die Nahansicht der Synthese-Klasse aus Abbildung 17. Innerhalb der Synthese-Klasse ist
eine kleine Transporter-Untergruppe vorzufinden. Die verschieden farbigen Kreise zeigen an, welche
Art von Operon angrenzend an das gbsR ahnliche Gen im Genom vorhanden ist. (e) entsprechen
OpuA-Operonen, (=) gbsAB-Operonen und (e) opuD-Genen wie sie aus B. subtilis bekannt sind. Die
schwarzen Kreise stehen fiir osmotisch-unabhéngige Transporter mit der Spezifitat fir #Natrium,
bEisen(lll)zitrat, ABC-verwandt, ‘Kohlenhydrat, ¢2-Aminoethylphosphat oder "Molybdat. Sind die
Kreise nicht ausgemalt, zeigt dies an, dass sich kein vollstandiges Operon neben dem gbsR ahnlichen
befindet. Sind sie nur halb gefullt, befindet sich das Operon nicht unmittelbar neben dem gbsR ahnlichen
Gen. Die symbolischen Quadrate zeigen an, ob es im selben Bakterium weitere gbsR Gene gibt. (m)
entsprechen opuA-Operonen, (=) opuB-Operonen, (m) opuC-Operonen, (=) gbsAB-Operonen wie sie
aus B. subtilis bekannt sind. (m) zeigen Gene an, die flir osmotisch-unabhéngige Transporter kodieren.

Ebenfalls als Glycin Betain Synthesecluster bestatigt, ist das gbsAB-Operon aus Halobacillus
halophilus DSM 2266. Zusétzlich zum Operon taucht in diesem Gencluster noch ein ATP
Bindeprotein &hnlich zum opuAA aus B. subtilis auf, wie Abbildung 22 entnommen werden
kann. Das opuAA Gen liegt hier auf derselben mRNA wie der putative Regulator. Diese
Genanordnung ist noch in folgenden weiteren Bakterien zu finden: Bacillus sp. NSP22.2,
Planococcus antarcticus DSM 14505, Bacillus massiliosenegalensis JC6, Tetragenococcus
halophilus  NBRC 12172 wund Alicyclobacillus pomorum DSM 14955. Auch in
Haloalkalibacillus halophilus DSM 18494 und Bacillus selenitireducens MLS10 ist diese
genetische Anordnung zu finden. lhnen fehlt allerdings die Cholin Dehydrogenase (gbsB).

Besonders aufféllig im Stammbaum ist, dass alle vorhandenen Staphylococci ausschlieBlich in
der Synthese-Klasse auftauchen. Mit Ausnahme des Stammes S. massiliensis S46 weisen die
ubrigen 22 Staphylococci eine nahezu identische Genumgebung des gbsRs auf. Stellvertretend
fiir alle Staphylococci ist das vollstandige Gencluster fur S. xylosus C2A in Abbildung 22 zu
sehen. Wie fur Bacillus subtilis und Halobacillus halophilus DSM 2266 wurde die Funktion
der Glycin Betain Synthese Gene flr diesen S. xylosus C2A bestatigt. Zusatzlich zu den Genen,
die flr die Glycin Betain Synthese kodieren, konnte ein BCCT-Typ Transporter, spezifisch fir
Cholin, identifiziert werden (Rosenstein et al., 1999). Das Gen befindet sich antiliniear,
stromabwarts vom gbsR. AuBer bei den drei Staphylococci S. pseudintermedicus ED99,
S. lentus F1142 und S. aureus A9754 befindet sich das Gen fiir den BCCT-Typ Transporter
direkt angrenzend am gbsR. Bei den drei aufgelisteten Stdammen liegt jeweils ein weiteres Gen

mit unbekannter Funktion dazwischen.
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Abbildung 22: Genetische Organisation verschiedener ghsR Genumgebungen der Synthese-
Klasse.

Schematische Auflistung unterschiedlicher Variationen der angrenzenden Glycin Betain Synthese Gene
und moglicher Transporter aus verschiedenen Bakterienstimmen. Es wurde exemplarisch nur ein
Vertreter jeder moglichen genetischen Anordnung beispielhaft abgebildet.

Neben den Glycin Betain Synthese Genen sind im oberen Teil des Stammbaums dieser Klasse
23 gbsR é&hnliche Gene mit angrenzendem annotiertem ABC-Transporter zu finden
(Abbildungen 17 & 21 ). Diese Transporter-Operone sind zum Teil allerdings nicht vollstandig
vorhanden oder transportieren nicht spezifisch kompatible Solute. Laut der Annotation der
Internetseite  JGI (https://img.jgi.doe.gov/cgi-bin/m/main.cgi) transportieren 13 dieser
Transporter Kohlenhydrate, 2-Aminoethylphosphat oder Eisen(lll)zitrat. Bei den nicht
vollstandig vorhandenen Operonen handelt es sich jeweils um ein annotiertes ATP
Bindeprotein eines OpuA-Typ Transporters wie er aus B. subtilis bekannt ist. Da besonders
diese  Transporter osmotisch relevant sein  konnen, werden sie nicht der
Osmotisch-unabhéngigen-Klasse zugeordnet. Da die gbsR &hnlichen Gene neben diesen
Transportern eine hoéhere Identitdt zu den gbsR Genen der Synthese-Klasse zeigen, als zur
Transporter-Klasse, werden alle diese 23 gbsR &hnlichen Gene in eine kleine
Transporter-Untergruppe innerhalb der Synthese-Klasse unterteilt (Abbildung 21). Im
Folgenden wird allerdings nicht weiter auf diese Gene eingegangen. Dennoch sollten diese
Transporter in ndherer Zukunft auf ihre Funktion und ihre osmotische Relevanz hin untersucht

werden.
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4.1.5 Verbreitung der GbsR-Typ Regulatoren innerhalb eines Bakteriums

Wie bereits in der Einleitung des Kapitels 4.1 erwahnt, kommt es mehrfach vor, dass in einem
Bakterium mehrere GbsR-Typ Regulatoren vorkommen. Dies kénnen wie in den beiden
Stammen Bacillus aidingensis DSM 18341 und Pontibacillus marinus DSM 16465 bis zu finf
gbsR &hnliche Gene sein. Insgesamt gibt es 23 Stdamme mit je zwei GbsR-Typ Regulatoren,
zwoOlf Bakterien mit je drei gbsRs, drei mit vier gbsR ahnlichen Genen und letztlich 2 Bakterien,
die funf gbsR Homologe besitzen.

Es ist generell auffallig, dass es nur in den beiden osmotisch-abhangigen Klassen Organismen
gibt, die mehrere GbsR-Typ Regulatoren aufweisen. In der Osmo-unabhéngigen Klasse sind
keine Bacteria oder Archaea, die mehr als einen GbsR-Typ Regulator besitzen. Oft ist es der
Fall, dass ein Bakterium mehrere GbsR-Typ Regulatoren sowohl aus der Transporter- als auch
aus der Synthese-Klasse besitzt. Besonders auffallig in der OpuB/OpuC-Untergruppe ist, dass
es in fast allen vorhandenen Stammen mindestens einen weiteren GbsR-Typ Regulator neben
dem OpuBR oder OpuCR gibt. Dieses weitere gbsR &hnliche Gen stammt dann in 87 % der
Félle aus der Synthese-Klasse und besitzt angrenzende Glycin Betain Synthese Gene.

Auch B. subtilis selbst besitzt mehrere GbsR-Typ Regulatoren (Nau-Wagner et al., 2012). Zum
einen GbsR selbst und zum anderen OpuBR und OpuCR. Wahrend GbsR in der
Synthese-Klasse zu finden ist, tauchen OpuBR und OpuCR in der Transporter-Klasse genauer
in der OpuB/OpuC-Untergruppe auf. Dieses Muster ist in vier weiteren Bacilli zu finden. Dazu
zahlen B. sp JS, B. atrophaeus 1942, B. amyloliquefaciens FZB42 und B. sp. 5B6.

4.2 Das GbsR Bindemotiv in B. subtilis
4.2.1 Das GbsR Bindemotiv vor gbsA in B. subtilis

Der Cholin-sensitive Repressor GbsR aus B. subtilis ist fir die Regulation der Genexpression
der Glycin Betain Synthese Gene und der des OpuB-Transporters zustandig (Nau-Wagner et
al., 2012). Durch die Bindung des GbsR Repressors an die DNA wird die Transkription
inhibiert. Bisher wurde durch Opper (2009) in vorlaufigen EMSA Experimenten gezeigt, dass
GbsR sowohl in der Promotorregion vor dem ghsAB-Operon, als auch vor dem opuB-Operon
bindet. An welchen Basenabfolge GbsR genau bindet, ist bisher ungeklart und soll im Rahmen
dieser Arbeit weiter untersucht werden.

Mittels verschiedener gbsA’-treA-Reportergenfusionen soll geklart werden, wo das GbsR
Bindemotiv vor gbsA liegt. Die dabei verwendeten Stdmme wurden in der von mir

experimentell betreuten Bachelorarbeit von Schumann (2015) erzeugt. Erste Ergebnisse im
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Rahmen dieser Bachelorarbeit deuteten darauf hin, dass es sich bei dem deletierten Bereich um
das GbsR Bindemotiv vor gbsA handelt. Da es sich dabei jedoch um sehr vorldufige
Experimente handelt, wurden die Stdmme erneut mit allen notwendigen Kontrollen analysiert.
Den Hinweis, welche Region als GbsR Bindemotiv in Frage kommt, wurde den
bioinformatischen Analysen der Bachelorarbeit von Schumann (2015) und der Publikation von
Leyn et al., (2013) entnommen. Aus Tabelle 11 kann eine Auflistung der genutzten Stamme
und deren genauer Mutation im Promotorbereich entnommen werden. Neben dem von Leyn et
al. (2013) und Schumann (2015) in silico identifizierten Bindemotiv wurde zusétzlich der von
Nau-Wagner et al. (2012) vorhergesagte Bereich erneut geprift. Die Beschreibung der
Durchfuhrung ist in Kapitel 3.5.2 zu finden Dabei wurde sich das Expressionslevel zum einen
ohne Salz und kompatibles Solut bei einer ODs7g von 0,25 (vor Induktion) angeschaut und zum
anderen 90 Minuten nach der Zugabe von 0,4 M NaCl und 1 mM Cholin (nach Induktion).

Anhand der photometrisch bestimmbaren Gelbfarbung kann die Expressionsstarke des
gbsA-Promotors bestimmt werden. Die Gelbfarbung entsteht bei der Spaltung des Substrats
PNPG durch das Enzym TreA. In den verwendeten Stdmmen liegt kein intaktes treA Gen auf

der chromosomalen DNA vor.

Tabelle 11: Ubersicht aller gbsA-Promotorregion Mutationen

Stamm
* gbsA gbsR name Beschreibung

tgttagattaaggttgttaaaaac aaactttatttacgtca cttatatgagt + DHB4  Wildtyp mit eingezeichnetem in silico
DHBI12 Bindemotiv nach Leyn et al. (2013)

tgttagattaaggttgttaaaaacattaaatttttatttaacaaagtteaaatacgtca cttatatgagt + AROBIL0 Mutationen im in silico vorherges. Binde-
AROBS motiv nach Nau-Wagner et al. (2012)

tgttagattaaggttgttaaaaaca [ ttttatttaacaaactttatttacgtca cttatatgagt + STHB78 Mutation
STHBSS 1

tgttagattaaggttgttaaaaacattaaattttt, A caaactttatttacgtca cttatatgagt + STHB79 Mutation
STHBE&6 2

tgttagattaaggttgttaaaaacatteeetttttatttaacaaactttatttacgtca cttatatgagt + STHBEO Muiation
- STHB87 3

tgttagattaaggttgttaaaaacattaaatttttagggtaacaaactttatttacgtca cttatatgagt + STHBE81 Mutation
- STHBES8 4

tgttagattaaggttgttaaaaaca A caaactttatttacgtca cttatatgagt + STHB82 Mutation
- STHB&9 5

tgttagattaaggttgttaaaaacattaaattkktttatttaacaaactttatttacgtca cttatatgagt + STHBS3 Muiation
- STHBS0 6

tgttagattaaggttgttaaaaacattaaatt A tatttaacaaactttatttacgtca cttatatgagt + STHB84 Mutation
- STHBY1 7

Wie zuvor von Nau-Wagner et al. (2012) gezeigt, ist GbsR ein Cholin-sensitiver Repressor.
Dies konnte ebenfalls in dieser Arbeit bestdtigt werden. Liegt keine Mutation im
gbsA-Promotorbereich vor, ist in Anwesenheit von GbsR keine Expression vor und nur eine
moderate nach Induktion mit Salz und Cholin, anhand der TreA-Aktivitat, zu erkennen. In
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Abwesenheit von GbsR ist in beiden Fallen eine deutliche und gleich starke Expression
vorhanden (Abbildung 23).

Die Basenmutationen, im von Nau-Wagner et al. (2012) als GbsR Bindemotiv vorher gesagten
Bereich, haben wie von Dr. T. Hoffmann (unverdffentlichte Daten) zuvor gesehen, keine
Auswirkung auf das Bindeverhalten. Die Daten dieser Mutante zeigen das gleiche
Expressionsmuster fir gbsA wie fur den Wildtyp-Stamm (Abbildung 23).

Bei allen Mutationsstdmmen, bei denen das von Leyn et al. (2013) und Schumann (2015) in
silico vorhergesagte Bindemotiv in irgendeiner Weise verandert oder zerstort wurde, ist keine
Repression in Anwesenheit von GbsR zu sehen. GbsR scheint seinen Einfluss vollstandig
verloren zu haben, da die TreA-Aktivitat aller Mutantenstdmme nach der Induktion mit Salz
und Cholin auf demselben Niveau ist, wie die des Wildtyps ohne GbsR (Abbildung 23).
Auffallig in Abwesenheit von GbsR ist, dass alle Mutanten nach der Induktion mit Salz und
Cholin eine ~25 %ig erhohte TreA-Aktivitat aufweisen. Wéhrend vor der Induktion die
TreA-Aktivitat bei circa 200 U/mg Protein liegt, steigt sie nach der Induktion im Durchschnitt
auf 250 U/mg Protein an. Dies kann fir den Stamm ohne Mutation im gbsA-Promotorbereich
nicht beobachtet werden. Hier ist die gbsA-Expression vor sowie nach der Induktion gleich
stark (Abbildung 23). Mdglicherweise hat Cholin in Abwesenheit des Bindemotivs einen
topologischen Effekt auf die DNA, so dass die Transkription etwas verstarkt ablaufen kann.
Dass sich erhdhte Osmolaritdt und einige kompatiple Solute auf die Starke und Art des
Supercoilings der DNA auswirken, konnte bereits beobachtet werden (Krispin &
Allmansberger, 1995; Spiegelhalter & Bremer, 1998).

Anhand der unterschiedlichen TreA-Aktivitaten der einzelnen Mutanten kann eine erste
Ableitung der wichtigen Bereiche im entdeckten Bindemotiv gemacht werden. Da in
Anwesenheit von GbsR alle Mutationen einen deutlichen Einfluss auf die gbsA-Expression
haben, ist der ganze, als Bindemotiv definierte Bereich, fiir die Bindung des GbsRs essentiell.
Besonders wichtige Basenpaare scheinen im linken Teils des in silico bestimmten Palindroms
(Tabelle 11, Mutation 1) zu liegen, da hier die deutlichste TreA-Aktivitat-Differenz zum
Wildtyp vorliegt. Eine Substitution der drei Adenine zu Cytosinen in genau dieser Region hat
jedoch die geringsten Auswirkungen aller Mutationen (Tabelle 11, Mutation 3) im Vergleich
zum Wildtyp. Die Spezifitdt der Basen scheint nur einen begrenzten Einfluss zu haben.
Scheinbar ist der Abstand der entscheidenden Basen bei der Bindung an die DNA von GbsR
sehr wichtig. Daflr wirde auch der Effekt der Insertion bzw. Deletion zweier Thymine im

mittleren Bereich des Motivs sprechen (Tabelle 11, Mutation 6 & 7).
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Mit welchen Basen GbsR in diesem Bereich im Detail in Interaktion tritt, kann anhand dieses
Enzymassays nicht genau geklart werden. Dass GbsR aus B. subtilis in dieser 16 Basenpaar
langen Region bindet, ist hiermit aber klar gezeigt. Da das GbsR Bindemotiv stromabwarts der
-35 und -10 Region liegt, handelt es sich bei GbsR um einen Reprssor, der bei der Kontrolle

der gbsAB-Expression wie ein "road block" flr das Fortschreiten der RNA-Polymerase fungiert.
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Abbildung 23: TreA Messungen der gbsA-Promotorregion Mutanten.

Im Diagramm dargestellt ist die Genexpression des ghsA’-treA-Reportergens in B. subtilis mit
verschiedenen Mutationen im Promotorbereich von gbsA. Bei den Mutationen 1, 2, 5 und 7 handelt es
sich um unterschiedlich gro3e Deletionen im putativen GbsR Bindemotiv, dass von Leyn et al. (2013)
und Schumann (2015) bioinformatisch ermittelt wurde. Bei den Mutationen 3,4 und 6 handelt es sich
um verschiedene Substitutionen, die ebenfalls in diesem Bereich liegen. Bei "Nau-Wagner" handelt
es sich um die Substitution von vier Basen, die in dem von Nau-Wagner et al. (2012) als GbsR
Bindemotiv vorhergesagten Bereich liegen. (a) zeigt die jeweilige ghsA’-treA-Genexpression mit
GbsR und (b) in Abwesenheit von GbsR.

4.2.2 Das GbsR Bindemotiv vor opuBA in B. subtilis

GbsR reguliert neben dem gbsAB-Operon auch die Kkodierenden Gene fir den
Cholin-spezifischen Transporter OpuB in B. subtilis (Nau-Wagner et al., 2012). Aus diesem
Grund wurde auch vor dem opuB-Operon nach einem Bindemotiv flir GbsR gesucht, das der
identifizierten Region vor gbsA gleicht. Daflir wird zunéchst ein Sequenzvergleich (3.6) eines
Teils der intergenen Region vor opuBA und gbsA aus B. subtilis angefertigt.

Aus dem Sequenzvergleich geht hervor, dass ebenfalls vor opuBA ein mogliches GbsR
Bindemotiv liegt. Analog zum gepriften GbsR Motiv vor gbsA, ist eine sehr dhnliche Region
vor opuBA zu finden. Die beiden Sequenzen unterscheiden sich lediglich in insgesamt vier
Basen, die in Abbildung 24 mit einem * markiert sind. Der zuvor als essentiell annotierte
Bereich des Bindemotivs von GbsR (-TTAAAT-), bei dem eine Deletion die starkste
Auswirkung zeigte (4.2.1, Mutation 1), liegt bei beiden identisch vor. Zudem scheint der
identische Bereich etwas Uber das in dieser Arbeit definierten GbsR Bindemotiv vor ghsA
hinaus zu gehen (Abbildung 24).
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Das GbsR Bindemotiv scheint demnach vor opuBA genau wie vor gbsA so zu liegen, dass GbsR
bei der Genexpression als ein "road block™ fir das Fortfahren der RNA-Polymerase fungiert.
Wird angenommen, dass sich das GbsR Bindemotiv tatséchlich an dieser in silico
vorhergesagten Position befindet, gibt es insgesamt zwei GbsR-Typ Regulator Bindemotive vor
opuBA (Abbildung 24). Zum einen das Bindemotiv fir GbsR und zum anderen das etwas

stromaufwarts liegende, von Lee et al. (2013) ermittelte, Bindemotiv von OpuCR.

a opuBR opuBA

238bp._

GbsR Bindemotiv

opuBA/I-i3 70 TCAATTGTCTGCARSAJATTAAATTTAARCTCAAC TG AT BT THABT TTTEEAGOTOC ARG 136
122

opuBR
b ..CTCCAACGGTTTCATCCTTTCAGCTAACAATTCCGATGTCAATATACCACATTTTTGATACGGCGAAAATGCTG
E M RSB -10 -35

TCAAAAGAGAATTTGGCAGGAAATTGGAGCAATAAGGAGATCAACACACGTCAATGCGGGTAAATCAGCGTTTAC
OpuCR Bindemotiv —
ACATACTTTATAAATAATATGAACAAATTGTAAACTTTTTATTTTATAAACTTTATTCTATAATGGGAAGCATTC

. . =35 -10
GbsR Bindemotiv opuBA
AATTGTCTGAAAANEY VNNV ASINE YXOAAATTGAATAAACTTAATTTTGGAGGTGCGATGTTTGCTG...
*k ¥ % RSB M L

Abbildung 24: Lage der Bindemotive von GbsR und OpuCR vor ghsA und opuBA in B. subtilis.
(a) Dargestellt ist der Sequenzvergleich der intergenen Region ~60 bp vor gbsA und opuBA.
Eingezeichnet ist der in dieser Arbeit ermittelte Bereich des GbsR Bindemotivs vor gbsA, der auch vor
OpuBA zum groRten Teil konserviert ist. Er unterscheidet sich lediglich in vier Basenpaaren, die mit
einem * gekennzeichnet sind. (b) zeigt die gesamte interene Region zwischen opuBR und opuBA. Hier
eingezeichnet ist in weinrot das GbsR Bindemotiv und in hellgriin das OpuCR Bindemotiv nach Lee et
al. (2013). Die mit * markierten Basen weisen im GbsR Bindemotiv vor gbsA unterschiedliche
Basenpaare auf. Demnach (iberschneiden die Bindemotive der GbsR-Typ Regulatoren sich nicht. GbsR
fungiert folglich auch vor opuBA als ein "road block™ fiir das Fortschreiten der RNA-Polymerase bei
der Genexpression.

4.3 Insilico Bindemotiv der GbsR-Typ Regulatoren der Synthese-Klasse

Es konnte bisher gezeigt werden, dass GbsR an ein spezifisches Bindemotiv an die DNA vor
dem genomisch angrenzenden gbsAB-Operon bindet. Im Folgenden soll zundchst in silico
geklart werde, ob dies fur weitere GbsR-Typ Regulatoren, aus der in dieser Arbeit definierten

Synthese-Klasse, der Fall ist. Dafur wird in einem Aminosauresequenzvergleich (3.6) aller
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GbsRs mit angrenzendem putativen ghsAB-Operon geschaut, ob ein Winged-Helix-Motiv
ahnlich zu dem von GbsR aus B. subtilis vorhanden ist.

Dem Aminosduresequenzvergleich (Abbildung 55; Anhang) aller GbsR-Typ Regulatoren der
Synthese-Klasse mit angrenzenden Glycin Betain Synthesegenen kann entnommen werden,
dass sie im N-terminalen Bereich eine konservierte Region haben. Hierbei scheint es sich, wie
bei GbsR aus B. subtilis, um das Winged-Helix-Motiv zu handeln, das zur Bindung an die DNA
benotigt wird. Generell scheinen folglich alle GbsR-Typ Regulatoren in der Lage zu sein an
DNA zu binden.

Da bei allen analysierten GbsR-Typ Regulatoren im Sequenzvergleich eine hohe Ahnlichkeit
zum 28 Aminosaure langen Winged-Helix-Motiv von GbsR aus B. subtilis besteht, wird davon
ausgegangen, dass auch das Bindemotiv an das gebunden wird, konserviert ist. Fir die im
Stammbaum vorhandenen Bacilli der Synthese-Klasse wurde dies bereits von Schumann
(2015) Uberpraft und bestatigt. Nun wird dies flr die verbleibenden Staphylococci in einem
weiteren Sequenzvergleich analysiert. Hierfir wurden alle gbsA-Promotorregionen der zuvor

angeschauten GbsR-Typ Regulatoren aus Staphylococci verwendet (3.6).

cudC cudA
; 198 bp
“Staphylococcus xylosus C2A I I - ML_
e 435 -10 —
GbsR Bindemotiv

410 420
osus_subsp_camosus_TM300/1-220 CTGTATTTTGCTAG TTTGAR
Hans_ACS-120-V-Sch #/1-221 ATATAAAAAGTGTGT
medius_EDIN1-221 AGCAATCGCTAGCAGTTOACA

_F1028/1-208 AAAGACTTTGAAGATTITGA TAT
Staphylococcus_lentus_F 1142/1-207 ATATTAAAAGGTAATITGABGACCTTRCAATTTA

S

Staphylococous._

Staphylococcus_adettae_CVDOSY/1-208 AATAATTAAATGCG T IS CACTTHCAATTAC
Staphylococeus_equonm_equonsm_is 2/1-202 TATAACTAAACTCG TITOACH
) ¥ icus_suhsp._ 1202 GAAATTTGAACTGGT]
** staphylococeus_xylosus_C2A/1-198 AATATTTGAACTCOT] CCCTTMCAATTAC
. 1262 TGCAGATATGTGTCG HAGACTG TGGAAAGTGTOAN
Staphylococeus_hominis_SK119/1-238 TATATAAAGATGCTT I ATGAC [GAT A
Staphylococeus_lugdunensis_M23590/1-274 ACAATATCATGAAAT TTAAA NGOG, . ... ... ... ...
Staphylocooous_lugdunensis_N920143/1-367 ACAATATCATGAAAT, ACATTAAA]
Staphylococcus_simize_Olowoue_25/1-254 AAAATGTTTTG TAAA
Staphylococeus_epidentidis_ATCC_12228/1-472 ACATTTTTAAAGAAAT
JGE0001002423/1-480 ACATTTTTAAAGAAAT
eri_L37603/1-462 TTTTTTCCAGACCTT A
Staphylococous_pasteuti_SPU/1-352 e eeecaaaiaaaaoo....
Staphylococcus_caprae_C87/1-284 AGGTATTTTAAG AAA-
Staphylococcus_capitis_ QN 1/1-287 AGGTATTTTAAGAAA

0000000000 o

DDO000O0O

COTTT

Consensus

AAAATTTTAAAGAATTTGACACTTTTTCAATTACTATGCTAACATARA+TTTGTAAAATTRGCTTAAATAAAAATTTAACRAACTTAACGGAGGTAGTTTGA

-35 -10 RBS

Abbildung 25: Ausschnitt des Sequenzvergleichs der Promotorregion mit GbsR Bindemotiv in
Staphylocci.

Der Bereich ist schematisch anhand der Promotorregion aus S. xylosus C2A dargestellt. Die -35 Region
sowie die -10 Region, der Transkriptionsstart (Pfeil) und die Ribosomenbindestelle (orange) sind nach
Rosenstein et al. (1999) eingezeichnet. AuBerdem ist das fir GbsR zuvor detektierte Bindemotiv
eingezeichnet, was sich ebenfalls vor fast allen gbsA- (cudA-) Genen befindet.

Aus dem Sequenzvergleich aller gbsA-Promotorregionen der vorhandenen Staphylococci geht
hervor, dass spezifisch der Bereich (~90 bp) direkt vor den gbsA hoch konserviert ist
(Abbildung 56; Anhang). Der Promotor des cudA (= ghsA) aus S. xylosus C2A wurde bereits
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von Rosenstein et al. (1999) experimentell bestimmt. Beim genaueren Betrachten des
konservierten Abschnittes (Abbildung 25) sind sowohl die -35 Region sowie die -10 Region,
der Transkriptionsstart und die Ribosombindestelle fir alle Staphylococci erkennbar. Der am
starksten  konservierte  Teil liegt zwischen dem  Transkriptionsstart und der
Ribosomenbindestelle. In diesem Bereich konnte das fur GbsR aus B. subtilis bestatigte
Bindemotiv gefunden werden. Beim direkten Vergleich der beiden Promotorregionen von cudA
aus S. xylosus C2A und gbsA aus B. subtilis (Abbildung 26) ist genau die Region des hier
bestimmten Bindemotivs von GbsR aus B. subtilis (4.2.1) vorzufinden. Wie im Fall von opuB
aus B. subtilis (4.2.2) geht der identische Teil beider Sequenzen sogar noch Uber das definierte
Bindemotiv hinaus. Das putative Bindemotiv vor cudA in S. xylosus C2A unterscheidet sich
lediglich in vier Basen (Adenine statt Thymine) vom GbsR Bindemotiv vor gbsA in B. subtilis
(Abbildung 26). Aber auch hier ist die, als besonders wichtig vorhergesagte, linke
Palindromhalfte des Bindemotivs (-TTAAAT-) sowohl in S. xylosus C2A als auch in allen
anderen analysierten Staphylococci identisch zum GbsR Bindemotiv in B. subtilis.

cudC cudA

! ! ! 198 bp —'— L

GbsR Bindemotiv

cudart-198 139 RcRT AR C TRT AT ARRR T TE: TTARAT A A A ART T TARCHAAACTT ABcoc e BT ARTTTTA- - - - - - 192
ghsA/1-198 133 AGAT TAAGGTTGT TAAAAACKHTTAAATTTTTATTTAACRAACTTTATTTACETCAAGGAGGCTTAT 198

Consensus

A+tATHAA++TT+T+AAA++CHR TTAAAT++++ ATTTAACRAACTT+A+++A+GT+A+++++GCTTAT
*

Abbildung 26: Direkter Sequenzvergleich des GbsR Bindemotivs vor cudA aus S. xylosus C2A
und gbsA aus B. subtilis.

Das vermutliche CudC Bindemotiv der Promotorregion von cudA unterscheidet sich lediglich in vier
Basen (Adenine statt Thymine) von dem Bindemotiv vor gbsA. Die Basen, die sich voneinander
unterscheiden sind mit einem * gekennzeichnet. Der sequenzidentische Bereich geht (iber das annotierte
GbsR Bindemotiv hinaus.

4.4 CudC aus S. xylosus C2A bindet Cholin

Die in der Synthese-Klasse dominat hervorstechende Gruppe der Staphylococci zeigt vor cudA
(= gbsA) ein sehr ahnliches Bindemotiv fiir den GbsR-Typ Regulator auf, wie es bisher fir

GbsR aus B. subtilis gezeigt werden konnte (4.2). Es liegt die Vermutung nahe, dass auch die
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GbsR-Typ Regulatoren aus den Staphylococci-Stdimmen die Expression des angrenzenden
gbsAB-Operons durch Bindung der DNA reguliert, wie es bereits fir GbsR aus B. subtilis
bekannt ist (4.2.1). Die Glycin Betain Synthesegene (cudAB) aus dem Stamm S. xylosus C2A,
die ebenfalls neben einem gbsR &hnlichen Gen (cudC) liegen, sind bereits naher charakterisiert
(Rosenstein et al., 1999). Vermutlich reguliert CudC sogar die Genexpression des benachbarten
gbsAB-Operon auf die gleiche Art und Weise wie GbsR aus B. subtilis. Ist das der Fall, so
musste auch CudC aus S. xylosus C2A Cholin binden. Um dies nachzuweisen, wird CudC
zunachst tiberproduziert (3.5.3) und via Strep-Tag® Affinitatschromatographie gereinigt und in
10 mM Tris pH 7,5 umgepuffert (3.5.6). Der eigentliche Nachweis erfolgt tber eine
fluoreszenzspektroskopische Messung. Dabei wird vorgegangen, wie es in Kapitel 3.5.10
beschrieben ist. Neben Cholin wird auch Uberpruft, ob CudC aus S. xylosus C2A wider
Erwarten Glycin Betain binden kann.

Die entstanden Daten stammen aus dem von mir betreuten Praktikum der Erasmus Studentin

Aneta Zelazo.
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Abbildung 27: Fluoreszenzspektroskopische Messungen von CudC aus S. xylosus.

Gezeigt ist die Sattigungskurve (a) sowie das Fluoreszenzspektrum (b) mit Cholin und (c) Glycin Betain.
CudC bindet Cholin mit einer Kp von 109 pM +/-15,7 uM. Glycin Betain wird nicht gebunden. Die
Fluoreszenzintensitat ist in schwarz ohne und in rot mit 1,3 mM kompatibles Solut Uber einen
Wellenlangenbereich von 290 nm bis 400 nm angezeigt.

Wie zu erwarten war, bindet CudC aus S. xylosus C2A Cholin (Abbildung 27 (a)). Die
Bindeaffinitdt betrdgt eine Kp von 109 puM +/- 15,7 pM. Sie konnte anhand der
Michaelis-Menten Kurve ermittelt werden. Auch fir GbsR konnte eine ahnlich starke Bindung
zum Liganden Cholin mit dieser Methode ermittelt werden. Die Kp von GbsR aus B. subtilis
zu Cholin betrégt 165 puM +/- 15 pM.

Fur CudC aus S. xylosus C2A ist keine Fluoreszenzintensitatsanderung nach Zugabe von 1 mM
Glycin Betain zu sehen (Abbildung 27 (c)). Das Protein scheint Glycin Betain nicht binden zu
kdnnen. Zumindest ist die Bindung anhand dieser indirekten Methode nicht nachweisbar. Auch

dieses Ergebnis war zu erwarten, da auch fir GbsR aus B. subtilis mit Hilfe dieser Methode
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keine Bindung des kompatiblen Soluts Glycin Betain durch GbsR nachgewiesen werden

konnte.

4.5 Das GbsR-Typ Bindemotiv der OpuB/OpuC-Untergruppe

Neben GhsR aus B. subtilis ist noch von einem weiteren GbsR-Typ Regulator aus B. subtilis
bekannt, dass er die Genexpression des angrenzenden Operons reprimiert. Die Rede ist hier von
OpuCR, das fir die Regulation des opuC-Operons, aber auch fiir die des opuB-Operons,
zustandig ist (Lee et al., 2013). Das opuC-Operon kodiert fiir den ABC-Transporter mit einem
weiten Spektrum fir kompatible Solute in B. subtilis. Aufgrund seiner genomischen Lage und
der regulatorischen Zustandigkeit des Transporters wird OpuCR, im Gegensatz zum GbsR
selbst, zur hier definierten Transporter-Klasse gezahlt. Im Folgenden soll aufgedeckt werden,
ob auch alle GbsR-Typ Regulatoren der Transporter-Klasse, in der Lage sind an die jeweils
angrenzende Promotorregion zu binden. Fur den stellvertretender GbsR-Typ Regulator der
OpuB/OpuC-Untergruppe wurde die direkte Bindung von OpuCR an die opuC-Promotorregion
bereits gezeigt (Lee et al., 2013). Nun soll in silico tUberpriift werden, ob das bereits gefundene
OpuCR Bindemotiv vor allen opuBA- bzw. opuCA-Genen dieser Untergruppe vorhanden ist.
Auch hierfur wird zunéchst ein Sequenzvergleich aller opuBA- und opuCA-Promotorregionen
angefertigt, bei denen das gbsR-Homolog direkt angrenzt (3.6).

Die komplette Promotorregion vor opuBA und opuCA ist generell in den einzelnen Bakterien
konserviert (Abbildung 57; Anhang). Am deutlichsten hebt sich allerdings der Bereich um die
-35 Region der jeweiligen Promotorregion hervor, die ausgehend von dem identifizierten SigA
Promotor von opuB aus B. subtilis (Kappes et al., 1999) auf die Ubrigen Promotoren (ibertragen
wurde. Demnach umfasst das nach Lee et al. (2013) und Leyn et al. (2013) bestimmte OpuCR
Bindemotiv genau die -35 Region und verhindert somit das Aufsetzen der RNA-Polymerase
auf die DNA. Das OpuCR Bindemotiv scheint durch die klare Konservierung entlag dieses
Bereiches vor allen opuB bzw. opuC-Operonen vorhanden zu sein (Abbildung 28).

Far die Interaktion zwischen Regulator und DNA bendtigt ein Regulator ein Helix-Turn-Helix
Motiv. Fir OpuCR aus B. subtilis wurde das Winged-Helix-Motiv im Bereich der Aminoséure
47 bis 68 (Lee et al., 2013) bereit festgelegt. Es wird im Folgenden Uberprift, ob auch die
anderen GbsR-Typ Regulatoren der Transporter-Klasse ein mdgliches Winged-Helix-Motiv

aufweisen. Dies wird in einem Vergleich der Aminosauresequenzen tberprift (3.6).
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Das Winged-Helix-Motiv ist nur teilweise in den anderen GbsR-Typ Regulatoren konserviert.
Dennoch liegen einige Merkmale identisch zum Winged-Helix-Motiv von OpuCR aus
B. subtilis vor (Abbildung 58; Anhang). Auffallig ist, dass ein Teil des Motivs tatsachlich unter
allen GbsR-Typ Regulatoren der Transporter-Klasse konserviert ist. Andere Bereiche scheinen

meist nur innerhalb bestimmter Gruppen von Bakterien konserviert zu sein.

* Bacillus subtilis I I -
263 bp

opuCR

OpuCR Bindemotiv

200 Z|1U 230
'

.
ATGTG-TCTEATTIGGIT
AR T A

- ) 240 . r_;o o0
- Hanchr TAATGTTTATIGTCAATTC

TTTACGE TTAGATAAGTTIAAAGACT
ceT clTaTATTGTAACCAATE
- . GCAC
“Hrer

Pontibacillus_wadnus_OSM_164651-316
Spomsamina_newyoiensis_268%1-268
Bacillus_coagulans_ATCC_705(1-197
Bacilus_puailus/1-229
Bacillus_lickenifomis_WX-02/1-257

AAATAAGGTGTAAATT
GAATGAGATGTTGAAA
AAAGATTATACT - - - T
AAAGATTATACT- - - T
AAAGGTTATACT - - - T
AAMGGATTATACT - - - T
AAGGATTATACT - - - T
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GGAAAAEGITCAATTG
GGGAAACGTTCAATTG

Bacillus_amylolguelaciens_FZB42/1-260
Bacillus_sp._S8&/1-251
Bacillus_atophaeus 1942/1-262

* Bacillus_subtilis_subsp._subtilis_str_ 168/1-263
Bacillus_sp._J5/1-263
Bacillus_subtilis_subsp._subtilis_str_ 1681-283
Bacillus_sp._JS/1-283
Bacillus_zstophaeus 1942/1-285
Bacillus_amyloliquelaciens_FZB42/1-285
Bacillus_sp._SB&1-303
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Abbildung 28: OpuBA- und opuCA-Promotorregionen mit OpuCR Bindemotiv.

Dargestellt ist ein Ausschnitt des Sequenzvergleichs der opuBA- (*) bzw. opuCA-Promotorregionen, bei
denen das gbsR &hnliche Gen direkt angrenzt. Die Abschnitte der ermittelten OpuCR Bindemaotive (grin
umrandet) von Lee et al. (2013) sind hoch konserviert. Das Bindemotiv liegt demnach direkt auf der -35
Region des jeweiligen Promotors.

4.6 Das opu Regulon im marinen B. infantis NRRL B-14911

Auch im marin lebenden Bakterium B. infantis NRRL B-14911 ist ein GbsR-Typ Regulator im
Genom zu finden. Angrenzend an ihn liegt ein Operon, dessen Gene vermutlich fiir einen
OpuA-Typ Transporter kodieren, wie er aus B. subtilis bekannt ist. Im Folgenden soll sowohl
der Transporter als auch der Regulator néher untersucht werden. Zudem wird Gberprift, wofir
B. infantis NRRL B-14911 die kompatiblen Soulte verwendet, die er vermutlich tber den
OpuA-Typ Transporter in die Zelle aufnehmen kann.

4.6.1 Der OpuA Transporter aus B. infantis NRRL B-14911

In B. subtilis besitzt der ABC-Transporter OpuA an sich ein groBes Aufnahmespektrum fir
kompatible Solute (Bremer, 2001). Hierzu zahlen Glycin Betain, Prolin Betain, DMSA, DMSP,
DMG und HB. Besonders gut wird allerdings Glycin Betain von OpuA transportiert (Bashir et
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al., 2014a, 2014b; Broy et al., 2015; Holtmann & Bremer, 2004; Horn et al., 2005; Kempf &
Bremer, 1995; Smits et al., 2008). Auch fir den OpuA-Typ Transporter aus B. infantis NRRL
B-14911 kann, von den bisher getesteten kompatiblen Soluten, dasselbe Aufnahmespektrum
verzeichnet werden (Arnhold, 2011). Demnach transportiert OpuA aus B. infantis NRRL
B-14911 DMSP, Glycin Betain, Homobetain und Prolin Betain. Cholin wird nicht transportiert
(Arnhold, 2011).

Aus den bisherigen Ergebnissen stellt sich zum einen die Frage, warum nicht alle kompatiblen
Solute, die von OpuA aus B. infantis NRRL B-14911 transportiert werden, auch als Induktor
dienen. Zum anderen kommt die Frage auf, warum Cholin ein Induktor ist, allerdings nicht von
OpuA transportiert wird. Aus diesem Grund werden die Daten von Arnhold (2011) hinsichtlich
des Aufnahmespektrums von OpuA aus B. infantis NRRL B-14911 erneut gepriift. Zudem wird
der Transporter erweitert auf sein Aufnahmespektrum getestet. Es werden im
Wachstumsversuch weitere bisher nicht getestete kompatible Solute eingesetzt.

Der eingesetzte B. subtilis-Stamm (CAB2) besitzt das vollstandige opuA-Operon sowie die
Gene des GbsR-Typ Regulators OpuAR aus B. infantis NRRL B-14911. Alle bekannten
Transportsysteme fir kompatible Solute (OpuABCD) mit Ausnahme von OpuE sind im
verwendeten B. subtilis-Stamm nicht vorhanden. Als Kontrolle wird zum einen derselbe Stamm
ohne den Transporter und Regulator mitgefuhrt und zum anderen B. subtilis JH642 mit allen
intakten Transportern.

Im Komplementationsexperiment werden die verwendeten Stdmme zundchst auf
Komplexmedium ausgestrichen und inkubiert. Am néachsen Tag werden 5 ml LB
Flissigmedium mit einer Kolonie beimpft. Drei Stunden spéater werden 500 pl der Kultur in 20
ml SMM uberfuhrt und weitere 4 h inkubiert. Die Hauptkulturen werden aus dieser Vorkultur
heraus auf eine ODs7g von 0,1 angeimpft. Nach 18 stlindiger Inkubation werden die End-ODs7gs

mit Hilfe des Photometers ermittelt.
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Abbildung 29: Heterologe Komplementation von OpuA aus B. infantis NRRL B-14911.

Dargestellt ist das Ergebnis des Komplementationsexperiments nach 18 Stunden Wachstum bei 1,2 M
NaCl und 1 mM des entsprechenden kompatiblen Soluts. (a) zeigt das Aufnahmespektrum des Stammes
CAB2. Die mit * markierten Balken zeigen an, dass dieses kompatible Solut durch OpuA aus B. infantis
NRRL B-14911 aufgenommen werden kann. (b) zeigt dieselben Ergebnisse des Stammes CAB2,
diesmal allerdings zusétzlich zum Vergleich die beiden Kontrollstimme JH642 und CAB1 (Leervektor).

Aus dem Komplementationsexperiment gehen folgenden Daten hervor: Mit OpuA aus
B. infantis NRRL B-14911 kann der B. subtilis-Stamm CAB2 unter hochosmolaren
Bedingungen auf eine ODs7s von ~3 nach 18 Stunden Inkubation wachsen, wenn die
kompatiblen Solute DMSP, GB, HB, Prolin oder PB im Medium vorliegen (Abbildung 29).
Liegen die aufgezahlten kompatiblen Solute im Medium vor, werden sie Giber OpuA in die Zelle
transportiert, sodass die Zelle sie als Osmoprotektiva nutzen kann. Folglich zeigen die Daten,
dass es sich bei OpuA aus B. infantis NRRL B-14911 um einen Transporter mit einem
Aufnahmespektrum fir DMSP, GB, HB, PB und DMG (mit einer geringeren Affinitat) handelt.
Obwohl auch eine ODs7s von 3 mit Prolin erreicht wird, kann dieses kompatible Solut nicht
durch OpuA hindurch in die Zelle gelangen. Prolin wird von dem in diesem B. subtilis-Stamm
noch vorhandenen MFS-Transporter OpuE transportiert, wie den Daten des Kontrollstamms
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ohne OpuA/OpuAR (CAB1) entnommen werden kann. Unter Hochsalzbedingungen und in
Abwesenheit von kompatiblen Soluten schafft der Stamm CA2 es lediglich auf eine ODs7g von
~1. Auch mit den kompatiblen Soluten Cholin, COS und Ectoin wird maximal ODs7g 1 erreicht.
Folglich ist OpuA aus B. infantis NRRL B-14911 kein Aufnahmesystem flr diese drei
kompatiblen Solute.

Demzufolge, konnten die Daten von Arnhold (2011) bestatigt werden und letztlich ebenfalls
klargestellt werden, dass es sich bei OpuA aus B. infantis NRRL B-14911 um ein OpuA-Typ
Transportsystem handelt, wie es aus B. subtilis bekannt ist (Bashir et al., 2014a, 2014b; Broy
et al., 2015; Holtmann & Bremer, 2004; Horn et al., 2005; Kempf & Bremer, 1995; Smits et
al., 2008).

4.6.2 Osmotische Protektion des Bakteriums B. infantis NRRL B-14911

Aus dem Komplementationsversuch kann enthommen werden, dass es sich bei OpuA aus
B. infantis NRRL B-14911 um einen Transporter mit demselben Aufnahmespektrum fir
kompatible Solute handelt, wie bei B. subtilis. Wofur B. infantis NRRL B-14911 die
kompatiblen Solute aus seiner Umgebung aufnimmt, ist bisher nicht weiter erforscht. Es besteht
zum einen die Mdglichkeit, dass das Bakterium die kompatiblen Solute wie B. subtilis als
Osmoprotektiva nutzt. Zum anderen ist es natirlich auch moglich, dass B. infantis NRRL
B-14911 die kompatiblen Solute als Kohlenstoff- und Stickstoffquelle verwertet. Um das zu
uberprifen wird zundchst ein Minimalmedium fir das Bakterium benétigt. Es wird als
Grundmedium das Basalmedium (Gonzalez et al., 1997) verwendet. Aufgrund der beschrieben
Auxotrophien des Bakteriums (Alcaraz et al., 2008), werden verschiedene Medienzusétze wie
Casaminosduren oder einzelne Aminoséuren beigefugt.

B. infantis NRRL B-14911 wurde zundchst auf Komplexmedium ausgestrichen und tiber Nacht
bebriihtet. Am né&chsten Morgen wurden 5 ml LB Flussigmedium mit einer Kolonie inokuliert.
Am Abend desselben Tages (8 h spater) werden die verschiedenen Hauptkulturkolben auf eine
ODs7g von 0,1 beimpft. Nach 22 h wurden die erreichten ODs7g mit dem Photometer bestimmt.
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Abbildung 30: Wachstum von B. infantis NRRL B-4911 in Basalmedium mit verschiedenen
Medienzusatzen.

Das stéarkste Wachstum nach 22h ist in Basalmedium (BM) mit 0,4 % Casaminoséauren zu beobachten.
(P) + (M) steht fur die Zugabe der beiden Aminoséuren Prolin (20 mg/L) und Methionin (20 mg/L).

Nach 22 Stunden Wachstum in Basalmedium ohne weitere Zusétze erreicht B. infantis NRRL
B-14911 eine ODs7s von 1,8 (Abbildung 30). Lediglich auf ungeféahr dieselbe ODs7g schafft es
das Bakterium trotz Zugabe von Prolin und Methionin. Die beschriebenen Auxotrophien von
Prolin und Methionin scheinen nicht die Einzigen zu sein, die B. infantis NRRL B-14911
besitzt, da das Bakterium bei Zugabe von 0,4 % Casaminosduren in der Lage ist, in der gleichen
Zeit doppelt so hoch zu wachsen. B. infantis NRRL B-14911 schafft es in Basalmedium mit
Casaminosauren auf eine ODszg von ~4. In Casaminosduren sind u. a. freie Aminoséuren
enthalten. Der Organismus kann durch den Import dieser freien Aminosduren vermutlich

weitere Auxotrophien ausgleichen.

Um auszuschlielen, dass B. infantis NRRL B-14911 die kompatiblen Solute als C-Quelle nutzt,
wurde dies in einem Wachstumsexperiment getestet. Dazu wurde eine Kolonie B. infantis
NRRL B-14911 einer Komplexmediumplatte in 5ml LB Flissigmedium inokuliert. Als zweite
Vorkultur wurden nach 8 Stunden Inkubation 20 ml Basalmedium ohne Casaminosauren mit
Glucose auf eine ODs7g von 0,1 eingestellt. Am ndchsten Morgen (nach 12 h) wurden die
Hauptkulturkolben auf eine ODs7g von 0,1 angeimpft. Nach 46 Stunden wurde die ODs7g der
Kulturen bestimmt.

In diesem Versuch werden dem Basalmedium keine Casaminosduren und keine Glucose
beigeflgt, da keine weiteren C-Quellen im Medium vorhanden sein dirfen. Das Medium der
Kontrolle enthielt 27,7 mM Glucose. Um den entsprechenden Anteil an Kohlenstoffen mit
Glycin Betain oder Cholin bereitzustellen, beinhaltete das Medium jeweils 33,24 mM des

jeweiligen Zusatzes.
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Um auszuschlieRBen, dass in Abwesenheit von NaCl keine kompatiblen Solute, aufgrund der
fehlenden Aufnahmesysteme, in den Organismus gelangen, wird der Versuch parallel bei 0,3 M
NaCl durchgefunhrt.
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1.5 0.754
g g
a 1.0 0 0504
(o] (o]
0.5 0.25
0.0- 0.00-
S W O W O N N W
S P S8 S P S8
® & o

Abbildung 31: Verwertung von Cholin und Glycin Betain als Kohlenstoffquelle.

Dargestellt ist das Wachstum von B. infantis NRRL B-14911 in Basalmedium ohne Casaminosduren
und Glucose nach 46 h. Dem Medium wird Cholin bzw. Glycin Betain als Kohlenstoffquelle beigefigt.
Alle Bedingungen werden (a) ohne und (b) mit 0,3 M NaCl getestet.

Anhand des fehlenden Wachstums, ohne Glucose und trotz Zugabe von Cholin bzw. Glycin
Betain, kann geschlussfolgert werden, dass B. infantis NRRL B-14911 diese beiden
kompatiblen Solute nicht als Kohlenstoffquelle nutzt (Abbildung 31). In Anwesenheit von
Glucose sowohl ohne als auch mit Salz, ist das Bakterium eindeutig in der Lage zu wachsen
(ODs7g von 1,6 bzw. 0,75), da die essentiellen Kohlenstoffe durch Glucose bereitgestellt
werden. Liegt keine Glucose im Medium vor ist weder ohne Salz noch mit Salz Wachstum zu
beobachten. B. infantis NRRL B-14911 kann aufgrund der fehlenden Kohlenstoffquelle nicht

wachsen.

Da B. infantis NRRL B-14911 die kompatiblen Solute nicht aufnimmt, um sie als
Kohlenstoffquelle zu verwerten, wird angenommen, dass sie als Osmoprotektiva dienen. Um
dies experimentell zu belegen, muss zundchst herausgefunden werden, bei wie viel Molar NaCl
die Salztoleranzgrenze von B. infantis NRRL B-14911 erreicht ist. Dazu wurde ein
Wachstumsexperiment mit steigenden NaCl-Konzentrationen durchgefuhrt. Hierzu wurde
B. infantis NRRL B-14911 auf Komplexmedium ausgestrichen. Nach 16 Stunden Inkubation
wurde eine Kolonie in 5 ml LB uberfiihrt. Am Abend (8 h spéater) wurde 20 ml Basalmedium

(mit 0,4 % Casaminoséuren) auf eine ODs7g von 0,1 beimpft. Nach weiteren 16 h wurden die
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Hauptkulturen mit den verschiedenen Salzkonzentrationen inokuliert. Die ODs7g wurde das

erste Mal nach 25 Stunden und zwei weitere Male nach 30 und nach 35 Stunden bestimmit.
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Abbildung 32: Wachstumsanalyse von B. infantis NRRL B-14911 bei steigender Osmolaritat.
Der Graph zeigt das Wachstumsverhalten bei verschiedenen Salzkonzentrationen im Medium nach 25,
30 und 35 Stunden. Die Salztoleranzgrenze liegt fiir das Bakterium bei 0,9 M NaCl nach 25 Stunden
Inkubation.

Im Wachstumsexperiment ist zu sehen, dass B. infantis NRRL B-14911 in der Lage ist nach 25
Stunden bis zu einer Salzkonzentration von 0,9 M NaCl im Medium zu wachsen (Abbildung
32). Die Toleranzgrenze liegt also bei 0,8 M, wie einst ebenfalls von Siefert et al. (2000)
beobachtet wurde. Nach funf weiteren Stunden Inkubation schafft das Bakterium es auch bis

zu einer Konzentration von 1 M NaCl.

Um zu testen, ob B. infantis NRRL B-14911 einen Wachstumsvorteil unter hochosmolaren
Bedingungen durch die Zugabe verschiedener kompatibler Solute hat, wird das Bakterium im
néchsten Experiment bei einer Salzkonzentration von 0,9 M NaCl inkubiert. Zudem werden
jeweils verschiedene kompatible Solute ins Medium gegeben. Eine Kolonie des Bakteriums
B. infantis NRRL B-14911 wurde von einer Platte in 5 ml LB Flussigmedium tberfiihrt. Nach
8 Stunden Inkubation wurde mit dieser Kultur eine weitere Vorkultur (20 ml Basalmedium
+ 0,4 % Casaminoséuren) auf eine ODs7g von 0,1 eingestellt. Nach weiteren 16 h wurden die
Hauptkulturen 0,9M NaCl und den verschiedenen kompatiblen Soluten auf eine ODs7g von 0,1
inokuliert. Eine Bestimmung der ODszg aller Proben erfolgte nach weiteren 29 Stunden
Inkubation.
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Abbildung 33: Osmoprotektion von B. infantis NRRL B-14911 und verschiedenen kompatiblen
Soluten.

Gezeigt ist das Wachstum von B. infantis NRRL B-14911 nach 29 Stunden bei einer Salzkonzentration
von 0,9 M NaCl. Mit den kompatiblen Soluten DMG, DMSP, Glycin Betain, HB und PB zeigt das
Bakterium einen Wachstumsvorteil. Es kann sie als Osmoprotektiva nutzen.

Da B. infantis NRRL B-14911 die kompatiblen Solute nicht als C-Quelle nutzt, liegt es nahe,
dass der Organismus sie zum Schutz unter Hochsalzbedingungen aufnimmt. Dies kann im
durchgefuhrten Experiment bestétigt werden (Abbildung 33). Wahrend ohne kompatible Solute
nur ein sehr geringes Wachstum zu verzeichnen ist, zeigt B. infantis NRRL B-14911 ein
deutlich verbessertes Wachstum mit den kompatiblen Soluten DMG, DMSP, Glycin Betain,
HB und Prolin Betain. Besonders deutlich wird das mit den beiden kompatiblen Soluten Glycin
Betain und Prolin Betain, bei denen B. infantis NRRL B-14911 fast in der Lage ist, nach 29
Stunden auf dieselbe ODs7g zu wachsen wie das Bakterium ohne Salz. Beide kompatiblen
Solute scheint B. infantis NRRL B-14911 besonders gut als Osmoprotektiva nutzen zu kénnen.
Mit den kompatiblen Soluten Cholin, COS, Ection und Prolin zeigt das Bakterium hingegen
keinen Wachstumsvorteil.

4.6.3 Der DNA bindende Regulator OpuAR aus dem marinen B. infantis NRRL B-14911
Durch die direkte Bindung der DNA im Promotorbereich reguliert sowohl GbsR als auch
OpuCR aus B. subtilis die Genexpression des genomisch angrenzenden Operons. Es soll nun
geklart werden, ob auch OpuAR durch die Bindung an die DNA im intergenen Bereich der
beiden Gene opuAR und opuAA in B. infantis NRRL B-14911 die Expression des angrenzenden
putativen opuA-Operons reguliert. Es wurden daftir zunéchst einige Reportergenfusionen von
OpuAA aus B. infantis NRRL B-14911 erzeugt. Die genauen Regionen, die vor das promotorlose

Reportergen kloniert wurden, kdnnen Tabelle 12 entnommen werden.
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Tabelle 12: Ubersicht aller erzeugten opuAA-Fusionsstamme

AR opuAA
Stammname -— L Beschreibung

STHB10 [ ® 1940 bp Insert
STHBI11 [ L] 1375 bp Insert
STHBI12 L 109 bp Insert
STHB13 o 871 bp Insert

Um mdgliche Verfalschungen der Ergebnisse, durch eine Interaktionen der drei GbsR-typ
Regulatoren aus B. subtilis mit der zu testenden Region zu vermeiden, wurden die Fusionen in
einem B. subtilis-Stamm ohne gbsR-, opuBR- und opuCR-Gen vermessen. Die Messungen
erfolgten wie in Kapitel 3.5.2 beschrieben. Da bereits bekannt ist, dass OpuAR Cholin bindet
(Henkel, 2010), wird ebenfalls der Einfluss von Cholin auf die Regulation getestet. Auch Glycin
Betain wird als moglicher Induktor eingesetzt, da es sich bei OpuA u.a. um einen Glycin Betain
Transporter handelt (Arnhold, 2011; 4.6.1).
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Abbildung 34: Regulation des opuA-Operons durch OpuAR in B. infantis NRRL B-14911.

Zu sehen sind die Ergebnisse der TreA Messungen der verschiedenen opuAA”-treA-Fusionen. (a) zeigt
die Messdaten des Stammes STHB10, (b) von STHB11, (c) von STHB12 und (d) die des Stammes
STHB13.
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Anhand der TreA Messungen kann abgeleitet werden, dass OpuAR tatsachlich fir die
Regulation der Expression des opuA-Operons zustandig ist. Sowohl mit als auch ohne Salz
hemmt OpuAR die Expression des opuAA”-treA-Reportergens (Abbildung 34, (a) & (d)). Ist
kein OpuAR in der Zelle vorhanden, steigt die Expression um das Vierfache an (Abbildung 34
(b)).

Den Daten in Abbildung 34 (a) & (d) kann zudem entnommen werden, dass sowohl Cholin als
auch Glycin Betain im System als Induktoren dienen. Wahrend in Anwesenheit von Salz ~100
U/mg Protein gemessen werden konnten, steigen die Werte auf das Doppelte an, wenn
zusétzlich Cholin oder Glycin Betain ins Medium gegeben wird. Liegt also eines der beiden
Molekdle in der Zelle vor, wird es vermutlich vom Regulator gebunden. OpuAR st sich von
der DNA und die Gene des opuA-Operon kdnnen transkribiert werden.

Neben den regulatorischen Informationen durch OpuAR zeigen die Daten, dass das
opuA-Operon aus B. infantis NRRL B-14911 nicht Salz-induziert ist (Abbildung 34, (b)).
Sowohl ohne Salz als auch mit Salz sind die Expressionswerte in Abwesenheit des Repressors
nahezu gleich hoch (zwischen 300 und 400 U/mg Protein).

Im Fall des Stammes STHB12 scheinen essentielle Promotorbestandteile zu fehlen, da keinerlei
TreA-Aktivitat gemessen werden konnte. Dies bedeutet, dass mindestens ein Teil des
Promotors weiter als 109 bp entfernt vom opuAA liegen muss.

In Abwesenheit von OpuAR (Abbildung 34, (b)) ist deutlich zu erkennen, dass die Expression
der opuAA’-treA-Reportergenfusion mit Cholin oder Glycin Betain weniger stark ist als die
beiden Werte ohne kompatible Solute. Mdglicherweise haben Cholin und Glycin Betain einen
Einfluss auf die Expression des opuA-Operons. Dies ist ebenfalls der Fall fir Glycin Betain
beim opuA-Operon aus B. subtilis. Hier konnte beobachtet werden, dass eine steigende
Konzentration von intrazellularem Glycin Betain eine fallende opuA-Expression zur Folge hat
(Hoffmann et al., 2013).

Da OpuAR tatséchlich die Expression des opuA-Operons aus B. infantis NRRL B-14911 durch
die Bindung an die DNA reguliert, soll nun das genaue Bindemotiv von OpuAR in der
intergenen Region von opuAR und opuAA bestimmt werden. Dies wird zundchst in silico via
Sequenzvergleich gemacht. Dafiir werden die intergenen Regionen aller GbsR-Typ
Regulatoren und deren angrenzenden Transporter der OpuA-Untergruppe miteinander

verglichen.
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*B. infantis NRRL B-14911 I I -
" 301bp

OpuAR Bindemotiv

opuAR

putatives

3K Bacillus_infantis_MRRL_B-14911/1-311 120 T. ATCAGAAGAAATCTARBA - ATAABATAATTTAG B facTTTRTTCATGOAATTTGAT - 198
| Spomiactobacillus_inulinus_ CASOY1-324 168 A- TGACTCHCAACATAGACCATG TTAACATAGTTS ABACCGATARAACTATGTATACT - 248
Tubedbacillus_calidus_OSM_17572/1-268 YT -TTCA-GAGTATTTTTACATATTCATAGAATATS G AARATETAG TCOGATATAACA - 167
| Spomsarming_newyokensis_ 268171195 53 - -TGACGTETAAAAGCAATATTTAGATGAAAG A TARACAATTAATTTAGGTTAAACT - 126
Bacillus_azotoromans_LIMG_9581/1-278 108 A- TATGGABGTATTTTGABAATATTGTATATTTTS ARACTTARCGGCLOAATATAACG - 185
Bacillus_scidipoducens DSM_23148/1-246 96 T AGGGGAB - CAATAGTAAGCAATCCAGCETTTTS ACGNATCACACGGACGAARTATTOG - 172
Bacillus_sp._UNGCY38CL73Fsu S30v1-229 78 T- TTCAGABGAATTGTAABAATAATACGAATACALC GETCTTTATGAACGGATTTGACE - 155
Desulfotomaculun_reducens_Me1/1-242 90 - - s CRARAAACGCOABTATACGGAATTATAAT GCRACTATATGAACCGTAATAATC - 161
Desulfotonsculun_nigficans_DSM_574/1-238 90 e CATAATTTTGABGATACGBTACTATAAG ACANAAATARTARAACAATRARATACT - 161
Brevinacillus_sp._BC25/1-260 0 T-ATACGTHATAAACTOABAATACAGGAAGTAAAG GRTGCAAARTGCCCGATTATCATT - 167
Brevibacillus_sgi_BAB-2500/1-258 89 T - ATACGABATATACTOCBAATACAGAAAGAAAAG GCRTCAAARTECCCOCATTATCGAG - 166
Faenibacillus_larnse_subsp_larae_8-3650/1-209 108 A- TTGTAABATATACGGABTATACGE TACAGAAAG ACARTTCTTACGGAAGTTCAGACTA- 185
Erevinacillus_latemspomis_DSM_25/1-289 101 A-TTTTACBAAAAATGOABTATACTOTACATAAAG GRACTTGATCAAGTTATTTCCTSG - 178
| Themobaciius_conposti_KWGC4E1-238 83 4. TCGGCABTATATCAGABTATTCCGTACGTATCG ACGNACTTTATCTTCAGARTATGCGC 167
FPaenibacillus_sp_HGF/1-253 97 A-TACGGCBTTATACGGABCATACTTAACGTATTG ARACATTTATAAGCTTATATGGAC TS
Cohnella_lzevidhosi_DSA 21336/1-282 W A-TTTTAABGAAAACGGABTATTCGBTACATAAAG A GECCOAARTTTTGTTATATGAAT - 172
Paeaipacillus_sp_JDR-2/1-227 88 TTATGGAGBAAATGARAGBGAT CAGGAGTATTCATA ACGNAAATTACGTACGGATATTAGT - 166
Faenibacillus_harenae_OSAM_16963/1-239 A7 A- AAGGGABTTATCAGGABTATACGETACGTAAAG ARAGTATATAAAGGCTCACGGCT - 174
Paeaibacillus_daejecnensis_DSM_15491/1-247 03 A AACAATBAAATAAAGABCATACAGTACAAAARARG GHAAATTACGGAGAAATACCECT - 170
Paenibacillus_pinikumi_DSM_23908/1-278 110 A- TAGGGABGAAAACAGABTATACAGGCATAATAAG ARAATATATGGCAAGATTACGCAT - 196
Paeaibacillus_dendritifomis_CA54/1-357 200 T-TCTTTABGAAAGATGABCATATGACAGCATAAG GRAATTTACAAACGGTTTTGAAG - 277
Faeaipacillus_alvei DS 25/1-269 168 A ATATTABCATCTGCAABICATATGAAAGCATAAG ACGN TTTTTACGAACAGTTTTAATA . 245
FPaenibacillus_mucilaginosus_3016/1-431 2 A I I CATTTTCAGTTTATACTG ARTATAATCECGGCAGCAAAGAG - 337
Cokaells_themotolerans_DSI_17683/1-237 24 4. ATAGGGAGGAAAACBSAGCATTCOABAGTAAAL GRACAGATATTACGGTAAGTTCC - 161
Paeaipacillus_ginseagirumi_DSM_21568/1-362 106 A- AAGGGABTATATCOGABTATATTGTACG TAAAG ARACGATATGAACGAATATAACT - 183
Faeaibacillus_pasadenensis_DIM_192931-248 87 T-CGGTAABGAAACGGGABTATTTGGGAGATAATE ANACTAAATATACGGAATTAACG - 164
Paeaibacillus_uliginis_NIOTH1-367 177 T. TAGGGABCATCTGGOABCATACAGCAGAATAAL GETCTATACGTACGGATATAACS - 254
Paenibacillus_lackis_154/1-3280 170 T- AAGGGABCATACGAAABCATTTGCGGAGGATAAC GEACTTTACGTACGGCATATAACG - 288
Faeaibacillus_lautes_Y4120MC10¥1-370 181 T. ATCOGABCATATGAGABCATT TCAAAGGATAAL GEACTTTATGTACGGATATAACG - 258
Paeaipacillus_vorex_V453/1-372 181 T- ATAGGABCATATGGGABCATATGAAAGGATAAL CGJACTTTATGTACGGATATAACS - 253
Saccharhacillus_sacchad_GR21_DSM 19268/1-702 243 T- TTAGGABGGATATGCGABTATTTTCGACTATAAL GRACTTAACGAACGGATATGAAG - 320
Sacchaihacilles_luedensis DS 27868/1-365 118 T. ACAGGABTAATTTCOABICATTTTCOACTATTST CARACTTAACGTACGGATTTTAAG - 185
Paenibacillus_temgena_DSM_21567/1-361 187 T- CAAGAAAAATCAGGBAATATCACGTAAGTATAL AJACCAAATATACAGAATTTACG - 274
Faenibacillus_fonticola_DSN_21315/1-252 TOT - TTCTAABGATAAGGGABCATACGLACCATTCAC ARTCTATATGAACCGTATTAACG - 150
Bacillus_stratosphedcus_ LAMA_585/1-396 140 T-TTGGGABGATATCOGABTTATCCECCGATTCAT ACGN TCCTTACGTACAGTTTTICATC - 217
Faeaibacillus_sanguinis_DSM_16941/1-365 150 T- TTGGGCABCAATCGGGABTTATCTGTTAATTCTT GETCCTTACGTACGGATTTGACT - 227
Paeaibacillus_pol yaryxa_EESY 1464 287 A- TTCTATAGAACGAAGGAGCATTTCAAAGGARAL CGUACTTTACGAACAGTTTTITTTG - 374
Paeaibacillus_temae_HPL-003/1-517 280 A- TTCTAAAGAACGAAGGAGCATATGAAAGGARAT GNACTTTATGAACAGTTTITTTG - 376
Faenibacillus_massiliensis_DSM_1692/1-619 FE A - TTGAGABCATAGTGGABGATATTAGAGGATAAT GETCCTTATGAACAGATTTTTCG - 462
Paeaibacillus_panacisoli_DSM_21395/1-619 375 A- TTAAGABCATAGTTGABGATATTAGAGGATAAT ACGN TCCTTATGAACAGATTTITTCG - 452
Bacillus_clausii_ S 16/1-249 87 T-CTGCGABCAAATAGAABGAAACCGACCATTGLT GRAAAATATCGACTAAARAGAATG - 164
Salsuginibacillus_kocurdi_DSA_18087/1-257 M T-GCOTCOGCHAAATCAAACBAAACTTOTAGATAAAA CRAATAARTTCAAGATTTGCTCGSG - 168
Bacillus_chaganaomensis_DSM_ 18086/1-294 83 A- TTCGACBTATCCGCACBCAAAAAGAATGTTATG A TARACTTTTTGCGGCGAGAGAACT - 166
Marrococous_halotolerns DSM_16376/1-267 B8 A ACAGCABATAATGATABATATAAGTATATAATG G CTAAAIEAGDDCCATATGGCA- 165
Bacillus_sleslophilus_ATOG_ 2764 7/1-397 233 T-TTGCTABGATTACTAABAATCTCTCCTGTAATG ACoNAATAAATARAACAATACGTACT - 310
Bacillus_selenitimducens_MLS10/1-269 90 A- ACACGABCATTACATGBCATTAAGCTTGTTAGT ARACTTTTTGGCETGTACAGTCE - 167
Bacillus_cellulosilyticus DSM_2522/1-269 90 A- ACACGABCATTACATOBCATTAAGCTTGTTAGT ARACTTTTTGGCCTGTACAGTCC - 167
Bacillus_surantiacus_DSN_19675/1-315 121 A. TCGGGABGARATATAABAAATTCACCCATTCAT 4G A AchTInne CAATATAAACA- 198
Caldalhalibacilus_themamm_TAZANW1-270 118 A- TCOGGABICTATTCTATETATACAGGATGATATG GRAATTTACGTCAGATTATGCCT - 195

Consensus

ATTTGGGAGGARATCGGAGTATATTGAACGT TAAGT ACTTTATGAACGGATATAACGE

Abbildung 35: Sequenzvergleich der Promotorregion alle opuAA Gene der OpuA-Untergruppe.
Dargestellt ist ein Ausschnitt des Vergleichs der Promotorregion aller opuAA-Gene der OpuA-
Untergruppe. Im konservierten Bereich ist die palindomische Region -GTACAG-N-CTGTAC- zu
finden, die das OpuAR Bindemotiv darstellen kdnnte.

Im Sequenzvergleich der gesamten opuAA-Promotorregionen sticht deutlich der mittlere
Bereich aufgrund seiner Konservierung hervor (Abbildung 60; Anhang). Im am stérksten
Abschnitt Region, die
Region -GTACAG-N-CTGTAC- gefunden werden. Es liegt die Vermutung nahe, dass es sich
bei diesem Palindrom um das OpuAR Bindemotiv handelt. Aus diesem Grund, wird versucht,

konservierten dieser kann palindromische

das bioinformatisch ermittelte OpuAR Bindemotiv mit einigen opuAA’-treA-Fusionen zu
bestatigen. Die verwendeten opuAA’-treA-Fusionen enthalten verschiedene Deletionen im
bioinformatisch vorhergesagten OpuAR Bindemotiv. Die genauen deletierten Bereiche der

einzelnen Mutanten kdnnen Tabelle 13 enthommen werden.

87



Ergebnisse

Tabelle 13: Ubersicht aller opuAA-Promotorregion Mutationen

Stamm-
gbsA opuAR name Beschreibung
TAAGATAATTTAGTACGTACAGTTCAAACTGTACGTACTTTA-/ 115 bp /-TTTAGAGGTGGATTTATGGCT + STHB10 Wildtyp
STHB11
TAAGATAATTTAGTAC A GTACTTTA-/ 115 bp /-TTTAGAGGTGGATTTATGGCT + STHB68 Mutation
- STHB71 1
TAAGATAATTTAGTAC A  TTCAAACTGTACGTACTTTA-/ 115 bp /-TTTAGAGGTGGATTTATGGCT + STHB69 Mutation
- STHB72 2
TAAGATAATTTAGTACGTACAGTTCAAA. A  GTACTTTA-/ 115 bp /-TTTAGAGGTGGATTTATGGCT + STHB70 Mutation
- STHB73 3

Auch hier wurde bei der Stammkonstruktion ein B. subtilis-Stamm ohne die gbsR-, opuBR- und

opuCR-Gene verwendet, um keine regulatorischen Nebeneffekte zu detektieren. Ansonsten

wurde der Versuch identisch zum Vorherigen durchgefiihrt (3.5.2).
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Abbildung 36: Ergebnisse der OpuAR Bindemutation opuAA’-treA-Fusionsmutanten.

Zu sehen sind alle Ergebnisse der TreA Messungen aller opuAA”-treA-Fusionen mit Deletionen im
bioinformatisch bestimmten OpuAR Bindemotiv. Das Bindemotiv scheint auf wichtigen Elementen des
opuAA-Promotors zu liegen, da keine Aktivitat mehr gemessen werden konnte.

Wie den Daten entnommen werden kann,

ist bei keiner der OpuAR Bindemotiv

Deletionsmutanten eine TreA-Aktivitat, die auf eine Expression des opuAA hindeuten kdnnte,

zu sehen. AuszuschlieRen ist, dass die Fusionen einen generellen Defekt aufweisen, da sie ein

Basallevel von 3-6 U/mg Protein aufweisen. Folglich scheint bei den Deletionsmutanten neben

dem vorhergesagten OpuAR Bindemotiv eine oder mehrere wichtige Komponenten des

Promotors entfernt worden zu sein. Es wird im Folgenden nach einer mdglichen -35 Region
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und -10 Region gesucht, die sich im Deletionsbereich befindet. Dabei wird nach folgender
Konsensussequenz des typischen SigA-Promotors von B. subtilis gesucht:
-TTGACA-N17-TATAAT- (Haldenwang, 1995).

...opuAR
LATGCATGATACACCACCATTCTAGTCACAAATGAGAGGATAATTATGCTAATCCATTCATCTTGATTCATT

TTAAAGTTTGAACCCACTAAAGTAAAGTAAATGCAAGTTGAGGAAAAGGGAGCATATCAGAAGAAATCTAAG

Deletion

AATAAGATAATTTAGTACGTACAGTTCAAACTGTACGTACTTTATTGATGGAATTTGATGGATTTATAGGTT
-35 -10

TGTTGTATGCAACTAAAGTCCCTTATACTTTTTAAGTACGCTGGAAAAACAGTTCGATTCGACAGAAATCGT

opuAdA ...
CATGTATAAACAAAGTTTAGAGGTGGATTTATGGCT...

Abbildung 37: Intergene Region von opuAR und opuAA aus B. infantis NRRL B-14911 mit
moglichem SigA-Promotor.

Das OpuAR Bindemotiv liegt direkt auf der -35 Region des SigA-Promotors im
opuAA-Promotorbereich.

In der intergenen Region von opuAR und opuAA konnte tatséchlich die -35 und -10 Region des
typischen SigA-Promotors gefunden werden (Abbildung 37). Demnach unterscheidet sich
die -35 Region allerdings in drei und die -10 Region in zwei Basen von der Konsensussequenz
des SigA-Promotors aus B. subtilis.

Da das vorhergesagte OpuAR Bindemotiv direkt auf der -35 Region des opuAA-Promotors
liegt, wurde bei der kompletten Deletion des Bindemotivs auch ein Bestandteil des Promotors
entfernt. Ohne -35 Region ist die RNA-Polymerase allerdings nicht in der Lage die
Transkription zu starten. Folglich kann keine Translation erfolgen und somit auch kein TreA
gebildet werden. Dies wiirde erklaren, warum keine TreA-Aktivitdt gemessen werden konnte.
Auch bei Mutation 2 wurde die komplette -35 Region entfernt, was zu demselben Ergebnis
fuhrt. Bei der Deletion der rechten Palindromhélfte des OpuAR Bindemotivs (Mutation 3)
wurde der 17 bp "Spacer” um sechs Basen verkirzt, sodass wiederrum die RNA-Polymerase
nicht an der DNA binden kann. Somit ist auch hier keine TreA-Aktivitat messbar.

Auch anhand dieses Experiments und dessen resultierenden Daten kann nicht eindeutig
bestatigt werden, dass es sich bei der deletierten Region, um das OpuAR Bindemotiv in
B. infantis NRRL B-14911 handelt. Allerdings konnte die -35 und -10 Region des

SigA-Promotors vermutlich identifiziert werden.
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4.6.4 Spezifitdt des OpuAR Bindemotivs aus B. infantis NRRL B-14911

Aus B. subtilis ist bekannt, dass sowohl der Repressor GbsR als auch der GbsR-Typ Regulator
OpuCR, fur die Regulation eines nicht genomisch angrenzenden Operons zustandig ist. Beide
Regulatoren reprimieren die Expression des opuB-Operons, dass fiir den Cholin-sensitiven
Repressor kodiert (Lee et al., 2013; Nau-Wagner et al., 2012). Es stellt sich daher die Frage, ob
auch einer der beiden Regulatoren maoglicherweise Einfluss auf die Expression des
opuA-Operons aus B. infantis NRRL B-14911 nehmen kann. Da auch der dritte GbsR-Typ
Regulator OpuBR aus B. subtilis zur Transporter-Klasse zahlt, ist auch dessen Einwirkung
durch das Binden der opuAA-Promotorregion aus B. infantis NRRL B-14911 denkbar.

Mit einer opuAA”-treA-Reportergenfusion aus B. infantis NRRL B-14911, die ins Genom der
entsprechenden B. subtilis-Stdmme integriert wurde, soll dies Uberprift werden. Im zu
testenden Stamm ist jeweils nur einer der drei GbsR-Typ Regulatoren aus B. subtilis vorhanden.
Zudem ist kein OpuAR anwesend. Die Zellen wurden ohne Salz herangezogen und bei einer
ODs7g von 1,5 geerntet, wie es in Kapitel 3.5.2 beschrieben ist. Die TreA-Messungen wurden
ebenfalls wie dort geschildert, durchgefuhrt.

500 +

400 -

300 -

200+

100 +

=

TreA Aktivitdt [U/mg Protein]

Abbildung 38: Einfluss der GbsR-Typ Regulatoren aus B. subtilis auf die opuAA-Expression des
B. infantis NRRL B-14911.

Dargestllt sind die Ergebnisse der opuAA”-treA-Reportergenfusion in Anwesenheit von OpuAR aus
B infantis NRRL B-14911, OpuBR, OpuCR & GbsR aus B. subtilis. Keiner der drei GbsR-Typ
Regulatoren aus B. subtilis reguliert die Expression des opuA-Operons aus B. infantis NRRL B-14911.

In Anwesenheit von GbsR, OpuBR oder OpuCR aus B. subtilis ist die Expression von opuAA
nicht reprimiert (Abbildung 38). In Gegenwart des jeweiligen GbsR-Typ Regulators ist die
TreA-Aktivitat genauso hoch, wie die der Kontrolle ohne OpuAR. Eine deutliche Repression
ist, wie erwartet, bei der Positivkontrolle in Anwesenheit des OpuAR zu sehen, dessen negative

Regulation auf das opuA-Operon bereits mehrfach in dieser Arbeit gezeigt werden konnte.
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Folglich ist keiner der drei GbsR-Typ Regulatoren aus B. subtilis in der Lage die Expression
des opuA-Operons aus B. infantis NRRL zu regulieren. Das OpuAR Bindemotiv vor opuAA im
marinen B. infantis NRRL B-14911 ist demnach sehr spezifiv.

4.6.5 Induktoren des OpuAR Regulators aus B. infantis NRRL B-14911

Wie gezeigt werden konnte, reguliert der GbsR-Typ Regulator OpuAR aus B. infantis NRRL
B-14911 die Gene des OpuA-Typ Transporters. Der OpuA Transporter aus B. infantis NRRL
B-14911 ist in der Lage das kompatible Solut Glycin Betain zu transportieren (Arnhold, 2011,
4.6.1). Wie bereits in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, spielt Glycin Betain als Induktor in
der Regulation der Genexpression des dafiir kodierenden opuA-Operons eine wichtige Rolle.
Es soll nun geklart werden, ob Glycin Betain direkt von OpuAR gebunden werden kann. Dies
wird, wie es bereits flr den anderen bekannten Induktor Cholin gemacht wurde (Henkel, 2010;
Ziegler, 2009), in fluoreszenzspektroskopischen Messungen Uberprift. Die Messungen
erfolgten wie in Kapitel 3.5.10 beschrieben. Fur die Messungen wurde das Protein OpuAR
zundchst Uberproduziert (3.5.3), gereinigt und umgepuffert (3.5.6) in 25 mM Tris/ 25mM NaCl
pH 7,5.
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Abbildung 39: Fluoreszenzspektroskopische Messungen mit OpuAR aus B. infantis NRRL
B-14911 und den beiden kompatiblen Soluten Cholin und Glycin Betain.

Sowohl fir Cholin (2) als auch fur Glycin Betain (c) konnte eine Kp erstellt werden. Fir Cholin liegt
die Kp bei 193 +/- 40 uM und fir Glycin Betain bei 301 +/- 25 uM. Die Intensitatsdnderung von Cholin
(b) und Glycin Betain (d) sind ber eine Wellenlange von 290 nm bis 400 nm dargestellt. Jeweils ohne
(schwarz) und nach Zugabe von 1,6 mM bzw. 1,3 mM komaptibles Solut (rot).
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Aus vorherigen Studien ist bekannt, dass Cholin mit einer Kp von 232 uM +/-25 uM von
OpuAR aus B. infantis NRRL B-14911 gebunden wird (Henkel, 2010). Mit einer Kp von 193
MM +/-40 uM konnten diese Daten nun erfolgreich reproduziert werden (Abbildung 39).
Auch die Bindung von Glycin Betain an OpuAR aus B. infantis NRRL B-14911 ist anhand der
fluoreszenzspektroskopischen Messungen bewiesen. Glycin Betain wird mit einer Affinitat von
Kp 301 uM +/-25 uM etwas schlechter gebunden (Abbildung 39).

Da OpuA aus B. subtilis neben Glycin Betain einige weitere kompatible Solute mit geringerer
Affinitat transportiert (Bremer, 2001), kann sich vorgestellt werden, dass noch weitere
kompatible Solute als Induktor von OpuAR aus B. infantis NRRL N-14911 in Frage kommen.
Spezifisch wird dabei davon ausgegangen, dass die kompatiblen Solute eine Rolle spielen, die
wie Glycin Betain durch OpuA in die Zelle gelangen. Auch mit diesen kompatiblen Soluten
werden fluoreszenzspektroskopische Messungen durchgefiihrt. Um zunéchst zu Gberprifen,
welche weiteren kompatiblen Solute von OpuAR gebunden werden, wird von jedem zu
testenden kompatiblen Solut 1,6 mM in die Kivette gegeben.

Bei der Bindung eines Liganden nimmt das Protein eine Konformationsdnderung vor. Diese
Konformationsédnderung wird im Fluorenszenzspektroskop durch die Veranderung der
intrinsischen Tryptophanfluorenszenz des Proteins detektiert. Bindet OpuAR aus B. infantis
NRRL B-14911 wie im Fall von Cholin-O-Sulfat (COS), DMG, DMSP, Ectoin, Homobetain
und Prolin nicht den Liganden, wird keine Intensitatsanderung detektiert (Abbildung 40). Uber
einen Wellenlangenbereich von 290 nm bis 400 nm ist nach Zugabe von 1,6 mM Prolin Betain
eine Intensitatsdnderung zu sehen. Folglich bindet OpuAR aus B. infantis NRRL B-14911
neben Cholin und Glycin Betain auch das kompatible Solut Prolin Betain. Es soll nun ermittelt
werden, wie stark die Bindung von OpuAR zum Liganden Prolin Betain ist. Hierflr wird auch
fiir Prolin Betain eine Kp erstellt.

Aus der Michaelis Menten Kurve, bei der die Fluoreszenzintensitdtsdnderung bei einer
Wellenlédnge von 345 nm gegen die Prolin Betain Konzentration aufgetragen wird, wird die
Bindungsaffinitat (Kp) des Proteins zu seinem Liganden ermittelt (Abbildung 41). Fir OpuAR
aus B. infantis NRRL B-14911 liegt die so ermittelte Affinitat zu seinem Liganden Prolin Betain
bei einer Kp von 217 uM +/-37 uM. Somit wird Prolin Betain etwa gleich stark von OpuAR
aus B. infantis NRRL B-14911 gebunden, wie sein Ligand Cholin.
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Abbildung 40: Fluoreszsenzintensitatsdnderung der Messungen mit OpuAR aus B. infantis
NRRL B-14911 und verschiedener kompatibler Solute.

Es wurde jeweils die Fluoreszenzintensitat tber den Wellenldngenbereich von 290 nm bis 400 nm
gemessen. Jeder Probe wurde ohne kompatibles Solut (schwarz) und mit 1,6 mM kompatibles Solut
(rot) vermessen. Nur mit (h) Prolin Betain ist eine Anderung zu sehen. Es ist keine Anderung fiir (a)

Cholin-O-Sulfat, (b) DMG, (c) DMSG, (d) Ection, () Homobetain (f) Prolin und (g) Prolin Betain zu
sehen.
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Abbildung 41: Bindungsaffinitat von OpuAR aus B. infantis NRRL B-14911 zu Prolin Betain.
Prolin Betain wird mit einer Kp von 217 uM +/-37 UM gebunden.

Da die Bindung von OpuAR aus B. infantis NRRL B-14911 zum Liganden Prolin Betain
nachgewiesen werden konnte, soll nun Gberpriift werden, ob Prolin Betain als Induktor bei der
transkriptionellen Regulation fungiert. Hierzu wurde der vorhandene
OpuAA’-treA-Fusionsstamm STHB10 (B. subtilis-Stamm) in Anwesenheit von OpuAR und
unter hochosmolaren Bedingungen erneut vermessen (3.5.2). Diesmal wird statt Cholin oder
Glycin Betain, Prolin Betain als Induktor des Systems gepruft. AuBerdem werden alle anderen
kompatiblen Solute im Versuch eingesetzt, um die vorangegangenen Ergebnisse mit dem

Fluoreszenzspektroskop zu bestétigen.
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Abbildung 42: Induktoren der opuAA Expression von B. infantis NRRL B-14911.

Gezeigt sind die Ergebnisse des TreA-Experiments mit dem B. subtilis-Stamm STHB10 unter
hochosmolaren Bedingungen und den verschiedenen kompatiblen Soluten. Die * kennzeichnen die
kompatiblen Solute, die einen Einfluss auf OpuAR aus B. infantis NRRL B-14911 haben.
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Wie anhand der Ergebnisse der Fluorenszenzspektroskopischen Messungen zu erwarten war,
ist der einzige weitere Induktor neben Cholin und GB, Prolin Betain (Abbildung 42). Wie
bereits zuvor bei Cholin und Glycin Betain beobachtet, ist die Expression von opuAA bei 1,2
M NaCl und Prolin Betain im Medium doppelt so stark (~200 U/mg Protein), wie ohne
kompatibles Solut. Demzufolge 16st sich OpuAR aus B infantis NRRL B-14911 durch die
Bindung von Prolin Betain von der DNA. OpuAR fungiert in diesem Moment nicht mehr als
Repressor der Transkription. Bei den sechs weiteren getesteten kompatiblen Soluten COS,
DMG, DMSP, Ectoin, HB und Prolin ist keine erhéhte TreA-Aktivitat im Vergleich zur Probe
ohne kompatible Solute zu sehen. Es ist durchschnittlich eine TreA-Aktivitit von ~100 U/mg
Protein gemessen worden. Demzufolge handelt es sich bei diesen kompatiblen Soluten nicht
um Induktoren. Auch dieses Ergebnis war anhand der vorausgegangenen Bindungsstudien zu

erwarten.

4.7 Die Liganden Bindetasche der GbsR-Typ Regulatoren

4.7.1 Die Aromatische Ligandenbindetasche

GbsR aus B. subtilis reprimiert durch das Binden an die DNA die Expression des opuB-Operons
und die des gbsAB-Operons. Durch die Bindung des Liganden Cholin kommt es zu einer
Konformationsédnderung des Regulators, sodass es nicht mehr an die DNA binden kann. Mit
Hilfe des Kristallstrukturmodells von GbsR l&sst sich ein mdglicher Bereich zuordnen, der an
der Bindung von Cholin beteiligt sein konnte. Genau in dieser Region liegen vier Phenylalanine
(F%, F*, F192 ynd F'%), die eine Ligandenbindetasche fiir Cholin bilden kénnten. Dass
zumindest zwei dieser Phenylalanine an der Bindung zu Cholin beteiligt sind, konnte von
Henkel (2010) an dem homologen Protein OpuAR aus B. infantis NRRL B-19411 zeigen.
Zwischen der aromatischen Aminosduren und dem Liganden kommt es in diesem Fall zu einer
Kation-n Interaktion. Im Nachhinein wurden noch zwei weitere Phenylalanine in direkter Nahe
der anderen vier Aromaten entdeckt. Es soll tberprift werden, ob auch sie an der Bindung von
Cholin in GbsR aus B. subtilis beteiligt sind. Wie zuvor wird dafiir die Bindetasche des GbsR-
Homologs OpuAR aus B. infantis NRRL B-14911 mutiert. An den entsprechenden Positionen,
der in GbsR neu entdeckten Phenylalanine, befinden sich in OpuAR aus B. infantis NRRL
B-14911 ein Tryprophan (W) und ein Asparagin (N*6). Beide Aminosauren sollen analog zur
Bindetasche in GbsR aus B. subtilis zu Phenylalaninen ausgetauscht werden. In
fluoreszenzspektroskopischen Messungen wird dann die Bindeaffinitat der OpuAR-Mutanten

zu Cholin bestimmt. Zunachst werden sowohl das OpuAR-Wildtyp Protein als auch alle
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insgesamt finf Mutanten Uberproduziert (3.5.3; Abbildung 67; Anhang), gereinigt und
umgepuffert (3.5.6) in 25 mM Tris/ 25mM NaCl pH 7,5 (Abbildung 43).

70 kDa ——

25 kDa

15 kDa

Abbildung 43: Reinigung aller OpuAR-Bindeboxmutanten.

Dargestellt ist ein SDS-Gel mit den gereinigten Proteinen (1) OpuAR aus B. infantis NRRL B-14911,
(2) OpuAR Y*F, (3) OpuAR RF, (4) OpuAR Y%F RIF, (5) OpuAR W®F und (6) OpuAR N%F. Die
Proteine sind 22,7 kDa grol?.

Nach der erfolgreichen Reinigung der Proteine wurde begonnen, die Daten des
Wildtyp-Proteins und die der Mutanten OpuAR Y**F, OpuAR R®F und OpuAR Y%F R®F
am Fluoreszenzspektroskop zu untersuchen. Hierbei wurde fur alle vier Proteine die
Bindeaffinitit zu Cholin bestimmt (3.5.10). Die einzelnen Sattigungskurven und

Intensitatsdnderungen sind dazu im Anhang (Abbildungen 69 & 70; Anhang) zu finden.

Tabelle 14: Ubersicht der Bindeaffinitidten von OpuAR-Wildtyp und aller OpuAR-Mutanten zu
Cholin & Glycin Betain

AS in Cholin Cholin GB [uM]
nn mal | b
F F F F F

GbsR F 165+-15 - -

OpuAR W Y N F R F 23225 193+-40 301+-24
woFr Y N F R F - 210+33 2244
N%F W Y F F R E - 262u34 254u39
Y*F W F N F R F o 211+m1s 240+33 293437
RIF W Y N F F F 77+1  100+15 303+40
1390401:1; W F N F F F 35+6  6lvm 70412
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Aus den Daten geht hervor, dass sowohl die Bindeaffinitat zu Cholin des OpuAR-Wildtyps als
auch die der OpuAR-Mutanten von Henkel (2010) reproduziert werden konnten (Tabelle 14).
Fur das OpuAR-Wildtyp konnte eine Kp von 193 puM +/-40 uM zu Cholin gemessen werden.
Dies entspricht dem bereits bekannten Wert aus der Bachelorarbeit von Henkel (2010).
Tendenziell sind die Kps der Mutanten in etwa 30 pM schlechter als in Henkel (2010) gezeigt.
Beispielsweise wurde fiir OpuAR Y%4F urspriinglich eine Kp von 211 pM +/-15 uM zu Cholin
ermittelt (Henkel, 2010). Nun liegt die Bindeaffinitat zu Cholin fur diese Mutante bei 240 uM
+/-33 UM. Bezieht man die Standardabweichungen ein, liegt der reproduzierte Wert im
richtigen Bereich.

Erneut konnte die ernorme Verbesserung der Bindeaffinitdt von OpuAR zu Cholin anhand der
beiden OpuAR-Mutanten RXF und Y**F R1%F gezeigt werden. Fiir die deutliche Verbesserung
der Kp ist der Austausch der Aminosdure Arginin in den Aromaten Phenylalanin (AS-Position
100) verantwortlich. Wie bereits aus der Bachelorarbeit von Henkel (2010) hervorgeht, lasst
sich auch aus den hier gezeigten Ergebnissen sicher folgern, dass es sich hierbei um die
Bindetasche des Proteins handelt.

Es wurden in diesem Zusammenhang zwei weitere OpuAR-Mutanten erzeugt. Den Hinweis,
dass die in diesen Mutanten ausgetauschten Aminosduren ebenfalls an der Bindung des
Liganden Cholin beteiligt sein kdnnten, erhielt man durch das Modell der GbsR in silico
Kristallstruktur aus B. subtilis (Abbildung 6). Hier wurden zwei weitere aromatische
Aminosauren (F® und F%) in der Nahe der vermutlichen Bindetasche entdeckt. Da an den
entsprechenden Positionen im OpuAR aus B. infantis NRRL B-14911 andere Aminosauren
vorhanden sind, wurden diese analog zu denen von GbsR aus B. subtilis mutiert. In OpuAR aus
B. infantis NRRL B-14911 befinden sich an den entsprechenden Positionen ein Tryptophan und
die nicht aromatische Aminosaure Asparagin. Durch den Austausch der beiden Aminoséuren,
in eine GbsR &hnlichere Bindetasche, erwartet man eine verbesserte Bindeaffinitdt zum
Liganden, da auch GbsR aus B. subtilis Cholin mit einer starkeren Affinitat binden kann (Nau-
Wagner et al., 2012) als OpuAR aus B. infantis NRRL B-14911. Nicht zuletzt erwartert man
dies auch, da in der OpuAR N°F Mutante, die putative Bindebox um einen Aromaten erweitert
wurde, der zusétzlich in Kation-r Interaktion mit dem Liganden treten kann (Dougherty, 1996).
Es werden nun die beiden neu erzeugten Mutanten OpuAR W®%F und OpuAR N%F im
Fluoreszenzspektroskop analysiert. Auch von diesen beiden Proteinen werden die
Bindeaffinitaten zu Cholin bestimmt (3.5.10). Die Sattigungskurven und Intensitatsénderung
sind im Anhang (Abbildung 69 & 70) zu finden.
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Auch diese Daten wurden zum Teil in einem von mir betreuten Praktikum von Ludmila Enz

erarbeitet.

Das Protein OpuAR W®F bindet Cholin mit einer Kp von 210 pM +/- 33uM (Tabelle 14).
Somit hat der Austausch des Tryptophans in ein Phenylalanin zu keiner Verbesserung der
Bindeaffinitat zu Cholin gefuhrt. Dies war durchaus zu erwarten war, da es sich bei beiden
Aminosauren um Aromaten handelt. Beide kdnnen in Kation-n Interaktion mit dem Liganden
treten (Dougherty, 1996).

Auch der Aminoséureaustausch der OpuAR N®F Mutante zeigt keine verstarkte Bindung des
Proteins zum Liganden (Tabelle 14). Diese Mutante besitzt eine Kp von 262 pM +/- 34 uM zu
Cholin. Somit scheint diese Aminosdure in OpuAR aus B. infantis NRRL B-14911 keinen
Einfluss auf die Bindung von Cholin zu haben. Durch den Austausch der nicht aromatischen
Aminosaure in einen Aromaten ware eine deutliche Verbesserung der Kp zu Cholin erwartet
worden. Demnach scheint die Aminoséure nicht an der direkten Bindung des Liganden beteiligt
zu sein. Dennoch kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Aminosaure an dieser Position in
der putativen Ligandenbindetasche eine stabilisierende Funktion besitzt.

Wie in Kapitel 4.6.5 gezeigt werden konnte, besitzt OpuAR aus B. infantis NRRL B-14911
neben Cholin noch zwei weitere Liganden. Aus diesem Grund soll Gberprift werden, ob die
bisher identifizierte aromatische Bindetasche auch Glycin Betain bindet. Daflr wurden alle
vorhandenen OpuAR-Mutanten im Fluorenszenzspektroskop mit Glycin Betain vermessen. Die
Messungen wurden wie in Kapitel 3.5.10 beschrieben durchgefuhrt. Die ermittelten
Sattigungskurven und Intensititsdnderung dazu befinden sich im Anhang (Abbildung 69 & 70).
Generell binden alle OpuAR-Mutanten das kompatible Solut Glycin Betain (Tabelle 14). Die
Mutanten OpuAR W®F, OpuAR N%F, OpuAR Y®*F und auch die Doppelmutante OpuAR
Y%F ROF zeigen die gleiche Bindeaffinitit zu Glycin Betain wie fir Cholin auf. Die
Bindeaffinitdt der Doppelmutante (70 uM +/-12 pM) zu Glycin Betain, im Vergleich zum
OpuAR-Wildtyp (301 uM +/-24 uM), ist ebenfalls dreifach starker. Bei dieser Mutante wurde
sowohl das Tyrosin® als auch das Arginin'® in jeweils ein Phenylalanin ausgetauscht. Wird
allerdings nur das Arginin'® ausgetauscht, kann OpuAR R%F Glycin Betain genauso gut
binden, wie der Wildtyp. Da alle Mutanten Glycin Betain binden kdnnen, ist bewiesen, dass
Glycin Betain auch in die Ligandenbindetasche in OpuAR aus B. infantis NRRL B-14911

gebunden wird.
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4.7.2 Die Ligandenspezifitat der aromatischen Bindetasche von GbsR-Typ Regulatoren
Anhand der vorherigen OpuAR-Mutanten, konnte gezeigt werden, dass scheinbar mehrere
Aromaten an der Bindung eines Liganden durch einen GbsR-Typ Regulator beteiligt sind. Im
Folgenden soll untersucht werden, wie stark die im Kristallstrukturmodell von GbsR
gefundenen sechs Aromaten unter den GbsR-Typ Regulatoren konserviert sind. Dies wird
anhand eines Vergleichs der Aminoséuresequenz Uberprift (3.6). Dabei wird zum einen ein
Sequenzvergleich der Transporter-Klasse (Abbildung 58; Anhang) und zum anderen der
Synthese-Klasse (Abbildung 55; Anhang) erstellt.

Fur die Synthese-Klasse kann beobachtet werden, dass nahezu alle GbsR-Typ Regulatoren, wie
GbsR aus B. subtilis selbst, sechs Phenylalanine an den entsprechenden Positionen besitzen.
Die drei Phenylalanine an Position F*°, F* und F'°2, ausgehend von GbsR, sind durchgangig in
allen GbsR-Typ Regulatoren dieser Klasse konserviert. An den Positionen F*, F®® und F'%3
kommen hauptséchlich Phenylalanine vor. In einigen wenigen GbsR-Typ Regulatoren befinden
sich allerdings an diesen Positionen auch Tyrosine, Serine oder Alanine. Tritt eine andere
Aminoséure in einem GbsR-Typ Regulator auf, ist dies immer nur an einer der sechs Positionen.
Neben den sechs untersuchten Aminosduren taucht noch eine weitere aromatische Aminosaure
ganz in der Nihe der anderen auf. Es handelt sich hierbei um ein Tryptophan W%, dass mit
Ausnahme von vier GbsR-Typ Regulatoren, in allen weiteren Repressoren, konserviert ist. Dies
und auch die Lage im Kristallstrukturmodell von GbsR aus B. subtilis (Abbildung 44) lasst

vermuten, dass auch dieser Aromat vielleicht an der Ligandenbindung beteiligt ist.

Abbildung 44: Kristallstrukturmodell von GbsR aus B. subtilis mit VVergrof3erung der teils
putativen aromatischen Ligandenbindebox.

In lachsfarben dargestellt, sind die bisher bekannten Phenylalanine aus. Das limonfarben markierten
Tryptophan W% ist moglicherweise auch an der Bindung des Liganden Cholin involviert.
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Im Gegensatz dazu stehen die Aminosduren dieser Positionen der GbsR-Typ Regulatoren aus
der Transporter-Klasse. Unter den sechs Aminoséuren befindet sich lediglich eine, die komplett
in allen Mitgliedern der Transporter-Klasse konserviert ist. Hierbei handelt es sich um das F*’
ausgehend von OpuAR aus B. infantis NRRL B-14911. Tauchen an den beiden Positionen W%,
Y und F*° andere Aminosauren auf, so handelt es sich dabei grundsatzlich um einen anderen
Aromaten. Bei W% sind neben dem hauptsichlich auftretenden Tryptophan, sowohl
Phenylalanin, wie auch Tyrosine zu finden. In einigen wenigen Ausnahmen ist auch die nicht
aromatische Aminoséure Lysin vorhanden. Fiir Y°* sind es Phenylalanine oder Histidine und
fir F! Tyrosine. Die iibrigen Positionen N® und R variieren vollstandig. An Position N%
liegen sogar bis zu sechs verschiedene Aminoséuren vor, die alle keine Aromaten sind. Auch
anstatt des Arginin R treten im Fall der Halfte der GbsR-Typ Regulatoren nicht aromatische
Aminosauren auf. Auch das neu entdeckte Tryptophan (W%) der Synthese-Klasse befindet
sich in allen GbsR-Typ Regulatoren der Transporter-Klasse. Hier ist es sogar noch starker

konserviert als in der Synthese-Klasse.

4.8 Stabilitat von gereinigten GbsR-Typ Regulatoren

4.8.1 Versuch der oligomeren GréfRenbestimmung von GbsR-Typ Regulatoren

Um eine Aussage uber die native GroRe der GbsR-Typ Regulatoren machen zu kénnen, werden
die gereinigten Proteine GbsR aus B. subtilis, OpuAR aus B. infantis NRRL B-14911 und CudC
aus S. xylosus C2A nach der heterologen Expression in E. coli BL21 (3.5.3) und der Reinigung
(3.5.6) auf eine Gelfiltrationssdule aufgetragen (3.5.9). Da davon ausgegangen wird, dass es
sich bei den GbsR-Typ Regulatoren um ein Dimer handelt, wie es fur MarR-Typ Regulatoren
ublich ist (Wilkinson & Grove, 2006), wird die HiLoad Superdex 80pg verwendet. Somit
sollten alle drei Protein mit C-terminalem Strep-Tag® eine GroRe von ~44 kDa aufweisen.
Anhand der Referenzproteine Rinderserum Albumin (66 kDa), einer Rinder Carboanhydrase
(29 kDa) und dem Cytochrom C eines Pferdeherzens (12,4 kDa) wird zundchst eine
Kalibrierungsgerade erstellt. Die resultierende Kalibrierungsgerade hat folgende Formel:
y = -0,0004x +81,46. Der dazugehorige Gelfiltrationslauf kann Abbildung 71 im Anhang
entnommen werden.

Im Anschluss werden die drei zu testenden GbsR-Typ Proteine nacheinander auf die Sdule

gegeben.
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Abbildung 45: Gelfiltrationslauf von GbsR-Typ Regulatorproteinen.
Elutionspeaks von (a) GbsR aus B. subtilis, (b) OpuAR aus B. infantis NRRL B-14911 und (c) CudC
aus S. xylosus C2A. Alle drei Proteine weilRen zwei Peaks auf.

Bei allen drei Gelfiltrationslaufen sind jeweils zwei Peaks zu sehen (Abbildung 45). Dies deutet
darauf hin, dass die GbsR-Typ Regulatoren in nicht nur einer Form vorliegen. Mit Hilfe der
Ausgleichsgeraden und der Elutionsvolumen beider Peaks von durchschnittlich 46,70 ml
(grolier Peak) und 56,46 ml (kleiner Peak) kann das Molekilgewicht der Multimere errechnet
werden (Abbildung 45). Der groRe Peak zeigt jeweils an, dass das jeweilige Protein eine Grole
von 86,9 kDa hat. Aus dem Kleineren Elutionspeak geht hervor, dass die zweite Form der
Proteine 62,5 kDa grol} ist. Widererwarten scheint es sich bei den GbsR-Typ Regulatoren nicht
um einen Dimer zu handeln. Bei der ermittelten Grol3e des kleineren Peaks von ~63kDa liegt
ein Trimer vor. Der groRte Teil des Proteins scheint allerdings mindestens ein Tetramer sein
zu. Genau lasst sich dies allerdings nicht mit der HiLoad Superdex 80pg bestimmen, da nur

Proteine bis zu einer GroRe von 80 kDa genau aufgetrennt werden kdnnen.
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Abbildung 46: Standardgerade der Referenzproteine auf der HiLoad Superdex 80pg.

Anhand der Elutionsvolumen der Referenzproteine Rinderserum Albumin (66 kDa), einer Rinder
Carboanhydrase (29 kDa) und dem Cytochrom C eines Pferdeherzens (12,4 kDa) kann eine
Kalibrierungsgerade erstellt werden. Mit dieser kann die native GroRe der GbsR-Typ Proteine berechnet
werden. Da im Gelfitrationslauf zwei Peaks zu sehen sind, tauchen im Diagramm ebenfalls zwei Punkte
auf. Der blaue entspricht dem groRBen Peak, der Rote dem Kleineren.
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Aus diesem Grund wird stellvertretend fiir die anderen beiden Proteine mit dem gereinigten
GbsR aus B. subtilis weitergearbeitet. Dieses Protein wird nun auf eine HiLoad Superdex 200pg
aufgetragen, deren Aufschlussgrofie bei >200 kDa endet (3.5.9). Zunéchst werden wiederrum
drei Referenzproteine aufgetragen. Zu den zuvor verwendeten Markerproteinen Rinderserum
Albumin (66 kDa) und Rinder Carboanhydrase (29 kDa) wird diesmal noch eine
Alkoholdehydrogenase verwendet (150 kDa). Auch dieser Gelfiltrationslauf liegt im Anhang
in Abbildung 72 vor. Aus der Kalibrierungsgerade geht folgende Formel hervor:
y =-0,0002x +92,046.
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Abbildung 47: Gelfiltrationslauf von GbsR aus B. subtilis.
Dargestellt sind die Elutionspeaks von GbsR aus B. subtilis. Es sind erneut zwei Peaks zu sehen. Der
grolRere von Beiden weist keine gleichmaRige Symetrie auf.

Erneut treten zwei Peaks im Gelfiltrationslauf von GbsR auf (Abbildung 47). Es liegen also
erneut zwei Formen des Proteins vor. Aus den Elutionsvolumen l&sst sich anhand der
Kalibrierungsgeraden errechnen (Abbildung 48), dass der grof3te Teil des Proteins eine GroRe
von 225,23 kDa besitzt. Da auch dies auBerhalb des Fassungsvermodgens (<200 kDa) der
verwendeten Séule liegt, wird vermutet, dass es sich hier um aggregiertes Protein handelt. Auch
die Form des frihen Peaks l&asst darauf schlie}en. Er liegt nicht symmetrisch vor, wie es fir
aktive und richtig gefaltete Proteine tblich ist. Dies ist beim etwa zehnfach kleineren, zweiten
Peak der Fall. Dieser Teil des Proteins zeigt erneut, dass es sich bei dem nicht aggregiert
vorliegenden Teil von GbsR mit einer GrofRe von 65,43 kDa um ein Trimer handeln muss.

Bisher sind MarR-Typ Regulatoren in der Literatur allerdings nur als Dimere beschrieben.
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(Wilkinson & Grove, 2006). Auch Kristallstrukuturen wie beispielsweise die von MepR aus
Staphylococcus aureus oder Mj223 aus M. jannashii, anhand dessen das Kristallstrukturmodell
von GbsR aus B. subtilis erstellt wurde, zeigen den MarR-Typ Regulator als Homodimer
(Birukou et al., 2014; Nau-Wagner et al., 2012; Ray et al., 2003). Die in vitro gereinigten
Proteine der hier untersuchten GbsR-Typ Regulatoren sind daher und wegen des groRen Anteils
an aggregiertem Protein hochst kritisch zu betrachten. Demnach sind auch die bisher
vorlaufigen EMSA Studien (Abbildung 61 - 65; Anhang; Durchfuhrung wie in Kapitel 3.3.3
beschrieben) der drei putativen Regulatoren, OpuAR aus B. infantis NRRL B-14911, GbsR aus
B. subtilis und CudC aus S. xylosus C2A nur sehr Kkritisch zu analysieren. Bei der Auswertung
gilt es einerseits zu bedenken, dass 9/10 des eingesetzten Proteins aggregiert vorliegt und das
ubrige Protein nicht wie typisch fiir MarR-Typ Regulatoren als Dimer vorliegt. Es ist daher sehr
unklar, ob die Bindung der DNA durch den jeweiligen Regulator tatsachlich so stattfindet.

Maoglicherweise entstehen auch unspezifische Bindungen der DNA durch aggregiertes Protein.
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Abbildung 48: Standardgerade der Referenzproteine auf der HiLoad Superdex 200pg.

Anhand der Elutionsvolumen der Referenzproteine Alkoholdehydrogenase (150 kDa), Rinderserum
Albumin (66 kDa) und einer Rinder Carboanhydrase (29 kDa) kann eine Kalibrierungsgerade erstellt
werden. Mit dieser kann die native GroRe der GbsR-Typ Proteine berechnet werden. Da im
Gelfitrationslauf zwei Peaks zu sehen sind, tauchen im Diagramm ebenfalls zwei Punkte auf. Der blaue
entspricht dem groen Peak, der Rote dem kleineren.

4.8.2 Produktion von GbsR im E. coli ArcticExpress (DE3) RIL

Wie aus den Daten der Size exclusion chromatographie hervorgeht, liegt nur rund 1/10 von
GbsR aus B. subtilis nach der Reinigung als nicht aggregiertes Protein vor. Aufgrund der sehr
ahnlichen Gelfitrationslaufe mit der HiLoad Superdex 80pg von OpuAR aus B. infantis NRRL

B-14911 und CudC aus S. xylosus C2A, kann davon ausgegangen werden, dass beide Proteine
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ebenfalls nach der Reinigung zum gréRten Teil inaktiv vorliegen. Um einige weitere
Experimente mit in vitro gereinigtem Protein durchzufiihren, die weniger kritisch betrachtet
werden mussen, wird versucht, das Verhaltnis an aggregiertem Protein zu richtig gefaltetem
Protein zu verédndern. Dafur wird GbsR in einem anderen E. coli Stamm tberproduziert (3.5.3).
Es handelt sich hierbei um den Stamm E. coli ArcticExpress (DE3) RIL. Dieser hat zum einen
den Vorteil, dass er auch bei sehr geringen Temperaturen wéachst, sodass auch die Faltung des
GbsR langsamer, aber dafiir genauer durchgefihrt wird. Zum anderen besitzt dieser Stamm ein
Chaperon, das bei der korrekten Faltung des GbsRs hilft. Die anschliefende Reinigung des
GbsR mit C-terminalem Strep-Tag®ll erfolgt wie zuvor (3.5.6).

Um tatséchlich zu beweisen, dass es sich bei dem hier produzierten GbsR um aktives Protein
handelt, wird das Eluat aufgefangen und das enthaltene GbsR geprift. In
fluoreszenzspektroskopischen Messungen sollen die Bindeaffinitat von GbsR zu Cholin aus
den Daten von Nau-Wagner et al., (2012) reproduziert werden. Vorgegangen wird hierbei wie
in Kapitel 3.5.10 beschrieben.
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Abbildung 49: Sattigungskurve und Intensitatsanderung von im E. coli ArcticExpress (DE3)
RIL produziertem GbsR aus B. subtilis.

(2) GbsR bindet Cholin mit einer Kp von 180 pM +/-20 pM. (b) zeigen die Intensitatskurven ohne
(schwarz) und mit 1,2 mM Cholin (rot).

Das im E. coli ArcticExpress (DE3) RIL produzierte GbsR bindet Cholin mit einer Kp von
180 uM +/-20 uM (Abbildung 49). Veroffentlicht ist eine Bindeaffinitat von 165 uM +/-15 uM
(Nau-Wagner et al., 2012). Werden die Standardabweichungen beider Werte ber(icksichtigt,
konnten die Daten klar reproduziert werden. Es ist damit bewiesen, dass das hier produzierte
GbsR Cholin mit der gleichen Affinitat bindet wie das im E. coli BL21 produzierte.

Nach der Reinigung und anschlieBenden fluoreszenzspektroskopischen Uberpriifung wird

GbsR erneut auf die Anwesenheit von Aggregaten mit der HiLoad Superdex 200pg untersucht.
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Abbildung 50: Gelfiltrationslauf von im E. coli ArcticExpress (DE3) RIL produziertem GbsR
aus B. subtilis.

Zu sehen sind die Elutionspeaks s von GbsR aus B. subtilis. Es sind erneut zwei Peaks zu sehen. Der
grolRere von Beiden weist erneut keine gleichmaRige Symmetrie auf. Etwa ein Viertel des Proteins liegt
aggregiert vor.

Nach der Uberproduktion im E. coli ArcticExpress (DE3) RIL liegt ein weit groRerer Teil des
GbsR aus B. subtilis als nicht aggregiertes Protein vor (Abbildung 50). Der Anteil an
aggregiertem Protein ist deutlich verringert, wie anhand der Elutionspeaks erkannt werden
kann. Er ist jetzt nur noch circa viermal so hoch anstatt wie zuvor zehnfach. Dies l&asst darauf
schlielRen, dass der Produktionsstamm ausschlaggebend fiir das Verhéltnis an Aggregaten zu

nicht aggregiertem Protein ist.

4.8.3 Produktion von GbsR in Bacillus megaterium

Aus dem verbesserten Verhaltnis von aggregiertem Protein zu aktivem Protein nach der
Produktion in E. coli ArcticExpress (DE3) RIL, lasst sich schlussfolgern, dass der
Produktionsstmm entscheidend ist. Aus diesem Grund wird versucht, das Protein direkt in
einem Bacillus-Stamm Uberzuproduzieren. Da B. megaterium selbst ein eigenes GbsR-Typ
Protein mit genomisch angrenzenden Glycin Betain Synthesegenen besitzt, wird GbsR aus
B. subtilis als nachstes in B. megaterium Gberproduziert. Die Uberproduktion erfolgt nach dem

in Kapitel 3.5.4 beschriebenen, bereits etablierten System fur die heterologe Expression in
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B. megaterium. AnschlieBend wird GbsR wie zuvor gereinigt (3.5.6). Das gereinigte Protein
wird zur Untersuchung auf Aggregate auf die HiLoad HiLoad Superdex 200pg aufgetragen
(3.5.9).
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Abbildung 51: Gelfiltrationslauf von im B. megaterium produziertem GbsR aus B. subtilis.
Zu sehen ist lediglich ein Elutionspeak von GbsR aus B. subtilis. Dieser weist erneut keine gleichméaRige
Symetrie auf. Das komplette vorhandene GbsR liegt aggregiert vor.

Die Uberproduktion von GbsR aus B. subtilis in B. megaterium bringt keine Verbesserung. Aus
Abbildung 51 kann entnommen werden, dass GbsR jetzt ausschlieflich aggregiert vorliegt.
Lediglich der typische unsymmetrische erste Peak mit einem Elutionsvolumen von 46,40 ml ist
zu sehen. Es scheint demnach nicht ausschlie3lich der Produktionsstamm zu sein, der sich auf

das Verhéltnis zwischen nicht aggregiertem GbsR und aggregiertem GbsR auswirkt.

4.8.4 Uberproduktion von GbsR aus B. subtilis mit Maltosebindeprotein als
Fusionsprotein
Wie bisher gezeigt werden konnte, ist fir das Verhéltnis zwischen aktivem und aggregiert
vorliegendem Protein nicht nur der Produktionsstamm ausschlaggebend. Ein weiterer sich
negativ auswirkender Faktor kénnte der C-terminale Strep-Tag®ll sein, der die urspriinglich
geplante Faltung des Proteins verschlechtert. Aus diesem Grund wird dem Protein, statt eines
weiteren Tags, das Maltosebindeprotein (MBP) N-terminal angehangen. Das zusétzliche
Protein soll helfen, GbsR richtig zu falten. Zusammen haben beide Proteine eine Grdf3e von
62 kDa. Die Uberproduktion des Fusionsprodukts erfolgt wie gewohnt in einem E. coli BL21

Stamm (3.5.5). Bei der Reinigung diente das Maltosebindeproteins als Tag, sodass Uber eine
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Amylose Saule gereinit wurde (3.5.7). Auch das GbsR-MBP-Fusionsprotein wird Uber die
HiLoad Superdex 200pg aufgetrennt.
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Abbildung 52: Gelfiltrationslauf des GbsR-MBP-Fusionsproteins.

In der Abbildung dargstellt ist der Gelfiltrationslauf des GbsR-Maltosebindeprotein-Fusionsprotein.
Auch hier ist lediglich ein Elutionspeak zu sehen. Dieser weist keine gleichméaRige Symetrie auf. Das
Fusionsprotein ist ebenfalls aggregiert.

Selbst mit Maltosebindeprotein liegt GbsR aus B. subtilis nur in aggregierter Form vor. Im
Gelfiltrationslauf (Abbildung 52) ist erneut nur ein unsymmetrischer Peak mit einem
Elutionsvolumen von 47,13 ml zu sehen. Anhand der Kalibrierungsgeraden wird eine Grofe
von >200 kDa errechnet. Damit ist auch ausgeschlossen, dass der C--terminalem Strep-Tag®Il
ein storender Faktor bei der Faltung von GbsR-Typ Regulatoren ist.
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5. Diskussion & Ausblick

5.1 GbsR-Typ Regulatoren regulieren osmotisch relevante Gene in Bacteria
Zum Schutz vor osmotischem Stress nimmt das Bodenbakterium B. subtilis kompatible Solute
uber spezifische Transporter in die Zelle auf (Bremer, 2001). AulRer der direkten Aufnahme von
kompatiblen Soluten besitzt B. subtilis die Mdglichkeit kompatible Solute zu synthetisieren.
Wie z. B. das Osmoprotektivum Glycin Betain, das aus dem Vorldufermolekil Cholin
hergestellt wird. Die Gene der Glycin Betain Synthese sind in B. subtilis in einem Operon
organisiert. Neben dem Operon befindet sich das kodierende Gen des Cholin-sensitiven
Regulators GbsR, der die Expression des angrenzenden gbsAB-Operons in B. subtilis reguliert
(Nau-Wagner et al., 2012).

Die in dieser Arbeit vorgelegten Daten zeigen, dass GbsR-Typ Regulatoren wie GbsR aus
B. subtilis weit verbreitet innerhalb der Doméne Bacteria sind und auch innerhalb der Archaea
auftauchen (4.1.1). Sie konnen in drei Klassen unterteilt werden. Bei den GbsR-Typ
Regulatoren zweier dieser Klassen handelt es sich um Regulatoren, die in die osmotische
Regulation involviert sind (4.1.2; 4.1.4). In der osmotisch-unabhé&ngigen-Klasse tauchen
lediglich GbsR-Typ Regulatoren auf, die keinerlei Bezug zur Regulation unter osmotischen
Stress aufweisen. Aus dieser Gruppe ist der MarR-Typ Regulator Mj223 aus M. jannashii
bekannt, der mdglicherweise die Regulation von Resistenzgenen gegen Antibiotika tbernimmt
(Ray et al., 2003). M. jannaschii z&hlt zu den insgeamt 20 Archaea, in denen GbsR-Typ
Regulatoren gefunden wurden. In der osmo-unabhéngigen-Klasse tauchen neben den Archaea
noch GbsR-Typ Regulatoren aus der Domane der Bacteria auf. Allerdings gehéren sie
unterschiedlichen Phyla an, wie beispielweise den Verrumicrobia, den Preoteobacteria oder
den Bacteroides. Nur zwei GbsR-Typ Regulatoren der osmotisch-unabhéngigen-Klasse, der
insgesamt 198, kommen in Firmicutes vor (4.1.3). Das steht im kompletten Gegenteil zu den
beiden osmotisch-abhéngigen Klasssen. In diesen taucht der GbsR-Typ Regulator mit
Ausnahme eines Proteobacteriums nur in Firmicutes und somit ausschlie3lich in der Doméne
Bacteria auf (4.1.2; 4.1.4).

Die osmotisch-abh&ngigen GbsR-Typ Regulatoren kénnen, wie bereits erwahnt, in zwei
weitere Klassen unterteilt werden. Zum einen in die Transporter-Klasse und zum anderen in die
Synthese-Klasse (4.1.2; 4.1.4). Diese Aufteilung orientiert sich dabei an der Genumgebung der
GbsR-Typ Regulatoren. Eine solche Verteilung wurde bereits 2012 von Nau-Wagner et al.
beobachtet.
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Eine der beiden osmotisch-abhangigen Klassen zeichnet sich dadurch aus, dass angrenzend an
das Gen des GbsR-Typ Regulators in den meisten Bakterien die Glycin Betain Synthesegene
liegen. Aus der hier definiterten Synthese-Klasse wurden bereits mehrere dieser Synthesegene
aus verschiedenen Bakterien charakterisiert. Eine funktionelle Analyse der Glycin Betain
Synthesegene wurde bereits in B. subtilis (Boch et al., 1996, 1997), H. halophilus (Burkhardt
et al., 2009) und S. xylosus C2A (Rosenstein et al., 1999) durchgefihrt.

Fur die Regulation dieser Gene ist in B. subtilis der Repressor GbsR zusténdig. Das kodierende
Gen grenzt direkt an das gbsAB-Operon an (Nau-Wagner et al., 2012). Durch die Bindung im
Promotorbereich vor dem Operon wird dabei die Expression reprimiert.

Die Expression der Synthesegene aus S. xylosus C2A wird vermutlich ebenfalls durch den
GbsR-Typ Regulator CudC reguliert, wie in bioinformatischen Analysen nachgewiesen werden
konnte (4.4). Auch das kodierende Gen dieses Regulators befindet sich direkt angrenzend an
die Glycin Betain Synthesegene.

Wie bereits von Nau-Wagner et al. (2012) beobachtet, scheinen fast alle Staphylococci dieser
Klasse, zusétzlich zum ghsAB-Operon, ein Gen fir einen Einkomponenten-Transporter zu
besitzen (4.1.4). Dieser wurde in S. xylosus C2A bereits als BCCT Transporter fur Cholin
charakterisiert (Rosenstein et al., 1999).

Neben den gbsR dhnlichen Genen der Transporter-Klasse liegen ausschlieRlich Gene fir
ABC-Transporter. Aufgrund der Spezifitdt der Transporter kann diese Klasse in zwei
Untergruppen geteilt werden (4.1.2). Zur OpuA-Untergruppe gehért OpuAR aus B. infantis
NRRL B-14911. OpuAR reguliert die Gene des OpuA-Typ Regulators (4.6.3). Dazu bindet der
GbsR-Typ Regulator in der intergenen Region von opuAR und opuAA an die DNA.

Aus der OpuB/OpuC-Untergruppe wurde bereits der GbsR-Typ Regulator OpuCR aus
B. subtilis n&her analysiert. Er ist u. a. fur die transkriptionelle Regulation des OpuC
Transporters zustdndig. Das GbsR-Typ Protein, dessen Gen neben dem opuC-Operon
organisiert ist, bindet bei der Repression der Gene in der intergenen Region (Lee et al., 2013).
Die meisten detektierten, angrenzenden Operone beider osmotisch-abhangiger Klassen sehen
analog zu denen aus B. subtilis aus. Dennoch konnten in jeder der beiden Klassen Operone
gefunden werden, denen Teile des ublichen Genclusters fehlen. Teilweise tauchen sogar
Operone mit mehreren Genen als tblich auf (4.1.2; 4.1.4). Da die Mehrheit an Operonen analog
zu denen aus B. subtilis annotiert ist, wird davon ausgegangen, dass die unterschiedlichen
Varianten beim horizontalen Gentransfer oder aus einer Genduplikation entstanden sind.
Unter osmotischem Stress scheint sich die Regulation verschiedener osmotisch relevanter Gene
anhand eines Regulators auf transkriptioneller Ebene bewahrt zu haben. Einige Repressoren,
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die fir die transkriptionelle Regulation von osmotisch-abhdngigen Genen zustandig sind,
wurden bisher bereits charakterisiert. Allerdings unterscheiden sich diese in verschiedenen
Eigenschaften. BusR aus Lactococcus lactis beispielsweise reguliert, wie auch der GbsR-Typ
Regulator OpuAR aus B. infantis NRRL B-14911 die Gene des Glycin Betain spezifischen
Transporters (Romeo et al., 2003). Im Gegensatz zu OpuAR wird dieser Repressor allerdings
durch ionische Kréafte aktiviert (Romeo et al., 2007). AuBerdem handelt es sich bei BusR um
einen Regulator der GntR Familie, wahrend OpuAR aus B. infantis NRRL B-14911 zur Familie
der MarR-Typ Regulatoren zahlt.

Ein Regulator, der ebenfalls zu MarR-Typ Familie gehort, ist CosR (compatible solute
regulator) aus V. cholerae. Wie GbsR aus B. subtilis ist CosR aus V. cholerae fiir die
transkriptionelle Regulation eines Aufnahmesystems und eines Transporters fir kompatible
Solute zustandig (Nau-Wagner et al., 2012; Shikuma et al., 2013). CosR reguliert dabei u. a.
die Gene des OpuD Transporters fiir kompatible Solute und die der Ectoin Synthese. Dabei tritt
eine erhohte Expression der Aufnahme- und Synthesegene unter steigender Salinitat auf.
Interessanterweise reagiert auch dieser Regulator auf lonenstérke und nicht wie GbsR aus
B. subtilis auf ein kompatibles Solut (Shikuma et al., 2013).

Besonders unter dem Phylum Firmicutes scheint der GbsR-Typ Regulator, der
osmotisch-abhéngige Gene reprimiert, weit verbreitet zu sein. Bei den GbsR-Typ Regulatoren
handelt es sich um eine eigene Familie der MarR-Typ Regulatoren, die hier definiert und

genauer charakterisiert werden konnte.

5.2 Zusammenspiel mehrere GbsR-Typ Regulatoren

B. subtilis besitzt mehrere Aufnahmesysteme fur kompatible Solute und kann zudem
kompatible Solute synthetisieren, wenn sie unter osmotischem Stress benétigt werden (Kempf
& Bremer, 1998; Wood et al., 2001). Die Regulation dieser Systeme ist sehr komplex, da immer
im richtigen Moment das benotigte kompatible Solut transportiert oder synthetisiert werden
muss. Liegt beispielsweise unter Hochsalzbedingungen Cholin in direkter Umgebung des
Bakteriums vor, wird der Cholin-spezifische Transporter OpuB benétigt, um mdglichst grofie
Mengen in kurzer Zeit in die Zelle zu befordern (Bremer, 2001; Kappes et al., 1999). Da Cholin
nur ein Vorlaufermolekil des kompatiblen Soluts Glycin Betain ist, wird Cholin in der Zelle zu
Glycin Betain oxidiert (Boch et al., 1996, 1997). Damit nur so viel Glycin Betain von der Zelle
produziert wird, wie bendtigt wird, werden die kodierenden Operone beider Systeme durch den

Repressor GbsR transkriptionell reguliert (Nau-Wagner et al., 2012). Wie Kkirzlich
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herausgefunden wurde, hat in die Regulation des opuB-Operons zudem noch ein weiterer
GbsR-Typ Regulator Einfluss. Die Rede ist von OpuCR, der neben dem kodierenden Operon
des OpuB Transporters auch das des OpuC Transporters reguliert (Lee et al., 2013). Anhand
dieses Mechanismus wird die Komplexitat der Regulation deutlich. Bei der Regulation eines
Operons scheinen oft mehrere Regulatoren beteiligt zu sein. Dieses Phdnomen scheint unter
den GbsR-Typ Regulatoren typisch zu sein, da nicht nur in B. subtilis mehrere GbsR-Typ
Regulatoren vorkommen. In den bioinformatischen Studien dieser Arbeit konnte gezeigt
werden, dass 23 der insgesamt 147 Bakterien der beiden osmotisch-abhéngigen Klassen mehr
als ein gbsR &hnliches Gen haben. Auffallig dabei ist, dass 87 % der Bakterien, die ein
GbsR-Typ Regulator der OpuB/OpuC-Untergruppe aufweisen noch einen weiteren GbsR-Typ
Regulator aus der Synthese-Klasse besitzen (4.1.5). Vermutlich besteht in diesen Bakterien
ebenfalls ein Zusammenspiel zwischen den Regulatoren, wie es oben fiir GbsR und OpuCR aus
B. subtilis beschrieben ist. Dies konnte in zukinftigen Arbeiten naher untersucht werden. Dabei
musste die Genexpression verschiedener osmotisch-abhéngiger Gene in An- und Abwesenheit
von GbsR-Typ Regulatoren in einem Organismus Uberpriift werden.

5.2.1 Getrennte Bindemotive fir OpuCR und GbsR vor dem opuB-Operon

OpuCR zeigt einen reprimierenden Einfluss auf die Expression des opuB-Operons in B. subtilis
unter osmotischem Stress. Bei der Repression des Operons bindet OpuCR an die DNA der
opuBA-Promotorregion. Das Bindemotiv von OpuCR liegt dabei direkt auf der -35 Region des
SigA-Promotors. Eine Repression durch OpuCR auf das opuB-Operon konnte bisher nur in
Abwesenheit von GbsR beobachtet werden (Lee et al., 2013). Warum dies so ist, kann
vermutlich anhand eines in dieser Arbeit erstellten Sequenzvergleichs der Promotorregionen
von gbsA und opuBA geklart werden (Abbildung 24; Ergebnisse). Darin zeichnet sich ab, dass
GbsR ein eigenes Bindemotiv vor opuBA besitzt, das deutlich weiter stromabwaérts zum
Bindemotiv von OpuCR liegt. Somit ist die An- oder Abwesenheit von GbsR letztlich immer
entscheidend fur die Expression von opuB, wie Lee et al. (2013) bereits beobachteten. Im
Modell der Regulation des opuB-Operons durch OpuCR und GbsR (Abbildung 53) ist
dargestellt, was dies flr verschiedene Situationen der Zelle bedeutet. Liegt kein Salzstress vor,
findet nur eine geringe Expression der opuB-Gene statt, da sowohl OpuCR als auch GbsR an
die DNA binden. Beide blockieren die DNA flr die RNA-Polymerase. In Anwesenheit von
Salz l6st sich OpuCR von der DNA. Da GbsR allerdings stromabwérts der -35 und -10 Region
bindet, wird die RNA-Polymerase von dem "road-block™ GbsR "ausgebremst". Erneut werden

die Gene des opuB-Operons nicht exprimert. In Anwesenheit von Cholin und Salz 16st sich
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GbsR von der DNA (Nau-Wagner et al., 2012), sodass keiner der beiden Repressoren mehr an
die DNA binden kann und folglich die Expression von opuB stattfinden kann. Da OpuCR laut
Lee et al. (2013) nicht Cholin-spezifisch ist, 16st er sich ohne die Gegenwart von Salz nicht von
der DNA. Obwohl GbsR in Anwesenheit von Cholin nicht an die DNA bindet, findet aufgrund
von OpuCR keine Expression des opuB-Operons statt. Es wird folglich kein Cholin Gber OpuB
in die Zelle transportiert. Ohne Salzstress der Zelle ist dies auch nicht notwendig. Die Synthese
des Transporters und die Aufnahme von Cholin in die Zelle wirde das Bakterium nur unndtig

Energie kosten.
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Abbildung 53: Modell der Regulation des opuB-Operons durch OpuCR und GbsR in B. subtilis.
Ohne Salz werden die Gene des opuB-Operons nicht exprimiert, da beide GbsR-Typ Regulatoren die
Transkription durch die RNA-Polymerase verhindern. In Anwesenheit von Salz 16st sich OpuCR von
der DNA. Allerdings wird die RNA-Polymerase durch den "road-block™ GbsR aufgehalten. Liegt
zusétzlich Cholin in der Zelle vor, 16st sich auch GbsR von der DNA und die Gene des opuB-Operons
kdénnen exprimiert werden. Ohne Salzstress aber in Anwesenheit von Cholin ist ebenfalls keine
Expression moglich, da OpuCR an die DNA bindet.

Unter Anwesenheit von Salz ist aulRerdem die Aktivierung des Aktivatorproteins RemA
("regulator of extracellular matrix genes™) fur die Expression von opuB notwendig. Dies konnte
in einem Microarray von Winkelman et al. (2013) gezeigt werden. Dabei stellte sich heraus,
dass RemA neben den Biofilmgenen auch die Expression verschiedener osmotisch-abhangiger
Gene, zu denen auch opuB zahlt, in B. subtilis aktiviert. Die Expression der Gene wird dabei
durch die Bindung von RemA an die DNA aktiviert. Das Bindemotiv von RemA befindet sich
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noch weiter stromaufwaérts des OpuCR Bindemotivs vor opuB (Lee et al., 2013; Winkelman et
al., 2013; Hoffmann, unverdffentlicht).

Im Modell nicht beriicksichtig ist, die Beobachtung von Lee et al. (2013), dass Cholin selbst in
Abwesenheit beider GbsR-Typ Regulatoren einen reprimierenden Effekt auf die Genexpression
hat. Vermutlich wird in Anwesenheit von Salz und Cholin so dafiir gesorgt, dass trotz der
fehlenden Regulatoren, dennoch die Zufuhr durch OpuB von Cholin reguliert werden kann.
Maglicherweise handelt es sich hier auch um einen Mechanismus, der die Feinabstimmung der
opuB-Genexpression regelt. Fir die Expression des opuA-Operons konnte ein solcher
Mechanismus mit Glycin Betain bereits bestatigt werden. Bei steigender intrazelluldrer
Konzentration des kompatiblen Soluts wurde eine fallende opuA-Expression beobachtet. Wie
dies jedoch genetisch vermittelt wird ist unklar (Hoffmann et al., 2013). Es sollte demnach
uberprift werden, ob es sich tatsachlich um einen Cholin-spezifischen Effekt handelt der von
Lee et al. (2013) beobachtet wurde. Mdglicherweise ist dieser Effekt durch Glycin Betain
begrundet, dass in der Zelle aus Cholin synthetisiert wurde.

Das vorgeschlagene Modell wird zudem dadurch gestiitzt, dass sich das GbsR-Typ
Regulator-Bindemotiv entsprechend seiner Zuordnung in die hier bioinformatisch definiterten
Klassen in der Promotorregion befindet. Wie GbsR aus B. subtilis zahlt auch der GbsR-Typ
Regulator CudC aus S. xylosus C2A zur hier definierten Synthese-Klasse. Auf der Suche nach
dem moglichen Bindemotiv, konnte festgestellt werden, dass das Bindemotiv ebenfalls, wie das
von GhsR aus B. subtilis hochstwahrscheinlich stromabwaérts der -35 und -10 Region befindet
(4.3). Demnach wirde auch dieser GbsR-Typ Regulator als “road-block™ fungieren. Fiir die
GbsR-Typ Regulatoren der Transporter-Klasse konnte bioinformatisch gezeigt werden, dass
das Bindemotiv auf der -35 Region des Promotors liegt, wie es fir OpuCR bereits bekannt ist
(Lee et al., 2013). Auch die Reportergenstudien der opuAA-Promotorregion aus B. infantis
NRRL B-14911 deuten darauf hin, dass das OpuAR Bindemotiv direkt auf der -35 Region liegt
(4.6.3). Wird angenommen, dass die Bindemotive der beiden Klassen tatsachlich so positioniert
liegen, wie hier exemplarisch fir je einen Regulator jeder Klasse gezeigt, ist ein Zusammenspiel
von GbsR und OpuCR wie oben vorgestellt durchaus denkbar.

Dass das Bindemotiv von MarR-Typ Regulatoren sowohl auf der -35 Region wie auch
stromabwarts davon liegen kann ist bereits bei dem MarR-Regulator aus E. coli bekannt. Dabei
besitzt MarR zwei Bindestellen vor dem marRAB-Operon. Ein MarR Bindemotiv liegt dabei
direkt auf der -35 und -10 Region und das zweite stormabwarts des Transkriptionsstart noch
vor marR (Alekshun & Levy, 1997; Martin & Rosner, 1995). In diesem Fall bindet allerdings
an beide Bindestellen derselbe Repressor. Ein Regulon, bei dem zwei Repressoren an
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verschiedene Bindemotive vor einem Operon binden, konnte bei Literaturrecherchen nicht
ausfindig gemacht werden. Meist konkurrieren zwei Repressoren um dasselbe Bindemotiv wie
im Fall von LmrA und YxaF aus B. subtilis (Hirooka et al., 2007). Liegen zwei Bindemotive
vor einem Operon, an die verschiedene Regulatoren binden, handelt es sich meist um einen
Repressor und einen Aktivator. Dabei liegt das Aktivator-Bindemotiv meist stromaufwaérts der
-35 Region, wie es auch im Fall von MarA aus E. coli der Fall ist (Alekshun & Levy, 1997,
Martin & Rosner, 1995).

Um das hier vorgeschlagenen Modell des Regulons tatsachlich zu bestétigen, ist es notwendig,
das in dieser Arbeit in silico gefundenen GbsR Bindemotiv vor opuBA tatséchlich zu
identifizieren. Dies kdnnte anhand einer opuBA-Reportergenfusion, bei der das vorhergesagte
GbsR Bindemotiv deletiert wurde, Uberprift werden. Ebenfalls denkbar ist ein EMSA mit der
opuBA-Promotorregion, bei der ebenfalls die entsprechende Region zuvor deletiert wurde.
Aufgrund des nach der Reinigung instabil vorliegenden GbsRs, ist derzeit ein Footprint zur
genauen Detektion der Basen mit denen GbsR in Interaktion tritt, nicht moglich.

Fiir die Bestitigung, dass Cholin in Abwesenheit von OpuCR und GbsR einen “fine
tuning“-Effekt auf die Expression von opuB hat, sollte eine opuBA”-Reportergenfusion bei
verschiedenen Salzkonzentrationen untersucht werden. Dabei sollte ein gbsR- und

opuCR™-Stamm verwendet werden.

5.3 GbsR-Typ Regulation durch Protein-DNA-Interaktion

5.3.1 GbsR-Typ Regulatoren binden an palindromische Region

Bei der transkriptionellen Regulation des opuC- und opuB-Operons bindet OpuCR aus
B. subtilis direkt an die DNA. Dies konnte anhand eines EMSA von Lee et al. (2013) gezeigt
werden. Sie konnten auflerdem eine Region eingrenzen, in der die Bindung stattfindet. Es
handelt sich um folgenden Sequenz: -TTGTAAA-Ng-TTTACAA-. Die Sequenz des
Bindemotivs ist ein perfektes Palindrom. Fir MarR-Typ Regulatoren ist die Bindung an eine
palindromische Region typisch (Wilkinson & Grove, 2006). Auch fiir den Repressor GbsR, der
an die beiden Operone gbsAB und opuB bindet (Nau-Wagner et al., 2012), konnte der Bereich
an dem eine Interaktion zwischen Protein und DNA stattfindet vor gbsA eingegrenzt werden
(4.2.1). Es handelt sich bei der Sequenz -TTAAAT-Ns-ATTTAA- ebenfalls um ein perfektes
Palindrom. Dieses Bindemotiv fiir GbsR wurde bereits bioinformatisch von Leyn et al. (2013)
vorhergesagt. Genau dasselbe Bindemotiv konnte bioinformatisch vor CudC aus S. xylosus

C2A und allen tbrigen Staphyloccoci mit gbsAB-Operon entdeckt werden (4.3). Es konnte
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zusétzlich anhand bioinformatischer Studien ein mdgliches Bindemotiv des GbsR-Typ
Regulators OpuAR aus B. infantis NRRL B-14911 identifiziert werden. Demnach bindet
OpuAR vermutlich an diese Region auf dem opuAA-Promotor: -GTACAG-Ne-CTGTAC-. Dies
konnte allerdings noch nicht eindeutig experimentell bestatigt werden (4.6.3). Da es sich
allerdings ebenfalls um eine palindromische Sequenz handelt, liegt jedoch die Vermutung nahe.
Die vorliegenden Bindemotive der GbsR-Typ Regulatoren mit osmotisch-abhéngigen
angrenzenden Operon weisen alle eine variable L&nge der palindromischen Regionen auf.
Zudem variiert die Anzahl der Basen im “Spacer zwischen den palindromischen Regionen.
Dies ist fir MarR Regulatoren bereits mehrfach beobachtet worden. Bei dem Regulator MarR
aus E. coli besteht je eine Halfte des Palindroms aus funf Basenpaaren. Dazwischen liegen
lediglich zwei Basenpaare (Martin & Rosner, 1995). Der “Spacer* des Bindemotivs von OhrR
aus Xanthomoas campestris zeigt das Gegenteil. Er beinhaltet sogar 17 Basenpaare. Das
umliegende Palindrom mit dem OhrR in Interaktion ist dabei je 8 Basenpaare lang (Mongkolsuk
etal., 2002).

Besonders die Lange des Palindroms und die Anzahl der dazwischen liegenden Basenpaare
scheinen bei der Bindung des GbsR-Typ Regulators entscheidend zu sein. Dies kann zumindest
den Ergebnissen der gbsA’-treA-Reportergenmutanten enthommen werden (4.2.1). Der
Austausch von verschiedenen Basenpaaren im GbsR Bindemotiv hat nur an spezifischen
Positionen eine starke Auswirkung.

Dass jedes Bindemotiv sehr spezifisch fiir seinen eigenen GbsR-Typ Regulator ist, zeigt das
Experiment aus Kapitel 4.6.4. Hier wurde getestet, ob die drei GbsR-Typ Regulatoren aus
B. subtilis die Regulation des putativen opuA-Operons aus dem marinen B. infantis NRRL
B-14911 (bernehmen konnen. Es stellte sich heraus, dass weder GbsR noch OpuCR oder
OpuBR aus B. subtilis einen Effekt auf die Regulation des Operons aus dem marinen Bakterium
haben. Demnach ist die Spezifitat des Bindemotivs fir OpuAR aus B. infantis NRRL B-14911
sehr grof3. Dies konnte ebenfalls mit der variablen Lange, aber auch der unterschiedlichen
Basensequenz der verschiedenen Bindemotive liegen.

Was allerdings auch sehr entscheident ist, ist das Winged-Helix-Motiv eines jeden GbsR-Typ
Regulators, mit dem der Regulator in direkte Interaktion mit der DNA tritt. Generell ist das
Winged-Helix-Motiv unter den GbsR-Typ Regulatoren beider osmotisch-abhangigen Klassen
vorhanden (4.3 & 4.5). In der Synthese-Klasse ist dies allerdings unter den einzelnen
Regulatoren viel deutlicher konserviert (Abbildung 55; Anhang). Da aber auch ein nahezu

identisches Bindemotiv vor den Genen gbsA aus B. subtilis und cudA aus S. xylosus C2A
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gefunden wurden, ist dies nicht verwunderlich. Lediglich der “Spacer unterscheidet sich hier
(4.3).

In der Transporter-Klasse ist das Winged-Helix-Motiv im Aminosauresequenzvergleich nicht
so deutlich innerhalb der ganzen Klasse konserviert (Abbildung 58; Anhang). Es sind lediglich
einzelne Bereiche gleich. Innerhalb der OpuA-Untergruppe und der OpuB/OpuC-Untergruppe
sind die Winged-Helix-Motive jeweils identischer zueinander. Die unterschiedlichen
Aminosduren scheinen die Spezifitat eines jeden GbsR-Typ Regulators auszumachen. Das und
die sich unterscheidenen Bindemotive auf der DNA jedenfalls wirde erklaren, warum OpuCR
und OpuBR nicht die Regulation des opuA-Operons aus B. infantis NRRL B-14911
ubernehmen konnen.

Dass die Aminoséuren, die bei der Bindung des Proteins an die DNA spezifisch sind, zeigten
Mutationsstudien des MarR-Typ Regulators MepR aus Staphylococcus aureus. Birukou et al.
(2014) schafften es fiir MepR die genaue Interaktion der Aminosauren mit den Basenpaaren
des Bindemotivs vor mepR anhand des Kristallstrukturkomplexes des Proteins mit der DNA
aufzuklaren. Dabei geht nach der Mutation von vier Aminoséduren, die in der vierten a-Helix
des Proteins liegen, die Bindungsfahigkeit der DNA verloren. Diese vier mutierten
Aminosauren T, G, P82 und T®2 gehen in der groRen Furche der DNA eine Bindung mit vier
Basen des palindromischen Bindemotivs ein.

Um eine Spezifitdt der Winged-Helix-Motive der GbsR-Typ Regulatoren zu ihren
DNA Bindemotiven zu beweisen, gibt es mehrere Mdglichkeiten. Es kénnte z.B. das bekannte
Bindemotive von OpuCR aus B. subtilis gegen das von OpuAR in der Promotorregion vor
OpUAA aus B. infantis NRRL B-14911 ausgetauscht werden. Ob OpuCR nach dem Austausch
die Regulation des putativen opuA-Operons Ubernehmen kann, koénnte dann anhand einer
OpuAA-"treA-Reportergenfusion ermittelt werden. Andererseits ist es zudem moglich das
WingedHelix-Motiv der beiden Regulatoren OpuAR aus B. infantis NRRL B-14911 und
OpuCR aus B. subtilis zu tauschen. Es wirden demnach zwei Hybride erzeugt werden, die
ebenfalls auf ihre Regulationsfahigkeiten hin in einer opuAA-"treA-Regportergenfusion
Uberpruft werden konnten. Daflr ware es allerdings notwendig die Stabilitat der GbsR-Typ
Regulatoren generell zu verbessern (4.8). Mit stabileren in vitro gereinigten GbsR-Typ
Regulatoren, ware es zudem maoglich, die genauen Bindemotive der einzelnen Regulatoren
nicht nur einzugrenzen, sondern auch eindeutig zu bestimmen. Dies misste mit einem Footprint
erfolgen. Anhand dessen, konnte auch aufgeklart werden, warum in den bioinformatischen
Analysen beobachtet wurde, dass Uber die ermittelten Palindrome hinaus, die umliegenden
Bereiche hochkonserviert sind (4.2.2 & 4.3).
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5.4 Ligandenbindung durch Kation-w Interaktion
5.4.1 Madogliche weitere Aminosaure der Ligandenbindetasche von GbsR-Typ

Regulatoren entdeckt

Der Regulator GbsR aus B. subtilis reprimiert die Expression der beiden Operone opuB und
gbsAB durch die Bindung an die DNA im Promotorbereich. Liegt Cholin in der Zelle vor, 16st
sich GbsR von der DNA und die Gene der beiden Operone kénnen exprimiert werden (Nau-
Wagner et al., 2012). Der genaue Mechanismus mit dem Cholin von GbsR-Typ Regulatoren
gebunden wird, konnte von Henkel (2010) aufgeklart werden. Dabei handelt es sich um den
Mechanismus der Kation-n Interaktion. Die Kation-n Interaktion ist bereits bei mehreren
Cholin-bindenden Proteinen beobachtet worden, die mit ihrem Liganden in Kristallstrukturen
gelost werden konnten. Dazu zéhlen die drei Substratbindeproteine verschiedener ABC-
Transporter wie beispielsweise ChoX aus Sinorhizobium meliloti (Oswald et al., 2008) und
OpuBC und OpuCC aus B. subtilis (Du et al., 2011; Pittelkow et al., 2011). Bei einer Kation-n
Interaktion tritt die positiv geladene Trimethylammonium-Kopfgruppe des Cholins in
Wechselwirkung mit dem elektronegativ geladenen Oberflachenpotenzial der Aromaten
(Dougherty, 1996). Sie formen einen sogenannte "aromatic cage™ im Protein (Bremer, 2011).
Bisher wurde angenommen, dass die aromatische Bindebox im GbsR aus B. subtilis von vier
Phenylalaninen gebildet wird (Henkel, 2010; Nau-Wagner et al., 2012). Es wird allerdings
vermutet, dass zwei weitere Phenylalanine (F® und F®%%) in direkter Umgebung der
Ligandenbindetasche ebenfalls an der Bindung des Liganden beteiligt sind. Um dies zu
uberprifen wurden zwei weitere Mutanten des GbsR-Typ Regulators OpuAR aus B. infantis
NRRL B-14911 auf die Bindungsaffinitdt mit Cholin Uberprift. Die Mutanten wurden wie
bereits die vorherigen Mutanten von OpuAR aus B. infantis NRRL B-14911 analog zur
Ligandenbindetasche des GbsRs aus B. subtilis verandert. An die entsprechenden Positionen
im OpuAR (W* und N®) wurden Phenylalanine eingefiigt.

Wie erwartet, ist durch den Austausch zweier Aromaten, wie es bei dem Protein OpuAR W%F
der Fall ist, keine Veranderung der Bindeaffinitat zu Cholin zu beobachten (4.7.1). Da sowohl
mit Tryptophan als auch mit Phenylalanin eine Wechselwirkung durch einen Aromaten zum
Liganden Cholin mdglich ist (Dougherty, 1996), bleibt die Bindeaffinitat gleich.

Entgegen der Erwartungen bleibt auch die Bindeaffinitdt zum Liganden der zweiten OpuAR
Mutante (N°F) gleich (4.7.1). Hier wurde die nicht aromatische Aminoséure Asparagin gegen
den Aromaten Phenylalanin ausgewechselt. Da lediglich das Phenylalanin aufgrund seines
elektronegativem Oberflachenpotentials in Wechselwirkung mit Cholin treten kann

(Dougherty, 1996), wurde durch den Austausch eine deutlich starkere Bindung erwartet.
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Maglicherweise besitzt das N° in der Ligandenbindetasche des OpuAR-Wildtyps auch
lediglich eine stabilisierende Funktion auf den Liganden Cholin. In der "aromatic cage" des
Substratbindeproteins ChoX aus S. meliloti, ist dies beispielsweise der Fall. Hier wird die
Ligandenbindetasche von insgesamt sieben Aminoséuren gebildet. Das Asparagin hat bei der
Bindung von Cholin neben zwei Asparaginséuren eine stabilisierende Funktion (Oswald et al.,
2008).

Fur die Bindung von GbsR-Typ Regulatoren bedeutet dies, dass vermutlich auch die
Aminosauren an Position F* und F® (ausgehend von GbsR aus B. subtilis) an der Bindung des
Liganden Cholin beteiligt sind. Die Aminosdure der Position 95 scheint dabei "aktiv" an der
Kation-nt Interaktion beteiligt. Die Aminosdure 98 Ubernimmt wahrscheinlich eine
stabilisierende Funktion in der Ligandenbindebox. Ob diese beiden Aminosauren allerdings
tatsdchlich an der Bindung des Liganden beteiligt sind, kann letzlich nur eine gel6ste
Kristallstrukutur von OpuAR aus B. infantis NRRL B-14911 zeigen.

5.4.2 Glycin Betain wird Uber Kation-z Interaktion von OpuAR aus B. infantis NRRL
B-14911 gebunden
Der GbsR-Typ Regulator OpuAR aus B. infantis NRRL B-14911 reguliert die Genexpression
des putativen opuA-Operons, das fiir einen OpuA-Typ Transporter wie er aus B. subtilis bekannt
ist, kodiert (4.6.3). Liegt Cholin, Glycin Betain oder Prolin Betain in der Zelle vor, wird dies
von OpuAR gebunden (4.6.5). Der Regulator 16st sich durch die Bindung des Liganden
schliellich von der DNA und die Expression der Gene kann beginnen. Um herauszufinden, ob
auch Glycin Betain (ber Kation-n Interaktion von OpuAR gebunden wird, wurde die
Bindeaffinitat des OpuAR-Wildtyps und aller OpuAR-Mutanten mit Glycin Betain bestimmt
(4.7.1). Dabei wurde herausgefunden, dass das kompatible Solut Glycin Betain vom
OpuAR-Wildtyp mit einer Kp von 301 uM +/-24 uM etwas schlechter gebunden wird als
Cholin. Die Bindung von Glycin Betain scheint dabei wie die des Cholins in derselben
Ligandenbindetasche des OpuAR aus B. infantis NRRL B-14911 stattzufinden. Dies l&sst sich
aus den Bindeaffinitaten ableiten, die mit den OpuAR-Mutanten ermittelt wurden (4.7.1).
Glycin Betain wird mit Ausnahme einer OpuAR-Mutante von allen gleich stark gebunden. Die
Ausnahme bildet OpuAR RF. Hier bleibt die Bindeaffinitat zu Glycin Betain genauso stark
wie die des Wildtyps. Fur Cholin konnte bei dieser Mutante eine deutlich verbesserte Kp im
Vergleich zum Wildtyp-OpuAR ermittelt werden (Henkel, 2010). Die verbesserte Bindung zu
Cholin ist damit zu erkldren, dass durch den Austausch der nicht aromatischen Aminosdure in

einen Aromaten (R zu F), eine weitere Aminoséaure in Wechselwirkung mit Cholin treten kann
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(Dougherty, 1996; Henkel, 2010). Dies scheint bei der Bindung von Glycin Betain in der
Ligandenbindetasche dieser OpuAR-Mutante (R%F) nicht der Fall zu sein. Wird im OpuAR
allerdings zusatzlich zum Arginin'® das Tyrosin® gegen ein Phenylalanin ausgetauscht, kann
das Phenylalanin der OpuAR-Doppelmutante (Y°*F R%F) die Bindung verstarken. Eine
maogliche Erklarung hierfir ist, dass bei der OpuAR-Doppelmutante die Ligandenbindetasche
etwas grofer ist und Glycin Betain besser hineinpasst. Es muss ndmlich bedacht werden, dass
die Aminosaure Tyrosin aufgrund der zusétzlichen Alkoholgruppe etwas groRer ist, als die
Aminosaure Phenylalanin. Demnach bietet die Bindetasche der Doppelmutante etwas mehr
Raum, der scheinbar fiir die Bindung von Glycin Betain bendtigt wird. Zudem gilt es zu
beachten, dass auch Glycin Betain aufgrund der Carboxylgruppe etwas groRer ist als Cholin.
Cholin passt wahrscheinlich besser in die kleinere Tasche der OpuAR RF Mutante. Dass
letztlich eine Aminoséaure ausschlaggebend fur die Spezifitat einer Ligandenbindetasche sein
kann, zeigen die Studien von Broy (2015). Hierbei konnte das Substratbindeprotein OpuBC des
Cholin-spezifischen Transporters, nach dem Austausch einer einzigen Aminoséaure (D7*T),
neben Cholin ein grof3es Spektrum an kompatiblen Soluten in seiner "aromatic cage" binden.
Diese biochemischen Daten wurden durch verschiedene Kiristallstrukturen des mutierten
OpuBC  Proteins mit  unterschiedlichen  Liganden  abgesichert (S.  Smits,
Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf; personliche Mitteilung).

Auch Du et al. (2011) konnten durch den Austausch einer einzigen Aminosdure im
Subtstratbindeprotein OpuCC aus B. subtilis in in vitro Studien am Fluoreszenzspektroskop ein
verandertes Subtratspektrum des Proteins nachweisen. Durch den Austausch der Aminosédure
Threonin® in ein Asparagin kann die OpuCC-Mutante nur noch Cholin binden. Die drei
kompatiblen Soulte Glycin Betain, Carnitin und Ectoin werden nicht mehr gebunden. Du et al.
(2011) diskutiert, dass dies durch die Carboxylgruppe des Asparagin in der "aromatic cage" der
OpuCC-Mutante zustande kommt. Die negativen Ladungen der Carboxylgruppen des
Asparagin und die der Liganden Glycin Betain, Carnitin und Ectoin stoRen sich dabei ab, sodass
die Liganden nicht mehr in der Bindetasche gebunden werden kénnen. Da Cholin keine
Carboxygruppe besitzt, konne dies trotzdem gebunden werden (Du et al., 2011).

Generell scheint die Spezifitdt der GbsR-Typ Ligandenbindetasche abhéngig von der
Zusammensetzung der Aminosauren an den Positionen 95, 96, 98, 99, 102 und 103 (ausgehend
von GbsR aus B. subtilis) zu sein. Die Synthese-Klasse beispielsweise zeigt an allen sechs
Positionen fast ausschlieflich Phenylalanine. Fir zwei GbsR-Typ Regulatoren dieser Klasse
konnte ermittelt werden, dass sie lediglich einen Liganden binden. Sowohl fir GbsR aus
B. subtilis (Nau-Wagner et al., 2012), als auch fir CudC aus S. xylosus C2A konnte

119



Diskussion & Ausblick

ausschlieBlich eine Bindung von Cholin nachgewiesen werden (4.4). Dies lasst vermuten, dass
eine Ligandenbindetasche bestehend aus Phenylalaninen eine Spezifitat fir die Bindung von
Cholin vermittelt. Es liegt die Vermutung nahe, dass alle GbsR-Typ Regulatoren der
Synthese-Klassen ausschlieRlich Cholin binden. Nimmt man an, dass alle GbsR-Regulatoren
dieser Klasse fiir die Regulation der angrenzenden gbsAB-Operon zustandig sind, wie es fur
GbsR aus B. subtilis gezeigt wurde (Nau-Wagner et al., 2012), macht die ausschlieRliche
Bindung von Cholin physiologisch durchaus Sinn. So werden die Glycin Betain Synthesegene
lediglich exprimiert, wenn das Vorlaufermolekil Cholin in der Zelle vorhanden ist.

Die GbsR-Typ Regulatoren der Transporter-Klasse sind vermutlich alle fur die Regulation des
angrenzenden ABC-Transporters zustandig, wie es fur OpuAR aus B. infantis NRRL B-14911
(4.6.3) und OpuCR aus B. subtilis (Lee et al., 2013) bereits gezeigt werden konnte. Dabei
handelt es sich fast ausschlieBlich um die beiden Transportersysteme OpuA und OpuC mit
einem weiten Spektrum fiir kompatible Solute wie sie aus B. subtilis bekannt sind. Dieses
Ergebnis zeigt, dass es fir die Organismen, die einen GbsR-Typ Regulator dieser Klasse
besitzen, sinnvoll ist verschiedene kompatible Solute zu binden zu. Am Beispiel von OpuAR
wurde dies gezeigt (4.6.5). Liegt eines der kompatiblen Solute in der Zelle vor, wird dies von
OpuAR aus B. infantis NRRL B-14911 gebunden und der Regulator I6st sich von der DNA.
Die Expression der Transportergene kann starten und mehr kompatible Solute kénnen in die
Zelle transportiert werden. Im Gegensatz zur Ligandenbindetasche der GbsR-Typ Regulatoren
der Synthese-Klasse besteht die putative Ligandenbindetasche von OpuAR aus B. infantis
NRRL B-14911 nicht ausschlielich aus Phenylalaninen. Die Bindetasche der GbsR-Typ
Regulatoren innerhalb der Transporter-Klasse varriiert in der Zusammensetzung der
Aminosauren stark. (4.7.2). Besonders auffallig ist, dass neben den variierenden Aromaten auch
viele nicht aromatische Aminosduren auftauchen. Im Fall von OpuAR aus B. infantis NRRL
B-14911 sind das ein Asparagin® und ein Arginin'®. Hinsichtlich der Spezifitat scheint eine
vielféltige Aufstellung an Aminosauren fur die Ligandenbindebox der GbsR-Typ Regulatoren
essentiell.

Trotz der Unterschiede der Aminoséuren in der Ligandenbindebox der GbsR-Typ Regulatoren
der Transporter-Klasse sind besonders die beiden Phenylalanine an Aminosdureposition 97 und
101 (ausgehend von OpuAR aus B. infantis NRRL B-14911) hoch konserviert (4.7.2). Sie
scheinen eine essentielle Rolle in allen Ligandenbindetaschen von GbsR-Typ Regulatoren, die
osmotisch-abhéngige Gene regulieren, einzunehmen. Neben diesen beiden Phenylalaninen
wurde in den bioinformatischen Analysen beider Klassen ein weiteres Tryptophan in der Nahe
des bisher analysierten moglichen "aromatic cage" entdeckt (4.7.2). Aufgrund der hohen
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Konservierung ist anzunehmen, dass alle drei Aromaten eine essentielle Aufgabe bei der
Bindung der Liganden in GbsR-Typ Regulatoren ibernehmen. Vermutlich sind alle drei an der
Kation-r Interaktion beteiligt. Um dies mit Sicherheit sagen zu konnen, sollten die
entsprechenden Aminoséauren ebenfalls mutiert werden. Da es sich bei den GbsR-Typ Proteinen
generell um sehr instabile Protein handelt, kénnten die Mutationsstudien auch anhand von
treA-Reportergenfusionen erfolgen. Dabei mussten die Mutationen im GbsR-Typ Regulator
eingefugt werden, der in einem Stamm mit entsprechender treA-Fusion vorliegt. Die
Ligandenbindebox von OpuAR aus B. infantis NRRL B-14911 beispielsweise wirde u.a.
komplett analog der von GhsR aus B. subtilis verandert werden. Man wirde in diesem Fall
erwarten, dass nur noch Cholin als Induktor fungiert. Letztendlich kann aber nur eine geltste
Kristallstruktur mit Ligand Aufschluss dariber geben, welche Aminosduren bei der Bindung
der Liganden essentiell fur die Spezifitat oder die direkte Wechselwirkung sind.

Im Rahmen dieses Themas misste zudem geklart werden, ob auch OpuCR aus B. subtilis ein
vielfaltiges Spektrum an kompatiblen Soluten binden kann. Laut Lee et al. (2013) scheint
OpuCR aus B. subtilis kein Cholin zu binden. Mdglicherweise bindet der Regulator allerdings
andere kompatible Solute. Zumindest ist dies die VVorhersage, die aus den bioinformatischen
Daten der Bindetasche hervorgeht. Dies konnte anhand von fluoreszenzspektrospokischen

Messungen mit gereinigtem OpuCR Protein aufgedeckt werden.

5.5 Osmoprotektion des marinen B. infantis NRRL B-14911

B. infantis NRRL B-14911 ist ein marines Bakterium, dass aus dem Golf von Mexiko isoliert
wurde (Siefert et al., 2000). Laut Alcaraz et al. (2008) besitzt B. infantis NRRL B-14911 eine
partielle Auxotrophie fir Prolin und Methionin. Wie sich im Rahmen dieser Arbeit
herausstellte, scheinen dies nicht die einzigen Auxotrophien des Bakteriums zu sein (4.6.2).
Maoglicherweise besitzt B. infantis NRRL B-14911 auch keine Prolinauxotrophie. Dies kann
anhand der Studien dieser Arbeit nicht aufgeklart werden. Sein naher Verwandter
B. megaterium ist unter hochosmolaren Bedingungen in der Lage zur Osmoprotektion die
kompatiblen Solute Glutamat und Prolin zu synthetiseren (Bursy et al., 2007; Kuhlmann &
Bremer, 2002; Siefert et al., 2000). Demnach konnte auch B. infantis NRRL B-14911 selbst zu
dieser Gruppe an Bacilli gehdren, die Prolin selbst synthetisieren. Dies kdnnte mit Hilfe eines
NMR-Spektrums von Zellextrakten tberpriift werden.

Wie gezeigt werden konnte nutzt B. infantis NRRL B-14911 definitiv die kompatible Solute
DMG, DMSP, Glycin Betain, HB und PB zur Osmoprotektion (4.6.2). Dabei scheinen die
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beiden kompatiblen Solute Glycin Betain und Prolin Betain die besten Osmoprotektiva flr
B. infantis NRRL B-14911 zu sein. Generell scheint das Bakterium nur diesen einen
Transporter fir kompatible Solute zu haben, da das Substratspektrum des OpuA-Transporters
und das Spektrum der kompatiblen Solute, die als Osmoprotektiva von B. infantis NRRL
B-14911 genutzt werden konnen, das gleiche ist (4.6.2). Da auch keine Protektion in
Anwesenheit von Cholin herrscht, scheint B. infantis NRRL B-14911 entweder keine
Transportsysteme wie OpuB oder OpuC aus B. subtilis fur Cholin zu haben und/ oder zum keine
Glycin Betain Synthesegene, die es zu Glycin Betain oxidieren. Anhand von mir
durchgefuhrten bioinformatischen Analysen konnten keine weiteren vollstdndigen Gencluster
anderer Transportsysteme fiir osmotische Schutzsubstanzen oder Glycin Betain Synthesegene,
wie sie aus B. subtilis bekannt sind, im Genom von B. infantis NRRL B-14911 gefunden
werden. Demnach scheinen alle kompatiblen Solute iber OpuA in die Zelle transportiert zu

werden.

5.5.1 Das opu Regulon in B. infantis NRRL B-14911

B. infantis NRRL B-14911 transportiert unter hochosmolaren Bedingungen kompatible Solute
zur Osmoprotektion in die Zelle (4.6.2). Der Transport findet vermutlich nur Gber einen
ABC-Transporter statt. Bei diesem handelt es sich um einen OpuA-Typ Transporter mit dem
gleichen Aufnahmespektrum, wie es fir den OpuA Transporter aus B. subtilis bekannt ist
(4.6.1). Wahrscheinlich handelt es sich bei den kodierenden Genen, wie auch bei opuA aus
B. subtilis, um ein Operon (Kempf & Bremer, 1995). Die Genexpression des opuA-Operons aus
B. infantis NRRL B-14911 wird durch den GbsR-Typ Regulator OpuAR reguliert (4.6.2).
Liegen keine kompatiblen Solute in der Zelle vor, bindet der Regulator vermutlich in der
intergenen Region zwischen opuAR und opuAA (4.6.3). Durch die Bindung des Regulators an
die DNA, die vermutlich auf dem hier detektierten SigA-Promotor von opuAA stattfindet
(4.6.3), kdnnen die Gene des Operons nicht exprimiert werden. Eine solche Genregulation eines
OpuA-Transportsystems ist bereits aus L. lactis bekannt. Dabei bindet der GntR-Typ Regulator
BusR ebenfalls im Promotorbereich des busA-Operons und reprimiert so die Genexpression
(Romeo et al., 2003). Im Gegensatz zu BusR aus L. lactis reagiert OpuAR aus B. infantis NRRL
B-14911 nicht auf ionische Kréfte, sondern auf die drei Induktoren Cholin, Glycin Betain und
Prolin Betain (4.6.5). Liegen die drei kompatiblen Solute in der Zelle vor, werden sie von
OpuAR direkt gebunden (4.6.5). Der Repressor 16st sich dann von der DNA im intergenen
Bereich von opuAR und opuAA. Somit kann die Expression der Gene beginnen, wie im Modell
der Regulation dargestellt ist (Abbildung 53). Es werden folglich mehr kompatible Solute durch
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OpuA Transporter in die Zelle transportiert. Wie die erneute Repression des Systems stattfindet,
ist unklar. Ein kompatibles Solut, dass wie im Fall von Glycin Betain bei GbsR aus B. subtilis
einen reprimierenden Effekt auf das Regulon hat (Nau-Wagner et al., 2012), konnte nicht
gefunden werden. Mdglicherweise spielt dabei die vorliegende Menge an kompatiblen Soluten
eine wichtige Rolle. Bei dem opuA-Operon aus B. subtilis beispielweise, konnte beobachtet
werden, dass eine steigende Konzentration von intrazellularem Glycin Betain eine fallende

opuA-Expression zur Folge hat (Hoffmann et al., 2013).
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Abbildung 54: Modell zur Regulation der Genexpression des opuA-Operons aus B. infantis NRRL
B-14911.

Liegen die drei Induktoren Cholin, Glycin Betain und Prolin Betain in der Zelle vor, binden diese an
den GbsR-Typ Regulator. Durch die Bindung der kompatiblen Solute I6st sich OpuAR von der DNA
und weitere OpuA-Transporter kénnen hergestellt werden. Wie das System wieder reprimiert wird ist
bisher unklar.

Moglicherweise spielt auch die Osmolaritat eine Rolle bei der Regulation. Allerdings ist das
opuA-Operon aus B. infantis NRRL B-14911 nicht Salz-induziert (4.6.3), wie es fir die opuA
Gene aus B. subtilis bekannt ist (Kempf & Bremer, 1995). Die Genexpression in B. subtilis des
opuA-Operons wird in Anwesenheit von Salz durch den Regulator RemA aktiviert (Winkelman
et al., 2013). Anhand von mir durchgefuhrter bioinformatische Analysen konnte
herausgefunden werden, dass auch B. infantis NRRL B-14911 ein remA &hnliches Gen besitzt.
Da das untersuchte opuA-Operon allerdings nicht Salz-induziert zu sein scheint, nimmt das
RemA-Homolog vermutlich keinen Einfluss auf diese Gene zumindest nicht in derselben Art
und Weise wie in B. subtilis.

Bedenkt man, dass Cholin nicht zum Substratspektrum des OpuA-Transporters in B. infantis

NRRL B-14911 gehort, stellt sich die Frage, warum es dennoch als Induktor fungiert.
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Maoglicherweise ist dies ein zufélliger Befund, der lediglich in dem "Testsystem" B. subtilis,
der mehrere Cholin-spezifische Transporter besitzt, gemacht wurde. Wie es scheint, besitzt
B. infantis NRRL B-14911 neben OpuA keine weiteren Transportsysteme fur osmotische
Schutzsubstanzen (5.5). Demzufolge hat das Bakterium keine Mdglichkeit, Cholin in die Zelle
zu transportieren. Cholin fungiert demnach in B. infantis NRRL B-14911 selbst gar nicht als
Induktor des Systems. Es ist also scheinbar irrelevant fur die Zelle, dass der Regulator OpuAR
in vitro Cholin binden kann. Ein ahnlicher Fall ist bereits bei dem Substratbindeprotein TmoX
aus Ruegeria pomeroyi DSS-3 bekannt (Li et al., 2015). Hier ist das Substratbindeprotein des
Trimethylamin N-Oxid-spezifischen (TMAO) ABC-Transporters TmoXWV in der Lage
Cholin zu binden. Dass Cholin neben TMAO vom Substratbindeprotein gebunden werden
kann, wurde hier in einer ITC-Messung (Isotherme Titrationskalorimetrie) bei der in vitro
gereinigtes TmoX eingesetzt wurde, herausgefunden. Fir R. pomeroyi DSS-3 scheint Cholin
im Gegensatz zu TMAO keine weitere Relevanz als Stickstoffquelle darzustellen. Die Bindung
von Cholin scheint daher vermutlich ein "Zufall" zu sein, der wahrscheinlich aufgrund der
ahnlichen Strukuturen zwischen Cholin und TMAO moglich ist (Li et al., 2015). Da auch
Glycin Betain und Cholin sich lediglich in einer Carboylgruppe in ihrer Struktur unterscheiden,
liegt vielleicht auch bei der Bindung an OpuAR aus B. infantis NRRL B-14911 ein "Zufall"
vor.

Dennoch ist unklar, warum lediglich die beiden kompatiblen Solute Glycin Betain und Prolin
Betain Induktoren des Systems sind (4.6.5), wo der Transporter OpuA doch viel mehr
kompatible Solute aufnehmen kann (4.6.1). Eine mogliche Erklarung dazu ist, dass dies die
beiden besten Osmoprotektiva fiir das Bakterium B. infantis NRRL B-14911 sind. Wie in dem
Protektionsassay gezeigt werden konnte, kann sich B. infantis NRRL B-14911 sowohl mit
Glycin Betain als auch mit Prolin Betain am besten von osmotischem Stress schiitzen (4.6.2).
Die Protektion durch die anderen kompatiblen Solute scheint so schlecht zu sein, dass es sich
nicht lohnt, die Energie zu Herstellung eines Transporters aufzubringen.

Im Rahmen dieses Projektes gilt es zu klaren, wie genau die Repression des opuA-Operons in
B. infantis NRRL B-14911 eingeleitet wird. Dazu konnten der Einfluss von verschiedenen
Glycin Betain Konzentrationen auf die Regulation des opuA-Operons getestet werden. Dies
kénnte mit den bereits bestehenden opuAA”-treA-Fusionen durchgefiihrt werden. Es kénnte

zudem der Einfluss von unterschiedlich hohen Salinitaten auf das System tberprift werden.
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5.6 Stabilitat in vitro gereiningter GbsR-Typ Regulatoren

GbsR-Typ Regulatoren scheinen in vitro nach der Reinigung zum groten Teil als aggregierte
Proteine vorzuliegen. Das konnte zumindest fiir die drei verwendeten Regulatoren GbsR aus
B. subtilis, OpuAR aus B. infantis NRRL B-14911 und CudC aus S. xylosus C2A festgestellt
werden (4.8.1). Eine leichte Verbesserung des Anteils an nicht aggregiertem Protein konnte
nach der Produktions in dem E. coli ArcticExpress (DE3) RIL beobachtet werden. Dass die
Produktionsweise allein aber nicht ausschlaggebend fiir den Anteil an aktiv gefaltetet Protein
ist, zeigte die Produktion in B. megaterium, bei der ausschliellich Aggregate im
Gelfiltrationslauf zu sehen sind (4.8.3). Auch der Tag Uber den das Protein gereinigt wurde, ist
nicht der stérende Faktor, der zur Aggregation des Proteins fiihrt, wie in Kapitel 4.8.4 gezeigt
werden konnte. Hier ist ebenfalls nach dem Gelfitrationslauf des GbsR mit N-terminalem
Maltosebindeprotein lediglich aggregiertes Proteins zu sehen (4.8.4). Es scheint aulRerdem die
Position des Tags irrellevant fiir den Anteil an nicht aggregierten Protein zu sein.

Die einzige Komponente, die bisher konstant beibehalten wurde, ist der Puffer, in dem das
Protein aufgenommen wurde. Alle GbsR-Typ Proteine wurden nach dem Zellaufschluss,
wéhrend des Reinigungsprozess und auch im Gelfiltrationslauf in Tris-Puffer aufbewahrt. Dass
dieser Puffer nicht bevorzugt fiir die Lagerung von GbsR-Typ Proteinen gewahlt werden sollte,
zeigte bereits Henkel (2010) in ihrer Bachelorarbeit. In dieser Studie wurde beobachtet, dass
sich die gereinigten OpuAR-Mutanten wie auch das OpuAR-Wildtypproteine aus B. infantis
NRRL B-14911 bereits nach einigen Tagen Lagerung einen deutlichen Proteinabbau aufweisen.
Bei der Stabilitat scheint aulerdem die Temperatur der Proteine eine essentielle Rolle zu
spielen. Dass ein Protein in drei verschiedenen Puffern unterschiedliche Aktivitaten aufweisen
kann, zeigt Widderich et al. (2014). Die Hydroxylase EctD aus Sphingopyxis alaskensis zeigt
dabei eine 15 %ig hohere Aktivitdt in TES-Puffer, als in Tris- und HEPES-Puffer bei
gleichbleibendem pH-Wert. Auch diese Daten zeigen, dass es unbedingt notwendig ist, die
GbsR-Typ Regulatoren vor der Reinigung in anderen Puffern aufzunehmen.

Um in Zukunft weitere Experimente mit in vitro gereinigten Proteinen vornehmen zu kénnen
und auch um die Kristallstrukutur eines GbsR-Typ Regulators zu I6sen, sollte diesem VVorhaben

besonders hohe Prioritat geschenkt werden.
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5.7 Fazit

Die in dieser Arbeit charakterisierte Familie der GbsR-Typ Regulatoren scheint eine
bedeutende Rolle bei der transkriptionellen Regulation von osmotisch-abhéngigen Genen
speziell in Firmicutes zu besitzen. GbsR-Typ Regulatoren scheinen dabei fir die Regulation
der Expression eines oder mehrere Operone zustandig zu sein, die fir Transporter oder aber
Synthesegene von osmotischen Schutzsubstanzen kodieren. Um eine physiologisch sinnvolle
Expression eines Operons in der Zelle zu gewéhrleisten, scheint sogar eine Kreuzregulation von
mehreren GbsR-Typ Regulatoren moglich zu sein, wie anhand eines vorgeschlagenen
Regulationsmodells gezeigt werden konnte. Die osmotischen Schutzsubstanzen selbst nehmen
als Induktoren des jeweiligen Regulons eine essentielle Rolle im Regulon ein, indem sie von
dem entsprechenden Repressor Uber Kation-rn Interaktion gebunden werden. Regulatoren der

GbsR-Typ Familie scheinen demnach unter osmotischem Stress fiir die Zelle essentiell zu sein.
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Abbildung 55: Sequenzvergleich von GbsR-Typ Regulatoren der Synthese Klasse.
Dargestellt ist ein Aminoséduresequenzvergleich von 66 GbsRs aus der Synthese-Klasse, die ein direkt angrenzendes und vollstandiges gbsAB-Operon auf dem
Genom aufweisen. Eingezeichnet ist das Winged-Helix-Motiv von GbsR aus B. subtilis, das von Nau-Wagner et al. (2012) festgelegt wurde. Auerdem sind die
aromatischen Aminosduren, die an der Bindung des Liganden Cholins beteiligt sind, eingezeichnet.
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Anhang

Staphylococcus_camosus_subgn _camasws_ TWI001-220
Staphylococcus_siwulans_ACS-120-V-Sch 1/1-221
Staphylococcus_pseudintemedius_EDIH1-221
Staph ylococcus_itulimus_F1028/1-208

Staph ylococcus_lentus_F 114201207

Staph ylococeus_adettae_CVDOSH1-208
Staphylococcus_equomin_equonnm_My 21-202

- subsp._ ous/1-202
Staphylococcus_xylosus_ C2A/1-198
Staphylococcus_haewolyticns_JCSC1436/1-262 1-AGTGCACCTCCATTGTTACTTAGT. - ATGTTCAT 50
Staphylococcus_hominis_SK118/1-238 1-ATTGCACCTCACTTATTITT. - - AA. . SCCTTCA. -« - - AACACAAA 51
Staph ylococcus_lugdunenasis_M2359041-274 LI L LT T TP TETTAGATATTACCAATTCATA CTTGCACATTATAGAAAAT 4z
Staph ylocoscus_lugdunensis_N9201931-367 1ACGCTCACCTCCATT ACTETTAGATATTACCAATTCATA CTTGCACATTATAGAARAAT 81
Staphylococcus_simize_Olomoue_25/1-269 1 AT TG CAL E TAC L TAA . - -« o o ottt ittt ettt ettt ettt et et e et et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ieaaaaaaaaiaaaan 16
Hococcus_epidemidis_ATCC_12228/1-472 1 CATTGCACCTCCATTTTAATCCATTATTTAGCTTAGG TGGGACGCACCAGATACTATGATTTTTATGATGATTTGLCLTGTAARGGATACATCTATTACTTTGASTTGTAACTCGTTCATGAATATAARGCATAATTACATTGARATTTCAT -« vonx . AATCAAATGT 161
Staphylococcus_sp._J4G1 0001002423°1-490 1CATTGCACCTCCATTTTAATCCATTATTTAGCTTAGGTEGGACTCACTAGATACTATGATTTTTATGATGATTTGCCTGTAARGGATACATCTATTACTTTGASTTGTAACTCGTTCATGAATATAAAGCATAATTACATTGARATTTTATAATCATCATAATCARATGT 170
Staphylococcus_wamen_{376031-462 1GACTGTACCTCCAAA- - - AAGAATTATTTCATTTTACCACG TCTCAACATARAGTTAACATGATTTCATCTTTTATATGCTAATCAAT. TATATAATTTTAT T TARARARATGAA . - - - - - AAGCAAGSTTTTAGAARAA - - - - - - - .- .. TTa 133
Staphylococcus_pastend_SPi/1-352 1GACTGTACCTCCAAA - - - AAGAATTATTTCATTTTACCACG TCTCAACATARAGT TAACATGATTTCATCTTTTATATGCTAATCAAT. TATATAATTTTATTCARARAGATGAA. - - - - - AAGCAAGSTTTTAGAARAATATTAAGTGAAATA 144
Staphylococcus_caprae_GBI/1-264 1---TGCACCTCCAATTC 14
Staphylococeus_capitis QAI/1-287 1 CACTGCACCTCCAATTE 17
Consensus
CATTGCACCTCCATT T T+AT++ATTAT TT+++ TT+4++++G+CTCA+CA+A+A+ T++ A+ TT+ATTTOAT+ATTTATCTG++AAGHAATCA+CTATTACT+ T+AG+ TATAAC+H++ TTCAT+HAA+ A+ AR+ GHATAATTA+ATTCAAAT T TTAGARAAAT++ TAATCAAAT+T
Staphococcus_camosus_subsp._camosys_ FMS00/1-220 AATTAAACCTCCOTCCACTGCARTTACAT ATATTTTAGAGTGAARTAAT - - . ... GAATTAGTCCAA 681
Staphylococcus_simalans_ACS-120-V-Sch 171221 ACTTAAACCTCCGTCCACTACATTTATAT TCATTTTAGAGTTATETCEL - - -« - - - - GCATTCGTCCAA 61

Staph plococcus_preadintemedius_EDISV1-221 AATGA - = o v v v e e v CGACACCECCTATCATCATAAAACATTTTAACATTTAACHTGAGAAARAGCGAGTT - - -

Staphylococcus_vitulinus_F1026/1-208 - TACATACACCTC - CAATAATEACTTTAATTGTACCAC - -« - - GAATTCCTATRACATTGTAGTGACTT - - -
Staphylococcus_lentus_F1142/1-207 ~-TACCTACACCTC - CAATAATRACTTTAATTGTATCAT - - - - - GAATTCTTTRACATTGTAGTTACTT - - -
Staphylococcus_sdettse_CVDOGH 1206 rrrrar e s ARGGTGCACCTICCAAATCCAT -

TCATAATATTATTAATARARA  « v o v v oo e

Staph plococeus_equonit_sguoni_y 2/1-202 TTTTTT. - ATACGAATRTTAA- - - - - -

------------ AATGTACACCMCCGATAA. - - -

ok * sh50._ L B B I T I LR GTAGTACACCICCGACCAAAT- ATTTTA- - TTGTOAATTORA -« vveee e
Staphylocooous_xflosua_GZAM-I8B e e e s e e e s easaaseaasaeaaaiiaaa e TGTGTACACCHCEGATTA. - - - AATTTT. . TTAAG. BTOAA. « oo vvvnnnnnn

ohy icus_JCSG 1435:1.262 TTTTCGATNTETAAAT . - - - COATTATAAAGTOTTROATG -« o v v e mnnn
Staphylococcus_hominis_ SK119/1.238 TTTTACARTCTCACT. - - - CATTATATGATTTTHTCTT - v veunnnnnn
Staphylococcus_lugdunensis M23590¢1-274 43 TTTCAATCACTTTAAAAAGATAGAAGCAGGACAGCATTCATTATCAATTCGTAGTTCTEGCTCCGGCA AGGTTGACTAGAATTCAAAAAAGCTTGGTATCAGEGTAT e TTTT-AATCCAGHCA- - - - v v v v v on s
Stapk plococcws_lugduneasis_A920145/1-387 B2 TTTCAATCACTTTAAAAAGATAGAAGCAGGACAGCATTCATTATOAATTCETASGTTCTECCCCGECA . - - - - - - v v oo bt AGGTTOACTACAATTCAAAAAAGCTTGGTATCAGEETAT . - - - - o oottt TTTT-AATCCAGTCA - -« -« o v ve
Staphylococous_simize_Olomaus_261-26¢ L R T TR PP CATCATTTTGTOTCATATTATAGCAAR . - - - -« - - .- - TATTAATACATTATAAGACT - - - TTTTACTHAARAAGACAGTATAAATAATTATAATCT - - B
Stapkylococcus_epidemidis_ATCC_ 122281972 182 TAGTTATTGATTTGAATTGTTAATGTCTATACTACTTTTGACTAAATTCAATGGCTGCAATCTATAAATGGC - - - - - - - - - - - TATAAAAACCTATGCTATA- - - - TGTCCCARTTCTAATAAATAC - ACACGAAGAATATTAIA}\AG ———————— CCTTTTATGAAA 305
Saphkylococcus_gp. JGL 0001002+423/1-480 171 TAGTTATCGATTTGAATTGTTAATGTCTATACTACTTTTGACTATATTCAA-TGCTGCAATCTATAAATGGC - - - - - o v o0 ot TATAAAAACCTATGCTATA- - - - TGTCCCARTTCTAATARAATAL - ACACGAGAATCATTANAAAG - - - - - - - - CCTTTTATGARA 313
Staphylococcus_wamen_L376031-962 134 T- - - -TTTGTTTTATCTCGT - - - TGTAAGAGCGCTGTTTCAATCAGC TCAAAAGGAACACCCTAGCTAAAGCGAGTOCGTAAGAATCACTAGCTTAATAAAATTA - AGATTGARTCTTTATTCTTCCAGACCTTTTCACGGLCTTCCAARAAAGCAGGATTTITTIGGCTGAAR 205
Staphkylococcus_pasteudSP1/1-352 145 T- - - - TTTGCTTTATCTCGT - - - TGTGLTAGAGCCG TTCOATTCAGCTCAARAACGAACACCCTAGCTAAAGCTAGTGCGTAAGAATCACTAGCTTAATAAATAAA - GAGTGATE-CTTTATTTTCC - AGACCTTTTGACATET - -
Staphylococcus capme CBW/1-284 TAATATTCAATTTTTTTACCACGTCAATTAA. - - - - - - - - -« GTTAAATAACTTAAAATTGAAAATTTTACA GCCAAACTATTATAAAACATTTTTACAAAAAI'IAAA -------- ATTAATTTATCA 124
Staphylococcws_capitis. QW #1-287 TAATATTCAATTTTTTTACCACGTCAATTAA . - - - - - - - - -« GTTAAATAACTTAAAAT TGAAAATTTTACANGCCAAACTATTATAAAACATTTTTACAAAAANTAAA - - - - - - - ATTAATTTATCA 127

Consensus
T++++AT+GCTTTAAAT+GTTA+ TG TCAG+ACH+ O+ TT+GAT+A+ATTCAAT+GTTGTACCCT++ CAATAGC+AGTG LG TAAGGATAAATAACT TARAAAA+A+ATTT+ TACATTCT+AAATATTA+ARAACATTTTAATTTTAATTAAA+GTAGTGACTTTT T+ TARARA
Stapkplococcus_camosus_subgp._camosus FIW300/1-220 B2 TGTTGATGGGAAAACAAAA. - - - - - TAGAGAAAGAAG - TATTTGAATGACTG TG TAAGGATTTGTTTTCTGTATTITTIGCTAGT, TTGTTCTTATTTCC c - 220
Staphyplococcus_simulans ACS-120-V-Schi/1-221 B2 TCTTGAATCATGAATAGTA - - - - - TATCAAAGTACAGGATTATCTTTAACTTGCTATGCAGTOTGTTATATAAAAAGTGTGT) CTTTC.ETTTATTD [ 221
Staphkplococcus_psevdintemedias EDIN1-229 B1 - ATTAATTAAAAARATTTG - - - - - - TAACATTCTTTATCAATTTAACGCTTTTTGTAGGAAGGTGTAAAGCAATCGCTAGCAG) GTGTCATTTTTCA T 221
Stapkplococcus_wtwlinas FI026°1-208 B2 s s v e s TTCCGCTACATGTCTATTAGTAATACT - - TGTATAAAGACAAGTTTTAARAAGACTTTGAAGAT GGGOGTTRATATTTA [ 208
Staphylocacous lentus F191424.207 B2 - - e e e TTGTTTAGCTTGTCTATTTGAAATACA. -GTGATACG - CCATGCTTCAAATATTAAAAGGTAAT) GACCTTRCAATTTA [ 207
Staphplocosous_arettze_CVDOSH1-205 A4 AGACGCGTTGATACCAATAT - - - - - TACCATAATACTACATGATATTITTGATGTATAGCGTCOATTTTAATAATTAAATGCGT) CACTTRCAATTAC [ 206
Staphylococous_equomm_equonm_iMs H/1-202 30 TATTGATGATTAAG TAATGE . - - - - AAAATAATTACATTTTTATAATTATACAAATCCTTAATCASCOTATAACTAAACTCET CCCTTRCAATTAC ¢ 202
ows_subsp,_ 202 42 TATAGCAGGTTAACGAACAG - - - - - AATTTAAGTAG. - -COCTTTGTTTCTGAAGTTATGAGCCAATTGAAATTTGAACTGGT CGCTTHCGTTTAC o 202
Staphylococous_xylosus_C2A/1-198 37 TAAGOAAGG TCAATTAATCT . - - - - ARGTA. - ATATAAATACCTAATCATAATTGAAAATGAGTGTGTAATATTTGAACTCGT CCCTTHMCAATTAC B 198
Staphylococous_haemolyticus_JCSC1936/1.262 98 GTTTCAAAATCOCATATTCATTATTAGCAC. - TTTTOATACTAAAATTTCAAGTTTATO TAAAAAATGTGCAGATATGTOTCG AGACTGTOGAAAG n 202
Staphylococous_hosinis_SK11/1-238 90 G TTTCAAAACTCAATTTTAATTCCCACAAT  « Ax s vennnnnns TTTAAAAT. -GATATAAAAAATATATAAAGATGCTT aTeAclTAAAAAG A 238
Staohylocosous. lugdunensis_MI36901-274 165 TACTGCCAATOTATCOCTEA - - TAGTCTAAAACATCATTATETCCTAAACTCTAGATOAAAATTATCACAATATCATEAAAT TTAAATTTTCACA AR - - - . ....i.................. 274
Staohylocosous._lugtunensis_NS2014%/1-367 204 TACTGCCAATATATEGCTCA - - TAGTCTARAACATCATTATGTCCTAAACTCTAGATAAA - ATTATCACAATATCATGAAAT TTAAATTTTCACA E COTTTG- 867
Staphylocosous._sinise_Otosoue_ 251264 100+« TCATAATAMMATTTTO o e v eve s GOAAMMATAMATATTOTCAAT TAAGAMAAG TATOAG TATARAAATETTTTETAMA CAATTHATAATTO B TGTToA. 264
Staphylocosous_spidentidis ATCC_ 1222840-472 308 AAAAGAAAAG TAATTTTCTORAACAAARATTATTTCT TAAACATAGATAAGTTCOATTG TAAAATACARACATTTT TAAAG AAA CTTTTHCATCAAT n COTTTG. a2
Staphylacoseus_so._JGI D0010024231-460 214 AAAAGAAAAG TAATTTTCTGRAACAAAAATTATTTCT TAAACATAGATAAGTTCOAT TG TAAAATACARACAT TTT TAAAG AAA CTTTTHCATCAAT A COTTTG.  da0
Staohpococcus_warmed_L376031-462 208 TACTCACGATCCATAAAAT T TCAARAGCAATTTTAT TTATCOTTCGCAATCAGCTCAAATCCTAAGCOCTTTTTTCCAGACCTT COTTTTA c ATTTTG - 48z
Staph Wococcws_pastews_SP1/1-352 - CATTTTA E ATTTTG- 352
Stapkplococcus_capee_CB87/1-2649 125 AATTAARAGTTGTAAGTAAGG . - - - - AGAA. - - TAATGTTAARGTTTGGATATTTACTTGTGTAT TACAAAGGT&TTTTAAGAAA- CAATACC c TGTTTTG 284
Staphylococous_capitis QN/1-287 128 AATTAAAGTTGTAAGTAAGG - - - - - AGAA- - - TAATGTTAAGTTTGGATATTTACTTGTGTATTACAAAGGTATTTTAAGAAA CAaaTACC c TETTTTG 287
Consensus

TATTGAA+ATTAAATAAT+H+ T+ CTAAA+ A+ AR+ TATTATAATTT+ATATTTTTAATAG TAARAT+++ AAAAATT T TARAGAATT TGACACTTTTTCAATTACTATG CTAACATARA+ TTTGTAAAATTCOTTAAATARAAATTTAACARACTTAACGGAGGTAGTTTGA

Abbildung 56: Ubersicht des Sequenzvergleichs der kompletten Promotorregion vor gbsA aller Staphylococci der Synthese-Klasse.
Ein hochkonservierter Bereich liegt direkt vor gbsA.
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Anhang

FPonrtibacillus_marnus_DSM_164651-316 1ACAATATCACTTCCCACTTATTACTITCCCTAAGTATAACTTAGTCTAATG.P\TITT-TAA AAT CATC‘TCAACC TTGAAGAAATA
CHGCT GTCATGACTGT

Spomsaming_newyoriensis_268%1-269 L LI S - TTA-TAGTAATETTTATGA. - - - - - o o v o ATAATCTGETTTACT

TGEGIT
GCARATGETCC-TET

E

AGATAA-GATTGATARBG
TT- CATTATAGTAT

TTTTCGA 117
TAAAACT S7

Bacillus_coagulans_ATCC_70S0/1-197 1 GGCCGCTTTTTC: - - AATGCCG 40
Bacillus_pumitus/1-229 R e TEATATACCTGTTTGTTCATOARAACAATAA- ATATTGRBTATTTGCTC 54
Bacillus_lickenifomis_WX-02/1-257 1 CAGCTCATCATCCCT TAATH T TG TTAGCOE TTCARAACACTARAACGA . CABARAAATAAA QD
Bacillus_awyloliguetzciens_FZBA2/1-260 1 SGGCTGA- TCATCCC TATTITITACAGTTGATGARAAAGATGATGCGE - CAGGATATGCGA S0
Bacillus_sp._ 5861251 1 SGGCTGA- TCATCCCTTCACTSG ca TATTITITACAGTTGATCARAAAGATGATGCGE - CABGATATGCGA S0
Bacillus_stophaeus_1992/1-262 1 SAGATGA- TCATCCCTTCACTGA CA-TGT TATTITTGGCAGTTGTTGARAACG TTTATATGCTGAGGATAAGGSA S0
Bacillus_subtilis_swbsp._subtitis_str_168/-263 1 SAGCTGATCATCCCTRCAAATGS G A TATTICITCCTGATG TTGARAATAGCTGAATGCAGAGGAAGTGGGAD
Bacitlus_sp._J5/%-263 1 -AGCTGATCATCCCTITCAAATGG G A TATTTICTITCCTGATGTTG AATAGCTGAATGCAG GRAAGTGGGA S
Bacillus_subtilis_subsp,_subtilis_str_1684-282 1 - - -« - - S CGGTTTCATCCTRTCAGCTA CATTITTGATACGGCGAAAATGCT - - -GTCAAAAGAGAATTTGGCASE
Bacillus_sp._J5/1-283 1 .. CGGTTTCATCCTRTCAGCTA CATTRTIGATACGGCGAARATGCT - - -GTCAAAAGAGAATTTGGCASE
Bacillus_atrophaeus_1942/1-285 1 SCAGTTTCAATCCTRITCAGATG CATTTITTAATACAACGAARATGCT- - - ATAAATAGAGAATTTGGCAST
Bacillus_awyloliguetzciens_FZBA2/1-285 1 SCAGTTTCAATCCTRTCAGTCA CATTITTAAACCGGCGGAAATGCT - - - CTTCCGAGAGAATTTGGCAST
Bacillus_sp._S86/1-303 1 TCAGTCA . . CATTRTIAAACCGGCGGARATGCT. - - CTTCCCAGABAATTTGOCATS

Consensus

ACAATATCACTAGCTGATTAATCCTTTCAGTGAGTATAACTTAGT+ TAACCA+TT+TTGATGTCAATATA+CATATTTTTGACAGGTGTTGAAAACTATTATATG+AGAG+ATTTGGCA

Portibacilles_marinus_DSM_16465/1-316 113 @Akl TTTAAA.AAIAATGGEGATTCTTCTAT--AAATTCTGTAICATATAAGTTT TAAAGTITAT.GAGTTATGTG.TCTCATT.GG.T 4 -
Sporosaing_newyadensis_ 2631/1-269 88 CAGAAATEAAACAACCTT TAGAAT CACAACTTTGTACTGTACATAAACTTGTAATTG CACAAAGTRITOTOAT AT . - oo v e e oo r
Bacillus_cosgulans_ATCC_T0SH1-197 41 - ARAAABIG TACCO TARAA- - - - - - AATGAATAACAAATCGCCTTCAATTACAATATATATCATCTRATA AAGT
Bacillus_ouwitusi1-229 ssgTAATTTEGABc AR A G MBEG ATCTCTATCT - AcCAGECTE TTRRCTCAARATTTTRAAATAAARGTT ACAA
Bacillus_lichenitomis_WX-02/1-257 91 BAAATCAGCCECAAT TTTARGAATAACCGGCAAATTGATGCCATGAATATATTTTTTTATGTCTTATAT TTGA G

Bacillus_awyloliguelaciens_FZB42/1-260 Q0 GCTATCGEGGAGCGATTGTA,
Bacillus_sp_ 5861251 90 GCTATCTEGAGCGATTGTA
Bacillus_atmphaeus_1942/1-262 91 ECAAATGAGAGAGATTGTA,
Bacitlus_subtiNs_suhsp._subtilis_str_168/1-265 82 GGTATCC TARATGTA
Bacillus_so_J5/1-263 92 GGTATCC TARATGTA

ACATCCGCATT-GTCAGCGGGAT CATGAAAAAATACGTATATTGT TTCA
ACATCCGCATT-GTCAGCGGGAT, CATGAAAAAMACACGTATATTGT TTCA
ACACTGCCGCT-GGTTATGTCAT CAATAAATAATATGTGTATTAC ATCG
ACACCCTTTCC-GTCTCGGTCAT CAATAAATAATCTATAAATAAC TTCA
ACACCCTTTCC-GTCTCGGTCAT CAATAAATAATCTATAAATAAC TTCA

Bacillus_subtilis_suhsp._subtilis_str_1681-283 87 GGARATT CAATAAGG TCAACACACGT- CAATGCGGGTA TCAGCGTTTACACATACTTITAT ATGA
Bacillus_sp._J5/1-283 87 GGAAATT CAATAAGG TCAACACACGT- CAATGCGGGTA TCAGCGTTTACACATACTTITAT ATGA
Bacillus_atrophaeus_1992/1-285 88 GGAAATT CARATATA ACATCOGGTGAT-GCATAGGGATA TCAAGGCTTACACATACTTITAT ATGA
Bacillus_amyloliquelaciens_FZB42/1-285 22 GTAATCC CAATAAGA ACTTTGCCGGT- CAATACGGGTT TCAGTGCTTACACAACCTTITAT ATGG

B e e e e e e i )
@PRO0E P A AP O

Bacillus_sp._586/1-303 TAGTAATCC CAATAAG A ACTTTGCCGGT- CAATACGGGTARATCAGTGCTTACACAACCTETAT ATGG
Consensus
GGAATCTGGAGCAATH+ATAAGAACATCCCCTOTAGAATGCGGGTTAACAAGH AATTATACATA+TTTATATATAATATGAACACATTGTAAACTTTTTATTTTACAAAGTTTTTAA+TT

Pontibacilus_madnus_DSM_164651-316 233 7T TAATGTTTATIGTCAATTCATAC TTARCTTT - -GATCATTGTTAACAAGGATTTCAATCCAGGAGGGGTTAAGAGTCAC 216
Sporosaming_newyokensis_ 2681/1-269 193 TTAGATAAGTTTAAAGACT ACAAAAAGGGAGTGGT - - - -GAATATCTATATAATAAAGCGGGTCTTCACT 269
Bacillus_coagwlans_ATCC_70S0/1-197 142 CTTATATTGTAACCAATC AAAMACTGCGAGGTGCGAAAA 197
Bacillus_puwilus/1-229 171 ATAAATAAGGTGTAAATT TATTGATCCGACTAATGGAGGTGTCTCAT - - 228
Bacillus_licherifomis_WX-02/1-257 208 ATGAATGAGATGTTGAAA AACAGTTGGAGS 257
Bacitlus_auyloliquelaciens_FZB42/1-260 206 ATAAAGATTATACT - - - ATAACGGAACCCTTCGGAGGTGLCACGGA - - - 280
Bacillus_sp. 586/1-251 208 ATAAAGATTATACT - - - ATAACGGAACCCTTCGGAG 251
Bacillus_stophaeus_1942/1-262 207 ATAAAGGTTATACT - ATAACGGAAACCTOTTGGAGGTECACGGA . - - -+ - v v o oo v e e e e 262
Bacillus_subtilis_suhsp._sublilis_str_168/1-263 208 ATAAGGATTA R TTTAATGGAAACCTGCGGAGGTGCACGGA . - - - - - - - - o v v v e e 263
Bacillus_sp._J5/1-263 203 ATAAGGATTA s TTTAATGGAAACCTGCGGAGGTGCACGGA. - 263
Bacillus_subtilis_suhsp._subiilis_str_168/1-283 203 ATGGGAAGTA TTARATTTAAACTGAACAAATTGCAATAAATTTAATTTTGGAGGTGLGATGET - 283
Bacillus_sp._J5/1-283 203 ATGGGAAGCATNTCAATTG TTAARATTTAAACTGAACAAATTGCAATAAATTTAATTTTGGAGGTGCGATET - 283
Bacillus_atmphaeus_1942/1-285 209 ATGGTTAAAGCTCAATTT TTARATACGAATTITAACCAATTGAATCAATTTAATCACGGAGGTGTTCATGE 285
Bacillus_swmyloliquelaciens_FZB42/1-285 A GGAAAAEGI CAATTG CTTAAATTTGAATTITAACCAATTGAATAAACTTCATCGTGGCAGGTGTGAGTET 285
Bacilluz_sp._5861-303 195 ATGGGAAACGTTCAATTG CTTARATTTGAATITAACAAATTCAATAAACTTAATCATGGAGGTCTGAGTGTTTGCTGACATTAGAAAATGTCTCGAAA 303

Consensus

ATAATHA+AATTATACAA+ TTTTTAAAAAATTAAAT T+AAACTTAA+GAATTCAATGAATTTAATCATGGAGGTGTGAA+++T++CTGACATTAGARAAATGTCTCGAAA

Abbildung 57: Ubersicht des Sequenzvergleichs der kompletten Promotorregion vor den jeweiligen opuBA- (*) und opuCA-Genen der

OpuB/OpuC-Untergruppe.
Eine besonders hoch konservierte Region liegt im mittleren Bereich der Promotorregionen.
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Anhang

F ¥QANKNLYLSELSSE 1 £+l 1 QOADEQKDNLERLOAEMAASNYE - - - LWVEEGSAEEADLLYEKAEEMKVFQACVTEAF THILALK. -
LFOANKS I YKNEMSSY | RKWOTAANEQE THLKKVENQLKNRYRE - - - FSSEKQMEDADLLYQRLEQMIGFHEN ILKTFHKLOPE - - -
LY TR TTNLYKTEMTSY | KO TAVNECENELAAVEEQVOANMOR - - - CVKOKEMBETAFLOERMREMVHF KTClsKkALOSLHFDR . -

Hirlehailluz_halephilus DS 226641165 - . MVLKDHESLED INTKV TEF SKTLEMFOLTPAEARLFWT IV | HPHPMEBDEMSGAL G K|
Hslohacillus_kuroshimentic OSM_183BF1170 <.t cc .o oo MGGNDHHNLED | QMK HEF SKTLEMFGLSMADSRLF VTLYLHPSPI

. 1 . 20 . 30 . @ %0 . 80 X 7 . 80 X %0 X 100 mwo 20 1w 40 [ woo w0 w0 0 00
Bacillus_iafantis_WRAL_B-14911/1-181 et MHNEELVAGARERVI ESVARFMHL YOVPAS 10R 170 TLYF ENkPMEEOE L KE £ LEWEIRS I To VR TLLE L v E ovwr kB B ¥a vico pwrv a1 0 RFC TOMRKO TOMNLDASLRSLKDLEEVLSHT B0+ DETVKKAENHLAKI TYA | EY Y TRNKY IDLFESRE | FELTKSEDERKER: <<« w e e -
Spormisstobaciluz_imulises CASO/-187 e MKLVHEMNRSE LVEN | RDRYIESVSONMYLYGUTPS | GRLYGTLEFHGEPMILD DAMKE EL KMBITSME T 5VRTLIMEL KMVE RAWR KB | BB LY EADDDWYD | BITOFFSHOMRKYTAMNMKAVROSLNELTRLMED . - PELSESDREL 10T OMDKYEY | LNYYKMLNAFFDF LNGOELYOVYKKKMDADD - - oo oo v e e
Tuoberbailus._oaliius_OSW_17573/1-188 . LALSYHIVENNGAI | ERARERVIET | SONMHLYGUTFS GRLYGTLFFHDEPMIEDEMKEALQMERT SMET S VRTLMDLNMVE KV KEVRKB L ¥ AAKKOWYQ | FF OFF THOWAKY 10 I NTKAIHGSMKELEDLLENE  HGLTOEORAQIOLO | EKLEYTDAYYRMEEKL | STFENKAIFOFUNREQER . - -
Do myierss. HS V1 168 e MEVHFMDOKEQLEKSRERIIET 1AGH I HLYGLTPSAGRRYOTMF FHDOP LD DMTEELGMBITSME TS VRALSDLKLVERAWKRSVAKELYQVKDDWYaSH I DLFSIKWRRS |SLYSTTIRKSLNELNKLAAD - - F5 1 TODLKLMVERD | EKLRYVROYYEMUDRLVDAFEDHD | FDLVFRKDD IREGK
olokomans_LMG_ 9581/1-182 Seeaeeaees s cMEVDPKEQLOLAKERVIDT IAHNMNLYG I TDSVORLFOLLFFSNEPMILDEMKD ELGM SME TS VRHLMDL KMV D KVWKKS V] LYOAEEDWYQTHE I OLFT I KWRFA | SMNVSS | EKSMKELKILVKR - - ED I DAD I REEAQOL IEKLYSCLAYYRWMESKLYDSFESHE |FEF IPRYDEKD: - -
MM#LMUWWLMNMM P MOODROKLLKARERVTEA | ACHMNLYGVTPSVORLYGMMYFHNEPLIIED EMKO ELGMBITSME T 5VRTLYDLKMVEK 1R BVRIKELYLVEEDWYQTE I HEFT I WHlRTOWHMN I OAIORSLOELRELRNK. - OHLSENLAHE 010 1 EKLHNALOYYDMVDRL IGSFESGE IFKYIPRK- ... .
e VSN I MOSEGKLEHARERVIEA I SQNMNL YO WTESVBRLYGALYFREGELILDDMKEELGMEKT SME TS VASLLELKMVG KVWKKEVAKBL YQAESDWYGTH I DFFTIKIMRSG 15 I NASAMEKSLRELRLLIED - ESVEELTKEKARLD IDKLTDALEYYDMBNRLVDSFESEE [FNF IFKKR- - - -
e MDK-LVOHDATPYEQ | | YKARKRVIDSLARNIOLYG I TMS |OHLYOTLLFODKPMILDEMO EALGMSKTISME TG VR TLLDLNMYHKVWMES T RIB HYE | EQDWYONE | 0YFS | KWRKO | CONIQSLRKSLOELKTLLSK: - ODLP TPLOEMVOAD |EKIKNSLEYVOMENRL IDTFESHE |FKYVPKKEGAE -« -
e MKEQLPOPETNSEYER | LNKARQRVIES | AKHMOLYG I SLEVGHLYGTLLFONKPMILD EMGAALGMBITSME TG VRNL | DL NMYHKVWMKSSRKBHYDVEQDWYQNE | 0VES | KIRKA | DDNVOALHKSMOELTHLSEQ . - ENLFET IRDLVO | OMEKMKNMLAY VOMESRL IDTFESHE |FKYVFK: <« oo
B MO THOEK | LEKAQERVIETLARNMOLYG I TMSTOLLYGTLLFODKSMILD EMG EALGMBITSME T6 VR TLMDLNMVE K IWKKETRIBHYEVHLOWYQNE | DLFSYIMRHACEHNYHALKKSLLELRALOKS . - EELTEEVRERVOLS IKRIENGLEYYLMUSRLIDSFESHD I FOFVPKKENES - -
. . METHOEKILEKARERVIETLARNMDLYO | TMSTOLLYGTLLFGDKSMELDEMS EALSMBITSMET0WRTLMD L NMVEK I WKKS T RIKBHYEVHLDWYGHE | DLFSVKBRHASEGHVHS LKKSLHELRTLRAS -  EDLSDELRARVELS ISRIENGLEYYLMWISRL IDAFESHD | FOFUFKKESDS - - -
e MKD. - ELOGLEDMLKOAILKSRHRIIESVOKNMOLYGVTHSVEHLYGLMYF S06P VLD DMRE EMGMBITSMS TGMR T LMD L KMV HKVWG KS(CRIKBLYETEF DWHONEVDYFS | KINRKSMESNTHOLCKSLSELEVLLED . - YONDEKARD | LLRO IDKIKHALSYYRMDOL | REMETGE |FTF IPKE IPPFENG
S MD. - EFEGLEEELOVAIGKTRHAMIETVGKHMOLFGUTAEVEHLYGMMYF £06F VIR EMGQ KMGMBITSME T GMRTL | DL KMYHKVWS KBS RIKBLYETEFDWHONLGDVES | AMRKSMESNVHHLHKSLRELS ILLDOK. - YGDNFOAHYL | KGOMLKMOHAL SYVKIMHEKL IREFETCE IFTFLFKEDE. - - -
IrumoRsGie_Foapo_KWON'187 e MN- - ELEGLSPDVAARLTKARERVIDS 1GKHMOLYS | TASVORMYOYMYFHNGP VLD S LS ASMEMBITSMENG VR TLLOL KM I DKVWS KBS RKBO Y E vV P OWYANESOF FS I RMRKAVEANMS AMS RSLRE I RELMAEA - GAEDERLOWLLKSDEAK I NEAMKY Y RMHLAL | EALETGKIFELVFKEEE: - - -
Pasninacillus_sp._HGF .20 MM DLSOFTTEOSQKIQKHRERVIDS 10KHMDLYG I TLS |GHLYOVMYFHNGPWIEDE LS K TI MBIT SMB TO VR TLIMDL KM | Dy K8(TRIKE L YEVEP DWYQNESDF FS 1 KMRKAVES HMNALNKSLVELRHMKKEY - - EESPELRAVLEADEAKIAHAIDYYKMULRL | EAMETGKIFELIPKESREPASD
Canneta_L .moaa.-_m_uasﬂmas C LM EYODLPODOVLKLKKARDRVIDS 1GKHMOLYG I TLEVGHLYGHMYF S0V VIIEDEL S KKMEMBITSME TG VR TL VDL KM | DKVWG KBS RIKBF YEVTFOWYQNECOVES | KIRKAVESNTNALTKSLNELRELRKEC . - EGNERMTAL | OMOEAK I VEALKYYRMULRF | EALETGKIFELVPKESD . -« -
PaeBACIN_30 _IDR-2/1- 16 e MOE- - NIGGLTPEOSRSLHVSRARVIDS 1GKHMOLYG I TLS IGHLYOVYMYFQNOP | IR0 QMSQaMEMBIETSMS TOMRTLMDL KM I DV KBS RIKBF Y EVVPOWYGNETOF FS I KBRKAVESNMASLAKSLKEIHALOTSD - - PONSTLRE | TSYOEQKINEALNY YRMUHRL IDSFESGE I FOF IFKED -« - -
Pasnibacillus_horenas_DSM_ 1696V 1-195 e MD- - ELEVLTEEQRTKLSNTRRAVIES IOKHMOLY® I TLS |OHLYONMYFHQEP VLD EMS E TMOMSITSMS TOMRTLHDL KM | VWG K8(s RIBIL YE VP OWHGNEADF 'S | KIRKAVEQNMARLGRSLKE I EVLKEQY - - AGDSAFLOVLESDAAKIDEALNY VKMUDRL IDSFETGN I YRF IFKEE -« - -
Pasninacilus_dssjecnensis DSM_ 184904487 .. o MN. .5 | DALLEEDKER |QHIRGRVIES | GKHMOLYS | TLS | GHLYGNMYF NG KPTIDEMSE TAAo MBI S MBI TGMRT L T DL KM | HCVWE KB S RIRBL ¥ E P DWHG KB TOVE S | KOMR KAV EMNMNVLLRSLKE | KLMREQK. - POMEALGALLOEDAEKIECAVDYYRMELAL I DSLEDGS (YDF IPKEENR. - . -
) Pacnihasilys_otnihauw,_DSH_ 339081193 S MK YLEALTEEQORKVGOQARGRUIES IGKHMOLYS I TLE | GHLYGHMYFHNAFVIIRDEMS A TIG MBI S ME TGMRTLMDL KM | NKVWG KBS RIKBIL Y E VWP DWHO N | DVF S | RIBRKAVEANSNALHKSLKE IROMRTEY - - ADNEFLLALLOGOESKIHDALSYYKMULAL IDSFESCKIVELIFMEETOUN K
Paetnacillyi_ieaUAUIS_ CITH 1188 e MA- - TFAQLTOEQQOAVEKARNRYIEAIGQNMDLYOMTAS TOHLYOLLF FSDHPMILD EMG KEMEMSITSMS TR TLYDMKMYHIVW K8 TRIBLYEVEFDWYQTHADYF | KMRKA | EVNLSAIRRSKRELENLLAA- - HSEDEMLCO | VOAD | AKMREAEQY Y HMHDOL | DALESGE | FRF IFKFOTPE- - -
=N st OSIE1-185 L MAL L TFAGLTGERKSVVEKARNRY|I EAIOGNMOLYOMTHS TONLYGLLF F 5 DHPMEEDOMKREMEMSKISMET o VR TLYDMKMYHKVWE KB T RKBLYEAECOWYG T T0YEGLKNRKAVEMNMS A RRSMRELETLRSS . - SDDOOLAAVISLOLSKMROAEAYYEWHDRL | DALESCD |FSLUPKREG: - - ... . ... .
Qo | Prenivacitius_wuchaginosus_3016/1-188 S ME. . PTNRISSEQELV OKARKRI|EAIGHEMOLYG I TPSTEHLYGLLFFONKPMILD EMG R AMEMBICTSME TG R TL VDL KMYHICVWE KBS RIB L YEVEMOWF O THSOF FSLIMRKALEMNLSALRKSKAELSSLGTA. - APEDSPLHETLOTOLHKIDEAIRYYOMUDAL IDTFESGE | FOWVPKOPPAS. . . .
Cammeloresmotlrans OS%E 176831138 S ME. - RIEGLTLEGEQAIOKARKRIIEAIGHHMOLYG I TQSTOHLYGLLFFGNKFMILD EMGGAMEMSITSME TAVRTLYDLKMYHKVWEKSS BB LYEVELDWFQTHADF FSLKMRKASEMNLHALRKSKSEMLELSAK. - HAEDEDF GOGVRADLAKIDEAIRYYSMUNAL IETFESGD | FKLUFKDARFK. - - -
&_ginsengihumi_DSML 215681185 - - - -MT- - EWTGLSREQSDA | QKARKRVIES | 0KNMOLYOVTLSTOHLYGMME F QDKPMILDDMO EGMOMSKTSME TOVRTLLDL KMYHKVWEKS S RKBILYEVESOWHI TRADYF v | KNRKSVEMNLOAVRKSLAELERLAAS - - OPDNAELGEV | AKDQAKMKEAVKYYLWEERL IDTFENGD | YQLVPKEE- - -« -« .
Bf) | peeribscitus osssdensnia_osu tszaxntar .. MND. . KFAGLEPDOEQA IHKARKRVIIES 16 KHMOLYG | TASTOLLYGLMF FO0KPMNEDEMS O AMEMBITSMBT o | RTLYDLNMYHKVWE KBS KB YE W EROWHO THADE FVLIHRKAVEMNL TALRASGNELVKLAESASAE TAEPURAAVAGOLDKIGOA I AYYLMHDRY DLLESSS I YEHVPKEPDSD. . - .
puin PaeinaCNT_uNigimis_NS7H/ 1138 - MM RO EMGQ EMKMBIET S MBI T6 VR TLL DY KMy HKVWE KB S RIBL Y EVE T 0WYQ THACF FO | kBRKSVESN IL I FRRALDETSKLLKO - - HEDDE | I TAVLLEOQAKMKEAVTYYKMBDRL I DTFVS6E IFNLVPKEPSIOE- - -
o Pasninacilus_tachis_ 1541183 S MSL. - YRLDEER@AAVEKIRKRUIEN 10RIMDLYG I FLSTOHLYOLLYF ADKPMBED EMGG EMKMBITSME TG VR TLLDHNKMYHKVWE KS(S RIKB L YEVEYDWYQ TRVDF DI KIMRKSVESH I LVLRKALGETEKLLKE - - YEDDPUMVAVLEADRT KMREAVAYYRMIERL IDAFVDGD | FKYVFKEFPEGSS - -
— Geabacillus_so,_ V1 12HC 101129 S MBL. .. YHLODERQAAVOKIRKRVIEN 1GRHMOLYS I PHSTOHLYOLLYFADKPMNEDEMGOEMKMBITSME TG VR TLL DY KMYHKVWE KSSRIKBLYEVEYOWYQTHF OF Fo I KMRKSVESN | LVLRKALDETEKLRKA: - HEDDEELVAVLOEDQAKMREAVAYYKMLERL IDTFVOGE | FHYVPKEPPEGKS . - .
o Paeninaciitu_vortex_4831189 S MBL. - YHLODERGAAVHKIRKRYIEN 1 GRIMOLYG I PLETGHLYGLLYFADKPMNED EMGO EMKMBICTSME TG VR TLLOYKMYHICVWE KBS RIB L YEVE Y DWYOSEVOF FO I KMRKSVESN IMVLRKALDETEKLHKE . - HEHDEVLAAVLOEOOAKMREAVAY YKIMLERL 1DTFVOGD | FNYVPKEPPEGKS . .
Socunuizaciis_ somed_ SR DL IRIWAIG? - - - -MSL- - baTOwd ExEnevvaR s kxkvilEvvs aliaLgeyTLaTRnEvRLLr P acueiiego o uonelTe viFTL B nigvi v o R i v e vouva il o vRANGRR AVESRLOALR RAMKE I BRLLE §- - FOTSEF VADYLRKORE KIRCAOIRRIRORL 1DTHEOOAIFOLYPREA - - - - -
D S MOL. - DONGWSEEEMRAVOR I RKRVIEVVORNMELYG I TLSTOHLYOLLFFADKPMILD EMG R EMEMBITSME TO VR TLLDL HMYHKVWE K8(S RIB L YEVEYDWYQTHTOVFATOWRRAVESNLOWLRRALKE IDRLLEG . - PDASEF WVE | LTKORDKIRQAESYYRMWIDRY I DAMEDGELYKLVPRES . - - - - - .
I S MSL. ... 0OLSOEEQSTVLRURKRVIEAIGRHMOLYGVTLSTGHLYGLLF FADKPMILD EMG R EMSMBITSME TSMRTLLOL NMYHKVWE KBS RKBLYEVEYOWYQTHTOVEAI EWRKAVETN IO | IRRS IEEISRMMRE: - |PEDTAIRGVLEVOKRKMEGAVAYYSMENRL IDCLENGD IVALVFKE <.« oo« .
e MBLe - 0QLTPEQQAD IMKVRKRVIEAIGRIMOLYG ISLSTOHLYGOLLF FADKPMILD EMG L EMKMBIRTSME T6 VR TLLOLKMYHIYWE KBS RIBLYEVETOWHO THTOVEA I KBRKAVESNIL I LRRSIEEINKWLAS. - EP- EEALTA I LEEORNKMIDAVKY YEMHDRL I DAMESGE | VOLVFKE -« -« - - -
Paeninacillus_so,_DI1-185 Se e oMSL- - DRLTDEQRALLMKVEKRVIEAIGRHMOLYOVSLSTOHLYOLLF FADKPMILD EMO KEMKMSKTSME TG VRTLLDL KMV HKVWEKSS KB LYEVEYOWYQ TETOF FAIKMRKAVESH I LVLRRS I DELTKAMYY - - EE- EOPLRKVLEEOVRKMKE SVKYYEMUDRL I DAMESGE | YKLVPKETES - - - -
Pasinacillus_sanguiniz_DSM_ 16941/ 184 S MSL. .. DELTSEARAL LMKVRKRVIET I6KAMOLYSUSLSTOMLYGLLFFADKPMELD EMOMEMKMEITI SMB TS VRTL L DL KMy N CVWE KBS RIB LY EVEYDWYOTETOF Fal kMRKAVESH | L LRRSMEEMKKALAV. . EP. EGPLRHVLEED | AKMKEAVRYYEMEDRL | DAMESGE | YKLVPKETD. . ... . .
Q| preesinesia sssuiier S ML .. YOLGODEGOASLOKIRKRUIEAIGKHMOLYS I TLEAGHLYGLLFFADKEMILDEMG R EMEMBITSME TG URTLLOLKMYHKVWSKESRIKBLYEVEYOWHO THTOF FAI KIRKAVETHLLVLRKAIDELDRLMNG . - GEEYEEF KA | LOOORMKMKOAVAYYKMHDRL I DEMESEE | VKL I FKEEVSD - - - .
e MSLe .- YQLGDEQQASLOKIRKRVIEAIGKHMOLY® I TLSAGHLYOLLF FADKPMILDEMG R EMEMSITSMS T0 VR TLLDLKMYHICVWS KBS RIKBLYEVEYTDWHA THTOF FA I KERKAVE THLLYLRKAIEELDRLLED . - GOETEEF KAVLOQDRLKMKQAVAY Y KMUDRL | DSMESEE | YKL I FKEEVRD - - - -
o S MSL. . DRLTEVOQETLOKIRKRUIEAIGKHMDLYGUTLSTOHLYOLLFFADHPMELD DAMG R EMEMBITSME T S4B TL L DL KMYH KV H IS5 RIB LY EVEMOWHE THADF F Al KR KAVEMNLOGVMR KA | YEMDKLLDG - - ELENDELRK I LEHDRD KMKQAVSF YKWLDRL IDALEDEE | VKLVPKEEG . - - - - .
Pranibaciiue paasclect BSN_F4 ¥1-108 soeMsL. .. -ooLTEwaoeTLaKIRKRVIEA oMo YovTLSTaHLYSLLE FaDHPMEREOMe REUE MR SMBTLL DL kN kvwn i c R HevEupwia TRADE Ba | IQlRKAVEMNLOVMRKA | YEMDKLL DO - ELENDELRK| LEHDRDKMKDAVSEYKIRIDRL | DAL EDEE I VKLVPKEEQ: - - .
Bacitlus,_clausii_KSHR 1B S KAMEHSNOVDRGLGE|REQF IHELSTHF HLYG INESVGRLYOTLLFENDTLEMDEMSRALG SMB TG | RGLVD ANMARKVWKKEVRKBLY 10 EEDWYASE | A1F5KKNRQO | ENNKKASVRMEKRLLALGK - - - - ETPEQAEVIASDLKKIAHAKANYDMIORF IDF LESOE|IFEHLEK. - - -
s.ﬁmmun_mm_am_:mmm < MKDADTEQHTLEEIRTRF I SVMAKNMEVYG 1 SETVGRLYG TVYFHDQP BT L5 v nvwo VR Moo e oowr o1 T VE + bl e AT HANL & SAENTKKELGA T LOK- - - 7HDSMVYEKAATDL SRVEKAL DY
Baciiox._craganaomasis_OSM_18086/1-187 SMKKTPEEREWORLVOAEERF VNAVAC) SMBTGVRALSEADM | KKTWRKEVRKEL YO TOP Ny KSHTNVE | KAWSOSSSENLKALRASKEDLOHLMOD - - - AASARVREKAAF D IORLEDAEAYYE
AMainocoseus, halotolerans DSM 1BS7E11B0 - - - - - - - MEREGKNIQDKLDEARHQFIATIAQ SME TG | RALMD ADMVE RVWE KB VRKEL Y SHDOWYG SHTSVFVNRWREAADNNGKAARRAKEEF EAFLEE - - - AEDFYL | DVLHHDLEKVNYALOYYE
Bacillus_stealephite/t. 181 - MVEKKEHNSDWEKLELAREEFSHEL Sk] SMB TS I RTLLDANMYD RV KEVRKEL Yo S EEDWYKSHSAVEVKRMRTSUDNNLKAVEGHCL | LKA- LSH. - - NEDEELOA | ZNDYQKMDHAKKYYQ
Bacillus_selenitimducens_MLS10/1-183 SSEEKLLSEQECLOAARGRFISEIAK) SME TG IRSLVEADMVERVIWEKEVRKDL YKTEEOWYKSHS TVF | KRWRNATETNLEAIGETEEMLNALKER - - - ADHDEV | DEVNIDLEKLHRARKYYE .
Bacils_cenutosiioes_DSN_I522/1-196 ~RSEEKLOKD I DALEEARNRFITE | AK SME TS 1RSLLOANMYERVWERE | RIBLYKAEDOWYKSHSNVE | NRWRNATELNLDA T KETKQLHLKLLKD - - - TOSED | RKKVTLDLEKLEEAEQYY
Bacilles_suranbiacus_DSM_1BETE/1. 165 ~GSASTYENDALTLEKARMRFVSE I AK SMBhAN | RALLKS DMVEQVWEKS | BB Y KTEEDWYKSHSNVE | NRWSEATLNNMRA KD TKSMLYGLDES - - - TEHED I KSRIGTDLOKLDNAEDYYE
Catasticlibacillus._thenrami_TA2AY1-487 - SHEQDAHTOWORWHOVROKVIQT I 50 SMBTCVRALOE | MY I 10 KB VEKE L YoV EEDWYO TRVSLEG THNKKALESHEQOVROAF TALTELYOE . . - CTOKSLRSKIECDLOKLEHALNYYD
Basilus._coliviosiyiers_DSN_2823/11840 S S INNDDNNIKESYEDTKD IF IQSMAK S ME TG VR TLVOMNMYVE FVF RREVRKBL YKAE ECWYKS B TALF SROMRKASD TH I EEAKEA IEQLOEL ITK- - - THDEEL I SKIESDIEKLEYACOYY
Omaniniepcitysto,  TW251-182 ~MNENQNSKDWEKKEET | EKF 1QT 1 AK SMSToVRALADMKMYES TYHKE | RKBLYCSEEOWYKSHTSLEGNRWRKATESN I EEADEAIEALTNILEK- - - SDDDALNER I NRDLERLVYARNYYD
Pauciestibacitlus_globolus_DSAL 1684641181 - -MENKKSKEWEKHEET | EKF 1QT I Ak} SMBTOVATLSDMKMVES TvickE | BB Y TS EEDWYKSHTSLFGORMRROTESH | EEADEAMEELOKILDK. - - TODEELKER | TRDMERLEYAENYYD
Satimicrbion_sp_MIY1-190 <. -MENKEWQOYEETKEKF 1QV1AK] SME TG VKL S OMKMVEFAF KKEMRKBL YKSEEOWYKSHTSLEASKIKKOVETN I EEADEAIEEFRNLOON - - - TEDLLLRERLEDD | YKLOYAKNYYE
Hatobacilus_halophitus DSM_2266/1-187 - - -~ MFNTGNEEWNKYEET | EQF 1QV 1 AK] SMS TG VRALSDMKMUEFRSF KKBVAKBLYKSEEOWYKSETSLESSRMKKHTETH I EEADEALEELRELKEN - - - TODRELGEKIDRD I FRLEYAGDY YR
Hatohacillus_buroshinentis_DSM_ 183951185 ~MPETNNKDWTKYEET | EQF 1QV 1 AK| SMS TOVRALSDMKMVEP ST KKEVRKBLYKSEEOWYKSHTSLEOSRINRKNTETN I EEADEAIQELESLONR - - - TSDEELKEKIQVD I DRLKYAGNYYR
Pomtibscitivs_mannus DSM 164654.470 .- LVDKEGEWAEYEET | EKF 1OV 1 Ak} SMBTGVATL S EMKMVEPAT KB VR L YIS EEOWYKSRTSLEGNRMRHHTETH I EEADEAIAELOS IADS . - - TODEELKGKIGRD I DRLHYAQNYYR
@ Fontibasitivs_nalophilus DSk 19756/1-187 SLFDIHKNOEWTKYEET I EKFLOVIAK| SMETEVRTLSEMKMVEFSFKKBVRKBLYKSEEDWYKSETSLEGHRWRHY TETHMEEADET |AELQL IYKK- - - TEDEDLREKIQSD IDRLEYAKSYYR
@ Forthacitlus_marinus_DSW_ 164651181 i MONEEKLDEVHKR 1VDQ1AT) RAMBCAVRELSENNLATKHYEKSVRARBKYSVEGOYYATR I SLESSNMRRG | SMNGTFHEKI THOLNE | 1ED- - FDTDKETRKKAEEYLEESHNF LOF YE|
Soorozaring_aewyorkensis_268 11187 . - -MDCD IMDSSNE I EQIKNRIVEQVAENMKS YOHAGT ISKVLAI | HYEDKPMEEDEL SEXTGMEKIRMECYLROMS NLN | AEKTFVPESRKBTY IVEQDYYQTHLTLVVHNENSLVDRNVH | EKRLLROLSL I IDD - - ECATEHEKQ | AQKLYDDSKASLOVF DM I RRLALLFESKD ILKYVP | TEVENTE- - <o -«
Mannoooonusamiotolerns OSM 163781181 - MSASGOKNOLLECLNETERG I ADR I SOMMNTFGUSST IGRLLG | | YMNREPMELODLAEATCMEREAMEC UMROM | SLH | AEKEHYIBSRKEHYNVENDYVOTRVSLE T THIIREY | SKNROF ANKLORE IDEIARA- - SDGSPEVDOK I TELRKELDEWVAYYNMI SRLVEF FESGD | FOAVP | ERNDKGEDK
Lol cospiaet ATCE 100N 101 - - MEEKTLDKVVOAKEGYIEKIADHIRAFGIFFTUGRVLG | | YMHHRFMELDELSGATGMEKRTAMEGYVREMYDMN | AEKVFEKSVRKBLYNVSLOF YD TRVA IR TSHLOKI IHRNKFFEKKF ARELAELKAN - - EELFPEMEKGLNNF LNELGNLAEYYDMIISRLVDF FESGKIFEVVFKKKRG
v Setimicrobion_ g M1 - ceee s MENENKKIEEIRTQFVEKIADMNAFGAPTSLORVLE | |1 YMNHEPMELDE L SAEMOMERTR| VVREM I DMN | AERVFOKEVRKBL YOVEECYVETH IS IFTSTRCKAS TRSRHFEER INRKIEE IREQ- - SOLTEDDEKAINELLEELHRWTEY YOI RRVTYFFESOE | FKHVPKTTOGDVNES - - - - -
= Basillus_aidingensis_DSM_ lluuamr Seieiiiiis..  MADKRSEEMEQVRROFIEKIADNMHSFGUSTTUGRVLE | I VMNGEFMEEDOLSEHTEMERT RMEC VVROMMDLN I AERVFOABVRKBLYOVECDYYOTHI SLETSHINRKA | HKERHF EQTLKSRLEKLRYN - - EEVOEQTEVELNALLEE | YEWI DY VOWIORL IEF FESGEIFEHVPKHPNKK: - - - -« - -«
=) Baciias_aiaingensis_DSM_18341/1.189 e MDDKVFHEVEQAHNG I EKLADNMRSFGTSTTVERVLG | | YMNRAPMEBOELSEQT MBI RMECY VREMMELN 1 AERTFOLBGRKBY YOVEQDY YO TH 1 SLE TSHNROA I NKSRHF EQKLKNRLEKLLOT - - ERLTEEEEEQ I NELLHE | YEWMEXYD)
= Basilles_clausii_KSMKIG1-181 - - MAGHTLDTIKRMEEQFVDRIAENMATYOVSTTVGRVLG | I YMNRKPMEBEALSDE TOMEKERMECYVREML SLNVAKKYT EKSVRKBLYDVEKD YYQTH 1S | FVANNRAY | AKHRAVOKR IGNEVRRFMEGEADNLSADEMEQLNHLLKETEQWLHYY
= Bacillas_pumilusr1-191 MLQ I VEREGMKRGVDKQALGAIQKARDHY I EKAAENMNAFGLSS TUGRVLG | | KMNRKPMELEELSEATGMEKIRMECYVREMLDLN | AEKVYEKS | RKBLYDVEQDD YO TH I SLEAANNTRVVSKNRKAHKKTCKELQELLED - - EDLPEETEDKINLLLSE | KESLOYYD)
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o SMETOVRSLVDLNLVKRVWKKEVRKBLF CANEQLF KQEMSF vYMKHN | VATEDRKEALLELGSELERSAL - - -
[an] 5 BTSMRSLVELNLVKRVWKKEVRIBLYCANNHLYKQELSFYTKIMKDATENRKESLLELKNEF DR IQN. - -
- AR v AVRRLOEFNLVERYFOKBVRRBLYEAREDLYKKEMKTYVHAMLESLNLO | NNLAD 1QEOLDRYP- - - -
= AMBNS IRTLLDYNLVERVWKKEVAKEL Y AE KDL YAKEMKAYVERWLTAI DRORANLEELERSYQFAK- - - -
—~ SMBTGVRSLLDMNLVERVWKKEVRIKBL YAANEDLF NKEMS SYVYRNLDAAEROKQSLEETRVLLDKDEF - - - - - - - OVETDQAEDLKDRLDDMIQF KCL I SKAFED | DPNK- -
o . SMB TG IRSLLOLNLVERVKKEVRKEL YOANESLF KRFMSTY | SRMTEACHROMKS VO T IQEQVEDH- A - - - . . TONDKELNHLRRRLKD | LEF HOL | ENAFEDLYPE. - .
s ¥
s v
i v

TG 1 RNLSDOGLVERVWKKS

Wil Yiale T/sinifele B F/X/Liviisle Fix W

Abbildung 58: Sequenzvergleich aller GbsR-Typ Regulatoren der Transporter-Klasse.

Dargestellt ist ein Aminosduresequenzvergleich von allen GbsR-Typ Regulatoren aus der Transporter-Klasse. Eingezeichnet ist das Winged-Helix-Motiv von
OpuCR aus B. subtilis, das von Lee et al. (2013) festgelegt wurde. AufRerdem sind die teils aromatischen Aminosduren von OpuAR aus B. infantis NRRL B-14911,
die an der Bindung des Liganden Cholins beteiligt sind, eingezeichnet.
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Abbildung 59: Ubersicht des Sequenzvergleichs der kompletten Promotorregion vor opuAA aus der OpuA-Untergruppe (Teil 1).
Der groRte konservierte Bereich liegt in der Mitte der Promotorregionen.
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Abbildung 60: Ubersicht des Sequenzvergleichs der kompletten Promotorregion vor opuAA aus der OpuA-Untergruppe (Teil 2).
Der grofite konservierte Bereich liegt in der Mitte der Promotorregionen.
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Abbildung 61: EMSA der ghsA-Promotorregion und in vitro gereinigtem GbsR aus B. subtilis.
(1) Kontrollfragment gbsA ohne GbsR, (2) Kontrollfragment gbsA (98 bp) mit 1 ug GbsR, (3) PCR
Fragment mit intergener Region (96 bp vor ghsA) ohne GbsR, (4-8) PCR Fragment mit intergener
Region (96 bp vor gbsA) mit abfallender Konzentration von GbsR (1 ug, 0,5 pg, 0,2 pg, 0,1 pg und 0,01
1g), (9) Negativkontrolle Mastermix. GbsR scheint an der DNA vor gbsA binden zu kdnnen. Die
Ergebnisse dieses EMSA sind dennoch héchst kritisch zu betrachten, da der groBte Anteil an
eingesetztem Protein aggregiert vorliegt.
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Abbildung 62: EMSA mit in vitro gereinigtem GhsR aus B. subtilis und der
gbsA-Promotorregion mit und ohne Bindemotiv aus B. subtilis.

(1-5) PCR Fragment intergene Region (96 bp vor gbsA) mit abfallender GbsR Konzentration (1ug,
0,5ug, 0,2ug, 0,21ug und 0,01 pg). (6-10) PCR Fragment mit intergener Region (96 bp vor gbsA) ohne
putatives Bindemotiv (Deletion der Basenpaare TTAAATTTTTATTTAA) mit abfallenden
Konzentrationen von GbsR (1 ug, 0,5 pg, 0,2 pug, 0,1 pug und 0,01 pg). GbsR scheint nicht mehr an der
DNA vor gbsA binden zu kdnnen, wenn das Bindemotiv vor gbsA vorliegt. Die Ergebnisse dieses EMSA

sind dennoch hdchst kritisch zu betrachten, da der grofite Anteil an eingesetztem Protein aggregiert
vorliegt.
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Abbildung 63: EMSA der cudA-Promotorregion und in vitro gereinigtem CudC aus S. xylosus
C2A.

(1) Mastermix, (2) Kontrollfragment cudA (107 bp) ohne CudC, (3) Kontrollfragment cudA mit 4 pg
CudC, (4) PCR Fragment mit intergener Region (94 bp vor cudA) ohne CudC, (5-9) PCR Fragment mit
intergener Region (94 bp vor cudA) mit abfallender Konzentration von CudC (4 ug, 3 ug, 2 ug, 1 pug
und 0,2 pug). CudC scheint an der DNA vor cudA binden zu kénnen. Die Ergebnisse dieses EMSA sind
dennoch hochst kritisch zu betrachten, da der grofite Anteil an eingesetztem Protein aggregiert vorliegt.
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Abbildung 64: EMSA der opuAA-Promotorregion und in vitro gereinigtem OpuAR aus

B. infantis NRRL B-14911.

(1) Mastermix, (2) Kontrollfragment opuAA (105 bp) ohne OpuAR, (3) Kontrollfragment opuAA mit 3
g OpuAR, (4) PCR Fragment mit kompletter intergener Region (301 bp) von opuAR und opuAA ohne
OpuAR, (5-9) PCR Fragment mit kompletter intergener Region von opuAR und opuAA mit abfallender
Konzentration von OpuAR (3 pg, 2 ug, 1 pg, 0,15 pg und 0,015 pg). OpuAR scheint an der DNA vor
opuAA binden zu kénnen. Die Ergebnisse dieses EMSA sind dennoch hdchst kritisch zu betrachten, da
der grofite Anteil an eingesetztem Protein aggregiert vorliegt.
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Abbildung 65: EMSA mit in vitro gereinigtem OpuAR und der opuAA-Promotorregion mit und
ohne Bindemotiv aus B. infantis NRRL B-14911.

(1-5) PCR Fragment mit kompletter intergene Region von opuAR und opuAA mit abfallender OpuAR
Konzentration (3ug, 21ug, 1ug, 0,15ug und 0,015 ug). (6-10) PCR Fragment mit kompletter intergener
Region von opuAR und opuAA ohne putatives Bindemotiv (Deletion der Basenpaare
GTACAGTTCAAACTGTAC) mit abfallenden Konzentrationen von OpuAR (3 ug, 2 ug, 1 ug, 0,15
Kg und 0,015 pg). OpuAR scheint trotz Deletion des Bindemotivs teilweise an der DNA vor opuAA
binden zu konnen. Die Ergebnisse dieses EMSA sind dennoch hdchst kritisch zu betrachten, da der
groBte Anteil an eingesetztem Protein aggregiert vorliegt.
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Abbildung 66: SDS-Gele der Uberproduktion und des gereinigten CudC aus S. xylosus C2A.

Die Abbildung zeigt die Analyse der Uberproduktion (a) des CudCs aus S. xylosus C2A. Die
Auftrennung erfolgte tber ein SDS-Gel. Es wurde jeweils eine Probe der Zellen vor (1) und nach (2)
der Zugabe von AHT aufgetragen. (b) zeigt das gereinigte CudC. Die CudC ist 22,81 kDa groR.
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Abbildung 67: SDS-Gele der Uberproduktion der OpuAR-Mutanten.

Die Abbildung zeigt die Analyse der Uberproduktion der einzelnen OpuAR-Mutanten, bei der die
Auftrennung uber ein SDS-Gel erfolgte. Es wurde jeweils eine Probe der Zellen vor (1) und nach (2)
der Zugabe von AHT aufgetragen. Die Mutanten sind jeweils 22,7 kDa groR.
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Abbildung 68: SDS-Gele des unterschiedlich Gberproduzierten GbsR aus B. subtilis.

Die Abbildung zeigt die Analyse der Uberproduktion der einzelnen GbsRs. Die Auftrennung erfolgte
Uber ein SDS-Gel. Es wurde jeweils eine Probe der Zellen vor (1) und nach (2) der Zugabe von AHT
aufgetragen. (a) zeigt das GbsR (22,7 kDa) in E. coli BL21, (b) in E. coli Arctic Express (DE3) RIL und
(c) in B. megaterium produziert. Die Uberproduktion des GbsR mit N-terminalem Maltosebindeprotein
in is (d) zu sehen. Dieses Protein wurde in E. coli BL21 heterolog exprimiert.
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Abbildung 69: Sattigungskurven der OpuAR-Mutanten.

Dargestellt sind alle Sattigungskurven des OpuAR-Wildtyps (a) & (b) und der funf Mutanten (c)-(I). Es wurde jeweils eine Kp mit Cholin (a), (c), (e), (9), (i) & (k)
und mit Glycin Betain (b), (d), (f), (h), (j) & (I) gemessen.
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Abbildung 70: Intensitéatsanderung der OpuAR-Mutanten.
Dargestellt sind alle Intensitatsdnderungen des OpuAR-Wildtyps (a) & (b) und der funf Mutanten (c)-(1). Es wurde jeweils ein Intensitatsanderung mit Cholin (a),

(©), (), (9), () & (K) und mit Glycin Betain (b), (d), (f), (h), (j) & (I) gemessen.
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Abbildung 71: Gelfiltrationslauf der drei Markerproteine auf der HiLoad Superdex 80pg.

= 66,7 ml; Carboanhydrase (29 kDa)
. 70,14 ml; Alkoholdehydrogenase

2 (150 kDa) N\

.

. 54 ml; BSA (66 kDa)

14 \\

Abbildung 72: Gelfiltrationslauf der drei Markerproteine auf HiLoad Superdex 200pg.
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