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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Bakterien benétigen, wie alle lebenden Organismen, Nahrstoffe um ihr Wachstum und Uberleben zu
sichern. Da Stickstoff bis zu 10 % der bakteriellen Trockenmasse ausmacht (1), stellt in den meisten
Habitaten reduzierte Stickstoffverbindungen den limitierenden Wachstumsfaktor dar (2,3). Um diesem
Stress entgegenzuwirken, haben Mikroorganismen die Fahigkeit entwickelt, ihren Metabolismus an
das fluktuierende Angebot von Kohlenstoff- und Stickstoffquellen anzupassen. Die stickstoffhaltigen
Aminosaurederivate Ectoin und 5-Hydroxyectoin (4,5) sind osmotische Schutzsubstanzen, die von
einer Vielzahl bakterieller Spezies synthetisiert und akkumuliert werden kénnen (6,7). Durch aktive
und passive Prozesse, wie Zelllyse, Diffusion und die Offnung von Effluxsystemen gelangen diese
kompatiblen Solute in das externe Medium (8-12). Auf der Erde wird jedoch keine naturlich
produzierte, organische Verbindung akkumuliert, sondern wird entweder wieder in ihrer
urspringlichen Funktion in die Zelle aufgenommen oder aber dem mikrobiellen Metabolismus
zugefihrt (1). Eine wichtige sekundére Funktion von Ectoin und 5-Hydroxyectoin ist daher deren
Nutzung als Kohlenstoff-, Stickstoff- und Energiequelle, entweder als zellinterne Reserve des
produzierenden Bakteriums selbst oder als externes Substrate, das von anderen Mikroorganismen

freigesetzt wird (8).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Katabolismus von Ectoinen durch das marine Bakterium
Ruegeria pomeroyi DSS-3 untersucht (13,14). Basierend auf der Hypothese eines katabolen
Mechanismus fur die Umwandlung von 5-Hydroxyectoin zu Ectoin und dem anschlieRenden Abbau
zu L-Aspartat [personliche Kommunikation J. Heider; in (15)] wurden die physiologischen,
genetischen und biochemischen Voraussetzungen des Katabolismus analysiert. Eine chromosomale
Deletion des enuR-uehABC-usp-eutABCDE-ssd-atf-Operons verhinderte das Wachstum von
R. pomeroyi DSS-3 auf sowohl Ectoin als auch 5-Hydroxyectoin als Kohlenstoff- und Stickstoffquelle.
Bioinformatische Analysen zeigten, dass diese Fahigkeit ausschlieBlich auf das Phylum der
Proteobacteria beschrénkt ist und einer hohen genetischen Diversitat unterliegt. Durch ‘Northern Dot
Blot'-Analysen und Reportergenfusionen wurde gezeigt, dass die Transkription des Genclusters
sowohl von einem konstitutiven als auch von einem substratinduzierbaren Promotor erfolgt. Der
MocR -Typ Transkriptionsregulator EnuR ist sowohl Repressor als auch Aktivator des vorliegenden
Genclusters und ist neben seiner prosthetischen Gruppe Pyridoxal-5'-Phosphat auch von zwei
Stoffwechselintermediaten als interne Induktoren abhéngig. In dem katabolen Ectoin-Operon wird
zusatzlich fur den Transkriptionsfaktor, der 'feast-and-famine'-Familie, AsnC (16,17) kodiert, welcher
neben EnuR fir die Aktivierung des Promotors verantwortlich ist. Fiur die Aufnahme und den
Katabolismus von alternativen Stickstoffquellen ist in vielen bakteriellen Organismen, so auch in
R. pomeroyi DSS-3, unter anderem auch das NtrXY-Zweikomponentensystem (18,19) zustandig.
Basierend auf biochemischen und genetischen Untersuchungen, wird ein Modell fur die
transkriptionelle Kontrolle des katabolen Ectoin- Genclusters beschrieben, welches von den zwei
Transkriptionsregulatoren EnuR und AsnC und dem Zweikomponentensystem der generellen Stick-
stoffkontrolle NtrXY abhangt.
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2. Summary

Like all living organisms, bacteria require nutrients to ensure survival and growth. These nutrients
must contain the required chemical elements for the synthesis of cellular macromolecules and the
activity of all enzymes and translocation systems. (1). Since 10 % of the dry mass of a bacterial cell
consists of nitrogen (1), this element is often a limiting factor to growth of the bacterial cell (2,3). To
counteract this stress, microorganisms have developed the ability to quickly adapt their metabolism to

the fluctuating supply of different carbon and nitrogen sources.

The amino acid derivatives ectoine and 5-hydroxyectoine (4,5) are osmotic stress protectants that are
widely synthesized and accumulated by a variety of bacterial and archaeal species (6,7). Through
active and passive processes such as cell lysis, diffusion and the opening of transient efflux systems,
compatible solutes are released into the external growth medium (8-12). In natural habitats, no
naturally synthesized organic compounds are accumulated, but rather are reused or degraded by
microorganisms. Therefore, an important secondary function of ectoine and 5-hydroxyectoine is their
use as a carbon, nitrogen and energy source, either as an internal reserve of the producing strain or

as an external substrate, which was released by other organisms (8).

The main focus of this study was on the catabolism of ectoines by the marine bacterium Ruegeria
pomeroyi DSS-3 (13, 14). Based on the hypothesis of an enzymatic mechanism for the conversion of
5-hydroxyectoine to form ectoine and its subsequent degradation to L-aspartate (personal
communication J. Heider; in 15), the physiological, genetic and biochemical requirements for the
catabolism of ectoines were investigated. A chromosomal deletion of the enuR-uehABC-usp-
eUutABCDE-ssd-atf-operon in R. pomeroyi DSS-3 abolishes the utilization of these compounds as
carbon and nitrogen sources. Bioinformatics showed that the phylogenetic distribution of ectoine
consumers is restricted to the Proteobacteria and the genetic arrangement of the corresponding genes
is not evolutinarily conserved. Using Northern Blot analyses and reporter gene fusions | was able to
show that transcription of the catabolic ectoine/5-hydroxyectoine operon in R. pomeroyi is governed by
a constitutive as well as a substrate inducible promoter. The transcriptional regulator EnuR belongs to
the MocR/GabR-subfamily of transcriptional regulators and is a repressor as well as an activator for
the operon. Its dependence on the cofactor pyridoxal-5'-phosphate and on two intermediates of the
catabolic route was shown. In addition to EnuR the transcriptional activator AsnC, belonging to the
‘feast-and-famine’ family of transcriptional regulators (16,17), is coded for in the catabolic Ectoine-
operon. The uptake and catabolism of alternative nitrogen sources in bacteria depend on the general
nitrogen control (Ntr-) system. In R. pomeroyi DSS-3 the NtrXY two-component system (18,19) is part
of this Ntr system and as such, also involved in the regulation of Ectoin uptake and catabolism. Based
on the biochemical and genetic analyses conducted here, a model for the transcriptional control of the
catabolic gene cluster, comprising two transcriptional regulators and a two-component system of the

general nitrogen control, was established.
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3. Einleitung

3.1 Das marine Okosystem

Das marine Okosystem wird durch ein groRes Spektrum von mikrobiellem Leben besiedelt.
Dabei verandert sich die Zusammensetzung der mikrobiellen Gemeinschaften abhangig von
dem vorliegenden Salzgradienten, ausgehend von dem offenen Ozean, hin zum
SuRwasserzufluss im  Mundungsgebiet, stetig (20-22). Der offene Ozean stellt ein
oligotrophes Habitat mit einem geringen Zufluss von Nahrstoffen dar. Aus diesem Grund ist
die mikrobielle Verbreitung in diesen Bereichen, mit etwa eine Millionen Zellen je Milliliter in
den oberen Schichten, eher gering (23). Das bekannteste und am weitesten verbreitete
bakterielle Monophylum des Ozeans, die Pelagibacterales (24), zeichnet sich durch eine
geringe Wachstumsrate und ein optimiertes Genom aus. Aufgrund dieser Eigenschaften gilt
diese Gruppe als evolutionare Spezialisten (25). Im Gegensatz dazu steht der vielfaltige
Lebensraum der Kustengewasser. Die Schwankungen verschiedenster biotischer und
abiotischer Faktoren sind in diesem Habitat grof3er und fordern somit die evolutionsbedingte
Verbreitung von Generalisten; solchen Bakterien, deren Genome die Moglichkeit bieten sich
schnell an eine Reihe verschiedener Umwelteinflisse anzupassen (25). Mit den
Veranderungen der Umweltbedingungen, verdndern sich auch die Zusammensetzungen der
mikrobiellen Gemeinschaften (26). Zu der Gruppe der marinen Generalisten gehort unter
anderem das Monophylum der Roseobacter (Familie der Rhodobacteraceae) (27-30). Eine
Gruppe die phylogenetisch sehr einheitlich ist, aber in physiologischer und morphologischer
Hinsicht eine hohe Diversitat aufweist. Eine Tatsache die vermutlich auf horizontalen
Gentransfer zurlickzuftihren ist (28,31) und es den verschiedenen Spezies dieses
Monophylums erlaubt, ein groRes Spektrum an marinen Okosystemen zu besiedeln. Dazu
gehodren unter anderem die polaren Eismeere (32), Biofilme in Kistennahe (33) oder die

Fahigkeit Symbiosen mit Dinoflagellaten und Schwadmmen einzugehen (34,35).

3.2 Das marine Bakterium Ruegeria pomeroyi DSS-3

Die Gruppe der Roseobacter (27-30) ist von grofRer dkologischer Bedeutung, da sie unter
gunstigen Bedingungen bis zu 20 % der bakteriellen Besiedelung von marinen
Kistengewassern ausmacht (28,36). Innerhalb dieser, in marinen Gewassern ubiquitar
verbreiteten Gruppe hat sich das motile, gram-negative Bakterium Ruegeria pomeroyi DSS-3
(urspringlich  Silicibacter pomeryoi DSS-3) (13,37,38) zu einem bedeutenden
Modelorganismus fir eine Vielzahl physiologischer und o6kologischer Prozesse etabliert.
Isoliert wurde dieses mesophile, heterotrophe Bakterium erstmals im Mindungsgebiet vor

der Kiste von Georgia, USA (13,14,37). Das Genom dieses Alphaproteobacteriums besteht
3
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aus einem zirkularen Chromosom (4.109.437 bp) und einem Megaplasmid (491.611 bp) mit
einem G+C-Gehalt von 64,2 % beziehungsweise 62,8 % (14,39,40). Bereits die
Genomsequenz von R. pomeroyi DSS-3 lasst vermuten, dass dieses Bakterium einen
grol3en Einfluss auf eine Reihe biogeochemischer Prozesse hat. Dazu gehdéren unter
anderem die Oxidation von Kohlenstoffmonooxid, der Abbau aromatischer Verbindungen
und die Produktion von Sekundarmetaboliten (14). Die grof3e metabolische Vielfalt dieses
Bakteriums zeigt sich unter anderem in dem Katabolismus von Dimethylsulfoniopropionat
(DMSP), dem am besten untersuchten Stoffwechselweg in R. pomeroyi DSS-3 (41-43).
Diese Schwefel-Kohlenstoff-Verbindung wird hauptséachlich von Algen als Osmoprotektivum
synthetisiert und ist ein wesentlicher Bestandteil des globalen Schwefelkreislaufs (44,45). Es
kann von R. pomeroyi DSS-3 in einer salzabhangigen Art und Weise zu entweder
Dimethylsulfid oder Methanthiol abgebaut werden (13,46,47).

3.3 Mikrobielle Anpassung an erh6hte Osmolaritaten

Das Uberleben und die Vermehrung von Mikroorganismen hangt von deren Fahigkeit ab,
sich an fluktuierende Bedingungen in ihrer Umwelt anzupassen. Zu diesen Bedingungen
gehoren neben der Verflugbarkeit von Nahrstoffen, auch der pH-Wert, die Temperatur und
die Osmolaritat des Mediums. Die Konzentration wasserltslicher Stoffe im Medium bestimmt
die Menge an Wasser, die der bakteriellen Zelle zur Verfigung steht. Die Erhéhung der
extrazellularen Konzentration geltster Stoffe, setzt das chemische Potential des Wassers
herab, was zu einer Erh6hung des osmotischen Drucks fihrt (48). Dies fiihrt im Folgeschluss
dazu, dass das cytoplasmatische Wasser der bakteriellen Zelle im Vergleich ein hdheres
chemisches Potential als das Umgebungswasser besitzt. Im osmotischen Gradienten flief3t
Wasser grundsétzlich vom Ort des hohen Potentials zum Ort des niederen Potentials,
wodurch das cytoplasmatische Wasser frei Uber die semipermeable Zellmembran
diffundieren kann. Um das chemische Potential des cytoplasmatischen Wassers
langanhaltend und effektiv herabzusetzen, akkumulieren Mikroorganismen osmotisch aktive
Substanzen, die den Zellmetabolismus nicht beeinflussen (49-51). Fir die zellulare
Protektion gegen hyperosmotische Gegebenheiten gibt es zwei grundsatzlich verschiedene
Mechanismen der Anpassung: (i) die "salt-in"-Strategie und (ii) die "salt-out"-Strategie (52).
Organismen, die die erste Strategie verfolgen, adaptieren die gesamte Proteinbiochemie
ihres Cytoplasmas an die meist dauerhaft erhdhte lonenstarke des Mediums. Dieser
Mechanismus ist bisher jedoch nur fur die Familie der Halobacteriaceae, die Ordnung
Halanaerobiales und das Bakterium Salinibacter rubrum bekannt (53,54). Bis zu 7 M
cytoplasmatisches KCI wurden dabei bereits in Spezies der Halobacterien beschrieben (55).
Minimale Schwankungen der externen Osmolaritdt werden durch eine Anpassung der

internen KCIl-Konzentration im Cytoplasma ausgeglichen (56,57). Im Gegensatz dazu
4
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akkumulieren Mikroorganismen, die sich mit Hilfe der "salt-out"-Strategie an erhdhte
Osmolaritaten anpassen, als finale Stressantwort organische Molekile ohne Nettoladung, so
genannte kompatible Solute, um ein osmotisches Gleichgewicht mit dem externen Medium
beizubehalten. Dabei bleibt das Cytoplasma weitestgehend frei von sowohl K* als auch CI
und der Aufbau des Cytoplasmainhalts bleibt unverdndert. Diese Art der Adaptation an
schwankende Osmolaritaten des Mediums ist unter einer Vielzahl von Vertretern aller drei
Doménen des Lebens (Archaeen, Bakterien und Eukaryoten) verbreitet (51,58).

3.3.1 Kompatible Solute

Kompatible Solute kdnnen in molaren Konzentrationen im Cytoplasma akkumuliert werden,
ohne dabei in die physiologischen Prozesse der Zelle einzugreifen (59). Unter
hyperosmotischen Bedingungen wirken die niedermolekularen Osmolyte dem Efflux von
Wasser Uber die Cytoplasmamembran entgegen und stabilisieren so den Zellturgor, welcher
essentiell fur die Zellteilung und das Wachstum von Mikroorganismen ist (60,61). Neben der
Eigenschaft als osmotische Schutzsubstanz zu wirken, zeichnen sich diese organischen
Osmolyte zusatzlich darin aus, die Zelle vor Hitze und Kalte zu schiitzen, Nukleinsduren zu
stabilisieren oder die korrekte sekundare und tertidre Struktur von Proteinen zu sichern (62—
64). Die Stabilisierung der Proteinfaltung kann unter anderem durch das Model der
Lpreferential exclusion“ erklart werden (65-67). Demnach werden kompatible Solute aus der
direkten Hydrathillle der Proteine ausgeschlossen, wodurch eine Entfaltung der Proteine
einen hoheren Energieaufwand und damit einen thermodynamischen Nachteil bedeuten
wurde. Das Protein ist gezwungen sein kleinstes mégliches Volumen einzunehmen, wodurch
die native Konformation bevorzugt und die Hydratisierung des Proteins beglnstigt wird
(64,68). Oft werden kompatible Solute daher auch als "chemische Chaperone" (69) oder
"Rickgrat-Chaperone" (70) bezeichnet. Da kompatible Solute nicht mit der Proteinoberflache
in Berthrung kommen, wird die etwaige Enzymtatigkeit nicht beeinflusst (71,72). Es sind
bereits viele kompatible Solute charakterisiert worden, welche alle einer geringen Anzahl von
Molekulklassen zugeordnet werden konnen: (I) Aminosduren und Derivate (z.B. Prolin,
Glutamat, Ectoin); (ll) Polyole (z.B. Glycerin, Trehalose); (lll) Peptide (z.B. N-
Acetylglutaminyl-Glutaminamid);  (IV)  Trimethylammonium-Verbindungen und deren
Sulfonium-Analoga (z.B. Glycinbetain, DMSP); (V) Sulfatester (z.B. Cholin-O-Sulfat)
(49,60,69,73). Die meisten Bakterien nutzen jedoch nicht nur ein kompatibles Solut, sondern
bedienen sich, je nach Dauer der Stresssituation, Hohe der externen Osmolaritat, Angebot
an exogenen Soluten und der vorhandenen Kohlenstoffquellen, einer Reihe dieser

osmotischen Schutzsubstanzen (74,75).
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3.3.1.1 Die kompatiblen Solute Ectoin und 5-Hydroxyectoin

Zu der Klasse der Aminosaurederivate gehéren auch die kompatiblen Solute Ectoin und
5-Hydroxyectoin (4,5), welche sowohl in marinen, als auch terrestrischen Mikroorganismen
weit verbreitet sind (6,7,76). Wie andere osmotische Schutzsubstanzen auch, kdnnen das
(6S)-2-Methyl-1,4,5,6-Tetrahydropyrimidin-6-Carboxylat und sein Hydroxyderivat bei Bedarf
von bestimmten Organismen de novo synthetisiert (endogene Osmolyte), oder aus dem
externen Medium Uber Transporter aufgenommen werden (exogene Osmolyte) (49,60). Im
Gegensatz zu anderen zwitterionischen kompatiblen Soluten, wie Glycinbetain oder Prolin,
schiutzen Ectoin und 5-Hydroxyectoin jedoch nicht nur auf Protein- sondern auch auf
Zellebene, vor zum Beispiel UV-Strahlung, Cytotoxinen oder vor Nanopartikel-induzierten
Entzindungen des Lungenepithels (72,74,79-82). AuRerdem sind Ectoine in die
Hitzeschutzantwort verschiedener Mikroorganismen involviert. So wurde bereits gezeigt,
dass Streptomyces griseus 5-Hydroxyectoin als Antwort auf einen Hitzeschock akkumuliert
und dass ein Verlust der Ectoin-Hydroxylase in Chromohalobacter salexigens zu einer
erhdhten Hitzesensitivitat fihrt (83,84). Streptomyces coelicolor hingegen erzielt durch ein
Gemisch aus beiden Ectoinen den besten Schutz gegen erhdhte Wachstumstemperaturen
(85). Trotz ihrer groRen chemischen Ahnlichkeit, scheint die hydroxylierte Form des Ectoins
ein grélReres Spektrum an Schutzfunktionen auszufiillen. So konnten beispielsweise
glashildende Eigenschaften fir 5-Hydroxyectoin, nicht aber fur Ectoin, beschrieben werden,
welche fir einen Mechanismus gegen die Austrocknung von Zellen stehen (86).
5-Hydroxyectoin ist auRerdem eines der Hauptmetabolite in Biofilmen, die aus saurem
Grubenabwasser (acid mine drainage solutions) isoliert wurden (87). Diese schiitzenden
Eigenschaften machen Ectoin und 5-Hydroxyectoin zu wertvollen Substanzen, die ihre
Verwendung in gesundheitsfordernden Produkten und Kosmetika finden. Zum Zweck der
industriellen Produktion dieser Zellprotektiva wird das halophile Proteobakterium H. elongata,
ein natdrlicher Ectoin- und 5-Hydroxyectoin-Produzent, unter hochsalinen Bedingungen
fermentiert. Um die kompatiblen Solute zu isolieren, wird ein Prozess, der als 'bacterial
milking' bezeichnet wird, angewandt. Dabei wird die Salinitat des Mediums nach einer
entsprechenden Wachstumsphase gesenkt, als Folge dessen die Bakterien ihre kompatiblen
Solute in das Medium sekretieren. Diese werden Uber Filtersysteme isoliert und die Salinitat
des Mediums wieder angehoben, um die erneute Produktion von Ectoin und 5-Hydroxyectoin
zu fordern. Bis zu neun weitere dieser Zyklen kdnnen folgen und so mehrere Tonnen pro

Jahr produziert werden (70,88).
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3.3.1.2 Der Biosyntheseweg von Ectoin und 5-Hydroxyectoin

Die de novo Synthese von Ectoin beginnt mit einem Intermediat des allgemeinen
Aminosaurestoffwechsels, L-Aspartat-p-Semialdehyd (89,90), welches im Folgenden in drei
enzymatischen Reaktionsschritten zu Ectoin umgewandelt wird. Durch die Aktivitat von EctB
(L-2,4-Diaminobutyrat-Transaminase) wird L-Aspartat-B-Semialdehyd aminiert und es
entsteht L-2,4-Diaminobutyrat, welches anschlieRend durch EctA (2,4-Diaminobutyrat-
Acetyltransferase) zu Ny-Acetyl-L-2,4-Diaminobutyrat acetyliert wird. Im finalen Schritt
entsteht mit Hilfe der Ectoin-Synthase (EctC) Ectoin (91-93) (Abb. 1). Eine nicht
unwesentlichen Anzahl von Ectoin-synthetisierenden Mikroorganismen besitzen ebenfalls ein
ectD-Gen (6,7). Dieses kodiert fur die Ectoin-Hydroxylase, welche die stereospezifische
Umwandlung von Ectoin zu 5-(S)- Hydroxyectoin katalysiert (6,94,95) (Abb. 1).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Ectoin- und 5-Hydroxyectoin-Synthese

Ausgehend von L-Aspartat entsteht L-Aspartat-B-Semialdehyd durch eine Aspartokinase die entweder
direkt mit dem Ect-Gencluster assoziiert (Ask_Ect), oder an anderer Stelle im mikrobiellen
Stoffwechsel kodiert ist (Ask). In den folgenden drei Schritten entsteht durch die Aufeinanderfolge der
Enzymaktivitaten von EctB, EctA und EctC das kompatible Solut Ectoin. Durch eine spezifische

Ectoin-Hydroxylase kann dieses zu 5-Hydroxyectoin umgewandelt werden. (90-92,94)

3.3.2 Kompatible Solute als Kohlenstoff-, Stickstoff- und Energiequelle

In marinen Gewéssern sind Viren die am weitesten verbreitete biologische Einheit (~10%)
(96,97) und werden hauptsachlich von Phagen dominiert (98). Diese infizieren und lysieren
bakterielle Zellen, wodurch der Inhalt des Cytoplasmas, und damit auch zuvor akkumulierte
kompatible Solute, in das externe Medium freigesetzt wird (10,99). Zusatzlich unterliegt im
marinen Habitat vor allem die Kiistengewdasser einer haufigen Veranderung von abiotischen
Faktoren; im Falle von Regenféllen und im Mindungsgebiet von SiRRwasserzuflissen

schwanken die osmotischen Bedingungen fir die einzelne Bakterienzelle mitunter sehr stark.
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Hypoosmotische Schocks filhren dabei zu einem schnellen Ausstrom des cytoplasmatischen
Zellinhalts Gber mechanosensitive Kanéle (11,100) oder auch nur von kompatiblen Soluten
Uber spezifische Efflux-Systeme (Birch-Effekt) (12,101-103). Auch die passive Diffusion von
kompatiblen Soluten Uber die Zellmembran und der Tod von mikrobiellen Zellen fihrt zu
einer Anreicherung von kompatiblen Soluten im Wachstumsmedium (8,9,104). Diese
Prozesse haben daher einen grof3en Einfluss auf das mikrobielle Nahrungsnetz, den Aufbau
von Bakteriengemeinschaften und einer Vielzahl biogeochemischer Prozesse (105-107).
Eine wichtige sekundare Funktion von kompatiblen Soluten ist daher ihre Nutzung als
Kohlenstoff-, Stickstoff- und Energiequelle, entweder als zellinterne Reserve des
produzierenden Bakteriums selbst oder als externe Quelle, die von anderen
Mikroorganismen freigesetzt wird. Viele bekannte Aminosauren, wie Prolin, Glutamat und
Alanin; sowie Zucker, wie Trehalose und Saccharose und andere
Kohlenwasserstoffverbindungen wie Glycerol und Glycosylglycerol sind kompatible Solute
und koénnen gleichzeitig als Nahrstoffquelle von vielen Bakterien, Actinomyceten und

Microalgen genutzt werden (8).

3.3.2.1 Der Katabolismus von Glycinbetain

Das Aminosaurederivat GB beispielsweise wird sowohl von Pflanzen und Tieren, als auch
Mikroorganismen als kompatibles Solut verwendet (108-110). Dessen weite Verbreitung ist
der Abundanz seines metabolischen Vorlaufermolekils Cholin geschuldet, welches in Form
von Phosphatidylcholin und Sphingomyelin zwischen 50 und 90 % der eukaryotischen
Plasmamembran ausmacht (111). Die enzymatische Oxidation von Cholin zu GB ist ein, in
Prokaryoten und Eukaryoten gleichermalRen verbreiteter Reaktionsweg flr die Synthese
dieses kompatiblen Soluts (60). Auch die enzymatische Degradation von GB als
Nahrstoffquelle ist bereits gut verstanden. Das Cyanobacterium Aphanothece halophytica
kann GB direkt nach einem Rickgang der erh6hten Osmolaritdt im Medium als interne
Nahrstoffquelle nutzen (112). Das Gammaproteobacterium Halorhodospira halochloris
dagegen besitzt diese Fahigkeit nicht, sondern kann GB ausschlief3lich als Osmoprotektivum
verwenden und muss es anschlieBend in des Wachstumsmedium sekretieren (113).
Methanogene Methanohalophilus-Spezies dagegen kdnnen Trimethylamine, ein Endprodukt
des GB-Abbaus durch homoacetogene Bakterien wie Acetohalobium arabaticum, verwenden
um Methan zu produzieren (114). Zusatzlich gibt es eine Reihe weiterer Bakterien, die GB
zwar nicht eigenstandig synthetisieren konnen, diese Kohlenstoff-Stickstoff-Verbindung aber
zu katabolen Zwecken nutzen kdénnen; dazu gehéren unteranderem Vertreter der Familie der
Rhizobiaceae (115,116) oder der Pseudomonadaceae (76,117).
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3.3.2.2 Der Katabolismus von Ectoinen

Gut untersucht sind auch die katabolen Reaktionswege der kompatiblen Solute Prolinbetain
(118,119), DMSP (34,46,47,120) und von Disacchariden (121,122). Die Nutzung von Ectoin
und 5-Hydroxyectoin als Kohlenstoff-, Stickstoff- und Energiequelle ist bisher jedoch nur
unzureichend verstanden. So ist zum Beispiel bekannt, dass Rhizobien wie Sinorhizobium
meliloti und Rhizobium leguminosarum unter hochosmolaren Bedingungen Ectoin
aufnehmen, dieses jedoch nicht als osmotische Schutzsubstanz nutzen, sonder
ausschlieBlich dem Katabolismus zufuhren. Ectoin ist damit nur indirekt an der
Osmoprotektion dieser Organismen beteiligt, indem das Aminoséurederivat als Kohlenstoff-,
Stickstoff- und Energiequelle die Synthese von endogenen kompatiblen Soluten, wie
Glutamat, unterstitzt (116). Auch flr Pseudomonas putida konnte gezeigt werden, dass es
5-Hydroxyectoin aufnimmt, es aber nicht zum Schutz vor erhéhten Salinitaten im Medium
nutzen kann. Es wurde daher vermutet, dass es die heterocyclische Verbindung dem
katabolen Stoffwechsel zufihrt (123). Erstmals beschrieben wurden die Gene des katabolen
Ectoin-Abbauclusters fur S. meliloti (124). Im Rahmen dieser Studie wurden Ectoin-
induzierbare Gene identifiziert und deren Genprodukte charakterisiert. Diese Proteine
umfassen einen ABC-Transporter (EhuABCD; ehu ectoine/hydroxyectoine uptake) (125)
sowie Enzyme des 5-Hydroxyectoin/Ectoin-Katabolismus (EutABCDE; eut ectoine utilization)
und einen Transkriptionsregulator der GntR-Superfamilie (126). Die dazugehdrigen Gene
befanden sich in einem Genclusters, dessen Transkription sich als substratinduzierbar
erwies. Es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass dessen Transkription nicht durch
Veranderung der osmotischen Bedingungen des Wachstumsmediums reguliert wird (124).
Ein &hnliches Gencluster konnte in dem marinen Bakterium R. pomeroyi DSS-3 (13,14,37)
identifiziert und das Wachstum des Bakterium auf Ectoin und 5-Hydroxyectoin gezeigt
werden. Anstelle eines EhuABCD-Typ ABC-Transporters (125) enthalt dieses Gencluster
jedoch einen TRAP-Transporter (UehABC; ueh uptake of ectoine and hydroxyectoine) (127).
Durch einen Aminosauresequenzvergleich zu den Ectoin-induzierbaren Genen von
S. meliloti (124) wurde das Gencluster fur den Katabolismus von 5-Hydroxyectoin und Ectoin
auch im Genom von Halomonas elongata lokalisiert (128,129). Im Gegensatz zu den
Ausfuhrungen Uber die Gencluster von R. pomeroyi DSS-3 und S. meliloti (124,127), wird
von den Autoren fir H. elongata eine andere genetische Nomenklatur genutzt (doeABXCD
anstatt eutDE-asnC-ssd-atf). Auffallig ist, dass im katabolen Ectoin-Gencluster von

H. elongata keine Transporter kodiert wird.
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3.3.2.2.1 Das katabole 5-Hydroxyectoin/Ectoin-Gencluster aus R. pomeroyi DSS-3

Das putative Gencluster des Ectoin/5-Hydroxyectoin-Katabolismus in R. pomeroyi DSS-3
besteht aus 13 Genen (Abb. 2) (127). RT-PCR Analysen zeigten, dass das gesamte
Gencluster als ein Operon transkribiert wird, wobei nicht auszuschlieRen ist, dass weitere
kleinere  Transkriptionseinheiten innerhalb des Operons existieren [personliche
Kommunikation N. Stoveken; in (15)]. Das erste Gen des Operons ist ein Transkriptions-
regulator der GntR-Superfamilie (126). Dieses Regulatorgen wird im Folgenden als enuR
(ectoine nutrient utilization regulator) bezeichnet (15). Im Operon werden zwei weitere
Transkriptionsregulatoren kodiert. Der zweite Regulator nach enuR liegt direkt stromabwarts
der Gene des Ueh-Transporters und gehort zur Familie der 'universal stress proteins' (130).
Das letzte Regulatorgen befindet sich im katabolen Teil des Operons und gehort zu der
Lrp/AsnC-Familie von Transkriptionsregulatoren (131,132).

Die Ubrigen zehn Gene des katabolen Ectoin/5-Hydroxyectoin-Operons lassen sich in
drei funktionelle Einheiten unterteilen. Das erste Modul wird von den Genen des
TRAP-Transporters (uehABC) gebildet (133). Den Anforderungen eines Transporters fir die
Substrataufnahme des bakteriellen Metabolismus entsprechend, ist die Aufnahme der
Ectoine Uber dieses Transportsystem substrat- und nicht salzinduzierbar (127). Das zweite
Modul umfasst drei Gene (eutABC) (Abb. 2) die vermutlich fir die Umwandlung von
5-Hydroxyectoin zu Ectoin verantwortlich sind [perstnliche Kommunikation J. Heider; in
(15)]. Die dritte funktionelle Einheit wird durch die Gene eutDE-ssd-atf gebildet (Abb. 2). Wie
bereits fir H. elongata (128) beschrieben, sind die daraus abgeleiteten Enzyme
verantwortlich fir die Hydrolyse des heterocyclischen Ectoinrings (EutD) und der
anschlielenden Umwandlung des entstehenden Intermediats zu L-Aspartat.

Abbildung 2: Das katabole Ectoin/5-Hydroxyectoin-Gencluster aus R. pomeroyi DSS-3

Dargestellt ist das enuR-uehABC-usp-eutABCDE-asnC-ssd-atf-Gencluster aus R. pomeroyi DSS-3.
Die gelben Pfeile stellen Gene dar, die fir Transkriptionsregulatoren kodieren. Blaue Pfeile stehen fir
die Gene des TRAP-Transporters. Grune und rote Pfeile stehen jeweils fir die Gene des 5-

Hydroxyectoin- und des Ectoin-Abbaus (15).
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3.3.2.2.2 Der vorgeschlagene Reaktionsweg des 5-Hydroxyectoin/Ectoin-Abbaus zu
L-Aspartat [persdnliche Kommunikation J. Heider; in (15)]

Datenbank- und Literaturanalysen fiihrten zu einer funktionellen Annotation der moglichen
Enzymfunktionen der eutABCDE-ssd-atf-Gene des putativen katabolen Ectoin-Operons aus
R. pomeroyi DSS-3. Die Enzyme EutA, EutB und EutC sind in dem vorgeschlagenen
Reaktionsschema verantwortlich fir die Umwandlung von 5-Hydroxyectoin zu Ectoin
(Abb. 3). Der erste Schritt in dieser Reaktionskaskade wird von EutA ausgefuhrt und
vermittelt die stereospezifische Umwandlung des 5-(S)-5-Hydroxyectoins, das
Reaktionsprodukt der Ectoinhydroxylierung durch EctD (94,95) (Abb. 1), zu
5-(R)-Hydroxyectoin (134-136). Die Enantiomerenbildung durch die Racemase EUtA ist
vermutlich abhangig von zwei konservierten Cysteinresten im Aktivenzentrum des Enzyms
(Cys-94 und Cys-204), welche ebenfalls in verwandten Racemasen dieser Enzymklasse
(pfam01177) der Fall ist (137-139). 5-(R)-Hydroxyectoin ist der Ausgangsstoff flir den
folgenden Reaktionsschritt durch EutB, ein putative Pyridoxal-5'-Phosphat-abhéngiges
(Vitamin B6) Enzym, welches zu der Klasse der Threonin-Dehydratasen (pfam00291,
superfamily cl00342) gehort (140,141). EutB katalysiert den Vorhersagen zu folge die
Eliminierung der 5-Hydroxygruppe durch Abspaltung eines Wassermolekils von
5-(R)-Hydroxyectoin und fuhrt zur Bildung von 2-methyl-4,5-dihydropyrimidine-6-carboxylate
(Abb. 3). Im Vergleich zu anderen bekannten Threonin-Dehydratasen besitzt EutB ebenfalls
alle relevanten katalytischen Aminosaurereste im Aktivenzentrum, insbesondere das PLP-
bindende Lysin-54 (140,142). Das entstehende Intermediat wird anschlieRend durch EutC zu
Ectoin reduziert (Abb. 3). Dieses, als Ornithin-Deaminase annotierte, Genprodukt von eutC
(pfam02423) agiert als "Ectoin-Dehydrogenase” und reduziert NADH-abhangig, die im
vorherigen Reaktionsschritt entstandene C=C-Doppelbindung zu einer monovalenten
Bindung. Hierbei handelt es sich um eine chemische Reaktion, die in dieser Art auch von
anderen Enzymen dieser Klasse ausgefuhrt wird (140,143). Das so entstandene Ectoin und
das durch den TRAP-Transporter aufgenommenes Ectoin werden in den folgenden Schritt
gemeinsam durch die Enzyme EutD, EutE, Ssd und Atf zu L-Aspartat umgewandelt, welches
Uber Oxalacetat wieder dem Zitronensdurezyklus zugefuhrt wird (144). Die folgenden
Reaktionsschritte wurden bereits in anderen Arbeiten beschrieben und auf genetischer,
sowie proteinbiochemischer Ebene teilweise verifiziert (124,128). Der heterocyclische Ring
des Tetrahydropyrimidin-Derivats Ectoin wird durch die Ectoin-Hydrolase EutD gedéffnet.
EutD gehért zu der Familie der Xaa-Pro-Aminopeptidasen (pfam00557) (145,146). Die
heterologe Expression des entsprechenden Gens aus H. elongata (doeA) fuhrt dabei zu der
Entstehung von zwei Reaktionsprodukten: (i) Na-Acetyl-L-2,4-Diaminobutyrat (a-ADABA)
und (ii) Ny-Acetyl-L-2,4-Diaminobutyrat (y-ADABA) im Verhdltnis 2:1 (128). Letzteres ist ein

Intermediat der Ectoinsynthese und entsteht durch die Acetylierung von 2,4-Diaminobutyrat
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durch EctA (91,92) (Abb. 1). In diesem Zusammenhang muss daher angemerkt werden,
dass H. elongata zur Synthese von Ectoinen beféahigt ist und ein eigenstandiges ectABCD-
Gencluster (94,147) zur Synthese von sowohl Ectoin als auch 5-Hydroxyectoin besitzt (128).
Dieses biosynthetische Gencluster ist im Genom von R. pomeroyi DSS-3 nicht kodiert
(14,39,40). Im Folgenden Reaktionsschritt wird die Acetylgruppe durch EutE hydrolytisch
abgespalten, wodurch L-2,4-Diaminobutyrat entsteht. EutE gehort zu der Familie der
Zn-abhéngigen Deacylasen und  Succinylglutamat-Desuccinylasen (pfam04952)
(145,148,149). Eine Deletion des eutE (doeB)-Gens in H. elongata flihrt zu einer verstarkten
Akkumulation von a-ADABA gegeniber dem Wildtyp. Es ist daher wahrscheinlich, dass
wahrend des Ectoinabbau entstehendes y-ADABA in H. elongata wieder der Ectoinsynthese
zugefuihrt werden kann, wahrend die EutE-Reaktion spezifisch fir a-ADABA ist (128)
(Abb. 3). Die PLP-abhangige Aminotransferase (Klasse IllI) Atf (pfam00202) (150-152)
katalysiert die Transaminierung von 2,4-Diaminobutyrat am Cs;-Atom, wodurch
L-Aspartat-B-Semialdehyd entsteht. Dieses wird im finalen Reaktionsschritt durch Ssd zu
L-Aspartat oxidiert. Ssd besitzt Homologien zu bekannten Succinatsemialdehyd-
Dehydrogenasen (pfam00171) und ist damit abhangig von einem NADPH- oder NADH-
Cofaktor (153,154).

Als Resultat des 5-Hydroxyectoin/Ectoin-Katabolismus werden daher ein Acetat und ein
Aspartat (in Form von Oxalacetat nach der Aspartataminotransferase-Reaktion) (155,156) in
den Zitronensaurezyklus Uberfuhrt. Zusatzlich entsteht ein Glutamat durch die
Transaminierung des 2,4-Diaminobutyrats, welches unter anderem dem Stickstoffwechsel
zugefihrt werden kann (157) (Abb. 3).
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Abbildung 3: Putativer Ectoin/5-Hydroxyectoin-Katabolismus in R. pomeroyi DSS-3

Dargestellt ist der putative katabole Abbauweg von 5-Hydroxyectoin und Ectoin. In blau markiert sind
die Proteine des UehABC-TRAP-Transporters, die den Transport der Substrate Uber die Zellmembran
ermdoglichen. Griine Symbole kennzeichnen die Enzyme des putativen 5-Hydroxyectoin-Abbauweges
und rote Symbole bezeichnen die Enzyme des folgenden Ectoin-Katabolismus [persodnlichen

Kommunikation J. Heider; in (15)]

3.4 Aktiver Stofftransport Uber die bakterielle Zellmembran

Die meisten Mikroorganismen kénnen Nahrstoffe und andere Substanzen nur in geloster
Form aufnehmen (59). Daher spielt die Zellmembran eine bedeutende Rolle in der
Regulation der chemischen Komposition des Cytoplasmas (158-160). Die Zellmembran
besteht hauptsachlich aus Lipiden (161) und kann von kleinen, ungeladenen Molekilen
ungehindert passiert werden (162,163). Geladene und polare Molekile dagegen sind von
Transportproteinen abhéngig, welche in ihrer Spezifitat und Transportgeschwindigkeit
variieren (164,165). So auch der Transport von Substraten, die als Kohlenstoff-, Stickstoff-
oder Energiequelle genutzt werden. Der aktive Transport von Stoffen kann Uber
verschiedene Klassen von Transportern erfolgen. Da die Aufnahme von Nahrstoffen einen
schnellen und hochaffinen Transport erfordert, erfolgt dieser haufig mit Hilfe von
Substratbindeproteinen (SBP), die mit einem Membranproteinkomplex assoziiert sind. SBPs
wurden erstmals in Verbindung mit prokaryotischen ABC (ATP-binding cassette)-

Transportern gefunden (166-170). Aber auch in prokaryotischen TRAP (tripartite ATP-
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independent periplasmic transporters)-Transportern (133,171,172) und als Teil von Zwei-
komponentensystemen (173) sind sie weit verbreitet. SBPs variieren in ihrem
Molekulargewicht (25 - 70 kDa) und haben untereinander eine geringe Sequenzidentitat, in
ihrer tertiaren Struktur sind sie jedoch hoch konserviert. Sie bestehen aus zwei strukturell-
konservierten Doméanen (168), die Uber einen flexiblen Linker verbunden sind. Dieser Linker
ermoglicht die geschlossene Konformation des Proteins nach Substratbindung (174). SBPs
werden in einem hohen molaren Uberschuss tber die Membrandoméanen in der Zelle
produziert und binden ihre Substrate mit hoher spezifischer Affinitat im niedrigen Kq-Bereich.
Wahrend des Bindevorgangs entfernen SBPs die Hydrathulle ihrer Liganden, ein Vorgang,
der wahrscheinlich von grof3er Bedeutung fur den folgenden Transportprozess ist (168).

3.4.1 Die ATP-abhangige Translokation von Stoffen durch ABC-Transporter
ABC-Transporter repréasentieren eine der grof3ten Transmembranproteinfamilien des aktiven,
priméren Stofftransports. Sie existieren in allen drei Domanen des Lebens und kénnen
sowohl Importer als auch Exporter sein (175,176). Die Hauptcharakteristik dieser
Transporterklasse besteht in der Hydrolyse von ATP, welches die Energie fur den
Stofftransport entgegen des Konzentrationsgeféalles Uber die Lipiddoppelschicht der
Zellmembran bereitstellt (177). Die Grundstruktur von ABC-Transportern setzt sich aus zwei
Nukleotidbindedoménen (NBD) und zwei Transmembrandomanen (TMD) zusammen (178),
wobei die Anzahl der membranspannenden Helices jeder TMD zwischen funf und zehn liegt
(179). Zusatzliche Doménen, wie Substratbindeproteine oder regulatorische- sowie
katalytische Proteine, kénnen sowohl an die NBD als auch die TMD fusioniert sein und
verleihen dem Transportsystem zusatzliche, spezifische Funktionen (177,180). Die Klasse
der "ATP-binding cassette"-Transporter sind in den verschiedensten Organismen in die
Translokation einer Vielzahl verschiedener Substanzen beteiligt. Dazu gehoéren unter
anderem lonen, Zuckermonomere, Aminosauren oder Antibiotika, aber auch grof3e Molekiile,
wie Oligosaccharide und -peptide (177)

3.4.1.1 Transportmechanismus der ABC-Transporter

Der Vergleich von Kristallstrukturen verschiedener ABC-Transporter und weitere Studien
fuhrte zu dem in Abbildung 4 dargestellten Transportmechanismus fiar den
Translokationsprozess von Substraten unter der Verwendung von SBPs. Im ersten Schritt
bindet das Substrat an das SBP, welches in die geschlossene Konformation tbergeht.
Anschlieend bindet das geschlossene SBP an die TMD und gibt so das Signal fur die
kooperative Bindung von ATP an die NBDs. Die TMDs 6ffnen die Pore zum extrazellularen
Raum hin und die SBD nimmt die offene Konformation ein. Das Substrat kann in den Kanal

diffundieren. Durch die ATP-Hydrolyse dissoziieren die NBD von einander und die
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Membranpore wird zum Zellinneren hin gedéffnet. Das Substrat kann die Translokationspore

verlassen und liegt dann im Cytoplasma vor (180).

(iv)

g -

ADP+P, ADP+P;

o

Abbildung 4: Translokationsmechanismus eines Substratbindeprotein-abhadngigen ABC-

ATP

Transporters.

Dargestellt sind die vier Schritte des Transportmechanismus eines Substratmolekils mittels eines
ABC-Transporters. Das Substratbindeprotein (SBP) ist in rot dargestellt, das Substrat in griin. Die
Transmembrandoméanen (TMD) sind durch lilafarbene Balken dargestellt und die
Nukleotidbindedoméane (NBD) durch blaue Kreise. Die ATP-Bindung und Hydrolyse ist beschriftet (P; =
PO43'). (i) Substratbindung; (i) Bindung der SBP an die TMD; (iii) Substratibergabe; (iv)
Translokation. Diese Abbildung wurde aus (180) angepasst.

3.4.1.2 Ectoin-Transport in Sinorhizobium meliloti

Im katabolen 5-Hydroxyectoin- und Ectoin-Gencluster von S. meliloti wird ein ABC-
Transporter (EhuABCD) kodiert. Das ehuA-Gen kodiert fur die Nukleotidbindedoméne, ehuB
fur das periplasmatische Substratbindeprotein. Die Permeasedomanen werden von ehuC
und ehuD kodiert (124). Der Transport von Ectoin in S. meliloti erfolgt substratinduziert und
geht zu 95 % von dem EhuABCD-System aus (116,124). Analyse der Kristallstrukturen des
Substratbindeproteins EhuB mit entweder Ectoin oder 5-Hydroxyectoin als Liganden zeigten,
dass die Bindung beider kompatibler Solute durch Kationen-tr-Interaktionen, sowie Salz- und
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Wasserstoffbriicken von den gleichen Aminosauren in der Substratbindetasche ausgeht
(125). Das Bindeprotein weist eine Bindeaffinitat von K, = 0.5 = 0.2 pM gegenulber
5-Hydroxyectoin und Ectoin auf (116,124,125).

3.4.2 Die Translokation von Stoffen durch TRAP-Transporter erfolgt in Abhangigkeit
der protonenmotorische Kraft

TRAP-Transporter sind bisher nur fur Prokaryoten und Archaeen beschrieben worden
(181,182). Im Gegensatz zu ABC-Transportern, sind die Vertreter der 'tripartite ATP-
independent periplasmic  transporters'-Klasse obligat auf ein periplasmatisches
(gramnegative Bakterien) oder mit der Cytoplasmamembran verankertes (grampositive
Bakterien) Substratbindeprotein angewiesen. Die Energiegewinnung fir den Stofftransport
erfolgt Uber einen elektrochemischen lonengradienten, der protonenmotorischen Kraft (PMF)
(181) und klassifiziert diese Art des Stofftransport damit als sekundar aktiv. Diese
Gegenionen sind meist Natrium- oder Wasserstoff-lonen, deren Transport Uber die
Zellmembran thermodynamisch begtnstigt ist (183). Daher ist diese Art von Transportern
haufig in marinen Mikroorganismen zu finden, wo Na*-lonen im Uberschuss vorhanden sind
(184). TRAP-Transporter bestehen aus drei Proteinkomponenten. Neben der SBD wird die
Translokationspore aus zwei Transmembranproteinen gebildet, die sich untereinander in
ihrer GroRe unterscheiden. In manchen Fallen, wird diese TMD aus nur einem
Fusionsprotein gebildet, welches dann aus zwei eigenstandigen Domanen besteht (185). Es
wird angenommen, dass die gro3ere der beiden Domanen flir den Transport des Substrates
und die Verlinkung zu der PMF verantwortlich ist. Wahrend die Funktion der kleineren
Untereinheit mdglicherweise in die Interaktion mit dem SBP involviert ist (182,186). Es sind
inzwischen viele TRAP-Transporter aus verschiedenen Organismen bekannt und gut
charakterisiert. Trotz groRer Diversitat sind sie in dem Punkt vereint, dass ihre Substrate eine
Carboxygruppe enthalten. Eine einzige Ausnahme wird von Taurin gebildet, in dem die

Carboxygruppe durch eine Sulphonatgruppe ersetzt ist (127,133,172,187,188).

3.4.2.1 Putativer Transportmechanismus

Bisher gibt es keine experimentellen Daten, die den exakten TRAP-Transporter-vermittelten
Translokationsmechanismus von Substratmolektlen erklaren. Dennoch ist es méglich, tber
Modelle den putativen Translokationsmechanismus zu skizzieren (133). Wie in Abbildung 5
dargestellt, wird im ersten Schritt das Substratmolekil durch das SBP gebunden, welches in
die geschlossene Konformation tUbergeht. Das geschlossene SBP interagiert mit der nach
auRen geschlossenen Translokationsdomane, wodurch mindestens zwei externe Na'/H’-

lonen gebunden werden und die Konformationséanderung der Transmembrandomane zur
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nach auf’en gedffneten Form induziert. Das nach auRen geoéffnete Translokationssystem
zwingt das SBP zuriick in seine offene Konformation und vermindert so dessen Affinitat zu
dem Substrat. Das Substrat kann in die Pore diffundieren, welche daraufhin wieder die nach
aul3en geschlossene Konformation einnimmt. Zu welchem Zeitpunkt jedoch die Bewegung
der Gegenionen uber die Membran erfolgt und so die benétigte Transportenergie freisetzt, ist
bisher unklar (133).

(iii)
(iv) % %

TV < TERaf

Abbildung 5: Putativer Translokationsmechanismus eines TRAP-Transporters

Dargestellt sind die vier Schritte des Transportmechanismus eines Substratmolekils mittels eines
TRAP-Transporters. Das Substratbindeprotein (SBP) ist in grin dargestellt, das Substrat in rot. Die
putative porenbildende Transmembrandomane ist durch lilafarbene Balken und die kleinere der
beiden Transmembrandomé&nen durch einen orangen Balken dargestellt. Die Gegenionen sind mit X*
bezeichnet und werden als graue Kreise dargestellt. (i) Substratbindung; (ii) Bindung der SBP an die

TMD; (iii) Substratiibergabe; (iv) Translokation. Diese Abbildung wurde von (133) angepasst.

3.4.2.2 Ectoin-Transport in Ruegeria pomeroyi DSS-3 und Halomonas elongata

Der Transport von Ectoin und 5-Hydroxyectoin wurde bisher in zwei Organismen untersucht.
Der Ectoin-Transport des marinen Alphaproteobacteriums R. pomeroyi DSS-3 (14,37) erfolgt
Uber einen TRAP-Transporter, der durch die uehABC-Gene kodiert wird und mit den Genen
des 5-Hydroxyectoin/Ectoin-Katabolismus in einem Operon liegt [N. Stoveken personliche

Mitteilung; in (15)]. Der Transport der Aminosaurederivate erfolgt nach Substratinduktion
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(15,127) (Abb. 2). In dem halophilen Bakterium H. elongata hingegen wird ein TRAP-
Transporter durch die osmotisch induzierbaren teaABC-Gene kodiert. Wahrend
R. pomeroyi DSS-3 Ectoine aufnimmt um sie dem Zellmetabolismus zu zufihrt, wird far
H. elongata angenommen, dass es nicht nur exogenes Ectoin und 5-Hydroxyectoin
aufnehmen kann, sondern auch dem hochaffinen Ruicktransport von endogen
synthetisiertem Ectoin und 5-Hydroxyectoin dient, welche aus der Zelle diffundierten
(189,190). Die Substratbindeproteine beider Systeme haben eine 58 %ige Sequenzidentitat
und die strukturelle Organisation jener Aminosauren, die mit dem Substrat interagieren, ist
identisch (127). Dennoch liegt die Bindeaffinitat von TeaA (Kq of 0.19 £ 0.02 yM) fir Ectoin
fast 10-mal hoher als die selbige von UehA (1.4 + 0.1 yM). 5-Hydroxyectoin hingegen wird
von TeaA (3.8 £0.07 uM ) mit einer 3-fach geringeren Affinitat gebunden als von UehA
(1.1 £ 0.1 uM) (127,190). Diese Unterschiede sind mdglicherweise auf ihre unterschiedlichen
physiologischen Bedeutungen oder aber technische Abweichungen in der Versuchsfuhrung
zuriickzufuhren.

Wie flr viele andere TRAP-Transporter auch beschrieben, folgen stromabwaérts der
Gene, kodierend fir den TRAP-Transporter ein Gen, welches zur Familie der "universal
stress proteins" (usp) gehdrt (130,133) (Abb. 2). Die tertiare Struktur des entsprechenden
Usp-Proteins (TeaD) aus dem TeaABC-Transportersystems aus H. elongata ist bekannt. Es
handelt sich um einen Transkriptionsfaktor der einen Einfluss auf die Ectoinaufnahme hat,

dessen genauer Mechanismus jedoch noch nicht aufgeklart werden konnte (191).

3.5 Bakterielle Anpassung an veranderliche Umwelteinflisse

Bakterien sind in ihrem natirlichen Habitat einer Reihe von komplexen und fluktuierenden
Bedingungen ausgesetzt. Um diesen Schwankungen zu begegnen, haben sie eine grol3e
Diversitat an Anpassungsstrategien entwickelt (192,193). Generell erfolgt die Anpassung an
Umwelteinflisse durch die Modifikation der Genexpression oder durch posttranslationale
Modifikationen, welche die Aktivitat oder Stabilitéat von existierenden Proteinen beeinflusst. In
Bakterien erfolgt diese Regulation meist auf Level der Transkription/RNA-Synthese, durch
den Einfluss eines Regulators auf ein bestimmtes DNA-Element. Diese DNA-Bindeprotein-
abhangige Regulation erfolgt Gber den Eingriff in die Transkriptionsinitiation, -elongation,
-termination oder die Beeinflussung der RNA-Degradation (194,195). Die metabolische
Adaptation von Mikroorganismen an eine Veranderung der N&hrstoffzufuhr erfolgt meist auf
dem Level der Transkriptionsinitiation. Die Transkription der entsprechenden Gene wird
durch einen Transkriptionsfaktor aktiviert oder reprimiert (195,196). Repressoren kdnnen
dabei entweder mit einem Transkriptionsaktivator um die gleiche DNA-Bindestelle
konkurrieren, den Zugang der RNA-Polymerase zu ihrem Promotor verhindern oder

stromabwarts von einem Promotor binden und somit die Transkriptionselongation verhindern
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(197-199). Transkriptionsaktivatoren hingegen stabilisieren entweder den Polymerase-

Promotorkomplex oder fordern die Ausbildung des offenen Komplexes (200).

% Stimulus

Sensorkinase

(e -His 'HIS-®D

ate W arp

P Asp —Asp@

Antwortregulator

adaptive Genantwort

Abbildung 6: Einkomponentensysteme (a) und Zweikomponentensysteme (b)

a) Dargestellt ist die Genregulation mittels eines Einkomponentensystems. In dem Transkriptionsfaktor
sind Signaleingangsdoméane (grin) und die Signalausgabedoméne (rot) direkt in einem Protein
aneinander fusioniert. b) Dargestellt ist die Genregulation mittels eines Zweikomponentensystems. Die
membramspannenden Doméanen sind griin dargestellt, die Sensordoménen blau, die
Dimerisierungsdoméne rot und die ATPase-Doméane orange. Die Empfangerdoméne des
Antwortregulators ist rot markiert, die Effektordoméane desselbigen lila. Die konservierten
Aminosauren, welche phosphoryliert werden, sind markiert. Die Ubertragene Phosphatgruppe ist als
eingekreistes "P" dargestellt. Der Stimulus wird von der Signhaleingangsdomanen wahrgenommen.
Dadurch wird die Affinitat der finalen Signalausgabedomanen fir ihre Operatorsequenzen im Promotor

der Zielgene beeinfluss und so die Transkription der Gene veréndert (201)

Die Anzahl der Transkriptionsfaktoren in einem Genom korreliert mit der Grol3e des Genoms
eines Mikroorganismus und ist proportional zum Quadrat dessen Genanzahl (202,203). Je
mehr Umweltschwankungen ein Organismus ausgesetzt ist, umso vielfaltiger sind die
bendtigten Anpassungsmechanismen, dadurch nimmt die GréRe des Genoms zu und mit
diesem verbunden die Anzahl an Transkriptionsfaktoren zur Integration der verschiedenen
Faktoren in den Lebenszyklus (202,203). Transkriptionsfaktoren vermdgen es, die

Verbindung zwischen einem spezifischen Umweltstimulus und der entsprechenden
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Transkriptionsantwort entweder als Ein- oder als Zweikomponentensystem auszufiihren
(Abb. 6).

3.5.1 Einkomponentensysteme

Lange Zeit wurde angenommen, dass Zweikomponentensysteme das am weitesten
verbreitete System der prokaryotischen Genregulation als Folge von Umwelteinfliissen sind.
Erst der Vergleich von 145 bakteriellen Genomen zeigte, dass der Grofdteil der
Signaltransduktionen tber Einkomponentensysteme erfolgt. Einkomponentensysteme sind
weiter verbreitet und evolutionéar &lter als Zweikomponentensyteme. Aul3erdem weisen sie
eine vielfaltigere Domanenstruktur auf, als ihre aus zwei Komponenten bestehenden
Gegensticke (203). In Einkomponentensystemen sind die Signaleingangsdomane und die
Signalausgabedomane direkt in einem Protein fusioniert (Abb. 6) und stellen damit die
einfachste Form  der  mikrobiellen  Transkriptionsfaktoren  dar  (204). Die
Signalausgabedoméne besitzt meist eine DNA-Bindefunktion in Form von zum Beispiel "zinc
finger"-, "leucin zipper"- oder "helix-turn-helix"-Motiven (205). Die Fahigkeit DNA zu binden
wird dabei durch die Signaleingangsdoméane beeinflusst. Letztere bindet meist kleine
Effektormolekiile, die als Corepressor oder Induktor bezeichnet werden. Die Bindung dieser
Signalmolekiile, die bei metabolischen Prozessen entweder das Substrat oder Produkt des
Stoffwechselweges oder auch ein Intermediat sein kbénnen (206), beeinflusst die Orientierung
der DNA-Bindemodule zueinander und somit die Affinitat der Signalausgangsdomane fir die
Operatorsequenz auf der Ziel-DNA (207,208). Durch diese allosterischen Effekte kann die
Affinitat des Regulatorproteins zu DNA entweder erhdht oder reduziert werden (209,210). In
anderen Beispielen konnte bereits gezeigt werden, dass erst die Bindung eines

Effektormolekiils zur korrekten Assemblierung des Transkriptionsfaktors fuhrt (207).

3.5.1.1 Die helix-turn-helix Gruppe der GntR-Transkriptonsregulatoren

Das "helix-turn-helix" (HTH)-DNA-Bindemotiv ist in Transkriptionsregulatoren aller Domé&nen
des Lebens weit verbreitet (211) und wird auf Grund von Sequenzidentitaten in verschiedene
Untergruppen eingeteilt. Eine dieser Untergruppen ist die GntR-Superfamilie, die nach dem
Repressor des Gluconat-Operons in Bacillus subtilis benannt wurde (212,213). Die DNA-
Bindedomane ist innerhalb dieser Superfamilie strukturell hoch konserviert und besteht aus
einem 3-Helixbindel und einem kleinen [B-Sheet (wing). Die Effektorbinde- und
Oligomerisationsdoméane (E-O), die an die winged-HTH anschliel3t, unterliegen einer
grolReren Heterogenitdt und wird daher genutzt um die GntR-Superfamilie in weitere
Untergruppen einzuteilen (126). Es wird zwischen sieben GntR-Subfamilien unterschieden:
FadR, HutC, MocR, YtrA, AraR, DevA und PImA (214-216). Die Anzahl von GntR-

20



Einleitung

Regulatoren in einem Organismus héngt nicht nur von dessen Genomgroéfl3e ab, sondern
auch von der besiedelten 6kologischen Nische. Je komplexer der Lebensraum, desto mehr
GntR-Typ Transkriptionsregulatoren werden im Genom kodiert um eine schnelle Anpassung

an etwaige Umweltveranderungen zu ermdglichen (214).

3.5.1.2 Die MocR-Subfamilie der GntR-Typ Transkriptionsregulatoren

Die MocR-Subfamilie zeichnet sich durch die Uberdurchschnittliche Lange der Effektorbinde-
und Oligomerisierungsdomane von 350 Aminosaduren und deren Homologie zu
Aminotransferasen der Klasse | aus (126,217,218). Sie sind innerhalb der Ordnung der
Bakterien weitverbreitet, aber nicht in Archaeen beschrieben. Ob und in welcher Anzahl
MocR-Typ Regulatoren in einem bakteriellen Genom vorkommen, ist jedoch sehr heterogen
(219). Die enzymatischen Aminotransferasen der Klasse | sind im Allgemeinen als Dimere
aktiv, in denen jede Untereinheit ein Molekil Pyridoxal-5'-Phosphat (PLP; die aktive Form
des Vitamins Bg) Uber eine Aldiminbindung an die e-Aminogruppe eines konservierten Lysins
bindet (220). Mit Hilfe dieser prosthetischen Gruppe transferieren sie die primare
Aminogruppe einer Aminosaure auf die Ketogruppe einer Ketosaure (221). In vielen MocR-
Typ Regulatoren sind die Aminosauren fir die Koordinierung des PLP-Cofaktors konserviert
(219,222). Jedoch sind auch MocR-Typ Regulatoren bekannt, in denen eine oder mehrere
dieser konservierten Aminosauren durch andere Aminosauren ausgetauscht sind. Fir diese
wird vermutet, dass sie moglicherweise nicht in der Lage sind PLP zu binden oder dieses
unter Verwendung eines anderen Mechanismus koordinieren (219,223,224).

Einige MocR-Typ Regulatoren sind bereits ndher beschrieben worden. Dazu gehéren
zum Beispiel PdxR aus Listeria monocytogenes und Bacillus clausii (223,225) oder TauR
aus Rhodobacter capsulatus (226). Das strukturell und funktionell am besten charakterisierte
Mitglied der MocR-Subfamilie ist aber GabR aus B. subtilis (227-231). GabR fungiert als
Autorepressor gegenliber seinem eigenen Strukturgen, aber als Aktivator fir das gabTD-
Operon und ist so verantwortlich fur den Stoffwechsel der Kohlenstoff- und Stickstoffquelle
y-Aminobutyrat (GABA) (227-229). Die E-O-Doméne von GabR besitzt alle konservierten
Aminoséauren, die fir die Koordination eines PLP-Cofaktors notwendig sind (Abb. 7 B). Und
tatsachlich ist die Aktivierung des gabTD-Operons von der Anwesenheit der prosthetischen
Gruppe abhéngig. GabR ist in der Lage eine Halbreaktion des Transaminierungszyklus
zwischen PLP und GABA auszufiihren. In diesem Reaktionsschritt, wird das interne Aldimin
(Schiff'sche Base) zwischen dem Lysin des GabR und der Aldehydgruppe des PLP geldst
und stattdessen ein externes Aldimin mit der primaren Aminogruppe des GABA gebildet.
Dieser Komplex verbleibt im Aktivenzentrum des GabR-Molekils, ist aber nicht mehr
kovalent in der Effektorbindedoméane verankert (227). Die Umlagerung der Schiff'schen Base

geht wahrscheinlich mit einer Veranderung der Orientierung der winged-HTH-Doméne
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einher, welche daraufhin an ihre entsprechende DNA-Sequenz binden kann und so die
Transkription von gabTD ermoglicht. Um eine vollstandige Transaminierungsreaktion, wie bei
Aminotransferasen bekannt, durchzufihren, misste GabR in der Lage sein, eine
entsprechende Ketosaure zu binden. Die Substratspezifitit von Aminotransferasen der
Klasse | wird durch zwei, im aktiven Zentrum lokalisierte, Argininreste determiniert (232—
234). GabR besitzt einen dieser konservierten Argininreste, welcher die Bindung von GABA
ermoglicht, nicht jedoch das zweite, welches a-Ketoglutarat oder ein anderes Substrat der
Transaminierung stabilisieren konnte (229-231). GabR ist daher nicht in der Lage einen
vollstandigen enzymatischen Reaktionszyklus auszufuhren. MocR-Typ
Transkriptionsregulatoren sind Beispiele fur eine evolutionare Entstehung von
Transkriptionsfaktoren durch die Fusionierung einer DNA-Bindedoméne und einem Enzym,

welches dann einen Teil seiner enzymatischen Aktivitat verloren hat (235,236).

Schiff*sche Base

Abbildung 7: GabR aus B. subtilis

(A) Dargestellt ist die quarternare Struktur von GabR aus B. subtilis. GabR bildet ein 'head-to-tail'
Homodimer. Die N-terminale Doméane der ersten Untereinheit interagiert dabei mit der C-terminalen
Domaéne der zweiten Untereinheit. Die Aminotransferasedoméane ist in grau dargestellt, der Linker in
grin und die wHTH-Domane in blau/organgefarben. (B) Dargestellt ist die Amidbindung der
Schiff'schen Base zwischen PLP und Lys-312 in der Effektorbindedoméne von GabR. Andere
Aminosauren, die an der Koordination von PLP beteiligt sind, sind markiert. Abbildung modifiziert aus
(229)
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3.5.1.3 Die Lrp/AsnC-Familie

Die Lrp/AsnC-Familie von Transkriptionsregulatoren, ist auch unter dem Namen der ‘feast
and famine' Familie bekannt. Der evolutionare Ausgangspunkt fir die Entstehung dieser
Regulatorfamilie liegt noch vor der Divergenz zwischen Bakterien und Archaeen und ist
daher bis heute in diesen beiden Doménen des Lebens weit verbreitet. Bisher wurden keine
Hinweise auf diesen Typ Regulator in Eukaryoten gefunden (131,237). Lrp/AsnC-Typ
Transkriptionsregulatoren sind DNA-Bindeproteine mit einer monomeren Grol3e von etwa 15
kDa. Die funktionelle Einheit entsteht erst durch ihre Oligomerisierung zu Dimeren,
Tetrameren, Octameren oder auch Hexadecameren (238-243). Alle bisher untersuchten
Lrp/AsnC-Transkriptionsregulatoren bestehen aus einer N-terminalen ‘helix-turn-helix'-DNA-
Bindedoméne, einem relativ langen Linker und einer C-terminalen Effektorbindedomane. Im
oligomeren Zustand zeigen die DNA-Bindedoméanen nach aufRen und es wird angenommen,
dass die entsprechende DNA mehrere Erkennungssequenzen tragt und so in einer
Nukleosom-dhnlichen Struktur um das globuldre Protein gelegt wird (132,241,244,245).
Vertreter dieser Regulatorfamilie binden eine Reihe von Aminosaure-Effektoren, wie
L-Leucine, L-Glutamine, L-Alanine, L-Tyrosine, L- Tryptophane, oder L-Aspartate, die die
entsprechende regulatorische Funktion beeinflussen (241,246,247). Dabei fihrt die Bindung
eines Effektors entweder zur Assemblierung oder Deassemblierung des oligomeren
Zustands oder verdndert die DNA-Affinitat der DNA-Bindedoméne (17,132,241). Sie
beeinflussen den zellularen Metabolismus entweder global (Lrp) oder spezifisch (AsnC)
(248) in einer Reihe von Prozessen, wie den Aminosauremetabolismus, die Pili-Synthese,
oder die DNA-Reparatur (131,249-251).

In E. coli wird die Expression des asnC-Gens Uber die Anwesenheit von Stickstoff reguliert.
Unter Stickstoffmangel aktiviert das Ntr (nitrogen control)-System das Nac (hitrogen
assimilation control)-Protein, welches dann die Expression von asnC reprimiert und so
verhindert, dass die Argininsynthese erfolgt. Dies vermeidet einen GbermaRigen Verbrauch
von Stickstoff. Das Nac-Protein aktiviert unter anderem auch das gabDTPC-Operon von
E. coli, welches unter limitierten Stickstoffbedingungen fir den GABA-Transport und
-Katabolismus verantwortlich ist (252). Diese Beobachtungen lieferten den ersten Hinweis,
dass asnC auch unter dem Einfluss der allgemeinen Stickstoffkontrolle des Ntr (nitrogen
regulatory)-Systems steht (253,254) (vide infra). Ein Einfluss, der zuvor bereits fir mehrere

Lrp-abhangige Gencluster gezeigt werden konnte (255,256).
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3.5.2 Zweikomponentensysteme

Signaltransduktionsprozesse  konnen neben  Einkomponentensystemen auch von
Zweikomponentensystemen ausgefuhrt werden. Im Allgemeinen bestehen diese
Zweikomponentensysteme aus einer Sensorkinase und einem dazugehdrigen
Antwortregulator (Abb. 6). Orthodoxe Sensorkinasen bestehen dabei aus drei Untereinheiten
(Sensor-, Dimerisierungs- und katalytische Doméne) und nehmen je nach Aufbau bestimmte
physikalische oder chemische Signale aus dem Cytoplasma, der Zellmembran oder dem
periplasmatischen Raum der bakteriellen Zelle wahr. Die Reizeinwirkung bewirkt eine ATP-
abhangige Autophosphorylierung eines konservierten Histidins in der
Dimerisierungsdomane. Diese energiereiche Phosphatgruppe wird auf ein konserviertes
Aspartat in der, sowohl auf Sequenz- als auch auf Strukturebene hochkonservierten,
Empfangerdoméane des Antwortregulator tbertragen (Abb. 6). Diese Modifizierung verandert
die biochemischen Eigenschaften der Signalausgabedomane, welche daraufhin die
designierte Funktion ausfiihren kann. Zu diesen gehoren unter anderem die DNA-Bindung
und transkriptionelle Kontrolle bestimmter Gene, aber auch enzymatische Funktionen oder
Protein-Protein-Interaktionen (257). Zusatzlich zu der Kinaseaktivitat weisen einige
Sensorkinasen auch eine Phosphataseaktivitat gegeniber ihrem Antwortregulator auf (258—
260).

3.5.2.1 Stickstoffkontrolle durch die Ntr-Zweikomponentensysteme

Ammonium-lonen sind in den meisten Féllen die bevorzugte Stickstoffquelle von Bakterien.
Dennoch missen Mikroorganismen in bestimmten Okosystemen ihren Metabolismus h&ufig
auf alternative Stickstoffquelle einstellen und sind daher in der Lage, eine grof3e Anzahl von
Transportern fur die Aufnahme und Enzymen fiir den Katabolismus anderer, stickstoffhaltiger
Metabolite zu synthetisieren. Diese reichen von einfachen anorganischen Verbindungen, wie
molekularem Stickstoff und Nitrat, zu komplexen Verbindungen, wie Aminosauren und
Nukleosiden (261). Die Regulation der Aktivitat dieser Enzyme ist eng mit der Anwesenheit
ihrer jeweiligen Substrate verbunden und unterliegt der Stickstoffkontrolle (262). Das globale
Ntr-System besteht aus mehreren Enzymen und Transkriptionsfaktoren, zu welchem neben
der Glutamatsynthase, auch das Zweikomponentensystem NtrBC gehért (Abb. 8). NtrB ist
ein cytoplasmatisches Protein mit sowohl einer Histidinkinase-, als auch einer
Phosphataseaktivitdit. Abhangig von der Stickstoffverfigbarkeit kann NtrB sich
autophosphorylieren und eine Phosphatgruppe an seinen Antwortregulator (NtrC)
weitergeben, oder aber als Phosphatase aktiv werden und so die schnelle
Dephosphorylierung von NtrC~P ermdglichen. Phosphoryliertes NtrC aktiviert die

Transkription einer Reihe von Genen und Operone, deren Genprodukte die
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Glutaminsynthetase, Transporter, Aminosaurepermeasen und katabolische Enzyme umfasst,

die gemeinsam das Uberleben unter Stickstofflimitation ermdglichen (261,263,264).

| |
nifR3/-{ ntrB /-( ntrC ntry

Abbildung 8: Zweikomponentensysteme der generelle Stickstoffkontrolle

Dargestellt sind das nifR3ntrBC-Operon und die Gene des NtrYX-Zweikomponentensystems. Gene
werden durch farbige Pfeile dargestellt. Die Promotoren der Operons sind durch gebogene Pfeile
abgebildet. ntrB und ntrY kodieren fur Sensorkinasen, ntrC und ntrX fur die korrespondierenden
Antwortregulatoren. Die Funktion des NifR3-Transkriptionsregulators ist bisher nicht vollstandig
verstanden (265). (19,266,267)

Es konnte bereits in mehreren Organismen gezeigt werden, dass stromabwarts des
nifR3ntrBC-Operons ein weiteres Zweikomponentensystem kodiert wird (ntrXY) (18,267—
269) (Abb. 8). Der Aufbau dieses Genclusters ist in allen Alphaproteobacteria konserviert
kommt aber auch in anderen bakteriellen Phyla vor (266). In S. meliloti und weiteren
Organismen Uberlappt das Startcodon des Histidinkinasegens ntrY mit der kodierenden
Sequenz von ntrC. Das ntrY-Gen besitzt einen eigenen Promotor, aber auf Grund einer
fehlenden Terminatorsequenz hinter ntrC, kann die Co-Transkription des gesamten
Genclusters nicht ausgeschlossen werden (19,266,267). Fir Azospirillu brasilense konnte
gezeigt werden, dass das NtrXY-Zweikomponentensystem in der Lage ist, eine nifR3ntrBC-
Deletion zu komplementieren (267). Eine mdgliche Kommunikation zwischen den beiden
Zweikomponentensystemen wurde ebenfalls mehrfach diskutiert, vor allem weil NtrY im
Gegensatz zu dem cytoplasmatischen NtrB Transmembrandomanen besitzt, die
moglicherweise auf eine Erkennung der relevanten Stimuli im extrazellularen Raum
hinweisen (19,262,267,270). Spezifisch fur das NtrXY-Zweikomponentensystem wurde in
Azorhizobium caulinodans, A. brasilense, S. meliloti und Brucella-Spezies gezeigt, dass es in
die Verwendung alternativer Stickstoffquellen, die symbiotische Kndllchenbildung, die
Antwort auf Sauerstoffmangel und das Uberleben im Wirtsorganismus involviert ist
(18,266,267).
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3.6 Zielsetzung

In vielen Bakterien spielen die Aminosduerederivate Ectoin und 5-Hydroxyectoin eine
wichtige Rolle. In ihrer Hauptfunktion sind sie weit verbreitete kompatible Solute und
schutzen so vor einer Reihe verschiedener Stressfaktoren, wie Salz und Hitze (7,76,83). In
einer sekundaren Funktion handelt es sich um effektive Nahrstoffe, ins Besondere im
Hinblick auf die zwei, im Heterozyklus enthaltenen Stickstoffatome (Abb. 1). Wahrend die
Synthese dieser osmotischen Schutzsubstanzen gut verstanden ist (91,147), ist der

Katabolismus und dessen transkriptionelle Kontrolle noch unzureichend untersucht.

Basierend auf vorherigen genetischen und biochemischen Analysen des Ectoin- und
5-Hydroxyectoinkatabolismus in S. meliloti und H. elongata (124,128) wurde eine Hypothese
fur den katabolen Stoffwechselweg der Ectoine in R. pomeroyi DSS-3 aufgestellt. Erstmals
bezog diese auch die Umwandlung von 5-Hydroxyectoin zu Ectoin mit ein [personliche
Kommunikation J. Heider; in (15)]. Ziel dieser Arbeit ist es, diese Hypothese mit Hilfe von
physiologischen und genetischen Untersuchungen kritisch zu betrachten und die Funktionen
der hypothetischen Genprodukte des enuR-uehABC-usp-eutABCDE-ssd-atf-Genclusters zu
Uberprufen. Aul3erdem wird die transkriptionelle Regulation des 15 kbp langen Operons, im
Hinblick auf die relative Lage der Promotoren und dem Einfluss von Ectoin und
5-Hydroxyectoin auf deren Expression, betrachtet. In einem besonderen Fokus steht dabei
die biochemische Charakterisierung des MocR/GabR-Typ Regulators EnuR und dessen
Abh&ngigkeit von dem putativen Cofaktor PLP. AufRerdem wurde der Einfluss des
Zweikomponentensystems der generellen Stickstoffkontrolle, NtrXY, auf die Expression der
katabolen Ectoin/5-Hydroxyectoin-Gene untersucht. Ein erster Hinweis fur die Beteiligung
dieses Zweikomponentensystems am Ectoin-Katabolismus in R. pomeroyi DSS-3 ergab sich
im Verlauf der Bachelorarbeit von T. Boning (2008) durch eine Transposon-Mutagenese.
Das Heranziehen von bioinformatische Analysen soll Einblicke in die Verbreitung und die

evolutiondre Konservierung des hier untersuchten Stoffwechselwegs geben.

Die Erkenntnisse aus dieser Arbeit sollen zum tieferen Verstandnis des Katabolismus von

Ectoin und 5-Hydroxyectoin und dessen phylogenetischer Verbreitung beitragen.
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4 Ergebnisse

Ectoin und 5-Hydroxyectoin (4,5) sind osmotische Schutzsubstanzen, die von Vertretern 14
bakterieller und archaealer Phyla de novo synthetisiert werden kénnen (6,7). Die weite
Verbreitung in einer Vielzahl verschiedener Habitate macht diese Aminosaurederivate zu
wertvollen Nahrstoffen fir andere Mikroorganismen oder den produzierenden Organismus
selbst. Schwibbert et al. (2011) postulierten einen Reaktionsweg fiir den Katabolismus von
Ectoin zu L-Aspartat Uber die DoeABCD-abhangige Enzymkaskade. Mit Hilfe
bioinformatischer Analysen konnte dieser katabole Ectoin-Abbauweg auch in
R. pomeroyi DSS-3 identifiziert und beschrieben werden. Dabei wird in diesem Fall eine
andere Nomenklatur fir die beteiligten Genprodukte genutzt (EutDE-Atf-Ssd) (15). Im
Rahmen dieser Studie konnte erstmals auch ein enzymatischer Abbauweg fur
5-Hydroxyectoin postuliert werden, welcher in R. pomeroyi DSS-3 einer Enzymkaskade aus
EutABC bedarf. Im Folgenden werden die physiologischen und genetischen Grundlagen des

5-Hydroxyectoin- und Ectoin-Katabolismus in Ruegeria pomeroyi DSS-3 untersucht.

4.1 Osmoprotektion in Ruegeria pomeroyi DSS-3

Um die Fahigkeit der Aufnahme und Akkumulation von externen kompatiblen Soluten zum
Schutz vor erhohter externer Salinitat durch das marine Bakterium R. pomeroyi DSS-3 zu
untersuchen, wurden zunachst das Wachstum des Mikroorganismus in Basalmedium mit
Glucose und NH,CI als Kohlenstoff- und Stickstoffquelle unter ansteigenden Osmolaritaten
betrachtet. R. pomeroyi DSS-3 wurde in Medien mit sukzessiv ansteigenden NaCl-
Konzentrationen (0,2 M bis 1,6 M) kultiviert und dessen Wachstumsertrag (ODs7g) nach 48
Stunden dokumentiert.

Abbildung 8 veranschaulicht die Toleranz des marinen Bakteriums R. pomeroyi DSS-3
gegeniuber Schwankungen der Osmolaritdt. Das standartmafig verwendete Medium hatte
eine NaCl-Konzentration von 0,2 mol*I*. Bereits bei einer Erhthung der NaCl-Konzentration
um 0,4 mol*™* zeigt R. pomeroyi DSS-3 ein deutlich verlangsamtes Wachstum und im
Vergleich zum Ausgangsmedium einen um die Halfte reduzierten Wachstumsertrag in der
gleichen Zeitspanne. Wird die NaCl-Konzentration auf 1 mol*™ erhoht, zeigt das hier
untersuchte Alphaproteobakterium nach 48 Stunden nur noch ein schwaches Wachstum
(Abb. 9).
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Abbildung 9: Das Wachstum vom R. pomeroyi DSS-3 in Abhangigkeit steigendender
Salzkonzentrationen

Gezeigt ist das Wachstum des Wildtypstamms R. pomeroyi DSS-3 nach 48 h, welcher in
Basalmedium mit steigender Salzkonzentration (0,2 M NaCl — 1,6 M NaCl in 200 mM Schritten) bei
30°C kultiviert wurde. Die Mittelwerte und Standardabweichungen wurden aus zwei biologischen

Parallelen mit jeweils 2 technischen Parallelen berechnet.

Diese letztere Bedingung wurden genutzt, um dem Medium verschiedene kompatible Solute
(1 mM) zuzusetzen um deren Einfluss auf das bakterielle Wachstum unter Salzstress zu
untersuchen. Nach 48 Stunden wurde die optische Dichte (ODs7g) aufgenommen und das
Wachstum der Zellkulturen ohne und mit zugesetzten kompatiblen Soluten verglichen.

Der Zusatz von Cholin, Glycin-Betain, Cholin O-Sulfat, y-Crotonobetain oder Carnitin
fuhrte zu einem verbesserten Wachstum des marinen Bakteriums unter erh6hten osmolaren
Bedingungen. Neben Pipecolinat, DMSP, Homobetain, Prolin und Prolin-Betain kénnen auch
5-Hydroxyectoin und Ectoin von R. pomeroyi DSS-3 nicht als osmotische Schutzsubstanzen
genutzt werden (Abb. 10).
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Abbildung 10: Osmoprotektion von R. pomeroyi DSS-3 durch verschiedene kompatible Solute

Dargestellt ist das Wachstum des Wildtypstamms R. pomeryoi DSS-3 nach 48 h, welcher in
Basalmedium mit 1 M NaCl bei 30°C kultiviert wurde. Dem Medium wurden 1 mM verschiedenster
kompatibler Solute zugesetzt. Der graue Balken markiert den Wachstumsertrag der Kultur, der keine
Osmoprotektiva zugesetzt wurden. Rote Balken heben jene Kulturen hervor, die durch den Zusatz der
kompatiblen Solute ein besseres Wachstumsverhalten aufweisen. Schwarze Balken stehen fir jene
Kulturen, die die im Medium vorhandenen kompatiblen Solute nicht aufnehmen kénnen und daher
keinen zusétzlichen Schutz erfahren. Die Mittelwerte und Standardabweichungen wurden aus zwei

biologischen Parallelen mit jeweils 2 technischen Parallelen berechnet.

4.2 'Northern Dot Blot'-Analysen zur Transkription verschiedener Gene des
katabolen 5-Hydroxyectoin/Ectoin-Operons

Der UehABC TRAP-Transporter ist Teil des enuR-uehABC-usp-eutABCDE-asnC-ssd-atf-
Operons. Dessen substratinduzierte Aufnahme von Ectoinen in R. pomeroyi DSS-3 wurde
bereits in friheren Studien gezeigt (127). Auch in S. meliloti konnten Ectoin-induzierte
Proteine nachgewiesen werden, die mdglicherweise in den Katabolismus von dieser
osmotischen Schutzsubstanzen involviert sind (124). Ob die Expression der Gene, fir
welche vorausgesagt wird, dass sie in R. pomeroyi DSS-3 verantwortlich fir den
5-Hydroxyectoin- und Ectoin-Katabolismus sind, ebenfalls substratinduziert sind, wurde
mittels 'Northern Dot Blot'-Hybridisierungsstudien ermittelt. Um den potentiellen Anstieg der
Transkription der beteiligten Gene zu untersuchen, wurde R. pomeroyi DSS-3 in
Anwesenheit und Abwesenheit von 5-Hydroxyectoin und Ectoin kultiviert und anschliel3end
die gesamte RNA isoliert. Um den Level der Transkription zu bestimmen, wurden die zwei
ersten (enuR und uehA) und die zwei letzten Gene (ssd, atf) des Operons mittels markierter
RNA-Sonden detektiert. Hierbei wird deutlich (Abb. 11), dass die Transkription des enuR-
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Gens auf einem sehr niedrigen Level und unabhéngig von den zur Verfligung stehenden
Substraten erfolgt. Im Gegensatz dazu erfahrt die Transkription der uehA, ssd und atf-Gene
eine starke Induktion, wenn sich entweder Ectoin oder 5-Hydroxyectoin im
Wachstumsmedium befinden. Die Transkription des R. pomeroyi DSS-3 DMSP-Lyase-Gens
dddwW wurde ebenfalls in Abhangigkeit von externen Ectoinen untersucht. DddW ist Teil des
Katabolismus des kompatiblen Soluts DMSP (43). Dieses Experiment diente der Kontrolle
des Versuchsaufbaus, da fir die Transkription dieses Gens keine Ectoinabhéngigkeit zu
erwarten war. Tatsachlich erwies sich die Expression des dddW-Gens als unbeeinflusst von
der Anwesenheit von 5-Hydroxyectoin oder Ectoin im Wachstumsmedium (Abb. 11).

C-Quelle
enuR uehA ssd
® ¢ ¢ ©°F i » & | Glucose
@ 90 5 000l # | Ectoine
L2 EERERBRIMENENENI © 8 | 5-Hydroxyectoine

Abbildung 11: Transkriptionelle Kontrolle des R. pomeroyi DSS-3 enuR-uehABC-usp-
eutABCDE-asnC-ssd-atf-Operons

Abgebildet sind die Northern Dot-Blot Analysen der Transkriptionslevel von enuR, uehA, ssd, atf und
dddw. R. pomeroyi DSS-3 wurde in Basalmedium mit entweder Glucose, Ectoin, oder 5-
Hydroxyectoin (je 28 mM) kultiviert und die gesamte RNA extrahiert. Eine serielle Verdiinnungsreihe
dieser RNA wurde auf eine Nylonmembran aufgebracht und mit DIG-markierten, Gen-spezifischen
anti-sense RNA-Sonden hybridisiert. Als Kontrolle diente das dddwW-Gen des DMSP-Katabolismus in
R. pomeroyi DSS-3 (43).

4.3 Der Einfluss verschiedener chromosomaler Deletionen auf das Wachstum
von R. pomeroyi DSS-3 mit Ectoinen als Kohlenstoff- und Stickstoffquelle

Um zu beweisen, dass das enuR-uehABC-usp-eutABCDE-asnC-ssd-atf-Operon fur den
Katabolismus von 5-Hydroxyectoin und Ectoin verantwortlich ist, wurde eine chromosomale
Deletion (Abschnitt 6.2.8.5, Abb. 42) des gesamten Genclusters [A(enuR-uehABC-usp-
eutABCDE-asnC-ssd-atf::Gm)1] erstellt. Daftir wurde das gesamte Gencluster durch eine
nicht-polare Gentamycin-Kassette (personliche Kommunikation I. Lidbury, UK) ersetzt und im
Anschluss das Wachstumsverhalten des resultierenden Stammes ASR6 im Vergleich zu
dem Rifampicin-resistenten Wildtypstamm R. pomeroyi J470 untersucht. Letzterer ist in der
Lage, sowohl Ectoin als auch 5-Hydroxyectoin als alleinige Kohlstoff- und Stickstoffquelle zu
nutzen. Die Deletionsmutante R. pomeroyi ASR6 hingegen hat diesen Phanotyp verloren

und kann beide Ectoine nicht verstoffwechseln (Abb. 12 A). Um zu zeigen, dass dieser
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Phanotyp nicht zustande kommt, weil der 5-Hydroxyectoin/Ectoin-spezifische Transporter
UehABC (127) aus dem Genom entfernt worden war, wurde ebenfalls eine Deletion erstellt,
die ausschlieBlich die katabolen Gene in Verbindung mit asnC [A(eutABCDE-asnC-ssd-
atf::Gm)1] umfasst. Eine Wiederholung der Wachstums-versuche (Abb. 12 B) fuhrte zu der
gleichen Beobachtung. Wie in H. elongata und S. meliloti (124,128) zuvor beschrieben, ist
auch das hier untersuchte enuR-uehABC-usp-eutABCDE-asnC-ssd-atf-Operon (Abb. 2) aus
R. pomeroyi DSS-3  verantwortlich fur den Katabolismus von Ectoin. Besonders
hervorgehoben sollte dabei werden, dass dieses Operon ebenfalls fur die
Verstoffwechselung von 5-Hydroxyectoin entscheidend ist, eine Beobachtung, die in
bisherigen Studien nicht untersucht worden war. Um auszuschliel3en, dass die Erstellung der
Deletionsmutante und die damit verbundene Insertion der Gentamycin-Kassette in das
Genom nicht zu einer generellen Wachstumsstérung von R. pomeroyi DSS-3 im
Basalmedium fuhrt, wurde stets eine Kontrollkultur mit Glucose und NH,CI als Kohlenstoff-
und Stickstoffquelle mitgefuhrt. Diese zeigten jedoch keine Veranderung in ihrem
Wachstumsverhalten (Abb. Al). Diese Wachstumskontrollen wurden auch fur alle weiteren
untersuchten Deletionsstamme mitgeflihrt, wiesen jedoch keine phanotypischen

Veranderungen auf. Aus diesem Grund wird hier auf die Darstellung dieser verzichtet.

Wie in den 'Dot Blot'-Analysen (Abb. 11) beschrieben, erfolgt die Transkription des ersten
Gens des enuR-uehABC-usp-eutABCDE-asnC-ssd-atf-Operons substratunabhangig. Die
Co-Transkription des gesamten Genclusters ausgehend von dem enuR-Promotor
[personliche Mitteilung N. Stéveken, in (15)], lasst vermuten, dass EnuR eine besondere
Rolle in der Regulation der Genexpression des vorliegenden Operons einnimmt. Bekannte
MocR/GabR-Typ Regulatoren (126,228) sind sowohl als Aktivatoren als auch als
Autorepressoren beschrieben (224,226,227). Um die Funktion von EnuR auf das Operon zu
untersuchen, wurde eine A(enuR;.975::Gm)1-Mutante konstruiert (Stamm ASR7), welche die
ersten 975 bp des 1395 bp langen Gens aus dem Chromosom entfernt. Wie in Abb. 12 C
dargestellt, weist diese jedoch keinen Wachstumsphanotyp im Vergleich zum R. pomeroyi
Wildtypstamm (Abb. 12 A) auf. Es ist daher anzunehmen, dass EnuR im Gegensatz zu

seinen bereits beschriebenen Orthologen (224,226,227) vermutlich kein Aktivator ist.
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Abbildung 12: Wachstumskurven des Rif® Wildtypstamms R. pomeroyi J470 und diverser
Mutantenstamme

R. pomeroyi J470 und Mutanten, in denen verschiedene katabole oder regulatorische Gene des
enuR-uehABC-usp-eutABCDE-asnC-ssd-atf-Operons deletiert wurden, wurden in Basalmedium mit
entweder 5-Hydroxyectoin (Quadrate) oder Ectoin (Kreise) als alleinige Kohlenstoff- und
Stickstoffquelle  kultiviert. Die Substratkonzentration betrug 28 mM. (A) Wachstum des
Wildtypstammes R. pomeroyi J470 (geschlossene Symbole) und der A(enuR-uehABC-usp-
eutABCDE-asnC-ssd-atf::Gm)1-Mutante R. pomeroyi ASR6 (offene Symbole) (B) Wachstum von R.
pomeryoi ASR 12 A(eutABCDE-asnC-ssd-atf::Gm)1 (C) Wachstum des R. pomeroyi -Stammes ASR7
A(enuRy.g75::Gm)1l (D) Wachstumskurven des Stammes R. pomeroyi ASR11 A(eutABC::Gm)1 (E)
Wachstum von R. pomeroyi ASR8 A(eutD::Gm)1 (F) Wachstum des Mutantenstammes R. pomeroyi
ASR14 A(ssd-atf::Gm)1 (G) Wachstum von R. pomeroyi ASR10 A(asnC-ssd-atf::Gm)1 (H) Wachstum
des R. pomeroyi-Stammes ASR9 A(ntrXY::Gm)1

32



Ergebnisse

Die detailierte Beschreibung der putativen Reaktionsschritte des 5-Hydroxyectoin und
Ectoin-Abbaus in R. pomeroyi DSS-3 umfasst die Bildung von Ectoin aus 5-Hydroxyectoin
durch die enzymatischen Reaktionen der Genprodukte von eutA, eutB und eutC [personliche
Kommunikation J. Heider; in (15)] (Abb. 3). Die Bestatigung dieser Hypothese konnte durch
eine genomische Deletion der entsprechenden Gene in R. pomeroyi DSS-3 erbracht werden.
R. pomeroyi ASR11 [A(eutABC::Gm)1] ist in der Lage, Ectoin als alleinige Kohlenstoff-,
Stickstoff- und Energiequelle zu nutzen, hat jedoch die Fahigkeit verloren, gleiches fir
5-Hydroxyectoin zu tun. Die Enzyme EutA, EutB und EutC sind daher in der Tat
verantwortlich fir die Verstoffwechselung von 5-Hydroxyectoin. Sie nehmen aber keinen
Einfluss auf den Katabolismus von Ectoin durch R. pomeroyi DSS-3 zu

Energiegewinnungszwecken (Abb. 12 C).

Bereits von Schwibbert et al. (2011) wurde ein Reaktionsweg flr den enzymatischen Abbau
von Ectoin zu L-Aspartat postuliert. In diesem, wie auch in der in Abbildung 3 beschriebenen
Enzymkaskade [personliche Mitteilung H. Heider; in (15)], stellt die Hydrolyse des
heterocyclischen Ectoin-Rings durch das EutD-Enzym die Schllsselreaktion dar. In
R. pomeroyi DSS-3 sollte eine Deletion des entsprechenden Gens daher zu einem Verlust
des Wachstums auf sowohl Ectoin als auch 5-Hydroxyectoin flhren. In der Tat erwies sich
die A(eutD::Gm)1-Mutante (Stamm ASRS8) als nicht in der Lage, Ectoin und sein 5-Hydroxy-
Derivat als Kohlenstoff- und Stickstoffquelle zu nutzen (Abb. 12 E). Dies entspricht den
Beobachtungen von Schwibbert et al. (2011) fur eine entsprechende Mutante in H. elongata.

Die letzten zwei enzymatischen Schritte des 5-Hydroxyectoin/Ectoin-Katabolismus werden
durch die Enzyme Atf (Acetylornithin-Aminotransferase) und Ssd (Succinatsemialdehyd
dehydrogenase) katalysiert (15,124,128). Eine chromosomale Deletion dieser beiden Gene,
wie sie im R. pomeroyi-Stamm ASR14 [A(ssd-atf::Gm)1] vorliegt, fuhrt zu keinem
erkennbaren Wachstumsphanotyp (Abb. 12 F). Durch die benannten Enzyme erfolgt die
Umwandlung von L-2,4-Diaminobutyrat zu L-Aspartat und Glutamat. Dabei entstehen
L-Aspartat-B-Semialdehyd als Zwischenprodukt (Abb. 3) (15,128). Es handelt sich hierbei um
Kohlenwasserstoffverbindungen, die unter anderem auch im Aminosauremetabolismus von
beispielsweise Glycin, Serin und Threonin vorkommen und daher wieder dem allgemeinen
Metabolismus zugefihrt werden koénnen (144). Wird das im Operon unmittelbar
stromaufwarts-gelegene Gen asnC (Abb. 2) in die Deletion mit eingebunden, wie es fiir den
R. pomeroyi-Stamm ASR10 [A(asnC-ssd-atf::Gm)1 ] erfolgt ist, so ist ein Wachstum auf
Ectoinen als alleinige Kohlenstoff- und Stickstoffquelle nicht mehr mdoglich (Abb. 12 G).
Dieser Transkriptionsregulator der Lrp/AsnC-Familie (249) scheint eine wichtige Funktion in

der transkriptionellen Kontrolle des katabolen enuR-uehABC-usp-eutABCDE-asnC-ssd-atf-
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Genclusters zu Ubernehmen und wie einige seiner bekannten Orthologe ein

Transkriptionsaktivator zu sein (16,271).

Im Rahmen der Bachelorarbeit von T. Bohning (2008) wurden mittels
Transposonmutagenese-Studien das Zweikomponentensystem NtrXY (19,267) als
moglicherweise wichtig fiir den Ectoin/5-Hydroxyectoin-Katabolismus identifiziert. Eine klare
Aussage war zu dem Zeitpunkt dieser Untersuchungen jedoch nicht mdglich, da neben der
Tn-Insertion in ntrXY auch Tn-Insertionen in anderen Regionen des Chromosoms vorlagen
(272). Eine gezielte genomische Deletion dieses Systems (Stamm ASR9; [A(ntrXY::Gm)1])
konnte die Vermutungen aus der friiheren Studie bestéatigen (Abb. 12 H). Der Katabolismus
von Ectoinen in R. pomeroyi DSS-3 ist direkt abhangig von einem funktionellen NtrXY-
Zweikomponentensystem. Das enuR-uehABC-usp-eutABCDE-asnC-ssd-atf-Operon steht
daher unter Transkriptionskontrolle durch den Antwortregulator NtrX.

Im Zusammenhang mit der Beobachtung, dass eine A(ntrXY)-Mutante nicht in der Lage ist
5-Hydroxyectoin oder Ectoin zu katabolisieren, wurde untersucht, ob diese Mutation des
Stickstoffsensors zu einer generellen Unféhigkeit fuhrte, bestimmte Stickstoffquellen effektiv
zu nutzen. Um die NtrXY-Abhangigkeit bestimmter Stoffwechselwege zu testen, wurden der
R. pomeroyi-Wildtypstamm J470 und R. pomeroyi ASR9 [A(ntrXY::Gm)1] in Basalmedium
mit entweder 5-Hydroxyectoin oder Ectoin als gleichzeitige Kohlenstoff- und Stickstoffquelle
oder mit Glucose als Kohlenstoffquelle und verschiedenen Stickstoffquellen (NH,CI, Ectoin,
5-Hydroxyectoin, Cholin, GB, Methylamin) kultiviert. Die ODs;s wurde nach 21 und nach 69
Stunden gemessen. Wie in Abbildung 13 A dargestellt, fuhrt der Verlust des NtrXY-
Zweikomponentensystems unter allen getesteten Bedingungen nach 21 Stunden
Kultivierungsdauer zu einem deutlichen Wachstumsdefizit gegentiber dem Wildtyp-Stamm.
Nach 69 Stunden hingegen (Abb. 13 B) ist dieser Defizit unter jenen getesteten Bedingungen
wieder ausgeglichen, die alternative Stickstoffquellen zu Ectoin und 5-Hydroxyectoin
enthielten. Der Wildtypstamm tritt friiher in die stationare Phase ein als die A(ntrXY)-Mutante.
Somit hat die vorliegende chromosomale Deletion einen Einfluss auf die Wachstumsrate,
jedoch nicht auf den finalen Wachstumsertrag. Liegen jedoch 5-Hydroxyectoin oder Ectoin
als Substrate vor, ist auch der Wachstumsertrag deutlich eingeschrénkt. Das Wachstum auf
Ectoinen als alleinige Kohlenstoff- und Stickstoffquelle ist vollstandig inhibiert. Sind diese
Aminoséaurederivate nur als Stickstoffquelle vorgesehen, ist ein schwaches Wachstum zu
verzeichnen. Dieses liegt jedoch auch nach 69 Stunden weit unter dem des Wildtyps. Das
NtrXY-Zweikomponentensystem nimmt daher eine wichtige regulatorische Funktion

gegeniber dem katabolen Ectoin-Operon ein.
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Abbildung 13: Einfluss verschiedener Stickstoffquellen auf das Wachstum von R. pomeroyi

ASR9

Der Rif? Wildtypstamm R. pomeroyi J470 (schwarze Balken) und die A(ntrXY)-Mutante (R. pomeroyi

ASR9) (rote Balken) wurden in Basalmedium mit entweder 5-Hydroxyectoin oder Ectoin als

Kohlenstoff- und Stickstoffquelle oder mit Glucose als Kohlenstoffquelle und verschiedenen

Stickstoffquellen kultiviert. Die optische Dichte der Kulturen wurde nach 21 Stunden und nach 69

Stunden bestimmt.
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4.4 Untersuchungen zur transkriptionellen Kontrolle des katabolen enuR-
uehABC-usp-eutABCDE-asnC-ssd-atf-Operons

Aus den vorliegenden Wachstumsdaten des Riff R. pomeroyi J470 und seiner
beschriebenen Derivate (Abb. 12), wird deutlich, dass drei unterschiedliche
Transkriptionsregulatoren Einfluss auf die Expression des enuR-uehABC-usp-eutABCDE-
asnC-ssd-atf -Operons oder Teile von diesem nehmen. Zwei dieser Regulatoren (EnuR und
AsnC) werden im vorliegenden Operon selbst kodiert (Abb. 2). Das
Zweikomponentensystem NtrXY hingegen ist an anderer Stelle im Genom zu finden. In
Abbildung 10 konnte mittels Dot Blot-Analysen bereits gezeigt werden, dass die
Transkription des enuR-Gens substratunabhéngig erfolgt, die des uehA-Gens jedoch erst bei
Anwesenheit von Ectoin oder 5-Hydroxyectoin im Medium aktiviert wird. Dies impliziert, dass
die Transkription von enuR und uehA von unterschiedlichen Promotoren erfolgen muss. Um
diese putativen Promotoren zu identifizieren, deren Starke zu quantifizieren und die Einflisse
der zwei Regulatoren und des Zweikomponentensystems zu bestimmen, wurden

Reportergenfusionen konstruiert und unter verschiedenen Bedingungen getestet.

Als Reportergen wurde lacZ genutzt. Ein E. coli-Gen, welches flr die f-Galaktosidase (LacZ)
kodiert. Wird das Enzym im Wirtsorganismus exprimiert, ist es in der Lage, das synthetische
Substrat o-Nitrophenyl-B-D-Galaktopyranosid (ONPG) zu hydrolysieren. In Folge dieser
Reaktion entstehen Galaktose und o-Nitrophenol. Dabei handelt es sich um einen gelben
Farbstoff dessen Absorption spektrophotometrisch bestimmt werden kann. Die Menge an
o-Nitrophenol, die je Zeiteinheit gebildet wird, ist proportional zu der Konzentration von
B-Galaktosidase in der Probe und erlaubt somit Riickschliisse auf die Starke des Promotors
(273). Die entsprechenden putativen Promotorregionen wurden in den pBl01878-Vektor (43)
kloniert und die resultierenden Plasmide (Tab. 58) durch Konjugation in den Rif® R. pomeroyi
Wildtypstamm J470 oder eines seiner Derivate (Tab. 59) eingebracht. Es wurden
verschiedene genetische Hintergriinde untersucht, um deren Einfluss auf die
Promotoraktivitdten zu analysieren. Das pBIO1878-Plasmid ohne Insertion wurde in den
Experimenten mitgefiihrt und ebenfalls im LacZ-Assay eingesetzt. Es ergab sich in jedem
Fall eine Basalaktivitat von 1,5 + 1 Miller Units (MU).

4.4.1 enuR und uehA werden von verschiedenen Promotoren exprimiert

Das enuR-Gen und das uehA-Gen werden trotz nachgewiesener Co-Transkription
[personliche Mitteilung N. Stéveken; in (15)] von unterschiedlichen Promotoren transkribiert
(Abb. 11). Die Lage der putativen Promotoren sind in Abb. 14 graphisch dargestellt. Fir

jeden dieser mdglichen Promotoren wurde eine lacZ-Fusion (auf Plasmid pBAS19 und
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pBAS21) erstellt. Eine weitere Fusion enthielt beide Promotoren und das vollstidndige enuR-
Gen (Plasmid pBAS20) (Abb. 14).

(ilehA /- uehB /—
pBAS19

pBAS21

pBAS20

Abbildung 14: Genetische Organisation der 5'-Region des katabolen Ectoin-Operons und die
Ableitung der lacZ-Fusionen flir die Reportergenanalysen

Dargestellt ist die schematische Organisation der 5'-Region des enuR-uehABC-usp-eutABCDE-asnC-
ssd-atf-Operons. Die zwei putativen Promotoren, die fir die Reportergenanalyse genutzt wurden sind
als gebogene Pfeile dargestellt. Die Abgrenzungen fir die Reportgenfusionen sind mit gestrichelten
Linien markiert. Die Bezeichnung des aus der Fusion resultierenden Plasmids ist angegeben.

Die lacZ-Reportgenfusionsplasmide wurden in R. pomeroyi J470 konjugiert. Die erhaltenen
Stamme wurden in Basalmedium mit entweder Glucose und NH,Cl oder Ectoin oder
5-Hydroxyectoin als Kohlenstoff- und Stickstoffquelle kultiviert und bei ODs7g = 1 + 0,2 in der
exponentiellen Phase geerntet. Diese Proben wurden im LacZ-Assay eingesetzt und die
Promotoraktivitaten bestimmt. Im Wildtyp-Hintergrund zeigt die Penr-lacZ-Fusion (auf
Plasmid pBAS19) eine niedrige (23 £ 10 MU) konstitutive Expression der Gene ausgehend
von dem Promotor vor enuR (Abb. 14; Tab. Al). Wie bereits in den Dot Blot-Analysen
gezeigt werden konnte, erfolgt die Transkription von enuR substratunabhangig (Abb. 11). In
Abwesenheit der Substrate Ectoin und 5-Hydroxyectoin zeigt der Promotor vor uehA
(Puena-lacZ auf pBAS21) ebenfalls nur eine Basalaktivitat. Die Expression ausgehend von
diesem Promotor steigt jedoch deutlich an, wenn die Substrate Ectoin (um den Faktor 27)
oder 5-Hydroxyectoin (um den Faktor 56) im Medium vorhanden sind. Hierbei fallt auf, dass
die Promotoraktivitat bei einer Kultivierung der Zellen auf 5-Hydroxyectoin mit 1350 + 23 MU
mehr als doppelt so hoch ist, wie der Vergleichswert fir ein Wachstum auf Ectoin
(625 + 5 MU) (Abb. 15; Tab. Al). Noch deutlicher erhdht, wird die Transkription unter

induzierenden Bedingungen, wenn beide Promotoren und das vollstandige enuR-Gen auf
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dem Fusionsplasmid vorhanden sind (Penr-€NUR'-Puena-lacZz  auf pBAS20). Die
Promotoraktivitat erhoht sich dabei um das 30-fache im Vergleich zu der Glucose-Kontrolle,
wenn Ectoin als Substrat vorhanden ist. Die Anwesenheit von 5-Hydroxyectoin fuhrt zu einer
78-fach starkeren Expression im Vergleich zur Glucose-Kontrolle. Wie bereits in den Dot
Blot-Analysen (Abb. 11) gezeigt, erfolgt die Expression von uehA und vermutlich aller
nachfolgenden Gene (uehABC-usp-eutABCDE-asnC-ssd-atf) von einem Promotor der
entweder in der 5'-Region des enuR-Gens oder in der intergenen Region von enuR und
uehA gelegen ist (Abb. 14). Dieser Promotor erféahrt eine deutliche Substratinduktion, wenn
Ectoin im Medium vorhanden ist und steigt in Anwesenheit von 5-Hydroxyectoin weiter an
(Abb. 15; Tab. Al). Die volle Induktion wird jedoch erst erreicht, wenn ein sehr grol3er
Bereich vor dem Startcodon des uehA-Gens (> 405 bp) vorhanden ist, da das
Expressionssignal der P ha-lacZ-Fusion deutlich unter dem der Penyr-€NUR-Pena-lacZ-Fusion
liegt (Abb. 15; Tab. Al).

2500
. Glucose
% 2000 Ectoin
T 1500 A | 5-Hydroxyectoin
=
<
< 1000 -
N I
(&)
m -
- 500 |
0 ]
Penur-1acz Pena-lacz Penur-€NUR-P oa-lacZ

Abbildung 15: Expressionsmuster der drei Reportergenfusionen in R. pomeroyi J470

Gezeigt ist die Promotoraktivitit der Pgn.r-lacZ-Fusion, der Puena-lacZ-Fusion und der Pgn.r-enuR’-
Puena-lacZ-Fusion in R. pomeroyi J470. Die entsprechenden Kulturen wurden in Basalmedium mit
Glucose/NH,CI (Schwarz), Ectoin (griin) oder 5-Hydroxyectoin (rot) bei 30°C kultiviert. Die Mittelwerte
und Standardabweichungen wurden aus vier biologischen Parallelen mit jeweils drei technischen

Parallelen berechnet.

4.4.2 Die Abhangigkeit der Expression von Pyena VOn weiteren Faktoren

In  Abschnitt 4.1 wurde bereits gezeigt, dass 5-Hydroxyectoin und Ectoin von
R. pomeroyi DSS-3 nicht als osmotische Schutzsubstanzen aufgenommen werden kénnen.
Ob der Ectoin-induzierbare Promotor vor uehA dennoch von einer erhdhten NaCl-

Konzentration im Medium beeinflusst wird, wurde in diesem Zusammenhang ebenfalls
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getestet. Dazu wurde R. pomeroyi DSS-3 mit der Penr-€NUR™-Pena-lacZ-Fusion in
Basalmedium mit den standartmaflig verwendeten Kohlenstoff- und Stickstoffquellen sowie
0,5 M NaCl kultiviert. Die Proben wurden, wie zuvor beschrieben, geerntet und im LacZ-
Assay eingesetzt.

Wie zuvor fur Abbildung 14 beschrieben, zeigt der uehA-Promotor keine Induktion in
der Abwesenheit von Ectoinen. Die Expression steigt jedoch bei Zusatz von Ectoin
(776 £ 75 MU) und 5-Hydroxyectoin (2391 + 243 MU) stark an. Fur keine der untersuchten
Bedingungen ist ein signifikanter Unterschied in der Promotoraktivitat zu verzeichnen, wenn
das Medium zusatzlich 0,5 M NaCl enthalt (Abb. 16; Tab. Al). Die Expression des uehA-
Promotors ist daher nicht Salz-abhangig.
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Abbildung 16: Der Einfluss von hohen Salinitaten auf Pyenain R. pomeroyi J470

Gezeigt ist die Promotoraktivitat der Pgnr-€NUR'-P ena-lacZ-Fusion in R. pomeroyi J470 ohne
(schwarz) und mit (griin) 0,5 M NaCl im Wachstumsmedium. Die entsprechenden Kulturen wurden in
Basalmedium mit Glucose/NH,CI, Ectoin oder 5-Hydroxyectoin bei 30°C kultiviert. Die Mittelwerte und
Standardabweichungen wurden aus vier biologischen Parallelen mit jeweils drei technischen

Parallelen berechnet.

Um die Abh&ngigkeit der Transkription ausgehend von Pena Von der Anwesenheit des enuR-
uehABC-usp-eutABCDE-asnC-ssd-atf-Operons zu untersuchen, wurde die beschriebene
lacZ-Fusion ebenfalls in R. pomeroyi ASR6 [A(enuR-uehABC-usp-eutABCDE-asnC-ssd-
atf::Gm)1] konjugiert und fir ein LacZ-Assay verwendet. Wie in Abbildung 11 A dargestellt,
zeigt die A(enuR-uehABC-usp-eutABCDE-asnC-ssd-atf::Gm)1-Mutante kein Wachstum

mehr auf Ectoin oder 5-Hydroxyectoin als Kohlenstoff- und Stickstoffquelle. Eine &uf3erst

39



Ergebnisse

schwache Katabolitrepression des hier untersuchten Stoffwechselweges durch Glucose
(Abb. A2) erlaubt, dass dennoch eine Durchfihrung von LacZ-Assays in dieser Mutante
maoglich ist. Dabei sinkt die Expression ausgehend von P s auf etwa 60%, wenn Ectoin und
Glucose gleichzeitig im Medium vorliegt und auf etwa 75%, wenn 5-Hydroxyectoin
gemeinsam mit Glucose im Medium vorhanden ist. Diese Beobachtung konnte zuvor auch
fur C. salexigens beschrieben werden (274). Fir dieses und alle folgenden Experimente in
denen Mutanten verwendet wurden, die kein Wachstum mehr auf Ectoin oder
5-Hydroxyectoin zeigten, wurden die entsprechenden Bakterienkulturen in Basalmedium mit
28 mM Glucose, 200 mM NH4CIl und 28 mM Ectoin oder 5-Hydroxyectoin kultiviert und das
LacZ-Assay entsprechend dem beschriebenen Verfahren durchgefihrt.

In Abwesenheit des gesamten Operons sinkt die Expression ausgehend von dem Promotor
vor uehA in allen getesteten Bedingungen auf ein Minimum von 25 + 3 MU und entspricht
damit der Induktion die auch wéahrend des Wachstums auf Glucose zu beobachten war. Die
Induktion und mdégliche Aktivierung der Expression des P.ena ist daher entweder von dem
UehABC-abhéangigen Transport der Ectoine in die Zelle oder deren Degradation durch
EutABCDE-Atf-Ssd abhangig.

2000 -
F R. pomeroyi J470
o) .
S 1500 - R. pomeroyi ASR6
T
=
£ 1000
<
N
& 500 A
0- Q B N4 B N4 B
& N >
& s g
c’\é Q) Sﬁb
&
&
6’

Abbildung 17: Expressionsmuster der Pgnr-enuR"-Pena-lacZ-Reportergenfusion in R. pomeroyi
ASRG6 [A(enuR-uehABC-usp-eutABCDE-asnC-ssd-atf::Gm)1]

Gezeigt ist die Promotoraktivitat der Penr-enuR*-Pyena-lacZ-Fusion im R. pomeroyi J470 Wildtyp
(schwarz) und R. pomeroyi ASR6 (grun). Die entsprechenden Kulturen wurden in Basalmedium mit
Glucose/NH,CI als Kohlenstoff- und Stickstoffquelle bei 30°C kultiviert. Ectoin und 5-Hydroxyectoin

wurden, wenn noétig, in einer Konzentration von 28 mM zugesetzt. Die Mittelwerte und
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Standardabweichungen wurden aus vier biologischen Parallelen mit jeweils drei technischen

Parallelen berechnet.

4.4.3 EnuR wirkt als Repressor und Aktivator auf Pyena
Da das gesamte Gencluster ausgehend von dem enuR-Promotor co-transkribiert wird, liegt
die Vermutung nahe, dass EnuR eine besondere Rolle in der Regulation der Genexpression
dieses Operons einnimmt. Andere bekannte MocR/GabR-Typ Regulatoren (126,228) sind
sowohl als Aktivatoren als auch als Autorepressoren beschrieben (224,226,227). Um die
Wirkung von EnuR auf die beiden beschriebenen Promotoren zu untersuchen, wurden die in
Abb. 14 dargestellten lacZ-Fusionsplasmide in den Stamm ASR7 [A(enuRig7s::Gm)l]
konjugiert und unter den oben beschriebenen Bedingungen in einem LacZ-Assay eingesetzt.
Wie auch im R. pomeroyi Wildtyp erfolgt die Expression des lacZ-Gens von der
Penur-lacZ-Fusion (auf pBAS19) konstitutiv und auf einem sehr niedrigen Level (Abb. 18 A).
Das Expressionssignal liegt bei 31 + 11 MU und hat daher keine signifikante Abweichung zur
Expression des Promotors im Wildtyp-Hintergrund. EnuR beeinflusst die Expression des
Promotors vor seinem eigenen Strukturgen nicht. Der Verlust des enuR-Gens resultiert
jedoch in der konstitutiven Expression des uehA-Promotors, wie aus Abb. 18 B hervorgeht.
Der Promotor ist im A(enuR;g7s5)-Hintergrund unabhéngig von der Anwesenheit des
Substrats aktiv. In diesem Zusammenhang muss angemerkt werden, dass die
Expressionssignale nicht mehr die gleiche Intensitat erreichen wie zuvor im Wildtyp-
Hintergrund. Wie sowohl aus Abbildung 17 C als auch der tabellarischen Auswertung der
Messwerte in Tabelle A1 zu entnehmen ist, ist die Intensitéat der Signale um etwa die Halfte
reduziert. Wie bereits in Folge der Wachstumsexperimente vermutet wurde (Abb. 12 C), wirkt
EnuR als Repressor auf die Transkription des enuR-uehABC-eutABCDE-asnC-ssd-atf-
Operons. Die Operatorsequenz liegt im Promotor, der entweder in der 5'-Region des enuR-
Gens oder in der intergenen Region von enuR und uehA liegen muss (Abb. 14). Die
Konjugation der Penr-€NUR’-Pyena-lacZ-Fusion (auf pBAS20) in den ASR7 A(enuRi.grs)-
Hintergrund bewirkt, die Komplementation der chromosomalen Deletion des Regulatorgens.
Unter induzierenden Bedingungen wird enuR vom Plasmid exprimiert. Es handelt sich somit
wieder um einen enuR’-Stamm. Im LacZ-Assay ist daher ein Wildtyp-ahnliches
Expressionsmuster zu beobachten (Abb. 18 C). Interessanterweise steigt die Expression bei

5-Hydroxyectoin-Anwesenheit auf etwa das Doppelte im Vergleich zum Wildtyp.
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Abbildung 18: Expressionsmuster verschiedener Reportergenfusionen in R. pomeroyi J470
und R. pomeroyi ASR7 A(enuR; g75::Gm)1

Gezeigt ist die Promotoraktivitdt (A) der Penr-lacZ-Fusion, (B) der Puena-lacZ-Fusion und (C) der
Penur-€NUR"-Pena-lacZ-Fusion in R. pomeroyi ASR7 A(enuRiezs::Gm)l (griin) im Vergleich zum
Wildtyp R. pomeroyi J470 (schwarz). Die entsprechenden Kulturen wurden in Basalmedium mit
Glucose/NH,CI, Ectoin oder 5-Hydroxyectoin bei 30°C kultiviert. Die Mittelwerte und
Standardabweichungen wurden aus vier biologischen Parallelen mit jeweils drei technischen

Parallelen berechnet.

In allen folgenden Experimenten blieb das konstitutive niedrige Expressionsniveau des
enuR-Promotors (auf Plasmid pBAS19) unveréndert, daher wird auf dessen Darstellung und
Erlauterung im Folgenden verzichtet. Die Messergebnisse der P ena-lacZ-Fusion (pBAS21)
glichen in ihrer Aussagefahigkeit stets denen der Pe,r-eNUR™-Pena-lacZ-Fusion (pBAS20).
Sie waren jedoch in ihren absoluten Werten unter denen der langen Fusion auf pBAS20
angesiedelt. Daher wird auch auf die Darstellung der Ergebnisse der P na-lacZ-Fusion-

Messungen, wenn angemessen, verzichtet.
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4.5 Biochemische Charakterisierung des EnuR-Transkriptionsfaktors

Das erste Gen des identifizierten Ectoin- und 5-Hydroxyectoin-Abbauclusters in
R. pomeroyi DSS-3, kodiert fir einen Transkriptionsregulator der GntR-Superfamilie. Dessen
wichtige Rolle als Transkriptionsregulator in R. pomeroyi DSS-3 wurde im Rahmen dieser
Arbeit bereits gezeigt (Abb. 18 B). Innerhalb der GntR-Superfamilie gehoért EnuR zur
Subfamilie der MocR/GabR-ahnlichen Proteine (126,228). Es handelt sich um chiméare
Proteine, deren aminoterminaler (N-terminal) Bereich eine winged-helix-turn-helix Struktur
ausbildet. Diese ist durch die MocR-Subfamilie hinweg in ihrer Struktur, nicht aber ihrer
Sequenz (126) (Abb. A9), hochkonserviert und dient der DNA-Bindung. Gefolgt wird diese
von einem langen Linker und einer carboxyterminalen (C-terminal) Domane, welche sich
besonders durch seine GroBe (etwa 350 Aminosauren) und seine Homologie zu
Aminotransferasen des Typ | auszeichnet (126,219,222) (Abb. A9).

4.5.1 In silico Analyse der tertiaren Struktur von EnuR

Das EnuR-Protein aus R. pomeroyi DSS-3 besteht aus 464 Aminosauren.
Homologiemodelstudien mit Hilfe des Swiss-Model Servers (275-277) errechneten die
Kristallstruktur von GabR (PDB accession code 4NOB) aus Bacillus subtilis (229) als
strukturell am ehesten verwandt und ermdglichten die Erstellung eines in silico Models des
regulatorischen Proteins (Abb. 19 A). Diesem Model ist zu enthehmen, dass EnuR aus
einem N-terminalen helix-turn-helix Motiv (Aminoséuren 1-75), gefolgt von einem 25
Aminosaure-langem Linker und einer C-terminalen Domane (Aminosauren 100-464) besteht.
Der C-terminale Bereich weist in seiner tertiaren Struktur Homologien zu den
Aminotransferasen des Typ | auf (Abb. 19 A und A9). EnuR gehort daher ebenfalls zur
MocR/GabR-Subfamilie der GntR-Superfamilie (126,228).
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Abbildung 19: in silico Model von EnuR

Die Kristallstruktur des Bacillus subtilis GabR-Proteins in Komplex mit seinem Cofaktor PLP (protein
database accession code 4NOB) (229) wurde als Grundlage fiur das in silico Model des
Transkriptionsregulators EnuR ausgewahlt. Fir die bildliche Bearbeitung der auf dem Swiss Model
berechneten Modelle wurde PyMol suit (https://www.pymol.org/) genutzt. (A) Das helix-turn-helix DNA-
Bindemotiv des EnuR-Models ist in gold dargestellt. Die C-terminale Typ | Aminotransferase-Domane
wird in grau gezeigt. (B) Der PLP-Cofaktor ist kovalent an Lysin-302 des EnuR aus R. pomeroyi DSS-
3 gebunden und wurde mit Hilfe einer Uberlagerung des Models und der GabR-Kristallstruktur in die

Cofaktor-Bindetasche modelliert.

4.5.2 EnuR bindet Pyridoxal-5'-Phosphat

Das charakteristischste Merkmal der Aminotransferasen des Typ | ist ihr Cofaktor, welcher
als Pyridoxal-5'-Phosphat (PLP), ein Vitamin B6-Derivat, bezeichnet wird (278,279). Fir die
Koordination von PLP im aktiven Zentrum des Enzyms ist unter anderem ein konservierter
Lysin-Rest von Bedeutung, der Uber die primaren e-Aminogruppe die kovalente Bindung des
Cofaktors uber eine Schiff'sche Base ermdglicht (221,280). Durch den Homologievergleich
mit GabR (227) ist zu erwarten, dass es sich bei diesem Lysin in EnuR um Lysin-302 handelt
(Abb. 19 B).

Um dies zu untersuchen wurde das enuR-Gen fir E. coli codonoptimiert (Life
Technologies, Darmstadt, Germany) und das EnuR-Protein C-terminalen mit einem Strep-
Tag Il fusioniert. Dieses Fusionspeptid wurde heterolog in E. coli BL21 Uberproduziert und
anschlielend mittels Strep-Tag ll-Affinitdtschromatografie aus dem Zelllysat aufgereinigt
(Abb. 20 A). Die reine Proteinlésung wies eine gelbe Farbe auf (Abb. 20 B), die auf die
Anwesenheit des Chromophors PLP hinweist (281). Um dies zu bestatigen, wurde eine
EnuR-Mutante (EnuR*) konstruiert, in der Lysin-302 mittels gerichteter Mutagenese gegen
einen Histidin ausgetauscht wurde. EnuR* sollte nicht mehr in der Lage sein, PLP kovalent
zu binden, da der Histidinrest keine priméare Aminogruppe besitzt, die zu der Ausbildung
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einer Schiff'schen Base fiihren kénnte. Die Uberproduktion und Reinigung von EnuR* (iber
Strep-Tag lI-Affinitatschromatografie fuihrte zu einer klaren Proteinlésung (Abb. 20 A und B).
Die Bindung des im Wildtypprotein gebundenen Chromophors ist daher durch die gezielte
Mutation des Lysin-302 nicht mehr moglich.

*
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Abbildung 20: Rekombinante Uberproduktion von EnuR und der Lys-302/His-Mutante (EnuR*)
(A) EnuR und EnuR* wurden in E. coli Uberproduziert und mittels Strep-Tag Il-Affinitdtschromatografie
aufgereinigt. 10 ug jedes Proteins wurden auf ein 12 % SDS-PAGE aufgetragen und elektrophoretisch
getrennt. Der PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific, Schwerte, Germany) wurde als
Marker verwendet. (B) Lésungen (3 mg * ml™) des aufgereinigten EnuR-Proteins (gelb) und EnuR*
(farblos).

4.5.3 Identifizierung des PLP-Cofaktors
Fur den Nachweis, dass es sich bei dem mit EnuR assoziierten Chromophor tatsachlich um

PLP handelt, wurden zwei verschiedene Anséatze verfolgt.

4.5.3.1 Identifizierung des Cofaktors mittels UV/Vis-Spektroskopie

Mit Hilfe der UV/Vis-Spektroskopie kann die Schiff'sche Base (internes Aldimin), die sich
zwischen der primaren Aminogruppe des Lysins-302 und der Aldehydgruppe des PLP
ausbildet, indirekt visualisiert werden. Proteine, die ein kovalent gebundenes PLP enthalten,
weisen charakteristische Absorptionsbanden bei 330 nm und 420 nm auf (282). In einem
UV/Vis-Scan von 20 yM EnuR, in einem Wellenldngenbereich zwischen 250 und 500 nm,
sind drei eindeutige Absorptionsbanden zu erkennen. Die erste Bande bei 280 nm entspricht
dem Absorptionsmaximum des Proteins selbst. Bei 330 nm und 420 nm sind die
charakteristischen Absorptionsbanden des kovalent gebundenen PLP zu erkennen
(Abb. 21). Die Aufnahme des Spektrums von EnuR* im gleichen Spektralbereich zeigt
ebenfalls eine Absorptionsbande bei 280 nm mit der gleichen Absorptionsintensitat, wie sie
zuvor fur EnuR aufgenommen wurde. Da fir die Messungen gleiche Proteinmengen

eingesetzt wurden kénnen Unterschiede im Spektrum nicht auf eine reduzierte Proteinmenge
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im Assay zurlckgefihrt werden. Die Absorptionsmaxima bei 330 nm und 420 nm sind nicht
mehr vorhanden (Abb. 21). EnuR* hat die Fahigkeit verloren, das zuvor identifizierte PLP in
seiner Ligandenbindetasche zu koordinieren.
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Abbildung 21: UV/Vis-Spektren von EnuR und der Lys-302/His Mutante (EnuR¥*)

Das rekombinante EnuR-Strep-tag Il (rot) und EnuR*-Strep-tag Il (blau) wurden mittels
Affinitdtschromatographie gereinigt und von einer 20 yM Lésung bei 21°C im Reinigungspuffer (10
mM Tris-HCI pH 7,5; 150 mM NaCl) ein Absorptionsspektrum zwischen 250 und 500 nm
aufgenommen. Die charakteristischen Absorptionsmaxima eines kovalent-gebundenen PLP-Cofaktors
liegen bei 330 und 420 nm und treten im Spektrum von EnuR* nicht auf. EnuR* kann kein PLP binden.

4.5.3.2 Identifizierung des Cofaktors mittels Massenspektrometrie

Der direkte Nachweis der kovalente Bindung des PLPs an das Wildtyp-EnuR wurde mit Hilfe
der Massenspektrometrie erbracht. Dazu wurde die Masse beider Proteine unter
denaturierenden Bedingungen, mit und ohne Zusatz von Natriumborhydrid bestimmt. Unter
nicht-reduzierenden Bedingungen, das heil3t ohne Zusatz von Borhydrid, lassen sich sowohl
fur EnuR als auch fur EnuR* die Masse des gesamten Peptids (51.978 Da fur EnuR und
51.985 Da fur EnuR*) bestimmen (Abb. A3 A und B). Diese Massen liegen in sehr guter
Né&herung zu den errechneten Peptidmassen von EnuR-Strep (51.977 Da) und EnuR*-Strep
(51.986 Da). Das verwendete Massenspektrometer hat im Allgemeinen eine
Massengenauigkeit von +/- 1 Da. Zusatzlich sind eindeutige Peaks der Peptidmassen nach
Abspaltung des Startmethionins erkennbar (51.846 Da fir EnuR und 51.855 Da fir EnuR¥).
Dies ist haufig der Fall fir Proteine, die heterolog in E. coli Gberproduziert wurden und macht
eine Massendifferenz von 131 Da zum vollstédndigen Peptid aus (Abb. A3 A und B). Das PLP
unter nicht-denaturierenden Bedingungen im Wildtyp-EnuR nicht nachgewiesen werden
kann, liegt an der Labilitat der Aldiminbindung gegenlber den sauren Bedingungen der
LCMS-Analyse. Um die Bindung zwischen EnuR und seinem Co-Faktor dennoch fir die
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verwendete Messmethode zugéanglich zu machen, muss die labile Doppelbindung des Imins
zwischen PLP und Lysin-302 stabilisiert werden. Dies geschieht durch Zugabe von 1 mg*mi™
Natriumborhydrid zu der Proteinlésung. Aus der labilen Aldiminbindung wird durch die
Anlagerung zweier Protonen eine stabilere monovalente Aminbindung. PLP hat eine
molekulare Masse von 247 Da. Durch die Bildung der Schiff'schen Base zwischen Lysin-302
und der Aldehydgruppe des PLP wird ein Wassermolekul abgespalten (- 18 Da) und durch
die Reduktion der Imin-Bindung mit Borhydrid werden zwei Wasserstoffionen inkorporiert
(+ 2 Da). Daher ergibt sich fur den reduzierten EnuR-PLP-Komplex eine Massendifferenz
von 231 Da gegeniber dem EnuR-Peptid ohne PLP. Die massenspektrometrische
Vermessung der reduzierten Probe resultierte in dem in Abb. 22 A gezeigten
Massenspektrum. Zusatzlich zu dem PLP-freien EnuR-Peak (roter Stern) und dem
Massenpeak fir EnuR ohne Startmethionin (griner Stern) sind hier, im Vergleich zu dem
Spektrum der nicht-reduzierten Proben (Abb. A3 A), weitere Peaks erkennbar. Der lila
markierte Massenpeak (52.208 Da) (Abb. 22 A) entspricht EnuR mit gebundenem PLP. Der
blau markierte Massenpeak (52.076 Da) entspricht der Masse des EnuR-Peptids mit PLP
aber ohne dem Startmethionin. Die geringe Auspragung der Peaks liegt wahrscheinlich an
der Instabilitat von EnuR bei Raumtemperatur und der unvollstandigen Reduktion des PLP
unter den gegebenen Reduktionsbedingungen (2 h bei Raumtemperatur), so dass ein grol3er
Teil des PLP wahrend der Messung in der LCMS verloren ging. Die hohe Massengenauigkeit
dieses spektrometrischen Verfahrens lasst dennoch eine eindeutige Interpretation der
vorliegenden Daten zu.

Das gleiche Verfahren wurde auf die Lys-302/His-Mutante des EnuR angewandt. In der
Analyse des EnuR* nach Behandlung mit Borhydrid entstehen im Massenspektrum (Abb. 22
B) keine zusatzlichen Peaks im Vergleich zur unbehandelten Probe (Abb. A3 B). Die Lys-

302/His-Mutante ist nicht mehr in der Lage, PLP in seinem aktiven Zentrum zu koordinieren.
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Abbildung 22: MS-Spektren von EnuR und EnuR*
Die rekombinanten EnuR-Strep-tag Il (A) und EnuR*-Strep-tag 1l (B) wurden mittels

Affinitditschromatographie gereinigt und mit 1 mg*ml'l Borhydrid behandelt. Die Proben wurden mittels
HPLC entsalzt und Uber ein Synapt G2Si mass spectrometer analysiert. Detektiert wurden positive
lonen innerhalb eines Massenbereichs von 500-5000 m/z. (A) Der PLP-freien EnuR-Peak ist mit
einem roten Stern gekennzeichnet, der Massenpeak fir EnuR ohne Startmethionin mit einem griinen
Stern. Ein blauer Stern markiert den Massenpeak von des EnuR mit gebundenem Cofaktor und ein
gruner Stern den selbigen, aber ohne Startmethionin. (B) Der PLP-freien EnuR-Peak ist mit einem hell
blauen Stern gekennzeichnet, der Massenpeak fir EnuR ohne Startmethionin mit einem

orangefarbenen Stern.
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Zusammenfassend wird deutlich, dass sowohl im UV/Vis-Spektrum, als auch durch
massenspektrometrische Analysen nachgewiesen werden konnte, dass der Cofaktor PLP in
der Effektorbindedoméane des Transkriptionsfaktors EnuR koordiniert wird und das dieser
kovalent an Lysin-302 gebunden ist. Der Austausch von Lysin-302 gegen Histidin in der
Mutante EnuR* verhindert die Cofaktorbindung.

4.5.4 Die sekundar Struktur von EnuR und EnuR*

Der Gehalt an Sekundarstruktur-Elementen eines Proteins lasst sich Uber die
Circulardichroismus-Spektropolarimetrie bestimmen. Die optische Aktivitdt von Proteinen
beruht auf der Absorption von polarem Licht am L-konfigurierten a-C-Atom. Dieser Effekt
entfallt fir Glycin, da dieses kein chirales Zentrum aufweist. Threonin und Isoleucin haben
dagegen noch ein zweites asymmetrisches Zentrum. Auch die nicht-kovalenten
Wechselwirkungen zwischen den Aminoséureseitenketten eines Proteins tragen zur
optischen Aktivitat bei. CD-Spektren im fernen UV-Bereich (170 - 250 nm) werden
verwendet, um den Anteil der unterschiedlichen Sekundarstrukturelemente im Protein zu
bestimmen. a-Helices zeigen ausgepragt Minima bei 208 und 222 nm und ein Maximum bei
190 nm. B-Faltblatter dagegen sind durch eine negative Bande bei 215 nm und einer
positiven Bande bei 198 nm gekennzeichnet. Das Absorptionsspektrum unstrukturierter
Peptide zeigen ein schwaches Absorptionsminimum bei 195 nm und verlauft ansonsten
gegen null (283). Um sicherstellen zu kénnen, dass die Einfihrung der Lysin-302/Histidin-
Mutation in EnuR und dem damit verbundene Verlust der Gelbfarbung der Proteinldsung
nicht auf einem generell negativen Effekt auf die Proteinfaltung beruht, wurden sowohl die
Proteinlosung des Wildtyp EnuRs als auch die seiner Mutante EnuR* mittels
Circulardichroismus-Spektropolarimetrie analysiert. Fir die Messung der Auspragung der
Sekundarstrukturelemente wurden die Absorptionsspektra von jeweils 3,5 uM EnuR und
EnuR* im fernen UV-Bereich zwischen 195 und 250 nm aufgenommen. Beide Proteine
zeigen einen stark ausgepragten negativen Doppelpeak bei 208 und 222 nm, wobei die
Bande bei 208 nm weniger negativ ist als die Bande bei 222 nm (Abb. 23). Dies ist der Fall,
da die sekundare Struktur von EnuR und seinem Derivat hauptsachlich aus a-Helices
ausgebildet wird, aber einen Anteil B-Faltblatter enthalt. Der stark negative Wert der
Eliptizitdt im Falle der a-Helices wird also durch den weniger negativen Wert der (-Faltblatter
an dieser Stelle ausgeglichen und verschiebt diesen Abschnitt der Kurve daher weiter gegen
null. Diese Beobachtung befindet sich im Einklang mit dem errechneten Model aus
Abbildung 18, welches ebenfalls hauptsachlich aus a-helicalen Strukturen besteht und nur
wenige [-Faltblatter ausweist. Beide Proteine zeigen den gleichen Verlauf des CD-
Spektrums. Die eingefihrte Mutation fuhrte zwar zum Verlust des PLP-Cofaktors, hatte

jedoch keine Einfluss auf die Ausbildung der Sekundarstruktur des Peptids.
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Abbildung 23: Die sekundére Struktur von EnuR und der Lys-302/His Mutante (EnuR*)

Das rekombinant EnuR-Strep-tag Il (rot) and EnuR*-Strep-tag Il (blau) wurden mittels
Affinitdtschromatographie gereinigt und von einer 3,5 yM Lésung im Thermophoresepuffer (10 mM
Tris-HCI pH 7,5; 150 mM NaCl; 0,2 % Tween) ein CD-Spektrum zwischen 195 und 255 nm

aufgenommen.

4.5.5 Die quarternare Struktur von EnuR und EnuR*

Um die quaternare Struktur des EnuR-Regulators in Lésung zu bestimmen, wurde das
gereinigte Protein (Abb. 20 A) der GréRenausschlusschromatografie unterzogen. Mit Hilfe
des ProtParam Werkzeugs des Expasy-Servers (284) konnte fir ein EnuR-Strep-tag II-
Monomer eine Masse von 51,977 kDa bestimmt werden. Entsprechend der
Grollenstandards errechnete sich nach dem Lauf der Gelfiltrationssdule eine Masse von
102,73 kDa fur das Fusionsprotein (Abb. 24 A). EnuR-Strep bildet daher ein Homodimer in
Losung. Des Weiteren zeigte sich in dem Chromatogram, dass die untersuchte
Proteinlésung gréi3ten Teils frei von Proteinaggregaten ist (Abb. 24 A).

Um den Einfluss des PLP-Cofaktors auf die Oligomerisierung des Proteins zu
untersuchen, wurde das EnuR*-Strep-Fusionsprotein ebenfalls mittels GroéfRenausschluf3-
chromatografie analysiert. Fir EnuR*-Strep wurde eine monomere Masse von 51,985 kDa
berechnet. Aus dem Lauf Uber die Gelfiltrationssaule errechnete sich eine Masse von
103,9 kDa. EnuR* bildet ebenfalls Homodimere in Losung (Abb. 24 B).
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Abbildung 24: Die quaternare Struktur des EnuR-Strep-tag Il-Proteins und der Lys302/His
Mutante (EnuR*-Strep-tag Il)

Die rekombinanten Proteine EnuR-Strep-tag Il (A) and EnuR*-Strep-tag Il (B) wurden mittels
Affinitatschromatographie gereinigt und durch GréfRenausschlusschromatografie analysiert. Im
eingebetteten Diagramm wird das chromatographische Verhalten des EnuR-Strep-tag II- and EnuR*-
Strep-tag IlI-Proteins (etwa 103 kDa) (rote Punkte) relativ zu dem der Markerproteine, Carboanhydrase

aus Rindererythrocyten (29 kDa), Albumin aus Rinderserum (66 kDa) und Alkoholdehydrogenase aus
Hefe (150 kDa) dargestellt (schwarze Punkte).

4.5.6 Analysen zur Ligandenbindung durch EnuR

Die Regulation kataboler Stoffwechselwege hangt oftmals von der Anwesenheit des
Substrats im Medium und allosterischen Effekten ab (285). Dass die Transkription des enuR-
uehABC-usp-eutABCDE-asnC-ssd-atf-Operons an die Anwesenheit von 5-Hydroxyectoin
oder Ectoin im Wachstumsmedium gekoppelt ist, konnte im Rahmen dieser Arbeit bereits
gezeigt werden (Abb. 15). Auch die kovalente Bindung des Cofaktors PLP in der

Ligandenbindetasche des Transkriptionsfaktors EnuR wurde hier bereits analysiert (Abb. 21
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und Abb. 22). Der gleiche Cofaktor liegt in dem homologen Protein GabR aus B. subtilis
(228) vor, welches den Katabolismus von y-Aminobytyrat (GABA) reguliert. Fir diesen
Transkriptionsaktivator wurde bereits gezeigt, dass bei Anwesenheit des Induktors
y-Aminobytyrat (GABA) die Schiff'sche Base (internes Aldimin) zwischen GabR und PLP
geldst und stattdessen eine Schiff'sche Base (externes Aldimin) zwischen PLP und GABA
gebildet wird (229,230). Wie in allen PLP-abhangigen Reaktionen ist die Voraussetzung fur
diese Reaktion die Anwesenheit einer primaren Aminogruppe im Ligandenmolekul (286,287).

Fur die Bestimmung des Induktors von EnuR wurde sich der 'microscale thermophoresis'
(MST) (NanoTemper Technologies GmbH, Germany) bedient. Hierbei handelt es sich um
eine neue Methode zur Analyse von Biomolekilen. MST ist als die gerichtete Bewegung von
Molekdlen in einem mikroskopisch kleinen Temperaturgradienten definiert. Dies erlaubt eine
sensitive Detektion von Interaktionen zwischen Biomolekilen (288,289). Jede Verédnderung
in GrolRe, Konformation, Ladung oder in der Hydrathille resultieren in einer veranderten
Bewegung von Molekilen entlang des Temperaturgradienten und kann daher genutzt

werden, um zum Beispiel Bindungsaffinitaten zu bestimmen (290)

Die beschriebenen in vitro Affinitdtsstudien wurden fir Ectoin, 5-Hydroxyectoin, sowie den
putativen Produkten der EutD-Enzymreaktion Na-Acetyl-L-2,4-Diaminobutyrat und Ny-Acetyl-
L-2,4-Diaminobutyrat (Abb. 3) vorgenommen. Fur dieses Experiment wurden 200 nM des
Fluoreszenz-markierten EnuR-Strep-Fusionsproteins mit Ligandenkonzentrationen zwischen
200 uyM und 3,6 nM versetzt und mittels MST vermessen. Das markierte Protein wird durch
den nicht-markierten Liganden titriert. Mit Hilfe von polarisiertem Licht wird der
Fluoreszenzfarbstoff angeregt. Das ligandenfreie Protein diffundiert im
Temperaturgradienten schneller, wodurch weniger emittierte Fluoreszenz gemessen wird.
Der Komplex aus Ligand und Protein diffundiert langsamer entlang des
Temperaturgradienten, wodurch mehr der emittierten Fluoreszenz detektiert werden kann.
Mittels des Massenwirkungsgesetzes wird die Ky der Ligandenbindung aus den

Unterschieden in emittierter Fluoreszenz bestimmt (288,289).

Das thermophoretische Verhalten von EnuR wurde mit steigender Konzentration von Na-
Acetyl-L-2,4-Diaminobutyrat zunehmend verandert, was auf eine bindre Wechselwirkung
schlielen lasst. Es konnte eine sigmoide Bindungskurve aufgenommen und eine
Bindungskonstante von 1,73 (+/- 0,73) uM berechnet werden (Abb. 25 A). Diese Interaktion
ist spezifisch, da unter gleichen experimentellen Bedingungen keine Bindung zwischen EnuR
und Ny-Acetyl-L-2,4-Diaminobutyrat, Ectoin oder 5-Hydroxyectoin ermittelt werden konnte
(Abb. A4).
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Unter gleichen experimentellen Bedingungen wurde ebenfalls die Bindungsaffinitdt von Na-
Acetyl-L-2,4-Diaminobutyrat zu EnuR* gemessen. Das EnuR-Derivat kann den Cofaktor PLP
nicht mehr in seiner Ligandenbindetasche koordinieren. In diesem Fall konnte keine Bindung
zwischen dem markierten Protein und dem Liganden festgestellt werden (Abb. 25 B). Wie
zuvor fur GabR aus B. subtilis beschrieben (229,230), ist die Bindung des Liganden in der
C-terminalen Doméane des Transkriptionsfaktors PLP abhangig.
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Abbildung 25: EnuR bindet Na-Acetyl-L-2,4-Diaminobutyrat in vitro

(A) Fluoreszenz-markiertes EnuR (200 nM) wurde mit einer seriellen Verdinnung (1:2) von Na-Acetyl-
L-2,4-Diaminobutyrat (Konzentrationen zwischen 200 yM und 3,6 nM) im Thermophoresepuffer
(10 MM Tris-HCI pH 7,5; 150 mM NaCl; 0,2 % Tween) titriert. (B) Fluoreszenz-markiertes EnuR*
(200 nM) wurde mit einer seriellen Verdinnung (1:2) von Na-Acetyl-L-2,4-Diaminobutyrat
(Konzentrationen zwischen 3,6 nM und 200 uyM) titriert. Die MST Bindereaktionen wurden mit dem
Monolith NT.015 bei 21°C gemessen und die Bindekonstante (Kp) aus einer Ausgleichsrechnung der

erhaltenen Daten berechnet. Die Fehlerbalken markieren die Standartabweichung.

4.5.7 Protein-DNA-Interaktionsstudien

EnuR ist ein Transkriptionsregulator mit einem putativen N-terminalen helix-turn-helix
Bindemotiv. Es konnte im Rahmen dieser Arbeit bereits gezeigt werden, dass das Protein in
Losung in einer korrekt gefalteten, dimeren Konformation vorliegt. Um die mdgliche Bindung
von EnuR und seinem Lys-302/His-Derivat an die Promotorregion vor uehA nachzuweisen,
wurden Electrophoretic Mobility Shift Assays (EMSA) durchgefiihrt. Zu diesem Zweck
wurden zwei DNA-Fragmente stromaufwarts von uehA amplifiziert (Abb. 26). Das langere
der beiden Fragmente umfasst 308 bp des 5 '-Endes des enuR-Gens, die 97 bp enuR-uehA
intergenen Region und 28 bp des uehA Gens. Das verkirzte Fragment umfasst
ausschlieBlich 200 bp im enuR-Gen (Abb. 26). Es wurden 10 nM*I"* jedes DNA-Fragments
mit ansteigender Konzentration von EnuR (0 nM*™ bis 400 nM*™) inkubiert und
anschlieBend elektrophoretisch getrennt. Als Bindungskontrolle wurde ein jeweils
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gleichgroBes Fragment aus dem eutD-Gen amplifiziert und mit der hodchsten

Proteinkonzentration inkubiert.

GEG GAGCGATACGAAATCGCGTCGCAAGCCCTGCAAGGCCACCAATGGCGGGGGCACCCGT
CGGCGCTGCACCTCTGGTTGCCGCTCGAGTCCGGCTGGACCACGTCCAGTTTCGTGGCCTAT
GCCCGTCAGTTGAAAGTCGCGGTTGCACCAGACGCCCCCTTTCTGACCCCCAAGACACCGCC
GCCGAATGCTGTCCG (EI\TCTCGCTGGG CAGCGTTCAGGATCTGAGCCGTTTCAAACAGGCGA
TGGAACTGGTCGGCGGCATGCTGAGCCGTCCGCCAGAGGGAGTTGCCCCCCTCGCCTTCTAA

EnuR e ee P L A F *

CATTGTCGCGCGACAATAAAAAAATTGACATGCAGTACAATTCCCAACAAGTCTGGCCCGGCG

GTGCGCAGGCACCCATGACATTTGG GAGGAAACCAI_QGCTCAATCCATCACTTTCACCTTG]

M A Q S [ I I ) UehA
o) o]

Abbildung 26: Die DNA-Fragmente fur das EMSA
Dargestellt ist die Nukleotidsequenz des 433 bp langen DNA-Fragments die den 5'-Bereich des enuR-

Gens, die intergene Region zwischen enuR und uehA und einen Teil des 3'-Bereiches von uehA
umfasst (in schwarzen Klammern). Die Lage der Verkiirzung ist durch eine rote Klammer markiert. Der
Translationsstart von uehA und der Translationsstop von enuR sind gekennzeichnet.

Wie in Abbildung 27 B erkennbar, bindet das Wildtyp-EnuR ab einem DNA-Protein-
Verhaltnis von 1:20, das entspricht einer Proteinkonzentration von 200 nM*I* an das 433 bp
lange DNA-Fragment. Es zeigt jedoch keine Bindeaffinitdt zu dem Kontrollfragment. Auf dem
Gel wird nur eine Verschiebung zwischen ungebundener DNA und DNA-Protein-Komplex
deutlich. Es kann geschlussfolgert werden, dass das EnuR-Dimer auf der untersuchten DNA-
Sequenz nur eine Bindestelle hat und spezifisch an diese bindet. Zu dem untersuchten
200 bp Fragment weist EnuR keine Bindeaffinitat auf (Abb. 27 A). Die Bindestelle des EnuR-
Dimers liegt daher auf den 205 bp stromaufwarts des uheA-Startcodons (Abb. 26).
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Die Lys-302/His-Mutante EnuR* bindet im Gegensatz zum Wildtyp-EnuR bereits ab einem
DNA:Protein-Verhéltnis von 1:10 (Proteinkonzentration von 100 mM*|™") (Abb. 27 C). EnuR*
bindet daher mit einer héheren Affinitat an das 433 bp-Fragment als das Wildtyp-Protein. Im
Einklang mit EnuR hat EnuR* nur eine Bindestelle auf dem untersuchte DNA-Fragment,
bindet aber nicht an das Kontrollfragment aus eutD. Die Bindung von EnuR* an das 433 bp
Fragment ist daher spezifisch.

4.6 Untersuchungen zur transkriptionellen Kontrolle des uehA-Promotors

Im Rahmen dieser Arbeit wurde bereits gezeigt, dass nur der vor uehA gelegene Promotor
(Abb. 16) substratinduzierbar ist. Diese Subtratinduktion ist unter anderem der Repression
des Promotors in 5-Hydroxyectoin/Ectoin-Abwesenheit durch den MocR/GabR-Typ
Transkriptionsregulator (126,228) EnuR geschuldet. Die vorliegenden in vitro Daten belegen,
dass EnuR das Pyridoxyl-5'-Phosphat als prosthetische Gruppe enthdlt und dessen
Ligandenbindung von diesem Cofaktor abhangt. Die systematische Deletion verschiedener
Gene des enuR-uehABC-usp-eutABCDE-asnC-ssd-atf-Operons in R. pomeroyi DSS-3 und
die daran anknupfenden Wachstumsversuche deuten auf Einflisse weiterer
Transkriptionsfaktoren hin. Im Folgenden sollen die Regulatoren und deren Mechanismen

naher charakterisiert werden.

4.6.1 Charakterisierung der Funktion von EnuR

4.6.1.1 Die PLP-Abh&ngigkeit von EnuR in vivo

Im Rahmen dieser Arbeit wurde bereits gezeigt, dass die PLP-Bindung durch EnuR in vitro
verhindert werden kann, wenn Lys-302 durch Histidin ersetzt wird. Auf die Ausbildung der
guaternaren Struktur des Proteins hatte diese Mutation keinen Einfluss, sie fiihrte jedoch zu
einer erhdhten Affinitdt zu der DNA stromaufwérts von uehA (Abb. 24 und 27). Bereits in
friheren Studien von MocR/GabR-Typ Regulatoren (126,228) konnte gezeigt werden, dass
deren regulatorische Funktionen von ihrem PLP-Cofaktor abhangig sind (226,227). Im
Folgenden wurde daher untersucht, ob dies auch fir EnuR der Fall ist und die Verhinderung
der PLP-Koordination in EnuR einen Einfluss auf die Transkription des Pena hat. Dazu wurde
mittels gerichteter Mutagenese das PLP-bindende Lysin-302 in der Penr-€NUR™-Pyena-lacz-
Fusion (auf Plasmid pBAS20) gegen ein Histidin ausgetauscht. Das erstellte Plasmid (Penur-
enuR*-Pyena-lacZ auf pBAS23; Abb. 14) wurde in R. pomeroyi ASR7 [A(enuRj.g75::Gm)1]
konjugiert, um einen Einfluss des chromosomalen enuR zu verhindern. Die LacZ-Aktivitat

wurde anschlie3end, wie bereits beschrieben, gemessen.

56



Ergebnisse

lglehA /- uehB /—

pBAS20

pBAS23

Lys-302 —>His

Abbildung 28: Genetische Organisation der 5'-Region des katabolen Ectoin-Operons und die
Ableitung der lacZ-Fusionen flir die Reportergenanalysen

Dargestellt ist die schematische Organisation der 5'-Region des enuR-uehABC-usp-eutABCDE-asnC-
ssd-atf-Operons. Die zwei putativen Promotoren sind als gebogene Pfeile dargestellt. Die
Abgrenzungen fiur die Reportgenfusionen sind mit gestrichelten Linien markiert. Der durch gerichtete
Mutagenese eingefiihrte Codonaustausch in enuR ist als roter Balken dargestellt. Die Bezeichnung

des aus der Fusion resultierenden Plasmids ist angegeben.

Aus Abbildung 29 geht hervor, dass, wie bereits flr Abbildung 17 beschrieben, eine
Einfuhrung der Penr-€NUR™-Pyena-lacZ-Fusion in den A(enuRigzs)-Hintergrund zu einem
enuR*-Stamm fuhrt. Im LacZ-Assay ist daher ein wildtypahnliches Expressionsmuster zu
beobachten (Abb. 18 und 29). Interessanterweise steigt die Expression bei Anwesenheit von
5-Hydroxyectoin auf etwa das Doppelte im Vergleich zum Wildtyp. Durch die Mutation des
Lysin-302 und dem damit verbundenen Verlust des PLP wird die Expression ausgehend von
Pwna unter allen getesteten Bedingungen auf ein Basalniveau reduziert (31 + 7 MU)
(Abb. 18). Dies entspricht quantitativ dem Expressionsniveau der Glucosekontrolle fir Pyena
oder auch der Intensitat der Peyr-Expression (Vergleiche auch Tabelle Al). Ein Verlust von
EnuR fuhrt also zu einem konstitutiv aktiven Promotor vor uehA, der Verlust der
prosthetischen Gruppe PLP dagegen fihrt zu einer konstitutiven Repression der
Transkription von dem selbigen. EnuR* kann auch in Anwesenheit von Ectoinen, nicht mehr
von der DNA gelost werden. Die Aufhebung der Repression durch EnuR ist daher PLP-
abhangig.
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Abbildung 29: Expressionsmuster der Per€NUR*-Pyena-lacZ-Reportergenfusion in R. pomeroyi
ASR7 A(enuRy.¢75::Gm)1

Gezeigt ist die Promotoraktivitdt der Penr-€NUR-Pyena-lacZ-Fusion im R. pomeroyi J470 Wildtyp
(schwarz) und in R. pomeroyi ASR7 A(enuRy.g75::Gm)1 (griin) und der Penyr-€NUR*-Pena-lacZ-Fusion
in R. pomeroyi ASR7 A(enuRy.475::Gm)1 (rot). Die entsprechenden Kulturen wurden in Basalmedium
mit Glucose/NH,CI, Ectoin oder 5-Hydroxyectoin bei 30°C kultiviert. Die Mittelwerte und
Standardabweichungen wurden aus vier biologischen Parallelen mit jeweils drei technischen
Parallelen berechnet.

4.6.1.2 EnuR-Induktor-Interaktionen in vivo

4.6.1.2.1 Die Induktion der Transkription ausgehend von Pyena ist EutD-abhangig

In den in vitro Bindestudien in Abschnitt 24 wurde bereits gezeigt, dass das gebildete
Intermediat aus der Ectoinhydrolyse durch EutD (Abb. 3), Na-Acetyl-L-2,4-Diaminobutyrat,
an EnuR bindet und diese Bindung PLP-abhdngig ist. Ob dieses Intermediat des
5-Hydroxyectoin/Ectoin-Katabolismus auch in vivo mit EnuR interagiert, wurde getestet,
indem die Penur-€NUR™-Pyena-lacZ-Fusion auf Plasmid pBAS20 in die A(eutD::Gm)1-Mutante
(Stamm ASRS8) konjugiert wurde.

Eine Deletion des eutD-Gens aus dem katabolen enuR-uehABC-usp-eutABCDE-
asnC-ssd-atf-Operon fuhrt zu einem starken Verlust der Genexpression ausgehend von
Puena, Wenn Ectoin als Substrat vorliegt (Abb. 30). Die Promotoraktivitat wird um das 2,5-
fache im Vergleich zur Wildtypkontrolle gesenkt und hat einen absoluten Wert von
172 £+ 79 MU (Tab Al). Pena ist jedoch weiterhin voll induziert, wenn der entsprechende R.
pomeroyi ASR8-Stamm auf 5-Hydroxyectoin kultiviert wird (1732 + 142 MU). Wie bereits aus

den in vitro Interaktionsstudien zu erwarten gewesen war, ist das Reaktionsprodukt der
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enzymatischen Reaktion von EutD fur die Induktion der Transkription von P .na hotwendig.
Na-Acetyl-L-2,4-Diaminobutyrat ist auch in vivo ein Ligand des Regulators EnuR und damit
der interne Induktor fir die Aufhebung der Repression von P eha, Wenn Ectoin als Substrat im
Medium vorliegt. Dies ist nicht der Fall fur die Induktion der Transkription wenn
5-Hydroxyectoin als Kohlenstoff- und Stickstoffquelle im Medium vorhanden ist (Abb. 30). Es
muss angemerkt werden, dass das Expressionsniveau im Vergleich zum Wildtyp zwar
niedriger liegt, jedoch immer noch um einen Faktor 6 erhoht ist, im Vergleich zu dem
Expressionsniveau unter vollstandig reprimierten Bedingungen durch EnuR* und im
Vergleich zu der Glucosekontrolle (Abb. 29 und 30).
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Abbildung 30: Expressionsmuster der P, r-enuR™-Pena-lacZ-Reportergenfusion in R. pomeroyi
ASRS8 [A(eutD::Gm)1]

Gezeigt ist die Promotoraktivitdt der Penr-enuR*-Pyena-lacZ-Fusion im R. pomeroyi J470 Wildtyp
(schwarz) und in R. pomeroyi ASR8 (griin). Die entsprechenden Kulturen wurden in Basalmedium mit
Glucose/NH,4CI als Kohlenstoff- und Stickstoffquelle bei 30°C kultiviert. Ectoin und 5-Hydroxyectoin
wurden in einer Konzentration von 28 mM zugesetzt. Die Mittelwerte und Standardabweichungen

wurden aus vier biologischen Parallelen mit jeweils drei technischen Parallelen berechnet.

4.6.1.2.2 Die Induktion der Transkription ausgehend von Pyena ist EutABC-abhéangig

Wie bereits gezeigt, kann eine A(eutABC::Gm)1-Mutante (Stamm ASR11) ohne erkennbaren
Wachstumsphanotyp Ectoin als alleinige Kohlenstoff- und Stickstoffquelle nutzen, nicht aber
5-Hydroxyectoin. Um den internen Induktor fir die transkriptionelle Kontrolle des

5-Hydroxyectoinkatabolismus durch EnuR zu identifizieren, wurde die Penr-€NUR™-Pena-
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lacZ-Fusion auf Plasmid pBAS20 in die A(eutABC::Gm)1-Mutante konjugiert und unter den
oben beschriebenen Bedingungen fir ein LacZ-Assay kultiviert.

Eine chromosomale Deletion der katabolen Gene fir den 5-Hydroxyectoin-Abbau
(eutABC) fuhrt zu einem starken Verlust der Genexpression ausgehend von Pyena, Wenn
5-Hydroxyectoin das im Medium enthaltene Substrat ist. Die Expression vermindert sich in
diesem Fall um das 9-fache und sinkt auf 198 + 15 MU (Tab Al). Es liegt damit auf dem
gleichen quantitative Niveau wie die Ectoin-abhangige Expression in der A(eutD::Gm)1-
Mutante (Abb. 30 und 31). Die gemessene LacZ-Aktivitat der mit Ectoin kultivierten Kulturen
ist im A(eutABC)-Hintergrund gleich der im Wildtyp-Hintergrund (Abb. 31; Tab Al). Eine
eutABC-Deletion hat daher keinen Einfluss auf die Promotoraktivitat von P,ena, Wenn Ectoin
das Substrat ist. Wenn aber 5-Hydroxyectoin im Medium vorhanden ist, ist die Expression
des katabolen Ectoin-Genclusters von einem internen Induktor abhangig, der durch die
enzymatischen Reaktionen von EutA, EutB und/oder EutC entsteht. Es muss auch in diesem
Zusammenhang angemerkt werden, dass die Promotoraktivitat im Vergleich zum Wildtyp
zwar stark reduziert ist, aber dennoch um einen Faktor 8 erhoht ist, gegeniiber dem
Expressionsniveau unter vollstdndigen reprimierten Bedingungen durch EnuR* und
gegenuber der Glucosekultur (Abb. 29 und 31).
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Abbildung 31: Expressionsmuster der Pe,,r-eNUR™-Pyena-lacZ-Reportergenfusion in R. pomeroyi
ASR11 [A(eutABC::Gm)1]

Gezeigt ist die Promotoraktivitdt der Penr-€NUR™-Pyena-lacZ-Fusion im R. pomeroyi J470 Wildtyp
(schwarz) und in R. pomeroyi ASR11 (grun). Die entsprechenden Kulturen wurden in Basalmedium
mit Glucose/NH,4CI als Kohlenstoff- und Stickstoffquelle bei 30°C kultiviert. Ectoin und 5-Hydroxyectoin
wurden in einer Konzentration von 28 mM zugesetzt. Die Mittelwerte und Standardabweichungen

wurden aus vier biologischen Parallelen mit jeweils drei technischen Parallelen berechnet.
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4.6.2 Der Einfluss weiterer Transkriptionsaktivatoren auf Pyena

4.6.2.1 Der Transkriptionsregulator AsnC

Eine Deletion der katabolen ssd und atf-Gene des zu untersuchenden Operons hat keinen
Einfluss auf das Wachstum von R. pomeroyi DSS-3 auf Ectoinen (Abb. 12 G). Werden diese
Gene jedoch gemeinsam mit dem Regulatorgen asnC deletiert, ist ein Wachstum auf Ectoin
oder 5-Hydroxyectoin nicht mehr méglich (Abb. 12 H). Um zu untersuchen, ob dieser
Lrp/AsnC-Typ Transkriptionsregulator einen Einfluss Pyna ausibt oder stattdessen an
anderer Stelle im Operon regulatorisch eingreift, wurde die Pe,r-eNUR*-Pena-lacZ-Fusion auf
Plasmid pBAS20 in die A(asnC-ssd-atf::Gm)1-Mutante (Stamm ASR10) konjugiert und wie
bereits beschrieben fir die LacZ-Assays kultiviert.
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Abbildung 32: Expressionsmuster der P, r-enuR™-Pena-lacZ-Reportergenfusion in R. pomeroyi
ASR10 [A(asnC-ssd-atf::Gm)1]

Gezeigt ist die Promotoraktivitat der Penr-€NUR™-Pyena-lacZ-Fusion im R. pomeroyi J470 Wildtyp
(schwarz) und in R. pomeroyi ASR10 (gruin). Die entsprechenden Kulturen wurden in Basalmedium
mit Glucose/NH,CI als Kohlenstoff- und Stickstoffquelle bei 30°C kultiviert. Ectoin und 5-Hydroxyectoin
wurden in einer Konzentration von 28 mM zugesetzt. Die Mittelwerte und Standardabweichungen

wurden aus vier biologischen Parallelen mit jeweils drei technischen Parallelen berechnet.

Die Deletion des Regulatorgens asnC und den in der Operonstruktur folgenden katabolen
Genen ssd und atf, fihren zu einer starken Reduktion der Expression von Pyepa, wenn
entweder Ectoin oder 5-Hydroxyetoin als Substrat vorhanden sind. Die Promotoraktivitat der
Ectoin-Kulturen geht um die Halfte zurtick (222 + 19 MU), die der 5-Hydroxyectoin-Proben

um etwa das 6-fache (281 + 19 MU) (Abb. 32; Tab Al). Die Wiederholung des Experiments
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im A(ssd-atf::Gm)1-Hintergrund (Stamm ASR14) flhrte zu keiner signifikanten Verminderung
der Expression ausgehend von Py (Abb. A5). Der Verlust der Aktivierung der Transkription
ist daher auf das Fehlen des Transkriptionsregulators AsnC zuruckzufiihren. AsnC ist ein
Aktivator des enuR-uehABC-usp-eutABCDE-asnC-ssd-atf-Operons und beeinflusst so den
Promotor vor uehA. Es ist dennoch anzumerken, dass der Promotor auch unter diesen
Bedingungen, nicht vollstandig an Aktivitat verliert, sondern eine 8-fach erhdhte Expression
gegenuber dem nicht-induzierten Level erhalten bleibt (Abb. 29 und 32).

4.6.2.2 Das Zweikomponentensystem NtrXY

Das bereits beschriebene NtrXY-Zweikomponentensystem (Abschnitt 3.5.2.1) ist in die
generellen Stickstoffkontrolle involviert (18,266,267). Ectoin und 5-Hydroxyectoin sind im
marinen Habitat vermutlich wichtige Stickstoffquellen und bedeuten einen entscheidenden
Wachstumsvorteil fur jene Mikroorganismen, die deren Anwesenheit im Medium schnell
registrieren. Mit Hilfe des TOPCON-Servers wurde die Membrantopologie der NtrY-
Sensorkinase berechnet (291), wodurch vier Transmembrandomanen bestimmt werden
konnten. Es wird neben einer kleinen periplasmatischen Domane auch ein grol3er Bereich
von etwa 200 Aminosauren als periplasmatisch vorausgesagt, der mdglicherweise als
sensorische Domane fir Ectoin und 5-Hydroxyectoin fungieren kénnte (Abb. Al12). Dies ist
aquivalent zu putativen Transmembranregionen, die bereits fir NtrY aus E. coli,

Salomonella typhimurium und A. caulinodans bestimmt wurden (18,268,269).

Die chromosomale Deletion des Zweikomponentensystems NtrXY fiihrte zu einem Phanotyp,
der kein Wachstum auf Ectoin oder 5-Hydroxyectoin als alleinige Kohlenstoff- und
Stickstoffquellen ermdglicht (Abb. 12 H). Dies spricht fiir eine wichtige sensorische Funktion
der NtrY-Sensorkinase und eine wichtige regulatorische Funktion des NtrX-
Antwortregulators. Aufschluss Uber den Einfluss des Zweikomponentensystems auf die
Transkription des katabolen 5-Hydroxyectoin/Ectoin-Operons gab die Pe,r-€NUR™-Pena-lacz-
Fusion, die in den A(ntrXY::Gm)l-Hintergrund (Stamm ASR9) konjugiert wurde. Die
Kultivierung der entsprechenden Stamme und die Durchflihrung der LacZ-Assays erfolgte
wie bereits beschrieben.

Die chromosomale Deletion der Gene des Zweikomponentensystems der globalen
Stickstoffkontrolle NtrXY fuhrt zu einem starken Rickgang der Transkriptionsrate ausgehend
von Puena. Das Expressionslevel bei Wachstum unter Ectoin-Anwesenheit sinkt um das 2,3-
fache auf 195 + 14 MU und fur 5-Hydroxyectoin um das 6,3-fache auf 278 + 18 MU im
Vergleich zur entsprechenden Wildtypkontrolle (Abb. 33; Tab A1), obwohl in diesem Stamm
sowohl fir enuR, als auch fur asnC kodiert wird. In Verbindung mit dem Wachstumsphénotyp

(Abb. 12 H) kann dem NtrXY-System ebenfalls eine wichtige regulatorische Rolle fiir das
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katabole enuR-uehABC-usp-eutABCDE-asnC-ssd-atf-Operon zugesprochen werden. NtrX
fungiert direkt oder indirekt als Aktivator gegeniiber P ha. Dessen Deletion flihrt jedoch, wie
bereits fir AsnC beschrieben, nicht zu einem vollstandigen Verlust der Aktivierung von Pyena,
da diese immer noch 8-mal hoher ist, als der vollstandig reprimierte Promotor in der
Glucosekontrolle (Abb. 33).
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Abbildung 33: Expressionsmuster der Pg,r-enuR™-Pena-lacZ-Reportergenfusion in R. pomeroyi
ASR9 [A(ntrXY::Gm)1]

Gezeigt ist die Promotoraktivitdt der Penr-enuR*-Pyena-lacZ-Fusion im R. pomeroyi J470 Wildtyp
(schwarz) und in R. pomeroyi ASR9 (griin). Die entsprechenden Kulturen wurden in Basalmedium mit
Glucose/NH,CI als Kohlenstoff- und Stickstoffquelle bei 30°C kultiviert. Ectoin und 5-Hydroxyectoin
wurden in einer Konzentration von 28 mM zugesetzt. Die Mittelwerte und Standardabweichungen

wurden aus vier biologischen Parallelen mit jeweils drei technischen Parallelen berechnet.

4.7 bioinformatische Untersuchungen

4.7.1 Die phylogenetische Verbreitung der katabolen Gene des 5-Hydroxyectoin- und
Ectoin-Abbaus

Die Ectoin-Hydrolase EutD ist das Schlisselenzym sowohl des Ectoin- als auch des
5-Hydroxyectoin-Katabolismus. EutD o6ffnet den Ring der heterocyclischen Verbindung
Ectoin (15,124,128) - eine Reaktion die in der Bildung des einzigen spezifischen Intermediats
in der Verstoffwechselung von Ectoinen Na-Acetyl-L-2,4-Diaminobutyrat resultiert. Die
Intermediate aller enzymatischen Folgereaktionen (Abb. 3) sind nicht spezifisch fir den
5-Hydroxectoin/Ectoin-Abbau, sondern kommen im allgemeinen Aminosaurestoffwechsel

zum Beispiel auch im Metabolismus von Glycin, Serin oder Threonin vor (144). Aus diesem
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Grund wurde die Aminosauresequenz von EutD aus R. pomeroyi DSS-3 genutzt, um mit
Hilfe des Web-Servers des ,genome portal of the Department of Energy Joint Genome
Institute* (JGI) (292,293) in allen bis dato sequenzierten bakteriellen (Anzahl: 32.523) und
archaealen (Anzahl: 654) Genomen nach Proteinhomologen zu suchen und diese auf das
Vorhandensein von mindestens zwei weiteren Genen des 5-Hydroxyectoin/Ectoin-Abbaus zu
untersuchen. Es wurden 539 solcher vollstindig sequenzierten und assemblierten
Gencluster in Bakterien identifiziert, jedoch keine in Archaeen gefunden. Mit Hilfe des iTOL-
Servers (294) konnte aus einem Aminosauresequenzvergleich der entsprechenden EutD-
Homologe ein phylogenetischer Baum erstellt werden (Abb. 35). Der Ursprung des Baumes
wurde durch drei EutD-verwandte Proteine bestimmt [eine Peptidase des M24-Typs von
Mesorhizobium cicero biovar WSM1271 (29% Sequenzidentitdt), eine Creatinase von
Pseudomonas monteili DSM 14164 (22% Sequenzidentitat) und eine Xaa-Pro-
Aminopeptidase aus Rhizobium sp. YR519 (26% Sequenzidentitat)], die in der BLAST-
Analyse eine hohe Ahnlichkeit zu dem EutD aus R. pomeroyi DSS-3 aufwiesen, aber keine
weiteren 5-Hydroxyectoin/Ectoin-Abbaugene besalRen.

Bei Betrachtung des phylogenetischen Baumes wird deutlich, dass die Gene des
5-Hydroxyectoin/Ectoin-Katabolismus ausschlie3lich in Proteobacteria, eines der drei am
besten untersuchten bakteriellen Phyla (295), zu finden sind. Dabei gehéren 58,6 % zu der
Klasse der Alphaproteobacteria (316 Spezies), 14,5 % zu den Betaproteobacteria (78
Spezies) und 26,7 % zu den Gammaproteobacteria (144 Spezies). Es wurde nur ein
Vertreter der Deltaproteobacteria [Desulfovibrio bastinii DSM 16055 (296)] gefunden.

Es befinden sich sowohl terrestrische, also auch marine Bakterien unter den vorhergesagten
5-Hydroxyectoin/Ectoin-Abbauern. Dies steht im Einklang mit eben solchen Habitaten in
denen auch Ectoin/5-Hydroxyectoin-produzierende Bakterien und Archaeen gefunden
wurden (6,7). 5-Hydroxyectoin und Ectoin werden hauptséachlich von marinen
Alphaproteobacteria von der Gattung Roseobacter und marinen Gammaproteobacteria
de novo synthetisiert und als Schutzsubstanzen gegen osmotischen Stress genutzt (6,7).
Der Ursprung der Fahigkeit Ectoine zu verstoffwechseln, liegt den vorliegenden Studien zu
folge, ebenfalls bei marinen Alphaproteobacteria der Ordnungen Rhodobacterales,
Rhizobiales and Rhodospirillales (Teil M1 in Abb. 35). Direkt gefolgt werden diese von einer
Gruppe mariner Gammaproteobacteria der Familien Vibrionaceae und Halomonadaceae
(Teil V und H in Abb. 35). Der nachste Zweig des phylogenetischen Baumes umfasst wieder
eine Gruppe mariner Bakterien der Ordnungen Rhodobacterales und Rhodospirillales (Tell
M2 in Abb. 35) und des Genus Thalassospira (Untergruppe T in Abb. 35), an welche sich die
Familie der Enterobacteriaceae (Untergruppe E in Abb. 35) aus der Klasse der
Gammaproteobacteria anschliel3t. Der ndchste grof3e Zweig in der Abstammungsreihe wird

von dem Genus Burkholderia (Untergruppe B) der Betaproteobacteria gebildet. Es schlief3t
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sich wieder eine Gruppe von Gammaproteobacteria des Genus Pseudomonas (Untergruppe
P) an. Die Vertreter der Untergruppen B, E und P sind hauptséchlich im terrestrischen- oder
SiuRwasserhabitat zu finden. Da der nachst verwandte Zweig des phylogenetischen Baumes
(Untergruppe T) jedoch im marinen Habitat angesiedelt ist, ist von einem horizontalen
Gentransfer zwischen den Subgruppen auszugehen. Gleiches gilt fir die einzeln Spezies,
die im phylogenetischen Baum aufRerhalb ihrer taxonomischen Zugehoérigkeit auftreten
(Pseudomonas bauzanensis W13Z2, Verminephrobacter sp. A1IM und Desulfovibrio bastinii
DSM 16055). Der dritte marine Zweig der Alphaproteobacteria (Untergruppe MS3)
unterscheidet sich von den vorhergehenden in seiner Diversitat. Neben mehreren Spezies
des Genus Roseobacter, befinden sich hier unter anderem auch Vertreter des Genus
Aurantimonas oder Salinarimonas (Abb. 35). Im letzten Abschnitt des phylogenetischen
Baumes sind die terrestrischen Alphaproteobacteria angesiedelt. Diese lassen sich in die
zwei Untergruppen der Agrobacteria (Teil A) und Rhizobia (Teil R) unterteilen. Sie gehoéren

zum grofRen Teil zur Familie der Rhizobiales.

4.7.2 genomischer Kontext des 5-Hydroxyectoin/Ectoin-Abbauclusters

Mit Hilfe des Neighbourhood Programms des ,genome portal of the Department of Energy
Joint Genome Institute' (http://genome.jgi.doe.gov/) (JGI) (292,293) wurde der genomische
Kontext der gefundenen 539 putativen 5-Hydroxyectoin/Ectoin-Abbauern analysiert. Dabei
wurde deutlich, dass im Gegensatz zu der geringen taxonomischen Diversitat des
5-Hydroxyectoin/Ectoin-Abbaus, die genetische Diversitat sehr grof3 ist. Wie bereits zuvor in
einer kleineren Studie von Schwibbert et al. (2011) aufgezeigt, variiert nicht nur die Anzahl
der vorhandenen Gene im Gencluster, sondern auch deren Anordnung. In Abbildung 35
werden einige Beispiele fur diese unterschiedlichen Genanordnungen dargestellt. Dabei
wurden diese anhand der An- oder Abwesenheit von Transportern, die innerhalb des

Genclusters kodiert wurden, gruppiert.

In diesem Zusammenhang muss auch angemerkt werden, dass sieben der 539 untersuchten
bakteriellen Spezies mehr als ein kataboles Ectoin/5-Hydroxyectoin-Gencluster enthielt. Bei
diesen handelte es sich entweder um eine einfache Duplikation des gesamten Genclusters
an einer anderen Stelle im Genom, oder aber um ein Gencluster, dass nach dem oben
beschriebenen Kriterien dem Ectoin/5-Hydroxyectoin-Katabolismus zugesprochen werden
kann, sich aber sowohl in der Anzahl und Anordnung der Gene, als auch in der
Aminosauresequenz von EutD, von dem ersten Cluster unterscheidet. In die erste Gruppe
gehdren die folgenden bakteriellen Spezies: Rhizobium leguminosarum bv. trifolii WSM2297,
Pseudomonas pseudoalcaligenes KF707, Rhizobiales sp. HL-109, Ensifer meliloti AK83,

DSM 23913. In die zweite benannte Gruppe sind Mesorhizobium loti NZP2037,
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Pseudomonas putida KT2440 und Mesorhizobium loti MAFF303099 einzuordnen. Fir diese
Vertreter wurde in der Darstellung des phylogenetischen Baums nur eines der beiden
Gencluster betrachtet (Abb. 35).

Der genetische Kontext, das heif3t die An- oder Abwesenheit verschiedener Gene oder
Gengruppen, in den 539 Genclustern der putativen 5-Hydroxyectoin/Ectoin-Abbauer wurden
am phylogenetischen Baum (Abb. 35) markiert.

Die katabole Nutzung von 5-Hydroxyectoin und Ectoin als Kohlenstoff- und Stickstoffquelle
hangt vom Transport dieser in die bakterielle Zelle ab. Im 5-Hydroxyectoin/Ectoin-
Abbaucluster von Sinorhizobium meliloti befinden sich 4 Gene (ehuABCD) welche fiur einen
Ectoin/5-Hydroxyectoin-spezifischer ABC-Transporter kodieren (124,179). In R. pomeroyi
dagegen wird ein substratinduzierter TRAP-Transporter (uehABC) co-transkribiert
(15,127,297). In den 539 identifizierten putativen 5-Hydroxyectoin/Ectoin-Abbauclustern
wurden 370 Gencluster identifiziert, die die Gene flr einen ABC-Transporter enthalten, der
dem Ehu-Typ entspricht (Aminosauresequenzvergleich beispielhaft in Abb. A6). Diese
kommen in allen Untergruppen, aufler in Untergruppe V und H (Abb. 35) vor. In 48
Genclustern  wird ein  TRAP-Transporter kodiert, der dem Ueh-Typ entspricht
(Aminosauresequenzvergleich beispielhaft in Abb. A7). 121 der identifizierten 539 Genome
wiesen keine Transportergene in der direkten Nachbarschaft des eutD-Gens auf (Abb. 34
und 35). Dazu gehort unter anderem Halomonas elongata, dessen Fahigkeit zur
Verstoffwechselung von Ectoinen bereits beschrieben wurde (128). H. elongata ist jedoch in
der Lage Ectoin und 5-Hydroxyectoin tiber einen osmotisch induzierbaren TRAP-Transporter
(teaABC) aufzunehmen, wenn diese als Osmoprotektiva bendtigt werden (189,190). Die
Kristallstrukturen der Substratbindeproteine (SBP) der drei Ectoin/5-Hydroxyectoin-
spezifischen Transporter wurden bereits untersucht und deren Substratbindung ist auf
molekularer Ebene verstanden (125,127,190). Dabei wurde deutlich, dass die
Substratbindetasche der SBPs des Ueh-Typ TRAP-Transporters und des Tea-Typs
deckungsgleich sind (125,127), wie auch aus den beispielhaften
Aminosauresequenzvergleichen in Abb. A7 und A8 hervorgeht. Unter Inbetrachtziehung der
Moglichkeit, dass der Tea-Typ TRAP-Transporter die substratinduzierte Aufnahme der
Ectoine ebenfalls gewéhrleisten kdnnte, wurden die Genome derer, die keine Transporter im
Gencluster kodieren, zusatzlich nach dessen Anwesenheit untersucht. Tatsdchlich konnten
23 Spezies identifiziert werden, die einen solchen enthielten (Abb. 35 und AS8).
Diese Beobachtung ist jedoch auf wenige Vertreter der Gammproteobacteria der
Untergruppen V und H beschrankt, die gleichzeitig in der Lage sind Ectoin/5-Hydroxyectoin
zu synthetisieren (Abb.35).
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Clusters containing genes for Ueh-type TRAP transporter
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Abbildung 34: Beispiele der genetischen Anordnungen der Gencluster des 5-Hydroxyectoin/Ectoin-Katabolismus

NV A4

Die Gruppen wurden entsprechend der Anwesenheit oder Abwesenheit von Genen arrangiert, die fir einen Transporter (Ueh-Typ TRAP-Transporter oder
EhuB-Typ ABC-Transporter) kodieren. Blaue (ABC-Transporter) und lilafarbene (TRAP-Transporter) Pfeile stehen fur Transportergene. Grin (5-

Hydroxyectoin) und Rot (Ectoin) stehen fur die katabolen Abbaugene. Gelbe Markierungen beschreiben Regulatorgene.
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Das erste Gen den 5-Hydroxyectoin/Ectoin-Abbauclusters in R. pomeroyi DSS-3 kodiert fir
eine Transkriptionsfaktor der MocR/GabR-Subfamilie der GntR-Transkriptionsfaktoren
(126,228). Von den 539 untersuchten Genclustern besitzen 456 ein enuR-Gen (Abb. 35).
Besonders auffallig ist dabei, dass an der Wurzel des phylogenetischen Baumes kein
Ectoin/5-Hydroxyectoin-Abbaucluster ein enuR-Gen enthéalt und enuR erst im Verlauf der
Evolution in das Cluster integriert wurde. Ab der Untergruppe T (Abb. 35) ist dieser
Regulator, mit wenigen Ausnahmen, in fast allen Genclustern vorhanden. In einem
Aminosauresequenzvergleich aller 456 EnuR-Typ Regulatoren liegt die Sequenzidentitat
zwischen 88 % (Roseobacter sp. SK909-2-6) und 47 % (Sinorhizobium meliloti MVII-I). In
Abbildung A9 wurden beispielhaft Aminosauresequenzen von 15 Spezies des vorliegenden
phylogenetischen Baumes miteinander verglichen. In diesem Sequenzvergleich wird
deutlich, dass nicht nur das Lysin (in R. pomeroyi DSS-3 Lysin-302) fur die kovalente
Bindung des PLP-Cofaktors in allen 456 Sequenzen konserviert ist, sondern auch dass alle
anderen Aminosauren, die fur die Koordination des Cofaktors PLP von Bedeutung sind,

funktionell konserviert sind.

In Schulz et al. (2016) (perstnliche Kommunikation J. Heider) wurde erstmals ein mdéglicher
enzymatischer Weg flr den Abbau von 5-Hydroxyectoin zu Ectoin beschrieben. In
R. pomeroyi DSS-3 sind den Voraussagen zufolge drei Genprodukte (EutABC) fur diese
Konvertierung nétig. Im Rahmen dieser Arbeit wurden neben solchen bakteriellen Spezies,
die dieses Set von Genen fir den 5-Hydroxyectoinabbau besitzen, auch solche gefunden,
die im untersuchten Gencluster nur die Gene eutB und eutC enthalten und solche
Organismen, die in unmittelbarer Nachbarschaft zu eutD keine Gene fir den putativen
5-Hydroxyectoinabbau enthalten. Dabei ist das Verhaltnis zwischen denen, die eutABC
besitzen und jenen, die nur fir eutBC kodieren mit 228 zu 240 Spezies ausgeglichen. Wie
fur das enuR-Gen zeigt sich auch fir die Gene des 5-Hydroxyectoinabbaus, dass diese in
der Nahe des Ursprungs des phylogenetischen Baumes nur selten auftreten und erst ab der

Untergruppe T, mit wenigen Ausnahmen, durchweg vorhanden sind.

In einer Vielzahl der analysierten Gencluster sind Gene kodiert, die zu vor nicht in
R. pomeroyi DSS-3 oder S. meliloti gefunden wurden. Dazu gehort der Austausch des eutE-
Gens gegen die N-acetylornitine deacetylase argE. Letzteres ist in die Arginin-Biosynthese
involviert und katalysiert die Spaltung der Amidbindung von N-Acetyl-L-Ornithin, was zur
Freisetzung von Ornithin und Acetat fuhrt (298). Funktionell sind diese Amidohydrolasen
daher gegeneinander austauschbar und sollten den gleichen Reaktionsverlauf erméglichen
(Abb. 3). Da 17 der gefundenen 25 Substitutionen von eutE durch arg am Ursprung des

phylogenetischen Baumes auftreten, ist die Vermutung naheliegend, dass das fur
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R. pomeroyi DSS-3 beschriebene eutE erst im Laufe der Evolution des katabolen Ectoin-
Genclusters entstand (Abb. 34 und 35). Zusatzlich wurden in vielen Genclustern Gene
identifiziert, die entweder fir eine NADPH:quinone Reduktase (137 mal) oder eine y-
Glutamyltransferase (13 mal) kodieren. Hierbei fallt auf, dass das Vorhandensein einer y-
Glutamyltransferase ausschlieBlich auf wenige Spezies des Genus Burkholderia
(Untergruppe B) beschrénkt ist. Die NADPH:quinone Reduktase dagegen, mit Ausnahmen,
hauptsachlich in den katabolen 5-Hydroxyectoin/Ectoin-Genclustern der Untergruppe R zu
finden ist (Abb. 35).

Unter den 539 potentiellen 5-Hydroxyectoin/Ectoin-Abbauern befinden sich 100, deren
Genomsequenzen ebenfalls die konservierten Gene der Ectoinsynthese (ectABC) (74,91)
besitzen. Zusatzlich konnte in 33 dieser 100 Stamme ein ectD-Gen gefunden werden,
welches fir die 5-Hydroxyectoin-Synthese bendtigt wird (94,299). Diese Organismen sollten
daher in der Lage sein, sowohl die Synthese als auch den Abbau dieser Aminosaurederivate
durchzufiihren. Die Fahigkeit entweder Ectoin oder 5-Hydroxyectoin synthetisieren zu
kénnen, ist hauptsachlich unter den bakteriellen Spezies in der Nahe des Ursprungs des
vorliegenden auf eutD-basierenden Stammbaumes verbreitet. Dabei ist besonders auffallig,
dass diese Gene in allen Bakterienspezies der Untergruppen V und H vorhanden sind
(Abb. 35). Der fur die industrielle Produktion von Ectoinen genutzte H. elongata ist ein

bedeutender Vertreter dieser Untergruppe (70).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde bereits gezeigt, dass der Transkriptionsregulator asnC aus
dem enuR-uehABC-usp-eutABCDE-asnC-ssd-atf-Operon von Ruegeria pomeroyi als ein
Aktivator auf den Promotor vor uehA wirkt. Von den 539 analysierten katabolen Genclustern
in dem vorliegenden phylogenetischen Baum, wird in nur 50 kein asnC im Gencluster
kodiert. Insbesondere am Ursprung des Baumes, wo noch kein enuR-Gen vorhanden ist, ist
asnC in jedem Gencluster vertreten. Ein Aminosauresequenzvergleich aller AsnC-
Aminosauresequenzen (reprasentiert durch einen beispielhaften Vergleich von 15
Sequenzen in Abb. A10) zeigt eine hohe Aminosaure-Konservierung in der markierten helix-
turn-helix-Doméane und der typischen Oligomerisierungs- und Effektorbindedoméane. Die
hochste Sequenzidentitat zu asnC aus dem R. pomeroyi DSS-3 Operon hatte dabei asnC
aus dem, ebenfalls der Rhodobacteraceae-Familie zugehdrige, Phaeobacter gallaenciensis
ANG1 (95,6 %), die niedrigste bestand zu Burkholderia cepacia AMMD (41,7 %).
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a-Proteob ia Wl B-Proteobacteria [ y-Proteobacteria [l 5-Proteobacteria [\ Out-group
©ABC @TRAP @teaABC meutABC meutBC ®@enuR AectC A ectD
® argE e y-Glutamyitransferase ® NADPH:quinone reductase ® asnC @& nirXY

Abbildung 35: Die phylogenetische Verbreitung des 5-Hydroxyectoin/Ectoin-Katabolismus

Dargestellt ist ein phylogenetischen Baum auf der Grundlage eines Aminoséuresequenzvergleichs
von 539 Aminosauresequenzen, die Homologien zu dem EutD Protein aus Ruegeria pomeroyi DSS-3
aufwiesen. Die Sequenzen wurden durch eine BLAST-Suche auf dem JGI web-Server identifiziert
und deren Sequenzen unter Verwendung von ClustalQ verglichen. Der Stammbaum wurde mit Hilfe
des iTOL Web-Servers erstellt. Das Farbschema beschreibt die Verteilung von EutD unter den
Klassen der Proteobacteria. Die Anwesenheit eines Transporters in unmittelbarer Nahe des eutD
Gencluster wird durch ein orangefarbenen (ABC-Typ) oder dunkelblau (TRAP-Aktivitat) Kreis
angedeutet. Ein gruner Kreis zeigt das Vorhandensein eines TeaABC-Typ TRAP-Transporter.
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Rosafarbene Finfecke weisen auf eine Assoziation eines EnuR regulatorischen Gens mit dem eutD-
Gencluster hin. Die Anwesenheit von 5-Hydroxyectoin-Abbaugenen wird mit griinen (Vorhandensein
von eutABC) oder roten (Vorhandensein von nur eutBC) Quadraten dargestellt. Das Vorhandensein
von Genen, die nicht in den eutD-Genclustern von S. meliloti oder R. pomeroyi DSS-3 gefunden
wurden, werden durch Kreise angezeigt: rosafarben (argg) , hellblau (NADPH:Quinon Reduktase)
oder griin (y-Glutamyltransferase). Die Anwesenheit eines ectC-Gens (Ectoin -Synthase) wird durch
ein grines Dreiecke angedeutet ; die zusatzliche Anwesenheit eines ectD-Gens in dem jeweiligen
Genom durch ein orangefarbenes Dreieck. Eine grof3ere Version des phylogenetischen Baums

befindet sich auf der CD im Anhang.

Das Zweikomponentensystem NtrXY hat, wie bereits beschrieben, ebenfalls einen positiven
Effekt auf die Transkription des Ectoin/5-Hydroxyectoin-Abbauclusters in dem hier
untersuchen Modellorganismus R. pomeroyi DSS-3 . Die Genome der 539 bakteriellen
Spezies, die putativ in der Lage sind 5-Hydroxyectoin und /oder Ectoin zu katabolisieren,
wurden auf das Vorhandensein eines solchen NtrXY-Systems untersucht. Dabei wurde
vorausgesetzt, dass sowohl ein Ortholog von NtrY (COG 5000) als auch NtrX (COG 2204) in
einem Gencluster kodiert wurden. Es wurden 316 solcher Gencluster gefunden. Dabei ist
besonders hervorzuheben, dass diese in allen Alphaproteobacteria in dem vorliegenden
phylogenetischen Baum  vorkommen. Aul3erdem wurde ein entsprechendes
Zweikomponentensystem in dem einzigen Deltaproteobakterium (Desulfovibrio bastinii DSM
16055) und dem Gammaproteobakterium (Pseudomonas bauzanensis W13Z2) gefunden,
welche interessanter Weise auf3erhalb ihrer taxonomischen Zuordnungen gruppieren (Abb.
35).
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5. Diskussion

Die Osmolaritat des Wasser des Ozeans liegt bei etwa 1000 milliosmol je Liter. Damit
Ubersteigt die Osmolaritat des Meerwassers, die des Cytoplasmas der Zellen mariner
Organismen (300 - 400 mOsmol) etwa um das dreifache (300). Um den Wasserverlust Uber
die Zellmembran zu vermeiden, akkumulieren nicht nur Bakterien und Archaeen kompatible
Solute, sondern auch die Zellen von Pilzen, Pflanzen und Tieren und passen den
osmotischen Druck des Cytoplasmas so dem des Wachstumsmediums an (60,301-304).
Die Schlisselenzyme fir die Synthese der Tetrahydropyrimidine Ectoin und seines
Hydroxyderivats, 5-Hydroxyectoin sind weit verbreitet und konnten so nicht nur innerhalb
des Reiches der Bacteria sondern auch der Archaea gefunden werden (6,7). Diese wenigen
archaealen Spezies haben die Ectoin-Synthesegene vermutlich Uber horizontalen
Gentransfer erworben. Ectoine sind daher im wesentlichen von Bacteria genutzte kompatible
Solute und kommen in etwa 7% der sequenzierten mikrobiellen Genome vor (6). lhre
Akkumulation im Cytoplasma ist entweder durch de novo Synthese oder durch die direkte
Aufnahme aus dem Medium mdéglich (7,76,91,305). Die Freisetzung dieser Substanzen in
das Wachstumsmedium als Folge von Zelltod und passivem, sowie aktivem Transport in den
extrazellularen Raum (9,11,12), ermdglicht eine sekundare Funktion dieser organischen
Substanzen als wichtige Kohlenstoff-, Stickstoff- und Energiequellen (8). Ectoin und
5-Hydroxyectoin sind heterocyclische Verbindungen, deren mikrobielle Biosynthese gut
verstanden ist. Der Katabolismus beider Aminosdurederivate hingegen ist nur unzureichend
beschrieben. Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Katabolismus von Ectoin und
5-Hydroxyectoin in dem marinen Modellorganismus Ruegeria pomeroyi DSS-3 auf

physiologischer, genetischer und biochemischer Ebene untersucht.

5.1 physiologische Untersuchungen

5.1.1 Der Einfluss verschiedener kompatibler Solute auf das Wachstum von
R. pomeroyi DSS-3 bei erhdhter Osmolaritat

Die meisten bakteriellen Spezies akkumulieren eine Reihe von verschiedenen kompatiblen
Solute im Cytoplasma, wenn sie diese de novo synthetisieren. Die Zusammensetzung des
internen Osmolytpools hangt dabei von der Hohe der externen Osmolaritat, der Dauer der
Stresssituation und der vorhandenen Kohlenstoff- und Stickstoffquelle ab. Wenn jedoch nur
ein kompatibles Solut in der Zelle gefunden werden kann, dann meist, weil dieses im
Wachstumsmedium vorlag und effizient sowie energetisch glnstiger in die Zelle transportiert

werden konnte (75). Auch das marine Bakterium R. pomeroyi DSS-3 ist in der Lage im
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Wachstumsmedium befindliche kompatible Solute aufzunehmen und sich dadurch vor
osmotischem Stress zu schitzen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, welche
kompatiblen Solute R. pomeroyi DSS-3 unter starkem Salzstress (1 M) (Abb. 10) aufnimmt,
um einen Wachstumsvorteil zu erhalten. Es konnte eine eindeutige, aber geringe Protektion
durch Cholin und dessen Derivat Glycinbetain, Carnitin und dessen Vorlaufermolekil
y-Crotonobetain und Cholin-O-Sulfat festgestellt werden (Abb. 10). Die Fahigkeit von
R. pomeroyi DSS-3 die benannten Molekile unter osmotischem Stress zu akkumulieren, ist
maoglicherweise auf dessen Assoziation mit dem marinen Phytoplankton zurtickzufiihren.
Carnitin ist in den Fettsauremetabolismus von Pflanzen involviert, wodurch sowohl diese
Substanz als auch deren Vorlaufermolekl y-Crotonobetain in hoher Abundanz im marinen
Okosystem vorkommt (306). Wahrend Cholin-O-Sulfat als kompatibles Solut von Pflanzen
synthetisiert wird (307), kommt Cholin in Form von Phosphatidylcholin in der pflanzlichen
Zellmembran vor (308). Diese sind damit ebenfalls leicht zugangliche kompatible Solute far
die hier untersuchte Roseobacter-Spezies R. pomeroyi DSS-3 (13,27-30). Die von anderen
heterotrophen Bakterien haufig genutzten kompatiblen Solute (8), wie Ectoin,
5-Hydroxyectoin oder Prolin konnten von R. pomeroyi DSS-3 nicht zur Protektion vor

Salzstress aufgenommen werden (Abb. 10).

5.1.2 Die substratinduzierte Aufnahme von Ectoin und 5-Hydroxyectoin
Das Monophylum der Roseobacter, zu dem auch R. pomeroyi DSS-3 gehért, macht bis zu
20 % der Bakterioplanktongemeinschaft im kiistennahen Bereich des marinen Lebensraums
aus. Im offenen Ozean sind es nur noch etwa 10 % (28). Alle bisher sequenzierten
Mitglieder des Monophylums (54 sind in der Roseobase hinterlegt, davon sind 7 vollstandig
annotiert; http://www.roseobase.org/) weisen eine hohe metabolische Diversitdt auf und
kénnen daher als 6kologische Generalisten beschrieben werden (14,309,310). So kénnen
diese, darunter auch R. pomeroyi DSS-3, neben der normalen heterotrophen Lebensweise
auch litotrophe Strategien zur Energiegewinnung anwenden, zu der unter anderem die
Sulfid-Oxidation und die Kohlenstoffdioxid-Fixierung gehort (14,311). Das grofRe und sehr
vielfaltige Genom von R. pomeroyi DSS-3 (~ 4600 kbp) ermoglicht diesem Bakterium eine
Physiologie, die sich von anderen marinen Oligotrophen unterscheidet und somit einen
evolutiondren Vorteil in der Anpassung an das néhrstoffarme, marine Habitat erlaubt (14).
Fur Ectoin und 5-Hydroxyectoin konnte bereits in friheren Studien eine
substratinduzierte Aufnahme von Ectoin und 5-Hydroxyectoin Uber einen spezifischen
TRAP-Transporter nachgewiesen werden (127). Durch Homologievergleiche mit dem
katabolen Ectoin-Gencluster aus S. meliloti wurde vermutet, dass das enuR-uehABC-usp-

eutABCDE-asnC-ssd-atf-Operon aus R. pomeroyi DSS-3 die Proteine kodiert, die fir den
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Abbau von Ectoin und 5-Hydroxyectoin notwendig sind. R. pomeroyi DSS-3 kénnte somit in
der Lage sein diese kompatiblen Solute zu katabolisieren und daher als Kohlenstoff- und
Stickstoffquelle zu nutzen (15,124,127). In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass der
R. pomeroyi-Wildtyp sowohl Ectoin als auch 5-Hydroxyectoin als alleinige Kohlenstoff-,
Stickstoff und Energiequelle nutzen kann und dass eine chromosomale Deletion des
benannten Operons zu einem Wachstumsphanotyp fihrt, der die Verstoffwechselung dieser
heterocyclischen Verbindungen nicht mehr erméglicht (Abb. 12 A). Ectoine werden in einer
untergeordneten Funktion, neben der Verwendung als kompatible Solute, von einigen
bekannten Organismen auch als Kohlenstoff- und/oder Stickstoffquelle oder auch als
Stickstoffspeicher genutzt (121,274,312). Die Grinde fir den Katabolismus von Ectoinen
scheinen dabei vielfaltig und variieren abhéngig vom Organismus. In S. meliloti und andere
Rhizobien wird Ectoin unter erhdhten externen Osmolarititen in groBen Mengen
aufgenommen, aber nicht im Cytoplasma akkumuliert. Ectoin scheint damit eher die
Synthese endogener kompatibler Solute auszulésen und zu diesem Zweck als
Nahrstoffquelle genutzt zu werden (116). H. elongata dagegen kann Ectoin sowohl
synthetisieren, als auch degradieren. Da beide Stoffwechselwege das Intermediat L-2,4-
Diaminobutyrat gemeinsam haben und der Ectoin-Import ausschliellich von einem
osmotisch induzierbaren TRAP-Transporter abhangt (127), ist es mdglich dass in diesem
halophilen Bakterium der Ectoin-Abbauweg zur Feinabstimmung zwischen interner und
externer Osmolaritat genutzt wird (128). Halorhodosspira halochloris, der Organismus in
dem Ectoin zu erst beschrieben wurde (4), kann seinen internen Ectoin-Pool abbauen und
diesen durch Trehalose ersetzten, um Stickstoff fliir das Zellwachstum freizusetzen, wenn
der externe Stickstofflevel niedrig ist (113). In Chromohalobacter salexigens kénnen Ectoin
und 5-Hydroxyectoin nur unter optimalen Osmolaritdten abgebaut werden. Eine erhéhte
Osmolaritat des Mediums fuhrt zu deiner Repression der katabolen Gene, ein Vorgang,
welcher moglicherweise die Akkumulation der kompatiblen Solute beginstigt (274). In
Pseudomonas putida, wie in R. pomeroyi DSS-3 auch, kénnen Ectoin und 5-Hydroxyectoin
katabolisiert, aber nicht als osmotische Schutzsubstanz genutzt werden (123). Der effiziente
Katabolismus von Ectoin und 5-Hydroxyectoin als reine Kohlenstoff-, Stickstoff- und
Energiequelle ist eine Anpassungen von R. pomeroyi DSS-3 an das nahrstoffarme marine

Okosystem.
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5.2 Der 5-Hydroxyectoin/Ectoin-Katabolismus

5.2.1 Die Funktion der Genprodukte des enuR-uehABC-usp-eutABCDE-ssd-atf-
Operons aus R. pomeroyi DSS-3

Aufbauend auf den Vorschlagen der bereits publizierte Mechanismen fir den Abbau von
Ectoin zu L-Aspartat (124,128), wurde ein Stoffwechselweg fir den Katabolismus von
sowohl 5-Hydroxyectoin, als auch Ectoin in R. pomeroyi DSS-3 vorgeschlagen [personliche
Kommunikation J. Heider; in (15); Abb. 3]. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die
Auswirkungen verschiedener chromosomaler Deletionen innerhalb des enuR-uehABC-usp-
eutABCDE-ssd-atf-Operons auf das Wachstum von R. pomeroyi DSS-3 auf Ectoin und
5-Hydroxyectoin als Kohlenstoff- und Stickstoffquelle getestet.

5.2.1.1 Das eutABC-Gencluster

Dieser postulierte Stoffwechselweg beschreibt zum ersten mal die Umwandlung von 5-(S)-
Hydroxyectoin zu Ectoin Uber eine Enzymkaskade der 5-(S)-Hydroxyectoin-Racemase
(EutA), der 5-(R)-Hydroxyectoin-Dehydratase (EutB) und der Ectoin-Dehydrogenase (EutC)
(Abb. 3). Im wesentlichen folgt dieser Mechanismus den gleichen Prinzipien, die zuvor in
z.B. der Synthese von Fettsauren beschrieben wurden (144,313). Den Erwartungen
entsprechend, konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass die eutABC-Gene des
enuR-uehABC-usp-eutABCDE-asnC-ssd-atf-Operons von R. pomeroyi DSS-3 tatsachlich fur
den Abbau von 5-Hydroxyectoin verantwortlich sind, aber keinen Einfluss auf den
Katabolismus von Ectoin haben. Eine chromosomale Deletion der eutABC-Gene fihrte zu
einem negativen Wachstumsphanotyp fur jene R. pomeroyi-Kulturen, deren Medium
5-Hydroxyectoin als Kohlenstoff- und Stickstoffquelle zugesetzt wurde, nicht jedoch wenn
Ectoin im Medium vorlag (Abb.12 D). Auch in H. elongata hat eine Deletion der homologen
eutBC-Gene keinen Einfluss auf das Wachstum auf Ectoin (128). Im Kontrast dazu stehen
die Untersuchungsergebnisse fur S. meliloti, denen zufolge ein Stamm in dem das eutA-Gen
deletiert wurde, ein deutlich schlechteres Wachstum auf einem Minimalmedium mit Ectoin
als alleinige Kohlenstoff- und Stickstoffquelle zeigt, als der entsprechende Wildtypstamm
(124). Dies und die Tatsache, dass unter den im Rahmen dieser Arbeit untersuchten 539
putativen 5-Hydroxyectoin- und Ectoin-abbauenden Bakterienstammen 240 Spezies sind,
die nur die eutBC-Gene besitzen, nicht aber eutA, spricht moglicherweise daflir, dass es
neben dem in Abbildung 3 aufgezeigten Abbauweg, weitere Wege existieren, um den
Katabolismus von 5-Hydroxyectoin zu gewdhrleisten. Zusétzlich gibt es unter den 539
untersuchten katabolen Genclustern 71, die keine eut(A)BC-Gene aufweisen (Abb. 35). Ob

diese Spezies nicht in der Lage sind 5-Hydroxyectoin zu katabolisieren, oder ob sie dies
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Uber einen weiteren Stoffwechselweg erzielen, ist nicht bekannt und bedarf weiterer

Untersuchungen.

5.2.1.2 Die Ectoin-Hydrolase EutD

Sowohl in dem fir H. elongata als auch in dem fur R. pomeroyi DSS-3 vorgeschlagenen
katabolen Stoffwechselweg fur (5-Hydroxy-)Ectoin stellt die Ectoinhydrolase (EutD) das
Schlisselenzym dar (15,128). Aus dem Medium aufgenommenes und durch die
Dehydroxylierung von 5-Hydroxyectoin entstandenes Ectoin wird gleichermal3en durch die
enzymatische Aktivitat von EutD hydrolysiert und so die heteroaliphatische Verbindung Na-
Acetyl-L-2,4-Diaminobutyrat (a-ADABA) gebildet (Abb. 3). Die Hydrolyse von Ectoin durch
das heterolog in E. coli exprimierte EutD/DoeA-Enzym von H. elongata flhrte zu einer
Akkumulation von sowohl a-ADABA als auch des entsprechenden Ny-lsomers in einem
Verhéltnis von 2:1 (128). Im gleichen Zusammenhang konnte auch gezeigt werden, dass
das in der Kaskade folgende Enzym EutE/DoeB in H. elongata spezifisch flr das Na-Isomer
dieser Verbindung ist (128). Da H. elongata neben der Fahigkeit zum Ectoin-Katabolismus
auch die der Synthese des Aminosaurederivats besitzt, ist es nicht auszuschlieRen, dass a-
ADABA dem weiteren Abbau zu L-Aspartat durch die Enzyme EutD-Atf-Ssd (DoeBCD)
zugefuhrt wird und y-ADABA zuriick in die Ectoinsynthese durch EctC flieRen kann (74,91).
Die Hydrolyse von Ectoin zu y-ADABA wirde fir Organismen wie R. pomeroyi DSS-3, die
nicht in der Lage sind Ectoin zu synthetisieren, mdglicherweise in so genannten 'dead
end'-Produkten resultieren, die entweder in der Zelle akkumulieren oder Uber spezifische
Transporter exportiert werden mussten und so nicht zur Energiegewinnung beitragen
wirden (314). Die Enzyme EutD und EutE (Abb. 2) sind demzufolge essentiell fur den
Katabolismus von Ectoin und der damit verbundenen Nutzung dieser heterocyclischen
Kohlenwasserstoffverbindung als Kohlenstoff- und Stickstoffquelle. Eine Deletion von eutD
kann nicht durch die unspezifische Aktivitat anderer homologer Creatinasen oder Xaa-Pro-
Peptidasen ausgeglichen werden und fuhrt in R. pomeroyi DSS-3 zu einem Verlust der
Fahigkeit auf ausschlieBlich Ectoin und 5-Hydroxyectoin als alleinige Kohlenstoff- und
Stickstoffquelle zu wachsen (Abb. 12 E).

Das eutD-Gen kodiert fur ein Protein von 395 aa Lange und gehdrt bioinformatischen
Studien zu folge zu der M24-Peptidase Enzymfamilie. Innerhalb dieser Gruppe weist es die
groRte Ahnlichkeit zu den Creatinasen auf. Jede monomere Untereinheit dieses Proteins
besteht dabei aus einer kleineren N-terminalen Doméane und einer grol3eren C-terminalen
Doméne, die die ‘'pita-bread-Faltung einnehmen (315,316). Erste biochemische
Untersuchungen zeigten, dass EutD, wie andere homologe Creatinasen auch, in Ldsung

Dimere bildet (Daten nicht gezeigt). Die geringe heterologe Expression des codon-
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optimierten EutD-Proteins in E. coli, erschwert jedoch die biochemische Charakterisierung

der Ectoin-Hydrolase.

5.2.1.3 Die enzymatische Umwandlung von 2,4-Diaminobutyrat zu L-Aspartat durch
Atf und Ssd

Eine gemeinsame Deletion von ssd und atf, den letzten beiden Gene des enuR-uehABC-
usp-eutABCDE-asnC-ssd-atf-Operons (Abb. 2), hat keinen Einfluss auf das Wachstum von
R. pomeroyi DSS-3 auf Ectoin oder 5-Hydroxyectoin als Kohlenstoff- und Stickstoffquelle
(Abb. 12 F). Die Substrate beider Enzyme (2,4-Diaminobutyrat und L-Aspartat-p-
Semialdehyd) kommen im allgemeinen bakteriellen Aminosaduremetabolismus haufig. Daher
kann deren Umwandlung auch durch andere Enzyme gewahrleistet werden, die im

allgemeinen Stoffwechsel des zellularen Metabolismus vorkommen (Tab. 1).

Tabelle 1: Beispielhafte Darstellung alternativer Stoffwechselwege fiir die Intermediate des
Ectoinabbaus 2,4-Diaminobutyrat und L-Aspartat-B-Semialdehyd

Enzym enzymatische Reaktion Stoffwechselweg Quelle
L-2,4-Diaminobutyrat: L-2,4-Diaminobutyrat + Pyruvat < Asp-, Ala-
Pyruvat-Aminotransferase  L-Aspartat-B-Semialdehyd + Alanin Metabolismus (317)
L-2,4-Diaminobutyrat- L-2,4-Diaminobutyrat <
Carboxylase L-1,3-Diaminopropan + CO, Arg-Metabolismus  (318)

Glutamat + L-Aspartat-g-

L-2,4-Diaminobutyrat: Semialdehyd
2-Oxoglutarat- < o-Ketoglutarat + L-2,4- Gly-, Ser-, Thr-
Transaminase Diaminobutyrat Metabolismus (319)
Homoserin- L-Aspartat-B-Semialdehyd +NADH Thr-, lle-, Met-
Dehydrogenase < Homoserin + NAD" Metabolismus (320)

In der Tabelle sind beispielhaft die Enzyme aufgefiihrt, die L-2,4-Diaminobutyrat und L-Aspartat-§3-
Semialdehyd als Substrate nutzen und daher als Alternative zu Ssd bzw. Atf fungieren koénnten. Alle

Aminosauren kdnnen dem allgemeinen Stoffwechsel zugefuhrt werden.
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Da alle Aminosauren dem generellen Stoffwechsel, meistens auf HO6he des
Zitronensaurezyklus zugefuhrt werden kénnen (144), wird dadurch nicht verhindert, dass
Ectoin und 5-Hydroxyectoin als Kohlenstoff- und Stickstoffquelle genutzt werden. Es scheint
daher nicht verwunderlich, dass eine Reihe der gefundenen 539 putativen
5-Hydroxyectoin/Ectoin-Abbaucluster keine Homologe zu ssd und atf kodieren (Abb. 35).
Diese Daten stehen jedoch im Gegensatz zu den ssd/doeC- und atf/doeD-Deletionen in
H. elongata. In dem halophilen Organismus fihren beide Deletionen unabhdngig von
einander zu einem Phanotyp, der ein reduziertes Wachstum auf Ectoin aufweist. Eine
chromosomale atf/doeD-Deletion fuhrte zu einem deutlich verminderten Wachstum von
H. elongata auf Ectoin als Kohlenstoffquelle. Eine ssd/doeC-Deletion hingegen hatte die
Fahigkeit verloren Ectoin als Kohlenstoffquelle zu nutzen, konnte das Aminosaurederivat
aber weiterhin als Stickstoffquelle verwenden (128).

5.2.1.4 Die Aufnahme von Ectoin und 5-Hydroxyectoin in das Cytoplasma

Ozeanwasser hat eine Salzgehalt von etwa 35 o/oo (parts per thousand). Davon fallen
alleine rund 30 % auf Natriumionen (321). Der durchschnittliche Salzgehalt von Sil3wasser
und Erde liegt dabei nur bei etwa 1-3 o/00 und damit deutlich unter dem des Salzwassers in
den Ozeanen. Da die Translokation von Substraten Uber die Zellmembran mittels eines
TRAP-Transporters in den meisten Fallen Na'-abhangig ist, sind diese haufig in marinen
Mikroorganismen zu finden (184). Es verwundert daher nicht, dass alle 48 UehA-Typ TRAP-
Transporter, die innerhalb der Gencluster der 539 putativen Ectoin/5-Hydroxyectoin-Abbauer
gefunden wurden, von marinen Bakterien kodiert werden (Abb. 35). Im Gegensatz dazu
kodieren die meisten, im terrestrischen- oder SuURwasserhabitat vorkommenden,
Ectoin/5-Hydroxyectoin-abbauenden Bakterien, des hier gezeigten phylogenetischen
Baumes (Abb. 35), fir einen EhuABCD-Typ ABC-Transporter (370 von 539). Dieser Typ
Transporter ist in fast allen Vertretern (zwei Ausnahmen) der Untergruppen P, A und R
konserviert und deutet auf eine evolutionare Anpassung an das terrestrische Habitat hin
(Abb. 35). Die Spezifitat der Ectoin/5-Hydroxyectoin-Aufnahme ist jedoch wvon der
Transporterklasse unabhéngig und wird ausschlieBlich von der Spezifitit des
Substratbindeproteins  bestimmt (133,179). Die Ectoin/5-Hydroxyectoin-spezifischen
Substratbindeproteine der Transporter aus S. meliloti (EhuABCD ABC-Transporter)
(Abb. A6) und R. pomeroyi DSS-3 (UehABC TRAP-Transporter) (Abb. A7) sind bereits gut
charakterisiert und binden ihre jeweiligen Substrate im niedrigen mikromolaren Bereich
(125,127). Zusatzlich zu den 48 Spezies die innerhalb des untersuchten Genclusters fir
einen UehA-Typ TRAP-Transporter kodierten, konnten auch 23 bakterielle Spezies

gefunden werden, bei denen an anderer Stelle im Genom flr einen TeaA-Typ
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TRAP-Transporter kodiert wurde (Abb. 35 und A8). Wie auch der UehA-Typ ist der
TeaA-Typ dieser Transportergruppe spezifisch fur Ectoin und 5-Hydroxyectoin, ist aber im
Gegensatz zu ersterem osmotisch induziert und dient unter anderem der Wiederaufnahme
von Ectoinen, die aus der Zelle diffundieren. (127,189,190). Interessanterweise sind jene
Organismen des phylogenetischen Baumes, die einen TeaA-Typ TRAP-Transporter
besitzen, ebenfalls in der Lage Ectoin oder 5-Hydroxyectoin zu synthetisieren (Abb. 35).
Maoglicherweise dient diesen Mikroorganismen, wie bereits fir H. elongata vermutet, der
Ectoin-Abbauweg nicht alleinig zur Gewinnung von Nahrstoffen, sondern zur
Feinabstimmung des internen osmotischen Drucks im Vergleich zu dem des externen
Mediums (128).

5.2.1.5 Ectoin- und 5-Hydroxyectoin-Synthese in Organismen die Ectoine
katabolisieren

Insgesamt konnten auf Grundlage des Vorhandenseins des ectABC-Genclusters 100
putative Organismen ausgemacht werden, die nicht nur Ectoin/5-Hydroxyectoin
katabolisieren kénnen, sondern auch zur Synthese von Ectoin beféhigt sein sollten (74,91)
(Abb. 1). Von diesen 100 Stammen besitzen 33 auch ein ectD-Gen und sollten daher in der
Lage sein 5-Hydroxyectoin zu synthetisieren (6,94). Manche Bakterien kénnen ihren eigenen
internen Pool an akkumulierten kompatiblen Soluten nach Abklingen des osmotischen
Stress wieder dem generellen Stoffwechsel zufuhren und zur Energiegewinnung nutzen.
Dies ist zum Beispiel fir die Verwendung von GB durch das Corynebakterium Aphanothece
halophytica bekannt (112). Es sind aber auch Beispiele beschrieben, z.B. die Verwendung
von Trehalose in E. coli, nach dem Mikroorganismen ein endogen synthetisiertes
kompatibles Solut als Schutzsubstanz gegen osmotischen Stress nutzen, aber die gleiche
Substanz aus exogenen Quellen ausschlieB3lich dem Katabolismus zufiihren und diese als
Kohlenstoff- und/oder Stickstoffquelle nutzen. Sie besitzen daher zwei unabhangige
Stoffwechselwege fir die Synthese und die Degradation der gleichen Substanz, die aber

unterschiedlich reguliert werden (322).

5.2.2 Die phylogenetische Verteilung und die genetische Anordnung der Gene des
5-Hydroxyectoin/Ectoin-Katabolismus

Die hier untersuchten Aminosaurederivate werden von Mitgliedern von 14 bakteriellen und
archaealen Phyla als Antwort auf osmotischen Stress synthetisiert (6,7,74) und kommen
daher in hoher Abundanz in den entsprechenden Wachstumsmedien vor (87,323). Vor allem
in marinen Habitaten ist die hinreichende Versorgung mit Stickstoff ein limitierender

Wachstumsfaktor. Ectoine enthalten zwei Stickstoffatome (Abb. 1) und sind daher eine
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wertvolle Stickstoffquelle. Die hier durchgefuhrten in silico Analysen der taxonomischen
Verbreitung der Fahigkeiten zum 5-Hydroxyectoin/Ectoin-Katabolismus zeigen, dass es sich
um einen Stoffwechselweg handelt, der in dieser Art ausschliellich in Proteobacteria
vorhanden ist (Abb. 35). Zu der haufigsten Untergruppe innerhalb der 539 gefundenen
putativen 5-Hydroxyectoin/Ectoin-Konsumenten gehéren die Alphaproteobacteria, zu denen
auch der hier untersuchte Modelorganismus R. pomeroyi DSS-3 zahlt. Uberraschend ist die
hohe Diversitat der genetischen Nachbarschaft in der die katabolen Ectoin/5-Hydroxyectoin-
Gene in den untersuchten Organismen vorliegen (Abb. 34). Dies steht im starken Gegensatz
zu der hohen Konservierung der ectABC(D)-Gene der Ectoin/5-Hydroxyectoin-Synthese
(6,7). Die Anordnung von Genen innerhalb eines Operons ist im Allgemeinen eine labile
Charakteristik von bakteriellen Genomen. Je hoher die Verwandtschaft zwischen zwei
Spezies ist, desto wahrscheinlicher ist die Konservierung der Anordnung der Gene in einem
gleichen Operon (324,325). Dies wird auch in dem hier gezeigten Beispiel deutlich. Die
unmittelbar verwandten Rhizobium- und Sinorhizobium-Stdmme im phylogenetischen Baum
(Abb. 35), besitzen mit wenigen Ausnahmen die gleichen Gene fiir den Katabolismus von
Ectoin und 5-Hydroxyectoin und die gleiche Anordnung dieser (Daten nicht gezeigt). Im
Gegensatz dazu weisen die Vertreter der M3-Untergruppe des phylogenetischen Baumes
(Abb. 35) eine hohere taxonomische Distanz zueinander auf. Damit korrelierend, ist auch
eine starkere Variation in den Genen fiur den Katabolismus von Ectoinen und deren
Organisation innerhalb der Operons zu verzeichnen (Abb. 35). Es ist hervorzuheben, dass
bestimmte Genpaare jedoch stets in unmittelbarer Nachbarschaft zueinander liegen. Dies
wird neben den Transportergenen besonders fir die eut(A)BC-Gene und das eutDE-
Genpaar deutlich. In keinem der gefundenen Gencluster werden diese in ihrer gezeigten
Anordnung getrennt (Abb. 34). Erklarungen fir die evolutionare Konservierung dieser
Genpaare kdnnen entweder in der mdglichen Interaktion der entsprechenden Proteine in
Form von 'substrate channeling' (326) oder in der Erleichterung des lateralen Gentransfers

von funktionellen Einheiten (327) gefunden werden.

5.2.3 Genomische Duplikationen der katabolen Gencluster

Interessanterweise besitzen sieben der gefundenen putativen 539 Ectoin/5-Hydroxyectoin-
abbauenden bakteriellen Spezies mehr als ein kataboles Ectoin/5-Hydroxyectoin-Operon.
Insbesondere interessant sind dabei die drei Stamme (Mesorhizobium loti NZP2037,
Pseudomonas putida KT2440 und Mesorhizobium loti MAFF303099), die nicht nur eine
reine Duplikation des Genclusters in ihrem Genom beherbergten, sondern ein weiteres
Gencluster enthielten, dass im Aufbau und der Aminosduresequenz des EutD-Gens

andersartig war. Im allgemeinen ist das Phanomen der vermeintlich ‘UGberfliissigen'
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Genduplikation noch nicht vollstéandig erforscht. In einigen Theorien zu diesem Thema wird
von 'neutralen’, also wirkungslosen, Mutationen ausgegangen (328). Es gibt aber auch eine
Reihe von Beispielen, nach denen eine zweite Kopie eines oder mehrerer Gene im
bakteriellen Genom, die Fitness des Organismus erhoht. Der Mechanismus dahinter ist aber
nur wenig verstanden (328). Es wird vermutet, dass eine erhdhte Genzahl auch zu einer
erhdhten Kopienzahl der Genprodukte fiihrt und somit die designierte Funktion mit héherer
Effektivitat ausfuhren kann (329-331). Ein anderes Konzept geht von einer fortlaufenden
Evolution eines der beiden Kopien aus, um eine Adaptation an unterschiedliche
Gegebenheiten und Umwelteinflisse zu ermoglichen (332,333). Letzteres muss auch unter
dem Aspekt betrachtet werden, dass das die Verdopplung eines Gens in einem Chromosom
nicht die Folge von internen Duplikationen sein muss, sondern auch das Resultat von zwei
horizontalen Gentransfers durch verwandte oder nicht verwandte Spezies sein kann und
dadurch von vorneherein andere Funktionen ausfihren konnen (334). Es ist durchaus
maoglich, dass die gefundenen Gencluster mit vermeintlich ahnlicher Funktion, auf eine
andere Art und Weise reguliert werden und so eine Anpassungsstrategie an veranderliche
Umwelteinflisse ermdglicht. Es ist zum Beispiel denkbar, dass ein Gencluster einen
salzinduzierten Katabolismus von Ectoinen vermittelt, wie fir H. elongata beschrieben (128)

und das andere einen substratinduzierten Katabolismus ermdéglicht (15,124).

Es muss angemerkt werden, dass die vermutete Anwesenheit eines zweiten katabolen
Ectoin/5-Hydroxyectoin-Genclusters in S. meliloti, nicht bestatigt werden konnte (124). Unter
Beachtung der in dieser Arbeit zugrunde gelegten Kriterien besitzt S. meliloti nur ein eutD-
abhangiges Gencluster fur den Ectoin-Katabolismus.

Dies, im Zusammenhang mit der Feststellung, dass vor allem in den Untergruppen B
und R zusatzliche Gene kodiert werden, die in den Genclustern von R. pomeroyi DSS-3,
S. meliloti und H. elongata nicht gefunden werden kdnnen (Abb. 35), sowie weitere in den
vorherigen Abschnitten erlauterten Beobachtungen, sprechen dafiir, dass die evolutionére
Entwicklung des katabolen Ectoin/5-Hydroxyectoin-Genclusters noch nicht abgeschlossen
ist und dass moglicherweise auch Stoffwechselwege fur den Katabolismus von Ectoin

und/oder 5-Hydroxyectoin existieren, die sich von dem hier beschriebenen unterscheiden.
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5.3 Analysen zur transkriptionellen Regulation des enuR-uehABC-usp-
eutABCDE-asnC-ssd-atf-Operons von R. pomeroyi DSS-3

Mikroorganismen, die in der Lage sind Ectoin und 5-Hydroxyectoin zu produzieren, kommen
sowohl im terrestrischen und marinen, als auch pflanzenassoziierten Habitaten vor (6,7). Die
gleiche  Beobachtung konnte im Rahmen dieser Arbeit fiir potentielle
Ectoin/5-Hydroxyectoin-katabolisierende Organismen gemacht werden (Abb. 35). Da diese
Aminosaurederivate jedoch primér die Funktion einer osmotischen Schutzsubstanz erfillen,
liegen sie nicht zu jedem gegebenen Zeitpunkt in einem entsprechenden Habitat vor und
Mikroorganismen mussen in der Lage sein, ihr metabolisches Programm so umzustellen,
dass die Verwendung alternativer Nahrstoffquellen ermoglicht wird. Fir S. meliloti konnte
bereits gezeigt werden, dass diese Anpassung (Uber die Erhéhung der

Enzymkonzentrationen der entsprechenden katabolen Gene erfolgt (124).

5.3.1 Nur der Promotor vor uehA ist substratinduzierbar

In der vorliegenden Arbeit wurde mit Hilfe von 'Northern Dot Blot'-Analysen die Erhéhung der
Transkriptmenge bestimmter Gene des katabolen enuR-uehABC-usp-eutABCDE-asnC-ssd-
atf-Operons von R. pomeroyi DSS-3 untersucht (Abb. 11). Dabei konnte festgestellt werden,
dass die Expressionslevel des enuR-Gens nicht durch die Anwesenheit der Substrate Ectoin
und 5-Hydroxyectoin moduliert werden kann, obwohl dieses in einem Operon mit dem
stromabwarts gelegenen uehABC-usp-eutABCDE-asnC-ssd-atf-Gencluster liegt [personliche
Kommunikation N. Stéveken; in (15)] (Abb. 2). Eine Reportergenfusion des putativen
Promotorbereiches vor enuR zeigte ebenfalls keine substratabhéngige Induktion der
Transkription (Abb. 15). Die Expression des enuR-Gens ausgehend von dem davor
liegenden Promotor und damit verbunden mdoglicherweise aller stromabwartsgelegener
Gene des katabolen Operons, erfolgt auf einem Basallevel unter den getesteten
Bedingungen (Abb. 15 und 16). Im Gegensatz dazu zeigen alle im 'Dot Blot' getesteten
katabolen 5-Hydroxyectoin/Ectoin-Gene eine substratabhéngige Induktion der Transkription,
wenn Ectoin oder 5-Hydroxyectoin als Kohlenstoffquelle im Medium vorliegen (Abb. 11). Die
Analyse der Induktion der Transkription von dem Promotor vor uehA unter induzierenden
Bedingungen mittels Reportergenfusion zeigte, dass die Expression des uehABC-usp-
eutABCDE-asnC-ssd-atf-Genclusters um das 30-fache (Ectoin) bzw. das 64-fache
(5-Hydroxyectoin) erhdht wird (Abb. 15). Noch stérker steigt das Expressionslevel von P pa,
wenn beide beschriebene Promotoren und das gesamte enuR-Gen auf der
Reportergenfusion kodiert sind (36-fach bei Wachstum auf Ectoin und 100-fach fir
5-Hydroxyectoin) (Abb. 15). Dies kdnnte zwei unterschiedliche Ursachen haben; (i) entweder

erfolgt durch die Kodierung des vollstindigen enuR-Gens auf der lacZ-Fusion eine
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Uberexpression eines Aktivators des Operons oder (ii) durch die Verkiirzung des DNA-
Fragments auf der Reportergenfusion wurden wichtige regulatorische Bereiche entfernt, die
die vollstandige Aktivierung des Promotors verhindern. Das es sich um das Letztere handelt,
konnte gezeigt werden, indem das untersuchte DNA-Fragment der P .na-Reportergenfusion
von 433 bp auf 1000 bp verlangert wurde. Diese Fusion enthélt weiterhin kein vollstandiges
enuR-Gen und schlie3t damit eine regulatorisch Funktion des plasmidbasierten enuR-
Genprodukts aus. Dennoch konnte wieder eine 36-fach Induktion der Transkription bei
Wachstum auf Ectoin und 100-fache Induktion bei Anwesenheit von 5-Hydroxyectoin
gemessen werden (Daten nicht gezeigt). Daraus lasst sich schlussfolgern, dass das DNA-
Fragment vor uehA langeren als 433 bp sein muss, um die vollstandige Aktivierung der
Transkription der stromabwartsgelegenen Gene zu ermdglichen.

Transkriptionsfaktoren metabolischer Systeme binden meist das Substrat oder das Produkt
des jeweiligen Stoffwechselweges als Effektor, wodurch die Affinitat des Regulatorproteins
zu dessen DNA-Zielsequenz verandert wird. Nicht selten beruht dies auf Effekten der
Allosterie und ermdglicht so eine schnelle Antwort auf Umweltreize. Allosterie ist als Prozess
definiert, bei dem die Aktivitat eines Proteins durch einen Effektor beeinflusst wird, der
auBBerhalb des eigentlichen aktiven Teils des Proteins, z. B. auferhalb der DNA-
Bindedomaéne, bindet (335). Die Induktion der Transkription ausgehend von dem Promotor
vor uehA erfolgt sowohl bei Anwesenheit von Ectoin als auch 5-Hydroxyectoin im jeweiligen
Wachstumsmedium. Dennoch ist die Aktivierung durch 5-Hydroxyectoin etwa 2,5-mal so
stark, wie die durch Ectoin. Eine solche ungleiche Abhéngigkeit von zwei verschiedenen
Effektormolekiilen, wurde zuvor bereits fir den LysR-Typ Regulator, BenM, aus
Acinetobacter baylyi beschrieben. Der Transkriptionsaktivator BenM ist verantwortlich fiir
den Katabolismus verschiedener aromatischer Verbindungen und erhoht die Transkription
der entsprechnden Gene bei Anwesenheit von sowohl Muconat als auch Benzoat. Dabei ist
die Aktivierung durch Muconat groRer, als die durch Benzoat. Da beide Substrate in
verschiedenen Bindetaschen im Regulatorprotein gebunden werden, konnte zusatzlich ein
synergetischer Effekt auf die Aktivierung der Transkription beobachtet werden, wenn beide

Substrate gleichzeitig im Medium vorlagen (336,337).

5.3.2 Der Einfluss von EnuR auf Pyena

Die nicht substratinduzierbare Co-Transkription des enuR-Gens mit den Genen der
Ectoin/5-Hydroxyectoin-Aufnahme und des Katabolismus in einem Operon (15) und die
Tatsche, dass 456 der untersuchten 539 katabolen (5-Hydroxy-)Ectoin-Gencluster flir einen

solchen Regulator kodierten, lasst eine wichtige regulatorische Funktion von EnuR
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vermuten. Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine chromosomale
Deletion des enuR-Gens keinen Einfluss auf das Wachstum von R. pomeroyi DSS-3 mit
sowohl Ectoin als auch 5-Hydroxyectoin als alleinige Kohlenstoff- und Stickstoffquelle hat
(Abb. 12 C). Die anschlieenden Reportergenanalysen identifizierten EnuR als Repressor
fur den Promotor vor uehA, wenn die Substrate nicht im Medium vorliegen, da eine Deletion
des enuR-Gens zu einer konstitutiven Aktivitat des Py.na fihrte (Abb. 18). GleichermalRen
konnte aber auch ein Rickgang der Induktion der Transkription ausgehend von Pyepa um
etwa die Halfte im Vergleich zum Wildtyp festgestellt werden, wenn Ectoin oder
5-Hydroxyectoin im Wachstumsmedium vorlagen (Abb. 18). Dies deutet auf eine Funktion
von EnuR sowohl als Repressor unter nicht-induzierenden Bedingungen, als auch als
Aktivator bei  Substratanwesenheit hin. In bakteriellen Systemen sind solche
Repressor/Aktivator-Transkriptionsregulatoren, die sich eines so genannten "Lichtschalter”-
Mechanismus (338) bedienen, bereits beschrieben und verschiedene Mechanismen
bekannt. Diese Art der Regulation kann zum Beispiel konzentrationsabhangig erfolgen. Der
sporulationsspezifische Transkriptionsfaktor GerE aus B. subtilis aktiviert, wenn dieser in
niedrigen Konzentrationen vorhanden ist, die Expression von cotD, wirkt aber als Repressor
auf das gleiche Gen, wenn die zellulare Konzentration von GerE Uber einen bestimmten
Schwellenwert steigt (339). Diese Art des "Lichtschalter'-Mechanismus ist fur EnuR
auszuschlieRen, da die Expression des P, hicht induzierbar ist (Abb. 11 und 15) und die
Konzentration von EnuR in der Zelle daher vermutlich nur minimal schwanken wird. Die
zweite bekannte Form des Repressor-Aktivator-Schalters beruht auf der Wahrnehmung
eines bestimmten Signals/Umweltreizes durch einen Repressor, was zu einer spezifischen
strukturellen Verénderung der Signalausgabedomane fiuhrt. Diese induziert dann nicht nur
die Derepression des Gens oder Genclusters, sondern auch dessen Aktivierung durch eine
Veranderung der DNA-Topologie (340-342). Der CueR-Regulator aus E. coli ist
verantwortlich fir die Metall-Homoostase und bindet kleine metallische Liganden als
Cofaktoren. Die Aktivierung und Repression der Gene ausgehend von der gleichen DNA-
Bindestelle erfolgt dabei Uber die Verdnderung der lokalen DNA-Struktur innerhalb des
Promotors. Im reprimierten Zustand wird die DNA so gebogen, dass eine Interaktion mit der
RNA-Polymerase nicht mdglich ist. Durch die allosterische Bindung des Liganden geht
CueR in die Aktivatorkonformation Giber, ohne jedoch die DNA-Bindestelle zu verlassen. Die
DNA wird in die A-Form gezwungen und beglnstigt so die Interaktion und Bildung des
offenen Komplexes mit der RNA-Polymerase (342). Die Verdnderung der DNA-Topologie
durch die Konformationsdnderung eines Transkriptionsfaktors ist auch fiir die Regulation des
katabolen Arabinose-Operons in E. coli durch den Regulator AraC bekannt (338). Alle bisher
untersuchten MocR/GabR-Typ Transkriptionsregulatoren sind Aktivatoren fur ihre in cis-

liegenden Gene und Autorepressoren fur ihre eigenen Strukturgene (223-227,343,344).
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EnuR ist der erste beschriebene Repressor seiner Gruppe und bedient sich mdglicherweise
des "Lichtschalter"-Mechanismus um die Transkription des katabolen

5-Hydroxyectoin/Ectoin-Operons ebenfalls zu aktivieren.

5.3.3 Das Regulatorptotein EnuR

Ein in silico Model des Regulatorproteins EnuR klassifiziert diesen auf Grund seiner
N-terminalen winged-helix-turn-helix (wHTH) DNA-Bindedomane der GntR-Superfamilie der
Transkriptionsregulatoren zugehorig (126,212). Die etwa 350 Aminosaure-lange C-terminale
Doméne weist eine Faltung gleich der, der Aminotransferasen der Klasse | auf, und
ermdglicht daher die Einordnung von EnuR in die MocR/GabR-Untergruppe der GntR-
Transkriptionsregulatoren (126,219,222,228,345). Wie auch in vielen anderen MocR-Typ
Regulatoren auch sind die Aminosauren fir die Koordinierung des Pyridoxal-5'-Phosphat-
Cofaktors in diesem Vertreter der Untergruppe konserviert (219,222) (Abb. A9). Darunter
befindet sich auch, das, fur PLP-bindende Enzyme charakteristische, Lysin (Lys-302),
welches die kovalente Bindung des Cofaktors tber die Bildung einer internen Schiff'schen
Base ermdglicht (Abb. 37). Die heterologe Uberproduktion in E. coli und die
chromatographische Reinigung des Wildtyp-EnuR fiihrte zu einer gelben Proteinlésung
(Abb. 20). Hierbei handelt es sich um ein Charakteristikum von PLP-bindenden Proteinen
(281), da der Cofaktor eine chromophore Verbindung darstellt und elektromagnetische
Strahlung  absorbiert.  Durch  UV/Vis-Spektroskopie  konnten  die  typischen
Absorptionsbanden des PLP bei 330 und 420 nm (282) nachgewiesen werden. PLP-
bindende Proteine absorbieren daher Licht im sichtbaren Bereich (420 nm; violett) und
erscheinen dem menschlichen Auge gelb. Uber die gerichtete Mutagenese des Lysins-302
zu einem Histidin, wurde die primare e-Aminogruppe des Lysins eliminiert und somit auch
die Moglichkeit PLP kovalent zu binden, verhindert. Eine chromatographische Reinigung des
mutierten Proteins (EnuR*) flhrte zu einer farblosen Proteinlésung (Abb. 20). Im UV/Vis-
Spektrum waren die charakteristischen PLP-Absorptionsmaxima nicht mehr nachweisbar.
Die massenspektrometrischen Untersuchungen von EnuR und EnuR* konnten die Bindung
der prosthetische Gruppe im Wildtypprotein und dessen Verlust in der Lys-302/His-Mutante
ebenfalls eindeutig nachweisen (Abb. 21 und 22). Dass der Verlust des Cofaktors nicht
einfach auf einen Verlust der korrekten Proteinfaltung zurtickzufiihren ist, wurde mittels CD-
Spektroskopie und GroRenausschlulchromatographie untersucht. Das in silico Model von
EnuR zeigt eine aus a-Helices aufgebaute Sekundarstruktur, die nur von wenigen kurzen -
Faltblattern unterbrochen wird (Abb. 19). Auch Aminotransferasen der Klasse I, wie LysN
aus T- thermophilus (PDB ID: 2EGY) oder AspC aus E. coli (PDB ID: 1ART) bestehen

hauptsachlich aus a-Helices. Die aufgenommenen CD-Spektren fir EnuR und EnuR*
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bestédtigen dies. Die Peptidketten liegen vollstandig gefaltet vor und besitzen keine
unstrukturierten Domanen. Die Absorptionsminima 208 und 222 nm weisen auf eine gréRere
Anzahl a-Helices als [-Faltblatter hin. Alle bisher untersuchten MocR/GabR-Typ
Transkriptionsregulatoren weisen eine dimere Quarternarstruktur auf, die aus Homodimeren
gebildet wird (224,226,229,231). GroRRenausschlusschromatographie-Analysen konnten dies
auch fir EnuR und die Lys-302/His-Mutante EnuR* bestéatigen. Die Bindung des PLP-
Cofaktors beeinflusst daher weder die Faltung des Proteins, noch dessen Fahigkeit zur
Ausbildung von Homodimeren (Abb. 24). Dies entspricht den Beobachtungen, die zuvor fur
GabR aus B. subtilis gemacht wurden. Diesen Studien entsprechend, ist die korrekte
Faltung der C-terminalen Aminotransferasedoméne abhéngig von der N-terminale wHTH-
Domane, nicht aber von dem Cofaktor PLP (229,231).

In Untersuchungen der Funktion von EnuR* in vivo konnte gezeigt werden, dass dieser die
Aktivitat des Promotors vor uehA sowohl bei Wachstum auf Ectoin, als auch auf
5-Hydroxyectoin auf ein Basalniveau senkt und nur eine sehr reduzierte Transkription der
stromabwartsliegenden Gene mehr erfolgt. Die prosthetische Gruppe des EnuR-
Transkriptionsregulators ist somit essentiell fur die Derepression der katabolen
Ectoin/5-Hydroxyectoin-Gene unter induzierenden Bedingung. Der Verlust des Cofaktors
fuhrt interessanter Weise zu einer konstitutiven Repression des Promotors vor uehA (Abb.
29). Diese Beobachtung wurde durch eine in vitro DNA-Protein-Interaktionsstudie bestatigt.
EnuR bindet ein DNA-Fragment vor uehA mit nur halb so hoher Affinitat, wie sein PLP-freies
Gegenstick EnuR* (Abb. 27). Der Verlust des Cofaktors verhindert also nicht die Bindung
des Repressors an seine spezifische Operatorsequenz stromaufwarts von uehA, beeinflusst
aber die Affinitat der beiden Interaktionspartner zueinander (Abb. 27). EnuR* stellt daher
eine Art Superrepressor dar, welcher durch die Abwesenheit der prosthetischen Gruppe mit
hoher Affinitat an seine Ziel-DNA bindet, sich von dieser aber nicht mehr I6sen kann, da die
Bindung des Induktors nicht mehr mdglich ist (Abb. 25 und 29). Die Repression der
Transkription von P durch EnuR* ist so stark, dass auch die aktivierenden Effekte durch

AsnC und NtrX keinen Einfluss mehr nehmen kénnen (Abb.29).

Der MocR-Typ Regulators GabR aus B. subtilis bildet ein ‘domain-swap’ Homodimer
(Abb. 7). Die Bindungsenergie zwischen den beiden Aminotransferasedoménen ist dabei
sehr hoch und deutet auf eine hohe Stabilitéat dieser Interaktion hin. Im Gegensatz dazu ist
die Bindungsenergie zwischen der wHTH-Domé&ne des einen Monomers und der
Aminotransferasedoméne der zweiten monomeren Untereinheit gering. Es wird davon
ausgegangen, dass die quarternare Struktur von GabR in Folge der Ligandenbindung

grol3e Konformationsanderung vollzieht. Die Bewegung der wHTH-Domanen relativ zu dem
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stabilen Aminotransferase-Dimer, begunstigt so die DNA-Bindung durch GabR an dessen
spezifische Operatorsequenzen. Wahrend das DNA-Bindemotiv von GabR bereits bekannt
ist (227), konnte die putativen DNA-Bindestellen fir EnuR-Typ Transkriptionsregulatoren
ausschlie3lich im Rahmen von bioinformatischen Analysen ermittelt werden (345) (Abb. 36
A). Ein Sequenzvergleich der 233 bp stromaufwarts des uehA-Gens, in welchen EnuR
entsprechend der Interaktionsstudien (Abb. 27) bindet, ergab, dass in R. pomeroyi DSS-3
ahnliche, wenn auch nicht vollstandig konservierte, 'inverted repeats' existieren (Abb. 36 B).
Im Gegensatz zu der Hypothese von Suvorova et al. (2016) folgen diese jedoch nicht
unmittelbar aufeinander, sondern sind durch 16 bp getrennt. Dies entspricht einer Steigung
von 1,5 Helices. In Verbindung mit der putativ flexiblen DNA-Bindedoméne von MocR/GabR-
Typ Transkriptionsregulatoren ist dies moglicherweise ein Hinweis darauf, dass die Bindung
des Transkriptionsfaktors nur durch eine lokale Veranderung der DNA-Krimmung moglich
ist. Dabei handelt es sich um eine Beobachtung, die zuvor auch schon fir GabR
beschrieben wurde (346).

A  , e e————
§; _AII,\I:-;_T::I:-A‘?‘TAQA.AI
B

AATAAAAAAATTGACATGCAGTACAATTCCCAACAAGTCTGGCCCGGCGGTGCGCAGGCACCCATGACATTTGG

enu ehA /- uehB /—

Abbildung 36: Die putative DNA-Bindesequenz von EnuR

(A) Dargestellt ist die bioinformatisch ermittelte DNA-Bindesequenz fir EnuR-Typ Proteine, welche
von Suvorova et al. (2016) ermittelt wurde (345). (B) In der schematischen Darstellung der ersten
Gene des katabolen Ectoin-Operons wurde die Sequenz des intergenen Bereiches zwischen enuR
und uehA hervorgehoben. Innerhalb dieser Sequenz wurden die Konsensussequenzen der putativen

DNA-Bindemotive rot markiert.

5.3.4 Analysen zum internen Induktor des EnuR-Transkriptionsfaktors
Unter den MocR/GabR-Typ Transkriptionsregulatoren ist der Aktivator der katabolen
y-Aminobutyrat-Operons (gabTD) -GabR- der am besten untersuchte (228,229,231). Fir
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GabR konnte gezeigt werden, dass nicht nur die Anwesenheit des Cofaktors, sondern auch
die des Substrats des Stoffwechselwegs (GABA) essentiell fur die Aktivierung des gabTD-
Operons sind (227,230). Wie in funktionellen Aminotransferase-Enzymen auch, wird sich die
Fahigkeit des PLP zu Nutze gemacht, Uber dessen Aldehydgruppe primare Aminogruppen
Zu binden (286,287) (Abb. 19 B und 37). Die Ausbildung eines externen Aldimins zwischen
der Aminosaure GABA und dem PLP-Molekil bewirkt vermutlich eine Verschiebung der
wHTH-Doméanen des Dimers zu einander und so eine Veradnderung der DNA-
Bindungsatffinitat (227,229,231).

Analog zu der beschriebenen Ligandenbindung in GabR, konnte in dieser Arbeit
gezeigt werden, dass der Transkriptionsregulator EnuR ebenfalls ein Aminos&aurederivat mit
einer primaren Aminogruppe bindet (Abb. 25 und 30). Na-Acetyl-L-2,4-Diaminobutyrat ist
das Produkt der Ectoinhydrolyse durch EutD (Abb. 3) und das einzige
stoffwechselwegspezifische Intermediat der Reaktionskaskade durch EutDE-Atf-Ssd.
Na-Acetyl-L-2,4-Diaminobutyrat bindet in vitro mit einer hohen, spezifischen Affinitat von
1,73 (+/- 0,73) yM an EnuR. Das Ny-lsomer dieses Aminosaurederivats und die
Ausgangsstoffe des Stoffwechselwegs Ectoin und 5-Hydroxyectoin, zeigten keine
Bindeaffinitdt gegentber dem Transkriptionsfaktor (Abb. A4). Die chromosomale Deletion
von eutD in R. pomeroyi DSS-3 verhindert, dass a-ADABA in der Zelle gebildet wird. Eine
Analyse der Aktivitdt des Promotors vor uehA in diesem genomischen Hintergrund zeigte,
dass diese um das 2,5-fache im Gegensatz zum Wildtyp vermindert wird, wenn Ectoin als
Substrat im Medium vorliegt (Abb. 30). Die Starke der Transkription ausgehend von Pyepa
wird in diesem genomischen Kontext jedoch nicht beeinflusst, wenn 5-Hydroxyectoin im
Medium vorliegt (Abb. 30). Da EutD aber das Schlisselenzym des Katabolismus beider
Substrate ist, fuhrt eine Deletion des entsprechenden Gens nicht nur zu einem Verlust des
Wachstum auf Ectoin, sondern auch auf 5-Hydroxyectoin (Abb. 12 D). Interessanter Weise
zeigte eine genomische Deletion der 5-Hydroxyectoin-spezifischen eutABC-Gene ein
umgekehrtes Expressionsmuster (Abb. 31). In diesem Fall ging die Transkription ausgehend
von P.eha deutlich zurtick auf etwa 10 % des Ausgangswertes im Wildtyp, wenn diesem
Stamm 5-Hydroxyectoin als Kohlenstoff- und Stickstoffquelle zur Verfligung gestellt wurde.
Die Anwesenheit von Ectoin hatte keinen Einfluss auf die Aktivitat des Promotors (Abb. 31).
Diesen Ergebnissen zu folge wird die Transkription des Promotors vor uehA maf3geblich von
dem PLP-abhangigen Transkriptionsfaktor EnuR beeinflusst, dieser scheint aber von zwei
verschiedenen internen Induktoren abhangig zu sein. Die Bindung von a-ADABA an EnuR
wurde bereits in vitro gezeigt und hat auch in vivo einen Effekt auf die Transkription des
Operons, wenn Ectoin als Substrat genutzt wird. Der interne Induktor, der fur die Induktion

der Transkription verantwortlich ist, wenn 5-Hydroxyectoin als Substrat vorliegt, wird durch
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die Enzyme EutA, EutB und/oder EutC gebildet (Abb. 3 und 31). Dessen chemische ldentitét

ist bisher unbekannt.

Die transkriptionelle Aktivierung von katabolen Genclustern durch die Bindung von
Intermediaten des entsprechenden Stoffwechselwegs an Transkriptionsregulatoren, erlaubt
nicht nur eine schnelle Antwort auf die Anwesenheit bestimmter Nahrstoffe im Medium,
sondern auch die Integration von Signalen der folgenden metabolen Prozesse, welche meist
in verschiedenen Geschwindigkeiten und mit Zeitverzogerungen im Vergleich zur initialen
Substrataufnahme, auftreten (347). Die Voraussetzung fir die Funktionsweise dieses
Mechanismus ist ein konstitutiv exprimierter Transkriptionsfaktor, welcher durch ein
Stoffwechselintermediat aktiviert erden kann und die basale Aktivitat von Transportern und
Enzymen, um die Nahrstoffanwesenheit zu signalisieren (348,349). Dieser Prozess erlaubt
die dynamische Anpassung der Transkription der katabolen Gene an die tatsachliche
Geschwindigkeit mit der das Substrat abgebaut wird. Der geschwindigkeitsbestimmende
Reaktionsschritt wird grundsatzlich von jenem Enzym ausgefiihrt, das das signalgebende
Intermediat abbaut, sodass eine verstarkte Akkumulation des Signalmolekils eine verstarkte
Transkription der katabolen Gene bewirkt (349,350). Dieser Mechanismus stellt eine
rickkoppelnde Signalibermittiung dar, welche es dem Organismus erlaubt, die Expression
der Gene an den tatsachlichen Bedarf an aktiven Enzymen anzupassen, anstatt nur auf die
reine Prasenz der Nahrungsquelle anzusprechen (350,351). Wie dieses signalgebende
Intermediat gebildet wird, ist abhangig von den Anforderungen, die an das Signalmolekdil
gestellt werden und von den vorhandenen Stoffwechselenzymen. So ist zum Beispiel der
Induktor des lac-Operons die Allolactose, welches ein Nebenprodukt der B-Galaktosidase-
Reaktion ist und unabhangig vom eigentlichen Stoffwechselweg gebildet wird (352). Das
hut-Operon hingegen ist in verschiedenen Bakterien verantwortlich fur die Verwendung von
Histidin als Nahrstoff und erféahrt transkriptionelle Aktivierung als Folge der Bindung von
Urocanat, ein Intermediat des Stoffwechselwegs, an den Transkriptionsfaktor HutP (353).

Die Induktion der Transkription ausgehend von P ena, Wenn Ectoin im Medium vorhanden ist,
erfolgt also Uber die Bildung eines Induktors (a-ADABA), welcher ein direktes Intermediat
des Stoffwechselwegs ist (Abb. 3). Ein Mechanismus, der dem des oben beschriebenen hut-
Operons entspricht (353). In dem vorliegenden Stoffwechselweg, ist nach dem
beschriebenen Modell, EUtE das geschwindigkeitsbestimmende Enzym. Bei einer basalen
Transkription der Gene liegen zu wenige EutE-Enzyme in der Zelle vor um den
Katabolismus schnell genug ablaufen zu lassen. Die daraus resultierende Erhdhung der
zellularen Konzentration von a-ADABA, bewirkt dessen Bindung an EnuR dber die
Ausbildung einer Schiff'schen Base mit dem in der Effektorbindedoméane enthaltenen PLP

(Abb. 37). Analog zu den Studien mit GabR kann davon ausgegangen werden, dass diese
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Reaktion vermutlich eine Konformationsanderung in der N-terminalen DNA-Bindedoméane
von EnuR bewirkt und die damit verbundene Derepression und Aktivierung der Transkription
der Transporter- und Katabolismusgene ausgelést wird. Wenn kein Ectoin mehr
aufgenommen wird und damit die intrazellulare Konzentration an a-ADABA unter einen
bestimmten Grenzwert fallt, wird die reversible externe Aldiminbindung gelést und wieder
durch das interne Schiff'sche Base ersetzt. EnuR geht in seine urspringliche Konformation
Uber und reprimiert die Transkription der katabolen Gene.

Es lasst sich dennoch nicht ausschlieRen, dass das Reaktionsprodukt der
Deacetylierung von a-ADABA durch EutE, L-2,4-Diaminobutyrat ein Induktor von EnuR sein
kénnte. Diese Verbindung besitzt ebenfalls primare Aminogruppen, die durch PLP gebunden
werden kdnnten (Abb. 3). Dennoch kommt L-2,4-Diaminobutyrat auch haufig als Intermediat
im allgemeinen Aminosaurestoffwechsel von Bakterien vor (Tab. 1) und kdnnte so zu einer
EnuR-abhéngigen Induktion der Transkription von Pena fihren, obwohl die Substrate Ectoin
und 5-Hydroxyectoin nicht im Medium vorliegen.
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Abbildung 37: Bindung von a-ADABA durch den Pyridoxal-5'-Phosphat-Cofaktor des EnuR-
Transkriptionsregulator

Dargestellt ist die Ausbildung der internen und der externen Schiff'schen Base durch die chemische
Reaktion zwischen einer primaren Aminogruppe und der Aldehydgruppe des PLP. Fir die Formation
der internen Schiff'schen Base reagiert die e-Aminogruppe (blau) des Lys-302 in der E-/O-Domaéne
von EnuR mit der CHO-Gruppe des PLP. Die primare Aminogruppe (rot) des internen Induktors,
a-ADABA ersetzt bei Bindung in der Effektorbindedoméne die Lysin-Seitenkette, welche nun als freier
Aminosaurerest in der Aminotransferasedomane vorliegt. Der Komplex aus PLP und a-ADABA

verbleibt im EnuR und wird durch nicht kovalente Bindungen koordiniert.
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Die Aktivierung der Transkription durch das Substrat 5-Hydroxyectoin hingegen scheint dem
beschriebenen Mechanismus des lac-Operons ahnlich zu sein (352). Da die Derepression
des Promotors eindeutig von EnuR und innerhalb dessen von dem gebundenen PLP
abhangig ist (Abb. 29), muss der gebildete Induktor eine primare Aminogruppe besitzen, die
die Ausbildung eines externen Aldimins erlaubt (286,287) (Abb. 37). Die Bildung des
Induktors ist von den Enzymen EutA, EutB und/oder EutC abhéngig (Abb. 31). In dem
postulierten Stoffwechselweg fur 5-Hydroxyectoin in R. pomeroyi DSS-3 (15) sind jedoch
ausschlie3lich heterocyclische 5-Hydroxyectoin-Derivate als Intermediate aufgezeigt, welche
folglich auch nur sekundéare Aminogruppen enthalten (Abb. 3). Der gebildete Induktor ist
daher mdglicherweise ein Nebenprodukt eines der Enzymreaktionen von EutABC.

Ny-Acetimid-2,4-Diamino- Ny-Acetyl-2,4-Diamino-
-H)drovautyrat 3-Hydroxybutyrat
HO o
HO
f NH»
N NH
NH =
HO 4 H3C NH; H3C (0]
NH
/)\
N CH3
HO. 0 HO. O
5-Hydroxyectoin NH» H>0 0
wo 1
N CHj3 NH ~CHj3
NH
NH, 4 NH;
Nuo-Acetimid-2,4-Diamino- No-Acetyl-2,4-Diamino-
3-Hydroxybutyrat 3-Hydroxybutyrat

Abbildung 38: Putative Hydrolyse von 5-Hydroxyectoin durch die Ornithin-Cyclodeaminase
EutC und spontane Umlagerung

Dargestellt ist eine mdgliche enzymatische Reaktion von EutC, welches zur Hydrolyse des 5-
Hydroxyectoinrings unter Anlagerung einer Aminogruppe fuhrt. Der Ausgangsstoff und die mdglichen

Produkte sind namentlich bezeichnet.

EutC ist als putative Ornithin-Deaminase annotiert. Ein Enzym das klassischer Weise die
Bildung von Prolin aus Ornithin unter Abspaltung eines Ammoniumions katalysiert (354). In
Corynebacterium glutamicum konnte gezeigt werden, dass dieses Enzym auch die
entsprechende Ruckreaktion katalysieren und so aus Prolin Ornithin gebildet werden kann
(355). Wird das gleiche Reaktionsprinzip hypothetisch auf 5-Hydroxyectoin angewandt,

kénnten, je nach Angriff der Ammoniumionen, zwei verschiedene heteroaliphatische
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Verbindungen (Na-Acetimid-2,4-Diamino-3-Hydroxybutyrat und Ny-Acetimid-2,4-Diamino-3-
Hydroxybutyrat) entstehen (Abb. 38), welche mittels der primaren Aminogruppen durch PLP
gebunden werden konnte und so die Transkription des Promotors vor uehA beeinflussen
konnten (Abb. 31). Aus thermodynamischen Griunden wére es auf3erdem moglich, dass sich
die gebildeten Intermediate spontan zu Na-Acetyl-2,4-Diamino-3-Hydroxybutyrat und Ny-
Acetyl-2,4-Diamino-3-Hydroxybutyrat umlagert (Abb. 38). In einem Thermophorese-
experiment konnte keine Bindeaffinitat zwischen EnuR und Ny-Acetyl-2,4-Diamino-3-
Hydroxybutyrat nachgewiesen werden (Abb. A4 D). Dies schliel3t jedoch keines der anderen
drei Molekule als potentielle interne Induktoren fir EnuR aus. Auch ist es nicht
auszuschlieBen, dass das EutA- oder EutB-Enzym heteroaliphatische Verbindungen als
Nebenprodukt bilden kdnnen. Ob und welches dieser Enzyme fir die Bildung des internen
Induktors verantwortlich ist, kbnnte durch chromosomale Deletionen der einzelnen Gene des

EutABC-Genclusters nachgewiesen werden.

Die enzymatischen Aminotransferasen der Klasse | sind im Allgemeinen als Dimere aktiv, in
denen jede Untereinheit ein Molekul PLP bindet (220). Mit Hilfe dieser prosthetischen
Gruppe transferieren sie die primare Aminogruppe einer Aminosaure auf die Ketogruppe
einer Ketosaure (221). Die E-O-Domane von GabR besitzt alle konservierten Aminosauren,
die fur die Koordination eines PLP-Cofaktors notwendig sind. GabR ist in der Lage eine
Halbreaktion des Transaminierungszyklus zwischen PLP und GABA auszufiihren. Um eine
vollstdndige Transaminierungsreaktion, wie bei Aminotransferasen bekannt, durchzufiihren,
muisste GabR in der Lage sein, eine entsprechende Ketosdure zu binden. Die
Substratspezifitat von Aminotransferasen der Klasse | wird durch zwei, im aktiven Zentrum
lokalisierte, Argininreste determiniert (232—-234). GabR besitzt einen dieser konservierten
Argininreste, welcher die Bindung von GABA ermdglicht, nicht jedoch das zweite, welches a-
Ketoglutarat oder ein anderes Substrat der Transaminierung stabilisieren kénnte und kann
daher keine vollstdandige Aminotransferasereaktion ausfihren (229-231). Ein
Aminosauresequenzvergleich von EnuR aus R. pomeroyi DSS-3 und der
Aspartataminotransferase (AspC) aus E. coli zeigt die Konservierung eines Argininrestes
(Arg386 des E. coli-Enzyms) aber nicht des zweiten Arginins (Arg292) (233,356) (Daten
nicht gezeigt). Daher ist auch fir EnuR die Ausfihrung eines vollstandigen Reaktionszyklus,

ahnlich dem der enzymatischen Aminotranferasen, nicht wahrscheinlich.
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5.3.5 Der Transkriptionsfaktor AsnC

Die Lrp/AsnC-Familie von transkriptionellen Regulatoren ist im Reich der Bakterien und dem
der Archaeen weit verbreitet und meist in den Metabolismus von Aminoséduren und deren
Derivaten involviert (131). So ist es nicht verwunderlich, dass der AsnC-Typ Regulator,
welcher in dem enuR-uehABC-usp-eutABCDE-asnC-ssd-atf-Operon von R. pomeroyi DSS-3
kodiert wird, ebenfalls in den Katabolismus der Aminoséurederivate Ectoin und
5-Hydroxyectoin integriert ist. Der beschriebene Typ Transkriptionsregulator kann sowohl
aktivierende als auch reprimierende Funktionen ausfuhren. In Pyrococcus furiosus
verhindert LrpA die Transkription durch das Blockieren des Transkriptionsstarts (357). In
Methanocaldococcus jannaschii dagegen bindet Ptr2 stromaufwarts der TATA-Box und
aktiviert die Transkription der entsprechenden Gene durch die Rekrutierung weiterer
Transkriptionsaktivatoren (358). In R. pomeroyi DSS-3 wirkt AsnC ebenfalls als
Transkriptionsaktivator auf den Promotor vor uehA (Abb. 32). Die funktionelle Einheit dieser
Regulatoren entsteht erst durch Oligomerisierung zu Dimeren, Tetrameren, Octameren oder
auch Hexadecameren (238-243), welche dann an ihren Zielpromotor binden. Die bisher
beschriebenen Promotoren weisen meist mehrere DNA-Bindestellen auf, die aber selten
Uber offensichtliche Symmetrien verfligen. Jedes Homodimer innerhalb des gesamten
Oligomers bindet dabei kooperativ eine Erkennungssequenz von etwa 13 - 25 bp Lange
(132,359). Je mehr Dimere in einem vollstandig assemblierten AsnC-Regulator vorhanden
sind, desto mehr Erkennungssequenzen sind notwendig. Die tatsdchlichen Binderegionen
sind durch Linker getrennt, die in ihrer Lange zwischen 7 und 18 bp variieren (359). Die
globulare Struktur dieser Regulatorklasse verlangt, dass die Promotor-DNA in einer Histon-
ahnlichen Art und Weise um das Lrp/AsnC-Protein gewickelt wird (241). Die Lange der
involvierten DNA-Sequenz variiert folglich stark, abhéngig von der Anzahl der Dimere im
Protein, der Lange der DNA-Erkennungssequenz und dem Linker zwischen diesen. Welchen
oligomeren Zustand das AsnC-Protein aus R. pomeroyi DSS-3 einnimmt ist nicht
vorhersagbar. Es lasst sich aber vermuten, dass die unvollstandige Aktivierung des
Promotors in jener lacZ-Fusion, die nur 433 bp stromaufwarts von uehA umfasste (auf
pBAS21) im Gegensatz zu jener die 980 bp umspannte (auf pBAS47) (Abb. 39), durch einen
Verlust eines Teil der AsnC-bindenden DNA-Sequenz hervorgerufen wird (Abb. 15). Es
wahre daher zu erwarten, dass der oligomere Zustand des Proteins aus mehreren Dimeren
gebildet wird. Vertreter dieser Regulatorfamilie binden eine Reihe von Aminosaure-
Effektoren, wie L-Leucine, L-Glutamine, L-Alanine, L-Tyrosine, L- Tryptophane, oder
L-Aspartate, die die entsprechende regulatorische Funktion beeinflussen (241,246,247).
Auch dber die Art des Effektors von dem hier beschriebenen AsnC lasst sich nur
spekulieren. Eine chromosomale Deletion von ssd und atf, fihrte zu keinem signifikanten

Verlust der Induktion der Transkription von Pyna (Abb. A5). Daher kénnen die
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Reaktionsprodukte beider Enzyme, Aspartat-B-Semialdehyd und L-Aspartat, mit hoher
Wahrscheinlichkeit als Co-Aktivatoren ausgeschlossen werden. Nicht zu letzt auch, weil
diese in hoher Abundanz im bakteriellen Stoffwechsel vorkommen (Tab. 1) und so zu keiner
spezifischen Aktivierung der Transkription ausgehend von Pena durch AsnC fihren wirden.
Weitere Mdoglichkeiten fir Co-Aktivatoren stellen die Induktoren, die auch von EnuR
gebunden werden, oder L-2,4-Diaminobutyrat, das Produkt der EutE-Reaktion, dar (Abb. 3).

elnuRT ulehA /- uehB /—

PBAS20

PBAS47

Abbildung 39: Genetische Organisation der 5'-Region des katabolen Ectoin-Operons und die
Ableitung der lacZ-Fusionen flir die Reportergenanalysen

Dargestellt ist die schematische Organisation der 5'-Region des enuR-uehABC-usp-eutABCDE-
asnC-ssd-atf-Operons. Die zwei putativen Promotoren sind als gebogene Pfeile dargestellt. Die
Abgrenzungen fur die Reportgenfusionen sind mit gestrichelten Linien markiert. Die Bezeichnung des

aus der Fusion resultierenden Plasmids ist angegeben.

5.3.6 Das NtrXY-Zweikomponentensystem

Die Rolle des NtrXY-Zweikomponentensystems in der Stickstoffkontrolle bakterieller Zellen
scheint vielfaltig. So konnte fur A. caulinodans, A. brasilense, S. meliloti und Brucella-
Spezies gezeigt werden, dass dieses in die Verwendung alternativer Stickstoffquellen,
symbiotische Knélichenbildung, die Antwort auf Sauerstoffmangel und das Uberleben im
Wirtsorganismus involviert ist (18,266,267). In vielen bakteriellen Spezies befindet sich
stromaufwarts des ntrXY-Operons ein weiteres Operon der generellen Stickstoffkontrolle.
Dieses nifR3-ntrBC-Operon ist eines der Hauptkomponenten der allgemeinen
Stickstoffkontrolle und sichert das Uberleben unter Stickstoffmangel (253,264,360). Auch in
dem marinen Bakterium R. pomeroyi DSS-3 befindet sich stromaufwarts des ntrXY-Operons
das homologe nifR3ntrBC-Operon. Im Gegensatz zu anderen Organismen (19), tUberlappen

die kodierenden Bereiche von ntrC und ntrY jedoch nicht. Die Sensorkinase NtrY besitzt den

93



Diskussion

Berechnungen des TOPCONS-Servers (291) zu folge vier membranspannende Domaéanen.
Dies resultiert in zwei extrazellularen Proteinabschnitten (Abb. A12). Besonders auffallig ist
dabei, dass die zweite dieser extrazellularen Schleifen, etwa 200 bp umfasst. Somit liegt die
Vermutung nahe, dass NtrY extrazellulare Signale misst, wahrend sein Homolog NtrB ein
ausschlie3lich cytoplasmatisches Protein ist (361) und daher nur Signhale aus dem
Zellinneren  verarbeiten  kann. Eine  chromosomale Deletion des  ntrXY-
Zweikomponentensystems fiihrte in R. pomeroyi DSS-3 zu einem vollstandigen Verlust des
Wachstums auf beiden Ectoinen als alleinige Kohlenstoff- und Stickstoffquelle. Die
Verwendung von Glucose als Kohlenstoffquelle und der Zusatz diverser alternativer
Stickstoffquellen, wie Cholin und y-Crotonobetain, fiihrte in jedem Fall zu einem zeitlich stark
verzdgerten Wachstum (Abb. 13). Der letztendliche Wachstumsertrag wurde jedoch nicht
beeinflusst. In friiheren Studien wurde bereits gezeigt, das sowohl eine Mutation im ntrX-
Gen als auch eine Mutation des homologen ntrC-Gens zu einem verzogerten Wachstum auf
alternativen Stickstoffquellen fuhrt (18). Dass es zu keinem vollstandigen Verlust des
Wachstums kommt, liegt an der gegenseitigen Beeinflussung der ntrBC- und des ntrXY-
Systeme (360). Eine Ausnahme bildete interessanterweise die Verwendung von Ectoin oder
5-Hydroxyectoin als Stickstoffquelle. Das Wachstum war nicht nur stark verzdgert, sondern
erreichte auch nach 69 Stunden nur etwa 1/4 bis 1/5 des Wachstumsertrages des Wildtyps.
Dies deutet auf auf eine essentielle Rolle des NtrXY-Zweikomponentensystems fir die
Transkriptionskontrolle des katabolen 5-Hydroxyectoin/Ectoin-Operons hin. Tatsachlich
zeigte sich die Aktivierung der Transkription ausgehend von P ena als im gleichen Mald stark
eingeschrankt, wie auch nach dem Verlust des AsnC-Regulators (Abb. 32 und 33, Tab. Al).
Der Verlust der Aktivierung kann auf zwei Wegen erklart werden: a) Der Antwortregulator
NtrX interagiert direkt mit dem Pyna und bewirkt als dritter Regulator die Aktivierung der
Transkription der katabolen Gene oder b) Das NtrXY-Zweikomponentensystem bt eine
transkriptionelle Kontrolle auf das asnC-Gen des enuR-uehABC-usp-eutABCDE-asnC-ssd-
atf-Operon von R. pomeroyi DSS-3 aus. Es konnte bereits in friheren Studien gezeigt
werden, dass das Ntr-System der generellen Stickstoffkontrolle die Expression von
Lrp/AsnC-abhangigen Genen beeinflusst (264). Das NtrXY-System kann die Transkription
einer Vielzahl von Genen und Operons direkt positiv oder negativ regulieren (252), dennoch
Ubt es seinen Einfluss in vielen Fallen aber indirekt tber das Adapterprotein Nac (Nitrogen
assimilation control) aus. Nac gehort zu der LysR-Familie von Transkriptionsfaktoren (362)
und reguliert die Expression von Genen, die in den Stickstoffmetabolismus involviert sind
(252,363,364). Dabei ist besonders aufféllig, dass es sich in E. coli bei etwa 2/3 der
beeinflussten Gene oder Operons um solche handelt, die fiir den Transport von alternativen
Stickstoffquellen aus dem Medium verantwortlich sind (252). Eine Nac-Nulldeletion fihrt in

E. coli zu einer Reihe von Phanotypen. Dazu gehdrt unter anderem das verlangsamte
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Wachstum auf Cytosin, schnelleres Wachstum auf Arginin oder die Suppression der
konstitutiven Ntr-Mutante, die das Wachstum auf Serin als alleinige Stickstoffquelle
verhindert (364). Dies und die Beobachtung, dass das Nac-Protein das gabDTPC-Operon
von E. coli (welches, wie in B. subtilis auch, fur den Transport und Katabolismus von y-
Aminobutyrat verantwortlich ist) unter limitierten Stickstoffbedingungen aktiviert (252), spricht
fur eine Beteiligung des Nac-Proteins in den Katabolismus von Ectoin/ 5-Hydroxyectoin in
R. pomeroyi DSS-3 (Abb. 40).

5.4 Modell der transkriptionellen Kontrolle des Ectoin/5-Hydroxyectoin-
Katabolismus in R. pomeroyi DSS-3

Die vorliegenden Studien zeigen, dass die Expression des katabolen enuR-uehABC-usp-
eutABCDE-asnC-ssd-atf-Operon aus R. pomeroyi DSS-3 von zwei Promotoren aus
angetrieben wird. Die Transkription des gesamten Operons erfolgt von einem konstitutiven
Promotor vor enuR und sichert ein basales Level aller beteiligten Proteine auch in
Abwesenheit von Ectoin und 5-Hydroxyectoin (Abb. 15). Ein weiterer, substratinduzierbarer
Promotor befindet sich stromaufwéarts des uehA-Gens und wird in Abwesenheit der
Substrate im Medium durch den PLP-abhdngigen Transkriptionsregulator EnuR reprimiert
(Abb. 15). Befindet sich Ectoin und/oder 5-Hydroxyectoin im Medium werden diese, Uber die
in der Zellmembran vorhandenen spezifischen UehA-Typ TRAP-Transporter (127), in das
Cytoplasma aufgenommen. Der basale Level an vorhandenen katabolen Enzyme ist
ausreichend, um die Substrate abzubauen, wodurch die internen Induktoren des EnuR-
Transkriptionsregulators gebildet werden (Abb. 30 und 31). Die Ausbildung einer externen
Schiff'schen Base zwischen den primaren Aminogruppen der Induktoren und dem PLP des
EnuR, fihrt zu einer Konformationsanderung des Transkriptionsfaktors und damit verbunden
zu einer Derepression und Aktivierung des Promotors vor uehA (Abb. 15). Die vollstandige
Aktivierung der Transkription von diesem Promotor ist aul3er von EnuR auch von AsnC
abhéangig. Das asnC-Gen wird wie enuR ebenfalls in dem katabolen Operon kodiert (Abb. 2).
Die Funktion dieses AsnC-Regulators als Aktivator von Pypa ist essentiell fir das
Wachstum von R. pomeroyi DSS-3 auf Ectoin und 5-Hydroxyectoin (Abb. 12). Eine dritte
wichtige regulatorische Komponente bildet das Zweikomponentensystem NtrXY
(18,266,267). Die Funktionsfahigkeit des Zweikomponentensystems ist entscheiden fir die
effektive Verstoffwechselung der hier untersuchten Aminosdurederivate als alleinige
Kohlenstoff- und Stickstoffquelle und hat direkt oder indirekt einen positiven Effekt auf die
Aktivierung der Transkription ausgehend von Pyena (Abb. 33). Fir diesen Einfluss gibt es
mehrere Moglichkeiten: a) NtrX~P bindet direkt an eine Operatorsequenz im uehA-Promotor

und aktiviert so die Transkription; b) NtrX~P aktiviert die Transkription von asnC; c) NtrX~P
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aktiviert die Transkription der Gene, die fir das Adapterproteins Nac kodieren, welches dann
entweder die Transkription ausgehend von Pyna oder einem Promotor vor asnC positiv
regulieren kann (Abb. 40).

Im Umkehrschluss fihrt eine eventuelle Abnahme der Substratkonzentration im Medium zu
einer verminderten Aufnahme und Umsetzung von Ectoin und 5-Hydroxyectoin in der
bakteriellen Zelle. Folglich sinken die interne Konzentrationen der internen Induktoren des
EnuR-Transkriptionsfaktors. Unterhalb eines bestimmten Schwellenwerts wird die externe
Aldiminbindung in der Effektorbindedoméane von EnuR aufgeltst und wieder durch das
interne Aldimin mit Lysin-302 ersetzt (Abb. 37). EnuR nimmt daraufhin seine urspringliche
Repressorkonformation ein und verhindert die Expression der in cis-liegenden Gene des
Ectoin- und 5-Hydroxyectoin-Transports und -Katabolismus (Abb. 40).
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Abbildung 40: Modell der Ectoin- und 5-Hydroxyectoin-abhangigen Transkriptionsregulation

des Pyena in R. pomeroyi DSS-3

Dargestellt ist das katabole Ectoin/5-Hydroxyectoin-Operon aus R. pomeroyi DSS-3. Gene sind als
Pfeile dargestellt und fur den Regulationsprozess relevante Gene sind hervorgehoben und
beschriftet. Proteine sind als Ovale, Kreise oder Rechtecke dargestellt. Die entsprechenden
regulatorischen Einflisse sind durch Pfeile markiert und je nach Art der Regulation mit einem + oder -
versehen. Hypothetische Reaktionen oder Aktivierungsmechanismen sind mit gestrichelten Pfeilen
dargestellt.

96



Diskussion

In der substratinduzierten Transkriptionskontrolle des katabole 5-Hydroxyectoin/Ectoin-
Genclusters aus R. pomeroyi DSS-3 spielen daher drei Transkriptionsfaktoren eine wichtige
Rolle: EnuR, AsnC und der Antwortregulator NtrX (Abb. 40). Die phylogenetischen
Untersuchungen, die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrt wurden, verdeutlichen, dass
jede der gefundenen 539 putativen 5-Hydroxyectoin/Ectoin-katabolisierenden bakteriellen
Spezies mindestens eines dieser Regulatorgene besitzt (Abb. 35). Insbesondere das
asnC-Gen scheint in der Evolution konserviert, da es bereits in den bakteriellen Spezies,
welche sich an der Wurzel des Baumes befinden, vorhanden ist. Dies zeigt sich auch in der
Tatsache, dass von 539 der untersuchten Stamme nur 45 kein asnC-Gen besitzen. Wie aus
Abbildung 42 zu entnehmen ist, besitzen etwa die Halfte (247 bakterielle Spezies) der
untersuchten Bakteriengenome sogar alle drei Regulatoren. Dies ist in den meisten
Alphaproteobacteria der Fall, konnte aber auch in Gammaproteobacteria und dem einzelnen
Deltaproteobakterium gefunden werden. Die Konservierung von sowohl enuR als auch asnC
in einem Operon und das Vorhandensein eines zusétzlichen konservierten Systems der
Stickstoffkontrolle in diesen Bakterien, lasst den Schluss zu, dass die Regulation der
Transkription des katabolen Ectoin/5-Hydroxyectoin-Operons nach dem beschriebenen
Schema (Abb. 40) nicht nur in R. pomeroyi DSS-3 auftritt, sondern vor allem in der Klasse

der Alphaproteobacteria konserviert ist.
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261 421
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Abbildung 41: Quantitative Verteilung der Transkriptionsfaktoren

Dargestellt ist die Verbreitung der untersuchten Transkriptionsfaktoren aus R. pomeroyi DSS-3 in den
539 putativ 5-Hydroxyectoin/Ectoin-katabolisierenden Organismen. Die Kreise stehen fir die
einzelnen Regulatorgene: gelb fur enuR, grin for asnC und blau fur das ntrXY-
Zweikomponentensystem. Die gro3e Zahl in jedem Kreis entspricht der Anzahl Organismen, die
diesen Regulator entweder im eutD-Gencluste (enuR oder asnC) oder in ihrem Genom (ntrXY)
aufwiesen. Die bezifferten Uberlappunge zwischen den Kreisen zeigen auf, wie viele Organismen

zwei oder sogar alle drei der untersuchten Regulatoren besitzen.

97



Diskussion

5.5 Ausblick

Diese Arbeit beschéftigt sich mit dem Katabolismus von Ectoin und 5-Hydroxyectoin durch
das marine Bakterium R. pomeroyi DSS-3. Es konnten nicht nur Einblicke in die Physiologie
des Alphaproteobakteriums gewonnen werden, sondern es wurden auch ausfihrliche
Untersuchungen zu der genetischen Kontrolle der Expression der katabolen Gene und des
TRAP-Transportersystems durchgefiihrt. Diese komplexe Transkriptionskontrolle ist neben
dem Hauptregulator EnuR, welcher als Repressor und Aktivator wirkt, auRerdem von einem
Protein der 'feast and famine'-Familie von Transkriptionsregulatoren, AsnC, und dem
Zweikomponentensystem der generellen Stickstoffkontrolle, NtrXY, abhéngig (Abb. 40).
Dennoch bleiben viele offene Fragen, die in zukinftiger Arbeit adressiert werden missen.

1. Wo binden EnuR und die anderen Transkriptionsfaktoren im P.na? Uberlappen die
DNA-Bindemotive dieser Proteine oder erfolgt die Promotorerkennung separat
voneinander?

Diese Fragen konnen mit Hilfe von DNase I-Footprinting-Analysen geklart werden.
Voraussetzung ist dabei, dass nicht nur EnuR stabil Uberproduziert werden kann, sonder
auch AsnC und NtrX.

2. Die Interaktionen zwischen den Transkriptionsregulatoren.

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Regulationsmodelle vorgestellt, in der vor
allem AsnC und das Zweikomponentensystem NtrXY in unterschiedlichen Abhéngigkeiten
zueinander stehen und sich damit verschiedene Mdglichkeiten fir deren Einfluss auf Pyena
erschlieRen. Wie genau das regulatorische Netzwerk funktioniert, lasst sich zunachst durch
Deletionen von zwei oder mehreren dieser Regulatorgene im Chromosom von R. pomeroyi
DSS-3 bestimmen. Da bisher nur ein effektiver Selektionsmarker fir R. pomeroyi DSS-3

bekannt ist,missen markerfreie Deletionen erstellt werden.

3. Was ist der Induktor von EnuR, wenn R. pomeroyi DSS-3 auf 5-Hydroxyectoin als
Kohlenstoff- und/oder Stickstoffquelle wachst?

Der interne Induktor von EnuR, wenn R. pomeroyi DSS-3 auf 5-Hydroxyectoin als
Kohlenstoff- und/oder Stickstoffquelle wéchst, wird durch die Enzyme EutA, EutB und/oder
EutC gebildet. Um eine genaue Aussage Uber die Art der chemischen Verbindung und deren
Ursprung treffen zu kdnnen, missen die benannten Gene zunéchst im einzelnen deletiert
und der Einfluss der Deletionen auf die Genexpression ausgehend von Pya ermittelt
werden. Putative Induktoren muissen dann moglicherweise Uber chemische Synthesen

gewonnen werden, da sie, wie a-ADABA auch, nicht kommerziell erwerblich sind.
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4. Was ist der Ligand von AsnC?
Diese Frage, lasst sich wie fir EnuR auch, mittels Thermophorese bestimmen. Wie bereits
erwahnt, setzt dies die stabile und quantitative Uberproduktion des AsnC-Proteins voraus;

dies ist in bisherigen Versuchen nicht gelungen.

5. Wie erfolgt die Reizerkennung durch die Sensorkinase NtrY?

Interessanter Weise besitzt die Sensorkinase NtrY einen langen extrazellularen Bereich
(~ 200 bp) der moglicherweise der Bindung von Ectoin und 5-Hydroxyectoin dienen konnte.
Ob dieser externe Bereich fur die Erkennung von Ectoinen aulRerhalb der Zelle erforderlich
ist, oder ob die Aminoséurederivate zundchst Uber den TRAP-Transporter aufgenommen
werden mussen um erkannt zu werden, lasst sich bestimmen indem dieser extrazellulare
Bereich der Sensorkinase Uuberproduziert und in Interaktionsstudien mit Ectoin und
5-Hydroxyectoin eingesetzt wird. Eine Thermophorese-Experiment, wie zuvor beschrieben,
waren eine geeignete Untersuchungsmethode.

6. Die biochemische Charakterisierung von EutD aus R. pomeroyi DSS-3.

EutD ist das Schlisselenzym des Katabolismus von Ectoin und 5-Hydroxyectoin. Fir
EutD/DoeA aus H. elongata konnte bereits gezeigt werden, dass dieses Ectoin sowohl zu
a-ADABA, als auch y-ADABA hydrolysiert (128). Da R. pomeroyi DSS-3 aber im Gegensatz
zu H. elongata keine Ectoin-Synthesegene besitzt, stellt sich die Frage, ob die enzymatische
Reaktion von EutD ebenfalls zu beiden Reaktionsprodukten fihrt, oder ob dieses
ausschlieBlch spezifisch a-ADABA bildet. Dies lasst sich in einem Enzym-Assay bestimmen,
da beide Reaktionsprodukte in einer HPLC-Analysen identifiziert werden kénnen. Dies setzt
ebenfalls voraus, dass die Ectoin-Hydrolase erfolgreich tberproduziert werden kann. Die
codonoptimierte heterologe Uberproduktion von EutD in E. coli war bisher nicht erfolgreich
und resultierte in sehr geringen Konzentrationen von gelostem Protein. Mdglicherweise
wirde die Nutzung alternativer Expressionssysteme, wie lac oder tet-Promotoren, oder die
homologe Expression der entsprechenden Gene in R. pomeroyi DSS-3 unter Kontrolle des

I:)uehA-
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6. Material und Methoden

6.1. Material

6.1.1 Gerate

Tabelle 2: Laborgeréte und Hilfsmittel

Bezeichnung Quelle

4800 MALDI TOF/TOF "Analyzer Applied Biosystems
Bottletopfilter BT50 0.2 Sarstedt
Gelfiltrationssaulen IBA
Electrophoresis Power Supply E455 Consort
Elektrophorese-Apparaturen fur Mini-Gele BioRad

Gene Pulser X cell Elektroporations System BioRad

Genesys 10S UV-Vis Spectrophotometer Thermo Scientific
Feinwaage Precusion plus OHAUS®

FPLC ,Aktapurifier' UPC-900 AmershamPharmaciaBiotech
French Press Aminco
Gelfiltrationsséulen IBA

Gel Jet Imager INTAS GmbH
Glaskolben VWR
Halbmikro-Kivetten Sarstedt

HPLC 1260 Infinity Agilent Technologies
HPLC SauleGram.Sil 100 Amino-1 PR, 3 um Grace

HPLC Saule Gemini,5U C18 110A (150x4.6 5 micron) Phenomenex
Hubpipetten GILSON
Hubpipettenspitzen Sarstedt
Laborzentrifugen Mikro20 Hettich
Massenspektrometer Synapt G2Si
Mikroskop Nikon SMZ800 Nikon
MiniProtean® Il Apparatur Bio-Rad

NanoDrop ND-1000 NanoDrop

Nylon Membran (NytranN) Schleicher&Schuell

Parafilm

Perfusor

Perfusor-Spritze

PeqStar® PCR System
pH-Messgerate WTW
Pipettenspitzen
Prazessionswaage CPI24S
Reaktionsgefalie, 1,5 ml
Reaktionsgefalie, 2 mi
Schuttelinkubator INNOVA 44
Sorval RC-5B

100

American National Can

B. Braun Biotech International
B.Braun Biotech International
Peqglab

Inolab

Sarstedt

Sartoriuos

Sarstedt

Sarstedt

New Brunswick Scientific
DuPont Instruments
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Bezeichnung

Quelle

Spektralphotometer Ultrospec2100 pro
Spritzen

Stammhaltungsréhrchen
STREP-Tactin®-Superflow® Séulen
Ultraschallsonde LABSONIC U

Amersham/Bioscience

B. Braun Biotech International
Sarstedt

IBA GmbH Bio TAGnhology

B. Braun Biotech International

UV-Transilluminator Bio Imaging System Syngene
6.1.2 Chemikalien

Tabelle 3: Chemikalien

Bezeichnung Quelle

Acrylamid 4K-L6sung (30 %) Mix 37,5:1
Acrylamid 4K-Lésung (40 %)
Agarose
4-Aminobenzoeséaure
Ammoniumacetat
Ammoniumcholrid
Ammoniumpersulfat (APS)
Anhydrotetracyclin (AHT)
Bisacrylamid 4K-L6sung (2 %)
Borsaure

Bromphenolblau

Calciumchlorid-Dihydrat
Casein-Hydrosylat
Chloroform

Chlorwasserstoffsaure
Citronensaure

Cobalamin (Vitamin B12)
Coomassie-Silver Blue G250
d-Biotin (Vitamin B7)

Desthiobiotin

D-Glucose

Diammoniumsulfat
Dikaliumhydrogenphosphat
Dinatriumhydrogenphosphat
Dithiothreitol (DTT)
Deoxynukleosidtriphosphat-Mix(dNTP)
Deoxyadenosintriphosphat (dATP)
Deoxycytosintriphosphat (dCTP)
Deoxyguanosintriphosphat (dGTP)
Deoxythymidintriphosphat (dTTP)
Ectoin

Eisensulfat-Heptahydrat
Essigsaure
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AppliChem GmbH
AppliChem GmbH
PegLab Biotechnologie GmbH
Fluka

Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH
Sigma®

IBA GmbH
AppliChem GmbH
Carl Roth GmbH
Sigma Aldrich®

Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH

Carl Roth GmbH

Carl Roth GmbH

Fluka

Carl Roth GmbH

Biomol

IBA GmbH

Sigma®

Carl Roth GmbH

Carl Roth GmbH

Carl Roth GmbH

GE Healthcare

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Bitop

Carl Roth GmbH

Carl Roth GmbH
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Bezeichnung

Quelle

Ethanol (vergéllt, unvergéllt)
Ethidiumbromid
Ethylendiamintetra-Essigsaure (EDTA)
Ficoll

Folsaure

Glucose

Glycerin

Glycin

Glycinbetain

Harnstoff

Hefeextrakt
4'-Hydroxyazobenzen-2-Carboxylsaure (HABA)
5-Hydroxyectoin
Isopropyl-B-D-Thiogalactopyranosid (IPTG)
Isoamylalkohol

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat

Lennox LB Agar

Liponsaure

Luria-Bertani-Medium
Magnesiumchlorid

Magnesiumsulfat

Methanol

Monomethylamin
3-Morpholinopropansulfonat(MOPS)
Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumhydroxid
Nicotinamidadenindinukleotid (NAD)
Nicotinsaure (Vitamin B3)
o-Nitrophenyl-B-D-Galactopyranosid (ONPG)
Pantothenat (Vitamin B5)
Polyethylenglycol 8000

Pyridoxin (Vitamin B6)

Sea Salt

Sodiumdodecylsulfat (SDS)
Tetramethylethylendiamid (TEMED)
Thiamin (Vitamin B1)
Trishydroxymethylaminomethan(Tris)
Triton X-100

Tween

Xylencyanol

Carl Roth GmbH
Fluka®

Carl Roth GmbH
Serva

Fluka

Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH
Sigma

MERCK

Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH
Bitop

Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH
INVITROGEN™
Fluka

Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH

Carl Roth GmbH
MERCK

Sigma Aldrich
Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH
Gerbu

Fluka

Serve

Fluka

Carl Roth GmbH
Fluka

Sigma Aldrich
Carl Roth GmbH
AppliChem
Fluka

Carl Roth GmbH
Applichem
Serva

Carl Roth GmbH
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6.1.3 Kits

Tabelle 4: Verwendete Kits

Name Hersteller
GeneJet Gel Extraction Kit Thermo Scientific
High Pure Plasmid Isolation Kits Roche

High Pure PCR product Purification Kit Roche

DIG-RNA labeling Mix Roche

Dig Northern Starter Kit Roche

Quick Change Lightning Site-directed mutagenesis Agilent

6.1.4 Antibiotika
Tabelle 5: Verwendete Antibiotika

Antibiotikum Endkonzentration Endkonzentration Hersteller

E. coli R. pomeroyi DSS-3
Rifampicin 20 ug/mi SERVA
Ampicillin 100 pg/ml Carl Roth GmbH
Spectinomycin 50 pg/mi 150 pg/ml Sigma
Gentamycin 5 pg/ml 20 pg/mi Carl Roth GmbH
Kanamycin 50 ug/mi 80 ug/ml SERVA
6.1.5 Enzyme und Standards
Tabelle 6: Verwendete Enzyme
Bezeichnung Hersteller

EcoRlI

Lysozym

Phusion Polymerase

Pstl

Shrimp alkalische Phosphatase
T4-Ligase

T7-RNA Polymerase

Xbal

Thermo Fisher Scientific

Carl Roth GmbH

Im Labor Uberexpremiert und aufgereinigt
Thermo Fisher Scientific

Roche

Thermo Fisher Scientific

Roche

Thermo Fisher Scientific

Tabelle 7: Verwendete Standards

Bezeichnung

Hersteller

MassRuler'" DNA Ladder
PageRuler'Prestained Protein Ladder

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific

6.1.6 Datenbanken und Tools

Tabelle 8: verwendete Datenbanken und Tools

Bezeichnung Quelle

BioEdit IBIS Biosciences

ImageJ Java

Interactive Tree of Life (iTOL) Letunic and Bork, 2011

ClustalQ Larkin et al., 2007

Department of Energy Joint Genome Institute (293,365)

NCBI-pubmed National Center for Biotechnology Information
ProtParam (Expasy Server) (284)

Tm-Calculator

https://www.finnzymes.fi/tm_determination.html
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6.1.7 Allgemeine Puffer
Tabelle 9: 5-fach AP-Puffer

Chemikalien Endkonzentration

Tris 100 mM
NaCl 100 mM
MgCl, 5 mM

— A. bidest ad 1l, pH 9,5

Tabelle 10: TE-Puffer

Chemikalien Menge

Tris 1,21 g
EDTA 0,292 g
— A. bidest ad 11, pH 8,0

Tabelle 11: 10-fach TBE-Puffer

Chemikalien Menge

Tris 108 g
Borsaure 55 g
EDTA 5,85 g

— A. bidest ad 1, pH 8,3

6.2 Methoden

6.2.1 Stammhaltung

Die Langzeitlagerung von Bakterienstdmmen wurde durch die Anlegung von Glycerin-kulturen
ermdglicht. Dazu wurde eine einzelne, auf LB-Agar wachsende Kolonie, in LB-Medium mit dem
entsprechenden Selektionsmarker aerob tber Nacht inkubiert. AnschlieBend wurde die Kultur mit
sterilem 86 % (v/v) Glycerin im Verhaltnis 1:4 versetzt und jeweils 2 ml in Stammhaltungsréhrchen

Uberfiihrt. Die so gewonnenen Glycerinkulturen wurden bei — 80°C gelagert.

6.2.2 Medien und Wachstumsbedingungen

Die Kultivierung von E. coli-Stdmmen erfolgte aerob auf Luria Bertani (LB) Agarplatten (366) oder in
LB-FliRigmedium bei 37°C. Um auf rekombinante Plasmide selektieren zu koénnen, wurden die
entsprechenden Selektionsmarker, den Angaben in Tabelle 5 entsprechend, hinzugegeben. Fir die
Uberproduktion der EnuR-Proteine, wurden Zellen des E. coli B Stamms BL21 (DE3)(367) in 1 x
Minimal Medium A (MMA) (273) kultiviert. R. pomeroyi DSS-3 (14) und seine Rif® Derivate wurden
routinemanig auf ¥ YTSS Agarplatten (368) vermehrt. Fir Wachstumsversuche im FliRigmedium
wurde R. pomeroyi DSS-3 in einem definierten Basalmedium kultiviert (369), welches mit einigen
Modifikationen Ubernommen wurde. Die zugesetzten Komponenten sind in der untenstehenden

Tabelle aufgefiihrt. Dem Medium wurden 0,1 mM Methionin, 0,1 mM Serin und 0,1 mM Glutamat
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zugesetzt, da diese eine deutliche Verbesserung des Wachstums von R. pomeroyi DSS-3 und seinen
Derivaten zu Folge hat (Daten nicht gezeigt). Standartmaflig wurde Glucose (28 mM) als
Kohlenstoffquelle und Ammoniumchlorid (NH4CI) (0,2 mM) als Stickstoffquelle fiir R. pomeroyi DSS-3
verwendet. Die entsprechenden Selektionsmarker wurden, wie in Tabelle 4.1.4 aufgefihrt,

hinzugegeben.

Tabelle 12: Luria-Bertani-Medium (LB-Medium), flussig

Chemikalien Menge

LB Base 20 g
— A. bidestad 11, pH 7

Tabelle 13: Luria-Bertani-Medium (LB-Medium), fest

Chemikalien Menge
LB-Medium flussig 1 I
Agar 15 g

Tabelle 14: Y2 YTSS

Chemikalien Menge
Trypton 1,25 g
Yeast extract 2 g
Seesalz 20 g
— A. bidestad 1|

Tabelle 15: %2 YTSS, fest

Chemikalien Menge

Y% YTSSflussig 1 I
Agar 15 g
Tabelle 16: 10 x Minimal Medium A (MMA) (273)

Chemikalien Menge
Na,HPO, 105 g
KH,PO, 45 g
(NH4)SO, 10 g
Natriumcitrat 5 g
— A. bidestad 11, pH 7

Tabelle 17: 1 x MMA (273)

Chemikalien Menge

10 x MMA 100 ml
Glucose 0,5 %
Caseinhydrolysat 0,5 %
Thiamin 1 mg
MgSO, 1 mM

— A. bidestad 1|
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Tabelle 18: 5 x Minimal Medium 63 (M63) (370)

Chemikalien Menge
KH,PO, 68 g
(NH4)SO, 10 g
FeSO, * 7H,0 2,5 g
— A. bidestad 1 |, pH 7 mit KOH

Tabelle 19: 5 x M63 mit 0,4 M NaCl (370)

Chemikalien Menge

M63 1 X
NaCl 400 mM
Glucose 1 %
MgSO, * 7H,O 1 mM
Ectoin oder 5-Hydroxyectoin 20 mM
Tabelle 20: Basalmedium fir R. pomeroyi hach Baumann et al.(369)
Chemikalien Menge

MOPS (ph 7,5) 50 mM
NaCl 200 mM
KCI 10 mM
NH,CI 200 mM
KoHPO, 33 mM
CaCIZ 10 mM
FeSO, 100 mM
Vitamin Mix A 1x

Vitamin Mix B 1x

Methionin 0,1 mM
Serin 0,1 mM
Glutamat 0,1 mM

Als Kohlenstoffquellen wurden Glucose, Ectoin oder 5-Hydroxyectoin jeweils in einer Konzentration
von 28 mM verwendet. Wenn Ectoin und 5-Hydroxyectoin alleinige Kohlen- und Stickstoffquelle sein

sollten, wurde das NH,CI durch H,O ersetzt.

Tabelle 21: Basalmedium fir R. pomeroyi , fest (369)

Chemikalien Menge
Basalmedium, flissig 1 I
Agar 15 g

Tabelle 22: 200 x Vitamin Mix A

Chemikalien Menge

d-Biotin 7.8 mg
Nicotinsaure 15,6 mg
Liponséaure 15,6 mg
Folsaure 15,6 mg

— A. bidest ad 1|
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Tabelle 23: 200 x Vitamin Mix B

Chemikalien Menge

Panthotenat 15,6 mg
Pyridoxin 15,6 mg
Thiamin 15,6 mg
4-Aminobenzoesaure 15,6 mg
Cobalamin 0,32 mg

— A. bidest ad 1|

Alle aufgefiihrten Nahrmedien wurden in einem Autoklaven bei 121°C mit A. bidest fir

60 min sterilisiert. Hitzesensitive Bestandteile wurden steril-filtriert.

6.2.3 Bestimmung der Zelldichte

Die Bestimmung der Zelldichte einer Bakterienkultur erfolgte photometrisch durch die Messung der
optischen Dichte (OD) bei einer Wellenlange von 578 nm. Als Blindwert diente dabei das nicht
beimpfte Wachstumsmedium. Bei einer ODs7g groRer als 0,5 erfolgte eine entsprechende Verdiinnung

der Bakteriensuspension. Eine ODs7g von 1 entspricht ca. 1 X 10° Zellen/m (371).

6.2.4. Herstellung chemisch kompetenter Zellen (372)

Aus einer Ubernachtkultur von E.coli-Zellen wurden 100 ml LB auf eine ODs5 von 0,05 angeimpft. Die
Kultur wurde auf eine ODsg; von 0,6 angezogen und 20 Minuten auf Eis gestellt. Im Anschluss wurden
die Zellen bei 4°C und 4000 x g fur 20 Minuten abzentrifugiert und in 50 ml eiskaltem Puffer 1
resuspendiert. Es folgte ein weiterer 20 minitiger Zentrifugationsschritt bei 4°C und 4000 x g. Das
dabei entstehende Pellet wurde mit 5 ml eiskaltem Puffer 1 gewaschen und anschlieend erneut wie
beschrieben zentrifugiert. Die Zellen wurden in 1,5 ml Puffer aufgenommen und 150 pl Aliquots bei -

80°C eingefroren.

Tabelle 24: Losung 1 fur die Herstellung komp. Zellen

Chemikalien Endkonzentration

CacCl, 100 mM

Tabelle 25: Losung 2 fur die Herstellung komp. Zellen

Chemikalien Endkonzentration
CaCl, 100 mM
Glycerin 10 %

6.2.5 Transformation chemisch-kompetenter Zellen

2 pyl einer Plasmidlésung oder 10 pl des Ligationsgemisches wurden in ein Eppendorf-Reaktionsgefald
pipettiert und anschlieBend in ein Eisbad gestellt. Es wurden 75 ul chemisch kompetenter E.coli-
Zellen hinzugefiigt und 30 Minuten auf Eis gestellt. Die Reaktionsgeféafe wurden 45 sec in ein 42°C

warmes Wasserbad gelegt und anschlieBend fur 2 Minuten auf Eis gestellt, bevor 200 ul LB-Medium

107



Material und Methoden

hinzugegeben wurde. Die Zellen wurden fir 60 Minuten bei 37°C aerob inkubiert und auf Antibiotika-

haltigen LB-Platten ausplattiert.

6.2.6 Triparental Mating

Der Transfer von Plasmiden aus dem Rif° E. coli-Stamm DH5a in den Rif* R. pomeroyi Stamm J470
wurde mit Hilfe von Triparental Mating Experimenten (Konjugation) erreicht. Ein E. coli DH5a-Stamm
mit dem Helferplasmid pRK2013 (Abschnitt 4.5), der E. coli DH5a-Stamm, welcher das zu
transferierende Plasmid trug und der R. pomeroyi-Wildtypstamm J470 wurden in ihren
entsprechenden Vollmedien Uber Nacht bei 30°C bis zum Eintritt in die stationare Phase kultiviert.
Dabei wurden den Medien keine Antibiotika zugesetzt. Durch Zentrifugation (4000 x g) wurden
Zellpellets von je 1 ml jeder E.coli Kultur und 2 mL R. pomeroyi J470 Kultur gemeinsam in ein
Eppendorf-Reaktionsgefald geerntet, im verbleibenden Medium resuspendiert und dabei durchmischt.
Die Zellsuspension wurde auf steriles 595 %2 S & S Filterpapiere (Schleicher & Schuell, Deutschland)
pipettiert und auf Basalmediums-Agarplatten bei 30°C fur 24 h inkubiert. AnschlieRend wurden die
Zellen in 1 ml 1/2 YTSS aufgenommen und 10- und 100-ul-Aliquots auf 1/2 YTSS Agarplatten mit
entsprechenden Antibiotika ausplattiert. Die Platten wurden fiir 2 bis 3 Tage bei 30 ° C inkubiert. Die
R. pomeroyi DSS-3 Kolonien wurden dann auf ihre gewilinschte Antibiotika-Resistenz/-Sensitivitat
getestet. Dieses Verfahren wurde sowohl fir die Plasmide verwendet, die in R. pomeroyi DSS-3
replizieren kénnen (Derivate des lacZ-Fusionsvektor pBIO1878), als auch jene, die ins Genom
integrieren (Derivate des Suizid-Vektors pK18mobsacB). Die R. pomeroyi J470 Stamme, welche
Derivate des replikativen Plasmids pBIO1878 tragen, sind Rif? und SpecR. Mutanten, die von R.
pomeroyi J470 abgeleitet sind und chromosomale Deletionen tragen, sind Rif*, Gm"® (Anwesenheit

der chromosomalen Insertion) aber Kan® (Verlust des pK18mobsacB Riickgrads).

6.2.7 Mechanischer Zellaufschluss

6.2.7.1 Zellaufschluss in einem diskontinuierlichem Hochdruck-Homogenisator
(French Press)

Die French Press wurde 1950 entwickelt (373) . Die Methode beruht auf der starken Verformung von
Bakterienzellen unter hohem Druck und der anschlieBenden Dekompression dieser. Die
Bakterienzellwand kann den entstehenden Scherkréften und Kavitationseffekten nicht standhalten
und platzt.

Fur diese Art des Zellaufschlusses wurden die Zellen in 30 ml Waschpuffer (Abschnitt 4.2.9.2)
resuspendiert, in die gekuhlte French-Press-Kammer gegeben und anschlielBend ein Druck von 900
psi (das entspricht 6205,28 kPa) aufgebaut. Nach Offnung des Ablassventils konnte die Probe
tropfenweise in einem gekuhlten Falcon aufgefangen werden. Dieser Vorgang wurde mehrfach
wiederholt. AnschlieBend wurde das Zelllysat fir 30 min bei 4°C und 35.000 x g zentrifugiert. Der
Proteintberstand wurde in ein neues Reaktionsgefald tberfihrt.
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6.2.7.2 Zellaufschluss mit Hilfe eines Ultraschallhomogenisators

In einem Ultraschallhomogenisator werden mechanische Schwingungen erzeugt, welche auf das
Medium Ubertragen werden. Kavitationserscheinungen im Bereich unmittelbar vor der Sonde sind die
Folge. Bei einer kritischen Grofle von 150 ym implodieren die Kavitationsblasen und setzen dabei
Wirbel mit hoher Scherkraft frei (374). Die bakterielle Zellwand wird als Folge dieser zerstort.

Das Zellpellet wurde in 30 ml Waschpuffer resuspendiert (Abschnitt 4.2.9.2). Der mit einer Titan-
Sonde (12 mm Durchmesser) ausgestattete Ultraschallprozessor wurde zunachst mit Wasser und
anschlieBend mit Ethanol gereinigt, um alte Zellriickstdnde zu entfernen. Die Sonde wurde etwa 5
mm tief in die Probe gehalten. Die Ultraschallfrequenz wurde bei 54 W erzeugt und hatte eine
Impulsfrequenz von 0,7 Sekunden. Zur Vermeidung von Uberhitzung der Probe befand sich das
Falcon stets in einem Eisbad. Zusatzlich wurden zwischen den Aufschlussvorgangen Pausen von
einer Minute eingehalten.

6.2.8 Arbeiten mit DNA

6.2.8.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Zur Amplifikation spezifischer Genomabschnitte wurde die Polymerase-Kettenreaktion verwendet
(375). Die Durchfuhrung erfolgte nach Standardprotokoll (376) unter Verwendung der Phusion DNA-

Polymerase. Chromosomale DNA oder Plasmid-DNA diente als Matritzen-DNA.

Tabelle 26: Reaktionsansatz flur die Phusion-Polymerase PCR

Chemikalien Endkonzentration

5 x Phusion HF Puffer 1x

dNTPs 200 MM jedes dNTPs
forward primer 10 pM

reverse Primer 10 pM

template DNA (20-40 ng/ul) 2,5 Ml

Phusion DNA Polymerase 2 U

— A. bidest ad 50 pl

Tabelle 27: Reaktionsverlauf der Phusion-Polymerase PCR

Schritt Temperatur Zeit Anzahl Cyclen
Initiale Denaturierung 98°C 30 sec 1
Denaturierung 98°C 10 sec

Annealing Tm+°C 20 sec } 35
Elongation 72°C 15 sec

Finale Elongation 72°C 10 min 1
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6.2.8.2 Agarosegelelektrophorese

Um DNA-Fragmente entsprechend ihrer GréRe aufzutrennen, wurden 0,8 % (w/v) oder 2 % (w/v)
Agarosegele verwendet (371). Im Mikrowellenherd wurde die Agarose in TBE-Puffer vollstéandig
gequollen und bis zur weiteren Verwendung bei 60°C aufbewahrt. Die nach dem Giel3en geharteten
Gele wurden in eine mit 1 x TBE-Puffer gefilite Laufkammer Uberfuhrt. Die DNA-Proben wurden mit 1
x DNA-Probenpuffer versetzt und anschlielend in die vorgesehenen Geltaschen gegeben. Ein
geeigneter GrolRenstandard wurde ebenfalls aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei 120 V. Das
interkalierende Agenz Ethidiumbromid ermdglichte nach dem Lauf die Sichtbarmachung der DNA-

Strange mittels UV-Strahlung auf dem Gel Jet Imager.

Tabelle 28: DNA-Probenpuffer

Chemikalien Menge

Glycerin 5,0 ml
Bromphenolblau 5,0 mg
Xylencyanol 5,0 mg

— ad 5 ml 1-fach TBE, pH 8,3

6.2.8.3 Isolation von DNA aus DNA-Agarosegelen

Der gesamte PCR- bzw. Restriktionsansatz wurde mit 1 x DNA-Probenpuffer versetzt und auf ein 0,8
% bzw. 2 % (w/v) Agarosegel aufgetragen. Zusatzlich wurden 2 pl desselben Ansatzes in einer
benachbarten Geltasche als Kontrollspur mitgefihrt. Die Kontrollspur und der GroRenstandard
wurden nach dem Lauf vom Rest des Gels getrennt. Dadurch konnten die gesamte PCR-
Produktbande aus dem Gel ausgeschnitten werden, ohne sie vorher mittels UV-Bestrahlung zu
visualisieren. Im Anschluss erfolgte die Aufreinigung aus dem Gel entsprechend der Vorschrift des
QIAquick Gel Extraction Kits von Qiagen.

6.2.8.4 Restriktion, Dephosphorylierung und Ligation von DNA

Grundlage der Mutantenkonstruktion waren genspezifische Primer, die der Amplifikation des
gewilnschten Abschnitts der chromosomalen DNA aus Ruegeria pomeroyi DSS-3 diente. Sowohl am
forward-, als auch am reverse Primer wurden Schnittstellen fur eine Restriktionsendonuklease
angefiigt. Nach der Durchfihrung einer PCR mit der Phusion-Polymerase wurden die DNA-
Fragmente aus einem Agarosegel aufgereinigt. Der Zielvektor wurde ebenfalls mit den
entsprechenden Restriktionsendonukleasen restringiert. Um eine Re-Ligation des linearisierten
Vektors zu verhindern, wurde dieses fiir 1,5 Stunden bei 37°C mit alkalischer Phosphatase behandelt.
Die anschlief3ende Ligation von Vektor und PCR-Produkt mit Hilfe der T4-DNA-Ligase wurde bei 4°C
Uber Nacht durchgefiihrt. Die eingesetzten Enzyme- und DNA-Mengen und die Auswahl des Puffers
entsprachen den Angaben des Herstellers (Fermentas, St. Leon-Rot). Im finalen Schritt wurde der
Ligationsansatz fir 10 min zu 37°C gestellt, um noch nicht vollstandig ligierte Abschnitte zu

verbinden.
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6.2.8.5 Konstruktion von Plasmiden

Die transkriptionellen lacZ -Reportergenfusionsplasmiden pBAS19, pBAS20 und pBAS21 wurden wie
folgt konstruiert. Fir pBAS19 (Penyr-1acZ) wurden 1097 bp stromaufwérts von enuR und die ersten 66
Basenpaare des enuR-Gens (Abb. 3) mittels Phusion DNA-Polymerase und den DNA-Primern
lacZenuR_up_for and lacZenuR_Pstl_rev (Abschnitt 4.4) von genomischer R. pomeroyi DSS-3 -DNA
amplifiziert. Das amplifizierte DNA-Fragment wurde mit Hilfe des High Pure PCR product Purification
Kits (Abschnitt 4.1.3) gereinigt und mit EcoRI und Pstl (Abschnitt 4.1.5) entsprechend der
Herstellerempfehlung restriktionsverdaut. Diese wurden in den entsprechend linearisierten lacz-
Fusionsvektor pBIO1878 (43) legiert. Gleichermalf3en wurde fir die Konstruktion von pBAS20 und
pBAS21 verfahren. Das chromosomale 0,5 kb DNA-Fragment in pBAS21 (P ena-lacZ) umfasst 308 bp
des 5 '-Endes des enuR-Gens, die 97 bp enuR-uehA intergene Region und 28 bp des uehA Gens
(Abb. 3). Dieses DNA-Fragment wurde mit Hilfe des lacZuehA_EcoRI_for und lacZuehA_ Pstl_rev
Primers (Abschnitt 4.4) amplifiziert. Fur die Amplifikation des DNA-Fragments fir die Konstruktion von
pBAS20 wurden die Primer lacZenuR_up_for und lacZuehA_Pstl_rev (Abschnitt 4.4) verwendet. Das
Plasmid enthalt daher ein Insert (2.617 bp), bestehend aus 1097 bp stromaufwarts von enuR, dem

gesamten enuR-Gen, die 97 bp enuR-uehA intergene Region und 28 bp des uehA Gens (Abb. 3)

Zur Konstruktion der A(enuR-uehABC-usp-eutABCDE-asnC-ssd-atf::Gm)1  (Stamm ASRG6),
A(enuR::Gm)l (Stamm ASR7), A(eutD:Gm)l (Stamm ASRS8), A(ntrXY::Gm)l (Stamm
ASR9),A(asnC-ssd-atf::Gm)1 (Stamm ASR10), A(eutABC::Gm) 1 (Stamm ASR11), A(eutABCDE-
asnC-ssd-atf::Gm) 1 (Stamm ASR12) und A(ssd-atf::Gm)l (Stamm ASR14) Mutanten des R.
pomeroyi Stamms J470 wurden 600 bp Fragmente stromaufwarts und stromabwarts der jeweiligen
genomischen Bereiche (Abb. 3) durch PCR unter Verwendung von benutzerdefinierten Primern
(Abschnitt 4.4) amplifiziert. Eine Gentamycin-Resistenzkassette wurde von p34S_Gm (377)
(Abschnitt 4.5) amplifiziert. Die drei zusammengehorigen DNA-Fragmente wurden in den Suizid-
Vektor pK18mobsacB (linearisiert mit EcoRI / Xbal) gemall dem Gibson-Verfahren (378) kloniert.
Dabei entstanden die in Abschnitt 4.5 aufgefuhrten Plasmide. Die A(enuR-uehABC-usp-eutABCDE-
asnC-ssd-atf ::Gm)l-Deletion umfasst das gesamte Gencluster des Ectoin- und 5-Hydroxyectoin-
Katabolismus (14220 bp). Die A(enuR::Gm)1-Deletion entfernt 975bp (entspricht den Aminosauren 1-
325 von EnuR) aus dem R. pomeroyi DSS-3 Chromosom. Die A(eutABC::Gm)1-Mutation umfasst die
2775 bp zwischen dem ATG-Startcodon von eutA und dem TGA-Stoppcodon von eutC. Die
A(eutD::Gm)1-Deletion umspannt das gesamte eutD-Gen (1188 bp). Die A(ntrXY::Gm)l-Mutante
entfernt die Gberlappenden Gene ntrY und ntrX (3.695 bp) aus dem bakteriellen Genom. Die A(asnC-
ssd-atf::Gm)1-Mutation entfernt 3.611 bp, beginnend am ATG-Startcodon von asnC und endend beim
TGA-Stoppcodon von atf. Die A(ssd-atf::Gm)1-Deletion umfasst die DNA-Sequenz vom ATG des ssd-
Gens bis zum TGA von atf (3004 bp). Im A(eutABCDE-asnC-ssd-atf::Gm)1-Stamm sind 8603 bp aus

dem Operon entfernt, am ATG von eutA beginnend und bei TGA von atf endend.
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Abbildung 42: Konstruktion einer Deletion-Insertions-Mutante in R. pomeroyi DSS-3

Schematische Darstellung zur Konstruktion einer Gendeletion in R. pomeroyi DSS-3. Die Lage der
verschieden Primer, die zur Amplifikation der 5° Flanke, 3‘ Flanke sowie der Antibiotika-Kassette
bendtigt werden, sind gekennzeichnet- Die drei entstehenden Fragmente werden mit Hilfe des
Gibbson-Assemblys in den pK18mobsacB-Vektor legiert. Das entstehende Plasmid wurde in R.

pomeroyi DSS-3 konjugiert.

Fur die Konstruktion eines Expressionsplasmids fir das R. pomeroyi DSS-3 EnuR-Protein wurde das
entsprechende Gen aus R. pomeroyi DSS-3 fur die Expression in E. coli codonoptimiert (GenBank
accession number KU891821) und synthetisch hergestellt (Life Technologies, Darmstadt,
Deutschland). Das synthetische Gen wurde aus dem vom Lieferanten bereitgestellten Plasmid tber
eingefugte Sfil-Restriktionsschnittstellen befreit und mittels Lgul-Restriktion und anschlieRende
Ligation in den Donorvektor pENTRY-IBA20 (Gottingen, Deutschland IBA GmbH) kloniert. Das
resultierende Plasmid pBAS2 (Abschnitt 4.5) wurde entsprechend des IBA-Gate-Klonierungssystems
mit Esp3l restringiert und gleichzeitig in den Expressionsvektor pASG-IBA3 ligiert. In dem
resultierenden Plasmid pBAS3 wird das 3'-Ende der Sequenz an ein kurzes DNA-Fragment fusioniert,
welches fur die zehn Aminosauren des Strep-Tag-ll Affinitatspeptids kodiert. Die Expression des
rekombinanten Gens in pBAS3 wird durch den TetR gesteuerten tet-Promotor auf dem Rickgrad des
pASG-IBA3 Plasmids vermittelt.
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Um die kovalente Bindung des Pyridoxal-5'-Phosphats im EnuR-Protein nachzuweisen, wurde mittels
site-directed mutagenesis ein Codonaustausch in die Plasmide pBAS3 und pBAS20 eingefiihrt. Unter
Zuhilfenahme des QuikChange Lightning Kits (Stratagene, La Jolla, CA) und spezifischen Primern
(Microsynth, Lindau, Deutschland) wurde Lysinrest 302 in der Aminosauresequenz von EnuR in einen
Histidinrest [AAA — CAT] umgewandelt. Die dabei entstandenen Plasmide wurden mit pBAS17 (aus
pBAS3) und pBAS23 (aus pBAS20) bezeichnet. Die verwendeten Primer sind in Tabelle 57
aufgefihrt.

Die korrekte Nukleotidsequenz aller erstellter Plasmide und Mutationen wurde mittels Next
Generation Sequencing Analysen durch den Service von Eurofins MWG Operon (Ebersberg,

Deutschland) verifiziert.

6.2.8.6 Isolation von Plasmid-DNA

Die Isolation von Plasmiden aus E. coli DH5a erfolgte gemaf der Anleitung des High Pure Plasmid
Isolation Kits von Roche. Von der Saule eluiert wurde, jedoch mit doppelt destilliertem Wasser,
anstatt mit der im Kit enthaltenen Pufferldsung. Eine Agarosegelelektrophorese gab Aufschluss tber

Qualitat und Quantitat der Isolation. Die Plasmide wurden bis zur Verwendung bei — 20°C gelagert.

6.2.8.7 Isolation chromosomaler DNA aus R. pomeroyi DSS-3 (379)

Fir die Isolation chromosomaler DNA aus R. pomeroyi DSS-3 wurden 2 ml einer Ubernachtkultur in
einem Eppendorfgefal fur 5 min bei 13.000 rpm zentrifugiert. Die Zellen wurden mit 1 x TE-Puffer
gewaschen und nach erneuter Pelletierung in 300 ul TE-Puffer resuspendiert. Es wurden 30 pl einer
Lysozymldsung (20 mg/ml) hinzugegeben. Der Ansatz wurde kurz invertiert und im Anschluss fur 10
min bei 37°C inkubiert. Weiterhin wurden 100 ul 10 % (w/v) SDS und zur Proteinprazipitation 100 pl 5
M Natriumperchlorat hinzugefugt. Um Proteine und Nukleinsauren zu separieren, wurden 500 pl eines
Chloroform/lsoamylalkohol (24:1) hinzugegeben. Das Gemisch wurde ausgeschittelt und
anschlieBend die Phasentrennung durch Zentrifugation (21.900 x g, 5 min) herbeigeftihrt. Die obere
wassrige Phase wurde in ein neues Eppendorfgefa} Gberfihrt und mit 800 pl 98 % (v/v) kaltem
Ethanol die chromosomale DNA ausgeféllt. Diese wurde mit einer Pipettenspitze in ein
Reaktionsgefalt mit 750 ul 70 % (v/v) Ethanol gegeben und durch erneute Zentrifugation (15 min,
21.000 x g, 4°C) pelletiert. Das DNA-Pellet wurde getrocknet und in 100 uyl TE-Puffer bei 65°C gelost.
Qualitat und Quantitat der Isolation wurde in einem Agarosegel Uberprift. Die Lagerung erfolgte bei -
20°C.

6.2.8.8 Quantifizierung und Reinheitskontrolle von DNA

Die Bestimmung der Konzentration und Qualitadt von DNA erfolgte Uber eine spektrophotometrische
Messung mit dem Nanodrop. Dabei wurden die Absorptionen bei 260 nm, 280 nm und 230 nm sowie
die Koeffizienten A260/A280 und A260/A230 bestimmt. Unter der Annahme, dass bei einer OD260
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von 1 ungefahr 50 pg/ml doppelstrangige DNA vorliegen, sollte der Koeffizient aus A260 und A280
zwischen 1,8 und 2,0 liegen. Werte aulRerhalb dieser Vorgabe deuten auf Proteinverunreinigungen
der DNA hin. Der Koeffizient aus A260 und A230 sollte unter 2,0 liegen, da héhere Werte einen
Hinweis auf eine Kontamination der DNA mit Phenol oder anderen organischen Losungsmitteln
darstellen (371).

6.2.9 Arbeiten mit Proteinen

6.2.9.1 Uberproduktion von Proteinen

Der E. coli B-Stamm BL21 (DE3) wurde mit dem pBAS3 bzw. pBAS17 Plasmid transformiert. Eine
Vorkultur des entsprechenden Stammes wurde Uber Nacht unter Zugabe von Ampicilin (Abschnitt
4.1.4) kultiviert und in 1 x MMA (273) Uberimpft (ODs7g = 0,05). Die Zellen wurden bei 37°C und 220
rom in einem Luftschittler kultiviert, bis die mittleren logarithmischen Phase (ODs7s~ 0,6) erreicht
wurde. Die Expression des enuR- bzw. des enuR* -Gens wurde durch die Zugabe des Induktors des
TetR-Repressor, Anhydrotetracyclin (AHT), bis zu einer Endkonzentration von 0,2 mg ml™* in das
Wachstumsmedium induziert. An diesem Punkt wurde die Wachstumstemperatur auf 35°C gesenkt
und die Zellen fur weitere 2 Stunden inkubiert. AnschlieBend wurden die Bakterien durch
Zentrifugation (20 min bei 4°C, 5000 rpm) von dem Wachstumsmedium abgetrennt und die Zellpellets
bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

6.2.9.2 Strep-Tag Il Affinitats-Chromatographie

Fir die Reinigung der rekombinant Uberexprimierten Proteine wurden die Zellen in Waschpuffer
resuspendiert und mittels FrenchPress und Ultraschallhomogenisator lysiert. Zelltrimmer wurden
durch Zentrifugation fiir 30 min bei 35.000 rpm und 4°C entfernt. Das geklarte Zelllysat wurde Uber
eine Strep-TactinSuperflow Saule geleitet, welche mit Waschpuffer aquilibriert worden war. Die Saule
wurde mit 5 Bettvolumen Waschpuffer gespilt und das gebundene Strep-Tag II-Proteine
anschlielBend mit Elutionspuffer eluiert. Die Reinheit des gereinigten EnuR-Strep-Tag-Il-Protein und
seines Derivats wurde durch SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese unter Verwendung von 12 %

Polyacrylamidgelen untersucht.

Tabelle 29: Waschpuffer fur die Affinitats-Chromatographie

Chemikalien Endkonzentration
Tris(pH 7,5) 100 mM
NaCl 150 mM

Tabelle 30: Elutionspuffer fir die Affinitats-Chromatographie

Chemikalien Endkonzentration
Tris(pH 7,5) 100 mM
NacCl 150 mM
Desthiobiotin 5 mM
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Tabelle 31: Regenerationspuffer fir die Affinitats-Chromatographie

Chemikalien Endkonzentration
Tris(pH 7,5) 100 mM
NacCl 400 mM
HABA 1 mM

6.2.9.3 Einengen der Proteinlésung

Fur die Durchfuhrung eines Gelfiltrationsexperiments wurde die Proteinldsung mit Hilfe einer
Ultrafiltrationseinheit eingeengt. Der Filter wurde zunéchst mit 4 ml Aqua dest. befillt und durch
Zentrifugation bei 5.000 x g und 4°C gereinigt. Die Proteinlésung wurde dann bei 5.000 x g und 4°C
so lange zentrifugiert, bis eine ausreichend hohe Proteinkonzentration erreicht wurde, ohne dass das

Protein auf der Saule ausfiel.

6.2.9.4 Gr6RRenausschlusschromatographie

Die quaternare Struktur des isolierten EnuR-Strep-Tag-ll-Proteins und seines Derivates EnuR* in
Losung wurde durch GroRRenausschlusschromatographie (SEC) untersucht. Fir diese Experimente
wurde eine HiLoad 16/600 Superdex 200 pg-Séaule (GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg,
Deutschland) mit einem AKTA pure 25 L-System (GE Healthcare Europe GmbH) verbunden. Zur
Aquilibrierung der Saule wurden 150 ml des unten genannten Puffers iber diese geleitet und
anschlielend 6 mg des Proteins auf die Saule geladen. Um die Leistung der Gréf3enausschlussséaule
zu standardisieren, wurde eine Proteinlésung, bestehend aus jeweils 3 mg mI™* von Carboanhydrase
(aus Rindererythrozyten) (29 kDa), Albumin (aus Rinderserum) (66 kDa) und Alkohol Dehydrogenase
(aus Saccharomyces cerevisiae) (150 kDa), verwendet (Gelfiltrations Marker Kit, Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA). Die Saulenlaufe der Strep-Tag-ll-Fusionsproteine und der Markerproteine wurden
mit dem Einhorn 6.3-Software-Paket (GE Healthcare Europe GmbH) ausgewertet und die quaternare

Zusammensetzung der EnuR-Proteine in Lésung berechnet.

Tabelle 32: Puffer fir die GroRenausschlusschromatografie

Chemikalien Endkonzentration
Tris(pH 7,5) 10 mM
NaCl 150 mM

6.2.9.5 Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Proteinkonzentrationen von EnuR und EnuR* wurden durch eine spektrophotometrische Messung
mit Hilfe des Nanodrop bestimmt. Dabei wurden die Absorptionen bei 280 nm gemessen und die
Proteinkonzentration mittels des Lambert-Beer'schen Gesetzes bestimmt. Uber das ProtParam Tool
des Expasy Servers (284) wurden dazu die molaren Massen der Proteine und ihre
Extinktionsfaktoren bestimmt. Diese wurden fir die Berechnung der Proteinkonzentration im Geréat

angegeben. Fir EnuR ergab sich dabei eine molare Masse von 51,986 kDa und ein molarer
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Extinktionskoeffizient von 64,775 M'cm™. Fiir die EnuR (Lys-302/His)-Mutante EnuR* wurde eine

molare Masse von 51,977 kDa und ein molarer Extinktionskoeffizient von 64,775 M cm1 errechnet.

6.2.9.6 1D-SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (1D-SDS-PAGE)

Die Proteinprobe wurde mit finffachem SDS-Probenpuffer versetzt und bei 90°C fir 10 min
denaturiert. Durch die gleichmé&Rige Anlagerung von SDS kdnnen die Proteine dann unabhéngig von
inrem  Masse-/Ladungsverhéltnis und ausschliel3lich nach ihrem Molekulargewicht im
Polyacrylamidgel aufgetrennt werden. Ein Proteinmarker (Tabelle 4.1.5) wurde in der ersten
Geltasche mitgefuhrt. Der Gellauf erfolgte bei 100 V bis die Lauffront das untere Gelende erreicht
hatte. Danach wurde das Gel flr mindestens 20 min mit Coomassie gefarbt und im Anschluss mit

Entfarber von Uberschiissigem Farbstoff befreit.

Tabelle 33: Zusammensetzung von Trenngelen (380)"

Chemikalien 6 %ig 10 %ig 12 %ig 15 %ig

A.bidest 535 ml 4,02 ml 3,35 ml 235 ml
1,5 M Tris/HCI pH 9,1 2,6 ml 2,6 ml 2,6 ml 2,6 ml
10 % SDS 104 pl 104 i 104 pl 104 pl
30 % Acrylamid 2 ml 3,33 ml 4 ml 5 ml
10 % APS 75 pl 75 i 75 pl 75 pl
TEMED 10 i 10 i 10 i 10 i

Fir die Erstellung von nativen Polyacrylamidgelen wurde kein SDS zugesetzt und auf das Sammelgel
verzichtet.

Tabelle 34: Zusammensetzung eines 4%igen Sammelgels (380)

Chemikalien Menge

A.bidest 6,1 ml
0,5 M Tris/HCI pH 6,8 2,6 ml
10 % SDS 104 1]
30 % Acrylamid 1,3 mi
10 % APS 100 1]
TEMED 20 ul

langegebene Volumina ausreichend fur 1 SDS-Polyacrylamid-Gel

Tabelle 35: 4-fach 1D-SDS-Probenpuffer

Chemikalien Menge

1 M Tris-HCI pH 6,8 3 ml

20 % SDS 15 ml
3-Mercaptoethanol 0,3 ml

Glycerin 3 ml
Bromphenolblau 1 Spatelspitze
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Tabelle 36: 5-fach SDS-Laufpuffer

Chemikalien Menge

Tris (pH 8,3) 25 mM
Glycin 192 mM
SDS 01 %

6.2.9.7 Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)

Fur das Elektrophoretic Mobility Shift Assay wurden ein 433 bp Fragment und ein 200 bp Fragment
upstream von uehA amplifiziert und gereinigt. In einem 15 pl-Ansatz wurden 10 nmol*™ DNA ohne
und mit ansteigenden Konzentrationen (0,02 uM bis 0,4 uM) von aufgereinigtem EnuR-Strep- und
EnuR*-Strep-Protein bei 4°C fir 20 min inkubiert. Anschlieend wurden die Proben mit 2 yl SDS-
freiem Probenpuffer versetzt und auf ein natives 6 % Polyacrylamidgel geladen. Der Gellauf erfolgte
bei 100 V fur etwa 105 min. Das Gel wurde in ein Ethidiumbromidbad gelegt und die DNA
anschlieBend mittels des Gel Jet Imager sichtbar gemacht und fotografiert.

Tabelle 37: Puffer fir das EMSA

Chemikalien Endkonzentration
Tris(pH 7,5) 10 mM
KCI 50 mM
MgCl2 5 mM
Dithiotreitol (DTT) 1 mM
BSA 30 pg/ml
HerringSperm DNA 50 pg/ml
Glycerol 5 %
Tween 0,1 %

6.2.9.8 Microscale thermophoresis (MST)

Fir das MST Experiment wurde das Protein (EnuR oder EnuR*) mit Hilfe des Monolith NT™ Protein
Labeling Kit RED (NanoTemper Technologies, Munich, Germany) mit dem Farbstoff NT-647, wie vom
Hersteller angegeben, markiert. Da dieser Schritt durch Amine im Medium unterbunden wird, musste
das labile Protein EnuR bzw. EnuR* fir diese Markierung aus dem Reinigungspuffer in den ,Labeling
Buffer' des Monolith NT™ Protein Labeling Kit RED umgepuffert und im Anschluss wieder in seinem
ursprunglichen Reinigungspuffer zurtickgepuffert werden. Anschlielend wurden 65 pM des
markierten Proteins mit schrittweisen Verdiinnungen (ausgehend von 200 nM bzw. 1 uM) der zu
untersuchenden Liganden (a-Acetyl-N-2,4-Diaminobutyrat; y-Acetyl-N-2,4-Diaminobutyrat; Ectoin; 5-
Hydroxyectoin) titriert. Die Bindungstudien wurden mit dem Monolith NT.015 (NanoTemper
Technologies, Munich, Germany) bei 21°C (LED power — 100 %, IR laser power — 75 %)
durchgefuhrt. Zwei unabhangige Experimente wurden bei 680 nm aufgenommen und die Daten mit
der Nano Temper Analysis 1.2.009 und Origin 8G Software ausgewertet, um den Kd-Wert zu

berechnen.
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Tabelle 38: Reinigungspuffer fir die Thermophorese

Chemikalien Endkonzentration
Tris(pH 7,5) 100 mM
NacCl 150 mM

Tabelle 39: MST-Puffer flr die Thermophorese

Chemikalien Endkonzentration
Tris(pH 7,5) 10 mM
NacCl 150 mM
Tween 0,2 %

6.2.9.9 Circular-Dichroism Spektroskopie
Die CD-Spektren wurden mit 3,5 uM Protein (EnuR und EnuR*) in 5 mM Tris (pH 7,5) mit 75 mM
NaCl aufgenommen.

Tabelle 40: Puffer fiir die CD-Spektroskopie

Chemikalien Endkonzentration
Tris(pH 7,5) 10 mM
NacCl 150 mM
Tween 0,2 %

6.2.9.10 UV/Vis-Spektroskopie

Fur die Aufnahme eines UV/VIS-Spektrums von EnuR und EnuR* wurde eine 20 uM Proteinlésung im
angegebenen Puffer in eine Quarzkiivette gegeben und im Genesys 10S UV/Vis-Spektrophotometer
ein Spektrum zwischen 250 und 500 nm aufgenommen.

Tabelle 41: Puffer fur die UV/VIS-Spektroskopie

Chemikalien Endkonzentration
Tris(pH 7,5) 100 mM
NaCl 150 mM

6.2.9.11 Bestimmung der B-Galaktosidase-Aktivitat

Die Bestimmung der 3-Galaktosidase-Aktivitdt wurde nach der Methode von Miller (273) durchgefiihrt.
Die Messung beruht auf der enzymatischen Umwandlung von o-Nitrophenyl--D-galaktopyranosid in
Galaktose und o-Nitrophenol durch die - Galaktosidase. o-Nitrophenol ist ein gelber Farbstoff und
kann bei einer Wellenlange von 420 photometrisch quantitativ bestimmt werden. Die Expression des
Reportergens lacZ unter der Kontrolle der Promotorregion des enuR- oder uehA-Gens wurde nach
dem Wachstum der entsprechenden Bakterienkulturen in Basalmedium mit entweder Glucose und
NH,4CI oder Ectoin bzw. 5-Hydroxyectoin als alleinige Kohlenstoff- und Stickstoffquelle gemessen. Fir

solche Deletionsmutanten, die kein Wachstum auf Ectoin oder 5-Hydroxyectoin mehr zeigten, wurden
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dem Medium neben Ectoin oder 5-Hydroxyectoin auch Glucose (28 mM) als Kohlenstoffquelle
zugesetzt.

Fur den Enzymtest wurden die Stimme bis zu einer ODs7g von 1,0 - 1,2 kultiviert. Dreimal 1,5 ml jeder
Kultur wurden abzentrifugiert (15 min, 13.000 rpm, 4 °C), der Uberstand verworfen und das Pellet bis
zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

Die Pellets wurden in je 1,5 ml Z-Puffer resuspendiert und die ODs7g im Z-Puffer bestimmt. 200 pl der
Zellsuspension wurden mit 800 ul Z-Puffer gemischt und anschlieRend mit 100 yl Chloroform und 50
pl 0,1 % SDS versetzt. Die Probe wurde 30 sec gevortext und 5 min bei 28°C inkubiert. Unter
Beachtung der Zeit wurde die Losung mit ONPG-L8sung versetzt und bei 28°C inkubiert, bis sich eine
deutliche Gelbfarbung einstellte. An diesem Punkt wurde die Reaktion durch Zugabe von 500 pl 1M
NaCOj; gestoppt, die Zeitspanne notiert und die Extinktion bei 420 nm und 550 nm gemessen. Als
Referenz diente ein identisch behandelter Ansatz ohne Zellextrakt. Der Proteingehalt wurde Uber die
optische Dichte (ODs;g) abgeleitet. Die B- Galaktosidaseaktivitat in Miller Units lasst sich wie folgt

berechnen:

Miller Units = 1000 * [(ODaz0 - 1,75 * ODsso)]/(T*V*ODs7g)

Dabei ist:

0Dy, die Extinktion von o-Nitrophenol bei 420 nm abzlglich des Blindwertes

V das Volumen des eingesetzten Zellextraktes in ml und

T die Reaktionsdauer vom Start durch Zugabe von 3-ONPG bis zum Stoppen durch Zugabe von 1 M

Na,CO3z in min

Tabelle 42: Z-Puffer

Chemikalien Endkonzentration
Na,HPO, x 2 H,O 60 mM
NaH,PO, x H,O 40 mM
KCI 10 mM
MgSQO, x 7 H,0O 1 mM

— pH7

Tabelle 43: Kalium-Phosphat-Puffer

Chemikalien Endkonzentration
Na,HPO, x 2 H,0 0,06 M
NaH,PO, x H,0O 0,04 M

— pH7

Tabelle 44: ONPG-L6sung

Chemikalien Endkonzentration

ONPG 4 mg
— Kalium-Phosphat-Puffer ad 1 ml
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6.2.10 Arbeiten mit RNA

6.2.10.1 Isolation von der gesamten RNA aus R. pomeroyi DSS-3

Fur die Praparation der gesamten RNA wurden Zellen von R. pomeroyi DSS-3 in Basalmedium bei
30°C bhis in die frihe Log-Phase angezogen. Dabei wurden jeweils 28 mM Glucose, Ectoin oder 5-
Hydroxyectoin als Kohlenstoffquelle genutzt. NH,Cl wurde als Stickstoffquelle zugesetzt. Die RNA
wurde durch ein modifiziertes saures Phenol-Verfahren isoliert (381). Dafir wurde das Zellpellet in
800 yl DEPC-Wasser aufgenommen und 1/10 Volumen 10 % SDS zugesetzt. Das Gemisch wurde 10
min bei 65°C inkubiert, bis die Lésung klar und viskos wurde. AnschlieBend wurden 1/10 Volumen 1
M Natriumacetat (pH 5,2) hinzugegeben und das Gefald mehrmals invertiert. Die Losung wurde mit
einem Volumen warmen Phenol (65°C) versetzt und fir 6 min bei 65°C inkubiert. Zwischendurch
wurde das Gefal? mehrfach invertiert. Die Losung wurde 10 min bei 4°C und 13.000 rpm zentrifugiert
und die obere, wassrige Phase in ein neues Eppendorfgefald Uberfihrt. Die beschriebene
Phenolextraktion wurde ein weiteres mal wiederholt. Der Uberstand aus der zweiten Phenolextraktion
wurde mit einem Volumenteil Chloroform versetzt und 5 min bei 4°C und 13.000 rpm zentrifugiert. Der
Uberstand wurde erneut in ein sauberes GefaR uberfiihrt und die Chloroformextraktion wiederholt.
Der Uberstand der zweiten Chloroformextraktion wurde mit 1/10 Volumen 3 M Natriumacetet (pH5,2)
und anschlieend zwei Volumenteile eiskaltes Ethanol (> 98 %) versetzt. Die Losung wurde eine
Stunde bei 4°C inkubiert. Es folgte ein 10-mintiger Zentrifugationsschritt bei 4°C bei 13.000 rpm. Das
entstehende RNA-Pellet wurde mit 70 % Ethanol gewaschen und erneut wie beschrieben pelletiert.
Die RNA wurde bei Raumtemperatur fir wenige Minuten getrocknet und anschlieend in 30 yl DEPC-
Wasser aufgenommen. Die extrahierte RNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -80°C
aufbewabhrt.

6.2.10.2 Transkriptions-Analysen durch Northern Dot Blot

Fir die Northern Dot Blot Hybridisierung wurden verschiedene Konzentrationen (180 ng - 3 ug) der
gesamten RNA aus R. pomeroyi DSS-3, die entweder auf 28 mM Glucose, Ectoin oder 5-
Hydroxyectoin als alleinige Kohlenstoffquelle gewachsen waren, auf eine Nylonmembran (NytranN;
Schleicher & Schuell) in einer Dot Blot-Apparatur gegeben. Fur die Detektion der spezifischen R.
pomeroyi DSS-3-Gene wurde die gesamte RNA mit Digoxigenin-markierten RNA-Sonden bei 68°C
hybridisiert und die Membran entsprechend der Herstellerangaben des Dig Northern Starter Kit
weiterbehandelt. Digoxigenin-markierte antisense RNA-Sonden wurden unter Verwendung desselben
Kits durch in vitro Transkription von PCR Produkten erstellt, welche die T7-RNA-
Polymerasepromotorsequenz  enthielten.  Fir die  Quantifizierung der Intensitdt des
Hybridisierungssignals wurde eine Storm860 Fluoreszenz-Imager und das Image Quant-Software-

Paket (Amersham Pharmacia Biotech) genutzt.
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Tabelle 45: 20x SSC (DEPC)

Chemikalien Endkonzentration
NacCl 3 M
Natriumcitrat 03 M

— pH7

Tabelle 46: Maleinséurepuffer (DEPC)

Chemikalien Endkonzentration
Maleinsaure 100 mM
NacCl 150 mM

Tabelle 47: Waschpuffer (DEPC)

Chemikalien Endkonzentration
Maleinséure 100 mM
NaCl 150 mM
Tween 0,3 %

Tabelle 48: Detektionspuffer

Chemikalien Endkonzentration
Tris(pH 9,5) 100 mM
NaCl 150 mM

Tabelle 49: 10x MOPS-Puffer

Chemikalien Endkonzentration
MOPS 200 mM
Natriumacetat 50 mM
EDTA 20 mM
—pH7

Alle Losungen, die mit DEPC markiert sind, wurden direkt mit 0,1 % DEPC versetzt und Uber Nacht

unter Rihren inkubiert. AnschlieRend wurden die Lésungen autoklaviert.

6.2.11 Bioinformatische Analysen

Uber den Web-Server des 'genome portal of the Department of Energy Joint Genome Institute’
(http://genome.jgi.doe.gov/) (JGI) (292,293) wurden Proteinhomologe des EutD-Proteins (accession
number: AAV94440.1) von R. pomeroyi DSS-3 gesucht. Dazu wurde der BLAST-Algorithmus
(Altschul et al., 1990) des Servers genutzt (Suchdatum: 06.01.2016) und in Genomsequenzen von
fertiggestellten und unfertigen hinterlegten Genomsequenzen gesucht. Mit Hilfe der
Gennachbarschaftsanzeige (http://img.jgi.doegov/cgi-bin/pub/main.cgi) des JGI-Web-Servers wurden
diejenigen eutD-ahnlichen Gene ausgewahlt, die mindestens zwei oder mehr der anderen eutABCE-
asnC-ssd-atf katabolischen Gene in der direkten Umgebung auswiesen. Ein Aminosaure-

Sequenzalignment der EutD-Orthologen wurde mit ClustalQ (382) ausgefthrt und fiir die Erstellung
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eines phylogenetischen Stammbaumes verwendet. Dieser wurde mit Hilfe des online Servers
Interactive Tree of Life (http://itol.embl.de/) (294) erstellt.

Die Genome dieser potentiellen Ectoin-Abbauer wurden auf das Vorhandensein weiterer Gene
untersucht. Es wurde analysiert, ob und wie viele Gene fir den potentiellen 5-Hydroxyectoin-Abbau
vorhanden sind, ob und fir welchen Ectoin-Transporter (UehABC, EhuABCD, TeaABC) kodiert wird,
ob ein enuR- oder asnC-Regulator vorhanden ist oder im Gencluster zusatzliche Gene kodiert
werden, denen bisher keine Funktion in dem Ectoin-Abbaucluster zugeordnet werden konnte (y-
Glutamyltransferase oder ein NADPH:Chinon-Reduktase). Eine zusétzliche BLAST-Suche (383) tber
den Web-Server des ,genome portal of the Department of Energy Joint Genome Institute’
(http://genome.jgi.doe.gov/) (JGI) (292,293) wurde vorgenommen, um in den gefundenen Genomen
die Anwesenheit von Genen fiur die Ectoin und 5-Hydroxyectoin Synthese (ectABCD) aufzuzeigen
(6,91). Dafir wurde nach Proteinhomologen von EctC (accsession number: AAY29688) und EctD

(accsession number: AAY?29689) aus Virgibacillus salexigens gesucht.
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6.3. Oligonukleotide

Tabelle 50: Verwendete Primer

Bezeichnung

Sequenz (5’—3’)

Beschreibung

gntR_ingene_for

GTTTCAGCTGAGCAGCGAACGTGGTC

Forward Primer fir die site-directed mutagenisis von pBASS3;
Konstruktion von pBAS17

gntR_ingene_rev

CTAAATGCCGGACGGCTAATGCTCAGATC

Reverse Primer fir die site-directed mutagenesis von pBASS3;
Konstruktion von pBAS17

LacZenuR_up_for

GCGAATTCCTTCATGTTCAGCGCCCTC

Forward PCR-Primer fir die Klonierung von pBAS19 und pBAS20

LacZenuR_Pstl_rev

GCCTGCAGGATCGGGCAGCCAATTTG

Reverse PCR-Primer fiir die Klonierung von pBAS19

LacZuehA Pstl_rev

GCCTGCAGCAAAGGTGAAAGTGATGGATTGA
G

Forward PCR-Primer fur die Klonierung von pBAS21

LacZuehA_EcoRI_for

GCGAATTCCGGAGCGATACGAAATCG

Reverse PCR-Primer fur die Klonierung von pBAS21 und pBAS20

WT_Lys -> Ala_ for

GATTTACCTCACGACTTTTACAGCATGCACCG
TTTCCGGTTTG

Forward Primer fir die site-directed mutagenisis von pBAS20;
Konstruktion von pBAS23

WT_Lys -> Ala_rev

CAAACCGGAAACGGTGCATGCTGTAAAAGTC
GTGAGGTAAATC

Reverse Primer fur die site-directed mutagenisis von pBAS20;
Konstruktion von pBAS23

NB_gntR_fw

GATTGATCGACGGCCAGGTTGG

Forward Primer fur die Amplifikation des enuR Genfragments fiir die

in vitro Transkription mittels T7-RNA Polymerase

NB_gntR_revT7

TAATACGACTCACTATAGGGAGGCAGCAGGAA
CAGGACCTTGGCG

Reverse Primer fur die Amplifikation des enuR Genfragments fir die

in vitro Transkription mittels T7-RNA Polymerase

NB_uehA_fw

TGGCTCAATCCATCACTTTCACC

Forward Primer fur die Amplifikation des uehA Genfragments fur die

in vitro Transkription mittels T7-RNA Polymerase

NB_uehA revT7

TAATACGACTCACTATAGGGAGGACCTCGTCC
AGATCCGAACAGG

Reverse Primer fur die Amplifikation des uehA Genfragments fir die

in vitro Transkription mittels T7-RNA Polymerase
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Bezeichnung

Sequenz (5’ —3’)

Beschreibung

NB_eutD_fw

CTGGATCTTCTGATCGTCACAGACC

Forward Primer fiir die Amplifikation des eutD Genfragments fir die

in vitro Transkription mittels T7-RNA Polymerase

NB_eutD_revT7

TAATACGACTCACTATAGGGAGGCGCATCATA
GATATCGGCCACC

Reverse Primer fur die Amplifikation des eutD Genfragments fur die

in vitro Transkription mittels T7-RNA Polymerase

NB_ssd_fw

AACGCCTGGTGATGGAACTGG

Forward Primer fur die Amplifikation des ssd Genfragments fur die in

vitro Transkription mittels T7-RNA Polymerase

NB_ssd_revT7

TAATACGACTCACTATAGGGAGGGCTGTGCAC
ATAGGCCACCAG

Reverse Primer fur die Amplifikation des ssd Genfragments fur die in

vitro Transkription mittels T7-RNA Polymerase

NB_dddW_for CATTGACGCCGAAAACGTGCC Forward Primer fur die Amplifikation des dddW Genfragments fur die
in vitro Transkription mittels T7-RNA Polymerase

NB_dddW_rev TAATACGACTCACTATAGGGAGGCCGTGCCAT Reverse Primer fur die Amplifikation des dddW Genfragments fiur die
GTTCCGCATC in vitro Transkription mittels T7-RNA Polymerase

NB_atf for GGAAAAGAAAAAGATCATCTCGCGC Forward Primer fur die Amplifikation des atf Genfragments fir die in

vitro Transkription mittels T7-RNA Polymerase

deltaGF_up_for

ACAGCTATGACATGATTACGCTTCATGTTCAG
CGCCCT

Forward Primer fur die Amplifikation des Fragments upstream von

enuR fir die Klonierung des pBAS24-Plasmids

deltaGF_up_rev

GGCTTATGTCAATTCGAGCTGCCGTCCGATAC
CCTAGC

Reverse Primer fur die Amplifikation des Fragments upstream von

enuR fir die Klonierung des pBAS24-Plasmids

Gentamycin_GF_for

GCTAGGGTATCGGACGGCAGCTCGAATTGAC
ATAAGCC

Forward Primer fur die Amplifikation der Gm-Resistenzkassette von
p34S_Gm fiir die Klonierung des pBAS24-Plasmids

Gentamycin_GF_rev

CTGATGTTGACACGCAGGTTAGGTGGCGGTA
CTTGGG

Reverse Primer fur die Amplifikation der Gm-Resistenzkassette von
p34S_Gm fur die Klonierung des pBAS24-Plasmids

deltaGF_down_for

CCCAAGTACCGCCACCTAACCTGCGTGTCAAC
ATCAG

Forward Primer fur die Amplifikation des Fragments downstream von

atf fur die Klonierung des pBAS24-Plasmids
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Bezeichnung

Sequenz (5’ —3’)

Beschreibung

deltaGF_down_rev

CCAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAG

Reverse Primer fur die Amplifikation des Fragments downstream von

CGCGCTGCTTTATCTGG atf fur die Klonierung des pBAS24-Plasmids
deltaEnuR_ingene_up_for CACACAGGAAACAGCTATGACATGATTACGCT Forward Primer fur die Amplifikation des Fragments upstream von
GAAATGGCTATTGCAGGC enuR fur die Klonierung des pBAS34-Plasmids

rev_deltaEnuR_ingene_up_rev

CCCAAGTACCGCCACCTAAGCAATACATGTAC
AATTGAGTGACAC

reverse Primer fur die Amplifikation des Fragments upstream von

enuR fur die Klonierung des pBAS34-Plasmids

rev_Gentamycin_ingene_for:

GTGTCACTCAATTGTACATGTATTGCTTAGGT
GGCGGTACTTGGG

Forward Primer fur die Amplifikation der Gm-Resistenzkassette von
p34S_Gm fiir die Klonierung des pBAS34-Plasmids

rev_Gentamycin_ingene_rev:

CAGCCGAAGACGACAATCCAGCTCGAATTGA
CATAAGCCTG

reverse Primer fur die Amplifikation der Gm-Resistenzkassette von
p34S_Gm fiir die Klonierung des pBAS34-Plasmids

rev_deltaEnuR_ingene_down_fo

r

CAGGCTTATGTCAATTCGAGCTGGATTGTCGT
CTTCGGCTG

forward Primer fir die Amplifikation des Fragments in enuR fur die

Klonierung des pBAS34-Plasmids

rev_deltaEnuR_ingene_down_r

CCAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAG

reverse Primer fur die Amplifikation des Fragments in enuR fir die

ev(Xbal) CTTCGAAAGCATACCGCCAA Klonierung des pBAS34-Plasmids
deltaeutD_up_for: CACACAGGAAACAGCTATGACATGATTACGGT Forward Primer fur die Amplifikation des Fragments upstream von
CTGCATCATCGGCGCAG eutD fur die Klonierung des pBAS35-Plasmids

deltaeutD_up_rev

CAGGCTTATGTCAATTCGAGCTGTGCTCGGTT
CCTGATTGATCAAC

reverse Primer fur die Amplifikation des Fragments upstream von

eutD fur die Klonierung des pBAS35-Plasmids

Gentamicin_eutD_for

GTTGATCAATCAGGAACCGAGCACAGCTCGAA
TTGACATAAGCCTG

Forward Primer fur die Amplifikation der Gm-Resistenzkassette von
p34S_Gm fiir die Klonierung des pBAS35-Plasmids

Gentamicin_eutD_rev

GAAATCGGGTTCTTCTGCATCGTTAGGTGGCG
GTACTTGGG

reverse Primer fur die Amplifikation der Gm-Resistenzkassette von
p34S_Gm fiir die Klonierung des pBAS35-Plasmids

deltaeutD_down_for

CCCAAGTACCGCCACCTAACGATGCAGAAGA
ACCCGATTTC

forward Primer fir die Amplifikation des Fragments downstream von

eutD fur die Klonierung des pBAS35-Plasmids
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Bezeichnung

Sequenz (5’ —3’)

Beschreibung

deltaeutD_down_rev(Xbal)

CCAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAG

reverse Primer fur die Amplifikation des Fragments downstream von

CATTTCCTCGACCGCGGTG eutD fir die Klonierung des pBAS35-Plasmids
deltaasnC/ssd_up_for: CACACAGGAAACAGCTATGACATGATTACGCC Forward Primer fur die Amplifikation des Fragments upstream von
GAGAAAATCGCCGATTACTTC asnC fur die Klonierung des pBAS42-Plasmids

deltaasnC/ssd_up_rev:

CAGGCTTATGTCAATTCGAGCTGTCCGCCTCT
CAGGCGC

reverse Primer fur die Amplifikation des Fragments upstream von
asnC fur die Klonierung des pBAS42-Plasmids

Gentamycin_asnC/ssd_for:

GCGCCTGAGAGGCGGACAGCTCGAATTGACA
TAAGCCTG

Forward Primer fur die Amplifikation der Gm-Resistenzkassette von
p34S_Gm fur die Klonierung des pBAS42-Plasmids

Gentamycin_atf/ssd_rev:

CCATGCAGGATGCGCCTGTTAGGTGGCGGTA
CTTGGG

reverse Primer fur die Amplifikation der Gm-Resistenzkassette von
p34S_Gm fur die Klonierung der Plasmide pBAS42 und pBAS49

deltaatf/ssd_down_for:

CCCAAGTACCGCCACCTAACAGGCGCATCCT
GCATGG

forward Primer fir die Amplifikation des Fragments downstream von
atf fir die Klonierung der Plasmide pBAS42 und pBAS49

deltaatf/ssd_down_rev(Xbal)

CCAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAG

reverse Primer fur die Amplifikation des Fragments downstream von

CGGAGGTCATCCGCATCTCG atf fur die Klonierung der Plasmide pBAS42 und pBAS49
deltaatf/ssd_up_for CACACAGGAAACAGCTATGACATGATTACGGA Forward Primer fur die Amplifikation des Fragments upstream von
GGCGGACCCATGCAACTG ssd fir die Klonierung des pBAS49-Plasmids

deltaatf/ssd_up_rev

CAGGCTTATGTCAATTCGAGCTGTTGTCCTCC
TCGGGTCTTGCAG

reverse Primer fur die Amplifikation des Fragments upstream von ssd

fur die Klonierung des pBAS49-Plasmids

Gentamycin_atf/ssd_for

CTGCAAGACCCGAGGAGGACAACAGCTCGAA
TTGACATAAGCCTG

Forward Primer fur die Amplifikation der Gm-Resistenzkassette von
p34S_Gm fiir die Klonierung des pBAS49-Plasmids

deltaEutABC_up_for

CACACAGGAAACAGCTATGACATGATTACGCG

Forward Primer fir die Amplifikation des Fragments upstream von

GCACCATCATCACCCTG eutA fur die Klonierung des pBAS44-Plasmids
deltaEutABC_up_rev CAGGCTTATGTCAATTCGAGCTTTGGTTTCCT  reverse Primer fur die Amplifikation des Fragments upstream von
AAACAACAAGTACAGGC eutA fur die Klonierung des pBAS44-Plasmids
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Bezeichnung

Sequenz (5’ —3’)

Beschreibung

Gentamycin_EutABC_for

GAAACGCCTGTACTTGTTGTTTAGGAAACCAA
AGCTCGAATTGACATAAGCCTG

Forward Primer fur die Amplifikation der Gm-Resistenzkassette
p34S_Gm fiir die Klonierung des pBAS44-Plasmids

von

Gentamycin_EutABC_rev

GGGTCTGCCATGTGCTCGGTTCCTGATTGATT
AGGTGGCGGTACTTGGG

reverse Primer flr die Amplifikation der Gm-Resistenzkassette
p34S_Gm fiir die Klonierung des pBAS44-Plasmids

von

deltaEutABC_down_for

CTTTGATATCGACCCAAGTACCGCCACCTAAT
CAATCAGGAACCGAGCACATG

forward Primer fir die Amplifikation des Fragments downstream

eutC fur die Klonierung des pBAS44-Plasmids

von

deltaEutABC_down_rev

CCAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAG
GCCCGCATCATAGATATCGGC

reverse Primer fur die Amplifikation des Fragments downstream
eutC fur die Klonierung des pBAS44-Plasmids

von

deltaEutA-atf_up_for

CACACAGGAAACAGCTATGACATGATTACGCG

Forward Primer fur die Amplifikation des Fragments upstream

von

GCACCATCATCACCCTG eutA fir die Klonierung des pBAS49-Plasmids
deltaEutA-atf_up_rev CAGGCTTATGTCAATTCGAGCTTTGGTTTCCT  reverse Primer fur die Amplifikation des Fragments upstream von
AAACAACAAGTACAGGC eutA fir die Klonierung des pBAS49-Plasmids

Gentamycin_EutA-atf for

GAAACGCCTGTACTTGTTGTTTAGGAAACCAA
AGCTCGAATTGACATAAGCCTG

Forward Primer fur die Amplifikation der Gm-Resistenzkassette
p34S_Gm fir die Klonierung des pBAS49-Plasmids

von

Gentamycin_EutA-atf_rev

GGGTCTGCCATGTGCTCGGTTCCTGATTGATT
AGGTGGCGGTACTTGGG

reverse Primer fUr die Amplifikation der Gm-Resistenzkassette
p34S_Gm fir die Klonierung des pBAS49-Plasmids

von

deltaEutA-atf_down_for

CTTTGATATCGACCCAAGTACCGCCACCTAAT
CAATCAGGAACCGAGCACATG

forward Primer fur die Amplifikation des Fragments downstream

atf fir die Klonierung des pBAS49-Plasmids

von

deltaEutA-atf_down_rev

CCAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAG
GCCCGCATCATAGATATCGGC

reverse Primer fur die Amplifikation des Fragments downstream
atf fir die Klonierung des pBAS49-Plasmids

von

deltantrXY_up_for

CACACAGGAAACAGCTATGACATGATTACGCG
GGTCGACGATATCCCG

Forward Primer fur die Amplifikation des Fragments upstream

ntrX fur die Klonierung des pBAS41-Plasmids

von

deltantrXY_up_rev

CAGGCTTATGTCAATTCGAGCTGGTTGCCACC
TGCTGCC

reverse Primer fur die Amplifikation des Fragments upstream

ntrX fur die Klonierung des pBAS41-Plasmids

von

127



Material und Methoden

Bezeichnung

Sequenz (5’ —3’)

Beschreibung

Gentamycin_ntrXY_for

GGCACATCAGGATGAGGGCAGCAGGTGGCAA

CCAGCTCGAATTGACATAAGCCTG

Forward Primer fur die Amplifikation der Gm-Resistenzkassette von
p34S_Gm fur die Klonierung des pBAS41-Plasmids

Gentamycin_ntrXY_rev

CCCGCAGGCTAGGGGCGCAACGCCTTCTTAC

TCTTAGGTGGCGGTACTTGGG

reverse Primer flr die Amplifikation der Gm-Resistenzkassette von
p34S_Gm fiir die Klonierung des pBAS41-Plasmids

deltantrXY_down_for

CACTTTGATATCGACCCAAGTACCGCCACCTA

AGAGTAAGAAGGCGTTGCGC

forward Primer fir die Amplifikation des Fragments downstream von

ntrY fur die Klonierung des pBAS41-Plasmids

deltantrXY_down_rev

CCAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAG

GATGATGACCTTCATTCCCTGG

reverse Primer fur die Amplifikation des Fragments downstream von
ntrY fir die Klonierung des pBAS41-Plasmids

uehA _up_for(gntR)

GACAAATTGGCTGCCCGATCCCTCCG

Forward Primer fir das Protein-Fishing

uehA _up_rev_Biotin

GAATTGGCCTCGATTTCCTCTTTGAATTTCTGG

G

Biotinilierter reverse Primer fir das Protein Fishing
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6.4 Plasmide

Tabelle 51: verwendete Plasmide

Plasmid Beschreibung Referenz

pK18mobsacB Suicide vector firr R. pomeroyi DSS-3 , Kan" (384)

pBlO1878 Vector with lacZ-Reportergen (43)

p34S_Gm Plasmid mit Gentamycin (Gm)- Resistenzkassette (377)

pRK2013 Helferplasmid fur die Konjugation (385)

pBAS2? synthetisches, codonoptimiertes enuR-Gene in pENTRY-IBA20 kloniert diese Arbeit

pBAS3 synthetisches, codonoptimiertes enuR-Gene aus R. pomeroyi DSS-3 in pASG-IBA3 diese Arbeit
kloniert

pBAS17 pBAS3 mit Codonaustausch-Mutation (AAA/CAT) in enuR welches zum Austausch diese Arbeit
von Lys-302 mit His flhrt

pBAS19 Upstream Region (1.1 kbp) von enuR in pBIO1878 diese Arbeit

pBAS20 2.617 bp upstream von uehA in pBIO1878 diese Arbeit

pBAS21 500 bp upstream von uehA in pBIO1878 diese Arbeit

pBAS23 pBAS20 mit Codonaustausch-Mutation (AAA/CAT) in enuR welches zum Austausch diese Arbeit
von Lys-302 mit His fuhrt

pBAS24 Flankierende Regionen des enuR-Operon und eine Gm" Kassette in pk18mobsacB diese Arbeit

pBAS34 Flankierende Regionen der ersten 975 bp des enuR-Gens und eine Gm" Kassette diese Arbeit

in pK18mobsacB

pBAS35 Flankierende Regionen des eutD-Gens und eine Gm"® Kassette in pK18mobsacB diese Arbeit
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Plasmid Beschreibung Referenz

pBAS41 Flankierende Regionen des ntrY (upstream)- und ntrX (downstream)-Kassette in diese Arbeit
pK18mobsacB

pBAS44 Flankierende Regionen des eutA (upstream)- und atf (downstream)-Gens und eine diese Arbeit
Gm" Kassette in pK18mobsacB

pBAS45 Flankierende Regionen des eutA (upstream)- und eutC (downstream)-Gens und diese Arbeit
eine Gm® Kassette in pK18mobsacB

pBAS49 Flankierende Regionen des ssd (upstream)- und atf (downstream)-Gens und eine diese Arbeit
Gm" Kassette in pK18mobsacB

pBAS41 Flankierende Regionen des ntrY (upstream)- und ntrX (downstream)-Kassette in diese Arbeit

pK18mobsacB

'Die DNA-Sequenz des codonoptimierten enuR-Gens wurde in der GenBank des NCBI-Servers (386) unter dem Zugriffschllissel KU891821 hinterlegt.
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6.5. Bakterienstamme

Tabelle 52: verwendete Bakterienstamme

Stamm Genotyp Referenz
Escherichia coli DH5a F ®80dlacZAM15 A(lacZYA-argF)U169deoR recAl endAl hsdR17 (r« mg’) supE44 (371)
thi-1gyrA69
Escherichia coli BL21(DE3) pLysS FlonhsdSg (rg'mg’) mit Prophage DE3 (kodiert fir T7 RNA Polymerase) und (367)
PlasmidpLysS (kodiert fur T7-Lysozym und CmR)
Escherichia coli top10 F [araD139]g, A(argF-lac)169* &lambda” el4- flhD5301 A(fruK-yeiR)725 (fruA25)t (387)
relA1 rpsL150(strR) rbsR22 A(fimB-fimE)632(::1S1) deoC1
Ruegeria pomeroyi DSS-3 Wildtyp (14)
Ja70" RifY Mutante des R. pomeroyi DSS-3 Wildtyps (388)
ASR6" A(enuR-uehABC-usp-eutABCDE-asnC-ssd-atf::Gm)1 diese Arbeit
ASR7" A(enuR::Gm)1 diese Arbeit
ASR8' A(eutD::Gm)1 diese Arbeit
ASR9' A(ntrXY::Gm)1 diese Arbeit
ASR10" A(asnC-ssd-atf::Gm)1 diese Arbeit
ASR11* A(eutABC::Gm)1 diese Arbeit
ASR12' A(eutABCDE-asnC-ssd-atf::Gm)1 diese Arbeit
ASR14" A(ssd-atf::Gm)1 diese Arbeit

‘alle Stamme sind Derivate des Wildtyps R. pomeroyi DSS-3 (14)

131



Literaturverzeichnis

7. Literaturverzeichnis

10.

11.

12.

13.

14.

Gottschalk G. Bacterial Metabolism. Springer Science & Business Media; 2012. 371 p.

Vitousek PM, Howarth RW Nitrogen limitation on land and in the sea: How can it occur?.
Biogeochemistry. 1991: 13(2):87-115.

Howarth RW, Marino R. Nitrogen as the limiting nutrient for eutrophication in coastal
marine ecosystems: Evolving views over three decades. Limnol Oceanogr. 2006: 51: 364-
76.

Galinski EA, Pfeiffer HP, Triper HG. 1,4,5,6-Tetrahydro-2-methyl-4-pyrimidinecarboxylic
acid. A novel cyclic amino acid from halophilic phototrophic bacteria of the genus
Ectothiorhodospira. Eur | Biochem FEBS. 1985: 149(1):135-9.

Inbar L, Lapidot A. The structure and biosynthesis of new tetrahydropyrimidine
derivatives in actinomycin D producer Streptomyces parvulus. Use of 13C- and 15N-
labeled L-glutamate and 13C and 15N NMR spectroscopy. | Biol Chem. 1988: 263(31):
16014-22.

Widderich N, Hoppner A, Pittelkow M, Heider ], Smits SHJ], Bremer E. Biochemical
properties of ectoine hydroxylases from extremophiles and their wider taxonomic
distribution among microorganisms. PloS One. 2014: 9(4): e93809.

Widderich N, Czech L, Elling F], Kénneke M, Stéveken N, Pittelkow M, et al. Strangers in
the archaeal world: osmostress-responsive biosynthesis of ectoine and hydroxyectoine by
the marine thaumarchaeon Nitrosopumilus maritimus. Environ Microbiol. 2015 : 18(4):
1227-48.

Welsh DT. Ecological significance of compatible solute accumulation by micro-organisms:
from single cells to global climate. FEMS Microbiol Rev. 2000: 24(3): 263-90.

Hoffmann T, von Blohn C, Stanek A, Moses S, Barzantny H, Bremer E. Synthesis, release,
and recapture of compatible solute proline by osmotically stressed Bacillus subtilis cells.
Appl Environ Microbiol. 2012: 78(16): 5753-62.

Young R, Wang I-N, Roof WD, Young R, Wang I-N, Roof WD. Phages will out: strategies of
host cell lysis. Trends Microbiol. 2000: 8(3): 120-8.

Booth IR, Miller S, Miiller A, Lehtovirta-Morley L. The evolution of bacterial
mechanosensitive channels. Cell Calcium. 2015: 57(3): 140-50.

Halverson L], Jones TM, Firestone MK. Release of intracellular solutes by four soil bacteria
exposed to dilution stress. Soil Sci Soc Am J. 2000: 64(5): 1630.

Gonzalez JM, Covert JS, Whitman WB, Henriksen ]JR, Mayer F, Scharf B, et al. Silicibacter
pomeroyi sp. nov. and Roseovarius nubinhibens sp. nov., dimethylsulfoniopropionate-
demethylating bacteria from marine environments. Int ] Syst Evol Microbiol. 2003: 53(5):
1261-9.

Moran MA, Buchan A, Gonzalez JM, Heidelberg JF, Whitman WB, Kiene RP, et al. Genome

sequence of Silicibacter pomeroyi reveals adaptations to the marine environment. Nature.
2004:432(7019): 910-3.

132



Literaturverzeichnis

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

Schulz A, Stoveken N, Binzen IM, Hoffmann T, Heider ], Bremer E. Feeding on compatible
solutes: a substrate-induced pathway for uptake and catabolism of ectoines and its
genetic control by EnuR. Environ Microbiol. 2016: (submitted).

Kolling R, Lother H. AsnC: an autogenously regulated activator of asparagine synthetase A
transcription in Escherichia coli. ] Bacteriol. 1985: 164(1): 310-5.

Yokoyama K, Ishijima SA, Clowney L, Koike H, Aramaki H, Tanaka C, et al. Feast/famine
regulatory proteins (FFRPs): Escherichia coli Lrp, AsnC and related archaeal transcription
factors. FEMS Microbiol Rev. 2006: 30(1): 89-108.

Pawlowski K, Klosse U, de Bruijn F]. Characterization of a novel Azorhizobium caulinodans
ORS571 two-component regulatory system, NtrY/NtrX, involved in nitrogen fixation and
metabolism. Mol Gen Genet MGG. 1991: 231(1): 124-38.

Wang D, Xue H, Wang Y, Yin R, Xie F, Luo L. The Sinorhizobium meliloti ntrX gene is
involved in succinoglycan production, motility, and symbiotic nodulation on alfalfa. Appl
Environ Microbiol. 2013: 79(23): 7150-9.

Bouvier TC, del Giorgio PA. Compositional changes in free-living bacterial communities
along a salinity gradient in two temperate estuaries. Limnol Oceanogr. 2002: 47(2): 453-
70.

Campbell BJ, Kirchman DL. Bacterial diversity, community structure and potential growth
rates along an estuarine salinity gradient. ISME J. 2013: 7(1): 210-20.

Kirchman DL, Dittel Al, Malmstrom RR, Cottrell MT. Biogeography of major bacterial
groups in the Delaware Estuary. Limnol Oceanogr. 2005: 50(5): 1697-706.

Whitman WB, Coleman DC, Wiebe W]J. Prokaryotes: The unseen majority. Proc Natl Acad
Sci. 1998: 95(12): 6578-83.

Rappé MS, Connon SA, Vergin KL, Giovannoni SJ. Cultivation of the ubiquitous SAR11
marine bacterioplankton clade. Nature. 2002: 418(6898): 630-3.

Kassen R. The experimental evolution of specialists, generalists, and the maintenance of
diversity. ] Evol Biol. 2002: 15(2): 173-90.

Zinger L, Amaral-Zettler LA, Fuhrman JA, Horner-Devine MC, Huse SM, Welch DBM, et al.
Global patterns of bacterial beta-diversity in seafloor and seawater ecosystems. PLOS

ONE. 2011: 6(9): e24570.

Brinkhoff T, Giebel H-A, Simon M. Diversity, ecology, and genomics of the Roseobacter
clade: a short overview. Arch Microbiol. 2008: 189(6): 531-9.

Buchan A, Gonzalez JM, Moran MA. Overview of the marine roseobacter lineage. Appl
Environ Microbiol. 2005: 71(10): 5665-77.

Luo H, Moran MA. Evolutionary ecology of the marine Roseobacter clade. Microbiol Mol
Biol Rev. 2014: 78(4): 573-87.

Wagner-Dobler I, Biebl H. Environmental biology of the marine Roseobacter lineage. Annu
Rev Microbiol. 2006: 60: 255-80.

133



Literaturverzeichnis

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42,

43.

44,

45,

Newton R], Griffin LE, Bowles KM, Meile C, Gifford S, Givens CE, et al. Genome
characteristics of a generalist marine bacterial lineage. ISME J. 2010: 4(6): 784-98.

Brinkmeyer R, Knittel K, Jirgens ], Weyland H, Amann R, Helmke E. Diversity and
structure of bacterial communities in arctic versus antarctic Pack Ice. Appl Environ
Microbiol. 2003: 69(11): 6610-9.

Dang H, Lovell CR. Bacterial primary colonization and early succession on surfaces in
marine waters as determined by amplified rRNA gene restriction analysis and sequence
analysis of 16S rRNA genes. Appl Environ Microbiol. 2000: 66(2): 467-75.

Miller TR, Belas R. Dimethylsulfoniopropionate metabolism by Pfiesteria-associated
Roseobacter spp. Appl Environ Microbiol. 2004: 70(6): 3383-91.

Taylor MW, Schupp PJ, Dahllof I, Kjelleberg S, Steinberg PD. Host specificity in marine
sponge-associated bacteria, and potential implications for marine microbial diversity.
Environ Microbiol. 2004: 6(2): 121-30.

Sowell SM, Abraham PE, Shah M, Verberkmoes NC, Smith DP, Barofsky DF, et al
Environmental proteomics of microbial plankton in a highly productive coastal upwelling
system. ISME ]. 2011 May;5(5):856-65.

Gonzalez JM, Kiene RP, Moran MA. Transformation of sulfur compounds by an abundant
lineage of marine bacteria in the alpha-subclass of the class Proteobacteria. Appl Environ
Microbiol. 1999: 65(9): 3810-9.

Yi H, Lim YW, Chun ]. Taxonomic evaluation of the genera Ruegeria and Silicibacter: a
proposal to transfer the genus Silicibacter to the genus Ruegeria Int ] Syst Evol Microbiol.
2007:57(4): 815-9.

Christie-Oleza JA, Miotello G, Armengaud ]. High-throughput proteogenomics of Ruegeria
pomeroyi: seeding a better genomic annotation for the whole marine Roseobacter clade.
BMC Genomics. 2012: 13(73): 1-13.

Rivers AR, Smith CB, Moran MA. An Updated genome annotation for the model marine
bacterium Ruegeria pomeroyi DSS-3. Stand Genomic Sci. 2014: 9(11): 1-9.

Reisch CR, Moran MA, Whitman WB. Dimethylsulfoniopropionate-dependent demethylase
(DmdA) from Pelagibacter ubique and Silicibacter pomeroyi. | Bacteriol. 2008: 190(24):
8018-24.

Todd ]D, Curson AR], Kirkwood M, Sullivan M], Green RT, Johnston AWB. DddQ, a novel,
cupin-containing, dimethylsulfoniopropionate lyase in marine roseobacters and in
uncultured marine bacteria. Environ Microbiol. 2011: 13(2): 427-38.

Todd ]D, Kirkwood M, Newton-Payne S, Johnston AWB. DddW, a third DMSP lyase in a
model Roseobacter marine bacterium, Ruegeria pomeroyi DSS-3. ISME ]. 2012: 6(1): 223-
6.

Charlson R], Lovelock JE, Andreae MO, Warren SG. Oceanic phytoplankton, atmospheric
sulphur, cloud albedo and climate. Nature. 1987: 326(6114): 655-61.

Kiene RP, Linn L], Bruton JA. New and important roles for DMSP in marine microbial
communities. ] Sea Res. 2000: 43(3-4): 209-24.

134



Literaturverzeichnis

46.

47.

48.

49,

50.

51

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

Reisch CR, Stoudemayer M], Varaljay VA, Amster IJ, Moran MA, Whitman WB. Novel
pathway for assimilation of dimethylsulphoniopropionate widespread in marine bacteria.
Nature. 2011: 473(7346): 208-11.

Salgado P, Kiene R, Wiebe W, Magalhaes C. Salinity as a regulator of DMSP degradation in
Ruegeria pomeroyi DSS-3. ] Microbiol Seoul Korea. 2014: 52(11): 948-54.

Sweeney TE, Beuchat CA. Limitations of methods of osmometry: measuring the osmolality
of biological fluids. Am ] Physiol. 1993: 264(3): R469-480.

Kempf B, Bremer E. Uptake and synthesis of compatible solutes as microbial stress
responses to high-osmolality environments. Arch Microbiol. 1998: 170(5): 319-30.

Martin DD, Ciulla RA, Roberts MF. Osmoadaptation in archaea. Appl Environ Microbiol.
1999: 65(5): 1815-25.

Ventosa A, Nieto ]], Oren A. Biology of moderately halophilic aerobic bacteria. Microbiol
Mol Biol Rev MMBR. 1998: 62(2): 504-44.

Kunte HJ. Osmoregulation in Bacteria: Compatible Solute Accumulation and Osmosensing.
Environ Chem. 2006: 3(2): 94-9.

Antén ], Rosselld-Mora R, Rodriguez-Valera F, Amann R. Extremely halophilic bacteria in
crystallizer ponds from solar salterns. Appl Environ Microbiol. 2000: 66(7): 3052-7.

Sleator RD, Hill C. Bacterial osmoadaptation: the role of osmolytes in bacterial stress and
virulence. FEMS Microbiol Rev. 2002: 26(1): 49-71.

Lanyi JK. Salt-dependent properties of proteins from extremely halophilic bacteria.
Bacteriol Rev. 1974 : 38(3): 272-90.

Eisenberg, Wachtel and E]. Structural Studies of Halophilic Proteins, Ribosomes, and
Organelles of Bacteria Adapted to Extreme Salt Concentrations. Annu Rev Biophys
Biophys Chem. 1987: 16(1): 69-92.

Oren A, Heldal M, Norland S, Galinski EA. Intracellular ion and organic solute
concentrations of the extremely halophilic bacterium Salinibacter ruber. Extrem Life
Extreme Cond. 2002: 6(6): 491-8.

da Costa MS, Santos H, Galinski EA. An overview of the role and diversity of compatible
solutes in Bacteria and Archaea. Adv Biochem Eng Biotechnol. 1998: 61: 117-53.

Brown AD. Microbial water stress. Bacteriol Rev. 1976: 40(4): 803-46.
Bremer E, Kramer R, Krdmer R. Coping with osmotic challenges: osmoregulation through
accumulation and release of compatible solutes in bacteria. Comp Biochem Physiol A Mol

Integr Physiol. 2000: 126(17)

Cayley S, Lewis BA, Record MT. Origins of the osmoprotective properties of betaine and
proline in Escherichia coli K-12.] Bacteriol. 1992: 174(5): 1586-95.

Hoffmann T, Bremer E. Protection of Bacillus subtilis against cold stress via compatible-
solute acquisition. ] Bacteriol. 201: 193(7): 1552-62.

135



Literaturverzeichnis

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

Holtmann G, Bremer E. Thermoprotection of Bacillus subtilis by exogenously provided
glycine betaine and structurally related compatible solutes: involvement of Opu
transporters. ] Bacteriol. 2004: 186(6): 1683-93.

Kurz M. Compatible solute influence on nucleic acids: many questions but few answers.
Saline Syst. 2008: 4(6): 1-14

Arakawa T, Timasheff SN. The stabilization of proteins by osmolytes. ] Biophys. Biophys ].
1985:47(3): 411-4.

Street TO, Bolen DW, Rose GD. A molecular mechanism for osmolyte-induced protein
stability. Proc Natl Acad Sci U S A. 2006: 103(38): 3997-4002.

Timasheff SN. Protein hydration, thermodynamic binding, and preferential hydration.
Biochemistry (Mosc). 2002: 41(46): 13473-82.

Lee ]JC, Timasheff SN. The stabilization of proteins by sucrose. ] Biol Chem. 1981: 256(14):
7193-201.

Pittelkow M, Bremer E. Cellular adjustments of Bacillus subtilis and other Bacilli to
fluctuating salinities. In: Ventosa A, Oren A, Ma Y, editors. Halophiles and Hypersaline
Environments. Springer Berlin Heidelberg; 2011: p. 275-302.

Kunte H, Lentzen G, Galinski E. Industrial production of the cell protectant ectoine:
protection mechanisms, processes, and products. Curr Biotechnol. 2014: 3(1): 10-25.

Galinski EA, Stein M, Amendt B, Kinder M. The kosmotropic (structure-forming)effect of
compensatory solutes. Comp Biochem Physiol A Physiol. 1997: 117(3): 357-65.

Kolp S, Pietsch M, Galinski EA, Giitschow M. Compatible solutes as protectants for
zymogens against proteolysis. Biochim Biophys Acta. 2006: 1764(7): 1234-42.

Wood JM, Bremer E, Csonka LN, Kraemer R, Poolman B, van der Heide T, et al.
Osmosensing and osmoregulatory compatible solute accumulation by bacteria. Comp
Biochem Physiol A Mol Integr Physiol. 2001: 130(3): 437-60.

Pastor M, Salvador M, Argandofia M, Bernal V, Reina-Bueno M, Csonka LN, et al. Ectoines
in cell stress protection: uses and biotechnological production. Biotechnol Adv. 2010:
28(6): 782-801.

Roberts MF. Organic compatible solutes of halotolerant and halophilic microorganisms.
Saline Syst. 2005; 1(5):

Severin |, Wohlfarth A, Galinski EA. The predominant role of recently discovered
tetrahydropyrimidines for the osmoadaptation of halophilic eubacteria. Microbiology.
1992: 138(8): 1629-38.

Galinski EA, Oren A. Isolation and structure determination of a novel compatible solute
from the moderately halophilic purple sulfur bacterium Ectothiorhodospira marismortui.

Eur ] Biochem. 1991: 198(3): 593-8.

Wohlfarth A, Severin ], Galinski EA. The spectrum of compatible solutes in heterotrophic
halophilic eubacteria of the family Halomonadaceae. Microbiology. 1990: 136(4): 705-12.

136



Literaturverzeichnis

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

Biinger ], Degwert ], Driller H. The protective function of compatible solute ectoin on the
skin, skin cells and its biomolecules with respect to UV radiation, immunosuppression and
membrane damage. [IFSCC Mag. 2001: 4: 127-31.

Buommino E, Schiraldi C, Baroni A, Paoletti I, Lamberti M, De Rosa M, et al. Ectoine from
halophilic microorganisms induces the expression of hsp70 and hsp70B’ in human
keratinocytes modulating the proinflammatory response. Cell Stress Chaperones. 2005:
10(3): 197-203.

Kanapathipillai M, Lentzen G, Sierks M, Park CB. Ectoine and hydroxyectoine inhibit
aggregation and neurotoxicity of Alzheimer’s beta-amyloid. FEBS Lett. 2005: 579(21):
4775-80.

Sydlik U, Gallitz I, Albrecht C, Abel ], Krutmann ], Unfried K. The compatible solute ectoine
protects against nanoparticle-induced neutrophilic lung inflammation. Am ] Respir Crit
Care Med. 2009: 180(1): 29-35.

Garcia-Estepa R, Argandofia M, Reina-Bueno M, Capote N, Iglesias-Guerra F, Nieto J], et al.
The ectD gene, which is involved in the synthesis of the compatible solute hydroxyectoine,
is essential for thermoprotection of the halophilic bacterium Chromohalobacter
salexigens. ] Bacteriol. 2006: 188(11): 3774-84.

Malin G, Lapidot A. Induction of synthesis of tetrahydropyrimidine derivatives in
Streptomyces strains and their effect on Escherichia coli in response to osmotic and heat
stress. ] Bacteriol. 1996: 178(2): 385-95.

Bursy ], Kuhlmann AU, Pittelkow M, Hartmann H, Jebbar M, Pierik A], et al. Synthesis and
uptake of the compatible solutes ectoine and 5-hydroxyectoine by Streptomyces coelicolor
A3(2) in response to salt and heat stresses. Appl Environ Microbiol. 2008: 74(23): 7286-
96.

Tanne C, Golovina EA, Hoekstra FA, Meffert A, Galinski EA. Glass-forming property of
hydroxyectoine is the cause of its superior function as a desiccation protectant. Front
Microbiol. 2014: 5: 1-13.

Mosier AC, Justice NB, Bowen BP, Baran R, Thomas BC, Northen TR, et al. Metabolites
associated with adaptation of microorganisms to an acidophilic, metal-rich environment
identified by stable-isotope-enabled metabolomics. mBio. 2013: 4(2): e00484-12.

Sauer T, Galinski EA. Bacterial milking: A novel bioprocess for production of compatible
solutes. Biotechnol Bioeng. 1998: 57(3): 306-13.

Lo C-C, Bonner CA, Xie G, D'Souza M, Jensen RA. Cohesion group approach for
evolutionary analysis of aspartokinase, an enzyme that feeds a branched network of many
biochemical pathways. Microbiol Mol Biol Rev MMBR. 2009: 73(4): 594-651.

Stoveken N, Pittelkow M, Sinner T, Jensen RA, Heider ], Bremer E. A specialized
aspartokinase enhances the biosynthesis of the osmoprotectants ectoine and
hydroxyectoine in Pseudomonas stutzeri A1501. ] Bacteriol. 2011: 193(17): 4456-68.

Ono H, Sawada K, Khunajakr N, Tao T, Yamamoto M, Hiramoto M, et al. Characterization of

biosynthetic enzymes for ectoine as a compatible solute in a moderately halophilic
eubacterium, Halomonas elongata. ] Bacteriol. 1999: 181(1): 91-9.

137



Literaturverzeichnis

92.

93.

94,

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

Peters P, Galinski E a., Triiper H g. The biosynthesis of ectoine. FEMS Microbiol Lett. 1990:
71(1-2): 157-62.

Widderich N, Kobus S, Hoppner A, Riclea R, Seubert A, Dickschat ]S, et al. Biochemistry
and crystal structure of ectoine synthase: A metal-containing member of the cupin
superfamily. PLoS ONE. 2016: 11(3):

Bursy ], Pierik AJ, Pica N, Bremer E. Osmotically induced synthesis of the compatible
solute hydroxyectoine is mediated by an evolutionarily conserved ectoine hydroxylase. ]

Biol Chem. 2007 : 282(43): 31147-55.

Hoppner A, Widderich N, Lenders M, Bremer E, Smits SHJ. Crystal structure of the ectoine
hydroxylase, a snapshot of the active site. ] Biol Chem. 2014: 289(43): 29570-83.

Fuhrman JA. Marine viruses and their biogeochemical and ecological effects. Nature.
1999:399(6736): 541-8.

Suttle CA. Marine viruses--major players in the global ecosystem. Nat Rev Microbiol.
2007:5(10): 801-12.

Weinbauer MG. Ecology of prokaryotic viruses. FEMS Microbiol Rev. 2004: 28(2): 127-81.

Young R. Bacteriophage lysis: mechanism and regulation. Microbiol Rev. 1992: 56(3):
430-81.

Sukharev SI, Blount P, Martinac B, Kung C. Mechanosensitive channels of Escherichia coli:
the MscL gene, protein, and activities. Annu Rev Physiol. 1997: 59: 633-57.

Kieft TL, soroker E, firestone MK. Microbial biomass response to a rapid increase in water
potential when dry soil is wetted. Soil Biol Biochem. 1987: 19(2): 119-26.

Lambert C, Erdmann A, Eikmanns M, Kramer R. Triggering glutamate excretion in
Corynebacterium glutamicum by modulating the membrane state with local anesthetics
and osmotic gradients. Appl Environ Microbiol. 1995: 61(12): 4334-42.

Ruffert S, Lambert C, Peter H, Wendisch VF, Kramer R. Efflux of compatible solutes in
Corynebacterium glutamicum mediated by osmoregulated channel activity. Eur ] Biochem.

1997: 247(2): 572-80.

Rice KC, Bayles KW. Molecular control of bacterial death and lysis. Microbiol Mol Biol Rev
MMBR. 2008: 72(1): 85-109.

Bohannan BJM. Lenski RE. Linking genetic change to community evolution: insights from
studies of bacteria and bacteriophage. Ecol Lett. 2000: 3(4): 362-77.

Mann NH. The third age of phage. PLoS Biol. 2005: 3(5): 182.
Suttle CA. Viruses in the sea. Nature. 2005: 437(7057): 356-61.

McCue KF, Hanson AD. Salt-inducible betaine aldehyde dehydrogenase from sugar beet:
cDNA cloning and expression. Plant Mol Biol. 1992: 18(1): 1-11.

Roesser M, Miiller V. Osmoadaptation in Bacteria and Archaea: common principles and
differences. Environ Microbiol. 2001: 3(12): 743-54.

138



Literaturverzeichnis

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

Yancey PH, Clark ME, Hand SC, Bowlus RD, Somero GN. Living with water stress: evolution
of osmolyte systems. Science. 1982: 217(4566): 1214-22.

Zachowski A. Phospholipids in animal eukaryotic membranes: transverse asymmetry and
movement. Biochem ]. 1993: 294 (1): 1-14.

Incharoensakdi A, Waditee R. Degradation of glycinebetaine by betaine-homocysteine
methyltransferase in Aphanothece halophytica: effect of salt downshock and starvation.
Curr Microbiol. 2000: 41(4): 227-31.

Galinski EA, Herzog RM. The role of trehalose as a substitute for nitrogen-containing
compatible solutes (Ectothiorhodospira halochloris). Arch Microbiol. 1990: 153(6): 607-
13.

Ollivier B, Caumette P, Garcia JL, Mah RA. Anaerobic bacteria from hypersaline
environments. Microbiol Rev. 1994: 58(1): 27-38.

Boncompagni E, Osteras M, Poggi MC, le Rudulier D. Occurrence of choline and glycine
betaine uptake and metabolism in the family Rhizobiaceae and their roles in
osmoprotection. Appl Environ Microbiol. 1999: 65(5): 2072-7.

Talibart R, Jebbar M, Gouesbet G, Himdi-Kabbab S, Wréblewski H, Blanco C, et al.
Osmoadaptation in Rhizobia: ectoine-induced salt tolerance. ] Bacteriol. 1994: 176(17):
5210-7.

Serra AL, Mariscotti JF, Barra JL, Lucchesi GI, Domenech CE, Lisa AT. Glycine Betaine
transmethylase mutant of Pseudomonas aeruginosa. ] Bacteriol. 2002: 184(15): 4301-3.

Goldmann A, Lecoeur L, Message B, Delarue M, Schoonejans E, Tepfer D. Symbiotic
plasmid genes essential to the catabolism of proline betaine, or stachydrine, are also
required for efficient nodulation by Rhizobium meliloti FEMS Microbiol Lett. 1994:
115(2-3): 305-11.

Kumar R, Zhao S, Vetting MW, Wood BM, Sakai A, Cho K, et al. Prediction and Biochemical
Demonstration of a Catabolic Pathway for the Osmoprotectant Proline Betaine. mBio.
2014:5(1).

Dickschat JS, Zell C, Brock NL. Pathways and Substrate Specificity of DMSP catabolism in
marine Bacteria of the Roseobacter clade. ChemBioChem. 2010: 11(3): 417-25.

Herzog RM, Galinski EA, Triper HG. Degradation of the compatible solute trehalose in
Ectothiorhodospira halochloris: isolation and characterization of trehalase. Arch Microbiol.
1990: 153(6): 600-6.

Welsh DT, Guyoneaud R, Caumette P. Utilization of the compatible solutes sucrose and
trehalose by purple sulfur and nonsulfur bacteria. Can ] Microbiol. 1998: 44(10): 974-9.

Manzanera M, Garcia de Castro A, Tgndervik A, Rayner-Brandes M, Strgm AR, Tunnacliffe
A. Hydroxyectoine is superior to trehalose for anhydrobiotic engineering of Pseudomonas
putida KT2440. Appl Environ Microbiol. 2002: 68(9): 4328-33.

Jebbar M, Sohn-Bésser L, Bremer E, Bernard T, Blanco C. Ectoine-induced proteins in

Sinorhizobium meliloti include an Ectoine ABC-type transporter involved in
osmoprotection and ectoine catabolism. ] Bacteriol. 2005: 187(4): 1293-304.

139



Literaturverzeichnis

125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

Hanekop N, Hoing M, Sohn-Bésser L, Jebbar M, Schmitt L, Bremer E. Crystal structure of
the ligand-binding protein EhuB from Sinorhizobium meliloti reveals substrate
recognition of the compatible solutes ectoine and hydroxyectoine. ] Mol Biol. 2007:
374(5): 1237-50.

Rigali S, Derouaux A, Giannotta F, Dusart ]J. Subdivision of the Helix-Turn-Helix GntR
Family of Bacterial Regulators in the FadR, HutC, MocR, and YtrA Subfamilies. ] Biol Chem.
2002: 277(15): 12507-15.

Lecher ], Pittelkow M, Zobel S, Bursy ], Bonig T, Smits SH], et al. The crystal structure of
UehA in complex with ectoine-A comparison with other TRAP-T binding proteins. ] Mol
Biol. 2009: 389(1): 58-73.

Schwibbert K, Marin-Sanguino A, Bagyan [, Heidrich G, Lentzen G, Seitz H, et al. A
blueprint of ectoine metabolism from the genome of the industrial producer Halomonas
elongata DSM 2581 T. Environ Microbiol. 2011: 13(8): 1973-94.

Vreeland RH, Litchfield CD, Martin EL, Elliot E. Halomonas elongata, a new genus and
species of extremely salt-tolerant Bacteria. Int ] Syst Evol Microbiol. 1980: 30(2): 485-95.

Tkaczuk KL, A. Shumilin I, Chruszcz M, Evdokimova E, Savchenko A, Minor W. Structural
and functional insight into the universal stress protein family. Evol Appl. 2013: 6(3): 434-
49,

Brinkman AB, Ettema TJG, de Vos WM, van der Oost ]. The Lrp family of transcriptional
regulators. Mol Microbiol. 2003: 48(2): 287-94.

Thaw P, Sedelnikova SE, Muranova T, Wiese S, Ayora S, Alonso JC, et al. Structural insight
into gene transcriptional regulation and effector binding by the Lrp/AsnC family. Nucleic
Acids Res. 2006: 34(5): 1439-49.

Mulligan C, Fischer M, Thomas GH. Tripartite ATP-independent periplasmic (TRAP)
transporters in Bacteria and Archaea. FEMS Microbiol Rev. 2011: 35(1): 68-86.

Buchholz K, Seibel ]J. Industrial carbohydrate biotransformations. Carbohydr Res. 2008:
343(12): 1966-79.

Inbar L, Frolow F, Lapidot A. The conformation of new tetrahydropyrimidine derivatives
in solution and in the crystal. Eur ] Biochem FEBS. 1993 : 214(3): 897-906.

Yoshimura T, Esak N. Amino acid racemases: functions and mechanisms. ] Biosci Bioeng.
2003:96(2): 103-9.

Fisch F, Fleites CM, Delenne M, Baudendistel N, Hauer B, Turkenburg JP, et al. A covalent
succinylcysteine-like intermediate in the enzyme-catalyzed transformation of maleate to
fumarate by maleate isomerase. ] Am Chem Soc. 2010: 132(33): 11455-7.

Okrasa K, Levy C, Hauer B, Baudendistel N, Leys D, Micklefield ]J. Structure and mechanism
of an unusual malonate decarboxylase and related racemases. Chem Weinh Bergstr Ger.
2008: 14(22): 6609-13.

Spies MA, Reese ]G, Dodd D, Pankow KL, Blanke SR, Baudry J. Determinants of catalytic

power and ligand binding in glutamate racemase. ] Am Chem Soc. 2009: 131(14): 5274-
84.

140



Literaturverzeichnis

140.

141.

142.

143.

144.

145.

146.

147.

148.

149.

150.

151.

152.

153.

154.

155.

Gallagher DT, Monbouquette HG, Schroder I, Robinson H, Holden M], Smith NN. Structure
of alanine dehydrogenase from Archaeoglobus: active site analysis and relation to
bacterial cyclodeaminases and mammalian mu crystallin. ] Mol Biol. 2004: 342(1): 119-
30.

Percudani R, Peracchi A. A genomic overview of pyridoxal-phosphate-dependent
enzymes. EMBO Rep. 2003: 4(9): 850-4.

Mockel B, Eggeling L, Sahm H. Functional and structural analyses of threonine
dehydratase from Corynebacterium glutamicum. ] Bacteriol. 1992: 174(24): 8065-72.

Schroder I, Vadas A, Johnson E, Lim S, Monbouquette HG. A Novel archaeal alanine
dehydrogenase homologous to ornithine cyclodeaminase and p-crystallin. | Bacteriol.
2004: 186(22): 7680-9.

Berg JM, Streyer L, Tymoczko JL. Stryer Biochemie. 6. Elsevier Spektrum - Akademischer
Verlag; 2007.

Rawlings ND, Barrett AJ. Evolutionary families of peptidases. Biochem ]. 1993: 290(1):
205-18.

Zheng Y, Roberts R], Kasif S, Guan C. Characterization of two new aminopeptidases in
Escherichia coli. ] Bacteriol. 2005: 187(11): 3671-7.

Louis P, Galinski EA. Characterization of genes for the biosynthesis of the compatible
solute ectoine from Marinococcus halophilus and osmoregulated expression in Escherichia
coli. Microbiol Read Engl. 1997: 143 (4): 1141-9.

Makarova KS, Grishin NV. The Zn-peptidase superfamily: functional convergence after
evolutionary divergence. ] Mol Biol. 1999: 292(1): 11-7.

Rimsa V, Eadsforth TC, Joosten RP, Hunter WN. High-resolution structure of the M14-type
cytosolic carboxypeptidase from Burkholderia cenocepacia refined exploiting PDB_REDO
strategies. Acta Crystallogr D Biol Crystallogr. 2014: 70(2): 279-89.

Christen P, Mehta PK. From cofactor to enzymes. The molecular evolution of pyridoxal-5’-
phosphate-dependent enzymes. Chem Rec N Y N. 2001: 1(6): 436-47.

Liu W, Peterson PE, Langston J4, Jin X, Zhou X, Fisher A], et al. Kinetic and crystallographic
analysis of active site mutants of Escherichia coli y-aminobutyrate aminotransferase.
Biochemistry (Mosc). 2005: 44(8): 2982-92.

Yonaha K, Nishie M, Aibara S. The primary structure of omega-amino acid:pyruvate
aminotransferase. ] Biol Chem. 1992: 267(18): 12506-10.

Hidalgo E, Chen YM, Lin EC, Aguilar ]. Molecular cloning and DNA sequencing of the
Escherichia coli K-12 ald gene encoding aldehyde dehydrogenase. ] Bacteriol. 1991:
173(19): 6118-23.

Niegemann E, Schulz A, Bartsch K. Molecular organization of the Escherichia coli gab
cluster: nucleotide sequence of the structural genes gabD and gabP and expression of the

GABA permease gene. Arch Microbiol. 1993: 160(6): 454-60.

Karmen A, Wroblewski F, LaDue ]S. Transaminase activity in human blood. ] Clin Invest.
1955: 34(1): 126-33.

141



Literaturverzeichnis

156.

157.

158.

159.

160.

161.

162.

163.

164.

165.

166.

167.

168.

169.

170.

171.

Ladue JS, Wréblewski F. The significance of the serum glutamic oxalacetic transaminase
activity following acute myocardial infarction. Circulation. 1955: 11(6): 871-7.

Commichau FM, Gunka K, Landmann JJ, Stiilke ]J. Glutamate metabolism in Bacillus subtilis:
Gene expression and enzyme activities evolved to avoid futile cycles and to allow rapid
responses to perturbations of the system. ] Bacteriol. 2008: 190(10): 3557-64.

Canovas M, Torroglosa T, Iborra JL. Permeabilization of Escherichia coli cells in the
biotransformation of trimethylammonium compounds into l-carnitine. Enzyme Microb
Technol. 2005: 37(3): 300-8.

van Meer G, Voelker DR, Feigenson GW. Membrane lipids: where they are and how they
behave. Nat Rev Mol Cell Biol. 2008: 9(2): 112-24.

Wiggins PM. Role of water in some biological processes. Microbiol Rev. 1990: 54(4): 432-
49,

Berg JM, Tymoczko JL, Stryer L. Biochemistry. Macmillan Leraning. 2002

Goodman BE. Transport of small molecules across cell membranes: Water channels and
urea transporters. Adv Physiol Educ. 2002: 26(3): 146-57.

Lodish H, Berk A, Zipursky SL, Matsudaira P, Baltimore D, Darnell ]J. Diffusion of Small
Molecules across Phospholipid Bilayers. Macmillan Leraning. 2000

Alberts B, Johnson A, Lewis ], Raff M, Roberts K, Walter P. Carrier Proteins and Active
Membrane Transport. Garland Science. 2002

Padan E. Bacterial Membrane Transport: Superfamilies of Transport Proteins. In: eLS
John Wiley & Sons, Ltd; 2001

Berger EA. Different mechanisms of energy coupling for the active transport of proline
and glutamine in Escherichia coli. Proc Natl Acad Sci U S A. 1973: 70(5): 1514-8.

Berger EA, Heppel LA. Different mechanisms of energy coupling for the shock-sensitive
and shock-resistant amino acid permeases of Escherichia coli. ] Biol Chem. 1974: 249(24):
7747-55.

Quiocho FA, Ledvina PS. Atomic structure and specificity of bacterial periplasmic
receptors for active transport and chemotaxis: variation of common themes. Mol
Microbiol. 1996: 20(1): 17-25.

Tam R, Saier MH. Structural, functional, and evolutionary relationships among
extracellular solute-binding receptors of bacteria. Microbiol Rev. 1993: 57(2): 320-46.

Wilkinson B, Holland B, Kuchler K, Cole SP, Higgins C. ABC Proteins: From Bacteria to
Man. In: ABC Proteins. London: Academic Press; 2003

Gonin S, Arnoux P, Pierru B, Lavergne ], Alonso B, Sabaty M, et al. Crystal structures of an
extracytoplasmic solute receptor from a TRAP transporter in its open and closed forms
reveal a helix-swapped dimer requiring a cation for alpha-keto acid binding. BMC Struct
Biol. 2007: 7: 11.

142



Literaturverzeichnis

172.

173.

174.

175.

176.

177.

178.

179.

180.

181.

182.

183.

184.

185.

186.

187.

Mulligan C, Geertsma ER, Severi E, Kelly D], Poolman B, Thomas GH. The substrate-
binding protein imposes directionality on an electrochemical sodium gradient-driven
TRAP transporter. Proc Natl Acad Sci U S A. 2009: 106(6): 1778-83.

Neiditch MB, Federle MJ], Pompeani A], Kelly RC, Swem DL, Jeffrey PD, et al. Ligand-
induced asymmetry in histidine sensor kinase complex regulates quorum sensing. Cell.
2006: 126(6): 1095-108.

Berntsson RP-A, Smits SH], Schmitt L, Slotboom D-], Poolman B. A structural classification
of substrate-binding proteins. FEBS Lett. 2010: 584(12): 2606-17.

Fath M], Kolter R. ABC transporters: bacterial exporters. Microbiol Rev. 1993: 57(4): 995-
1017.

Rice A], Park A, Pinkett HW. Diversity in ABC transporters: type [, II and III importers. Crit
Rev Biochem Mol Biol. 2014: 49(5): 426-37.

Higgins CF. ABC transporters: from microorganisms to man. Annu Rev Cell Biol. 1992: 8:
67-113.

Treptow NA, Shuman HA. Genetic evidence for substrate and periplasmic-binding-protein
recognition by the MalF and MalG proteins, cytoplasmic membrane components of the
Escherichia coli maltose transport system. ] Bacteriol. 1985: 163(2): 654-60.

Davidson AL, Dassa E, Orelle C, Chen J. Structure, function, and evolution of bacterial ATP-
binding cassette systems. Microbiol Mol Biol Rev MMBR. 2008: 72(2): 317-364.

Biemans-Oldehinkel E, Doeven MK, Poolman B. ABC transporter architecture and
regulatory roles of accessory domains. FEBS Lett. 2006: 580(4): 1023-35.

Forward JA, Behrendt MC, Wyborn NR, Cross R, Kelly D]. TRAP transporters: a new family
of periplasmic solute transport systems encoded by the dctPQM genes of Rhodobacter
capsulatus and by homologs in diverse gram-negative bacteria. ] Bacteriol. 1997: 179(17):
5482-93.

Rabus R, Jack DL, Kelly D], Saier MH. TRAP transporters: an ancient family of
extracytoplasmic solute-receptor-dependent secondary active transporters. Microbiol
Read Engl. 1999: 145 (12): 3431-45.

Poolman B, Glaasker E. Regulation of compatible solute accumulation in bacteria. Mol
Microbiol. 1998: 29(2): 397-407.

Mulligan C, Kelly D], Thomas GH. Tripartite ATP-independent periplasmic transporters:
application of a relational database for genome-wide analysis of transporter gene
frequency and organization. ] Mol Microbiol Biotechnol. 2007: 12(4): 218-26.

Kelly D], Thomas GH. The tripartite ATP-independent periplasmic (TRAP) transporters of
bacteria and archaea. FEMS Microbiol Rev. 2001: 25(4): 405-24.

Driessen A], Rosen BP, Konings WN. Diversity of transport mechanisms: common
structural principles. Trends Biochem Sci. 2000: 25(8): 397-401.

Denger K, Smits THM, Cook AM. Genome-enabled analysis of the utilization of taurine as
sole source of carbon or of nitrogen by Rhodobacter sphaeroides. Microbiol Read Engl.

2006: 152(11): 3197-206.

143



Literaturverzeichnis

188.

189.

190.

191.

192.

193.

194.

195.

196.

197.

198.

199.

200.

201.

202.

203.

Mauchline TH, Fowler JE, East AK, Sartor AL, Zaheer R, Hosie AHF, et al. Mapping the
Sinorhizobium meliloti 1021 solute-binding protein-dependent transportome. Proc Natl
Acad Sci. 2006: 103(47): 17933-8.

Grammann K, Volke A, Kunte H]. New type of osmoregulated solute transporter identified
in halophilic members of the Bacteria domain: TRAP transporter TeaABC mediates uptake
of ectoine and hydroxyectoine in Halomonas elongata DSM 2581T. ] Bacteriol. 2002:
184(11): 3078-85.

Kuhlmann SI, Terwisscha van Scheltinga AC, Bienert R, Kunte H-], Ziegler C. 1.55 A
structure of the ectoine binding protein TeaA of the osmoregulated TRAP-transporter
TeaABC from Halomonas elongata. Biochemistry (Mosc). 2008: 47(36): 9475-85.

Schweikhard ES, Kuhlmann SI, Kunte H-J, Grammann K, Ziegler CM. Structure and
function of the universal stress protein TeaD and its role in regulating the ectoine
transporter TeaABC of Halomonas elongata DSM 2581(T). Biochemistry (Mosc). 2010:
49(10): 2194-204.

Foster PL. Stress-Induced Mutagenesis in Bacteria. Crit Rev Biochem Mol Biol. 2007:
42(5):373-97.

Guerrero R, Berlanga M. Life’s unity and flexibility: the ecological link. Int Microbiol Off ]
Span Soc Microbiol. 2006: 9(3): 225-35.

Ishihama A. Prokaryotic genome regulation: multifactor promoters, multitarget
regulators and hierarchic networks. FEMS Microbiol Rev. 2010: 34(5): 628-45.

Ishihama A. Prokaryotic genome regulation: A revolutionary paradigm. Proc Jpn Acad Ser
B.2012: 88(9): 485-508.

Browning DF, Busby SJW. The regulation of bacterial transcription initiation. Nat Rev
Microbiol. 2004: 2(1): 57-65.

Hochschild A, Dove SL. Protein-Protein contacts that activate and repress prokaryotic
transcription. Cell. 1998: 92(5): 597-600.

Rojo F. Repression of transcription initiation in Bacteria. ] Bacteriol. 1999: 181(10):
2987-91.

Sanchez A, Osborne ML, Friedman L], Kondev ], Gelles ]. Mechanism of transcriptional
repression at a bacterial promoter by analysis of single molecules. EMBO J. 2011: 30(19):
3940-6.

Lee DJ, Minchin SD, Busby SJW. Activating transcription in Bacteria. Annu Rev Microbiol.
2012: 66(1): 125-52.

Romero-Rodriguez A, Robledo-Casados I, Sanchez S. An overview on transcriptional
regulators in Streptomyces. Biochim Biophys Acta. 2015: 1849(8): 1017-39.

Konstantinidis KT, Tiedje JM. Trends between gene content and genome size in
prokaryotic species with larger genomes. Proc Natl Acad Sci U S A. 2004: 101(9): 3160-5.

Ulrich LE, Koonin EV, Zhulin IB. One-component systems dominate signal transduction in
prokaryotes. Trends Microbiol. 2005: 13(2): 52-6.

144



Literaturverzeichnis

204.

205.

206.

207.

208.

209.

210.

211.

212.

213.

214.

215.

216.

217.

218.

219.

Marks F, KlingmUller U, Miiller-Decker K. Cellular signal processing: An introduction to
the molecular mechanisms of signal transduction. Garland Science; 2008. 649 p.

Alberts B, Johnson A, Lewis ], Raff M, Roberts K, Walter P. DNA-binding motifs in gene
regulatory proteins. In. Molecular Biology of the cell. Garland Science. 2002

Savageau MA. Genetic regulatory mechanisms and the ecological niche of Escherichia coli.
Proc Natl Acad Sci U S A. 1974: 71(6): 2453-5.

Beckett D. Regulated assembly of transcription factors and control of transcription
initiation. ] Mol Biol. 2001: 314(3): 335-52.

Matthews KS, Falcon CM, Swint-Kruse L. Relieving repression. Nat Struct Mol Biol. 200:
7(3): 184-7.

Bell CE, Lewis M. A closer view of the conformation of the Lac repressor bound to
operator. Nat Struct Biol. 2000: 7(3): 209-14.

Schumacher MA, Choi KY, Lu F, Zalkin H, Brennan RG. Mechanism of corepressor-
mediated specific DNA binding by the purine repressor. Cell. 1995: 83(1): 147-55.

Aravind L, Anantharaman V, Balaji S, Babu MM, Iyer LM. The many faces of the helix-turn-
helix domain: transcription regulation and beyond. FEMS Microbiol Rev. 2005: 29(2):
231-62.

Haydon D], Guest JR. A new family of bacterial regulatory proteins. FEMS Microbiol Lett.
1991: 79(3): 291-5.

Yoshida K, Fujita Y, Sarai A. Missense mutations in the Bacillus subtilis Gnt repressor that
diminish operator binding ability. ] Mol Biol. 1993: 231(2): 167-74.

Hoskisson PA, Rigali S. Chapter 1: Variation in form and function the helix-turn-helix
regulators of the GntR superfamily. Adv Appl Microbiol. 2009: 69: 1-22.

Hoskisson PA, Rigali S, Fowler K, Findlay KC, Buttner M]. DevA, a GntR-Like
transcriptional regulator required for development in Streptomyces coelicolor. ] Bacteriol.
2006: 188(14): 5014-23.

Lee MH, Scherer M, Rigali S, Golden JW. PImA, a new member of the GntR family, has
plasmid maintenance functions in Anabaena sp. Strain PCC 7120. ] Bacteriol. 2003:
185(15): 4315-25.

Miyazaki T, Miyazaki |, Yamane H, Nishiyama M. alpha-Aminoadipate aminotransferase
from an extremely thermophilic bacterium, Thermus thermophilus. Microbiol Read Engl.
2004:150(7): 2327-34.

Sung MH, Tanizawa K, Tanaka H, Kuramitsu S, Kagamiyama H, Hirotsu K, et al.
Thermostable aspartate aminotransferase from a thermophilic Bacillus species. Gene
cloning, sequence determination, and preliminary x-ray characterization. ] Biol Chem.
1991: 266(4): 2567-72.

Bramucci E, Milano T, Pascarella S. Genomic distribution and heterogeneity of MocR-like
transcriptional factors containing a domain belonging to the superfamily of the pyridoxal-
5'-phosphate dependent enzymes of fold type I. Biochem Biophys Res Commun. 2011:
415(1): 88-93.

145



Literaturverzeichnis

220.

221.

222.

223.

224.

225.

226.

227.

228.

229.

230.

231.

232.

233.

234.

Ko TP, Wu SP, Yang WZ, Tsai H, Yuan HS. Crystallization and preliminary crystallographic
analysis of the Escherichia coli tyrosine aminotransferase. Acta Crystallogr D Biol
Crystallogr. 1999: 55(8): 1474-7.

Choi SY, Churchich DR, Churchich JE. Binding of new plp analogs to the catalytic domain of
GABA transaminase. Biochem Biophys Res Commun. 1985: 127(1): 346-53.

Milano T, Contestabile R, Lo Presti A, Ciccozzi M, Pascarella S. The aspartate
aminotransferase-like domain of Firmicutes MocR transcriptional regulators. Comput Biol
Chem. 2015: 58: 55-61.

Belitsky BR. Role of PdxR in the activation of vitamin B6 biosynthesis in Listeria
monocytogenes. Mol Microbiol. 2014: 92(5): 1113-28.

Jochmann N, Gotker S, Tauch A. Positive transcriptional control of the pyridoxal
phosphate biosynthesis genes pdxST by the MocR-type regulator PdxR of
Corynebacterium glutamicum ATCC 13032. Microbiology. 2011: 157(1): 77-88.

Tramonti A, Fiascarelli A, Milano T, di Salvo ML, Nogués I, Pascarella S, et al. Molecular
mechanism of PdxR - a transcriptional activator involved in the regulation of vitamin B6
biosynthesis in the probiotic bacterium Bacillus clausii. FEBS ]. 2015: 282(15): 2966-84.

Wiethaus ], Schubert B, Pfinder Y, Narberhaus F, Masepohl B. The GntR-like regulator
TauR activates expression of taurine utilization genes in Rhodobacter capsulatus. ]
Bacteriol. 2008: 190(2): 487-93.

Belitsky BR. Bacillus subtilis GabR, a protein with DNA-binding and aminotransferase
domains, is a PLP-dependent transcriptional regulator. ] Mol Biol. 2004: 340(4): 655-64.

Belitsky BR, Sonenshein AL. GabR, a member of a novel protein family, regulates the
utilization of gamma-aminobutyrate in Bacillus subtilis. Mol Microbiol. 2002: 45(2): 569-
83.

Edayathumangalam R, Wu R, Garcia R, Wang Y, Wang W, Kreinbring CA, et al. Crystal
structure of Bacillus subtilis GabR, an autorepressor and transcriptional activator of gabT.
Proc Natl Acad Sci U S A.2013: 110(44): 17820-5.

Okuda K, Kato S, Ito T, Shiraki S, Kawase Y, Goto M, et al. Role of the aminotransferase
domain in Bacillus subtilis GabR, a pyridoxal 5’-phosphate-dependent transcriptional
regulator. Mol Microbiol. 2015: 95(2): 245-57.

Okuda K, Ito T, Goto M, Takenaka T, Hemmi H, Yoshimura T. Domain characterization of
Bacillus subtilis GabR, a pyridoxal 5'-phosphate-dependent transcriptional regulator. |
Biochem (Tokyo). 2015: 158(3): 225-34.

Cronin CN, Kirsch JF. Role of arginine-292 in the substrate specificity of aspartate
aminotransferase as examined by site-directed mutagenesis. Biochemistry (Mosc). 1988:
27(12): 4572-9.

Matharu A, Hayashi H, Kagamiyama H, Maras B, John RA. Contributions of the substrate-
binding arginine residues to maleate-induced closure of the active site of Escherichia coli

aspartate aminotransferase. Eur ] Biochem FEBS. 2001: 268(6): 1640-5.

Miyawaki M, Tanase S, Morino Y. A critical arginine residue in cytosolic aspartate
aminotransferase from pig heart. ] Biochem. 1982: 91(3): 989-99.

146



Literaturverzeichnis

235.

236.

237.

238.

239.

240.

241.

242,

243.

244,

245,

246.

247,

248.

249,

Durante-Rodriguez G, Manchefio JM, Rivas G, Alfonso C, Garcia JL, Diaz E, et al.
Identification of a missing link in the evolution of an enzyme into a transcriptional
regulator. PloS One. 2013: 8(3): e57518.

Hawkins AR, Lamb HK, Radford A, Moore ]D. Evolution of transcription-regulating
proteins by enzyme recruitment: molecular models for nitrogen metabolite repression
and ethanol utilisation in eukaryotes. Gene. 1994: 146(2): 145-58.

Pérez-Rueda E, Collado-Vides ]. Common history at the origin of the position-function
correlation in transcriptional regulators in archaea and bacteria. ] Mol Evol. 2001: 53(3):
172-9.

Brinkman AB, Dahlke I, Tuininga JE, Lammers T, Dumay V, de Heus E, et al. An Lrp-like
transcriptional regulator from the archaeon Pyrococcus furiosus is negatively
autoregulated. ] Biol Chem. 2000: 275(49): 38160-9.

Chen S, Rosner MH, Calvo JM. Leucine-regulated self-association of leucine-responsive
regulatory protein (Lrp) from Escherichia coli. ] Mol Biol. 2001: 312(4): 625-35.

Jafri S, Evoy S, Cho K, Craighead HG, Winans SC. An Lrp-type transcriptional regulator
from Agrobacterium tumefaciens condenses more than 100 nucleotides of DNA into
globular nucleoprotein complexes. ] Mol Biol. 1999: 288(5): 811-24.

Kumarevel T, Nakano N, Ponnuraj K, Gopinath SCB, Sakamoto K, Shinkai A, et al. Crystal
structure of glutamine receptor protein from Sulfolobus tokodaii strain 7 in complex with
its effector I-glutamine: implications of effector binding in molecular association and DNA
binding. Nucleic Acids Res. 2008: 36(14): 4808-20.

Madhusudhan KT, Huang N, Sokatch JR. Characterization of BkdR-DNA binding in the
expression of the bkd operon of Pseudomonas putida. | Bacteriol. 1995: 177(3): 636-41.

Willins DA, Ryan CW, Platko ]V, Calvo JM. Characterization of Lrp, an Escherichia coli
regulatory protein that mediates a global response to leucine. ] Biol Chem. 1991. 266(17):
10768-74.

Hart BR, Mishra PK, Lintner RE, Hinerman JM, Herr AB, Blumenthal RM. Recognition of
DNA by the helix-turn-helix global regulatory protein Lrp is modulated by the amino
terminus. ] Bacteriol. 2011: 193(15): 3794-803.

de los Rios S, Perona J]. Structure of the Escherichia coli leucine-responsive regulatory
protein Lrp reveals a novel octameric assembly. ] Mol Biol. 2007: 366(5): 1589-602.

Dey A, Shree S, Pandey SK, Tripathi RP, Ramachandran R. Crystal Structure of
Mycobacterium tuberculosis H37Rv AldR (rv2779c), a regulator of the ald gene: DNA-

binding, and identification of small-molecule inhibitors. ] Biol Chem. 2016:

Hart BR, Blumenthal RM. Unexpected coregulator range for the global regulator Lrp of
Escherichia coli and Proteus mirabilis. ] Bacteriol. 2011: 193(5): 1054-64.

Deng W, Wang H, Xie ]. Regulatory and pathogenesis roles of Mycobacterium Lrp/AsnC
family transcriptional factors. ] Cell Biochem. 2011: 112(10): 2655-62.

Calvo JM, Matthews RG. The leucine-responsive regulatory protein, a global regulator of
metabolism in Escherichia coli. Microbiol Rev. 1994: 58(3): 466-90.

147



Literaturverzeichnis

250.

251.

252.

253.

254.

255.

256.

257.

258.

259.

260.

261.

262.

263.

264.

265.

Newman E, Lin R. Leucine responsive regulatory protein - a global regulator of gene-
expression in Escherichia coli. Annu Rev Microbiol. 1995: 49: 747-75.

Suzuki M. Structure and function of the feast/famine regulatory proteins, FFRPs. Proc Jpn
Acad Ser B-Phys Biol Sci. 2003: 79(9): 274-89.

Zimmer DP, Soupene E, Lee HL, Wendisch VF, Khodursky AB, Peter BJ, et al. Nitrogen
regulatory protein C-controlled genes of Escherichia coli: scavenging as a defense against
nitrogen limitation. Proc Natl Acad Sci U S A. 2000: 97(26): 14674-9.

Magasanik B. Regulation of nitrogen utilization. Cold Spring Harb Monogr Arch. 1992:
21B(0): 283-317.

Poggio S, Domeinzain C, Osorio A, Camarena L. The nitrogen assimilation control (Nac)
protein represses asnC and asnA transcription in Escherichia coli. FEMS Microbiol Lett.
2002: 206(2): 151-6.

Blauwkamp TA, Ninfa AJ. Nac-mediated repression of the serA promoter of Escherichia
coli. Mol Microbiol. 2002: 45(2): 351-63.

Goss TJ, Perez-Matos A, Bender RA. Roles of glutamate synthase, gltBD, and gItF in
nitrogen metabolism of Escherichia coli and Klebsiella aerogenes. ] Bacteriol. 2001:
183(22): 6607-19.

Gao R, Mack TR, Stock AM. Bacterial response regulators: versatile regulatory strategies
from common domains. Trends Biochem Sci. 2007: 32(5): 225-34.

Hoch JA. Two-component and phosphorelay signal transduction. Curr Opin Microbiol.
2000. 3(2): 165-70.

Mascher T, Helmann ]D, Unden G. Stimulus Perception in Bacterial Signal-Transducing
Histidine Kinases. Microbiol Mol Biol Rev. 2006: 70(4): 910-38.

Stock AM, Robinson VL, Goudreau PN. Two-component signal transduction. Annu Rev
Biochem. 2000: 69: 183-215.

Magasanik B. The regulation of nitrogen utilization in enteric bacteria. ] Cell Biochem.
1993: 51(1): 34-40.

Merrick M], Edwards RA. Nitrogen control in bacteria. Microbiol Rev. 1995: 59(4): 604-
22.

Ninfa A], Jiang P, Atkinson MR, Peliska JA. Integration of antagonistic signals in the
regulation of nitrogen assimilation in Escherichia coli. Curr Top Cell Regul. 2000: 36: 31-
75.

Reitzer L. Nitrogen assimilation and global regulation in Escherichia coli. Annu Rev
Microbiol. 2003: 57: 155-76.

Foster-Hartnett D, Cullen P], Gabbert KK, Kranz RG. Sequence, genetic, and lacZ fusion

analyses of a nifR3-ntrB-ntrC operon in Rhodobacter capsulatus. Mol Microbiol. 1993:
8(5): 903-14.

148



Literaturverzeichnis

266.

267.

268.

269.

270.

271.

272.

273.

274.

275.

276.

277.

278.

279.

280.

Carrica M del C, Fernandez I, Marti MA, Paris G, Goldbaum FA. The NtrY/X two-component
system of Brucella spp. acts as a redox sensor and regulates the expression of nitrogen
respiration enzymes. Mol Microbiol. 2012: 85(1): 39-50.

Ishida ML, Assumpcdo MC, Machado HB, Benelli EM, Souza EM, Pedrosa FO. Identification
and characterization of the two-component NtrY/NtrX regulatory system in Azospirillum
brasilense. Braz ] Med Biol Res Rev Bras Pesqui Médicas E Bioldgicas Soc Bras Biofisica Al.
2002: 35(6): 651-61.

Krikos A, Mutoh N, Boyd A, Simon MI. Sensory transducers of E. coli are composed of
discrete structural and functional domains. Cell. 1983: 33(2): 615-22.

Russo AF, Koshland DE. Separation of signal transduction and adaptation functions of the
aspartate receptor in bacterial sensing. Science. 1983: 220(4601): 1016-20.

Keener ], Kustu S. Protein kinase and phosphoprotein phosphatase activities of nitrogen
regulatory proteins NTRB and NTRC of enteric bacteria: roles of the conserved amino-
terminal domain of NTRC. Proc Natl Acad Sci U S A. 1988: 85(14): 4976-80.

Jeong J-A, Baek E-Y, Kim SW, Choi J-S, Oh J-1. Regulation of the ald gene encoding alanine
dehydrogenase by AldR in Mycobacterium smegmatis. ] Bacteriol. 2013: 195(16): 3610-
20.

Bohning T. Transposon-Mutagenese in Silicibacter pomeroyi DSS-3 und biochemische
Analyse des periplas- matischen Bindeproteins TehA. [Marburg]: Philipps-Universitat
Marburg; 2008.

Miller JH. Experiments in molecular genetics. Cold Spring Harbor New York: Cold Spring
Harbor Laboratory.; 1972.

Vargas C, Jebbar M, Carrasco R, Blanco C, Calderén MI, Iglesias-Guerra F, et al. Ectoines as
compatible solutes and carbon and energy sources for the halophilic bacterium
Chromohalobacter salexigens. ] Appl Microbiol. 2006: 100(1): 98-107.

Arnold K, Bordoli L, Kopp ], Schwede T. The SWISS-MODEL workspace: a web-based
environment for protein structure homology modelling. Bioinformatics. 2006: 22(2):
195-201.

Bordoli L, Kiefer F, Arnold K, Benkert P, Battey ], Schwede T. Protein structure homology
modeling using SWISS-MODEL workspace. Nat Protoc. 2008: 4(1): 1-13.

Schwede T, Kopp ], Guex N, Peitsch MC. SWISS-MODEL: an automated protein homology-
modeling server. Nucleic Acids Res. 2003: 31(13): 3381-5.

Eliot AC, Kirsch JF. Pyridoxal Phosphate Enzymes: mechanistic, structural, and
evolutionary considerations. Annu Rev Biochem. 2004: 73(1): 383-415.

Ford GC, Eichele G, Jansonius JN. Three-dimensional structure of a pyridoxal-phosphate-
dependent enzyme, mitochondrial aspartate aminotransferase. Proc Natl Acad Sci. 1980:
77(5): 2559-63.

congress. Chemical and biological aspects of vitamin B6 catalysis. Part B: Metabolism,

structure, and function of transaminases. Proceedings of a symposium held in Athens,
Greece, May 29-June 3, 1983. Prog Clin Biol Res. 1984;144B:1-349.

149



Literaturverzeichnis

281.

282.

283.

284.

285.

286.

287.

288.

289.

290.

291.

292.

293.

294,

295.

296.

Hughes RC, Jenkins WT, Fischer EH. The site of binding of pyridoxal-5’-phosphate to heart
glutamic-aspartic transaminase. PNAS. 1962: 48.

Olmo MT, Sanchez-Jiménez F, Medina MA, Hayashi H. Spectroscopic analysis of
recombinant rat histidine decarboxylase. ] Biochem (Tokyo). 2002: 132(3): 433-9.

Greenfield NJ, Fasman GD. Computed circular dichroism spectra for the evaluation of
protein conformation. Biochemistry (Mosc). 1969: 8(10): 4108-16.

Gasteiger E, Hoogland C, Gattiker A, Duvaud S, Wilkins MR, Appel RD, et al. Protein
Identification and Analysis Tools on the ExPASy Server. Humana Press; 2005. (The
Proteomics Protocols Handbook).

Desvergne B, Michalik L, Wahli W. Transcriptional Regulation of Metabolism. Physiol Rev.
2006: 86(2): 465-514.

Day TP, Sil D, Shukla NM, Anbanandam A, Day VW, David SA. Imbuing Aqueous Solubility
to Amphotericin B and Nystatin with a Vitamin. Mol Pharm. 2011: 8(1): 297-301.

Salvo D, L M, Budisa N, Contestabile R. PLP-dependent Enzymes: a Powerful Tool for
Metabolic Synthesis of Non-canonical Amino Acids. In Martin G. Hicks and Carsten
Kettner; 2013. p. 54-131.

Baaske P, Wienken C], Reineck P, Duhr S, Braun D. Optical Thermophoresis for
Quantifying the Buffer Dependence of Aptamer Binding. Angew Chem Int Ed. 2010:
49(12): 2238-41.

Jerabek-Willemsen M, Wienken C], Braun D, Baaske P, Duhr S. Molecular Interaction
Studies Using Microscale Thermophoresis. Assay Drug Dev Technol. 2011: 9(4): 342-53.

Wienken C], Baaske P, Rothbauer U, Braun D, Duhr S. Protein-binding assays in biological
liquids using microscale thermophoresis. Nat Commun. 2010: 1: 100.

Tsirigos KD, Peters C, Shu N, Kall L, Elofsson A. The TOPCONS web server for consensus
prediction of membrane protein topology and signal peptides. Nucleic Acids Res. 2015:
43(W1): W401-407.

Grigoriev 1V, Nordberg H, Shabalov I, Aerts A, Cantor M, Goodstein D, et al. The Genome
Portal of the Department of Energy Joint Genome Institute. Nucleic Acids Res. 2011:
gkr947.

Nordberg H, Cantor M, Dusheyko S, Hua S, Poliakov A, Shabalov I, et al. The genome portal
of the Department of Energy Joint Genome Institute: 2014 updates. Nucleic Acids Res.
2014: (Database issue):D26-31.

Letunic I, Bork P. Interactive Tree Of Life v2: online annotation and display of
phylogenetic trees made easy. Nucleic Acids Res. 2011: 39(Web Server issue):W475-478.

Hugenholtz P. Exploring prokaryotic diversity in the genomic era. Genome Biol. 2002:
3(2):reviews0003.1-reviews0003.8.

Magot M, Basso O, Tardy-Jacquenod C, Caumette P. Desulfovibrio bastinii sp. nov. and

Desulfovibrio gracilis sp. nov., moderately halophilic, sulfate-reducing bacteria isolated
from deep subsurface oilfield water. Int ] Syst Evol Microbiol. 2004: 54(5): 1693-7.

150



Literaturverzeichnis

297.

298.

299.

300.

301.

302.

303.

304.

305.

306.

307.

308.

309.

310.

311.

312.

313.

Shaw ]G, Hamblin M], Kelly DJ. Purification, characterization and nucleotide sequence of
the periplasmic C4-dicarboxylate-binding protein (DctP) from Rhodobacter capsulatus.
Mol Microbiol. 1991: 5(12): 3055-62.

Xu Y, Labedan B, Glansdorff N. Surprising arginine biosynthesis: a reappraisal of the
enzymology and evolution of the pathway in microorganisms. Microbiol Mol Biol Rev
MMBR. 2007: 71(1): 36-47.

Reuter K, Pittelkow M, Bursy ], Heine A, Craan T, Bremer E. Synthesis of 5-hydroxyectoine
from ectoine: crystal structure of the non-heme iron(Il) and 2-oxoglutarate-dependent
dioxygenase EctD. PloS One. 2010: 5(5): e10647.

Yancey PH. Organic osmolytes as compatible, metabolic and counteracting
cytoprotectants in high osmolarity and other stresses. ] Exp Biol. 2005: 208(15): 2819-30.

Bradley TJ]. Animal Osmoregulation. OUP Oxford; 2009. 179 p.
Deacon JW. Fungal Biology. John Wiley & Sons; 2013. 679 p.

Rao KVM, Raghavendra AS, Reddy K]. Physiology and Molecular Biology of Stress
Tolerance in Plants. Springer Science & Business Media; 2006. 372 p.

Wood JM. Bacterial osmoregulation: a paradigm for the study of cellular homeostasis.
Annu Rev Microbiol. 2011: 65: 215-38.

Jebbar M, Talibart R, Gloux K, Bernard T, Blanco C. Osmoprotection of Escherichia coli by
ectoine: uptake and accumulation characteristics. ] Bacteriol. 1992: 174(15): 5027-35.

Bourdin B, Adenier H, Perrin Y. Carnitine is associated with fatty acid metabolism in
plants. Plant Physiol Biochem PPB Société Fr Physiol Végétale. 2007: 45(12): 926-31.

Rivoal ], Hanson AD. Choline-0-Sulfate Biosynthesis in Plants (Identification and Partial
Characterization of a Salinity-Inducible Choline Sulfotransferase from Species of
Limonium (Plumbaginaceae). Plant Physiol. 1994: 106(3): 1187-93.

Devor KA, Mudd ]B. Structural analysis of phosphatidylcholine of plant tissue. ] Lipid Res.
1971:12(4): 396-402.

Moran MA, Belas R, Schell MA, Gonzalez JM, Sun F, Sun S, et al. Ecological Genomics of
Marine Roseobacters. Appl Environ Microbiol. 2007: 73(14): 4559-69.

Polz MF, Hunt DE, Preheim SP, Weinreich DM. Patterns and mechanisms of genetic and
phenotypic differentiation in marine microbes. Philos Trans R Soc Lond B Biol Sci. 2006:
361(1475): 2009-21.

Sorokin DY. Oxidation of Inorganic Sulfur Compounds by Obligately Organotrophic
Bacteria. Microbiology. 2003: 72(6): 641-53.

Khmelenina V, Kalyuzhnaya M, Sakharovsky V, Suzina N, Trotsenko Y, Gottschalk G.
Osmoadaptation in halophilic and alkaliphilic methanotrophs. Arch Microbiol. 1999:
172(5): 321-9.

Holland HL, Riemland E. The mechanism of enzymic hydroxyl group removal from C-21 of
tetrahydrodeoxycorticosterone. Can ] Chem. 1985: 63(4): 981-3.

151



Literaturverzeichnis

314.

315.

316.

317.

318.

3109.

320.

321.

322.

323.

324.

325.

326.

327.

328.

329.

330.

331.

Mackie A, Keseler IM, Nolan L, Karp PD, Paulsen IT. Dead end metabolites - defining the
known unknowns of the E. coli metabolic network. PLOS ONE. 2013: 8(9): €75210.

Bazan ]JF, Weaver LH, Roderick SL, Huber R, Matthews BW. Sequence and structure
comparison suggest that methionine aminopeptidase, prolidase, aminopeptidase P, and
creatinase share a common fold. Proc Natl Acad Sci U S A. 1994: 91(7): 2473-7.

Hoeffken HW, Knof SH, Bartlett PA, Huber R, Moellering H, Schumacher G. Crystal
structure determination, refinement and molecular model of creatine amidinohydrolase

from Pseudomonas putida. ] Mol Biol. 1988: 204(2): 417-33.

Rao DR, Hariharan K, Vijayalakshmi KR. A study of the metabolism of L-alpha gamma-
diaminobutyric acid in a Xanthomonas species. Biochem J. 1969: 114(1): 107-15.

Kaneoke M, Shimizu E, Yorifuji T. Metabolism of L-Arginine, Agmatine, and Related
Compounds in Nocardioides simplex. Biosci Biotechnol Biochem. 1994: 58(2): 244-9.

Pizer LI. Glycine Synthesis and Metabolism in Escherichia coli. ] Bacteriol. 1965: 89(4):
1145-50.

Black S, Wright NG. Homoserine Dehydrogenase. ] Biol Chem. 1955: 213(1): 51-60.
Castro P, Huber ME. Marine Biology. McGraw-Hill; 2007. 490 p.

Strom AR, Kaasen I. Trehalose metabolism in Escherichia coli: stress protection and stress
regulation of gene expression. Mol Microbiol. 1993: 8(2): 205-10.

Warren CR. Response of osmolytes in soil to drying and rewetting. Soil Biol Biochem.
2014:70:22-32.

Huynen MA, Bork P. Measuring genome evolution. Proc Natl Acad Sci U S A. 1998: 95(11):
5849-56.

Tamames ]. Evolution of gene order conservation in prokaryotes. Genome Biol. 2001:
2(6): research0020.1-research0020.11.

Dandekar T, Snel B, Huynen M, Bork P. Conservation of gene order: a fingerprint of
proteins that physically interact. Trends Biochem Sci. 1998: 23(9): 324-8.

Lawrence ]G, Roth JR. Selfish operons: horizontal transfer may drive the evolution of gene
clusters. Genetics. 1996: 143(4): 1843-60.

Kondrashov FA. Gene duplication as a mechanism of genomic adaptation to a changing
environment. Proc R Soc Lond B Biol Sci. 2012: 1108:

Innan H, Kondrashov F. The evolution of gene duplications: classifying and distinguishing
between models. Nat Rev Genet. 2010: 11(2): 97-108.

Brown CJ, Todd KM, Rosenzweig RF. Multiple duplications of yeast hexose transport genes
in response to selection in a glucose-limited environment. Mol Biol Evol. 1998: 15(8):

931-42.

Riehle MM, Bennett AF, Long AD. Genetic architecture of thermal adaptation in
Escherichia coli. Proc Natl Acad Sci. 2001: 98(2): 525-30.

152



Literaturverzeichnis

332.

333.

334.

335.

336.

337.

338.

339.

340.

341.

342.

343.

344,

345.

346.

347.

Conant GC, Wolfe KH. Turning a hobby into a job: How duplicated genes find new
functions. Nat Rev Genet. 2008: 9(12): 938-50.

Zhang ]. Evolution by gene duplication: an update. Trends Ecol Evol. 2003: 18(6): 292-8.
Tanaka M. Where Do All Those Genes Come From? PLOS Biol. 2005: 3(5): e169.

Dodd IB, Shearwin KE, Egan ]B. Revisited gene regulation in bacteriophage A. Curr Opin
Genet Dev. 2005: 15(2): 145-52.

Bundy BM, Collier LS, Hoover TR, Neidle EL. Synergistic transcriptional activation by one
regulatory protein in response to two metabolites. Proc Natl Acad Sci U S A. 2002: 99(11):
7693-8.

Craven SH, Ezezika OC, Haddad S, Hall RA, Momany C, Neidle EL. Inducer responses of
BenM, a LysR-type transcriptional regulator from Acinetobacter baylyi ADP1. Mol
Microbiol. 2009: 72(4): 881-94.

Schleif R. AraC protein, regulation of the l-arabinose operon in Escherichia coli, and the
light switch mechanism of AraC action. FEMS Microbiol Rev. 2010: 34(5): 779-96.

Ichikawa H, Halberg R, Kroos L. Negative regulation by the Bacillus subtilis GerE protein. |
Biol Chem. 1999: 274(12): 8322-7.

Baraquet C, Murakami K, Parsek MR, Harwood CS. The FleQ protein from Pseudomonas
aeruginosa functions as both a repressor and an activator to control gene expression from
the pel operon promoter in response to c-di-GMP. Nucleic Acids Res. 2012: 40(15): 7207-
18.

Hidalgo E, Leautaud V, Demple B. The redox-regulated SoxR protein acts from a single
DNA site as a repressor and an allosteric activator. EMBO J. 1998: 17(9): 2629-36.

Philips SJ], Canalizo-Hernandez M, Yildirim [, Schatz GC, Mondragén A, O’Halloran TV.
Allosteric transcriptional regulation via changes in the overall topology of the core
promoter. Science. 2015: 349(6250): 877-81.

Takenaka T, Ito T, Miyahara I, Hemmi H, Yoshimura T. A new member of MocR/GabR-type
PLP-binding regulator of D-alanyl-D-alanine ligase in Brevibacillus brevis. FEBS ]. 2015
Nov;282(21):4201-17.

Taw MN, Lee H-I, Lee S-H, Chang W-S. Characterization of MocR, a GntR-like
transcriptional regulator, in Bradyrhizobium japonicum: its impact on motility, biofilm
formation, and soybean nodulation. ] Microbiol Seoul Korea. 2015: 53(8): 518-25.

Suvorova IA, Rodionov DA. Comparative genomics of pyridoxal 5'-phosphate-dependent
transcription factor regulons in Bacteria. Microb Genomics. 2016: 2(1).

Al-Zyoud WA, Hynson RM, Ganuelas LA, Coster AC, Duff AP, Baker MA, et al. Binding of
transcription factor GabR to DNA requires recognition of DNA shape at a location distinct
from its cognate binding site. Nucleic Acids Res. 2016: 44(3): 1411-20.

Chechik G, Oh E, Rando O, Weissman ], Regev A, Koller D. Activity motifs reveal principles

of timing in transcriptional control of the yeast metabolic network. Nat Biotechnol. 2008:
26(11):1251-9.

153



Literaturverzeichnis

348.

349.

350.

351.

352.

353.

354.

355.

356.

357.

358.

359.

360.

361.

362.

Beijer L, Rutberg L. Utilisation of glycerol and glycerol 3-phosphate is differently affected
by the phosphotransferase system in Bacillus subtilis. FEMS Microbiol Lett. 1992: 100(1-
3):217-20.

Chubukov V, Zuleta IA, Li H. Regulatory architecture determines optimal regulation of
gene expression in metabolic pathways. Proc Natl Acad Sci. 2012: 109(13): 5127-32.

Raghavan V, Lowe EC, Townsend GE, Bolam DN, Groisman EA. Tuning transcription of
nutrient utilization genes to catabolic rate promotes growth in a gut bacterium. Mol
Microbiol. 2014: 93(5): 1010-25.

Kochanowski K, Sauer U, Chubukov V. Somewhat in control--the role of transcription in
regulating microbial metabolic fluxes. Curr Opin Biotechnol. 2013: 24(6): 987-93.

Friedman EB, Olson ]S, Matthews KS. Interaction of lac repressor with inducer. Kinetic
and equilibrium measurements. ] Mol Biol. 1977: 111(1): 27-39.

Bender RA. Regulation of the Histidine Utilization (Hut) System in Bacteria. Microbiol Mol
Biol Rev. 2012: 76(3): 565-84.

Schindler U, Sans N, Schroder J. Ornithine cyclodeaminase from octopine Ti plasmid Ach5:
identification, DNA sequence, enzyme properties, and comparison with gene and enzyme
from nopaline Ti plasmid C58. ] Bacteriol. 1989: 171(2): 847-54.

Lee SY, Cho J-Y, Lee HJ, Kim Y-H, Min ]. Enhancement of ornithine production in proline-
supplemented Corynebacterium glutamicum by ornithine cyclodeaminase. ] Microbiol
Biotechnol. 2010: 20(1): 127-31.

Jager ], Moser M, Sauder U, Jansonius JN. Crystal structures of Escherichia coli aspartate
aminotransferase in two conformations. Comparison of an unliganded open and two
liganded closed forms. ] Mol Biol. 1994: 239(2): 285-305.

Dahlke I, Thomm M. A Pyrococcus homolog of the leucine-responsive regulatory protein,
LrpA, inhibits transcription by abrogating RNA polymerase recruitment. Nucleic Acids
Res. 2002: 30(3): 701-10.

Ouhammouch M, Langham GE, Hausner W, Simpson A], El-Sayed NMA, Geiduschek EP.
Promoter architecture and response to a positive regulator of archaeal transcription. Mol
Microbiol. 2005: 56(3): 625-37.

Koike H, Ishijima SA, Clowney L, Suzuki M. The archaeal feast/famine regulatory protein:
potential roles of its assembly forms for regulating transcription. Proc Natl Acad Sci U S A.
2004:101(9): 2840-5.

Ninfa A], Ninfa EG, Lupas AN, Stock A, Magasanik B, Stock ]. Crosstalk between bacterial
chemotaxis signal transduction proteins and regulators of transcription of the Ntr

regulon: evidence that nitrogen assimilation and chemotaxis are controlled by a common
phosphotransfer mechanism. Proc Natl Acad Sci U S A. 1988: 85(15): 5492-6.

Busby SJW, Thomas CM, Brown NL. Molecular Microbiology. Springer Science & Business
Media; 2013. 330 p.

Schwacha A, Bender RA. The nac (nitrogen assimilation control) gene from Klebsiella
aerogenes. | Bacteriol. 1993: 175(7): 2107-15.

154



Literaturverzeichnis

363.

364.

365.

366.

367.

368.

369.

370.

371.

372.

373.

374.

375.

376.

377.

378.

379.

Bender RA, Snyder PM, Bueno R, Quinto M, Magasanik B. Nitrogen regulation system of
Klebsiella aerogenes: the nac gene. | Bacteriol. 1983: 156(1): 444-6.

Muse WB, Bender RA. The nac (nitrogen assimilation control) gene from Escherichia coli. ]
Bacteriol. 1998: 180(5): 1166-73.

Grigoriev 1V, Nordberg H, Shabalov I, Aerts A, Cantor M, Goodstein D, et al. The genome
portal of the Department of Energy Joint Genome Institute. Nucleic Acids Res. 2012:
40(Database issue): D26-32.

Miller JH. A short course in bacterial genetics. A laboratory manual and handbook for
Escherichia coli and related bacteria. Cold Spring Harbor New York: Cold Spring Harbor
Laboratory; 1992.

Studier FW, Rosenberg AH, Dunn ]], Dubendorff JW. Use of T7 RNA polymerase to direct
expression of cloned genes. Methods Enzymol. 1990: 185: 60-89.

Todd JD, Curson ARJ, Sullivan M], Kirkwood M, Johnston AWB. The Ruegeria pomeroyi acul
Gene Has a Role in DMSP Catabolism and Resembles yhdH of E. coli and Other Bacteria in
Conferring Resistance to Acrylate. PLOS ONE. 2012: 7(4): e35947.

Baumann P, Baumann L, Mandel M, Allen RD. Taxonomy of marine bacteria: Beneckea
nigrapulchrituda sp. n. ] Bacteriol. 1971: 108(3): 1380-3.

Elbing K, Brent R. Media Preparation and Bacteriological Tools. In: Current protocols in
molecular biology. John Wiley & Sons, Inc.; 2001

Sambrook |, Fritsch EF, Maniatis T. Molecular cloning: A laboratory manual. 2nd edition.
Cold Spring Harbour. New York: Cold Spring Harbour Laboratory Press; 1989.

Sambrook ], Russell DW. Molecular Cloning. A laboratory manual. Cold Spring Harbour.
New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press; 2001.

Milner HW, Lawrence NS, French CS. Colloidal dispersion of chloroplast material. Science.
1950: 111(2893): 633-4.

Gray D. Handbook of Amer. 2n edition. New York: McGraw- Hill; 1963.

Saiki RK, Gelfand DH, Stoffel S, Scharf S], Higuchi R, Horn GT, et al. Primer-directed
enzymatic amplification of DNA with a thermostable DNA polymerase. Science. 1988:
239(4839): 487-91.

White TJ, Bruns T, Lee S, Taylor J. Amplification and direct sequencing of fungal ribosomal
RNA genes for phylogenetics. New York: Academic Press, Inc.; 1989. (PCR Proto- cols: A
Guide to Methods and Applications).

Dennis ]J, Zylstra GJ. Plasposons: modular self-cloning minitransposon derivatives for
rapid genetic analysis of gram-negative bacterial genomes. Appl Environ Microbiol. 1998:

64(7): 2710-5.

Gibson DG, Young L, Chuang R-Y, Venter ]JC, Hutchison CA, Smith HO. Enzymatic assembly
of DNA molecules up to several hundred kilobases. Nat Methods. 2009: 6(5): 343-5.

Marmur J. A procedure for the isolation of deoxyribonucleic acid from micro-organisms. ]
Mol Biol. 1961: 3(2): 208-IN1.

155



Literaturverzeichnis

380.

381.

382.

383.

384.

385.

386.

387.

388.

389.

390.

391.

Laemmli UK. Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of
bacteriophage T4. Nature. 1970: 227(5259): 680-5.

Volker U, Engelmann S, Maul B, Riethdorf S, Volker A, Schmid R, et al. Analysis of the
induction of general stress proteins of Bacillus subtilis. Microbiol Read Engl. 1994: 140
(4): 741-52.

Larkin MA, Blackshields G, Brown NP, Chenna R, McGettigan PA, McWilliam H, et al.
Clustal W and Clustal X version 2.0. Bioinforma Oxf Engl. 2007: 23(21): 947-8.

Altschul SF, Gish W, Miller W, Myers EW, Lipman D]. Basic local alignment search tool. ]
Mol Biol. 1990: 215(3): 403-10.

Kvitko BH, Collmer A. Construction of Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 mutant
and polymutant strains. Methods Mol Biol Clifton NJ. 2011: 712: 109-28.

Figurski DH, Helinski DR. Replication of an origin-containing derivative of plasmid RK2
dependent on a plasmid function provided in trans. Proc Natl Acad Sci U S A. 1979: 76(4):
1648-52.

Benson DA, Cavanaugh M, Clark K, Karsch-Mizrachi I, Lipman D], Ostell ], et al. GenBank.
Nucleic Acids Res. 2013: 41(Database issue): D36-42.

Silhavy TJ, Berman ML, Enquist LW. Experiments with Gene Fusions. Cold Spring Harbour,
New York: Cold Spring Harbor Laboratory; 1984.

Todd JD, Curson AR]J, Kirkwood M, Sullivan M], Green RT, Johnston AWB. DddQ, a novel,
cupin-containing, dimethylsulfoniopropionate lyase in marine Roseobacters and in
uncultured marine bacteria. Environ Microbiol. 2011: 13(2): 427-38.

Madden T. The BLAST Sequence Analysis Tool. 2003: In National Center for Biotechnology
Information (US); Bethesda (MD): 2013.

Tomita T, Miyagawa T, Miyazaki T, Fushinobu S, Kuzuyama T, Nishiyama M. Mechanism
for multiple-substrates recognition of a-aminoadipate aminotransferase from Thermus
thermophilus. Proteins Struct Funct Bioinforma. 2009: 75(2): 348-59.

Fernandez I, Otero LH, Klinke S, Carrica M del C, Goldbaum FA. Snapshots of

Conformational Changes Shed Light into the NtrX Receiver Domain Signal Transduction
Mechanism. ] Mol Biol. 2015: 427(20): 3258-72.

156



Anhang

8. Anhang
5
—8— A(enuR-uehABC-usp-eutABCDE-asnC-ssd-atf::Gm)1
4 - —@— A(eutABCDE-asnC-ssd-atf::Gm)1
wild type
© 3 7
a}
@) 2
1 -
//\/
O 1 T T T
0 20 40 60 80

t[h]

Abbildung Al: Wachstum von R. pomeroyi-Kulturen auf Glucose

Dargestellt ist das Wachstumsverhalten von R. pomeroyi J470, R. pomeroyi ASR6 [A(enuR-uehABC-
usp-eutABCDE-asnC-ssd-atf::Gm)1] und R. pomeroyi ASR12 [A(eutABCDE-asnC-ssd-atf::Gm)1 ] in
Basalmedium mit Glucose (28 mM) als Kohlenstoffquelle und NH,CI (0,2 mM) als Stickstoffquelle.
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Abbildung A2: Katabolitrepression des katabolen 5-Hydroxyectoin/Ectoin-Stoffwechselweges
in R. pomeroyi J470

Gezeigt ist die Promotoraktivitdt der Pgnr-eNUR'-Puena-lacZ-Fusion in R. pomeroyi J470. Die
entsprechenden Kulturen wurden in Basalmedium mit Glucose/NH,Cl, Ectoin, Glucose/NH,4Cl und
Ectoin, 5-Hydroxyectoin oder Glucose/NH,CI mit 5-Hydroxyectoin bei 30°C kultiviert. Glucose, Ectoin
und 5-Hydroxyectoin wurden in einer Konzentration von 28 mM hinzugegeben. Die Expression
ausgehend von PuehA sinkt auf etwa 60%, wenn Ectoin im Medium vorliegt und auf etwa 75%, wenn
5-Hydroxyectoin im Medium vorhanden ist. Die Mittelwerte und Standardabweichungen wurden aus

vier biologischen Parallelen mit jeweils drei technischen Parallelen berechnet.
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Abbildung A3: Massenspektren von EnuR und EnuR*

Die rekombinanten Proteine EnuR-Strep-tag Il (A) und EnuR*-Strep-tag Il (B) wurden mittels

Affinitditschromatographie gereinigt und tUber einen HPLC-Lauf entsalzt. Die MS-Analyse erfolgte mit

einem Synapt G2Si mass spectromet

er. Detektiert wurden positive lonen

innerhalb eines

Massenbereichs von 500-5000 m/z. (A) Der Masssenpeak des ganzen EnuR-Peptids ist mit einem

roten Stern gekennzeichnet, der Massenpeak fiir EnuR ohne Startmethionin mit einem griinen Stern.

(B) Der Masssenpeak des ganzen EnuR*-Peptids ist mit einem hellblauen Stern gekennzeichnet, der

Massenpeak fur EnuR ohne Startmethionin mit einem organgefarbenen Stern.
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Abbildung A4: Untersuchungen des Verhaltens von EnuR in der Thermophorese nach Zusatz
verschiedener Liganden

Fluoreszenz-markiertes EnuR (200 nM) wurden mit einer seriellen Verdinnung (1:2) von (A) 5-
Hydroxyectoin, (B) Ectoin, (C) Ny-Acetyl-L-2,4-Diaminobutyrat und (D) Ny-Acetyl-3-Hydroxy-L-2,4-
Diaminobutyrat (Konzentrationen zwischen 1 mM und 3,6 nM) im Thermophoresepuffer (10 mM Tris-
HCI pH 7,5; 150 mM NaCl; 0,2 % Tween) titriert. Die MST Bindereaktionen wurden mit dem Monolith
NT.015 bei 21°C gemessen. Die Fehlerbalken markieren die Standartabweichung.
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Abbildung A5: Expressionsmuster der Pghur-enuR"™-Puena-lacZ-Reportergenfusion in
R. pomeroyi ASR14 [A(ssd-atf::Gm)1]

Gezeigt ist die Promotoraktivitiat der Penr-€enUR™-Pyena-lacZ-Fusion im R. pomeroyi J470 Wildtyp
(schwarz) und in R. pomeroyi ASR14 (grun). Die entsprechenden Kulturen wurden in Basalmedium
mit Glucose/NH,Cl, Ectoin oder 5-Hydroxyectoin als Kohlenstoff- und Stickstoffquelle bei 30°C
kultiviert. Die Mittelwerte und Standardabweichungen wurden aus vier biologischen Parallelen mit

jeweils drei technischen Parallelen berechnet.
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Anhang

v
AD2IDFLHGM

Oehmbactus_go. EGD-AQIE 128 ED | KKDPSLKVAIVS

Cehmbactaus_go._ S50 1z8 ED | KKDPSLKVAIVS@BADD IDFLHGM
Vemtinephobacter_so _AY 1z8 AD | ARDPSLKVAVVSEANS IDYLRAVY
Agmbactenue_tustelsciens_str_C58 125 AD | AKDPALKVAVVSEBANNVDFLRAY

Fameoctus_ip._ TRF 122 AD | ANDPAAKLGAPGRG TEEKLALDA

vl zcdibuar_edli_ CFN_42_ 120
Ensifer_sp_2NCO0ZE 120
({Shmovhizobive_melitoli_ 1021 121

KD IADHPNAKIGAPG
KD IADHPDAKIGAPG
KDIADHPDAKIGAPG

GTEEKLALEA
GTEEKLALEA
GTEEKLALEA

IDESQ IVMIQOGNADAFSTVO TG TVAKERVDHN - -
IDESQ IVMIQGNADAFSTVO TG TVAKBVEN- -
ROSOVVF | AANADALATVD- 5 TVASHARG - - QAH
KEEQ IVF IFPANADAIPTVD- 5 TVSEBAKG - - QAN
FPRORL IVMPDPOSGLKMYODG SLNDBLKKSGDANL

FRORV IVMPDGOSG | KMLODG) SIHOBLTKANDPNL
PRORV IVMPDGEOSGLKMLODG) S INARVSKANDPS
PRORVIVMPDGOSGLKMLODG SINDBYSKANDPN

v v v ve v

[Cehmbactun_g0_£GD-AQTE 1 MRMKHL -T- - - - - - I -SALF - SAVAVLS-FTLPSOAVTIDDLKGAGFVRGAT vBvevmoesBaakBicPovaraiFrklBies i owTvTRF FEFVAREONVLPORBKOMOF TVANSSYGEGLL
[Cehmbactu_gp _J50 1 MRMKRH - 1 | -SALF - SAAAVFS-LSLPSOAVTVDDLKGAGFVRGAT VBTG YMDESBAAKE I GPOVAAAIFKKLBIEE I DWTVTPF FEFVAREONVLPORBKOMOF TVANSSYGEGLL
Vemlrephmbacter_so_Atd 1. MFHSRWVLG - - - L-SAL--ALATALP-VLPAAHATTPKE IKDRGYVRART VBT SYMKDDES S AR I GPOVAMAVLKTMEB I DEVAWSVTPF REFOFVARECN | SPERBROMAF TEFNSSYGEGLL
Hgmbacteduen_tusrelaciens_str_C58 1 MNMTKLAG - - - - - - L-SAL--ALIIG- .- -WTSASALTLEEVKKOGY IRAAT VBT SYMOPDETSAR I GPOVANAVLKSMB I EEVNWTVTPF REFOFAABECN | SPERBKOMAF TEFNSSYGEGLL
Fameoccus_so._FRF 1 SMMKEKE - LIALVLVAAPLPALADKLODLKEQGYVRIA I PRYTAVASDEBKVS@BAAPDVARAVFERLE I KDLEAS | AEY] VBAI TERGLFMEKPERBOAMAYSER ILCDAEALL
Pameoccus_so._J4 1 SMEKC - LIVAALLAAPLPAMADKLEDLOKQGYVRIAI PRYTAVASDEBKVSBAAPDVARAVFEKLE I KDLEAS | AEY| VBAI TERGLFMEKPERBNAMAYSER ILCDAEALL
fle skl sobivm_lot_MAFF 303099 1 GUAGLA- LAAVLAAS IPGSADDSKLEQLKAQGF ARVA PRYTAVAADBKVS@AAPDVARE IFKRLBVGD IVAS I SEY] FRVVTRGLFMHKPERBAAMAYSERVLCDAEAML
r_ei_Ciar_es: 1 LEAVEL- SVLLVTAAAPASAADDKLEQLKEQGFARIA PRF TAVGADBKVS@AAPDVARY IFEKLBVKEVVAS I SEY] HDA I TEGLFMHKPERBNAMAYSER ILCDAEAF A

i zobiuar_eli_CFN_42_ LI <MKEAGYF - - - LSAVSL-SVLLVTAAAPVSAADDKLEQLKEQGFARIA PRFTAVGADBKVSBAAPDVARVIFEKLBVKEVVAS I SEY] HBA I TRGLFMKPE NAMAYSEP ILCDAEAF A
Ensifer_sp,_ZNCO028 1 MSMRTFLT ITASTG - ALTAMLAAAPAW. ADGKLEELKEQGFARVAI PRF TAVAADBKVSBAAPDVAREVF KRLBVED IVAS | SEY] HBYV I TRGLFMKPE SAMAYSEPILCDAEAF A
1. MEKLRDFMA MAAGAT - ALMAVAAATPAAADENKLEELKEQGFARIA FRF TAVGADEMKVE@BAAPDVARE IFKRLEBVADVVAS | SEY| HDA I THGLFMKPE AAMAYSOP ILCDAEAF A

1. . «MKGTLL- - - HIAALOMAALAVGSFAGSA | AQSLLERAESCGEPIRIGF IBFAYPODDEEPKEF VNVMT | AVLKNMBVEKIEPVOTE HEFBIVTGGMNILAS ENIAFSEPIATVGDGF |

flebsiells_preumonise_UGL 20 B I I T I R I R I MKKWLKKTOQRT - - « - ALG I G- ALALF INFSCHADTALDKLNKTGEISIGY S| ERF AYADASEBKVTEESPE AR | I FKKLBAKKVDSVYLTE F GMY I TPE KOQMLFTDPOYQLGDTLL
Burroldeds_sp, WSM3IEEE 1 »o s+ AKRTSOLLOALCVAAAALAMPAQHASAETTLORIQRTGEVRIGY, (ABF AYTTPD@KVTEESPE | ARKIFGRMBVKKVDGVLTE F GMY I TRE KOQMAF ANFOQYQ IQDTLL
Freudosmonss_senginoss_PAT 1 [ABF AYTETSEKVTEESPE | AAKVF SAMBVKKIEPVLTE F GTYITRP IFTORHYQIPDTLL

SPELBOAHPFTOPVVNGKSARSFOAF SERPEBKEF YEAF NKA)
SPELBOAHPFTOPVVDOKSARSFOAF SERPEBKEF YEAF NKA)
QVRPFTOPLVDNKPVRNFGGF RPEDKAF YEATNAA
QVKPFVDPVYVKDPAPVRNYGEF RPEBKELRDAFNTA
VFAPVEG- - - - AP - - VYCDBAARNKKBTALRDAF DVE
AARNKKDTALRDAF DVE
A

A

IEFKKTDPDYKKILMTYGLSEESVEAARTVDTASLCNPK -
IEFKKTDPDYKKILMTYGLSEESVEAARTVDTASLCOCNAK -
EFRKTPDYKKILAKYGLSEQS |AAAAEKKVADLCAGK -
KLKESGEFASIVEPYGFSAQAAMSTTR. - 0Q- LCAAD -

Fameoctus_io _J¢ 121 AD I ANDGSARLGAPGRGTEEKLALDABVPRDORLVVVPDPOSGLKMVODG SLNDBLAKSGDANLEVF APVEG - - - - - VYLD KLKESGEFAAIVEPYGFSAAAAMSTTR. -DA-LCAAD -
e s sodlun_lot_MAFF 303099 158 EDVAKDTSATIGAPGRGTEEKLALNABVPRERY I VVPDGOSGLKMVODG SINDEMKKANDPNLEY | APVOG- - - - SWYCD KKGBEALRDAYDVERAKMKKSGEFAKI |EFYGFSAAAAMSTTR - - DK- LCSAK-
i zabiu_ehi_CAT_652 120 KD IADHPNAKIGAPGEG TEEKLALEABVPRORV IVVFDGOSG | KMLODG) SIHOEMDKAQDPNLETVAPVYN VYLD RKOBVALRDAFDVERKKLKESGEFAKI |EPYGFSAKAAMSTSR - - DK- LCAAAK

TVAPVVN- - - -
(VVAPVEG - - - -
VLAPVES

SWYCDGEAARRKOBVALRDAFDVE
SWYCDGAARKKGEEALRDAF DVE
- -VYCDBAARRKGBEALRDAFDVE
<-PEESFHNWAG | GRR KA

HKKLKESGEFAKI IEPYGFSAKAAMSETSR. - DK- LCAAAK
AKLKOSGEFAKI IEPYGFSAAAAMETTR. - EK- LCAAK.
AKLKESGEFAKI IEPYGFSAKAAMETTR. - EK. LCAAK.

parinobacter_go_J41 121 ESLKSAEA - IMVTGARYSHNIEAAKAA| PEAN IMOVPGPTEILAAVRAG) AGCAGTYF TMKOBADSSNGA - ASDPTAM QDFLDKFNAARKEY | GSEAMMSAVAEYGYGEASLPGDAT - - TEWVCANR -
plebziells_presmonize_UCL 20 121 ADF AKHNHDLRLAVTARTVELKYARDSH I ADDO | IQMPHTTAQLOAMKAG) AL | GTALTMKDBAKKGGSS . ATTDFVD «DPEHIGYGALARRFPODKELRDKVNAERKKWLGSEEHLRTVAPFGFDKSH I THKTA. - AE. ICKGS.
Buskhroldeda_zp_WEMIEEE 132 GD I GKOQPDLKLAVMABAVELANSRDA KDAQLMOVMPDTTAQLOAVRAR AAAGTALTMKCBAAKASDD - AVAKFTD «DPKHTGYCALABRPEBGDLRDAVHNKD] EWLGTADHLOTVAPFGFDKTHLTTRTA: - AE. ICGK. «
Preudomonas_senginoss_PAT 132 ADVAKHPDVRLAIMS@TVELGYARAE SEEQIVOMPDTTAQLOAMRAG SVGTALTMKGRASKGGDS - A I TDFKD- « « -DPAHIGYGAL RPERODLRDAVNROBEKKWLGSDDHLRTVEPFGFDKSHNLTDKSA. - AE-LCKQ - -

Abbildung A6: Aminosauresequenzvergleich des 5-Hydroxyectoine/Ectoin-Substratbindeproteins (EhuB) des EhuABCD ABC-Transporters von

S. meliloti Ausgewahlt wurden 15 Aminosduresequenzen

katabolisierenden  Bakterien. Die roten Pfeile

markieren  die

von Substratbindeproteinen der EhuB-Typ ABC-Transporter in 5-Hydroxyectoin/Ectoine-

Aminosauren, die an der Ligandenbindung  Dbeteiligt sind (125).
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Desulfovibio_hastinti_DSM_16055 1 - TSVLICMLVLTASLAFRAQYKGDS IQAKLASE

Wumantimonas_sp._ SI85-9A1 y REC ATTALTLLAGPAFEA.- - - . ...
Fulvinadna_pelagi_HTCC2506 1 MGRQANRRVGSNAF SVHRPSFNS IDRGDQPMTDLFRLTRRSALAAALATTATLALSVGSASEA- - - - - - .
Pacacoccus_tibetense_CGMCC_1.8925 1 MR- - - - IKTLTAASLTALMLGAPAAMBD - - - - - - -
Leisingera_sethylohalidivorans_MB2_DSAS_14336 1 MAK:- TVKVTSAALAARAGIALT-GGATORA- - - - - - .
Labrenzia_sp _0DG1229 1- SVKF -MKTKFRTLLASTAMLLAGATLSHEA- - - - ...

WMadtelella_nediteranea_DSA_17316 15 MR -NKQILFSSIAATVVAVAGIGSAHEA- - - - - ..
Rirodobacterales_so._ Yél 1. ~MAQ- TVTFSFAALAAAG | ALAGG - AACED - - - - . - .
Phaecbacter_caemleus_13_DSM_2456¢ 1 L -MAQ-TVTFSFAALAAAG IALAGS . AAQED - - - - - - .

--MAQ-SITFTFGAVAAAGIALAAGTAAQRD - - - - - - -
“MAQ-SITFTFGAVAVAG IALAAGTAAQRD - - - - - - « )

~MHRKALLAVTTAASVMF - - AAGSLARE - - - - - - - 4 EKTDGDVTVTIYT
- - -MSLNKLLKATLSAAALFAVAGTAAHRE- - - - - - - EKTDGDVSVTIYT

Ruegena_pomenyi_DSS-3 1
Roseohacter_sp._ SK209-2-6
Fodinicurvata_sediminis_OSM_21159
Thalassospia_lucentensis_OSM_14000

Vibdo_sp,_Ex25 -Mumxusvuslw.lusrnsuvv Eeveeees
Pseudowonas_sp,_S9 MRKF STLKKAAMAAAMG LVLAGOAGLAARE. - - - . . .
\Desutlowibiio_hastinii_DSM_16055 SF\ EFPSENVPE I LHWMVKNGKLMPLLEKKF RANGEIVP LS 1| MF BB
Wurantisonas_sp._ SI86-9A1 PAVL-ADFYKTESTINEDLAGLYDAGNEHEVD! fKEPg
Fulvinaina_pelagi_HTCC2506 120 PEDPEVL - ADFYKTSPTINEDLAALYEKQSHRL ¢ TKEK
Pacacoccus_tibetense_CGMCC_1.8925 %0 { VPMLLPEDEQQL - YSFFROBEAING IFPELYAEQGHEL g SNRP | AAP AR
Leisingera_methylohalidivorans_MB2_DSM_14336 93 TSSP LLP DNP-VRFYKESKATNC IFKPLFTDQG, P KEE y Al
U ahrenzia_sp_DG1229 103 THAL LLPTDODHL - GRFF KNSKAINEDFVGLYANQG T
Warelella_mediteranea_DSM_17316 94 TBS \ LLPTDOEQL - ARFYKDBKAVNEMF PELYAERG TE
Rirodobacterales_sp._ Yél o3 1 LLP DAL - ARF YKESKA | NDMF KPLYADQG T
Phaechacter_caenieus_13_DSM_24564 03 L] LLPTDODHL - ARFYKESKA I NDMF KPLYADQG T
Ruegera_poseroyl_DSS-3 84 T { (PYILLPTDODHL - ARFFKESKA I NDMF KPLYADRG T
Roseobacter_sp._ SK2098-2-6 94 TESL vPYLLP EHL-ARFYKESEAINGMFKPLYAARG T g
Fodinicurvata_sediminis_DSAE_21159 03 L LESENEDVN- KEVLSNBEALYGELSDDF ESKG DT 1 L1
Thalassospica_luceatensis_DSM_ 14000 o5 L LESOBNEVN - KKVLSGEBPTIYDGLSKDFESKG PEGE |
Vibdo_sp._Ex25 95 FBS ILESQDNDVN- KKVLSSBPTIYDTLGKKLEQKNEKL PEGE TNREIRSPK vi
Pseudosonas_sp._S9 08 L VENLLESODNKYN- LKVLTESPTIYGPMADKLRTRNERL 3 TNKE | HKP 1

v

\E TVYPQF VKMG
EQVREKFVEMT

AQEFDS TPﬁAdAEMRKFWTESIVPAOKWITERNKKDMEE KK
KSEYDGLSDEDKALVTEAADAAYDY | IDYIKGLEDEAEAK QE

Desulfovibio_bastinii_DSM_16055
Aurantimonas_sp._SB5-9A1
Fulvimanna_pelagi_HTCC2506 Qs E QEEDKTLVQEAADOAYDYI IDYBKGLEEESLDKIME
Paracoccus_tibetense_CGMCC_1.8925 ! KDEF D SEEDGOLIRNATDAAF EHILEYROQGLTEASLEANLEA
Leisingera_methylohalidivorans_MB2,_DSK_14336 ! TTLMAKKGEHGGPSP EGUKLAO KAALPAYAHTVVYLOEAGESALAMN I GM
Labrenzia_sp. DG1229 SAEEQKVVQDAAASAFDY IVGYBKSLADSELDKIKE
Mactelella_wmediterranea_DSM_17316 QEEDQALIEKASTEAYDYIVOY KGLADSELKKITD
Rhodobacterales_sp._ Y4 SPEDQKLVOQTAAQAAYDHTVVYRQEAAETELAKIME
Fhaechacter_caeneus_13_DSM_24564 SPEDOOLVANAAQAAYDHTVVYBOEAAETELAKIME
Ruegeda_poneroyi_DSS-3 SAEDQOLVANAALAAYDHTVVYBOQQAAD TELAKIME
Roseobacter_sp._ SK209-2-6 SAEDQOVVONAAQAAYDHTVVYBOQQAAETELAKIMEAKI
Fodinicurvata_sediminis_DSM_ 21159 SEDRODMLMEVRSELTDF | YEEBKKLNDASRENIKE ADDIEF IE

RATTEQVMEATFLEIG
KTAAVGGRKR | |ERS
AEVEAKF | EMT
ADVEATF | EMT
AAEVEAKF | EMT
\AEVEAKF | EMT
AEVEAKF | EMT

KD
AD

AERAKELDQFYINEVBGNAEEVVNKLRSEIAETEE

x
m
-
»NOOODOOTO

|halassospina_lucentensis_OSM_14000 AD SDERKEMLAEVKAELDDF IYDARTKANEAALDRIKE DI KVIR KE“SKOIOASLVDEV PTQEVLEDALRKEFGTAM- .
Vibdo_sp. _Ex25 NSWFETLPQTRAQDQAVNKV | AGMTDF | FEKA@DEFNQERLDQIKQ DMQM I KOiSMPMRDKYIELT DSGKAVLSSLEQEFNQ- - - .-
Pseudononas_sp._S9 EsSwYQ PDDEKKI IDETVAELGPY IFDTREEYSKTRLEKIEKK S1KIVH RKASLPLRDKLVELABEDAGKTLKALQKE IADLENQ- -

Abbildung A7: Aminosauresequenzvergleich des 5-Hydroxyectoine/Ectoin-Substratbindeproteins (UehA) des UehABC TRAP-Transporters von
R. pomeroyi DSS-3 Ausgewahlt wurden 15 Aminosduresequenzen von Substratbindeproteinen der UehA-Typ TRAP-Transporter in 5-Hydroxyectoin/Ectoin-

katabolisierenden  Bakterien. Die roten Pfeile markieren die Aminosauren, die an der Ligandenbindung beteiligt sind (127).
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Anhang

Abbildung A8: Aminosaduresequenzvergleich des 5-Hydroxyectoin/Ectoin-Substratbindeproteins (TeaA)

H. elongata Ausgewahlt wur

den 15 Aminosauresequenzen

von Substratbindeproteinen der TeaA-Typ TRAP-Transporterr

katabolisierenden  Bakterien. Die roten Pfeile markieren die Aminosauren, die an der Ligandenbindung
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Halomonas_halocynthize_DSM_14573 1 eeesenanasarssanannnns MHIQKLVLPMAVSAVSLALSGNALAE TWKMAVGDAAGG TEIVELGKARAEL IBEKTGGDVTNDLFPN SE-QDTVNNASMGLLOLS IVAINNITPFSHT
Halosonas_sp. SSGWMESTS 1--MREFIANMTSRYTSGTSERRCGSLERTALSGVVALTMLS ISMQASAD TWKMALGDAAGGTRYVELGTTRASLVEEKTGGEVTMDLFFN SE-QDTINNASMGLLDLSVLAINNITFFSET
Coeaninonas_sp._GK1 d e e e et e e MTEVEGVYRTKEKEY IHANSS - - HKMN I YPF ES-VDVMEQADAG ILQFVDRSPGFTGSL IRE
Salinivibro_costicola_costicola_ATCC_33508 1 -+« v ev v nnnons MS- - - - - IYSHLKOLTAI SCVAAALGF SAMANAD TWRYAHEEYEGDVEOVYRHKEKEY IEDNSE- - HSLQ | YRF ES-DDIMEQTRAG ILOFVNQSPGFTGSL IBE
talomonas_elongata_DSM_2581 T MKAYKLLTTAS |GALMLGMSTAAYSDNWRYAHEEYEGDVEDVF B2 ARKG YVEDNSD - - HTHQVYRF ES-DDIMEQTENG |LQFVNQSPGFTGSL IS
Islomonas_sp_ 23 GOAE150%w 1. - REVTTKLMTTASVGALLFGLSAAADADNWRYAHEEYEGDVEOVFMYARKEY IEDNSD - - HTMOVYRF ES-DDIMEQTENG ILOFVNQSPGF TGAL I BE
tHalomonas_sp._ 194_ GOM-150%m 1. - RSVTTKLMTTASVGALLFGLSAAAQADNWRYAHEEYEGDVEADVFEYARKEY IEDNSD- - HTMQVYRF ES-DDIMEQTENG ILAFVNQSPGF TGAL I BE
Halomonas_so._ FOO1 1. S RSVTTKLMTTAS IGALLFGLSAAAQADNWRYAHEEYEGDVEDVFEYARKEY IEENSD - - HSMQVYRF ES-DDIMEQTENG |LQFVNQSPGFTGSL IBE
Hatomonas_sp,_HTNK1 L T TN MTTAS IGALLFGLSTAAQADNWRYAHEEYEGDVEOVF MHARKDY IEENSD - - HSMQVYRF ES-DDIMEQTENG ILQFVNQSPGFTGSL IFE
talomonas_sp._ KT T MKATKLLTTAS IGALLFGMSAAAHSANWRYAHEEFEGDVEDVF BVARKEY IEENSD - - NTMQ | YRF ES-DDIMEQTRAG ILAFVNQSPGF TGAL IBE
slostonas_sp._ GEAL-1 1. MKAKK- - - - - TFST- - - - - RSVTTKLLTTASVGALLFGLSAAAQADNWRYAHEEYEGDVEDVF BMARKEYVEENSD - - HTMQVYRF ES-DDIMEQTRAG ILQFVNQSPGF TGAL IBE
Halomonas_stevensil_S18214 1. MKPNK- - - - - FUST- - - - - RSLTTKLITSASVGALLLGLSAAAQADNWRYAHEEYEGDVEIDVF AMARKEYVEENSD - - HTMQVYRF ES-DDIMEQTRAG ILQFVNQSPGF TGAL IBE
talosonas_lutea_DSA]_ 23508 1 MFKKAG - - - - - LIARA « e e e e eee e e IATA- -GAMS - TSVAQAETWRFALEEVDGSVEADAYEEERKKR IEEKSNGD I TME I YPY TS-SOLTELVEQDAIQLAFASPGHLASVY IRE
Halomonas,_jeotyali_Hwa 1. -MKLNK- - - - - IR ITAC- - GLMTAAATANAETWRFGLEE | EGSVBHG YMEERKKLVEEKSDGD ISMELLPY STYSALYDAVRSGS IPLGFGS- GALGG TVRE
il _halodenit OSI_735 1 MNMKLSK- - - - - TALG - = o v e e v vn e e e e VAAV - - GMMSAATSASAETWRFGLEE I EGSVEHG YEVERKKLVEEKTDGEVTMELLPY STYSALYDAIQGGS IPLGFGS-GALGG TVRE
v v v

Halomonas_halocynthise_OSM_14573 101 VGVLTLPYVIQGLEDAKTLTQ. - - GEIGEELAENTIRDAGVRLEGWAYSBCRRLTNSARPVAE VPKIEIMISA TFTA QOB TioAMKF
Halomonas_so._BJGMVLESS 121 VGVMTLPYVIRSPEDARTLTH. - - GE IGREMVDNTVRDAGVR | LAWAYSBCRRLTNSAHPVAS VP KNE | MIAA : TFTA DNBY | T1DAMKF
Ceesnimonas_sp_GH1 B4 AQVFLMPYVLPEKOQSE INYFFKNSKVI - NEDFPKLYAEKDLELLSMFPE@. RvH IliTRaPFES vMTsPLUvET v VFGA ENBMEY I ESTKM
Salinivibio_costicola_costicola_ATCC_33508 102 AQ I FF | PYLMP TEMD TVVEFFROSKAV - NENFPELYEEQGLELLKMYPE® - EMVMEADEPVTE VMTNPLLSST T VY G A ENBIFWIESGGL
Halomonas_elongata_DSM_2581 99 ADIFF IPYLMPTOMDTVLEFFDESKAI - NEMFPKLYAEHGLELLKMYPE® - EMVVJADEP I TS TMT AET T VY GG ENB I FWIESGGL
Halomonas_so,_ 23 GOAE1503m 109 AQIFF IPYLLPTOEETVLTFFDESKAI - NEMFPELYAEQGLELLKMYPER - EMVVITDEP IS5 TMT SET T VY GG QENR I Fu1EScoL
Helosonas_so._ 194 GO 750% 109 AQIFF IPYLLPTDEETVLTFFDESKAI - NEMFPELYAEQGLEELEKMYFPES - EMVVIITDEP I SS TMT SET T VY GG E 1EW I ESG6L
Halomonas_so._ FOO1 100 AQIFFIPYLLPTDEETVLTFFDESKAI - NEMFPELYAEQGUELLKMYPE® - EMVVIETDEP 158 TMT SET T VYGG ENBIFWIESGGL
WHalomonas_so,_HTNK1 93 AQIFF IPYLLPTDEDTVLTFFDESKAI - NEMFPELYAEQGLELLKMYPE®S - EMVVITDEP IS5 TMT SET T VY GG DENE | Fwv 1 ESGGL
Halosonas_so._HMET 99 ADIFF IPYLLPTDEETVLQFFDESVAI - NEMFPELYAEQGLELLKMYPE®- EMV IJVDEP IRT TMT SET T VY GG ENBIFWIESGGL
Halomonas_so._ GFAJ-1 109 AQ IFFVYPYLLPTDEETVIEFFNTSTAI - HETFPELYAEQGLELLKMYPE®- EMVVELDEPF TTREELRGKNIETMT AET E VY GG ENBIFwWIESGGL
tHalomonas_stevensil_S18214 108 AR IFFVPYLLPTDEETVIEFFNSSTAI - HETFPELYAEQGLELLKMYPE®R - EMVVIILDEPF TSEDELRGKNIBTMTNPLLAET s VY GG ENBIFwWIESGGL
WHalomonas_lutes_DSAE_23508 100 TGVFTLHFLFSDDNEVNEQVLGSSKA- - IDMLQEAYHEQNLELLGV I PEE - wmvwilapro 1o THEBMEGF KIRTMTSP | N vYse OVNE | FAlEEMSF
Halomonas,_jeolyali_Hwa 100 SOLLSLNFVMPPDOLETAQVLNSDEFLKSDAWOKAFRERDLVPVAELAES - YOVAWISNQEVRDBEBMENLD \mols REG SPEISIAYGELYSARBOGOAERN | OPVFAHEEMGF
il ._halodenit, . DSI_735 102 SALLSLNFVMPADOMKTVEVLNSPEFLKSDPWREAF RERGLVPLAELAEM- YavuiliTNKA | EEBADMDG LQBVMD NS Afl1s1AveBELYsaABBocaAEGN | ofVEAHEEMGF
WHalosronas_halocynthize_ODSM_14573 221 § DEYVTDSCYVF;LEPLIIGEGQFQS SPELOMAVMLEAGKEATEHSYNYLVEREEAIKESLVEEHG -MKIVEPA- NDEQEWIELATG IMPDEYDS |86 - - KEKBDEVLATLGRESAFPED- -
Halomonas_so._BIGMILBIS 241 HEMONYVTDSCYVF SMEPL | | SESKFOSBSPEQOEAVLAAGEEATEHSYEYLLAQEGE | KARLVDEYG-ME I TEPA- NDESEWI KQATS IWPDEYDS 186 . - KEKHDAALSALGRDPAP. - - -
Coeaninonas_sp._GK1 125 SEVITDIGHN I FTTAVMANKHF YDSESAEDQAL IQQAISEATDY ILEYOQGLEEES | AKVKAAKPS I TLVSLDEDKRVRFREASAPUKDKEVAMTEBESGKA I HEQMEVDLKAAIGK- - - -
Salinivibdo_costicola_costicola_ATCC_33508 223 SPNLIFTHHGWF TTASMANKEFFDGESSDDAAMI RDAADYAFNETVOH IRGLAEKSLDKIOSASDEVTVTRLTDAR | EKFKARAPOMEETHYEMTBESGKALENQF KKDLEAVTN - - - - -
Halomonas_elongats_DSM_ 2581 220 SPNLTF TSHGWF TTAMMANODF YEGHSEEDQOLVODAADAAYDHT IEHIKGLSEESLEKIKAASDEVTYTRLNDED IQAFKERAPOMEEKHE I EMTBEQGQELBDOF KADLKAVQSESE

Halomonas_so,_ 23 GOME-1503m 230 SPHLTF TGHGWF TTAMMANODF YEGHSEEDQTLVNEASEAAYDHT |EH I KGLAEESLAKIOQEASDEVTMTRLDEED ICAFRERAPOMEEARLEMTBEGGOELNEQF KADLEAVTNE -

talosonas_so._ 194_GOM 1508 230 SPHLTF TGHGWF TTAMMANQDF YEGHSEEDQTLVNEASEAAYDHT IEH I KGLAEESLAKIQEASDEVTVTRLDEED IQAFRERAPOMEEARLEMTBEGGOELEQF KADLEAVTNE -

WHelosonzs_sp _ TOO1 230 SPHLTFTGHGWF TTAMMANODF YEGBSDEDKELVOEASDAAYDHT IEHIKGLADEALAKICQEASDEVTVTRLNEEQ IQAFRERAPOVEEARBLGMTEBERGAELBEQF KADLEAVTHNE -

Halomonas_sp._HTAHKT 214 SPHLTF TGHGWF TTAMMANQDF YDGHSDEDKELVOEASDAAYDHT |EH I KGLADEALAKIQEASDEVTVTRLDEED ICAFRDRAPOMEEARLEMTEBOKGAELEQF KADLEAVTNE -

Halomonas_so._HIL1 220 SPHLVF TGHGWF TTAMMANODFFDGHSEEEQOLVRDAAEAAYAHTMEH | SGLADESLEKIQAASDEVTYTRLDEDE |EAFRERAPRVEERE I EMTBORGRELMEQF KADLEAVTGDE - - -
Halomonas_so._ GFAS-1 230 SPNLVF TGHGWF TTAMMANCODF YEGHSEDDOOLVRDATEAAYEH | |EHISGLADESLEKIOQAASDEVTVMTRLDEED IDAFRERAPOMEEREVEL TBERGAALEQF KODLEAVOSN- - - -
talomonas_stevensil_S18214 230 SPNLVF TGHGWF TTAMMANQDFFEGHESEDDQOLVRDATEAAYEHTMEH | SGLADESLEKIQAASDDVTVTRLNEER IQAFRERAPOMEEREVEMTBERGAALMEQF KEDLEAVTSN - - - -
WHalomonas_lutes_DSA_ 23508 220 ODYMIQAKQAQF | TTLVAAQDFYSNEPEEQROMVDEVTDONMRSY | FEKQAQFNEERLNT IKENSD - IQMSTLTDEQRNAFREKSMSMRDTH I ECABDRGKD IHETLOQD | EAAEKQKSGS
Halomonas,_jeolgali_Hwa 222 QDYMIFAKZAQFVATLMANESWYDSHESDSOQDMLDEVTDELVETGYD IQDOFNSERLDTIKSKSD- INI IELNDKQRAEFRELAKPMRESEVDDVBERGGDABEALLSAF DKAEED - - - -
Fz) :_halod i : DSN_735 2249 QDYMIFAKQAQFVATLMGNSDWYEGBDDEHOQAMLDEVTAELVETGHD IQSEFNSTRLDTIKENSD - INI IELNDEQRKKEREMADPMRD TRIAEDVEBERG KKABD I LVEEFNSDDAE - - - -

des TeaABC TRAP-Transporters von

in 5-Hydroxyectoin/Ectoin-

beteiligt sind  (190).
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Meserhizobiom_vpportunistum_WSM207F - - -MT LWQPDPALIR SRPAYQS LADQFARAIHDGRLANGARLPTH SRAMEEL IRRGLISGE | GRGISIFMOT - QRREPEPPY LPER- LGEY 97
Aureimonas_altamirensis_ON-FEFEE --- ~MT WY IDRPALR -RPYTOS LADQIGRATGDGRLAAGYRLPPH SRAMEEL IRRGLYSGET GRGTFWRG-DKPEGTLRY IPER-LGEI 97
Rhvdebacter_sphaeroides ATCC 17025 --- ~MT IWMPNPDT LS -RPAYT LS LAEQFARAIEGGHLPPGARLLPO) L SRAMDELIRRGLIQGEVGRGSFWMLG-PGGEARQPYLPER-PGEY 97
Paraceccus_sp M Bttt tttiatd MT I'"WT PDPGGLH- --RPAT LS LAEQTARAIRDGMLPAGISRILPRQ G L SIR A EELIRRGLVVGEVG SEMLP-PGSENSPPY LAER-LGEL 497
Burkhelderia_xeneverans_LB400 102 VB FSTART ITHT AEHDAMWRKYCATLST IDDOPW I RAFRP | AGFEHHROAG | AWEAS LGIMP - ASADT LLWTH LAST\:’GPGDT\:’LCEGLTD W TGS ANVIBGFTIHKGLE [BEYGIHP 224
Preudemenas_stutzeri 28324 101 LBFSITAR IVRTETHDRFWRRT CEELAREHEQPW I HACKP | AGFEHHR EVGWOMEAGLGLE-WDLAODLLLTH LASLAGPDODLYLCENCTDREGY I GTAQVIBGFTIBOGWETBRHELOP 223
Thalassespira_sp._NP3b? 99 IBLS I WRTAFTDFHTDLSROMHAKLADEPHOSWMES CRIPWVAGFEYHREI GRSMWEASMEYD - AEWVFNILITHN LET IVQPDDYMLTESLTDEGY | GSAS IIBRFEBCALPTRDEGI LP 221
Skermanela_aerclata_KACC 11504 105 VBILE | VRAVFTPEHDAASRT LLS AMAEADNT PWMRP CRPVAGLDAHRE I GAG EKLGLPKVSPDRILITH LATYYOASDDLYLTESLTDRECY ICLSNVIBGFTIBCGLPTBREG] | P 228
Agrobacterium_tumefadens_str_C58 117 LBLS IRGWY LODHENASRT | LREMADSDNS GFMRP CRPYAGLDSHRETART GMME YT - AGAER T LWVTHEAAHGIFLALSCIITRSHDYM LCENLTDBG I TGLSH IEGFSBRGLPTIMEERI LP 239
Fesea_lupinl DM 76673 18 vBLS I VROWY LDAHEAASROALAALAEGDTSPFMRPCRIP IAGLDRHREAAR LIWEGP LG E-TSYERYL ITHEAAHALF LALACYWRAGD IMLTENLTDHEGY | GLANVIBGFSBEGLPTEEG R A 241
Yangla pacifica DSM 26894 100 LBLSILMS PV LPO I ADAWRCSMOR [ AQKLPHETMFGLPGET LARY GAAASDMAEAR CHGL | - ARPARY LVANGYTPAMFVALMTWVARHGDY |ATEAATSHT LKPAARCGIEG LRBOG | AHBARGMLE 222
Ruegeria_pemereyl D55-3 99 FBILS I SRPAFSORHAELFOOYLADLPOGLDPSYY LACRPNYGHDAHRAAGET RICEBLD-WPSER | IMTHGYSHGMS ABILSALARPGDTMYSSRITHRLLYSGCSYEGLNEYG I DFRCDGMLEP 221
Sulffebacter_dubius DSM_ 16472 62 LBMS | LKPYLDHAHEEAMOKT LRAMARS LPRAMMGGFROD LRAGDSSSAVRRMAES LCGLD - LEGMAY IPTHGST S AMT VEAMMT AAGPGDL IVSED I GCHETLRPLARFEG I REQGY S VBAGEI CP 1384
Desulfveibeiv_bastini_DTM_16055F 99 WBLS I FEPYT SEWHEKYMS EALNEISQEIPDDLLFS FRPNOGFARHLEKT A5 | NLCEWN-ADQER I LTNNGYTQGT LABMILMTWCKSGDT | LAPEVGHHES LPNLCSY G IR IKGLKQBEEGI | P 221
Azespirillum_thivphilum_steainDSM_ 21654 98 |BLE LKPVCEPLHVEAMROALAELSANLPPAVYLS FRIPNT LFARHRAT AVS RHCEYE- AAAANYT LTHGAT AGMT |MLMAAAPPGSTMYTEEVCGHRTLLPLASYIG I KIERGYA I BEEGIRP 220
Meserhizobiom_ppportanistom_ WIMZ207F 98 IBILE LKPYCEPMHLER LKOALGWLAENLPSSSALS FRPNMY FPRHRAYVAWEMBK LCGLD - WSPON IS LTNGAT AGMT VBLMS VAPPGSTWAT EA I GHETLYPLARY G FNBEGLP | BGHGL I P 220
Aureimonas_altamirensis_ ON-FEFFE 93 VBLSI LEKPYCETMHYERMOAALYD LAGS LPPSTVLS FRIPNYYFPRHEAVAVDIER R CIGMS - WAPAN | CLTNGAT AGMT IISLMEVASAGGAMGT EA T GHET LVPLATVIBG LKBET ALD WD EGILP 220
Rhedebacter_sphaeroides ATCC 17025 93 LS LEPYYWET LHMDRLREGFAWLADNLAAASALS FRPNMYMPHHR AW AWDMIEN G LGV P - AEPS G IWLT NGATPATT ARNWMS AAPPGAG T AAAALTHRETLKPLCTYBGLHEBEGLA IBAHGL 1P 220
Paraceccas_sp_M 93 ViBIL ILKPVTERMHVETFREGLHW;AENLTAPAALSF FNSWVLPOQHROQWVAAD R;K |E-AAPENITITDEATSAITT V#SéV'PAGGTLAAAALTH LLMPLCKYEGLHEEALP VD DEL VP 220
Burkhelderiz_xenvverans_LEA0D 225 EHFEEMC- -DSERITALVCTHT LNMPTWALMPDS RATARITAERY QWY W [BDDVYY GPLPAK--AATPISSLIBDLSFYCTS SVMT IEYLATERARLALRAESYLRYS SHMAT S PMAEY 344
Preuderienas_stutzeri 28ald 224 EHFEDLC- - GNERVTALVCTRNLNNPTST IMPDT REIAETARRY QYW [BDDYY GPLLGDYREALPISHY LBELSFYCTS SWLT Gy LAMBRRLALRTES I LRYNSWMAAPLLGE] 345
Thalassespiva_sp._NO3b2 222 DAFEREC- -KORODIRALVVTRIFTHPTHCLMGLERRKO IAEIAEHY GWY W [BDDYY RPLLEE--MLPPITSFLBELGFHYSS I WY MP TEFLTVROHLS [ RASSYLRYT GWMGT P LMAE] 341
Skermanellz_aerclata KACC 11504 223 EGFEEAC--RTAKVEALVCTRT FMNPT ST LMGAARRGR LAE TARAHNYY VIBDEVYRPLIET--ELPAISSFYBELGFFSTS SWMT TEYLWVYRRHFS TRAASYLRYT SHSAYPWYAEM 348
Agrobacterium_tumefaciens_sir._C57 240 DALEAAC - - AAGGWRALWL IBT LNNPT GHWS GAARROA | AT IAERY GIF I BDEYY RPMIED--DLPS ITEMLBDLGFFYTS TWLT VBT LV VP AT S IRAAS ILRVSSMS GTY LTAEI 359
Besea lupind DSM 26673 242 EAFEAAC- -RAGOWRALYL IBT LNNPTSHYAGPERRRAIAE TAGSHGYFVYEDEYVY KPLIPE--PLPS ITAMLBELGFFLTS TVLT VT LY VRP Y S TRAAS TLRYT SWMS GTY LPAEL 361
Yangla_paciica_DSM_ 26594 223 EALAEAAAAAS GOMEAYY LLBS GAGPY AQWMD S DEERIAA L AOVAEAAGLFWLIECDPLGPLYTR - -RPPPWAS FARMRSFY FTG CLEP FEILAMPDHLAERTWNRHLS VEMMATP | | AE| 344
Ruegeria_pemereyl DS5-3 222 DALDRHC- -SENNAKYVLFLLBS LANTTWVEMIPEERRCALVOVARKHHNLY | [EHDAFGPYAED--RPYVPWAALARERT IYLTT CTWS AGTMAABMEHLLPALT GRIVYF GMMATPLMCEL 341
Sulrokacter_dubius_D3M_16472 185 EALERVC- - AKEPWKAYY L IBNGANP LAFTMT ENERAAY | EVARRHDLL I [EHNQSWGPLODA- -PPPPMAAMARERY LY FTS CLMP BT LV YVBDHLGAS AGHRHMY T NMlMAT NMMT E 1 304
Desulfveibeiv_bastinil_ DM _1605F 222 DS FSKAC- -QAGGYEAYY LMBNLANP I WVE LMSET KSTWVETARSMNDYF I LEMDYFGPLTPN--THPTLYS LABERTFY LTS SYMP SEYMYIBAGMMS SYRNRLLATTMMAT P LMAE 341
Azespirillum_thiophilum_strain:DSM_21 654 221 DS LDAAC- -RDGAARKALFYMBNP INATATOMGHARRAD | ARYVARHHNLS I WEBNDPLGPLLTE--RLPPLAALARERT LY WT S SWMP TETLVVEDRLLAAVANRHLYT NWMIATP I WAEL 340
Meserhizoblom_vpportunistum WIM207F 221 EALDEAC- -RLSDIRAVFVORSY INPTAT LMD AR EEITAAYARKHD AT [ENDYLGPLYED- -RPPPVAAFABERT LY VTS (A TG LAARDRY VAAVANRHLYS NWMATP LWAE L 340
Aureimonas_altamirensis_ON-FEFEE 221 DALDAAC- -RHEGIRAVF LOBSY I GPTAALMGE GERAA T AAYARRHD AT [EHNDYLGPLIED--RPPPWAAFARERT LT WTS TYLP TET LAVEDRMLS AVMNRH LYT MW I ATP LI AEL 340
Rhvdebacter_sphaeroides ATCC 17025 221 AALDEAA- -RRGOIRAVY LOBNY INPLAVMMPADRRAE LV EY IRRHDLAL [EMD | LHMMIAD - -RAPAFAT LARERTLY | CG ITWP LAY LHABPRFAT AAANRHLYS NIMAT PPMAD L 340
Paraceccus_sp M 221 EALDHLA--RKGS LRALYMOBAA I MPMA I MT GAERRAELAATARRHDLL | VENDMLMAMIPD- -RPPPMAALABERYLHING TTLP WOAWILIL SIBAR LASAT ANRHLYT HMAT P AMYIEL 340
Burkhelderia_xeneverans_LB400 345 ATRWM ADET AARLVEIQRERLGREOWVOLOQKT LOKY Y LGAHPOALS AMLRVPDHWRT DR LVKELRMRD IAYTSPOPELYRDADRPNAVEY CVBAEVGEETYQSALETMLDYFEQYPOWHDFA- - - 465
Preudemenas_stutzeri 28324 346 ATRM | EHEOADELVRLOREL | ATROAAVT RELCGDY LRGSHPAS LS AMLNWVPDHWELDALOQHELRRRE IMLT LPOPRLPPGTRRPRAMBLCYEAECDEERLREGLCS VREVFEQTPEIHEFRGAR 463
Thalassespira_sp._NP3b? 342 GARMI ADETWEQAVT WORALMRERGALWAE I LGDAYVYRHHPTSILS AR I PEHWOEEWFAS ELRENGWEAYT | SOPEMTVEWPRPNA IRLCLEGAPDTPTTHRAL QI RHTMDOMP GWHGF DYMY 465
Skermanela_aerclata_KACC 11504 349 AARMVEEGVAERLYVD IQREEVRTRQEM I ARALGOYVLGSHP LALS AMLEVPDYWT EDGLIRALRERGWBAT SSEPEYYEACDPPNAIRICIGGSMSMET LNDALDT IGNT FAQYPOWNDAGFE WA 472
Agrobacterium_tumefadens_str_C58 360 ATRMYENGTARRLLDYORT EARARGK I AYD ILGDHIGSTHPLS FCAMLT VPPRWT EDGLYRALTHONWMAYTPSEPRIAGPOH- GGG IRICLEGRLNHAS LARALTTVROTFEQLPPWYDIGS 1 G 482
Fesea_lupinl DM 76673 362 ATRMVEDGTAQRLLAVORAEAT AROR I VAET LGGHYASSHP LS LCAMLEVPAY WS EDGLYRS LADRRYAYT PSDPEYVAGPNH- GGG IR I CLGGRMSHELLARTLTT IGATFEQLPPWFIDIGAIG 434
Yangla pacifica DSM 26894 345 AADWMES GVADT | LOAHRKELAARNRMAGRLLG-PGSAGFAHGLHRMWLP LPEGI AERAFQRQALRNGMEVAAGANBAYT - -DRRPAITRYVCLGGLGR-GELEQALG I LASLLPAPGOPT G- -~ -~ 454
Ruegeria_pemereyl D55-3 342 ATRMY LDGTALELALWORRALAERY EIASQALQGHOWRGHPS ALHLMWLPLES GWTT S5 FWAY ARQLKWAVAPDAPBLTPEKTPPPNAYEI S LGS VADLSRFEQAMELYGUGMLSRPPEGWAP LAF - 464
Sulffebacter_dubius DSM_ 16472 305 AGRM I EEGTAQT LLNRQOQLALRDRAD FAANVFRGLDMRTSPHGILHLWLP CHDTY EEAELVRS IRES GMBVANGASIBA I GPPORHPGLRYS IGGOSF-PEFARCIRMIDYRLRNRGRT E- 421
Desulfveibeiv_bastini_DTM_16055F 542 AARMY ENGTAKKLYWG IQORKS LNKRLLIASKILQS FKFNSHP CAMH [MWP LPGRWRT SPEWALAGKMGOWEWAPSTPEYYNLET EWRAWREYS LGS AKE-NDFERGER I LAQ T LSMEPEITA- - - -~ 453
Azespicillum_thivphilum_stealn:DSM_21 654 341 AT RMIV ES G F AMEMY WO R KALRRRHELAAD I LKG IPHRSHPECGLHLMWLP LGEGRPEAT FYSHARLOGNWELAPGS ARA I GPGTRPDALRYS IGSTTE-AELHAGLGY IVHLLNSDPEPYLLAM- - 461
Meserhizobiom_ppportanistom_WIMZ207F 341 AT Kl ADGT AME FYWRWORAALRRRBLD | AAEWLAGYEYRARHDGLH IMLELPADRAEES FWAQARLROWA | APGTSERISDAPWHPA VRIS LGSTTE-GELRAGLGYWTKLLLGDPEHLLLAL -~ 461
Aureimonas_altamirensis_ON-FE55E 341 ATRMVADGTALD LVRWOROALRRRBOEVVAEMLAGIPYRAHREGLHLMWLP LETPEAEELFYAQARLRGWAVAPGRSBOMGA- IROPAVREYSYVESTTE-AELRTOGLK I ITANLHRSDPEPLLLAL - - 480
Rhedvebacter_sphaereides ATCC_ 17025 341 LEH@WTDETWAELAAWOARAMADRHALACEVLGAQMPYCHPNS LHLWLP LPEGWT EEAFVEQARFMGLGWAAGHARRASDRAPPOAITRYS LGS TRA-EDLRRCGLELISGLLKDTPEPPLPT I -- 461
Paraceccas_sp_M 341 LSHW I SDEITVERL I LWQREALAYVEIHR | AREVILGAAPFRAHPOSLH IMLELPPGRDOEEEFVAQAROR GVEVASGRABRLSERGRRDAVRI ALBS TS A-EELRRGLS LVAET LGGSAEPLLPLI-- 461

Abbildung A9: Aminosauresequenzvergleich von EnuR-Typ MocR/GabR-Regulatoren Ausgewdahlt wurden 15 Aminosduresequenzen von EnuR-Typ
Regulatoren, die mit einem 5-Hydroxyectoin/Ectoin-Abbaucluster assoziiert sind. Der griine Balken markiert das putative helix-turn-helix Motiv, der orange Balken
die Aminotransferase-ahnliche Doméne. Die roten Pfeile deuten auf jeden Aminosauren die konserviert sind, fur die nicht-kovalente PLP-Bindung. Der rote Pfeil

markiert das konservierte Lysin (Lys-302 in R. pomeroyi DSS-3 ) fir die kovalente PLP-Bindung (389,390)
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Anhang

Agmbacterium_tunrelaciens CSS-UVazh 1 o-e-- MIT DAVOKNNRLTSEE (R | PTA.QR REEG IREAD VR IVESPKAYVGRG I TWMIVLVSEERERAD I VDREKAAIRTTREYMI GY YW TEDARF | LYV ITAKBEM 116
Sulfitohscter_sp. EE-58 L EECICECRCRE HHVQRDHLLTSARBSELMG QTsSVaR RATKANEAD | AVYSPEAYVGRPLTML | AWMERARERSD | IDREKRAVRERAEYMS AYYWTERE TIBF ML | W5 A KEM 114
FParcoccus_so._ 361 1MIPPRSLR AWVLSREGRIBTKTD AR FTF L QAGLIERGYRAQIDLAALGPHYVQMFVTWERBDQHRSESFQR AV ARMDAY TG Al < F LS | APEY 121
Yargiz_paciffea_ CEMCC 13455 1---MDESTR ATLSREGRIBAKTE AR FTF E KAGLIETGYREME I DLAALGPHYOMFYTLERDSHRAESED | RTVARMDE | TG Al L LWQWVW T TIEY 112
Falsichodobacter_sp._alg! 1---MKSAR ATLSREGRIBAKTLD AR FTF E OAGLIERGYRAEIDLAALGPHYVOMFWTWERDSHRAENFQL RTVARIPEI TG Al L L@y APy 112
Pacoccus_komiersis DS 7262 1---MQETR ATLCREGRIAKTD ARMHN FTP E KAGLIRGYRAEIDLAGLGPHYOMFWTMELESHRAES RTIDRIDEVYG Al G LmQu Ty 112
Hiloriella_sp._ Fi-1 1 -MHVAGLR KILQTEGRIMNT KAA ERMHN FTF kel KAG D EYERRLSVYKFFAPLSFMFMEAELGSHLTED KAVODYFEIQE A0S G| L I LKW R 120
Fuegeds_pomemyi 0553 1------ w2 RYLETEGRINT KA~ DR 1G FTF &) QAGLIEGYGRRIMLKKLAFPHYTMFWYAAE | ADHTAAS AAMORYEEWVTA AL G/ F LLQIVTREI 115
Hoeflea_zn. BALIFS 1 ---MAF I K AILSREREGRMSKSE K RMHN ATE E KAG I INSEYOQRSTELRHIAPQVTMF WMAELDNHRAAT QAVAHYDEILS AL G/ F LMQIVTREI 115
Nitratireductor_pacificus_pht-38 1 o-e-- ML K] SILOKEGRIMSKAA ERMNETF AF E KAG I INTEYRAETALSKYMPS | TMFMAAELEGHRAED REWQTIDAIYG AN G/ F w2l ARBEI 116
Nitratireductor_hasaltis_WMTGB225 1----- b L K] QILQTESRIBS KAA ERMHNETF AF E NAG I RTEYRBEWVALSKLGSH I TMFMAVEREGHRAEN RAVQKIDEIHG A < F ILQ 1l ARBI 116
Thalassospire_so. MNP 2 1----- MIR KTLOQREGRINT KV K| EAMMN FSF E DLEVESGYHAHINLEKLYKPTLMLTEVYTIERHHQHD KAVOD I PEIVELRYAL Ly ML KWL CHEY 116
Fhizohiales o, HL-109 1---MTES K ATVARRERIBT KR A EAMG FTF T KAGLINTGYHARITAPDPAFGPLTTMMLEVYTERSHTRALD SVICADPRVTA SL | LLRIVVREI 112
Ensifer_meliloti_1021 1------ (R EAIQADGRINT KL A EKAG FTP (bl KAG | VTEYHRRWVALRRVAPVASMMMEM TEGHNHROAD RATAA|PE WA S G| ILKIMTARI 115
Mezorkizobive_sp. OR53253 1 - - -MAALEK DAIQRDERIITRL A EK.G FTP | RAG | VvSEYHEAL AMRY | APVATMLMEMTEANHROAD RYMRDWPE | WA S G| VL KVMARE 112
Agmpacterdun_tumelaciens CSE-UWaszh 117 EDYEVF TRRFFYEMNHD | K& F KTMWEMD R AGF S - FII EVW. .- - 155
Sulfitohzcter_so. EE-36 115 QDY EAFTRDOFFYNNPD IKGFKTTYMMDR IRASFT-LEY- - - -« v 000 v - 151
Fargcoccus_sp,_ 361 122 AAFRGVMDGLLDSGCAGYRRENF S KF DQF - - -ALGAMLEHHRLEG - 167
Yargia_paciffca_ COMCC_ 1. 3455 119 AAFRELMEGLLESRASVRRN Y SY | KF SDPP---PALGLLRG- - - - 159
Falsichodobacter_sp._alg! M9 ASFRVMMEBDLLESRASVRRNYF S | KF bLP- - - 149
FPamcoccus homiersis DS 17862 M9 ASFRTLMEGLLESRASVRRNYF S | KF ELF- - - 149
Hiloniella_sp._P9-1 121 DGYRARFWDRLLAAE | GLKRAF T KP QTHA-LPIDLLVQEQSTES - 162
Ruegers_pomemyi D552 116 DAYQRL IDEMLDDR I GLERMF T KP G TGA-PPLKILLGLE- - - - - 150
Hoeflea_sn. BALAFE M8 DEYARL IDDLLARRAGLARNF TY | KF QSAT-FRFDILMGELDFETD - AGE
Nitratireductor_pacificus_pht-38 117 DAYQRL IDQLLEARVGLARNF TY | KF QFPGAa - LPPGLLGAAFKE - - - 162
Nitratireductor_bazalliz UWTGEZES M7 DTYRRLWDHLLEAHLGLYRAEF TY | KF RF&A-LFLOQYLFEEH- - - - - G0
Thalassospire_so._ AP 3a2 M7 PAYRRL IBGLLYSN IS I DRYF TY | L4 TTS1-TRIEHLYDSPERK- - 63
Fhizohiales_so._HL-109 M9 GENRD I RG ARDLG I DRYF T LAY QIEAFVPESPEMLS - - - - - - - 161
Engifer_meliloti_ 1021 M6 PAYRRLYIDGLLERELS IDRYF T | KT EETY-LPFGSLLPROAFPAGOQE 164
Mezorkizobive_sp. OR53253 118 DAYQRLWDGLLEERE |G 1 DREF T | KT DETY-LRVADLLPEQG- - - - 1632

Abbildung A10: Aminosauresequenzvergleich von AsnC-Typ Lrp/AsnC-Regulatoren Ausgewahlt wurden 15 Aminosauresequenzen von AsnC-Typ
Regulatoren, die mit einem 5-Hydroxyectoin/Ectoin-Abbaucluster assoziiert sind. Der griine Balken markiert das putative helix-turn-helix Motiv, der orange Balken

die Oligomerisierungs- und Effektorbinde Doméne. (245,246)
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Abbildung A11:
Aminoséauresequenzvergleich von NtrX-Typ
Antwortregulatoren Ausgewahlt wurden 15
Aminosauresequenzen von NtrX-Typ
Antwortregulatoren, die als Teil eines NtrXY-
Zweikomponentensystems in den Genomen
von 5-Hydroxyectoin/Ectoin-Abbauern kodiert
werden. Der pinkfarbene Balken markiert die
katalytische REC-Domane. Der orangefarbene
Balken markiert die putative ATP-Bindedoméne
innerhalb dessen die ATP-Bindestelle (griine
Pfeile) liegt. Der konservierte Argininfinger ist
mit einem roten Pfeil markiert. Das putative
helix-turn-helix Motiv wird durch einen griinen
Balken eingefasst. Der fir die Orientierung des
ATPs wichtige Argininfinger ist durch einen
roten Pfeil gekennzeichnet (389,391).
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Abbildung A12:

15 Aminosauresequenzen
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Aminoséuresequenzvergleich von NtrY-Typ Sensorkinasen Ausgewahlt wurden

von NtrY-Typ Sensorkinasen, die als Teil eines NtrXY-

Zweikomponentensystems in den Genomen von 5-Hydroxyectoin/Ectoin-Abbauern kodiert werden.

Die grinen Balken markieren die putativen membranspannenden Domaéanen. Jede dieser Doméanen

besteht aus 20 Aminosauren. Die Bereiche zwischen Membrandoméne 1 und 2, sowie 3 und 4 liegen

im Periplasma. Der pinkfarbene Balken umspannt die PAS-Signalerkennungsdoméane. Mit dem gelben

Balken wurde die Dimerisierungsdomane (HiskA Superfamilie) markiert, welche zuséatzlich die

Phosphorylierungsstelle (Histidin) enthalt. Der orangefarbene Balken markiert die putative HATPase-

domane

innerhalb

dessen die  ATP-Bindestelle  (grine  Pfeile) liegt (267,389).
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Anhang

LacZ-Aktivitat [MU] (Induktionsfaktor)

Stamm Genotyp LacZ-Fusion Glucose Ectoin 5-Hydroxyectoin  Glucose Glucose
+ Ectoin + 5-Hydroxyectoin
]470 wildtyp Puena-lacZ 22 +3 14 £+ 7 34+11
J470 wildtyp Penur-enuR-Puena-lacZ 24+8 870 + 33 2269 £ 128 444 * 60 1753 + 149
J470 wildtyp Puena-lacZ 21+5 622 + 4,5 1347 + 23 414 £ 21 502 + 97
ASR6 A(enuR-eutABCDE-asnC-  Penur-enuR-Puena-lacZ 26+4 19 £ 2 (0,045) 20+1(0,011)
ssd-atf::Gm)1
ASR7 A(enuR1-975::Gm)1 Puena-lacZ 29+3 25+5 47 +15
ASR7 A(enuR1-975::Gm)1 Penur-enuR-Puena-lacZ 25+8 698 + 85 4368 + 205 (2)
ASR7 A(enuR1-975::Gm)1 Puena-lacZ 420+130 388+58(0,62) 690 + 373 (0,51)
ASR7 A(enuR1-975::Gm)1 Penur-enuR*-Puena-lacZ 39+8 26 £ 6 (0,029) 29+3(0,013)
ASR8 A(eutD::Gm)1 Penur-enuR-Puena-lacZ 167 172 £79(0,38) 1736 + 142
ASR9 A(ntrXY:Gm)1 Penur-enuR-Puena-lacZ 15+0,5 195+ 143 (0,43) 278+184 (0,16)
ASR10  A(asnC-ssd-atf::Gm)1 Penur-enuR-Puena-lacZ 17 +0,5 222 +19(0,5) 281 +198 (0,16)
ASR11  A(eutABC:Gm)1 Penur-enuR-Puena-lacZ 39+18 376 +107 (0,85) 198+ 15(0,11)
ASR12  A(eutABCDE-asnC-ssd- Penur-enuR-Puena-lacZ 35+14 325+15(0,73) 338+147(0,2)
atf::Gm)1
ASR13  A(enuRi-1395::Gm)1 Puena-lacZ 28+11 29 £ 3(0,046) 51+10(0,037)
ASR14  A(ssd-atf::Gm)1 Penur-enuR-Puena-lacZ 185 578+ 73 (0,66) 1704 £ 277 (0,75)

Tabelle Al: Die Induzierbarkeit des uehA-Promotors in verschiedenen R. pomeroyi-Mutantenhintergriinden Quantitative Auflistung der gemessenen
LacZ-Assay-Ergebnisse. Aufgezeigt sind die verwendeten R. pomeroyi-Stdmme und ihre entsprechenden Genotypen, sowie die darin enthaltene lacZ-Fusion.
Die angegebenen Miller Units (MU) errechneten sich aus vier biologischen Parallelen und je drei technischen Parallelen. Der angegebene Induktionsfaktor (in
Klammern angegeben; fett gedruckt) errechnete sich aus dem Quotienten zwischen Mutanten-Promotoraktivitat und Wildtyp-Promotoraktivitat [in rot (Penur-

enuR’-Pena-lacZ-Fusion) bzw. blau (Pena-lacZ-Fusion) dargestellt].
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