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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

In seinem natiirlichen Habitat ist das Bodenbakterium B. subtilis zahlreichen Stressfaktoren
ausgesetzt. Eine aktive Adaption an Stresssituationen, welche es der Zelle ermdglicht gezielt auf
Verinderungen in der Umwelt zu reagieren, ist essentiell fiir das Uberleben in einem solchen
Lebensraum. Um sich vor einer zu hohen Osmolaritdt zu schiitzen, akkumuliert B. subtilis
organische Osmolyte, sogenannte kompatible Solute. Glycin Betain ist eines der weit verbreitetsten
und wichtigsten kompatible Solute. Dieses Substrat kann auch {iber die Enzyme GbsA und GbsB
aus dem Vorldufer Cholin synthetisiert werden. Der Cholin-sensitive Repressor GbsR reguliert
hierbei sowohl die Expression des gbsAB Operons als auch des opuB Operons. Der ABC
Transporter OpuB gehort zu den fiinf Osmolyt Aufnahmesystemen von B. subtilis. Dieser Importer
ist hoch spezifisch und transportiert mit hoher Affinitdt nur Cholin. Der nah verwandte ABC
Transporter OpuC, welcher strukturell sehr dhnlich zu OpuB ist, ist in der Lage eine grof3e Vielzahl
an unterschiedlichen kompatiblen Soluten in die Zelle zu transportieren.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Substratbindeproteine von OpuB und OpuC modular
genutzt werden konnen. Hybride ABC Transporter, in denen die SBPs OpuBC und OpuCC
ausgetauscht wurden, sind funktionell im Transport osmoprotektiver Substanzen. Die Substrat-
spezifitidten der urspriinglichen Wildtyp ABC Transporter OpuB und OpuC wurden durch das
Implantieren des jeweilig anderen SBPs ausgetauscht. Es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass B.
subtilis in-vivo ein einzelnes OpuCC SBP ohne weitere Komponenten, als Bindeprotein fiir den
vollstindigen OpuB Transporter nutzen kann. Die unterschiedliche Substratspezifitdit von OpuB
und OpuC kommt durch strukturellen Begebenheiten in der Ligandenbindetasche der SBPs zu
Stande. Ein Threonin im promiskuitiven OpuCC SBP und ein negativ geladenes Aspartat im
OpuBC SBP determiniert das Substratspektrum des ganzen ABC Transporters. Bioinformatische
Analysen zeigten, dass OpuCC-Typ SBPs immer ein Threonin und OpuBC-Typ SBPs immer ein
Aspartat besitzen. Mit Hilfe dieser Ergebnisse und phylogenetischen Untersuchungen wurde
nachgewiesen, dass das spezifische OpuB System, als Anpassung an die Gegebenheiten im Boden,
durch Genduplikation aus dem OpuC Transporter entstanden ist.

Im Zuge dieser bioinformatischen Analyse wurde ein neuer wichtiger ABC Transportertyp der
Ordnung Bacillales gefunden. Dieser OpuF Importer besitzt ein hybrides SBP-TMD Protein. Drei
fusionierte OpuF ABC Transporter aus der Gattung Bacillus konnten heterolog in B. subtilis
charakterisiert werden. Physiologische sowie kinetische Untersuchungen bewiesen, dass es sich bei
zwei der untersuchten Transporter um hoch affine Glycin Betain Aufnahmesysteme handelt.

Mit Hilfe eines genetischen Suppressor Screens konnte die Struktur/Funktions-Beziehung des
Repressors der Glycin Betain Synthese GbsR ndher untersucht werden. Durch eine Charak-
terisierung von verschiedenen Suppressor Mutanten konnte die Bedeutsamkeit einer flexiblen
Linkerdoméne des Proteins herausgestellt werden. Nicht nur die Doméne, welche im direkten
Kontakt mit der DNA steht, spielt eine essentielle Rolle bei der Repression von opuB und gbsA.
Durch den flexiblen Linker des Proteins wird eine dynamische Konformationsédnderung von GbsR
ermdglicht und die DNA-Bindung ist von dieser Dynamik abhéingig.

SchlieBlich wurde ein neues kompatibles Solut fiir B. subtilis gefunden. Das Cholin-Derivat
Homocholin kann sowohl {iber den spezifischen OpuB und als auch {iber den OpuC importiert
werden und wird dann iiber die promiskuitiven Dehydrogenasen GbsA und GbsB zu dem Osmolyt
Homobetain oxidiert. Dieser Syntheseweg wird von GbsR reguliert, allerdings ist eine Bindung von
Homocholin an GbsR natiirlicherweise nicht moglich. Ein genetischer Screen identifizierte einen
einzelnen Aminosdureaustausch, durch welchen es moglich war, eine gbs4B Induktion durch
Homocholin durch die Bindung von GbsR zu erlangen. Demnach konnte der Mechanismus der
osmoprotektiven Eigenschaft des Cholin-Derivats Homocholin molekular aufgeklért werden.
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2. Einleitung

Bakterien gehoren zu den weit verbreitetsten Organismen auf der Erde. Sie sind in der Lage die
unterschiedlichsten Lebensrdume zu kolonisieren. Dies schaffen Bakterien allerdings nur, wenn
sie sich an die schwankenden Umwelteinfliisse wie Nahrstoffgehalt, pH-Wert, Temperatur,
Sauerstoffverfiigbarkeit und Osmolaritit anpassen konnen [2, 3]. Rasche Anpassungs-
mechanismen sind also unabdingbar, um Bakterien das Leben in den verschiedensten
okologischen Nischen zu ermoglichen [4, 5]. Besonders Bodenbakterien sind starken
Schwankungen der Osmolaritdt ausgesetzt. Bei Regenfillen sinkt durch den erhohten
Wassergehalt die Osmolaritit der Umgebung, sodass die Zelle durch Wassereinstrom entlang
des osmotischen Gradienten zu platzen droht [3, 6]. Wird der Boden durch Sonneneinstrahlung
ausgetrocknet, so befindet sich das Bodenbakterium in einem hyperosmotischen Milieu. Das
Wasser in der Zelle wiirde iiber die semipermeable Membran herausstromen und die Zelle
wiirde dehydrieren [7, 8]. B. subtilis ist ein sehr gut charakterisierter Modelorganismus fiir
Gram Positive Bakterien und hat sein natiirliches Habitat in den oberen Bodenschichten,
weshalb dieses Bakterium von besonderem Interesse in der Forschung der osmotischen

Stressantwort von Bakterien ist [8, 9].

2.1 Anpassung von B. subtilis an osmotische Stressbedingungen
B. subtilis st ein stibchenformiges, peritrich begeifleltes Bakterium, welches vorwiegend aerob
wichst, aber auch bei Sauerstoffmangel anaerob wachsen kann [10, 11]. Neben der Fahigkeit
bei Nihrstofflimitation hitzeresistente Endosporen zu bilden [12], kann B. subtilis schnell auf
physiologischen Stress reagieren [13]. Nach einer Uberflutung des Bodens werden osmotisch
aktive Substanzen im Lebensraum von B. subtilis ausgediinnt und der Zellinnendruck der Zelle,
welcher flir die Zellteilung, das Zellwachstum und die Stabilitit der Zelle essentiell ist, wiirde
durch den raschen Wassereinstrom enorm steigen [3]. Um durch den zu hohen Turgor das
Platzen der Zelle zu verhindern, schleust B. subtilis im Cytoplasma gel6ste Stoffe unselektiv
iiber die mechanosensitiven Kanile MscL und MscS heraus [14]. Fiir das Uberleben in
hochosmolaren Umgebungen, in denen osmotisch wirksame Substanzen in der Umgebung
steigen, hat B. subtilis ebenfalls eine Strategie zur Anpassung gefunden. Da ein aktiver
Transport von Wasser tiber die Cytoplasmamembran in Mikroorganismen nicht moglich ist [6],
steuert B. subtilis und auch viele andere Mikroorganismen den Wasserfluss durch eine gezielte
Verdnderung des osmotischen Potentials innerhalb des Cytoplasmas. Als erste Stressantwort
werden Kaliumionen {iiber die spezifischen Kalium Importsysteme KtrAB und KtrCD

akkumuliert [15]. Kaliumionen sind die am hiufigsten vorkommenden Kationen im
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Cytoplasma und dienen, als eine der wichtigsten intrazelluliren Osmolyte, der
Aufrechterhaltung des Turgors [2, 8, 9, 15, 16]. Die positive Nettoladung alkalysiert allerdings
das Cytoplasma und essentielle Vorgidnge wie die Proteinbiosynthese werden gestort [17]. Aus
diesem Grund ist ein zweiter Schritt der osmotischen Anpassung notwendig, der Export von
Kalium und im Gegenzug die Akkumulation von sogenannten kompatiblen Soluten [7, 8, 18-

21].

2.1.1 Kompatible Solute

Kompatible Solute sind kleine, wasserlosliche, organische Molekiile, die bei einem
physiologischen pH-Wert keine Nettoladung tragen [22]. Es gibt eine Vielzahl an kompatiblen
Soluten in der Natur und sie ermoglichen Bakterien das Wachstum in verschiedenen
Stresssituationen [7, 8]. Da sie als Zwitterion vorliegen, konnen sie in sehr hohen Mengen im
Cytoplasma akkumuliert werden, ohne einen negativen Einfluss auf den zelluldren
Stoffwechsel, die Proteinfaltung, die Membranintegritéit oder die Zellteilung zu haben [17, 22-
24]. Die kompatiblen Solute schiitzen Mikroorganismen nicht nur vor hoher Osmolaritit, sie
sind ebenfalls in der Lage die Zelle vor Hitze sowie Kilte zu schiitzen [25-27]. Durch
Anlagerung der Substrate in einem gewissen Abstand um die Proteine, werden sie von der
Hydrathiille der Proteine ausgeschlossen, und unterstiitzen dabei ihre korrekte Faltung
(,,preferential exclusion®) [28, 29]. Aufgrund dieser proteinstabilisierenden Eigenschaften
werden kompatible Solute auch ,,chemische Chaperone* genannt [30]. Vertreter fiir kompatible
Solute lassen sich in verschiedene Stoffklassen zuordnen: den Aminosduren und
Aminosdurederivaten (z.B. Glutamat, Prolin, Ectoin, Prolinbetain), den Zuckern (z.B.
Trehalose), den Trimethylammonium-Verbindungen und deren Sulfonium-Analoga (z.B.
Glycin Betain, Homobetain, Carnitin, DMSP) und den Sulfatestern (z.B. Cholin-O-Sulfat) [7,
8, 31]. Eines der weit verbreitetsten und effektivsten kompatiblen Solute ist jedoch Glycin
Betain [32]. Man findet Glycin Betain als Osmoprotektivum nicht nur in Bakterien (z.B. B.
subtilis), es kommt auch in Archaeen, Pflanzen und tierischen und menschlichen Zellen vor
[20, 33, 34]. Es kann von B. subtilis zum einen {iber die Opu (osmoprotectant uptake) ABC
Transporter OpuA, OpuC und OpuD (Abbildung 1) spezifisch aufgenommen werden oder aber
iiber Cholin als Vorldufermolekiil synthetisiert werden [9, 35-37]. Cholin ist ebenfalls eine
Trimethylammonium-Verbindung welche in die Zelle aufgenommen werden kann, die aber
selbst keine osmoprotektiven Eigenschaft besitzt und demnach muss eine Oxidation zu Glycin

Betain erfolgen (Abbildung 2) [38].
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2.1.2 Aufnahme von kompatiblen Soluten

Osmoprotektive kompatible Solute gelangen iiber abgestorbenes Pflanzenmaterial, Wurzel-
ausscheidungen oder durch den Abbau von mikrobiellen und tierischen Zellen in den Boden,
wo sie dann von anderen Mikroorganismen aufgenommen werden konnen [39]. B. subtilis kann
in einer hyperosmotischen Stressantwort eine Vielzahl dieser kompatiblen Solute {iber die
bereits gut charakterisierten hochaffinen Opu Transportsysteme OpuA, OpuB, OpuC, OpuD
und OpuE aufnehmen (Abbildung 1). Diese sind osmotisch induzierbar und gehoren zu den
Familien der Primdren- und Sekundiren Transportern und besitzen sehr unterschiedliche

Substratspektren [7, 9, 35-37].

OpuA OpuB OpuC OpuD OpuE

Doon® oo

it

ATP  ATPT ATP

ADP ADP ADP
+P; +P; +P;

ADP ADP ADP
+P; +P; +P;

Abbildung 1: Die fiinf Opu Transportsysteme aus B. subtilis.

Dargestellt sind die drei ABC Transporter OpuA, OpuB und OpuC und die Einzelkomponenten-
Transporter OpuD und OpuE. OpuA, OpuB und OpuC bestehen aus drei verschiedenen Komponenten:
den ATPasen (NBD), den Transmembrandoménen (TMD) und dem Substratbindeprotein (SBP). In
OpuB und OpuC sind die TMDs Heterodimere, wéhrend es sich bei OpuA um einen Homodimer
handelt. Die SBPs sind iiber eine Lipid-Modifikation in der Membran verankert.

Die beiden Einzelkomponentensysteme OpuD und OpuE gehoren zur Familie der Sekundéren
Transporter [40]. OpuE, welches zur Unterfamilie der SSS-Transporter (,,sodium/solute
symporter*) gehort, ist ein hoch spezifischer Prolin Transporter [41], wiahrend OpuD zur
Unterfamilie der Trimethylammonium Aufnahmesystemen gehort (BCCT, ,,betaine-choline-
carnitine transporter*) und neben Dimethylglycin (DMG) und Dimethylsulfonioacetat (DMSA)
hauptsichlich Glycin Betain transportiert [36]. OpuA, OpuB und OpuC sind ABC Transporter
(,,ATP-binding casette*) und bestehen aus mehreren Komponenten [8, 35, 36, 42]. Der Aufbau
von ABC Transportern und deren Transportmechanismus wird in 2.2 ndher beschrieben. OpuA
transportiert kompatible Soluten wie Glycin Betain, Prolinbetain, Homobetain, DMSP, DMG
und DMSA [25, 31, 35, 40, 43-45]. Allerdings ist das OpuC Transportsystem in der Lage
zusitzlich die Substrate Cholin, Carnitin, Cholin-O-Sulfat, Crotonobetain und y-Butyrobetain
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in die Zelle zu schleusen und besitzt demnach das grof3te Substratspektrum [9, 37, 44, 46]. Das
Transportsystem OpuB ist wiederum ein spezifischer ABC Transporter fiir Cholin (hochaffin)
und Carnitin (niederaffin) [37, 46, 47]. Die ABC Transporter OpuB und OpuC sind in dieser
Arbeit von besonderem Interesse, da sie zwar ein enorm unterschiedliches Substratspektrum
aufweisen, aber sehr eng miteinander verwandt sind [37, 48]. Details der Gemeinsamkeiten und
Unterschiede werden in 2.2.2 nédher beleuchtet. Neben der Aufnahme eines breiten Spektrums
von kompatiblen Soluten bei B. subtilis konnen einige dieser Substanzen aber auch synthetisiert

werden.

2.1.3 Prolinbiosynthese in B. subtilis

Die Aminosdure Prolin wird neben B. subtilis von vielen weiteren Mikroorganismen
synthetisiert, da es nicht nur als osmotische Schutzsubstanz dient, sondern auch essentiell fiir
den anabolen Stoffwechsel ist [49]. Es kann ganz gezielt zwischen dem Bedarf als proteinogene
Aminoséure und als Osmoprotektivum unterschieden werden. B. subtilis synthetisiert in einem
anabolen Weg Prolin ausgehend von Glutamat mit Hilfe der Enzyme ProB, ProA und Prol [49,
50]. Im ersten Schritt wird Glutamat durch die Glutamyl-Kinase ProB phosphoryliert. Es folgt
eine Reduktion des entstandenen y-Glutamyl-11-Phosphats zu Glutamat-5-Semialdehyd tiber
die y-Glutamyl-Phosphatreduktase (ProA). AnschlieBend wird durch die Redukatase Prol
Prolin synthetisiert. Die Gene des zweiten Prolinbiosyntheseweges werden osmotisch induziert.
Hierbei sind die Enzyme ProH, ProJ und ProA beteiligt [51, 52]. Der Vorldufer und die
Zwischenprodukte sind bei beiden Prolinbiosynthesewegen identisch. Durch die osmoadaptive
Prolinbiosynthese kann B. subtilis bei einer Salzkonzentration von 1.2 M NacCl, bei der gerade
noch Wachstum méglich ist, einen intrazelluldren Prolinpool von 500 mM aufbauen [51]. Ob
eine kontinuierlich hohe Salzkonzentration oder ein plotzlicher Anstieg der externen
Osmolaritét vorliegt ist bei der Induktion des proHJ Operons unerheblich. Im Vergleich mit
anderen osmotisch induzierten Genen in B. subtilis besitzt das proHJ-Operon den starksten
Induktionsfaktor. Die Deletion des proHJ Operons fithrt zu einem osmosensitiven
Wachstumsphinotyp [51, 52], was zeigt, dass die osmoadaptive Prolinbiosynthese bei der

Anpassung von B. subtilis an hohe Osmolaritdten eine essentielle Rolle spielt.

2.1.4 Endogene Synthese von Glycin Betain in B. subtilis: die Rolle des MarR-Typ
Regulators GbsR

Auch das kompatible Solut Glycin Betain kann in B. subtilis synthetisiert werden [38, 53-55].
Hierfiir ist allerdings die Aufnahme des Vorldaufermolekiils Cholin {iber die Opu Transporter

OpuB oder OpuC nétig [37, 46]. Halophile Archaea, Schwefelbakterien und manche
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Cyanobakterien sind in der Lage Glycin iiber drei Methylierungsschritten zu Glycin Betain
umzuwandeln. Daran beteiligt sind die Glycin-Sarkosin-Methyltransferase und die Sarkosin-
Dimethylglycin-Methyl-transferase. In diesem Prozess entstehen die Intermediate
Monomethylglycin (Sarkosin) und Dimethylglycin (DMG) [56-58]. In B. subtilis allerdings
wird Cholin in zwei Oxidationsschritten iiber das Intermediat Glycin Betain Aldehyd zu Glycin
Betain oxidiert (Abbildung 2) [54, 55]. Zur Oxidation von Cholin zur osmotischen Schutz-
substanz Glycin Betain bedient sich B. subtilis der Enzyme GbsA und GbsB [54]. Bei GbsB
handelt es sich um eine l6sliche NAD-abhédngige Alkohol Dehydrogenase vom Typ III. Diese
oxidiert Cholin zu dem Intermediat Glycin Betain Aldehyd, welches selbst toxisch ist.
AnschlieBend erfolgt ein weiterer Oxidationsschritt durch die salztolerante Glycin Betain
Aldehyd Dehydrogenase GbsA, sodass als Endprodukt die osmotische Schutzsubstanz Glycin
Betain entsteht [55]. Die Gene, die fiir die Dehydrogenasen GbsB und GbsA kodieren, sind im
Genom von B. subtilis in einem Operon (ghsAB) organisiert. Direkt vor dem Operon liegt in
entgegengesetzter Richtung das Gen gbsR, welches fiir einen Cholin-abhiangigen Repressor
kodiert [38, 54]. Das Ausschalten dieses Gens hat eine verstarkte Aufnahme durch den Cholin
spezifischen Transporter OpuB und eine verstirkte Expression des ghsAB Operons zur Folge.
Befindet sich in der Zelle kein Cholin, so bindet der Repressor GbsR im Bereich der intergenen
Region von gbsR und gbsA stromabwirts der -35 und -10 Region des gbs4 Promotors und
verhindert so durch einen ,,Road Block* Mechanismus, dass die RNA-Polymerase das ghs4B
Operon transkribieren kann [38]. Die genaue Bindestelle des GbsR Repressors konnte in der
Dissertation von S. Ronzheimer identifiziert werden [59]. Auch vor dem opuB Operon befindet
sich eine Bindestelle fiir den Repressor, sodass auch diese Expression verhindert wird. Bisher
konnten nur Vermutungen angestellt werden, wo genau GbsR vor opuB bindet. Bereits geringe
Mengen von Cholin (25 pM im Medium) reichen aus, um den Repressor durch spezifische
Bindung und anschliefender Konformationsdnderung von der DNA zu l6sen [38]. Auch das fiir
die Zelle schidliche und in der Natur selten vorkommende Intermediat Glycin Betain Aldehyd
dient als Induktor des gbs4B Operons. Die Bindung von Cholin an GbsR (Ksvon 165 £+ 15 uM)
bewirkt demnach eine verstirkte Aufnahme dieses Substrates iiber den OpuB ABC Transporter
und zudem die Induktion des Glycin Betain Syntheseweges iliber die Enzyme GbsB und GbsA
[38]. Im Gegensatz zum gbsAB Operon ist das opuB Operon zusétzlich osmotisch induziert
[37]. Die Expression des opuC Operons ist nicht durch GbsR reguliert, obwohl dieses
Transportsystem ebenfalls Cholin in die Zelle transportieren kann. Durch erh6hte Mengen des
kompatiblen Soluts Glycin Betain kann in Anwesenheit vom GbsR Induktor Cholin ein

inhibitorischer Effekt des ghsAB Operons beobachtet werden [38]. Der Mechanismus dieses
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negativen ,,Feedback Loops* ist bisher nicht geklart. Vorstellbar wére, dass es eine kompetetive
Inhibition der beiden Substrate in einer Bindetasche gibt, das Protein GbsR zwei verschiedene
Bindestellen besitzt oder dass durch einen chemischen Chaperon Effekt durch Glycin Betain

die Bindung von GbsR zur DNA gehindert wird [38].

OpuB OpuC

NI

Cholin

aml

Glycin Betain

| - i FbthOj Aldehyd
T gauas woa s T N | hessad

Glycin Betaine

Abbildung 2: Regulation der Cholin Aufnahme iiber OpuB und der Glycin Betain Synthese.

Der Repressor GbsR (orange) reprimiert sowohl das opuB (blau) als auch das ghsAB (griin) Operon. Gelangt
Cholin iiber die ABC Transportsysteme OpuB und OpuC in die Zelle, bindet es an den Regulator und durch
eine Konformationsdnderung des Proteins 10st es sich von der DNA. Die Expression der Operone ist nun
moglich. Modifiziert nach Nau-Wagner et al. (2012).

Das 21 kDa (180 AS) groB3e Protein GbsR (glycine betaine synthesis regulator) gehort zur
MarR-Familie von transkriptionellen Regulatoren (multiple antibiotic resistance regulator). Ein
fiir MarR-Typ Regulatoren typisches Merkmal ist das Winged-Helix Motiv, mit welchem
palindromische DNA Regionen gebunden werden konnen [60-62]. Nau-Wagner et al. konnten
ein in-silico Modell des Repressors GbsR aus B. subtilis erstellen und eine solche Winged-
Helix Struktur am N-Terminus des Proteins identifizieren (Abbildung 3B). Als
Ausgangsstruktur diente der Regulator Mj223 (PDB: 1ku9) aus dem extrem thermophilen
methanbildenden Archacon Methanococcus jannaschii (Abbildung 3A) [63, 64]. Dieses Protein
ist vermutlich an der Regulation von Antibiotika Resistenzgenen beteiligt und besitzt eine 34%

ige Aminosduresequenzidentitit zum gbsAB und opuB Repressor GbsR. Bei der Kristallstruktur
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von Mj223 handelt es sich um einen Homodimer, wobei die Monomere N-terminale Winged-
Helix Motive aufweisen, mit der die DNA gebunden werden kann und dadurch eine
transkriptionelle Regulation stattfinden kann [63, 65]. Vermutlich muss der Mj223 Homodimer
eine starke Konformationsdnderung vornehmen, sodass beide DNA Bindemotive die Basen
binden konnen [63]. Die notwendige Bewegung ist vermutlich dank einer flexiblen
Linkerregion moglich, welche zwischen einer C-terminalen Dimerisierungsdoméne und des N-
terminalen Winged-Helix Motivs liegt (Abbildung 3A). Eine putative Ligandenbindebox
konnte in dem Regulator Mj223 nicht identifiziert werden. Wie bereits erwihnt konnte in der
in-silico Struktur von GbsR aus B. subtilis ebenfalls eine Winged-Helix DNA Bindedoméne
identifiziert werden (AS 49-73) [38]. AuBerdem wurde in Nau-Wagner et al. vorhergesagt wo
sich die C-terminale Dimerisierungsdoméane (AS 95-161) und der flexible Linker (AS 74-94)
befinden. Anders als in der Ausgangsstruktur Mj223 konnte im Modell von GbsR eine mdgliche
Ligandenbindebox gefunden werden. Diese befindet sich in der Linkerregion zwischen
Dimerisierungs- und DNA-Bindedoméne. Da GbsR ein Cholin-sensitiver Repressor fiir das
gbsAB und opuB Operon ist, wurde nach einer typischen Ligandenbindetasche fiir
Trimethylammoniumgruppen gesucht. Uber aromatische Aminosduren, welche eine
Bindetasche formen, kann die positiv geladene Kopfgruppe, wie sie bei Cholin vorkommt,
stabilisiert werden [38]. Der genaue Mechanismus einer derartigen Bindebox wird in 2.2.3
anhand weiterer Beispiele néher erldutert. Das in-silico Modell von GbsR weist eine derartige
aromatische Bindebox auf. Sechs Phenylalanine (F*°, F*®, F*¥, F*, F1%2 und F!%) kénnten diese
aromatische Ligandenbindetasche fiir Cholin bilden. Im Protein Mj223 wurde keine derartige
aromatische Box nicht gefunden werden. Eine Erstellung eines Homodimer Modells fiir GbsR
aus B. subtilis zeigt eine sehr dhnliche Anordnung der Monomere wie auch fiir das Protein
M;j223 [38, 63]. Die Dimierisierungsdoménen sowie die putativen Liganden-bindetaschen der

beiden GbsR Monomere stehen zueinander und konnen interagieren (Abbildung 3C,D).
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Abbildung 3: Struktur der DNA-Bindeproteine Mj223 aus M. jannaschii und GbsR aus B. subtilis.

(A) Der Homodimer des Proteins Mj223 aus M. jannaschii wurde auf DNA modelliert (Ray et al). Hierbei
ist eine Konformationsdnderung notwendig. (B) Das in-silico Modell von GbsR aus B. subtilis wurde auf
Grundlage der Kristallstruktur von Mj223 (PDB: 1ku9) mit Hilfe des Webservers SWISS-Model erstellt [38].
Die vorhergesagte Bindetasche fiir Cholin, bestehend aus aromatischen Aminoséuren, ist in blau dargestellt.
Das Winged Helix-Turn-Helix Motiv, welche die DNA-Bindung erméglicht ist griin markiert. In orange
wurde die bewegliche Linkerdoméne dargestellt. (C) und (D) zeigt ein in-silico Modeling eines GbsR
Homodimers in zwei verschiedenen Ansichten.

2.2 Die ABC-Transporter OpuB und OpuC aus B. subtilis

2.2.1 Aufbau und Mechanismus von ABC-Transportern

ABC Transporter sind in Prokaryoten sowie Eukaryoten weit verbreitet und bilden eine der
grofiten Proteinfamilien [42, 66-71]. Sie konnen eine Vielzahl von Stoffen in die Zelle
transportieren oder exkretieren [72, 73]. In Bakterien und Archaeen sind zum gréfiten Teil
Importer zu finden [69, 74, 75]. So vermitteln die ABC Transporter den Import von essentiellen
Molekiilen wie Nahrstoffe, Signalmolekiile oder kompatible Solute. In pathogenen Bakterien
konnen ABC Transporter sogar als Virulenzfaktor dienen. Bei Eukaryoten dienen ABC
Transporter iiberwiegend als Exporter. Besonders in der medizinischen Forschung von
Krebstherapien spielen ABC Transporter als ,,Multi Drug Resistance* Transporter eine grof3e
Rolle, da dieser Transportertyp in Krebszellen vorkommen kann und diese dadurch im Rahmen
einer Chemotherapie eine erhohte Toleranz gegentiiber Zytostatika aufweisen konnen [76-79].

ABC Transporter konnen in vier Subgruppen klassifiziert werden (Abbildung 4), wobei drei
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dieser Subgruppen [Typ I, Typ II und Typ III (ECF Transporter; energy coupling factor)]

Importsysteme darstellen und ausschlieBlich in Prokaryoten vorkommen [67].

trans

cis

Importers Type | Importers Type I Exporters ECF transporters
(Importers Type llI)

Abbildung 4: Ubersicht der verschiedenen ABC Transportertypen.

Die ABC Transporterfamilie kann in vier Subgruppen unterteilt werden: den Exportern und drei
verschiedenen Importern: Importer Typ I, Importer Typ Il und ECF Transporter (Typ III). NBDs sind in blau,
TMDs in gelb und orange und die extrazelluliren SBPs sind in magenta gekennzeichnet. Zusitzliche
intrazellulédre regulatorische Doméinen (CRD) sind in griin dargestellt. Abbildung entnommen aus ter Beek
et al. (2014) [67].

ABC Importer besitzen typischerweise zwei transmembrane Doménen (TMD) und zwei
zytoplasmatische Nukleotid Bindedomédnen (NBD), welche charakteristisch und namens-
gebend fiir die ABC Transporter sind [42, 67, 71, 73, 80, 81]. Die ATPase hydrolysiert ATP
zwischen dem y- und B-Phosphat in ADP und Phosphat und liefert damit die benétigte Energie
fiir den Transportprozess diverser Molekiile (typischerweise -50 kJ mol™! in Zellen) [67]. In-
vitro Studien des OpuA Transporters aus L. lactis zeigten, dass pro Transport eines Glyin Betain
Molekiils zwei Molekiile ATP verbraucht werden [80]. Die Importsysteme der Subgruppe Typ
I'und Typ II besitzen zusétzlich ein Substratbindeprotein (SBP) [42, 66, 69]. Dieses diffundiert
in Gram Negativen Bakterien frei im Periplasma [82, 83] und ist in Gram Positiven Bakterien
iiber einen Lipidanker an der Zellmembran befestigt [37, 84]. In Archaeen kann das SBP
auBerdem tiiber eine hydrophobe Helix an die Membran gebunden sein (ModBC aus A. fulgidus)
[85]. Zusitzlich gibt es SBP-abhéngige ABC Transporter in Gram Positiven Bakterien, in denen
das SBP an die TMD anfusioniert ist, um eine Befestigung der Substratbindedoméne an den
ABC Transporter zu gewihrleisten [86, 87]. In allen Fillen ist das extrazelluldre SBP fiir die
Bindung des Substrates verantwortlich und liefert es an die TMDs weiter [66, 84, 85, 88, 89].
SBP-abhingige Importsysteme ermoglichen es der Zelle durch eine hoch affine Bindung auch
in Umgebungen mit geringen Konzentrationen des jeweiligen Substrates dieses in die Zelle zu

transportieren [66, 90, 91].
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Die drei verschiedenen Typen von ABC Importern besitzen iiberlappende Substratspezifititen,
weshalb noch nicht ganz klar ist, wieso drei verschiedene Transportertypen wéhrend der
Evolution entstanden sind [67]. Ublicherweise, allerdings nicht ausschlieBlich, sind Typ I ABC
Transporter fiir den Import groBer Substratmengen (z.B. Zucker, Aminoséduren) verantwortlich.
Sie besitzen meist eine hohe Transportkapazitit wihrend sie Affinititen im mittleren
mikromolaren Bereich besitzen. Typ II ABC Transporter sind hiufig dazu in der Lage sehr
geringe Mengen eines Substrates (z.B. Ionen, Vitamine) wahrzunehmen und zu transportieren.
Demnach besitzen viele dieser Importer eine sehr hohe Affinitit (nanomolarer Bereich) zu den
Liganden, wihrend die Transportkapazitét schlechter sein kann [67]. Das am besten untersuchte
Typ I Transportsystem ist der Maltose Transporter von E. coli [92] [83, 93, 94] [95-97]. Er
besteht aus zwei Kopien der ATPase MalK, aus den TMDs MalF und MalG und dem SBP MalE
(oder MBP; maltose bindung protein). Interessanterweise besitzt MalK eine zusétzliche
Bindestelle fiir Maltose, welche im Translokationskanal der beiden TMDs liegt. Eine zweite
Bindestelle in den TMDs ist allerdings selten [83]. Wéhrend Typ I Importsysteme entweder
identische (Homodimer) oder strukturell sehr &hnliche TMDs (Heterodimer) besitzen, so findet
man in Typ II ABC Transportern stets identische TMDs, welche als Homodimer fungieren [67].
Ein sehr gut charakterisiertes Beispiel fiir einen Typ II Importer ist der Vitamin Bi2 Transporter
aus E. coli. Dieser besteht aus zwei identische Kopien der NBD (BtuD) und der TMD (BtuC)
und einem SBP (BtuF) [85, 98-100].

Sowohl ABC Transporter des Typ I als auch des Typ II sind SBP-abhingig. Alle bisher
beschriebenen SBPs bestehen aus zwei globalen Doménen (Abbildung 7A), welche iiber eine
oder zwei flexible Linker oder iiber eine a-Helix, wie in BtuF aus E. coli, verbunden sind [66,
84,101, 102]. Die beiden Doménen formen eine tiefe Spalte, in der sich die Substratbindetasche
befindet (Abbildung 7A). In Abwesenheit des Substrates sind die Doménen sehr flexibel [84,
103, 104]. Wird allerdings ein Substrat gebunden, so schlieBen die Doménen den Liganden ein.
Diese Konformationsédnderung wird als ,,Venus Fly-trap* bezeichnet (Abbildung 5) [42, 105].
AnschlieBend interagiert das geschlossene SBP mit den TMDs des ABC Transporters [85, 92,
94, 106, 107], wodurch es zu einer Konformationsdnderung in den TMDs und den NBDs
kommt. Die beiden NBDs liegen nun direkt nebeneinander, sodass ATP gebunden werden
kann. Die ATP Bindung fiihrt zu einem gedffneten Kanal zwischen den TMDs und das Substrat
kann vom SBP entlassen und in den Translokationskanal gefiihrt werden (Abbildung 5) [42,
66, 69, 71, 83, 89, 108, 109]. Im Falle von MalF kann Maltose spezifisch an die niederaffine
Bindestelle in MalF binden [66, 71]. SchlieBlich fiihrt die ATP Hydrolyse in den ATPasen des
ABC Transporters und die folgliche Entlassung von ADP und Phosphat zu einer erneuten
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Konformationsdnderung der TMDs. Diese sind nun nach auB3en gedffnet und das Substrat kann

aus dem Translokationskanal entlassen werden (Abbildung 5) [42, 80, 81, 92, 94, 106, 107].
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Abbildung 5: Schematische Ubersicht iiber den Transportvorgang von Substraten in ABC
Transportern.

Die zwei flexiblen Domédnen des SBPs formen eine Ligandenbindetasche. Kommt es zur Bindung eines
Liganden an das SBP (II), so klappen die beiden Doménen zusammen, sodass der Ligand fest gebunden ist.
Das geschlossene SBP kann dann mit den TMDs des ABC Transporters interagieren, wodurch es zu einer
Konformationséinderung in den TMDs und NBDs kommt (III). Die beiden NBDs liegen nun direkt
nebeneinander, sodass ATP gebunden werden kann. Die Hydrolyse von ATP fiihrt zu einer Offnung der
TMDs, sodass das Substrat in das Zytoplasma entlassen werden kann [80, 81, 92, 94, 106, 107].

Einige der Typ I und Typ II ABC Transporter konnen mehr als nur ein Substrat transportieren.
Es gibt SBPs, welche in der Lage sind mehrere meist &hnliche Substrate zu binden und deren
Transport zu vermitteln. Ein Beispiel hierfiir ist der Msm Transporter aus Streptococcus
mutants, welcher mit nur einem SBP Melibiose, Sucrose, Raffinose, Isomaltotriose und
Isomaltotetraose transportieren kann [110]. Das Peptid-SBP OppA aus Lactococcus lactis ist
sogar in der Lage Peptide zu binden, welche zwischen 4 und 35 Aminosduren lang sind [111].
Ein anderer Grund fiir das breite Substratspektrum eines ABC Transporters konnen mehrere
unterschiedliche SBPs sein, die mit den gleichen TMD/NBD Komponenten interagieren, wie

im His/Lys/Arg Transporter in Salmonella typhimurium [112].

2.2.2 Die Osmolyt Aufnahmesysteme OpuB und OpuC aus B. subtilis

In B. subtilis konnten 78 ABC Transportsysteme gefunden werden, von denen 38 SBP-
abhingige Importer und 40 Exporter sind [113]. Drei dieser SBP-abhingigen Importsysteme
spielen eine sehr wichtige Rolle in der osmotischen Stressantwort von B. subtilis (Abbildung

1). Die ABC Transporter OpuA, OpuB und OpuC sind in der Lage kompatible Solute in die
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Zelle zu schleusen und diese so vor der Hydration in hyperosmotischen Umgebungen zu
schiitzen [8, 9, 36]. Die beiden Aufnahmesysteme OpuB und OpuC fallen besonders auf, da sie
eine hohe Homologie zueinander aufweisen, sich allerdings im Substratspektrum massiv
unterscheiden. Die Aminosduresequenzidentititen der einzelnen Komponenten liegen bei 84%
fiir die beiden NBDs (OpuBA/OpuCA), 85% fiir die beiden TMD Paare (OpuBB/OpuCB,
OpuBD/OpuCD) und 71% fiir die maturen SBPs (OpuBC/OpuCC) [37]. Diese hohen
Identitéten und die unmittelbare Lage ihrer Strukturgene (das opuB und das opuC Operon) im
Genom von B. subtilis (nur durch 4.3 kBp getrennt), lassen vermuten, dass eines der beiden
Operone aus dem anderen im Zuge einer Genduplikation entstanden ist. Trotz dieser
Gemeinsamkeiten ist der OpuB Transporter ein sehr spezifisches System und besitzt eine sehr
hohe Affinitdt zu Cholin [8, 9, 37, 46]. In dieser Arbeit konnte zusétzlich eine niedrige Affinitét
zu dem Trimethylammonium Substrat Carnitin (Km 1.1 mM, Tabelle 13) gezeigt werden [46].
Durch die schlechte Affinitdt zu Carnitin wird im Folgenden vom hochspezifischem Cholin
ABC Transporter gesprochen. Im Gegensatz zu dieser hohen Spezifitdt besitzt das OpuC
System ein sehr breites Substratspektrum. Der promiskuitive OpuC Importer kann eine Reihe
natiirlich vorkommender kompatibler Solute wie z.B. Glycin Betain, Cholin, Carnitin oder
DMSP transportieren aber auch der Import einiger synthetische DMSP Derivate konnte bereits
gezeigt werden [8, 9, 37]. Sogar ein synthetisches Glycin-Betain Derivat, welches eine toxische
Wirkung auf B. subtilis hat, kann {iber den OpuC ABC Transporter in die Zelle transportiert
werden [114]. Insgesamt wurden bisher 16 kompatible Solute gefunden, welche zum
Substratspektrum des OpuC Transporters gehoren (Abbildung 6) [9]. Besonders die Tatsache,
dass der multifunktionelle OpuC Importer ebenfalls Cholin und Carnitin in die Zelle
transportieren kann, welche ebenfalls Substrate fiir den hochspezifischen OpuB Transporter
sind, ldsst vermuten, dass im Laufe der Evolution eine Genduplikation stattgefunden hat. Die

Frage bleibt allerdings ungeklért, welches ABC Transportsystem frither vorkam.

22



Einleitung
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Abbildung 6: Substratspezifitiiten der ABC Transporter OpuB und OpuC.
Schematische Darstellung des Aufbaus der ABC Transporter OpuB (blau) und OpuC (rot) aus B. subtilis.
Die unterschiedlichen Substratspektren der Transporter sind dargestellt [9].

Neben dem groflen Unterschied im Substratspektrum von OpuB und OpuC, gibt es
Unterschiede in der Regulation der beiden Operone. Wihrend opuB und opuC beide osmotisch
induzierbar sind, ist nur das opuB Operon zusitzlich iiber den Repressor GbsR reguliert,

welcher ebenfalls das ghsAB Operon reprimiert (2.1.4) (Abbildung 2) [38].

2.2.3 Die aromatische Substratbindetasche — Ein Merkmal von SBPs

Die Substratspezifititen der beiden ABC Transporter OpuB und OpuC sind trotz der nahen
Verwandtschaft sehr unterschiedlich. Es stellt sich die Frage, wie die SBPs OpuBC und OpuCC
ihre Substrate binden und ob es in den Bindetaschen Gemeinsamkeiten und Unterschiede gibt.
Die Kristallstrukturen der beiden Proteine sind bereits gelost. Pittelkow ef al. konnten OpuBC
mit dem nattirlichen Liganden Cholin kristallisieren und aufkldren wie das Substrat in der
Substratbindetasche stabilisiert wird. Auch die Bindung von verschiedenen Liganden im SBP
OpuCC konnte von Du et al. aufgeklart werden (Abbildung 7) [115, 116].

In beiden Systemen spielen aromatische Aminosduren, die den Kern der Substratbindetasche
bilden, eine essentielle Rolle. Positiv geladene Reste von Liganden, wie sie z.B. in Form der

Trimethylammonium Kopfgruppe von Glycin Betain oder Cholin vorhanden sind, kénnen mit
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Oberflachen von aromatischen Strukturen, wie z. B. den Aminoséuren Phenylalanin, Tyrosin
und Tryptophan, interagieren. Uber Kation-n-Interaktionen tritt die positive Ladung in
Wechselwirkung mit dem elektronegativen Oberflichenpotential der Aromaten [117, 118]. Die
Starke der Kationen-n-Interaktion unterscheidet sich je nach elektrostatischem Potenzial der
aromatischen Aminosdure. Das stirkste Potenzial besitzt das Tryptophan, worauf dann das
Tyrosin und letztlich das Phenylalanin folgt [119]. Diese nicht-kovalente Bindung spielt bei
Wechselwirkungen in biologischen Makromolekiilen eine wichtige Rolle. Aromatische
Systeme sind bei Enzymen, die Histone methylieren oder demethylieren [120], bei
Interaktionen  peripherer Membranproteine mit  Phospholipidgruppen [121], bei
Neurotransmittern wie Acetylcholin im Nervensystem [122], sowie bei SBPs von ABC
Transportern bekannt [84].

Das SBP OpuBC aus B. subtilis besitzt ebenfalls einen ,,aromatischen Cage*, welcher aus vier
Tyrosinen gebildet wird (T”!, T'"7, T'7 und T?*') (Abbildung 7) [116]. Die positive Ladung der
Trimethylammoniumgruppe des Liganden Cholin kann also tiber Kationen-n Interaktionen
gebunden werden. Die Aminoséiure D'* (Aspartat) kann die Kopfgruppe von Cholin und die
Aminosiure Q' (Glutaminsiure) die Hydroxylgruppe stabilisieren. Die negativ geladene
Aminosiure D’* (Aspartat) kann ebenfalls eine Bindung mit der Hydroxygruppe eingehen.
Neben der Interaktion von Cholin mit Aminosduren findet eine Stabilisierung iiber
Wassermolekiile zwischen Aminosduren der Doméne I (grau) und Doméne II (gelb) statt
(Abbildung 7B) [116]. Du et al. konnten zeigen, dass das SBP OpuCC aus B. subtilis den
gleichen ,,aromatischen Cage* besitzt wie sein Homolog OpuBC (T7!, T''7, T"7 und T?*!). Die
Liganden, unter anderem Glycin Betain, konnen ebenfalls durch Kationen-n Interaktionen
gebunden werden. Wie Cholin in OpuBC wird auch Glycin Betain in OpuCC iiber Q!° durch
direkte Interaktion stabilisiert. In OpuCC befindet sich an der Position 74 allerdings kein
Aspartat wie in OpuBC, sondern ein Threonin. Das T7* liegt aber ebenfalls in unmittelbarer
Nédhe der Carboxylgruppe von Glycin Betain, sodass auch hier eine Interaktion zur
Stabilisierung vorliegt. Du ef al. konnten bereits zeigen, dass ein Aminosdureaustausch in
OpuCC von D’*T in-vitro zu einem Verlust der Glycin Betain Bindung fiihrt [115]. Einzig die
Aminosédure an Position 74 des reifen SBPs unterscheidet sich in der Substratbindetasche von

OpuBC und OpuCC.

24



Einleitung

A OpuBC::Cholin OpuCC::Glycin Betain

e

Abbildung 7: Die Substratbindeproteine OpuBC und OpuCC der ABC Transporter OpuB und
OpuC aus B. subtilis.

(A) Das SBP OpuBC ist im Komplex mit Cholin (griin, PDB: 3R6U) [116] und das Protein OpuCC mit
Glycin Betain (magenta, PDB: 3PPP) [115] dargestellt. Die zwei globalen Doménen, welche typisch fiir
SBPs sind, sind grau und gelb dargestellt. Diese Doménen formen eine tiefe Spalte, in der sich die
Substratbindetasche befindet. Diese besteht aus vier Tyrosinen, welche eine aromatische Bindebox bilden
(blau). Rot markiert wurde die Aminosiure (Position 74), welche eine essentielle Rolle bei der Bindung von
Liganden spielt. (B) Die Architektur der Substratbindetasche ist im Detail zu sehen. Die aromatischen
Aminosduren sind hierbei in der Farbe markiert (gelb oder grau), von welcher Doméne sie abstammen.
Weitere Aminoséduren, die an der Bindung der Liganden beteiligt sind, wie auch das das Aspartat im OpuBC
SBP (D7) und das Threonin im OpuCC SBP (T7%), sind ebenfalls aufgestellt. Gestrichelte Linien
kennzeichnen Wasserstoffbriickenbindungen. Blaue Punkte stellen Wassermolekiile dar.
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2.3 Zielsetzung der Arbeit

Die beiden nah verwandten ABC Transporter OpuB und OpuC spielen eine wichtige Rolle bei
der Aufnahme von kompatiblen Soluten, die B. subtilis nutzt, um sich vor osmotischen
Stresssituationen zu schiitzen [9, 37]. OpuB und OpuC unterscheiden sich trotz ihrer hohen
Sequenzidentitét drastisch in ihrer Substratspezifitit und in ihrer Regulation. Die SBPs der
beiden Transportsysteme konnten bereits kristallisiert werden und bieten eine gute Grundlage
fiir eine detaillierte Analyse der Substratspezifitit der beiden ABC Transporter [115, 116]. In
dieser Arbeit soll analysiert werden, welche Determinante dazu fiihrt, dass zwei strukturell sehr
dhnliche ABC Transporter verschiedene Substratspektren besitzen. Eine detaillierte
Untersuchung der Substratbindetaschen von OpuBC und OpuCC soll hierbei Aufschliisse
geben. Da die Gene der beiden Transportsysteme im Genom von B. subtilis in direkter
Nachbarschaft liegen, ist die Evolution einer der beiden Systeme durch eine Genduplikation
naheliegend. Eine Analyse der phylogenetischen Verteilung von OpuB und OpuC soll
aufkldren, welcher der beiden ABC Transporter aus welchem etabliert wurde.

Auch auf die unterschiedliche Regulation der beiden ABC Transporter soll in dieser Arbeit
eingegangen werden. Hierbei steht der opuB Regulator GbsR im Fokus. Der Cholin-sensitive
Repressor GbsR reguliert neben dem opuB Operon zusitzlich die Gene der Glycin Betain
Synthese (GbsA, GbsB), nicht aber das opuC Operon [38]. Es konnte bereits ein genetischer
Screen entwickelt werden, durch den eine Charakterisierung der verschiedenen Doménen des
Repressors GbsR ermdoglicht wurde [48]. Mit Hilfe dieses Screens soll der Zusammenhang
zwischen der Proteindynamik und der Funktionalitit des Regulators aufgeklirt werden.

Es soll aulerdem untersucht werden, ob das synthetische Cholin-Derivat Homocholin iiber
einen der Opu ABC Transporter in die Zelle von B. subtilis transportiert werden kann.
Weiterhin soll der Mechanismus des osmotischen Schutzes dieses Substrates aufgeklart

werden.
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3. Material & Methoden

3.1 Material
3.1.1 Chemikalien und Enzyme

Die verwendeten Chemikalien wurden, wenn im Text nicht anders erwihnt, von den Firmen
AppliChem (Darmstadt, DE), Sigma-Aldrich (Steinheim, DE), Merck (Darmstadt, DE) und
Carl Roth (Karlsruhe, DE) bezogen. Restriktionsenzyme, Ligasen, Phosphatasen sowie dNTP’s
und GroBenstandards stammen von der Firma Thermo Fisher Scientific (Dreieich, DE). Strep-
Tactin Sepharose Sdulenmaterial, sowie AHT und Desthiobiotin wurden von der Firma IBA

GmbH (Géttingen, DE) bezogen.

3.1.2 Medien

B. subtilis und E. coli Stimme wurden routinemifig unter aeroben Bedingungen bei 37 °C in
LB-Medium (Luria-Bertani Broth) kultiviert (Miller 1992). Als Minimalmedium fiir B. subtilis
diente das definierte Spizizen’s Minimalmedium (SMM) [124]. Dem Medium wurden
zusitzlich Spurenelemente und zur Komplementation des Stammes JH642 die Aminosduren L-
Tryptophan (20 mg/L) und L-Phenylalanin (18 mg/L) zugefiigt. Als Kohlenstoffquelle diente
0.5% Glucose. Die Osmolaritdt des SMM wurde mit der Zugabe einer 5 M NaCl Stockldsung
auf die gewiinschte Osmolaritit erhoht. E. coli Stimme wurden fiir heterologe
Proteinexpressionen in modifiziertem Minimalmedium A (MMA) mit 0.5% Glucose, 0.2%
Casaminosduren, 1 mM MgSo4 und 1 mg/L. Thiamin kultiviert [125]. Zur Herstellung von
Festmedien wurde den aufgefiihrten Grundmedien 15 g/L Agar zugesetzt.

Tabelle 1: LB-Medium

Komponenten Zusammensetzung (1L)
Trypton 10g

Hefeextrakt 5g

NaCl 10 g

Tabelle 2: 5x Spizizen’s Minimal Medium (SxSMM)

Komponenten Zusammensetzung (475 ml)
(NH4)st4 5 g

K-HPO, 35¢g

KH>PO4 I5¢g

Naj;Citrat x 2H>O 25¢g

MgSO4 x 7H,O 05¢g

27



Material & Methoden

Tabelle 3: 100x Spurenelemente

Komponenten

Zusammensetzung (1L)

CaCl,

F6C13 X 6H20
Ml’lClz X 4H20
ZnClz

CuClz X 6H20
COClz X 6H20
NazMOO4 X 2H20

055¢
1.35¢g
0.1g

0.17 g
0.05¢g
0.06 g
0.06 g

Tabelle 4: Minimalmedium A (MMA)

Komponenten

Zusammensetzung (1L)

K>HPO4

KH,PO4
(NH4)2SO4
NasCitrat x 2H,O

105¢g
45¢g
lg
05¢g

3.1.3 Medienzusitze

Antibiotika und die Zusédtze Anhydrotetracyclin (AHT), 5-Brom-4-Chlor-3-Indoxyl-B-D-

Galactopyranosid (X-Gal) und Thiamin wurden als konzentrierte Stammldsung angesetzt und

steril filtriert. Nach Abkiihlung der Medien wurden die Zusédtze in entsprechenden

Endkonzentrationen zugegeben.

Tabelle 5: Antibiotika, kompatible Solute und andere Medienzuséitze

Komponenten Konzentration im Medium
Ampicillin 100 pg/ml
Chloramphenicol 5 pg/ml (in 70% EtOH)
Erythromycin 1 pg/ml (in 70% EtOH)
Lincomycin 35 pg/ml

Gentamycin 20 pg/ml

Kanamycin (flir £. coli) 50 pg/ml

Kanamycin (fir B. subtilis) 5 pg/ml

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

AHT 0.2 pg/ml (in DMF)
X-Gal 25 pg/ml (in DMF)
Thiamin 1 pg/ml

3.1.4 Kompatible Solute

Die kompatiblen Solute Glycin Betain, Cholin, Carnitin, Prolin und y-Butyrobetain wurden von

Sigma-Aldrich (Steinheim, DE) bezogen. Prolin Betain und Betonicin wurden von

Extrasynthese (Genay, FR) bezogen. Crotonobetain wurde freundlicherweise von Dr. J. Brass
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(Lonza AG, Visp, CH), Homobetain von Dr. G. Nau-Wagner (Uni-Marburg, DE) und DMSP

sowie Homocholin von Dr. J. Dickshat (Universitidt Bonn, DE) zur Verfugung gestellt.

Radioaktiv markiertes [1-'*C]-Glycin Betain (55 mCi/mmol) wurde von der Firma American
Radiolabeled Chemicals Inc. (St. Louis, MO, USA) bezogen. Radioaktiv markiertes [methyl-
14C]-Cholin Chlorid (55 mCi/mmol) und [N-methyl-'*C]-Carnitin Hydrochlorid (57 mCi/mmol)
stammen von der Firma Perkin-Elmer LAS GmbH (Rodgau, DE).

3.2 Bakterienstimme, Plasmide und Oligonukleotide

3.2.1 Bakterienstimme

Zur Klonierung und Préparation sdmtlicher Plasmide wurde der der E. coli Stamm Topl0

genutzt. Fiir die heterologe Proteinexpression wurde der E. coli Stamm BL21 genutzt.

Tabelle 6: Verwendete E. coli Stimme.

Stamm Genotyp Referenz
Ton10 FNE44 A(lacZYA-argF) U169 ®80AlacZ AM15 hsdR17(r x-m  Invitrogen GmbH,
p k") recAl endA thi-1 relA1 gyrA96 Karlsruhe, DE
Agilent

BL21 F ompT hsdS (rg" mp’) dem"’ Tet* gal endA Technologies, Santa

Clara, USA

Fiir alle in dieser Arbeit konstruierten Bacillus Stimme diente der Wildtyp Stamm JH642 als

Ausgangsstamm.

Tabelle 7: Verwendete Bacillus-Staimme.

Stamm Genotyp Referenz

B. subtilis Stimme aus der Stammsammlung der AG Bremer

JH642 trpC2 pheAl [175]

BWBI112  A(gbsR::zeo) A(proHJ::tet) B. Warmbold

CAB5 A(gbsR::zeo) C. Arnold

CAB6 A(gbsAB::zeo) C. Arnold

CAB7 A(gbsABR::zeo) C. Arnold

CCRB2 A(opuA::tet)3 AlopuC::spc)3 AlopuD::kan)2 A(opuB::ery)l [46]
amyE::opuB

CCB3 A(opuAd::tet)3 AlopuC::spc)3 AlopuD::kan)2 A(opuB::ery)l [46]
amyE::opuC

GNB48 A(gbsR::neo)l A(treA::erm)2 amyE::(gbsA'-treA, A(gbsR)2)1 G. Nau-Wagner

GNBS51 A(treA::erm)2 A(gbsR::neo)l amyE::(gbsA-treA, gbsR)2 G. Nau-Wagner

HKBS A(opuA::tet)3 A(opuB::ery)3 AlopuC::spc)3 A(opuD::kan)2 1. Kiimmel
A(gbsR::zeo) amyEZZOquB.megaterium

HKB9 A(opuA::tet)3 AMopuB::ery)3 AlopuC::spc)3 A(opuD::kan)2 1. Kiimmel

A(gbsR::zeo) amyE::0puFp infanis
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HKBI12

HKBI13

HKBI15

HKBI16

HKB28
HKB33
HKB34

MABI1

MAB2
MAB3
MAB4
MABS
MAB6

MABI3

MABI15

MAB17
SBB1
SBB2
SBBS
SBB6
SBB8

SBB10

STHBS3
TMBI118

A(opud::tet)3 AopuB::ery)3 AlopuC::spc)3 A(opuD::kan)2
A(gbsR::zeo) amyE::opuC

A(opuA::tet)3 A(opuB::ery)3 A(opuC::spc)3 AlopuD::kan)?2
A(gbsR::zeo) amyE::pX-leer

A(opuA::tet)3 AlopuB::ery)3 AlopuC::spc)3 A(opuD::kan)2
A(gbsR::zeo) amyE::0pul g panaciterrae

A(opuA::tet)3 A(opuB::ery)3 A(opuC::spc)3 AlopuD::kan)?2
A(gbsR::zeo) amyE::0puFg imunis-T>'D

A(gbsR::zeo) amyE::0puF g infunis-FLAG-Tag

A(gbsR::zeo) OpuCCp, supiis-FLAG-Tag am natiirlichen Ort
A(gbsR::zeo) OpuBCp, supinis-FLAG-Tag am natiirlichen Ort
A(opuAd::tet)3 AlopuC::spc)3 AlopuD::kan)2 AlopuB::ery)l
A(gbsR::zeo), amyE:.opuBABC::CC

A(gbsR::kan)1 A(treA::ery)2 amyE::gbsA'-treA, GbsR-F*°S
A(gbsR::kan)1 A(treA::ery)2 amyE::gbsA'-treA, GbsR-R¥C
A(gbsR::kan)1 A(treA::ery)2 amyE::gbsA'-treA, GbsR-G*D
A(gbsR::kan)1 A(treA::ery)2 amyE::gbsA'-treA, GbsR-D*°Y
A(gbsR::kan)1 A(treA::ery)2 amyE::gbsA'-treA, GbsR-S®*N
A(gbsR::kan)1 A(treA:.ery)2 amyE::.gbsA'-treA, GbsR-
Deltetion A (frame shift)

A(gbsR::kan)1 A(tred:.ery)2 amyE:.gbsA'-tre4, GbsR-15 bp
vor ATG

A(gbsR::kan)1 A(treA::ery)2 amyE:.gbsA'-treA, GbsR-K''N
A(opuC::spc)3 AMopuD::kan)2 A(opuB::ery)l

A(opuA::tet)3 A(opuD::kan)2 A(opuB::ery)l

A(opud::tet)3 AlopuC::spc)3 AopuD::kan)?2
amyE::pX-leer

A(opud::tet)3 A(opuD::neo)2 A(opuB::ery)l amyE::pX-leer
A(opuA::tet)3 A(opuB::ery)l A(opuC::spc)3 A(opuD::kan)2
amyE::0puC(T"D)

A(treA::erm)1(gbsR::spc)2 amyE::opuB'-treA

A(opuA::tet)3 AlopuC::spc)3 AlopuD::kan)2 AlopuB::ery)l

Wihrend dieser Arbeit konstruierte B. subtilis Stimme:

LTBI

LTB3

LTB4

LTBS

LTB10

LTB11
LTBI2

LTB14

LTBI15

LTB16

LTB17
LTB18

A(opud::tet)3 AlopuC::spc)3 AopuD::kan)2 AlopuB::ery)l
amyE::opuBABC::CC*

A(opuA::tet)3 AlopuC::spc)3 AlopuD::kan)2 AlopuB::ery)l
amyE::0puBABC::CC* GbsR-G*E

A(opuA::tet)3 A(opuC::spc)3 AlopuD::kan)2 AlopuB:.ery)l
amyE::opuBABC::CC*, GbsR-T"A

A(opud::tet)3 A(opuC::spc)3 A(opuD::kan)2 AlopuB::ery)l
amyE::opuBABC::CC*, GbsR-R*S

A(opuA::tet)3 A(opuC::spc)3 AlopuD::kan)2 AlopuB:.ery)l
amyE::opuBABC::CC

A(gbsR::neo)l A(treA::erm) amyE::gbsA'-treA, GbsR-G*’E
A(gbsR::neo)l A(treA::erm) amyE::gbsA'-treA, GbsR-T"°A
A(opuA::tet)3 A(opuC::spc)3 AlopuD::kan)2 AlopuB:.ery)l
amyE::opuCACC

A(opud::tet)3 A(opuC::spc)3 A(opuD::kan)2 AlopuB::ery)l
amyE::opuBABC

A(opuA::tet)3 A(opuC::spc)3 AlopuD::kan)2 A(opuB:.ery)l
amyE::opuCACC::BC

A(gbsR::neo)l A(treA::erm) amyE::gbsA'-treA, GbsR-R¥S
A(treA::ery) A(gbsR::spc) amyE::opuB-treA, ytol::gbsRw

H. Kimmel

H. Kimmel

an)

. Kiimmel

. Kiimmel

. Kiimmel
. Kiimmel
. Kiimmel

. Aillaud

. Aillaud
. Aillaud
. Aillaud
Aillaud
Aillaud

. Aillaud

T T T T

. Aillaud

. Aillaud
S. Broy
[46]
[46]
S. Broy
S. Broy

S. Broy

2 2 ZT ZZEZEZZ Z

S. Ronzheimer

[46]
Konstruktion?
TMB118 + pChen5

Suppressor-Screen
[46]
Suppressor-Screen
[46]
Suppressor-Screen
[46]

TMB118 + pLT]1

GNB40 + pLT2
GNB40 + pLT3

TMBI118 + pChenl 1
TMB118 + pLT9

TMB118 + pChen6

GNB40 + pLT4
STHBS3 + pLT5
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LTB19
LTB20
LTB21
LTB22
LTB23
LTB24
LTB25
LTB26
LTB27
LTB28
LTB29
LTB32
LTB33
LTB34
LTB35
LTB36

LTB37

LTB38

LTB47
LTB48
LTB50

LTBS55

LTB56

LTB57

LTB58

LTB59

LTB60

LTB61

LTB62

LTB63

LTB64

LTB65

A(treA::ery) A(gbsR::spc) amyE::opuB-treA, ytol::GbsR-G*°E
A(treA::ery) A(gbsR::spc) amyE::opuB-treA, ytol::GbsR-TA
A(tredA::ery) A(gbsR::spc) amyE::opuB-treA, ytol::GbsR-RS
A(treA::ery) A(gbsR::spc) amyE:.opuB-treA, ytol::pBB287-leer
A(opuC::spc)3 AlopuD::kan)2 A(opuB::ery)1 A(gbsR::zeo)
A(opuA::tet)3 A(opuD::kan)2 A(opuB::ery)l A(gbsR::zeo)
A(opuC::spc)3 Alopud::tet)3 A(opuB:.ery)l A(gbsR::zeo)
A(opuA::tet)3 AlopuC::spc)3 AlopuD::kan)2 A(gbsR::zeo)
A(opuC::spc)3 A(gbsR::zeo)

A(opuB:.ery)l A(gbsR::zeo)

A(opuC::spc)3 A(opuB::ery)3 A(gbsR::zeo)

A(lacA::zeo)

A(gbsR::kan) amyE:.gbsA'-lacZ

A(lacA::zeo) A(gbsR::kan) amyE:.gbsA'-lacZ

A(opud::tet)3 A(opuD::kan)2 A(opuB::ery)l, ytol::Ps,opuCC
A(opud::tet)3 A(opuC::spc)3 A(opuD::kan)2, ytol::PyopuCC
A(opud::tet)3 A(opuC::spc)3 A(opuD::kan)2 A(opuB::ery)l
amyE::opuCACC, ytol::PspankopuCC

A(opud::tet)3 A(opuC::spc)3 A(opuD::kan)2 A(opuB::ery)l
amyE::opuBABC, ytol::PspancopuCC

A(opuA::tet)3 A(opuB::ery)l A(opuC::spc)3 A(opuD::kan)2
A(gbsR::zeo) amyE::opuB(D™*T)

A(gbsR::zeo) amyE::pX leer

A(opuA::tet)3 1 A(opuC::spc)3 A(opuD::kan)2 A(gbsR::zeo)
amyE::pX-leer

A(opuA::tet)3 AlopuC::spc)3 AlopuD::kan)2 A(opuB:
amyE::0puBABC::CC, GbsR-K"'N

A(opuA::tet)3 AlopuC::spc)3 AlopuD::kan)2 A(opuB:
amyE::0puBABC::CC, GbsR-F*’S

A(opuA::tet)3 AlopuC::spc)3 AopuD::kan)2 A(opuB:
amyE::opuBABC::CC, GbsR-S*N

A(opuA::tet)3 AlopuC::spc)3 AlopuD::kan)2 A(opuB:
amyE::opuBABC::CC, GbsR-Delta 253 bp
A(opud::tet)3 AlopuC::spc)3 AopuD::kan)2 AlopuB:
amyE::opuBABC::CC, GbsR-G¥*D

A(opuA::tet)3 AlopuC::spc)3 AlopuD::kan)2 A(opuB:
amyE::0puBABC::CC, GbsR-D*’Y

A(opuA::tet)3 AlopuC::spc)3 AopuD::kan)2 AlopuB:
amyE::opuBABC::CC, GbsR-R¥*C

A(opud::tet)3 A(opuC::spc)3 A(opuD::kan)2 AlopuB::ery)l
amyE::opuBABC::CC, GbsR-Deltetion A (frame shift)
AopuA::tet)3 A(opuC::spc)3 AlopuD::kan)2 A(opuB::.ery)l
amyE::opuBABC::CC, GbsR-15 bp vor ATG

A(lacA::zeo) A(gbsR::kan) amyE::gbsA'-lacZ + replizierendes
Plasmid pLT39 (ghsR")

A(lacA::zeo) A(gbsR::kan) amyE:.gbsA'-lacZ + replizierendes
Plasmid pGP380 (Leerplasmid)

ery)l
ery)l
ery)l
ery)l
ery)l
ery)l

ery)l

STHBS53 + pLT6
STHB53 + pLT7
STHB53 + pLTS
STHB53 + pBB287
SBBI + cCABS5
SBB2 + cCABS5
SBB3 + cCABS5
SBB5 + cCABS5
TMBI108 + cCABS
TMB116 + cCAB5
TMB122 + cCABS
JH642 + cBIB36
JBBS + pLT11
LTB33 + cLTB33
SBB2 + pLTI2
SBBS + pLT12
LTB14 + pLTI2

LTBI15 + pLTI12
SBBY + cCABS

SBB6 + cCAB5
LTB49 + cCABS5

Suppressor-Screen
Suppressor-Screen
Suppressor-Screen
Suppressor-Screen
Suppressor-Screen
Suppressor-Screen
Suppressor-Screen
Suppressor-Screen
Suppressor-Screen

LTB34 + pLT39

LTB34 + pGP380

2Das ¢ vor dem Stammnamen bedeutet, dass die chromosomale DNA dieses Stammes zur Transformation

genutzt wurde.
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3.2.2 Plasmide

Die verwendeten Plasmide wurden in folgender Tabelle zusammengefasst.

Tabelle 8: Verwendete Plasmide.

Plasmid Beschreibung Referenz
pGP380 Expr.e'ssionsvektor fiir N-terminale Strep-Tag Fusionen in B. 7. Stiilke
subtilis
opuB Operon mit nativem Promotor in dem opuBC durch
pChen3 OzuCC Iezrsetzt wurde: opuBABC::CC g [46]
opuC Operon mit nativem Promotor in dem opuCC durch
pChen6 o];uBC grsetzt wurde: opuCACC::BC g [46]
pChenl1 opuC Operon mit nativem Promotor ohne opuCC: opuCACC [46]
pGNB13 amyE::gbsA -treA, gbsRx G. Nau-Wagner
pGP380 Uberexpressionsvektor (N-terminaler Strep-Tag) fiir B. subtilis J. Stiilke
pAC6 amyE::lacZ J. Stiilke
pBB286 Integrationsvektor ytol::zeo::ytol D. Rudner
pBB287 Integrationsvektor ytol::tet::ytol D. Rudner
pDR110 Espressionsvektor mit IPTG-induzierbarem Pgpank Promotor D. Rudner
pSTHO02 pASK-IBA3 mit gbsR S. Ronzheimer
pLT1? Mutagenese OpuCC-I?!'M auf pChen5 (OpuCC korrigiert) diese Arbeit
pLT2? Mutagenese GbsR-G*E auf pGNB13 diese Arbeit
pLT3? Mutagenese GbsR-T”A auf pGNB13 diese Arbeit
pLT4* Mutagenese GbsR-R%’S auf pGNB13 diese Arbeit
pLT5 Klonierung gbsR (673 bp) in pPBB287 (gbsR-F und gbsR-R) diese Arbeit
pLT6* Mutagenese GbsR-G*’E auf pLT5 diese Arbeit
pLT7? Mutagenese GbsR-T™ A auf pLT5 diese Arbeit
pLT&? Mutagenese GbsR-R*’S auf pLT5 diese Arbeit
pLT9 Mutagenese OpuBA-Stop?**Q auf pChen10 (OpuBA korrigiert) diese Arbeit
pLT10 Klonierung Spankpromotor aus pDR110 in pBB286 (pHy- diese Arbeit
pBB284 p2 und pHy-pBB286)
pLTI11 Klonierung ghsA Fragment (464 bp) in pAC6 (treA4-Smal und diese Arbeit
treASa-BamHI)
pLT12 Klonierung opuCC inkl. RBS in pLT10 (opuCC-pDR110- diese Arbeit
gibson-f und opuCC-pDR110-gibson-Sphl-rev)
pLT20* Mutagenese GbsR-G*E auf pSTH02 diese Arbeit®
pLT21? Mutagenese GbsR-T™A auf pSTH02 diese Arbeit®
pLT22? Mutagenese GbsR-R*’S auf pSTHO02 diese Arbeit®
pLT23* Mutagenese GbsR-K”’N auf pSTH02 diese Arbeit®
pLT24% Mutagenese GbsR-S®*N auf pSTH02 diese Arbeit®
pLT25% Mutagenese GbsR-G**D auf pSTH02 diese Arbeit®
pLT26? Mutagenese GbsR-F”S auf pSTH02 diese Arbeit®
pLT27? Mutagenese GbsR-D*’Y auf pSTHO02 diese Arbeit®
pLT28* Mutagenese GbsR-R3C auf pSTH02 diese Arbeit®
pLT39 Klonierung gbsR inkl. Promotor in pGP380 (gbsR-pGP380-for diese Arbeit

und gbsR-pGP380-rev)

2Die verwendeten Primer fiir die Mutagenesen sowie das verdnderte Codon sind Tabelle 9 zu entnehmen.
"Die Plasmide wurden im Rahmen eines durch mich betreuten Praktikums von Frederick Durham konstruiert.
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3.2.3 Oligonukleotide
Alle verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Microsynth (Lindau, DE)

synthetisiert und sind in folgender Tabelle aufgelistet.

Tabelle 9: Verwendete Oligonukleotide.

Oligonukleotid Sequenz (5°- 3°) Bemerkung
Sequenzierungsprimer:
pBB286 seq rev GGTATGCGTTTTGACACATCC Sequenzierung pBB286-Pypan
ytol-for GGAATCACGTGGTCCTTGC Sequenzierung ytol-Integration
ytol-rev CCCGACCGGCTTCTTACAG Sequenzierung ytol-Integration
opuBCE ATGAAAAGAAAATATCTCAAAT Sequenzierun BC
pu TAATGATAGGTTTAGCAC qu & opu
BCR TCACGATTCGAAATAGCGATGTT S . BC
opu TTTCTAAATATTCC equenzierung opu
opuBF i(T}? g TTCATCCTTTCAGCTAACA Sequenzierung opuBABC::CC
opuBseql (T:TCAGCAGAATATCTCACTCGTC Sequenzierung opuBABC::CC
opuBseq?2 éAACGCTTTCTGAGGCCATTCAG Sequenzierung opuBABC::CC
opuBseq3 %(; GGCGGATTGGGTGATTACAT Sequenzierung opuBABC::CC
opuBseq4 EGTGCTTGCGTATTCAACCGATG Sequenzierung opuBABC::CC
OpuBCCF E((}}%:ETTCCTTACGCG TACG Sequenzierung opuBABC::CC
ATTAGGAAGCA AGTA .
OpuBCCR (é”;ic TTAGGAAGCAGCCCAGT Sequenzierung opuBABC::CC
Klonierungsprimer:
AAAGCTAGCGGTTTTTAAACTGT .
gbsR-F CAAAGTCCC Konstruktion pLT5
AAAGCTAGCCTGCTTTACTTTGT .
gbsR-R TTCGACCG Konstruktion pLT5
CATAACCTGAAGAATTGGATCC
pHy-pBB286 Pl ATGCTAGCCCGGTTATTATTATT Konstruktion pLT10

TTTGACACCAGACCAACT
GGCTTCTTACAGCGTTGATTTCG
CCGATGATTAATTAATTCAGAAC
GCTCG
GGAATTGTGAGCGGATAACAAT
opuCC-pDR110-gibson-f TAAGCTTAAAGGAGTTGGCACT
GTTGAAAATG
CACCGAATTAGCTTGCATGCTTA

pHy-pBB284 P2 Konstruktion pLT10

Konstruktion pLT12

opuCC-pDR110-gibson-

Sphl-rev

treA4-Smal
treAS5a-BamHI

gbsR-pGP380-for

gbsR-pGP380-rev

Mutageneseprimer:

GTCAAAATAATGATGTTTCTCTA
AAAATTCC

CGAAACATGAGG
GAAAAACATTGGC
AAAGTCGACGGTTTTTAAACTGT
CAAAGTCCC
AAAGGATCCCTGCTTTACTTTGT
TTCGACCG

Konstruktion pLT12

Konstruktion pLT11
Konstruktion pLT11

Konstruktion pLT39

Konstruktion pLT39
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Q5-K77N-for
Q5-K77N-rev
Q5-S62N-for
Q5-S62N-rev
Q5-G83D-for
Q5-G83D-rev
Q5-F99S-for
Q5-F99S-rev

Q5-D50Y -for

Q5-D50Y -rev
Q5-R85C-for
Q5-R85C-rev

Q5-15bp vor ATG-for
Q5-15bp vor ATG-rev

Q5 GbsRMutl GzuA F
Q5 GbsRMutl _GzuA R
Q5 _GbsRMut2 AzuG F
Q5 _GbsRMut2 AzuG R
Q5 _GbsRMut3 CzuA F

Q5 _GbsRMut3 CzuA R

TAGTGAAAAACACATTTCACCG
CATTTAAGTCTTGAAGCTTTTTG
AGCAAACCAAaCATGAGCACT
CATTTGCAACTCCTCACG

TTTCACCGGGaCATCCGCAAG

TGTTTTTTTCACTACATTTAAGTC
TTGAAG

TTTAAATTTTcCACAAATTTCTTT
CCAC

GAAATCCTTCTCAGCCAC
GATGACGCTTtACGAAATGCG
TCATCCCTCATATACATCG

CCGGGGCATCtGCAAGCATAC

TGAAATGTTTTTTTCACTACATT
TAAGTCTTGAAGC

TTTTCTAAAGaAAAAGAGGGTCA
G

TTAAATTCGTTAAGTTATTTCTTT
ATG

ATTTTATATGaGACGATGTATAT
GAGGGATGAG

CCCGACACTGCGGGTAAT

AGTGAAAAAAgCATTTCACCGG

ACATTTAAGTCTTGAAGCTTTTT
G

CCGGGGCATCaGCAAGCATAC

TGAAATGTTTTTTTCACTACATT
TAAGTCTTG

Primer fiir Electrophoretic mobility shift assay (EMSA):

BS gbsA for
BS gbsA rev
BS_gbsA_ kfrag for

BS gbsA kfrag rev

GGGACTTTGACAGTTTAAAAACC

ATAAGCCTCCTTGACGTAAATAA

CTTGCTTGTTGAGGATGCCATTC

CTGTCTCAGCATGAAAACCGTTT
C

Mutagenese GbsR: K’'N
(AAA>AAC)

Mutagenese GbsR: K''N
AAA>AAC

Mutagenese GbsR: S”N
(AGC>AAC)

Mutagenese GbsR: S®N
(AGC>AAC)

Mutagenese GbsR: G*D
(GGC>GAC)

Mutagenese GbsR: G**D
(GGC>GAC)

Mutagenese GbsR: F*°S
(TTC>TCC)

Mutagenese GbsR: F”°S
(TTC>TCC)

Mutagenese GbsR: D*°Y
(GAC>TAC)

Mutagenese GbsR: D*°Y
(GACSTAC)

Mutagenese GbsR: R¥C
(CGC>TGC)

Mutagenese GbsR: R¥C
(CGC>TGC)

Mutagenese GbsR: 15bp vor
ATG

Mutagenese GbsR: 15bp vor
ATG

Mutagenese GbsR: G*E (GGG
> GAG)

Mutagenese GbsR: G*°E (GGG
> GAG)

Mutagenese GbsR: T”A (ACA
> GCA)

Mutagenese GbsR: T”A (ACA
> GCA)

Mutagenese GbsR: R*S (CGC
> AGC)

Mutagenese GbsR: R¥S CGC
> AGC)

Forward Primer fiir gbsA
Fragment

Primer trdgt am 5°-Ende eine
Markierung (Dyomics 781)
Forward Primer fiir
Kontrollfragment in gbsA
Primer trdgt am 5°-Ende eine
Markierung (Dyomics 781)
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3.3 Mikrobiologische Methoden
3.3.1 Sterilisation
Hergestellte hitzestabile Kultivierungsmedien wurden fiir mindestens 60 Minuten bei 121 °C
und 1 bar Uberdruck autoklaviert. Hitzeinstabile Substanzen wurden steril filtriert (Sterilfilter
mit 0.2 uM Porengrofle). Verwendete Glaswaren wurden fiir mindestens 3 Stunden bei 180 °C

sterilisiert.

3.3.2 Kultivierung von Bakterien

Alle verwendeten Bakterienstimme wurden zunéchst auf einer LB-Agarplatte im 37 °C
Brutschrank {iber Nacht inkubiert. Die Kultivierung erfolgte dann in 5 ml LB-Medium im
Reagenzglas auf einem Roller bei 37 °C. Enthielt der Stamm ein Plasmid, wurde das
entsprechende Antibiotikum zugegeben. Mit der B. subtilis LB-Vorkultur wurde eine 20 ml
SMM-Vorkultur (in 100 ml Erlenmeyerkolben) angeimpft und schiittelnd (220 rpm) im
Wasserbad bei 37 °C bis zu einer ODs7g von 1 inkubiert. Die 20 ml SMM Hauptkultur mit
verschiedenen Osmolaritdten wurde mit der SMM-Vorkultur auf eine ODs7g von 0.1 angeimpft
und bis zur gewiinschten ODs7g inkubiert.

Zur Stammhaltung wurde eine LB-UbeRNAchtkultur mit Glycerin (Endkonzentration 20%)
versetzt und bei -80 °C gelagert.

3.3.3 Ermittlung der Zelldichte

Die optische Dichte von Fliissigkulturen von B. subtilis und E. coli wurde photometrisch bei
einer Wellenldnge von 578 nm (ODs78) bestimmt (Amersham Bioscience, Ultrospec 3100 pro,
Freiburg, DE). Als Referenz diente das Medium, in dem inokuliert wurde. Eine ODs7s von 1

entspricht hierbei einer Zelldichte von ca. 1 x 10° Zellen/ml [125].

3.4 Molekularbiologische und genetische Methoden

3.4.1 Priparation, Aufarbeitung und Klonierungsverfahren von DNA

Priparation chromosomaler DNA aus B. subtilis
Die Isolierung der chromosomalen DNA aus B. subtilis Stimmen erfolgte aus 5 ml LB

Kulturen, die maximal 3 Stunden auf dem Roller bei 37 °C inkubiert wurden, um eine
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Sporenbildung zu vermeiden. Die Préparation wurde nach der Vorschrift von Marmur (1961)

durchgefiihrt. Die isolierte DNA wurde in 100 pl H20 aufgenommen und bei 4 °C gelagert.

Praparation von Plasmid DNA aus E. coli

Plasmid DNA aus E. coli wurde mit dem GeneJET Plasmid Miniprep Kit von Thermo Fisher
Scientific (Dreieich, DE) aus 5-10 ml LB-UbeRNAchtkultur mit dem jeweiligen Antibiotikum
isoliert. Fiir grofere Plasmid DNA Mengen erfolgte die Préparation aus bis zu 500 ml Kultur
mit dem Plasmid Midi Kit von QIAGEN (Hilden, DE). Es wurde bei der Praparation nach dem

Protokoll des jeweiligen Herstellers gearbeitet.

Agarosegelelektrophorese

DNA-Fragmente (PCR-Produkte, Restriktionsverdau, DNA-Extrakte) wurden nach ihrer
GroBe mit Hilfe der Gelelektrophorese auf 1% Agarose in 1x TAE-Puffer (100 mM Tris-HCI
pH 8, 90 mM Borsdure und 1 mM EDTA) aufgetrennt. Als Laufpuffer wurde ebenfalls 1 x
TAE-Puffer verwendet. Die DNA Proben wurden zuvor mit einem 6 x Loading Dye versetzt.
Als GroBenstandard wurde der GeneRuler 1 kb Plus von Thermo Fisher Scientific (Dreieich,
DE) genutzt. Zur Auftrennung der Nukleinsduren wurde eine Spannung von 120 V angelegt.
Nach dem Auftrennungsprozess wurde das Agarosegel fiir 10 Minuten in eine Ethidiumbromid-
Losung (1 pg/ml) gelegt. Die gefarbte DNA wurde nun mittels eines UV-Durchlichts bei einer

Wellenlidnge von 302 nm sichtbar gemacht.

Polymerasekettenreaktion zur Amplifizierung von DNA

Die Amplifizierung verschiedener DNA-Fragmente aus der chromosomalen DNA erfolgte
mittels PCR ("Polymerase Chain Reaction") nach dem Protokoll der Phusion High-Fidelity
DNA Polymerase der Firma Thermo Fisher Scientific (Dreieich, DE). Die Reaktion wurde in
50 ul Reaktionsvolumen angesetzt. Es wurden 10-50 ng Plasmid oder genomische DNA

eingesetzt. Die verwendeten Primer sind der Tabelle 9 zu entnehmen.

Reinigung eines PCR Fragments
Die Aufreinigung von PCR-Fragmenten oder Plasmiden erfolgte mit dem GeneJET PCR
Purification Kit von Thermo Fisher Scientific (Dreieich, DE) nach Protokoll des Herstellers.

Die DNA wurde in 30-50 ul H>0 aufgenommen.
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Konzentrationsbestimmung von DNA
Die genaue DNA Konzentration wurde photometrisch am Nano-Drop® (PEQLAB

Biotechnologie, Erlangen, DE) bei einer Wellenldnge von 260 nm bestimmt.

Restriktion, Ligation und Dephosphorylierung von DNA

Die Restriktion von DNA erfolgte mit den FastDigest Restiktionsenzymen der Firma Thermo
Fisher Scientific (Dreieich, DE). Die eingesetzte Menge und die Reaktionszeit richteten sich
nach den Herstellerangaben des verwendeten Enzyms. Die Dephosphorylierung des 5°-Endes
von geschnittenen Plasmiden erfolgte mit der Thermosensitiven-Alkalinen-Phosphatase von
Thermo Fisher Scientific (Dreieich, DE). Die Ligation eines geschnittenen DNA-Fragments in
einen linearisierten Vektor erfolgte ausschlieBlich mit der T4 DNA Ligase der Firma Roche
Diagnostics GmbH (Mannheim, DE). Die Zusammensetzung der Reaktionsansdtze und die

Inkubationszeit richteten sich jeweils nach den Herstellerangaben.

Sequenzierung von DNA

DNA-Sequenzierungsreaktionen wurden von der Firma MWG Eurofins (Lindau, DE) nach dem
Sanger-Verfahren durchgefiihrt. Mit der DNA-Sequenzierung wurden Klonierungen und
zielgerichtete Mutagenesen tiberpriift. Die verwendeten Primer sind in Tabelle 9 zu finden. Die
Auswertung der erhaltenen Sequenzen erfolgte mit Hilfe des Programmes Ape- A Plasmid

Editor v2.0.45 (M. Wayne Davis).

Zielgerichtete Mutagenese von Plasmid DNA

Plasmid DNA wurde mit Hilfe des Q5® Site Directed Mutagenesis Kit der Firma New England
Biolabs (Massachusetts, USA) mutiert. Die hierfiir verwendeten Oligonukleotide wurden mit
dem NEBase Changer des Herstellers erstellt. Die Durchfiihrung der Mutagenese erfolgte nach

Herstellerangaben.

3.4.2 Transformation von Bakterien

Herstellung chemisch kompetenten E. coli Zellen

Bei der Herstellung chemisch kompetenter Zellen wurde nach dem Protokoll von Sambrook
und Russel (2001) vorgegangen. Es wurden 200 ml LB-Kultur mit einer LB-UbeRNAchtkultur
auf eine ODs7g von 0.1 angeimpft und bis zum Erreichen einer ODs7s von 0.4 bis 0.5 bei 37 °C
auf dem Luftschiittler bei 200 rpm kultiviert. Die Zellen wurden dann 10 Minuten auf Eis
inkubiert und dann bei 4 °C bei 5.000 rpm fiir 15 Minuten zentrifugiert. Das Pellet wurde in
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eiskaltem 0.1 M CaCl, gewaschen und erneut in 4 ml 0.1 M CaCl; mit 15% Glycerin
aufgenommen. Aliquots von 100 pl wurden in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80

°C gelagert.

Transformation chemisch kompetenter E. coli Zellen

Aliquots der chemisch kompetenten E. coli Zellen wurden auf Eis aufgetaut und ca. 250 ng
Plasmid DNA bzw. 20 pl des Ligationsansatzes werden zugefiigt. Der Transformationsansatz
wurde fiir weitere 30 Minuten auf Eis inkubiert bevor ein Hitzeschock fiir 90 Sekunden bei 42
°C erfolgte. Darauthin wurden die Zellen wieder 2 Minuten auf Eis inkubiert und mit 900 pl
LB Medium versetzt. Nach einer Inkubation von 45 Minuten bei 37 °C und 500 rpm auf dem
Thermoblock wurde der Transformationsansatz 3 Minuten bei 5.000 rpm zentrifugiert und
schlieBlich das Pellet in ca. 100 pl des Uberstandes aufgenommen und auf Selektivmedium mit

dem entsprechenden Antibiotikum ausplattiert.

Transformation natiirlich kompetenter B. subtilis Zellen

Bei der Transformation von B. subtilis mit DNA wurde dessen Eigenschaft der natiirlichen
Kompetenz bei Eintritt in die stationdre Wachstumsphase zu Nutze gemacht. Zunédchst wurden
3 ml SMM mit dem entsprechenden Stamm angeimpft und iiber Nacht auf dem Roller bei 37 °C
inkubiert. 1 ml der UbeRNAchtkultur diente am nichsten Tag zur Inokulation von 20 ml LS-
Medium (Tabelle 10). Die Kultur wurde anschlieBend 3 Stunden bei 30 °C und 100 rpm im
Wasserbad inkubiert. In einem 2 ml Eppendorf Gefa3 wurden 3-5 pg Plasmid DNA oder 100
ng chromosomale DNA vorgelegt und mit 1 ml der B. subtilis Kultur gemischt. Der
Transformationsansatz wurde fiir 2 Stunden bei 37 °C auf dem Roller inkubiert, dann 3 Minuten
bei 5.000 rpm zentrifugiert und auf LB-Agarplatten mit entsprechendem Selektionsmarker
ausplattiert.

Tabelle 10: Low-Salt-Medium (LS-Medium).

Komponenten Zusammensetzung (20ml)
5xSMM (inkl. Spurenelemente) 2 ml

20% Glucose 200 pl

10% Hefeextrakt 200 pl

2% Casaminoséuren 100 pl

50 mM Spermin 200 pl

1 M MgCl, 50 pl

Trp (4 g/L)/ Phe (3,6 g/L) Stocklésung 50 ul
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3.5 Biochemische Methoden

3.5.1 Nachweis der Amylase-Aktivitiit

Um mutierte Gene oder Reportergenfusionen in das Genom von B. subtilis stabil zu integrieren
konnen rekombinatorische Flanken des Gens amykE, die auf den jeweiligen Plasmiden liegen,
genutzt werden. Hierbei erfolgt eine doppelt homologe Rekombination in das Gen amyE im B.
subtilis Genom. Das funktionale amyE kann sehr einfach nachgewiesen werden, da die von ihm
kodierte Amylase dem Bakterium erlaubt, Stirke abzubauen. Es ist auerdem fiir B. subtilis
nicht essentiell. Da die Integrationsplasmide mit der 3°- und 5° Flanke ebenfalls eine Chlor-
amphenicolresistenzkassette besitzen, kann zunidchst eine Selektion auf LB-Agarplatten mit
Chloramphenicol erfolgen. Der Nachweis fiir die Integration in das Gen amyE kann dann auf
Stiarkeplatten erfolgen. Ist das Gen intakt wird extrazellulire Amylase gebildet und die Stirke
kann abgebaut werden. Wurde das Gen durch Rekombinationsereignisse zerstort, wird keine
Amylase mehr gebildet und die Stdrke wird nicht abgebaut. Wird nun eine lod-Kaliumiodid-
Losung auf die Stirkeplatte mit den Zellen getropft, bildet sich ein deutlich sichtbarer Hof,
wenn das Gen amyE noch intakt ist. War die Integration in amyE erfolgreich ist kein Hof

erkennbar.

3.5.2 Bestimmung von Expressionslevel mit Hilfe von Reportergenfusionen

Um den Einfluss verschiedener ghsR Mutanten auf das Expressionslevel von ghs4 und opuB
zu bestimmen, wurden Reportergen Studien mit einer gbsA-treA Fusion und einer opuB-treA
Fusion durchgefiihrt. Das hier verwendete Reporterenzym TreA kodiert fiir eine salztolerante
Phospho-a-(1,1)-Glucosidase, die das Substrat pNPG (para-Nitrophenyl-a-Glucopyranosid) in
ein gelb gefirbtes Reaktionsprodukt umwandelt [126, 127]. B. subtilis Stimme, die eine gbsA-
treA besitzen, wurden in 0 M NaCl SMM bis zu einer ODs7g von 0.25 kultiviert und 1.5 ml der
Kultur fiir 15 Minuten bei 13.000 rpm pelletiert. Die Proben stellen die uninduzierte Probe da.
Den urspriinglichen Kulturen wurde nun NaCl bis zu einer Endkonzentration von 0.4 M und
Cholin bzw. Homocholin bis zu einer Endkonzentration von 1 mM zugesetzt. Diese induzierten
Kulturen wurden nach 90 Minuten wie oben beschrieben pelletiert. B. subtilis Stimme mit einer
opuB-treA Fusion wurden kontinuierlich in 0 M NaCl (uninduziert) oder 0.4 M NaCl (induziert)
bis zur einer ODs7g von 1 kultiviert und ebenfalls, wie oben beschrieben, pelletiert. Die
Zellpellets wurden bis zur weiteren Verarbeitung bei -20 °C gelagert.

Die Probenverarbeitung und Messung der TreA-Aktivitdit wurde wie in Gotsche und Dahl

(1995) beschrieben, durchgefiihrt. Das chromogene Substrat pNPG konnte iiber das TreA-
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Enzym umgesetzt werden, wobei eine gelbliche Farbe entsteht. Dieses Produkt konnte
photometrisch bei einer Wellenlédnge von 420 nm quantifiziert werden.

B. subtilis Stimme, die eine gbsA-lacZ Fusion enthielten, wurden in gleicher Weise kultiviert
wie die Stamme, die eine ghbsA-treA Fusion enthielten. Die Bestimmung der B-Galaktosidase-
Aktivitdat wurde nach der Methode von Miller durchgefiihrt [128]. Die Messung beruht auf der
enzymatischen Umwandlung von oNPG (o-Nitrophenyl-f-D-galaktopyranosid) in Galaktose
und o-Nitrophenol durch die B-Galaktosidase. o-Nitrophenol ist ebenfalls ein gelber Farbstoff,
der bei einer Wellenldnge von 420 nm quantitativ bestimmt werden kann. Ob die gbsA
Genexpression angeschaltet wurde konnte ebenfalls auf SMM Agarplatten nachgewiesen
werden, indem das Substrat X-Gal zuvor in die Agarplatten eingegossen wurde (Tabelle 5). Das
Enzym p-Galaktosidase hydrolysiert X-Gal zu Galaktose und 5-Brom-4-Chlor-Indoxyl,

welches vom Sauerstoff in einen blauen Farbstoff oxidiert wird.

3.5.3 Bestimmung des intrazelluliren Prolin-Pools

Die Quantifizierung von Prolin erfolgte nach der von Bates et al. beschriebenen sauren
Ninhydrin-Methode [129]. Hierbei reagiert Ninhydrin bei niedrigem pH mit Aminogruppen
von Aminosauren und bildet einen blauen Farbstoff, wiahrend bei sekundiren Aminosiuren wie
Prolin ein roter Farbkomplex gebildet wird. Dieser Komplex konnte photometrisch bei einer
Wellenlidnge von 480 nm gemessen werden. Die Prolinkonzentration nimmt hierbei nach dem
Lambert Beerschen Gesetz proportional zur Intensitét des roten Farbstoftfes zu.

Zur Bestimmung des intrazelluldren Prolin-Pools wurden B. subtilis Stimme in SMM mit
verschiedenen Osmolarititen bis zu einer ODs7s von 1.5-1.8 kultiviert. Hierbei wurden
teilweise kompatible Solute mit einer Endkonzentration von 1 mM hinzugegeben.
AnschlieBend wurden 8 ml Bakterienkultur fiir 8§ Minuten bei 5.000 rpm und 20 °C
abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Zellpellet bei 20 °C gelagert. Das Pellet
wurde in 900 pl SSA (3% Sulfosalicylsidure) aufgenommen und die Zellen tiber Nacht bei 20 °C
und 750 rpm auf einem Thermoblock aufgeschlossen. Zum Abtrennen der Zelltriimmer wurden
die Proben fiir 15 Minuten bei 13.000 rpm zentrifugiert und 500 ul des Zellextrakts mit 500 ml
Ninhydrin-Lésung (1.25 g Ninhydrin, 30 ml Essigsédure, 20 ml 6 M Phosphorsaure) und 500 pl
Essigsdure versetzt. Die Probe wurde vorsichtig gemischt, fiir eine Stunde im Wasserbad bei
100 °C gekocht und danach auf Eis abgekiihlt. Nach Zugabe von 2 ml Toluol wurden die Proben
30 Sekunden gevortext und bei 5.000 rpm 10 Minuten zentrifugiert. Der Prolin-Ninhydrin
Farbkomplex in der Toluolphase wurde anschlieBend bei einer Wellenldnge von 480 nm gegen
Toluol als Referenz bestimmt. Die Konzentrationsbestimmung von Prolin erfolgte unter

Verwendung einer Kalibrationsgeraden (0-8 mM Prolin).
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3.5.4 Bestimmung von intrazelluliren Solut-Pools mittels LC-ESI-MS

Um den intrazelluldren Gehalt der kompatiblen Solute Glycin Betain, Homobetain, Cholin und
Homocholin messen zu konnen, wurde der B. subtilis Stamm CABS5 in 50 ml SMM mit 1.2 M
NaCl und in Anwesenheit der kompatiblen Solute (1 mM) wie in 3.3.2 beschrieben kultiviert.
Nach Erreichen einer ODs7s von 2-2.5 wurden die Kulturen bei 37 °C und 5.000 rpm
zentrifugiert und mit vorgewarmten Kultivierungsmedium ohne kompatible Solute gewaschen.
Der Zellextrakt wurde durch eine Extraktion mit 80% Ethanol und anschlieBender
Zentrifugation zur Abtrennung der Zelltriimmer pripariert. Der Uberstand wurde bei -80 °C
gelagert. Um die kompatiblen Solute mittels LC-ESI-MS (Liquid Chromatography
Electrospray lonization Mass Spectrometry) detektieren und quantifizieren zu kénnen, wurden
zundchst die Reinsubstanzen Glycin Betain, Homobetain, Cholin und Homocholin in einer
70:30 (vol/vol) Mischung von Ammoniumformiat (100 mM Ameisensédure pH 3.77 in Wasser)
und Acetonitril iiber einen Kationenaustauscher [C6—-150/2.0 (Metrohm AG)] mit einer
Flussrate von 0.2 ml/Minute getrennt. Der Nachweis der Solute wurde mit dem Agilent MSD
G1946D Massenspektrometer mit einer Elektrosprayionisationsquelle durchgefiihrt und die
Kationen bei einem m/z 104, 118, 165 und 179 im SIM-Modus detektiert. Die Zellextrakte
wurden 1:100 mit H>,O verdiinnt und es wurde ein Injektionsvolumen von 5 pl genutzt. Die
Kalibrierung erfolgte mit wiéssrigen Multistandard der kompatiblen Solute im
Konzentrationsbereich von 1 bis 60 mg/L. Diese Messungen wurden von Herrn Prof. Dr.

Andreas Seubert (Fachbereich Chemie, Philipps-Universitit Marburg) durchgefiihrt.

3.5.5 Heterologe Expression von Proteinen in E. coli

Die Produktion des Regulators GbsR erfolgte im E. coli Stamm BL21 in MMA. Zuvor wurde
dieser mit dem entsprechenden Plasmid, welches entweder das Wildtyp Gen oder verschiedene
Mutanten unter einem induzierbaren Promotor trdgt, wie in 3.4.2 beschrieben, transformiert.
Fiir die Produktion wurde zunéchst eine MMA -Vorkultur mit Ampicillin (Tabelle 5) mit einem
Klon angeimpft und iiber Nacht bei 37 °C und 200 rpm kultiviert. Dann wurde eine 1 L MMA
Hauptkultur im 2 L Erlenmeyerkolben auf eine ODs7g von 0.1 inokuliert und weiter bei 37 °C
schiittelnd inkubiert. Nach Erreichen einer ODs7s von 0.5 erfolgte die Induktion des fet-
Promotors durch Zugabe von 100 pl Anhydrotetracyclin (AHT, 2 mg/ml). Nach weiteren zwei
Stunden Inkubation wurden die Zellen 15 Minuten bei 4 °C und 5.000 rpm zentrifugiert und
das Pellet bis zur Aufreinigung bei -20 °C gelagtert. Zur Uberpriifung, ob die Produktion der

Proteine erfolgreich war, wurden vor Induktion mit AHT und vor der Ernte Proben entnommen
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und diese unter Beriicksichtigung der ODs7g auf einem SDS-Gel, wie in 2.5.7 beschrieben,

analysiert.

3.5.6 Proteinreinigung via Strep-Tag-Affinitatschromatografie

Nach der Uberproduktion der Proteine wurden die eingefrorenen Zellpellets (aus 1 L) in
Resuspensionspuffer (100 mM Tris-HCI pH7.5, 25% Glycerin, 2 mM DTT, 0.4 mM EDTA,
0.5 mM Pefabloc, 0.5 mM Benzamidin) resuspendiert und die Zellen mit der French Press
(French® Pressure Cell Press, American Instrument Company, Division of Travenol
Laboratories Inc., Silver Spring, Maryland, USA) aufgeschlossen. AnschlieBend wurden durch
36-miniitige Zentrifugation bei 18.000 rpm und 4 °C die Zelltriimmer vom Zellextrakt getrennt.
Fiir die Aufreinigung des Proteins aus dem Uberstand wurde dieser auf eine mit Waschpuffer
(100 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NaCl) equilibrierte Tropfsdule mit 1 ml Strep-Tactin®

Superflow®

Sdulenmaterial der Firma IBA GmbH (Gottingen, DE) aufgetragen. Das
rekombinante GbsR Protein besitzt einen C-terminalen Strep-Tag®I1, der an das Saulenmaterial
bindet. Um das gewiinschte Protein von den anderen Proteinen im Gesamtzellextrakt zu
trennen, wurde die Siule nach dem Auftragen des Uberstandes mit 20 ml Waschpuffer
gewaschen. Zur Elution wurden 10 ml Elutionspuffer (100 mM Tris-HCI pH7.5, 150 mM NaCl,
2.5 mM Desthiobiotin) auf die Sdule gegeben. Um auch das gebundene Desthiobiotin von der
Sédule zu 16sen, wurde diese mit 10 ml Regenerationspuffer (100 mM Tris-HCI pH7.5, 150 mM
NaCl, 2.5 mM HABA) regeneriert. Die Eluate wurden anschliefend auf einem SDS-Gel auf
ihre Reinheit iiberpriift und die Konzentration des GbsR Proteins am Nano-Drop® (PEQLAB
Biotechnologie, Erlangen, DE) gemessen. Wenn eine hohere Konzentration benétigt wurde,
wurden die Fraktionen mit der hdchsten Proteinkonzentration vereinigt und iiber eine Membran
mit Hilfe eines Zentrikons (Vivaspin® 6, 20 ml Volumen, Sartorius Lab Instruments GmbH &
Co. KG, Gottingen, DE) ankonzentriert. Die Ausschlussgrole betrug hierbei 10 kDa. Das
Protein wurde direkt nach der Ankonzentrierung fiir EMSA Studien (Kapitel 3.5.9) verwendet.

3.5.7 SDS-PAGE

Mit einer SDS-PAGE konnen denaturierte Proteine bei angelegter Spannung der Grée nach
aufgetrennt werden. Das SDS vermittelt den Proteinen eine negative Ladung, sodass alle
Proteine in Richtung der Anode laufen [130]. Es wurden 13.5-15% ige Mini SDS-Gele (8.0 x
6.0 x 0.2 cm) nach Herstellerangaben gegossen (Tabelle 11). Um die Proteinmenge in den
Proben zu normieren, wurde die ODs7s der Kulturen gemessen, 1 ml der Kultur abgenommen
und pelletiert. Das Pellet wurde in entsprechender Menge (wenn nicht anders beschrieben

normiert auf eine ODs7g von 10) TE-Puffer (10 mM Tris, 1 mM EDTA) mit 10 mg/ml Lysozym
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aufgenommen. Um den Zellaufschluss zu begiinstigen, wurden die Proben fiir 10 Minuten bei
37 °C inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit 2 x SDS Probenpuffer (62.5 mM Tris-
HCI pH 6,8; 2.5% SDS; 0.002% Bromphenolblau und 0.71 M -Mercaptoethanol) versetzt und
fir 5 Minuten bei 95 °C aufgekocht. Die Proben wurden 10 Minuten bei 13.000 rpm
zentrifugiert. 15-20 pl der Proben und 5 pl des GroBBenstandards ,,PageRuler Prestained* von
Thermo Fisher Scientific (Dreieich, DE) wurden auf das Gel aufgetragen. Die
elektrophoretische Auftrennung der Proteine erfolgte in einem Tris Elektrodenpuffer (25 mM
Tris pH 8.3; 192 mM Glycin und 0.1% SDS) bei einer Spannung von 120 V fiir etwa 60-90
Minuten. Das Gel wurde nun fiir einen Western Blot genutzt oder die Proteine auf dem Gel
wurden fiir 15 Minuten mit ,,InstantBlue™ Fast Stain“ Firbeldsung von der Firma Sigma-

Aldrich (Steinheim, DE) angefarbt.

Tabelle 11: Zusammensetzung 15% iges SDS-Gel.

Reagenz Trenngel Sammelgel
1.5 M Tris-HCI pH 8.8; 13.8 mM SDS 2.5 ml -

0.5 M Tris-HCI pH 6.8; 13.8 mM SDS - 2.5 ml
Acrylamid:Bisacrylamid (40%) 3.75 ml 0.875 ml
TEMED 20 ul 20 ul
Ammoniumperoxidsulfat 40 pl 40 pl
H,O 3.75 ml 6.675 ml

3.5.8 Western Blot und Immunodetektion

Nach der SDS-PAGE konnten die im Gel aufgetrennten Proteine mittels Western Blot auf eine
Membran iibertragen werden und mittels Antikdrper spezifisch gebunden und sichtbar gemacht
werden. Hierfiir wurden die B. subtilis Zellen wie in 3.4.2 beschrieben in 0 M NaCl oder 1.2 M
NaCl SMM kultiviert. Bei einer ODs7g von 1 wurde 1 ml der Kultur pelletiert und wie in 3.5.7.
beschrieben aufbereitet. Fiir den Western Blot wurde eine Immobilon®-FL PVDF- Membran
(Merck KGaA, Darmstadt, DE) in der Grof3e der jeweiligen SDS-Gele 1 Minute in Methanol
aktiviert, in H2O gewaschen und zwei Minuten in Transferpuffer (25 mM Tris-HCI, 190 mM
Glycin, 20% Methanol, 0.1% SDS) inkubiert. Fiir einen Semidry Blot wurden drei in
Transferpuffer getrinkte Whatman Papiere (Schleicher & Schuell Biosciences GmbH, Dassel,
DE) auf die Anode gelegt. Hierauf folgten die Membran, das Gel, und 3 weitere feuchte
Whatman Papiere. Jedes Gel wurde 40 Minuten bei 150 mA auf der Trans-Blot® SD Blotting
Aparatur der Firma Bio-Rad (Miinchen, DE) geblottet. Fiir die Immunodetektion wurde die
Membran liber Nacht mit Odyssey Blocking Buffer-TBS von Li-Cor Biosciences GmbH (Bad
Homburg, DE) bei 4 °C geblockt. Am néchsten Tag wurde die Membran 1,5 Stunden bei
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Raumtemperatur und leichtem Schiitteln mit dem in Odyssey Blocking Buffer-TBS und 0,2%
Tween20 verdiinnten Erstantikorper inkubiert (Tabelle 12). Die Membran wurde dreimal fiir 5
Minuten bei leichtem Schiitteln in TBST (20 mM Tris pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.05% Tween20)
gewaschen. Der mit einem Fluoreszenz-Tag versehene Zweitantikorper IRDye® 800CW
Donkey anti-Rabbit IgG von Li-Cor Biosciences GmbH (Bad Homburg, DE) wurde in Odyssey
Blocking Buffer-TBS, 0.2% Tween20 und 0.01% SDS verdiinnt (Tabelle 12) und die Membran
fiir eine Stunde bei Raumtemperatur im Dunkeln und leichtem Schiitteln darin inkubiert. Die
Membran wurde erneut dreimal 5 Minuten in TBST gewaschen. Die Detektion des
Zweitantikorpers erfolgte mit dem Odyssey Fc Imager der Firma Li-Cor Biosciences GmbH
(Bad Homburg, DE) bei einer Wellenldnge von 800 nm. Der Grof3enstandard konnte bei einer

Wellenlidnge von 700 nm gescannt werden.

Tabelle 12: In dieser Arbeit verwendete Antikorper.

Antikorper Spender Verdiinnung Referenz
Erstantikorper  a-OpuCC Hase 1:1.250 [37]
a-OpuBC Hase 1:2.000 [37]
a-FLAG Hase 1:2.500 Sigma ALDRICH
a-Strep Hase
Zweitantikorper IRDye® 800CW Donkey Esel 1:15.000 Li-Cor Biosciences
anti-Rabbit IgG T GmbH

3.5.9 Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)

Die zu analysierende 96 bp groBe DNA Region vor gbs4 wurde mit dem Primerpaar
BS gbsA for und BS gbsA rev amplifiziert und wie unter 3.4.1 beschrieben gereinigt.
Zusatzlich wurde ein 98 bp groBBes Kontrollfragment, welches im gbs4 Gen liegt, mit dem
Primerpaar BS gbsA kfrag for und BS gbsA kfrag rev amplifiziert. Die reverse Primer
wurden jeweils mit dem Fluoreszenzfarbstoff Dyomics 781 markiert (Mycrosynth AG,
Balgach, CH). Parallel hierzu wurde das Protein GbsR mittels Strep-Tag
Affinititschromatographie gereinigt (siche Kapitel 3.5.6).

In jeden Ansatz (20 pl) wurden 1 pmol DNA und variierende Mengen des Proteins (5- bis 100-
facher Uberschuss im Vergleich zur DNA) gegeben. Zu dem DNA Bindepuffer
(Endkonzentration 10 mM Tris-HCI pH 8) wurden 1,1 pg/pl Hering Sperm DNA und 7,5%
Glycerin gegeben. Nach Inkubation von 15 Minuten wurden die Proben iiber ein 8% iges TAE-
Polyacrylamidgel in 1 x TAE-Puffer (100 mM Tris/HCI pH 8, 90 mM Borsdure und 1 mM
EDTA) elektrophoretisch aufgetrennt (110 V, 45 Minuten). Die GbsR-DNA Bindung wurde
mit dem Odyssey Fc Imager der Firma Li-Cor Biosciences GmbH (Bad Homburg, DE) bei

einer Wellenldnge von 800 nm detektiert.
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3.5.10 Transport-Assay mit '“C markierten Substraten

B. subtilis Stimme wurden fiir Transportstudien in 20 ml SMM mit 0.4 M NaCl wie in 3.4.2
beschrieben bis zu einer ODs78 von 0.27-0.3 kultiviert. 2 ml der Kultur wurde fiir den Transport
Assay mit radioaktiv markiertem [1-'*C]-Glycin Betain (55 mCi/mmol), [methyl-'*C]-Cholin
Chlorid (55 mCi/mmol) und [N-methyl-'*C]-Carnitin Hydrochlorid (57 mCi/mmol) eingesetzt.
Die Endkonzentration der Substrate lag zwischen 3uM und 20 mM fiir Glycin Betain, zwischen
3 uM und 10 mM fiir Cholin und zwischen 3 uM und 1 mM fiir Carnitin. Zu den unmarkierten
Substraten wurde stets 1 uM des radioaktiv markierten Substrates zugegeben. Bei einer
kompetetiven Inhibition wurden nicht radioaktiv markierte Substrate als Inhibitoren eingesetzt.
Die Konzentrationen der Inhibitoren wurden so eingesetzt, dass eine 50% ige Inhibition im
Vergleich zum Transport ohne Inhibitor vorlag. Die genauen Konzentrationen sind den
Michaelis-Menten Kurven zu entnehmen. Die exakte Durchfiihrung der Transportstudien
wurden ausfiihrlich in Kappes ef al., (1996) beschrieben. Die kinetischen Parameter Vimax, Km
und K; wurden mit der Software GraphPad Prism 5 iiber einen Fit bestimmt (GraphPad
Software, La Jolla, CA, USA).

3.5.11 BC-NMR

Um eine Aufklarung von Strukturen, die B. subtilis als Osmoprotektivum produziert, zu
ermdglichen, wurden *C-NMR Studien durchgefiihrt. Hierfiir wurde B. subtilis in 600 ml SMM
mit 1.2 M NaCl in einem 2-L Erlenmeyerkolben bei 37°C und 220 rpm kultiviert. Zu den
Medien wurde 1 mM Glycin Betain, Cholin, Homobetain oder Homocholin gegeben. Nach
Erreichen einer ODs7g von 2-2.5 wurden die Zellen pelletiert und eine Extraktion mit 20 ml
80% 1igem Ethanol wie in Kuhlmann und Bremer (2002) beschrieben durchgefiihrt.
Zelltriimmer wurden durch einen 30-miniitigen Zentrifugationsschritt bei 18.000 rpm bei 4 °C
beseitigt. Der Uberstand wurde so lange lyophilisiert, bis die Fliissigkeit getrocknet war. Die
lyophilisierten Proben wurden in 0.6 ml 2H>O, mit 3 mg D4-3-(Trimethylsilyl) Propionat als
interner Standard, aufgenommen. *C-NMR Spektren wurden bei 75 MHz auf einem Avance II
300 MHz Spektrometer (5 mm BBFO) der Firma Bruker (Bruker, Billerica, MA, USA)
aufgenommen und mit dem Programm Topspin 3.1 ausgewertet (Bruker, Billerica, MA, USA).
Zur eindeutigen Identifizierung der Peaks wurden die Standards Homobetain, Homocholin und

Glutamat mitgemessen.
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3.6 Bioinformatische Methoden

Zur bioinformatischen Analyse von OpuB, OpuC und OpuF und deren Gennachbarschaften
wurde ein BLAST Algorithmus der Website des "U. S. Department of Energy (DOE) Joint
Genome Institute" (https://img.jgi.doe.gov/cgi-bin/m/main.cgi, (Nordberg 2014) verwendet.
Als Ausgangsprotein wurde die Aminosduresequenz von OpuCC aus B. subtilis verwendet. Mit
dem Tool Distance Tree auf derselben Website wurden die Stimme herausgefiltert, die keine
16S DNA Information in der SILVA Datenbank [1] gespeichert haben. Mit Stdammen, in denen
diese Information vorhanden war, wurde dann der phylogenetische Stammbaum mit Hilfe von
iTOL (http://itol.embl.de/) konstruiert [131] und mit Adobe Illustrator CS6 (Adobe Systems
Software, Ireland) weiterbearbeitet. Beim Vergleich von Basen- oder Aminosduresequenzen
wurde mit dem Onlineprogramm MAFFT (https://mafft.cbrc.jp/alignment/software/) gearbeitet
[132]. Modelle von Kristallstrukturen wurden mit Hilfe der Homepage SWISS Model
(http://swissmodel.expasy.org/) erstellt [133]. Fiir die graphische Darstellung von Protein-

strukturen wurde routineméBig die Software PyMOL verwendet [134].
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4. Ergebnisse

4.1 Funktionelle hybride ABC-Transporter aus OpuB und OpuC
Im ersten Teil der Arbeit sollte gezeigt werden, dass das SBP Der OpuB und OpuC ABC-
Transporter maB3geblich fiir das Substratspektrum verantwortlich ist. Hierflir wurden ABC-
Transportersysteme konstruiert, welche zum einen kein SPB mehr besallen und zum anderen in

denen die SBPs aus zwei verschiedenen ABC-Transportern ausgetauscht wurden.

4.1.1 Konstruktion und physiologische  Charakterisierung der hybriden
Transportsysteme

B. subtilis ist in der Lage unter hyperosmotischen Bedingungen zum einen kompatible Solute
als Osmoprotektiva zu synthetisieren und zum anderen diese Substanzen iiber die Opu ABC
Transporter in die Zelle zu transportieren (Abbildung 1). Die Aufnahme von kompatiblen
Soluten aus der Umgebung wird hierbei aus energetischen Griinden bevorzugt [38, 52, 116,
135].

Es konnte bereits fiir viele dieser Solute gezeigt werden, dass sie B. subtilis in Stresssituationen,
vor allem an den Temperaturwachstumsgrenzen (Kilte- bzw. Hitzestress) oder bei hoher
Osmolaritét, schiitzen konnen. Beim Transport dieser groBen Bandbreite an Schutzsubstanzen
spielt der ABC Transporter OpuC eine grof3e Rolle. Dieser ist in der Lage 16 kompatible Solute
in die Zelle zu schleusen [9, 37]. Der zum OpuC System nah verwandte ABC Transporter OpuB
besitzt dagegen ein sehr spezifisches Substratspektrum und kann nur ein Substrat hoch affin
und ein weiteres Substrat mit moderater Affinitét in die Zelle transportieren [37]. Mit Hilfe von
Opu Deletionsstimmen (Tabelle 7) wurde ein Wachstumsversuch durchgefiihrt, in dem die
verschiedenen B. subtilis Stimme in Hochsalzmedium (1.2 M NaCl) in Ab- und Anwesenheit
von verschiedenen kompatiblen Soluten kultiviert wurden. Es wurde zum einen ein Stamm
genutzt, in dem die ABC Transporter OpuA, OpuB, OpuC und OpuD deletiert wurden. In
diesen Ausgangstamm TMBI118 wurden nun weitere Operone, die fiir verschiedene ABC
Transporter kodieren in den chomoromalen amyE Lokus stabil integriert (siche 3.4.2). Um die
Substratspezifititen der beiden Transporter OpuB und OpuC unter hochosmolaren
Bedingungen zu untersuchen, wurden die zugehorigen Wildtyp Operone integriert (CCB2 und
CCB3). Zusitzlich wurden Operone in den Ausgangsstamm eingebracht, in denen das Gen fiir
das jeweilige SBP (opuCC oder opuBC) deletiert wurde. Die mutierten Systeme besitzen
demnach kein SBP (OpuBC oder OpuCC) mehr. Diese beiden Stimme LTBIS
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(OpuBAOpuBC) und LTB14 (OpuCAOpuCC) wurden ebenfalls in Hochsalzmedium in An-
und Abwesenheit von kompatiblen Soluten kultiviert, um die Rolle des SBP beim Transport
von kompatiblen Soluten zu analysieren.

In Abbildung 8 wird ersichtlich, dass der Ausgangsstamm, der keine Opu Transporter mehr
besitzt, keine osmoprotektiven Fahigkeiten mehr besitzt. Der Stamm kann in Anwesenheit der
verschiedenen Substrate nicht besser wachsen als ohne diese Substrate, da er die fiir deren
Aufnahme nétigen ABC Transporter nicht mehr besitzt. Der OpuB* Stamm CCB2 ist in der
Lage mit den kompatiblen Soluten Cholin und Carnitin unter hochosmolaren Bedingungen bis
auf eine ODs7g von 1.9 bzw. 2.5 zu wachsen. Allerdings ist erkennbar, dass Carnitin in diesem
Stamm scheinbar einen etwas schlechteren osmoprotektiven Schutz im Vergleich zu Cholin
bietet, da die ODs7s geringfiigig niedriger ist [46]. Im OpuC* Stamm CCB3 konnten alle
genutzten kompatible Solute die Zellen vor Salzstress protektieren und der Stamm konnte auf
eine ODs7s von 2.5-2.9 wachsen. Das Wachstum dieser Kontrollstimme entspricht den
Erwartungen, da OpuB ein hoch affiner Cholin Transporter ist und OpuC ein breites
Substratspektrum aufweist. Die Fiahigkeit des OpuB Transporters, Carnitin in die Zelle zu
transportieren, konnte bisher nicht gezeigt werden [37] und ist demnach eine unerwartete neue
Erkenntnis (Abbildung 8). Untersucht man das Wachstum der Stimme, in denen kein SBP
(OpuBC oder OpuCC) mehr vorhanden ist, ist deutlich zu erkennen, dass beide Stimme nicht
mehr in der Lage sind kompatible Solute als Osmoprotektiva unter hochosmolaren
Bedingungen zu nutzen. Das Wachstum der Stamme LTBI15 und LTB14 gleicht dem des
Ausgangsstammes TMB118, in dem keine Opu Transporter mehr vorhanden sind (Abbildung
8). Das Fehlen des SBP in den ABC Transportern OpuB und OpuC fiihrt folglich dazu, dass
die Substrate nicht mehr gebunden und an die TMD weitergegeben werden konnen. Dadurch
ist es den Zellen nicht moglich unter Salzstress die kompatiblen Solute in die Zelle zu

transportieren und eine Protektion ist nicht mehr moglich [46].
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Abbildung 8: Osmoprotektionsassay verschiedener B. subtilis Stimme unter hyperosmotischen
Bedingungen.

Die Kulturen wurden in SMM mit 1.2 M NaCl und in Ab- (rot) und Anwesenheit von 1 mM verschiedener
kompatibler Solute 17 Stunden kultiviert und anschlieBend die ODs7s photometrisch bestimmt. Die
Wachstumsanalyse wurde mit zwei biologischen Parallelen durchgefiihrt aus denen sich der Mittelwert und
die Standardabweichung ergibt.

Um zu untersuchen, ob es mdglich ist das SBP eines ABC Transporters mit dem eines anderen
aber nah verwandten ABC Transporters auszutauschen, wurden zwei hybride ABC
Transportsysteme aus OpuB und OpuC konstruiert, da die Komponenten sehr hohe
Aminoséduresequenzidentititen aufweisen (84% fiir die NBDs OpuBA/OpuCA, 85% fiir die
TMDs OpuBB/OpuCB bzw. OpuBD/OpuCD und 71% fiir die reifen SBPs OpuBC/OpuCC).
Diese hybriden ABC Transportsysteme wurden dann auf ihre Funktionalitdt mit Hilfe eines
Osmoprotektionsassays getestet. Hierbei entstand durch die Transformation des Stammes
TMB118 mit dem Plasmid pChen2 (opuB Operon, anstelle des opuBC Gens besitzt dieses
Plasmid an gleicher Stelle das opuCC Gen aus dem opuC Operon) das Konstrukt
OpuBABC::OpuCC, kurz OpuB::OpuCC (Abbildung 9). Umgekehrt entstand durch die
Transformation von TMB118 mit dem Plasmid pChen3 (opuC Operon, anstelle des opuCC
Gens besitzt dieses Plasmid an gleicher Stelle das opuBC Gen aus dem opuB Operon) das
Konstrukt OpuCACC::OpuBC, kurz OpuC::OpuBC) [46].
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Abbildung 9: Schematischer Aufbau des hybriden ABC Transporters OpuB::OpuCC.
In blau sind die Komponenten das OpuB Systems (TMDs, NBDs) und in rot die Komponente des OpuC
Systems (SBP) gezeigt.

Mittels Western Blot Analysen sollte zundchst nachgewiesen werden, ob die SBPs der
konstruierten hybriden ABC Transporter exprimiert und produziert werden. Die Antikorper a-
OpuBC (Erkennung von OpuBC und schwichere Erkennung von OpuCC) und a-OpuCC
(Erkennung von OpuCC) dienten hierbei als Erstantikorper [37]. Die Stimme JH642, CCB2,
CCB3, LTB10, LTB16 und TMBI118 wurden unter gleichen Bedingungen wie im
Osmoprotektionsversuch bei 1.2 M NaCl kultiviert und die Proben bei einer ODs75 von 1 wie
in 3.3.2 beschrieben geerntet. Es wurde mit allen Stimmen ein Blot mit dem a-OpuBC-
Antiserum und ein Blot mit dem a-OpuCC Antiserum durchgefiihrt (siehe 3.5.8). Auf dem a-
OpuBC Blot ist erkennbar, dass das OpuBC SBP sowohl in den Kontrollstimmen JH642 und
CCB2 als auch im hybriden Transporter OpuC::OpuBC des Stammes LTB16 produziert wird
(Abbildung 10). Die Bandendicke des Stammes LTB16 ist vergleichbar zum Kontrollstamm
CCB2. Auf dem gleichen Blot ist zu sehen, dass das Protein OpuCC in den Stimmen JH642,
CCB3 und LTB10 ebenfalls vom Antikorper erkannt wurde, jedoch schwécher. Ebenfalls wird
deutlich, dass das Bandensignal im Stamm LTB10 im Vergleich zur Kontrolle CCB3
schwécher ist. Diese Auffilligkeit kann im a-OpuCC Blot noch verdeutlicht werden. Dem
Anschein nach wird das SBP im hybriden Konstrukt OpuB::OpuCC in geringeren Mengen
produziert als im Wildtyp OpuB Konstrukt (Abbildung 10) [46]. Es konnte jedoch durch dieses
Experiment fiir beide Konstrukte sichergestellt werden, dass die SBP in den jeweiligen

Stimmen produziert werden.
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Abbildung 10: Detektion der Proteine OpuBC und OpuCC mittels Western Blot und
Immunodetektion.

Verschiedene B. subtilis Stimme wurden in SMM mit 1.2 M NaCl bis zu einer ODs7s von 1 kultiviert
und die Zellpellets anschlieBend wie in 3.5.7 beschrieben fiir eine SDS-PAGE mit anschlieBendem
Western Blot und Immunodetektion aufbereitet. Der Antikdrper gegen OpuBC (a-OpuBC) erkennt
neben dem Protein OpuBC auch OpuCC, allerdings ist die Bindung zu OpuCC schlechter [37]. Auf
gleicher Hohe auf der OpuBC detektiert wird, kann ebenfalls ein weiteres unbekanntes Protein in allen
Spuren detektiert werden. Der Antikdrper gegen OpuCC (a-OpuCC) bindet ausschlieBlich das Protein
OpuCC [37].

In Abbildung 8 konnte bereits gezeigt werden, dass die SBPs OpuBC bzw. OpuCC der
Transporter OpuB und OpuC essentiell fiir den osmoprotektiven Schutz der Zellen unter
hyperosmotischen Bedingungen sind. Ohne SBP fand kein Transport der kompatiblen Solute
statt und die jeweiligen Stdimme waren nicht in der Lage zu wachsen. Um zu testen, ob die
konstruierten hybriden ABC Transporter funktionell sind wurden diese Stimme ebenfalls in
Hochsalzmedium (1.2 M NaCl) in An- und Abwesenheit von kompatiblen Soluten kultiviert
und die ODs7g nach 17 Stunden gemessen.

Die Kontrollstimme JH642, TMBI118, CCB2 und CCB3 zeigten das erwartete
Wachstumsmuster wie in Abbildung 8. Die B. subtilis Stamme, die die hybriden ABC
Transporter besitzen, wurden durch die Zugabe verschiedener kompatible Solute im
Hochsalzmedium unterschiedlich gut protektiert (Abbildung 11), was darauf schlieBen lasst,
dass beide Transportsysteme funktionell sind. Es konnte somit durch das Implantieren eines
fremden SBP ein ABC Transportsystem konstruiert werden, was in der Lage ist die Substrate
in die Zelle zu transportieren [46]. Durch den hybriden ABC Transporter OpuB::OpuCC konnte
der Stamm LTB10 nun nicht nur mit Cholin und Carnitin, den natiirlichen Substraten des OpuB
Systems, wachsen sondern war in der Lage mit allen weiteren getesteten kompatiblen Soluten
auf eine ODs78 von mindestens 1.5 zu wachsen. Das Wachstum ohne Osmoprotektiva war im
Vergleich hierzu nur sehr schlecht und es konnte nur eine ODs7g von etwa 0.5 erreicht werden.
Vor allem die kompatiblen Solute Glycin Betain, Prolinbetain, DMSP, Crotonobetain und y-
Butyrobetain scheinen neben Cholin und Carnitin {iber das hybride Konstrukt OpuB::OpuCC
gut aufgenommen zu werden. Lediglich mit Homobetain und Cholin-O-Sulfat wuchs der

Stamm etwas schlechter (bis auf eine ODs7s von etwa 1.5). Das Substratspektrum des hoch
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spezifischen OpuB Transporters konnte durch das Implantieren des OpuCC SBP das
Substratspektrum des natiirlichen OpuC ABC Transporters erlangen. Allerdings ist ebenfalls
erkennbar, dass der hybride Transporter im Stamm LTB10 im Vergleich zum OpuC System im
Stamm CCB3 scheinbar ineffizienter ist. Betrachtet man nun das Wachstum des zweiten
Konstruktes OpuC::OpuBC im Stamm LTB16 ist erkennbar, dass dieser nur noch in der Lage
ist mit den kompatiblen Soluten Cholin und Carnitin bis auf eine ODs7s von 3 zu wachsen. Die
Substrate Prolinbetain, Homobetain, Cholin-O-Sulfat, Crotonobetain und y-Butyrobetain
zeigen nur eine sehr schwache Osmoprotektion und diese Kulturen wuchsen nur auf eine ODs7s

von etwa 1 (Abbildung 11) [46].
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Abbildung 11: Osmoprotektionsassay verschiedener B. subtilis Stimme unter hyperosmotischen
Bedingungen zur Bestimmung des Substratspektrums.

Die Kulturen wurden in SMM mit 1.2 M NaCl und in Ab- (rot) und Anwesenheit von 1 mM verschiedener
kompatibler Solute 17 Stunden kultiviert und anschlieBend die ODs7s photometrisch bestimmt. Die
Wachstumsanalyse wurde mit zwei biologischen Parallelen durchgefiihrt aus denen sich der Mittelwert und
die Standardabweichung ergibt.

Der hybride ABC Transporter OpuC::OpuBC hat aufgrund der Implantation des SPB OpuBC
das Substratspektrum des spezifischen OpuB ABC Transporters bekommen und vice versa.
Zusammenfassend kann aus diesem Experiment geschlossen werden, dass es moglich war
funktionelle hybride ABC Transporter aus OpuB und OpuC zu konstruieren und dass das
jeweilige SBP das Substratspektrum des Transporters determiniert [46].

4.1.2 Kinetische Parameter von OpuB::OpuCC und OpuC::OpuBC
Der Wachstumsversuch unter Salzsstress konnte zeigen, dass der hybriden ABC Transporter

OpuB::OpuCC das Substratspektrum des OpuC Transporters und der hybride OpuC::OpuBC
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Transporter das Spektrum des OpuB Systems erlangt hat. Das Implantieren von OpuCC fiihrte
also zu einer Erweiterung und die Implantation von OpuBC zu einer Spezifizierung des
Substratspektrums. Um beide Systeme im Detail zu studieren, wurden Transport Experimente
mit radioaktiv markierten [1-'*C]-Glycin Betain, [methyl-'*C]-Cholin Chlorid und [N-methyl-
4C]-Carnitin Hydrochlorid durchgefiihrt. Die Aufnahme der Substanzen folgte einer
Michaelis-Menten Kinetik, woriiber die kinetischen Parameter Vmax und Ky, iiber einen Fit mit
dem Programm GraphPad Prism kalkuliert werden konnten.

Das Konstrukt OpuC::OpuBC kann im Vergleich zum OpuC System nun nur noch Cholin und
Carnitin transportieren. Die Affinitit des hybriden Transporters zu diesen Substraten ist im
Vergleich zum OpuB Transporter in etwa gleichgeblieben (K Wert von 3 uM fiir Cholin und
1.14 mM fiir Carnitin im Vergleich zu 6 uM fiir Cholin und 3.7 mM zu Carnitin) (Tabelle 13).
Die maximale Reaktionsgeschwindigkeit (Vmax) des hybriden OpuC::OpuBC ABC
Transporters liegt bei 124 nmol min"! mg protein fiir Cholin und bei 308 nmol min' mg
protein’ fiir Carnitin [46]. Da bei der Geschwindigkeit des Transportprozesses nicht nur das
SBP, sondern auch die TMD und die NBD beteiligt sind, sollte der Vmax Wert nicht nur mit dem
OpuB, sondern auch mit dem OpuC System verglichen werden. Es féllt auf, dass der Viax Wert
des hybriden Transporters fiir beide Substrate hoher ist als im OpuB und im OpuC Wildtyp
System (Tabelle 13). Der hybride Transporter OpuB::OpuCC kann im Vergleich zum OpuB
System nun sieben kompatible Solute mehr aufnehmen. Es wurde also nicht nur der Transport
von Cholin und Carnitin gemessen, sondern auch der von Glycin Betain. Vergleicht man die
Affinitdten des OpuB Transporters mit implantiertem OpuCC mit dem des OpuC Wildtyp
Systems fallt auf, dass diese nahezu identisch sind (Tabelle 13). Der Wildtyp OpuC Transporter
besitzt eine Km von 5 uM fiir Glycin Betain, 27 uM fiir Cholin und 8 uM fiir Carnitin, wahrend
das hybride OpuB::OpuCC System eine K, von 6 uM fiir Glycin Betain, 26 uM fiir Cholin und
4 uM fir Carnitin aufweist. Die maximale Reaktionsgeschwindigkeit des hybriden
Transporters ist allerdings mit 20 nmol min' mg protein™ fiir Glycin Betain, 14 nmol min' mg
protein™ fiir Cholin und 14 nmol min mg protein™ fiir Carnitin deutlich schlechter im
Vergleich zu den Wildtyp Systemen OpuB und OpuC. Dieses hybride Konstrukt ist demnach
ineffizienter als das OpuC System, obwohl das Substratspektrum gleich ist. Dennoch ist die
Transportleistung ausreichend fiir eine Akkumulation von kompatiblen Soluten, um osmotisch

gestresste B. subtilis Zellen zu schiitzen (Abbildung 8,11) [46].
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Tabelle 13: Kinetische Parameter der hybriden ABC Transportsysteme OpuB::OpuCC und
OpuC::OpuBC im Vergleich zu den Wildtyp ABC Transportern OpuB und OpuC.

Transporter Substrat Vinax K (uM)
(nmol min"' mg protein™)
OpuC Glycin Betain 100+5 5+1
Cholin 81+3 27+4
Carnitin 94 +5 8+2
OpuB::OpuCC Glycin Betain 20+ 1 6=+1
Cholin 14+1 26+3
Carnitin 14+0 4+1
OpuB Cholin 67+2 3+1
Carnitin 126+ 5 1139 + 127
OpuC::0OpuBC Cholin 124 +3 6+1
Carnitin 306 + 14 3708 £ 414

Die Michaelis-Menten Kurven sind dem Anhang zu entnehmen (Abbildung 58).

4.2 in-vivo Austausch der Substratbindeproteine OpuBC und OpuCC

Die konstruierten hybriden ABC Transporter OpuB::OpuCC und OpuC::OpuBC aus den
Wildtyp Transportsystemen OpuB und OpuC konnten in B. subtilis eingebracht werden und
waren funktionell im Transport von kompatiblen Soluten unter hochosmolaren Bedingungen
(Abbildung 11, Tabelle 13) [46]. Es stellte sich nun die Frage, ob B. subtilis in der Lage ist ein
zusitzlich exprimiertes OpuCC SBP in einem Stamm, in dem nur ein intaktes OpuB System
vorhanden ist, zu nutzen, um Substrate, die nicht tiber den OpuB Transporter in die Zelle
gelangen konnen, bei Salzstress zu transportieren. Hierflir wurde das Gen opuCC hinter ein
Lacl-regulierten und IPTG induzierten Spank Promotor (Pspank) kloniert. Dieses Plasmid pLT12
konnte tiber homologe Rekombination iiber die Flanken des yfol Gens in das Chromosom von
verschiedenen B. subtilis Stimmen, wie in 3.4.2 beschrieben, stabil eingebracht werden. Als
Kontrollstamm wurde ein Stamm gewéhlt, in dem nur ein intakter OpuC Transporter vorhanden
war (SBB2). AuBlerdem wurden Stimme gewihlt, die entweder nur ein OpuC System ohne das
OpuCC SBP oder nur ein OpuB ohne das OpuBC SBP, enthielten. In diesen beiden Stimmen
sollte untersucht werden, ob die Zuschaltung des einzelnen OpuCC SBP wieder eine volle
Osmoprotektion unter Hochsalzbedingungen bietet. Dies war in den Ausgangsstimmen LTB15
(OpuBABC) und LTB14 (OpuCACC) durch das Fehlen des jeweiligen SBPs nicht mehr
moglich (Abbildung 8).

Um zu testen, ob der in-vivo Austausch von OpuCC und OpuBC aus einem intakten OpuB

System méglich ist, wurde das Plasmid zusétzlich in den Stamm SBBS5 (OpuB") transformiert.
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Zunéchst wurde mittels Western Blot und Immunodetektion des SBPs OpuCC ausgeschlossen,
dass das Protein OpuCC massiv und in zu hohen Mengen produziert wird, sodass es
moglicherweise Nebeneffekte geben wiirde. Die Stimme, in denen das Konstrukt Pspank-opuCC
eingebracht wurde, wurden hierfiir unter hochosmolaren Bedingungen kultiviert und der Spank
Promotor mit ImM IPTG induziert. In Abbildung 12A ist der Immunoblot zu sehen, auf dem
das Protein OpuCC mit Hilfe des a-OpuCC Antikorpers detektiert wurde. Ist der ABC
Transporter OpuC bereits vorhanden, ist eine Bande fiir das SBP OpuCC bereits ohne IPTG
Induktion (Spur 1) sichtbar. Dieses Signal wird stirker, wenn das Pspank-opuCC Konstrukt
zusitzlich exprimiert wird (Spur 2). In allen weiteren Spuren sind Zellextrakte von Stimmen
aufgetragen, in denen kein intaktes OpuC Transportsystem vorhanden ist, weshalb ohne IPTG
Induktion keine Bande fiir das SBP OpuCC vorhanden ist. Wird das Konstrukt Pspank-opuCC
wiederum induziert, kann das gebildete OpuCC in allen Stimmen nachgewiesen werden (Spur
4, 6 und 8). Wie zusitzlich im SDS Gel ersichtlich ist, wurde das Protein nicht massiv
iiberproduziert (Abbildung 12B), sodass physiologische Experimente mit diesen Stimmen
(LTB35, LTB36, LTB37 und LTB38) durchgefiihrt werden konnten.

<) ([CINCY (<]
A NG N )
«C”Q«c’«c”q«" £ & g 8
2 S & F O O O O
* * * * () 0 @ Q
O ¢ & Q 0‘7 d:: Q’\? ‘b‘?
FLfLfL L
(o) (e) (@) (o) oQ OQ o‘Q oQ
55kDa-
40 kDa el
35kDa Wl ° g - -— -
25 kDa e N
B
-
=
55kDa-‘
40 kDa
35 kDa
25 kDa

Abbildung 12: Detektion von OpuCC in verschiedenen B. subtilis Stimmen mittels Western Blot und
Immunodetektion.

Die B. subtilis Stimme wurden in SMM mit 1.2 M NaCl bis zu einer ODs7g von 1 kultiviert. In allen getesteten
Stdmmen ist das IPTG-induzierbare Konstrukt Psp.n-opuCC vorhanden, sodass jeder Stamm ohne (-IPTG)
und mit (+IPTG) 1 mM IPTG kultiviert wurde. Die Zellpellets wurden anschlieBend wie in 3.5.7 beschrieben
fiir eine SDS-PAGE mit anschlieBendem Western Blot und Immunodetektion aufbereitet. Der Antikorper o-
OpuCC wurde verwendet, um diese Proteine spezifisch detektieren zu kénnen, da dieser Antikdrper nur das
SBP OpuCC bindet. (A) Zu sehen ist der Western Blot, auf dem das OpuCC SBP detektiert wurde. (B) Das
Referenzgel zeigt, dass die Normierung auf eine einheitliche Zelldichte gelungen ist.
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In Abbildung 13 ist ein Osmoprotektionsassay zu sehen, in dem die B. subtilis Stimme, die alle
das Konstrukt Pspank-opuCC enthielten, in SMM mit 1.2 M NaCl kultiviert wurden und die
ODs78 nach 17 Stunden gemessen wurde. Zusitzlich wurden 1 mM Glycin Betain, 1 mM Cholin
und 1 mM IPTG zur Induktion des Spank Promotors zugegeben. Als Kontrolle diente jeweils
eine uninduzierte Kultur ohne IPTG. Der Stamm LTB35 (OpuC") ist bereits ohne IPTG Zugabe
in der Lage bei Hochsalz mit Glycin Betain und Carnitin zu wachsen, da beide kompatiblen
Solute durch das OpuC System transportiert werden konnen und folglich die Zelle protektiert
werden kann. Eine ,,Zuschaltung® von OpuCC kann den Transport der Solute in die Zelle nicht
beschleunigen, da mit IPTG eine vergleichbare ODs7g erreicht wurde. Betrachtet man nun das
Wachstum der Stamme LTB37 (OpuCACC) und LTB38 (OpuBABC) ohne IPTG wird deutlich,
dass ein SBP erforderlich ist, um Wachstum bei Hochsalz mit kompatiblen Soluten zu
ermoglichen. Wird nun das Konstrukt Pspank-opuCC durch die Zugabe von IPTG induziert, ist
im Stamm LTB37 (OpuCACC) das gleiche Wachstum mit Glycin Betain und Cholin zu
erkennen, wie auch im Wildtypsystem LTB35 (Abbildung 13). Das einzeln exprimierte Protein
OpuCC kann nun mit dem SBP-losen Transporter OpuCACC ein funktionales Transportsystem
bilden und den Transport von Glycin Betain und Cholin vermitteln. Das synthetisch produzierte
Protein OpuCC ist demnach funktionell. Der Transport der kompatiblen Solute wird im Stamm
LTB38 (OpuBABC) ebenfalls durch die Produktion des OpuCC SBPs verbessert. Konnte dieser
Stamm ohne IPTG kaum Wachstum mit Glycin Betain und Cholin zeigen (ODs7g von etwa 0.8),
so wuchs dieser nun nach Induktion mit Glycin Betain auf eine ODs7g von 1.5 und mit Cholin
auf eine ODs7g von 2.5 (Abbildung 13). Der Stamm LTB36 besitzt ein intaktes OpuB System,
in dem auch das SBP OpuBC vorhanden ist. Ohne IPTG-Zugabe, also ohne Induktion des
Konstruktes Pspank-opuCC, kann dieser Stamm unter Hochsalzbedingungen nur mit dem
kompatiblen Solut Cholin bis auf eine ODs7s von 4 wachsen, da der OpuB Transporter
hochspezifisch fiir Cholin ist und Glycin Betain nicht transportiert werden kann [37]. Wird nun
das OpuCC zusitzlich durch IPTG-Zugabe produziert, so ist dieser Stamm nun in der Lage
ebenfalls Glycin Betain als Osmoprotektivum zu nutzen und ebenfalls auf eine ODs7g von 4 zu

wachsen.
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Abbildung 13: Osmoprotektionsassay ohne und mit ektopischer Expression des Gens OpuCC in
verschiedenen B. subtilis Stimmen.

Alle getesteten Stimme besitzen das IPTG-induzierbare Pgpank-opuCC Konstrukt zur zusitzlichen
ektopischen Expression des opuCC Gens. Die Stimme wurden in SMM mit 1.2 M NaCl ohne kompatibles
Solut und mit 1 mM Glycin Betain oder Cholin und in An- und Abwesenheit von 1 mM IPTG 17 Stunden
kultiviert und anschlieBend die ODs73 gemessen. Die Wachstumsanalyse wurde mit zwei biologischen
Parallelen durchgefiihrt aus denen sich der Mittelwert und die Standardabweichung ergibt.

Dieses Wachstumsexperiment wurde nun mit dem Stamm LTB36 (OpuB™) wiederholt und es
wurden alle kompatiblen Solute zugegeben, die durch den ABC Transporter OpuC
natlirlicherweise transportiert werden konnen. Ohne IPTG zeigt sich der typische
Wachstumsphénotyp eines OpuB*-Stammes (Abbildung 14). Der hochspezifische
Cholintransporter kann nur Cholin und weniger gut Carnitin in die Zelle schleusen und somit
dem Stamm vor Osmostress schiitzen [46]. Als positive Wachstumskontrolle wurde das
kompatible Solut Prolin verwendet, da dieses Substrat iiber das Einkomponentensystem OpuE
transportiert wird [41], welcher in allen verwendeten B. subtilis Stammen intakt ist. Die IPTG-
abhingige Expression des Pspank-opuCC Konstruktes fiihrt nun zu einer Erweiterung des
Substratspektrums des intakten OpuB Transporters, da mit allen kompatiblen Soluten
Wachstum im Hochsalzmedium moglich war (Abbildung 18). Das Substratspektrum des OpuC
Transporters konnte nur durch das einzeln ,,zugeschaltete® OpuCC SBP erreicht werden, sodass
davon ausgegangen werden kann, dass das Protein OpuCC in-vivo effektiv mit den TMD des
OpuB Transporters interagieren kann, obwohl das eigene OpuBC SBP ebenfalls vorhanden

war.
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Abbildung 14: Substratspektrum des OpuB Transportsystems unter hyperosmotischen Bedingungen
ohne und mit ektopischer Expression des einzelnen opuCC Gens.

Der Stamm LTB36 (OpuB*, Pspank-0opuCC) wurde in SMM mit 1.2 M NaCl zum einen ohne kompatibles
Solut und zum anderen mit 1 mM verschiedener Osmoprotektiva und in An- und Abwesenheit von 1 mM
IPTG 17 Stunden kultiviert und anschlieBend die ODs7s gemessen. Die Wachstumsanalyse wurde mit zwei
biologischen Parallelen durchgefiihrt aus denen sich der Mittelwert und die Standardabweichung ergibt.

4.3 Aminosdure an Position 74 der reifen SBPs OpuBC und OpuCC
determiniert das Substratspektrum des ABC Transporters

Die vorangegangenen Ergebnisse zeigen, dass die SBPs OpuBC und OpuCC der ABC
Transporter OpuB und OpuC das Substratspektrum des ganzen Transportersystems
determinieren. Durch den Austausch der SBPs wurde das Substratspektrum von OpuC auf den
OpuB Transporter projiziert und umgekehrt. Es muss also Unterschiede in den Proteinen
OpuBC und OpuCC geben, welche die stark variierenden Substratspezifitidten hervorrufen.
Bevor die Aminosduresequenz und die Struktur der Proteine verglichen werden, soll eine
Analyse der phylogenetischen Verbreitung der beiden ABC Transportertypen Aufschliisse iiber

die mogliche Evolution und Entstehung dieser zwei Opu Transportsysteme geben.

4.3.1 Evolution von OpuB und OpuC: Verbreitung von OpuB und OpuC in der Gattung
Bacillus
Die Operone opuB (opuBA-opuBB-opuBC-opuBD) und opuC (opuCA-opuCB-opuCC-opuCD)
liegen im Genom von B. subtilis sehr nah beieinander. Lediglich 4.3 kbp liegen zwischen diesen
Operonen. Die hohe DNA Sequenzidentitét von 75% und die unmittelbare Ndhe von opuB und
opuC lassen vermuten, dass eins der beiden Operone durch eine Genduplikation aus dem
anderen entstanden ist [37]. Um zu untersuchen, welches Transportsystem in der Evolution
frither vorkam wurde ein phylogenetischer Stammbaum erstellt und die hierfiir verwendeten

Stdmme auf das Vorkommen der SBPs OpuBC und OpuCC untersucht. Mit Hilfe der Integrated
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Microbial Genome and Microbiome Database (iMG/M) des Joint Genome Institute of the US
Department of Energy [137] konnten 156 Stamme aus der Gattung Bacillus ausgewahlt werden.
Hierbei wurde darauf geachtet, dass nur jeweils ein Vertreter pro Spezies gewihlt wurde, in
dem auch ein Datensatz zur 16S rDNA aus der SILVA Datenbank [1] vorhanden war und dass
alle vier Gene, die den Transporter kodieren, vorhanden waren. In diesem Datensatz von 156
Bacillus Stimmen wurde nun eine BLAST Analyse mit der Aminosduresequenz des Proteins
OpuCC als Ausgangsequenz durchgefiihrt. Bei dieser Suche wurden nicht nur OpuCC
Homologe gefunden, sondern, aufgrund der hohen Sequenzidentitit, ebenfalls OpuBC
Homologe und solche Proteine, bei denen das SBP an die TMD anfusioniert ist. Diese
Transporter bestanden aus nur zwei Genen im Operon, wiahrend die OpuB-Typ und OpuC-Typ
Transporter aus vier Genen bestanden und werden erst im Kapitel 4.3 ndher analysiert. Alle
gefundenen Sequenzen der OpuBC-Typ und OpuCC-Typ Proteine wurden dann mit den B.
subtilis OpuBC und OpuCC Aminosduresequenzen verglichen, um zu klassifizieren, ob es sich
in dem jeweiligen Stamm um ein OpuB- oder OpuC-Typ Transporter handelt. Da es sich bei
den SBPs um die am wenigsten konservierte Komponente handelt, eignen sich die SBPs am
besten flir die Unterscheidung zwischen OpuBC und OpuCC. In den 156 untersuchten Bacillus
Genomen wurden insgesamt 210 OpuBC- und OpuCC-Typ SPBs gefunden. 29 Proteine
wurden als OpuBC-Typ SPB und 81 Proteine als OpuCC-Typ SBP klassifiziert (Abbildung
17). Diese wurden nun auf den phylogenetischen Stammbaum, der mit Hilfe der 16S DNA der
SILVA Datenbank und dem Online-Tool iTOL [131] erstellt wurde, projiziert (Abbildung 15).
Auffillig ist, dass das Protein OpuCC (rote Box), und somit auch der ABC Transporter OpuC
deutlich haufiger und auch frither gefunden wurde. Es gibt acht Bacillus Stimme, in denen
mehrere OpuCC Proteine vorhanden sind und 29 Stimme, in denen sowohl OpuBC (blaue Box)
als auch OpuCC gefunden wurde. Vor allem fallt aber auf, dass das OpuB Transportsystem nur
in einer kleinen Gruppe der Bacillus Stimme auftaucht. Diese Gruppe befindet sich im
Stammbaum ganz unten, was darauf hinweist, dass diese Stimme die ,,modernsten”
untersuchten Bacillus Stimme sind. Einzig ein Stamm, der neben dem OpuC Transporter ein
OpuB System besitzt (B. sonorensis L12) ragt aus dieser Gruppe geringfiigig heraus (Abbildung
15). Interessanterweise gibt es keinen Stamm, der nur den OpuB ABC Transporter nicht aber
das OpuC System besitzt. Hierbei muss aber beachtet werden, dass nur ein Teil der inspizierten
Genome vollstindig sequenziert wurde (schwarzer Punkt). Die phylogenetische Analyse der
beiden ABC Transporter OpuB und OpuC legt nahe, dass der OpuC Transporter, und somit der
ABC Transporter mit dem groferen Substratspektrum, in der Evolution frither vorkam als der

spezifische OpuB Transporter, was die Hypothese einer Genduplikation bestérkt.
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4.3.2 Aminosiuresequenzvergleich von OpuBC und OpuCC

Um die in Kapitel 4.1.1 gefundenen SBPs ndher zu betrachten, wurden die
Aminoséduresequenzen aller Proteine mit Hilfe eines Aminosduresequenzvergleichs (Online
Tool MAFFT [132]) miteinander verglichen um konservierte und wichtige Bereiche der SBPs
zu identifizieren. In Abbildung 16 ist ein Aminosduresequenzvergleich der OpuBC und OpuCC
SBPs dargestellt, die aus den 29 Bacillus Stimmen stammen, welche beide Bindeproteine
besitzen. Ein Sequenzvergleich aller 108 gefundenen Proteine ist im Anhang zu finden
(Abbildung 60). Hieraus kann entnommen werden, dass die vier Tyrosine, welche in OpuBC
und OpuCC aus B. subtilis die aromatische Bindetasche bilden (Abbildung 7, Kapitel 2.2.3), in
allen gefundenen SBPs hoch konserviert sind. Es liegt also nahe, dass auch die durch die
BLAST-Analyse gefundenen Proteine ebenfalls in der Lage sind Substrate mit einer
Trimethylammoniumgruppe wie Glycin Betain oder Cholin mittels Kation-n-Interaktionen zu
binden. Pittelkow et al. und Du et al. konnten bereits zeigen, dass zusdtzlich die Aminosdure
an der Stelle 74. des SBPs (ohne Signalsequenz) an der Stabilisierung und der Bindung der
Liganden beteiligt ist. Im Sequenzvergleich der OpuBC- und OpuCC-Typ Proteine ist
erkennbar, dass sich an dieser Position entweder ein Aspartat (wie im B. subtilis OpuBC) oder

ein Threonin (wie im B. subtilis OpuCC) befindet (Abbildung 20).
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Abbildung 16: Aminosiuresequenzvergleich der OpuBC-Typ und OpuCC-Typ aus den 29 Bacillus
Stimmen, die jeweils einen OpuB-Typ und einen OpuC-Typ ABC Transporter besitzen.

Dargestellt sind die Aminosiuresequenzen von OpuBC-Typ (blaue Seitenmarkierung) und OpuCC-Typ
(blaue Seitenmarkierung) SBPs ohne Signalsequenz. Schwarze Pfeile markieren die konservierten Tyrosine,
die die aromatische Bindetasche formen. Der rote Pfeil markiert die Position 74, welche ebenfalls an der
Bindung der kompatiblen Solute beteiligt ist. In den OpuBC Bindeproteinen befindet sich hier ein Aspartat
(D) und in OpuCC Proteinen ein Threonin (T).

Um zu analysieren, ob es sich bei den gefundenen OpuBC-Typ Proteinen ebenfalls immer um
ein Aspartat und bei den OpuCC-Typ Proteinen immer um ein Threonin handelt, wurde der
Aminosduresequenzvergleich genutzt, um eine ,,Clade“-Analyse mit Hilfe des Online-Tools
1TOL [131] zu generieren. In diesem Sequenz-basierten Baum wurden die Proteine anhand ihrer
Aminosduresequenz sortiert. Als Outgroup dienten hierbei drei verschiedene OpuAC SBPs:

OpuAC aus B. atrophaeus, OpuAC aus B. amyloliquefaciens subsp. plantarum und OpuAC aus
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B. subtilis. In rot wurden alle Proteine eingefarbt die eine hohere Aminosduresequenzidentitit
zum B. subtilis OpuCC Protein besitzen und in blau jede, die eine hohere Aminosdure-
sequenzidentitit zum B. subtilis OpuBC SBP aufweisen (Abbildung 17). SchlieBlich wurde bei
jedem Protein untersucht, ob sich an der Position 74 des maturen SPBs ein Aspartat (blauer
Punkt) oder ein Threonin (roter Punkt) befindet. Dem Sequenz-basierten Baum aus Abbildung
21 kann demnach entnommen werden, dass alle OpuBC-Typ Proteine an besagter Position ein
Aspartat und alle OpuCC-Typ Proteine, mit Ausnahme von drei, ein Threonin besitzen. Bei den
drei Ausnahmen befindet sich hier ein Valin, wobei erwidhnt werden muss, dass diese drei
Sequenzen auch in der Konservierung der Aminosiuren aus dem Muster fallen. Pittelkow et al.
konnten bereits zeigen, dass in B. subtilis eine OpuBC-D’*A Mutation keine Substrat-
bindefihigkeit mehr besitzt. Anders herum zeigten Du et al., dass die OpuCC-T7*D Mutante
nur in der Lage ist Cholin, nicht aber Glycin Betain und Carnitin zu binden. Beide Studien
unterstreichen die Bedeutsamkeit der Aminosdure an Position 74, allerdings wurden nur in-
vitro Analysen mit den gereinigten Proteinen durchgefiihrt; die in-vivo-Funktionalitidt wurde
bisher nicht untersucht. In den folgenden Kapiteln soll durch in-vivo-Experimente untersucht
werden, ob die Aminosédure an Position 74 in den SPBs OpuBC und OpuCC aus B. subtilis an
der Substratbindung beteiligt ist und ob sie sogar die Substratspezifitit des ganzen ABC

Transporters determiniert.
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Bacillus subtilis OpuAC
Bacillus atrophasus UCMB-5137 CpuAC
Bacillus shackfetonii LIMG 16435
Bacilius sp ES 036
Bacillus wetnamensis {1D-02
Bacillus aquimaris
Baciflus subterraneus MITOT1
Bacillus sp FIAT-4402
Bacillus lehensis G1
Bacillus chagannorensis DSM 18086
Bacilius aidingensis DSM 18341
Baciflus coahuilensis m4-4
Baciflus marisflavi
Bacilius sp ES 036
Bacillus aquimaris
Bacillus sp ES 036

Bacillus viethamensis HD-02
Bacilius sp NSP2 1

Bacillus sp REN51N

Bacillus endaphyticus 2102

Bacillus filamentosus SGD-14

Bacilius lehensis G1

Bacillus clausit KSM-K16
Bacillus thermotolerans SGZ-8
Bacillus endophyticus 2102

Bacillus sp FF3

Bacillus lonarensis 25nlg
Bacillus sp FH4

Bacillus sp FIAT 14515

Baciilus shackletonil LMG 18435
Bacillus coagufans DSM 1 = ATCC 7050
Bacillus sp WP8
Bacillus safensis CFADS
Bacillus sp DW5-4

Bacillus xiamenensis V\/3
Bacillus altitudinis 41KE2b
Bacillus sp THOO7

Bacillus invictae DSM 26896
Bacillus sp K10

Bacillus aeraphilus C772
Bacillus sp RRDEY

Bacillus pumilus BEO33

Bacillus aerophiius KACC 16563
‘tsacﬂ;us sp OK838

Bacillus butanolivorans DSM 18926
Bacillus sp Soil745

Bacillus simplex BAZH3

Bacillus malacitensis NRRL B-41618
Bacillus mojavensis RO-H-1

Bacillus subtilis subsp spizizeniif ATCC 6633
Bacillus sp JS

Bacillus sp A053

Badcillus tequilensis KCTC 13622
EBacillus vallismoriis DV1-F-3

Bacillus murimartini LMG21005
Bacillus subtilis subsp subtilis str 168
Bacillus subtilis subsp subtilis str NCIB 3610
Bacillus sp CMAA 1185

Bacillus sp BS34A

Bacillus sp YP1

Bacillus atrophaeus 1942 chromosome
Bacilius nakamural NRRL B-41091
Bacillus methylotrophicus SK19 001
Bacillus sp BHO72

Bacillus sp 586

Bacillus sp Col-6

Bacillus amyloliguefaciens DSM 7
Bacilius sp LK7

Bacillus velezensis SB1216

Bacillus siamensis KCTC 13613
Bacillus sp SDLII

Bacillus vanilfea XY18

Bacillus sp JFL15

Bacillus sp NSP9 1

Bacillus sp THO08

Bacillus sonorensis L12

Bacilius licheniformis ATCC 14580
Bacillus sp BT1B CT2 contl 16
Bacilius sp KJ-15

Bacilius sp MSPS 4

Bacifius sp SB47

{Eaci‘.l’.’us sonorensis L12

Bacillus sp THO08

Bacillus nakamural NRRL B-41091
Bacillus amyloliguefaciens DSM 7
Bacillus vaniflea X¥18

Bacillus sp SDLI1

Bacillus siamensis KCTC 13613
Bacillus sp JFL15

Bacillus velezensis SB1216

Bacillus sp 586

Bacillus methylotrophicus SK19 001
Bacillus sp Col-6

Bacillus sp BHO72

Bacillus sp LK7Y

Bacillus atrophaeus 1942 chromosame
Bacillus vallismortis DV1-F-3
Bageiilus sp MSP13

Bacillus subtifis subsp spizizenii ATCC 6633
Bacillus malacitensis NRRL B-41618
Bacillus mojavensis RO-H-1

Bagillus sp YP1

Bacillus tequilensis KCTC 13622
Bacillus sp CMAA 1185

Bacillus subtilis subsp subtilis str NCIB 3610
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Bacillus murimartini LMG21005
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Bacillus sp AN53

e
Tree scale: 0.5
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Abbildung 17: Ubersicht der Gruppierung von
OpuBC- und OpuCC-Typ SBPs.

Das Kladogramm stellt alle OpuBC- und OpuCC-
Typ Proteine innerhalb der 158 getesteten Bacillus
Stdimme und basiert auf einem Amino-
sduresequenzvergleich  dieser Proteine. Alle
Aminosduresequenzen wurden mit der der
Proteine OpuBC und OpuCC aus B. subtilis
verglichen. Proteine mit einer hoheren Sequenz-
identitdt zu OpuCC (OpuCC-Typ) befinden sich
auf dem roten Hintergrund und die mit einer
hoheren Aminosauresequenz zu OpuBC (OpuBC-
Typ) auf einem hellblauen Hintergrund.
Zusitzlich wurden alle Proteinsequenzen in
Hinblick auf das Vorhandensein eines Threonins
(roter Punkt) oder eines Aspartats (blauer Punkt)
an Position 74 des reifen SBPs untersucht. Drei
OpuCC-Typ Proteine besitzen an dieser Stelle ein
Valin (griiner Punkt). Der schwarze Balken
markiert die OpuCC-Typ Proteine, die in Bacillus
Stammen vorkommen, die ebenfalls ein OpuBC-
Typ Protein besitzen. Als ,,Outgroup® dienten drei
OpuAC SBPs von drei verschiedenen Bacillus
Stammen (gelber Hintergrund).
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4.3.3 Physiologische Charakterisierung der Mutanten OpuBC-D7*T und OpuCC-T7D

Im vorangegangenen Kapitel wurde mit Hilfe von bioinformatischen Analysen festgestellt, dass
es sich bei der Aminoséure an der 74. Position des reifen SBPs bei OpuBC-Typ Proteinen in
der Gattung Bacillus immer um ein Aspartat handelt und bei OpuCC-Typ Proteinen immer ein
Threonin vorhanden ist. Du et al. und Pittelkow et al. konnten zuvor zeigen, dass diese
Aminosdure an der Substratbindung beteiligt ist. In Abbildung 18 sind die Substratbindetaschen
der SBPs aus B. subtilis mit den Liganden Glycin Betain fiir OpuCC und Cholin fiir OpuBC
dargestellt. Aufgestellt sind Aminosduren, die an der Substratstabilisierung beteiligt sind, unter
anderem die vier Tyrosine die die aromatische Bindetasche bilden [115, 116]. Hier kann die
Trimethylammoniumgruppe von Glycin Betain oder Cholin, welche eine positive Ladung
besitzt, iiber Kation-n-Interaktionen stabilisiert werden. In Rot ist die Aminosdure an Position
74 dargestellt. Der Ligand Cholin ist zusitzlich von einem Wassernetzwerk umgeben, welches
zusitzliche Stabilisierung ermoglicht. Vergleicht man die Substratbindetaschen von OpuBC
und OpuCC, fallt sofort auf, dass die vier aromatischen Tyrosine sehr dhnlich angeordnet sind.
Das Glutamin an Position 19 ermdoglicht vermutlich eine Bindung zur Hydroxy- bzw.
Carboxylgruppe der Liganden. Der einzige Unterschied besteht in der Aminoséure an Position

74.

OpuBC::Cholin OpucCC::Glycin Betain

Y197

) .
4R ' A v
E Y221 _

Abbildung 18: Architektur der Substratbindetasche der SBPs OpuBC und OpuCC.

Das Protein OpuBC (PDB: 3R6U) ist im Komplex mit Cholin (griin) und OpuCC (PDB:3PPP) im Komplex
mit Glycin Betain (blau) dargestellt. Aufgestellt sind die Aminosiuren, die an der Bindung der Substrate
beteiligt sind. In rot ist die Aminosdure an der Position 74 gefarbt; ein Aspartat (D) im OpuBC und ein
Threonin (T) im OpuCC. Wassermolekiile sind als blaue Punkte dargestellt.

Im Rahmen der Dissertation von S. Broy konnten durch zielgerichtete Mutagenese Mutanten
erstellt werden, in denen diese Aminoséduren ausgetauscht wurden [138]. Es wurden vorldufige
physiologische sowie kinetische Analysen der Mutanten OpuBC-D’*T und OpuCC-T7*D
durchgefiihrt, die andeuten, dass sich das Substratspektrum veréndert hat. Durch Western Blot

Analysen wurde ebenfalls nachgewiesen, dass die extrazelluliren SBPs vom Wildtyp OpuBC
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bzw. OpuCC und der OpuBC-D7*T bzw. OpuCC-T’*D Mutante stabil und im selben Mafe
exprimiert wurden [138]. Zusitzlich wurde die Mutante OpuBC-D’*T in Kooperation mit
Sander Smits der Heinrich-Heine-Universitdt Diisseldorf mit verschiedenen Liganden
kristallisiert [138]. Im Folgenden werden detaillierte physiologische Experimente und
Transportstudien der Mutante OpuBC-D’*T aufgezeigt. Hierfiir wurde der mutierte OpuB-
Transporter (OpuB-D7#T), in einen Stamm eingebracht, der zum einen keine weiteren Opu-
Transporter mehr besitzt und in dem zum anderen der Repressor des opuB-Operons GbsR
deletiert wurde. Hierdurch konnte die Expression des Genclusters fiir das OpuB-D’*T-System
dereprimiert werden, was es ermoglichte durch besseres Wachstum das Substratspektrum
besser zu deuten. Das Wachstumsexperiment der Transportermutante OpuC-T’*D wurde in
diesem Zuge ebenfalls wiederholt.

In Abbildung 19 ist ein Wachstumsexperiment gezeigt, in dem verschiedene Stimme fiir 17
Stunden in hochosmolarem Medium (SMM mit 1.2 M NaCl) in An- und Abwesenheit von 1
mM verschiedener kompatible Solute kultiviert wurden. Alle getesteten Stimme besitzen noch
den Prolin Transporter OpuE. Das Wachstum mit Prolin ist demnach in allen Stdimmen auf den
OpuE zuriick zu fiihren. Die Stimme LTB48, LTB50 und LTB47 besitzen zusétzlich eine gbsR
Deletion. Betrachtet man die Kontrollstimme LTB48 und SBB6, in denen jeweils OpuB und
OpuC intakt sind, ist erkennbar, dass alle kompatible Solute in der Lage sind die B. subtilis
Stamme trotz Salzstress zu protektieren. Ohne diese Substrate ist nur ein Wachstum auf eine
ODs7g von etwa 0.4-0.5 moglich. OpuB und OpuC konnen in diesen Stdimmen den Transport
aller kompatibler Solute vermitteln. Die beiden Kontrollstimme LTB50 (OpuB") und SBB8
(OpuC™) zeigen das typische und erwartete Wachstumsmuster: der OpuB*-Stamm ist in der
Lage mit den kompatiblen Soluten Cholin und Carnitin zu wachsen, wihrend der OpuC’-
Stamm auch mit allen weiteren getesteten Substraten wachsen kann. Vergleicht man nun das
Wachstum des Stammes LTB47 (OpuB-D’*T) mit dem des Kontrollstammes LTB50 (OpuB™),
wird sofort ersichtlich, dass sich das Substratspektrum erweitert hat. Alle getesteten
kompatiblen Solute kénnen durch den mutierten OpuB Transporter in die Zelle gelangen und
diese in vollem Mafle protektieren, sodass dieser ABC Transporter nun das breite
Substratspektrum des OpuC-Systems erlangen konnte (Abbildung 19). Im Gegenzug zeigt die
ODs7s-Messung des Stammes SBB10 (OpuC-T7*D), dass hier ebenfalls das Substratspektrum
durch den Aminosdureaustausch im Vergleich zum OpuC Wildtyp System verdndert hat. Die
kompatiblen Solute Prolinbetain, Homobetain und DMSP zeigen keinerlei Osmoprotektion und
die des Substrates Glycin Betain hat sich drastisch verschlechtert. Mit den kompatiblen Soluten

Cholin, Carnitin, Crotonobetain und y-Butyrobetain war der Stamm in der Lage auf eine ODs7g
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von 2-2.3 zu wachsen. Es wurde in diesem Falle also nicht durch das Einfligen der Aminoséure
Aspartat das Substratspektrum des OpuB Wildtypsystems erreicht, allerdings wurde das breite
Substratspektrum des OpuC Systems durch diese Mutation deutlich spezifischer.

Il ohne
44 Bl Glycin Betain
Bl Prolinbetain
3 - Bl Homobetain
£ = = Cholin
8 2 == DMSP
Em Carnitin
1 Crotonobetain
& Bl y-Butyrobetain
0- B Prolin
LTB48 LTBS50 LTB47
OpuB* OpuC’ OpuB* OpuB-D™T
Hm ohne
4+ Bl Glycin Betain
Il Prolinbetain
3 ! F HEE Homobetain
g mm Cholin
8 2 L mm DMSP
EE Carnitin
14 Crotonobetain
I y-Butyrobetain
0- B Prolin
SBB6 SBB8 SBB10
OpuB* OpuC* Opuc* OpuC-T7Y/D

Abbildung 19: Osmoprotektionsassay verschiedener B. subtilis Stimme unter hyperosmotischen
Bedingungen zur Bestimmung des Substratspektrums.

Die Kulturen wurden in SMM mit 1.2 M NaCl und in Ab- (rot) und Anwesenheit von 1 mM verschiedener
kompatibler Solute 17 Stunden kultiviert und anschlieBend die ODs7s photometrisch bestimmt. Die
Wachstumsanalyse wurde mit zwei biologischen Parallelen durchgefiihrt aus denen sich der Mittelwert und
die Standardabweichung ergibt.

Die Verinderung der Substratspektren durch den einen einzelnen Aminosdureaustausch konnte
zusitzlich in Wachstumskurven mit den ausgewihlten kompatiblen Soluten Glycin Betain,
Cholin, Carnitin und DMSP und den oben gezeigten Stammen verdeutlicht werden (Abbildung
61). Durch den Aminosiureaustausch D’*T im SBP OpuBC des OpuB Transporters konnte das
Substratspektrum des OpuC-Systems erreicht werden. Die Aminosdure Threonin an Position
74, die natiirlicherweise im OpuCC SBP vorkommt, scheint die Bindung vieler verschiedener
kompatibler Solute zu ermdglichen. Die Transportermutante OpuC-T7*D hat durch den
einzelnen Aminosédureaustausch ebenfalls ein verdndertes Substratspektrum erlangt (Abbildung

19). Das Aspartat, welches an Position 74 des reifen OpuBC SBPs liegt, fiihrt moglicherweise
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im OpuCC-T7*D SBP zu einer Verengung in der Substratbindetasche, sodass nicht mehr alle

Substrate in diese hineinpassen.

4.3.4 Kinetische Parameter der Mutanten OpuBC-D7*T und OpuCC-T"“D

Im Folgenden wird die Transportermutante OpuB-D’*T weiter analysiert, da in diesem Fall das
exakte Substratspektrum des OpuC ABC Transporters nur durch das Einfiigen der Aminoséure
Threonin auf das OpuB System projiziert wurde. Um das mutierte OpuB-D’*T Transportsystem
und die Erweiterung des Substratspektrums im Detail zu studieren, wurden Transport
Experimente mit radioaktiv markierten [ 1-'*C]-Glycin Betain, [methyl-'*C]-Cholin Chlorid und
[N-methyl-'*C]-Carnitin Hydrochlorid durchgefiihrt. Die Aufnahme der Substanzen folgte einer
Michaelis-Menten Kinetik. In Abbildung 20 sind die Michaelis-Menten Graphen der einzelnen
Experimente dargestellt. Es wurden wieder die Stimme genutzt, in denen der Repressor GbsR
nicht mehr vorhanden war (GbsR"), um gleiche Bedingungen im Vergleich zur physiologischen
Analyse zu schaffen. Der Wildtyp OpuB Transporter wurde zusitzlich in Anwesenheit von
GbsR (GbsR™") vermessen, um zu beweisen, dass der Verlust von GbsR keinen Einfluss auf die

Affinitdt zum Substrat (Ki) hat.
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Abbildung 20: Michaelis-Menten Kinetik bei der Aufnahme radioaktiv markierter kompatibler Solute
itber den OpuBy¢ und OpuB-D7*T ABC Transporter.

Als Substrate wurden radioaktiv markiertes Cholin (3 pM-10 mM, gelb), Glycin Betain (3 pM-1.5 mM, blau)
und Carnitin (3 uM-1.5 mM, griin) genutzt. Um die Inhibitionskonstante der Mutante OpuB-D’4T fiir DMSP
(rot) zu bestimmen, wurde 1 mM dieses Substrates als Inhibitor flir den Glycin Betain Transport eingesetzt.
Jeder Transport Assay wurde mit zwei unabhéngigen Kulturen durchgefiihrt und die Standardabweichung.
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Uber die Michaelis-Menten Kurven wurden die kinetischen Parameter Vmax und K, iiber einen
Fit mit dem Programm GraphPad Prism kalkuliert und in Tabelle 14 aufgelistet.

Zunéchst sollte gezeigt werden, dass GbsR keinen Einfluss auf die Affinitit des SBPs zum
jeweiligen kompatiblen Solut hat. Dies konnte durch Messung des Cholintransports iiber den
OpuB Wildtyp ABC Transporter gezeigt werden. Der Km Wert liegt im GbsR™-Stamm bei 4
UM und im GbsR™-Stamm bei 7 pM. Die Affinitit zu Cholin wurde also durch die Abwesenheit
von GbsR nicht verdndert. Einzig die maximale Transportgeschwindigkeit (Vmax) wird durch
die Derepression der Expression des opuB Operons im GbsR™ Hintergrund etwa fiinffach

verbessert.

Tabelle 14: Kinetische Parameter der OpuB-D7T Mutante.

Transporter Substrat Vmax (nmol min'mg™) Kin/Ki (uM)
OpuB (GbsR") Cholin 36+ 1 4+1
OpuB (GbsR)) Cholin 183+6 7+1
OpuB-D™T (GbsR") Cholin 148 +£3 691 + 52
Glycin Betain 121 +£2 39+3
Carnitin 145+2 54+3
DMSP - 26+2

In Abbildungen 19 konnte kein Unterschied in der Osmoprotektion von Cholin, Glycin Betain,
Carnitin und DMSP in salzgestressten Zellen mit dem OpuB-D’*T Transporter festgestellt
werden. Scheinbar reichten 1 mM der kompatiblen Solute aus, um eine volle Protektion bis auf
eine ODs7g von etwa 3 zu erreichen. Betrachtet mach die Kn/K; Werte fiir jene Substrate, sind
allerdings Unterschiede erkennbar. Scheinbar wurde durch den D’T-Austausch im SBP
OpuBC die Bindung zum urspriinglich affinen Substrat Cholin etwa 100-fach verschlechtert
(Tabelle 14). Allerdings konnten die Substrate Glycin Betain und DMSP nun ebenfalls durch
das mutierte OpuB Transportsystem transportiert werden. Diese Substrate erreichen K, Werte
von 39 uM und 26 uM, was bedeutet, dass die neu gewonnen Substrate nur eine flinffach
schlechtere Affinitit zum mutierten OpuB-D’*T haben als das natiirliche Substrat Cholin zum
Wildtyp OpuB System. Die Transportleistung (Vmax) war fiir alle Substrate mit dem OpuB
Wildtyp Transporter vergleichbar. Diese ist flir eine Akkumulation von kompatiblen Soluten
zum Schutz von osmotisch gestressten B. subtilis Zellen in allen Féllen ausreichend (Abbildung

19).
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4.3.5 Einblick in die Bindungstasche der Mutante OpuBC-D7*T

Um die Bindung der vier Substrate in der Bindetasche des OpuBC-D’*T SBPs aufzukliren,
wurden in Broy (2015) in Zusammenarbeit mit Herrn Dr. Sander Smits (Universitit Diisseldorf)
Kristallstrukturanalysen durchgefiihrt [138]. Mit Hilfe dieser Analyse konnten wichtige
Bindungsmotive aufgeklart werden. In Abbildung 21 ist die Architektur der Bindetasche des
OpuBC-D’*T Proteins mit Cholin, Glycin Betain, Carnitin und DMSP gezeigt. In allen vier
Kristallstrukturen ist der ,,aromatic cage“, bestehend aus vier Tyrosinen, und in rot der
Aminoséureaustausch D7*T zusehen. Das Threonin bietet den verschiedenen Liganden im
Vergleich zum Aspartat im OpuBC Wildtyp SBP (Abbildung 18) mehr Platz in der
Ligandenbindetasche (Tabelle 19). Ebenfalls wird in allen Kristallstrukturen deutlich, dass das

Glutamin an Position 19 weiterhin an der Substratbindung beteiligt ist.
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Abbildung 21: Architektur der Substratbindetasche der Mutante OpuBC-D7*T.

Zu sehen sind Ausschnitte der Kristallstrukturen des Proteins OpuBC-D74T in Komplex mit Cholin (A),
Glycin Betain (B), Carnitin (C) und DMSP (D). Die zwei verschiedenen und flexiblen Doménen des SBPs
sind in grau und gelb eingefarbt. Die vier Tyrosine, welche die Substratbindetasche formen, und weitere
Aminosduren, die an der Bindung der Liganden beteiligt sind, sind aufgestellt. Das Threonin, welches
anstelle des Aspartats im Wildtypprotein an Position 74 liegt, ist rot markiert. Das Wassernetzwerk und
mogliche Bindungen sind als schwarz gestrichelte Linie dargestellt und Wassermolekiile als blaue Punkte.
Die PDB-Dateien sind unter folgenden Codes zu auf der RCSB-PDB Webseite (https://www.rcsb.org/) zu
finden: 6EYQ (Cholin), 6EYG (Glycin Betain), 6EYL (Carnitin) und 6EYH (DMSP).
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Um zusitzlich Aussagen zu den Ladungsverhiltnissen in der OpuBC-D’*T Mutante im
Vergleich zum Wildtyp OpuBC Protein machen zu kénnen, wurden nun in Zusammenarbeit
mit Dr. Sander Smits (Heinrich-Heine-Universitdt Diisseldorf) mit Hilfe des Programms
PyMOL [134] weitere Berechnungen zur Ladung in den Bindetaschen von OpuBC, OpuCC
und OpuBC-D7*T durchgefiihrt. In Abbildung 22 sind jeweils Ausschnitte der Bindetasche des
OpuBC-D’*T Proteins zusammen mit den Liganden Cholin, Glycin Betain, Carnitin und DMSP
dargestellt. Die Oberfliche und auch die Reste der Substrate wurden rot gefarbt, wenn sich an
dieser Stelle eine negativ geladene Aminosdure bzw. eine negativ geladene funktionelle
Gruppe, in diesem Falle die Carboxylgruppe, befindet. Eine blaue Farbung kennzeichnet positiv
geladene Aminosduren bzw. die positive Trimethylammoniumgruppe der Liganden. Die
OpuBC Wildtyp Substratbindetasche besitzt eine generelle negative Ladung, welche durch die
negative Ladung des Aspartats an Position 74 unterstiitzt wird (Abbildung 22). Die polare und
nicht geladene Hydroxygruppe von Cholin wird in dieser Umgebung nicht abgestofen,
vielmehr kdnnen sich durch die Hydroxygruppe Wasserstoffbriickenbindungen bilden, was das
Cholin zusidtzlich im SBP stabilisiert. Cholin ist zudem ein kurzkettiges kompatiblen Solut im
Vergleich zu Glycin Betain, Carnitin und DMSP (Abbildung 55), sodass der Platz in der OpuBC
Bindetasche ausreicht. Die Ladungsverhéltnisse in der Substratbindetasche des OpuCC
Proteins sieht durch eine ,blaue® positiv geladene Region, welche sich in Richtung der
Restgruppen der Liganden befindet, anders aus. Die negative Ladung des Aspartats’ wie sie
im OpuBC vorliegt, ist durch das Threonin”* in OpuCC nicht mehr vorhanden (Abbildung 22).
Gleiches Bild ist in der Mutante OpuBC-D’*T mit allen vier Liganden zu sehen. Die negativ
geladene Carboxylgruppe von Glycin Betain, Carnitin und DMSP wird von keiner negativen
Ladung der Bindetasche abgestoBen und kann sogar durch die positive Ladung Bindungen mit
dem SBP eingehen und kann dadurch stabilisiert werden. Dies wiére aufgrund der Ladung im

OpuBC Wildtyp Protein vermutlich nicht moglich.
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A OpuBC,,::Cholin B opucc,::Cholin

C OpuBC-D™*T::Cholin D OpuBC-D*T::Glycin Betain

E OpuBC-D7*T::Carnitin F OpuBC-D7*T::DMSP

Abbildung 22: Oberflichen- und Ladungsansicht der Substratbindetasche der Proteine OpuBC,
OpuCC und OpuBC-DT.

Dargestellt sind Ausschnitte der Ligandenbindetasche der Proteine OpuBC (A) und OpuCC (B) in Komplex
mit Cholin und der Mutante OpuBC-D*T in Komplex mit Cholin (C), Glycin Betain (D), Carnitin (E) und
DMSP (F). Die Oberflichen und auch die Reste der Substrate wurden rot geféirbt, wenn sich an dieser Stelle
eine negativ geladene Aminosdure bzw. eine negativ geladene funktionelle Gruppe befindet. Eine blaue
Féarbung kennzeichnet positiv geladene Aminosduren bzw. die positive Trimethylammoniumgruppe der
Liganden. Die Berechnung der Ladungen wurde von Dr. Sander Smits (Universitit Diisseldorf) durchgefiihrt.

44 OpuF - ein neuartiger fusionierter ABC-Transporter fiir

Osmoprotektiva

4.4.1 Phylogenetische Verbreitung des fusionierten ABC-Transporters

In Kapitel 4.1.1 wurde die Verbreitung der ABC Transporter OpuB und OpuC in der Gattung
Bacillus analysiert. Mit Hilfe einer Blast Suche mit der Aminoséduresequenz des SBP OpuCC
als Ausgangssequenz wurden OpuBC-Typ und OpuCC-Typ Proteine gefunden und anhand der
Sequenzidentitdt bestimmt, ob es sich um ein OpuB oder um einen OpuC Transportsystem
handelt. Durch die Projizierung auf einen phylogenetischen Stammbaum konnte
herausgefunden werden, dass sich das hochspezifische OpuB System vermutlich aus dem nahe
verwandten OpuC Transporter entwickelt hat (Abbildung 15). Wéhrend dieser Blast Suche

konnten nicht nur die SBPs gefunden werden, welche sich im typischen Operon, bestehend aus
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vier Genen (NBD, TMD, SBP, TMD), befinden, sondern zusitzlich eine Gruppe, aus denen der
ABC Transporter nur aus zwei Genen besteht (Abbildung 23). Hierbei ist das durch den Blast
gefundene SPB an die Permeasedomine des ABC Transporters anfusioniert (Abbildung 23),
sodass diese beiden Komponenten nur aus einem Gen bestehen. Beispiele fiir bereits bekannte
derartige Fusions ABC Transporter sind BilE aus Listeria monocytogenes, welcher keine
kompatiblen Solute transportiert [87], und OpuA aus Lactococcus lactis. Dieses
Transportsystem ist in der Lage Glycin Betain zu transportieren [86]. Im Folgenden wird der
neuartige Transportertyp aus der Gattung Bacillus OpuF (fusioniertes SBP an Permease-
domiéne) genannt. Das TMD-SBP Fusionsprotein wird als OpuFB bezeichnet wiahrend das
zweite Gen in diesem Operon, welches flir die ATPase des Transportsystems kodiert, opuFA
genannt wird. Die genetische Organisation im Operon ist in Abbildung 23A dargestellt. Da der
ABC Transporter nur aus zwei Genen kodiert wird, wird vermutet, dass sich der Transporter
aus einem Homodimer zusammensetzt. Eine schematische Darstellung des Transporters ist

Abbildung 23B zu entnehmen.

A

oqu opuFA opuFB )

opuC opuCA opuCB) opuCC) opuCD)

B OpuF

Abbildung 23: Genetische Organisation von opuFAB und schematische Darstellung des OpuF ABC
Transporters im Vergleich zum OpuC ABC Transporter.

(A) Gezeigt ist zum einen die genetische Organisation der Gene opuF'A und opuFB (A) und eine schematische
Darstellung des ABC Transporters (B). opuFA kodiert fiir eine ATPase (griin) und opuF'B kodiert fiir das
fusionierte TMD-SBP Protein (blau, rot). Die gewellte Linie deutet an, dass die SBP Doméne mit der TMD
iiber einen flexiblen Linker verbunden ist. Zum Vergleich ist ebenfalls das opuC Operon und der Aufbau des
OpuC Transporters gezeigt. Hierbei ist das SBP iiber eine Lipid-Modifikation in der Membran verankert.
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Um zunéchst festzustellen, in wie vielen Bacillus Stimmen dieser neuartiger ABC Transporter
vorkommt, wurde wie in 4.3.1 beschrieben erneut ein phylogenetischer Stammbaum basierend
auf der 16S rDNA Sequenz aus Stammen der Gattung Bacillus erstellt [131] [1]. Bei der
Auswahl der Stdamme wurde wie in 4.3.1 beschrieben vorgegangen. Verglichen zum
phylogenetischen Stammbaum in Abbildung 15 wurden 18 Bacillus Stamme zusétzlich
analysiert, sodass insgesamt nicht 157, sondern 175 Stdmme der Gattung Bacillus betrachtet
wurden. Die Blast Analyse ergab 237 Treffer mit OpuCC als Ausgangssequenz. Wurden die
Proteine aussortiert, welche im typischen OpuB- bzw. OpuC-Typ Operon, bestehend aus vier
Genen lagen, so wurden noch 112 Treffer fiir SBPs gefunden, in denen das Protein fiir das SBP
an die Permeasedoméne anfusioniert war. Diese Proteine wurden nun auf den neuen
phylogenetischen Stammbaum projiziert. Die hohe Anzahl an Treffern (112) fiir diesen
neuartigen ABC Transporter OpuF lésst bereits vermuten, dass dieser Typ weit verbreitet ist.
In Abbildung 24 ist diese Verteilung dargestellt. Es wird deutlich, dass der fusionierte ABC
Transporter in der Gattung Bacillus gleichmiBig verteilt ist. Lediglich in den evolutiondr
,jungsten” Stimmen ist dieser Transportertyp nicht mehr zu finden. Aus Abbildung 15 wird
ersichtlich, dass in diesen ,,moderneren* Bacillus Stimmen vorwiegend der hochspezifische
OpuB Transporter vorliegt. Neun der analysierten Stimme besitzen zwei OpuF
Transportsysteme, sodass insgesamt 101 der 175 Bacillus Stimme (58%) einen fusionierten
ABC Transporter besitzen. Hierbei sei zusdtzlich gesagt, dass nicht alle in dieser Analyse
einbezogenen Staimme vollstindig sequenziert sind (vollstindig sequenzierte Stimme wurden
mit einem schwarzen Punkt markiert), sodass nicht ausgeschlossen werden kann, dass noch

weitere diesen Transporter Typ besitzen.
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Abbildung 24: Phylogenetische
Verbreitung von OpuF in der Gattung
Bacillus.

Dargestellt ist ein phylogenetischer
Stammbaum der Gattung Bacillus
basierend auf der 16S rDNA der
genutzten Stimme. Es wurde ein Stamm
pro Spezies ausgewidhlt fiir den 16S
rDNA Daten in der SILVA Datenbank [1]
vorhanden waren (175 Bacillus Staimme).
Schwarze Punkte zeigen vollstindig
sequenzierte Stimme. Als ,,Outgroup®
dienten zwei Stdmme der Gattung
Clostridium (gelb). AnschlieBend wurde
eine BLAST Analyse mit diesen
Stammen durchgefiihrt. Die Amino-
sduresequenz des SBPs OpuCC diente
hierbei als Ausgangssequenz. Alle
gefundenen OpuBC-Typ bzw. OpuCC-
Typ Proteine wurden aussortiert. Die
gefundenen OpuFB Proteine wurden,
wenn ebenfalls die ATPase OpuFA
vorhanden war, auf den phylogenetischen
Stammbaum projeziert (griine Box).

Die weite Verbreitung des fusionierten ABC Transporter Typ in der Gattung Bacillus 1asst

vermuten, dass dieser fiir die jeweiligen Stimme eine wichtige Rolle spielt. Um herauszufinden,
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ob OpuF-Typ Transporter auch aufBlerhalb der Gattung Bacillus vorkommen, wurde eine
erweiterte Blast-Suche in der Ordnung Bacillales durchgefiihrt (Abbildung 25). Hierbei wurden
allerdings nur alle vollstindig sequenzierten Stimme analysiert. Auch eine 16S rDNA Sequenz
war flir diese Analyse nicht notwendig. Die Gattungen Bacillus (286 Stimme), Listeria (84
Stamme), Paenibacillus (50 Stdimme) und Staphylococcus (180 Stimme) machen den grofiten
Teil dieser Analyse aus (Abbildung 29). Bemerkenswerterweise besitzen alle Listeria- und
Staphylocuccus Stamme einen OpuF-Typ ABC Transporter wéhrend nur zwei OpuFs in der
Gattung Paenibacillus (50 Stimme) und 178 in der Gattung Bacillus (286 Stimme) vorhanden
sind. Zusédtzlich wurde mindestens ein OpuF-Typ Transporter in den Gattungen Fictibacillus
(drei Treffer/Proteine aus zwei Stammen: 3/2), Halobacillus (2/2), Lentibacillus (1/1),
Lysinibacillus  (9/9), Oceanobacillus (1/1), Terribacillus (1/1), Virgibacillus (2/2),
Rummeliibacillus (1/1), Jeotgalicoccus (1/1), Macrococcus (4/4), Salinicoccus (1/2),
Novalibacillus (1/1) und Exguobacterium (11/6) gefunden (Abbildung 25). Insgesamt konnten
in den analysierten vollstandig sequenzierten Stimmen der Ordnung Bacillales (689 Stimme)
485 OpuF-Typ ABC Transporter gefunden werden. Dieses enorme Vorkommen unterstiitzt die

Vermutung, dass dieser ABC Transporter Typ eine physiologisch wichtige Rolle spielt.
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vollsténdig OpuF-Typ

sequenzierte i
Bacillales Stamme -
» Alicyclobacillaceae
— Alicyclibacillus 2) 0
- Krypidia 1
+ Bacillaceae
— Aeribacillus (1) 0
— Amphibacillus (i) 0
— Anoxybacillus (4) 0
- Bacillus (286) 178
— Fictibacillus (2) 3
— Geobacillus (18) 0
— Halobacillus 2) 2
— Lentibacillus 1) 1
— Lysinibacillus (9) 9
— Oceanobacillus L) 1
— Parageobacillus (5) 0
— Terribacillus (1) 1
— Virgibacillus 2) 2
+ Listeriaceae
— Listeria (84) 84
« Paenibacillaceae
— Aneurinibacillus 1) 0
— Brevibacillus 3) 0
— Paenibacillus (50) 2
— Thermobacillus (i 0
+ Planococcaceae
— Jeotgalibacillus 1) 0
— Kurthia (1) 0
— Planococcus (8) 0
— Rummeliibacillus (1) 1
— Solibacillus (3) 0
— Sporosarcina (4) 3
Staphylococcaceae
- Jeotgalicoccus 1) 1
— Macrococcus (4) 4
— Salinicoccus 2) 1
— Staphylococcus (180) 180
+ Thermoactinomycetaceae
— Novibacillus 1) 1
+ Unklassifiziert
— Exguobacterium (6) 1
— Gamella (1) 0
689 485

Abbildung 25: Phylogenetische Verbreitung von OpuF in der Ordnung Bacillales.

Es wurde, wir in 3.6 beschrieben, eine Blast Analyse mit OpuCC als Ausgangssequenz in allen vollstindig
sequenzierten Genomen (Anzahl der vollsténdig sequenzierten Stimme der jeweiligen Gattung in Klammern
dargestellt) der Ordnung Bacillales durchgefiihrt. Alle gefundenen OpuBC-Typ bzw. OpuCC-Typ Proteine
wurden aussortiert. Die gefundenen Hits fiir das fusionierte TMD-SBP Protein OpuFB (insgesamt 485)
wurde in rot jeweils hinter die Gattung aufgelistet. Es wurde darauf geachtet, dass auch das Gen fiir ATPase
OpuFA im Operon vorhanden war, weshalb hierbei von OpuF-Typ ABC Transportern gesprochen werden
kann.

4.4.2 Aufbau und Topologie von OpuF
Um zu iiberpriifen, ob die OpuF-Typ ABC Transporter ebenfalls in der Lage sind kompatible
Solute wie Glycin Betain, Cholin oder Carnitin bei Salzstress in die Zelle zu transportieren und

diese somit zu protektieren wurden drei der OpuF Transportsysteme aus der Gattung Bacillus
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ausgewdhlt um sie ndher zu charakterisieren. Hierfiir wurden die OpuF-Transporter aus B.
megaterium, B. infantis und B. panaciterrae zufillig ausgewéhlt. Zunichst sollte die
Aminosduresequenz des jeweiligen OpuFB Proteins, bestehend aus SBP und TMD, mit der des
SBPs von OpuB (OpuBC) und OpuC (OpuCC) verglichen werden, um die Unterschiede der
Aminosduresequenzldngen zu verdeutlichen. Zusitzlich wurde die Aminosduresequenz des
Proteins BilEB aus L. monocytogenes [87, 139] untersucht, da es sich hierbei um ein bereits
charakterisiertes Protein handelt, welches ebenfalls aus SBP und TMD besteht. In Abbildung
26A ist ein Aminosduresequenzvergleich all dieser Proteine dargestellt. Sofort fallt auf, dass
die Sequenzen von BilEB und die der OpuFB Proteine aus B. megaterium, B. infantis und B.
panaciterrae linger sind als die der SBPs OpuBC und OpuCC aus B. subtilis. Die
transmembrane Domine der Proteine befindet sich vor dem jeweiligen SBP (AS 1-204). In
diesem Teil wurde keine Einfarbung der konservierten Bereiche durchgefiihrt. Vergleicht man
aber die Sequenzen miteinander fillt auf, dass viele Aminosduren in allen vier Proteinen gleich
sind vorliegen (Abbildung 26A).

Im SBP-Teil der fusionierten OpuFB Proteine aus B. megaterium, B. infantis und B.
panaciterrae sollte gepriift werden, ob die aromatische Aminosdurebox, welche typischerweise
in SBPs wie auch in OpuBC und OpuCC vorkommt (Abbildung 54), ebenfalls vorhanden ist.
In Abbildung 30A ist zu sehen, dass sich an den gleichen Positionen ebenfalls aromatische
Aminoséuren befinden (violette Punkte). Lediglich an Position 298 sind neben Tyrosinen auch
Phenylalanine zu finden, an den drei weiteren Positionen sind nur Tyrosine vorhanden. Orange
markiert wurde die Aminoséure, die sich im OpuBC und OpuCC an Position 74 befindet, ein
Aspartat im OpuBC SBP und ein Threonin im OpuCC SBP. An entsprechender Stelle im
OpuFB Protein befindet sich in allen drei Féllen ebenfalls ein Threonin, was erste Hinweise
gibt, dass, wenn die getesteten OpuF-Transporter funktionell kompatible Solute transportieren,
diese moglicherweise ein breiteres Substratspektrum besitzen. In Abbildung 26B wurde eine
Topologie Voraussage mit Hilfe des Online-Tools TOPCONS erstellt [ 140], um stellverstretend
den Aufbau des fusionierten Proteins aus B. infantis nadher zu beleuchten. Hier wird deutlich,
dass sich sowohl der N- als auch der C-Terminus des Proteins im extrazelluliren Bereich
befinden. N-terminal beginnen dann nach einer kurzen extrazelluliren Region die sechs
transmembranen Bereiche (gelb), die die Cytoplasmamembran durchspannen. Anschlieend
folgt extrazelluldr die Substratbindedomine (grau), in der in violett die aromatischen
Aminosduren und in orange die Aminosédure, die in OpuBC und OpuCC eine sehr wichtige
Rolle bei der Substratspezifitit spielt (in OpuBC und OpuCC Position 74 des reifen Proteins),
markiert wurden (Abbildung 26B).
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Abbildung 26: Organisation des fusionierten OpuFB Proteins.

Zu sehen ist der Aminosduresequenzvergleich der Proteine BilEB aus L. monocytogenes [87], OpuFB aus B.
megaterium, OpuFB aus B. infantis, OpuFB aus B. panaciterrae, OpuBC aus B. subtilis und OpuCC aus B.
subtilis. Es wurden nur die konservierten Bereiche der SBP Doméne grau eingefdrbt. Violette Punkte
markieren die aromatischen Aminosduren, die die Bindetasche formen. Ein orangener Pfeil markiert die
Aminoséure, die sich im OpuBC und OpuCC an Position 74 befindet und dort eine wesentliche Rolle bei der
Determinierung des Substratspektrums spielt (Kapitel 4.1). Im spezifischen ABC Transporter OpuBC aus B.
subtilis befindet sich hier ein Aspartat (D) und im OpuCC SBP ein Threonin (T). An entsprechender Stelle
im OpuFB Protein (Position 296) befindet sich in allen drei Féllen ebenfalls ein Threonin. (B) Es wurde eine
Topologie Voraussage mit Hilfe des Online-Tools TOPCONS [140] mit der Aminoséduresequenz des OpuFB
Proteins aus B. infantis erstellt. Transmembrane Regionen, die die Cytoplasmamembran durchspannen
wurden gelb eingefdrbt. Violett markiert wurden die Aminosduren, die die aromatische Bindetasche bilden.
Die Aminosiure, die in OpuBC und OpuCC-Typ Proteinen das Substratspektrum bestimmt, wurde orange
eingefarbt.
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Zur Uberpriifung, ob diese vier aromatischen Aminoséuren der SBP Domine von OpuFB aus
B. megaterium, B. infantis und B. panaciterrae eine Bindetasche formen, wurde ein in-silico
Model mit dem Online-Tool SWISS-Model [133] berechnet (Modeling-Experimente mit den
Online-Tools i-TASSER und PHYRE2 ergaben die gleichen Ergebnisse). Als
Ausgangsstruktur fiir die Vorhersage der Proteinstruktur der SBP-Doménen der fusionierten
Proteine diente in allen drei Fillen die Substratbindedoméne BilEB (PDB: 4Z7E) aus dem BilE
Transporter aus L. monocytogenes, welches ebenfalls an eine transmembrane Doméne
fusioniert ist [87, 139]. Abbildung 27 zeigt das in-silico Model der Substratbindedomine von
OpuFB stellvertretend aus B. infantis. Die aromatischen Aminosduren wurden hervorgehoben
und violett gefarbt. Es wird deutlich, dass die Aromaten eine Substratbindetasche formen,
dhnlich wie auch in OpuBC und OpuCC (Abbildung 22). Eine Bindung von
Trimethylammonium-Substraten mit ihrer positiven Ladung ist in dieser Bindebox durch
mogliche Kation-n-Interaktionen gut denkbar. Zusidtzlich wurde die Aminosdure
hervorgehoben (orange), die das Substratspektrum von OpuB-Typ und OpuC-Typ ABC
Transportern determiniert (Kapitel 4.1). Vergleicht man die Aminosduresequenz aller 112
gefundenen OpuFB Proteine der Gattung Bacillus (Kapitel 4.2.1), so fillt auf, dass die
Substratbindedomdnen an besagter Position immer ein Threonin besitzen (Abbildung 63).
Moglicherweise ist diese konservierte Aminosdure ein Hinweis darauf, dass auch in

fusionierten SBPs dieses Threonin eine gro3e Rolle bei der Ligandenbindung spielt.

Abbildung 27: in-silico Modell der Substratbindedomiine des Proteins OpuFB aus B. infantis.

Als Ausgangsstruktur flir die Vorhersage der Proteinstruktur der Proteinstruktur der SBP-Doménen der
fusionierten Proteine diente in allen drei Féllen die Substratbindedoméne BilEB (PDB: 4Z7E) aus dem BilE
Transporter aus L. monocytogenes [87]. Violett markiert wurden die Aminoséuren, die die aromatische
Bindetasche bilden. Die Aminosédure, die in OpuBC und OpuCC-Typ Proteinen das Substratspektrum
bestimmt (Position 74 des reifen SBPs), wurde orange eingeférbt. Es handelt sich hierbei um ein Threonin.
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4.4.3 Charakterisierung ausgewihlter OpuF Transporter im heterologen B. subtilis
System
Es konnte bisher gezeigt werden, dass die Struktur der Substratbindedoméne der fusionierten
OpuFB Proteine bekannten Proteinen, die an Substratbindungen beteiligt, sind stark dhnelt. Sie
besitzen ebenfalls eine aromatische Box, in der eine Bindung vor allem positiver Kopfgruppen
vorstellbar wire (Abbildung 27). Um dies zu iiberpriifen wurden die drei ausgewéhlten OpuF
ABC Transporter aus B. megaterium, B. infantis und B. panaciterrae néher charakterisiert.
Hierfiir wurde die chromosomale DNA isoliert und das gesamte opuF Operon samt natiirlichem
Promotor mittels PCR amplifiziert. Das PCR Produkt wurde dann in einen Vektor gebracht, der
mittels doppelte homologe Rekombination stabil in das Genom von B. subtilis in das amyE Gen
integriert werden konnte. Die Vorgehensweise der Stammkonstruktion kann Kapitel 3.4
entnommen werden. Der Stamm, in den die jeweiligen Konstrukte eingebracht wurden, besal3
mit Ausnahme des spezifischen Prolin Transporters OpuE keine weiteren Osmolyt
Aufnahmesysteme (AOpuABCD) und eine Deletion des MarR-Typ Regulators GbsR. Als
Kontrollstimme diente zum einen ein Bacillus Stamm der nur den OpuC ABC Transporter
besitzt (HKB12) und zum anderen der Ausgangsstamm ohne Opu-Transportsysteme (HKB13).
Die Stammkonstruktionen und die physiologische Untersuchung der drei OpuF-
Transportsysteme wurden von Henriette Kiimmel im Rahmen einer von mir betreuten
Bachelorarbeit durchgefiihrt [141]. Um zu testen, ob die B. subtilis Stimme mit den jeweiligen
fusionierten OpuF Transportsystemen in der Lage sind unter hyperosmotischen Bedingungen
durch Transport vom kompatiblen Soluten die Zelle vor der Plasmolyse zu schiitzen, wurde ein
Osmoprotektionsassay bei 1.2 M NaCl durchgefiihrt. Die Stimme wurden in An- und
Abwesenheit von 1 mM kompatiblen Soluten kultiviert und die ODs7s nach 17 Stunden
gemessen. Als positive Wachstumskontrolle wurde das kompatible Solut Prolin (rosa)
verwendet, da dieses Substrat iiber das Einkomponentensystem OpuE transportiert wird,
welcher in allen verwendeten B. subtilis Stimmen intakt ist. Der Stamm HKB12 (OpuC") ist in
der Lage mit allen kompatiblen Soluten die Zellen zu protektieren (Abbildung 28) [141]. Ein
Wachstum war im Vergleich zu ohne Osmoprotektivum (ODs7s von 0.8) auf eine ODs7s von
2.5-3.7 moglich. Das breite Substratspektrum konnte bereits in Abbildung 11 beobachtet
werden. Der Ausgangsstamm, der nur den Prolin Transporter OpuE besitzt, kann keine weiteren
kompatiblen Solute als Schutzsubstanz nutzen da keine Aufnahmesysteme vorhanden sind.
Betrachtet man das Wachstum des Stammes HKBS, der den OpuF ABC Transporter aus B.
megaterium tragt, wird deutlich, dass Kulturen mit Glycin Betain, Prolin Betain, DMSP und -

Butyrobetain auf eine etwa doppelt so hohe ODs78 wachsen kdnnen im Vergleich zur Kultur
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ohne Osmoprotektivum. Mit Homobetain wichst der Stamm drei Mal so gut. Vergleicht man
das Wachstum allerdings mit dem Stamm HKB12 (OpuC™) so fillt auf, dass dieser eine viel
hohere ODs7g3 mit kompatiblen Soluten erreicht (2.5-3.7) als der Stamm HKBS8 (1-2.1). Der
OpuF Transporter aus B. megaterium scheint Glycin Betain und dessen Derivate Prolinbetain,
Homobetain, DMSP und y-Butyrobetain zwar in die Zelle transportieren zu kénnen, allerdings
nicht so effizient wie der OpuC ABC Transporter aus B. subtilis [141]. Die Stimme HKB9
(OpuFs.infuniis) und HKB15 (OpuF s panaciterrac) Weisen einen dhnlichen Wachstumsphénotyp auf
(Abbildung 28). Beide Stamme sind in der Lage mit Glycin Betain, Prolinbetain, Homobetain
und DMSP auf eine ODs7s von 3.2-3.9 zu wachsen. Ohne kompatible Solute war durch fehlende
Schutzmechanismen nur ein Wachstum auf eine ODs75 von 0.8 moglich. Die Kulturen mit den
anderen getesteten kompatiblen Soluten zeigten kein verbessertes Wachstum [141]. Durch
diese Ergebnisse ist bewiesen, dass die beiden OpuF Transportsysteme aus B. infantis und B.
panaciterrae sehr effiziente Transportsysteme speziell fiir Glycin Betain, Prolin Betain,
Homobetain und DMSP sind, da die B. subtilis Stimme mit diesen kompatiblen Soluten
vollstindig vor Salzsstress protektiert wurden. Der OpuF Transporter aus B. megaterium
scheint dagegen nicht so effizient zu sein oder es gibt im Ursprungsstamm B. megaterium

weitere Regulationsmechanismen, die in B. subtilis nicht existieren oder nicht funktionell sind.

[1 mM kompatible Solute]

Em ohne
4 B Glycin Betain
I B Prolinbetain
3 i Hl Homobetain
&l i mm Cholin
- ) . I [| == cholin-0-suffat
& == DMsSP
Carnitin
14 I = Crotonobetain
il [ I Il y-Butyrobetain
o L m m | | Prolin
HKB12 HKB13 HKB8 HKB9 HKB15
OpucC* AOpuABCD | OpUFg megaterium | OPUF&. infantis | OPYUFB. panaciterrae

Abbildung 28: Osmoprotektionsassay verschiedener B. subtilis Stimme unter hyperosmotischen
Bedingungen zur Bestimmung des Substratspektrums verschiedener ABC Transportsysteme.

Die Kulturen wurden in SMM mit 1.2 M NaCl und in Ab- (rot) und Anwesenheit von 1 mM verschiedener
kompatibler Solute 17 Stunden kultiviert und anschlieBend die ODs7s photometrisch bestimmt. Alle
verwendeten Stimme besitzen den spezifischen Prolin Transporter OpuE, weshalb dieses kompatible Solut
als positive Wachstumskontrolle zugegeben wurde. Die Wachstumsanalyse wurde mit zwei biologischen
Parallelen durchgefiihrt aus denen sich der Mittelwert und die Standardabweichung ergibt.
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Die physiologischen Experimente wurden in Ab- und Anwesenheit von 1 mM kompatiblen
Soluten durchgefiihrt, um das Substratspektrum zu bestimmen. Diese hohen Konzentrationen
kommen natiirlicherweise vermutlich nicht vor [39, 142], weshalb in diesem Versuch ein
erheblicher Uberschuss an Osmoprotektivum herrscht. In einem Wachstumsexperiment mit
geringeren Konzentrationen des kompatiblen Solutes Glycin Betain (25 uM, 50 uM, 100 uM)
wird deutlich, dass die B. subtilis Stimme mit den OpuF ABC Transportern aus B. infantis
(HKB9) und B. panaciterrae (HKB15) genau wie der Stamm, der den OpuC ABC Transporter
besitzt (HKB12), bereits mit 25 uM Glycin Betain im Medium vor dem osmotischen Stress
geschiitzt werden (Abbildung 64). Wie erwartet zeigt der Stamm, der das OpuF
Transportsystem aus B. megaterium besitzt erst ab 1 mM Glycin Betain eine Osmoprotektion
(Abbildung 64).

Um die drei OpuF Transportsysteme genauer zu studieren, wurden die kinetischen Parameter
mit Hilfe von Transport Experimenten mit radioaktiv markiertem [1-'*C]-Glycin Betain
analysiert. Hierbei wurden deutlich geringere Konzentrationen gewahlt (3-200 uM), um die
maximale Reaktionsgeschwindigkeit (¥max) und die Affinitidt zum Substrat (Km) Glycin Betain
exakt bestimmen zu koénnen. Uber die Michaelis-Menten Kurven (Abbildung 65) wurden die
Werte flir Vimax und K liber einen Fit mit dem Programm GraphPad Prism kalkuliert und in
Tabelle 15 aufgelistet. Als Kontrolle diente der OpuC ABC Transporter aus B. subtilis.
Vergleicht man die Kn-Werte der analysierten ABC Transporter miteinander wird deutlich,
dass die Transporter OpuFz. inanis und OpuFs. panacierrae €benso affin Glycin Betain binden und
transportieren konnen (Kin: 4 und 5 pM) wie das OpuC Transportsystem aus B. subtilis (Km: 7
uM) (Tabelle 15). Lediglich OpuFz. megarerium besitzt eine zehnfach schlechtere Affinitét zum
Substrat (Km: 51 uM). Zusitzlich ist die maximale Reaktionsgeschwindigkeit dieses
Transporters zehnfach schlechter als die des OpuC Transportsystems aus B. subtilis (Tabelle
15). Diese Werte spiegeln den schlechteren Wachstumsphinotyp unter hyperosmotischen
Bedingungen wieder (Abbildung 28). Uberraschenderweise ist die maximale
Reaktionsgeschwindigkeit der OpuF Transporter aus B. infantis und B. panaciterrae mit Vimax
Werten von 185 und 208 nmol min' mg protein™ fast doppelt so hoch wie die des OpuC
Transportsystems (108 nmol min™! mg protein™) (Tabelle 15), was dafiirspricht, dass die beiden
OpuF ABC Transporter aus B. infantis und B. panaciterrae hochspezifische Glycin Betain
Transportsysteme sind. Die aromatische Bindebox, die durch bioinformatische Analysen eine
Bindung von positiv geladenen Resten voraussagte, konnte also tatsdchlich bei der Bindung der

kompatiblen Solute beteiligt sein.
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Tabelle 15: Kinetische Parameter der fusionierten OpuF ABC Transporter aus B. megaterium, B.
infantis und B. panaciterrae im Vergleich zum ABC Transporter OpuC aus B. subtilis.

V'max (nmol min"'mg™") Km (uM)

opuC_ 108 + 4 7+1
B.subtilis

OpuF . 10+1 51+5
B. megaterium

OpuF 185+6 4+1
B.infantis

OpuF 208 +5 5+

B.panaciterrae

Die Michaelis-Menten Kurven sind dem Anhang zu entnehmen (Abbildung 65).

4.4.4 FEinfluss der Mutation OpuFB-T?*°D auf die Substratspezifitit des OpuF

Transporters

Wie bereits in 4.2.2 festgestellt, besitzen alle 112 untersuchten OpuFB Proteine aus der Gattung
Bacillus ein konserviertes Threonin, welches sich in unmittelbarer Ndhe der aromatischen
Bindebox befindet (Abbildung 26A). In hochspezifischen OpuBC-Typ SBPs befindet sich an
dieser Position immer ein Aspartat und in OpuCC-Typ SBPs mit einem breiten
Substratspektrum ist immer ein Threonin vorhanden. In Kapitel 4.3 konnte bereits gezeigt
werden, dass dieses Threonin in der Substratbindetasche eine Bindung einer Vielzahl von
Osmoprotektiva ermdglicht. Ein Aspartat hingegen erlaubt durch Ladung und Grof3e nur die
Bindung von Cholin und Carnitin. Ob das Threonin in den drei untersuchten OpuFB TMD-SBP
Proteinen ebenfalls die Substratspezifitit des fusionierten ABC Transporter determiniert, sollte
mittels zielgerichteter Mutagenese und anschlieBender physiologischen Untersuchung
analysiert werden. Hierbei wurde wie in 4.2.3 beschrieben vorgegangen. Der Stamm HKB9
besitzt den OpuF ABC Transporter aus B. infantis. In Abbildung 28 konnte bereits gezeigt
werden, dass dieses Transportsystem in der Lage ist Glycin Betain, Prolinbetain, Homobetain
und DMSP zu transportieren. Der Stamm wird also bei Hochsalz in Anwesenheit der genannten
kompatible Solute vor dem Salzstress protektiert. Dieser Wachstumsphéinotyp konnte in
Abbildung 29 reproduziert werden. Wird nun das Threonin, welches sich im fusionierten TMD-
SBP Protein an Position 296, und im OpuCC Typ Protein an Position 74, zu einem Aspartat
mutiert (T?°D), so kann der resultierende Stamm (HKB16) mit keinem der getesteten Substrate
mehr protektiert werden (Abbildung 29). Auch die korrespondierende T/D-Mutanten des
OpuFB Proteins aus B. megaterium und B. panaciterrae waren nicht in der Lage mit

kompatiblen Soluten im Medium hoéher zu wachsen als ohne (Abbildung 66).
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Abbildung 29: Wachstumsanalyse der Mutante OpuF-T?°°D unter hyperosmotischen Bedingungen zur
Bestimmung der Substratspezifitit.

Die Kulturen wurden in SMM mit 1.2 M NaCl und in Ab- (rot) und Anwesenheit von 1 mM verschiedener
kompatibler Solute 17 Stunden kultiviert und anschlieBend die ODs7s photometrisch bestimmt. Beide
verwendeten Stdmme besitzen den spezifischen Prolin Transporter OpuE, weshalb dieses kompatible Solut
als positive Wachstumskontrolle zugegeben wurde. Die Wachstumsanalyse wurde mit zwei biologischen
Parallelen durchgefiihrt aus denen sich der Mittelwert und die Standardabweichung ergibt.

Es kann davon ausgegangen werden, dass das korrespondierende Threonin auch in der
Substratbindedomine von fusionierten SBPs essentiell ist fiir die Bindung der kompatiblen
Substrate Glycin Betain, Prolinbetain, Homobetain und DMSP. In diesem Falle fiihrte das
Aspartat dazu, dass keine Bindung mehr moglich war. Das Substratspektrum wurde minimiert
(Abbildung 29) und dadurch, dass bereits vorher keine Bindung von Cholin und Carnitin
moglich war, ist das Protein nicht mehr in der Lage Osmoprotektiva zu binden und folglich
deren Transport bei Salzstress in die Zelle iiber den fusionierten ABC Transporter OpuF zu

vermitteln.

4.5 Charakterisierung von GbsR mit Hilfe eines Suppressor-Screens

4.5.1 Effizienzsteigerung durch Suppressor-Screen und Physiologie einiger Suppressor

Mutanten

In Kapitel 4.1. konnte gezeigt werden, dass der hybride ABC Transporter OpuB::OpuCC nicht
die gleiche Transportkapazitit wie der OpuC Transporter besitzt, obwohl die Substratspektren
gleich sind. Der Stamm LTB10 (OpuB::OpuCC) wird in hochosmolarem Medium durch die
kompatiblen Solute nicht so gut protektiert wie der Stamm CCB3 (OpuC™) (Abbildung 11) und
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auch die maximale Transportgeschwindigkeit der Solute in die Zelle ist beim Stamm LTB10
(OpuB::0puCC) schlechter als im Stamm CCB3 (OpuC’) (Tabelle 13). Eine mégliche
Hypothese fiir dieses Phdnomen kdnnte zum einen sein, dass das ,,fremde* SBP OpuCC nicht
perfekt auf die Membranproteine OpuBB und OpuBD passt und dadurch der Transportvorgang
der Substrate verschlechtert wird. Eine Inspektion der Ladungen an OpuBC und OpuCC, sowie
an den Transmembranproteinen OpuBB/OpuBD und OpuCB/OpuCD zeigte allerdings keine
Unterschiede [136]. Eine zweite Mdglichkeit fiir eine verschlechterte Transportkapazitdt im
Transporter OpuB::OpuCC wire eine zusétzliche Substraterkennung im Transportkanal der
TMD von OpuB. Es wurde ein Suppressor Screen entwickelt, in dem das schlechtere Wachstum
des Stammes LTB10 (OpuB::OpuCC) im Vergleich zum Stamm CCB3 (OpuC") zu Nutze
gemacht wurde [46]. In Abbildung 12 ist zu erkennen, dass eine Reduzierung der Glycin Betain
Verfiigbarkeit (50 pM) im hochosmolaren Medium dazu fiihrt, dass der Kontrollstamm CCB3
mit dem OpuC Transporter weiterhin protektiert werden kann und der Stamm LTB10 mit dem

hybriden Transporter nur noch ein sehr schlechtes Wachstum zeigt.

[ 4
=]
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CCB3 LTB10
OpuC* OpuB::OpuCC

Abbildung 30: Wachstumsvorteil des Stammes CCB3 gegeniiber LTB10 unter hyperosmotischen
Bedingungen mit verschiedenen Glycin Betain Konzentrationen.

Die Kulturen wurden in SMM mit 1.2 M NaCl und in Ab- (rot) und Anwesenheit von 1 mM (blau), 200 uM
(hellgriin) oder 50 uM (dunkelgriin) Glycin Betain 17 Stunden kultiviert und anschlieBend die ODs7g
photometrisch bestimmt. Die Wachstumsanalyse wurde mit zwei biologischen Parallelen durchgefiihrt aus
denen sich der Mittelwert und die Standardabweichung ergibt.

Um Suppressoren zu isolieren, die durch Mutieren von Genen, welche moglicherweise fiir die
Verschlechterung der Transportkapazitit des hybriden ABC Transporters OpuB::OpuCC
verantwortlich sind, wieder einen Wachstumsvorteil erlangen, wurde ein hochosmolares
Festmedium (1.1 M NaCl) mit limitierten Glycin Betain (50uM) hergestellt. Auf dieses
Nihrmedium wurden 100 ul einer 107! Verdiinnung der Stimme CCB3 und LTB1 ausplattiert

und bei 37 °C inkubiert. Die B. subtilis Stimme wurden zuvor in einer SMM Vorkultur mit 0.4

M NaCl an die erhohte Osmolaritéit adaptiert. Bereits nach einem Tag war der Stamm CCB3
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(OpuC") in der Lage einen Rasen zu bilden (Abbildung 13A), da die limitierte Glycin Betain
Konzentration ausreicht, um den Stamm vor osmotischen Stress zu schiitzen (Abbildung 12).
Der Stamm LTB1 (OpuB::OpuCC) wies erst nach flinf Tagen Wachstum in Form von gut
gewachsenen Kolonien auf. Ein Bakterienrasen konnte nicht gebildet werden (Abbildung 13A).
Diese Kolonien wurden nun zwei Mal auf gleichem Medium fraktioniert ausgestrichen, um eine
Reinigung der Klone zu erreichen. Nach der Reinigung konnten die Mutanten, welche vom
,» Vaterstamm® LTB1 abstammen, in Vollmedium kultiviert, in Stammhaltung genommen und
weiter charakterisiert werden.

Zunichst wurde getestet, ob die Suppressor Mutanten nun einen Wachstumsvorteil gegeniiber
ihres Vaterstammes LTB1 haben. Hierfiir wurde zunichst von drei dieser Staimme [LTB3 (M1),
LTB4 (M2), LTBS5 (M3)] eine Verdiinnungsreihe bis zu einer Verdiinnung von 107 erstellt und
jeweils 5 pl der Verdiinnungen auf das gleiche Festmedium getropft, welches auch fiir die
Isolation genutzt wurde (1.1 M NaCl, 50 uM Glycin Betain). Als Vorkultur und Verdiinnungs-
medium diente 0.4 M SMM. Nach drei Tagen Inkubation bei 37°C war das Wachstum des
Kontrollstammes CCB3 (OpuC") bis zu einer Verdiinnungsstufe von 10~ sichtbar (Abbildung
13B). Wie erwartet wuchs der Vaterstamm LTBI mit dem hybriden ABC Transporter
OpuB::0puCC schlechter, sodass nur ein Wachstum bis zur Verdiinnungsstufe 10~ erkennbar
war. Alle drei getesteten Suppressor Stimme wuchsen deutlich besser als deren Vaterstamm
LTB1 [46]. Die Staimme LTB3 und LTB4 zeigten den gleichen Wachstumsphinotyp des
Kontrollstammes CCB3 (bis zur Verdiinnungsstufe 10~), wihrend der Stamm LTBS5 bis 107
gewachsen ist (Abbildung 13B).
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Abbildung 31: Suppressor-Screen und Wachstumsanalyse drei isolierter Suppressor Mutanten.

(A) Gezeigt sind zwei Agarplatten mit SMM mit 1.1. M NaCl und 50 pM Glycin Betain. Auf diesem Hoch-
salzmedium mit limitierten Glycin Betain Konzentrationen wurden die Stimme CCB3 (OpuC*) und LTB1
(OpuB::0puCC) plattiert und die Agarplatten drei Tage bei 37 °C bebriitet. (B) Das Wachstum drei
verschiedener Suppressor Stimme sowie der Kontrollstimme CCB3 und LTB1 wurde auf dem
Selektionsmedium getestet, indem eine Verdiinnungsreihe (10°-10) der Stimme hergestellt und jeweils 5
ul der Verdiinnungen auf den Néhrboden getropft wurde.

Um zu testen, ob die drei getesteten Suppressor Staimme auch mit anderen kompatiblen Soluten
besser wachsen als deren Vaterstamm, wurde ein Osmoprotektionsassay in Fliissigmedium mit
1.2 M NaCl und 0.2 mM kompatiblen Soluten wie in 3.3.2 beschrieben durchgefiihrt und die
ODs7g nach 17 Stunden gemessen. In Abbildung 14 wird deutlich, dass die drei getesteten
Suppressor Stimme LTB3, LTB4 und LTBS mit allen kompatiblen Soluten auf eine hohere
ODs7s8 wuchsen als ihr Ausgangsstamm LTBI1. Bis auf die Kulturen mit Cholin und Carnitin
war die ODs7g in allen Suppressor Stimmen doppelt so hoch wie die jeweilige Kultur mit dem
Stamm LTB1 [46]. Mit den Soluten Cholin und Carnitin war aber ebenfalls erhohtes Wachstum
erkennbar. Allerdings wird aus der Abbildung ersichtlich, dass der Stamm CCB3, der das OpuC
System besitzt, mit den kompatiblen Soluten geringfiigig besser wachsen kann als die drei

Suppressor Stimme (Abbildung 14).
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Abbildung 32: Osmoprotektionsassay verschiedener B. subtilis Stimme unter hyperosmotischen
Bedingungen zur Charakterisierung von Suppressor Stimmen.

Die Kulturen wurden in SMM mit 1.2 M NaCl und in Ab- (rot) und Anwesenheit von 0.2 mM verschiedener
kompatibler Solute 17 Stunden kultiviert und anschlieBend die ODs7s photometrisch bestimmt. Die
Wachstumsanalyse wurde mit zwei biologischen Parallelen durchgefiihrt aus denen sich der Mittelwert und
die Standardabweichung ergibt. Der Stamm LTB1 besitzt eine ungewollte Mutation im SBP OpuCC des
hybriden ABC Transporters (OpuCCM?!'l). Diese liegt am Randbereich des SBP und hat keinerlei
Auswirkung auf den Transport der kompatiblen Solute (Abbildung 57, Tabelle 18). Die Mutation wurde
mittels gerichteter Mutagenese zum OpuCC, Protein korrigiert und der Transporter in den Stamm TMB118
integriert, wodurch der Stamm LTB10 entstand. Im Folgenden wird nur noch dieser Stamm verwendet.

Aus den Wachstumsversuchen wurde ersichtlich, dass mit Hilfe des Suppressor Screens
Mutanten isoliert werden konnten, die scheinbar durch Mutationen ecine verbesserte
Transporteffizienz im Vergleich zum Stamm LTB10 (OpuB::OpuCC) erlangt haben. Um
herauszufinden in welchem Gen eine Mutation eingebaut wurde, wurde zunédchst das hybride
Operon opuB::.opuCC der drei Stimme sequenziert, da vermutet wurde, dass das ,,Binde-
interface* von SBP und TMDs oder aber der Translokationsweg nicht perfekt fiir den Transport
von kompatiblen Soluten wie Glycin Betain oder Homobetain ist. Allerdings konnten durch
Sequenzierung des ganzen Operons zusétzliche Mutationen ausgeschlossen werden.

Um zu tiiberpriifen, ob der Wachstumsvorteil moglicherweise durch eine erhhte Menge des
Transporters zu Stande kommt, wurde mittels Western Blot das Bindeprotein OpuCC, welches
in allen Stimmen und deren Transportern vorhanden ist, detektiert. Die Stimme wurden, wie
in 3.3.2 beschrieben, kultiviert und nach Erreichen einer ODs7s von 1 wurde 1 ml Kultur
entnommen, die Probe fiir eine SDS-PAGE aufbereitet und anschlieBend ein Western Blot und
eine Immunodetektion mit dem Antikérper o—OpuCC, wie in 3.5.8 beschrieben, durchgefiihrt.
Betrachtet man die ersten beiden Spuren des Blots, auf denen zum einen der OpuC
Kontrollstamm CCB3 und zum anderen der Stamm LTB10 (OpuB::OpuCC) aufgetragen
wurden, wird deutlich, dass die Menge von OpuCC im Stamm mit dem OpuB::OpuCC
Konstrukt deutlich verringert ist im Vergleich zur OpuC Kontrolle (Abbildung 15). Da dieser

89



Ergebnisse

Phénotyp reproduzierbar war, ist davon auszugehen, dass im Stamm LTB10 weniger hybride
ABC Transporter vorhanden sind als im Stamm CCB3 OpuC Transporter, was den Wachstums-
nachteil unter hochosmolaren Bedingungen erkldren wiirde. Die OpuCC-Mengen in den
Suppressor Stimmen sind im Vergleich zum LTB10 Ausgangsstamm stark erh6ht und sogar
geringfiigig hoher im Vergleich zur OpuC Kontrolle (Abbildung 15) [46]. Dies ldsst darauf
schlieBen, dass der Wachstumsvorteil, den die Suppressor Mutanten besitzen, darauf beruht,
dass mehr Transporter exprimiert und produziert werden und somit bei Salzstress schneller
kompatible Solute in die Zelle gelangen.
O
” .OQOO Suppressoren 4,00

o o & ¥ ¢ 3

OPUCC > | d o il . Gl | a-OpucCcC

Abbildung 33: Detektion von OpuCC in verschiedenen B. subtilis Stimmen mittels Western Blot und
Immunodetektion zur Untersuchung der Transportermenge in Suppressor Stimmen.

Die B. subtilis Stimme wurden in SMM mit 1.2 M NaCl bis zu einer ODs75 von 1 kultiviert und die Zellpellets
anschlieBend wie in 3.5.7 beschrieben fiir eine SDS-PAGE mit anschlieBendem Western Blot und
Immunodetektion aufbereitet. Der Antikérper a-OpuCC wurde verwendet, um diese Proteine spezifisch
detektieren zu konnen, da dieser Antikorper nur das SBP OpuCC bindet [37].

Aufgrund dieser Erkenntnisse sind Mutationen im GbsR Repressor des opuB Operons denkbar.
Ein Repressor, der keine oder eingeschriankte Funktionalitdt mehr besitzt wiirde zur erhohten
Expression des Operons opuB::opuCC fithren. Aufgrund dessen wurde das Gen gbsR in den
Suppressor Stimmen LTB3, LTB4 und LTBS5 sequenziert. In jedem Stamm wurde eine
Mutation gefunden, die zu einem einzelnen Aminosdureaustausch im Regulator GbsR fiihrt.

Durch den Suppressor Screen konnten Mutanten isoliert werden, die das Operon opuB::.opuCC
durch Mutation des Repressors GbsR dereprimieren und demnach eine erhdhte Menge des
Transporters OpuB::OpuCC produziert wird (Abbildung 33) [46]. Die erh6hten Mengen fiihren
dazu, dass osmoprotektive Schutzsubstanzen schneller in die Zelle geraten und die Suppressor
Mutanten demnach einen Wachstumsvorteil in hochosmolarem Medium besitzen. Zusétzlich
bietet der Suppressor-Screen eine neue und elegante Methode den MarR-Typ Repressor GbsR
weiter zu charakterisieren. Die Struktur des Proteins, die Lage der gefundenen Mutationen
sowie eine detaillierte Charakterisierung dieser und weiterer Mutanten wird im néchsten

Kapitel vorgestellt.
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4.5.2 Erstellung einer Suppressoren Stammsammlung

In Kapitel 4.5.1 wurde ein Suppressor Screen vorgestellt, in dem die Suppressoren einen
Wachstumsvorteil auf hochosmolaren Medium mit limitierten Glycin Betain Konzentration
erhielten. Es konnten bereits drei der Suppressoren niher analysiert werden. Es stellte sich
heraus, dass alle drei Stimme eine Mutation im opuB Repressor GbsR enthielten und diese
durch Derepression des opuB::opuCC Operons erhohte Transportermengen besitzen
(Abbildung 33). Folglich erhielten die drei Suppressor Stimme einen Wachstumsvorteil
gegentiiber ihres Vaterstammes (Abbildung 31B, 32), sodass davon ausgegangen werden kann,
dass die jeweilige Mutation im GbsR dazu fiihrt, dass der Repressor seine Funktionalitit ganz
oder teilweise verliert [46]. In diesem Kapitel sollen die Mutationen der drei bereits
vorgestellten Stdimme und noch sechs weiterer Suppressor Stimmen niher betrachtet und deren
Auswirkungen in Hinblick auf die Osmoprotektion, die Mengen der hybriden OpuB::OpuCC
Transporter, die kinetischen Parameter des OpuB::OpuCC Transporters, den Einfluss auf die
gbsA Expression sowie die DNA-Bindungsfihigkeit analysiert werden. Diese Suppressor-
analyse soll durch die eigen eingefiihrten Mutationen in den MarR-Typ Regulator GbsR dessen
Funktionalitit und Strukturabhéngigkeit des Repressors aufklaren.

Insgesamt wurden 50 Suppressor Staimme isoliert, von denen 18 durch die Deletion eines
Adenins in eine AT-reiche Region des gbsR Gens zu einem frame-shift (Codon 79: ACA —
CA) und friihzeitigem Stopp-Codon fiihrten und 20 Mutanten eine Deletion von 253
Basenpaaren immer an der gleichen Stelle besallen. Diese Deletion ist darauf zuriickzufiihren,
dass sich zwei ,,Repeats* von sieben Basenpaaren (AAAGCTT) in der DNA-Sequenz von gbsR
befindet, sodass es dazu fiihren kann, dass die Polymerase bei der Replikation durch ,,Slipped
Strand Mispairing® den Teil innerhalb dieser gleichen Basenabfolge tiberspringt. Durch die
Deletion erhélt der Suppressor Stamm dann ein defektes Protein, welches die GbsR-
Bindestellen vor opuB und gbsAB nicht mehr binden und somit die Operone nicht mehr
reprimieren kann. In drei Suppressor Stimmen wurde ein Basenaustausch 15 Basenpaare vor
dem Start-Codon (ATG) und somit 2 Basenpaare vor der Ribosomenbindestelle des gbsR Gens
gefunden. In Abbildung 34 ist ein Modell des GbsR Proteins mit den neun Mutationen, die zu
einem Aminosdureaustausch fithren, dargestellt. Ein Suppressor besall eine Mutation in der
moglichen Cholin Bindebox (blau): F*°S. Es wurden fiinf Mutationen in der flexiblen
Linkerregion (orange) gefunden: K”’N, T”?A, G¥D, R*¥C und R*S. Die Position 85 wurde
demnach zwei Mal getroffen. AuBBerdem wurden zwei Mutationen im Winged Helix-Turn-
Helix Motiv (griin), welches an die DNA bindet, gefunden: S®N und D*°Y. Die Mutation G¥E

liegt in der angrenzenden Helix zum DNA-Bindemotiv, weshalb diese Mutation im Folgenden
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ebenfalls zur Kategorie Mutation im DNA-Bindemotiv gezéhlt wird. Die Mutanten aus Kapitel

4.1.3 [LTB3 (G*’E), LTB4 (T”°A) und LTBS5 (R®S)] ebenfalls charakterisiert.

Abbildung 34: Monomer des in-silico Modells des Repressors GbsR aus B. subtilis mit Suppressor
Mutationen.

Das in-silico Model wurde mit dem Webserver SWISS-Model [133] auf Grundlage der Struktur des Proteins
M;j223 (PDB: 1ku9) aus M. jannaschii errechnet [38, 87]. Die vorhergesagte Bindetasche fiir Cholin,
bestehend aus vier Phenylalaninen, ist in blau dargestellt. Das Winged Helix-Turn-Helix Motiv, welche die
DNA-Bindung ermoglicht ist griin markiert. In orange wurde die bewegliche Linkerdoméne dargestellt. Rot
markiert wurden die Aminoséuren, die durch eine andere Aminosédure durch einen Basenaustausch ersetzt
wurden.

4.5.3 Wachstumsvorteil der Suppressoren unter hyperosmotischen Bedingungen

Zunichst wurden die neun Suppressor Stimme mit den einzelnen Aminoséureaustauschen, eine
A253 bp Mutante (hervorgehend aus dem ,,Repeat®), eine AA-Mutante (Deletion einer Base,
die zum friithzeitigem Stopp-Codon fiihrt) und eine Mutante aus der ,,RBS-Region“ (2
Basenpaare vor der Ribosomenbindestelle von gbsR) physiologisch untersucht, um zu priifen,
ob es ein Wachstumsvorteil gegeniiber des Vaterstammes LTB10 gibt. Die Durchfiihrung des
Experimentes kann Kapitel 4.1.3 entnommen werden. Die physiologischen Untersuchungen
wurden von Michelle Aillaud im Rahmen einer von mit betreuten Bachelorarbeit durchgefiihrt
[143]. Zusitzlich zu den zu testenden Mutanten wurden jeweils der Vaterstamm LTB10
(OpuB::0puCC) und eine positive Wachstumskontrolle (OpuB::OpuCC GbsR") auf
hochosmolarem Medium (1.1. M NaCl) mit 50 pM Glycin Betain in verschiedenen
Verdiinnungsstufen getropft und drei Tage bei 37°C inkubiert. Der Vaterstamm (orange) war
durch die verringerte Transportermenge nur in der Lage bis zur Verdiinnungsstufe 10!

Wachstum zu zeigen. Wurde im Vaterstamm der opuB Repressor GbsR deletiert
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(OpuB::0puCC GbsR’) konnte dieser Stamm bis zur Verdiinnungsstufe 10 auf dem
hochosmolaren Medium wachsen (blau). Die Menge des hochaffinen hybriden ABC
Transporters scheint durch die Derepression gestiegen zu sein, sodass die osmoprotektiven
Eigenschaften dieses Stammes verbessert wurden. Betrachtet man das Wachstum der 12
Suppressor Stamme (griin) so wird deutlich, dass alle besser wachsen als der Vaterstamm
(orange) (Abbildung 35). Mit Ausnahme der Mutante GbsR-G*'D zeigten alle Suppressoren
Wachstum bis zur Verdiinnungsstufe 107, Sieben der 12 Mutanten erreichten Wachstum bis zu
Verdiinnungsstufe 10, zeigten also den gleichen Wachstumsphinotyp wie die positive
Wachstumskontrolle (OpuB::OpuCC GbsR", blau) [143]. Zusammenfassend lésst sich sagen,
dass alle Suppressor Mutanten einen Wachstumsvorteil auf hochosmolarem Medium mit
limitierten Glycin Betain Konzentrationen gegeniiber ihres Vaterstammes LTB10 durch
mutieren des Repressors GbsR erlangt haben. Es scheint hierbei keine groe Rolle zu spielen,
ob sich die Mutation in der Cholin-Bindebox, der Linkerregion oder im DNA-Bindemotiv

befindet.
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Abbildung 35: Wachstumsanalyse der Suppressor Mutanten im Vergleich zum Vaterstamm.

Das Wachstum der zwolf Suppressor Staimme (griin) sowie der Kontrollstimme (orange, blau) wurde auf
hochosmolarem Medium mit limitierenden Glycin Betain Konzentrationen (1.1 M NaCl, 50 uM Glycin
Betain) getestet, indem eine Verdiinnungsreihe (10°-107) der Stimme hergestellt und jeweils 5 ul der
Verdiinnungen auf den Néhrboden getropft wurde. Der Wachstumsversuch wurde mit jeweils drei
unabhéngigen Parallelen durchgefiihrt.

Um zu zeigen, dass die Verbesserung des osmotischen Schutzes der Suppressor Stimme auf
eine erhohte Menge des hybriden ABC Transporters OpuB::OpuCC zuriickzufiihren ist, wurde
von Michelle Aillaud mittels Western Blot und Immunodetektion, wie in 4.1.3 beschrieben, das
SBP OpuCC in den Suppressor Stimmen nachgewiesen. Es konnte wieder gezeigt werden, dass
die Menge von OpuCC im Stamm mit dem OpuB::OpuCC Konstrukt (orange) deutlich
verringert ist im Vergleich zur OpuC Kontrolle. Als zusétzliche Kontrolle wurde der Stamm
ohne die Opu-Transporter, welche keine Bande zeigt, und der Vaterdamm mit GbsR Deletion
aufgetragen(blau), welcher eine stirkere Bande im Vergleich zum Vaterstamm ohne GbsR

Deletion (orange) aufweist (Abbildung 36). Die OpuCC-Mengen in den Suppressor Stimmen
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(griin) sind im Vergleich zum Vaterstamm (orange) stark erhéht und sogar geringfiigig mehr
im Vergleich zur OpuC Kontrolle (Abbildung 36) [143]. Dies ldsst darauf schlie8en, dass der
Wachstumsvorteil, den die Suppressor Mutanten besitzen, darauf beruht, dass mehr hybride
OpuB::OpuCC ABC Transporter produziert werden und somit bei Salzstress schneller

kompatible Solute in die Zelle gelangen.

a-Opucc

Vater- Kontrollen Suppressoren i Suppressoren

stamm stamm

Abbildung 36: Detektion von OpuCC in verschiedenen B. subtilis Stimmen mittels Western Blot und
Immunodetektion zur Untersuchung der Transportermenge in Suppressor Stimmen.

Die B. subtilis Stimme wurden in SMM mit 1.2 M NaCl bis zu einer ODs75 von 1 kultiviert und die Zellpellets
anschlieBend wie in 3.5.7 beschrieben fiir eine SDS-PAGE mit anschlieBendem Western Blot und
Immunodetektion aufbereitet. Der Antikorper a-OpuCC wurde verwendet, um diese Proteine spezifisch
detektieren zu kdnnen, da dieser Antikdrper nur das SBP OpuCC bindet. Auf beiden Blots wurde zusétzlich
zu den zu analysierenden Suppressor Stimmen (griin) der Vaterstamm dieser Mutanten (orange) aufgetragen.

4.5.4 Steigerung der maximalen Transportgeschwindigkeit

Der effizientere Transport von Glycin Betain als Osmoprotektivum bei Salzstress liber den
hybriden ABC-Transporter OpuB::OpuCC kann durch Ermittlung der maximalen
Reaktionsgeschwindigkeit (Vmax) mit Hilfe von radioaktiv markiertem [1-'*C]-Glycin Betain
analysiert werden. Hierfiir wurden von mir représentativ die Suppressoren mit folgenden
Mutationen analysiert: GbsR-R*S und GbsR-G*'D (flexibler Linker), GbsR-D>’Y und GbsR-
SN (DNA-Bindemotiv) und GbsR-F”’S (mégliche Cholin-Bindebox). Da diese Suppressor
Stimme [LTB5 (GbsR-R*S), LTB59 (GbsR-G*D), LTB60 (GbsR-D*°Y), LTB57 (GbsR-
S®2N) und LTB56 (GbsR-F*°S)] alle das hybride Transportsystem OpuB::OpuCC im Genlokus
amyE tragen, wurde als Kontrolle der Stamm CCB3 gewihlt, da dieser das opuC Operon
ebenfalls im amyE Gen integriert hat. Der OpuC ABC-Transporter besitzt eine Vmax von 100
nmol min"! mg protein™!, wihrend der hybride Transporter OpuB::OpuCC im Vaterstamm
LTB10 (GbsR") einen fiinffach schlechteren Vmax Wert von 20 nmol min' mg protein™ besitzt

(Tabelle 13, 16) [48]. Da sich dieser Wert nicht auf den einzelnen Transporter, sondern auf die

95

OpuCC



Ergebnisse

gesamten Proteine bezieht, kann davon ausgegangen werden, dass nicht der hybride ABC
Transporter selbst ineffizient ist, sondern dass die geringere Transportermenge (Abbildung 15,
36) hierfiir verantwortlich ist. Die Affinitidt (Kn-Wert) der beiden Transportsysteme ist mit 5
und 6 uM nahezu identisch (Tabelle 16). Beide Transporter scheinen dadurch, dass sie mit
demselben SBP OpuCC ausgestattet sind, eine sehr hohe Affinitit zu Glycin Betain zu haben.
Betrachtet man die Kn-Werte der hybriden ABC Transporter der Suppressor Stimme ist nicht
verwunderlich, dass auch diese mit Werten von 5-14 uM ebenfalls eine hohe Affinitéit zu Glycin
Betain besitzen. Einzig in der maximalen Transportgeschwindigkeit (Vmax) unterscheiden sich
die Suppressor Stimme zum Vaterstamm. Obwohl sich in der Zelle der gleiche hybride ABC
Transporter befindet, erreichen alle getesteten Suppressoren eine Vmax von 94-108 nmol min™!
mg protein”. Die Geschwindigkeit, mit der Glycin Betain in die Zelle gelangt ist also im
Vergleich zum Vaterstamm fiinffach schneller und somit genau so effizient wie das OpuC

Wildtyp System.

Tabelle 16: Kinetische Parameter der ABC Transporter OpuB und OpuB::OpuCC in verschiedenen
B. subtilis Stimmen.

Transporter Mutation Region der Vmax (nmol K (uM)
Mutation min'mg’)
Kontrollstamm OpuC - - 100£5 5+1
Vaterstamm OpuB::OpuCC  GbsRw¢ - 20+ 1 6+1
Suppressor OpuB::OpuCC  GbsR-R¥S  Linker 95+ 4 14+2
Suppressor OpuB::OpuCC  GbsR-G¥D  Linker 95+3 5+1
Suppressor OpuB::OpuCC  GbsR-DY  DNA-Bindemotiv 94+3 5+1
Suppressor OpuB::OpuCC  GbsR-S®.N  DNA-Bindemotiv 95+3 5+1
Suppressor OpuB::OpuCC  GbsR-F*”’S Cholin-Bindebox 108 £ 4 6+1

Die Michaelis-Menten Kurven sind dem Anhang zu entnehmen (Abbildung 68).

Die Hypothese, dass der Wachstumsvorteil der Suppressor Mutanten darauf beruht, dass mehr
hybride ABC Transporter produziert werden und somit bei Salzstress schneller kompatible
Solute in die Zelle gelangen, konnte durch die Bestimmung der maximalen
Transportgeschwindigkeit bezogen auf die gesamte Proteinmenge bestitigt werden. Die
eingefliihrten Mutationen in den opuB Repressor GbsR fiihrt in allen Féllen zu einer
Derepression des opuB Operons. Es konnten keine Unterschiede zwischen Mutationen im
flexiblen Linker, im DNA-Bindemotiv oder in der moglichen Cholin-Bindetasche festgestellt

werden, sodass davon ausgegangen wird, dass alle Mutationen zu einer

96



Ergebnisse

Konformationsdnderung des Proteins fithren, welche es verhindert, dass das GbsR Repressor

Protein weiter an den Promotorbereich von opuB bzw. gbsAB binden kann.

4.5.5 Einfluss der Mutationen auf die DNA-Bindung

Die Bindung des Repressors GbsR an die DNA kann mit Hilfe eines Electrophoretic Mobility
Shift Assays (EMSA) analysiert werden. Hierbei zeigt der Protein-DNA-Komplex ein anderes
Laufverhalten in einem elektrophoretisch aufgetrennten Gel als ungebundene DNA. In
vorldufigen EMSA Experimenten durch Opper (2009) konnte bereits gezeigt werden, dass
GbsR sowohl in der Promotorregion vor dem ghsAB Operon, als auch vor dem opuB Operon
bindet [144]. Um die DNA-Bindeeigenschaften der GbsR Suppressor Mutanten mit dem des
GbsR Wildtyp Proteins vergleichen zu konnen, wurde alle Proteine heterolog exprimiert (3.5.5)
und iiber Strep-Tag® Affinititschromatographie gereinigt (3.5.6). Hierfiir wurden die Plasmide
pSTHO2 (GbsRwi), pLT22 (GbsR-R**S), pLT25 (GbsR-G**D), pLT27 (GbsR-D*’Y), pLT24
(GbsR-S®*N) und pLT26 (GbsR-F*’S) in den E. coli Stamm BL21 transformiert. Als DNA
Fragment diente ein 96 bp langes PCR-Fragment, welches die GbsR-Bindestelle vor ghsA
einschlieBt. Als Kontrollfragment, auf dem der Repressor nicht binden kann, wurde ein 98 bp
langes Fragment im gbsA Gen verwendet [59]. Die EMSA Laufe wurden stets unmittelbar nach
Reinigung der Proteine durchgefiihrt. Abbildung 37A zeigt das Laufverhalten des GbsRyt-
DNA-Komplexes. Im linken Experiment wurde das Fragment mit der GbsR Bindestelle vor
gbsA verwendet. Es wird sichtbar, dass das Protein mit der GbsR Bindestelle interagiert und
die Bande oberhalb der freien DNA sichtbar wird. Der Komplex ist grofer und lauft
dementsprechend langsamer durch das Gel. Bereits ab einem fiinffachen Uberschuss von GbsR
zu DNA wird die obere Bande sichtbar. Bei 50-fachem Uberschuss ist keine Bande fiir die freie
DNA mehr zu sehen, was darauf hindeutet, dass die Proteine die DNA vollstindig gebunden
haben. Im rechten Experiment (Abbildung 37A) wurde das Kontrollfragment ohne GbsR
Bindestelle genutzt. Wie erwartet konnte keine Bindung stattfinden, weshalb keine erhohte
Bande eines Protein-DNA-Komplexes sichtbar wird. Von den Mutanten wurden wieder
reprisentativ folgende auf die Bindung auf die GbsR Bindestelle vor gbsA4 untersucht: GbsR-
R*’S und GbsR-G%D [(flexibler Linker) Abbildung 37 B], GbsR-D*’Y und GbsR-S**N [(DNA-
Bindemotiv) Abbildung 37 C)] und GbsR-F*’S [(mé&gliche Cholin-Bindebox) Abbildung 37 D].
Als Negativ-Kontrolle (-) wurde jeweils das Kontrollfragment im gbhs4 mit 100-fachem
Uberschuss des mutierten GbsR Proteins und als Positiv-Kontrolle das Fragment mit GbsR
Bindestelle und 100-fachem Uberschuss von GbsRy: verwendet. Die Proteine mit den

Mutationen im Linker (B) GbsR-R*S und GbsR-G*D zeigten nahezu keine Bindung zur
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Bindestelle vor ghsA. Das Protein GbsR-R%S zeigt ab 50-fachem Protein-Uberschuss eine sehr
schwach erhdhte und verschmierte Bande im Vergleich zur ungebundenen DNA. Beim Protein
GbsR-G¥D ist diese verschmierte Bande erst nach 50-fachem Protein-Uberschuss sichtbar. Die
Banden befinden sich allerdings ldngst nicht auf der Hohe des GbsRw-DNA-Komplexes. Da
aber das Wildtyp GbsR bereits nach 50-fachem Uberschuss eine vollstindige Bindung der DNA
zeigt, kann davon ausgegangen werden, dass beide Mutationen im Linker dazu fiihren, dass nur
noch eine sehr schlechte Bindung zur Bindestelle vor ghs4 mdglich ist. Betrachtet man die
DNA-Bindung der beiden Mutanten, in denen sich die Mutationen im DNA-Bindemotiv
befinden, wird deutlich, dass diese beiden Proteine (GbsR-D>’Y und GbsR-S®N) ab einem
Protein-DNA-Uberschuss von 50 eine erhohte Bande auf Hohe des GbsRywi-DNA-Komplexes
zeigen. Allerdings ist gleichzeitig noch eine stark sichtbare Bande auf der Hohe der
ungebundenen DNA zu sehen, was darauf hinweist das nur ein kleiner Teil des DNA-Fragments
von den Proteinen gebunden wurde. Daraus lésst sich schlieBen, dass die Mutanten GbsR-D>*Y
und GbsR-S%N eine bessere Bindung zur DNA aufweisen als die beiden anderen untersuchten
Mutanten, in denen sich die Mutationen im flexiblen Linker von GbsR befinden. Dies war nicht
vorherzusehen, da sich die Mutationen D*°Y und S®*N in direkter Lage des DNA-Lesekopfes
befinden. Eine Mutation in der mdglichen Cholin-Bindebox (GbsR-F*°S, Abbildung 37 D) fiihrt
dazu, dass das Protein nicht mehr in der Lage ist die Bindestelle vor gbs4 zu binden. Es kann
keine erhohte Bande detektiert werden, weshalb davon ausgegangen werden kann, dass die
Mutation zu einer Konformationsdnderung fiihrt, sodass der GbsR-Monomer entweder keinen
Dimer mehr bilden kann, oder dass die DNA-Lesekopfe des Dimers nicht mehr in der Lage
sind eine Interaktion mit der DNA einzugehen. Die Proteine zeigen keinerlei Bindung mehr zur
GbsR-Bindestelle vor ghsA. Eine Uberpriifung, ob die GbsR Mutanten richtig gefaltet und als

Dimere vorliegen muss allerdings noch durch Gelfiltration oder CD-Spektroskopie erfolgen.
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Abbildung 37: EMSA mit der gbs4 Promotor- sowie Binderegion und verschiedenen GbsR-Mutanten.
1 pmol des fluoreszenzmarkierten 96 bp groBen DNA-Fragments (Pgs4) wurde mit verschiedenen Mengen
des frisch gereinigten GbsR Proteins (5-100-facher molarer Uberschuss) inkubiert und die DNA:GbsR
Komplexe elektrophoretisch aufgetrennt. (A) Links wurde das GbsRy: Protein und das Py Fragment
verwendet. Rechts wurde das GbsRy: Protein und ein 98 bp groB3es Kontrollfragment im gbs4 Gen verwendet.
Ausgewihlt wurden jeweils zwei GbsR Suppressor Mutanten, die sich im flexiblen Linker (B) und im DNA-
Bindemotiv (C) befinden. (D) zeigt die Mutation, die sich in der putativen Cholin-Bindebox befindet. In allen
EMSA Experimenten der getesteten mutierten GbsR Proteine wurde parallel das GbsRy: Protein gereinigt
und ebenfalls mit dem Pgps4 Fragment inkubiert und elektrophoretisch aufgetrennt (+) Hierbei wurde ein 100-
facher Uberschuss (DNA:GbsRy) gewihlt. Als Negativkontrolle diente fiir jedes EMSA Experiment die
jeweilige GbsR Mutante zusammen mit dem Kontrollfragment aus dem Gen gbsA, auf welchem keine
Bindung moglich ist. Alle Proteine wurden auf einer SDS-PAGE auf ihre Reinheit iiberpriift. Es war stets
eine sehr schwache Abbaubande sichtbar, die sich in allen Proteinen gleich verhielt.
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4.5.6 Einfluss der Suppressor Mutationen auf die gbs4B-Expression

Der Einfluss der Mutationen in GbsR auf die gbs4 Expression und somit die Funktionalitidt von
GbsR als Repressor kann zusétzlich mittels einer gbhsA-treA Reportergenfusion analysiert
werden. Die Konstruktion der Bacillus Stimme sowie die Messung der TreA-Aktivitit wurden
von Michelle Aillaud im Rahmen einer von mir betreuten Bachelorarbeit, wie in 3.5.2
beschrieben, durchgefiihrt [143]. Die Suppressor Mutationen wurden in ein Plasmid
eingebracht, welches das ghsR und die ghsA-treA Reportergenfusion tragt (pGNB13, Tabelle
8). Die entstandenen Plasmide wurden in einen Stamm eingebracht, welcher kein
chromosomales gbsR und tre4 mehr besitzt (STHBS53, Tabelle 7). Nau-Wagner ef al. konnten
bereits zeigen, dass GbsR ein Cholin-sensitiver Repressor fiir gbs4B ist, weshalb das
Expressionslevel zum einen ohne Salz und Cholin (vor Induktion, grau) und zum anderen 90
Minuten nach der Zugabe von 0.4 M NaCl und 1 mM Cholin (nach Induktion, rot) gepriift
wurde. In Anwesenheit von GbsR liegt uninduziert, also in Abwesenheit vom Induktor Cholin,
eine sehr geringe Expression von gbsA4 vor (Abbildung 38). Es sind lediglich Basalaktivitidten
messbar (6 Units/mg Protein), da GbsR als ,,Road-Block* an die GbsR Bindestelle vor gbs4
bindet und somit die Expression verhindert. Wird Cholin zugegeben und dieses durch die
Salzinduktion von opuB und opuC auch in die Zelle transportiert, so bindet Cholin an GbsR
und durch eine Konformationsdnderung kommt es zur Ablosung des Repressors von der DNA.
Eine TreA-Aktivitidt von 169 Units/mg Protein konnte gemessen werden (Abbildung 38). In
Abwesenheit von GbsR kann gbsA nicht reprimiert werden, sodass in beiden Fillen eine
deutliche und gleich starke Expression von 236 bzw. 251 Units/mg Protein vorhanden war
(Abbildung 38) [143]. Die publizierten Ergebnisse aus Nau-Wagner et al. [38] konnten
demnach reproduziert werden. Die GbsR-AA Mutante besitzt durch die Deletion einer Base ein
Frame-Shift (Codon 79: ACA — CA) und dadurch ein friihzeitiges Stopp-Codon. Das Protein
GbsR liegt also nicht mehr in seiner Wildtypsequenz vor und hat demnach auch keine
reprimierenden Eigenschaften mehr. Vor und nach Induktion liegt das Expressionslevel auf
dem gleichen Niveau wie in der GbsR™-Mutante. Gleiches Expressionsmuster ist in der Mutante,
welche nahe der Ribosomenbindestelle mutiert wurde, zu sehen (Abbildung 38). Scheinbar
kann das Ribosom trotz intakter Ribosomenbindestelle nicht mehr effizient die mRNA binden
und das GbsR Protein somit nur ineffizient translatiert werden. Ebenfalls ein GbsR™-Phénotyp
zeigt zwei Mutationen in der Linkerregion von GbsR. GbsR-K’'N und GbsR-G%D scheinen
ihren Einfluss der Repression von gbsA4 vollstindig verloren zu haben da die TreA-Aktivitit
nach der Induktion auf demselben Niveau ist wie vor der Induktion (Abbildung 38). Die drei

weiteren Mutationen im Linker von GbsR (GbsR-T”?A, GbsR-R*S und GbsR-R¥>C) haben

100



Ergebnisse

allerdings einen anderen Phanotyp. Die Expression von gbsA ist in Abwesenheit von Cholin
nicht auf dem Niveau einer GbsR™-Mutante, sondern liegt bei etwa 36-48 Units/mg Protein.
Diese Werte sind allerdings im Vergleich zum Wildtyp Protein etwa achtfach hoher [143].
Hieraus kann also geschlossen werden, dass die Mutationen die DNA scheinbar schlechter
binden konnen als GbsRt, aber eine Repression von gbsA teilweise immer noch moglich ist,
was mit den EMSA Daten {ibereinstimmt (Abbildung 37). Die zwei Mutationen im DNA-
Bindemotiv GbsR-S®>N und GbsR-D*°Y besitzen ein unterschiedliches Expressionsprofil.
Wihrend die Mutante GbsR-S®N nur eine geringfiigig erhohte Expression ohne Induktor
Cholin im Vergleich zum Wildtyp besitzt, zeigt die Mutante GbsR-D*°Y keinerlei Expression
(Abbildung 38), weder im uninduzierten noch im induzierten Zustand. Dieses Ergebnis wiirde
eine Repression bedeuten, die in Anwesenheit vom Induktor Cholin weiterhin besteht. Durch
DNA-Bindestudien und Western Blot Analysen konnte fiir diese Mutante allerdings gezeigt
werden, dass das Protein im Vergleich zum Wildtyp GbsR Protein eine eingeschrankte DNA-
Bindung besitzt und dadurch erhéhte Transportermengen detektierbar waren. Um die gbs4
Expression zu verifizieren, sollten die Reportergenstudien fiir diese Mutation wiederholt
werden, da die EMSA- und Reporterfusionexperimente widerspriichliche Aussagen liefern. Die
Mutation GbsR-G*’E, welche sich in unmittelbarer Nihe des DNA-Lesekopfes befindet, sowie
die Mutation GbsR-F*°S in der mdglichen Cholin-Bindebox zeigen beide wieder einen GbsR -
Phinotyp (Abbildung 38). Vor und nach der Induktion ist das Expressionslevel gleich hoch bei
etwa 254 bzw. 277 Units/mg Protein, was dafiirspricht, dass keine Repression von ghs4 und
demnach keine Bindung an die Bindestelle mehr moglich ist. Die Mutante mit der Mutation
GbsR-F*’S zeigte schon in den EMSA Studien keine DNA-Bindung mehr (Abbildung 37 D),
sodass diese Daten die Hypothese unterstiitzen, dass die Mutation zu einer erheblichen
Verdnderung der Konformation des Proteins fiihrt, sodass der DNA-Lesekopf topologisch nicht
mehr auf die DNA passt.
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Abbildung 38: Genetische Kontrolle der ghs4-Expression in An- und Abwesenheit von Cholin unter
Einfluss von GbsR-Suppressor Mutanten.

Die verschiedenen B. subtilis Stimme mit verschiedenen GbsR Mutationen wurden in SMM bei 37 °C im
Wasserbad kultiviert und Proben bei einer ODs7s von 0,25 geerntet (grau). Selbige Kulturen wurden mit NaCl
(Endkonzentration 0.4 M) und Cholin (Endkonzentration 1 mM) versetzt und nach 90 Minuten Inkubation
geerntet (rot). GbsRy (GNB51) und GbsR™ (GNB48) dienten als Kontrollen. Ob sich die Mutationen im
flexiblen Linkerbereich von GbsR, im DNA-Bindemotiv oder in der putativen Cholin Bindebox befanden,
ist den Balken mit zugehdrigen Beschriftungen zu entnehmen. Da alle Proben in einem Experiment
vermessen wurden, konnen die gbsA-treA-Aktivititen miteinander vergleichen werden. Die
Fehlerindikatoren zeigen die Standartabweichung, die aus zwei biologischen und zwei technischen Parallelen
resultiert.

4.6 Homocholin — ein neues Osmostressprotektivum fiir B. subtilis

Das Substrat Homocholin ist ein Derivat des natiirlich vorkommenden kompatiblen Soluts
Cholin. Es besitzt lediglich eine CH2-Gruppe mehr in der Kohlenstoftkette und ist demnach
eine nur sehr geringfligig abweichende chemische Substanz. Im Gegensatz zu Cholin kommt
Homocholin allerdings nur sehr selten in der Natur vor, wo es von Bakterien als C-Quelle
verwertet werden kann [145] und findet vor allem in medizinischen Forschung Verwendung
[145-149]. Es stellt sich nun die Frage ob Homocholin, dadurch dass es eine hohe strukturelle
Ahnlichkeit zum in der Natur weit verbreiteten Cholin besitzt, in die B. subtilis Zelle
aufgenommen werden kann und ob hierbei ebenfalls die ABC-Transporter OpuB und OpuC
eine Rolle spielen (Abbildung 39). Aullerdem soll analysiert werden, ob Homocholin dann in
der Zelle auch iiber die beiden Dehydrogenasen GbsB und GbsA zu einem Substrat oxidiert
wird, welches osmoprotektive Eigenschaften besitzt. Eine logische Moglichkeit wire die
Synthese zu Homobetain. Hier stellt sich die Frage, ob Cholin ebenfalls als Induktor fiir den
opuB und gbsAB Repressor GbsR fungiert (Abbildung 39).
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Abbildung 39: Schematische Darstellung und Hypothese iiber die osmoprotektiven Eigenschaft
von Homocholin.

Die Abbildung zeigt schematisch eine B. subtilis Zelle mit den beiden ABC Transportern OpuB und OpuC,
die moglicherweise den Transport des Cholin-Derivats Homocholin (gelber Punkt) in die Zelle vermitteln.
Homocholin kénnte dort, genau wie Cholin, an den ghs4AB Repressor GbsR binden, um diesen von der
Promotorregion von ghsAB zu 16sen. Homocholin koénnte dann iiber die Dehydrogenasen GbsB und GbsA in
zwei Schritten zu Homobetain oxidiert werden, welches osmoprotektive Eigenschaften besitzt und die Zelle
vor Salzstress schiitzen kdnnte. Fragezeichen verdeutlichen welche Schritte bei dieser Hypothese unklar sind
und analysiert werden miissen.

4.6.1 OpuB und OpuC vermitteln den Transport von Homocholin

Um zu iiberpriifen, ob das Substrat Homocholin von B. subtilis aufgenommen werden kann,
wurde ein Osmoprotektionsassay bei Hochsalz (SMM 1.2 M NaCl) durchgefiihrt und
verschiedene B. subtilis Stimme in An- und Abwesenheit von 1 mM kompatibler Solute, unter
anderem auch das Cholin-Derivat Homocholin, kultiviert. Es wurden Stdmme genutzt, in denen
jeweils nur ein Opu-Transporter vorhanden war. Als Kontrollstimme wurde der Wildtyp und
der Stamm TMBI118, der keine Opu-Transporter auler den Prolin-Transporter OpuE mehr
besitzt, genutzt. In allen folgenden Experimenten wurden als Kontrollen stets die kompatiblen
Solute Cholin und Glycin Betain genutzt, da Cholin eine sehr dhnliche Struktur hat wie
Homocholin und Cholin in B. subtilis zu Glycin Betain umgewandelt werden muss, um die
Zelle vor Salzstress zu schiitzen. Homobetain wurde ebenfalls verwendet, da die Hypothese

aufgestellt wurde, dass aus Homocholin Homobetain synthetisiert wird, um osmoprotektiv zu
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wirken. In Abbildung 40 ist das Wachstum der oben genannten Stdmme mit den jeweiligen
kompatiblen Soluten bei Hochsalz dargestellt. Der Wildtyp Stamm JH642 konnte mit Hilfe der
Opu-Transporter nur Glycin Betain, Homobetain und Cholin als Osmoprotektivum nutzen. Mit
Homocholin war nur ein Wachstum bis auf eine ODs73 von etwa 0.9 moglich, was keinem
osmoprotektiven Wachstum entspricht, da der Stamm auch ohne kompatible Solute auf diese
ODs73 wachsen konnte. Der Stamm TMBI118 konnte mit keinem der getesteten Substrate
wachsen, da dem Stamm die Opu Transporter OpuA, OpuB, OpuC und OpuD fehlen. Da schon
mit dem Wildtyp, der all diese Transportsysteme besitzt kein Wachstum mit Homocholin
moglich war, war zu erwarten, dass die weiteren Stimme ebenfalls kein Wachstum aufwiesen.
Sie konnten nur auf eine ODs7g von 0.3-0.9 wachsen (Abbildung 40). Glycin Betain wirkte im
Stamm SBB1 (OpuA™), SBB2 (OpuC") und SBB3 (OpuD*) osmoprotektiv, woraus geschlossen
werden kann, dass diese Transporter Glycin Betain in die Zelle schleusen. Ein protektives
Wachstum mit Homobetain war nur in den Stimmen SBB1 (OpuA™) und SBB2 (OpuC™)
moglich. Allerdings wurde nur eine ODs7g von etwa 1.9-2.2 erreicht, wobei Kulturen mit Glycin
Betain ODs7g zwischen 2.5 und 2.8 erreichten (Abbildung 40). Homobetain wird demnach iiber
die beiden ABC Transporter OpuA und OpuC aufgenommen. Ein Wachstum mit Cholin war
mit dem Stimmen SBB5 (OpuB") und SBB2 (OpuC’) moglich, was den Erwartungen
entspricht, da der ABC Transporter OpuB ein hochspezifischer Cholintransporter ist und das
OpuC System ebenfalls Cholin transportieren kann.

[1 mM kompatible Solute]

3
1 Bl ohne
M Glycin Betain
CIE 21 Bl Homobetain
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WT AOpuABCD OpuA* OpuB* OpuC* OpuD*

Abbildung 40: Osmoprotektionsassay verschiedener B. subtilis Stimme unter hyperosmotischen
Bedingungen zur Analyse osmoprotektiver Eigenschaften von kompatiblen Soluten.

Die Stimme wurden in SMM mit 1.2 M NaCl und in Ab- (rot) und Anwesenheit von 1 mM verschiedener
kompatibler Solute 17 Stunden kultiviert und anschlieBend die ODs7s photometrisch bestimmt. Die
Wachstumsanalyse wurde mit zwei biologischen Parallelen durchgefiihrt aus denen sich der Mittelwert und
die Standardabweichung ergibt.

104



Ergebnisse

Aus diesem Experiment kann geschlossen werden, dass Homocholin entweder durch keinen
der Opu Transporter in die Zelle von B. subtilis geschleust werden kann oder aber, dass es in
die Zelle gelangt, dort aber selbst keine osmoprotektiven Eigenschaften besitzt, da keine
anschliefende Synthese zum mdéglichen kompatiblen Solut Homobetain stattfindet und folglich
kein Wachstum sichtbar ist. Um zu testen, ob GbsR hierbei eine Rolle spielt, da durch die
Repression von ghsAB diese Umwandlung nicht moglich wére, wurde in den oben getesteten
Opu-Einzelmutanten Stéimmen (SBB1, SBBS, SBB2 und SBB3) jeweils das Gen gbsR deletiert
(LTB23, LTB26, LTB24 und LTB25) und der Wachstumsversuch unter gleichen Bedingungen
wiederholt. Es wurden wieder die beiden Stimme JH642 und TMB118 als Kontrolle mit
kultiviert. Diese zeigten den gleichen Phédnotyp wie im oben beschriebenen Experiment.
AuBerdem wurde ein OpuB™ Stamm (LTB28), ein OpuC -Stamm (LTB27) und ein OpuB OpuC"
-Stamm (LTB29), jeweils im GbsR™ Hintergrund, genutzt, da eine Translokation durch OpuB
und OpuC vermutet wurde. Ein Wachstum unter hochosmolaren Bedingungen (1.2 M NaCl)
mit dem Cholin-Derivat Homocholin war nun in den Stdmmen LTB26 (OpuB"), LTB24
(OpuC™), LTB28 (OpuB") und LTB27 (OpuC’) moglich (Abbildung 41). Die Stimme wuchsen
im Vergleich zu Kulturen ohne zusétzliche Solute (ODs73 von 0.4) bis auf eine ODs75 von 1.9
bis 2.5. Die Stimme LTB26 und LTB27, welche beide das Cholin-spezifische OpuB System
besitzen, wuchsen mit Homocholin auf eine ODs75 von 1.8 und 2, wihrend die Stimme LTB24
und LTB28, die den OpuC ABC Transporter tragen, auf eine ODs7g von 2.5, was auch mit dem
kompatiblen Solut Glycin Betain moglich war (Abbildung 41).
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Abbildung 41: Osmoprotektionsassay verschiedener B. subtilis Stimme unter hyperosmotischen
Bedingungen zur Analyse osmoprotektiver Eigenschaften von kompatiblen Soluten.

Die Stimme wurden in SMM mit 1.2 M NaCl und in Ab- (rot) und Anwesenheit von 1 mM verschiedener
kompatibler Solute 17 Stunden kultiviert und anschlieBend die ODs7s photometrisch bestimmt. Die
Wachstumsanalyse wurde mit zwei biologischen Parallelen durchgefiihrt aus denen sich der Mittelwert und
die Standardabweichung ergibt.
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Aus diesem Wachstumsverhalten kann geschlossen werden, dass 1 mM Homocholin in einem
OpuC*/GbsR -Stamm eine gleich gute Osmoprotektion bietet wie Glycin Betain oder auch
Cholin. Uber das OpuB System kann zwar auch eine Protektion der Zellen durch
Homocholintransport stattfinden, allerdings schlechter als iiber das OpuC System. Das
Substratspektrum der einzelnen Opu-Transportsysteme hat sich tliberdies nicht verdndert,
weshalb hierauf nicht weiter eingegangen wird.

Mit Hilfe einer Wachstumskurve sollte liberpriift werden, ob der Stamm mit dem OpuC
Transportsystem (LTB24) tatsdchlich ein besseres Wachstum unter hyperosmotischen
Bedingungen in Anwesenheit von 1 mM Homocholin zeigt als der Stamm LTB26, der lediglich
den OpuB ABC Transporter besitzt. Hierfir wurden diese und weitere Stimme (JH642,
TMBI118, CABS und LTB29) in einem MicroplateReader fiir 30 Stunden bei 37°C und
schiittelnd inkubiert. Das Inkubationsvolumen betrug 500 pl. In Abbildung 42 wird deutlich,
dass der Stamm CAB5 (OpuABCD", blau) mit Homocholin nur etwas spéter in die Log-Phase
iibergeht als mit Cholin, ansonsten aber zur gleichen Zeit (25 Stunden) die stationidre Phase
erreicht. Dieser Stamm besitzt sowohl den OpuB also auch den OpuC ABC Transporter. Der
Stamm LTB24 (OpuC", griin) zeigt ein nur minimal schlechteres Wachstum als der Stamm
CABS (Abbildung 42), sodass davon ausgegangen werden kann, dass der OpuC Transporter im
Stamm CABS den groBiten Teil des Homocholins in die Zelle transportiert. Betrachtet man die
Homocholin-Wachstumskurve des Stammes LTB26 (OpuB™), so fillt auf, dass diese eine stark
verzogerte lag-Phase besitzt und die log-Phase erst erreicht wird, nachdem der Stamm LTB24
(OpuC™) schon in der stationdren Phase ist. Allerdings ist ein erheblich besseres Wachstum im
Vergleich zum Stamm TMBI118 (rot) zu sehen. Der Stamm LTB29 (OpuB OpuC= orange) ist
nicht in der Lage mit Homocholin zu wachsen (Abbildung 42), was bestitigt, dass Homocholin
lediglich iiber die beiden nah verwandten ABC Transporter OpuB und OpuC transportiert wird.
Wachstumskurven mit den kompatiblen Soluten Glycin Betain und Homobetain als
Osmoprotektiva bestitigen, dass diese beiden Substrate iiber OpuC und OpuA, nicht aber iiber
OpuB, aufgenommen werden konnen (Abbildung 69).

Die Wachstumsexperimente zeigen, dass Homocholin nicht wie Cholin an GbsR binden kann
und sich der Repressor so von der DNA 16st. Moglicherweise ist die Bindetasche von GbsR zu
spezifisch fiir den Induktor Cholin. Eine Protektion mit Homocholin ist also nur moglich, wenn

der Repressor deletiert wurde.
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Abbildung 42: Wachstumskurven verschiedener B. subtilis Stimme zur detaillierten Analyse der
osmoprotektiven Eigenschaft von Homocholin.

Die Stamme wurden in SMM mit 1.2 M NaCl und in Ab- (-) und Anwesenheit (+) von 1 mM Cholin und
Homocholin 30 Stunden in einem MicroplateReader schiittelnd bei 37°C kultiviert und die ODs7s stiindlich
photometrisch bestimmt. Die Wachstumsanalyse wurde mit zwei biologischen und zwei technischen
Parallelen durchgefiihrt aus denen sich der Mittelwert und die Standardabweichung ergibt.

Mit Hilfe von radioaktiv markiertem [methyl-'*C]-Cholin Chlorid wurde die Inhibitorkonstante
von Homocholin fiir den Transport iiber die ABC Transporter OpuB und OpuC gemessen. Die
Aufnahme des radioaktiv markierten Cholins wurde zum einen ohne den Inhibitor Homocholin
und zum anderen in Anwesenheit von Homocholin iiber die Zeit gemessen. Hierbei wurde eine
Inhibitorkonzentration gewihlt, bei der die Aufnahme von Cholin zu 50% inhibiert wurde. Die
Aufnahme von Cholin ohne Inhibitor folgte einer Michaelis-Menten Kinetik (Abbildung 43).
Bei der Aufnahme in Anwesenheit von Homocholin néhert sich die Kurve der gleichen
maximalen Reaktionsgeschwindigkeit (Vmax) an, weshalb in allen Féllen von einer
kompetetiven Inihibition ausgegangen werden kann (Abbildung 43). Der Ki-Wert wurde dann
iiber den Fit ,,competetive Inhibition* mit dem Programm GraphPad Prism kalkuliert (Tabelle

17).
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Abbildung 43: Michaelis-Menten Kinetik bei der Aufnahme von [methyl-'*C]-Cholin [1-'*C]-Glycin
Betain und iiber OpuB oder OpuC zur Bestimmung von Inhibitionskonstanten.

Kompetetive Inhibitionen von Cholin in Ab- (blau) und Anwesenheit (rot) von Homocholin und von Glycin
Betain in Ab- (blau) und Anwesenheit (rot) von Homobetain. Fiir den OpuB ABC Transporter wurde 1 mM
Homocholin als Inhibitor eingesetzt und fiir den OpuC Transporter 250 pM Homocholin. Bei der
kompetetiven Inhibition mit Homobetain wurde fiir den OpuC ABC Transporter 30 uM Homobetain
eingesetzt. Jeder Transport Assay wurde mit zwei unabhidngigen Kulturen durchgefithrt und die
Standardabweichung.

Vergleicht man die Affinititen fiir Homocholin in OpuB und OpuC miteinander, fallt auf, dass
der OpuC Transporter mit einem Ki-Wert von 64 uM eine doppelt so hohe Affinitit zu
Homocholin besitzt als der OpuB Transporter mit einem Ki-Wert von 145 uM (Tabelle 17). Der
OpuC ABC Transporter kann aulerdem Homocholin genauso gut binden wie Cholin, wéihrend
der hochspezifische Cholin Transporter OpuB Homocholin 36-fach schlechter bindet als seinen
natlirlichen Liganden Cholin. Zusitzlich bietet das OpuC System eine 3,5-hohere Vimax als das
OpuB System, sodass der OpuC"-Stamm Homocholin unter Hochsalz schneller aufnehmen
kann als ein OpuB"-Stamm.

Bei der Aufnahme von radioaktiv markiertem [1-'*C]-Glycin Betain wurde das kompatible
Solut Homobetain als Inhibitor zugegeben, um die Inhibitionskonstante fiir Homobetain zu

bestimmen. Die Affinitit von OpuC zu Homobetain liegt mit 11 uM nahe dem Kn-Wert zu
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Glycin Betain (6 uM), sodass der OpuC Transporter Homobetain mit hoher Affinitdt binden
und transportieren kann (Tabelle 17).

Tabelle 17: Kinetische Parameter der ABC Transporter OpuB und OpuC fiir Cholin, Homocholin,
Glycin Betain und Homobetain.

Transporter Substrat Vinax (nmol min'mg™) K/K; (nM)
OpuB Cholin 32+1 4+1
OpuB Homocholin 145 +£18
OpuC Cholin 111+3 68 + 52
OpuC Homocholin 64 +£3
OpuC Glycin Betain 72+2 6=+1
OpuC Homobetain 11+£2

Die kinetischen Parameter zeigen, dass die beiden nahe verwandten ABC Transporter OpuB
und OpuC in der Lage sind das Cholin-Derivat Homocholin zu binden und zu transportieren.
In Abbildung 44 ist ein ,,Docking® Experiment gezeigt, in dem das Substrat Homocholin in-
silico in die kristallisierten Strukturen von OpuBC und OpuCC mit Hilfe der Software PyMOL
[134] eingefiihrt wurde, um zu zeigen, dass dieses Substrat stochiometrisch in die Bindetasche
der SBPs passt. Diese Berechnung wurde von Herrn Dr. Sander Smits (Universitét Diisseldorf)
durchgefiihrt. Abbildung 44A zeigt OpuCC mit Homocholin als Substrat. Es wird deutlich, dass
die Alkoholgruppe von Homocholin aus der aromatischen Bindetasche herausragt und die
Bindung durch das Threonin an Position 74 (T7#) nicht gestort wird. Abbildung 44B zeigt das
Docking-Modell fiir das SBP OpuBC mit Homocholin. Auch hier ragt die Seitengruppe des
Liganden aus der aromatischen Box heraus, allerdings liegt hier das Aspartat (D’*) deutlich

niher zum Liganden, sodass hier eine effektive Bindung gestort sein konnte.

A OpuCcC::Homocholin B OpuBC::Homocholin

Y197 A4 Y197

s

D74

Abbildung 44: in-silico ,,Docking” von Homocholin in die Substratbindetasche von OpuBC und
OpuCC.

Gezeigt ist die aromatische Substratbindetasche von OpuCC (A) und OpuBC (B). In griin ist die Aminosédure
an der Position 74 geférbt; ein Threonin (T) im OpuCC und ein Aspartat (D) im OpuBC.
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Die Messung des radioaktiv markierten Glycin Betains iiber den OpuA Transporter zeigte selbst
mit 500-fachem Uberschuss von Homobetain keine Inhibition (Abbildung 70), sodass fiir
diesen Transporter kein Ki-Wert berechnet werden konnte. Die Affinitdt zu Homobetain scheint
sehr schlecht zu sein. Da OpuA allerdings ein sehr schnelles Transportsystem mit einer Vmax
von 282 (nmol min'mg") ist [36], kann vermutet werden, dass 1 mM von Homobetain in
Osmoprotektionsassays geniigt um die Zelle vor Salzstress zu schiitzen. Um dies zu testen
wurde ein Osmoprotektionsassay mit geringeren Konzentrationen von Homobetain
durchgefiihrt, in dem ersichtlich wird, dass 50 uM Homobetain in einem B. subtilis Stamm mit
einem OpuC Transportsystem einen etwa dreifach hoheren osmotischen Schutz bietet als in
einem B. subtilis Stamm mit einem OpuA ABC Transporter (Abbildung 71). Es kann demnach
davon ausgegangen werden, dass OpuC eine viel bessere Affinitit zu Homobetain bietet als

OpuA.

4.6.2 Homocholin selbst besitzt keine osmoprotektiven Eigenschaften und muss weiter
oxidiert werden
Wie in Kapitel 4.2.1 gezeigt werden konnte ist eine osmoprotektive Wirkung von Homocholin
nur in Abwesenheit des gbsAB Repressors GbsR moglich. Es liegt nahe, dass durch die folgliche
Induktion der gbsAB Expression die Synthese von Homobetain {iiber die beiden
Dehydrogenasen GbsB und GbsA ermdglicht wird. Um diese Abhédngigkeit zu tiberpriifen,
wurden Stamme in Hochsalzmedium kultiviert, in denen nur gbsR (CABS), nur gbs4B (CAB6)
und gbsR und gbsAB (CAB7) zusammen deletiert wurden. Den Kulturen wurden Glycin Betain,
Homobetain, Cholin und Homocholin zugegeben und die ODs7s nach 17 Stunden gemessen.
Der Wildtyp JH642 konnte wie bereits gezeigt in Anwesenheit von Homocholin keine
Protektion der Zellen erreichen, da GbsR in diesem Stamm vorhanden ist (Abbildung 45). Wird
der Repressor deletiert, so wird nun eine volle Osmoprotektion erreicht. Wird nun nur das
gbsAB Operon deletiert (CABG6), so ist wiederum kein Wachstum mit Homocholin méglich.
Auch Cholin kann keine Protektion bieten, da die Glycin Betain Synthese Enzyme GbsB und
GbsA nicht vorhanden sind (Abbildung 45). Cholin selbst ist demnach nicht osmoprotektiv und
die Zelle ist auf eine Synthese von Glycin Betain angewiesen. In einem Stamm, der sowohl die
Glycin Betain Synthese Enzyme GbsB und GbsA als auch deren Repressor GbsR nicht mehr
besitzt, so wird deutlich, dass Cholin und Homocholin selbst keine eigenen osmoprotektiven
Eigenschaften besitzen und die Dehydrogenasen GbsB und GbsA die Umsetzung von

Homocholin zu Homobetain vermitteln.
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Abbildung 45: Osmoprotektionsassay verschiedener B. subtilis Stimme unter hyperosmotischen
Bedingungen zur Analyse osmoprotektiver Eigenschaften von kompatiblen Soluten.

Die Stimme wurden in SMM mit 1.2 M NaCl und in Ab- (rot) und Anwesenheit von 1 mM verschiedener
kompatibler Solute 17 Stunden kultiviert und anschlieBend die ODs7s photometrisch bestimmt. Die
Wachstumsanalyse wurde mit zwei biologischen Parallelen durchgefiihrt aus denen sich der Mittelwert und
die Standardabweichung ergibt.

Wird Homocholin in der Zelle von B. subtilis akkumuliert und kann durch die Anwesenheit des
Repressors GbsR nicht osmoprotektiv genutzt werden, so wird vermutet, dass die Zelle durch
den Salzstress, den sie in hyperosmotischen Bedingungen erfédhrt, Prolin de-novo synthetisiert
[9, 51, 52]. Um den Einfluss von Homocholin in Anwesenheit von GbsR, also wenn die Zelle
kein kompatibles Solut zum Schutz zur Verfiigung hat, und in dessen Abwesenheit, wenn die
Zelle vermutlich durch Homobetainsynthese protektiert wird, wurde die intrazelluldre
Prolinkonzentration gemessen. Hierfiir wurden die Stimme JH642 (GbsR™) und CAB5 (GbsR”
) in SMM mit 0.4 M und 0.8 M NaCl kultiviert. In Ab- und Anwesenheit von 1 mM Glycin
Betain, Cholin, Homobetain oder Homocholin wurden die Stimme bis zu einer ODs73 von 1.8
inkubiert und die intrazelluldre Prolinkonzentration, wie in 3.5.3 beschrieben, bestimmt. Ohne
kompatible Solute wurden bei 0.4 M NaCl 71-79 mM und bei 0.8 M NaCl 261-324 mM Prolin
synthetisiert (Abbildung 46 A). Die Anwesenheit von GbsR hat bei Salzstress nahezu keinen
Einfluss auf die Prolinbiosynthese. Bei 0.8 M NaCl mussten die Stimme zum osmotischen
Schutz etwa vier Mal so viel Prolin produzieren als bei 0.4 M NaCl (Abbildung 46). Wurden
die kompatiblen Solute Glycin Betain, Cholin oder Homobetain zu den Kulturen gegeben, hat
die Zelle nur zwischen 2-3 mM Prolin synthetisiert. Alle drei kompatiblen Solute wurden
favorisiert aufgenommen, sodass eine Prolinbiosynthese nicht mehr angeschaltet werden
musste. Wird dem GbsR™-Stamm Homocholin zugegeben, kann dieses iiber GbsB und GbsA zu

einem osmoprotektiven Solut, vermutlich Homobetain, oxidiert werden, sodass auch in diesem
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Fall sowohl bei 0.4 M NaCl als auch bei 0.8 M NaCl keine Prolinbiosynthese nétig ist
(Abbildung 46). Bei dem GbsR'-Stamm war zu erwarten, dass dieser nicht in der Lage ist ein
Osmoprotektivum zu synthetisieren, da gbs4B reprimiert wird. Da die Zelle in dieser Situation
Salzstress erfahrt, wére eine Prolinsynthese vorherzusehen. Bei 0.4 M NaCl wird allerdings nur
3.1 mM Prolin im Vergleich zu 79 mM ohne Osmoprotektivum, produziert. Bei einer
Salzkonzentration wurden im Vergleich zu 324 mM ohne kompatibles Solut nur 56 mM Prolin
produziert, also etwa sechsfach weniger. Die Akkumulation von Homocholin scheint einen
reprimierenden Einfluss auf die Prolinbiosynthese zu haben, was moglicherweise auf die

verstéirkte positive Ladung zuriickzufiihren ist.

w
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Abbildung 46: Einfluss von Homocholin auf die de novo Prolinbiosynthese.

Die B. subtilis Stimme JH642 (GbsR*) und CABS5 (GbsR") wurden in SMM mit 0.4 M NaCl (A) und 0.8 M
NaCl (B) in Ab- oder Anwesenheit von 1 mM Glycin Betain (GB), Cholin (Cho), Homobetain (HB) oder
Homocholin (HCho) bis zur einer ODs7g von 1.8 kultiviert. Die Zellen wurden anschlieffend in einer
kolorimetrischen Prolin-Konzentrationsbestimmung eingesetzt. Der Assay wurde mit zwei biologischen und
zwei technischen Parallelen durchgefiihrt aus denen sich der Mittelwert und die Standardabweichung ergibt.

Um zu iiberpriifen, ob die Prolinbiosynthese ebenfalls negativ beeinflusst wird, wenn das
kompatible Solut Cholin in der Zelle akkumuliert wird, wurde ein Stamm verwendet, in dem
die Glycin Betain Biosynthesegene gbsA und gbsB deletiert wurden. Dieser Stamm (CAB6)
kann also bei Zugabe von Cholin kein osmoprotektives Glycin Betain synthetisieren und die
Akkumulation von Cholin wére als Schutz vor osmotischen Stress nutzlos. In Abbildung 47 ist
die intrazelluldre Prolinkonzentration der Stammes JH642 (GbsAB™) und CAB6 (GbsAB") zum
einen bei 0.4 M NaCl (rot) und zum anderen bei 0.8 M NaCl (griin) dargestellt. Der Stamm
JH642 kann wie bereits in Abbildung 46 gezeigt Homocholin nicht als Osmoprotektivum
nutzen, da in diesem Stamm ebenfalls der ghsAB Repressor GbsR vorhanden ist. Zugabe von
Homocholin, und folglich eine Akkumulation des Substrates, beeintrachtigt die Prolinbio-

synthese sichtbar. Der Stamm CAB6 kann ohne Cholin-Zugabe einen Prolinpool von 100 mM

112



Ergebnisse

(0.4 M NaCl) bzw. 305 Mm (0.8 M NaCl) aufbauen (Abbildung 47). Mit zunehmender Salinitét
wird nimmt auch die Prolinproduktion zum Schutz der Zelle zu. Wird den Kulturen Cholin
zugegeben, so konnen nur 16 Mm Prolin produziert werden. Die Zelle erfahrt in diesem Falle
Salzstress und kann trotzdem keinen protektiven Prolinpool autbauen, was die Vermutung, dass
sich eine Akkumulation der positiven Ladung im Cholin/Homocholin negativ auf die

Prolinbiosynthese auswirkt, bestérkt.
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Abbildung 47: Einfluss der Homocholin und Cholin Akkumulation auf die de novo Prolinbiosynthese.
Die B. subtilis Stimme JH642 (GbsAB™) und CAB6 (GbsAB-) wurden in SMM mit 0.4 M NaCl (rot) und
0.8 M NaCl (griin) in Ab- oder Anwesenheit von 1 mM Cholin (-/+ Cho) oder Homocholin (-/+ HCho) bis
zur einer ODs7s von 1.8 kultiviert. Die Zellen wurden anschlieBend in einer kolorimetrischen
Prolinkonzentrationsbestimmung eingesetzt [129]. Der Assay wurde mit zwei biologischen und zwei
technischen Parallelen durchgefiihrt aus denen sich der Mittelwert und die Standardabweichung ergibt.

Es konnte nun mehrfach gezeigt werden, dass B. subtilis Zellen (GbsR") bei hoher Osmolaritit
in Anwesenheit von Homocholin nicht wachsen konnen (Abbildung 40, 41, 42, 45). Zusétzlich
konnte in Abbildung 46 und 47 gezeigt werden, dass eine Akkumulation von Homocholin (und
auch Cholin) die Prolinbiosynthese inhibiert. Um zu testen, ob der negative Wachstums-
phénotyp in Anwesenheit von Homocholin auf die Inhibition der osmoprotektiven
Prolinbiosynthese zuriickzufiihren ist, wurde ein B. subtilis Stamm mit einer proHJ Deletion
auf SMM Agarplatten mit 0.4 M NaCl in den Verdiinnungsstufen 10°-10* ausplattiert
(Abbildung 72). Dieser Stamm ist nicht mehr in der Lage Prolin de-novo zu synthetisieren
(Hoffmann 2017). Da dieser Stamm (ProHJ") aber in der Lage ist ebenso gut bei moderaten
Salzkonzentrationen zu wachsen wie der Wildtyp Stamm JH642 (ProHJ ") (Abbildung 72), kann
ausgeschlossen werden, dass der negative Wachstumsphdnotyp in Anwesenheit von
Homocholin darauf zuriickzufiihren ist, dass der Stamm nicht mehr in der Lage ist Prolin zu
synthetisieren. Es miissen also durch die Akkumulation der positiven Ladungen noch weitere

Prozesse in der Zelle negativ beeinflusst sein.
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4.6.3 Homobetain Synthese aus dem Vorlaufer Homocholin iiber GbsAB

Aus den bisher dargestellten Ergebnissen leitet sich die Frage ab, ob die Dehydrogenasen GbsA
und GbsB tatsdchlich aus Homocholin das bekannte kompatible Solut Homobetain
synthetisieren. Eine Abhédngigkeit der Enzyme fiir die osmoprotektive Nutzung von
Homocholin konnte in Abbildung 45 bereits nachgewiesen werden. Wurden die Gene fiir die
Glycin Betain Synthese ghsA und gbsB deletiert, so war ein Wachstum von B. subtilis in
Hochsalzmedium mit Homocholin nicht mehr moglich. AuBlerdem katalysieren die beiden
Enzyme die Glycin Betain Synthese ausgehend vom Homocholin-Derivat Cholin.

Mit Hilfe von 3C-NMR Spektren von Zellextrakten des Stammes BWB112 (GbsR™ ProHJ")
sollte qualitativ tlberpriift werden, ob die Zellen nach Aufnahme von Homocholin das
kompatible Solut Homobetain synthetisiert haben. Als Kontrolle wurde der Stamm BWB112
mit Homobetain kultiviert und als Referenz dienten Homobetain und Homocholin als
Reinsubstanz. Betrachtet man die Spektren der Reinsubstanzen, fillt auf, dass im Spektrum fiir
Homocholin kein Peak bei 179 ppm vorkommt. Dieser Peak steht fiir das Kohlenstoffatom,
welches sich am Carboxy-Terminus des Homobetains befindet (Abbildung 48). Homocholin
besitzt nur eine Alkohol-Gruppe, weshalb dieser Peak wegfillt. Fiir Homocholin gibt es dafiir
bei 61 ppm einen zusitzlichen Peak. Ansonsten sehen sich die beiden Spektren aufgrund der
gleichen Grundstruktur mit der Trimethylammoniumgruppe von Homobetain und Homocholin
sehr dhnlich aus. Betrachtet man nun das Spektrum des Zellextraktes des Stammes BWB112,
welcher mit Homobetain kultiviert wurde, konnen alle Peaks, welche in der Homobetain
Reinsubstanz auftauchen, wiedergefunden werden (Abbildung 48). Jedoch sind auch weitere
Peaks sichtbar, welche nicht ndher zugeordnet werden konnten. Das Spektrum fiir die
Homocholin Kultivierung gleicht dem Spektrum fiir die Homobetain Synthese in Hinblick auf
die Kohlenstoffdetektion. Da dieser Versuch nur dem qualitativen Nachweis der Homobetain
Synthese aus Homocholin dienen soll, ist hierbei die Hohe der Peaks nicht von Bedeutung. Es
konnte bei Homocholin Zugabe ein deutlicher Peak bei 179 ppm detektiert werden, welcher fiir
das Kohlenstoffatom am Carboxy-Terminus des Homobetains steht. Ob das Homocholin
vollstdndig zu Homobetain oxidiert werden konnte ist aus diesen Ergebnissen nicht ersichtlich,
lediglich dass die Enzyme GbsA und GbsB nicht nur die Glycin Betain Synthese aus Cholin,

sondern auch die Homobetain Synthese aus Homocholin katalysieren kdnnen.
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Abbildung 48: Qualitative Identifizierung von Homobetain und Homocholin mit Hilfe von 3C-NMR
Spektren.

Zu sehen sind zum einen '*C-NMR Spektren von Zellextrakten des Stammes BWB112, gewachsen unter
hyperosmotischen Bedingungen (SMM 1.2 M NaCl) mit 1 mM Homobetain (A) oder Homocholin (B). Zum
anderen von den Reinsubstanzen Homobetain (C) und Homocholin (D). Peaks, welche Kohlenstoffatome
von Homobetain darstellen, wurden mit HB versehen und Peaks, die Kohlenstoffatome von Homocholin
darstellen wurden mit HCho versehen. D4-3-(Trimethylsilyl) Propionat wurde als interner Standard genutzt
und mit einem * markiert.
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Um eine quantitative Analyse der Homobetain Synthese aus Homocholin durchzufiihren,
wurden die kompatiblen Solute Glycin Betain, Cholin, Homobetain und Homocholin aus
Zellextrakten des Stammes CABS (GbsR) mit Hilfe von LC-ESI-MS detektiert und
quantifiziert. Die fiir diese Experimente notige Kultivierung unterschiedlicher Stimme wurde
von mir durchgefiihrt, die LC-ESI-MS Messungen wurden freundlicherweise von Herrn Prof.
Dr. Andreas Seubert (Fachbereich Chemie, Philipps-Universitit Marburg) durchgefiihrt. Als
Referenzen dienten hierbei ebenfalls die jeweiligen Reinsubstanzen. In Abbildung 49 ist zu
sehen, dass bei 0.8 M NaCl und 1 mM Glycin Betain im Medium etwa 620 mM intrazelluléres
Glycin Betain vorhanden ist. Homobetain, Cholin oder Homocholin wurden nicht detektiert.
Wird dem Stamm das Substrat Cholin zugegeben, wird ersichtlich, dass durch die Glycin Betain
Synthese liber GbsAB 498 mM Glycin Betain synthetisiert wurden und kein Cholin mehr in der
Zelle vorhanden war (Abbildung 49). Bei Homobetain Zugabe konnten 480 mM Homobetain
detektiert werden und ein Vorhandensein von Glycin Betain, Cholin oder Homocholin konnte
ausgeschlossen werden. Durch die Zugabe von 1 mM Homocholin zum Medium konnten 384
mM intrazelluldres Homobetain und nur 19 mM Homocholin gemessen werden (Abbildung
49). Die Substrate Glycin Betain und Cholin wurden nicht detektiert. Diese Daten zeigen, dass
das kompatible Solut Homocholin fast vollstindig zu dem Glycin Betain Derivat Homobetain
umgewandelt wird und die Zelle durch diese Synthese vor hohen Salinititen geschiitzt werden

kann.
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Abbildung 49: Quantitative Identifizierung von Homobetain und Homocholin mit Hilfe von LC-ESI-
MS.

Die intrazelluldre Konzentration von Glycin Betain (rot), Homobetain (blau), Cholin (griin) und Homocholin
(orange) wurde aus Zellextrakten des Stammes CABS5 (GbsR), gewachsen unter hyperosmotischen
Bedingungen (SMM 1.2 M NaCl) mit 1 mM Glycin Betain (+Glycin Betain), Homobetain (+Homobetain),
Cholin (+Cholin) oder Homocholin (+Homocholin), mit Hilfe von LC-ESI-MS bestimmt. Es wurde der
Mittelwert und die Standardabweichung aus zwei biologischen und zwei technischen Parallelen bestimmt.
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4.6.4 Homocholin als Induktor fiir GbsR

Eine osmotische Protektion von B. subtilis mit dem Substrat Homocholin konnte nur in
Abwesenheit des gbsAB Repressors GbsR erfolgen. Nur dann war eine Expression von gbs4B
gegeben und die Oxidation von Homocholin zu Homobetain konnte ermdglicht werden. Um
eine Induktion durch Homocholin zu ermdglichen, ist vermutlich eine groflere Bindetasche in
GbsR notwendig, sodass das strukturell ldngere Substrat ebenfalls gebunden werden kann. Um
eine Mutation zu finden, welche die Bindung von Homocholin an GbsR ermoglicht wurde ein
genetischer Screen entwickelt. Durch den Mutatorstamm E. coli XL1-Red wurden zufillig
Mutationen in das, auf einem Plasmid liegende Gen gbsR, oder dessen authentischen Promotor
eingefiihrt. Die erhaltenen Plasmide (pLT39*), welche einen Replikationsursprung fiir B.
subtilis besallen, wurden in ein B. subtilis Stamm gebracht, welcher kein natiirliches ghsR Gen
sowie eine LacZ-Reporterfusion (ghsA-lacZ) trug. Als Kontrolle dienten Plasmide, welche
entweder kein Gen (pGP380, GbsR") oder das Wildtyp Gen (pLT39, GbsR™) trugen (Tabelle
8). Die erhaltenen B. subtilis Stimme wurden auf einem Minimalmedium kultiviert, in dem 0.4
M NaCl, 1 mM X-Gal, das entsprechende Antibiotikum Erythromycin/Lincomycin (Tabelle 5)
und 1 mM Homocholin enthalten war. Anders als die GbsR Deletionsmutante (LTB65), war
der Kontrollstamm mit intaktem GbsR (LTB64) hier kaum fahig zu wachsen, da keine
Umwandlung zu Homobetain als Osmoprotektivum mdglich war. Alle hier gewachsenen Klone
mit dem mutierten pLT39 Plasmids (ghsR*) wiesen eine blaue Férbung auf, sodass davon
ausgegangen werden kann, dass all diese ghbsR Genvarianten zu einer Expression von gbsA
fiihrten. Allerdings konnen hierbei keine Mutationen ausgeschlossen werden, die zu einem
»frame-shift”, oder vorzeitigem Stopp-Codon fiihrten. Diese GbsR Proteine wéren nicht intakt
und entsprechen der GbsR™ Kontrolle. Nach zwei Vereinzelungsschritten wurden die Klone
dann auf den Kontrollmedien (0.4 M NaCl, 1 mM X-Gal, Erythromycin/Lincomycin (Tabelle
5), I mM Cholin und 0.4 M NaCl, 1 mM X-Gal und Erythromycin/Lincomycin) ausgestrichten,
um zu liberpriifen, ob die vorliegende GbsR weiterhin den natiirlichen Liganden Cholin binden
kann. Wenn kein Induktor vorhanden ist, sollte sich der Klon bei intaktem GbsR keine
Blaufarbung zeigen. Die GbsR Wildtyp-Kontrolle zeigte hier keine Blaufarbung, da der
Repressor GbsR die DNA weiterhin bindet, wihrend die GbsR Deletionsmutante eine blaue
Féarbung aufwies. Von 88 getesteten Klonen konnten zwei Klone identifiziert werden [Klon 18

und Klon 51 (Abbildung 50)], welche keine Blaufiarbung aufwiesen.
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Abbildung 50: Blau-Weif} Screening zur Identifizierung von einer Homocholin induzierbaren GbsR
Mutante.

Es wurden 20 verschiedene Klone auf drei unterschiedlichen Medien auf ihre Blaufirbung getestet. Alle
Medien bestehen aus SMM 0.4 M NaCl, 1 mM X-Gal, Erythromycin/Lincomycin (Tabelle 5). Im Medium
auf der linken Seite befindet sich zusétzlich 1 mM Homocholin und im Medium in der Mitte 1 mM Cholin.
Rechts wurde kein Induktor zugegeben. Alle getesteten Klone besitzen eine ghsA-lacZ Reportergenfusion
und eine Deletion des Gens gbsR. Die Stamme wurden dann mit einem Plasmid transformiert, welches
entweder kein gbsR (Leerplasmid pGP380, A), das natiirliche gbsR (Plasmid pLT39, wt) oder ein zufillig
mutiertes gbsR (Plasmide pLT39%*, 1-20) besal. Rot umkreist wurde der Klon (18), welcher als einziger,
neben der Wildtypkontrolle, keine Blaufarbung auf dem Kontrollmedium ohne Induktor aufwies, sodass
davon ausgegangen werden kann, dass GbsR intakt ist und gbsA reprimiert.

Die Sequenzierung des Gens gbsR der beiden Klone zeigte die gleiche Mutation. An der
Position 88 wurde ein Threonin zu einem Alanin ausgetauscht (Codon 88: ACA — GCA in
beiden Fillen) (Abbildung 51). Erstaunlicherweise befindet sich die Mutation nicht, wie

erwartet, in der putativen Cholin Bindebox, sondern im flexiblen Linkerbereich von GbsR.

Abbildung 51: Monomer des in-silico Modells des Repressors GbsR aus B. subtilis mit markierter
Mutation GbsR-T38A.

Das in-silico Model wurde mit dem Webserver SWISS-Model [133] auf Grundlage der Struktur des Proteins
M;j223 (PDB: 1ku9) aus Methanocaldococcus jannaschii errechnet [38, 87]. Die vorhergesagte Bindetasche
fiir Cholin, bestehend aus vier Phenylalaninen, ist in blau dargestellt. Das Helix-Turn-Helix Motiv, welche
die DNA-Bindung ermoglicht ist griin markiert. In orange wurde die bewegliche Linkerdoméne dargestellt.
Rot markiert wurde die Aminosdure (Threonin88), die im Blau-Weil3 Screening als Homocholin-induzierbare
Mutante (GbsR-T*¥A) identifiziert wurde.
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Zusitzlich wurden als Kontrolle zwei blaue Klone (Klon 19 und Klon 20) untersucht und
ebenfalls das Gen gbsR sequenziert. Diese Klone besallen einen Basenaustausch, welcher zu
einem Stopp-Codon fiihrte (Q'??Stopp). Um die ghsA Expression dieser vier Klone und die der
Kontrollstimme [LTB64 (GbsRy), LTB65 (GbsR’)] zu untersuchen, wurde die Reporter-
genfusion (ghsA-lacZ), welche in allen Stimmen vorhanden ist, genutzt. Hierbei wurde wie in
3.5.2 beschrieben vorgegangen. In der Wildtypsituation (LTB64) ist nur eine LacZ-Aktivitét
bei Zugabe des natiirlichen Induktors Cholin vorhanden (Abbildung 52). Ohne Induktor und
auch bei Zugabe von Homocholin bindet der Repressor GbsR weiterhin an die DNA und gbsA
wird nicht abgelesen. Ohne Repressor (LTB65) ist keine Repression von gbs4 mehr moglich,
sodass in Ab- und Anwesenheit von Cholin und Homocholin eine dhnliche LacZ-Aktivitit von
80-110 Miller Units vorhanden ist (Abbildung 52). Dieser Phénotyp findet sich auch fur die
Mutanten (Klon 19 und 20), welche ab der Aminosédureposition 122 (GbsRw: 180
Aminosduren) ein frithzeitiges Stopp-Codon besitzen. Die LacZ-Aktivititsmessung in den
beiden Klonen 18 und 51 (GbsR-T38A) ergab, dass eine Repression der ghsA Expression ohne
Induktor weiterhin moglich ist (Abbildung 52). Auch das Expressionslevel in Anwesenheit von
Cholin gleicht in etwa dem des Wildtyp Proteins. Wird das System allerdings nun mit dem
Substrat Homocholin induziert, so ist nun eine erhohte LacZ-Aktivitit messbar. Die gbsA
Expression ist zwar nur halb so hoch wie mit dem natiirlichen Induktor Cholin, allerdings
scheint eine Bindung von Homocholin an die Mutante GbsR-T3A moglich zu sein, da ohne

Induktor keine Aktivitit vorhanden ist.
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Abbildung 52: Genetische Kontrolle der ghs4-Expression in An- und Abwesenheit von Cholin und
Homocholin unter Einfluss von GbsR-Mutanten.

Die verschiedenen B. subtilis Stimme mit verschiedenen GbsR Mutationen wurden in SMM bei 37 °C im
Wasserbad kultiviert und Proben bei einer ODs75 von 0,25 geerntet (blau). Selbige Kulturen wurden mit NaCl
(Endkonzentration 0.4 M) und Cholin (Endkonzentration 1 mM, rot) oder Homocholin (Endkonzentration 1
mM, griin) versetzt und nach 90 Minuten Inkubation geerntet. GbsR.: (LTB64) und GbsR™ (LTB65) dienten
als Kontrollen. Da alle Proben in einem Experiment vermessen wurden, konnen die gbsA4-Aktivitdten
miteinander vergleichen werden. Die Fehlerindikatoren zeigen die Standartabweichung, die aus zwei
biologischen und zwei technischen Parallelen resultiert.
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Dass die Bindung von Homocholin in der GbsR-T®A Mutante nicht so effizient ist wie die
Bindung von Cholin, konnte auch in einem Wachstumsversuch unter hochosmolaren
Bedingungen gezeigt werden. Hierfiir wurden die oben beschriebenen B. subtilis Stimme bei
1.2 M NaCl und in An- und Abwesenheit von 1 mM Homocholin, Cholin, Glycin Betain und
Homobetain kultiviert und nach 17 Stunden die ODs7s gemessen. Interessanterweise wiesen nur
die Staimme, die kein intaktes GbsR mehr besa3en (LTB65, Klon 19, Klon 20), osmoprotektives
Wachstum in Anwesenheit von Homocholin auf (Abbildung 53). Die Mutanten, welche die
GbsR Mutante GbsR-T38A besaBen (Klon 18 und 51) und bei denen eine ghs4 Expression mit
Homocholin induziert werden konnte, konnten mit diesem Substrat nicht wachsen (Abbildung
53). Scheinbar reicht das Induktionslevel nicht aus, um das Homocholin vollsténdig tiber GbsA

und GbsB zu Homobetain umzuwandeln.

25 m 1,2 M NaCl

2 I 1,2 M NaCl1mMGB

15 1,2 MNaCl1mMHB
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1 I = 1,2 M NaCl 1 mM Cho
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Abbildung 53: Osmoprotektionsassay verschiedener B. subtilis Stimme unter hyperosmotischen
Bedingungen zur Analyse osmoprotektiver Eigenschaften von unterschiedlichen kompatiblen Soluten.
Die Stamme wurden in SMM mit 1.2 M NaCl und in Ab- (rot) und Anwesenheit von 1 mM verschiedener
kompatibler Solute 17 Stunden kultiviert und anschliefend die ODs7s photometrisch bestimmt. Die
Wachstumsanalyse wurde mit zwei biologischen Parallelen durchgefiihrt aus denen sich der Mittelwert und
die Standardabweichung ergibt.

120



Diskussion und Ausblick

5. Diskussion und Ausblick

In B. subtilis konnten bisher 38 SBP-abhéngige ABC Transporter identifiziert werden [113]
von denen drei, OpuA, OpuB und OpuC, eine sehr wichtige Rolle bei der Anpassung an eine
hohe Osmolaritit im Boden spielen [8, 9]. In dieser Arbeit wurde die Rolle des
Substratbindeproteins bei der Determinierung der Substratspezifitit der ABC Transporter
OpuB und OpuC niher untersucht, sowie deren Evolution bioinformatisch aufgeklart.
Weiterhin konnte ein neuartiges Aufnahmesystem fiir kompatible Solute identifiziert und
charakterisiert werden. Dieser ABC Transporter besitzt ein hybrides Protein bestehend aus
TMD und SBP. Besonders der Repressor der Glycin-Betain Synthese GbsR spielt eine wichtige
Rolle in der osmotischen Stressantwort von B. subtilis. In dieser Arbeit konnten eine Reihe von
Mutanten gefunden werden, welche zur Aufkldrung des Zusammenhangs zwischen Struktur
und Funktionalitdt des Proteins beitrugen. Hierbei konnte insbesondere die Bedeutung einer
flexiblen Linkerregion von GbsR fiir dessen DNA-Bindeeigenschaften gezeigt werden.
Desweiteren konnte die Rolle des Cholin-Derivats Homocholin in der osmotischen
Stressantwort aufgekliart werden. Dieses Substrat zeigt liber die Synthese zu Homobetain

osmoprotektive Eigenschaften in B. subtilis, welche in dieser Arbeit analysiert wurden.

5.1 Substratspezifititen der nah verwandten ABC Transporter OpuB und
OpuC

Die ABC Transporter OpuB und OpuC besitzen eine sehr hohe Sequenzidentitit zueinander
(insgesamt 71%) und deren Operone liegen im Genom von B. subtilis sehr nahe beieinander.
Betrachtet man die Ligandenbindestelle in den beiden SBPs OpuBC und OpuCC, stellt man
fest, dass die gleichen vier aromatischen Aminosduren in beiden Proteinen den fiir
Substratbindestellen typischen ,,aromatic cage* bilden [9, 115, 116]. Die Gemeinsamkeiten
lassen vermuten, dass ein Transportsystem aus dem anderen entstanden ist. Durch
phylogenetische Analysen konnte gezeigt werden, dass der hochspezifische Cholin Transporter
OpuB im Laufe der Evolution aus dem promiskuitiven OpuC ABC Transporter entstanden ist
(Abbildung 15). Moglicherweise ist diese Gendulikation erstmals im Wildtyp Stamm B. subtilis
NCIB 3610 oder einem nah verwandten Stamm entstanden, da das OpuB System hier, mit einer
Ausnahme, erstmals auftaucht. Durch eine Duplikation von Genen kann hiufig eine neue und
effizientere Funktion fiir den Organismus entwickelt werden [150, 151]. Der OpuB Transporter
konnte als eine Anpassung an das Leben im Erdboden entstanden sein, da Cholin eine wichtige

Komponente in eukaryotischen Zellmembranen ist und durch verwittertes Pflanzenmaterial in
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die Umwelt gelangen kann. Uber den hoch affinen OpuB ABC Transporter konnte eine
effizientere Aufnahme des Osmoprotektivums gewihrleistet werden.

Worauf die unterschiedliche Substratspezifitit von OpuB und OpuC basiert, sollte in dieser
Arbeit ndher studiert werden. Mit Hilfe von Opu-Transportermutanten konnte in
Wachstumsversuchen unter hyperosmotischen Bedingungen sowie in Transportstudien mit
radioaktiv markierten Substraten gezeigt werden, dass OpuB neben Cholin ebenfalls mit
niedriger Affinitit das kompatible Solut Carnitin transportieren kann (Tabelle 13) [46]. Im
Vergleich zu diesem spezifischen ABC Transporter konnte fiir den OpuC ABC Transporter das
vorhergesagte breite Substratspektrum gezeigt werden. Ein SBP-loses OpuB/OpuC ABC
Transportsystem konnte keinen Transport von kompatiblen Soluten mehr vermitteln. In
Osmoprotektionsassays mit 1.2 M NaCl konnten diese B. subtilis SBP-losen Opu Mutanten
keine Protektion mehr zeigen, sodass davon ausgegangen werden kann, dass die beiden
Transporter OpuB und OpuC SBP anhéngig sind (Abbildung 8). Eine Bindung der Substrate an
eine Bindestelle in den TMDs kann dadurch ausgeschlossen werden. Um zu analysieren, ob die
SBPs tatsdchlich das Substratspektrum eines ABC Transporter determinieren, wurden hybride
Transportsysteme erstellt und in Hinblick auf das Substratspektrum untersucht. Obwohl SBP-
abhingige ABC Transporter immer aus den gleichen Komponenten bestehen, wurde die
Konstruktion eines funktionellen hybriden ABC Transporters bisher nur in einem Fall gezeigt.
Hierbei wurden die ATPasen des sn-Glycerol-3-Phosphat Transporters (Ugp) und des Maltose
Transporters (Mal) ausgetauscht [152, 153]. Da die ATPasen die am stirksten konservierten
Untereinheiten des ABC Transporters sind [67], kann vermutet werden, dass ein Austausch der
NBDs den Transportprozess nicht beeintrachtigt. Allerdings waren die hybriden Ugp/Mal
ineffzienter im Vergleich zu den korrespondierenden Wildtyp ABC Transportern [152, 153].
Diese Daten deuten an, dass ein Austausch von ABC Transporter Komponenten in der
Evolution nicht vorgesehen ist. Im Fall der hybriden OpuB und OpuC Transporter wurden nicht
die stark konservierten ATPasen ausgetauscht, sondern die SBPs, um zu untersuchen, ob das
Substratspektrum dadurch verdndert werden kann. Physiologische Untersuchungen zeigten,
dass der Austausch der SBPs (OpuB::OpuCC, OpuC::OpuBC) in den ABC Transportern OpuB
und OpuC dazu fiihrt, dass sich das Substartspektrum ebenfalls dndert (Abbildung 11). Der
spezifische Transporter OpuB erlangt durch das Implantieren des OpuCC SBPs
(OpuB::0OpuCC) das breite Substratspektrum des OpuC Wildtyp Transportsystems. Im
Gegenzug wurde der promiskuitive OpuC Transporter durch das SBP OpuBC (OpuC::OpuBC)

zu einem spezifischen ABC Transporter fiir Cholin und Carnitin [46].
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Die Effizienz des hybriden OpuB::OpuCC Transportsystems ist allerdings verglichen zum
OpuC Wildtypsystem fiinffach schlechter, wihrend die Affinitit der beiden Transporter zum
hier getesteten kompatiblen Solut Glycin Betain gleich gut ist (Tabelle 13). Hierbei kdnnte eine
verschlechterte Interaktion des ,,fremden* SBPs OpuCC zu den TMDs des OpuB ABC
Transporters eine Rolle spielen. Angelehnt an den Typ I Molybdat Transporter ModABC aus
Archaeoglobus fulgidus [85] konnten durch Modelingstudien drei Interaktionsbereiche von
OpuBC und OpuCC identifiziert werden, die moglicherweise bei der Interaktion zu den
jeweiligen TMDs beteiligt sind [46]. Diese Regionen sind allerdings in ihrer rdumlichen
Struktur sowie ihrer Ladung in OpuBC und OpuCC sehr dhnlich, sodass es unwahrscheinlich
ist, dass die verschlechterte Transporteffizienz des hybriden OpuB::OpuCC Systems durch eine
gestorte Interaktion der Transporterkomponenten hervorgerufen wird. Es konnte weiterhin
durch Western Blot Analysen festgestellt werden, dass das SBP OpuCC in einem Stamm, der
nur den hybriden ABC Transporter OpuB::OpuCC besitzt, in geringeren Mengen vorliegt, als
in einem Stamm, der nur das OpuC Wildtyp System besitzt (Abbildung 33). Da sich in
entgegengesetzter Richtung zum opuB Operon eine SigB-abhéngige Antisense RNA befindet
[154, 155], konnte es sein, dass es durch die Unterbrechung des opuB Operons und somit auch
der Antisense RNA zu destabilisierenden Effekten der mRNA des Transporters OpuB::OpuCC
kommt. Auf die Ergriindung dieser minimierten Transportermenge wurde in dieser Arbeit
jedoch nicht weiter eingegangen. Der hybride ABC Transporter OpuB::OpuCC besitzt
demnach eine schlechtere Transportgeschwindigkeit durch verringerte Transportermengen,
sodass eine Protektion in hyperosmotischen Bedingungen ebenfalls verschlechtert ist. Wie die
ineffiziente Osmoprotektion iiber den hybriden OpuB::OpuCC Transporter verbessert wurde,
wird in Kapitel 5.3 ndher beschrieben. Durch die Konstruktion von hybriden ABC Transportern
konnte gezeigt werden, dass die SBPs OpuBC und OpuCC fiir die Substratspezifitit von OpuB
und OpuC verantwortlich sind. AuBlerdem konnten erstmals funktionelle hybride ABC
Transporter erstellt werden, in denen die SBPs und nicht die hoch konservierten NBDs
ausgetauscht wurden. Da bereits ABC Transportsysteme bekannt sind, in denen mehrere SBPs
die gleichen TMD/NBD Komponenten nutzen wie z.B. im His/Lys/Arg Transporter in
Salmonella typhimurium [112], stellte sich die Frage, ob ein einzelnes OpuCC SBP in einem
Stamm mit intaktem spezifischen OpuB ABC Transporter ebenfalls mit den TMD/NBD
Komponenten des OpuB Transporter interagieren kann. Es konnte gezeigt werden, dass auch
in Anwesenheit eines vollstdndigen OpuB Transportsystems die Zuschaltung eines einzelnen
OpuCC SBPs zur vollstindigen Osmoprotektion von B. subtilis mit kompatiblen Soluten wie

Glycin Betain oder Homobetain fiihrt, welche keine natiirlichen Substrate des hoch spezifischen
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OpuB Systems sind (Abbildung 6). Demnach ist ein in-vivo Austausch der SBPs OpuBC und
OpuCC moglich. Laut diesen Ergebnissen konnte es B. subtilis ausreichen, ein vollstindiges
opuC Operon zu besitzen, um eine gute Transportgeschwindigkeit zu gewihrleisten und
zusitzlich das Gen opuBC zu exprimieren, um in einer Umgebung mit niedrigen
Cholinkonzentrationen eine moglichst affine Bindung zu erreichen.

Da die Substratspezifitit durch die SBPs OpuBC bzw. OpuCC determiniert wird, sollte eine
detailliertere Analyse der Substratbindetaschen Unterschiede aufkldren. Beide Proteine
besitzen vier aromatische Aminosduren, die eine Bindestelle bilden. Mutagenese von
Bindetaschen-bildenden Aromaten fiihrte in vorangegangenen Studien bei den SBPs OpuAC
aus B. subtilis, ProX aus A. fulgidus und EhuB aus Sinorhizobium meliloti [45, 156, 157] zu
einer drastischen Verschlechterung der Substratbindung. Aber auch Aminosauren, die nicht die
typische aromatische Bindetasche formen, kdnnen an der Bindung eines Substrates beteiligt
sein. Mutagenesestudien in den SBPs OpuAC, OpuBC und OpuCC aus B. subtilis zeigten
bereits, dass diese Aminosduren eine wichtige Rolle bei der Determinierung der
Substratspezifitit spielen, da Mutanten eine verschlechterte oder gar keine Bindung des
Substrates mehr erlaubten [45, 115, 116]. Diese Studien basieren allerdings nur auf in-vitro
Experimente. Die Substratspezifitit der jeweiligen ABC Transporter in-vivo wurde hierbei
nicht untersucht. Eine Gemeinsamkeit der Bindetaschen in OpuBC und OpuCC ist zum einen
die Anordnung der vier Tyrosine (Y’!, Y'!'7, Y"*” und Y??!) und zum anderen die Stabilisierung
der Seitenketten der kompatiblen Solute {iber die Aminosiure Q'° der Ligandenbindetasche. Im
SBP OpuBC fiihrt ein stabiles Wassernetzwerk iiber die Aminosiuren D’4, Y!'7 und L!5 zu
einer zusitzlichen Stabilisierung des Substrates Cholin. Die Bindetasche wird dadurch
unflexibel und starr [116]. Auch die Aminosdure an Position 74 ist wichtig bei der
Substratbindung [115, 116]. In OpuBC ist das negativ geladene Aspartat (D7*) neben der
Ausbildung des Wassernetzwerkes an der Bindung der Hydroxygruppe von Cholin beteiligt,
wihrend die strukturell entsprechende Aminosdure Threonin (T’#) im OpuCC SBP unter
anderem die Glycin Betain Bindung koordiniert. Negativ geladene Carboxygruppen werden
hier nicht abgestoflen und auch eine Bindung von Liganden mit langen Seitenketten ist durch
das groBere Volumen denkbar. Im Gegensatz dazu wiirde in OpuBC die stark negative Ladung
von D7* und auch das verringerte Volumen der Bindetasche die Bindung von langen und/oder
negativ geladenen Seitenketten verhindern.

In Broy (2015) konnten durch zielgerichtete Mutagenese bereits Mutanten erstellt werden, in
denen diese Aminosdure an Position 74 in den SBPs OpuBC und OpuCC der ABC Transporter
OpuB und OpuC ausgetauscht wurden [138]. Die Mutante OpuBC-D’*T konnte in Kooperation
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mit Sander Smits der Heinrich-Heine-Universitidt Diisseldorf mit verschiedenen Liganden
kristallisiert werden [138]. Eine Inspektion der Kristallstrukturen offenbarte, dass der
Austausch D7*T zum einen zum Aufbrechen des Wassernetzwerkes und zum anderen zur
Verdanderung der Ladung der Bindetasche fiihrte (Abbildung 21). Die negative Ladung des
Aspartats ist nun nicht mehr vorhanden, sodass vermutet werden konnte, dass diese Bindetasche
nun eine Bindung von verschiedenen Liganden ermdglicht. Vorldufige physiologische sowie
kinetische Analysen der Mutanten OpuBC-D’*T und OpuCC-T7*D in der Dissertation von S.
Broy zeigten, dass das Substratspektrum verdandert wurde [138]. In dieser Arbeit wurde der
mutierte OpuB-Transporter (OpuB-D’*T) in einen Stamm eingebracht, in dem der Repressor
des opuB-Operons GbsR deletiert wurde. Hierdurch konnte das OpuB-D7*T-System
dereprimiert werden, was es ermoglichte, das Substratspektrum eindeutiger zu bestimmen. Das
Wachstumsexperiment der Transportermutante OpuC-T’*D wurde in diesem Zuge ebenfalls
wiederholt. Es konnte eindeutig gezeigt werden, dass der D’*T Austausch im OpuBC SBP zu
einer Erweiterung des Substratspektrums fiihrt, welches exakt das gleiche, wie im OpuC
Wildtyp Transporter ist (Abbildung 19). Die Voraussagen aus der Analyse der
Kristallstrukturen der Mutante, dass ein Threonin an dieser Position eine Aufhebung der
negativen Ladung und eine VergroBerung der Bindetasche bietet, konnten in-vivo bestétigt
werden. Die physiologische und kinetische Analyse der hybriden ABC Transporter
OpuB::OpuCC und OpuC::OpuBC lieBen allerdings vermuten, dass durch Austausch der
Aminosduren an Position 74 das Substratspektrum von OpuB und OpuC ebenfalls getauscht
wird. Diese Hypothese konnte nicht vollstindig bestitigt werden, da das Wachstum einer
OpuCC-T"*D Mutante unter hyperosmotischen Bedingungen nicht nur mit Cholin und Carnitin,
sondern auch mit den kompatiblen Soluten Glycin Betain, Crotonobetain und y-Butyrobetain
moglich war. Diese Substrate gehdren nicht zum natiirlichen Substratspektrum des OpuB
Transportsystems. Das negativ geladene Aspartat (D’*) in der OpuCC Mutante verhindert
scheinbar nicht die Bindung der strukturell dhnlichen kompatiblen Solute Glycin Betain,
Crotonobetain und y-Butyrobetain. Um genaue Aussagen zur Bindung dieser Liganden in
OpuCC-T7D machen zu konnen, miisste die Mutante in Komplex mit diesen Liganden
kristallisiert und die Bindung ndher inspiziert werden. Aufnahmeexperimente mit vier
verschiedenen radioaktiv markierten Substraten in einem B. subtilis Stamm, der nur das
evolvierte OpuB ABC Transportsystem besitzt, zeigten, dass einzig die Affinitdt (Kn) zum
natiirlichen OpuB-Substrat Cholin durch den Aminosdureaustausch drastisch verschlechtert
wurde (100-fach) (Tabelle 14). Da allerdings die Transportkapazitit (Vmax) des Transporters

nicht verringert wurde, scheint eine Osmoprotektion mit 1 mM Cholin, was ein starker
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Uberschuss im Vergleich zum natiirlichen Habitat ist, immer noch méglich zu sein (Tabelle
14). Die gbsR-Deletion in diesem Stamm verdndert, wie erwartet, nur die Geschwindigkeit des
Transportes, da mehr Transportsysteme in dem Stamm produziert werden. Die gemessene
Affinitdt wird durch die gbsR-Deletion nicht verdndert. Durch den Austausch einer einzigen
Aminosdure im extrazelluliren OpuBC SBP konnte das hoch spezifische OpuB

Transportsystem zu einem promiskuitiven OpuC Transporter evolviert werden.

5.2 Der neuartige Osmolyt ABC Transporter OpuF

Die SBP-abhingigen ABC Transporter aus Gram Positiven Bakterien, wie z.B. OpuA, OpuB
und OpuC aus B. subtilis, bestehen, wie bereits erwihnt, typischerweise aus zwei NBDs, zwei
TMDs und einem SBP, welches iiber einen Lipidanker an die zytoplasmatischen Membran
gebunden ist [42, 67, 71, 80, 81]. Uber eine bioinformatische Studie, in der das Vorkommen
der beiden ABC Transporter OpuB und OpuC in der Gattung Bacillus phylogenetisch analysiert
wurde, konnte ein neuer Transportertyp fiir den Import von kompatiblen Soluten gefunden
werden, OpuF. Dieser ABC Transporter besteht nur aus zwei Proteinen (OpuFA und OpuFB)
und gehort zu den SBP-abhéngigen Importern, in denen das SBP an die TMD anfusioniert ist
[86]. Der neuartige OpuF Transporter ist in 58% der analysierten Bacillus Stimme vorhanden,
wobei beachtet werden muss, dass nicht alle in dieser Analyse einbezogenen Stimme
vollstidndig sequenziert sind (Abbildung 24). Die Verteilung von OpuF in dieser Gattung ist
sehr gleichméBig und der Transportertyp ist sogar weiter verbreitet, als der promiskuitive OpuC
Transporter. Lediglich in den moderneren Stimmen ist dieser Transportertyp nicht mehr zu
finden (Abbildung 24). Interessanterweise besitzen genau diese Stimme den hoch affinen ABC
Transporter OpuB, was darauf hindeutet, dass die evolutiondre Etablierung von OpuB und
dessen Co-Priasenz mit OpuC, die Notwendigkeit des Vorhandenseins von OpuF abgel6st hat.
Zu dieser Gruppe gehort ebenfalls der, in dieser Arbeit als Modelorganismus genutzte Stamm,
B. subtilis. Auch auflerhalb der Gattung Bacillus (Ordnung Bacillales) konnten sehr viele
Stimme mit einem OpuF-Transportertyp gefunden werden. In 689 untersuchten Stimmen
wurden 485 OpuF-Typ ABC Transporter identifiziert (Abbildung 25). Bemerkenswerterweise
besitzen alle Listeria- und Staphylocuccus Stamme einen OpuF-Typ ABC Transporter. Dieses
weite Vorkommen zeigt, dass dieser neuartige fusionierte ABC Transporter eine wichtige Rolle
spielt, sogar in pathogenen Mikroorganismen.

Die kodierenden Gene opuF4A und opuFB besitzen eine genetische Anordnung, die der Gene
des BilE ABC Transporters aus Listeria monocytogenes [87] und OpuA aus Lactococcus lactis

stark @hnelt [158, 159]. Das Gen opuF'A kodiert hierbei fiir die ATPase. Eine Vorhersage der
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transmembranen Helices ldsst darauf schlieen, dass das Gen opuFB fiir ein hybrides Protein
kodiert, welches aus einer TMD und eine Substratbindedoméne besteht (Abbildung 26B). Der
C-terminale Teil des hybriden Proteins befindet sich aullerhalb der Zytoplasmamembran, was
darauf hindeutet, dass dieser Teil das SBP bildet. Wie bereits fiir einige SBP gezeigt, [45, 115,
116, 123, 157, 159-163] erfolgt die Bindung der Liganden iiber eine Bindetasche, die aus
aromatischen Aminosduren besteht. In diesen ,,aromatic Cage* konnen die Substrate iiber
Kation-n-Interaktionen stabilisiert werden. Die typische aromatische Ligandenbindestelle ist
sowohl in SBPs aus Bakterien [45, 115, 116, 159, 161, 162] als auch aus Archaeen [123, 157]
zu finden. AuBlerdem ist bereits bekannt, dass dieser ,,aromatic cage* zusammen mit weiteren
Aminoséuren, die an der Bindung von Liganden beteiligt sind, bestimmen kdnnen, ob es sich
um einen ABC Transporter mit spezifischer oder breiter Substratspezifitit handelt. Ein
Aminosduresequenzvergleich der 112 OpuFB Proteine zeigte, dass in allen Substrat-
bindedominen der Proteine vier Aromaten konserviert sind (Abbildung 26A). In einem in-silico
Model der Substratbindedoméne des OpuFB Proteins aus B. infantis wurde deutlich, dass diese
konservierten aromatischen Aminosduren eine sehr dhnliche Substratbindetasche formen, wie
in bereits kristallisierten SBPs, wie z.B. OpuBC und OpuCC aus B. subtilis [115, 116] oder
ProX aus dem hyperthermophilen Archaeon A. fulgidus (Abbildung 67) [123]. Die Substrat-
bindedomine des Proteins BilEB diente zwar als Ausgangsstruktur des Modeling-Servers
SWISS-model [133], allerdings besitzt BilE keine Transporteigenschaften fiir kompatible
Solute [87, 139].

Die vorhergesagte Struktur von OpuF ist, wie auch in BilE aus L. monocytogenes und OpuA
aus L. lactis, ein Homodimer [86]. Bei OpuF-dhnlichen ABC Transportern handelt es sich um
Typ  ABC-Importer, die den Transport von osmo- und thermoprotektiven kompatiblen Soluten
vermitteln [67]. Der fusionierte ABC Transporter OpuA aus L. lactis transportiert das am
hiufigsten genutzte kompatible Solut Glycin Betain [86]. Um zu iiberpriifen, ob die OpuF
Transporter, welche in der Ordnung Bacillales in einer Vielzahl gefunden wurden, in der Lage
sind, osmoprotektive Substanzen in die Zelle zu schleusen, wurden heterolog in B. subtilis
Osmoprotektionsassays mit drei verschiedenen OpuF ABC Transportern (B. megaterium, B.
infantis, B. panaciterrae) durchgefiihrt. Diese verdeutlichen, dass der OpuF-Typ Transporter
tatsdchlich in der Lage ist, den Transport von kompatiblen Soluten zu vermitteln (Abbildung
28). Das Substratspektrum ist allerdings nicht immer gleich. Wiahrend die getesteten OpuF
Systeme aus B. infantis und B. panaciterrae sehr eindeutig nur die Substrate Glycin Betain,
Prolinbetain, Homobetain und das schwefelhaltige DMSP transportieren, kann das OpuF
System aus B. megaterium zusitzlich y-Butyrobetain transportieren (Abbildung 28). Obwohl
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Crotonobetain und y-Butyrobetain Vorstufen des Substrates Carnitin sind und alle drei
osmoprotektive Eigenschaften besitzen, kann nur das kompatible Solut y-Butyrobetain iiber
den OpuF Transporter aus B. megaterium transportiert werden. Allerdings besitzt dieser
Transporter nur eine niedrige Transporteffizienz (Tabelle 15, Abbildung 28), was
moglicherweise durch ineffiziente Expression oder Translation im heterologen Stamm B.
subtilis zu erkléren ist. Die beiden OpuF Systeme aus B. infantis und B. panaciterrae hingegen
besitzen exakt das gleiche Substratspektrum (Abbildung 28) und eine sehr hohe Affinitit zu
Glycin Betain (Tabelle 15). Der Km-Wert ist vergleichbar mit dem des ABC Transporters OpuC
aus B. subtilis (Tabelle 15). Die Transportgeschwindigkeit der beiden OpuF Transporter ist fast
doppelt so schnell verglichen zu OpuC (Tabelle 15). Die kinetischen Parameter und die sehr
starke Verbreitung der opuFA-opuF' B Gene lassen vermuten, dass dieser Transportertyp in der
zelluldren Stressantwort von terrestrischen sowie marinen Bakterien eine wichtige Rolle spielt.
Im vorherigen Kapitel wurde die Bedeutung der Aminoséure an Position 74 der reifen SBPs
OpuBC und OpuCC aus B. subtilis nidher erldutert. Es konnte gezeigt werden, dass ein Aspartat
an dieser Stelle (OpuBC) zu einem spezifischen Substratspektrum, und ein Threonin (OpuCC)
zu einem breiten Substratspektrum des ganzen ABC Transporters fiihrt. Im Aminosdure-
sequenzvergleich der 112 OpuFB Proteine wurde deutlich, dass sich an der korrespondierenden
Position des hybriden Proteins an dieser Stelle stets ein Threonin befindet. Dieses konservierte
Threonin (Position 297 in OpuFB aus B. megaterium, Position 296 in OpuFB aus B. infantis,
Position 299 in OpuFB aus B. panaciterrae) lies vermuten, dass die untersuchten OpuF ABC
Transporter ein vergleichbar breites Substratspektrum wie OpuC besitzen. Diese Hypothese
konnte allerdings nicht bestétigt werden (Abbildung 28). Es handelte sich, wie bereits erwéhnt,
allerdings auch nicht um ein spezifischen Transporter fiir Cholin. Es kann also in fusionierten
SBP-TMD ABC Transportern keine Vorhersage getroffen werden, ob es sich um ein
spezifischen oder promiskuitiven Importer handelt. Der Aminosdureaustausch dieses Threonins
zu einem Aspartat fiihrte allerdings dazu, dass keine kompatible Solute mehr zur
Osmoprotektion transportiert werden konnten. Es ist mdglich, dass das Aspartat tatsachlich,
durch bereits in Kapitel 5.1 beschriebene Griinde, zur Einschrinkung der Bindekapazitit fiihrt.
Allerdings ist auch nicht auszuschlieen, dass das Protein aufgrund der Mutagenese nicht mehr
korrekt gefaltet ist, dadurch keine Bindung mehr moglich ist. Fiir genauere Aussagen iiber die
Bindung der kompatiblen Solute in der Substratbindedoméne der OpuFB Proteine miissten
Bindestudien mit gereinigtem Protein durchgefiihrt und Kristallstrukturen mit Liganden erzeugt

werden.
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Alle Osmoprotektionsstudien wurden sowohl in An- als auch in Abwesenheit des opuB-
Repressors GbsR durchgefiihrt. Da in dieser Arbeit, in einem Stamm mit ineffizienten hybriden
ABC Transporter, Suppressormutationen in diesem Regulator gefunden wurden, die zur
erh6hten Proteinsynthese des ABC Transporters fiihrten, sollte auch in der Analyse zur
Bestimmung der Substratspezifitit der OpuF Transporter eine Deletion von GbsR zu
deutlicheren Ergebnissen fiihren. In Anwesenheit von GbsR fand keine Osmoprotektion tiber
die OpuF Transporter aus B. infantis und B. panaciterrae statt, sodass davon ausgegangen
werden kann, dass diese beiden ABC Transporter ebenfalls durch das Protein GbsR aus B.
subtilis reguliert werden. Einzig im ineffizienten OpuF System aus B. megaterium war kein
Einfluss von GbsR zu beobachten. Auf die nédhere Regulation von GbsR auf die fusionierten

ABC Transporter wurde in dieser Arbeit nicht ndher eingegangen.

5.3 GbsR — Mutationen in verschiedenen Doméinen des Repressors fithren
zur Derepression des opuB Operons

Mikroorganismen konnen auf wechselnde Bedingungen in ihrer Umgebung durch eine
Kontrolle der Genexpression antworten [164]. Sowohl Prokaryoten, als auch Eukaryoten
nutzen die transkriptionelle Regulation, in der hdufig Aktivatoren und Repressoren eine Rolle
spielen, sodass die Transkription entweder an- oder ausgeschaltet werden kann [165]. Die
meisten transkriptionellen Regulatoren besitzen neben einer DNA-Bindedomine eine
Bindestelle fiir Effektormolekiile; chemische Signalmolekiile, die das metabolische
Gleichgewicht der genetischen Maschinerie der Zelle fordern. Die Glycin Betain Synthese in
B. subtilis wird durch den MarR-Typ Regulator GbsR reguliert, wobei Cholin als Induktor
fungiert. Typisch fir MarR-Typ Regulatoren ist das Helix-Turn-Helix Motiv, mit dem
palindromische DNA Regionen gebunden werden konnen [38]. Befindet sich das Helix-Turn-
Helix Motiv am C-Terminus, handelt es sich iiblicherweise um Aktivatoren, liegt dieses Motiv
am N-Terminus, wie im Falle von GbsR aus B. subtilis, ist der Regulator meist ein Repressor
[166]. Die einfachste Form des Helix-Turn-Helix Motivs besteht aus zwei a-Helices, getrennt
von einer B-Faltblattstruktur. Drei Aminosduren bilden den Turn [167]. Bei der Bindung an
palindromische DNA Regionen liegen MarR-Typ Regulatoren iiblicherweise als Dimere vor.
Wilkinson & Grove (2006) konnten zeigen, dass die Bindung durch Homodimere erfolgt. Da
bereits bekannte kristallisierte MarR-Typ Regulatoren wie MepR aus Staphylococcus aureus
[168] oder MarR aus E. coli [169] ebenfalls als Homodimere identifiziert wurden und auch das
Protein Mj223 aus M. jannaschii, welches als Ausgangsstruktur fiir das GbsR in-silico Model

diente, ein Homodimer ist [63], wird davon ausgegangen, dass GbsR aus B. subtilis ebenfalls
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als Homodimer DNA bindet. Nau-Wagner et al. konnten in dem in-silico Modell von GbsR
eine DNA-Bindedomine, welche aus einer Winged-Helix-Turn-Helix Motiv besteht (AS 49-
73), identifizieren (Abbildung 3B). Eine putative Dimerisierungsdoméne wird im Bereich von
AS 95-161 vermutet. Zwischen beiden Dominen befindet sich der flexible Linker (AS 74 bis
94), in welchem sich zusitzlich eine putative Cholin-Bindebox aus vier Phenylalaninen (F°°,
F”, F'2 und F'®) befindet. Laut Nau-Wagner et al. konnten diese vier Aromaten eine
Ligandenbindetasche bilden [38]. M. Fischer konnte in ihrer Bachelorarbeit zeigen, dass diese
vier aromatischen Aminosiuren, und zusitzlich noch zwei weitere Phenylalanine (F°° und F%%)
ebenfalls an der Substratbindung beteiligt sind.

Da Cholin nicht nur das Effektormolekiil des transkriptionellen Repressors GbsR ist, sondern
auch der Vorléufer fiir die, durch die Dehydrogenasen GbsA und GbsB katalysierte, Glycin-
Betain Synthese und nicht de-novo synthetisiert werden kann, muss dieses Substrat {iber die
ABC Transporter OpuB und OpuC aufgenommen werden [8, 37]. Es konnte bereits gezeigt
werden, dass GbsR die ghsAB Expression und die opuB Expression durch Wechselwirkungen
mit der DNA reprimiert. Die Bindestelle fiir GbsR liegt in beiden Féllen zwischen dem
Promotorbereich und der Ribosomenbindestelle, was zu einem ,,Road-Block® Mechanismus
fithrt (personliche Mitteilung Bianca Warmbold, unverdffentlicht). Die Polymerase kann zwar
an den Promotor binden, allerdings wird das Ablesen der Gene verhindert. OpuC hingegen wird
nicht durch GbsR reguliert, was physiologisch sinnvoll ist, da OpuC ein breites
Substratspektrum hat, wihrend OpuB ein spezifischer Importer fiir Cholin ist. In Anwesenheit
des Induktors Cholin, welcher mit einer Kq von 165 uM an das Protein bindet, 16st sich der
Repressor von der DNA und die Expression von ghsAB und opuB wird induziert [38]. Hierbei
gibt es vermutlich eine derartige Konformationsédnderung des Homodimers, sodass die DNA-
Bindemotive nicht mehr an die DNA binden kénnen. Diese Dynamik des Regulators GbsR
konnte bisher noch nicht eindeutig untersucht werden, da das gereinigte GbsR Protein
biochemisch sehr schwer zu handhaben ist.

Um die verschiedenen Doménen von GbsR besser zu verstehen und deren Funktion zu
studieren, wurden, gefunden durch einen Suppressor-Screen, Mutationen charakterisiert, die
sich in der putativen Cholin Bindebox, dem flexiblen Linker und im Winged-Helix-Turn-Helix
Motiv befinden [46]. Dieser Suppressor-Screen wurde mit einem B. subtilis Stamm
durchgefiihrt, welcher den ineffizienten hybriden ABC Transporter OpuB::OpuCC besitzt
(Abbildung 11, 30). Mutationen im opuB Repressor GbsR waren durchaus denkbar, da sich
herausstellte, dass die Menge des OpuB::OpuCC Transporters nicht fiir eine optimale

Osmoprotektion ausreicht. Demnach fiihrten alle gefundenen Mutationen, ob Aminosdure-
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austausch, ,,frame-shift*“-Mutation oder eine gro3e Deletion von 253 bp zu einer verbesserten
Protektion unter hyperosmotischen Bedingungen. Zusitzlich wurde ein Basenaustausch
gefunden, welcher sich 15 bp vor dem Startcodon und zwei bp vor der Ribosomenbindestelle
befindet. Diese Mutation konnte Auswirkungen auf die Bindung des Ribosoms an die DNA
haben, sodass die mRNA nicht effizient translatiert werden kann, denn alle gefundenen
Mutationen fithren zu einer erhohten Proteinsynthese des Transporters OpuB::OpuCC, was
mittels Western Blot gezeigt werden konnte (Abbildung 36). Zusitzlich konnte durch die
Bestimmung der kinetischen Parameter von représentativen Mutationen gezeigt werden, dass
die Transportkapazitdt von Glycin Betain durch den hybriden ABC Transporter OpuB::OpuCC
gesteigert wurde (Tabelle 16). Auch die Auswirkungen der GbsR-Mutanten auf die ghsAB-
Expression wurden analysiert. In Anwesenheit vom GbsRw Protein ist nur eine Basisexpression
von gbsA vorhanden. Wenn der Induktor Cholin zugegeben wird und die Osmolaritét auf 0.4
M NaCl erhoht wird, um die Expression der Importsysteme OpuB und OpuC zu gewéhrleisten,
wird gbsA exprimiert. In Abwesenheit des Repressors GbsR war bereits ohne Cholin die
Expression auf gleichem Level wie mit Cholin. Es konnte hiermit reproduziert werden, dass
GbsR die Expression von gbsA beeinflusst. Verglichen zur Wildtyp Situation zeigen mit
Ausnahme von zwei Mutanten (GbsR-S®*N und GbsR-D*’Y), alle Mutanten eine erhohte
Expression von gbsA ohne das Effektormolekiil Cholin. Vier der neun Punkmutanten verhielten
sich wie eine GbsR Deletionsmutante, sodass ein ,,]loss-of-function® beobachtet werden kann
(Abbildung 38). Die Funktionalitdt von GbsR als Repressor fiir gbsA4 ist komplett verloren
gegangen. Drei Punktmutanten, welche sich alle im flexiblen Linker des Proteins befinden,
zeigten nur eine erhohte Expression im uninduzierten Zustand. Eine Cholin-Induktion war aber
noch moglich, sodass diese Mutanten nur die Repression verschlechtern. Scheinbar fiihren all
diese Mutationen, selbst die in der putativen Cholin Bindebox, zu einem derartigen
Konformationswechsel des Proteins, sodass eine DNA-Bindung nicht mehr moglich ist.
Denkbar ist, dass eine korrekte Bildung des Homodimers gar nicht erst mdglich ist. Die DNA-
Erkennungsmotive der beiden Monomere passen moglicherweise nicht mehr auf die DNA,
sodass eine Repression nicht, oder nur teilweise moglich ist. Dies konnte auch durch EMSA-
Studien von reprédsentativen Mutanten gezeigt werden. Die Proteine zeigen keinerlei Bindung
mehr zur GbsR-Bindestelle vor ghs4 (Abbildung 37). Eine Uberpriifung, ob die GbsR Mutanten
richtig gefaltet und als Dimere vorliegen, muss allerdings noch durch Gelfiltration erfolgen.
Die Mutation GbsR-S®N, welche sich direkt in der DNA-Bindedomine befindet, fiihrt zur
minimal erhohten Expression von ghsA4 in Abwesenheit von Cholin. Denkbar wére, dass diese

Mutation keinen Einfluss auf die Konformationsénderung und Proteindynamik von GbsR hat,
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sondern nur auf die direkte DNA-Bindung und hierbei ein Aminosédureaustausch keinen starken
Einfluss. Auch EMSA-Studien mit dieser Mutante konnten beweisen, dass eine Bindung zur
DNA noch méglich war, diese aber eingeschrinkt war. Der Einfluss der Mutation GbsR-D>’Y
auf die ghsA Expression muss wiederholt werden, da diese bisher keine Aktivitit des ghsA4-
Promotors zeigt. Ein ,,Superrepressor* wiirde allerdings wenig Sinn machen, da der Suppressor-
Screen darauf basiert, dass die Expression und Translation von opuB erhoht werden sollte und
somit eine DNA-Bindung von GbsR verschlechtert werden miisste. Eine erhohte
Transportermenge sowie Transportkapazitit konnte fiir diese Mutante bereits gezeigt werden.
Weiterhin wiirde die Bestimmung der Bindeaffinititen (Kq) der gefundenen GbsR-Mutanten
zum natlirlichen Induktor Cholin Aufschliisse tiber die Auswirkungen der Mutationen geben.

Durch den bereits beschriebenen Suppressor-Screen konnte wertvolles Wissen iiber den
Zusammenhang zwischen Struktur- und Funktionalitdt des Repressors GbsR erstmals erlangt
werden. Ray ef al. konnten bereits vorhersagen, dass der Homodimers des DNA-Bindeproteins
Mj223 aus M. jannaschii eine Konformationsédnderung vornehmen muss, um iiberhaupt DNA
binden zu konnen. Ohne diese Proteindynamik wiirden das Winged-Helix-Turn-Helix Motiv
strukturell keine Wechselwirkung mit DNA eingehen kdnnen. Mj223 aus M. jannaschii und
GbsR aus B. subtilis besitzen eine 34% ige Sequenzidentitét. Da diese Struktur zusitzlich als
Ausgangssequenz fiir das in-silico Model von GbsR diente, liegt es nahe, dass auch in GbsR
aus B. subtilis die Konformationsénderung bei der DNA-Bindung von Néten ist. Interessanter-
weise filhren Mutationen, welche sich direkt im DNA-Bindemotiv liegen, nicht zu einer
vollstdandigen ,,loss-of-function* von GbsR (Abbildung 38). Hierbei wird deutlich, dass andere
Regionen, wie der flexible Linker oder die Cholin-Bindestelle einen erheblich stirkeren
Einfluss auf die DNA-Bindung haben. Da diese Aminoséduren aber keinen direkten Kontakt zur
DNA haben, liegt es nahe, dass diese Bereiche, besonders die Linkerregion, einen Beitrag bei
der Proteindynamik leisten und die Bindung zu DNA durch einen weitreichenden Effekt gestort
wird. Die Regulation der Glycin-Betain Synthese {iber den MarR-Typ Regulator GbsR konnte
durch die stiickweite Aufkldrung des Zusammenhangs zwischen Struktur und Funktionalitét

von GbsR weiter vertieft werden.

5.4 Der Mechanismus der Osmoprotektion mit Hilfe des Cholin-Derivats
Homocholin

Wie bereits erwéhnt, wird das opuC Operon nicht durch den Repressor GbsR reguliert. Der
promiskuitive ABC Transporter OpuC ist ndmlich in der Lage nicht nur Cholin als Vorldufer

der Glycin Betain Synthese, sondern eine grofle Vielzahl von verschiedensten kompatiblen
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Soluten bei osmotischem Stress in die Zelle zu transportieren [8, 9, 37]. Natiirlich vor-
kommende Substrate, wie z.B. Glycin Betain, Cholin, Carnitin oder Homobetain sowie
synthetische Substrate, wie Derivate von DMSP oder Glycin Betain konnen vom SBP des OpuC
Transporters gebunden und aufgenommen werden [43, 44]. Hierfliir kann die osmotische
Induzierbarkeit des opuC Operons genutzt werden [7]. Es konnte in dieser Arbeit gezeigt
werden, dass auch das Cholin-Derivat Homocholin osmoprotektive Eigenschaften in B. subtilis
besitzt und dessen Transport iiber den promiskuitiven OpuC Transporter vermittelt wird. Dieses
Substrat besitzt eine zusétzliche CH>-Gruppe in der Kohlenstoffkette als Cholin und kommt im
Gehirn von Saugetieren vor. Hier kann Homocholin zu Acetylhomocholin acetyliert werden
und dient dann als Neurotransmitter [170]. Als synthetisch hergestelltes Molekiil spielt es eine
groBBe Rolle in der medizinischen Forschung [145, 146, 148, 170]. In dieser Arbeit konnte
ebenfalls gezeigt werden, dass das Glycin Betain Derivat Homobetain in B. subtilis
osmoprotektive Eigenschaften hat. Es konnte demnach vermutet werden, dass dies fiir
Homocholin auch der Fall sein kénnte. Aullerdem sollte untersucht werden, ob Homocholin,
wie auch Cholin in zwei Schritten zu Homobetain oxidiert werden muss, um B. subtilis vor
Salzstress zu schiitzen. Hierbei steht die Promiskuitét der Dehydrogenasen GbsA und GbsB im
Fokus.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das Cholin-Derivat Homocholin iiber die beiden
nah verwandten ABC Transporter OpuB und OpuC transportiert werden kann (Abbildung 41,
42, Tabelle 17). Die Affinitdt des OpuC Systems zu diesem Substrat ist vergleichbar mit der zu
Cholin. Im OpuB System sinkt die Affinitdt um das 36-fache (Tabelle 17). Vermutlich stort die
verldngerte Kohlenstoffkette im OpuBC SBP, da durch das Aspartat74, welches bei der
Substratdetermination eine essentielle Rolle spielt, weniger Volumen fiir die Liganden zu
Verfiigung steht also das Threonin74 im OpuCC SBP (Abbildung 44). Interessanterweise ist
eine Umwandlung von Homocholin zu Homobetain notwendig, um B. subtilis bei osmotischem
Stress Schutz zu bieten. Durch intrazellulire Poolmessung konnte gezeigt werden, dass
Homocholin fast vollstindig zu Homobetain oxidiert wird (Abbildung 49). Eine Deletion der
Gene ghsA und gbsB fiihrt dazu, dass das Bakterium unter Hochsalzbedingungen in
Anwesenheit von Homocholin nicht wachsen kann. Zusitzlich wird durch die Akkumulation
von Homocholin in der Zelle die Prolinbiosynthese negativ beeinflusst (Abbildung 46). Diese
wiirde normalerweise angeschaltet, sobald keine osmotischen Schutzsubstanzen in der
Umgebung vorliegen, um den Organismus mit der de-novo Synthese eines kompatiblen Soluts
zu schiitzen [9, 51, 52]. Moglicherweise wird durch die positiv geladene Trimethylammonium-

Kopfgruppe der intrazelluldre Ionenhaushalt gestort, sodass Prozesse, wie die Proteinbio-
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synthese bei der die Interaktion der RNA-Polymerase mit der DNA essentiell ist oder die
Prolinbiosynthese gestort sein konnten.

Erstaunlicherweise sind die NAD-abhédngige Alkohol Dehydrogenase GbsB und die Glycin
Betain Aldehyd Dehydrogenase GbsA in der Lage, nicht nur Cholin in zwei Schritten zu Glycin
Betain zu oxidieren, sondern auch Homocholin zu Homobetain umzuwandeln. Hoffmann et al.
konnten vor kurzem zeigen, dass ein Arsenhaltiges Derivat von Cholin, Arsenocholin, in B.
subtilis ebenfalls iiber die Glycin Betain Synthese Enzyme GbsB und GbsA zu Arsenobetain
oxidiert wird. Arsenobetain wurde hier nicht nur als Osmoprotektivum beschrieben. Es bietet
zusitzlich Schutz gegeniiber sehr niedrigen und sehr hohen Temperaturen [171]. Enzyme,
welche zusitzlich zu ihrer natiirlichen Funktion im Organismus weitere womoglich fremde
Prozesse katalysieren konnen, sind nicht selten. Durch diese Multifunktionalitdt entsteht ein
,untergrundmetabolismus®, welcher wichtig bei der Entwicklung neuer Stoffwechselwege im
Laufe der Evolution ist. Beispielsweise konnte durch das Einfiigen der zwei Enzyme pdxH und
pdxJ aus E. coli in einen B. subtilis Stamm ein DXP-abhingiger PLP Syntheseweg etabliert
werden [ 172]. Diese Methode konnte bei der Generierung von Synthesen niitzlicher Substanzen
von Vorteil sein [172]. Das Potential der Evolution neue Enzyme zu erhalten, beruht auf der
Vielfalt von Enzymen in einem Organismus, der Topologie von metabolischen Netzwerken und
den Bedingungen in der Umwelt. Promiskuitive Enzyme konnen dem Organismus dann einen
Vorteil bieten, wenn z.B. neue Néhrstoff- und Energiequellen genutzt werden sollen [173].
Vermutlich waren die evolutiondr frithesten Enzyme Generalisten mit einer sehr breiten
Substratspezifitit und erst im Laufe von Milliarden Jahren konnten spezifizierte und hoch affine
Enzyme oder Aufnahmesysteme ein effizientes Uberleben in Nischen mit limitierten
Néhrstoffgehalten [173]. Bei der Evolution neuer Systeme spielt die Duplikation von Genen
eine grof3e Rolle [174].

Bei der Regulation der Cholin-zu-Glycin Betain Synthese spielt der MarR-Typ Regulator GbsR
eine wichtige Rolle, da erst in Anwesenheit von Cholin die Gene gbs4B und opuB exprimiert
werden [38, 54]. Wie bereits in Kapitel 5.3 erldutert, gibt es eine aromatische Bindetasche,
welche die stabile Bindung des Trimthylammonium Substrates Cholin erméglicht. Wenn
Cholin vorliegt, wird demnach stets die Umwandlung zu Glycin Betain iiber GbsA und GbsB
induziert. Homocholin scheint strukturell nicht in die Bindetasche von GbsR zu passen, da in
Anwesenheit von GbsR keine Oxidation von Homocholin zu Homobetain méglich ist. Das
Arsenderivat Arsenocholin konnte von GbsR gebunden werden, allerdings mit einer
schlechteren Affinitdt als Cholin [171]. Hierbei handelt es sich aber nicht um ein strukturell

langeres Molekiil, da sich in diesem Derivat ein Arsen anstelle des Stickstoffmolekiils befindet.
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Vermutlich ist Homocholin fiir die Funktionalitét als Induktor fiir GbsR strukturell zu lang. Um
einem B. subtilis Wildtyp Stamm eine Osmoprotektion mit dem Substrat Homocholin zu bieten,
miisste eine Mutation identifiziert werden, welche eine Homocholinbindung an den gbsAB
Repressor GbsR ermdglicht. Um diese zu finden, wurde ein genetischer Screen entwickelt.
Hierbei wurde ein Blau-Weill Test genutzt, der mit Hilfe einer ghsA4-lacZ Reportergenfusion
verschiedene Phédnotypen zeigte, welche von ghsR Genvarianten resultierten (Abbildung 50).
Hierbei konnte in zwei unabhiingigen Klonen die Mutation GbsR-T3¥A identifiziert werden.
Diese Mutation befindet sich in der flexiblen Linkerregion, welche die Dimerisierungsdoméne
und das DNA-Bindemotiv verbindet. Nur sechs Aminosduren entfernt beginnt die aromatische
Bindetasche fiir den natiirlichen Induktor Cholin. Eine Messung der Promotoraktivitit von gbsA4
bei moderaten Salzkonzentration und in Anwesenheit von Homocholin ergab fiir diese GbsR
Mutante eine erh6ohte Expression (Abbildung 52). War kein Induktor vorhanden, so konnte auch
keine LacZ-Aktivitit gemessen werden. Wurde das natiirliche Effektormolekiil Cholin
zugegeben, war die Aktivitit etwa doppelt so hoch, wie mit dem Cholin-Derivat Homocholin
(Abbildung 52). Diese Ergebnisse zeigen, dass eine Induktion und somit Bindung von
Homocholin an die Mutante GbsR-T®**A méglich sein muss. Zwar scheint diese Bindung,
verglichen zur Cholinbindung, erheblich schlechter zu sein, aber da ohne Homocholin oder
Cholin keine gbs4 Expression vorhanden ist, hat das Substrat Homocholin eindeutig eine
Auswirkung auf die GbsR-DNA Interaktion. Dass die Bindung von Homocholin nicht sehr
effizient ist, konnte auch in einem Wachstumsversuch unter hochosmolaren Bedingungen
gezeigt werden. Wurde hier der Stamm, welcher die GbsR-T%A Mutante besitzt, in
Anwesenheit von 1 mM Homocholin kultiviert, so konnte kein protektives Wachstum
beobachtet werden (Abbildung 53). Moglicherweise kann mit dem physiologischen Uberschuss
von I mM Homocholin eine totale Umwandlung zu Homobetain nicht erfolgen, da die
Expression von ghsAB nicht hoch genug ist. Demnach gibt es weiterhin einen Uberschuss der
positiven Ladung im Cytoplasma, sodass zelluldre Prozesse mdglicherweise nicht korrekt
ablaufen [17]. Obwohl sich die Mutation nicht direkt in der Bindetasche befindet, kann
vermutet werden, dass der flexible Loop in Richtung der Bindebox klappt und dort eine
Auswirkung auf das Volumen der Bindetasche hat. Da es sich bei der Struktur von GbsR nur
um ein in-silico berechnetes Modell handelt, ist nicht auszuschlieen, dass es zur tatsdchlichen
Kiristallstruktur Unterschiede gibt. In dieser Arbeit wurden mit Hilfe des Blau-Weil3 Screens 80
unabhingige Klone hinsichtlich der ghs4 Expression untersucht. Um weitere Mutationen zu
identifizieren, welche womoglich eine mit Cholin vergleichbare Induktion des ghsAB Operons

hervorrufen, miissten viele weitere Klone untersucht werden. Der in dieser Arbeit entwickelte
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Screen bietet hierfur die Basis. Um die Funktionalitidten der verschiedenen Doméanen von GbsR

eindeutig zu bestimmen, ist auBerdem die Kristallisation des Proteins zwingend notwendig.
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7. Anhang
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Abbildung 54: Sequenzvergleich der SBPs OpuBC und OpuCC aus B. subtilis.
Dargestellt sind die Aminosduresequenzen von OpuBC und OpuCC ohne Signalsequenz. Schwarze
Pfeile markieren die konservierten Tyrosine, die die aromatische Bindetasche formen. Der rote Pfeil
markiert die Position 74, welche ebenfalls an der Bindung der kompatiblen Solute beteiligt ist. Im
OpuBC Bindeprotein befindet sich hier ein Aspartat (D) und im OpuCC ein Threonin (T).
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Anhang

Abbildung 56: Ungewollte Mutation im OpuCC SBP des hybriden ABC Transporters OpuB::OpuCC.
Der Stamm LTBI1 [Vaterstamm der Suppressor Mutanten LTB3 (GbsR-G*E), LTB4 (GbsR-T7°A) und
LTB5 (GbsR-R¥S)] besitzt eine ungewollte Mutation im SBP OpuCC des hybriden ABC Transporters
(OpuCC-M?'"). Diese liegt am Randbereich des SBP OpuCC (PDB: 3PPP) und hat keinerlei Auswirkung
auf den Transport der kompatiblen Solute (Abbildung 57, Tabelle 18). Die Mutation wurde mittels gerichteter
Mutagenese zum OpuCCy: Protein.

[0.2 mM compatible solute]

none
Glycine betaine
Proline betaine
Homobetaine

Choline

00578

Choline-O-sulfate

DMSP

Carnitine

I Il Crotonobetaine

[0 y-Butyrobetaine
CCB3 TMB118 LTB10 LTB1

Oopuc* AOpuABCD |OpuB::0OpuCC | OpuB::0OpuCC’|

Abbildung 57: Osmoprotektionsassay verschiedener B. subtilis Stimme unter hyperosmotischen
Bedingungen zum Beweis, dass die ungewollte Mutation OpuCC-M?''I keine Auswirkung hat.

Die Kulturen wurden in SMM mit 1.2 M NaCl und in Ab- (rot) und Anwesenheit von 0.2 mM verschiedener
kompatibler Solute 17 Stunden kultiviert und anschlieBend die ODs7s photometrisch bestimmt. Die
Wachstumsanalyse wurde mit zwei biologischen Parallelen durchgefiihrt aus denen sich der Mittelwert und
die Standardabweichung ergibt.

Tabelle 18: Kinetische Parameter der beiden ABC Transporter OpuB::OpuCC und OpuB::OpuCC*.

Stamm Vmax (nmol min! mg protein!) Km (uM)
LTB10 (OpuB::CC) 20+1 6+1
LTB1 (OpuB::CC¥%) 161 9+1

Der Transporter OpuB::OpuCC* trigt die Mutation OpuCC-M?!'1, welche aber keine Auswirkung auf
den Transport von Glycin Betain hat
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Abbildung 58: Michaelis-Menten Kinetik bei der Aufnahme radioaktiv markierter kompatibler Solute
iiber die Transportsysteme OpuB, OpuC, OpuB::OpuCC und OpuC::OpuBC.

Als Substrate wurden radioaktiv markiertes Cholin (3 uM-0.5 mM), Glycin Betain (3 pM-120 uM) und
Carnitin (3 pM-15 mM) genutzt. Uber die Michaelis-Menten Kurven wurden die kinetischen Parameter Vinax
und K, tiber einen Fit mit dem Programm GraphPad Prism kalkuliert. Jeder Transport Assay wurde mit zwei
unabhéngigen Kulturen durchgefiihrt und die Standardabweichung.
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Abbildung 59: Michaelis-Menten Kinetik bei der Aufnahme von radioaktiv markiertem Glycin Betain
iiber den OpuB::OpuBC* ABC Transporter.

Der Einfluss verschiedener GbsR Mutationen auf die Aufhahme von Glycin Betain {iber den hybriden ABC
Transporter OpuB::OpuCC* (OpuCC-M?2'"I) ist dargestellt. Uber die Michaelis-Menten Kurven wurden die
kinetischen Parameter Vmax und K, iiber einen Fit mit dem Programm GraphPad Prism kalkuliert. Jeder
Transport Assay wurde mit zwei unabhingigen Kulturen durchgefiihrt und die Standardabweichung.
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Abbildung 60: Aminosiuresequenzvergleich aller gefundenen OpuBC-Typ und OpuCC-Typ SBPs in
der Gattung Bacillus.

Dargestellt sind die Aminosduresequenzen von OpuBC-Typ (blaue Seitenmarkierung) und OpuCC-Typ
(blaue Seitenmarkierung) SBPs ohne Signalsequenz. Schwarze Pfeile markieren die konservierten Tyrosine,
die die aromatische Bindetasche formen. Der rote Pfeil markiert die Position 74, welche ebenfalls an der
Bindung der kompatiblen Solute beteiligt ist. In den OpuBC Bindeproteinen befindet sich hier ein Aspartat
(D) und in OpuCC Proteinen ein Threonin (T). Nur drei OpuCC-Typ Proteine besitzen an dieser Stelle ein
Valin.
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Abbildung 61: Osmotische Protektion von B. subtilis Stimmen mit verschiedenen OpuB und OpuC

Transportermutanten.

Die verwendeten B. subtilis Stimme besitzen entweder ein intaktes OpuB und OpuC Transportsystem
(OpuB*OpuC™), nur einen der Wildtyp ABC Transporter (OpuB*; OpuC*) oder ein mutiertes
Transportsystem (OpuB-D’*T; OpuC-T7“D). Die Stimme wurden in SMM mit 1.2 M NaCl und in Ab- (rot)
und Anwesenheit von 1 mM verschiedener kompatibler Solute 30 Stunden in einem MicroplateReader
schiittelnd bei 37°C kultiviert und die ODs7g stiindlich photometrisch bestimmt. Die Wachstumsanalyse
wurde mit zwei biologischen und zwei technischen Parallelen durchgefiihrt aus denen sich der Mittelwert

und die Standardabweichung ergibt.

Tabelle 19: Berechnung des Volumens in der Bindetasche von OpuBC und OpuBC-D7T.

Protein Ligand Volumen der Volumen-
Bindetasche (A%) zunahme (%)
OpuBC wild-type  Cholin 122.957 -
OpuBC-D™T Cholin 185.686 51.0
OpuBC-D™*T Glycin Betain 162.957 32.5
OpuBC-D™T Carnitin 184.061 51.0
OpuBC-D™T DMSP 162.404 321

Die Berechnungen wurden von Herrn Dr. Sander Smits (Universitét Diisseldorf) durchgefiihrt.
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Abbildung 62: Detektion des fusionierten SBPs OpuFB mit Hilfe einer FLAG-Tag Fusion.

Die getesteten B. subtilis Stimme HKB33 (OpuCC-FLAG-tag), HKB34 (OpuBC-FLAG-tag) und OpuFB 3
megaterim-FLAG-tag) besitzen eine C-terminale in-frame Fusion des FLAG-tags, welcher mit Hilfe des a-
FLAG Antikorpers (Tabelle 12) detektiert werden kann. Der Stamm CABS dient als Negativkontrolle, da
dieser keinen FLAG-tag besitzt. Die Stimme wurden in SMM mit 1.2 M NaCl bis zu einer ODs7s von 1
kultiviert und die Zellpellets anschlieBend wie in 3.5.7 beschrieben fiir eine SDS-PAGE mit
anschliefendem Western Blot und Immunodetektion aufbereitet.
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il Abbildung 63:
i Aminosiuresequenzvergleich aller
OpuFB-Typ Proteine der Gattung Bacillus.

Dargestellt sind die Aminosiuresequenzen
von allen OpuFB-Typ Proteinen (112) der 175
analysierten Stimmen der Gattung Bacillus.
Das Protein OpuFB ist ein hybrides Protein
aus TMD und SBP Doméne. Schwarze
Pfeilspitzen markieren die konservierten
aromatischen =~ Aminosduren, die  die
aromatische Bindetasche formen. Der rote
Pfeilkopf markiert die Position, welche
ebenfalls an der Bindung der kompatiblen
Solute beteiligt ist (Position 74 der maturen
OpuBC/OpuCC Proteine aus B. subtilis). In
den OpuBC-Typ Bindeproteinen befindet sich
hier ein Aspartat (D) und in OpuCC-Typ
Proteinen ein Threonin (T). Alle 112
analysierten OpuBF Proteine besitzen an
dieser Position ebenfalls ein Threonin (T).
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Abbildung 64: Wachstmskurven verschiedener B. subtilis Stimme zur detaillierten Analyse der
Glycin Betain Aufnahme verschiedener OpuF ABC Transporter.
Die Stamme wurden in SMM mit 1.2 M NaCl und in Ab- und Anwesenheit von 25 uM, 50 uM, 100 uM und
1000 uM Glycin Betain 30 Stunden in einem MicroplateReader schiittelnd bei 37°C kultiviert und die ODs7g
stiindlich photometrisch bestimmt. Die Wachstumsanalyse wurde mit zwei biologischen und zwei
technischen Parallelen durchgefiihrt aus denen sich der Mittelwert und die Standardabweichung ergibt.
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Abbildung 65: Michaelis-Menten Kinetik bei der Aufnahme von radioaktiv markiertem Glycin
Betain iiber den OpuC und iiber die OpuF ABC Transporter.

Zur Bestimmung der kinetischen Parameter der jeweiligen Transportsysteme wurden die B. subtilis Stimme
[HKBI12 (OpuC*), HKB8 (OpuFs. megaterium), HKB OpuFs. inunis), HKB15 (OpuFa. panaciterrae) Verwendet.
Uber die Michaelis-Menten Kurven wurden die kinetischen Parameter Viax und Ki iiber einen Fit mit dem
Programm GraphPad Prism kalkuliert. Jeder Transport Assay wurde mit zwei unabhingigen Kulturen
durchgefiihrt und die Standardabweichung.
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Abbildung 66: Osmoprotektionyassay verschiedener B. subtilis Stimme unter hyperosmotischen
Bedingungen zur Charakterisierung von mutierten OpuF ABC Transportern.

Die Kulturen wurden in SMM mit 1.2 M NaCl und in Ab- (rot) und Anwesenheit von 1 mM verschiedener
kompatibler Solute 17 Stunden kultiviert und anschlieBend die ODs7s photometrisch bestimmt. Alle
verwendeten Stimme besitzen den spezifischen Prolin Transporter OpuE, weshalb dieses kompatible Solut
als positive Wachstumskontrolle zugegeben wurde. Die Wachstumsanalyse wurde mit zwei biologischen
Parallelen durchgefiihrt aus denen sich der Mittelwert und die Standardabweichung ergibt.
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Abbildung 67: Architektur der Substratbindetaschen verschiedener SBPs.

(A) Gezeigt ist ein in-silico Modell der Bindetasche des SBPs OpuFB aus B. infantis. Die Ausgangsstruktur
fiir dieses Modell ist die Substratbindedoméne von BilEB aus L. monocytogenes (PDB: 4Z7E) (B). Da dieser
ABC Transporter keine Transporteigenschaften fiir kompatible Solute besitzt, ist in der Struktur, und
ebenfalls im Modell fiir OpuFB, kein Substrat vorhanden. (C) Die Kristallstruktur des SBPs ProX aus 4.
Sfulgidus (PDB: 1SW2) besitzt den Liganden Glycin Betain (gelb). (D) Auch in der Struktur des SBPs OpuCC
aus B. subtilis (PDB: 3PPP) ist der Ligand Glycin Betain (gelb) vorhanden. In allen vier Ansichten sind die
vier aromatischen Aminoséuren und das Threonin an Position 74, welches die Substratspezifitdt des ABC
Transporters determiniert, aufgestellt.
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Abbildung 68: Michaelis-Menten Kinetik bei der Aufnahme von radioaktiv markiertem Glycin Betain
iiber den OpuB::OpuBC in Anwesenheit verschiedener GbsR Mutationen ABC Transporter.

Der Einfluss verschiedener GbsR Mutationen auf die Aufhahme von Glycin Betain {iber den hybriden ABC
Transporter OpuB::OpuCC ist dargestellt. Uber die Michaelis-Menten Kurven wurden die kinetischen
Parameter Vmax und Ky iiber einen Fit mit dem Programm GraphPad Prism kalkuliert. Jeder Transport Assay
wurde mit zwei unabhingigen Kulturen durchgefiihrt und die Standardabweichung
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Abbildung 69: Wachstumskurven verschiedener B. subtilis Stimme zur detaillierten Analyse der
osmoprotektiven Eigenschaft von Homocholin.

Die Stimme wurden in SMM mit 1.2 M NaCl und in Ab- und Anwesenheit von 1 mM verschiedener
kompatibler Solute 30 Stunden in einem MicroplateReader schiittelnd bei 37°C kultiviert und die ODs73
stiindlich photometrisch bestimmt. Die Wachstumsanalyse wurde mit zwei biologischen und zwei
technischen Parallelen durchgefiihrt aus denen sich der Mittelwert und die Standardabweichung ergibt.
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Abbildung 70: Aufnahme von radioaktiv markiertem Glycin Betain iiber den ABC Transporter OpuA.

Aufnahme von radioaktiv markiertem [1-'*C] Glycin Betain des Stammes SBB1 (OpuA™) bei der Ab-
(schwarz) und Anwesenheit von 1 mM (dunkelrot), 2.5 mM (rot) und 5 mM (hellrot) Homobetain als
Inhibitor.
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Abbildung 71: Wachstumsvorteil des Stammes SBB2 gegeniiber SBB1 unter hyperosmotischen
Bedingungen mit verschiedenen Glycin Betain und Homobetain Konzentrationen.

Die Stimme SBB1 (OpuA*) und SBB2 (OpuC*) wurden in SMM mit 1.2 M NaCl und in Ab- (grau) und
Anwesenheit von verschiedenen Konzentrationen der kompatiblen Solute Glycin Betain (blau) und
Homobetain (griin) 17 Stunden kultiviert und anschlieBend die ODs7g photometrisch bestimmt. Die
Wachstumsanalyse wurde mit zwei biologischen Parallelen durchgefiihrt aus denen sich der Mittelwert und

die Standardabweichung ergibt.
102 103 104

Abbildung 72: Wachstum der Stimme JSB8 und JH642 bei moderater Salzkonzentration.

Die B. subtilis Stimme JSB8 (ProHJ") und JH642 (ProHJ") wurden in SMM mit 0.4 M NaCl bei 37°C bis zu
einer ODs7s von 2 kultiviert. Es wurde Verdiinnungsreihe (10°-104) hergestellt und jeweils 100 ul der Kultur
auf SMM Agarplatten mit 0.4 M NaCl ausplattiert. Es zeigte sich ein exakt gleiches Wachstum der beiden
Stamme.
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Abbildung 73: Der Einfluss von GbsR auf Wachstum und LacZ-Aktivitiit.

Die Stimme LTB65 (GbsR") und LTB64 (GbsR") wurden in SMM mit 0.4 M NaCl bei 37°C bis zu einer
OD578 von 2 kultiviert. Es wurde eine Verdiinnungsreihe (10°-10-4) hergestellt und jeweils 100 ul der Kultur
auf verschiedenen Agarplatten ausplattiert. Alle Medien bestehen aus SMM 0.4 M NaCl, 1 mM X-Gal,
Erythromycin/Lincomycin (Tabelle 5). Im Medium in der jeweils zweiten Reihe befindet sich zusitzlich 1
mM Cholin und im Medium in der jeweils untersten Reihe 1 mM Homocholin. In der obersten Reihe wurde
kein Induktor zugegeben. Beide Stimme besitzen eine ghsA4-lacZ Reportergenfusion.
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Abbildung 74: Blau-Weif} Screening zur Identifizierung von einer Homocholin induzierbaren GbsR
Mutante.

Es wurden 80 verschiedene Klone auf drei unterschiedlichen Medien auf ihre Blaufirbung getestet. Alle
Medien bestehen aus SMM 0.4 M NaCl, 1 mM X-Gal, Erythromycin/Lincomycin (Tabelle 5). Im Medium
auf der linken Seite befindet sich zusétzlich 1 mM Homocholin und im Medium in der Mitte 1 mM Cholin.
Rechts wurde kein Induktor zugegeben. Alle getesteten Klone besitzen eine gbsA-lacZ Reportergenfusion
und eine Deletion des Gens ghsR. Die Stimme wurden dann mit einem Plasmid transformiert, welches
entweder kein ghsR (Leerplasmid pGP380, A), das natiirliche ghsR (Plasmid pLT39, wt) oder ein zufillig
mutiertes gbsR (Plasmide pLT39%, 1-80) besal3. Rot umkreist wurden die Klone (18, 51), welche als einzige,
neben der Wildtypkontrolle, keine Blaufirbung auf dem Kontrollmedium ohne Induktor aufwies, sodass
davon ausgegangen werden kann, dass GbsR intakt ist und gbsA reprimiert.
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