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.  ZUSAMMENFASSUNG 1

. Zusammenfassung

Zahlreiche Mikroorganismen sind in der Lage, den durch hochosmolare Umweltbedingungen
hervorgerufenen Wasserstrom aus der Zelle durch die intrazellulare Akkumulation organischer Solute, die auch
als kompatible Solute bezeichnet werden, entgegenzuwirken. In der vorliegenden Arbeit wurde mittels B3c-
NMR-Spektroskopie und HPLC-Analyse untersucht, welche kompatiblen Solute reprasentative Vertreter des
Genus Bacillus und verwandter Spezies unter hochosmolarem Stress synthetisieren. Es konnten funf Bacilli-
Gruppen anhand der unter hochosmolaren Bedingungen de novo synthetisierten kompatiblen Solute, den
Aminosduren Glutamat und Prolin sowie den Aminosaurederivaten Ectoin und Hydroxyectoin, unterschieden
werden. Es zeigte sich, dass die de novo Synthese des Solutes Ectoin bei osmotischem Stress in Bacilli weit
verbreitet ist. In der vorliegenden Arbeit wurden der Ectoinbiosyntheseweg und die verantwortlichen
regulatorischen Mechanismen in den Bacillus-Verwandten Sporosarcina pasteurii, der Ectoin allein und in
Virgibacillus pantothenticus, der Ectoin in Kombination mit Prolin synthetisiert, untersucht.

Es konnte gezeigt werden, dass die Ectoinsynthese in S. pasteurii und V. pantothenticus in Abhangigkeit
zur Osmolalitat des Mediums gesteuert wird und drei Schritte, die durch die Enzyme EctB, EctA und EctC
katalysiert werden, umfasst. Dartber hinaus wurde die Induktion der de novo Synthese von Ectoin und
Hydroxyectoin auch durch Kaélte- und Hitzestress in Gram-positiven Bakterien nachgewiesen. Eine im EctB-
Enzym defekte V. pantothenticus Mutante ist nicht mehr in der Lage, Ectoin zu synthetisieren und besitzt daher
einen starken Wachstumsnachteil unter hyperosmolaren Bedingungen und bei niedriger Wachstumstemperatur.
Die im Rahmen dieser Arbeit aus S. pasteurii und aus V. panthotenticus isolierten Ectoinsynthesegencluster
ectABC und 'ectB-ectC' weisen hohe Konserviertheit in Organisation und abgeleiteter Aminosauresequenz zu
anderen Ectoingencluster Gram-positiver und Gram-negativer Bakterien auf. Durch Northern Blot-Analysen in
S. pasteurii und V. pantothenticus wurde erstmalig demonstriert, dass die Transkription von ectABC als
osmotisch fein reguliertes Operon in Bakterien erfolgt. Primer Extension-Analysen in S. pasteurii zeigten, dass
die Transkription des ectABC-Operons bei hochosmolarem Stress von einem Promotor kontrolliert wird, der
Sequenzubereinstimmungen mit einem vom vegetativen Sigmafaktor " abhangigen Promotor in B. subtilis
besitzt. Durch eine plétzliche Erhéhung der Osmolalitat oder durch einen Kalteschock wird die Transkription des
ectABC-Operons in V. pantothenticus induziert und in ihrer Starke und Dauer dem ausldsenden Umweltstimulus
angepasst.

Wie in dieser Arbeit gezeigt wurde, schutzt sich V. pantothenticus vor hochosmolarem Stress und vor
Kalte auch durch die Aufnahme vorgeformter Ectoine aus der Umwelt. Ein hochaffiner Ectointransporter EctT,
der zur BCCT-Transporterfamilie gehort, ist allein fir den Ectointransport unter hochosmolaren Bedingungen
und bei Kaltestress in V. pantothenticus verantwortlich. Eine ectT-defekte Mutante ist nicht mehr in der Lage,
exogenes Ectoin aufzunehmen und hat daher einen deutlichen Wachstumsnachteil bei hoher Osmolalitat und
bei niedriger Wachstumstemperatur. Northern Blot-Analysen zeigten eine Induktion der ectT-Transkription nach
einem hyperosmolaren Schock oder einer plétzlichen Temperatursenkung, deren Niveau proportional zur
externen Osmolalitdt oder Temperatur aufrechterhalten wird, solange der jeweilige Stress andauert. Die
osmotisch- und temperaturregulierte Transkription von ectT erfolgt allein durch einen Promotor, dessen
Sequenz genau mit der Konsensussequenz eines vom alternativen Sigmafaktor c° in B. subtilis kontrollierten
Promotors Ubereinstimmt. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit vermitteln einen detaillierten Uberblick (iber
eine durch verschiedene Stressbedingungen koordiniert regulierte Ectoin-Synthese und -Aufnahme, die

zahlreichen Bacili die flexible Anpassung an stark wechselnde Umweltbedingungen erlauben.



ll.  EINLEITUNG 2

Il. Einleitung

1 Adaptation von Mikroorganismen an veranderliche
Umweltbedingungen

Mikroorganismen sind in ihren natlrlichen Lebensraumen zahlreichen abiotischen
Stressfaktoren und Nahrstofflimitationen ausgesetzt. Besonders bodenbewohnende Mikroorganismen
wie Bacilli sind in ihrem Habitat einer Vielzahl sich gegenseitig beeinflussender Stresssituationen
ausgesetzt, denn durch die Oligotrophie der oberen Bodenschichten besteht einerseits
Nahrstofflimitation, wahrend Mikroorganismen andererseits verschiedenen physikalischen
Stressfaktoren wie hohe oder niedrige Temperatur, pH-Wert-Schwankungen und vor allem
wechselnder Wasserverfligbarkeit ausgesetzt sind (Galinski und Triper 1994; Wood 1999; Hecker
und Volker 2001). Die Austrocknung des Bodens fuhrt zu hochosmolaren Bedingungen, Niederschlag
dagegen erzeugt eine hypoosmotische Umwelt. Bodenmikroorganismen mussen sich daher flexibel
hyper- und hypoosmotischen Bedingungen anpassen kdnnen, um zu uberleben (Bremer und Kramer
2000). Die Wasserverfugbarkeit ist zudem mit dem Vorhandensein von Sauerstoff gekoppelt, dem
bevorzugten terminalen Elektronenakzeptor von Bacilli Darlber hinaus verursachen hohe
Salzkonzentrationen Eisenlimitation im Boden, was einen zusatzlich wachstumslimitierenden Faktor
fir Bacillus darstellt (Hoffmann et al. 2002). Im Freiland sind Bodenmikroorganismen standig
Kombinationen verschiedener Umweltstressfaktoren ausgesetzt. Sie besitzen daher zahlreiche

Anpassungsmechanismen fiir inr Uberleben unter wachstumslimitierenden Bedingungen.

1.1 Mikroorganismen und osmotischer Stress

Pflanzen- und Bakterienzellen sind, im Gegensatz zu tierischen Zellen, von einer elastischen
Zellwand umgeben (Ingraham und Marr 1996). Diese ist flir die meisten lonen und niedermolekularen
Substanzen permeabel. Eine Barriere fur den Einstrom zahlreicher, im Wasser geloster Substanzen
wie Makromolekiile, lonen und organische Verbindungen ist die semipermeable Zytoplasmamembran
(Bovell et al. 1963). Die Zytoplasmamembran ist jedoch fur amphipatische Verbindungen wie Wasser,
Glycerin und Ethanol durchldssig. Die Semipermeabilitdt der Zytoplasmamembran ist durch ihren
Aufbau als Lipiddoppelschicht bedingt. Fir die kontrollierte Aufnahme bestimmter lonen und Molekiile
wird sie von speziellen Proteinen durchspannt. Das Zytoplasma von Bakterienzellen besteht aus einer
wassrigen Ldsung osmotisch aktiver Substanzen. Die Gesamtkonzentration der Osmolyte im
Zytoplasma ist in der Regel héher als in der Umgebung der Zelle. Dies fuhrt zu einem
Wassereinstrom aus der Umgebung entlang des osmotischen Gradienten in die Zelle, so dass sich
ein nach auften gegen die Zellwand gerichteter Druck, der Turgor aufbaut (Ingraham und Marr 1996;
Wood 1999). Die Aufrechterhaltung eines positiven Turgors ist unerlasslich fiir das Uberleben der

Zelle sowie die geregelte Zellteilung und stellt moéglicherweise die mechanische Kraft fir die
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Ausdehnung der Zellwand wahrend des Zellwachstums dar (Koch 1983; Holtje 1998).

Der Turgor Gram-positiver Bakterien betragt ungefahr 20*10° Pa (Whatmore und Reed 1990)
und ist somit wesentlich héher als der Gram-negativer Mikroorganismen, welcher bei 3 bis 10*10° Pa
liegt (Koch 1984; Csonka 1989; Ingraham und Marr 1996). Die hohe Innendrucktoleranz Gram-
positiver Bakterien ist vermutlich durch die Stabilitat des elastischen Mureinsacculus, der aus Uber 25
Peptidoglykanschichten besteht, bedingt (Whatmore und Reed 1990).

Anderungen der externen Osmolalitat beeinflussen den Wasserstrom entlang des osmotischen
Gradienten Uber der Zytoplasmamembran. Dabei bewirken hyperosmolare Bedingungen einen
Wasserausstrom aus der Zelle, wobei das Zytoplasma dehydriert. Unter besonders starkem
osmotischem Stress bricht der Zellturgor zusammen und die Zytoplasmamembran 16st sich von der
Zellwand ab. Dieser als Plasmolyse bezeichnete Vorgang bewirkt eine Konzentrationserhéhung der
zytoplasmatischen Inhaltsstoffe, wodurch in der entstehenden hochviskosen Umgebung zahlreiche
physiologische Prozesse inhibiert werden (Meury 1988; Csonka 1989). Unter hypoosmolaren
Bedingungen findet ein Wassereinstrom in das Zytoplasma statt, und der Turgor steigt. Die elastische
aber dennoch stabile Zellwand der Bakterien ist in der Lage dem erhdhten Innendruck Uber einen
gewissen Bereich standzuhalten (Carpita 1985). Daruber hinaus sind Bakterien bemuht, Gber
mechanosensitive Kanale osmotisch aktive Zellinhaltsstoffe aus dem Zytoplasma auszuschleusen,
um das Bersten der Zelle unter extrem hypoosmotischen Bedingungen zu verhindern (Ruffert et al.
1997; Poolman und Glaasker 1998; Booth und Louis 1999).

Mikroorganismen besitzen keine Systeme flr eine aktive Wasseraufnahme. Daher erfolgt der
Wasserstrom Uber die Zytoplasmamembran allein durch Diffusion und wird durch die osmotischen
Dricke des Zytoplasmas und der Umgebung der Bakterienzelle bestimmt (Booth und Louis 1999).
Die einfache Diffusion des Wassers reicht aus, um geringere osmotische Schwankungen
auszugleichen. Ein deutlich beschleunigter Wasserfluss konnte in E. coli fiir den Wasser-selektiven
Kanal AqpZ (Aquaporin) beobachtet werden (Calamita et al. 1995). AqpZ ist homolog zu Aquaporinen
aus pflanzlichen und tierischen Zellen (Chrispeels und Agre 1994; Johansson et al. 2000) und gehort
zur Familie der ,Major Intrinsic Proteins“ (MIP) (Calamita et al. 1995). Wie eukaryotische Aquaporine
vermittelt es einen schnellen, bidirektionalen Wasserfluss durch die Zytoplasmamembran als Antwort
auf plétzliche hypo- oder hyperosmotische Anderungen (Agre et al. 1995) (Maurel et al. 1997;
Delamarche et al. 1999). AqpZ ist das bisher einzige identifizierte prokaryotische Aquaporin. Im
Genom von B. subtilis konnte kein AgpZ-Homolog identifiziert werden (Calamita 2000). Daher besitzt

B. subtilis entweder gar keine Aquaporine oder Aquaporine eines bisher unbekannten Typs.
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1.2 Mikrobielle Anpassungen an hyperosmolare Bedingungen

Pflanzen, Tiere und Mikroorganismen sind durch mehrstufige Anpassungsprozesse in der Lage,
aktiv auf eine erhéhte Osmolalitat ihrer Umgebung zu reagieren (Galinski und Triper 1994; Csonka
und Epstein 1996; Miller und Wood 1996). Ziel dieser Stressreaktion ist die Aufrechterhaltung eines
positiven Turgors, um Stabilitdt und Teilungsfahigkeit der Zelle zu erhalten. Grundsatzlich lassen sich
zwei Strategien unterscheiden, um den durch hochosmolaren Umweltbedingungen hervorgerufenen
Stérungen des zellularen Wasserhaushaltes entgegen zu wirken. Sie werden als ,salt-in“ und ,salt-

out* Anpassungsmechanismen bezeichnet (Galinski und Triper 1994).

Der erste Mechanismus beruht auf der intrazellularen Akkumulation von lonen, um die
osmotische Aktivitat des Zytoplasmas dem umgebenden Medium anzupassen (Galinski und Triper
1994; Ventosa et al. 1998a). Diese Strategie erfordert eine evolutionare Adaptation aller zellularen
Komponenten an die hohen intrazellularen lonenkonzentrationen, damit regulatorische und
metabolische Prozesse der Zelle ungehindert ablaufen kénnen (Zhilina und Zavarzin 1990; Dennis
und Shimmin 1997). Gleichzeitig fuhrt diese Anpassung zu einer Abhangigkeit an hohe intrazellulare
lonenkonzentrationen. So bendtigen halophile Mikroorganismen fur zahlreiche biochemische
Reaktionen hohe K* Konzentrationen (Ventosa et al. 1998a; Martin et al. 1999). Mikroorganismen, die
dieses Adaptationsschema zeigen, sind sehr eng an ihr spezifisches Habitat (Salzseen, Salinen)
angepasst und gehoéren hauptsachlich zum Reich der Archaea (Roberts 2000). Einige halotolerante
Bacteria sind auf diese Weise ebenfalls in der Lage, Hochsalzhabitate zu besiedeln (Galinski und
Truper 1994; Ventosa et al. 1998a).

Die ,salt-out® Anpassungsstrategie besteht dagegen in der intrazellularen Anreicherung
osmotisch aktiver nicht-ionischer Schutzsubstanzen bei einer Erhéhung der externen Osmolalitat.
Zahlreiche Bakterien und Archaeen, die Habitate moderater Salinitat oder wechselnder Osmolalitat
bewohnen, nutzen diese flexiblere Anpassung (Galinski und Triper 1994), (Ventosa et al. 1998a;
Martin et al. 1999; Roberts 2000). Die Mikroorganismen vermeiden hohe lonenkonzentrationen in
inrem Zytoplasma und akkumulieren stattdessen unter hochosmolaren Bedingungen organische
Osmolyte. Diese halten den Turgor aufrecht, ohne dabei den Zellmetabolismus und weitere
Zellkomponenten zu beeintrachtigen (Brown 1976). Diese organischen Solute werden wegen ihrer
hohen Vertraglichkeit fir die Zelle als kompatible Solute bezeichnet. Sie kdnnen von
Mikroorganismen selbst synthetisiert und/oder aus der Umgebung durch spezifische Transporter
aufgenommen werden (Galinski und Triper 1994; Csonka und Epstein 1996; Wood 1999; Bremer
und Kramer 2000). Die ,salt-out® Strategie bietet den Vorteil einer flexibleren Adaptation an
verschiedene Salzkonzentrationen und erfordert keine evolutionare Anpassung von Zellkomponenten
und biochemischer Prozesse an hohe zytoplasmatische lonenkonzentrationen (Galinski und Triper
1994). Die hohe Flexibilitat der ,salt-out” Strategie ist vermutlich die Ursache fur die weite Verbreitung

dieses Anpassungsprinzips auch in Eucarya (Burg et al. 1997; Hohmann 1997; McNeil et al. 1999).
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2 Charakteristika und Funktionen kompatibler Solute

Kompatible Solute, die von Bacteria, Archaea und Eucarya unter hochosmolaren Bedingungen
akkumuliert werden, rekrutieren sich aus wenigen Stoffklassen (Le Rudulier et al. 1984; Delaunay und
Verma 1993; Miller und Wood 1996; Bremer und Kramer 2000): Zucker (z. B. Trehalose,
Saccharose), Polyole (z. B. Glycerin, Glykosylglycerin), freie Aminosauren (z. B. Prolin, Glutamat),
Aminosaurederivate (z. B. Ectoin, Prolinbetain), quartare Amine und deren Schwefelanaloga (z. B.
Glycin Betain, Carnitin, Dimethylsulfoniopropionat), Sulfatester (z. B. Cholin-O-sulfat), N-acetylierte
Diaminosauren und kleine Peptide (z. B. Nb&-Acetylornithin, N-Acetylglutamylglutaminamid
Dimethylsulfoniopropionat), Sulfatester (z. B. Cholin-O-sulfat), N-acetylierte Diaminosauren und kleine
Peptide (z. B. N&-Acetylornithin, N-Acetylglutamylglutaminamid) (Abb. 1) (da Costa et al. 1998;

Bremer und Kramer 2000).
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Abb. 1 Typische kompatible Solute in Bacteria, Archaea und Eucarya

In Gram-positiven Bakterien weitverbreitete kompatible Solute sind grau unterlegt.
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Kompatible Solute kdnnen bei niedriger Wasseraktivitat der Umgebung in hohen Konzentrationen im
Zytoplasma der Zelle angereichert werden, ohne die DNA-Replikation, regulatorische Vorgange oder
den Zellmetabolismus zu inhibieren (Brown 1976; Strgm und Kaasen 1993). Einerseits sorgen sie
mittels ihrer osmotischen Aktivitat flr die Aufrechterhaltung des Turgors durch den Wiedereinstrom
von Wasser aus der Umgebung in die Zelle, andererseits stabilisieren sie Proteine und andere
zellulare Makromolekdile in vitro und in vivo bei hoher lonenstarke (Lippert und Galinski 1992; Goéller
et al. 1998; Malin et al. 1999; Bourot et al. 2000; Courtenay et al. 2000; Samuel et al. 2000). Die von
Bacteria und Eucarya akkumulierten kompatiblen Solute besitzen gemeinsame Eigenschaften wie
Polaritat, hohe Ldslichkeit und fehlende Nettoladung bei physiologischem pH-Wert. Darliber hinaus
interagieren sie nicht direkt mit Proteinen (Csonka 1989; Galinski und Triper 1994). Archaea reichern
dagegen haufig kompatible Solute an, die durch Carboxyl-, Sulfat- und Phosphatgruppen negativ
geladen sind und somit als Gegenanionen fiir hohe intrazellulare K*-Konzentrationen wirken (Martin
et al. 1999; Roberts 2000). Die proteinstabilisierenden, Chaperon-ahnlichen Eigenschaften
kompatibler Solute lassen sich am besten durch das ,preferential exclusion model“ beschreiben
(Arakawa und Timasheff 1985; Baskakov und Bolen 1998) (Abb. 2): Kompatible Solute werden
aufgrund energetisch unglinstiger Wechselwirkungen mit dem Peptidriickrad (Bolen und Baskakov
2001) bevorzugt von der direkten Hydrathllle der Proteinoberflache ausgeschlossen. Dies fiuhrt zu
einer Ungleichverteilung der Solute im Zytoplasma und somit zu einer energetisch ungunstigen
Situation. Um die Entropieabnahme gering zu halten, nehmen die Proteine ein mdglichst kleines

Volumen ein.

T

=4 Protein O kompatibles Solut

Abb. 2 Proteinstabilisierung durch kompatible Solute

Dargestellt ist die Stabilisierung der dreidimensionalen Proteinstruktur durch kompatible Solute wie durch das
wprefertial exclusion® Modell beschrieben: (A) Protein in nativer Konformation unter idealen Bedingungen; (B)
Stabilisierung der Proteinstruktur durch den bevorzugten Ausschluss kompatibler Solute von der Hydrathulle
des Proteins. (Abbildung aus Informationsunterlagen der Firma Bitop, Witten.)
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Dies stabilisiert sowohl ihre native Konformation als auch die quartaren Proteinstrukturen durch eine
verstarkte Interaktion der einzelnen Proteinuntereinheiten (Incharoensakadi et al. 1986). Bei niedrigen
pH-Werten verlieren kompatible Solute ihre proteinstabilisierenden Eigenschaften, da sich der
ionische Charakter des Soluts und des Proteins verstarkt. Das Solut interagiert direkt mit der

Proteinoberflache anstatt bevorzugt von ihr ausgeschlossen zu sein (Knapp et al. 1999).

Protein- und membranstabilisierende Eigenschaften kompatibler Solute sowie ihre
Unterstlitzung bei der nativen Proteinfaltung konnten auch bei Hitze, Frost und Austrocknung in vitro
beobachtet werden (Lippert und Galinski 1992; Vuillard et al. 1998; Canovas et al. 1999). Dartber
hinaus besitzen diese Solute in vivo protektive Eigenschaften flir bakterielle und pflanzliche Zellen bei
Hitzestress (Fletcher und Csonka 1995; Malin und Lapidot 1996; Caldas et al. 1999; Canovas et al.
2001; Diamant et al. 2001) und Kaltestress (Ko et al. 1994; Deshnium et al. 1997; Rajashekar et al.
1999; Bayles und Wilkinson 2000; Xing und Rajashekar 2001). Thermophile und hyperthermophile
Bacteria und Archaea synthetisieren, wenn sie Hitzestress ausgesetzt sind spezielle kompatible
Solute, wie cyclisches 2,3-Bisphosphoglycerat, Di-myo-Inositol-1,1’(3,3)-phosphat (DIP) und
Mannosylglycerat. Diese kompatiblen Solute konnten nicht in mesophilen Prokaryoten nachgewiesen
werden (Nunes et al. 1995; Martins et al. 1997; Lamosa et al. 1998; Silva et al. 1999). Vermutlich
besitzen diese Solute spezielle thermoprotektive Eigenschaften, die bei extrem hohen Temperaturen

wirksam werden.

2.1 Ectoine: weitverbreitete Stressprotektiva

Die Akkumulation von kompatiblen Soluten erfolgt entweder durch die direkte Aufnahme aus
der Umwelt oder Uber die endogene Synthese. Zahlreiche Mikroorganismen besitzen beide
Méglichkeiten der Solutanreicherung, bevorzugen aber aus energetischen Grinden die Aufnahme
exogen vorhandener kompatibler Solute unter Stressbedingungen (Galinski und Triper 1994).
Aerobe chemoheterophe Mikroorganismen synthetisieren unter hochosmolaren Bedingungen
typischerweise das kompatible Solut Ectoin (2-Methyl-1,4,5,6-Tetrahydropyrimidin-4-Carboxylat)
allein oder in Kombination mit anderen Osmolyten wie beispielsweise Hydroxyectoin (2-Methyl-5-
Hydroxy-1,4,5,6-Tetrahydropyrimidin-4-Carboxylat) (Abb. 1) (Galinski 1995). Diese weitverbreiteten
Osmolyte blieben lange Zeit unentdeckt, da das einzelne Elektronenpaar der beiden Stickstoffatome
in eine delokalisierte mn-Elektronenwolke eingebunden ist und daher mit den Ublichen
Aminosaurenachweisreagenzien keine Bindung eingehen kann. Ectoine lassen sich aber durch HPLC
und NMR-Spektroskopie nachweisen. Ectoin wurde erstmals bei dem Gram-negativen, halophilen,
phototrophen Schwefelbakterium Ectothiordospira halochloris entdeckt (Galinski et al. 1985). Die
endogen Synthese von Hydroxyectoin konnte gemeinsam mit der Ectoinproduktion zum ersten Mal im
Actinomyceten Streptomyces parvulus nachgewiesen werden (Inbar und Lapidot 1988). Die weite

Verbreitung von Ectoinen als Osmoprotektiva beruht vermutlich auf guten protektiven Eigenschaften



ll.  EINLEITUNG 8

und einem energetisch glnstigen Biosyntheseweg (Kap. 4.2.2 Einleitung) (Maskow und Babel 2001).
Bisher konnte Ectoinakkumulation nur in Bacteria nachgewiesen werden. Aber auch transgenen
Tabakpflanzen, die zur Ectoinsynthese befahigt wurden, verleiht die intrazellulare Ectoinakkumulation
Schutz bei hoher Osmolalitadt (Nakayama 2000).

Ectoine vereinen strukturelle Eigenschaften von Betainen und Prolin miteinander. Sie besitzen
die gleiche Ladung und Ladungsverteilung wie Betaine und weisen eine Ringstruktur sowie acetylierte
Diaminosauren (NH-C=X) wie Prolin auf (Galinski 1993).

CH,
Ectoine werden als cyclische Kondensationsprodukte von N-acetylierten Diaminosauren angesehen
(Galinski 1993) und existieren als zwitterionische Moleklle in wassriger Losung (Inbar et al. 1993). Ab
initio Kalkulationen bestatigten zwei stabile, zwitterionische Ectoinstrukturen, die mit mehr als vier
Wassermolekiilen interagieren kénnen (Suenobu et al. 1998). Ectoin und Hydroxyectoin besitzen
enzymstabilisierende Eigenschaften bei Hitze, Kalte, Gefriertrocknung und unter dem Einfluss
chaotrophen Harnstoffs, wie in vitro Experimente bestatigten (Lippert und Galinski 1992; Ramos et al.
1997; Goller et al. 1998; Knapp et al. 1999). Unter Hitzestress konnte in vivo die endogene Synthese
von Ectoinen in Streptomyces griseus nachgewiesen werden (Malin und Lapidot 1996). Das
Wachstum von E. coli bei hohen Temperaturen verbesserte sich durch exogen zugeflihrte
Tetrahydropyrimidine (Ectoin und Hydroxyectoin) (Malin und Lapidot 1996). Die besonders guten
protektiven Eigenschaften von Hydroxyectoin auf gefriergetrocknete Proteine und Bakterienzellen
(Lippert und Galinski 1992; Louis et al. 1994) beruhen vermutlich auf der Substitution des entzogenen

Wassers aus Proteinen und Membranen durch die OH-Gruppe des Solutes (da Costa et al. 1998).

Die oben aufgefuhrten protektiven Eigenschaften lassen eine weite Nutzung der Ectoine in der
Biotechnologie und Pharmakologie zu. Allerdings sind Ectoine, besonders Hydroxyectoin mit den
zwei asymmetrischen Kohlenstoffatomen, nur kostspielig chemisch zu synthetisieren. Das von Sauer
et al. 1998 beschriebene ,Bakterienmelk-Verfahren“ erméglicht die biotechnologische Gewinnung
beider Solute aus halophilen und halotoleranten Bakterien, in denen die de novo Synthese von
Ectoinen weit verbreitet ist. Mittlerweile wird Ectoin als Feuchthaltefaktor in Kosmetikcremes
eingesetzt (Brigitte 12/2001). Zudem werden Ectoin und Hydroxyectoin als Bestandteile in
Proteinstabilisierer-Kits verkauft (Firma Bitop, Witten). Durch den Einsatz von Ectoin konnte die
periplasmatische Expression funktioneller rekombinanter Proteine unterstitzt werden (Barth et al.
2000) und die Aktivitdt eines gereinigten bakteriellen Proteins bei erhohter Temperatur langer

aufrechterhalten werden (Hai et al. 2002).
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3 Osmotische Adaptation in Bacilli

Das Genus Bacillus umfasst eine heterogene Gruppe aerober oder fakultativ aerober,
endosporenbildender Bakterien, die in der Natur weitverbreitet sind. Viele Spezies dieses Genus
kdnnen Lebensraume, die durch extreme physikalische und chemische Bedingungen gekennzeichnet
sind, besiedeln. Die hohe morphologische und biochemische Diversitat des Genus Bacillus machte
seine Reklassifizierung unter Einbeziehung von 16S rRNA Sequenzen notwendig (Ash et al. 1991).
Bis heute wurden neben dem Genus Bacillus acht weitere Genera klassifiziert. Diese rekrutieren sich
mehrheitlich aus ehemaligen reklassifizierten Bacillus Spezies (Goto et al. 2000). Im einzelnen sind
dies die Genera Alicyclobacillus (Wisotzkey et al. 1992), Aneurinibacillus (Shida et al. 1996b),
Brevibacillus (Shida et al. 1996a), Gracilibacillus (Waino et al. 1999), Paenibacillus (Ash et al. 1991;
Ash et al. 1993), Salibacillus (Waind et al. 1999) und Virgibacillus (Heyndrickx et al. 1998). Der
typische Vertreter des Genus Bacillus ist Bacillus subtilis. Durch seine einfache Kultivierung und
genetische Zuganglichkeit entwickelte er sich zu einem Gram-positiven Modellorganismus, dessen
vollstandige Genomsequenz heute bekannt ist (Kunst et al. 1997). Besonders intensiv wurde die
Fahigkeit zur Endosporenbildung unter wachstumslimitierenden Umweltbedingungen in B. subtilis
untersucht (Hoch 1993; Hoch 1998, 2000). Auch die physiologischen Anpassungsmechanismen
vegetativer B. subtilis Zellen an die stark wechselnden, abiotischen Stressfaktoren in seinem
natlrlichen Habitat, den oberen Bodenschichten, sind in den letzten Jahren eingehend untersucht
worden (Hecker und Vdlker 2001). Neben Nahrstofflimitation inhibiert auch osmotischer Stress das
Wachstum von B. subtilis im Freiland. Im Boden ist B. subtilis starken Schwankungen der Osmolalitat
durch Sonneneinstrahlung und Regenfalle sowie durch Auswaschung in SiR- oder Salzwasser
ausgesetzt (Miller und Wood 1996). Zahlreiche physiologische und molekulare Anpassungen zur
Aufrechterhaltung des Zellturgors unter hyper- und hypoosmolaren Bedingungen konnten in den
letzten Jahren aufgeklart werden (Kempf und Bremer 1998; Bremer und Kramer 2000). Verwandte
Adaptationsmechanismen besonders an hochosmolaren Bedingungen existieren in dem nah
verwandten, Gram-positiven Lebensmittelpathogen Listeria monocytogenes (Ko et al. 1994; Sleator et
al. 1999; Fraser et al. 2000; Sleator et al. 2000; Sleator et al. 2001a; Sleator et al. 2001b; Sleator et
al. 2001c) und dem Milchsaurebakterium La. lactis (Obis et al. 1999; van der Heide und Poolman
2000a). Diese Erkenntnisse unterstreichen den Modellcharakter der B. subtilis Anpassung an

wechselnde Osmolalitat fur andere Gram-positive Bakterien mit niedrigem G + C-Gehalt der DNA.

Bacilli besitzen die Fahigkeit, unter Nahrstofflimitation ebenso wie bei hohen Zelldichten
Endosporen zu bilden, die gegen zahlreiche physikalische und chemische Stressfaktoren resistent
sind und dem Bakterium die Uberdauerung der limitierenden Umweltbedingungen erlauben. Kiirzlich
konnte ein Bakterium aus einem 250 Millionen Jahre alten Salzkristall isoliert werden, das eng mit
den halotoleranten Bacillus marismortui und Virgibacillus pantothenticus verwandt ist (Vreeland et al.
2000). Vermutlich Uberlebte der Bacillus-Verwandte als Spore in den anaeroben Einschlissen des

Kristalls und keimte unter den optimalen Laborbedingungen wieder als vegetative Zelle aus. Die
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Endosporenbildung geht mit dem Tod der Sporenmutterzelle und dem zeitweisen Verlust der
okologischen Nische einher. Sporulation scheint aber nicht die bevorzugte Anpassungsreaktion von
Bacilli an hochosmolare Bedingungen zu sein, da der mehrstufige Prozess der Sporulation unter
Salzstress in Phase Il abbricht (Ruzal et al. 1998). Die Aktivierung der frithen Sigmafaktoren ot und

o' wird unter diesen Bedingungen blockiert und die Sporulationskaskade unterbrochen.

Die Besiedelung des Lebensraumes Boden erforderte die Entwicklung eines komplexen
Regulationssystems, das der Zelle in der Stationarphase und unter verschiedenen Stresssituationen
das Uberleben sichert, ohne dass Sporulation und somit der temporare Verlust der 6kologischen
Nische notwendig wird. Diese generelle Stressantwort in Bacilli und anderen Gram-positiven
Bakterien wird durch eine Vielzahl von Umweltstressfaktoren wie Nahrstoff- oder Sauerstoffmangel,
Hitzeschock, Salz-, Ethanol-, Saure- und Alkalistress transient induziert (Hecker et al. 1996; Hecker
und Volker 2001). Die Stressfaktoren aktivieren das sigB-Regulon, das seinerseits durch den
alternativen Transkriptionsfaktor SigB (c®) die direkte oder indirekte Expression von iiber 200 an der
generellen Stressadaptation beteiligten Gene reguliert (Petersohn et al. 2001; Price et al. 2001). Die
generelle Stressanpassung in Gram-positiven Bakterien ist auf physiologischer Ebene eng verwandt
mit der Stressantwort, die vom alternativen Transkriptionsfaktor RpoS in Gram-negativen Bakterien
vermittelt wird (Hengge-Aronis 1996; Loewen et al. 1998). Unter Salzstress wurde in B. subtilis eine
gesteigerte Expression des o®-Regulons gemeinsam mit spezifischen ausschlieRlich osmotisch
regulierten Genen festgestellt (Bernhardt et al. 1997). Eine sigB Mutante besal® nach einem
hyperosmotischen, wachstumslimitierenden Salzschock eine deutlich verringerte Uberlebensrate im
Vergleich zum B. subtilis Wildtyp (Volker et al. 1999). Unter kontinuierlichen, moderat hochosmolaren
Bedingungen besal} die Mutante gegeniiber dem Wildtyp jedoch keinen Wachstumsnachteil (Boylan
et al. 1993; von Blohn et al. 1997; Spiegelhalter und Bremer 1998). Direkt nach einem
hyperosmotischen Schock sorgt o® fiir die transiente Expression der Gene opuD und opuE, welche
Transporter fur die Aufnahme kompatibler Solute codieren. In hochosmolar adaptierten B. subtilis
Kulturen erfolgt die Transkription beider Gene nicht c®-abhangig, sondern spezifisch osmotisch
reguliert, solange der Stimulus andauerte (von Blohn et al. 1997; Spiegelhalter und Bremer 1998). Es
existieren in B. subtilis demnach zwei voneinander zu unterscheidende Signalskaskaden, die die

spezifisch osmotische und die generelle Stressantwort kontrollieren.

3.1 Erste Reaktion auf hochosmolare Bedingungen: Aufnahme von K*

Das in der Natur weit verbreitete Kalium wird in ionischer Form im Zytoplasma gespeichert.
Selbst unter isoosmolaren Bedingungen ist Kalium das vorherrschende lon mit Konzentrationen von
100 bis 150 mM im Zytoplasma von Mikroorganismen. Es ist an der Aufrechterhaltung des Turgors,
des physiologischen pH-Wertes und an zahlreichen biochemischen Vorgangen beteiligt (Csonka und

Hanson 1991). Direkt nach einem hyperosmolaren Schock akkumuliert B. subtilis hohe
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Kaliummengen im Zytoplasma, die nach einiger Zeit aufgrund ihrer Unvertraglichkeit fur den
Zellmetabolismus durch die Akkumulation kompatibler Solute ersetzt werden. Durch Zugabe von 0,4
M NaCl verdoppelt dieser innerhalb einer Stunde seine K*-Konzentration von 315 mM auf 650 mM
(Whatmore et al. 1990). B. subtilis besitzt zwei Kaliumtransportsysteme, KtrAB und KtrCD, die fur die
osmotisch induzierte Aufnahme verantwortlich sind und zu einer kirzlich entdeckten
Kaliumtransporterfamilie (Ktr) in Mikroorganismen und Pflanzen gehéren (Abb. 3) (Nakamura et al.
1998; Durell und Guy 1999; Holtmann 1999; Tholema et al. 1999). Ktr-Transporter bestehen aus
einer Membrandomane, die evolutiondr mit den KcsA K'-Kanalen verwandt ist, und einem
membranassoziierten Polypeptid, das eine potentielle Nukleotid-Bindestelle besitzt. Das hochaffine
Transportsystem KirAB ist das wichtigste K*-Aufnahmesystem unter hochosmolaren Bedingungen in
B. subtilis (Holtmann, Bakker, Uozumi, Bremer eingereicht zur Verdffentlichung). Eine B. subtilis

ktrAB Mutante kann nach einem hyperosmolaren Schock nicht mehr weiterwachsen, und eine

Ectoin
Prolin Betain
Homobetain
DMSP
DMSA
Arsenobetain
Prolin Betain Glycin Betain
Glycin Betain Cholin Cholin Glycin Betain Prolin

OpuD i OpuE

2N
Cholin KtrAB
®Broy ProB f-K*

S
< ] * -
Glutamylphosphat KtrCD

Glycin Betain-
Aldehyd !? f—K+
MscS ¥ GbsA Glutamataldehyd

[ Glycin Betain ] v A spontan
Pyrrolin-5-carboxylat

ol ¥ ProG Prol.

Prolin J/

Abb. 3 Adaptation von B. subtilis an hoch- und niederosmolare Bedingungen

OpuC

Dargestellt sind Systeme fir die Aufnahme und den Aussto3 kompatibler Solute in B. subtilis. Des Weiteren ist
der Prolinbiosyntheseweg flir anabole Zwecke mit griin markierten und der unter hochosmolarem Stress aktive
Prolinbiosyntheseweg mit rot markierten Enzymen dargestellt. ProA: y-Glutamyl-Phosphat-Reduktase;
ProB/ProJ: y-Glytamyl-Kinase; ProG/Prol/ProH: A'-Pyrrolin-5-Carboxylat-Reduktase. Der Glycin Betain
Syntheseweg mit den blau markierten Enzymen GbsB: Typ-llI-Alkohol-Dehydrogenase; GbsA: Glycin Betain-
Aldehyd-Dehydrogenase ist ebenfalls dargestellt.
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Doppelmutante beider Transportsysteme (KtrAB und KtrCD) besitzt auch unter kontinuierlich
hochosmolaren Bedingungen einen Wachstumsnachteil gegenuber dem Wildtyp (Holtmann 1999).
Beide Transportsysteme spielen daher eine wichtige Funktion sowohl fur die initiale Anpassung an
osmotischen Stress als auch fur das Wachstum unter andauernd hochosmolaren Bedingungen.In E.
coli wird die Elektronenneutralitit des Zytoplasmas nach einem hyperosmolaren Schock
aufrechterhalten, indem der K*-Influx an eine Glutamatakkumulation gekoppelt ist (Cayley et al. 1992;
McLaggan et al. 1994). Die initiale K*-Akkumulation nach einem hyperosmolaren Schock kénnen in
Mikroorganismen jedoch auch die Anreicherung andere Anionen wie CI" sowie Putrescin Exkretion
oder Protonenefflux begleiten (Killham und Firestone 1984; Csonka 1989). Gram-positive Bakterien
haben generell unter osmotisch stressfreien Bedingungen einen hohen intrazellularen Glutamatpool,
der 60% bis 90% der gesamten freien Aminosauren im Zytoplasma umfasst (Clark et al. 1972;
Poolman und Glaasker 1998). In B. subtilis verandert sich die intrazellulare Glutamatkonzentration
nach einer plétzlichen Erhohung der Osmolalitdt kaum und scheint nicht mit der gesteigerten K*-

Aufnahme gekoppelt zu sein (Whatmore et al. 1990).

Gram-negative Bakterien wie E. coli synthetisieren nach einem hyperosmolaren Schock
osmotisch reguliert Glutamat und steigern dabei die Glutamatkonzentration von 30 mmol/l auf
durchschnittlich 300 mmol/l (McLaggan et al. 1994; Csonka und Epstein 1996). Das obere Limit der
akkumulierten Glutamatmenge liegt bei ungefahr 500 mmol/l und wird oft nur transient erreicht, bevor
in der zweiten Anpassungsphase an hochosmolare Bedingungen ungeladene kompatible Solute
akkumuliert werden und so das K*-Glutamat lonenpaar ersetzen (Dinnbier et al. 1988; Welsh et al.
1991). Trotz der zentralen Funktion von a-Glutamat fir den bakteriellen Zellmetabolismus ist die
genaue Regulation der Glutamatakkumulation unter hochosmolaren Bedingungen unbekannt.
Méglicherweise stimulieren pH-Wert-Anderungen und/oder K'-lonen die a-Glutamatsynthese durch
die Aktivierung der Glutamatdehydrogenase (Poolman und Glaasker 1998). Das Isomer B-Glutamat,
eine relativ gering verbreitete Aminosaure, wird von marinen methanogenen Bakterienspezies der
Genera Methanogenium und Methanococcus (Robertson et al. 1990) sowie Norcardiopsis (Galinski
und Triper 1994) und Thermotoga (Martins et al. 1996) in Abhangigkeit von der Osmolalitat des
Mediums synthetisiert. Aber auch die unter hochosmolaren Bedingungen intrazellular akkumulierten
B-Glutamatkonzentrationen sind limitiert und vergleichbar mit den akkumulierten a-Glutamatmengen.
Vermutlich liegt die Ursache fur die geringen Glutamatkonzentrationen in den gleichzeitig
aufgenommenen K*-Gegenionen. Diese sind in hoéheren Konzentrationen Uber einen langeren
Zeitraum im Zytoplasma schadlich flr die bakterielle Zellphysiologie. Dartber hinaus besitzt Glutamat
bei physiologischem pH-Wert eine Nettoladung, die eine direkte Interaktion mit den polaren Bereichen
der Proteinoberflachen erméglicht, anstatt wie zwitterionische kompatible Solute, bevorzugt von
dieser ausgeschlossen zu werden. Uber einen langeren Zeitraum hinweg kann eine endogene,
osmotisch regulierte Glutamatsynthese die Bakterien daher lediglich bei geringfligiger Erhéhung der

externen Osmolalitat schiitzen (da Costa et al. 1998).
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3.2 Zweite Anpassungsphase: Synthese und Transport kompatibler
Solute

Da hohe intrazelluldre K'-Konzentrationen Uber einen langeren Zeitraum fir den
Zellmetabolismus zahlreicher Mikroorganismen schadlich sind, ersetzen sie K'-lonen bei
kontinuierlich hochosmolarem Stress durch kompatible Solute. Diese sind selbst in hohen
Konzentrationen gut mit der Zellphysiologie vertraglich, erhalten den positiven Turgor aufrecht und
stabilisieren Proteine und Membranstrukturen unter osmotischem Stress. In Bacilli ist die de novo
Prolin- und Ectoinsynthese unter hochosmolaren Bedingungen weitverbreitet. Darliber hinaus kénnen
Mikroorganismen vorgeformte kompatible Solute aus der Umwelt durch hochaffine Transportsysteme
aufnehmen. Generell wird aus energetischen Grinden der Transport gegeniber der de novo

Synthese bevorzugt.

3.21 Osmotisch regulierte Prolinsynthese

Prolin wird osmotisch reguliert von zahlreichen Bodenbakterien wie Corynebacterium
glutamicum (Guillouet und Engasser 1995), Streptomyces griseus (Killham und Firestone 1984) und
Brevibacterium lactofermentum (Kawahara et al. 1989) sowie von dem N-fixierenden, Gram-
negativen Bakterium Azospirillum brasilense (Madkour et al. 1990) synthetisiert. Seine protektiven
Eigenschaften machen es darliber hinaus zu dem weitverbreitetesten kompatiblen Solut in Pflanzen,
die osmotischem Stress ausgesetzt sind (Delaunay und Verma 1993). Prolin kann Pflanzen zudem

vor oxidativem Stress und vor freien Radikalen schiitzen (Hong et al. 2000).

Seit Uber 25 Jahren ist bekannt, dass B. subtilis unter hochosmolaren Bedingungen Prolin
akkumuliert (Measures 1975). Whatmore et al. (1990) =zeigten, dass die intrazellulare
Prolinkonzentration in B. subtilis von 16 mM auf 700 mM anstieg, wenn das Bakterium einem
moderaten osmotischen Schock von 0,4 M NaCl ausgesetzt worden war und das Medium keine
osmoprotektiv wirkenden Substanzen enthielt. War dem Medium dagegen das kompatible Solut
Glycin Betain zugesetzt, wurde kein Prolin synthetisiert. Die intrazellular akkumulierte
Prolinkonzentration steht in linearer Abhangigkeit zur externen Osmolalitat (Brill und Bremer 2002).
Die Steigerung der Prolinsynthese ist vermutlich von der vorhergehenden Akkumulation der K*-lonen
abhangig. Der Anstieg der K*-lonenkonzentration kénnte ein Signal fir die Zelle sein, um osmotische

Anderungen zu perzipieren (Whatmore und Reed 1990).

Die anabolen Prolinbiosynthese umfasst in zahlreichen Mikroorganismen wie beispielsweise E.
coli drei Reaktionen (Abb. 3). Im ersten Reaktionsschritt wird Glutamat zu y-Glutamylphosphat durch
ProB, einer y-Glutamylkinase, phosphoriliert. Im zweiten Reaktionsschritt wird y-Glutamylphosphat

durch eine y-Glutamylphosphatreduktase (ProA) zu Glutamat-y-semialdehyd reduziert. Das Aldehyd
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zyklisiert dann, unter Abspaltung von H,O, spontan zu A'-Pyrrolin-5-carboxylat. Im letzten
Reaktionsschritt wird A'-Pyrrolin-5-carboxylat durch eine Pyrrolin-5-carboxylat-Reduktase (ProC) zu
Prolin reduziert (Leisinger 1996). Die Aktivitdt des ersten Enzyms dieser Reaktionsfolge ProB
unterliegt bei verschiedenen Mikroorganismen einer Endprodukthemmung, d. h.: Schon bei geringen
Prolinkonzentrationen stoppt die Biosynthese, und Prolin kann nicht in osmoprotektiv relevanten
Mengen akkumuliert werden (Leisinger 1996; Sleator et al. 2001c). Demnach muss in B. subtilis und
anderen prolinakkumulierenden Mikroorganismen eine spezifischere Anpassung an hochosmolare
Bedingungen vorliegen, die die Synthese dieser Aminosaure auch bei sehr hohen intrazellularen
Prolinkonzentrationen erlaubt. Denkbar ware: (i) Durch osmotischen Stress bedingte Modifikationen
der y-Glutamylkinase kdnnte die allosterische Endprodukthemmung des Enzyms aufgehoben werden.
Einzelne Aminosauresubstitutionen in ProB Gram-negativer Bakterien fuhrten zu einer Aufhebung der
Inhibition durch hohe intrazelluldre Prolinkonzentrationen und zu einer Uberproduktion von Prolin
(Dandekar und Uratsu 1988; Sleator et al. 2001c). Die Mutanten waren deutlich osmotoleranter als
der Wildtyp (Leisinger 1996; Sleator et al. 2001c). (ii) Eine weitere Moglichkeit ware ein zweiter
Prolinbiosyntheseweg, der erst unter hochosmolaren Bedingungen aktiviert wird und nicht durch

Prolin inhibiert wird.

Kirzlich konnten die molekularen Details der osmotisch regulierten Prolinbiosynthese in B.
subtilis aufgeklart werden. Demnach besitzt B. subtilis einen zweiten Syntheseweg fir die osmotisch
regulierte Prolinproduktion, der mit dem Prolinbiosyntheseweg fiir anabole Zwecke verbunden ist
(Abb. 3) (Brill und Bremer 2002). Zwei Isoenzyme, ProH (A'-Pyrrolin-5-Carboxylreduktase) und ProJ
(y-Glutamylkinase), ersetzen unter hochosmolaren Wachstumsbedingungen die unter isoosmotischen
Bedingungen aktiven Proteine ProB, Prol/ProG des anabolen Prolinbiosyntheseweges (Belitsky et al.
2001). Beide Biosynthesewege sind Uber ProA (y-Glutamylphosphatreduktase) miteinander
verbunden (Brill und Bremer 2002). B. subtilis nutzt fur die anabole und die hochosmolare
Prolinbiosynthese ahnliche Enzyme, aber beide Synthesewege unterscheiden sich entsprechend der
physiologischen Funktion in ihrer Regulation. Das proHJ-Operon wird unter der Kontrolle des
,Housekeeping“-Transkriptionsfaktors (c”) von B. subtilis osmotisch reguliert transkribiert (Brill und
Bremer 2002). Die Signaltransduktionskaskade flir die spezifische osmotische Regulation der

Prolinbiosynthese in B. subtilis konnte bisher nicht aufgeklart werden.

Die osmotisch regulierte Prolinbiosynthese in B. subtilis warf die Frage auf, ob die meisten
Bacilli Prolin unter hochosmolaren Bedingungen endogen synthetisieren und als dominantes
kompatibles Solut nutzen. Grundlegende Untersuchungen der de novo synthetisierten
Osmoprotektiva aerober chemoheterotropher Bakterien zeigten, dass nicht Prolin das
weitverbreiteteste endogen synthetisierte kompatible Solut Gram-positiver Mikroorganismen ist,
sondern das Aminosaurederivat Ectoin (Galinski und Triper 1994). B. subtilis gehort als
Prolinsynthetisierer, der nicht in der Lage ist, Ectoin zu produzieren, zu einer Minderheit der

untersuchten Bakterien.
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3.2.2 Osmotisch regulierte Ectoinsynthese

Galinski und Triper demonstrierten 1994 die weite Verbreitung der de novo Ectoinsynthese
unter hochosmolaren Bedingungen in aeroben chemoheterotrophen Mikroorganismen im
Allgemeinen sowie in halotoleranten und halophilen Bakterien im Besonderen. In bisher 18 Spezies
des Genus Bacillus und verwandter Genera, die per Definition (Kusher und Kamekura 1988) als
halophil oder halotolerant klassifiziert werden (Arahal und Ventosa 2001), konnte endogene
Ectoinsynthese nachgewiesen werden. So synthetisieren Sporosarcina (friher Bacillus) pasteurii
(Yoon et al. 2001) und Virgibacillus (frGher Bacillus) pantothenticus (Heyndrickx et al. 1998) sowie die
moderat halophilen Spezies Bacillus haloalcalophilus und Bacillus halophilus (Galinski und Triper
1994; Ventosa et al. 1998b) unter hochosmolarem Stress de novo Ectoin. Eine osmotisch regulierte
Ectoinsynthese konnte fur S. pasteurii und V. pantothenticus belegt werden (Kuhimann 1998). Far V.
pantothenticus wurde zudem erstmals eine osmotisch induzierte Prolinsynthese nachgewiesen
(Kuhlmann 1998).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Ectoinbiosynthese in diesen beiden Gram-positiven
Bacillus verwandten Spezies eingehend auf physiologischer und molekularer Ebene untersucht. V.
pantothenticus wurde von Proom und Knight aus salinem Boden isoliert und 1950 beschrieben. Es ist
der einzige Bacillus, der eine Auxotrophie flir Pantothensaure besitzt (Proom und Knight 1950; Claus
und Berkeley 1986). Sein Wachstum wird bei NaCl-Konzentrationen von 0,5 M stimuliert und durch
1,8 M NaCl nicht inhibiert. S. pasteurii wurde aus harnstoffhaltigem Boden isoliert (Chester 1898) und
ist durch eine hochaktive Urease in der Lage, Habitate mit hohen Harnstoffkonzentrationen zu
besiedeln. Er wurde nach dem franzésischen Chemiker und Bakteriologen Louis Pasteur benannt
(Claus und Berkeley 1986). S. pasteurii benétigt Harnstoff flr sein Wachstum (Proom und Knight
1950). Dieser wird in kurzer Zeit vollstandig zu Ammoniak umgesetzt, der das Zytoplasma alkalisiert
und so vermutlich mehrere membrangebundene, durch den intrazellularen pH-Wert regulierte

Systeme aktiviert und eine bessere ATP-Synthese ermdglicht (Jahns 1998).

Verschiedene andere Gram-positiver Bodenbakterien wie Brevibacteria (Frings et al. 1993)
(Jebbar et al. 1995) und Streptomyceten (Inbar und Lapidot 1988) sowie das Gram-positive marine
Bakterium Marinococcus halophilus (Severin et al. 1992) synthetisieren Ectoin allein oder in
Kombination mit Hydroxyectoin. Auch in Gram-negativen Bakterien ist die Ectoinsynthese unter
hochosmolaren Bedingungen weitverbreitet und wurde besonders intensiv in Halomonas elongata
(DSM 2581) (Goller und Galinski 1998) und Chromohalobacter salexigens (friher Halomonas
elongata DSM 3043 (Arahal et al. 2001)) (Canovas et al. 1998; Canovas et al. 1999) untersucht.
Ebenfalls synthetisieren Gram-negative, aus salzhaltigen und alkalischen Habitaten stammende,
methanotrophe Bakterien, die eine wichtige Funktion bei Senkung der Methanemission in die
Atmosphare spielen, als Anpassung an ihre spezifischen Lebensrdume Ectoin (Khmelenina et al.
1999).
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Der Ectoinbiosyntheseweg wurde in Halomonas elongata (Peters et al. 1990) und St. parvulus
(Inbar und Lapidot 1988) aufgeklart (Abb. 4B). Spater konnten die an der Ectoinsynthese beteiligten
Enzyme aus H. elongata gereinigt und charakterisiert werden (Min-Yu et al. 1993; Ono et al. 1999).
Der Ausgangspunkt der Ectoinsynthese ist Aspartat-p-semialdehyd, ein Intermediat des
Aminosaurestoffwechsels. Aus dem Intermediat des Zitratzyklus Oxalacetat und aus L-Glutamat wird
durch eine Aspartat-Aminotransferase L-Aspartat gebildet, welches durch eine Aspartokinase und
eine Aspartat-p-Semialdehyd-Dehydrogenase in L-Aspartat-p-Semialdehyd umgewandelt wird (Abb.
4A). Die Konzentration des Aminosaurestoffwechselintermediates L-Aspartat-B-Semialdehyd muss in
osmotisch gestressten Zellen hoch sein, um einerseits die weitere Biosynthese der Aminosauren
Lysin, Threonin, lIsoleucin und Methionin sicherzustellen und andererseits dem Bakterium die
Synthese groRer Mengen des kompatiblen Solutes Ectoin zu ermdglichen. Die eigentliche
Ectoinbiosynthese umfasst drei Schritte (Abb. 4B). Das erste an der Ectoinsynthese beteiligte Enzym
EctB ist eine L-Diaminobutyrattransaminase, die die Umsetzung von Aspartat-g-semialdehyd zu L-
2,4-Diaminobutyrat katalysiert. EctB gehdrt zur Subgruppe Il der Aminotransferasen (Mehta et al.
1993) und liegt vermutlich als Homohexamer im Zytoplasma vor. EctB ist eine pyridoxalphosphat-
abhangige Aminotransferase, die durch K" stabilisiert wird und L-Glutamat als Aminogruppendonor
nutzt (Ono et al. 1999). Im zweiten Reaktionsschritt wird L-2,4-Diaminobutyrat durch die L-
Diaminobutyrat-Acetyltransferase (EctA) mit Acetyl-CoA als Acetylgruppendonor zu N-y-Acetyl-L-2,4-
diaminobutyrat umgewandelt. In einem dritten Reaktionsschritt wird unter Wasserabspaltung N-y-
Acetyl-L-2,4-diaminobutyrat zu Ectoin umgewandelt. Dieser Schritt wird durch die fur N-y-Acetyl-L-2,4-
diaminobutyrat hoch spezifische N-y-Acetyldiaminobutyrat Dehydratase (Ectoinsynthase, EctC)
katalysiert. Die Aktivitat der drei Enzyme lasst sich in vitro durch die Zugabe von 0,5 M NaCl steigern
(Ono et al. 1999). Dieser Effekt deutet auf eine posttranskriptionelle Aktivierung in vivo durch

hochosmolare Bedingungen hin.

Die Ectoinbiosynthese lauft sehr effizient ab. Die aufzuwendende biologisch nutzbare Energie
ist sehr gering. Annahernd 100% des Kohlenstoffsubstrates Glukose werden in Ectoin umgewandelt
(Maskow und Babel 2001). Mit Aspartat-p-semialdehyd und Acetyl-CoA als Metabolite fur die
Ectoinsynthese konnten der theoretische Ertrag und der Energieaufwand der Synthese des
kompatiblen Solutes berechnet werden. Die Bedingungen flir diese Berechungen waren: Glukose
wird Uber den Embden-Meyerhof-Parnas-(EMP) und den Entner Doudoroff-(ED) Weg vom Bakterium
assimiliert und der Vorlaufer Oxalacetat Uber heterotrophe CO,-Fixierung (1) oder die Glykolyse (2)

synthetisiert.
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Abb. 4 Ectoinbiosynthese in aeroben chemoheteroptrophen Bakterien

Dargestellt ist die Synthese von Tetrahydropyrimidinen und ihren Vorlaufermolekilen. (A) Zwischenprodukte
des Citratzyklus (m), Intermediate des Aminosaurestoffwvechsels (m) und die Produkte der
Tetrahydropyrimidinsynthese (m) sind markiert. (B) Ectoin- und potentielle Hydroxyectoinbiosynthesewege:
EctA: Acetyltransferase, EctB: Aminotransferase, EctC: Ectoinsynthase. L-Glu: L-Glutamat; o-Keto: a-
Ketoglutarat.
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Unter diesen Voraussetzungen lauten die Reaktionsgleichungen fur die Ectoinsynthese:

(1) Pyruvatcarboxilierung
EMP: CsH1206 + 2NH;3 —p> CsH1002N;
ED: CgH420¢6 + 2NH3; + 1ATP —> CeH100O2N>

(2) Glykolyse
EMP: 3CsH1206 + 2NHj3 —> 2CeH 002N, + 2CO, + 4ATP + 10NAD(P)H + 2FADH,
ED: 3CgH1206 + 2NH3 + 1ATP  —» 2CgH1002N; + 2C0O, + ATP + 10NAD(P)H + 2FADH,

Die drei Ectoinbiosyntheseenzyme sind im Genom von M. halophilus (Louis und Galinski 1997),
H. elongata (Goller et al. 1998) und Ch. salexigens als ectABC-Gencluster organisiert. Die drei
Gencluster sind in Organisation, Gréf3e und abgeleiteter Aminosauresequenz hoch konserviert. Durch
heterologe PCR-Primer, die von den DNA-Sequenzen der Gencluster abgeleitet worden waren,
konnte ein Teil der Ectoinsynthesegene aus dem Bacillus-Verwandten S. pasteurii isoliert werden
(Kuhlmann 1998). Dieses DNA-Fragment stellte ein wichtiges Werkzeug fir die detaillierte
molekularbiologische Untersuchung der Ectoinsynthese in Bacilli im Rahmen der vorliegenden Arbeit
dar. Die molekularen Grundlagen der Ectoinbiosynthese in Gram-positiven und Gram-negativen
Bakterien war weitgehend ungeklart. Es konnte lediglich gezeigt werden, dass das ectABC-Cluster
aus M. halophilus osmotisch reguliert in E. coli zur Expression gebracht werden kann (Louis und
Galinski 1997; Bestvater und Galinski 2002). Die Ectoinbiosynthesegene aus Ch. salexigens konnten
dagegen nicht im heterologen Wirt E. coli funktionell zur Expression gebracht werden (Canovas et al.
1998). Die bedeutende integrale Stellung der Ectoinbiosynthese fiir die Anpassung und das
Wachstum unter hochosmolarem Stress konnte durch den deutlichen Wachstumsnachteil
ectoinbiosynthese-defizienter Stdmme von H. elongata und Ch. salexigens demonstriert werden
(Canovas et al. 1997; Goller et al. 1998). In zahlreichen Bakterien ist die Ectoinbiosynthese
insbesondere in der stationdren Wachstumsphase mit der Hydroxyectoinproduktion gekoppelt
(Galinski und Triper 1994). In H. elongata wurde in einer ectA Mutante keine Ectoinproduktion und
auch keine Hydroxyectoinsynthese festgestellt, so dass ein Syntheseschritt zur Hydroxyectoinbildung,
katalysiert durch eine Hydroxylase mit Ectoin als Substrat, vermutet wurde (Abb. 4) (Goéller et al.
1998). In Ch. salexigens deuten die intrazellular akkumulierten kompatiblen Solute in osmotisch
gestressten ectA und ectC Mutanten auf zwei Biosynthesewege fir die Hydroxyectoinproduktion hin
(Canovas et al. 1999). Ein Biosyntheseweg soll Ectoin als direkten Vorlaufer nutzen. Ein alternativer
Weg verwendet das Intermediat der Ectoinsynthese N-y-Acetyl-L-2,4-diaminobutyrat ohne Beteiligung
von Ectoin als Substrat fur die Hydroxyectoinsynthese (Abb. 4B) (Canovas et al. 1999). Aber der

Biosyntheseweg der Hydroxyectoinproduktion und seine Regulation wurden bisher nicht aufgeklart.
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3.2.3 Osmotisch regulierte Glycin Betain Synthese

Als Gegenstlick zu Ectoin, den typisch endogen produzierten kompatiblen Solut aerober
chemoheterotropher Mikroorganismen, ist die de novo Synthese von Glycin Betain in halophilen und
halotoleranten phototrophen Cyanobakterien (Reed et al. 1986; Sibley und Yopp 1987), extrem
halophilen Archaeen (Lai und Gunsalus 1992; Lai et al. 1999) und zahlreichen hoheren Pflanzen bei
osmotischem Stress verbreitet. Auch das phototrophe haloalkalophile Schwefelbakterium
Ectothiorhodospira halochloris, das ebenfalls Ectoin synthetisieren kann, produziert Glycin Betain de
novo (Galinski und Traper 1982; Galinski et al. 1985; Galinski und Herzog 1990). Der extrem
halophile Actinomycet Actinopolyspora halophila ist eines der wenigen heterotrophen Bakterien, das
Glycin Betain de novo aus einfachen Kohlenstoffverbindungen wie Glycin synthetisieren kann
(Severin et al. 1992; Nyyssola et al. 2000). Die Biosynthese umfasst drei aufeinanderfolgende
Methylierungsschritte Uber die Zwischenstufen Sarcosin und Dimethylglycin mit S-Adenosylmethionin
als Methylgruppendonor (Nyyssola et al. 2000; Nyyssola et al. 2001). Die de novo Synthese von
Glycin Betain ist sehr kostspielig fiir die Zelle, da die Regeneration einer aktiven Methylgruppe des S-
Adenosylmethionins 12 ATP Aquivalente verbraucht (Atkinson 1977). Sie ist deswegen vermutlich in
heterotrophen Bakterien nicht verbreitet. A. halophila besitzt noch einen zweiten, energetisch
glunstigeren Glycin Betain Syntheseweg: Wie B. subtilis und zahlreiche andere Mikroorganismen
(Landfald und Strem 1986; Boch et al. 1994) oxidiert A. halophila aus der Umgebung

aufgenommenes Cholin in zwei Schritten zum Glycin Betain (Nyyssola und Leisola 2001).

B. subtilis besitzt zwei ABC-Transportsysteme flir die Aufnahme von Cholin, die eine
Sequenzidentitat von 80% besitzen und vermutlich aus einer Genduplikation hervorgegangen sind
(Kappes et al. 1999). Cholin liegt im Boden durch den mikrobiellen Abbau von tierischen und
pflanzlichen cholinhaltigen Phospholipiden vor. Die beiden Transportsysteme fiir die Cholinaufnahme
in B. subtilis besitzen trotz der hohen Sequenzidentiat unterschiedliche Substratspektren. OpuC
(Osmo Protectant Uptake) transportiert verschiedene kompatible Solute (Kappes et al. 1998),
wahrend OpuB ausschlieRlich Cholin mit hoher Affinitdt aufnimmt (Abb. 3) (Kappes et al. 1999). Das
Enzym GbsB (Glycin Betain Synthesis), eine Typ Il Alkohol-Dehydrogenase, katalysiert den ersten
Schritt der Synthese, die Oxidation von Cholin zum Glycin Betain-Aldehyd. Der zweite Schritt, die
Oxidation vom Glycin Betain-Aldehyd zu Glycin Betain, wird von GbsA, einer Glycin Betain-Aldehyd-
Dehydrogenase katalysiert (Abb. 3) (Boch et al. 1996). Die Expression des Glycin Betain-
Syntheseoperons gbsAB wird lediglich durch zugeflhrtes Cholin stimuliert, wohingegen die
Transkription des opuB-Operons zusatzlich durch erhdhte Osmolalitat induziert wird (Nau-Wagner et
al. 1999). Der stromaufwarts von gbsAB codierte, entgegengesetzt orientierte Cholinsensor GbsR
reguliert als Repressor sowohl die Transkription des gbsAB-Operons als auch die des opuB-Operons.
Dies geschieht in Abhangigkeit von der exogenen Cholinkonzentration (Nau-Wagner und Bremer
personliche Mitteilung)(Bremer 2002). GbsR koordiniert somit die Glycin Betainsynthese durch die

gleichzeitige Kontrolle der Cholinaufnahme und der Transkription der Synthesegene.
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3.2.4 Aufnahme kompatibler Solute in B. subtilis

Die verschiedenen Habitate von Bacilli (Boden, Rhizosphare von Pflanzenwurzeln) bieten eine
Vielzahl vorgeformter kompatibler Solute, die durch hypoosmotisch gestresste Mikroorganismen,
Wurzelexudate und durch den Abbau mikrobieller, pflanzlicher und tierischer Zellen in das Okosystem
Boden eingetragen worden sind (Welsh 2000). Mikroorganismen sind Uber hoch effiziente
Transportsysteme in der Lage, diese vorgeformten kompatiblen Solute aus der Umwelt aufzunehmen
und im Zytoplasma anzureichern. Die Solute erméglichen den Mikroorganismen das Uberleben und
das Wachstum unter verschiedenen Stressbedingungen wie hoher Osmolalitat (Kempf und Bremer
1998; (Bremer und Kramer 2000) und Hitze und Kalte (Bayles 1993; Malin und Lapidot 1996; Caldas
et al. 1999; Canovas et al. 2001).

B. subtilis akkumuliert vorgeformte kompatible Solute aus der Umwelt, die strukturell mit der
Aminosaure Prolin, der trimethylieten Ammoniumverbindung Glycin Betain und dem
Tetrahydropyrimidin Ectoin verwandt sind (Bremer 2002). Er nutzt jedoch unter hochosmolaren
Bedingungen keine Zucker wie Trehalose, das endogen synthetisierte Osmolyt in E. coli (Dinnbier et
al. 1988; Kempf und Bremer 1998). Verschiedene Transportsysteme (OpuA bis OpuE) mit sich
Uberschneidenden Substratspezifititen und Energiekopplungsmechanismen ermdéglichen B. subtilis
die Aufnahme einer Vielzahl vorgeformter kompatibler Solute aus der Umwelt. Alle Transporter haben
hohe Affinitaten flr ihre Substrate mit mikromolaren K,,-Werten und erlauben die Aufnahme von
Soluten, selbst wenn diese in geringsten Konzentrationen in der Umwelt vorliegen. Die hohe
Transportkapazitat (Vmax) der Opu-Systeme ermoglicht zusatzlich die schnelle zytoplasmatische

Akkumulation inrer Substrate.

B. subtilis besitzt nur einen Transporter fir die Prolinaufnahme unter hochosmolaren
Bedingungen, den substratspezifischen Einzelkomponententransporter OpuE (von Blohn et al. 1997).
Das OpuE-System gehort zur Familie der SSS-Transporter (Sodium/Solute Symporter) (Reizer et al.
1994; Saier 2000), der auch Transporter aus Eukaryoten angehdren, die dort die Substrataufnahme
durch den Symport von Na*-lonen energetisieren. OpuE dient nicht nur der Prolinaufnahme aus
exogenen Quellen, sondern sorgt auch flr den Retransport von aus der Zelle ausgetretenem Prolin
(von Blohn et al. 1997). Der Prolingradient Gber der Zytoplasmamembran durch die de novo Synthese
bei hoher Osmolalitat ist vermutlich so grof3, dass B. subtilis endogen synthetisiertes Prolin an seine
Umgebung verliert. Dieses wird aber unmittelbar Gber OpuE wieder in die Zelle zuricktransportiert
(von Blohn et al. 1997; Moses 1999). Der Glycin Betain Transporter OpuD ist wie OpuE ein
sekundares Aufnahmesystem, gehdrt aber zur BCCT-Transporterfamilie (Betain Cholin Carnitin
Transporter) (Tab. 18) (Kappes et al. 1996) (Reizer et al. 1994; Saier et al. 1999). Dieser
Transporterfamilie gehdren ausschlieBlich bakterielle Transporter wie BetT und CaiT aus E. coli
(Lamark et al. 1991; Eichler et al. 1994), BetL aus L. moncytogenes (Gerhardt et al. 1996; Sleator et
al. 1999) und BetP sowie EctP aus C. glutamicum (Peter et al. 1996; Peter et al. 1998b) an. Die
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Transporter koppeln die Solutaufnahme mit einer Na*-Aufnahme. BCCT-Transporter besitzen eine
hohe Substratspezifitat fur methylierte Ammoniumverbindungen wie Glycin Betain und Carnitin. Der
einzige nicht osmotisch regulierte Transporter dieser Familie ist CaiT (Eichler et al. 1994). Er nimmt
Carnitin zu Stoffwechselzwecken in E. coli auf. Wie BetP (Rubenhagen et al. 2000; Ribenhagen et al.
2001) wird OpuD im Gegensatz zu OpuE durch eine plétzliche Erhéhung der externen Osmolalitat
aktiviert (Kappes et al. 1996; von Blohn et al. 1997). Diese posttranslationelle Aktivierung von OpuD
ermOglicht B. subtilis die sofortige Aufnahme von Glycin Betain bei osmotischem Stress. Die
Expression der opuE und opuD Gene ist mit der generellen c®-kontrollierten Stressantwort in B.
subtilis verkniipft, aber beide Gene werden auch von einem zweiten, c”-abhédngigen Promotor
kontrolliert (von Blohn et al. 1997; Spiegelhalter und Bremer 1998; Spiegelhalter 1999). Eine
plétzliche Erhéhung der Osmolalitét stimuliert die Expression des c®-Regulons (Price 2000; Hecker
und Vdélker 2001). Entsprechend wird auch die Expression von opuE und opuD unter diesen
Bedingungen durch o® induziert (Kappes et al. 1996; von Blohn et al. 1997; Spiegelhalter und Bremer
1998; Spiegelhalter 1999). Diese Induktion wird unmittelbar aktiv, ist aber nur voribergehend. In B.
subtilis Zellen, die langere Zeit erhdhter Osmolalitat ausgesetzt sind, erfolgt die Transkription beider
Gene ausschlieRlich durch den c”-abhéngigen Promotor in Abhangigkeit von Starke und Dauer des
osmotischen Stresses. Die osmotische Regulation des c”-abhidngigen Promotors erfolgt vollstandig
unabhéngig vom o®-Regulon. Dies deutet auf zwei unterschiedliche Signaltransduktionskaskaden in
B. subtilis hin: Die eine beruht auf den osmosensorischen und osmoregulatorischen Proteinen des o°-
Regulons, die andere auf bisher unidentifizierten Sensoren und Regulatoren der spezifischen

osmotischen Stressantwort.

Die kompatiblen Solut Transporter OpuA, OpuB und OpuC gehéren zur ABC (ATP Binding
Cassett)-Transporterfamilie, die sowohl in Prokaryoten als auch in Eukaryoten weitverbreitet ist und
die Soluttranslokation durch die Hydrolyse von ATP energetisiert (Abb. 3) (Kempf und Bremer 1995;
Kappes et al. 1996). Das opuA-Operon besteht aus drei Genen, die eine membranassoziierte
ATPase (OpuAA), eine Transmembrankomponente (OpuAB) und ein Substratbindeprotein (OpuAC)
codieren. Das opuB- und das opuC-Operon bestehen aus vier Genen und unterscheiden sich von
OpuA durch jeweils eine zweite Transmembrankomponente (OpuCD bzw. OpuBD). Da B. subtilis
keine dullere Membran besitzt, sind die Bindeproteine dieser Transporter, im Gegensatz zum dem im
Periplasma von E. coli frei beweglichen Bindeprotein des verwandten ABC-Transporters ProU, Uber
eine N-terminale Lipidmodifikation in der Zytoplasmamembran verankert (Kempf et al. 1997). In dem
Gram-positiven Bakterium La. lactis konnte ein OpuA-Homolog mit einem fur Prokaryoten erstmals
entdeckten Aufbau identifiziert werden. Dieser ABC-Transporter besteht aus nur zwei Untereinheiten:
Der membranassoziierten ATPase (OpAA) und einer Fusion der Translokatordomane mit der
Substratbindeuntereinheit (OpuBC) (Obis et al. 1999; van der Heide und Poolman 2000a). Auch in L.
monocytogenes konnte ein OpuA- (Ko et al. 1994) und ein OpuC-Homolog (Fraser et al. 2000;

Sleator et al. 2001b) identifiziert werden, die einen identischen Aufbau der B. subtilis Transporter
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aufweisen. OpuA ist das dominante Glycin Betain Transportsystem in B. subtilis, da es Uber eine
hdhere Transportkapazitat als die beiden anderen Glycin Betain Transporter OpuC und OpuD verfugt
(Kappes et al. 1996). OpuC kann acht verschiedene kompatible Solute einschlieBlich dem Glycin
Betain Vorlaufer Cholin aus der Umwelt aufnehmen (Kappes et al. 1998; Nau-Wagner et al. 1999;
Bremer und Kramer 2000). OpuC ist auch der einzige Transporter in B. subtilis, der das
Tetrahydropyrimidin Ectoin aufnehmen kann (Jebbar et al. 1997). OpuC hat aber nur eine geringe
Affinitat fir Ectoin. Eine OpuC-vermittelte Glycin Betain Aufnahme wird erst in Gegenwart von 1,5 mM
Ectoin inhibiert (Jebbar et al. 1997).

Anders als die Expression von opuB ist die Transkription von opuA, opuC, opuD und opuE nicht
durch exogen vorhandene Substrate stimuliert. Im Gegensatz dazu wird die Transkription von jedem
Transporterstrukturgen aber durch eine Erhéhung der externen Osmolalitat induziert und in genauer

Abhangigkeit zur Starke und Dauer des osmotischen Stresses reguliert.

3.2.5 Ectointransport in Mikroorganismen

B. subtilis kann nur durch den ABC-Transporter OpuC Ectoin aus der Umwelt aufnehmen.
OpuC hat nur eine geringe Affinitat fir Ectoin, das daher nur in relativ niedrigen Konzentrationen im
Zytoplasma akkumuliert werden kann und somit von B. subtilis weniger genutzt werden kann als das
durch hochaffinen Transport akkumulierte Glycin Betain (Jebbar et al. 1997). L. monocytogenes wird
unter hochosmolaren Bedingungen gar nicht durch exogen vorhandes Ectoin oder Hydroxyectoin
protektiert (Bayles und Wilkinson 2000). C. glutamicum hingegen wird durch im Medium vorhandenes
Ectoin sehr gut osmotisch protektiert, da der BCCT-Transporter EctP Ectoin mit hoher Affinitat (K, 63
puM) aufnehmen kann und durch die erhebliche Transportkapazitat (Vmax 27 nmol Ectoin (min=Protein)
') Ectoin schnell im Zytoplasma akkumuliert (Peter et al. 1998b). Die schlechte bis gar nicht
vorhandene Ausnutzung exogen vorhandener Ectoine zur Osmoprotektion durch B. subtilis und L.
monocytogenes reflektieren den geringen bis fehlenden Transport dieser Solute unter hochosmolaren
Bedingungen. Sie kénnen nicht zur generellen Einschatzung der osmoprotektive Eigenschaften

dieser Solutfamilie herangezogen werden.

Auch Gram-negative Bakterien kdnnen Ectoine aus der Umwelt aufnehmen. E. coli ist unter
hochosmolaren Bedingungen in der Lage, Ectoin durch den ABC-Transporter ProU und den
Na*/Solut-Symporter ProP im Zytoplasma zu akkumulieren (Jebbar et al. 1992). ProU besitzt die
hohere Affinitdt von beiden Transportern (K, 200 uM; Vnax 50,3 nmol Ectoin (min*Protein)'1) far
Ectoin bei osmotischem Stress (Jebbar et al. 1992). Ectoin und Hydroxyectoin kénnen E. coli auch
Thermoprotektion bei Hitzestress vermitteln, wenn sie im Medium vorhanden sind (Malin und Lapidot
1996). Daher muss E. coli auch effektive Ectointransportsysteme unter Hitzestress besitzen. Auch

das Gram-negative Bodenbakterium Rhizobium meliloti transportiert effizient und osmotisch induziert
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Ectoin (Ky, 80 PM; Vimax 20 nmol Ectoin (min*Protein)‘1). Akkumuliertes Ectoin erlaubt R. meliloti ein
Wachstum bei erhdhter Salinitat (Talibart et al. 1994). In dem Gram-negativen Pflanzenpathogen
Erwinia chrysanthemi konnte der Einkomponententransporter OusA isoliert werden, der wie ProP aus
E. coli ein Mitglied der SSS-Transporterfamilie ist (Gouesbet et al. 1996). OusA ist durch einen
hyperosmotischen Schock induzierbar und transportiert Ectoin (K, 70 pM; Vimax 22 nmol Ectoin

(min*Protein)"), Glycin Betain, Prolin und Pipicolinsdure mit hohen Affinitaten.

Kirzlich konnte ein hochaffiner Ectointransporter aus dem Gram-negativen halophilen
Bakterium H. elongata, das Ectoin als dominantes kompatibles Solut unter hoher Osmolalitat auch de
novo synthetisiert, isoliert werden (Kunte pers. Mitteilung). Der Ectoin/Hydroxyectointransporter
TeaABC aus H. elongata gehort zur TRAP-T Transporterfamilie (Tripartit ATP-independent
Periplasmic Transporter), der sowohl Transporter aus Archaeen als auch aus Bakterien angehoéren
(Forward et al. 1997; Rabus et al. 1999; Saier 2000). Zwei integrale Membranuntereinheiten,
bestehend aus 12 und 4 Transmembranbereichen, und ein periplasmatisches Bindeprotein bilden
eine TRAP Permease. Die TRAP-T Familie ist die einzige Familie, bei der ein periplasmatisches
Bindeprotein zusammen mit einem sekundaren Transporter, der durch protonenmotorische Kraft
energetisiert wird, arbeitet (Saier 2000). TeaABC aus H. elongata ist das erste Mitglied dieser
Transporterfamilie, das kompatible Solute osmotisch reguliert transportiert. Die Strukturgene des
Transporters teaABC liegen direkt benachbart im Genom von H. elongata vor. Der Ectointransporter
TeaABC scheint in H. elongata der einzige Transporter fir die dominant endogen synthetisierten
Osmolyte Ectoin und Hydroxyectoin zu sein (Kunte pers. Mitteilung). Es fehlen jedoch detaillierte

Untersuchungen zur Regulation des Tetrahydropyrimidintransportes in H. elongata.

4 AusstoB osmotisch aktiver Substanzen bei hypoosmolarem
Stress

Sonnenschein, Hitze und fehlender Niederschlag schaffen hyperosmolare Bedingungen in den
oberen Bodenschichten, denen sich Bacilli vorrangig durch die de novo Synthese und den Transport
kompatibler Solute anpassen. Die osmotischen Bedingungen im Boden kdnnen sich aber schnell und
drastisch durch Niederschlag, Uberflutung und Auswaschung andern (Miller und Wood 1996). Die
Hypoosmolaritdt der Umgebung fihrt zu einem Wassereinstrom in die mit osmotisch aktiven
Substanzen angefillte Zelle. Dieser Vorgang fiihrt zu einer Erhdhung des Turgors, der unter
extremen Bedingungen die Zelle zum Bersten bringen kann. Normalerweise kompensiert der
elastische Mureinsacculus der Zelle eine Erhéhung des Turgors (Hoéltje 1998; Wood 1999). Wird der
Zellinnendruck zu grof3, muss der Mikroorganismus wasserbindende kompatible Solute und lonen
aus dem Zytoplasma schleusen. In zahlreichen Archaea und Bacteria konnten mechanosensitive
Kanéle identifiziert werden, die wie ,Sicherheitsventile” flir den schnellen Aussto dieser Substanzen

sorgen, wenn der Turgor zu grof3 wird (Blount und Moe 1999; Booth und Louis 1999; Martinac 2001).
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Die Offnung mechanosensitiver Kanale beruht allein auf der Erhéhung des Zellinnendrucks und der
damit einhergehenden mechanischen Dehnung der Zytoplasmamembran. Sie arbeiten unabhangig
von den oben angefiihrten Aufnahmesystemen flr osmotisch aktive Substanzen. Mechanosensitive
Kanale existieren in zwei Formen: MscL und MscS (Mechanosensitive Channel of Large and Small
conductance). lhre physiologische Funktion wurde in E. coli detailliert untersucht (Levina et al. 1999).
Die gleichzeitige Unterbrechung von mscL und mscS resultierte im Zelltod durch Platzen nach einem

hypoosmolaren Schock (Levina et al. 1999).

Auch in B. subtilis konnten Homologe von MscL und MscS aus E. coli identifiziert werden (Moe
et al. 1998). Eine gleichzeitige Genunterbrechung von mscL und ykuT (mscS) flhrte zu einem B.
subtilis Stamm, der deutlich schlechter eine plotzliche Senkung der Osmolalitat Gberlebte als der
Wildtyp (Boiangiu 2001). Auch der Gram-positive Modellorganismus B. subtilis besitzt demnach zwei
dehnungsaktivierbare Kanale. Diese sind Homologe von MscL und MscS aus E. coli und besitzen
eine Uberlebenswichtige Funktion fiir B. subtilis bei der Anderung einer hyperosmolaren zu einer

hypoosmolaren Umwelt.

5 Perzeption von osmotischem Stress

Allein durch die Anpassung der Zusammensetzung zytoplasmatischer Solute sind
Mikroorganismen in der Lage, die Inhibition ihres Wachstums durch widrige osmotische Bedingungen
zu Uberwinden. Dem fortgeschrittenen Verstandnis der zellularen Maschinerie, die die osmotische
Homdostase vermittelt, stehen die weitgehend ungeklarten Mechanismen der Wahrnehmung
osmotischer Anderungen und die damit verbundene Regulation der fiir die Akkumulation von
kompatiblen Soluten verantwortlichen Gene und Enzyme gegeniiber. Anderungen bestimmter
physikalischer und/oder chemischer Gegebenheiten missen Signalfunktion ausiben, die direkt die
Aktivitdt von Enzymen sowie Transportsystemen und/oder die Expression ausgewahlter Strukturgene
kontrollieren (Poolman und Glaasker 1998). Ein potentieller Osmosensor konnte direkt die
extrazelluldare Wasseraktivitat oder Osmolalitat erfassen. Jedoch ist fir die Ausbildung des Turgors
nicht die absolute Konzentration extrazellularer Solute entscheidend, sondern der
Konzentrationsgradient osmotisch aktiver Substanzen Uber der Zytoplasmamembran. Daher wirde
eine ausschlielliche Erfassung der externen Osmolalitdt nicht gentugend Informationen fur eine
Anpassung der intrazellularen Osmolytkonzentration liefern. Gleiches gilt auch fiir einen Osmosensor,
der lediglich die intrazellulare Wasseraktivitat oder Osmolalitat erfassen konnte. Wahrscheinlich sind
Osmosensoren daher in der Zytoplasmamembran und dem Nukleoid von Bakterien lokalisiert, wo sie
Konsequenzen einer gednderten Osmolalitat in der Zellstruktur am besten detektieren kénnen (Wood
1999). Zellwand und Zytoplasmamembran koénnten bei Anderungen der externen Osmolalitat
gestaucht oder gedehnt und in ihrer chemischen Zusammensetzung verandert werden. Potentielle

Nukleoid-assoziierte Osmosensoren kénnten Anderungen der DNA-Topologie in Abhangigkeit von
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osmotischen Bedingungen erfassen. Dartber hinaus kann auch die Konzentration von intrazellularen
Signalmolekilen durch Membran- und Nukleoid-lokalisierte Osmosensoren perzipiert werden (Wood
1999; Parsegian et al. 2000).

Die membranlokalisierten Transportsysteme flr kompatible Solute ProP aus E. coli (Milner et al.
1998; Culham et al. 1993), BetP aus C. glutamicum (Peter et al. 1998a; Ribenhagen et al. 2000) und
OpuA aus Lactococcus lactis (van der Heide und Poolman 2000b; van der Heide et al. 2001) kénnen
Anderungen der externen Osmolalitdt wahrnehmen und den eigenen Transport kompatibler Solute
osmotisch regulieren. Alle drei Transporter wurden gereinigt, und die osmotisch regulierte Aktivierung
ihres Transports wurde in Proteoliposomen untersucht. Die Aktivitat von ProP und BetP wurde vor
allem durch eine Erhéhung des Membranpotentials, hervorgerufen durch Erhohung der internen K*
Konzentration nach einem hyperosmolaren Schock, stimuliert. Beide Transporter besitzen im
Zytoplasma lokalisierte Termini, die vermutlich die Veranderungen der K'-Konzentrationen erfassen
kénnen und unter hyperosmolaren Bedingungen eine strukturelle Anderung der Transporter vom
inaktiven zum aktiven Zustand bewirken (Culham et al. 2000; Racher et al. 2001; Ribenhagen et al.
2001). Die Aktivitaten der Transporter OpuA und BetP werden durch veranderte
Membraneigenschaften, die die Transporter-Lipid Interaktionen unter hochosmolaren Bedingungen

beeinflussen, stimuliert (Ribenhagen et al. 2000; van der Heide und Poolman 2000b).

Die Strukturgene proVWX des Glycin Betain ABC-Transporters ProU aus E. coli werden als
Operon osmotisch reguliert zur Expression gebracht (Stirling et al. 1989; Lucht et al. 1994,
Gowrishankar und Manna 1996). Ein Anstieg der externen Osmolalitat sorgt fiur eine verstarkte proU
Expression unter den pleiotropen Effekten der DNA-Bindeproteine H-NS, TopA, IHF und HU, welche
die DNA-Struktur verandern. Unter hochosmolaren Bedingungen beeinflussen akkumuliertes K-
Glutamat und eine Erhdhung der negativen DNA-Uberwindungen durch GyrAB zusatzlich die

Expression von proU (Gowrishankar und Manna 1996).

Auch wenn die aufgeflihrten auslésenden Signale osmotischen Stresses und einige
sensorische Zellkomponenten bekannt sind, ist die vollstdndige osmotische Perzeption und

Signalverarbeitung in Mikroorganismen weitgehend unverstanden.
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6 Zielsetzung der Arbeit

Die Akkumulation kompatibler Solute unter hochosmolaren Bedingungen ist eine entscheidende
Anpassung, die besonders bodenbewohnenden Mikroorganismen das Uberleben in einem Habitat
ermoglicht, das durch schnell wechselnde, extreme osmotische Bedingungen gekennzeichnet ist
(Miller und Wood 1996; Bremer und Kramer 2000). In der vorliegenden Arbeit sollten die unter
hyperosmolarem Stress de novo synthetisierten kompatiblen Solute von reprasentativ ausgewahlten
Bacilli und verwandten Spezies identifiziert werden und die Regulation der Solutsynthese in

Abhangigkeit von der externen Osmolalitat charakterisiert werden.

Erste Untersuchungen von Galinski und Triper (1994) demonstrierten, dass neben der
Prolinsynthese die Ectoinsynthese in Bacilli verbreitet ist und der Gram-positive Modellorganismus B.
subtilis als ausschlieBlich prolinsynthetisierendes Bakterium zu einer Minderheit aerober
chemoheterotropher Bakterien gehért. Vorhergehende Untersuchungen konnten die Ectoinsynthese
in den Bacillus-verwandten Spezies S. pasteurii und V. pantothenticus nachweisen. Somit standen
zwei Bacilli fir eine detaillierte physiologische und molekulare Charakterisierung der
Ectoinbiosynthese zur Verfiigung. V. pantothenticus kann darliber hinaus neben Ectoin auch Prolin
endogen zu synthetisieren (Kuhlmann 1998). Auch dieses erstmals beobachtet Muster der
Osmolytsynthese sollte eingehend untersucht werden. Durch die PCR-Amplifikation eines DNA-
Fragmentes aus dem Genom des Ectoinproduzenten und Bacillus-Verwandten S. pasteurii, das ein
Fragment der Ectoinbiosynthesegene enthielt (‘ectB-ectC’) (Kuhimann 1998), stand ebenfalls ein
wichtiges Werkzeug fir die vollstandige Isolation und transkriptionelle Charakterisierung der

Ectoinsynthesegene in Bacilli zur Verfligung.

Vorgeformtes Ectoin und Hydroxyectoin kann von zahlreichen Gram-positiven und Gram-
negativen Bakterien durch osmotisch regulierte Transportsysteme aus der Umwelt aufgenommen und
im Zytoplasma akkumuliert werden (Jebbar et al. 1992; Talibart et al. 1994; Gouesbet et al. 1996;
Jebbar et al. 1997; Peter et al. 1998b). In der vorliegenden Arbeit sollte der Transport von Ectoin in
Bacilli und von verwandten Spezies, die bei hyperosmolarem Stress de novo Ectoin synthetisieren,
analysiert werden.  Mdgliche  Tetrahydropyrimidintransportsysteme  sollten aus  einer
ectoinproduzierenden Bacillus Spezies isoliert und auf molekularer sowie physiologischer Ebene

charakterisiert werden.
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lll. Material und Methoden

1 Chemikalien und Reagenzien

1.1 Verwendete osmotische Schutzsubstanz

Ectoin

(S)-Methyl-1,4,5,6-Tetrahydropyrimidin-4-Carboxylat

Summenformel:

Gewonnen aus:

Molekulare Masse (g mol™):
Bezugsquelle:

Hydroxyectoin

(S,S)-p-2-Methyl-5-hydroxy-1,4,5,6-Tetrahydropyrimidin-4-Carboxylat

Summenformel:

Gewonnen aus:

Molekulare Masse (g mol™):
Bezugsquelle:

Glycin Betain
Summenformel:

Molekulare Masse (g mol™):
Bezugsquelle:

L-Prolin

Summenformel:

Molekulare Masse (g mol™):
Bezugsquelle:

Cholinchlorid
Summenformel:

Molekulare Masse (g mol™):
Bezugsquelle:

Carnitin

Summenformel:

Molekulare Masse (g mol™):
Bezugsquelle:

Cholin-O-Sulfat
Summenformel:

Molekulare Masse (g mol™):
Bezugsquelle:

Dimethylsulfonioacetat (DMSA)

Summenformel:
Molekulare Masse (g mol™):
Bezugsquelle:

CeH10N20,
Halomonas elongata
142, 2

BIOMOL (Hamburg)

CGH1ONZO3
Marinococcus M52
158, 2

BIOMOL (Hamburg)

CsH11N4O;
117,1
Sigma

CsHoN>
115,3
Sigma

C4H14NOCI
139,6
Sigma

C/H4sNO3
161,3
Sigma

C5H13NSO4
183

Nau-Wagner, G.; Universitat Marburg

C4H10SO,*HCI
157

Bernard, T.; Universitat Rennes, Frankreich
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Dimethylsulfoniumpropionat (DMSP)

Summenformel: Cs5H41,S0,
Molekulare Masse (g mol™): 172
Bezugsquelle: Bernard, T.; Universitat Rennes, Frankreich

Prolin Betain

Summenformel: C;H43NO,
Molekulare Masse (g mol™): 179,6
Bezugsquelle: Extrasynthese, Frankreich

1.2 Sonstige Chemikalien und Reagenzien

[1-14C]-Glycin Betain 55 mCi/mmol ARC Inc., St. Louis, Mo, USA
[14C]-Ectoin 0,3 mCi/mmol Jebbar, M., Universitat Rennes, Frankreich

’H,0 mit dem internen Standard D4-3-(Trimethylsilyl)propionat wurde von Aldrich (Deisenhofen,
Deutschland) bezogen.

Alle anderen Chemikalien und Reagenzien wurden, falls nicht naher bezeichnet, von den Firmen
Boehringer Mannheim (Mannheim), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Fluka (Neu-Ulm) oder
Sigma (Deisenhofen) bezogen. Komplexmedien und Casaminosduren stammten von Becton
Dickinson (Augsburg).

2 Bakterienstamme, Plasmide und Oligonukleotide

Alle in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstdmme sind in Tabelle 1 (Escherichia coli), Tabelle
2 (Bacillus subtilis) und Tabelle 3 (Gram-positive Bakterien) aufgefiihrt. Der Tabelle 4 sind die
verwendeten Plasmide und Tabelle 5 die verwendeten Oligonukleotide zu entnehmen.
Ubersichtsskizzen, die die Lage und Orientierung der zur Sequenzierung und Klonierung der
einzelnen DNA-Fragmente verwendeten Primer wiedergeben, sind in Abbildung 5 dargestellt.

Alle angegebenen E. coli-Stamme sind Derivate von E. coli K-12. Die Stamme Gram-positive
Bakterien wurden, wenn nicht anders vermerkt, von der deutschen Stammsammlung fir
Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ, Braunschweig) bezogen. Die Bezeichung der Gene fiir E.
coli folgt der Nomenklatur nach Bachmann (Bachmann 1990).

Tabelle 1. E. coli-Stamme

Stamm Beschreibung Referenz

DH5a SupE44 AlacU169 (®80 lacZAM15) (Hanahan 1983)
hsdR17recA1 endA1 gyrA96 thi-1 relA1

MC4100 F A(argF-lac) U169 araD139 rpsL150 (Casadaban 1976)
ptsF25 fIbB5301 rbsR deoC1 relA1

MKH13 MC4100 A(betTIBA)? U169 A(putPA)101 (Haardt et al. 1995)
A(proP)2 A(proU)608 [Spc]

@ betTIBA Gencluster wird durch A(argF-lac) U169 unterbrochen



lll. MATERIAL UND METHODEN 29
Tabelle 2. B. subtilis-Stamme
Stamm Beschreibung Referenz
JH642 troC2 pheA1 BGSC?, 1A96, J. Hoch
BLOB22 JH642 (sigBA2::cml ) (von Blohn et al. 1997)
KE30 ®(yckH-comS-erm-ycxA) (Eppelmann et al. 2001)
(amyE'- cat-pspac-comS- lacl-'amyE)
AKB2 JH642 (amyE::ectABC) diese Arbeit
AKB4 KE30 [®(yckH-kan-comS-Prsnzs-ectABCP- diese Arbeit
ycxA) (amyE'-cat-pspac-comS-lacl-'amyE)]
AKB7 KE30 [®(yckH-kan-comS-P1sn2s-ectABCD - diese Arbeit
ycxA) (amyE'-cat-pspa.-comS-lacl-'amyE)]
“ Bacillus Genetic Stock Center, Columbus, Ohio, USA
® ectABC aus S. pasteurii
 ectABCD aus St. coelicolor
Tabelle 3. Stamme Gram-positiver Bakterien
Stamm Beschreibung Referenz
Virgibacillus pantothenticus (Proom und Knight 1950)
(DSM 26 ) (Heyndrickx et al. 1998)
AKV2 V. pantothenticus (ectT::tet) diese Arbeit
AKV3 V. pantothenticus [A(ectB::tet)] diese Arbeit
Sporosarcina pasteurii (Chester 1898)
(DSM 33 7) (Yoon et al. 2001)
Sporosarcina psychrophila (Nakamura 1984)
(DSM 37) (Yoon et al. 2001)
Bacillus licheniformis (Chester 1898)
(DSM 137)
Bacillus megaterium (de Bary 1884)
(DSM 327)
Bacillus cereus (Frankland und Frankland 1887)

(DSM 317)
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Fortsetzung Tabelle 3. Stamme Gram-positiver Bakterien

Stamm

Beschreibung

Referenz

Bacillus alcalophilus
(DSM 485")

Bacillus circulans
(DSM 97)

Salibacillus salexigens
(DSM 11438")

Bacillus thuringiensis
(DSM 2046")

Aneurinibacillus aneurinilyticus
(DSM 55627)

Paenibacillus polymyxa
(DSM 36")

Streptomyces coelicolor A3(2)?

(DSM 40783)

(Vedder 1934)

(Jordan 1890)

(Waino et al. 1999)

(Ash et al. 1991)

(Shida et al. 1996b)

(Ash et al. 1993)

(Williams et al. 1983)

@Stamm von W. Wohlleben (Tiibingen) zur Verfligung gestellt
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Tabelle 4. Plasmide

Plasmid Beschreibung Referenz

pCR2.1 pUC18-Derivat, Vektor mit hoher Kopienzahl, Invitrogen
3’-Thyminuberhange zur Klonierung von
PCR-Produkten, Amp', Kan'

pHSG575 Klonierungvektor mit niedriger Kopienzahl Cml" (Takeshita et al. 1987)
pBSK- pBlueskript®ll SK- Phagemidvektor, Amp" Stratagene

pRB373 E. coli-B. subtilis Shuttlevektor, Amp" Kan' (Briickner 1992)

pJMB1  Vektor geringer Kopienzahl, (Jebbar und Bremer 1997)

(PACYC177 Replikationsursprung)
mit promotorlosem treA, Amp" Cml'

pUS19  Klonierungsvektor mit hoher Kopienzahl, (Benson und Haldewang 1993)
Amp' Spc'
pOB26  Derivat von pBSK-, tragt Tet'-Kassette (Schmitt-Kittler 1997)
pDG1515 Derivat von pBSK+, tragt Tet-Kassette (Guérout-Fleury et al. 1996)
pSD270 Klonierungsvektor hoher Kopienzahl, (Dokel und Marahiel)
Amp', Kan'
pSPICE1 pCR2.1-Derivat, ‘ectB/ectC’- Region diese Arbeit
aus S. pasteurii
pSPICE2 Derivat von pHSG575, ectABC diese Arbeit
aus S. pasteurii
pSPICE3 pCR2.1-Derivat, ‘ectB/ectC’- Region diese Arbeit
aus V. pantothenticus
pAK2 Derivat von pBSK-, 'ectB' S. pasteurii diese Arbeit
pAKS8 Derivat von pJMB1, ectABC aus S. pasteurii diese Arbeit
pAK9 Derivat von pHSG575, diese Arbeit
ectT aus V. pantothenticus
pAK10 Derivat von pHSG575, 'ectB/C’ diese Arbeit

aus V. pantothenticus
pAK11 Derivat von pUS19, ectT aus V. pantothenticus diese Arbeit

pAK12  Derivat von pAK11, [(ectT::tet)1] diese Arbeit

pAK13 Derivat von pDG270, [®(yckH-kan-comS- diese Arbeit
Prsmn25-€ctABC-ycxA)], ectABC aus S. pasteurii

pAK14  Derivat von pRB373, ectT’, Amp" Kan' diese Arbeit

pAK15  Derivat von pAK10, [A(ectB::tet)1], diese Arbeit

ectB aus V. pantothenticus
pAK17 Derivat von pSD270, [®(yckH-kan-comS-PsN25- diese Arbeit
ectABCD-ycxA)], ectABCD aus St. coelicolor A3(2)
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Tabelle 5.

Verwendete Oligonukleotide

Bezeichnung

Sequenz 5' » 3

Lage, Bemerkungen

pHSG Neu
lacZ-40
M13 rev.
AK13
AK15
AK16
AK16R
AK18
AK18R
APP1

Ncolect5’

BamHlect3’

AKV1

AKV2

AKV6

AKV7

VA1

V2

V3

ectT7

ect V. panto. 1

ect5'Pstl

ect3'EcoRlI

TR1

gtgtggaattgtgagcgg
gttttcccagtcacgac
caggaaacagctatgacc
ccaggaaagggacacgaa
caaaatcgcttgcaaca
gatgagaacaaaataatt
aattattttgttctcatc
ggcaagttgcagcgatg
catcgctgcaacttgcc
ccatattgctttgccgtcatcttccg
aaccatqgtttgggtaataagtaagc

aaggatccgcagcttgtattagtatc

gc(ga)ge(cg)(at)tgate(ge)taga
(ga)ac(ac)gt(at)ca(ga)gg
g(ct)ta(gc)(ga)(ct)gat(ct)tg(gt)
gtttc(at)gtacc
cccaacgctcacaaatag

gatgcggatggtttgeg
gccttacaaatttctgaagc
atcccacattgtcctttttcatg

tgttaggtgatttgggtttcag

taatacgactcactatagggagga
attccctc

caggctggatgcggcag
aactgcaggcagccagtatagagtgg
aagaattcccgcatctgtgttttage

cctgcaaatactgcatagc

hinter MCS von pHSG575
IRD800?

vor MCS von pHSG575,
IRD800

hinter MCS von pCR2.1,
IRD800

2435-2452 bp ectABC aus
S. pasteurii, IRD800
1267-1250 bp ectABC aus
S. pasteurii, IRD800
3010-3027 bp ectABC aus
S. pasteurii, IRD800
3027-3010 bp ectABC aus
S. pasteurii, IRD800
688-704 bp ectABC aus
S. pasteurii, IRD800
704-688 bp ectABC aus
S. pasteurii, IRD800
517-492 bp ectABC aus
S. pasteurii, IRD800
16-437 bp ectABC aus

S. pasteurii

3093-3076 bp ectABC aus
S. pasteurii

513-637 bp ectB

aus S.pasteuri®

133-157 bp ectC aus
S.pasteurif

69-52 bp ect’'BC' aus

V. pantothenticus, IRD800
967-983 bp ect'BC' aus

V. pantothenticus, IRD800
490-471 bp ect'BC' aus

V. pantothenticus, IRD800
770-748 bp ect'BC' aus

V. pantothenticus, IRD800
1029-1008 bp ect'BC' aus
V. pantothenticus, IRD800
586-576 bp ect'BC' aus

V. pantothenticus

96-112 bp ect’'BC' aus

V. pantothenticus

18-35 bp ect’'BC' aus

V. pantothenticus
973-956 bp ect'BC' aus

V. pantothenticus, IRD800
3664-3646 bp ectT-Region aus
V. pantothenticus, IRD800
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Fortsetzung Tabelle 5.

Verwendete Oligonukleotide

Bezeichnung

Sequenz 5' » 3

Lage, Bemerkungen

TR2R gccaccatctatgatg 3063-3078 bp ectT-Region aus
V. pantothenticus, IRD800
T4 gcaatattaatctgggg 1313-1329 bp ectT-Region aus
V. pantothenticus, IRD800
T4R ccccagattaatattgce 1329-1313 bp ectT-Region aus
V. pantothenticus, IRD800
T6 tgttcataacaattcc 559-544 bp ectT-Region aus
V. pantothenticus, IRD800
T5' ccgacttcgatttgggac 1213-1231 bp ectT-Region aus
V. pantothenticus, IRD800
T3' catcatagatggtggcttgcg 3080-3058 bp ectT-Region aus
V. pantothenticus, IRD800
56T cctatgacaacaatcc 1738-1753 bp ectT-Region aus
V. pantothenticus, IRD800
3'4T ggatgctcggttgecegece 2639-2622 bp ectT-Region aus
V. pantothenticus, IRD800
3'4TR gccggcaaccgagceatce 2622-2639 bp ectT-Region aus
V. pantothenticus, IRD800
TE21 gtgttcgtctttatggce 1348-1364 bp ectT-Region aus
V. pantothenticus, IRD800
TE12 ccaccagctaacagcaa 1928-1912 bp ectT-Region aus
V. pantothenticus, IRD800
ectT3'T7 taatacgactcactatagggaggg 1190-1177 bp ectT-Region aus
cctccgttcatctg V. pantothenticus
ectTS' cctcegttcatctg 588-601 bp ectT-Region aus
V. pantothenticus
ectTPE ggcagagtagctccg 638-624 bp ectT-Region aus
V. pantothenticus, IRD800
EcoRlectT5'2 aagaattcccaacttctatcatcce 141-157 bp ectT-Region aus
V. pantothenticus
HindlllectT3' aaaagcttgctattctttatcctgttic 2060-2041 bp ectT-Region aus
V. pantothenticus
ectTS'BamHI  aaggatccggcatttagttgggcgce 103-117 bp ectT-Region aus
V. pantothenticus, IRD800
ectT3'EcoRl  aagaattcgactcataggticagc 889-874 bp ectT-Region aus
V. pantothenticus, IRD800
Ncol aaccatggactgccgcgcaagcaga 1524-1543 bp ectABCD-Region
ectABCD5' aus St. coelicolor
BamHI aaggatccggggcctcccgtceccacacg 4911-4892 bp ectABCD-Region
ectABCD3' aus St. coelicolor

@ fur Sequenzanalysen und Primer Extension Reaktionen verwendete Oligonukleotide (bezogen von der Firma
MWG) sind an ihrem 5’-Ende mit dem im Infrarotbereich fluoreszierenden Farbstoff IRD800 modifiziert.
bdegenerierte Primer, abgeleitet von ectABC DNA-Sequenzvergleichen von S. pasteurii und M. halophilus.
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AKV1
A %ER 4 A<K£ BamHI AﬁgR

tho5[ AK13 ectd AK16
ec AK18 AK15 —»> < 5
—> <4
ectA ectB ectC
ect5'Pstl ect3’EcoRl
AKV6 V1 2 AKV7 V3
« — , <5 &
‘ectB ectC'’
ectT5’ ectTd
BamHI EcoRI
T4AR
EcoRlI 6 15 ‘T4 To1 Hindlll {3—” 42
6ctT5'2 55T T12 ectT32 34TR TRZR TR1
> >> € < € -5 : <+
D Ncol BamHI
ectABCD5’ ectABCD5’
ectA ectB ectC ectD
500 bp

Abb. 5 Lage der zur Amplifikation und Sequenzierung der untersuchten DNA-Fragmente

verwendeten Oligonukleotide

Lage und Orientierung der fir Sequenzierung und PCR-Amplifikation von Fragmenten der (A) ectABC-Region
aus S. pasteurii, (B) der ect'BC-Region, (C) der ectT-Region aus V. pantothenticus und (D) der ectABCD-
Region aus St. coelicolor verwendeten Oligonukleotide. Die Lange der Oligonukleotide ist nicht maf3stabsgetreu
dargestellt, Startpunkt des Oligonukleotides ist der Beginn des Pfeils.

3 Medien, Wachstumsbedingungen, Zusatze und Osmolalitat
3.1 Medien

Vollmedien

Die Vollmedien LB (Luria-Bertani Broth) und DYT (Double Yeast Tryptone) wurden wie
beschrieben (Miller 1992; Sambrook et al. 2000) hergestellt. Zur Herstellung von Festmedium wurde
15 g Agar pro Liter Medium zugegeben.

E. coli DH5a, E. coli MC4100, E. coli MKH13, B. subtilis JH642, B. subtilis KE30, B.
licheniformis DSM 13", B. megaterium DSM 32", S. psychrophila DSM 3T, B. cereus DSM 31,
Bacillus circulans DSM 97, Bacillus thuringiensis DSM 2046", Aneurinibacillus aneurinilyticus DSM
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5562, Paenibacillus polymyxa DSM 36', Streptomyces coelicolor A3(2) DSM 40783 und V.
pantothenticus DSM 26" wurden auf den Vollmedien (DYT: Double Yeast Trypton; LB: Luria-Bertani
Broth) kultiviert und vermehrt. Wenn St. coelicolor A3(2) in Flissigmedium gezogen wurde, mussten
zur Verhinderung der Mycelbildung ca. 50 Glasperlen (& 3 mm, Sigma) pro 30 ml Medium im 250 ml
Erlenmeyerkolben zugesetzt werden. S. pasteurii DSM 33" wurde auf LB-Medium mit 2% (w/v)
Harnstoff kultiviert. B. alcalophilus DSM 485" wurde mit LB-Medium, dem 100 mM Na-
Sesquicarbonate Lésung (pH 9.7) zugesetzt worden war, kultiviert. Sa. salexigens DSM 11483" wurde
Vollmedium (Garabito et al. 1997) vermehrt.

Minimalmedien

Fur E. coli wurde Minimalmedium A (MMA, Miller, 1992) verwendet.

Spizizen's Minimal Medium (SMM) (Spizizen 1958) mit 0,5% (w/v) Glukose als
Hauptkohlenstoff-Quelle, L-Tryptophan (20 mg 1), L-Phenylalanin (18 mg I') und eine
Spurenelementlésung (Harwood und Archibald 1990a) wurden zur Anzucht von B. subtilis JH642
verwendet. B. licheniformis DSM 13", B. megaterium DSM 327, S. psychrophila DSM 3", B. cereus
DSM 317, Bacillus circulans DSM 9, B. thuringiensis DSM 2046", A. aneurinilyticus DSM 5562, P.
polymyxa DSM 36" und V. pantothenticus DSM 26" wurden in SMM, das mit einer Aminoséaure-
Stammlésung (10 ml I') (Tab. 6) und einer Vitaminstammlésung (10 ml I'") (Tab. 7) supplementiert
wurde und 0,5% (w/v) Glukose sowie der oben beschriebenen Spurenelementlésung wachsen
gelassen.

S. pasteurii DSM 33" wurde in SMM mit 2% (w/v) Harnstoff, 0,5% (w/v) Glukose, der
Aminosaurestammlésung (10 ml I'") (Tab. 6), der Vitaminstammlésung (10 ml I'') (Tab. 7), L-Aspartat
(20 mg I'") und L-Glutamat (60 mg I'"; pH 7 eingestellt mit 1 M NaOH), kultiviert.

B. alcalophilus DSM 485" wurde in SMM mit 100 mM Na-Sesquicarbonat Lésung (pH 9,7), 0,5% (w/v)
Glukose, der Aminosédurestammlésung (10 ml I') (Tab. 6) und der Vitaminstammldsung (10 ml I'")
(Tab. 7) kultiviert.

Sa. salexigens DSM 11483 wurde in einem Mineralsalz-Medium (MM) (Tab.8), modifiziert nach

(Garabito et al. 1997), mit 0,5 % Glukose (w/v), der Aminosédurestammlésung (10 ml I'") (Tab. 6) und
der Vitaminstammldsung (10 ml I'") (Tab. 7) vermehrt.
Streptomyces coelicolor A3(2) DSM 40783 wurde in einem modifizierten “supplemented liquid
minimal medium (SM)” (Tab. 9) mit Spurenelementen (Tab. 10) (Kieser et al. 2000) kultiviert. Als
Kohlenstoff-Quelle  diente 1% Glukose (w/v), und das Medium wurde mit der
Aminosaurestammldsung (10 ml I'") (Tab. 6) supplementiert.

Tabelle 6. Aminosdurestammlésung?® (10 ml I'")

Aminosaure Konzentration in Stammlésung (g 1)

DL-Alanin
L-Asparagin
DL-Serin
L-Cystein®
L-Tryptophan
L-Histidin
L-Phenylalanin
DL-Valin
L-Lysin
DL-Methionin
Glycin
DL-Isoleucin
DL-Leucin
L-Arginin

w 0

P OOOCOGONOOTON_AO 22—~ 0N

?Die Aminosaurestammldsung wurden in 11 H,O geldst und anschlieRend sterilfiltriert.
® Die L-Cystein-Stammlésung wurde separat immer frisch angesetzt, da Cystein schnell zu unldslichen
Kristallen oxidiert.
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Tabelle 7. Vitaminstammlésung (10 ml I™")

Vitamin Konzentration in Stammlésung (mg I'")
Biotin 25
Nicotinsaure 50
Pantothenat 50
Thiamin 50
Pyridoxin 50
p-Aminobenzoesaure 50
Liponsaure 50
Folsaure 50
Cobalamin 1

®Die Vitamine wurden in 11 H,O gel6st und anschlieRend steriffiltriert.

Tabelle 8. Zusammensetzung Mineralsalz-Medium? fiir Sa. salexigens

Bestandteil g (I Medium™)
NaCl 81
MgCl, 7
MgSOq4 9,6
CaCl; 0,36
KCI 2
NaHCO3 0,06
NaBr 0,026
e . N
Aminosaurestammldsung 10 ml
Vitaminstammldsung 10 ml

@ Salze und Glukose wurden in Wasser gelést. Der pH-Wert wurde mit 1 M KOH auf pH 7,5 eingestellt,
anschlieBend wurde das Medium autoklaviert. Danach wurde das Volumen mit Wasser, Aminosaure- und
Vitamin-Stammlésung auf 11 aufgefullt.

Tabelle 9. Zusammensetzung modifiziertes SM? fiir St. coelicolor A3(2)

Bestandteil ml (I Medium)™
MgSO4 (1 M) 5

TES (0,25 M, pH 7,2) 100
NaH;PO4 (50 mM) 10
K2H2PO4 (50 mM) 10
Glukose (20%, wi/v) 5
Spurenelemente s;. 0,1
Aminosaurestammlosung 10
L-Glycin-Lésung (20%, w/v) 25

® Es wurden jeweils die Stammlésungen der einzelnen Komponenten, mit Ausnahme der
Aminosaurestammldsung, angesetzt und autoklaviert. Nach dem Autoklavieren bzw. Sterilfiltrieren wurden die
einzelnen Lésungen zusammengegeben und mit H,O auf 11 Gesamtvolumen aufgefillt.
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Tabelle 10. Zusammensetzung der Spurenelement-Lésungs:? fiir St. coelicolor A3(2)

Bestandteil Konzentration in Stammlésung (g 1)
MnClz-4H,0 0,1
ZnSO4-7H20 0,1
FGSO4'7H20 0,1
MnClz-4H,0 0,1
CaCl-6H,0 0,1
NaCl 0,1

? Die Spurenelement-Stammlésung wurde sterilfiltriert und bei 4°C gelagert. Nach 4 Wochen wurde eine frische
Lésung hergestellt. Zusammensetzung siehe Tab. 10.

Sterilisation

Soweit nicht anders angegeben, wurden samtliche Medien und Puffer fir 20 min bei 120 °C und
1 bar Uberdruck dampfsterilisiert. Temperaturempfindliche Lésungen wurden sterilfiltriert, Glaswaren
3 Stunden bei 180 °C hitzesterilisiert.

3.2 Wachstum

E. coli
Kulturen von 5 ml wurden in Kulturréhrchen bei 37°C auf einem Roller inkubiert. Kulturen von 20 - 500
ml wurden in Erlenmeyerkolben von 100 bis 2000 ml bei 37°C unter Schutteln inkubiert.

B. subtilis, B. megaterium, B. alcalophilus, B. circulans, B. thuringiensis, A. aneurinilyticus, P.
polymyxa

Kulturen von 20 ml wurden tber Nacht in 100 ml Erlenmeyerkolben bei 37°C und 220 rpm inkubiert.
Fir ®*C-NMR Spektroskopie-Analysen wurden Kulturen von 300 ml in 2000 ml Erlenmeyerkolben auf
eine ODs7s von 0,1 von einer Ubernachtkultur beimpft und bei 220 rpm bei 37°C im Luftschiittler bis
zur jeweiligen gewlinschten ODszg inkubiert.

B. cereus, B. licheniformis, Sa. salexigens

Kulturen von 20 ml wurden dber Nacht in 100 ml Erlenmeyerkolben bei 37°C und 220 rpm inkubiert.
Fir "C-NMR Spektroskopie Untersuchungen wurden Kulturen von 300 ml in 2000 ml
Erlenmeyerkolben auf eine ODs;s von 0,1 aus einer Ubernachtkultur beimpft und bei 220 rpm bei
37°C im Luftschittler inkubiert. Fur HPLC-Analysen wurden Kulturen von 80 ml in 500 ml
Erlenmeyerkolben auf eine ODs75 von 0,1 beimpft und bei 37°C in Schittelwasserbadern gezogen.

S. psychrophila

Kulturen von 20 ml wurden dber Nacht in 100 ml Erlenmeyerkolben bei 25°C und 220 rpm inkubiert.
Fir "C-NMR Spektroskopie Untersuchungen wurden Kulturen von 300 ml in 2000 ml
Erlenmeyerkolben auf eine ODs;s von 0,1 aus einer Ubernachtkultur beimpft und bei 220 rpm bei
25°C im Luftschuttler inkubiert.

V. pantothenticus, S. pasteurii

Kulturen von 20 ml wurden Uber Nacht in 100 ml Erlenmeyerkolben bei 37°C und 220 rpm inkubiert.
Fir "C-NMR Spektroskopie Untersuchungen wurden Kulturen von 300 ml in 2000 ml
Erlenmeyerkolben auf eine ODszs von 0,1 aus einer Ubernachtkultur beimpft und bei 220 rpm bei
37°C im Luftschiittler inkubiert. Fir Wachstumskurven, RNA-Isolierungen, Transportversuche und
HPLC-Analysen wurden Kulturen von 80 ml in 500 ml Erlenmeyerkolben auf eine ODs7g von 0,03 bis
0,1 beimpft und bei 37°C, 35°C, 30°C, 25°C, 20°C und 15°C in Schuttelwasserbadern gezogen.
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St. coelicolor A3(2)

Kulturen von 30 ml wurden fir 48 Studen in 250 ml Erlenmeyerkolben bei 28°C und 39°C bei 300 rpm
inkubiert. Fir Wachstumskurven und HPLC-Analysen wurden Kulturen von 60 ml in 500 ml
Erlenmeyerkolben auf eine ODs7s von 0,1 aus einer Ubernachtkultur beimpft und bei 39°C und 28°C
in Schittelwasserbadern gezogen. Hier wurden, wie oben beschrieben, zur Verhinderung der Mycel-
Bildung ca. 50 Glasperlen (d 3 mm, Sigma) pro 50 ml Medium im 250 ml Erlenmeyerkolben
zugesetzt.

Bestimmung der Zelldichte

Die Zelldichte sowohl der E. coli-Kulturen als auch der Gram-positiven Bakterien-Kulturen
wurde durch Messung der optischen Dichte bei 578 nm durch ein Ultrospec® Plus Photometer
(Amersham) bestimmt und ist als ODs7g angegeben.

3.3 Zusatze und Antibiotika

Zusatze wie Salze, Kohlenstoffquellen, Zucker, Aminosdurestammlésungen, Vitamine und
Antibiotika sowie die osmoprotektiven Substanzen wurden als konzentrierte Stammldsung in Wasser
(Chloramphenicol und Tetracyclin in 70% Ethanol, X-GAL in DMF) angesetzt, sterilfiltriert (Sterilfilter
0,2 und 0,45 um Schleicher und Schuell, Dassel) und den auf 50 °C abgekiihlten Medien zugesetzt.
Soweit nicht anders angegeben, wurden Antibiotika und Zusatze, wie in Tabelle. 11 angegeben,
eingesetzt.

Tabelle 11. Antibiotika und Medienzusatze
Substanz Stammldsung Endkonzentration

E. coli B. subtilis V. pantothenticus

S. pasteurii

Ampicillin 100 mg/ml 100 pg/mi
Chloramphenicol 30 mg/ml 30 pg/ml
Kanamycin 50 mg/ml 5 pg/mi 5 ug 5ug
Tetracyclin 10 mg/ml 10 pg/mi 10 pg/mi
Erythromycin 25 mg/ml 25 pg/ml
Lincomycin 1 mg/ml 1 pg/mi
Ectoin 100 mM 1 mM 1TmM
Glycin Betain 100 mM 1 mM 1mM
L-Prolin 100 mM 1 mM 1mM
Cholinchlorid 100 mM 1 mM 1mM
Carnitin 100 mM 1 mM 1mM
Cholin-O-Sulfat 100 mM 1 mM 1mM
Dimethylsulfonioacetat 100 mM 1 mM 1mM
(DMSA)
Dimethylsulfonium- 100 mM 1 mM 1mM

propionat (DMSP)
Prolin Betain 100 mM 1TmM TmM
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3.4 Osmolalitat

Die Osmolalitat wurde mit Hilfe eines Dampfdruckosmometers (Model 5.500; Wescor Inc.,
Logan, Utah, USA) bestimmt und durch die Zugabe unterschiedlicher Volumina konzentrierter NaCl-,
KCI-, Saccharose-, Lactose- und Glycerin-Lésungen erhéht (Tab. 12).

Tabelle 12. Osmolalitat der Minimalmedien
Bezeichnung des Mediums Osmolalitat
[mosmol kg Wasser]

SMM 340

SMM + 0.4 M NaCl 1100

SMM + 0.5 M NaCl 1290

SMM + 1 M NaCl 2240

SMM + 1,5 M NaCl 3190

SMM + 2% Harnstoff 680

SMM + 2% Harnstoff + 0.4 M NaCl 1440

SMM + 2% Harnstoff + 0.5 M NaCl 1630

SMM + 2% Harnstoff + 1 M NaCl 2580

SMM + 2% Harnstoff + 1,5 M NaCl 3530

SMM + 2% Harnstoff + 2 M NaCl 4480

SMM + 100 mM Na-Sesquicarbonat 460

SMM + 100 mM Na-Sesquicarbonat + 1,5 M NaCl 2360

MM 4510

MM + 2 M NaCl 9190

4 Molekularbiologische und genetische Methoden

4.1 Allgemeine Methoden der molekularbiologischen und genetischen
Manipulation

Praparation von Plasmid-DNA

Plasmid-DNA wurde durch alkalische Lyse nach der Methode von Birnboim und Doly (1979) oder der
hierauf beruhenden Methode aus dem ,Qiagen Plasmid Handbuch® (Quiagen, Hilden) gewonnen.

Praparation von chromosomaler DNA

Genomische DNA von S. pasteurii, V. pantothenticus und St. coelicolor wurden, wie in einem
Standardprotokoll beschrieben (Sambrook et al. 2000), gewonnen. Vor dem Zellaufschluss durch
SDS wurden die Zellwand der Gram-positiven Bakterien durch Lysozym (50 mg/ml Stammldsung) bei
37°C entfernt. Die Protoplastierung wurde mikroskopisch kontrolliert.
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Bestimmung der DNA-Konzentration

Die Konzentration und Reinheit einer DNA-L6sung wurde photometrisch durch Messung der
Absorption bei 260 nm und 280 nm in einem Ultrospec® 2000 Photometer (Pharmacia) bestimmt. Die
Konzentration der Nukleinsauren ist zur Absorption proportional, wobei eine Ay, von 1 einer
Konzentration von 50 ug DNA pro ml entspricht.

DNA-Restriktion

Mit Ausnahme des Partialverdaues fir die Sau3A-Genbank, wurde zur Restriktion der DNA pro ug
eingesetzter DNA mindestens eine Enzymeinheit eingesetzt. Puffer und Inkubationstemperatur
wurden gemal den Angaben des Herstellers gewahlt. Die Inkubationszeit betrug 2 bis 15 Stunden.
Die Restriktionsenzyme stammten von Amersham, Roche (Grenzach) oder NEB (Schwalbach).

Agarose-Gelelektrophorese von DNA

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte mit Hilfe von 0,8 bis 1,0 %igen Agarosegelen in TAE-
Laufpuffer (Sambrook et al. 2000). Die gelelektrophoretische Auftrennung von DNA, die zur
Klonierung verwendet werden sollten, erfolgte in 1,2 %igen Agarosegelen niederer
Schmelztemperatur (peglLab). Nach der Auftrennung wurden die Gele mit einer Ethidiumbromid-
Lésung (1 ug ml™) gefarbt (Sambrook et al. 2000) und unter UV-Licht (302 nm) mit Hilfe eines Video-
Printers dokumentiert. Als DNA-GréRenmarker diente mit BstEll geschnittene A DNA.

Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Zur Isolierung von DNA-Fragmenten wurde ein modifiziertes Protokoll der Firma Promega genutzt.
Die Agarose-Gelfragmente wurden flir 5 min bei 70°C geschmolzen. Das flissige Agarose-DNA-
Gemisch wurde mit 1 ml Resin-Puffer versetzt und unter gelegentlichem Schiitteln 30 min bis 2 h bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend wurde die mit DNA beladene Silicamatrix Uber
Filtersdulchen (Promega) von der Ubrigen Losung getrennt. Die Silicamatrix wurde mit 80 % (v/v)
Isopropanol gewaschen, danach wurde die DNA mit destilliertem Wasser vom Tragermaterial eluiert.

Polymerase-Kettenreaktion und Bestimmung von Nukleotidsequenzen

Zur Amplifikation von DNA-Segmenten wurde die PCR (Polymerase Chain Reaction)-Technik nach
Standardmethoden (White, 1993) in einem Trioblock (Biometra, Goéttingen) durchgefihrt. Wenn nicht
anders angegeben, wurden die PCR-Reaktionen mit Tag DNA-Polymerase (Eppendorf, Hamburg)
durchgefihrt. Mit Hilfe der PCR-Technik wurde ein Fragment der Ectoinbiosynthesegene aus V.
pantothenticus direkt aus dem Chromosom mit den synthetischen, degenerierten Oligonukleotiden
AKV1 und AKV2 (Tab. 3) amplifiziert. Die PCR-Reaktion wurde unter unstringenten Bedingungen bei
einer Anlagerungstemperatur von 45°C und 2 mM MgClI, durchgefihrt.

DNA-Sequenzen wurden nach der Dideoxy-Kettenabbruchmethode (Sanger et al. 1977) unter
Verwendung des Thermo Sequenase fluorescent-labelled primer cycle sequencing kit (Amersham)
nach den Angaben des Herstellers durchgefihrt. Gelelektrophorese und Detektion der
Reaktionsprodukte erfolgten mit einem Li-COR DNA-Sequencer Modell 4000 (MWG, Ebersberg). Die
Gele wurden nach Angaben des Herstellers (Biozym) aus Sequagel complete ultra pure hergestellt.
Zum Einlesen des Gellaufes und zur anschlieRenden halbautomatischen Ermittlung der Sequenz
wurde die Base-ImagelR™-Software (MWG) verwendet.
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Ligationen

Ligationen wurden mit etwa 100 ng Vektor-DNA und einem drei- bis zehnfachen Uberschuss des zu
inserienden DNA-Fragmentes durchgefihrt. Die 20 ul Ligationsansatze enthielten 1 Einheit T4-Ligase
(Roche) und Ligationspuffer (nach Angaben des Herstellers zugesetzt). Die Ligation erfolgte Uber
Nacht bei 16°C im Wasserbad. Anschlieliend wurden die Ansatze auf Filtern mit 0,02 um PorengrofRe
(Typ VS, Millipore) gegen destilliertes Wasser dialysiert, um Salze zu entfernen. Die Vektor-DNA
wurde, falls diese nur mit einer Endonuklease verdaut worden war, mit Phosphatase (SAP,
Amersham) gemafR ,SAP- Dephosphorylation Protocol“ (Amersham) behandelt, aber die SAP wurde
nicht, wie vorgeschrieben, verdunnt.

Transformation von E. coli

Plasmid-DNA wurde durch Elektroporation (Gene-Pulser, BioRad) gemalt dem BioRad-Protokoll
(Bacterial electro-transformation and pulse controller instruction manual, V1.0) in E. coli-Zellen
transformiert.

Transformation von B. subtilis

Zur Transformation von B. subtilis wurde die Zwei-Schritt-Methode (Harwood und Cutting 1990b)
verwendet. Um Gene auf dem Chromosom zu unterbrechen oder zu ersetzen (Niaudet und Ehrlich
1982), wurde B. subtilis mit ca. 50 ng chromosomaler DNA bzw. ca. 30 ug linearisierter Plasmid-DNA
transformiert.

Transformation von V. pantothenticus

V. pantothenticus wurde ebenfalls mit der Zwei-Schritt-Methode (Harwood und Cutting 1990b)
transformiert. Entscheidend flr eine erfolgreiche Transformation war die Reinheit der eingesetzten
Plasmid-DNA und ihre Menge. Ebenfalls war die Transformation nur dann erfolgreich, wenn die
Plasmid-DNA mit zwei verschiedenen Restriktionsenzymen Uber Nacht verdaut wurde und am
nachsten Tag fir drei Stunden, wie oben beschrieben, mit T4-Ligase bei 16°C inkubiert wurde. Um
Gene auf dem Chromosom zu unterbrechen (Niaudet und Ehrlich 1982), wurde V. pantothenticus mit
ca. 200 ng linearisierter und wiederum multimerisierter Plasmid-DNA transformiert.

Computergestiitzte DNA-Sequenzanalysen

Die Kombination primarer Sequenzdaten und die Prozessierung der DNA- und abgeleiteter
Aminosauresequenzen erfolgte unter Verwendung des Programmpakets DNAStar Lasergene
(DNAStar Ltd, London, UK). Protein- und DNA-Sequenzen wurden mit der Clustal Methode (Higgins
und Sharp 1989) verglichen.

Datenbankvergleiche mit bekannten DNA- und Protein-Sequenzen wurden mit Hilfe des
BLAST-Algorithmus (Altschul et al. 1990) am National Center for Biotechnology Information
(www.ncbi.nlm.nih.gov.) online durchgefihrt.

Zur Vorhersage der Sekundarstrukturen von Membranproteinen wurde ein Hydropathieplot mit
Hilfe des Programms TMHMM (Krogh et al. 2001) [http://www.cbs.dtu.dk] erstellt.

Eine phylogenetische Analyse der Bacillus Spezies und der Spezies verwandter Genera, die
wahrend dieser Arbeit auf die endogene Synthese von kompatiblen Soluten untersucht worden sind,
wurde, basierend auf 16S rRNA Gensequenzen aus oOffentlichen Datenbanken, mit dem ARB
Software Paket (Ludwig und Strunk 1996) [http://www.mikro.biologie.tu-
muenchen.de/pub/ARB/documentation/arb.ps]  durchgefihrt. Fur die  Konstruktion einer
Ahnlichkeitsmatrix und die Erstellung eines Stammbaums, basierend auf dieser Matrix, wurden die
16S rRNA Gensequenzen der untersuchten Spezies und der mit ihnen nah verwandter Stamme
zusammen mit mehr als einhundert 16S rRNA Gensequenzen entfernt verwandter Spezies
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(Outgroup) verwendet. Multiple Basen-Anderungen an einer Position der Sequenzen wurden mittels
der ,Neighbor-Joining“-Methode (Jukes und Cantor 1969) in der Ahnlichkeitsmatrix korrigiert. Um die
Darstellung zu vereinfachen, wurden die Outgroup-Spezies und die anderen, nicht untersuchten
Bacillus-Spezies nicht dargestellt. Diese phylogenetische Analyse wurde freundlicherweise von Dr. D.
R. Arahal (Universitat Valencia, Spanien) durchgefiihrt und zur Verfiigung gestellt.

Nukleotidsequenz-Zugriffsnummern

Die Nukleotidsequenz der ectABC-Gene aus S. pasteurii und der flankierenden Sequenzen
wurden in GenBank hinterlegt und haben die Zugriffsnummer (Acc. no.) AF316874. Die
Nukleotidsequenz des ectT-Gens aus V. pantothenticus und der flankierenden Sequenzen wurden in
GenBank hinterlegt und haben die Zugriffsnummer AF421189.

4.2 DNA-DNA-Hybridisierung (Southernblotting)

Die Identifizierung von DNA-Fragmenten erfolgte mit Hilfe von Southern-Hybridisierung
(Sambrook et al. 2000). Genomische oder Plasmid-DNA (5-10 pg) wurde nach der Behandlung mit
einer Restriktionsendonuklease gelelektrophoretisch aufgetrennt. Aus dem Gel wurde sie mit einer
Vakuumblotapparatur (VacuGene™XL,Pharmacia LKB) auf eine NY13N Membran (Schleicher &
Schuell) transferiert und durch Bestrahlung mit UV-Licht im UV-Stratalinker (Stratagene) auf die
Membran fixiert.

Die verwendeten DNA-Sonden wurden mit Digoxigenin DIG-[11]-dUTP, unter Verwendung des
,DIG DNA Labelling und Detektion Kit“ (Roche), markiert. Die zu identifizierende DNA wurde mit
dieser Sonde hybridisiert (Southern-Hybridisierung). Alle Versuchsschritte der Hybridisierung und der
Detektion der DNA-DNA-Hybride wurden, wie im ,DIG User's Guide® (Roche) beschrieben,
durchgefihrt. Als DNA-Grélenstandard diente Digoxigenin-markierter ,DNA molecular weight marker
VII* (Roche). Im immunologischen Nachweis wird an die Sonde ein Anti-DIG-Antikdrper gebunden,
der mit alkalischer Phosphatase konjugiert ist. Letztere ist in der Lage, in einer chemilumineszenten
Reaktion ECF-Vistra (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) umzusetzen. Diese Reaktion wurde
mit dem Phospho-Imager MD Storm 860 (Amersham, Freiburg) dokumentiert.

4.3 RNA-Isolation

Soweit nicht anders angegeben, wurden flir RNA-Isolation und nachfolgende Experimente
ausschliellich RNase-freie Reagenzien und Losungen benutzt. Das verwendete Wasser war mit
DEPC (0,1 % (I"")) behandelt.

Zellernte fiir die Gesamt-RNA-Isolation

Die Zellernte von V. pantothenticus und B. subtilis Kulturen wurde auf ,Killingpuffer® (20 mM
Tris-HCI pH 7,5, 5 mM MgCl,, 20 mM NaNj3; mit DEPC-Wasser auf 11 aufgefillt), der zunachst auf
4°C geklhlt worden war, durchgefiihrt. Soweit nicht anders angegeben, wurden 10 ml Kultur bei
ODs7s 1 in Zentrifugenréhrchen mit 5 ml Killingpuffer gefillt und fir 10 min bei 5000 rpm und 4°C
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde sofort in einem Trockeneis/Ethanol-Gemisch eingefroren und bei -
80°C gelagert.

S. pasteurii Kulturen wurden wie flr B. subtilis und V. pantothenticus beschrieben, aber bei ODs7g 0,4
bis 0,6, geerntet. Bei S. pasteurii Kulturen wurde auf Killingpuffer-Zugabe verzichtet. Das Zellpellet
wurde sofort in einem Trockeneis/Ethanol-Gemisch eingefroren und bei -80°C gelagert.

Sollte die Transkription bestimmter Gene untersucht werden, die schon an die jeweiligen
Wachstumsbedingungen angepasst waren, wurden die Kulturen mit einer Vorkultur, die bis zu ODs7s
0,5 bei Kalteadaptation (15°C) oder ODs75 2 bei osmotischer Anpassung in Minimalmedium unter den
zu untersuchenden Bedingungen gewachsen war, zu einer ODs7g von 0,1 beimpft. Die Proben fir die
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RNA-Isolation wurden wie oben beschrieben enthnommen

Wurde der zeitliche Verlauf der Transkriptionsinduktion bestimmter Gene nach einem
hyperosmotischen Schock oder einem Kalteschock untersucht, wurden V. pantothenticus Kulturen mit
einer bei 37°C im Minimalmedium gezogenen Vorkultur zu einer ODs7g 0,05 beimpft und bis ODs75 0,5
wachsen gelassen. Dann wurden die Kulturen entweder durch Zugabe einer vorgewarmten 5 M NaCl-
Stammldsung zu einer Endkonzentration von 0,5 M NaCl oder durch weitere Inkubation bei 15°C
einem Schock ausgesetzt. Zu verschiedenen Zeitpunkten vor und nach dem Schock wurden jeweils
10 ml Kultur fir die RNA-Praparation entnommen.

RNA-Isolation mit dem ,,High Pure RNA Isolation Kit“ (Roche)

Zur Isolation der RNA aus B. subtilis und V. pantothenticus wurde der ,High Pure RNA Isolation
Kit“ (Roche, Mannheim) genutzt. Au3er einer 10 minitigen Lysozymbehandlung wurde die Isolation
nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Das Zellpellet wurde hierzu in 200 yl 10 mM Tris pH
8 resuspendiert und mit 4 pl Lysozymldsung (50 mg ml”, 10 mM Tris, pH 8) versetzt. Die Inkubation
erfolgte bei 37°C fiur 10 min. Zur Isolation der RNA aus S. pasteurii wurde der ,Total RNA Midi Kit*
(Qiagen, Hilden) genutzt, wobei den Angaben des Herstellers gefolgt wurde.

RNA-Konzentrationsbestimmung

Die Konzentration der RNA wurde photometrisch bei den Wellenlangen 260 nm und 280 nm mit
einem Ultrospec® 2000 Photometer (Amersham) bestimmt. Die Nukleinsiuren absorbieren bei 260
nm, noch vorhandene Proteine bei 280 nm. Die Konzentration der Nukleinsauren ist proportional zur
Absorption, und eine Absorption von 1 entspricht einer Konzentration von 40 ug RNA/ml. Der
Quotient der Messwerte bei den Wellenlangen 260 nm und 280 nm erlaubt eine Aussage uber die
Reinheit der RNA. Er sollte nicht unter 1,7 liegen.

4.4 RNA-Hybridisierung

4.4.1 Herstellung Digoxigenin-markierter RNA-Sonden mit dem Strip-EZ Kit (Ambion)

Markierte RNA-Proben wurden durch in vitro-Transkription von DNA mit der T7- oder T3-RNA-
Polymerase hergestellt. Neben den unmarkierten Nukleotiden wurde Digoxygenin-UTP als Substrat
eingesetzt. Dadurch wurde mit ca. 1 ug DNA in der Reaktion ungefédhr 10 ug DIG-markierte RNA
hergestellt. Als Matrize flr die Markierungsreaktion wurden ein liniearisiertes Plasmid oder PCR-
Fragmente verwendet, die zuvor Uber ,spin columns® der Firma Qiagen, den Vorschriften des
Herstellers folgend, gereinigt wurden. Der Promotor fiir die T7- oder T3-Polymerase lag in beiden
Matrizen-Arten am 3'-Ende des Zielgens und zeigte in Richtung der zu markierenden Fragmente. Die
Transkriptionsrichtung der Fragmente ist der Promotorrichtung entgegengesetzt, damit eine
.-antisense“-RNA entsteht. Diese markierte ,antisense“-RNA bindet dann an die in der immobilisierten
Gesamt-RNA enthaltene spezifische Ziel-RNA.

Die Sonden wurden nach dem Angaben des Herstellers (Ambion Inc, Houston, USA)
hergestellt. Es wurden jeweils 1 ug DNA-Matrize pro Markierungsreaktion eingesetzt. Erfolgte die in
vitro Transkription mit T7-Polymerase, wurde das T7-Polymerase/RNase-Inhibitor Gemisch des
Herstellers (Ambion) verwendet; erfolgte die in vitro Transkription mit T3-Polymerase, wurden T3-
Polymerase (Roche) und RNase-Inhibitor (Roche) einzeln zugegeben.

442 Testder RNA-Sonden

Um die Qualitat der DIG-RNA-Sonde und damit die Starke der DIG-Markierung zu testen, wurde
den Markierungsansatzen jeweils 1 pl entnommen und in 20xSSC (Sambrook et al. 2000) seriell in
1:10er Schritten bis zu 1:10000 verdunnt. Jeweils 2 pl dieser Verdinnungen wurden auf eine
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Nylonmembran NY13N Membran (Schleicher & Schuell) getropft und mittels UV-Licht an diese
kreuzgebunden. Die Membran wurde mit einem DIG-Antikdrper inkubiert, gewaschen und
anschliel’end mit einem Fluoreszenzsubstrat, wie spater beschrieben, detektiert (siehe Kap. 4.4.3).

443 RNA-RNA-Hybridisierung (Northernblotting)

Bei dieser Methode wird die RNA auf einem Agarosegel nach ihrer GrélRe aufgetrennt und
anschlielfend auf eine Nylonmembran transferiert, auf welcher sie mit UV-Licht fixiert wird. Die
spatere Hybridisierung mit DIG-markierten RNA Sonden liefert Informationen Utber die Grée und die
Integritat des Transkripts in der aufgetragenen Probe. Zur Analyse von ectABC aus S. pasteurii diente
ein 444 bp groRes ‘ectB-Fragment aus dem Plasmid pAK2, fur die transkriptionelle Analyse der
ectABC Gene aus V. pantothenticus ein 490 bp grofles PCR-Fragment und zur transkriptionellen
Analyse von ectT aus V. pantothenticus ein 602 bp gro3es PCR-Fragment. 5 uyg Gesamt-RNA fiir die
Northern Blot-Analyse der ectABC Gene und 15 pg Gesamt-RNA flr die Northern Blot-Analyse des
ectT-Gens wurden auf einem Agarosegel (1 % Agarose, 1x MOPS-Elektrophoresepuffer) in 1x
MOPS-Puffer (Sambrook et al. 2000) fir 3 Stunden bei 70 V elektrophoretisch aufgetrennt, nachdem
sie mit einem Volumen RNA-Probenpuffer versetzt worden und bei 70°C fir 5 min denaturiert worden
war. Um die Grélke der Transkripte nach der Detektion bestimmen zu kdnnen, benutzte man ein
RNA-Grofienstandard (NEB), der ebenfalls denaturiert und gelelektrophoretisch aufgetrennt wurde.
Der Transfer der RNA auf eine Nylon-Membran NY13N Membran (Schleicher & Schuell) erfolgte tber
Nacht mit 10xSSC. Durch Bestrahlung mit UV-Licht im UV-Stratalinker (Stratagene) wurde die RNA
auf die Membran fixiert. Die RNA-RNA-Hybridisierung erfolgte iber Nacht bei 72°C (ectABC aus S.
pasteurii) oder 68°C (ectABC und ectT aus V. pantothenticus) in einer Hybridisierungslosung (50%
Formamid, 5xSSC, 2% Blocking Reagent (Roche), 0,1% N-Laurylsarcosin, 7% SDS), in der auch die
DIG-RNA-Sonden gelagert wurden. Der Filter wurde anschlieBend nach Standardmethoden
gewaschen (Sambrook et al. 2000) und mit dem Chemilumineszenz-Reagenz ECF-Vistra (12
ul/cm?Blot; Amersham Pharmarcia Biotech, Freiburg) inkubiert.

Der Nachweis der RNA-RNA-Hybride erfolgte Uber die Quantifizierung der Chemiefluoreszenz
mit dem Phospho-Imager MD STORM 860 (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg). Dabei wird die
Fluoreszenz durch einen Photomultiplier gemessen und als digitalisiertes Bild in dem Programm
Image Quant visualisiert und quantifiziert. Bei der Quantifizierung wurde darauf geachtet, dass die
Bestimmung im linearen Bereich des Photomultipliers erfolgte. Dazu wurden die Membranen zu
verschiedenen Zeiten nach Substratzugabe eingelesen und eine im linearen Bereich liegende
Aufnahme ausgewertet. Die weitere Datenauswertung erfolgte mit dem Programm Microsoft Excel.

4.5 ldentifikation von mRNA-Startpunkten mittels Primer Extension-
Analyse

Zur Analyse von Transkriptionsstartpunkten wurde Gesamt-RNA aus S. pasteurii, V.
pantothenticus und B. subtilis isoliert, wobei die V. pantothenticus- und B. subtilis-Stamme den zu
untersuchenden Promotor auf dem Derivat des B. subtilis-E.coli Shuttle Vektors pRB373 trugen. So
wurde erreicht, dass der auf dem Plasmid codierte 5'-Bereich der zu analysierenden mRNA-Spezies
in der Gesamt-RNA Uberreprasentiert ist und somit wesentlich grélere Mengen revers transkribiert
werden kénnen. Bei der Primer Extension-Analyse der ectABC Gene aus S. pasteurii konnte auf
Erhéhung der zu analysierenden mRNA-Spezies Menge durch ein Shuttle-Plasmid verzichtet werden.

Die Zellen wurden im jeweiligen Minimalmedium bis zu einer ODszs von 0,6 — 1 gezogen. S.
pasteurii Kulturen wurden ohne und mit 0,5 M NaCl wachsen gelassen, die B. subtilis- und V.
pantothenticus-Stamme wurden im Minimalmedium bis zu einer ODs7g von 0,5 kultiviert, dann wurden
sie durch Zugabe von 4 M NaCl auf eine Endkonzentration von 0,4 M NaCl fur 10, 30 und 60 Minuten
einem hyperosmotischen Schock ausgesetzt. Ethanolstress wurde auf den V. pantothenticus-Stamm
durch Zugabe von Ethanol (96% v/v) auf eine Endkonzentration von 4 % (v/v) ausgeubt. Um vor der
RNA-Praparation sicherzugehen, dass die Zellen das jeweilige Plasmid trugen, wurde aus einem 1,5
ml Aliquot Plasmid-DNA isoliert. Fir die Primer Extension-Reaktion wurden 20 ug Gesamt-RNA mit
10 pmol 5'-IRD-markiertem Oligonukleotid in 20 ul 1 x ,avian myoblastosis virus reverse trancriptase
(AMV)“-Puffer (Promega) gemischt. Als S. pasteurii ectA-spezifischer Primer wurde APP1 verwendet,
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als V. pantothenticus ectT-spezifischer Primer wurde ectTPE verwendet. In einem Eppendorf-
Thermomixer wurden die Gemische fur 3 min auf 75°C erhitzt und der Thermomixer anschlieRend auf
42°C eingestellt, sodass ein langsames Abkuhlen der Losung erfolgte. Nach Zugabe von 1 pl dNTP-
Mix (je 8 mM in 1 x AMV RT-Reaktionspuffer) und 10 Einheiten AMV reverse transcriptase (Promega)
wurden die Ansatze fir 1 Stunde bei 42°C inkubiert. Die Reaktion wurde mit TE auf 200 pl aufgefullt
und mit 2,5 Volumen Ethanol auf Trockeneis gefallt. Nach Zentrifugation bei 15000 rpm und 4°C fir
30 min wurde das Pellet in 10 pl 1 x Stoplésung (Thermo Sequenase Kit) aufgenommen. Vor der
gelelektrophoretischen Auftrennung der Reaktionsprodukte auf dem Li-COR DNA-Sequencer Modell
4000 (siehe auch 5.1) wurden die Produkte in 1 x Stoplésung in 1:5er Schritten bis zu 1:25 verdinnt
und anschlieRend fir 5 min bei 95°C denaturiert.

5 Konstruktion von Plasmiden, Genbanken und
Bakterienstammen

5.1 Konstruktion von Plasmiden
pAK2

Um eine DIG-markierte Gegenstrang-RNA-Sonde (siehe auch 5.4.1) eines 'ectB-Fragmentes aus S.
pasteurii herzustellen, wurde ein 444 bp groles, internes ‘ectB’ Clal-Xhol-Fragment aus pSPICE2 in
den mit Clal und Xhol liniearisierten Vektor pSK- ligiert. Das resultierende Plasmid pAK2 wurde zur
Praparation einer Gegenstrang-RNA-Sonde unter der Kontrolle des T3 Phagen Promotors genutzt.

pAKS

Zur Herstellung von pAK8 wurde das Plasmid pJMB1 mit EcoRI verdaut, und ein 3537 bp grolies
EcoRI-Fragment aus pSPICE2, welches die vollstandigen ectABC Gene mit dem Promotorbereich
umfasst, wurde in den geschnittenen Vektor ligiert. Das resultierende Plasmid war pAKS.

pAK9

Dieses Plasmid wurde aus der Sau3A-Genbank von V. pantothenticus (Kap. 6.2 Material und
Methoden) isoliert. In das Plasmid pHSG575 war ein 4475 bp grofdes, chromosomales DNA-
Fragment von V. pantothenticus ligiert worden, welches das ectT-Gene und ein Gen, das homolog zu
einem Chaperon aus B. subtilis ist, enthalt.

pAK10 und pAK15

Unter Verwendung der Primer ect5'Pstl und ect3'EcoRI (Tab 5), die eine Pstl- bzw. eine EcoRI-
Schnittstelle erzeugen, wurde ein 955 bp groRes 'ectB/ectC' Fragment aus dem S. pasteurii
Chromosom mittels PCR amplifiziert. Dieses Fragment wurde mit Pstl und EcoRI verdaut und in das
mit Pstl und EcoRl liniearisierte Plasmid pHSG575 ligiert. Das resultierende Plasmid war pAK10. Ein
2,1 kb groBes Smal-Xhol Restriktionsfragment, das ein Tetracyclin Resistenzgen enthielt, wurde aus
pDG1515 isoliert und in das mit EcoRV und Xhol verdaute Plasmid pAK10 ligiert. In dem
resultierenden Plasmid pAK15 ist ein internes Fragment (77 bp) von ectB durch die Tet'"-
Resistenzkassette ersetzt.
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pAK11 und pAK12

Unter Verwendung der Primer EcoRlectT5'2 und HindlllectT3' (Tab 5), die eine EcoRI- bzw. eine
Hindlll -Schnittstelle erzeugen, wurde ein 1919 bp groRes ectT-Fragment aus dem V. pantothenticus
Chromosom mittels PCR amplifiziert. Dieses Fragment wurde mit EcoRI und Hindlll verdaut und in
das mit EcoRI und Hindlll liniearisierte Plasmid pUS19 ligiert. Das resultierende Plasmid war pAK11.
Ein 2,3 kb grosses Pvull Restriktionsfragment, das ein Tetracyclin Resistenzgen enthielt, wurde aus
pOB26 isoliert und in das mit Pvull verdaute Plasmid pAK11 ligiert. In dem resultierenden Plasmid
pAK12 ist ectT durch die Tet-Resistenzkassette unterbrochen.

pAK13

Unter Verwendung der Primer NcolectABCD und BamHIlectABCD (Tab 5), die eine Ncol- bzw. eine
BamHI -Schnittstelle erzeugen, wurde ein 2675 bp grolkes ectABC Fragment aus dem S. pasteurii
Chromosom mittels PCR amplifiziert. Es wurde der ,Master Amp Taq DNA Polymerase Mix®
(Epicentre Technologies, USA) fur die PCR-Amplifikation verwendet. Dieses Fragment wurde mit
Ncol und BamH| verdaut und in das mit Ncol und BamHl| liniearisierte Expressionsplasmid pSD270,
welches den T5 Pys Phagen Promotor tragt, ligiert. Das resultierende Plasmid pAK13 tragt die
[®(yckH-kan-comS-Prsn2s-ectABC-ycxA)]-Fusion.

pAK14

Unter Verwendung der Primer ectT5'BamHI| und ectT3'EcoRI (Tab 5), die eine BamHI- bzw. eine
EcoRI-Schnittstelle erzeugen, wurde ein 568 bp groRes Fragment des ectT-Promotorbereiches und
von ectT' aus dem V. pantothenticus Chromosom mittels PCR amplifiziert. Das DNA-Fragment wurde
mit EcoR| und BamH| verdaut und in den mit den gleichen Restriktionsenzymen verdauten E. coli-
B.subtilis Shuttle-Vektor pRB373 ligiert. Das entstandene Plasmid wurde pAK14 genannt.

pAK17

Unter Verwendung der Primer Ncolect5' und BamHIlect3' (Tab 5), die eine Ncol- bzw. eine BamHl| -
Schnittstelle erzeugen, wurde ein 3382 bp grofRes ectABCD Fragment aus dem St. coelicolor A2(3)
Chromosom mittels PCR amplifiziert. Es wurde der Master Amp Taq DNA polymerase Mix (Epicentre
Technologies, USA) fur die PCR-Amplifikation verwendet. Dieses Fragment wurde mit Ncol und
BamH| verdaut und in das mit Ncol und BamH| liniearisierte Expressionsplasmid pSD270, welches
den T5 Py2s Phagen Promotor tragt, ligiert. Das resultierende Plasmid pAK17 tragt die [®(yckH-kan-
comS-P+sn25-ectABCD-ycxA)]-Fusion.

pSPICE2

Das Plasmid pSPICE2 wurde aus einer eingeschrankten EcoRI-Genbank (siehe 6.2 Material und
Methoden beschrieben) chromosomaler S. pasteuri DNA und dem Plasmid pHSG575 isoliert.
pSPICE2 enthalt ein 3537 bp grolles DNA-Fragment, das die ectfABC Gene und flankierende DNA-
Regionen aus S. pasteurii enthalt.

pSPICE3

Das Plasmid pSPICE3 ist ein Derivat des Plasmids pCR2.1, in das ein 1024 bp grolRes PCR-
Fragment, welches aus dem V. pantothenticus Chromosom amplifiziert wurde und einen Teil der
Ectoinbiosynthesegen (‘ectB-ectC") tragt, integriert ist. Mit Hilfe des TA-Klonierungskits (Initrogen,
Groningen, Niederlande) kdnnen PCR-Produkte direkt in den Vektor pCR2.1 inseriert werden. Die
TA-Klonierung beruht auf der Eigenschaft der Tag-Polymerase, an die 3'-Enden jedes PCR-Produkts
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ein Desoxyadenosin (A) zu heften. Der im Kit enthaltene, liniearisierter Vektor pCR2.1 besitzt ein
Desoxythymin (T) an jedem 3’-Ende, sodass das PCR- Produkt tber Wasserstoffbriickenbildung in
den Vektor integrieren kann. Bei dieser Methode kann auf PCR-Primer mit Restriktionsschnittstellen
verzichtet werden. In diesen Vektor wurden das PCR-Produkt der ‘ectB-ectC-Gene aus V.
pantothenticus, erhalten mit den heterologen Primern AKV1 und AKVZ2, integriert. Bei diesen
Klonierungen wurde genau dem Handbuch des Herstellers (Invitrogen) gefolgt.

5.2 Herstellung von S. pasteurii- und V. pantothenticus-Genbanken

5.21 Herstellung einer eingeschrankten EcoRI-Genbank aus chromosomaler S.
pasteurii-DNA

Um das vollstandige Ectoinbiosynthese-Gencluster aus S. pasteurii zu isolieren, wurde
chromosomale DNA des Bakteriums mit verschiedenen Restriktionsenzymen verdaut und mit einer
DIG-markierten ‘ectB/ectC' DNA-Sonde (1,4 kb GroRRe; hergestellt aus Plasmid pSPICE1) hybridisiert
(Southern Blot-Analyse Analyse, siehe Abschnitt 5.2 Material und Methoden). Ein 3,5 kb grol3es,
genomisches EcoRI DNA-Fragment reagierte mit der Sonde. Um diese DNA-Region aus dem
Chromosom zu isolieren, wurden chromosomale EcoRI DNA-Restriktionsfragmente der
entsprechenden GrofRRe (3 bis 4 kb) aus praparativen Agarosegelen niederer Schmelztemperatur
isoliert und in den dephosporilierten Vektor pHSG575, der zuvor mit EcoRIl verdaut worden war,
ligiert. Das Plasmid pHSG575 wurde gewahlt, da es in der Zelle nur in wenigen Kopien vorliegt und
somit die Isolation von Genen erlaubt, die in hoher Kopienzahl schadlich fiir die Bakterienzelle sein
kdénnten.

Diese eingeschrankte Genbank wurde in den E. coli-Stamm DH5a transformiert, und die
resultierenden Transformanten wurden in 10 Gruppen von jeweils 50 Kolonien geteilt. Die Plasmid-
DNA wurde aus jeder Gruppe isoliert und nachfolgend mittels Southern Blot-Analyse, unter
Verwendung der ‘ectB/ectC' DNA-Sonde, Uberprift. Plasmid-DNA der Kolonien einer Gruppe, die
positiv reagierten, wurden dann individuell in Southern Blot-Analysen auf das Vorhandensein der
Ectoinbiosynthesegene getestet. Das resultierende Plasmid war pSPICE2, welches die ectABC Gene
und flankierende DNA-Regionen aus S. pasteurii enthalt.

5.2.2 Herstellung einer uberlappenden Sau3A-Genbank aus chromosomaler V.
pantothenticus-DNA

Um einen Ectointransporter aus V. pantothenticus zu isolieren, wurde die Methode der
funktionellen Komplementation gewahlt. Zunachst wurde eine Uberlappende Sau3A-Genbank aus
chromosomaler V. pantothenticus DNA im Vektor pHSG575 hergestellt. Dazu wurden 7 mal ca. 10 ug
chromosomaler DNA, jeweils in einem Volumen von 20 ul, fur 1, 1,5, 2, 2,5, 3, 5 und 7 min bei 37 °C
mit je 2 Einheiten der Endonuklease Sau3A verdaut, welche sofort danach bei 70 °C fir 20 min
hitzeinaktiviert wurde. Alle Ansatze wurden auf einem 1 %igem Agarosegel niederer
Schmelztemperatur aufgetrennt und DNA innerhalb der Grofien zwischen 5 und 15 kb, dem Protokoll
der Firma Promega folgend, aus dem Gel eluiert (siehe auch 5.1). Die eluierte DNA wurde in 30 pl
H,O aufgenommen und mit 6 ug BamHI-verdautem, dephosporiliertem Vektor pHSG575 ligiert. Die
Ligation wurde komplett in E. coli DH5a transformiert. Bis auf das Kontrollaliquot wurden alle
Transformationen auf LB-Platten mit Cml ausplattiert und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Von ca.
20000 Kolonien waren 90 % Lac™ und trugen wahrscheinlich Plasmide. Dies ergab die Kontrolle mit
einem Aliquot der Transformation, das auf LB-Platten mit XG, IPTG und Cml ausplattiert wurde. Alle
Kolonien wurden von den Platten geschabt und in 50 ml LB-Medium mit Cml fur 3 Stunden in 37 °C-
Schittelschrank inkubiert. 5 Aliquots von je 1 ml wurden fir spatere Plasmidpraparationen mit
Glycerin eingefroren, und vom Rest der Kultur wurde die Plasmid-DNA prapariert.

Die zur funktionellen Komplementation genutzte E. coli-Mutante MKH13 ist defizient fur alle E.
coli Gene, die Transporter flr organische Osmolyte codieren. Diese Mutante wurde mit der Sau3A-
Genbank von V. pantothenticus retransformiert, die Zellen auf LB-Agarplatten mit Cml ausplattiert und
am nachsten Morgen auf MMA-Agarplatten mit 0,8 M NaCl, 1 mM Ectoin und Cml replikaplattiert.
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Die Agarplatten wurden fir 3 Tage bei 37 °C inkubiert. Falls ein Retransformant ein Plasmid mit
einem oder mehreren Genen flr einen Ectointransporter enthalt und diese Gene funktionell in E. coli
MKH13 exprimiert wurden, so konnte die Zelle auf den verwendeten Selektionsplatten wachsen und
isoliert werden. Auf diesem Weg wurden 20 Retransformanten isoliert, die Plasmid-DNA aus diesen
Zellen isoliert, welche nachfolgend mit den Oligonukleotiden pHSGneu und lacZ-40 sequenziert
wurden. Alle Plasmide enthielten die gleiche DNA-Region des V. pantothenticus Chromosoms. Das
Plasmid pAK9, das so isoliert wurde, tragt ein 4475 bp grofRes Insert, welches das Gen fir den
Ectointransporter ectT aus V. pantothenticus enthalt.

5.3 Konstruktion von B. subtilis- und V. pantothenticus-Stammen

5.3.1 Konstruktion von B. subtilis-Stammen
AKB2

Zur Konstruktion des B. subtilis-Stammes AKB2 [(amyE::ectABC)1] wurde das Plasmid pAK8 mit dem
Restriktionsenzym Clal linearisiert und in den Stamm JH642 transformiert. pAK8, ein Derivat des
Plasmids pJMB1, tragt ein 543 bp Fragment des 5’-Endes (,amyE back®) und ein 768 bp Fragment
des 3’-Endes (,amyE front“) des amyE-Gens aus B. subtilis. Zwischen diesen amyE-Fragmenten
befindet sich die vollstandige ectABC-Genregion (3537 bp) aus S. pasteurii. Diese Genregion wurde
mittels homologer Rekombination zwischen der genomischen amyE-Sequenz und den amyE-
Fragmenten, die die ectABC-Genregion flankieren, in das Genom von B. subtilis JH642 integriert. Es
wurde auf chloramphenicolresistente Transformanten selektiert. Um die korrekte Integration der
ectABC-Genregion in das amyE-Gen von B. subtilis zu Uberprifen, wurde der AmyE-Phanotyp mittels
des Amylase-Aktivitatstest (Cutting und Vander Horn 1990) bestimmt. Zur weiteren Kontrolle wurde
eine Southern Blot-Analyse mit einer amyE-spezifischen Sonde durchgefiihrt, sodass in der Southern
Hybridisierung sowohl die ,amyE back“- als auch die ,amyE front“- Region erfasst wurde.

AKB4 und AKB7

Zur Konstruktion des B. subtilis-Stammes AKB4 [®(yckH-kan-comS-Prsn25-ectABC-yexA)(amyE'-cat-
Pspac-comS-lacl-'amyE)] wurde das Plasmid pAK13 mit den Restriktionsenzymen Xbal und Spel
linearisiert und in den Stamm KE30 [®(yckH-comS-erm-ycxA)(amyE'-cat-pspac-comS-lacl-"amyE)]
transformiert. pAK13 ist ein Derivat des Plasmids pSD270 und tragt die yckH- und ycxA-Genregion
aus B. subtilis. Zwischen diesen beiden Genen befindet sich ein Kanamycinresistenzgen und der T5
Phagen Promotor Pyos, der vom vegetativen SigmafaktorA aus B. subtilis erkannt wird (Schon &
Schumann, 1994). Diesem Promotor ist eine Lacl abhangige Operator-Region vorgestellt, die die
Transkription in Anwesenheit von Lacl unterdriickt, bis eine Induktion mit IPTG stattfindet. Im Plasmid
pAK13 wurde eine Operonfusion der ectABC Gene aus S. pasteurii mit dem T5 Phagen Promotor
Pnos hergestellt, so dass die Transkription der Gene durch IPTG induziert werden kann. Diese Prsnos-
ectABC-Fusion wurde mittels homologer Rekombination zwischen den genomischen yckH- und ycxA-
Sequenzen und den yckH- und ycxA-DNA-Fragmenten von pAK13 in das Genom von KE30 integriert.
Der B. subtilis Stamm AKB4 tragt in seinem amyE Gen ein cat Gen und unter der Kontrolle eines
spac-Promotors ein comS Gen. Zusatzlich tragt er das lac/ Gen, dessen Genprodukt die Transkription
des ectABC-Operons in AKB4 reprimiert. Es wurde auf kanamycinresistente Transformanten
selektiert, die anschlieBend auf den Verlust der MLS-Resistenz Uberprift wurden. So wurden
Transformanten isoliert, die die ectABC-Operonfusion in ihr Genom tUber homologe Rekombination
integriert hatten.

Der B. subtilis-Stamm AKB7 [®(yckH-kan-comS-Prsngs-ectABCD-yexA)(amyE'-cat-pspac-comS-
lacl-'amyE)] entstand aus der Transformation des Stammes KE30 mit dem Plasmid pAK17, das zuvor
mit den Restriktionsenzymen Xbal und Spel linearisiert wurde. Das Plasmid pAK17 ist ein Derivat des
Plasmids pSD270 (Beschreibung s. AKB4) mit einer Fusion der ectABCD Gene aus St. coelicolor mit
dem T5 Phagen Promotor Pyys, so dass die Transkription der Gene durch IPTG induziert werden
kann. Diese Prsn2s-ectABCD-Fusion wurde mittels homologer Rekombination zwischen den
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genomischen yckH- und ycxA-Sequenzen und den yckH- und ycxA-DNA-Fragmenten von pAK17 in
das Genom von KE30 integriert. Die Selektion auf Transformanten mit der in das Genom integrierten
ectABCD-Fusion wurde, wie bei AKB4 beschrieben, durchgefuhrt.

5.3.2 Konstruktion von V. pantothenticus-Stammen
AKV2

Der V. pantothenticus-Stamm AKV2 [(ectT::tet)1] entstand aus der Transformation von V.
pantothenticus mit dem Plasmid pAK12, das zuvor mit den Restriktionsenzymen Kpnl und Acc65l
linearisiert worden war. Es wurde auf tetracyclinresistente Transformanten selektiert. Anwesenheit
und Struktur der [(ectT::tet)7] Mutation wurde mit Hilfe einer Southern Blot-Analyse Uberprift. Als
Sonde diente ein 1,9 kb groRes PCR-Fragment, das das gesamte ectT Gen enthielt.

AKV3

Zur Konstruktion des V. pantothenticus-Stammes AKV3 [A(ectB::tet)1] wurde das Plasmid pAK15 mit
den Restriktionsenzymen Scal und Pwvull linearisiert und unter Ausnutzung der naturlichen
Kompetenz von V. pantothenticus in den Wildtyp-Stamm eingebracht. Es wurde auf
tetracyclinresistente Mutanten selektiert. Die Anwesenheit der Mutation wurde durch eine Southern
Blot-Analyse Uberprift. Als Sonde diente das 1 kb groRe EcoRI-Fragment aus pSPICES3.

6 Biochemische Methoden

6.1 Messung der Aufnahme von ["“C]-markierten osmotischen
Schutzsubstanzen

Die Aufnahme von osmotischen Schutzsubstanzen von S. pasteurii und V. pantothenticus
wurde mit Hilfe von [1-"*C]-markiertem Glycin Betain (2,03 GBg/mmol) und ['*C]-markiertem Ectoin
(4,22 MBg/mmol) bestimmt. ['*C]-markiertes Ectoin wurde von M. Jebbar (Universitidt Rennes,
Frankreich) hergestellt und uns freundlicherweise zur Verfugung gestellt. Die Kulturen der jeweiligen
Bakterien-Stamme wurden mit Vorkulturen, die Uber Nacht bei 37°C in den entsprechenden
Minimalmedien gewachsen waren, auf eine ODszs von 0,1 beimpft. Die Bakterien-Stamme wurden in
20 ml des jeweiligen Minimalmediums ohne und mit 0,4 M NaCl bis zur exponentiellen
Wachstumsphase (ODs7s 0,3) gezogen, 2 ml der Kultur wurden mit dem ['“C]-markierten Substrat
(10-500 uM Endkonzentration) versetzt und bei 37°C inkubiert. Nach definierten Zeitabstanden (20-
120 s) wurde jeweils 300 pl Probe entnommen, durch Nitrocellulosefilter (0,45 um, Schleicher und
Schuell, Dassel) gesaugt und mit ca. 20 ml isotonischem Medium gespult. Die Filter wurden in 20 ml
Scintillationsgefalle Uberfihrt, mit 5 ml Scintillationsflissigkeit (Quicksafe A, Zinsser Analytic,
Frankfurt) gemischt und die auf den Filtern verbliebene Radioaktivitat in einem Scintillationszahler
(Packard, Liquid Scintillation Analyser 1900Ca) bestimmt. Als Referenz fur die eingesetzte Menge an
Radioaktivitat dienten 300 ul unfiltrierte Probe. Die gemessenen Zerfalle (dpm-Werte) wurden mit
folgender Formel umgerechnet: dpm*nmol Substanz (30 )" (OD578*0,03 mg Protein*dpmsoo i Referenz))
' = nmol aufgenommene Substanz pro mg Zellprotein. Bei der Berechnung wurde angenommen, dass
eine OD578 von 1 ungefahr 100 pg Protein pro ml Kultur entspricht (Miller 1992).

Ebenfalls wurden bei der Untersuchung der [1-'*C]-markierten Glycin Betain Aufnahme in S.
pasteurii  Kompetitionsexperimente mit dem unmarkierten Kompetitor Ectoin durchgefirt.
Unmarkiertes Ectoin wurde, in einer Endkonzentration von 1 mM gleichzeitig mit dem [1-'*C]-
markiertem Glycin Betain (Endkonzentration 10 uM) der Kultur zugesetzt. Nach Zugabe der Substrate
wurde auch hier, wie oben beschrieben der [1-'*C]-markiertem Glycin Betain Transport in S. pasteurii
bestimmt.



1. MATERIAL UND METHODEN 50

6.1.1 Untersuchungen zur Aktivierung des Ectoin-Transportes in V. pantothenticus

Um die Aktivierung des Ectointransports zu untersuchen, wurde der V. pantothenticus-Wildtyp
Stamm in Minimalmedium bis zur exponentiellen Wachstumsphase inkubiert. Die Ausgangskultur
wurde dann in drei Einzelkulturen aufgeteilt. Ein Teil wurde mit 100 pyg mlI”" Chloramphenicol zum
Zeitpunkt Null behandelt. Von allen drei Kulturen wurden nach verschiedenen Zeitpunkten Proben
entnommen und die initiale Ectoinaufnahmerate, wie oben beschrieben, bestimmt. Die
chloramphenicolbehandelte und eine weitere Kultur wurden nach 50 min einem hyperosmotischen
Schock ausgesetzt. Dies erfolgte durch Zugabe einer auf 37°C temperierten, 4 M NaCl-Stammldsung
zu einer Endkonzentration von 0,4 M NaCl im Medium. Zu der dritten, ungestressten Kultur wurde die
gleiche Menge vorgewarmtes Minimalmedium gegeben.

6.1.2 Kinetische Parameter des Ectointransportes unter hochosmolaren
Bedingungen in V. pantothenticus

Um die kinetischen Parameter des Ectointransportes unter hochosmolaren Bedingungen in V.
pantothenticus zu bestimmen, wurde der Wildtyp-Stamm, wie unter 7.1.1 beschrieben, in
Minimalmedium kultiviert und dann einem hyperosmotischen Schock ausgestzt, da vorhergehende
Experimente gezeigt hatten, daR die ['*C]-Ectoinaufnahmerate 60 min nach einem hyperosmotischen
Schock am gréBten ist. Diese Versuchsdurchflihrung sollte gewahrleisten, dass auch bei geringen
Ectoinkonzentrationen eine aussagekraftige Transportrate bestimmt werden konnte. In den jeweiligen
Messungen wurde die ['*C]-Ectoinkonzentration von 10 bis 400 uM variiert und nach graphischer
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Abb.6 K- und Vmax-Bestimmung des osmotisch stimulierten Ectointransportes durch EctT

Darstellung in der Hanes-Woolf-Auftragung. Der Schnittpunkt mit der x-Achse = —K,, (¢) und der Schnittpunkt
mit der y-Achse = KVimax " (®) sind eingezeichnet. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei unabhangigen
Messungen (n3)und die Standardabweichung.
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Auftragung der berechneten Transportwerte gegen die Zeit flr jede Substratkonzentration die
Transportrate v [nmol mg Protein™ min™] errechnet. Zur Berechnung der K- und Vma-Werte wurde
die Hanes-Woolf-Auftragung gewahit:

[S]  [S]+Km

V. Vimax

Bei dieser Auftragungsmethode wird [S] v' gegen [S] aufgetragen. Die Steigung der
Ausgleichsgeraden gibt dann nach einfach linearer Regression Vma', der Schnittpunkt mit der x-
Achse —K,, und der Schnittpunkt mit der y-Achse KmVimax ' an.

6.2 Expression der Ectoin- und Hydroxyectoin-Biosynthesegene in B.
subtilis

Der B. subtilis Stamm AKB4 [®(yckH-kan-comS-Prsnos-ectABC-ycxA)(amyE'-cat-pspac-comS-
lacl-'amyE)] tragt eine Kopie der Fusion der Ectoinbiosynthesegene ectABC aus S. pasteurii mit dem
T5 Phagen Promotor Pyys in seinem Chromosom. Der B. subtilis Stamm AKB7 [®(yckH-kan-comS-
Prsinos-ectABCD-ycxA)(amyE'-cat-ps,ac-comS-lacl-'amyE)]  tragt eine Kopie der Fusion der
Ectoin/Hydroxyectoinbiosynthesegene ectABCD aus St. coelicolor mit dem T5 Phagen Promotor Pyys
in seinem Chromosom. Diesem Promotor ist eine Lacl abhangige Operator-Region vorgestellt,
welche die Transkription in Anwesenheit von Lacl unterdrtickt, bis eine Induktion mit IPTG stattfindet
Zur Induktion der Ectoin- und Hydroxyectoin-Biosynthese in B. subtilis wurden zwei Kulturen von
beiden Stammen in 80 ml LB-Medium bis zu einer ODs75 von 0,7 wachsen gelassen. Dann wurde aus
einer IPTG-Stammldsung (1 M) dieses Substrat zu einer Endkonzentration von 1 mM jeweils einer
der Kulturen zugesetzt, der anderen Kultur wurde kein IPTG zugesetzt. Sie diente als Kontrolle. Die
vier Kulturen wurden dann flir weitere 2 h bei 220 rpm und 37°C im Schittelschrank inkubiert. Nach
dieser Zeit wurden die Zellen durch Zentrifugation bei 5000 rpm fir 10 min geerntet. Die Zellpellets
wurden, wie unter 7.4 beschrieben, extrahiert und die Zellextrakte in der HPLC vermessen. Ebenfalls
wurden Zellen von AKB7, wie oben beschrieben, aber in 21 LB-Medium fir die C-NMR
Spektroskopie (siehe 7.3) gezogen.

6.3 Analyse von Zellextrakten durch *C-NMR-Spektroskopie

Zum Nachweis der intrazellular akkumulierten osmotischen Schutzsubstanzen von
verschiedenen Bacillus-Spezies und Spezies verwandter Genera wurden ">C-NMR Spektren (nuclear
magnetic resonance) von ethanolischen Ganzzellextrakten aufgenommen. Dazu wurden 2x300 ml-
Kulturen der verschiedenen Bakterien-Stamme in 2-Liter Erlenmeyerkolben bei 220 rpm im
Schittelschrank mit dem jeweiligen Minimalmedium angezogen. Die Osmolalitat des Mediums wurde
durch Zugabe von NaCl aus einer 5 M Stammlésung erhoht. Die Stdmme wurden bei 37°C
angezogen bis auf S. psychrophila, der bei 25°C wachsen gelassen wurde. Die Zellen wurden, wenn
sie eine ODs75 zwischen 2 und 3 erreicht hatten, durch Zentrifugation geerntet, einmal mit dem
entsprechenden Medium ohne Glukose, aber mit gleicher Osmolalitdit gewaschen und wiederum
abzentrifugiert. Anschlielfend wurde das Zellenpellet mit 80 % Ethanol (v/v) auf Eis fur 30 min
extrahiert, danach wurden Zelltrimmer durch Zentrifugation bei 15000 rpm entfernt. Der Uberstand
wurde in einem Rotationsverdampfer (Roth) eingedampft und anschlielend in 0,5 ml D,O (Fluka) und
0,5 ml DO mit internem Standard TSP (D,-3-Trimethylsilyl-Propionat; 7,5 mg) (Aldrich, Inc., USA)
aufgenommen. Die ["*C]-Kernresonanzspektren wurden, falls nicht anders angegeben, mit einem
Bruker AC300 Spektrometer mit 75 Mhz mit einem dualen Probekopf aufgenommen (Nau-Wagner et
al. 1999). Zum direkten Vergleich wurden die Spektren von je 100 mM der Reinsubstanzen Ectoin,
Hydroxyectoin, Prolin und Glutamat aufgenommen. Die Lage aller Spektren wurde relativ zum
Standard TSP bestimmt.
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6.4 HPLC Analyse von Ectoin und Hydroxyectoin

Zellextrakte fur die isokratische HPLC Analyse der Tetrahydropyrimidine Ectoin und
Hydroxyectoin wurden nach einer modifizierten Blight und Dyer-Technik hergestellt (Kunte et al.
1993). Die untersuchten Bakterien wurden dazu unter den entsprechenden Bedingungen wachsen
gelassen und Kulturvolumina, die 20 ml Kultur einer ODs7s von 1 entsprachen, wurden zur weiteren
Analyse bei 5000 rpm abzentrifugiert und lyophilisiert. Das Trockengewicht der Zellpellets wurde
bestimmt, und anschlie®end wurden die Zellen fir 60 min mit 400 ul Extraktionslésung
(Methanol/Chloroform/Wasser 10:5:4 (vol)) auf einem Vortexer stark geschittelt. Dem folgte eine
Zugabe von jeweils 130 pl Wasser und Chloroform. Die Mischung wurde fir weitere 30 min
geschittelt. Die Phasentrennung wurde durch Zentrifugation bei 13000 rpm flr 30 min verstarkt. Die
wassrige Phase, welche unter anderem die kompatiblen Solute enthielt, wurde Gber Nacht lyphilisiert.
Das Pellet wurde in 100 pl Wasser und 400 pl Acetonitril (AcN ) resuspendiert, falls notwendig in 80
% AcN (v/v) verdinnt und anschlieRend mittels HPLC analysiert.

Die fir den Tetrahydropyrimidin-Nachweis und flir die Aminosaure-Analyse (siehe auch 7.4)
verwendete HPLC-Anlage stammte von der Firma Sykam (Gilching). 20 ul jeder Probe wurden mit
einer GROM-SIL 100 Amino-1PR, 125x4 mm (3 ym) Saule (Grom, Herrenberg) aufgetrennt. Die
Saulenkartusche stammte aus dem LiChroCart-Programm der Firma Merck (Darmstadt). Die
Tetrahydropyrimidine wurden bei einer Wellenlange von 210 nm mit einem UV/VIS-Detektor (SYKAM,
Gilching) vermessen. Als Laufmittel wurde 80 % AcN (v/v) verwendet. Die Chromatographie wurde
isokratisch mit einer Flussrate von 1 ml min™ bei 20°C durchgefiihrt. Retentionszeiten von Ectoin und
Hydroxyectoin wurden durch die HPLC-Analyse von Standardldsungen beider Substanzen bestimmt.

6.5 HPLC-Analyse von Aminosauren mittels Vorsaulen-Derivatisierung
(FMOC/ADAM)

Die Bakterienzellen fur die quantitativen Konzentrationsbestimmungen der Aminosauren Prolin
und Glutamat mittels HPLC wurden in den entsprechenden Minimalmedien mit verschiedenen
Osmolalitaten gezogen. Die Zellen wurden auf die gleiche Weise extrahiert, wie unter 7.4 (Material
und Methoden) beschrieben. Proben und Aminosdurestandardldsungen wurden mit 9-Fluorenyl-
Methoxycarbonyl Chlorid (FMOC) derivatisiert. Dazu wurde der FMOC/1-Aminoadamantan (ADAM)
Vorsaulenderivatisierungsmethode der Firma Grom in leicht modifizierter Form gefolgt. Zu 40 ul
Natriumborat-Puffer (0,5 M, pH 7,7) mit dem internen Standard Taurin (50 uM) wurden 40 ul Probe
oder Aminosaurestandard in angemessener Konzentration (5 — 60 pM) zugegeben. SchlieRlich
wurden 80 yl FMOC-Reagenz Il (Grom) zugefligt, das Gemisch fiir 45 s gevortext, danach 100 pl
ADAM Reagenz (40 mM ADAM in Aceton/Wasser 1:1 (v/v)) zugefiigt. Das ADAM Reagenz reagierte
dann mit dem Uberschuss des Fluoreszenzfarbstoffes FMOC unter Vortexen fiir 45 s. AnschlieRend
wurden 140 pl Laufpuffer A (20 % AcN und 0,5 % Tetrahydrofuran in 50 mM Na-Acetatpuffer, pH 4,6)
der Mischung zugesetzt, und 10 pl der derivatisierten Probe wurden auf einer Supersphere 60 RP-8
125x4 mm (3 um) Saule (Grom) analysiert.

Die Saulenkartusche stammte aus dem LiChroCart-Programm der Firma Merck (Darmstadt).
Zur Analyse der Aminosaurekonzentrationen wurde ein Gradient zwischen Laufpuffer A und B (80 %
AcN in 50 mM Na-Acetatpuffer, pH 4,6) angelegt (E. A. Galinski, pers. Mitteilung). Die
chromatographische Trennung der Aminoséuren wurde bei einer Flussrate von 1,25 ml min™ und bei
45°C durchgefiihrt. Fluoreszenz-markierte Aminosduren wurden mit einem Fluoreszenzdetektor
(SYKAM, Model S3400) bei einer Anregungswellenlange von 245 nm und einer
Emissionswellenlange von 316 nm gemessen. Die Retentionszeiten der einzelnen Aminosduren
wurden durch die HPLC-Analyse von kommerziell erworbenen Aminosaure-Standardiésung
bestimmt.
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IV. Ergebnisse

1 de novo Synthese organischer Osmolyte innerhalb des
Genus Bacillus und verwandter Genera

Mittels *C-Kernmagnetischer Resonanz Spektroskopie (NMR, Nuclear Magnetic Resonance)
ist es maoglich, die intrazellulare Anhaufung endogen synthetisierter kompatibler Solute zu
analysieren. In der vorliegenden Arbeit wurde diese Methode genutzt, um Vertreter des Genus
Bacillus und verwandter Genera, die unter hochosmolaren Bedingungen gewachsen waren, auf die
de novo Synthese organischer Osmolyte zu untersuchen. Alle zu untersuchenden Spezies wurden in
definierten Minimalmedien gezogen, um die Akkumulation von exogen vorhandenen Osmoprotektiva
(z. B. Glycin Betain), die in Bestandteilen von Vollmedien vorkommen, zu verhindern (Dulaney et al.
1968). Die aus der *C-NMR-Analyse der untersuchten Spezies B. licheniformis, B. megaterium, B.
cereus, B. circulans, B. thuringensis, B. alcalophilus, S. psychrophila, Sa. salexigens, A.
aneurinilyticus und P. polymyxa resultierenden Spektren sind im Anhang (Kap. 1) zu finden.
Reprasentative Spektren von ethanolischer Zellextrakten aus S. pasteurii Kulturen, die in
Minimalmedium ohne und mit 0,5, 1 und 1,5 M NaCl gewachsen waren, sind in Abbildung 7

dargestellt.

1.1 Glutamat, Prolin und Ectoin: weitverbreitete, de novo synthetisierte
Osmoprotektiva in Bacillus spp.

In voller Ubereinstimmung mit Beobachtungen, dass Glutamat die vorherrschende Aminosaure
im Zytoplasma von osmotisch ungestressten B. subtilis Kulturen (Whatmore et al. 1990) und B.
licheniformis Kulturen (Clark et al. 1972) ist, konnte in der vorliegenden Arbeit Glutamat als das
dominierende organische Molekll in allen untersuchten Bacilli Spezies identifiziert werden, wenn
diese keinem osmotischen Stress ausgesetzt waren (Abb. 7) (Abb. 15) (Kap.1 Anhang). Eine
Erhdhung der Osmolalitat der Medien durch NaCl-Zugabe fuhrte in den untersuchten
Bakterienspezies zur Synthese der organischen Osmolyte Ectoine, Hydroxyectoin und Prolin, die
glutamatspezifischen Signale wurden durch die kermagnetischen Resonanzen der kompatiblen
Solute unterdriickt (Abb. 7) (Abb. 15) (Kap.1 Anhang). An Hand der dreizehn untersuchten Bakterien-
Spezies konnten finf Muster der endogenen Osmolyt- Synthese unterschieden werden. Die
resultierenden Gruppen reprasentieren: (i) Spezies, die Glutamat synthetisieren,(ii) Spezies, die
Prolin synthetisieren, (iii) Spezies, die Ectoin produzieren, (iv) eine Spezies, die sowohl Ectoin als
auch Hydroxyectoin synthetisiert und (v) eine Spezies, die neben Ectoin auch Prolin de novo
synthetisieren kann. Finf der dreizehn untersuchten Bakterien-Spezies sind in der Lage das
Aminosaurederivat Ectoin allein oder in Kombination mit Prolin bzw. Hydroxyectoin unter

hochosmolaren Bedingungen zu synthetisieren.
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Abb.7  3C-NMR Spektren ethanolischer Zellextrakte

(A) S. pasteurii (DSM 33") wurde in Minimalmedium (SMM) ohne NaCl gezogen, (B) in SMM mit 0,5 M NaCl,
(C) in SMM mit 1,0 M NaCl, (D) in SMM mit 1,5 M NaCl. Resonanzen von Glutamat (g), Ectoin (e) und dem
Standard D,4-3-Trimethylsilylpropionat (*) sind markiert. Die chemischen Verschiebungen [angegeben in ppm

relativ zum Standard D,-3-Trimethylsilylpropionat] sind fir Glutamat 27,9; 34,6; 55,8; 175,3; 184,1 und fir
Ectoin 19,6; 23,5; 38,3; 54,4; 161,9 und 177,8.
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Tabelle 13. Bei hoher Osmolalitit de novo synthetisierte organische Osmolyte verschiedener

Bacillus Spezies und verwandter Genera analysiert mittels '*C-NMR Spektroskopie

Stamm Medium Ectoin Prolin Glutamat andere
(M NacCl)

Bacillus cereus SMM (0,5) - - +

(DSM 317)

Bacillus circulans SMM (0,5) - - +

(DSM 97)

Bacillus thuringensis SMM (0,5) - - +

(DSM 2046")

Aneurinibacillus aneurinilyticus SMM (0,5) - - +
(DSM 55627)

Paenibacillus polymyxa SMM (0,5) - - +
(DSM 367)

Bacillus subtilis SMM (1) - + +
(JH642)

Bacillus licheniformis SMM (1) - + +
(DSM 137)

Bacillus megaterium SMM (1) - + +
(DSM 327)

Bacillus alcalophilus SMM (1) + - +
(DSM 4857)

Sporosarcina psychrophila SMM (1) + - +
(DSM 37)

Sporosarcina pasteurii SMM (1) + - +
(DSM 337)

Salibacillus salexigens MM (3,4) + - + Hydroxyectoin

(DSM 11438")

Virgibacillus pantothenticus SMM (1) + + +
(DSM 26")
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1.2 16S rRNA-Stammbaum der untersuchten Bakterienspezies

Um zu untersuchen, ob die Muster der endogenen Osmolytsynthese ein phylogenetisches
Merkmal darstellen, wurde ein Stammbaum, basierend auf den Sequenzen der 16S rRNA-Gene der
untersuchten Bakterienspezies, erstellt (Abb. 8). Die jeweils de novo synthetisierten Osmoprotektiva
sind durch Symbole den entsprechenden Bakterien zugeordnet (Abb. 8). Eine Analyse der Daten aus
Tabelle 13 unter Berilcksichtigung des Verwandtschaftsgrades der Stdamme lasst den Schluss zu,
dass phylogenetisch nah verwandte Bakterienspezies auch die gleichen Osmoprotektiva unter
hochosmolaren Umweltbedingungen synthetisieren. So produzieren B. subtilis und B. licheniformis,
die nah verwandt sind, unter hochosmolaren Bedingungen die Aminosaure Prolin. Eine Ausnahme
bilden S. salexigens und V. pantothenticus. Beide Mikroorganismen sind ebenfalls eng miteinander
verwandt und synthetisieren de novo Ectoin, aber S. salexigens ist ebenfalls in der Lage,
Hydroxyectoine unter hypertonen Bedingungen zu produzieren. V. pantothenticus hingegen

synthetisiert als zweites dominierendes Osmoprotektivum Prolin.

() . () Bacillus alcalophilus ()
Sporosarcina Sporosarcina
pasteurii  psychrophila

5%
Unterschied
Bacillus circulans (®)

A nibacill Bacillus megaterium(®)
neurinibacillus

aneurinilyticus

Bacillus cereus (M)

m) Bacillus thuringiensis (m)
M| Paenibacillus

polymyxa

Outgroup Bacillus Bacillus Salibacillus salexigens (<)

suf)ti]Iis Iich?nﬂ'formis Virgibacillus pantothenticus (@)
@ @

Abb. 8 Phylogenetischer Stammbaum basierend auf 16S rRNA Gensequenzen

Phylogenetischer Stammbaum basierend auf 16S rRNA Gensequenzen der Bacilli Spezies und Spezies
verwandter Genera, die in dieser Arbeit auf ihre de novo Osmolytsynthese untersucht wurden. Glutamat
synthetisierende Spezies (m), Prolin synthetisierende Spezies (e), Ectoin synthetisierende Spezies (A),
Ectoin/Prolin synthetisierende Spezies (¢) und Ectoin/Hydroxyectoin synthetisierende Spezies (¢) sind
gekennzeichnet. Die Linie reprasentiert 5 % Sequenzunterschied. Die Outgroup (nicht gezeigt) bestand aus
einer Sammlung von mehr als 100 vollstandigen 16S RNA Gensequenzen Gram-positiver und Gram-negativer
Bakterien. Die phylogenetische Analyse und der Stammbaum wurden von Dr. D. R. Arahal (Universitat
Valencia, Spanien) erstellt und freundlicherweise zur Verfigung gestellt.
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1.3 Hypertone Bedingungen stimulieren die endogene Osmolytsynthese

Neben der qualitativen *C-NMR-Analyse der de novo Synthese von organischen Soluten unter
hochosmolaren Bedingungen wurde ebenfalls eine quantitative Untersuchung der Osmolyt-
Konzentrationen in Abhangigkeit zur Osmolalitdt des Mediums mittels Hochleistungsflussigkeits-
Chromatographie (HPLC) durchgefuhrt. Funf Bakterienspezies wurden stellvertretend fur die
identifizierten Osmolytsynthesemuster in osmotisch gestressten Gram-positiven Bakterien analysiert
(Abb. 9).

B. cereus als Vertreter der Gruppe von Bakterien, bei denen lediglich Glutamat mittels *C-
NMR-Analyse detektiert werden konnte, synthetisiert Glutamat in osmotisch regulierter Weise. Bei
erhdhter Osmolalitat des Mediums steigt auch die Glutamatkonzentration in den Zellen. Dennoch
bilden die glutamatsynthetisierenden Bakterien die osmosensitivste der funf Gruppen (Abb. 9A). B.
licheniformis wurde auf die endogene, osmotisch stimulierte Synthese des OsmoprotektivumsProlin
untersucht. Auch in diesem Bakterium konnte eine Stimulation der Prolinbiosynthese durch
hochosmolare Bedingungen festgestellt werden (Abb. 9B). Ebenfalls war zu beobachten, dass die
intrazelluldare Glutamatkonzentration bei einer Erhdhung der Osmolalitdt des Mediums abnahm.
Vermutlich ist die unter hochosmolaren Bedingungen stark erhéhte Prolinsynthese in B. licheniformis
verantwortlich flir die Abnahme der Glutamatkonzentration. In S. pasteurii wurde die
Ectoinbiosynthese ebenfalls in Abhangigkeit zur Osmolalitdt des Medium analysiert. In diesem
Organismus ist die Ectoinbiosynthese fein auf die Salinitdt der Umgebung abgestimmt und steht in
linearer Abhangigkeit zu ihr (Abb. 9C).

V. pantothenticus ist in der Lage, sowohl Ectoin als auch Prolin unter hochosmolaren
Bedingungen zu synthetisieren. Die HPLC-Analyse von Kulturen, die bei unterschiedlichen
Osmolalitaten im Minimalmedium gezogen worden waren, ergab, dass Prolin das dominierende
Osmoprotektivum bei niedrigen NaCl-Konzentrationen ist, wahrend Ectoin nur in geringen Mengen
unter diesen Bedingungen im Zytolasma vorliegt. Bei hoher Osmolalitat (0,9 bis 1,9 M NaCl) ist
hingegen Ectoin das vorherrschende kompatible Solut. Die intrazellulare Prolin Konzentration erreicht
bei 0,6 M NaCl ihr Maximum und bleibt auf diesem Niveau, unabhangig von einer weiteren Erhéhung
der NaCl-Konzentration des Mediums (Abb. 9D). Weiterhin konnte keine Abhangigkeit der Ectoin- und
Prolinbiosynthese von der Wachstumsphase in V. pantothenticus festgestellt werden (Daten nicht

gezeigt).

Sa. salexigens war die einzige untersuchte Spezies, die sowohl Ectoin als auch Hydroxyectoin
synthetisieren kann (Abb. 10) (Kap. 1.3.3 Anhang). Zunachst wurden die Konzentrationen der beiden
Osmoprotektiva in Abhangigkeit zur NaCl-Konzentration des Mediums bestimmt. Die Kulturen wurden

alle bei ODs75 1 in der spatexponentiellen Wachstumsphase geerntet.
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Abb. 9 Osmotisch kontrollierte Synthese kompatibler Solute in Bacillus spp. und

verwandter Genera

Alle untersuchten Stdmme wurden in dem entsprechenden Minimalmedien mit den angegebenen NaCl-
Konzentrationen angezogen und bei einer ODs75 von 1 geerntet. Die Konzentrationen der kompatiblen Solute
wurde mittels HPLC bestimmt. Die Osmolyte wurden wie folgt gekennzeichnet: Glutamat (A ), Prolin (¢) und
Ectoin (e). Die de novo Osmolytsynthese wurde in (A) B. cereus; (B) B. licheniformis; (C) S. pasteurii; (D) V.

pantothenticus untersucht.

Bei steigender externer Salinitdt nimmt sowohl die intrazelluldre Ectoin als auch die
Hydroxyectoin Konzentration in Sa. salexigens zu (Abb. 10A). Ectoin ist das dominierende kompatible
Solut unter diesen Bedingungen und liegt ungeféahr im Verhaltnis 2:1 zu Hydroxyectoin vor (Abb.
10A). Untersuchungen der Hydroxyectoinsynthese in anderen Bakterien hatten gezeigt, dass diese
wachstumsphasenabhangig reguliert wird: Wahrend in der exponentiellen Wachstumsphase Ectoin
das dominierende Osmoprotektivum ist, ist Hydroxyectoin das vorherrschende kompatible Solut in der
Stationarphase (Galinski 1995). Um eine mogliche wachstumsphasenabhéngige Anderung zwischen
Ectoin und Hydroxyectoin Konzentration in Sa. salexigens zu identifizieren, wurde das Bakterium im

Minimalmedium mit 1,5 M NaCl wachsen gelassen und zu verschiedenen Zeitpunkten Proben
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Abb. 10 Die Hydroxyectoinsynthese in Sa. salexigens ist von der Wachstumsphase und

der Osmolalitiat abhangig

(A) Sa. salexigens wurde in Minimalmedium der angegebenen Osmolalitdt wachsen gelassen und bei ODs7g 1
geerntet. Der Ectoin- (m) und Hydroxyectoin-Gehalt (m) der Proben wurde mittels HPLC bestimmt. (B) Sa.
salexigens wuchs in Minimalmedium mit 1,7 M NaCl. Das Wachstum (m) wurde photometrisch durch ODs7g-
Messung bestimmt. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden der Kultur Proben fur die HPLC-Analyse
entnommen. Die Ectoin- (m) und Hydroxyectoin-Konzentration (m) sind dargestellt. Aufgetragen wurden
Mittelwert und Standardabweichung aus drei unabhangigen HPLC-Messungen (n3).

fur die HPLC-Analyse entnommen. Auch in Sa. salexigens konnte eine Zunahme der
Hydroxyectoinkonzentration in der Stationdrphase festgestellt werden, die Ectoinkonzentration
hingegen nahm in dieser Wachstumsphase ab (Abb. 10B). Im Sa. salexigens Kulturen der spaten

Stationarphase liegt Ectoin in Verhaltnis 1:2 zu Hydroxyectoin vor.
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2 Die Ectoinbiosynthese in S. pasteurii ist osmotisch
stimuliert

Die "®C-NMR-Analyse der verschiedenen Gram-positiven Bakterien zeigte, dass die de novo
Ectoinbiosynthese unter hochosmolaren Bedingungen im Genus Bacillus und in nah verwandten
Genera weitverbreitet ist. Um die Biosynthese dieses kompatiblen Solutes in Bacillus spp. detaillierter
zu untersuchen, wurde Sporosarcina pasteurii als Modellorganismus fiir weitere Experimente
gewahlt, da dieses Bakterium ausschliel3lich Ectoin unter hochosmolaren Bedingungen synthetisiert.
S. pasteurii war friher Mitglied des Genus Bacillus, wurde aber kirzlich umklassifiziert und wird

seither zum Genus Sporosarcina gezahlt (Yoon et al. 2001).

Es wurde untersucht, ob die Ectoinbiosynthese eine osmotische oder eine salzspezifische
Anpassungsreaktion in diesem Bakterium darstellt. S. pasteurii wurde dazu in Minimalmedium
gezogen, dessen Osmolalitdt durch Zugabe aquiosmolarer Mengen ionischer (NaCl, KCI) und
nichtionischer (Saccharose, Laktose, Glycerin) osmotisch aktiver Solute erhéht worden war. Die

Zellen wurden mittels HPLC auf ihren Ectoingehalt analysiert (Tab. 14).

Tabelle 14. Osmotisch stimulierte Ectoinbiosynthese in S. pasteurii

Medium? Ectoin [umol (g TG)']°
SMM (680 [mosmol (kg Wasser)™]) n.d.c

SMM mit 0,4 M NaCl (1 400 [mosmol (kg Wasser)™]) 400 + 43

SMM mit 0,4 M KCI (1 400 [mosmol (kg Wasser)™) 590 £ 83

SMM mit 0,64 M Saccharose (1 400 [mosmol (kg Wasser)]) 594 + 97

SMM mit 0,68 M Laktose (1 400 [mosmol (kg Wasser) ™) 360 £ 77

SMM mit 1,1 M Glycerin (1 400 [mosmol (kg Wasser)']) n.d.c

SMM mit 0,4 M NaCl + n.d.°

1 mM Glycin Betain (1 400 [mosmol (kg Wasser)™)

SMM mit 0,68 M Saccharose + n.d.c
1 mM Glycin Betain (1 400 [mosmol (kg Wasser) ™))

2 S. pasteurii (DSM33") Kulturen wurden in SMM mit den angegebenen ionischen und nichtionischen Osmolyten
gezogen. Ectoin wurde mittels HPLC quantifiziert.

® Die gezeigten Daten sind Mittelwerte aus zwei unabhangig gewachsenen Kulturen. Der Ectoingehalt jeder
Kultur wurde doppelt bestimmt.

°n. d.: Ectoin konnte nicht detektiert werden.
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Es konnte eine Induktion der Ectoinbiosynthese durch ionische (NaCl, KCI) und nichtionische
(Saccharose, Laktose) osmotisch aktive Substanzen festgestellt werden (Tab. 14). Die
Ectoinbiosynthese in S. pasteurii stellt demnach eine Anpassungsreaktion an eine erhdhte

Osmolalitat der Umwelt dar.

Da Glycerin durch die Zytoplasmamembran diffundieren kann, ist es nicht in der Lage, einen
osmotischen Gradienten Uber dieser aufzubauen. Es konnte daher kein Ectoin in Kulturen mit
Glycerin als zugesetztem Osmolyt detektiert werden (Tab. 14). Die Anwesenheit des potenten
kompatiblen Solutes Glycin Betain, das auch S. pasteurii osmotisch schitzt (Abb. 13), unterdriickte
unter hochosmolaren Bedingungen die endogene Ectoinbiosynthese. Dieses Ergebnis zeigt, dass S.
pasteurii die Aufnahme bereits synthetisierter kompatibler Solute aus der Umwelt ihrer de novo

Synthese vorzieht.

3 Isolierung und Charakterisierung der Ectoinsynthesegene
aus S. pasteurii

Um die Ectoinbiosynthese in S. pasteurii auch auf molekularer Ebene naher zu untersuchen,
wurden die Ectoinbiosynthesegene aus diesem Bakterium isoliert. Zunachst konnte ein 1,4 kb grol3es
DNA- Fragment aus S. pasteurii isoliert werden, das einen Teil des ectB- sowie des ectC-Gens
enthielt. Dieses DNA-Fragment konnte mittels PCR, durchgefiihrt mit degenerierten Primern und
unter unstringenten Bedingungen, aus dem Chromosom von S. pasteurii amplifiziert und kloniert
werden. Das resultierende Plasmid war pSPICE1 (Diplomarbeit Anne Kuhimann). Die
Nukleotidsequenz der degenerierten Primer wurden an hand der Sequenzen bekannter
Ectoinbiosynthesegencluster von Marinococcus halophilus (Louis und Galinski 1997) und Halomonas
elongata (Goller et al. 1998) abgeleitet. Das DNA-Fragment aus pSPICE1 diente dann als homologe
DIG-markierte DNA-Sonde, um ein chromosomales Restriktionsfragment aus S. pasteurii zu isolieren,
welches das vollstandige Ectoinsynthesegencluster enthielt. Es konnte auf diesem Weg ein 3,5 kb
grolRes EcoRl Restriktionsfragment identifiziert werden, welches mit der ‘ectBl/ectC-Sonde
hybridisierte. Eine DNA-Genbank aus genomischen, mit EcoRI verdauten, 3 bis 4 kb grof3en
Restriktionsfragmenten wurde mit dem Vektor niedriger Kopienzahl pHSG575 hergestellt. Plasmide,
die mit der ‘ectBl/ectC-Sonde hybridisierten, wurden daraus isoliert. Eines der Plasmide war
pSPICE2, welches ein 3,5 kb chromosomales DNA- Fragment aus S. pasteurii enthielt. Die
Sequenzierung des Inserts ergab, dass es das vollstandige Ectoinbiosynthesecluster (ectABC) und
stromaufwarts 415 bp umfassende bzw. stromabwarts 682 bp unfassende flankierende DNA-

Bereiche enthielt (Kap. 2 Anhang).
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3.1 DNA-Sequenzanalyse der ectABC-Region aus S. pasteurii

Die Sequenz des gesamten chromosomalen DNA-Inserts (3537 bp) des Plasmids pSPICE2
wurde bestimmt. Eine Analyse dieser DNA-Region mittels des DNASTAR Computerprogrammes
zeigte, dass drei offene Leserahmen, alle in die gleiche Richtung orientiert, in diesem DNA-Bereich
vorhanden waren (Abb. 11A). Diese offenen Leserahmen codierten potentielle Proteine mit einer
abgeleiteten molekularen Masse von 20,1 kDa (182 Aminosauren, EctA), 47,1 kDa (427
Aminosauren, EctB) und 14,9 kDa (135 Aminosauren, EctC). Vor jedem der offenen Leserahmen
konnte eine potentielle Ribosomenbindestelle identifiziert werden, die jeweils homolog zu typischen
Ribosomenbindestellen aus B. subtilis war. Es konnte keine Sequenz flr eine Rho-Faktor
unabhangige Termination der Transkription durch visuelle Untersuchung der DNA-Sequenz unter
dem Transkriptionsterminations-Codon von ectC gefunden werden. Solche Sequenzen bestehen
typischerweise aus 7 bis 18 bp, die eine haarnadelférmige Sekundarstruktur bilden und von mehreren
Thymin-Basen gefolgt werden (Kap. 2 Anhang). Die beschriebenen offenen Leserahmen wurden als

ectABC bezeichnet und die potentiellen codierten Proteine als EctABC.

3.1.1Die Ectoinbiosynthese ist hoch konserviert in Gram-positiven und Gram-

negativen Bakterien

Datenbank-basierende Untersuchungen unter Verwendung des BLAST-Algorhythmus (Altschul
et al. 1990) ergaben einen signifikant hohen Grad von Sequenzidentitat der potentiellen EctABC
Proteine aus S. pasteurii mit Enzymen, die an der Ectoinbiosynthese in den moderat halophilen
Bakterien M. halophilus (DSM 20408") (Louis und Galinski 1997), H. elongata (DSM 25817) (Géller et
al. 1998) und Ch. salexigens (DSM 3043) (Canovas et al. 1997; Canovas et al. 1998) (Tab. 15)
beteiligt sind. Ein Aminosauresequenzvergleich der potentiellen EctABC-Proteine aus S. pasteurii mit
potentiellen und bereits charakterisierten Ectoinsyntheseproteinen anderer Bakterien ist im Anhang
(Kap. 4) dargestellt. Weitere Datenbankuntersuchungen zeigten auch potentielle ectABC-Gencluster
in vollstdndig sequenzierten Genomen von B. halodurans (Takami et al. 2000), Vibrio cholerae
(Heidelberg et al. 2000) und dem teilweise sequenzierten Genom von Streptomyces coelicolor (Acc.
no. AL591322) (Tab. 15). Grundséatzlich besitzen die potentiellen EcCtABC Proteine aus S. pasteurii
eine héhere Sequenzidentitat zu den abgeleiteten Proteinsequenzen der Gram-positiven Bakterien M.
halophilus, B. halodurans und St. coelicolor als zu denen Gram-negativer Bakterien wie C.
salexigens, H. elongata and V. cholerae (Tab. 15). Der bemerkenswert hohe Grad der
Sequenzidentitat (bis zu 64%) der Proteinsequenzen und die konservierte Organisation der ectABC-
Gene in allen sieben Mikroorganismen legt den Schluss nahe, dass der gesamte
Ectoinbiosyntheseweg evolutionar hoch konserviert in Gram-positiven und Gram-negativen Bakterien

vorliegt.
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Tabelle 15. Sequenzidentitaten der potentiellen EctABC-Proteine aus S. pasteurii mit den EctABC-Proteine aus M. halophilus,

H. elongata, B. halodurans, V. cholerae und St. coelicolor

Sequenzidentitaten (%)

Protein S. pasteurii M. halophilus H. elongata  Ch. salexigens B. halodurans V. cholerae St. coelicolor A3(2)
(DSM 337) (DSM 20408") (DSM 2581") (DSM 3043")

EctA 100 40,1 26,5 28,7 36,5 29,5 28,8
EctB 100 58,5 49,9 48,5 62,9 48,4 52,5

EctC 100 58,9 48,5 50,0 64,3 55,6 48,5
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3.2 Funktionelle Expression der Ectoinbiosynthesegene in B. subtilis

Es sollte festgestellt werden, ob die ectABC-Gene aus S. pasteurii in E. coli und B. subtilis
funktionell exprimiert werden und zu einer Ectoinsynthese in diesen Bakterien, die natirlicherweise
nicht zur Ectoinsynthese fahig sind, fuhren. Weder der E. coli Stamm MC4100, transformiert mit dem
Plasmid pSPICE2, das die vollstandige ectABC-DNA Region aus S. pasteurii enthielt, noch der B.
subtilis Stamm AKB2, der eine Kopie der ectABC-Gene im amyE Genort trug, produzierten unter
hochosmolaren Bedingungen Ectoin, wie HPLC-Analysen ergaben (Daten nicht gezeigt). Um
dennoch zu beweisen, dass die ectABC-Gene aus S. pasteurii fur die Ectoinproduktion verantwortlich
sind, wurde eine Fusion der Gene mit dem IPTG induzierbaren T5 Phagen Promotor Pyzs (Schén und
Schumann 1994) als Kopie in das Chromosom des B. subtilis Stammes KE30 eingebracht. Der
resultierende Stamm war AKB4. Kulturen von AKB4 wurden in LB-Medium mit und ohne IPTG (1 mM)
wachsen gelassen und nachfolgend mittels HPLC auf Ectoinproduktion untersucht. In der AKB4
Kultur ohne IPTG konnte kein Ectoin detektiert werden, aber in Gegenwart von IPTG erfolgte in AKB4
die Transkription der ectABC-Gene aus S. pasteurii, vermittelt durch den T5 Phagen Promotor Pygs,
wodurch der natiirliche ,Nicht-Ectoinproduzierer* B. subtilis 16 + 1,85 pmol Ectoin (g TG)’
synthetisierte. Somit konnte eindeutig gezeigt werden, dass die ectABC-Gene aus S. pasteurii fur die
Synthese des Tetrahydropyrimidins Ectoin verantwortlich sind. Der native S. pasteurii Promotor der
ectABC-Gene ist weder in E. coli noch in B. subtilis hinreichend fir eine funktionelle Expression der

Gene.

3.3 Transkriptionelle Analyse des ectABC-Operons aus S. pasteurii

In S. pasteurii trennt eine intergene Region von 49 bp das ectA und das ectB Gen, wahrend
ectB durch 158 bp von ectC getrennt ist. Diese nahe Lokalisation der Gene konnte ein Hinweis auf
die gemeinsame Transkription als Operon sein. Aulerdem zeigten die physiologischen
Untersuchungen, dass die Ectoinbiosynthese in S. pasteurii osmotisch reguliert wird. Um
festzustellen, ob diese Regulation auf transkriptioneller Ebene stattfindet und ob die Gene als Operon
organisiert sind, wurde eine Nothern Blot-Analyse der ectABC-Gene durchgefihrt. Aus S. pasteurii
Kulturen, die in Minimalmedium ohne und unter osmotischem Stress (0,5 NaCl) gezogen worden
waren, wurde die Gesamt-RNA isoliert. Diese RNA wurde dann ihrer GroRe nach auf einem
Agarosegel getrennt, anschlieend auf eine Nylonmembran transferiert und schlieRlich mit einer DIG-
markierten 'ectB' RNA-Sonde hybridisiert (Abb. 11A). Es wurde ein Transkript von 2,6 kb detektiert
(Abb. 11B); die Grolke des Transkriptes entsprach der berechneten GroRe (2440 bp) der ectABC-
Gene, ausgehend vom ectA-Startcodon bis zum Terminations-Codon von ectC. Die transkriptionelle
Analyse der ectABC-Gene mittels Northern Blot ergab demnach, dass die drei Gene als Operon zur

Expression gebracht werden. Ebenfalls konnte das ectABC-Transkript nur in der osmotisch
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Abb. 11  Genetische Organisation und Northern Blot-Analyse der ectABC-Region aus
S. pasteurii

(A) Dargestellt sind die genetische Organisation der ectABC-Gene aus S. pasteurii und die Position der RNA
Sonde, die fir die transkriptionelle Analyse der ectABC-Gene genutzt wurde. (B) Northern Blot-Analyse des
ectABC-Operons. Gesamt-RNA wurde aus S. pasteurii (DSM 33") Kulturen, die in SMM ohne oder mit 0,5 M
NaCl gewachsen waren, isoliert und mit einer ectB-spezifischen RNA Sonde hybridisiert.

gestressten S.pasteurii Kultur nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse flihren zu dem Schluss, dass

die ectABC-Gene als Operon in S. pasteurii osmotisch reguliert exprimiert werden.

3.4 Identifizierung des Transkriptionsstarts des ectABC-Operons

Zur ldentifikation des Transkriptionsstarts und des putativen Promotors des ectABC-Operons
wurde eine Primer Extension-Analyse durchgeflhrt reverser Transkriptase verlangert. Aus S.
pasteurii-Kulturen, die in Minimalmedium und Minimalmedium mit 1,5 M NaCl gewachsen waren,
wurde Gesamt-RNA isoliert. Die isolierte RNA wurde dann mit dem ectA-spezifischen Primer APP1,
der an seinem 5'-Ende mit dem Fluoreszenzfarbstoff IRD800 markiert war, hybridisiert. Das
Hybridisierungsprodukt wurde mittels reverser Transkriptase verlangert. Es zeigte sich eine einzelne,
osmotisch regulierte ect-spezifische mRNA-Spezies (Abb. 12B), deren 5'-Ende 78 bp vom ectA ATG

Startcodon entfernt ist. Eine Untersuchung der DNA-Sequenz oberhalb des mRNA Initiationsortes
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Abb. 12 Identifikation des ectABC-Transkriptionsstartes

Nukleotidsequenz der ectABC-Promotorregion. Die putative -10 und -35 Regionen des ect Promotors sind
markiert, ebenso wie der Transkriptionsstart, die TG-Box und die putative Ribosomen-Bindungsstelle (RBS). (B)
Primer Extension-Analyse des ectABC-spezifischen Transkriptes. Gesamt-RNA wurde aus S. pasteurii (DSM
33") Kulturen, die in SMM ohne (-) oder mit 1,5 M NaCl (+) gewachsen waren, isoliert. Der Transkriptionsstart
der ectABC-Region wurde durch Primer Extension-Analyse unter Verwendung eines ectA-spezifischen Primers
bestimmt.

zeigte eine putative —10 und —35 Promotorsequenz, die mit der Konsensussequenz eines Sigma
Faktor A (¢*) abhéngigen Promotors in B. subtilis in hohem MaRe iibereinstimmte. Die —10 und —35
Regionen sind 18 bp voneinander entfernt, ein TG-Motiv befindet sich an der Position —16 (Abb. 12A).
Ein solches TG-Motiv ist in vielen B. subtilis Promotorsequenzen vorhanden und stellt ein wichtiges

Element fUr die erfolgreiche Initiation der Transkription dar (Helman 1995).
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4 Osmoprotektion von S.pasteurii durch die Aufnahme exogen
vorhandener kompatiblen Soluten

41 Aufnahme exogen zugefiihrter kompatibler Solute unter
hyperosmolarem Stress in S. pasteurii

Der Gram-positive Modellorganismus B. subtilis besitzt funf Transporter, das sogenannte Opu
(osmoprotectant uptake) System, das flir die osmotisch regulierte Aufnahme einer Vielzahl exogen
vorhandener Osmoprotektiva verantwortlich ist (Kempf und Bremer 1998; Bremer und Kramer 2000).
In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob S. pasteurii ebenfalls in der Lage ist, extern
zugefiuhrte kompatible Solute in das Zytoplasma zu transportieren und als Osmoprotektiva zu nutzen.
In diesem Experiment wurde S. pasteurii unter hochosmolaren, wachstuminhibierenden Bedingungen
in SMM inkubiert. Diesem Medium wurde jeweils 1 mM der Osmoprotektiva Ectoin, Hydroxyectoin,
Prolin, Glycin Betain, Carnitin oder Cholin zugesetzt. Exogen zugegebenes Cholin und Prolin hatten
keinen osmoprotektiven Effekt auf S. pasteurii. Alle anderen getesteten kompatiblen Solute konnten
von S. pasteurii als Osmoprotektiva genutzt werden, was sich durch Wachstum der Kulturen zeigte
(Abb. 13A). Dieses Bakterium besitzt demnach zwei Strategien, um sich vor hoher Osmolalitat zu
schitzen: (i) die endogene Synthese des Tetrahydropyrimidins Ectoin und (ii) die effektive Aufnahme
zahlreicher, vorgeformter Osmoprotektiva aus der Umwelt einschlieRlich Ectoin. Im Gegensatz zu B.
subtilis (von Blohn et al. 1997) ist S. pasteurii nicht in der Lage, Prolin unter hochosmolaren
Bedingungen in die Zelle zu transportieren. Ebenfalls scheint S. pasteurii keinen Glycin Betain
Syntheseweg zu besitzen, der Cholin als Vorlaufermolekil nutzt, wahrend B. subtilis Cholin aus der
Umgebung aufnehmen und zum potenten Osmoprotektivum Glycin Betain oxidieren kann (Boch et al.
1996; Kappes et al. 1999).

4.2 Osmoprotektion von Ectoin und Glycin Betain in S. pasteurii

Um die osmoprotektiven Effekte von Ectoin und Glycin Betain auf das Wachstum von S.
pasteurii detaillierter zu untersuchen, wurden Kulturen von unterschiedlichen Osmolalitaten, die
entweder die kompatiblen Solute Ectoin oder Glycin Betain (jeweils 1 mM) oder Kkein
Osmoprotektivum enthielten, mit S. pasteurii beimpft und fir 16 Stunden wachsen gelassen.
Anschlie3end wurde die optische Dichte der einzelnen Kulturen bestimmt. Bei mehr als 1 M NaCl im
Medium konnte eine deutliche Abnahme der der nach 16 Stunden erreichten Zelldichte bei den
Kulturen, denen kein Osmoprotektivum zugesetzt war, festgestellt werden (Abb. 13B). Durch die
Zugabe von Ectoin oder Glycin Betain konnte das Wachstum der osmotisch gestressten Kulturen
verbessert werden (Abb. 13B). Das Wachstum der Kulturen, denen Glycin Betain zugesetzt worden

war, war besser das der S. pasteurii Kulturen, denen Ectoin zugesetzt worden war (Abb. 13B).
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Abb. 13  Osmoprotektion von S. pasteurii durch kompatible Solute

S. pasteurii wurde in hochosmolarem Minimalmedium (2 M NaCl) mit oder ohne Osmoprotektivum
(Endkonzentration 1 mM) wachsen gelassen. Die Kulturen wurden bei 37°C aerob inkubiert. Das Wachstum
jeder Kultur wurde photometrisch durch Messung der ODs7g nach 16 Stunden Inkubation bestimmt. 1: kein
Osmoprotektivum; 2: DL-Carnitin; 3: Ectoin; 4: Hydroxyectoin; 5: Cholin; 6: Prolin; 7: Glycin Betain. (B) Ectoin
und Glycin Betain schitzten S. pasteurii gegen die wachstumsinhibierenden Effekte hoher Osmoilalitat. 20 ml
Kulturen (in 100 ml Erlenmeyerkolben) Minimalmedium unterschiedlicher Osmolalitdt wurden mit einer ODszg
von 0,1 mit einer Ubernachtkultur, die in Minimalmedium ohne NaCl gewachsen war, beimpft. Die Kulturen
wurden fiir 16 Stunden ohne (e) oder mit 1 mM Ectoin (m) oder 1 mM Glycin Betain (A) inkubiert. AnschlieRend
wurde das Wachstum jeder Kultur photometrisch bestimmt.
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4.3 Transport von ['*C]-Glycin Betain in S. pasteurii

Die Aufnahme von radioaktiv markiertem Glycin Betain durch die S. pasteurii Zellen wurde bei
einer Substratkonzentration von 10 uyM gemessen. Es konnte ein stark osmotisch stimulierter
Transport von Glycin Betain in S. pasteurii festgestellt werden (Abb. 14). Mikroorganismen besitzen
haufig mehrere Glycin Betain Transportsysteme, und in einigen Bakterien (z. B. E. coli, B. subtilis,
Corynebakterium glutamicum, Sinorhizobium meliloti und Erwinia chrysanthemi) dienen diese
Transport-Systeme auch der Aufnahme von Ectoin (Jebbar et al. 1992; Talibart et al. 1994; Gouesbet
et al. 1996; Jebbar et al. 1997; Peter et al. 1998b). Die Zugabe eines 100 fachen Uberschusses von
Ectoin hatte in S. pasteurii jedoch nur einen geringen Effekt auf die osmotisch stimulierte [1-"*C]-
Glycin Betain Aufnahme (Abb. 14). Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass dieses Bakterium

zusatzliche Ectoin-Transportsysteme besitzt, die getrennt von den Glycin Betain-Aufnahmesystemen

arbeiten.
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Abb. 14  Osmotisch regulierter Glycin Betain Transport in S. pasteurii

Der Glycin Betain Transport in S. pasteurii wurde in Kulturen bestimmt, die in Minimalmedium ohne NaCl (e)
oder mit 0,4 M NaCl (A) gewachsen waren. Die Glycin Betain Aufnahme wurde bei einer
Substratendkonzentration von 10 yM gemessen. Bei einer Kultur wurde die Glycin Betain Aufnahme in
Gegenwart von 1 mM Ectoin (m) bestimmt.
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5 Ectoin, Hydroxyectoin und Prolin sind metabolisch inert in S.
pasteurii und V. pantothenticus

Es wurde untersucht, ob Ectoin, Hydroxyectoin oder Prolin von S. pasteurii oder V.
pantothenticus, dessen Osmolytsynthese im Rahmen dieser Arbeit auch eingehend analysiert wurde,
als alleinige Kohlenstoff-, Stickstoff- oder Energiequelle genutzt werden kénnen. Ectoin,
Hydroxyectoin und Prolin erlauben das Wachstum von S. pasteurii und V. pantothenticus nicht, wenn
sie in einer Konzentration von 30 mM als einzige Kohlenstoff- und Energie-Quelle dem
Minimalmedium zugesetzt sind. Ebenfalls kann keine der Substanzen (in der Konzentration von
jeweils 30 mM zugesetzt) als Stickstoff-Quelle in einem modifizierten Minimalmedium, bei dem
(NH4).SO, durch die entsprechende Konzentration von K,SO, ersetzt worden war, von S. pasteurii
und V. pantothenticus genutzt werden. Somit dienen weder Ectoin, Hydroxyectoin noch Prolin

assimilatorischen Zwecken in S. pasteurii oder V. pantothenticus.

6 de novo Synthese der kompatiblen Solute Prolin und Ectoin
unter hochosmolaren Bedingungen in V. pantothenticus

Im Rahmen dieser Arbeit wurde in Virgibacillus pantothenticus Kulturen, die bei erhohter
Osmolalitat in einem definierten Minimalmedium (SMM) gewachsen waren, die Akkumulation der
Aminoséure Prolin und des Tetrahydropyrimidins Ectoin durch de novo Synthese festgestellt. Die "*C-
NMR-Spektren sind in Abbildung 15 dargestellt. Dieses erstmals beobachtete Muster der endogenen
Osmolytsynthese in einem Bakterium wurde auf physiologischer und molekularer Ebene in V.

pantothenticus detailliert untersucht.

6.1 Prolin- und Ectoinbiosynthese werden in V. pantothenticus osmotisch
induziert

Es wurde geprift, ob die bei erhdhter NaCl-Konzentration in V. pantothenticus beobachtete
Prolin- und Ectoinbiosynthese spezifische Anpassungen an Salzstress darstellen oder generell durch
hochosmolare Umweltbedingungen induziert werden. Zu diesem Zweck wurde V. pantothenticus wie
der Ectoinsynthetisierer S. pasteurii (siehe Kap. 2; Tab. 14) in Minimalmedium angezogen, dessen
Osmolalitdt durch Zugabe &quiosmolarer Konzentrationen von ionischen (NaCl, KCI) und
nichtionischen (Saccharose, Laktose, Glycerin) Osmolyten erhéht worden war. Der Prolin- und
Ectoingehalt wurde mittels HPLC bestimmt. Sowohl die ionischen (KCI, NaCl) als auch die nicht-
ionischen (Saccharose, Laktose) Osmolyte stimulieren Prolin- und Ectoinbiosynthese in V.
pantothenticus (Tab. 16). Somit sind Prolin- und Ectoinbiosynthese in diesem Bakterium osmotische

Effekte, und Prolin ist das dominante kompatible Solut bei der untersuchten Osmolalitat unabhangig,
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Abb. 15 3C-NMR Spektren ethanolischer Zellextrakte

(A) V. pantothenticus (DSM 26") wurde in Minimalmedium (SMM) ohne NaCl, (B) in SMM mit 0,5 M NaCl, (C) in
SMM mit 1,0 M NaCl, und (D) in SMM mit 1,5 M NaCl wachsen gelassen. Resonanzen von Glutamat (g),
Ectoin (e), Prolin (p) und dem Standard (D4-3-(Trimethylsilyl)propionate) (*) sind markiert. Die chemischen
Verschiebungen [angegeben in ppm relativ zum Standard (D4-3-(Trimethylsilyl)propionat)] sind fir Glutamat
27.,9; 34,6; 55,8; 175,3; 184,1 fur Ectoin 19,6; 23,5; 38,3; 54,4; 161,9 und 177,8 und fir Prolin 25,5; 33,1; 48,8;

61,3; 175,2.
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ob der hyperosmotische Stress durch ionische oder nicht-ionische osmotisch aktive Substanzen
erzeugt wurde. Glycerin ist nicht in der Lage, Ectoin- oder Prolinbiosynthese in V. pantothenticus zu
induzieren, da es keinen osmotischen Gradienten Uber der Zytoplasmamembran aufbauen kann
(Tab. 16).

Der Zusatz von 1 mM Glycin Betain, einem potenten Osmoprotektivum fir V. pantothenticus,
unterdrickt die endogene Synthese der kompatiblen Solute Ectoin und Prolin in hyperosmotisch

gestressten Kulturen (Tab. 16).

Tabelle 16. Osmotisch stimulierte Ectoin- und Prolinbiosynthese in V. pantothenticus
Medium?® Ectoin Prolin

[umol (g TG)'T° [umol (g TG)'P°
SMM (340 [mosmol (kg Wasser)™]) n. d.c n.d.°
SMM mit 0,4 M NaCl 40+ 6 77 £12

(1 100 [mosmol (kg Wasser)™")

SMM mit 0,4 M KCI 37+9 74 £ 19
(1 100 [mosmol (kg Wasser)™")

SMM mit 0,64 M Saccharose 43 +5 84 +15
(1 100 [mosmol (kg Wasser)™")

SMM mit 0,68 M Laktose 33+ 11 69 + 20
(1 100 [mosmol (kg Wasser)™")

SMM mit 1,1 M Glycerin n.d.c n.d.°
(1 100 [mosmol (kg Wasser) ™)

SMM mit 0,4 M NaCl + n.d.c n.d.°
1 mM Glycin Betain (1 100 [mosmol (kg Wasser)™)

SMM mit 0,68 M Saccharose + n. d.c n.d.°
1 mM Glycin Betain (1 100 [mosmol (kg Wasser)™)

® V. pantothenticus (DSM 26T) Kulturen wurden in SMM mit den angegebenen ionischen und nichtionischen
Osmolyten gezogen. Intrazelluldre Ectoin- und Prolinkonzentrationen wurde mittels HPLC quantifiziert.

Die gezeigten Daten sind Mittelwerte aus zwei unabhangig gewachsenen Kulturen, und von jeder Kultur wurde
der Ectoin- und Prolingehalt doppelt bestimmt.
°n. d.: Ectoin und Prolin konnte nicht detektiert werden.
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6.2 Osmotisch regulierter Wechsel zwischen Prolin- und
Ectoinbiosynthese in V. pantothenticus

Die "*C-NMR Spektren der V. pantothenticus Kulturen zeigten einem Wechsel zwischen der
Synthese von Prolin, dem dominanten Osmoprotektivum bei niedriger Osmolalitdt und der Synthese
von Ectoin, dem vorherrschenden kompatiblen Solut unter hochosmolaren Bedingungen. "*C-NMR
Spektren stellen zwar umfassend die dominanten organischen Solute in der Zelle dar, lassen aber
quantitativeAussagen Uber die Konzentration der Molekile nur begrenzt zu. Daher wurden, um den
Prolin- und Ectoingehalt genau zu bestimmen, HPLC-Analysen mit V. pantothenticus Kulturen, die bei
unterschiedlichen Osmolalitaten gewachsen waren, durchgefihrt (Abb. 9D). Die HPLC-Analyse
bestatigte einen deutlichen Wechsel zwischen der vorherrschenden Prolinsynthese bei niedriger

Osmolalitat (0,1 bis 0,7 M NaCl) und der gesteigerten Ectoinsynthese, unter hochosmolaren
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N 1007
S
c2 80
D |
E = 60
-g g 401 0,7 M
o NaCl
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0 ) r Ll T T T T T T T
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= = .
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E CE> 150
S3 1004 12M
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50 - ;
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30 0 30 60 90 120 150 180 210 240 270
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Abb. 16 Induktion der endogenen Osmolytsynthese nach einem hyperosmotischen Schock

in V. pantothenticus

V. pantothenticus wurde in SMM bis zu einer ODs7g von 0,5 gezogen. Anschlieend wurden 0,7 M (A) oder 1,2
M NaCl (B) dem Medium zugesetzt. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden Proben entnommen und deren
Ectoin-(e) bzw. Prolingehalt (¢) mittels HPLC bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte und deren
Standardabweichung aus drei unabhangigen Experimenten (nj).
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Bedingungen (0,7 bis 2 M NaCl) (Abb. 9D). Die Prolinkonzentration erreicht das Maximum bei 0,6 M
NaCl und bleibt auch bei deutlicher Erhéhung der Osmolalitat auf diesem Niveau, hingegen nimmt die
Ectoinkonzentration bei niedriger Osmolalitdt nur langsam zu und erreicht bei 1,2 M NaCl ihren
Hochstwert (Abb. 9D).

Die HPLC-Analyse bestétigte, dass sowohl die Prolin- als auch die Ectoinbiosynthese in V.
pantothenticus durch eine erhéhte Osmolalitit der Umwelt induziert sind. Die osmotisch
unterschiedlich stark gestressten V. pantothenticus Kulturen zeigen einen dynamischen Wechsel
zwischen dem jeweils dominanten Osmoprotektivum in Abhangigkeit von der Osmolalitdt des

Mediums.

In einem weiteren physiologischen Experiment wurde die Induktion der Prolin- und
Ectoinbiosynthese in V. pantothenticus nach hyperosmotischen Schocks unterschiedlicher Starke
untersucht. Die Kulturen wuchsen in SMM und wurden bei einer ODs7g von 0,5 einer plotzlichen
Erhéhungen der externen Osmolalitat durch NaCl-Zugabe ausgesetzt. Den Kulturen wurde NaCl bis
zum Erreichen der Endkonzentrationen von 0,7 M bzw. 1,2 M zugesetzt. Vor und nach der Erhdhung
der Osmolalitdt des Mediums wurden den Kulturen zu bestimmten Zeitpunkten Proben fir die
Bestimmung der Ectoin und Prolinkonzentration mittels HPLC entnommen. Sowohl nach einem
moderaten hyperosmotischen Schock als auch nach einer starken Erh6hung der externen Osmolalitat
wurde zuerst Prolin in den Zellen synthetisiert (Abb. 16). Wahrend in osmotisch adaptierten Kulturen
eine jeweils fein auf die Osmolalitdt der Umgebung abgestimmte Mischung der kompatiblen Solute

Prolin und Ectoin vorliegt.

Bei einem moderaten hyperosmotischen Schock (0,7 M NaCl) konnten Prolin und Ectoin 15
Minuten nach NaCl-Zugabe nachgewiesen werde, die Prolinkonzentration erreichte schneller ihren
Maximalwert als die Ectoinkonzentration. Prolin war das dominante kompatible Solut, sowohl
wahrend der Anpassung der Zellen an die erhéhte Osmolalitat als auch in der osmotisch adaptierten
Kultur (Abb. 16A).

Nach einem starken hyperosmotischen Schock (1,2 M NaCl) konnte Prolin erst nach 60 Minuten
und Ectoin nach 90 Minuten nachgewiesen werden, aber auch unter diesen Bedingungen erreicht die
Prolinkonzentration ihren Maximalwert schneller als die Ectoinkonzentration. Prolin war 140 Minuten
nach NaCl-Zugabe das dominante kompatible Solut in V. pantothenticus, in der osmotisch adaptierten

Kultur war bei gleicher Osmolalitat Ectoin das vorherrschende Osmoprotektivum (Abb. 16B).
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7 Isolierung der Ectoinbiosynthesegene aus V. pantothenticus

Um die Ectoinbiosynthese in V. pantothenticus, der sowohl Ectoin als auch Prolin de novo unter
hypertonen Bedingungen synthetisieren kann, auf molekularer Ebene zu untersuchen, wurde ein Teil
der Ectoinbiosynthesegene isoliert und sequenziert. Die Untersuchung der Gene sollte weiteren
Aufschluss Uber Gemeinsamkeiten und Unterschiede zwischen der Ectoinbiosynthese in S. pasteurii

(Abschnitt 2 und 3 Ergebnisse), und in V. pantothenticus geben.

7.1 PCR-Amplifikation der Ectoinbiosynthesegene aus V.
pantothenticus

Ein 1024 bp groRes DNA-Fragment, das einen Teil der Ectoinbiosynthesegene (‘ectB-ectC’)
trug, konnte durch PCR mit Hilfe degenerierter Primer und unter nicht-stringenten Bedingungen aus
dem Chromosom von V. pantothenticus isoliert werden (Abb. 17). Die heterologen Primer wurden von
den bekannten Ectoinbiosynthesegenclustern ectABC der Gram-positiven, nah mit V. pantothenticus
verwandten Bakterien M. halophilus (Louis und Galinski 1997) und S. pasteurii (Acc. no. AF316874)
abgeleitet. Die Lage beider Primer, AKV1 (29 bp) und AKV2 (25 bp) ist in Abbildung 17 dargestellit.
Das DNA-Fragment wurde in den Vektor pCR2.1 ligiert, das resultierende Plasmid war pSPICES3.

Chromosomale
ectABC-Region
in S. pasteurii

Chromosomale
'ectB-ectC’'Region ‘ectB ectC’
in V. pantothenticus v

500 bp

Abb. 17 Ubersicht der Ectoinbiosynthesegenregionen aus S. pasteurii und V.

pantothenticus

In der chromosomalen ectABC-Region von S. pasteurii ist die Lage der heterologen Primer, die zur
Amplifikation der ‘ectB-ectC' Fragmentes aus V. pantothenticus genutzt wurden, dargestellt. Die Lange der
Primer ist nicht mal3stabgetreu dargestellt, aber die Startpunkte der Pfeile entsprechen ihren Anlagerungsorten.
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7.2 DNA-Sequenzanalyse der ‘ectB-ectC’' Gene aus V. pantothenticus

Die DNA-Sequenz des gesamten chromosomalen Inserts (1024 bp) von pSPICE3 wurde
bestimmt und mit dem DNASTAR Computerprogramm analysiert (Kap. 3 Anhang). Es konnten zwei
offene Leseraster identifiziert werden, die die gleiche Orientierung besallen (Abb. 17). Die offenen
Leseraster codierten zwei potentielle Proteinsequenzen, die 212 Aminosauren bzw. 118 Aminosauren
umfassten. Die Datenbank-Analyse unter Verwendung des BLAST-Algorhythmus (Altschul et al.
1990) ergab, dass beide Leseraster unvollstandig waren. Die abgeleitete Proteinsequenz des ersten
offenen Leserasters war homolog zu EctB Proteinen und die abgeleitete Proteinsequenz des zweiten
Leserasters war homolog zu EctC Proteinen aus S. pasteurii (Acc. no. AF316874), M. halophilus
(Louis und Galinski 1997), B. halodurans (Takami et al. 2000), St. coelicolor (Acc. no. AL591322), Ch.
salexigens (Canovas et al. 1998), V. cholerae (Heidelberg et al. 2000) und H. elongata (Goller et al.
1998). Das ectB DNA-Fragment (637 bp) umfasste den 3'-Bereich des Gens mit dem entsprechenden
Stop-Codon, der 5'-Anfang des Gens fehlte; dem isolierten ectC DNA-Fragment (356 bp) fehlte das
3'-Ende (Kap. 3 Anhang). Im folgenden wurde dieses DNA-Fragment als ‘ectB-ectC' und die codierten
potentiellen Proteine als 'EctB und EctC' bezeichnet. Die Gene sind durch einen intergenen Bereich
von 31 bp getrennt, in dem sich eine potentielle Ribosomenbindestelle vor ectC befindet (Kap. 3

Anhang).

Tabelle 17. Sequenzidentititen zwischen 'EctB- und EctC'-Proteinregionen aus V.

pantothenticus, B. halodurans und S. pasteurii

Sequenzidentitit der Ect-Proteine®

Protein? V. pantothenticus B. halodurans S. pasteurii
'EctB 100% 67.1% 59.7%
EctC’ 100% 56.3% 52.4%

@ potentielle Proteinsequenzen abgeleitet von DNA-Sequenzen der ‘ectB-ectC’ Gene aus V. pantothenticus.
b potentielle Proteinsequenzen abgeleitet von DNA-Sequenzen der ect-Gene der angegebenen Organismen.
Proteinsequenzidentitdten wurden durch das DNASTAR Computerprogramm ermittelt.

Die potentiellen und unvollstandigen 'EctB und EctC' Proteine aus V. pantothenticus zeigten die
hochsten Sequenzidentitdten zu den korrespondierenden EctB und EctC Proteinbereichen nah
verwandter Gram-positiver Bakterien (B. halodurans und S. pasteurii) (Tab. 17). Durch den hohen
Grad der Sequenzidentitdt und die konservierte Organisation der ectBC-Region besonders innerhalb
des Genus Bacillus erscheint es wahrscheinlich, dass auch in V. pantothenticus das erste Gen des

Ectoinbiosynthesegenclusters ein ectA Homolog ist.
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7.3 Transkriptionelle Analyse der Ectoinbiosynthesegene in V.
pantothenticus

Die physiologischen Daten der Ectoinbiosynthese in V. pantothenticus und die hohe
Konservierung in Sequenz und Organisation der ect-Biosynthsesgene aus V. pantothenticus und S.
pasteurii legte die Vermutung nahe, dass die Ectoinbiosynthesegene aus V. pantothenticus auch als
osmotisch reguliertes Operon zur Expression gebracht werden. Um diese Vermutung zu Uberprifen,
wurde eine Northern Blot-Analyse der Ectoinbiosynthesegene aus V. pantothenticus durchgefinhrt.
Gesamt-RNA wurde aus V. pantothenticus Kulturen isoliert, die in SMM ohne und unter osmotischem
Stress (0,7 M NaCl) gewachsen waren. Die RNA wurden dann, der Groflie entsprechend, in einem
Agarosegel aufgetrennt, auf eine Nylonmembran transferiert und mit einer DIG-markierten RNA-
Sonde, die ein internes ectB-Fragment umfasste, hybridisiert (Abb. 18A). Ein Transkript von 2,4 kb

Sonde

A o—o
‘ectB ectC’

500 bp

0 0,7 (M) NaCl

WS | €¢— ectABC 2,4 kb

Abb. 18 Northern Blot-Analyse der Expression der Ectoinbiosynthesegene bei hoher

Osmolalitat

(A) Chromosomale ‘ectB-ectC' Genregion aus V. pantothenticus. Die Position der ectB-spezifischen Sonde, die
fur die Northern Blot-Analyse verwendet wurde, ist angegeben. (B) V. pantothenticus Kulturen wuchsen in
Minimalmedium bei 37°C ohne und mit 0,7 M NaCl. Die Gesamt-RNA dieser Kulturen wurde mit der ectB-
spezifischen RNA-Sonde hybridisiert.
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Lange wurde in der RNA der hochosmolar gestressten Kulturen detektiert, dagegen konnte in RNA
aus ungestressten V. pantothenticus Kulturen kein ect-Transkript nachgewiesen werden (Abb. 18B).
Die Transkription der Gene wurde unter hochosmolaren Bedingungen um den Faktor 6 induziert. Wie
fir S. pasteurii beschrieben, erfolgte auch die Transkription des ect-Biosyntheseoperons aus V.
pantothenticus osmotisch reguliert (Abb. 18B). Die Grolie des Transkriptes korrespondiert mit der
Lange der ectABC-Gencluster von S. pasteurii (2440 bp) und B. halodurans (2538 bp). Dieses
Ergebnis unterstitzt die Vermutung, dass ein drittes Gen, vermutlich ein ectA Homolog, im ect-

Biosyntheseoperon von V. pantothenticus enthalten ist.

7.3.1Induktion des ectABC-Operons durch einen hyperosmotischen Schock

Um die Induktion und den zeitlichen Verlauf der Ectoinbiosynthese nach einer plotzlichen
Erhéhung der Osmolalitdt des Mediums auch auf transkriptioneller Ebene in V. pantothenticus zu

untersuchen, wurde eine Northern Blot-Analyse durchgeflihrt.

V. pantothenticus Kulturen wurden bis zur logarithmischen Wachstumsphase (ODszs 0,5)
wachsen gelassen. Die Wachstumsrate p betrug zu diesem Zeitpunkt 0,33 + 0,06 h™'. Dann wurden
die Kulturen durch Zugabe von NaCl zu einer Endkonzentration von 0,7 M einem osmotischen
Schock ausgesetzt. Zu verschiedenen Zeitpunkten vor und nach dem Schock wurden Proben fir die
RNA-Praparation entnommen. Die Gesamt-RNA wurde prapariert und mit der DIG-markierten ectB-
RNA-Sonde hybridisiert (Abb. 19). Bereits 10 Minuten nach dem osmotischen Schock, wahrend sich
die Zellen in der Anpassungsphase an die hochosmolaren Bedingungen befanden und ihr Wachstum
stoppten, konnte die Transkription des ect-Operons detektiert werden (Abb. 19A). Nach 240 Minuten
erreichte die Transkriptionsrate ihr Maximum wahrend die Kulturen exponentiell weiter wuchsen (Abb.
19B). Die Wachstumrate nach dem hochosmotischen Schock war etwas geringer als zuvor und
betrug u = 0,293 + 0,05 h™. Die friihzeitige transkriptionelle Induktion der Ectoinbiosynthesegene
nach einem hyperosmotischen Schock in V. pantothenticus stellt somit eine Anpassungsreaktion dar,
die den Zellen das Wachstum unter hochosmolaren Umweltbedingungen erleichtert. Auch in den
osmotisch adaptierten V. pantothenticus Kulturen blieb die Transkription des ect-Operons auf
maximalem Niveau erhalten und bestatigt somit die osmoprotektive Funktion von Ectoin in der

Langzeitanpassung an erhéhte Osmolalitat.

Diese Daten stimmen mit der Beobachtung tberein, dass Ectoin schon 15 Minuten nach einem
hyperosmotischen Schock der gleichen Starke in V. pantothenticus nachgewiesen werden konnte
(Kap. 1 Ergebnisse; Abb. 9D).
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Abb. 19 Bestimmung des Expressionsprofiles des Ectoinbiosyntheseoperons nach einem
hyperosmotischen Schock in V. pantothenticus

(A) Die Northern Blot-Analyse der ectBC-Genregion wurde mit Gesamt-RNA aus V. pantothenticus Kulturen
durchgefiihrt, die einem osmotischen Schock von 0,7 M NaCl ausgesetzt worden waren. Vor und nach dem
Schock wurden den Kulturen Proben entnommen, die Gesamt-RNA prapariert und diese mit einer ectB-
spezifischen RNA-Sonde hybridisiert. (B) Die Abbildung zeigt das Induktionsprofil flir das
Ectoinbiosyntheseoperon. Die Starke der Expression ist in % angegeben, bezogen auf die maximal detektierte
Induktion Uber den untersuchten Zeitraum. Die Zeiten der Probennahmen beziehen sich auf t,, den Zeitpunkt
des hyperosmotischen Schocks. Das Wachstum der Kultur wurde ebenfalls erfasst (m). Die Zeitskala korreliert
nicht mit den tatsachlichen Zeitabstdnden zwischen den einzelnen Messpunkten. Es wurden drei unabhangige
Northern Blot-Analysen durchgefiihrt (n3), die Transkriptionsstarke quantifiziert und die Mittelwerte und
Standardabweichungen bestimmt.
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8 Konstruktion und physiologische Analyse einer ‘ectB-ectC'-
Deletion in V. pantothenticus

Das Tetrahydropyrimidin Ectoin wird in zahlreichen Bacilli und in Spezies verwandter Genera
als Hauptosmolyt de novo unter hochosmolaren Bedingungen synthetisiert. Um die physiologische
Relevanz der Ectoinbiosynthese in diesen Genera detailliert untersuchen zu kénnen, sollte eine
chromosomale ect-Mutante in V. pantothenticus hergestellt werden. Diese Mutation sollte die
Prolinbiosynthese unter hypertonen Bedingungen unbeeinflusst lassen. Vorhergehende
Transformationsexperimente hatten gezeigt, dass V. pantothenticus mit einer modifizierten Zwei-
Schritt-Methode transformierbar war. Im Gegensatz dazu entzog sich S. pasteurii vergleichbaren

Mutantenanalysen, da diese Spezies mit keiner bekannten Methode transformiert werden konnte.

8.1 Konstruktion des Stammes AKB3 [A(ectB::tet)1]

Zur Konstruktion der V. pantothenticus ect-Mutante wurde eine plasmidcodierte Deletion in
‘ectB eingefluhrt. Der deletierte Teil des ‘ectB Gens wurde durch Insertion einer Resistenzkassette

(Tet") ersetzt und das Gen somit zerstort. V. pantothenticus wurde mit dem so entstandenen Plasmid

EcoRl Xhol EcoRV Pstl
l |
pAK15-linear —— — tet
6713bp ‘ectB ectC’
Chromosomale Xhol EcoRV
ect’'BC-Region in
V. pantothenticus ‘ectB ectC’

Homologe |Rekombination

Xhol EcoRV
Chromosomale | |
ect’BC-Region — tet ) -
in AKV3 ‘ectB ectC’

500 bp

Abb. 20 Konstruktion des V. pantothenticus-Stammes AKV3

Dargestellt ist die Konstruktion des ectB-Mutanten Stammes durch homologe Rekombination in V.
pantothenticus.
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pAK15 (Abb. 20), das vorher linearisiert worden war, transformiert. Mittels eines
Doppelrekombinationsereignisses zwischen der aufgenommenen Plasmid-DNA und dem
entsprechenden homologen genomischen DNA-Bereich von V. pantothenticus kam es zu einem
Austausch des Markers zwischen den beiden Rekombinationsorten (marker replacement). Der
entstandene V. pantothenticus-Stamm AKV3 (Tab. 3) tragt eine in 'ectB inserierte Tet-Kassette und
synthetisiert somit kein funktionelles EctB mehr (Abb. 20) (Abb. 21A).

8.2 Die ectABC codierten Enzyme sind fur die Ectoinbiosynthese bei
hochosmolarem Stress verantwortlich

Um zu dberprifen, ob in AKV3 [A(ectB::tet)1] unter hochosmolaren Bedingungen keine
endogene Ectoinsynthese mehr stattfindet und die Prolinbiosynthese unbeeinflusst ablauft, wurde der
Ectoin- und Prolingehalt in AKV3 Kulturen, die bei unterschiedlichen Osmolaltiaten gewachsen waren,
mittels HPLC bestimmt (Abb. 21A). Es konnte bestatigt werden, dass die Zerstérung von ectB im
Stamm AKV3 die de novo Synthese von Ectoin unter hochosmolaren Bedingungen vollstandig
verhindert. Somit sind die von ectABC codierten Enzyme allein fur die Ectoinbiosynthese unter
hochosmolaren Bedingungen in V. pantothenticus verantwortlich. Die Prolinproduktion unter

hochosmolaren Bedingungen findet in AKV3 aber weiterhin wie im Wildtyp statt (Abb. 21A).

8.3 Phanotypische Charakterisierung des ectB-Stammes AKV3 unter
hochosmolaren Wachstumsbedingungen

Um die Rolle der Ectoinbiosynthesegene in der Anpassung an osmotischen Stress in V.
pantothenticus genauer zu untersuchen, wurden vergleichende Wachstumsexperimente mit dem
Wildtyp Stamm und dem Stamm AKV3 [A(ectB::tet)1] durchgeflhrt (Abb. 21BC). Beide Stamme
wuchsen in SMM, SMM mit 1,2 M NaCl und SMM mit 1,2 M NaCl in Anwesenheit von 1 mM Ectoin.
Es zeigte sich ein deutlicher Wachstumsnachteil der ectB-Mutante unter hochosmolaren
Bedingungen im Vergleich zum Wildtyp, der in der Lage war, die optische Dichte der ungestressten V.
pantothenticus Kultur zu erreichen (Abb. 21BC; A A). Dieses Ergebnis zeigt, dass die
Ectoinbiosynthese in V. pantothenticus einen wichtigen Beitrag zum Schutz des Bakteriums bei
hochosmolare Bedingungen bietet. Die endogene Prolinsynthese, die in AKV3 auf Wildtyp-Niveau

stattfindet (Abb. 21A), kann den salzsensitiven Phanotyp der ectB-Mutante nicht kompensieren.

Die Wildtyp- und AKV3-Kulturen in SMM ohne NaCl wuchsen gleich gut (Abb. 21BC; m m). Die
Ectoinbiosynthese hat daher keinen Einfluss auf das Wachstum von osmotisch ungestressten V.

pantothenticus. Der osmosensitive Phanotyp der [A(ectB::tet)1] Mutante konnte durch die externe
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Abb. 21 Der ectB-Stamm AKV3 nicht mehr in der Lage, unter hochosmolaren
Bedingungen Ectoin endogen zu synthetsieren und besitzt einen deutlichen
osmosensitiven Phanotyp ist

(A) Der V. pantothenticus Stamm AKV3 wurde in SMM mit unterschiedlichen NaCl Konzentrationen bis zu
ODs7s 1 wachsen gelassen, die Zellen wurden geerntet, und der Ectoin-(¢) und Prolingehalt (m) wurde mittels
HPLC bestimmt. (B) V. pantothenticus Wildtyp Kulturen (m A o) und (C) Kulturen des Stammes AKV3
[A(ectB::tet)1] (m A o) wurden mit einer ODs;g von 0,1 mit einer Ubernachtkultur beimpft, die in SMM ohne NaCl
gewachsen war. Die Kulturen wuchsen in SMM (m m) und SMM mit 1,2 M NaCl in Abwesenheit (A A) oder
Anwesenheit (e @) von 1 mM Ectoin.
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Gabe des kompatiblen Solutes Ectoin (Abb. 21BC; e e) wieder aufgehoben werden. Die Mutante und
der V. pantothenticus-Wildtyp wuchsen unter diesen Bedingungen gleich gut, und beide Kulturen
erreichten die optische Dichte der osmotisch ungestressten Kulturen (Abb. 21BC; m m). V.
pantothenticus ist demnach in der Lage, beide Osmoprotektiva effektiv unter hochosmolaren
Bedingungen im Zytoplasma durch Transport in Konzentrationen zu akkumulieren, die das Fehlen

von endogen synthetisiertem Ectoin ausgleichen.

9 Kompatible Solute: Psychroprotektiva fur Bakterien bei
niedriger Temperatur

Eine weitere physiologische Funktion kompatibler Solute, der Schutz vor Kaltestress, wurde in
dem Gram-positiven, mesophilen Bakterium L. monocytogenes beobachtet. Ko et al. zeigten 1994,
dass sich das Wachstum von L. monocytogenes durch extern zugesetztes Glycin Betain bei hoher
Osmolalitdt oder bei niedriger Wachstumstemperatur deutlich verbesserte. Weitere Experimente
zeigten, dass die als Osmoprotektiva in L. monocytogenes wirkenden kompatiblen Solute
Acetylcarnitin, Carnitin und Prolin Betain dem Bakterium auch Schutz bei niedriger Temperatur boten
(Bayles et al. 2000). L. monocytogenes muss Transportsysteme besitzen, die die Akkumulation von
extern vorhandenen kompatiblen Soluten im Zytoplasma ermdglichen. In den zitierten Arbeit wurden
kompatible Solute, die dem Bakterium Schutz bei Kalte vermitteln, als Kryoprotektiva bezeichnet. Der
Begriff kryos (griech. Frost) beschreibt aber Bedingungen in wassrigen Lésungen von Biomolekiilen
unterhalb des Gefrierpunktes von Wasser. Da die Experimente bei Temperaturen oberhalb von 0°C
durchgefiihrt wurden, bezeichnet der in der vorliegenden Arbeit verwendete Begriff psychrés (griech.
Kalte) genauer die experimentellen Bedingungen. Im folgenden wurden daher kompatible Solute, die

Zellen Schutz bei niedrigen Temperaturen vermitteln, als Psychroprotektiva bezeichnet.

Die Nutzung von exogen zugefiihrten kompatiblen Soluten als Psychroprotektiva in L.
monocytogenes warfen die Frage auf, ob auch die endogene Synthese kompatibler Solute durch
niedrige  Wachstumstemperaturen induziert werden kann. Diese Fragestellung wurde in der
vorliegenden Arbeit mit einem psychrophilen und einem mesophilen Bakterium, die beide mit dem
Genus Bacillus nah verwandt sind und unter hochosmolaren Bedingungen Ectoin synthetisieren,

bearbeitet.
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9.1 Synthese kompatibler Solute in S. psychrophila

Die "*C-NMR-Analyse der Zellextrakte des kalteliebenden Bakteriums Sporosarcina (frither
Bacillus). psychrophila (Yoon et al. 2001) hatten gezeigt, dass dieser Organismus in der Lage ist,
Ectoin de novo in osmotisch ungestressten Kulturen, die bei der optimalen Wachstumstemperatur der
Bakteriums von 25°C gewachsen waren, zu produzieren (Kap. 1.3.2 Anhang). Das Bakterium wurde
in diesem Experiment keinem Kaltestress ausgesetzt, sondern synthetisierte als Anpassung an seine
optimale Wachstumsbedingungen Ectoin. Wurde S. psychrophila osmotischem Stress ausgesetzt,
nahm der Ectoingehalt der Kulturen in Abhangigkeit zu Osmolalitat zu, wie HPLC-Untersuchungen
zeigten (Daten nicht gezeigt). Ectoin wird von psychrophilem Bacillus-Verwandten S. psychrophila

somit permanent synthetisiert und schitzt das Bakterium auch bei einer Erh6hung der Osmolalitat.

9.2 de novo Ectoin- und Prolinbiosynthese bei niedrigen
Wachstumstemperaturen in V. pantothenticus

Um zu Uberprufen, ob Ectoin im mesophilen V. pantothenticus auch bei Kéltestress synthetisiert
wird, wurden Kulturen in SMM bei Temperaturen, die niedriger waren als die optimale
Wachstumstemperatur von 37°C, gezogen und der Ectoin- und Prolingehalt der Kulturen mittels
HPLC-Analyse bestimmt (Abb. 22). Die V. pantothenticus Kulturen wurden mit einer Vorkultur, die bei

37°C (ODs7g 2) gewachsen war, auf eine ODszg von 0,1 beimpft und bei einer ODs7g von 1 fur die

40
35 A
30 -
25 A
20 A

Ectoin/Prolin
[umol (g TG)™

15 1

Wachstumstemperatur (°C)

Abb. 22 Temperaturabhangige de novo Synthese von Ectoin und Prolin V. pantothenticus

V. pantothenticus wurde in SMM bei verschiedenen Wachstumstemperaturen bis zu einer ODs75 von 1 wachsen
gelassen. Die Zellen wurden geerntet, und der Ectoin-(e) und Prolingehalt (¢) der Kulturen mittels HPLC
bestimmt.
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HPLC-Analyse geerntet. Dieses Experiment demonstrierte, dass eine deutliche Abhangigkeit
zwischen der Wachstumstemperatur und der endogenen Synthese der Solute in V. pantothenticus
bestand. In der Kultur, die bei 37°C gewachsen war, konnte keines der beiden kompatiblen Solute
nachgewiesen werden. Bei abnehmender Wachstumstemperatur aber synthetisierte V.
pantothenticus sowohl Ectoin als auch Prolin de novo (Abb. 22). Ectoin war das dominant produzierte
kompatible Solut bei allen Temperaturen, und die Konzentration beider Solute erreichte bei 15°C, der
niedrigsten untersuchten Wachstumstemperatur von V. pantothenticus, ihr Maximum. Die
Ectoinkonzentration bei 15°C entsprach dem Ectoingehalt in V. pantothenticus Kulturen, die bei
optimalen Wachstumstemperaturen (37°C) durch die Zugabe von 0,4 M NaCl osmotisch gestresst
worden waren (Abb. 9D), die Prolinkonzentration bei 15°C entsprach ungefahr der Menge in 37°C-

Kulturen, denen 0,1 M NaCl zugesetzt worden war (Abb. 9D).

Sowohl die Ectoin- als auch die Prolinbiosynthese sind in V. pantothenticus kalteinduziert, und

die Synthese der kompatiblen Solute erfolgt fein abgestimmt auf die jeweilige Wachstumstemperatur.

9.3 Kalteregulation der Transkription des Ectoinbiosyntheseoperons

Die vorliegenden physiologischen Daten demonstrierten, dass die Ectoinbiosynthese in V.
pantothenticus kaltereguliert ist. Um festzustellen, ob diese Regulation auf transkriptioneller Ebene
stattfindet, wurde eine Northern Blot-Analyse der Ectoinbiosynthesegene durchgefuhrt. Gesamt-RNA
wurde aus V. pantothenticus Zellen isoliert, die bei 15°C in SMM ohne und mit 0,7 M NaCl und bei
37°C gewachsen waren. Diese RNA wurde dann mit der beschriebenen DIG-markierten ectB-RNA-
Sonde hybridisiert (Abb. 23A).

Die Northern Blot-Analyse zeigte, dass die Transkription des Ectoinbiosyntheseoperons deutlich
kalteinduziert ist: Es konnte kein ectABC-Transkript in V. pantothenticus Kulturen detektiert werden,
die in SMM bei 37°C gewachsen waren (Abb. 23B), wahrend die Transkription des
Ectoinsyntheseoperons 8 fache induziert war, wenn die Wachstumstemperatur der Kulturen um 22°C
auf 15°C erniedrigt worden war (Abb. 23B). Ebenfalls konnte ein additiver Effekt der transkriptionellen
Induktion durch Salzzugabe festgestellt werden. In V. pantothenticus Kulturen, die bei erhohter
Osmolalitat und niedriger Wachstumstemperatur gewachsen waren wurden die starksten Signale der
spezifischen ectB-RNA nachgewiesen. Die Induktion des ectABC-Operons war dreimal starker als in
Kulturen, die bei 15°C ohne zusatzliches NaCl gewachsen waren (Abb. 23B). Die GroRe des
Transkriptes (2,4 kb) das in 15°C-Kulturen identifiziert wurde (Abb. 23B), stimmte genau mit der des
Transkriptes von Kulturen Uberein, die unter hochosmolaren Bedingungen bei 37°C wuchsen (Abb.
18B).
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Abb. 23 Northern Blot-Analyse der ectABC-Expression bei niedriger Wachstumstemperatur

(A) Genetische und physikalische Organisation der 'ectB-ectC' Genregion, die Position der ectB-spezifischen
Sonde, die fur die Northern Blot-Analyse verwendet wurde, ist angegeben. (B) V. pantothenticus Kulturen
wuchsen in Minimalmedium bei 15°C ohne und mit 0,7 M NaCl. Die Gesamt-RNA dieser Kulturen wurde mit der
ectB-spezifischen RNA-Sonde hybridisiert.

9.3.1 Kalteregulierte Transkription des ectABC-Operons

Die Induktion und der zeitliche Verlauf der Transkription des Ectoinsyntheseoperons nach einer
plétzlichen Senkung der Wachstumstemperatur wurden durch eine Northern Blot-Analyse in V.
pantothenticus untersucht. V. pantothenticus Kulturen wurden bis zur logarithmischen
Wachstumsphase (ODszg 0,5) mit einer Wachstumsrate von y = 0,321 + 0,006 h'1gezogen. Dann
wurden die Kulturen durch Umsetzen zu 15 °C einem Kalteschock ausgesetzt, und zu verschiedenen
Zeitpunkten vor und nach dem Schock wurden Proben flir die RNA-Isolation entnommen. Die
Gesamt-RNA wurde prapariert und, wie oben beschrieben (Kap. 9.3), mit der DIG-markierten ectB-
RNA-Sonde hybridisiert. Bereits 2 Stunden nach dem Kalteschock, wahrend sich die Zellen in der
Anpassungsphase an die niedrige Wachstumstemperatur befanden und kein Wachstum stattfand,
konnte die Transkription der ect-Synthesegene detektiert werden (Abb. 24A). 24,5 Stunden nach dem
Kalteschock, als die Bakterien mit einer Wachstumsrate von y = 0,102 + 0,004 h™' weiter wuchsen,
erreichte die Transkriptionsinduktion ihr Maximum (Abb. 24B). V. pantothenticus ist somit in der Lage,
die Transkription der ect Gene nach einem Kalteschock schnell zu induzieren und die Transkription

solange aufrecht zu erhalten wie der Kaltestress andauert.
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Abb. 24 Bestimmung des Expressionsprofiles des Ectoinbiosyntheseoperons nach einem
Kalteschock in V. pantothenticus

(A) Northern Blot-Analyse der Ectoinsynthesegene wurde mit Gesamt-RNA aus V. pantothenticus Kulturen
durchgefiihrt, die einem Kalteschock durch Umsetzen der Kultur von 37°C zu 15°C ausgesetzt worden waren.
Vor und nach dem Schock wurden den Kulturen Proben entnommen, die Gesamt-RNA prapariert und diese mit
einer ectB-spezifischen Sonde hybridisiert. (B) Die Abbildung zeigt das Induktionsprofil fur das
Ectoinbiosyntheseoperon. Die Starke der Expression ist in % angegeben, bezogen auf die maximal detektierte
Expression Uber den untersuchten Zeitraum. Die Zeiten der Probennahmen beziehen sich auf t,, den Zeitpunkt
des hyperosmotischen Schocks. Das Wachstum der Kultur wurde ebenfalls erfasst (m). Die Zeitskala korreliert
nicht mit den tatsachlichen Zeitabstdnden zwischen den einzelnen Messpunkten. Es wurden drei unabhangige

Northern Blot-Analysen (n3) durchgefiihrt, die jeweilige Transkriptionsstarke, ihre die Mittelwerte und
Standardabweichungen bestimmt.
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Der zeitliche Verlauf und die Starke der transkriptionellen Induktion des Ectoinsyntheseoperons
nach einem hochosmolaren Schock oder einem Kalteschock sind in V. pantothenticus vergleichbar.
Noch wahrend der Anpassungsphase der Kulturen an die geanderten Umweltbedingungen wird die
Transkription der Ectoinsynthesegene induziert. Wachsen die Kulturen unter dem jeweiligen
Umweltstress weiter, erreicht die Transkriptionsrate der ectABC-Gene jeweils ein Maximum, das, in
Ubereinstimmung mit den produzierten Ectoinkonzentrationen bei 15°C und 0,7 M NaCl (Abb. 22)
(Abb. 9D), bei 15°C niedriger war als bei 0,7 M NaCl (Abb. 23) (Abb. 18).

9.4 Phanotypische Charakterisierung der ectB-Mutante AKV3 bei
niedriger Wachstumstemperatur

Um vergleichende Wachstumsexperimente mit der ectB-Mutante AKV3 und dem V.
pantothenticus Wildtyp bei Kalte durchflihren zu kénnen, wurde untersucht, ob AKV3 bei 15°C nicht
mehr in der Lage ist Ectoin endogen zu synthetisieren und die Prolinbiosynthese unter diesen
Bedingungen unbeeinflusst ablauft. Der V. pantothenticus Stamm AKV3 wurde bei 15°C in SMM bis
zu einer ODs7g von 1 wachsen gelassen, und der Gehalt von Ectoin bzw. Prolin wurde mittels HPLC
bestimmt. In AKV3 konnte kein Ectoin detektiert werden, aber die Prolinkonzentration betrug 18 £ 6,7
umol (g TG)™", eine dem Wildtyp vergleichbare Konzentration (Daten nicht gezeigt). Der Stamm AKV3
kann bei niedrigen Temperaturen kein Ectoin mehr durch de novo Synthese akkumulieren, wahrend
die Prolinbiosynthese in AKV3 wie im Wildtyp ablauft. Es konnte somit gezeigt werden, dass nur ein
Ectoinsyntheseoperon in V. pantothenticus existiert, das fur die Synthese dieses kompatiblen Solutes

sowohl unter hochosmolaren Bedingungen als auch bei Kalte verantwortlich ist.

Die Funktion der endogenen Ectoinsynthese flir das Wachstum bei niedrigen Temperaturen
wurde in vergleichende Wachstumsexperimente mit dem Wildtyp Stamm und dem [A(ectB::tet)1]
Stamm AKV3 untersucht. Ein deutlicher Wachstumsunterschied konnte zwischen der ectB-Mutante
und dem Wildtyp beobachtet werden, wenn beide Stdmme in SMM bei 15 °C wuchsen (Abb. 25; m m).
Wahrend der Wildtyp die stationare Wachstumsphase erreichte, hatte die ectB-Mutante bei Kalte
einen deutlichen Wachstumsnachteil (Abb. 25). Dieses Ergebnis zeigte, dass endogen synthetisiertes
Ectoin in V. pantothenticus psychroprotektiv wirkt und die de novo Ectoinsynthese eine wichtige
Funktion fur die Anpassung und das Wachstum bei Kalte hat. Das endogen synthetisierte Prolin
reichte nicht aus, um den kaltesensitiven Phanotyp der ectB-Mutante zu kompensieren. Beide
Stamme wuchsen am besten, wenn dem Medium 1 mM Glycin Betain zugesetzt war. Unter diesen
Bedingungen war kein Unterschied im Wachstum zwischen Mutante und Wildtyp feststellbar (Abb. 25;
A A). Ebenfalls konnte kein Wachstumsunterschied zwischen den beiden Stammen in SMM mit 1
mM Ectoin festgestellt werden. Die Kulturen, die mit Glycin Betain supplementiert worden waren,
hatten aber eine generell hdhere Wachstumsrate als die Kulturen, denen das Tetrahydropyrimidin

Ectoin zugesetzt worden war (Abb. 25; e e).
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Abb. 25 Der ectB-Stamm AKV3 besitzt einen deutlichen kaltesensitiven Phanotyp

V. pantothenticus Wildtyp Kulturen (m A e) und Kulturen seines [A(ectB::tet) 1] Derivatstammes AKV3 (m A o)
wurden mit einer ODs7g von 0,1 mit Kulturen beimpft, die in SMM bei 37°C bis zu ODs75 von 0,5 gewachsen
waren. Die Kulturen wurden in SMM (m =) und SMM in Anwesenheit (A A) von 1 mM Glycin Betain oder

Anwesenheit (e o) von 1 mM Ectoin bei 15°C wachsen gelassen.

hochosmolaren Bedingungen extern vorhandenes Glycin Betain und Ectoin in die Zelle

transportieren. Beide extern zugefiihrten kompatiblen Solute konnten den kaltesensitiven Phanotyp

der ectB-Mutante komlementieren und wirkten somit psychroprotektiv in V. pantothenticus. Weiterhin

lieRen diese Ergebnisse den Schluss zu, dass V. pantothenticus mindestens ein Transportsystem

besitzen muss, das bei Kalte wie bei hochosmolaren Bedingungen extern vorhandenes Glycin Betain

und Ectoin in die Zelle transportieren.
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10 Ectoinaufnahme unter hochosmolarem Stress in V.
pantothenticus

Neben der endogenen Synthese kompatibler Solute ist die Aufnahme von bereits vorgeformter
Solut aus exogenen Quellen durch spezielle Transportsysteme ein weiterverbreitete
Anpassungsstrategie von Mikroorganismen bei hyperosmotischem Stress. Ein gut untersuchtes
Beispiel fur den osmotisch induzierten Transport von kompatiblen Soluten in Gram-positiver Bakterien
mit niedrigem G + C Gehalt ist B. subtilis (Kempf und Bremer 1998; Kappes et al. 1999). Dieses
Bakterium besitzt flinf Transportsysteme, die flir die osmotisch regulierte Aufnahme verschiedener
Osmoprotektiva aus der Umwelt zustandig sind. Gemeinsam bilden sie das sogenannte Opu-System
(osmoprotectant uptake). B. subtilis kann beispielsweise das von ihm dominant unter hochosmolaren
Bedingungen synthetisierte Prolin auch effektiv Uber den Transporter OpuE aus der Umwelt
aufnehmen (von Blohn et al. 1997) und ist in der Lage, das Tetrahydropyrimidin Ectoin Uber den
Transporter OpuC im Zytoplasma zu akkumulieren (Jebbar et al. 1997). Bisher wurde aber kein
Ectointransportsystem aus einem Gram-positiven Bakterium, das endogen dieses Osmoprotektivum

synthetisiert, isoliert.

V. pantothenticus synthetisiert bei osmotischem und bei Kéltestress endogen Ectoin (Kap. 1, 6,
9) und ist in der Lage, unter hochosmolaren Bedingungen und bei Kalte Ectoin aus dem Medium
durch  Transport aufzunehmen, im Zytoplasma zu akkumulieren und somit die
wachstumsinhibierenden Effekte hypertoner Bedingungen und niedriger Wachstumstemperatur zu
kompensieren (Abb. 21) (Abb. 25). V. pantothenticus muss demnach mindestens ein
Ectointransportsystem besitzen, dass die effiziente Aufnahme von Ectoin unter beiden abiotischen
Stressbedingungen aus der Umgebung ermdglicht. In der vorliegenden Arbeit sollte erstmals der
Ectointransport in einem ectoinproduzierenden Bacillus detailliert untersucht werden. Daher wurde

der genetisch manipulierbare V. pantothenticus wurde fiir diese Untersuchungen gewahlt.

10.1 Isolierung des Gens eines Ectoin-Transportsystems aus V.
pantothenticus

Um V. pantothenticus-Gene, die ein Ectoin-Transportsystem codieren, zu klonieren, wurde ein
genetischer Ansatz gewahlt, der auf funktioneller Komplementation beruht. Durch diese nachfolgend
beschriebene Methode konnten in friheren Arbeiten kompatible Solut Transporter aus B. subtilis, E.
chrysanthemi, C. glutamicum und L. monocytogenes isoliert werden (Kempf und Bremer 1994;
Kappes et al. 1996; von Blohn et al. 1997; Gouesbet et al. 1996; Peter et al. 1996; Sleator et al.
1999). Der hier verwendete E. coli-Stamm MKH13 (Haardt et al. 1994) besitzt weder das hochaffine
(ProP) noch das niederaffine Transportsystem fiir Ectoin (ProU), noch kann er Glycin Betain aus dem

Vorlaufermolekil Cholin synthetisieren. MKH13 kann daher auf Minimalmedium (MMA)-Agarplatten
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mit 0,8 M NaCl und 1 mM Ectoin im Gegensatz zu seinem Vaterstamm MC4100 (proU" proP") nicht
wachsen. MKH13 wurde mit einer Sau3A-Genbank von chromosomaler DNA aus V. pantothenticus in
dem Vektor niedriger Kopienzahl pHSG575 transformiert, die Transformanten auf LB-Agarplatten mit
30 ug/ml Cm ausplattiert und am nachsten Morgen auf Selektionsplatten (MMA-Agarplatten mit 0,8 M
NaCl, 1 mM Ectoin und 30 pg/ml Cm) replikaplattiert. Auf diesen Platten sollten nur Transformanten
wachsen konnen, denen mit einem rekombinanten Plasmid das Gen (die Gene) fur ein Ectoin-
Transportsystem aus V. pantothenticus Ubertragen wurde, das den Ectoin-Transportdefekt von
MKH13 komplementiert. Auf 20 replikaplattierten Selektionsplatten wuchsen nach drei Tagen 50
Transformanten, von 20 wurden Plasmide prapariert und analytisch mit dem Restriktionsenzym EcoRI
verdaut. Es wurde nur eine Klasse von Plasmiden gefunden, die sich auch stabil in E. coli replizierten.
Zwei Plasmide wurden in MKH13 zurtcktransformiert und die Retransformanten auf MMA-
Agarplatten mit 0,8 M NaCl mit und ohne 1 mM Ectoin ausgestrichen. Wie die urspriinglichen Klone
wuchsen alle Retransformanten auf den Selektionsplatten, die Ectoin enthielten, aber nicht auf den
Hochsalzplatten ohne Ectoin. Die Plasmide aller Transformanten schienen demnach ein Ectoin-

Transportsystem aus V. pantothenticus zu codieren, das in E. coli funktionell exprimiert wird.

Um zu verifizieren, dass das isolierte DNA-Fragment tatsachlich aus V. pantothenticus
stammte, wurde aus dem gesamten 4,4 kb BamHI-Fragment eines der isolierten Plasmide (pAK9)
eine DIG-markierte DNA-Sonde hergestellt und gegen chromosomale DNA von B. subtilis JH642, E.
coli MC4100, S. pasteurii und V. pantothenticus, die zuvor mit EcoRIl verdaut worden waren,
hybridisiert. In diesem Southern Blot konnte nur eine Reaktion der Sonde mit chromosomaler V.
pantothenticus DNA detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Somit wurde eindeutig die Herkunft des

isolierte DNA-Fragmentes aus dem Genom von V. pantothenticus nachgewiesen.

10.2 Analyse der isolierten Genregion aus V. pantothenticus

Die DNA-Sequenz des gesamten chromosomalen DNA-Inserts (4377 bp) des Plasmids pAK9
wurde bestimmt. Eine Analyse dieser DNA-Region mittels des DNASTAR Computerprogrammes
zeigte, dass zwei offene Leserahmen, die in die gleiche Richtung orientiert sind, in diesem DNA-
Bereich vorhanden waren (Kap. 5 Anhang) (Abb. 5C). Das Leseraster1 hatte eine Grélte von 1504 bp
und das Leseraster2 von 314 bp. Beide Leseraster waren durch eine 1754 bp umfassende und somit
ungewohnlich langen intergene Region von einander getrennt. Diese offenen Leserahmen codierten
potentielle Proteine mit einer molekularen Masse von 55,1 kDa (501 Aminosauren) fiir Leseraster1
und 11,5 kDa (104 Aminosauren) fur Leseraster2. Vor jedem der offenen Leserahmen konnte eine
potentielle Ribosomenbindestelle identifiziert werden, die jeweils homolog zu typischen
Ribosomenbindestellen von B. subtilis war. Es konnte keine Sequenz flir eine Rho-Faktor
unabhangige Termination der Transkription durch visuelle Untersuchung der DNA-Sequenz

stromabwarts des Stop-Codons von Leseraster1 oder von Leseraster2 gefunden werden.
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10.3 Analyse der abgeleiteten Polypeptidsequenz von ectT
10.3.1 EctT ist ein neues Mitglied der BCCT-Transporter Familie

Das Leseraster1 codiert ein potentielles Protein aus 501 Aminosauren mit einer berechneten
molekularen Masse von 55,1 kDa. Eine Datenbanksuche unter Verwendung des BLAST-
Algorhythmus (Altschul et al. 1990) ergab signifikant hohe Sequenzidentitaten von Leseraster1 zu
potentiellen und bereits charakterisierten Transportern der BCCT (betaine choline carnitine transport)-
1994; Saier 1999; Saier 2000) (http://www-

biology.ucsd.edu/~msaier/transport/2_15.html.). Besonders hohe Sequenzidentitdten konnten zu

Transporter Familie (Reizer et al. et al
einem nicht ndher charakterisierten potentiellen BCCT-Transporter aus B. halodurans (49 %)
(GenBank-Zugriffsnummer NP244763) (Takami et al. 2000), OpuD aus B. subtilis (42,5 %)
(GenBank-Zugriffsnummer NP390885) (Kappes et al. 1996) und dem BCCT-Transporter BetL aus L.
monocytogenes (42,9 %) (GenBank-Zugriffsnummer NP465616) (Sleator et al. 1999) festgestellt
werden. Geringere Sequenzidentitaten von EctT zeigten sich zu den BCCT-Transportern EctP (33 %)
und BetP (34 %) aus Corynebakterium glutamicum (Peter et al. 1996; Peter et al. 1998b) und BetT
(31 %) aus E. coli (Lamark et al. 1991). Das Leseraster1 wurde daher als ectT (ectoine transporter)

und das codierte Proteine als EctT bezeichnet. Eine schematische Darstellung des isolierten DNA-

Tabelle 18. Mit EctT verwandte BCCT-Transporter
Protein (Identitat) Organismus Substrat osmqtisch N,?\nzahl der Ag_
reguliert Terminus | Terminus
EctT (100%) V. pantothenticus Ect ', OH-Ect ? ja 8 15
Acc. no. AP001520 | B. halodurans (?) ? 11 29
(49%)
OpuD (43%) B. subtilis Glycin Betain ja 9 30
BetL (43%) L. monocytogenes Glycin Betain ja 26
BetP (34%) C. glutamicum Glycin Betain ja 61 56
EctP (33%) C. glutamicum Ect’, GB 3, Pro* ja 25 109
BetS (33%) Si. meliloti GB® PB° ja 52 169
yo17 (31%) M. tuberculosis Glycin Betain ? 23 90
yh06 (38%) H. influenzae Cholin ? 11 182
Acc. no. AL002114 | V. cholerae (?) ? 38 15
(30%)

BetT (31%) E. coli Cholin ja 17 182
CaiT (28%) E. coli Carnitin nein 14 12
y679 (28 %) Treponema pallidum (?) ? 13 11

! Ectoin; 2 Hydroxyectoin; 3Glycin Betain; * Prolin; ° Prolin Betain
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Fragmentes aus V. pantothenticus mit den zwei identifizierten Leserastern ist in Abbildung 5C
dargestellt. Das ectT" Plasmid wurde pAK9 genannt, alle in dieser Arbeit konstruierten ectT-Plasmide
stammen von ihm ab. Ein Aminosaurevergleich verschiedener BCCT-Transporter, der auch EctT

beinhaltet, ist im Anhang (Kap. 6) dargestellt.

Die BCCT-Transporter Familie wird von sekundaren Transportsystemen fiir trimethylierte
organische Ammoniumverbindungen aus Gram-positiven und Gram-negativen Bakterien gebildet
(Reizer et al. 1994; Saier et al. 1999; Saier 2000) (Tab. 18). BCCT-Transporter sind
Einzelkomponententransporter, die den Protonengradienten mit dem Soluttransport koppeln. EctT hat
die hoéchsten Sequenzidentitdten zu BCCT-Transportern aus Gram-positiven Mikroorganismen mit
niedrigem G + C-Gehalt der DNA, die fur die Aufnahme von positiv geladenen, methylierten

Ammoniumverbindungen unter hochosmolaren Bedingungen zustandig sind.

10.3.2 Mogliche topologische Organisation von EctT

Eine Hydrophobizitdtsanalyse mit dem Programm TMHMM (Transmembrane Protein Topology
prediction with a hidden Markov Model (www.cbs.dtu.dk) (Krogh et al. 2001) ergab, dass EctT zwdlf
fir die sekundare Transporter typische, hydrophobe und potentiell membranspannende Segmente
aufweist, die jeweils ungefahr zwanzig Aminosauren umfassen (Abb. 26). Die Anwendung der
sogenannten ,positive-inside-rule“ (von Heijne 1992) lasst vermuten, dass sowohl der Carboxy- als
auch der Aminoterminus in das Zytoplasma ragen und EctT damit eine flir sekundare Transporter
typische Topologie aufweist (Abb. 26). Das Topologiemodell von EctT zeigt eine asymmetrische
Verteilung der 35 positiv geladenen Aminosauren (Arg, Lys und His): 24 der positiven Ladungen
befinden sich auf der zytoplasmatischen Seite, nur 10 auf der extrazellularen Seite. Eine positiv
geladene Aminosaure befindet sich in dem Transmembransegment 11. Die Verteilung der negativen
Ladungen ist genau umgekehrt: Nur 4 negativ geladene Aminosaurereste befinden sich in
cytoplasmatischen und 11 in extrazelluldren Proteinsegmenten (Abb. 26B). Die Ladungsverteilung
und die potentielle Sekundarstruktur von EctT sind denen anderer BCCT-Transporter (Kappes et al.
1996; Peter et al. 1998a; Boscari et al. 2002) sehr ahnlich und bestatigt die Datenbankanalysen der

primaren Aminosauresequenz von EctT beziglich seiner Zugehdrigkeit zur dieser Transporterfamilie.

Generell haben BCCT-Transporter, von den variablen C- und N-Termini abgesehen, annahernd
gleiche GroRen (zwischen 481 und 706 Aminosauren) (Tab. 18). Der C-Terminus von EctT besteht
aus 15 Aminosauren, von denen 9 saure oder basische Reste sind, der N-Terminus umfasst 8
Aminosauren und ist nur schwach polar.BCCT-Transporter sind fir die Aufnahme methylierter, partiell
positiv geladener organischer Ammoniumverbindungen zustandig. So ist das Hauptsubstrat von
OpuD aus B. subtilis, von BetL aus L. monocytogenes, von BetP aus C. glutamicum Glycin Betain,

wahrend das primare Substrat von BetT aus E. coli Carnitin ist. EctP aus C. glutamicum ist der
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Abb. 26 Hydrophobizitatsanalyse und Topologiemodell von EctT

(A) Dargestellt ist der Hydrophobizitats-Plot des potentiellen EctT Proteins aus V. pantothenticus, erstellt durch
das Computerprogramm TMHMM (http://genome.cbs.dtu.dk). Auf der y-Achse ist die Wahrscheinlichkeit
aufgetragen mit der Bereiche des Proteins die Zytoplasmamembran durchspannen, auf der x-Achse sind die
Aminosaurepositionen in  EctT angegeben. Die rotmarkierten Bereiche stellen hydrophobe
Transmembranbereiche dar. Blau wurden hydrophile Bereiche, die in das Zytoplasma reichen, schwarz wurden
hydrophile Bereiche, die im extrazytoplasmatischen Raum lokalisiert sind, markiert. (B) Gezeigt ist das aufgrund
des Hydrophobizitats-Plots unter Anwendung der ,positive-inside-rule“ vorgeschlagene Modell von EctT. Positiv
geladene, basische Aminosauren (Arg, Lys, His) (e) und negativ geladene, saure Aminosauren (Glu, Asp) (o)
sind markiert. Die Zahlen geben die jeweils ersten potentiell membranlokalisierten Aminosauren an.
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v v v

EctT V. pantothenticus ANEEY FEVACE ALY | LYY VEREEIX S | I 30

B. halodurans INWS PREV GEXFNI A R S R G RlIR RIE
BetL L. monocytogenes S]WS PlaV GIR FIR A RIE S R G RuNN REl
OpuDB. subtilis WS PV GIE FIR A RM S R G RN R
BetP C. glutamicum WS PlgV GLIY FIN A RIN S R G REXR RIEN
EctP C. glutamicum cill YMVI SRl T VIR 30

. 9

EctT V.pantothenticus QYVLIEMLVVSPAI ACII AABIGGTA 55

B. halodurans EFI VIEIMI vPPLI ACcLI ATIHGGT 54
BetlL L. monocytogenes QF LL[M! vLPALVSVFFAVEHGGSAI FV 58
OpuDB. subtilis EFLIEMNILVTPCILTFLEFSI@GVS 54
BetP C. glutamicum EFI LML LVPAGVSTVRIFSIE@GGTAI VF 58
EctP C. glutamicum EFI GIefIL ALPAI FGV VRLF S| IS 51
Abb. 27 Vergleich der Aminosauresequenz der Transmembranbereiche 8 und 9 und dem

verbindenden cytoplasmatischen Loop von EctT und anderen BCCT-
Transportern

Die Aminosauresequenzen der Transmembranbereiche 8 und 9 und ihre hydrophile, zytoplasma-lokalisierte
Verbindung von EctT wurden mit den korrespondierenden Aminosaurebereichen von BCCT-Transportern aus
B. halodurans (potentieller Glycin Betain Transporter)(Acc. no. AP001520), BetL von L. monocytogenes (Acc.
no. AF102174), OpuD aus B. subtilis (Acc. no. AF008220), BetP aus C. glutamicum (Acc. no. X93514), EctP
aus C. glutamicum (Acc. no. AJO01436) und BetP aus E. coli (Acc. no. AP002551) verglichen. Die
Transmembranbereiche von EctT wurden mit Linien markiert. Konservierte aromatische Aminosauren in den
verglichenen Aminosauresequenzen wurden ebenfalls markiert (V).

einzige bekannte Transporter dieser Familie, der wie EctT aus V. pantothenticus das
Tetrahydropyrimidin Ectoin aus der Umwelt aufnehmen kann. Trotz der verschiedenen Substrate der
Transporter ist es in einem Aminosauresequenzvergleich offensichtlich, dass die
Transmembranhelices 8 und 9 und die sie verbindende cytoplasmatische Schleife in dieser
Transporterfamilie hochkonserviert sind (Abb. 27) (Kap. 6 Anhang). Besonders die aromatischen
Aminosauren Tryptophan und Phenylalanin sind in diesem Bereich zahlreich und konserviert (Abb.
27). Es ware moglich, dass diese aromatischen Aminosaurereste in BCCT-Transportern an der

Substratbindung beteiligt sind.

10.4 Analyse der abgeleiteten Proteinsequenz des Leserasters2

Das bei der Sequenzierung des chromosomalen DNA-Fragmentes gefundene stromabwarts
von ectT liegende Leseraster?2 besitzt die gleiche Orientierung wie ectT. Das Leseraster2 ist
vollstandig in dem DNA-Fragment enthalten (Kap. 5 Anhang). Die abgeleitete Proteinsequenz zeigt
Sequenzidentitaten zu dem Protein SugE aus E. coli, das eine Gréle von 11,3 kDa besitzt. Das sugE
Gen ist bei 94 Minuten auf dem E.coli-Chromosom lokalisiert, unterdruckt eine groEL Mutation und
mimikriert den Effekt einer GroEL Uberproduktion (Greener et al. 1993). SugE ist ein Mitglied der
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,small multidrug resistance pump® (SMR) Familie (Chung und Saier 2001) und vermittelt E. coli
Resistenz gegen toxische Aminoverbindungen indem es diese Substanzen aus dem Zytoplasma
pumpt (Chung und Saier 2002). Eine Hydrophobizitdtsanalyse der abgeleitete Aminosauresequenz
von Leseraster2 mit dem Computerprogramm TMHMM (www.cbs.dtu.dk) (Krogh et al. 2001) zeigte,
dass auch die zweidimensionale Struktur dieses Proteins die fur Mitglieder der SMR-Familie
typischen vier Transmembranbereichen enthalt. Dieses Ergebnis lasst auf eine Lokalisation der SugE
Homologs in der Zytoplasmamembran von V. pantothenticus schlieen. Die gemeinsame Lokalisation
von Leseraster2, der potentiellen Effluxpumpe flr toxische Aminoverbindungen, und ectT, das einen
BCCT-Transporter codiert, konnte nur in V. pantothenticus beobachtet werden und scheint ohne

weitere direkte physiologische Relevanz flir die Funktion von EctT zu sein.

11 Physiologische Charakterisierung von EctT

Zahlreiche Mitglieder der BCCT-Transporterfamilie sind fir die Aufnahme trimethylierter
kompatibler Solute unter hochosmolaren Bedingungen verantwortlich (Saier et al. 1999; Saier 2000).
In der vorliegenden Arbeit konnte ein BCCT-Transporter aus V. pantothenticus isoliert werden, der
funktionell in E. coli MKH13 exprimiert wird und in diesem Stamm Ectoin so effizient transportiert,
dass E. coli bei hochosmolarem Stress durch die Ectoinaufnahme geschitzt wird. Da in V.
pantothenticus, neben der de novo Ectoinsynthese, die Aufnahme von Ectoin aus exogenen Quellen
einen wichtigen Anpassungsmechanismus an hochosmolare Bedingungen darstellt (Kap. 6; Abb. 21)
wurde die Funktion von EctT bei der Ectoinaufnahme unter hoher Osmolalitat in V. pantothenticus

untersucht.

11.1 Tetrahydropyrimidin-Transport durch EctT im heterologen System

Zur Klonierung von ectT wurde eine Selektion des E. coli Stammes MKH13, transformiert mit
der V. pantothenticus Genbank, auf Minimalmedium (MMA) mit einer wachstumsinhibierenden NaCl-
Konzentration (0,8 M NaCl) und 1 mM Ectoin durchgefiihrt (siehe auch Kapitel 13). Um zu Gberprifen
welche Osmoprotektiva von EctT im heterologen E. coli-System transportiert werden kénnen, wurde
der Stamm MKH13, der das ectT" Plasmid pAK9 trug, in MMA und MMA mit 0,8 M NaCl ohne und mit
1 mM verschiedener Osmoprotektiva angezogen. Die optische Dichte der Kulturen wurde nach 48
Stunden photometrisch bestimmt (Abb. 28). Dieses Experiment bestatigte die Wachstumsversuche
auf den Selektionsplatten und zeigte dartber hinaus, dass neben Ectoin auch Hydroxyectoin effektiv
von EctT im heterologen E. coli System transportiert wird (Abb. 28). Mit deutlich geringerer Affinitat
transportierte EctT Glycin Betain und Prolin (Abb. 28). Eine Aussage, ob der Transport der

kompatiblen Solute osmotisch reguliert erfolgte, lasst dieses Experiment nicht zu.
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Abb. 28 EctT vermittelt dem E. coli-Stamm MKH 13 einen osmotischen Schutz durch den

Transport von Ectoin und Hydroxyectoin.

Der E. coli-Stamm MKH13, der das ectT -Plasmid pAK9 trug, wurde in MMA Medium kultiviert, dem 0,8 M NaCl
zugesetzt worden waren. Den Kulturen wurden verschiedene Osmoprotektiva, jeweils in der Endkonzentration
von 1 mM, zugesetzt. Eine Kontrolle wurde in MMA ohne NaCl (1), eine andere Kontrolle wurde in MMA + 0,8 M
NaCl, aber ohne Osmoprotektivum (2) wachsen gelassen. Die ODs;g der einzelnen Kulturen wurde nach 16 h
Wachstum bei 37°C photometrisch bestimmt. 3: Ectoin; 4: Hydroxyectoin; 5: Glycin Betain; 6: Cholin; 7:
Carnitin; 8: Cholin-O-Sulfat; 9: Prolin; 10: DMSA; 11: DMSP.

11.2 Charakterisierung einer ectT-Genunterbrechungsmutante in V.
pantothenticus

Im Rahmen dieser Arbeit konnte in V. pantothenticus beobachtet werden, dass exogen
zugefihrtes Ectoin den Zellen einen Schutz sowohl unter hochosmolaren Bedingungen wie auch bei
Kalte vermittelte und Ectoin durch Transport in der Zelle akkumuliert wird. Zur genaueren
Untersuchung der Funktion von EctT beim Ectointransport bei Kalte und unter hochosmolaren

Umweltbedingungen sollte eine ectT-Genunterbrechung im Chromosom eingeflihrt werden.

11.2.1 Konstruktion einer chromosomalen ectT-Genunterbrechung in V.
pantothenticus

Zur Herstellung einer chromosomalen ectT-Genunterbrechungsmutante in V. pantothenticus
wurde das Plasmid pAK11, das einen Teil des ectT-Gens tragt, mit Pvull verdaut und ein DNA-

Fragment, das das Gen flir eine Tetracyclin-Resistenz tragt, in diese Schnittstelle eingesetzt (Abb.
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29). Das so entstandene Plasmid war pAK12 (Abb. 29). Linearisierte man pAK12 mit Kpnl und Accl
und transformierte man damit V. pantothenticus unter Ausnutzung seiner natirlichen Kompetenz, so
rekombinierte die DNA des Plasmids mit der entsprechenden homologen chromosomalen DNA-
Region von V. pantothenticus. Eine Doppelrekombination der Marker fand statt, und der entstandene
V. pantothenticus Stamm trug das Tetracyclinresistenzgen in das ectT-Gen inseriert, wodurch das
Gen nicht mehr exprimiert wird (Abb. 29). Auf Tetracyclin-resistente Transformanten wurde selektiert,
und die korrekte Rekombination wurde mit Hilfe eines Southern Blots Uberpruft (Daten nicht gezeigt).

Der so konstruierte V. pantothenticus-Stamm heif3t AKV2 und besitzt den [(ectT::tet) 1] Genotyp.

Hindlll Pvull Pvull EcoRI
pAK12 linear —— tet »—|—
8022 bp

Pvull Pstl
Chromosomale _ﬂ_
ectT-Region in
V. pantothenticus ectT
|
Homologe
Rekombination
v
Pvull Pvull Pstl
Chromosomale __ . )
ectT-Region in ! et ‘_
AKV2
ectT

F—

500 bp

Abb. 29  Konstruktion einer ectT-Genunterbrechung in V. pantothenticus

Dargestellt ist die Konstruktion des ectT-Mutanten Stammes durch homologe Rekombination in V.
pantothenticus.
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11.2.3 Phanotypische Charakterisierung der ectT-Mutante @ AKV2 unter
hochosmolaren Wachstumsbedingungen

Die mogliche Funktion von EctT fur die Anpassung an hochosmolaren Stress wurde in
vergleichenden Wachstumsexperimente mit dem V. pantothenticus Wildtyp-Stamm und dem
[(ectT::tet) 1] Stamm AKV2 untersucht. Beide Stdmme wuchsen in SMM mit 1,6 M NaCl und SMM mit
1,6 M NaCl in Anwesenheit von 1 mM Ectoin oder 1 mM Hydroxyectoin (Abb. 30). Ein deutlicher
Wachstumsunterschied zwischen Wildtyp und ectT-Mutante zeigte sich in SMM mit 1,6 M NaCl, dem

A 3
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a 1.5
o
1
0,57
0' I 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Zeit (h)
B 3
2,57
2
S 1,5
o
1
0,5
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Abb. 30 Die ectT-Mutante AKV2 ist nicht mehr in der Lage unter hochosmolaren

Wachstumsbedingungen exogen zugefiihrte Ectoine aufzunehmen

(A) V. pantothenticus Wildtyp Kulturen (m @ A) und Kulturen seines [(ectT::tet)1] Derivatstammes AKV2 (m e A)
wurden mit einer ODs;g von 0,1 mit Ubernachtkulturen beimpft, die in SMM ohne NaCl gewachsen waren. Die
Kulturen wurden in SMM mit 1,6 M NaCl (m m) und SMM mit 1,6 M NaCl in Anwesenheit von 1mM Ectoin (e e)
bzw. 1 mM Hydroxyectoin (A A) wachsen gelassen.
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1 mM Ectoin bzw. 1 mM Hydroxyectoin zugesetzt worden war (Abb. 30). Die Erhohung der
Osmolalitdt beeinflusste das Wachstum des Wildtypes nicht nachteilig, da der Stamm in der Lage
war, die extern vorhandenen Osmoprotektiva in die Zelle zu transportieren. Der so gegen
hochosmolare Bedingungen geschitzte Wildtyp konnte die stationare Wachstumsphase erreichen
(Abb. 30A; e A). Die ectT-Mutante AKV2 hingegen zeigte kein verbessertes Wachstum durch die
Zugabe von Ectoin oder Hydroxyectoin unter hochosmolaren Bedingungen (Abb. 30B; e A). Dieser
Wachstumsnachteil ist durch das Fehlen von EctT begriindet. EctT kommt dager eine entscheidende
Funktion flr den Ectoin- und Hydroxyectointransport unter hochosmolaren Bedingungen in V.
pantothenticus zu. Als Kontrolle fir das Wachstum beider V. pantothenticus Stamme unter
hochosmolaren Bedingungen dienten Kulturen, die in SMM mit 1,6 M NaCl ohne zugesetzte
kompatible Solute wuchsen (Abb. 30AB; m m). Beide V. pantothenticus Stamme zeigten hier ein

vergleichbar schlechtes Wachstum.

11.2.4 Einfluss von EctT auf den kompatiblen Solut Transport bei Kalte

Die Beteiligung von EctT am Ectoin- und Hydroxyectointransport in V. pantothenticus bei
niedrigen Wachstumstemperaturen sollte auf physiologischer Ebene durch vergleichende
Wachstumsexperimente mit dem Wildtyp-Stamm und dem [(ectT::tet)1] Stamm AKV2 untersucht
werden. Beide Stdmme wurden dazu in SMM und SMM, dem 1 mM Ectoin bzw. 1 mM Hydroxyectoin

zugesetzt worden war, bei einer Wachstumstemperatur von 15°C wachsen gelassen (Abb. 31).

Es bestand ein deutlicher Wachstumsunterschied zwischen der ectT-Mutante und dem Wildtyp,
wenn beide Stdmme in SMM in der Gegenwart von Ectoin (Abb. 31AB; e ) bzw. Hydroxyectoin (Abb.
31AB; A A) bei 15 °C inkubiert wurden. Unter diesen Bedingungen wuchs der Wildtyp deutlich
besser als die ectT-Mutante und die Wildtyp- und AKV2-Kultur, denen keine kompatiblen Solute bei
Kalte exogen zugesetzt worden waren (Abb. 31AB; = ). Ectoin und Hydroxyectoin zeigten gleich gute
psychroprotektive Eigenschaften in V. pantothenticus. Die ectT-Mutante dagegen wuchs unter diesen
Bedingungen so schlecht wie in SMM ohne zusatzliche kompatible Solute. Der Stamm AKV2 kann
weder Ectoin noch Hydroxyectoin in Mengen aufnehmen, die einen ausreichenden Schutz vor Kalte
bieten, da offensichtlich der wichtigste Transporter flr die beiden kompatiblen Solute, EctT, nicht
mehr funktionell in AKV2 exprimiert wird. Der deutlich kaltesensitive Phanotyp der ectT-Mutante
deutet darauf hin, dass EctT mdglicherweise der einzige Transporter fur Ectoin und Hydroxyectoin bei
Kalte in V. pantothenticus ist. Wuchsen der Wildtyp und die ectT-Mutante in SMM ohne exogen
zugesetzte Psychroprotektiva bei 15°C, so zeigten beide Stdmme ein vergleichbares Wachstum (Abb.
31AB; m m).
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Abb. 31 Die ectT-Mutante AKV2 wird nicht durch exogen zugefiihrte Tetrahydropyrimidine

psychroprotektiert

(A) V. pantothenticus Wildtyp Kulturen (m @ A) und (B) Kulturen seines [(ectT::tet) 1] Derivatstammes AKV2 (m o
A) wurden mit einer ODs7g von 0,1 mit Kulturen beimpft, die in SMM bei 37°C bis zu ODs7g von 0,5 gewachsen
waren. Die Kulturen wurden in SMM (m m) und SMM in Anwesenheit von 1 mM Ectoin (e e) oder in Anwesenheit
von 1 mM Hydroxyectoin (A A) bei 15°C wachsen gelassen.

11.3 EctT ist der einzige osmotisch stimulierte Ectointransporter in V.
pantothenticus

Die Ergebnisse der Wachstumsexperimente mit der ectT-Mutante AKV2 zeigten, dass EctT
vermutlich der einzige unter hochosmolaren Bedingungen aktive Transporter in V. pantothenticus ist
(Abb. 30). Um dieses Ergebnis zu (berpriifen, wurde die Aufnahme von [*C]-Ectoin im V.
pantothenticus Wildtyp und in AKV2 [(ectT.:tet) 1] bestimmt.

Kulturen beider Stamme wuchsen in SMM ohne und mit 0,7 M NaCl, und zu Beginn der
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exponentiellen Wachstumsphase wurde die Ectoinaufnahme bestimmt (Abb. 32). Es konnte ein
osmotisch stimulierter Ectointransport im Wildtyp gemessen werden. Die ectT-Mutante war im
Gegensatz dazu nicht mehr in der Lage Ectoin unter hochosmolaren Bedingungen aufzunehmen
(Abb. 32). In dem osmotisch ungestressten Wildtyp und in AKV2 Kulturen konnte ebenfalls kein
Ectointransport beobachtet werden (Abb. 32). EctT ist somit der einzige unter hochosmolarem Stress
aktive Ectointransporter in V. pantothenticus. Darlber hinaus erfolgt keine Ectoinaufnahme unter

isoosmolaren Bedingungen in diesem Bakterium.
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Abb. 32 EctT ist der einzige Ectointransporter unter hochosmolaren Bedingungen in V.

pantothenticus

Die [14C]-Ectoinaufnahme wurde in V. pantothenticus Wildtyp (e m)und in der ectT-Mutante AKV2 [(ectT::tet)1]
(e m) bei einer Substratkonzentration von 14 puM bestimmt. Die Kulturen wuchsen bis zur exponentiellen
Wachstumsphase in SMM (e o) bzw. SMM mit 0,4 M NaCl (m =) und wurden dann in den Transporttest
eingesetzt.

11.4 Die Stimulation der EctT-Transportaktivitat ist ein echter
osmotischer Effekt

In allen bisher geschilderten Versuchen wurde die Osmolalitdt des Mediums durch NaCl-
Zugabe erhoht. Auf diese Weise ist die Ectoinaufnahme durch EctT zu stimulieren (Abb. 32). Um
festzustellen, ob die Stimulation des Ectiontransportes durch EctT in V. pantothenticus eine
Anpassung an erhdhte Salz-Konzentrationen oder eine echte, osmotisch induzierte Antwort an eine
erhohte Osmolalitat der Umwelt darstellt, wurde V. pantothenticus in SMM mit 0,4 M des ionischen

Osmolyts NaCl oder der aquimolaren Konzentration der nicht-ionischen Osmolyte Saccharose und
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Glycerin bis zu Beginn der exponentiellen Wachstumsphase wachsen gelassen. Die Ectoinaufnahme

in diesen Kulturen wurde bestimmt (Abb. 33).

Es konnte eine identische Erhdhung der Transportaktivitat in Kulturen, die mit NaCl oder
Saccharose gewachsen waren, im Vergleich zur Kontrolle (SMM ohne weitere Zusatze) festgestellt
werden. Die Stimulierung von EctT unter hypertonen Bedingungen ist demnach ein echter
osmotischer Effekt. Die Glycerinzugabe induzierte die Ectoinaufnahme hingegen nicht (Abb. 33), da
Glycerin durch die Zytoplasmamembran diffundiert und daher keinen osmotischen Gradienten uber

ihr aufbauen kann.
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Abb. 33  Die Aktivierung des Ectointransportes durch EctT ist ein echter osmotischer Effekt

Dargestellt ist die Aufnahme von ["C]-Ectoin bei einer Substratkonzentration von 14 uM in V. pantothenticus.
Die Osmolalitat wurde auf 1100 mOsm durch Zugabe von 0,4 M NaCl (m), 670 mM Saccharose (A) und 680
mM Glycerin (¢) erhoht. In der Kontrollkultur wurde die Osmolalitat nicht erhoht (e).

11.5 Kinetische Parameter des EctT-vermittelten Ectointransportes
unter hochosmolarem Stress

Um die kinetischen Parameter des durch EctT vermittelten Ectoin-Transportes unter
hochosmolaren Bedingungen in V. pantothenticus zu bestimmen, wurde eine Wildtyp Kultur in SMM
bis zur frihen exponentiellen Wachstumsphase angezogen und dann einem hyperosmotischen
Schock durch 0,7 M NaCl ausgesetzt. 50 Minuten nach dem osmotischen Schock wurden die
Transportraten bei verschiedenen Ectoinkonzentrationen (20 bis 400 uM) bestimmt.

Die Daten wurden in der Hanes-Woolf-Auftragung dargestellt und die maximale Transportrate
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Vimax im  Wildtyp unter hochosmolaren Bedingungen bestimmt (Abb. 6). Die Vpax fUr den

*

Ectointransport durch EctT betrug 32 + 4 nmol (min * mg Protein)”. Daher ermdglicht EctT eine
schnelle Akkumulation von Ectoin im Zytoplasma von V. pantothenticus bei osmotischem Stress. K-
Werte geben allgemein die Substratkonzentration an, bei der die Halfte der aktiven Zentren von
Transportproteinen mit Substrat besetzt sind, und stellen ein Mal} fir die Affinitdt der Proteine zu
inrem Substrat dar. Der K,-Wert flir den Ectoin—Transport durch EctT unter hochosmolaren
Bedingungen wurde ebenfalls bestimmt und betrug 5 + 0,6 yM Ectoin. Diese Daten demonstrieren,
dass EctT unter hochosmolarem Stress in V. pantothenticus eine hochaffine Ectoinaufnahme

ermoglicht.

11.6 Ectoinefflux unter hochosmolaren Bedingungen in der ectT-
Mutante AKV2

Von B. subtilis, Synechocystis sp. und zahlreichen anderen Bakterien wird berichtet, dass das bei
hoher Osmolalitdt endogen synthetisierte kompatible Solut an die Umgebung abgegeben wird (Mikkat
et al. 1996; Hagemann et al. 1997; von Blohn et al. 1997). Daher wurde in der vorliegenden Arbeit
untersucht, ob das im Vergleich zum Wildtyp unter hochosmolaren Bedingungen ohne exogenes
Ectoin verringerte Wachstum der ectT-Mutante AKV2 (Abb. 30) auf einem Ectoinefflux beruht.
Tatsachlich konnte im Kulturiberstand von V. pantothenticus Wildtyp, der bei 1 M NaCl fur 24
Stunden im Minimalmedium gewachsen war, 42 + 11 uM Ectoin und in der ectT-Mutante AKV2 101 +
19 uM Ectoin detektiert werden. Aber auch der intrazelluldre Ectoingehalt des V. pantothenticus
Wildtyps und der ectT-Mutante war unter hochosmolaren Bedingungen unterschiedlich. Der Widtyp
akkumulierte im Minimalmedium mit 1 M NaCl 151 + 28 ymol (g TZ)" Ectoin und die ectT-Mutante 88
+ 21 pymol (g TZ)™" Ectoin.

Das von V. pantothenticus endogen unter hochosmolaren Bedingungen synthetisierte und teilweise
an das Medium abgegebene Ectoin kann durch die Deletion von ectT nicht mehr in das Zytoplasma
zurtcktransportiert werden, was die hohe Ectoinkonzentration im Kulturiiberstand und der geringere
intrazellulare Ectoingehalt der ectT-Mutante belegen. Durch den verringerten intrazellularen
Ectoingehalt ist der optimale osmotische Schutz des Stammes AKV2 im Gegensatz zum Wildtyp nicht
mehr gewabhrleistet. Ebenfalls muss AKV2 groRere Ectoinmengen synthetisieren, um selbst die
verringerte intrazellulare Ectoinkonzentration aufrecht zu erhalten. AKV2 hat dadurch weniger Energie
fur das Wachstum unter osmotischem Stress zur Verfiigung. Die geringeren intrazellulare
Ectoinkonzentration sowie der hohere Energieaufwand fur die verstarkte Ectoinbiosynthese sind fur
den Wachstumsnachteil von der ectT-Mutante AKV2 im Vergleich zum Wildtyp unter hochosmolaren

Bedingungen verantwortlich.
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12 Regulation von ectT unter hoher Osmolalitat und bei Kalte

Die Ergebnisse der Wachstums- und Transportexperimente mit der ectT-Mutante haben gezeigt, dass
EctT der einzige Ectointransporter unter hochosmolaren Bedingungen in V. pantothenticus ist (Abb.
30) (Abb. 32). Die molekularen Grundlagen, welche flr die transkriptionelle Regulation von ectT in
Abhangigkeit zur Osmolalitdt der Umwelt verantwortlich sind, wurden in dieser Arbeit detaillierter

durch Northern Blot- und Primer Extension-Analysen untersucht.

Bremer und Mitarbeiter konnten zeigen, dass die spezifische Anpassungsreaktion an
hochosmolare Umweltbedingungen in B. subtilis eng mit der, vom alternativen Transkriptionsfaktor ¢
abhangigen, generellen Stressantwort verbunden ist (von Blohn et al. 1997; Spiegelhalter und Bremer
1998; Spiegelhalter 1999). Die osmotisch regulierte Expression von opuD und opuE, die beide
Transporter fir die Aufnahme kompatibler Solute unter hochosmolaren Bedingungen codieren,
unterliegt einer dualen Kontrolle durch zwei Promotoren. Einer der Promotoren (P1) ist vom
vegetativen Transkriptionsfaktor c*-abhéngig, und der andere Promotor (P2) ist c®-abhangig. Diese
Ergebnisse filhrten zur Uberlegung, dass auch der Bacillus-Verwandte V. pantothenticus ein c°-
Homolog besitzen kénnte, das an der transkriptionellen Regulation des BCCT-Transporters EctT

beteiligt ist.

121 Analyse des Startpunktes ectT-spezifischer mRNA in V.
pantothenticus

Zunachst erfolgte eine visuelle Untersuchung der DNA-Region stromaufwarts von ectT. So sollten
mégliche, den —10 und —35 Hexameren potentieller o”- und/oder c®-abhidngige Promotoren aus B.
subtilis ahnliche Sequenzen im V. pantothenticus Genom identifiziert werden. Diese erste
Untersuchung zeigte einen potentiellen c®-abhangigen Promotor stromaufwérts von ectT. Eine
Erkennungssequenz fiir den vegetativen Transkriptionsfaktor o* aus B. subtilis wurde nicht gefunden.
Um eine mdgliche Abhangigkeit der transkriptionellen Induktion von ectT bei osmotischem Stress
durch ein o®-Homolog in V. pantothenticus experimentell abzusichern, wurde eine Primer Extension-
Analyse durchgefihrt (Abb. 34). Fir diese Primer Extension-Analyse wurde V. pantothenticus mit
dem E. coli-B. subtilis Shuttleplasmid pAK14 transformiert. Kulturen dieses Stammes wurden in SMM
bis zur mittleren exponentiellen Wachstumsphase wachsen gelassen. Dann wurde eine Kultur fir 10
Minuten einem hyperosmotischen Schock durch Zugabe von NaCl zu einer Endkonzentration von 0,7
M NaCl ausgesetzt, eine weitere Kultur wuchs fir etwa 5 Stunden in SMM mit 0,4 M NaCl bis zur
mittleren exponentiellen Wachstumsphase. Da der Transkriptionsfaktor 6® auch nach Ethanolstress
die Transkription der Gene der generellen Stressproteine in B. subtilis induziert (Boylan et al.

1993),wurde einer dritten Kultur fur 10 Minuten Ethanol (Endkonzentration 4 %) zugegeben.



IV. ERGEBNISSE 106

B
-35 10 —»o
A 1 tattgc|gtttaa|tattctctgatgl] gggtaf acataaataacccccaagataataggaaattgctgccatcttgttttcatacttgataacca

93 tagctagtcgatttccecttactcacttttcattttgaaatcagcttgtaaactagaacagaaaaggaattgtt|atglaac aaa agt ectT

rbs M N K S
B C D °C

A CGT 12 3 A CGT 1 2 A C G T 3715
I__ — Bl b . —

— P

- — -
f— - [ — -—

—— j

| = g o " et * e | —

- -

"
|
it

Abb. 34 Bestimmung des Trankriptionsstartpunktes ectT-spezifischer mRNA in V. pantothenticus

(A) DNA-Sequenz ectT-Promotorregion. Markiert sind die =35 und —10 Elemente des c°-abhangigen Promotors, eine Ribosomenbindestelle sowie das Startcodon des
ectT-Leserahmens. Der Pfeil kennzeichnet den Transkriptionsstartpunkt. (B) Gelelektrophoretische Analyse der Primer Extension Produkte von Gesamt-RNA aus V.
pantothenticus Kulturen, die das ectT-Plasmid pAK14 trugen. Alle dargestellten Primer Extension-Analysen wurden mit diesem Stamm durchgefuhrt. Die Zellen wurden
in SMM kultiviert (Spur 1) und einem hyperosmotischen Schock mit 0,7 M NaCl fir 10 Minuten ausgesetzt (Spur 2). Eine weitere Kultur (Spur 3) war fir 5 h in SMM +
0,7 M NaCl gewachsen. (C) Die V. pantothenticus Kulturen wurden in SMM kultiviert (Spur 1) und dann Ethanolstress fir 10 min ausgesetzt (Spur 2). (D) V.
pantothenticus  Kulturen  wurden bei 37°C oder bei 15°C bis zur mittleren exponentiellen = Wachstumsphase wachsen gelassen.
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Allen Kulturen wurden zu verschiedenen Zeitpunkten Proben enthommen, aus denen die Gesamt-
RNA isoliert wurde. Das Transkript von ectT konnte nur in V. pantothenticus Zellen detektiert werden,
die entweder einem hyperosmotischen (Abb. 34B Spur 2) oder Ethanolstress ausgesetzt worden
waren (Abb. 34C Spur 2). Im Gegensatz dazu konnte kein ectT-Transkript in der V. pantothenticus
Kultur, die bereits an hohe Osmolalitat adaptiert war, nachgewiesen werden (Abb. 34B Spur 3). Die
Identifikation des Transkriptionsstartpunktes, der sich 127 Nukleotide vor dem ectT-Startcodon
befindet (Abb. 34A), offenbarte einen durch hyperosmotischen Schock und Ethanolstress stark
stimulierbarer Promotor, der die Synthese des ectT-Transkriptes kontrolliert. Er war bereits durch
visuelle Analyse der ectT-Promotorregion identifiziert worden war. Die Sequenz des potentiellen ectT-
Promotors stimmt exakt mit der Konsensussequenz eines c®-abhangigen Promotors in B. subtilis
Ubereinstimmt (Abb. 34A) (Abb. 48) (Tatti und Moran 1984). V. pantothenticus muss demnach ein
Homolog des alternativen Transkriptionsfaktors o® aus B. subtilis besitzen, welches durch

hyperosmotischen Schock und Ethanolstress induziert wird.

12.2 Analyse des  Startpunktes ectT-spezifischer mMRNA im
heterologen System

Das Ergebnis der Primer Extension-Analyse des Transkriptionsstartes von ectT in V.
pantothenticus forderte die Durchfiihrung des gleichen Experimentes in B. subtilis, in dem die
Regulation der generellen Stressanpassung durch c® eingehend untersucht ist (Price 2000; Hecker
und Volker 2001) Mit dem B. subtilis-Stamm BLOB22 (sigBA2::cml) stand daruber hinaus eine sigB-
Mutante zur Verfigung. Es sollte untersucht werden, ob die Transkription von ectT in B. subtilis vom
selben o®-abhangigen Promotor wie in V. pantothenticus erfolgt oder ob andere Promotoren im
heterologen System an der ectT-Transkription beteiligt sind (Abb. 35). Ebenfalls konnte auf diesem
Weg ein weiterer Beweis fiir ein funktionell und strukturell verwandtes o°-Homolog in V.

pantothenticus erbracht werden.

Fur die Primer Extension-Analyse wurde Gesamt-RNA aus B. subtilis JH642 und BLOB22
Zellen isoliert, die jeweils das E.coli-B.subtilis Shuttleplasmid pAK14 in sich trugen. pAK14 ist ein
Derivat des Plasmids pRB373, das die ersten 336 bp des ectT-Leserasters sowie weitere 450 bp
stromaufwarts davon tragt. Die Kulturen beider Stamme wuchsen in SMM bis zur mittleren
exponentiellen Wachstumsphase und wurden einem moderaten hyperosmotischen Schock durch
Zugabe von NaCl auf eine Endkonzentration von 0,4 M NaCl ausgesetzt. Vor und 10 Minuten nach
dem osmotischen Schock wurden den Kulturen Proben fir die Gesamt-RNA Praparation enthommen.
Weitere Kulturen von JH642 und BLOB22 wuchsen fiir etwa finf Stunden in SMM mit 0,4 M NaCl bis
zur mittleren exponentiellen Wachstumsphase. Die reverse Transkription ectT-spezifischer mRNA

von dem Primer ectTPE aus ergab nur ein Transkript in den B. subtilis Wildtyp Zellen, die einem
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Abb. 35 Bestimmung des Trankriptionsstartpunktes ectT-spezifischer mRNA in

heterologen Wirt B. subtilis

(A) DNA-Sequenz ectT-Promotorregion. Markiert sind die —35 und —10 Elemente eines c°-abhingigen
Promotors, eine Ribosomenbindestelle sowie das Startcodon des ectT-Leserahmens. Der Pfeil kennzeichnet
den Transkriptionsstartpunkt. (B) Gelelektrophoretische Analyse der Primer Extension-Produkte von Gesamt-
RNA aus den B. subtilis Stdmmen JH642 und BLOB22, die das ectT-Plasmid pAK14 trugen. Die Zellen wurden
in SMM Kkultiviert (Spur 1) und einem hyperosmotischen Schock mit 0,4 M NaCl fir 10, 30 und 60 Minuten
ausgesetzt (Spuren 2, 3, 4). Zwei weitere Kulturen (5) waren fur 5 h in SMM + 0,7 M NaCl gewachsen.

hyperosmotischen Schock ausgesetzt worden waren (Abb. 35B Spur 2), welches an der gleichen
Position, wie in V. pantothenticus bereits nachgewiesen, 127 bp stromaufwarts des ectT-Startcodons
begann (Abb. 35A). Die ausschlieRliche Abhangigkeit der ectT-Transkription von o® in B. subtilis
wurde durch das Fehlen eines ectT-spezifischen Transkriptes im sigB-Stamm BLOB22 belegt (Abb.
35B Spuren 4, 5, 6). In den JH642 und BLOB22 Kulturen, die an hochosmolare Bedingungen
angepasst waren, konnte wie in V. pantothenticus kein ectT-Transkript detektiert werden (Abb. 35B
Spuren 3 und 6). Diese Primer Extension-Analyse zeigte, dass die Transkription von ectT im
heterologen Wirt B. subtilis allein von einem c®-abhangigen Promotor erfolgt, der unmittelbar nach
einem hyperosmotischen Schock stark induziert wird. Der zeitliche Verlauf der Transkriptionsinduktion

nach dem osmotischen Schock entspricht der typischen transienten Induktion der Transkription eines
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o®-regulierten Gens in B. subtilis (Volker et al. 1994): 10 bis 30 Minuten nach dem hochosmolaren
Schock ist die Induktion eines c®-kontrollierten Gens am stérksten und fallt dann auf ihr Basalniveau
zurtick. Diese Ergebnisse stimmen mit der Primer Extension-Analyse ectT-spezifischer Transkripte in
V. pantothenticus Uberein (Abb. 34B), da auch in B. subtilis die transkriptionelle Induktion von ectT
nach NaCl Stress allein von einen c®-abhangigen Promotor kontrolliert wird. Weiterhin bestatigt
dieses Experiment die Vermutung, dass V. pantothenticus einen durch osmotischen Stress
aktivierbaren Transkriptionsfaktor besitzt, der vermutlich mit dem alternativen Transkriptionsfaktor c®

aus B. subtilis verwandt ist.

12.3 Induktion der ectT-Transkription nach einen hyperosmolaren
Schock

Durch die Primer Extension-Analyse konnte der potentielle Promotor flir die ectT-Transkription
bei hyperosmolaren Bedingungen identifiziert werden, aber die detektierten Transkripte stammten
dominant vom einem Shuttle-Plasmid mit der ectT-Promotorregion. Um nur die Transkription von
chromosomalem ectT ohne mdgliche artifizielle Effekte, ihren zeitlichen Verlauf und die GrofRe des
Transkripts nach einer plotzlichen Erhéhung der Osmolalitat zu bestimmen, wurden eine Northern
Blot-Analyse der ectT-Expression durchgefiihrt. V. pantothenticus Kulturen wurden bis zur mittleren
exponentiellen Wachstumsphase wachsen gelassen. Dann wurden die Kulturen durch Zugabe einer 5
M NaCl-Stammldsung bis zu einer Endkonzentration von 0,7 M NaCl einem osmotischen Schock
ausgesetzt. Zu verschiedenen Zeitpunkten vor und nach dem Schock wurden Proben fiir die RNA-
Praparation enthommen. Die Gesamt-RNA wurde prapariert und mit der DIG-markierten ectT-RNA-

Sonde, die ein internes Fragment des Gens umfasste, hybridisiert (Abb. 36).

Diese Northern Blot-Analyse zeigte die unter hochosmolaren Bedingungen stimulierte
transkriptionelle Expression von ectT mit einer Transkriptgrosse von 1,7 kb (Abb. 36). Die
Transkriptgrofle entsprach der Grolle des vollstidndigen ectT Genes mit dem identifizierten
Promotorbereich (Kap. 5 Anhang). Bereits 10 Minuten nach dem osmotischen Schock konnte die
Transkription von ectT detektiert werden, und zu diesem Zeitpunkt hatte die Transkriptionsinduktion
ihr Maximum (Abb. 36). Diese Daten bestatigen die Ergebnisse der Primer Extension-Analysen der
durch hyperosmotischen Schock stimulierbaren ectT Transkription sowohl in B. subtilis als auch in V.
pantothenticus und zeigen, direkt nach dem osmotischen Schock, das typische Induktionsmuster
eines c®-abhangigen Gens in B. subtilis. Im Gegensatz zu c®-regulierten Genen in B. subtilis sank
aber die Induktion von ectT 40 bis 60 Minuten nach dem hyperosmotischen Schock nicht wieder auf
ihr Basalniveau ab, sondern entsprach auch 15,5 Stunden nach dem osmotischen Schock noch 40 %
der maximalen Induktion (Abb. 36B). Diese transkriptionelle Induktion von ectT in Kulturen, die
langzeitadaptiert an hochosmotische Bedingungen waren, konnte weder durch die Primer Extension-

Analyse von ectT in V. pantothenticus noch in B. subtilis nachgewiesen werden. Eine Erklarung fur
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Abb. 36 Bestimmung des ectT-Expressionsprofils nach einem hyperosmotischen Schock
in V. pantothenticus

(A) Die Northern Blot-Analyse von ectT wurde mit Gesamt-RNA aus V. pantothenticus Kulturen durchgefiihrt,
die einem osmotischen Schock von 0,7 M NaCl ausgesetzt worden waren. Vor und nach dem Schock wurden
den Kulturen Proben entnommen, die Gesamt-RNA prapariert und diese mit einer ectT-spezifischen Sonde
hybridisiert. (B) Die Abbildung zeigt das Induktionsprofil der ectT-Transkription. Die Starke der Induktion ist in %
angegeben, bezogen auf die maximal detektierte Transkription tGber den untersuchten Zeitraum. Die Zeiten der
Probennahmen beziehen sich auf t;, den Zeitpunkt des hyperosmotischen Schocks. Das Wachstum der Kultur
wurde ebenfalls erfasst (m). Die Zeitskala gibt nicht mit den tatsachlichen Zeitabstdnden zwischen den
einzelnen Messpunkten wieder. Es wurden drei unabhangige Northern Blot-Analysen durchgefiihrt (n;), die
Transkriptionsstarke quantifiziert und die Mittelwerte und Standardabweichungen bestimmt.
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diese Beobachtung kann eine Destabilitdt von mRNA Transkripten des Shuttleplasmids sein. Es
wurde in B. subtilis beobachtet, dass Transkripte in Primer Extension-Analysen mit Stammen, die die
zu untersuchende DNA-Region auf einem Shuttelplasmid trugen, nach kurzer Zeit nicht mehr
nachzuweisen waren aber in Northern Blot-Analysen Uber einen langen Zeitraum detektiert werden

konnten (Kempf, persdnliche Mitteilung).

13 Posttranslationale Regulation von EctT bei hoher
Osmolalitat

Nachdem die transkriptionelle Induktion von ectT eingehend charakterisiert worden war, sollte
darUber hinaus untersucht werden, ob der durch hochosmotische Bedingungen stimulierte Ectoin-
Transport in V. pantothenticus zusatzlich auch auf der Aktivierung von bereits vorhandenen EctT-
Transporterproteinen beruhte. In B. subtilis zeigte sich eine Addition beider Effekte bei dem Glycin
Betain-Transporter OpuD (Kappes et al. 1996), hingegen wird die Stimulation des Prolin-Transportes
von OpuE allein durch Proteinneusynthese vermittelt (von Blohn et al. 1997). Unterscheiden konnte
man beide regulatorische Mechanismen durch den Vergleich der Transportraten von V.
pantothenticus Kulturen, wobei in der einen Kultur die Proteinneusynthese durch Zugabe des
Antibiotikums Chloramphenicol unterbunden wurde, wahrend die andere Kultur in SMM ohne
Chloramphenicol wuchs. Beide Kulturen wurden einem moderaten hyperosmotischen Schock durch
die Zugabe von 0,4 M NaCl ausgesetzt, und zu verschiedenen Zeitpunkten vor und nach dem
osmotischen Schock wurde die Ectoin- Transportrate durch Zugabe von ["C]-Ectoin in beiden
Kulturen bestimmt (Abb. 37). In der mit dem Antibiotikum behandelten Kultur konnte nur noch die
Aktivierung bereits vorhandener EctT-Transporterproteinen unter hochosmolaren Bedingungen
gemessen werden, in der unbehandelten Kultur konnte die Summe aus der Aktivierung vorhandener

EctT-Transporterproteinen und maoglicher Proteinneusynthese gemessen werden.

Es zeigte sich, dass beide Wege der Aktivierung des Ectointransports durch EctT unter
hochosmolaren Wachstumsbedingungen sind in V. pantothenticus verwirklicht sind (Abb. 37). Die
Steigerung der Ectointransportrate unter hochosmolaren Bedingungen setzte sich zu ungefahr 80 %
aus EctT-Neusynthese und zu ungefdhr 20 % aus der Aktivierung vorhandener EctT-Proteine
zusammen (Abb. 37). Lediglich die Kontrollkultur, die nicht osmotisch geschockt wurde, zeigte keinen
Ectointransport (Abb. 37). Die starke Abhangigkeit des Ectointransportes unter hochosmolaren
Bedingungen von der EctT-Neusynthese steht im Einklang mit der starken transkriptionellen
Regulation von ectT durch den o®-abhingigen Promotor (Abb. 34). Auch die Northern Blot-
Analysezeigte eine starke Induktion der Transkription von ectT direkt nach einem hyperosmotischen
Schock, die auch in Zellen, welche bereits an hochosmolare Bedingungen angepasst waren, in

schwacherer Form erhalten blieb (Abb. 36).
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Abb. 37  Aktivierung des Ectointransportes unter hochosmolaren Bedingungen erfolgt
durch Neusynthese und durch Aktivierung von vorhandenem EctT

Dargestellt sind die Ectointransportraten zu unterschiedlichen Zeitpunkten in V. pantothenticus. Eine Kultur
dieses Bakteriums wurde bis zur exponentiellen Wachstumsphase inkubiert und dann in drei Kulturen aufgeteilt.
Zum Zeitpunkt ty wurde zu einer Kultur Chloramphenicol (Endkonzentration 100 ug/ml) gegeben (e). Zum
Zeitpunkt tso (Pfeil) wurden zwei Kulturen durch NaCl-Zugabe (Endkonzentration 0,4 M) osmotisch geschockt (m
o). Als Kontrolle wurde der dritten Kultur weder Chloramphenicol noch NaCl zugesetzt (A).

14 Induktion der ectT-Transkription bei Kalte

Wachstumsexperimente bei Kalte in V. pantothenticus hatten gezeigt, dass dieses Bakterium in
der Lage ist, auch unter diesen Umweltbedingungen exogen zugeflihrtes Ectoin und Hydroxyectoin
durch Transport aus der Umwelt aufzunehmen und beide Solute als Psychroprotektiva zu nutzen
(Abb. 25).

In L. monocytogenes wirken ebenfalls kompatible Solute wie Glycin Betain und Carnitin sowohl
unter hochosmolaren Bedingungen als Osmoprotektiva als auch bei niedriger Wachstumstemperatur
als Psychroprotektiva (Ko et al. 1994; Bayles und Wilkinson 2000). L. monocytogenes muss daher
auch unter beiden Stressbedingungen Transportsysteme fir die Aufnahme kompatibler Solut aus der
Umwelt besitzen. Das Glycin Betain Transportsystem Gbu ist sowohl am Glycin Betain Transport bei
hoher Osmolalitat als auch bei niedriger Temperatur in L. monocytogenes beteiligt (Gerhardt et al.
2000; Mendum und Smith 2002), aber die Grundlagen des kaltestimulierten kompatiblen
Soluttransportes in Mikroorganismen sind vollig ungeklart. In der vorliegenden Arbeit wurde daher die
transkriptionelle Regulation der ectT-Expression bei niedriger Wachstumstemperatur in V.

pantothenticus untersucht.
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14.1 Primer Extension-Analyse von ectT-spezifischer mRNA bei Kalte

Es wurde eine Primer Extension-Analyse durchgeflihrt, um zu untersuchen, ob eine
Transkription von ectT bei Kélte stattfindet und um mdgliche Startpunkte ectT-spezifischer mRNA in

V. pantothenticus bei Kalte zu identifizieren (Abb. 34).

Die Kulturen wurden mit einer Vorkultur des V. pantothenticus Stammes mit dem Shuttleplasmid
pAK14, die in SMM bei 37°C bis zu einer ODs7g von 0,5 gewachsen war, auf eine ODszg von 0,1
beimpft, und eine der Kulturen wurde bei 37°C und die andere Kultur bei 15°C weiter inkubiert. Von
beiden Kulturen wurden in der mittleren exponentiellen Wachstumsphase Proben flir die RNA-
Praparation entnommen und die Gesamt-RNA aus den Zellen isoliert. Die reverse Transkription ectT-
spezifischer mRNA erfolgte wiederum von dem Primer ectTPE aus und wies ein kalteinduziertes
ectT-Transkript nach, das 127 bp vor dem ectT-Startcodon beginnt (Abb. 34D Spur 1). Bei 37°C
erfolgte keine Transkription von ectT (Abb. 34D Spur 2). Daher kontrolliert derselbe potentielle o°-
abhangige Promotor, der die ectT-Transkription unter hochosmolaren Bedingungen induziert (Abb.

34A), auch die temperaturabhangige Synthese des ectT-Transkriptes in V. pantothenticus.

Das o®-Homolog in V. pantothenticus muss neben der Induktion durch hyperosmotischen
Stress und Ethanolstress auch durch Kaltestress stimuliert werden und seinerseits die Transkription

von ectT unter diesen Umwelteinfliissen aktivieren.

14.2 Induktion der ectT-Transkription durch Kalteschock

Die Induktion und der zeitliche Verlauf der ectT-Transkription nach einer plétzlichen Senkung der
Wachstumstemperatur in V. pantothenticus wurde durch eine Northern Blot-Analyse untersucht. V.
pantothenticus Kulturen wurden bis zur mittleren logarithmischen Wachstumsphase gezogen. Dann
wurden die Kulturen durch Umsetzen zu 15 °C einem Kalteschock ausgesetzt und zu verschiedenen
Zeitpunkten vor und nach dem Schock wurden Proben fir die RNA-Praparation enthommen. Die
Gesamt-RNA wurde prapariert, und wie oben beschrieben, mit der DIG-markierten ectT-RNA-Sonde
hybridisiert (Abb. 38).

Diese Northern Blot-Analyse zeigte, dass die transkriptionelle Expression von ectT
kaltestimuliert ist, da nur nach dem Kalteschock ein ectT-Transkript in V. pantothenticus detektiet
werden konnte. Die GroRe des Transkriptes von 1,7 kb entsprach der Grofie von ectT mit dem
identifizierten Promotorbereich und hatte die gleiche GréRe wie das osmotisch induzierte ectT-

Tanskript (Abb. 36A). Nach dem Kalteschock stoppten die Zellen das Wachstum und begannen erst
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Abb. 38 Bestimmung des Expressionsprofils von ectT in V. pantothenticus nach einem
Kaélteschock

(A) Die Northern Blot-Analyse von ectT wurde mit Gesamt-RNA aus V. pantothenticus Kulturen durchgefiihrt,
die einem Kalteschock von 22°C (Umsetzen der Kultur von 37°C zu 15°C) ausgesetzt worden waren. Vor und
nach dem Schock wurden den Kulturen Proben enthnommen, die Gesamt-RNA prapariert und diese mit der
ectT-spezifischen Sonde hybridisiert. (B) Die Abbildung zeigt das Transkriptionsprofil fir ectT. Die Starke der
Transkription ist in % angegeben, bezogen auf die maximal detektierte Induktion Uber den untersuchten
Zeitraum. Die Zeiten der Probennahmen beziehen sich auf ty, den Zeitpunkt des Kalteschocks. Das Wachstum
der Kultur wurde ebenfalls erfasst (m). Die Zeitskala gibt nicht mit den tatsachlichen Zeitabstdnden zwischen
den einzelnen Messpunkten wieder. Es wurden drei unabhangige Northern Blot-Analysen durchgefiihrt (n3), die
Transkriptionsstarke quantifiziert und die Mittelwerte und Standardabweichungen bestimmt.
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nach 7 Stunden wieder mit einer geringeren Wachstumsrate zu wachsen (Abb. 25) (Abb. 38). Die
Northern Blot-Analyse zeigte, dass die ectT-Transkription bereits 2 Stunden nach dem Kalteschock
detektierbar war und mit erneutem Beginn des Wachstums zunahm. Die ectT-Transkription erreichte
ihr Maximum ungefdahr 60 Stunden nach dem Kalteschock (Abb. 38). Vergleicht man die
transkriptionelle Induktion der ectT nach einem Kalteschock und nach einem hochosmolaren Schock,
so unterscheiden sich die Induktionsmuster deutlich. Nach einem Kalteschock wird ectT nicht
transient transkribiert, sondern die Transkription beginnt wahrend der Anpassung der Zelle an die
gesenkte Wachstumstemperatur und erreicht erst mit dem erneuten exponentiellen Wachstum der
Kultur nach 120 Stunden ihr Maximum (Abb. 38B). Nach einem hyperosmotischen Schock wurde die
maximale Induktion der ectT-Transkription bereits 10 Minuten nach der NaCl-Zugabe detektiert und

fiel dann auf 40 % in osmotisch adaptieren Zellen ab (Abb. 36).

Die Transkription von ectT wird sowohl nach einem hyperosmotischen Schock als auch nach
einem Kalteschock durch denselben oP-abhéngigen Promotor induziert (Abb. 34), die
Transkriptionsinduktion durch beide Umweltstressfaktoren ist aber vollig unterschiedlich. Daher muss
die Regulation des o®-Homologs in V. pantothenticus bei osmotischem Stress oder bei Kélte auf

unterschiedliche Weise erfolgen.

15 Streptomyceten synthetisieren Ectoin und Hydroxyectoin

Die Arbeitsgruppe von A. Lapidot entdeckte 1988, dass das Bodenbakterium Streptomyces
parvulus in der Lage ist, die Tetrahydropyrimidine Ectoin und Hydroxyectoin de novo zu
synthetisieren. In den folgenden Jahren konnte gezeigt werden, dass zahlreiche Vertreter dieses
Genus in der Lage sind, die beiden Osmoprotektiva zu produzieren. Der Genus Streptomycetaceae
gehdrt zur Gruppe der Actinomyceten, deren DNA einen hohen G + C-Gehalt (durchschnittlich 74 %)
(Kieser et al. 2000) aufweist. Die Ordnung der Actinomycetales zeichnet sich daruber hinaus durch
die Fahigkeit, zahlreiche niedermolekulare Sekundarmetabolite (u. a. Antibiotika) und extrazellulare

Enzyme zu produzieren, aus.

Im Zusammenhang mit der Tetrahydropyrimidinsynthese in Streptomyces griseus konnte
beobachtet werden, dass die de novo Synthese der beiden kompatiblen Solute sowohl durch
osmotischen als auch durch Hitzestress induziert werden konnte (Malin und Lapidot 1996). Die
Beobachtung der Induktion der de novo Tetrahydropyrimidinsynthese durch Erhdhung der
Wachstumstemperatur deutete auf eine weitere stressprotektive Funktion dieser kompatiblen Solute
hin. Durch in vitro Studien konnte ebenfalls gezeigt werden, dass Ectoine in der Lage sind,

verschiedene Enzyme vor Hitzedenaturierung zu schitzen (Lippert und Galinski 1992).
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Der Hydroxyectoinbiosyntheseweg und seine Regulation konnten bisher nicht aufgeklart
werden, obwohl die Hydroxyectoinsynthese in zahlreichen Gram-negativen und Gram-positiven
Bakterien verbreitet ist. In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals die Hydroxyectoinsynthese auch in
einem Bacillus-Verwandten, Sa. salexigens, nachgewiesen werden (Kap. 1.3 Ergebnisse) (Abb. 10).
Sa. salexigens ist vermutlich nur schwer genetisch manipulierbar ist. Datenbank-Analysen unter
Verwendung des BLAST-Algorhythmus hatten aber ein potentielles Ectoinsynthesegencluster in
Genom von Streptomyces coelicolor A3(2) identifizierten. Daher wurde in diesem Actinomyceten
untersucht, ob er, wie seine Verwandten St. parvulus und St. griseus, Ectoin und/oder Hydroxyectoin
unter hochosmolaren Bedingungen und bei Hitzestress de novo synthetisieren kann. In diesem
Bakterium, dessen Genomsequenz vollstandig bekannt ist und das sowohl physiologisch als auch
molekular gut charakterisiert ist, konnte die mdgliche Hydroxyectoinsynthese eingehender untersucht

werden als in Sa. salexigens.

15.1 de novo Tetrahydropyrimidinsynthese in St. coelicolor

Um zu untersuchen, ob Ectoin und Hydroxyectoin in St. coelicolor A3(2) unter hochosmolaren
Bedingungen und bei Hitzestress synthetisiert werden, wurde das Bakterium in supplementiertem
Minimalmedium (SM) bei seiner optimalen Wachstumstemperatur von 28°C und unter Hitzestress von
39°C ohne und mit NaCl (0,6 M) wachsen gelassen. Die St. coelicolor A3(2) Kulturen wurden mit
einer Vorkultur (ODs7s von 2), die bei 28°C gewachsen war, auf ODszg von 0,1 beimpft, das Wachstum
der Kulturen wurde photometrisch bestimmt, und zu verschiedenen Zeitpunkten des Wachstums
wurden Proben fur die HPLC-Analyse entnommen, um die Tetrahydropyrimidinkonzentrationen zu
bestimmen (Abb. 39).

Es konnte festgestellt werden, dass die endogene Ectoin- und Hydroxyectoinproduktion in St.
coelicolor A3(2) durch hochosmolare Bedingungen induziert wird, da die Tetrahydropyrimidinderivate
in osmotisch gestressten Kulturen, die bei 28°C und 39°C gewachsen waren, nachgewiesen werden
konnten (Abb. 39CD). In der Kultur, die bei 28°C ohne NaCl-Zugabe gewachsen war, wurden keine
Tetrahydropyrimidine detektiert (Abb. 39A). Ebenfalls konnte festgestellt werden, dass in St.
coelicolor A3(2) die Tetrahydropyrimidinsynthese durch Hitzestress induziert wird. In der Kultur, die
bei 39°C ohne NaCl-Zugabe gewachsen war, konnte die Synthese beider Tetrahydropyrimidine
nachgewiesen werden (Abb. 39B). lhre Konzentrationen erhéhten sich in 39°C-Kultur denen NaCl
zugesetzt worden war um die gleichen Mengen, die in den Kulturen, die bei 28°C mit NaCl
gewachsen waren, detektiert wurden (Abb. 39CD). Beide Stressbedingungen, hohe Osmolalitat und
Hitze, addieren sich in ihren induzierenden Effekten auf die Tetrahydropyrimidinsynthese. Schliellich
zeigte dieses Experiment, dass die Synthese von Hydroxyectoin zusatzlich stationdrphaseabhangig

reguliert wird.
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Sowohl in den Kulturen, die entweder hoher Osmolalitdt oder Hitze ausgesetzt waren, als auch in der
Kultur, die der Kombination beider Stressfaktoren ausgesetzt worden war, nahm die
Hydroxyectoinkonzentration deutlich in der stationaren Wachstumsphase 2zu, wahrend der
Ectoingehalt sein Maximum in der spaten exponentiellen Wachstumsphase erreichte und in der
Stationarphase  abnahm  (Abb. 39BCD). Im exponentiellen Wachstum betrug das
Ectoin/Hydroxyectoinverhaltnis in Kulturen mit NaCl bei 28°C und 39°C 2:1, wahrend sich in der
Stationarphase das Ectoin/Hydroxyectoinverhaltnis zu 1:2 umkehrte. Diese Beobachtungen stimmen
mit den Daten der Ectoin- und Hydroxyectoinbiosynthese in Sa. salexigens Uberein: Auch in diesem
Bakterium findet eine verstarkte Hydroxyectoinbiosynthese in der stationaren Wachstumsphase statt
(Abb. 10B). Eine noch deutlichere wachstumsphasenabhangige Anderung im
Ectoin/Hydroxyectoinverhaltnis wurde in der St. coelicolor Kultur, die bei 39°C ohne NaCl gewachsen
war, festgestellt. Wahrend des exponentiellen Wachstums lagen Ectoin und Hydroxyectoin im
Verhaltnis 2:1 vor, in der stationdren Wachstumsphase anderte sich das Verhaltnis zu 1:10 (Abb.
39B).

15.2 Eine Dioxygenase katalysiert die Umsetzung von Ectoin zu
Hydroxyectoin in St. coelicolor A3(2)

Die Biosynthese des Tetrahydropyrimidines Ectoin konnte im Gram-negativen Bakterium
Halomonas elongata durch Peters et al. 1993 aufgeklart werden. Die hohen Sequenzidentitaten der
an der Ectoinsynthese beteiligten Enzyme (Tab. 15) (Tab. 17) und die nahezu gleiche Organisation
der Ectoinsynthesegene aus Gram-positiven und Gram-negativen Bakterien legen den Schluss nahe,
dass die Biosynthese dieses Osmolytes sehr dhnlich auch in entfernt verwandten Bakterien ablaufen
konnte. Mit der Entdeckung von Hydroxyectoin im Streptomyceten St. parvulus 1988 stellte sich die
Frage nach der Synthese dieses ebenfalls sehr potenten Osmoprotektivums (Inbar und Lapidot
1988). Es existieren zwei Modelle, die die Hydroxyectoinbiosynthese in Mikroorganismen
beschreiben. Das erste Modell geht von der direkten Hydroyxectoinsynthese aus dem Vorlaufer
Ectoin durch eine Hydroxylase aus (Abb. 4) (Gdller et al. 1998). Es scheint aber auch mdglich, dass
Hydroxyectoin aus dem Intermediat der Ectoinbiosynthese, N-y-Acetyl-2,4-Diaminobuttersaure,
synthetisiert wird ohne Beteiligung von Ectoin und dieser Syntheseweg zwei katalytische Schritte
umfasst (Abb. 4) (Canovas et al. 1999). Keines dieser Modelle konnte bisher jedoch experimentell

bestatigt werden.

Durch Analyse des Genoms von St. coelicolor A3(2) bestand die Mdglichkeit potentielle Gene,
die an der Hydroxyectoinsynthese in Streptomyceten beteiligt sind, zu identifiziert.
Datenbankbasierende Untersuchung der an die ectABC-Gene angrenzenden DNA-Regionen von St.
coelicolor A3(2) konnte ein Leseraster (orf4) stromabwaérts von ectC identifiziert werden, das
Homologien zu einer L-Prolin-4-Hydroxylase aus dem Actinomyceten Dactylosporangium sp.

(Sequenzidentitat 28 %) aufwies (Abb. 40). Dieses Enzym gehdrt zur Klasse der a-Ketoglutarat-
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Abb. 39 Die Ectoin- und Hydroxyectoin-Produktion in St. coelicolor A(3)2 wird von der Osmolalitat, der Wachstumstemperatur und der

Wachstumsphase kontrolliert

St. coelicolor A(3)2 wurde in SM bei 28°C (A + C) und 39°C (B + D) mit (C + D) und ohne (A + B) 0, 5 M NaCl wachsen gelassen. Zu verschiedenen Zeitpunkten
wurden den Kulturen Proben fur die HPLC-Analyse entnommen. Die Ectoin- (m) und Hydroxyectoin-Konzentration (m) sind dargestellt. Die Zeitskala der X-Achse stimmt
nicht mit den tatsachlichen zeitlichen Abstanden zwischen den Messpunkten Uberein. Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichung aus drei unabhangigen
Messungen (nj).
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abhangigen Dioxygenasen (Shibasaki et al. 1999). Fir die katalytische Aktivitat dieser Hydroxylasen
wird Fe?* als Co-Faktor bendtigt (Myllyla et al. 1992). Ein Aminoséuresequenzvergleich beider
Proteine ergab, dass das vermutlich an der Eisenbindung beteiligte HisXAsp-Motiv a-Ketoglutarat-
abhangiger Dioxygenasen auch in der abgeleiteten Proteinsequenz von Orf4 vorhanden ist (Abb. 40).
orf4 war 64 bp vom ectC Stop-Codon entfernt und in die gleiche Richtung orientiert wie die drei
Ectoinsynthesegene (Abb. 45). Es bestand daher die Moglichkeit, dass dieses Leseraster eine
Dioxygenase codierte, die in St. coelicolor A3(2) fir die direkte Synthese von Hydroxyectoin aus
Ectoin zustandig ist und gemeinsam mit den Ectoinsynthesegenen zur Expression gebracht wird. Um
diese Vermutung experimentell zu untersuchen, wurde eine Fusion von ectABC und dem Gen fir die
potentielle Dioxygenase mit dem IPTG induzierbaren T5 Phagen Promotor Pyos (Schon und
Schumann 1994) als Kopie in das Chromosom des B. subtilis Stammes KE30 eingebracht. Der
resultierende Stamm war AKB7 [®(yckH-kan-comS-Prsnzs-ectABCD-ycxA) (amyE'- cat-pspac-cOMS-
lacl-'amyE)]. Kulturen von AKB7 wurden in LB-Medium mit oder ohne IPTG (1 mM) wachsen

gelassen und nachfolgend mittels *C-NMR-Spektroskopie auf Ectoin- und Hydroxyectoin-Produktion

untersucht.

EctD St. coelicolor ARQDPVVWGSPDAPGPVSAGDQALDR 30
Prolin-4-Hydroxylase M LEmd- - - - - -----------"-- TERKQYRE 12
EctD St. coelicolor DEIYFNAIND QL | TRIDIEMIGE YQRELER[MTTDPA 60
Prolin-4-Hydroxylase AldYIMLIBEDGL GIHRIEMID c L RIAA A AABY AQ- - 40
EctD St. coelicolor | RADERIS!| VHP QSKE | ISMF EVEIK!| SENMF A 9
Prolin-4-Hydroxylase -DSPDITL-BKkDGRTVIERIAMHGCEBIRRD PMCR 68
EctD St. coelicolor KINAR D ERYV VEE R REEIEE G S PREAAZEY S RIEY VIEd 120
Pro|in-4-Hydroxy|ase DESAYAN H P L LEIPENMICNENE S GIsRVARARVAR IOl F K EEEN A I 98
EctD St. coelicolor PGFGASGF YMEISPIF E TRYH AFIPEYL PNMRT I S 150
Prolin-4-Hydroxylase APMTGDV WPRIRIQEIY | F ARIZIDEEIMD RPHV V N 128
EctD St. coelicolor S| AINTENY D TR GV | VEKESEBIK T FMG- - - 177
Prolin-4-Hydroxylase AV LIRDIEATHLEREIPINL F VIERe] TRIE L GBI DV E 158
EctD St. coelicolor - - CAGATPKDNYKKSMQMQDAGTPSDEGT 205
Prolin-4-Hydroxylase RRAPAGDGDAQWLPQMSADLDYAI DADLIEA 188
EctD St. coelicolor KMASEY[EERKL FIRS KIS A T C N C VMEESEKSY 235
Prolin-4-Hydroxylase RLTAGRIENE s AR PENE] ' L L S R VNN 218
EctD St. coelicolor DN TEFEERS NMF! VFIISVERNTAVEPFEYAP | 265
Prolin-4-Hydroxylase TINVSIERHEEIG VL VT YINRT DAL P- - -INQA A 245
EctD St. coelicolor REGEEE ' G F Y K 280
Prolin-4-Hydroxylase PRI . AINGES ARlalL VPLPAGFALAQPYV 272

Abb. 40 Vergleich der Aminosauresequenzen von EctD (Orf4) aus St. coelicolor A3(2) und
einer L-Prolin-4-Hydroxylase aus Dactylosporangium sp.

EctD (potentielle Hydroxylase ) aus St. coelicolor A3(2) (Acc. no. AL591322), L-Prolin-4-Hydroxylase aus
Dactylosporangium sp. (Acc. no. BAA20094); das HisXAsp-Motiv wurde markiert (==).
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Abb. 41  *C-NMR Spektren ethanolischer Zellextrakte von B. subtilis-Stamm AKB7

B. subtilis AKB7 [®(yckH-kan-comS-P1sngs-ectABCD-ycxA) (amyE'-cat-pspac-comS-lacl-'amyE)] wuchs in LB-
Medium. (A) in LB ohne 1 mM IPTG; (B) in LB mit 1 mM IPTG. Resonanzen von Glutamat (g), Ectoin (e),
Hydroxyectoin (h), dem Standard D,4-3-(Trimethylsilyl)propionate (*) und nicht identifizierbare Resonanzen (x)
sind markiert. Die chemischen Verschiebungen [angegeben in ppm relativ zum Standard D4-3-
(Trimethylsilyl)propionat] sind fur Glutamat 27,9; 34,6; 55,8; 175,3; 184,1, fur Ectoin 19,6; 23,5; 38,3; 54,4;
161,9; 177,8 und fur Hydroxyectoin 17,9; 42,6; 59,8; 160,5; 174,3.

In der AKB7 Kultur ohne IPTG konnte weder Ectoin noch Hydroxyectoin detektiert werden, aber in
Gegenwart von IPTG erfolgte in AKB7 die gemeinsame Transkription der ectABC-Gene und des orf4
aus St. coelicolor A3(2), vermittelt durch den T5 Phagen Promotor P25, da sowohl Ectoin als auch

Hydroxyectoin produziert wurde (Abb. 41). Somit konnte gezeigt werden, dass die ectABC-Gene und
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orf4 aus St. coelicolor A3(2) ausreichen, um den nicht-Tetrahydropyrimidinproduzierer B. subtilis mit
der Fahigkeit zur Synthese der kompatiblen Solute Ectoin und Hydroxyectoin auszustatten. Ein
Promotor vor ectA ist ausreichend um alle vier Gene gemeinsam zur Expression zu bringen und I&sst
vermuten, dass ectABC und orf4 als Operon in St. coelicolor A3(2) organisiert sind. orf4 wurde im
folgenden als ectD bezeichnet, das codierte Protein wurde EctD genannt. ectD codiert somit eine
potentielle Dioxygenase, welche die direkte Umwandlung von Ectoin zu Hydroxyectoin in St

coelicolor A3(2) katalysiert.

16 Exogen zugefiihrtes Ectoin und Hydroxyectoin schitzen St.
coelicolor A3(2) bei hoher Osmolalitat

Um festzustellen, ob vorgeformte Tetrahydropyrimidine St. coelicolor A3(2) einen Schutz vor
hochosmolaren Bedingungen bieten, wurde St. coelicolor A3(2) in SM mit verschiedenen NaCl-
Konzentrationen ohne und mit 1 mM Ectoin oder 1 mM Hydroxyectoin bei 28°C wachsen gelassen
(Abb. 42). Nach 24 Stunden wurde die optische Dichte der Kulturen photometrisch bestimmt. St.
coelicolor A3(2) wurde in gleichem MafRe unter hochosmolaren Bedingungen durch exogen

vorhandenes Ectoin und Hydroxyectoin geschitzt (Abb. 42). Die St. coelicolor A3(2) Kulturen, denen
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0.51
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Abb. 42 Ectoin und Hydroxyectoin schiitzen St coelicolor A3(2) gegen die
wachstumsinhibierenden Effekte hoher Osmolalitat.

Die Kulturen im Minimalmedium (SM) unterschiedlicher Osmolalitdt wurden mit einer ODs7g von 0,1 mit einer
Ubernachtkultur, die in SM ohne NaCl gewachsen war, beimpft. Die Kulturen wurden fiir 24 Stunden ohne (¢)
oder mit 1 mM Ectoin (m) oder 1 mM Hydroxyectoin (A) inkubiert. Anschliefend wurde das Wachstum jeder
Kultur photometrisch bestimmt.
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kein Osmoprotektivum im Medium zugesetzt worden war, hatten bei mehr als 0,6 M NaCl im Medium
einen deutlichen Wachstumsnachteil (Abb. 42). Demnach muss das Bakterium Transportsysteme fir
die Aufnahme der kompatiblen Solute Ectoin und Hydroxyectoin unter hochosmolaren Bedingungen

besitzen.

17 Exogen zugefiihrtes Ectoin und Hydroxyectoin schitzen St.
coelicolor A3(2) bei hoher Temperatur

Da St. coelicolor in der Lage ist, bei Hitzestress Ectoin und Hydroxyectoin endogen zu
synthetisieren, sollte in einem weiteren Experiment Uberpriift werden, ob auch exogen zugesetztes
Ectoin und Hydroxyectoin thermoprotektive Eigenschaften fiir dieses Bakterium besitzen. St
coelicolor wurde in SM, SM mit 1 mM Ectoin bzw. 1 mM Hydroxyectoin und SM mit jeweils 0,5 mM

Ectoin und Hydroxyectoin bei 39°C gezogen, und das Wachstum der Kulturen wurde verglichen.

2,5 1

1.5 1

ODs7s
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Abb. 43 Exogen zugefiihrtes Ectoin und Hydroxyectoin schiitzen St. coelicolor A3(2) bei

Hitzestress

St. coelicolor wurde mit einer ODs7g von 0,1 mit einer Ubernachtkultur beimpft, die in SM bei 28°C gewachsen
war. Die Kulturen wuchsen in SM (¢), SM mit 1 mM Ectoin/Hydroxyectoin (e), SM mit 1 mM Ectoin (A) und SM
mit 1 mM Hydroxyectoin (m) bei 39°C. Das Wachstum der Kulturen wurde photometrisch bestimmt.

Die St. coelicolor Kultur, der die Mischung beider Osmoprotektiva zugesetzt worden war, zeigte
das beste Wachstum der vier Kulturen bei 39°C (Abb. 43). Die St. coelicolor Kultur ohne
Tetrahydropyrimidin wuchs am schlechtesten bei dieser Temperatur. Die Kulturen, denen entweder

Ectoin oder Hydroxyectoin zugesetzt worden waren, wuchsen gleich gut und zeigten ein deutlich
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besseres Wachstum als die Kultur, die kein Tetrahydropyrimidin enthielt, aber wuchsen schlechter als
die Kultur, der die Ectoin/Hydroxyectoin Mischung zugesetzt worden war (Abb. 43). Diese Ergebnisse
zeigen, dass St. coelicolor Transportsysteme besitzt, die sowohl unter osmotischem Stress (Kap. 16
Ergebnisse) wie auch unter Hitzestress die kompatiblen Solute Ectoin und Hydroxyectoin in die Zelle
transportieren. Beide Solute wirken thermoprotektiv, aber nur eine Mischung beider verleiht dem

Bakterium den besten Schutz bei hoher Temperatur.
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V. Diskussion

Die Osmolalitat eines Habitats stellt einen entscheidenden abiotischen Faktor fiir das Uberleben
und das Wachstum von Mikroorganismen dar. Bakterien, die nicht in Biotopen konstanter Osmolalitat
leben, mussen sich aktiv die damit einhergehende wechselnde Wasserverfligbarkeit ihrer Umgebung
adaptieren. Die Anpassungsmechanismen an Umweltbedingungen wechselnder Osmolalitat wurden
detailliert in dem Gram-positiven Bakterium B. subtilis untersucht, welches in seinem natrlichen
Habitat, den oberen Bodenschichten, starken Schwankungen der Wasserverfiigbarkeit ausgesetzt ist
(Miller und Wood 1996). B. subtilis und andere bodenbewohnende Mikroorganismen verandern aktiv
die Osmolalitdt ihres Zytoplasmas, um den Turgor und so die Teilungsfahigkeit der Zelle
aufrechtzuerhalten. Die Stressreaktionen von Bacilli in Anpassung an hochosmolare
Umweltbedingungen bestehen einerseits in der Aufnahme spezieller organischer Solute wie Glycin
Betain, Prolin und Ectoin durch hochaffine und osmotisch regulierte Transportsysteme (Kempf und
Bremer 1998) und andererseits in der endogenen Synthese von kompatiblen Soluten bei Mangel an
exogen verfugbaren osmotischen Schutzsubstanzen (Galinski und Triper 1994; Bremer und Kradmer
2000). Die beschriebenen zellularen Anpassungsmechanismen bei hoher Osmolalitdt sind in B.
subtilis entweder Teil des Sigma B-kontrollierten generellen Stressregulons (von Blohn et al. 1997,
Hecker und Volker 1998; Hecker und Volker 2001) oder spezifisch durch osmotischen Stress
kontrolliert (Kempf und Bremer 1998; Bremer 2002).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Anpassung verschiedener Bacillus Spezies und nah
verwandter Spezies an hochosmolare Wachstumsbedingungen durch de novo Osmolytsynthese
untersucht. Es zeigte sich, dass die in dieser Gram-positiven Bakteriengruppe weitverbreitetsten,
unter hochosmolaren Bedingungen de novo synthetisierten kompatiblen Solute Ectoin, Prolin und
Glutamat sind. Die weitverbreitete Ectoinbiosynthese konnte detailliert auf physiologischer und
molekularer Ebene in S. pasteurii und V. pantothenticus analysiert werden. Die Synthese des
kompatiblen Soluts und Ectoinderivates Hydroxyectoin wurde in dem Gram-positiven, G+C-reichen
Bodenbakterium St. coelicolor untersucht und das Gen einer potentiellen Dioxygenase identifiziert,
die allein die Synthese von Hydroxyectoin aus Ectoin katalysiert. Darliber hinaus konnte gezeigt
werden, dass de novo Ectoin- und Hydroxyectoinbiosynthese in Gram-positiven Bakterien nicht nur
durch osmotischen Stress, sondern auch durch Kalte und Hitze induziert werden kénnen und beide
Solute als Stressprotektiva unter wachstumslimitierenden Temperaturen wirken. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit wurde das Gen eines Ectoin- und Hydroxyectointransporters aus V.
pantothenticus isoliert, der zur BCCT-Transporterfamilie gehort. EctT ist der einzige Ectoin- und
Hydroxyectointransporter unter hochosmolaren Bedingungen und bei Kalte in V. pantothenticus. Die

Expression von ectT wird ausschlieRlich durch einen Promotor reguliert, dessen Konsensussequenz
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exakt mit der eines o®-abhangigen Promotors in B. subtilis Ubereinstimmt. Die Aktivitdt des
potentiellen o®-Homologs in V. pantothenticus wird durch Kélte und hohe Osmolalitat stimuliert, so

dass unter diesen Umweltbedingungen die Expression von ectT induziert ist.

1 de novo Osmolytsynthese in Bacilli und verwandten
Genera

Die Synthese kompatibler Solute in Archaea (Martin et al. 1999; Roberts 2000) und Bacteria
(Galinski und Truper 1994) ist ein hochkonservierter Mechanismus, um den Zellturgor unter

hyperosmolaren Umweltbedingungen aufrechtzuerhalten.

Die in dieser Arbeit durch *C-NMR-Analyse untersuchten Spezies Gram-positiver Bakterien
produzieren unter hochosmolaren Bedingungen die kompatible Solute Glutamat, Prolin oder Ectoin
(Tab. 13) (Abb. 7) (Abb. 15) (Kap. 1 Anhang). Obwohl die Zahl der untersuchten Spezies limitiert ist,
konnte gezeigt werden, dass die Fahigkeit, diese drei Osmolyte de novo zu synthetisieren
weitverbreitet ist. Es existieren verschiedene Muster der Ectoin- und Prolinsynthese, da diese
Osmoprotektiva entweder allein oder in Kombination synthetisiert werden koénnen. Keine der
untersuchten Spezies war in der Lage, Glycin Betain de novo durch die direkte Methylierung
einfacher Kohlenstoffverbindungen zu synthetisieren, wie dies fir extrem halophile Bakterien oder

Archaeen gezeigt werden konnte (Lai und Gunsalus 1992; Nyyssola et al. 2000).

Unter den dreizehn getesteten Bakterienspezies befinden sich finf (B. cereus, B. thuringensis,
B. circulans, A. aneurinilyticus, P. polymyxa), die weder Prolin noch Ectoin synthetisieren kénnen,
aber die Aminosaure Glutamat als dominantes Osmoprotektivum produzieren. In B. cereus, einem
Vertreter dieser Bakteriengruppe, ist die Glutamatsynthese osmotisch stimuliert, wie die Zunahme der
intrazellulare Glutamatkonzentration bei einer Erhéhung der externen Osmolalitdt demonstriert (Abb.
9A). Glutamat wird als kompatibles Solut in B. cereus fir die Langzeitanpassung an erhohte
Osmolalitdt genutzt und erfullt somit nicht nur in der initialen Antwort auf hyperosmolare
Bedingungen, wie fiur verschiedene Gram-negative Bakterien beschrieben (Csonka 1989), eine
wichtige Funktion. Die Akkumulation von Glutamat, das kein typisches kompatibles Solut darstellt,
weil es bei physiologischem pH als Anion vorliegt, wird unter hochosmolaren Bedingungen in
Mikroorganismen durch die gleichzeitige Anhaufung des Gegenions Kalium limitiert (da Costa et al.
1998), das, wenn es in hohen Konzentrationen im Zytoplasma vorliegt, stérend auf zahlreiche
zellulare Funktionen wirkt. Glutamat kann wegen seiner Netto-Ladung mit den polaren Regionen von
Proteinen direkt interagieren und sorgt so nicht, wie zwitterionische kompatible Solute, fir eine
energetisch unglinstige Entropieabnahme, die Proteine in ihrer nativen Struktur stabilisiert. Der
salzsensitive Phanotyp der finf ausschlieBlich Glutamat-akkumulierenden Spezies resultieren

einerseits aus den vergleichsweise geringen unter osmotischem Stress de novo synthetisierten
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Glutamatkonzentrationen und andererseits aus den geringen osmoprotektiven Eigenschaften dieser
Aminosaure. Es scheint, dass die Fahigkeit, Ectoin oder Prolin, die alle Charakteristika kompatibler
Solute senso strico besitzen, zu synthetisieren, eine hdhere Toleranz gegeniber hochosmolaren

Wachstumsbedingungen vermittelt als die alleinige Synthese von Glutamat.

Drei der untersuchten Bakterienspezies (B. subtilis, B. licheniformis, B. megaterium)
synthetisieren ausschlieBlich Prolin unter hochosmolaren Wachstumsbedingungen. Die in B. subtilis
beobachtete osmotisch regulierte Prolinsynthese stimmt mit vorhergehenden Untersuchungen dieser
Bacillus Spezies Uberein (Measures 1975; Whatmore et al. 1990). Die Prolinbiosynthese in
Abhangigkeit von der Osmolalitdt des Mediums wurde in der vorliegenden Arbeit in B. licheniformis
genauer untersucht, und es konnte festgestellt werden, dass der Prolingehalt der Zellen mit
zunehmender NaCl-Konzentration des Mediums anstieg. Interessanterweise nahm die Glutamat-
Konzentration mit steigender Osmolalitat und steigender Prolin-Konzentration ab (Abb. 9B). Der
starke Anstieg der Prolinbiosynthese unter hochosmolaren Bedingungen ist vermutlich fir die
Abnahme der Glutamat-Konzentration verantwortlich, da Glutamat als Vorlaufermoleklil der

Prolinsynthese von vielen Mikroorganismen genutzt wird.

Eine verstarkte Prolinbiosynthese unter hochosmolaren Bedingungen konnte auch in
Mikroorganismen wie C. glutamicum (Guillouet und Engasser 1995) und Brevibacterium
lactofermentum (Kawahara et al. 1989) nachgewiesen werden. In L. monocytogenes konnte von
Sleator et al. 2001 gezeigt werden, dass eine Zerstdrung des proBA-Locus zu einem
prolinauxotrophen und salzsensitiven Phanotyp flhrte. Die endogene Prolinsynthese scheint auch
diesem Bakterium einen Schutz unter hochosmolaren Bedingungen zu bieten. Die molekularen
Grundlagen der Regulation der Prolinbiosynthese in Anpassung an anabole Bedlrfnisse und die
Osmolalitdt des umgebenden Mediums wurden in den Modellorganismen E. coli und B. subtilis
detailliert untersucht (Smith et al. 1984; Leisinger 1996; Belitsky et al. 2001). In zahlreichen Bakterien
unterliegt die Prolinbiosynthese fiir anabole Zwecke einer Endprodukthemmung (Leisinger 1996;
Sleator et al. 2001c). Die proB-codierte y-Glutamylkinase, das erste Enzym der Prolinbiosynthese,
wird in E. coli und L. monocytogenes durch diese Regulation kontrolliert und schon durch geringe
Prolinkonzentrationen inhibiert. Es konnte gezeigt werden, dass der Austausch einer Aminosaure in
ProB den allosterischen Effekt der Inhibition durch Prolin in Gram-negativen und Gram-positiven
Bakterien aufheben kann (Le Rudulier et al. 1982; Dandekar und Uratsu 1988; Sleator et al. 2001c).
Da unter hochosmolaren Bedingungen aber hohe Prolinkonzentrationen in den untersuchten Bacillus
Spezies vorliegen, muss eine andere Regulation der Prolinbiosynthese stattfinden oder ein zweiter
nicht endprodukt inhibierter Prolinbiosyntheseweg unter hypertonen Bedingungen aktiv sein. Die
osmotisch stimulierte Prolinakkumulation in B. subtilis wurde schon vor langerer Zeit beobachtet
(Measures 1975; Whatmore et al. 1990), aber erst kurzlich konnten die molekularen Details dieser
osmotisch stimulierten Prolinbiosynthese in B. subtilis aufgeklart werden (Brill und Bremer 2002). Es

wurde ein zweiter Prolinbiosyntheseweg, der vermutlich nicht feedback inhibiert ist, neben dem flr
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anabole Zwecke identifiziert (Brill und Bremer 2002). Zwei Isoenzyme, ProH (A'-Pyrrolin-5-
carboxylreduktase) und ProJ (y-Glutamylkinase), ersetzten unter hochosmolaren
Wachstumsbedingungen, die unter isoosmotischen Bedingungen aktiven Proteine ProB, ProG und
Prol des anabolen Prolinbiosyntheseweges. Beide Biosynthesewege sind Uber ProA (y-
Glutamylphosphatreduktase), das an beiden Synthesewegen beteiligt ist, miteinander verbunden (Brill
und Bremer 2002). B. subtilis nutzt fir die anabole und die hochosmolare Prolinbiosynthese ahnliche
Enzyme, aber beide Synthesewege unterscheiden sich entsprechend der physiologischen Funktion in
ihrer Regulation. Es scheint moglich, dass auch die mit B. subtilis nah verwandten Spezies B.
licheniformis und B. megaterium einen zweiten, hochosmolar induzierten Prolinbiosyntheseweg

neben dem Syntheseweg fiir anabole Zwecke besitzen.

Funf (S. psychrophila, S. pasteurii, B. alcalophilus, V. pantothenticus, Sa. salexigens) der
dreizehn analysierten Bakterien sind in der Lage, das Aminosaurederivat Ectoin allein oder in
Kombination mit anderen Osmoprotektiva endogen unter hochosmolaren Wachstumsbedingungen zu
produzieren (Tab. 13). Zusatzlich zu den in dieser Arbeit untersuchten Bacilli konnten in Bacillus
halophilus, Bacillus haloalcalophilus und in zwei Bacillus Spezies ungeklarter taxonomischer Position
(Galinski und Truper 1994; Ventosa et al. 1998b) endogene Ectoinbiosynthese unter hochosmolaren
Bedingungen nachgewiesen werden. Weiterfiihrende Analysen der de novo synthetisierten
Osmoprotektiva in Gram-positiven und Gram-negativen Bakterien haben gezeigt, dass Ectoin ein
weitverbreitetes kompatibles Solut in aeroben chemoheterotrophen Bakterien ist (Galinski 1995; da
Costa et al. 1998). Dennoch war Uber die Regulation der Ectoinsynthese auf molekularer und

physiologischer Ebene nur wenig bekannt.

In der vorliegenden Arbeit konnte zum ersten Mal in einem Bakterium die gemeinsame
endogene Synthese der Osmoprotektiva Prolin und Ectoin beobachtet werden (Tab. 13) (Abb. 9D)
(Abb. 15). In V. pantothenticus erfolgt die Synthese beider Osmoprotektiva in Abhangigkeit zur
Osmolalitdt des Mediums: Wahrend bei niedriger Osmolalitat Prolin das dominante Osmoprotektivum
ist, wird Ectoin bei hoher Osmolalitdt verstarkt synthetisiert (Abb. 9D). Die unter hochosmolaren
Bedingungen stimulierte Prolinbiosynthese in V. pantothenticus wurde in dieser Arbeit nicht naher
untersucht, aber es ist mdglich, dass auch V. pantothenticus, wie der nah verwandte B. subtilis, zwei
Prolinbiosynthesewege besitzt, von denen einer anbolen Zwecken dient und der andere unter
hochosmolaren Bedingungen aktiv ist. Die regulatorischen Grundlagen des osmotisch induzierten
Wechsels zwischen Prolin- und Ectoinbiosynthese in V. pantothenticus sind unklar, kdnnten aber auf
speziellen Unterschieden der osmoprotektiven Eigenschaften beider kompatiblen Solute und der
Energiebilanzen ihrer Synthesen beruhen. Einen ahnlichen Wechsel zwischen den dominant
produzierten Osmoprotektiva in Abhangigkeit zur NaCl-Konzentration der Umgebung zeigt das
thermophile Archaeon Methanococcus thermolithotrophicus (Ciulla et al. 1994; Martin et al. 2000). Es
produziert B-Glutamat und a-Glutamat als dominante Osmoprotektiva in Medium, das weniger als1 M

NaCl enthalt. Erhéht sich die Osmolalitdt des Mediums auf mehr als 1 M NaCl, wird Acetyl-B-Lysin
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das vorherrschende endogen synthetisierte kompatible Solut (Martin et al. 2000). Auch in diesem
Mikroorganismus sind die molekularen Grundlagen des Wechsels zwischen den dominant

synthetisierten Osmoprotektiva unklar.

Sa. salexigens ist die einzige bekannte Bacillus-verwandte Spezies, die neben Ectoin auch
Hydroxyectoin de novo unter hochosmolaren Bedingungen synthetisiert (Tab. 13) (Abb. 10). In Sa.
salexigens findet eine verstarkte Hydroxyectoinsynthese in der stationdren Wachstumsphase unter
hochosmolaren Bedingungen statt (Abb. 10B): Wahrend die Konzentration des dominanten
Osmolytes der exponentiellen Wachstumsphase Ectoin abnimmt, bis schlief3lich Hydroxyectoin das
dominante Osmoprotektivum der Stationarphase ist. Der Actinomycet St. coelicolor (Abb. 39) und das
Gram-positive Bakterium M. halophilus zeigen auch diesen wachstumsphaseabhangigen Wechsel
zwischen Ectoin- und Hydroxyectoinproduktion unter hochosmolaren Bedingungen (Galinski und
Louis 1999). Es konnten zwei unterschiedliche regulatorische Muster der Osmolytsynthese in Sa.
salexigens, St. coelicolor und V. pantothenticus, die alle zwei Osmoprotektiva de novo synthetisieren,
identifiziert werden. Wahrend die Prolin- und Ectoinproduktion in V. pantothenticus allein von der
externen Osmolalitat abhangig ist, bestimmt bei Sa. salexigens und St. coelicolor die externe
Osmolalitdt die Menge der synthetisierten Tetrahydropyrimidine, das Konzentrationsverhaltnis beider

Solute zueinander wird aber durch Wachstumsphase der Kultur kontrolliert.

1.1 Die Ectoinbiosynthese ist hochkonserviert und weit verbreitet in
Gram-positiven und Gram-negativen Bakterien

Del Moral et al. stellten 1994 die Vermutung an, dass die Analyse endogen synthetisierter
Osmoprotektiva Aufschluss Uber die phylogenetische Verwandtschaft von Bakterienspezies geben
kénnte. Um diese Theorie zu prifen, wurde in der vorliegenden Arbeit ein Stammbaum, basierend auf
den Sequenzen der 16S rRNA Genen der Gram-positiven Bakterien, die auf die endogen unter
hochosmolaren Bedingungen synthetisierten Osmoprotektiva untersuchten worden waren, erstellt
(Abb. 8). Eine erste Analyse der Verwandtschaft und der synthetisierten Osmoprotektiva ergab, dass
die phylogenetisch nah verwandten Bakterienspezies auch gleichen Osmoprotektiva unter

hochosmolaren Bedingungen synthetisierten.

Eine weiterfiihrende Analyse der endogen produzierten organischen Osmolyte einer grofieren
Zahl moderat halophiler und halotoleranter Bacilli und Spezies verwandter Genera, die aus Salzseen,
Salinen, hypersalinen und moderat salinen Boden isoliert worden waren (Arahal und Ventosa 2001),
ergab, dass die Ectoin- und Hydroxyectoinbiosynthese in den untersuchten Spezies unter
hochosmolaren Bedingungen weit verbreitet und unabhangig vom phylogenetischen
Verwandtschaftsgrad ist (Nathalie Pica, pers. Mitteilung). Vermutlich stellt die Synthese eines

spezifischen kompatiblen Solutes eine evolutionare Anpassung an den jeweiligen Lebensraum der
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Spezies dar und ist somit nur beschrankt ein Kennzeichen phylogenetischer Verwandtschaft. Aus
diesen weiterfuhrenden Untersuchungen kann geschlossen werden, dass Ectoin und Hydroxyectoin
die dominant de novo produzierten Osmoprotektiva in Bacilli und verwandten Spezies aus Habitaten
mit erhdhtem Salzgehalt sind. Dieses Ergebnis stimmt mit Untersuchungen der dominant endogen
produzierten kompatiblen Solute moderat halophiler Gram-positiver und Gram-negativer Bakterien
Uberein, die zeigten, dass Ectoin und Hydroxyectoin die weiterbreitesten de novo produzierten
Osmoprotektiva in dieser taxonomisch heterologen Bakteriengruppe sind (Severin et al. 1992;
Galinski und Triper 1994).

Ectoin wurde 1985 in dem extrem halophilen phototrophen Schwefelbakterium
Ectothiorhodospira halochloris entdeckt (Galinski et al. 1985). Obwohl es zunachst als
Osmoprotektivum mit geringer Verbreitung angesehen wurde, zeigten verbesserte HPLC- und '*C-
NMR-Analysemethoden, dass Ectoin in zahlreichen taxonomisch und physiologisch verschiedenen
Bakterienspezies de novo synthetisiert wird (Galinski und Triper 1994). Im Gegensatz dazu konnte
Ectoin weder in Archaea noch in Eukarya nachgewiesen werden. Es wurde aber festgestellt, dass
Ectoin Tabakzellen eine erhéhte Toleranz gegenuber hochosmolaren Bedingungen verleiht, wenn die
Ectoinbiosynthesegene (ectABC) aus H. elongata OUT30018 in den Pflanzenzellen heterolog zur
Expression gebracht worden waren (Nakayama et al. 2000). Ectoin wirkt demnach auch in

komplexeren Zelltypen osmoprotektiv.

Physiologische Untersuchungen (Peters et al. 1990) hatten gezeigt, dass drei potentielle
Enzyme (EctABC) an der Ectoinsynthese beteiligt sind und die codierenden Gene (ectABC) als
Cluster organisiert in den Genomen des Gram-positiven Bakteriums M. halophilus (Louis und Galinski
1997) und der Gram-negativen Bakterien H. elongata (Goller et al. 1998) und Ch. salexigens
(Canovas et al. 1997) vorlagen. Ono et al. konnten 1999 die Ectoinbiosyntheseenzyme aus H.
elongata reinigen und biochemisch charakterisieren. Die Analysen der abgeleiteten
Aminosauresequenzen der Ectoinbiosynthesegene aus S. pasteurii und V. pantothenticus, die in
dieser Arbeit isoliert wurden (Kap. 3 und Kap. 4 Anhang), ergaben hohe Sequenzidentitaten dieser
potentiellen Proteine mit den bereits charakterisierten Ectoinsyntheseenzymen aus H. elongata und
weiteren potentiellen Ectoinsyntheseenzymen sowohl aus Gram-negativen als auch aus Gram-
positiven Bakterien (Tab. 15) (Tab. 17). Vermutlich nutzen ectoinsynthetisierende Bacilli den gleichen
Syntheseweg flir die Produktion dieses Tetrahydropyrimidins unter hochosmolaren Bedingungen. Die
Ectoinbiosynthese ist sowohl in den beteiligten Enzymen als auch in der genetischen Organisation
der ectABC-Gene hoch konserviert. Kirzliche Datenbank-Analysen zeigten weitere
Ectoinbiosynthesegencluster in dem haloalkalophilen B. halodurans, dem pathogen Bakterium V.
cholerae und dem Bodenbakterium St. coelicolor (Tab. 15). Die Ectoinproduktion in B. halodurans
konnte durch *C NMR-Spektroskopie nachgewiesen werden (N. Pica, pers. Mitteilung), und auch in

St. coelicolor konnte die Ectoinproduktion durch HPLC-Analysen bestatigt werden (Abb. 39).
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Bisher konnten in keinem Bakterium Enzyme identifiziert werden, die am Abbau von
Tetrahydropyrimidinen beteiligt sind. Fur S. pasteurii und V. pantothenticus konnte gezeigt werden,
dass sowohl Ectoin als auch Hydroxyectoin metabolisch inert sind und unter den untersuchten
Bedingungen weder als Kohlenstoff- noch als Stickstoffquelle dienen. H. elongata hingegen ist in der

Lage, Ectoin und Hydroxyectoin als Kohlenstoffquelle zu nutzen (Goller et al. 1998).

1.2 Die Synthese von Hydroxyectoin in St. coelicolor wird durch eine
Dioxygenase katalysiert

Abhangig von der Wachstumsphase und den Wachstumsbedingungen sind zahlreiche
ectoinsynthetisierende Bakterien in der Lage, auch Hydroxyectoin zu produzieren (Galinski und Louis
1999), so auch der in der vorliegenden Arbeit auf Hydroxyectoinsynthese untersuchte Bacillus-

Verwandte Sa. salexigens (Abb. 10) und der Actinomyceten St. coelicolor (Abb. 39).

Neben den regulatorischen Mechanismen der Hydroxyectoinproduktion konnte auch die
Biosynthese dieses kompatiblen Solutes bisher nicht aufgeklart werden. Hydroxyectoin wird nie allein
oder in Kombination mit der endogenen Produktion eines anderen Osmolyts als Ectoin in einem
Bakterium synthetisiert. Ebenfalls konnte in einer ectA-defekten Mutante von H. elongata, die nicht
mehr in der Lage war, Ectoin zu synthetisieren, auch keine Hydroxyectoinproduktion mehr
nachgewiesen werden (Goéller et al. 1998). Daher wurde vermutet, dass die Hydroxyectoinsynthese
an die Ectoinproduktion gekoppelt ist und Hydroxyectoin entweder direkt durch die Hydroxylierung
von Ectoin gebildet wird (Goller et al. 1998; Ventosa et al. 1998a) oder durch zwei katalytische
Schritte aus dem Intermediat der Ectoinbiosynthese N-y-Acetyl-L-2,4-Diaminobutyrat synthetisiert wird
(Canovas et al. 1999).

In der vorliegenden Arbeit wurde das Gen einer potentiellen Dioxygenase aus St. coelicolor
identifiziert, die allein fiir die Synthese von Hydroxyectoin aus Ectoin verantwortlich ist. Stromabwarts
der Ectoinbiosynthesegene ectABC im Genom von St. coelicolor (Abb. 45) wurde ein offener
Leserahmen (orf4, Acc. no. AL591322) entdeckt, dessen Genprodukt kirzlich als Hydroxylase in der
Datenbank gekennzeichnet wurde. Die gemeinsame Expression von ectABC und orf4 in B. subtilis ,
der selbst nicht in Lage ist Ectoin oder Hydroxyectoin de novo zu synthetisieren, unter der Kontrolle
eines IPTG-induzierbaren Promotors flhrte zur Ectoin- und Hydroxyectoinproduktion in diesem
Bakterium (Abb. 41). Die durch orf4 codierte potentielle Hydroxylase, im Folgenden als EctD
bezeichnet, ist in St. coelicolor daher allein fur die Synthese von Hydroxyectoin aus Ectoin

verantwortlich.
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Die abgeleitete Aminosauresequenz von ectD zeigte bei computerbasierenden Analysen nur
Sequenzidentitaten zu einer Dioxygenase aus dem Ascomyceten Dactylosporangium sp. RH1 (Acc.
no. D78338) (Abb. 40). Diese Prolin-4-Hydroxylase katalysiert die Hydroxylierung von freiem L-Prolin
zu trans-4-Hydroxy-L-Prolin (Shibasaki et al. 2000a, Shibasaki et al. 2000b). Interessanterweise
wurde von Hydroxyprolin berichtet, dass es frei oder in Prolin-Hydroxyprolin Dipeptiden unter
hochosmolaren Bedingungen in groRen Mengen im Zytoplasma von L. monocytogenes akkumuliert
wurde (Amezaga et al. 1995). Wahrscheinlich besitzt neben Prolin auch Hydroxyprolin, wie das
hydroxylierte Derivat von Ectoin, osmoprotektive Eigenschaften in Mikroorganismen. Prolin-4-
Hydroxylasen konnten auch in anderen Gram-positiven Mikroorganismen nachgewiesen werden, wie

St. griseoviridus P8648 (Lawrence et al. 1996). In diesem Bakterium ist die Prolin-4-Hydroxylase an

a-Ketoglutarat, Fe?*

By - nee]

O- Succinat, Fe*, H,0,

Ectoin Hydroxyectoin

Abb. 44 Méglicher Mechanismus der durch die EctD katalysierten Hydroxylierung von

Ectoin

der Synthese des Sekundarmetabolits Etamycin beteiligt und bendétigt a-Ketoglutarat und O, als Co-
Substrate und Eisen (Fe®*) als Co-Faktor (Lawrence et al. 1996). In St. griseoviridus sind auch, wie in
Prolin-4-Hydroxylasen aus Algen und Vertebraten (Myllyla et al. 1992), Histidinresten im katalytischen
Zentrum des Enzyms an der Eisenbindung beteiligt (Lawrence et al. 1996). Das eisenbindende
Histidin-Motiv ist auch in zahlreichen anderen a-Ketoglutarat-abhangigen Dioxygenasen konserviert
(Shibasaki et al. 2000b) und konnte auch in der potentiellen Dioxygenase aus St. coelicolor
identifiziert werden (Abb. 40). Zusammenfassend zeigen die bisher charakterisierten bakteriellen
Prolin-4-Hydroxylasen alle Charakteristika der o-Ketoglutarat-abhdngigen Dioxygenasefamilie
(Lawrence et al. 1996). Anhand der vorliegenden Daten des katalytischen Mechanismus von Prolin-4-
Hydroxylasen lasst sich die Umsetzung von Ectoin zu Hydroxyectoin durch die potentielle
Dioxygenase EctD formulieren (Abb. 44): In dieser Reaktion werden a-Ketoglutarat zu Succinat und

Sauerstoff zu Wasserstoffperoxid umgesetzt, der Co-Faktor von EctD Fe?* wird zu Fe** oxidiert.
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Der mogliche Reaktionsmechanismus der Umsetzung von Ectoin zu Hydroxyectoin durch die
Ectoin-Hydroxylase EctD in St. coelicolor wird durch Ergebnisse der Arbeitsgruppe von PD U. Keller
(Technische Universitat Berlin) unterstitzt. Dort konnte kurzlich eine Dioxygenase aus Streptomyces
chrysomallus isoliert werden, die in vitro Ectoin zu Hydroxyectoin umsetzt. Diese enzymatische
Reaktion erfolgte nur in Gegenwart von o- Ketoglutarat, FeSO, und L-Ascorbinsaure, die zur
Regeneration des Co-Faktors Eisen in vitro diente (Grammel 2000). Das Gen (thpD), das diese
Dioxygenase codiert, ist das vierte Gen eines bisher nicht veroffentlichten
Tetrahydropyrimidinsynthesegenclusters aus St. chrysomallus, in der Doktorarbeit von F. Grammel
als thpABCD bezeichnet, und folgt direkt auf das Stop-Codon von thpC. Eine vergleichende Ubersicht
der Ectoinbiosynthesegencluster aus St. coelicolor und St. chrysomallus ist in Abbildung 45
dargestellt, ein Aminosauresequenzvergleich von ectD aus St. coelicolor und thpD aus St
chrysomallus ergab eine Sequenzidentitat von 85 % und zeigt die enge Verwandtschaft der Gene
(Abb. 46). ThpD besitzt auch, wie EctD, das fur die Eisenbindung notwendige Histidin-Motiv a-
Ketoglutarat-abhangiger Dioxygenasen (Abb. 46).

A
512 bp 1272 bp 398 bp 842 bp
ectA ectB ectC ectD
B
531 bp 1263 bp 399 bp 894 bp
thpA thpB thpC thpD
500 bp
Abb 45 Organisation der Tetrahydropyrimidinsynthesegencluster aus St. coelicolor und

St. chrysomallus

Dargestellt sind (A) der ectABCD-Locus aus St. coelicolor und (B) das thpABCD-Gencluster aus St.
chrysomallus.

Zusammenfassend konnte durch die Identifikation von EctD als Ectoinhydroxylase die
Hydroxyectoinbiosynthese in St. coelicolor weitgehend aufgeklart werden und gemeinsam mit den
Daten aus St. chrysomallus kann geschlossen werden, dass die Hydroxyectoinsynthese in
verschiedenen Streptomycetenspezies durch eng verwandte Ectoinhydroxylasen stattfindet. Die
Identifikation von ectD stellt ein wichtiges Werkzeug fir die Aufklarung der Regulation der
Hydroxyectoinbiosynthese dar. Die nahe Lokalisation von ectABCD lasst vermuten, dass die Gene

als Operon unter induzierenden Bedingungen zur Expression gebracht werden.
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ThpD St chrysomallus  [ENA VNS ABEANGA' SEED 'EYNEEEEEREE < BE 0
EctD  St. coelicolor EVERdY QINE LI3R Lhmd D P AIMRADE RS | VERJQ S &
ThpD St chrysomallus o N VIEINIGEE R IBIEENEL BN ERAXEGEYY 120
EctD  St. coelicolor 'G=MlR SVFEVHI4H SEVFAI4L VRDERV YV GRA R
ThpD  St. chrysomallus QI LGSDVYVHQSRI NVKPGF GARIGF Y WH S Dl
EctD  St. coelicolor QI LGSDVYVHQSRI NVKPGFGARGF Y WH S DJRER
ThpD  St. chrysomallus  GIGEINEENEEEEIYEE ' BN AN - BB 180
EctD  St. coelicolor FETWHAEDGLPNMRTENSV S| ALTENRMDTN GRIER
LRSS TN G | M| MPGSHKTFLGCAGETPKDNYKKSL QM
EctD St coelicolor GLMI MPGSHKTFLGCAGEYTPKDNYKKSL QMVEEE
EctD  St. coelicolor QDAGTPSDERL TKMARNG | I4L F T G4 A G S AR
ThpD St chrysomallus ISR A NGEEEEEINEE ¥ A BEENEEIREEREM 270
EctD  St. coelicolor TWFDCN[MMHGS GDNI TPIIRS NV F I VFNS VI
LS ST - N\PNA[IEPF AAPI RRPEFI GARDFTPVK 297
EctD St coelicolor ENRBAMNMEPFAAPI RRPEFI GARDFTPVK 280
Abb. 46 Vergleich der Aminosduresequenzen von EctD aus St. coelicolor A3(2) und TphD

aus St. chrysomallus

Dargestellt sind die abgeleiteten Aminosauresequenzen von EctD aus St. coelicolor A3(2) (Acc. no. AL591322)
und ThpD aus St. chrysomallus; das konservierte HisXAsp-Motiv wurde markiert (==).

Die DNA-Sequenzen beider Streptomyceten-Gencluster besitzen einen vergleichsweise
geringen G + C-Gehalt von 65 %, da der durchschnittliche G + C-Gehalt eines Streptomyceten-
Genoms 75 % betragt. Diese Beobachtung kénnte ein Hinweis auf die Ubertragung des
Tetrahydropyrimidinsynthesegenclusters durch horizontalen Gentransfer sein. Somit kénnten auch
Bakterien anderer Genera ectABCD-Cluster auf diese Weise erhalten haben und ectD konserviert in
Sequenz und Organisation in Hydroxyectoin-synthetisierenden Bakterien vorliegen. Zukilnftige
molekularbiologische und physiologische Untersuchungen der Hydroxyectoinsynthese in Sa
salexigens, einem Gram-positiven Bakterium mit niedrigem G + C-Gehalt, kénnten die Ergebnisse

aus Streptomyceten erganzen und vervollstandigen.
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2 Regulation der Ectoinbiosynthese in Gram-positiven
Bakterien — Adaptation an hochosmolare Bedingungen

Ectoin wurde nach seiner Entdeckung als ein kompatibles Solut mit geringer Verbreitung
angesehen, aber verbesserte Untersuchungsmethoden zeigten, dass zahlreiche taxonomisch und
physiologisch verschiedene Spezies der Bacteria in der Lage sind, unter hochosmolaren
Umweltbedingungen Ectoin als osmotische Schutzsubstanz de novo zu synthetisieren. Obwohl die
osmotisch stimulierte Synthese dieses kompatiblen Solutes in Mikroorganismen weit verbreitet ist und
ein vollstandiges Ectoinbiosynthesegencluster aus M. halophilus isoliert werden konnte (Louis und
Galinski 1997), fehlten tiefergehende Kenntnisse Uber die Regulation der Ectoinsynthese durch
osmotischen Stress. Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine vergleichende physiologische und
molekulare Analyse der Ectoinbiosynthese in S. pasteurii und V. pantohenticus, zwei moderat
halotoleranten Gram-positiven Bakterien, die Ectoin allein oder in Kombination mit Prolin unter

hochosmolaren Bedingungen synthetisieren, durchgefuhrt.

Beide Bakterien sind in der Lage, die aktuelle Osmolalitat ihrer Umgebung zu erfassen und bei
hochosmolarem Stress Ectoin zu synthetisieren. Die intrazelluldar akkumulierte Ectoinmenge in
osmotisch langzeitadaptierten S. pasteurii und V. pantothenticus Kulturen ist genau auf die Starke
des zu kompensierenden hochosmolaren Stresses abgestimmt (Abb. 9C) (Abb. 9D). In S. pasteurii
besteht eine lineare Abhangigkeit zwischen der endogen synthetisierten Ectoinmenge und der NaCl-
Konzentration des Mediums, in V. pantothenticus erhdéht sich der Ectoingehalt in sigmoider
Abhangigkeit zur steigenden Osmolalitat. Dieser Unterschied beruht vermutlich auf der zusatzlichen
Prolinbiosynthese unter hochosmolaren Bedingungen in V. pantothenticus. Die initial akkumulierte
Prolinmenge reicht bei niedrigen Osmolalitaten aus, um V. pantothenticus einen osmotischen Schutz
zu bieten, erst bei starkerem osmotischem Stress (0,7 bis 2 M NaCl) ist Ectoin das dominant
synthetisierte Osmoprotektivum (Abb. 19). Nach einem hyperosmotischen Schock kam es zu einer
Induktion der Prolin- und Ectoinsynthese in V. pantothenticus (Abb. 19), in den osmotisch adaptierten
Zellen stellte sich ein Konzentrationsverhaltnis beider Solute zueinander ein, das genau in
Abhangigkeit zur Starke des osmotischen Stresses stand. V. pantothenticus kann demnach eine
plétzliche Erhéhung der Osmolalitat seiner Umwelt wahrnehmen und darlber hinaus Starke und
Dauer des osmotischen Stresses detektieren. Dementsprechend kann V. pantothenticus die Starke
der Osmolytsynthese und die Art des synthetisierten Osmoprotektivums genau auf die

vorherrschende Osmolalitat abstimmen.

Die molekularen Grundlagen dieser Osmostressperzeption in Bakterien sind noch unbekannt.
Es gibt jedoch Hinweise darauf, welcher Art die physikalisch-chemischen GroRen sein kénnten, die
die Synthese kompatibler Solute unter hochosmolaren Bedingungen aktivieren. Verschiedene
ionische und nicht-ionische Osmolyte induzieren die Ectoin- und Prolinbiosynthese in beiden

Bakterien, nicht aber Glycerin, das die Membran passiert und somit keinen osmotischen Gradienten
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Uber dieser aufbauen kann (Tab. 14) (Tab. 16). Die Synthese kompatibler Solute in S. pasteurii und
V. pantothenticus ist daher ein echter osmotischer Effekt und beruht nicht auf einer ionischen
Induktion durch NaCl. Dennoch ist die Osmolalitat der Umwelt per se vermutlich nicht flr die Induktion
der Biosynthese der kompatiblen Solute verantwortlich. Die Zugabe von 1 mM des potenten
Osmoprotektivums Glycin Betain zum Medium verhinderte die endogene Synthese von Ectoin in S.
pasteurii und Ectoin und Prolin in V. pantothenticus bei hoher Osmolalitédt (Tab. 14) (Tab.16). Die
beobachtete Repression der endogen Synthese kompatibler Solute in S. pasteurii und V.
pantothenticus beruht vermutlich auf dem intrazellular akkumulierten Glycin Betain, das die zellularen
Veranderungen durch hohe Osmolalitat mildert, so dass diese nicht mehr zu einer Aktivierung der
Osmolytsynthese fiihren, obwohl die hohe Osmolalitit der Umgebung erhalten bleibt. In
Ubereinstimmung mit dieser Vermutung haben Experimente mit B. subtilis gezeigt, dass intrazellular
akkumuliertes Glycin Betain die Promotoraktivitat der Prolinpermease OpuE unter hochosmolaren

Bedingungen stark vermindert (Spiegelhalter 1999).

Es konnten mittlerweile zahlreiche physiologische Veranderungen durch hochosmolare
Umweltbedingungen in Mikroorganismen identifiziert werden, die Funktionen in der osmotischen
Kontrolle der Synthese und Aufnahme kompatibler Solute spielen kdnnten. Die Abnahme des
Zellturgors und eine daraus resultierende Verminderung der Membranspannung gehéren zu den
ersten Veranderungen der Zellmorphologie, die durch den Wasserausstrom aus der Zelle unter
hochosmolare Bedingungen induziert werden und denen Signalfunktionen fur die Anpassung der
Zelle an die geanderten Umweltbedingungen zukommen koénnten (Poolman und Glaasker 1998). Es
konnten weiterhin Veranderungen der Phospholipidzusammensetzung der Zytoplasmamembran
(Lopez et al. 2000) und geanderte Eigenschaften der Zellwand unter hypertonen Bedingungen in B.
subtilis beobachtet werden (Lopez et al. 1998), die aktivierend auf membranlokalisierte Rezeptoren
wirken konnten. Kaliumionen, die Bakterien nach einem hyperosmolaren Schock als initiale
Stressantwort im Zytoplasma akkumulieren (Record et al. 1998), werden als Signal fir die Induktion
osmotisch regulierter Gene diskutiert. Modifikationen der Nukleoidstruktur (Higgins et al. 1988; Ni
Bhriain et al. 1989; Sheehan et al. 1992; Mojica et al. 1993; Krispin und Allmansberger 1995; Alice
und Sanchez-Rivas 1997; Conter et al. 1997), wie Superspiralisierung der DNA als notwendige
Anpassung an hohe Osmolalitat, werden Funktionen fir die osmotische Regulation der Transkription

zugeschrieben.

Durch Northern Blot- und Primer Extension-Analysen wurde in S. pasteurii und V.
pantothenticus die transkriptionelle Regulation der Ectoinbiosynthese unter osmotischem Stress
untersucht. In beiden Bakterien werden die Ectoinbiosynthesegene als osmotisch induzierbares
Operon zur Expression gebracht, da in hyperosmolar gestressten S. pasteurii und in V.
pantothenticus Kulturen jeweils nur ein Transkript, das alle drei Gene umfasste, nachgewiesen
werden konnte (Abb. 11) (Abb. 18). Die in physiologischen Experimenten gezeigte Regulation der

Ectoinbiosynthese in Abhangigkeit zu einer erhdhten externen Osmolalitat beruht in S. pasteurii und
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V. pantothenticus vor allem auf einer osmotisch fein regulierten Transkription ihrer
Ectoinsynthesegene (Abb. 11) (Abb. 19). Bereits 10 Minuten nach einem hyperosmotischen Schock
wurde die Transkription des Ectoinsyntheseoperons in V. pantothenticus induziert, und in der
osmotisch adaptierten Kultur erreichte die Transkriptionsrate nach 240 Minuten ihr Maximum, das
dauerhaft bei hoher Osmolalitdt aufrechterhalten wurde (Abb. 19). Es ware mdglich, dass eine
zusatzliche  Regulation der Ectoinbiosynthese in  Bacillus-verwandten  Bakterien auf
posttranskriptionaler Ebene erfolgt, da fur H. elongata OUT30018 gezeigt werden konnte, dass die
Aktivitat der drei Ectoinbiosyntheseenzyme EctABC durch die Zugabe von 0,5 M NaCl in vitro

stimuliert werden konnte (Ono et al. 1999).

Durch Primer Extension-Analyse gelang die Identifikation des S. pasteurii ectABC-Promotors,
von dem aus die osmotisch regulierte Transkription des ectABC-Operons erfolgt (Abb. 12). In voller
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der Northern Blot-Analyse des ectABC-Operons konnte nur
ein osmotisch stimulierbarer Promotor, der 78 bp stromaufwarts vom ectA Startcodon lokalisiert war,
in S. pasteurii nachgewiesen werden (Abb. 12). Dieses Ergebnis steht im Kontrast zu
Computerprogramm-basierenden Vorhersagen Uber drei potentielle Promotoren, die fiir die
Regulation der ectABC-Gene in M. halophilus verantwortlich sein sollten (Louis und Galinski 1997).
Bisher wurden diese potentiellen Promotoren weder durch Northern Blot-Analysen noch durch Primer
Extension Experimente bestatigt. Die Promotorsequenz des ectABC-Operons aus S. pasteurii zeigte
groRe Ubereinstimmungen mit der Konsensussequenz eines Transkriptionsfaktor A (") abhangigen
Promotors aus B. subtilis (Abb. 47). Vermutlich besitzt S. pasteurii ein Homolog des vegetativen
Sigmafaktors A aus B. subtilis, der fiur die Expression des ectABC-Operons verantwortlich ist. Flr
verschiedene osmotisch regulierte Gene aus B. subtilis konnte gezeigt werden, dass sie der

transkriptionellen Kontrolle durch ¢*

unterliegen. So erfolgt osmotisch regulierte Transkription der
opuA-Operons, des opuB-Operons, des opuD-Gens und des opuE-Gens sowie des proHJ-Operons in
B. subtilis durch einen ¢"-abhéngigen Promotor (Kempf und Bremer 1995; Spiegelhalter und Bremer

1998; Kappes et al. 1999; Spiegelhalter 1999; Brill und Bremer 2002).

Der vegetative Sigmafaktor aus B. subtilis besitzt auf proteinchemischer und funktioneller Ebene viele
Gemeinsamkeiten mit dem ,houskeeping‘-Sigmafaktor 70 (c’°) aus E. coli. Beide
Transkriptionsfaktoren erkennen Promotoren mit der gleichen Konsensussequenz, aber B. subtilis-
Promotoren zeigen durchschnittlich weniger Abweichungen von dieser Konsensus-Sequenz als E.
coli Promotoren (Henkin und Sonenshein 1987). Zusatzlich werden o”*-abhangige Promotoren aus B.
subtilis in E. coli problemloser transkribiert als umgekehrt 6’°-abhéngige Promotoren aus E. coli in B.
subtilis, was auf eine generell unspezifischere Erkennung der Promotoren durch das RNA-
Polymerase (RNAP)-c"’-Holoenzym in E. coli im Vergleich zum RNAP-c”*-Holoenzym aus B. subtilis
hindeutet (Yamada et al. 1991; Chang et al. 1992; Helman und Moran 2002). Ein als TG-Motiv oder —
16 Region bezeichnetes Promotorelement, das auch der ectABC-Promotor aus S. pasteurii besitzt

(Abb. 12) (Abb. 47), ist teilweise fur die unterschiedlich spezifische Promotorerkennung in E. coli und
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-35 -10
ectABC GAA GGTGTAAATAATT C
TAATAT
proHJ AC TCATTTCCTCACG AT TTT
OopuA TGT GGGAAGTTACAT TACGGT
AAT
opuD (P1) AAC ATTCCCCGCATT TAGGGT
GAG
opukE (P1) GC TTGAAT GGCCGGGAATACTT T
TAGGTT AAG
proU GG TTGCCT CAGATTCTCAGTA G T TAGGGT
AGA
proP AG TTGATC ACAAATTTAAACAC G G TAGGGT
AAA

Abb. 47  Vergleich osmotisch regulierter c*-abhangiger Promotoren aus B. subtilis und
c'’-abhingiger Promotoren aus E. coli mit dem Promotor des ectABC-Operons aus

S. pasteurii

Die —35, -10 und —16 Region der jeweiligen Promotoren sind grau unterlegt.

B. subtilis verantwortlich (Henkin und Sonenshein 1987). Das TG-Motiv, das in zahlreichen Gram-
positiven sowie Gram-negativen Bakterien beschrieben worden ist (Bown et al. 1997) und 1 bp
stromaufwarts der —10 Promotorregion lokalisiert ist, kann in E. coli eine kanonische —35-Region
entbehrlich machen (Keilty und Rosenberg 1987; Kumar et al. 1993). Es ist in E. coli nur mafig
konserviert (Ozoline et al. 1997), aber die osmotisch regulierten ¢’°-abhangigen Promotoren des
proU-Operons und des proP-Gens aus E. coli weisen das TG-Motiv auf (Abb. 47) (Kempf und Bremer
1995). In B. subtilis besitzen 45% der o"-abhangigen Promotoren das 5'-TG-3’' Promotorelement, und
die Konserviertheit der einzelnen Nukleotide (T: 52%;G: 58%) reicht an die einiger Basen in den —10
und —35 Hexameren heran (Helman 1995; Voskuil et al. 1995). Auch in den o Pomotoren von OpPUA,
opuD, opuE und proHJ befindet sich ein TG-Motiv (Abb. 47) (Kempf und Bremer 1995; Spiegelhalter
und Bremer 1998; Kappes et al. 1999; Spiegelhalter 1999; Brill und Bremer 2002). Die Mutation des
TG-Dinukleotids des opuE Promotors zu AC resultierte in einer starken Abschwéachung der Aktivitat

des Promotors und dem Verlust der osmotischen Stimulierbarkeit (Spiegelhalter 1999). Neben der
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Sequenz der -10, -16 und —35 Promotorregion ist die Lange der Nukleotidsequenz zwischen den —10

und —35 Hexameren (,spacer®) von Bedeutung flr die Initiation der Transkription (Auble et al. 1986).

Der Abstand zwischen der —10 und —35 Region des ectABC-Promotors aus S. pasteurii ist mit
18 bp zu lang im Vergleich zum ¢”* Konsensus (17 bp) (Helman 1995). Der opuA-Promotor aus B.
subtilis besitzt ebenfalls eine nicht-optimale Spacerregion von 18 bp (Kempf und Bremer 1995). Es
wird angenommen, dass die Unterwindung der DNA-Doppelhelix Promotoren mit geringfligig zu
langen Abstanden zwischen —10 und —35 Region aktivieren kann, indem die Topologie der —10 und —
35 Hexamere zueinander der eines Promotors mit einer optimalen Spacerregion angeglichen wird
(Dai und Rothman-Denes 1999). Trotz der groBen Ubereinstimmungen in Sequenz und Topologie
des ectABC-Promotors aus S. pasteurii mit ¢’°- und - abhéngigen Promotoren konnten die Gene
unter der Kontrolle ihres nativen Promotors weder in E. coli noch in B. subtilis funktionell zur
Expression gebracht werden. Nur unter Kontrolle des IPTG induzierbaren T5 Phagen Promotors Pyys
(Schén und Schumann 1994) konnten eine funktionelle Expression der Gene und eine damit
einhergehende Ectoinproduktion in B. subtilis erreicht werden. Daher zeigte sich, dass die isolierten
ectABC-Gene aus S. pasteurii fur die Synthese des Tetrahydropyrimidins Ectoin ausreichen. In B.
subtilis aber mussen spezielle regulatorische Elemente fehlen, die in S. pasteurii vorhanden sind, um
das ectABC-Operon osmotisch reguliert durch den nativen Promotor zur Expression zu bringen. Die
ectABC-Gene bieten ein Werkzeug, um diese potentiellen Regulatoren zu isolieren. Es ware maoglich,
einen B. subtilis Stamm zu konstruieren, der eine in frame Fusion des nativen ectABC-Promotors mit
einem Reportergen tragt. Dieser B. subtilis Stamm kénnte mit einer S. pasteurii Genbank
transformiert werden, die die Gene mdglicher Regulatoren umfasst. Durch ein Screening nach B.
subtilis Transformanten, in denen das Reportergen exprimiert wird, konnten Gene potentieller
Regulatoren des Ectoinsyntheseoperons aus S. pasteurii isoliert werden. Die ectABC-Gene aus Ch.
salexigens (DSM 3043) konnten, wie das ectABC-Operon aus S. pasteurii, in E. coli nicht zur
Expression gebracht werden. Daher war die funktionelle, osmotisch regulierte Expression der
Ectoinsynthesegene aus M. halophilus in E. coli, wie von Louis und Galinski 1997 beschrieben, eine
bemerkenswerte Ausnahme. Um dieses Ergebnis zu verifizieren und auszuschlieRen, dass die
Expression der ectABC-Gene aus M. halophilus durch einen auf dem Plasmid vorhandenen Promotor
zufallig erfolgt, wurde E. coli mit Plasmid-DNA, die eine Fusion der potentielle Promotorregion
stromaufwarts von ectA mit dem gfp (grinfluoreszierenden Protein) Reportergen trug, transformiert
(Bestvater und Galinski 2002). Es konnte mit im artifiziellen System durchgeflhrten Experimenten
bestatigt werden, dass die Promotorregion der ectABC-Gene aus M. halophilus in E. coli unter
hochosmolaren Bedingungen aktiviert wird. Mdglicherweise unterstlitzen gemeinsam mit den
Ectoinbiosynthesegenen aus M. halophilus isolierte, potentielle cis-aktive Regulatorelemente oder

osmotisch kontrollierte Regulatoren des heterologen Wirtes E. coli in trans die Expression der Gene.

Die Unterbrechung von ectB im Genom von V. pantothenticus verhindert vollstandig die

Synthese des kompatiblen Solutes Ectoin bei erhéhter Osmolalitat (Abb. 21) und ist fir einen
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massiven Wachstumsnachteil der Mutante im Gegensatz zum Wildtyp unter hypertonen Bedingungen
verantwortlich (Abb. 21). So konnte erstmals in einem Gram-positiven Bakterium die zentrale
Funktion der endogenen Ectoinsynthese fur die Anpassung und das Wachstum unter hochosmolarem
Stress demonstriert werden. Bisher wurde der Effekt einer fehlenden Ectoinakkumulation durch de
novo Synthese nur in ect-Mutanten der Gram-negativen Bakterien H. elongata (DSM 2581) (Gdller et
al. 1998) und Ch. salexigens (DSM 3043) (Canovas et al. 1997) unter hochosmolaren Bedingungen
beobachtet. Auch diese Mutanten zeigten einen deutlichen Wachstumsnachteil unter hochosmolaren
Bedingungen im Vergleich zum Wildtyp. Zusammenfassend demonstrieren diese Daten, dass die
gemeinsame Fahigkeit, de novo Ectoin zu synthetisieren, in taxonomisch und physiologisch
verschiedenen Bakterien einen essentiellen Teil des zellularen Schutzes gegen hochosmolaren
Stress darstellt. Dartiber hinaus konnte durch die ectB-Genunterbrechung zum ersten Mal in V.
pantothenticus die natlrliche Kompetenz und eine gezielte genetische Manipulation dieses

Organismus demonstriert werden.

3 Ectoin und Hydroxyectoin schutzen vor zahlreichen
Stressbedingungen

Die chemischen Eigenschaften kompatibler Solute und ihre Interaktion mit biologischen
Makromolekilen kdnnen Mikroorganismen, die diese Solute im Zytoplasma akkumulieren, auch
Schutz vor anderen Umweltstressbedingungen als hoher Osmolalitat vermitteln. Mikroorganismen,
die zahlreichen und fluktuierenden Stressbedingungen in ihrem Habitat, den oberen Bodenschichten,
ausgesetzt sind, sind Bacilli und ihre Verwandten (Miller und Wood 1996). Durch Regen und
Verdunstung andert sich die Osmolalitat ihrer direkten Umwelt. Sonnenschein bewirkt, neben einer
Erhéhung der Osmolalitat, auch eine Erwarmung des Bodens und somit Hitzestress. Eine langere
Hitzeperiode kann zusatzlich zur Austrocknung der Bakterienzelle fiihren. Wahrend der meisten Zeit
des Jahres wirkt aber auf Bacilli in den oberen Bodenschichten gemaRigter Breiten Kaltestress. Die
Temperatur des Bodens liegt weit unter den optimalen Wachstumstemperaturen der Bakterien, so

dass diese nur sehr langsam oder Uberhaupt nicht wachsen.

3.1 Ectoine als Psychroprotektiva unterstiitzen die Kalteadaptation in
Bakterien

Da Bacilli in ihnrem natlrlichen Habitat, dem Boden, haufig und Uber langere Zeit niedrigen
Wachstumstemperaturen ausgesetzt sind, wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, ob sich der
intrazellulare Pool organischer Solute der mesophilen Spezies V. pantothenticus (optimale
Wachstumstemperatur 37°C) durch Wachstum bei 15°C, der niedrigsten Temperatur bei der V.

pantothenticus noch proliferieren kann (Heyndrickx et al. 1998), anderte. HPLC-Analysen zeigten,
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dass dieser Bacillus-Verwandte in der Lage ist, bei abnehmender Wachstumstemperatur vermehrt
das kompatible Solut Ectoin und auch geringe Mengen Prolin im Zytoplasma durch de novo Synthese
zu akkumulieren (Abb. 22). Die Synthese beider kompatibler Solute erfolgte fein abgestimmt auf die
jeweils vorherrschende Temperatur, und die Akkumulation von Ectoin und Prolin wurde solange
aufrechterhalten wie der Kaltestimulus andauerte (Abb. 22). Im Rahmen dieser Arbeit war es somit
zum ersten Mal mdglich, die kaltestimulierte de novo Synthese kompatibler Solute in einem
Mikroorganismus nachzuweisen. Die physiologische Rolle der Ectoinakkumulation bei 15°C wurde
durch vergleichende Wachstumsexperimente des V. pantothenticus Wildtyps und der im EctB Enzym
defekten Mutante, die auch bei Kalte kein Ectoin synthetisieren kann (Kap. 9.4 Ergebnisse),
untersucht. Die Mutante hatte einen deutlichen Wachstumsnachteil bei Kalte (Abb. 25), der auf der
fehlenden Ectoinproduktion beruhte. Die Akkumulation von Ectoin bietet daher V. pantothenticus
einen grolken Wachstumsvorteil bei Kalte und stellt einen wichtigen und integralen Teil der

Kaltestressadaptation in diesem Bakterium dar.

Die psychroprotektiven Eigenschaften kompatibler Solute in Mikroorganismen konnten bisher
nur im Cyanobakterium Synechococcus sp. PCC 7942 (Deshnium et al. 1997) und L. monocytogenes
(Ko et al. 1994; Bayles und Wilkinson 2000) belegt werden. Die Transformation von Synechococcus
sp. PCC 7942 mit dem codA Gen der Cholinoxidase aus Arthrobacter globiformis unter der Kontrolle
eines konstitutiven Promotors ermdglichte dem Bakterium die Synthese von Glycin Betain bei
niedriger Wachstumstemperatur. Durch die Glycin Betain Akkumulation im Zytoplasma wurden das
Wachstum der Zellen bei Kalte deutlich verbessert und die Inhibition der Photosynthese verhindert
(Deshnium et al. 1997). Ko et al. zeigten 1994, dass das Wachstum von L. monocytogenes durch die
exogene Gabe von Glycin Betain bei Kalte deutlich zu verbessern war, und Bayles und Wilkinson
erweiterten 2000 die Gruppe der kompatiblen Solute, die bei exogener Gabe sowohl osmoprotektiv
als auch psychroprotektiv in L. monocytognes wirken, um Acetylcarnitin, Carnitin, y-Butyrobetain,
Prolin Betain und 3-Dimethylsulphoniopropionat. Weder Ectoin noch Hyxdroxyectoin hatten
osmoprotektive Eigenschaften fir L. monocytogenes wenn sie dem Medium zugesetzt wurden und ihr
psychroprotektives Potential fiir dieses Bakterium wurde nicht untersucht (Bayles und Wilkinson
2000).

Northern Blot-Analysen der ectABC-Gene in V. pantothenticus zeigten, dass sie bei Kélte wie
auch unter hochosmolaren Bedingungen gemeinsam zur Expression gebracht werden und dass die
Ectoinsynthese bei Kalte auf einer feinen Regulation der Transkription des ectABC-Operons in
Abhangigkeit zur Temperatur beruht (Abb. 23) (Abb. 24). Bereits 2 Stunden nach einem Kalteschock
konnte die Transkription des ectABC-Operons in V. pantothenticus nachgewiesen werden, wahrend
sich die Kultur noch in der Anpassungsphase an die niedrige Temperatur befand, und mit erneutem
exponentiellen Wachstum von V. pantothenticus erreichte die ectABC-Transkriptionsrate ihr
Maximum, das auch in der stationdren Wachstumsphase erhalten blieb (Abb. 24). V. pantothenticus

ist demnach in der Lage, eine plétzliche Senkung der Umgebungstemperatur und darlber hinaus das
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Ausmal} und die Dauer der Temperatursenkung zu erfassen. Das Bakterium prozessiert diese
Umweltinformation zu einer fein abgestimmten Transkriptionsrate des ectABC-Operons und damit zu

einer Anpassung der Ectoinbiosynthesekapazitat an die Temperaturverhaltnisse der Umgebung.

Die transkriptionellen Regulationen des ectABC-Operons in V. pantothenticus unter
osmotischem und Kaltestress weisen zahlreiche Gemeinsamkeiten auf (Abb. 19) (Abb. 24). Ebenso
zeigen physiologische Untersuchungen, dass sowohl unter hochosmolaren Bedingungen als auch bei
Kalte die Synthese von Ectoin eine wichtige Funktion fir die Anpassung und das Wachstum von V.
pantothenticus erfullt (Abb. 21) (Abb. 25). Es stellt sich daher die Frage, ob Kaltestress vergleichbare
Signale wie eine Erhéhung der Osmolalitat hervorruft und daher die gleichen Mechanismen der Zellen
eine Aktivierung der Ectoinbiosynthese unter beiden Stressbedingungen bewirken? Die additive
Verstarkung der ectABC-Expression bei gleichzeitigem Einwirken der Signale Kalte und hohe
Osmolalitat lassen auf eine gleichzeitige Perzeption und anschlielende Prozessierung der Stimuli
schlielRen (Abb. 23). Wie diese Signaltransduktion auf molekularer Ebene erfolgt, ist bisher weder bei
hoher Osmolalitat noch bei Kalte geklart. Untersucht man, ob die Senkung der Wachstumstemperatur
eine Senkung der Wasseraktivitdt ay der Umwelt hervorruft, wie das bei Erhéhung der Osmolalitat
der Fall ist, stellt sich die Situation als kompliziert dar. Grundsatzlich gilt, dass reines Wasser bei allen
Temperaturen eine aw = 1 besitzt. Wird ayw durch den Zusatz von osmotisch aktiven Substanzen, die
aw senken, vom idealen in den nicht-idealen Zustand Uberfuhrt kann die Aktivitat der wassrigen
Lésung a; durch folgende Formel beschrieben werden:

a; = viX
vi und x; sind der Aktivitatskoeffizient beziehungsweise die molare Menge der i-ten, dem Wasser
zugesetzten, thermodynamisch aktiven Substanz und es gilt: 0 < a; < 1. Der Aktivitatskoeffizient v
hangt seinerseits von der Temperatur der Losung ab:
In yi= AG/R*T
wobei AG Arbeit ist, die geleistet werden muss, um der Abschirmung der lonen der gelésten Substanz
durch Molekile andere thermodynamisch wirksamer Substanzen entgegenzuwirken. Daher gilt
generell, dass bei einer Senkung der Temperatur die Aktivitatskoeffizienten vy, der geldsten
thermodynamisch aktiven Substanzen kleiner werden und somit auch die Aktivitat der wassrige
Lésung a; kleiner wird. Mit Hilfe dieser Naherung kann man davon ausgehen, dass Kalte eine
Senkung der Wasseraktivitit des Mediums hervorruft, die aber nur gering ist. Die Anderung der
Wasserverfiigbarkeit und zusatzlich resultierende Stressbedingungen durch Einfrieren (Anderungen
das pH-Wertes, Eiskristallbildung, Ausfallen von Salzen) sind deutlich gravierender flir bakterielle
Zellen und missen getrennt vom Stress ,Kalte® betrachtet werden. Die relativ geringen
Konzentrationen der akkumulierten Solute Ectoin und Prolin bei 15°C lassen sich durch die geringe

Minderung der Wasseraktivitat des Mediums erklaren (Abb. 22).

Neben der Senkung der spezifischen Aktivitdt eines wassrigen Systems bewirkt Kalte in

poikilothermen Organismen wie B. subtilis (Aguilar et al. 1998), zahlreichen Cyanobakterien (Sato
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und Murata 1980; Sakamoto et al. 1997), L. monocytogenes (Annous et al. 1997), Tetrahymena
(Thompson und Nozawa 1977), Caenorhabditis elegans (Tanaka et al. 1996) und Karpfen (Cossins
1994) eine Zunahme ungesattigter Fettsduren in Membranen, um deren Fluiditdt bei niedrigen
Temperaturen zu gewahrleisten. In B. subtilis konnte eine Kalte-induzierbare A5-Lipiddesaturase
identifiziert werden, die die Umwandlung von gesattigten Fettsauren in ungesattigte katalysiert
(Aguilar et al. 1998), ebenfalls findet eine Umwandlung zahlreicher Fettsdauren von der iso zur anteiso
Form bei Kalte in B. subtilis und L. monocytogenes statt (Klein et al. 1999). Die Transkription des
Strukturgens der Desaturase des ist bei 37°C reprimiert, wird aber durch einen Kalteschock in B.
subtilis stark induziert (Aguilar et al. 1999). Die Regulation der des Transkription erfolgt durch ein
Zwei-Komponenten System (DesK-DesR), das seinerseits durch Anderungen der Membranfluiditat
reguliert wird (Aguilar et al. 2001) und ein Modell flr ein kalteaktiviertes Regulatorsystem, wie es auch
in V. pantothenticus zur Regulation der ectABC-Gene vorliegen konnte, darstellt. Bei Kalte andert sich
die Membranfluiditat vom flliissigen-kristallinen (ungeordnet) zum gel-ahnlichen (geordneten) Zustand
und bewirkt eine Aktivierung der Autokinaseaktivitat des intergralen Membransensors DesK (Aguilar
et al. 2001). Die Phosphorylgruppe im aktiven Zentrum von DesK wird direkt auf den
zytoplasmatischen Regulator DesR ubertragen, der die Transkription von Des aktiviert (Aguilar et al.
2001). Sind einige Zeit nach dem Kalteschock wieder genug ungesattigte Fettsduren in der
Zytoplasmamembran von B. subtilis vorhanden, andert sich die Konformation von DesK zum
inaktiven Zustand, die des Transkription erfolgt daher transient. Eine transiente Transkription der
Ectoinsynthesegene konnte in V. pantothenticus nicht beobachtet werden, wohl aber ein
kontinuierlicher Anstieg der Transkriptionsrate nach einem Kalteschock (Abb. 24). Eine mdgliche
Senorkinase fur die Regulation des ectABC-Operons musste demnach bei Kélte angeschaltet werden
und permanent aktiv sein. Auch im Cyanobacterium Synechocystis sp. konnte kurzlich eine
Histidinkinase identifiziert werden, die fir die transkriptionelle Regulation zahlreicher

kalteinduzierbarer Gene in diesem Organismus verantwortlich ist (Suzuki et al. 2001).

Bei Kalte kommt es in B. subtilis und anderen Prokaryoten einschliellich hyperthermophilen
Archaea (Grau et al. 1994; Lopez-Garcia und Forterre 1997) zu einer Erhéhung des negativen
Supercoilings der DNA, das in B. subtilis auch unter hochosmolaren Bedingungen beobachtet werden
konnte (Krispin und Allmansberger 1995). Man geht von einer regulatorischen Funktion des
Supercoiling bei Kalte und unter hochosmolaren Bedingungen aus. Das Schmelzen der DNA-
Doppelhelix durch die RNA-Polymerase kdnnte bei niedriger Temperatur erschwert sein, und eine
Erhéhung der negativen Uberwindung der DNA kénnte das Schmelzen des Promotorbereichs
energetisch erleichtern (Graumann und Marahiel 1999)Eine negative Uberwindung der DNA kénnte
auch an der Regulation des ectABC-Operons in V. pantothenticus bei hoher Osmolalitdt und Kalte

beteiligt sein.

Die Kalteschock-Antwort von B. subtilis bietet ein Modell fir die initialen zytoplasmatischen

Anpassungsreaktionen auf plétzliche Kalte in V. pantothenticus und zeigt weitere Mdglichkeiten fur
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die kalteregulierte Genexpression. Im Zytosol von B. subtilis findet nach einem Kalteschock eine
deutliche Anderung der Proteinsynthese statt. Die Synthese sogenannter Cold-stressed induced
Proteins (CiPs) und Cold-acclimatization Proteins (CAPs) findet transient induziert statt, wahrend die
Synthese der meisten anderen Proteine zurlckgeht. 2 Stunden nach dem Kalteschock ist ein neues
Gleichgewicht der Proteinsynthese entstanden, das erhalten bleibt, solange die Bakterien bei 15°C
gehalten werden (Graumann und Marahiel 1999). Zahlreiche CIPs und CAPs sind an der Regulation
der Transkription und Translation bei Kalte beteiligt, und einige von ihnen konnten auch nach einem
hyperosmotischen Schock in B. subtilis nachgewiesen werden. Auch die Gryase, die fir die
Einflhrung von negativen Uberwindungen verantwortlich ist, gehért zu den CIPs (Graumann und
Marahiel 1999). Diese Kalteschockantworten konnten bisher auch in Bacillus stearothermophilus (Wu
und Welker 1991), L. monocytogens (Bayles et al. 2000) und E. coli (Panoff et al. 1998) beobachtet
werden. Daher ist es moglich, dass auch V. pantothenticus spezielle Proteine als Antwort auf einen

Kalteschock synthetisiert, die an der kalteregulierten ectABC- Expression beteiligt sind.

Die molekularen Mechanismen der Psychroprotektion von Mikroorganismen durch kompatible
Solute sind vermutlich mit den Modellen der auch fir die osmoprotektiven Eigenschaften dieser
Molekllfamilie diskutierten identisch und kénnen durch das ,preferential exclusion® Modell von
Arakawa und Timasheff (Arakawa und Timasheff 1985) beschrieben werden. Wie oben dargestellt
vermindert sich durch niedrige Temperaturen die Wasseraktivitat der Umgebung einer Bakterienzelle,
so dass ein Wasserausstrom aus dem Zytoplasma entlang des osmotischen Gradienten erfolgt. Die
Akkumulation kompatibler Solute bei Kalte wirkt dem Wasserausstrom entgegen und erhalt die
Hydrathille um Proteine und andere Makromolekule aufrecht. Die Aufrechterhaltung der Hydrathille
und die resultierende Stabilisierung von Proteinen sind bei Kalte von besonderer Bedeutung, da
durch die niedrige Temperatur der Umwelt, die auch in der Bakterienzelle vorliegt, Kinetiken in der
Zelle verlangsamt ablaufen und nicht genlgend thermodynamische Energie zur korrekten
Proteinfaltung vorhanden ist (Jaenicke 1990). Bei Kalte werden hydrophobe Interaktionen
geschwacht, und ionische Interaktionen nehmen zu, so dass Proteinkonformationen, die Interaktionen
von Proteinuntereinheiten und Protein-Membran-Interaktionen geschwacht werden (Privalov und Gill
1988). In in vitro Frost-Tau-Experimenten mit Laktatdehydrogenase und Phosphofruktokinase
konnten Ectoin und Hydroxyectoin hervorragende proteinstabilisierende Eigenschaften nachgewiesen
werden (Lippert und Galinski 1992). Die Ergebnisse sind zwar nur bedingt auf Kaltestress bei
Temperaturen Uber 0°C zu Ubertragen, bestatigen aber die Stabilisierung von Proteinen durch

Ectoine.

Von Rudolph et al. (Rudolph et al. 1986) wurde eine Erhdhung der Membranfluiditat bei
niedrigen Temperaturen unter dem Einfluss kompatibler Solute festgestellt. Auch in Synechococcus
senkte die Akkumulation von Glycin Betain die Temperatur der Phasenanderung vom flissigen zum
gel-ahnlichen Zustand der Zytoplasmamembran (Deshnium et al. 1997). Die Erh6hung des anteiso-

Cis0 Fettsduregehaltes stellt eine wichtige Determinante der Membranadaptation an niedrige
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Temperaturen in L. monocytogenes (Annous et al. 1997) und B. subtilis (Klein et al. 1999) dar. Die
Anwesenheit von Glycin Betain bei Kaltestress in L. monocytogenes verstarkte die Erhdéhung des
anteiso-Cysy Fettsduregehaltes der Zytoplasmamembran durch die Stabilisierung der

verantwortlichen Desaturase (Annous et al. 1997).

3.2 Kompatible Solute erhohen die Osmo- und Kaltetoleranz von
Pflanzen

Mit Ausnahme tropischer Gebiete bewohnen Pflanzen Habitate auf der ganzen Welt, in denen
sie Temperaturen unterhalb ihrer optimalen Wachstumstemperatur ausgesetzt sind und die sie als
hauptsachlich sessile Organismen bei widrigen Umweltbedingungen nicht verlassen kdénnen. Daher
ist es fir Pflanzen besonders wichtig, zahlreiche Anpassungsmechanismen zu entwickeln, die ihnen
ein Uberleben und Wachstum bei niedrigen Temperaturen erméglichen (Guy 1999). In den letzten 10
Jahren konnten tber 100 Pflanzengene identifiziert werden, die bei Kaltestress exprimiert werden. Ein
gemeinsames Ziel vieler dieser Untersuchungen der Kaltestressadaptation in Pflanzen, besonders in
Nutzpflanzen, ist die Verbesserung ihrer Kalteresistenz und damit verbundene Verminderungen

wirtschaftlicher EinbufRen durch Kalte und Frost.

In zahlreichen Pflanzen konnte die Akkumulation des kompatiblen Soluts Glycin Betain sowohl
unter hochosmolaren Bedingungen und Trockenheit als auch bei Kaltstress nachgewiesen werden
(Rhodes und Hanson 1993; Xing und Rajashekar 2001). Die de novo Synthese von Glycin Betain bei
niedrigen Temperaturen wurde in den Nutzpflanzen Weizen (Allard et al. 1998), Gerste (Kishitani et
al. 1994) und Erdbeeren (Fragaria X ananassa Duch.) (Rajashekar et al. 1999), sowie im pflanzlichen
Modellorganismus Arabidopsis thaliana (Xing und Rajashekar 2001) nachgewiesen. A. thaliana
akkumuliert bei niedrigen Temperaturen (4°C tagsuber und 2°C nachts, 10 Stunden Photoperiode)
Glycin Betain (Xing und Rajashekar 2001). Wurden kalteadaptierte Pflanzen anschlieRend
Temperaturen unter 0°C ausgesetzt, so waren sie deutlich kryoresistenter als unadaptierte Pflanzen
(Xing und Rajashekar 2001). Diese Ergebnisse stimmten mit ahnlichen Beobachtungen in Erdbeeren
Uberein, denen eine vorangegangene Kalteanpassung durch endogene Glycin Betain Synthese eine
verbesserte Frostresistenz vermittelte (Rajashekar et al. 1999). A. thaliana, die endogen nur geringe
Mengen Glycin Betain synthetisieren kann, wurde mit dem codA-Gen, das eine Cholinoxidase aus
dem Bakterium Arthrobacter globiformis codiert und unter der Kontrolle eines konstitutiv exprimierten
Promotors stand, transformiert (Alia et al. 1998). Die transgenen Pflanzen synthetisierten durch CodA
mehr Glycin Betain, und Samen der Transformanten konnten so bei 0°C quellen, die
Pflanzenkeimlinge wurden deutlich kalteresistenter, ihr Wachstum bei 10°C beschleunigte sich im
Vergleich zum Wildtyp (Alia et al. 1998). Auch voll entwickelte Arabidopsis Pflanzen wurden durch die
zusatzliche Glycin Betain Synthese deutlich kryoresistenter (Sakamoto et al. 2000). Tabakpflanzen,

die natlrlicherweise kein Glycin Betain synthetisieren kénnen, wurden mit den Glycin Betain
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Synthesegenen betAB aus E. coli transformiert, und es entstanden Glycin Betain akkumulierende,
transgene Pflanzen, die deutlich resistenter gegen Kalte und hohe Osmolalitat waren als der Wildtyp
(Holmstrém et al. 2000).

Bei der Untersuchung regulatorischer Mechanismen der Kalteperzeption und nachfolgender
Expression kalteinduzierter Gene wurde oft beobachtet, dass zahlreiche kalteinduzierte Gene auch
durch hohe Osmolalitat in Pflanzen aktiviert wurden (Curry et al. 1991; Holappa und Walker-Simmons
1995; Mantyla et al. 1995). Dariber hinaus konnte in A. thaliana ein in cis wirkendes 9 bp
umfassendes Promotorelement identifiziert werden, das die Expression des Gens rd29A bei hoher
Osmolalitdt und Kalte induziert (Yamaguchi-Shinozaki und Shinozaki 1994; Jiang et al. 1996).
SchlieBlich wurde die Kryoresistenz in zahlreichen Pflanzen (Guy et al. 1992; Mantyla et al. 1995)
durch hohe Osmolalitat des Bodens verbessert, was auf der osmotisch stark stimulierten Synthese
von Glycin Betain beruhte. Diese Daten deuteten auf eine enge Verknipfung der Signalkaskaden flr
die Expression osmotisch regulierter Gene und kalteregulierter Gene in Pflanzen hin. Eine
VerknUpfung dieser zwei Stressfaktoren Uber gemeinsame Regulationswege scheint auch in
Bakterien moglich, da ein additiver Effekt auf die Transkriptionsrate des ectABC-Operons aus V.
pantothenticus durch gleichzeitig wirkende hohe Osmolalitdt und Kalte beobachtet werden konnte
(Abb. 23).

3.3 Thermoprotektion  durch Ectoin und Hydroxyectoin in
Mikroorganismen

Stark wechselnde Temperaturen kennzeichnen den Lebensraum der oberen Bodenschichten
genauso wie stark fluktuierende osmotische Verhaltnisse. Daher stellt auch Hitze einen Stressfaktor
fir bodenbewohnende Bakterien dar, dem sie sich durch physiologische und molekulare Anderungen

flexibel anpassen missen.

1996 berichteten Malin und Lapidot, dass der mesophile, bodenbewohnende Streptomycet St.
griseus de novo Ectoin und Hydroxyectoin sowohl bei hoher Osmolalitat als auch bei hoher
Temperatur synthetisieren kann. Die endogene Synthese beider Tetrahydropyrimidine unter
hochosmolaren Bedingungen und unter Hitzestress konnte im Rahmen dieser Arbeit auch in St.
coelicolor festgestellt werden (Abb. 39). Die Synthese beider Solute erfolgt osmotisch oder
hitzeinduziert, die vermehrte Synthese von Hydroxyectoin wurde aber in Abhangigkeit zur
Wachstumsphase reguliert (Abb. 39). Die Gesamtkonzentration beider Tetrahydropyrimidine bleibt
auch in der Stationarphase konstant, nur das Verhaltnis von Ectoin zu Hydroxyectoin verschob sich

von 2:1 wahrend des exponentiellen Wachstums zu 1:10 in der Stationarphase. Ectoin wird demnach
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vermehrt in der Stationdrphase zu Hydroxyectoin umgewandelt, unabhangig ob osmotischer oder
Thermostress die Ectoinsynthese induziert hatte. Die regulatorischen Grundlagen der
wachstumsphasenabhangigen Induktion der Hydroxyectoinsynthese sind unbekannt, kdnnten aber
auf einer stationarphasenabhangigen Aktivierung der Ectoinhydroxylase auf transkriptioneller oder

translationeller Ebene beruhen.

Bisher konnte die hitzeinduzierte Synthese von kompatiblen Soluten auch in hyperthermophilen
Archaea der Genera Thermococcus (Lamosa et al. 1998) und Pyrococcus (Martins und Santos 1995)
und in dem thermophilen Bakterium Rhodothermus marinus (Silva et al. 1999) beobachtet werden. R.
marinus  akkumuliert  o-Mannosylglyceramid  bei  hoher  Osmolalitdt und  optimaler
Wachstumstemperatur (65°C), wahrend a-Mannosylglycerat das dominant akkumulierte kompatible
Solut unter hohen Wachstumstemperaturen (77,5°C) ist und a-Mannosylglyceramid nicht mehr
nachgewiesen werden kann (Silva et al. 1999). Die Aktivitat der Mannosylglyceratsynthase wird in R.
marinus durch Temperaturen oberhalb seiner optimalen Wachstumstemperatur gesteigert (Martins et
al. 1999). Vermutlich besitzt a-Mannosylglycerat besondere thermoprotektive Eigenschaften, da es
nur von thermophilen Bakterien unter Hitzestress, der flir mesophile Bakterien letalen ist, akkumuliert

wird.

Neben Akkumulation von Ectoin und Hydroxyectoin durch endogene Synthese ist St. coelicor
auch in der Lage, beide Solute bei hoher Temperatur aus exogenen Quellen mittels Transport
aufzunehmen (Abb. 43). Dabei vermittelte eine Mischung beider Tetrahydropyrimidine St. coelicolor
einen optimalen Schutz vor hoher Temperatur im Vergleich zu nur einem exogen zugefihrten
kompatiblen Solut (Abb. 43), was vermutlich auf unterschiedlichen thermoprotektiven Eingenschaften
beider Solute beruht. St. coelicolor muss demnach mindestens ein Transportsystem besitzen, das bei
hoher Temperatur beide Tetrahydropyrimidine aufnehmen kann. Auch E. coli, der Ectoine nicht de
novo synthetisieren kann, konnte durch die exogene Gabe von Ectoin und/oder Hydroxyectoin
thermoprotektiert werden (Malin und Lapidot 1996) und besitzt daher auch Transportsysteme, die die
Aufnahme beider Ectoine bei Hitze vermitteln. Die Akkumulation beider Solute im Zytoplasma der E.
coli Zellen bei 44°C konnte durch *C-NMR Spektroskopie nachgewiesen werden (Malin und Lapidot
1996). Im Gegensatz dazu ist in E. coli keine verstarkte Cholinaufnahme und daher keine erhdhte
Glycin Betain Synthese unter Hitzestress festzustellen (Caldas et al. 1999). In Lactococcus lactis
konnte die thermoinduzierte Aufnahme von Glycin Betain in Transportmessungen beobachtet werden
(Guillot et al. 2000). Die aufgenommene Glycin Betain Menge verdreifachte sich, wenn das Bakterium
bei 40°C anstatt bei 30°C inkubiert wurde (Guillot et al. 2000).

Die hitzeabhangige Regulation der Synthese und des Transportes osmotischer
Schutzsubstanzen ist, wie auch bei hochosmolaren Bedingungen, bisher auf molekularer Ebene
unverstanden. Eine Senkung der Wasseraktivitat durch Temperaturerhéhung kann thermodynamisch

fir ein geschlossenes System ausgeschlossen werden, da eine Temperaturerhhung zu einer
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Erhdhung des spezifischen Aktivitatskoeffizienten und daher sogar zu einem leichten Anstieg der

Wasseraktivitat im Medium fuhren kann (Kap. 3.1 Diskussion).
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Bei hohen Temperaturen verandert sich die Zytoplasmamembran und wird fluider (Sajbidor
1997; Vigh et al. 1998). Die Anderungen in der Membranfluiditat konnten, wie unter hochosmolaren
Bedingungen und bei Kalte, eine Konformationsdnderungen einer membrangebundenen

Sensorkinase bewirken, die die ectABCD Gene in St. coelicolor aktiviert.

Eine erhdhte Thermotoleranz konnte in zahlreichen Bakterien wie E. coli (Gross 1996), B.
subtilis (Hecker et al. 1996) und St. coelicolor (Guglielmi et al. 1991) durch die Induktion der
Hitzeschockantwort beobachtet werden, die die Synthese zahlreicher Proteine wie Chaperonen und
Proteasen umfasst. Die Hitzeschockproteine sorgen fiir das Uberleben der Zelle bei einer plétzlichen
Erhéhung der Temperatur, indem sie die Aggregation von denaturierten Proteinen durch erneutes
Falten verhindern oder fehlgefaltete Proteine abbauen. In E. coli und B. subtilis konnte, im Gegensatz
zur Kalteschockantwort, gezeigt werden, dass die alternativen Transkriptionsfaktoren " bzw. o® an
der Expression zahlreicher Hitzeschockproteine beteiligt sind (Gross 1996; Hecker et al. 1996;
Hengge-Aronis 1996; Arsene et al. 2000). Es ware denkbar, dass auch die Transkription der
ectABCD Gene in St. coelicolor durch einen alternativen, hitzeaktivierten Transkriptionsfaktor reguliert

wird oder dass ein Hitzeschockprotein als Regulator fiir die Synthese der Ectoine wirkt.

Kompatiblen Soluten kommt bei Hitze in wechselwarmen Bakterien eine besondere Funktion
zu, da sich durch die Erwarmung der Umgebung auch das Zytoplasma erwarmt und Zellbestandteile
denaturieren. Dies ist bedingt durch Schwachung der Wasserstoffbriickenbindungen bei hoher
Temperatur und Schwachung der hydrophobe Wechselwirkungen; beide Effekte fuhren zur Erhéhung
der Warmekapazitat, die die Denaturierung von Proteinen bei Hitze fordert (Privalov und Gill 1988;
Jaenicke 1990). Die intrazellulare Wirkungsweise kompatibler Solute wie Ectoin und Hydroxyectoin
als Thermoprotektiva kann, wie bei hyperosmolarem Stress und Kaltestress, am treffendsten durch
den bevorzugten Ausschluss der Solute von der Proteinhydrathiille beschrieben werden, die die
globulare dreidimensionale Faltung von Proteinen thermodynamisch begtinstigt und somit stabilisiert
(Arakawa und Timasheff 1985) (Kap. 2 Einleitung).

Eine weitere thermoprotektive Wirkung von kompatiblen Soluten, auch als die eines
chemischen Chaperones bezeichnet (Tatzelt et al. 1996), konnte in einer E. coli dnak
Deletionsmutante beobachtet werden (Caldas et al. 1999). Exogen zugefiihrtes Glycin Betain und
Cholin komplementierten dort den thermosensitiven Phanotyp der Mutante bei 42°C, so dass sie bei
dieser Temperatur wachsen konnte (Caldas et al. 1999). Die molekularen Grundlagen der
thermoprotektiven Wirkung von kompatiblen Soluten auf Chaperone bei einem Hitzeschock wurde
karzlich in vivo in E. coli und auch durch in vitro Experimente aufgeklart (Diamant et al. 2001). Glycin
Betain, das zunachst von E. coli unter hochosmolaren Bedingungen aus exogen zugefuhrtem Cholin
synthetisiert worden war, verlieh den Zellen bei einem nachfolgenden Hitzeschock Thermoprotektion,
die unter anderem auf einer Verringerung der de novo Proteinaggregation bei Hitze beruhte (Diamant

et al. 2001). Durch in vitro Experimente konnte ein aktivierender Effekt der kompatiblen Solute Glycin
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Betain, Trehalose, Prolin und Glycerin auf die Faltungsaktivitdt der molekularen Chaperone GroEL,
DnaK und ClpB auf hitzedenaturierte Malatdehydrogenase nachgewiesen werden (Diamant et al.
2001). Vermutlich aktivieren niedrige Konzentrationen kompatibler Solute die molekularen
Chaperone, indem sie die lokale Faltung der Chaperon-gebunden Polypeptide fordern und das native
Endprodukt der Reaktion bei Hitze stabilisierten (Diamant et al. 2001).

In den oberen Bodenschichten, dem natlrlichen Habitat von St. coelicolor, ist Hitzestress eng
mit hochosmolaren Bedingungen gekoppelt, da Sonneneinstrahlung den Boden aufwarmt, zur
Verdunstung von Wasser flhrt und daraus ein Anstieg der Osmolalitdt im Lebensraum des
Bakteriums resultiert. Einen indirekten Beweis fir die Verknipfung von hochosmolar und
hitzeinduzierter Stressantwort in zahlreichen Bakterien, Pilzen (Neidhardt et al. 1990) und in
Streptomyceten (Flett et al. 1992) bieten die sogenannten ,osmotically remedial® Phanotypen
thermosensitiver Mutanten. Es wird angenommen, dass die thermosensitiven Phanotypen durch die
bei hochosmolaren Bedingungen synthetisierten Osmoprotektiva komplementiert werden (Csonka
1989). In E. coli wird der alternative Transkriptionsfaktor 6® (RpoS, ¢*), ein zentraler Modulator der
Genexpression, auf posttranskriptioneller Ebene bei Hitze und hoher Osmolalitat stabilisiert und sorgt
fur die Expression des otsAB-Operons bei Hitze und hypertonen Bedingungen (Hengge-Aronis et al.
1991; Muffler et al. 1996). Die codierten Enzyme OtsA (Trehalose-6-Phosphat-Synthetase) und OtsB
(Trehalose-6-Phosphatase) sind fur die Trehalosesynthese in E. coli verantwortlich. Trehalose ist das
einzige endogen synthetisierte kompatible Solut in E. coli und wirkt sowohl osmoprotektiv als auch
thermoprotektiv (Dinnbier et al. 1988; Hengge-Aronis et al. 1991; Muffler et al. 1996). Ebenfalls
erhdhte sich durch die Voradaptation an hochosmolare Bedingungen das obere
Wachstumstemperaturlimit von Salmonella thyphimurium von 43°C auf 45°C (Fletcher und Csonka
1998; Fletcher et al. 2001). Die Ursache fir die erhéhte Thermotoleranz durch Adaptation an hohe
Osmolalitat in Salmonella thyphimurium ist die sowohl durch hohe Osmolalitat als auch durch Hitze

induzierte Trehalosesynthese (Canovas et al. 2001).

Die endogene Synthese kompatibler Solute und deren effiziente Aufnahme aus exogenen
Quellen durch Transportsysteme erscheint besonders fir Bakterien, die Habitate fluktuierender
Osmolalitat und starker Temperaturschwankungen bewohnen, sinnvoll, da diese Solute der durch die
unterschiedlichen Stressfaktoren ausgelosten Zellveranderungen entgegenwirken. Fir eine
differenzierte und genau auf die vorherrschende Osmolalitdt und Temperatur abgestimmte
intrazellulare Akkumulation kompatibler Solute ist eine regulatorische Verknipfung der einzelnen

Signalwege unerlasslich.
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4  Ectointransport in Bakterien

Neben der de novo Synthese kompatibler Solute konnen Mikroorganismen Uber spezielle
Transportsysteme diese Solute aus der Umwelt im Zytoplasma akkumulieren. Der Transport wird
generell gegenuber der Neusynthese bevorzug, da er energetisch gunstiger ist. Im Habitat Boden
liegen kompatible Solute in variablen Mengen und unterschiedlichsten Kombinationen vor. Die
Konzentrationen von Ectoin und Hydroxyectoin in den oberen Bodenschichten ist nicht bekannt, aber
da Bakterien die bisher einzigen Organismen sind, die Ectoin und sein Hydroxyderivat synthetisieren
kénnen, dirften die Konzentrationen der beiden Tetrahydropyrimidine im Boden vergleichsweise
gering sein. Wahrscheinlich gelangen Ectoine hauptsachlich nach einem hypoosmotischen Schock
durch Expulsion oder Zelllyse aus den Bakterienzellen in die Umgebung bodenbewohnender
Mikroorganismen. Daher ist es besonders wichtig, dass Bakterien effektive Transportsysteme fir die
Aufnahme von Ectoin und Hydroxyectoin besitzen, um diese unter Stressbedingungen in
entsprechend hohen Konzentrationen im Zytoplasma zu akkumulieren. Die Relevanz von Ectoinen
als Stressprotektiva wird durch den Transport dieser kompatiblen Solute unter hochosmolaren
Bedingungen in zahlreichen, nicht-ectoinsynthetisierenden Bakterien deutlich. So verleiht exogen
vorhandenes Ectoin durch Akkumulation in der Zelle via Transport E. coli (Jebbar et al. 1992; Malin
und Lapidot 1996), B. subtilis (Jebbar et al. 1997), C. glutamicum (Peter et al. 1998a), Erwinia
chrysanthemi (Gouesbet et al. 1996), und Sinorhizobium meliloti (Talibart et al. 1994; Boscari et al.
2002) Schutz bei hochosmolaren Bedingungen. Da bisher der Ectointransport in einem Bakterium,
das Ectoin auch endogen synthetisieren kann, nicht naher untersucht worden war, wurde im Rahmen
dieser Arbeit die Ectoinaufnahme in Gram-positiven, ectoinsynthetisierenden Bacilli eingehend

analysiert.

4.1 Transport kompatibler Solute in S. pasteurii

Sowohl Ectoin und Hydroxyectoin als auch Glycin Betain und Carnitin werden von S. pasteurii
als Osmoprotektiva genutzt, wenn sie exogen vorhanden sind (Abb. 13). Die Aufnahme von Glycin
Betain wurde in S. pasteurii nur gering durch die Anwesenheit von Ectoin inhibiert (Abb. 14), daher
mussen zwei unabhangige Transportsysteme fur Glycin Betain und Ectoin in S. pasteurii arbeiten.
Diesem Bakterium fehlt ein Homolog des hochaffinen und osmoregulierten OpuE Transporters aus B.
subtilis (von Blohn et al. 1997), da exogen zugefihrtes Prolin in S. pasteurii nicht als
Osmoprotektivum wirkt (Abb. 13). S. pasteurii wird ebenfalls nicht durch Cholin osmoprotektiert und
ist daher nicht in der Lage Cholin zu Glycin Betain umzuwandeln, wie dies verschiedenen Bakterien
einschliellich E. coli (Lamark et al. 1991) und B. subtilis (Boch et al. 1996; Kappes et al. 1998) durch

Oxidation von Cholin vermégen.
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4.2 EctT: Ein osmotisch regulierter Ectointransporter der BCCT-
Transporterfamilie aus V. pantothenticus

Da S. pasteurii fur genetische Untersuchungen des Transports von Tetrahydropyrimidinen nicht
zuganglich war, wurde der Ectointransport im genetisch manipulierbaren V. pantothenticus, der unter
hochosmolaren Bedingungen das von ihm endogen synthetisierte kompatible Solut Ectoin auch aus
exogenen Quellen aufnehmen kann (Abb. 21), eingehend charakterisiert. Transportexperimente mit
radioaktiv markiertem Ectoin zeigten, dass in V. pantothenticus der Ectointransport osmotisch
stimuliert ist und unter isoosmolaren Bedingungen kein Ectointransport messbar ist (Abb. 32) (Abb.
33). Mittels funktioneller Komplementation in E. coli war es maoglich, ein chromosomales DNA-
Fragment aus V. pantothenticus zu isolieren, das das Gen flir den Ectointransporter EctT enthielt. Bei
EctT handelt es sich um einen Einzelkomponententransporter, dessen Hauptsubstrate unter
hochosmolaren Bedingungen im heterologen Wirt E. coli (Abb. 28) und in V. pantothenticus Ectoin
und Hydroxyectoin sind (Abb. 30). Eine V. pantothenticus ectT-Mutante ist nicht mehr in der Lage, bei
hoher Osmolalitat Ectoin aus exogenen Quellen durch Transport zu akkumulieren (Abb. 30). EctT ist
somit der einzige Transporter fur die Ectoinaufnahme unter hochosmolaren Bedingungen in V.
pantothenticus. Die zentrale Rolle von EctT bei der Aufnahme von Ectoin und Hydroxyectoin bei
hoher Osmolalitat wurde durch Wachstumsexperimente bei 1,6 M NaCl in Anwesenheit von Ectoin
oder Hydroxyectoin demonstriert. Unter diesen Bedingungen hat die ectT-Mutante einen deutlichen
Wachstumsnachteil gegentuber dem V. pantothenticus Wildtyp, der sowohl Ectoin als auch
Hydroxyectoin transportieren kann und daher osmoprotektiert wird (Abb. 30). Auch B. subtilis besitzt
einen osmotisch regulierten Transporter fir das von ihm endogen synthetisierte kompatible Solut
Prolin. OpuE transportiert ausschlief3lich Prolin unter hochosmolaren Bedingungen (von Blohn et al.
1997). Im Gegensatz zur Situation in V. pantothenticus ist eine B. subtilis opuE-Mutante aber auch
unter isoosmolaren Bedingungen in der Lage, Prolin zu transportieren (von Blohn et al. 1997). Die
Prolinpermease PutP aus B. subtilis ist flr diese osmotisch nicht stimulierbare Aufnahme von Prolin
als C- und N-Quelle verantwortlich (Moses 1999). V. pantothenticus aber, der nicht in der Lage ist
Ectoin fir metabolische Zwecke zu nutzten (Kap. 5 Ergebnisse), bendtigt vermutlich kein weiteres

nicht-stress induziertes Ectoinaufnahmesystem.

Datenbankanalysen der abgeleiteten Aminosauresequenz von EctT ergaben, dass EctT
Mitglied der Betain Cholin Carnitin-Transporterfamilie (BCCT) ist (Kappes et al. 1996; Saier et al.
1999). Dieser kleinen, aber mit fortschreitender Genomsequenzierung von Mikroorganismen
wachsenden Transporterfamilie gehoéren die physiologisch und molekular eingehend charakterisierten
bakteriellen Transporter OpuD aus B. subtilis (Kappes et al. 1996), BetP und EctP aus C. glutamicum
(Peter et al. 1998b), BetL aus L. monocytogenes (Sleator et al. 1999), BetS aus Si. meliloti (Boscari et
al. 2002) und BetT (Lamark et al. 1991) und CaiT (Eichler et al. 1994) aus E. coli an. Daruber hinaus
zeigt EctT hohe Sequenidentitdten zu potentiellen BCCT-Transportern in den vollstandig

sequenzierten Genomen von B. halodurans (Takami et al. 2000) und Vibrio cholerae (Heidelberg et
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al. 2000), die beide auch Ectoinsynthesegencluster besitzen (Tab. 18), sowie zu den putativen BetP
Proteinen aus Haemophilus influenza (Fleischmann et al. 1995) und Mycobakterium tuberculosis
(Philipp et al. 1996). Wahrend CaiT an der nicht-osmotisch regulierten Carnitinaufnahme fur
metabolische Zwecke beteiligt ist (Eichler et al. 1994), ist die Aufnahme der methylierten
Aminosaurederivate durch die charakterisierten Mitglieder der BCCT-Familie osmotisch reguliert
(Tab. 18).

Proteine der BCCT-Familie variieren in der Lange zwischen 481 und 706 Aminosauren, wobei
Lange und Aufbau der zwdlf Transmembranbereiche annadhernd identisch sind. Dagegen sind aber
die C- und N-terminalen, vermutlich zytoplasmatisch orientierten Anhange in ihrer Lange sehr
verschieden (Tab. 18). BCCT-Transporter werden durch protonenmotorische Kraft, den Symport von
Na'-lonen, energetisiert (Saier et al. 1999; Rilbenhagen et al. 2000; Saier 2000). Bisher konnten
BCCT-Transporter nur in Bakterien identifiziert werden (Saier et al. 1999). EctT ist der einzige
Transporter dieser Familie, dessen Hauptsubstrat keine trimethylierte Ammoniumverbindung wie
Glycin Betain, Carnitin oder Cholin ist, sondern der ausschlieBlich die Tetrahydropyrimidine Ectoin
und Hydroxyectoin transportiert. Ectoin wird unter hochosmolaren Bedingungen mit hoher Affinitat
und Effektivitat durch EctT in V. pantothenticus aufgenommen, wie ein K,-Wert von 5 + 0,6 yM und
eine Vpax-Wert von 32 + 4 nmol Ectoin (min*Protein)‘1 belegen. Der EctT-vermittelte Ectointransport
lauft deutlich effektiver ab als in EctP, einem BCCT-Transporter aus C. glutamicum, der neben Ectoin
mit einem K,-Wert von 63 uM auch Glycin Betain und Prolin transportieren kann (Peter et al. 1998b).
Daher ist die gemeinsame funktionelle Eigenschaft von Transportern der BCCT-Familie die
Aufnahme methylierter Aminosaurederivate, wobei die meisten Transporter ein enges
Substratspektrum fir ein oder zwei Molekile besitzen. Auf der Suche nach strukturellen Merkmalen,
die fur die methylierte Aminosaurederivat Spezifitdt von BCCT-Transportern verantwortlich sind, fielen
eine groBe Anzahl von hoch Kkonservierten aromatischen Aminosaureresten in den
Transmembranbereichen 8 und 9 und des verbindenden zytoplasmatische Loops auf (Kappes et al.
1998; Peter et al. 1998a). Auch in EctT konnten diese konservierten aromatischen Aminosaurereste,
die funf Tryptophane (Trp, W), drei Phenylalanine (Phe, F) und ein Tyrosin (Tyr, Y) umfassen, vor
allem in der potentiellen Transmembranhelix 8 identifiziert werden (Kap. 10.3 Ergebnisse) (Abb. 27).
Der mogliche, an der Bindung von methylierten Aminosaurederivaten beteiligte Mechanismus durch
aromatische Aminosauren konnte kurzlich durch die Kiristallisation des periplasmatischen
Substratbindeproteins ProX des osmotisch regulierten Glycin Betain ABC-Transporters ProU aus E.
coli aufgeklart werden (Breed et al. 2001). Das ProU Transportsystem vermittelt neben der Glycin
Betain Aufnahme auch die zytoplasmatische Akkumulation von strukturell verwandten
Aminoverbindungen und Ectoin unter hochosmolaren Bedingungen (Jebbar et al. 1992; Csonka und
Epstein 1996; Cosquer et al. 1999). Die Kristallisation von ProX wurde mit dem gebundenen Substrat
Glycin Betain durchgefuhrt und die Kristallstruktur offenbarte, wie kompatible Solute, deren
proteinstabilisierende Wirkung auf ihrem bevorzugten Ausschluss von der Proteinoberflache beruht
(Arakawa und Timasheff 1985; Qu et al. 1998; Bolen 2001), dennoch von substratbindenden
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Proteinen mit hoher Affinitat gebunden werden. An der Glycin Betain Bindung im aktiven Zentrum von
ProX sind drei Tryptophanreste beteiligt, wobei der Rest Trp 188 essentiell flr die Bindung ist und die
beiden anderen Tryptophanreste Glycin Betain in dieser Bindung stabilisieren (Bremer und Bdsser
pers. Mitteilung). ProX gebundenes Glycin Betain wird zum integralen Membranprotein ProwW des
Transportsystems transferiert und die membranlokalisiete ATPase ProV energetisiert die
Translokalisation des Substrates durch ProW (Gowrishankar 1988). Glycin Betain wird durch
Kationen-n-Interaktionen im aktiven Zentrum von ProX gebunden (Bremer pers. Mitteilung). Die
positive Partialladung der trimethylierten Ammoniumgruppe von Glycin Betain bindet an die
delokalisierten n-Elektronenwolken der aromatischen Tryptophanreste (Bremer pers. Mitteilung).
Diese nicht-kovalente Interaktion kann als elektrostatische Anziehung zwischen einer positiven
Ladung und dem Quadrupolmoment des Aromaten definiert werden (Dougherty 1996). In zahlreichen
biologischen Systemen konnten Kationen-n-Interaktionen bei der Erkennung und Bindung von
Kationen und Molekilen mit positiver Partialladung durch die Interaktion mit den aromatischen
Seitenketten der Aminosauren Trp, Phe und Tyr nachgewiesen werden (Dougherty 1996; Ma und
Dougherty 1997).

Ab initio Kalkulationen des Hauptsubstrats von EctT, Ectoin, in wassriger Losung haben
gezeigt, dass Ectoin in zwei Konformationen vorliegen kann, die beide ein Dipolmoment besitzen
(Suenobu et al. 1998). Ectoin besitzt demnach in beiden mdglichen Konformationen eine positive
Partialladung am methylierten C5 (Suenobu et al. 1998), das als Kation fir die Interaktion mit den
aromatischen Aminosaureresten der Helix 8 und 9 im BCCT-Transporter dienen koénnte. Der
Transport von Ectoin durch EctT wird vermutlich durch den Symport von Na* energetisiert, wie auch
fur BetP und BetS beschrieben (Riilbenhagen et al. 2000; Boscari et al. 2002). Das Kation Na* kann
auch durch Interaktion mit dem =n-Elektronensystem der konservierten Tryptophanreste gebunden
werden, da die berechnete Bindungsenergie hdher ist (Indol (Trp) 32 kcal/mol) als die Energie fir die
Na*-Bindung an ein Wassermolekiil (18 kcal/mol) (Dougherty 1996; Ma und Dougherty 1997). Durch
die Kation-n-Interaktionen kann die Bindung von partiell positiv geladenen kompatiblen Soluten in den
substratbindenden, aus aromatischen Aminosauregruppen bestehenden Regionen von
Transportsystemen erklart werden. Die molekularen Grundlagen fir die hohe Spezifitdt von EctT fir

Tetrahydropyrimidine bleibt aber ungeklart.

4.2.2 Der Ectointransport durch EctT unterliegt einer dualen osmotischen Kontrolle

Die Aufnahme des kompatiblen Soluts Ectoin verleiht V. pantothenticus einen Schutz
gegenlber hochosmolaren Umweltbedingungen (Abb. 30). Dabei vermittelt der BCCT-Transporter
EctT allein den Ectointransport bei hoher Osmolalitat (Abb. 32). Durch die hohe Affinitat des EctT-
Aufnahmesystems flir Ectoin (Kap. 11.3 Ergebnisse) ist V. pantothenticus in der Lage, auch geringste

Mengen exogenen Ectoins unter osmotischem Stress zu nutzen. Die Aktivitat des EctT Systems wird
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entscheidend von der Osmolalitdt der Umgebung kontrolliert. Wahrend in osmotisch ungestressten
Zellen kein Ectointransport stattfindet, wird durch die Zugabe ionischer oder nicht-ionischer Osmolyte
die Ectoinaufnahme in V. pantothenticus stimuliert (Abb. 32). Die Aktivierung des Ectointransports
durch EctT ist daher ein ,echter” osmotischer Effekt, der sowohl auf der Aktivierung des EctT Proteins

als auch auf der genetischen Kontrolle der ectT-Expression beruht.

Der Glycin Betain Transporter BetP aus C. glutamicum zahlt neben BetS, BetT, OpuD und EctT
(Abb. 37) zu den Mitgliedern der BCCT-Proteinfamilie, die erwiesenermalien durch einen
hyperosmolaren Schock posttranslational aktivierbar sind (Wood 1999). Experimente in
Proteoliposomen haben gezeigt, dass BetP als Osmosensor und Osmoregulator fiir die Glycin Betain
Aufnahme fungiert (Ribenhagen et al. 2000) und Uber die interne Kaliumionenkonzentration reguliert
wird (Ribenhagen et al. 2001). Weiterhin konnten eine direkte osmotische Regulation von BetP durch
Membran Interaktionen und die Lipidzusammensetzung der Membran beobachtet werden
(Rubenhagen et al. 2000). Leider sind diese Ergebnisse auf die posttranslationale Aktivierung von
EctT nur bedingt zu Ubertragen, da EctT wie OpuD vermutlich N-terminal keinen Anhang und C-
terminal eine wesentlich kiirzere Erweiterung als BetP besitzt, und diese Bereiche fiir die Sensor- und
Regulatorfunktion von BetP verantwortlich sind (Peter et al. 1998a). Deletionsanalysen zeigten
namlich, dass der 55 Aminosaurereste lange, positiv geladene C-terminale Anhang von BetP fir den
osmotisch regulierten Glycin Betain Transport unbedingt erforderlich ist. Dem negativ geladenen, 62
Aminosauren umfassenden N-Terminus kommt eine wichtige Funktion fir das Osmosensing zu, da
seine Deletion in einem verkurzten BetP Protein resultierte dessen maximale Aktivierung zu héheren

Osmolalitdten hin verschoben war (Peter et al. 1998a).

Der transkriptionelle Beitrag zur osmotischen EctT-Regulation konnte durch Northern Blot- und
Primer Extension-Analysen charakterisiert werden. In osmotisch ungestressten V. pantothenticus
Kulturen konnte, wie durch die Transportmessungen zu erwarten (Abb. 32), kein ectT-Transkript
nachgewiesen werden (Abb. 36). Nach einem hyperosmotischen Schock erreichte die Transkription
von ectT innerhalb von 10 Minuten ihre maximale Starke, sank innerhalb von 2 Stunden auf ungefahr
40% ihres Maximums ab und blieb konstant auf diesem Niveau, solange der osmotische Stress
andauerte (Abb. 36). Die transient regulierte Transkription von ectT nach einem hyperosmolaren
Schock dhnelte der von B. subtilis Genen, deren Expression vom alternativen Transkriptionsfaktor ¢®
reguliert wird (Hecker und Vélker 2001). c® vermittelt in B. subtilis die Expression von tber 150
Genen. Die Aktivierung dieses Regulons vermittelt den Zellen eine praventive, unspezifische
Resistenz gegentber einer Reihe unglnstiger Umweltbedingungen. Zwei Klassen von

Umweltsignalen induzieren c°

auf unterschiedlichen Wegen: (i) Umweltstressfaktoren wie Hitze,
massive pH-Anderungen, hohe Ethanolkonzentrationen und hohe Osmolalitét ben physikalischen
Stress auf die Zellen aus, zum anderen (ii) wird o® durch Signale aus dem Energiehaushalt der Zellen
wie Kohlenstoff-, Phosphat-, und Sauerstoffmangel induziert. Im Gegensatz zu einer ausschliellich

c®-abhangigen, transienten Transkription wurde die Expression von ectT auch in osmotisch
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c° Konsensus TTAA - 13-1 GTAT

ectT - 13 bp -
opuD (P2) - 17 bp -
opuE (P2) - 16 bp -

Abb. 48 Vergleich c®-abhingiger Promotoren aus B. subtilis und V. pantothenticus mit der

Konsensussequenz c°-abhingiger Promotoren aus B. subtilis

Die —35 und die -10 Region der jeweiligen Promotoren sind grau unterlegt.

adaptierten V. pantothenticus Zellen aufrechterhalten und fiel nicht auf das Basalniveau ab. Die
transkriptionelle Regulation von ectT in V. pantothenticus war mit der Expression der Strukturgene flr
die osmotisch regulierten Transporter OpuE und OpuD aus B. subtilis vergleichbar. Die Induktion der
Transkription direkt nach einem hyperosmolaren Schock wurde auch fir den Prolintransporter OpuE
und den Glycin Betain Transporter OpuD beobachtet, die Transkription beider Strukturgene wurde
aber auch in hyperosmolar adaptierten B. subtilis Zellen aufrechterhalten (von Blohn et al. 1997;
Spiegelhalter und Bremer 1998; Spiegelhalter 1999). Die molekularen Grundlagen fir diese
Regulation lagen in einer Verkniipfung der o®-abhidngigen generellen Stressantwort und der
spezifischen o"-abhéngigen Anpassung an hochosmolare Bedingungen in B. subtilis. Beide
Transporter unterlagen einer zweifachen Kontrolle durch zwei Promotoren, wobei jeweils der
stromabwartsgelegene Promotor (P1) von der RNA-Polymerase mit dem vegetativen Sigmafaktor ¢*
(Abb. 47) und der stromaufwértsgelegene Promotor (P2) von c® erkannt wurde (Abb. 48) (von Blohn
et al. 1997; Spiegelhalter und Bremer 1998; Spiegelhalter 1999).

Die Induktionsprofile von opuD und opuE bei verschiedenen Stressfaktoren einschliellich
einem hyperosmolaren Schock waren typisch o®-abhangig, opuD und opuE blieben aber unter
hochosmolaren Bedingungen weiter durch die o*-kontrollierte Transkription induziert (von Blohn et al.
1997; Spiegelhalter und Bremer 1998; Spiegelhalter 1999). Durch Primer Extension-Analyse konnte
in V. pantothenticus aber nur ein potentieller Promotor identifiziert werden, der allein fir die
Transkription von ectT nach einem hyperosmotischen Schock verantwortlich war (Abb. 34). Die

Sequenz des potentiellen Promotors von ectT in V. pantothenticus stimmte genau mit der
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Konsensussequenz eines o°-abhangigen Promotors in B. subtilis Uberein (Abb. 48). Die
transkriptionelle Regulation von ectT durch ein ¢®Homolog in V. pantothenticus wurde durch eine
Primer Extension-Analyse der ectT-Promotorregion in heterologen Wirt B. subtilis bestatigt (Abb. 35).
Im B. subtilis Wildtyp erfolgte die Transkription von ectT nach einem hyperosmolaren Schock durch
den gleichen Promotor wie in V. pantothenticus, der aber in einer B. subtilis sigB Mutante nicht
erkannt wurde (Abb. 35). Das Fehlen eines ectT Transkriptes in osmotisch adaptierten V.
pantothenticus und B. subtilis Kulturen ist auf die Instabilitat der Transkripte von Shuttle-Plasmiden
zurtickzufiihren, in die die ectT-Promotorregion kloniert worden war, um aussagekraftige Primer
Extension-Analysen in V. panothenticus und B. subtilis durchzufiihren. Diese Instabilitdt von Shuttle-
Plasmid Transkripten wurde auch wiederholte Male fir Transkripte von B. subtilis Genen in
vergleichbaren Experimenten beobachtet (Bremer pers. Mitteilung). Weiterhin zeigt die Northern Blot-
Analyse der ectT-Transkription in V. pantothenticus die Induktion von ectT auch in osmotisch
adaptierten Zellen, und da die Primer Extension-Analyse keinen weiteren, in osmotisch adaptierten
Zellen von V. pantothenticus aktivierten, potentiellen Promotor offenbarte, ist auch fur die Induktion
der ectT-Transkription in hyperosmotisch angepassten Zellen allein der identifizierte c®-abhéngige

Promotor verantwortlich.

423 Ein Homolog des alternativen Transkriptionsfaktors o®

Expression in V. pantothenticus

reguliert die ectT-

Die Primer Extension-Analysen der ectT-Promotorregion in V. pantothenticus und B. subtilis
haben gezeigt, dass ein Homolog des alternativen Transkriptionsfaktors c® in V. pantothenticus fiir
die transkriptionelle Kontrolle der ectT-Expression direkt nach einem hypoosmotischen Schock und in
hochosmotisch adaptierten Zellen verantwortlich ist. Die genaue Ubereinstimmung zwischen der
Konsensussequenz der c®-abhéngiger Promotoren aus B. subtilis und des ectT-Promotors aus V.
pantothenticus und die Erkennung der Promotorregion durch o® in B. subtilis lassen auf strukturelle
Gemeinsamkeiten beider Transkriptionsfaktoren besonders in den beiden Regionen fur die
Erkennung der —35 und —10 Hexamere schliefen (Helman und Chamberlin 1988). Die Transkription
von ectT wird nach einem hyperosmotischen Schock transient induziert, dariiber hinaus wird das c®
Homolog in V. pantothenticus wie in B. subtilis durch Ethanolstress aktiviert (Abb. 34). Neben
strukturellen Gemeinsamkeiten ist auch die Regulation des ¢® Homologs in V. pantothenticus in
einigen Punkten mit der Regulation von ® in B. subtilis vergleichbar, unterscheidet sich aber
grundlegend in der andauernden Aktivitdt des Transkriptionsfaktors unter hochosmolaren
Bedingungen. Die Induktion von o in B. subtilis wird durch die freie Verfiigbarkeit des Sigmafaktors
durch zwei sequentiell verbundene Partnertausch-Module kontrolliert (Hecker und Vélker 2001). Die
zentrale Rolle spielt dabei der Anti-Sigmafaktor RsbW, der entweder vom Anti-Anti-Sigmafaktor RsbV

B

komplexiert wird oder den Sigmafaktor bindet. Durch die Bindung an RsbW wird ¢~ inaktiviert

(Benson und Haldewang 1993). Kritisch flr die Kontrolle dieser Bindung ist der
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Phosphorilierungsstatus von RsbV. Wird nach Stresseinwirkung der Anti-Anti-Sigmafaktor durch die
Phosphatase RsbU dephosphoriliert, bindet er den Anti-Sigmafaktor, wodurch o® freigesetzt wird und
zur Bildung von RNAP/c®-Komplexen zur Verfiigung steht (Volker et al. 1995). Eine positive
Autoregulation {iber den o®-abhangigen Promotor des sigB-Operons verstérkt daraufhin die transiente
Induktion des alternativen Sigmafaktors (Benson und Haldewang 1993; Boylan et al. 1993). Die
Kinase-Aktivitdt des Anti-Sigmafaktors RsbW ist an der Aufhebung des induzierten Zustandes
beteiligt, der sich durch die Phosporilierung des Anti-Anti-Sigmafaktors von diesem befreit und wieder
zur o®-Inaktivierung verfiigbar ist. AuBerdem wird gemeinsam mit ¢® der negative Regulator RsbX
induziert, der ebenfalls im sigB-Operon codiert ist. RsbX bewirkt indirekt die Inhibierung der
Phosphatase RsbU und tragt somit zur Wiederherstellung der kritischen Phosphorilierung des Anti-

Anti-Sigmafaktors bei.

In V. pantothenticus ist das ¢® Homolog allein in der Lage, das Expressionsmuster von ectT an
die verschiedenen physiologischen Bedirfnisse der Zelle anzupassen: Einerseits kann die
Ectoinaufnahme direkt nach einem hyperosmotischen Schock durch die transiente Transkription
rasch initiiert werden, andererseits wird die Ectoinaufnahme in Abhangigkeit zur Hohe der externen
Osmolalitdt kontinuierlich aufrechterhalten, solange hochosmolare Bedingungen vorliegen.
Mittlerweile konnten in einer Vielzahl Gram-positiver, aerober Bakterien wie B. licheniformis (Brody
und Price 1998), B. anthracis (Fouet et al. 2000), L. monocytogenes (Becker et al. 1998),
Staphylococcus aureus (Wu et al. 1996) und St. coelicolor (Cho et al. 2001) sowie in Cyanobakterien
(Kaneko et al. 1996a, 1996b; Bhaya et al. 1999) Homologe von o® aus B. subtilis identifiziert werden
(Hecker und Vélker 2001). Die genetische Organisation der ¢® Gencluster aus S. aureus und B.
anthracis weisen bemerkenswerte Unterschiede zum sigB-Operon aus B. subtilis auf, da ihnen
regulatorische Proteine wie der negative Regulator des o®-Aktivitdt RsbX fehlen (Wu et al. 1996;
Kullik und Giachino 1997; Fouet et al. 2000). Diese Ergebnisse zeigen, dass selbst in nah verwandten
Bacillaceae das sigB-Operon vermutlich unterschiedlich reguliert ist und somit die durch ® Homologe
vermittelte generelle Stressantwort in den einzelnen Spezies, wie in V. pantothenticus beobachtet,
variieren kann.

Das c°

Homolog in L. monocytogenes scheint neben der Vermittlung der generellen
Stressantwort auch eine zentrale Funktion bei der spezifischen Anpassung an hochosmolare
Bedingungen zu erflillen. Das im Gram-positiven, pathogenen Bakterium L. monocytogenes
identifizierte sigB-Operon zeigt in Organisation (rsbVW-sigB-rsbX) und DNA-Sequenz zahlreiche
Ubereinstimmungen mit dem sigB-Operon aus B. subtilis (Becker et al. 1998). So spielt das o®
Homolog aus L. monocytogenes eine maligebliche Rolle bei der Ausbildung der Toleranz gegen
niedrigen pH-Wert (Wiedmann et al. 1998), oxidativen Stress und Kohlenstofflimitation (Ferreira et al.
2001), ebenso ist es an der Anpassung an hohe Osmolalitat beteiligt (Becker et al. 1998). Die

mdglicherweise entscheidende Funktion von o® bei der Koordination der physiologischen Anpassung
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an hochosmolare Bedingungen in L. monocytogenes wurde von der wesentlich starkeren Stimulation
des o®-abhéngigen Promotors des sigB-Operons durch die Zugabe von NaCl als durch Hitze-, Saure-
, Ethanol- oder oxidativen Stress abgeleitet (Becker et al. 1998). Weiterhin ist die Nutzung von Glycin
Betain und Carnitin in einer sigB Mutante beeintréchtigt. Transportversuche mit "C-markiertem Glycin
Betain zeigten, dass fir eine Stimulation des Transportes durch erhéhte Osmolalitat ein intaktes sigB
erforderlich ist (Becker et al. 1998). Im Einklang hiermit wird ein potentieller c®-abhangiger Promotor
stromaufwarts des Strukturgens fiir den Glycin Betain Transporter Betl aus L. monocytogenes, der
wie EctT zur Familie der BCCT-Transporter gehort, vermutet (Sleator et al. 1999). Bisher konnte die
csB-reguIierte Expression von befL nicht experimentell bestatigt werden, aber die im Northern Blot
nach einem hyperosmotischen Schock beobachtete Induktion der betL Transkription deutet auf eine
o®-abhangige Regulation hin (Sleator et al. 2000). Kiirzlich konnte in physiologischen Experimenten
gezeigt werden, dass die Glycin Betain Aufnahme durch BetL in L. monocytogenes durch einen
hochosmolaren Schock schnell stimulierbar ist, der Glycin Betain Transport unter langer andauernden
hyperosmolaren Bedingungen aber durch ein zweites Aufnahmesystem, den ABC-Transporter Gbu,
erfolgt, was wiederum auf eine transiente Aktivierung von BetL schlief3en lasst (Sleator et al. 1999;
Sleator et al. 2000; Mendum und Smith 2002).

4.2.4 Die Funktion von EctT fiir den Ectoinefflux unter hochosmolaren
Bedingungen

Die gleichzeitige Aktivitat von ectT und ectABC unter hochosmolaren Bedingungen ist in V.
pantothenticus ausgesprochen sinnvoll, da dieses Bakterium wie B. subtilis und Synechocystis sp.
das endogen synthetisierte kompatible Solut bei hoher Osmolalitat an die Umgebung abgibt (Mikkat
et al. 1996; Hagemann et al. 1997; von Blohn et al. 1997). Die ectT-Mutante AKV2 weist beim
Wachstum unter hochosmotischen Bedingungen ohne exogenes Ectoin ein verringertes Wachstum
im Vergleich zum Wildtyp auf (Abb. 30) (Kap. 11.6 Ergebnisse). Zusatzlich konnte im Kulturiberstand
der hochosmolar gestressten ectT-Mutante AKV2 ungefahr doppelt so viel Ectoin detektiert werden
als im Medium osmotisch gestresster Wildtyp Kulturen. Daher kann das endogen unter
hochosmolaren Bedingungen synthetisierte und teilweise an das Medium abgegebene Ectoin durch
die Deletion von ectT nicht mehr in das Zytoplasma zurlcktransportiert werden, und der optimale
osmotische Schutz der Zellen ist nicht mehr gewahrleistet. Ebenfalls muss AKV2 gréRere
Ectoinmengen synthetisieren, um selbst die verringerte intrazelluldre Ectoinkonzentration aufrecht zu
erhalten (Kap. 11.6 Ergebnisse). AKV2 hat dadurch weniger Energie fir das Wachstum unter

osmotischem Stress zur Verfligung.

Der Reimport von osmotischen Schutzsubstanzen scheint im Rahmen der Osmoadaptation von
zentraler Bedeutung zu sein, da in verschiedenen Bakterien fiir das endogen synthetisierte

kompatible Solute auch ein effektives Transportsystem exprimiert wird. In V. pantothenticus erfolgt die
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Aufnahme von exkretiertem Ectoin durch das Transportsystem EctT, dessen Transkription gleichzeitig
mit der der Ectoinsynthesegene auch in Abwesenheit von exogenem Ectoin induziert wird (Abb. 36)
(Abb. 21). Auch B. subtilis nimmt exportiertes Prolin Gber OpuE erneut in die Zelle auf, eine opuE
Mutante besalR wegen fehlendem Prolinrlcktransport unter hochosmolaren Bedingungen einen
Wachstumsnachteil gegeniber dem Wildtyp (von Blohn et al. 1997). E. coli synthetisiert de novo
Trehalose bei hoher Osmolalitdt und kann in das Wachstumsmedium abgegebene Trehalose mit
einer osmotisch stimulierten Trehalase zu Glukose spalten und diese wieder aufnehmen (Boos et al.
1987) Synthese, Efflux und Reimport des de novo produzierten kompatiblen Soluts Glykosylglycerin
konnte auch in Synechocystis sp. beobachtet werden (Hagemann et al. 1997). Dieses Bakterium
exprimiert auch ein Substratbindeprotein-abhangiges Transportsystem fir Glykosylglycerin, obwohl
diese Substanz im natlrlichen Habitat von Synechocystis vermutlich nicht vorhanden ist. Die Deletion
des Transporters fihrte zu einem Glykosylglycerin Nettoefflux bei hoher Osmolalitat (Hagemann et al.
1997). Actinopolyspora halophila, ein heterotrophes Bakterium, das Glycin Betain de novo aus
einfachen Kohlenstoffverbindungen synthetisieren kann, produziert, exportiert und importiert Glycin
Betain gleichzeitig bei osmotischem Stress (Nyyssola und Leisola 2001). Da die de novo Synthese
von Glycin Betain durch Methylierungen sehr kostspielig ist (Atkinson 1977), kommt dem ,Recycling*

von synthetisiertem Glycin Betain durch Transport besonders grof3e Bedeutung zu.

Der Efflux von osmotischen Schutzsubstanzen ist flr verschiedene Bakterien beschrieben
worden (Csonka 1988; Tschichholz und Triper 1990; Koo et al. 1991; Lamark et al. 1992; Fischel und
Oren 1993; Blum 1996; Glaasker et al. 1996a, 1996b; Hagemann et al. 1997; Ruffert ef al. 1997; von
Blohn et al. 1997), der Mechanismus wurde aber nur in wenigen Arbeiten genauer untersucht. Auch
in V. pantothenticus ist ungeklart, ob der Ectoinefflux unter hochosmolarem Stress auf einfacher
Diffusion (Klein et al. 1971; In 't Veld et al. 1992), ,exchange diffusion” durch eine Permease (Kepes
1985; van Iwaarden et al. 1993), einem speziellen Transporter (Glaasker et al. 1996a) oder einem

unbekannten Mechanismus beruht.

5 EctT ist fur den Transport von Tetrahydropyrimidinen bei
Kaltestress verantwortlich

Im Rahmen dieser Arbeit konnte die Psychroprotektion von V. pantothenticus durch die de novo
Synthese von Ectoin in Wachstumsexperimenten demonstriert werden (Abb. 25). Dariber hinaus
konnte der kaltesensitive Phanotyp einer ectB-Mutante in diesem Bakterium durch die exogene Gabe
von 1 mM Ectoin komplementiert werden, so dass V. pantothenticus ein oder mehrere
Aufnahmesystem(e) fur Ectoin bei Kélte besitzen musste (Abb. 25). EctT, der einzige osmotisch
regulierter Ectointransporter in V. pantothenticus, ist auch allein fir den Ectointransport bei 15°C
verantwortlich, wie der psychrosensitive Phanotyp einer ectT-Mutante zeigte (Abb. 31). Hydroxyectoin

wird ebenfalls durch EctT bei Kalte transportiert und wirkt als Psychroprotektivum in V. pantothenticus
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(Abb. 31). EctT nimmt als einziger Transporter fur Tetrahydropyrimidine sowohl bei hohe Osmolalitat
als auch bei niedrigen Temperaturen eine zentrale Funktion fir die Anpassung und das Wachstum

von V. pantothenticus unter diesen Stressbedingungen ein.

Auch in L. moncytogenes konnte Psychroprotektion durch die exogene Gabe der kompatiblen
Solute Glycin Betain, Acetylcarnitin, Carnitin, y-Butyrobetain, Prolin Betain und 3-
Dimethylsulphoniopropionat erreicht werden, die unter hochosmolaren Bedingungen auch
osmoprotektiv in diesem Bakterium wirken (Ko et al. 1994; Bayles und Wilkinson 2000). Die
Stimulation eines kompatiblen Solut Transporters durch hohe Osmolalitdt und Kalte konnte fiir den
ABC-Transporter Gbu aus L. monocytogenes demonstriert werden (Ko und Smith 1999; Gerhardt et
al. 2000; Mendum und Smith 2002). Durch Membranvesikelexperimente konnte eine Aktivierung des
Gbu-vermittelten Glycin Betain Transportes durch hohe Osmolalitat und niedrige Temperaturen (4°C-
15°C) festgestellt werden. Die Aktivierung des Transportes beruht vermutlich auf Veranderungen der
Membranstruktur unter den jeweiligen Stressbedingungen (Gerhardt et al. 2000). Eine gbu-Mutante
war nicht mehr in der Lage, Glycin Betain bei Kalte zu transportieren und zeigte einen verminderten
Transport von Glycin Betain bei hoher Osmolalitat (Mendum und Smith 2002). Schliel3lich konnte
auch in Erdbeerpflanzen und in A. thaliana eine erhdhte Kalteresistenz durch exogene Glycin Betain
Gabe auf die Blatter beobachtet werden. Pflanzen besitzen demnach vermutlich auch kalteaktive

Transportsysteme fur kompatible Solute (Rajashekar et al. 1999; Xing und Rajashekar 2001).

5.1 o° kontrolliert allein die kilteinduzierte Expression von EctT

Die regulatorischen Grundlagen des Ectointransportes durch EctT bei Kalte konnten durch
Northern Blot- und Primer Extension-Analysen aufgeklart werden. Die Aktivierung des
Ectointransportes erfolgt auf transkriptioneller Ebene und wird friih im zellularen Anpassungsprozess
an Kalte in V. pantothenticus initiiert (Abb. 37). Mit dem Beginn des erneuten Wachstums nach einem
Kalteschock erreichte die Expressionsrate von ectT ihr Maximum und wird auch in kalteadaptierten
Kulturen aufrechterhalten. V. pantothenticus kann die Temperaturanderung in ihrer Dauer und Starke
erfassen, die Transkription von ectT entsprechend induzieren und somit den Ectointransport bei Kalte
noch wahrend der Anpassungsphase der Zellen sicherstellen. Dariber hinaus erhalten
kalteadaptierte V. pantothenticus Kulturen den psychroprotektiven Ectointransport durch Stimulation
der ectT-Expression aufrecht. Somit ist EctT das erste BCCT-Transportsystem, dessen Transkription

durch Kalte induziert wird.

Wie Primer Extension-Analysen zeigten erfolgt die Regulation der ectT-Transkription durch den
gleichen, auch fiir die osmotisch stimulierte Expression von ectT verantwortlichen, c®-abhéngigen

Promotor (Abb. 34). Durch die allein c®-abhidngige ectT-Expression bei Kalte konnte in V.
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pantothenticus zum ersten Mal die Aktivierung dieses Transkriptionsfaktor durch niedrige Temperatur
in einem Bacillus-verwandten Bakterium demonstriert werden. Bisher war bekannt, dass o® in B.
subtilis durch die Stressfaktoren Ethanol, Hitze, hohe Osmolalitat, Saure und Nahrstofflimitation
aktiviert wird (Hecker und Vélker 2001). Durch die kalteregulierte Expression von ectT konnte ein
neuer c® induzierender Stressfaktor identifiziert werden. Die Induktion von ® durch Kalte ist nicht auf
V. pantothenticus beschrankt, wie 2D-Gel-Elektrophorese von B. subtilis Kulturen, die permanent bei
15°C gewachsen waren, belegen. Diese kirzlich durchgefiihrten Untersuchungen zeigen, dass alle
im sigB-Operon von B. subtilis codierten Proteine bei Kalte exprimiert werden (Hoffmann, Volker,
Bremer unveroffentlichte Daten). Da die meiste Zeit im Jahr in den oberen Bodenschichten
gemaligter Breiten niedrige Temperaturen vorherrschen, spielt die Anpassung an Kaltestress eine
besonders groRe Rolle fir das Uberleben bodenbewohnende Bacilli. Weitere Untersuchungen
kénnten Aufschluss Uber die Funktion der durch niedrige Wachstumstemperaturen induzierten o®
abhangigen Stressantwort fiir die Anpassung und das Uberleben Gram-positiver Bodenbakterien
unter dem in ihrem natlrlichen Lebensraum oft vorherrschenden Kaltestress geben. Deutlich seltener
hingegen sind Bacilli in ihrem natiirlichen Habitat plétzlichem Hitzestress, der auch ¢® und somit das
generelle Stressregulon in B. subtilis aktiviert (Hecker et al. 1996), ausgesetzt. Die in vivo (Abb. 43)
(Malin und Lapidot 1996) und in vitro (Lippert und Galinski 1992) (Knapp et al. 1999) demonstrierte
Hitzeprotektion von Bakterien durch exogen zugefiihrte Ectoine und die ausschlieRlich ¢® regulierte
Expression von ectT fordern zukinftige Untersuchungen in V. pantothenticus. Es konnte geklart
werden, ob auch dieses Bakterium durch exogen vorhandenes Ectoin und/oder Hydroxyectoin
hitzeprotektiert wird und EctT fir die Aufnahme von Ectoinen bei Hitzestress verantwortlich ist.
Darlber hinaus sollte untersucht werden, ob die Transkription von ectT durch Hitze induziert wird und

o° auch bei hohen Wachstumstemperaturen die ectT-Expression in V. pantothenticus kontrolliert.

Bemerkenswerterweise erfolgte in V. pantothenticus die maximale Expression von ectT durch
c® nicht direkt nach einem Kaélteschock, sondern die ectT-Transkription steigerte sich langsam mit
fortschreitender Adaptation der Zellen an die niedrige Temperatur (Abb. 36). Im Gegensatz dazu
konnte die maximale ectT-Expression direkt nach einem hyperosmolaren Schock in V. pantothenticus
detektiert werden (Abb. 36) und auch alle bisher identifizierten ¢® induzierenden Stressfaktoren riefen
in B. subtilis eine transiente Expressionsinduktion des alternativen Sigmafaktors und der von ihm
kontrollierten Gene hervor (Hecker und Volker 2001). Die nicht-transiente, mit zeitlicher Anpassung
an niedrige Wachstumstemperaturen einhergehende Steigerung der o®-abhéngigen ectT-Expression
in V. pantothenticus deutet auf eine unterschiedliche Regulation von ® bei osmotischem Stress und
Kaltestress hin. Vermutlich existieren zwei unterschiedliche Signalkaskade fir die durch

hochosmolare Bedingungen und Kélte kontrollierte o®

Aktivitat. Diese Vermutung wird durch
Ergebnisse in B. subtilis Kulturen, die kontinuierlich bei 15°C gewachsen waren, unterstitzt. Das bei
allen anderen o® induzierenden Stressbedingungen als Anti-Anti-Sigmafaktor wirkend RsbV hat

keinen Einfluss auf die kélteabhéngige Aktivierung von o® (Vélker pers. Mitteilung). Unter den bisher
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in B. subtilis untersuchten Stressbedingungen Ethanol, Hitze, hohe Osmolalitdt, Saure und
Néhrstofflimitation entscheidet der Phosphorilierungsstatus von RsbV ob ¢® inaktiv im Komplex mit
den Anti-Sigmafaktor RsbW vorliegt oder ungebunden und aktiv das generelle Stressregulon zur

Expression bringt (Dufour und Haldewang 1994; Hecker und Voélker 2001).

Kirzlich konnte auch in L. monocytogenes die Aktivierung von o® durch Kalte beobachtet
werden (Becker et al. 2000). Die Aktivierung eines ausschlieBlich ¢® kontrollierten Promotors in L.
monocytogenes  zeigte ein  ahnliches  Transkriptionsprofii wie ectT: Wahrend der

Kalteschockanpassung begann die Transkription des o®

regulierten Gens und steigerte sich mit
erneutem Wachstum von L. monocytogenes (Becker et al. 2000). Becker et al. vermuteten, dass die
nicht-transiente Transkription o® regulierter Gene bei Kélte in L. monocytogenes auf einer verspéteten
Translation von c® beruht, da nach einem Kalteschock die bakterielle Translation generell stark
verlangsamt ablauft, verursacht durch die Reparatur von kaltegeschadigten und/oder der
Neusynthese speziell kalteadaptierter Ribosomen (Bayles et al. 2000; Becker et al. 2000). In E. coli
wurde nach einem Kalteschock die Synthese von Ribosomen mit zwei zusatzlichen, speziell fir die
Kalteanpassung benotigten Proteinen beobachtet (Jones et al. 1996a; Jones und Inouye 1996b): Die
Synthese der Proteine CsdA und RbfA ist kalteinduziert, und RbfA ist an der Initiation der Translation
beteiligt, CsdA wird fur die Aufschmelzung von vermehrt bei Kalte auftretenden Sekundarstrukturen

der mRNA bendtigt.

Die psychroprotektive Nutzung von exogen vorhandenem Glycin Betain und Carnitin ist in einer
sigB Mutante von L. monocytogenes beeintrachtigt, da die flr die Aufnahme verantwortlichen
Transportsysteme vermutlich teilweise o®-abhangig kaltereguliert sind (Becker et al. 2000).
Uberraschenderweise ist der bei 37°C mutmaRlich o®-abhangig regulierte BCCT-Transporter BetL nur
gering an der Glycin Betain Aufnahme bei Kalte beteiligt, und das ABC-Transportsystem Gbu
vermittelt hauptsachlich den Kaltetransport (Becker et al. 2000; Sleator et al. 2000; Mendum und
Smith 2002). Die kélteinduzierte c°-abhangigen Expression des proU-Operons durch seinen P1
Promotor konnte kurzlich in E. coli beobachtet werden (Rajkumari und Gowrishankar 2001). Der
alternative Transkriptionsfaktor ¢° erfiillt in E. coli eine dhnliche Funktion wie c® in B.subtilis: Auch
hier sind o°-abhingige Gene an der Anpassung der Zellen an eine Vielzahl unginstiger
Umwelteinfliisse und an der Umstellung auf die stationare Wachstumsphase beteiligt (Hengge-Aronis
1996; Loewen et al. 1998). Bei 37°C und bei Hitzestress wird die Expression des s°-Regulons und
somit der o°-abhéngigen Gene iiber die intrazelluldre Konzentration des °-Proteins reguliert. Dies
geschieht auf den Ebenen der rpoS-Transkription und —Translation (Lange und Hengge-Aronis 1994;
Lange et al. 1995) (Loewen et al. 1998) sowie der Stabilitdt des gebildeten Sigmafaktors (Muffler et
al. 1996; Muffler et al. 1997). Die Spezifitat fir c>-abhangige Promotoren wird durch zusétzliche
regulatorische Proteine wie H-NS, Fis, Lrp oder CRP erhoht (Hengge-Aronis 1999). RpoS wurde auch
in E. coli bei 20°C in hohen Konzentrationen akkumuliert (Sledjeski et al. 1996). Fir die
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Kalteexpression von RpoS ist die untranslatierte RNA DsrA notwendig (Sledjeski et al. 1996). DsrA
aktiviert die RpoS Translation durch Bindung an den Leader der mRNA (Majdalani et al. 2001). Die
Transkription von dsrA und die Stabilitat der DsrA RNA werden ihrerseits durch Kalte deutlich erhoht
(Repoila und Gottesman 2001). Das proU-Operon wird o°-abhangig kaltereguliert und deutet auf die
Aufnahme kompatibler Solute in Anpassung an niedrige Wachstumstemperaturen auch in E. coli hin

(Rajkumari und Gowrishankar 2001).

6 Die koordinierte Synthese und Aufnahme von Ectoin in V.
pantothenticus

Im Rahmen dieser Arbeit konnte die weite Verbreitung der endogenen Ectoinbiosynthese bei
hochosmolarem Stress in Gram-positiven, bodenbewohnenden Bacilli demonstriert werden. Die
Ectoinsynthese und der Ectointransport verleihen V. pantothenticus Schutz bei hoher Osmolalitat und
auch bei Kalte. Diese Ergebnisse deuten auf eine generelle Schutzfunktion von Ectoin fur
Bakterienzelle auch bei anderen Umweltstressbedingungen als hoher Osmolalitat hin. Zusatzliche
protektiven Eigenschaften kompatibler Solute kdnnten eine wichtige Rolle bei der Entwicklung
osmoadaptiver Strategien in Mikroorganismen, die einer wechselnden Vielzahl dieser
Umweltstressbedingungen in ihrem Habitat ausgesetzt sind, gespielt haben. Die Schutzfunktion von
Ectoin und seinem Hydroxyderivat bei zahlreichen physikalischen Stressbedingungen wie Hitze,
unphysiologischen pH-Werten, Austrocknung und hohen Harnstoffkonzentrationen wurde einerseits in
in vitro Proteinstabilisierungsexperimente bestatigt (Lippert und Galinski 1992; Géller und Galinski
1999; Knapp et al. 1999). Andererseits schitzt sich auch St. coelicolor in vivo bei hochosmolarem

Stress und Hitzestress durch die Synthese und den Transport von Ectoinen.

V. pantothenticus koordiniert die Ectoinsynthese und die Ectoinaufnahme bei hoher Osmolalitat
und bei Kalte durch die gleichzeitige Transkription des Ectoinsyntheseoperons ectABC und des
Ectointransporters ectT. Die Parallelen in Transkriptionskontrolle und stressprotektiver Funktion der
Ectoin-Synthese und —Aufnahme lassen eine gemeinsame Regulation des ectABC-Operons und
ectT-Gens vermuten. Die Expression von ectT wird durch ein Homolog des alternativen
Transkriptionsfaktors o® reguliert, das selbst durch hohe Osmolalitit und Kélte in V. pantothenticus
aktiviert wird. Die Expression von ectABC kénnte ebenfalls durch ¢® reguliert werden, aber um diese
Vermutung zu Uberprifen, muss die 5-Region des Operons isoliert und der potentielle Promotor
durch Primer Extension-Analysen osmotisch gestresster und kaltegestresster V. pantothenticus
Kulturen identifiziert werden. Es wére denkbar, dass o® ein zentraler Regulator der Adaptation von V.
pantothenticus an hohe Osmolalitdt und Kalte ist. Dem alternativen Transkriptionsfaktor kommt im
natirlichen Lebensraum von V. pantothenticus und anderen Bacilli besondere Bedeutung zu, da dort
fast permanent Nahrstofflimitation und physikalischer Stress das Wachstum der Bakterienzelle

begrenzen (Kjelleberg et al. 1993; Hecker und Vélker 2001). Die durch o® regulierte generelle
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Stressantwort vermittelt B. subtilis Schutz vor dem prasenten, induzierenden Stress, in oligotrophen
Bdden haufig Nahrstofflimitation, aber auch Schutz vor zusatzlichen, zukunftigen Stressfaktoren wie
Kalte, Hitze, hoher Osmolalitat und Austrocknung (Hecker und Voélker 2001). Die zentrale Funktion
der o° regulierten generellen Stressantwort fiir das Uberleben von bodenbewohnenden Bacilli wird
durch ihre in dieser Arbeit erstmals demonstrierte Induktion bei niedriger Wachstumstemperatur
hervorgehoben, da im den oberen Bodenschichten oft Kaltestress vorherrscht und die Anpassung an

niedrige Temperaturen besondere physiologische Relevanz fur Bacilli besitzt.

Aus noch unbekannten Griinden verliert V. pantothenticus einen Teil des endogen bei hoher
Osmolalitat produzierten Ectoins an seine Umgebung. Eine wichtige Funktion von EctT, dem einzigen
osmotisch induzierten Ectointransporter, ist der Retransport dieses Ectoins in das Zytoplasma. Ohne
dieses ,Recycling” wirde eine grofien Energiemenge zur Ectoinsynthese verwendet werden und sich
dennoch der intrazellulare Ectoingehalt verringern. Ohne die gleichzeitig koordinierte Ectoin-Synthese
und —Aufnahme wirde ein Nettoefflux von Ectoin stattfinden und in einer verringerten Osmoprotektion
von V. pantothenticus resultieren. Auflerdem wird durch den Retransport von Ectoin verhindert, dass
andere um das Habitat von V. pantothenticus kompetitierende Bakterien Ectoin als kompatibles Solut
und/oder Nahrstoffquelle nutzen konnen und einen Wachstumsvorteil unter Stressbedingungen

erhalten.
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Vil. Anhang

1 C-NMR Spektren hochosmolar gestresster Bacilli

Die untersuchten Bakterienspezies wurden in den in Kapitel 3 Material und Methoden beschriebenen
definierten Minimalmedien und unter den dort angegeben Wachstumsbedingungen ohne NaCl-
Zugabe und unter NaCl-Stress angezogen. Dargestellt sind die ">*C-NMR Spektren der ethanolischen
Ganzzellextrakte der jeweiligen osmotisch ungestressten (A) und gestressten (B) Kultur einer
Bakterienspezies. Resonanzen von Glutamat (g), Prolin (p), Ectoin (e), Hydroxyectoin (h), dem
Standard D,4-3-(Trimethylsilyl)propionate (*) und nicht identifizierbare Resonanzen (x) sind markiert.
Die chemischen Verschiebungen [angegeben in ppm relativ zum Standard D;-3-
(Trimethylsilyl)propionat] sind fir Glutamat 27,9; 34,6; 55,8; 175,3; 184,1, fur Prolin 25,5; 33,1; 48,8;
61,3; 175,2, fur Ectoin 19,6; 23,5; 38,3; 54,4; 161,9; 177,8 und fur Hydroxyectoin 17,9; 42,6; 59,8;
160,5; 174,3.

1.1 Glutamat synthetisierende Bacilli

1.1.1 Bacillus cereus (DSM 317)

A g

o
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1.1.2 Bacillus circulans (DSM 97)

A g ¢

g9
_ | J
] 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
200 150 100 50 5 (opm) 0
1.1.3 Bacillus thuringensis (DSM 2046")
g

3 (ppm) 0

B
g 9 g
g g
MM« | "
PSR
I T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1

200 150 100 50 0

3 (ppm)
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1.1.4 Aneurinibacillus aneurinilyticus (DSM 5562)
A g g

X *
JL [ - . i A w ‘
| T T T 1 | T T T T | T T T T | T T T T |
200 150 100 50 5 (ppm) 0
1.1.5 Paenibacillus polymyxa (DSM 36")
A g g
g9
|
g 9 X P
| *
| l | | M J.|.|.. . e
T |200| T T T |150| T T T |100| T T T |50 T T 8“;prn; 0 1
g
B g

3 (ppm)
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1.2 Prolin synthetisierende Bacilli

1.2.1 Bacillus subtilis JH642

A g g9
g 9 *
” WL i - USRSEPYY OO 7 R SO |
1 I200I 1 1 1 I150 1 1 1 1 I1 00 1 1 1 1 50 1 1 8 (ppm)| 0
p p P
B BINI
g (9
g 9P 9 ‘ I .
} L l Ik Lhad J
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
200 150 100 50 8 (ppm) 0
1.2.2 Bacillus licheniformis (DSM 137)
g 49
A
g9
g s *
1] { S SentonstSartpabasaosssch _llm 1 __|
] Izool 1 1 | I150I 1 1 | I1 00 1 1 1 | 1 50 1 1 8 (plpm)l 0
p
B
I.al\ e oLl TR 91 W R | *
1 | | | | 1 | | | I 1 I I I I 1 | | | |
200 150 100 50
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1.2.3 Bacillus megaterium (DSM 327)

g 9 g
A
*
949
I T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
200 150 100 50 5 (ppm) 0
B P
P
- l vy .
I T T T T T
200

1.3 Ectoin synthetisierende Bakterien

1.3.1 Bacillus alcalophilus (DSM 485")

g 9
A 9 |
g i *
| { - A NPT, J
- T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
200 150 100 50 8 (ppm) 0
e e
B e
e
e I *
) ,l — R - il o L
I T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
200 150 100 50 0

S (ppm)
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1.3.2 Sporosarcina psychrophila (DSM 37)

g
g
A g
g eI ¥ e X ee *
Lt bl ;‘ |
JORPS WY PN SO P—— ikt it
1 T T T T 1 T T T T 1 T T T T 1 T L T T 1
200 150 100 50 5 (ppm) 0
e
B g
g e e
e
g g
e € |
] - " LJ I A
T T T T T T T T T | T T T T | T T T T 1
200 150 100 50 5 (opm) 0
1.3.2 Salibacillus salexigens (DSM 11438")
949
g
A |
[¢] g X *
' |
JI J - - " N Ju P wa |
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
200 150 100 50 5 (ppm) 0
B e
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2 DNA-Sequenz des ectABC-Operons aus S. pasteurii

GAATTCCTTTTGCAAGGCGCTAATTTTTGCTCTTCATACTGCAAGGCAGAAAACAGCCCAATGATGATGTCGCCAGCAATTCCTAAGCGGGCGATAA

AAAGTCACCAATTACCCTTGTTATATCCACTTTATAATTCTTCATGAGGACTTATCGGGAATGTAAAAACAATCCTTGATCAGCCACCCTCTCTAAA
CTCTTATCTTGATACGATTAACATCGTACTGCGGGAACGATCTTTTCACATGAATAAATTCTCAAGTTTCATAGGATCAACAATGGGTTACTTCAAT

35 A6 -0 A

TTAGAAGGTGTAAATAATTCCTGCTAATATGTGGGTGAAAAGCACTGAAGTCAAACTTCATCAAAAAAACGCCAAGGTGAAACATTCGTAATGGTGG
ectA

GGACTTGGGAGGTGAATGTTTTGGGTAATAAGTAAGCAGGGATCAACAGCAGTCGCTGAGCAAGAAGAGACCCTGGTCTTCAGAGTACCAACGGAAG

rbs M F WV I S K Q G s T A V A E Q E E T L V F R V P T E
ACGGCAAAGCAATATGGAATCTTATTAACTATCCCGGTGTACTCGATTTACTATCTTCGTATAGTTATTTTATGTGGGCGAAGTTTTTTGACCAAAC
b 6 K A I WNLwTIN Y P GV L DL L S s Y s Y F M WA K F F D Q T

TGTAGTTGGTGAAACAAACGAACAAATTGTCGGTTTTTATATCGGGCTTCATACAACCGAATACGGCCCAGATACGCTTTTTTATTTGGCAAGTTGC
v v 6 E T N E ©Q I V G F Y I G L H T T E Y G P D T L F Y L A S C

GATGAAACCCAGCGACAGAAAGGGCTTGCTTCAAGGATGTTGCAAGCGATTTTGCACCGCTATGCATGGCGGAATATCCGGTATTTGGAGGCGACTG
b £E T R Q K G L A S RM L QATI L HRY AWURNTIR Y L E A T
GGACTTCAAACGAAGCACCCGAAGCCTTATTTCAAAAGTTATCAAGAGACTTGAAGACGGCGTACCATGTGACAGAATTTTTTACTGAAGACCAGTT
G T s N E A P E AL F Q K L S R DL K TAY H V T E F F T E D Q F

AGGAAAGGGACACGAAGACGAACGGTTATTCAAAATCGGCCCCTTTCAGCAAGTATGAAAAGATGAGAACAAAATAATTGAACGTAAAAAGTGGAGG
G K G H E D E R L F K I G P F Q Q V

ectB

GTCAAACCAATGTTATTAACTAAAGAAAAAAATGGTATGGAAATTATTGAAGAACGTGAGTCAGCAGTCAGAAGTTATAGCCGTAGTTTTCCAACAG
TOS

TTGAGAAAGCGAAGGATCATTTGGTGTGGGATGTAGACGGTAAAGAGTATATCGATTTCTTCGCAGGTGCAGGTTCACTGAACTATGGCCATAATAA
F E K A K D HUL VWD VD G K E Y I DF FAGAG S L N Y G H N N

M E I I E E R E S A V R S Y S R S F P T V

GAAGATGAAGACGAAAATCATGGACTATGTGATGAATGATGGCATCTCACATAGCCTGGATATGGGGACGGTTGCCCGGGCTGAATTTCTCGAGACA
kK M K T K I M DY vM™MNDGTI S H S L D MG T V A RA E F L E T
AACGAAGTTATTTTAAGGCCACGGAATTTAGATTATAAAGTGATGTTCCCAGGTCCAACTGGAACAAACACAGTCGAAAGTGCCTTAAAGATTGCAA

N E VI L R P RN L DY K VM F P G P T GGG TN T V E S A L K I A
AGGTAACTGGACGTCAGAACATTATAAGCTTTACAAATGCTTTTCATGGTATGACGTTGGGTTCGCTATCTATCTCGGGAAATTCATCAATTCGTAA
K v T G R QNI I s F T N AF H G M T L G S L S I S G N s S I R N
AGCCGGGGTCCCGCTGACAAACACGATTTCCATGCCGTATGATACTTTCTTTAAAAATGGCAATGCAATTGATTATCTTGAACAGTATTTGGAGGAT
A GV P L TNT I S M P Y D T F F K N G N A I DY L E Q Y L E D
GGAAGTGGGGTAGACCTGCCGGCGGCCATGATCCTAGAAACAGTTCAAGGGGAAGGCGGCATCAACGCTGCAAGCTTTGAATGGTTACGAGGGATTG
G s 6 v DL P AAMI L E TV Q G E G G I N A ASF E WL R G I
AGTTATGCCGTCGTTATGATATTTTGCTCATTATCGATGATGTGCAAGCGGGGTGTGGTCGAACCGGCACGTTCTTTAGCTTTGAACCCGCAGGCAT
K L ¢ R RY DI L L I I DDV QAGCGURTGTF F s F E P A G I

ACCTGATATCGTTTGCTTGTCTAAGTCAATTGGTGGGTATGGTTTGCCATTAGCCATCACGTTAATTAAACCAGAACATGATATATGGGAGCCAGGC

p D I Vv CL s K s I G GGY G L P L A I TL I K P E HD I W E P G

CATAATGGCACATTTCGTGGTAATAATATGGCAATCGTCGCTGCGACAGAAGCCTTATCTTACTGGAAAACAGACGACTTAGCGAAATCTGTTCAAA
H N G T F R G NN MATI V A AT E AL S Y W K T D D L A K S V Q
AATCTAAGATTATAAAATTGCGTTTCGAGCAAATCGTTGAAGATTATCCAGAATTAAAAGCGACAACACGTGGCCGAGGTTTTATGCAAGGCATCGC

K s K 1 1 K L R F E ¢ I VvV E D Y P E L K A T T R G R G F M QQ G I A
TGGAAAAGGAAAAGAGGCATATGCAACAAAAATTTGTGCGAAAGCTTTTGAAAAAGGGGTCATCATGGAAACGTCAGGACCTAGCGGGGAAGTCGTG

G K 6 K E A Y ATXK I C A KA F E XK G VI M E T S G P S G E V V
TTTCTAGGCGCGTTAACAATTGACGAAACGAGTTTAATCAAAGGCTTAGGTATTTTAGAAGAAGCAACTGAAGAAGTCGTTCGTCAATAAGGATAGA

F L G A L T I D E T S L I K GG L G I L E E A T E E V V R Q
TGTGTGAATGGATTTTGTATCAACGTGTAGGTCGGATAAGTCAGGACACGTCCTGCTCGTGATAAGTTGCCTACCTCAAAACTTTAGGTGGGGGATA

100

200
300

800

1000

1100

1200

1300

1400

1500

1600

1700

1800

1900

2000

2100

2200

2300

2400
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ectC

TAACCCCACTCATTAAATTTTTTTAACTTACAAAGGGAGAGATGAAGAAATGATCGTTCGAACGATTGATGAAATCATAGGAACAGAAAATGAAGT

rbs M I vV R T I DE I I G T E N E V

TCGGACACATGGACGAGTCGCCGTTTACTACTTGAAAAAGATGGCATGGGCTTTTCATTTCATGAAACGATTATCTATGCAGGTACAGAAACGCAT
s b T Ww T S R R L L L E K D GGM G F S F HE T I I Y A G T E T H

ACTATCAAAACCATTTAGAAGCGGTGTACTGTGTCGGTGGAGATGGAGAGATTGAAACGGTCTCGGATGGAAAAGTGTATCCGATTCAAGACGGAA
H Yy ¢ N H L E AV Yy CV G GG D G E I E T V S D G K VY P I O D G T

GTATGCATTGGATCAACATGATGAGCATTATCCCCGCGGGGGAAAAACGGATATGAGGCTAATTTGTACATTCAATCCACCGCTCGTCGGTACCGA

Yy AL D Q H D EH Y P R G GG K T D MURL I C T F N P P L V G T E

CATGATGAAAATGGTGTGTACCCACTTCTTTCGAAACAACCTGTTGGAAAATAAGGTGAGTTTTGATCAAATGTCCTATATTGTCATCATAGGTTG
H D ENG VY P L L S K Q PV G K HGE F FS N V L Y C H H R L

GAGATTCCTTACGCTAATTGTCTGAGGGAACACTGGAATAAAATAGCCTTTATTGTTAACAATAAAGGCTTTTTATTTCTTGAATAAACGAGTTCC
R D S L R

ATTTATATAGTGCTGATGATCGCACTGGCACTGTAGGAATATATTACCGTTGAAAATAGCGCTCCTTTATTATAAGATACTAATACAAGCTGCATT
GTATCATTATTAAGTTTTAACCTTTAAGCTGTAAAAGGGAGTTTTATGATTGAAACTGAAATGGCAAGCCTCGTTCTTTTAATTAACAACGAGGAC
AGGCAAGTTTCTGCGAACACCCACTTTGAGGAGTGGTGGTTTAAGACTTTCTAGAGACGTACGGCAGAGGCGGCTGATACATAATTCATAATAAAT
TAACTATATATAAGCATCCTCCGAAACTCACACAAATGGTCCGTTATGCAATTCAACATTGATGGCGGACAATCCATTTCATAATTATAAATAAGT
AAATCACCAACGTTAATTACTCAAAAATATACCCCCCTTCAAACTTTTGGCAAAAAAAGTTCGAAGGGGGGATTTGCATTTGCACTAAAAAGTATT

TTCGTAATGAAGAAATGAAAGAATATACATTGAATT 3537

Abb. 49 Nukleotidsequenz des ectABC-Operons aus S. pasteurii

2500
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2800
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3100
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3500

Dargestellt ist die DNA Sequenz des ectABC-Operons und die abgeleiteten Aminosauresequenzen der
kodierten Proteine. Die potentiellen Startcodons sind markiert, sowie die Ribosomenbindestellen (rbs). Der
Transkriptionsstartpunkt und der Promotor mit der potentiellen —35 und-10 Region sind ebenfalls markiert. Die

DNA-Sequenz ist unter der Zugriffsnummer AF316874 in GenBank hinterlegt.
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3 DNA-Sequenz der ‘ectB-ectC’Region aus V. pantothenticus

ectg’
FAFAAFGCGET ATT AT GCAGC C AGT AT AFAGT FECT AC AAALAFATT ZCCT CT ATTT FT FAGCGTT AT ATTTTGTT AT CAT CEAT AT ETT CAGED
R E & = I ¥ &4 A 8 I E W L 9@ K I & & I ¢ E R WM. I L L I I I I ¥ O A&

00
TGEATFCEECAFAACAGECACATTTTT CAGCTTT FAGCCAGCT T ATAFCACCFEAT ATT GTCT FTTT T CT AAAT CAATT FET GECAT CHEETCTTCCA 200
#F £ & R T &/ T F F 38 F E P A & I 4P D I W C L 3 K 8 I & # I & L P

ATEECEATT ACATT AAT CAAGCC AGAAT AT FAT CAFT T CCT L FAFC AT AAT FEFACATTCCGT GAAAT AACTT AGCTTTT ATT GLAFC AAC AL 200
m & I T L I K P E ¥ D o W &P = E HNW #T F R + ¥ L & F I & & T

AAFCCTTAACTGCATTTT GHCAGFAT 2AT ACATTTTCAAAAT CTATTAT CCAALALAGT AAACTGGTT AFACAFCET AT AFAT CGFTAT CAT CEAT ABATT 400
E &L T &2 F W o D ¥ TF 3 K 3 I I o K 3 KL v ERROQOQER I DER I I D KTF

CCCATCATT ACAGGFAGRAAGCTCFARGFAAGGEFFCTT AT L AAGFAATT GTFATT CCAGAGCCT AATTCT GCTTCAGAAATTT GT AAFGFC AFCATTT FAT
P 3 L » » E &4 R & R -~ L B 0 = I ¥ I P E P W C & 58 E I C K & & F D

s00

ATCEETTT AATT T CFAFACETCT T CCAAAC GAT CAAGTTCTCAAATTCCT ACCFCCTTT AATT ATT FAT ARAFAFGFAATT AACCAAGFATTT AT & Goo
I «# L I w E T 8 & P W DEvWVUHKUJFPLU?POPIL I I I KE &I NN 0 TF D

ectlCt

TTTTAFARGFT AAGT AT GFAFCAT GTATT GAARARAT AAT AATC AAT AFACAAAGFAFAFACAT ACCAAT FATT T FAAAT CECTT FACFAC ATT AT AT Tan
I L E ¥ 8 M E H ¥V L K K . M I v K 2 L o D I I &

b=
ACAGACGAT GAAAC AT CHAGT AT AATT GFAC GAGT CFCCEATTT AT CAT FAAARAGGAL AAT 6T FFATTT AGCTT AAAT AT ACGCTT ATT AAAFCT & 00
T D b E T % 5 D N W T 3 R B F I M K KD XN v # F 353 L H 0D T L I K &

FAACGACCAATTTCTTTIT AT AT AAARAT CAT ATT FAGGCT GTTTACTCT ATT FAAGFAFAAGGGFAAATT FAAARACT FFAAACAGGT FAAAT AT AT 24
#F T T ¥ F F W ¥ K W H I E &4 ¥ ¥ ¢ I E # E # E I E K L E T # E I % K

a00
ACT 2AAGFCT FEAACGAT GTATCTACT ARAT CAACAT AT AAACACGAACTTC T GLT AAAACACAGAT GCFEAT GETTT FCGTTTTT AAT CCTCCTTT =
L K & T M ¥ L L ¥ £E H I K H E L E & K T ¢ M B M v ¢ v F ¥ F F L 1000
GTEECTACT FAAACCCAAATCACCTAACA l0zg
v # T E T Q@ I T . 0

Abb. 50 Nukleotidsequenz der 'ectB-ectC-Region aus V. pantothenticus

Dargestellt ist die DNA Sequenz der ‘ectB-ectC*“Region und die abgeleiteten Aminosauresequenzen der
kodierten Proteine. Das potentiellen Startcodon von ectC sind markiert, sowie die Ribosomenbindestelle (rbs).
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4 Aminosauresequenzvergleich der Ectoinsyntheseenzyme

41 EctA

Ecth 5 pagewry BH- - - - - - - = - - - - FUVISHEQGESTAVL

Ecth B halophilus QVQCNEKAFEGGFIINSQIATATEPFTEEK

Ectd M. fhalophius ETHE---=-=-=- === = - - = MTGTHNG

Ecth 5t coelicolor TALAODALDL- -QI-DEREPRVADGAL--

Ecth Ch salexiens TFPTTEHNEFT ADL-ARBRPSWADTVIEG

Ectd H elongats HNATTEPFTPSADL-AKPFPSVYADATVYEG

Ecth V. cholgrae LAl Samins =l H-HEPAL---=-----

Ecth 5 pageur K b1 L i O i g - CETE?
Ecth B halophilus A& EfV N - K 3 - & C - A KE78
Ecth M. halophilus AT IV E - N = L ERdC - L EEE&S
Ecth, &t coslicolor - W - - ARD S E L i 5 ED G ES
Ecth Ch salexgens W L o ohdC ATDE7S
Ecth H. slongats o L ED 3 C BaT N ETS
Ectd V. choigrae L 3 0 THdC - L M A E Q5L

Ectd & paseurd ' ¥ Q7 e M 108
Ecth B halophilus E B L W e L 1ls
Ecth M. halophius o E LA W > e L 103
Ectd St coelicolor H & 7 &y v : L 96
Ecth  Ch salsxgens E ¢ B L o] L 112
Ectdh H elongats EC H L e} L 113
Ectd W cholerae o] =4 I sl M 10l
Ectd 5 pasteury

Ectd B halophilus i EH]; i

Ectd M. falophius .

Ectd 5t coslicolor

HH Ha@mHA S

Ecth  Th salexigens 1; T

Ectd A elongats v AV -MTRPEMA-E V]

Ectd V. cholorae Beser-1apep 1o Bt

Ecth 5. pagteur] . ‘A:Hr o =pd L] 120
Ectdh B halophilus N c =0 -H - AL - 1a9
Ectd M. halophilus e sl cld T ER4L F 17s
Ectd =& coelicofor LELEELEVED o] v 170
Ectd Ch salexgens 21 iwe BeBle D ] 1. 13z
Ecth  H elongata APLNES EY g D 1 g8 13z
Ectd V. choleras eocderrL D bd 1 173

Abb. 51 Aminosauresequenzvergleich von EctA

Dargestellt ist ein Aminsauresequenzvergleich des abgeleiteten EctA-Proteins von S. pasteurii mit den
charakterisierten oder potentiellen L-2,4-Diaminobutyrat Acetyltransferasen (EctA) aus B. halodurans (Acc. no.
AP001510), M. halophilus (Acc. no. 0O06059), St. coelicolor (Acc. no. AL591322), Ch. salexigens (Acc. no.
AJ011103), H. elongata (Acc. no. AF031489) und V. cholerae (Acc. no. AE004410). Aminosduren von EctA aus
S. pasteurii, die in mindestens drei weiteren Proteinsequenzen konserviert sind, wurden schwarz unterlegt.
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4.2 EctB
EctB 5 pagteur L TKEKHGHEE S g ] 3 TV D HLV W40
EctE B halophilus - - --S8BQTIDHNN ESEVER: 1 2 TV KM W3t
EctB W halophiius M---=-0NDL 8T F NEEERE B F DTV E L Wae
EctB 5t coelicoion --TITQPDLE % ESEV L (e TV B M Y38
EctB  Ch salexigens = P ——im ESEV EHFTr TV B L OH33
EctB  H elongata =7 BTl == o EZETY 1 = B I L H23
EctB V. choleras DI----<=-- E & WL T3l
EctB 5 pasteuri T 78
EctB B halophilus NY 74
EctB M. halophilus N 76
EctB 5t coslicolor HY 76
EctB  Ch salexigens N 71
EctB  H elongata N 71
EctB V. choleras e £
EctB 5 paseuni T | 116
EctB B halophilus N i 112
EctB M. halophilus T ' 116
EctB 5t coelicolor g | 114
EctB CTh salexigens T 103
EctB  H elongata T 109
EctB V. cholerae T 107
EctB 5 pasteuri Wre PirMcHL 156
EctB B halophilus rerelitH:BL 152
EctB M. haiophius NG FHRTMGEL 156
EctB 5t coelicolor MAF o RS 3 L 154
EctB Ch SE.IIE'X@'E'”S ERHTE{:H L 143
EctB A efangata HEHTH{CH L 149
EctB V. cholerae u L 147
EctB & Iﬂa-&*ﬁ'ur” C-N i gll 0 19z
EctB £ hafophifus 2L DT LB 189
EctB AL hafaph.ffus I B IR N 195
EctB St coslicolo GTVEDF I B4m 191
EctB  CTh salexigens EWDT FEE 187
EctB  H eiongata EVDT FEE 187
EctB V. choloras GV DGLT BT 188
EctB 5 pasteuri c
EctB B halophilus G
EctB M. halophilus G
EctB 5t coslicolor G
EctB  CTh salexigens c
EctB  H eiongata G
FrtB W chnlaraa
EctB 5. padeun LCCGCRTMFF:F B
EctB B halophilus L |ﬂ GRTQFFsF M
EctB M. halophilus BcnT §dFFeF B
EctB 5t coelicolor GCGRTHFF:F M
EctB  CTh salexigens CRTRAF F ! H
EctB H elongata FRTRIF F 5 F Qi
EctB V. cholerae CETRNF F = F B
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EctB 5 pasteuni Nl T G T--fix " GEHEWGT PRGNV WL EE
P
EctB B halophilus 5 K 5 Rl T--PrE  GEHNGT PRGN NS RIE
EctB M halophius Rl 1 ¢ TFTPAY & " GEHNGT PRGN N EE
EctB 5t coelicolor - 1 G T--MFE " GEHNGT PRGN KPR
EctB Ch salexigens R L ¢ v--§pHE N 0 v ERR SN TRy L B 202
EctB H. elongata 3 K 3 pE v--pInE - Y - T PR oG v A &Rk
EctB V. cholarae Il L : v--MrE *GEHNGT LRGN N R EEE
EctB 5 pasteuri E 5 - D-LA&EKSE:; ITKELRTEQIW--F 244
EctB B halophius E B 5-FET TISEDFLUKLY--T 341
EctB M. halophilus E - E-LiE N RITSFLDDMIFTE 5%
EctB 5t coelcolor & THNE & 3 AMMEQ QYWEQHM--IA&ITE 245
EctB  Ch sakxigens sfurn T - PR T WYEDRFQKELASZFM 242
Y LS T - FpE T YYEDRFQKLAS FM 34
EctB  H. elongata
FotE W cholerse 1 E& D -FQTHIAARSEQVTQAL--LQCLE 325
EctB S pasteun DYPELEATTE rfeB:ecexcxcavl{refleax ERf
EctB B halophilus EYPEIKGEVE rRdvld 1 230V - -EG TRy KUTEE 5 Rl
EctB M. halophilus EKHFEMEGVEE rldofdimsr - -cf]iBo vl e r c By
FotB St coslicolor ENLADVEETYER LunfdL - -ErHD KRG RV A KR ELE
EctB  Ch salexigens TEKGHF &3ER Ll - - v en s puPyo BT & 0 ]
EctE  H. elongata TEKGHF A3ER LEdrlEL - - ven s pduByo kBT 2 ¢ ]
FoiR V.chr:lferae RYPTLFS GLE LifofdL - -2canc i@ r o B cffgo K
EctB 5. pasteury H qrz:c FLG --neTsl1k & E&--- 419
Ectb B halophius i PHD LT?P --TDEGPAEE 3 E5IK & 417
EctB M. halophilus u BED LF P FTDDE GRAE R Y = 00 A TEpE 421
EctB 5t coelicolor L1 ; A LLP --rroEADEfdu Tplar & vl 22
EctB  Ch salexigens I HE G Q o A --TDEDRAY oA T RIS - L
EctB  H. elongata I 5 CLcC --TIEDPAY & D 0 e v Epd a1s
EctB V. cholerae I BED VFC --reanfauEl TRl il v i ann
EctB 5 paseuny
: - AR A6
EciE B halophilus ; iR iy o
EctB M. halophius
. uT ENLUAK 441
EctB 5t coelicoior
. T-------- S 423
EctB  Cn salexgens Fe —in e = o
EctBE  H. elongata Sie s 4 B5E. 04 A
411
Abb. 52 Aminosauresequenzvergleich von EctB

Dargestellt ist ein Aminsauresequenzvergleich des abgeleiteten EctB-Proteins von S. pasteurii mit den
charakterisierten oder potentiellen L-2,4-Diaminobutyrat Acetyltransferasen (EctA) aus B. halodurans (Acc. no.
AP001510), M. halophilus (Acc. no. O06059), St. coelicolor (Acc. no. AL591322), Ch. salexigens (Acc. no.
AJ011103), H. elongata (Acc. no. AF031489) und V. cholerae (Acc. no. AE004410). Aminosauren von EctB aus
S. pasteurii, die in mindestens drei weiteren Proteinsequenzen konserviert sind, wurden schwarz unterlegt.
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4.3 EctC

EctC I pasteun
EctC B halophius
EctC W halophilis
EctC 5 coelcolor
EctC  Ch salexigens
EctC  H sbngata
Frtl: W rcholarae

o
o
=
o

EctC 5 pasteur
EctC B halophius
EctC M nalophilis
EctC  5b coslcokr
EctC  Ch sslexigens
EctC A eingats
Frils W rcholarae

[ Iy

S

Lyl

EctC 5 pasteun TMYTALD QHD - 114
EctC B halophius - 7 L 113
EctC W halophils T 118
EctC 5 coelcolor H 115
EctC  Th sslexigens a8 = 11le
EctC A sbngats 1

Ects W choleras EEE : BN H TN - - BvEEEEN '8 1::
EctC 5 pasteun

EctC B halophius i iﬁj
EctC M halophils o 155
EctC &b coelicolor B 133
EctC  Oh salexigens g 7 120
EctC A eiongata EE
Frift V' rhalarss P P - A ks LI 0CcHEEER 138

Abb. 53 Aminosauresequenzvergleich von EctC

Dargestellt ist ein Aminsauresequenzvergleich des abgeleiteten EctC-Proteins von S. pasteurii mit den
charakterisierten oder potentiellen L-2,4-Diaminobutyrat Acetyltransferasen (EctA) aus B. halodurans (Acc. no.
AP001510), M. halophilus (Acc. no. O06059), St. coelicolor (Acc. no. AL591322), Ch. salexigens (Acc. no.
AJ011103), H. elongata (Acc. no. AF031489) und V. cholerae (Acc. no. AE004410). Aminosauren von EctC aus
S. pasteurii, die in mindestens drei weiteren Proteinsequenzen konserviert sind, wurden schwarz unterlegt.
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5 DNA-Sequenz von ectT aus V. pantothenticus

ATTAGGATCAR A TAGTGT T T T T TGTACGT T T T ICTTTACGTGT T TARACATTATCCALRACCTCCAACGTAAALGTGCTATTACALTTARNO

AACGAATTTTTTCATTTAGTTGGGCGCTTTTTTRACCTTTTGGGTGAGLLC CAACTTCTATCATCCCALLAAATATAGAATAATTTTTARSED
TTTATGACAT T T T TCTAALCA A TAGAATGAL A TTAGCAGTACGTCTCCAATATTIGGFCGCTTT T I TTGT T TAGAALTCATALCCACETO

GATGCCCAATCTARTTGAAR A TTCTATAGTGTGTGET I T T GATTCAT TTACTTCTAAT TTACAGAT TATTAGCTGCAACALTATA FARRGD

35 -10 —-c’

TTCCGTTIGTICTCATAGT GG A TAT TGO T T TAATATTCTCTCAT GTEEGTATACATALLTARCCCCCALGATAATAGGARLLTTHCRSO

GCCATCTTGT T T TCATACTTGATAACCATAGC TAGTCGAT T TCCCCTTAC TCACTITTCATTTTGALLTCAGCTTGTALLCTAGLLCAGE 40

ectT
AL GEAATTCT ATGH A ACALL L CTACATT AL T T T GT T TACGT I TCTGCAT T TGTTGTAT TTT TACTAGTCATTATC GLAGCTE S0
rbs m ¥ K 55TULHNDN?P Y F Y ¥ 5 & F %Y ¥ F L L ¥VITIOGA

ACTCTGCCARRTCGTT I TGEAGCAGTAGCAGAA LA TTGT T TCAT T T TACALCGATTCATTTTGGCTETTTTATTTATTAGCTGTZTTTZ0

GTTTTCGTTGT T TTCCTCATCACGCTATCTT TAAGTAAGT TTGETARAATALLGCTAGFAGCAACACTALCTALACCCGALATATTCATTELO

TTTACTTGGAT TG TATGCTI T T I CTGE TG T T T TG T CAGGTC T TG T T T T T T Go G rAGTAGC TCAL CCTATCAGTCATTTTTTTALROD

ACACCGTTTCCTGLAGT GRALGCCATGAGTGALGAAGCAGCAAGEGTTGC AL TGEGATATGCGTTT T ITTCATTGLGFAGTTAGTCAGT RS0
T ¢ F P 4 ¥V E &4 MW 5 EE 4 & B ¥V &4 M Y &4 F F HW G V¥ 5 0 W

TCTGTAT T T GCTAT TG TG TAGT TAT TG CTACY TGCAGT T TAGGAA AL A C GACGAGGATTAATATC TACCTCCATTCAACCARTTOSO
a ¥y F A I ¥V & L ¥ I &Y L QJQFEREEKEURERETGLIHFTSHF I QP I
ATCGGAAAALATAA A TTTATTGE T FATACGGTCGATTCTITAGC GOTTATAGCAACTCTFATGLEAGTGECALCGTCTTTAGGETTGLEALTO
I ¢ K ¥ K F I &4 D TW%WD 35 L &V I & TV NGV &T 3 L G L G

ATCCTACAGATGAACGGAGGLT AL TCTGT I TTTATGTTCCGACTTCGATTTGGCTACALATGGCGATTGCGLEAGTCATGCTCATTZA0
I L. QMKW GGEEL K S Y F DY P T 3 I WY O M LTI &GV ML I

ACATATTTALTTTCATCAAGCAC GEGATTAGATCCAGGAL T TAA L TRGETTALGCAATATTALTCTGGGETCTITGT T TATTATTATAGTEISD
T Y L 1 3 % 3 T &+ L D R I K W L & N I NTILCGSSL F I I I ¥
TTCGTCT T TAT GG TG T C e GAC T GT T T T TAT AT TAA A TAC AT T TGT T T TAGETCTAGG T AT TAT TT TTCTAATTTTATTGEATATAGT 440
F ¥ FMaosecPTY¥YFILNTUPFY L L D Y F 3 NNF I G T 3
CTICGT T TAACCCCATACACAGGAGATACGTGGETALGAGARTGEACGATTTTCTATTGGGCATGETCTACAGCCTGGTCTCCTTITIGTLSS0
L R L TP?P¥Y T DTWY REWTTIF Y W LW 3 T LW 3 P F VY
GETGCGTTTATAGCACGT GTGTCCAGAGGAL AL GTATTCGTCALTAT GTAT TAGGAGTACTAGTTGTTTCTCCGGETATCGCTIGTATTAZ0
F & F I &4 R ¥ 5% R GER & I R QY ¥ L 6 ¥ L ¥ ¥ &5 P & I A C I
TEEATTCAGCTTT TG T G TACAGCTCTATAC A A T FAT T TAATCAA T FEA L CTTCTATAGCAGAAGCTCT FAATGCAGATATAGCAGTT?LO
w I &4 & F 6 T & ¥ Y ND L X NOGT 3 I A E & ¥V N & D I & W
GCTCTT T T TGAAACATATCAGCAT T TACCTATGACARCASTCCTTTCCATACT T TCTATCTT TTTAATCTTTACATTTCTAGTTACTTCTEO0
& L FETTYOQHL PMNTTTIULS3IUL 3 IVFILIFTFL VT3
GCAGACTCTGCARC T TATATICTT GG T TAL T GACCT CALGA GeA A GT T TAL A CCCTACATTAGTTACCARAATTCTCTGRGRACTITTAGSO
a4 D 35 &2 T Y I L ¢z ¥V XT3 ERECG&S L N PTUL VY TETIUWVTUWTGIL L
ATTACAGCTATAGCAGT GG TATTGCTGT TAGC T T T T TAGLL GCA T TAC AL A C TG T TCATTARTTTCTFCGCTCCCATTTACAGTA RS0
I T ~+7I1I ¥ ¥V L L L & 04 L E & L 0 T &4 35 L I 3 &8 L P F TV
ATACTATTGCTGATGATGGCTTCGT T TACARGAATGTTATCAAAAGETFALLRAAALGEGFALCAGGATARLGALTAGCAGGAAGCAGTEDTO
I L. L L ®» M &8 5 FTZERMILSGEKETGEIEEWL.LZE QDD EE
AGGTGAGAT CA AT T TAC TG T T T T e T TC T TAT T TATC T GLATAT AL TAT GO TAC TAGACTCCCGT T TCAGCAGTTGRCTCATCTEELSD

TCTGCAACALGTCTACGTGEGAGATACAGCAC CTAAATGC TCTAT T T TG TAL GAGACCCTT TAGGTCATCCATTTTAACACTCAGTGOGEES0

ATGAGTGAAL S TCCACGCT AT T T TCACTTTT TATAGCTGAC CCGAACTCGETGCTATTGTAMATGATGATAT GLARGTATAGCAGGCTE 40
AGTTACCGTTATAGGATAA T T T AT TAGGATGTCGAT GATAT GA L GATGA L TTCGTTCGGTATAAGGGARA CGATTGCTTCAGACARTEAS0
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A GCGATATCARLLGCATAGGTALLGGARLCTACGATTGT TEALGCATT T TACTAGCGTTGCTTCGTALLATCCAATAACGLETTGTA 2520
AATAAGEGTTAGAATCACCARLL G TAGCGGATATACATASGARCTATTCARACARALLETHEATGTTTTGTTGCCARAGCCTTCCTIGT 2610
TCTGCGEEEAAGC CGGCARC CEAGCATCCTACAGGAAGCTGT T T TITGCTICCGCAGAAGT TAAGGCCCCTCCGCGTARAAGTGTACCTC 2700
CACTGCGGGCTCACAAGC AT TAT TATARACCTTTCCTTAATAATTGCAAGC TTAACTACATTCACCGLGGAAGGAACTCCTGTACATCE 2720

TTGACAGCTTCGAALTARATGATGAT T TAACAGTCCATATARACGTAAGTATACTGTGOTTAGTTAAGATATTITAZATAATCATTTITICT 25880
AGGGTTCCGCAGATACAAGTAAGTAGCTATCTGRACT GEACCAAGAGARAATGCACGETTCATTACGTGTACACGGAGGFATAARAGCCC 2970

GrrLGGLTATCTAGC AL, T T T TCTT T TG T T T T T TG T I TGCTT T T T T TALGAGATALGALATCACTATGGCTCGOCALGAGOGE 3060
AAGCCACCATCTATGATGAA RSB CACTTARAGACGET T TTY TCATACARAAGTATTALATTTGTIGCTIGEEATALGAGAATAGCCACGT 3150
COGGCGCALGCACCCAGCAACTAGGCAACTTCACGAATCGCCCTACGACAAGTCACCATCTGTIGTAGCTALGAGGAAGGCCGACTAMLT 3240
ACGGGCTTGCCGCTCAGGL FTCGACATAGCCCTGETTGCAGGGCATGETTCCTAALTCTTTAGTTGATTCGTTCCAGTTGCTACGTTGE 33530

TadaCGATCGCCTTGC GO CTTTGTICACATGAL L GG TS TR GLAGTGEATTAGATAGTTTAGAGTATATALLGTGALCCTTCAGGCAG 3420
TAGAGGATTCCTTAGCTAGCTALL AL CTALTCATTASSSSSGLTEATGTTGAT AATALGACTAATACTGTATTTCTIGCTGRA 3510

TTGTTT AL AT TGO TG TAAT TGT T TAALALCATGCALACAGTIGEATGEATTGEATTCTGACGCTFATC CGCGATATTGETAAGCAT 3600
AGCATTTACTTGTTATCGCCTCACGCCGAT TACCAGTAGGTTCALGC TATGCAGTATTTGCAGGTATAGGLAGTGCAGGAACAGTTATAG 3620

CAGARRTAGTGCTT I T GAGAGCTGETACAACCGT TALAR A TAGTGCTAATTCTACTAT TAGTAACGGGAGTTATTGETITRAAGTTGE 3780

orf2
TAACGCCGCARALAGAL AL GEAAGAEGETETCGTATGSGATTGGATTATTCTTTTTGTAGCAGGGTTTACGGALATAATTGGOGTALCAGS 3870

fbs mopwiIi?IllLL FVv¥Y aoe FTETITITGTVWVT G
TATTAATALAGT AL TCAAC GAGT AL TGCAATATCAT TAATATGETTTCTAGGC GEATT TEEACTAAGTTATATTTTATTAGGCATTGE 3960
I ¥ KE¥v N QO RY N A&TI 3L I WPFILGLGEPFGGIL 3 Y I L L G I &4

GATGEALLCARTTGCAATRAGTACTGCTTAT GO TGT T T GLACAGGGATGEGALCGETOLEAAGTGCGCTCGCTRETATGTIGTICTITCA 4050
m ETTI & MM 5 T & Y & Vv WTOLGEHNGEETWVY & 3 4 L & MWL F F H

TGAGTCGALGGATTGEAGGAGATTGCTTTTCATC GGTATGATTTTAAGTGCTGCAGTTGGTTTALAGCTTATTTCATAGTCAATCAGCTA 4140
E & KD w R RL L F I GMWXNIUL F & 4V G L EL I 3
AL T AL GGEAL AT T TTATGT I TAT GATACAT TCCTAGCGETTATACATTACTAAGAAGTAGATAGTATTGAAGFAGTGGAGTCT 42430

GeAATGGATATARLCAARGALCTAGALTAT T TAGAATCAGTGEALLGGGALGGGCCAGATAMLGTATTTACAATGTACTTALMLTACAGAC 4320

CCTTCCGACCCT AL CAGCAGGGCAGAGAATGGAARATCCAATTTARAAATGLGATC 4377

Abb. 54 Nukleotidsequenz der ectT-Region aus V. pantothenticus

Dargestellt ist die DNA Sequenz der ectT-Region und die abgeleiteten Aminosauresequenzen der kodierten
Proteine. Die potentiellen Startcodons sind markiert, sowie die Ribosomenbindestellen (rbs). Der
Transkriptionsstartpunkt und der Promotor mit der potentiellen —35 und -10 Region sind ebenfalls markiert. Die
DNA-Sequenz von ectT wurde unter der Zugriffsnummer AF421189 in GenBank hinterlegt.
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VII.

leich von EctT mit anderen BCCT-
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£ hebdtiany s DBy ] 7 RRLL ¢ EEN
Opul 8. subtils LODE Gl L D 399
BetP . ol ou FEON FLLH 28a
EctP C. gtz icee v 3 NVLQE 395
Betl L. oron yogenes TEQH T FNE Frd 333
EctT V. partothertions ITF o} T 430
8. halodurans L F F P 43l
Qpulr 2. subtils LT T L 478
BetP C. ghdam bun s Bl SO HMQBAE &L I 478
EtP  C ghtsmicun LY T 1 P43h
Betl L ool wogenes NI TG P 4z3
EdT V. patothertiovs I T v L -- P Tm 1Bz 467
£, halodurans na B T - - -@gnD T LT A& 4l
Opulr 2. zubtils IQs bl T& - - -gRa NTATIL dei
Sl iy co o oy o s ROl ]
S Eodmage 1 A LR ¢ o e nP Th A H e

EctT Y. pamtothetiou s
E. halwurans aBrroe EG 486
Opulr B, subtis LTt IWTE nE 487
BetP C. i e LB T T Q8 EE 485
EctP . i e FLLTELD N 488
Betl L wovoe Wopenes FERILLE ED 434
VB LF WL B E 435

Abb. 55 Aminosauresequenzvergleich von EctT

Dargestellt ist ein Aminsauresequenzvergleich des abgeleiteten EctT-Proteins aus V. pantothenticus mit den
charakterisierten oder potentiellen BCCT-Transportern aus B. halodurans (Acc. no. AP001520), OpuD aus B.
subtilis (Acc. no. P54417), BetP (Acc. no. P5482) und EctP (Acc. no. AJ001436) aus C. glutamicum und BetL
aus L. monocytogenes (Acc. no. AF102174). Aminosauren von EctT, die in mindestens drei weiteren
Proteinsequenzen konserviert sind, wurden schwarz unterlegt. Die Transmembranbereiche von EctT sind
markiert (—).
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