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I. Zusammenfassung

Bacillus subtilis akkumuliert unter hochosmolaren Bedingungen die Aminoséure Prolin via de
novo Synthese als kompatibles Solut. Diese Synthese wird von den Enzymen ProJ, ProA und
ProH vermittelt, wobei die Strukturgene proH und proJ als osmotisch kontrolliertes Operon
exprimiert werden (Brill, 2002). In dieser Arbeit wurden die in cis bendtigten Elemente fiir die
osmoregulierte proHJ-Transkription lokalisiert. Mit Hilfe von Reportergenfusionen konnte ein
minimales regulatorisches Fragment gefunden werden. Durch ortsgerichtete Mutagenesen dieses
Fragmentes konnte geschlossen werden, dass sich die gesuchten cis-Elemente in der
5’untranslatierte Region von proH befinden. In diesem Zusammenhang durchgefiihrte Mutagene-
sen des proHJ Promotors ergaben Stimme, die eine Uberproduktion von Prolin aufwiesen. Trotz
des hoheren intrazelluldren Prolingehaltes zeigen diese Stamme gegeniiber dem Wildtyp keinen
Wachstumsvorteil unter Hypersalinitdt, sind aber weniger sensitiv gegeniiber dem toxischen Pro-
linanalogon 3,4 Dehydro- DL- Prolin. Analysen des ebenfalls prolinakkumulierenden Bakteriums
Bacillus licheniformis offenbarten eine groBe Ahnlichkeit zur Organisation der Prolinsynthesege-
ne in B. subtilis. Das in B. subtilis gefundene regulatorische proHJ-Minimalfragment lie8 sich
ebenfalls in B. licheniformis identifizieren. Es konnte nachgewiesen werden, dass es auch in B.
licheniformis in der Lage ist, die osmotische Regulation der Transkription zu vermitteln. Weitere
Analysen zeigten, dass es dieses Fragment auch in B. amyloliquefaciens, B. mojavensis und B.
vallismortis gibt. Eine Untersuchung der Auswirkung bekannter oder vermuteter Transkriptions-
regulatoren aus B. subtilis konnte kein trans-aktives Regulationssystem identifizieren, das die
osmotische Induktion von proHJ vermittelt.

Die Aminosdure Glutamat ist als Osmo- und Thermoprotektivum in B. subtilis bekannt (Kerres,
2002; Holtmann und Holtmann et al., 2004). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der
Na'/H'/ Symporter GItT aus der Familie der Glutamattransporter die hochaffine Aufnahme von
Glutamat sowohl unter Stress- als auch unter Standardkonditionen vermittelt. Proteine der Glu-
tamattransporterfamilie akzeptieren neben Glutamat auch Aspartat als Substrat. GItT konnte ne-
ben seiner Rolle als Glutamattransporter ebenfalls als hauptsidchlicher Aspartattransporter in B.
subtilis identifiziert werden. Die Aminosdure Aspartat konnte in dieser Arbeit erstmalig als
Thermo- und Osmoprotektivum in B. subtilis charakterisiert werden. Mit Glutamat und Aspartat
konnte zwei proteinogenen Aminosduren stressprotektive Eigenschaften zugeordnet werden. Um
zu untersuchen, ob es sich dabei um eine verbreitete Wirkung von Aminosduren handelt, wurden
alle proteinogenen Aminosduren auf ihre Protektion von B. subtilis bei Salz-, Hitze- und Kalte-
stress getestet. Die Protektion bei Osmostress wurde durch Aminosduren vermittelt, die in der
Zelle in die Prolinsynthese einflieBen konnen. Thermoprotektive Eigenschaften konnten bei zahl-
reichen Aminosduren festgestellt werden, jedoch ist hier der Wirkmechanismus nicht endgiiltig
geklart. Keine der getesteten Aminosduren erwies sich als potentes Cryoprotektivum.
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I1. Einleitung

1. Die Aufrechterhaltung des Wasserhaushalts ist lebenswichtig fiir die
Zelle

Die Konfrontation mit variierenden abiotischen Parametern charakterisieren das Leben insbeson-
dere nicht-sessiler Mikroorganismen. Aktive Stressadaptationen sind daher unabdingbare Vor-
aussetzungen fiir die Besiedelung der meisten Habitate. Die Mechanismen dieser Anpassung sind
hochkonserviert in allen Doméanen des Lebens (Roberts, 2005).

Die Besiedelung der oberen Bodenschichten z.B. erfordert eine flexible Begegnung mit wech-
selnden Wasserverfiigbarkeiten, schwankenden Temperaturen und variierendem Néahrstoffange-
bot (Poolman und Glaasker, 1998; Horsburgh und Moir, 1999; Welsh, 2000; Bremer, 2002; Pflii-
ger und Miiller, 2004). Der Umgang und die Anpassung an diese Parameter wurden im Gram-
positiven Modellorganismus Bacillus subtilis studiert.

Die Verfiigbarkeit von Wasser im Habitat ist fiir das Uberleben der Zelle von entscheidender
Bedeutung (Kempf und Bremer, 1998; RoeBler und Miiller, 2001; Kuhlmann und Bremer, 2001).
Die Wasseraktivitit a,, in der Zelle ist ein limitierender Faktor fir den Zellstoffwechsel und das
Wachstum (da Costa et al., 1998; Kempf und Bremer, 2000). Da die bakterielle Zellwand unse-
lektiv Makromolekiile passieren ldsst, stellt die Cytoplasmamembran die wichtigste Abgrenzung
zwischen Zelle und Umgebung dar. Sie ist zwar undurchléssig fiir Makromolekiile, hydrophile
oder geladene Molekiile und Ionen, aber permeabel fiir Wasser (Galinski, 1993; Madigan et al.,
2000). Durch Flutung des Bodens durch Regen entstehen besondere Herausforderungen an den
Mikroorganismus (Le Rudulier et al., 1984; Wood, 1999; Hoffmann et al., 2001). Es findet eine
rasche Verdiinnung der im Bodenwasser enthaltenen Substanzen statt; es entsteht eine hypoosmo-
lare Umgebung. Entlang des osmotischen Gradienten diffundiert das Wasser von au3en durch die
semipermeable Cytoplasmembran in die Zelle. Der Zellinnendruck, der Turgor, erhoht sich, was
sogar zum Platzen der Zelle fiihren kann. Um dies zu umgehen, besitzt B. subtilis die mechano-
sensitiven Kandle MscS und MscL, die unselektiv die Ausschleusung osmotisch aktiver Substan-
zen iibernehmen (Boiangiu, 2003; Hoffmann, personliche Mitteilung). In Trockenphasen hinge-
gen nimmt die Umgebung einen hyperosmolaren Charakter an; das Wasser diffundiert aus der
Zelle in den Boden. Hier liegt die Gefahr fiir das Bakterium in dem Zusammenbruch des Turgors.
Der Turgor betrdgt unter optimalen Bedingungen bei Gram-negativen Bakterien zwischen 3 und
5 atm, bei Gram-positiven Bakterien bis zu 20 atm (Csonka, 1989; Kempf und Bremer, 2000).
Fiir B. subtilis wurde der Turgor mit 19 atm bestimmt (Whatmore und Reed, 1990). Ein positiver
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Turgor ist eine wichtige Voraussetzung fiir das Wachstum von Mikroorganismen (Whatmore und
Reed, 1990; Boch et al., 1996; Bremer und Kriamer, 2000; RoeBler und Miiller, 2001; Poolman et
al., 2002). Der Grund hierfiir wird in der ,,surface stress theory* (Koch, 1983) vermutet. Diese
Theorie geht davon aus, dass zur Verlangerung der Peptidoglycanstringe die Bakterienzellwand
gestreckt sein muss: Diese Streckung erfolgt durch den Turgor. Bricht der Turgor zusammen, so
kann die Zelle keine Zellwand mehr synthetisieren, d.h. weder wachsen noch sich vermehren. Im
Extremfall kann es zur Plasmolyse kommen (Whatmore und Reed, 1990; Kempf und Bremer,

1998).

Der Einstrom von Wasser kann nicht nur osmotisch durch die semipermeable Membran erfolgen;
in Escherichia coli wurde beispielsweise ein spezifischer Kanal, ein Aquaporin, gefunden (AqpZ,
Calamita et al., 1995). Aquaporine sind spezifische Kanéle, die den Durchtritt von Wasser in
beide Richtungen durch die Membran erleichtern. Auch in der Hefe Saccharomyces cerevisiae
konnten solche Kanéle nachgewiesen werden (Pettersson et al., 2005). In B. subtilis wurden bis-
her keine Aquaporine identifiziert (Holtmann ez al., 2004).

Da es in Mikroorganismen keinen aktiven Transport von Wasser gibt, muss die Zelle den Was-
serein- bzw. den Wasserausstrom iiber das osmotische Potential ihres Cytoplasmas regeln (Ga-
linski, 1993; Kempf und Bremer, 2000; Bremer, 2002). So akkumulieren z.B. halophile
Mikroorganismen Ionen, um in ihren hypersalinen Habitate leben zu konnen (Galinski, 1993;
Kempf und Bremer, 2000; Welsh, 2000). Diese Strategie wird auch als ,salt-in“ -Strategie
bezeichnet (Galinski und Triiper, 1994; Kempf und Bremer, 2000).

In vielen halotoleranten Bakterien, so auch in B. subtilis, erfolgt die Adaptation an hochosmolare
Bedingungen iiber die Akkumulation organischer Osmolyte, der sogenannten kompatiblen Solute
(Galinski, 1993; da Costa et al., 1998; Gouftfi und Blanco, 2000; Bremer, 2002). Die Anpassung
an Salzstress von B. subtilis wird im Gegensatz zu der Strategie halophiler Mikroorganismen
auch als ,,salt-out“-Strategie bezeichnet (Galinski und Triiper, 1994; Kempf und Bremer, 2000).
Sie erlaubt die Besiedlung von Habitaten und Besetzung okologischer Nischen, die sonst fiir

nicht-halophile Organismen nicht bewohnbar wéren (Bremer, 2002).
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1.1 Adaptation an hyperosmotische Bedingungen in halotoleranten

Bakterien am Beispiel Bacillus subtilis

Das natiirliche Habitat von B. subtilis sind die oberen Schichten des Bodens. Dort ist das Bakteri-
um stdndig variierenden abiotischen Bedingungen wie Temperatur und Wasserverfiigbarkeit aus-
gesetzt. Eine hohe Anpassungsfahigkeit an diese wechselnden Parameter ist obligatorisch fiir die
Besiedlung solcher Habitate.

Setzt man B. subtilis hypersalinen Bedingungen aus, die im natiirlichen Habitat z.B. durch Aus-
trocknung des Bodens geschaffen werden, so werden neben den salzspezifische Stressproteinen
auch Proteine des o°-Regulons, der generellen Stressantwort in B. subtilis, induziert. Die Gene
des 6®-Regulons werden nicht nur bei Salz- sondern auch bei Kilte-, Hitze- und Ethanolstress
verstirkt exprimiert; sie verleihen eine generelle Stressresistenz (Maul et al., 1995; Hecker et al.,
1996; Volker et al., 1999). Die Sporulation, eine Mdglichkeit des Umgangs mit extremen Um-
weltbedingungen, wird durch den Anstieg der Salzkonzentration blockiert. B. subtilis muss sich

daher als vegetative Zelle an hyperosmolare Konditionen adaptieren (Ruzal ef al., 1998).

1.1.1 PhaseI: Die Akkumulation von K -Ionen

Bei der spezifischen Antwort auf hyperosmolaren Stress erfolgt in B. subtilis eine biphasische
Adaptation. Die erste Reaktion besteht in der Akkumulation von K" -Ionen durch Aufnahme aus
dem Medium (Whatmore et al., 1990). Die Aufnahme erfolgt iiber das hochaffine Transportsys-
tem KtrAB und das weniger affine System KtrCD (Holtmann et al., 2003). Die Akkumulation
von K'-Tonen ist notwendig zur Wiederherstellung des Turgors und zur Synthese des kompatib-
len Solutes Prolin (Whatmore und Reed, 1990, Whatmore et al., 1990). Um die positive Nettola-
dung auszugleichen, ist die Akkumulation eines Gegenions nétig. In E. coli erfiillt die Aminoséu-
re Glutamat diese Funktion (Cayley et al., 1991; McLaggan et al., 1994). Auch in B. subtilis
wurde vermutet, dass Glutamat als Gegenion zu K" akkumuliert wird; jedoch sieht man keinen
deutlichen Anstieg des Glutamatspiegels in der Zelle nach einem Salzschock (Whatmore ef al.,
1990). Die Akkumulation von K" erfolgt jedoch nur iiber einen relativ kurzen Zeitraum. Bei zu
hoher intrazelluldrerer K' - Konzentration wird das Cytoplasma alkalisiert (Krulwich et al.,
2001), und essentielle Vorgénge wie Proteinfunktionen und DNA-Protein-Interaktionen werden
gestort (Kempf und Bremer, 1998). Daher folgt als zweiter Schritt der Osmostressantwort die

Akkumulation kompatibler Solute. Der Efflux der K" -Ionen aus der Zelle erfolgt vermutlich iiber
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spezifische K -Effluxsysteme, die allerdings bisher noch nicht bekannt sind (Holtmann et al.,

2003).

1.1.2 Phase II: Die Akkumulation kompatibler Solute

Kompatible Solute kénnen in viel hoheren Konzentrationen akkumuliert werden als K -Ionen, da
sie den Zellstoffwechsel nicht beeintrachtigen. Fiir die intrazelluldre Anhdufung von kompatiblen
Soluten stehen prinzipiell zwei Mechanismen zur Verfiigung: die Aufnahme vorgefertigter exo-
gener Solute oder die energieaufwéndigere, endogene de novo Synthese (Csonka und Epstein,
1996; Holtmann et al., 2003).

In B. subtilis wurden bislang fiinf Systeme charakterisiert (OpuA, B, C, D, E; osmoprotectant
uptake), die die Aufnahme osmoprotektiver Substanzen katalysieren (Kempf und Bremer, 1998).
Diese Transportsysteme vermitteln die Aufnahme von z.B. Glycin Betain, Cholin, Ectoin, Prolin
u.a. (Abb. 2; Kempf, 1995; Kappes et al., 1996; von Blohn et al., 1997; Kappes et al., 1999) Mit-
tels der Gene gbsA und gbsB ist B. subtilis in der Lage, aus Cholin, aufgenommen iiber OpuB,
Glycin Betain zu synthetisieren (Boch et al., 1996). Desweiteren kann B. subtilis durch Aufnah-
me prolinhaltiger Di- und Tripeptide und ihrer intrazelluliren Hydrolyse Prolin akkumulieren

(Brill, 2002).

Dartiber hinaus ist B. subtilis in der Lage, das kompatible Solut Prolin endogen de novo zu syn-
thetisieren. Dies geschieht mittels der durch ProJ, ProA und ProH vermittelten Reaktionen aus-
gehend von dem Substrat Glutamat (Brill, 2002). Bei einer plotzlichen Erhohung der Osmolaritét
des Mediums von 0 auf 0,4 M NaCl steigt die interne Prolinkonzentration von 16 auf 700 mM
(Whatmore et al., 1990). Dabei ist die Menge an akkumuliertem Prolin direkt proportional zur
Osmolaritdt des Mediums (Brill, 2002). Genauer betrachtet wird die Synthese der Aminosdure

Prolin in B. subtilis in Abschnitt 4.

1.2 Stressprotektion durch die Akkumulation kompatibler Solute

Die Anhédufung sogenannter kompatibler Solute ist ein in allen Dominen des Lebens verbreiteter
Mechanismus zur Adaptation an hypertone Wachstumsbedingungen, auch wenn das Spektrum
der genutzten Solute von Organismus zu Organismus verschieden ist (Kempf und Bremer, 1998;

Roberts., 2005). Als kompatible Solute werden organische Osmolyte bezeichnet, die die Zelle in
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hohen Konzentrationen akkumulieren kann, ohne ihren Metabolismus zu beeintrachtigen (Brown,
1976). Dabei handelt es sich in der Doméne der Bacteria um niedermolekulare Substanzen, deren
Molekiile bei einem pH von 7 in der Regel ohne Nettoladung vorliegen (da Costa et al., 1998;
Kempf und Bremer, 1998; Pfliiger und Miiller, 2004; Yancey, 2005). Kompatible Solute protek-
tieren die Zelle auf zweierlei Arten (Kempf und Bremer, 2000) vor hyperosmolarem Stress:

1.) Sie verringern die osmotische Potentialdifferenz zwischen Zelle und Umgebung, so dass der
Wasserausstrom verringert und damit der Turgor stabilisiert wird. Kompatible Solute erhdhen die
Menge an freiem Wasser in der Zelle und vergroBern somit das Volumen des Cytoplasmas. Die
Menge an freiem Wasser stellt eine wichtige Determinante fiir das Zellwachstum dar (Cayley et
al., 1992; Kempf und Bremer, 1998).

2.) Sie verhindern die aufgrund der hohen Ionenstirke drohende Denaturierung von Proteinen
und stabilisieren diese. Das Wirkprinzip von kompatiblen Soluten zur Stabilisierung von Protei-
nen ist noch immer nicht vollstindig geklart. Das zur Zeit bestehende Modell besagt, dass auf-
grund von Kriften dhnlich hydrophoben Wechselwirkungen kompatible Solute von der Umge-
bung des Peptidriickgrates ausgeschlossen werden (,,preferential exclusion®, Arakawa und Ti-
masheff, 1985). Diese Krifte werden auch als ,,osmophobe Wechselwirkungen* bezeichnet (Bo-
len und Baskakov, 2001). Unter diesen Bedingungen ist es fiir das Protein thermodynamisch
nachteilig, seine Hydrathiille zu zerstéren (Yancey, 1994; Kempf und Bremer, 1998). Auf diese
Weise wird das Protein quasi ,,gezwungen®, in seiner nativen Struktur zu verweilen (Krdmer und
Bremer, 2000; Bolen und Baskakov, 2001; Sleator et al., 2003).

Die bisher bekannten, osmoprotektiven kompatiblen Solute lassen sich verschiedenen Stoftklas-
sen zuordnen: Polyole (z.B. Glycerin), Trimethylammoniumverbindungen (z.B. Glycin Betain),
Disaccharide (z.B. Trehalose), Aminosduren und ihre Derivate (z.B. Prolin, Ectoin) u.a. (Csonka,
1989; Galinski und Triiper, 1994; Kempf und Bremer, 1998; da Costa et al., 1998). Die Akkumu-
lation von kompatiblen Soluten kann sowohl durch die Aufnahme exogen vorliegender Substan-
zen als auch tiber die endogene de novo Synthese erfolgen (Csonka und Epstein, 1996; Holtmann
et al., 2004). Oft kann ein breites Spektrum exogener, vorgefertigter Substanzen aufgenommen
werden, wihrend die Moglichkeiten zur de novo Synthese sich meist auf ein oder zwei kompatib-
le Solute beschrinkt. E. coli und B. subtilis z.B. sind in der Lage, ein weites Spektrum an kom-
patiblen Soluten aufzunehmen, kénnen aber unter hochosmolaren Bedingungen nur Trehalose
bzw. Prolin endogen de novo synthetisieren (Strom und Kaasen, 1993; Brill, 2002). Fiir die Syn-
these von z.B. Glycin Betain muss B. subtilis den Vorldufer Cholin aus dem Medium aufneh-

men (Boch et al., 1996; Abb.2).
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Neben hyperosmolarem Stress kdnnen kompatible Solute Zellen aber auch vor anderen Stressfak-
toren protektieren. So wirkt Ectoin in Virgibacillus pantothenticus nicht nur osmo- sondern auch
kilteprotektiv (Kuhlmann, 2002). Dasselbe gilt fiir Glycin Betain in Listeria monocytogenes
(Bayles und Wilkinson, 2000) und B. subtilis (Brigulla et al., 2003; Hoffmann et al., in Vorberei-
tung). Die Hefe Saccharomyces cerevisiae nutzt die Aminosdure Prolin als effizientes Cryopro-

tektivum (Morita ef al., 2002).

Die thermoprotektive Wirkung von Glycin Betain wurde im hyperthermophilen Archaeon Ar-
chaeoglobus fulgidus und im mesophilen Bakterium B. subtilis beschrieben (Holtmann, 2003).
Im letzteren vermittelt das vergleichsweise schwache Osmoprotektivum Glutamat den stirksten
Schutz vor Thermostress unter den getesteten kompatiblen Soluten (Holtmann und Bremer,
2003). Die thermoprotektive Wirkung von Trehalose ist in Salmonella typhimurium (Canovas et
al., 2001) und in dem Eukaryonten S. cerevisiae (Hounsa et al., 1998) beschrieben.

In vitro wurde gezeigt, dass kompatible Solute wie Prolin Enzyme vor Denaturierung durch che-
mische Reagenzien protektieren kdnnen (Ou et al., 2001). Aullerdem wurde die Unterstiitzung
molekularer Chaperone wie DnaK durch Prolin oder Glycin Betain ebenfalls in vitro und auch in
Zellen unter Salz- und/oder Hitzestress dokumentiert. Aufgrund dieser proteinstabilisierenden
Eigenschaften werden diese kompatiblen Solute auch als ,,chemical chaperones* bezeichnet (Di-

amant et al., 2001, 2003).

1.2.1 Kompatible Solute in Archaea

Die Stressantwort auf hyperosmolare Wachstumsbedingungen wurde auch in Archaea erforscht.
Wie auch Eubakterien sind Archaea in der Lage, sowohl exogen angebotene kompatible Solute
aufzunehmen als auch endogen de novo zu synthetisieren (Miiller et al., 2005). Die bisher be-
kannten, Archaea-spezifischen kompatiblen Solute unterscheiden sich von denen in Eubakterien
dadurch, dass sie bei physiologischem pH-Wert eine negative Nettoladung besitzen, wihrend
bakterielle kompatible Solute ohne Nettoladung vorliegen (Roberts, 2005). Die in Abb.1 darge-
stellten Substanzen lassen sich grob in zwei Gruppen einteilen: in 1.) Zucker und Polyole und 2.)
Aminosduren und ihre Derivate (Pfliiger und Miiller, 2004).

Beispiele flir ausschlieBlich archaelle kompatible Solute sind 2-O-D-Mannosyl-D-Glycerat,
Diglycerolphosphat, a-Glucosylglycerat, B-Glutamat, B-Glutamin und Ne-Acetyl-B-Lysin, Di-
myo-1,1"-Inositolphosphat und zyklisches 2,3 Biphosphoglycerat (Pfliiger et al., 2003). Die letz-

ten beiden werden ebenfalls préferentiell zum Schutz vor Thermostress angehauft (Martins und
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Santos, 1995, Martins et al., 1997). Auch aus anderen Doménen des Lebens bekannte kompatible
Solute wie Prolin, Glutamat, Trehalose und Glycin Betain werden in Archaea genutzt (Miiller et
al., 2005). Der halotolerante, archaelle Modellorganismus Methanococcus thermolithotrophicus
akkumuliert unter moderater Hypersalinitit (bis 1 M NaCl) die Aminosdure Glutamat als kompa-
tibles Solut, sowohl in der a- als auch in der -Form. Steigt die externe Osmolaritit weiter an, so
wird statt des Glutamats Ne-Acetyl-B-Lysin angehduft, ein exklusiv von methanogenen Archaea
genutztes Solut (Sowers et al., 1990; RoeBler und Miiller, 2001). Ahnliches wurde in Methano-
coccus thermophila beobachtet. Diese Hierarchie in der Akkumulation kompatibler Solute ist
auch in Bakterien bekannt; Virgibacillus pantothenticus z.B. hiuft bei moderater Hypertonie Pro-
lin an, wahrend bei hoheren Osmolaritidten Ectoin akkumuliert wird (Kuhlmann, 2002). Die exo-
gene Zugabe des kompatiblen Soluts Glycin Betain reprimiert in M. thermophila sowohl die Syn-
these von Glutamat als auch von Ne-Acetyl-B- Lysin (Sowers und Gunsalus, 1995). Die zur Syn-
these von Ne-Acetyl-B-Lysin aus L-Lysin benétigten Strukturgene stehen in Methanosarcina

mazei GO1 unter osmotischer Kontrolle (Pfliiger et al., 2003).

Die Nutzung von B-Aminosduren ist mittlerweile auch in Eubakterien bekannt; Nocardiopsis ha-
lophila akkumuliert B-Glutamat (Roberts, 2005). Die Akkumulation von -Aminosduren ist inso-
fern vorteilhaft, als dass sie im Gegensatz zu ihren a-Derivaten metabolisch inert sind. Pulse-
chase-Experimente haben gezeigt, dass eine Anhdufung von o-Glutamat nur durch eine stindige,
energiecaufwindige Neusynthese moglich ist, um der gleichzeitigen Verstoffwechselung entge-
genzuwirken. Im Gegensatz dazu bleibt der Gehalt an f-Glutamat konstant (Roberts, 2005).

Die Aufnahme kompatibler Solute zum Schutz vor Hitzestress ist in Archaea konnte in vielen
halophilen Archaea nachgewiesen werden (Lamosa ef al., 1998). In diesen Archaea greift offen-
bar die Adaptation an Hitze und an Hypersalinitit ineinander (Martins et al., 1996a; Neves et al.,
2005). Bei den non-halophilen, hyperthermophilen Archaea ist Archaeoglobus fulgidus als Nut-
zer des kompatiblen Soluts Glycin Betain als thermische Schutzsubstanz bekannt (Holtmann,

2003).

In Thermococcus litoralis konnte neben den bisher bekannten kompatiblen Soluten die Akkumu-
lation der Aminosédure Aspartat als Antwort auf Hypersalinitit nachgewiesen werden (Lamosa et
al., 1998). Die osmotisch stimulierte Anhdufung von Aspartat konnte auch in dem verwandten
Organismus Palaeococcus ferrophilus nachgewiesen werden (Neves et al., 2005). In beiden Fil-
len wird die Akkumulation durch die Aufnahme von vorgefertigtem exogenen Aspartat bewerk-

stelligt.
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1.3 Die Synthese von Prolin in B. subtilis

Die meisten kompatiblen Soluten sind metabolisch inerte Molekiile (Kempf und Bremer, 2000).
Die Aminoséure Prolin bildet hierbei eine Ausnahme. Als proteinogene Aminosdure wird sie zur
Proteinbiosynthese bendétigt und kann unter Umstéinden sogar als einzige Kohlenstoff- und Stick-
stoffquelle in B. subtilis verwertet werden (Kempf und Bremer, 1998; Moses, 1999).

Um den unterschiedlichen Anforderungen fiir Anabolismus und Osmoprotektion zu begegnen,
gibt es in B. subtilis zwei Prolinsynthesewege (Abb.2). Dies ist zum einen der sogenannten Pro-
BA — Weg, der die Enzyme ProB, ProA und Prol bzw. ProG umfasst und die Prolinsynthese fiir
anabole Zwecke betreibt (Buxton, 1980; Ogura et al., 1994; Belitsky et al., 2001). ProA und
ProB sind homolog zu den gleichnamigen Enzymen aus E. coli (Leisinger, 1996; Belitsky et al.,
2001). Daneben gibt es den osmotisch induzierbaren ProHJ- Weg, der fiir die Synthese von Pro-
lin unter hochosmolaren Bedingungen verantwortlich ist (Brill, 2002). Die Gene fiir ProH und
ProJ sind als Operon organisiert und stehen unter osmotischer Kontrolle (Brill, 2002; Dolezal,
2002). Die y-Glutamylphosphatreduktase ProA wird in beiden Synthesewegen genutzt; da sie
aber nicht unter osmotischer Regulation steht, scheint der Basallevel an ProA in der Zelle auszu-

reichen, um die unter Salzstress stark induzierte Prolinsynthese zu gewéhrleisten (Brill, 2002).

Die Transkription von proBA und prol, den Enzymen des anabolen Prolinsyntheseweges, unter-
liegt der Kontrolle durch eine T-Box abhédngige transkriptionelle Antitermination und wird so
dem Prolinbedarf der Zelle angepasst (Grundy und Henkin, 1993; Brill, 2002).

Das Enzym ProB unterliegt zusitzlich einer allosterischen Feedbackinhibition durch das Synthe-
se-Endprodukt Prolin. Sein Isoenzym ProJ wird kaum durch Prolin inhibiert (Brill, 2002). So
konnen unter Osmostress hohe Prolinmengen angehduft werden. Die intrazelluldre Prolinkon-
zentration steigt von 16 auf 700 mM bei einer Erhohung der Salinitidt des Mediums auf 0,4 M
NaCl (Whatmore et al., 1990). Die molekulare Grundlage fiir die verminderte Feedbackhem-
mung von ProJ durch Prolin wurde mit dem zelltoxischen Prolinanalogon 3,4 Dehydro D,L Pro-
lin (DHP) in Organismen wie E. coli und Serratia marcescens untersucht (Rushlow et al., 1985;
Omori et al., 1992). So konnten drei Aminosédurereste in ProB identifiziert werden, die vermut-
lich eine wichtige Rolle fiir die Feedbackinhibition spielen. Sowohl bei ProB-Enzymen aus DHP-
resistenten Zellen der untersuchten Organismen als auch bei ProJ aus B. subtilis liegt eine Ver-

dnderung mindestens zweier dieser Aminosaurereste vor (Brill, 2002).
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1.4 Die Aufnahme kompatibler Solute in B. subtilis

Die Aufnahme kompatibler Solute aus dem Medium wird in der Regel der energicaufwéndigeren
Neusynthese vorgezogen (Dinnbier et al., 1988). B. subtilis ist in der Lage, ein breites Spektrum
osmotischer Schutzsubstanzen aufzunehmen, wéhrend sich die Fahigkeit zur endogenen de novo
Synthese einzig auf Prolin beschriankt (Brill, 2002). Bisher wurden fiinf Transportsysteme (O-
puA-E) identifiziert, die die Aufnahme kompatibler Solute vermitteln. Zu ihrem Substratspekt-
rum gehdren sowohl Glycin Betain, Ectoin als auch Prolin, drei der am meisten genutzten kom-
patiblen Soluten in Bacilli (s.Abb.2). Es konnte gezeigt werden, dass diese Transporter die Auf-
nahme von kompatiblen Soluten nicht nur unter hyperosmotischem Stress vermitteln, sondern
auch unter Hitze- und Kéltestress (Holtmann und Holtmann et al., 2004; Hoffmann, personliche
Mitteilung). Dabei konnte z.T. eine stressbedingte Induktion auf transkriptioneller Ebene beo-
bachtet werden. Als einziger Opu-Transporter wird OpuD durch hyperosmolare Stimuli zusétz-
lich auf Proteinebene aktiviert (Kempf und Bremer, 1998). Diese Induzierungen resultieren in
einen erhohten Transport der kompatiblen Solute unter hochosmolaren Bedingungen (Kempf und

Bremer, 1995; von Blohn ef al., 1997; Holtmann, 2003).

OpuA, OpuB und OpuC gehoren zur Gruppe der ABC-Transporter (Kempf und Bremer, 1995).
Die Strukturgene ihrer Komponenten sind jeweils als Operon organisiert (z.B. opuAA-opuAB-
opuAC), deren Transkription osmotisch stimuliert wird. Das Substratspektrum von OpuA und
OpuC erstreckt sich iiber eine Bandbreite von Osmoprotektiva, wihrend OpuB einzig den Trans-
port von Cholin, dem Vorldufer fiir die GbsAB-vermittelte Synthese von Glycin Betain, kataly-
siert (s.Abb.2; Boch et al., 1996). Die Expression von opuB und gbsAB steht unter der Kontrolle
des Regulators GbsR (Holtmann et al., 2004).

OpuD und OpuE bestehen aus jeweils einer Einzelkomponente. OpuD gehort zur Familie der
Betain Carnitin Cholin Transporter (BCCT) (Kappes et al.,1996). Viele Mitglieder dieser Familie
sind involviert in die Aufnahme osmotischer Schutzsubstanzen wie z.B. der Ectoin-Transporter
EctT aus V. pantothenticus oder das Betain/Ectoin- Aufnahmesystem LcoP aus Corynabacterium
glutamicum (Kuhlmann, unverdffentlicht; Steger et al., 2004). OpuE gehort zu der Superfamilie
der ,,Sodium Solut Symporter (SSF) (von Blohn et al., 1997). Er vermittelt die Aufnahme von
Prolin unter hyperosmolaren Bedingungen im Symport mit Na” und zeigt groBe Ahnlichkeit mit
PutP aus E. coli, einer Prolinpermease, die die Prolinaufnahme fiir katabolische Zwecke vermit-

telt (von Blohn ef al., 1997). Auch in B. subtilis gibt es eine solche Permease (Moses, 1999). Un-



II. Einleitung 12

ter hyperosmotischen Konditionen wird die Transportaktividt von PutP in B. subtilis allerdings
gehemmt, sodass OpuE der einzige Prolintransporter unter Osmostress ist (Moses, 1999).

Die Transkription der opu-Gene verlduft in Abhéngigkeit von der dufleren Osmolaritét (Bremer,
2002). Alle opu-Gene besitzen einen o”-abhingigen Promotor, der durch hyperosmotischen
Stress und Hitze aktiviert wird (Kempf und Bremer, 1995; von Blohn et al., 1997; Spiegelhalter
und Bremer, 1998; Holtmann und Bremer, 2003; Holtmann et al., 2004). opuD und opuE werden
zusitzlich von einem c°-abhingigen Promotor ausgehend transkribiert und zihlen damit nicht
nur zu den salzspezifischen, sondern auch zu den Proteinen der generellen Stressantwort (von
Blohn et al., 1997; Holtmann et al., 2004). Dabei wurde fiir opuE eine transiente Aktivitit des
6>-Promotors nach einer plotzlichen Erhhung der Osmolaritit beobachtet, wihrend die kontinu-
ierliche Aktivitit des ”*-Promotors mit der externen Osmolaritit korreliert (Spiegelhalter und
Bremer, 1998). Die Aktivitit des 6”-Promotors des Gens opuE reicht aus, um die Akkumulation
von Prolin unter hyperosmolaren Bedingungen zu gewihrleisten (von Blohn ez al., 1997). Bis auf
opuB, dessen Transkription durch sein Substrat Cholin stimuliert wird, wird keines der opu-Gene

durch die Anwesenheit seiner Substrate verstdrkt exprimiert (Holtmann et al., 2004).
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1.5 Die Vermittlung der osmotischen Regulation

Zellen sind in der Lage, osmotischen Stress qualitativ wie quantitativ wahrzunechmen und ent-
sprechende Stressantworten einzuleiten. Fiir die Identitdt des ausschlaggebenden Signals bzw. der
benoétigten Sensoren, die die Osmostressantwort induzieren, gibt es bislang eine kontroverse Dis-

kussion (Wood et al., 2005).

Schon frither wurde vermutet, dass Proteine als Osmosensoren bzw. Osmoregulatoren fungieren,
die osmotischen Stress wahrnehmen und bestimmte Regulationskaskaden auslosen (Hall und
Silhavy, 1981; Kennedy, 1982). Es gibt u.a. die Hypothese, dass die Verdnderung der Zellmor-
phologie als Folge hypersaliner Bedingungen (die Abnahme des Turgors, die Verdnderung der
Membranstruktur etc.) von bestimmten Sensorproteinen wahrgenommen und in eine Signalkas-
kade tibersetzt wird, welche schlieBlich zur Induktion der osmoregulierten Gene fiihrt (Poolman
und Glaasker, 1998). Fiir die K -Transportsysteme Kdp und Trk in E. coli wurde vorgeschlagen,
dass durch eine Abnahme des Turgors eine membranverankerte Kinase autophosphoryliert wird,
die eine Signalkaskade auslost, welche letztendlich zur Transkription der Transportergene fiihrt
(Csonka und Epstein, 1996; Jung et al., 1997). Es wird vermutet, dass durch hypersaline Bedin-
gungen nicht nur der Turgor abnimmt, sondern sich auch die Membran physikalisch verdndert.
Einigen Proteinen, die in die Aufnahme kompatibler Solute involviert sind, konnten osmosensori-
sche Eigenschaften zugeschrieben werden. Dazu gehoren die Transporter BetP aus C. glutami-
cum, ProP aus E. coli und OpuA aus Lactococcus lactis. Rekonstitutionen dieser Proteine in Pro-
teoliposomen wiesen eine osmotisch stimulierte Aktivitit auf (Wood et al., 2005). Nédhere Unter-
suchungen von ProP aus E. coli in Proteoliposomen zeigen, dass die Wahrnehmung des osmoti-
schen Reizes sowohl durch den C-Terminus als auch durch die durch Salzstress verursachte Ver-

dnderung der Phospholipidstruktur der Membran vermittelt wird (Tsatskis et al., 2005).

Die K'-Akkumulation scheint als Initialantwort eine Rolle fiir die spiter folgenden Reaktionen
auf hyperosmolaren Stress zu spielen. In B. subtilis ist ohne die vorangegangene Anhdufung von
K "-Ionen keine Synthese von Prolin méoglich; die Zelle stirbt (Whatmore et al., 1990). Detaillier-
tere Analysen ergaben allerdings, dass die transkriptionelle Induktion der Prolinsynthesegene
proHJ auch ohne vorangegangene K'- Aufnahme erfolgt. Erst die Translation von proHJ erfor-
dert eine Kaliumakkumulation, da das Ribosom ein K'-Ion in seinem aktiven Zentrum besitzt
(Holtmann et al., 2003). Kaliumglutamat hat sogar in vitro eine eher hemmende Wirkung auf die

Transkription des proHJ-Operons (Brill, 2002). Auch konnte in vivo nachgewiesen werden, dass
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die Induktion von proU, eines Transporters fiir die kompatiblen Solute Prolin und Glycin Betain
aus S. typhimurium unabhdngig ist von der internen Glutamatkonzentration (Csonka et al.,

1994).

Im Gegensatz dazu zeigten in vitro Analysen, dass das osmoregulierte Transportergen proU aus
E. coli, durch Kaliumglutamat stimuliert exprimiert wird. In E. coli gibt es weiterhin Hinweise,
dass Kaliumglutamat die Regulation des Gens osmY vermittelt. Unter nicht-induzierenden Bedin-
gungen bindet die RNA-Polymerase so stark an die Promotorregion, dass eine Transkription un-
moglich ist. Diese Promotorregion enthélt ein spezielles, ,,Polymerase- fangendes* Element. Erst
die Bindung des durch einen osmotischen Reiz akkumulierten Kaliumglutamats kann die Poly-

merase von der DNA 16sen und so die Expression von osmY induzieren (Lee und Gralla, 2004).

In Enterobacteriaceae wie E. coli gibt es zwei grundlegende Theorien fiir die Induktion von hy-
perosmotisch regulierten Genen. Zum einen gibt es das Modell der ,,Turgor-Kontrolle*, das die
Abnahme des Turgors unter Hypertonie als Signal zur Aktivierung der Kaliumaufnahme, der
ersten Phase der Osmoadaptation, vorschldgt. Der intrazelluldre Kaliumspiegel vermittelt dann
als ,,second messenger* die Aktivierung der Gene der zweiten Phase (Epstein, 1986; Higgins et
al., 1987). Zum anderen gibt es das ,,Jonenstirke* — Modell, das den Wasserverlust und den da-
mit einhergehenden Anstieg der cytoplasmischen lonenkonzentration als priméres Signal vermu-
tet (Poolman et al., 2002). Es gibt Indizien fiir beide Modelle, wobei die Tatsache, dass in S.
typhimurium nach einem Salzschock die transkriptionelle Induktion des Transportergens proU
zeitlich vor der des Kaliumaufnahmesystems kdp stattfindet, mit keinem der beiden Modelle zu

erkldren ist (Balaji et al., 2005).

Es gibt Zwei — Komponenten — Regulationssysteme (TCS), die moglicherweise eine Rolle bei der
Induktion osmotischer regulierter Gene spielen. In Listeria monocytogenes wurde festgestellt,
dass ein Stamm mit einem Defekt in dem TCS LisRK einen salzsensitiven Phénotyp besitzt
(Sleator und Hill, 2005). In C. glutamicum konnte mit dem TCS MtrA-MtrB ein System identifi-
ziert werden, das anscheinend in die transkriptionelle Induktion der Transportergene betP, proP
und /coP involviert ist (Moker et al., 2004). In B. subtilis wurde fiir das TCS DegS-DegU ge-
zeigt, dass es salzinduzierte Gene wie z.B. wapA kontrolliert (Kunst und Rapoport, 1995). Die
Transkription von degU wird ebenfalls osmotisch stimuliert (Steil ez al., 2003). Auch alternative
Sigmafaktoren konnten eine Rolle bei der Vermittlung der osmotisch kontrollierten Transkription

spielen. Eine B. subtilis Nullmutante des alternativen Sigmafaktors ™ kann unter Salzstress nicht
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mehr wachsen (Thackray und Moir, 2003). Hierbei konnte es sich allerdings um einen unspezifi-
schen Effekt handeln, ausgeldst durch die gestorte Zellwandstruktur dieser Mutanten (Bremer,
2002). In Eukaryonten wie Alfalfa und Saccharomyces cerevisiae spielen MAP-Kinasen eine
Rolle als Signaltransduktoren bei der Vermittlung osmotischer Genregulation (Brewster et al.,

1993; Munnik et al., 1999).

Andere Daten lassen eine zentrale Rolle der DNA-Topologie bei der Induktion von Stressantwor-
ten vermuten. So wurde gezeigt, dass in B. subtilis nach einem Hitzeschock sowie bei Sauer-
stoffmangel das negative DNA-supercoiling abnimmt, wéhrend es bei Kélte — oder Salzstress
ansteigt (Krispin und Allmannsberger, 1995). Es konnte gezeigt werden, dass in B. subtilis Gyra-
se-Mutanten die Osmotoleranz deutlich herabgesetzt ist (Alice und Sanchez- Rivas, 1997). Das
Transkriptionsniveau des Gyrase-Gens gyrd steigt bei osmotischen Stress allerdings nicht an
(Krispin und Allmannsberger, 1995). Es wurde gezeigt, dass in E. coli nach Zugabe des Gyrase-
hemmers Novobiocin die Transkriptionsraten der salzinduzierten Membranporin-Gene ompF
und ompC (outer membrane protein) abnehmen. Gleichzeitig erwiesen sich bestimmte Proteine
(OmpR und EnvZ) als essentiell fiir die osmotische Regulation von ompF und ompC. Daher wur-
de u.a. die Hypothese aufgestellt, dass durch dulere Faktoren die Topologie der DNA beeinflusst
wird und damit eine Grundvoraussetzung fiir die Regulation von OmpC und OmpF geschaffen
wird. Anscheinend wird nur aus dem Zusammenspiel zwischen DNA-Topologie und Regulator-

proteinen eine flexible Stressantwort moglich (Graeme-Cook ef al., 1993).

Die Zellen miissen jedoch andere Signale wahrnehmen als nur die externe Salinitit, denn die
Supplementation eines hyperosmolaren Mediums mit z.B. Glycin Betain unterdriickt die Os-

mostressantwort vollstindig (Brill, 2002).

Alles in allem konnte die Frage nach der Wahrnehmung von osmotischem Stress und die Ver-
mittlung der Stressantwort bisher jedoch nicht zufriedenstellend beantwortet werden (Poolman et

al., 2002; Roberts, 2005).
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1.6 Die Struktur ¢*-abhingiger Promotoren in B. subtilis

o™ ist der vegetative Sigmafaktor der RNA-Polymerase in B. subtilis und somit fiir die Transkrip-
tion der ,,housekeeping Gene verantwortlich. Die Konsensussequenz ¢”*-abhingiger Promotoren
aus B. subtilis beinhaltet zwei konservierte Hexamere, die sogenannte -35 und -10 Regionen
(TTGACA und TATAAT). Diese werden separiert durch einen Abstand von 17 Nukleotiden
(Helmann, 1995). Viele Basen der Promotorsequenz sind sehr variabel und heterogen in den
Promotoren zu finden, wihrend einige wenige hochkonserviert und in bis zu 95% der Promotoren
vorliegen (s.Abb.3). Die letzte Base der -10 Region ist in iiber 90% der Promotoren ein Thymi-
din. Tauscht man dieses Thymidin gegen ein Guanidin, so ist der Promotor inaktiv. Vermutlich
hingt das mit der leichteren Aufschmelzung einer TA-Paarung im Gegensatz zu einer GC-
Bindung zusammen (Helmann, 1995). Hervorzuheben ist neben den -35 und -10-Regionen ein
TG-Dinukleotid an der Position -16, das in ca. 45% der ¢”*-abhiingigen Promotoren aus B. subtilis
zu finden ist. In solchen Promotoren ist dieses Motiv ein essentielles Element, da seine Eliminie-
rung zu einem dramatischen Verlust der Promotoraktivitit fithrt (Voskuil und Chambliss, 1995,
2002). Eine Anndherung der Promotorsequenz in B. subtilis an die Konsensussequenz steigert die

Promotoraktivitit (Voskuil und Chambliss, 1995).

Es sind viele Mechanismen bekannt, die die Aktivitit eines 6”-abhéingigen Promotors regulieren.
Repressor- oder Aktivatorproteine kénnen die Transkription eines o”*-abhéngigen Promotors be-
einflussen. Die Bindestellen fiir diese Proteine kdnnen dabei stromauf- oder stromabwairts von
der eigentlichen Promotorsequenz liegen. Mittlerweile sind auch andere Regulationsfaktoren von
o™-abhingigen Promotoren bekannt, wie z.B. die Temperatur, Polymerase-fangende Elemente
usw. (Repoila und Gottesmann, 2003; Lee und Gralla, 2004). Viele osmotisch regulierte Promo-
toren aus B. subtilis sind o™-abhiingig, der Mechanismus ihrer Regulation konnte jedoch noch

nicht aufgeklért werden.
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2. Die Aminosaure Glutamat

Glutamat ist neben seiner Funktion als proteinogene Aminosdure ein zentrales Metabolit, das in
allen Doménen des Lebens fiir die Synthese anderer Aminosduren eine grof3e Rolle spielt.

In Séugetieren, insbesondere im Menschen, fungiert Glutamat als Neurotransmitter, der die
Reizweiterleitung in den Synapsen vermittelt (Seal und Edwards, 2005).

Industrielle Bedeutung hat Glutamat in Form seines Natriumsalzes vor allen Dingen durch seine
Anwendung als Geschmacksverstirker gewonnen. Im folgenden Abschnitt soll nun auf die Be-

deutung von Glutamat in B. subtilis eingegangen werden.

2.1 Funktionen von Glutamat in B. subtilis

Glutamat ist als Aminosédure essentiell fiir die Proteinbiosynthese. In B. subtilis besitzt Glutamat
daneben noch weitere Funktionen. So bildet Glutamat die zentrale Verkniipfung zwischen C- und
N-Stoffwechsel. Die Glutamatsynthese wird sowohl von Riickkopplungen aus dem Stickstoff-
wie aus dem Kohlenstoffwechsel kontrolliert (Wacker ef al., 2003). B. subtilis kann mit Glutamat
als einziger Stickstoffquelle wachsen. Um allerdings als Kohlenstoffquelle verstoffwechselt zu
werden, wird eine katabole Glutamatdehydrogenase bendtigt. Im Genom von B. subtilis gibt es
zwei Gene, die fiir eine Glutamatdehydrogenase codieren: rocG und gudB. Die Transkription des
Gens rocG wird nur durch Prolin, Arginin oder Ornithin induziert, aber nicht durch Glutamat.
GudB ist durch eine Insertion von 9 bp funktionsunfihig. Beide Glutamatdehydrogenasen sind
also unter Wachstumsbedingungen mit Glutamat als einziger Kohlenstoffquelle inaktiv. B. subti-
lis kann folglich -unter normalen Umstdnden- nicht mit Glutamat als einziger C- Quelle wachsen.
Die Insertion in gudB ist jedoch relativ einfach wieder zu eliminieren, so dass durch eine Selekti-
on mit Glutamat Mutanten isoliert werden konnen, die Glutamat als C- Quelle nutzen konnen
(Belitsky und Sonenshein, 1998).

Neben seinen Funktionen im Metabolismus kann Glutamat bei exogener Zugabe in B. subtilis als
Stressprotektivum dienen. So vermittelt Glutamat in B. subtilis einen nachweisbaren Wachstums-
vorteil unter hyperosmolaren Bedingungen (Brill, 2002; Kerres, 2002). Es wurde nachgewiesen,
dass Glutamat bei moderater Hypertonie das dominante, durch de novo Synthese akkumulierte
kompatible Solut in B. subtilis ist. Erst bei hoheren externen Osmolalititen nimmt die Menge an

akkumuliertem Glutamat ab und wird durch die via ProHJ erfolgende Synthese und Akkumulati-
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on des potenteren Osmoprotektivums Prolin ersetzt (Brill, 2002). Es gibt allerdings auch Bacilli,
die Glutamat als einziges Osmoprotektivum nutzen (Kuhlmann, 2002).

Das Wachstum von B. subtilis unter supraoptimalen Temperaturbedingungen (52°C) kann durch
die Zugabe von Glutamat erheblich verbessert werden (Holtmann, 2003). Dabei zeigte der Ver-
gleich mit anderen kompatiblen Soluten, dass das qualitativ relativ schwache Osmoprotektivum

Glutamat B. subtilis zu den effizientesten Thermoprotektiva gehort (Holtmann und Holtmann et

al., 2004).

2.2 Die Synthese von Glutamat in B. subtilis

Die endogene Synthese von Glutamat erfolgt in B. subtilis ausschlieflich mittels einer aus zwei
Untereinheiten (GItA und GItB) bestehenden Glutamatsynthase (GOGAT). Diese katalysiert die
Konversion von Glutamin und 2-Oxoglutarat in 2 Glutamat. Die Gene glt4 und gl/tB werden als
Operon transkribiert und unterliegen der Kontrolle des Transkriptionsaktivators GItC und des
Repressors TnrA. GItC ist vermutlich fiir eine Riickkopplung des Glutamatauf- und abbaus zu-
stindig (Belitsky und Sonenshein, 2004). TnrA vermittelt die Repression von gl/tAB durch das
Endprodukt Glutamat (Belisky, 2002).

Glutamat und Glutamin spielen eine wichtige Rolle im N-Stoffwechsel von B. subtilis. Nahezu
alle stickstofthaltigen Molekiile im Metabolismus werden aus diesen beiden Substraten syntheti-
siert. Glutamat ist der hauptsichliche Stickstoffdonor der Zelle, d.h. der von auflen aufgenomme-
ne Stickstoff wird bevorzugt zunédchst in Glutamat fixiert. Dies ist am Beispiel von Ammonium,
einer im Boden hédufig genutzten Stickstoffquelle, im Detail untersucht. Wird Ammonium aufge-
nommen, so wird ein Molekiill Glutamat mit einem Ammonium-lon mit Hilfe der Glutamin-
synthetase zu einem Molekiil Glutamin umgewandelt. Aus einem Molekiil Glutamin und 2-
Oxoglutarat werden mit Hilfe der Glutamatsynthase zwei Molekiile Glutamat synthetisiert. Ein
Molekiil ist so fiir die weitere Ammonium-Aufnahme regeneriert, wihrend ein weiteres Molekiil
Glutamat de novo entstanden ist, um in die Synthese anderer stickstoffhaltigen Metabolite einzu-

flieBen (s. Abb.3; Belitsky, 2002).

Besteht die Moglichkeit, exogenes Glutamat aufzunehmen, wird die Glutamatsynthese auf
transkriptioneller Ebene inhibiert. Der verantwortliche Transkriptionsregulator ist GItC, der zur
Aktivierung von g/tAB bendtigt wird und bei exogen angebotenem Glutamat inaktiv ist (Belitsky

und Sonenshein, 2004). In manchen Organismen wird die Synthese von Glutamat ausgehend von
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2-Oxoglutarat durch eine anabole Glutamatdehydrogenase vermittelt. B. subtilis besitzt kein sol-

ches Enzym (Belitsky, 2002).

2.3 Die Akkumulation von Glutamat unter hyperosmolaren Bedingungen

via de novo Synthese

Die Analyse osmotisch gestresster Zellen verschiedener Bacilli und verwandter Genera zeigte,
dass alle getesteten Organismen als Antwort auf hypertonische Bedigungen Glutamat durch de
novo Synthese akkumulieren (Kuhlmann, 2002; Bursy, 2005). Allerdings wird neben Glutamat
auch Prolin, Ectoin und Hydroxyectoin angehéuft. Die getesteten Organismen lassen sich unter-
teilen in Akkumulierer von I : ausschlieBlich Glutamat, II: Glutamat und Prolin, III: Glutamat
und Ectoin, IV: Glutamat, Prolin und Ectoin und V: Glutamat, Ectoin und Hydroxyectoin (Kuhl-
mann, 2002). Glutamat scheint in dieser Reihe zwar das universellste, aber schwéchste kompatib-
le Solut zu sein. Bacilli, die nur Glutamat anhdufen (wie z.B. Bacillus cereus) konnen nur niedri-
ge Salinitédten tolerieren, wihrend die zusitzliche Akkumulation von Prolin (B. subtilis), Ectoin
(Bacillus alcalophilus), Prolin und Ectoin (Bacillus mojavensis) oder Ectoin und Hydroxyectoin
(Bacillus clarkii, Salibacillus salexigens) einen deutlichen Wachstumsvorteil unter hyperosmoti-
schen Bedingungen darstellt (Bursy, 2005).

In Organismen wie B. subtilis wird Glutamat unter moderater Hypertonie angehduft. Mit zuneh-
mender externen Salinitdt wird weniger Glutamat, aber dafiir mehr Prolin, ein potenteres kompa-
tibles Solut, synthetisiert (Brill, 2002). Die Abnahme des Glutamatgehalts in den Zellen hingt
dabei wahrscheinlich mit der Rolle von Glutamat als Substrat fiir die Prolinsynthese zusammen.
Eine solche hierarchisch strukturierte Synthese von kompatiblen Soluten ist ein verbreitetes Pha-
nomen. Die Bacillus verwandte Spezies Virgibacillus pantothenticus z.B. akkumuliert unter hy-
perosmotischem Stress zunichst Prolin als dominantes kompatibles Solut. Offensichtlich reicht
aber die durch Prolin vermittelte Protektion nur teilweise aus, um starken Salinititen zu begeg-
nen. Daher erfolgt in hochosmolarem Medium zusétzlich die Neusynthese von Ectoin (Kuhl-
mann, 2002). Bisher ist nicht endgiiltig geklart, ob und wie die Glutamatsynthese unter hyperos-
molaren Bedingungen in Bacilli induziert wird. Die von Kuhlmann (2002) und Brill (2002)
durchgefiihrten Experimente in B. subtilis zur Glutamatgehaltbestimmung wurden in Medium mit
Ammoniumsulfat als einziger Stickstoffquelle durchgefiihrt. Unter diesen Bedingungen entsteht
Glutamat aus NH;" und Glutamin. Diese Reaktion wird von der Glutamatsynthase GOGAT kata-

lysiert. Die Gene g/t4 und gltB, die in B. subtilis fir die Glutamatsynthase codieren, werden unter
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Glutamin

2-Oxoglutarat

NH;

Glutamat Glutamat

!
!

Stickstoffhaltige Metabolite

Glutamat + NH; " + ATP < Glutamin + ADP + Pi

Glutaminsynthetase

Glutamin + 2-Oxoglutarat + NADPH + H" <> 2 Glutamat + NADP"

Glutamatsynthase

Abb.3: Die Glutamat- und Glutaminsynthese mit Ammonium als Stickstoffquelle in B. subtilis.

Osmostress nicht induziert. Es gibt Hinweise darauf, dass die Aktivitit der Glutamatsynthase bei
einem Salzschock zuriickgeht und sich erst wieder erholt, sobald sich die Zellen adaptiert haben
(Hoper et al., 2005). Eine translationelle Aktivierung der GOGAT wurde bisher nicht untersucht.
Es konnte eine weitere potentielle Glutamatsynthase in B. subtilis identifiziert werden, YerD.
YerD weist eine zu 56,7% identische Aminosduresequenz zu einer ferredoxinabhingigen Gluta-
matsynthase aus Oceanobacillus iheyensis auf. Das codierende Gen yerD steht unter der Kontrol-
le des Sigmafaktors ¢°, der die allgemeine Stressantwort in B. subtilis vermittelt. Es konnte ge-
zeigt werden, dass die Transkription von yerD unter hochosmolaren Wachstumsbedingungen
(10% NaCl) induziert wird. Weitere Analysen zeigten, dass eine yerD-Mutante unter Salzstress
einen deutlichen Wachstumsnachteil gegeniiber dem Wildtyp besitzt. Dieser Phianotyp kann

durch eine Supplementation mit Glutamat vollstindig aufgehoben werden (Hoper et al., 2005).
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Es wire also denkbar, dass unter hyperosmolaren Wachstumsbedingungen die Glutamatsynthese

via YerD verlauft.

3. Hitzestress in B. subtilis

3.1 Der Hitzeschock in B. subtilis

Mesophile Bakterien bevorzugen Wachstumstemperaturen zwischen 10 und 40°C (Seibert,
2004). Wird diese Temperatur plotzlich erhdht, so muss sich der Stoffwechsel innerhalb kiirzester
Zeit auf tiefgreifende Verdanderungen einstellen. Dabei ist die drohende Denaturierung der Prote-

ine die grofite Gefahr fiir den Organismus.

In B. subtilis werden bei einem Hitzeschock drei Klassen von Hitzeschockproteinen (HSPs) akti-
viert: NhrC-abhéngige Proteine (Klasse I), die Proteine der generellen Stressantwort, deren Gene
unter der Kontrolle des Sigmafaktors o® stehen (Klasse II) und die CtsR abhingigen Proteine
(Klasse IIT). Weiterhin gibt es eine Reihe von Proteinen, die sich nicht in die ersten drei Klassen
eingruppieren lassen und die bisher in Klasse IV zusammengefasst wurden (Schumann et al.,

2002).

Die Proteine der Klasse I werden von dem sogenannten HrcA-CIRCE-Mechanismus reguliert.
CIRCE steht fiir ,,controlling inverted repeat of chaperone expression® (Zuber und Schumann,
1994) und beschreibt ein Sequenzmotiv in der Promotorregion. Zu diesen Proteinen gehoéren u.a.
die Chaperone DnaK und GroE, deren Gene durch einen Hitzeschock verstiarkt exprimiert werden
(Helmann et al., 2001). Der Mechanismus der HrcA-CIRCE vermittelten Regulation basiert dar-
auf, dass HrcE als Repressor fiir die Transkription von dnaK und groE fungiert, indem es an das
CIRCE-Element bindet. Bei einer plotzlichen Temperaturerhdhung nimmt HrcA eine inaktive

Form an; die Transkription kann in erhohtem MafBe stattfinden (Schumann et al., 2002).

Zu der Klasse III, den CtsR-abhédngigen Proteinen, gehdren auch die Clp-Proteasen, die als Cha-
perone fungieren. In B. subtilis ist ClpC essentiell fiir das Wachstum unter Hitze- und auch unter
Salzstress (Msadek et al., 1994; Kriiger et al., 1994).

Ahnlich wie HrcA ist CtsR ein negativer Regulator, der unter Hitze instabil wird und so die Ex-

pression der betreffenden Gene freigibt (Derré et al., 1999).
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3.2 Adaptiertes Wachstum unter Hitzestress in B. subtilis

Das adaptierte Wachstum unter Hitze ist bei mesophilen Bakterien nicht so gut untersucht wie
der Hitzeschock. Holtmann und Bremer (2003) analysierten das adaptierte Wachstum unter Hitze
(52°C) im mesophilen Organismus B. subtilis und zeigten, dass viele der bekannten osmoprotek-
tiven kompatible Solute wie Prolin oder Glycin Betain effektiven Schutz vor Thermostress bie-
ten. Die Aufnahme aller getesteten Substanzen, bis auf Glutamat, verlief {iber die auch bei Os-
mostress genutzten Opu-Transportsysteme. Exogen angebotenes Glutamat hatte von den geteste-
ten Supplementen die grofite Wirkung auf das Wachstum bei Hitze. Dieser Effekt war vollkom-

men unabhdngig von der Konversion von Glutamat zu Prolin (Holtmann, 2003).

Desweiteren konnte gezeigt werden, dass wie beim Wachstum bei niedrigen Temperaturen die
generelle, durch den alternativen Sigmafaktor o® vermittelte Stressantwort in B. subtilis beim

adaptierten Wachstum unter supraoptimalen Temperaturen konstitutiv angeschaltet ist (Holtmann

et al., 2004).

4. Die generelle Stressantwort in B. subtilis

Neben die fiir die jeweilige Stressart spezifische Adaptation besitzt B. subtilis ein Regulon, das
bei einer ganzen Reihe von Stressarten zum Tragen kommt. Hierbei handelt es sich um das soge-
nannte GB-Regulon, das bei Hitze- und Salz-, aber auch bei Ethanol — und Kaéltestress etc. indu-
ziert wird (Hecker et al., 1996; Price, 2002). Dabei iiberschneiden sich oft die spezifische und
die generelle Stressantwort. So hat der osmotisch induzierte Transporter opuFE z.B. sowohl einen
6°- als auch einen o”*-abhingigen Promotor und kann auch in einer sigB-Mutante immer noch
Prolintransport fiir osmoprotektive Zwecke gewéhrleisten (von Blohn et al., 1997).

Die Regulation erfolgt iiber die Aktivierung des Proteins ¢°, das wiederum die Transkription des
Regulons einleitet. Unter normalen, nicht — induzierten Bedingungen wird ¢” von einem Anti-
Sigmafaktor (RsbW) komplexiert und ist damit inaktiv. Der Anti-Sigmafaktor seinerseits wird
unter Stress durch Komplexierung mit einem dephosphoryliertem Anti-Anti-Sigmafaktor (RsbV)
inaktiviert und kann ¢” nicht mehr binden, womit die generelle Stressantwort in Gang kommt.
Die Induktion von ¢” verlduft bei duBeren Signalen wie Osmo- und Ethanolstress iiber die RsbV-
Phosphatase RsbU und bei inneren Signalen wie Néhrstoffmangel und Stationdrphase tliber das

Isoenzym RsbP (Hecker und Volker, 2001).
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Diese Regulation ist nicht unter allen Stressbedingungen gleich. So konnte gezeigt werden, dass
der Anti-Anti-Sigmafaktor RsbV bei der Hitzeinduktion des c"-Regulons umgangen werden
kann (Holtmann et al., 2004). Das ¢°-Regulon wird in der Regel nur transient angeschaltet und
innerhalb kiirzester Zeit nach Auftreten der Stresssituation wieder herunterreguliert. Adaptiertes
Wachstum unter suboptimalen Temperaturen allerdings, ob Kélte oder Hitze, fiihren zu einer

konstitutiven Anschaltung des Regulons (Brigulla ef al., 2003; Holtmann et al., 2004).
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5. Zielsetzung der Arbeit

B. subtilis synthetisiert de novo groBBe Mengen des kompatiblen Solutes Prolin als Antwort auf
hyperosmolare Wachstumsbedingungen. Es wurde bereits gezeigt, dass diese Prolinsynthese fiir
osmoprotektive Zwecke liber den sogenannten ProHJ-Weg verlduft (Brill, 2002). Die Transkrip-
tion der Strukturgene proHJ steht unter osmotischer Kontrolle. Thre Stirke steht in enger Korre-
lation zur externen Salinitét. In dieser Arbeit sollten die fiir die osmotische Regulation von proHJ

essentiellen Determinanten identifiziert und charakterisiert werden.

Die Aminosdure Glutamat ist ein wirksames Osmo- und Thermoprotektivum in B. subtilis (Ker-
res, 2002; Holtmann, 2003). Es gibt fiinf charakterisierte Aufnahmesysteme in B. subtilis, die die
Aufnahme kompatibler Solute unter Salz- und Hitzestress katalysieren (OpuA bis OpuE) (Holt-
mann, 2003). Die Opu-Transporter sind nicht in der Lage, die Aufnahme von Glutamat zu ver-
mitteln. Daher sollte in dieser Arbeit das fiir die Glutamataufnahme in B. subtilis verantwortliche

Transportsystem identifiziert und charakterisiert werden.

Dariiber hinaus sollten die stressprotektiven Eigenschaften anderer Aminosduren neben Glutamat

und Prolin analysiert werden.



II1. Material und Methoden 26

II1. Material und Methoden

1. Chemikalien und Reagenzien

Sofern im Text nicht gesondert darauf hingewiesen wird, stammten die verwendeten Chemi-
kalien von den Firmen Fluka (Neu-Ulm), Merck (Darmstadt), Roche (Mannheim), Roth
(Karlsruhe) und Sigma (Deisenhofen). Die Bestandteile von Komplexmedien stammten von
Becton Dickinson (Augsburg). Restriktionsenzyme, DNA-modifizierende Enzyme und Poly-
merasen wurden von Amersham Biosciences (jetzt GE Healthcare, Freiburg), Fermentas (St.
Leon-Rot), Eppendorf (Hamburg), Roche (Mannheim), Finnzymes (Espoo, Finnland) oder
KMF Laborchemie (Lohmar) bezogen.

1.1 Verwendete kompatible Solute und Aminosiuren

Natrium-Aspartat und Natrium-Glutamatmonohydrat stammten von der Firma Merck. Sdmtli-
che anderen Aminosduren sowie Glycin Betain wurden von Sigma (Deisenhofen) bezogen.
Die Konzentrationen der verwendeten Aminosdurestammlosungen sind in Tabelle 1 darge-
stellt.

Tabelle 1:Verwendete L-Aminosiuren und kompatible Solute.
Aminosiure / kompatibles Solut zi(:;;ﬁlngt:;tilt(::l(;_(Ie:OS)tammlosung
Alanin IM
Arginin 10 mM
Asparagin 10 mM
Natrium-Aspartat IM
Cystein 10 mM
Glutamin 100 mM
Natrium-Glutamatmonohydrat IM
Glycin 1M
Histidin 100 mM
Isoleucin 100 mM
Leucin 100 mM
Lysin IM
Methionin 166,66 mM
Phenylalanin 100 mM
Prolin 1M
Serin 166,66 mM
Threonin IM
Tryptophan 10 mM
Tyrosin 2 mM*
Valin 100 mM
Glycin Betain IM

*in 1 x SMM
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1.2 Radiochemikalien

[1-“C]-Glycin Betain (55 mCi/mmol) stammte von American Radiolabeled Chemicals Inc.
(St. Louis, Mo, USA). L-[1-*C]-Glutamat (45 mCi/mmol) wurde von DuPont (Boston, Ma,
USA) und L-[1-#C]-Aspartat (207 mCi/mmol) von GE Healthcare (Amersham Biosciences,
Freiburg) bezogen.

2. Plasmide, Mikroorganismen und Oligonukleotide

Die Bezeichnung der Gene entspricht der von Bachmann (1990) vorgeschlagenen Nomenkla-
tur.

2.1 Plasmide

In Tabelle 3 sind die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide aufgefiihrt.

Tabelle 2: Plasmide

Plasmid | Beschreibung Referenz/Quelle
Derivat von pMD476, Vektor geringer Kopienzahl (pA- M. Jebbar
pJMB1 CYCI177 Replikationsursprung) mit promotorlosem tred, unoveriiffen’ tlicht
Amp" Cm®, amyE front und back
Derivat von pJMBI1, Vektor geringer Kopienzahl (pA- B. Kembf.
pBKB143 | CYC177 Replikationsursprung) mit promotorlosem lacZ, | " "~ PL
AmpR CmR unveroffentlicht
BKS() pBluescript ® II KS- Phagemid Vektor, ColEl-Derivat, | Stratagene,
P AmpR La Jolla
. : R R
pX Vektor geringer Kopienzahl, Amp~ Cm", amyE front und W. Schumann
back
pJS35 Derivat von pJMBI, tragt amyE::[®(proH;s; -treA)2 cat] J. Brill, 2002
pDG148 | E.coli /B.subtilis-shuttlevektor mit /ac-Promotor, Amp" P. Graumann
pADK2 pBKS(-)-Derivat, tragt ‘gltP’ Kerres, 2002

pMD1 pJMBI1-Derivat, trigt amyE::[®(proH,;s; mutM1 '-tre4)3 cat] | diese Arbeit

pMD2 pJMBI1-Derivat,tragt amyE::[®(proH;s; mutM2 '-treA)4 cat] | diese Arbeit

pMD3 pJMBI1-Derivat,tragt amyE::[®(proH;s; mutl+2 -tred)5 cat] | diese Arbeit

pMD4 pJMBI1-Derivat, trigt amyE::[®(proH;s; mutM5 -treA)6 cat] | diese Arbeit

pMD5 pJMBI1-Derivat, tragt amyE::[®(proH;s; mutM4 -treA)7 cat] | Dolezal, 2002

pMD6 pJMBI1-Derivat, tragt amyE::[®(proH;s; mutM7 -tre4)8 cat] | Dolezal, 2002

pMD7 pJMBI1-Derivat, tragt amyE::[®(proH;s; mutM6-tre4)9 cat] | diese Arbeit
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pMDS8 pJMBI1-Derivat, trigt amyE::[®(proH s; mutM3 -treA)10 cat] | diese Arbeit
pMD9 pJMBI1-Derivat, trigt amyE::[®(proH s; mutM8 -treA)11 cat] | diese Arbeit
pMD10 pJMBI1-Derivat,tragt amyE::[® (proH;s; mutM9 -treA)12 cat] | diese Arbeit
pMD12 pJMBI1-Derivat,tragt amyE::[®(proH;s;mutM10 -tre4)14 cat] | diese Arbeit
pMD13 pJMBI1-Derivat,tragt amyE::[®(proH;ssmutM11 -treA)15 cat] | diese Arbeit
pMD14 pJMBI1-Derivat,tragt amyE::[®(proH;s;smutM12 -treA)16 cat] | diese Arbeit
pMD15 pX-Derivat, tragt amyE::[® (proH;s; -proHJ)1 cat] diese Arbeit
pMD16 pX-Derivat, tragt amyE::[® (proH;s; mutM5 -proHJ)2 cat] diese Arbeit
pMD17 pX-Derivat, tragt amyE::[® (proH;s; mutM6 -proHJ)3 cat] diese Arbeit
pMD18 pX-Derivat, tragt amyE::[® (proHs; mutM7 -proHJ)4 cat] diese Arbeit
pMD19 pX-Derivat, tragt amyE::[® (proHs; mutM9 '-proHJ)S cat] diese Arbeit
pMD20 pX-Derivat, tragt amyE::[® (proH;s; mutM10’-proHJ)6 cat] | diese Arbeit
pMD21 pDG148-Derivat; trigt lac’- proA diese Arbeit
pMD22 pDG148-Derivat; trigt lac’- proBA diese Arbeit
pMD23 pBKB143-Derivat; trigt [® (proH;s; -lacZ erm)1] diese Arbeit
pMD24 pJMBI1-Derivat, trigt [© (proH;zs"-treA)17] diese Arbeit
pMD27 pBKS™-Derivat, triagt [('gltP’:: cat)1] diese Arbeit
pMD28 pX-Derivat, tragt amyE::[gltT cat]1 diese Arbeit
pMD29 pJMBI1-Derivat, trigt amyE::[®B. li (proHsss -treA)1 cat]* diese Arbeit
pMD30 pJMBI1-Derivat, trigt amyE::[OB. li (proH 3y -tred)2 cat]* diese Arbeit
pMD31 pJMBI1-Derivat, trigt amyE:: [®(proH,s:dell 'treA)17cat] diese Arbeit
pMD32 pJMBI1-Derivat, tragt amyE:: [®(proH;ss:del2 treA)18 cat] diese Arbeit
pMD33 pJMBI1-Derivat, tragt amyE:: [®(proH,sz;del3 treA)19 cat| diese Arbeit
pMD34 | pIMBI-Derivat, tragt amyE:: [d(proHssdeld tred)20 car] | €5 ATbCt

* Plasmid tragt Fragment aus Bacillus licheniformis
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2.2 Bakterienstimme

2.2.1 Escherichia coli-Stimme

In Tabelle 3 sind die in dieser Arbeit verwendeten E. coli-Stimme aufgefiihrt. Bei allen
Stammen handelt es sich um Derivate von E. coli K-12.

Tabelle 3: E. coli-Stimme

Stamm Beschreibung Referenz/Quelle
F~ X" E44 A(argF-lac) U169¢80dlacA(lacZ)M15 hsdR17

DHSa recAl endA1 gyr96 thi-1 relA1l Hanahan, 1983
F~ A" araD139 A(argF-lac) U169 deoCl1 fIb5301 rel A1

MC4100 rpsL150 pisF25 rbsR Casabadan, 1976

XL1Blue recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac|Stratagene,

Epicurian®Coli | [FproAB lacl’ ZAM15 Tn10 (TetR)]°

La Jolla, USA

2.2.2 Bacillus subtilis-Stamme

In Tabelle 4 sind die in dieser Arbeit verwendeten B. subtilis-Stimme aufgefiihrt.

Tabelle 4: B. subtilis-Stimme

Stamm | Beschreibung Referenz/Quelle
168 trpC2 Kunst et al., 1997
MI168 trpC2 Lorca et al., 2003
YveA” M168 [(yveA::neo)]l Lorca et al., 2003
SigH" 168 [(sigH::cat)1] K. Kobayashi
JH642 trpC2 pheAl BGSC*,1A96
FSB1 | JH642 [(tred: neo)l] fg;%gelha“er’
TRBO JH642 [(treA::neo)l amyE::("treA cat)1] ?gigeggelhalter,
ADBI JH642 [(gltP::neo)l] Kerres, 2002
ADB4 JH642 [(gltT x pUS19)1 (spec)] Kerres, 2002
ADBS5 JHO642 [(gltP::neo)1(gltT x pUS19)1 (spec)] Kerres, 2002
JSB36 JHO642 [(treA::neo)l amyE::[®(proH,;s; -treA)2 cat] Brill, 2002
JSB43 JH642 amyE::[®(proH,;s; -lacZ)2 cat] Brill, 2002
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Stamm | Beschreibung Referenz/Quelle
MDB6 JHO642 (treA::neo)l amyE::[®(proHs; treA)3cat| Dolezal, 2002
MDB7 JHO642 (treA::neo)l amyE::[O(proHs; treA)4 cat] Dolezal, 2002
MDB6a | JH642 (treA::neo)l amyE::[®(proH,s; treA)3 cat] diese Arbeit
MDB7a | JH642 (treA::neo)l amyE::[®(proH;s; treA)4 cat] diese Arbeit
MDBS JHO642 (treA::neo)l amyE::[O(proH;s; treA)S cat] diese Arbeit
MDB9 JH642 (treA::neo)l amyE::[®(proH;s; -treA)6 cat| diese Arbeit
MDBI10 | JH642 (treA::neo)l amyE::[®(proH;s; -treA)7 cat] diese Arbeit
MDBI11 | JH642 (treA::neo)l amyE::[®(proH,s; -treA)8 cat] diese Arbeit
MDBI12 | JH642 (treA::neo)l amyE::[®(proH,s; -treA)9 cat] diese Arbeit
MDBI13 | JH642 (treA::neo)l amyE::[®(proH;s; -treA)10 cat] diese Arbeit
MDB14 | JH642 (treA::neo)l amyE::[®(proH;s; treA)11 cat] diese Arbeit
MDBI15 | JH642 (treA::neo)l amyE::[®(proH;s; treA)12 cat] diese Arbeit
MDBI17 | JH642 (treA::neo)l amyE::[®(proH;s; -treA)13 cat] diese Arbeit
MDBI18 | JH642 (treA::neo)l amyE::[®(proH;s; -treA)14 cat] diese Arbeit
MDBI19 | JH642 (treA::neo)l amyE::[®(proH;s; -treA)15 cat] diese Arbeit
MDB20 | JH642 A(proHJ::tet)l [amyE::(proHJ cat)1] diese Arbeit
MDB21 | JH642 A(proHJ::tet)l [(amyE::cat)1] diese Arbeit
MDB22 | JH642 [amyE::(proH;s; -proHJ cat)1] diese Arbeit
MDB23 | JH642 [amyE::cat)2] diese Arbeit
MDB24 | JH642A(proHJ: :tet)l amyE::[proH s; mutM5 -proHJ cat)2] diese Arbeit
MDB?25 | JH642A(proHJ: :tet)l amyE::[proH s; mutM6 -proHJ cat)3] diese Arbeit
MDB26 | JH642A(proHJ: tet)l amyE::[proH;s; mutM7 -proHJ cat)4] diese Arbeit
MDB27 | JH642A(proHJ: tet)l amyE::[proH;s; mutM9 -proHJ cat)5] diese Arbeit
MDB28 | JH642A(proHJ: :tet)l amyE::[proH;s; mutM10’-proHJ cat)6] | diese Arbeit




II1. Material und Methoden 31
Stamm | Beschreibung Referenz/Quelle
MDB29 | JH642 A(proHJ::tet)l amyE::[(proHJ cat)1] pDG148 diese Arbeit
MDB30 | JH642 A(proHJ: :tet)l amyE::[(proHJ cat)1] pMD21 diese Arbeit
MDB31 | JH642 A(proHJ::tet)l amyE::[(proHJ cat)2] pDG148 diese Arbeit
MDB32 | JH642 A(proHJ::tet)l amyE::[(proHJ cat)2] pMD21 diese Arbeit
MDB33 | JH642 A(proHJ::tet)l amyE::[(proHJ cat)6] pDG148 diese Arbeit
MDB34 | JH642 A(proHJ: :tet)l amyE::[(proHJ cat)6] pMD21 diese Arbeit
MDB35 | JH642 A(proHJ::tet)1 amyE::[(proHJ cat)1] pMD22 diese Arbeit
MDB36 | JH642 A(proHJ::tet)l amyE::[(proHJ cat)2] pMD22 diese Arbeit
MDB37 | JH642 A(proHJ::tet)l amyE::[(proHJ cat)6] pMD22 diese Arbeit
MDB38 | JH642 amyE::[®(proH - lacZ)2erm] diese Arbeit
MDB39 | 168 (gltP::neo)l diese Arbeit
MDB40 | 168 (gltT x pUS19)1 (spec) diese Arbeit
MDB42 | M168 (yveA::neo)l (gltT x pUS19)1 (spec) diese Arbeit
MDB43 | JH642 (yveA::neo)l diese Arbeit
MDB44 | JH642 (yveA::neo)l (gltT x pUS19)1 (spec) diese Arbeit
MDB47 | JH642(treA::neo)l amyE::[®(proH s -treA)1) cat] diese Arbeit
MDB50 | JH642 (sigH::cat)1 diese Arbeit
MDBS51 | JH642 (sigH::cat)l amyE::[®(proH;s; lacZ)2erm] diese Arbeit
MDB52 | JH642 (gltP::cat)l diese Arbeit
MDBS53 | JH642 (gltP::cat)l (yveA::neo)l diese Arbeit
MDB54 | JH642 (gltP::cat)l (yveA::neo)l (gltT x pUS19)1 (spec) diese Arbeit
MDB5S55 | JH642 (gltT x pUS19)1 (spec) amyE::[gltT cat |1 diese Arbeit
MDB56 | JH642 (gltT x pUS19)1 (spec) (amyE::cat)1 diese Arbeit
MDB57 | M168 (gltT x pUS19)1 (spec) diese Arbeit
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Stamm | Beschreibung Referenz/Quelle
MDBS58 | JH642 amyE::[(gltT cat)1] diese Arbeit
MDBS59 | JH642 (treA::neo)l amyE::[®(proHp; 355 treA)15 cat] diese Arbeit
MDB60 | JH642 (treA::neo)l amyE::[®(proHp; 130 treA)16 cat] diese Arbeit
MDB61 | JH642 (treA::neo)l amyE::[D(proH;s:;dell 'treA)17cat] diese Arbeit
MDB62 | JH642 (treA::neo)l amyE::[D(proH;s:del2 treA)18 cat] diese Arbeit
MDB63 | JH642 (tred: neo)l amyE::[®(proHs:del3 treA)19 cat] diese Arbeit
MDB64 | JTH642 (tred: neo)l amyE::[®(proH s:deld treA)20 cat] diese Arbeit
2.2.3 Stamme anderer Bacilli

Tabelle 5: Stimme anderer Bacilli.

Stamm Beschreibung Referenz/Quelle
Bacillus amyloliquefaciens (FZB42) | Wildtypstamm R. Borris
Bacillus mojavensis (DSM9205") Wildtypstamm DSMZ

Bacillus vallismortis (DSM11031") Wildtypstamm DSMZ

Bacillus licheniformis (DSM13") Wildtypstamm DSMZ

2.3 Oligonukleotide

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von den Firmen Sigma (Deisenho-
fen) und biomers (Ulm) bezogen.

2.3.1 Zur gerichteten Mutagenese verwendete Oligonukleotide

In Tabelle 6 sind die zur ortsgerichteten Mutagenese von proHJ bzw. cat verwendeten Primer
dargestellt. Die jeweilig eingefiihrten Mutationen sind unterstrichen. Eine Ubersicht {iber die
eingefiihrten Promotormutationen und die daraus resultierenden Stamme ist in Abb. 4 darge-

stellt.
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Tabelle 6 : Zur ortsgerichteten Mutagenese verwendete Oligonukleotide

Mutagenese von proHJ aus B. subtilis

Name Sequenz (5'— 3")

1- MutHJ fwd gacatcatttcctcacgaggtaacattttaaacgtgtgaaaatgcg
1- MutHJ rev cgcattttcacacgtttaaaatgttacctcgtgaggaaatgatgtc
2- MutHJ fwd gacatcatttcctcacgtcgtaacattttaaacgtgtgaaaatgeg
2- MutHJ rev cgcattttcacacgtttaaaatgttacgacgtgaggaaatgatgtc
3- MutHJ fwd gacatcatttcctcacgacgtaacattttaaacgtgtgaaaatgeg
3- MutHJ rev cgcattttcacacgtttaaaatgttacgtcgtgaggaaatgatgtc
4- MutHJ fwd gacatcatttcctcacgtggtatcattttaaacgtgtgaaaatgcg
4- MutHJ rev cgcattttcacacgtttaaaatgataccacgtgaggaaatgatgtc
5- MutHJ fwd gacatcatttcctcacgtggtaaaattttaaacgtgtgaaaatgeg
5- MutHJ rev cgcattttcacacgtttaaaattttaccacgtgaggaaatgatgtce
6- MutHJ fwd gacatcatttcctcacgtggtataattttaaacgtgtgaaaatgcg
6- MutHJ rev cgcattttcacacgtttaaaattataccacgtgaggaaatgatgtc
7- MutHJ fwd gacatcatttcctcacgtggtaacagtttaaacgtgtgaaaatgeg
7- MutHJ rev cgcattttcacacgtttaaactgttaccacgtgaggaaatgatgtc
8- MutHJ fwd ggccttcaaacttgacattttcctcacgtggtaacattttaaacg

8- MutHJ rev cgtttaaaatgttaccacgtgaggaaaatgtcaagtttgaaggcc
9- MutHJ fwd ggccttcaaacttgacatcatttcctcatcgtggtaacattttaaacg
9- MutHJ rev cgtttaaaatgttaccacgatgaggaaatgatgtcaagtttgaaggcc

10- MutHJ fwd

ggccttcaaacttgacatcatttttcctcacgtggtaacattttaaacg

10- MutHJ rev

cgtttaaaatgttaccacgtgaggaaaaatgatgtcaagtttgaaggcce

12- MutHJ fwd

ggccttcaaacttgacatcattttcctcacgtggtataattttaaacg

12- MutHJ rev

cgtttaaaattataccacgtgaggaaatgatgtcaagtttgaaggcec

13- MutHJ fwd

ggagatgttaccgatctgtgattaacagaaagtagecttatagg

13- MutHJ rev

cctataaggctactttctgttaatcacagatcggtaacatctcc

14- MutHJ fwd

gcgaacaaaggagatgttaccgatcagaaagtagcctttataggage

14- MutHJ rev

gctectataaaggcetactttctgatcggtaacatctectttgttcge

proHJ del 1 fwd

ctcacgtggtaacattttaaacgtgtgaaaatgcggaacaaaggagatggtaccgatctttgatcaaaag
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proHJ del 1 rev

cttttgatcaaagatcggtaacatctcctttgticcgeattttcacacgtttaaaatgttaccacgtgag

proHJ del 2 fwd

cattttaaacgtgtgaaaatgcgaacaaaccgatctttgatcaaaagaaagtagectttatagg

proHJ del 2 rev

cctataaaggctactttcttttgatcaaagatcggtttgttcgeattttcacacgtttaaaatg

proHJ del 3 fwd

gcgaacaaaaaagcgaacaaaggagatgttaccaaaagaaagtagectttataggagcaggatctatg

proHJ del 3 rev

catagatcctgctcctataaaggctactttcttttggtaacatctectttgttcgettttttgticge

proHJ del 4 fwd

caaaggagatgttaccgatctttgatcaaaagaaataggagcaggatctatggcggaaggaatgatatc

proHJ del 4 rev

gatatcattccttccgecatagatcetgetectatttcttttgatcaaagatcggtaacatctectttg

Mutagenese des car-Gens im Plasmid pBKB143

Name

Sequenz (5'— 37)

cat-mut fwd

gataaaaatttaggaggcatatcaacagaactttgaataaaattgatttagacaattgg

cat-mut rev

ccaattgtctaaatcaattttattcaaagttctgttgatatgcctectaaatttttatc

Tabelle 7: Primer aus dem Bereich des proHJ-Operons aus B. subtilis

Name Sequenz (5'— 3°) Beschreibung

5’-Bereich von proHJ, figt
Pvull-proHJ fwd | ggaattccagctggaaacaatacaaatcaataatggec Poull Schnittstelle ein
Pvull-proHJ rev | ggaattccagctggettgcgecttcegeg 3"-Bereich von profiJ, fligt

Pvull Schnittstelle ein

proHJ3-JS6 Bio

tccgecatagatcetgetee

5" biotinyliert; 5'- Bereich von
proHJ Promotor (153 bp
stromaufwérts vom Translati-
onsstart)

proHJ5-JS17Bio

gtcgaaaagaaacaatacaaatc

57 biotinyliert ; 3'- Bereich
von proHJ Promotor (1 bp
stromaufwérts vom Translati-
onsstart)

CySproHJ3-JS6

tccgecatagatectgetec

5'Cy5; 5’- Bereich von proHJ
Promotor (153 bp stromauf-
wirts vom Translationsstart)

Cy5proHJ5JS17

gtcgaaaagaaacaatacaaatc

5'Cy5; 3’- Bereich von proHJ
Promotor (1 bp stromaufwirts
vom Translationsstart)
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Tabelle 8.: Zur Sequenzierung verwendete, fluoreszenzmarkierte Oligonukleotide

Name Sequenz (5'— 3°) Beschreibung

M13 fwd gtaaaacgacggccagt 5'Bereich von lacZ
pJMBI, stromaufwérts von

pJMBI IRD ataaggglaactatigecg tre4 und Smal-Schnittstelle

treA IRD accatttcctgtcgtatcg pIMBI, stromabwirts von

treA und BamHI-Schnittstelle

Tabelle 9.: Primer aus dem Bereich des proBA4 Operons aus B. subtilis

Name

Sequenz (5'— 3°)

Beschreibung

Sall-proA fwd

gegegeggtcgacgcetaaaggcaaacgeagtgacg

5’-Bereich von proA, fligt
Sall-Schnittstelle ein

Sall-proBA fwd

gegegeggtcgacttgtagaagagecgeggagg

5’-Bereich von proBA, fligt
Sall-Schnittstelle ein

Sphl-proBA rev

gegeggeatgeggcteteggtgteceececgge

3’-Bereich von proB, fligt
Sphl Schnittstelle ein

Tabelle 10: Zur Herstellung von Northern-Sonden verwendete Primer.

Name Sequenz (5'— 3°) Beschreibung
Stromaufwirts gelegener
yveA No fwd gattcgcctaccatttccggetgg Bereich von yveA
taatacgactcactatagggaggccaaagc- Stromabwarts gelegener Be-
yveA Norev £ S88488 g reich von yved, fithrt T7-
gaagegegggetglce Promotor ein
Stromaufwirts gelegener
yhfH No fwd ttggttatgctggggaaaatcacag Bereich von yhfH
Stromabwirts gelegener Be-
yhfH No rev taatacgactcactatagggaggcaaatcgtttactttta- reich von yhfH, fiihrt T7-
tacagtcattgcag .
Promotor ein
taatacgactcactatagggagggataccacgata- Stromabwarts gelegener Be-
gltP5-ADK1 £ ESEASES & reich von gltP, fiihrt T7-
caggcgatcgc .
Promotor ein
Stromaufwirts gelegener
gltP3-ADK2 atcggcgtgttageectgatgge Bereich von gltP
Stromaufwirts gelegener
gltTS5-ADK1 gccattattctcggactageec Bereich von gliT
taatacgactcactatagggaggtccatgatacgcg- Stromabwarts gelegener Be-
gltT3-ADK2 £ 58385 EAACECE reich von gltT, fiihrt T7-

gaagaaccg

Promotor ein

proHJ-Sonde M
fwd

gageggeggeggagaageg

interner Bereich von proHJ

proHJ-Sonde M
rev

taatacgactcactatagggagggctgcgagegtat-
cattgtcg

interner Bereich von proHJ ,
fiihrt T7-Promotor ein
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Tabelle 11: Oligonukleotide aus dem proHJAA-Bereich von B. licheniformis

Name Sequenz (5'— 3) Beschreibung

. 388 bp stromaufwirts von
Brl(:l?lﬁsAiT:; A aggcccgggttcgacaagettgcaac proH gelegener Bereich, ent-
P hiilt Smal-Schnittstelle

. 130 bp stromaufwirts von
B:;&i&intl: A cgccccgggcaaacttgacataatgatctaaagtg proH gelegener Bereich,
P fiihrt Smal-Schnittstelle ein
B.li Bam- cgcggatectgatccegeccctataaaagetac proH Startcodon, fuhrt
proHJAA treA SCEEdiCls & getace BamHI Schnittstelle ein
Name Sequenz (5'— 3) Beschreibung
B.li proH PE 1 | ggattgaacgatgcctgagatcattcce f/olrlfglszlg)loéeslter;glﬁv];aeﬁich
B.li proH PE_2 | gccattgatccecgeccctataaaage 30£§20é:12221?\%1?:ich

Tabelle 12: Oligonukleotide aus dem Bereich des cat-Gens

Name Sequenz (5'— 3) Beschreibung

Stromaufwirts von cat gele-
gener Bereich, fithrt Hindlll-
Schnittstelle ein

HindITI-Cm fwd | gcggcgaagcttctcatgtttgacagcttatcatcgge

Stromabwdérts von cat gele-
gener Bereich, fithrt Hindlll-
Schnittstelle ein

ggccgegaagettcaaggaatggtgcatgcaagga-

HindIII-Cm rev
gatggc

3. Medien und Zusitze

3.1 Vollmedien

Als Vollmedien wurden Luria-Bertani (LB) und Double-Yeast Trypton (DYT) wie beschrie-
ben verwendet (Miller, 1992; Sambrook et al., 1989). Zur Herstellung der Festmedien wurde
pro Liter 17g Agar zugegeben. Die eingewogenen Substanzen wurden mit destilliertem Was-
ser aufgefiillt und autoklaviert.

3.2 Minimalmedien

Als definiertes Minimalmedium fiir B. subtilis diente Spizizen’s Minimalmedium (SMM)
(Spizizen, 1958) mit zusétzlichen Spurenelementen (Haarwood & Archibald, 1990). Als C-
Quelle wurde 0,5% Glucose zugefiigt. Zur Komplementation zweier Auxotrophien des B.
subtilis-Stammes JH642 (trpC2 pheAl) und seiner Derivate wurde dem Medium Tryptophan
(18 mg/l) und Phenylalanin (20 mg/l) zugesetzt. Zur Herstellung von Festmedien wurden pro
Liter 17g Agar zugesetzt.
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3.3 Medienzusitze und Antibiotika

Sterile Zusétze und Antibiotika wurden den autoklavierten und auf 50°C abgekiihlten Medien
zugesetzt.

Die in Tabelle 4 angegebenen Antibiotikakonzentrationen wurden sowohl in Fliissig- als auch
in Festmedium verwendet.

Tabelle 13: Verwendete Antibiotikakonzentrationen zur Selektion von B. subtilis und

E. coli.
Endkonzentration Endkonzentration

Antibiotikum Losungsmittel fiir B. subtilis fiir E. coli
Ampicillin H,O e 100 pg /ml
Chloramphenicol Ethanol Sug/ml e
Spectinomycin H,O 60 pg /ml 100 pg /ml
Erythromycin H,0O lpug/ml s
Lincomycin* H,O 15pug/ml s
Tetracyclin Ethanol 5 pg/ml 15 pg /ml

* nur zusammen mit Erythromycin verwendet

4. Mikrobiologische Methoden

4.1 Sterilisation

Medien und Losungen wurden 20min bei 121°C und 1 bar Uberdruck autoklaviert. Hitzeemp-
findliche Substanzen wurden sterilfiltriert (Sterilfilter mit 0,2uM Porengrof3e, Roth). Die Ste-
rilisation von Glaswaren erfolgte 3 h bei 180°C.

4.2 Wachstumsbedingungen zur Vermehrung von Bakterien

Alle Kulturen wurden aerob bei 37°C gezogen. Kleine Volumina bis 10ml wurden in Rea-
genzglasern auf einem Roller inkubiert. Groere Volumina wurden in Erlenmeyerkolben bei
220rpm geschiittelt. Wachstumsexperimente bei hohen Osmolalititen wurden folgenderma-
Ben durchgefiihrt: 5 ml 1xSMM wurde mit Kolonien von Platte angeimpft und iiber Tag
wachsen gelassen. Mit dieser Kultur wurde eine Ubernachtkultur in 1xSMM (20 ml) ange-
impft, mit der am néichsten Morgen die Hauptkultur angesetzt wurde. Hierbei wurde die Os-
molalitit des vorgelegten SMM mit NaCl so erhoht, dass nach dem Inokulieren mit der Uber-
nachtkultur die gewiinschte Endosmolalitét erreicht wurde.

Fiir Wachstumsexperimente bei 52°C wurde mit exponentiell wachsenden Vorkulturen (ge-
zogen bei 37°C) angeimpft und innerhalb von 10 bis 15min von 37°C auf 52°C erwédrmt. Das
weitere Wachstum wurde bei 52°C verfolgt.

Fiir Wachstumsexperimente bei 15°C wurde mit exponentiell wachsenden Vorkulturen (ge-
zogen bei 37°C) Medium bei Raumtemperatur angeimpft. Diese Hauptkultur wurde dann in
ein auf 15°C temperiertes Wasserbad gestellt und dort das weitere Wachstum verfolgt.
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Festmedien wurden zunéchst ca. 1 - 2 h bei 42°C getrocknet und dann mit Hilfe einer ausge-
glithten ImpfGse, sterilen Glaspipetten oder sterilen Glaskugeln beimpft. Die beimpften Plat-
ten wurden dann im Brutschrank bei 37°C inkubiert.

4.3 Ermittlung der Zelldichte

Die Bestimmung der Zelldichte einer Bakterienkultur (OD) erfolgte photometrisch (LKB
Ultraspec®2000, Pharmacia, Freiburg) bei einer Wellenlinge von 578 nm mit dem unbeimpf-
ten Wachstumsmedium als Blindwert. Bakteriensuspensionen ab einer ODs75 von 0,5 wurden
mit dem entsprechenden Wachstumsmedium verdiinnt gemessen. Eine auf diese Weise ermit-
telte optische Dichte ODs7s von 1 entspricht einer Zelldichte von etwa 1- 10° Zellen / ml
(Sambrook et al., 1989).

5. Genetische und molekularbiologische Methoden

5.1 Priparation von DNA und Gesamt-RNA

5.1.1 Priparation von Plasmid-DNA

Fiir die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli wurde die Methode der alkalischen Lyse
(Birnboim & Doly, 1979) angewandt. Plasmid DNA, die zur Transformation eingesetzt wer-
den sollte, wurde iiber das QIAGEN Plasmid-Midi-Kit nach Angaben des Herstellers pripa-
riert.

5.1.2 Priparation chromosomaler DNA

Chromosomale DNA aus B. subtilis wurde aus 10 ml Kultur mit Hilfe von DNA-bindenden
Saulen (tip-20, QIAGEN) nach Herstellerangaben isoliert.

5.1.3 Priparation von Gesamt-RNA

Gesamt-RNA aus B. subtilis und B.licheniformis wurde aus exponentiell wachsenden (ODs78
0,8-1) Zellen isoliert. Die Zellen wurden in SMM unter den jeweils angegebenen Bedingun-
gen gezogen und beim Erreichen der entsprechenden Zelldichte wurden 20 ml der Kultur mit
20 ml eiskaltem Killing Buffer (20mM TrisHCI1 pH 7,5; 20mM NaN3; und SmM MgCl,) ver-
setzt und fiir 10min bei 4°C und 3000 g abzentrifugiert. Die erhaltenen Pellets wurden bis zur
Verarbeitung bei -80°C gelagert. Zum Zellaufschluss wurden die Zellen in fliissigem Stick-
stoff gekiihlt und anschlieBend in einem Membrandisruptor 2min bei 2600rpm mit Hilfe einer
Teflonkugel zerkleinert. Das so entstandene Zellpulver wurde dann in 4ml Lysispuffer (4M
Guanidinthiocyanat, 25mM Natriumacetat pH 5,2 und 0,5% N-Lauroylsarcosin), vorgewarmt
auf 50°C, aufgenommen und auf 4 Eppendorfcups a 1 ml aliqotiert. Jedes Cup wurde mit 1 ml
saurem Phenolmix versetzt (Phenol pH 4,5-5:Chloroform:Isoamylalkohol; 25:24:1) und die
Suspension wurde fiir Smin bei Raumtemperatur geschiittelt. Die Phasentrennung wurde
durch fiinfminiitige Zentrifugation bei 21000 g beschleunigt und die Phenolextraktion wurde
mit der wassrigen Phase (ca. 800ul) wiederholt. Danach wurde die wissrige Phase mit Chlo-
roform:Isoamylakohol (24:1, v/v) versetzt und Smin geschiittelt. Die Suspension wurde eben-
falls zur Phasentrennung zentrifugiert, die wissrige Phase wurde mit 0,1 Volumen einer 3M-
Natriumacetatlosung (pH 5,2) versetzt und die RNA wurde mit 2,5 Volumen 100%igem I-
sopropanol prazipitiert. Nach einer 15miniitigen Zentrifugation bei 10000 g wurde die erhal-



II1. Material und Methoden 39

tene RNA mit 70% FEhanol gewaschen. Das RNA Pellet wurde dann in 30ul DEPC-
behandeltem Wasser resuspendiert.

5.2. Analyse von Gesamt-RNA durch Northerntransfer und -hybridisierung

5.2.1 Herstellung der antisense RNA-Sonden

Bei allen in dieser Arbeit verwendeten Sonden handelte es sich um einzelstringige DIG-
markierte RNA Sonden. Die Sonden wurden {iber in vitro-Transkription unter Verwendung
des ,,StripEZ-T7 RNA kit (Ambion, Austin, Tx, USA) hergestellt. Als Matrize fiir die in
vitro Transkription dienten PCR-Produkte, die eine T7 Promotorsequenz trugen. Die Orientie-
rung des T7-Promotors wurde so gewihlt, dass antisense-Sonden generiert wurden (s. Tabelle
10). Als DIG-markiertes Nukleotid wurde DIG 11-UTP (Roche, Mannheim) in die Sonde
eingebaut. Die Matrize wurde nach der Transkriptionsreaktion durch einen DNase-Verdau
entfernt.

5.2.2 RNA-RNA Hybridisierung (Northern Blot)

Fiir den Northern-Transfer wurden 5-15ug RNA (die entsprechende Menge ist im Ergebnis-
teil angegeben) und 4ug peqGOLD High Range RNA-Leiter (peqlab, Erlangen) in 10mM
MOPS pH 7 mit 50% Formamid und 6,5% Formaldehyd 5 min bei 70°C denaturiert und in
einem 1,4%-igen Agarosegel in 10mM MOPS pH 7 fiir etwa 3 h elektrophoretisch aufge-
trennt. Der Transfer auf eine Nylon-Membran (Nytrane 0,45; Schleicher&Schuell, Dassel)
erfolgte tiber Nacht (12-16 Stunden) mit 10xSSC (Sambrook et al., 1989). Danach wurde die
RNA mit Hilfe von UV-Licht (Stratalinkere 2400, Stratagene) auf der Membran fixiert. Die
Markerspur wurde abgeschnitten und die Banden wurden durch Férben in Methylenblau
(0,005% in H,O) sichtbar gemacht. Die Hybridisierung mit der Sonde erfolgte circa 16 h in
5xSSC, 50% Formamid, 2% Blocking Reagenz (Roche, Mannheim) 7% SDS und 0,1% Lau-
roylsarcosin). AnschlieBend wurde die Membran zweimal Smin bei 70°C in 2xSSC und 0,1%
SDS und zweimal 15min bei 70°C in 0,2xSSC und 0,1% SDS gewaschen. Die weiteren
Waschschritte erfolgten nach Standardmethoden (Sambrook et al., 1989). Die Transkripte
wurden auf einem Phosphorimager (Storm 860, Amersham Biosciences, Freiburg) mit 0,3-
Iml ECF-Vista (Amersham Biosciences, Freiburg) als Substrat detektiert. Zur Verarbeitung
der Daten, insbesondere zur Quantifizierung der Transkriptmengen, wurde die Image Quant™-
Software von Molecular Dynamics, Inc. verwendet.

5.3 Analyse von DNA durch Southerntransfer und -hybridisierung

5.3.1 Herstellung der DNA-Sonden

Bei allen in dieser Arbeit verwendeten Southern Blot-Sonden handelte es sich um dop-
pelstrangige DIG-markierte DNA Sonden, die mittels PCR hergestellt wurden. Als DIG-
markiertes Nukleotid wurde DIG 11-UTP (Roche, Mannheim) in die Sonde eingebaut.

5.3.2 DNA-DNA Hybridisierung (Southern Blot)

Fiir den Southern-Transfer wurden 5-10ug DNA (die entsprechende Menge ist im Ergebnis-

teil angegeben) mit den entsprechenden Restriktionsendonukleasen iiber Nacht verdaut. Diese
Verdaue wurden zusammen mit 7ul DIG-DNA-Marker VII (Roche, Mannheim) auf 1%-igen
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Agarosegel in 1XTAE {iber Nacht bei 30V elektrophoretisch aufgetrennt. Der Transfer auf
eine Nylon-Membran (Nytrane 0,45; Schleicher&Schuell, Dassel) erfolgte mit Hilfe einer
Vakuumblotanlage (VacuGene™ XL, Pharmacia LKB) bei 70-80mbar Unterdruck. Dabei
wurde das Gel zur Depurinierung zunichst 30min mit 0,25M HCI behandelt. Danach erfolgte
die Neutralisierung mit 0,5M NaOH und 1,5M NaCl (30min). AnschlieBend wurde die DNA
mit 1M Ammoniumacetat auf die Membran transferiert (1h). Nach dem Transfer wurde die
DNA mit Hilfe von UV-Licht (Stratalinkere 2400, Stratagene) auf der Membran fixiert.

Die Hybridisierung mit der Sonde erfolgte circa 16 h bei 68°C in 5xSSC, 50% Formamid, 2%
Blocking Reagenz (Roche, Mannheim) 7% SDS und 0,1% Lauroylsarcosin). Anschlieend
wurde die Membran zweimal 10min bei 68°C in 2xSSC und 0,1% SDS und zweimal 25min
bei 68°C in 0,1xSSC und 0,1% SDS gewaschen. Die weiteren Waschschritte erfolgten nach
den Angaben des ,,DIG-System User’s Guide* (Roche). Die DNA-Fragmente wurden auf
einem Phosphorimager (Storm 860, Amersham Biosciences, Freiburg) mit 0,3-1 ml ECF-
Vista (Amersham Biosciences, Freiburg) als Substrat detektiert. Zur Verarbeitung der Daten,
insbesondere zur Quantifizierung der Transkriptmengen, wurde die Image Quant™-Software
von Molecular Dynamics, Inc. verwendet.

5.4 Bestimmung der RNA- und DNA-Konzentration

Die Konzentration und Reinheit von DNA und RNA wurde photometrisch (Ultrospec III,
Amersham Biosciences, Freiburg) durch die Messung der Absorption bei 260 und 280nm
bestimmt. Eine A260 von 1 entspricht dabei einer DNA-Konzentration von 50pug/ml und einer
RNA-Konzentration von 40ug/ml. Der Quotient der Absorptionen bei 260nm (DNA) und
280nm (Proteine) gibt Aufschluss iiber die Reinheit der DNA (Sambrook et al., 1989).

5.5 Aufreinigung von DNA

Die Aufreinigung von DNA erfolgte mit dem ,,QIAquick PCR Purification Kit* nach Herstel-
lerprotokoll (Quiagen).

5.6 Klonierungstechniken
5.6.1 Restriktion von DNA

Die Restriktion von DNA erfolgte in 20-50ul Gesamtvolumen mit 100-500ng DNA. Die
Auswahl der Puffer sowie die Menge der eingesetzten Restriktionsendonukleasen, Reaktions-
temperaturen und Reaktionszeiten entsprachen den Empfehlungen der Hersteller (Amersham
Pharmacia, Freiburg bzw. Fermentas, St. Leon-Rot). Die Analyse der Restriktionsfragmente
erfolgte anschlieBend durch die Auftrennung in Agarosegelen.

5.6.2 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation von DNA-Fragmenten erfolgte in 20ul Gesamtvolumen. Die Auswahl der Puf-
fer, die Menge der eingesetzten Fragmente und Ligasen entsprachen den Angaben der Her-
steller (Amersham Pharmacia, Freiburg; Roche, Mannheim; Fermentas, St. Leon-Rot).
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10ul des Ligationsansatzes wurden in einer Dialyse entsalzt; hierzu wurden Membranfilter
mit einer PorengroBe von 0,02uM (Typ VS, Millipore, Schwalbach) verwendet und mittels
Elektroporation in E.coli-Zellen eingebracht (s. Abschnitt 5.6.2).

5.6.3 Agarosegelelektrophorese

Die Auftrennung von Restriktionsfragmenten erfolgte fiir 1-2 h bei 100-120V unter Verwen-
dung von 0,6-1,8%igen Agarosegelen in TAE-Puffer (Sambrook et al., 1989). Die Gele wur-
den in einer Ethidiumbromidlosung (1 pg/ml) gefarbt und anschlieBend mit dem Videodoku-
mentationssystem der Firma intas (Gottingen) fotografiert.

5.6.4 Amplifikation von DNA-Fragmenten mittels PCR

Die Amplifikation von DNA-Fragmenten wurde mittels PCR mit dem EasyStartKit 100 der
Firma Molecular Bio Products (San Diego) nach Herstellerprotokoll durchgefiihrt. Die ver-
wendeten DNA-Polymerasen stammten von der Firma Eppendorf (Taq), der Firma KMF La-
borchemie (AmpliqonlIl) und der Firma Finnzymes (Dynazyme ext, Phusion).

5.7 Sequenzierung von DNA

DNA-Sequenzierungen wurden nach Sanger (1977) mit der Didesoxynukleotid-
Kettenabbruchmethode durchgefiihrt. Dazu wurde der ,,Thermo Sequenase Fluorescent-
labelled Primer Cycle Sequencing Kit with 7-deaza-GTP” (Amersham Pharmacia) bzw. der
Cycle Auto Reader Sequencing Kit (Fermentas, St. Leon-Rot) nach Herstellerangaben ver-
wendet. In die Sequenzreaktion wurden 1-2pmol des am 5°-Ende mit fluoreszierendem
IRD800 markierten Oligonukleotid (MWG) und 50-100ng der Matrizen-DNA eingesetzt.
Gelelektrophorese und Detektion der Reaktionsprodukte erfolgten mit einem Li-COR DNA-
Sequencer Modell 4000 (MWG). Die Sequenzgele wurden aus Sequagel XR ultra pure und
Sequagel complete ultra pure (Biozym) nach Angaben des Herstellers gefertigt. Zum Einlesen
des Gellaufes und zur anschlieBenden Ermittlung der Sequenz wurde die Base ImageIR™-
Software von MWG verwendet.

Jedes sequenzierte DNA-Fragment wurde in Stromauf- und Stromabwiértsrichtung analysiert.

5.8 Transformation von Bakterien

5.8.1 Transformation von B. subtilis

Fiir die Transformation von B. subtilis wird die in der stationdren Phase auftretende natiirliche
Kompetenz ausgenutzt. Es wurde die ,,High Salt / Low Salt“-Methode angewendet (Harwood
und Cutting, 1990), mit der Abwandlung, dass mit Bakterienkolonien von LB-Platten gearbei-
tet wurde.

Die transformierten DNA- Mengen variierten zwischen 0,5 und 5 pg. Plattiert wurde auf Se-
lektionsplatten mit den angegebenen Antibiotika-Konzentrationen fiir B. subtilis.

5.8.2 Transformation von E. coli

Zur Transformation von E.coli wurde jeweils ein Aliquot des gewiinschten Plasmids bzw. des
dialysierten Ligationsansatzes (s. Abschnitt 5.2.2) iiber Elektroporation (Gene-Pulser, Bio-
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Rad) in 40pl elektrokompetente Zellen eingebracht. Dabei wurde nach Herstellerangaben
vorgegangen (,,Bacterial electrotransformation and pulse controler manual. Version 1.0%).

5.9 Ortsgerichtete Mutagenesen

Zur gezielten Einfiihrung ortsgerichteter Mutagenesen wurde der QuikChangeMutagenesis-
Kit (Stratagene, La Jolla) nach Herstellerangaben verwendet. Die dazu verwendeten Oligo-
nukleotide sind in Tabelle 5 dargestellt.

5.10 Computeranalysen

Datenbankvergleiche mit bekannten Sequenzen wurden mit Hilfe des BLAST-Algorithmus
(Altschul et al., 1990) am National Center for Biotechnology Information (NCBI) {iber das
World Wide Web (www.ncbi.nlm.nih.gov) durchgefiihrt.

DNA-Sequenzanalysen wurden unter Verwendung des Programmpaketes Lasergene der Fir-
ma DNAStar (DNAStarLtd, London, UK) bzw. mit der Software ,,VectorNTI* der Firma In-
forMax durchgefiihrt.

5.11 Bestimmung des Proteingehalts

Der Proteingehalt wurde nach der Methode von Bradford (Bradford, 1976) bestimmt. Das
Testprinzip beruht auf der Verschiebung des Absorptionsmaximums des Farbstoffs Coomas-
sie Brillantblau R250 in Losung von 465 nm auf 595 nm durch Bindung von Protein. Die Be-
stimmung erfolgte mit dem BioRad Microassay (BioRad, Miinchen) mit Rinder-
Serumalbumin als Standard. Dazu wurden 0,8 ml Probe oder Standard (0-20 pg) mit 0,2 ml
BioRad-Reagenz versetzt, und die Absorption der Losung bei 595 nm nach 15minuten Inku-
bation bei Raumtemperatur bestimmt.

5.12 Electrophoretic mobillity shift assay (EMSA)

Aus dem Genom von B. subtilis wurde mit Hilfe der Cy5-markierten Oligonukleotide Cy5-
proHJ3-JS6 und Cy5-proHJ5-JS17 das 153bp groBe, regulatorische Fragment des proHJ-
Operons in einer PCR amplifiziert (DynaZyme EXT Polymerase, Finnzymes). Parallel dazu
wurden Zellen von B. subtilis unter verschiedenen Wachstumsbedingungen gezogen, in der
mittleren logarithmischen Wachstumsphase (0,8-1) durch Zentrifugation geerntet und bis zur
Verwendung bei -80°C gelagert. Die Zellpellets wurden in 1ml Natriumphosphatpuffer (20
mM, pH 7) mit 2,5mM Benzamidin und 0,3mg/ml PMSF als Proteasehemmer resuspendiert.
Der Zellaufschluss erfolgte mittels French Press. Es folgte die Proteingehaltbestimmung der
erhaltenen Zellextrakte.

In jedem Ansatz wurden der Zellextrakt (150ug Protein) und 10ul des CyS-markierten PCR-
Fragmentes in DNA-Bindepuffer (10mM TrisHCI pH 7,5; S0mM KCI, ImM Na,-EDTA, 5%
Glycerin, 50 pg/ml BSA; Filée et al., 2001) inkubiert (30min, 37°C). Als Negativkontrolle
diente eine Probe, die ohne Zellextrakt inkubiert wurde. AnschlieBend wurden die Proben auf
ein TAE-Polyacrylamidgel aufgetragen (10% Acrylamid) und in 1 x TAE-Puffer elektropho-
retisch aufgetrennt (40mA, 200V), s. auch Abschnitt 5.10.1). Das Gel wurde dann auf einem
Phosphorimager (Storm 860, Amersham Biosciences) gescannt (Red Fluorescence) und die
erhaltenen Daten mit Hilfe der Image Quant'-Software (Molecular Dynamics, Inc.) ausge-
wertet.
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6. Konstruktion von Plasmiden und Stammen

6.1 Plasmidkonstruktionen

pJMB1 IRD
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Abb.5: Das Plasmid pJS35.

pMD1: Das Plasmid pJS35 (pJMBI1-Derivat mit Fusion des osmoregulierten 153bp-
Promotorfragmentes des proHJ-Operons vor dem Reportergen ‘tred4) wurde mit Hilfe des
QuikChangeMutagenesis-Kits (Stratagene) in der -10 Region mutiert (Mutation M1), s.Abb.
4. Hierfiir wurde das Primerpaar 1- MutHJ verwendet (s. 5.8). Die mutierten Plasmide wurden
in E. coli XL1Blue-Zellen transformiert, dort zum Ring geschlossen und amplifiziert. Die
Selektion erfolgte auf LB/Amp-Platten. Aus den erhaltenen Kolonien wurden die Plasmide
prépariert und die Mutationen durch Sequenzierungen verifiziert.

pMD2: Analog zu pMDI1, mit Mutation M2 (Primer 2-MutHJ).

pMD3: Analog zu pMDI1, mit Mutation M3 (Primer 3-MutHJ).

pMD4: Analog zu pMD1, mit Mutation M5 (Primer 5-MutHJ).

pMD7: Analog zu pMD1, mit Mutation M6 (Primer 6-MutHJ).

pMD8: Analog zu pMD1, mit Mutation M7 (Primer 7-MutHJ).

pMD9: Analog zu pMDI1, mit Mutation M (Primer -MutHJ).

pMD10: Analog zu pMD1, mit Mutation M (Primer -MutHJ).

pMD11: Analog zu pMD1, mit Mutation M6 (Primer 6-MutHJ).

pMD12: Analog zu pMD1, mit Mutation M7 (Primer 7-MutHJ).

pMD13: Analog zu pMD1, mit Mutation M11(Primer 13-MutHJ).
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pMD14: Analog zu pMD1, mit Mutation M12 (Primer 14-MutHJ).
pMD15: Aus dem Genom von B. subtilis wurde das proHJ-Operon unter Einsatz der Primer

Pyull-proHJ fwd und rev mittels PCR amplifiziert. Das 2225bp PCR-Fragment wurde mit
Pyull geschnitten und in den ebenfalls mit Pvull restringierten Vektor pX ligiert.
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Abb.6: Das pX-Derivat pMD15.

pMD16: Das Plasmid pMD15 wurde mit Hilfe des QuikChangeMutagenesis-Kits (Stratage-
ne) in der proHJ-Promotorregion mutiert (Mutation M1), s. Tabelle. Hierfiir wurde das Pri-
merpaar 1- MutHJ verwendet (s. 5.8). Die mutierten Plasmide wurden in E. coli XL1Blue-
Zellen transformiert, dort zum Ring geschlossen und amplifiziert. Die Selektion erfolgte auf
LB / Amp-Platten. Aus den erhaltenen Kolonien wurden die Plasmide prédpariert und die Mu-
tationen durch Sequenzierungen verifiziert.

pMD17: Analog zu pMD16, mit Mutation M7 (Primer 7-MutHJ).

pMD18: Analog zu pMD16, mit Mutation M (Primer -MutHJ).

pMD19: Analog zu pMD16, mit Mutation M (Primer -MutHJ).

pMD20: Analog zu pMD1, mit Mutation M7 (Primer 7-MutHJ).

pMD21: Aus dem Genom von B. subtilis wurde das proA-Gen unter Einsatz der Primer Sa/l-
prod fwd und Sphl-proBA rev mittels PCR amplifiziert. Das 1,6 kb gro3e PCR-Fragment

wurde mit Sal/l und Sphl geschnitten und in den ebenfalls mit Sa/l und Sphl restringierten
Vektor pDG148 ligiert.

pMD22: Aus dem Genom von B. subtilis wurde das proBA-Operon unter Einsatz der Primer
Sall-proBA fwd und Sphl-proBA rev mittels PCR amplifiziert. Das 2,6 kb grofle PCR-
Fragment wurde mit Sa/l und Sphl geschnitten und in den ebenfalls mit Sa/l und Sphl restrin-
gierten Vektor pDG148 ligiert.
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pMD23: Das cat Gen des proHs; -lacZ Plasmids pBKB143 wurde mit Hilfe des Quik Chan-
ge Mutagenesis Kits (Stratagene, La Jolla) unter Einsatz der Oligonukleotide cat-mut fwd und
cat-mut rev zur Funktionsuntiichtigkeit mutagenisiert.

pMD24: Aus dem Genom von B. subtilis wurden 126 bp stromaufwérts des proHJ-Operons
unter Einsatz der Primer proHJ-Min 135 fwd und proHJ3-JS6 mittels PCR amplifiziert. Das
PCR-Fragment wurde mit BamHI und Smal geschnitten und in den ebenfalls mit BamHI und
Smal behandelten Vektor pJMBI ligiert.

pMD27: Aus dem Vektor pJMB1 wurde mit Hilfe der Primer HindIII-Cm fwd und
HindIlI-Cm rev das Chloramphenicol-Resistenzgen amplifiziert, das erhaltene 1280 bp PCR-
Fragment mit HindllI restringiert und in den mit HindlIl geschnittenen Vektor pADK1 ligiert.
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Abb.7: Das Plasmid pMD27.

pMD28: Aus dem Genom von B. subtilis wurde das g/tT-Gen unter Einsatz der Primer Pvull-
gltT fwd 2 und rev mittels PCR amplifiziert. Das erhaltene 2411 bp PCR-Fragment wurde mit
Pvull geschnitten, so dass es am 3’- Ende um 355 bp verkiirzt wurde. Das verbleibende 2056
bp Fragment wurde in den ebenfalls mit Pvull behandelten Vektor pX ligiert.

pMD29: Aus dem Genom von B. licheniformis wurden 388 bp stromaufwirts des proH-Gens
unter Einsatz der Primer B.li 388 Sma-proHJAA treA und B.li Bam-proHJAA treA mittels
PCR amplifiziert. Das erhaltene PCR-Fragment wurde mit BamHI und Smal geschnitten und
in den ebenfalls mit BamHI / Smal behandelten Vektor pJMBI1 ligiert.

pMD30: Aus dem Genom von B. licheniformis wurden 130 bp stromaufwiérts des proH-Gens
unter Einsatz der Primer B.li 130 Sma-proHJAA treA und B.li Bam-proHJAA treA mittels
PCR amplifiziert. Das erhaltene PCR-Fragment wurde mit BamHI und Smal geschnitten und
in den ebenfalls mit BamHI / Smal behandelten Vektor pJMBI1 ligiert.
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pMD31: Das Plasmid pJS35 wurde mit Hilfe des QuikChangeMutagenesis-Kits (Stratagene)
in der proHJ-Promotorregion mutiert (Mutation dell). Hierfiir wurde das Primerpaar dell-
proHJ fwd und rev verwendet (s. 5.8). Die mutierten Plasmide wurden in E. coli XL1Blue-
Zellen transformiert, dort zum Ring geschlossen und amplifiziert. Die Selektion erfolgte auf
LB / Amp-Platten. Aus den erhaltenen Kolonien wurden die Plasmide prépariert und die Mu-
tationen durch Sequenzierungen verifiziert.

pMD32: Analog zu pMD31; Mutation del2 (Primerpaar del2 proHJ fwd und rev).

pMD33: Analog zu pMD31; Mutation del3 (Primerpaar del3 proHJ fwd und rev).

pMD34: Analog zu pMD31; Mutation del4 (Primerpaar del4 proHJ fwd und rev).

6.2 Stammkonstruktionen

6.2.1 Konstruktion von treA-und lacZ-Fusionsstimmen

Alle zur Konstruktion der tre4-und lacZ-Reportergenfusionsstimme genutzten Plasmide sind
Derivate der Plasmide pJMBI1 (#red) oder pBKB143 (lacZ) und wurden durch doppelt homo-
loge Rekombination in das chromosomale amyE-Gen der B. subtilis-Stimme FSBI1
[(treA::neo)1] (treA-Fusionen) oder JH642 (lacZ-Fusionen) integriert. Um die komplette In-
tegration der zirkuldren Plasmide iiber einfache, homologe Rekombination zu verhindern,
wurden diese vor der Transformation mit Restriktionsendonukleasen in dem nicht integrie-
renden Bereich linearisiert. Die Rekombinationen erfolgten zwischen auf plasmidcodierten
5’- und 3’- Bereichen von amyE und den entsprechenden Pendants auf dem Chromosom von
B. subtilis. In den dadurch entstehenden Stimmen ist das chromosomale amyE-Gen durch die
Fusion und das cat-Gen unterbrochen. Siamtliche Stimme wurden daher zunichst auf die Cm"
selektioniert und dann auf den Verlust ihrer amyE-vermittelten Amylase-Aktivitdt tiberpriift.
Da in dieser Arbeit nur nichtcodierende Bereiche fusioniert wurden, musste bei der Konstruk-
tion dieser transkriptioneller Fusionen der Leserahmen des tre4-Gens nicht beriicksichtigt
werden.

MDB6a: Zur Konstruktion von MDB6a [(tred:.neo)1 amyE::[®(proH,s; treA)2 cat]] wurden
kompetente Zellen des B. subtilis-Stammes FSB1 [(treA::neo)1] mit dem mit Xhol und Pstl
linearisierten Plasmid pMDS5 transformiert.

MDB7a: Analog zu MDB6a; transformiert wurde das Plasmid pMD6 x X#ol x Pstl.

MDBS8: Analog zu MDB6a; transformiert wurde das Plasmid pMD1 x Xhol x Pstl.

MDB9: Analog zu MDB6a; transformiert wurde das Plasmid pMD2 x Xkol x Pstl.

MDB10: Analog zu MDB6a; transformiert wurde das Plasmid pMD3 x X#ol x Pstl.

MDBI11: Analog zu MDB6a; transformiert wurde das Plasmid pMD4 x X#ol x Pstl.

MDB12: Analog zu MDB6a; transformiert wurde das Plasmid pMD7 x X#hol x Pstl.

MDB13: Analog zu MDB6a; transformiert wurde das Plasmid pMD8 x X#ol x Pstl.

MDB14: Analog zu MDB6a; transformiert wurde das Plasmid pMD9 x X#ol x Pstl.
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MDBI15: Analog zu MDB6a; transformiert wurde das Plasmid pMD10 x Xhol x Pstl.
MDB17: Analog zu MDB6a; transformiert wurde das Plasmid pMD12 x Xhol x Pstl.
MDBI18: Analog zu MDB6a; transformiert wurde das Plasmid pMD13 x Xhol x Pstl.
MDB19: Analog zu MDB6a; transformiert wurde das Plasmid pMD14 x Xhol x Pstl.

MDB38: Zur Konstruktion von MDB38 [amyE::[®(proHs; lacZ)2 erm]] wurden kompetente
Zellen des B. subtilis-Stammes JH642 mit dem mit X#ol linearisierten Plasmid pMD23 trans-
formiert.

MDB47: Zur Konstruktion von MDB47 [(treA::neo)l amyE::[®(proH s  tred)2 cat]] wur-
den kompetente Zellen des B. subtilis-Stammes FSB1 [(treA::neo)1] mit dem mit XAol und
Pstl linearisierten Plasmid pMD24 transformiert.

MDBS59: Zur Konstruktion von MDBS59 [(treA::neo)l amyE::[®(proHpg; 388" treA)cat]] wur-
den kompetente Zellen des B. subtilis-Stammes FSB1[(treA.::neo)1] mit dem mit Scal und
Pstl linearisierten Plasmid pMD29 transformiert.

MDB60: Zur Konstruktion von MDBO60 [(treA::neo)l amyE::[®(proHg; 130" treA)cat]] wur-
den kompetente Zellen des B. subtilis-Stammes FSB1[(treA.::neo)1] mit dem mit Scal und
Pstl linearisierten Plasmid pMD29 transformiert.

MDB61: Zur Konstruktion von MDB61 [(treA::neo)l amyE:: [®(proH,ss:dell 'treA)18 cat]]
wurden kompetente Zellen des B. subtilis-Stammes FSB1 [(treA::neo)1] mit dem mit Xhol
und Ps linearisierten Plasmid pMD31 transformiert.

MDB62: Zur Konstruktion von MDB47 [(treA::neo)l amyE::[ ®(proH,s:del2 treA)18 cat]]
wurden kompetente Zellen des B. subtilis-Stammes FSB1 [(treA::neo)1] mit dem mit Xhol
und Ps linearisierten Plasmid pMD32 transformiert.

MDB63: Zur Konstruktion von MDB47 [(tred::neo)l amyE::[ ®(proH,s:;del3 treA)18 cat]
wurden kompetente Zellen des B. subtilis-Stammes FSB1 [(treA::neo)1] mit dem mit Xhol
und Ps linearisierten Plasmid pMD33 transformiert.

MDB64: Zur Konstruktion von MDB47 [(tred::neo)l amyE::[ ®(proHs:;del4 treA)18 cat]
wurden kompetente Zellen des B. subtilis-Stammes FSB1 [(treA::neo)1] mit dem mit Xhol
und Ps linearisierten Plasmid pMD34 transformiert.

6.2.2 Konstruktion und Uberpriifung von Unterbrechungsmutanten

MDB39: Zur Konstruktion von MDB39 [(gltP::neo)1] wurden kompetente Zellen des B.
subtilis-Stammes 168 mit dem mit Clal und Sacll linearisierten Plasmid pADK?2 transfor-
miert. Transformanden wurden auf Kanamycin selektioniert.

MDB40: Zur Konstruktion von MDB40 [(g/¢tT x pUS19)1 (spec)] wurden kompetente Zellen
des B. subtilis-Stammes 168 mit dem Plasmid pADKS transformiert. Transformanden wurden
auf Spectinomycin selektioniert.
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MDB41: Zur Konstruktion von MDB41 [(g/tP::neo)l (gltT x pUS19)1 (spec)] wurden kom-
petente Zellen des B. subtilis-Stammes MDB39 mit dem Plasmid pADKS transformiert.
Transformanden wurden auf Spectinomycin selektioniert und dann auf ihre Kanamycin-
Resistenz iiberpriift.

MDB42: Zur Konstruktion von MDB42 [(yveA::neo)1 (gitT x pUS19)1 (spec)] wurden kom-
petente Zellen des B. subtilis-Stammes YveA™ (Saier, 2003) mit dem Plasmid pADKS trans-
formiert. Transformanden wurden auf Spectinomycin selektioniert und dann auf ihre Kana-
mycin-Resistenz liberpriift.

MDB43: Zur Konstruktion von MDB43 [(yveA::neo)1)] wurden kompetente Zellen des B.
subtilis-Stammes JH642 mit chromosomaler DNA des Stammes YveA™ transformiert. Trans-
formanden wurden auf Kanamycin selektioniert.

MDB44: Zur Konstruktion von MDB44 [(yved::neo)l) (gitT x pUS19)1 (spec)] wurden
kompetente Zellen des B. subtilis-Stammes ADB4 [(gltT x pUS19)1 (spec)] mit chromosoma-
ler DNA des Stammes YveA™ transformiert. Transformanden wurden auf Kanamycin selekti-
oniert und dann auf ihre Spectinomycin-Resistenz iiberpriift.

MDBS50: Zur Konstruktion von MDBS5O0 [(sigH::cat)1] wurden kompetente Zellen des B. sub-
tilis-Stammes JH642 mit chromosomaler DNA des Stammes SigH™ (K. Kobayashi) transfor-
miert. Transformanden wurden auf Chloramphenicol selektioniert.

MDBS51: Zur Konstruktion von MDBS51 [(sigH::cat)l amyE::[®(proH;s; lacZ)2erm]] wur-
den kompetente Zellen des B. subtilis-Stammes MDB38 mit chromosomaler DNA des Stam-
mes SigH™ (K. Kobayashi) transformiert. Transformanden wurden auf Chloramphenicol selek-
tioniert und anschliefend auf ihre Erythromycinresistenz tiberpriift.

MDBS52: Zur Konstruktion von MDBS52 [(gltP::neo)1] wurden kompetente Zellen des B. sub-
tilis-Stammes JH642 mit dem mit X%ol und Scal linearisierten Plasmid pMD27 transformiert.
Transformanden wurden auf Chloramphenicol selektioniert.

MDBS53: Zur Konstruktion von MDBS53 [(g/tP::cat)1 (yveA::neo)1] wurden kompetente Zel-
len des B. subtilis-Stammes MDB43 mit chromosomaler DNA des Stammes MDBS52
[(gltP::neo)1] transformiert. Transformanden wurden auf Chloramphenicol selektioniert und
anschlieBend auf ihre Kanamycinresistenz tiberpriift.

MDB54: Zur Konstruktion von MDB54 [(g/tP::cat)1 (yveA::neo)l (gltT x pUS19)1 (spec)]
wurden kompetente Zellen des B. subtilis-Stammes MDB44 mit chromosomaler DNA des
Stammes MDB52 [(gltP::neo)1] transformiert. Transformanden wurden auf Chloramphenicol
selektioniert und anschlieend auf ihre Kanamycin- und Spectinomycinresistenz tiberpriift.

7. Biochemische Methoden

7.1 Quantifizierung der B-Galaktosidase (LacZ)-Aktivitit

Zur Bestimmung der Aktivitdit chromosomal integrierter /acZ-Reportergenfusionen unter
verschiedenen osmolaren Wachstumsbedingungen wurden die Fusionsstimme sowohl bei
verschiedenen NaCl-Konzentrationen als auch unter Salzschock-Bedingungen in SMM-
Medium wachsen gelassen. Zur Bestimmung der spezifischen B-Galaktosidase-Aktivitit
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(Miller, 1992) wurde jeweils die ODs7s der Bakteriensuspension und die B-Galaktosidase-
Aktivitdt des zugehorigen Zell-extraktes bestimmt. Bei den entsprechenden Versuchen ent-
nommene Kulturproben von einem Volumen V von 1-2 ml wurden abzentrifugiert (2min,
15000rpm), in einem Trockeneis-Ethanolbad schockgefroren und bis zur Durchfithrung des
Enzymtests bei -20°C gelagert. Die Pellets wurden dann in 500ul Z-Puffer (60 mM Na,HPO,
+ 2 Hy0, 40 mM NaH,PO, « H,O, 10 mM KCI, 1 mM MgSO, « 7 H,O, pH 7) resuspendiert
und zur Permeabilisierung der Zellmembran mit 2 Tropfen Toluol und einem Tropfen 0,1%
SDS versetzt. Nach sorgfiltigem Mischen wurde Smin bei RT inkubiert, anschlieBend wurden
1,5 ml Z-Puffer hinzugegeben und gut gemischt. Zum Starten der Enzymreaktionen wurden
400ul ONPG (4mg/ml) hinzupipettiert, gemischt und die Reaktion bei Auftreten einer leich-
ten Gelbfarbung, spitestens jedoch nach einer Stunde, mit 1 ml 1M NaCOj; gestoppt. Die Zeit
zwischen Starten und Stoppen der Reaktion geht als Zeit t (min) in die Rechnung ein. Nach
Abzentrifugation der Zellreste wurde die Extinktion bei 405 nm (E4¢s) bestimmt. Dabei diente
ein Reaktionsansatz ohne Zellen als Referenz.

Die Berechnung der spezifischen B-Galaktosidase-Aktivitdt Ap g, erfolgte nach folgender
Formel:

Ag.Ga = 1000 * Egs * 6,648 ( ODs7g * V * t * 0,1) !

Agca @ spezifische B- Galaktosidase-Aktivitdt (nmol gespaltenes ONPG
promin und mg Protein) [nmol »min "' « mg "' = Miller unit pro mg Protein]
E4s : Extinktion des Spaltproduktes o-Nitrophenol bei 405 nm

ODs7s 1 Optische Dichte der Bakteriensuspension bei 578 nm
A% . abzentrifugiertes Zelkulturvolumen in ml

t :  Zeit vom Start der Reaktion mit ONPG bis zum Stoppen mit NaCOs in min

Der Faktor 1000 ergibt sich aus der Definition, dass eine vollstindig induzierte Kultur eine B-
Galaktosidase-Aktivitdt von 1000 Miller-Units besitzt, wohingegen einer nicht-induzierten
Kultur eine Aktivitdt von 1 Miller-Unit zugeschrieben wird (Miller, 1992). Der Faktor 6,648
[nmol » mg™ « ml] beriicksichtigt das Reaktionsvolumen (3,4ml), die Kiivettendicke von lcm
und den Extinktionskoeffizienten von o-Nitrophenol bei 405 nm (g405 = 4750 M . cm'l).
Desweiteren wird vorausgesetzt, dass eine ODs73 von 1 einer Zelldichte von 10° Zellen/ml
entspricht und 10° Zellen ca. 0,1mg Protein enthalten ; also eine ODs7g von 1 einer Protein-
konzentration von 0,1 mg / ml entspricht (Silhavy et al., 1984).

Alle in dieser Arbeit angegeben spezifische B-Galaktosidase-Aktivititen sind Mittelwerte
zweier unabhingig voneinander gemessener Probenreihen.

7.2 Quantifizierung der Phosphoglucosidase (TreA)-Aktivitiit

Analog zum B-Galaktosidase-Enzymtest erfolgte die Bestimmung der Aktivitdt chromosomal
integrierter tre4-Reportergenfusionen unter verschiedenen osmolaren Wachstumsbedingun-
gen. Dazu wurden die Fusionsstimme sowohl bei verschiedenen NaCl-Konzentrationen als
auch unter Salzschock-Bedingungen in SMM-Medium wachsen gelassen. Die Probenentnah-
me erfolgte wie beim B-Galaktosidase-Enzymtest. Die tiefgefrorenen Pellets wurden in 500l
modifiziertem Z-Puffer pH 6 (Gotsche und Dahl, 1995; Helfert ef al., 1995) mit Img/ml Ly-
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sozym resuspendiert und zum Verdau der Zellwand 5min bei 37°C inkubiert. Die Zelltriim-
mer wurden 2min bei 15000rpm abzentrifugiert und 400ul Uberstand in ein neues Reaktions-
gefal iiberfiihrt, wo 400ul Z-Puffer (ohne Lysozym) hinzugefiigt und die Reaktion mit 200ul
PNPG (4 mg/ml in 10 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,5) gestartet wurde. Die Ansitze wur-
den bei 28°C bis zu einer leichten Gelbfarbung, ldngstens jedoch 3 h inkubiert und die Reak-
tion anschlieBend mit 500l 1 M NaCO; gestoppt.

Die Extinktion bei 420nm (E4y0) wurde schnellstmoglich bestimmt und die spezifische
Phosphoglucosidase-Aktivitit Aresa nach folgender Formel berechnet (Gotsche und Dahl,
1995; Helfert et al., 1995):

Atrer= 1500 * Egp0* ( ODs75 * V * t * 0,1% 0,8) !

Arrea - spezifische TreA- Aktivitdt (nmol gespaltenes pNPG
promin und mg Protein) [nmol +min "' « mg ' = Miller unit pro mg Protein]

Eso . Extinktion des Spaltproduktes o-Nitrophenol bei 405 nm

ODs7s . Optische Dichte der Bakteriensuspension bei 578 nm

Vv . abzentrifugiertes Zelkulturvolumen in ml

t : Zeit vom Start der Reaktion mit pNPG bis zum Stoppen mit Na,COj; in min

Der Faktor 1500 [pumol » mg"' « ml] beriicksichtigt den Extinktionskoeffizient von p-
Nitrophenol (495 = 18300 M T em '1) die Kiivettendicke von 1cm, das Reaktionsvolumen
von 1,5ml sowie die Definition, dass eine vollinduzierte Kultur eine Aktivitdt von 1000 Miller
Units pro mg Protein aufweist.

Der Faktor 0,1 muss eingerechnet werden, da vorausgesetzt wird, dass eine ODs7g von 1 einer
Proteinkonzentration von 0,Img/ml entspricht (s. 3-Galaktosidase-Enzymtest; Silhavy et al.,
1984). Der Faktor 0,8 dient zur Korrektur des eingesetzten Volumens.

7.3 Amylase-Test

Zur Kontrolle der stabilen Insertion der Reportergenfusionen in das amyE-Gen wurde der
Nachweis fiir aktive a-Amylase gefithrt. Dazu wurde der zu untersuchende Stamm auf eine
LB-Platte mit 1% Stérke plattiert und iN wachsen gelassen. Die bewachsene Platte wurde
dann mit Gram-Jodloésung (0,5% (w/v) Jod, 1% Kaliumjodid) geflutet und die Kolonien von
der Platte gespiilt. Der Uberstand wurde verworfen. Bei amyE-Zellen wurde ein heller Hof
sichtbar, in dem keine Stirke mehr vorhanden war, die vom Jod komplexiert werden konnte.
Bei amyE -Zellen blieb alles in der dunkelvioletten Farbe des Jod-Starke-Komplexes.

7.4. HPLC-Messungen (FMOC/ADAM)

7.4.1 Derivatisierung der Proben

Die Zellen fiir die quantitative HPLC-Analyse der Aminosdure Prolin wurden in 25 ml
1xSMM mit 0 und 0,6 M NacCl bis zu einer ODs7g von 1 gezogen. Die Zellen wurden geerntet
(6min, 5000rpm, Hettich-Zentrifuge) und wurden lyophyllisiert. Das Trockengewicht wurde
bestimmt und die Zellen mit 500ul Extraktionsgemisch (Methanol/Chloroform/Wasser 10/5/4
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(v/v/v)) unter heftigem Schiitteln 60min extrahiert und anschlieBend mit gleichen Mengen
(130ul) Chloroform und Wasser versetzt. Darauthin wurde 30min geschiittelt und die Phasen-
trennung durch Zentrifugation bei 13000rpm fiir 15min beschleunigt. Die Aminosduren ent-
haltene, hydrophile obere Phase wurde vorsichtig abgenommen und bei 55°C getrocknet. Das
trockene Pellet wurde in 500ul H,O resuspendiert und wenn nétig mit H,O verdiinnt, um die
Reaktion mit FMOC (9-Fluorenyl-Methoxycarbonylchlorid) in einem fiir die HPLC messba-
ren Bereich zu halten. Aminosédurestandards und Proben wurden mit FMOC modifiziert in
Bezug auf die Vorsdulenderivatisierungs-Methode, bei der FMOC und 1-Aminoadamantan
(ADAM) (E. Grom, Applications-Service) verwendet werden. Zu 40ul Natriumborat-Puffer
(0,5M, pH 7,7) mit 50uM Taurin als internem Standard wurden 40ul der Probe oder des
Standards einer angemessenen Konzentration (5-100uM) zugesetzt, gefolgt von 80ul FMOC-
Reagenz II (Grom). Die Probe wurde 45s gevortext und dann mit 100pl ADAM-Losung 50%
Aceton (v/v) versetzt. Der Probe wurde dann mindestens 45s Zeit gelassen, um mit dem
FMOC zu reagieren (Schiittler). 140ul Losung A (20% Acetonitril, 0,5% Tetrahydrofuran in
50mM Natriumacetat-Puffer, pH 5) wurden zugegeben und nochmals mindestens 45s ge-
schiittelt. Wenn nicht sofort in die Messung eingesetzt, konnte die Derivatisierungsreaktion
auch bei -20°C gelagert werden.

7.4.2 Bestimmung der Prolinmenge mittels HPLC-Messung

Die verwendete HPLC (Sykam) besitzt ein automatisches Injektionssystem. Die Proben wur-
den so platziert, dass in einer Messreihe verteilt 5 Standards unterschiedlicher Konzentration
mit gemessen werden. 10ul jeder Probe wurden auf einem ,reversed phase* System beste-
hend aus Vorsédule (120 ODS- 4HE, 10 x 4mm, PartikelgroBe SuM) und der Hauptsdule 120
ODS-4HE (75 x 4 mm, Partikelgro8e 3uM) analysiert. Beide Sdulen stammten von der Firma
Grom (Rottenburg-Hailfingen). Das fliir Aminosadureauftrennung etablierte Losungssystem
bestand aus Puffer A (s.0.) und B (80% Acetonitril in 50mM Natriumacetat-Puffer, pH 5). Die
chromatographische Auftrennung von Aminosduren wurde bei einer Flussrate von 0,75
ml/min bei 45°C und einem Gradienten, aufgebaut aus Losung A und B, durchgefiihrt (s. Ta-
belle 14).

Tabelle 14: Gradient zur Auftrennung von Aminosiuren

Zeit Puffer A Puffer B
(min) | (80% 50 mM NaAc pH 5; 20% AcN) (20% 50 mM NaAc pH 5; 80% AcN)
0 100% 0%

2 100% 0%

15 91% 9%

17 91% 9%

25 70% 30%

27 0% 100%

32 0% 100%

34 100% 0%

37 100% 0%

39 100% 0%

Die fluoreszierend markierten Aminosauren wurden mit einem Fluoreszenz-Detektor (Jasco
FP-2020 Plus) bei einer anregenden Wellenldnge von 245nm und einer emittierenden von
316nm detektiert.

Die ermittelten Spektren wurden mit Hilfe der ChromStar” Software (Sykam) ausgewertet.
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7.5 Messung der Aufnahme '*C-markierter Verbindungen

7.5.1 Bestimmung der Transportrate von 14C-Aspartat, “C-Glutamat und "*C-
Glycin Betain

Fiir die Bestimmung der jeweiligen Substrataufnahmen wurden [1-“C]-Aspartat (spezifische
Aktivitdt: 45mCi/mmol, [1-“C]-Glutamat (spezifische Aktivitit: 45SmCi/mmol) und [1-“C]-
Glycin Betain (spezifische Aktivitit: 55mCi/mmol) verwendet. B. subtilis Zellen wurden iiber
Nacht in Minimalmedium gezogen und zum Inokulieren von 20ml Minimalmedium auf eine
ODs78 von 0,1 verwendet. Die Zellen wurden unter den jeweils angegebenen Bedingungen bis
zum Erreichen der exponentiellen Wachstumsphase (ODs7s 0,5-0,8) inkubiert. Zur Messung
der Transportrate wurden 1,3 ml Kultur enthnommen und die ODs78 bestimmt.Der Kultur wur-
de radioaktiv markiertes Glutamat, Aspartat bzw. Glycin Betain in den jeweils im Ergebnisteil
angegebenen Konzentrationen zugegeben. Die Zellen wurden bei der entsprechenden Wachs-
tumstemperatur in einem Thermomixer (Eppendorf, Hamburg) unter Schiitteln weiter inku-
biert und in den im Ergebnisteil angegebenen Zeitabstinden wurden jeweils 100ul Kultur
entnommen und auf Nitrocellulosefilter (0,45uM, Schleicher&Schuell, Dassel) gesaugt. Es
wurde mit isotonischem Medium nachgespiilt, die Filter wurden in Szintillationsgefd3e iiber-
fiihrt und mit 5Sml Szintillationsfliissigkeit (QuicksafeA, Zinsser Analytic) iiberschichtet. Die
auf den Filtern verbliebene Radioaktivitit wurde in einem Szintillationszéhler (Beckmann
Coulter, Liquid Szintillation 6500) bestimmt. Als Referenz fiir die eingesetzte Menge an Ra-
dioaktivitdt dienten 100ul ungefilterte Kultur. Die erhaltenen dpm wurden nach der unten
angegebenen Formel in nmol aufgenommenes Substrat pro mg Protein umgerechnet. Dabei
wurde davon ausgegangen, dass eine ODs7s einer Bakteriensuspension von 1 einem Protein-
gehalt von 0,1 mg ml™ entspricht (Miller, 1992).

nmol radioaktive Verbindung _ dpm in 0.1 ml * nmol markierte Verbindung in 0,1 ml
mg Protein ODs7s * 0,01 mg Protein * dpm der Referenz in 0,1 ml

7.5.2 Bestimmung der Akkumulation von '*C-Aspartat und '*C-Glutamat

Fiir die Bestimmung der jeweiligen Substrataufnahmen wurden [1-“C]-Aspartat (spezifische
Aktivitdt: 45SmCi/mmol und [1-“C]-Glutamat (spezifische Aktivitit: 45mCi/mmol) verwendet.
B. subtilis Zellen wurden GN in Minimalmedium gezogen und zum Inokulieren von 16 ml
Minimalmedium auf eine ODs78 von 0,1 verwendet. Es wurde radioaktives Aspartat bzw.
Glutamat in einer Endkonzentration von 1 mM hinzugegeben.

Die Zellen wurden unter den jeweils angegebenen Bedingungen bis zum Erreichen der mittle-
ren exponentiellen Wachstumsphase (ODs7s 0,5-0,8) inkubiert. Zur Bestimmung der jeweili-
gen Substrataufnahme wurden 0,1 bzw. 0,3ml Kultur entnommen und auf Nitrocellulosefilter
(0,45uM, Schleicher&Schuell, Dassel) gesaugt. Es wurde mit isotonischem Medium nachge-
spiilt, die Filter wurden in Szintillationsgefa3e tiberfiihrt und mit Sml Szintillationsfliissigkeit
(QuicksafeA, Zinsser Analytic) liberschichtet. Die auf den Filtern verbliebene Radioaktivitét
wurde in einem Szintillationszdhler (Beckmann Coulter, LS 6500) bestimmt. Als Referenz fiir
die eingesetzte Menge an Radioaktivitit dienten 0,1 bzw. 0,3ml ungefilterte Kultur. Die erhal-
tenen dpm wurden nach der unten angegebenen Formel in mM Substratkonzentration in der
Zelle umgerechnet. Dabei wurde davon ausgegangen, dass eine ODs78 einer Bakteriensuspen-
sion von 1 einem Zellvolumen von 0,65ul entspricht entspricht (Moses, 1999).

dpm in 0.1 ml * nmol markierte Verbindung in 0,1 ml
ODs7g * 0,65ul * dpm der Referenz in 0,1 ml

mM radioaktive Verbindung =
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IV. Ergebnisse

A Die osmotisch kontrollierte Prolinsynthese in Bacilli

1. Ein 153 bp grofies DNA-Fragment enthilt alle cis Elemente fiir die

osmotische Regulation von proHJ in Bacillus subtilis

Bacillus subtilis gehort zu der Gruppe von Bacilli, die als Reaktion auf hypertone Wachs-
tumsbedingungen die Aminosédure Prolin als dominantes, endogen synthetisiertes kompa-
tibles Solut akkumulieren (Kuhlmann und Bremer, 2001; Kuhlmann, 2002). Die de novo
Biosynthese von Prolin fiir osmoprotektive Zwecke in B. subtilis erfolgt iiber die Enzyme
ProJ, ProA und ProH. Wihrend die Gene proH und proJ als Operon organisiert sind, des-
sen Transkription einem osmotischen Stimulus unterliegt, wird das Gen proA4 konstitutiv
exprimiert (Brill, 2002).

Die detaillierte Analyse des proHJ-Operons ergab, dass seine Expression in einer linearen
Abhingigkeit zur externen Salinitét steht (Brill, 2002). In derselben Arbeit wurde eben-
falls ermittelt, dass auf dem 153 bp DNA-Fragment direkt stromaufwirts vom Translati-
onsstart des proH Gens (proH,s;" ) alle in cis bendtigten Elemente enthalten sind, um eine
osmotische Regulation zu vermitteln (Abb.1A). Auf diesem Abschnitt befindet sich der
von J. Brill kartierte 6*-abhingige Promotor, von dem aus die Transkription unter hype-
rosmolaren Bedingungen stattfindet (Brill, 2002).

Da diese Daten die Grundlage fiir die weiteren, in dieser Arbeit durchgefiihrten Analysen
des proHJ-Promotors bildeten, wurden sie zunéchst verifiziert. Hierfiir wurde eine
transkriptionelle Fusion des 153 bp DNA-Fragmentes mit dem Reportergen tred verwen-
det (proH;s; -treA), um die Promotoraktivitit bei aufsteigenden externen Salinititen zu
verfolgen. Das Gen treA codiert fiir eine salztolerante Phosphoglucosidase aus B. subtilis,
deren Aktivitdt mittels eines kolorimetrischen Enzymtests relativ einfach bestimmt wer-
den kann. In den B. subtilis-Stimmen, die eine tre4-Reportergenfusion tragen, ist das
authentische tred-Strukturgen durch eine Antibiotika-Resistenzkassette unterbrochen
(treA::neo).

Bei den Fusionsexperimenten unter aufsteigenden Salinititen im Medium wurde aus einer
in SMM gewachsenen Ubernachtkultur des B. subtilis-Stammes JSB36 (proH;s; -treA)
SMM mit aufsteigenden NaCl-Konzentrationen bis 0,8 M auf eine ODs75 von 0,1 ange-

impft und bis zum Erreichen der mittleren exponentiellen Wachstumsphase kultiviert
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(ODs73 = 0,8 bis 1). Es folgte die Bestimmung der TreA — Aktivitét als MaB fiir die Ex-
pression des proHJ-Promotors (s.Abb.8). Es konnte gezeigt werden, dass die ermittelten
TreA — Aktivitdten in einer linearen Korrelation zur externen Osmolaritét stehen.

In diesem Experiment wurde bestétigt, dass das 153 bp — Minimalfragment nicht nur in
der Lage ist, bei Hyperosmolaritit den proHJ - Promotor zu aktivieren, sondern auch eine

auf die externe Osmolaritdt fein abgestimmte Expression zu gewdhrleisten.

2. Die ortsgerichtete Mutagenese des proHJ-Promotors aus B. subtilis

2002 postulierte Jeanette Brill, dass die osmotisch regulierte Expression des proHJ Ope-
rons in B. subtilis ausgehend von einem Promotor erfolgt, der von dem vegetativen Sig-
mafaktor 6” erkannt wird. Die im folgenden beschriebenen Mutagenesen der von Brill
vorgeschlagenen proHJ-Promotorsequenz fanden in dem Plasmid pJS35 mit der
proH;s; -treA-Fusion statt. Auf diese Weise konnte die Expression der mutierten Promo-
toren durch die Reporterenzymaktivitit der Phosphoglucosidase TreA bestimmt werden
(Abb.9). Das proH;s;” -DNA-Fragment enthdlt alle in cis erforderlichen Elemente, um
eine vollstindige Osmoregulation zu gewéhrleisten. Die Mutationen wurden per PCR mit
dem Vektor pJS35 (proH;s; -treA) als Target generiert. Die so entstandenen Plasmide
pMD1 bis pMD12 wurden linearisiert und stabil in die amyE-Region im Chromosom des
Stammes FSB1 (tred::neo) eingebracht (s. Abb.9). In den so entstandenen Stimmen
MDBS5 bis MDB17 wurde die Promotoraktivitéit unter hyperosmotischer Stimulation un-
tersucht. Hierzu wurde aus einer in SMM gewachsenen Ubernachtkultur SMM und SMM
mit 0,4 M NaCl auf eine ODs7g von 0,1 angeimpft und bis zum Erreichen der mittleren
exponentiellen Wachstumsphase kultiviert. AnschlieBend wurde die TreA — Aktivitdt als

Map fiir die Aktivitit des Promotors bestimmt.
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Abb. 8: Die durch das proH;s; - Fragment vermittelte Expression ist linear zur externen
Osmolaritit.

A: Die Genregion des proHJ-Operons auf dem Chromosom von B. subtilis.

In blau dargestellt ist die Sequenz des 153 bp Fragmentes, das alle in cis bendtigten Elemente
enthélt, um eine feinregulierte osmotische Expression sicher zu stellen. Die Promotorsequenzen
des kartierten ¢*-Promotors (-35, -10 und TG Motiv; Brill, 2002) sowie die putative Ribosomen-
bindestelle (rbs) sind hervorgehoben.

B: Aktivitit der proH;s; -treA-Fusion bei aufsteigender externer Salinitét.

Eine in SMM gewachsene Ubernachtkultur des Stammes JSB36 (proH153 - tre4) wurde in SMM
mit NaCl-Konzentrationen von 0 bis 0,8 M {iberimpft. Die Inokulation erfolgte auf eine ODsg
von 0,1; bei einer ODs75 von 0,8-1 wurden die Zellen geerntet und die TreA - Aktivitdt als Mal3
fiir die Expression des proHJ-Promotors bestimmt. Die prasentierten Daten wurden in zwei unab-
hingigen Experimenten besttigt.
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Abb. 9: Konstruktion der Reportergenstimme mit mutiertem proHJ-Promotor.

Die Mutagenese wurde im Vektor pJS35 (proH;s; -treA) durchgefiihrt und die so entstandenen
Plasmide pMD1 bis pMD12 spéter mit Hilfe doppelt homologer Rekombination in die amyE Re-
gion des Stammes FSB1 [(tred::neo)1] eingebracht; *: durch ortsgerichtete Mutagenese einge-
fiihrte Promotormutationen

2.1 Mutationen zur Verifizierung des postulierten osmoregulierten

proHJ Promotors

Die Mutationen M1 bis M4 sollten Aufschluss dariiber geben, ob es sich bei der von Brill
(2002) postulierten Promotorsequenz um den tatsdchlichen Promotor der proHJ-Gene
handelt. Zu diesem Zweck wurden in diese Promotorsequenz Mutationen eingefiihrt, die,
falls es sich um den tatséchlichen Promotor handelt, einen kompletten Verlust der Ex-
pression zur Folge hitten (Abb.10).

Die Mutationen M1 und M2 betrafen das TG-Motiv vor der -10 Region. Dieses TG- Mo-
tiv, auch -16 Motiv genannt, spielt eine Rolle bei der Bildung des Komplexes DNA/
RNA-Polymerase und lsst sich bei ca. 45% der 6”*-abhéngigen Promotoren in B. subtilis
finden (Helmann, 1995). In diesen Promotoren scheint es ein essentielles Element zu sein,
da bei seiner Deletion oder Mutation keine Promotoraktivitit mehr nachweisbar ist
(Voskuil und Chambliss, 2002). In dieser Arbeit wurden fiir die Verifizierung des proHJ -
Promotors Mutationen gewdhlt, die das TG-Motiv schrittweise in AC konvertierten. Bei-
de Mutationen, M1 und M2, flihrten zum erwarteten Ergebnis, dem kompletten Verlust
der Promotoraktivitit. Auch eine Kombination beider Mutationen wies, wie zu erwarten,
keinerlei Promotoraktivitdt mehr auf (Daten nicht gezeigt). Die Mutation M4 richtete sich
gegen die letzte Base der postulierten -10-Region, einem Thymidin. Dieses Thymidin

lasst sich in nahezu allen B. subtilis-Promotoren finden und spielt eine wichtige Rolle bei
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der Aufschmelzung der Promotorregion zur RNA-Polymerisation (Helmann, 1995). Mu-
tiert man dieses Thymidin in ein G oder C, so kommt die Promotoraktivitit zum Erliegen.
Daher wird dieses Thymidin auch als ,,invariantes Thymidin“ bezeichnet. Bei der Kon-
version des invarianten Thymidins der postulierten proHJ-Promotorsequenz in ein Gua-
nidin (Mutante M4) zeigt der Promotor erwartungsgemail keinerlei Expression mehr. Die
Mutationen M1 bis M4 untermauern also die These, dass es sich bei der von Brill (2002)
vorgeschlagenen Sequenz um den tatsdchlichen Promotor der proHJ-Gene handelt

(Abb.10).

2.2 Mutationen zur Identifizierung von Schliisselelementen fiir die

osmotische Regulation von proHJ

Um etwaige Schliisseldeterminanten zur osmotischen Regulation des o”-abhingigen
proHJ-Promotors aus B. subtilis zu identifizieren wurden die Mutationen M5-M10 einge-
fiihrt. Hierbei wurde der Promotor sukzessive dahingehend verdndert, dass eine Anndhe-
rung an die postulierte Konsensussequenz der ¢”*-abhingigen Promotoren aus B. subtilis
(Helmann, 1995) stattfand.

Da die -35-Region schon vollstindig dem Konsensus entspricht, wurden dort keinerlei
Mutationen eingefiihrt. Stattdessen wurden sowohl die -10 Region (M4, M5, M6) als
auch der Abstand zwischen -35 und -10 Region (M7, M8, M9) oder beides (M10) veridn-
dert. Die ermittelten TreA - Aktivititen als MaB fiir die Expression des proHJ-Promotors
bei 0 und 0,4 M NaCl sind in Abb. 10 graphisch und in Tabelle 16 als numerische Werte
dargestellt.

Alle Mutationen der -10 Region steigerten die Expression des Promotors. Die Einzelmut-
anten M4 und M5 wiesen eine 3-4 bzw. 5-6 fache hohere Aktivitidt im Vergleich zum
Wildtyp auf, wihrend bei der Doppelmutante M6 eine 33fache Steigerung bei O0M, aber
nur eine 16 fache Steigerung bei 0,4 M NaCl zu verzeichnen war.

Die Verdnderungen des Abstandes zwischen -35 und -10 Region steigerten ebenfalls die
Promotoraktivitit. Eine Angleichung des Abstandes von 16 bp im authentischen proHJ-
Promotor auf 17 bp der Konsensussequenz durch die Insertion einer Base fiihrte zu ei-
nem 43 bzw. 23fachen Anstieg der Promotoraktivitiat. Um zu bestétigen, dass dieser Phé-
notyp tatsichlich auf die Verlangerung des Abstandes zwischen -35er und -10er Region

zuriickzufiihren ist und nicht auf die Lokalisation der inserierten Base, wurde nochmals
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an anderer Stelle eine Insertion vorgenommen (M8). Die Tatsache, dass die Mutation M8
dieselbe Promotoraktivitit aufwies wie M7, lieB den Schluss zu, dass die beobachtete
Expressionssteigerung einzig auf die Optimierung des Abstandes zwischen

-35 und -10 Region von 16 auf 17 bp zuriickzufiihren ist.

Um die Auswirkung einer Verldngerung des Abstandes iiber den Konsensus hinaus auf
18 bp zu untersuchen, wurden zwei Basen inseriert (Mutation M9). Die Aktivitét dieses
Promotors lag deutlich unter der der Mutanten M7 und M8 mit optimalem, 17 bp Ab-
stand, war aber ca. 10-12fach hoher als die des Wildtyps mit 16 bp.

In der Mutante M10 wurde der proHJ-Promotor komplett der Konsensussequenz angegli-
chen. Die Expressionsstirke dieser Mutante war genauso hoch wie die der 17 bp — Ab-
standsmutanten M7 und MS8. Demnach kann die Aktivitidt dieser Mutanten nicht mehr
durch eine gleichzeitige Mutation der -10er — Region gesteigert werden.

Bei sdamtlichen expressionssteigernden Mutationen konnte stets immer noch eine Indukti-
on der Promotoraktivitit durch hyperosmotische Bedingungen nachgewiesen werden.
Einzig der Induktionsfaktor von 0 auf 0,4 M NaCl war in einigen Mutanten um einiges
niedriger als im Wildtyp (z.B. M10: Induktionsfaktor 1,7; Wildtyp: 3,2). Um zu kléren,
ob es sich dabei um eine echte Herabsetzung der osmotischen Induktion handelt oder um
eine durch andere Faktoren begrenzte Promotoraktivitit, wurde die Aktivitit der Mutan-
ten M5, M6, M7, M9 und M10 in SMM mit aufsteigenden NaCl-Konzentrationen ver-
messen. Bei der Kultivierung der Zellen wurde dabei genauso vorgegangen wie unter 1.)
beschrieben. Hierbei zeigte sich, dass bei den Mutanten M5, M6 und M9 immer noch
eine lineare Korrelation zwischen Promotoraktivitdt und externer Salinitit besteht, wih-
rend bei den Mutanten M7 und M10 ab einer externen NaCl — Konzentration von 0,4 M
die Expression eine Sittigung erreicht (s. Abb.11). Die Mutanten verfiigen also immer
noch iiber eine feinregulierte, osmotische Induktion des proHJ-Promotors. Durch die ein-
geflihrten Mutationen lieB3 sich kein Promotorelement identifizieren, dass eine Schliissel-
rolle bei der osmotischen Regulation von proHJ spielt. Einzig die Promotoraktivitit an
sich lieB sich - im Vergleich zum Wildtyp — durch gezielte Mutationen um Faktoren bis

zu 43 (OM) bzw. 23 (0,4 M) steigern.
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Abb.10: Die Mutationen des proHJ-Promotors und die daraus resultierenden Aktivitiiten.

Die in den o”*-abhingigen Promotor eingefiihrten Mutationen und die Aktivititen der mutierten
Konstrukte. Die présentierten Daten sind die Mittelwerte aus zwei unabhéngigen Experimenten
mit jeweiliger Dreifachbestimmung und Standardabweichung.

Tabelle 16: Die TreA — Aktivititen in den proHJ-Promotormutanten.

oM 0,4 M )

TreA- . TreA- - Induktions

Mutante Aktivitit Verhaltnis Aktivitit Verhiltnis | faktor von

(nmol min™ Mu.tante: (nmol min"! Mqtante: 0 auf 0,4 M

mg Protein™) Wildtyp mg Protein™) Wildtyp NaCl

Wildtyp 14 1 42 1 32
M4 64 4,5 146 32 23
M5 95 6,7 209 46 22
M6 503 35,9 738 16,4 1,5
M7 575 41 905 20,1 1,6
M8 587 41,9 1043 23,2 1,6
M9 162 11,6 435 9.6 2.7
M10 602 42,9 1043 23,2 1,7
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Abb.11: Die proHJ-Mutanten zeigen immer noch eine feinabgestimmte osmotische
Induktion

Aus einer in SMM gewachsenen Ubernachtkultur wurde SMM mit aufsteigenden NaCl-
Konzentrationen auf eine ODs75 von 0,1 angeimpft und bis zum Erreichen der mittleren exponen-
tiellen Phase (ODs7g 0,8-1) kultiviert. AnschlieBend wurden die TreA-Aktivititen als MaB fiir die
Expression des proH Promotors bestimmt. Die getesteten Stimme enthielten eine Fusion des mu-
tierten proH Promotors mit dem Reportergen freA:

A: MDBI1 (A) (proH,s; mut M5 — tred), MDB15 (@) (proH;ssmut M9" — tred), MDBI12 ()
(proH;s; mut M6 — treA)

B: MDB7a (A) (proH,s; mut M7 — treA) und MDB17 (m) (proH;ssmut 10" — treA)

In beiden Diagrammen ist als Referenz die Fusion des Wildtyppromotors im Stamm JSB36 (e)
(proH;s; — treA) dargestellt. Die préasentierten Daten wurden jeweils in mindestens einem, unab-
hingigen Experiment bestitigt.
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3. Die proHJ Transktiption in den Promotormutanten ist immer noch

durch Glycin Betain reprimierbar

Die exogene Zugabe des Osmoprotektivums Glycin Betain setzt die Aktivitit des salzin-
duzierten proHJ — Promotors in B. subtilis herab (Brill, 2002). Im vorangegangenen Ab-
schnitt konnte gezeigt werden, dass die Einfithrung bestimmter Mutationen in die Promo-
torsequenz eine gesteigerte Promotoraktivitdt zur Folge hat, die aber nach wie vor unter
osmotischer Kontrolle steht. Um zu untersuchen, ob die Aktivitdt der mutierten Promoto-
ren in gleicher Weise wie beim Wildtyppromotor durch Glycin Betain reprimiert werden
kann, wurde ein Titrationsexperiment durchgefiihrt. Exemplarisch wurde die Mutante mit
der hochsten Promotoraktivitdt, Mutante M10, analysiert. Aus einer in SMM gewachse-
nen Ubernachtkultur der Stimme JSB36 (proH,s; - treA) und MDBI17 (proH;s; mutM10 -
tre4) wurde SMM mit 0,4 M NaCl, dem verschiedene Konzentrationen Glycin Betain
zugesetzt wurden, auf eine ODs75 von 0,1 angeimpft und kultiviert. Bei einer ODs7g von
0,5-0,8 wurden die Zellen geerntet und die TreA-Aktivitdt als MaB3 fiir die Aktivitit des
fusionierten, mutagenisierten Promotors bestimmt.

Die Promotoraktivitidt wird sowohl in JSB36 (proH;s; - treA) als auch in MDB17 (proH;s;
mutM10’- tred) bereits durch geringe Konzentrationen Glycin Betain reprimiert. Ohne
die Zugabe von Glycin Betain betriigt die Promotoraktivitit 42 nmol min" mg Protein™
(JSB36) bzw. 925 nmol min"' mg Protein™ (MDB17). Bei 200 uM Glycin Betain erfolgt
jeweils die maximale Repression der proHJ - Promotoraktivitidt auf ungeféhr ein Drittel.
Diese verbleibende proHJ-Expression ist beim Stamm JSB36 vergleichbar mit der bei
SMM ohne NaCl — Zugabe (s. Abb.1B) und liegt bei ca. 15 nmol min" mg Protein™. Im
Stamm MDB17 mit der Mutation M10 wird die Aktivitit auf ca. 300 nmol min” mg Pro-
tein” reprimiert, was deutlich unter der Aktivitit in SMM liegt (etwa 600 nmol min™' mg

Protein™).
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Abb. 12.: Repression des proHJ Promotors durch das kompatible Solut Glycin Betain.

Aus einer in SMM gewachsenen Ubernachtkultur wurde SMM mit 0,4 M NaCl, dem verschiede-
ne Konzentrationen Glycin Betain zugesetzt wurden, auf eine ODs7g von 0,1 angeimpft und kulti-
viert. Bei einer ODs7g von 0,5-0,8 wurden die Zellen geerntet und die TreA - Aktivitét als MaB fiir
die Expression des fusionierten Promotors bestimmt. Dargestellt sind die TreA-Aktivitédten in

A: dem Stamm JSB36 (proH;s; - treA) und B: dem Stamm MDBI17 (proH;s; mut M10'- treA).
Die dargestellten Daten wurden in einem unabhingigen Experiment bestétigt.
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4. Die Auswirkungen der Promotormutationen auf die proHJ-

abhingige Prolinbiosynthese

Durch gezielte Verdnderungen der proHJ-Promotorsequenz konnten Mutanten erzeugt
werden, die eine gesteigerte Promotoraktivitit aufwiesen. Nun sollten die Auswirkungen
solcher transkriptionssteigernder Mutationen des proHJ - Promotors auf seinen natiirli-
chen Hintergrund, die proHJ- Gene, untersucht werden. Zu klidren war, ob eine durch
Mutationen herbeigefiihrte Steigerung der proHJ Transkription zwingend mit einer Stei-
gerung der Prolinsynthese einhergeht, da fiir die Synthese von Prolin neben ProH und

ProlJ ein weiteres Enzym bendtigt wird: die y — Glutamylphosphat - Reduktase ProA.

Um Stdmme zu generieren, deren proHJ-Expression einzig von den mutierten Promoto-
ren abhédngt, wurde zunichst das Plasmid pMD15 (proH;s; - proHJ) als Target in eine
gerichtete Mutagenese eingesetzt, bei der die ausgesuchten Mutationen M5, M6, M7, M9
und M10 (s. Abb.9) in die Promotorregion eingefiihrt wurden. Die auf diese Weise ent-
standenen Plasmide pMD16 bis pMD20 wurden mittels doppelt homologer Rekombinati-
on stabil in die amyE-Genregion des Stammes JSB8 [A(proHJ::tet)1] eingebracht
(Abb.13). Die so konstruierten Stimme hielen MDB24 bis MDB28.

Im durch die Integration des Plasmides pMD15 (proH;s; - proHJ) in die proHJ-Mutante
JSB8 [A(proHJ::tet)1] entstandenen Stamm MDB20 wurde durch Wachstumsanalysen
und Bestimmung der Prolinakkumulation mittels HPLC die Komplementation des proHJ
- Defekts nachgewiesen (Daten nicht gezeigt). Dieser Stamm diente in weiteren Experi-

menten als Referenz.

4.1 Die Transkription von proHJ in den Promotormutanten

In den Stimmen MDB24 bis MDB28 (A proHJ ::tet) (amyE::proH,;s; mut’- proHJ cat)
wird die Expression der proHJ — Gene einzig von dem Promotor mit der eingebrachten
gewlinschten Mutation aus gesteuert. Um das Transkriptionsniveau des proHJ — Operons

in diesen Stimmen zu untersuchen, wurden Northern Blot — Analysen exemplarisch mit

den Stimmen MDB24 (proH;s;mut M5 - proHJ ) und MDB28 (proH;s;mutM10’- proHJ)
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Abb. 13: Konstruktion der Stimme mit mutiertem Promotor vor dem proHJ-Operon.

Die Mutagenese wurde im Vektor pMDI15 durchgefiihrt und die so entstandenen Plasmide
pMD16 bis pMD20 spiter mit Hilfe doppelt homologer Rekombination in die amyE Region des
Stammes FSB1 (tred::neo) eingebracht; *: durch ortsgerichtete Mutagenese eingefiihrte Promo-
tormutationen

durchgefiihrt. Hierzu wurde eine SMM Ubernachtkultur der Stimme MDB24 und
MDB28 in SMM bzw. SMM mit 0,4 M NaCl auf eine ODs75 von 0,1 inokuliert und bis
zum Erreichen der mittleren exponentiellen Wachstumsphase (ODs7s 0,8 — 1) kultiviert.
Der Stamm MDB20 (proH;s; - proHJ ) diente als Kontrolle. Die Gesamt-RNA wurde
prépariert, auf einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Nitrocellulo-
semembran tibertragen. Die anschlieBende Hybridisierung erfolgte mit einer proHJ spezi-
fischen, einzelstrangigen, DIG-markierten antisense-RNA-Sonde. Der hybridisierende
Bereich dieser Sonde wurde so gewihlt, dass er in der deletierten, durch eine Tetracyclin-
kassette ersetzten Region des Stammes JSB8 [A(proHJ::tet)1] lag. Dadurch wurden Arte-
fakte, die durch die verbleibende Sequenz des authentischen proHJ-Operons auftreten
konnten, vermieden.

Die proHJ-Transkription der Stimme MDB24 und MDB28, die die Mutationen M5 und
M10 tragen, war deutlich erhoht im Vergleich zur Wildtypexpression im Stamm MDB20
(Abb.14). Da die Transkriptionsniveaus sehr unterschiedlich waren, mussten, um die
Quantifizierung technisch moglich zu machen, unterschiedliche Mengen RNA fiir den
Blot verwendet werden (MDB20: 15 ng, MDB24: 9 png; MDB28: 3 ng). Um die Expres-
sionen vergleichen zu koénnen, wurde die entsprechende Signalstirke mittels der Image-
QuaNT™ Software quantifiziert und in eine Signalstirke pro pg aufgetragene RNA um-
gerechnet. Dabei wurden nur die Transkripte mit voller Lange des proHJ Operons be-

riicksichtigt. Die auf diese Weise ermittelte ,,Expressionsrate® ist in Abb.14 B dargestellt.
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Dabei zeigte sich, dass die Signalstirke pro ug RNA in MDB24 (M5) um Faktor 3-4 ho-
her ist als im Referenzstamm MDB20. Bei dem Stamm MDB28, der die Mutation M10
tragt, wurde die Expression um Faktor 37 (0M) bzw. 27 (0,4M).

MDB20 MDB24 MDB28
(Wt) (proH;s; mutM5) (proH;s;' mutM10)
A - + - + - + 0,4 M NaCl
3000 —
20001 — , “— 21 kb
1500 [ — g
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Wt proH;s; mutM5  proH;s5; mutM10

Abb. 14: Die Transkription des proHJ-Operons in den Hypermutanten.

Aus Zellen der Stimme MDB20 (proH;s; - proHJ), MDB24 (proH,;ssmutM5 - proHJ) und
MDB28 (proH,;s;mutM10’-proHJ) wurde RNA préapariert und nach elektrophoretischer Auf-
trennung und Transfer auf eine Nylonmembran mit einer proHJ spezifischen RNA - Sonde
hybridisiert. Die aufgetragenen RNA — Mengen waren 15 ug (MDB20), 9 ug (MDB24) und 3 pg
(MDB28). Die detektierten Signale sind in A dargestellt. Zum Vergleich der Transkriptmengen
wurden diese Signale mittels der Software ImageQuant™ quantifiziert und in eine Expressionsra-
te pro pg RNA umgerechnet (B).
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4.2 Die proHJ-Mutanten mit erhohter Promotoraktivitat weisen eine

Proliniiberproduktion auf

Es konnte gezeigt werden, dass einige der proHJ-Promotormutationen eine Uberexpres-
sion des proHJ Operons zur Folge haben. In den Stimmen MDB24 (proH,s;' mutM5) und
MDB28 (proH;s;’ mutM10), in welchen die proHJ -Transkription einzig von den mutierten
Promotoren abhingt, konnte eine deutliche Transkriptionssteigerung im Vergleich zum
Wildtyppromotor nachgewiesen werden.

Es war nun die Frage zu klaren, ob eine Steigerung der proHJ-Transkription ausreicht,
um eine Proliniiberproduktion hervorzurufen, da zur Prolinsynthese ein weiteres, osmo-
tisch nicht induziertes Gen gebraucht wird: pro4. Um dieses zu untersuchen wurden die
Stamme MDB24 bis MDB28 mit den Promotormutationen M5, M6, M7, M9 und M10 in
SMM und SMM mit 0,4 M NaCl kultiviert. Nach dem Erreichen der frithen stationdren
Phase (ODs73 = 2) wurden die Zellen geerntet. Es folgte der Zellaufschluss und die an-
schlieBende Derivatisierung des Zellextrakts, der dann mittels HPLC — Chromatographie
auf seinen Prolingehalt hin analysiert wurde. Die erhaltenen Werte sind in Abb.15 gra-
phisch und in Tabelle 17 als numerische Werte dargestellt.

Dabei zeigte sich, dass die proHJ-Promotormutanten eine Uberproduktion an Prolin auf-
wiesen. Das MaB der Uberproduktion entsprach dem Muster der in den tred-
Fusionsexperimenten bestimmten Promotoraktivititen. Die Mutanten mit den hdchsten
Promotoraktivititen produzierten auch am meisten Prolin. Allerdings wurde die Prolin-
synthese nicht in dem Mal} gesteigert wie die Promotoraktivitdt. Die Mutante M10 z.B.
wies eine TreA-Aktivitétssteigerung bei 0 und 0,4 M NaCl von Faktor 43 bzw. 23 zum
Wildtyp auf, wiahrend der Prolingehalt um Faktor 15 bzw. 3 hoher war.
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Abb. 15: Der Prolingehalt der Promotormutanten korreliert mit den TreA — Aktivititen.

Der Prolingehalt ausgewéhlter proHJ-Mutanten ist in A dargestellt. Aus in SMM gewachsenen
Ubernachtkulturen der Stimme MDB20 und MDB24 bis MDB28 wurde SMM (=) und SMM
mit 0,4 M NaCl (m) auf eine ODs75 von 0,1 angeimpft und bis zum Erreichen der stationdren
Phase (ODs;s = 2) kultiviert. Anschlielend erfolgte die Analyse des Prolingehaltes mittels
HPLC — Analysen. Die présentierten Daten sind Mittelwerte aus zwei unabhidngigen Messun-
gen in Doppelbestimmung + Standardabweichung. Die Stirke der Proliniiberproduktion der
einzelnen Mutanten korreliert mit den in den Fusionsexperimenten ermittelten TreA- Aktivita-
ten (B) als MabB fiir die proHJ Promotoraktivitit in SMM (m) und SMM mit 0,4 M NaCl (m).
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Tabelle 17: Prolingehalt der proHJ Promotormutanten, TG: Trockengewicht.
oM 0,4 M
Stamm Prolingehalt Prolingehalt Prolingehalt Prolingehalt
(umol g T G'l) Mutante: (umol g T G'l) Mutante:
Hmotg Wildtyp Hmotg Wildtyp
Wildtyp 1,6 1 37 1
Mutante M5 2,5 1,6 52,3 1,4
Mutante M6 7,4 4,6 71,7 2,1
Mutante M7 14,4 9 127,6 3,4
Mutante M9 4.4 2,8 62,7 1,7
Mutante M10 | 24 15 1223 3.3

5. Phéanotyp der proliniiberproduzierenden proHJ-Promotormutanten

5.1 Die proHJ-Promotormutanten zeigen trotz Proliniiberproduktion

keinen Wachstumsvorteil unter hyperosmolaren Bedingungen

Der Befund, dass die Stimme MDB24 bis MDB28 Prolin iiberproduzierten, warf die Fra-
ge nach ihrer Osmoresistenz auf. Prolin ist ein wirksames Osmoprotektivum in B. subtilis.
Der Wildtypstamm hat in SMM mit 0,4 M NaCl einen Prolingehalt von 37 pmol g TG
wihrend z.B. die proHJ Mutante MDB28 (proHmutM 10 -proHJ) unter gleichen Bedin-
gungen einen Prolingehalt von 122 pmol g TG aufweist. Es war denkbar, dass diese
proliniiberproduzierende Stamme unter hochosmolaren Bedingungen einen Wachstums-

vorteil gegentiber dem Wildtyp haben.

Erste Analysen deuteten darauf hin, dass die Promotormutanten in SMM mit 1,1 M NaCl
eventuell einen Wachstumsphanotyp besitzen. Um das Wachstum unter diesen Bedin-
gungen zu analysieren wurde aus einer SMM Ubernachtkultur SMM mit 1,1 M NaCl auf
eine ODs73 von 0,1 inokuliert und das Wachstum anhand der Zunahme der ODs7g ver-
folgt (Abb.16). Die Wachstumsanalysen sind mit den Stimmen MDB24 bis MDB28§
(Mutanten M5, M6, M7, M9 und M10) durchgefiihrt worden. Als Referenz wurde paral-
lel das Wachstum des Stammes MDB20 analysiert. Alle Mutanten verhielten sich gleich.
Daher werden exemplarisch nur die Daten der Mutante M 10, der Mutante mit der hochs-

ten Prolintiberproduktion, gezeigt. In keinem Fall zeigte sich ein Wachstumsunterschied
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zwischen Wildtyp und Mutante.

Auch weitere, unabhingige Experimente unter hypertonen Wachstumsbedingungen erga-
ben keinen Phénotyp. Die Promotormutanten haben demnach trotz der Uberproduktion
des kompatiblen Solutes Prolin unter den getesteten, hochosmolaren Bedingungen keinen

Einfluss auf das Wachstum.
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Abb. 16: Wachstumsanalysen der Hypermutante MDB28 (proH;s;smutM10 ’-proHJ) unter

hyperosmolaren Bedingungen.

Aus einer in SMM gewachsenen Ubernachtkultur der Stimme MDB24 bis MDB28 und des
Kontrollstammes MDB20 (o) wurde SMM, dessen Osmolaritit durch 1,2 M NaCl erhdht
wurde, auf eine ODsz5 von 0,1 angeimpft und kultiviert. Das Wachstum wurde anhand der
ODs7s — Zunahme in Abhéngigkeit von der Zeit verfolgt. Abgebildet ist exemplarisch das
Wachstum des Stammes MDB28 (M10) (e).
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5.2 Die proHJ-Promotormutanten zeigen trotz Proliniiberproduktion

keinen Wachstumsvorteil unter Stressbedingungen

Prolin ist nicht nur ein Osmoprotektivum, sondern schiitzt B. subtilis auch vor Thermo-
stress (Holtmann, 2003). AuBlerdem wurde es als Cryoprotektivum diskutiert (Hoffmann,
pers. Mitteilung). Nichtsdestotrotz zeigen die proliniiberproduzierenden Staimme weder
bei Hitze noch bei Kélte einen Wachstumsvorteil gegeniiber dem Wildtyp.

Ebensowenig haben diese Stimme bei einem pldtzlichen hypoosmotischen Schock einen
Wachstumsnachteil gegentiber dem Wildtyp (Daten nicht gezeigt).

Weitere Versuche, die Prolinproduktion weiter zu steigern durch eine Uberexpression des
ProA Proteins oder durch die Zugabe des Substrates Glutamat und so einen Phénotyp zu

erhalten brachten kein Ergebnis.

5.3 Die proliniiberproduzierenden proHJ-Promotormutanten sind we-

niger sensitiv gegeniiber dem toxischen Prolinanalogon DHP

Aufgrund seiner Strukturanalogie zu der proteinogenen Aminosdure Prolin wird 3,4 De-
hydro DL — Prolin (DHP) in Proteine eingebaut. Allerdings kdnnen Proteine, in die DHP
statt Prolin eingebaut wurde, ihre Tertidrstruktur nicht mehr ausbilden und sind folglich
inaktiv. Fiir die Zelle kann dies letal sein; daher ist DHP toxisch.

DHP wurde bereits frither verwendet, um Feedbackmutanten des Proteins ProB und damit
proliniiberproduzierende Stdmme zu selektieren. Eine Proliniiberproduktion kann den
Effekt von DHP mildern, da mehr authentisches Prolin zum Einbau in die Proteine zur
Verfiigung steht. Vor diesem Hintergrund war die Frage zu klaren, welche Wirkung DHP
in den proliniiberproduzierenden proHJ -Promotormutanten hat. Dazu wurde die Mutante
MDB28 (M10 proHJ) mit der héchsten Uberproduktion auf ihre DHP — Resistenz iiber-
priift und mit dem Wildtyp JH642 verglichen. Eine SMM-Ubernachtkultur wurde in je-
weils zwei Kolben auf eine ODs75 von 0,1 inokuliert. In einem Kolben erfolgte die Zuga-
be von | mM DHP, wihrend die andere unbehandelt blieb. Nach neunstiindiger Kultivie-

rung wurde das Wachstumsvermogen anhand der erreichten ODs7g bestimmt (Abb.17).
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Dabei stellte sich heraus, dass die Mutante MDB28 (proHmutM 10 -proHJ) im Vergleich
zum Wildtypstamm JH642 eine geringere Sensitivitdt gegeniiber DHP besal3. Der Stamm
JH642 zeigt nach DHP-Behandlung kein Wachstum, wahrend das Wachstum des proli-
niiberproduzierenden Stammes MDB28 durch DHP kaum beeintrachtigt wird. Dem liegt

vermutlich ein Verdiinnungseffekt des DHPs durch das Uberangebot an Prolin zugrunde.
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Abb. 17: Die proliniiberproduzierende Mutante MDB28 (proHmutM10 -proHJ) ist wenige
sensitiv gegeniiber DHP im Vergleich zum Wildtypstamm JH642.

Aus in SMM gewachsenen Ubernachtkulturen der Stimme JH642 und MDB28 (M10° proH.J )
wurde SMM (m) und mit 1 mM DHP supplementiertes SMM () auf eine ODs75 von 0,1 ange-
impft. Nach neunstiindiger Kultivierung wurde das Wachstumsvermogen anhand der erreichten
ODs7g bestimmt. Die prasentierten Daten sind die aus zwei unabhingigen Experimenten gebilde-
ten Mittelwerte + Standardabweichung.

6. Die osmotische Regulation des proHJ - Operons

Der osmotisch kontrollierte proHJ-Promotor wird von dem vegetativen Sigmafaktor ¢
erkannt. Die Regulation erfolgt also nicht {iber einen alternativen Sigmafaktor, wie das
z.B. bei Hitzeschock oder Stickstofflimitation der Fall ist. Auch spielt nach bisherigen
Kenntnissen der fiir die allgemeine Stressantwort verantwortliche Sigmafaktor ¢® bei der
Expression des proHJ - Operons keine Rolle.

Das 153 bp minimale regulatorische Fragment ist in der Lage, eine osmoregulierte Ex-

pression zu vermitteln. Wird es mit dem Reportergen treA fusioniert, so unterliegt die
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treA-Transkription einem osmotischen Stimulus. Wie der Regulationsmechanismus im

Detail funktioniert, ist allerdings nicht bekannt.

6.1 Electrophoretic mobility shift assay (EMSA) des proH,s;’ -

Fragmentes

Es gibt viele Beispiele fiir Transkriptionsregulationen, die mit Hilfe von Proteinen, Re-
pressoren oder Aktivatoren, stattfinden. Bekanntestes Beispiel ist wohl die Transkription
des lac-Operons aus E. coli, die u.a. von einem Repressorprotein (Lacl) kontrolliert wird
(Beyreuther et al., 1975).

Um die Hypothese zu untersuchen, dass ein Regulatorprotein bei der osmotischen Kon-
trolle des proHJ-Promotorfragmentes eine Rolle spielt, wurde ein sogenannter ,E-
lectrophoretic mobility shift assay*, kurz EMSA, durchgefiihrt. Dieser Test beruht darauf,
dass ein putatives Regulatorprotein an das 153 bp DNA-Fragment bindet und somit seine
elektrophoretischen Eigenschaften verdndert.

Es wurden Zellen in folgenden Medien bis zum Erreichen der mittleren exponentiellen
Phase kultiviert: 0,1 x SMM, 1 x SMM, 1 x SMM mit 0,2 M NaCl und 1 x SMM mit 0,4
M NaCl. 0,1 x SMM wurde als Medium gewihlt, da unter diesen Bedingungen der proHJ
- Promotor nicht induziert ist (Dolezal, 2002). Die anderen Medien dienten dazu, unter-
schiedliche proHJ-Promotoraktivitidt zu induzieren, da die Aktivitdt linear der externen
Osmolaritét folgt (s. Abschnitt 1). Die Zellernte erfolgte per Zentrifugation, und Rohex-
trakte wurden prépariert. Das 153 bp-DNA-Fragment aus der proHJ-Promotorregion
wurde mittels PCR amplifiziert, wobei fluoreszenzmarkierte Primer verwendet wurden.
Die Inkubation der PCR—Produkte mit den entsprechenden Rohextrakten folgte, wobei
darauf geachtet wurde, dass in jeder Inkubation gleiche Proteinmengen der Rohextrakte
eingesetzt wurden. Als Kontrolle diente die Inkubation des PCR — Fragmentes ohne Roh-
extrakt. Die Proben wurden darauthin auf einem 1 x TAE Polyacrylamidgel elektrophore-
tisch aufgetrennt. Das Gel wurde auf einem Phosphoimager (Storm860, Amersham
Pharmacia) analysiert. Die Laufweite des 153 bp-DNA-Fragmentes lie3 sich mit Hilfe der

fluoreszenzmarkierten Enden nachweisen.
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Die Analyse des Gels ergab, dass nach der Inkubation mit Rohextrakt aus Zellen mit in-
duziertem proHJ-Promotor ( 1 x SMM ohne, plus 0,2 M, plus 0,4 M NaCl) das DNA —
Fragment nicht so weit in Richtung der Anode gewandert war wie die Kontrolle ohne
Rohextrakt. Die elektophoretischen Eigenschaften hatten sich in diesen Proben veréndert.
Die Probe mit 0,1 x SMM — Rohextrakt hingegen zeigte dieselbe Laufweite wie die Kon-
trolle ohne Rohextrakt.

Diese Beobachtungen geben Hinweise darauf, dass in den Proben mit aktivem proHJ-
Promotorfragment tatsdchlich etwas an das proH;s; - Fragment bindet, dass bei den Pro-
ben mit inaktivem proHJ -Promotor fehlt. Ob es sich hierbei um einen reellen Transkrip-
tionsaktivator, ein Artefakt wie z.B. die RNA-Polymerase oder um unspezifisch bindende
Proteine handelte, blieb unklar.

Der EMSA gibt Aufschluss iiber die Verdnderung der elektrophoretischen Eigenschaften
eines DNA — Molekiils und lasst somit Riickschliisse auf die Bindung eines Proteins zu,
kann aber nicht zur Identifizierung des putativen Regulatorproteins beitragen. Versuche,
dieses an das proH,s;-Fragment bindende putative Protein zu isolieren, schlugen fehl.
Eine Aufreinigung der ,,geshifteten* Banden aus dem EMSA — Gel brachte keinen Erfolg.
Der Versuch, dieses putative Protein mit Hilfe des biotinilierten, an eine Streptavidin —

Agarose gekoppelten proH;s; " — Fragmentes aufzureinigen schlug fehl.

Abb.18: EMSA des 153 bp proHJ regulatorischen Fragmentes.

Das regulatorische proH;s;- Fragment wurde mittels fluoreszenzmarkierter (Cy5) markierter Pri-
mer amplifiziert, mit Zellrohextrakt inkubiert und gelelektrophoretisch aufgetrennt. Die Laufweite
des proH;s; — Fragmentes wurde mittels Fluoreszenzdetektion ermittelt. 1: 0,1 x SMM; 2: 1 x
SMM; 3: 1 x SMM mit 0,2 M NaCl; 4: 1 x SMM mit 0,4 M NaCl; 5: Kontrolle ohne Zellextrakt.
Die Probe mit Extrakt aus 0,1 x SMM-Zellen wies dieselbe Laufweite auf wie die Kontrolle ohne
Zellextrakt. Alle anderen Proben mit Extrakten aus Zellen mit induziertem Promotor zeigten eine
deutliche Retardierung des DNA-Fragmentes.
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6.2 Die Schliisseldeterminante zur osmotischen Regulation von proHJ

liegt vermutlich in der 5" nichttranslatierten Region der mRNA

Das proH;s; - Fragment ist ausreichend, um eine osmotische Regulation des darauf fol-
genden Gens in B. subtilis zu gewihrleisten. Dies konnte in den vorher beschriebenen
Versuchen nachgewiesen werden. Der proHJ-Promotor liegt 32 bp stromabwiérts vom 5'-
Ende des proH;s; - Fragmentes und 93 bp stromaufwirts vom Translationsstart des proH
Gens. Um die Frage zu klédren, ob der Bereich stromaufwirts des Promotors oder die
5 untranslatierte Region der proHJ-mRNA verantwortlich ist fiir die osmotische Kontrol-
le oder ob sogar ein Zusammenspiel von beiden ndtig ist, wurde eine Deletionsanalyse
durchgefiihrt. Dabei wurde ein proH’-Fragment hergestellt, dessen Bereich stromaufwirts
des Promotors auf 5 bp verkiirzt ist. Durch die Klonierung in den Vektor pJMB1 wurde
es mit dem Reportergen tred fusioniert und mittels doppelt homologer Rekombination
stabil in das Genom des B. subtilis Stammes FSBI1 [(treA::neo)1] eingebracht. Aus einer
in SMM gewachenen Ubernachtkultur des so entstandenen Stammes MDB47 (proH126 -
tre4A) wurde SMM und SMM mit 0,4 M NaCl auf eine ODs7s von 0,1 angeimpft und bis
zum Erreichen der mittleren exponentiellen Phase (ODs7g 0,8-1) kultiviert. AnschlieBend
erfolgte die Bestimmung der TreA — Aktivitit als Mal} fiir die Expression des proHJ
Promotors. Der Stamm JSB36 (proH;s; - treA) diente als Referenz (Abb.19).

Es zeigte sich, dass das proH;,s — Fragment in gleicher Weise wie das proH,;s; " Fragment
eine osmotische Regulation vermittelt. In den Promotormutagenesen konnte der Promotor
als Schliisselelement fiir die osmotische Regulation ausgeschlossen werden. Daher liegen
die fiir eine osmotisch kontrollierte Transkription essentiellen cis Elemente also vermut-

lich in der 5" untranslatierten Region der proHJ-mRNA in B. subtilis.
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Abb. 19: 126 bp geniigen, um die osmotische Regulation von proHJ zu vermitteln.

A: Die proHJ-Genregion aus B. subtilis. Das 126 bp Promotorfragment ist in blau dargestellt, die
Elemente des osmoregulierten Promotors, der dazugehorige Transkriptionsstart und die putative
Ribosomenbindestelle sind hervorgehoben (Brill, 2002). In rot markiert ist das 5'Ende des 153 bp
Fragmentes.

B: Eine in SMM gewachsene Ubernachtkultur der Stimme JSB36 (proH;s; -treA) und MDB47
(proH ;s -treA) wurde in SMM und SMM mit 0,4 M NaCl auf eine ODs7g von 0,1 angeimpft und
bis zum Erreichen der exponentiellen Phase (ODs7g 0,8 bis 1) kultiviert. Als MaB fiir die Expres-
sion des proHJ-Promotors wurde die TreA-Aktivitit bestimmt. Die priasentierten Daten sind Mit-
telwerte aus zwei unabhéngigen Experimenten + Standardabweichung.
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6.3 Das 126 bp minimale regulatorische proHJ - Fragment ist

hochkonserviert in Bacilli

Im letzten Abschnitt konnte gezeigt werden, dass die Schliisseldeterminante in cis fiir die
osmotisch kontrollierte Transkription des proHJ-Operons aus B. subtilis in 126 bp strom-
aufwirts des proH Startcodons liegt. Neben B. subtilis gibt es noch weitere Bacilli, die
unter Osmostress Prolin als kompatibles Solut durch endogene de novo Synthese akku-
mulieren (Bursy, 2005).

Aus drei dieser Bacilli, den Stimmen Bacillus amyloliquefaciens (FZB42), Bacillus mo-
Jjavensis (DSM9205") und Bacillus vallismortis (DSM11031"), wurde chromosomale
DNA prépariert. Mit Hilfe der Oligonukleotide proHJ5-JS17 (bindet 153 bp vor Transla-
tionsstart des proH Gens) und proHJ5SIRD (bindet innerhalb des proH Gens) wurde ein
Fragment aus der proH-Region amplifiziert. Anschlieend wurden die erhaltenen PCR —
Produkte mit Hilfe des fluoreszenzmarkierten Primers proHJ5 IRD sequenziert. Die er-
haltenen Sequenzen wurden mit der aus B. subtilis bekannten Sequenz verglichen. Wei-
terhin wurde aus dem sequenzierten Genom von Bacillus licheniformis (Veith et al.,
2004), einem weiteren Prolinakkumulierer, das entsprechende Fragment zu diesem Ver-
gleich hinzugefiigt.

Der Sequenzvergleich zeigte, dass bei allen getesteten Organismen offenbar das 5°-Ende
eines proH dhnlichen Strukturgenes in dem amplifizierten Bereich liegt. Die Ahnlichkei-
ten zur Sequenz aus B. subtilis sind iiberzeugend (Abb. 20).

Fokussiert man den Sequenzvergleich auf das regulatorische 126 bp DNA — Fragment, so
zeigt sich eine Sequenzidentitdt von 79% der Bacilli-Fragmente im Vergleich zu dem aus
B. subtilis. Dabei fillt auf, dass die Sequenz aus B. licheniformis deutlich heterologer ist
als die der anderen vier Organismen. Streicht man B. licheniformis aus dem Vergleich
des 126 bp Fragmentes, so liegt die Sequenzidentitét der verbleibenden Bacilli bei 95,3 %
(Abb.20A).

Es ldsst sich vermuten, dass die so dhnlichen Sequenzen in den jeweiligen Organismen
ebenfalls eine osmotische Regulation vermitteln. Fiir B. licheniformis konnte dies sogar

gezeigt werden (s. Kapitel 7).
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6.4 Deletionsanalysen der S"'UTR der proHJ-mRNA

Die Daten der Promotormutagenese und der Verkiirzung des minimalen regulatorischen
Fragmentes lassen vermuten, dass sich die Schliisseldeterminante zur osmotischen Regu-
lation des proHJ- Promotors in der 5 nichttranslatierten Region befindet. Um in dieser
Region zwischen Promotor und Translationsstart von proH eventuelle fiir die Osmoregu-
lation essentielle Elemente zu identifizieren, wurden Deletionsanalysen durchgefiihrt. Die
mutierten Regionen wurden mit Hilfe des Sequenzvergleiches der proH Region verschie-
dener Bacilli ausgewihlt. Es wurde darauf geachtet, Bereiche zu deletieren, die hochkon-
serviert sind, da diese wahrscheinlich fiir eine osmotische Regulation wichtig sind.

Es wurden in vier einzelnen Mutanten jeweils ca. 10 bp aus dem Fragment eliminiert
(proH del). Dies geschah mit Hilfe einer gerichteten Mutagenese der proH -treA Fusion
im Vektor pJS35. Die entsprechenden Mutanten wurden mittels eines doppelt homologen
Rekombinationsereignisses in den Stamm FSB1 [(tred::neo)l] eingebracht. Die so ent-
standenen Stamme wurden MDB61 bis MDB64 genannt. Zur Untersuchung des Phéino-
typs der proH del — Mutanten wurde aus einer SMM Ubernachtkultur dieser Stimme
SMM und SMM mit erhohter Osmolaritdt (0,4 M NaCl) auf eine ODs73 von 0,1 ange-
impft und kultiviert. Nach dem Erreichen der mittleren exponentiellen Wachstumsphase
(ODs73 0,8 bis 1) wurde die TreA — Aktivitdt als MaB fiir die Expression des proH Pro-
motors bestimmt. Dabei zeigte sich, dass die eingefiihrte Deletion dell die Expression des
proHJ-Promotors steigert (um ca. Faktor 2), die osmotische kontrollierte, ca. zweiein-
halbfache Induktion ist aber immer noch vorhanden. Die Einbringung der Deletion del 2
weist bei 0 M die gleiche Aktivitdt wie der Wildtyp auf, kann aber bei 0,4 M nicht mehr
in dem Mafe induziert werden (Faktor 1,5). Der Promotor mit der Deletion del3 ist inak-
tiv und ldsst sich auch nicht durch einen osmotischen Reiz stimulieren. Die Deletion del4
fiihrt zu einer geringeren Aktivitit bei 0 M (16 statt 25 nmol min"' mg Protein) und einer
geringeren Induktion (Faktor 1,5).

Unter den vier eingefiihrten Deletionen zeigte die Deletion del3 den drastischsten Effekt
auf die Aktivitdt des proHJ - Promotors. Daher wurde dieses Fragment in einer weite-

ren, ortsgerichteten Mutagenese detaillierter untersucht.
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Abb. 20: Die in das proH;s; " Fragment eingefiihrten Deletionen und die daraus resultierende
Promotoraktivititen.

A: Sequenzvergleich der proH,,s -Fragmente in ausgewéhlten Bacilli. Die Sequenzen aus B. sub-
tilis (Bsu) und B. licheniformis (Bli) wurden den jeweiligen veroffentlichten Genomsequenzen
entnommen. Zur Gewinnung der Sequenzen aus B. amyloliquefaciens (Bam), B. mojavensis
(Bmo) und B. vallismortis (Bval) wurden die durch PCR mit proH spezifischen Primern gewon-
nenen PCR — Fragmente analysiert. Der in B. subtilis identifizierte Promotor ist umrandet; die
deletierten Regionen sind farbig unterlegt.

B: Aktivitit der Promotoren mit den eingefiihrten Deletionen del 1 — 4. Aus SMM Ubernachtku-
turen der Stimme MDB61 - 64 wurde SMM und SMM mit 0,4 M NaCl auf eine ODs;3 von 0,1
angeimpft, bis zum Erreichen der mittleren exponentiellen Phase (ODs7s 0,8 — 1) kultiviert und
die TreA-Aktivitat als MaB fiir die Expression des proHJ Promotors bestimmt. Die dargestellten
Daten sind Mittelwerte aus zwei unabhéngigen Experimenten + Standardabweichung.
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Abb. 21: Die in die proHJ-Promotorregion eingefiihrten Mutationen M11 und 12.

Die im vorangegangenen Experiment deletierte Region del3 wurde in einer weiteren Mutagenese
detaillierter untersucht. Es wurden die Mutationen M11 und M12 eingefiihrt (A). Die Stimme mit
diesen Promotormutationen wurden in SMM ohne (m) und mit 0,4 M NaCl (=) auf ihre TreA —
Aktivitédt hin als MaB fiir die Expression des proHJ -Promotors analysiert. Die prasentierten Da-
ten sind Mittelwerte aus zwei unabhéngigen Experimenten + Standardabweichung.

In der Mutation M 11 wurde eine Region deletiert, die mit der del 3 Region um 7 bp iiber-
lappt. Der so mutierte Promotor weist kaum noch Expression auf, ebenso wie die del 3 -
Mutante. Es war denkbar, dass dieser Effekt auf der Verkiirzung der 5"'UTR beruht und
dass es dadurch zu einem Stabilitdtsverlust der mRNA kommt. Um dies aufzukldren,
wurde die Region durch einen Austausch von Basen verdndert (M12). Diese Mutante
zeigt denselben Aktivitdsverlust wie die eingefiihrten Deletionen (s. Abb.21). Ein Ver-
gleich mit dem Kontrollstamm TRBO, der ein promotorloses tre4 tragt, zeigt, dass der

Promotor in den Mutationen M11 und M12 praktisch nicht mehr aktiv ist. Dies lésst sich

auch nicht durch einen osmotischen Reiz kompensieren.
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6.5 Fir die osmotische Regulation des proHJ-Operons ist keiner der

bekannten Transkriptionsregulatoren aus B. subtilis verantwortlich

In Kooperation mit Kazuo Kobayashi (Graduate School of Information Science, Nara
Institute of Science and Technology, Japan) wurde der Einfluss der bisher bekannten
bzw. aufgrund ihrer Sequenzhomologie wahrscheinlichen Transkriptionsregulatoren aus
B. subtilis auf proHJ untersucht (s. Anhang).

Dazu wurde zunichst eine transkriptionelle /acZ — Fusion der proHJ-Promotorregion
bendtigt, da die Reportergenaktivitit auf Festmedium sichtbar gemacht werden sollte.
Das Plasmid pMD23 amyE:: [® (proH;s; - lacZ erm)] wurde mittels doppelt homologer
Rekombination stabil in die amyE-Region des Stammes JH642 eingebracht. Der so ent-
standene Stamm wurde MDB38 genannt.

Kazuo Kobayashi konstruierte eine Kollektion von B. subtilis Stimmen, bei denen jeweils
ein Gen fiir einen putativen Transkriptionsregulator unterbrochen war. Um nun zu unter-
suchen, ob die proHJ-Expression von einem dieser Regulatoren kontrolliert wird, wurden
die chromosomalen DNAs der Transkriptionsregulator- Mutanten prapariert und mittels
natiirlicher Kompetenz in den proH;s;-lacZ Stamm MDB38 eingebracht. Die
Transformanden wurden auf die Chloramphenicolresistenz der Regulatormutation
selektiert. Die Expression des Promotors wurde anhand der auf Festmedien (SMM und
LB) mit X-Gal sichtbar gemachten 3 —Galaktosidase - Aktivitit analysiert (s.Anhang 1).
Die einzige der untersuchten Mutanten, die ein vom Wildtyp abweichendes Expressions-
muster aufwies, war die sigH{ —Unterbrechungsmutante. Diese zeigte eine hohere LacZ-
Aktivitdt als der Wildtypstamm MDB38.

In keiner der Mutanten konnte eine Herabsetzung der LacZ — Aktivitdt beobachtet wer-

den.
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6.5.1 Eine sigH — Mutante besitzt eine hohere proHJ-Promotoraktivitit

Die einzige Mutation, die in dem von Kazuo Kobayashi durchgefiihrten Experiment einen
Effekt auf die Aktivitdt des proH-Promotors hatte, war die Unterbrechung des sigH-
Strukturgenes. In diesem Stamm zeigte der Promotor eine hohere Aktivitit als im Wild-
typstamm. Diese Experimente wurden sowohl in SMM als auch in LB durchgefiihrt. Nun
sollte die osmotische Regulation der Aktivitit untersucht werden.

Zu diesem Zweck wurde eine in SMM gewachsene Ubernachtkultur der Stimme MDB38
(proH;s; - lacZ) und seines sigH ~ -Derivates MDB51 in SMM und SMM mit erhohter
Osmolaritdt (0,4 M NaCl) auf eine ODs73 von 0,1 angeimpft und kultiviert. Nach dem
Erreichen der mittleren exponentiellen Wachstumsphase (ODs7s 0,8 bis 1) wurde die

LacZ — Aktivitit als MaB fiir die Expression des proH — Promotors bestimmt (s. Abb.22).

Dabei wurde bestétigt, dass die Disruption des sigH-Strukturgens eine erhohte Aktivitét
des proHJ-Promotors zur Folge hat. Sowohl in 1 x SMM und 1 x SMM mit 0,4 M NaCl
lieB sich, verglichen mit dem Wildtyp, eine doppelt so hohe Expression nachweisen (28
bzw. 62 nmol min"' mg Protein” im Vergleich zu 13 bzw. 28 nmol min™ mg Protein™).
Einzig bei der in 0,1 x SMM gewachsenen Kultur ldsst sich kein Unterschied feststellen
(6 bzw. 8 nmol min"' mg Protein™). Beide Stimme zeigen nach wie vor eine osmotisch
stimulierte Aktivitdt des proHJ - Promotors. Im Vergleich zu SMM wird die Aktivitdt in
SMM mit 0,4 M NaCl in beiden Stimmen um den Faktor 2,2 induziert.
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Abb. 22. LacZ-Aktivitat der Stimme MDB38 und MDB51.

Beide Stdmme tragen eine proH,s; -lacZ — Fusion. In MDB51 ist zusétzlich das Strukturgen sigH
unterbrochen [(sigH::caf)1]. Dargestellt sind die nach Erreichen der mittleren exponentiellen
Wachstumsphase (ODs;s 0,8-1) ermittelten LacZ Aktivititen in 0,1 x SMM (m), 1 x SMM (=)
und 1 x SMM mit 0,4 M NaCl (m). Die préasentierten Daten sind Mittelwerte aus zwei voneinan-
der unabhingigen Experimenten + Standardabweichung.
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7. Gene der Prolinsynthese in B. licheniformis

Bacillus licheniformis gehort wie Bacillus subtilis zu der Gruppe von Bacilli, die neben Glu-
tamat Prolin als dominantes, endogen synthetisiertes kompatibles Solut nutzen (Kuhlmann,
2002; Bursy, 2005). Bei B. licheniformis handelt es sich aufgrund seiner Nutzbarkeit als Lie-
ferant von Proteasen und Amylasen um einen Organismus von gro3em industriellen Interesse.
Das Genom von B. licheniformis wurde sequenziert und veroffentlicht (Veith et al., 2004).
Bioinformatische Analysen ergaben, dass es in B. licheniformis offensichtlich mehrere Prolin-
synthesewege gibt. Die Prolinversorgung fiir anabole Zwecke wird in B. subtilis durch den
ProBA-Syntheseweg sichergestellt (Belitsky, 1998). Die daran beteiligten Gene proB, proA,
proG und prol besitzen ein jeweiliges Pendant im Genom von B. licheniformis, die ihrer Ho-
mologie entsprechend benannt worden (Abb. 23). Daneben liegen sowohl in B. subtilis als
auch in B. licheniformis in einem Operon organisierte Prolinsynthesegene vor. Im Gegensatz
zu der Genorganisation in B. subtilis allerdings befindet sich in diesem Operon stromabwdérts
der proHJ-Gene ein weiteres Gen, das eine Homologie zu proA aus B. subtilis aufweist und
als proAA annotiert wurde (Veith et al., 2004). Dieser Befund liel vermuten, dass in B. liche-
niformis eine vollstdndige Separierung der Prolinsynthesewege fiir anabole und osmoprotek-

tive Zwecke stattfindet.

proB > proA >—| ohrA >
< htrA |—| proG >7| dppA >| dppB > dppC >| dppD >—| dppE >

prol ><y¢1iN |
roAd < o7 |< ol ;_<yetF|

—

1 kb

Abb. 23: Organisation der wahrscheinlichen Prolinsynthesegene in B. licheniformis.

Abgebildet ist die Organisation der wahrscheinlichen Prolinsynthesegene im Genom von B. licheni-
formis. Die Gene wurden aufgrund ihrer Homologie zu den bekannten Prolinsynthesegenen aus B.
subtilis benannt.
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7.1 Die osmotisch regulierte Prolinsynthese in Bacillus licheniformis

Die Anhdufung des kompatiblen Solutes Prolin verlduft in B. subtilis in enger Anlehnung an
den umgebenden osmotischen Reiz. Allerdings ldsst sich in diesem Organismus die osmotisch
stimulierte Prolinsynthese durch die externe Zugabe eines kompatiblen Solutes wie z.B. Gly-
cin Betain vollstdndig unterdriicken (Brill, 2002). Nun sollte die osmotisch kontrollierte Pro-
linakkumulation durch Neusynthese und die Auswirkungen von Glycin Betain in dem eben-
fall prolinakkumulierenden Organismus B. licheniformis untersucht werden. Hierzu wurde der
Wildtypstamm DSM13 in SMM mit aufsteigenden NaCl Konzentrationen ohne bzw. mit der
Zugabe von 1 mM Glycin Betain bis zum Erreichen der frithen stationdren Wachstumsphase
(ODs78 = 2) kultiviert. Aus den Ganzzellextrakten wurde der intrazelluldre Prolingehalt mittels
HPLC bestimmt.

Es konnte gezeigt werden, dass in B. licheniformis eine intrazelluldre Anhdufung von Prolin
durch endogene Synthese erfolgt, deren Menge mit der Osmolaritit des externen Mediums
korreliert. Die dullere Zugabe eines kompatiblen Solutes wie Glycin Betain reprimiert die
Neusynthese von Prolin. Die Prolinakkumulation wird durch die Zugabe von 1 mM Glycin

Betain vollstindig inhibiert (s. Abb.24).
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Abb. 24: Prolingehalt osmotisch gestresster B. licheniformis Zellen.

Aus einer in SMM gewachsenen Ubernachtkultur des B. licheniformis Wildtypstammes DSM13 wur-
de SMM mit aufsteigenden NaCl — Konzentrationen auf eine OD578 von 0,1 angeimpft ohne (m) und
mit der Zugabe von 1 mM Glycin Betain (0) und bis zum Erreichen der stationdren Wachstumsphase
(OD578 =2) kultiviert. Ganzzellextrakte wurden prapariert und der Prolingehalt mittels HPLC — Ana-
lysen bestimmt. Die prisentierten Daten sind Mittelwerte aus zwei unabhéngigen Experimenten in
Doppelbestimmung + Standardabweichung.
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7.2 Die Gene proH, proJ und proAA aus B. licheniformis werden als
osmotisch reguliertes Operon transkribiert

In Prokaryonten werden oft mehrere Gene, die ein- und denselben Stoffwechselweg betreffen,
in einer polycistronischen mRNA als Operon transkribiert. So werden z.B. die Gene proH und
proJ aus B. subtilis als Operon transkribiert, dessen Expression einem osmotischen Stimulus
unterliegt (s. Abschnitt 7.1). Um zu kldren, ob die Gene proH, proJ und proAA aus B. licheni-
formis ebenfalls als Operon transkribiert werden, wurden Northern Blot Analysen durchge-
fiihrt. Eine in SMM gewachsene Ubernachtkultur des B. licheniformis Wildtypstammes
DSM13 wurde in SMM und SMM mit 0,8 M NaCl bis zum Erreichen der mittleren exponen-
tiellen Wachstumsphase (ODs7g 0,8 bis 1) kultiviert. Die Gesamt-RNA wurde pripariert, gel-
elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Nylonmembran iibertragen. AnschlieBend erfolgte
eine Hybridisierung mit antisense RNA — Sonden, die spezifisch gegen proH, proJ bzw. pro-

AA gerichtet waren (s. Abb.25).
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Abb.25: Transkriptionsanalysen der Gene proH, proJ und proAA in B. licheniformis.

Aus exponentiell wachsenden Zellen des B. licheniformis Stammes DSM13 in (1) SMM und (2)
SMM, dessen Osmolaritidt mit 0,8 M NaCl erhoht wurde, wurde Gesamt-RNA prépariert und gel-
elektrophoretisch aufgetrennt. Nach der Ubertragung auf eine Nylonmembran wurde mit spezifischen
Sonden, die gegen proH , proJ bzw. proAA gerichtet waren, hybridisiert. Pro Spur wurde 15 pg RNA
eingesetzt. Die Lage der Sonden ist durch Pfeile gekennzeichnet.
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Die mit diesen drei Sonden detektierten Signale zeigten eine einzelne mRNA Spezies dersel-
ben Grofle. Dieses Transkript wies eine Grofle von ca. 3400 bp auf. Die kalkulierte Distanz
zwischen dem Translationsstart von proH und dem Stopcodon von proAA betrigt 3258 bp,
was im Einklang mit der detektierten TranskriptgroBe steht. Dieses Transkript konnte nur in
den osmotisch gestressten (0,8 M NaCl) Zellen nachgewiesen werden. proH, proJ und proAA
werden also als Operon transkribiert, dessen Expression durch hohe Osmolaritét stimuliert
wird.

Der offene Leserahmen ydzF stromabwirts von proAA wird nicht mit proHJAA kotranskri-
biert. Dies konnte in Northern Blot Analysen mit einer ydzF spezifischen Sonde nachgewie-

sen werden (Daten nicht gezeigt).

7.3 In B. licheniformis erfolgt die Transkription der anabolen Prolinsyn-

thesegene unabhingig von der externen Salinitiit

B. subtilis besitzt neben dem osmoregulierten Prolinsyntheseweg einen alternativen Weg, der
die Zelle mit Prolin fiir anabole Zwecke versorgt. Dieser Syntheseweg wird von Isoenzymen
zum ProHJ - Weg katalysiert: ProB, ProA, ProG und Prol. Die dafiir codierenden Gene wer-
den in B. subtilis unabhingig von der &uleren Osmolaritédt exprimiert (Brill, 2002).

Im Genom von B. licheniformis wurden Gene identifiziert, die eine hohe Homologie zu den
anabolen Prolinsynthesegenen aus B. subtilis aufweisen. Sie wurden entsprechend ihrer Se-
quenzdhnlichkeit als proB, proA, proG und prol bezeichnet (Veith et al., 2004).

Die Gene proB und pro4 werden in B. subtilis als Operon transkribiert. Auf dem Chromosom
von B. licheniformis liegen proB und proA direkt hintereinander mit einem Abstand von 13
bp, was wie in B. subtilis ebenfalls eine Kotranskription dieser beiden Gene vermuten lie3.
Zur detaillierten Transkriptionsanalyse der Gene proB, proA, proG und prol aus B. licheni-
formis wurden Northern Blot Analysen durchgefiihrt. Dazu wurden Zellen des B. lichenifor-
mis Wildtypstammes DSM13 in SMM und SMM mit erhéhter Osmolaritét (0,8 M NaCl) bis
zum Erreichen der mittleren exponentiellen Wachstumsphase (OD578 0,8 bis 1) kultiviert.
Die daraus isolierte Gesamt — RNA wurde gelelektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Ny-
lonmembran transferiert. Die anschlieBende Hybridisierung erfolgte mit antisense RNA —
Sonden, die spezifisch gegen die Gene proBA, proG und prol gerichtet waren (Abb.26).

Die spezifischen Sonden gegen proB und proA detektierten jeweils eine einzelne mRNA —

Spezies einer ungefdhren Grofle von 2700 bp. Die berechnete Distanz vom Translationsstart



IV. Ergebnisse 87

von proB bis zum Translationsende von proA4 betragt 2357 bp. proB und proA werden dem-
nach als Operon transkribiert. Die detektierten Transkriptgroflen betrugen fiir proG ca. 850 bp
und fiir prol ca. 1100 bp (die codierenden Sequenzen betragen 812 bzw. 821 bp). proG und
prol werden demnach, wie auch in B. subtilis, jeweils als monocistronische mRNA transkri-
biert. Der Grund fiir das im Vergleich zu der codierenden Sequenz sehr grof3e Transkript von
proBA und prol koénnte in einem stromaufwérts vom Translationsstart liegenden T-Box-
Element liegen. Diese ist in den homologen Genen aus B. subtilis zu finden und weist eine
GroBe von ca. 250 bp auf (Brill, 2002). Mit der prol spezifischen Sonde lieBen sich zwei Sig-
nale detektieren, die von der Grof3e her dicht beieinander lagen. Es konnte nicht geklart wer-
den, woher diese zweite Bande kommit.

In allen Fillen war die detektierte Transkriptionsstdrke bei 0 M und 0,8 M gleich. Die Expres-
sion der anabolen Prolinsynthesegene in B. licheniformis erfolgt also unabhidngig von duleren

osmotischen Reizen.
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Abb.26: Northern Blot Analysen der anabolen Prolinsynthesegene in B. licheniformis.

Aus exponentiell wachsenden Zellen des B. licheniformis-Stammes DSM13 in (1) SMM und (2)
SMM, dessen Osmolaritdt mit 0,8 M NaCl erhoht wurde, wurde Gesamt-RNA prépariert und gel-
elektrophoretisch aufgetrennt. Nach der Ubertragung auf eine Nylonmembran wurde mit spezifischen
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Sonden, die gegen proBA, prol bzw. proG gerichtet waren, hybridisiert. Pro Spur wurde 15 pg RNA
eingesetzt. Die Lage der Sonden ist durch Pfeile gekennzeichnet.

7.4 Reportergenfusionsanalysen der osmotisch regulierten proHJAA-

Expression

7.4.1 Das in Bacilli hochkonservierte proH -Minimalfragment (B.li proH ;")
enthilt alle cis Elemente fiir die osmotische Induktion von proHJAA

aus B. licheniformis

In B. subtilis wurde bereits gezeigt, dass 126 bp direkt stromaufwirts vom Translationsstart
von proH ausreichen, um eine vollstindige osmotische Regulation zu gewéhrleisten. Die
proH’-Region in B. subtilis und B. licheniformis sind zu 78,9 % identisch. Durch eine 4 bp
Insertion weist dieses Fragment in B. licheniformis eine Grofle von 130 bp auf (s. Kapitel
6.4).

Um zu untersuchen, ob diese 130 bp ausreichen, um die osmotische Regulation von proHJAA
in B. licheniformis zu vermitteln, wurden zwei transkriptionelle Fusionen mit dem Reporter-
gen tre4 verwendet. Neben der Fusion der bereits erwdhnten 130 bp wurde eine Fusion eines
langeren Fragmentes (388 bp) konstruiert, um die osmotische Regulation beider Fragmente zu
vergleichen. Da eine Analyse dieser Fusionen in B. licheniformis aufgrund seiner schwierigen
Transformierbarkeit nicht moglich war, wurden sie in B. subtilis eingebracht und untersucht.
Die entsprechenden Fragmente wurden aus dem Genom von B. licheniformis per PCR ampli-
fiziert und dann in den Vektor pJMBI vor das promotorlose Reportergen tred eingebracht.
Mit den so entstandenen Plasmiden pMD29 und pMD30 wurden diese treA-Fusionen stabil
ins Genom von B. subtilis integriert. Diese Integration erfolgte in das Gen amyE mittels dop-
pelt homologer Rekombinationsereignisse. Die auf diese Weise erzeugten Stimme MDB59
und MDB60 wurden in SMM kultiviert und dann in SMM bzw. SMM mit 0,4 M NaCl auf
eine OD578 von 0,1 angeimpft. Nach dem Erreichen der mittleren exponentiellen Wachs-
tumsphase wurde die Aktividt des Reportergenproduktes, TreA, als MaB fiir die Aktivitét des
fusionierten proH-Promotors bestimmt (Abb.27).

Bei der Fusion des 388 bp — Fragmentes konnte eine TreA — Aktivitdt von 12 (OM NaCl) bzw.
27 nmol min-1 mg Protein-1 (0,4M NaCl) ermittelt werden. Bei der Fusion des 130 bp —
Fragmentes lagen die Aktivititen bei 20 (OM NaCl) bzw. bei 44 nmol min-1 mg Protein-1
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(0,4M NaCl). Bei beiden fusionierten Fragmenten zeigte sich in den osmotisch stimulierten
Zellen (0,4 M NaCl) eine ca, 2,2 fach hohere Aktivitit als bei SMM ohne NaCl. Es ldsst sich
kein Unterschied in der osmotischen Induzierbarkeit zwischen der Fusion des langen Frag-
mentes (388 bp, MDB59) und der Fusion des kurzen Fragmentes (130 bp, MDB60) feststel-
len. Damit konnte gezeigt werden, dass auf dem 130 bp Fragment alle in cis benétigten Ele-
mente fiir eine vollstindige Osmoregulation enthalten sind. Weiterhin konnte mit Hilfe der
proH -treA die bereits im Northern beobachtete die osmotische Induzierbarkeit bestétigt wer-

den.
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Abb.27: TreA — Aktivitit der proH - treA Fusionen aus B. licheniformis.

Eine in SMM gewachsene Ubernachtkultur der Stimme MDBS59 (B. /i proHsss - treA) und MDB60
(B. li proH;3p '- treA) wurde in SMM (m) und SMM mit 0,4 M NaCl (m) auf eine ODs75 von 0,1 ino-
kuliert. Die Kultivierung erfolgte bis zum Erreichen der exponentiellen Wachstumsphase (ODs75 0,8
bis 1), woraufhin die TreA — Aktivitéit bestimmt wurde.

7.4.2 Die Transkription der proH;;, - treA Fusion Korreliert mit der

externen Osmolaritit und wird durch Glycin Betain reprimiert

In B. licheniformis findet eine osmotisch induzierte Prolinsynthese statt, die durch die externe
Zugabe des kompatiblen Solutes Glycin Betain fast vollstindig unterdriickt werden kann.
Die aus dieser Prolinsynthese resultierende Akkumulation von Prolin steht in einer linearen

Korrelation zu der Stirke des duBBeren osmotischen Reizes (s. Kapitel 7.1).
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Es war zu vermuten, dass die Feinregulation dieser Prolinsynthese wie in B. subtilis auf
transkriptioneller Ebene durch die osmotische Kontrolle des proHJ-Promotors stattfindet.
Die osmotische Induzierbarkeit des proHJAA-Promotors aus B. licheniformis wurde im vo-
rangegangenen Abschnitt nachgewiesen. Um nun zu zeigen, dass der Promotor einer auf die
dufere Salinitit feinabgestimmten Regulation unterliegt, wurde die Reportergenfusion

B. li proH 3y -treA unter verschieden starken dufleren osmotischen Reizen untersucht. Hierzu
wurde eine in SMM gewachsene Ubernachtkultur des Stammes MDBG60 (B.li proH ;3¢ -treA)
in SMM mit erhohter Osmolaritit (0-1 M NaCl) ohne bzw. mit 1 mM Glycin Betain auf eine
OD578 von 0,1 angeimpft und kultiviert. Nach dem Erreichen der mittlerern exponentiellen
Wachstumsphase (OD578 0,8 — 1) wurde die TreA — Aktivitdt als Mal} fiir die Expression
des proH Promotors bestimmt. Dabei konnte gezeigt werden, dass die Expression des proH
Promotors in einer direkten Beziehung zur externen Salinitét steht. Die Zugabe des kompatib-
len Solutes Glycin Betain reprimiert die Promotoraktivitit auf ein Basalniveau (s. Abb.28).
Die auf die dullere Hypertonie feinabgestimmte Synthese bzw. Akkumulation von Prolin in B.

licheniformis wird also, wie in B. subtilis, auf transkriptioneller Ebene reguliert.
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Abb.28: TreA-AKktivitit der proH;;, - treA-Fusion aus B. licheniformis.

Aus einer Ubernachtkultur des Stammes MDB60 (proH;3p’- treA) wurde SMM mit aufsteigenden
NaCl — Konzentrationen ohne (®) und mit der Zugabe von 1 mM Glycin Betain (o) auf eine OD578
von 0,1 angeimpft. Die Kultivierung erfolgte bis zum Erreichen der exponentiellen Wachstumsphase
(OD578 0,8 — 1), worauthin die TreA-Aktivitit bestimmt wurde.
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7.4.3 Die Expression der proH;;, -treA-Fusion wird durch einen plotzli-

chen hyperosmotischen Schock stimuliert

Im vorangegangenen Abschnitt wurde die Korrelation zwischen der proHJAA-
Promotoraktivitit und der Osmolaritit des Wachstumsmediums aufgezeigt. Um nun zu unter-
suchen, ob und in welcher Zeit der Promotor auf eine plotzliche Erhohung der du3eren Osmo-
laritét, also einen osmotischen Schock, reagiert, wurde ein sogenanntes ,,upshock“- Experi-
ment durchgefiihrt.

Hierzu wurden in SMM gewachsene Ubernachtkulturen in SMM auf eine ODs75 von 0,1 an-
geimpft und kultiviert. Nach Erreichen der frithen exponentiellen Wachstumsphase bei einer
ODs75 von 0,4 wurde die Osmolaritidt des Medium durch Zugabe von NaCl plotzlich erhoht,
so dass eine Endkonzentration von 0,4 M NaCl im Medium vorlag. Nach diesem Schock
wurden die Zellen ca. 3 h weiter kultiviert. Sowohl vor der NaCl-Zugabe als auch danach
wurden Proben zur Bestimmung der TreA — Aktivitdt entnommen. Als Kontrolle diente eine
Parallelkultur, der statt NaCl nur SMM zugesetzt wurde.

Mit Hilfe dieses Experimentes konnte die rasche Induktion des proHJAA-Promotors nach
einem hyperosmotischen Schock verfolgt werden. Die TreA-Aktivitét steigt innerhalb von 30
min nach NaCl-Zugabe an. Nach ca. 150 min erreicht die Aktivitit einen Sattigungsbereich
von 40 nmol min"' mg Protein™ (ausgehend von 16 nmol min™ mg Protein™ vor dem Schock).
Dies bedeutet eine zweieinhalbfache Induktion. Im Vergleich dazu ist im letzten Abschnitt
eine Aktivitit von 37 nmol min™' mg Protein™ fiir adaptiertes Wachstum bei 0,4 M NaCl be-
stimmt worden.

Wie erwartet, verdndert sich in der nur mit SMM behandelten Kultur die TreA — Aktivitét

nicht, sie bleibt konstant bei ca. 16 nmol min-1 mg Protein-1.
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Abb.29: TreA — Aktivitit der proH;;,’- treA — Fusion nach einem plétzlichen hyperosmotischen
Schock.

Aus einer Ubernachtkultur des Stammes MDB60 (proH;3y - treA) wurde SMM auf eine ODs;s von
0,1 angeimpft und kultiviert. Nach Erreichen der friihen exponentiellen Wachstumsphase (ODs75 =
0,4) wurde zur plotzlichen Erhhung der Osmolaritidt NaCl zugegeben, so dass eine Endkonzentration
von 0,4 M NaCl in der Kultur vorlag. In regelméBigen Zeitabstinden wurden Aliquots zur Bestim-
mung der TreA — Aktivitit entnommen (®). In einer Parallelkultur wurde statt § ml 5 M NaCl 8 ml
SMM zugegeben (®). Der Pfeil markiert den Zeitpunkt der NaCl- bzw. SMM-Zugabe. Die présentier-
ten Daten wurden in Dreifachbestimmung ermittelt und in einem unabhéngigen Experiment bestitigt.
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B. Die GltT-vermittelte Aufnahme von Glutamat und Aspartat

und ihre Rolle bei der Stressprotektion in Bacillus subtilis

1. Funktionen der Aminosaure L-Glutamat in B. subtilis

Als proteinogene Aminoséure erfiillt L-Glutamat (Glutamat) eine wichtige Funktion im Stoff-
wechsel der Zelle. In machen Organismen besitzt Glutamat dariiber hinaus noch weitere
Eigenschaften. So z.B. vermag B. subtilis mit Glutamat als einziger Stickstoffquelle zu wach-
sen. AuBBerdem wirkt die Supplementation von Glutamat protektierend gegen Osmo- und Hit-
zestress in B. subtilis (Kerres, 2002; Holtmann, 2003).

Trotz dieser bekannten Funktionen war unklar, wie die Aufnahme von Glutamat in B. subtilis
katalysiert wird und welche Transportsysteme dabei involviert sind. In dieser Arbeit sollte

dies aufgeklart werden.

2. Die potentiellen Glutamat — Transportsysteme in B. subtilis

Um das fiir die Aufnahme von Glutamat verantwortliche Transportsystem in B. subtilis zu
identifizieren wurden zunédchst Datenbankrecherchen durchgefiihrt.

Durch Analysen der B. subtilis-Genomsequenz (Kunst et al., 1997) wurden zwei offene Lese-
rahmen gefunden, die eine hohe Homologie zu Proteinen der Glutamattransporterfamilie
aufwiesen, einer Familie von sekundéren Transportsystemen. Hierbei handelte es sich um die
Gene gltT und gltP (Kerres, 2002).

Das Gen gltT (yhfG) weist eine groBe Ahnlichkeit zu den gltT Genen aus Bacillus stearother-
mophilus (jetzt: Geobacillus stearothermophilus) und Bacillus caldotenax auf (Sequenzidenti-
titen 63,5% bzw. 62,6%), wurde aber in B. subtilis noch nicht ndher untersucht. Aufgrund
seiner Sequenzhomologie handelt es sich bei GItT wahrscheinlich um einen Na" H' / Gluta-
mat Symporter, der ebenfalls Aspartat transportieren kann (Slotboom ef al., 1999).

Das Genprodukt von g/tP hingegen wurde schon in der Literatur als Glutamattransporter be-
schrieben. Durch Komplementationsanalysen in E.coli und der Rekonstitution von GItP in
Membranvesikeln wurde gezeigt, dass dieses Protein die Aufnhahme von Glutamat und auch

Aspartat vermitteln kann (Tolner e al., 1995).
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Neben gitT und g/tP wurde in der Literatur ein weiteres Gen beschrieben, dessen Produkt
eine Transportaktivitét fiir Glutamat aufweist: yved. YveA wurde als Aspartattransporter cha-
rakterisiert, der auch die Aufnahme von Glutamat katalysieren kann (Lorca et al., 2003).

YveA gehort zu der Superfamilie der APC —Transporter (amino acids, polyamine, organoca-
tion). Diese Familie ist bisher nicht gut untersucht, und es sind nur wenige Mitglieder be-

kannt.

In der Diplomarbeit von Kerres (2002) wird ein weiterer offener Leserahmen, yhcL, erwihnt,
der ebenfalls eine hohe Homologie zu Glutamattransportern aufweist. Auflerdem wurde in
Proteomanalysen der ABC — Tranporter YtmK als mogliches Glutamataufnahmesystem be-
schrieben (Bunai ef al., 2004). YhcL und YtmK wurden mittlerweile als Cystintransport-
systeme charakterisiert (Burguicre et al., 2004) und daher in dieser Arbeit nicht weiter bear-

beitet.

Die drei betrachteten Proteine GItP, GItT und YveA sind neben ihrer vermuteten Funktion als
Glutamattransporter ebenfalls potentielle Aspartattransporter. Daher wurden sie parallel zum
Glutamattransport auch auf ihre Fihigkeit hin untersucht, die Aufnahme von L-Aspartat

(Aspartat) zu vermitteln.

Tabelle 18: Potentielle Glutamat/Aspartataufnahmesysteme in B. subtilis

Gene  Homolog zu/charakterisiert als Transporterfamilie Referenz

ghT Glutamat/Na" H" Symporter Glutamattransporterfamilie =~ -----------------
Aspartat / Na"H" Symporter

ghtP Glutamat/2H" Symporter Glutamattransporterfamilie ~ Tolner ef al.,
Aspartat/ 2H" Symporter 1995
yveA Aspartattransporter APC Superfamilie Lorca et al. ,

Glutamattransporter 2003



IV. Ergebnisse 95

2.1 GItT ist ein hochaffines Glutamat- und Aspartattransportsystem in
B. subtilis

Anne Kerres hatte bereits 2002 in ihrer Diplomarbeit gezeigt, dass ein glt7T—defizienter Stamm
bei einer Substratkonzentration von 10 pM und in einem Zeitraum bis 100 Sekunden keinen
detektierbaren Glutamattransport mehr aufweist. In dieser Arbeit sollte nun dieses Experiment
mit anderen Parametern wie einer hoheren Substratkonzentration und einem langeren Messbe-
reich wiederholt werden, um auch niedrige Transportaktivititen identifizieren zu kénnen. Es
folgte eine Analyse der Glutamat- bzw. Aspartataufnahme in den Stimmen JH642, ADBI1
[(gltP:neo)l], ADB4 [(gltT x pUS19)1 (spec)], MDB43 [(yveA.:neo)l], ADBS [(gltT x
pUS19)1(spec) (gltP::neo)l], MDB44 [(gltT x pUSI9)1 (spec) (yveA.:neo)l], MDBS53
[(gltP::cat)l (yveA::neo)l] und MDB54 [(gltT x pUS19)1 (spec) (gltP::cat)l (yveA::neo)l].
In diesen Stdmmen sind ein bzw. zwei Strukturgene der putativen Glutamattransporter unter-
brochen. Im Stamm MDB54 sind alle drei Gene funktionsuntiichtig.

Die Staimme wurden in SMM bei 37°C bis zum Erreichen der frithen exponentiellen Phase
(ODs78 0,5 bis 0,7) kultiviert. Zu diesem Zeitpunkt wurde ein Aliquot der Zellsuspension ent-
nommen, mit radioaktiv markiertem Glutamat bzw. Aspartat versetzt (Endkonzentration 20
uM) und die Substrataufnahme in Abhingigkeit von der Zeit bei 37°C verfolgt (Abb.30 und
31).

Es stellte sich heraus, dass die Unterbrechung des Gens g/¢7 mit einem drastischen Verlust
der Glutamataufnahme einhergeht. Mutationen im Gen g/tP und yved haben einzeln oder in
Kombination keinen detektierbaren Einfluss auf die Aufnahme von Glutamat oder Aspartat
bei dieser Substratkonzentration. Unterbricht man zusétzlich zu g/¢tT noch g/¢tP oder yveA4 oder
beide, so zeigt sich derselbe Phénotyp wie bei der einzelnen g/tT-Mutation.

GItT ist demnach das hauptséchliche, hochaffine Glutamat-und Aspartataufnahmesystem in
B. subtilis.
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Abb. 30: Die Aufnahme von Glutamat in den Transportermutanten

Dargestellt ist die Aufnahme von Glutamat in den Einzel- und Mehrfachmutanten der putativen Glu-
tamat/Aspartattransportergene. Die priasentierten Daten sind Mittelwerte aus zwei unabhingigen Expe-
rimenten + Standardabweichung. A Die Aufnahme von Glutamat in den Einzelmutanten, den Stim-
men ADBI (w) (g/tP:nco), MDB43 (A) und ADB4 (@) [(gltT x pUS19)1 (spec)]) und dem Wildtyp-
stamm JH642 (o). B Die Aufnahme von Glutamat in den Mehrfachmutanten, den Stimmen MDBS53
(0) (gltP::cat) (yveA::neo), MDB44 (¢) [(gltT x pUS19)1 (spec) (yveA::neo)l], ADBS (o) [(gltT x
pUSI9)1 (spec) (gltP::neo)l], der Triplemutante MDB54 (A) [(gltP::cat)l (yveA::neo)l (gltT x
pUSI19)1 (spec)] und dem Wildtypstamm JH642 (e).
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Abb. 31: Die Aufnahme von Aspartat in den Transportermutanten.

Dargestellt ist die Aufnahme von Aspartat in den Einzel- und Mehrfachmutanten der putativen Gluta-
mat/Aspartattransportergene. Die présentierten Daten sind Mittelwerte aus zwei unabhéngigen Expe-
rimenten + Standardabweichung. A Die Aufnahme von Aspartat in den Einzelmutanten. Gezeigt ist
die Aspartataufnahme in den Stimmen JH642 (o), ADB1 (m) (g/tP:neo), MDB43 (A) und ADB4 (#)
[(gltT x pUS19)1 (spec)]. B Die Aufnahme von Aspartat in den Mehrfachmutanten. Gezeigt ist die
Aspartataufnahme in den Stimmen JH642 (o), MDBS53 (o) (gltP:cat) (yved:neo), MDB44 (&) ( [(gltT
x pUS19)1 (spec)]) (yved:neo), ADBS (0) [(gltT x pUS19)1 (spec) (gltP::neo)l] und der Triplemutan-
te MDB54 (A) [(gltP::cat)l (yved::neo)l (gitT x pUS19)1 (spec)].
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2.2 GItP und YveA zeigen weder hoch- noch niederaffinen Transport von

Glutamat und Aspartat

Bei einer Substratkonzentration von 20 pM wird die Glutamat— und Aspartataufnahme aus-
schlieBlich durch das Transportsystem GItT vermittelt. Die Genprodukte von gl/tP und yveA
zeigten unter diesen Bedingungen keinerlei hochaffine Transportaktivitit. Um zu untersu-
chen, ob g/tP und/oder yveA bei der niederaffinen Glutamataufnahme eine Rolle spielen, wur-
den Transportanalysen bei einer Substratkonzentration von 1 mM durchgefiihrt. Dazu wurden
Stimme verwendet, bei denen jeweils nur eines der Transportergene aktiv war. MDB44
[(gltP") (gitT x pUS19)1 (spec) (yved::neo)l], ADBS5 [(yved") (gitP::neo)l (gitT x pUS19)1
(spec)], MDB53 [(gltT") (yved::neo)l (gltP::caf)l] und als Referenz die Triplemutante
MDB54 [(gltP::cat)l (gltT x pUS19)1 (spec) (yveA::neo)l] wurden in SMM bis zum Errei-
chen der exponentiellen Wachstumsphase (ODs7s 0,5-0,7) kultiviert. Zu diesem Zeitpunkt
wurde ein Aliquot der Zellsuspension entnommen und mit radioaktiv markiertem Glutamat
bzw. Aspartat versetzt (Endkonzentration 1 mM). Die Substrataufnahme wurde bei 37°C in

Abhéngigkeit der Zeit verfolgt (s. Abb.32).

Auch bei der verhdltnismaBig hohen Substratkonzentration von 1 mM zeigten die Stimme mit
aktivem gltP (MDB44) bzw. yved (ADBS5) keine hohere Substrataufnahme als die Triplemu-
tante MDB54 [(g/tP::cat)1 (gltT x pUS19)1 (spec) (yveA::neo)l]. Dies fithrte zu dem Schluss,
dass unter den getesteten Bedingungen GItP und YveA keinen Einfluss auf den Transport von
Glutamat und Aspartat haben.

Der Stamm MDB53 [(gltT") (yved::neo)l (gltP::cat)1] dagegen war wie erwartet in der Lage,
sowohl Glutamat als auch Aspartat mit einer hohen Transportrate aufzunehmen (Glutamat:

422 nmol min™ mg Protein™; Aspartat: 228 nmol min' mg Protein™).
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Abb. 32: Die Glutamat — und Aspartataufnahme in den Mehrfachmutanten bei einer Substrat-
konzentration von 1 mM.

Dargestellt ist die Aufnahme von Glutamat (A) und Aspartat (B) in den Stimmen MDB53 (e)
[(gltP:cat) (yved:neo)], ADBS (o) [(g/tT x pUS19)1 (spec) (gltP::neo)], MDB44 (#) [(gltT x pUS19)1
(spec) (yveA:neo)] und der Triplemutante MDB54 (A) [(gltT x pUS19)1 (spec) (gltP::cat) (yveA.::
neo)]. Die prisentierten Daten sind Mittelwerte aus zwei unabhingigen Experimenten + Standardab-
weichung.
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2.3 Bestimmung der enzymkinetischen Parameter der GlItT-abhiingigen

Glutamat — und Aspartataufnahme

GItT ist ein hochaffiner Glutamat— und Aspartattransporter, der bei 37°C und den bisher ge-
testeten Substratkonzentration von 20 uM und 1 mM den hauptséchlichen Anteil an der Auf-
nahme dieser beiden Aminosduren hat. Um die enzymkinetischen Parameter fiir GItT zu er-
mitteln wurden Transportanalysen mit verschiedenen Substratkonzentrationen durchgefiihrt.
Hierzu wurde MDB53 MDB53 [(gltT") (yved::neo)l (gitP::catf)1] verwendet, da in diesem
Stamm die anderen putativen Glutamat-/ Aspartattransportergene g/tP und yveA ausgeschaltet
sind.

MDB53 wurde in SMM bei 37°C bis zum Erreichen der frithen exponentiellen Phase (ODs7g
0,5-0,7) kultiviert. Zu diesem Zeitpunkt wurde ein Aliquot der Zellsuspension entnommen,
mit unterschiedlichen Konzentrationen an radioaktiv markiertem Glutamat oder Aspartat ver-
setzt (Endkonzentrationen 2 — 100 uM) und die Aufnahme in Abhingigkeit von der Zeit bei
37°C verfolgt. Die Transportraten (nmol min" mg Protein™) wurden ermittelt. Die Auftra-
gung der erhaltenen Daten erfolgte in einem Hanes-Woolf Diagramm, das die Ermittlung der
Michaelis-Menten-Konstante (K,) und der maximalen Transportrate (Vm.x) ermoglichte
(Abb. 33).

Es gilt:

Bl = g (814K

Im Hanes — Woolf — Diagramm wird [S] / V gegen [S] aufgetragen, so dass der x — Achsen-
abschnitt bei - K,,, liegt, wihrend sich der Schnittpunkt mit der y- Achse bei K./ Vinax befin-
det. Die auf diese Weise ermittelten Daten ergaben einen K;;, von 38 + 0,4 uM und eine Vpax
von 108 + 5 nmol min™ mg Protein™ fiir das Substrat Glutamat. Ahnliche kinetische Parame-
ter wurden fiir das Substrat Aspartat bestimmt (K, =45 + 5 pM; Via= 62 £ 6 nmol min"' mg
Protein™) (Abb. 33).

Diese Daten sprechen dafiir, dass es sich bei GItT um einen Transporter mittlerer Affinitit
und hoher Transportrate handelt. Dabei wird die Aufnahme von Glutamat mit einer ungeféhr

doppelt so hohen Transportrate katalysiert wie die Aufnahme von Aspartat.
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Abb. 33: Hanes-Woolf —Diagramm zur Bestimmung der enzymkinetischen Parameter
von GItT.

Bei Substratkonzentrationen von 2 bis 100 pM wurden im Stamm MDBS53 [(gltT *) (gltP::cat) (yveA
::neo)] Transportanalysen durchgefiihrt. Die spezifischen Transportraten fiir jede Substratkonzentrati-
on wurden ermittelt. Aufgetragen wurde der Quotient aus Substratkonzentration S (uM) und Trans-
portrate V (nmol*min™ mg Protein™) in Abhingigkeit der Substratkonzentration S (uM) fiir das Sub-
strat Glutamat (A) und das Substrat Aspartat (B). Der Schnittpunkt der Ausgleichsgerade mit der x-
Achse ist der negative K,, — Wert (in rot dargestellt).
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2.4 Die Rolle von GItT bei der Verwertung von Aspartat und Glutamat
als Stickstoffquellen in B. subtilis

Wie bereits in Abschnitt 1 erwahnt, kann die Aminosdure Glutamat in Abwesenheit von Am-
moniumsulfat als ausschlieBliche Stickstoffquelle in B. subtilis genutzt werden (Belitsky und

Sonenshein, 1998). Dasselbe trifft auf Aspartat zu (Sun und Setlow, 1991).

Ob die Aufnahme von Glutamat bzw. Aspartat unter solchen Bedingungen ebenfalls durch
das Transportsystem GItT oder durch eines der anderen putativen Transportsysteme (GItP
und/oder YveA) erfolgt wurde mittels eines Wachstumsexperimentes geklért. Hierfiir wurde
modifiziertes SMM verwendet, in dem Ammoniumsulfat als Stickstoffquelle durch Glutamat
bzw. Aspartat ersetzt wurde. Dabei wurde darauf geachtet, dquimolare Mengen an Stickstoff
einzusetzen. Da ein Ammoniumsulfat — Molekiil zwei Stickstoffatome besitzt und Glutamat /
Aspartat nur eines, enthielt das modifizierte SMM 30 mM Glutamat bzw. Aspartat (Original
SMM: 15 mM Ammoniumsulfat).

Die Stimme JH642, ADB4 [(gltT x pUS19)1(spec)], MDB53 [(yveA::neo)l (gltP::cat)1] und
MDB54 [(gltP::cat)1 (gltT x pUS19)1 (spec) (yveA::neo)1] wurden in diesem modifizierten
SMM sowohl mit Glutamat als auch mit Aspartat als jeweils alleiniger Stickstoffquelle bis
zum Erreichen der spéten exponentiellen Wachstumsphase kultiviert (ODs7g 1 - 1,6) und dann
auf eine ODs73 von 0,1 im selben Medium inokuliert. Das Wachstum wurde anhand der
ODs7s - Zunahme in Abhéngigkeit von der Zeit verfolgt (s. Abb. 34).

Beide Stimme mit intaktem g/¢t7-Gen (JH642 und MDBS53[(yveA::neo)l (gltP::caf)1] verhiel-
ten sich vollig gleich und wiesen ein ziigiges Wachstum mit einer Rate von 0,35 h™ auf. Die
Stimme mit defektem g/¢T hingegen zeigten ebenfalls Wachstum, aber mit einer deutlich ge-
ringeren Wachstumsrate (0,17 h™"). Die Disruption der Gene gl/tP und yved hatte keinerlei
Auswirkung auf das Wachstumsverhalten. Es wurde also bestétigt, dass GItT der hauptsichli-
che Transporter fiir Glutamat und Aspartat ist. Es konnte keinerlei Transport nachgewiesen
werden, der von GItP oder YveA katalysiert wird.

Dariiber hinaus wurde ebenfalls die Existenz weiterer, noch unbekannter Glutamat — und
Aspartataufnahmesysteme belegt, da selbst in der Triplemutante MDB54 [(g/tT x pUS19)1
(spec)] (gltP::neo) (yveA::neo) ein Wachstum mit Glutamat bzw. Aspartat als einziger N —
Quelle moglich ist. Bei diesen Systemen handelt es sich vermutlich um niederaffine Transpor-
ter, die die Glutamat- bzw. Aspartataufnahme nur unter hohen Substratkonzentrationen (hier:

30 mM) vermitteln kdnnen.
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Abb. 34: Wachstumskurve in SMM mit Glutamat bzw. Aspartat als einziger Stickstoffquelle.

Dargestellt ist das Wachstum der Stimme JH642 (o), ADB4 (A) [(gltT x pUS19)1 (spec)], MDB53 (0)
[(gltP::cat)] (yveA::neo)1] und MDB54 (#) [(gltP::cat)l (yved:neo)l (gltT x pUS19)1 (spec)] mit
Glutamat (A) bzw. Aspartat (B) als alleiniger Stickstoffquelle. Die abgebildeten Daten stellen ein
reprisentatives Experiment dar, das in einem weiteren, unabhingigen Experiment bestétigt wurde.
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2.5 Die Hitzeprotektion durch Glutamat und Aspartat ist abhiingig von
ihrer Aufnahme in die Zelle durch GItT

Wie in den vorangegangenen Experimenten gezeigt wurde, wird der hochaffine Glutamat-
und Aspartattransport bei 37°C durch das Protein GItT katalysiert. Experimente unter Hitze-
stress (52°C) zeigten, dass Glutamat ein wirksames Thermoprotektivum in B. subtilis ist
(Holtmann, 2003). Unklar war lediglich, ob und wie Glutamat unter diesen Umsténden in die
Zelle aufgenommen wird. Aspartat hingegen war noch nie auf thermoprotektive Eigenschaf-
ten hin untersucht worden.

Um die Frage zu klédren, ob Aspartat einen positiven Effekt auf hitzegestresste B. subtilis Zel-
len hat, wurde ein Wachstumsexperiment bei 52°C durchgefiihrt. In diesem Versuch sollte
gleichzeitig die Rolle von GItT bei der Thermoprotektion durch Glutamat bzw. Aspartat er-
ldutert werden. Hierzu wurde aus einer in SMM bei 37°C gewachsenen Ubernachtkultur der
Staimme JH642 und ADB4 [(g/tT x pUS19)1 (spec)] SMM ohne und mit ImM Glutamat auf
eine ODs7g3 von 0,1 angeimpft und ca. 10 Minuten bei 37°C kultiviert. AnschlieBend wurde
die Temperatur auf 52°C gebracht und das Wachstum der Zellen anhand der ODs75 - Zunah-
me in Abhdngigkeit von der Zeit verfolgt (s. Abb. 35). Es zeigte sich, dass sich die Wachs-
tumsrate des Wildtypstammes JH642 bei 52°C durch die Supplementation von Aspartat von
0,14 h™' auf 0,37 h™' steigern ldsst. Damit ist die Wachstumsrate sogar noch hoher als bei der
Zugabe von Glutamat (0,26 h™"). Aspartat ist demnach ein sehr wirksames Thermoprotekti-
vum in B. subtilis. Im Stamm ADB4 [(gltT x pUS19)1 (spec)] zeigten weder Glutamat noch
Aspartat einen Effekt auf das Wachstum unter Hitzestress. Daraus kann geschlossen werden,
dass die Schutzfunktion von Glutamat und Aspartat bei Hitze von ihrer Aufnahme in die Zelle
abhingt und dass diese Aufnahme durch GItT vermittelt wird.

Die Disruption der Gene g/tP und yveA hatte -einzeln oder in Kombination- keinerlei Effekt
unter den getesteten Bedingungen. Experimente mit den Stimmen ADBI1 [(gl/tP::neo)l]
,MDB43 [(yveA::neo)1] und MDBS53 [(gltP::cat)l (yveA::neo)l] zeigten dieselbe Protektion
durch Glutamat und Aspartat bei 52°C wie der Wildtypstamm JH642 (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 35: Wachstumanalysen bei 52°C mit der Zugabe von Aspartat und Glutamat.

Dargestellt ist das Wachstum A: des Wildtypstammes JH642 und B: des Stammes ADB4 ( [(gltT x
pUS19)1 (spec)])

bei 52°C ohne (0), mit der Zugabe des Thermoprotektivums Glutamat (@) und mit der Zugabe von
Aspartat (m), beides mit einer Endkonzentration von 1 mM.
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2.6 Die Glutamat- und Aspartataufnahme wird unter Hitzestress nicht

stimuliert

Durch die Aufnahme von exogenem Glutamat und Aspartat kann B. subtilis unter Hitzestress
sein Wachstum verbessern. Den Wachstumsanalysen zufolge wird diese Aufnahme von dem
Transportsystem GItT vermittelt (s. Abschnitt 2.5).

Es sollte geklart werden, ob der Transport der beiden Thermoprotektiva Glutamat und Aspar-
tat unter Hitzestress stimuliert wird. Fiir die Aufnahme von Osmoprotektiva wie z.B. Glycin
Betain ist bekannt, dass der Transport in die Zelle unter Osmostress induziert wird (Kempf
und Bremer, 1998). Weiterhin sollte die Funktion von GItT als Haupttransportsystem von
Glutamat und Aspartat unter hyperthermen Wachstumsbedingungen bestétigt werden.

Um diese beiden Punkte zu kldren, wurden Transportanalysen mit Zellen, die bei 37°C und
52°C gewachsen waren, durchgefiihrt. Die Stimme JH642 und ADB4 [(g/tT x pUS19)l1
(spec)] wurden in SMM bei 37°C und bei 52°C bis zum Erreichen der frithen exponentiellen
Phase (ODs78 0,5-0,7) kultiviert. Zu diesem Zeitpunkt wurde ein Aliquot der Zellsuspension
entnommen, mit radioaktiv markiertem Glutamat bzw. Aspartat versetzt (Endkonzentration
20 uM) und die Substrataufnahme in Abhédngigkeit von der Zeit bei der entsprechenden Tem-
peratur verfolgt (Abb.36A).

Die erhaltenen Daten zeigten, dass im Stamm JH642 die Aufnahme von Glutamat bei 52°C
mit einer wesentlich niedrigeren Transportrate im Vergleich zu 37°C erfolgte (37°C: 35 nmol
min” mg Protein; 52°C: 9 nmol min™ mg Protein™). Gleiches gilt fiir den Transport von
Aspartat (37°C: 21 nmol min™ mg Protein” ; 52°C: 6 nmol min"' mg Protein™"). Der Transport
der Substrate Glutamat und Aspartat wird also unter hyperthermen Konditionen im Vergleich
zu 37°C deutlich reduziert (Glutamat um ca. Faktor 4, Aspartat um ca. Faktor 3).

Die gitT — Mutante ADB4 [(gltT x pUS19)1 (spec)] weist weder bei 37°C noch bei 52°C eine
detektierbare Glutamat- oder Aspartataufnahme auf. Dies bestdtigt noch einmal die Daten aus
dem Wachstumsexperiment, die GItT als Hauptglutamat — und Aspartattransporter bei 52°C

vermuten lieflen.
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Abb.36: Analyse der Glutamat— und Aspartataufnahme bei hyperthermen Bedingungen.

Zum Zeitpunkt 0 wurde ein Aliquot der exponentiell wachsenden Kultur mit radioaktiv markiertem
Glutamat bzw. Aspartat mit einer Endkonzentration von 20 pM versetzt. Die Aufnahme wurde anhand
der in den Zellen ermittelten Radioaktivitdt berechnet. Dargestellt ist die Aufnahme bei 37°C (&) und
52°C (©) in den Stdmmen JH642 (schwarz) und ADB4 [(gltT x pUS19)1 (spec)] (rot). Die représen-
tierten Daten sind Mittelwerte aus zwei unabhéngigen Messreihen = Standardabweichung.
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2.7 Akkumulation von Glutamat und Aspartat bei 37°C und 52°C und
die Rolle von GItT

Eine weit verbreitete Wirkweise von Stressprotektiva beruht auf ihrer Akkumulation in der
Zelle. So wird exogen angebotenes Glycin Betain in B. subtilis z.B. sowohl unter Osmo- als
auch unter Cryostress intrazelluldr angehduft (Kempf und Bremer, 1998; Tamara Hoffmann,
pers. Mitteilung). Es stellte sich daher die Frage, ob die Thermoprotektion durch die Aufnah-
me von Glutamat und Aspartat in B. subtilis mit der intrazelluldren Akkumulation dieser A-
minoséduren einhergeht.

Zu diesem Zweck wurde die durch exogene Aufnahme akkumulierte Glutamat- und Aspartat-
konzentration in Zellen analysiert, die bei 37°C bzw. 52°C gewachsen waren (Abb.37).

Dazu wurden die Stimme JH642 und ADB4 [(gltT x pUS19)1 (spec)] aus einer Vorkultur in
Mininalmedium mit 1 mM radioaktiv markiertem Glutamat bzw. Aspartat inokuliert (ODs7s =
0,1) und bei 37°C und 52°C bis zum Erreichen der exponentiellen Wachstumsphase (ODs78
0,5-1) kultiviert. Zu diesem Zeitpunkt wurde ein Aliquot der Zellsuspension entnommen, auf
Nitrocellulosefilter gesaugt, mit isotonischem Medium gewaschen und die auf den Filtern
verbleibende Radioaktivitdt bestimmt. Daraus wurde die aufgenommene Substratmenge er-
rechnet und mit Hilfe des Zellvolumens von B. subtilis (eine ODs73 von 1 entspricht 0,65 ul;
Moses, 1999) auf die Konzentration innerhalb der Zellen umgerechnet.

Der Wildtypstamm JH642 zeigte bei 37°C die Akkumulation von 702 uM + 11 Glutamat,
wihrend bei den 52°C- Zellen eine Akkumulation von 571 £ 17 uM nachgewiesen wurde.
Ahnliche Daten wurden fiir die Anhiufung von Aspartat ermittelt: 864uM = 9 (37°C) bzw.
704 uM + 22. Unter hyperthermen Bedingungen findet also keine gesteigerte Akkumulation
von Glutamat oder Aspartat statt.

Im Stamm ADB4 [(gltT x pUS19)1 (spec)] wurde erwartungsgeméil eine deutlich geringere
Substratakkumulation nachgewiesen als im Wildtyp (Glutamat: 125 uM + 2 (37°C) bzw. 154
uM =+ 10 (52 °C); Aspartat: 101 pM + 9 (37°C) bzw. 200 uM + 23 (52°C)).
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Abb. 37: Akkumulation von Glutamat und Aspartat bei 37°C und 52°C.

Dargestellt sind die durch Aufnahme akkumulierte Glutamat- (A) bzw. Aspartatmenge (B) bei 37°C
und 52°C im Wildtypstamm JH642 (m) und in der glt7T-Mutante ADB4 (m) [(g/tT x pUS19)1 (spec)].
Eine in SMM gewachsene Ubernachtkultur wurde in SMM auf eine ODs;5 von 0,1 unter der Zugabe
von radioaktiv markiertem Glutamat bzw. Aspartat (1 mM Endkonzentration). Die présentierten Daten
sind Mittelwerte aus zwei unabhéngigen Experimenten + Standardabweichung.
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2.8 Bestimmung der halbmaximalen thermoprotektiven Konzentration

vonAspartat

Die bisherigen Experimente zur hitzeprotektiven Wirkung von Glutamat und Aspartat wurden
mit einer Endkonzentration von 1 mM durchgefiihrt. Da solch hohe Konzentrationen im Habi-
tat von B. subtilis, den oberen Schichten des Bodens, unwahrscheinlich sind, sollte die halb-
maximale thermoprotektive Konzentration ermittelt werden. Fiir Glutamat wurde sie bereits
auf 60 uM bestimmt (Holtmann, 2003).

Um diesen Wert filir Aspartat zu ermitteln wurde der Stamm JH642 bei 52°C in SMM mit
aufsteigenden Aspartatkonzentrationen (0 bis 2000 uM) kultiviert und das Wachstumsvermo-
gen anhand der nach 11 h erreichte ODs7g bestimmt. (s.Abb.38). Dabei zeigte sich, dass ab
einer Konzentration von 1000 pM das Wachstum nicht mehr gesteigert werden kann; es tritt
eine Séttigung ein. Bei einer Konzentration von 500 uM ist die Thermoprotektion halbmaxi-

mal, aber schon 40 pM haben einen positiven Effekt auf das Wachstum.

OD578
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0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
Aspartatkonzentration (uM)

Abb. 38: Wachstumsvermogen des Stammes JH642 bei 52°C in Abhéngigkeit der
supplementierten Aspartatkonzentration.

Der Stamm JH642 wurde bei 52°C mit aufsteigenden Aspartatkonzentrationen (0- 2000 uM) wachsen
gelassen. Dargestellt ist die nach 11 stiindiger Kultivierung erreichte ODs7gin Abhéngigkeit der Aspar-
tatkonzentration als MaB3 fiir das Wachstumsvermdgen. Die priasentierten Daten wurden in einem un-
abhingigen Experiment bestétigt.
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3. Die osmoprotektive Wirkung der Aminosiduren Glutamat und

Aspartat ein B. subtilis ist abhingig von gltT und proHJ

Es wurde bereits gezeigt, dass exogen zugefiihrtes Glutamat in B. subtilis bei hypertonen Be-
dingungen einen Wachstumsvorteil vermittelt (Kerres, 2002; Holtmann, 2003). In B. subtilis
sind fiinf Transportsysteme bekannt, die fiir die Aufnahme osmoprotektiver Substanzen ver-
antwortlich sind (osmoprotectant uptake; OpuA bis OpuE, Bremer und Kempf, 1998). Keines
dieser Systeme ist in der Lage, den Transport von Glutamat zu katalysieren. Es lag die Ver-
mutung nahe, dass die Glutamataufnahme unter hyperosmotischen Bedingungen ebenfalls
durch GItT erfolgt. Um dies zu untersuchen, wurde zunichst ein Punktexperiment durchge-
fiihrt. Dabei sollte gleichzeitig aufgekliart werden, ob Aspartat ebenfalls osmoprotektive Ei-
genschaften aufweist. Ein paralleler Ansatz mit dem Stamm JSB8 [A (proHJ ::tet)]] diente
zur Erlduterung der Rolle des proHJ-Operons bei der osmoprotektiven Wirkung von Gluta-
mat. Glutamat ist das Substrat der osmotisch stimulierten, ProHJ-vermittelten Prolinsynthese,
und Prolin ist das vorherrschende, de novo synthetisierte kompatible Solut bei hochosmolaren
Bedingungen in B. subtilis .

Aus einer in SMM gewachsenen Ubernachtkultur der Stimme JH642, ADB4 [(gitT x
pUSI19)1 (spec)] und JSBS8 [A (proHJ ::tet)1] wurde SMM mit 1,2 M NaCl auf eine ODs7g
von 0,1 iliberimpft und mit je 1 mM Aspartat, Glutamat, Prolin und Glycin Betain versetzt.
Nach 13stiindiger Kultivierung wurde das Wachstumsvermdgen anhand der erreichten ODs7g

bestimmt (s. Abb.39).

In diesem Punktexperiment konnte gezeigt werden, dass Glutamat und Aspartat osmoprotek-
tive Eigenschaften besitzen, wenn auch von unterschiedlicher Effizienz. Beide Substanzen
werden anscheinend unter hochosmolaren Wachstumskonditionen hauptsidchlich durch das
Transportsystem GItT in die Zelle aufgenommen, da in der glt7-Mutante ADB4 sowohl Glu-
tamat als auch Aspartat kaum noch einen positiven Effekt auf das Wachstum der Zellen ha-
ben. Die osmotischen Schutzeigenschaften dieser beiden Aminosduren sind abhéngig von der
osmotisch kontrollierten Prolinsynthese, da die Unterbrechung der proHJ-Gene mit einer
deutlichen Abschwéchung der osmoprotektiven Eigenschaft von Glutamat und Aspartat ein-

hergeht.
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Abb.39: Die osmoprotektive Wirkung von Glutamat und Aspartat in B. subtilis.

Aus in SMM gewachsenen Ubernachtkulturen der Stimme JH642, ADB4 (gltT:[(gltT x pUS19)1
(spec)]) und JSB8 [A (proHJ ::tet)1] wurde SMM mit 1,2 M NaCl ohne (m) und unter Zusatz von je 1
mM Aspartat (m), Glutamat (m), Prolin (m) und Glycin Betain (m) auf eine ODs73 von 0,1 inokuliert.
Dargestellt ist die nach 13stiindiger Kultivierung erreichte ODs75. Prasentiert sind die Daten eines Ex-
perimentes, das in einem weiteren, unabhéngigen Experiment bestéitigt wurde.

Zur ndheren Analyse dieser Beobachtungen aus dem Punktexperiment wurden ausfiihrlichere
Wachstumsanalysen durchgefiihrt. Aus einer in SMM gewachsenen Ubernahctkultur der
Stamme JH642, ADB4 [(gltT x pUS19)1 (spec)] und JSBS8 [A (proHJ::tet)1] wurde SMM
mit 1,2 M NaCl und den entsprechenden Supplementen auf eine ODs75 von 0,1 inokuliert.
Das Wachstum wurde anhand der Zunahme der ODs73 in Abhéngigkeit von der Zeit verfolgt
(s. Abb. 40).

Diese Wachstumsanalysen bestétigten die im Punktexperiment ermittelten Daten. Wihrend
die osmoprotektiven Eigenschaften von Prolin und Glycin Betain weder von GItT noch von
proHJ abhingig sind, kommen die Schutzfunktionen von Aspartat und Glutamat hingegen
konnen nur in einem gltT * proHJ * Stamm zum Tragen. GItT katalysiert die Aufnahme beider
Aminosduren. Die Abhéngigkeit von proHJ lisst schlieBen, dass Glutamat und Aspartat nicht
per se osmoprotektiv sind. Der durch Glutamat vermittelte Wachstumsvorteil unter hyperto-
nen Bedingungen resultiert aus seiner Rolle als Substrat fiir die ProHJ-vermittelte Synthese
des potenten kompatiblen Solutes Prolin. Die Tatsache, dass die Wirkung von Aspartat eben-
falls von proHJ abhéngt, weist darauf hin, dass Aspartat in der Zelle erst zu Glutamat umge-

wandelt wird und dann in den ProHJ-Weg einflief3t.
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Abb. 40: Die Osmoprotektion durch Glutamat und Aspartat ist abhangig von g/¢t7T und proHJ .

Dargestellt sind Wachstumsanalysen in SMM mit 1,2 M NaCl der Stimme A JH642 , B ADB4 [(gltT
x pUS19)1 (spec)] und C JSBS [A (proHJ ::tet)1]. Das Wachstum ohne (@) und mit der Supplementa-
tion von je 1 mM Aspartat (e), Glutamat (e), Prolin (®) und Glycin Betain (@) wurde verfolgt.
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3.1 Der GItT — vermittelte Transport von Aspartat und Glutamat wird

unter hyperosmolaren Bedingungen nicht induziert

Die vorangegangenen Wachstumsanalysen zeigten, dass die Aufnahme von Glutamat und
Aspartat unter hypertonen Wachstumskonditionen hauptsidchlich von dem Transportsystem
GItT vermittelt wird. Um die Frage zu kldren, ob die Aufnahme unter diesen Bedingungen
induziert wird, wurde der Transport unter hyperosmolaren Bedingungen analysiert. Aus einer
in SMM gewachsenen Ubernachtkultur der Stimme JH642 und ADB4 [(gitT x pUS19)1
(spec)]) wurde SMM und SMM mit 0,8 M NaCl auf eine ODs73 von 0,1 inokuliert und bis
zum Erreichen der frithen exponentiellen Phase (ODs73 0,5 — 0,7) kultiviert. Zu diesem Zeit-
punkt wurde ein Aliquot der Zellsuspension entnommen und mit radioaktiv markiertem Glu-
tamat bzw. Aspartat versetzt (Endkonzentration 20 pM). Die Glutamat— und Aspartataufnah-
me wurde bei 37°C in Abhingigkeit der Zeit verfolgt. Als Positivkontrolle fiir einen durch
Hypertonie stimulierten Transport wurde parallel die Aufnahme von Glycin Betain analysiert,
ebenfalls mit einer Substratkonzentration von 20 uM (s. Abb. 41).

Die Transportanalysen zeigten, dass im Stamm JH642 unter hyperosmotischen Bedingungen
die Aufnahme von Glutamat nicht induziert wird, sondern im Gegenteil geringfiigig repri-
miert wird (SMM: 36 nmol min"' mg Protein + 2; SMM mit 0,8 M NaCl: 26 nmol min" mg
Protein” + 0,8). Die Aspartattransportrate unter Salzstress ist deutlich geringer als in SMM
(SMM: 21 nmol min™" mg Protein™ + 4; SMM mit 0,8 M NaCl: 13 nmol min" mg Protein +
4). Beide Substrate konnen in der gltT — Mutante ADB4 [(gltT x pUS19)1 (spec)]) kaum

noch aufgenommen werden.

Dagegen wurde die als Referenz untersuchte Glycin Betain — Aufnahme sowohl in JH642 als
auch in ADB4 [(gltT x pUS19)1 (spec)] durch hochosmolare Wachstumsbedingungen stimu-
liert; die Transportrate lieB sich in JH642 von 152 nmol min"' mg Protein™ + 7 auf 264 nmol
min"' mg Protein” + 20 steigern; in ADB4 [(g/tT x pUS19)1 (spec)] von 148 nmol min" mg
Protein™ + 7 auf 276 nmol min' mg Protein™ + 12 (s. Abb. 41).

Diese Daten belegen, dass der Transport von Glutamat und Aspartat auch unter hochosmola-
ren Bedingungen durch GItT vermittelt, aber nicht induziert wird. Die Aufnahme von Glycin
Betain erfolgt unabhingig von GItT durch die Transporter OpuA, OpuC und OpuD (Kappes

et al., 1996) und kann durch osmotische Reize stimuliert werden.
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Abb.41: Transportanalysen der Stimme JH642 und ADB4 [(g/tT x pUS19)1 (spec)] unter hy-
perosmolaren Bedingungen.

Aus einer in SMM (m) und SMM mit 0,8 M NaCl (o) exponentiell wachsenden Kultur wurde ein Ali-
quot entnommen und zum Zeitpunkt 0 mit radioaktiv markiertem Glycin Betain in einer Endkonzent-
ration von 20 uM versetzt. Die Glutamataufnahme wurde anhand der intrazelluliren Radioaktivitat
ermittelt und in Abhéngigkeit von der Zeit verfolgt. Die prisentierten Daten sind Mittelwerte aus drei
unabhéngigen Experimenten + Standardabweichung.
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3.2 Akkumulation von Glutamat und Aspartat bei hoher Osmolaritit

Um die durch exogene Aufnahme akkumulierte Menge Glutamat bzw. Aspartat unter hyper-
tonen Bedingungen zu untersuchen wurden sogenannte Poolexperimente durchgefiihrt. Aus
in SMM gewachsenen Ubernachtkulturen der Stimme JH642, ADB4 [(gltT x pUS19) 1 (spec)]
und JSBS [(proHJ::tet)1] wurde SMM auf eine ODs75 von 0,1 angeimpft, mit radioaktiv mar-
kiertem Glutamat bzw. Aspartat in einer Endkonzentration von 1 mM versetzt und bis zum
Erreichen der exponentiellen Phase (ODs75 0,5 bis 1) kultiviert. Zu diesem Zeitpunkt wurde
die aufgenommene Menge Substrat anhand der in den Zellen verbliebenden Radioaktivitét
bestimmt (s. Abb. 42). Dabei ergab sich, dass der Wildtypstamm JH642 in SMM 702 + 11
uM Glutamat durch exogene Aufnahme akkumuliert. Dies ldsst sich durch eine Osmolaritét-
serhohung mit 0,8 M NaCl geringfiigig steigern (790 = 43 uM). Im Stamm JSBS8 [A (proHJ
::tet)1] ist die angehédufte Glutamatkonzentration unter beiden Bedingungen mit 920 + 51 uM
bzw. 915 £ 92 uM in gleich. Der Stamm ADB4 [(gltT x pUS19)1 (spec)] zeigt sowohl in
SMM als auch in SMM mit 0,8 M NaCl nur eine geringfiigige Akkumulation des Glutamates:
1254+ 2 uM bzw. 160 = 5 pM.

Dagegen lasst sich die intrazelluldre Anhdufung von Aspartat im Wildtypstamm JH642 durch
erhohte Osmolalitét (0,8 M NaCl) steigern (864 + 9 uM auf 1055 + 54 uM). Selbes gilt fiir
den Stamm JSBS [A (proHJ ::tet)1] (SMM: 871 + 14 uM; SMM mit 0,8 M NaCl: 1110 + 28
uM). Der Stamm ADB4 [(gltT x pUS19)1 (spec)]) weist eine vergleichbar geringe Asparta-
takkumulation auf: 101 + 9 uM in SMM und 188 + 39 uM in SMM mit 0,8 M NacCl. Bei bei-
den Substraten zeigt sich im Stamm ADB4 [(g/tT x pUS19)1 (spec)] eine im Vergleich zum
Wildtyp sehr geringe Akkumulation, was die Rolle von GItT als hauptsédchlichen Glutamat-
und Aspartattransporter bestatigt.
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Abb. 42: Durch exogene Aufnahme akkumulierte Menge an Glutamat und Aspartat bei 0 und
0,8 M NaCl.

Dargestellt ist die akkumulierte Glutamat- und Aspartatmenge bei 0 und 0,8 M NaCl im Wildtyp-
stamm JH642 (m), in der proHJ — Mutante JSB8 [A (proHJ ::tet)1] (=) und in der gl¢tT — Mutante
ADB4 [(gltT x pUS19)1 (spec)] (m). Aus einer in SMM gewachsenen Ubernachtkultur wurde SMM
und SMM mit 0,8 M NaCl auf eine ODs73 von 0,1 unter der Zugabe von radioaktiv markiertem Glu-
tamat bzw. Aspartat (Endkonzentration 20 uM) inokuliert. Die Kultivierung erfolgte bis zum Errei-
chen der exponentiellen Phase (ODs;5 0,5-0,8). Die in den Zellen verbleibende Radioaktivitit wurde
bestimmt und daraus die intrazelluldre Aspartatkonzentration ermittelt. Die prisentierten Daten sind
Mittelwerte aus zwei unabhédngigen Experimenten = Standardabweichung.
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3.3 Bestimmung der halbmaximalen osmoprotektiven

Aspartatkonzentration

Bei den bisher vorgestellten Experimenten zur Demonstration der osmoprotektiven Eigen-
schaften von Glutamat und Aspartat wurde eine Konzentration von 1 mM eingesetzt.

Diese hohe Konzentration im umgebenden Medium ist unter den natiirlichen Wachstumsbe-
dingungen von B. subtilis eher unwahrscheinlich. Daher sollte der Grad der Abhédngigkeit der
Osmoprotektion von der angebotenen Aspartatkonzentration untersucht werden. Es sollte die
halbmaximale Konzentration von Aspartat ermittelt werden, die zur Protektion gegen osmoti-
schen Stress in B. subtilis ausreicht.

Aus einer in SMM gewachsenen Ubernachtkultur des Wildtypstammes JH642 wurde SMM
mit 1,2 M NaCl, supplementiert mit Prolin, Glutamat- bzw. Aspartat in Konzentrationen von
0 bis 1 M auf eine ODs7g von 0,1 angeimpft. Nach 13-stiindiger Kultivierung wurde das
Wachstumsvermogen anhand der erreichten ODs73 bestimmt (s. Abb. 43). Dabei zeigte sich,
dass schon die Zugabe von 250 uM Glutamat bzw. Prolin einen osmoprotektiven Effekt hat,
wihrend Aspartat in hoheren Mengen eingesetzt werden muss. Die halbmaximale Protektion
ist bei allen drei Substanzen bei ca. 400 uM zu beobachten. Aspartat kann allerdings das
Wachstum nur bis zu Faktor 3 steigern, wihrend Glutamat und Prolin die effizienteren Os-

moprotektiva sind und ein bis zu 6-fach hoheres Wachstum vermitteln.

OD578
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Abb. 43: Ermittlung der halbmaximalen osmoprotektiven Konzentrationen von Prolin,
Glutamat und Aspartat.

Aus einer in SMM gewachsenen Ubernachtkultur des Wildtypstammes JH642 wurde SMM mit 1,2 M
NaCl, supplementiert mit Glutamat (e), Aspartat (®) oder Prolin (@) in Konzentrationen von 0 — 10000
uM auf eine ODs7g von 0,1 angeimpft. Nach 13-stiindiger Kultivierung wurde das Wachstumsvermo-
gen anhand der erreichten ODs7g bestimmt.
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3.4 Northern Blot Analysen des gltT - Transkripts

In den vorangegangenen Experimenten konnte gezeigt werden, dass GItT die hochaffine Auf-
nahme von Glutamat und Aspartat unter verschiedensten Bedingungen katalysiert. Daher soll-
te untersucht werden, ob auf transkriptioneller Ebene eine Regulation vom Gen GItT stattfin-
det.

Das Gen gltT wird im Genom von B. subtilis von den Genen yhfH und yhfF flankiert, wobei
nur yhafH in derselben Orientierung wie gltT liegt.

Fiir die Northern Blot Analysen wurden Wachstumskonditionen ausgewahlt, unter denen die
Aufnahme von Glutamat und Aspartat nachgewiesenermaflen durch GItT stattfindet. Es sollte
geklart werden, ob der Umstand der jeweiligen Stresssituation eine Induktion der g/¢t7-
Transkription bewirkt.

Die Testbedingungen waren: Osmostress (1,2 M NaCl), Hitzestress (52°C) und Wachstum
mit Glutamat bzw. Aspartat als alleiniger Stickstoffquelle. Dariiber hinaus wurde analysiert,
ob die Anwesenheit des Substrates Glutamat allein eine Auswirkung auf die Expression hat.
Aus unter diesen Testbedingungen exponentiell wachsenden Zellen (ODs7g 0,8 bis 1) wurde
die Gesamt-RNA pripariert, gelelektrophoretisch aufgetrennt und nach dem Ubertragen auf
eine Nylonmembran mit einer g/¢t7-spezifischen antisense RNA Sonde hybridisiert. In allen
Fillen konnte eine einzelne mRNA Spezies von ca. 1700 nt detektiert werden (s. Abb. 44).
Dies ist groBer als erwartet, da die codierende Sequenz von g/¢t7 1287 bp betrigt. Es war da-
her aufzukldren, ob das Gen yhfH, das fiir ein putatives Regulatorprotein codiert, mit g/¢tT
kotranskribiert wird. Dies wurde allerdings durch Northern Blot Analysen mit einer yhfH spe-
zifischen Sonde (Daten nicht gezeigt) ausgeschlossen. gltT wird demnach in einer mono-
cistronischen mRNA transkribiert.

In keiner der Proben ldsst sich eine Induktion im Vergleich zur Referenzprobe (SMM, 37°C)
feststellen, im Gegenteil: bei 52°C ist das detektierte Signal schwécher. Dies konnte mit der
technisch schwierigen RNA-Isolation aus Hitze-Zellen.zusammenhéngen. Diese Analysen
zeigten, dass auf transkriptioneller Ebene keine Regulation von g/tT stattfindet, sondern dass

gltT konstitutiv exprimiert wird.
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Abb. 44: Northern Blot Analysen des g/¢t7 — Transkripts.

Die Expressionsstirke des gltT — Gens wurde unter verschiedenen Wachstumsbedingungen analysiert:
1 und 5: SMM 37°C, 2: SMM 37°C mit 1 mM Glutamat, 3: SMM 37°C mit 1,2 M NaCl, 4: SMM
52°C, modifiziertes SMM mit Glutamat (6) oder Aspartat (7) als alleinige Stickstoffquelle. Die Er-
gebnisse dieses Experimentes wurden in mindestens einem weiteren, unabhingigen Experiment besti-
tigt.

4. Komplementation der g/t7 — Mutante

Bisher wurde die Funktion von GItT anhand des Phédnotyps der g/¢t7T — Mutante ADB4 [(gl¢T x
pUSI19)1 (spec)] charakterisiert. Diese Mutante zeigt keinen hochaffinen Glutamat- und
Aspartattransport mehr und wird bei Thermostress nicht mehr durch Glutamat und Aspartat
protektiert (s. Kapitel 2.5). Um zu demonstrieren, dass diese Beobachtungen tatsdchlich aus
der Unterbrechung des g/¢t7-Strukturgens resultieren und nicht auf ein Artefakt dieses Stam-
mes zuriickzufiihren sind, wurde die Mutante ADB4 [(gltT x pUS19)1 (spec)] komplemen-
tiert. Dazu wurde der Bereich yhafH gitT mittels PCR amplifiziert und in den Vektor pX klo-
niert. Der so entstandene Vektor pMD28 lie3 sich durch homologe Sequenzen stabil in die
amyE Region des Stammes ADB4 [(g/¢tT x pUS19)1 (spec)] integrieren. Die auf diese Weise
entstandene Stamm wurde MDBS55 genannt [(g/tT x pUS19)1 (spec)] (amyE::gltT cat).
Parallel dazu wurde der Vektor pMD28 in den Wildtypstamm JH642 eingebracht, um einen
Stamm mit doppelter Kopienzahl von gltT zu erzeugen. Dieser Stamm wurde MDBS58 (gltT")
(amyE::gltT cat) genannt. Es sollte untersucht werden, ob eine Uberproduktion von GItT eine
gesteigerte Glutamataufnahme zur Folge hat.

Zu MDB57 und MDB58 wurden Kontrollstimme hergestellt, die jeweils statt des Vektors
pMD28 den leeren Vektor pX enthalten (MDBS56 bzw. MDB23). Der Glutamattransport in
den Stimmen MDB55, MDB58, MDB56 und MDB23 wurde analysiert. Die Stimme wurden
in SMM bis zum Erreichen der exponentiellen Wachstumsphase (ODs78 0,5-0,7) kultiviert. Zu
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diesem Zeitpunkt wurde ein Aliquot der Zellsuspension entnommen, mit radioaktiv markier-
tem Glutamat versetzt (Endkonzentration 20 uM) und die Glutamat-Aufnahme in Abhéngig-
keit von der Zeit bei 37°C verfolgt.

Die Transportdaten zeigen, dass der Stamm MDBSS5 ([(gltT x pUS19)1 (spec)]) (amyE: gltT
cat) eine nur wenig geringere Glutamataufnahme (78 nmol min™' mg Protein™) aufweist wie
der Stamm MDB23 (g/tT") (amyE cat) mit authentischem g/¢T in Einzelkopie (123 nmol min-
1 mg Protein™, s. Abb. 45). MDB56, die gl/tT-Mutante, die nur den leeren pX — Vektor ent-
hilt, zeigt dagegen fast keine Aufnahme von Glutamat (4 nmol min" mg Protein). Dies
zeigt, dass die Einbringung einer Kopie des g/¢T — Strukturgens in eine g/¢t7T — Mutante den
Glutamattransport wiederherstellt.

Der Stamm MDBS58 (gltT *) (amyE: gltT cat) mit zwei Kopien des g/tT — Gens zeigte unter
den getesteten Bedingungen mit 20 pM Substrat die hochste Glutamattransportrate: 198 nmol
min" mg Protein™ im Vergleich zu 123 nmol min™ mg Protein” im Stamm MDB23 mit nur
einer gltT - Kopie. Eine Uberexpression von gl¢T resultiert also in einer hoheren Aufnahme-
rate von Glutamat. Zusitzlich zum Glutamattransport wurde ebenfalls das Wachstum bei Hit-
ze analysiert.

Mit Ubernachtkulturen der Stimme MDB23 ( glitT * amyE: cat) , MDBSS5 [(gltT x pUS19)1
(spec) (amyE::gltT cat)], MDBSS8 [gltT * (amyE::gltT cat)] und MDBS56 [(g/tT x pUS19)1
(spec)] amyE::cat) wurde SMM jeweils auf eine ODs75 von 0,1 angeimpft. Nach kurzzeitiger
Kultivierung bei 37°C (10-15 min) wurde die Wachstumstemperatur auf 52°C erhoht. Das
Wachstum wurde anhand der ODs75 -Zunahme in Abhéngigkeit von der Zeit verfolgt (s. Abb.
46).

Es zeigte sich, dass die Einbringung einer Kopie des glt7T-Gens in die g/tT — Mutante deren
Phinotyp komplementiert. Der Stamm MDBS55 [(gltT x pUS19)1 (spec) (amyE::gltT cat)]
wurde in gleicher Weise wie der Kontrollstamm MDB23 [g/tT * (amyE::cat)] durch Gluta-
mat und Aspartat gegen Hitzestress protektiert.
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Abb. 45: Glutamataufnahme in der komplementierten g/t7— Mutante.

Dargestellt ist die Aufnahme von Glutamat in den Stimmen MDB23 (A) ( gltT " amyE: cat) , MDBS55

(m) [(gltT x pUS19)1 (spec)] amyE ::gltT cat), MDB58 (A) (gltT " amyE : gltT cat) und MDB56 (o)
[(eltT x pUS19)1 (spec)] amyE::cat). Ein Aliquot einer exponentiell wachsenden SMM — Kultur der
jeweiligen Stdmme wurde zum Zeitpunkt 0 mit radioaktiv markiertem Glutamat (Endkonzentration 20
uM) versetzt. Die Substrataufnahme wurde anhand der in den Zellen ermittelten Radioaktivitédt in Ab-
hingigkeit von der Zeit verfolgt. Die prisentierten Daten sind Mittelwerte aus zwei unabhingigen
Experimenten + Standardabweichung.

Der Stamm MDB58 [gltT * (amyE::gltT cat)] mit zwei Kopien des gltT Strukturgens zeigte in
den Transportanalysen zwar eine hohere Glutamataufnahme als der Kontrollstamm MDB23

(gltT " amyE: cat), zeigte aber unter Hitzestress mit Glutamat dasselbe Wachstumsvermdgen
wie dieser. Der erhohte Transport reicht scheinbar nicht aus, um unter Thermostress das

Wachstum noch mehr zu verbessern (s. Abb. 47).
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Abb. 46: Die Einbringung einer Kopie des Strukturgens g/tT komplementiert den Phinotyp des
Stammes ADB4 [(gltT x pUS19)1 (spec)].

Dargestellt ist das Wachstum der Stimme MDB23 [gltT" (amyE::cat)], MDB57 [gltT ~ (amyE::cat)]
und der komplementierten g/t7 — Mutante MDBS55 [gltT ™ (amyE:: gitT cat)] bei 52°C ohne Supple-
mente (@) und mit Glutamat (@) bzw. Aspartat (@) in einer Konzentration von je 1 mM.
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ODs7s

Abb. 47: Eine zusitzliche gltT-Kopie fiihrt nicht zu einer besseren Hitzeprotektion durch Glu-
tamat oder Aspartat.

Dargestellt ist das Wachstum der Stimme MDB23 [gltT" (amyE::cat)] (A A A) und MDB58 [gltT *
(amyE::gltT cat)] (mmm) bei 52°C ohne Supplemente (A W) und mit Glutamat (A m) und

Aspartat (A H) in einer Konzentration von je 1 mM.
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5. Stressprotektive Eigenschaften der proteinogenen Aminoséiuren in

B. subtilis

Bisher konnte gezeigt werden, dass Glutamat und Aspartat als proteinogene Aminosduren
sowohl thermo- als auch osmoprotektive Eigenschaften in B. subtilis aufweisen. Um zu unter-
suchen, ob es auch noch andere proteinogene Aminoséduren gibt, die B. subtilis vor Stress
schiitzen konnen, wurden Punktexperimente unter Osmo-, Thermo- und Cryostress durchge-
fiihrt. Bis auf die Analysen unter Cryostress, die aufgrund des kéltesensitiven Phianotyps des
B. subtilis Stammes JH642 mit dem Stamm 168 durchgefiihrt wurden, wurde der Stamm
JH642 verwendet. Unter allen Stressbedingungen wurden die Kulturen mit je 1 mM der Ami-

noséduren bzw. Glycin Betain supplementiert.

5.1 Protektion gegen Thermostress (52°C) durch die exogene Zugabe

von Aminosiauren in B. subtilis

Aus einer exponentiell wachsenden SMM Kultur (ODs75 0,5-0,7) des Stammes JH642 wurde
SMM auf eine ODs73 von 0,1 inokuliert und bei 52°C kultiviert. Das Wachstumsvermogen
wurde nach 11 h anhand der erreichten ODs7g bestimmt (s. Abb.48A).

Bis auf Leucin, Lysin, Methionin und Tyrosin haben alle proteinogenen Aminosiuren einen
Einfluss auf das Wachstum von B. subtilis unter Hitzestress (52°C).

Die exogene Zugabe von Cystein, Isoleucin, Phenylalanin, Serin, Threonin, Tryptophan und
Valin fiihrt interessanterweise zu einem geringeren Wachstum.

Bei der Supplementation aller anderen Aminosduren zeigt sich nach 11 h bei 52°C ein grof3e-
res Wachstumsvermogen als ohne Supplemente. Dabei lassen sich Unterschiede in der Quali-
tat der einzelnen Thermoprotektiva feststellen (in Klammern angegeben ist der Faktor, um
den das Wachstum gesteigert werden konnte). Die besten thermischen Schutzsubstanzen sind
Aspartat, Glutamin (Faktor 4,5) und Alanin (Faktor 4). Glutamat, Glycin und Histidin (Faktor
3,3) folgen, nur geringfiigig schwiécher sind Prolin und Glycin Betain (Faktor 2,8). Die ge-
ringste Protektion der getesteten Substanzen wurde vermittelt durch Arginin und Asparagin

(Faktor 2,2 bzw. 1,7).
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5.2 Protektion gegen Kiiltestress durch die exogene Zugabe von

Aminosauren in B. subtilis

Aus einer exponentiell wachsenden SMM Kultur (ODs75 0,5-0,7) des Stammes 168 wurde
SMM auf eine ODs73 von 0,1 inokuliert und bei 15°C kultiviert. Das Wachstumsvermogen
wurde nach 72 h anhand der erreichten ODs7g bestimmt (s. Abb.48B).

Die Aminoséduren Cystein, Serin, Threonin und Tyrosin haben einen negativen Einfluss auf
das Wachstum unter 15°C. Das Wachstum lie83 sich einzig durch die Zugabe von Asparagin,
Aspartat, Glutamin, Glutamat, Prolin und Glycin Betain steigern. Alle anderen getesteten A-

minosduren zeigten keinen Effekt.

5.3 Protektion gegen hyperosmotischen Stress durch die exogene Zugabe

von Aminosauren in B. subtilis

Aus einer SMM Ubernachtkultur des Stammes JH642 wurde SMM, dessen Osmolalitdt mit
1,2 M NaCl erhoht wurde, auf eine ODs73 von 0,1 inokuliert und bei 15°C kultiviert. Das
Wachstumsvermodgen wurde nach 13 h anhand der erreichten ODs73 bestimmt (s. Abb.49A).
Ein wachstumsfordernder Effekt lieB sich fiir Arginin, Asparagin, Aspartat, Glutamin, Gluta-
mat, Prolin und Glycin Betain feststellen. Mit Cystein, Serin, Threonin oder Tyrosin supple-
mentierte Zellen zeigten ein reprimiertes Wachstum.

Unter hyperosmotischem Stress ist Prolin das dominante, endogen synthetisierte kompatible
Solut in B. subtilis (Whatmore et al., 1990). Seine osmotisch kontrollierte Biosynthese erfolgt
iiber den ProHJ-Weg aus dem Vorlaufer Glutamat (Belitsky et al., 1999).

Die Funktion als Substrat fiir die Prolinsynthese ist der hauptsidchliche Grund fiir die os-
moprotektive Wirkung von Glutamat. Eine proHJ- Mutante kann bei hoher Osmolalitit kaum
noch durch Glutamat protektiert werden (s. Abschnitt 3).

Um dies auch fiir die anderen Aminosduren zu analysieren wurde ein Punktexperiment mit
den osmoprotektiv wirkenden Aminosduren in den Stimmen JH642 und JSB8 [A(proHJ
::tet)1] durchgefiihrt (s. Abb.49). Dabei zeigte sich, dass die Supplementation der untersuch-
ten Aminosduren Arginin, Asparagin, Aspartat, Glutamin und Glutamat im Stamm JSBS§
[A(proHJ ::tet)1] ohne Wirkung auf das Wachstumsvermdgen blieb. Dieser Befund legt nahe,
dass die osmoprotektiven Eigenschaften dieser Aminosduren auf ihrer intrazelluliren Konver-

sion in das kompatible Solut Prolin {iber den ProHJ-Syntheseweg beruhen.
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Abb. 48: Die Stressprotektion durch die proteinogenen Aminsosiuren in B. subtilis.

Eine in SMM gewachsene Ubernachtkultur des Stammes JH642 bzw.168 wurde in SMM auf eine
ODs7s von 0,1 angeimpft, mit je 1 mM der proteinogenen Aminosduren bzw. Glycin Betain supple-
mentiert und A: bei 52°C 11 h kultiviert bzw. B: bei 15°C 72 h kultiviert. Das Wachstumsvermogen
wurde anhand der erreichten ODs7s bestimmt. Hervorgehoben sind die Probe ohne Supplemente (o-
range), mit Aspartat (griin) und Glutamat (blau). Die prisentierten Daten sind Mittelwerte aus mindes-
tens zwei unabhingigen Experimenten + Standardabweichung.
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A 4 - Osmostress (1,2 M NaCl)
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Abb. 49: Die Osmoprotektion durch proteinogene Amiosiuren ist abhéingig von proHJ.

Eine in SMM gewachsene Ubernachtkultur wurde in SMM mit 1,2 M NaCl auf eine ODs75 von 0,1
angeimpft, mit je 1 mM der proteinogenen Aminosduren bzw. Glycin Betain supplementiert und das
Wachstumsvermogen anhand der nach 13 h erreichten ODs7g bestimmt.

A: der Stamm JH642 wird durch eine Reihe von proteinogenen Aminosduren protektiert; hervorgeho-
ben sind Aspartat (griin) und Glutamat (blau).

B: die osmoprotektiven Eigenschaften der Aminosduren Arg, Asn, Asp, Gln, Glu, Pro und GB in den
Stammen JH642 (=) und JSBS8 [A (proHJ ::tet)1](m).
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V. Diskussion

Die durch die Osmolaritit determinierte Wasserverfiigbarkeit des Habitats ist fiir Mikroorga-
nismen eines der wichtigsten Parameter fiir Wachstum und Vermehrung. Da sie extremen
Schwankungen unterliegen kann, ist fiir die Zelle eine aktive Anpassungsfahigkeit essentiell.
Zur Tolerierung extrem hypertoner Bedingungen ist die Akkumulation kompatibler Solute in
allen Doménen des Lebens verbreitet (Roberts, 2005). Diese Anhdufung erfolgt priaferentiell
durch die Aufnahme vorgefertigter kompatibler Solute oder zumindest ihrer Vorldufer aus der
Umgebung. Sind im Medium keine solchen Substanzen vorhanden, so greift die Zelle auf die
Akkumulation endogen de novo synthetisierter kompatibler Solute zuriick. (Holtmann et al.,
2004). In dieser Arbeit wurde die Adaptation an hyperosmotische Bedingungen im bodenbe-
wohnenden, Gram-positiven Modellorganismus Bacillus subtilis untersucht. B. subtilis ist in
der Lage, ein Spektrum an kompatiblen Soluten aus dem Boden aufzunehmen, wéhrend sich
die Fahigkeit zur de novo Synthese auf ein kompatibles Solut, die Aminosédure Prolin, be-
schrinkt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde sowohl die Prolinsynthese fiir osmoprotektive

Zwecke als auch die Aufnahme der Aminosduren Glutamat und Aspartat ndher untersucht.

1. Die Anhaufung der Aminosaure Prolin als osmotische Schutzsubstanz

1.1 Die Synthese von Prolin fiir osmoprotektive Zwecke in Bakterien

Im Genus Bacillus und in nah verwandten Genera lassen sich etliche Spezies finden, die unter
hyperosmolarem Stress Prolin als dominantes, endogen de novo synthetisiertes kompatibles
Solut anhdufen (Bursy, 2005). Kompatible Solute sind in der Regel metabolisch inerte Mole-
kiile. Prolin bildet hierbei eine Ausnahme: Als proteinogene Aminosiure muss Prolin synthe-
tisiert und degradiert werden, dies muss unter einer metabolischen Regulation passieren. Im
Gegenzug muss gewihrleistet sein, dass als Antwort auf einen hyperosmolaren Reiz eine ra-
sche Akkumulation von Prolin stattfinden kann. Das bedeutet u. a., dass die Prolinabbau-
systeme unter diesen Bedingungen angepasst werden miissen (s. Kapitel 1.5).

Die Prolinbiosynthese in Bacteria erfolgt in drei enzymatisch katalysierten Schritten ausge-
hend vom Substrat Glutamat. Die Nomenklatur der involvierten Enzyme lehnt sich an die
Prolinsynthesegene aus E. coli an: ProA (y-Glutamylphophat-Reduktase), ProB (y- Glutamyl-
kinase) und ProC (A'Pyrrolin-5-Carboxylat-Dehdrogenase) (Baich, 1969; Hayzer und Leisin-
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ger, 1980). Die Enzyme greifen in der Reihenfolge ProB — ProA — ProC in die Synthese ein.
In den meisten Bakterienspezies sind die Gene fiir ProA und ProB als Operon proBA organi-

siert, wahrend proC als monocistronische mRNA exprimiert wird (Sleator et al., 2003).

B. subtilis besitzt zwei Prolinsynthesewege: Zum einen der ProBA Weg, der homolog ist zu
dem aus E. coli, und der die Zelle mit Prolin fiir anabole Funktionen versorgt; zum anderen
der ProHJ Weg, der die Anhdufung von Prolin fiir osmoprotektive Zwecke gewihrleistet (s.
Abb. 50). Pro] ist ein Isoenzym zu ProB. ProH ist wie ProG und Prol ein ProC Ortholog.
Verbunden sind beide Wege tiber die Glutamat-y- Semialdehyd - Dehydrogenase ProA (Brill,
2002). ProB unterliegt einer allosterischen Feedbackhemmung durch das Endprodukt Prolin,
die durch bestimmte Aminosdurereste vermittelt wird. Im Isoenzym ProJ sind die verantwort-
lichen Aminosaurereste verdndert, so dass ProJ nicht durch Prolin inhibiert wird. Dadurch

kann Prolin bis hin zu molaren Konzentrationen angehauft werden (Belitsky et al., 2001).

Jedes in die Prolinsynthese involvierte Gen aus B. subtilis hat ein gleichnamiges Pendant in B.
licheniformis (Veith et al., 2004). Allerdings besitzt B. licheniformis statt nur einem sogar
zwei ProA Homologe, die als pro4 und proAA annotiert wurden. proA liegt, wie in B. subtilis,
stromabwdérts von proB. In dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass proB und proA
in B. licheniformis in einer bicistronischen mRNA unabhéngig von der externen Osmolaritét
transkribiert wird.

proAA liegt stromabwirts von proH und proJ und wird mit diesen beiden Genen als osmo-
tisch reguliertes Operon exprimiert. Das heif3t, dass in B. licheniformis die osmotisch kontrol-
lierte Prolinsynthese vollig unabhingig von der fiir metabolische Zwecke operiert (s. Abb.50).
Diese Entwicklung paralleler Prolinsynthesewege fiir anabole und osmoprotektive Prolinver-
sorgung ist in Bacilli verbreitet. In der vorliegenden Arbeit wurden Hinweise darauf priasen-
tiert, dass in den Bacillus Spezies B. amyloliquefaciens, B. mojavensis und B. vallismortis
homologe Gene zu proH aus B. subtilis vorhanden sind, die osmotisch kontrolliert werden.
Ob in diesen Organismen beide Prolinsynthesewege vollig unabhingig voneinander operieren
wie in B. licheniformis, oder ob diese Wege durch gemeinsam genutzte Enzyme verbunden

sind wie in B. subtilis, konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht aufgeklart werden.
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Abb.50: Die Prolinsynthesewege in den Bacillus Spezies B. subtilis (A) und B. licheniformis (B).

A: aus J. Brill, 2002; B: aufgrund der Sequenzhomologie annotierte Enzymfunktionen aus Veith et al.,

2004. In griin: die Prolinsynthese fiir den anabolen Bedarf, in rot: fiir osmoprotektive Zwecke.
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Es gibt jedoch auch Organismen, die die Anhdufung von Prolin als kompatibles Solut und die
Synthese von Prolin fiir den Stoffwechselbedarf mit einem gemeinsamen Biosyntheseweg
bewiltigen. Dazu gehoren z.B. Corynebacterium glutamicum, Listeria monocytogenes und
auch die Bacillus Spezies Bacillus halodurans. Eine Unterbrechung der proBA-Gene von L.
monocytogenes flihrt nicht nur zu einem Defekt in der osmotischen Akkumulation unter Hy-
pertonie, sondern auch zu einem prolinauxotrophen Phénotyp (Sleator et al., 2001). In die-
sem Organismus konnte bisher keine osmotisch abhidngige proBA oder proC Transkription
nachgewiesen werden. Analysen der Genomsequenz lassen vermuten, dass L. monocytogenes

dhnlich wie B. subtilis mehrere ProC-Orthologe besitzt (Sleator ef al., 2003).

In C. glutamicum sind die Gene proB und proA durch ein drittes Gen (unk) voneinander sepa-
riert (Ankri ef al., 1996). Es ist unklar, ob proB-unk-proA als Cluster oder jeweils einzeln als
monocistronische mRNAs transkribiert werden. Interessanterweise fiihrt ein Defekt im proA-
Gen nicht zu einer Prolinauxotrophie. Es existiert also eine alternative Moglichkeit, y- Gluta-
mylphosphat zu reduzieren; vermutlich spielt dabei die Aspartatsemialdehyd- Dehydrogenase
Asd eine Rolle (Serebrijski ef al., 1995; Ankri et al., 1996). Die Gene asd und proA aus C.
glutamicum komplementieren die Auxotrophie einer proAd-defekten E. coli- Mutante. proA
komplementiert allerdings nur unter hypertonen Bedingungen effektiv, was darauf hindeutet,
dass proA einen eigenen, osmotisch induzierbaren Promotor besitzt (Serebrijski et al., 1995).
Dies wird gestiitzt durch Northern Blot- und Mikroarray-Analysen, die eine salzstimulierte
Expression von pro4 nachgewiesen haben. Die Transkription von proB und proC steht ver-

mutlich ebenfalls unter osmotischer Kontrolle (Ley, 2001; Weinand, 2004).

1.2 Die Synthese von Prolin fiir osmoprotektive Zwecke in Pflanzen

In Pflanzen kann Prolin, wie in Bacteria, aus dem Substrat Glutamat synthetisiert werden. Die
dabei benétigten enzymvermittelten Reaktionen verlaufen homolog, wobei die prokaryoti-
schen Enzyme ProA und ProB in Pflanzen durch ein bifunktionelles Enzym, die Pyrrolin-5-
Carboxylat-Synthase (P5CS) ersetzt werden. P5SCS weist Aktivitditen sowohl einer v-
Glutamylkinase (ProB) als auch einer y-Glutamylphosphat-Reduktase (ProA) auf. Die Se-
quenzidentitit zu ProA und ProB aus E. coli betrigt 35,7 % bzw. 33,3 % (Kishor et al.,
2005). Alternativ konnen Pflanzen Prolin aus dem Substrat Arginin herstellen. Arginin wird

durch eine Arginase zu Ornithin umgewandelt. Durch eine Ornithin-6-Aminotransferase (-
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OAT) wird Ornithin zu y - Glutamat — Semialdehyd, das durch eine spontane Reaktion zu
Pyrrolin-5-Carboxylat (P5C) kondensiert. An dieser Stelle verschmilzt dieser Prolinsynthese-
weg mit dem Glutamatweg; PSC wird durch die Aktivitit einer PSC-Reduktase zu Prolin um-

gewandelt (Adams und Frank, 1980).

Die Existenz alternativer Prolinsynthesewege ist die Grundlage einer auf den aktuellen Pro-
linbedarf zugeschnittenen Regulation. Prolin ist neben seiner Funktion als osmotische Schutz-
substanz auch eine proteinogene Aminosdure. Im pflanzlichen Modellorganismus Vigna aco-
nitifolia wurden Hinweise darauf gefunden, dass die Transkription des Gens fiir die PSCS
osmotisch induziert wird, wihrend die Expression der 3-OAT von der externen Osmolaritit
unbertiihrt bleibt. Dies und noch weitere Experimente lassen vermuten, dass in V. aconitifolia
die anabole Prolinsynthese liber den sogenannten Arginaseweg (3-OAT) verlduft, wihrend die
Anhdufung von Prolin als Adaptation an hypertone Wachstumsbedingungen iiber den Gluta-
matweg (P5CS) sichergestellt wird. Die allosterische Endprodukthemmung durch Prolin ist
bei der P5SCS im Vergleich zum prokaryotischen ProB deutlich herabgesetzt (Delauney et al.,
1993). Die durch Hypertonie stimulierte PSCS - Expression konnte ebenfalls in Arabidopsis
thaliana nachgewiesen werden (Yoshiba et al., 1995). Interessanterweise wies das aus Soja-
bohnen stammende Gen fiir die P5C — Reduktase, die fiir die Reduktion von A' — Pyrrolin- 5-
Carboxylat zu Prolin verantwortlich ist und in beiden Prolinsynthesewegen eine Rolle spielt,
in E. coli eine osmotisch regulierte Transkription auf (Delauney und Verma, 1990). Hierbei
ist es bemerkenswert, dass die osmotische Regulation offensichtlich doméneniibergreifend
funktioniert. In Pflanzen mit mehreren PSCS Isoenzymen ist oft nur eines osmotisch indu-
zierbar. Dies wurde in Medicago truncatula und Tomatenpflanzen gezeigt (Armengaud et al.,
2004). Die Prolinakkumulation in Pflanzen und die Induktion der Synthesegene geht einher
mit der Repression der Gene fiir die Prolindegradation (s. Kapitel 1.5) (Delauney und Verma,

1993; Peng und Verma, 1996).
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1.3 Die osmotische Regulation der Prolinsynthesegene in B. subtilis und

B. lichenifomis

Die Synthese von Prolin als proteinogener Aminoséure muss einer metabolischen Regulation
unterliegen. Gleichzeitig muss filir die Nutzung von Prolin als kompatibles Solut seine rapide
Anhidufung, z.B. nach einem Salzschock, moglich sein. Um diesen beiden Anforderungen zu
begegnen, gibt es in vielen prolinakkumulierenden Bakterien zwei -mehr oder minder- ge-

trennte Wege fiir die Prolinproduktion.

Reportergenfusionsexperimente in B. subtilis mit der proH-Region aus B. licheniformis zeig-
ten, dass sich die fiir die osmotisch regulierte Expression relevanten cis-Elemente auf 130 bp
direkt stromaufwirts vom Translationsstart von proH befinden. Dieses Fragment zeigt eine
hohe Homologie zum korrespondierenden Fragment aus B. subtilis (Sequenzidentititit
78,9%), das ebenfalls die osmotisch kontrollierte Expression von proH vermittelt.

Sequenzvergleiche mit den Bacilli Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus mojavensis und Ba-
cillus vallismortis, ebenfalls prolinakkumulierende Organismen, zeigten, dass dieses proH’-
Fragment sehr gut konserviert ist. Die Sequenzidentitdt zum entsprechenden Fragment aus B.
subtilis betrigt in allen Fillen mehr als 95%. Es liegt die Vermutung nahe, dass diese Frag-
mente in den entsprechenden Bacilli ebenfalls die osmotische Regulation von proH vermit-

teln.

Die Frage nach den fiir die osmotische Regulation verantwortlichen Schliisseldeterminanten
sollte in dieser Arbeit ndher beleuchtet werden. Die proHJ-Gene sind das in B. subtilis am
starksten osmotisch induzierte Gencluster (Steil et al., 2003). Thre physiologische Aufgabe ist
gut untersucht (Brill, 2002). Daher eignet sich proHJ hervorragend fiir detaillierte Untersu-
chungen der osmotisch kontrollierten Transkription.

Zunichst wurde der von J. Brill (2002) postulierte osmotisch regulierte Promotor durch ge-
zielte Mutationen verifiziert. Weitere, ortsgerichtete Mutagenesen dieses verifizierten, osmo-
regulierten 6”*-Promotors sollten dazu dienen, fiir die osmotische Regulation essentielle Pro-
motordeterminanten zu identifizieren. Eine sukzessive Anndherung an die Konsensussequenz
o™-abhingiger Promotoren (Helmann, 1995) fiihrte zwar zu einer dramatischen Erhohung der
Transkription; diese wurde aber immer noch osmotisch stimuliert. Dieses Phdnomen ist auch

bei der Mutagenese des opuE-Promotors aus B. subtilis aufgetreten (Spiegelhalter, 1999).
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Ahnliches wurde ebenfalls bei der Mutation des osmoregulierten proU Promotors in S. typhi-
murium beobachtet; auch dort stieg in den meisten Mutanten die Basalaktivitit, ohne die os-
motische Kontrolle einzubiilen (Druger-Liotta et al., 1987). Auch die Aktivitidt nicht-
osmotisch regulierter *-Promotoren steigt, wenn die Promotorsequenz dem Konsensus ange-
glichen wird (Voskuil und Chambliss, 1995). Offensichtlich hat die durch die verbesserte Er-
kennungssequenz gesteigerte Initiation der RNA-Polymerase nichts mit der osmotischen Re-
gulation zu tun.

Die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Gelretardationsexperimente mit B. subtilis-
Zellextrakten deuteten darauf hin, dass unter proHJ-induzierenden Bedingungen ein Protein
an die proHJ-Promotorregion bindet. Es konnte allerdings nicht ausgeschlossen werden, dass
es sich hierbei keineswegs um ein reelles Aktivatorprotein handelt, sondern um Artefakte,wie
z.B. die RNA-Polymerase, unspezifisch bindende Proteine oder Verdnderungen des e-
lektrophoretischen Laufverhaltens aufgrund Sekundérstrukturdnderungen. Sémtliche bekannte
und potentielle Transkriptionsregulatoren aus B. subtilis wurden in Zusammenarbeit mit K.
Kobayashi auf ihren Einfluss auf die proHJ Expression hin untersucht. Keines dieser Systeme
offenbarte sich unter den getesteten Bedingungen als Aktivator fiir proHJ. Die einzige Mutan-
te, die ein vom Wildtyp abweichendes Transkriptionsprofil aufwies, war der sigH - Stamm.
SigH zeigte hierbei allerdings eher den Effekt eines Repressors: Die Inaktivierung des Struk-
turgens sigH flihrte zu einer hoheren, aber immer noch osmotisch kontrollierten Expression

von proHJ, ein dhnlicher Phénotyp wie bei der Deletion dell der 5'UTR (s.u.).

Durch die Verkiirzung des minimalen regulatorischen proH - Fragmentes und den Ausschlufl
des Promotors deutet alles auf die 5” untranslatierte Region (5'UTR) der proH mRNA als
Schliisselelement fiir die osmotische Kontrolle von proHJ hin. Es gibt vielfach Beispiele fiir
Genregulationen, die durch Elemente in der 5"UTR vermittelt werden. Diese Elemente wer-
den riboswitches (RS) genannt. Das Feedbackregulation des Lysinsynthesegens /ysC in B.
subtilis wird z.B. durch einen RS kontrolliert. Bei der Bindung von Lysin dndert sich die
RNA — Konformation derart, dass eine Terminationsstruktur entsteht (Sudarsan et al., 2003).
Auch temperaturbedingte Geninduktionen werden von RS vermittelt (Waldminghaus et al.,
2005). Um die Rolle der 5"UTR und eines eventuellen RS fiir die Transkription von proHJ in
B. subtilis aufzuklaren, wurden durch gezielte Mutagenesen in den konservierten Bereichen
Deletionen eingefiihrt. Die so entstandenen Konstrukte (proH dell-4) zeigten interessante
Expressionsmuster. Die Deletion dell fiithrte zu einer hoheren Expression (Faktor 2), verhielt

sich aber in Bezug auf die osmotische Induzierbarkeit genauso wie der Wildtyp. Denkbar wi-
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re, dass durch diese Deletion ein ,silencing™ Element ausgeschaltet wurde, das fiir die Re-
pression des Promotors, aber nicht fiir seine osmotische Regulation zustéindig ist. Ahnliche
Beobachtungen wurden auch bei Deletionsanalysen des proU-Operons aus S. typhimurium
gemacht. proU codiert fiir ein Glycin Betain- und Prolinaufnahmesystem, dessen Transkripti-
on unter osmotischer Kontrolle steht. Die Deletion der proU Region +73 bis +274, fiihrt zu
einer hoheren, aber immer noch osmotisch stimulierten Expression. Daraus wurde geschlos-
sen, dass sich in dieser Region ein sogenanntes ,,silencing® Element befindet (Fletcher und
Csonka, 1995). Interessanterweise deckt sich dieser Phdnotyp genau mit der proH-Expression
in einer sigH-Mutante. proHJ hat keinen sigH-Promotor. Man konnte spekulieren, dass sigH
eine, wenn auch indirekte, Wechselwirkung mit der in dell deletierten Region eingeht. Die
Einfiihrung der Deletionen del2 und del4 setzte die osmotische Induzierbarkeit des proHJ-
Promotors herunter. Anscheinend wurden mit diesen Deletionen Elemente betroffen, die di-
rekt oder indirekt mit der osmotischen Regulation zu tun haben. Ob diese Elemente protein-
bindende Motive sind oder ob es sich hierbei um strukturgebende Sequenzen handelt, konnte
nicht geklért werden.

Vorschlidge fiir die Sekundérstrukturbildung der proH 5'UTR wurden mit Hilfe des Pro-
grammes mfold (http://www.bioinfo.rpi.edu/applications/mfold) erstellt. Eines dieser Modelle
ist in Abb. 51 dargestellt. In dieser vorgeschlagenen Struktur ist die durch die Deletion dell
betroffene Region ein komplett einzelstringiger Bereich. Die del2- sowie die del4-Region
sind Bereiche, in denen es teilweise zu einer Doppelstrangbildung der RNA kommt. Mit der
Deletion del3 und M11, die sich zum Teil {iberlappten, wurde die Promotoraktivitidt komplett
unterdriickt. Durch detailliertere Untersuchungen dieser Region konnten letztendlich drei Ba-
sen identifiziert werden, die offenbar essentiell fiir die Transkription sind (Mutation M12).
Alle durch die Mutationen del3, M11 und M12 verdnderten Basen gehen in dem in Abb. 51
abgebildeten Modell Paarungen mit benachbarten Basen ein. Moglicherweise ist dies essen-
tiell fiir eine Stabilisierung der mRNA. Damit konnte der komplette Verlust der Promotorak-
tivitit in den angesprochenen Mutanten erkldrt werden. Vergleiche mit Strukturen der (auf-
grund der hohen Sequenzihnlichlichkeit vermuteten) 5"UTR der anderen Bacilli zeigten fast
eine vollstindige Ubereinstimmung in den Regionen dell bis del4 mit der aus B. subtilis be-
kannten Sekundirstruktur. Einzig B. licheniformis weicht in einer Base in Region del3 ab;
hier ist sie ungepaart wihrend sie in B. subtilis Teil eines Doppelstranges ist. Die (moglicher-
weise fiir die osmotische Induktion bedeutenden) Regionen del2 und del4 sind in B. subtilis

und B. licheniformis identisch (s. Anhang).



V. Diskussion 137

Vorschldge fiir Sekundérstrukturen, bei denen ein Wegfall der Region dell bis del4 beriick-
sichtigt wurde, sind im Anhang gezeigt. Auffallend ist dabei, dass die flir die mutierten Frag-
mente vorgeschlagenen Sekundirstrukturen energetisch gesehen gilinstiger sind als das
Wildtypfragment (Mutanten: dG = ca. -20 kJ/ mol im Vergleich zu dG = -9 kJ/ mol) und
daher moglicherweise rigidere Bindungen enthalten. Detailliertere Analysen dieser Regionen

konnten im Rahmen dieser Arbeit allerdings nicht mehr durchgefiihrt werden.

Vergleicht man die Ergebnisse der Promotor- und der UTR-Mutagenese, so fillt auf, dass in
beiden Fillen Mutanten erzeugt werden konnten, die zwar immer noch osmotisch stimuliert,
aber auf einem hoheren Basalniveau exprimiert werden als der Wildtyp. Dies deutet darauf
hin, dass die Expression von proHJ zwei unterschiedlichen Regulationen unterliegt. Zum ei-
nen scheint die proHJ-Transkription einem ,,silencing® zu unterliegen, also einem Element,
dass die Transkription reprimiert. Zum zweiten scheint es ein davon unabhéngiges System zu
geben, dass die osmotisch induzierte Expression gewéhrleistet.

Die Repression der proHJ-Expression hat vermutlich energetische Griinde. Die Analyse der
erzeugten Mutanten hat demonstriert, dass eine hohere Transkription und eine damit einher-
gehende vermehrte Produktion von Prolin keinen physiologischen Sinn hat. Weder ldsst sich
dadurch mehr Salz — noch Kalte- oder Hitzeresistenz in B. subtilis hervorrufen. Daher ist es
fiir die Zelle sinnvoll, die Prolinproduktion auf dem geringsten Level zu halten, der ausreicht,
sich entsprechend der osmotischen Gegebenheiten zu schiitzen.

Wie die osmotische Regulation von proHJ im einzelnen funktioniert, konnte in dieser Arbeit
nicht aufgeklart werden. Es konnte gezeigt werden, dass der Promotor an sich nicht die
Schliisseldeterminante der osmotisch kontrollierten Transkription birgt, sondern dass diese
sich anscheinend in der 5'untranslatierten Region der proH-mRNA befindet. Diese Vermu-
tung resultiert aus der Beobachtung, dass bestimmte Mutationen dieser Region die osmotische
Induzierbarkeit von proHJ herabsetzten. Die Suche nach trans-aktiven Elementen ergab, dass
keiner der zurzeit bekannten potentiellen Transkriptionsregulatoren aus B. subtilis die osmoti-

sche Regulation von proHJ vermittelt.
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Abb. 51: Mogliche Sekundirstruktur der 5"UTR von proH aus B. subtilis.

Die Erstellung des abgebildeten Modells erfolgte mit dem Programm  mfold
(http://www.bioinfo.rpi.edu/applications/mfold). Hervorgehoben sind in rot die vorhergesagten Dop-
pelstrangbereiche. Eingezeichnet sind die eingefiihrten Deletionen dell (dunkelblau unterlegt), del2
(grau unterlegt), del3 (hellblau unterlegt), M11 (gelb unterlegt) und del4 (pink unterlegt). Die Pfeile
kennzeichnen die in der Mutation M 12 ausgetauschten Basen. Die Parameter fiir dieses Modell waren
37°Cund 50 mM NacCl.
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1.4 In B. subtilis vermittelt eine Proliniiberproduktion keine erhohte Salz-

resistenz

Prolin ist das unter Hypertonie dominante endogen synthetisierte kompatible Solut in B. subti-
lis. In dieser Arbeit wurden durch Verdanderungen des proHJ-Promotors B. subtilis - Mutanten
erzeugt, die Prolin {iberproduzierten (3-15 fach je nach Osmolaritit). In keinem der durchge-
fiihrten Experimente zeigten diese Stimme einen Wachstumsvorteil unter hyperosmotischem
Stress. Sie waren aber weniger sensitiv gegeniiber dem toxischen Prolinanalogon D,L 3,4 De-
hydroprolin, was mit der Verdiinnung von DHP durch den vermehrten Prolingehalt zusam-
menhéngt.

Die Uberproduktion des kompatiblen Soluts Prolin und ihre Auswirkungen auf die Osmotole-
ranz war schon mehrfach Gegenstand eingehender Untersuchungen in verschiedenen Orga-
nismen. In L. monocytogenes besitzen feedbackinhibierte Mutanten von ProB zwar einen ho-
heren intrazelluldren Prolingehalt, aber keine erhdhte Salzresistenz. E. coli (A proBA) Stimme
aber, die das mutierte L. monocytogenes proBA Konstrukt heterolog exprimieren, zeigen eine
deutlich hoéhere Osmotoleranz als der Wildtyp (Sleator ef al., 2001). In Anlehnung an dieses
Experiment wurde in dieser Arbeit das proHJ-Operonkonstrukt mit hyperaktivem Promotor in
E. coli eingebracht. Dies flihrte leider nicht zum erwarteten Ergebnis. Diese Zellen zeigten
keine vom Wildtyp abweichende Osmoresistenz (Daten nicht gezeigt). Moglicherweise funk-
tioniert die osmotische Regulation von proHJ in E. coli nicht. Desweiteren konnte der Pool
an ProA, das neben proHJ fiir die Prolinsynthese gebraucht wird, ein weiterer, limitierender

Faktor sein, da proBA aus L. monocytogenes konstitutiv exprimiert wird.

Stimme von Salmonella typhimurium, die durch eine ProB-Mutation Prolin iiberproduzierten,
zeigen eine erhohte Osmotoleranz. Eine Bestimmung des intrazelluldren Prolingehalts dieser
Stdmme ergab eine 30 bis 400-fach hdhere Prolinanhdufung als im Wildtyp, abhéngig von der
Osmolaritdt des Mediums (Csonka, 1981). Bedenkt man, dass in den in dieser Arbeit behan-
delten B. subtilis Mutanten der Prolingehalt nur um Faktor 3 bis 15 im Vergleich zum Wild-
typ gesteigert werden konnte, liegt die Vermutung nahe, dass dies nicht ausreichend war, um
einen reellen Wachstumsvorteil unter hyperosmolaren Bedingungen zu erzeugen.

Das fiir die erhohte Prolinproduktion in S. typhimurium verantwortliche mutierte proB Gen
wurde zusammen mit proA heterolog in E. coli exprimiert. Die auf diese Weise konstruierten
Stimme waren resistent gegeniiber dem toxischen Prolinanalogon L-Azetidin-2-Carboxylat

(AZC), was auf eine Proliniiberproduktion schlieBen lie. Interessanterweise zeigten jedoch
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iber die Hilfte dieser Mutanten dennoch keine hohere Salzresistenz. Dies erinnert sehr an die
Situation in B. subtilis -Promotormutanten. Moglicherweise reicht bereits eine vergleichswei-
se geringfiigige Steigerung des internen Prolinpools aus, um den Effekt toxischer Prolinana-
loga zu mildern, wihrend zur Verbesserung der Salzresistenz ein dramatischer Anstieg des

intrazelluldren Prolingehalts vonndten ist.

In Pflanzen wurde schon mehrfach beschrieben, dass eine Uberproduktion von Prolin einher-
geht mit einer erhdhten Resistenz gegen Salz und Austrocknung (Hong ef al., 2000; Han und
Hwang, 2003; Kishor et al., 2005). In transgenen Tabakpflanzen z.B. wurde eine Prolinii-
berproduktion durch die Einbringung des Gens P5CS aus Vigna aconitifolia, das fiir eine A'-
Pyrrolin-5-Carboxylat-Synthetase codiert, erzielt. Dieses Enzym erfiillt sowohl die Funktion
einer y-Glutamylkinase (ProB) als auch die einer Glutamat-y-Semialdehyd — Dehydrogenase
(ProA) und setzt Glutamat in A'-Pyrrolin-Carboxylat um. Die Proliniiberproduktion verlich
diesen transgenen Pflanzen eine erhohte Salzresistenz (Kishor ef al., 1995). In der Hefe Sac-
charomyces cerevisiae schiitzt Prolin wirksam vor Kélte. Eine Proliniiberproduktion fiihrt hier

zu einer hoheren Uberlebensrate nach Einfrieren (Takagi et al., 2000; Morita et al., 2002).

Vergleicht man diese Ergebnisse miteinander, so fillt auf, dass es in Gram-positiven Bakteri-
en offenbar schwierig ist, einen Wachstumsvorteil durch die Uberproduktion des kompatiblen
Solutes Prolin zu erzielen, wihrend es fiir Gram—negative Bakterien und Eukaryonten durch-

aus positive Beispiele gibt.
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1.5 Die Degradation von Prolin in prolinakkumulierenden Organismen

Zum Abbau von Prolin wird in pflanzlichen Zellen durch eine Prolinoxidase bzw. Prolinde-
hydrogenase Prolin zu Pyrrolin-5-Carboxylat (P5C) oxidiert, das wiederum durch eine P5C-
Dehydrogenase zu Glutamat umgesetzt wird. In Bakterien wie z. B. E. coli werden beide Re-
aktionen von einem Enzym, PutA, katalysiert (Ling et al., 1994).

Fiir B. subtilis konnte gezeigt werden, dass Prolin durch die Enzyme PutB und PutC (Proli-
noxidase und P5C-Dehydrogenase) zu Glutamat degradiert wird. Die Gene putB und putC
sind zusammen mit putP als Operon organisiert, dessen Expression schon durch geringe
Mengen externes Prolin (10 uM) im Medium induziert wird. putP codiert fiir einen hochaffi-
nen Prolintransporter (Atkinson et al., 1990; Moses, 1999; Bremer, 2002). Arrayanalysen
hyperosmotisch gestresster B. subtilis Zellen zeigten, dass putPCB unter Salzstress nicht re-
primiert wird, sondern konstitutiv exprimiert wird (Steil et al., 2003). Detailiertere Untersu-
chungen weisen allerdings darauf hin, dass die Transportaktivitit unter PutP durch hyperos-
molare Bedingungen reprimiert wird (Moses, 1999). Wie B. subtilis es schafft, die PutBC-
vermittelte Degradation des unter Hochsalz akkumulierten Prolins zu verhindern, ist bisher

noch nicht vollstindig geklart (Bremer, 2002).

Es existieren zahlreiche Hinweise darauf, dass der Abbau von Prolin in Pflanzen unter Salz-
stress gehemmt wird (Delauney und Verma, 1993; Peng und Verma, 1996; Kishor et al.,
2005). Das Gen fiir die Prolinoxidase in A. thaliana, ERDS, wird z.B. unter dehydrierenden
Bedingungen reprimiert (Kiyosue et al., 1996). Die P5C-Dehydrogenase aus Kartoffelpflan-
zen wird in vitro durch NaCl, genauer Chloridionen, gehemmt (Forlani ez al., 1997). Dariiber
hinaus ist es bereits mehrfach gelungen, durch gezielte Ausschaltung der Prolinabbaugene in
Pflanzen proliniiberproduzierende Stimme zu erzeugen (Nanjo et al., 1999; Kishor et al.,

2005).

2. Stressprotektion von B. subtilis durch exogen angebotene Aminosiuren

2.1 Die Wirkweise osmoprotektiver Aminosauren in B. subtilis

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die proteinogenen Aminosduren Arginin, Aspa-
ragin, Aspartat, Glutamin, Glutamat und Prolin osmoprotektive Eigenschaften besitzen. Fiir

Prolin und Glutamat war dies bereits bekannt (von Blohn, 1997; Kerres, 2002). Bis auf Prolin
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haben alle diese Aminosduren in einem proHJ-defektem Stamm kaum noch einen Effekt auf
das Wachstum unter Salzstress. Die wahrscheinlichste Erklarung fiir diese Beobachtungen ist,
dass alle osmoprotektiven Aminosduren via ProHJ zu Prolin umgewandelt werden. Prolin ist
das dominante, endogen synthetisierte kompatible Solut in B. subtilis. Glutamat dient als di-
rektes Substrat flir die ProHJ-vermittelte Prolinsynthese. Glutamin, Asparagin und Aspartat
konnen alle in je einem enzymatischen Schritt zu Glutamat umgewandelt werden und dann in
den ProHJ-Weg einflieBen (s. Abb. 51). B. subtilis besitzt meherere Orthologe der Aspartata-
minotransferase (AspD, YhdR, YkrV, YurG, Yw{G) sowie der Asparaginsynthetase (AsnB,
AsnH, AsnO); es ist unklar, welche Enzyme hier zum Tragen kommen. Auch die unter hype-
rosmolaren Bedingungen operierenden Aufnahmesysteme fiir Arginin, Asparagin und Gluta-
min sind unbekannt. Ein Aufnahmesystem fiir Asparagin wurde bisher nicht charakterisiert.
Fiir die Aufnahme von Glutamin gibt es mindestens zwei ABC-Transporter: GInHMPQ und
YcklJK (Kunst et al., 1997). Unter isoosmotischen Bedingungen wird Arginin durch das Sys-
tem ArtPQM in die Zelle aufgenommen (Helmann, 2001). Nach der Aufnahme kann Arginin
sogar auf zwei Arten zu Prolin umgewandelt werden. Arginin wird zunédchst durch die Argi-
nase RocF in Ornithin konvertiert; dieses wiederum wird mit 2-Oxoglutarat durch RocD in
Glutamat umgesetzt. Bei dieser Reaktion entsteht allerdings ebenfalls y-Glutamat Semialde-
hyd, das spontan zu Pyrrolin-5-Carboxylat reagiert, dem Substrat fiir ProH (s. Abb.). Die Tat-
sache, dass andere Aminosduren wie z.B. Histidin, das ebenfalls in zwei enzymkatalysierten
Schritten zu Glutamat umgewandelt werden kann, nicht osmoprotektiv wirken, ldsst vermu-
ten, dass die Protektion durch Arginin auf seiner Konversion zu y — Glutamat Semialdehyd

beruht, das dann in die ProHJ —vermittelte Prolinsynthese einflief3t.

2.3 Vorlaufer fiir die osmoprotektive Prolinsynthese in B. subtilis

Nach den in 2.2 beschriebenen Experimenten wurde geschlossen, dass alle getesteten, os-
moprotektiv wirkende Aminoséuren nicht selbst angehduft werden, sondern zu dem potenten
kompatiblen Solut Prolin umgewandelt werden.

B. subtilis besitzt demnach eine Spannbreite von Mdglichkeiten, Prolin unter hypertonen Be-
dingungen zu akkumulieren. Neben der Prolinaufnahme aus der Umgebung durch das salzin-
duzierte Transportsytem OpuE (von Blohn et al., 1997) gibt es die Moglichkeit der Authahme
von Vorldufern fiir die Prolinsynthese wie Arginin, Asparagin, Aspartat, Glutamin und Glu-

tamat. Weiterhin konnen auch prolinhaltige Di- und Oligopeptide iiber die Transporter Dpp
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bzw. Opp aufgenommen und dann zu Prolin hydrolysiert werden (Brill, 2002). Dies unter-
scheidet sich von der Situation in L. monocytogenes, wo die Verwendung von Di- und Oligo-
peptiden zwar ebenfalls eine Moglichkeit zur Anpassung an hyperosmotische Konditionen ist;
dabei werden allerdings direkt die Peptide angehduft und nicht zu Prolin hydrolysiert (Sleator
et al., 1993; Amezaga et al., 1995). Der dabei verwendete Transporter ist der Di- und Tripep-
tidtransporter DtpT (Wouters et al., 2005). Ahnlich ist die Situation in Lactobacillus, wo die
Peptide wenigstens zum Teil akkumuliert und nicht hydrolysiert werden (Piuri et al., 2003).
Ist keine vorgefertigte osmotische Schutzsubstanz im umgebenden Medium verfiigbar, wird
Prolin in B. subtilis endogen de novo synthetisiert. Diese vielfaltigen Moglichkeiten zur Proli-
nakkumulation garantieren in B. subtilis eine flexible Anpassung unter hochosmolaren Be-

dingungen (Abb. 51a).
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Abb.51a: Die Prolinakkumulation in B. subtilis unter hyperosmolaren Bedingungen.

Dargestellt ist die Aufnahme moglicher Vorldufer fiir die Prolinsynthese und ihre intrazellulire Kon-
version. Die unter Hypersalinitit aktiven Aufnahmesysteme fiir Asparagin, Glutamin und Arginin sind
unbekannt. B. subtilis besitzt meherere Orthologe der Aspartataminotransferase (AspD, YhdR, YkrV,
YurG, YwfG) sowie der Asparaginsynthetase (AsnB, AsnH, AsnO); es ist unklar, welche Enzyme hier
verwendet werden. GOGAT: Glutamatsynthase
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2.4 Die Wirkweise thermoprotektiver Aminosauren

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine ganze Reihe von proteinogenen Aminosiu-
ren einen positiven Einfluss auf das Wachstum unter Hitzestress von B. subtilis haben. Ala-
nin, Arginin, Asparagin, Aspartat, Glutamin, Glutamat, Glycin, Histidin und Prolin erwiesen
sich als effektive Thermoprotektiva. Fiir Glutamat und Aspartat, die in dieser Arbeit aufgrund
ihres Transports via GItT ndher untersucht wurden, wurde gezeigt, dass sie bei Hitzestress
zwar aufgenommen, aber nicht in der Zelle angehauft werden. Auch andere thermoprotektive
kompatible Solute wie Glycin Betain werden unter Hitzestress im Vergleich zu 37°C nicht
verstirkt akkumuliert. Es wird vermutet, dass zum Schutz vor supraoptimalen Wachstums-
temperaturen bereits geringe Mengen akkumulierten Solutes geniigen, um eine Proteinstabili-
sierung zu gewiahrleisten (Holtmann, 2003). Dies konnte erklaren, warum fiir Aspartat und
Glutamat keine gesteigerte Anhdufung bei 52°C festgestellt werden konnte. Experimente in E.
coli haben gezeigt, dass die Supplementation von Glycin Betain und Kaliumglutamat einen
verstirkenden Effekt auf DnaK hat, ein Chaperon, das unter Hitzestress die Auflosung von
Proteinaggregaten vermittelt (Diamant et al., 2003). Dieser Mechanismus kdnnte auch ein
Grund fiir die thermoprotektiven Eigenschaften der Aminosduren sein. Fiir Glycin Betain ist
bekannt, dass es auch in vitro Proteine vor Denaturierung unter Hitze bewahren kann (Holt-

mann, 2003). Fiir Glutamat oder Aspartat ist dies noch nicht gezeigt worden.

Wachstumsexperimente mit der proHJ-Mutante JSB8 [A(proHJ::tet)1] unter Hitze zeigten,
dass die Hitzeprotektion durch Glutamat unabhéngig ist von proHJ (Holtmann und Bremer,
2004). Interessanterweise erfolgt zwar eine transkriptionelle Induktion von proHJ, es wird
aber kein endogen synthetisiertes Prolin in Hitzezellen akkumuliert (Holtmann, 2003). Somit
unterscheidet sich die osmoprotektive Wirkweise von Aminoséuren gravierend von der ther-
moprotektiven, auch wenn es Aminosduren wie z.B. Prolin gibt, die sowohl bei Salz- als auch
bei Hitzestress schiitzen kdnnen. Aspartat und Glutamat, zwei potente thermische Schutzsub-
stanzen im mesophilen Bakterium B. subtilis, werden in hyperthermophilen Archaea als kom-
patible Solute zum Schutz vor Osmostress genutzt. IThre durch Salzstress bedingte Akkumula-
tion wurde in Methanococcus thermolithotrophicus (Glutamat) sowie in Thermococcus litora-
lis und Palaeococcus ferrophilus (Aspartat) beobachtet (Lamosa et al., 1998; RoeBler und
Miiller, 2001; Neves et al., 2005).
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Die Wirksamkeit der thermoprotektiven Aminosduren ist sehr spezifisch. Es lassen sich deut-
liche Unterschiede in dem durch die Protektion vermittelten Wachstumsvermdgen von B. sub-
tilis-Zellen feststellen. Alle thermoprotektiven Aminosduren sind im Stoffwechsel miteinan-
der verbunden, aber nicht alle, die korreliert sind, sind thermoprotektiv. In Arrayanalysen von
B. subtilis Zellen, die einem Hitzeschock ausgesetzt wurden, fanden sich keine induzierten
Gene, die helfen konnten, den Zusammenhang und die Wirkung der thermoprotektiven Ami-
nosduren aufzukldren. Die Gene fiir die Argininbiosynthese und —aufnahme werden zwar
nach einem Hitzeschock induziert (Helmann ef al., 2001), Arginin selbst ist aber nur ein

Thermoprotektivum mittlerer Effizienz.

Die mit Abstand besten thermischen Schutzsubstanzen in B. subtilis sind Glutamin und
Aspartat, zwei zentrale metabolische Intermediate. Man konnte vermuten, dass die anderen
thermoprotektiv wirkenden Aminosduren in eine von diesen beiden umgewandelt werden und
eventuell danach in einen wichtigen, unter Hitzestress kollabierenden Stoffwechselweg ein-
flieBen. Dies wiirde die unterschiedlichen thermoprotektiven Qualititen der einzelnen Amino-
sduren erkldren. Glutamin spielt auch in anderen Organismen eine wichtige Rolle bei der A-
daptation an hypertherme Bedingungen. In Hamsterzellen konnte z.B. gezeigt werden, dass
der Glutaminpool unter Hitzestress um ca. 80% abnimmt, was auf eine reprimierte Synthese
oder eine gesteigerte Verstoffwechselung hindeutet. Exogene Zugabe von Glutamin wirkt in
diesen Zellen, vermutlich durch die Komplementation des fallenden internen Glutaminspie-
gels, thermoprotektiv (Goh ef al., 1988). Die in allen Doménen des Lebens vorkommende
Glutamatsynthase GOGAT wandelt Glutamin in Glutamat um und ist als ,,fragiles Enzym*
bekannt. Es gibt Hinweise in Maispflanzen darauf, dass sie bei Hitze inaktiv wird und da-
durch eine Akkumulation ihres Substrates Glutamin stattfindet (Logan ef al., 1992). In Euka-
ryonten induziert Glutamin Proteine, die Teil der Hitzeschockantwort sind. Eine Vorbehand-
lung mit Glutamin kann Zellen helfen, sich nicht nur besser an Hitze, sondern verschiedene
Stressarten zu adaptieren (Wischmeyer et al., 2001; Wischmeyer, 2002). In menschlichen
Zellen wurde die Auswirkung von exogen angebotenem Glutamin ausfiihrlich untersucht.
Dabei zeigte sich, dass Glutamin in vielen Zellprozessen eine regulatorische Rolle spielt, vom
Metabolismus iiber die Zellteilung bis hin zur Apoptose (Curi et al., 2005). Glutamin inhi-
biert in menschlichen Colon-Epthitelzellen die Apoptose. Dieser Effekt von Glutamin auf die
Zelle ist in seiner Rolle als Substrat fiir die Pyrimidinsynthese begriindet (Evans et al., 2005).
Die Aminosduren Aspartat und Glutamin sowie Glutamat, ein ebenfalls potentes Thermopro-

tektivum, werden auch in B. subtilis fiir die Pyrimidinsynthese benétigt (Switzer et al., 2002).
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Proteomanalysen proliferierender B. subtilis Zellen haben gezeigt, dass dieser Syntheseweg in
proliferierenden Zellen angeschaltet ist (Eymann et al., 2004). Denkbar wire, dass der ther-
moprotektive Effekt von Aspartat, Glutamin und Glutamat in B. subtilis auf ihrem Beitrag zur

Pyrimidinsynthese beruht (Schema der Pyrimidinsynthese in B. subtilis im Anhang).

Aspartat dient in B. subtilis ebenfalls als Vorlaufer fiir die Synthese von Dihydropicolinsdure,
das in die Zellwandsynthese eingeht (Belitsky, 2002) oder dem Reduktionsdquivalent NAD
(de Vries et al., 1995). Denkbar wire auch hier, dass zumindest einer dieser Synthesewege
unter Hitzeeinfluss an Relevanz gewinnt oder komplementiert werden muss. Aspartat scheint
auch in Eukaryonten wirksam vor Hitzestress zu schiitzen. Es gibt Studien, in denen Aspartat
Legehennen verabreicht wurde, die unter Hitzestress gesetzt wurden. Die normale Hitzestress-
reaktion der Hennen, ein dramatischer Verlust des Gewichts, konnte durch Magnesium-

Aspartathydrochlorid verhindert werden (Donoghue et al., 1990).

In E. coli ist z.B. bekannt, dass unter Hitzestress die Biosynthese von Methionin inhibiert
wird. Exogen angebotenes Methionin kann das Hitzewachstum deutlich verbessern und sogar
die maximale Wachstumstemperatur von 43°C auf 44°C erhohen (Ron und Davis, 1971).
Methionin ist in B. subtilis kein Thermoprotektivum (Daten nicht gezeigt). Die exogene Zu-
gabe von Glutamat und Aspartat in B. subtilis dagegen verbessert zwar ebenfalls das Hitze-
wachstum, kann aber die maximale Wachstumstemperatur von 52°C nicht erhéhen (Holt-
mann, 2003; Daten nicht gezeigt). Dies ist interessant, wenn man bedenkt, dass Glycin Betain,
das einen protektierenden Einfluss auf das Wachstum von B. subtilis bei Kélte hat, die mini-
male Wachstumstemperatur von 15°C auf 13°C verschieben kann (Hoffmann et al., in Vorbe-

reitung).

2.4 Cryoprotektive Aminosiuren

Einige kompatible Solute wurden neben ihrer Funktion als Osmoprotektiva auch als potente
Cryoprotektiva charakterisiert. Dazu gehoren z.B. Glycin Betain, das Listeria monocytogenes
und B. subtilis sowohl unter Salz- als auch unter Kailtestress schiitzt, und Ectoin, das in dem
Bacillus verwandten Organismus Virgibacillus pantothenticus einen positiven Effekt auf
Salz- und Kéiltewachstum hat (Kuhlmann, 2002; Bursy, 2005; Hoffmann, personliche Mittei-
lung).
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In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass eine Reihe der proteinogenen Aminosduren das Wachs-
tum von B. subtilis unter Osmostress fordern. Unter Cryostress durchgefiihrte Wachstumsex-
perimente zeigten jedoch, dass eine Supplementation von Aminosduren in einer Konzentrati-
on von 1| mM kaum einen Einfluss auf das Wachstum hat. Die beobachteten Effekte waren
im Vergleich zu denen des bereits nachgewiesenen Cryoprotektivums Glycin Betain sehr ge-
ring. Fiir die Aminoséuren Aspartat, Glutamin und Glutamat zeigte sich ein leichter Wachs-
tumsvorteil (ca. zweifache ODs7g nach 72 h). Ob diese Eigenschaften auf die Konversion zu
Prolin via proHJ beruhen, wurde nicht geklart. Einerseits besteht die Vermutung, dass die
Expression von proHJ durch Kiélte induziert wird (Hoffmann, pers. Mitteilung), andererseits
hatte exogen angebotenes Prolin keinen kélteprotektiven Effekt. HPLC- Analysen zeigten
auBlerdem, dass in bei Kilte gewachsenen B. subtilis Zellen kein Prolin durch endogene de

novo Synthese angehduft wird (Hoffmann et al., in Vorbereitung).

2.5 Die physiologische Bedeutung der Protektion durch Aminoséiuren

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die exogene Zugabe proteinogener Aminosduren
einen positiven Effekt auf das Wachstum von B. subtilis unter Stressbedingungen wie Hyper-
tonie, Hitze und Kélte hat. Im natiirlichen Habitat von B. subtilis, den oberen Schichten des
Bodens, werden organische Molekiile aus Wurzelexudaten oder zersetzendem biologischem
Material frei. Die Aufnahme solcher vorgefertigter Molekiile ist fiir B. subtilis energetisch

giinstiger als ihre de novo Synthese.

Shahjee und Mitarbeiter untersuchten 2002 die protektive Wirkung einiger ausgewahlter

Aminoséduren auf E. coli -Zellen unter Stressbedingungen wie Salz, Hitze und Kélte. Dabei
fanden sie heraus, dass L-Prolin E. coli vor Hitze und Kilte, am wirksamsten aber jedoch vor
Salz schiitzt. L-Alanin, L-Lysin und L-Serin sind ebenfalls potente Osmoprotektiva, aber we-
niger effiziente Cryoprotektiva; bei Hitze zeigen sie gar keinen Effekt. Interessanterweise
zeigen die D-Isomere dieser Aminosduren entweder gar keinen oder sogar einen negativen
Effekt auf das Wachstum von E. coli. Die Supplementation mit Pepton schiitzt in E. coli und
auch L. monocytogenes vor Osmostress. In E. coli beruhte dieser Effekt einzig auf der Anhéu-
fung des im Pepton befindlichen freien Prolins (Amezaga und Booth, 1999). Nihere Analysen

in L. monocytogenes zeigten, dass sich der intrazelluldre Aminosduregehalt beim Wachstum
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unter Salz mit Peptonzugabe verdndert. Glutamat, Glycin, Hydroxyprolin, Prolin, Alanin und
Aspartat werden in dieser Reihenfolge angehduft (Amezaga et al., 1995). Die Verwendung
von Aminosduren als Stressprotektiva scheint also ein verbreitetes Phdnomen in Bacteria zu

sein.

Die Frage, ob eine Aminosdure als Stressprotektivum genutzt werden kann, geht einher mit
der Frage nach ithrem Vorkommen im natiirlichen Habitat des betrachteten Organismus. In
den oberen Bodenschichten, dem Habitat von B. subtilis, wird der zu Verfiigung stehende
Aminosdurepool aus zersetzendem biologischem Material, hauptsdchlich Pflanzen, und Wur-
zelexudaten gespeist.

Da Pflanzen Prolin als dominantes kompatibles Solut durch de novo Synthese anreichern (bis
zu 80% des Aminosdurepools in der Zelle), wird bei der Zersetzung von pflanzlicher Bio-
masse Prolin frei und kann von den umgebenden Organismen aufgenommen werden. Gluta-
mat und Glutamin, die ebenfall in relativ hoher Konzentration in der pflanzlichen Zelle vertre-
ten sind, werden ebenfalls verfiigbar. Die dominanten Aminosdurekomponenten in Wurzele-
xudaten sind Aspartat und Glutamat sowie ihre Amide Asparagin und Glutamin (Jones und
Darrah, 1993; Sonawane et al., 2003) und stehen somit der Aufnahme durch andere, boden-
bewohnende Organismen zur Verfligung. Damit offenbart sich der Vorteil, den B. subtilis
aufgrund seiner Fahigkeit besitzt, ausgerechnet diese Substanzen als Vorldufer fiir die Synthe-
se seines dominanten Osmoprotektivums zu nutzen. Trotz seiner auf ein einziges kompatibles
Solut, Prolin, beschrinktes Spektrum an de novo synthetisierten osmotischen Schutzsubstan-
zen erfolgt eine optimale Ressourcenausnutzung durch die Rekrutierung verschiedenartiger

Molekiile als Ausgangstofte fiir die Prolinsynthese.
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3. Die Aufnahme von L-Glutamat und L-Aspartat in B. subtilis

Die Aminosédure L-Glutamat (Glutamat) hat neben ihrer Rolle als proteinogene Aminoséure
noch andere wichtige Funktionen in B. subtilis. Glutamat ist ein zentrales Metabolit, das den
C- und N-Stoffwechsel verkniipft. Es kann als einzige N-Quelle genutzt werden. Exogen
angebotenes Glutamat hat auBerdem einen positiven Einfluss auf das Wachstum unter
Stressbedingungen wie Hitze und Hypertonie (Kerres, 2002; Holtmann, 2003). In der
vorliegenden Arbeit konnte dies auch fiir L-Aspartat (Aspartat) nachgewiesen werden. Das
fiir die Aufnahme von Glutamat und Aspartat verantwortliche System, GItT, wurde ebenfalls

in dieser Arbeit charakterisiert.

3.1 Der Glutamat- und Aspartattransporter GItT aus B. subtilis

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen der Glutamat- und Aspartataufnahme in
B. subtilis  haben ergeben, dass GItT (GItTgy) der Haupttransporter dieser beiden
Aminosiuren ist. Als kinetische Parameter wurden fiir das Substrat Glutamat ein K,,, von 38 +
0,4 uM und ein Vp,, von 108 = 5 nmol min’! mg Protein™ bestimmt. Ahnliche Werte wurden
fiir das Substrat Aspartat ermittelt (Km =45 £ 5 uM, Vi = 62 = 6 nmol min’! mg Protein'l).
Bei GItT handelt es sich aufgrund seiner Sequenzhomologie vermutlich um einen Glutamat/
H'/Na" Symporter. Er ldsst sich in die Uberfamilie der DAACS-Aufnahmesysteme
eingruppieren. DAACS steht fiir Dicarboxylate Amino Acids Cation Symporter und umfasst
eine Vielzahl von sekunddren Transportern aus allen Doménen des Lebens (Saier, 2000).
Innerhalb dieser Gruppe gehort GItT zu der Familie der Glutamattransporter, unter denen sich
Proteine aus Bacteria, Eukarya und Archaea befinden. Die K,,-Werte in dieser Familie liegen
in Bereichen bis 100 pM, was gut zu den fiir GItT ermittelten Werten passt (Slotboom et al.,
1999).

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass GItT sowohl unter
Stressbedingungen (Hitze, Hypertonie) als auch unter Standardbedingungen mit den N —
Quellen Glutamat bzw. Aspartat und/oder Ammoniumsulfat der hauptsichliche, hochaffine
Glutamat- und Aspartattransporter in B. subtilis ist. Eine gl¢tT-defekte Mutante hat unter
Bedingungen mit Aspartat bzw. Glutamat als einziger Stickstoffquelle einen deutlichen
Wachstumsnachteil gegeniiber dem Wildtyp. AuBBerdem zeigt sie einen dramatischen Verlust

der Protektion durch Aspartat und Glutamat bei Hitze- und Osmostress. Dieser Phinotyp
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wurde durch eine Komplementation mit dem Strukturgen g/¢tT vollstindig aufgehoben. Das
Protein GItT scheint konstitutiv exprimiert zu werden, da es unter so verschiedenen
Wachstumsbedingungen aktiv ist. Tatsdchlich zeigte die Analyse des Transkriptionsprofils
des Gens gitT eine konstant hohe Transkription iiber alle untersuchten Bedingungen hinweg.
Einzig bei 52°C schien die Expression schwécher zu sein; dies konnte aber seine Griinde in
der technisch schwierigen Aufbereitung der RNA aus Hitzezellen haben. Allerdings sprechen
auch die Transportanalysen bei 52°C fiir eine verminderte gl/¢t7-Expression. Es konnte
keinerlei transkriptionelle Kontrolle von g/tT nachgewiesen werden. Bedingungen, unter
denen GItT als aktives Transportsystem identifiziert wurde, hatten keinerlei Einfluss auf die
Expression des Strukturgens. Weder Hitze- noch Osmostress, noch die Substrate Aspartat und
Glutamat allein oder in Kombination mit der N- Quelle Ammoniumsulfat vermochten die
gltT-Transkription zu stimulieren. Eine translationelle Regulation wurde nicht untersucht. Fiir
die konstante Prisenz von GItT in der Zelle sprechen Proteomanalysen proliferierender B.
subtilis-Zellen, in denen GItT nachgewiesen werden konnte (Eymann et al., 2004). Das Gen
gltT wurde als putatives Mitglied des CodY Regulons in B. subtilis charakterisiert. CodY ist
ein Transkriptionsregulator, der Gene der frithen stationdren Wachstumsphase kontrolliert.
Sie werden unter exponentiellem Wachstum reprimiert; bei einer Abnahme des intrazelluldren
GTP-Pools bei Eintritt in die Stationdrphase wird CodY inaktiv und gibt die Transkription
frei. Interessanterweise scheint g/¢7 durch CodY nicht reprimiert, sondern aktiviert zu werden,
da die gltT-Expression in einer codY-Mutante deutlich zuriickgeht (Molle et al., 2003).
Nimmt man dies zusammen mit der Tatsache, dass das Gen gl/tP unter der Kontrolle des
Stationdrphasen — Sigmafaktors o' steht, konnte man vermuten, dass GItT in exponentiell
wachsenden und GItP in Stationdrphasenzellen aktiv ist. GItP ist ein weiterer potentieller
Glutamat- und Aspartattransporter (Tolner er al., 1995). In dieser Arbeit durchgefiihrte
Wachstumsanalysen konnten diese Hypothese allerdings nicht untermauern. Ein gltP-
defizienter Stamm zeigt unter den getesteten Bedingungen in der stationdren Phase keinen

Wachstumsnachteil gegeniiber dem Wildtypstamm (s. Kapitel 3.5: Das Protein GItP).

Dass es neben GItT noch andere Aufnahmesysteme fiir Glutamat und Aspartat geben muss,
zeigte sich beim Wachstum mit diesen beiden Aminoséuren als alleiniger N-Quelle. Eine gltT
— Mutante weist unter diesen Bedingungen zwar ein verlangsamtes, aber dennoch gutes
Wachstum auf. Unter diesen Testbedingungen (30 mM Substrat) konnte sowohl Glutamat als
auch Aspartat offensichtlich durch andere, vermutlich niederaffine Systeme aufgenommen

werden. Dabei handelt es sich allerdings weder um GItP noch um YveA, da ein gltP gitT
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yved” -Stamm dasselbe Wachstum aufweist wie eine alleinige g/t7-Mutante. Diese anderen
Transportsysteme wurden in dieser Arbeit nicht identifiziert. Es gibt in B. subtilis mehrere
Proteine, die dafiir in Frage kdmen, beispielsweise der C4 — Dicarboxylattransporter DctA, ein
moglicher Kandidat fiir niederaffinen Glutamat- und Aspartattransport.

Unter Hitzestress wird die Glutamat- und Aspartataufnahme allein von GItT vermittelt, da
eine Unterbrechung von g/¢T einen vollstdndigen Verlust der Protektion durch Glutamat und
Aspartat bei Hitze bedeutet. Bei Osmostress gibt es noch weitere aktive Transportsysteme, da
hier auch bei inaktivem g/t7 noch immer eine Protektion durch Glutamat und Aspartat
besteht. Die GltT-vermittelte Aufnahme von Aspartat und Glutamat unter Osmo- und

Hitzestress in B. subtilis wird in den nichsten Abschnitten behandelt.

3.2 Strukturelle Merkmale der Glutamattransporterfamilie

Mitglieder der Glutamattransporterfamilie, darunter auch die hier untersuchten Proteine GItT
und GIltP, sind sekundire Transporter, die die Aufnahme von Glutamat und Aspartat in
Symport mit Kationen, bevorzugt H' und/oder Na', vermitteln (DAACS Uberfamilie) (Saier,
2000).

Strukturelle Besonderheit der Glutamattransporterfamilie sind sogenannte ,,reentrant loops®,
die in der Substratbindung eine Rolle spielen. Reentrant loops sind Helices, deren Ausldufer
sich im extrazelluliren Raum befinden, wihrend die Mitte in der Membran verankert ist
(Slotboom et al., 1999; Grunewald et al., 2002).

Mit Hilfe der Kristallstruktur eines prokaryontischen, archaellen Mitgliedes der
Glutamattransporterfamilie, Gltp, aus Pyrococcus horikoshii, wurde die Funktionsweise
dieser Proteine detailliert untersucht (Yernool et al., 2004). Trotz der verhéltnisméBig
geringen Sequenzidentitit (27,3%) von GItPh und des in dieser Arbeit als hochaffinen
Glutamat- und Aspartattransporter in B. subtilis identifizierten Proteins GItT zeigten die
Hydropathieanalysen beider Proteine eine groBe Ahnlichkeit zueinander (Abb.52). Diese
Analysen wurden mit Hilfe des Programms TMHMM
(http://www.cbs.dtu.dk/servicess  TMHMM-2.0) erstellt. Einzig im C-terminalen Bereich

zeigten sich Unterschiede. Gltpy, besitzt eine Transmembranregion mehr als GltTgg,. Dennoch
kann davon ausgegangen werden, dass die wesentlichen, in Gltpy, identifizierten

Strukturmerkmale auf GltTgg, libertragbar sind.
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Gltp, ist als Trimer organisiert. Dies war bereits frither als spezifische Eigenschaft der
Glutamattransporter festgehalten worden (Yernool et al., 2003). Die einzelnen Monomere
haben die Struktur eines spitz zulaufenden Keils. Drei Keile formen eine Art Kelch, wobei die
spitze Seite der Keile durch die Cytoplasmembran in das Zellinnere ragt. Die breite Seite
befindet sich im extrazelluliren Raum. Am Boden des Kelchs, der mit Fliissigkeit gefiillt ist,
befinden sich die Bindestellen fiir Substrat und Cosubstrat. Die Bindestellen befinden sich
zwischen dem HP1- und HP2-Motiv, die, je nach Konformation, die Bindestellen
unzugénglich machen konnen. HP steht fiir ,hairpin® und bezeichnet eine helikale
Haarnadelstruktur. Durch die Fliissigkeit gelangt das Substrat/ Cosubstrat an die Bindestellen,
der Transporter ist dabei zur AuBlenseite der Zelle hin gedffnet (HP2- Konformation: offen;
HP1 — Konformation: geschlossen). Durch die Besetzung der Bindestellen schlieit sich der
Transporter nach auflen und 6ffnet sich dafiir nach innen (HP1- Konformation: geschlossen;
HP2 — Konformation: offen). Das Substrat kann jetzt in die Zelle entlassen werden. Das
Prinzip dieser Funktionsweise ist die alternierende Zuginglichkeit (Abb. 53, Jardetzky, 1966).
Blast — Analysen der Sequenz von GItT aus B. subtilis mit den bis dato im Internet
verfiigbaren Datenbanken ergeben mindestens 30 Proteine, die eine signifikante Ahnlichkeit
mit GltTgs, aufweisen. Darunter sind sowohl Transporter aus Gram — positiven, wie z. B.
mehrere Bacillus Spezies, Clostridium perfringens, und Lactobacillus planarum als auch aus
Gram- negativen Organismen, wie z.B. E. coli, Pseudomonas fluorescens oder Yersinia
pestis. Ein Sequenzvergleich der GItT-Transporter aus den Bacilli B. subtilis, B. licheniformis,
B. anthracis, B. thuringiensis, B. stearothermophilus (jetzt: Geobacillus stearothermophilus),
und B. caldotenax ergab, dass diese 6 Proteine zu iiber 57% identisch sind mit GltTgg, (.
Anhang). Es wird vermutet, dass diese Transporter Glutamat und Aspartat in Symport mit Na"
und H' aufnehmen. Im Fall der GlItT-Proteine aus B. staerothermophilus und B. caldotenax
wurde dies bereits belegt (Tolner et al., 1992). In Bacilli ist GItT also weit verbreitet und hoch
konserviert.

Vergleicht man die Proteine GItP aus B. subtilis (GltPgs,) und Gltpy, aus P. horikoshii mit
diesen GltTgy,, so fillt auf, dass GItP eine hohe Sequenzidentitit zu GltTgg, besitzt (43%),
obwohl es ein Protonsymporter ist. Gltp, dagegen, wie GltTgg, ein Na"/H" Symporter, ist sehr
heterolog mit Sequenzidentititen von 27,3% (zu GltTgs,) bzw. 30% (zu GItPgg,). Der
eukaryontische Glutamat- und Aspartattransporter Glt-1 aus Rattus norvegicus hebt sich
deutlich von den prokaryontischen Proteinen ab. Er symportiert 3 Na'-Ionen und einem
Proton und antiportiert dagegen ein K -Ion' Die Sequenzidentititen sind, obwohl es sich um

Proteine derselben Transporterfamilie handelt und Glt-1g,, wie GltTgg, €in Na+/H+-Symporter
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ist, relativ gering (19,7% zu GltTgs, bzw. 19% zu GItPgg,). Es besteht aber auch kaum
Ahnlichkeit zu Gltpn, dem vergleichsweise heterologen Protein aus der Reihe der
prokaryontischen Glutamattransporter (Sequenzidentitit Gltp, und Glt-1gno: 24%) (s.
Anhang). Auch fillt auf, dass Glt-1rs am N- und C— Terminus wesentlich lédnger ist als die
prokaryontischen Transporter. Trotz #hnlicher Funktion weisen Glt-1gy, und die Na'/H'/
Symporter aus Bacilli eine Sequenzidentitit von nur 8,5% auf. Im Vergleich der
Aminosduresequenzen (Abb. 54) sind die in die Substratbindung involvierten Reste
gekennzeichnet, die eine vergleichsweise gute Konservierung aufweisen. Weiterhin sind die
in die Na" - Bindung involvierten Aminosiuren hervorgehoben, es zeigte sich, dass GltPgq,
als reiner Protonensymporter hier interessanterweise in zwei von drei Fillen mit dem Na'/ H'-

Symporter GltTgg, identisch ist.
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Abb. 52: Hydropathieanalysen der Glutamat/Aspartattransporter Gltg, und Gltp,.
Die abgebildeten Hydropathieanalysen wurden erstellt mit dem Programm TMHMM
(http://www.cbs.dtu.dk/services/ TMHMM-2.0).
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" N-terminal
- cylinder

Abb.53: Mechanismus der Substratbindung und —translokation im Glutamattransporter Gltpy,.

Gltpy, ist als Trimer organisiert, in den Abbildungen sind jeweils nur zwei Monomere zu sehen.

A: Glutamattransporter formen eine Art Kelch, dessen Boden mit Wasser bedeckt ist. Dort befinden
sich auch die Substratbindestellen (Substrat in blau), eine pro Monomer.

B: Die Substratbindung und seine Translokation wird von den helikalen Hairpins HP1 und HP2
vermittelt. Kommt das Substrat (S) von der extrazelluldren Seite, so muss die HP2 in einer offenen
Konformation sein (a). Das Substrat (S) wird gebunden, die Konformation ist geschlossen (b). Zur
Entlassung des Substrates ins Innere der Zelle wird nun die HP1 Konformation gedffnet, vermutlich
bewegt sich HP1 dabei in Richtung Cytosol (c). aus: Yernool et al., 2004
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Abb. 55: Schematische Darstellung der Membrantopologie von Gltpy,.
Aus: Yernool et al., 2004.

letzte Seite:

Abb. 54: Sequenzvergleiche GItT-homologer Proteine.

Dargestellt sind die Proteinsequenzen GltT-homologer Proteine. Die von Yernool et al., 2004
postulierten Doménen sind farbig gekennzeichnet. Dabei entsprechen die Farben denen der
postulierten Membrantopologie aus Abb.55. Die in den Transport von Glutamat involvierten Reste
sind mit einem Stern (*), die an der Bindung von Na" beteiligten Aminosiuren durch ein Quadrat (o)
gekennzeichnet.

Die Sequenzen stammen aus folgenden Organismen: Bsu: Bacillus subtilis; Bli: Bacillus
licheniformis; Bcal: Bacillus caldotenax; Bst: Bacillus stearothermophilus; Bcer: Bacillus cereus;
Bant: Bacillus anthracis; Bthu: Bacillus thuringiensis; Ph: Pyrococcus horikoshii; Rno: Rattus
norvegicus.
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3.3 GIltT-vermittelte Glutamat- und Aspartataufnahme unter

Hitzestress in B. subtilis

Die thermoprotektive Wirkung der Aminosdure Glutamat in B. subtilis konnte bereits
nachgewiesen werden (Holtmann, 2003). Die Wirksamkeit von Aspartat als thermische
Schutzsubstanz in B. subtilis wurde in der vorliegenden Arbeit zum erstenmal beschrieben.
Die Wirkweise dieser beiden Substanzen wird im vorangegangenen Kapitel niher erldutert.
Die Aufnahme beider Aminosduren erfolgt nach in dieser Arbeit durchgefiihrten
Untersuchungen ausschlieBlich durch GItT. Eine Unterbrechung des Strukturgens g/¢tT fiihrt
zu einem kompletten Verlust der Protektion durch Glutamat und Aspartat bei Hitze.

GItT ist seiner Sequenzhomologie nach ein Glutamat / H' / Na" -Symporter. Transporter aus
thermophilen Organismen symportieren Glutamat ebenfalls mit H* und Na® (B.
stearothermophilus, de Vrij et al., 1988, Heyne et al., 1991; Thermus thermophilus, Holtom et
al., 1993) oder nur Na' (Clostridium fervidus, Speelmans et al., 1993; Bacillus TA2.A1,
Peddie et al., 1999), wihrend ansonsten der Symport von 2 H' ebenfalls weit verbreitet ist
(z.B. E. coli, Tolner et al., 1992). Dies hat vermutlich seinen Grund darin, dass sich bei Hitze
die Permeabilitidt der Cytoplasmamembran verdndert: Sie wird durchlissiger fiir Protonen,
was einen negativen Einfluss auf den Protonengradienten hat. Es ist demnach schwieriger,
unter diesen Bedingungen einen Protonensymport aufrechtzuerhalten als einen Symport mit
Na' - Ionen, da letztere bei Hitze nicht durch die Membran diffundieren (van de Vossenburg
et al., 1995; Peddie et al., 1999). Allerdings spielt auch die Membranzusammensetzung eine
Rolle. In E. coli produzierte Na'/ H'- Glutamat-Symporter aus B. caldotenax und B.
stearothermophilus verloren aufgrund der verdnderten Membrankomposition im heterologen
Wirt ihre Kationenselektivitit und symportierten Glutamat nur mit H' (Tolner et al., 1992).
GItT aus B. subtilis weist eine grofe Ahnlichkeit zu den gleichnamigen Proteinen aus den
thermophilen Spezies B. stearothermophilus und B. caldotenax auf (Sequenzidentitit 63,5 %
bzw. 62,6 %). Dies konnten Anhaltspunkte dafiir sein, dass GItT ein auch unter
supraoptimalen Wachstumstemperaturen stabiles Protein ist und daher den alleinigen
Transport von Glutamat und Aspartat in B. subtilis unter Hitze gewéhrleisten kann.

Die GItT-Transportdaten unter Hitze (52°C) zeigten, dass sowohl Glutamat als auch Aspartat
mit einer wesentlich geringeren Rate in die Zelle aufgenommen werden als bei 37°C. Der
Grund hierfiir konnte in der in Northern Blot Analysen nachgewiesene Riickgang der gltT
Transkription bei 52°C sein. Eine andere Mdglichkeit wire, dass GltTgg, bei Hitze an

Aktivitdt verliert. Dennoch belegen die Wachstumsanalysen bei 52°C, dass Glutamat und
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Aspartat B. subtilis effektiv vor Hitzestress protektieren. Im Einklang mit diesem Befund
stehen die Analysen des durch die Aufnahme exogenen Glutamats bzw. Aspartats
angehduften intrazelluldren Pools, die zeigen, dass trotz des verzogerten Transports bei 52°C
fast genausoviel Glutamat bzw. Aspartat angehduft wird wie bei 37°C. Moglicherweise ist es
von Bedeutung, dass im Transportassay 20 uM Substrat eingesetzt wurden, wéhrend in den
Poolbestimmungen 1 mM verwendet wurde. Unter solch hohen Substratkonzentrationen
konnten sich die Transportraten bei 37°C und 52°C einander anndhern, da dies weit iiber dem
fiir 37°C ermittelten K,,-Wert liegt. Eine weitere Moglichkeit ist auch, dass es einen stdndigen
Efflux von Glutamat und Aspartat bei 37°C gibt, wihrend beide Substanzen bei 52°C in der
Zelle verbleiben. Es ist z.B. bekannt, dass es in B. subtilis einen stindigen Efflux von Prolin
gibt, das mittels des Transporters OpuE wieder in die Zelle transportiert werden muss (Moses,

1999). Fiir Glutamat und Aspartat wurde dies bisher nicht untersucht.

Eine dhnliche Beobachtung wurde bereits bei den Opu-Transportern aus B. subtilis gemacht.
Im Vergleich zu 37°C wird bei 52°C wird die Transkription der opu-Gene induziert, wihrend
der Transport wesentlich schlechter verlauft. Dennoch reicht diese Transportaktivitit aus, um
bei 52°C eine fast identische intrazelluldre Glycin Betain-Konzentration anzuhdufen wie bei

37°C (Holtmann, 2003).

3.4 GltT-vermittelte Glutamat- und Aspartataufnahme unter

hyperosmotischen Bedingungen in B. subtilis

Exogen angebotenes Glutamat wirkt osmoprotektiv in B. subtilis. Dies wurde in
Wachstumsanalysen gezeigt (Brill, 2002; Kerres, 2002). Aspartat wurde in dieser Arbeit zum
erstenmal als osmotische Schutzsubstanz in B. subtilis beschrieben. Die Wirkweise dieser
beiden Substanzen wird im vorangegangenen Kapitel néher erlautert.

In B. subtilis gibt es finf bekannte Aufnahmesysteme fiir Osmoprotektiva (OpuA — OpuE).
Die Gene opuAd-opuE werden durch externe Hypersalinitét induziert (Bremer, 2002). Obwohl
diese Transportsyteme ein breites Substratspektrum abdecken, sind sie nicht in der Lage, die
Aufnahme von Glutamat und/oder Aspartat zu katalysieren.

In der Arbeit von Anne Kerres (2002) wurde erstmals gezeigt, dass der Transport von

Glutamat unter Salzstressbedingungen zum grofBten Teil vom Aufnahmesysten GItT abhingt.
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In dieser Arbeit wurden diese Daten bestitigt und detaillierter untersucht. Ein gl¢t7T-defekter
B. subtilis-Stamm zeigt massive Defizite in seiner Protektierbarkeit durch Glutamat.

Es stellte sich heraus, dass GItT zwar der hauptsidchliche Glutamat- und Aspartattransporter
unter hyperosmolaren Bedingungen ist, jedoch nicht der einzige. Ein gl¢t7T-defizienter Stamm
wird immer noch zu einem gewissen Teil unter hyperosmotischem Stress durch Glutamat und
Aspartat protektiert. Im Gegensatz zur Glutamat— und Aspartataufnahme unter Hitzestress,
wo GItT der einzige operierende Transporter zu sein scheint, sind unter Osmostress neben
GItT ein oder mehrere weitere Transportsysteme aktiv, die jedoch bisher unbekannt sind. Der
Transport osmotischer Schutzsubstanzen wird in B. subtilis oft durch hypersaline
Bedingungen induziert; Beispiel hierfiir ist die Aufnahme von Glycin Betain (Kempf und
Bremer, 1994) oder auch Prolin (von Blohn et al.,, 1997). Der Glutamat- und
Aspartattransport dagegen wird unter hypersalinen Bedingungen nicht induziert, er verlauft
sogar mit einer niedrigeren Rate als unter isoosmotischen Konditionen. Nichtsdestotrotz ist
der Transport unter Salzstress anscheinend ausreichend, um eine effektive Protektion durch
Glutamat und Aspartat zu gewdhrleisten, wie die Wachstumsanalysen unter 1,2 M NaCl
demonstrieren. Die Analyse des durch die Aufnahme von exogenem Glutamat bzw. Aspartat
angehiduften Pools zeigten, dass bei 0,8 M NaCl, trotz verlangsamter Transportrate, sogar
geringfiigig mehr akkumuliert wurde als bei 0 M. Dies steht im Einklang mit der bekannten
Wirkweise kompatibler Solute, der intrazelluldiren Anhdufung unter hypertonen Bedingungen.
Allerdings wird die Aufnahme kompatibler Solute, die in B. subtilis durch die Opu-

Transporter erfolgt, durch Salzstress stimuliert.

3.5 GItT im Vergleich mit den Opu-Transportern aus B. subtilis

Die Opu-Proteine aus B. subtilis vermitteln nicht nur den Transport kompatibler Solute unter
hypertonen Bedingungen, sondern auch unter Hitze- und Kaltestress. OpuA, OpuB und OpuC
sind ABC-Transporter, wahrend es sich bei OpuD und OpuE wie bei GItT um sekundire
Transporter handelt (s. auch Einleitung, Kapitel 1.4). OpuE ist wie GItT ein Na'-Symporter
(von Blohn et al., 1997).

GItT ist in der vegetativen Zelle konstitutiv priasent (Eymann ef al., 2004). In dieser Arbeit
konnte gezeigt werden, dass auf transkriptioneller Ebene keine Induktion durch Hitze oder
Hypertonie stattfindet, sondern dass die Transkription des Gens g/¢T nahezu unabhéngig von

den getesteten duBeren Umstédnden konstitutiv auf einem hohen Level stattfindet. Einzig
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Hitzestress hatte eine negative Auswirkung auf die gl¢t7-Expression; hier kann jedoch nicht
ausgeschlossen werden, dass es sich um ein experimentelles Problem handelte.

Im Gegensatz zu g/tT werden die Strukturgene der Opu-Transporter durch Stressbedingungen
wie Salz und Hitze induziert (Kempf und Bremer, 1995; von Blohn ef al., 1997; Holtmann,
2003, Bremer, 2004). Nichtsdestotrotz verlduft der Opu-vermittelte Transport von z.B. Glycin
Betain bei 52°C dennoch zehnmal langsamer als bei 37°C (Holtmann und Bremer, 2004).
Dies unter Hitze reprimierte Transport wurde in dieser Arbeit auch fiir die GltT-vermittelte
Glutamat- und Aspartataufnahme nachgewiesen. Dennoch kann B. subtilis auch mit diesen
niedrigen Transportraten fast die gleiche intrazellulire Konzentration an Glycin Betain bzw.
Glutamat oder Aspartat aufbauen wie bei 37°C. Diese Menge ist anscheinend ausreichend, um

eine effektive Thermoprotektion zu gewihrleisten.

Hyperosmotische Reize stimulieren den Opu-abhidngigen Transport, aber nicht die GItT-
vermittelte Aufnahme von Glutamat und Aspartat. Im Gegenteil wird der von GItT
katalysierte Transport bei 0,8M NaCl im Vergleich zu isoosmotischen Bedingugen gehemmt.
Dennoch ist wie beim Opu-Transport die Menge an exogen aufgenommenem und
akkumuliertem Substrat grofer unter Hypersalinitét.

Die Opu-Transporter sind hochaffine Aufnahmesysteme in B. subtilis. Bei der Bestimmung
ithrer enzymkinetischen Parameter zeigten sich Kn,,-Werte im mikromolaren Bereich. Auch die
fiir GItT bestimmten K,-Werte bewegen sich in dieser Region, wenngleich sie um Faktor 4
bis 10 hoher liegen als die der Opus. Bei den V,,-Werten gehort GItT mit OpuA eindeutig zu
den Transportern mit der hochsten Transportrate. Dies gewéhrleistet eine hochaktive

Aufnahme der jeweiligen Substrate aus dem Medium.

Tabelle 18: Ubersicht der enzymkinetischen Parameter der Opu-Transporter und GtT in SMM
(aus Kappes et al., 1996, 1999 und Moses, 1999).

Transporter Substrat Kn (M) Vmax (nmol min’’ mg Protein'l)
OpuA Glycin Betain 2,4 110
OpuB Cholin 1 21
OpuC Glycin Betain 5,1 41
OpuD Glycin Betain 9,5 16
OpuE Prolin 12 27
Glutamat 38 108
GItT
Aspartat 45 62
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3.6 Das Protein GItP aus B. subtilis

Aufgrund seiner Sequenzhomologie gehort GItP zu der Enzymfamilie der
Glutamattransporter (Slotboom et al., 1999). Es weist eine hohe Homologie zu anderen
Glutamattransportern aus Pro- und Eukaryonten auf. Die Sequenzidentitit zu GItT aus B.

subtilis betragt 43%.

1995 wurde das Produkt des Gens gl/¢tP aus B. subtilis 6GM als Glutamat / Aspartattransporter
beschrieben. Diese Erkenntnis wurde aus Komplementationsanalysen in E.coli sowie durch
Rekonstitutionen des Proteins GItP in Membranvesikeln gewonnen. Die auf diese Weise
ermittelten kinetischen Parameter waren K, = 9 uM und V,x = 65 nmol min’! mg Protein™ s
was fiir einen Transporter hoher Affinitdt und mittlerer Transportrate spricht (Tolner et al.,

1995). Eine in vivo Analyse von GItP in B. subtilis wurde nicht durchgefiihrt.

Anne Kerres hatte bereits 2002 in ihrer Diplomarbeit gezeigt, dass eine Inaktivierung des
Gens g/tP keinen detektierbaren Effekt auf die Glutamataufnahme hat (Kerres, 2002). In der
vorliegenden Arbeit konnte dieses Ergebnis bestétigt werden. Um zu verifizieren, dass es sich
bei dem -ebenfalls in dieser Arbeit genutzten — von A. Kerres konstruierten Stamm ADBI1
tatsdchlich um eine g/tP — Mutante handelt, wurden Northern Blot Analysen mit einer g/¢tP
spezifischen Sonde durchgefiihrt. Diese bekréftigten, dass im Stamm ADBI1 keine gitP
Transkription stattfindet. Eine andere g/¢tP-Mutante (MDBS52) zeigte sowohl beim Transport
als auch beim Wachstum denselben Phianotyp wie der Stamm ADB1 (Daten nicht gezeigt).

Der gitP defiziente Stamm ADBI [(gl/tP::neo)l] zeigte unter keiner der untersuchten
Bedingungen einen vom Wildtyp abweichenden Phinotyp. Es konnte kein Transport von

Glutamat und/ oder Aspartat durch GItP festgestellt werden.

Tolner et al. nutzten bei ithren Analysen den B. subtilis Stamm 6GM, wihrend in der
vorliegenden Arbeit das 168 — Derivat JH642 verwendet wurde. Die gltP-Gensequenz ist in
den Stammen 6GM und 168 identisch (Tolner ef al., 1995; Kunst et al., 1997). Es stellte sich
die Frage, ob das Gen g/tP im Stamm JH642 eventuell durch eine Mutation funktionsunfahig
ist. Um dies zu kldren wurde eine Unterbrechung des Gens g/tP im Stamm 168 erzeugt und
der so entstandene Stamm MDB39 analysiert (Daten nicht gezeigt). Die Inaktivierung des
Genes g/tP hatte auch im Stamm 168 unter den getesteten Bedingungen keinen Effekt auf den

Glutamattransport.
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Array - Analysen zeigen, dass das Gen g/tP zum sigH-Regulon gehdrt (Britton, 2002). SigH
wird erst in der stationiren Wachstumsphase aktiv. Northern Blot Analysen mit in der
Stationdrphase geernteten Zellen zeigten allerdings keine g/tP Induktion im Vergleich zur
exponentiellen Wachstumsphase (Daten nicht gezeigt). Trotz der grolen Sequenzdhnlichkeit
zum potenten Transportsystem GItT konnte in dieser Arbeit in keinem Experiment ein Beitrag
von GItP zur Glutamat — oder Aspartataufnahme nachgewiesen werden. Es ist jedoch
moglich, dass GItP nur unter bestimmten Bedingungen aktiv ist, die von den Testbedingungen

abweichen.

3.7 Das Protein YveA aus B. subtilis

Das von yved codierte Protein wurde als Aspartataufnahmesystem charakterisiert (Lorca et
al., 2003). Es wurde in die Enzymsuperfamilie APC eingruppiert. APC steht fiir amino acids,
polyamine, organocation und gibt somit einen Uberblick iiber die Substrate der Transporter
dieser Familie. YveA wurde als Prototyp einer neuen Untergruppe, AGT (aspartate/glutamate

transporter) eingestuft.

Die yveA — Mutante MDB43 [(yved::neo)l] wurde durch Transkriptionsanalysen als yve4
defizienter Stamm verifiziert. Allerdings zeigte sie in keinem der durchgefiihrten Versuche,
weder beim Transport noch beim Wachstum, ein vom Wildtyp abweichendes Verhalten.
Versuche, die in der Publikation von Lorca ef al., 2003, beschriebenen Wachstumsanalysen
zu reproduzieren, scheiterten. In dem angegebenen Medium fand kein Wachstum der B.
subtilis Stamme statt. Dasselbe Medium diente bei Lorca und Mitarbeitern auch zur
Kultivierung der Zellen fiir die Transportanalysen. Daher konnten auch die enzymkinetischen
Parameter, die sich aus der Transportanalyse ergaben, nicht miteinander verglichen werden.

In dieser Arbeit konnte unter keiner der getesteten Konditionen ein YveA — vermittelter

Transport von Glutamat und/ oder Aspartat nachgewiesen werden.
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35 10 vor treA vor proHJ
- TTGACA-———————————————— TG-TATAAT
K 17 bp
onsensus
TTGACA———————————————— TG-TAACAT
proHJ 16 bp
TTGACA- - ------ - -- JG TAACAT
M1 i pMD1
1-MutHJ 16 bp MDBS
TTGACA- - ---=-ccnmnmnann- T TAACAT
M2 i pMD2
TTGACA- - - - - - - - - -- [ TAACAT
i pMD3
V1+2| 3-MutHJ 16 bp MDB10
TTGACA- - ------ - -- TG TAJCAT
] pMD5
M4 4-MutHJ 16 bp MDB6
TTGACA- - - -----ncncnoa- TG TAAMAT
M5 | euis A pMD4 | pMD 16
16 bp MDB11 MDB 24
M6 | e mut TTGACA- - ----- - o TG TAJPAT pPMD7 pMD 17
p MDB12 MDB 25
M3 | it TTGACA- - ------ e TG TAACAY pMD8
P MDB13
TTGACA- - - - - - TG TAACAT
M7 ! pMD6 pMD 18
&-MutHJ 17 bo MDB7 MDB 26
TTGACA- - ------------ [ - TG TAACAT
M8 i pMD9
9-MutHJ 17 bp MDB14
MO | somuny || O TG TAACAT PMD10 | pMD 19
18 bp MDB15 MDB 27
oMy | TR - TG TAIAT pMD12 | pMD 20
M10 17 bo MDB17 MDB 28

Abb. 4: Mutationen im o — abhangigen Promotor von proHJ und die resultierenden Plasmide und
Stamme.




Platte 1

Platte 2

Platte 3

Tab. 20: Von K. Kobayashi auf Wechselwirkung mit
proHJ getestete Regulatoren aus B. subtilis .

araR

ansR

alsR

ahrC

adaA

acoR

abrB

abh

ccpB

cCcpA

bmrR

bltR

bkdR

azIB

arsR

cspD

cspC

cspB

comK

COmA

codY

citT

citR

for

exuR

deoR

degU

degR

degA

dctR

ctsR

gltC

glpP

glnR

glcT

glcR

gerE

fur

fruR

kdgR

i0lR

hutP

hrcA

hpr

gutR

gntR

gltR

IrpA

ImrA

licT

licR

lexA

levR

lacR

kipR

mtrB

mta

msmR

mntR

IytT

lytR

IrpC

IrpB

rbsR

pyrR

purR

pksA

phoP

perR

paiB

paiA

sigB

senS

sacY

sacV

sacT

rsiX

rocR

resD

sigV

sigM

siglL

sigH

sigG

sigF

sigE

sigD

splA

s0j

slr

sinR

sigZ

sigY

sigX

sigW

treR

tnrA

tenA

spoVT]

spollll]

spollI(

spo0J

spo0A

ybdJ

ybbH

ybbB

yazB

yabJ

xylR

xpf

yccH

ycbL

ycbG

ycbB

ybgA

ybfP

ybfl

ybfA

ycnK

yenF

yenC

yclJ

yclA

ycgK

ycgE

yceK

ydeF

ydeE

ydeC

ydcN

ydcH

ydaA

yczQG

ycxD

ydgC

ydfL

ydfl

ydfF

ydfD

ydeT

ydeS

ydeL

yetL

yesS

yesN

yerO

ydhQ

ydhC

ydgJ

ydgG

yhbl

yfmP

yfiv

yfiR

yfiK

yfiF

yfiA

yezC

yisR

yhjiM

yhjH

yhgD

yhdQ

yhdl

yhcZ

yhcF

ykvE

ykuM

ykoZ

ykoM

ykoG

ykmA

yjdC

yisV

yocG

yobS

yobQ

yobD

yoaU

ymf{C

ylaC

ykvZ

yplP

yozG

yozA

yotL

yopS

yopO

yonR

yofA

yrkP

yrhl

yrdQ

yraN

yraB

yqaF

yqaE

ypoP

ytzE

yttP

ytsA

ytrA

ytll

ytdP

ysmB

ysiA

yuxN

yusT

yusO

yusF

yurK

yulB

yugG

yufM

yvdT

yvdE

yvcP

yvbU

yvbA

yvaO

yvaN

yvaF

yVqA

yvoA

yvnA

yvmB

yvkB

yvhl]

yviU

yvil

ywhA

ywiK

ywcC

ywbl

ywaE

yvzC

yvrH

yvqC

yxdJ

yxbF

yxaF

yxaD

ywtF

ywrC

ywgM

ywoH

zur

yydK

yybE

yybA

yyaN

yyaA

yxjO

yxjL




VII. Anhang 185

Bacillus vallismortis: AG A | del2

v

5" GUGUGAAAAUGCGIVXINVVVNVNESSGAACAAAG GUUA C
GUlfUC UAG C

3" UCyA

del3

GAU AgA M12
A M11
Ad—

AA
AA
del4 q A

Bacillus amyloliquefaciens: AG A | den2

6

5" GUGUGAAAAUGCGIVXINNNNNNEEGAACAAAG GUUA C

1 GUULUCUAG C
3 UCA ‘f
G AU
é CA(}GC del3

GAU AEA M12
A M1l
A4—

AG
AA
del4 % A
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Bacillus mojavensis: AG A | del2

o1

5" GUGUGAAAAUGCGIVXIVVVNVNNERGAACAAAG GUUA

3" UC UEUUUC UAG C
Gcp AU del3
é AGGC<— ‘

GAU AQA M12

HA* M1l

A
Ul AA
AA
del4 q A

Bacillus licheniformis: AG

del2

G A
X
5" GUGUUCGAAAAAUACGIVNXINEINVNTSRGAACAAAG GUUA

AULUCUAG A

3°UC /A

G uABA | M2

AG
AA
deld q A

A

del3

M11

Abb. 56: mogliche Sekundéirstrukturen der 5° UTR der mRNA der putativen proH
Orthologe aus B. vallismortis, B. amyloliquefaciens, B. mojavensis und B. licheniformis.
Die gewéhlten Parameter waren 37°C und 50 mM NaCl. In griin: die von der Sequenz aus

B. subtilis abweichenden Nukeotide. Die in das B. subtilis —Fragment eingefiihrten
Mutationen sind gekennzeichnet.
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Abb. 57: vorgeschlagene Sekundérstrukturen der proH 5’'UTR aus B. subtilis mit
eingefiihrten Mutationen.
Parameter: s. Abb.56
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Abb. 58: Aminosiurensequenzvergleich der Proteine GItP und GItT aus B. subtilis.
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steht eine Sequenzidentitit von 43%.
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