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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

In seinem naturlichen Habitat ist das BodenbakterBBmsubtilis zahlreichen Stressfaktoren
ausgesetzt. Eine aktive Adaption an Stresssituationenhevek der Zelle ermoglicht gezielt auf
Veranderungen in der Umwelt zu reagieren, ist essentiell fiir dasebrrin einem solchen
Lebensraum. Um sich vor einer zu hohen Osmolaritdt zu schitzen, akkunBulisttbtilis
organische Osmolyte, sogenannte kompatible Solute. Glycin Betainastder weit verbreitetsten
und wichtigsten kompatible Solute. Dieses Substrat kann auch é&gEnzyme GbsA und GbsB
aus dem Vorlaufer Cholin synthetisiert werden. Der Cholin-sensitive Represdarr&dpdiert
hierbei sowohl die Expression debsAB Operons als auch despuB Operons. Der ABC
Transporter OpuB gehdrt zu den fiinf Osmolyt AufnahmesystemeB.\&ubtilis Dieser Importer

ist hoch spezifisch und transportiert mit hoher Affinitat nur Cholin. Der vealwandte ABC
Transporter OpuC, welcher strukturell sehr &hnlich zu OpuB ist, ist in derdiag grol3e Vielzahl

an unterschiedlichen kompatiblen Soluten in die Zelle zu transportieren.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Substratbindeproteine von @uuBpuC modular
genutzt werden konnen. Hybride ABC Transporter, in denen die SBPs OpuBC und OpuCC
ausgetauscht wurden, sind funktionell im Transport osmoprotektiver SubstaneeBulistrat-
spezifitaten der urspringlichen Wildtyp ABC Transporter OpuB und OpuC wurden dasch d
Implantieren des jeweilig anderen SBPs ausgetauscht. Es konntdlslgazi@igt werden, da&
subtilis in-vivo ein einzelnes OpuCC SBP ohne weitere Komponenten, als Bindeprotein fur den
vollstandigen OpuB Transporter nutzen kann. Die unterschiedliche Subsifatgpean OpuB
und OpuC kommt durch strukturellen Begebenheiten in der Ligandenbindetasche deauSBPs
Stande. Ein Threonin im promiskuitiven OpuCC SBP und ein negativ geladespastat im
OpuBC SBP determiniert das Substratspektrum des ganzen ABC TransportersriBatisthe
Analysen zeigten, dass OpuCC-Typ SBPs immer ein Threonin und OpuBC-TgpiiSBIer ein
Aspartat besitzen. Mit Hilfe dieser Ergebnisse und phylogeheiisdJntersuchungen wurde
nachgewiesen, dass das spezifische OpuB System, als Anpassiim@agebenheiten im Boden,
durch Genduplikation aus dem OpuC Transporter entstanden ist.

Im Zuge dieser bioinformatischen Analyse wurde ein neuer wath#@C Transportertyp der
Ordnung Bacillales gefunden. Dieser OpuF Importer besitzt ein hybride§ BBFProtein. Drei
fusionierte OpuF ABC Transporter aus der Gatt@agillus konnten heterolog iB. subtilis
charakterisiert werden. Physiologische sowie kinetische Untersuchbeggsen, dass es sich bei
zwei der untersuchten Transporter um hoch affine Glycin Betain Aufnahmesystemie. hande

Mit Hilfe eines genetischen Suppressor Screens konnte die Struktur/FunktmebiBg des
Repressors der Glycin Betain Synthese GbsR né&her untersucht werden.eiwrcGharak-
terisierung von verschiedenen Suppressor Mutanten konnte die Bedeutsangeitegiblen
Linkerdoméne des Proteins herausgestellt werden. Nicht nur die Doméaohe viral direkten
Kontakt mit der DNA steht, spielt eine essentielle Rolle bei agréssion vormpuBund gbsA
Durch den flexiblen Linker des Proteins wird eine dynamische Konformationsiégdeon GbsR
ermdglicht und di®@NA-Bindung ist von dieser Dynamik abhangig.

Schlie3lich wurde ein neues kompatibles Solut Birsubtilis gefunden. Das Cholin-Derivat
Homocholin kann sowohl tber den spezifischen OpuB und als auch tber denirQmr@ert
werden und wird dann Uber die promiskuitiven Dehydrogenasen GbsA und GbsB zu dem Osmolyt
Homobetain oxidiert. Dieser Syntheseweg wird von GbsR regudlestdings ist eine Bindung von
Homocholin an GbsR nattrlicherweise nicht méglich. Ein genetischer Sdesdifizierte einen
einzelnen Aminosaureaustausch, durch welchen es mdglich warglesAd3 Induktion durch
Homocholin durch die Bindung von GbsR zu erlangen. Demnach konnte der Mechademus
osmoprotektiven Eigenschaft des Cholin-Derivats Homocholin molekular aufgekiéie v
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Einleitung

Cytoplasma und dienen, als eine der wichtigsten intrazellularen Osmolyte, der
Aufrechterhaltung des Turgors [2, 8, 9, 15, 16]. Die positive Nettoladung alkalysiert allerdings
das Cytoplasma und essentielle Vorgange wie die Proteinbiosynthese werden gestort [17]. Aus
diesem Grund ist ein zweiter Schritt der osmotischen Anpassung notwendig, der Export von
Kalium und im Gegenzug die Akkumulation von sogenannten kompatiblen Soluten [7, 8, 18-
21].

2.1.1 Kompatible Solute

Kompatible Solute sind kleine, wasserlosliche, organische Molekile, die bei einem
physiologischen pH-Wert keine Nettoladung tragen [22]. Es gibt eine Vielzahl an kompatiblen
Soluten in der Natur und sie ermdglichen Bakterien das Wachstum in verschiedenen
Stresssituationen [7, 8]. Da sie als Zwitterion vorliegen, kénnen sie in sehr hohen Mengen im
Cytoplasma akkumuliert werden, ohne einen negativen Einfluss auf den zellularen
Stoffwechsel, die Proteinfaltung, die Membranintegritat oder die Zellteilung zu haben [17, 22-
24]. Die kompatiblen Solute schiitzen Mikroorganismen nicht nur vor hoher Osmolaritat, sie
sind ebenfalls in der Lage die Zelle vor Hitze sowie Kalte zu schitzen [25-27]. Durch
Anlagerung der Substrate in einem gewissen Abstand um die Proteine, werden sie von der
Hydrathille der Proteine ausgeschlossen, und unterstitzen dabei ihre korrekte Faltung
ASUHIHUHQWL 28 28] AGfgtint Rii€ser proteinstabilisierenden Eigenschaften
ZHUGHQ NRPSDWLEOH 6ROXWH D XF 30} M&rtreRe NirfkéntpagidteD S H U R C
Solute lassen sich in verschiedene Stoffklassen zuordnen: den Aminosauren und
Aminosaurederivaten (z.B. Glutamat, Prolin, Ectoin, Prolinbetain), den Zuckern (z.B.
Trehalose), den Trimethylammonium-Verbindungen und deren Sulfonium-Analoga (z.B.
Glycin Betain, Homobetain, Carnitin, DMSP) und den Sulfatestern (z.B. CBe8niat) [7,
8, 31]. Eines der weit verbreitetsten und effektivsten kompatiblen Solute ist jedoch Glycin
Betain [32]. Man findet Glycin Betain als Osmoprotektivum nicht nur in Bakterien B.B.
subtilis), es kommt auch in Archaeen, Pflanzen und tierischen und menschlichen Zellen vor
[20, 33 34]. Es kann vorB. subtiliszum einen Uber die Opu (osmoprotectant uptake) ABC
Transporter OpuA, OpuC und OpuD (Abbildung 1) spezifisch aufgenommen werden oder aber
tber Cholin als Vorlaufermolektl synthetisiert werden [9, 35-37]. Cholin ist ebenfalls eine
Trimethylammonium-Verbindung welche in die Zelle aufgenommen werden kann, die aber
selbst keine osmoprotektiven Eigenschaft besitzt und demnach muss eine Oxidation zu Glycin
Betain erfolgen (Abbildung 2) [38].
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2.1.2 Aufnahme von kompatiblen Soluten

Osmoprotektive kompatible Solute gelangen Uber abgestorbenes Pflanzenmaterial, Wurzel-
ausscheidungen oder durch den Abbau von mikrobiellen und tierischen Zellen in den Boden,
wo sie dann von anderen Mikroorganismen aufgenommen werden konndh [8djtiliskann

in einer hyperosmotischen Stressantwort eine Vielzahl dieser kompatiblen Solute tber die
bereits gut charakterisierten hochaffinen Opu Transportsysteme OpuA, OpuB, OpuC, OpuD
und OpuE aufnehmen (Abbildung 1). Diese sind osmotisch induzierbar und gehéren zu den
Familien der Prim&n und Sekundaren Transportern und besitzen sehr unterschiedliche
Substratspektren [7, 9, 35-37].

Abbildung 1: Die finf Opu Transportsysteme ausB. subtilis

Dargestellt sind die dreABC Transporter OpuA, OpuB und OpuC und die Einzelkomponenten-
Transporter OpuD und OpuE. OpuA, OpuB und OpuC bestehen aus drei verschiedenen Komponenten:
den ATPasen (NBD), den Transmembrandoméanen (TMD) und dem Substratbindeprotein {SBP). |
OpuB und OpuC sind die TMDs Heterodimere, wahrend es sich bei OpuA um einen klemodi
handelt.Die SBPs sind lber eine Lipid-Modifikation in der Membran verankert.

Die beiden Einzelkomponentensysteme OpuD und OpuE gehdren zur Familie der Sekundaren

Transporter [40]. OpuE, welches zur Unterfamilie der SSSDQVSRUWHU AVRGL X

VI\PSRUWHU?3 JHisdhJspeziflsther RrdolirQ Transporter [41], wahrend OpuD zur

B8QWHUIDPLOLH GHU 7ULPHWK\ODPPRQLXP $XI&dxdireHV\VWHF

carnitineW U D Q V S R U \&nHDuhfethyl@yGin (DIMEB) und Dimethylsulfonioacetat (DMSA)

hauptsachlich Glycin Betain transportiert [36]. OpuA, OpuB und OpuC sind ABC Transporter
ATP-binding cD V H \Whd&/béstehen aus mehreren Komponenten [8, 35, 36, 42]. Der Aufbau

von ABC Transportern und deren Transportmechanismus wird in 2.2 ndher beschrieben. OpuA

transportiert kompatible Soluten wie Glycin Betain, Prolinbetain, Homobetain, DMSP, DMG

und DMSA [25 31, 35 40, 43-45]. Allerdings ist das OpuC Transportsystem in der Lage

zusatzlich die Substrate Cholin, Carnitin, Chd¥tulfat, Crotonobetain unéButyrobetain
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in die Zelle zu schleusen und besitzt demnach das grof3te Substratspektrum [9, 37, 44, 46]. Das
Transportsystem OpuB ist wiederum ein spezifischer ABC Transporter fur Cholin (hochaffin)
und Carnitin (niederaffin) [37, 4@&7]. Die ABC Transporter OpuB und OpuC sind in dieser
Arbeit von besonderem Interesse, da sie zwar ein enorm unterschiedliches Substratspektrum
aufweisen, aber sehr eng miteinander verwandt sind [37, 48]. Details der Gemeinsamkeiten und
Unterschiede werden in 2.2.2 naher beleuchtet. Neben der Aufnahme eines breiten Spektrums
von kompatiblen Soluten bBL subtiliskdnnen einige dieser Substanzen aber auch synthetisiert

werden.

2.1.3 Prolinbiosynthese inB. subtilis

Die Aminosaure Prolin wird nebeB. subtilis von vielen weiteren Mikroorganismen
synthetisiert, da es nicht nur als osmotische Schutzsubstanz dient, sondern auch essentiell fur
den anabolen Stoffwechsel ist [49]. Es kann ganz gezielt zwischen dem Bedarf als proteinogene
Aminosaure und als Osmoprotektivum unterschieden weBlesubtilissynthetisiert in einem
anabolen Weg Prolin ausgehend von Glutamat mit Hilfe der Enzyme ProB, ProA und Prol [49,
50]. Im ersten Schritt wird Glutamat durch die Glutamyl-Kinase ProB phosphoryliert. Es folgt
eine Reduktion d& H Q W V W-Ol@&rniylQ HRhosphats zu Glutamat-5-Semialdehyd tGber

G L KGlutamyl-Phosphatreduktase (ProA). Anschlielend wird durch die Redukatase Prol
Prolin synthetisiert. Die Gene des zweiten Prolinbiosyntheseweges werden osmotisch induziert.
Hierbei sind die Enzyme ProH, ProJ und ProA beteiligt [51, 52]. Der Vorlaufer und die
Zwischenprodukte sind bei beiden Prolinbiosynthesewegen identisch. Durch die osmoadaptive
Prolinbiosynthese kanB. subtilisbei einer Salzkonzentration von 1.2 M NaCl, bei der gerade
noch Wachstum mdglich ist, einen intrazellularen Prolinpool von 500 mM aufbauen [51]. Ob
eine kontinuierlich hohe Salzkonzentration oder ein plétzlicher Anstieg der externen
Osmolaritat vorliegt ist bei der Induktion dpsoHJ Operons unerheblich. Im Vergleich mit
anderen osmotisch induzierten GenerBinsubtilis besitzt dagproHJOperon den starksten
Induktionsfaktor. Die Deletion degproHJ Operons fiuhrt zu einem osmosensitiven
Wachstumsphanotyp [51, 52], was zeigt, dass die osmoadaptive Prolinbiosynthese bei der

Anpassung vom. subtilisan hohe Osmolaritaten eine essentielle Rolle spielt.

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

Auch das kompatible Solut Glycin Betain kanrBinsubtilissynthetisiert werden [38, 53-55]
Hierfur ist allerdings die Aufnahme des Vorlaufermolekiils Cholin Gber die Opu Transporter

OpuB oder OpuC nétig [37, 46]. Halophile Archaea, Schwefelbakterien und manche
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Cyanobakterien sind in der Lage Glycin tUber drei Methylierungsschritten zu Glycin Betain
umzuwandeln. Daran beteiligt sind die Glycin-Sarkosin-Methyltransferase und die Sarkosin-
Dimethylglycin-Methyl-transferase. In diesem Prozess entstehen die Intermediate
Monomethylglycin (Sarkosin) und Dimethylglycin (DMG) [56-58]. Bh subtilis allerdings

wird Cholin in zwei Oxidationsschritten tGber das Intermediat Glycin Betain Aldehyd zu Glycin
Betain oxidiert (Abbildung 2) [54, 55]. Zur Oxidation von Cholin zur osmotischen Schutz-
substanz Glycin Betain bedient siBh subtilisder Enzyme GbsA und GbsB [54]. Bei GbsB
handelt es sich um eine l6sliche NAD-abhéngige Alkohol Dehydrogenase vom Typ lll. Diese
oxidiert Cholin zu dem Intermediat Glycin Betain Aldehyd, welches selbst toxisch ist.
Anschliel3end erfolgt ein weiterer Oxidationsschritt durch die salztolerante Glycin Betain
Aldehyd Dehydrogenase GbsA, sodass als Endprodukt die osmotische Schutzsubstanz Glycin
Betain entsteht [55]. Die Gene, die fur die Dehydrogenasen GbsB und GbsA kodieren, sind im
Genom vorB. subtilisin einem OperongbsAB organisiert. Direkt vor dem Operon liegt in
entgegengesetzter Richtung das @esR welches fiir einen Cholin-abh&ngigen Repressor
kodiert [38, 54]. Das Ausschalten dieses Gens hat eine verstarkte Aufnahme durch den Cholin
spezifischen Transporter OpuB und eine verstarkte ExpressiagbgddB8Operons zur Folge.
Befindet sich in der Zelle kein Cholin, so bindet der Repressor GbsR im Bereich der intergenen
Region vongbsRund gbsA stromabwarts der -35 und -10 Region desAPromotors und
YHUKLQGHUW VR GXUFK HLQHQ A5RBRNA-PognReFBEdagHSAR D Q LV P X
Operon transkribieren kann [38]. Die genaue Bindestelle des GbsR Repkesste in der
Dissertation von S. Ronzheimer identifiziert werden [59]. Auch vor aemB Operon befindet

sich eine Bindestelle fir den Repressor, sodass auch diese Expression verhindert wird. Bisher
konnten nur Vermutungen angestellt werden, wo genau GbsépuBhindet. Bereits geringe
Mengen von Cholin (25 uM im Medium) reichen aus, um den Repressor durch spezifische
Bindung und anschlieRender Konformationséanderung von der DNA zu |l6sen [38]. Auch das fir
die Zelle schadliche und in der Natur selten vorkommende Intermediat Glycin Betain Aldehyd
dient als Induktor degbsABOperons. Die Bindung von Cholin an Gb$® yon 165 + 15 uM

bewirkt demnach eine verstarkte Aufnahme dieses Substrates tUber den OpuB ABC Transporter
und zudem die Induktion des Glycin Betain Syntheseweges uber die Enzyme GbsB und GbsA
[38]. Im Gegensatz zurgbsABOperon ist dagpuB Operon zusatzlich osmotisch induziert

[37]. Die Expression despuC Operons ist nicht durch GbsR reguliert, obwohl dieses
Transportsystem ebenfalls Cholin in die Zelle transportieren kann. Durch erhéhte Mengen des
kompatiblen Soluts Glycin Betain kann in Anwesenheit vom GbsR Induktor Cholin ein
inhibitorischer Effekt degbsABOperons beobachtet werden [38]. Der Mechanismus dieses
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QHIJDWLYHQ A)HHGEDFN /RRSV3 LVW ELVKHU QLFKW JHNOIUW
Inhibition der beiden Substrate in einer Bindetasche gibt, das Protein GbsR zwei verschiedene
Bindestellen besitzt oder dass durch einen chemischen Chaperon Effekt durch Glycin Betain

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

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

Der Repressor GbsR (orange) reprimiert sowohbgas (blau) als auch dagosAB(griin) Operon. Gelangt

Cholin tber die ABC Transportsysteme OpuB und OpuC in die Zelle, bindet es an den Regulator und durch
eine Konformationsénderung des Proteins I6st es sich von der DNA. Die Expression der Operone ist nun
moglich. Modifiziert nach Nau-Wagnet al (2012).

Das 21 kDa (180 AS) groRRe Protein GbsR (glycine betaine synthesis regulator) gehort zur
MarR-Familie von transkriptionellen Regulatoren (multiple antibiotic resistance regulator). Ein
fur MarR-Typ Regulatoren typisches Merkmal ist das Winged-Helix Motiv, mit welchem
palindromische DNA Regionen gebunden werden kénnen [60-62]. Nau-Wetgaekonnten

ein in-silico Modell des Repressors GbsR d&issubtiliserstellen und eine solche Winged-
Helix Struktur am N-Terminus des Proteins identifizieren (Abbildung 3B). Als
Ausgangsstruktur diente der Regulator Mj223 (PDB: 1ku9) aus dem extrem thermophilen
methanbildenden Archaedfethanococcus jannasclii\bbildung 3A) [63, 64]. Dieses Protein

ist vermutlich an der Regulation von Antibiotika Resistenzgenen beteiligt und besitzt%#ine 34

ige Aminosauresequenzidentitat zgbsABundopuBRepressor GbsR. Bei der Kristallstruktur
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von Mj223 handelt es sich um einen Homodimer, wobei die Monomere N-terminale Winged-
Helix Motive aufweisen, mit der die DNA gebunden werden kann und dadurch eine
transkriptionelle Regulation stattfinden kann [63, 65]. Vermutlich muskifg&23 Homodimer

eine starke Konformationsanderung vornehmen, sodass beide DNA Bindemotive die Basen
binden konnen [63]. Die notwendige Bewegung ist vermutlich dank einer flexiblen
Linkerregion mdglich, welche zwischen einer C-terminalen Dimerisierungsdoméne und des N-
terminalen Winged-Helix Motivs liegt (Abbildung 3A). Eine putative Ligandenbindebox
konnte in dem Regulator Mj223 nicht identifiziert werden. Wie bereits erwéhnt konnte in der
in-silico Struktur von GbsR auB. subtilisebenfalls eine Winged-Helix DNA Bindedomane
identifiziert werden (AS 49-73) [38]. AulRerdem wurde in Nau-Wagner et al. vorhergesagt wo
sich die C-terminale Dimerisierungsdomane (AS 95-161) und der flexible Linker (AS 74-94)
befinden. Anders als in der Ausgangsstruktur Mj223 konnte im Modell von GbsR eine mdgliche
Ligandenbindebox gefunden werden. Diese befindet sich in der Linkerregion zwischen
Dimerisierungs- und DNA-Bindedomane. Da GbsR ein Cholin-sensitiver Repressor fir das
gbsAB und opuB Operon ist, wurde nach einer typischen Ligandenbindetasche fur
Trimethylammoniumgruppen gesucht. Uber aromatische Aminosauren, welche eine
Bindetasche formen, kann die positiv geladene Kopfgruppe, wie sie bei Cholin vorkommt,
stabilisiert werden [38]. Der genaue Mechanismus einer derartigen Bindebox wird in 2.2.3
anhand weiterer Beispiele ndher erlautert. Daslico Modell von GbsR weist eine derartige
aromatische Bindebox auf. Sechs Phenylalanifie 8, F8, F°°, F192 und F%) konnten diese
aromatische Ligandenbindetasche fur Cholin bilden. Im Protein Mj223 wurde keine derartige
aromatische Box nicht gefunden werden. Eine Erstellung eines Homodimer Modells fir GbsR
ausB. subtiliszeigt eine sehr ahnliche Anordnung der Monomere wie auch fur das Protein
Mj223 [38, 63]. Die Dimierisierungsdomanen sowie die putativen Liganden-bindetaschen der

beiden GbsR Monomere stehen zueinander und kdnnen interagieren (Abbilduihg 3C,D
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dieser Subgruppen [Typ I, Tyib und Typlll (ECF Transporter; energy coupling factor)]
Importsysteme darstellen und ausschlie3lich in Prokaryoten vorkommen [67].

Abbildung 4: Ubersicht der verschiedenen ABC Transportertypen.

Die ABC Transporterfamilie kann in vier Subgruppen unterteilt werden: den Exportern und drei
verschiedenen Importern: Importer Typ |, Importer Typ 1l und ECF Transporter (TyNBDs sind in blau,

TMDs in gelb und orange und die extrazellularen SBPs sind in magenta gekennzeichnet. Zusatzliche
intrazellulare regulatorische Doménen (CRD) sind in grin dargestellt. Abbildung entnomnen Besk

et al (2014) [67].

ABC Importer besitzen typischerweise zwei transmembrane Doméanen (TMD) und zwei
zytoplasmatische Nukleotid Bindedomanen (NBD), welche charakteristisch und namens-
gebend fur die ABC Transporter sind [42, 67, 71, 73, 80, 81]. Die ATPase hydrolysiert ATP
]ZLV FKHQ® X3HFPhosphat in ADP und Phosphat und liefert damit die benétigte Energie
fur den Transportprozess diverser Molekiile (typischerweise -50 k3imdellen) [67].In-

vitro Studien des OpuA Transporters aukctiszeigten, dass pro Transport eines Glyin Betain
Molekdls zwei Molektle ATP verbraucht werden [80]. Die Importsysteme der Subgruppe Typ

| und Typll besitzen zuséatzlich ein Substratbindeprotein (SBP) [4B%6Dieses diffundiert

in Gram Negativen Bakterien frem Periplasma [82, 83] und ist in Gram Positiven Bakterien
Uber einen Lipidanker an der Zellmembran befestigt [37, 84]. In Archaeen kann das SBP
aulRerdem Uber eine hydrophobe Helix an die Membran gebunden sein (ModBQuigisiug

[85]. Zusatzlich gibt es SBP-abhéngige ABC Transporter in Gram Positiven Bakterien,rin dene
das SBP an die TMD anfusioniert ist, um eine Befestigung der Substratbindedomé&ne an den
ABC Transporter zu gewahrleisten [86, 87]. In allen Fallen ist das extrazellulare S&E fu
Bindung des Substrates verantwortlich und liefert es an die TMDs weiter [66, 84, 85,.88, 89]
SBP-abhéangige Importsysteme ermdglichen es der Zelle durch eine hoch affine Bindung auch
in Umgebungen mit geringen Konzentrationen des jeweiligen Substrates dieses in die Zelle zu
transportieren [66, 90, 91].
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Die drei verschiedenen Typen von ABC Importern besitzen Uberlappende Substratspezifitaten,
weshalb noch nicht ganz klar ist, wieso drei verschiedene Transportertypen wahrend der
Evolution entstanden sind [67]. Ublicherweise, allerdings nicht ausschlieRlich, sind Typ | ABC
Transporter fur den Import grof3er Substratmengen (z.B. Zucker, Aminosauren) verantwortlich.
Sie besitzen meist eine hohe Transportkapazitat wahrend sie Affinitaten im mittleren
mikromolaren Bereich besitzen. Typ ABC Transporter sind héufig dazu in der Lage sehr
geringe Mengen eines Substrates (z.B. lonen, Vitamine) wahrzunehmen und zu transportieren.
Demnach besitzen viele dieser Importer eine sehr hohe Affinitat (nanomolarer Bereich) zu den
Liganden, wahrend die Transportkapazitat schlechter sein kann [67]. Das am besten untersuchte
Typ | Transportsystem ist der Maltose Transporter Eomwoli [92] [83, 93, 94] [95-97]. Er
besteht aus zwei Kopien der ATPase MalK, aus den TMDs MalF und MalG und dem SBP MalE
(oder MBR maltose _bindung_protein). Interessanterweise besitzt MalK eine zusatzliche
Bindestelle fir Maltose, welche im Translokationskanal der beiden TMDs liegt. Eine zweite
Bindestelle in den TMDs ist allerdings selté&8][ Wéahrend Typ | Importsysteme entweder
identische (Homodimer) oder strukturell sehr &hnliche TMDs (Heterodimer) besitzen, so findet
man in Typll ABC Transportern stets identische TMDs, welche als Homodimer fungieren [67]
Ein sehr gut charakterisiertes Beispiel fir einen Typ Il Importer ist der Vitamifr8nsporter

ausE. coli. Dieser besteht aus zwei identische Kopien der NBD (BtuD) und der TMD (BtuC)
und einem SBP (BtuF) [85, 98-100].

Sowohl ABC Transporter des Typ | als auch des Typ Il siB&#-&hangig. Alle bisher
beschriebenen SBPs bestehen aus zwei globalen Domanen (Abbilyngeithe tGber eine
RGHU ]ZHL IOH[LEOH /L ¢piblik WieRnBitUB aufE Hbli, tekbQriden sind [66,

84, 101, 102]. Die beiden Doméanen formen eine tiefe Spalte, in der sich die Substratbindetasche
befindet (Abbildung 7A). In Abwesenheit des Substrates sind die Domanen sehr flexibel [84,
103, 104]. Wird allerdings ein Substrat gebunden, so schliel3en die Domé&nen den Liganden ein.
'LHVH .RQIRUPDWLRQVIQ GsHrly-X\QID 3 B LEGH{AbId SUKEBMI¥R, 105]
AnschlieRend interagiert das geschlossene SBP mit den TMDs des ABC Transporters [85, 92
94, 106, 107], wodurch es zu einer Konformationsanderung in den TMDs und den NBDs
kommt. Die beiden NBDs liegen nun direkt nebeneinander, sodass ATP gebunden werden
kann. Die ATP Bindung fiihrt zu einem gedffneten Kanal zwischen den TMDs und das Substrat
kann vom SBP entlassen und in den Translokationskanal gefihrt werden (Abbildung 5) [42,
66, 69, 71, 83, 89, 108, 109]. Im Falle von MalF kann Maltose spezifisch an die niederaffine
Bindestelle in MalF binden [66, 71]. Schlie3lich fihrt die ATP Hydrolyse in den ATPasen des
ABC Transporters und die folgliche Entlassung von ADP und Phosphat zu einer erneuten
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Konformationsanderung der TMDs. Diese sind nun nach auf3en geéffnet und das Substrat kann
aus dem Translokationskanal entlassen werden (Abbildung 5) [42, 80, 81, 92, 94, 106, 107].

Abbildung 5: Schematische Ubersicht tiber den Transportvorgang von Substraten in ABC
Transportern.

Die zwei flexiblen Doménen des SBPs formen eine Ligandenbindetasche. Kommt es zur Binésng
Liganden an das SBP (ll), so klappen die beiden Doméanen zusammen, sodass der Ligand fest gebunden ist.
Das geschlossene SBP kann dann mit den TMDs des ABC Transporters interagieren, wodurch es zu einer
Konformationsanderung in den TMDs und NBDs kommt (lll). Die beiden NBDs liegen nun direkt
nebeneinander, sodass ATP gebunden werden kann. Die Hydrolyse von ATP fiihrt zu einer Offnung der
TMDs, sodass das Substrat in das Zytoplasma entlassen werden kain 92094 106, 107].

Einige der Typ |1 und Typ Il ABC Transporter kbnnen mehr als nur ein Substrat transportieren.
Es gibt SBPs, welche in der Lage sind mehrere meist dhnliche Substrate zu binden und deren
Transport zu vermitteln. Ein Beispiel hierfir ist der Msm Transporter Sdteptococcus
mutants welcher mit nur einem SBP Melibiose, Sucrose, Raffinose, Isomaltotriose und
Isomaltotetraose transportieren kann [110]. Das Peptid-SBP Oppllaatecoccus lactisst

sogar in der Lage Peptide zu binden, welche zwischen 4 und 35 Aminoséauren lang sind [111].
Ein anderer Grund flur das breite Substratspektrum eines ABC Transporters kdnnen mehrere
unterschiedliche SBPs sein, die mit den gleichen TMD/NBD Komponenten interagieren, wie

im His/Lys/Arg Transporter isalmonella typhimuriurfi12].

2.2.2 Die Osmolyt Aufnahmesysteme OpuB und OpuC auB. subtilis

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

1). Die ABC Transporter OpuA, OpuB und OpuC sind in der Lage kompatible Solute in die
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Zelle zu schleusen und diese so vor der Hydration in hyperosmotischen Umgebungen zu
schitzen [8, 9, 36]. Die beiden Aufnahmesysteme OpuB und OpuC fallen besonders auf, da sie
eine hohe Homologie zueinander aufweisen, sich allerdings im Substratspektrum massiv
unterscheiden. Die Aminosauresequenzidentitaten der einzelnen Komponenten liegen bei 84%
fur die beiden NBDs (OpuBA/OpuCA), 85% fur die beiden TMD Paare (OpuBB/OpuCB,
OpuBD/OpuCD) und 71% fur die maturen SBPs (OpuBC/OpuCC) [37]. Diese hohen
Identitéaten und die unmittelbare Lage ihrer StrukturgeneqpaBund dasopuCOperon)im

Genom vonB. subtilis(nur durch 4.3 kBp getrennt), lassen vermuten, dass eines der beiden
Operone aus dem anderen im Zuge einer Genduplikation entstanden ist. Trotz dieser
Gemeinsamkeiten ist der OpuB Transporter ein sehr spezifisches System und besitzt eine sehr
hohe Affinitat zu Cholin [8, 9, 37, 46]. In dieser Arbeit konnte zuséatzlich eine niedrige Affinitat

zu dem Trimethylammonium Substrat Carnitin (1.1 mM, Tabelle 13) gezeigt werden [46].
Durch die schlechte Affinitat zu Carnitin wird im Folgenden vom hochspezifischem Cholin
ABC Transporter gesprochen. Im Gegensatz zu dieser hohen Spezifitat besitzt das OpuC
System ein sehr breites Substratspektrum. Der promiskuitive OpuC Importer kann eine Reihe
naturlich vorkommender kompatibler Solute wie z.B. Glycin Betain, Cholin, Carnitin oder
DMSP transportieren aber auch der Import einiger synthetische DMSP Derivate konnte bereits
gezeigt werden [8, 9, 37]. Sogar ein synthetisches Glycin-Betain Derivat, welches eine toxische
Wirkung aufB. subtilishat, kann Gber den OpuC ABC Transporter in die Zelle transportiert
werden [114]. Insgesamt wurden bisher 16 kompatible Solute gefunden, welche zum
Substratspektrum des OpuC Transporters gehdren (Abbildung. ®e@jnders die Tatsache,

dass der multifunktionelle OpuC Importer ebenfalls Cholin und Carnitin in die Zelle
transportieren kann, welche ebenfalls Substrate fiir den hochspezifischen OpuB Transporter
sind, lasst vermuten, dass im Laufe der Evolution eine Genduplikation stattgefunden hat. Die

Frage bleibt allerdings ungeklart, welches ABC Transportsystem friiher vorkam.
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Oberflachen von aromatischen Strukturen, wie z. B. den Aminosauren Phenylalanin, Tyrosin

und Tryptophan, interagieren. Uber Kati@nteraktionen tritt die positive Ladung in
Wechselwirkung mit dem elektronegativen Oberflachenpotential der Aromaten [117, 118]. Die
Starke der Kationer@nteraktion unterscheidet sich je nach elektrostatischem Potenzial der
aromatischen Aminosaure. Das starkste Potenzial besitzt das Tryptophan, worauf dann das
Tyrosin und letztlich das Phenylalanin folgt [119]. Diese nicht-kovalente Bindung spielt bei
Wechselwirkungen in biologischen Makromolekilen eine wichtige Rolle. Aromatische
Systeme sind bei Enzymen, die Histone methylieren oder demethylieren [120], bei
Interaktionen peripherer Membranproteine mit Phospholipidgruppen [121], bei
Neurotransmittern wie Acetylcholin im Nervensystem [122], sowie bei SBPs von ABC
Transportern bekannt [84].

Das SBP OpuBC auB. subtilisbesitzt eb IDOOV HLQHQ ADURPDWLVFKHQ &D
Tyrosinen gebildet wirdT’%, T*Y7, T'% und 122 (Abbildung 7) [116]. Die positive Ladung der
Trimethylammoniumgruppe des Liganden Cholin kann also tber Kati@Ben-Q W H DN W LR C
gebunden werden. Die Aminosaur&*{Aspartat) kann die Kopfgruppe von Cholin und die
Aminosaure & (Glutaminsaure) die Hydroxylgruppe stabilisieren. Die negativ geladene
Aminosaure D* (Aspartat) kann ebenfalls eine Bindung mit der Hydroxygruppe eingehen.
Neben der Interaktion von Cholin mit Aminosduren findet eine Stabilisierung Uuber
Wassermolekiile zwischen Aminosauren der Domane | (grau) und Doméne Il (gelb) statt
(Abbildung 7B) [116]. Duet al. konnten zeigen, dass das SBP OpuCC Eausubtilisden
JOHLFKHQ ADURPDWLVFKHQ &DJH3 EHYTWTW uAd BYVIHd. Q +RPR
Liganden, unter anderem Glycin Betain, kdnnen ebenfalls durch Kati@enQ W HU DNW LR
gebunden werden. Wie Cholin in OpuBC wird auch Glycin Betain in OpuCC ifeu@h

direkte Interaktion stabilisiert. In OpuCC befindet sich an der Position 74 allerdings kein
Aspartat wie in OpuBC, sondern ein Threonin. D&5liEgt aber ebenfalls in unmittelbarer

Nahe der Carboxylgruppe von Glycin Betain, sodass auch hier eine Interaktion zur
Stabilisierung vorliegt. Dwet al. konnten bereits zeigen, dass ein Aminosaureaustausch in
OpuCC von BT in-vitro zu einem Verlust der Glycin Betain Bindung fiihrt [115]. Einzig die
Aminosaure an Position 74 des reifen SBPs unterscheidet sich in der Substratbindetasche von
OpuBC und OpuCC.
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Einleitung

A OpuBC::Cholin OpuCC::Glycin Betain

B OpuBC::Cholin OpuCC::Glycin Betain

Abbildung 7: Die Substratbindeproteine OpuBC und OpuCC der ABC Transporter OpuB und

OpuC ausB. subtilis

(A) Das SBP OpuBC ist im Komplex mit Cholin (griin, PDB: 3R§UL6] und dasProtein OpuCC mit

Glycin Betain (magenta, PDB: 3PPR15] dargestellt. Die zwei globalen Doméanen, welche typisch fur
SBPs sind, sind grau und gelb dargestellt. Diese Doméanen formen eine tiefe Spalte, in der sich die
Substratbindetasche befindet. Diese besteht aus vier Tyrosinen, welche eine aromatische Bindebox bilden
(blau). Rot markiert wurde die Aminoséaure (Position 74), welche eine essentielle Rdike Beidung von
Liganden spielt. (B) Die Architektur der Substratbindetasche ist im Detail zu sehen. Detiscben
Aminosauren sind hierbei in der Farbe markiert (gelb oder grau), von welcher Domane sie abstammen.
Weitere Aminosauren, die an der Bindung der Liganden beteiligt sind, wie auch das das Asgaguté3@n

SBP (D% und das Threonin im OpuCC SBP{T sind ebenfalls aufgestellt. Gestrichelte Linien
kennzeichnen Wasserstoffbriickenbindungen. Blaue Punkte stellen Wassermolekiile dar.
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Tabelle 3: 100x Spurenelemente

Komponenten

Zusammensetzung (1L)

CaCb 0.55¢
FeCk x 6H0 1.35¢g
MnCl; x 4H,0 0.1g

ZnCl, 0.17 g
CuCbk x 6H0O 0.05¢g
CoCbk x 6H0O 0.06 g
Na:MoO4 X 2H0 0.06 g

Tabelle 4: Minimalmedium A (MMA)

Komponenten

Zusammensetzung (1L)

KoHPO, 105¢g
KHPQu 459
(NH4)2S0O, 1lg
NagCitrat x 2HO 05¢g

3.1.3 Medienzusatze

Antibiotika und die Zusatze AnhydrotetracycliMHT), 5-Brom-4-Chlor-3-Indoxyl--D-

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

steril filtriert. Nach Abkihlung der Medien wurden die Zusétze in entsprechenden

Endkonzentrationen zugegeben.

Tabelle 5: Antibiotika, kompatible Solute und andere Medienzuséatze

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

Gentamycin 20 pg/mi

Kanamycin (fUrk. col) 50 pg/mi

Kanamycin (furB. subtilig 5 pg/ml

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

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

3.1.4 Kompatible Solute

Die kompatiblen Solute Glycin Betain, Cholin, Carnitin, Prolin @Butyrobetain wurden von

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

Extrasynthese (Genay, FR) bezogen. Crotonobetain wurde freundlicherweise von Dr. J. Brass
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HKB12

HKB13

HKB15

HKB16

HKB28
HKB33
HKB34

MAB1

MAB2
MAB3
MAB4
MABS
MABG6

MAB13

MAB15

MAB17
SBB1
SBB2
SBB5
SBB6
SBBS8

SBB10

STHB53
TMB118

dopuA:tet (opuB:ery (opuC:spc  (obpuD:kan)?2
((gbsR:zed amyE:opuC

OopuA:tet (opuB:ery (opuC:spc (obpuD:kan)2
UgbsR:zeq amyE:pX-leer

dopuA:tet (opuB:ery (opuC:spc  (obpuD:kan)?2
((gbsR:zeqd amyE:0puFs panaciterrae

OopuA:tet (opuB:ery (opuC:spc (obpuD:kan)2
0 gbsR:ze9 amyE:opuFsintantis T2°'D

((gbsR:zeq amyE:opuFs infanis FLAG-Tag

(gbsR:zeq OpuCG. suiiisFLAG-Tag am naturlichen Ort
(gbsR:zeq OpuBG. suniiisFLAG-Tag am naturlichen Ort

GdopuA:tet  (bpuC:spg3 “(opuD:kan2 ((opuB:ery)l
UgbsR:zeg,amyE: RS X% 0% & &&
“(gbsR:kan)1 “(treA:ery)2 amyE:gbsA‘treA, GbsR-F°S
“(gbsR:kan)1 “(treA:ery)2 amyE:gbsA‘treA GbsR-R°C
“(gbsR:kan)1 “(treA:ery)2 amyE:gbsA‘treA, GbsR-GD
“(gbsR:kan)1 “(treA:ery)2 amyE:gbsA‘treA, GbsR-B°%Y
“(gbsR:kan)1 “(treA:ery)2 amyE:gbsA‘treA, GbsR-$N
“(gbsR:kanl “(treA:ery)2 amyE:gbsAtreA, GbsR-
Deltetion A (frame shift)

“(gbsR:kan1 “(treA:ery)2 amyE:gbsAtreA GbsR-15 bp

vor ATG

“(gbsR:kan)1 “(treA:ery)2 amyE:gbsA‘treA GbsR-K'N
OopuC:spc  “opuD:kan  “opuB:ery)l

dopuA:tet “opuD:kan “opuB:ery)l

dopuA:tet (opuC:spc  “opuD:kan?2
amyE:pX-leer

“(opuA:tet  “opuD:neo  “opuB:ery)l amyE:pX-leer
OopuA:tet “opuB:ery (opuC:spc  “opuD:kan?2
amyE:opuQT"“D)

OtreA:erm1(gbsR:spg2 amyE:opuB-treA

OopuA:tet (opuC:spc  “opuD:kan  (opuB:ery)l

Wahrend dieser Arbeit konstruierte B. subtilis Stamme:

LTB1

LTB3

LTB4

LTB5

LTB10

LTB11
LTB12

LTB14

LTB15

LTB16

LTB17
LTB18

OopuA:tet (opuC:spc  “opuD:kan  (opuB:ery)l
amyE:opuB(BC:.:CC*

OopuA:tet (opuC:spc  “opuD:kan  (opuB:ery)l
amyE:opuB(BC::CC*, GbsRG*E

OopuA:tet (opuC:spc  “opuD:kan  (opuB:ery)l
amyE:opuB(BC::CC*, GbsRT"°A

dopuA:tet (opuC:spc  ‘opuD:kan (opuB:ery)l
amyE:opuB(BC::CC*, GbsRR#S

OopuA:tet (opuC:spc  “opuD:kan  (opuB:ery)l
amyE:opuB(BC:.:CC

GgbsR:neo  GreA:erm) amyE:gbsA‘treA GbsR-GE
((gbsR:neg1 (treA:erm) amyE:gbsA‘treA GbsR-T°A
OopuA:tet (opuC:spc  “opuD:kan  (opuB:ery)l
amyE:opuCiCC

dopuA:tet (opuC:spc  ‘opuD:kan (opuB:ery)l
amyE:opuB(BC

OopuA:tet (opuC:spc  “opuD:kan  (opuB:ery)l
amyE:opuC{CC::BC

((gbsR:neg1 ((treA:erm) amyE:gbsA‘treA, GbsRR®S
“(treA:ery “gbsR:spg amyE:opuB-treA ytol::gbsRx

H. Kimmel

H. Kimmel

I

. Kimmel

. Kiimmel

. Kimmel
. Kiimmel
. Kiimmel

. Aillaud

. Aillaud
. Aillaud
. Aillaud
. Aillaud
. Aillaud

. Aillaud

IITT T

. Aillaud

. Aillaud
S. Broy
[46]
[46]

S. Broy
S. Broy

S. Broy

S. Ronzheimel
[46]

=T £ 2L L

Konstruktion?
TMB118 + pChen5

Suppressor-Scree
[46]

Suppressor-Scree
[46]

Suppressor-Scree
[46]

TMB118 + pLT1

GNB40 + pLT2
GNB40 + pLT3

TMB118 + pChenl1l
TMB118 + pLT9

TMB118 + pChené€

GNB40 + pLT4
STHB53 + pLT5
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LTB19 “(treAery “gbsR:spg amyE:opuB-treA ytol::GbsR-G°E STHB53 + pLT6

LTB20 “(treAery “gbsR:spd amyE:opuB-treAytol::GbsR-T°A STHB53 + pLT7

LTB21 “(treAery  “gbsR:spd amyE:opuB-treA ytol:: GbsRR&S STHB53 + pLT8

LTB22 “(treA:ery “gbsR:spg amyE:opuB-treAytol::pBB287-leer STHB53 + pBB287

LTB23 “(opuC:spc  “opuD:kan “opuB:ery  “gbsR:zeq SBB1 + cCAB5

LTB24 “(opuA:tet  “opuD:kan  “opuB:ery  “gbsR:zeq SBB2 + cCAB5

LTB25 “(opuC:spc  “opuA:tet opuB:ery “gbsR:zeq SBB3 + cCAB5

LTB26 “(opuA:tet  “opuC:spc opuD:kan “gbsR:zeq SBB5 + cCAB5

LTB27 “(opuC:spc  “gbsR:zeq TMB108 + cCAB5

LTB28 “(opuB:ery  “gbsR:zeg TMB116 + cCAB5

LTB29 “(opuC:spc  “opuB:ery “gbsR:zed TMB122 + cCAB5

LTB32 “(lacA::zeg JH642 + cBIB36

LTB33 “(gbsR:kan) amyE:gbsA-lacZ JBBS8 + pLT11

LTB34 “(lacA::zeo “gbsR:kan) amyE:gbsAtlacZ LTB33 + cLTB33

LTB35 “(opuA:tet  “opuD:kan  “opuB:ery)l, ytol::PspopuCC SBB2 + pLT12

LTB36 “(opuA:tet  “opuC:spc  “opuD:kan)2,ytol::PspopuCC SBB5 + pLT12

LTB37 “(opuA:tet  “opuC:spc “opuD:kan “opuB:ery)l LTB14 + pLT12
amyE:opuCUCC, ytol::PsmnopuCC

LTB38 “(opuA:tet  “opuC:spc  “opuD:kan  “opuB:ery)l LTB15 + pLT12
amyE:opuB(BC, ytol::Psen0opuCC

LTBA47 OopuA:tet “opuB:ery (opuC:spc  “opuD:kan?2 SBB9 + cCAB5
" gbsR:zeg amyE:opuBD"“T)

LTB48 “(gbsR:zeg amyE:pX leer SBB6 + cCABS5

LTB50 0 opuA:tet OpuC:spc  “opuD:kan (gbsR:zeq LTB49 + cCAB5
amyE:pX-leer

LTB55 dopuA:tet  (opuC:spg3 “(opuD:kan  (opuB:ery)l Suppressor-Scree
amyE:opuB(BC::CC, GbsR-K'N

LTB56 OopuA:tet  (opuC:spc  “opuD:kan2 GopuB:ery)l Suppressor-Scree
amyE:opuB(BC::CC, GbsR-F°S

LTB57 OopuA:tet (opuC:spc  “opuD:kan  (opuB:ery)l Suppressor-Scree
amyE:opuB(BC::CC, GbsR-&N

LTB58 OopuA:tet (opuC:spc  “opuD:kan  (opuB:ery)l Suppressor-Scree
amyE:opuB(BC::CC, GhsR-Delta 253 bp

LTB59 OopuA:tet (opuC:spc  “opuD:kan  (opuB:ery)l Suppressor-Scree
amyE:opuB(BC::CC, GbsR-G°D

LTB60 OopuA:tet (opuC:spc  “opuD:kan  (opuB:ery)l Suppressor-Scree
amyE:opuB(BC::CC, GbsR-D%

LTB61 OopuA:tet (opuC:spc  “opuD:kan  (opuB:ery)l Suppressor-Scree
amyE:opuB(BC::CC, GbsR-R°C

LTB62 dopuA:tet (opuC:spc  ‘opuD:kan (opuB:ery)l Suppressor-Scree
amyE:opuB(BC::CC, GhsR-Deltetion A (frame shift)

LTB63 OopuA:tet (opuC:spc  “opuD:kan  (opuB:ery)l Suppressor-Scree
amyE:opuB(BC::CC, GbsR-15 bp vor ATG

LTB64 “(lacA::zeo “gbsR:kan) amyE:gbsA‘lacZ + replizierendes LTB34 + pLT39
Plasmid pLT39¢bsR)

LTB65 “(lacAi:izeo “gbsR:kan) amyE:gbsAtlacZ + replizierendes LTB34 + pGP380

Plasmid pGP380 (Leerplasmid)

3Das ¢ vor dem Stammnamen bedeutet, dass die chromosomale DNA dieses Starfina@soumation
genutzt wurde.
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3.2.2 Plasmide

Die verwendeten Plasmide wurden in folgender Tabelle zusammengefasst.

Tabelle 8: Verwendete Plasmide.

Plasmid Beschreibung Referenz
0GP380 SIi>1<t|c))triiai:sionsvektor fur N-terminale Strep-Tag Fusiond® in 3. Stiilke
opuBOperon mit nativem Promotor in despuBCdurch
pChenS oBuCCgrsetzt wurdeopuB"BC::CC P [46]
opuCOperon mit nativem Promotor in deapuCCdurch
pChen6 oBuBCtlaorsetzt wurdeopuC"CC::BC P [46]
pChenll opuCOperon mit nativem Promotor ohopuCC opuC”"CC [46]
pGNB13 amyE: J E (e, gbsRu G. Nau-Wagnet
pGP380 Uberexpressionsvektor (N-terminaler Strep-TagEiisubtilis J. Stilke
pAC6 amyE:lacz J. Stllke
pBB286 Integrationsvektoytol::zea:ytol D. Rudner
pBB287 Integrationsvektoytol::tet:ytol D. Rudner
pDR110 Espressionsvektor mit IPTG-induzierbaregp.®RPromotor D. Rudner
pSTHO2 pPASK-IBA3 mit gbsR S. Ronzheimel
pLT12 Mutagenese OpuCCiM auf pChen5 (OpuCC korrigiert) diese Arbeit
pLT2? Mutagenese GbsR¥E auf pPGNB13 diese Arbeit
pLT3? Mutagenese GbsRI%A auf pGNB13 diese Arbeit
pLT42 Mutagenese GbsR&S auf pGNB13 diese Arbeit
pLTS KlonierunggbsR(673 bp)in pBB287 (gbsR-F und gbsR} diese Arbeit
pLT6? Mutagenese GbsR3*E auf pLT5 diese Arbeit
pLT72 Mutagenese GbsRZA auf pLT5 diese Arbeit
pLT8? Mutagenese GbsR&S auf pLT5 diese Arbeit
pLT9 Mutagenese OpuBA-StépQ auf pChenl10 (OpuBA korrigiert) diese Arbeit
pLT10 Klonierung Spankpromotor aus pDR110 in pBB286 (pHy- diese Arbeit
pBB284_p2 und pHy-pBB286)
pLT11 KlonierunggbsAFragment (464 bp) in pAC6 (treA4-Smal unc diese Arbeit
treAba-BamHIl)
pLT12 KlonierungopuCCinkl. RBS in pLT10 (opuCC-pDR110- diese Arbeit
gibson-f und opuCC-pDR110-gibson-Sphl-rev)
pLT20? Mutagenese GbsR¥E auf pSTHO2 diese Arbeit
pLT212 Mutagenese GbsRI%A auf pSTHO2 diese Arbeit
pLT22 Mutagenese GbsR&S auf pSTHO2 diese Arbeit
pLT23 Mutagenese GbsR/KN auf pSTHO02 diese Arbeit
pLT242 Mutagenese GbsRe3BI auf pSTHO02 diese Arbeit
pLT25% Mutagenese GbsR&D auf pSTHO02 diese Arbeit
pLT26% Mutagenese GbsR¥S auf pSTHO02 diese Arbeit
pLT27* Mutagenese GbsR2PY auf pSTHO02 diese Arbeit
pLT28 Mutagenese GbsRERT auf pSTHO02 diese Arbeit
pLT39 KlonierunggbsRinkl. Promotor in pGP380 (gbsR-pGP380-fol diese Arbeit

und gbsR-pGP380-rev)

aDie verwendeten Priméiir die Mutagenesen sowie das veranderte Codon sind Tabelle 9 zu entnehmen.
®Die Plasmide wurden im Rahmen eines durch mich betreuten Praktikunfederick Durham konstruiert.
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3.2.3 Oligonukleotide
Alle verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Microsynth (Lindau, DE)
synthetisiert und sind in folgender Tabelle aufgelistet.

Tabelle 9: Verwendete Oligonukleotide.
Oligonukleotid Sequenz (5°- 3")

Bemerkung

Sequenzierungsprimer:

pBB286 seq rev

ytol-for
ytol-rev

opuBCF
opuBCR
opuBF
opuBseql
opuBseq2
opuBseq3
opuBseqg4
OpuBCCF
OpuBCCR

Klonierungsprimer:

gbsR-F
gbsR-R

pHy-pBB286_P1

pHy-pBB284_P2

opuCC-pDR110-gibson-f

opuCC-pDR110-gibson-

Sphl-rev

treA4-Smal
treAba-BamHI

gbsR-pGP380-for
gbsR-pGP380-rev

Mutageneseprimer:

GGTATGCGTTTTGACACATCC

GGAATCACGTGGTCCTTGC
CCCGACCGGCTTCTTACAG
ATGAAAAGAAAATATCTCAAAT
TAATGATAGGTTTAGCAC
TCACGATTCGAAATAGCGATGTT
TTTCTAAATATTCC
CGGTTTCATCCTTTCAGCTAACA
ATTC
TTCAGCAGAATATCTCACTCGTC
C
AAACGCTTTCTGAGGCCATTCAG
C
GCGGCGGATTGGGTGATTACAT
TT
TGTGCTTGCGTATTCAACCGATG
G
TGGATTTCCTTACGCGAAATACG
GGCAG
CTGCATTAGGAAGCAGCCCAGTA
GTA

AAAGCTAGCGGTTTTTAAACTGT
CAAAGTCCC

AAAGCTAGCCTGCTTTACTTTGT
TTCGACCG
CATAACCTGAAGAATTGGATCC
ATGCTAGCCCGGTTATTATTATT
TTTGACACCAGACCAACT
GGCTTCTTACAGCGTTGATTTCG
CCGATGATTAATTAATTCAGAAC
GCTCG
GGAATTGTGAGCGGATAACAAT
TAAGCTTAAAGGAGTTGGCACT
GTTGAAAATG
CACCGAATTAGCTTGCATGCTTA
GTCAAAATAATGATGTTTCTCTA
AAAATTCC

CGAAACATGAGG
GAAAAACATTGGC
AAAGTCGACGGTTTTTAAACTGT
CAAAGTCCC
AAAGGATCCCTGCTTTACTTTGT
TTCGACCG

Sequenzierung pBB286sRn«

Sequenzierunygtol-Integration
Sequenzierunygtol-Integration

SequenzierungpuBC

SequenzierungpuBC
SequenzierungpuB 'BC:.:.CC
SequenzierungpuB 'BC:.:.CC
SequenzierungpuB 'BC:.:.CC
SequenzierungpuB 'BC:.:.CC
SequenzierungpuB“'BC:.:.CC
SequenzierungpuB'BC:.:.CC

SequenzierungpuB'BC::.CC

Konstruktion pLT5

Konstruktion pLT5

Konstruktion pLT10

Konstruktion pLT10

Konstruktion pLT12

Konstruktion pLT12

Konstruktion pLT11
Konstruktion pLT11

Konstruktion pLT39

Konstruktion pLT39
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Q5-K77N-for
Q5K77N-rev
Q5-S62N-for
Q5-S62N-rev
Q5-G83D-for
Q5-G83D-rev
Q5-F99S-for
Q5F99S-rev
Q5-D50Y-for
Q5-D50Y-rev
Q5-R85C-for
Q5-R85C-rev
Q5-15bp vor ATG-for

Q5-15bp vor ATG-rev

Q5 _GbsRMutl GzuA F
Q5 GbsRMutl GzuA R
Q5 _GbsRMut2 AzuG_F
Q5 _GbsRMut2_AzuG_R
Q5 _GbsRMut3 CzuA F

Q5_GbsRMut3_CzuA R

TAGTGAAAAACACATTTCACCG
CATTTAAGTCTTGAAGCTTTTTG
AGCAAACCAAaCATGAGCACT
CATTTGCAACTCCTCACG

TTTCACCGGGaCATCCGCAAG

TGTTTTTTTCACTACATTTAAGTC
TTGAAG

TTTAAATTTTcCACAAATTTCTTT
CCAC

GAAATCCTTCTCAGCCAC
GATGACGCTTtACGAAATGCG
TCATCCCTCATATACATCG

CCGGGGCATCIGCAAGCATAC

TGAAATGTTTTTTTCACTACATT
TAAGTCTTGAAGC

TTTTCTAAAGaAAAAGAGGGTCA
G

TTAAATTCGTTAAGTTATTTCTTT
ATG

ATTTTATATGaGACGATGTATAT
GAGGGATGAG

CCCGACACTGCGGGTAAT

AGTGAAAAAAgCATTTCACCGG

ACATTTAAGTCTTGAAGCTTTTT
G

CCGGGGCATCaGCAAGCATAC

TGAAATGTTTTTTTCACTACATT
TAAGTCTTG

Primer fur Electrophoretic mobility shift assay (EMSA):

BS gbsA for
BS_gbsA_rev
BS gbsA_kfrag_for

BS_gbsA_kfrag_rev

GGGACTTTGACAGTTTAAAAACC
ATAAGCCTCCTTGACGTAAATAA
CTTGCTTGTTGAGGATGCCATTC

CTGTCTCAGCATGAAAACCGTTT
C

Mutagenese GbsR:’KN
(AAA AAAC)
Mutagenese GbsR:’KN
AAA AAAAC
Mutagenese GbsR53|
(AGC AAAC)
Mutagenese GbsR2%|
(AGC AAAC)
Mutagenese GbsR:%D
(GGCAGAC)
Mutagenese GbsR:%D
(GGCAGAC)
Mutagenese GbsR2$5
(TTC ATCC)
Mutagenese GbsRS
(TTC ATCC)
Mutagenese GbsR:%BY
(GAC ATAC)
Mutagenese GbsR:%gY
(GAC ATAC)
Mutagenese GbsR:ErRT
(CGCATGC)
Mutagenese GbsR:2f
(CGCATGC)
Mutagenese GbsR: 15bp v
ATG
Mutagenese GbsR: 15bp v
ATG
Mutagenese GbsR:¥E (GGG
EGAG)
Mutagenese GbsR:*¥Ek (GGG
/EGAG)
Mutagenese GbsR:’9A (ACA
AEGCA)
Mutagenese GbsR:"¥A (ACA
/AGCA)
Mutagenese GbsR:2S (CGC
/EAGC)
Mutagenese GbsR:#S CGC
/EAGC)

Forward Primer fugbsA
Fragment

SULPHU WEhd&\eire
Markierung (Dyomics 781
Forward Primer fur
Kontrollfragment ingbsA
SULPHU WEhd&\eire
Markierung (Dyomics 781
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Sporenbildung zu vermeiden. Die Praparation wurde nach der Vorschrift von Marmur (1961)

durchgefuhrt. Die isolierte DNA wurde in 100 pb®Haufgenommen und bei 4 °C gelagert.

Préaparation von Plasmid DNA ausE. coli

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

Protokoll des jeweiligen Herstellers gearbeitet.

Agarosegelelektrophorese

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

Wellenlange von 302 nm sichtbar gemacht.

Polymerasekettenreaktion zur Amplifizierung von DNA

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

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

Reinigung eines PCR Fragments

Die Aufreinigung von PCR-Fragmenten oder Plasmiden erfolgte mit dem GeneJET PCR
Purification Kit von Thermo Fisher Scientific (DreieidDE) nach Protokoll des Herstellers.

Die DNA wurde in 30-50 pl KD aufgenommen.
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Konzentrationsbestimmung von DNA
Die genaue DNA Konzentration wurde photometrisch am Nano‘Dr@pEQLAB
Biotechnologie, Erlangen, DE) bei einer Wellenlange von 260 nm bestimmt.

Restriktion, Ligation und Dephosphorylierung von DNA

Die Restriktion von DNA erfolgte mit den FastDigest Restiktionsenzymen der Firma Thermo
Fisher Scientific (DreieichDE). Die eingesetzte Menge und die Reaktionszeit richteten sich

nach den Herstellerangaben des verwendeten Enzyiold. '"HSKRVSKRU\GHn#EYI XQJ GH
von geschnittenen Plasmiden erfolgte mit der Thermosensitiven-Alkalinen-Phosphatase von
Thermo Fisher Scientific (Dreieich, DE). Die Ligation eines geschnittBik-Fragments in

einen linearisierten Vektor erfolgte ausschliel3lich mit der T4 DNA Ligase der Firma Roche
Diagnostics GmbH (Mannheim, DE). Die Zusammensetzung der Reaktionsansatze und die

Inkubationszeit richteten sich jeweils nach den Herstellerangaben.

Sequenzierung von DNA

DNA-Sequenzierungsreaktionen wurden von der Firma MWG Eurofins (Lindgund2k dem
Sanger-Verfahren durchgefiihrt. Mit der DNA-Sequenzierung wurden Klonierungen und
zielgerichtete Mutagenesen uberpruft. Die verwendeten Primer sind in Tabelle 9 zu finden. Die
Auswertung der erhaltenen Sequenzen erfolgte mit Hilfe des Programmes Ape- A Plasmid
Editor v2.0.45 (M. Wayne Davis).

Zielgerichtete Mutagenese von Plasmid DNA

Plasmid DNA wurde mit Hilfe des 3%ite Directed Mutagenesis Kit der Firma New England
Biolabs (Massachusetts, USA) mutiert. Die hierflr verwendeten Oligonukleotide wurden mit
dem NEBase Changer des Herstellers erstellt. Die Durchfliihrung der Mutagenese erfolgte nach

Herstellerangaben.

3.4.2 Transformation von Bakterien

Herstellung chemisch kompetenterk. coli Zellen

Bei der Herstellung chemisch kompetenter Zellen wurde nach dem Protokoll von Sambrook
und Russel (2001) vorgegangen. Es wurden 200 ml LB-Kultur mit einer LB-UbeRNAchtkultur
auf eine Olg7gvon 0.1 angeimpft und bis zum Erreichen eineisfion 0.4 bis 0.5 bei 37 °C

auf dem Luftschuttler bei 200 rpm kultiviert. Die Zellen wurden dann 10 Minuten auf Eis
inkubiert und dann bei 4 °C bei 5.000 rpm fur 15 Minuten zentrifugiert. Das Pellet wurde in
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eiskaltem 0.1 M CaGlgewaschen und erneut in 4 ml 0.1 M Ga@lit 15% Glycerin
aufgenommen. Aliquots von 100 pl wurden in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80
°C gelagert.

Transformation chemisch kompetenterk. coli Zellen

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

dem entsprechenden Antibiotikum ausplattiert.

Transformation nattrlich kompetenter B. subtilis Zellen

Bei der Transformation voB. subtilismit DNA wurde dessen Eigenschaft der nattrlichen
Kompetenz bei Eintritt in die stationdre Wachstumsphase zu Nutze gemacht. Zunachst wurden
3 ml SMM mit dem entsprechenden Stamm angeimpft und Gber Nacht auf dem Roller bei 37 °C
inkubiert. 1 ml der UbeRNAchtkultur diente am nachsten Tag zur Inokulation von 20 ml LS-
Medium (Tabelle 10). Die Kultur wurde anschlieend 3 Stunden bei 30 °C und 100 rpm im
Wasserbad inkubiert. In einem 2 ml Eppendorf Gefald wurden 3-5 pug Plasmid DNA oder 100
ng chromosomale DNA vorgelegt und mit 1 ml d@r subtilis Kultur gemischt. Der
Transformationsansatz wurde fir 2 Stunden bei 37 °C auf dem Roller inkubiert, dann 3 Minuten
bei 5.000 rpm zentrifugiert und auf LB-Agarplatten mit entsprechendem Selektionsmarker

ausplattiert.

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

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

20% Glucose 200 pl

10% Hefeextrakt 200 pl

2% Casaminosauren 100

50 mM Spermin 200 ul

1 M MgCl, 50 pl

Trp (4 g/L)/ Phe (3,6 g/L) Stocklésung 50 pl
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Enzym umgesetzt werden, wobei eine gelbliche Farbe entsteht. Dieses Produkt konnte
photometrisch bei einer Wellenlange von 420 nm quantifiziert werden.

B. subtilisStamme, die eingbsA-lacZFusion enthielten, wurden in gleicher Weise kultiviert

wie die Stamme, die eirgbsA-treAFusion enthielten!LH % H V W L P PGa@ktosidddd-
Aktivitat wurde nach der Methode von Miller durchgeftihrt [128]. Die Messung beruht auf der
HQJ\PDWLVFKHQ 8P ZD Q GRitoghen¥-RM)gdRaktBpyratosid) in Galaktose

und 1 LWUR S KHQ R-O DEBOXONW RMitrkp e dHist #benfalls ein gelber Farbstoff,

der bei einer Wellenlange von 420 nm quantitativ bestimmt werden kann. Qjbsie
Genexpression angeschaltet wurde konnte ebenfalls auf SMM Agarplatten nachgewiesen
werden, indem das Substrat X-Gal zuvor in die Agarplatten eingegossen wurde (Tabelle 5). Das
(Q]\P -Galaktosidase hydrolysiert X-Gal zu Galaktose und 5-Brom-4-Chlor-Indoxyl,

welches vom Sauerstoff in einen blauen Farbstoff oxidiert wird.

3.5.3 Bestimmung des intrazellularen Prolin-Pools

Die Quantifizierung von Prolin erfolgte nach der von Bagésal. beschriebenen sauren
Ninhydrin-Methode [129]. Hierbei reagiert Ninhydrin bei niedrigem pH mit Aminogruppen
von Aminosauren und bildet einen blauen Farbstoff, wahrend bei sekundaren Aminosauren wie
Prolin ein roter Farbkomplex gebildet wird. Dieser Komplex konnte photometrisch bei einer
Wellenlange von 480 nm gemessen werden. Die Prolinkonzentration nimmt hierbei nach dem
Lambert Beerschen Gesetz proportional zur Intensitat des roten Farbstoffes zu.

Zur Bestimmung des intrazellularen Prolin-Pools wur@ersubtilis Stdmme in SMM mit
verschiedenen Osmolaritdten bis zu einersf@von 1.5-1.8 kultiviert. Hierbei wurden
teilweise kompatible Solute mit einer Endkonzentration von 1 mM hinzugegeben.
Anschlieend wurden 8 ml Bakterienkultur fur 8 Minuten bei 5.000 rpm und 20 °C
abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Zellpellet bei 20 °C gelagert. Das Pellet
wurde in 900 pl SSA (3% Sulfosalicylsaure) aufgenommen und die Zellen tber Nacht bei 20 °C
und 750 rpm auf einem Thermoblock aufgeschlossen. Zum Abtrennen der Zelltrimmer wurden
die Proben fur 15 Minuten bei 13.000 rpm zentrifugiert und 500 pl des Zellextrakts mit 500 ml
Ninhydrin-Lésung (1.25 g Ninhydrin, 30 ml Essigsaure, 20 ml 6 M Phosphorsaure) und 500 pl
Essigsaure versetzt. Die Probe wurde vorsichtig gemischt, fir eine Stunde im Wasserbad bei
100 °C gekocht und danach auf Eis abgekuhlt. Nach Zugabe von 2 ml Toluol wurden die Proben
30 Sekunden gevortext und bei 5.000 rpm 10 Minuten zentrifugiert. Der Prolin-Ninhydrin
Farbkomplex in der Toluolphase wurde anschliel3end bei einer Wellenlange von 480 nm gegen
Toluol als Referenz bestimmt. Die Konzentrationsbestimmung von Prolin erfolgte unter

Verwendung einer Kalibrationsgeraden (0-8 mM Prolin).
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3.5.4 Bestimmung von intrazellularen Solut-Pools mittels LC-ESIMS

Um den intrazellularen Gehalt der kompatiblen Solute Glycin Betain, Homobetain, Cholin und
Homocholin messen zu kénnen, wurde BesubtilisStamm CAB5 in 50 ml SMM mit 1.2 M

NaCl und in Anwesenheit der kompatiblen Solute (1 mM) wie in 3.3.2 beschrieben kultiviert.
Nach Erreichen einer G von 2-2.5 wurden die Kulturen bei 37 °C und 5.000 rpm
zentrifugiert und mit vorgewarmten Kultivierungsmedium ohne kompatible Solute gewaschen.
Der Zellextrakt wurde durch eine Extraktion mit 80% Ethanol und anschliel3ender
Zentrifugation zur Abtrennung der Zelltrimmer prapariert. Der Uberstand wurde bei -80 °C
gelagert. Um die kompatiblen Solute mittels LC-ESI-MS8iqid Chromatography
Electrospray lonization Mass Spectromégitrgtektieren und quantifizieren zu kénnen, wurden
zunachst die Reinsubstanzen Glycin Betain, Homobetain, Cholin und Homocholin in einer
70:30 (vol/vol) Mischung von Ammoniumformiat (100 mM Ameisensaure pH 3.77 in Wasser)
und Acetonitril Uber einen Kati@maustauschefC6 450/2.0 (Metrohm AG)] mit einer
Flussrate von 0.2 ml/Minutgetrennt. Der Nachweis der Solute wurde mit dem Agilent MSD
G1946D Massenspektrometer mit einer Elektrosprayionisationsquelle durchgefiihrt und die
Kationen bei einem m/z 104, 118, 165 und 179 im SIM-Modus detektiert. Die Zellextrakte
wurden 1:100 mit B verdinnt und es wurde ein Injektionsvolumen von 5 pl genutzt. Die
Kalibrierung erfolgte mit wassrigen Multistandard der kompatiblen Solute im
Konzentrationsbereich von 1 bis 60 ingDiese Messungen wurden von Herrn Prof. Dr.

Andreas Seubert (Fachbereich Chemie, Philipps-Universitat Marburg) durchgefuhrt.

3.5.5 Heterologe Expression von Proteinen ift. coli

Die Produktion des Regulators GbsR erfolgteEntoli Stamm BL21 in MMA. Zuvor wurde

dieser mit dem entsprechenden Plasmid, welches entweder das Wildtyp Gen oder verschiedene
Mutanten unter einem induzierbaren Promotor tragt, wie in 3.4.2 beschrieben, transformiert.
Fur die Produktion wurde zunachst eine MMA-Vorkultur mit Ampicillin (Tabelle 5) mit einem

Klon angeimpft und tGber Nacht bei 37 °C und 200 rpm kultiviert. Dann wurde eine 1 L MMA
Hauptkultur im 2 L Erlenmeyerkolben auf eine &von 0.1 inokuliert und weiter bei 37 °C
schittelnd inkubiert. Nach Erreichen einer £2Dvon 0.5 erfolgte die Induktion dedst-
Promotors durch Zugabe von 100 ul Anhydrotetracyclin (AHT, 2 mg/ml). Nach weiteren zwei
Stunden Inkubation wurden die Zellen 15 Minuten bei 4 °C und 5.000 rpm zentrifugiert und
das Pellet bis zur Aufreinigung bei -20 °C gelagtert. Zur Uberpriifung, ob die Produktion der

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

analysiert.

3.5.6 Proteinreinigung via Strep-Tag-Affinitditschromatografie

Nach der Uberproduktion der Proteine wurden die eingefrorenen Zellpellets (aus 1 L) in
Resuspensionspuffer (100 mM Tris-HCI pH7.5, 25% Glycerin, 2 mM DTT, 0.4 mM EDTA,
0.5 mM Pefabloc, 0.5 mM Benzamidin) resuspendiert und die Zellen mit der French Press
(Frencl Pressure Cell Press, American Instrument Company, Division of Travenol
Laboratories Inc., Silver Spring, Maryland, USA) aufgeschlossen. Anschliel3end wurden durch
36-minutige Zentrifugation bei 18.000 rpm und 4 °C die Zelltrimmer vom Zellextrakt getrennt.
Fur die Aufreinigung des Proteins aus dem Uberstand wurde dieser auf eine mit Waschpuffe
(100 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NaCl) equilibrierte Tropfsdule mit 1 ml Strep-T&ctin
SuperfloW? Saulenmaterial der Firma IBA GmbH (Goéttingen, DE) aufgetragen. Das
rekombinante GbsR Protein besitzt einen C-terminalen StrepHTdgr an das Saulenmaterial
bindet. Um das gewilnschte Protein von den anderen Proteinen im Gesamtzellextrakt zu
trennen, wurde die S&ule nach dem Auftragen des Uberstandes mit 20 ml Waschpuffer
gewaschen. Zur Elution wurden 10 ml Elutionspuffer (100 mM Tris-HCI pH7.5, 150 mM NaCl,
2.5 mM Desthiobiotin) auf die Sdule gegeben. Um auch das gebundene Desthiobiotin von der
Saule zu l6sen, wurde diese mit 10 ml Regenerationspuffer (100 mM Tris-HCI pH7.5, 150 mM
NaCl, 2.5 mM HABA) regeneriert. Die Eluate wurden anschlieRend auf einem SDS-Gel auf
ihre Reinheit tberpriift und die Konzentration des GbsR Proteins am Nan®{PEQLAB
Biotechnologie, Erlangen, DE) gemessen. Wenn eine hthere Konzentration bendtigt wurde,
wurden die Fraktionen mit der hdchsten Proteinkonzentration vereinigt und tber eine Membran
mit Hilfe eines Zentrikons (Vivaspfn6, 20 ml Volumen, Sartorius Lab Instruments GmbH &

Co. KG, Gottingen, DE) ankonzentriert. Die Ausschlussgrof3e betrug hierbei 10 kDa. Das
Protein wurde direkt nach der Ankonzentrierung fir EMSA Studien (Kapitel 3.5.9) verwendet.

3.5.7 SDS-PAGE

Mit einer SDS-PAGE kdnnen denaturierte Proteine bei angelegter Spannung der Groé3e nach
aufgetrennt werden. Das SDS vermittelt den Proteinen eine negative Ladung, sodass alle
Proteine in Richtung der Anode laufen [130]. Es wurden 13.5-15% ige Mini SDS-Gele (8.0 x
6.0 x 0.2 cm) nach Herstellerangaben gegossen (Tabelle 11). Um die Proteinmenge in den
Proben zu normieren, wurde die ©@bder Kulturen gemessen, 1 ml der Kultur abgenommen
und pelletiert. Das Pellet wurde in entsprechender Menge (wenn nicht anders beschrieben
normiert auf eine OBsvon 10) TE-Puffer (10 mM Tris, 1 mM EDTA) mit 10 mg/ml Lysozym
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aufgenommen. Um den Zellaufschluss zu begunstigen, wurden die Proben fir 10 Minuten bei
37 °C inkubiert. Anschlie3end wurden die Zellen mit 2 x SDS Probemg6##e5 mM Tris-

HCI pH 6,8; 2.5% SDS; 0.002% Bromphenolblau und 00 -Mercaptoethanol) versetzt und

fur 5 Minuten bei 95 °C aufgekocht. Die Proben wurden 10 Minuten bei 13.000 rpm
zentrifugiert. 15-20 pl der Proben und 5 pl des GroRenstasd®abeRuler Prestainéaon
Thermo Fisher Scientific (Dreieich, DE) wurden auf das Gel aufgetragen. Die
elektrophoretische Auftrennung der Proteine erfolgte in einem Tris Elektrodenpuffer (25 mM
Tris pH 8.3; 192 mM Glycin und 0.1% SDS) bei einer Spannung von 120 V fir etwa 60-90
Minuten. Das Gel wurde nun fur einen Western Blot genutzt oder die Proteine auf dem Gel
wurden fur 15 Minuten mitAnstantBlueE Fast Stairs Farbelosung von der Firma Sigma-
Aldrich (Steinheim, DE) angefarbt.

Tabelle 11: Zusammensetzung 15% iges SDS-Gel.

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

0.5 M Tris-HCI pH 6.8; 13.8 mM SDS - 2.5ml
Acrylamid:Bisacrylamid (40%) 3.75 ml 0.875 ml
TEMED 20 20 pl
Ammoniumperoxidsulfat 40 ul 40 ul
H20 3.75ml 6.675 ml

3.5.8 Western Blot und Immunodetektion

Nach der SDS-PAGE konnten die im Gel aufgetrennten Proteine mittels Western Blot auf eine
Membran Ubertragen werden und mittels Antikorper spezifisch gebunden und sichtbar gemacht
werden. Hierfir wurden diB. subtilisZellen wie in 3.4.2 beschrieben in 0 M NaCl oder 1.2 M
NaCl SMM kultiviert. Bei einer OBrgvon 1 wurde 1 ml der Kultur pelletiert und wie in 3.5.7.
beschrieben aufbereitet. Fiir den Western Blot wurde eine Imm8#lorPVDF- Membran
(Merck KGaA, Darmstadt, DE) in der Gro3e der jeweiligen SDS-Gele 1 Minute in Methanol
aktiviert, in HO gewaschen und zwei Minuten in Transferpuffer (25 mM Tris-HCI, 190 mM
Glycin, 20% Methanol, 0.1% SDS) inkubiert. Fir einen Semidry Blot wurden drei in
Transferpuffer getrankte Whatman Papiere (Schleicher & Schuell Biosciences GmbH, Dassel,
DE) auf die Anode gelegt. Hierauf folgten die Membran, das Gel, und 3 weitere feuchte
Whatman Papiere. Jedes Gel wurde 40 Minuten bei 150 mA auf der TrafiSBId@lotting
Aparatur der Firma Bio-Rad (Munchen, DE) geblottet. Fir die Immunodetektion wurde die
Membran tGber Nacht mit Odyssey Blocking Buffer-TBS von Li-Cor Biosciences GmbH (Bad
Homburg, DE) bei 4 °C geblockt. Am nachsten Tag wurde die Membran 1,5 Stunden bei
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Raumtemperatur und leichtem Schutteln mit dem in Odyssey Blocking Buffer-TBS und 0,2%
Tween20 verdunnten Erstantikdrper inkubiert (Tabelle 12). Die Membran wurde dreimal fur 5
Minuten bei leichtem Schutteln in TBST (20 mM Tris pH 7.5, 150 mM NacCl, 0.05% Twgen20
gewaschen. Der mit einem Fluoreszenz-Tag versehene Zweitantikorper IRDye® 800CW
Donkey anti-Rabbit IgG von Li-Cor Biosciences GmbH (Bad Homburg, DE) wurde in Odyssey
Blocking Buffer-TBS, 0.2% Tween20 und 0.01% SDS verdinnt (Tabelle 12) und die Membran
fur eine Stunde bei Raumtemperatur im Dunkeln und leichtem Schiitteln darin inkubiert. Die
Membran wurde erneut dreimal 5 Minuten in TBST gewaschen. Die Detektion des
Zweitantikorpers erfolgte mit dem Odyssey Fc Imager der Firma Li-Cor Biosciences GmbH
(Bad Homburg, DE) bei einer Wellenlange von 800 nm. Der GroRenstandard konnte bei einer

Weéllenlange von 700 nm gescannt werden.

Tabelle 12: In dieser Arbeit verwendete Antikorper.

Antikorper Spender Verdinnung Referenz
Erstantikdrper .-OpuCC Hase 1:1.250 [37]
.-OpuBC Hase 1:2.000 [37]
-FLAG Hase 1:2.500 Sigma ALDRICH
-Strep Hase
Zweitantikdrper IRDye® 800CW Donkey Esel 1:15.000 Li-Cor Biosciences
anti-Rabbit 19G T GmbH

3.5.9 Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)

Die zu analysierende 96 bp groRe DNA Region gbsA wurde mit dem Primerpaar

BS gbsA for und BS _gbsA rev amplifiziert und wie unter 3.4.1 beschrieben gereinigt.
Zusatzlich wurde ein 98 bp grofl3es Kontrollfragment, welcheghsA Gen liegi mit dem
Primerpaar BS_gbsA_kfrag_for und BS_gbsA_kfrag_rev amplifiziert. Die reverse Primer
wurden jeweils mit dem Fluoreszenzfarbstoff Dyomics 781 markiert (Mycrosynth AG,
Balgach, CH). Parallel hierzu wurde das Protein GbsR mittels Strep-Tag
Affinitatschromatographie gereinigt (siehe Kapitel 3.5.6).

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

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

B. subtilisStamme wurden fir Transportstudien in 20 ml SMM mit 0.4 M NaCl wie in 3.4.2
beschrieben bis zu einer @von 0.27-0.3 kultiviert. 2 ml der Kultur wurde fir den Transport
Assay mit radioaktiv markierterfi-1“C]-Glycin Betain (55 mCi/mmol),riethyt“C]-Cholin
Chlorid (55 mCi/mmol) undNl-methyt*“C]-Carnitin Hydrochlorid (57 mCi/mmol) eingesetzt.

Die Endkonzentration der Substrate lag zwischen 3uM und 20 mM fur Glycin Betain, zwischen
3 UM und 10 mM fir Cholin und zwischen 3 uM und 1 mM fir Carnitin. Zu den unmarkierten
Substraten wurde stets 1 pM des radioaktiv markierten Substrates zugegeben. Bei einer
kompetetiven Inhibition wurden nicht radioaktiv markierte Substrate als Inhibitoren eingesetzt.
Die Konzentrationen der Inhibitoren wurden so eingesetzt, dass eine 50% ige Inhibition im
Vergleich zum Transport ohne Inhibitor vorlag. Die genauen Konzentrationen sind den
Michaelis-Menten Kurven zu entnehmen. Die exakte Durchfiihrung der Transportstudien
wurden ausfuhrlich in Kappest al, (1996) beschrieben. Die kinetischen Paramétay, Km

und K; wurden mit der Software GraphPad Prism 5 Uber einen Fit bestimmt (GraphPad
Software, La Jolla, CA, USA).

3.5.11 BC-NMR

Um eine Aufklarung von Strukturen, di. subtilis als Osmoprotektivum produziert, zu
ermoglichen, wurdet*C-NMR Studien durchgefiihrt. Hierfur wur@e subtilisin 600 ml SMM

mit 1.2 M NaCl in einem 2-L Erlenmeyerkolben bei 37°C und 220 rpm kultiviert. Zu den
Medien wurde 1 mM Glycin Betain, Cholin, Homobetain oder Homocholin gegeben. Nach
Erreichen einer OBs von 2-2.5 wurden die Zellen pelletiert und eine Extraktion mit 20 ml
80% igem Ethanol wie in Kuhlmann und Bremer (2002) beschrieben durchgefihrt.
Zelltritmmer wurden durch einen 30-minttigen Zentrifugationsschritt bei 18.000 rpm bei 4 °C
beseitigt. Der Uberstand wurde so lange lyophilisiert, bis die Fliissigkeit getrocknet war. Die
lyophilisierten Proben wurden in 0.6 ati>O, mit 3 mg D4-3-(Trimethylsilyl) Propionat als
interner Standard, aufgenommé&iC-NMR Spektren wurden bei 75 MHz auf einéwance

300 MHz Spektrometer (5 mm BBFO) der Firma Bruker (Bruker, Billerica, MA, USA)
aufgenommen und mit dem Programm Topspin 3.1 ausgewertet (Bruker, Billerica, MA, USA).
Zur eindeutigen Identifizierung der Peaks wurden die StasétBmshobetain, Homocholin und

Glutamat mitgemessen.
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Ergebnisse

2S X% "2SXpH&TB14 2S X &2 S X&klen ebenfalls in Hochsalzmedium in An-
und Abwesenheit von kompatiblen Soluten kultiviert, um die Rolle des SBP beim Transport
von kompatiblen Soluten zu analysieren.
In Abbildung 8 wird ersichtlich, dass der Ausgangsstamm, der keine Opu Transporter mehr
besitzt, keine osmoprotektiven Fahigkeiten mehr besitzt. Der Stamm kann in Anwesenheit der
verschiedenen Substrate nicht besser wachsen als ohne diese Substrate, da er die fur deren
Aufnahme nétigen ABC Transporter nicht mehr besitzt. Der OtBmm CCB2 ist in der
Lage mit den kompatiblen Soluten Cholin und Carnitin unter hochosmolaren Bedingungen bis
auf eine Ozsvon 1.9 bzw. 2.5 zu wachsen. Allerdings ist erkennbar, dass Carnitin in diesem
Stamm scheinbar einen etwas schlechteren osmoprotektiven Schutz im Vergleich zu Cholin
bietet, da die OB geringfligig niedriger ist46]. Im OpuC Stamm CCB3 konnten alle
genutzten kompatible Solute die Zellen vor Salzstress protektieren und der Stamm konnte auf
eine OBz von 2.5-2.9 wachsen. Das Wachstum dieser Kontrollstdmme entspricht den
Erwartungen, da OpuB ein hoch affiner Cholin Transporter ist und OpuC ein breites
Substratspektrum aufweist. Die Fahigkeit des OpuB Transporters, Carnitin in die Zelle zu
transportieren, konnte bisher nicht gezeigt werden [37] und ist demnach eine unerwartete neue
Erkenntnis (Abbildung 8). Untersucht man das Wachstum der Stamme, in denen kein SBP
(OpuBC oder OpuCC) mehr vorhanden ist, ist deutlich zu erkennen, dass beide Stamme nicht
mehr in der Lage sind kompatible Solute als Osmoprotektiva unter hochosmolaren
Bedingungen zu nutzen. Das Wachstum der Stamme LTB15 und LTB14 gleicht dem des
Ausgangsstammes TMB118, in dem keine Opu Transporter mehr vorhanden sind (Abbildung
8). Das Fehlen des SBP in den ABC Transportern OpuB und OpuC fuhrt folglich dazu, dass
die Substrate nicht mehr gebunden und an die TMD weitergegeben werden kénnen. Dadurch
ist es den Zellen nicht mdglich unter Salzstress die kompatiblen Solute in die Zelle zu

transportieren und eine Protektion ist nicht mehr méglich [46].
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Abbildung 8: Osmoprotektionsassay verschiedeneB. subtilis Stamme unter hyperosmotischen
Bedingungen.

Die Kulturen wurden in SMM mit 1.2 M NaCl und in Ab- (rot) und Anwesenheit von 1v@fdchiedener
kompatibler Solute 17 Stunden kultiviert und anschlieBend digz&Ophotometrisch bestimmt. Die
Wachstumsanalyse wurde mit zwei biologischen Parallelen durchgefiihrt aus denen sich der Mitidlwert
die Standardabweichung ergibt.

Um zu untersuchen, ob es moglist das SBP eines ABC Transporters mit dem eines anderen
aber nah verwandten ABC Transporters auszutauschen, wurden zwei hybride ABC
Transportsysteme aus OpuB und OpuC konstruiert, da die Komponenten sehr hohe
Aminosauresequenzidentitaten aufweisen (84% fur die NBDs OpuBA/OpuCA, 85% fir die
TMDs OpuBB/OpuCB bzw. OpuBD/OpuCD und 71% fur die reifen SBPs OpuBC/OpuCC).
Diese hybriden ABC Transportsysteme wurden dann auf ihre Funktionalitat mit Hilfe eines
Osmoprotektionsassays getestet. Hierbei entstand durch die Transformation des Stammes
TMB118 mit dem Plasmid pChen®duB Operon, anstelle despuBC Gens besitzt dieses
Plasmid an gleicher Stelle daspuCC Gen aus demopuC Operon) das Konstrukt
2SX% " %& 2SX&& NXU] 2SX% 2SS XAEgekehiE Erntsda@dX Quich die
Transformation von TMB118 mit dem Plasmid pCheafuC Operon, anstelle despuCC

Gens besitzt dieses Plasmid an gleicher Stelleoga8C Gen aus denopuB Operon) das
Konstrukt OpX &CC::OpuBC, kurz OpuC::OpuBC) [46].
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Abbildung 9: Schematischer Aufbau des hybriden ABC Transporters OpuB::OpuCC.
In blau sind die Komponenten das OpuB Systems (TMDs, NBDs) und in rot die Komponente des OpuC
Systems (SBP) gezeigt.

Mittels Western Blot Analysen sollte zunachst nachgewiesen werden, ob di deBP
konstruierten hybriden ABC Transporter exprimiert und produzZzétUGHQ 'LH $QWLN|U S
2SX%& (UNHQQOXQJ YRQ 2SX%& XQG VFKZIFKHOPUCAJNHQQ X
(Erkennung von OpuCC) dienten hierbei als Erstantikdrper [37]. Die Stamme JH642, CCB2,
CCB3, LTB10, LTB16 und TMB118 wurden unter gleichen Bedingungen ime
Osmoprotektionsversuch bei 1.2 M NacCl kultiviert und die Proben bei eines @ih 1 wie

in 332 EHVFKULHEHQ JHHUQWHW (V ZXUGH PLWOmMBIOHQ 6WI
SQWLVHUXP XQG H L@puaZCOARNSerBrh traBdefahrt (siehe 3)58uf GHPR

OpuBC Blot ist erkennbar, dass das OpuBC SBP sowohl in den Kontrollstammen JH642 und
CCB2 als auch im hybriden Transporter OpuC::OpuBC des Stammes LTB16 produziert wird
(Abbildung 10). Die Bandendicke des Stammes LTB16 ist vergleichbar zum Kontrollstamm
CCB2. Auf dem gleichen Blot ist zu sehen, dass das Protein OpuCC in den Stammen JH642,
CCB3 und LTB10 ebenfalls vom Antikdrper erkannt wurde, jedoch schwécher. Ebenfalls wird
deutlich, dass das Bandensignal im Stamm LTB10 im Vergleich zur Kontrolle CCB3
VFKZIFKHU LVW 'LHVH $X0du@O BbNniothWwerddDt@ctt wekRden. Dem
Anschein nach wird das SBP im hybriden Konstrukt OpuB::OpuCC in geringeren Mengen
produziert als im Wildtyp OpuB Konstrukt (Abbildung 10) [46]. Es konnte jedoch durch dieses
Experiment fur beide Konstrukte sichergestellt werden, dass die SBP in den jeweiligen

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

Verschiedend. subtilisStamme wurden in SMM mit 1.2 M NaCl bis zu einers@®on 1 kultiviert

und die Zellpellets anschlieBend wie in 3.5.7 beschrieben fir eine SDS-PAGE mitefesaidm
Western Blot und Immunodetektion aufbereitet. Der Antikorged JH Q 2 S >OluBC) .erkennt
neben dem Protein OpuBC auch OpuCC, allerdings ist die Bindung zu OpuCC schlechtauf37]
gleicher Hohe auf der OpuBC detektiert wird, kann ebenfalls ein weiteres unbeknuié@s in allen
SpuuHQ GHWHNWLHUW ZHUGHQ 'HWOMQGOY hihdpt)etissthlidHichHigs Rretik &
OpuCcC [37].

In Abbildung 8 konnte bereits gezeigt werden, dass die SBPs OpuBC bzw. OpuCC der
Transporter OpuB und OpuC essentiell fir den osmoprotektiven Schutz der Zellen unter
hyperosmotischen Bedingungen sind. Ohne SBP fand kein Transport der kompatiblen Solute
statt und die jeweiligen Stamme waren nicht in der Lage zu wachsen. Um zu testen, ob die
konstruierten hybriden ABC Transporter funktionell sind wurden diese Stamme ebenfalls in
Hochsalzmedium (1.2 M NaCl) in An- und Abwesenheit von kompatiblen Soluten kultiviert
und die OB7g hach 17 Stunden gemessen.

Die Kontrollstamme JH642, TMB118, CCB2 und CCB3 zeigten das erwartete
Wachstumsmuster wie in Abbildung. ®ie B. subtilis Stamme, die die hybriden ABC
Transporter besitzen, wurden durch die Zugabe verschiedener kompatible Solute im
Hochsalzmedium unterschiedlich gut protektiert (Abbildung 11), was darauf schliel3en lasst,
dass beide Transportsysteme funktionell sind. Es konnte somit durch das Implantieren eines
fremden SBP ein ABC Transportsystem konstruiert werden, was in der Lage ist die Substrate
in die Zelle zu transportieren [46]. Durch den hybriden ABC Transporter OpuB::OpuCC konnte
der Stamm LTB10 nun nicht nur mit Cholin und Carnitin, den natirlichen Substraten des OpuB
Systems, wachsen sondern war in der Lage mit allen weiteren getesteten kompatiblen Soluten
auf eine Olg7g von mindestens 1.5 zu wachsen. Das Wachstum ohne Osmoprotektiva war im
Vergleich hierzu nur sehr schlecht und es konnte nur eings®@n etwa 0.5 erreicht werden.

Vor allem die kompatiblen Solute Glycin Betain, Prolinbetain, DMSP, Crotonobetairbund
Butyrobetain scheinen neben Cholin und Carnitin tber das hybride Konstrukt OpuB::OpuCC
gut aufgenommen zu werden. Lediglich mit Homobetain und Cl@!8ulfat wuchs der

Stamm etwas schlechter (bis auf eines@on etwa 1.5). Das Substratspektrum des hoch
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spezifischen OpuB Transporters konnte durch das Implantieren des OpuCC SBP das
Substratspektrum des nattrlichen OpuC ABC Transporters erlangen. Allerdings ist ebenfalls
erkennbar, dass der hybride Transporter im Stamm LTB10 im Vergleich zum OpuC System im
Stamm CCB3 scheinbar ineffizienter ist. Betrachtet man nun das Wachstum des zweiten
Konstruktes OpuC::OpuBC im Stamm LTB16 ist erkennbar, dass dieser nur noch in der Lage
ist mit den kompatiblen Soluten Cholin und Carnitin bis auf eingz&@n 3 zu wachsen. Die
Substrate Prolinbetain, Homobetain, ChdlBulfat, Crotonobetain und5Butyrobetain

zeigen nur eine sehr schwache Osmoprotektion und diese Kulturen wuchsen nur autgine OD
von etwa 1 (Abbildung 11) [46].

Abbildung 11: Osmoprotektionsassay verschiedeneB. subtilis Stdmme unter hyperosmotischen
Bedingungen zur Bestimmung des Substratspektrums.

Die Kulturen wurden in SMM mit 1.2 M NaCl und in Ab- (rot) und Anwesenheit von 1vaidchiedener
kompatibler Solute 17 Stunden Kkultiviert und anschlieRend digz€Oihotometrisch bestimmt. Die
Wachstumsanalyse wurde mit zwei biologischen Parallelen durchgefuhrt aus denen sich der Mittdlwert
die Standardabweichung ergibt.

Der hybride ABC Transporter OpuC::OpuBC hat aufgrund der Implantation des SPB OpuBC
das Substratspektrum des spezifischen OpuB ABC Transporters bekommeiceumdrsa
Zusammenfassend kann aus diesem Experiment geschlossen werden, dass es moglich war
funktionelle hybride ABC Transporter aus OpuB und OpuC zu konstruieren und dass das

jeweilige SBP das Substratspektrum des Transporters determiniert [46].

4.1.2 Kinetische Parameter von OpuB::0OpuCC und OpuC::OpuBC
Der Wachstumsversuch unter Salzsstress konnte zeigen, dass der hybriden ABC Transporter

OpuB::OpuCC das Substratspektrum des OpuC Transporters und der hybride OpuC::OpuBC
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Transporter das Spektrum des OpuB Systems erlangt hat. Das Implantieren von OpuCC fihrte
also zu einer Erweiterung und die Implantation von OpuBC zu einer Spezifizierung des
Substratspektrums. Um beide Systeme im Detail zu studieren, wurden Transport Experimente
mit radioaktiv markierteril-1*C]-Glycin Betain, fnethyt**C]-Cholin Chlorid und N-methy}
14C]-Carnitin  Hydrochlorid durchgefiihrt. Die Aufnahme der Substanzen folgte einer
Michaelis-Menten Kinetik, wortber die kinetischen Paramé{ak undKn, Uber einen Fit mit

dem Programm GraphPad Prism kalkuliert werden konnten.

Das Konstrukt OpuC::OpuBC kann im Vergleich zum OpuC System nun nur noch Cholin und
Carnitin transportieren. Die Affinitat des hybriden Transporters zu diesen Substraten ist im
Vergleich zum OpuB Transporter in etwa gleichgeblieltén\Wert von 3 uM fur Cholin und

1.14 mM fr Carnitin im Vergleich zu 6 uM fur Cholin und 3.7 mM zu Carnitin) (Tabelle 13)

Die maximale ReaktionsgeschwindigkeitVmgy) des hybriden OpuC::OpuBC ABC
Transporters liegt bei 124 nmol rfirmg proteint fir Cholin und bei 308 nmol mihmg
protein* fir Carnitin [46]. Da bei der Geschwindigkeit des Transportprozesses nicht nur das
SBP, sondern auch die TMD und die NBD beteiligt sind, sollt&gdgiWert nicht nur mit dem

OpuB, sondern auch mit dem OpuC System verglichen werden. Es fallt auf, ddss.tiéert

des hybriden Transporters fur beide Substrate héher ist als im OpuB und im OpuC Wildtyp
System (Tabelle 13). Der hybride Transporter OpuB::OpuCC kann im Vergleich zum OpuB
System nun sieben kompatible Solute mehr aufnehmen. Es wurde also nicht nur der Transport
von Cholin und Carnitin gemessen, sondern auch der von Glycin Betain. Vergleicht man die
Affinitaten des OpuB Transporters mit implantiertem OpuCC mit dem des OpuC Wildtyp
Systems féllt auf, dass diese nahezu identisch sind (Tabelle 13). Der Wildtyp OpuC Transporter
besitzt einm von 5 uM fur Glycin Betain, 27 pM fir Cholin und 8 pM fur Carnitin, wahrend

das hybride OpuB::OpuCC System elagvon 6 uM fiur Glycin Betain, 26 uM fir Cholin und

4 uM far Carnitin aufweist. Die maximale Reaktionsgeschwindigkeit des hybriden
Transporters ist allerdings mit 20 nmol rhimg protein fir Glycin Betain, 14 nmol mibimg

protein? fir Cholin und 14 nmol mih mg proteint fir Carnitin deutlich schlechter im
Vergleich zu den Wildtyp Systemen OpuB und OpuC. Dieses hybride Konstrukt ist demnach
ineffizienter als das OpuC System, obwohl das Substratspektrum gleich ist. Dennoch ist die
Transportleistung ausreichend fiir eine Akkumulation von kompatiblen Soluten, um osmotisch
gestresst®. subtilisZellen zu schiitzen (Abbildung 8)1[#6].
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Zunachst wurde mittels Western Blot und Immunodetektion des SBPs OpuCC ausgeschlossen,
dass das Protein OpuCC massiv und in zu hohen Mengen produziertseadegs es
maoglicherweise Nebeneffekte geben wirde. Die Stdmme, in denen das KongtrtkipBCC
eingebracht wurde, wurden hierfiir unter hochosmolaren Bedingungen kultiviert und der Spank
Promotor mit 1mM IPTG induziert. In Abbildung 12A ist der Immunoblot zu sehen, auf dem
GDV 3URWHLQ 2SX&&O0OpUOW AntikOrpers GdiWtiert wurde. Ist der ABC
Transporter OpuC bereits vorhanden, ist eine Bande fiir das SBP OpuCC bereits ohne IPTG
Induktion (Spur 1) sichtbar. Dieses Signal wird starker, wenn das<&puCC Konstrukt
zusatzlich exprimiert wird (Spur 2). In allen weiteren Spuren sind Zellextrakte von Stammen
aufgetragen, in denen kein intaktes OpuC Transportsystem vorhanden ist, weshalb ohne IPTG
Induktion keine Bande fur das SBP OpuCC vorhanden ist. Wird das KonstpeicopuCC
wiederum induziert, kann das gebildete OpuCC in allen Stammen nachgewiesen werden (Spur
4, 6 und 8). Wie zusatzlich im SDS Gel ersichtlich ist, wurde das Protein nicht massiv
Uberproduziert (Abbildung B), sodass physiologische Experimente mit diesen Stammen
(LTB35, LTB36, LTB37 und LTB38) durchgefuhrt werden konnten.

A

Abbildung 12: Detektion von OpuCC in verschiedenerB. subtilis Stammen mittels Western Blot und
Immunodetektion.

Die B. subtilisStamme wurden in SMM mit 1.2 M NacCl bis zu einers@®on 1 kultiviert. In allen getesteten
Stammen ist das IPTG-induzierbare KonstruftdRopuCCvorhanden, sodass jeder Stamm ohne (-IPTG)
und mit (+IPTG) 1 mM IPTG kultiviert wurde. Die Zellpellets wurden anschlieReadw8.5.7 beschrieben

fr eine SDS-PAGE mit anschlieRendem Western Blot und ImM@@uHW HNWLRQ DXIEHUHLWHW
OpuCC wurde verwendet, um diese Proteine spezifisch detektieren zu kénnen, da dieser Antikdgser nur
SBP OpuCC bindet. (A) Zu sehen ist der Western Blot, auf dem das OpuCC SBP detakdiertB) Das
Referenzgel zeigt, dass die Normierung auf eine einheitliche Zelldichte gelungen ist.
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In Abbildung 13 ist ein Osmoprotektionsassay zu sehen, in deB digtilisStamme, die alle

das Konstrukt BancopuCC enthielten, in SMM nt 1.2 M NaCl kultiviert wurden und die
ODs7gnach 17 Stunden gemessen wurde. Zusatzlich wurden 1 mM Glycin Betain, 1 mM Cholin
und 1 mM IPTG zur Induktion des Spank Promotors zugegeben. Als Kontrolle diente jeweils
eine uninduzierte Kultur ohne IPTG. Der Stamm LTB35 (Opusd bereits ohne IPTG Zugabe

in der Lage bei Hochsalz mit Glycin Betain und Carnitin zu wachsen, da beide kompatiblen
Solute durch das OpuC System transportiert werden kénnen und folglich die Zelle protektiert
ZHUGHQ NDQQ (LQH A=XVFKDOWXQJ® YRQ 2SX&& NDQQ GHQ
beschleunigen, da mit IPTG eine vergleichbarefBrreicht wurde. Betrachtet man nun das
Wachstum der Stamme LTB37 (OpuUCC) und LTB38 (OpuBBC) ohne IPTG wird deutlich,

dass ein SBP erforderlich ist, um Wachstum bei Hochsalz mit kompatiblen Soluten zu
ermoglichen. Wird nun das Konstruki,RixopuCCdurch die Zugabe von IPTG induziert, ist

im Stamm LTB37 (OpuCCC) das gleiche Wachstum mit Glycin Betain und Cholin zu
erkennen, wie auch im Wildtypsystem LTB35 (Abbildung 13). Das einzeln exprimierte Protein
OpuCC kann nun mit dem SBP-losen Transporter O@&(Cein funktionales Transportsystem
bilden und den Transport von Glycin Betain und Cholin vermitteln. Das synthetisch produzierte
Protein OpuCC ist demnach funktionell. Der Transport der kompatiblen Solute wird im Stamm
17 % 2S X% " %& HEHQIDOOV GXUFK GLH 3URGXNWLRQ GHV 2
Stamm ohne IPTG kaum Wachstum mit Glycin Betain und Cholin zeigegy{@ih etwa 0.8),

so wuchs dieser nun nach Induktion mit Glycin Betain auf eingz§30n 1.5 und mit Cholin

auf eine Oz von 2.5 (Abbildung 1B Der Stamm LTB36 besitzt ein intaktes OpuB System,

in dem auch das SBP OpuBC vorhanden ist. Ohne IPTG-Zugabe, also ohne Induktion des
Konstruktes EhankOpuCG kann dieser Stamm unter Hochsalzbedingungen nur mit dem
kompatiblen Solut Cholin bis auf eine & von 4 wachsen, da der OpuB Transporter
hochspezifisch fur Cholin ist und Glycin Betain nicht transportiert werden kann [37]. Wird nun
das OpuCC zusatzlich durch IPTG-Zugabe produziert, so ist dieser Stamm nun in der Lage
ebenfalls Glycin Betain als Osmoprotektivum zu nutzen und ebenfalls auf efgvoD4 zu

wachsen.
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Abbildung 13: Osmoprotektionsassay ohne und mit ektopischer Expression des Gens OpuCC in
verschiedenerB. subtilis Stammen.

Alle getesteten Stdmme besitzen das IPTG-induzierbgsg@puCC Konstrukt zur zusétzlichen
ektopischen Expression degpuCCGens. Die Stdmme wurden in SMM mit 1.2 M NaCl ohne kompatibles
Solut und mit 1 mM Glycin Betain oder Cholin und in An- und Abwesenheit von 1 117 Stunden
kultiviert und anschlieBend die @3 gemessen. Die Wachstumsanalyse wurde mit zwei biologische
Parallelen durchgefihrt aus denen sich der Mittelwert und die Standardabweichung ergibt.

Dieses Wachstumsexperiment wurde nun mit dem Stamm LTB3#B@miederholt und es
wurden alle kompatiblen Solute zugegeben, die durch den ABC Transporter OpuC
naturlicherweise transportiert werden koénnen. Ohne IPTG zeigt sich der typische
Wachstumsphanotyp eines OpuBtammes (Abbildung 14). Der hochspezifische
Cholintransporter kann nur Cholin und weniger gut Carnitin in die Zelle schleusen und somit
dem Stamm vor Osmostress schitzen [46]. Als positive Wachstumskontrolle wurde das
kompatible Solut Prolin verwendet, da dieses Substrat Giber das Einkomponentensystem OpuE
transportiert wird [41], welcher in allen verwendeRersubtilisStammen intakt ist. Die IPTG-
abhangige Expression desp&0puCC Konstruktes fiihrt nun zu einer Erweiterung des
Substratspektrums des intakten OpuB Transporters, da mit allen kompatiblen Soluten
Wachstum im Hochsalzmedium méglich war (Abbildung 18). Das Substratspektrum des OpuC
Transporters konnte nur durch daQdiHOQ A]XJHVFKDOWHWH?3 2SX&& 6%3 HU
davon ausgegangen werden kann, dass das Protein Qpw@O effektiv mit den TMD des

OpuB Transporters interagieren kann, obwohl das eigene OpuBC SBP ebenfalls vorhanden

war.
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Microbial Genome and Microbiome Database (iMG/M) des Joint Genome Institute of the US
Department of Energy [137] konnten 156 Stamme aus der G&aailgusausgewahlt werden

Hierbei wurde darauf geachtet, dass nur jeweils ein Vertreter pro Spezies gewahlt wurde, in
dem auch ein Datensatz zur 16S rDNA aus der SILVA Datenbank [1] vorhanden war und dass
alle vier Gene, die den Transporter kodieren, vorhanden waren. In diesem Datensatz von 156
Bacillus Stammen wurde nun eine BLAST Analyse mit der Aminosauresequenz des Proteins
OpuCC als Ausgangsequenz durchgefihrt. Bei dieser Suche wurden nicht nur OpuCC
Homologe gefunden, sondern, aufgrund der hohen Sequenzidentitat, ebenfalls OpuBC
Homologe und solche Proteine, bei denen das SBP an die TMD anfusioniert ist. Diese
Transporter bestanden aus nur zwei Genen im Operon, wéhrend die OpuB-Typ und OpuC-Typ
Transporter aus vier Genen bestanden und werden erst im Kapitel 4.3 n&her analysiert. Alle
gefundenen Sequenzen der OpuBC-Typ und OpuCC-Typ Proteine wurden dann Bit den
subtilisOpuBC und OpuCC Aminosauresequenzen verglichen, um zu klassifizieren, ob es sich
in dem jeweiligen Stamm um ein OpuB- oder OpuC-Typ Transporter handelt. Da es sich bei
den SBPs um die am wenigsten konservierte Komponente handelt, eignen sich die SBPs am
besten fur die Unterscheidung zwischen OpuBC und OpuCC. In den 156 unterBadilles
Genomen wurden insgesamt 210 OpuBC- und OpuCC-Typ SPBs gefunden. 29 Proteine
wurden als OpuBC-Typ SPB und 81 Proteine als OpuCC-Typ SBP Klassifiziert (Abbildung
17).Diese wurden nun auf den phylogenetischen Stammbaum, der mit Hilfe der 16S DNA der
SILVA Datenbank und dem Online-Tool iTOL [131] erstellt wurde, projiziert (Abbildung 15).
Auffallig ist, dass das Protein OpuCC (rote Box), und somit auch der ABC Transporter OpuC
deutlich haufiger und auch friiher gefunden wurde. Es gibt Batitlus Stdmme, in denen
mehrere OpuCC Proteine vorhanden sind und 29 Stamme, in denen sowohl OpuBC (blaue Box)
als auch OpuCC gefunden wurde. Vor allem fallt aber auf, dass das OpuB Transportsystem nur
in einer kleinen Gruppe ddBacillus Stamme auftaucht. Diese Gruppe befindet smh
Stammbaum ganz unten, was darauf hinweist, dass diese StammeP@®ReGHUQVWHQ"
untersuchtemacillus Stdmme sind. Einzig ein Stamm, der neben dem OpuC Transporter ein
OpuB System besitzB( sonorensi&12) ragt aus dieser Gruppe geringfiigig heraus (Abbildung
15). Interessanterweise gibt es keinen Stamm, der nur den OpuB ABC Transporter nicht aber
das OpuC System besitzt. Hierbei muss aber beachtet werden, dass nur ein Teil detenspizier
Genome vollstandig sequenziert wurde (schwarzer Punkt). Die phylogenetische Analyse der
beiden ABC Transporter OpuB und OpuC legt nahe, dass der OpuC Transporter, und somit der
ABC Transporter mit dem grof3eren Substratspektrum, in der Evolution friiher vorkam als der

spezifische OpuB Transporter, was die Hypothese einer Genduplikation bestarkt.
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Abbildung 15: Phylogenetische
Verbreitung von OpuB und OpuC ABC
Transporter in der Gattung Bacillus.
Dargestellt ist ein phylogenetische
Stammbaum der Gattung Bacillus
basierend auf der 16S rDNA der genutzl
Stamme. Es wurde ein Stamm pro Spe:z
ausgewahlt fir den 16S rDNA Datenind
SILVA Datenbank [1] vorhanden ware
(156 Bacillus Stamme. Schwarze Punk
zeigen vollstdndig sequenzierte Stamn
Als A2XWJIJURXS?® GLHQWH !
GattungClostridium(gelb). Anschlie3enc
wurde eine BLAST Analyse mit diese
Stammen durchgefiihrt. Die  Aminc
sauresequenz des SBPs OpuCC die
hierbei als Ausgangssequenz. Al
gefundenen OpuBC-Typ bzw. OpuC(
Typ Proteine wurden durch eine
Aminosauresequenzvergleich mit OpuE
und OpuCC aus. subtilisalso OpuBC-
Typ (blaue Box) bzw. OpuCC-Typ (rot
Box) definiert. Die genaue Durchfihrun
wird in Kapitel 4.1.2 beschrieben.
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4.3.2 Aminosauresequenzvergleich von OpuBC und OpuCC

Um die in Kapitel 4.1.1 gefundenen SBPs nadher zu betrachten, wurden die
Aminosauresequenzen aller Proteine mit Hilfe eines Aminosauresequenzvergleichs (Online
Tool MAFFT [132]) miteinander verglichen um konservierte und wichtige Bereiche der SBPs
zu identifizieren. In Abbildung 16 ist ein Aminosauresequenzvergleich der OpuBC und OpuCC
SBPs dargestellt, die aus den RB8cillus Stammen stammen, welche beide Bindeproteine
besitzen. Ein Sequenzvergleich aller 108 gefundenen Proteine ist im Anhang zu finden
(Abbildung 60). Hieraus kann enthommen werden, dass die vier Tyrosine, welche in OpuBC
und OpuCC auB. subtilisdie aromatische Bindetasche bilden (Abbildung 7, Kapitel 2.2.3), in
allen gefundenen SBPs hoch konserviert sind. Es liegt also nahe, dass auch die durch die
BLAST-Analyse gefundenen Proteine ebenfalls in der Lage sind Substrate mit einer
Trimethylammoniumgruppe wie Glycin Betain oder Cholin mittels Kat@nteraktionen zu

binden. Pittelkowet al und Duet al. konnten bereits zeigen, dass zusatzlich die Aminosaure

an der Stelle 74. des SBPs (ohne Signalsequenz) an der Stabilisierung und der Bindung der
Liganden beteiligt ist. Im Sequenzvergleich der OpuBC- und OpuCC-Typ Proteine ist
erkennbar, dass sich an dieser Position entweder ein Aspartat (BiesubtilisOpuBC) oder

ein Threonin (wie inB. subtilisOpuCC) befindet (Abbildung 20).
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Abbildung 16: Aminosauresequenzvergleich der OpuBC-Typ und OpuCC-Typ aus den 2Bacillus
Stammen, die jeweils eian OpuB-Typ und einen OpuC-Typ ABC Transporter besitzen.

Dargestellt sind die Aminosauresequenzen von OpuBC-Typ (blaue Seitenmarkierung) und OpuCC-Typ
(blaue Seitenmarkierung) SBPs ohne Signalsequenz. Schwarze Pfeile markieren die konservierten Tyrosine,
die die aromatische Bindetasche formen. Der rote Pfeil markiert die Position 74, welchessbandair

Bindung der kompatiblen Solute beteiligt ist. In den OpuBC Bindeproteinen befindet siginhdepartat

(D) und in OpuCC Proteinen ein Threonin (T).

Um zu analysieren, ob es sich bei den gefundenen OpuBC-Typ Proteinen ebenfalls immer um
ein Aspartat und bei den OpuCC-Typ Proteinen immer um ein Threonin handelt, wurde der
AminosauresequenzvergleichH Q XW]W XP H\n&)yse Aig i @és3Online-Tools

iTOL [131] zu generieren. In diesem Sequenz-basierten Bauwden die Proteine anhand ihrer
Aminosauresequenz sortiert. Als Outgroup dienten hierbei drei verschiedene OpuAC SBPs:

OpuAC ausBB. atrophaeusOpuAC au3. amyloliguefaciensubspplantarumund OpuAC aus
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B. subtilis In rot wurden alle Proteine eingeféarbt die eine héhere Aminosauresequenzidentitat
zum B. subtilis OpuCC Protein besitzen und in blau jede, die eine hohere Aminosaure-
sequenzidentitat zul. subtilisOpuBC SBP aufweisen (Abbildung 17). Schliel3lich wurde bei
jedem Protein untersucht, ob sich an der Position 74 des maturen SPBs ein Aspartat (blauer
Punkt) oder ein Threonin (roter Punkt) befindet. Dem Sequenz-basierten Baum aus Abbildung
21 kann demnach entnommen werden, dass alle OpuBC-Typ Proteine an besagter Position ein
Aspartat und alle OpuCC-Typ Proteine, mit Ausnahme von drei, ein Threonin besitzen. Bei den
drei Ausnahmen befindet sich hier ein Valin, wobei erwdhnt werden muss, dass diese drei
Sequenzen auch in der Konservierung der Aminosauren aus dem Muster fallen. Péatelkow
konnten bereits zeigen, dass B subtilis eine OpuBC-I*A Mutation keine Substrat-
bindefahigkeit mehr besitzt. Anders herum zeigtenebal, dass die OpuCCfD Mutante

nur in der Lage ist Cholin, nicht aber Glycin Betain und Carnitin zu binden. Beide Studien
unterstreichen die Bedeutsamkeit der Aminosaure an Position 74, allerdings wurden nur
vitro Analysen mit den gereinigten Proteinen durchgefuhrtjrdigvo-Funktionalitat wurde

bisher nicht untersucht. In den folgenden Kapiteln soll durshvo-Experimente untersucht
werden, ob die Aminosaure an Position 74 in den SPBs OpuBC und Opu@®C sasilisan

der Substratbindung beteiligt ist und ob sie sogar die Substratspezifitit des ganzen ABC

Transporters determiniert.
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Abbildung 17: Ubersicht der Gruppierung von
OpuBC- und OpuCC-Typ SBPs.

Das Kladogramm stellt alle OpuBC- und OpuC
Typ Proteine innerhalb der 158 getestd&anillus

Stdmme und basiert auf einem Amin
sauresequenzvergleich dieser Proteine. /
Aminosdauresequenzen wurden mit der
Proteine OpuBC und OpuCC al. subtilis
verglichen. Proteine mit einer hoheren Seque
identitat zu OpuCC (OpuCC-Typ) befinden sir
auf dem roten Hintergrund und die mit ein
hoéheren Aminosauresequenz zu OpuBC (Oput
Typ) auf einem hellblauen Hintergrunt
Zusatzlich wurden alle Proteinsequenzen

Hinblick auf das Vorhandensein eines Threon
(roter Punkt) oder eines Aspartats (blauer Pur
an Position 74 des reifen SBPs untersucht. [
OpuCC-Typ Proteine besitzen an dieser Stelle
Valin (griner Punkt). Der schwarze Balke
markiert die OpuCC-Typ Proteine, dieBacillus

Stdmmen vorkommen, die ebenfalls ein OpuE
7\S 3BURWHLQ EHVLW]HQ $0\
OpuAC SBPs von drei verschieden&acillus

Stdmmen (gelber Hintergrund).
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4.3.3 Physiologische Charakterisierung der Mutanten OpuBC-D*T und OpuCC-T"“D

Im vorangegangenen Kapitel wurde mit Hilfe von bioinformatischen Analysen festgestellt, dass
es sich bei der Aminosaure an der 74. Position des reifen SBPs bei OpuBC-Typ Proteinen in
der Gattun@Bacillusimmer um ein Aspartat handelt und bei OpuCC-Typ Proteinen immer ein
Threonin vorhanden ist. Det al. und Pittelkowet al. konnten zuvor zeigen, dass diese
Aminosaure an der Substratbindung beteiligt ist. In Abbildung 18 sind die Substratbindetaschen
der SBPs auB. subtilismit den Liganden Glycin Betain fir OpuCC und Cholin fur OpuBC
dargestellt. Aufgestellt sind Aminosauren, die an der Substratstabilisierung beteiligt sind, unter
anderem die vier Tyrosine die die aromatische Bindetasche bilden [115, 116]. Hier kann die
Trimethylammoniumgruppe von Glycin Betain oder Cholin, welche eine positive Ladung
besitzt, Uber Kationdinteraktionen stabilisiert werden. In Rot ist die Aminosaure an Position
74 dargestelltDer Ligand Cholin ist zusatzlich von einem Wassernetzwerk umgeben, welches
zusatzliche Stabilisierung ermdglicht. Vergleicht man die Substratbindetaschen von OpuBC
und OpuCC, fallt sofort auf, dass die vier aromatischen Tyrosine sehr ahnlich angeordnet sind.
Das Glutamin an Position 19 ermoéglicht vermutlich eine Bindung zur Hydroxy- bzw.
Carboxylgruppe der Liganden. Der einzige Unterschied besteht in der Aminosaure an Position
74.

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

Das Protein OpuBC (PDB: 3R6U) ist im Komplex mit Cholin (griin) und OpuCC (FEFR3im Komplex

mit Glycin Betain (blau) dargestellt. Aufgestellt sind die Aminosduren, die aniddury der Substrate
beteiligt sind. In rot ist die Aminosaure an der Position 74 gefarbt; ein Aspartat (OpiBC und ein

Threonin (T) im OpuCC. Wassermolekile sind als blaue Punkte dargestellt.

Im Rahmen der Dissertation von S. Broy konnten durch zielgerichtete Mutagenese Mutanten
erstellt werden, in denen diese Aminosauren ausgetauscht wurden [138]. Es wurden vorlaufige
physiologische sowie kinetische Analysen der Mutanten OpuBT-Dnd OpuCC-T'D
durchgefiuhrt, die andeuten, dass sich das Substratspektrum verandert hat. Durch Western Blot

Analysen wurde ebenfalls nachgewiesen, dass die extrazellularen SBPs vom Wildtyp OpuBC
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bzw. OpuCC und der OpuBCHT bzw. OpuCC-T*D Mutante stabil und im selben MaRe
exprimiert wurden [138]. Zusatzlich wurde die Mutante OpuB€FDn Kooperation mit
Sander Smits der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf mit verschiedenen Liganden
kristallisiert [138]. Im Folgenden werden detaillierte physiologische Experimente und
Transportstudien der Mutante OpuBC?*D aufgezeigt. Hierfiir wurde der mutierte OpuB-
Transporter (OpuB-DIT), in einen Stamm eingebracht, der zum einen keine weiteren Opu-
Transporter mehr besitzt und in dem zum anderen der Repressopute®perons GbsR
deletiert wurde. Hierdurch konnte die Expression des Genclusters fiir das GfiuByBtem
dereprimiert werden, was es ermdglichte durch besseres Wachstum das Substratspektrum
besser zu deuten. Das Wachstumsexperiment der Transportermutante Cpu@side in

diesem Zuge ebenfalls wiederholt.

In Abbildung 19 ist ein Wachstumsexperiment gezeigt, in dem verschiedene Stamme fur 17
Stunden in hochosmolarem Medium (SMM mit 1.2 M NacCl) in An- und Abwesenheit von 1
mM verschiedener kompatible Solute kultiviert wurden. Alle getesteten Stamme besitzen noch
den Prolin Transporter OpuE. Das Wachstum mit Prolin ist demnach in allen Stammen auf den
OpuE zuriick zu fuhren. Die Stamme LTB48, LTB50 und LTB47 besitzen zusatzliojbsiRe
Deletion. Betrachtet man die Kontrollstamme LTB48 und SBB6, in denen jeweils OpuB und
OpuC intakt sind, ist erkennbar, dass alle kompatible Solute in der Lage siBd slibtilis
Stamme trotz Salzstress zu protektieren. Ohne diese Substrate ist nur ein Wachstum auf eine
ODs7g von etwa 0.4-0.5 mdglich. OpuB und OpuC kdnnen in diesen Stammen den Transport
aller kompatibler Solute vermitteln. Die beiden Kontrollstamme LTB50 (OpuBd SBB8
(OpuC) zeigen das typische und erwartete Wachstumsmuster: der &paBm ist in der

Lage mit den kompatiblen Soluten Cholin und Carnitin zu wachsen, wahrend def-OpuC
Stamm auch mit allen weiteren getesteten Substraten wachsen kann. Vergleicht man nun das
Wachstum des Stammes LTB47 (OpuBtTD) mit dem des Kontrollstammes LTB50 (Op)B

wird sofort ersichtlich, dass sich das Substratspektrum erweitert hat. Alle getesteten
kompatiblen Solute kdnnen durch den mutierten OpuB Transporter in die Zelle gelangen und
diese in vollem Mal3e protektieren, sodass dieser ABC Transporter nun das breite
Substratspektrum des OpuC-Systems erlangen konnte (Abbildung 19). Im Gegenzug zeigt die
ODs7s-Messung des Stammes SBB10 (Opul®D), dass hier ebenfalls das Substratspektrum
durch den Aminosaureaustausch im Vergleich zum OpuC Wildtyp System verandert hat. Die
kompatiblen Solute Prolinbetain, Homobetain und DMSP zeigen keinerlei Osmoprotektion und
die des Substrates Glycin Betain hat sich drastisch verschlechtert. Mit den kompatiblen Soluten
Cholin, Carnitin, Crotonobetain ungButyrobetain war der Stamm in der Lage auf eine®D

66



Ergebnisse

von 2-2.3 zu wachsen. Es wurde in diesem Falle also nicht durch das Einfligen der Aminosaure
Aspartat das Substratspektrum des OpuB Wildtypsystems erreicht, allerdings wurde das breite
Substratspektrum des OpuC Systems durch diese Mutation deutlich spezifischer.

Abbildung 19: Osmoprotektionsassay verschiedeneB. subtilis Stamme unter hyperosmotischen
Bedingungen zur Bestimmung des Substratspektrums.

Die Kulturen wurden in SMM mit 1.2 M NaCl und in Ab- (rot) und Anwesenheit von lvaidchiedener
kompatibler Solute 17 Stunden kultiviert und anschlieRend digzéOphotometrisch bestimmt. Die
Wachstumsanalyse wurde mit zwei biologischen Parallelen durchgefuhrt aus denen sich der Mittdlwert
die Standardabweichung ergibt.

Die Veranderung der Substratspektren durch den einen einzelnen Aminosaureaustausch konnte
zusatzlich in Wachstumskurven mit den ausgewahlten kompatiblen Soluten Glycin Betain,
Cholin, Carnitin und DMSP und den oben gezeigten Stammen verdeutlicht werden (Abbildung
61). Durch den AminoséaureaustauscilDm SBP OpuBC des OpuB Transporters konnte das
Substratspektrum des OpuC-Systems erreicht werden. Die Aminoséure Threonin an Position
74, die naturlicherweise im OpuCC SBP vorkommt, scheint die Bindung vieler verschiedener
kompatibler Solute zu erméglichen. Die Transportermutante OpfE-Tiat durch den
einzelnen Aminosaureaustausch ebenfalls ein verandertes Substratspektrum erlangt (Abbildung

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

Substrate in diese hineinpassen.

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

Im Folgenden wird die Transportermutante OpuBTDweiter analysiert, da in diesem Fall das
exakte Substratspektrum des OpuC ABC Transporters nur durch das Einfligen der Aminosaure
Threonin auf das OpuB System projiziert wurde. Um das mutierte OgtiBIBansportsystem

und die Erweiterung des Substratspektrums im Detail zu studieren, wurden Transport
Experimente mit radioaktiv markierten 4€]-Glycin Betain, fnethy+*C]-Cholin Chlorid und
[N-methy+4C]-Carnitin Hydrochlorid durchgefiihrt. Die Aufnahme der Substanzen folgte einer
Michaelis-Menten Kinetik. In Abbildung 20 sind die Michaelis-Menten Graphen der einzelnen
Experimente dargestellt. Es wurden wieder die Stdmme genutzt, in denen der Repressor GbsR
nicht mehr vorhanden war (Gb3Rum gleiche Bedingungen im Vergleich zur physiologischen
Analyse zu schaffen. Der Wildtyp OpuB Transporter wurde zuséatzlich in Anwesenheit von
GbsR (GbsR) vermessen, um zu beweisen, dass der Verlust von GbsR keinen Einfluss auf die
Affinitat zum Substratim) hat.

Cholin

Glycin Betain
Carnitin
DMSP

Abbildung 20: Michaelis-Menten Kinetik bei der Aufnahme radioaktiv markierter kompatibler Solute

tber den OpuB,: und OpuB-D’“T ABC Transporter.

Als Substrate wurden radioaktiv markiertes Cholin (3 uM-10 mM, gelb), Glycin Betai{B.5 mM, blau)

und Carnitin (3 uM-1.5 mM, griin) genutzt. Um die Inhibitionskonstante der Mutante OB DMSP

(rot) zu bestimmen, wurde 1 mM dieses Substrates als Inhibitor fir den Glycin Betain Traimgpesgtzt.

Jeder Transport Assay wurde mit zwei unabhangigen Kulturen durchgefiihrt und die Standardabweichung.
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Uber die Michaelis-Menten Kurven wurden die kinetischen ParandgteundKn, tiber einen

Fit mit dem Programm GraphPad Prism kalkuliert und in Tabelle 14 aufgelistet.

Zunachst sollte gezeigt werden, dass GbsR keinen Einfluss auf die Affinitdt des SBPs zum
jeweiligen kompatiblen Solut hat. Dies konnte durch Messung des Cholintransports Uber den
OpuB Wildtyp ABC Transporter gezeigt werden. DerWert liegt im GbsR-Stamm bei 4

MM und im GbsRStamm bei 7 uM. Die Affinitat zu Cholin wurde also durch die Abwesenheit
von GbsR nicht verandert. Einzig die maximale Transportgeschwindidkes) (vird durch

die Derepression der Expression dgsiB Operons im GbsRHintergrund etwa flinffach

verbessert.

Tabelle 14: Kinetische Parameter der OpuB-D“T Mutante.

Transporter Substrat Vmax (nmol min~mg?) Kn/Ki (UM)
OpuB (GbsR") Cholin 361 4+1
OpuB (GbsR) Cholin 183+ 6 7+1
OpuB-D7“T (GbsR) Cholin 148 + 3 691 + 52
Glycin Betain 121+£2 39+3
Carnitin 145+ 2 54 +3
DMSP - 26+ 2

In Abbildungen 19 konnte kein Unterschied in der Osmoprotektion von Cholin, Glycin Betain,
Carnitin und DMSP in salzgestressten Zellen mit dem Op(B-Dransporter festgestellt
werden. Scheinbar reichten 1 mM der kompatiblen Solute aus, um eine volle Protektion bis auf
eine OD7s von etwa 3 zu erreichen. Betrachtet machkgiéKi Werte flr jene Substrate, sind
allerdings Unterschiede erkennbar. Scheinbar wurde durch d&iADstausch im SBP
OpuBC die Bindung zum urspringlich affinen Substrat Cholin etwa 100-fach verschlechtert
(Tabelle 14). Allerdings konnten die Substrate Glycin Betain und DMSP nun ebenfalls durch
das mutierte OpuB Transportsystem transportiert werden. Diese Substrate eKeitNerte

von 39 uM und 26 puM, was bedeutet, dass die neu gewonnen Substrate nur eine funffach
schlechtere Affinitat zum mutierten OpuB4D haben als das natiirliche Substrat Cholin zum
Wildtyp OpuB System. Die Transportleistungméy) war fur alle Substrate mit dem OpuB
Wildtyp Transporter vergleichbar. Diese ist fur eine Akkumulation von kompatiblen Soluten
zum Schutz von osmotisch gestres&esubtilisZellen in allen Féllen ausreichend (Abbildung

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

Um die Bindung der vier Substrate in der Bindetasche des OpUBCSBPs aufzuklaren,
wurden in Broy (2015) in Zusammenarbeit mit Herrn Dr. Sander Smits (Universitat Dusseldorf)
Kristallstrukturanalysen durchgefuihrt [138]. Mit Hilfe dieser Analyse konnten wichtige
Bindungsmotive aufgeklart werden. In Abbildung 21 ist die Architektur der Bindetasche des
OpuBC-D“T Proteins mit Cholin, Glycin Betain, Carnitin und DMSP gezeigt. In allen vier
Kristallstrukturen ist der ,,aromatic cayjebestehend aus vier Tyrosinen, und in rot der
Aminosaureaustausch’fT zusehen. Das Threonin bietet den verschiedenen Liganden im
Vergleich zum Aspartat im OpuBC Wildtyp SBP (Abbildung 18) mehr Platz in der
Ligandenbindetasche (Tabelle 19). Ebenfalls wird in allen Kristallstrukturen deutlich, dass das
Glutamin an Position 19 weiterhin an der Substratbindung beteiligt ist.

Abbildung 21: Architektur der Substratbindetasche der Mutante OpuBC-D"“T.

Zu sehen sind Ausschnitte der Kristallstrukturen des Proteins OpuBC-D74T in Komipl€katin (A),

Glycin Betain (B), Carnitin (C) und DMSP (D). Die zwei verschiedenen und flexibbendben des SBPs

sind in grau und gelb eingefarbt. Die vier Tyrosine, welche die Substratbindetasche formen, und weitere
Aminoséauren, die an der Bindung der Liganden beteiligt sind, sind aufgestellt. Das Threonin, welches
anstelle des Aspartats im Wildtypprotein an Position 74 liegt, ist rot markiertMaasernetzwerk und
mogliche Bindungen sind als schwarz gestrichelte Linie dargestellt und Wassermolekiile als blaue Punkte.
Die PDB-Dateien sind unter folgenden Codes zu auf der RCSB-PDB Webseite (hitpstéisb.org/) zu

finden: 6EYQ (Cholin), 6EYG (Glycin Betain), 6EYL (Carnitin) und 6EYH (DMSP).
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Um zusétzlich Aussagen zu den Ladungsverhaltnissen in der Op{BCNutante im
Vergleich zum Wildtyp OpuBC Protein machen zu kdnnen, wurden nun in Zusammenarbeit
mit Dr. Sander Smits (Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf) mit Hilfe des Programms
PyMOL [134] weitere Berechnungen zur Ladung in den Bindetaschen von OpuBC, OpuCC
und OpuBC-DB*T durchgefiihrt. In Abbildung 22 sind jeweils Ausschnitte der Bindetasche des
OpuBC-D“T Proteins zusammen mit den Liganden Cholin, Glycin Betain, Carnitin und DMSP
dargestellt. Die Oberflache und auch die Reste der Substrate wurden rot gefarbt, wenn sich an
dieser Stelle eine negativ geladene Aminosaure bzw. eine negativ geladene funktionelle
Gruppe, in diesem Falle die Carboxylgruppe, befindet. Eine blaue Farbung kennzeichnet positiv
geladene Aminoséuren bzw. die positive Trimethylammoniumgruppe der Liganden. Die
OpuBC Wildtyp Substratbindetasche besitzt eine generelle negative Ladung, welche durch die
negative Ladung des Aspartats an Position 74 unterstitzt wird (Abbildingi&2olare und

nicht geladene Hydroxygruppe von Cholin wird in dieser Umgebung nicht abgestol3en,
vielmehr kdnnen sich durch die Hydroxygruppe Wasserstoffbriickenbindungen bilden, was das
Cholin zusatzlich im SBP stabilisiert. Cholin ist zudem ein kurzkettiges kompatiblen Solut im
Vergleich zu Glycin Betain, Carnitin und DMSP (Abbildung 55), sodass der Platz in der OpuBC
Bindetasche ausreicht. Die Ladungsverhéltnisse in der Substratbindetasche des OpuCC
SURWHLQV VLHKW GXUFK HLQH AEODXH3® SRVLWLY JHODGH}
Restgruppen der Liganden befindet, anders aus. Die negative Ladung des Aépaetatis

im OpuBC vorliegt, ist durch das Threoffiin OpuCC nicht mehr vorhanden (Abbildung 22)
Gleiches Bild ist in der Mutante OpuBC-iJ mit allen vier Liganden zu sehen. Die negativ
geladene Carboxylgruppe von Glycin Betain, Carnitin und DMSP wird von keiner negativen
Ladung der Bindetasche abgestol3en und kann sogar durch die positive Ladung Bindungen mit
dem SBP eingehen und kann dadurch stabilisiert werden. Dies ware aufgrund der Ladung im

OpuBC Wildtyp Protein vermutlich nicht mdglich.
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vier Genen (NBD, TMD, SBP, TMD), befinden, sondern zusatzlich eine Gruppe, aus denen der
ABC Transporter nur aus zwei Genen besteht (Abbildung 23). Hierbei ist das durch sten Bla
gefundene SPB an die Permeasedoméane des ABC Transporters anfusioniert (Abbildung 23),
sodass diese beiden Komponenten nur aus einem Gen bestehen. Beispiele fur bereits bekannte
derartige Fusions ABC Transporter sind BIlE dusteria monocytogenesvelcher keine
kompatiblen Solute transportiert [87], und OpuA ausctococcus lactis Dieses
Transportsystem ist in der Lage Glycin Betain zu transportieren [86]. Im Folgenden wird der
neuartige Transportertyp aus der GattBagillus OpuF (fusioniertes SBP an Permease-
doméne) genannt. Das TMD-SBP Fusionsprotein wird als OpuFB bezeichnet wahrend das
zweite Gen in diesem Operon, welches fur die ATPase des Transportsystems dqoaliAt,
genannt wird. Die genetische Organisation im Operon ist in Abbildung 23A dargestellt. Da der
ABC Transporter nur aus zwei Genen kodiert wird, wird vermutet, dass sich der Transporter
aus einem Homodimer zusammensetzt. Eine schematische Darstellung des Transporters ist

Abbildung 23B zu entnehmen.

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

(A) Gezeigt ist zum einen die genetische Organisation der @errdundopuFB(A) und eine schematische
Darstellung des ABC Transporters (BpuFAkodiert fiir eine ATPase (griin) urgpuFB kodiert fur das
fusionierte TMD-SBP Protein (blau, rot). Die gewellte Linie deutet an, dass die SBP Donhdlee "D
Uber einen flexiblen Linker verbunden ist. Zum Vergleich ist ebenfallspl#SOperon und der Aufbau des
OpuC Transporters gezeigt. Hierbei ist das SBP Uber eine Lipid-Modifikation in der Membran verankert.
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Um zunéchst festzustellen, in wie vieBacillus Stdammen dieser neuartiger ABC Transporter
vorkommt, wurde wie in 4.3.1 beschrieben erneut ein phylogenetischer Stammbaum basierend
auf der 16S rDNA Sequenz aus Stdammen der GatBauylus erstellt [131] [1]. Bei der
Auswahl der Stamme wurde wie in 4.3.1 beschrieben vorgegangen. Verglichen zum
phylogenetischen Stammbaum in Abbildung 15 wurdenB&8illus Stamme zusétzlich
analysiert, sodass insgesamt nicht 157, sondern 175 Stamme der Gaitulug betrachtet
wurden. Die Blast Analyse ergab 237 Treffer mit OpuCC als Ausgangssequenz. Wurden die
Proteine aussortiert, welche im typischen OpuB- bzw. OpuC-Typ Operon, bestehend aus vier
Genen lagen, so wurden noch 112 Treffer fur SBPs gefunden, in denen das Protein fir das SBP
an die Permeasedomane anfusioniert war. Diese Proteine wurden nun auf den neuen
phylogenetischen Stammbaum projiziert. Die hohe Anzahl an Treffern (112) fir diesen
neuartigen ABC Transporter OpuF lasst bereits vermuten, dass dieser Typ weit verbreitet ist.
In Abbildung 24 ist diese Verteilung dargestellt. Es wird deutlich, dass der fusionierte ABC
Transporter in der GattunBacillus gleichmaRig verteilt ist. Lediglich in den evolutionéar
Aingster? Stammen ist dieser Transportertyp nicht mehr zu finden. Aus Abbildung 15 wird
HUVLFKWOLFK reoberméred Qaciuskbiammenivorwiegend der hochspezifische
OpuB Transporter vorliegt. Neun der analysierten Stamme besitzen zwei OpuF
Transportsysteme, sodass insgesamt 101 deBaZhlus Stamme (58%) einen fusionierten

ABC Transporter besitzen. Hierbei sei zusatzlich gesagt, dass nicht alle in dieser Analyse
einbezogenen Stdmme vollstandig sequenziert sind (vollstdndig sequenzierte Stamme wurden
mit einem schwarzen Punkt markiert), sodass nicht ausgeschlossen werden kann, dass noch

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

Dargestellt ist ein phylogenetische
Stammbaum der GattungBacillus
basierend auf der 16S rDNA de
genutzten Stdmme. Es wurde ein Stan
pro Spezies ausgewahlt fur den 1f
rDNA Daten in der SILVA Datenbank [1
vorhanden waren (17acillus Stamme)
Schwarze Punkte zeigen vollstand
VHTXHQ]JLHUWH 6WIPPH
dienten zwei Stdmme der Gattur
Clostridium (gelb). AnschlieRend wurdt
eine  BLAST Analyse mit dieser
Stammen durchgefihrt. Die Aminc
sauresequenz des SBPs OpuCC die
hierbei als Ausgangssequenz. Al
gefundenen OpuBC-Typ bzw. OpuC(
Typ Proteine wurden aussortiert. D
gefundenen OpuFB Proteine wurde
wenn ebenfalls die ATPase OpuF
vorhanden war, auf den phylogenetisch
Stammbaum projeziert (griine Box).

Die weite Verbreitung des fusionierten ABC Transporter Typ in der GaBaweglus lasst

vermuten, dass dieser fir die jeweiligen Stamme eine wichtige Rolle spielt. Um herauszufinden,
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ob OpuF-Typ Transporter auch auf3erhalb der GatBagjllus vorkommen, wurde eine
erweiterte Blast-Suche in der Ordnung Bacillales durchgefiihrt (Abbildung 25). Hierbei wurden
allerdings nur alle vollstandig sequenzierten Stamme analysiert. Auch eine 16S rDNA Sequenz
war fur diese Analyse nicht notwendig. Die Gattun@eawillus (286 Stamme)l.isteria (84
Stamme)Paenibacillus(50 Stamme) un&taphylococcugl80 Stamme) machen den groldten

Teil dieser Analyse aus (Abbildung 29). Bemerkenswerterweise besitzehisteda- und
Staphylocuccustamme einen OpuF-Typ ABC Transporter wahrend nur zwei OpuFs in der
GattungPaenibacillus(50 Stamme) und 178 in der GattuBagillus (286 Stamme) vorhanden

sind. Zusatzlich wurde mindestens ein OpuF-Typ Transporter in den Gatteictjpacillus

(drei Treffer/Proteine aus zwei Stdmmen: 3/Blalobacillus (2/2), Lentibacillus (1/1),
Lysinibacillus (9/9), Oceanobacillus (1/1), Terribacillus (1/1), Virgibacillus (2/2),
Rummeliibacillus (1/1), Jeotgalicoccus (1/1), Macrococcus (4/4), Salinicoccus (1/2),
Novalibacillus(1/1) undexguobacteriunf11/6) gefunden (Abbildung 29nsgesamt konnten

in den analysierten vollstandig sequenzierten Stammen der Ordnung Bacillales (689 Stamme)
485 OpuF-Typ ABC Transporter gefunden werden. Dieses enorme Vorkommen unterstitzt die

Vermutung, dass dieser ABC Transporter Typ eine physiologisch wichtige Rolle spielt.
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Abbildung 25: Phylogenetische Verbreitung von OpuF in der Ordnung Bacillales.

Es wurde, wir in 3.6 beschrieben, eine Blast Analyse mit OpuCC als Ausgangssequeanme\oligtiandig
sequenzierten Genomen (Anzahl der vollstandig sequenzierten Stamme der jeweiligen Gattung in Klammern
dargestellt) der Ordnung Bacillales durchgefiihrt. Alle gefundenen OpuBC-Typ bzw. OpuCCelsipd®

wurden aussortiert. Die gefundenen Hits fir das fusionierte TMD-SBP Protein OpuFB (irtsg85am
wurde in rot jeweils hinter die Gattung aufgelisEEfwurde darauf geachtet, dass auch das Gen fiir ATPase
OpuFA im Operon vorhanden war, weshalb hierbei von OpuF-Typ ABC Transportern gesprochen werden
kann.

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

diese somit zu protektieren wurden drei der OpuF Transportsysteme aus der Batillng
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ausgewahlt um sie naher zu charakterisieren. Hierfir wurden die OpuF-TransporBer aus
megaterium, B. infantisund B. panaciterrae zuféllig ausgewéhlt. Zunéchst sollte die
Aminosauresequenz des jeweiligen OpuFB Proteins, bestehend aus SBP und TMD, mit der des
SBPs von OpuB (OpuBC) und OpuC (OpuCC) verglichen werden, um die Unterschiede der
Aminosauresequenzlangen zu verdeutlichen. Zuséatzlich wurde die Aminosauresequenz des
Proteins BIlEB aud.. monocytogened7, 139] untersucht, da es sich hierbei um ein bereits
charakterisiertes Protein handelt, welches ebenfalls aus SBP und TMD besteht. In Abbildung
26A ist ein Aminosauresequenzvergleich all dieser Proteine dargestellt. Sofort fallt auf, dass
die Sequenzen von BIIEB und die der OpuFB ProteinedBamsegateriumB. infantisund B.
panaciterrae langer sind als die der SBPs OpuBC und OpuCC RBussubtilis Die
transmembrane Domane der Proteine befindet sich vor dem jeweiligen SBP (AS 1-204). In
diesem Teil wurde keine Einfarbung der konservierten Bereiche durchgefihrt. Vergleicht man
aber die Sequenzen miteinander fallt auf, dass viele Aminosauren in allen vier Proteinen gleich
sind vorliegen (Abbildung 25).

Im SBP-Teil der fusionierten OpuFB Proteine aBs megaterium B. infantis und B.
panaciterraesollte gepruft werden, ob die aromatische Aminosaurebox, welche typischerweise
in SBPs wie auch in OpuBC und OpuCC vorkommt (Abbildung 54), ebenfalls vorhanden ist.
In Abbildung 30A ist zu sehen, dass sich an den gleichen Positionen ebenfalls aromatische
Aminosauren befinden (violette Punkte). Lediglich an Position 298 sind neben Tyrosinen auch
Phenylalanine zu finden, an den drei weiteren Positionen sind nur Tyrosine vorhanden. Orange
markiert wurde die Aminosaure, die sich im OpuBC und OpuCC an Position 74 befindet, ein
Aspartat im OpuBC SBP und ein Threonin im OpuCC SBP. An entsprechender Stelle im
OpuFB Protein befindet sich in allen drei Fallen ebenfalls ein Threonin, was erste Hinweise
gibt, dass, wenn die getesteten OpuF-Transporter funktionell kompatible Solute transportieren,
diese mdglicherweise ein breiteres Substratspektrum besitzen. In Abbildung 26B wurde eine
Topologie Voraussage mit Hilfe des Online-Tools TOPCONS erstellt [140], um stellverstretend
den Aufbau des fusionierten Proteins 8usnfantisn&her zu beleuchten. Hier wird deutlich,

dass sich sowohl der N- als auch der C-Terminus des Proteins im extrazellularen Bereich
befinden. N-terminal beginnen dann nach einer kurzen extrazellularen Region die sechs
transmembranen Bereiche (gelb), die die Cytoplasmamembran durchspannen. Anschliel3end
folgt extrazellular die Substratbindedoméane (grau), in der in violett die aromatischen
Aminosauren und in orange die Aminosaure, die in OpuBC und OpuCC eine sehr wichtige
Rolle bei der Substratspezifitat spielt (in OpuBC und OpuCC Position 74 des reifen Proteins),
markiert wurden (Abbildung 26B).
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A

Abbildung 26: Organisation des fusionierten OpuFB Proteins.

Zu sehen ist der Aminosauresequenzvergleich der Proteine BilHB sumsocytogend87], OpuFB aus.
megateriumOpuFB auB. infantis OpuFB au$. panaciterrag OpuBC au$3. subtilisund OpuCC auB.

subtilis Es wurden nur die konservierten Bereiche der SBP Doméne grau eingefarbt. Violette Punkte
markieren die aromatischen Aminosauren, die die Bindetasche formen. Ein orangener Pfeit whiarki
Aminosaure, die sich im OpuBC und OpuCC an Position 74 befindet und dort eine wesentlieteRtdt
Determinierung des Substratspektrums spielt (Kapitel 4.1). Im spezifischen ABC TranspoB& ausB.

subtilis befindet sich hier ein Aspartat (D) und im OpuCC SBP ein Threonin (T). An entsprecBégitier

im OpuFB Protein (Position 296) befindet sich in allen drei Fallen ebenfallheiofin. (B) Es wurde eine
Topologie Voraussage mit Hilfe des Online-Tools TOPCONS [140] mit der Aminosaueezegs OpuFB
Proteins ausB. infantis erstellt. Transmembrane Regionen, die die Cytoplasmamembran durchspannen
wurden gelb eingefarbt. Violett markiert wurden die Aminosauren, die die aromatische Bimeldfitcen.

Die Aminosaure, die in OpuBC und OpuCC-Typ Proteinen das Substratspektrum hesturae orange
eingefarbt.
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Zur Uberprifung, ob diese vier aromatischen Aminosauren der SBP Doméne von OpuFB aus
B. megateriumB. infantisund B. panaciterraesine Bindetasche formen, wurde @msilico

Model mit dem Online-Tool SWISS-Model [133] berechnet (Modeling-Experimente mit den
Online-Tools i-TASSER und PHYRE2 ergaben die gleichen Ergebnisse). Als
Ausgangsstruktur fur die Vorhersage der Proteinstruktur der SBP-Domanen der fusionierten
Proteine diente in allen drei Fallen die Substratbindedoméane BIlEB (PDB: 4d3Eem BIlE
Transporter aud.. monocytogeneswelches ebenfalls an eine transmembrane Domane
fusioniert ist [87, 139]. Abbildung 27 zeigt dassilico Model der Substratbindedoméane von
OpuFB stellvertretend au& infantis Die aromatischen Aminosauren wurden hervorgehoben
und violett gefarbt. Es wird deutlich, dass die Aromaten eine Substratbindetasche formen,
ahnlich wie auch in OpuBC und OpuCC (Abbildung 22). Eine Bindung von
Trimethylammonium-Substraten mit ihrer positiven Ladung ist in dieser Bindebox durch
mogliche Kation-@nteraktionen gut denkbar. Zusatzlich wurde die Aminosaure
hervorgehoben (orange), die das Substratspektrum von OpuB-Typ und OpuC-Typ ABC
Transportern determiniert (Kapitel 4.1yergleicht man die Aminoséuresequenz aller 112
gefundenen OpuFB Proteine der GattuBgcillus (Kapitel 4.2.1), so fallt auf, dass die
Substratbindedoménen an besagter Position immer ein Threonin besitzen (ApBBIun
Maoglicherweise ist diese konservierte Aminoséaure ein Hinweis darauf, dass auch in

fusionierten SBPs dieses Threonin eine grol3e Rolle bei der Ligandenbindung spielt.

Abbildung 27: in-silico Modell der Substratbindedoméne des Proteins OpuFB alB. infantis.

Als Ausgangsstruktur fiir die Vorhersage der Proteinstruktur der Proteinstruktur dercbidh der
fusionierten Proteine diente in allen drei Fallen die Substratbindedoméne BIlEB (PDB: 4Z7E) aus dem BIlE
Transporter aug. monocytogenef87]. Violett markiert wurden die Aminosauren, die die aromatische
Bindetasche bilden. Die Aminosaure, die in OpuBC und OpuCC-Typ Proteinen das Substratspektrum
bestimmt (Position 74 des reifen SBPs), wurde orange eingefarbt. Es handelt sich hierbei um ein Threonin.
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4.4.3 Charakterisierung ausgewahlter OpuF Transporter im heterologenB. subtilis

System
Es konnte bisher gezeigt werden, dass die Struktur der Substratbindedoméane der fusionierten
OpuFB Proteine bekannten Proteinen, die an Substratbindungen beteiligt, sind stark ahnelt. Sie
besitzen ebenfalls eine aromatische Box, in der eine Bindung vor allem positiver Kopfgruppen
vorstellbar ware (Abbildung 27). Um dies zu uberprufen wurden die drei ausgewéhlten OpuF
ABC Transporter au8. megateriumB. infantisund B. panaciterraendher charakterisiert.
Hierflir wurde die chromosomale DNA isoliert und das gesami€& Operon samt nattrlichem
Promotor mittels PCR amplifiziert. Das PCR Produkt wurde dann in einen Vektor gebracht, der
mittels doppelte homologe Rekombination stabil in das GenorBvsuabtilisin dasamyEGen
integriert werden konnte. Die Vorgehensweise der Stammkonstruktion kann Kapitel 3.4
entnommen werden. Der Stamm, in den die jeweiligen Konstrukte eingebracht wurden, besaf}
mit Ausnahme des spezifischen Prolin Transporters OpuE keine weiteren Osmolyt
$XIQDKPHV\VWABEBD) uri@ 8ine Deletion des MarR-Typ Regulators GbsR. Als
Kontrollstdmme diente zum einen dacillus Stamm der nur den OpuC ABC Transporter
besitzt (HKB12) und zum anderen der Ausgangsstamm ohne Opu-Transportsysteme (HKB13).
Die Stammkonstruktionen und die physiologische Untersuchung der drei OpuF-
Transportsysteme wurden von Henriette Kimmel im Rahmen einer von mir betreuten
Bachelorarbeit durchgefiihrt [141]. Um zu testen, olBdigubtilisStamme mit den jeweiligen
fusionierten OpuF Transportsystemen in der Lage sind unter hyperosmotischen Bedingungen
durch Transport vom kompatiblen Soluten die Zelle vor der Plasmolyse zu schitzen, wurde ein
Osmoprotektionsassay bei 1.2 M NaCl durchgefihrt. Die Stamme wurden in An- und
Abwesenheit von 1 mM kompatiblen Soluten kultiviert und diesfgdach 17 Stunden
gemessen. Als positive Wachstumskontrolle wurde das kompatible Solut Prolin (rosa)
verwendet, da dieses Substrat Gber das Einkomponentensystem OpuE transportiert wird,
welcher in allen verwendetdh subtilisStammen intakt ist. Der Stamm HKB12 (Opyét in
der Lage mit allen kompatiblen Soluten die Zellen zu protektieren (Abbildung 28) [141]. Ein
Wachstum war im Vergleich zu ohne Osmoprotektivum {f9Bon 0.8) auf eine Ofs von
2.5-3.7 moglich. Das breite Substratspektrum konnte bereits in Abbildung 11 beobachtet
werden. Der Ausgangsstamm, der nur den Prolin Transporter OpuE besitzt, kann keine weiteren
kompatiblen Solute als Schutzsubstanz nutzen da keine Aufnahmesysteme vorhanden sind.
Betrachtet man das Wachstum des Stammes HKB8, der den OpuF ABC TranspoBer aus
megateriumWUIlIJW ZLUG GHXWOLFK GDVV . XOWXUHQ PLW *O\FL(

Butyrobetain auf eine etwa doppelt so hohesfgivachsen kénnen im Vergleich zur Kultur
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ohne Osmoprotektivum. Mit Homobetain wachst der Stamm drei Mal so gut. Vergleicht man
das Wachstum allerdings mit dem Stamm HKB12 (Opw0 fallt auf, dass dieser eine viel
hohere Olg7s mit kompatiblen Soluten erreicht (2.5-3.7) als der Stamm HKB8 (1-2.1). Der
OpuF Transporter ald. megateriunscheint Glycin Betain und dessPerivate Prolinbetain,
+RPREHWDLQ -Bub/BobétQitszwar in die Zelle transportieren zu kénnen, allerdings
nicht so effizient wie der OpuC ABC Transporter &issubtilis[141]. Die Stamme HKB9
(OpuFs.infantiy und HKB15 (OpuE panaciterray Weisen einen @hnlichen Wachstumsphénotyp auf
(Abbildung 28). Beide Stamme sind in der Lage mit Glycin Betain, Prolinbetain, Homobetain
und DMSP auf eine Of3svon 3.2-3.9 zu wachsen. Ohne kompatible Solute war durch fehlende
Schutzmechanismen nur ein Wachstum auf eingz&0n 0.8 moglich. Die Kulturen mit den
anderen getesteten kompatiblen Soluten zeigten kein verbessertes Wachstum [141]. Durch
diese Ergebnisse ist bewiesen, dass die beiden OpuF Transportsyst@netugisundB.
panaciterrae sehr effiziente Transportsysteme speziell fur Glycin Betain, Prolin Betain,
Homobetain und DMSP sind, da di& subtilis StAamme mit diesen kompatiblen Soluten
vollstandig vor Salzsstress protektiert wurden. Der OpuF TransporteB.aosegaterium
scheint dagegen nicht so effizient zu sein oder es gibt im Ursprungsdammagaterium

weitere Regulationsmechanismen, di@irsubtilisnicht existieren oder nicht funktionell sind.

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

Die Kulturen wurden in SMM mit 1.2 M NaCl und in Ab- (rot) und Anwesenheit von lvaidchiedener
kompatibler Solute 17 Stunden kultiviert und anschlieend die;éOfhotometrisch bestimmt. Alle
verwendeten Stamme besitzen den spezifischen Prolin Transporter OpuE, weshalb dieses kompatible Solut
als positive Wachstumskontrolle zugegeben wurde. Die Wachstumsanalyse wurde mit zwei biologischen
Parallelen durchgefihrt aus denen sich der Mittelwert und die Standardabweichung ergibt.
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Die physiologischen Experimente wurden in Ab- und Anwesenheit von 1 mM kompatiblen
Soluten durchgefiihrt, um das Substratspektrum zu bestimmen. Diese hohen Konzentrationen
kommen natirlicherweise vermutlich nicht vor [39, 142], weshalb in diesem Versuch ein
erheblicher Uberschuss an Osmoprotektivum herrscht. In einem Wachstumsexperiment mit
geringeren Konzentrationen des kompatiblen Solutes Glycin Betain (25 uM, 50 uM, 100 pM)
wird deutlich, dass di8. subtilis Stamme mit den OpuF ABC Transportern 8usnfantis

(HKB9) undB. panaciterrag HKB15) genau wie der Stamm, der den OpuC ABC Transporter
besitzt (HKB12), bereits mit 25 uM Glycin Betain im Medium vor dem osmotischensStres
geschitzt werden (Abbildung 4 Wie erwartet zeigt der Stamm, der das OpuF
Transportsystem au®. megateriunbesitzt erst ab 1 mM Glycin Betain eine Osmoprotektion
(Abbildung 64.

Um die drei OpuF Transportsysteme genauer zu studieren, wurden die kinetischen Parameter
mit Hilfe von Transport Experimenten mit radioaktiv markiertem*{1}-Glycin Betain
analysiert. Hierbei wurden deutlich geringere Konzentrationen gewahlt (3-200 uM), um die
maximale Reaktionsgeschwindigkéit-{ax) und die Affinitdt zum Substrak{,) Glycin Betain

exakt bestimmen zu konnen. Uber die Michaelis-Menten Kurven (Abbildung 65) wurden die
Werte flrVmax und Km Uber einen Fit mit dem Programm GraphPad Prism kalkuliert und in
Tabelle 15 aufgelistet. Als Kontrolle diente der OpuC ABC TransporterBausubtilis
Vergleicht man dikKm-Werte der analysierten ABC Transporter miteinander wird deutlich,
dass die Transporter Optlhantisund Opuls. panaciterrae€benso affin Glycin Betain binden und
transportieren konnekf: 4 und 5 uM) wie das OpuC Transportsystem Busubtilis(Km: 7

pMM) (Tabelle 15). Lediglich Opufmegateriumbesitzt eine zehnfach schlechtere Affinitat zum
Substrat Km: 51 pM). Zusatzlich ist die maximale Reaktionsgeschwindigkeit dieses
Transporters zehnfach schlechter als die des OpuC TransportsysteBissabslis(Tabelle

15). Diese Werte spiegeln den schlechteren Wachstumsphénotyp unter hyperosmotischen
Bedingungen wieder (Abbildung 28). Uberraschenderweise ist die maximale
Reaktionsgeschwindigkeit der OpuF TransporterBausfantisundB. panaciterraemit Vimax

Werten von 185 und 208 nmol mirmg proteint fast doppelt so hoch wie die des OpuC
Transportsystems (108 nmol ritimg proteint) (Tabelle 15), was dafiirspricht, dass die beiden
OpuF ABC Transporter auB. infantisund B. panaciterraehochspezifische Glycin Betain
Transportsysteme sind. Die aromatische Bindebox, die durch bioinformatische Analysen eine
Bindung von positiv geladenen Resten voraussagte, konnte also tatséchlich bei der Bindung der

kompatiblen Solute beteiligt sein.
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Tabelle 15: Kinetische Parameter der fusionierten OpuF ABC Transporter ausB. megaterium B.
infantis und B. panaciterraeim Vergleich zum ABC Transporter OpuC ausB. subtilis.

Vmax (nmol min-*mg%) Km (uM)
OpuC. 108 + 4 7+1
B.subtilis
OpuF , 10+1 51+5
B. megaterium
OpuF_ 185 + 6 4+1
B.infantis
OpuF 208 + 5 5+1

B.panaciterrae

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

4.4.4 Einfluss der Mutation OpuFB-T?°®D auf die Substratspezifitit des OpuF
Transporters

Wie bereits in 4.2.2 festgestellt, besitzen alle 112 untersuchten OpuFB Proteine aus der Gattung
Bacillus ein konserviertes Threonin, welches sich in unmittelbarer Nahe der aromatischen
Bindebox befindet (Abbildung 26A). In hochspezifischen OpuBC-Typ SBPs befindet sich an
dieser Position immer ein Aspartat und in OpuCC-Typ SBPs mit einem breiten
Substratspektrum ist immer ein Threonin vorhanden. In Kapitel 4.3 konnte bereits gezeigt
werden, dass dieses Threonin in der Substratbindetasche eine Bindung einer Vielzahl von
Osmoprotektiva ermdglicht. Ein Aspartat hingegen erlaubt durch Ladung und Gré3e nur die
Bindung von Cholin und Carnitin. Ob das Threonin in den drei untersuchten OpuFB TMD-SBP
Proteinen ebenfalls die Substratspezifitdt des fusionierten ABC Transporter determiniert, sollte
mittels zielgerichteter Mutagenese und anschlieRender physiologischen Untersuchung
analysiert werden. Hierbei wurde wie in 4.2.3 beschrieben vorgegangen. Der Stamm HKB9
besitzt den OpuF ABC Transporter adisinfantis In Abbildung 28 konnte bereits gezeigt
werden, dass dieses Transportsystem in der Lage ist Glycin Betain, Prolinbetain, Homobetain
und DMSP zu transportieren. Der Stamm wird also bei Hochsalz in Anwesenheit der genannten
kompatible Solute vor dem Salzstress protektiert. Dieser Wachstumsphanotyp konnte in
Abbildung 29 reproduziert werden. Wird nun das Threonin, welches sich im fusionierten TMD-
SBP Protein an Position 296, und im OpuCC Typ Protein an Position 74, zu einemtAsparta
mutiert (T2%D), so kann der resultierende Stamm (HKB16) mit keinem der getesteten Substrate
mehr protektiert werden (Abbildung 29). Auch die korrespondierende T/D-Mutanten des
OpuFB Proteins au$. megateriumund B. panaciterraewaren nicht in der Lagenit

kompatiblen Soluten im Medium hdher zu wachsen als ohne (Abbiig)ng
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auch die maximale Transportgeschwindigkeit der Solute in die Zelle ist beim Stamm LTB10
(OpuB::0OpuCC) schlechter als im Stamm CCB3 (Opu(abelle 13). Eine mdgliche
+\SRWKHVH |*U GLHVHV 3KIQRPHQ N|QQWH ]XP HLQHQ VHLQ
perfekt auf die Membranproteine OpuBB und OpuBD passt und dadurch der Transportvorgang
der Substrate verschlechtert wird. Eine Inspektion der Ladungen an OpuBC und OpuCC, sowie
an den Transmembranproteinen OpuBB/OpuBD und OpuCB/OpuCD zeigte allerdings keine
Unterschiede [136]. Eine zweite Moglichkeit fir eine verschlechterte Transportkapazitat im
Transporter OpuB::OpuCC waére eine zusatzliche Substraterkennung im Transportkanal der
TMD von OpuB. Es wurde ein Suppressor Screen entwickelt, in dem das schlechtere Wachstum
des Stammes LTB10 (OpuB::OpuCC) im Vergleich zum Stamm CCB3 (QpuCNutze
gemacht wurde [46]. In Abbildung 12 ist zu erkennen, dass eine Reduzierung der Gigcin Be
Verfugbarkeit (50 uM) im hochosmolaren Medium dazu fuhrt, dass der Kontrollstamm CCB3
mit dem OpuC Transporter weiterhin protektiert werden kann und der Stamm LTB10 mit dem

hybriden Transporter nur noch ein sehr schlechtes Wachstum zeigt.

CCB3 LTB10
OpuC* OpuB::OpuCC

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

Die Kulturen wurden in SMM mit 1.2 M NaCl und in Ab- (rot) und Anwesenheit von 1 mM (blau), 200 uM
(hellgriin) oder 50 uM (dunkelgriin) Glycin Betain 17 Stunden kultiviert und anschliel3end dig OD
photometrisch bestimmt. Die Wachstumsanalyse wurde mit zwei biologischen Parallelen durclgsfuhrt
denen sich der Mittelwert und die Standardabweichung ergibt.

Um Suppressoren zu isolieren, die durch Mutieren von Genen, welche méglicherweise fur die
Verschlechterung der Transportkapazitat des hybriden ABC Transporters OpuB::OpuCC
verantwortlich sind, wieder einen Wachstumsvorteil erlangen, wurde ein hochosmolares
Festmedium (1.1 M NaCl) mit limitierten Glycin Betain (50uM) hergestellt. Auf dieses
Nahrmedium wurden 100 pl einer 1®erdiinnung der Stamme CCB3 und LTB1 ausplattiert

und bei 37 °C inkubiert. DIB. subtilisStamme wurden zuvor in einer SMM Vorkultur mit 0.4

M NaCl an die erhohte Osmolaritat adaptiert. Bereits nach einem Tag war der Stamm CCB3
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(OpuC) in der Lage einen Rasen zu bilden (Abbildung 13A), da die limitierte Glycin Betain
Konzentration ausreicht, um den Stamm vor osmotischen Stress zu schitzen (Abbildung 12)
Der Stamm LTB1 (OpuB::OpuCC) wies erst nach funf Tagen Wachstum in Form von gut
gewachsenen Kolonien auf. Ein Bakterienrasen konnte nicht gebildet werden (Abbildung 13A).
Diese Kolonien wurden nun zwei Mal auf gleichem Medium fraktioniert ausgestrichen, um eine
Reinigung der Klone zu erreichen. Nach der Reinigung konnten die Mutanten, welche vom
A9DWHUVWDPP? /7% DEVWDPPHQ LQ 9ROOPHGLXP NXOWLY
weiter charakterisiert werden.

Zunachst wurde getestet, ob die Suppressor Mutanten nun einen Wachstumsvorteil gegentuber
ihres Vaterstammes LTB1 haben. Hierflr wurde zunachst von drei dieser Stamme [LTB3 (M1),
LTB4 (M2), LTB5 (M3)] eine Verdunnungsreihe bis zu einer Verdiinnung voretstellt und

jeweils 5 pl der Verdinnungen auf das gleiche Festmedium getropft, welches auch fir die
Isolation genutzt wurde (1.1 M NaCl, 50 uM Glycin Betain). Als Vorkultur und Verdinnungs-
medium diente 0.4 M SMM. Nach drei Tagen Inkubation bei 37°C war das Wachstum des
Kontrollstammes CCB3 (Oputhis zu einer Verdinnungsstufe vor*Ifichtbar (Abbildung

13B). Wie erwartet wuchs der Vaterstamm LTB1 mit dem hybriden ABC Transporter
OpuB::0OpuCC schlechter, sodass nur ein Wachstum bis zur Verdiinnungsstafketthbar

war. Alle drei getesteten Suppressor Stamme wuchsen deutlich besser als deren Vaterstamm
LTB1 [46]. Die Stamme LTB3 und LTB4 zeigten den gleichen Wachstumsphénotyp des
Kontrollstammes CCB3 (bis zur Verdiinnungsstufé)1Wahrend der Stamm LTB5 bis 30
gewachsen ist (Abbildung 13B).
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Abbildung 32: Osmoprotektionsassay verschiedeneB. subtilis Stamme unter hyperosmotischen
Bedingungen zur Charakterisierung von Suppressor Stammen.

Die Kulturen wurden in SMM mit 1.2 M NaCl und in Ab- (rot) und Anwesenheitz@rmmM verschiedener
kompatibler Solute 17 Stunden Kkultiviert und anschlieRend digz€Oihotometrisch bestimmt. Die
Wachstumsanalyse wurde mit zwei biologischen Parallelen durchgefiihrt aus denen sich der Mitidlwert
die Standardabweichung ergibt. Der Stamm LTB1 besitzt eine ungewollte Mutation im SBP O@siCC
hybriden ABC Transporters (OpuCCM). Diese liegt am Randbereich des SBP und hat keinerlei
Auswirkung auf den Transport der kompatiblen Solute (Abbildung 57, Tabelle 18). Die Mutation wurde
mittels gerichteter Mutagenese zum Opwugciotein korrigiert und der Transporter in den Stamm TMB118
integriert, wodurch der Stamm LTB10 entstand. Im Folgenden wird nur noch dieser Stamm verwendet.

Aus den Wachstumsversuchen wurde ersichtlich, dass mit Hilfe des Suppressor Screens
Mutanten isoliert werden konnten, die scheinbar durch Mutationen eine verbesserte
Transporteffizienz im Vergleich zum Stamm LTB10 (OpuB::OpuCC) erlangt haben. Um
herauszufinden in welchem Gen eine Mutation eingebaut wurde, wurde zunachst das hybride
OperonopuB:opuCC der drei Stamme sequenziert, da vermutet wurde, dassitade-
interface3von SBP und TMDs oder aber der Translokationsweg nicht perfekt fir den Transport
von kompatiblen Soluten wie Glycin Betain oder Homobetain ist. Allerdings konnten durch
Sequenzierung des ganzen Operons zuséatzliche Mutationen ausgeschlossen werden.

Um zu Uberprifen, ob der Wachstumsvorteil moglicherweise durch eine erhéhte Menge des
Transporters zu Stande kommt, wurde mittels Western Blot das Bindeprotein OpuCC, welches
in allen Stammen und deren Transportern vorhanden ist, detektiert. Die Stamme wurden, wie
in 3.3.2 beschrieben, kultiviert und nach Erreichen einegz©@n 1 wurde 1 ml Kultur
entnommen, die Probe fir eine SDS-PAGE aufbereitet und anschlieRend ein Western Blot und
HLQH ,PPXQRGHWHNW L R QOBUCE, wieHhFB.5 &PBaschNiehes, Hiufchgefihrt.
Betrachtet man die ersten beiden Spuren des Blots, auf denen zum einen der OpuC
Kontrollstamm CCB3 und zum anderen der Stamm LTB10 (OpuB::OpuCC) aufgetragen
wurden, wird deutlich, dass die Menge von OpuCC im Stamm mit dem OpuB::OpuCC
Konstrukt deutlich verringert ist im Vergleich zur OpuC Kontrolle (Abbildung 15). Da dieser

89



Ergebnisse

Phanotyp reproduzierbar war, ist davon auszugehen, dass im Stamm LTB10 weniger hybride
ABC Transporter vorhanden sind als im Stamm CCB3 OpuC Transporter, was den Wachstums-
nachteil unter hochosmolaren Bedingungen erklaren wirde. Die OpuCC-Mengen in den
Suppressor Stammen sind im Vergleich zum LTB10 Ausgangsstamm stark erhéht und sogar
geringfugig héher im Vergleich zur OpuC Kontrolle (Abbildung 15) [46]. Dies lasst darauf
schlie3en, dass der Wachstumsvorteil, den die Suppressor Mutanten besitzen, darauf beruht,
dass mehr Transporter exprimiert und produziert werden und somit bei Salzstress schneller

kompatible Solute in die Zelle gelangen.

Abbildung 33: Detektion von OpuCC in verschiedenerB. subtilis Stammen mittels Western Blot und
Immunodetektion zur Untersuchung der Transportermenge in Suppressor Stammen.

Die B. subtilisStamme wurden in SMM mit 1.2 M NaCl bis zu einers@®on 1 kultiviert und die Zellpellets
anschlielend wie in 3.5.7 beschrieben fur eine SDS-PAGE mit anschlieBendem Western Blot und
IMMuNnoGHWHNWLRQ D XIEH U H OME®/ wurdeUrevendet, NirlJdielddJProteine spezifisch
detektieren zu kénnen, da dieser Antikdrper nur das SBP OpuCC bindet [37].

Aufgrund dieser Erkenntnisse sind Mutationen im GbsR RepressopdB©perons denkbar.

Ein Repressor, der keine oder eingeschréankte Funktionalitdt mehr besitzt wirde zur erhdhten
Expression des OperonpuB:opuCCfihren. Aufgrund dessen wurde das @deRin den
Suppressor Stammen LTB3, LTB4 und LTB5 sequenziert. In jedem Stamm wurde eine
Mutation gefunden, die zu einem einzelnen Aminoséureaustausch im Regulator GbsR fuhrt.
Durch den Suppressor Screen konnten Mutanten isoliert werden, die das @pé&apuCC

durch Mutation des Repressors GbsR dereprimieren und demnach eine erhéhte Menge des
Transporters OpuB::OpuCC produziert wird (Abbildun([388]. Die erh6hten Mengen fuhren

dazu, dass osmoprotektive Schutzsubstanzen schneller in die Zelle geraten und die Suppressor
Mutanten demnach einen Wachstumsvorteil in hochosmolarem Medium besitzen. Zuséatzlich
bietet der Suppressor-Screen eine neue und elegante Methode den MarR-Typ Repressor GbsR
weiter zu charakterisieren. Die Struktur des Proteins, die Lage der gefundenen Mutationen
sowie eine detaillierte Charakterisierung dieser und weiterer Mutanten wird im n&chsten

Kapitel vorgestellt.
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4.5.2 Erstellung einer Suppressoren Stammsammlung

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

Insgesamt wurden 50 Suppressor Stanisokert, von denen 18 durch die Deletion eines
Adenins in eine AT-reiche Region dgbsRGens zu einem frame-shift (Codon 79: AGA

CA) und frihzeitigem Stopp-Codon fuhrten und Rlutanten eine Deletion von 253
Basenpaaren immer an der gleichen Stelle besalien. Diese Deletion ist darauf zuriickzufuhren,
GDVV VLFK ]ZHL /cbeth Batenpasran{ARAAGETT) in der DNA-SequenzglisR
EHILQGHW VRGDVV HV GD]X I*KUHQ NDQQ GDVV @ddH 3RO\P
6WUDQG OLVSDLULQJ?® GH @eichén Baskraigidiye KHerdpEndh IDidrehHdie
Deletion erhalt der Suppressor Stamm dann ein defektes Protein, welches die GbsR-
Bindestellen voropuB und gbsAB nicht mehr binden und somit die Operone nicht mehr
reprimieren kann. In drei Suppressor Stammen wurde ein Basenaustausch 15 Basenpaare vor
dem Start-Codon (ATG) und somit 2 Basenpaare vor der Ribosomenbindestglsiégns
gefunden. In Abbildung 3t ein Modell des GbsR Proteins mit den neun Mutationen, die zu
einem Aminosaureaustausch fuhren, dargestellt. Ein Suppressor besal} eine Mutation in der
moglichen Cholin Bindebox (blau):°#S. Es wurden fiinf Mutationen in der flexiblen
Linkerregion (orange) gefunden:’#, T"°A, G¥D, R®°C und R®S. Die Position 85 wurde
demnach zwei Mal getroffen. AuRerdem wurden zwei Mutationen im Winged Helix-Turn-
Helix Motiv (griin), welches an die DNA bindet, gefundetN\sund °Y. Die Mutation G°E

liegt in der angrenzenden Helix zum DNA-Bindemotiv, weshalb diese Mutation im Folgenden
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ebenfalls zur Kategorie Mutation im DNA-Bindemotiv gezahlt wird. Die Mutanten aus Kapitel
4.1.3 [LTB3 (G°E), LTB4 (T°A) und LTB5 (R®S)] ebenfalls charakterisiert.

Abbildung 34: Monomer desin-silico Modells des Repressors GbsR auB. subtilis mit Suppressor
Mutationen.

Dasin-silico Model wurde mit dem Webserver SWISS-Model [133] auf Grundlage der Struktur des Proteins
Mj223 (PDB: 1ku9) audM. jannaschiierrechnet [38, 87]. Die vorhergesagte Bindetasche fur Cholin,
bestehend aus vier Phenylalaninen, ist in blau dargestellt. Das WAetipe€l urn-Helix Motiv, welche die
DNA-Bindung erméglicht ist griin markiert. In orange wurde die bewegliche Linkerdoméne dargestellt. Rot
markiert wurden die Aminosauren, die durch eine andere Aminosdure durch einen Basenaustausch ersetzt
wurden.

4.5.3 Wachstumsvorteil der Suppressoren unter hyperosmotischen Bedingungen

Zunéachst wurden die neun Suppressor Stamme mit den einzelnen Aminosaureaustauschen, eine
ES OXWDQWH KHUYRUJHKHQG -Ditantes(Bidetidrbein®iBasy,2 HLQ
die zum frihzeitigem Stopg:tRGRQ IKUW XQG HLQH OXWDLRWMH DXV
Basenpaare vor der RibosomenbindestelleglsR physiologisch untersucht, um zu prufen,
ob es ein Wachstumsvorteil gegeniber des Vaterstammes LTB10 gibt. Die Durchfihrung des
Experimentes kann Kapitel 4.1.3 entnommen werden. Die physiologischen Untersuchungen
wurden von Michelle Aillaud im Rahmen einer von mit betreuten Bachelorarbeit durchgefiihrt
[143]. Zusatzlich zu den zu testenden Mutanten wurden jeweils der Vaterstamm LTB10
(OpuB::OpuCC) und eine positive Wachstumskontrolle (OpuB::OpuCC baRf
hochosmolarem Medium (1.1. M NaCl) mit 50 pM Glycin Betain in verschiedenen
Verdunnungsstufen getropft und drei Tage bei 37°C inkubiert. Der Vaterstamm (orange) war
durch die verringerte Transportermenge nur in der Lage bis zur Verdinnungsstufe 10

Wachstum zu zeigen. Wurde im Vaterstamm dguB Repressor GbsR deletiert
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(OpuB::0OpuCC GbsR konnte dieser Stamm bis zur Verdiunnungsstufét a0f dem
hochosmolaren Medium wachsen (blau). Die Menge des hochaffinen hybriden ABC
Transporters scheint durch die Derepression gestiegen zu sein, sodass die osmoprotektiven
Eigenschaften dieses Stammes verbessert wurden. Betrachtet man das Wachstum der 12
Suppressor Stamme (grin) so wird deutlich, dass alle besser wachsen als der Vaterstamm
(orange) (Abbildung 35). Mit Ausnahme der Mutante Gb$RBGeigten alle Suppressoren
Wachstum bis zur Verdiinnungsstufe®18ieben der 12 Mutanten erreichten Wachstum bis zu
Verdiinnungsstufe 19 zeigten also den gleichen Wachstumsphanotyp wie die positive
Wachstumskontrolle (OpuB::OpuCC GbsRlau) [143]. Zusammenfassend lasst sich sagen,
dass alle Suppressor Mutanten einen Wachstumsvorteil auf hochosmolarem Medium mit
limitierten Glycin Betain Konzentrationen gegenuber ihres Vaterstammes LTB10 durch
mutieren des Repressors GbsR erlangt haben. Es scheint hierbei keine gro3e Rolle zu spielen,
ob sich die Mutation in der Cholin-Bindebox, der Linkerregion oder im DNA-Bindemotiv
befindet.
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Abbildung 35: Wachstumsanalyse der Suppressor Mutanten im Vergleich zum Vaterstamm.

Das Wachstum der zwolf Suppressor Stamme (griin) sowie der Kontrollstamme (orange, ldawuiur
hochosmolarem Medium mit limitierenden Glycin Betain Konzentrationen (1.1 M NaCl, 50 Iydih G
Betain) getestet, indem eine Verdunnungsreihé-100) der Stamme hergestellt und jeweils 5 pl der
Verdinnungen auf den Nahrboden getropft wurde. Der Wachstumsversuch wurde mit jeweils drei
unabhangigen Parallelen durchgefiihrt.

Um zu zeigen, dass die Verbesserung des osmotischen Schutzes der Suppressor Stamme auf
eine erhohte Menge des hybriden ABC Transporters OpuB::OpuCC zurtickzufiihren ist, wurde
von Michelle Aillaud mittels Western Blot und Immunodetektion, wie in 4.1.3 beschrieben, das
SBP OpuCC in den Suppressor Stammen nachgewiesen. Es konnte wieder gezeigt werden, dass
die Menge von OpuCC im Stamm mit dem OpuB::OpuCC Konstrukt (orange) deutlich
verringert ist im Vergleich zur OpuC Kontrolle. Als zusatzliche Kontrolle wurde der Stamm
ohne die Opu-Transporter, welche keine Bande zeigt, und der Vaterdamm mit GbsR Deletion
aufgetragen(blau), welcher eine starkere Bande im Vergleich zum Vaterstamm ohne GbsR
Deletion (orange) aufweist (Abbildung 36). Die OpuCC-Mengen in den Suppressor Stimmen
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(gruin) sind im Vergleich zum Vaterstamm (orange) stark erhéht und sogar geringfiigig mehr
im Vergleich zur OpuC Kontrolle (Abbildung 36) [143]. Dies lasst darauf schliel3en, dass der
Wachstumsvorteil, den die Suppressor Mutanten besitzen, darauf beruht, dass mehr hybride
OpuB::OpuCC ABC Transporter produziert werden und somit bei Salzstress schneller

kompatible Solute in die Zelle gelangen.

Abbildung 36: Detektion von OpuCC in verschiedenerB. subtilis Stammen mittels Western Blot und
Immunodetektion zur Untersuchung der Transportermenge in Suppressor Stammen.

Die B. subtilisStamme wurden in SMM mit 1.2 M NaCl bis zu einers@®on 1 kultiviert und die Zellpellets
anschlieBend wie in 3.5.7 beschrieben fur eine SDS-PAGE mit anschlieBendem Western Blot und
IMmMuNnoGHWHNWLRQ D XIEH U H o€/ wurdeUrefvendet, NilJdielddJProteine spezifisch
detektieren zu konnen, da dieser Antikdrper nur das SBP OpuCC bindet. Auf beiden Blots wurde zuséatzlich
zu den zu analysierenden Suppressor Stammen (griin) der Vaterstamm dieser Mutanten (orange) aufgetragen.

4.5.4 Steigerung der maximalen Transportgeschwindigkeit

Der effizientere Transport von Glycin Betain als Osmoprotektivum bei Salzstress tber den
hybriden ABC-Transporter OpuB::OpuCC kann durch Ermittlung der maximalen
Reaktionsgeschwindigkeigay mit Hilfe von radioaktiv markiertem [3!C]-Glycin Betain
analysiert werden. Hierfir wurden von mir reprasentativ die Suppressoren mit folgenden
Mutationen analysiert: GbsR&S und GbsR-&D (flexibler Linker), GbsR-B’Y und GbsR-

S°N (DNA-Bindemotiv) und GbsR-#S (mdgliche Cholin-Bindebox). Da diese Suppressor
Stamme [LTB5 (GbsR-RS), LTB59 (GbsR-&D), LTB60 (GbsR-D%), LTB57 (GbsR-

S%2N) und LTB56 (GbsR-#S)] alle das hybride Transportsystem OpuB::OpuCC im Genlokus
amyE tragen, wurde als Kontrolle der Stamm CCB3 gewaéhlt, da dieseomd3 Operon
ebenfalls imamyE Gen integriert hat. Der OpuC ABC-Transporter besitzt &g von 100

nmol mirit mg proteint, wahrend der hybride Transporter OpuB::OpuCC im Vaterstamm
LTB10 (GbsR) einen fiinffach schlechter&fax Wert von 20 nmol mith mg proteint besitzt
(Tabelle 13, 16) [48]. Da sich dieser Wert nicht auf den einzelnen Transporter, sondern auf die
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Konformationsanderung des Proteins fihren, welche es verhindert, dass das GbsR Repressor

Protein weiter an den Promotorbereich wpuBbzw. gbsABbinden kann.

4.5.5 Einfluss der Mutationen auf die DNA-Bindung

Die Bindung des Repressors GbsR an die DNA kann mit Hilfe eines Electrophoretic Mobility
Shift Assay§EMSA) analysiert werden. Hierbei zeigt der ProtBiNA-Komplex ein anderes
Laufverhalten in einem elektrophoretisch aufgetrennten Gel als ungebundene DNA. In
vorlaufigen EMSA Experimenten durch Opper (2009) konnte bereits gezeigt werden, dass
GbsR sowohl in der Promotorregion vor dgbsABOperon, als auch vor deapuB Operon

bindet [144]. Um die DNA-Bindeeigenschaften der GbsR Suppressor Mutanten mit dem des
GbsR Wildtyp Proteins vergleichen zu kénnen, wurde alle Proteine heterolog exprimiert (3.5.5)
und uber Strep-T&gAffinititschromatographie gereinigt (3.5.6). Hierfiir wurden die Plasmide
pSTHO2 (GbsR), pLT22 (GbsR-BS), pLT25 (GbsR-&D), pLT27 (GbsR-B°Y), pLT24
(GbsR-$?N) und pLT26 (GbsR-¥S) in denE. coli Stamm BL21 transformiert. Als DNA
Fragment diente ein 96 bp langes PCR-Fragment, welches die GbsR-BindestejlesAor
einschliel3t. Als Kontrollfragment, auf dem der Repressor nicht binden kann, wurde ein 98 bp
langes Fragment imbsAGen verwendet [59]. Die EMSA Laufe wurden stets unmittelbar nach
Reinigung der Proteine durchgefuihrt. Abbildung 37A zeigt das Laufverhalten des+GbsR
DNA-Komplexes. Im linken Experiment wurde das Fragment mit der GbsR Bindestelle vor
gbsAverwendet. Es wird sichtbar, dass das Protein mit der GbsR Bindestelle interagiert und
die Bande oberhalb der freien DNA sichtbar wird. Der Komplex ist gro3er und lauft
dementsprechend langsamer durch das Gel. Bereits ab einem fiinffachen Uberschuss von GbsR
zu DNA wird die obere Bande sichtbar. Bei 50-fachem Uberschuss ist keine Bande fiir die freie
DNA mehr zu sehen, was darauf hindeutet, dass die Proteine die DNA vollstandig gebunden
haben. Im rechten Experiment (Abbildung 37A) wurde das Kontrollfragment ohne GbsR
Bindestelle genutzt. Wie erwartet konnte keine Bindung stattfinden, weshalb keine erhdhte
Bande eines Protein-DNA-Komplexes sichtbar wird. Von den Mutanten wurden wieder
reprasentativ folgende auf die Bindung auf die GbsR Bindestellgbs#untersucht: GbsR-

R¥S und GbsR-&D [(flexibler Linker) Abbildung 37 B], GbsR-Y und GbsR-&N [(DNA-
Bindemotiv) Abbildung37 C)] und GbsR-#S [(mdgliche Cholin-Bindebox) Abbildung 37 D].

Als Negativ-Kontrolle (-) wurde jeweils das Kontrollfragment mghsA mit 100-fachem
Uberschuss des mutierten GbsR Proteins und als Positiv-Kontrolle das Fragment mit GbsR
Bindestelle und 100-fachem Uberschuss von GbsRrwendet. Die Proteine mit den
Mutationen im Linker (B) GbsR-RS und GbsR-&D zeigten nahezu keine Bindung zur
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Bindestelle vogbsA Das Protein GbsR#S zeigt ab 50-fachem Protein-Uberschuss eine sehr
schwach erhdhte und verschmierte Bande im Vergleich zur ungebundenen DNA. Beim Protein
GbsR-G&®D ist diese verschmierte Bande erst nach 50-fachem Protein-Uberschuss sichtbar. Die
Banden befinden sich allerdings langst nicht auf der Hohe desw&EDBRR-Komplexes. Da

aber das Wildtyp GbsR bereits nach 50-fachem Uberschuss eine vollstandige Bindung der DNA
zeigt, kann davon ausgegangen werden, dass beide Mutationen im Linker dazu fuhren, dass nur
noch eine sehr schlechte Bindung zur BindestellegbsiA mdglich ist. Betrachtet man die
DNA-Bindung der beiden Mutanten, in denen sich die MutationerDh-Bindemotiv
befinden, wird deutlich, dass diese beiden Proteine (GBBSR-nd GbsR-&N) ab einem
ProteinDNA-Uberschuss von 50 eine erhéhte Bande auf Hohe des,@DBR-Komplexes

zeigen. Allerdings ist gleichzeitig noch eine stark sichtbare Bande auf der Hohe der
ungebundenen DNA zu sehen, was darauf hinweist das nur ein kleiner Teil des DNA-Fragments
von den Proteinen gebunden wurde. Daraus lasst sich schlieRen, dass die Mutante?PGbsR-D
und GbsR-&N eine bessere Bindung zur DNA aufweisen als die beiden anderen untersuchten
Mutanten, in denen sich die Mutationen im flexiblen Linker von GbsR befinden. Dies war nicht
vorherzusehen, da sich die MutationethDund $2N in direkter Lage des DNA-Lesekopfes
befinden. Eine Mutation in der mdglichen Cholin-Bindebox (Gb&¥.FAbbildung 37 D) fiihrt

dazu, dass das Protein nicht mehr in der Lage ist die Bindestelipps@Arzu binden. Es kann

keine erhohte Bande detektiert werden, weshalb davon ausgegangen werden kann, dass die
Mutation zu einer Konformationsénderung flldlass der GbsR-Monomer entweder keinen
Dimer mehr bilden kann, oder dass die DNA-Lesekopfe des Dimers nicht mehr in der Lage
sind eine Interaktion mit der DNA einzugehen. Die Proteine zeigen keinerlei Bindung mehr zur
GbsR-Bindestelle vogbsA Eine Uberpriifung, ob die GbsR Mutanten richtig gefaltet und als

Dimere vorliegen muss allerdings noch durch Gelfiltration oder CD-Spektroskopie erfolgen.
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Abbildung 37: EMSA mit der gbsAPromotor- sowie Binderegion und verschiedenen GbsR-Mutanten.

1 pmol des fluoreszenzmarkierten 96 bp groRen DNA-Fragmegtg) (Purde mit verschiedenen Mengen
des frisch gereinigten GbsR Proteins (5-100-facher molarer Uberschuss) inkubiert und d&bBRIA
Komplexe elektrophoretisch aufgetrennt. (A) Links wurde das @bBPRtein und das gixa Fragment
verwendet. Rechts wurde das GhdRrotein und ein 98 bp grof3es KontrollfragmenghsAGen verwendet.
Ausgewahlt wurden jeweils zwei GbsR Suppressor Mutanten, die sich im flexiblen Linkerd B DNA-
Bindemotiv (C) befinden. (D) zeigt die Mutation, die sich in der putativen Cholin-Bindebox &efindllen
EMSA Experimenten der getesteten mutierten GbsR Proteine wurde parallel dag BbsEin gereinigt
und ebenfalls mit demyRaFragment inkubiert und elektrophoretisch aufgetrennt (+) Hierbei wurde ein 100-
facher Uberschuss (DNA:GbgfR gewahlt. Als Negativkontrolle diente fiir jedes EMSA Experiment die
jeweilige GbsR Mutante zusammen mit dem Kontrollfragment aus demgsy auf welchem keine
Bindung moglich ist. Alle Proteine wurden auf einer SDS-PAGE auf ihre Reinheit GftieEs war stets
eine sehr schwache Abbaubande sichtbar, die sich in allen Proteinen gleich verhielt.
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4.5.6 Einfluss der Suppressor Mutationen auf diggbsAB-Expression

Der Einfluss der Mutationen in GbsR auf dlesAExpression und somit die Funktionalitat von
GbsR als Repressor kann zusatzlich mittels egibeAtreA Reportergenfusion analysiert
werden. Die Konstruktion déacillus Stamme sowie die Messung der TreA-Aktivitat wurden
von Michelle Aillaud im Rahmen einer von mir betreuten Bachelorarbeit, wie in 3.5.2
beschrieben, durchgefiihrt [143]. Die Suppressor Mutationen wurden in ein Plasmid
eingebracht, welches dgbsRund diegbsAtreA Reportergenfusion tragt (0GNB13, Tabelle

8). Die entstandenen Plasmide wurden in einen Stamm eingebracht, welcher kein
chromosomalegbsRundtreA mehr besitzt (STHB53, Tabelle 7). Nau-Wageeal konnten

bereits zeigen, dass GbsR ein Cholin-sensitiver Repressogb&iB ist, weshalb das
Expressionslevel zum einen ohne Salz und Cholin (vor Induktion, grau) und zum anderen 90
Minuten nach der Zugabe von 0.4 M NaCl und 1 mM Cholin (nhach Induktion, rot) geprift
wurde. In Anwesenheit von GbsR liegt uninduziert, also in Abwesenheit vom Induktor Cholin,
eine sehr geringe Expression v@iosAvor (Abbildung 38). Es sind lediglich Basalaktivitaten
messbar (6 Units/mg Protein)GD *EV5 D-OAMORBERP®Q GLH *EVHL¥ALQGHVW
bindet und somit die Expression verhindert. Wird Cholin zugegeben und dieses durch die
Salzinduktion voropuB und opuC auch in die Zelle transportiert, so bindet Cholin an GbsR
und durch eine Konformations&nderung kommt es zur Ablosung des Repressors von der DNA.
Eine TreA-Aktivitdt von 169 Units/mg Protein konnte gemessen werden (Abbildung 38). In
Abwesenheit von GbsR kangbsA nicht reprimiert werden, sodass in beiden Féllen eine
deutliche und gleich starke Expression von 236 bzw. 251 Units/mg Protein vorhanden war
(Abbildung 38) [143]. Die publizierten Ergebnisse aus Nau-Wagmeal. [38] konnten
demnach reproduziert werden. Die GbsB-Mutante besitzt durch die Deletion einer Base ein
Frame-Shift (Codon 79: ACA CA) und dadurch ein frihzeitiges Stopp-Codon. Das Protein
GbsR liegt also nicht mehr in seiner Wildtypsequenz vor und hat demnach auch keine
reprimierenden Eigenschaften mehr. Vor und nach Induktion liegt das Expressionslevel auf
dem gleichen Niveau wie in der GbdRutante. Gleiches Expressionsmuster ist in der Mutante,
welche nahe der Ribosomenbindestelle mutiert wurde, zu sehen (Abbildung 38). Scheinbar
kann das Ribosom trotz intakter Ribosomenbindestelle nicht mehr effizient Né roiRden

und das GbsR Protein somit nur ineffizient translatiert werden. Ebenfalls ein-BiéhRotyp

zeigt zwei Mutationen in der Linkerregion von GbsR. GbsFNKund GbsR-&D scheinen

ihren Einfluss der Repression vghsAvollstandig verloren zu haben da die TreA-Aktivitat
nach der Induktion auf demselben Niveau ist wie vor der Induktion (Abbildung 38). Die drei
weiteren Mutationen im Linker von GbsR (GbsPA, GbsR-RF°S und GbsR-FC) haben
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allerdings einen anderen Phéanotyp. Die Expressiongbsaist in Abwesenheit von Cholin

nicht auf dem Niveau einer GbsRlutante, sondern liegt bei etwa 38-Units/mg Protein.

Diese Werte sind allerdings im Vergleich zum Wildtyp Protein etwa achtfach hoher [143]
Hieraus kann also geschlossen werden, dass die Mutationen die DNA scheinbar schlechter
binden kdnnen als GbsR aber eine Repression vghsAteilweise immer noch mdglich ist,

was mit den EMSA Daten Ubereinstimmt (Abbildung 37). Die zwei Mutationen im DNA-
Bindemotiv GbsR-8N und GbsR-B°Y besitzen ein unterschiedliches Expressionsprofil.
Waihrend die Mutante GbsR28l nur eine geringfiigig erhthte Expression ohne Induktor
Cholin im Vergleich zum Wildtyp besitzt, zeigt die Mutante GbsR¥keinerlei Expression
(Abbildung 38), weder im uninduzierten noch im induzierten Zustand. Dieses Ergebnis wirde
eine Repression bedeuten, die in Anwesenheit vom Induktor Cholin weiterhin besteht. Durch
DNA-Bindestudien und Western Blot Analysen konnte fur diese Mutante allerdings gezeigt
werden, dass das Protein im Vergleich zum Wildtyp GbsR Protein eine eingeschrankte DNA-
Bindung besitzt und dadurch erhdhte Transportermengen detektierbar waren. gbhsAlie
Expression zu verifizieren, sollten die Reportergenstudien fir diese Mutation wiederholt
werden, da die EMSA- und Reporterfusionexperimente widersprtchliche Aussagen liefern. Die
Mutation GbsR-&E, welche sich in unmittelbarer Nahe des DNA-Lesekopfes befindet, sowie
die Mutation GbsR-¥S in der mdglichen Cholin-Bindebox zeigen beide wieder einen GbsR
Phanotyp (Abbildung 38). Vor und nach der Induktion ist das Expressionslevel gleich hoch bei
etwa 254 bzw. 277 Units/mg Protein, was dafirspricht, dass keine Repressiginsyamd
demnach keine Bindung an die Bindestelle mehr méglich ist. Die Mutante mit der Mutation
GbsR-F°S zeigte schon in den EMSA Studien kelA-Bindung mehr (Abbildung 3D),

sodass diese Daten die Hypothese unterstiitzen, dass die Mutation zu einer erheblichen
Veranderung der Konformation des Proteins fiihrt, sodass der DNA-Lesekopf topologisch nicht

mehr auf die DNA passt.
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Abbildung 39: Schematische Darstellung und Hypothese Uber die osmoprotektiven Eigenschaft
von Homocholin.

Die Abbildung zeigt schematisch eiBe subtilisZelle mit den beiden ABC Transportern OpuB und OpuC,

die mdglicherweise den Transport des Cholin-Derivats Homocholin (gelber Punkt) in dieefeilgeain.
Homocholin kénnte dort, genau wie Cholin, an dgisABRepressor GbsR binden, um diesen von der
Promotorregion vogbsABzulésen. Homocholin kénnte dann Uiber die Dehydrogenasen GbsB und GbsA in
zwei Schritten zu Homobetain oxidiert werden, welches osmoprotektive Eigenschaften besitzt und die Zelle
vor Salzstress schitzen kdnnte. Fragezeichen verdeutlichen welche Schritte bei dieser Hypothese unklar sind
und analysiert werden missen.

4.6.1 OpuB und OpuC vermitteln den Transport von Homocholin

Um zu Uberprifen, ob das Substrat Homocholin Bossubtilisaufgenommen werden kann,
wurde ein Osmoprotektionsassay bei Hochsalz (SMM 1.2 M NaCl) durchgefihrt und
verschieden®. subtilisStdmme in An- und Abwesenheit von 1 mM kompatibler Solute, unter
anderem auch das Cholin-Derivat Homocholin, kultiviert. Es wurden Stamme genutzt, in denen
jeweils nur ein Opu-Transporter vorhanden war. Als Kontrollstdmme wurde der Wildtyp und
der Stamm TMB118, der keine Opu-Transporter auf3er den Prolin-Transporter OpuE mehr
besitzt, genutztin allen folgenden Experimenten wurden als Kontrollen stets die kompatiblen
Solute Cholin und Glycin Betain genutzt, da Cholin eine sehr ahnliche Struktur hat wie
Homocholin und Cholin irB. subtiliszu Glycin Betain umgewandelt werden muss, um die
Zelle vor Salzstress zu schiutzen. Homobetain wurde ebenfalls verwendet, da die Hypothese

aufgestellt wurde, dass aus Homocholin Homobetain synthetisiert wird, um osmoprotektiv zu
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wirken. In Abbildung 40 ist das Wachstum der oben genannten Stdmme mit den jeweiligen
kompatiblen Soluten bei Hochsalz dargestellt. Der Wildtyp Stamm JH642 konnte mit Hilfe der
Opu-Transporter nur Glycin Betain, Homobetain und Cholin als Osmoprotektivum nutzen. Mit
Homocholin war nur ein Wachstum bis auf eines@yon etwa 0.9 mdglich, was keim
osmoprotektiven Wachstum entspricht, da der Stamm auch ohne kompatible Solute auf diese
ODs7g wachsen konnte. Der Stamm TMB118 konnte mit keinem der getesteten Substrate
wachsen, da dem Stamm die Opu Transporter OpuA, OpuB, OpuC und OpuD fehlen. Da schon
mit dem Wildtyp, der all diese Transportsysteme besitzt kein Wachstum mit Homocholin
maoglich war, war zu erwarten, dass die weiteren Stamme ebenfalls kein Wachstum aufwiesen
Sie konnten nur auf eine @3 von 0.3-0.9 wachsen (Abbildung 40). Glycin Betain wirkte im
Stamm SBB1 (OpuA, SBB2 (OpuC) und SBB3 (OpuD) osmoprotektiv, woraus geschlossen
werden kann, dass diese Transporter Glycin Betain in die Zelle schleusen. Ein protektives
Wachstum mit Homobetain war nur in den Stammen SBB1 (OpuAd SBB2 (OpuQ
maoglich. Allerdings wurde nur eine G von etwa 1.9-2.2 erreicht, wobei Kulturen mit Glycin
Betain OB7szwischen 2.5 und 2.8 erreiem(Abbildung 40). Homobetain wird demnach Gber

die beiden ABC Transporter OpuA und OpuC aufgenommen. Ein Wachstum mit Cholin war
mit dem Stammen SBB5 (OptiBund SBB2 (OpuQ mdglich, was den Erwartungen
entspricht, da deABC Transporter OpuB ein hochspezifischer Cholintransporter ist und das
OpuC System ebenfalls Cholin transportieren kann.

Abbildung 40: Osmoprotektionsassay verschiedeneB. subtilis Stamme unter hyperosmotischen
Bedingungen zur Analyse osmoprotektiver Eigenschaften von kompatiblen Soluten.

Die Stamme wurden in SMM mit 1.2 M NaCl und in Ab- (rot) und Anwesenheitlvei verschiedener
kompatibler Solute 17 Stunden kultiviert und anschlieBend digzgOfthotometrisch bestimmt. Die
Wachstumsanalyse wurde mit zwei biologischen Parallelen durchgefiihrt aus denen sich der Mittdlwert
die Standardabweichung ergibt.
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Aus diesem Experiment kann geschlossen werden, dass Homocholin entweder durch keinen
der Opu Transporter in die Zelle v@n subtilisgeschleust werden kann oder aber, dass es in
die Zelle gelangt, dort aber selbst keine osmoprotektiven Eigenschaften besitzt, da keine
anschlieBende Synthese zum mdglichen kompatiblen Solut Homobetain stattfindet und folglich
kein Wachstum sichtbar ist. Um zu testen, ob GbsR hierbei eine Rolle spielt, da durch die
Repression vogbsABdiese Umwandlung nicht moglich wéare, wurde in den oben getesteten
Opu-Einzelmutanten Stammen (SBB1, SBB5, SBB2 und SBB3) jeweils daghGRdeletiert
(LTB23, LTB26, LTB24 und LTB25) und der Wachstumsversuch unter gleichen Bedingungen
wiederholt. Es wurden wieder die beiden Stdmme JH642 und TMB118 als Komtiolle
kultiviert. Diese zeigten den gleichen Phanotyp wie im oben beschriebenen Experiment.
Aulerdem wurde ein OpuBtamm (LTB28), ein Opu€Stamm (LTB27) und ein OpuBpuC

-Stamm (LTB29), jeweils im GbsRlintergrund, genutzt, da eine Translokation durch OpuB
und OpuC vermutet wurde. Ein Wachstum unter hochosmolaren Bedingungen (1.2 M NaCl)
mit dem Cholin-Derivat Homocholin war nun in den Stdmmen LTB26 (OpuBrB24
(OpuC), LTB28 (OpuB) und LTB27 (OpuQ mdoglich (Abbildung 41). Die Stamme wuchsen

im Vergleich zu Kulturen ohne zusatzliche Solute éaDon 0.4) bis auf eine Ofs von 1.9

bis 2.5. Die Stamme LTB26 und LTB27, welche beide das Cholin-spezifische OpuB System
besitzen, wuchsen mit Homocholin auf einesg®on 1.8 und 2, wahrend die Stamme LTB24

und LTB28, die den OpuC ABC Transporter tragen, auf eingz§Mon 2.5, was auch mit dem
kompatiblen Solut Glycin Betain mdglich war (Abbildung 41).

Abbildung 41: Osmoprotektionsassay verschiedeneB. subtilis Stamme unter hyperosmotischen
Bedingungen zur Analyse osmoprotektiver Eigenschaften von kompatiblen Soluten.

Die Stamme wurden in SMM mit 1.2 M NaCl und in Ab- (rot) und Anwesenheit voiMlverschiedener
kompatibler Solute 17 Stunden kultiviert und anschlieRend digz€Oihotometrisch bestimmt. Die
Wachstumsanalyse wurde mit zwei biologischen Parallelen durchgefuhrt aus denen sich der Mittdlwert
die Standardabweichung ergibt.
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Aus diesem Wachstumsverhalten kann geschlossen werden, dass 1 mM Homocholin in einem
OpuC/GbsR-Stamm eine gleich gute Osmoprotektion bietet wie Glycin Betain oder auch
Cholin. Uber das OpuB System kann zwar auch eine Protektion der Zellen durch
Homocholintransport stattfinden, allerdings schlechter als Uber das OpuC System. Das
Substratspektrum der einzelnen Opu-Transportsysteme hat sich Uberdies nicht verandert,
weshalb hierauf nicht weiter eingegangen wird.

Mit Hilfe einer Wachstumskurve st#l Uberprift werden, ob der Stamm mit dem OpuC
Transportsystem (LTB24) tatsachlich ein besseres Wachstum unter hyperosmotischen
Bedingungen in Anwesenheit von 1 mM Homocholin zeigt als der Stamm LTB26, der lediglich
den OpuB ABC Transporter besitzt. Hierfir wurden diese und weitere Stamme (JH642,
TMB118, CAB5 und LTB29) in einem MicroplateReader fur 30 Stunden bei 37°C und
schittelnd inkubiert. Das Inkubationsvolumen betrug 500 pl. In Abbildung 42 wird deutlich,
dass der Stamm CAB5 (OpuABC[blau) mit Homocholin nur etwas spater in d@gtPhase
Ubergeht als mit Cholin, ansonsten aber zur gleichen Zeit (25 Stunden) die stationare Phase
erreicht. Dieser Stamm besitzt sowohl den OpuB also auch den OpuC ABC Transporter. Der
Stamm LTB24 (OpuG griin) zeigt ein nur minimal schlechteres Wachstum als der Stamm
CABS5 (Abbildung 42), sodass davon ausgegangen werden kann, dass der OpuC Transporter im
Stamm CABS den gr63ten Teil des Homocholins in die Zelle transportiert. Betrachtet man die
Homocholin-Wachstumskurve des Stammes LTB26 (Opu® fallt auf, dass diese eine stark
verzogerte lag-Phase besitzt und die log-Phase erst erreicht wird, nachdem der Stamm LTB24
(OpuC) schon in der stationaren Phase ist. Allerdings ist ein erheblich besseres Wachstum im
Vergleich zum Stamm TMB118 (rot) zu sehen. Der Stamm LTB29 (@puiBC' orange) ist

nicht in der Lage mit Homocholin zu wachsen (Abbildung 42), was bestéatigt, dass Homocholin
lediglich Gber die beiden nah verwandten ABC Transporter OpuB und OpuC transportiert wird.
Wachstumskurven mit den kompatiblen Soluten Glycin Betain und Homobetain als
Osmoprotektiva bestatigen, dass diese beiden Substrate tber OpuC und OpuA, nicht aber tUber
OpuB, aufgenommen werden kdnnen (Abbildunyy 69

Die Wachstumsexperimente zeigen, dass Homocholin nicht wie Cholin an GbsR binden kann
und sich der Repressor so von der DNA |6st. Moglicherweise ist die Bindetasche von GbsR zu
spezifisch fur den Induktor Cholin. Eine Protektion mit Homocholin ist also nur méglich, wenn

der Repressor deletiert wurde.
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Abbildung 42: Wachstumskurven verschiedenerB. subtilis Stdamme zur detaillierten Analyse der
osmoprotektiven Eigenschaft von Homocholin.

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

Mit Hilfe von radioaktiv markiertemmethy+C]-Cholin Chlorid wurde die Inhibitorkonstante

von Homocholin fur den Transport tber die ABC Transporter OpuB und OpuC gemessen. Die
Aufnahme des radioaktiv markierten Cholins wurde zum einen ohne den Inhibitor Homocholin
und zum anderen in Anwesenheit von Homocholin tber die Zeit gemessen. Hierbei wurde eine
Inhibitorkonzentration gewabhlt, bei der die Aufnahme von Cholin zu 50% inhibiert wurde. Die
Aufnahme von Cholin ohne Inhibitor folgte einer Michaelis-Menten Kinetik (Abbildung 43).
Bei der Aufnahme in Anwesenheit von Homocholin nahert sich die Kurve der gleichen
maximalen ReaktionsgeschwindigkeivVmhy) an, weshalb in allen Fallen von einer
kompetetiven Inihibition ausgegangen werden kann (Abbildung 43)KXPwtert wurde dann
*EHU GHQ )LW AFRPSHWHW L Yathm GrapHPad\PristnkalkelieM(T&bdle 3 U R J
17).
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Abbildung 43: Michaelis-Menten Kinetik bei der Aufnahme von jnethyt4C]-Cholin [1-14C]-Glycin

Betain und Uber OpuB oder OpuC zur Bestimmung von Inhibitionskonstanten.

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

Vergleicht man die Affinitaten fir Homocholin in OpuB und OpuC miteinander, fallt auf, dass
der OpuC Transporter mit eineii-Wert von 64 pM eine doppelt so hohe Affinitat zu
Homocholin besitzt als der OpuB Transporter mit eitgiWert von 145 uM (Tabelle 17). Der
OpuC ABC Transporter kann aul3erdem Homocholin genauso gut binden wie Cholin, wahrend
der hochspezifische Cholin Transporter OpuB Homocholin 36-fach schlechter bindet als seinen
naturlichen Liganden Cholin. Zusatzlich bietet das OpuC System eine 3,5-N@heats das

OpuB System, sodass der Opu&amm Homocholin unter Hochsalz schneller aufnehmen
kann als ein OpuBStamm.

Bei der Aufnahme von radioaktiv markiertem ¥G]-Glycin Betain wurde das kompatible
Solut Homobetain als Inhibitor zugegeben, um die Inhibitionskonstante fir Homobetain zu

bestimmen. Die Affinitdt von OpuC zu Homobetain liegt mit 11 uM nahe Herwert zu
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Die Messung des radioaktiv markierten Glycin Betains tber den OpuA Transporter zeigte selbst
mit 500-fachem Uberschuss von Homobetain keine Inhibition (Abbildung st@lass fiir

diesen Transporter kela-Wert berechnet werden konnte. Die Affinitat zu Homobetain scheint
sehr schlecht zu sein. Da OpuA allerdings ein sehr schnelles Transportsystem nvitginer

von 282 (nmol mifmg?) ist [36], kann vermutet werden, dass 1 mM von Homobetain in
Osmoprotektionsassays genugt um die Zelle vor Salzstress zu schitzen. Um dies zu testen
wurde ein Osmoprotektionsassay mit geringeren Konzentrationen von Homobetain
durchgefuhrt, in dem ersichtlich wird, dass 50 UM Homobetain in eBiesabtilisStamm mit

einem OpuC Transportsystem einen etwa dreifach hoheren osmotischen Schutz bietet als in
einemB. subtilisStamm mit einem OpuA ABC Transporter (Abbildung 71). Es kann demnach
davon ausgegangen werden, dass OpuC eine viel bessere Affinitat zu Homobetain bietet als
OpuA.

4.6.2 Homocholin selbst besitzt keine osmoprotektiven Eigenschaften und muss weiter
oxidiert werden
Wie in Kapitel 4.2.1 gezeigt werden konnte ist eine osmoprotektive Wirkung von Homocholin
nur in Abwesenheit degosABRepressors GbsR mdglich. Es liegt nahe, dass durch die folgliche
Induktion der gbsAB Expression die Synthese von Homobetain Uber die beiden
Dehydrogenasen GbsB und GbsA ermdglicht wird. Um diese Abhéangigkeit zu Uberprifen,
wurden Stdmme in Hochsalzmedium kultiviert, in denergihsR(CABS5), nurgbsAB(CABG)
undgbsRundgbsAB(CAB7) zusammen deletiert wurden. Den Kulturen wurden Glycin Betain,
Homobetain, Cholin und Homocholin zugegeben und die-&fach 17 Stunden gemessen.
Der Wildtyp JH642 konnte wie bereits gezeigt in Anwesenheit von Homocholin keine
Protektion der Zellen erreichen, da GbsR in diesem Stamm vorhanden ist (Abbildung 45). Wird
der Repressor deletiert, so wird nun eine volle Osmoprotektion erreicht. Wird nun nur das
gbsABOperon deletiert (CAB6), so ist wiederum kein Wachstum mit Homocholin méglich.
Auch Cholin kann keine Protektion bieten, da die Glycin Betain Synthese Enzyme GbsB und
GbsA nicht vorhanden sind (Abbildung 45). Cholin selbst ist demnach nicht osmoprotektiv und
die Zelle ist auf eine Synthese von Glycin Betain angewiesen. In einem Stamm, der sowohl die
Glycin Betain Synthese Enzyme GbsB und GbsA als auch deren Repressor GbsR nicht mehr
besitzt, so wird deutlich, dass Cholin und Homocholin selbst keine eigenen osmoprotektiven
Eigenschaften besitzen und die Dehydrogenasen GbsB und GbsA die Umsetzung von

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

Die Stamme wurden in SMM mit 1.2 M NaCl und in Ab- (rot) und Anwesenheitlvei verschiedener
kompatibler Solute 17 Stunden kultiviert und anschlieRend digzé&Ophotometrisch bestimmt. Die
Wachstumsanalyse wurde mit zwei biologischen Parallelen durchgefiihrt aus denen sich der Mittdlwer
die Standardabweichung ergibt.

Wird Homocholin in der Zelle voB. subtilisakkumuliert und kann durch die Anwesenheit des
Repressors GbsR nicht osmoprotektiv genutzt werden, so wird vermutet, dass die Zelle durch
den Salzstress, den sie in hyperosmotischen Bedingungen erfahrtderobrosynthetisiert

[9, 51, 52]. Um den Einfluss von Homocholin in Anwesenheit von GbsR, also wenn die Zelle
kein kompatibles Solut zum Schutz zur Verfiigung hat, und in dessen Abwesenheit, wenn die
Zelle vermutlich durch Homobetainsynthese protektiert wird, wurde die intrazellulare
Prolinkonzentratiomemessen. Hierflir wurden die Stamme JH642 (GpsRd CAB5 (GbsR

) in SMM mit 0.4 M und 0.8 M NaCl kultiviert. In Ab- und Anwesenheit von 1 mM Glycin
Betain, Cholin, Homobetain oder Homocholin wurden die Stamme bis zu eines oD 1.8
inkubiert und die intrazellulare Prolinkonzentration, wie in 3.5.3 beschrieben, bestimmt. Ohne
kompatible Solute wurden bei 0.4 M NaCl 71-79 mM und bei 0.8 M NaCl 261-324 mM Prolin
synthetisiert (Abbildung 46 A). Die Anwesenheit von GbsR hat bei Salzstress nahezu keinen
Einfluss auf die Prolinbiosynthese. Bei 0.8 M NaCl mussten die Stdmme zum osmotischen
Schutz etwa vier Mal so viel Prolin produzieren als bei 0.4 M NaCl (Abbildung 46). Wurden
die kompatiblen Solute Glycin Betain, Cholin oder Homobetain zu den Kulturen gegeben, hat
die Zelle nur zwischen 2-3 mM Prolin synthetisiert. Alle drei kompatiblen Solute wurden
favorisiert aufgenommen, sodass eine Prolinbiosynthese nicht mehr angeschaltet werden
musste. Wird dem GbsfStamm Homocholin zugegeben, kann dieses tiber GbsB und GbsA zu

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

verstarkte positive Ladung zurtickzufuhren ist.

B

Abbildung 46: Einfluss von Homocholin auf diede novoProlinbiosynthese.

Die B. subtilisStamme JH642 (GbsRund CAB5 (GbsR wurden in SMM mit 0.4 M NacCl (A) und 0.8 M

NaCl (B) in Ab- oder Anwesenheit von 1 mM Glycin Betain (GB), Cholin (Chimmobetain (HB) oder
Homocholin (HCho) bis zur einer QR von 1.8 kultiviert. Die Zellen wurden anschlieBend in einer
kolorimetrischen Prolin-Konzentrationsbestimmung eingesetzt. Der Assay wurde mit@egidzihen und

zwei technischen Parallelen durchgefiihrt aus denen sich der Mittelwert und die Standardabweichung ergibt.

Um zu Uberprifen, ob die Prolinbiosynthese ebenfalls negativ beeinflusst wird, wenn das
kompatible Solut Cholin in der Zelle akkumuliert wird, wurde ein Stamm verwendet, in dem
die Glycin Betain BiosynthesegegbsAund gbsBdeletiert wurden. Dieser Stamm (CAB6)
kann also bei Zugabe von Cholin kein osmoprotektives Glycin Betain synthetisieren und die
Akkumulation von Cholin ware als Schutz vor osmotischen Stress nutzlos. In Abbildung 47 ist
die intrazellulare Prolinkonzentration der Stammes JH642 (GhsA®l CAB6 (GbsAB zum

einen bei 0.4 M NaCl (rot) und zum anderen bei 0.8 M NaCl (grtin) dargestellt. Der Stamm
JH642 kann wie bereits in Abbildung 46 gezeigt Homocholin nicht als Osmoprotektivum
nutzen, da in diesem Stamm ebenfallsglssABRepressor GbsR vorhanden ist. Zugabe von
Homocholin, und folglich eine Akkumulation des Substrates, beeintrachtigt die Prolinbio-

synthese sichtbar. Der Stamm CAB6 kann ohne Cholin-Zugabe einen Prolinpool von 100 mM
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(0.4 M NaCl) bzw. 305 Mm (0.8 M NaCl) aufbauen (Abbildung 47). Mit zunehmender Salinitat
wird nimmt auch die Prolinproduktion zum Schutz der Zelle zu. Wird den Kulturen Cholin
zugegeben, so kdnnen nur 16 Mm Prolin produziert werden. Die Zelle erfahrt in diesem Falle
Salzstress und kann trotzdem keinen protektiven Prolinpool aufbauen, was die Vermutung, dass
sich eine Akkumulation der positiven Ladung im Cholin/Homocholin negativ auf die

Prolinbiosynthese auswirkt, bestarkt.

Abbildung 47: Einfluss der Homocholin und Cholin Akkumulation auf die de novoProlinbiosynthese.

Die B. subtilisStamme JH642 (GbsABund CAB6 (GbsAB wurden in SMM mit 0.4 M NaCl (rot) und

0.8 M NaCl (gruin) in Ab- oder Anwesenheit von 1 mM Cholin (-/+ Cho) oder HomochbtitHCho) bis

zur einer Ol;s von 1.8 kultiviert. Die Zellen wurden anschlieRend in einer kolorimetrischen
Prolinkonzentrationsbestimmung eingesetzt [129]. Der Assay wurde mit zwei biologischen und zwei
technischen Parallelen durchgefiihrt aus denen sich der Mittelwert und die Standardabweichung ergibt.

Es konnte nun mehrfach gezeigt werden, @assbtilisZellen (GbsR) bei hoher Osmolaritat

in Anwesenheit von Homocholin nicht wachsen kénnen (Abbildung 40, 41, 42, 45). Zusatzlich
konnte in Abbildung 46 und 47 gezeigt werden, dass eine Akkumulation von Homocholin (und
auch Cholin) die Prolinbiosynthese inhibiert. Um zu testen, ob der negative Wachstums-
phanotyp in Anwesenheit von Homocholin auf die Inhibition der osmoprotektiven
Prolinbiosynthese zurtickzufiihren ist, wurde Birsubtilis Stamm mit eineproHJ Deletion

auf SMM Agarplatten mit 0.4 M NaCl in den Verdiinnungsstulgf-10* ausplattiert
(Abbildung 72). Dieser Stamm ist nicht mehr in der Lage Prémovozu synthetisieren
(Hoffmann 2017). Da dieser Stamm (ProHaber in der Lage ist ebenso gut bei moderaten
Salzkonzentrationen zu wachsen wie der Wildtyp Stamm JH642 (Br@kbbildung 72), kann
ausgeschlossen werden, dass der negative Wachstumsphanotpmwesenheit von
Homocholin darauf zuriickzufihren ist, dass der Stamm nicht mehr in der Lage ist Prolin zu
synthetisieren. Es missen also durch die Akkumulation der positiven Ladungen noch weitere

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

Aus den bisher dargestellten Ergebnissen leitet sich die Frage ab, ob die Dehydrogenasen GbsA
und GbsB tatsachlich aus Homocholin das bekannte kompatible Solut Homobetain
synthetisieren. Eine Abhangigkeit der Enzyme fir die osmoprotektive Nutzung von
Homocholin konnte in Abbildung 45 bereits nachgewiesen werden. Wurden die Gene fir die
Glycin Betain SynthesgbsA und gbsB deletiert, so war ein Wachstum vé@h subtilisin
Hochsalzmedium mit Homocholin nicht mehr moglich. Auf3erdem katalysieren die beiden
Enzyme die Glycin Betain Synthese ausgehend vom Homocholin-Derivat Cholin.

Mit Hilfe von 3C-NMR Spektren von Zellextrakten des Stammes BWB112 (GBsfHJ)

sollte qualitativ Uberprift werden, ob die Zellen nach Aufnahme von Homocholin das
kompatible Solut Homobetain synthetisiert haben. Als Kontrolle wurde der Stamm BWB112
mit Homobetain kultiviert und als Referenz dienten Homobetain und Homocholin als
Reinsubstanz. Betrachtet man die Spektren der Reinsubstanzen, fallt auf, dass im Spektrum fir
Homocholin kein Peak bei 179 ppm vorkommt. Dieser Peak steht fur das Kohlenstoffatom,
welches sich am Carboxy-Terminus des Homobetains befindet (Abbildung 48). Homocholin
besitzt nur eine Alkohol-Gruppe, weshalb dieser Peak wegféllt. Fir Homocholin gibt es daftr
bei 61 ppm einen zuséatzlichen Peak. Ansonsten sehen sich die beiden Spektren aufgrund der
gleichen Grundstruktur mit der Trimethylammoniumgruppe von Homobetain und Homocholin
sehr ahnlich aus. Betrachtet man nun das Spektrum des Zellextraktes des Stammes, BWB112
welcher mit Homobetain kultiviert wurde, konnen alle Peaks, welche in der Homobetain
Reinsubstanz auftauchen, wiedergefunden werden (Abbildung 48). Jedoch sind auch weitere
Peaks sichtbar, welche nicht n&her zugeordnet werden konnten. Das Spektrum fur die
Homocholin Kultivierung gleicht dem Spektrum fur die Homobetain Synthese in Hinblick auf
die Kohlenstoffdetektion. Da dieser Versuch nur dem qualitativen Nachweis der Homobetain
Synthese aus Homocholin dienen soll, ist hierbei die HOhe der Peaks nicht von Bedeutung. Es
konnte bei Homocholin Zugabe ein deutlicher Peak bei 179 ppm detektiert werden, welcher fl
das Kohlenstoffatom am Carboxy-Terminus des Homobetains steht. Ob das Homocholin
vollstandig zu Homobetain oxidiert werden konnte ist aus diesen Ergebnissen nicht ersichtlich,
lediglich dass die Enzyme GbsA und GbsB nicht nur die Glycin Betain Synthese aus Cholin,

sondern auch die Homobetain Synthese aus Homocholin katalysieren kénnen.
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A

Abbildung 48: Qualitative Identifizierung von Homobetain und Homocholin mit Hilfe von 13C-NMR
Spektren.

Zu sehen sind zum einéfC-NMR Spektren von Zellextrakten des Stammes BWB112, gewachsen unter
hyperosmotischen Bedingungen (SMM 1.2 M NaCl) mit 1 mM Homobetain (A) oder HomodBplizum

anderen von den Reinsubstanzen Homobetain (C) und Homocholin (D). Peaks, welche Kohlenstoffatome
von Homobetain darstellen, wurden mi versehen und Peaks, die Kohlenstoffatome von Homocholin
darstellen wurden micho versehenD4-3-(Trimethylsilyl) Propionat wurde als interner Standard genutzt

und mit einem * markiert.
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Um eine quantitative Analyse der Homobetain Synthese aus Homocholin durchzufihren,
wurden die kompatiblen Solute Glycin Betain, Cholin, Homobetain und Homocholin aus
Zellextrakten des Stammes CAB5 (GBhsknit Hilfe von LC-ESI-MS detektiert und
guantifiziert. Die fur diese Experimente noétige Kultivierung unterschiedlicher Stamme wurde
von mir durchgefuhrt, die LC-ESI-MS Messungen wurden freundlicherweise von Herrn Prof.
Dr. Andreas Seubert (Fachbereich Chemie, Philipps-Universitat Marburg) durchgefiihrt. Als
Referenzen dienten hierbei ebenfalls die jeweiligen Reinsubstanzen. In Abbildung 49 ist zu
sehen, dass bei 0.8 M NaCl und 1 mM Glycin Betain im Medium etwa 620 mM intrazellulares
Glycin Betain vorhanden ist. Homobetain, Cholin oder Homocholin wurden nicht detektiert.
Wird dem Stamm das Substrat Cholin zugegeben, wird ersichtlich, dass durch die Glycin Betain
Synthese tiber GbsAB 498 mM Glycin Betain synthetisiert wurden und kein Cholin mehr in der
Zelle vorhanden war (Abbildung 49). Bei Homobetain Zugabe konnten 480 mM Homobetain
detektiert werden und ein Vorhandensein von Glycin Betain, Cholin oder Homocholin konnte
ausgeschlossen werden. Durch die Zugabe von 1 mM Homocholin zum Medium konnten 384
mM intrazellulares Homobetain und nur 19 mM Homocholin gemessen werden (Abbildung
49). Die Substrate Glycin Betain und Cholin wurden nicht detektiert. Diese Daten zeigen, dass
das kompatible Solut Homocholin fast vollstandig zu dem Glycin Betain Derivat Homobetain
umgewandelt wird und die Zelle durch diese Synthese vor hohen Salinitdten geschuitzt werden

kann.

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

MS.

Die intrazellulare Konzentration von Glycin Betain (rot), Homobetain (blau), Cholin (griin)emdd¢holin
(orange) wurde aus Zellextrakten des Stammes CAB5 (EbgBwachsen unter hyperosmotischen
Bedingungen (SMM 1.2 M NaCl) mit 1 mM Glycin Betain (+Glycin Betain), Homobetditofnobetain),
Cholin (+Cholin) oder Homocholin (+Homocholin), mit Hilfe von LC-ESI-MS bestimiag. wurde der
Mittelwert und die Standardabweichung aus zwei biologischen und zwei technischen Parallelen bestimmt.
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4.6.4 Homocholin als Induktor fur GbsR

Eine osmotische Protektion vdd. subtilis mit dem Substrat Homocholin konnte nur in
Abwesenheit degbsABRepressors GbsR erfolgen. Nur dann war eine Expressioghe#B
gegeben und die Oxidation von Homocholin zu Homobetain konnte ermdglicht werden. Um
eine Induktion durch Homocholin zu ermoglichen, ist vermutlich eine grol3ere Bindetasche in
GbsR notwendig, sodass das strukturell langere Substrat ebenfalls gebunden werden kann. Um
eine Mutation zu finden, welche die Bindung von Homocholin an GbsR ermdéglicht wurde ein
genetischer Screen entwickelt. Durch den Mutatorstdmoli XL1-Red wurden zufallig
Mutationen in das, auf einem Plasmid liegende @&R 0der dessen authentischen Promotor
eingefuhrt. Die erhaltenen Plasmide (pLT39*), welche einen Replikationsurspruri® fir
subtilisbesalRen, wurden in e subtilisStamm gebracht, welcher kein natirlicgesRGen

sowie eine LacZ-ReporterfusioglsAlac?) trug. Als Kontrolle dienten Plasmide, welche
entweder kein Gen (pGP380, GhsBder das Wildtyp Gen (pLT39, Gb§Rrugen (Tabelle

8). Die erhalteneB. subtilisStamme wurden auf einem Minimalmedium kultiviert, in dem 0.4

M NacCl, 1 mM X-Gal, das entsprechende Antibiotikum Erythromycin/Lincomycin (Tabglle 5
und 1 mM Homocholin enthalten war. Anders als die GbsR Deletionsmutante (LTB65), war
der Kontrollstamm mit intaktem GbsR (LTB64) hier kaum féhig zu wachsen, da keine
Umwandlung zu Homobetain als Osmoprotektivum moglich war. Alle hier gewachsenen Klone
mit dem mutierten pLT39 PlasmidghsR) wiesen eine blaue Farbung auf, sodass davon
ausgegangen werden kann, dass all dggseR Genvarianten zu einer Expression \gisA
fuhrten. Allerdings konnen hierbei keine Mutationen ausgeschlossen werden, die zu einem
AIUPWPKILIW3 RGHU Y ROddon fhitdrH Pie§VEBsK Proteine waren nicht intakt
und entsprechen der GbgRontrolle. Nach zwei Vereinzelungsschritten wurden die Klone
dann auf den Kontrollmedien (0.4 M NaCl, 1 mM X-Gal, Erythromycin/Lincomycin (Tabelle
5), 1 mM Cholin und 0.4 M NaCl, 1 mM X-Gal und Erythromycin/Lincomycin) ausgestrichten,
um zu Uberprifen, ob die vorliegende GbsR weiterhin den natlrlichen Liganden Cholin binden
kann. Wenn kein Induktor vorhanden ist, sollte sich der Klon bei intaktem GbsR keine
Blaufarbung zeigen. Die GbsR Wildtyp-Kontrolle zeigte hier keine Blaufarbung, da der
Repressor GbsR die DNA weiterhin bindet, wahrend die GbsR Deletionsmutante eine blaue
Farbung aufwies. Von 88 getesteten Klonen konnten zwei Klone identifiziert werden [Klon 18
und Klon 51 (Abbildung 5)), welche keine Blaufarbung aufwiesen.
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Abbildung 50: Blau-Weil3 Screening zur Identifizierung von einer Homocholin induzierbaren GbsR
Mutante.

Es wurden 20 verschiedene Klone auf drei unterschiedlichen Medien auf ihre Blaufarbung getestet. Alle
Medien bestehen aus SMM 0.4 M NaCl, 1 mM X-Gal, Erythromycin/Lincomycin (Tabelle 5). tiuMe

auf der linken Seite befindet sich zusatzlich 1 mM Homocholin und im Medium in der Mitte Cholh.

Rechts wurde kein Induktor zugegeben. Alle getesteten Klone besitzegbsitlacZ Reportergenfusion

und eine Deletion des GegbsR Die Stamme wurden dann mit einem Plasmid transformiert, welches
entweder keigbhsR /HHUSODVPLG S*3 " gbsBRPMsnIdOpITa9, Avt) BdeHein zufallig
mutiertesgbsR (Plasmide pLT39* 1-20) besalf. Rot umkreist wurde der Klon (18), welcher als einziger,
neben der Wildtypkontrolle, keine Blaufarbung auf dem Kontrollmedium ohne Induktor aufwies, sodass
davon ausgegangen werden kann, dass GbsR intakt igbeAdeprimiert.

Die Sequenzierung des GegbsRder beiden Klone zeigte die gleiche Mutation. An der
Position 88 wurde ein Threonin zu einem Alanin ausgetauscht (Codof 8% : *&
beiden Fallen) (Abbildung 51). Erstaunlicherweise befindet sich die Mutation nicht, wie

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

TA

Abbildung 51: Monomer desin-silico Modells des Repressors GbsR auB. subtilis mit markierter
Mutation GbsR-TA.

Dasin-silico Model wurde mit dem Webserver SWISS-Model [133] auf Grundlage der Struktur des Proteins
Mj223 (PDB: 1ku9) ausethanocaldococcus jannasckiirechnet [3887]. Die vorhergesagte Bindetasche

fur Cholin, bestehend aus vier Phenylalaninen, ist in blau dargestellt. DasTHeliklelix Motiv, welche

die DNA-Bindung ermdglicht ist griin markiert. In orange wurde die bewegliche Linkerdoméne dhrgestel
Rot markiert wurde die Aminoséaure (Threonin88), die im Blau-Weil3 Screening als HomaoHalirerbare
Mutante (GbsR-32A) identifiziert wurde.
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die Umwelt gelangen kann. Uber den hoch affinen OpuB ABC Transporter konnte eine
effizientere Aufnahme des Osmoprotektivums gewahrleistet werden.

Worauf die unterschiedliche Substratspezifitat von OpuB und OpuC basiert, sollte in dieser
Arbeit naher studiert werden. Mit Hilfe von Opu-Transportermutanten konnte in
Wachstumsversuchen unter hyperosmotischen Bedingungen sowie in Transportstudien mit
radioaktiv markierten Substraten gezeigt werden, dass OpuB neben Cholin ebenfalls mit
niedriger Affinitat das kompatible Solut Carnitin transportieren kann (Tabelle 13) [46]. Im
Vergleich zu diesem spezifischen ABC Transporter konnte fiir den OpuC ABC Transporter das
vorhergesagte breite Substratspektrum gezeigt werden. Ein SBP-loses OpuB/OpuC ABC
Transportsystem konnte keinen Transport von kompatiblen Soluten mehr vermitteln. |
Osmoprotektionsassays mit 1.2 M NaCl konnten di2ssubtilis SBP-losen Opu Mutanten

keine Protektion mehr zeigen, sodass davon ausgegangen werden kann, dass die beiden
Transporter OpuB und OpuC SBP anhangig sind (Abbildung 8). Eine Bindung der Substrate an
eine Bindestelle in den TMDs kann dadurch ausgeschlossen werden. Um zu analysieren, ob die
SBPs tatsachlich das Substratspektrum eines ABC Transporter determinieren, wurden hybride
Transportsysteme erstellt und in Hinblick auf das Substratspektrum untersucht. Obwohl SBP-
abhangige ABC Transporter immer aus den gleichen Komponenten bestehen, wurde die
Konstruktion eines funktionellen hybriden ABC Transporters bisher nur in einem Fall gezeigt.
Hierbei wurden die ATPasen desGlycerol-3-Phosphat Transporters (Ugp) und des Maltose
Transporters (Mal) ausgetauscht [152, 158 die ATPasen die am starksten konservierten
Untereinheiten des ABC Transporters sind [67], kann vermutet werden, dass ein Austausch der
NBDs den Transportprozess nicht beeintrachtigt. Allerdings waren die hybriden Ugp/Mal
ineffzienter im Vergleich zu den korrespondierenden Wildtyp ABC Transportern [152, 153]
Diese Daten deuten an, dass ein Austausch von ABC Transporter Komponenten in der
Evolution nicht vorgesehen ist. Im Fall der hybriden OpuB und OpuC Transporter wurden nicht
die stark konservierten ATPasen ausgetauscht, sondern die SBPs, um zu untersuchen, ob das
Substratspektrum dadurch verandert werden kann. Physiologische Untersuchungen zeigten,
dass der Austausch der SBPs (OpuB::OpuCC, OpuC::OpuBC) in den ABC Transportern OpuB
und OpuC dazu fuhrt, dass sich das Substartspektrum ebenfalls andert (Abbildung 11). Der
spezifische Transporter OpuB erlangt durch das Implantieren des OpuCC SBPs
(OpuB::OpuCC) das breite Substratspektrum des OpuC Wildtyp Transportsystems. Im
Gegenzug wurde der promiskuitive OpuC Transporter durch das SBP OpuBC (OpuC::OpuBC)
zu einem spezifischen ABC Transporter fr Cholin und Carnitin [46].
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Die Effizienz des hybriden OpuB::OpuCC Transportsystems ist allerdings verglichen zum
OpuC Wildtypsystem funffach schlechter, wahrend die Affinitat der beiden Transporter zum
hier getesteten kompatiblen Solut Glycin Betain gleich gut ist (Tabelle 13). Hierbei kdnnte eine
YHUVFKOHFKWHUWH ,QWH WDOPUWCICRZQ dEéHTWIDA IdgdH BEiBi @BBC 6 % 3
Transporters eine Rolle spielen. Angelehnt an den Typ | Molybdat Transporter ModABC aus
Archaeoglobudulgidus [85] konnten durch Modelingstudien drei Interaktionsbereiche von
OpuBC und OpuCC identifiziert werden, die moglicherweise bei der Interaktion zu den
jeweiligen TMDs beteiligt sind [46]. Diese Regionen sind allerdings in ihrer raumlichen
Struktur sowie ihrer Ladung in OpuBC und OpuCC sehr d@hnlich, sodass es unwahrscheinlich
ist, dass die verschlechterte Transporteffizienz des hybriden OpuB::OpuCC Systems durch eine
gestorte Interaktion der Transporterkomponenten hervorgerufen wird. Es konnte weiterhin
durch Western Blot Analysen festgestellt werden, dass das SBP OpuCC in einem Stamm, der
nur den hybriden ABC Transporter OpuB::OpuCC besitzt, in geringeren Mengen vorliegt, als
in einem Stamm, der nur das OpuC Wildtyp System besitzt (Abbildung 33). Da sich in
entgegengesetzter Richtung zopuB Operon eine SigB-abh&ngige Antisense RNA befindet
[154, 155], kdnnte es sein, dass es durch die Unterbrechuogu@®perons und somit auch

der Antisense RNA zu destabilisierenden Effekten der mMRNA des Transporters OpuB::OpuCC
kommt. Auf die Ergrindung dieser minimierten Transportermenge wurde in dieser Arbeit
jedoch nicht weiter eingegangen. Der hybride ABC Transporter OpuB::OpuCC besitzt
demnach eine schlechtere Transportgeschwindigkeit durch verringerte Transportermengen,
sodass eine Protektion in hyperosmotischen Bedingungen ebenfalls verschlechtert ist. Wie die
ineffiziente Osmoprotektion Gber den hybriden OpuB::OpuCC Transporter verbessert wurde,
wird in Kapitel 5.3 naher beschrieben. Durch die Konstruktion von hybriden ABC Transportern
konnte gezeigt werden, dass die SBPs OpuBC und OpuCC fur die Substratspezifitat von OpuB
und OpuC verantwortlich sind. AufRerdem konnten erstmals funktionelle hybride ABC
Transporter erstellt werden, in denen die SBPs und nicht die hoch konservierten NBDs
ausgetauscht wurden. Da bereits ABC Transportsysteme bekannt sind, in denen mehrere SBPs
die gleichen TMD/NBD Komponenten nutzen wie z.B. im His/Lys/Arg Transporter in
Salmonella typhimuriufiL12], stellte sich die Frage, ob ein einzelnes OpuCC SBP in einem
Stamm mit intaktem spezifischen OpuB ABC Transporter ebenfalls mit den TMD/NBD
Komponenten des OpuB Transporter interagieren kann. Es konnte gezeigt werden, dass auch
in Anwesenheit eines vollstdndigen OpuB Transportsystems die Zuschaltung eines einzelnen
OpuCC SBPs zur vollstandigen Osmoprotektion Bomsubtilismit kompatiblen Soluten wie

Glycin Betain oder Homobetain fuhrt, welche keine nattrlichen Substrate des hoch spezifischen
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OpuB Systems sind (Abbildung 6). Demnach istietmivo Austausch der SBPs OpuBC und
OpuCC moglich. Laut diesen Ergebnissen kdnstB.esubtilisausreichen, ein vollstandiges
opuC Operon zu besitzen, um eine gute Transportgeschwindigkeit zu gewahrleisten und
zusatzlich das GeropuBC zu exprimieren, um in einer Umgebung mit niedrigen
Cholinkonzentrationen eine maoglichst affine Bindung zu erreichen.

Da die Substratspezifitat durch die SBPs OpuBC bzw. OpuCC determiniert wird, sollte eine
detailliertere Analyse der Substratbindetaschen Unterschiede aufklaren. Beide Proteine
besitzen vier aromatische Aminosauren, die eine Bindestelle bilden. Mutagenese von
Bindetaschen-bildenden Aromaten fihrte in vorangegangenen Studien bei den SBPs OpuAC
ausB. subtilis ProX ausA. fulgidusund EhuB ausinorhizobium melilotj45, 156, 157] zu

einer drastischen Verschlechterung der Substratbindung. Aber auch Aminosauren, die nicht die
typische aromatische Bindetasche formen, kdnnen an der Bindung eines Substrates beteiligt
sein. Mutagenesestudien in den SBPs OpuAC, OpuBC und OpuCB. aubtilis zeigten
bereits, dass diese Aminosauren eine wichtige Rolle bei der Determinierung der
Substratspezifitat spielen, da Mutanten eine verschlechterte oder gar keine Bindung des
Substrates mehr erlaubten [45, 11%6]. Diese Studien basieren allerdings nur im¥itro
Experimente. Die Substratspezifitat der jeweiligen ABC Transpanteivo wurde hierbei

nicht untersucht. Eine Gemeinsamkeit der Bindetaschen in OpuBC und OpuCC ist zum einen
die Anordnung der vier Tyrosine (Y Y7, Y197 und Y?2Y) und zum anderen die Stabilisierung

der Seitenketten der kompatiblen Solute tiber die Aminosdde®Ligandenbindetasche. Im

SBP OpuBC fiihrt ein stabiles Wassernetzwerk tiber die Aminosadfey®’ und L1*° zu

einer zusatzlichen Stabilisierung des Substrates Cholin. Die Bindetasche wird dadurch
unflexibel und starr [116]. Auch die Aminosédure an Position 74 ist wichtig bei der
Substratbindung [115, 116]. In OpuBC ist das negativ geladene Aspaffatn@den der
Ausbildung des Wassernetzwerkes an der Bindung der Hydroxygruppe von Cholin beteiligt,
wahrend die strukturell entsprechende Aminosaure Threorlf) i OpuCC SBP unter
anderem die Glycin Betain Bindung koordiniert. Negativ geladene Carboxygruppen werden
hier nicht abgestol3en und auch eine Bindung von Liganden mit langen Seitenketten ist durch
das grol3ere Volumen denkbar. Im Gegensatz dazu wirde in OpuBC die stark negative Ladung
von D’* und auch das verringerte Volumen der Bindetasche die Bindung von langen und/oder
negativ geladenen Seitenketten verhindern.

In Broy (2015) konnten durch zielgerichtete Mutagenese bereits Mutanten erstellt werden, in
denen diese Aminoséaure an Position 74 in den SBPs OpuBC und OpuCC der ABC Transporter
OpuB und OpuC ausgetauscht wurden [138]. Die Mutante OpuBTKodnnte in Kooperation
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mit Sander Smits der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf mit verschiedenen Liganden
kristallisiert werden [138]. Eine Inspektion der Kristallstrukturen offenbarte, dass der
Austausch T zum einen zum Aufbrechen des Wassernetzwerkes und zum anderen zur
Veranderung der Ladung der Bindetasche fihrte (Abbildung 21). Die negative Ladung des
Aspartats ist nun nicht mehr vorhanden, sodass vermutet werden konnte, dass diese Bindetasche
nun eine Bindung von verschiedenen Liganden ermdglicht. Vorlaufige physiologische sowie
kinetische Analysen der Mutanten OpuBC*Dund OpuCC-T*D in der Dissertation von S.

Broy zeigten, dass das Substratspektrum verandert wurde [138]. In dieser Arbeit wurde der
mutierte OpuB-Transporter (OpuBXY) in einen Stamm eingebracht, in dem der Repressor
des opuBOperons GbsR deletiert wurde. Hierdurch konnte das OpdB-Bystem
dereprimiert werden, was es ermdglichte, das Substratspektrum eindeutiger zu bestimmen. Das
Wachstumsexperiment der Transportermutante OplD-Wurde in diesem Zuge ebenfalls
wiederholt. Es konnte eindeutig gezeigt werden, dass &rAustausch im OpuBC SBP zu

einer Erweiterung des Substratspektrums fihrt, welches exakt das gleiche, wie im OpuC
Wildtyp Transporter ist (Abbildung 19). Die Voraussagen aus der Analyse der
Kristallstrukturen der Mutante, dass ein Threonin an dieser Position eine Aufhebung der
negativen Ladung und eine VergrofRerung der Bindetasche bietet, kamvign bestatigt
werden. Die physiologische und kinetische Analyse der hybriden ABC Transporter
OpuB::0OpuCC und OpuC::OpuBC liel3en allerdings vermuten, dass durch Austausch der
Aminosauren an Position 74 das Substratspektrum von OpuB und OpuC ebenfalls getauscht
wird. Diese Hypothese konnte nicht vollstandig bestatigt werden, da das Wachstum einer
OpuCC-T“D Mutante unter hyperosmotischen Bedingungen nicht nur mit Cholin und Carnitin,
sondern auch mit den kompatiblen Soluten Glycin Betain, CrotonobetaisBatyrobetain
maoglich war. Diese Substrate gehdren nicht zum nattrlichen Substratspektrum des OpuB
Transportsystems. Das negativ geladene Aspartd) (B der OpuCC Mutante verhindert
scheinbar nicht die Bindung der strukturell &hnlichen kompatiblen Solute Glycin Betain,
Crotonobetain und5Butyrobetain. Um genaue Aussagen zur Bindung dieser Liganden in
OpuCC-T“D machen zu kénnen, musste die Mutante in Komplex mit diesen Liganden
kristallisiert und die Bindung n&her inspiziert werden. Aufnahmeexperimente mit vier
verschiedenen radioaktiv markierten Substraten in eiBensubtilis Stamm, der nur das
evolvierte OpuB ABC Transportsystem besitzt, zeigten, dass einzig die AffikiitzOm
naturlichen OpuB-Substrat Cholin durch den Aminoséaureaustausch drastisch verschlechtert
wurde (100-fach) (Tabelle 14). Da allerdings die Transportkapa¥itaf) (des Transporters

nicht verringert wurde, scheint eine Osmoprotektion mit 1 mM Cholin, was ein starker
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transmembranen Helices lasst darauf schlie3en, dass dap@eBfir ein hybrides Protein
kodiert, welches aus einer TMD und eine Substratbindedoméane besteht (Abbildung 26B). Der
C-terminale Teil des hybriden Proteins befindet sich aul3erhalb der Zytoplasmamembran, was
darauf hindeutet, dass dieser Teil das SBP bildet. Wie bereits fur einige SBP gezeigt, [45, 115,
116, 123, 157, 159-163] erfolgt die Bindung der Liganden Uber eine Bindetasche, die aus
aromatischen Aminosauren bestelt. GLHVHQ ADURPDWLF &DJH3 N|QQHQ
Kation- @nteraktionen stabilisiert werden. Die typische aromatische Ligandenbindestelle ist
sowohl in SBPs aus Bakterien [45, 115, 1180, 161, 162] als auch aus Archaeen [123, 157]

zu finden.$ X% HUGHP LVW EHUHLWY EHNDQQW GDVV GLHVHU AL
Aminosauren, die an der Bindung von Liganden beteiligt sind, bestimmen kdnnen, ob es sich
um einen ABCTransporter mit spezifischer oder breiter Substratspezifitdit handelt. Ein
Aminosauresequenzvergleich der 112 OpuFB Proteine zeigte, dass in allen Substrat-
bindedomanen der Proteine vier Aromaten konserviert sind (Abbildung B6&jemin-silico

Model der Substratbindedoméne des OpuFB ProteinB.dofantiswurde deutlich, dass diese
konservierten aromatischen Aminosauren eine sehr ahnliche Substratbindetasche formen, wie
in bereits kristallisierten SBPs, wie z.B. OpuBC und OpuCCBawsubtilis[115, 116] oder

ProX aus dem hyperthermophilen Archagarfulgidus(Abbildung 67) [123]. Die Substrat-
bindedomane des Proteins BIlEB diente zwar als Ausgangsstruktur des Modeling-Servers
SWISS-model [133], allerdings besitzt BIlE keine Transporteigenschaften fur kompatible
Solute [87, 139].

Die vorhergesagte Struktur von OpuF ist, wie auch in BilELausonocytogenesnd OpuA

ausL. lactis, ein Homodimer [86]. Bei OpuF-ahnlichen ABC Transportern handelt es sich um
Typ | ABC-Importer, die den Transport von osmo- und thermoprotektiven kompatiblen Soluten
vermitteln [67]. Der fusionierte ABC Transporter OpuA duslactis transportiert das am
haufigsten genutzte kompatible Solut Glycin Betain [86]. Um zu Uberprtfen, ob die OpuF
Transporter, welche in der Ordnung Bacillales in einer Vielzahl gefunden wurden, in der Lage
sind, osmoprotektive Substanzen in die Zelle zu schleusen, wurden heter@ogulhtilis
Osmoprotektionsassays mit drei verschiedenen OpuF ABC Transpd@teme@aterium, B.
infantis, B. panaciterrdedurchgefihrt. Diese verdeutlichen, dass der OpuF-Typ Transporter
tatsachlich in der Lage ist, den Transport von kompatiblen Soluten zu vermitteln (Abbildung
28). Das Substratspektrum ist allerdings nicht immer gleich. Wéahrend die getesteten OpuF
Systeme au8B. infantisund B. panaciterraesehr eindeutig nur die Substrate Glycin Betain,
Prolinbetain, Homobetain und das schwefelhaltige DMSP transportieren, kann das OpuF
System au$. megateriunzuséatzlich 5Butyrobetain transportieren (Abbildung 28). Obwohl
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Crotonobetain und5Butyrobetain Vorstufen des Substrates Carnitin sind und alle drei
osmoprotektive Eigenschaften besitzen, kann nur das kompatible SBuiyrobetain tber

den OpuF Transporter al® megateriumtransportiert werden. Allerdings besitzt dieser
Transporter nur eine niedrige Transporteffizienz (Tabelle 15, Ablmld@s), was
maoglicherweise durch ineffiziente Expression oder Translation im heterologen SBamm
subtiliszu erklaren ist. Die beiden OpuF SystemeRusfantisundB. panaciterraéhingegen
besitzen exakt das gleiche Substratspektrum (Abbildung 28) und eine sehr hohe Affinitat zu
Glycin Betain (Tabelld5). DerKmn-Wert ist vergleichbar mit dem des ABC Transporters OpuC
ausB. subtilis(Tabellel5). Die Transportgeschwindigkeit der beiden OpuF Transporter ist fast
doppelt so schnell verglichen zu OpuC (Tabelle 15). Die kinetischen Parameter und die sehr
starke Verbreitung derpuFA-opuFBGene lassen vermuten, dass dieser Transportertyp in der
zellularen Stressantwort von terrestrischen sowie marinen Bakterien eine wichtige Rolle spielt
Im vorherigen Kapitel wurde die Bedeutung der Aminoséaure an Position 74 der reifen SBPs
OpuBC und OpuCC auw&. subtilisnaher erlautert. Es konnte gezeigt werden, dass ein Aspartat
an dieser Stelle (OpuBC) zu einem spezifischen Substratspektrum, und ein Threonin (OpuCC)
zu einem breiten Substratspektrum des ganzen ABC Transporters fuhrt. Im Aminosaure-
sequenzvergleich der 112 OpuFB Proteine wurde deutlich, dass sich an der korrespondierenden
Position des hybriden Proteins an dieser Stelle stets ein Threonin befindet. Dieses konservierte
Threonin (Position 297 in OpuFB aBs megateriumPosition 296 in OpuFB au. infantis

Position 299 in OpuFB auWB. panaciterrag lies vermuten, dass die untersuchten OpuF ABC
Transporter ein vergleichbar breites Substratspektrum wie OpuC besitzen. Diese Hypothese
konnte allerdings nicht bestétigt werden (Abbildung E8handelte sich, wie bereits erwahnt,
allerdings auch nicht um ein spezifischen Transporter fir Cholin. Es kann also in fusionierten
SBP-TMD ABC Transportern keine Vorhersage getroffen werden, ob es sich um ein
spezifischen oder promiskuitiven Importer handelt. Der Aminosdureaustausch dieses Threonins
zu einem Aspartat fuhrte allerdings dazu, dass keine kompatible Solute mehr zur
Osmoprotektion transportiert werden konnten. Es ist moglich, dass das Aspartat tatsachlich,
durch bereits in Kapitel 5.1 beschriebene Griunde, zur Einschrankung der Bindekapazitat fuhrt.
Allerdings ist auch nicht auszuschlief3en, dass das Protein aufgrund der Mutagenese nicht mehr
korrekt gefaltet ist, dadurch keine Bindung mehr méglich ist. Flr genauere Aussagen uber die
Bindung der kompatiblen Solute in der Substratbindedoméne der OpuFB Proteine missten
Bindestudien mit gereinigtem Protein durchgefiihrt und Kristallstrukturen mit Liganden erzeugt

werden.
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als Homodimer DNA bindet. Nau-Wagner al. konnten in demn-silico Modell von GbsR

eine DNA-Bindedoméane, welche aus einer Winged-Helix-Turn-Helix Motiv besteht (AS 49-
73), identifizieren (Abbildun@B). Eine putative Dimerisierungsdomane wird im Bereich von

AS 95-161 vermutet. Zwischen beiden Doméanen befindet sich der flexible Linker (AS 74 bis
94), in welchem sich zusétzlich eine putative Cholin-Bindebox aus vier Phenylalanifien (F
F, F%2 und B%) befindet. Laut Nau-Wagneet al. konnten diese vier Aromaten eine
Ligandenbindetasche bilden [38]. M. Fischer konnte in ihrer Bachelorarbeit zeigen, dass diese
vier aromatischen Aminosauren, und zuséatzlich noch zwei weitere Phenylalahined F®)
ebenfalls an der Substratbindung beteiligt sind.

Da Cholin nicht nur das Effektormolekil des transkriptionellen Repressors GbsR ist, sondern
auch der Vorlaufer fur die, durch die Dehydrogenasen GbsA und GbsB katalysierte, Glycin-
Betain Synthese und niche-novosynthetisiert werden kann, muss dieses Substrat tber die
ABC Transporter OpuB und OpuC aufgenommen werden [8, 37]. Es konnte bereits gezeigt
werden, dass GbsR dipsABExpression und diepuB Expression durch Wechselwirkungen

mit der DNA reprimiert. Die Bindestelle fur GbsR liegt in beiden Fallen zwischen dem
Promotorbereich und der Ribosomenbindestelle, was zu el&R-PE@® RFN3 OHFKDQLVP
fuhrt (personliche Mitteilung Bianca Warmbold, unveroffentlicht). Die Polymerase kann zwar
an den Promotor binden, allerdings wird das Ablesen der Gene verhindert. OpuC hingegen wird
nicht durch GbsR reguliert, was physiologisch sinnvoll ist, da OpuC ein breites
Substratspektrum hat, wahrend OpuB ein spezifischer Importer fur Cholin ist. In Anwesenheit
des Induktors Cholin, welcher mit einkg Y R Q arDdas Protein bindet, 16st sich der
Repressor von der DNA und die Expression glisABundopuBwird induziert [38]. Hierbei

gibt es vermutlich eine derartige Konformationsédnderung des Homodimers, sodass die DNA-
Bindemotive nicht mehr an dieNA binden kénnen. Diese Dynamik des Regulators GbsR
konnte bisher noch nicht eindeutig untersucht werden, da das gereinigte GbsR Protein
biochemisch sehr schwer zu handhaben ist.

Um die verschiedenen Doménen von GbsR besser zu verstehen und deren Funktion zu
studieren, wurden, gefunden durch einen Suppressor-Screen, Mutationen charakterisiert, die
sich in der putativen Cholin Bindebox, dem flexiblen Linker und im Winged-Helix-Turn-Helix
Motiv befinden [46]. Dieser Suppressor-Screen wurde mit eirmsubtilis Stamm
durchgefuhrt, welcher den ineffizienten hybriden ABC Transporter OpuB::OpuCC besitzt
(Abbildung 11, 30). Mutationen impuB Repressor GbsR waren durchaus denkbar, da sich
herausstellte, dass die Menge des OpuB::OpuCC Transporters nicht fir eine optimale
Osmoprotektion ausreicht. Demnach fuhrten alle gefundenen Mutationen, ob Aminosaure-
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austausch A | U-IY R HVMWattion oder eine groRe Deletion von 253 bp zu einer verbesserten
Protektion unter hyperosmotischen Bedingungen. Zusatzlich wurde ein Basenaustausch
gefunden, welcher sich 15 bp vor dem Startcodon und zwei bp vor der Ribosomenbindestelle
befindet. Diese Mutation konnte Auswirkungen auf die Bindung des Ribosoms an die DNA
haben, sodass die mMRNA nicht effizient translatiert werden kann, denn alle gefundenen
Mutationen fuhren zu einer erhdhten Proteinsynthese des Transporters OpuB::OpuCC, was
mittels Western Blot gezeigt werden konnte (Abbildung. Fjsatzlich konnte durch die
Bestimmung der kinetischen Parameter von reprasentativen Mutationen gezeigt werden, dass
die Transportkapazitat von Glycin Betain durch den hybriden ABC Transporter OpuB::OpuCC
gesteigert wurde (Tabelle 16). Auch die Auswirkungen der GbsR-Mutanten agibshié
Expression wurden analysiert. In Anwesenheit vom GPBRtein ist nur eine Basisexpression

von gbsAvorhanden. Wenn der Induktor Cholin zugegeben wird und die Osmolaritat auf 0.4
M NacCl erhéht wird, um die Expression der Importsysteme OpuB und OpuC zu gewahrleisten,
wird gbsA exprimiert. In Abwesenheit des Repressors GbsR war bereits ohne Cholin die
Expression auf gleichem Level wie mit Cholin. Es konnte hiermit reproduziert werden, dass
GbsR die Expression vogbsA beeinflusst. Verglichen zur Wildtyp Situation zeigen mit
Ausnahme von zwei Mutanten (GbsR¥$ und GbsR-EBPY), alle Mutanten eine erhéhte
Expression vogbsAohne das Effektormolekil Cholin. Vier der neun Punkmutanten verhielten
sichZLH HLQH *EV5 '"HOHWLRQ V R¥WD@AWH. R\OR GEHRVE Bl E R WAHO/R \Z
(Abbildung 38). Die Funktionalitat von GbsR als RepressorgfisAist komplett verloren
gegangen. Drei Punktmutanten, welche sich alle im flexiblen Linker des Proteins befinden,
zeigten nur eine erh6hte Expression im uninduzierten Zustand. Eine Cholin-Induktion war abe
noch moglich, sodass diese Mutanten nur die Repression verschlechtern. Scheinbar fuhren all
diese Mutationen, selbst die in der putativen Cholin Bindebox, zu einem derartigen
Konformationswechsel des Proteins, sodass eine DNA-Bindung nicht mehr mdoglich ist.
Denkbar ist, dass eine korrekte Bildung des Homodimers gar nicht erst moglich ist. Die DNA-
Erkennungsmotive der beiden Monomere passen madglicherweise nicht mehr auf die DNA,
sodass eine Repression nicht, oder nur teilweise méglich ist. Dies konnte auch durch EMSA-
Studien von reprasentativen Mutanten gezeigt werden. Die Proteine zeigen keinerlei Bindung
mehr zur GbsR-Bindestelle vgbsA(Abbildung37). EineUberpriifung, ob die GbsR Mutanten
richtig gefaltet und als Dimere vorliegen, muss allerdings noch durch Gelfiltration erfolgen.
Die Mutation GbsR-8N, welche sich direkt in der DNA-Bindedoméne befindet, fiihrt zur
minimal erhéhten Expression vghsAin Abwesenheit von Cholin. Denkbar ware, dass diese
Mutation keinen Einfluss auf die Konformationsanderung und Proteindynamik von GbsR hat,
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Soluten bei osmotischem Stress in die Zelle zu transportieren [8, 9, 37]. Naturlich vor-
kommende Substrate, wie z.B. Glycin Betain, Cholin, Carnitin oder Homobetain sowie
synthetische Substrate, wie Derivate von DMSP oder Glycin Betain kdnnen vom SBP des OpuC
Transporters gebunden und aufgenommen werden [43, 44]. Hierfir kann die osmotische
Induzierbarkeit de®puC Operons genutzt werden [7]. Es konnte in dieser Arbeit gezeigt
werden, dass auch das Cholin-Derivat Homocholin osmoprotektive Eigensch&tesubiilis

besitzt und dessen Transport tber den promiskuitiven OpuC Transporter vermittelt wird. Dieses
Substrat besitzt eine zusatzlidBel>-Gruppe in der Kohlenstoffkette als Cholin und kommt im
Gehirn von Saugetieren vor. Hier kann Homocholin zu Acetylhomocholin acetyliert werden
und dient dann als Neurotransmitter [170]. Als synthetisch hergestelltes Molekiiespiak

grofRe Rolle in der medizinischen Forschung [145, 146, 148, 170]. In dieser Arbeit konnte
ebenfalls gezeigt werden, dass das Glycin Betain Derivat HomobetaB. isubtilis
osmoprotektive Eigenschaften hat. Es konnte demnach vermutet werden, dass dies fir
Homocholin auch der Fall sein kdnnte. Auf3erdem sollte untersucht werden, ob Homocholin,
wie auch Cholin in zwei Schritten zu Homobetain oxidiert werden mus$.uwsubtilis vor
Salzstress zu schitzen. Hierbei steht die Promiskuitat der Dehydrogenasen GbsA und GbsB im
Fokus.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das Cholin-Derivat Homocholin tber die beiden
nah verwandten ABC Transporter OpuB und OpuC transportiert werden kann (Abbildung 41,
42, Tabelle 17)Die Affinitat des OpuC Systems zu diesem Substrat ist vergleichbar rai der
Cholin. Im OpuB System sinkt die Affinitdt um das 36-fache (Tabelle 17). Vermutlich stort die
verlangerte Kohlenstoffkette im OpuBC SBP, da durch das Aspartat74, welches bei der
Substratdetermination eine essentielle Rolle spielt, weniger Volumen fur die Liganden zu
Verfigung steht also das Threonin74 im OpuCC SBP (Abbildung 44). Interessanterweise ist
eine Umwandlung von Homocholin zu Homobetain notwendigBusubtilisbei osmotischem

Stress Schutz zu bieten. Durch intrazellulare Poolmessung konnte gezeigt werden, dass
Homocholin fast vollstandig zu Homobetain oxidiert wird (Abbildung. £9ne Deletion der

Gene gbsA und gbsB fuhrt dazu, dass das Bakterium unter Hochsalzbedingungen in
Anwesenheit von Homocholin nicht wachsen kann. Zusatzlich wird durch die Akkumulation
von Homocholin in der Zelle die Prolinbiosynthese negativ beeinflusst (Abbildung 46). Diese
wirde normalerweise angeschaltet, sobald keine osmotischen Schutzsubstanzen in der
Umgebung vorliegen, um den Organismus mitd#enovoSynthese eines kompatiblen Soluts

zu schitzen [9, 51, 52]. Mdglicherweise wird durch die positiv geladene Trimethylammonium-
Kopfgruppe der intrazellulare lonenhaushalt gestort, sodass Prozesse, wie die Proteinbio-
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synthese bei der die Interaktion der RNA-Polymerase mit der DNA essentiell ist oder die
Prolinbiosynthese gestort sein konnten.

Erstaunlicherweise sind die NAD-abhangige Alkohol Dehydrogenase GbsB und die Glycin
Betain Aldehyd Dehydrogenase GbsA in der Lage, nicht nur Cholin in zwei Schritten zu Glycin
Betain zu oxidieren, sondern auch Homocholin zu Homobetain umzuwandeln. Hoffmann et al.
konnten vor kurzem zeigen, dass ein Arsenhaltiges Derivat von Cholin, Arsenochdin, in
subtilis ebenfalls Gber die Glycin Betain Synthese Enzyme GbsB und GbsA zu Arsenobetain
oxidiert wird. Arsenobetain wurde hier nicht nur als Osmoprotektivum beschrieben. Es bietet
zusatzlich Schutz gegentber sehr niedrigen und sehr hohen Temperaturen [171]. Enzyme,
welche zusatzlich zu ihrer natirlichen Funktion im Organismus weitere woma@glich fremde
Prozesse katalysieren kdnnen, sind nicht selten. Durch diese Multifunktionalitat entsteht ein
Alntergrundmetabolismigswelcher wichtig bei der Entwicklung neuer Stoffwechselwege im
Laufe der Evolution ist. Beispielsweise konnte durch das Einfligen der zwei Epdyimand
pdxJausE. coli in einenB. subtilisStamm ein DXP-abhangiger PLP Syntheseweg etabliert
werden [172]. Diese Methode kdnnte bei der Generierung von Synthesen nutzlicher Substanzen
von Vorteil sein [172]. Das Potential der Evolution neue Enzyme zu erhalten, beruht auf der
Vielfalt von Enzymen in einem Organismus, der Topologie von metabolischen Netzwerken und
den Bedingungen in der Umwelt. Promiskuitive Enzyme kdnnen dem Organismus dann einen
Vorteil bieten, wenn z.B. neue Nahrstoff- und Energiequellen genutzt werden sollen [173].
Vermutlich waren die evolutionar frihesten Enzyme Generalisten mit einer sehr breiten
Substratspezifitat und erst im Laufe von Milliarden Jahren konnten spezifizierte und hoch affine
Enzyme oder Aufnahmesysteme ein effizientes Uberleben in Nischen mit limitierten
Né&hrstoffgehalten [173]. Bei der Evolution neuer Systeme spielt die Duplikation von Genen
eine grol3e Rolle [174].

Bei der Regulation der Cholin+Glycin Betain Synthese spielt der MarR-Typ Regulator GbsR
eine wichtige Rolle, da erst in Anwesenheit von Cholin die Gés@dBundopuB exprimiert
werden [38, 54]. Wie bereits in Kapitel 5.3 erlautert, gibt es eine aromatische Bindetasche,
welche die stabile Bindung des Trimthylammonium Substrates Cholin ermdglicht. Wenn
Cholin vorliegt, wird demnach stets die Umwandlung zu Glycin Betain tber GbsA und GbsB
induziert. Homocholin scheint strukturell nicht in die Bindetasche von GbsR zu passen, da in
Anwesenheit von GbsR keine Oxidation von Homocholin zu Homobetain méglich ist. Das
Arsenderivat Arsenocholin konnte von GbsR gebunden werden, allerdings mit einer
schlechteren Affinitat als Cholin [171]. Hierbei handelt es sich aber nicht um ein strukturell
langeres Molekil, da sich in diesem Derivat ein Arsen anstelle des Stickstoffmolekils befindet.
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Vermutlich ist Homocholin fur die Funktionalitét als Induktor fir GbsR strukturell zu lang. Um
einemB. subtiliswWildtyp Stamm eine Osmoprotektion mit dem Substrat Homocholin zu bieten,
musste eine Mutation identifiziert werden, welche eine Homocholinbindung amglu=xB
Repressor GbsR ermdéglicht. Um diese zu finden, wurde ein genetischer Screen entwickelt.
Hierbei wurde ein Blau-Weil3 Test genutzt, der mit Hilfe egiesAlacZ Reportergenfusion
verschiedene Phanotypen zeigte, welche glssRGenvarianten resultierten (Abbildung 50).
Hierbei konnte in zwei unabhangigen Klonen die Mutation Gb¥R-Hentifiziert werden.

Diese Mutation befindet sich in der flexiblen Linkerregion, welche die Dimerisierungsdomane
und das DNA-Bindemotiv verbindet. Nur sechs Aminoséauren entfernt beginnt die aromatische
Bindetasche fur den natirlichen Induktor Cholin. Eine Messung der PromotoraktivitiisAn

bei moderaten Salzkonzentration und in Anwesenheit von Homocholin ergab fiir diese GbsR
Mutante eine erhdhte Expression (Abbildung 52ar kein Induktor vorhanden, so konnte auch
keine LacZ-Aktivitat gemessen werden. Wurde das natlrliche Effektormolekil Cholin
zugegeben, war die Aktivitat etwa doppelt so hoch, wie mit dem Cholin-Derivat Homocholin
(Abbildung 52). Diese Ergebnisse zeigen, dass eine Induktion und somit Bindung von
Homocholin an die Mutante GbsRER méglich sein muss. Zwar scheint diese Bindung,
verglichen zur Cholinbindung, erheblich schlechter zu sein, aber da ohne Homocholin oder
Cholin keinegbsA Expression vorhanden ist, hat das Substrat Homocholin eindeutig eine
Auswirkung auf die GbsR-DNA Interaktion. Dass die Bindung von Homocholin nicht sehr
effizient ist, konnte auch in einem Wachstumsversuch unter hochosmolaren Bedingungen
gezeigt werden. Wurde hier der Stamm, welcher die GESR-Mutante besitzt, in
Anwesenheit von 1 mM Homocholin kultiviert, so konnte kein protektives Wachstum
beobachtet werden (Abbildung 53). Méglicherweise kann mit dem physiologischen Uberschuss
von 1 mM Homocholin eine totale Umwandlung zu Homobetain nicht erfolgen, da die
Expression vombsABnicht hoch genug ist. Demnach gibt es weiterhin einen Uberschuss der
positiven Ladung im Cytoplasma, sodass zellulare Prozesse mdglicherweise nicht korrekt
ablaufen [17]. Obwohl sich die Mutation nicht direkt in der Bindetasche befindet, kann
vermutet werden, dass der flexible Loop in Richtung der Bindebox klappt und dort eine
Auswirkung auf das Volumen der Bindetasche hat. Da es sich bei der Struktur von GbsR nur
um einin-silico berechnetes Modell handelt, ist nicht auszuschliel3en, dass es zur tatsachlichen
Kristallstruktur Unterschiede gibt. In dieser Arbeit wurden mit Hilfe des Blau-Weil3 Screens 80
unabhéngige Klone hinsichtlich dgbsAExpression untersucht. Um weitere Mutationen zu
identifizieren, welche womaglich eine mit Cholin vergleichbare InduktiorglesBOperons

hervorrufen, mussten viele weitere Klone untersucht werden. Der in dieser Arbeit entwickelte
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Screen bietet hierfur die Basis. Um die Funktionalitdten der verschiedenen Domanen von GbsR

eindeutig zu bestimmen, ist aul3erdem die Kristallisation des Proteins zwingend notwendig.
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7. Anhang

Abbildung 54: Sequenzvergleich der SBPs OpuBC und OpuCC al& subtilis

Dargestellt sind die Aminosauresequenzen von OpuBC und OpuCC ohne Signalsequenz. Schwarze
Pfeile markieren die konservierten Tyrosine, die die aromatische Bindefasaten. Der rote Pfeil
markiert die Position 74, welche ebenfalls an der Bindung der kompatiblen Solutgtbisteilm

OpuBC Bindeprotein befindet sich hier ein Aspartat (D) und im OpuCC ein Threonin (T).

Abbildung 55: Chemische Struktur einiger kompatibler Solute.
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Abbildung 56: Ungewollte Mutation im OpuCC SBP des hybriden ABC Transporters OpuB::OpuCC.
Der Stamm LTB1 [Vaterstamm der Suppressor Mutanten LTB3 (GB8R,A.TB4 (GbsR-T°A) und
LTB5 (GbsR-R®S)] besitzt eine ungewollte Mutation im SBP OpuCC des hybriden ABC Transporters
(OpuCC-M1Y). Diese liegt am Randbereich des SBP OpuCC (PDB: 3PPP) und hat keinerlei Auswirkung

auf den Transport der kompatiblen Solute (Abbildung 57, Tabelle 18). Die Mutation wurde mittitetgsr
Mutagenese zum OpuGProtein.

Abbildung 57: Osmoprotektionsassay verschiedeneB. subtilis Stamme unter hyperosmotischen
Bedingungen zum Beweis, dass die ungewollte Mutation OpuCC3aW keine Auswirkung hat.

Die Kulturen wurden in SMM mit 1.2 M NaCl und in Ab- (rot) und Anwesenheit:@rmM verschiedener
kompatibler Solute 17 Stunden kultiviert und anschlieBend digzgOfthotometrisch bestimmt. Die

Wachstumsanalyse wurde mit zwei biologischen Parallelen durchgefiihrt aus denen sich der Mittdiwert
die Standardabweichung ergibt.

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

Stamm Vmax(nmol mint mg proteint)  Km (UM)
LTB10 (OpuB::CC) 201 61
LTB1 (OpuB::CC*)  16+1 9+1

Der Transporter OpuB::OpuCC* tragt die Mutation OpuC&3a\welche aber keine Auswirkung auf
den Transport von Glycin Betain hat
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Abbildung 58: Michaelis-Menten Kinetik bei der Aufnahme radioaktiv markierter kompatibler Solute
Uber die Transportsysteme OpuB, OpuC, OpuB::OpuCC und OpuC::OpuBC.

Als Substrate wurden radioaktiv markiertes Cholin (3 pM-0.5 mM), Glycin BetajgM3d20 pM) und
Carnitin (3 uM-15 mM) genutzt. Uber die Michaelis-Menten Kurven wurden die kinetischen Parsmgt
undKy, tber einen Fit mit dem Programm GraphPad Prism kalkuliert. Jeder Transport Assay wavdg mi
unabhangigen Kulturen durchgefihrt und die Standardabweichung.
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Abbildung 59: Michaelis-Menten Kinetik bei der Aufnahme von radioaktiv markiertem Glycin Betain

Uber den OpuB::OpuBC* ABC Transporter.

Der Einfluss verschiedener GbsR Mutationen auf die Aufnahme von Glycin Betain tber den hBi@en
Transporter OpuB::OpuCC* (OpuCC2M) ist dargestellt. Uber die Michaelis-Menten Kurven wurden die
kinetischen Paramet&fmax und Ky, Uber einen Fit mit dem Programm GraphPad Prism kalkuliert. Jeder
Transport Assay wurde mit zwei unabhéngigen Kulturen durchgeflihrt und die Standardabweichung.
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Abbildung 60: Aminosauresequenzvergleich aller gefundenen OpuBC-Typ und OpuCC-Typ SBPs in
der Gattung Bacillus.

Dargestellt sind die Aminoséduresequenzen von OpuBC-Typ (blaue Seitenmarkierung) und OpuCC-Typ
(blaue Seitenmarkierung) SBPs ohne Signalsequenz. Schwarze Pfeile markieren die konservierten Tyrosine,
die die aromatische Bindetasche formen. Der rote Pfeil markiert die Position 74, welche sbendt

Bindung der kompatiblen Solute beteiligt ist. In den OpuBC Bindeproteinen befindet siginhiespartat

(D) und in OpuCC Proteinen ein Threonin (T). Nur drei OpuCC-Typ Proteine besitzeesan Sielle ein
Valin.
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Abbildung 61: Osmotische Protektion vonB. subtilis Stammen mit verschiedenen OpuB und OpuC
Transportermutanten.

Die verwendeten B. subtilis Stamme besitzen entweder ein intaktes OpuB und OpuC Trateportsy
(OpuBOpuC), nur einen der Wildtyp ABC Transporter (OpuBOpuC) oder ein mutiertes
Transportsystem (OpuBZEY; OpuC-T“D). Die Stamme wurden in SMM mit 1.2 M NaCl und in Ab- (rot)

und Anwesenheit von 1 mM verschiedener kompatibler Solute 30 Stunden in einem MicroplateReader
schiittelnd bei 37°C kultiviert und die ®@f9 stiindlich photometrisch bestimmt. Die Wachstumsanalyse
wurde mit zwei biologischen und zwei technischen Parallelen durchgefihrt aus denen sich deerMittelw
und die Standardabweichung ergibt.

Tabelle 19: Berechnung des Volumens in der Bindetasche von OpuBC und OpuBC“J.

Protein Ligand Volumen der Volumen-
Bindetasche (&) zunahme (%)
OpuBC wild-type  Cholin 122.957 -
OpuBC-D™*T Cholin 185.686 51.0
OpuBC-D™*T Glycin Betain 162.957 32.5
OpuBC-D’*T Carnitin 184.061 51.0
OpuBC-D™*T DMSP 162.404 321

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

Die getesteteB. subtilisStamme HKB33 (OpuCC-FLAG-tag), HKB34 (OpuBC-FLAG-tag) und OpsFB
megateriumFLAG-tag) besitzen eine C-terminale in-frame Fusion des FM A®JV ZHOFKHU -PLW +LOI
FLAG Antikorpers (Tabelle 12) detektiert werden kann. Der Stamm CAB5 dient agiiNexntrolle, da

dieser keinen FLAG-tag besitzt. Die Stamwerden in SMM mit 1.2 M NacCl bis zu einer @Rvon 1

kultiviert und die Zellpellets anschlieBend wie in 3.5.7 beschrieben fir eine SDS-PAGE
anschlielendem Western Blot und Immunodetektion aufbereitet.
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Abbildung 63:
Aminoséuresequenzvergleich aller
OpuFB-Typ Proteine der GattungBacillus.

Dargestellt sind die Aminosauresequenz
von allen OpuFB-Typ Proteinen (112) der 1’
analysierten Stammen der GattuBgcillus

Das Protein OpuFB ist ein hybrides Prote
aus TMD und SBP Domane. Schwar.
Pfeilspitzen markieren die konservierte
aromatischen  Aminoséuren, die d
aromatische Bindetasche formen. Der rc
Pfeilkopf markiert die Position, welch:
ebenfalls an der Bindung der kompatibl
Solute beteiligt ist (Position 74 der maturt
OpuBC/OpuCC Proteine auw. subitilig. In

den OpuBC-Typ Bindeproteimbefindet sich
hier ein Aspartat (D) und in OpuCC-Ty
Proteinen ein Threonin (T). Alle 11
analysierten OpuBF Proteine besitzen

dieser Position ebenfalls ein Threonin (T).
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Abbildung 64: Wachstmskurven verschiedeneB. subtilis Stamme zur detaillierten Analyse der

Glycin Betain Aufnahme verschiedener OpuF ABC Transporter.

Die Stamme wurden in SMM mit 1.2 M NaCl und in Ab- und Anwesenheit von 25 pM, 50 uM, 100 uM und
1000 uM Glycin Betain 30 Stunden in einem MicroplateReader schiittelnd bei 37°C kultiviert undsgie OD
stiindlich photometrisch bestimmt. Die Wachstumsanalyse wurde mit zwei biologischen und zwei
technischen Parallelen durchgefiihrt aus denen sich der Mittelwert und die Standardabweichung ergibt.

157



Anhang

Abbildung 65: Michaelis-Menten Kinetik bei der Aufnahme von radioaktiv markiertem Glycin
Betain Uiber den OpuC und tber die OpuF ABC Transporter.

Zur Bestimmung der kinetischen Parameter der jeweiligen Transportsysteme wurgesutiglisStamme
[_I_—|K812 (OpuC), HKB8 (Opuks. megateriuny, HKB9 Opuks. infantiy, HKB15 (Opuls. panaciterrag Verwendet
Uber die Michaelis-Menten Kurven wurden die kinetischen Parangteund Km Uber einen Fit mit dem

Programm GraphPad Prism kalkuliert. Jeder Transport Assay wurde mit zwei unabhangigen Kulturen
durchgeflihrt und die Standardabweichung.
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Abbildung 68: Michaelis-Menten Kinetik bei der Aufnahme von radioaktiv markiertem Glycin Betain
Uber den OpuB::OpuBC in Anwesenheit verschiedener GbsR Mutationen ABC Transporter.

Der Einfluss verschiedener GbsR Mutationen auf die Aufnahme von Glycin Betain tber den hBi@en
Transporter OpuB::OpuCC ist dargestellt. Uber die Michaelis-Menten Kurven wurden disckieet

Paramete¥max undKm, Uber einen Fit mit dem Programm GraphPad Prism kalkuliert. Jeder Transport Assay
wurde mit zwei unabhéngigen Kulturen durchgefihrt und die Standardabweichung
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Abbildung 69: Wachstumskurven verschiedenerB. subtilis Stdmme zur detaillierten Analyse der
osmoprotektiven Eigenschaft von Homocholin.

Die Stdmme wurden in SMM mit 1.2 M NaCl und in Ab- und Anwesenheit von 1 mM verschiedener
kompatibler Solute 30 Stunden in einem MicroplateReader schiittelnd bei 37°C kultiviert undsgie OD
stiindlich photometrisch bestimmt. Die Wachstumsanalyse wurde mit zwei biologischen und zwei
technischen Parallelen durchgefiihrt aus denen sich der Mittelwert und die Standardabweichung ergibt.

Abbildung 70: Aufnahme von radioaktiv markiertem Glycin Betain Giber den ABC Transporter OpuA.

Aufnahme von radioaktiv markiertem €] Glycin Betain des Stammes SBB1 (Oplei der Ab-

(schwarz) und Anwesenheit von 1 mM (dunkelrot), 2.5 mM (rot) und 5 mM (hellrot)oHerain als
Inhibitor.
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Abbildung 74: Blau-Weil3 Screening zur Identifizierung von einer Homocholin induzierbaren GbsR
Mutante.

Es wurden80 verschiedene Klone auf drei unterschiedlichen Medien auf ihre Blaufarbung getestet. Alle
Medien bestehen aus SMM 0.4 M NaCl, 1 mM X-Gal, Erythromycin/Lincomycin (Tabelle S)leldium

auf der linken Seite befindet sich zusatzlich 1 mM Homocholin und im Medium in der Mitte Chmobh.
Rechts wurde kein Induktor zugegeben. Alle getesteten Klone besitzegheiskacZ Reportergenfusion

und eine Deletion des GegbsR Die Stamme wurden dann mit einem Plasmid transformiert, welches
entweder keighsR /HHUSODVPLG S*3 " gbsB P MsmIdOpITa9, Avt) BdeHein zufallig
mutiertesgbsR(Plasmide pLT39*, 1-80) besal3. Rot umkreist wurden die Klone (18, 51), welche als einzige,
neben der Wildtypkontrolle, keine Blaufarbung auf dem Kontrollmedium ohne Induktor aufwies, sodass
davon ausgegangen werden kann, dass GbsR intakt igbeAdeprimiert.
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