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I.  Zusammenfassung 

 

Zum schutz vor osmotischem Stress akkumuliert Bacillus subtilis kompatible Solute um den 

Zellturgor aufrecht zu erhalten. Eines dieser kompatiblen Solute ist Glycinbetain, das 

entweder durch die Opu-Transporter aus der Umwelt aufgenommen werden kann, oder 

ausgehend von dem zuvor importierten Vorläufer Cholin durch die Dehydrogenasen GbsB 

und GbsA synthetisiert werden kann. Stromaufwärts des gbsAB Operons ist das Gen gbsR 

lokalisiert, das für einen Cholin-abhängigen MarR-Typ Repressor kodiert, der sowohl die 

Expression des gbsAB Operons als auch das Gencluster des Cholin-spezifischen ABC-

Transporters OpuB kontrolliert (Nau-Wagner et al., 2012). Dieser Regulator vermittelt die 

Repression seiner Zielgene durch einen ñRoad-Blockò Mechanismus, wof¿r ein Ăinverted 

repeatñ stromabwªrts des gbsAB und opuB Transkriptionsstarts gebunden wird. Eine 

Mutagenesestudie auf Basis eines Homologiemodels des dimeren GbsR Proteins zeigte, 

dass Cholin durch eine aromatische Ligundenbindetasche in GbsR gebunden wird. Diese 

ähnelt den Bindetaschen aus Substratbindeproteinen, die mit ABC-Transportern für 

kompatible Solute assoziiert sind. Umfangreiche bioinformatische Analysen zeigten, dass 

GbsR den Prototyp für eine neue Sub-Familie der MarR-Typ Regulatoren darstellt. Diese 

beinhaltet Regulatoren, die mit der Glycinbetain Synthese, Aufnahmesystemen für 

kompatible Solute und Sauerstoff Reduktasen des Cytochrom bd-Typs assoziiert sind. Die 

Regulatoren sind innerhalb der Bacteria und Archae weit verbreitet. 

In B. subtilis sind Gene für GbsR-Typ Regulatoren mit den nahe verwundten Operonen opuB 

(YvaV) und opuC (OpcR) assoziiert (Nau-Wagner et al., 2012; Lee et al., 2013). Die beiden 

Gencluster zeigen ein sehr unterschiedliches Expressionsmuster in Antwort auf 

verschiedene extrazelluläre Salinitäten. Jedoch teilen sie die Regulation durch den GbsR-

Typ Repressor OpcR, der in die Reetablierung der opuC Repression unter 

Hochsalzbedingungen involviert ist. Diese Funktion steht im Einklang mit der osmotischen 

Induktion des opcR Gens. Die Expression des opuB und opuC Operons ist zudem, durch 

den Regulator RemA, der als Aktivator der Biofilmmatrix Synthese agiert, mit der 

Biofilmbildung verknüpft (Winkelman et al., 2013).  

In B. subtilis ist kein GbsR-Typ Regulator mit dem opuA Operon assoziiert. Dies ist jedoch 

der Fall in dem marinen Bakterium Bacillus infantis. OpuAR wird durch ein Gen in direkter 

Nachbarschaft des opuA Genclusters kodiert und agiert als Cholin- und Glycinbetain-

abhängiger Repressor der opuA Expression. Im Gegensatzt zu zuvor untersuchten 

Aufnahmesystemen für kompatible Solute zum Zweck der Osmoprotektion wird die opuA 

Transkription nicht durch erhöhte Osmolaritäten induziert. Stattdessen findet eine Induktion 

in Gegenwart der Substrate des Transporters statt. 

Zusammenfassend demonstrieren die Argebnisse der vorliegenden Arbeit die hochgradig 

komplexe Regulation von Bakteriellen Anpassungsmechanismen, die das Überleben der 

Zelle unter osmotisch ungünstigen Bedingungen sicherstellen. 
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II. Summary 

 

Confronted with hyperosmotic stress, the soil bacterium Bacillus subtilis accumulates 

compatible solutes to maintain cell turgor. Glycine betaine is such a compatible solute that 

can either be taken up from the environment by various Opu-transporters or can be 

synthesized from the prior imported precursor choline by the dehydrogenases GbsB und 

GbsA. Upstream of the gbsAB gene cluster, the gbsR gene is located which encodes a 

MarR-type choline-responsive repressor regulating the expression of the gbsAB operon as 

well as the opuB operon, encoding a choline-specific ABC-Transporter (Nau-Wagner et al., 

2012). This regulator mediates repression of its target genes through a road block 

mechanism by binding at an inverted repeat downstream of the transcriptional start site of 

the gbsAB und the opuB operons. A comprehensive targeted mutagenesis study based on a 

homology model of the dimeric GbsR protein provided evidence that choline is bound by an 

aromatic cage present in GbsR, which presumably matches that of substrate binding proteins 

acting in conjunction with ABC-Transporters. Extensive bioinformatic analyses highlighted 

GbsR as the prototype for a new sub-family of MarR-type regulators including members 

which are associated with glycine betaine sysnthesis, uptake systems for compatible solutes 

or oxygen reductases of the cytochrome bd-type. These types of proteins are frequently 

found among Archaea und Bacteria. 

Genes for GbsR-type regulators associated with the closely related opuB (YvaV) und the 

opuC (OpcR) operon are present in B. subtilis (Nau-Wagner et al., 2012; Lee et al., 2013). 

Both geneclusters show a strikingly different expression pattern in response to extracellular 

salinities. However, they share the regulation through the GbsR-type repressor OpcR, which 

is involved in the re-establishment of opuC repression under high salt concentrations, a 

function in agreement with the salt-induced expression of the opuCR gene itself. The 

expression of the opuB und opuC operon is connected to the formation  of  biofilms throught 

the regulatory protein RemA, which acts as an activator of biofilm matrix synthesis, but also 

as an activator of the opuB und opuC transcription (Winkelman et al., 2013). 

In B. subtilis no GbsR-type regulator is connected to the opuA operon. However, this is the 

case in the marine bacterium Bacillus infantis. OpuAR is encoded next to the opuA 

genecluster und acts as a choline- und glycine betaine-responsive repressor of opuA 

expression. In contrast to previously studied osmostress protectant uptake systems, opuA 

transcription in B. infantis is not enhanced in the presence of elevated osmolarities, but 

through the presence of its substrates. 

Taken together, this work demonstrates the highly complex regulatory mechanisms leeding 

to the survival of bacteria under osmotically unfavourable conditins. 
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II . Einleitung 

Bakterien sind ubiquitär in der Natur zu finden. Maßgeblich für ihre Verbreitung ist die 

Entwicklung von Anpassungsmechanismen an veränderliche Umweltbedingungen. Hierzu 

zählen neben Veränderungen des Nährstoffangebots auch abiotische Faktoren wie 

Veränderungen in der Sauerstoffverfügbarkeit, sowie Schwankungen des pH-Wertes, der 

Temperatur oder der Osmolarität ihrer Umgebung. (Earl et al., 2008; Mundic-Mulec et al., 

2015). Das Gram-positive Bakterium Bacillus subtilis ist sowohl in terrestrischen als auch 

marinen Ökosystemen und in der Rhizophäre zu finden. Vorwiegend bewohnt dieses 

Bakterium jedoch die oberen Schichten des Bodens, wo es durch unterschiedliche 

Wetterverhältnisse starken Schwankungen der Osmolarität ausgesetzt ist (Wood, 1999; Earl 

et al., 2008; Mundic-Mulec et al., 2015; Hoffmann und Bremer, 2017). Während es durch 

Trockenperioden und Sonneneinstrahlung zum Austrocknen des Bodens kommt, wodurch 

hyperosmolare Bedingungen in relation zum Zellinneren generiert werden, entstehen durch 

Überflutung des Bodens hypoosmolare Bedingungen. Beide Extreme beeiflussen den 

lebenswichtigen Turgor der Zelle (Typas et al., 2012). Durch die Anwesenheit von 

Nukleinsäuren, Proteinen und Metaboliten weist die Zelle ein hohes osmotisches Potential 

auf (Wood, 2011). Unter hypoosmolaren Bedingungen strömt daher Wasser, entlang des 

Konzentrationsgefälles, durch die semipermable Zellmembran in die Zelle, wodurch diese 

ohne entsprechende Anpassungsmechanismen platzen würde (Booth und Blount, 2012; 

Booth, 2014). Umgekehrt strömt unter hyperosmolaren Bedingung Wasser aus der Zelle 

hinaus, was zu Dehydration und Plasmolyse führen würde (Wood, 2011; Hoffmann und 

Bremer, 2017; Gunde-Cimerman et al., 2018).   

1 Antwort auf osmotischen Stress 

Bakterien verfügen über keinen Mechanismus für den aktiven (d. h. den Energie 

verbrauchenden) Transport von Wasser. Um dem passiven Ein- und Ausströmen von 

Wasser entgegen zu wirken, passt die Zelle ihr osmotisches Potential der Umgebung an 

(Hoffmann und Bremer, 2016; Hoffmann und Bremer, 2017; Gunde-Cimerman et al., 2018). 

Eine Überflutung des Bodens führt innerhalb kürzester Zeit zu einem drastischen Anstieg 

des Zellturgors, dem der Peptidoglykansacculus der Zelle nicht mehr stundhalten kann 

(Typas et al., 2012; Booth und Blount, 2012; Reuter et al., 2014). Ein Platzen der Zelle unter 

diesen Bedingungen wird durch das Öffnen von mechanosensitiven Kanälen verhindert. 

Diese werden bei erhöhten Druck auf die Zytoplasmamembran geöffnet und entlassen 

unselektiv im Zytoplasma gelöste Substanzen aus der Zelle (Haswell et al., 2011; Booth und 

Blount, 2012; Booth, 2014). 

Um den Wasserausstrom unter hyperosmolaren Bedingungen zu verhindern erhöhen 

Mikroorganismen das osmotische Potential ihres Zytoplasmas. Einige Archaea und Bacteria, 
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die vorwiegend unter permanent hohen Salinitäten leben verwenden zu diesem Zweck die 

Ăsalt-inñ Strategie. Hierbei werden groÇe Mengen anorganischer Salze, vorwiegend Kalium- 

und Chloridionen, in der Zelle akkumuliert (Oren, 2013; Gunde-Cimerman et al., 2018). Als 

initiale Stressantwort nimmt auch B. subtilis Kaliumionen aus der Umgebung auf. Hierfür 

verfügt die Zelle  über die drei Importer KtrAB, KtrCD und KimA (Holtmann et al., 2003; 

Gundlach et al., 2017). Durch permanent hohe Ionenstärken des Zytoplasmas werden 

jedoch essentielle Vorgänge in der Zelle wie etwa die Proteinbiosynthese gestört (Yancey et 

al., 1982; Wood, 2011). Aus diesem Grund dient die Kaliumaufnahme B. subtilis nur als 

vorübergehender Anpassungsmechanismus. In einem zweiten Schritt erfolgt der Export von 

Kaliumionen und die Akkumulation von sogenannten kompatiblen Soluten erfolgt (Wood, 

1999; Wood, 2011; Hoffmann und Bremer, 2017; Gunde-Cimerman et al., 2018). Sie 

erlauben, das für das Wachstum erforderliche osmotische Potential des Zytoplasmas 

aufrecht zu erhalten, ohne langfristig die Ionenstörke zu erhöhen. 

 

1.1 Kompatible Solute 

Kompatible Solute sind kleine, gut Wasserlösliche organische Verbindungen, die bei einem 

physiologischen pH neutral sind (Yancey, 2005). Ihre Bezeichnung erhielten sie 1972, da sie 

in hohen Konzentrationen im Zytoplasma akkumuliert werden können, ohne einen negativen 

Einfluss auf die zelluläre Physiologie auszuüben (Brown und Simpson, 1972; Csonka, 1989). 

Kompatible Solute lassen sich in verschiedene chemische Stoffklassen einteilen: Polyole (z. 

B. Glycerol), Zucker (z. B. Trehalose), Aminosäuren und ihre Derivate (z. B. Prolin, 

Glycinbetain, Ectoin) und Dimethylsulfonium-Verbindungen (z .B. DMSP) (Kempf und 

Bremer, 1998; Yancey, 2005). Sie stabilisieren Proteine, durch einen Mechanismus, der als 

Ăpreferential exclusionñ bezeichnet wird. Hierbei werden die kompatiblen Solute aus der 

Hydrathülle der Proteine ausgeschlossen wodurch aus thermodynamischen Gründen ihre 

korrekte Faltung begünstigt wird (Knapp et al., 1999; Street et al., 2006). Auf Grund dieser 

Eigenschaft werden kompatible Solute auch als Ăchemische Chaperoneñ bezeichnet (Bourot 

et al., 2000; Ignatova und Gierasch, 2006; Stadmiller et al., 2017). Neben ihrer 

osmoprotektiven Funktion, können kompatible Solute auch vor Temperaturstress (Hitze und 

Kälte) schützen (Holtmann und Bremer, 2004; Hoffmann und Bremer, 2011; Gunde-

Cimerman et al., 2018). Hierfür werden sie entweder de novo Synthetisiert oder aus der 

Umwelt aufgenommen (Galinski und Trüper, 1994).  

 

1.2 Aufnahme von kompatiblen Soluten in B. subtilis 

Die von B. subtilis genutzten kompatiblen Solute werden entweder durch Pflanzen oder 

andere Mikroorganismen synthetisiert. Sie gelangen durch Sekretion, verrottendes 
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Pflanzenmaterial oder das Öffnen von mikrobiellen mechanosensitiven Kanälen unter 

hypoosmotischen Bedingungen in den Boden (Welsh, 2000; Warren, 2014; Bouskill et al., 

2016). Um diese aufzunehmen verfügt B. subtilis ¿ber f¿nf bekannte Ăosmostress protectants 

uptakeñ Systeme, die Opu-Transporter (Hoffmann und Bremer, 2016; Hoffmann und Bremer, 

2017). Diese osmotisch regulierten Importer unterscheiden sich bezüglich ihrer 

Substratspezifität (Abbildung 1) und ihrer Zugehörigkeit zu verschiedenen Transporter 

Klassen (Hoffmann und Bremer, 2017).  

Die Importer OpuD und OpuE sind Einzelkomponententransporter. OpuD dient haupsächlich 

der Aufnahme von Glycinbetaine, transportiert jodoch auch DMS, DMG und Prolinbetain 

[Abbildung 1 (Kappes et al., 1999; Hoffmann und Bremer, 2011; Bashir et al., 2014b; Bashir 

et al., 2014a)]. Dieser Transporter zählt zu der Familie der Betain-Cholin-Carnitin-

Transporter (BCCT, Ăbetaine-choline-carnitine transporterñ) (Ziegler et al., 2010), während 

der Prolin-spezifische Transporter OpuE (Abbildung 1) ein Mitglied der SSS-Transporter 

Familie (Ăsodium/solute symporterñ) darstellt (von Blohn et al., 1997; Jung et al., 2012). 

 

 

Abbildung 1 Substratspektrum der Opu-Transporter in B. subtilis. 

Dargestellt sind die drei ABC-Transporter, der BCCT-Transporter OpuD und der SSS-Transporter OpuE. Die 
entsprechenden Substratspektren sind angegeben (Hoffmann und Bremer, 2017; Teichmann et al., 2017; 
Hoffmann et al., 2018). 

 

Bei OpuA, OpuB und OpuC (Kempf und Bremer, 1995; Kappes et al., 1999) handelt es sich 

um Vertreter der Substratbindeprotein-abhängigen ABC Superfamilie (Davidson et al., 2008; 

Berntsson et al., 2010; Eitinger et al., 2011; Ford und Beis, 2019). Transporter dieser Familie 

lassen sich in allen Domänen des Lebens finden. Sie verfügen über einen modularen 
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Aufbau. Dabei durchspannen typischerweise zwei transmembrane Domänen die 

Zytoplasmamembran. Zwei im Zytoplasma lokalisierte ATPase Domänen dienen der 

Energetisierung des Transportvorganges durch die Hydrolyse von ATP. Hierbei handelt es 

sich zudem um die namensgebende Untereinheit (ĂATP binding cassetteñ) (Davidson et al., 

2008; Locher, 2016). Extrazelluläre Substratbindeproteine dienen der Bindung des 

Substrates und übergeben dieses an die transmembranen Domänen. Bei Gram-positiven 

Bakterien sind sie entweder durch einen Lipidanker in der Zellmembran befestigt oder sind 

an die Permease fusioniert (Obis et al., 1999; Wolters et al., 2010; Lewinson und Livnat-

Levanon, 2017; Teichmann et al., 2018). Das OpuA Syste in B. subtilis dient der Aufnahme 

von kompatiblen Soluten wie Prolinbetain, DMSP, DMG, DMSA, Homobetain und Betonicin. 

Besonders effizient wird Glycinbetain durch den OpuA Transporter importiert [Abbildung 1 

(Kempf und Bremer, 1995; Holtmann und Bremer, 2004; Horn et al., 2005; Smits et al., 2008; 

Bashir et al., 2014b; Bashir et al., 2014a; Broy et al., 2015)]. 

Die Transporter OpuB und OpuC stellen auf Grund ihrer großen Ähnlichkeit zueinander eine 

Besonderheit dar (Kappes et al., 1999; Teichmann et al., 2017). Ihre beiden 

Substratbindeproteine OpuBC und OpuCC weisen eine Sequenzidentität von 69% auf. Die 

Sequenzidentitäten der ATPasen (OpuBA und OpuCA) liegt bei 83%, während dieser Wert 

für die transmembranen Domänen (OpuBB und OpuCB bzw. OpuBD und OpuCD) bei 85% 

liegt (Kappes et al., 1999). Die starke Homologie des OpuB und des OpuC Transporters, 

sowie die räumliche Nähe der kodierenden Gene innerhalb des Chromosoms deuten darauf 

hin, dass die beiden Systeme durch eine Genduplikation auseinader hervorgegangen sind 

(Kappes et al., 1999). Das Vorkommen des OpuC Systems in evolutionär älteren Bacillus 

Stämmen legt eine Entwicklung des OpuB Transporters aus dem OpuC System nahe 

(Teichmann et al., 2018). Obwohl die beiden Transporter einen hohen Verwandtschaftsgrad 

aufweisen, unterscheiden sie sich deutlich in Hinblick auf ihre Substratspektren (Abbildung 

1). Während OpuC ein breites Substratspektrum aufweist und mit Ausnahme von Prolin und 

DMG alle für B. subtilis bekannten kompatiblen Solute transportieren kann, dient OpuB als 

spezifisches Aufnahmesystem für die Vorläufer der Glycinbetain Synthese Cholin und 

Glycinbetain Aldehyd [Abbildung 1 (Boch et al., 1996; von Blohn et al., 1997; Nau-Wagner et 

al., 2012; Hoffmann et al., 2012; Bashir et al., 2014b; Hoffmann und Bremer, 2017)]. Zudem 

dient der OpuB Transporter als Importer für Carnitin, dies jedoch mit geringer Affinität 

(Teichmann et al., 2017). 

 

1.3 Synthese von Glycinbetain 

Die Trimethylammonium Verbindung Glycinbetain stellt das am weitesten verbreitete 

kompatible Solut in der Natur dar und wird von Vertretern aus allen drei Domänen des 

Lebens zum Zweck der Osmoprotektion verwendet (Yancey, 2005).  
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Einige halophile Cyanobakterien, Schwefelbakterien und Archaea sowie Myxococcus 

xanthus sind in der Lage Glycinbetain aus einfachen Kohlenstoffverbindungen de novo zu 

synthetisieren (Reed et al., 1986; Lai et al., 1991; Lai et al., 1999; Nyyssola et al., 2001; 

Kimura et al., 2010). Hierbei findet eine dreistufige Methylierung von Glycin statt. Da die 

intrazelluläre Synthese von Glycin ausgehend von 3-Phosphoglycerat, einem Intermediat der 

Glykolyse, stattfindet besteht eine enge Verknüpfung zwischen dem Methyltransferase Weg 

und dem zentralen Metabolismus der Zelle (Nyyssola et al., 2001). Die Methylierung von 

Glycin zu Glycinbetain erfolgt in drei Schritten, mit Hilfe von Adenosylmethionin als Methyl-

Donor, über die Intermediate Sarkosin und Dimethylglycin (DMG). Eine Katalysation der 

Reaktionen erfolg durch eine Glycin-Sarkosin-Methyltransferase (Gsm) und eine Sarkosin-

Dimethylglycin-Methyltransferase (Sdm). Diese zwei Enzyme weisen ein teilweise 

überlappendes Substratspektrum auf so, dass die Methylierung von Sarkosin zu DMG 

sowohl durch die Gsm als auch die Sdm katalysiert werden kann [Abbildung 2A (Nyyssölä et 

al., 2000; Nyyssola et al., 2001; Waditee et al., 2005; Kimura et al., 2010)]. Da für die 

Regenerierung des Methylgruppen-Donors Adenosylmethionin 12 ATP Equivalente benötigt 

werden, handelt es sich bei diesem Syntheseweg um einen sehr energieintensiven Prozess, 

der in heterotrophen Bakterien wenig verbreitet ist (Atkinson, 1977; Nyyssölä et al., 2000). 

Die meisten dieser Bakterien verfügen stattdessen über Aufnahmesysteme für den Vorläufer 

Cholin, der über das Intermediat Glycinbetain Aldehyd enzymatisch zu Glycinbetain oxidiert 

wird (Hoffmann und Bremer, 2017; Gunde-Cimerman et al., 2018).  Hierfür sind 

unterschiedliche Arten von Enzymen bekannt (Lamark et al., 1991; Boch et al., 1996; Salvi et 

al., 2014).  Die Actinobacteria Arthrobacter pascens und Arthrobacter globiformis sowie das 

Betaproteobakterium Alcaligenes sp. Verfügen für diesen Zweck über eine lösliche FAD-

haltige Cholinoxidase. Dieses bifunktionale Enzym ist in der Lage, sowohl die Oxidation von 

Cholin zu Glycinbetain Aldehyd, als auch die Oxidation des Intermediats zu Glycinbetain zu 

katalysieren. Molekularer Sauerstoff dient hierbei unter Bildung von H2O2, als 

Elektronenakzeptor. Eine zusätzliche Glycinbetain Aldehyd Dehydrogenase dient der 

Oxidation von Glycinbetain Aldehyd zu Glycinbetain und verhindert so eine Akkumulation 

des toxischen Intermediats [Abbildung 2B (Ikuta et al., 1977; Ohta-Fukuyama et al., 1980; 

Rozwadowski et al., 1991; Salvi et al., 2014)]. Zwei weitere Enzymsätze zur Synthese von 

Glycinbetain konnten in dem Gram-negativen Modelorganismus E. coli (Lamark et al., 1991) 

und dem Gram-positiven Modelorganismus B. subtilis (Boch et al., 1996) identifiziert werden. 

In E. coli dient BetT, ein Mitglied der BCCT-Familie (Ziegler et al., 2010), der Aufnahme von 

Cholin (Lamark et al., 1991). Das so importierte Cholin wird durch die bifunktionale FAD-

abhängige Cholin Dehydrogenase BetA zu Glycinbetain Aldehyd bzw. Glycinbetain oxidiert. 

Im Gegensatzt zu der Cholin Oxidase aus A. pascens und A. globiformis, handelt es sich bei 

BetA um ein membrangebundenes Enzym (Lamark et al., 1991). BetB, eine NAD-abhängige 
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Glycinbetain Aldehyd Dehydrogenase katalysiert die Umsetzung des Aldehyds zu 

Glycinbetain [Abbildung 2C (Falkenberg und Strøm, 1990; Lamark et al., 1991)]. 

 

 

Abbildung 2 Unterschiedliche Wege der Glycinbetain Synthese in Mikroorganismen.  
Dargestellt ist (A) die de novo Synthese von Glycinbetain durch die Methylierung von Glycin und die Synthese 
aus dem Vorläufer Cholin (Nyyssola et al., 2001). Für die Oxidation von Cholin zu Glycinbetain existieren 
unterschiedliche Enzymkombinationen. Gezeigt ist der Syntheseweg, wie er in (B) den Actinobacteria 
Arthrobacter pascens und Arthrobacter globiformis (Ikuta et al., 1977; Rozwadowski et al., 1991; Salvi et al., 
2014) sowie dem Betaproteobakterium Alcaligenes sp. (Ohta-Fukuyama et al., 1980) vorkommt. Zudem ist der 
Syntheseweg aus (C)  E. coli (Lamark et al., 1991) und (D) B. subtilis (Boch et al., 1996) dargestellt. 
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In B. subtilis sind zwei seperate Enzyme für die Schrittweise Oxidation von Cholin 

verantwortlich (Boch et al., 1996). Die Oxidation von Cholin zu der Zwischenstufe 

Glycinbetain Aldehyd erfolgt hierbei über die lösliche, NAD-abhängige Typ-III Alkohol 

Dehydrogenase GbsB. Das Intermediat wird in einem zweiten Schritt durch die ebenfalls 

NAD-abhängige Glycinbetain Aldehyd Dehydrogenase GbsA zu Glycinbetain umgesetzt 

[Abbildung 2D (Boch et al., 1996; Boch et al., 1997)]. Die Aufnahme des Vorläufers Cholin 

erfolg in B. subtilis über die ABC-Transporter (Davidson et al., 2008) OpuB und OpuC 

(Kappes et al., 1999).  

2 Der MarR-Typ Regulator GbsR 

Die Enzyme der Glycinbetain Synthese liegen in B. subtilis in Form eines Operons (gbsAB) 

kodiert vor. Angrenzend hieran befindet sich, in umgekehrter Orientierung das Gen gbsR 

(Ăglycine betaine synthesis regulatorñ), das f¿r einen Cholin-abhängigen Repressor der 

MarR-Familie kodiert (Boch et al., 1996; Nau-Wagner et al., 2012). Mitglieder der MarR-Typ 

Familie transkriptioneller Regulatoren dienen als Sensoren für Veränderungen in der 

Umgebung (Wilkinson und Grove, 2006). Namensgebend für diese Familie war das MarR 

(Ămultiple antibiotic resistance regulatorñ) Protein aus E. coli (George und Levy, 1983a; 

George und Levy, 1983b), ein Repressor, der eine Rolle in der Resistenz gegen Antibiotika, 

Desinfektionsmittel und oxidativen Stress einnimmt (Cohen et al., 1993; Wilkinson und 

Grove, 2006). Über 54000 Gene für MarR-Typ Regulatoren wurden bereits in Vertretern der 

Bacteria und Archaea annotiert (Grove, 2017; Gupta et al., 2019). Transkriptionsfaktoren 

dieser Familie sind an der Regulation vielfältiger physiologischer Prozesse beteiligt. Hierzu 

zählen neben Resistenzmechanismen Gegenüber Antibiotika auch die genetische Kontrolle 

von Virulenzfaktoren, dem Katabolismus von aromatischen Verbindungen und der zelluläre 

Stressantwort (Cohen et al., 1993; Ariza et al., 1994; Sulavik et al., 1995; Martin und Rosner, 

1995; Alekshun und Levy, 1999; Perera und Grove, 2010).  

MarR-Typ Regulatoren sind homodimere Proteine. Die Monomere weisen einen N-

terminalen DNA-Lesekopf mit einem charakteristischen ñwinged helix-turn-helixò (wHTH) 

Motif sowie eine C-terminale Dimerisierungsdomäne auf (Grove, 2017; Deochand und 

Grove, 2017). Obwohl auch einige MarR-Typ Regulatoren als Aktivatoren beschrieben 

wurden, agieren die meisten Proteine dieser Familie als Repressoren (Wilkinson und Grove, 

2006; Grove, 2013). Palindromische Sequenzen stellen die DNA-Bindestellen von MarR 

Homologen dar (Perera und Grove, 2010; Deochand und Grove, 2017). Diese überlappen 

dabei typischerweise mit der Promotorsequenz der regulierten Gene, wodurch die Bindung 

der RNA-Polymerase an den Promotor verhindert wird. Eine Modulation der Regulation 

erfolg entweder durch die Bindung von kleinen Molekülen, die als Liganden des 

regulatorischen Proteins fungieren, oder aber durch die Oxidation von Cysteinresten, 
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wodurch eine Konformationsänderung des Proteins hervorgerufen wird (Perera und Grove, 

2010; Deochand und Grove, 2017). Für gewöhnlich werden Transkriptionsfaktoren der 

MarR-Familie angrenzend an die durch sie kontrollierten Gene kodiert. Eine zusätzliche 

Regulation von weiter entfernten Genen ist jedoch auch möglich. Darüber hinaus lässt sich 

bei MarR-Typ Regulatoren häufig eine Autoregulation beobachten (Gupta et al., 2019). 

 

2.1 Regulation der Glycinbetain Synthese durch den MarR-Typ Repressor 

GbsR in B. subtilis 

In B. subtilis kontrolliert der MarR-Typ Regulator GbsR neben der Expression des gbsAB 

Operons auch die Transkription die Gene für den Cholin-spezifischen Transporters OpuB 

(Abbildung 3), nicht aber die des OpuC Transporters (Kappes et al., 1999; Nau-Wagner et 

al., 2012). In Abwesenheit von Cholin, bindet GbsR an der intergenen Region zwischen gbsA 

und gbsR, wodurch die gbsAB Expression verhindert wird (Nau-Wagner et al., 2012). Dabei 

erfolg die Bindung des Repressors an eine Operatorsequenz die einen Ăinverted repeatñ 

beinhaltet. Dieser ist stromabwärts des Transkriptionsstartes lokalisiert, wodurch GbsR durch 

einen ĂRoad-Blockñ agiert (Ronzheimer, 2015). Dieser Mechanismus der Genrepression 

erlaubt es der RNA-Polymerase an den Promotor zu binden, blockiert jedoch die 

Transkription der kodierenden Gene (Bervoets und Charlier, 2019). Als DNA-Bindestelle 

innerhalb der Promotorregion des opuB Operons wurde ein AT-reiches palindromisches 

Motiv in silico vorhergesagt, welches mit der -35 Region des Promotors überlappt (Nau-

Wagner et al., 2012). Eine experimentelle Überprüfung dieses Vorschlags wurde nicht 

vorgenommen.  

Sowohl Cholin als auch Glycinbetain Aldehyd, das toxische Intermediat der Glycinbetain 

Synthese erlauben die Induktion der Genexpression. Dabei reichen geringe Konzentrationen 

von 25 µM Cholin im Medium bereits aus um den Repressor von der DNA zu lösen (Nau-

Wagner et al., 2012). Durch die Anwesenheit von Cholin wird auf diese Weise sowohl die 

Aufnahme des Substrats durch den OpuB Transporter gesteigert, als auch die Synthese von 

Glycinbetain durch die Enzyme GbsB und GbsA induziert. Im Gegensatzt zu dem  gbsAB 

Operon unterliegt die Expression des opuB Operons zudem einer osmotischen Induktion 

(Kappes et al., 1999; Nau-Wagner et al., 2012). Durch Anwesenheit von Glycinbetain  erfolg 

eine GbsR-abhängige Inhibition der gbsAB Expression. Somit ist GbsR nicht nur in der Lage 

die Glycinbetain Synthese zu initieren, sondern und auch diese, bei erreichen eines 

ausreichenden intrazellulären Pools, zu beenden  [Abbildung 3 (Nau-Wagner et al., 2012)]. 

Eine direkte Bindung von Glycinbetain durch GbsR konnte durch 

Fluoreszenzspektroskopische Methoden jedoch nicht detektiert werden (Nau-Wagner et al., 

2012; Bianca Warmbold unveröffentlichte Daten).  
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Abbildung 3 Regulation der Glycinbetain Synthese in B. subtilis durch den MarR-Typ Regulator GbsR. 

Gezeigt sind die Transporter OpuB und OpuC mit ihrem für den Biosyntheseweg von Cholin zu Glycinbetain 
relevanten Substratspektren (Hoffmann und Bremer, 2017), sowie die Synthese von Glycinbetain aus dem 
Vorläufer Cholin durch die Enzyme GbsB und GbsA (Boch et al., 1996). Die experimentell bestimmten 
Promotoren des opuB (Kappes et al., 1999) und gbsAB (Boch et al., 1996) Operons, so wie des gbsR Gens (Nau-
Wagner et al., 2012) sind durch gebogene Pfeile dargestellt. Die Expression des gbsAB und des opuB Operons 
wird durch den Cholin-abhängigen Repressor GbsR reguliert (Nau-Wagner et al., 2012). Cholin ist durch violette 
Punkte representiert. 

 

Durch Nau-Wagner et al. wurde ein in silico Modell der Proteinstruktur von GbsR (21 kDa) 

erstellt [Abbildung 4AB (Nau-Wagner et al., 2012)]. Hierfür diente die Kristallstruktur des 

DNA-bindenden Proteins Mj223 aus dem extrem thermophilen methanogenen Archaeon 

Methanococcus (Methanocaldococcus) jannaschii [Abbildung 4C (Ray et al., 2003)] als 

Vorlage (Nau-Wagner et al., 2012). Für diesen Regulator wird eine Funktion in der Kontrolle 

von Antibiotika-Resistenzgenen angenommen (Ray et al., 2003). Sowohl in Lösung als auch 

in der Kristallstruktur liegt Mj223 als Homodimer vor (Ray et al., 2003), wobei die Monomere 

über N-terminale wHTH Domänen zur Bindung von DNA verfügen (Abbildung 4C). Die 

Kristallisierte Form des Mj223 Homodimers ist jedoch nicht mit der Bindung einer standard 

B-Form DNA durch beide DNA-Leseköpfe vereinbar (Ray et al., 2003). Ein Model der 

Protein-DNA-Interaktion wurde von Ray et al. (2003) erstellt, wobei die Notwendigkeit einer 

Konformationsänderung des Proteins deutlich wird (Abbildung 4C). Diese wird vermutlich 

durch eine flexible Linkerregion ermöglicht, die die DNA-Bindedomäne und die 

Dimerisierungsdomäne des Proteins miteinander verbindet [Abbildung 4C (Ray et al., 2003)]. 

Das hiervon abgeleitete in silico Model von GbsR (Abbildung 4AB) weist ebenfalls ein N-

terminales wHTH Motiv auf, das sich von Aminosäure 49 bis 73 erstreckt. Die Aminosäuren 

95 bis 161 bilden die vorhergesagte C-terminale Dimerisierungsdomäne. Die beiden 
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Domänen werden durch einen flexiblen Linker (AS 74-94) verbunden [Abbildung 4B (Nau-

Wagner et al., 2012)].  

 

 

Abbildung 4 In silico Model des GbsR Proteins aus B. subtilis.  
(A) In silico Model des homodimeren GbsR (Nau-Wagner et al., 2012) auf Basis des DNA-bindenden Proteins 
Mj223 aus M. jannaschii [PDB 1KU9 (Ray et al., 2003)]. Die beiden Monomere sind in grau und gold dargestellt. 
(B) Zeigt ein GbsR Monomer. Das Ăwinged helix-turn-helixñ Motiv des DNA Lesekopfs ist in grün und die 

Linkerdomäne in gelb dargestellt. Die sechs aromatischen Aminosäurereste, der putativen Cholin-Bindetasche 
sind in blau hervorgehoben. (C) Die Kristallisierte Form des Mj223 Proteins ist nicht mit der Bindung von DNA 
vereinbar. Ein Model dieser Interaktion wurde von Ray et al. (2003) erstellt, wodurch die Notwendigkeit einer 
Konformationsänderung des Proteins ersichtlich wird (Ray et al., 2003). 

 

GbsR bindet seinen Liganden Cholin mit einer KD von 165 ± 15 µM (Nau-Wagner et al., 

2012). Ausgehend von bekannten Cholin-Bindeproteinen, gelang es Nau-Wagner et al. 

(2012) eine putative Cholin-Bindebox innerhalb des GbsR Proteins zu identifizieren. Diese ist 

angrenzend an die Linkerregion, zwischen DNA-Bindedomäne und Dimerisierungsdomäne 

lokalisiert (Nau-Wagner et al., 2012). Für die Bindung von Cholin kommen sechs 

Phenylalaninreste (F95, F96, F98, F99, F102 und F103) in Frage [Abbildung 4B (Nau-Wagner et 

al., 2012; Ronzheimer, 2015)]. Diese könnten Cholin durch Kationen-  ́ Interaktion binden, 

einen Mechanismus, der auch bei den Substratbindeproteinen von ABC-Transportern für 

kompatible Solute zu finden ist (Schiefner et al., 2004a; Schiefner et al., 2004b; Horn et al., 
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2006; Oswald et al., 2008; Wolters et al., 2010; Du et al., 2011; Pittelkow et al., 2011; Lang 

et al., 2015). Hierbei kommt es zu einer Interaktion zwischen der positiv geladenen 

Trimethylammonium-Kopfgruppe des Cholins und dem elektronegativen Oberflächen-

potential der Aromaten, wodurch der Ligand in der Bindetasche stabilisiert wird.  Die Stärke 

der Bindung ist hierbei abhängig von dem elektrostatischen Potential des aromatischen 

Aminosäurerestes (Dougherty, 1996; Ma und Dougherty, 1997; Mahadevi und Sastry, 2013). 

Eine entsprechende Aromaten-Bindebox konnte in dem M. jannaschii Protein Mj223 nicht 

identifiziert werden (Ray et al., 2003). Aus diesem Grund kann die räumliche Anordnung der 

aromatischen Seitenketten in der vermuteten Ligandenbindestelle in GbsR (Abbildung 4B) 

auf Basis des Strukturmodels nicht zuverlässig vorhergesagt werden.     

 

2.2 Verwandte Regulatoren des GbsR Repressors 

Durch bioinformatische Analysen konnten GbsR-verwandte Proteine ubiquitär innerhalb der 

Gattungen Bacillus und Staphylococcus identifiziert werden. Diese waren nicht nur 

angrenzend an Gene für die Glycinbetain Synthese zu finden, sondern auch neben solchen, 

die für Aufnahmesysteme für kompatible Solute kodieren (Nau-Wagner et al., 2012). 

Im Rahmen dieser Untersuchung zeigte sich, dass das Glycinbetain Synthesegencluster 

innerhalb der Gattung Staphylococcus konserviert ist (Nau-Wagner et al., 2012). Näher 

untersucht wurde hierbei bereits das Gencluster aus Staphylococcus xylosus (Rosenstein et 

al., 1999). Dieses besteht aus den Synthese-Enzymen CudAB, dem BCCT-Transporter 

(Ziegler et al., 2010) CudT, der als Cholin Importer fungiert, sowie dem Regulator CudC 

(Abbildung 5). Dieser weist eine Sequenzidentität von 54% mit dem Repressor GbsR aus B. 

subtilis auf (Rosenstein et al., 1999; Nau-Wagner et al., 2012). Wie in B. subtilis wird die 

Expression von cudAB auch durch die Anwesenheit von Cholin induziert (Rosenstein et al., 

1999).  

 

 

Abbildung 5 Gencluster der Glycinbetain Synthese aus Staphylococcus xylosus, Halobacillus dabanensis 
und Halobacillus halophilus.  

Cholin Dehydrogenase Gene sind in gold dargestellt und Gene, die für Betain Aldehyd Dehydrogenasen kodieren 
in violett. Die gbsR-verwandten Gene sind in rot gekennzeichnet. Während das Gencluster aus S. xylosus ein 
zusätzliches Gen für einen Transporter der BCCT-Familie (cudT, pink) enthält (Rosenstein et al., 1999), weisen 
die Gencluster aus H. dabanensis (Gu et al., 2008) und H. halophilus (Burkhardt et al., 2009) Gene auf, die 
vermutlich für Substratbindeproteine von ABC-Transportern kodieren (gbsT und gbsU, gelb).   
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Funktionelle Studien wurden auch für die Gencluster aus den moderat halophilen 

Halobacillus dabanensis und Halobacillus halophilus durchgeführt (Gu et al., 2008; Burkhardt 

et al., 2009). Burkhardt et al. (2009) zeigten, dass die entgegengesetzt orientierten Gene 

gbsU-gbsI und gbsA-gbsB (Abbildung 5) in H. halophilus als Operone vorliegen und Cholin-

abhängig trankribiert werden (Burkhardt et al., 2009). GbsU zeigt Ähnlichkeiten mit 

Substratbindeproteinen von ABC-Transportern (Davidson et al., 2008) für kompatibel Solute. 

Eine Permease oder ATPase konnte jedoch nicht in der Gennachbarschaft identifiziert 

werden (Burkhardt et al., 2009). Ein ähnlich aufgebautes Gencluster ist in H. dabanensis zu 

finden. Hierbei wurde jedoch eine abweichende Nomenklatur verwendet. Das 

Substratbindeprotein wurde GbsT genannt, während das GbsR Homolog als GbsI 

bezeichnet wurde [Abbildung 5 (Gu et al., 2008)]. 

In einigen Vertretern der Gattung Bacillus konnten durch Nau-Wagner et al. (2012) mehrere 

gbsR Gene innerhalb eines Genoms festgestellt werden. Hierzu zählt auch B. subtilis, der 

neben dem gbsAB-assozierten gbsR Gen zwei verwandte Gene aufweist, die angrenzend an 

das opuB (yvaV) und das opuC (yvbf / opcR) Operon kodiert sind [Abbildung 6 (Nau-Wagner 

et al., 2012; Lee et al., 2013)]. Diese Regulatoren weisen eine Aminosäuresequenzidentität 

von 34% (OpcR) und 35% (YvaV) zu GbsR auf (Nau-Wagner et al., 2012). Während die 

Funktion von YvaV bis heute unbekannt ist, konnten Lee et al. (2013) eine Funktion von 

OpcR als Repressor der opuC Expression zeigen. In Abwesenheit von GbsR konnte zudem 

ein reprimierender Effekt auf die opuB Transkription gezeigt werden. Im Gegensatz zu GbsR 

agiert OpcR jedoch nicht als Cholin-Sensor (Lee et al., 2013). Auf Basis von DNA-

Bindestudien konnte die OpcR Bindestelle auf einen 38 bp großen Bereich in der 

Promotorregion des opuB und des opuC Operons eingegrenzt werden, der einen Ăinverted 

repeatñ beherbergt. Dieser ¿berlappt in beiden Fªllen mit der -35 Region der SigA-

Promotoren (Kappes et al., 1999; Lee et al., 2013). Somit reprimiert OpcR die Expression 

von opuB und opuC vermutlich durch sterische Inhibition der RNA-Polymerase (Bervoets 

und Charlier, 2019).  

 

 

Abbildung 6 Genetische Organisation der Gencluster opuB und opuC in B. subtilis.  
Dargestellt sind die Operone opuB (grün) und opuC [orange (Kappes et al., 1999)] mit den angrenzenden gbsR 
Genen yvaV und opcR [rot (Nau-Wagner et al., 2012; Lee et al., 2013)]. Zwischen den beiden Genclustern sind 
Gene lokalisiert, die einen Rolle während des Kanibalismus spielen (González-Pastor, 2011). Sie sind in grau 
dargestellt. 

 

Ein weiterer GbsR-Typ Regulator, der mit einem Aufnahmesystem für kompatible Solute 

assoziiert ist, wurde in Bacillus infantis identifiziert. Auf Grund seiner Nachbarschaft zu 
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einem opuA Gencluster wurde dieser als OpuAR bezeichnet (Ronzheimer et al., 2018). Im 

Gegensatz zu B. infantis ist in B. subtilis kein gbsR-Typ Gen angrenzend an das opuA 

Operon zu finden (Kempf und Bremer, 1995; Nau-Wagner et al., 2012). Ebenso wie die 

zuvor beschriebenen gbsR Gene ist auch opuAR in entgegengesetzter Orientierung zu dem 

opuA Gencluster kodiert. Dieser ABC-Transporter des OpuA-Typs (Kempf und Bremer, 

1995) dient als Importer für die kompatiblen Solute Glycinbetain, Prolinbetain, DMG und 

DMSP (Ronzheimer et al., 2018). Die Induktion der Genexpression von Aufnahmesystemen 

für solche Osmoprotektiva erfolgt üblicherweise durch erhöhte Salinitäten (Lucht und 

Bremer, 1994; Wood, 1999; Wood et al., 2001; Bremer und Krämer, 2010; Hoffmann und 

Bremer, 2016; Hoffmann und Bremer, 2017). Dies trifft auf die opuA Expression nur in 

geringem Maße zu (Ronzheimer et al., 2018, diese Arbeit), was mit dem marinen Habitat von 

B. infantis (Siefert et al., 2000) zusammenhängen könnte, in dem das Bakterium permanent 

hohen Salinitäten ausgesetzt ist. Stattdessen fungiert OpuAR als Repressor der opuA 

Expression in B. infantis und weist eine Sequenzidentität von 34% zu GbsR aus B. subtilis 

auf. Dieser erlaubt eine Induktion der Genexpression in Gegenwart von Glycinbetain, 

Prolinbetain und Cholin. Während Glycinbetain und Prolinbetain zu den Substraten des 

OpuA Transporters zählen, wird Cholin nicht über diesen Transporter importiert und übt auch 

keine osmoprotektive Funktion in B. infantis aus (Ronzheimer et al., 2018). Durch ein in silico 

Model des OpuAR Proteins konnte eine putative Ligandenbindetasche identifiziert werden. 

Im Gegensatzt zu der vorhergesagten Bindebox in GbsR enthält diese jedoch keine sechs 

aromatischen Aminosäurereste, sondern vier (W93, Y94, F97 und F101). Bei den nicht-

konservierten Positionen handelt es sich um N96 und R100. OpuAR bindet sowohl Cholin (KD 

193 ± 40 µM) als auch Glycinbetain (KD 301 ± 24 µM). Die Ligandenbindetasche wurde im 

Rahmen einer Mutagenesestudie bestätigt. Hierbei konnte durch einen simultanen 

Austausch der Aminosäuren Y94 und R100 gegen Phenylalaninreste, wie sie in GbsR zu 

finden sind, eine 3- bis 4-fache Verbesserung der Bindeaffinität zu beiden Liganden erziehlt 

werden (Ronzheimer et al., 2018). 

Ein weiteres GbsR Homolog, CydE wurde kürzlich in Alishewanella sp. WH16-1 untersucht 

(Xia et al., 2018). Im Gegensatzt zu den bisher beschriebenen Vertretern steht dieser GbsR-

Typ Regulator jedoch nicht mit der osmotischen Stressantwort in Verbindung. Stattdessen 

agiert CydE als Repressor des cydAB Genclusters, welches für eine Sauerstoff Reduktase 

des Cytochrom bd-Typs kodiert (Xia et al., 2018). Diese dienen vielen Prokaryoten unter 

Sauerstoff-limitierten Bedingungen als alternative terminale Oxidase der Atmungskette 

(Borisov et al., 2011; Degli Esposti et al., 2015). In Alishewanella sp. WH16-1 ist dieses 

Gencluster an der Resistenz gegenüber Sulfiden und Chromaten beteiligt (Xia et al., 2018). 

CydE weist eine Sequenzidentität von 19% mit GbsR aus B. subtilis auf. Anders als GbsR 

(Nau-Wagner et al., 2012; Ronzheimer, 2015) interagiert dieser, in der Familie der 
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Alteromonadaceae verbreitete Regulator, jedoch mit zwei Bindestellen in der Promotorregion 

des cydAB Genclusters (Xia et al., 2018).  

3 Osmoprotektion in dem marinen Bakterium Bacillus infantis 

Die Aufnahme und Synthese von kompatiblen Soluten zum Zweck der Osmoprotektion 

wurde bereits intensiv in terrestrischen Mikroorganismen wie B. subtilis studiert (Earl et al., 

2008; Hoffmann und Bremer, 2016; Hoffmann und Bremer, 2017). Dagegen ist nur wenig 

über diesen wichtigen Anpassungsmechanismus in Bacilli bekannt, die marine Habitate 

bewohnen (Siefert et al., 2000). Im Rahmen bioinformatischer Analysen zu der Verbreitung 

von Aufnahmesystemen für kompatible Solute (Teichmann et al., 2018) und GbsR-

verwandter Proteine (Ronzheimer et al., 2018) rückte B. infantis NRRL B-14911, ein mariner 

Vertreter der Gattung Bacillus in den Fokus des Interesses. 

Dieses Bakterium wurde aus einer Tiefe von 10 m aus dem Golf von Mexiko isoliert, ist ein 

aerob lebender Sporenbildner und bildet ein rosa Pigment (Siefert et al., 2000). B. infantis 

toleriert Salinitäten von 0,8 M NaCl (Siefert et al., 2000; Ronzheimer et al., 2018). Eine 

Protektion unter hyperosmolaren Bedingungen erfolgt vorallem durch Glycinbetain und 

Prolinbetain. Einen geringeren Grad an Protektion vermitteln aber auch  Homobetain, DMG 

und das, in marinen Habitaten weit verbreitete, schwefelhaltige Osmolyt DMSP (Broy et al., 

2015; Ronzheimer et al., 2018).  Das Genom von B. infantis ist vollständig Sequenziert 

(Massilamany et al., 2016) und bioinformatische Analysen identifizierten Transporter des 

OpuA-, OpuD-, OpuE- und OpuF-Typs (Teichmann et al., 2018). Gene für die osmoadaptive 

Synthese von Prolin wurden nicht gefunden (Hoffmann et al., 2017). Sowohl der OpuA- als 

auch der OpuF-Transporter von B.infantis wurden bereits näher charakterisiert (Teichmann 

et al., 2018; Ronzheimer et al., 2018).  

OpuA dient als Importer für die kompatiblen Solute Glycinbetain, Prolinbetain, Homobetain 

und DMSP und mit geringerer Effizienz auch DMG. Das entsprechende Gencluster weist den 

gleichen Aufbau aus ATPase (opuAA), Permease (opuAB) und Substratbindeprotein 

(opuAC) wie das Gegenstück aus B. subtilis auf (Kempf und Bremer, 1995; Ronzheimer et 

al., 2018). Jedoch ist in B. infantis angrenzend an das opuA Gencluster ein GbsR-Typ 

Repressor (OpuAR) kodiert (Ronzheimer et al., 2018). Der Mechanismus der OpuAR-

abhängigen Regulation des opuA Genclusters ist in Abschnitt 2.2 beschrieben.  

Bei OpuF handelt es sich um ein Mitglied der ABC-Transporter Familie (Davidson et al., 

2008), der mit dem OpuC Transporter aus B. subtilis verwandt ist (Teichmann et al., 2018). 

OpuF besteht neben einer ATPase aus einer bifunktionalen Untereinheit, in der die 

transmembrane Domäne und das Substratbindeprotein in Form von eines fusionierten 

Proteins vorliegen (Teichmann et al., 2018). Dieser Transporter verfügt, mit Ausnahme von 
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DMSP,  über das gleiche Substratspektrum wie der OpuA Transporter (Teichmann et al., 

2018; Ronzheimer et al., 2018). 

III. Zielsetzung 

Die Synthese des kompatiblen Soluts Glycinbetain (gbsAB), sowie die Aufnahme des 

Vorläufers Cholin über den spezifischen Transporter OpuB aus B. subtilis unterliegen der 

transkriptionellen Kontrolle des Cholin-abhängigen MarR-Typ Repressors GbsR (Nau-

Wagner et al., 2012). Wie GbsR die Regulation des gbsAB und opuB Operons vermittelt ist 

jedoch nicht vollständig verstanden (Nau-Wagner et al., 2012; Ronzheimer, 2015). Neben 

der charakterisierung der DNA-Protein Interaktion soll auch der Mechanismus der 

Ligandenbindung durch GbsR untersucht werden.  

Homologe dieses Regulators konnten bereits in Zusammenhang mit Genclustern für die 

Synthese von Glycinbetain und ABC-Transportern für kompatible Solute identifiziert werden 

(Nau-Wagner et al., 2012). Die phylogenetische Verbreitung innerhalb der Bacteria und 

Archaea soll im Rahmen der vorliegenden Arbeit genauer untersucht werden. Der bereits 

bekannte GbsR-Typ Regulator OpuAR aus B. infantis agiert als Repressor des 

angrenzenden opuA Genclusters (Ronzheimer et al., 2018). Für dieses System soll nun eine 

mögliche osmotische Induktion der opuA Expression, sowie die oligomere Struktur des 

Regulators OpuAR geklärt werden. Ein zweiter Vertreter der GbsR-Familie ist OpcR aus B. 

subtilis (Nau-Wagner et al., 2012; Lee et al., 2013). Dieser agiert als Repressor der opuB 

und opuC Expression. Die physiologische Relevanz dieser Regulation ist bisher jedoch 

unbekannt (Lee et al., 2013). Das Verständniss dieser Regulation soll durch 

Reportergenfusionen vertieft werden. Ein besonderer Fokus liegt hierbei auf der Regulation 

der opuC Transkription durch OpcR. Eine Charakterisierung des Repressors in Hinblick auf 

seine eigene Regulation soll mittels Reportergenstudien durchgeführt werden. 

Die nahe verwandten ABC-Transporter OpuB und OpuC aus B. subtilis sind hinsichtlich ihrer 

Substratspezifitäten bereits weitgehend untersucht (Hoffmann und Bremer, 2017; Teichmann 

et al., 2017; Teichmann, 2018). Das Wissen über ihre transkriptionelle Regulation ist jedoch 

Lückenhaft. Hier ist die Expression der beiden Systeme in Antwort auf unterschiedliche 

extrazelluläre Salinitäten, sowie die Beteiligung der GbsR-Typ Regulatoren GbsR, OpcR und 

YvaV (Nau-Wagner et al., 2012; Lee et al., 2013) zu untersuchen. 

Darüber hinaus ist der Einfluss des Biofilm Regulators RemA zu testen, für den im Rahmen 

von Microarray Studien gezeigt wurde, dass er neben den Genen für die Bildung der 

Biofilmmatrix auch die Transkription des opuA, opuB und opuC Operons aktiviert 

(Winkelman et al., 2013). 
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IV. Material und Methoden 

4  Chemikalien und Materialien 

Sofern nicht anders erwähnt, stammen die verwendeten Chemikalien von den Firmen 

AppliChem (Darmstadt, DE) Carl Roth (Karlsruhe, DE), InvivoGen (San Diego, CA, USA), 

Merck (Darmstadt, DE) und Sigma-Aldrich (Steinheim, DE). Restriktionsenzyme, Ligasen, 

dNTP´s, Phosphatasen und Größenstandards wurden von der Firma Thermo Fisher 

Scientific (Waltham, MA, USA) bezogen. Chromatographiematerial, Anhydrotetracyclin 

(AHT) sowie Desthiobiotin wurden von der Firma IBA GmbH (Göttingen, DE) bezogen. 

5  Bakterienstämme, Plasmide und Oligonucleotide 

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Bakterienstämme sind in Tabelle 1 und Tabelle 2 

aufgeführt. Für Klonierungen und Präparationen von Plasmiden wurden die E. coli Stämme 

Top10 und NEB5Ŭ verwendet. Der E. coli Stamm BL21 wurde für die heterologe Expression 

von Proteinen genutzt. 

Tabelle 1 Verwendete E. coli Stämme. 

Stamm Genotyp Referenz 

Top10 F-ɚ-E44 ȹ(lacZYA-argF) U169 ū80ȹlacZ 
ȹM15 hsdR17(r K-m K+) recA1 endA thi-1 
relA1 gyrA96  

Invitrogen GmbH (Karlsruhe, D)  
 

NEB5Ŭ fhuA2 ȹ(argF-lacZ)U169 phoA glnV44 ū80 
ȹ(lacZ)M15 gyrA96 recA1 relA1 endA1 thi-1 
hsdR17 

New Englund BioLabs GmbH 
(Ipswich, MA, USA) 

BL21 F- ompT hsdS (rB- mB-) dcm+ Tetr gal endA  Agilent Technologies  
(Santa Clara, USA)  

 

In Tabelle 2  sind alle in dieser Arbeit verwendeten und konstruierten B. subtilis Stämmen 

aufgeführt. Es handelt es sich um Derivate des Wildtyp-Stammes JH642 (Smith et al., 2014). 

 

Tabelle 2 Verwendete B. subtilis Stämme.  
Bei allen angegebenen B. subtilis Stämmen handelt es sich um Derivate des Wildtyp Stammes JH642. 

Stamm Genotyp Referenz 

JH642 trpC2 pheA1 J. Hoch; BGSC 1A96 
(Smith et al., 2014) 

AROB4 ȹ(treA::erm)2 (gbsR::neo)1 [amyE::ū(gbsA´-treA)8] A. Rolbetzki 

AROB5 ȹ(treA::erm)2 (gbsR::neo)1 [amyE::ū(gbsA´-treA)9] A. Rolbetzki 

AROB9 ȹ(treA::erm)2 [amyE::ū(gbsA´-treA)8] A. Rolbetzki 
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AROB10 ȹ(treA::erm)2 [amyE::ū(gbsA´-treA)9] A. Rolbetzki 

DHB4 ȹ(treA::erm)2 [amyE::ū(gbsA´-treA)1 (Nau-Wagner et al., 
2012) 

DHB12 ȹ(treA::erm)2 (gbsR::neo)1 [amyE::ū(gbsA´-treA)1] (Nau-Wagner et al., 
2012) 

GNB37 ȹ(treA::erm)2 (Nau-Wagner et al., 
2012) 

GNB40 ȹ(treA::erm)2 (gbsR::neo)1 (Nau-Wagner et al., 
2012) 

GNB45 ȹ(treA::erm)2 [amyE::(ægbsR)2-ū(gbsA´treA)1] (Nau-Wagner et al., 
2012) 

GNB46 ȹ(treA::erm)2 æ(gbsAB::neo)2  
[amyE::(ægbsR)2-ū(gbsA´treA)1 

(Nau-Wagner et al., 
2012) 

GNB48 ȹ(treA::erm)2 æ(gbsR::neo)2  
[amyE::(ægbsR)2-ū(gbsA´treA)1 

(Nau-Wagner et al., 
2012) 

JSB8 æ(proHJ::tet)1 (Brill et al., 2011b) 

LCSB1 ȹ(treA::erm)2 [amyE::ūopuCA´-treA]2 æ(remA::neo)2 (Schnabel, 2018) 

LCSB2 ȹ(treA::erm)2 [amyE::ūopuCA´-treA]3 æ(remA::neo)2 (Schnabel, 2018) 

LCSB3 ȹ(treA::erm)2 [amyE::ūopuCA´-treA]4 æ(remA::neo)2 (Schnabel, 2018) 

LCSB4 ȹ(treA::erm)2 [amyE::ūopuCA´-treA]5 æ(remA::neo)2 (Schnabel, 2018) 

LCSB5 ȹ(treA::erm)2 [amyE::ūopuCA´-treA]6 æ(remA::neo)2 (Schnabel, 2018) 

LCSB6 ȹ(treA::erm)2 [amyE::ūopuCA´-treA]7 æ(remA::neo)2 (Schnabel, 2018) 

LCSB7 ȹ(treA::erm)2 [amyE::ū(opcR´-treA)1]2 æ(remA::neo)2 (Schnabel, 2018) 

LCSB8 ȹ(treA::erm)2 [amyE::ū(opcR´-treA)1]3 æ(remA::neo)2 (Schnabel, 2018) 

LCSB9 ȹ(treA::erm)2 [amyE::ū(opcR´-treA)1]4 æ(remA::neo)2 (Schnabel, 2018) 

LCSB10 ȹ(treA::erm)2 [amyE::ū(opcR´-treA)1]5 æ(remA::neo)2 (Schnabel, 2018) 

LCSB11 ȹ(treA::erm)2 [amyE::ū(opcR´-treA)1]6 æ(remA::neo)2 (Schnabel, 2018) 

LCSB12 ȹ(treA::erm)2 [amyE::ū(opcR´-treA)1]7 æ(remA::neo)2 (Schnabel, 2018) 

LSB1 ȹ(treA::erm)2 [amyE::ūopuCA´-treA]2 æ(remA::neo)2 (Schnabel, 2018) 

LSB2 ȹ(treA::erm)2 [amyE::ūopuCA´-treA]3 æ(remA::neo)2 (Schnabel, 2018) 

LSB3 ȹ(treA::erm)2 [amyE::ūopuCA´-treA]4 æ(remA::neo)2 (Schnabel, 2018) 

LSB4 ȹ(treA::erm)2 [amyE::ūopuCA´-treA]5 æ(remA::neo)2 (Schnabel, 2018) 

LSB5 ȹ(treA::erm)2 [amyE::ūopuCA´-treA]6 æ(remA::neo)2 (Schnabel, 2018) 

LSB6 ȹ(treA::erm)2 [amyE::ūopuCA´-treA]7 æ(remA::neo)2 (Schnabel, 2018) 

LSB7 ȹ(treA::erm)2 [amyE::ū(opcR´-treA)1]2 æ(remA::neo)2 (Schnabel, 2018) 

LSB8 ȹ(treA::erm)2 [amyE::ū(opcR´-treA)1]3 æ(remA::neo)2 (Schnabel, 2018) 

LSB9 ȹ(treA::erm)2 [amyE::ū(opcR´-treA)1]4 æ(remA::neo)2 (Schnabel, 2018) 

LSB10 ȹ(treA::erm)2 [amyE::ū(opcR´-treA)1]5 æ(remA::neo)2 (Schnabel, 2018) 

LSB11 ȹ(treA::erm)2 [amyE::ū(opcR´-treA)1]6 æ(remA::neo)2 (Schnabel, 2018) 

LSB12 ȹ(treA::erm)2 [amyE::ū(opcR´-treA)1]7 æ(remA::neo)2 (Schnabel, 2018) 

MFB1 ȹ(treA::erm)2 ȹ(gbsR::neo)1 [amyE::ū(gbsA´-treA)1] 
(ytoI::gbsR[TTC/GCA][Phe102/Ala]) 

(Fischer, 2017) 

MFB2 
ȹ(treA::erm)2 ȹ(gbsR::neo)1 [amyE::ū(gbsA´-treA)1] 
(ytoI::gbsR[TTC/AAA][Phe102/Lys]) 

(Fischer, 2017) 

MFB3 
ȹ(treA::erm)2 ȹ(gbsR::neo)1 [amyE::ū(gbsA´-treA)1] 
(ytoI::gbsR[TTT/GCA][Phe103/Ala]) 

(Fischer, 2017) 

MFB4 
ȹ(treA::erm)2 ȹ(gbsR::neo)1 [amyE::ū(gbsA´-treA)1] 
(ytoI::gbsR[TTT/AAA][Phe103/Lys]) 

(Fischer, 2017) 

MFB5 
ȹ(treA::erm)2 ȹ(gbsR::neo)1 [amyE::ū(gbsA´-treA)1] 
(ytoI::gbsR[TTT/AAA][Phe96/Lys]) 

(Fischer, 2017) 

MFB6 
ȹ(treA::erm)2 ȹ(gbsR::neo)1 [amyE::ū(gbsA´-treA)1] 
(ytoI::gbsR[TTT/GCA][Phe98/Ala]) 

(Fischer, 2017) 

MFB7 
ȹ(treA::erm)2 ȹ(gbsR::neo)1 [amyE::ū(gbsA´-treA)1] 
(ytoI::gbsR[TTT/AAA][Phe98/Lys]) 

(Fischer, 2017) 
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MFB8 
ȹ(treA::erm)2 ȹ(gbsR::neo)1 [amyE::ū(gbsA´-treA)1] 
(ytoI::gbsR[TTC/GCA][Phe95/Ala]) 

(Fischer, 2017) 

MFB9 
ȹ(treA::erm)2 ȹ(gbsR::neo)1 [amyE::ū(gbsA´-treA)1] 
(ytoI::gbsR[TTC/AAA][Phe95/Lys]) 

(Fischer, 2017) 

MFB10 
ȹ(treA::erm)2 ȹ(gbsR::neo)1 [amyE::ū(gbsA´-treA)1] 
(ytoI::gbsR[TTT/GCA][Phe96/Ala]) 

(Fischer, 2017) 

MFB11 
ȹ(treA::erm)2 ȹ(gbsR::neo)1 [amyE::ū(gbsA´-treA)1] 
(ytoI::gbsR[TGG/GCA][Trp107/Ala]) 

(Fischer, 2017) 

MFB12 
ȹ(treA::erm)2 ȹ(gbsR::neo)1 [amyE::ū(gbsA´-treA)1] 
(ytoI::gbsR[TTC/GCA][Phe99/Ala]) 

(Fischer, 2017) 

MFB13 
ȹ(treA::erm)2 ȹ(gbsR::neo)1 [amyE::ū(gbsA´-treA)1] 
(ytoI::gbsR[TTC/AAA][Phe99/Lys]) 

(Fischer, 2017) 

MFB14 
ȹ(treA::erm)2 ȹ(gbsR::neo)1 [amyE::ū(gbsA´-treA)1] 
(ytoI::gbsR[TGG/AAA][Trp107/Lys]) 

(Fischer, 2017) 

MFB15 
ȹ(treA::erm)2 ȹ(gbsR::neo)1 [amyE::ū(gbsA´-treA)1] 
(ytoI::gbsR[TTT/CGA][Phe96/Arg]) 

(Fischer, 2017) 

MFB16 
ȹ(treA::erm)2 ȹ(gbsR::neo)1 [amyE::ū(gbsA´-treA)1] 
(ytoI::gbsR[TTC/CGA][Phe99/Arg]) 

(Fischer, 2017) 

MFB17 
ȹ(treA::erm)2 ȹ(gbsR::neo)1 [amyE::ū(gbsA´-treA)1] 
(ytoI::gbsR[TTC/CGA][Phe102/Arg]) 

(Fischer, 2017) 

MFB18 
ȹ(treA::erm)2 ȹ(gbsR::neo)1 [amyE::ū(gbsA´-treA)1] 
(ytoI::gbsR[TTC/CGA][Phe95/Arg]) 

(Fischer, 2017) 

MFB19 
ȹ(treA::erm)2 ȹ(gbsR::neo)1 [amyE::ū(gbsA´-treA)1] 
(ytoI::gbsR[TTT/CGA][Phe98/Arg]) 

(Fischer, 2017) 

MFB20 
ȹ(treA::erm)2 ȹ(gbsR::neo)1 [amyE::ū(gbsA´-treA)1] 
(ytoI::gbsR[TGG/CGA][Trp107/Arg]) 

(Fischer, 2017) 

MFB21 
ȹ(treA::erm)2 ȹ(gbsR::neo)1 [amyE::ū(gbsA´-treA)1] 
(ytoI::gbsR[TTT/CGA][Phe103/Arg]) 

(Fischer, 2017) 

MFB22 ȹ(treA::erm)2 [amyE::ū(gbsA´-treA)1 (ytoI::gbsR) (Fischer, 2017) 

MFB23 ȹ(treA::erm)2 [amyE::ū(gbsA´-treA)1 (ytoI::pBB287) (Fischer, 2017) 

MFB24 
ȹ(treA::erm)2 [amyE::ū(gbsA´-treA)1] 
(ytoI::gbsR[TTC/GCA][Phe95/Ala]) 

(Fischer, 2017) 

MFB35 
æ(treA::erm)2 [amyE::[ ū(gbsA´-treA)1]( 
ytoI::gbsR[TGG/AAA][Trp107/Lys] 

(Fischer, 2017) 

MFB36 
æ(treA::erm)2 [amyE::[ ū(gbsA´-treA)1]( 
ytoI::gbsR[TTC/CGA][Phe95/Arg] 

(Fischer, 2017) 

MFB37 
æ(treA::erm)2 ȹ(gbsR::neo)1 [amyE::[ ū(gbsA´-treA)1] 
(ytoI::gbsR[TTT/GAG][Phe98/Glu] 

(Fischer, 2017) 

MFB38 
æ(treA::erm)2 ȹ(gbsR::neo)1 [amyE::[ ū(gbsA´-treA)1]                 
(ytoI::gbsR[TTC/GAG][Phe102/Glu] 

(Fischer, 2017) 

MFB39 
æ(treA::erm)2 ȹ(gbsR::neo)1 [amyE::[ ū(gbsA´-treA)1] 
(ytoI::gbsR[TTC/GAG][Phe95/Glu] 

(Fischer, 2017) 

MFB40 
æ(treA::erm)2 ȹ(gbsR::neo)1 [amyE::[ ū(gbsA´-treA)1] 
(ytoI::gbsR[TTC/GAG][Phe99/Glu] 

(Fischer, 2017) 

MFB41 
æ(treA::erm)2 ȹ(gbsR::neo)1 [amyE::[ ū(gbsA´-treA)1] 
(ytoI::gbsR[TGG/GAG][Trp107/Glu] 

(Fischer, 2017) 

MFB42 
æ(treA::erm)2 ȹ(gbsR::neo)1 [amyE::[ ū(gbsA´-treA)1] 
(ytoI::gbsR[TTT/GAG][Phe96/Glu] 

(Fischer, 2017) 

MFB43 
æ(treA::erm)2 ȹ(gbsR::neo)1 [amyE::[ ū(gbsA´-treA)1] 
(ytoI::gbsR[TTT/GAG][Phe103/Glu] 

(Fischer, 2017) 

STHB01 æ(opcR::zeo)1 S. Ronzheimer 

STHB09 æ(treA::erm)2 æ(yvaV::tet)2 S. Ronzheimer 

STHB14 æ(gbsR::spc)1 S. Ronzheimer 

STHB19 æ(remA::neo)1 S. Ronzheimer 

STHB10 æ(treA::erm)2 æ(gbsR::neo)1 æ(yvaV::tet)2 (Ronzheimer et al., 
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æ(opcR::zeo)2 [amyE::ū(opuAAB.i´-treA); opuAR+]1 2018) 

STHB11 
æ(treA::erm)2 æ(gbsR::neo)1 æ(yvaV::tet)2 
æ(opcR::zeo)2 [amyE::ū(opuAAB.i´-treA)]1 

(Ronzheimer et al., 
2018) 
 

 
STHB33 

ȹ(treA::erm)2 [amyE::ūopuCA´-treA]1 
S. Ronzheimer 

STHB34 
ȹ(treA::erm)2 æ(opcR::zeo)2 æ(yvaV::tet)3 
[amyE::ūopuCA´-treA]1 

S. Ronzheimer 

STHB35 ȹ(treA::erm)2 æ(opcR::zeo)2 [amyE::ūopuCA´-treA]1 S. Ronzheimer 

STHB36 ȹ(treA::erm)2 æ(yvaV::tet)2 [amyE::ūopuCA´-treA]1 S. Ronzheimer 

STHB37 ȹ(treA::erm)2 æ(gbsR::spc)2 [amyE::ūopuCA´-treA]1 S. Ronzheimer 

STHB38 
ȹ(treA::erm)2 æ(opcR::zeo)2 æ(gbsR::spc)3 
[amyE::ūopuCA´-treA]1 

S. Ronzheimer 

STHB39 
ȹ(treA::erm)2 æ(yvaV::tet)2 æ(gbsR::spc)3 
[amyE::ūopuCA´-treA]1 

S. Ronzheimer 

STHB40 
ȹ(treA::erm)2 æ(opcR::zeo)2 æ(yvaV::tet)3 
æ(gbsR::spc)4   [amyE::ūopuCA´-treA]1 

S. Ronzheimer 

STHB41 ȹ(treA::erm)2 æ(remA::neo)1 [amyE::ūopuCA´-treA]1 S. Ronzheimer 

STHB42 
ȹ(treA::erm)2 æ(opcR::zeo)2 æ(yvaV::tet)3 
æ(remA::neo)4  [amyE::ūopuCA´-treA]1 

S. Ronzheimer 

STHB43 
ȹ(treA::erm)2 æ(opcR::zeo)2 æ(remA::neo)3  
[amyE::ūopuCA´-treA]1 

S. Ronzheimer 

STHB44 
ȹ(treA::erm)2 æ(yvaV::tet)2 æ(remA::neo)3  
[amyE::ūopuCA´-treA]1 

S. Ronzheimer 

STHB45 
ȹ(treA::erm)2  æ(gbsR::spc)2 æ(remA::neo)3  
[amyE::ūopuCA´-treA]1 

S. Ronzheimer 

STHB46 
ȹ(treA::erm)2 æ(opcR::zeo)2 æ(gbsR::spc)3 
æ(remA::neo)4 [amyE::ūopuCA´-treA]1 

S. Ronzheimer 

STHB47 
ȹ(treA::erm)2 æ(yvaV::tet)2 æ(gbsR::spc)3 
æ(remA::neo)4 [amyE::ūopuCA´-treA]1 

S. Ronzheimer 

STHB48 
ȹ(treA::erm)2 æ(opcR::zeo)2 æ(yvaV::tet)3 
æ(gbsR::spc)4 æ(remA::neo)5 [amyE::ūopuCA´-treA]1 

S. Ronzheimer 

STHB49 ȹ(treA::erm)2 [amyE::ūopuBA´-treA]1 S. Ronzheimer 

STHB50 
ȹ(treA::erm)2 æ(opcR::zeo)2 æ(yvaV::tet)3 
[amyE::ūopuBA´-treA]1 

S. Ronzheimer 

STHB51 ȹ(treA::erm)2 æ(opcR::zeo)2 [amyE::ūopuBA´-treA]1 S. Ronzheimer 

STHB52 ȹ(treA::erm)2 æ(yvaV::tet)2 [amyE::ūopuBA´-treA]1 S. Ronzheimer 

STHB53 ȹ(treA::erm)2 æ(gbsR::spc)2 [amyE::ūopuBA´-treA]1 S. Ronzheimer 

STHB54 
ȹ(treA::erm)2 æ(opcR::zeo)2 æ(gbsR::spc)3 
[amyE::ūopuBA´-treA]1 

S. Ronzheimer 

STHB55 
ȹ(treA::erm)2 æ(yvaV::tet)2 æ(gbsR::spc)3 
[amyE::ūopuBA´-treA]1 

S. Ronzheimer 

STHB56 
ȹ(treA::erm)2 æ(opcR::zeo)2 æ(yvaV::tet)3 
æ(gbsR::spc)4 [amyE::ūopuBA´-treA]1 

S. Ronzheimer 

STHB57 ȹ(treA::erm)2 æ(remA::neo)2 [amyE::ūopuBA´-treA]1 S. Ronzheimer 

STHB58 
ȹ(treA::erm)2 æ(opcR::zeo)2 æ(yvaV::tet)3 
æ(remA::neo)4  [amyE::ūopuBA´-treA]1 

S. Ronzheimer 

STHB59 
ȹ(treA::erm)2 æ(opcR::zeo)2 æ(remA::neo)3 
[amyE::ūopuBA´-treA]1 

S. Ronzheimer 

STHB60 
ȹ(treA::erm)2 æ(yvaV::tet)2 æ(remA::neo)3  
[amyE::ūopuBA´-treA]1 

S. Ronzheimer 

STHB61 
ȹ(treA::erm)2 æ(gbsR::spc)2 æ(remA::neo)3  
[amyE::ūopuBA´-treA]1 

S. Ronzheimer 

STHB62 
ȹ(treA::erm)2 æ(opcR::zeo)2 æ(gbsR::spc)3 
æ(remA::neo)4  [amyE::ūopuBA´-treA]1 

S. Ronzheimer 
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STHB63 
ȹ(treA::erm)2 æ(yvaV::tet)2 æ(gbsR::spc)3 
æ(remA::neo)4  [amyE::ūopuBA´-treA]1 

S. Ronzheimer 

STHB64 
ȹ(treA::erm)2 æ(opcR::zeo)2 æ(yvaV::tet)3 
æ(gbsR::spc)4  æ(remA::neo)5 [amyE::ūopuBA´-treA]1 

S. Ronzheimer 

TMB118 
ȹ(opuA::tet)3 ȹ(opuC::spc)3 ȹ(opuD::neo)2  
ȹ(opuB::erm)3 

(Teichmann et al., 
2017) 

TMB128 ȹ(treA::erm)2 [amyE::ū(gbsA´-treA)10]1 T. Hoffmann 

TMB129 ȹ(treA::erm)2 [amyE::ū(gbsA´-treA)11]1 T. Hoffmann 

TMB130 ȹ(treA::erm)2 [amyE::ū(gbsA´-treA)12]1 T. Hoffmann 

TMB131 ȹ(treA::erm)2 (gbsR::neo)1 [amyE::ū(gbsA´-treA)10]1 T. Hoffmann 

TMB132 ȹ(treA::erm)2 (gbsR::neo)1 [amyE::ū(gbsA´-treA)11]1 T. Hoffmann 

TMB133 ȹ(treA::erm)2 (gbsR::neo)1 [amyE::ū(gbsA´-treA)12]1 T. Hoffmann 

 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konstruierte Stämme: 

Genotyp 

 
Konstruktiona) 

BWB23 ȹ(treA::erm)1 æ(gbsR::neo)1 amyE::[ū(opuBA´-treA)1]1 Transformation von 
GNB40 mit pSTH67 

BWB25 ȹ(treA::erm)2 [amyE::ū(opuBAË-treA)2]1 Transformation von 
GNB37 mit pBW7 

BWB26 ȹ(treA::erm)2 [amyE::ū(opuBAË-treA)3]1 Transformation von 
GNB37 mit pBW8 

BWB27 ȹ(treA::erm)2 [amyE::ū(opuBAË-treA)4]1 Transformation von 
GNB37 mit pBW10 

BWB28 ȹ(treA::erm)2 [amyE::ū(opuBAË-treA)5]1 Transformation von 
GNB37 mit pBW11 

BWB29 ȹ(treA::erm)2 æ(gbsR::neo)1 [amyE::ū(opuBAË-treA)2]1 Transformation von 
GNB40 mit pBW7 

BWB30 ȹ(treA::erm)2 æ(gbsR::neo)1 [amyE::ū(opuBAË-treA)3]1 Transformation von 
GNB40 mit pBW8 

BWB31 ȹ(treA::erm)2 æ(gbsR::neo)1 [amyE::ū(opuBAË-treA)4]1 Transformation von 
GNB40 mit pBW10 

BWB32 ȹ(treA::erm)2 æ(gbsR::neo)1 [amyE::ū(opuBAË-treA)5]1 Transformation von 
GNB40 mit pBW11 

BWB33 ȹ(treA::erm)2 [amyE::ū(opuBAË-treA)6]1 Transformation von 
GNB37 mit pBW9 

BWB34 ȹ(treA::erm)2 [amyE::ū(opuBAË-treA)7]1 Transformation von 
GNB37 mit pBW12 

BWB35 ȹ(treA::erm)2 æ(gbsR::neo)1 [amyE::ū(opuBAË-treA)6]1 Transformation von 
GNB40 mit pBW9 

BWB36 ȹ(treA::erm)2 æ(gbsR::neo)1 [amyE::ū(opuBAË-treA)7]1 Transformation von 
GNB40 mit pBW12 

BWB70 
ȹ(treA::erm)2 æ(gbsR::neo)1 [amyE::ū(gbsAË-treA)1]1 
(ytoI::gbsR) 

Transformation von 
DHB12 mit pLT5 

BWB71 
ȹ(treA::erm)2 æ(gbsR::neo)1 [amyE::ū(gbsAË-treA)1]1 
(ytoI::pBB287) 

Transformation von 
DHB12 mit pBB287 

BWB127 ȹ(treA::erm)2 [amyE::ū(opcRË-treA)1]1 
 
 

Transformation von 
GNB37 mit pBW34 

BWB129 ȹ(treA::erm)2 [amyE::ū(opcRË-treA)1]1 æ(remA::neo)2 
Transformation von 
BWB127 mit gDNA 
von STHB19 

BWB130 ȹ(treA::erm)2 [amyE::ū(opcRË-treA)1]1 æ(gbsR::spc)2 
Transformation von 
BWB127 mit gDNA 
von STHB14 

BWB131 ȹ(treA::erm)2 [amyE::ū(opcR´-treA)1]1 æ(opcR::zeo)2 
Transformation von 
BWB127 mit gDNA 
von STHB01 
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BWB132 ȹ(treA::erm)2 [amyE::ū(opcR´-treA)1]1 æ(yvaV::tet)3 

Transformation von 
BWB127 mit gDNA 
von STHB09 

a)
 Die Bezeichnung gDNA vor dem Stammnamen bedeutet, dass die genomische DNA dieses Stammes für die 

Transformation verwendet wurde. 

 

Die verwendeten Plasmide sind in Tabelle 3 aufgelistet. In dieser Arbeit genutzte 

Oligonucleotide sind der Tabelle 4 zu entnehmen. Sie wurden von der Firma Microsynth 

(Balgach, CH) synthetisiert. 

Tabelle 3 Verwendete Plasmide. 

Plasmid Beschreibung Referenz 

pBB287 B. subtilis Integrationsvekor ytoI::tet::ytoI D. Rudner 

pJMB1 

Vektor mit promotorlosem treA-Reportergen 
und homologen Bereichen des amyE Locus 
zur stabilen Integration in B.subtilis, AmpR, 
CmlR 

Jebbar, M. und Bremer, E.; 
unveröffentlicht 

pDH2_5.2 

Derivat von pJMB1; enthält ein 118 bp großes 
Fragment der B. subtilis gbsA Promotorregion 
fusioniert an promotorloses treA, Deletion der 
GbsR Bindestelle (TTAAATTTTTATTTAA) 

(Schumann, 2015) 

pLT5 Derivat von pBB287; enthält gbsR aus B. 
subtilis mit dem nativem Promotor 

(Teichmann et al., 2017) 

pLT25 Derivat von pSTH02;  Mutagenese von gbsR 
aus B. subtilis [GGC/GAC][Gly83/Asp] 

(Teichmann, 2018) 

pLT29 Derivat von pSTH02;  Mutagenese von gbsR 
aus B. subtilis [TTT/AAA][Phe96/Lys] 

L. Teichmann 

pLT30 Derivat von pSTH02;  Mutagenese von gbsR 
aus B. subtilis [TTC/GCA][Phe95/Ala] 

L. Teichmann 

pMP_AR1 pASK-IBA3plus mit opuAR aus B. infantis 
NRRL B-14911 

(Ronzheimer et al., 2018) 

pSTH02 pASG-IBA3 mit gbsR aus B. subtilis  (Ronzheimer, 2015) 

pSTH03 pASG-IBA3 mit opuAR aus P. lautus S. Ronzheimer 

pSTH14 pASG-IBA3 mit opcR aus B. subtilis  S. Ronzheimer 

pSTH62 

Derivat von pJMB1; enthält ein 266 bp großes 
Fragment der B. subtilis opuCA 
Promotorregion fusioniert an promotorloses 
treA 

S. Ronzheimer 

pSTH67 

Derivat von pJMB1; enthält ein 286 bp großes 
Fragment der B. subtilis opuBA 
Promotorregion fusioniert an promotorloses 
treA 

S. Ronzheimer 

pBW7 
Derivat von pSTH67; Mutagenese der GbsR 
Bindestelle mit opuB_mut1_for und 
opuB_mut1_rev (Deletion TTAAA) 

Diese Arbeit 

pBW8 
Derivat von pSTH67; Mutagenese der GbsR 
Bindestelle mit opuB_mut2_for und 
opuB_mut2_rev (Deletion ACTGAA) 

Diese Arbeit 
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pBW9 

Derivat von pSTH67; Mutagenese der GbsR 
Bindestelle mit opuB_mut3_for und 
opuB_mut3_rev (Substitution TTAAAT Ą 
TTCCCT) 

Diese Arbeit 

pBW10 

Derivat von pSTH67; Mutagenese der GbsR 
Bindestelle mit opuB_mut4_for und 
opuB_mut4_rev (Deletion 
TTAAATTTAAACTGAA) 

Diese Arbeit 

pBW11 

Derivat von pSTH67; Mutagenese der GbsR 
Bindestelle mit opuB_mut5_for und 
opuB_mut5_rev (Insertion 
TTAAATTTAAACTGAA Ą 
TTAAATTTTTAAACTGAA) 

Diese Arbeit 

pBW12 

Derivat von pSTH67; Mutagenese der GbsR 
Bindestelle mit opuB_mut6_for und 
opuB_mut6_rev (Deletion 
TTAAATTTAAACTGAA Ą 
TTAAATAAACTGAA) 

Diese Arbeit 

pBW34 

Derivat von pJMB1; enthält ein 868 bp großes 
Fragment der B. subtilis opcR Promotorregion 
fusioniert an promotorloses treA, Klonierung 
über SmaI und BamHI Schnittstellen 

Diese Arbeit 

pBW39 

Derivat von pSTH02;  Mutagenese von gbsR 
aus B. subtilis [TGG/CGA][Trp107/Arg] mit 
GbsR_W107_R107_for und 
GbsR_W107_R107_rev 

Diese Arbeit 

pBW40 

Derivat von pSTH02;  Mutagenese von gbsR 
aus B. subtilis [TTT/CGA][Phe103/Arg] mit 
GbsR_103_R103_for und 
GbsR_103_R103_rev 

Diese Arbeit 

 

Tabelle 4 Verwendete Oligonucleotide. 

Bezeichnung Sequenz 5´ Ą 3´ Bemerkung 

Sequenzierungsprimer 

pASK_IBA_fw 
 

GTGAAATGAATAGTTCG
AC 

Primer zur Sequenzierung des 
Inserts im Plasmid pASG-IBA3 

pASK_IBA_rev 
 

CGCAGTAGCGGTAAAC
GGC 

Primer zur Sequenzierung des 
Inserts im Plasmid pASG-IBA3 

pJMB1-pFSB1_for 
ATAAGGGTAACTATTGC
CG 

Primer zur Sequenzierung des 
Inserts im Plasmid pJMB1 

pJMB1-treA_rev 
ACCATTTCCTGTCGTAT
CG 

Primer zur Sequenzierung des 
Inserts im Plasmid pJMB1 

ytoI-for  
GGAATCACGTGGTCCT
TGC  

Primer zur Sequenzierung der ytoI-
Integration 

ytoI-rev  
CCCGACCGGCTTCTTA
CAG  

Primer zur Sequenzierung der ytoI-
Integration 

Klonierungsprimer 

opuCR-treA_for CTACCCGGGGCAAGCT
TAATCGCTTCATCC 

Primer zur Amplifikation des treA-
Fusionsfragments des Plasmids 
pBW34; enthält eine SmaI 
Schnittstelle 
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opuCR-treA_rev 
GATGGATCCCTGGCTC
ATCCGTGTTTTGC 

Primer zur Amplifikation des treA-
Fusionsfragments des Plasmids 
pBW34; enthält eine BamHI 
Schnittstelle 

Mutageneseprimer 

opuB_mut1_for 

TTTAAACTGAACAAATTG

AATAAACTTAATTTTG 

Primer zur Mutagenese der GbsR 
Bindestelle auf Plasmid pSTH67 
(Deletion TTAAA); Resultat ist das 
Plasmid pBW7 

opuB_mut1_rev 

TTTTTCAGACAATTGAAT

GCTTC 

Primer zur Mutagenese der GbsR 
Bindestelle auf Plasmid pSTH67 
(Deletion TTAAA); Resultat ist das 
Plasmid pBW7 

opuB_mut2_for 

CAAATTGAATAAACTTAA

TTTTGGAG 

 

Primer zur Mutagenese der GbsR 
Bindestelle auf Plasmid pSTH67 
(Deletion ACTGAA); Resultat ist das 
Plasmid pBW8 

opuB_mut2_rev 

TTAAATTTAATTTTTCAGA

CAATTGAATG 

Primer zur Mutagenese der GbsR 
Bindestelle auf Plasmid pSTH67 
(Deletion ACTGAA); Resultat ist das 
Plasmid pBW8 

opuB_mut3_for 

CTGAAAAATTCCCTTTAA

ACTGAACAAATTGAATAA

ACTTAATTTT 

Primer zur Mutagenese der GbsR 
Bindestelle auf Plasmid pSTH67 
(Substitution TTAAAT Ą TTCCCT); 
Resultat ist das Plasmid pBW9 

opuB_mut3_rev 

ACAATTGAATGCTTCCCA

TTATAG 

Primer zur Mutagenese der GbsR 
Bindestelle auf Plasmid pSTH67 
(Substitution TTAAAT Ą TTCCCT); 
Resultat ist das Plasmid pBW9 

opuB_mut4_for 

CAAATTGAATAAACTTAA

TTTTGGAG 

Primer zur Mutagenese der GbsR 
Bindestelle auf Plasmid pSTH67 
(Deletion TTAAATTTAAACTGAA); 
Resultat ist das Plasmid pBW10 

opuB_mut4_rev 

TTTTTCAGACAATTGAAT

GCTTC 

Primer zur Mutagenese der GbsR 
Bindestelle auf Plasmid pSTH67 
(Deletion TTAAATTTAAACTGAA); 
Resultat ist das Plasmid pBW10 

opuB_mut5_for 

TTAAACTGAACAAATTGA

ATAAACTTAATTTTG 

Primer zur Mutagenese der GbsR 
Bindestelle auf Plasmid pSTH67 
(Insertion TTAAATTTAAACTGAA Ą 
TTAAATTTTTAAACTGAA) ); 
Resultat ist das Plasmid pBW11 

opuB_mut5_rev 

AAATTTAATTTTTCAGACA

ATTGAATG 

Primer zur Mutagenese der GbsR 
Bindestelle auf Plasmid pSTH67 
(Insertion TTAAATTTAAACTGAA Ą 
TTAAATTTTTAAACTGAA); Resultat 
ist das Plasmid pBW11 

opuB_mut6_for 

AAACTGAACAAATTGAAT

AAACTTAATTTTG 

Primer zur Mutagenese der GbsR 
Bindestelle auf Plasmid pSTH67 
(Deletion TTAAATTTAAACTGAA Ą 
TTAAATAAACTGAA); Resultat ist 
das Plasmid pBW12 

opuB_mut6_rev ATTTAATTTTTCAGACAAT
Primer zur Mutagenese der GbsR 
Bindestelle auf Plasmid pSTH67 
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TGAATGC (Deletion TTAAATTTAAACTGAA Ą 
TTAAATAAACTGAA); Resultat ist 
das Plasmid pBW12 

GbsR_W107_R107_for 

TCCACCTAAACGAGAGC

GGGAGG 

Primer zur Mutagenese von gbsR 
auf Plasmid pSTH02 
[TGG/CGA][Trp107/Arg]; Resultat ist 
das Plasmid pBW39 

GbsR_W107_R107_rev 

AAGAAATTTGTGAAAAAT

TTAAAGAAATCC 

Primer zur Mutagenese von gbsR 
auf Plasmid pSTH02 
[TGG/CGA][Trp107/Arg]; Resultat ist 
das Plasmid pBW39 

GbsR_F103_R103_for 

CACAAATTTCCGACCACC

TAAATGGGAG 

Primer zur Mutagenese von gbsR 
auf Plasmid pSTH02 
[TTT/CGA][Phe103/Arg] Resultat ist 
das Plasmid pBW40 

GbsR_F103_R103_rev 

AAAAATTTAAAGAAATCC

TTCTCAG 

Primer zur Mutagenese von gbsR 
auf Plasmid pSTH02 
[TTT/CGA][Phe103/Arg] Resultat ist 
das Plasmid pBW40 

Primer für EMSA 

BS_gbsA_for  
GGGACTTTGACAGTTTAA
AAACC  

Forward Primer für das Fragment 
der gbsA Promotorregion aus  
B. subtilis 

BS_gbsA_rev  
ATAAGCCTCCTTGACGTA
AATAA  

Reverse Primer für das Fragment 
der gbsA Promotorregion aus  
B. subtilis; Primer trªgt am 5ó-Ende 
eine Markierung (Dyomics 781)  

6  Mikrobiologische Methoden 

6.1  Medien  

Für die Stammhaltung und Vermehrung der aufgeführten E. coli und B. subtilis Stämme 

wurde das Komplexmedium LB (Luria-Bertani) verwendet. Festmedien enthielten zusätzlich 

1,5% Agar. 

Die Kultivierung der in Tabelle 2 aufgeführten B. subtilis Stämme erfolgte in Spizizen´s 

Minimalmedium [SMM (Harwood und Archibald, 1990)], mit 0,5% (w/v) Glukose als 

Kohlenstoffquelle und einer Lösung aus Spurenelementen (Harwood und Archibald, 1990). 

L-Tryptophan (20 mg l-1) und L-Phenylalanin (18 mg l-1) wurden dem Medium zugesetzt um 

die Auxotrophien des B. subtilis Wildtyp-Stammes JH642 (trpC2 pheA1) (Smith et al., 2014) 

und dessen Derivaten zu komplementieren. Die Osmolarität des Mediums wurde durch die 

Zugabe einer konzentrierten NaCl (5 M), KCl (1,2 M), Saccharose (2 M) oder Glycerin (11,35 

M) Stammlösung erhöht. 

Für die heterologe Expression von Proteinen wurden die E. coli Stämme in modifiziertem 

Minimalmedium A [MMA, Tabelle 5 (Miller, 1972)] kultiviert, welches mit 0,2% Glukose (w/v) 

als Kohlenstoffquelle, 0,1% Casaminosäuren (w/v), 0,5 mg l-1  Thiamin und 1 mM MgSO4 

vervollständigt wurde. 
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Tabelle 5 Minimalmedium A (MMA). 

Komponenten Zusammensetzung pro Liter 

K2HPO4 10,5 g 

KH2PO4 4,5 g 

(NH4)SO4 1,0 g 

NaCitrat x 2 H2O 0,5 g 
 

 

6.1.1  Medienzusätze  

Antibiotika und Anhydrotetracyclin (AHT) wurden als konzentrierte Stammlösungen in 

Wasser, Ethanol oder Dimethylformamid (DMF) angesetzt und sterilfiltriert (Tabelle 6). Nach 

dem Autoklavieren der Medien und anschließendem Abkühlen, wurden die Medienzusätze in 

den angegebenen Konzentrationen (Tabelle 6) beigefügt. 

 

Tabelle 6 Antibiotika und Medienzusätze. 

Medienzusatz Stammlösung Lösungsmittel 

Endkonzentration 

E. coli B. subtilis 

Erythromycin 2 mg ml-1 70% EtOH - 2 µg ml-1 

Chloramphenicol 5 mg ml-1 70% EtOH - 5 µg ml-1 

Kanamycin 10 mg ml-1 dH2O - 10 µg ml-1 

Spectinomycin 100 mg ml-1 dH2O - 100 µg ml-1 

Zeocin 100 mg ml-1 dH2O - 35 µg ml-1 

Tetracyclin 10 mg ml-1 70% EtOH - 10 µg ml-1 

Ampicillin 100 mg ml-1 dH2O 100 µg ml-1 - 

AHT 2 mg ml-1 DMF 0,2 µg ml-1 - 

   

6.1.2  Kompatible Solute  

Die Kompatiblen Solute Cholin und Glycinbetain wurden von der Firma Sigma-Aldrich 

(Steinheim, DE) bezogen. Arsenocholin  und Arsenobetain stammen von der Firma Argus 

Chemicals (Verina, IT). Prolinbetain wurde von der Firma Extrasynthese (Genay, FR) und 

Dimethylsulfoniumpropionat (DMSP) von der Firma Carbon Scientific (London, UK) bezogen. 

Homobetain und Cholin-O-sulfat wurden freundlicherweise von Dr. G. Nau-Wagner 

(Universität-Marburg, DE) und Dimethylglycin (DMG) von Dr. J. Dickshat (Universität Bonn, 

DE) zur Verfügung gestellt. 

6.2  Sterilisation 

Verwendete Glaswaren wurden für mindestens 2 Stunden bei einer Temperatur von 180°C 

sterilisiert. Hitzeunempfindliche Lösungen und Medien wurden für 20 Minuten bei 121°C und 

1 bar Überdruck autoklaviert. Hitzeempfindliche Lösungen wie Antibiotika und kompatible 

Solute wurden sterilfiltriert (Sterilfilter mit 0,2 ɛm PorengrºÇe, Carl Roth). 
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6.3  Wachstumsbedingungen und Kultivierung von Bakterien 

Die Kultivierung von Bakterien erfolgte unter aeroben Bedingungen bei 37°C. Bei Bedarf 

wurde den verwendeten Medien Antibiotika hinzugefügt. Die genutzten E.coli und B. subtilis 

Stämme wurden zunächst auf LB-Agarplatten über Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert. 

Das Wachstum in Flüssigkulturen erfolgte bis zu einem Kulturvolumen von 5 ml im 

Reagenzglas auf einem Roller. Bei einem größeren Volumen erfolgte die Kultivierung im 

Erlenmeyer-Kolben auf einem Schüttler (220 rpm), wobei das Volumen des Kolbens das 

Kultivierungsvolumen um das 5-fache überstieg.  

Für Experimente mit B. subtilis wurde zunächst eine LB Vorkultur (3 ml) mit einer 

Einzelkolonie beimpft. Nach 3 Stunden wurde ausgehend von dieser LB Kultur eine Vorkultur 

in SMM angeimpft und über Nacht bei 37°C inkubiert. Um Kulturen unter hyperosmolaren 

Bedingungen anzuimpfen wurden morgens 3 ml LB mit den entsprechenden B. subtilis 

Stämmen angeimpft. Nach 3 Stunden wurden 500 µl dieser Kultur in 20 ml SMM überführt 

und bis zum Erreichen der exponentiellen Phase (OD578 1-1,5) inkubiert (37°C, 220 rpm). 

Ausgehend von diesen Vorkulturen wurden die Hauptkulturen auf eine OD578 von 0,1 

angeimpft. 

6.4  Ermittlung der Zelldichte 

Die Ermittlung der Zelldichte erfolgte photometrisch bei einer Wellenlänge von 578 nm. Es 

wurde dabei angenommen, dass eine OD578 von 1 einer Zellzahl von 1*109 Zellen pro 1 ml 

entspricht (Miller, 1972). Zellsuspensionen ab einer OD578 von 0,5 wurden in dem 

verwendeten Medium entsprechend verdünnt. 

7  Molekularbiologische Methoden 

7.1  Präparation von Nucleinsäuren 

7.1.1  Präparation von genomischer DNA aus B. subtilis  

Die Präparation chromosomaler DNA aus B. subtilis erfolgte nach dem Protokoll von Marmur 

(Marmur und Doty, 1961). Hierfür wurden 5 ml LB mit einer B. subtilis Einzelkolonie beimpft 

und für einen Zeitraum von 3 Stunden bei 37°C inkubiert. Die genomische DNA wurde in 100 

µl dH2O aufgenommen und bei 4°C gelagert. 

7.1.2  Präparation von Plasmid-DNA aus E. coli  

Zur Isolation von Plasmid-DNA aus E. coli wurde die Methode der alkalische Lyse verwendet 

(Birnboim und Doly, 1979). Hierfür wurde das GeneJET Plasmid Miniprep Kit der Firma 

Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA) nach Angaben des Herstellers verwendet. Für 

die Präparation von größeren Mengen Plasmid-DNA wurde das Plasmid Midi Kit der Firma 
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QIAGEN (Hilden, DE) nach einem modifizierten Protokoll verwendet. Hierbei wurde das 

eingesetzte Volumen der Puffer P1, P2 und P3 verdoppelt, während die weiteren Schritte 

den Herstellerangaben entsprachen.  

7.2  Konzentrationsbestimmung von DNA 

Die Konzentrationsbestimmung von DNA erfolgte photometrisch unter Verwendung eines 

UV/VIS-Spektralphotometers (NanoDrop® ND-10.000, PeqLab, Erlangen, DE) bei einer 

Wellenlänge von 260 nm. Dabei wird angenommen, dass eine A260 von 1 etwa 50 µg/ml an 

doppelsträngiger DNA entspricht (Sambrook und Russell, 2001).  

7.3  Polymerasekettenreaktion (PCR) 

Die spezifischen Amplifikation von DNA-Fragmenten erfolgte mit Hilfe der PCR (ĂPolymerase 

Chain Reactionñ) nach dem Protokoll der Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) in einem Peqstar Thermocycler (VWR International 

GmbH, Darmstadt, DE). Als Template diente hierbei 50 ng genomische oder Plasmid-DNA in 

50 µl Reaktionsansatz. Die verwendeten Oligonucleotide sind der Tabelle 4 zu entnehmen. 

7.4  Agarose-Gelelektrophorese 

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte anhand ihrer Größe über 1% Agarosegele in 

TAE Puffer (40 mM Tris, 20 mM Essigsäure, 1 mM EDTA) bei einer Spannung von 120 V. 

Als Größenstandard diente der 1 kb DNA Ladder der Firma Thermo Fisher Scientific 

(Waltham, MA, USA). Die Auftrennung von DNA-Fragmenten für Electrophoretic Mobility 

Shift Assays (EMSAs) erfolgte mit Hilfe von 4% Agarosegelen. Als Größenstandard diente 

hierbei der Ultra Low Range DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). 

Nach erfolgter Auftrennung wurden die Gele in einer Ethidiumbromidlösung (1 µg ml-1) für 

etwa 15 Minuten gefärbt und mit Hilfe eines UV-Durchlichts bei einer Wellenlänge von 302 

nm sichtbar gemacht. Mit dem Fluoreszenzfarbstoff Dyomics-781 (Mycrosynth, Balgach, CH) 

markierte Fragmente wurden zusätzlich bei einer Wellenlänge von 800 nm mit Hilfe des 

Odyssey Fc Imager der Firma Li-Cor Bioscience GmbH (Bad Homburg, DE) visualisiert. 

7.5  Restriktion, Dephosphorylierung und Ligation von DNA 

Der Restriktionsverdau von PCR-Amplifikaten und Plasmid-DNA erfolgte durch die 

FastDigest Restriktionsenzyme der Firma Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA). Die 

eingesetzten Enzymmengen sowie die Inkubationszeiten und Inkubationtemperaturen 

entsprachen den Herstellerangaben. Für die Dephosphorylierung des 5´-Endes der 

geschnittenen Plasmid-DNA wurde die thermosensitive alkalische Phosphatase (FastAP) 

von Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA) verwendet. Eine Kontrolle der DNA-

Restriktion erfolgte mittels Agarose-Gelelektrophorese. 
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Anschließend wurden der geschnittene Vektor, sowie das PCR-Fragment gereinigt 

(Abschnitt 7.6) und mit Hilfe der T4 DNA Ligase von Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, 

USA) ligiert. Hierbei wurden 75 ng Vektor-DNA und ein drei-fach molarer Überschuss des zu 

inserierenden DNA-Fragments nach Herstellerangaben ligiert. 

7.6  Reinigung und Fällung von DNA 

Die Aufreinigung von PCR-Produkten und linearisierten Plasmiden erfolgte mit dem 

GeneJET PCR Purification Kit der Firma Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA) nach 

Angaben des Herstellers. 

Um PCR-Fragmente anzukonzentrieren wurde die DNA mit Natriumacetat und Ethanol 

gefällt. Hierfür wurden 0,1 Volumen Natriumacetat (3 M, pH 5,2) und das 2-fache Volumen 

Ethanol (100%) zu der DNA gegeben. Die Fällung erfolge bei -20°C für 2 Stunden. 

Anschließend wurde die DNA pelletiert (15000 rpm, 4°C, 60 Minuten), mit 70% Ethanol 

gewaschen und in 30-50 µl dH2O aufgenommen. 

7.7  Zielgerichtete Mutagenese 

Zur Einführung von Punktmutationen, Deletionen und Insertionen in Plasmid-DNA wurde das 

Q5® Site Directed Muatgenesis Kit der Firma New England BioLabs GmbH (Ipswich, MA, 

USA) genutzt. Die eingesetzten Oligonucleotide (Tabelle 4) wurden mit Hilfe des 

Onlineprogramms NEBaseChanger (https://nebasechanger.neb.com/) erstellt und nach 

Herstellerangaben verwendet. 

7.8  Sequenzierung von DNA 

DNA-Sequenzierungen wurden nach dem Sanger-Verfahren von der Firma Eurofins 

Genomics (Ebersberg, DE) unter Verwendung der in Tabelle 4 gelisteten Primer 

durchgeführt. Eine Analyse der erhaltenen DNA-Sequenzen erfolgte mit Hilfe des 

Programms Ape-A plasmid Editor v2.0.47 (M. Wayne Davis, 

http://jorgensen.biology.utah.edu/wayned/ape/). 

7.9  Transformation von E.coli und B. subtilis 

7.9.1  Transformation von E. coli  

Die Herstellung chemisch kompetenter E. coli Zellen erfolgte mit CaCl2 nach Sambrook und 

Russel (Sambrook und Russell, 2001). Hierfür wurde eine 200 ml LB-Kultur, ausgehend von 

einer LB-Vorkultur, auf eine OD578 von 0,1 angeimpft und bei 37°C inkubiert. Bei einer OD578 

von 0,3-0,5 wurden die Zellen für 10 Minuten auf Eis abgekühlt und anschließend geerntet 

(4600 rpm, 4°C, 10 Minuten). Die Zellen wurden mit 15 ml kaltem CaCl2 (0,1 M) gewaschen 
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und in 4 ml CaCl2 (0,1 M) mit 15% Glycerin resuspendiert. Aliquots (100 µl) wurden in 

flüssigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert.   

Für die Transformation der E. coli Zellen wurden 200-300 µg Plasmid-DNA oder 20 µl eines 

Ligationsansatzes verwendet. Die Zellen wurden für 30 Minuten auf Eis inkubiert, 

anschließend erfolgte ein Hitzeshock (42°C, 60 Sekunden) und das sofortige Abkühlen auf 

Eis für 2 Minuten. Daraufhin wurden die Zellen in 500 µl LB für 1 Stunde bei 37°C inkubiert. 

Die Transformanten wurden auf LB-Agarplatten mit entsprechendem Antibiotikum 

ausplattiert.    

7.9.2 Transformation von B. subtilis  

Für die Transformation von B. subtilis Zellen wurde die Methode nach Cutting und Vander 

Horn (Cutting und Vander Horn, 1990) verwendet, wobei die natürliche Kompetenz von B. 

subtilis genutzt wird, die beim Eintritt in die stationäre Wachstumsphase auftritt (Dubnau, 

1991). Hierbei wurden 3 ml SMM mit einer Einzelkolonie von einer frischen LB-Agarplatte 

des zu transformierenden Stammes beimpft und über Nacht bei 37°C inkubiert. 1 ml dieser 

Vorkultur wurde verwendet um 20 ml vorgewärmtes LS-Medium (Tabelle 7 und Tabelle 8) 

anzuimpfen. Nach 3 Stunden Inkubation im Wasserbad (100 rpm, 30°C) wurde 1 ml der in 

LS-Medium gewachsenen Kultur mit 1 µg chromosomaler DNA oder 5 µg linearisierter 

Plasmid-DNA gemischt, für 2 Stunden bei 37°C inkubiert und anschließend auf LB-

Agarplatten mit dem entsprechenden Antibiotikum ausplattiert.     

 

Tabelle 7 Zusammensetzung des 10-fach S-Base. 

Komponenten Zusammensetzung pro 100 ml 

(NH4)SO4 2 g 

K2HPO4 14 g 

KH2PO4 6 g 

NaCitrat x 2H2O 1 g 

 

Tabelle 8 Zusammensetzung des LS-Mediums. 

Komponenten Zusammensetzung pro 20 ml 

H2O 16 ml 

10-fach S-Base   2 ml 

Glukose (20%) 500 µl 

L-Tryptophan (4 g l-1)/ L-Phenylalanin (3 g l-1) 100 µl 

Caseinhydrolysat (2%) 100 µl 

Hefeextrakt (10%) 200 µl 

Spermin (50 mM) 200 µl 

MgCl2 (1 M)            50 µl 
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8  Biochemische Methoden 

8.1  Nachweis der Amylase-Aktivität 

treA-Reportergenfusionen wurden durch homologe Rekombination stabil in den nicht-

essentiellen amyE Lokus von B. subtilis integriert. Die durch das amyE Gen kodierte 

extrazelluläre Ŭ-Amylase befähigt B. subtilis zur Hydrolyse von Stärke (Ishikura et al., 1977), 

die sich mit einer Iod-Kaliumiodid-Lösung (0,5% (w/v) Iod, 1% (w/v) Kaliumiodid) anfärben 

lässt. Hierfür wurden die B. subtilis Stämme zur Überprüfung des amylase-negativen 

Phänotyps auf LB-Agarplatten mit 1% (w/v) Stärke ausgestrichen und über Nacht bei 37°C 

inkubiert. Nach überstreichen der Zellen auf eine neue LB-Agarplatte wurde die Stärkeplatte 

mit Iod-Kaliumiodid-Lösung überschüttet, wodurch die enthaltene Stärke violett gefärbt 

wurde. In Anwesenheit des AmyE Enzyms bildet sich ein nicht-gefärbter Hof um die 

entsprechende Kolonie, da die Stärke hier in Glukose gespalten wurde. Die Abwesenheit 

eines hellen Lysehof zeigt somit einen amylase-negativen Phänotyp an. 

8.2  Bestimmung der TreA-Aktivität 

Das Expressionsniveau verschiedener treA-Reportergenfusionen wurde durch die Messung 

der TreA-Aktivität kolorimetrisch bestimmt. Das verwendete Reportergen treA aus B. subtilis 

kodiert für eine salztolerante Phospho-Ŭ-(1,1)-Glukosidase, die Trehalose-6-Phosphat zu 

Glukose und Glukose-6-Phosphat spaltet (Helfert et al., 1995). In vitro ist das Enzym zudem 

in der Lage das chromogene Substrat pNPG (para-Nitrophenyl-Ŭ-Glucopyranosid) zu 

spalten, wobei das gelbe Reaktionsprodukt p-Nitrophenol entsteht, welches sich 

photometrisch bei einer Wellenlänge von 420 nm quantifizieren lässt (Gotsche und Dahl, 

1995). 

B. subtilis Stämme mit den diversen treA-Reportergenfusionen wurden in SMM mit den 

angegebenen NaCl-Konzentrationen bis zum Erreichen der mittleren exponentiellen 

Wachstumsphase (OD578 1-1,5) kultiviert. Aliquots von 1,8 ml wurden durch Zentrifugation 

geerntet (12000 rpm, 5 Minuten, RT) und bei -20°C gelagert. Bei Bedarf wurden dem 

Wachstumsmedium kompatible Solute in den angegebenen Konzentrationen hinzugefügt. 

Für Reportergen Studien zur Bestimmung der GbsR-Bindestelle wurden Stämme mit einer 

gbsA´-treA Fusion in SMM bis zum Erreichen einer OD578 von 0,4 inkubiert (uninduziert). 

Danach erfolgte die Zugabe von 0,4 M NaCl und 1 mM Cholin. Nach weiterer Inkubation für 

90 Minuten (induziert) wurden erneut Proben pelletiert. Abweichend hiervon erfolgte die 

Induktion bei Verwendung der opuBA´-treA Fusionen lediglich durch die Zugabe von 0,4 M 

NaCl. 

Nach dem Auftauen wurden die Zellpellets in 500 µl Z-Puffer (Miller, 1972) resuspendiert. 

Der Zellaufschluss erfolgte durch die Zugabe von 25 µl Lysozym (20 mg ml-1) und die 

Inkubation für 10 Minuten bei 37°C. Durch anschließende Zentrifugation (12000 rpm, 5 



Material und Methoden                                                                                                           33 

Minuten, RT) wurden Zelltrümmer entfernt. 400 µl des Überstands wurden mit 400 µl Z-

Puffer gemischt und die Reaktion durch Zugabe von 200 µl pNPG-Lösung (4 mg ml-1 in 10 

mM KPP, pH 7,5) gestartet. Bis zum Eintreten einer Gelbfärbung (maximal 3 Stunden) 

wurden die Proben bei 28°C im Wasserbad inkubiert. Durch die Zugabe von 500 µl Na2CO3 

(1 M) wurde die Reaktion gestoppt. Die Extinktion der Proben wurden bei einer Wellenlänge 

von 420 nm (E420) photometrisch bestimmt und die TreA-Aktivität mit Hilfe der folgenden 

Formel berechnet: 

 

ATreA = 1500 * E420 / (OD578 * V *t * 0,8) 

ATreA: Spezifische TreA-Aktivität in U mg-1 Protein 

E420: Extinktion von p-Nitrophenol bei 420 nm 

OD578: OD der Kultur zum Zeitpunkt der Ernte 

V: Volumen des verwendeten Zellextrakts in ml 

T: Inkubationszeit in Minuten 

 

8.3  13C-Kernspinresonanzspektroskopie (NMR) 

13C-NMR Analysen wurden zur Identifikation von kompatiblen Soluten in B. subtilis 

verwendet. Hierfür wurden die B. subtilis Stämme JH642 und JSB8 [æproHJ (Tabelle 2)] in 

600 ml SMM mit 1,2 M NaCl bei 37°C schüttelnd inkubiert (220 rpm). Dem Medium wurden 1 

mM Glycinbetain, Cholin, Arsenobetain oder Arsenocholin zugesetzt. Bei Erreichen der 

späten exponentiellen Phase (OD578 2-2,5) wurden die Zellen durch Zentrifugation geerntet 

und mit 150 ml iso-osmolarem Medium ohne kompatible Solute gewaschen. Die 

Vorbereitung der Zellextrakte erfolgte mit 80% (v/v) Ethanol (Kuhlmann und Bremer, 2002). 

Die lyophilisierten Proben wurden in 0,6 ml 2H2O, mit 3 mg D4-3-(Trimethylsilyl) Propionat als 

internen Standard aufgenommen. 13C-NMR Spektren wurden auf einem Bruker Avance II 

300 MHz Spektrometer [5 mm BBFO (Bruker, Billerica, MA, USA)] bei 75 MHz 

aufgenommen. Die Auswertung der Spektren erfolgte mit dem Programm Topspin 3.1 

(Bruker, Billerica, MA, USA). Als Referenz wurden Spektren der Standards Glycinbetain, 

Cholin, Arsenobetain, Arsenocholin, Prolin und Glutamat (je 25 mg in 600 µl 2H2O) 

aufgenommen. 

8.4  Bestimmung von intrazellulären Solut-Pools 

Die Bestimmung der intrazellulären Pools von Glycinbetain, Cholin, Arsenobetain und 

Arsenocholin erfolgte in Kooperation mit Prof. Dr. Andreas Seubert (Fachbereich Chemie, 

Universität-Marburg, DE). Hierfür wurden die B. subtilis Stämme JH642 und TMB118 [OpuA-, 

OpuB-, OpuC-, OpuD- (Tabelle 2)] in 50 ml SMM oder SMM mit 0,4 M bzw. 1,2 M NaCl in 
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Gegenwart von 1 mM der angegebenen kompatiblen Soluten kultiviert. Bei Erreichen einer 

OD578 von 2-2,5 wurden die Zellen durch Zentrifugation (5000 rpm, 10 Minuten, 37°C) 

geerntet und mit vorgewärmten (37°C) iso-osmolarem Medium ohne kompatible Solute 

gewaschen. Zellextrakte wurden durch die Verwendung von 80% (v/v) Ethanol angefertigt 

und Zelltrümmer durch anschließende Zentrifugation (13000 rpm, 30 Minuten, 4°C) entfernt. 

Die Detektion und Quantifizierung der kompatiblen Solute erfolgte mittels LC-ESI-MS (Liquid 

Chromatography-Electrospray Ionizatio Mass Spectrometry). Hierfür wurden Glycinbetain, 

Cholin, Arsenobetain und Arsenocholin unter Verwendung einer 70:30 (v/v) Mischung aus 

Ammoniumformiat (100 mM Ameisensäure, pH 3,77 in H2O) und Acetonitril bei einer 

Flussrate von 0,2 ml min-1 über einen Kationenaustauscher (C6-150/2.0; Metrohm AG, 

Herisau, CH) getrennt. Die Solute wurden mit einem Agilent MSD G1946D 

Massenspektrometer mit einer Elektrosprayionisationsquelle nachgewiesen, wobei die 

Kationen bei einem Masse-zu-Ladung-Verhältnis (m/z) von 104, 118, 165 und 179 im SIM-

Modus detektiert wurden. Die Zellextrakte wurden 1:100 mit H2O verdünnt. Es wurde ein 

Injektionsvolumen von 5 µl eingesetzt. Wässrige Multi-Analyt Stundards im 

Konzentrationsbereich zwischen 1 und 60 mg l-1 wurden für die Kalibrierung verwendet. 

8.5  Produktion und Reinigung von rekombinanten Proteinen 

8.5.1  Heterologe Expression von Proteinen 

Die heterologe Expression von Proteinen erfolgte in E. coli BL21 Zellen, die in MMA Medium 

(Abschnitt 6.1) kultiviert wurden. Bei den verwendeten Expressionsplasmiden (Tabelle 3) 

handelt es sich um Derivate des pASK-IBA3plus bzw. des pASG-IBA3 Vektors. Sie erlauben 

die Expression von rekombinanten Proteinen mit einem C-terminalen Strep-Tactin Affinitäts-

Tag unter der Kontrolle eines Anhydrotetracyclin induzierbaren Promotors. 

Der E. coli Stamm BL21 wurde mit einem entsprechenden Plasmid transformiert und auf LB-

Agarplatten mit Ampicillin selektioniert. Eine Vorkultur wurde beimpft und über Nacht bei 

37°C inkubiert. Hauptkulturen (1-4 l) wurde auf eine OD578 von 0,1 angeimpft und schüttelnd 

bei 37°C inkubiert. Die Induktion der Expression erfolgte bei einer OD578 von 0,5 durch 

Zugabe von 200 µl l-1 AHT (2 mg ml-1). Nach 2 Stunden wurden die Zellen durch 

Zentrifugation (4600 rpm, 15 Minuten, 4°C) geerntet und bei -20°C gelagert. 

8.5.2  Proteinreinigung via Strep-Tag® Affinitätschromatographie 

Nach der heterologen Expression des Zielgens wurden die Zellpellets auf Eis aufgetaut und 

in Resuspensionspuffer (100 mM KPP pH 8, 300 mM NaCl, 2 mM DTT, 0,4 mM EDTA, 0,5 

mM Pefabloc SC, 0,5 mM Benzamidin) aufgenommen. Der Zellaufschluss erfolgte durch 

mehrmaliges Passagieren durch eine Frech Press Zelle (French® Pressure Cell Press; 

American Instrument Company, Silver Spring, MD, USA). Zelltrümmer wurden durch 
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anschließende Zentrifugation (18000 rpm, 40 Minuten, 4°C; Hettich Mikro 22R Zentrifuge mit 

einem 18000rpm 24x3g Rotor) aus dem Lysat entfernt. Die Aufreinigung erfolgte bei 4°C 

über eine Tropfsäule mittels Strep-Tactin® Superflow® Säulenmaterial (IBA GmbH, Göttingen, 

DE). Dabei wurde die Säule zunächst mit 5 Säulenvolumen Waschpuffer (100 mM KPP pH 

8, 300 mM NaCl) equilibriert. Nach dem Auftragen des Zelllysats wurde die Säule mit 20 

Säulenvolumen Waschpuffer gewaschen und das Fusionsprotein mit 5 Säulenvolumen 

Elutionspuffer (100 mM KPP pH 8, 300 mM NaCl, 2,5 mM Desthiobiotin) in 1 ml Fraktionen 

eluiert. Die Regeneration des Säulenmaterials erfolgte durch 15 Säulenvolumen 

Regenerationspuffer (100 mM KPP pH 8, 300 mM NaCl, 1 mM HABA). Mittels SDS-Gel 

wurden die Elute auf ihre Reinheit überprüft und bei Bedarf mit Hilfe eines Zentrikons mit 

einer Ausschlussgröße von 10 kDa (Vivaspin® 6, 20 ml Volumen, Sartorius Lab Instruments 

GmbH & Co. KG, Göttingen, DE) ankonzentriert.  

8.5.3  Gelfiltration 

Zur Untersuchung auf Aggregate und Bestimmung der Quatärstruktur der gereinigten 

Proteine wurde eine Größenausschlusschromatographie durchgeführt. Hierfür wurde eine 

HiLoad 16/600 Superdex 200 pg Säule, in Kombination mit einer Äkta pure (beides GE 

Healthcare Life Science, Amersham, UK) und einem Puffer aus 100 mM KPP (pH 8) sowie 

300 mM NaCl verwendet. Direkt nach der Aufreinigung wurden 2 ml der Proteinlösungen (1-

2 mg ml-1) auf die Säule aufgetragen. Als Größenstandards wurden Thyroglobulin (667 kDa), 

Albumin (66 kDa), Ovalbumin (43 kDa) und Cytochrom C (12,4 kDa) mit einer Konzentration 

von jeweils 2 mg ml-1  verwendet. Die Referenzproteine wurden von den Firmen GE 

Healthcare Life Science (Amersham, UK)  und Sigma-Aldrich (Steinheim, DE) bezogen. 

8.5.4  SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Zur Überprüfung von heterologen Proteinexpressionen und zur Bestimmung der Reinheit von 

Proteinen im Anschluss an Affinitäts- und Größenausschlusschromatographien wurde eine 

SDS-Gelelektrophorese verwendet (Laemmli, 1970). Hierfür wurden 15% SDS-Gele 

verwendet (Tabelle 9). Vor der Gelelektrophorese wurden die Proben mit SDS-Probenpuffer 

(62,5 mM Tris-HCl pH 6,8, 2% (v/v) SDS, 8% Glycerin, 15,6 µM DTT, Bromphenolblau) 

versetzt und für 10 Minuten bei 95°C denaturiert. Die Proben wurden Zentrifugiert (13000 

rpm, 10 Minuten, RT) und der Überstand auf ein SDS-Gel aufgetragen. Die 

elektrophoretische Auftrennung der Proteine erfolgte in einer Elektrophorese-Kammer der 

Firma Bio-Rad Laboratories Inc. (Hercules, CA, USA) unter Verwendung eines TGS-Puffers 

(25 mM Tris-HCl pH 8,8, 192 mM Glycin, 0,1% (w/v) SDS) bei einer Stromstärke von 30 mA 

bis die Bromphenollaufbande das untere Ende des Gels erreichte. Als Standard zur 

Bestimmung des Molekulargewichts der aufgetrennten Proteine diente der PageRulerTM 
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Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Die SDS-Gele 

wurden mit dem InstantBlueTM Fast Stain (Sigma-Aldrich, Steinheim, DE) gefärbt.  

 

Tabelle 9 Zusammensetzung eines 15%igen SDS-Gels. 

Komponenten Zusammensetzung 

Trenngel Sammelgel 

1,5 M Tris pH 8,8; 13,8 mM SDS 1,25 ml - 

0,5 M Tris pH 6,8; 13,8 mM SDS - 1,25 ml 

Acrylamid (40%) 1,88 ml 413 µl 

TEMED 12,5 µl 10 µl 

APS (10%) 12,5 µl 20 µl 

H2O 1,88 ml 3,4 ml 

 

8.5.5  Bestimmung von Proteinkonzentrationen 

Die Konzentration von Proteinen wurde photometrisch mit Hilfe des NanoDrop® ND-1000 

UV-Vis Spectrophotometer (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA) nach den 

Vorgaben des Herstellers bestimmt. 

8.6  Pufferscreen zur Stabilisierung des Proteins GbsR 

Um stabilisierende Pufferbedingungen zu identifizieren wurde das GbsR Protein wie in 

Abschnitt 8.5.2 beschrieben aufgereinigt. Hierbei wurde jedoch ein anderes Puffersystem 

verwendet. Als Resuspensionspuffer diente ein Puffer aus 100 mM Tris-HCl pH 7,5, 25% 

Glycerin, 2 mM DTT, 0,4 mM EDTA, 0,5 mM Pefabloc SC und 0,5 mM Benzamidin (Nau-

Wagner et al., 2012). Der verwendete Waschpuffer bestand aus 100 mM Tris-HCl pH 7,5 

und 150 mM NaCl.  

Die Stabilität des gereinigten Proteins wurde mit Hilfe eines nano-Differential-Scanning-

Fluorimetrieverfahrens (nanoDSF) mit Hilfe des Prometheus NT.48 (NanoTemper 

Technologies GmbH, München, DE) bestimmt. Hierbei wird eine Veränderung der 

intrinsischen Tryptophanfluoreszenz während der thermischen Entfaltung des Proteins bei 

den Wellenlängen 330 und 350 nm detektiert. Für die Bestimmung der Schmelzpunkte des 

Proteins (Tm) wurde die erste Ableitung der Fluoreszenzverhältnisse F350/F330 verwendet. Um 

unterschiedliche Pufferbedingungen zu generieren wurden je 5 µl einer 40-45 µM 

Proteinlösung mit 20 µl Puffer des Solubility & Stability Screen bzw. des Solubility & Stability 

Screen 2 (Hampton Research, Aisa Viejo, CA, USA) gemischt. Die anschließende 

Bestimmung der Schmelzpunkte erfolgte über einen Temperaturbereich von 20-95°C mit 

einer Temperaturänderung von 2°C min-1. Die hier beschriebenen Messungen erfolgten in 
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Kooperation mit Dr. Sven-Andreas Freibert (AG Prof. Dr. R. Lill, Fachbereich Medizin, 

Universität-Marburg, DE).   

8.7  Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) 

Die Bindung des GbsR-Proteins an die Promotorregion des gbsAB Operons wurde mit Hilfe 

von Electrophoretic Mobility Shift Assays (EMSAs) analysiert. Hierfür wurde ein 96 bp großes 

Fragment der Promotorregion mittels PCR amplifiziert. Die verwendeten Primer sind der 

Tabelle 4 zu entnehmen. Der reverse Primer wurden mit dem Fluoreszenzfarbstoff Dyomics-

781 markiert (Mycrosynth, Balgach, CH). Parallel hierzu wurde das Protein GbsR mittels 

Strep-Tag Affinitätschromatographie gereinigt (siehe Abschnitt 8.5.2). DNA-Bindestudien 

wurden durchgeführt, indem 1 pmol des gewünschten DNA-Fragments und variierende 

Mengen des Proteins (1- bis 20-facher molarer Überschuss im Vergleich zu der eingesetzten 

DNA-Menge) in einem Puffer aus 10 mM Tris-HCl pH 8, 150 µg/ml Hering Sperm DNA und 

7,5% (v/v) Glycerin (Gesamtvolumen 20 µl) inkubiert (20 Minuten, RT). Im Anschluss wurden 

die Proben elektrophoretisch (110 V, 45 Minuten) über ein 8% TBE-Polyacrylamidgel in 0,5-

fach TBE-Puffer (44,5 mM Tris, 44,5 mM Bohrsäure, 1 mM EDTA) aufgetrennt. Die Detektion 

des Fluoreszenzfarbstoffes Dyomics-781 erfolgte mit Hilfe des Odyssey Fc Imager der Firma 

Li-Cor Bioscience GmbH (Bad Homburg, DE) bei einer Wellenlänge von 800 nm.  

9  Bioinformatik 

Zur bioinformatischen Analyse der Verbreitung diverser Proteine wurde die Integrated 

Microbial Genome und Microbiome Database (IMG/M) des ĂU. S. Department of Energy 

(DOE) Joint Genome Instituteñ [http://img.jgi.doe.gov/cgi-bin/pub/main.cgi (Chen et al., 

2017a)] verwendet. Die Suche nach homologen Proteinen erfolgte dabei mit Hilfe des 

BLAST-P Algorithmus (Altschul et al., 1990). Als Ausgangssequenz dienten hierbei die 

Proteine GbsR, GbsA, OpuAC, OpuCC, OpuD und OpuE aus B. subtilis JH642. Für 

phylogenetische Analysen, wurden ¿ber die Funktion ĂDistance Treeñ Stªmme identifiziert, 

für die 16S rDNA Informationen in der SILVA Datenbank vorlagen (Glöckner et al., 2017). 

Diese wurden für die Konstruktion von phylogenetischen Stammbäumen mit Hilfe von iTOL 

[https://itol.embl.de (Letunic und Bork, 2016)] verwendet. Die Bearbeitung der erhaltenen 

Stammbäume erfolgte mit Adobe Illustrator CS6 (Adobe Systems, San José , CA, USA).  

Vergleiche von Basen- und Aminosäuresequenzen erfolgten mit dem MAFFT 

Onlineprogramm [http://mafft.cbrc.jp/alignment/server (Katoh et al., 2017)].   

In silico Modelle von Proteinstrukturen wurden mit Hilfe des SWISS Model Servers 

[https://swissmodel.expasy.org (Waterhouse et al., 2018)] erstellt. Ihre Darstellung und 

Bearbeitung erfolgte mit dem Programm PyMOL [http://pymol.org (Delano, 2002)]. 
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V.  Ergebnisse 

10 Phylogenetische Verbreitung der Opu-Transporter und der Glycinbetain 

Synthese aus Cholin  

Kompatible Solute werden von einer Vielzahl von Bacteria und Archaea als Schutz vor 

hyperosmotischen Bedingungen aufgenommen oder synthetisiert (Csonka und Hanson, 

1991; da Costa et al., 1998; Kempf und Bremer, 1998; Wood et al., 2001; Roesser und 

Müller, 2001; Wood, 2011). Aus energetischen Gründen wird die Aufnahme hierbei 

bevorzugt (Oren, 1999). Um dies zu bewerkstelligen verfügt B. subtilis über fünf Import-

Systeme (OpuA, OpuB, OpuC, OpuD, OpuE), die unterschiedlichen Transporter-Klassen 

zuzuordnen sind und sich in ihrem Substratspektrum unterscheiden (Hoffmann und Bremer, 

2017).  

Um eine Übersicht der Verbreitung der verschiedenen Transporter innerhalb der Gattung 

Bacillus zu erlangen, erfolgte eine bioinformatische Analyse. Die Suche in der Integrated 

Microbial Genome und Microbiome Database (IMG/M) des ĂU. S. Department of Energy 

(DOE) Joint Genome Instituteñ (Chen et al., 2017a) wurde hierbei auf einen Vertreter pro 

Spezies und solche, für die 16S rDNA Informationen in der SILVA Datenbank (Glöckner et 

al., 2017) vorhanden waren beschränkt. Hieraus resultierte ein Datensatz von 175 Stämmen 

(Teichmann, 2018). Durch eine BLAST Analyse (Altschul et al., 1990) innerhalb dieses 

Datensatz wurden Homologe der Transporter OpuA, OpuB, OpuC, OpuD und OpuE 

identifiziert. Hierbei wurden die Aminosäuresequenzen der Substratbindeproteine OpuAC 

und OpuCC, sowie der Proteine OpuD und OpuE verwendet. Bei der Suche mit der 

Aminosäuresequenz des OpuCC Proteins, konnten auf Grund der hohen Sequenzidentität 

(Kappes et al., 1999), neben Homologen des OpuCC Proteins auch Homologe des OpuBC 

Proteins gefunden werden (Teichmann, 2018). Für die Zuordnung dieser 

Substratbindeproteine zu einem OpuB-Typ oder einem OpuC-Typ Transporter wurde ein 

Vergleich der Aminosäuresequenzen mit den entsprechenden Sequenzen aus B. subtilis 

vorgenommen. Für die Analyse der  phylogenetischen Verteilung der verschiedenen Import 

Systeme wurde ein Stammbaum auf Basis der 16S rDNA Informationen der SILVA 

Datenbank (Glöckner et al., 2017) mit Hilfe des Web-Tools iTOL (Letunic und Bork, 2016) 

erstellt (Abbildung 7). 
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Abbildung 7 Phylogenetische Verbreitung der Opu-Transporter, sowie der Enzyme GbsAB des 
Glycinbetain Synthesewegs.  
175 Stämme der Gattung Bacillus, für die 16S rDNA Daten in der SILVA Datenbank (Glöckner et al., 2017) 
hinterlegt waren wurden mit Hilfe der IMG/M Datenbank (Chen et al., 2017a) identifiziert. Dabei wurde die Suche 
auf einen Stamm pro Spezies beschränkt. Der phylogenetische Stammbaum wurde auf Basis von 16S rDNA 
Informationen konstruiert. Als ĂOutgroupñ dienten zwei Stªmme der Gattung Clostridium (gelb). Vertreter mit 
vollständig sequenziertem Genom sind durch einen schwarzen Punkt markiert. Homologe der Transporter OpuA, 
OpuB, OpuC, OpuD und OpuE wurden durch eine BLAST Suche identifiziert. Ebenso wurde für die Suche nach 
Homologen der Glycinbetain synthetisierenden Enzyme GbsAB und des Regulators GbsR verfahren. 








































































































































































































