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1 Einleitung

Bakterien sind in der Lage, ihren Metabolismus auf verinderte Umweltbedingungen einzustellen,
wodurch dieser immer den Status der &ufleren Umwelteinfliisse auf die Bakterien reflektiert. Die
duBleren Umwelteinfliisse werden dabei durch Temperatur, Licht, Nahrstoffangebot und komple-
xe Umweltfaktoren, wie z. B. durch die Parameter Sauerstoffverfiigharkeit, Wasserpotential und
Besiedelungsdichte, bestimmt. Um das Uberleben einer Zelle auch unter Mangelbedingungen zu
gewihrleisten, reagieren einige Bakterien mit Zelldifferenzierung und der Ausbildung spezieller
Strukturen (Bsp.: Fruchtkorperbildung bei Myxobakterien, Endosporenbildung bei Bacillus).
Dabei wird der Differenzierungsprozess durch intrazellulére Vorgéinge als Reaktion auf Signale
aus der Umwelt gesteuert. Die Fahigkeit zur Bildung von komplexen und vielzelligen Strukturen,
wie z. B. die der Fruchtkorperbildung von Myxobakterien, beruht auf komplizierten Entwick-
lungsprozessen, in denen die zeitliche und rdumliche Regulation der Genexpression eine wichtige

Rolle einnimmt.

1.1 Myxobakterien

Myxobakterien wurden erstmals im Jahre 1892 von Roland Thaxter beschrieben und werden
phylogenetisch in die §-Gruppe der Proteobakterien eingeordnet (Ludwig et al. 1983). Inner-
halb der Gruppe der Myxobakterien (Myzococcales) wird zwischen den Unterordnungen Cysto-
bacterineae, Sorangineae und Nannocystineae differenziert (siehe Abb7 deren Familien sich
hinsichtlich der Zellmorphologie, Sporenbildung, Koloniestruktur, Fettsduren und Carotinoide
unterscheiden. Der bekannteste Vertreter unter den Myxobakterien ist Myzrococcus ranthus aus
der Unterordnung der Cystobacterineae.

Myxobakterien sind strikt aerobe, mesophile Bodenorganismen, die auf zerfallenem Pflan-
zenmaterial, verrottendem Holz und Kotballen pflanzenfressender Tiere zu finden sind. An-
hand der Erndhrungsweise lassen sich Myxobakterien in bakteriolytische und cellulolytische
Myxobakterien unterscheiden. Die meisten Arten weisen einen bakteriolytischen Stoffwechsel
auf und erndhren sich von eiweifireichem Material sowie durch Lyse von Bakterien und He-
fen (Singh 1947), wohingegen nur Vertreter der Sorangineae in der Lage sind, Cellulose zu de-
gradieren. Der Abbau der Makromolekiile erfolgt durch die Sekretion hydrolysierender Enzyme.

Auf der Suche nach Néhrstoffen organisieren sich die Myxobakterien in groflen Schwarmen
und gewéhrleisten damit, dass durch die hohe Zelldichte hohe lokale Konzentrationen an ly-
tischen Enzymen vorhanden sind. Unter Niahrstoffmangelbedingungen bilden sich aus diesen
Schwirmergruppen Fruchtkorper, die sich je nach Art hinsichtlich der Form, der Grofle oder der

Pigmentierung unterscheiden.
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Ordnung Unterordnung Familie Gattung

Myxococcus
Myxococcaceae— Corallococcus
Pyxicoccus nov. gen.
Cystobacterineae Archangium
\ Cystobacter
Cystobacteraceae{ Melittangium
Stigmatella
Hyalangium nov. gen.

Sorangium
Polyangium
Haploangium
Chondromyces
Byssovorax nov. gen.
Jahnia nov. gen.

Myxococcales —— Sorangineaea —— Polyangiaceae

Nannocystaceae — Nannocystis

Nannocystineae

Kofleri Kofleria nov. gen.
orieniaceae Haliangium nov. gen.

Abbildung 1.1: Taxonomie der Myxobakterien (Shimkets et al. 2006).

Im Wesentlichen zeichnen sich Myxobakterien durch folgende drei Charakteristika aus:

e Bildung von vielzelligen, spezies-spezifischen Fruchtkérpern, deren Formen innerhalb der

Gattung variieren.

e Fortbewegung durch Gleiten auf festen Oberflichen, welches zumindest in M. xanthus

durch zwei Multigensysteme kontrolliert wird.

e Fihigkeit zur Synthese von biologisch wirksamen Sekundérmetaboliten wie z. B. Epothi-
lon (Gerth et al. 1996).

1.1.1 Sorangium cellulosum

Als Myxobakterium ist auch die Gattung Sorangium in der Lage, eine morphologische Differen-
zierung mit der Bildung von Fruchtkorpern zu durchlaufen. Die Fruchtkérper von S. cellulosum
sind aus einer mehr oder weniger groflen Anzahl an Sporangien zusammengesetzt und weisen ei-
ne orangefarbene Pigmentierung auf (siehe Abb.[1.2). Die Fruchtkérper liegen als dicht gepackte
Haufen auf oder in dem Substrat. Die zellulire Morphogenese zu Myxosporen ist rudimentér,
da diese morphologisch weitgehend den vegetativen Zellen gleichen (Reichenbach 1974).
Sorangium cellulosum gelangte in den letzten Jahren durch die Entdeckung neuartiger Se-
kunddrmetabolite in den Blickpunkt der Forschung (Gerth et al. 2003). Diese meist niedermo-
lekularen Produkte haben hiufig eine toxische oder wachstumshemmende Wirkung auf andere

Mikroorganismen, Pilze und weitere Eukaryonten.
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Abbildung 1.2: Fruchtkorper von zwei verschiedenen Sorangium cellulosum-Stdmmen: (a) Fruchtkérper von So
ceb6 , (b) Fruchtkorper von So ce DSM 14627.

1.2 Physiologische und morphologische Differenzierung

1.2.1 Physiologische Differenzierung

Auf Grund des komplexen Lebenszyklus stellen die Myxobakterien ein Modellsystem zur Un-
tersuchung der Morphogenese und Differenzierung dar. Doch in den letzten Jahren gewannen
die Myxobakterien vor allem wegen ihrer Féhigkeit zur Bildung von Sekundirmetaboliten an
Bedeutung. Bis 2001 konnten etwa 80 neue verschiedene Grundstrukturen, sowie 450 Struk-
turvarianten von Sekundidrmetaboliten, aus Myxobakterien isoliert und charakterisiert wer-
den (Reichenbach 2001). Etwa 5 % aller bakterieller Sekundérmetabolite werden von Myxo-

bakterien produziert, womit sie an dritter Stelle hinter den Actinomyceten und Bacillen unter

Cystobacter
) 1,7%
Angiococcus
1,79
Corallococcus
1,7%
Nannocystis

. Polvandi c I
Organismus  Angabe der Gesamtmenge o 7% 7y Siomala
an Sekundarmetaboliten Chondromyces

o/ 10,3%

[%]
Actinomycetes 64,5 Myxococcus

20,7%
Bacillus 6,5
Myxobakterien 5,0
Andere 6,0
Pseudomonaden
Cyanobakterien Sorangium
48,4%

Pilze 18,0

(a) (b)

Abbildung 1.3: Gesamtmenge an mikrobiell produzierten Sekundirmetaboliten [%]. (a) Die Gesamtmenge in %
bezieht sich auf die produzierten Sekundirmetabolite. (b) Anteil in % und Verteilung der Sekundirmetabolite
innerhalb der Gruppe der Myxobakterien (Gerth et al. 2003).
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Abbildung 1.4: Chemische Strukturen der Polyketide (a) Chivosazol, (b) Etnangien, (c) Soraphen und (d) Epot-
hilon A.

die Produzenten von Sekundérmetaboliten einzuordnen sind (siche Abb. [1.3(a))). Innerhalb der
Gruppe der Myxobakterien stehen die Stdmme Sorangium, Myzococcus und Chondromyces an
erster Stelle der Sekundérmetabolitproduzenten, wohingegen Nannocystis und Corallococcus un-
ter den getesteten Bedingungen nur geringe Mengen an Sekundirmetaboliten produzierten (siehe
Abb. [L.3(b)). Eine Auswahl an isolierten Naturstoffen ist in Abbildung gezeigt.

Viele dieser bioaktiven Naturstoffe werden durch Polyketidsynthetasen (PKS) und nicht-
ribosomale Peptidsynthetasen (NRPS) synthetisiert (Beyer et al. 1999, Silakowski et al. 2001).
Die bakteriellen Polyketide (Typl) sind multifunktionale Enzymkomplexe, die kurzkettige Car-
bonsduren stufenweise miteinander verkniipfen. Diesem dhnlich sind die nichtribosomalen Pep-
tidsynthetasen, die in Konvergenz zu den Polyketidsynthetasen Aminosduren nichtribosomal
miteinander verkniipfen. Die Produkte dieser Biosynthesewege werden in Analogie zu den En-
zymkomplexen als Polyketide bzw. nichtribosomale Polypeptide bezeichnet.

Als Startermolekiile fiir die Biosynthese von Polyketiden werden neben Acetyl-CoA viele ver-
schiedene iiber Coenzym A aktivierte Molekiile gefunden. Des Weiteren kénnen mogliche Star-
termolekiile auch aus dem Aminoséurestoffwechsel stammen (Moore & Hertweck 2002).

Die Produktion von Sekundarmetaboliten wird durch den Abbau von Néhrstoffen, Biosyn-
these oder Zugabe von Induktoren und/oder durch schlechte Wachstumsraten ausgelost. Diese
Ereignisse generieren Signale, die eine Kaskade von regulatorischen Prozessen auslosen, welche
letztlich in physiologischer und morphologischer Differenzierung enden (Demain 1998). Dieses
Zusammenspiel von morphologischer und physiologischer Differenzierung konnte bei vielen Or-
ganismen beobachtet werden. So verlduft z. B. bei Streptomyceten und Bacillen die Sporulation
parallel zu physiologischen Differenzierungen ab (Lengeler et al. 1999, Marahiel et al. 1993).

Solch ein Zusammenhang zwischen Sekundérmetabolismus und morphologischer Differenzierung
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konnte auch in M. zanthus festgestellt werden (Rosenberg et al. 1973). Fiir M. zanthus scheint
das Zusammenspiel zwischen morphologischer und physiologischer Differenzierung jedoch nicht
notwendig zu sein, da auch in Mutanten, welche in der Fruchtkorperbildung gestort sind, Se-
kundarmetabolite produziert werden. Des Weiteren konnte festgestellt werden, dass sowohl bei
den Streptomyceten als auch bei M. xanthus die Produktion von Sekundadrmetaboliten in Fliissig-

kulturen unabhéngig von der morphologischen Differenzierung verlduft (Reichenbach 1993).

1.2.2 Morphologische Differenzierung

Myxobakterien zeichnen sich durch einen zweigeteilten Lebenszyklus aus (siehe Abb. . Unter
guten Wachstumsbedingungen wachsen sie vegetativ in Schwirmen, wihrend unter Néhrstoff-
mangelbedingungen eine kooperative Morphogenese stattfindet, die letztlich mit der Bildung
von multizellularen Fruchtkérpern endet. Fiir die Differenzierung zu Fruchtkoérpern sammeln
sich die Zellen zunichst an sogenannten Aggregationszentren und bilden Zellaggregate, aus de-
nen sich schliellich die Fruchtkorper entwickeln. Innerhalb des Fruchtkorpers entwickeln sich
die Zellen im Zuge einer zellularen Morphogenese zu metabolisch inaktiven Myxosporen. Diese
sind im Fruchtkorper gegen Austrocknung, Schallvibrationen, Hitze und UV-Strahlen geschiitzt.
AufBlerhalb des Fruchtkorpers bleiben die Zellen stdbchenférmig oder lysieren. Unter addquaten
Bedingungen kénnen die Myxosporen dann wieder zu Schwirmen vegetativer Zellen auskeimen
und sichern damit das Uberleben der Art (Dworkin 1996).

Dem Verlauf der Differenzierung und Entwicklung von Myxobakterien liegt ein stark geord-
netes System der Genexpression zu Grunde, welches den Austausch von diffusiblen Signalsub-
stanzen und den direkten Zell-Zellkontakt fiir die Steuerung erfordert. In M. zanthus wurden

anhand von Komplementationsversuchen fiinf Signale (A, B, C, D und E-Signal) postuliert, die
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Abbildung 1.5: (a) Lebenszyklus von Myzococcus zanthus und (b) Lebenszyklus von Sorangium cellulosum in
Anlehnung an Dworkin (1996).
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Morphologie
(M. xanthus)

Expression
der
Differenzierungsgene oh 6h 12 h
Interzellulare Signale t t

D E

LonD/  AsgA (385 aa) CsgA (229 aa)
BsgA  AsgB (163 aa)
(827 aa) AsgC (708 aa)
AsgD (773 aa)
AsgE (462 aa)

Abbildung 1.6: Zeitachse der morphologischen Differenzierung von M. zanthus. Das zeitliche Einsetzen der durch
Komplementationsversuche identifizierten Signale (A, B, C, D, und E-Signal) wird durch die bunten Pfeile veran-
schaulicht (Sogaard-Andersen et al. 2003). Die roten Pfeile verdeutlichen die biochemisch und funktionell bestéitig-
ten Signale, wohingegen fiir die blauen Pfeile noch keine eindeutige Signalwirkung bestétigt werden konnte. Fo-
tos: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen eines M. zanthus- Schwarms wihrend der Aggregation zu einem
Fruchtkorper (Kuner & Kaiser 1982).

fiir den normalen Verlauf der Entwicklung und Differenzierung erforderlich sein sollen (LaRossa
et al. 1983, Downard et al. 1993). Bisher konnten jedoch nur zwei Signale (A-Signal und C-Signal)
biochemisch und funktionell verifiziert werden. Als Initiationssignal fiir die Differenzierung konn-

te (p)ppGpp ermittelt werden (Singer & Kaiser 1995).

A-Signal: Das A-Signal sorgt unter Nihrstoffmangelbedingungen dafiir, dass die Frucht-
korperbildung erst initiiert wird, nachdem eine grofle Anzahl an hungernden Zellen erreicht
ist. In M. zanthus wurden fiinf unterschiedliche asg-Gene identifiziert und charakterisiert. In
jeder Mutante, die einen Defekt in der A-Signal-Produktion aufweist, ist dies auf eine Mutation
in einem der fiinf Gene zuriickzufithren (Kuspa & Kaiser 1989, Kaiser 2004).

Das asgA-Gen kodiert ein Signaltransduktionsprotein, aufgebaut aus einer N-terminalen recei-
ver-Doméne und einer C-terminalen Histidinkinase-Doméne. Fiir das Genprodukt AsgA konnte
eine Autokinase-Aktivitit nachgewiesen werden. Auf Grund des Fehlens der fiir die Sensorkina-
se charakteristischen input-Doméne sowie der output-Doméne des response-Regulators, wurde
angenommen, dass AsgA Teil eines phosphorelay-Systems ist, in dem andere Proteine die Funk-
tionen der input- und output-Doméne zu Verfiigung stellen (Plamann et al. 1995, Li & Plamann
1996, Kaiser 2004). Diese beiden Doménen sind in klassischen Zwei-Komponentensystemen fiir
die Signalaufnahme (input-Doméne) bzw. fiir die Signalweiterleitung (output-Doméne) zusténdig
(siehe dazu Abb. [1.7).

Das asgB-Gen kodiert ein putatives DNA-Bindeprotein mit einem heliz-turn-heliz-Motiv
(HTH), welches dem HTH-Motiv der Region 4 des Hauptsigmafaktors aus E. coli, B. subti-
lis und M. zanthus dhnelt (Plamann et al. 1994, Kaiser 2004). Diese Region ist fiir die Er-

kennung der prokaryontischen -35-Promotorregion wichtig. Das Genprodukt von asgC' ist der
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Klassisches Zwei-Komponenten-System

nmp> - < iy -

input-  input- Transmitter- receiver output- output-
Signal Doméane Domane Doméne  Signal
Sensorkinase response-Regulator
Abbildung 1.7: Aufbau eines klassischen
AsgA: Zwei-Komponentensystems im Vergleich
- zu AsgA aus M. zanthus. Klassische Zwei-
‘,7)— Komponentensysteme sind aus einem Sen-
receiver- Histidinkinase- sorprotein  und einem  response-Regulator
Doméne Domane aufgebaut.
(Transmitter)

Hauptsigmafaktor SigA von M. zanthus (Davis et al. 1995, Kaiser 2004). Wie asgA so ko-
diert auch asgD ein Signaltransduktionsprotein, welches die gleichen Doménen wie AsgA auf-
weist (Cho & Zusman 1999, Kaiser 2004). Das Genprodukt von asgE wiederum ist homolog zu
Amidohydrolase-Proteinen und besitzt zwei membraniibergreifende putative Doménen (Garza
et al. 2000, Kaiser 2004). Da eine Mutation oder das Fehlen eines einzelnen der fiinf asg-Gene zu
einer Verringerung in der A-Signal-Produktion fiihrt, geht man davon aus, dass alle fiinf Gene

in dem gleichen Signalweg involviert sind (Kaiser 2004).

»B-Signal“: Das ,,B-Signal“ konnte bisher noch nicht biochemisch und funktionell bestétigt
werden. Doch konnte fiir bsgA (é lonD) gezeigt werden, dass es ebenfalls eine wichtige Rolle
in der Differenzierung von M. zanthus einnimmt (Tojo et al. 1993, Kaiser 2004). Das Gen bsgA
kodiert eine ATP-abhéngige Lon-Protease (LonD) mit Homologien zu weiteren Lon-Orthologen
(siche Abb. [3.13)). Von Gill et al. (1993) wurde postuliert, dass bsgA-Mutanten einen Defekt in
der intrazelluldren Proteolyse aufweisen, die normalerweise fiir den Abbau von Repressoren der
Differenzierung zustédndig ist. LonD spielt in M. zanthus eine wichtige Rolle bei der Proteolyse
des Transkriptionsregulators MrpC (Ueki & Inouye 2006).

1.3 Proteasen

In allen Organismen sind ATP-abhéngige Proteasen vorhanden und iiben dort, unter Energie-
verbrauch durch Hydrolyse von ATP, eine zentrale Funktion bei der Qualitdtskontrolle und
Regulation zelluldrer Prozesse aus. Unter dem Begriff Qualitéitskontrolle versteht man dabei
ein fiir Zellen lebensnotwendiges Gleichgewicht von Proteinsynthese, Faltung und Entsorgung
beschédigter Polypeptide (Wickner et al. 1999).

1.3.1 Lon-Proteasen

Die ATP-abhingige und im Cytoplasma lokalisierte Lon-Protease von E. coli katalysiert die
initialen Schritte der Degradation abnormer Proteine und einer Vielzahl wichtiger instabiler

Regulationsproteine der Zelle, wie z. B. SulA (Zellteilungsregulator; Mizusawa & Gottesman
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(1983)) und RscA (Transkriptionsaktivator der Synthese kapsulédrer Proteine; Torres-Cabassa &
Gottesman (1987)) aus E. coli. Auf diese Weise greift die Lon-Protease in verschiedene physiolo-
gische Vorginge, wie die Zellteilung oder Bildung kapsulédrer Polysaccharide, ein. Des Weiteren
spielt sie eine wichtige Rolle in der Qualitétskontrolle durch Degradation missgefalteter Proteine,
die ansonsten Aggregate bilden wiirden (Goldberg 1992, Gottesman 1996, Tsilibaris et al. 2006).

Die Lon-Protease aus F. coli baut sich in ihrer aktiven Form aus mehreren identischen und
87 kDa grofien Untereinheiten auf. Jede der Untereinheiten ist aus drei Doménen aufgebaut: der
N-terminalen Doméne, welche vermutlich fiir die Erkennung und Bindung von Proteinsubstraten
zustandig ist, der zentralen ATPase-Doméne mit der Fahigkeit neben ATP auch Polyphosphat
und DNA binden zu kénnen und der C-terminalen Doméne, die einen katalytisch aktiven Se-
rinrest (S679) besitzt. Somit sind sowohl die ATPase-Doméne als auch die proteolytisch aktiven
Stellen der Lon-Protease auf ein und derselben Polypeptidkette lokalisiert (Tsilibaris et al. 2006).
Kristallisation der C-terminalen Doméne der E. coli Lon-Protease ldsst den Schluss zu, dass Lon
ein ringférmiges Hexamer bildet.

Die Lon-Protease wird zu den Serinproteasen gezdhlt, weist jedoch im Vergleich zu den klas-
sischen Serinproteasen wie viele anderen ATP-abhéngige Proteasen eine geringere Sensitivitit
gegeniiber dem Serinproteaseinhibitor DFP (Diisopropylfluorophosphanat) auf (Gottesman &
Maurizi 1992).

Die vermutlich wichtigste regulatorische Eigenschaft der Lon-Protease aus FE. coli besteht
aus der Interaktion der Protease mit Proteinsubstraten und der daraus folgenden allosterischen
Aktivierung der Protease (Goldberg 1992). Goldberg (1992) beschrieb folgendes Modell des
Mechanismus des ATP-abhingigen Proteinabbaus durch die Lon-Protease (siche auch Abb. :

inaktive Protease

[4 ADP]
Peptidprodukt Proteinsubstrat
4 ADP
4 PP
4 Mg”

4 ATP-Mg*

aktive Protease i .
Substrathydrolyse [4 ATP-Mg”] A”%ztgr']sggz éﬁt‘)‘;‘ﬁ;‘: ng

Abbildung 1.8: Der Mechanismus des ATP-abhéngigen Proteinabbaus durch die Lon-Protease. Die Interaktion
des Substrats mit der allosterischen Bindestelle des Proteins fiihrt zur Freisetzung von ADP und der partiellen
Aktivierung der Protease. Durch die Bindung von ATP-Mg an die Protease nimmt die Aktivierung des Enzyms
weiter zu. Die Hydrolyse von ATP zu ADP erméglicht in noch unbekannter Form die Degradation von Proteinen.
Im aktiven Zustand kommt es zum maximalen Proteinabbau kleinerer Peptide, wohingegen fiir die Degradation
groBerer Peptide mehrere Zyklen des Kreislaufs erforderlich sind (Goldberg 1992).
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In vivo sind vier Molekiile ADP an die Protease gebunden, die bis zum Auftreten eines geeigneten
Substrates die Funktion der Protease inhibieren. Durch Bindung potenzieller Proteinsubstrate
an das allosterische Zentrum der Protease wird ADP freigesetzt. Nach Freisetzung des ADP
konnen die nun offenen Stellen mit ATP und Magnesium besetzt werden, was zur Isomerisierung
der Protease in die aktive Form fiithrt. Die nun , aktive“ Protease katalysiert unter Hydrolyse
von ATP zu ADP die endoproteolytische Spaltung der Substrate in Produkte aus 10 bis 20
Aminosduren (Maurizi 1992). Das entstehende ADP fiihrt dann letztlich wieder zur Inaktivierung
der Protease (Goldberg 1992).

Das ATP fungiert als allosterischer Effektor der Protease und scheint weniger fiir die Spaltung
von Peptidbindungen, als vielmehr fiir die richtige Interaktion zwischen dem aktiven Zentrum
der Protease und dem Substrat wichtig zu sein, da auch in Abwesenheit von ATP kleinere
Peptide durch die Lon-Protease gespalten werden konnen und die proteolytische Aktivitit keine
Hydrolyse von ATP benétigt. Doch vor allem fiir hochmolekularere Proteine scheint eine ATP-
abhingige Proteolyse durch Lon erforderlich zu sein (Gottesman & Maurizi 1992, Goldberg
1992).

Da der Proteinabbau unter normalen Bedingungen auch in Abwesenheit der Lon-Protease von
anderen Proteasen iibernommen werden kann, scheint die Lon-Protease nicht essentiell notwen-
dig fiir die Uberlebensfihigkeit der Zelle zu sein (Goldberg 1992, Gottesman & Maurizi 1992, Tsi-

libaris et al. 2006). Es konnte jedoch gezeigt werden, dass in lon-Mutanten verschiedener Spe-

Tabelle 1.1: Weitere Funktionen von Lon-Proteasen in verschiedenen Organismen

Organismus Funktion der Lon-Protease spez. Referenz
Substrat
Azospirillum Regulation der Eisenaufnahme ? Mori et al.
brasilense (1996)
Bacillus subtilis Regulation der Sporulation oG ? Schmidt et al.
(1994)
Caulobacter Regulation des Zellzyklus CcerM Wright et al.
crescentus (1996)
Myxococcus Regulation der Fruchtkorperbildung MrpC Ueki & Inouye
zanthus und Sporulation (2006)
Vibrio Biosynthese lateraler Flagellen ? Stewart et al.
parahaemolyticus (1997)
Salmonella essentiell fiir die Virulenz und bei HilC; HilD Takaya et al.
enterica serovar der Ausbildung einer sytemischen (2005)
Typhimurium Infektion von Bedeutung
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zies, verschiedene zelluldre Defekte auftreten (Tsilibaris et al. 2006). So weisen z. B. E. co-
li lon-Mutanten eine mukoide Koloniemorphologie auf und zeichnen sich des Weiteren durch
eine erhohte Sensibilitit sowohl gegeniiber UV-Strahlung als auch gegeniiber anderen DNA-
schiidigenden Substanzen aus (Ebel et al. 1999). Beide Phénotypen lassen sich auf die beiden
zuvor schon erwidhnten spezifischen Substrate der Lon-Protease in E. coli, RscA und SulA,
zuriickfithren. So kommt es in Abwesenheit der Lon-Protease in F. coli zur Anreicherung von
RscA, das als Transkriptionsaktivator jene Gene aktiviert, die fiir die Synthese kapsuldrer Poly-
peptide verantwortlich sind, was wiederum zu dem mukoidem Phénotyp fiithrt (Torres-Cabassa
& Gottesman 1987).

Die erhohte Sensibilitéit gegeniiber DNA-Schidigungen unterschiedlicher Art liasst sich auf die
Akkumulation des Zellteilungsinhibitors SulA zuriickfithren, welcher im Zuge der SOS-Antwort
vermehrt gebildet wird. Akkumulation von SulA fiihrt {iber die Inhibition der Zellteilung letzt-
endlich zum Absterben der Zellen (Gottesman 1996). In Tabelle sind weitere Funktionen von
Lon-Proteasen in verschiedenen Organismen aufgefiihrt.

Neben der Aufgabe der Proteinqualitdtskontrolle und der Regulation der Aktivitdt einiger

L ‘ Aminoséaurelimitierung ‘
RibosN
Aminoséuren i

ribosomale
Proteine stringente Kontrolle
Degradation o

O PPGpp

l Inhibierung

PPX

j %{'\/ s

PolyP

Lon

PolP-Lon-Komplex (stringente Protease)

Abbildung 1.9: Das PolyP-bedingte stringente Netzwerk der Proteindegradation (Kuroda 2006). Wéhrend Ami-
nosaurelimitierung in F. coli kommt es im Rahmen der stringenten Kontrolle zu einer ansteigenden Produktion
von (p)ppGpp, was die Aktivitdt von PPX (Exopolyphosphatase) inhibiert. In der exponentiellen Phase ist das
Niveau an PolyP sehr niedrig, doch als Antwort auf Aminosduremangel erhoht es sich um das 100fache. Das
PolyP bildet zusammen mit der ATP-abhéngigen Lon-Protease einen Komplex, der freie ribosomale Proteine de-
gradiert. Mit Hilfe von cytoplasmatischen Peptidasen werden die durch die Degradation des PolyP-Lon-Komplexes
entstandenen kurzen Polypeptide in einzelne Aminosduren zerlegt. Damit stehen der Zelle auch unter Nahrstoff-
mangelbedingungen wieder Aminoséduren zur Neusynthese von Proteinen zu Verfiigung.
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wichtiger Regulationsproteine spielt die Lon-Protease auch in der Bereitstellung von Bausteinen
fiir die Proteinsynthese und sogar auf Translationsebene eine entscheidende Rolle. So kommt
es in E. coli unter Aminosdurelimitierung zu einer Anh&dufung von unbeladenen tRNAs und
Ribosomen, an denen aus Mangel an freien Aminoséduren die Translation gestoppt ist (siehe Abb.
. Darauthin steigt als stringent response die Synthese von (p)ppGpp (Guanosintetraphospat),
wodurch es durch die Inhibierung des Polyphosphat-abbauenden Enzyms Exopolyphosphatase
zu einer Akkumulation von Polyphosphat kommt. Das PolyP bildet mit der Lon-Protease einen
Komplex und ermdoglicht es damit der Lon-Protease, im Komplex mit PolyP freie ribosomale
Proteine zu degradieren. Somit erméglicht die Lon-Protease eine kurzzeitige Kompensierung des
Aminosiuremangels und die Adaptation an die verdnderten Bedingungen (Tsilibaris et al. 2006,
Kuroda 2006).

1.4 Stickstoffregulation in Myxobakterien

Die Myxobakterien M. zanthus und S. cellulosum unterscheiden sich in vielerlei Hinsicht von-
einander. So ist M. zanthus auf die Bereitstellung von Aminosduren als Energiequelle ange-
wiesen, wohingegen S. cellulosum in der Lage ist, ganze Polysaccharide als Energiequelle zu
nutzen (Shimkets et al. 2006). Des Weiteren besteht ein deutlicher Unterschied zwischen beiden
Spezies in Bezug auf die Initiation der Differenzierung. Da S. cellulosum fiir das Wachstum
sowohl Stickstoff, in Form von z. B. Nitrat oder Ammonium, als auch Kohlenstoff nutzt, wird
die Differenzierung vor allem durch diese beiden elementaren Stoffe eingeleitet. Anders verhélt
es sich bei M. zanthus, der wie zuvor erwidhnt auf Aminosiuren angewiesen ist, um seinen
Kohlenstoff- und Stickstoffmetabolismus zu decken und dementsprechend unter aminoséurelimi-
tierenden Bedingungen mit der Differenzierung beginnt.

Da S. cellulosum als Antwort auf Stickstoff- und Kohlenstoflimitierung mit der Differenzie-
rung zu Fruchtkorpern reagiert, deutet dies auf das Vorhandensein eines globalen Stickstoffre-
gulationssystemes hin. Durch Analysen im Genom von So ceb56 konnten folgende Gene des aus
anderen Bakterien bekannten Stickstoffmetabolismus identifiziert werden (siehe auch Tab. [1.2)):

Tabelle 1.2: Auflistung bekannter stickstoffregulierter Gene und Vorkommen derer in S. cellulosum So ce56 und
M. zanthus. Die aufgelisteten Gene wurden in anderen Bakterien als stickstoffregulierte Gene identifiziert.

stickstoffregulierte Gene | S. cellulosum So ce56 M. xanthus
glnA sce7210 mxan0912
glnB sce7211 nicht vorhanden
glnD sce341 nicht vorhanden
ginE scel766 nicht vorhanden
ntcA sce3757 nicht vorhanden
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glnA (kodiert die Glutaminsynthetase I), ginB (kodiert das Pj;-Protein), ginD (kodiert die Uri-
dylyltransferase) und ginE (kodiert die Adenylyltransferase). In M. xzanthus hingegen konnten
aufler ginA keine weiteren Gene des Stickstoffmetabolismus identifiziert werden. Somit gibt es
keine weiteren Hinweise beziiglich des Vorhandenseins einer globalen Stickstoffregulation in M.
xanthus.

Das Vorhandensein dieser wichtigen Gene in S. cellulosum ldsst den Schluss zu, dass der
Stickstoffmetabolismus dhnlich wie in F. coli oder Cyanobakterien geregelt wird. Weitere Details

hinsichtlich des Stickstoffmetabolismus in S. cellulosum sind jedoch bisher nicht bekannt.

1.4.1 Stickstoffmetabolismus

Stickstoff ist eines der wichtigsten Elemente des Lebens, da es fiir die Synthese von lebens-
notwendigen Bausteinen wie Aminosduren, Nukleotiden oder NAD benétigt wird. Auf Grund
dessen entwickelten die Bakterien eine Anzahl von Mechanismen, um den Stickstoff aus den
unterschiedlichsten Stickstoffquellen zu verwerten. Die nutzbaren Stickstoffquellen reichen von
Ammonium (NHy) bis hin zu elementarem Stickstoff (N32), wobei Ammonium fiir Bakterien
die bevorzugte Stickstoffquelle darstellt, da es direkt in die beiden entscheidenden Donoren fiir
biosynthetische Reaktionen, Glutamin und Glutamat, iiberfithrt werden kann. Andere Stickstoff-
quellen hingegen miissen entweder zu Ammonium degradiert werden oder aber zu Ammoniak
reduziert werden (Arcondéguy et al. 2001). In Abhéngigkeit von den vorhandenen Stickstoft-
quellen werden unterschiedliche Enzyme und Transportsysteme aktiviert. Dabei ermoglichen die
verschiedenen Mechanismen zur Stickstoffverwertung diejenigen Stickstoffverbindungen vorzu-

ziehen, die mit geringem Energieverlust aufgenommen und verwertet werden kénnen.

Der wichtigste Weg fiir die Umwandlung von Stickstoff bzw. Ammonium ist der Glutamin-
Synthetase/Glutamin-Oxoglutarat- Amido-Transferase-Weg (GS/GOGAT). Dabei erfolgt die
durch die Glutaminsynthetase katalysierte Umwandlung von Glutamat und Ammonium zu
Glutamin. Die Amidogruppe des Glutamins wird durch die Ferredoxin-abhingige Glutamat-
synthase unter Bildung von zwei Molekiilen Glutamat auf a-Ketoglutarat iibertragen (Merrick
& Edwards 1995). Anschlieflend wird eines der beiden entstandenen Glutamatmolekiile wieder
innerhalb des GS/GOGAT-Zyklus aminiert. Damit ensteht netto aus einem Molekiill Ammoni-

um und a-Ketoglutarat ein Molekiil Glutamat.

NH; + Glutamat + ATP <2, Glutamin + ADP + P;

GOGAT
_—

Glutamin + a-Ketoglutarat + NADPH 2 Glutamat + NADP*

Einen weiteren alternativen Weg zur Stickstoffassimilation stellt der Glutamat-Dehydrogenase-
Weg dar, der von vielen Bakterien, wie z. B. den Enterobakterien, genutzt wird. Dabei wird die
Umwandlung von a-Ketoglutarat und Ammonium durch die Glutamat-Dehydrogenase kataly-
siert. Diese Reaktion ist NADPH-abhingig (Arcondéguy et al. 2001).
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Die beiden Reaktionen unterscheiden sich in zwei Punkten voneinander. Die Glutamat-Dehy-
drogenase arbeitet energetisch giinstiger als die GS/GOGAT, hat jedoch eine geringere Affinitét
fiir Ammonium. Daher ist die Glutamat-Dehydrogenase in Zellen, die unter stickstofflimitieren-
den Bedingungen wachsen, nicht aktiv (Arcondéguy et al. 2001).

In S. cellulosum und M. zanthus sind sowohl mehrere Gene vorhanden, die Glutamatdehydro-
genase-homologe Proteine kodieren als auch mehrere Gene, die Glutaminsynthetase-homologe

Proteine kodieren.

1.4.2 P;;-Proteine

Die Pj;-Proteine sind weit verbreitete und hochkonservierte Signaltransduktionsproteine, die
nicht nur in Bakterien (Arcondéguy et al. 2001), sondern auch in Archaea (Kessler et al. 2001), so-
wie in den Chloroplasten eukaryontischer Algen und hoherer Pflanzen (Moorhead & Smith 2003)
zu finden sind. Die P;; -Proteine spielen eine zentrale Rolle in der Koordination des Kohlenstoff-
und Stickstoffmetabolismus (Magasanik 2000). Dabei besteht die Funktion der Py -Proteine dar-
in, Signale im Kohlenstoff- und Stickstoffmetabolismus zu erkennen und weiterzuleiten, und da-
mit unter anderem die Transkription und Aktivitdt der Glutaminsynthetase zu regulieren. Neben
der Unterfamilie GInB sind in der Py -Proteinfamilie noch zwei weitere Unterfamilien vertreten,
GInK und Nifl. Im Vergleich zu GInB und GInK, deren Homologe hiufig vertreten sind, kommen
Nifl-Homologe nur in Archaea und einigen strikt anaeroben Bakterien vor (Forchhammer 2004).

In S. cellulosum So ceb6 konnte ein Prr-homologes Gen identifiziert werden.

1.5 Zielstellung

Die Arbeitshypothese der vorliegenden Arbeit war, dass die Sekundérmetabolitproduktion eine
Reaktion des produzierenden Organismus auf verdnderte Umweltbedingungen ist. Ausgangs-
punkt der Untersuchungen war die Analyse der morphologischen und physiologischen Differen-
zierung in So ce56 sowie die Interaktion beider Differenzierungswege. Dafiir war es fiir weitere
Untersuchungen notwendig, zunéichst einen geeigneten Differenzierungsassay fiir S. cellulosum
So ceb6 zu etablieren, da bisherige Arbeiten beziiglich der morphologischen Differenzierung fast
ausschliefilich an M. zanthus durchgefithrt wurden.

Analysen des Genoms von So ceb6 ergaben, dass eine groBe Ubereinstimmung zu den aus
M. zanthus bekannten Differenzierungsgenen asgA sowie bsgA (= lonD) besteht. Es konnten
ein asgA-homologes Gen sowie fiinf lon-homologe Gene in So ce56 identifiziert werden. Aus-
gehend davon wurden insgesamt sechs Mutanten in So ce56 mittels homologer Rekombination
konstruiert, deren Rolle in der morphologischen und physiologischen Differenzierung von So
ceb6 untersucht werden sollte. Weiterhin war es von Interesse, potenzielle Substrate der fiinf in
So ceb6 gefundenen Lon-Proteasen zu identifizieren, da Lon-Proteasen unter anderem fiir die
Degradation von Regulationsproteinen (Bsp.: SulA in E. coli) bekannt sind. Dies sollte unter
anderem weiteren Aufschluss iiber die Beteiligung der Lon-Proteasen an der Differenzierung von

So cebb ergeben.
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2 Material und Methoden

2.1 Plasmide und Organismen

In Tabelle sind die fiir diese Arbeit verwendeten rekombinanten Plasmide und in Tabelle
die neu konstruierten Plasmide aufgefiihrt. Die fiir diese Arbeit herangezogenen F. coli-Stamme
sind in Tabelle [2.3] aufgelistet. Des Weiteren sind in Tabelle [2.4] die verwendeten und neu kon-

struierten S. cellulosum-Stamme, sowie in Tabelle weitere verwendete Stdmme aufgefiihrt.

Tabelle 2.1: Rekombinante Plasmide

Plasmid Beschreibung Herkunft /Referenz

pASK-IBA3 MCS, Amp", tetgr, Piet, Expressionsvektor (C- IBA, Gottingen
terminales Strep-tag II-Peptid)

pCR®-XL-TOPO® Klonierungsvektor; T7 und Sp6-Promotor fiir Invitrogen
in vitro Transkription; linearisiert; 3 ’-T-Uber-
hang; Vaccinia-Topoisomerase I an 3°-Enden;
Kanf'; Amp®

pCR®-BLUNT II-TOPO® | Klonierungsvektor; T7 und Sp6-Promotor fiir Invitrogen
in witro RNA Transkription; linearisiert;
Vaccinia-Topoisomerase I an 3°-Enden; ccdB-
Gen; Kan®*; Zeocin” M 7

pSUPHyg mob, ColE1, hyg unter Kontrolle aphIlp, Tet’, Knauber (2004)
BamHI und HindIII singulér
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Tabelle 2.2: Neu konstruierte Plasmide

Plasmid

Beschreibung

Referenz

pCRE®-XL-TOPO®asgA

pCR®-XL-TOPO® mit einem internen asgA-
PCR-Fragment von So ce56

diese Arbeit

pCR®-XL-TOPO®onI

pCR®-XL-TOPO® mit ecinem internen lonl-
PCR-Fragment von So ce56

diese Arbeit

pCR®-BLUNT II-TOPO®on2

pCR®-BLUNT II-TOPO® mit einem internen
lon2-PCR-Fragment von So ce56

diese Arbeit

pCR®-BLUNT II-TOPO®lon3

pCR®-BLUNT II-TOPO® mit einem internen
lon3-PCR-Fragment von So ce56

diese Arbeit

pCR®-BLUNT IL-TOPO®on/

pCR®-BLUNT II-TOPO® mit einem internen
lon4-PCR-Fragment von So ceb6

diese Arbeit

pCR®-BLUNT II-TOPO®ons

pCR®-BLUNT II-TOPO® mit einem internen
lon5-PCR-Fragment von So ceb6

diese Arbeit

pSUPHyg asgA

pSUPHyg mit 870 bp groem Fragment, welches

das interne asgA-Fragment enthilt

diese Arbeit

pSUPHyg loni

pSUPHyg mit 830 bp groflem Fragment, welches
das interne lonI-Fragment enthilt

diese Arbeit

pSUPHyg lon2

pSUPHyg mit 948 bp groflem Fragment, welches

das interne lon2-Fragment enthélt

diese Arbeit

pSUPHyg lon3

pSUPHyg mit 951 bp grolem Fragment, welches

das interne lon3-Fragment enthéalt

diese Arbeit

pSUPHyg lon4

pSUPHyg mit 942 bp groflem Fragment, welches

das interne lon4-Fragment enthilt

diese Arbeit

pSUPHyg lons

pSUPHyg mit 948 bp groflem Fragment, welches

das interne lon5-Fragment enthilt

diese Arbeit

PASK-IBA3 lon2-tag

pASK-IBA3 mit 2429 bp groflem Fragment,
welches das lon2-Gen ohne eigenes Stopcodon
enthilt

diese Arbeit

pCR®-BLUNT II-TOPO®on2-tag

pCR®-BLUNT II-TOPO® mit dem lon2-PCR-

Fragment ohne Stopcodon von So ceb6

diese Arbeit
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Tabelle 2.3: Escherichia coli Stimme

Stamme Beschreibung Herkunft /Referenz
JM109 F’-Episom fiir filamentdse Phageninfektion; a-Kom- Yanisch-Perron et al.
plementation; lacl?; recA™; geeignet fiir M13 und (1985)
pGEM; e/4= (merA™); recAl; relAl; endAl,;
gyrA96; thi—; hsdR17 (rp-mk™); supE4d; A7; A
(lac-proAB)
DH5« supE44; AlacU169; hsdR17; recAl; endAl; gyrA96; Hanahan (1983)
thi-rel A
Top 10 F~;  merA;  A(mrr-hsdRMS-merBC); @80 Invitrogen
lacZAM15; A lacX74; recAl; deoR; araD139;
A (ara-lew)7697; galU; galK; rpsL; (Str"); endAl;
nubG
BL21 F~; opmT; hsdSp; (rg~ mp™); gal; dem Invitrogen
ET12567 dam13::Tn9; dcm-6; hsdM; hsdR; recF143; MacNeil et al. (1992)
27201::Tnl0;  galK2; ¢alT22; ara-14; lacY1,

xyl-5; leuB6; thi-1; tonA31; rpsl136; hisG4; tsz-78;
mtll; ginV44; F~

ET12456 pUB307

dam183::Tn9; dem-6; hsdM; hsdR; recF143;
z5j201::Tnl0;  galK2; ¢alT22; ara-14; lacY1,
ayl-5; leuB6; thi-1; tonA31; rpsL136; hisG4; tsz-78;
mtll; glnV44; F~; RP1-Kan®; Cm®

Bennett et al.
(1977); Flett et al.
(1997)

S17-1

recA, pro, hsdR, RP4-2-Tc ::Mu-Km::Tn7

Simon et al. (1986)

Mach1TM_T1E

F~; ®80(lacZ)AM15; AlacXT74; hsdR (rp-mk~); A
recA1398; endAl; tonA

Invitrogen
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Tabelle 2.4: S. cellulosum Stimme

Stamme

Beschreibung

Herkunft /Referenz

So ceb6

Wildtyp; Kan®

Pradella et al. (2002)

Soce DSM 14627

Wildtyp; Kan®

DSZM

SasgA asgA-Insertionsmutante; Kan®, Hyg? diese Arbeit
Slonl lonl-Insertionsmutante; Kan’, Hyg?® diese Arbeit
Slon2 lon2-Insertionsmutante; Kan®, Hyg® diese Arbeit
Slon3 lon3-Insertionsmutante; Kan®, Hyg®? diese Arbeit
Slon4 lon4-Insertionsmutante; Kan®, Hyg®? diese Arbeit
Slonb lon5-Insertionsmutante; Kan®, Hyg® diese Arbeit

Soce:relint (Srel)

rel-Insertionsmutante; Kan®, Hyg!?

Knauber (2006)

Tabelle 2.5: Weitere Stamme

Stamme Beschreibung Herkunft /Referenz
Micrococcus luteus Wildtyp Wieser et al. (2002)
Hansenula anomala Wildtyp Gray (1949)

Synechocystis sp. PCC 6803 MPphA | pphA:Kan’

Irmler & Forchhammer
(2001)
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2.2 Zellanzucht

2.2.1 N3hrmedien

Nach der Herstellung des jeweiligen Mediums wird fiir 20 min bei 121 °C autoklaviert. Fiir die
Herstellung von Agarplatten werden dem jeweiligen Medium vor dem Autoklavieren 1,5 % (w/v)
Agar hinzugegeben. Fiir die Herstellung von Top-Agar werden dem jeweiligen Medium vor dem

dem Autoklavieren 0,5 % (w/v) Agar hinzugegeben.

2.2.1.1 LB-Medium (Luria Bertani; (Sambrook et al. 1989))

10 g Trypton Pepton

5 g Hefeextrakt

10 g Natriumchlorid (171 mM)
ad 1000 ml H,O

2.2.1.2 Minimalmedium fiir E. coli (Sambrook et al. 1989); modifiziert
nach Maheswaran & Forchhammer (2003)

100 ml 10 x Phosphatlésung
1 ml 1 M MgSOy4
1 ml 0,1 M CaCly
1 ml 4 % Thiamin

1 ml Spurenelemente-Losung
04 % Glukose
02 % Glutamin

ad 1000 ml H>O

10x Phosphatlésung:
60 g NagPOy
30 g KH2P04
5 g NaCl
ad 1000 ml HO

Vor dem Autoklavieren einen pH-Wert von 7,3 - 7,9 einstellen.

Spurenelemente-Lésung:
286  mg H3BO3(Borsiure)

181  mg MnCly (Mangan-II-Chlorid)
39 mg NasMoOy- 2 HyO (Natriummolybdatdihydrat)
222 mg ZnSO4- 7 H2O
79 mg CuSO4- 5 HsO
49 mg Co(NO3)2: 6 HyO
ad 100 ml H;O

Losung sterilfiltrieren.
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2.2.1.3 M-Medium (Pradella et al. 2002)

1 %
1 %o
0,1 %o
0,1 %o
50 mM
8 mg/l

Vor dem Autoklavieren einen pH-Wert von 7,2 einstellen.

Soja-Pepton
Maltose

CaClsy

MgSOy- 7 H2O
HEPES
Fe-EDTA

2.2.1.4 M-Diff-Medium

0,0l %
0,00 %
0,1 %
0,1 %o
50 mM
8  mg/l

Vor dem Autoklavieren einen pH-Wert von 7,2 einstellen.

Soja-Pepton
Maltose

CaCly

MgSOy4- 7 H2O
HEPES
Fe-EDTA

2.2.1.5 P-Medium (Pradella et al. 2002)

0,1 %
0,2 %
05 %
0,05 %
0,05 %
50 mM

Vor dem Autoklavieren einen pH-Wert von 7,2 einstellen.

Probio

Pepton

Stéarke

CaCly

MgSOy4- 7 HyO
HEPES

2.2.1.6 P-Diff-Medium

0,001 %
0,002 %
0,005 %
0,05 %
0,05 %
50 mM

Vor dem Autoklavieren einen pH-Wert von 7,2 einstellen.

Probion
Pepton

Stéarke

CaCly

MgSOy4- 7 HoO
HEPES

!Einzellerprotein aus Methylomonas clarae
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2.2.1.7 S-Medium (Miiller & Gerth 2005)

0,5 %  Asparagin
0,05 % MgSO,- 7 HyO
100 mM HEPES
10 mg/l Fe-EDTA
0,05 % CaCl
0,006 % KoHPO4
1 % C-Quelle

CaCly, KsHPOy4 und die jeweilige C-Quelle werden erst nach dem Autoklavieren und Einstellen

auf einen pH-Wert von 7,2 zugegeben.

C-Quellen:
SC = Cellobiose
SG = Glukose
SM = Maltose

SMA = Mannose

2.2.1.8 MYC-Medium (Kopp et al. 2004)

1 % Pepton
1 %  Glukose
50 mM HEPES

Vor dem Autoklavieren mit KOH einen pH-Wert von 7,0 einstellen.

2.2.1.9 Produktionsmedium (persénliche Mitteilung durch K. Gerth; modifiziert)

0,8 % Stérke

0,2 %  Glukose

0,02 % Probion

0,1 % CaCly 2 HyO

0,1 % MgSOy4- 7 HoO
50 mM HEPES

8 mg/l Na-Fe-EDTA

Vor dem Autoklavieren mit KOH einen pH-Wert von 7,4 einstellen.

2.2.1.10 Medienzusitze

Nach dem Autoklavieren der Medien werden verschiedene Antibiotika zur Selektion auf plas-
midkodierte Antibiotikaresistenzen eingesetzt. Die Zugabe dieser Substanzen erfolgt erst nach
dem Abkiihlen der Medien auf mindestens 50 °C. Die Losungen werden nach dem Ansetzen ste-

rilfiltriert und bei -20 °C aliquotiert aufbewahrt. Die Hygromycin-Lésung wird aufgrund ihrer
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Lichtempfindlichkeit im Dunkeln verwahrt. Die Konzentrationen der Stammlésungen und die

Arbeitskonzentrationen sind der Tabelle [2.6] zu entnehmen.

Tabelle 2.6: Medienzusitze

Substanz Stammlésung Arbeitskonzentration
[1g/ml]
Kanamycin, Serva 25 mg/ml in ddH0 50-100
Hygromycin B, Invitrogen 50 mg/ml in ddH20 100
Ampicillin, Roth 25 mg/ml in ddH0 50-100

2.2.2 Stammhaltung und Reinheitskontrolle

Zur Stammkonservierung werden wihrend der logarithmischen Wachstumsphase je 0,9 ml Zell-
suspension entnommen, mit 0,1 ml DMSO versetzt und bei -70 °C gelagert. DMSO wird als
Gefrierschutzmittel eingesetzt. Es ist eine starke polare Verbindung, bindet somit Wasser und
stabilisiert gleichzeitig die Makromolekiile. Dadurch wird in den Zellen der Wasserentzug, die
Konzentrierung der Elektrolyte und die Bildung von Eiskristallen verhindert. Die Reinheit der
Bakterienkulturen wird im Phasenkontrastmikroskop (Nikon Eclipse E200) iiberpriift.

2.2.3 Anzuchtbedingungen
2.2.3.1 Statische Kultur

Die Kultivierung von E. coli erfolgt bei 37 °C aerob unter Schiitteln bei ca. 180 rpm in LB-
Medium. Um den Selektionsdruck aufrecht zu erhalten, werden die jeweiligen Antibiotika in den
iiblichen Arbeitskonzentrationen zugesetzt. Zusétzlich zum Schiitteln werden die Kulturgefafie
nur mit bis zu 1/10 ihres Nennvolumens gefiillt, um eine ausreichende Beliiftung zu gew#hrleis-
ten. Das Animpfen erfolgt mittels eines sterilen Zahnstochers, einer sterilen Impftése oder eines
geeigneten Volumens einer fliisssigen Vorkultur. Die Sterilitdt der Impfése und der Glaswaren
wird durch das Abflammen mit Hilfe eines Bunsenbrenners gewéhrleistet.

Die Generationszeit der Bakterien liegt bei ca. 30 min. Eine Ubernachtkultur besitzt eine

Keimzahl von schiitzungsweise 2 - 10° Zellen/ml.

Die verwendeten S. cellulosum-Stimme werden in M-Medium kultiviert. Als Kulturgefifie
dienen Erlenmeyerkolben und Photometerkolben (Firma Ochs). Dabei wird ein maximales Vo-
lumenverhéltnis von Medium zu Gefifl von 1:10 eingehalten, um eine optimale Sauerstoffzufuhr
fiir die Zellen zu gewéhrleisten. Die Zugabe von Antibiotika und anderen Zusétzen erfolgt in den
zuvor genannten Arbeitskonzentrationen. Die Fliissigkulturen werden bei 32 °C und ca. 180 rpm
in einem Rotationsschiittler angezogen. Sie werden solange inkubiert, bis die fiir den Versuch

noétige optische Dichte erreicht ist.
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Ausgehend von einer Vorkultur mit M-Medium kénnen die Stdmme in anderen Medien, wie z.
B. S-Medium oder M-Diff-Medium angezogen werden. Dies erfolgt durch einfaches Uberimpfen

einer kleinen Menge einer in M-Medium angezogenen Vorkultur in das jeweilige Medium.

2.2.3.2 Plattenkulturen

Fiir Plattenkulturen werden die Bakterien mit einer sterilen Impftse oder einem sterilen Zahn-
stocher auf einer LB-Agarplatte (E. coli) oder auf einer M-Agarplatte bzw. P-Agarplatte (S.
cellulosum ) mit dem jeweiligen Selektions-Antibiotikum ausgestrichen. Die LB-Agarplatten mit
E. coli werden iiber Nacht bei 37 °C inkubiert, wihrend die M-Agarplatten bzw. P-Agarplatten

mit S. cellulosum fiir ca. 2-3 Tage bei 32 °C im Brutschrank inkubiert werden.

2.2.3.3 Messung der optischen Dichte

Die Triibungsmessung einer Bakteriensuspension dient der indirekten Bestimmung der Zellzahl.
Diese Methode bedient sich des Effekts der Lichtstreuung an den in der Fliissigkultur enthalte-
nen Zellen. Die Zellzahl einer Bakteriensuspension kann mit dieser Methode indirekt ermittelt
werden, da die optische Dichte (OD) bei einzelligen Organismen proportional zur Zellmasse ist.

Die Tritbungsmessungen werden in 1-ml-Kiivetten mit einer Schichtdicke von 1 cm bei 600 nm
mit einem Spektralphotometer (Ultraspec 3000pro, Pharmacia Biotech) gegen zellfreies Medium
oder gegen ddH2O durchgefiihrt. Die Proben werden abhéngig von der Wachstumsphase direkt
oder in geeigneten Verdiinnungen gemessen, so dass der Messbereich zwischen 0 und 0,3 liegt.
Fiir die Bestimmung der Zellzahl gilt:

Escherichia coli ODgoo = 1 entspricht ca. 5 - 108 Zellen/ml

2.2.3.4 Messung des Klettwertes

Das Klett-Summerson-Colorimeter (Klett MFG Co., New York) dient der Zelltritbungsmessung
wachsender Bakterienkulturen. Das Klettmeter besitzt spezielle Lichtfilter, die im Wellenléngen-
bereich von 380 nm bis 740 nm Licht transmittieren. In der vorliegenden Dissertation wird ein
Rotfilter (KS-66) verwendet, der Licht im Wellenldngenbereich von 640-700 nm transmittiert. Die
Skalabeschriftung ist direkt proportional zu der Konzentration nach dem Lambert-Beer “schen
Gesetz. Der Vorteil dieser Methode besteht darin, dass durch die Verwendung von Photome-
terkolben bei der S. cellulosum-Kultivierung keine Probenentnahme zur Messung benétigt wird

und somit eine Kontamination der Kultur vermieden werden kann.

2.2.3.5 Zellzahlbestimmung

Alle Zellzahlbestimmungen werden mit der Thoma-Zahlkammer durchgefiihrt. Diese zeichnet
sich durch eine Netzteilung in 16 Grofiquadrate aus, die sich aus jeweils 16 Kleinquadraten mit
einer Seitenléinge von 0,05 mm zusammensetzen. Der Abstand zwischen Deckglas und Objekt-

trager betrdgt 0,1 mm und somit ergibt sich folgendes Volumen iiber einem Kleinquadrat:
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Lénge Kleinquadrat = 0,05 mm
Tiefe = 0,1 mm

Volumen iiber einem Kleinquadrat = 0,00025 mm?

Um auf die iibliche BezugsgréBe von 1 ml (= 1 ecm?®) zu kommen, muss das Volumen von
0,00025 mm?® mit dem sogenannten Kammerfaktor von 4 - 10% multipliziert werden. Daher gilt

fiir die Bestimmung der Zellzahl folgendes:
Durchschnittliche Zahl der Mikroorganismen pro Kleinquadrat - 4 - 106 = Zellzahl/ml

2.2.3.6 Erstellung einer Wachstumskurve von S. cellulosum- Bakterienkulturen

Um das Wachstum von verschiedenen S. cellulosum-Bakterienkulturen zu verfolgen, werden
die Kulturen zunéchst mit einer optischen Dichte von 0,2 bei 600 nm bzw. einem Klettwert
von 40 angeimpft. Die Kulturen werden bei 32 °C unter Schiitteln bei ca. 180 rpm inkubiert.
Das Wachstum der Kulturen wird durch Messung der optischen Dichte bzw. des Klettwertes
verfolgt. Zur grafischen Darstellung der Wachstumskurve wird in halblogarithmischer Skalierung

die optische Dichte bei 600 nm bzw. die Klettwerte gegen die Zeit in Stunden aufgetragen.

2.2.3.7 Bestimmung der Verdopplungszeit t; einer S. cellulosum- Bakterienkultur

Um die Verdopplungszeit ty einer Bakterienkultur von S. cellulosum zu ermitteln, werden von
dieser zu bestimmten Zeitpunkten die Klettwerte bestimmt. Die Wachtumsrate p wird ermittelt,
indem die Datenpunkte der exponentiellen Phase halblogarithmisch zur Basis 2 (siehe Gleichun-
gen und ) dargestellt und mit einem linearen Fit die Steigung der hierbei entstehenden
Geraden ermittelt werden. Der Reziprokwert der Steigung ergibt direkt die Verdopplungszeit t,.

logy (Klett) = 1 - t + logy (Klettsiqrt) (2.1)
1

tg = — 2.2

= (2.2)

2.2.4 Methoden zur Charakterisierung des Phanotyps
2.2.4.1 Differenzierungsassay von S. cellulosum

Um S. cellulosum So ceb6 und vor allem Mutanten von S. cellulosum hinsichtlich der mor-
phologischen Differenzierung zu charakterisieren, werden die Stdmme zunéchst in M-Medium
angezogen bis sie eine ODggo von 4 (ca. 1,5 - 101! Zellen/ml) erreicht haben. Jeweils 7 ml wer-
den pro Kultur abzentrifugiert (13.000 rpm, 10 min, RT) und das Zellsediment wird einmal in
M-Medium gewaschen, um etwaige Stoffwechselprodukte zu entfernen. Nach dem Waschschritt
werden die Zellen wiederum in M-Medium aufgenommen und auf eine ODggg von 25 (ca. 6,5 -
10! Zellen/ml) konzentriert. Von diesen konzentrierten Zellsuspensionen werden jeweils 50 yul
auf 3 ml P-Diff-Agar aufgetropft.
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Der Differenzierungsassay wird in 12-well Mikrotiterplatten durchgefiihrt, die pro well 3 ml P-
Diff-Agar enthalten. Nach dem Eintrocknen der aufgetropften Zellsupension werden die Platten

bei 32 °C fiir mehrere Tage inkubiert.

2.2.4.2 Qualitativer Nachweis der Produktion von Sekundidrmetaboliten mittels Bioassay

Fiir den qualitativen Nachweis von Sekundirmetaboliten bedient man sich des sogenannten
Bioassays. Dabei werden Indikatororganismen eingesetzt, welche sensitiv auf bestimmte Se-
kunddrmetabolite reagieren. Im Fall von S. cellulosum sind das die beiden Indikatororganismen
Hansenula anomala und Micrococcus luteus. Die Hefe H. anomala dient dabei als Indikatoror-
ganismus fiir Chivosazol A, wohingegen M. luteus sensitiv auf die Produktion von Etnangien
reagiert.

Fiir den Bioassay werden die Stiamme von S. cellulosum zunéchst in M-Medium bis Erreichen
der exponentiellen Phase angezogen. Anschlielend werden die Kulturen in 10 ml Produktionsme-
dium (siehe[2.2.1.9 unter Zugabe von 2% XAD-16 (Miiller & Gerth 2005) auf eine ODggo von 0,5
angeimpft. Das XAD-16 dient dabei in erster Linie zur Bindung der produzierten Sekundérme-
tabolite, des Weiteren regt XAD-16 aber auch die Produktion derer an. Die Kulturen werden
nun fiir 14 Tage bei 32 °C und 180 rpm in einem Rotationsschiittler inkubiert. Danach wird das
XAD-16 mittels eines Filters von der restlichen Kultur getrennt, kurz an der Luft getrocknet und
in 1 ml Methanol gegeben. Das Methanol 16st nun die gebundenen Sekundérmetabolite aus dem
XAD-16. Fiir die Extraktion der Sekundarmetabolite verbleibt das XAD-16 fiir eine Stunde bei
RT unter Rotation auf einem Schiittler im Methanol. Fiir den Bioassay werden dann 500 ul der
in Methanol extrahierten Sekundérmetabolite auf 1/10 des Volumens in der Vakuumzentrifuge
eingeengt.

Fiir die Durchfithrung des Bioassays wird M. luteus {iber Nacht in 10 ml LB-Medium unter
Schiitteln (180 rpm) bei 32 °C inkubiert, wihrend H. anomala unter gleichen Bedingungen in
MY C-Medium angezogen wird. Jeweils 400 ul der beiden Kulturen werden mit 4 ml des jeweili-
gen Top-Agars vermischt und auf die dazugehorige Platte gegossen. Dabei ist darauf zu achten,
dass der Top-Agar nicht mehr allzu heif} ist, damit die Organismen nicht absterben.

Nach dem Verfestigen des Top-Agars werden 3 pl (M. luteus) bzw. 1 ul (H. anomala) der Se-
kundirmetabolitlosung auf kleine Stiicke Whatman-Papier (Durchmesser 0,6 mm) pipettiert und
dieses vorsichtig auf dem Top-Agar abgelegt. Die Platten werden anschlielend bei 32 °C iiber
Nacht inkubiert. Die aufgebrachte Losung mit Sekundédrmetaboliten diffundiert in die Umge-
bung, wo sie in Abh#ngigkeit der Konzentration an Sekunddrmetaboliten Hemmhofe entstehen
ldasst. Damit lasst sich eine semiquantitative Aussage iiber die Bildung der Sekundarmetabolite

des jeweiligen S. cellulosum-Stammes machen.

2.3 Transformation

Transformation ist die Bezeichnung fiir einen Mechanismus der DNA-Ubertragung bei Mikroor-
ganismen, bei dem natiirlich (im Zustand der so genannten Kompetenz) oder induziert, nackte

DNA in die Zelle aufgenommen wird. Man unterscheidet verschiedene physikalische und chemi-
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sche Methoden der Transformation fiir E. coli. Bei der Elektroporation oder auch Elektrotrans-
formation handelt es sich um eine physikalische Methode der Transformation. Fiir die Elektro-
poration werden salzfreie Zellen benotigt, da ein Anlegen von elektrischer Spannung zum Kurz-
schluss fithren kann. Zur chemischen Methode der Transformation zéhlt man die Hitzeschock-
Transformation oder RbCl-Transformation. Fiir diese Methode benotigt man CaCls- oder RbCl-

kompetente Zellen, die einen hohen Salzgehalt haben.

2.3.1 Transformation von E. coli durch Elektroporation
2.3.1.1 Herstellung von elektro-kompetenten E. coli- Zellen

Zur Herstellung der elektro-kompetenten Zellen werden die verschiedenen E. coli-Stdmme in
LB-Medium angezogen. Dafiir werden 50 ml LB-Medium mit je einer Bakterienkolonie der ver-
schiedenen E. coli-Stdmme von einer frisch angelegten Plattenkultur steril angeimpft und iiber
Nacht bei 37 °C unter Schiitteln inkubiert.

Am darauf folgenden Tag werden 500 ml LB-Medium mit der jeweiligen Ubernachtkultur an-
geimpft und bis zu einer optischen Dichte von ODggy von 0,5 bis max. 0,8 bei 37 °C geschiittelt.
Alle nachfolgenden Schritte erfolgen auf Eis bzw. bei 4 °C. Die Kulturen werden zunéchst fiir
10-20 min auf Eis abgekiihlt, die Zellen werden abzentrifugiert (4.000 rpm, 10 min, 4 °C) und
das Zellsediment wird nacheinander zweimal in 1 Vol. eiskaltem sterilen Wasser und zweimal in
je 30 ml eiskaltem 10 %igem (w/v) Glycerin gewaschen. Dadurch wird der Salzgehalt der Zellen
drastisch reduziert. Die Zellen lassen sich nun zunehmend schlechter sedimentieren, weshalb die
Zentrifugationen nach den einzelnen Waschschritten mit stetig steigenden g-Zahlen durchgefiihrt
werden. Zwischen den einzelnen Waschschritten werden die Zellen immer wieder griindlich resus-
pendiert. Abschlieflend werden die Zellen in 0,5-0,75 ml 10 %igem (w/v) Glycerin aufgenommen,
in 40 pl-Volumina aliquotiert und bei -70 °C gelagert. Die Zelldichte betréigt nun ca. 1-3 - 1010
Zellen /ml.

2.3.1.2 Elektroporation von elektro-kompetenten E. coli- Zellen

Diese physikalische Methode ermdglicht die effiziente und schnelle Transformation von Bakteri-
enzellen (Shigekawa & Dower 1988). Dabei wird die Membran durch ein kurzzeitig angelegtes
Feld mit hoher Spannung durchléssig. Die durchléssige Membran kann von Makromolekiilen
passiert werden, was zur Einschleusung von Fremd-DNA bzw. rekombinanter DNA in die Zellen
genutzt werden kann (Dower et al. 1988).

Die Elektroporation erfolgt in einem Elektroporations-Pulser (BioRad Laboratories GmbH,
Miinchen). Pro Reaktion werden 40 ul kompetente Zellen auf Eis aufgetaut, mit 1-3 ul DNA-
Losung (20 bis 500 ng in HoO oder TE-Puffer) versetzt und in eine vorgekiihlte Elektroporati-
onskiivette mit einem Elektrodenabstand von 0,2 cm iiberfiihrt. Die Elektroporation erfolgt bei
1,8 kV fiir ca. 5 ms. Nach dem Strompuls werden die Zellen in 1 ml LB-Medium aufgenommen
und zur Regeneration fiir 1 h bei 37 °C im Wasserbad ohne Schiitteln inkubiert. AnschlieSend

konnen die Zellen auf den entsprechenden Selektivagarplatten ausplattiert werden.
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2.3.1.3 Herstellung von kompetenten E. coli- Zellen zur Hitzeschock-Transformation

Fiir diese Methode wird das Verfahren nach dem Handbuch ,, The QIAexpressionist* angewendet.
Zur Herstellung der Hitzeschock-kompetenten F. coli-Zellen wird zunéchst von frisch angelegten
Plattenkulturen der verschiedenen F. coli-Stédmme je eine Bakterienkolonie mit einem sterilen
Zahnstocher in 10 ml LB-Medium (ggf. mit Antibiotikum) iiberimpft und iiber Nacht unter
Schiitteln bei 37 °C inkubiert. Von dieser Ubernachtkultur impft man 100 ml vorgewéirmtes LB-
Medium mit dem jeweiligen Selektions-Antibiotikum in einem 250 ml Kolben 1 %ig an und zieht
die Kultur bis Erreichen einer ODggg von 0,5 bis maximal 0,8 bei 37 °C unter Schiitteln an. Nach
Erreichen dieser ODggg werden die Kulturen fiir 5 min auf Eis abgekiihlt. Alle nachfolgenden
Schritte finden auf Eis bzw. bei 4 °C statt. Nachdem die Kulturen unter sterilen Bedingungen
in Zentrifugenbecher {iberfithrt wurden, werden die Zellen fiir 5 min bei 13.000 rpm zentrifugiert
und der Uberstand wird vorsichtig dekantiert.

Das Zellsediment wird in 30 ml kaltem TFB 1-Puffer resuspendiert und fiir 90 min auf Eis
inkubiert. Danach wird die Zellsuspension erneut fiir 5 min bei 13.000 rpm abzentrifugiert und
der Uberstand restlos dekantiert. Das Zellpellet wird in 4 ml eiskaltem TFB 2-Puffer resuspen-

diert. Je 200 pl-Volumina werden von dieser Losung aliquotiert und bei -70 °C gelagert.

TFB 1-Puffer: 100 mM RbCI
50 mM MnCl,
30 mM Kaliumacetat
10 mM CaCly
15 %  Glycerin

TFB 1-Puffer auf einen pH-Wert von 5,8 einstellen und sterilfiltrieren.

TFB 2-Puffer: 10 mM MOPS
10 mM RbCI
75 mM CaClsy
15 %  Glycerin

TFB 2-Puffer mit K-OH auf einen pH-Wert von 8,0 einstellen und sterilfiltrieren.

2.3.1.4 Hitzeschock-Transformation von E. coli- Zellen

Bei der Hitzeschock-Transformation werden 200 ul der kompetenten Zellen mit 1-4 il (20-500 ng)
der zu transformierenden DNA versetzt, gut gemischt und 20 min auf Eis inkubiert. Dabei lagert
sich die DNA an die Membran der kompetenten Zellen an. Dann erfolgt der Hitzeschock, indem
die Zellen fiir 90 sec bei 42 °C inkubiert werden. Nach 2 min Inkubation auf Eis erfolgt die Zugabe
von 1 ml LB-Medium ohne Antibiotikum. Der Ansatz wird zur Regeneration fiir 60 min bei 37
°C inkubiert. Hierbei hangt die Zeitspanne der Regeneration von der aufgenommenen Resistenz

ab. Abschlieend werden die Zellen auf die entsprechenden Selektionsplatten ausplattiert.
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2.3.2 Konjugation von Plasmiden nach S. cellulosum

Da S. cellulosum schwer bis gar nicht transformierbar ist, miissen Plasmide aus E. coli mittels di-
oder triparentaler Konjugation in S. cellulosum transferiert werden. Unter Konjugation versteht
man hierbei den durch Plasmide vermittelten Transfer von genetischem Material von einem Do-
nor in einen Rezipienten via Zellkontakt. Fiir eine erfolgreiche Konjugation sind zwei Gruppen
von plasmidkodierten Genen zustéindig, die sogenannten tra-Gene (Transfer) und die mob-Gene
(Mobilisierung). Die tra-Gene sind dabei unter anderem fiir die Synthese der sogenannten ,,Pili*
zusténdig, iiber den der Austausch des genetischen Materials erfolgt. Die mob-Region hingegen
kodiert unter anderem fiir ein Mobilisierungsprotein, welches den fiir den Transfer notwendigen

Einzelstrangbruch des Plasmids vermittelt.

Fiir die Konjugation von Plasmiden nach So ceb6 wurde im Rahmen dieser Dissertation auf

folgende zwei Konjugationsansétze zuriickgegriffen:

e Biparentale Konjugation
E. coli ET12567 pUB307 (tra®™; mob™) mit entsprechendem Plasmid (tra™; mob*) + S.

cellulosum

e Biparentale Konjugation
E. coli S17-1 (tra®; mob™) mit entsprechendem Plasmid (tra™; mob™) + S. cellulosum

Als Vorbereitung fiir die Konjugation nach S. cellulosum wird zunéchst So ceb56 frisch von
Platte in 10 ml M-Medium kultiviert und bis Erreichen einer ODggg von ca. 4-5 unter Schiitteln
inkubiert. Die fiir die Konjugation notwendigen FE. coli Stimme werden iiber Nacht in 5 ml
LB-Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum angezogen. Am darauffolgenden Tag werden
die Stamme auf eine ODggp von 0,3 angeimpft und bei Erreichen einer ODggg von 0,8 fiir die

Konjugation verwendet.

Fiir die Konjugation werden zunéchst 200 pl des E. coli-Stammes (Donor) durch einen zwei-
miniitigen Zentrifugationsschritt bei 13.000 rpm sedimentiert. Nachdem der Uberstand abge-
nommen wurde, werden 600 pl der Kultur von So ce56 (Rezipient) hinzugegeben. Es erfolgt
wiederum ein Zentrifugationsschritt bei 13.0000 rpm fiir 5 min. Der Zellmix wird in 500 ul M-
Medium ohne Antibiotikum resuspendiert und steril auf eine P-Agar-Platte ohne Antibiotikum
getropft. Nach 2 Tagen Inkubation bei 37 °C werden die Zellen von der Agarplatte abgekratzt
und in 500 pul M-Medium ohne Antibiotikum resuspendiert. 100 und 200 ul der Zellsuspension
werden auf P-Agarplatten mit dem Selektions-Antibiotikum ausplattiert. Nach ca. 10 Tagen
bilden sich orangefarbene Kolonien, die gepickt und auf einer M-Agarplatte mit Selektions-

Antibiotikum ausgestrichen werden.

2.3.2.1 Der Konjugationsvektor pSUPHyg

Fiir die Konjugation nach S. cellulosum wurde der Vektor pSUPHyg (Abb. genutzt. Der

Vektor besitzt neben einem oriT eine mob-Region, welche fiir die Konjugation notwendig ist. Da
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der Vektor allerdings keine tra-Region aufweist, muss diese durch Helferplasmide oder geeignete
E. coli-Stémme in den Konjugationsansatz eingebracht werden (siehe [2.3.2)). Der Konjugations-

vektor pSUPHyg vermittelt eine Hygromycin- sowie eine Tetrazyklin-Resistenz.

CmR’

HygR

oriT aus 4
Rp4 1

aphll-Promotor

IS1 Tn9

y 3

< p15aori

» A
| z

Hindlil (3519 bp)
Sphl (4056 bp) TcR

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung des Konjugationsvektors pSUPHyg. Gezeigt sind die Lage der verschie-
denen (Resistenz-) Gene und die Erkennungssequenzen zweier fiir weitere Klonierungen wichtige Restriktions-
endonukleasen. Die Graphik wurde mittels der Software Vector NTI generiert. TcR = Tetrazyklinresistenzgen;
HygR = Hygromycinresistenzgen unter der Kontrolle des Kanamycinpromotorelementes; CmR’= zerstortes Chlor-
amphenicolresistenzgen.

2.4 Standardtechniken fiir das Arbeiten mit Nukleinsdauren

2.4.1 Behandlung von Geraten und Lésungen

Alle hitzestabilen Geréte und Losungen werden bei 121 °C fiir 20 min autoklaviert, um Nukleasen
zu inaktivieren. Nicht hitzestabile Geréite werden mit 70 %igem (v/v) Ethanol gespiilt und

hitzelabile Losungen werden sterilfiltriert.

2.4.2 Plasmid-Isolierung

Fiir die Isolierung von Plasmiden werden die Zellen durch Lyse in Gegenwart von SDS (Natrium-
dodecylsulfat) bei alkalischem pH-Wert aufgeschlossen (Birnboim & Doly 1979). Das eingesetzte
SDS denaturiert zelluldre Proteine sowie chromosomale und Plasmid-DNA. Nach Neutralisation
durch Kaliumacetat fallen Lipide, Proteine und chromosomale DNA als unloslicher Komplex aus.

Plasmid-DNA wird renaturiert und ldsst sich somit von der chromosomalen DNA trennen. Durch
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Ethanolprizipitation kann die Plasmid-DNA direkt aus dem Uberstand der folgenden Zentrifu-
gation gewonnen werden. Plasmide unterscheiden sich hinsichtlich der Anzahl von Kopien, mit
der sie in der Zelle vorliegen. Abhéngig von dem jeweiligen origin of replication unterscheidet
man zwischen high copy-Plasmiden mit 300 bis 1000 Kopien pro Zelle, low copy-Plasmiden, die
mit weniger als 200 Kopien in der Zelle vorliegen und very low copy-Plasmiden, deren Kopienzahl

weniger als 10 pro Zelle betrigt.

2.4.2.1 Plasmid-Minipraparation

Fiir die Isolierung der Plasmid-DNA aus E. coli werden 2 x 1,5 ml Zellen einer 5 ml Uber-
nachtkultur fiir 3 min bei 13.000 rpm abzentrifugiert. Das Pellet wird in 100 ul kaltem Puffer
1 resuspendiert. Nach Zugabe von 200 pl Puffer 2 wird der Ansatz vorsichtig bis zur Lyse der
Zellen geschwenkt. Das Lysat wird mit 150 pl eiskaltem Puffer 3 versetzt und durch Schiitteln
vermischt (max. 5 min). Es bildet sich ein weiler Niederschlag (Proteinprizipitat + chrom.
DNA), der durch Zentrifugation bei 13.000 rpm fiir 10 min sedimentiert wird. Der Uberstand,
der die Plasmid-DNA enthélt, wird in ein neues Reaktionsgefaf iiberfithrt und falls notwendig
erneut fiir 10 min bei 13.000 rpm zentrifugiert, um allen Niederschlag zu entfernen. Der Uber-
stand wird mit 3 M Na-Acetat (pH 5,2) auf 0,3 M Na-Acetat eingestellt. Zusétzlich werden 2,5
Vol. eiskaltes 96 %iges Ethanol fiir die Féallung zugefiigt. Der Ansatz wird in fliissigem Stickstoff
kurz schockgefroren oder fiir 30 min bei -20 °C inkubiert. Nach einer weiteren Zentrifugation
fiir 15 min bei 13.000 rpm und 4 °C wird gefillte Plasmid-DNA mit 100 pl 70 %igem Ethanol
gewaschen und erneut fiir 5 min bei 13.000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Das Pellet wird anschlie-
Bend fiir 3 bis 5 min bei Raumtemperatur in einer Vakuumzentrifuge getrocknet und danach in
50 pl TE-Puffer (10 mM Tris-HCI1 pH 8,0; 1 mM EDTA) aufgenommen.

Puffer 1: 50 mM Glucose
25 mM Tris-HCI, pH 8,0
10 mM EDTA

Nach dem Autoklavieren Lagerung bei 4 °C. Vor dem Gebrauch, Zugabe von 100 pg/ml RNase.

Puffer 2: 2,0 N NaOH
1 % SDS

Puffer 2 wird aus einer 10 N NaOH Stammlosung und einer Stammldsung von 20 % SDS frisch
hergestellt.

Puffer 3: 60 ml Kalium-Acetat (3 M)
11,5 ml Eisessig
ad 100 ml ddH,O

Puffer 3 wird nicht autoklaviert; Lagerung bei 4 °C.
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2.4.2.2 Plasmid-Minipraparation nach Peglab

Fiir die Isolierung grofierer Mengen an Plasmid-DNA aus E. coli wird der E.Z.N.A.® Plasmid
Kit II der Firma Peqlab verwendet. Die Durchfithrung der Plasmid-Préaparation erfolgt nach
dem Protokoll fiir die Reinigung von Plasmid-DNA mit den in dem Kit enthaltenen Saulen und
Puffern. Er ermdglicht die Isolierung von bis zu 75 pg qualitativ hochwertiger Plasmid-DNA aus
einer 15 ml LB-Ubernachtkultur. Der E.Z.N.A.® Plasmid Kit IT kombiniert eine modifizierte
alkalische Lyse mit den selektiven und reversiblen DNA-Bindungseigenschaften von HiBind®-
Silikamembranen sowie der Schnelligkeit und leichten Durchfiihrbarkeit von Zentrifugationssaul-

chen.

2.4.3 Isolierung chromosomaler DNA aus S. cellulosum

Fiir die Isolierung chromosomaler DNA aus S. cellulosum werden 2 x 1,5 ml einer iiber Nacht
gewachsenen Bakterienkultur fiir 5 min bei 13.000 rpm abzentrifugiert. Das Pellet wird in 567 ul
TE-Puffer resuspendiert und nach Zugabe von 30 pl 10 %iger SDS-Losung und 3 ul Proteinkinase
K (20 mg/ml) fiir 1 Stunde bei 37 °C inkubiert. Anschliefend wird die Lésung mit 100 pl 5 M
NaCl vermischt, mit 80 ul CTAB-Losung versetzt und fiir 10 min bei 65 °C inkubiert.

Es folgt die Zugabe von 180 ul Chloroform/Isoamylalkohol und eine Zentrifugation fiir 5
min bei 13.000 rpm. Der Uberstand wird in ein neues ReaktionsgefaB iiberfithrt und mit 180
ul Phenol/Chloroform versetzt. Nach einer Zentrifugation von 5 min bei 13.000 rpm wird der
Uberstand erneut in ein frisches Reaktionsgefa$ iiberfiihrt und die DNA mit 0,6 Vol. Isopropanol
und mehrmaligem Schiitteln préazipitiert. Die gefallte DNA wird entweder vorsichtig mit einer
Pipettenspitze entnommen oder nach einer Zentrifugation von 10 min bei 13.000 rpm als Pellet
weiterbehandelt.

Das Pellet bzw. die DNA wird mit 100 ul 70 %igem Ethanol gewaschen und kurz in der Va-
kuumzentrifuge getrocknet. Die getrocknete DNA wird in 10-50 ul TE-Puffer aufgenommen.

TE-Puffer: 1 mM EDTA
10 mM Tris-HCI, pH 8,0

Nach dem Autoklavieren Lagerung bei Raumtemperatur.
CTAB-Lésung: 2,06 g NaCl
5 g Cetyltrimethylammoniumbromid

(Hexadecyltrimethylammoniumbromid)

ad 50 ml ddH»O

Auf 65 °C erhitzen und anschliefend Lagerung bei Raumtemperatur.
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2.4.4 Isolierung von Gesamt-RNA aus S. cellulosum

Zur Isolierung von Gesamt-RNA (Gabain et al. 1983) aus S. cellulosum werden je 15 ml Kultur
fiir 10 min bei 13.000 rpm und 4 °C abzentrifugiert. Das Pellet wird in 250 ul RNA-Puffer I
resuspendiert und in ein 2 ml Reaktionsgeféfl iiberfithrt. Nach Zugabe von 250 pl RNA-Puffer
II und Vortexen der Probe, erfolgt der Zellaufschluss durch Inkubation fiir 90 sec bei 65 °C.
Um Proteine zu entfernen, werden nun 500 pl auf 65 °C vorgewérmtes Phenol-HoO hinzugege-
ben, der Ansatz gemischt, gefolgt von einer dreiminiitigen Inkubation bei 65 °C. Im Anschluss
daran wird der Ansatz fiir mindestens 30 sec in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Nach ei-
nem 10miniitigen Zentrifugationsschritt bei 13.000 rpm und Raumtemperatur wird die obere
wissrige Phase abgenommen und in neues Reaktionsgefifl iiberfiihrt. Diese Extraktion mit vor-
gewidrmten Phenol-HoO wird noch zwei weitere Male wiederholt. Anschlieend wird der Ansatz
mit 80 ul 3 M Natriumacetat pH 4,5 versetzt und gemischt. Durch eine Ethanolfillung wer-
den die Nukleinsduren prézipitiert. Die Féllung der RNA findet vorzugsweise bei -80 °C fiir
40 min statt. Nach der Prézipitation wird die RNA durch einen 20miniitigen Zentrifugations-
schritt bei 13.000 rpm und 4 °C geerntet. Das Pellet wird mit 70%igem Ethanol gewaschen und
in der Vakuumzentrifuge getrocknet. Die getrocknete RNA wird in 180 ul RNA-storage-Puffer
augenommen.

Zur vollsténdigen Entfernung von DNA werden 20 ul 10x DNase-Puffer und 2 pl DNase I
(1U/pl) hinzugegeben und der Ansatz wird fiir 45 Minuten bei 37 °C inkubiert. Nach zweimali-
ger Phenol/Chloroform-Extraktion (siehe wird die RNA in 50 pul RNase-freiem ddHO
oder RNA-storage-Puffer aufgenommen und bei -80 °C gelagert.

Die aufgelisteten Puffer werden mit DEPC-H20 (1 ml DEPC pro 1) angesetzt.

RNA-Puffer I: 0,3 M Saccharose
10 mM  Natriumacetat, pH 4,5

Nach dem Autoklavieren Lagerung bei Raumtemperatur.

RNA-Puffer II: 2 % SDS
10 mM Natriumacetat, pH 4,5

Nach dem Autoklavieren Lagerung bei Raumtemperatur.

RNA-storage-Puffer: 20 mM Natriumphosphat, pH 6,5
1 mM EDTA

Nach dem Autoklavieren Lagerung bei Raumtemperatur.
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2.4.5 Reinigung und Konzentrierung von Nukleinsduren
2.4.5.1 Phenol-Chloroform-Extraktion

Die Phenol-Chloroform-Extraktion dient zur Abtrennung von Proteinen aus wéssrigen Nu-
kleinsdure-Losungen. Dabei werden die Proteine denaturiert und verworfen, wihrend die Nu-
kleinsduren in der wéssrigen Phase verbleiben.

Fiir die Phenol-Chloroform-Extraktion wird die zu reinigende Nukleinsdure-Losung mit max.
1 Vol. Phenol-Chloroform versetzt, gut gemischt und zur Phasentrennung 2 min bei 13.000 rpm
zentrifugiert. Die Zentrifugation fithrt zur Phasentrennung in eine untere organische Phenol-
phase, eine Interphase, die das denaturierte Protein enthélt und eine wéssrige Phase. Die obere
wéssrige Phase kann nun vorsichtig abgenommen und in ein frisches Reaktionsgefafl iiberfiihrt
werden. Sollte die Nukleinsidure-Losung anschliefend einer Ethanolprézipitation (siehe
unterzogen werden, so wird bereits vor Zugabe von Phenol-Chloroform die Ionenkonzentration
auf 0,3 M Na-Acetat (pH 5,2) eingestellt, da dadurch die Denaturierung von Proteinen erleichtert
wird (Wallace 1987). Dies empfiehlt sich beispielsweise fiir einen Ligationsansatz vor einer Elek-

trotransformation, da hierbei hohe Salzkonzentrationen zu einem Kurzschluss fithren kénnen.

2.4.5.2 Ethanolprazipitation

Die Konzentrierung von Nukleinsduren und das Entfernen von Salzen sowie Phenol- und Chlo-
roformresten, welche iiberwiegend in Losung bleiben, erfolgt durch Prizipitation (Féllung) mit
Ethanol in Gegenwart monovalenter Kationen. Zur Préazipitation kénnen jedoch auch andere Al-
kohole verwendet werden. Durch Zugabe von Salz und Ethanol werden die Nukleinséduren gefillt,
indem ihre Loslichkeit durch Abséttigung der negativ geladenen Phosphatgruppen herabgesetzt
wird. Die Nukleinséuren fallen aus, wihrend niedermolekulare Molekiile wie Oligonukleotide
gelost bleiben.

Nukleinsdure-Losungen werden mit 3 M Na-Acetat (pH 5,2) auf 0,3 M Na-Acetat eingestellt.
Nach Zugabe von 2,5 Vol. eiskaltem Ethanol (96 %, v/v) wird der Ansatz in fliissigem Stickstoff
schockgefroren oder bei -20 °C fiir mind. 30 min inkubiert. Die gefdllte DNA wird fiir 20 min
bei 13.000 rpm und 4 °C abzentrifugiert. Der Uberstand wird abgenommen und das Pellet
wird mit eiskaltem Ethanol (70 %, v/v) gewaschen, um mitgefillte Salze zu entfernen. Nach
erneuter Zentrifugation wird der Uberstand abgenommen und das Pellet fiir 1-2 min in der
Vakuumzentrifuge getrocknet. Anschliefend wird es in einem adédquaten Volumen TE-Puffer
(10 mM Tris-HC1 pH 8,0; 1 mM EDTA) gelost.

2.4.6 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

DNA und RNA absorbieren ultraviolettes Licht mit einer Maximalabsorption bei ca. 260 nm
aufgrund der w-Elektronensysteme der konjugierten Doppelbindungen in den Basen von Nu-
kleinsduren. Mit Hilfe der UV-Absorptionsspektroskopie kann die Konzentration einer Nuklein-
sdure bestimmt und deren Reinheit ndherungsweise ermittelt werden. Der Quotient der Absorp-

tion bei 260 nm und 280 nm kann als Maf fiir die Reinheit der Losung herangezogen werden. Fiir
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DNA werden Werte von 1,8 bis 1,9 toleriert, fiir RNA-Losungen Werte von ungefihr 2,0. Hohe
Absorptionen bei 280 nm deuten auf Protein- oder Phenolverunreinigungen hin. Die Konzen-
trationsbestimmung der Nukleinséure erfolgt photometrisch durch Messung der Absorption bei
260 nm in Quarzkiivetten. Die Nukleinsdurekonzentration errechnet sich dabei aus der Absorp-
tion bei 260 nm, der Verdiinnung und einem fiir DNA, RNA bzw. Oligonukleotide spezifischen
Multiplikationsfaktor.

Fiir eine Absorption von 1 wird von folgenden Konzentrationen ausgegangen:

doppelstrangige DNA 1A% = 50 pg/ml

einzelstriangige DNA 1A%0 = 30 pg/ml
RNA 1A260 =40 ,ug/ml
Oligonukleotide 1A% = 31 pg/ml

(A260 = Absorption bei 260 nm)

2.4.7 Agarosegel-Elektrophorese

Die Agarosegel-Elektrophorese wird standardméflig bei der Restriktionsanalyse von Plasmiden,
fiir die Analyse isolierter Plasmid-DNA und zur Analyse von PCR-Produkten oder Transkripti-
onsprodukten eingesetzt.

Zur Herstellung von Agarosegelen wird zunéchst die benotigte Menge an Agarose eingewogen
und mit 1x TBE-Puffer auf das gewiinschte Endvolumen gebracht. Dieses wird dann aufgekocht,
bis sich die Agarose vollstandig gelost hat. Die Konzentration an Agarose betrigt in der Regel
1 % (w/v). Die fliissige Agarose wird anschlieflend in einen abgedichteten rechteckigen Flach-
bettschlitten mit Kamm gegossen. Nach dem Erstarren wird das Agarosegel mit Schlitten in
eine Elektrophoreseapparatur eingesetzt und mit 1x TBE-Puffer iiberschichtet. Die aufzutren-
nenden Proben werden mit 5x DNA-Auftragspuffer vermischt und in die Geltaschen pipettiert.
Als GroBenstandard werden 200-300 ng 1 kb-GroBenmarker (GeneRuler”™ 1kb DNA ladder,
ready-to-use von MBI, Fermentas) verwendet. Die Elektrophorese erfolgt bei einer Spannung
von 150 V und einer Stromstérke von ca. 50 mA. Zum Nachweis der DNA bzw. Nukleinsduren
in Gelen verwendet man Ethidiumbromid (1 pug/ml Ho0). Dieses enthélt eine planare aroma-
tische Gruppe, die in die gestapelten Basen der Nukleinsduren interkaliert. Die gefarbten Gele

werden dann unter langwelligem UV-Licht betrachtet und fotografiert.

5x DNA-Auftragspuffer: 4 M Harnstoff
5 %  Saccharose (w/v)
50 mM EDTA
0,1 %  Bromphenolblau (w/v)
0,1 % Xylencyanol (w/v)
Der pH-Wert des DNA-Auftragspuffers sollte bei pH 7,0 liegen.
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10x TBE-Puffer: 890 mM Tris-HCI
890 mM Borat
25 mM EDTA
ad 1000 ml HO
Der pH-Wert des 10x TBE-Puffers sollte bei pH 8,3 liegen.

2.4.7.1 lIsolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Zur préparativen Isolierung von DNA-Fragmenten, beispielsweise nach einer PCR oder einer
Restriktion, werden diese zunéchst auf einem Agarosegel praparativ aufgetrennt. Nach der Auf-
trennung kann das spezifische DNA-Fragment mit Hilfe des QIAquick Gel-Extraction Kits der
Firma Qiagen isoliert werden. Die im Reagenziensatz enthaltenen Puffer und Séulen werden da-
bei nach Angaben des Herstellers verwendet. Das Prinzip der Isolierung bzw. Reinigung beruht
auf der irreversiblen Verfliissigung der Agarose und der Bindung der DNA an eine Silika-Gel-
Membran unter Verwendung von spezifischen Puffer- und pH-Bedingungen. Dem liegt zugrunde,
dass in Gegenwart eines chaotropen Salzes, Nukleinséduren spezifisch an Silikaoberfliichen binden.
Die Durchfiihrung erfolgt nach dem, dem QIAquick Gel-Extraction Kit beiliegenden Protokoll.

2.5 Enzymatische Modifikationen von Nukleinsduren

2.5.1 Restriktion von DNA

Restriktionsendonukleasen der Klasse II erkennen palindromische Sequenzen von meist 4-6 Ba-
sen, innerhalb derer sie in Gegenwart von Magnesiumionen eine hydrolytische Spaltung der DNA
katalysieren. Dabei konnen glatte oder 5°- bzw. 3 -iiberhdngende DNA-Enden entstehen.

Die Restriktion von Plasmid-DNA wird geméf den Standardvorschriften (Sambrook et al.
1989) durchgefiihrt. Dabei werden die Reaktionsbedingungen und Enzympuffer entsprechend
den Empfehlungen des Herstellers gewihlt. Die Restriktion der DNA erfolgt in einem Gesamt-
volumen von mind. 10 pl/ug DNA bei der empfohlenen Temperatur fiir 1-12 Stunden. Der
Enzymanteil im Ansatz sollte 1/10 des Gesamtvolumens nicht iiberschreiten, da die Restrikti-
onsendonukleasen in glycerinhaltigen Puffern aufbewahrt werden und zu hohe Glycerinkonzen-
trationen (< 5 %) den Reaktionsverlauf negativ beeinflussen.

Das Ergebnis einer Restriktion wird mittels Agarosegel-Elektrophorese iiberpriift. Fiir viele
Zwecke kann ein Restriktionsansatz direkt ohne Aufreinigung fiir Folgereaktionen eingesetzt
werden. In einigen Féllen ist es jedoch nétig, das Restriktionsenzym durch Hitzedenaturierung zu
inaktivieren oder mittels Phenol-Chloroform-Extraktion zu entfernen. Zum Entfernen
von Puffersalzen ist meistens eine Ethanolprézipitation ausreichend.
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2.5.2 Dephosphorylierung von DNA

Um in Ligationsansiitzen die Religation der linearisierten Vektoren zu verhindern und somit die
Effizienz der Klonierung zu erhthen, werden diese am 5 -Ende durch Einsatz der alkalischen
Phosphatase dephosphoryliert (Seeburg et al. 1977). Die alkalische Phosphatase katalysiert die
Freisetzung von terminalen 5 ’-Phosphatgruppen von DNA, RNA | Ribo- und Desoxyribonukleo-
sid-Triphosphaten.

Fiir die Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten wird vorwiegend die alkalische Phospha-
tase aus dem Kélber Intestinum (CIAP = Calf Intestine Alkaline Phosphatase) verwendet. Die
Behandlung und Durchfithrung erfolgt geméf den Angaben des Herstellers (MBI, Fermentas).

Die Reaktion wird mit linearisiertem Vektor (in einem 50 ul Ansatz) wie folgt durchgefiihrt:

Dephosphorylierungsansatz

1-20 pmol DNA in 10-40 ul Losung
5 1l 10x Reaktionspuffer
0,05 U/pmol DNA CIAP (1 U/ul)
ad 50 ul  ddH2O

Die Reaktion wird fiir 30 min bei 37 °C inkubiert. Die Phosphatase wird anschlieSend bei 85 °C
fiir 15 min oder durch Phenol-Chloroform-Extraktion (2.4.5.1)) inaktiviert. Die DNA wird durch
eine anschliefende Ethanolprézipitation (2.4.5.2)) aufgereinigt.

Die Anzahl an pmol zu dephosphorylierenden Enden berechnet sich nach der Formel:

pmol Enden 2108

pg DNA  Anzahl an Basenpaaren - 660

2.5.3 Herstellung von blunt-end- Fragmenten

Fiir die Herstellung ligierbarer Enden ist es z. T. notwendig, die von unterschiedlichen Restrik-
tionsendonukleasen gebildeten nicht kompatiblen 3°- oder 5’-Enden der verdauten DNA mit
Hilfe des Klenow-Fragmentes zu entfernen (Sambrook et al. 1989). Das Klenow-Fragment der E.
coli-DNA-Polymerase I besitzt die DNA-Polymerase-Aktivitiat sowie die 3 -5 -Exonuklease- Ak-
tivitdt, wohingegen die 5°-3 -Exonuklease-Aktivitit fehlt. Mit dem Klenow-Fragment kénnen
deshalb iiberstehende 5°-Enden mit Nukleotiden aufgefiillt werden oder die 3’-iiberstehenden
Enden abgedaut werden. Die so gebildeten blunt-ends (glatte DNA-Enden) kénnen dann li-
giert werden. Die Durchfiihrung der Herstellung der blunt-ends erfolgt nach den Angaben der

Hersteller (MBI, Fermentas). Ein Ansatz dieser Reaktion setzt sich wie folgt zusammen:
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Ansatz fiir die Herstellung von blunt- Enden (MBI, Fermentas)
10—-15  ul verdaute DNA (0,1-4 ug)
2 pul - 10x Klenow-Puffer
0,5 pl 2mM dNTP’s
1-5 U Klenow-Fragment
ad 20 ul ddH2O

Fiir 10 min bei 37 °C inkubieren.

Hitzeinaktivierung fiir 10 min bei 75 °C.

2.5.4 Ligation von DNA

Die Ligation entspricht formal der Reparatur zweier Einzelstrangbriiche einer doppelstringigen
DNA durch Ausbildung einer neuen Phosphodiesterbindung zwischen der 5’-Phosphatgruppe
und der 3’-Hydroxylgruppe zweier DNA-Enden durch die T4-DNA-Ligase. Die T4-DNA-Ligase
kann unter Hydrolyse von ATP als Cofaktor sowohl iiberhdngende als auch glatte DNA-Enden
verbinden. Die Durchfithrung der Ligation erfolgt nach den Angaben des Herstellers (MBI,

Fermentas). Ein Ligationsansatz setzt sich wie folgt zusammen:

Ligationsansatz

50-400 ng Vektor-DNA
X ng insert-DNA (pmol Enden; siche Formel)
2 10x T4-Ligase-Puffer (enthélt ATP)

2 U (sticky ends) T4-DNA-Ligase
4 U (blunt ends)
ad 20 pul ddH0

Bei Ligationen von blunt-Enden wird zusétzlich PEG 4000 hinzugegeben. Es wird in gleicher
Menge wie der 10x Ligase-Puffer eingesetzt. Die Ligation wird mindestens im Verhé&ltnis 2:1 von

insert und Vektor angesetzt und nach folgender Formel berechnet:

pmol Enden 2106

pg DNA  Anzahl an Basenpaaren - 660

Die Ligation wird iiber Nacht bei Raumtemperatur (blunt ends = glatte DNA-Enden) oder 16 °C
(sticky ends = iiberhéingende DNA-Enden) inkubiert. Die T4-DNA-Ligase wird durch 15miniiti-
ge Inkubation bei 65 °C hitzeinaktiviert und der Ansatz einer Phenol-Chloroform-Extraktion

mit anschlieBender Ethanolprézipitation unterworfen.
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2.5.5 Ligation von PCR-Fragmenten via TOPO® PCR Cloning

Eine einfache Variante, um ungeschnittene PCR-Fragmente in einen Vektor zu klonieren, bieten
die TOPO® PCR Cloning Kits von der Firma Invitrogen. Dabei erméglicht es die Methode, in
einem Schritt ein PCR-Produkt in einen Vektor zu klonieren und diesen dann direkt in E. coli
zu transformieren.

Fiir das TOPO® Cloning wurden im Rahmen dieser Arbeit zwei unterschiedliche Vektoren
verwendet. Der Vektor pPCR®-XL-TOPO® wurde benutzt, um PCR-Fragmente mit T /A-Enden
zu klonieren, withrend der Vektor pCR®-BLUNT II-TOPO® fiir PCR-Fragmente eingesetzt
wurde, welche mittels einer Polymerase amplifiziert wurden, die blunt-Enden generiert. Das
TOPO® PCR Cloning wurde nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

2.5.6 Radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten durch nick translation

Die Nick-Translation ist eine effektive Methode zur radioaktiven Markierung von DNA-Fragmen-
ten. Die Reaktion basiert einerseits auf der Aktivitéit der 5°— 3 -Exonuklease der DNasel, die
dabei in zufélligen Abstédnden Einzelstrangbriiche (nicks) im DNA-Doppelstrang erzeugt und an-
dererseits auf der 3"— 5’-Polymerase-Aktivitdt der DNA-Polymerase 1. Die DNA-Polymerase
I hat neben der Exonuklease-Funktion, die einzelne Basen aus dem nick in 5°-3"-Richtung
entfernt, noch eine Polymerase-Funktion, die neue Nukleotide an das 5’-Ende anfiigt sowie ei-
ne 3°-5"-Korrekturlesefunktion. Dabei resultiert die Polymerase-Aktivitét in der Ubertragung
(translation) des Einzelstrangbruchs von einer Position innerhalb des DNA-Stranges auf eine an-
dere. Werden dabei neben unmarkierten dNTPs auch radioaktiv markierte dNTPs als Substrat
verwendet, fithrt dies zu einer radioaktiven Markierung der DNA-Fragmente. Im Rahmen die-
ser Arbeit wurden die DNA-Fragmente durch den Einbau von [a-32P]-dCTP radioaktiv markiert.

Reaktionsansatz: 300 — 500 ng DNA
4,5 ul  dATP, dGTP, dTTP
30 pCi  [a-32P]-dCTP
3 ¢l Enzymlosung
ad 30 ul  ddH50

Der Reaktionsansatz wird fiir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Reaktion wird durch
Zugabe von 20 pl STE-Puffer gestoppt und der gesamte Ansatz wird iiber ProbeQuandt G-50

Micro columns (Amersham Biosciences) aufgereinigt.

STE-Puffer: 150 mM NaCl
10 mM  Tris-HCI
1 mM EDTA
auf pH 8 einstellen



2.6 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) 39

2.6 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die Verwendung der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) ermdoglicht in vitro die enzymatische
Amplifikation spezifischer DNA, wobei selbst kleinste Nukleinsiduremengen stark vervielfiltigt
werden kénnen. Bei der PCR wird die DNA-Matrize (template) in sukzessiven Zyklen von De-
naturierung, primer annealing und Polymerisation exponentiell amplifiziert. Durch 20-35 Wie-
derholungen des Zyklus kommt es zu einer exponentiellen Anreicherung von dem 10%-107fachen
des urspriinglichen templates.

Bei der Denaturierung wird durch kurzzeitiges Erhitzen auf 94 °C die doppelstréngig vorliegen-
de DNA in ihre Einzelstriange iiberfiihrt. Daran schlieft sich die Phase des primer annealings an,
in der die Hybridisierung zweier komplementérer primer stattfindet. Dabei wird durch schnelles
Abkiihlen auf die Hybridisierungstemperatur und einen groBen Uberschuss an primern die Riick-
bildung des vorher vorliegenden DNA-Doppelstranges unterbunden. Nun wird ausgehend von
den angelagerten primern die DNA-Synthese mit Hilfe einer DNA-abhéangigen DNA-Polymerase
und den vier Desoxynukleosidtriphosphaten (ANTP “s) durchgefiihrt.

Das template ist die Ausgangs-DNA, an der die beiden komplementéren primer gegenldufig
binden konnen. Als primer werden meist Oligonukleotide von 15-20 Basenpaaren Lénge und
nicht zu geringem GC-Gehalt eingesetzt, um zu gewihrleisten, dass das annealing spezifisch ist.
AuBerdem soll damit gewahrleistet werden, dass das primer-template-Paar bei der optimalen
Polymerisationstemperatur nicht dissoziiert. Durch Verwendung terminal iiberhdngender primer
kann die urspriingliche DNA-Sequenz in der PCR um diesen Uberhang verlingert werden. Auf
diese Weise lassen sich beispielsweise Schnittstellen fiir Restriktionsenzyme einfithren. Zusétzlich
zu template, primern, DNA-Polymerase und freien dNTP s werden dem PCR-Ansatz noch die
entsprechenden Puffer zugefiigt. In einem Thermocycler wird das Reaktionsgemisch (0,1-1 ug
DNA-template, 0,1-1 uM primer, 200 pM dNTP s und thermostabile DNA-Polymerase) einem
zyklisch ablaufenden Temperaturprogramm unterworfen.

Die Dauer und die Temperatur der einzelnen Phasen héngen von dem GC-Gehalt der primer
und der Lange des gewiinschten Amplifikats ab. DNA denaturiert temperaturabhéngig von dem
GC-Gehalt des Doppelstranges. Fiir kurze primer lasst sich die Schmelztemperatur T, (in °C)
niherungsweise nach folgender Formel berechnen, wobei n die Anzahl des jeweiligen Nukleotid-

“Bausteins“ in dem betreffenden primer bedeutet:

T=[n-A+n-T)-2|+[n-C+n-G)-4 -5

Fiir die Zeit der Amplifikation wird eine Rate von 1000 bp/min zugrunde gelegt und entsprechend
dieses Wertes berechnet. Durch anschlieBende gelelektrophoretische Auftrennung kénnen die

amplifizierten PCR-Produkte in Bezug auf ihre Grofle charakterisiert werden.
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Standard-PCR-Ansatz mit Tag-DNA-Polymerase
0,5—1 ul  DNA-template

0,6 pl 10 mM dNTP’s
1wl 5%-primer (50 pmol/ul)
1wl 3%-primer (50 pmol/ul)
3 ul  10x Tag-Puffer + MgCly
24 pl DMSO

ad 30 ul  ddH0

+ 0,2 pl Tag-Polymerase

10x Taqg-Puffer: 100 mM  Tris-HCl
500 mM KCI
15 mM  MgCly
1 %  Triton X-100
Der pH-Wert sollte pH 9 betragen; Lagerung bei 4 °C.

Standard-PCR-Ansatz mit dem FailSafe’ PCR Enzym Mix
1 ul  DNA-template

1 wpl 5%-primer (50 pmol/ul)
1 ul 3 -primer (50 pmol/ul)
25 ul  Puffer K/J
ad 30  pl ddH0
+ 0,3 pl  FuailSafe-Polymerase

Standardtemperaturprogramm einer PCR

Denaturierung vor dem 1. Zyklus 5 min bei 94 °C

Denaturierung 30 sec bei 94 °C

annealing 30 sec bei Ty, -5 (abhéngig von primern)
primer-extension 30 sec - 2 min bei 72 °C

Beendigung der DNA-Synthese 7 min bei 72 °C

Die PCR besteht in der Regel aus einer Anzahl von 20 bis 50 Zyklen. Die annealing-Temperatur
wird aus der Basenzusammensetzung der primer mittels der 4+2-Regel berechnet. Die Synthe-
sezeit richtet sich nach der Linge der zu amplifizierenden DNA (1 min pro 1 kb). Als Kontrollen
werden Ansdtze ohne template-DNA mitgefithrt. Da es wegen der anfinglichen noch niedri-
gen Temperaturen im PCR-Ansatz zu unerwiinschten Nebeneffekten wie Fehlhybridisierung der
primer oder primer-Dimerbildung kommen kann, wird der PCR~Ansatz zunéchst fiir einige Mi-
nuten auf 94 °C vorgeheizt. Die Polymerase (gilt vor allem fiir die FailSafe-Polymerase) wird erst
bei Erreichen der richtigen Arbeitstemperatur hinzugefiigt. Nach Beendigung der PCR werden

5-8 ul des Ansatzes auf einem analytischen Agarosegel iiberpriift.
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2.6.1 Oligonukleotide

Die Oligonukleotide stammen hauptséchlich von der Firma Roth. Fiir die PCR-Reaktion werden
die primer auf ca. 50 pmol/ul in HyO verdiinnt.

asgAint+

5-ACG GGC ACG GAG TTC TGC GC-3°

Dieses Oligonukleotid ist komplementér zu einem internen 5’-Bereich der asgA-Sequenz in
So ce56, 20 nt, Schmelzpunkt (2° + 4°-Regel) = 63 °C

asgAint-

5-GCA GAT CGA CAG GCC GAG CC-3°

Dieses Oligonukleotid ist komplementéir zu einem internen 3’-Bereich der asgA-Sequenz in
So ce56, 20 nt, Schmelzpunkt (2° + 4°-Regel) = 63 °C

bsgAint+

5’-CTG CTC GCG GCG TCG CTG CG-3”

Dieses Oligonukleotid ist komplementér zu einem internen 5 -Bereich der bsgA-Sequenz (= lonl)
in So ceb6, 20 nt, Schmelzpunkt (2° + 4°-Regel) = 67 °C

bsgAint-

5’-ACG ATC CGG CCG GGC AGC GC-3°

Dieses Oligonukleotid ist komplementér zu einem internen 3 -Bereich der bsgA-Sequenz (= lonl)
in So ceb6, 20 nt, Schmelzpunkt (2° + 4°-Regel) = 67 °C

chivo156 For

5-GGA GAC CCG ATC GAG GTG GA-3°

Dieses Oligonukleotid ist komplementéir zu dem 5’-Bereich der chiB-Sequenz in So ceb6, ver-
wendet fiir Real-time RT-PCR (Kegler et al. 2006), 20 nt, Schmelzpunkt (2° + 4°-Regel) = 63 °C

chivo 156 Rev

5’-GCG TGC CCG ATG TTG GTC TTC-3°

Dieses Oligonukleotid ist komplementér zu dem 3’-Bereich der chiB-Sequenz in So ce56, ver-
wendet fiir Real-time RT-PCR (Kegler et al. 2006), 21 nt, Schmelzpunkt (2° + 4°-Regel) = 63 °C

hyg int-2

5-TCT TCC AAC TGA TCT GC-3°

Dieses Oligonukleotid ist komplementér zur Position 350 downstream des hyg-Stoppcodons in
pSUPHyg, 17 nt, Schmelzpunkt (2° + 4°-Regel) = 45 °C
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hyg int+2

5-CTT CAC CGA CGT CTA TG-3~

Dieses Oligonukleotid ist komplementér zur Position 728 innerhalb der hyg-Sequenz in pSU-
PHyg, 17 nt, Schmelzpunkt (2° + 4°-Regel) = 47 °C

lon2rt-

5-GAG GCG GAC GCG CGC CTT-3"

Dieses Oligonukleotid ist komplementér zu dem 3°-Bereich des vorderen Bereiches der lon2-
Sequenz in So ceb6, verwendet fiir Real-time RT-PCR, 18 nt, Schmelzpunkt (2° 4+ 4°-Regel) =
59 °C

lon3rt-

5-CTG CAT CAA CTC GAT GAG-3~

Dieses Oligonukleotid ist komplementér zu dem 3°-Bereich des vorderen Bereiches der lon3-
Sequenz in So ceb6, verwendet fiir Real-time RT-PCR, 18 nt, Schmelzpunkt (2° 4+ 4°-Regel) =
49 °C

lonjrt-

5-CTT GCG GAT GCG CTC CTT-3"

Dieses Oligonukleotid ist komplementér zu dem 3°-Bereich des vorderen Bereiches der lonj-
Sequenz in So ce56, verwendet fiir Real-time RT-PCR, 18 nt, Schmelzpunkt (2° + 4°-Regel) =
53 °C

lon5rt-

5-CAG CGC GAG GCT GCG CAT-3"

Dieses Oligonukleotid ist komplementér zu dem 3°-Bereich des vorderen Bereiches der lond-
Sequenz in So ce56, verwendet fiir Real-time RT-PCR, 18 nt, Schmelzpunkt (2° + 4°-Regel) =
58 °C

lon3int-

5-GTG GTT CTG CTC CGG ATC-3°

Dieses Oligonukleotid ist komplementér zu einem internen 3 -Bereich der lon3-Sequenz in
So ceb6, 18 nt, Schmelzpunkt (2° + 4°-Regel) = 53 °C

lon2stop-tag

5"-CAC CCC CGC CTG CTC CTC-3"

Dieses Oligonukleotid ist komplementér zu dem 3°-Bereich der lon2-Sequenz in So ceb6, 18 nt,
Schmelzpunkt (2° + 4°-Regel) = 59 °C
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MxSc16SRTH(935)

5’-CGC AAC GCG CAG AAC CTT AC-3°

Dieses Oligonukleotid ist komplementér zu dem 5’-Bereich (Position 935) von 16S in So ce56
und M. zanthus, verwendet fiir Real-time RT-PCR, 20 nt, Schmelzpunkt (2° + 4°-Regel) = 59 °C

MxSc16SRT-(1079)

5’-GCT CGT TGC GGG ACT TAA CC-3°

Dieses Oligonukleotid ist komplementér zu dem 3 “-Bereich (Position 1079) von 16S in So ce56
und M. zanthus, verwendet fiir Real-time RT-PCR, 20 nt, Schmelzpunkt (2° + 4°-Regel) = 59 °C

pSup Hind+

5-GTA GCA CCT GAA GTC AGC CC-3°

Dieses Oligonukleotid ist komplementér zu der Position 3451 des Konjugationsvektors pSU-
PHyg, sense; 20 nt, Schmelzpunkt (2° 4 4°-Regel) = 59 °C

pSupHygSph

5-CAG TAG TAG GTT GAG GCC-3°

Dieses Oligonukleotid ist komplementir zu der Position 4085 des Konjugationsvektors pSU-
PHyg, antisense 18 nt, Schmelzpunkt (2° + 4°-Regel) = 51 °C

socelon-

5-GTT CTG C(GT)C CGG ATC (GC)AG-3~

Dieses Oligonukleotid ist komplementér zu einem internen 3°-Bereich der lon-Sequenzen in
So ceb6, 18 nt, Schmelzpunkt (2° + 4°-Regel) = 53 °C

socelon2-+

5-GAG GCG ACG CGC GAG GTG-3°

Dieses Oligonukleotid ist komplementér zu einem internen 5 “-Bereich der lon2-Sequenz in So ce56,
18 nt, Schmelzpunkt (2° 4+ 4°-Regel) = 59 °C

socelon3d+

5-TCG ACG TTC GAG ATG TAC-3"

Dieses Oligonukleotid ist komplementér zu einem internen 5 “-Bereich der lon3-Sequenz in So ce56,
18 nt, Schmelzpunkt (2° + 4°-Regel) = 49 °C

socelon/ +

5'-GAC ATC GCG AAG CAG GTC-3°

Dieses Oligonukleotid ist komplementér zu einem internen 5 “-Bereich der lon3-Sequenz in So ce56,
18 nt, Schmelzpunkt (2° + 4°-Regel) = 53 °C
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socelon5+

5-GAG CGG GCC GTC GAG TAC-3”

Dieses Oligonukleotid ist komplementér zu einem internen 5 “-Bereich der lon5-Sequenz in So ceb6,
18 nt, Schmelzpunkt (2° 4+ 4°-Regel) = 57 °C

socelon2start

5-ATG CCG ACC GGC GAT CC-3°

Dieses Oligonukleotid ist komplementér zu dem 5 -Bereich der lon2-Sequenz in So ce56, 17 nt,
Schmelzpunkt (2° + 4°-Regel) = 53 °C

SasgAstart

5-ATG ACG CGC GCC TCC GGC-3°

Dieses Oligonukleotid ist komplementér zu dem 5’-Bereich der asgA-Sequenz in So ceb6, 18 nt,
Schmelzpunkt (2° + 4°-Regel) = 59 °C

SasgAstop

5-CTA CAC CGC GGG TCG CTC-3°

Dieses Oligonukleotid ist komplementér zu dem 3 “-Bereich der asgA-Sequenz in So ce56, 18 nt,
Schmelzpunkt (2° + 4°-Regel) = 57 °C

SocebsgArt+

5-CGT TCG TCG ATC ACT ACC TG-3~

Dieses Oligonukleotid ist komplementér zu dem 5°-Bereich des vorderen Bereiches der loni-
Sequenz in So ce56, verwendet fiir Real-time RT-PCR. 20 nt, Schmelzpunkt (2° + 4°-Regel) =
57 °C

SocebsgArt-

5-GGC AGA GCT TCT TGA TCT CG-3°

Dieses Oligonukleotid ist komplementér zu dem 3’-Bereich des vorderen Bereiches der loni-
Sequenz in So ceb6, verwendet fiir Real-time RT-PCR. 20 nt, Schmelzpunkt (2° 4+ 4°-Regel) =
57 °C

16s2 For
5-TGG ACG GTG ACT GAC GCT GAG A-3°

Dieses Oligonukleotid ist komplementér zu dem 5-Bereich von 16S in So ceb6, verwendet fiir
Real-time RT-PCR (asgA) (Kegler et al. 2006). 22 nt, Schmelzpunkt (2° + 4°-Regel) = 65 °C

16s2 Rev
5-CAT CGT TTA CGG CGT GGA CTA CC-3°

Dieses Oligonukleotid ist komplementér zu dem 3 “-Bereich von 16S in So ceb6, verwendet fiir
Real-time RT-PCR (asgA) (Kegler et al. 2006). 23 nt, Schmelzpunkt (2° + 4°-Regel) = 67 °C
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2.6.2 PCR-Schnelltest zur Selektion rekombinanter E. coli- Klone

Mit dieser Methode kann schnell iiberpriift werden, ob Klone iiber ein insert verfiigen oder
nicht. Dafiir werden Kolonien mit einem sterilen Zahnstocher von der Transformationsplatte
abgenommen und a.) in ein steriles PCR-Cup iiberfiihrt und b.) gleichzeitig auf einer so genann-
ten masterplate ausgestrichen. Die Klone, die per PCR als richtig identifiziert werden, kénnen

dann von der inzwischen inkubierten masterplate abgeimpft werden.

2.6.3 PCR-Schnelltest zur Charakterisierung von S. cellulosum -Mutanten

Ebenso wie fiir E. coli-Klone, kénnen auch potentielle Mutanten von S. cellulosum mittels PCR-
Schnelltest tiberpriift werden. Dafiir werden Proben der Kolonien mit einer sterilen Pipettenspit-
ze abgenommen, in etwa 100 ul Zellaufbruchpuffer (siehe iiberfiithrt und resuspendiert.
Nach kurzem Aufkochen der Proben in einem handelsiiblichen Wasserkocher, koénnen kleine

Mengen der Suspensionen in die PCR eingesetzt werden.

2.6.4 Real-time RT-PCR

Die Real-time RT-PCR ist eine schnelle und sensitive Methode und erlaubt die Quantifizie-
rung von sowohl gering exprimierten Transkripten wie auch von geringen Verédnderungen in der
Genexpression (Pfaffl 2001). Bei der Real-time RT-PCR erfolgt die Detektion der PCR-Produkt-
Akkumulation wihrend der log-linearen Phase der Reaktion mittels eines fluoreszierenden Farb-
stoffes SYBR® Green I. Das SYBR® Green I bindet dabei unabhiingig in der minor-groove
der entstehenden dsDNA (Wilhelm & Pingoud 2003). Das Signal, des durch blaues Licht (480
nm) angeregten Fluoreszenzfarbstoffes SYBR® Green I korreliert quantitativ mit der Menge an
PCR~Produkt und kann mit Hilfe einer Software dargestellt werden.

Zur Analyse der Genexpression wurde im Rahmen dieser Arbeit die relative Quantifizierung
nach dem mathematischen Modell von Pfaffl (Pfaffl 2001) verwendet. Dieses basiert auf dem
Bezug der relativen Expression des Zielgens zu der des Referenzgenes. Der Expressionslevel
eines idealen Referenzgenes sollte demnach unter verschiedenen experimentellen Bedingungen
konstant bleiben. Neben ribosomaler RNA dienen vorzugsweise housekeeping-Gene als interne
Kontrollen. Zur Normalisierung wurde im Rahmen dieser Arbeit 16S rRNA als interne Referenz
genutzt, dessen Expression sich im Verlauf der jeweiligen Experimente nicht veréndert.

Fiir die Real-time RT-PCR wurde der QITAGEN® OneStep RT-PCR Kit verwendet. Dieser
ermoglicht die reverse Transkription sowie die nachfolgende PCR . in einem Schritt, da beide En-
zyme in dem mitgelieferten Enzym-Mix vorliegen. Die ebenfalls in dem Enzym-Mix enthaltene
HotStarTaq”™ DNA-Polymerase ist zum Zeitpunkt der reversen Transkription noch vollkom-
men inaktiv und wird erst durch eine dem RT-Schritt nachfolgende Inkubation bei 95 °C fiir
15 min aktiviert, wobei eine gleichzeitige Inaktivierung der reversen Transkriptase erfolgt. Die
annealing-Temperatur der primer sowie die Anzahl der Zyklen fiir die anschliefende PCR, wird

fiir jedes zu untersuchende Gen einzeln bestimmt.
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Standard Real-time RT-PCR-Ansatz

40 ng/ul
2 wl
0,4 ul
1,2 wl
1,2 ul
0,4 il
2 ul
0,1 wl
0,2 ul
adl0 ul
+ 0,2 ul

Gesamt-RNA

5x OneStep RT-PCR Puffer

10 mM dNTP ’s

3 -primer (10 pmol/ul)

5 -primer (10 pmol/ul)
OneStep RT-PCR Enzym-Mix
5x Q-Solution

RNasin (5 U/20 ul); Fermentas
SYBR® Green I (1:1000)
RNase-freies ddH,O

Tag-Polymerase

Standardtemperaturprogramm einer Real-time RT-PCR

Reverse Transkription

Aktivierung der HotStarTaq® DNA-Polymerase

Denaturierung

annealing

primer-extension
Beendigung der DNA-Synthese

30 min bei 50 °C

15 min bei 96 °C

15 sec bei 94 °C

30 sec bei Ty, -5
(abhéngig von primern)
30 sec - 2 min bei 72 °C
3 min bei 72 °C

Die Real-time RT-PCR besteht in der Regel aus bis zu 45 Zyklen.
Fiir die Real-time RT-PCR wird der Rotor-Gene 30007* Real Time Thermal Cycler von

Corbett Research verwendet. Die einzelnen Experimente werden anhand der mitgelieferten Soft-

ware Rotor-Gene’™ 4.6 ausgewertet und analysiert. Die relative Quantifizierung der Ergebnisse
erfolgt nach der mathematischen Formel von Pfaffl (Pfaffl 2001).

Ratio =

(EZiel)ACPZiel(tO —taz)

ACPReferenz (tO _tl‘)

E Effizienz der Real-time RT-PCR fiir Zielgen und Referenz

Cp crossing point

(Punkt, an dem die Fluoreszenz ihren Signal-Schwellenwert erreicht;

wird als Zyklenzahl angegeben.)
t CP zum Zeitpunkt tg bzw. t,
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Fiir die Berechnung der relativen Expression des zu untersuchenden Genes unter den jeweili-
gen verschiedenen Bedingungen wird die relative Expression der unbehandelten Kontrolle bzw.
des Zeitpunktes tg als 1 definiert. Alle weiteren Zu- oder Abnahmen der Expression des zu
untersuchenden Genes werden dann im Verlauf des Experimentes auf diesen Wert bezogen.

Um die Amplifikationseffizienz der Real-time RT-PCR zu ermitteln, werden Verdiinnungs-
reihen an Gesamt-RNA (8 ng; 4 ng; 2 ng; 0,8 ng; 0,4 ng und 0,2 ng Gesamt-RNA) hergestellt und
diese in die Real-time RT-PCR eingesetzt. Die Amplifikationseffizienz wird durch die Software
Rotor-Gene™™ 4.6 ermittelt.

2.7 Uberexpression von Fremdproteinen in E. coli

Zur Uberexpression von Fremdproteinen in E. coli wurde das Strep-tag/Strep-Tactin System der
Firma IBA GmbH verwendet. Das System beinhaltet verschiedene pASK-IBA-Expressionsvekto-
ren, die sich hinsichtlich des Ortes der Expression (Zytoplasma oder Periplasma), der Moglichkeit
der C-terminalen oder N-terminalen Fusion des Strep-tag-II Peptids, und der Anordnung ein-
zelner Schnittstellen fiir den Faktor Xa unterscheiden. Der in dieser Arbeit verwendete Vektor
pASK-IBA3 erlaubt die zytoplasmatische Expression eines rekombinanten Proteins mit einem
C-terminalen Strep-tag (pASK-IBA3).

Die Zellanzucht und die Uberexpression erfolgt nach Angaben des Herstellers und wurde dem
Handbuch ,, Expression and purification of proteins using Strep-tag and/or 6xHistidine-tag* der
IBA GmbH entnommen.

2.7.1 Aufreinigung rekombinanter Proteine

Fiir die Aufreinigung rekombinanter Proteine mit Strep-tag wurde ebenfalls das Strep-tag/Strep-
Tactin System der Firma IBA GmbH verwendet. Dieses System beruht auf einer selektiven
Bindung des Strep-tag an das Protein Streptavidin (Strep-Tactin). Die Aufreinigung des Pro-
teins erfolgt unter nativen Bedingungen mittels Affinitétschromatographie (siehe . Die
Durchfithrung erfolgt nach den Angaben des Herstellers und wurde dem Handbuch ,, Expression
and purification of proteins using Strep-tag and/or 6zHistidine-tag® der IBA GmbH entnom-
men. Anschliefend konnen die einzelnen Wasch- und Elutionsfraktionen anhand einer SDS-

Gelelektrophorese analysiert werden.

2.8 Proteinanalysen

2.8.1 Herstellung von Proteinextrakten
2.8.1.1 Zellaufschluss im RiboLyser

Fiir die Gewinnung von Proteinextrakten aus ganzen Zellen werden die Zellen zunéchst pelletiert
und bis zu ihrer weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert. Der Aufbruch der Zellen erfolgt nach

Zugabe eines Volumenteils Glasperlen (0,1 mm im Durchmesser; Braun) und Uberschichtung
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mit 100 pl Zellaufbruchpuffer in 1,5 ml Reaktionsgefdflen durch ein Schiittelgerdt in 5 x 5 sec
mit 3 Wiederholungen auf Stufe 6,5 (RiboLyser, Hybaid-AGS, Heidelberg). Nach den ersten 5
sec setzt man den Proben den Proteasehemmer PMSF in einer Endkonzentration von 0,1 mM
zu. Um die Proteine nicht zu schidigen, werden die Proben auf Eis gekiihlt. Nach Zellaufbruch
durch den RiboLyser werden die Proben fiir 3 min bei 13.000 rpm und 4 °C zentrifugiert, um
Zellriickstande und Glasperlen zu sedimentieren. Der proteinhaltige Uberstand wird in ein fri-
sches Reaktionsgefafl {iberfithrt und weiterhin auf Eis gelagert oder bei -20 °C bis zum weiteren

Gebrauch eingefroren. Wahlweise kann der Aufbruch der Zellen auch durch Ultraschallpulse er-

folgen.
Zellaufbruchpuffer: 50 mM Tris-HCI, pH 7,5
4 mM EDTA
1 mM DTT
1 mM Benzamidin
ad 100 ml ddH;O
PMSF (100 mM): 0,1742 g PMSF

ad 10 ml 96 % Ethanol

2.8.1.2 Zellaufschluss mittels Ultraschall

Fiir die Gewinnung von Proteinextrakten aus grofieren Zellmengen erfolgt der Zellaufschluss
mittels Ultraschall. Hierfiir werden die Zellen ebenfalls zunéchst pelletiert und bis zur weiteren
Verwendung bei - 20 °C gelagert. Das Sediment wird zum Zellaufschluss in einer addquaten Men-
ge an Zellaufbruchpuffer (siehe mit 0,1 mM PMSF resuspendiert und durch Ultraschall
aufgebrochen. Die Intensitéit des Ultraschalls betrigt dabei 70 % fiir je 30 sec. Der Vorgang wird
insgesamt fiinfmal mit je einer einminiitigen Pause wiederholt. Um nach der Ultraschallbehand-
lung etwaige Zelltriimmer zu entfernen, wird der ganze Ansatz fiir 10 min bei 13.000 rpm und 4
°C zentrifugiert. Der proteinhaltige Uberstand wird anschlieBend in ein frisches Reaktionsgefif
iiberfithrt und auf Eis oder bei -20 °C gelagert.

2.8.2 Bestimmung von Proteinkonzentrationen nach Bradford

Mit Hilfe der colorimetrischen Proteinbestimmung nach Bradford (Bradford 1976) lisst sich die
Proteinkonzentration einer Losung bestimmen. Diese Methode beruht auf der Beobachtung, dass
sich das Absorptionsmaximum einer sauren Losung von Coomassie Brilliant Blue G-250 von 465
nm auf 595 nm verschiebt, wenn eine Bindung an basische und aromatische Aminosiurereste
stattfindet. Die Vorteile dieser Methode sind, dass durch die Sensitivitdt der Methode schon
wenige ug an Protein nachgewiesen werden konnen. Auflerdem ist das Absorptionsmaximum
des Protein-Farbstoff-Komplexes bereits nach ca. 2 min erreicht und bleibt fiir etwa eine Stunde

konstant.
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Fiir die Proteinbestimmung nach Bradford muss zunéchst eine Eichkurve mit definierten Pro-
teinkonzentrationen erstellt werden. Eine BSA-Stammlosung mit einer Konzentration von 100
mg/ml dient dabei als Eichprotein. Ausgehend von dieser BSA-Stammlésung werden verschiede-
ne Verdiinnungen hergestellt, die in einem Diagramm gegen die Absorption aufgetragen werden.
Anhand der Steigung der Geraden wird ein Faktor ermittelt, mit dem man die Absorption der

Proben multipliziert, um den Proteingehalt der Probe zu ermitteln.

Hg

ODsgs5 - ittelter Faktor =
595 " CTIMTLCREL Faktor ul Protein im Test

Fiir die Bestimmung der Proteinkonzentration werden in einer Kiivette jeweils 1 pl der Pro-
be in 799 ul ddH2O aufgenommen. Zusétzlich werden 200 pl Bradford-Reagenz (Coomassie)
hinzugegeben und die Proben gut vermischt. Nach einer Inkubationszeit von 5 min bei Raum-
temperatur wird photometrisch bei einer Wellenldnge von 595 nm die Absorption gegen den
Leerwert bestimmt. Liegt der gemessene Wert aufierhalb des linearen Bereichs des Tests (1-20
ug Protein in der Probe), muss die einzusetzende Menge angepasst werden und eine erneute
Bestimmung erfolgen.

Um die Genauigkeit zu erhdhen, werden Parallelbestimmungen sowohl fiir die Eichkurve, als

auch fiir die zu bestimmenden Proben durchgefiihrt und die Messwerte gemittelt.

2.8.3 Dialyse von Proteinlosungen

Bei der Dialyse werden niedermolekulare Stoffe aus der Proteinlosung entfernt bzw. andere hin-
zugefiigt und sie kann somit als ein Standardverfahren fiir die Entsalzung oder Umpufferung
aber auch fiir die Aufkonzentrierung von Proteinlosungen verwendet werden. Fiir die Dialyse
werden semipermeable Membranen verwendet, welche anorganische Salze und andere nieder-
molekulare Verbindungen durchtreten lassen kénnen, jedoch je nach Ausschlussvolumen keine
Proteine. In dieser Arbeit werden die Dialysemembranen ZelluTrans von der Firma Roth mit
einem Ausschlussvolumen von 8,000 - 10,000 Da verwendet.

Vor der Verwendung der Dialysemembranen werden diese zunéchst in 20 %igem Ethanol ein-
gelegt und vor direktem Gebrauch mehrfach mit dHO gespiilt. Das Volumen des Dialysepuffers
betriagt etwa das 200fache der Proteinlosung und wird wéihrend der Dialyse mehrfach ausge-
tauscht, um den Vorgang zu beschleunigen. Die Dialyse wird bei 4 °C im Kiihlraum unter
Riihren durchgefiihrt.

Dialysepuffer: 20 mM  Tris-HCI, pH 7,5
20 mM NaCl
50 %  Glycerin
1 mM  Benzamidin
mM DTT

0,1 mM EDTA
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2.8.4 Fallung von Proteinen durch Aceton

Zur Fillung von Proteinen wird zu der Proteinlésung das 3 fache Volumen an eiskaltem Aceton
zugegeben und fiir mindestens 2 h bei -20 °C inkubiert. Im Anschluss daran, wird die Losung
bei 13.000 rpm und 4 °C fiir 10 min zentrifugiert. Das erhaltene farblose Pellet wird an der Luft

oder in der Vakuumzentrifuge vorsichtig getrocknet und kann dann weiter verwendet werden.

2.8.5 Proteinfraktionierung durch Ultrazentrifugation

Mit Hilfe der fraktionierten Pelletierung durch Zentrifugation lassen sich komplexe Gemische
wie z. B. Proteinextrakte, in ihre einzelnen Komponenten auftrennen.

Fiir die Proteinfraktionierung werden die Zellen in dem entsprechenden Medium bis Erreichen
der exponentiellen Phase angezogen und 30 ml der Kultur bei 10.000 rpm bei 4 °C fiir 10 min
abzentrifugiert. Das Zellsediment wird daraufhin in 5 ml Resuspensionspuffer I aufgenommen
und anschliefilend fiir 30 min und 4 °C mit Lysozym (Endkonzentration 600 ug/ml) behandelt.
Durch Zentrifugation bei 10.000 rpm und 4 °C fiir 10 min erfolgt die erste Fraktionierung des
Proteinextraktes in Periplasma (Uberstand) und Sphiroplast (Zellsediment). Die periplasma-
tische Fraktion wird bis zur weiteren Bearbeitung auf Eis gestellt. Das Zellsediment wird nun
in 1 ml Resuspensionspuffer II resuspendiert und fiir 15 sec mit Ultraschall behandelt. Zell-
tritmmer und nicht vollstdndig aufgebrochene Zellen werden durch Zentrifugation (10.000 rpm,
10 min, 4 °C) entfernt. Der nun zellfreie Extrakt wird anschlieBend durch Ultrazentrifugation
(OptimaTM TLX Ultracentrifuge, Beckman Coulter, Rotor TLA 100-1) bei 58.000 rpm und 4
°C fiir 1 h getrennt. Der erhaltene Uberstand nach der Ultrazentrifugation beinhaltet cytoplas-
matische Proteine, wihrend das Zellsediment sich aus Membranproteinen zusammensetzt. Die
»,Membran“-Fraktion wird zur Lagerung in Resuspensionspuffer II aufgenommen. Alle Fraktio-

nen werden bis zur weiteren Bearbeitung bei -20 °C gelagert.

Resuspensionspuffer I: 500 mM  Saccharose
1 mM EDTA
50 mM  Tris-HCI, pH 7,5
1 mM PMSF
Resuspensionspuffer II 50 mM  Tris-HCI, pH 7,5
1 mM EDTA
1 mM  PMSF

2.8.6 Gelelektrophorese unter denaturierenden Bedingungen (SDS-PAGE)

Die Elektrophorese in Polyacrylamidgelen in Gegenwart von Natriumdodecylsulfat (SDS) ist die
am weitesten verbreitete Elektrophoresetechnik und dient der Proteinanalyse (Laemmli 1970).

Die Trennung der Proteine erfolgt unter denaturierenden Bedingungen anhand des Molekularge-
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wichtes. Das anionische Denaturierungsdetergenz SDS kann durch Anlagerung an die Proteine
diese in eine gestreckte Form (Primérstruktur) und gleichzeitig in eine Anionenform umwan-
deln. Dabei entstehen Proteinanionen, bei denen die Grofle der Ladung proportional zu ihrer
Molekiilgrofle ist.

Die hohe Trennschérfe dieser Methode wird durch die Diskontinuitdt der Gele erreicht. Diese
bestehen aus Bereichen unterschiedlicher Porengréfie, dem groBporigen Sammelgel (Tris-Puffer,
pH 6,8) und dem kleinporigen Trenngel (Tris-Puffer, pH 8,8).

Die Polyacrylamidgelelektrophorese wird in vertikalen Elektrophoresegelkammern der Firma
BioRad mit einer Gelgréfie von 10,2 cm x 7,3 cm durchgefiihrt.

Die Zusammensetzung der Gele aus den im Folgenden aufgefithrten Losungen sind in Tab.
dargestellt. Die Angaben in der Tabelle beziehen sich auf 10 ml Trenngel und 4 ml Sammelgel.

Tabelle 2.7: Zusammensetzung der Losungen fiir 10 und 12 %ige SDS-Gele

Loésungen Trenngel Sammelgel
10 % 12 % 5%
H-0 4,0 ml 3,3 ml 2,7 ml
30 % Acrylamid-Mix | 3,3 ml 4,0 ml 0,67 ml
1,5 M Tris (pH 8,8) 2,5 ml 2,5 ml -
1,0 M Tris (pH 6,8) - - 0,5 ml
10 % SDS 01ml | 0,1ml 0,04 ml
10 % APS 01ml | 0,1ml 0,04 ml
TEMED 0,004 ml | 0,004 ml | 0,004 ml

Die Prozentangabe fiir den Acrylamid-Mix (Acrylamidlsg. : Bisacrylamid [37,5 : 1]) bezieht sich
auf (w/v).

Das Trenngel wird bis ca. 2 cm unterhalb der Gelkante gegossen und dann mit 1-Butanol iiber-
schichtet, um eine gerade Gelkante zu bekommen und Sauerstoff fern zu halten. Ist das Trenngel
auspolymerisiert, wird das Sammelgel bis zur Gelkante gegossen. Der Probenauftragskamm wird
moglichst gerade und ohne Luftblasenbildung eingeschoben. Nach vollstdndiger Polymerisation
kann die Apparatur in eine BioRad-Gellaufvorrichtung eingespannt, mit 1x Tris-Glycin-SDS-
Puffer iiberschichtet und der Probenauftragskamm entfernt werden. Der Boden der Laufkammer
wird ebenfalls mit Puffer befiillt.

Zur Vorbereitung der Proben werden diese mit 5x SDS-Auftragspuffer versetzt und 10 min bei
100 °C denaturiert. Der Gellauf erfolgt nach Auftrag der Proben mit 80 V im Sammelgel und
150 V im Trenngel. Der Nachweis der Proteine erfolgt entweder durch Farbung der SDS-Gele

oder anhand einer anschliefenden Western Blot-Analyse.

10x Tris-Glycin-SDS Puffer: 250 mM  Tris
1,92 M  Glycin
1 % SDS
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5x SDS-Auftragspuffer: 0,225 M Tris-HCI, pH 6,8
50 %  Glycerin

) % SDS
0,06 % Bromphenolblau
025 M DTT

2.8.7 Gelelektrophorese unter nicht denaturierenden Bedingungen

Bei der Gelelektrophorese unter nicht-denaturierenden Bedingungen bzw. unter nativen Bedin-
gungen bleibt die Konformation der Proteine erhalten und die Trennung wird hierbei durch
verschiedene Faktoren, wie Molekiilgrofle, Molekiilform sowie Molekiilladung beeinflusst. Um
diese Faktoren zu minimieren, werden héufig Polyacrylamidgele von niedriger Konzentration
und Vernetzung verwendet.

Die Polyacrylamidgelelektrophorese unter nativen Bedingungen wird in vertikalen Elektropho-
resegelkammern der Firma BioRad mit einer Gelgréfie von 10,2 cm x 7,3 cm durchgefiihrt.

Die Zusammensetzung der Gele aus den im Folgenden aufgefithrten Losungen sind in Tab.
dargestellt. Die Angaben in der Tabelle beziehen sich auf ein Trenngel und ein Sammelgel. Die
Prozentangabe fiir den Acrylamid-Mix (Acrylamidlsg. : Bisacrylamid [37,5 : 1]) bezieht sich auf

(w/v).

Tabelle 2.8: Zusammensetzung der Losungen fiir ein 7,5 %iges Nativgel

Losungen Trenngel | Sammelgel
H-0 1,45 ml 1,66 ml
30 % Acrylamid-Mix 1,5 ml 0,5 ml
1,5 M Tris (pH 8,8) 3 ml -
1,0 M Tris (pH 6,8) - 312,5 pl
10 % APS 30 ul 12,5 ul
5 % NP40 60 pl 25 pl
TEMED 6 pl 2,5 ul

Das Trenngel wird bis ca. 2 cm unterhalb der Gelkante gegossen und dann wie unter [2.8.6]
beschrieben, weiterbehandelt. Nach vollstdndiger Polymerisation kann die Apparatur in eine
BioRad-Gellaufvorrichtung eingespannt, mit Laufpuffer iiberschichtet und der Probenauftrags-
kamm entfernt werden. Der Boden der Laufkammer wird ebenfalls mit Puffer befiillt.

Zur Vorbereitung der Proben werden diese mit 2x Nativproben-Auftragspuffer versetzt. Der
Gellauf erfolgt nach Auftrag der Proben mit 80 V im Sammelgel und 140 V im Trenngel. Nach
vollendeter Gelelektrophorese werden die Proteinbanden durch Western Blot-Analysen detek-

tiert.
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Laufpuffer: 25 mM  Tris
1,92 M Glycin

2x Nativproben-Auftragspuffer: Mischung aus 2x Puffer I, 2x Puffer II
und 2x Puffer III im Verhéltnis 5:5:1

2x Puffer I: 100 mM Tris-HCI, pH 6,8
40 % Glycerin
0,05 % Bromphenolblau

2x Puffer II: 100 mM K3POy4, pH 74
10 mM  MgCly
10 mM DTT
1 mM EDTA
100 mM KCI

4 mM Benzamidin

2x Puffer III: 80 pg/ul  BSA in Puffer I

2.8.8 Farbemethoden fiir Polyacrylamidgele
2.8.8.1 Coomassie-Farbung

Die Coomassie-Farbung beruht auf der reversiblen Anlagerung des Farbstoffs an Amino-Gruppen
der Proteine. Fiir das Anfirben der Proteinbanden mit Coomassie wird das Polyacrylamid-
gel fiir eine bis mehrere Stunden in der Férbelosung unter leichtem Schiitteln inkubiert. An-
schlieBend wird die iiberschiissige Farbe durch Schiitteln in Entfarbelosung wieder entfernt. Die
Entfarbelosung wird dabei mehrere Male gewechselt. Die untere Nachweisgrenze liegt bei dieser
Methode bei 200-400 ng/Proteinbande.

Farbelosung: 0,06 %  Coomassie® brilliant blue G 250

50 %  Methanol
10 %  Essigsdure
Entfirbelésung: 5 % Methanol

7,5 % Essigsdure
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2.8.8.2 Silberfarbung

Die Silberfirbung basiert auf der Komplexierung von Ag™-Ionen mit Aminosiureketten. Sie ist
bedeutend empfindlicher als die Coomassie-Férbung. Fiir die Silberfarbung werden die Proteine
zundchst mit Fixierer fiir 30 min im Polyacrylamidgel unter leichtem Schiitteln fixiert. Durch
die Behandlung mit Fixierer werden die Proteine denaturiert und fallen aus. Nach zweimaligem
Waschen fiir je 10 min in 50 %igem Ethanol wird das Polyacrylamidgel fiir 1 min in NasSoOg - 5
H>0 geschiittelt. Anschlielend wird das Polyacrylamidgel mehrmals in dHyO gewaschen und fiir
15 min in Silbernnitratlésung inkubiert. Uberschiissige Ag*-Ionen werden danach wieder durch
mehrmaliges Waschen in dH2O enfernt und es erfolgt der Entwicklungsschritt. Dafiir wird das
Polyacrylamidgel in Entwickler so lange geschiittelt, bis die Proteine sichtbar werden. Durch
EDTA im Stopp-Puffer wird diese Reaktion letztendlich abgestoppt.

Fixierer: 50 % Methanol
12 % Essigsdure
0,5 ml/l Formaldehyd

NaQSQOg -5 HQO . 0,2 g/l NaQSQO3 -5 HQO

Silbernitrat: 0,2 g/100 ml Silbernitrat

Entwickler: 6 % NagsCOs
0,06 % Formaldehyd
2 % NagS903 - 5 HyO-Losung

Stopp-Puffer: 50 mM EDTA

2.8.9 Demodifikationsassay

Fiir die Bestimmung der Modifikation des Pj;-Proteins in So ce56 wird ein sogenannter enzy-
matischer Demodifikationsassay durchgefiihrt.

Zum Nachweis einer Modifikation von P;; in Form einer Uridylylierung wird snake venom
Phosphodiesterase (USB) verwendet. Die Phosphodiesterase demodifiziert nukleotidylierte Pro-
teine (uridylylierte bzw. adenylylierte Proteine). Fiir den Nachweis einer vorliegenden Phos-
phorylierung wird die alkalische Phosphatase (MBI; Fermentas) eingesetzt, welche Phospho-
proteine demodifiziert. In beiden Féllen zeigt sich ein positives Ergebnis (Demodifikation) in
Form eines mobility shifts zu einer langsameren Laufform in einer Gelelektrophorese unter dicht-

denaturierenden Bedingungen.
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Pro Versuchsansatz werden 60 pug Gesamtprotein von So ceb56 eingesetzt und jeweils 1 U der
snake venom Phosphodiesterase (SVD) bzw. der alkalischen Phosphatase (CIAP). Als Positiv-
kontrolle fiir die Deuridylylierung dient ein Proteinextrakt von in Minimalmedium angezogenen
E. coli BL21-Zellen. Von diesem werden 0,8 pug Gesamtprotein eingesetzt. Das Pyr-Protein sollte
nach Anzucht der Zellen in Minimalmedium in der 3fach uridylylierten Form vorliegen.

Fiir den Nachweis einer Dephosphorylierung wird ein Proteinextrakt der pphA-Mutante von
Synechocystis sp. PCC 6803 (personlich erhalten von Nicole Kloft) als Positivkontrolle einge-
setzt. Der Stamm wurde ebenfalls unter nahrstofflimitierten Bedingungen angezogen, so dass
P;r in 3fach phosphorylierter Form vorliegt. Als Negativkontrolle dient in beiden Féllen ein
Ansatz ohne Zugabe des jeweiligen Enzyms jedoch in dem jeweils fiir die Reaktion verwen-
deten Reaktionspuffer. Die Reaktionsansitze werden fiir 90 min bei 37 °C inkubiert und der
P;r-Modifikationsstatus in einer nicht-denaturierenden Gelelektrophorese mit anschliefendem

Western Blot analysiert.

SVD-Resuspensionspuffer: 110 mM Tris-HCI, pH 8,8
110 mM NaCl
15 mM  MgCl,
50 %  Glycerin

Die geloste SVD wird bis zur weiteren Benutzung bei -20 °C gelagert.

5x SVD-Reaktionspuffer: 500 mM Tris-HCI, pH 9,0
50 mM  MgCl,
10x CIAP-Reaktionspuffer: 100 mM Tris-HCI, pH 7,5
100 mM  MgCls

2.9 Immunologische Methoden

2.9.1 Western Blot- Analyse von Proteinen ( Western Blot )

Unter dem Begriff Western Blot versteht man den elektrophoretischen Transfer von Proteinen
auf eine Membran. Mit Hilfe eines Western Blots kénnen Proteine iiber eine immunologische

Reaktion mit einem Antikdrper nachgewiesen werden.

Western Blot mit Tris-PM-Puffer und PVDF-Membran:
Fiir den Western Blot werden die Proteine zunichst auf einem SDS-Polyacrylamidgel fiir 2-3
Stunden elektrophoretisch aufgetrennt. Dabei werden pro Gelspur 30 pg Protein aufgetragen.

AnschlieBend erfolgt eine 20miniitige Inkubation des Gels in Transferpuffer und der Transfer
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der Proteine auf die PVDF-Membran der Firma Roche. Der Transfer erfolgt im Semi-Trocken-
Verfahren mit einer Blot-Apparatur der Firma Keutz.

Zunéchst entfernt man von dem zu blottendem Proteingel das Sammelgel. Die PVDF-Mem-
bran und 6 Lagen 3 mm Whatman-Papier werden auf Gelgrofle zugeschnitten. Um die beim
Transfer storenden Salze zu entfernen, wird das Gel nach Entnahme aus der Elektrophorese-
kammer fiir 20 min in Transferpuffer inkubiert. Die Membran wird kurz in Methanol gelegt und
dann ebenfalls in Transferpuffer inkubiert. Kurz vor Ablauf der 20miniitigen Inkubation werden
auch die 6 Lagen Whatman-Papier in den Transferpuffer gelegt.

Fiir den Semi-Trocken-Blot werden zunichst drei, der mit Transferpuffer getrankten Stiicke
Whatman-Papier iibereinander gelegt. Darauf wird die PVDF-Membran gelegt, gefolgt von dem
Gel und weiteren drei Lagen Whatman-Papier (siehe Abb. 2.2(a)). Damit ein Abfliefen des
Stromes verhindert wird, sollte darauf geachtet werden, dass sémtliche Bestandteile des Aufbaus
die gleiche Grofle aufweisen. Der Transfer der Proteine erfolgt von der Kathode (-) zur Anode
(4+) und damit vom Gel auf die Membran. Geblottet wird bei einer Stromspannung von 25 V
fiir ca. 45 min. Die angelegte Stromstirke betrigt 0,8 mA /cm? Gelfliiche.

Alle nun folgenden Schritte erfolgen auf einem Schiittler. Zwischen den einzelnen Schritten
wird jeweils dreimal fiir 5 sec mit ddH2O gewaschen. Nach dem Transfer der Proteine auf die
PVDF-Membran erfolgt eine einstiindige Inkubation der Membran in Transferpuffer mit Mager-
milchpulver, wodurch unspezifische Bindestellen abgeséttigt werden. Danach erfolgt die Inku-
bation mit dem 1. Antikoérper in Tris-PM tiber Nacht. Am néchsten Tag wird die Membran fiir
1 h in Tris-PM mit 0,1 % Tween gewaschen. Nun erfolgt die Zugabe des 2. Antikorpers (z. B.
Anti-Rabbit IgG (FC) POD-Konjugat, von BioRad; 1:10000 in Tris-PM). Nach einer Inkubation
von 1 h bei Raumtemperatur wird die Membran nochmals fiir 1 h in Tris-PM gewaschen.

Die Detektion des Antikérper-Enzym-Konjugats erfolgt wie unter beschrieben.

Transferpuffer: 48 mM  Tris, pH 9,2
39 mM  Glycin
0,0375 % SDS
20 % Methanol
ad 500 ml ddH»O

Tris-PM: 20 mM  Tris
250 mM  NaCl
mit HCI auf pH 7,5 einstellen
95,8 g Milchpulver pro Liter

Western Blot mit TBS-Puffer und Nitrocellulose-Membran:
Diese Art des Western Blots wurde im Rahmen dieser Arbeit vor allem fiir die Detektion von
Proteinen nach einer Gelektrophorese unter nativen Bedingungen durchgefiihrt.

Fiir den Western Blot werden die Proteine zunéchst auf einem nativen Polyacrylamidgel
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Abbildung 2.2: Schematischer Aufbau von zwei unterschiedlichen Western Blots. Abbildung zeigt den
Aufbau eines Western Blots mit PVDF-Membran und Abbildung [2.2(b)| zeigt den schematischen Aufbau eines
Western Blots mit Nitrocellulose-Membran.
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fiir 2-3 Stunden elektrophoretisch aufgetrennt. Dabei werden pro Gelspur 30-60 pg Protein
aufgetragen. Nach einer 10miniitigen Inkubation der Nitrocellulose-Membran in dH2O erfolgt
der Transfer der Proteine auf die Nitrocellulose-Membran der Firma Schleicher und Schuell nach
dem Semi-Trocken-Verfahren mit einer Blot-Apparatur der Firma Keutz.

Zunéchst entfernt man von dem zu blottendem nativen Polyacrylamidgel das Sammelgel. Die
Nitrocellulose-Membran sowie 2 Lagen diinnes Whatman-Papier und 2 Lagen dickes Whatman-
Papier werden auf Gelgrofie zugeschnitten. Die Membran wird fiir 10 min in dHsO inkubiert.
Fiir den Semi-Trocken-Blot wird der Western Blot, wie in Abbildung B schematisch
dargestellt, aufgebaut. Zuvor werden die Whatman-Papiere noch kurz in dem jeweiligen Puf-
fer inkubiert. Die Zuordnung der Puffer ist der graphischen Abbildung zu entnehmen.
Der Transfer der Proteine erfolgt von der Kathode (-) zur Anode (4) und damit vom Gel auf
die Membran. Geblottet wird bei einer Stromspannung von 20 V fiir 30 min. Die angelegte
Stromstérke betrigt 0,8 mA/cm? Gelfliche.

Alle nun folgenden Schritte erfolgen auf einem Schiittler. Nach dem Transfer der Proteine
auf die Nitrocellulose-Membran erfolgt eine halbstiindige Inkubation der Membran in 10 %iger
Milch-TBS-Losung, wodurch freie Bindestellen abgeséttigt werden. Danach erfolgt die Inkuba-
tion mit dem 1. Antikorper in 1 %iger Milch-TBS-Lésung iiber Nacht. Am néichsten Tag erfolgt
nach dreimaligem Waschen mit TBS die Zugabe des 2. Antikorpers (z. B. Anti-Rabbit IgG (FC)
POD-Konjugat, von BioRad; 1:10000 in 1 % Milch-TBS-Losung). Nach einer Inkubation von
1 h bei Raumtemperatur wird die Membran erneut dreimal mit TBS und zweimal mit dHyO
gewaschen, um alle unspezifisch gebundenen Antikérper zu entfernen.

Die Detektion des Antikérper-Enzym-Konjugats erfolgt wie unter beschrieben.

TBS: 20 mM  Tris, pH 7,4
0,9 % NaCl

Anodenpuffer I: 300 mM  Tris
20 %  Methanol

Anodenpuffer II: 25 mM  Tris
20 %  Methanol

Kathodenpuffer: 25 mM  Tris
20 %  Methanol

40 mM  e-Amino-n-Capronsiure

2.9.1.1 Detektion des Antikorper-Enzym-Konjugats

Der Nachweis des Antikérper-Enzym-Konjugats erfolgt mittels ECL-Detektionslosung. Das
ECL-Detektionsreagenz besteht zu gleichen Teilen aus einer HyOg-Losung (ECL 1) sowie ei-
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ner Luminol-Losung (ECL 2). Das in der Losung ECL 1 enthaltene HpO2 ist das Substrat der
an den zweiten Antikérper gekoppelten Peroxidase. Die Peroxidase katalysiert hierbei in Anwe-
senheit von HeO9, die Oxidation von zyklischem Diacylhydrazin-Luminol, was zur Emission von
Licht fithrt (Chemolumineszenz).

Zur Detektion des Antikorper-Enzym-Konjugats mischt man zu gleichen Teilen beide Losun-
gen zusammen und bedeckt die Membran damit. Nach 2 min l&dsst man die Lésung von der
Membran abtropfen und legt diese zwischen zwei transparente Folien. Zum Schluss streicht man
Luftblasen und iiberschiissige Fliissigkeit aus und exponiert die Membran fiir 15-30 min auf

einem Rontgenfilm (Kodak Biomax Light).

ECL 1: 2,50 mM Luminol
0,4 mM Paracoumarinsdure
100 mM  Tris/HCI, pH 8,5

ECL 2: 5,4 mM H202
100 mM  Tris/HCI, pH 8,5

2.10 Enzymaktivitatstests

2.10.1 Bestimmung der enzymatischen Aktivitat der Glutaminsynthetase

Der Glutaminsynthetasetest basiert auf der Fahigkeit der Glutaminsynthetase anstelle von NHs
auch NHoOH umzusetzen. Dabei wird, in der Umkehrung der eigentlichen Reaktion, Glutamin
quantitativ in y-Glutamylhydroxamat iiberfiihrt. Das entstehende y-Glutamylhydroxamat bil-
det zusammen mit Fe3T-Salzen einen stark gefirbten Komplex, dessen Konzentration bei 540
nm photometrisch bestimmt werden kann. Dieser quantitative Glutaminsynthetase-Test 146t je-
doch nur einen Riickschluss auf die gesamte Glutaminsynthetase-Aktivitdt zu, da sowohl die
adenylylierte als auch die deadenylylierte Form der Glutaminsynthetase in diesem Test aktiv
sind (Stadtman et al. 1970).

Glutamin + NH,OH —AP%

~v-Glutamylhydroxamat + HyO

Arsenat

Die Bestimmung der Glutaminsynthetase-Aktivitdt wurde nach Pahel et al. (1982) durch-
gefiihrt. Fiir den Test werden je viermal 1 ml Zellen abzentrifugiert, kurz in fliissigem Stickstoff
schockgekiihlt und dann bei - 20 °C weggefroren.

Sind alle Proben gesammelt, werden die Zellpellets aufgetaut, in 450 ul Reaktionsmix resus-
pendiert und fiir 5 min bei 37 °C vorinkubiert. Der Start der Transferase-Reaktion erfolgt durch
die Zugabe von 50 ul 0,2 M Glutamin pH 7 (é 20 mM Glutamin pH 7). Nach 5 min wird die
Reaktion durch Zugabe von 1 ml Stoppmix abgestoppt und die Ansétze werden bei 13.000 rpm
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fir 3 min zentrifugiert. Anschliefend wird die Absorption des Uberstandes bei 540 nm photo-
metrisch bestimmt. Als Leerkontrolle dient ein Reaktionsansatz, dem keine Glutaminsynthetase
zugesetzt wird. Dies wird noch weitere zweimal wiederholt. Von dem {ibrig gebliebenen Zellpellet
wird, wie unter beschrieben, ein Proteinextrakt hergestellt und die Proteinkonzentrati-
on (siehe zur weiteren Berechnung der Enzymaktivitdt bestimmt. Die Konzentration an
7-Glutamylhydroxamat in den Proben wird nach folgender Formel berechnet (siehe ([2.3)):

A 1-ml
540 _pmol-m (2.3)

(tmin - Proteinkonzentration,, /m,;)  (min - ml- mg)

Der Extinktionskoeffizient betréigt hierbei 0,533 mmol/ml cmpjcre der Kiivette (= 1 cm)

Reaktionsmix: 150 mM Imidazol
0,3 mM MgCly
20 mM Natriumarsenat

04 mM ADP
20 mM Hydroxylamirf]
1 % CTAB

Stoppmix: 55 % FeCls -6 HyO
2 %  Trichloressigsdure
21 % HCl

2.11 Saulenchromatographische Methoden

Die Chromatographie findet Verwendung zur Anreicherung und Trennung loslicher Stoffe fiir
analytische und préaparative Zwecke. Anhand der Wahl des Trennprinzips wird zwischen Affi-

nitéts-, Adsorptions- und Ionenaustauschchromatographie unterschieden.

2.11.1 Affinitatschromatographie

Die Affinitétschromatographie beruht auf der Eigenschaft von biologischen Makromolekiilen,
spezifisch und reversibel an andere Substanzen (Liganden) zu binden. Sie dient zur Trennung

von Proteinen aufgrund spezifischer Bindungseigenschaften.

2.11.1.1 Heparinsdule

Die Heparinsdule dient zur Aufreinigung von DNA-bindenden Proteinen. Als funktionelle Grup-
pe der Sdulenmatrix wird hierbei Heparin verwendet, welches DNA-bindende Proteine bindet

und somit eine Aufreinigung dieser ermoglicht.

2Da Hydroxylamin bei einem pH-Wert von 7 instabil ist, wird es unmittelbar vor Gebrauch aus gleichen Teilen
1,6 M Hydroxylammoniumchlorid und 1,6 M NaOH hergestellt. Der pH-Wert des Gemisches betrigt sieben.
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Die Aufreinigung DNA-bindender Proteine wurde im Rahmen dieser Arbeit an der BioLogic
Workstation (Bio-Rad) bei 4 °C unter Verwendung von Heparin-Sepharose (Econo-Pac® heparin
cartridge (Bio-Rad)) durchgefiihrt. Die Fraktionen wurden durch den Fraktionskollektor Model
2/28 (Bio-Rad) gesammelt. Anhand des BioLogic Controllers (Bio-Rad) wurden gemessene Da-
ten, wie z. B. Absorption des Durchlaufes bei einer Wellenldnge von 280 nm oder Elutionsprofile,
gesammelt und iiber das Computerprogramm BioLogic HR Chromatography System (Bio-Rad)
verwaltet.

Die in dieser Arbeit verwendete Heparinsidule (Volumen: 5 ml; Bindekapazitét: 50 units/ml)
wurde nach den Angaben des Herstellers (Bio-Rad) installiert, mit ddHyO gespiilt und mit Puffer
A &dquilibriert. Die zu untersuchenden Proteinproben werden nach Zellaufschluss (siehe [2.8.1.2))
durch Ultrazentrifugation bei 58.000 rpm und 4 °C fiir 1 h von Zellresten und Membranpro-
teinen befreit. Nach der Ultrazentrifugation werden die Proteinextrakte unter Verwendung von
Puffer A auf identische Proteinkonzentrationen eingestellt und auf die Sdule aufgetragen. Der
Probeneinlauf erfolgt mit einer Flussrate von 0,5 ml min~!. Nach dem Waschen der Siule mit
Puffer A bei einer Flussrate von 1 ml min~! werden die gebundenen Proteinen mit Puffer B von
der Saule eluiert. Der fiir die Elution angelegte Gradient verlief von 0 bis 2 M NaCl in Puffer B.

Das Fraktionsvolumen betrégt 1 ml.

Die aufgelisteten Puffer sowie das ddH5O fiir die Heparinsidule werden unter Vakuum entgast.

Puffer A: 50 mM  Natriumphosphat, pH 6,8
1 mM Benzamidin
Puffer B: 50 mM NazPOy, pH 6,8

mM Benzamidin

2 M NaCl
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2.12 Gerate, Chemikalien und Enzyme

2.12.1 Spezielle Artikel und Gerate

3 mm und 6 mm Whatman-Papier, Whatman

BioLogic Workstation (Chromatographieanlage), Bio-Rad
Blot-Apparatur, Keutz

Dialyseschlduche, Roth

Digitalkamera, Nikon Coolpix 995

Elektrophoresegelkammern, BioRad

Elektroporation E. coli Pulser, BioRad

Elektroporation Gene Pulser II + Pulse controller plus, BioRad
Elektroporationskiivetten 0,2 cm, BioRad; Peqglab
Elektroporationskiivetten 0,1 cm, Peqlab

Gene Amp PCR System 2400, Perkin-Elmer

Glasperlen 0,1-0,11 mm @, B. Braun Biotech International GmbH
Imaging-Platte fiir den Molecular Imager®FX, Fuji
Klettmeter, Summerson

Kiihlzentrifuge RC-5B, Sorvall

Kiihlzentrifuge RC-5C Plus, Sorvall

Mikroskop, Nikon Eclipse E200

Molecular Imager®FX, Fuji

Nitrocellulose Transfer Membran, Schleicher u. Schuell, BioScience
pH-Meter ¢G820, Schott Geréte
Photometerkolben/Seitenarmkolben, Ochs

ProbeQuant G- 50 Micro Columns, Amersham Pharmacia
PVDF-Membran 0,45 pym, Roche

Reinstwasseranlage Typ Hp6 UV /UF, TKA

Ribolyser, Hybaid-AGS, Heidelberg

Rotor-Gene 3000 real time PCR cycler, Corbett Research
Spektralphotometer (Ultraspec 3000pro), Pharmacia Biotech
Stereoskop, Nikon SMZ800

Szintillationszahler, Beckmann Coulter

Tischzentrifuge Biofuge 13, Heraeus Sepatech

Ultrazentrifuge Optima’™ TLX Ultracentrifuge, Beckman Coulter
Ultraschallgerét Sonoplus GM70 (Sonifier), Bandelin
UV-Crosslinker-Apparatur (UV-Stratalinker 1800), Stratagene
Vakuumzentrifuge (Speed-Vac-Concentrator), Savant
Videodokumentationsanlage fiir Gele, Herolab

Zahlkammer, Thoma



2.13 Molekularbiologische Kits

2.12.2 Chemikalien

Acrylamid/Bisacrylamid, Roth

Agarose, FMC, Rockland

Anhydrotetrazyklin (AHT), IBA GmbH Ammoniumpersulfat (APS), Aldrich
Bacto Agar, Difco

Benzamidin, Sigma

Bovines Serum Albumin (BSA), Sigma

Bradford-Reagenz, Roti-Quant, Roth

Bromphenolblau, Merck

Cetyl-Trimethyl-Ammonium-Bromid (CTAB), Roth
Dimethyl-Formamid (DMF), Dimethyl-Sulfoxid (DMSO), Sigma
Dithiothreit (DTT), Roth

Glycin, Roth

Isopropyl-3-D-thiogalaktosid (IPTG), Roth

Hefeextrakt, Gibco

N,N,N“,N’-Tetramethylendiamin (TEMED), Roth
Natriumdodecylsulfat (SDS), Roth

Pepton, Marcor M Pfu-Polymerase, Fermentas
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF), Sigma

Probion, Hoechst AG Frankfurt

Standardchemikalien, Roth

Taqg-Polymerase, Fermemtas

2.13 Molekularbiologische Kits

QIAquick PCR purification Kit, Qiagen

E.Z.N.A® High Plasmid Miniprep Kit II, Peqglab
Lumi-Light Western Blotting Substrate, Roche
TOPO® XL PCR Cloning Kit, Invitrogen

Zero Blunt® TOPO® PCR Cloning Kit, Invitrogen
QIAGEN® OneStep RT-PCR Kit

2.14 GroéBenstandards DNA /Proteine

GeneRuler™ 1kb DNA ladder, ready-to-use, MBI, Fermentas
Prestained Protein Molecular Weight Marker, MBI, Fermentas
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2.15 Enzyme

Die Enzyme stammten von folgenden Firmen:

MBI, Fermentas
Restriktionsendonukleasen; Klenow-Fragment; T4-DNA-Ligase; T4-Polynukleotid-Kinase; Exo-
nuklease I1I; S1-Nuklease; Alkalische Phosphatase aus Kélbern (CIAP); DNase; RNase

Qiagen
Proteinkinase K (20 mg/ml)

usB

snake venom Phosphodiesterase

2.16 Antikorper

1. Antikorper:
(anti-GInB E. coli IgG Konjugat) Maheswaran & Forchhammer (2003)

2. Antikorper:
(anti-Rabbit IgG (FC) POD-Konjugat) BioRad

StrepTactin HRP Konjugat IBA, Gottingen

2.17 Verwendete Software

Biology WorkBench 3.2; http://workbench.sdsc.edu;

NCBI (National Center for Biotechnology Information); http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ (Daten-
und Methodenzentrum)

GenDB (Datenbank des Genoms von S. cellulosum So ce56)

Custom Blast (= TBLASTN 2.2.9)

PubMed; (www.pubmed.gov)
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3.1 Morphologische Differenzierung

Sorangium cellulosum zeichnet sich als Myxobakterium durch Eigenschaften von sowohl einzel-
ligen als auch mehrzelligen Organismen aus. Auf Grund seiner Féhigkeit zur morphologischen
Differenzierung als auch zur physiologischen Differenzierung stellt S. cellulosum einen interessan-

ten Modellorganismus dar.

Der Stamm S. cellulosum So ceb56 (So ceb6) wurde 1985 von der GBF aus einer indonesischen
Bodenprobe isoliert und besitzt mit einer Grole von 13,0 Mbp (71,83% GC) das groBite bekann-
te bakterielle Genom. So ce56 gehort zur Familie der Polyangiaceae, Gattung Sorangium und
zeichnet sich durch die Besonderheit der morphologischen wie auch physiologischen Differenzie-
rung aus. Aus diesem Grund wurde das Genom von So ce56 im Rahmen eines Genomprojektes

(Start 2001) sequenziert und annotiert.

Neben der morphologischen Differenzierung zeichnet sich So ceb6 auch durch die Produktion
der Sekundérmetabolite Chivosazol A und Etnangien aus (siehe Abb. [1.4]). Beide Sekundérme-
tabolite sind Polyketide und gehtren damit zu der groflen Familie an biologisch wirksamen Sub-
stanzen, die in Bakterien, Pilzen sowie Pflanzen gefunden wurden. Chivosazol ist zytotoxisch
und gegen Pilze einsetzbar, wihrend Etnangien seine Wirkung gegen Gram-positive Bakteri-
en sowie Pflanzenschédlinge entfaltet. Da von Streptomyceten bekannt war, dass die Bildung
von Sekundédrmetaboliten mit der morphologischen Differenzierung der Streptomyceten einher-
geht (Bibb 2005), sollte in dieser Arbeit der Zusammenhang zwischen morphologischer und
physiologischer Differenzierung in S. cellulosum So ce56 (So ce56) nidher untersucht werden.

Als erstes Ziel galt es, ein geeignetes Nahrstoffmangelmedium fiir S. cellulosum zu etablieren.
Weitere Studien sollten Erkenntnisse tiber die an der morphologischen Differenzierung beteiligten

Gene bzw. Genprodukte liefern.

3.1.1 Entwicklung eines Differenzierungsmediums fiir S. cellulosum

Ein geeignetes Differenzierungsmedium fiir So ce56 sollte es ermoglichen, unter Laborbedingun-
gen eine schnelle und reproduzierbare Differenzierung von So ce56 beobachten zu kénnen. Bis
zu diesem Zeitpunkt wurde das synthetische Medium S (siehe in leicht abgewandelter
Form als Differenzierungsmedium fiir So ce56 eingesetzt. Dies fiihrte jedoch selten zu reprodu-
zierbaren Ergebnissen und setzte in der Regel Vorkulturen in S-Medium voraus. Ein schnelles
Wachstum von So ceb56 konnte bisher jedoch nur in den beiden Komplexmedien M-Medium und

P-Medium erreicht werden.



66 3 Ergebnisse

P-Agar
20% 15% 10%

0,1% Probion 0,021% Probion 0,016% Probion 0,011% Probion
0,2% Pepton 0,042% Pepton 0,032% Pepton 0,022% Pepton
0,5% Starke 0,104% Starke 0,079% Starke 0,055% Starke
P-Agar
P-Diff-Agar

5% 2,5% 1%

0,006% Probion 0,003% Probion 0,002% Probion 0,001% Probion
0,012% Pepton 0,007% Pepton 0,004% Pepton 0,002% Pepton
0,030% Starke 0,017% Starke 0,010% Starke 0,005% Starke

Abbildung 3.1: Differenzierungsassay mit unterschiedlichen Verhéltnissen von P-Agar zu P-Diff-Agar. Die Pro-
zentangaben iiber den jeweiligen Abbildungen geben die % P-Agar im Verhiltnis zu P-Diff-Agar an. Die Prozen-
tangaben unter den jeweiligen Abbildungen geben die genaue Menge in % an Probion, Pepton und Stérke in dem
jeweiligen Ansatz an. Es wurden je 50 ul Zellsuspension aufgetropft.

Wie vorher bereits erwéhnt, wird die Zelldifferenzierung durch verschiedene Faktoren begiins-
tigt. Ein wichtiger Faktor fiir die Differenzierung des bakteriolytischen Myxobakteriums M.
zanthus ist das Angebot an Nahrstoffen. Werden diese reduziert, so beginnt M. xanthus mit der
Zelldifferenzierung, welche in der Ausbildung von mit Sporen gefiillten Fruchtkérpern endet.

Anhand dessen wurde fiir die Etablierung eines geeigneten Differenzierungsmediums fiir
So ceb6 zunichst ein Medium angesetzt, in welchem die Nahrstoffe drastisch reduziert vorlagen.
Dieses Medium, basierend auf dem Komplexmedium P (siehe, enthélt nur 1 % der Néhr-
stoffe und wurde als P-Diff-Medium bezeichnet. Um die Differenzierung auf fester Oberfléiche
beobachten zu kénnen, wurde beiden Medien fiir die weiteren Versuche 1,5 % Agar zugesetzt.

Ausgehend von diesen beiden Medien, dem Komplexmedium P und dem P-Diff-Medium, wur-
den verschiedene Testreihen angesetzt, um die Bedingungen fiir die morphologische Differenzie-
rung von So ceb6 ndher zu definieren. Exemplarisch fiir einen Versuch sei hier die stufenweise
Reduzierung der Nihrstoffe, ausgehend von dem Komplexmedium P gezeigt (siehe Abb. .
Dies wurde durch Mischen der beiden Agar in definierten Verhéltnissen (1 %, 2,5 %,..., 20 %
P-Medium) erreicht.

Fiir diesen Differenzierungsversuch wurden Zellen von So ce56 in M-Medium (siehe
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bis Erreichen einer ODggg von 4 angezogen und wie unter [2.2.4.1] beschrieben weiter behandelt.
In Abbildung ist das Ergebnis des Differenzierungsassays gezeigt. Deutlich erkennbar ist die
vollstdndige Differenzierung von So ceb56 auf P-Diff-Agar nach vier Tagen Inkubation. Somit

wurde P-Diff als Differenzierungsagar weiter verwendet.

3.1.2 Vorbehandlung der Zellen fiir den Differenzierungsassay

Neben dem Austesten eines fiir die Differenzierung geeigneten Differenzierungsmediums war es
wichtig, festzustellen, wie die Zellen vor dem eigentlichen Differenzierungsassay zu behandeln
sind. Als Ausgangsmedium fiir die Differenzierung wurde das Komplexmedium P verwendet,
welches bis zu diesem Zeitpunkt als Wachstumsmedium eingesetzt wurde. Da dieses Medium
durch seinen Bestandteil Stiarke und Probion triibe ist, eignet es sich leider nicht sehr gut zur
Anzucht von S. cellulosum in Fliissigkultur. Zum einen kénnen Kontaminationen in einem triiben
Medium schlechter identifiziert werden, zum anderen wird die Bestimmung der optischen Dichte
erschwert. Deswegen fiel die Wahl fiir die Anzucht und fiir die Vorbehandlung der Zellen auf das
Komplexmedium M. Dieses eignet sich gut zur Anzucht von S. cellulosum und ist im Gegensatz
zu P-Medium nicht triib.

Ml Zellsuspension

Ml Zellsuspension
25 ul 50 pl 75 pl 100 pl

~1,625-10" ~3,25-10" ~4,875-10" ~6,5-10"

Abbildung 3.2: Differenzierungsassay auf P-Diff-Agar unter Verwendung von unterschiedlichen Mengen an aufkon-
zentrierter Zellsuspension von So ceb6. Die Abbildungen zeigen den unterschiedlichen Grad der Differenzierung
in Abh#ngigkeit der Menge an aufgetropfter Zellsuspension. Die Zahlen unter der jeweiligen Abbildung geben die
Zellzahlen der aufgetropften Zellsuspension an.
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Von dem Differenzierungsassay von M. xanthus war bekannt, dass die Zellen fiir eine erfolgrei-
che Differenzierung zunéchst bis zum Erreichen der exponentiellen Phase angezogen und noch vor
dem Auftropfen auf Differenzierungsagar auf Nahrstoffmangelbedingungen eingestellt werden.
Dies wurde durch zweimaliges Waschen in Differenzierungsmedium gewihrleistet. Des Weiteren
war bekannt, dass M. zanthus auf eine bestimmte Zelldichte aufkonzentriert werden muss, um
eine erfolgreiche Differenzierung zu durchlaufen. Anhand dieser Erkenntnisse wurden verschiede-
ne Ansitze des Differenzierungsassays von S. cellulosum gestartet. Zundchst wurden die Zellen
von So ceb6 bis Erreichen der exponentiellen Phase (ODggp von 4) unter Schiitteln bei 32 °C
inkubiert, abzentrifugiert und in Differenzierungsmedium P-Diff einmal gewaschen. Dabei stellte
sich heraus, dass durch das Waschen in Differenzierungsmedium den Zellen so viele Nahrstoffe
entzogen wurden, dass ein Uberleben nicht mehr gewihrleistet war und die Zellen lysierten. Um
trotzdem etwaige anfallende Stoffwechselprodukte aus dem Medium zu entfernen, wurde statt-
dessen ein Waschschritt mit dem Komplexmedium M eingefiihrt. Nach diesem Waschschritt und
nachfolgender sechsfacher Aufkonzentrierung der Zellen wurden zunéchst verschiedene Mengen
an Zellsuspension auf den vorbereiteten P-Diff-Agar aufgetropft (siehe. Wie in Abbildung
[3:2]zu erkennen ist, waren 25 bis 50 pl der Zellsuspension ausreichend fiir die Differenzierung von
So ceb6, wohingegen Mengen unter 25 pl und {iber 50 ul zu keiner vollstédndigen Differenzierung

fithrten.

Die verschiedenen Phasen der Differenzierung von So ceb6
In Abbildung ist der zeitliche Verlauf der Differenzierung von So ce56 auf P-Diff-Agar ab-
gebildet. Die Differenzierung konnte anhand spektroskopischer Untersuchungen in vier sowohl

zeitlich als auch morphologisch unterschiedliche Phasen eingeteilt werden.

Phase 1 Phase 2 Phase 3 Phase 4
0-20 h

5mm

Abbildung 3.3: Zeitlicher Verlauf der Differenzierung von So ce56 auf P-Diff-Agar. Die Differenzierung von So ce56
wurde in vier verschiedene Phasen eingeteilt: 1. Phase: vegetatives Stadium; 2. Phase: Aggregation der Zellen; 3.
Phase: frithe Phase der Fruchtkérperbildung (FK); 4. Phase: spite Phase der FK-Bildung.
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e Phase 1: Die erste Phase der Differenzierung kennzeichnet die Zeit, in der sich die Mor-
phologie der Zellen nicht d&ndert. Diese Phase dauert etwa 20 h. Bei genauerer Betrachtung

unter dem Mikroskop kénnen in dieser Phase nur vegetative Stédbchen beobachtet werden.

e Phase 2: In Phase 2 beginnen die Zellen langsam zu aggregieren. Diese Phase zieht sich

ebenfalls iiber eine Zeitspanne von etwa 20 h hin.

e Phase 3: Wihrend der dritten Phase kénnen die ersten Fruchtkorper beobachtet werden,
die jedoch zu diesem Zeitpunkt noch nicht vollstéindig ausgebildet sind, da noch keine

Sporangien sichtbar werden (frithe Phase der Fruchtkorperbildung).

e Phase 4: In Phase 4 ist die Differenzierung schlieBlich vollstéindig. Wie in Abbildung[3.3]zu
sehen, konnen in dieser Phase der Differenzierung, Sporangien im Fruchtkérper beobachtet

werden (spéte Phase der Fruchtkorperbildung).

Die Fruchtkorper der Gattung Sorangium unterscheiden sich morphologisch von anderen Gat-
tungen, wie z. B. Chondromyces oder Stigmatella. Sind die Fruchtkérper von Chondromyces und
Stigmatella als erhabene Strukturen mit Stielen zu beobachten, so kann man die Fruchtkorper
der Gattung Sorangium als in die Oberfliche des jeweiligen Substrats eingebettet bezeich-
nen (Reichenbach & Dworkin 1991). Die Differenzierung dieses Myxobakteriums verlduft so-
zusagen nicht in die Hohe, sondern flichig auf der Oberfliche oder in diese hinein (siehe Abb.
3.3). Dadurch liegen die Fruchtkérper auch dicht beieinander und sind gegeneinander nicht sehr

stark abgegrenzt. Die Fruchtkorper von So ceb6 bestehen jeweils aus einer Masse von Sporangien.

Nach den oben beschriebenen Versuchen konnte der Differenzierungsassay (siche fiir
So ceb6 etabliert werden. Mit diesem ist es nun moglich, die Differenzierung von So ce56 reprodu-
zierbar einzuleiten. Des Weiteren wurden in diesem Rahmen ein weiteres Differenzierungsmedi-
um (M-Diff-Medium) etabliert, welches es ermoglicht, So ce56 in Fliissigkultur unter Differenzie-
rungsbedingungen zu inkubieren. Auch dieses Medium besitzt nur 1 % der im Ausgangsmedium
M enthaltenen Néhrstoffe. Das M-Diff-Medium erlaubte es, Proben von So ceb6 aus Fliissig-
kulturen unter Differenzierungsbedingungen zu untersuchen. Der Vorteil dieses Mediums liegt
dabei in der Zusammensetzung (siehe. Im Gegensatz zu dem P-Medium bzw. dem P-Diff-
Medium wird das M-Medium bzw. das M-Diff-Medium nicht durch Medienbestandteile getriibt,
wodurch Kontaminationen eher vermieden werden kénnen und die Messung der optischen Dichte

vereinfacht wird.

3.2 Einfluss von asgA auf die Differenzierung in S. cellulosum

So ceb6

Der komplexe Entwicklungszyklus von M. zanthus wird durch Néhrstoffmangel induziert und
durch Austausch von diffusiblen Signalsubstanzen und einem direkten Zell-Zell-Kontakt gefor-
dert. Des Weiteren beinhaltet die Differenzierung von M. zanthus ein stark geordnetes System

der Genexpression, welches durch den direkten Zell-Zell-Kontakt gesteuert wird. Fiir die normale
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Entwicklung von M. zanthus konnten anhand von Komplementationsversuchen fiinf Signale, A-,
B-, C-, D- und E-Signal, identifiziert werden, von denen jedoch nur zwei (A-Signal und C-Signal)
funktionell und biochemisch verifiziert werden konnten (Kaiser 2004). Zeitlich gesehen werden
die Gene (asgA-FE) fiir das A-Signal friith in der Entwicklung exprimiert, wobei Mutationen in
den asg-Genen zu Aggregation- und Sporulationsdefekten fithren und sich des Weiteren in einer
verminderten A-Faktor-Produktion duern (Kaiser 2004).

Anhand der Genoméhnlichkeit von S. cellulosum und M. zanthus wurde vermutet, dass dhn-
liche Signale bzw. Gene wie in M. zanthus fir die Differenzierung von S. cellulosum zustindig

sind.

3.2.1 Potenzielle asgA kodierende Gene in S. cellulosum So ceb6

Wie zuvor schon erwédhnt, werden die asg-Gene friih in der Differenzierung von M. zanthus ex-
primiert und sind somit mit fiir die Einleitung des Differenzierungsprogrammes verantwortlich.
Von den fiinf verschiedenen asg-Genen in M. zanthus kodieren zwei Gene, asgA und asgD, je ein
Protein mit einer N-terminalen receiver-Doméne gefolgt von einer C-terminalen Histidinkinase-
Doméne (Plamann et al. 1995). Fiir AsgA konnte eine Autokinase- und Autophosphorylierungs-
aktivitdt nachgewiesen werden (Li & Plamann 1996).

Der ungewdthnliche Aufbau (N-terminale receiver-Doméne und C-terminale Histidinkinase)
und die Tatsache, dass diese Proteine zum Teil stark konserviert sind, lief hoffen, dass asgA/D-
homologe Gene in dem Genom von So ce56 zu finden sind.

Durch einen Vergleich der asgA- und asgD- Sequenzen von M. zanthus mit dem Genom von
So ceb6 konnten mehrere asgA /D-homologe Gene identifiziert werden, deren Genprodukt eine

mehr oder weniger grofie Homologie zu AsgA bzw. AsgD von M. zanthus aufwiesen (siehe Tab.

3.1).

Tabelle 3.1: Homologien der moglichen AsgA/D-homologen Proteine aus S. cellulosum im Vergleich zu AsgA und
AsgD von M. zanthus. Der Wert des e-values driickt aus, wie gro8 die Wahrscheinlichkeit ist, dass die Ahnlichkeit
der gesuchten Sequenz mit der gefundenen Sequenz rein zuféllig ist. Je ndher bei Null bzw. je kleiner dieser Wert
ist, desto signifikanter ist die Ubereinstimmung der verglichenen Sequenzen. Abkiirzung aa = amino acids.

AsgA /D- Lange e-value Identitéit e-value Identitét
homologe zu AsgA zu AsgD
Proteine aus aus
aus M. xanthus M. xanthus
So ce56 (385 aa) (773 aa)
Sce4026 396 aa 4e-31 25,8% 2e-23 33%
Scel742 549 aa 2e-32 18,6% 4,3 24%
Scell73 549 aa 3e-34 15,3% 0,001 23%
Sce0723 636 aa 2e-34 13,8% 8e-15 29%
Sce0817 859 aa 5e-30 10,9% 9e-19 28%
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Das Genprodukt von sce4026 zeigte mit einer Identitéit von 25,3 % die gréfite Homologie zu
AsgA von M. xanthus und gleichzeitig mit 33 % Identitéit ebenfalls die grofite Homologie zu AsgD
von M. zanthus (siehe Tabelle . Die grofle Homologie des Genprodukts von sce4026 1asst sich
ebenfalls in einer phylogenetischen Analyse verdeutlichen (sieche Abb. . Zwei der Proteine
aus dem Genom von So ceb6 wiesen einen hohen Verwandtschaftsgrad zu AsgA aus M. zanthus
auf. Das Protein Sce0817 zeigte dagegen bei dem Vergleich der Homologien mit 10,9 % Identitéit
die niedrigste Ubereinstimmung. Ausschlaggebend fiir die Auswahl des zu untersuchenden Gens
bzw. Proteins von So ceb6 waren letztendlich die Identitét zu AsgA /D von M. zanthus wie auch
die Doménenstruktur des Proteins. Im Folgenden wird dieses Protein (Sce4026) von So ce56
dementsprechend als AsgA bezeichnet bzw. das Gen entsprechend asgA.

Die Untersuchung der im Protein enthaltenen Doménen ergab, dass es sich in allen drei Féllen
(AsgAsoces6, ASEAN zanthus Und ASgD s zanthus) um ein Zwei-Komponenten-dhnliches Signal-
transduktionssystem handelt, aufgebaut aus einer N-terminalen receiver-Doméne und einer C-
terminalen Histidinkinase. Jedoch wurde im AsgA-Protein von So ceb56 wie auch in dem AsgA-
Protein von M. zanthus keine Zwischensequenz zwischen den beiden Doménen gefunden, wie fiir
AsgD bekannt. Das kalkulierte Molekulargewicht fiir AsgAg, 056 ergab 43,4 kDa, vergleichbar
mit dem kalkulierten Molekulargewicht von AsgA s zanthus mit 42,1 kDa (SDSC' Biology work-
bench 3.2 (http://workbench.sdsc.edu)).

AsgA M. xanthus (385 aa) @IRRI—  HK

Sce4026 (AsgA S. cellulosum (396 aa)) @RRIP- HK

[ Sce0817 (859 aa) @IRRID—  HK

AsgD M. xanthus (773 aa) @ERRID—22— K

Sce1742 (549 aa) Hk —-@ERRID

Scel173 (549 aa)  HK

Sce0723 (636 aa). Hk -@@RRID

Abbildung 3.4: Phylogenetische Analyse der Aminosduresequenzen von AsgA und AsgD von M. zanthus und
fiinf AsgA /D-homologen Proteinen aus S. cellulosum basierend auf einer ClustalW-Analyse (SDSC Biology work-
bench 3.2 (Higgins et al. 1992, Thompson et al. 1994)). Sce4026 und Sce0817 von So ce56 weisen einen hohen
Verwandschaftsgrad zu AsgA von M. zanthus auf.
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3.2.1.1 Die asgA/D- Regionen im Genom von S. cellulosum und M. zanthus

Die genetische Organisation der drei Gene wird in Abbildung 3.5 verdeutlicht. Sie weisen keinerlei

vergleichbare genetische Organisation untereinander auf.
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Abbildung 3.5: Genetische Organisation der asgA/D-Region von So ce56 und M. zanthus. Die Bezeichnung und
Zuordnung der Gene wurde direkt aus beiden Genomen iibertragen. Das asgA- bzw. das asgD-Gen sind rot
dargestellt. Die Genregionen sind mafistabsgetreu dargestellt.

3.2.2 Konstruktion der S. cellulosum So ceb6 asgA- Mutante

Um mehr Hinweise iiber die Funktion des asgA-Gens in Soceb6 zu erhalten, wurde im weite-
ren Verlauf eine Insertionsmutante des asgA-Gens durch homologe Rekombination in So ce56

konstruiert.

3.2.2.1 Klonierung des Konjugationsplasmids pSUPHyg asgA und Konjugation nach S.

cellulosum So cebb6

Zur Konstruktion einer asgA-Insertionsmutante in So ce56 wurde zuniichst ein 870 bp grofes
internes Fragment des asgA-Gens unter Verwendung der primer asgAint+ und asgAint- mittels
FailSafe™ PCR (siehe [2.6) mit chromosomaler DNA von So ce56 amplifiziert. Die PCR verlief
unter Standardbedingungen. Zur priparativen Aufreinigung des PCR-Amplifikats wurde dieses
aus einem 1 %igen Agarosegel extrahiert (siehe [2.4.7.1). Das Produkt wurde mittels des Zero
Blunt® TOPO® PCR Cloning Kits (Invitrogen) in den Vektor pCR®-XL-TOPO® Kkloniert.
Nach der Klonierung des PCR-Produktes in den pCR®-XL-TOPO®-Vektor wurde dieser in
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Abbildung 3.6: Schematische Darstellung der Konjugationsvektoren (a) pSUPHyg (Ausgangsvektor) und (b)
pSUPHyg asgA (Endkonstrukt). Die Schnittstellen HindIII und Sphl sind bei der Klonierung von pSUPHyg
asgA erhalten geblieben. Das HindIII/Sphl-Fragment aus pCR XL TOPO asgA bezeichnet den Bereich, der
aus dem pCR®-XL-TOPO® asgA-Vektor in pSUPHyg kloniert wurde. Die Graphiken wurden mit der Software
Vector NTI generiert. TcR = Tetrazyklinresistenzgen; HygR = Hygromycinresistenzgen unter der Kontrolle des
Kanamycinpromotorelementes (aphlI-Promotor); CmR’ = zerstértes Chloramphenicolresistenzgen.

E. coli Topl0 vermehrt. Die potenziellen Klone wurden mit Hilfe von PCR und verschiedenen
Restriktionen iiberpriift.

Uber die Schnittstellen HindIIT und Sphl wurde das iiber ein Agarosegel extrahierte Fragment
in die entsprechenden dephosphorylierten Schnittstellen des Konjugationsvektors pSUPHyg klo-
niert. In Abbildung ist das daraus resultierende Plasmid pSUPHyg asgA graphisch dar-
gestellt. Die erhaltenen Klone wurden ebenfalls per PCR und verschiedener Restriktionsverdaus
tiberpriift.

Das konstruierte Plasmid pSUPHyg asgA wurde in den E. coli Stamm ET12567 pUB307 (tra™)
transformiert und nach S. cellulosum konjugiert (sieche . Die potenziellen asgA-Mutanten

wurden zuniichst auf Wachstum in Komplexmedium iiberpriift. Fiir die weitere Uberpriifung

Tabelle 3.2: primer-Kombinationen mit den erwarteten FragmentgroBen zur Uberpriifung der potenziellen asgA-
Mutanten

primer-Kombinationen | erwartete Fragmentgrofle

asgAint+/pSUPHygSphl | 966 bp in SasgA

pSUPHind+/asgAint- 998 bp in SasgA
asgAint+/asgAint- 870 bp in SasgA und pSUPHyg asgA
asgAstart/asgAstop 1191 bp im Wildtyp

hygint+2/hygint-2 532 bp in SasgA und pSUPHyg asgA
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der potenziellen asgA-Mutanten wurde die chromosomale DNA isoliert und verschiedene PCRs
durchgefithrt. Die verwendeten Kombinationen von primern, sowie die daraus resultierenden
Fragmentgrofien sind der Tabelle und Abbildung [3.7(b)| zu entnehmen. Abbildung [3.7(a)
veranschaulicht graphisch die homologe Rekombination von pSUPHyg asgA in das Chromosom
von So ceb6.

Die Integration von pSUPHyg asgA in das Chromosom von S. cellulosum fithrte zu einer Unter-
brechung des Gens mit der Folge, dass fiir ein vollsténdig kodiertes Protein nur 42 Aminosduren

vom C-terminalen Ende fehlen. Diese Region wurde in AsgA/D von M. zanthus als duferst

(_)_ Struktur von AsgA
- (S. cellulosum So ce56)
receiver-Domane Histidinkinase-

Domaéne

396

1
AsgA-Protein (396 aa)
H1EZ NZaA G1315 FJGO G2342 (So ce56)
65 .x 354

e j AsgA int —am—E N\~ pSupHyg asgA

396
asgA-Mutante
(SasgA)

IS1 Tn9
oriT aus aphll-Promotor p asgAint+
asgAint+ Rp4 , .
SasgAstart PP P CmR’ P hygint-2 ? pSupHind+
— I B = —
& pSupHygSph! HygR p15aori dasgAint
dasgAint- d hygint+2 d SasgAstop
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Abbildung 3.7: Konstruktion der SasgA-Mutante durch homologe Rekombination von pSUPHyg asgA in das
Chromosom von So ce56. (a) Fiir die Konstruktion der asgA-Mutante in So ce56 wurde ein internes Fragment
von asgA in den Konjugationsvektor pPSUPHyg kloniert. Der Vektor pSUPHyg asgA wurde durch ein ,,single cros-
sover“-Ereignis in das Genom von So ce56 integriert. Dies hatte zur Folge, dass asgA durch die Vektorsequenz
(pSUPHyg asgA) unterbrochen wurde. Daher fehlen fiir ein vollstindig kodiertes Protein 42 aa vom C-terminalen
Ende der Histidinkinase-Doméne. (b) Schematische Darstellung des asgA-Genes nach erfolgreicher homologer Re-
kombination von pSUPHyg asgA in das Chromosom von So ce56. Fiir die Test-PCRs verwendete primer wurden
eingezeichnet. Die Graphik wurde mit der Software Vector NTI generiert. HygR = Hygromycinresistenzgen unter
der Kontrolle des Kanamycinpromotorelementes (aphlI-Promotor); CmR’ = zerstortes Chloramphenicolresistenz-
gen.
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essentiell angesehen. Im Gegensatz zu der asgA-Mutation in So ceb6 resultiert die Mutation von
asgA in M. zanthus in einem Aminosdureaustausch in der Néhe der Nukleotid-Binderegion der
Histidinkinase-Doméne.

Durch einen Vergleich der verschiedenen PCRs auf den potenziellen S. cellulosum asgA-
Mutanten, dem Wildtyp und dem Konjugationsplasmid pSUPHyg asgA konnte eine Mutante
identifiziert werden, bei der eine erfolgreiche homologe Rekombination von pSUPHyg asgA in
das Chromosom stattgefunden hatte (Daten nicht gezeigt). Mit dieser Mutante wurde in den

folgenden Versuchen weitergearbeitet. Diese Mutante wird im Folgenden als SasgA bezeichnet.

3.2.3 Phanotypische Charakterisierung der asgA- Mutante von So ceb6, SasgA
3.2.3.1 Wachstum in Komplexmedium

Um zu testen, inwieweit sich die Mutation im asgA-Gen auf das Wachstumsverhalten in Kom-
plexmedium auswirkt, wurden Wachstumsversuche durchgefiihrt. Dafiir wurden die in M-Me-
dium (siehe herangezogenen Kulturen von So ce56 (Wildtyp) und SasgA wiederum in
M-Medium auf einen Klettwert von 20 iiberimpft. Das Wachstum wurde solange verfolgt, bis die
Kulturen die stationdre Phase erreichten. Der Verlauf des Wachstums wurde in Klett verfolgt.

In Abbildung ist der Wachstumsverlauf beider Stdmme graphisch dargestellt. Es trat kein
signifikanter Unterschied zwischen dem Wachstum beider Stdmme auf. Die Untersuchungen er-
gaben demnach keinen durch die Mutation im asgA-Gen ausgelosten Wachstumsdefekt unter
néhrstoffreichen Bedingungen. Die Wachstumsversuche wurden zeitlich voneinander getrennt
noch mehrmals wiederholt, wobei auch nach mehrmaliger Wiederholung keine Unterschiede be-
obachtet werden konnten.

Auch Wachstumsversuche in dem synthetischen Medium SM fiihrten zu dem gleichen Ergebnis.
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Abbildung 3.8: Wachstum von So ce56 (Wildtyp) und SasgA in dem Komplexmedium M. Der Verlauf der Wachs-
tumskurve wurde mit Klettmessungen verfolgt.




76 3 Ergebnisse

3.2.3.2 Morphologische Differenzierung von SasgA

Von M. zanthus ist bekannt, dass eine Mutation im asgA-Gen einen starken Defekt in der mor-
phologischen Differenzierung auslost (Kuspa & Kaiser 1989). Der Phénotyp der asgA-Mutante
in M. zanthus (DK473) wurde mit einem Defekt in der Aggregationsbildung beschrieben. Das
heifit, die Mutanten sind schon sehr frith in der Differenzierung gehemmt und zeigen nur eine
sehr schwache Ausbildung von Aggregaten.

Aus diesem Grund stellte sich die Frage, ob SasgA einen dhnlichen Defekt in der Differenzie-
rung aufweist. Fiir die Beantwortung dieser Frage wurde der morphologische Differenzierungs-
assay, wie unter 2.2.4.1 und [3.1.1] beschrieben, durchgefiihrt. Das Ergebnis ist in Abbildung [3.9]
dargestellt.

So ce56
(Wildtyp)

Abbildung 3.9: Phanotyp der morphologischen Differenzierung von SasgA im Vergleich zum Wildtyp. Der Differen-
zierungsassay wurde wie unter beschrieben durchgefiihrt. Die Differenzierung wurde iiber eine Zeitspanne
von 4 Tagen beobachtet.

Bei Betrachtung der Ergebnisse der Differenzierungsassays von So ce56 und SasgA konnte fest-
gestellt werden, dass SasgA einen starken Defekt in der Differenzierung aufwies. Der Wildtyp
begann nach 24 h auf P-Diff-Agar mit der Aggregation und hatte die Differenzierung nach 96 h
abgeschlossen, wohingegen SasgA auch nach 120 h noch keine Anzeichen von Aggregation auf-
wies. Die asgA-Mutante #hnelt demnach hinsichtlich des morphologischen Differenzierungstyps
den asg-Mutanten von M. zanthus, welche wie SasgA einen Defekt in der frithen Aggregations-

bildung aufweisen.

3.2.3.3 Physiologische Differenzierung von SasgA

Die physiologische Differenzierung (Produktion von Sekundirmetaboliten) ist eine Art der che-
mischen Differenzierung, welche zumindest in Streptomyceten und Bacillen parallel zur mor-
phologischen Differenzierung initiiert wird, wie z. B. bei der Sporulation in Streptomyceten
oder Bacillen (Lengeler et al. 1999). Eine Hypothese besagt, dass der Sinn dieser gleichzeiti-
gen morphologischen wie auch physiologischen Differenzierung dabei vermutlich dem Schutz der
gebildeten Sporen vor Fressfeinden dient.

Die Myxobakterien sind ebenso wie die Streptomyceten befihigt, sowohl eine morphologische

als auch eine physiologische Differenzierung zu durchlaufen. Unter den Myxobakterien wiederum
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Abbildung 3.10: Physiologische Differenzierung von So ce56 (Wildtyp) und SasgA. Abgebildet ist die durch Zugabe
der extrahierten Sekundirmetabolite erfolgte Hemmbhofbildung beider Stamme. In der Mitte ist deutlich das kleine
Stiick Whatman-Papier zu erkennen, auf welches die Sekundirmetabolite getropft wurden. Der helle Hintergrund
stellt den Hemmbhof dar, wohingegen der dunklere Hintergrund das Wachstum des jeweiligen Indikator-Organismus
reprasentiert. Fiir den Chivosazol-Assay wurde 1 pl der Suspension an Sekundirmetaboliten getropft, fiir den
Etnangien-Assay wurden 3 ul eingesetzt. Als Negativkontrollen wurden Methanol und dH2O verwendet (nicht
gezeigt).

Chivosazol-Assay
(H. anomala)

nimmt die Gattung Sorangium eine besondere Stellung im Bereich der Sekundérmetabolitpro-
duktion ein (siehe , da im Vergleich zu anderen Myxobakterien die meisten Sekundérme-
tabolite aus Sorangium isoliert werden konnten. So ceb6 produziert nachweislich die beiden
Sekundérmetabolite Chivosazol A und Etnangien (Pradella et al. 2002).

Es stellte sich die Frage, ob die asgA-Mutante von So ce56 durch ihren Defekt in der morpho-
logischen Differenzierung ebenfalls in der physiologischen Differenzierung beeintréachtigt ist. Um
eine qualitative Aussage iiber die Sekundarmetabolitproduktion von SasgA treffen zu kénnen,
wurde ein sogenannter Bioassay wie unter 2.2.4.2) beschrieben, durchgefiihrt.

Die Ergebnisse des Bioassays sind in Abbildung dargestellt. Der mittlere dunkle Punkt
zeigt das kleine Stiick Whatman-Papier, auf das die Sekundarmetabolit-Extrakte von So ce56
(Wildtyp) und SasgA aufgebracht wurden. Der hellere Bereich ist auf die Hemmung des Wachs-
tums des jeweiligen Indikator-Organismus zuriickzufiihren und der darauffolgende dunklere Be-
reich stellt wiederum dessen Wachstum dar. Anhand der Grofle des jeweiligen Hemmhofes und
durch den Vergleich von Wildtyp und Mutante ldsst sich eine semiquantitative Aussage iiber die
Menge an produzierten Sekundérmetaboliten treffen.

In diesem Versuch ist deutlich zu erkennen, dass zwischen Wildtyp und Mutante kein signifi-
kanter Unterschied in der Gréfle der entstandenen Hemmbhofe zu verzeichnen ist. Die Unterbre-
chung des asgA-Genes hat demnach keinen Effekt auf die Produktion der Sekundarmetabolite
Chivosazol A und Etnangien.

Um genauere Aussagen iiber die Menge an produzierten Sekundirmetaboliten treffen zu
konnen, wiren weitere Analysen (wie z. B. HPLC-Analysen) notwendig. Da in diesem Fall kein
bedeutsamer Unterschied zwischen dem Wildtyp und der Mutante sichtbar wurde, wurde diese

Art der Untersuchung als nicht sinnvoll erachtet.
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3.2.3.4 Degradation von Cellulose durch SasgA

S. cellulosum z#hlt zu den cellulolytischen Myxobakterien und ist daher in der Lage, sowohl
unlosliche kristalline als auch 16sliche Cellulose durch Cellulase und Cellobiase zu metabolisie-
ren (Sarao et al. 1985).

Anhand eines einfachen Tropfversuches sollte die Frage geklirt werden, ob SasgA eventuell
einen Defekt in der Cellulosedegradation aufweist. Fiir diesen Versuch wurden zunéchst So ce56
und SasgA, wie unter [2.2.4.1] beschrieben, angezogen und aufkonzentriert. Anschlieend wurden
je 50 pl der aufkonzentrierten Zellsuspensionen auf ein einlagiges Stiickchen Cellulose-Papier
(KimWipes®Lite; Kimberley-Clark) getropft. Als Agar-Untergrund diente P-Diff. Die Platten
wurden bei 32 °C inkubiert.

In Abbildung [3:11] sind die Ergebnisse des Versuches abgebildet. Nach etwa 10 Tagen Inkuba-
tion bei 32 °C konnten bei beiden Stdammen helle Stellen auf dem sonst dunkleren Hintergrund
des Cellulose-Papieres ausgemacht werden. Bei genauerer Betrachtung konnten an diesen Stellen
keine Fasern von Cellulose mehr gefunden werden. Somit ist SasgA wie auch der Wildtyp in der

Lage, Cellulose zu zersetzen.

So ce56
(Wildtyp)

SasgA

Abbildung 3.11: Degradationsversuch mit So ce56 (Wildtyp) und SasgA auf Cellulose. Die Celluloseplittchen
wurde fiir diesen Versuch auf P-Diff-Agar gelegt. Die Platten wurden fiir insgesamt 10 Tage bei 32 °C inkubiert. Die
hellen Stellen markieren den Bereich der Cellulosezersetzung durch den jeweiligen Stamm. Die dunklen Bereiche
kennzeichnen die noch vorhandene Schicht an Cellulose. Des Weiteren kann man bei genauerer Betrachtung sowohl
bei So ceb56 (Wildtyp) und SasgA Fruchtkorper-“Ansétze® erkennen.

3.2.4 Differenzierungsabhangige Expression von asgA in S. cellulosum So ce56

Positive Regulation der asgA- Expression unter Differenzierungsbedingungen

Von asgA aus M. xzanthus ist bekannt, dass dieses differenzierungsabhéngig reguliert bzw. ex-
primiert wird. Um die asgA-Expression in S. cellulosum hinsichtlich der Differenzierung zu
untersuchen, wurde die relative Expression von asgA anhand einer Real-time RT-PCR unter
Verwendung der primer asgAint+ und asgAint- bestimmt. Die Real-time RT-PCR wurde wie
unter [2.6.4] beschrieben durchgefiihrt. Die Gesamt-RNA wurde aus Proben isoliert, die nach 0
h, 3 h und 6 h Differenzierung in M-Diff-Medium entnommen wurden, wovon je 40 ng Gesamt-
RNA fiir die Real-time RT-PCR eingesetzt wurden. Als Referenz wurde 16S rRNA verwendet,



3.2 Einfluss von asgA auf die Differenzierung in S. cellulosum So ce56 79

4,0 , . , . ,
Il relative asgA-Expression (So ce56)

3,5- [ relative asgA-Expression (Srel) -
@ 3,0 1 E
©
O 254 .
h=
)
8 204 .
S
<
w154 s
o
2
S 1,04 i
o

0,5 -

0,0

Oh 3h 6h
Zeit der Differenzierung

Abbildung 3.12: Bestimmung der relativen Expression des asgA-Gens in So ce56 und Srel wihrend der Differen-
zierung durch Real-time RT-PCR. Zu den angegebenen Zeitpunkten (0 h, 3 h und 6 h Differenzierung) wurde die
Gesamt-RNA isoliert. Die Expression zum Zeitpunkt 0 h wurde als 1 definiert und die Expression zu den jeweiligen
Zeitpunkten dazu in Relation gesetzt. Die Daten zeigen die Mittelwerte aus drei unabhéngigen Experimenten.
Die Fehlerbalken geben die maximale Abweichung vom Mittelwert an. Als Referenz wurde 16S rRNA verwendet.

deren Expressionslevel anhand der Real-time RT-PCR-Daten iiberpriift wurden. Die relative
Expression zum Zeitpunkt 0 h wurde als 1 definiert und die asgA-Expression an den folgenden
zwei Zeitpunkten (3 h und 6 h Differenzierung) dazu in Relation gesetzt.

Die Ergebnisse der Real-time RT-PCR, die in Abbildung graphisch dargestellt sind, er-
gaben eine positive Regulation der Expression von asgA aus So ceb6 unter Differenzierungsbe-
dingungen. Nach 3 h Differenzierung konnte eine Zunahme der relativen Expression auf 3,06
ermittelt werden, die nach weiteren 3 h Differenzierung (ts) wieder auf 2,3 abnahm. Somit wird

asgA in So ceb6 unter Differenzierungsbedingungen angeschaltet.

3.2.5 Die asgA- Expression steht unter stringenter Kontrolle

In M. zanthus spielt nicht nur das A-Signal fiir die Einleitung der Differenzierung eine wichtige
Rolle, sondern auch die (p)ppGpp-Produktion (Guanosinpentaphosphat; Guanosin-5’-triphos-
phat-3’-diphosphat), welche als Initiationssignal der Differenzierung identifiziert wurde (Singer
& Kaiser 1995). Die Akkumulation von (p)ppGpp erfolgt unter N#hrstofflimitierung und ist
fiir die Expression von Genen notwendig, die in der frithen Phase der Differenzierung wichtig
sind. Dazu gehort unter anderem auch das asgA-Gen. In M. zanthus ist demnach das A-Signal
abhéngig von der (p)ppGpp-Produktion.

Um eine Abhéngigkeit der asgA-Expression von der (p)ppGpp-Akkumulation in So ceb6 fest-
zustellen, wurde eine weitere Real-time RT-PCR durchgefithrt. Es wurde die relative asgA-

Expression in Srel, der stringent response-Mutante (Knauber 2006), untersucht. Die Real-time
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RT-PCR wurde wie unter und beschrieben durchgefiihrt und wurde zeitgleich mit der
vorherigen Real-time RT-PCR (siehe angesetzt. In Abbildung ist das Ergebnis der
Real-time RT-PCR auf Gesamt-RNA von So ce56 und der rel-Mutante graphisch dargestellt.
Wie zuvor schon gezeigt, erfolgte eine positive Regulation der Expression von asgA in So ce56
unter Differenzierungsbedingungen, die sich in der Zunahme der relativen Expression des asgA-
Genes duflerte. In Srel dagegen zeigte sich eine Abnahme der relativen Expression auf 0,16 (3 h)
bzw. 0,25 (6 h) und somit eine negative Regulation der Expression. Daraus lésst sich schlieflen,
dass die Expression von asgA in So ce56 ebenso wie in M. zanthus unter stringenter Kontrolle

bzw. unter der Kontrolle von (p)ppGpp steht.

3.3 Einfluss der Lon-Proteasen auf die Regulation des Metabolismus

von S. cellulosum So cebb6

Ebenso wie fiir asgA konnte auch fiir bsgA (é lonD) von M. zanthus eine Beteiligung an der
Differenzierung von M. xzanthus beobachtet werden. Dabei wird bsgA bzw. lonD dem B-Signal
zugeordnet (Kaiser 2004), wobei eine genaue Charakterisierung des Signal-Molekiils noch fehlt.
Der Defekt von bsgA- bzw. lonD-Mutanten in M. zanthus duflert sich in einer frithen Blockierung
der Differenzierung (Tojo et al. 1993).

Lon-Proteasen spielen im Allgemeinen ein wichtige Rolle bei der Proteinkontrolle. Die steigen-
de Anzahl an regulatorischen Proteinen, die als spezifische Lon-Substrate identifiziert werden
konnten (siehe auch , weisen jedoch auch auf eine Beteiligung der Lon-Proteasen an der
Regulation verschiedener biologischer Prozesse in Bakterien hin (Tsilibaris et al. 2006).

Anhand dieses Hintergrundes sollte im Rahmen dieser Arbeit, die Rolle der Lon-Proteasen
in Bezug auf die morphologische Differenzierung in So ce56 und die Frage nach spezifischen

Substraten der Lon-Proteasen in So ce56 gekldrt werden.

3.3.1 Lon-Protease-Homologe im Genom von S. cellulosum So ce56

Durch Annotation des Genoms von So ce56 sowie durch Sequenzvergleiche von bsgA bzw. lonD
und lonV aus M. zanthus mit dem Genom von So ceb6 konnten mehrere lon-homologe Gene
identifiziert werden. Die Aminosduresequenzen der lon-homologen Proteine aus So ce56 wurden
zunéchst mit den bekannten Lon-Proteasen aus M. zanthus, B. subtilis und E. coli verglichen.
Der Tabelle|3.3|sowie der Tabelle [3.4| konnen die Homologien in % Identitéit entnommen werden.

Mit Hilfe der Biology workbench 3.2 (http://workbench.sdsc.edu) wurden weitere Lon-Ortho-
loge mit denen aus So ce56 unter Verwendung einer ClustalW-Analyse (Higgins et al. 1992,
Thompson et al. 1994) miteinander verglichen.

Abbildung zeigt die phylogenetische Analysen verschiedener Lon-Orthologe in Bezug zu
Lon1-5 aus So ceb6. Die phylogenetische Analyse zeigt eine zentrale Gruppe an Lon-Orthologen
(unterer grauer Bereich), zu der auch Lon aus E. coli und LonA aus B. subtilis gehoren. Des
Weiteren wurde LonV aus M. zanthus und Lon3 aus So ceb6 dieser zentralen Gruppe zugeordnet.

Anhand dieser Verwandschaft wurde die Hypothese aufgestellt, dass Lon3 aus So ceb6 eventuell
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Tabelle 3.3: Homologien der moglichen Lon-homologen Proteine aus So ce56 im Vergleich zu LonV und LonD
von M. zanthus. Der Wert des e-values driickt aus, wie grofi die Wahrscheinlichkeit ist, dass die Ahnlichkeit der
gesuchten Sequenz mit der gefundenen Sequenz rein zufillig ist. Je ndher bei Null bzw. je kleiner dieser Wert ist,
desto signifikanter ist die Ubereinstimmung der verglichenen Sequenzen. Abkiirzung aa =amino acids.

Lon- Lange e-value Identitat Identitat
homologe zu LonV zu LonD
Proteine (M. zanthus) (M. zanthus)

Lonl (Sce4504) 799 aa 0.0 41% 53%
Lon2 (Sce2838) 804 aa 0.0 45% 53%
Lon3 (Sce3149) 830 aa 0.0 69% 47%
Lon4 (Sce5003) 817 aa 0.0 48% 60%
Lon5 (Sce0897) 811 aa 0.0 43% 46%

ebenso wie LonV eine wichtige Rolle im vegetativen Stadium von So ceb6 spielt.

Neben dieser zentralen Gruppe kann eine weitere Gruppe an Lon-Orthologen zusammengefasst
werden, welche die Lon-Proteasen LonD aus M. xanthus sowie Lonl, Lon2 und Lon4 aus So ce56
beinhaltet. Ebenso wie in der ersten Gruppe kann anhand des phylogenetischen Stammbaumes
vermutet werden, dass die drei Lon-Proteasen (Lonl, Lon2 und Lon4) aus So ce56 eine wichtige

Rolle im Differenzierungsprozess von So ce56 spielen.

Tabelle 3.4: Homologien der moglichen Lon-homologen Proteine aus So ceb56 im Vergleich zu LonA und LonB von
B. subtilis und Lon von E. coli. Der Wert des e-values driickt aus, wie grofl die Wahrscheinlichkeit ist, dass die
Ahnlichkeit der gesuchten Sequenz mit der gefundenen Sequenz rein zufillig ist. Je niiher bei Null bzw. je kleiner
dieser Wert ist, desto signifikanter ist die Ubereinstimmung der verglichenen Sequenzen. Abkiirzung aa = amino
acids.

Lon- e- Identitat e- Identitat e- Identitit
homologe value zu LonA value zu LonB value zu Lon
Proteine (B. subtilis) (B. subtilis) (E. coli)

Lonl (Sce4504 0.0 45% 3e-18 25% 0.0 44%

( )

Lon2 (Sce2838) 0.0 45% le-22 25% 0.0 43%

Lon3 (Sce3149) 0.0 52% 8e-25 25% 0.0 56%
(Sceb003) 0.0 49% 3e-22 25% 0.0 47%
(Sce0897) 0.0 44% 4e-21 25% e-178 43%

Lon4

Lonb
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Sorangium cellulosum Lon1

Sorangium cellulosum Lon2

Sorangium cellulosum Lon4

Myxococcus xanthus LonD (dev)

Sorangium cellulosum Lon5

Deinococcus radiodurans Lon2

Sorangium cellulosum Lon3

Myxococcus xanthus LonV (veg)

Escherichia coli Lon

Pseudomonas aeruginosa Lon1

Bacillus subtilis LonA

Clostridium acetobutylicum Lon2

Deinococcus radiodurans Lon1

Borrelia burgdorferi Lon2

Bacillus subtilis LonB

Saccharomyces cerevisiae Lon1

Pseudomonas aeruginosa Lon2

Borrelia burgdorferi Lon1

Clostridium acetobutylicum Lon1

Abbildung 3.13: Phylogenetische Analyse mit den Aminosiduresequenzen verschiedener ausgewihlter Lon-
Proteasen basierend auf einer ClustalW-Analyse (SDSC Biology workbench 3.2 (Higgins et al. 1992, Thompson
et al. 1994)). Gruppen an Orthologen sind farblich (weif}; grau) voneinander abgegrenzt.

3.3.1.1 Die lon- Regionen im Genom von S. cellulosum und weiteren Organismen

Um die genetische Organisation der verschiedenen lon-Regionen miteinander zu vergleichen,
wurden diese aus den Genomen mafistabsgetreu iibernommen (Abb. . Bei dem Vergleich der
verschiedenen lon-Regionen aus So ceb6, M. zanthus, B. subtilis und E. coli fiel auf, dass sowohl
die lonV-Region aus M. zanthus und die lon3-Region aus So ce56 als auch die lonA/B-Region
aus B. subtilis und die lon-Region aus E. coli eine gemeinsame genetische Organisation der
Region aufweisen. Neben dem Gen, welches eine Lon-Protease kodiert, finden sich die Gene clp X,
clpP und tig. Das Gen clpX kodiert die regulatorische ATPase-Doméne der ClpXP-Protease,
wahrend clpP wiederum die proteolytische Komponente der ClpXP-Protease kodiert. Das Gen
tig kodiert den Triggerfaktor (TF), der spezifisch an die grofie Untereinheit des Ribosoms nahe
der Polypeptidaustrittsstelle bindet.
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Abbildung 3.14: Genetische Organisation der lon-Regionen von So ce56, M. zanthus, B. subtilis und E. coli.
Die Bezeichnung und Zuordnung der Gene wurde direkt aus den Genomen iibertragen. Die lon-Gene sind rot
dargestellt. clpX kodiert die regulatorische ATPase-Doméne der ClpXP-Protease; clpP kodiert die proteolytische
Komponente der ClpXP-Protease und tig kodiert den Triggerfaktor (TF), der spezifisch an die groie Untereinheit
des Ribosoms nahe der Polypeptidaustrittsstelle bindet. Die Genregionen sind mafistabsgetreu dargestellt.
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3.3.2 Konstruktion der S. cellulosum So ce56 lon- Mutanten

Auf Grund der zuvor erwahnten Erkenntnisse wurde im weiteren Verlauf die Konstruktion von
lon-Mutanten in So ce56 angestrebt, um eine Aussage iiber die Funktion der Gene in So ce56

treffen zu konnen.

3.3.2.1 Klonierung der Konjugationsplasmide pSUPHyg lon1-5 und Konjugation nach S.

cellulosum So cebb6

Zur Konstruktion der lon-Insertionsmutanten in So ceb6 wurden zunéchst interne Fragmente
von lonl-5 unter Verwendung der in Tabelle aufgelisteten primer mittels FailSafe’™ PCR
(siehe bzw. mit Pfu-Polymerase von chromosomaler DNA von So ce56 amplifiziert. Die PCR
verlief unter Standardbedingungen. Zur priaparativen Aufreinigung der PCR-Amplifikate wurden
diese aus einem 1 %igen Agarosegel extrahiert (siehe . Die Produkte wurden mit Hilfe
des Zero Blunt® TOPO® PCR Cloning Kits (Invitrogen) in den Vektor pCR®-XL-TOPO®
bzw. pCR®-BLUNT II-TOPO® kloniert (siehe [3.5). Nach der Klonierung der PCR-Produkte
in diese Vektoren, wurden diese in E. coli MACH-1 vermehrt. Die erhaltenen Klone wurden mit

Hilfe von PCR und verschiedenen Restriktionen iiberpriift.

Tabelle 3.5: Fiir die Klonierung der Konjugationsplasmide pSUPHyg loni-5 verwendete primer und TOPO®-
Vektoren. Fiir die Amplifikation der Fragmente wurden zwei Polymerasen verwendet: FailSafe™ (fiir die Klonie-
rung in pCR®-XL-TOPO®) und Pfu-Polymerase (fiir die Klonierung in pCR®-BLUNT II-TOPO®)

lon- primer Fragment- verwendete
Fragmente grofle TOPO®-
Vektoren
lonlint bsgAint+ /bsgAint- 830 bp pCR®-XL-TOPO®
lon2int socelon2+ /socelon- 948 bp pCR®-XL-TOPO®
lonZint socelon3+ /socelon3int- 951 bp pCR®-BLUNT II-TOPO®
lon4int socelonj+ /socelon- 942 bp pCR®-BLUNT II-TOPO®
lon5int socelon5+ /socelon- 948 bp pCR®-BLUNT II-TOPO®

Uber die Schnittstellen HindIII und Sphl bzw. im Fall von pCR®-BLUNT II-TOPO® [on/
HindIII und EcoRV wurden die iiber ein Agarosegel extrahierten Fragmente in die entsprechen-
den dephosphorylierten Schnittstellen des Konjugationsvektors pSUPHyg kloniert. In Abbildung
ist exemplarisch das daraus resultierende Plasmid pSUPHyg lon! schematisch dargestellt.
Die erhaltenen Klone wurde ebenfalls per PCR und verschiedener Restriktionsverdaus iiberpriift.

Die konstruierten Plasmide pSUPHyg lonI-5 wurden in die in Tabelle aufgelisteten F. coli
Stdmme transformiert und nach S. cellulosum konjugiert (siehe . Zur ersten Uberpriifung

der potenziellen Mutanten wurde das Wachstum in Komplexmedium getestet. Fiir die weitere
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(internes Fragment)

Hindlll/Sphl-Fragment aus
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Abbildung 3.15: Schematische Darstellung von pSUPHyg lon1. Die Schnittstellen HindIIT und Sphl sind bei der
Klonierung erhalten geblieben. Das HindII1/Sphl-Fragment aus pCR XL TOPO lon! bezeichnet den Bereich, der
aus dem pCR®-XL-TOPO® loni-Vektor in pSUPHyg kloniert wurde. Die Graphiken wurden mit der Software
Vector NTI generiert. HygR = Hygromycinresistenzgen unter der Kontrolle des Kanamycinpromotorelementes
(aphll-Promotor); CmR’ = zerstortes Chloramphenicolresistenzgen.

Uberpriifung der angewachsenen potenziellen Mutanten wurde deren chromosomale DNA isoliert
und verschiedene PCRs bzw. ein PCR-Schnelltest durchgefiihrt. Abbildung [3.16] veranschaulicht
exemplarisch die homologe Rekombination von pSUPHyg lon1 in das Chromosom von So ceb6.

Durch den Vergleich unterschiedlicher PCRs auf den potenziellen S. cellulosum lon1-5-Mutan-
ten, dem Wildtyp und dem jeweiligen Konjugationsplasmid pSUPHyg lon1-5, konnten Mutanten

1 799
. Lon1-Protein (799 aa)
(So ce56)

wm—m e pSupHyg lon1

. lon1-Mutante
(Slon1)
Abbildung 3.16: Konstruktion der Slon!-Mutante durch homologe Rekombination von pSUPHyg lon! in das
Chromosom von So ceb6. Fiir die Konstruktion der loni-Mutante in So ce56 wurde ein internes Fragment von
lon1 in den Konjugationsvektor pSUPHyg kloniert. Der Vektor pSUPHyg lon! wurde durch ein ,,single crossover-
“Ereignis in das Genom von So ce56 integriert. Dies hatte zur Folge, dass lon! durch die Vektorsequenz (pSUPHyg
lon1) unterbrochen wurde. Fiir ein vollstindig kodiertes Protein fehlen daher 393 aa vom C-terminalen Ende (a).




86 3 Ergebnisse

Tabelle 3.6: Fiir die Konjugation von pSUPHyg lonI-5 verwendete E. coli- Stamme (tra™).

pPSUPHyg lon1-5 | verwendete E. coli
pSUPHyg lon1 S17-1
pSUPHyg lon2 ET12567 pUB307
pSUPHyg lond ET12567 pUB307
pSUPHyg lon4 ET12567 pUB307
pSUPHyg lond S17-1

identifiziert werden, bei denen eine erfolgreiche homologe Rekombination von pSUPHyg loni-5
in das Chromosom stattgefunden hatte (Daten nicht gezeigt). Durch die homologe Rekombina-
tion des jeweiligen Plasmids in das Genom von So ceb6 wurden die Gene unterbrochen. Damit
kann, wenn {iberhaupt, nur noch der N-terminale Bereich des jeweiligen Proteins gebildet wer-
den. Durch die Unterbrechung des jeweiligen Genes wiirden fiir ein vollsténdig kodiertes Protein,

folgende Bereiche des C-terminalen Endes fehlen:

e Lonl: 393 aa (49% von Lonl)
e Lon2: 343 aa (43% von Lon2)
e Lon3: 369 aa (45% von Lon3)
e Lon4: 355 aa (45% von Lon4)

e Lonb: 342 aa (42% von Lonb)

Mit diesen Mutanten wurde in den folgenden Versuchen weitergearbeitet. Bezeichnet werden
die Mutanten im Folgenden als Slonl, Slon2, Slon3, Slon4, und Slonb.

3.3.3 Phanotypische Charakterisierung der lon- Mutanten von S. cellulosum
So ce56

3.3.3.1 Wachstum unter vegetativen Bedingungen

Um den Einfluss der Mutationen in den lon-Genen der verschiedenen Mutanten auf das vegeta-
tive Wachstum zu testen, wurde das Wachstum im Komplexmedium M anhand der Bestimmung
der optischen Dichte in Klett verfolgt. Dafiir wurden die in M-Medium angezogenen Kulturen
von So ceb6 (Wildtyp) und der verschiedenen Slon-Mutanten auf einen Klettwert von 20 in
M-Medium iiberimpft. Das Wachstum wurde so lange verfolgt, bis die Kulturen die stationére

Phase des Wachstums erreichten.



Einfluss der Lon-Proteasen auf die Regulation des Metabolismus von So ce56 87

1000 — _
800 1 4 1
600 - 1
400 - 1
200 1
100 .
£ 80 - 1
%‘ —&— Soceb6 (t,~ 9 h)
oy Slont (t,~9h) |
40 1 —®—Slon2 (t,~10h) 1
—®Slon3(t,~ 10 h)
20 + —o—Slon4 (t,~ 14 h) 1
——Slon5 (t,~ 9 h)
10 —r
0 20 40 60 80 100 120
Zeit [h]

Abbildung 3.17: Wachstum von So ceb6 (Wildtyp) und SlonI-5 in dem Komplexmedium M. Der Verlauf der
Wachstumskurve wurde mit Klettmessungen verfolgt.

In Abbildung ist ein Wachstumsverlauf der verschiedenen Stdmme graphisch dargestellt.
Im Vergleich zum Wildtyp zeigte auler Slon4 keine der anderen lon-Mutanten eine Beeintréachti-
gung im Wachstum, welches sich auch in folgenden Experimenten nachweisen lief3. Auffillig war
bei den verschiedenen Wachstumsversuchen nur, dass die Kulturen nicht immer im gleichen
Mafl wuchsen. Dies duflerte sich in zeitlich getrennten Versuchen durch Erreichen unterschiedli-
cher Klettwerte, wobei sowohl der Wildtyp als auch die Mutanten gleichermaflen durch ,,duflere
Bedingungen“ beeinflusst wurden. Auf Grund dessen wurden die Ergebnisse der verschiedenen
Wachstumsversuche nicht gemittelt. Die Tendenz der Wachstumsversuche blieb jedoch gleich.

Im Gegensatz zu Slon1, Slon2, Slon3 und Slond zeigte Slon4 schon im vegetativen Wachstum
einen auffilligeren Phénotyp, welcher sich in schlechterem Wachstum unter vegetativen Be-
dingungen #duflerte. Hierbei muss erwdhnt werden, dass der abgebildete Wachstumsverlauf von
Slon4 nur erreicht werden konnte, indem Slon4 von einer frischen M-Agarplatte in M-Medium
inokuliert wurde. Erst dadurch wurde es moglich, Slon4 bis Erreichen der stationdren Phase
anzuziehen. Im Laufe von verschiedenen Experimentansitzen konnte festgestellt werden, dass
Slon4 sowohl auf M-Agarplatten als auch in M-Fliissigkultur nicht lange iiberlebensfihig war.
Demnach scheint die Mutation im lon4-Gen zwar nicht in erster Linie letal zu sein, iiber einen
lingeren Zeitraum beobachtet, scheint die Mutation aber dennoch das Uberleben von Slonj zu
beeintrachtigen.

Es sei hier noch erwéhnt, dass dhnliche Wachstumsversuche auch in dem synthetischen Medi-
um SM durchgefiihrt wurden, die jedoch zum gleichen Ergebnis fithrten (Daten nicht
gezeigt).
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3.3.3.2 Morphologische Differenzierung der verschiedenen lon- Mutanten von So ce56

Ebenso wie fiir asgA von M. zanthus konnte fiir lonD bzw. bsgA eine Beteiligung an der
Differenzierung gezeigt werden (Tojo et al. 1993). Vermutet wird, das LonD die Verfiighar-
keit von Aminosduren fiir die Neusynthese von Proteinen wihrend der Differenzierung un-
terstiitzt (Gottesman & Maurizi 2001).

Von bsgA330-Mutanten von M. zanthus wurde berichtet, dass diese ebenso wie die asgA-
Mutanten in M. zanthus einen Aggregationsdefekt aufweisen (Kaiser 2004).

Um den morphologischen Phénotyp der Slon-Mutanten unter Differenzierungsbedingungen

beobachten zu kénnen, wurde wiederum ein Differenzierungsassay durchgefiihrt. Der Differenzie-

rungsassay wurde fiir So ceb6 und Slon1-5 wie unter [2.2.4.1jund [3.1.1] beschrieben durchgefiihrt.
Das Ergebnis ist in Abbildung gezeigt.

Jede der einzelnen Mutanten wies im Vergleich zum Wildtyp, aber auch untereinander, einen

anderen Differenzierungsphénotyp auf. Keine der Mutanten zeigte den gleichen Phénotyp unter
Differenzierungsbedingungen.

Slon! begann mit der Aggregation, blieb jedoch in diesem Stadium stehen und konnte die Dif-
ferenzierung nicht beenden. Slon2 hingegen aggregierte und bildete sogar ansatzweise Fruchtkor-
per. Diese Mutante zeigte aber keine Ausbildung der charakteristischen Sporangien innerhalb
der Fruchtkorper. Im Gegensatz zu allen weiteren Mutanten ist Slon2 erst spét in der Diffe-
renzierung inhibiert. Slon3 war ebenfalls noch in der Lage, kleine Aggregate zu bilden, wobei
diese in der Grofe deutlich von denen des Wildtyps abwichen. Eine weitere Differenzierung zu
Fruchtkorpern war jedoch nicht auszumachen. Wahrend diese drei soeben genannten Mutanten
noch in der Lage waren, den ersten Schritt der Differenzierung in Form der Aggregatbildung zu
vollziehen, war die Slonj/-Mutante noch nicht mal fihig, Aggregate auszubilden. Slon4 zeigte
unter Differenzierungsbedingungen weder die Ausbildung von Aggregaten noch war ein Ansatz
davon zu sehen. Slond dagegen war noch in geringem Mafle fihig, Aggregate ausbilden, die sich
aber wiederum von denen des Wildtyps und der anderen Mutanten unterschieden. Erkennbar
war hierbei nur das Schwirmen der Zellen zu sogenannten Aggregaten durch die Ausbildung
von ,,Lochern® im Zellrasen (weifle Stellen im Bild).

Abschlieflend lésst sich festhalten, dass fiinf unterschiedliche lon-Mutanten in So ce56 konstru-
iert wurden, die jeweils einen anderen Differenzierungsphénotyp sowohl im Vergleich mit dem

Wildtyp als auch untereinander aufwiesen.
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Abbildung 3.18: Phénotyp der morphologischen Differenzierung der verschiedenen Slon-Mutanten. Der Differen-
zierungsassay wurde wie unter [2.2.4.1] beschrieben durchgefiihrt. Die Differenzierung wurde iiber eine Zeitspanne
von 4 Tagen beobachtet. Der Differenzierungsphinotyp von So ce56 ist zweimal abgebildet, da auf Grund zeitlicher
Trennung der Durchfiihrung der Differenzierungsassays, fiir Slon! Bilder mit einer hoheren Auflosung gemacht
wurden.



90 3 Ergebnisse

So ce56
(W|Idtyp) Slon1 Slon2 Slon3 Slon4 Slon5

ole o0 o0
@]

Etnangien-Assay I ‘J o [‘ Il .I
(M. luteus) i

Abbildung 3.19: Physiologische Differenzierung von So ce56 (Wildtyp) und der SlonI-5. Abgebildet sind die Er-
gebnisse der durch Zugabe von extrahierten Sekunddrmetaboliten erfolgte Hemmhofbildung der Stdmme. In der
Mitte ist deutlich das kleine Stiick Whatman-Papier zu erkennen, auf welches die Sekundirmetabolite getropft
wurden. Der helle Hintergrund stellt den Hemmbhof dar, wohingegen der dunklere Hintergrund das Wachstum
des jeweiligen Indikator-Organismus repréisentiert. Fiir den Chivosazol-Assay wurden 1 ul der Suspension an
Sekundéirmetaboliten getropft, fiir den Etnangien-Assay wurden 3 pl eingesetzt. Als Negativkontrollen wurden
Methanol und dH2O verwendet (nicht gezeigt).

Chivosazol-Assay
(H. anomala)

3.3.3.3 Bestimmung des physiologischen Phdnotyps der Slon- Mutanten

Im weiteren Verlauf wurde getestet, inwieweit diese Mutanten in der physiologischen Differen-
zierung beeintréichtigt sind bzw. wie sich die Mutationen auf die Produktion von Sekundérme-
taboliten auswirken. Um die Produktion von Sekundirmetaboliten zu untersuchen, wurde ein
sogenannter Bioassay wie unter beschrieben durchgefiihrt.

Die Ergebnisse des Bioassays sind in Abbildung dargestellt. Im Vergleich der Grofle der
ausgebildeten Hemmhofe beziiglich der Produktion von Chivosazol und Etnangien vom Wildtyp
mit denen der Mutanten zeigte sich, dass zwei Mutanten eine Inhibierung in der Sekundérmeta-
bolitproduktion aufwiesen, wohingegen die anderen sich in der Hemmbhofbildung nicht signifikant
vom Wildtyp unterschieden. Slon2 scheint anhand des optischen Vergleiches mit dem Wildtyp
eine verminderte Chivosazolproduktion aufzuweisen, wohingegen Slon/ nicht in der Lage ist,
Etnangien zu produzieren. In beiden Féllen scheint demnach die Mutation in dem jeweiligen
Gen einen Defekt in der Produktion von Chivosazol (Slon2) bzw. in der Produktion von Etn-
angien (Slon4) auszuldsen.

Beide Aussagen konnten aber nur anhand des Bioassays getroffen werden, wobei dieser mehrere
Male wiederholt wurde. Um genauere Aussagen iiber die Menge an produzierten Sekundéirme-
taboliten treffen zu konnen, wiren weitere Analysen (wie z. B. HPLC-Analysen) notwendig
gewesen. Diese wurden an dieser Stelle jedoch nicht durchgefiihrt, da in erster Linie die spezifi-

schen Substrate dieser Lon-Proteasen identifiziert werden sollten.

Untersuchung des physiologischen Phanotyps von Slon2

Zur weiteren Untersuchung des Phénotyps von Slon2 beziiglich der Produktion von Chivosazol
wurde die relative Expression des chiB-Genes aus S. cellulosums So ce56 und Slon2 wihrend der
Differenzierung durch Real-time RT-PCR, bestimmt. Die Isolierung der Gesamt-RNA sowie die
Versuchsdurchfiihrung erfolgte wie unter 2.4.4)und 2.6.4) beschrieben. Als primer kamen chivol56

For und chivol56 Rev zum Einsatz. Als Referenz wurde wiederum 16S rRNA verwendet. Die
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Abbildung 3.20: Bestimmung der relativen Expression des chiB-Genes aus So ceb56 und Slon2 wihrend der Diffe-
renzierung durch Real-time RT-PCR. Das chiB-Gen ist eines von sieben Genen aus dem Chivosazol-Gencluster
von So ceb6. Zu den angegebenen Zeitpunkten (0 h, 3 h und 6 h Differenzierung) wurde die Gesamt-RNA isoliert.
Die Expression zum Zeitpunkt 0 h wurde als 1 definiert und die Expression zu den jeweiligen Zeitpunkten dazu in
Relation gesetzt. Die Daten zeigen die Mittelwerte aus zwei unabhéngigen Experimenten. Die Fehlerbalken geben
die maximale Abweichung vom Mittelwert an. Als Referenz wurde 16S rRNA verwendet.

relative Expression zum Zeitpunkt 0 h wurde als 1 definiert und die jeweilige lon-Expression an
den folgenden zwei Zeitpunkten (3 h und 6 h Differenzierung) dazu in Relation gesetzt.

Die Ergebnisse der Real-time RT-PCR, die in Abbildung [3.20] graphisch dargestellt sind, erga-
ben fiir So ceb6 eine positive Regulation der Expression des chiB-Genes nach 6 h Differenzierung.
Nach 3 h Differenzierung konnte eine geringfiigige Abnahme der relativen Expression des chiB-
Genes auf 0,7 verzeichnet werden, nach 6 h Differenzierung kam es jedoch wiederum zu einer
Zunahme auf 2,98. Fiir die relative Expression des chiB-Genes in Slon2 wurde dagegen eine
negative Regulation der Expression ermittelt. Hier kam es nach 3 h zu einer Abnahme der rela-
tiven Expression auf 0,5 und nach weiteren 3 h Differenzierung konnte sogar eine Abnahme auf
0,2 ermittelt werden.

Durch dieses Experiment wurde das Ergebnis des Bioassays beziiglich Slon2 und Chivosazol-
produktion bestétigt. Trotz unterschiedlicher Bedingungen konnte auch hier nachgewiesen wer-
den, dass Slon2 einen Defekt in der Produktion von Chivosazol aufweist. Nach den Ergebnissen

der Real-time RT-PCR ist dieser Defekt schon auf dem Niveau der Genexpression vorhanden.

3.3.3.4 Degradation von Cellulose durch Sloni1-5

Ebenso wie bei SasgA galt es auch bei den Slon-Mutanten zu testen, ob diese durch ihren
jeweiligen Defekt in der morphologischen Differenzierung nicht mehr in der Lage sind, Cellulose
zu degradieren. Deshalb wurden auch diese Mutanten hinsichtlich der Degradation von Cellulose
untersucht. Der Versuch wurde wie unter beschrieben durchgefiihrt.
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Abbildung 3.21: Tropfversuch mit So ce56 (Wildtyp) und SlonI-5 auf Cellulose. Die Celluloseplidttchen wurde
fiir diesen Versuch auf P-Diff-Agar gelegt. Die Platten wurden fiir insgesamt 10 Tage bei 32 °C inkubiert. Die
hellen Stellen markieren den Bereich der Cellulosezersetzung durch den jeweiligen Stamm. Die dunklen Bereiche
kennzeichnen die noch vorhandene Schicht an Cellulose. Des Weiteren kann man bei genauerer Betrachtung sowohl
bei So ceb56 (Wildtyp) als auch bei den verschiedenen Slon-Mutanten Fruchtkérper-“Ansiitze® erkennen.

Abbildung zeigt die Ergebnisse des Versuches. Wie auch fiir SasgA beschrieben, konn-
ten in diesem Fall bei allen Stdmmen nach etwa 10 Tagen Inkubation helle Stellen auf dem
dunklen Cellulose-Papier ausgemacht werden. Unter dem Stereoskop konnten an diesen Stellen
keine Cellulose-Fasern mehr gefunden werden, wihrend an den Ubergingen deutlich zersetzte
Cellulose-Fasern ausgemacht wurden. Somit sind Slon1-5 wie der Wildtyp in der Lage, Cellulose

7zu zersetzen.
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3.3.4 Bestimmung der relativen Expression der lon- Gene von S. cellulosum
So ceb6

Von lonD bzw. bsgA aus M. zanthus ist bekannt, dass es sowohl wihrend der vegetativen Phase
als auch wihrend der Differenzierung exprimiert wird, wobei sich unter Differenzierungsbedin-
gungen die Expression von lonD graduell erhoht (Gill & Bornemann 1988).

Um eine Aussage iiber die Expression der verschiedenen lon-Gene in So ceb6 treffen zu kénnen,
wurde die relative Expression anhand einer Real-time RT-PCR unter Verwendung der in Tabelle
aufgelisteten primer fiir jedes lon-Gen bestimmt. Die Isolierung der Gesamt-RNA sowie die
Real-time RT-PCR wurde wie unter [2.4.4] und [2.6.4] beschrieben durchgefiihrt.

Tabelle 3.7: Fiir die Real-time RT-PCR verwendete primer und Fragmentgrofie des amplifizierten Fragmentes

zu untersuchendes primer Fragment-
Gen grofle
lont SocebsgArt+/SocebsgArt- 309 bp
lon2 socelon2+/lon2rt- 189 bp
lon3 socelon3+/lon3rt- 201 bp
lon4 socelon4 +/lonjrt- 180 bp
lonb socelond+/lonrt- 189 bp

Als Referenz wurde 16S rRNA verwendet, deren Expressionslevel anhand der Real-time RT-
PCR-Daten iiberpriift wurden. Die relative Expression zum Zeitpunkt 0 h wurde als 1 definiert
und die jeweilige lon-Expression an den folgenden zwei Zeitpunkten (3 h und 6 h Differenzierung)
dazu in Relation gesetzt.

Die Ergebnisse der Real-time RT-PCR, die in Abbildung graphisch dargestellt sind, er-
gaben bis auf eine Ausnahme eine Abnahme der relativen Expression der lon-Gene unter Diffe-
renzierungsbedingungen.

Fiir die relative Expression von lonl unter Differenzierungsbedingungen wurde nach 3 h Diffe-
renzierung eine Abnahme auf 0,2 in Relation zum Zeitpunkt tg festgestellt. Nach 6 h Differenzie-
rung konnte jedoch wieder eine Zunahme der relativen Expression auf 0,7 ermittelt werden. Bei
der ermittelten relativen Expression von lon2 konnte Gegensétzliches beobachtet werden. Hier
kam es nach 3 h Differenzierung zunéchst zu einer Abnahme der relativen Expression auf 0,5.
Nach weiteren 3 h Differenzierung konnte eine weitere Abnahme der relativen Expression auf 0,3
ermittelt werden. Die relative Expression von lond zeigte nach 3 h Differenzierung eine Abnahme
auf 0,4 und nach 6 h Differenzierung wiederum eine Zunahme auf 0,6. Bei der Auswertung der
relativen Expression fiir lon konnte eine Abnahme auf 0,2 nach 3 h Differenzierung und wie-
derum eine geringe Zunahme auf 0,3 nach 6 h Differenzierung festgestellt werden. Die geringste
Abnahme in der relativen Expression, gefolgt von einer minimalen Zunahme, konnte fiir lons

verzeichnet werden. Hier kam es nach 3 h Differenzierung zu einer geringfiigigen Abnahme der
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Abbildung 3.22: Bestimmung der relativen Expression der lon-Gene aus S. cellulosums So ce56 wihrend der
Differenzierung durch Real-time RT-PCR. Zu den angegebenen Zeitpunkten (0 h, 3 h und 6 h Differenzierung)
wurde die Gesamt-RNA isoliert. Die Expression zum Zeitpunkt 0 h wurde als 1 definiert und die Expression zu
den jeweiligen Zeitpunkten dazu in Relation gesetzt. Die Daten zeigen die Mittelwerte aus zwei unabhingigen
Experimenten. Die Fehlerbalken geben die maximale Abweichung vom Mittelwert an. Als Referenz wurde 16S
rRNA verwendet.

relativen Expression auf 0,9, nach 6 h unter Differenzierungsbedingungen jedoch wieder zu einer
Zunahme auf 1,3.

Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass aufler fiir lon5 eine Abnahme der relativen Expres-
sionsrate unter Differenzierungsbedingungen zu verzeichnen war und die Gene loni, lon2, lon3
und lon4 unter Differenzierungsbedingungen einer negativen Regulation unterliegen. Die leich-
ten Anderungen in der relativen Genexpression fiir lon5 kénnen in Anbetracht der Fehlerbalken
als nicht signifikant eingestuft werden, wodurch die Expression dieses Gens als konstitutiv be-

zeichnet werden kann.

3.4 ldentifizierung potenzieller Substrate von Lonl und Lon2 aus S.

cellulosum So cebb6

Intrazelluldre Protein-Degradation ist einerseits essentiell zur Kontrolle der Level an regulatori-
schen Schliisselproteinen, andererseits aber auch zur Eliminierung von abnormen und missgefal-
teten Proteinen. In allen Organismen wird dies durch das Vorhandensein von ATP-abhéingigen
Proteasen gewihrleistet, welche unter Energieverbrauch durch die Hydrolyse von ATP eine zen-
trale Funktion bei der Qualitdtskontrolle und der Regulation zelluldrer Prozesse ausiiben.

In E. coli sind fiir die ATP-abhingige Degradation cytosolischer Proteine die Proteasen Lon
und ClpP verantwortlich (Chandu & Nandi 2004).
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3.4.1 Préaparation von Proteinfraktionen von Slon1 und Slon2 mit nachfolgender
MALDI-TOF-Analyse

Zur Identifizierung potenzieller Substrate der Lon-Proteasen aus So ce56 wurden Proteinextrakte
von So ceb6, Slon! und Slon2 durch Proteinfraktionierung (siehe aufgetrennt und anhand
SDS-PAGE analysiert. Die Proteinfraktionierung diente hierbei zur Minimierung der Proteine
in den einzelnen Fraktionen und besseren Auswertbarkeit der SDS-Gele. Die Versuche beziiglich

der Identifizierung potenzieller Substrate von Lon-Proteasen konnten zu diesem Zeitpunkt nur
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Abbildung 3.23: Ergebnis der SDS-PAGE der Priparation der ,Membran“-Fraktion von Slon! (a) und der cy-
toplasmatischen Fraktion von Slon2 (b). Die Kulturen fiir die Proteinfraktionierung wurden in SMa-Medium
angeimpft und bis Erreichen der exponentiellen Phase bei 32 °C und 180 rpm inkubiert. Die Fraktionierung
erfolgte wie unter 2.8.5] beschrieben. Anschlieflend wurden die verschiedenen Fraktionen anhand SDS-PAGE auf-
getrennt. Abbildung (a) zeigt ein 12 %iges SDS-Gel (60 ug Protein), Abbildung (b) zeigt das Ergebnis eines 15
%igen SDS-Geles (30 ug Protein). Die Proteine wurden mit Coomassie® brilliant blue G 250 angefirbt. Neben
den namentlich markierten Proteinen konnten keine weiteren Proteine per MALDI-TOF identifiziert werden.
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mit Lonl und Lon2 erfolgen, da weitere lon-Mutanten in So ceb6 noch nicht vorlagen.

Fiir die Proteinfraktionierung wurden die Zellen von So ce56 (Wildtyp), Slon! und Slon2 in
SMa-Medium bis Erreichen der exponentiellen Phase angezogen. Bei Erreichen der exponentiel-
len Phase wurden 30 ml der jeweiligen Kultur bei 10.000 rpm und 4 °C fiir 10 min sedimentiert.
Mit dem Zellsediment wurde wie unter 2.8.5] beschrieben weiter verfahren.

Die verschiedenen Fraktionen wurden auf einem 12 %igen beziehungsweise 15 %igen SDS-
Gel analysiert und verglichen. Ausschlaggebend waren dabei die Unterschiede im Bandenmuster
zwischen den Mutanten und dem Wildtyp. Die Proteine wurden mit Coomassie® brilliant blue
G 250 angefirbt, da eventuelle Unterschiede im Bandenmuster durch MALDI-TOF-Analysen
weiter untersucht werden sollten.

Die Ergebnisse der Fraktionierung und Auftrennung der Proteinfraktionen von So ceb6, Slon1
und Slon2 anhand von SDS-Gelen sind in Abbildung gezeigt. In Abbildung wird
das Ergebnis der 15 %igen SDS-PAGE mit anschlieBender Coomassie-Farbung der ,, Membran*-
Fraktion von So ce56 im Vergleich zu Slon! gezeigt. Anhand der MALDI-TOF-Analysen aus-
gewéhlter Proteinbanden, welche in Bielefeld von Aysel Alici durchgefithrt wurden, konnte ein
Unterschied im Bandenmuster zwischen Wildtyp und Mutante aufgeklart werden. Weitere Pro-
teine konnten nicht identifiziert werden. Die MALDI-TOF-Analyse der zusétzlichen Bande im
Proteinmuster der Membran-Fraktion von Slon! ergab, dass in der exponentiellen Phase des
Wachstums GdhA (Glutamat-Dehydrogenase £ Sce6195) vermehrt in der Mutante vorliegt.
Dies konnte damit einen moglichen Hinweis fiir das potenzielle und spezifische Substrat der
Lonl1-Protease in So ceb6 darstellen. In diesem Fall wire die Lonl-Protease dafiir verantwort-
lich, dass GdhA im Laufe der exponentiellen Phase degradiert wird und nicht akkumuliert.
In beiden Féllen wurden nur die stérksten Unterschiede im Bandenmuster beriicksichtigt und
anhand von MALDI-TOF-Analysen untersucht.

In Abbildung ist das Ergebnis der elektrophoretischen Auftrennung der cytoplasma-
tischen Fraktionen von So ceb6 und der Mutante Slon2 abgebildet. Auch von diesem SDS-Gel
wurden Unterschiede im Bandenmuster per MALDI-TOF-Analyse untersucht. Anhand dieser
Analyse konnte in Slon2 GInA (Glutaminsynthetase = Sce7210) identifiziert werden, welches im
Vergleich mit der GlnA-Bande des Wildtyps vermehrt in der Mutante vorliegt.

3.4.2 Heparinsdule zur Konzentrierung bzw. Isolierung DNA-bindender Proteine

Ebenso wie das zuvor beschriebene Verfahren wurde auch die Heparinséule dafiir verwendet, um
mogliche Unterschiede im Proteom zwischen Wildtyp und Mutanten zu identifizieren. Durch die
Verwendung einer Heparinsdule besteht die Moglichkeit, putative DNA-bindende Proteine zu
isolieren.

Fiir dieses Experiment wurden die Zellen in SMa-Medium angeimpft und bis Erreichen der
stationdren Phase bei 32 °C unter Schiitteln (180 rpm) inkubiert. Alle nachfolgenden Schrit-
te wurden wie unter beschrieben durchgefiihrt. Es wurden 1 ml Fraktionen mit einer
Flussrate von 1 ml min~! gesammelt. Der an der Siule angelegte Gradient verlief von 0 M bis
2 M NaCl in Puffer B.
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Abbildung 3.24: Elutionsprofile der Heparinsiule mit So ce56-Extrakt (a) und Slon2-Extrakt (b). Die blaue Kurve
stellt das Elutionsprofil dar. Der griin eingegrenzte Bereich zeigt die proteinhaltigen Elutionsfraktionen, welche
vereinigt und spéter anhand SDS-PAGE analysiert wurden.

In Abbildung [3.24] sind die Elutionsprofile beider Anséitze abgebildet. Der mit griin markierte
Bereich der Fraktionen wurde jeweils zusammengefasst und weiter verwendet. Die Elution der
Proteine erfolgte im Fall des So ce56-Extraktes bei 1,1 M bis 1,6 M NaCl, wihrend die Elution
der Proteine des Slon2-Extraktes schon im Bereich von 700 mM bis 1,2 M erfolgte.

Nach Abschluss des Laufes der Heparinséule sollten die Proteinkonzentrationen der verschiede-
nen Proben bestimmt werden. Da eine exakte Bestimmung der Proteinkonzentration auf Grund
von zu geringen Proteinkonzentrationen nicht mdéglich war, wurden gleiche Volumina fiir die
anschlieffende gelelektrophoretische Auftrennung auf einem 8 %igen SDS-Gel eingesetzt. Die
Proteinextrakte wurden vor der elektrophoretischen Auftrennung noch mit Aceton (siche [2.8.4))
gefillt.

Das Ergebnis der SDS-PAGE ist in Abbildung gezeigt. Da keine gleichen Mengen (ug/ul
Protein) an Protein geladen wurden, konnte keine klare Aussage iiber die Unterschiede in der
Intensitét der einzelnen Proteinbande getroffen werden. Dennoch wurden deutliche Unterschie-
de im Bandenmuster zwischen Wildtyp und der Mutante Slon2 per MALDI-TOF analysiert.
Interessanterweise zeigte sich, dass im Gegensatz zum Wildtyp GInB (P (sce7211)) in der Mu-
tante Slon2 vermehrt akkumuliert. Um das optische Ergebnis des Vergleiches der Intensitét der
Bandenmuster weiter zu verifizieren, wurden Western Blot-Analysen durchgefiihrt. Dies geschah
mit Hilfe des von der Arbeitsgruppe Forchhammer gestellten anti-GInB E. coli IgG Konjugats
und erfolgte wie unter beschrieben.

3.4.2.1 Verifizierung des Ergebnisses der MALDI-TOF-Analyse

Die Analyse der nach der Heparinsdule erhaltenen Proteinextrakte anhand SDS-PAGE und
nachfolgender MALDI-TOF-Analyse ergaben, dass GInB im Vergleich zum Wildtyp vermehrt

in der Mutante Slon2 vorlag. Damit konnte vermutet werden, dass es sich bei GlnB eventuell
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Abbildung 3.25: Ergebnis der 8 %igen SDS-PAGE der
51 kDa nach der Heparinsiule erhaltenen Uberstéinde. Der Pro-
teingehalt konnte leider nach der Heparinsidule nicht be-
stimmt werden und so wurden gleiche Mengen an Pro-
teinextrakt mit Aceton geféllt und aufgetragen. Das
35 kDa nach der Fillung erhaltene Pellet wurde in 1x SDS-
Auftragspuffer resuspendiert. Die Proteine wurden nach
Auftrennung im SDS-Gel mit Coomassie® brilliant blue
G 250 angefirbt.
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um ein Substrat der Lon2-Protease in So ce56 handeln kénnte. Um das Ergebnis zu verifizieren,
wurde eine Western Blot-Analyse durchgefiihrt.

Fiir den Versuch wurden die zuvor fiir die MALDI-TOF-Analyse verwendeten Proteinextrakte
(siehe [3.4.2)) genutzt. Des Weiteren wurden Zellen von So ceb6, Slon! und Slon2 iiber vier Tage
in M-Diff-Medium angezogen, aufgebrochen und 30 ug des Proteinextraktes fiir die Western
Blot-Analyse eingesetzt. Als Positivkontrolle wurden 2 pg Zellextrakt von in Minimalmedium
angezogenen E. coli- Zellen (BL21) eingesetzt. Fiir die Western Blot-Analyse wurden GlnB-
spezifische Antikérper von E. coli genutzt. Die verwendeten Medien sind jeweils Medien mit
geringem Gehalt an Stickstoff. Das SMa-Medium ist ein synthetisches Medium mit definierten
Mengen an Stickstoff, Kohlenstoff und Phosphat, wiéhrend in dem M-Diff-Medium die Nahrstoffe
in Form von Soya-Pepton und Maltose auf ein Mindestmafl reduziert wurden.

In Abbildung [3:26] ist das Ergebnis der Western Blot-Analyse gezeigt. Entsprechend den Er-
wartungen konnte im Vergleich zum Wildtyp und Slon! in Slon2 in beiden Medien eine stérkere
Akkumulation von GInB detektiert werden. Damit konnte die Vermutung, dass es sich bei GInB

um ein potenzielles Substrat der Lon2-Protease in So ce56 handelt, weiter bestétigt werden.
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Abbildung 3.26: Western Blot-Analyse zur Verifizierung des MALDI-TOF-Ergebnisses mit den nach der He-
parinsdule sowie aus M-Diff-Kulturen erhaltenen Proteinextrakten von So ceb56, Slon! und Slon2. Von den
aus M-Diff-Kulturen erhaltenen Proteinextrakten wurden 30 ug eingesetzt. Die Proben wurden mit 5x SDS-
Auftragspuffer gemischt und auf ein 15%iges SDS-Gel aufgetragen. Fiir die Western Blot-Analyse wurde als
erster Antikorper (1. AK) das anti-GInB E. coli IgG Konjugat in einer Verdiinnung von 1:10000 eingesetzt. Als
2. AK wurde das anti-Rabbit IgG (FC) POD-Konjugat in einer Verdiinnung von 1:10000 verwendet.

Der Versuch wurde spéter unter Verwendung gleicher Proteinkonzentrationen wiederholt und

bestétigte das vorherige Ergebnis.

3.5 P;; (GInB) in S. cellulosum So ceb6

Im Gegensatz zu M. xzanthus zeichnet sich So ceb6 durch das Vorhandensein des glinB-Genes
aus, welches GInB bzw. das Signaltransduktionsprotein Py kodiert. Da S. cellulosum bisher der
einzige Vertreter der Myxobakterien ist, welcher ein glnB-Gen aufweist, ist wenig bis gar nichts
iiber die Rolle von P;; in Myxobakterien bekannt.

In der Koordination von Kohlenstoff- und Stickstoffmetabolismus spielen die Proteine aus
der P;r-Familie eine bedeutsame Rolle (Forchhammer 2004). So wird z. B. in Cyanobakterien
wie auch in Enterobakterien der Stickstoffmetabolismus von dem zentralen Pj;-Protein kon-
trolliert und auf die Kohlenstoffassimilation abgestimmt. P;;-Proteine sind hochkonserviert und
konnten gleichermafien in Archaeen als auch in Eukaryonten und Prokaryonten gefunden wer-
den (Forchhammer 2004). Das bekannteste und am Besten untersuchte P;;-System stammt aus
E. coli.

3.5.1 Die glnB- Region im Genom von S. cellulosum So ce56

Im Genom von So ceb6 konnten Gene identifiziert werden, deren Genprodukte in vielen anderen
Bakterien eine wichtige Rolle im Stickstoffmetabolismus spielen: ginB (sce7211), ginA (sce7210),
ginD (sce3141) und ginE (sce1766). Im Gegensatz dazu fehlen im Genom von M. zanthus diese
entscheidenden Gene (Quelle: GenDB).

Mit Hilfe der Biology workbench 3.2 (http://workbench.sdsc.edu) wurden GlnB-Orthologe mit
denen aus So ceb6 unter Verwendung einer ClustalW-Analyse verglichen. Die phylogenetische
Analyse verschiedener GInB-Orthologe in Bezug zu GInB (P ) aus So ce56 (siehe Abb.
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p— Sorangium cellulosum GInB

Escherichia coli GInB

Bacillus subtilis GInB

Synechocystis sp. PCC 6803 GInB

Synechococcus PCC 7942 GInB

Abbildung 3.27: Phylogenetische Analyse mit den Aminosduresequenzen ausgewéhlter Pr; -Proteine basierend
auf einer ClustalW-Analyse (SDSC Biology workbench 3.2 (Higgins et al. 1992, Thompson et al. 1994)). Gruppen
an Orthologen sind farblich (wei}; grau) voneinander abgegrenzt. GInB von So ce56 weist einen hohen Verwandt-
schaftsgrad zu GInB von E. coli auf.

zeigt einen hohen Verwandschaftsgrad zwischen GInB aus So ceb6 und GInB aus E. coli. Der
Vergleich der Proteinsequenzen zeigt, dass alle GInB-Proteine eine grofle Homologie zueinander

aufweisen. In Abbildung ist der Vergleich der Proteinsequenzen zu sehen. Die Homologien

(Identitit) sind der Tabelle zu entnehmen.

Um die genetische Organisation der ginB-Region aus So ce56 und FE. coli miteinander zu

GInB (So ce56) —-——-MKKVEA [1IKPFKLDEV KDALAEVGIQ GMTVTEVKGF GRTGGKKEVY
GInB (E. coli) -——-MKKIDA [1IKPFKLDDV REALAEVGIT GMTVTEVKGF GRQKGHTELY
GInB (B. subtilis) MSGQMFKVEl VTRPANFEKL KQELGKIGVT SLTFSNVHGC GLQKAHTELY
GInB (Synechocystis) ----MKKVEA [1IRPFKLDEV KIALVNAGIV GMTVSEVRGF GRQKGQTERY
GInB (Synechococcus) ----MKKIEA TIRPFKLDEV KIALVNAGIV GMTVSEVRGF GRQKGQTERY
GInB (So ce56) RGSAYVVDFV PKVKVDIVVP DSMVSDVIDA IEKSAKTGRI GDGKIFVVPV
GInB (E. coli) RGAEYMVDFL PKVKIEIVVP DDIVDTCVDT IIRTAQTGKI GDGKIFVFDV
GInB (B. subtilis) RGVKIESNVY ERLKIEIVVS KVPVDQVTET AKRVLKTGSP GDGKIFVYEI
GInB (Synechocystis) RGSEYTVEFL QKLKIEIVVD EGQVDMVVDK LVSAARTGEI GDGKIFISPV
GInB (Synechococcus) RGSEYTVEFL QKLKLEIVVE DAQVDTVIDK IVAAARTGEI GDGKIFVSPV
GInB (So ce56) EEAVRIRTGE RGEDAI
GInB (E. coli) ARVIRIRTGE EDDAAI
GInB (B. subtilis) SNTINIRTGE EGPEAL
GInB (Synechocystis) DSVVRIRTGE KDTEAI
GInB (Synechococcus) DQTIRIRTGE KNADAI

Abbildung 3.28: Vergleich der GlnB-Aminosiduresequenzen aus So ceb6, E. coli, Synechocystis sp PCC 6803 und
Synechococcus elongatus sp PCC 7942. Der Vergleich beginnt am N-terminalen Ende. In allen vier Organismen
identische Aminosduren sind rot gekennzeichnet. Konservierte Aminoséuren sind blau markiert. Die beiden fiir die
Modifizierung wichtigen Aminoséuren sind farblich gekennzeichnet. Farbe griin markiert das Serin 49, wihrend
gelb das Tyrosin 51 markiert. Beide Aminosduren konnten in GInB aus So ce56 gefunden werden.
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Tabelle 3.8: Homologien der GInB-homologen Proteine aus E. coli, Synechocystis sp PCC 6803 und Synechococcus
elongatus sp. PCC 7942 im Vergleich zu GInB aus So ceb56. Abkiirzung aa = amino acids.

GInB-Orthologe Linge Identitit zu
GInB
(So ce56)
GInB (E. coli) 112 aa 65,2%

GInB (B. subtilis) 116 aa 33,6%
GInB (Synechocystis sp PCC 6803) 112 aa 60,7%

(
(
(
GInB (Synechococcus elongatus sp. PCC 7942) 112 aa 63,4%
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Abbildung 3.29: Genetische Organisation der ginB-Region von So ce56 und E. coli. Die Bezeichnung und Zuord-
nung der Gene wurde direkt aus den Genomen iibertragen. Das glnB-Gen ist rot dargestellt. Die Genregionen
sind mafistabsgetreu dargestellt.

vergleichen, wurden diese aus den Genomen mafistabsgetreu iibernommen (Abb. |3.29)). Bei dem
Vergleich beider Regionen fiel auf, dass keine groBen Ubereinstimmungen in der genetischen

Organisation zu finden sind.

3.5.2 Effekt verschiedener Kohlenstoffquellen auf die GInB-Akkumulation

Fiir die bisherigen Untersuchungen wurden die Kulturen in SMa-Medium angezogen. Dieses wur-
de verwendet, da die Produktion von Chivosazol in S-Medium mit der Kohlenstoffquelle Mannose
am stérksten ist (siehe Abb. . Dies gilt ebenso fiir Etnangien (Daten nicht gezeigt.) Da fiir
die weiteren Untersuchungen hinsichtlich P;; die Bedeutung der Sekundérmetabolitproduktion
zunéchst nicht relevant erschien, wurde iiber Alternativen fiir die doch sehr teure Kohlenstoff-
quelle Mannose nachgedacht. Als guter Ersatz erschien Maltose, da in SM-Medium (S-Medium
mit 1 % Maltose) ein gutes Wachstum zu verzeichnen war. Zu erwidhnen sei jedoch, dass in
diesem Medium die Sekundérmetabolitproduktion drastisch reduziert ist (Abb. .

Um fiir weitere Untersuchungen die Kohlenstoffquelle Maltose einsetzen zu konnen, sollte

zunichst gekldrt werden, ob unter diesen verinderten Bedingungen GInB wiederum in Slon?2
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Abbildung 3.30: Produktion von Chivosazol in S-Medium in Abhéngigkeit der Kohlenstoffquelle (1 %) (Miiller &
Gerth 2005).

akkumuliert. Dafiir wurden Zellextrakte aus der frithen stationdren Phase (250 Klett) von SM-
bzw. SMa-Kulturen von So ce56 und Slon2 hergestellt. Je 30 ug Protein wurden auf ein 15
%iges SDS-Gel geladen. Als Positivkontrolle wurden 2 pug von in Minimalmedium angezogen FE.
coli-Zellen (BL21) eingesetzt. AnschlieBend erfolgte eine Western Blot-Analyse. Das Ergebnis
des Western blots ist in Abbildung gezeigt.

Im Vergleich von So ce56 und Slon2 konnte festgestellt werden, dass wie bereits beschrieben
in der Mutante GInB in htheren Konzentrationen vorlag. Vergleicht man nun noch die verschie-
denen Anzuchtbedingungen (SM- bzw. SMa-Medium) miteinander, so ist deutlich erkennbar,
dass die Wahl der Kohlenstoffquelle keinesfalls einen Einfluss auf die GlnB-Akkumulation in
Slon2 hatte. Somit wurde fiir weitere Untersuchungen an Stelle der Kohlenstoffquelle Mannose
(SMa-Medium) Maltose (SM-Medium) verwendet.

So cebb Slon2
%) @
o @ )
(8] & (8] e W
& (§\, & WO 00

& @& @ W
--O.- GinB

Abbildung 3.31: Einfluss verschiedener C-Quellen auf die Akkumulation von GInB. Western Blot-Analyse von
aus SM- bzw. SMa-Kulturen gewonnenen Proteinextrakten von So ce56 und Slon2 aus der stationdren Phase.
Die Proben (30 pg) wurden mit 5x SDS-Auftragspuffer gemischt und auf ein 15 %iges SDS-Gel aufgetragen.
Fiir die Western Blot-Analyse wurde als erster Antikorper (1. AK) das anti-GInB E. coli IgG Konjugat in
einer Verdiinnung von 1:10000 eingesetzt. Als 2. AK wurde das anti-Rabbit IgG (FC) POD-Konjugat in einer
Verdiinnung von 1:10000 verwendet.
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3.5.3 Moadifikation des P;;-Proteins aus So ce56 durch Phosphorylierung

Die Signalwahrnehmung durch Pj;-Proteine beziiglich des zelluldren Status basiert auf der Bin-
dung von ATP und a-Ketoglutarat (Kamberov et al. 1995, Forchhammer & Hedler 1997, Ji-
ang et al. 1998a). Durch die Bindung der Effektormolekiile konnen die Pr/-Proteine an einem
Aminosdurerest an der Spitze des T-loops reversibel modifiziert werden. Bisher sind drei unter-
schiedliche Arten der Modifikation bekannt:

e In Proteobakterien wird das Tyrosin 51 uridylyliert (Son & Rhee 1987).

e In Aktinobakterien wird ebenfalls das Tyrosin 51 modifiziert, jedoch in Form einer Ade-

nylylierung (Strosser et al. 2004).

e In Cyanobakterien wird der Serinrest 49 phosphoryliert (Forchhammer & Tandeau de
Marsac 1995).

Sowohl der Tyrosinrest 51 als auch der Serinrest 49 sind im P;7-Protein von So ce56 vorhanden
(siehe Abb. , wodurch zunéchst beide Modifikationen mo6glich erschienen.

Die Frage nach der Art der Modifikation des Pj;-Proteins aus So ceb6 sollte anhand eines
Demodifikationsassays gekléirt werden. Dabei macht man sich die Tatsache zu Nutze, dass die
verschiedenen Isoformen des Pjj-Proteins, von nicht modifiziert bis 3fach modifiziert, auf Grund
ihrer unterschiedlichen Ladung in einer nicht-denaturierenden Gelelektrophorese voneinander

getrennt werden koénnen (Forchhammer & Tandeau de Marsac 1994).
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Abbildung 3.32: Wachstum von So ce56 in SM-Medium (0,5 % Asparagin; 1 % Maltose). Die roten Pfeile kenn-
zeichnen den Zeitpunkt der Probenentnahmen fiir den nachfolgenden Demodifikationsassay. Das Wachstum wurde
anhand von Klettmessungen verfolgt. 40 Klett = frithe exp. Phase; 80 Klett = mittlere exp. Phase; 120 Klett =
spéte exp. Phase und 250 Klett = frithe stationére Phase.
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Fiir den Demodifikationsassay wurde So ce56 in SM-Medium angezogen (siehe Abb. und
zu bestimmten Zeitpunkten wurden der Kultur Proben entnommen. Es erfolgte ein Zellaufschluss
mittels RiboLyser. Dabei wurden Extrakte aus der frithen exponentiellen Phase (etwa 40 Klett),
der mittleren exponentiellen Phase (etwa 80 Klett), aus der spéiten exponentiellen Phase (etwa
120 Klett) sowie aus der frithen stationdren Phase (etwa 250 Klett) und spéten stationéren
Phase hinsichtlich der Modifikation des Pj;-Proteins aus So ce56 untersucht.

Fiir den enzymatischen Demodifikationsassay des Prr-Proteins wurden zwei unterschiedliche
Enzyme verwendet. Zum Nachweis einer Modifikation von P;; in Form einer Uridylylierung
wurde snake venom Phosphodiesterase (USB) verwendet. Die Phosphodiesterase demodifiziert
nukleotidylierte Proteine (uridylylierte bzw. adenylylierte Proteine). Fiir den Nachweis einer
vorliegenden Phosphorylierung wurde die alkalische Phosphatase (MBI; Fermentas) eingesetzt,
welche Phosphoproteine demodifiziert. In beiden Fillen sollte sich ein positives Ergebnis (Demo-
difikation) in Form eines mobility shifts zu einer langsameren Laufform in einer Gelelektrophorese
unter nicht-denaturierenden Bedingungen zeigen.

Der Demodifikationsassay wurde wie unter beschrieben durchgefiihrt. Als Positivkon-
trollen dienten Extrakte von E. coli BL21 (Deuridylylierung) bzw. Synechocystis sp. PCC 6803
MPphA, die unter nidhrstofflimitierten Bedingungen angezogen wurden (+1 U SVD/CIAP). Fiir
die Negativkontrollen wurde den Reaktionsansétzen kein Enzym zugegeben (- SVD/CIAP). Des
Weiteren wurde als Kontrolle der nach Zellaufschluss erhaltene Proteinextrakt aufgetragen. So-
wohl mit Enzym behandelte Proben als auch die unbehandelten Proben wurden fiir 90 min bei
37 °C inkubiert. Die Proben wurden nach der Behandlung mit 2x Nativproben-Auftragspuffer
versetzt. AnschlieSend wurde der Pjj-Modifikationsstatus in einer nicht-denaturierenden Gel-
elektrophorese mit anschlieBendem Western Blot analysiert. Die Ergebnisse der einzelnen Ver-
suche sind in Abbildung und gezeigt. Der Modifikationsstatus von Py aus Zellen
der spéten stationdren Phase konnte nicht untersucht werden, da nur sehr geringe Mengen an
Gesamtprotein nach dem Zellaufschluss vorlagen.

Bei allen vier Demodifikationsassays (40 Klett, 80 Klett, 120 Klett und 250 Klett) konnte
anhand der Positivkontrollen gezeigt werden, dass die Demodifikation durch die Enzyme funk-
tionierte. Beide Extrakte der Positivkontrollen zeigten vor Behandlung mit dem zugehétrigen
Enzym die hochmodifzierte bzw. 3 fach modifizierte Form von P;; (P;;%). Nach Behandlung
konnte ein deutlicher mobility shift zu einer langsamer laufenden Form von Pj; detektiert wer-
den (P;;9).

Fiir das So ce56 Pjr-Protein wurde mit Hilfe des Demodifikationsassays in allen vier untersuch-
ten Wachstumsphasen eine Modifikation in Form einer Phosphorylierung nachgewiesen, da unter
Zugabe von 1 U CIAP (alkalische Phosphatase) ein mobility shift zu einer langsamer laufenden
Form von Py beobachtet wurde. Nach Zugabe von 1 U SVD (snake venom Phosphodiesterase)
konnte dagegen kein mobility shift beobachtet werden.

Es konnte fiir P;; aus So ceb6 jedoch keine Auftrennung der verschiedenen phosphorylierten
Isoformen des P;; -Proteins erreicht werden. Somit ist zu diesem Zeitpunkt nicht klar, ob die
vorliegende phosphorylierte und unter nativen Bedingungen detektierte Form von Pj; einer
einfachen oder dreifachen Phosphorylierung zu Grunde liegt oder ob die Bedingungen bisher

noch nicht richtig gewahlt wurden.
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Abbildung 3.33: in vitro Demodifikation von modifiziertem Pr; aus So ce56. (a) Ergebnis des Demodifikations-
assays von Pr; aus Zellen der frithen exponentiellen Phase (40 Klett). (b) Ergebnis des Demodifikationsassays
von Prr aus Zellen der mittleren exponentiellen Phase (80 Klett). Fiir die Western Blot-Analyse wurde als ers-
ter Antikérper (1. AK) das anti-GInB E. coli IgG Konjugat in einer Verdiinnung von 1:10000 eingesetzt. Als
2. AK wurde das anti-Rabbit IgG (FC) POD-Konjugat in einer Verdiinnung von 1:10000 verwendet. Fiir den
Western Blot einer nicht-denaturierenden Gelelektrophorese wurde anstelle von PVDF-Membran, Nitrocellulose
verwendet. SVD = snake venom Phosphodiesterase; CIAP = alkalische Phosphatase
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Abbildung 3.34: in vitro Demodifikation von modifiziertem Pr; aus So ce56. (a) Ergebnis des Demodifikations-
assays von Py aus Zellen der spiten exponentiellen Phase (120 Klett). (b) Ergebnis des Demodifikationsassays
von P aus Zellen der frithen stationdren Wachstumsphase (250 Klett). Fiir die Western Blot-Analyse wurde
als erster Antikorper (1. AK) das anti-GInB E. coli IgG Konjugat in einer Verdiinnung von 1:10000 eingesetzt.
Als 2. AK wurde das anti-Rabbit IgG (FC) POD-Konjugat in einer Verdiinnung von 1:10000 verwendet. Fiir den
Western Blot einer nicht-denaturierenden Gelelektrophorese wurde anstelle von PVDF-Membran, Nitrocellulose
verwendet. SVD = snake venom Phosphodiesterase; CIAP = alkalische Phosphatase
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3.5.3.1 Auswirkung der Stickstofflimitierung auf das Wachstum von So ce56 und Slon2

Anhand der Ergebnisse der GIlnB-Akkumulation in Slon2 unter stickstoffarmen Bedingungen
konnte spekuliert werden, dass die Lon2-Protease moglicherweise eine Rolle im Stickstoffmeta-
bolismus von So ce56 einnimmt. Daher war es von Interesse, das Wachstum von Wildtyp und
Mutante mit noch geringeren Mengen an Stickstoff zu beobachten. Da Asparagin in diesem
Medium als Stickstoffquelle genutzt wurde, wurde dessen Konzentration erniedrigt.

Fiir diesen Wachstumsversuch wurden zunéchst Kulturen von So ce56 und Slon2 in SM-
Medium mit 0,5 % Asparagin, 0,25 % Asparagin und 0,05 % Asparagin auf einen Klettwert
von ca. 20 bis 40 angeimpft. Das Wachstum wurde iiber einen Zeitraum von sechs Tagen durch
Messung des Klettwertes beobachtet. Das Ergebnis ist in Abbildung gezeigt.

Im Gegensatz zu vorherigen Wachstumsversuchen fiel auf, dass auch unter ,normalen* Stick-
stoffverhéltnissen (SM-Medium mit 0,5% Asparagin) sowohl vom Wildtyp als auch von der
Mutante ein schlechtes Wachstum zu verzeichnen war. Dies konnte wiederholt beobachtet wer-
den. Im Verlauf von verschiedenen Wachstumsversuchen traten immer wieder Phasen auf, in
denen So ceb6 sehr gut bzw. schlecht wuchs. Worin diese Unterschiede im Wachstum zu unter-
schiedlichen Zeiten begriindet liegen, konnte jedoch nicht gekliart werden. Das Phidnomen trat
jedoch auch in anderen Laboren auf (pers. Mitteilung O. Perlova). Im Vergleich beider Stamme,
Wildtyp und Mutante, zeigten beide sowohl bei Wachstum unter ,,normalen“ Stickstoffkonzen-
trationen (SM-Medium mit 0,5 % Asparagin) als auch bei Wachstum mit geringfiigig weniger
Stickstoff (SM-Medium mit 0,25 % Asparagin) keine Unterschiede im Wachstum. Es scheint

jedoch so, dass beide Stdmme mit 0,25 % Asparagin gut wachsen kénnen.
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Abbildung 3.35: Vergleich des Wachstums von So ce56 und Slon2 in SM-Medium mit unterschiedlichen Konzen-
tration an Asparagin (N-Quelle). 0,5% Asparagin (blau) = 8 mM N; 0,25% Asparagin (orange) = 4 mM N; 0,05%
Asparagin (griin) = 0,8 mM N.
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Ein deutlicher Effekt zeigte sich bei Verwendung von nur 0,05% Asparagin in SM-Medium.
Das Wachstum von So ceb6 wurde jedoch nicht so stark davon beeintrichtigt, wie das fiir das
Wachstum von Slon2 der Fall war. Bei So ceb56 trat erst nach etwa 80 h ein Wachstumsstopp
ein. Bei der Mutante zeigte sich der Effekt der Stickstofflimitierung dramatischer. Schon nach
etwa 20 h unter Stickstofflimitierung kam es bei Slon2 zu einem Wachstumsstopp und schliellich
zur Lyse der Zellen. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Lon2-Protease eventuell eine

Rolle im Stickstoffmetabolismus von So ce56 einnimmt.

KNOQOj als alternative Stickstoffquelle
Da Asparagin den Zellen sowohl als Stickstoffquelle als auch als Kohlenstoffquelle dienen kann,
sollte ein weiterer Wachstumsversuch in SM-Medium mit einer reinen Stickstoffquelle Aufschluf3
dariiber geben, inwieweit die Beeinflussung des Wachstums von Slon2 bei geringen Mengen an
Asparagin tatsichlich auf die Stickstofflimitierung zuriickzufiihren ist. Darauthin wurde zun#chst
ein Versuch unternommen, in dem das Wachstum von So ce56 in SM-Medium mit unterschiedli-
chen Stickstoffquellen verglichen wurde. Als alternative Stickstoffquellen neben Asparagin wur-
den Harnstoff, KNO3s und NH4CI eingesetzt. Fiir den direkten Vergleich wurde von Asparagin
wie auch von den anderen Stickstoffquellen je soviel eingesetzt, dass in jedem Ansatz die gleiche
definierte Menge an Stickstoff von 30 mM N vorlag. Fiir den Wachstumsversuch wurden die
Zellen auf einen Klettwert von etwa 60 in SM-Medium mit der jeweiligen Stickstoffquelle an-
geimpft und das Wachstum anhand von Klettmessungen iiber einen Zeitraum von sechs Tagen
beobachtet.

In Abbildung ist der Verlauf der Wachstumskurven von So ce56 in SM-Medium mit un-
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Abbildung 3.36: Vergleich des Wachstums von So ceb56 in SM-Medium mit 30 mM Stickstoff in Form von Aspa-
ragin, Harnstoff, KNO3 oder NH,Cl.
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terschiedlichen Stickstoffquellen graphisch dargestellt. Es ldsst sich feststellen, dass So ceb6 im
Gegensatz zu vielen anderen Bakterien (z. B. Cyanobakterien) nicht in der Lage ist, NH4Cl als
Stickstoffquelle zu nutzen. Dies ist einerseits deutlich an dem Abfall der Klettwerte zu erken-
nen, andererseits konnte bei Betrachtung der Zellen unter dem Mikroskop festgestellt werden,
dass die Zellen schon nach 40 h fast vollstéindig lysiert vorlagen. Auch Harnstoff kann von den
Zellen nur sehr schlecht als Stickstoffquelle verwendet werden. Im Gegensatz zu diesen beiden
Stickstoffquellen zeigte sich das Wachstum von So ceb56 in SM mit KNOg vergleichbar mit dem
Wachstum in SM mit Asparagin. Fiir weitere Versuche zur Aufklirung der Fragestellung, inwie-
weit die Stickstofflimitierung einen Einfluss auf das Wachstum der Slon2-Mutante hat, wurde
anhand der Ergebnisse KNOj als reine Stickstoffquelle eingesetzt. In einem nachfolgenden Ex-
periment konnte des Weiteren gezeigt werden, dass So ceb6 in SM-Medium mit 5 mM KNOg
bis 30 mM KNOg als Stickstoffquelle ein vergleichbar gutes Wachstum zeigt (Daten nicht ge-
zeigt). Auf Grund dessen wurde in den nachfolgenden Experimenten 6 mM KNOjs als ,normale*

Konzentration eingesetzt.

Hemmung des Wachstums von Slon2 ausgelost durch Stickstofflimitierung
Um den Effekt der Wachstumsinhibition von Slon2 als Antwort auf Stickstofflimitierung weiter
zu bestétigen, wurde das Wachstum von Slon2 im Vergleich zu So ceb6 in SM-Medium mit
KNOj als Stickstoffquelle verfolgt. Die Zellen wurden dafiir in SM-Medium mit 6 mM KNOg;
bzw. 1,2 mM KNOj3 angeimpft und das Wachstum iiber einen Zeitraum von fiinf Tagen (bis
Erreichen der stationdren Wachstumsphase) unter Messung der Klettwerte verfolgt.

Der Verlauf der Wachstumskurven ist in Abbildung graphisch dargestellt. Ebenso wie
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Abbildung 3.37: Vergleich des Wachstums von So ce56 und Slon2 in SM-Medium mit unterschiedlichen Konzen-
tration an KNO3 anstelle von Asparagin als Stickstoffquelle.
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bei Verwendung von geringen Konzentrationen an Asparagin zeigte sich auch hier ein Wachs-
tumsdefekt von Slon2 bei niedrigeren Konzentrationen an Stickstoff (1,2 mM KNOs3). Auch das
Wachstum von So ce56 stagniert bei dieser geringen Stickstoffkonzentration, doch ist der Effekt

bei Weitem nicht so ausgeprigt wie bei der Mutante.

3.5.4 In Slon2 ist nur die phosphorylierte P;;-Form detektierbar

Um der Frage nach dem Substrat der Lon2-Protease in So ce56 weiter nachzugehen, wurden
Proteinextrakte aus SM-Kulturen (SM mit 0,5 % Asparagin) von So ce56 und Slon2 aus der
stationdren Wachstumsphase (siehe Abb. anhand einer nicht-denaturierenden Gelelektro-
phorese mit anschlieBendem Western Blot untersucht. Die Proben wurden mit 2x Nativproben-
Auftragspuffer versetzt und je 60 pg Protein pro Spur aufgetragen. Py kann anhand der vorhe-
rigen Ergebnisse als potenzielles Substrat der Lon2-Proteasen angesehen werden, womit sich die
Frage stellte, inwiefern die Modifikation des Pj; -Proteins fiir die Erkennung durch die Lon2-

Protease wichtig ist.
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Abbildung 3.38: Wachstum von So ce56 und Slon2 in SM-Medium. Die roten Pfeile markieren den Zeitpunkt
der Probenentnahme fiir den nachfolgenden Vergleich der Proteinextrakte von So ce56 und Slon2 unter nativen
Bedingungen beziiglich des P;;-Status. Das Wachstum wurde anhand von Klettmessungen verfolgt.

In Abbildung ist das Ergebnis des Vergleiches von P;; aus So ceb6 und Slon2 unter
nativen Bedingungen gezeigt. Wie deutlich zu erkennen ist, konnte in dem Zellextrakt der Slon2-
Mutante nur die phosphorylierte Form von Py (Pj; phos') beobachtet werden. Somit konnte
Lon2 moglicherweise direkt oder indirekt das phosphoryliert vorliegende P;; degradieren, da
keine unphosphorylierte Form in Slon2 detektiert werden konnte. Ein indirekter Effekt auf eine

moglicherweise vorhandene P;; -Phosphatase ist jedoch auch nicht auszuschlielen.
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Abbildung 3.39: Western Blot-Analyse einer nicht-
denaturierenden Gelelektrophorese. Separiert wurden
Zellextrakte aus SM-Kulturen von So ce56 sowie
Slon2 der stationdren Wachstumsphase. Als erster An-
tikorper (1. AK) wurde das anti-GInB E. coli IgG
Konjugat in einer Verdiinnung von 1:10000 eingesetzt.
Als 2. AK wurde das anti-Rabbit IgG (FC) POD-
Konjugat in einer Verdiinnung von 1:10000 verwendet.
Fiur den Western Blot einer nicht-denaturierenden
Gelelektrophorese wird anstatt der PVDF-Membran,
Nitrocellulose verwendet.
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3.5.5 Nutzung von unterschiedlichen Stickstoffquellen

Bakterien koénnen sich unterschiedliche Stickstoffquellen nutzbar machen. Um eine geeignete rei-
ne Stickstoffquelle fiir weitere Versuche zu finden, wurde im Rahmen dieser Arbeit das Wachstum
in SM-Medium mit Asparagin, Harnstoff, KNO3 und NH4Cl als Stickstoffquelle untersucht. Da-
bei stellte sich heraus, dass sowohl Ammonium in Form von NH4Cl als auch Harnstoff keine
geeignete Stickstoffquelle fiir So ce56 darstellten. Nun konnte jedoch der Literatur (Miiller &
Gerth 2005) entnommen werden, dass Ammonium sehr wohl als Stickstoffquelle fiir So ce56
in Frage kommt. In der Literatur wurde jedoch Ammonium in Form von NH4SO4 verwendet
und statt in SM-Medium (Maltose als Kohlenstoffquelle) wurde das Wachstum in SC-Medium
(Cellobiose als Kohlenstoffquelle) verfolgt. Unerklérlich erschien zunéchst auch die von Miiller
& Gerth (2005) beschriebene schlechte Ausnutzung der Stickstoffquelle KNOg in SC-Medium
und das damit verbundene schlechte Wachstum. Dies stand wiederum im Gegensatz zu den in
dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnissen. Demnach konnte das Wachstum in SM-Medium mit
KNOg3 als Stickstoffquelle mit dem Wachstum in SM-Medium mit Asparagin als Stickstoffquel-
le gleichgesetzt werden (siehe . Jedoch bestand auch hier der Unterschied in der Wahl der
Kohlenstoffquelle. Auf Grund der Unstimmigkeiten zwischen den verdffentlichten Daten und den
in der Arbeit gewonnen Daten beziiglich der Stickstoffquelle, wurde das Wachstumsexperiment
unter den in der Literatur (Miiller & Gerth 2005) beschriebenen Bedingungen wiederholt. Des
Weiteren wurde ein Vergleich des Wachstums mit den beiden verschiedenen Kohlenstoffquellen
angestrebt.

Fiir die Wachstumsversuche wurde So ce56 in SM-Medium bzw. SC-Medium mit verschiedenen
Stickstoffquellen angeimpft und der Verlauf des Wachstums bei 32 °C anhand der Bestimmung
von Klettwerten beobachtet. Die eingesetzten Konzentration der verschiedenen Stickstoffquellen
wurden der Literatur entnommen (Miiller & Gerth 2005). Das Ergebnis ist in Abbildung
graphisch dargestellt.

Anhand des nun gegebenen Vergleiches zwischen Wachstum in SM-Medium und SC-Medium
mit verschiedenen Stickstoffquellen konnte die zuvor beschriebene Unstimmigkeit geklért werden.
Ebenso wie in der Literatur von Miiller & Gerth (2005) beschrieben, wurde bei Wachstum mit
Ammonium in Form von NH4SO4 als Stickstoffquelle mit beiden Kohlenstoffquellen ein gutes
Wachstum von So ce56 beobachtet (siche Abb. [3.40). Somit lésst sich feststellen, dass in den
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Abbildung 3.40: Vergleich des Wachstums in SM- bzw. SC-Medium unter Verwendung unterschiedlicher Stick-
stoffquellen. (a) Wachstum in SM-Medium unter Verwendung unterschiedlicher Stickstoffquellen. (b) Wachstum in
SC-Medium unter Verwendung unterschiedlicher Stickstoffquellen. Die Konzentration an % eingesetzter Stickstoff-
quelle wurde der Literatur (Miiller & Gerth 2005) entnommen. 0,2% Asparagin = 3,2 mM N; 0,2% Asparaginsidure
= 1,58 mM N; 0,1% (NH4)2S04 = 1,6 mM N; 0,1% KNO3 = 1,4 mM N
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vorherigen Versuchen (siehe Abb. Ammonium in Form von NH4Cl falsch eingesetzt wurde.

Die Unstimmigkeit beziiglich der Diskrepanz zwischen dem Wachstum mit KNOj als Stick-
stoffquelle konnte jedoch nicht geklidrt werden. In beiden Féllen (Wachstum in SM- bzw. SC-
Medium) konnte gutes Wachstum mit KNOg als Stickstoffquelle beobachtet werden (siche Abb.
. Mit diesem Versuch konnte der vorhergegangene Wachstumsversuch (Abb. noch

bestétigt werden.

3.6 Glutaminsynthetase-Test

Die metabolische Nutzbarmachung von Stickstoff variiert von Organismus zu Organismus, doch
in vielen Féllen erfolgt die koordinierte Expression der Enzyme des Stickstoffmetabolismus in
erster Linie als Antwort auf den intrazelluldren Vorrat an Stickstoff (Merrick & Edwards 1995).
Dabei fungieren Glutamat und Glutamin als wichtige Donoren fiir biosynthetische Reaktionen.
Der wichtigste Weg fiir die Umwandlung von Stickstoff bzw. Ammonium ist der Glutamin-
Synthetase/Glutamin-Oxoglutarat- Amido-Transferase-Weg (GS/GOGAT). Die Umwandlung
von Glutamat und Ammonium zu Glutamin wird dabei durch die Glutaminsynthetase kataly-
siert.

Die komplexe Regulation der Glutaminsynthetase-Aktivitdt kann dabei einerseits auf einer
transkriptionellen Ebene reguliert werden, andererseits kann die Regulation jedoch auch durch
Enzymmodifikation erfolgen. Auf der transkriptionellen Ebene erfolgt die Regulation iiber das
Gen ginA, wiahrend die Regulation z. B. in FE. coli durch Enzymmodifikation auf der Adenyly-
lierung bzw. der Deadenylylierung der Glutaminsynthetase (GS) beruht. Die posttranslationale
Modifikation in Form von Adenylylierung konnte fiir die Familie der Enterobacteriaceae, Vi-
brio alginolyticus, Thiobacillus ferrooxidans, Streptomyces cattleya und Streptomyces coelicolor
gezeigt werden, jedoch nicht fiir Spezies der Gattung Bacillus und Clostridium (Merrick &
Edwards 1995).

100 A E 100 A
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Abbildung 3.41: Vergleich des Wachstums von So ce56, Slon! und Slon2 in SM-Medium mit unterschiedlichen
Konzentration an KNOs als Stickstoffquelle. (a) Vergleich des Wachstums in SM-Medium von So ce56 und SlonI.
(b) Vergleich des Wachstums in SM-Medium von So ce56 und Slon2.
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Abbildung 3.42: Wachstum von So ce56, Slon! und Slon2 in SM-Medium. Die roten Pfeile markieren den Zeit-

punkt der Probenentnahme fiir den Glutaminsynthetasetest. Das Wachstum wurde anhand von Klettmessungen
verfolgt.

Es konnte gezeigt werden, dass die Mutanten Slon2 und Slon! ein Defizit im Wachstum
aufwiesen, wenn sie unter stickstofflimitierenden Bedingungen angezogen wurden (siehe Abb.
. Schon nach kurzer Zeit wurde das Wachstum beider Mutanten inhibiert und die Zellen
begannen zu lysieren. Als einziger Unterschied sei jedoch zu nennen, dass im Gegensatz zu
Slon2 fiir Slon1 schon eine geringe Limitierung an Stickstoff (6 mM KNOs3) ausreichend fiir die
Inhibierung des Wachstums war. Doch auch mit ausreichend Stickstoff (30 mM KNOs) zeigte
diese Mutante einen Wachstumsdefekt. Slon2 zeigte dagegen unter beiden Bedingungen keine
Beeintrachtigung im Wachstum.

Nach diesen Erkenntnissen wurde die Hypothese aufgestellt, dass diese beiden Lon-Proteasen
eine entscheidende Rolle im Stickstoffmetabolismus spielen. Des Weiteren wurde fiir Slon?2 ei-
ne Akkumulation von Pj; unter stickstofflimitierenden Bedingungen nachgewiesen und bei der
Suche nach méglichen Substraten der Lon2-Protease, konnte GInA als weiteres potenzielles Sub-
strat identifiziert werden (siehe (3.4.1)).

Um weiter in die Untersuchung des Stickstoffmetabolismus von So ce56 vorzudringen, wurde
ein Glutaminsynthetasetest durchgefiihrt. Hierfiir wurden So ceb6, Slonl und Slon2 in SM-
Medium angeimpft. Das Wachstum wurde iiber einen Zeitraum von drei Tagen verfolgt. Zu
definierten Zeitpunkten (&2 80 Klett (mittlere exp. Phase); = 200 Klett (spéte exp. Phase)
und stationére Phase) wurden Proben (6 x 1ml) fiir den nachfolgenden Test entnommen und
eingefroren (siche Abb. [3.42). Der Glutaminsynthetasetest wurde wie unter beschrieben
durchgefiihrt. Der Test wurde insgesamt dreimal wiederholt und die Werte anschliefend gemit-
telt. Mit den restlichen Proben wurde die Proteinkonzentration ermittelt.

In Abbildung[3.43]sind die Ergebnisse des Glutaminsynthetasetestes graphisch dargestellt. Die
einzelnen Ergebniswerte sind der Tabelle zu entnehmen.
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Tabelle 3.9: Gemittelte Ergebnisse des Glutaminsynthetasetestes

Stamm pmol v GsH / min mg Protein | Fehler
So ceb6 (frithe exp. Phase) 126,5 +43,3
Slon1 (frithe exp. Phase) 234,0 +6,8
Slon2(frithe exp. Phase) 205,7 +8,0
So ceb6 (spite exp. Phase) 339,7 +7,1
Slon1 (spéte exp. Phase) 403,7 +23,4
Slon2 (spéite exp. Phase) 414,7 +14,7
So ceb6 (stat. Phase) 129,9 +18,2
Slon1 (stat. Phase) 168,7 +8,2
Slon2 (stat. Phase) 143,9 +10,0

Der Glutaminsynthetasetest ergab fiir beide Mutanten in allen Phasen des Wachstums ein

leichte Erhohung der GS-Aktivitdt im Vergleich zum Wildtyp. Dies kann vermutlich auf eine

verstiarkte Genexpression von glnA zuriickgefiihrt werden, was sich wiederum mit der Akkumu-

lation von GInA in Slon2 deckt (Abb. [3.23|(b))
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Abbildung 3.43: Graphische Darstellung der gemittelten Ergebnisse des Glutaminsynthetasetestes.
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3.7 Uberexpression von Lon2

Die Existenz einer Protease ldsst nur bedingt Riickschliisse auf ihre tatséchliche Aktivitdt in
der Zelle zu. Da anhand verschiedener Experimente nachgewiesen werden konnte, dass in der
Mutante Slon2 eine Akkumulation von Py zu verzeichnen ist, wurde die Hypothese aufgestellt,
dass eine (indirekte oder direkte) Interaktion zwischen Lon2 und Py besteht, so dass Py unter
reichem Nahrstoffangebot direkt oder indirekt von Lon2 degradiert wird.

Um einen Nachweis zu erbringen, ob Lon2 fiir den Abbau spezifischer Substrate bzw. in diesem
Fall fiir die Regulation von Py in der Zelle verantwortlich ist, wurde die Protease in FE. coli
iiberexprimiert und anschliefend aufgereinigt. Zur Uberexpression wurde das Strep-tag/Strep-
Tactin System der Firma IBA GmbH verwendet. Aus der Literatur war bekannt (Hovel 2002),
dass mit diesem System eine Uberexpression der beiden Lon-Proteasen LonA und LonB aus B.
subtilis erfolgreich war.

Fiir die Uberexpression der So ce56 Lon2-Protease in E. coli wurde zunichst das lon2-Gen
unter Verwendung der primer Socelon2start und lon2stop-tag ohne eigenes Stoppcodon in einer
PCR-Reaktion amplifiziert. Zur priparativen Aufreinigung des PCR-Amplifikats wurde dieses
aus einem 1 %igen Agarosegel extrahiert (siehe . Das Produkt wurde mit Hilfe des Ze-
ro Blunt® TOPO® PCR Cloning Kits (Invitrogen) in den Vektor pCR®-BLUNT II-TOPO®
kloniert. Nach Vemehrung in E. coli Top10 Zellen wurden potenzielle Klone mit Hilfe von PCR
und verschiedenen Restriktionen iiberpriift (Daten nicht gezeigt).

Uber die beiden EcoRI-Schnittstellen wurde das iiber ein Agarosegel extrahierte Fragment in
die entsprechenden dephosphorylierten Schnittstellen des Uberexpressionsvektors pASK-IBA3
kloniert. Die erhaltenen Klone wurden per PCR, verschiedener Restriktionsverdaus und Sequen-
zierung {iberpriift.

Fiir die Uberexpression wurden das Plasmid pASK-IBA3 lon2-tag in verschiedene E. coli-
Zellen (BL21, spezielle Rosetta-Zellen, Topl0) transformiert, wobei nur in BL21-Zellen eine
geringe Uberexpression zu verzeichnen war. Die Uberexpression des Proteins erfolgte in zwei
Kulturen 4 1000 ml nach Zugabe von 0,2 mg/ml AHT (Ausgangslosung 2 mg/ml Anhydrote-
trazyklin in DMF) iiber Nacht bei 32 °C.

Die Aufreinigung der Proteine (mit C-terminalem Strep-tag) erfolgte unter nativen Bedin-
gungen durch eine Strep-Tactin-Affinititdtschromatographie. Anschlieend wurden die Wasch-
sowie die Elutionsfraktionen mittels SDS-PAGE analysiert. Hierbei sei erwéhnt, dass zuvor beim
Austesten und Optimieren verschiedener Versuchsbedingungen und anschlieflender Analyse der
Proben mittels SDS-PAGE und nachfolgender Silberfirbung keine Induktion der Expression
nachgewiesen werden konnte. Lediglich per Western Blot-Analyse und dem Strep-Tactin horse
radish Peroxidase-Konjugat konnte das C-terminale Lon2-Strep-tag-Fusionsprotein schon vor
der Aufreinigung aus einer grofen Uberexpressionskultur nachgewiesen werden (Daten nicht
gezeigt).

In Abbildung ist das Ergebnis einer erfolgreichen Aufreinigung des Lon2-Proteins mit C-
terminalen Strep-tag (pASK-IBA3 lon2-tag) gezeigt. Durch insgesamt 10 Waschschritte konnten

viele unspezifische Proteine beseitigt werden. Jedoch konnten nicht alle Kontaminationen durch
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Abbildung 3.44: 12%ige SDS-PAGE mit Fraktionen der Aufreinigung von Lon2 mit dem C-terminalen Strep-tag .
Von der 1. Waschfraktion wurden 2 ul, von allen weiteren Fraktionen wurden je 20 ul mit 5x SDS-Auftragspuffer
vermischt und aufgetragen. Die Proteine wurden mit Silber angeférbt.

andere Proteine durch Reinigung eliminiert werden. In den Elutionsfraktionen 3-6 konnte ein
rekombinantes Protein mit der fiir Lon2-tag erwarteten Grofle von etwa 88 kDa gezeigt werden,
wobei in der 3. Elutionsfraktion die gréfite Menge des rekombinanten Proteins vorhanden war.
Neben der erwarteten Bande von etwa 88 kDa fiir Lon2-tag trat in den Elutionsfraktionen 3-6
eine stirkere Bande unter 21 kDa auf. Die Intensitét der Bande nahm mit steigender Anzahl
an Elutionsschritten zu. In Western Blot-Analysen (nach Angaben des Herstellers ,, Expression
and purification of proteins using Strep-tag and/or 6xHistidine-tag* der IBA GmbH) mit dem
Strep-Tactin horse radish Peroxidase-Konjugat (IBA GmbH) wurde diese Bande nicht detektiert
(Daten nicht gezeigt).

Bis zum Ende dieser Arbeit wurden die verschiedensten Bedingungen fiir die Uberexpression

von Lon2 ausgetestet. Diese sind im Folgenden kurz aufgelistet:

e Nutzung verschiedener E. coli-Stamme (BL21, Top10, Rosetta-Stdmme)

Nutzung zweier unterschiedlicher Medien (LB und Minimalmedium)

Uberexpression bei unterschiedlichen Temperaturen (17 °C, RT, 32 °C und 37 °C)

Klonierung von Lon2 in pASK-IBA15plus (N-terminaler Strep-tag)

Klonierung von Lon2 in einen weiteren Uberexpressionsvektor (pASK-IBA44), welcher die

Sekretion des rekombinanten Proteins in das Periplasma erlaubt.

Es war jedoch nicht moglich, bis zum Ende dieser Arbeit ausreichende Mengen an Lon2 zu
gewinnen. Dementsprechend konnten weiterfiihrende Experimente beziiglich spezifischer Enzy-

maktivitdt der Lon2-Protease nicht gestartet werden.
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4 Diskussion

Myxobakterien zeichnen sich neben der Eigenschaft unter Nahrstofflimitierung eine multizel-
lulére Morphogenese zu durchlaufen, durch die Produktion zahlreicher Sekundérmetabolite aus.
Diese Eigenschaft riickte sie in den siebziger Jahren in den Blickpunkt der Forschung. Aus der
Gruppe dieser Myxobakterien wurde 2001 als Modellorganismus S. cellulosum So ce56 fiir ein
Genomprojekt ausgewihlt, da dieses sowohl zur morphologischen als auch zur physiologischen
Differenzierung beféhigt ist. Die Erforschung von So ce56 sollte einen weiteren Einblick in die
Biologie der Myxobakterien geben und insbesondere helfen, die physiologische Differenzierung
und deren Potenzial besser zu verstehen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden elementare Arbeiten zur morphologischen und physiologi-
schen Differenzierung in So ce56 unternommen. Diese beinhalteten zum Einen die Etablierung
eines geeigneten Differenzierungsassays fiir So ceb6 und zum Anderen die genauere Charak-
terisierung der potenziell an der Differenzierung beteiligten Genprodukte AsgA sowie der Lon-
Proteasen Lon1 bis Lon5. Von diesen ist bekannt, dass sie in der morphologischen Differenzierung
des Myxobakteriums M. zanthus eine wichtige Rolle einnehmen. Von asgA aus M. xzanthus ist
bekannt, dass es neben vier weiteren asg-Genen mit fiir die Bildung des A-Signals verantwortlich
ist, welches die Differenzierung bei Erreichen einer bestimmten Zelldichte initiiert. Neben AsgA
ist auch die Lon-Protease BsgA (£ LonD) friih in die Differenzierung von M. zanthus involviert,
weswegen die fiinf in So ce56 gefundenen Lon-Proteasen ebenso wie AsgA hinsichtlich ihrer Rolle
in der Differenzierung von So ceb6 untersucht wurden. Im Verlauf der Arbeit gelangten die in
So ceb6 identifizierten Lon-Proteasen mehr und mehr in den Blickpunkt der Untersuchungen
hinsichtlich deren Rolle im Stickstoffmetabolismus von So ce56.

Bisherige Untersuchungen der morphologischen Differenzierung und des Stoffwechsel wurden
vor allem an dem Myxobakterium M. zanthus unternommen. Im Laufe dieser Arbeit konn-
ten einige Parallelen zu dessen morphologischer Differenzierung, aber auch einige Unterschiede

hinsichtlich des Stoffwechsel aufgedeckt werden.

4.1 Morphologische Differenzierung

Zur Untersuchung der morphologischen Differenzierung von So ce56 konnte ein Differenzierungs-
assay etabliert werden, der eine schnelle und reproduzierbare Differenzierung von So ce56 zu
multizelluldren Fruchtkérpern ermdéglicht. Dabei konnten Parallelen zu der Differenzierung von
M. zanthus, des Eukaryoten Dictyostelium discoideum und B. subtilis gezogen werden. Von allen
Dreien ist bekannt, dass die Differenzierung als Antwort auf zwei verschiedene Ereignisse einge-
leitet wird - Reduzierung der N#hrstoffe und interzelluldre Signale (Fisher 2005). Beide Ereig-

nisse scheinen auch in So ceb6 die Bildung von Fruchtkérpern auszulésen. So wurde beobachtet,
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dass die Initiierung der Differenzierung in So ce56 erst nach einer drastischen Reduzierung der
Nihrstoffe auf 1 % der im Komplexmedium vorhandenen Nihrstoffe erfolgte (siehe auf Seite
. Mit der zun#chst schrittweisen Reduzierung der Nahrstoffe sollten die fiir die Initiation
der Differenzierung von So ceb56 benotigten Nahrstoffbedingungen eingegrenzt und eine schnelle
Differenzierung unter Laborbedingungen ermdoglicht werden. Das Differenzierungsmedium bein-
haltete nur noch 0,001 % Probion, 0,002 % Pepton und 0,005 % Stirke. Diese Konzentrationen
stellten einen oberen Grenzwert dar, da bereits bei geringer Erhchung der Konzentration das
Differenzierungsmedium seine Funktion nicht mehr erfiillte.

Das Erreichen einer bestimmten Zelldichte scheint ebenso wie in M. zanthus auch fiir So ce56
ein entscheidendes Kriterium fiir die Initiation der Differenzierung darzustellen. Erst ab ei-
ner Zelldichte mit Zellzahlen von etwa 1,6 - 10'Y wurde eine Bildung von Aggregaten und
Fruchtkorpern beobachtet (siche Kapitel auf Seite . Geringere Zellzahlen brachten nicht
den gewiinschten Erfolg. Das A-Signal aus M. xzanthus ist Teil eines Systems, das die Zelldichte
in hungernden Zellen misst. Das A-Signalsystem garantiert somit, dass die Fruchtkorperbil-
dung nicht initiiert wird, bevor nicht eine geniigend grofle Zahl an Zellen hungert. Dies ldsst
die Schlussfolgerung zu, dass So ce56 dhnlich wie M. zanthus in Form eines quorum-sensing-
Mechanismus die Zelldichte von hungernden Zellen wahrnehmen kann.

Neben diesen Parallelen fiel jedoch auch Gegensétzliches zu der Differenzierung von M. zanthus
auf. Um die Differenzierung von M. zanthus zu beschleunigen, werden diesem schon zuvor durch
Waschen in Differenzierungsmedium drastisch die Nahrstoffe entzogen. Diese Vorgehensweise war
mit So ceb6 nicht moglich (siehe Kapitelauf Seite. Nur unter Benutzung eines Komplex-
medium zum Waschen und Aufkonzentrieren wurde eine Differenzierung von So ce56 erreicht.
In diesem Stadium bendétigte So ceb56 im Gegensatz zu M. zanthus noch alle Nahrstoffe, um
zu einem spéteren Zeitpunkt auf Differenzierungsmedium (P-Diff-Agar) die Differenzierung zu
initieren. Campos & Zusman (1975) konnten jedoch auch fiir M. zanthus zeigen, dass Nahrstoffe
die Differenzierung positiv beeinflussen kénnen. Unter Bedingungen mit addquaten Mengen an
Nahrstoffen konnten sie besser differenzierte Fruchtkérper beobachten als unter ndhrstoffarme-
ren Bedingungen. Des Weiteren konnten sie unter néhrstoffarmeren Bedingungen die Induktion
von Myxosporen beobachten, ohne dass es zur Ausbildung von Fruchtkérpern kam. Daraus
schlossen Campos & Zusman (1975), dass unter stark néhrstoffarmen Bedingungen die zellulére
Morphogenese zu Myxosporen gegeniiber der multizelluldren Differenzierung zu Fruchtkérpern
dominant ist. Da die Morphogenese zu Myxosporen in S. cellulosum rudimentér ist und diese
sich nicht von vegetativen Zellen unterscheiden, kann keine Aussage iiber einen Zusammenhang
zwischen Nahrstoffangebot und Myxosporenbildung, wie es von M. zanthus bekannt ist, getroffen
werden.

In dieser Arbeit konnte somit gezeigt werden, dass So ce56 auf einem speziellem Differenzie-
rungsmedium (P-Diff) zu einer schnellen und reproduzierbaren morphologischen Differenzierung
befdahigt ist. Fiir die Differenzierung benétigt So ceb6 ebenso wie M. zanthus, B. subtilis und D.
discoideum die zwei Ereignisse Nahrstofflimitierung und das Erreichen einer spezifischen Zell-

dichte, um eine multizellulire Morphogenese zu Fruchtkérpern zu durchlaufen.
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4.2 Einfluss von asgA auf die Differenzierung in S. cellulosum
So ce56

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Rolle des Signaltransduktionsproteins AsgA aus So ce56
wihrend der morphologischen Differenzierung untersucht. Bereits vercffentlichte Arbeiten an
dem Myxobakterium M. zanthus zeigten, dass AsgA mafigeblich an der Differenzierung beteiligt
ist und sich aus einer N-terminalen receiver-Doméne sowie einer C-terminalen Histidinkinase-
Domaéne aufbaut. Durch Sequenzvergleiche wurde ein zu asgA aus M. zanthus homologes Gen
in So ce56 identifiziert. Uber die Funktion dieses Genprodukts von asgA in So ce56 lagen bisher
keinerlei Informationen vor, weswegen die Charakterisierung der Funktion dieses Proteins in
So ceb6 angestrebt wurde. Dazu wurde eine asgA-Mutante von So ce56 untersucht, deren chro-
mosomales asgA-Gen durch homologe Rekombination unterbrochen wurde. Im Mittelpunkt der

Untersuchungen stand dabei zunéchst die phédnotypische Charakterisierung der Mutante SasgA.

4.2.1 Konstruktion von SasgA

Um den Einfluss einer Mutation im asgA-Gen von So ceb6 auf die morphologische und physiologi-
sche Differenzierung zu untersuchen, wurde zunéchst erfolgreich eine asgA-Mutante konstruiert.
Die Mutante erhielt den Namen SasgA.

Die Integration des Plasmids pSUPHyg asgA in das Chromosom von So ce56 fithrte als Fol-
ge eines single crossovers zu einer Insertion, so dass fiir ein vollstindig kodiertes Protein 42
Aminosduren vom C-terminalen Ende der Histidinkinase-Doméne fehlten. In AsgA/AsgD von
M. zanthus ist diese Region vermutlich essentiell, da eine Mutation in diesem Bereich zu ei-
nem ausgepragten Phénotyp fithrte und eine A-Signal-Produktion unterblieb. Die verschiedenen
asgA-Mutanten von M. zanthus gehen vor allem auf Punktmutationen im C-terminalen Be-
reich (Histidinkinase-Domiéne) des Proteins zuriick (Kuspa & Kaiser 1989). Nur zwei der asgA-
Mutanten von M. zanthus wurden genauer untersucht. Lange Zeit galt asgA476 als reprisenta-
tivste asgA-Mutante in M. zanthus. In dieser Mutante liegt eine Punktmutation in Form einer
Transition vor, die aus einem Austausch von Leucin zu Prolin resultiert. Die Punktmutation die-
ser Mutante ist im N-terminalen Bereich (455 nt; response-Regulator) lokalisiert. Im Gegensatz
dazu ist die Mutation der asgA473-Mutante im C-terminalen Bereich lokalisiert und wird durch
einen Austausch von Serin (S) zu Phenylalanin (F) bewirkt. Bei beiden Mutanten konnte AsgA
in Western Blot-Analysen noch detektiert werden, doch war das Protein der asgA473-Mutante
stabiler (Dunmire et al. 1999).

Ebenso wie in M. zanthus ist das AsgA-Protein von So ceb6 aus einer N-terminalen receiver-
Doméne und einer C-terminalen Histidinkinase-Doméne aufgebaut. BLAST-Analysen der bei-
den Proteine ergaben Homologien untereinander und fiir beide Doménen charakteristische Ami-
nosduren sind in beiden Proteinen vorhanden (siehe Abb. . Die receiver-Doméne des AsgA-
Proteins aus So ce56 weist mit 38,2 % Identitéit eine hohere Homologie zu der entsprechenden
Doméne des AsgA-Proteins aus M. zanthus auf, als die Histidinkinase-Doméne (32,5 % Iden-

titat). Ausgehend von der asgA473-Mutante von M. zanthus ist sowohl in dieser Mutante als
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7 64
AsgA (So ce56): ERRALL 1VDDERETLKALRRELRRDYDVL I AESAEQGHA I LRERT -~ IPVVLSDQRMPGT
E A+L VDD+ L+ +++ +S + A+L +R 1 V+LSDQRMPG
AsgA (M. xanthus): ELPAVLYVDDDALNLRVFDANFGQRFRIFRSSSPSEALALLEQRRGE IGVILSDQRMPGM
5 64
65 _ 124
AsgA (So ce56): TGTEFCARLRAEFPETVRLLMTAYADTSAAIQAINEGGVYRF I SKPWDPPALAGVVSDAF

TG E R R P+ R+L+TAYAD A I A+tN G V R+ KPWD L + DA
AsgA (M. xanthus): TGVELLERARTIAPDAKRMLVTAYADMQAV IDAVNRGQVTRYFVKPWDRTELQAALDDAL

65 124
125 B 180
AsgA (So ceb56): AQHERISSCQRLLSSLKTSAEALHLENQQLAEVTQRT----HELMGVAAHDLRNPIAAIQ
RL ++ E L++++LA + Q T HELMG + L +A++Q
AsgA (M. xanthus): ------- KIARLELRIR-EVEGRMLKSERLATLGQVTAGIAHELMGPVGY-LSQNVASLQ
125 175
181 234
AsgA (So ceb56): --WFSTMQLAGAGVGPEDTRRYALKIQDNAEFALQLLEDLLD-ITTLEHGNGGLRLQ---
S +Q + + A ++D L++DL D L GLR Q
AsgA (M. xanthus): RDLGSVIQYVSRHLQTDPEPAVAETVED----LPALIKDLADGAEHLRQVALGLRAQARG
176 231
235 289
AsgA (So ceb6): = ——-—- EADLRGILSAAVSLNEHGAGRKGIAVHVDVPADLPLVCCDVARIEQVLSNLLSNA
AD+ ++4S AV L + P \Y ++ QVL NL+ NA
AsgA (M. xanthus): EDLEATADVAEVVSFAVKLARAEVRERARLTSNGEPV---RVTFGPVKLCQVLLNL I'VNA
232 288
290 _ 344
AsgA (So ceb56): FKFSHPGTT----- VTVRARRLGQAIEVMIEDQGLGIRPDEISGLFRKFRRTSTRST@GE
+ GTT + VR + + + D G GI ++ +F+ T G

AsgA (M. xanthus): AQAM--GTTGRPGRIEVRWTTTPDDVVLTVADNGCGIPMEQQERVEQPMFTTKPVGVG--
289 344

45 381

ASgA (So ce56):  KSTGLGLSICKNLVERHGGAIRVESELGRGTRVFFTL

TGLGLSIC+ LV + GG++R+ S G GT + TL
AsgA (M. xanthus): --TGLGLSICRELVTQFGGSLRLSSITQGEGTEIEITL
345 379

Abbildung 4.1: BLAST-Analyse (SDSC Biology workbench 3.2) von AsgA aus So ceb6 gegen AsgA aus M. zan-
thus (Altschul et al. 1997). Charakteristische bzw. hochkonservierte Aminoséuren der receiver-Doméne und der
Histidinkinase-Doméne sind rot hervorgehoben. Konservierte Aminoséuren sind in rot gekennzeichnet, dhnliche
Aminosduren sind griin markiert. Das mit einem blauen Kasten markierte Serin in der AsgA-Proteinsequenz von
M. xzanthus kennzeichnet den Ort der Mutation in der asgA473-Mutante (S — F). Der gestrichelte Kasten in der
AsgA-Proteinsequenz von So ceb6 kennzeichnet den Bereich, der in der Mutante SasgA nicht mehr vorhanden
ist. Der hellblaue Strich unter der M. zanthus-Proteinsequenz kennzeichnet den Bereich der receiver-Doméne, der
gelbe Strich markiert den Bereich der Histidinkinase-Domaéne.

auch in der asgA-Mutante von So ceb6 jede dieser konservierten Aminoséduren noch vorhanden.
Trotzdem ist die Produktion des A-Signals wie auch die morphologische Differenzierung (siehe
Abb. der asgA473-Mutante von M. zanthus inhibiert (Dunmire et al. 1999). Daraus l4sst
sich schlieflen, dass auch dieser C-terminale Bereich der Histidinkinase-Doméne funktionell wich-
tig fiir die Bildung des A-Signals ist. Da in der asgA-Mutante von So ce56 dieser C-terminale
Bereich nicht mehr exprimiert wird, kann man davon ausgehen, dass das verkiirzte AsgA-Protein
in der Mutante nicht mehr voll funktionsfihig ist. Dies konnte im weiteren Verlauf anhand des
Phénotyps der Mutante bestétigt werden (sieche auf Seite [76)).
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Da input- und output-Doméne, wie sie aus klassischen Zwei-Komponentensystemen bekannt
sind, im AsgA-Protein von M. zanthus fehlen, vermutete man, dass AsgA Teil eines phosphorelay-
Systems ist (Plamann et al. 1995). Ein &hnliches System ist von der Initiation der Sporulation in
B. subtilis bekannt (Burbulys et al. 1991, Hoch 2000). Dieses erlaubt die Integration von verschie-
denen differenzierungsrelevanten Signalen, um die Aktivierung des am Ende des phosphorelay-
Systems stehenden Transkriptionsregulators SpoOA zu steuern (Burbulys et al. 1991). Alter-
nativ wurde fiir AsgA aus M. zanthus die Vermutung aufgestellt, dass die receiver-Doméne als
input-Doméne der Sensorhistinkinase fungiert. Als mogliche Liganden konnten dann kleine Phos-
phordonoren wie Acetyl-Phosphat oder Carbamoyl-Phosphat fungieren (Lukat et al. 1992), von
denen in vitro schon gezeigt wurde, dass sie response-Regulatoren (receiver-Doméne) phospho-
rylieren. Diese Intermediate kénnten dann auch zur Wahrnehmung des zelluldren Status durch
das A-Signal dienen (Plamann et al. 1995). Anhand der Homologie (25,8 % Identitét) zwischen
AsgA aus M. zanthus und So ceb6 konnen beide Vermutungen ein phosphorelay-System betref-
fend auf So ce56 iibertragen werden. Auch in dem AsgA-Protein von So ceb6 fehlen die input-
und output-Doméne.

Fiir AsgA aus M. zanthus wurde des Weiteren vermutet, dass die weiteren identifizierten
Asg-Proteine, vor allem aber das DNA-Bindeprotein AsgB, in dieses phosphorelay-System in-
volviert sind. Neben AsgA konnten in So ce56 auch einige AsgB- und AsgC-homologe Proteine
gefunden werden, doch treten diese in einer so groflen Abundanz auf, dass eine genauere Iden-
tifizierung bzw. Zuordnung bisher nicht durchgefiithrt wurde. Zum Verstédndnis dieses moglichen
phosphorelay-Systems konnte nun die Identifizierung und Zuordnung méglicher Interaktionspart-

ner beitragen.

4.2.2 Phanotypische Charakterisierung von SasgA

Fiir die phénotypische Charakterisierung von SasgA wurde zum Einen der Einfluss der asgA-
Mutation von So ceb6 auf die morphologische Differenzierung und zum Anderen die Auswirkung
der Mutation auf den Sekunddrmetabolismus von So ceb6 untersucht. Fiir die Charakterisie-
rung der Mutante sind beide Arten der Differenzierung von Interesse, da in manchen Orga-
nismen eine Kopplung zwischen der morphologischen und der physiologischen Differenzierung
besteht (Demain 1998).

Die Mutante SasgA zeigte unter Nahrstoffmangelbedingungen im Vergleich zum Wildtyp weder
die Bildung von Fruchtkérpern, noch war sie in der Lage, Aggregate auszubilden (siehe auf
Seite . Die Mutante ist demnach schon sehr frith in der Differenzierung gehemmt. Ahnliches
konnte fiir die asgA-Mutante DK473 von M. zanthus gezeigt werden (siehe Abb. . Auch
diese ist unter Nahrstoffmangelbedingungen nicht in der Lage zu aggregieren und Fruchtkorper
zu bilden. Das verkiirzte AsgA-Protein von SasgA ist demnach nicht mehr voll funktionsfihig,
da ansonsten ein Wildtyp-dhnlicher Phianotyp aufgetreten wére.

Uber die Produktion von Sekundérmetaboliten ist von allen asg-Mutanten (asgA, asgB, asgC,
asgD und asgE) von M. zanthus bisher nichts bekannt, da das Hauptaugenmerk der Untersu-

chungen an M. zanthus vor allem auf der morphologischen Differenzierung lag. Diesbeziiglich
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S. cellulosum

Wachstum Differenzierung
M. xanthus
Wachstum Differenzierung So ce56
(Wildtyp)
DK101
(Wildtyp)
SasgA

DK473
(asgA473-Mutante)

(a) (b)

Abbildung 4.2: Vegetative und Differenzierungsphinotypen von M. zanthus DK101 (Wt), DK473 (Abb. [4.2(a)),
S. cellulosum So ce56 (Wt) und SasgA (Abb. |4.2(b)) im Vergleich. Die Bilder von M. zanthus sind der Literatur
(Dunmire et al. 1999) entnommen.

konnten keine Parallelen zwischen beiden asgA-Mutanten gezogen werden. SasgA zeigte im Ver-
gleich zum Wildtyp keinen Unterschied in der Produktion der von So ce56 produzierten Se-
kundirmetabolite Etnangien und Chivosazol (siehe auf Seite [76)). Es ist jedoch bekannt,
dass in manchen Organismen die Sekundirmetabolitproduktion mit der morphologischen Dif-
ferenzierung gekoppelt vorliegt (Demain 1998). So wird z. B. in Streptomyceten durch Néhr-
stoffmangelbedingungen die Produktion von Sekundédrmetaboliten ausgelost (Pope et al. 1998).
Es konnte jedoch fiir M. zanthus gezeigt werden, dass der Eintritt in die Differenzierung nicht
notwendig fiir die Produktion von Sekundérmetaboliten ist, da auch nicht-differenzierungsfihige
Mutanten von M. zanthus zur Sekundarmetabolitproduktion (Antibiotikum TA aus M. zanthus)
in der Lage sind (Reichenbach 1993). Gleiches konnte fiir die asgA-Mutante von So ce56 bestétigt
werden. Da der Bioassay zur Detektion der produzierten Sekundéirmetabolite nicht unter Dif-
ferenzierungsbedingungen durchgefithrt wurde, kann auch fiir den Wildtyp So ce56 bestétigt
werden, dass nicht zwingend eine Abhéngigkeit zwischen morphologischer und physiologischer
Differenzierung existiert. Aulerdem konnte Knauber (2006) fiir So ceb56 zeigen, dass schon in
der exponentiellen Phase geringe Mengen der beiden Sekundédrmetabolite gebildet wurden und
es in der stationdren Phase zu einem Anstieg der Produktion kam. Des Weiteren lisst sich nach
diesen Ergebnissen feststellen, dass AsgA kein positiver Regulator der Sekundérmetabolitpro-
duktion in So ceb6 ist, da kein Unterschied in der physiologischen Differenzierung zwischen der
asgA-Mutante und So ce56 auftrat.

Auf Grund der Homologie der Proteine und der Ahnlichkeit im Phénotyp zwischen der asgA-
Mutante aus So ce56 und M. zanthus wurde vermutet, dass ein A-Signal-dhnlicher Stoff von
So ceb6 ins Medium sezerniert wird. Daraufhin wurden Versuche auf Basis des sogenannten A-
Faktor-Assays (Plamann et al. 1992) durchgefiihrt. Dieser sollte einen indirekten Nachweis von
diffusionsfihigen A-Signal-dhnlichen Stoffen liefern. Der A-Faktor-Assay in M. xzanthus beruht
auf der Synthese von (-Galaktosidase durch eine asg-Mutante, die die fritheste asg-abhéingige
lacZ-Fusion, Q4521, tragt (Kuspa et al. 1992). Mischt man z. B. einen Wildtyp mit solch ei-



4.2 Einfluss von asgA auf die Differenzierung in S. cellulosum So ce56 125

ner asg-Mutante (DK9009), kann ein Anstieg der S-Galaktosidase mittels des (§-Galaktosidase-
Assays detektiert werden, da der Wildtyp durch extrazelluldre Signale die Mutation der asg-
Mutante komplementiert. Da in So ce56 solch eine asg-Mutante nicht vorlag, wurde auf Grund
der nahen Verwandschaft zwischen M. zanthus und So ce56 ein ,,gemischter“-A-Faktor-Assay
angesetzt. Dieser A-Faktor-Assay konnte jedoch nicht etabliert werden. Probleme ergaben sich
aus der Wahl des Mediums fiir den A-Faktor-Assay. Davon abgesehen konnten bei Positivkon-
trollen mit Wildtypen von M. zanthus keine reproduzierbaren Ergebnisse erlangt werden, so
dass der A-Faktor-Assay in der durchgefiihrten Variante fragwiirdig war.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden auf Grund einer Instabilitdt der ersten Mutante, zwei SasgA-
Mutanten nach dem gleichen Schema konstruiert. Erste Differenzierungsassays mit der ersten
Mutante zeigten, dass zu Anfang die Differenzierung dieser Mutante noch inhibiert war, je-
doch nach langanhaltender Kultivierung kein Defekt in der Differenzierung mehr vorlag. PCR-
Analysen ergaben, dass im Chromosom dieser ,,asgA-“Mutante kein integriertes Plasmid mehr
nachgewiesen werden konnte. Daher wurde zunéchst vermutet, dass diese Mutation iiber einen
lingeren Zeitraum gesehen letal fiir den Organismus war. Nach Konstruktion und Testen einer
zweiten Mutante zeigte sich jedoch, dass diese iiber einen ldngeren Zeitraum stabil blieb. Die
Mutation scheint demnach nicht letal zu sein. Gleichwohl wurden alle Experimente nur mit frisch

aus der Stammsammlung angezogenen Zellen durchgefiihrt.

4.2.2.1 Regulation des asgA- Gens in So ce56

Aus M. zanthus ist bekannt, dass die Expression des asgA-Gens unter Differenzierungsbedingun-
gen ansteigt (Plamann et al. 1995). Um die Regulation des asgA-Gens aus So ce56 unter Differen-
zierungsbedingungen zu testen, wurden Real-time RT-PCR-~Experimente mit asgA-spezifischen
primern auf RNA von So ceb6 durchgefiihrt. Die Auswertung der Ergebnisse ergaben eine po-
sitive Regulation der asgA-Expression unter Nahrstoffmangelbedingungen (siehe auf Seite
. Damit ergibt sich eine Analogie zwischen der Expression von asgA aus So ce56 und M.
zanthus. In beiden Fillen wird die asgA-Expression unter Nahrstoffmangelbedingungen posi-
tiv reguliert. Fiir asgD aus M. zanthus, dessen Genprodukt ebenfalls eine grole Homologie zu
AsgA aus So ceb6 aufweist, konnte von Cho & Zusman (1999) ermittelt werden, dass unter ve-
getativen Bedingungen keine Expression von asgD stattfindet, wohingegen es wiederum unter
Nihrstoffmangelbedingungen zu einem Anstieg der Genexpression kam. Somit weist auch die
Expression des asgA-Gens eine grofe Ahnlichkeit zu den bekannten Daten der Expression der
asgA/asgD-Gene von M. zanthus auf.

Von M. zanthus war bekannt, dass (p)ppGpp als Initiationssignal der Differenzierung fungiert.
Né#hrstoffmangel in Form von Aminosduremangel aktiviert dabei das Protein RelA, was zu einer
Akkumulation von ppGpp fithrt (Singer & Kaiser 1995). Die Akkumulation von ppGpp stimu-
liert die Expression der frithen Differenzierungsgene, wie z. B. die der asg-Gene, und fiihrt so
zur Produktion des A-Signals (Singer & Kaiser 1995). Dementsprechend ist in M. zanthus die
Expression des asgA-Genes abhéngig von der stringenten Kontrolle. Anhand Real-time RT-PCR

konnte dies auch fiir die Expression des asgA-Genes aus So ce56 nachgewiesen werden, da in
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Nahrstoffmangel A-Signal
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O A-Signal- Abbildung 4.3: Modell der Kontrolle der Differenzie-
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der stringent response-Mutante von So ceb6 (Srel) eine negative Regulation der asgA-Expression
festgestellt wurde (siehe auf Seite . Dies wird auch durch den morphologischen Phénotyp
der stringent response-Mutante Srel unterstiitzt (Knauber 2006). Unter Differenzierungsbedin-
gungen ist diese Mutante nicht in der Lage, Fruchtkorper zu bilden.

In Anlehnung an die Kontrolle der Differenzierung in M. zanthus (Abb. und auf Grund der
Ergebnisse der Real-time RT-PCR kann man festhalten, dass die Akkumulation von (p)ppGpp
zur Aktivierung der Expression des asgA-Genes fiihrt. In M. zanthus wird das extrazelluldre A-
Signal von der Histidinkinase SasS registriert. SasS ist ein Transmembranprotein und fungiert
als Sensorkinase in dem Zweikomponentensystem SasS/SasR aus M. zanthus. SasS wiederum
aktiviert den response-Regulator SasR, der als Regulationsprotein in die Genexpression frither
Differenzierungsgene eingreift (Yang & Kaplan 1997). BLAST-Analysen mit SasS und SasR von
M. zanthus gegen So cebb ergaben eine Vielzahl SasS und SasR-homologer Proteine fiir So ceb6.
Auf Grund dessen wurde dieser Regulationsweg bisher nicht weiter verfolgt. Es ist aber nicht

auszuschliefen, dass die Regulation der Differenzierung von So ce56 in dhnlicher Weise verlauft.

4.3 Einfluss der Lon-Proteasen auf die Regulation des Metabolismus

von S. cellulosum So ceb56

Lon-Proteasen sind ATP-abhéingige Proteasen und an der Regulation verschiedener biologischer
Prozesse in Bakterien beteiligt (Tsilibaris et al. 2006). In M. zanthus konnte eine Beteiligung
der Lon-Protease BsgA (£ LonD) an der Differenzierung beobachtet werden. Eine Mutation
des bsgA-Gens in M. zanthus duflerte sich in einem Defekt in der frithen Differenzierung der
Mutanten (Tojo et al. 1993). Im Rahmen dieser Arbeit wurde daraufhin die Rolle der Lon-
Proteasen in So ceb6 untersucht. Einige Experimente konnten nicht mit allen fiinf Mutanten
durchgefiihrt werden, da sich die Konstruktion aller Mutanten, iiber die Linge dieser Arbeit
hinzog.

Anhand von Sequenzvergleichen von bsgA (é lonD) und lonV aus M. zanthus mit dem Genom
von So ceb6 wurden insgesamt fiinf lon-homologe Gene im Genom von So ceb6 identifiziert.
Vergleiche der Aminoséduresequenzen der fiinf homologen Lon-Proteasen aus So ceb6 zeigten
fiir Lonl, Lon2, Lon4 und Lon5 eine grole Homologie zu BsgA, wohingegen Lon3 eine grofere
Homologie zu LonV aufwies. Dies wurde auch durch eine phylogenetische Analyse (siehe Abb.
auf Seite weiter bestétigt. Eine Analyse der Genregionen von lonI-5 im Vergleich
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zu bekannten lon-Genregionen aus M. zanthus, E. coli und B. subtilis zeigte eine auffallende
Homologie zwischen der lon3-Region von So ce56 zu den lon-Regionen aus E. coli und B. subtilis
sowie zur lonV-Region von M. zanthus (siche auf Seite . Diese vier lon-Genregionen
wiesen eine gemeinsame genetische Organisation auf, in der nicht nur die lon-homologen Gene,
sondern zum Teil auch die Lage und Orientierung der benachbarten Gene konserviert sind (siche
Abb. auf Seite . In den vier Genomen wurden die [on-homologen Gene in Koorganisation
mit clpX, clpP und tig gefunden.

Dies wurde als ein Beweis gewertet, dass im Gegensatz zu den Proteasen Lonl, Lon2, Lon4
und Lonb die Lon3-Protease ebenfalls eine Rolle im vegetativen Lebenszyklus von So ceb6 spielt.
Anhand der Homologien der anderen vier Lon-Proteasen zu BsgA (= LonD) aus M. zanthus wur-
de die Hypothese aufgestellt, dass diese wichtige Funktionen wihrend der Differenzierung von
So ceb6 ausiiben. Analysen des morphologischen Phénotypes bekriftigten spater diese Hypothe-
se (siehe auf Seite [88)).

Die intrazelluldre Protease BsgA von M. zanthus ist in die Kontrolle der Differenzierung in-
volviert. Gill et al. (1993) vermuteten, dass die BsgA-Protease von M. zanthus die Halbwertszeit
von Proteinen moduliert oder direkt mit einer Komponente des Transkriptionsapparates inter-
agiert. Auch die Generierung eines Polypeptides durch Degradation durch die BsgA-Protease,
welches als ein fiir die Differenzierung notwendiges Signal fungiert, wurde von Gill et al. (1993)
nicht ausgeschlossen. Die Lon-Proteasen Lon1, Lon2, Lon4 und Lon5 in So ce56 konnten dhnliche
Funktionen wie BsgA in M. zanthus ausiiben.

Um diese Charakteristika auch in So ceb56 zu untersuchen, wurden Mutanten konstruiert, die
aus einer homologen Rekombination (single-crossover) des jeweiligen Konjugationsplasmids in
das Chromosom resultierten. Durch die Integration des jeweiligen Plasmids wurden die entspre-
chenden Gene unterbrochen. In M. zanthus sind verschiedene bsgA-Mutanten (£ lonD) bekannt,
deren Mutation hiufig durch Punktmutation, aber auch durch Deletionen und frameshifts her-
vorgerufen wurden (Gill & Cull 1986). Der morphologische Phénotyp zeigte einen frithen Defekt

in der Differenzierung und war bei allen identisch.

4.3.1 Phanotypische Charakterisierung der lon1-5- Mutanten von So ceb6

Untersuchungen des vegetativen Wachstums zeigten, dass nur die lon/-Mutante von So ceb6
einen Wachstumsdefekt aufwies. Die anderen Mutanten zeigten ein dem Wildtyp vergleichba-
res Wachstum. Bisher wurde noch kein Wachstumsdefekt einer lon-Mutante in der Literatur
beschrieben (siehe Tab. [4.1]). Theoretisch kénnten sich demnach durch Fehlen einer funktionel-
len Lon4-Protease cytotoxische Bestandteile wihrend des vegetativen Wachstums in der Zelle
anhéufen, welche in Anwesenheit von Lon4 von dieser degradiert wiirden. Folglich kénnte die
Lon4-Protease schon unter vegetativen Bedingungen eine Rolle fiir das Uberleben der Zelle
spielen. Wie zuvor erwdahnt, wurde anhand der Vergleiche der Genregionen und des phyloge-
netischen Stammbaumes jedoch vielmehr die Lon3-Protease als potenziell fiir das vegetative
Wachstum erforderliche Lon-Protease angesehen. Indes wurde fiir Lon4 postuliert, dass diese in

die Differenzierung involviert ist. Beide Moglichkeiten konnen nicht ausgeschlossen werden. Im
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Tabelle 4.1: Auflistung einiger morphologischer Phiénotypen von lon-Mutanten (Alon) verschiedener Organismen

Organismus Phénotyp Referenz
FEscherichia coli UV-Sensitivitéit; mukoide Howard-Flanders
Koloniemorphologie et al. (1964);

Gottesman &
Zipser (1978)

Pseudomonas syringae UV-Sensitivitét; vierfach gréfiere Zellen Bretz et al. (2002)
Salmonella enterica UV-Sensitivitét; Lyse durch Polymixin B Takaya et al.
serovar Typhimurium und pH > 3,5; keine (2002)

Temperatur-Sensitivitit

Muyzxococcus xanthus keine Fruchtkorper- und Sporenbildung Gill &
Bornemann (1988)

Bacillus subtilis keine Unterschiede zum Wildtyp Schmidt et al.
(1994); Serrano
et al. (2001)

Vibrio UV-Sensitivitit; Verlangerung der Stewart et al.
parahaemolyticus vegetativen Zellen (Ahnlichkeit zu den (1997)
Schwérmerzellen)

Hinblick auf die Lon3-Protease kann vermutet werden, dass diese nicht fiir essentiell wichtige
Degradationsvorgénge in der Zelle benétigt wird und aufgrund dessen kein Wachstumsdefekt
unter vegetativen Bedingungen ersichtlich ist. Da die lon3-Mutante ebenfalls nicht in der Lage
ist, Fruchtkorper zu bilden, ist auch eine Funktion der Lon3-Protease wihrend der morphologi-
schen Differenzierung nicht ausgeschlossen. Des Weiteren kann fiir die Lon4-Protease abgeleitet
werden, dass diese moglicherweise sowohl fiir den vegetativen Lebenszyklus als auch fiir die
Differenzierung benotigt wird.

Fiir die Analyse des Differenzierungs-Phénotyps der verschiedenen lon-Mutanten von So ceb56
wurden diese hinsichtlich der morphologischen und physiologischen Differenzierung getestet.
Damit sollte gekldrt werden, ob durch die Mutation in dem jeweiligen Gen eine oder beide
Differenzierungsarten beeinflusst werden. Es konnte anhand von Differenzierungsassays gezeigt
werden, dass alle fiinf lon-Mutanten sowohl im Vergleich zum Wildtyp So ceb6 als auch unter-
einander unterschiedliche Phéanotypen zeigten (siche auf Seite . Keine der Mutanten
erreichte die letzte Phase der Differenzierung (siehe auf Seite [68)). In Anbetracht der Tatsa-
che, dass die lon4-Mutante unter vegetativen Bedingungen einen Wachstumsdefekt aufwies, war
es nicht verwunderlich, dass diese Mutante sehr friih in der Differenzierung inhibiert war und

keinerlei Anzeichen der Aggregation zeigte. Gill & Bornemann (1988) konnten fiir verschiede-
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ne bsgA-Mutanten (é lonD) von M. zanthus einen #hnlich ausgeprigte Phénotyp zeigen. Die
bsgA-Mutanten von M. zanthus sind sehr friih in der Differenzierung inhibiert und zeigen keine
Bildung von Aggregaten und dementsprechend auch keine Ausbildung von Fruchtkérpern und
Myxosporen unter Néhrstoffmangelbedingungen. Das Ergebnis des Differenzierungsassays der
lon-Mutanten stiitzt weiterhin die Annahme, dass auch in So ceb56 die Lon-Proteasen in der
multizelluldren Differenzierung eine wichtige Funktion ausiiben. Inwiefern die Proteasen durch
direkte oder indirekte Degradation bestimmter Substrate die Signalkaskade der Differenzierung
beeinflussen, ist nicht geklidrt. Untersuchungen in Gram-negativen als auch in Gram-positiven
Bakterien ergaben, dass Lon-Proteasen an vielen Kontrollvorgéngen in der Zelle beteiligt sind.

Unter anderem kann eine Involvierung an folgenden Prozessen nachgewiesen werden:

e posttranslationale Qualitdtskontrolle (Wickner et al. 1999)

o Zellteilung in E. coli (Schoemaker et al. 1984)

e Synthese kapsuldrer Polypeptide in E. coli (Torres-Cabassa & Gottesman 1987)
e Sporulation in B. subtilis (Schmidt et al. 1994)

o Verlauf des Zellzyklus in Caulobacter crescentus (Wright et al. 1996)

e Biosynthese lateraler Flagellen in Vibrio parahaemolyticus (Stewart et al. 1997)

e negative Regulation des Typ III Sekretionsprotein in Pseudomonas syringae (Bretz et al.
2002)

e durch N#hrstoffmangel ausgeloste ribosomale Proteindegradation in E. coli (Kuroda et al.
2001)

e Proteindegradation des Antitoxins des Toxin-Antitoxin-Systems in FE. coli (Christensen
et al. 2004)

Bei einigen dieser Vorgénge konnte auch eine direkte Interaktion der Lon-Protease mit einem
spezifischen Substrat nachgewiesen werden (siehe Tab. auf Seite [9).

Des Weiteren wurden Lon-Proteasen in vielen Organismen, wie z. B. in E. coli (Chin et al.
1988) oder M. zanthus (Ueki & Inouye 2002) als Hitzeschockproteine identifiziert. Hitzeschock-
proteine dienen zur Stabilisierung zellulérer Proteine unter Stressbedingungen und schiitzen die-
se vor Denaturierung, oder sie beschleunigen den Abbau nicht mehr funktionsfihiger Proteine
iiber das Proteasom. Hitzeschockversuche (Wachstumsversuche nach 20miniitigem Hitzeschock)
mit So ceb6 und Sloni-5 und eine nachfolgende Analyse des Proteinmusters via SDS-PAGE
ergaben keine detektierbaren Besonderheiten in Form von stérkerer oder schwécherer Protein-
banden. Fiir nachfolgende Arbeiten wiirde sich eine Auftrennung der Zellextrakte iiber ein 2D-
Gelelektrophorese-System anbieten, da im Proteom eventuell auftretende Unterschiede durch

eine zweidimensionale Auftrennung besser sichtbar werden.
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Zwei der fiinf lon-Mutanten von So ce56 wiesen beziiglich der physiologischen Differenzierung
eine starke Beeintriachtigung in der Produktion der Sekundirmetabolite Chivosazol und Etn-
angien auf (siehe auf Seite [90). Slon2 zeigte keine Produktion von Chivosazol, aber im
Vergleich zum Wildtyp eine normale Produktion von Etnangien, wohingegen es sich fiir Slon4
genau umgekehrt darstellte. In diesen beiden Fiéllen schien die Mutation eine Inhibierung der
Produktion jeweils eines Sekundédrmetaboliten hervorzurufen. Damit kann Lon2 als positiver Re-
gulator der Chivosazol-Biosynthese und Lon4 als positiver Regulator der Etnangien-Biosynthese
bezeichnet werden. In M. zanthus wurde der Effekt einer Mutation im bsgA-Gen auf die phy-
siologische Differenzierung nie untersucht, da bis vor kurzem wenig iiber den Sekundédrmetabo-
lismus in M. zanthus bekannt war. Real-time RT-PCR-Analysen zur Bestimmung der relativen
Expression des aus dem Chivosazol-Operon bekannten chiB-Gens ergaben, dass Lon2 schon auf
transkriptioneller Ebene als positiver Regulator der Chivosazol-Biosynthese fungiert (siehe Abb.
auf Seite [91]).

Anhand neuerer Studien an So ceb56 konnte das DNA-Bindeprotein ChiR identifiziert wer-
den, welches spezifisch mit dem Promotor des Chivosazol-Biosyntheseclusters interagiert und
die Expression von Chivosazol positiv reguliert (Rachid et al. 2007). Des Weiteren zeigte die
chiR-Mutante von So ce56 keine multizelluldre Differenzierung, woraus Rachid et al. (2007)
schlossen, dass es sich bei ChiR um einen pleiotrophen Regulator handelt, der sowohl in der
morphologischen als auch in der physiologischen Differenzierung involviert ist. Da beide Mutan-
ten sowohl einen Defekt in der morphologischen Differenzierung als auch in der physiologischen
Differenzierung zeigten, kénnen sie somit als pleiotrophe Regulatoren angesehen werden. Im Ge-
gensatz dazu zeigten die anderen drei Mutanten Slon1, Slon2 und Slon3 nur einen Defekt in der

morphologischen Differenzierung.

4.3.2 Regulation der lon- Expression in So ce56

Neben der Untersuchung der Rolle der Lon-Proteasen in der morphologischen und physiologi-
schen Differenzierung erfolgte eine Analyse der Expression der lon-Gene unter Differenzierungs-
bedingungen. Von M. zanthus war dazu schon bekannt, dass sich die Expression von bsgA (=
lonD) unter Differenzierungsbedingungen graduell erhoht (Gill & Bornemann 1988).

Bis auf lon5 scheinen alle weiteren lon-Gene in So ce56 unter Nahrstoffmangelbedingungen
negativ reguliert zu werden, da die Realtime-RT-PCR-Daten eine Abnahme in der relativen Ex-
pression nach 3 h und 6 h Differenzierung ergaben. Das Gen lon5 hingegen scheint konstitutiv
exprimiert zu werden. Demnach wird wihrend der Differenzierung von So ce56 schon auf tran-
skriptioneller Ebene die Bildung der lon-Genprodukte negativ reguliert. Man kann jedoch nicht
ausschlieflen, dass das vorhandene Protein nicht im Zuge einer posttranslationalen Regulation
verdndert wird. Da die lon-Mutanten von So ce56 einen Defekt in der Differenzierung aufwiesen,
kann man anhand dieser Real-time RT-PCR-Daten mutmafen, dass die Lon-Proteasen unter
vegetativen Bedingungen fiir die Degradation abnormer Proteine zustédndig sind, diese Funktion
aber auch von anderen Proteasen iibernommen werden kann. Des Weiteren lésst sich vermu-

ten, dass die Lon-Proteasen erst durch eine durch Néihrstoffmangel induzierte posttranslationale
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Modifikation wichtige Funktionen in der Differenzierung iitbernehmen. Gill & Bornemann (1988)
beschrieben relativ gleiche Mengen an BsgA-Protein sowohl in vegetativen als auch in sich diffe-
renzierenden Zellen bis zum Beginn der Fruchtkorperbildung. Nach Beginn der Fruchtkorperbil-
dung kam es zu einer zweifachen graduellen Abnahme der Proteinmenge. Daraus folgerten Gill
& Bornemann (1988), dass dies entweder auf eine physiologische Adaption als Antwort auf die
Differenzierung, oder aber auf eine gesteigerte Aktivitdt von Proteasen in den Zellextrakten
zuriickzufithren ist. Tatséchlich fanden sie heraus, das BsgA sensitiv gegeniiber proteolytischem
Abbau in Zellextrakten ist und dass die proteolytische Aktivitat wihrend der Differenzierung
zunimmt. Zu einem spéteren Zeitpunkt konnte von Tojo et al. (1993) gezeigt werden, dass bsgA
sowohl unter vegetativen Bedingungen exprimiert wird, als auch dass die Expression des Genes
sich unter Differenzierungsbedingungen graduell erhoht.

Zusammenfassend lésst sich sagen, dass die Expression der lon-Gene unter Nahrstofflimitie-
rung bis auf eine Ausnahme negativ reguliert wurde. Diese Ergebnisse stehen damit im Ge-
gensatz zu den fiir bsgA aus M. zanthus bekannten Ergebnissen einer positiven Regulation der
Expression unter Differenzierungsbedingungen. Dennoch ist von M. xzanthus bekannt, dass es
wihrend der Phase der Fruchtkorperbildung zu einer Abnahme der Menge an BsgA kommt
und dies somit vermutlich nicht auf transkriptioneller, dafiir aber auf posttranslationaler Ebene
reguliert wird. Somit ist es denkbar, dass die Lon-Proteasen indirekt die Differenzierung von
So ceb6 beeinflussen, indem sie unter Nahrstoffmangelbedingungen fiir die Degradation von be-
stimmten Repressoren verantwortlich sind, die unter vegetativen Bedingungen die Transkription

differenzierungsspezifischer Gene reprimieren.

4.4 Spezifische Substrate der Proteasen Lonl und Lon2 und deren

Rolle im Stickstoffmetabolismus

Lon-Proteasen sind in der Lage, spezifische und unterschiedliche Substrate zu degradieren (siche
Tab. auf Seite @ Zur ldentifizierung potenzieller Substrate der Lon-Proteasen Lonl und
Lon2 wurden Zellen von So ceb56, Slonl und Slon2 unter normalen wie auch unter leichten
Stickstoffmangelbedingungen angezogen. Durch Vergleiche der Bandenmuster des Proteoms via
SDS-PAGE der verschiedenen Zellextrakte und nachfolgender MALDI-TOF-Analyse wurden
potenzielle spezifische Substrate von Lonl und Lon2 identifiziert.

In Proteinextrakten aus unter geringem Néhrstoffmangel angezogenen Zellen der exponen-
tiellen Phase von Slon! konnte die Glutamatdehydrogenase GdhA als potenzielles Substrat
ermittelt werden (sieche Abb. auf Seite [95)). Die Glutamatdehydrogenase kommt in vie-
len Organismen vor und ist ein Enzym des Stickstoffmetabolismus. Sie katalysiert die Reaktion
von Ammonium, a-Ketoglutarat und NAD(P)H zu Glutamat und NAD(P)" und ist dadurch
fiir die Assimilation bzw. Dissimilation von Ammonium von zentraler Bedeutung. Im Vergleich
zum Wildtyp wurde eine Akkumulation von GdhA in der Membranfraktion von Sloni unter ge-
ringen Néhrstoffmangelbedingungen detektiert. Bisherige Untersuchungen im Hinblick auf eine

Identifizierung spezifischer Substrate von Proteasen wurden fast ausschliefilich unter norma-
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len Wachstumsbedingungen unternommen. Maurizi & Rasulova (2002) konnten zeigen, dass die
denaturierte Glutamatdehydrogenase in E. coli von ATP-abhéngigen Proteasen (vermutlich Cl-
pAP) unter Néhrstoffmangelbedingungen degradiert wird. Diese Ergebnisse deuteten an, dass
die Glutamatdehydrogenase in vivo entweder durch Verlust von stabilisierenden Liganden oder
durch Akkumulation von destabilisierenden Metaboliten in hungernden Zellen sensitiver auf die
Degradation durch ATP-abhéngige Proteasen reagiert. Eine Beteiligung der Lon-Protease an
der Degradation der Glutamatdehydrogenase in E. coli wurde von ihnen ebenfalls nicht vollig
ausgeschlossen, da Mutationen in den Proteasen CIpAP und Lon zu einer partiellen Stabili-
sierung der Glutamatdehydrogenase fithrten und die Degradation ATP-abhingig ist. Weichart
et al. (2003) konnten ebenfalls in E. coli zeigen, dass die Glutamatdehydrogenase GdhA in der
stationdren Phase durch ClpAP degradiert wird, und auch Damerau & St John (1993) belegten
schon zu einem fritheren Zeitpunkt, dass die ClpAP-Protease wichtig fiir die Degradation von
Differenzierungsproteinen in E. coli ist. Dies sind alles Hinweise auf ein Zusammenspiel mehrerer
ATP-abhéngiger Proteasen. Demnach kann auch in So ceb6 eine Beteiligung der Lonl-Protease
mit oder ohne CIpAP an der Degradation der GdhA nicht ausgeschlossen werden. Uber den
Mechanismus, der hinter der moglichen Degradation der GdhA durch die Lonl-Protease steckt,
kann zu diesem Zeitpunkt nur spekuliert werden. Denkbar wére, wie bereits fiir E. coli und
die ClpP-Proteasen berichtet, dass die Glutatamatdehydrogenase stabilisierende Liganden un-
ter Néhrstoffmangelbedingungen verliert, oder aber dass sich unter diesen Bedingungen desta-
bilisierende Metabolite in der Zelle anhdufen und GdhA daher sensitiver auf die Degradation
durch die Lonl-Protease reagiert. Um eine mdgliche Interaktion zwischen Lonl-Protease und
GdhA genauer zu untersuchen, miisste Lonl zunéchst {iberexprimiert und aufgereinigt werden,
um dann biochemische Analysen der Aktivitdt von Lonl durchzufiihren. Des Weiteren kénnten
sogenannte Degradationsassays folgen, in denen aufgereinigte Lonl-Protease zu Zellextrakten
oder zu ebenfalls aufgereinigter GdhA zugegeben wird.

Unter gleichen Bedingungen konnte in der cytoplasmatischen Fraktion die Glutaminsynthe-
tase GInA als potenzielles Substrat der Lon2-Protease in So ce56 bestimmt werden (siehe Abb.
auf Seite . Die Glutaminsynthetase ist ein Schliisselenzym im Stickstoffmetabolis-
mus (siehe und ermoéglicht die Bildung von Glutamin ausgehend von Glutamat und
NH, . Weichart et al. (2003) berichteten, dass GInA in Wildtyp-Zellen von E. coli in der stati-
onéren Phase reduziert vorliegt, wohingegen in Protease-Mutanten eine Akkumulation von GInA
auftrat. Daraus folgerten sie, dass GInA ein spezifisches Substrat der ATP-abhéngigen Proteasen
darstellt. Die Degradation von GInA und anderer Enzyme durch ATP-abhingige Proteasen wur-
de zuvor schon von Maurizi & Rasulova (2002) gezeigt. Auch in So ce56 scheint GlnA durch die
ATP-abhingige Protease Lon2 degradiert zu werden. Des Weiteren ergaben Glutaminsynthetase-
tests unter gleichen Bedingungen mit der lon2-Mutante eine leichte Erhohung der GS-Aktivitét,
die vermutlich durch eine verstérkte ginA-Expression hervorgerufen wurde (sieche und
auf den Seiten und , wodurch eine indirekte Einflussnahme von Lon2 auf GdhA auch
nicht ausgeschlossen werden kann.

Unter den néhrstoffreduzierten Bedingungen wurden in den Mutanten Slon! und Slon2 keine
weiteren Proteine per MALDI-TOF-Analyse identifiziert, da sich die Auswahl auf die starksten

Unterschiede im Proteinmuster beschrankte.
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Im Laufe weiterer Untersuchungen wurde nach Isolierung putativer DNA-Bindeproteine aus
stationdren Zellextrakten von So ceb6 und Slon2 und spéterer Auftrennung der gewonnenen
Zellextrakte ein weiteres potenzielles Substrat der Lon2 Protease identifiziert (sieche Abb.
auf Seite . MALDI-TOF-Analysen des in der lon2-Mutante akkumulierten Proteins ergaben
GInB (Py7) als ein weiteres potenzielles Substrat von Lon2. Die Akkumulation von GInB in Zel-
len von Slon2 im Vergleich zum Wildtyp konnte durch Western Blot-Analysen bestéatigt werden.
Die Akkumulation von GInB trat sowohl unter geringem Néhrstoffmangel (SMa-Medium) als
auch unter stringenteren Bedingungen (M-Diff) auf. Nach Analysen unter nativen Bedingungen
konnte des Weiteren festgestellt werden, dass in Slon2 nur die modifizierte/phosphorylierte Form
von GInB (P;;) detektierbar ist. Bisher wurde in Corynebacterium glutamicum eine Degrada-
tion des GInB-homologen Proteins GInK in Gegenwart von Ammonium beschrieben (Strosser
et al. 2004). An diesem Prozess der Degradation sind drei Proteasen beteiligt, FtsH und die bei-
den Clp-Proteasekomplexe ClpCP und ClpXP. Des Weiteren konnte in einer ftsH2-Mutante von
Synechocystis sp. PCC 6803 eine Akkumulation von Pj; gezeigt werden (Stirnberg et al. 2007).
Die Autoren schlossen daraus, dass die FtsH2 moglicherweise in der globalen Regulation des
Stickstoffmetabolismus involviert ist und in Cyanobakterien ein Zusammenhang zwischen Stick-
stoff und Proteinqualititskontrolle besteht. Auch in So ce56 kann eine direkte Interaktion der
Lon2-Protease mit dem Pj;-Protein nicht ausgeschlossen werden. Doch zuvor sollten an die-
ser Stelle noch einige Fakten beziiglich der P;;-Proteine und des Stickstoffregulation erldutert

werden.

4.4.1 P;; (GInB) in So ce56

Die Proteine der P;; -Familie bilden in vivo Homotrimere, die sich aus den 12,5 kDa (ca. 120
Aminosiuren) Untereinheiten zusammensetzen. Die Untereinheiten enthalten jeweils sechs -
Faltbléatter und zwei a-Helices, aus denen drei loops gebildet werden, der T-loop, der C-loop und
der B-loop.

Entscheidend fiir die regulatorische Funktion von Pj; ist eine Modifikation in der T-loop-
Region (Arcondéguy et al. 2001). Aminoséurereste an der Spitze des T-loops koénnen bei Ande-
rungen des zelluldren Kohlenstoff-Stickstoffgleichgewichtes kovalent modifiziert werden, wobei
der Modifikationsgrad des Pj; -Proteins in erster Linie vom zelluldren Stickstoffgehalt abhéingt.
Je nach Stickstoffversorgung kann das Pj; -Protein unmodifiziert, einfach-, zweifach- oder drei-
fach-modifiziert vorliegen. Die Art der Modifikation ist jedoch nicht universell. Folgende Modi-
fikation sind bisher bekannt:

e Uridylylierung an der Aminoséure Tyr51 wie z. B. bei GInB aus E. coli (Son & Rhee 1987)

e Phosphorylierung an der Aminoséure Ser49 wie z. B. im Falle von Synechococcus elongatus
PCC 7942 (Forchhammer & Tandeau de Marsac 1994)

e Adenylylierung an der Aminosdure Tyr51 in Aktinobakterien (z. B. Streptomyces coelico-
lor) (Hesketh et al. 2002)
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Des Weiteren sind Organismen bekannt, in denen das Pj; -Protein offenbar nicht modifi-
ziert wird. Dazu gehoren die marinen Prochlorococcen (Palinska et al. 2002), die Firmibakteri-
en (Detsch & Stiilke 2003) und die Pflanzen (Smith et al. 2004).

Die Modifikation von Py basiert auf der synergetischen Bindung von ATP und a-Ketoglutarat
(Kamberov et al. 1995), wobei Letzteres als Signalmolekiil des Kohlenstoffmetabolismus fungiert.
Die ATP-Konzentration spiegelt wiederum den Energiehaushalt der Zelle wider. Die Bindung
der beiden Effektormolekiile an die P;; -Proteine héngt stark voneinander ab. So konnte gezeigt
werden, dass die Bindung von a-Ketoglutarat an die Py; -Proteine nur spezifisch verlauft, wenn
ATP vorhanden ist (Kamberov et al. 1995).

Anhand von Genomanalysen von So ceb6 wurde festgestellt, dass in der Aminoséuresequenz
des Pyj-Proteins von So ceb6 sowohl das Tyr51 als auch das Ser49 vorhanden sind. Des Weiteren
wurde ein Uridylyltransferase kodierendes Gen glnD im Genom von So ceb6 identifiziert. Auf
Grund dieser Ergebnisse konnte zu diesem Zeitpunkt weder die Moglichkeit einer Uridylylierung
an der Aminoséure Tyr51 noch eine Phosphorylierung an der Aminoséure Ser49 des P7-Proteins
von So ceb6 ausgeschlossen werden. Denkbar erschien des Weiteren durch das Vorhandensein ei-
ner Uridylyltransferase und der Abundanz der Serin/Threonin-Proteinkinasen in So ce56, dass
in unterschiedlichen Wachstumsphasen verschiedene Modifikationen des P;-Proteins in So ce56
vorliegen konnten. Auf Grund dessen wurde die Modifikation von PII in Soce56 in allen Wachs-

tumsphasen untersucht.

4.4.1.1 Phosphorylierung des P;;-Proteins in So ce56

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Analysen der Prr-Modifikation in Form einer Uridylylierung
oder einer Phosphorylierung in Zellen von So ceb6 ergaben in jeder Phase des Wachstums un-
ter leicht ndhrstofflimitierenden Bedingungen eine Modifikation des Pjr-Proteins in Form einer
Phosphorylierung (siehe auf Seite . Jedoch konnte keine Auftrennung des Prj-Proteins
in die verschiedenen phosphorylierten Isoformen erzielt werden. Daher konnte nicht geklart wer-
den, ob die unter nativen Bedingungen detektierte phosphorylierte Form von P;; auf eine ein-
fache oder eine mehrfache Phosphorylierung zuriickzufithren ist. Mogliche Ursachen kénnten
einerseits die Wahl des Systems fiir die nicht-denaturierende Gelelektrophorese, andererseits
aber auch die Wahl der Anzuchtbedingungen sein. In einigen Ansétzen des Demodifikations-
assays von Py aus So ceb6 wurde schon ohne Behandlung die unphosphorylierte Form von Py
detektiert, so dass vermutlich die Bedingungen fiir eine vollstdndige Phosphorylierung des Py -
Proteins aus So ceb6 noch nicht gegeben waren. Eine weitere Erklarung kénnte jedoch auch sein,
dass die phosphorylierten Isoformen des Pjr-Proteins nicht stabil sind, da die Phosphorylierung
kooperativ verlauft.

Die detektierte Dephosphorylierung des P;r-Proteins durch die alkalische Phosphatase deckt
sich mit den aus Cyanobakterien gewonnen Erkenntnissen beziiglich der Modifikation von Pj;
(Forchhammer & Tandeau de Marsac 1994). Inwieweit dies ebenfalls auf eine Phosphorylierung

der Aminosdure Ser49 zuriickzufiihren ist, sollte in weiteren Arbeiten gekldrt werden. Da jedoch
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eben diese Aminosiure auch in P;; von So ceb56 vorliegt, kann vermutet werden, dass diese auch
in diesem Fall Angriffspunkt der Phosphorylierung ist.
Trotz Identifizierung von GInD (Uridylyltransferase) und des Tyr51 wurde anhand der Ver-

suche nur eine Phosphorylierung des P;;-Proteins festgestellt.

4.4.1.2 Stickstoffregulation in E. coli und So ceb56

Die Signaltransduktionsproteine der Py -Familie nehmen eine zentrale Rolle in der Koordina-
tion des Kohlenstoff- und Stickstoffmetabolismus ein. Das am Besten untersuchte P;; -System
ist in E. coli zu finden. Hier spielt das P;; -Protein (GInB) eine groie Rolle in der Regulati-
on der Glutaminsynthetase-Aktivitdt und steuert die Stickstoffregulation iiber Modulation der
Aktivitdt und Expression vieler Komponenten des Stickstoffmetabolismus (Ninfa & Jiang 2005)
(siehe Abb. . Als Signale der zelluldren Stickstoff- und Kohlenstofftkonzentrationen in E.
coli regulieren Glutamin und a-Ketoglutarat den Adenylylierungsgrad der Glutaminsynthetase
und den Phosphorylierungsgrad des Transkriptionsfaktors NtrC aus dem NtrB/NtrC-Zweikom-
ponentensystem, und somit die Aktivitdt dieser beiden Proteine (Ninfa & Jiang 2005).
Anderungen im zelluliren Glutaminspiegel werden durch das bifunktionale Enzym Uridylyl-
transferase/Uridylylremovase (UTase/UR; ginD) registriert (Jiang et al. 1998a), wihrend Ande-
rungen im a-Ketoglutaratspiegel durch das Pj; -Protein wahrgenommen werden. Als Antwort
auf Stickstoffmangel sinkt der zelluldre Glutaminspiegel, a-Ketoglutarat akkumuliert, die UTase-
Aktivitdt des GInD-Proteins wird aktiviert und das Pj; -Protein daraufthin uridylyliert. Die
Uridylylierung kann nur erfolgen, wenn ATP und a-Ketoglutarat an das Pj; -Protein gebun-
den sind, da dies die ausreichende Verfiigbarkeit von Kohlenstoffgeriisten in der Zelle anzeigt.

Das uridylylierte Protein stimuliert nun seinerseits iiber Interaktion mit dem bifunktionalen
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.......... ¥ 4 NtrC
F’II J_
- Gin + GIn
(P” UMP)
NtrC
K NtrB _’
S e /"
(aktiv)<_ ATase GS-AMP
Transkription
-N stickstoffregulierter

Gene
Kinase aktiv

Abbildung 4.4: Modell des Pj;-Systems in der globalen Stickstoffkontrolle in FE. coli. Die gestrichelten Pfei-
le stehen fiir eine direkte Protein-Protein-Interaktion. GS: Glutaminsynthetase; UT/UR: Uridylyltransfera-
se/Uridylylremovase; ATase: Adenylyltransferase (entnommen aus Moorhead & Smith (2003)).
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Enzym Adenylyltransferase (ATase) die Deadenylylierung der Glutaminsynthetase. Durch die
Entfernung der Adenylylgruppen wird diese aktiviert.

Ist die Umgebung dagegen reich an Stickstoff, so fithrt dies zu einer Erhthung des zellularen
Glutaminspiegels, wodurch die Uridylylremovase-Aktivitdt der UTase/UR aktiviert wird und
modifiziertes Pr; (Pr-UMP) deuridylyliert wird. Dadurch kann P;; das Enzym Adenylyl-
transferase binden (Jaggi et al. 1997). Die Komplexbildung von P;; und Adenylyltransferase
fiihrt zur Stimulation der Adenylyltransferase-Aktivitit, die wiederum durch Adenylylierung
der Glutaminsynthetase diese inaktiviert.

Die Signalweiterleitung dieses regulatorischen Systems erfolgt auf transkriptioneller Ebene iiber
das Zwei-Komponenten-System NtrC/NtrB, welches iiber P;; und den zelluldren a-Ketoglu-
taratspiegel reguliert wird. Deuridylyliertes P;; aktiviert durch Bindung an die Sensorkinase
NtrB deren Phosphatase-Aktivitét, worauf NtrB den response-Regulator und Trankriptionsak-
tivator NtrC durch Dephosphorylierung inaktiviert (Jiang et al. 1998b). Durch die Inaktivierung
kann NtrC nicht mehr an die Promotoren der stickstoffregulierten Gene wie z. B. ginA binden,
wodurch diese nicht exprimiert werden. Eine Komplexbindung von P;; und NtrB unter stick-
stoffreichen Bedingungen ist jedoch nur moglich, wenn der a-Ketoglutaratspiegel niedrig ist
und somit nur ein Molekiil a-Ketoglutarat an P;; gebunden hat. Indes signalisiert ein hoher
a-Ketoglutaratspiegel der Zelle einen Uberschuss an Kohlenstoff und fithrt zur Besetzung von
mehr als einer a-Ketoglutarat-Bindestelle. Dadurch wird eine Interaktion von P;; und NtrB ver-
hindert und NtrB ist in der Lage, den Transkriptionsaktivator NtrC zu phosphorylieren. Diese
phosphorylierte Form von NtrC fungiert als Transkriptionsaktivator und aktiviert so unter an-
derem die ginA-Expression. Unter Stickstoffmangelbedingungen hingegen liegt P;; modifiziert
vor und kann nicht mit NtrB interagieren, wodurch NtrB den Transkriptionsaktivator NtrC
phoshporyliert. Das phosphorylierte NtrC induziert daraufthin die Transkription der stickstoffre-

gulierten Gene.

Von einem Modell der Stickstoffregulation in So ceb56 wie fiir E. coli beschrieben ist man noch
weit entfernt. In dem am Besten untersuchtesten Myxobakterium M. zanthus konnten bis auf
glnA keine weiteren an der Stickstoffregulation beteiligten Gene gefunden werden (siehe dazu
auch auf Seite [11]). In So ce56 konnten jedoch, neben den in Tabelle auf Seite auf-
gezdhlten Genen, weitere Gene gefunden werden, die NtrC-homologe Proteine kodieren. Da diese
Gene zahlreich im Genom vertreten sind, kann keine Aussage dariiber getroffen werden, welches
dieser Gene tatséchlich ein NtrC-homologes Protein in So ceb6 kodiert. So ce56 nimmt unter
den Myxobakterien die Vorreiterrolle hinsichtlich der Stickstoffregulation ein, da in M. zanthus
keinerlei Hinweise auf ein globales Stickstoffregulationssystem gefunden wurden. Da die Stoff-
wechselwege der Stickstoffregulation von So ceb6 nicht geklirt sind, kann keine konkrete Aus-
sage dariiber getroffen werden, wo der Schwerpunkt der Stickstoffregulation liegt. So sind noch
Fragen offen, inwieweit So ce56 den von Enterobakterien bekannten Glutamatdehydrogenase-
Weg als Alternative nutzt, oder ob die Transkription der stickstoffregulierten Gene ebenso wie
in Enterobakterien iiber das Zwei-Komponenten-System NtrB/NtrC aktiviert wird. Vielleicht

gleicht der Stickstoffmetabolismus aber auch dem der Cyanobakterien und So ceb56 nutzt fiir die
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Stickstoffassimilation nur den GS/GOGAT-Weg, die Transkription der stickstoffregulierten Ge-
ne wird anstatt durch NtrB/NtrC durch den Transkriptionsaktivator NtcA aktiviert (Vega-Palas
et al. 1992) und anstelle einer Adenylylierung der Glutaminsynthase erfolgt die Regulation iiber
Inaktivierungsfaktoren (Garcia-Dominguez et al. 1999). Genomanalysen ergaben Ahnlichkeiten
zu beiden Arten der Stickstoffregulation. So ist es durch das Vorhandensein der GdhA durchaus
moglich, dass So ce56 auch den alternativen Weg der Stickstoffassimilation nutzt. Die Identifi-
zierung vieler ntrC-homologer Gene schliefit auch eine Regulation der stickstoffregulierten Gene
iiber ein NtrB/NtrC-homologes System nicht aus. Des Weiteren konnten drei ntcA-homologe
Gene identifiziert werden und im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Py wie in
Cyanobakterien phosphoryliert wird.

Auf Grund der bisher gewonnenen Erkenntnisse iiber die Lon-Proteasen in So ceb56 scheinen
auch diese eine wichtige Rolle im Stickstoffmetabolismus einzunehmen. Durch die Identifizierung
stickstoffregulierter Proteine als mogliche Substrate der Lon-Proteasen Lonl und Lon2 kann eine
Funktion der Lon-Proteasen im Stickstoffmetabolismus von So ce56 nicht aufler Acht gelassen
werden. Des Weiteren konnten Wachstumsversuche von So ce56, Slon! und Slon2 unter ver-
schiedenen Stickstoffbedingungen und mit verschiedenen Stickstoffquellen eindeutig zeigen, dass

die Protease-Mutanten unter starker Stickstofflimitierung einen Wachstumsdefekt aufwiesen und

letztlich lysierten (siehe |3.5.3.1f auf Seite [107)).

4.4.1.3 Erhéhte Glutaminsynthetaseaktivitit in Slon1 und Slon2 unter
Stickstofflimitierung

Die Ergebnisse des Glutaminsynthetasetests zeigten eine leichte Erhohung der GS-Aktivitdt der
Mutanten Slon! und Slon2 im Vergleich zum Wildtyp So ce56 unter leicht stickstofHimitieren-
den Bedingungen. Es wird vermutet, dass dies durch eine verstirkte Genexpression von ginA
hervorgerufen wurde. Es wurden jedoch bisher keine weiteren Studien zur Bestétigung dieser
Hypothese unternommen. Des Weiteren ist aber auch eine erhthte Glutaminsynthetaseaktivitéit
denkbar, welche in E. coli im Allgemeinen auf einen Mangel an Glutamin zuriickzufiihren ist,
wodurch die Glutaminsynthetase durch Abspaltung von AMP reaktiviert wird. Gleichzeitig in-
duziert Stickstoffmangel die GS-Expression. Geht man davon aus, dass Lonl und Lon2 eine
Rolle im Stickstoffmetabolismus von So ce56 einnehmen, so kann dies hiermit weiter bestétigt
werden. Fiir beide Proteasen konnte eine direkte oder indirekte Einflussnahme auf die fiir sie
identifizierten Substraten vorliegen: So koénnte z. B. eine indirekte oder direkte Regulation der
Lon2-Protease iiber das Prr-Protein moglich sein (sieche vorherige Ergebnisse). Da in der Mu-
tante nachweislich nur die phosphorylierte Form des P;; -Proteins akkumuliert und somit das
System der Phosphorylierung/Dephosphorylierung an irgendeinem Punkt durch das Fehlen der
Protease gestort wird, kénnte P;?°% die Deadenylylierung der GS und somit deren Aktivierung

stimulieren.
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4.4.1.4 NtcA: ein weiteres potenzielles Substrat der Lon2-Protease?

Von der Lon-Protease BsgA (= LonD) aus M. zanthus ist aus neueren Studien (Nariya &
Inouye 2006, Ueki & Inouye 2006) bekannt, dass MrpC als mogliches spezifisches Substrat fiir
BsgA in Frage kommt und somit eine Rolle wihrend der proteolytischen Prozessierung von
MrpC in die aktivere Form MrpC2 spielt. MrpC ist in M. zanthus als ein Transkriptionsfaktor der
CRP-Familie bekannt und spielt in Zusammenarbeit mit MrpA und MrpB eine wichtige Rolle in
der Regulation der Differenzierung in M. zanthus. Wahrend der frithen Differenzierung wird die
mrpA B-Expression durch Signale aus der Umwelt aktiviert und die entsprechenden Genprodukte
produziert. MrpB wird durch eine Phosphorylierung aktiviert und induziert die Expression von
mrpC, dessen Genprodukt wiederum die eigene Transkription autoreguliert (Sun & Shi 2001,
Nariya & Inouye 2006, Ueki & Inouye 2006). Unter vegetativen Bedingungen wird MrpC durch
die Ser/Thr-Kinase Pkn14 phosphoryliert, wodurch die Initiation der Differenzierung unterblieb.
Indes wird vermutet, dass unter Nahrstofflimitierung MrpC nicht phosphoryliert wird und damit
ein Angriffsziel fiir die Lon-Protease BsgA darstellt. MrpC wird demnach vermutlich durch
BsgA proteolytisch zu MrpC2 prozessiert, welches eine hohe Affinitét zu Promotoren bestimmter
differenzierungsspezifischer Gene aufweist (Nariya & Inouye 2006, Ueki & Inouye 2006). MrpC
aus M. zanthus weist mit 26 % Identitit die grofite Homologie zu NtcA aus Synechococcus
elongatus sp. PCC 7942 auf.

Der Transkriptionsfaktor NtcA kontrolliert in Cyanobakterien die Transkription der Stickstof-
fassimilationsgene (z. B. ginA. NtcA gehért ebenso wie MrpC aus M. zanthus zur CRP/FNR-

NtcA (So ce56) = ———————- MM MGKDAMARSV RVQPGALGND GGLDLDSRKR RVVRRGAIGN
NtcA (Synechocooccus) -------- ML ANENSLLTMF RELG----- S GKLPLQ---- ——=———————
MrpC (M. xanthus) MHGFNRPLGP 1GSNVVAPLQ TTSSGMMVTA NKLVPGQE-- —————————-—
NtcA (So ce56) AASPATQSAL ADGGTIQRVA KGRHLVTQGD AATALAMLSL GRVRLVRGMS
NtcA (Synechocooccus) ----—-——----= ————- IEQFE RGKTIFFPGD PAERVYLLVK GAVKLSRVYE
MrpC (M. xanthus)  ------ AIDF KGYFKVESFP HNSTIYRPGD NTDRVYLLKS GRVRLMRIGK
NtcA (So ce56) DGRSLSLGYR GAGDVLGEAA LGG--VTAHR ESAIATEDVE ALLVPLATVR
NtcA (Synechocooccus) SGEEITVALL RENSVFGVLS LLTGQRSDRF YHAVAFTPVQ LFSVPIEFMQ
MrpC (M. xanthus) NSTRSVVSIL RPGDLFGELF RPE--GTPIE EMAIAAGEAE VWSIEGRDFR
NtcA (So ce56) NLMATDANFA AAIVTTLVER HTDTEERLAS MLFRNVEARL CEFLLKAATR
NtcA (Synechocooccus) KALIERPELA NVMLQGLSSR ILQTEMMIET LAHRDMGSRL VSFLLILCRD
MrpC (M. xanthus) AQLEARPALA VDVVRAYAER VRALRKRVLG LTFKEVPARL ADTLLTLVEA
NtcA (So ce56) WGIPDPRGVL ISAP-FTHQE MASMIGSTRE TVTLTLGDLR RKGVIEIDRR
NtcA (Synechocooccus) FGIPSPDGIT IDLK-LSHQA TAEAIGSTRV TVTRLLGDLR ESKLIAIHKK
MrpC (M. xanthus) HGERCPHGGE TDLRGITQQD LADLVGASRS FVSTLINEMK REGVLGNVGR
NtcA (So ce56) RIVVLDRDAL KGRI----

NtcA (Synechocooccus) RITVFNPVAL SQQFS---

MrpC (M. xanthus) ILCVRDQKAL RKIAGKEK

Abbildung 4.5: Vergleich der NtcA/MrpC-Aminosduresequenzen aus So ce56, Synechococcus elongatus sp. PCC
7942 und M. zanthus (Altschul et al. 1997). Der Vergleich beginnt am N-terminalen Ende. In allen drei Organismen
identische Aminosiuren sind rot gekennzeichnet. Konservierte Aminoséuren sind blau markiert.
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Familie bakterieller Transkriptionsfaktoren und enthilt ein DNA-bindendes heliz-turn-heliz-
Motiv in seiner C-terminalen Doméne (Vega-Palas et al. 1990, Vega-Palas et al. 1992). Das NtcA-
Dimer bindet spezifisch an Promotoren, die die palindromische Erkennungssequenz GTANgTAC
enthalten, welche in den meisten stickstoffregulierten Genen gefunden werden konnte (Herrero
et al. 2001). In Cyanobakterien ist NtcA fiir die Transkription von Genen verantwortlich, die
durch Ammonium reprimiert werden (Luque et al. 1994). Des Weiteren konnte in filamentdsen
Cyanobakterien (z. B. Anabaena sp. PCC7120) gezeigt werden, dass NtcA auch bei der Dif-
ferenzierung zu Heterozysten eine Rolle spielt (Meeks & Elhai 2002) sowie dass NtcA sowohl
als Aktivator als auch als Repressor fungiert (Jiang et al. 1997). In So ce56 wurden insgesamt
drei ntcA-homologe Gene identifiziert, wobei nur eines als ntcA-Gen annotiert ist. Das NtcA-
Protein von So ceb6 zeigt mit einer Identitdt von 29 % bzw. 31 % eine Homologie zu MrpC aus
M. zanthus und NtcA aus S. elongatus sp. PCC 7942 (siche auch Abb. [1.5). Knauber (2006)
und Rachid et al. (2007) konnten zeigen, dass NtcA sowohl an den Promotor des asgA-Gens als
auch des chiv-Operons bindet. Des Weiteren konnte Knauber (2006) demonstrieren, dass sich
NtcA in der stringent response-Mutante Srel nicht von diesen Promotoren 16st und dementspre-
chend keine chiv- und asgA-Expression erfolgte. NtcA scheint demnach in der Differenzierung
von So ceb6 als Repressor zu wirken.

Da in M. zanthus das NtcA-homologe MrpC das Substrat der Lon-Protease darstellt und in
der [on2-Mutante von So ce56 keine Produktion von Chivosazol nachgewiesen wurde, kénnte
NtcA ebenfalls ein mogliches Substrat der Lon2-Protease darstellen. Ein mogliches Szenario
einer Wechselwirkung zwischen NtcA und Lon2-Protease stellt sich wie folgt dar: An der Pro-
motorregion des Chivosazol-Biosyntheseclusters bindet sowohl NtcA als Repressor als auch der
Aktivator und positiver Regulator der Chivosazolproduktion ChiR (siehe dazu auf Seite
(Rachid et al. 2007)). Man kann vermuten, dass im Fall der lon2-Mutante entweder kein
ChiR vorhanden ist oder aber NtcA in der Mutante akkumuliert. Eine Akkumulation von NtcA
in der lon2-Mutante erschien zunéchst wahrscheinlicher. Die im Rahmen dieser Arbeit deswe-
gen durchgefithrten Experimente, blieben ergebnislos, da Western Blot-Analysen, die {iber eine
mogliche Interaktion von Lon und NtcA Aufschluss bringen sollten, mit dem verwendeten An-
tikorper gegen NtcA aus Synechococcus elongatus PCC 7942 nicht funktionierten. Es konnte
zwar in der Positivkontrolle mit Proteinextrakten von S. elongatus NtcA detektiert werden,
doch weicht die Homologie zu stark ab, als dass NtcA in Extrakten von So ceb6 zu detektieren
gewesen wire (Daten nicht gezeigt). Ein NtcA-Antikérper von So ce56 konnte Aufschluss iiber

eine mogliche Interaktion geben.

4.4.1.5 Einfluss von Lonl und Lon2 auf die Stickstoffregulation in S. cellulosum So ce56

Basierend auf den gesammelten Ergebnissen kann man annehmen, dass die Lon-Proteasen Lonl
und Lon2 in den Stickstoffmetabolismus von So ce56 involviert sind. Als eine Art metaboli-
sches und zugleich zu diesem Zeitpunkt noch wahrscheinlichstes Modell kann man annehmen,
dass die Lon-Proteasen Lonl und Lon2 nicht in der Lage sind, adidquat auf eine Stickstoffi-

mitierung zu reagieren. Die SlonI- und Slon2-Mutante zeigten unter Stickstofflimitierung (1,2
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mM KNOj3) einen Wachstumsdefekt, der damit erklarbar ist, dass diese Mutanten ein Problem
mit der Reaktion auf Stickstoffmangel haben und somit Stickstoffquellen nicht effizient genutzt
werden konnen (siehe Abb. auf Seite [113]). Die Akkumulation stickstoffregulierter Proteine
in beiden Mutanten kénnte demnach als eine Antwort auf Stickstoffstress erfolgen, indem die
Expression stickstoffregulierter Gene verstarkt wird.

Alternativ konnte man davon ausgehen, dass eine direkte Interaktion zwischen den Lon-
Proteasen und den identifizierten potenziellen Substraten besteht. Somit wiirde GdhA direkt
von Lonl sowie GlnA und PjP"s direkt von Lon2 degradiert. Ferner konnten Repressoren
bzw. Aktivatoren dieser Proteine von den Lon-Proteasen degradiert werden und es somit zu ei-
ner indirekten Einflussnahme der Lon-Proteasen auf die identifizierten potenziellen Substraten
kommen.

In Abbildung sind zwei der komplexeren Modelle fiir die Lon2-Protease grafisch dargestellt.
Von beiden kann nicht ausgeschlossen werden, dass sie sich im Laufe weiterer Untersuchungen als
wahr erweisen. In der Annahme, dass die Regulation der Phosphorylierung/Dephosphorylierung
von Py in So ce56 dem von Cyanobakterien bekannten Regulationsmodell (Forchhammer 1999)

ghnelt, kann folgende mogliche Interaktion der Lon2-Protease in den Regulationsmechanismus

abgeleitet werden:

Zellulérer Stickstoff 2. A
Kohlenstoffquelle ¢ ‘
Phosphatase
ATPx P, Sy P,~P xATP
3P
a-Ketoglutarat
ATP a-Ketoglutarat
ATP
3ATP 3 ADP
[ATP / a-Ketoglutarat], P,, » P,~P [ATP / a-Ketoglutarat],
Kinase i
&7 Zellulérer Stickstoff ¢

Kohlenstoffquelle

Abbildung 4.6: Modell der Regulation von Phosphorylierung/Dephosphorylierung des Py -Proteins in Cyanobak-
terien. Die Bindung von a-Ketoglutarat und ATP an das P;; -Protein koordiniert die Interaktion von Py mit der
P -Kinase und der Pr; -Phosphatase. In vivo ist stets ein Molekiil ATP an Prr gebunden (Forchhammer 1999).
Mit eingezeichnet sind die moglichen Stellen fiir die Interaktion der Lon2-Protease.

Fir die lon2-Mutante von So ce56 wurde festgestellt, dass die phosphorylierte Form des Pj;-
Proteins unter nihrstoffarmen Bedingungen (vor allem geringe Mengen an Stickstoff) in dieser

Mutante akkumulierte. Daher kann man folgern, dass die Lon2-Protease direkt an der Regu-
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lation des phosphorylierten P;;-Proteins beteiligt ist. Das P;;-Protein wird in Cyanobakterien
abhingig von der zelluldren Kohlenstoff/Stickstoff-Balance durch die P;;-Kinase phosphoryliert.
Der Modifikationsgrad von Pj; ist dabei abhéngig von dem zellulédren a-Ketoglutaratspiegel, der,
wie in E. coli , so auch in Cyanobakterien von P;; gemessen wird. In Cyanobakterien fungiert
das a-Ketoglutarat sowohl als Kohlenstoffsignal, als auch als Stickstoffsignal. Bei guter Kohlen-
stoffversorgung oder StickstofHlimitierung steigt der a-Ketoglutaratspiegel an, wodurch letztlich,
einhergehend mit einer Konformationsdnderung des Pr-Proteins, dieses durch die Kinase phos-
phoryliert wird. Sinkt der a-Ketoglutaratspiegel wieder in Folge von Kohlenstofflimitierung oder
Stickstoffiiberschuss, wird durch die Bindung von a-Ketoglutarat an PII eine erneute Konforma-
tionsédnderung hervorgerufen. Das phosphorylierte P;; wird von der Phosphatase erkannt und
dephosphoryliert (Forchhammer 1999). Die Detektion der Akkumulation des phosphorylierten
Pr-Proteins in Slon2 kann auf eine direkte Interaktion der Lon2-Protease mit der phosphorylier-
ten Form des P7-Proteins zuriickgefithrt werden. Die Lon2-Protease wire also fiir die Degradati-
on der phosphorylierten Pr-Form zustdndig, um das Gleichgewicht zwischen Phosphatase- und
Kinaseaktivitédt zu halten. Ist Lon2 jedoch nicht in der Zelle vorhanden, akkumuliert die phospho-
rylierte Form des Pr-Proteins, welches in Western Blot-Analysen nachgewiesen werden konnte
(siehe auf Seite [97). In Folge der Stickstofflimitierung und zeitgleich mit der Phosphory-
lierung des Pjr-Proteins liegt in der Zelle auch ein erhohter a-Ketoglutaratspiegel vor. Infolge
des an das phosphorylierte P;; unter Stickstofflimitierung gebundene a-Ketoglutarat wird die
Phosphataseaktivitdt inhibiert. Als Ergebnis kann eine Akkumulation des phosphorylierten Pj;-
Proteins verzeichnet werden. Als weiteres Modell wiirde sich eine indirekte Einflussnahme der
Lon2-Protease auf einen moglichen Repressor der Phosphatase oder aber auf einen Aktivator der
Kinase anbieten. Bei Letzterem wiirde auch wieder die erh6hte Konzentration an a-Ketoglutarat
dazu fiithren (siehe vorheriger Abschnitt), dass in der lon2-Mutante kein unphosphoryliertes Py
detektiert werden koénnte. Bei Ersterem wiirde durch Fehlen der Lon2-Protease der Repressor
der Phosphatase nicht degradiert werden, und die Phosphatase wére somit inaktiv, weswegen

auch in diesem Fall kein unphosphoryliertes P;; in der lon2-Mutante vorliegen wiirde.

4.4.2 Uberexpression von Lon2

FEine gute Vorraussetzung fiir die biochemische Charakterisierung von Proteinen ist die heterolo-
ge Uberexpression und Aufreinigung des zu untersuchenden Proteins. Molekularbiologische und
genetische Analysen der Lon-Proteasen in unterschiedlichen Organismen (z. B. E. coli) ergaben
eine Peptidase- und Protease-Aktivitit der Lon-Protease. Des Weiteren konnten in verschiede-
nen Organismen spezifische Substrate der Lon-Protease identifiziert werden (siehe Tab. auf
Seite @D Um die Lon2-Protease aus So ceb6 biochemisch charakterisieren zu kénnen und eine
mogliche Interaktion von Lon2 mit Pj; weiter zu untersuchen, sollte die Lon2-Protease in FE.
coli iiberexprimiert werden.

Unter den verschiedenen getesteten Bedingungen konnte schliellich eine geringe Menge an
Lon2 (88,6 kDa) aufgereinigt werden (siehe auf Seite [116]). Dabei wurde auch die Moglich-
keit von inclusion bodies nicht auBer Acht gelassen. Der nur geringen Uberexpression von Lon2

aus So cebb konnen verschiedene Ursachen zu Grunde liegen. Als Protease spielt Lon2 vermut-
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lich eine entscheidende Rolle in der Regulation wichtiger Proteine in der Zelle. So kénnen hohe
Konzentrationen an Lon-Protease in der Zelle zu einer vermehrten Hydrolyse sowohl von abnor-
men als auch von essentiellen Proteinen fithren (Goff & Goldberg 1987). Die daraus resultierende
toxische Wirkung hoher Protease-Konzentrationen kann letztendlich zur Wachstumshemmung
der Bakterien fithren (Goldberg 1992). Goft & Goldberg (1987) beobachteten innerhalb von 20
Minuten einen Wachstumsstopp von E. coli, nachdem die Konzentration der Lon-Protease einen
3-5fach hoheren Wert gegeniiber der Ausgangskonzentration erreicht hatte. Eine Uberexpressi-
on der Lon-Protease aus F. coli und der beiden Lon-Proteasen LonA und LonB aus B. subtilis
verlief jedoch schon erfolgreich. Fiir die Uberexpression von LonA und LonB aus B. subtilis
wurde das gleiche Expressionssystem wie in dieser Arbeit verwendet. Des Weiteren kann die Ef-
fizienz der Uberexpression von Strep-tag-Fusionsproteinen stark von der Faltung und Stabilitit
des Zielproteins abhéingen (Skerra 1994, Degenkolb et al. 1991). Die niedrige Expression des
Zielproteins kann dabei vermutlich auf eine Kombination aus Instabilitdt durch proteolytischen
Abbau und einer toxischen Wirkung des Zielproteins auf E. coli zuriickgefiihrt werden. Da in
dieser Arbeit als Zielprotein eine Protease iiberexprimiert werden sollte, kénnen zu hohe Kon-
zentrationen der Protease im Cytoplasma einen Einfluss auf iiberlebenswichtige Funktionen in
Form von iiberméfliger Degradation wichtiger regulatorischer Proteine ausiiben. Aufgrund des-
sen sollte ein Uberexpressionsvektor konstruiert werden, der die Sekretion des iiberexprimierten
Proteins in das Periplasma erlaubt. Da auch in diesem Fall das Strep-tag/StrepTactin-System
verwendet werden sollte, sollte lon2 in den Vektor pASK-IBA44 der Firma Iba kloniert werden.
Bis zum Ende dieser Arbeit blieben die verschiedenen Klonierungsstrategien jedoch ergebnislos.

Moglichkeiten, die Uberexpression positiv zu beeinflussen, gibt es viele. So wurden im Rah-
men dieser Arbeit zuniichst verschiedene Temperaturen fiir die Uberexpression ausprobiert, was
jedoch in keinem positiven Ergebnis beziiglich der Menge an iiberexprimierten Protein resultier-
te. Des Weiteren wurde die Uberexpression in Minimalmedium untersucht (Novy et al. 2001),
wobei gleichzeitig die Dauer der Uberexpression verlingert wurde, da die Zellen eine héhere Ver-
dopplungszeit aufwiesen. Hintergrund diese Versuches war es, den Zellen zu ermdglichen, sich
langsam an die moglicherweise toxischen Konzentrationen der Lon2-Protease zu gewthnen. Ein
entscheidender Erfolg blieb dabei jedoch aus. Eine Gewohnung der Zellen an erhohte Konzen-
trationen der Lon-Protease fand demnach nicht statt oder aber die Expression war unter diesen
Mangelbedingungen zu gering, um grofle Mengen an Protein zu erhalten.

Die nach Aufreinigung des Lon2-Proteins erhaltenen Elutionsfraktionen enthielten nur geringe
Mengen des iiberexprimierten Proteins. Des Weiteren zeigten sich nach der Aufreinigung iiber
das Strep-tag/StrepTactin-System weitere Proteinbanden nach Auftrennung mittels SDS-PAGE,
von denen im weiteren Verlauf vermutet wurde, dass es sich um Degradationsprodukte des Lon2-
Proteins handelte. Die Elutionsfraktionen wurden im weiteren Verlauf zusammengefiithrt und
dialysiert, um eine Aufkonzentrierung von Lon2 zu erlangen. Nach der Dialyse zeigte sich eine
weitere Abnahme der Lon2-Proteinbande, verkniipft mit gleichzeitiger Zunahme von Degradati-
onsprodukten. Nach Uberexpression und Aufreinigung der archealen Lon-Protease aus Thermo-
coccus kodakaraensis KOD1 konnten ebenfalls weitere Proteinbanden detektiert werden, deren

N-terminale Sequenz identisch zu dem N-Terminus der Lon-Protease war (Fukui et al. 2002).
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Tabelle 4.2: Uberblick iiber rare codons in E. coli und Anzahl vorhandener rare codons in Lon2 von So ce56

Aminosiure Codon Anteil [%] Anteil [%] | Anzahl rare
in allen in Klasse codons in
Genen II-Genen Lon2
Arginin AGG 2,2 0,3 1
Arginin AGA 3,9 0,6 0
Arginin CGA 6,5 1,1 1
Isoleucin AUA 7,3 0,6 0
Leucin CUA 3,7 0,8 0
Glycin GGA 10,9 2,0 0
Arginin CGG 9,8 0,8 24
Prolin CCC 12,4 1,6 9

Daraus folgerten Fukui et al. (2002), dass es im Verlauf der Uberexpression und Aufreinigung
der Lon-Protease aus Thermococcus kodakaraensis KOD1 zu einer partiellen Proteolyse oder zu
einer Autolyse der Lon-Protease kam.

Neben der direkten toxischen Wirkung des Proteins auf die Zellen kann eine Uberexpres-
sion von Fremdproteinen aber auch zu einer Beeintrichtigung des bakteriellen Metabolismus
fithren. Eine auf die Uberexpression zuriickgehende gesteigerte Proteinbiosynthese fithrt neben
dem Verlust von Energiereserven in Form von ATP oder GTP zu einem Mangel des tRNA- bzw.
Aminosdurepools (Glick 1995). Dies geschieht vor allem dann, wenn die fiir die Translation der
Fremd-mRNA bendtigten tRNA-Codons mit denen von E. coli differieren. Die manuelle Uber-
priifung aller in der lon2-Gensequenz enthaltenen Codons ergab, dass einige dieser sogenannten
rare codons in der Sequenz vorliegen (siehe Tab. Solche rare codons werden von E. coli selten
fiir die Translation genutzt, da die entsprechenden tRNAs nur in geringen Mengen vorhanden
sind. Dies kann im Verlauf der Translation unter anderem zu einer vorzeitigen Termination der
Translation fithren. Dies hat zur Folge, dass nur eine geringe oder keine Uberexpression statt-
findet (Novy et al. 2001), da die Translation der Lon2-Protease nur stattfinden kann, solange
die seltenen tRNAs in F. coli vorhanden sind. Um diesem entgegen zu wirken, kam das Plas-
mid pRARE von der Firma Novagen zum Einsatz. Dieses wurde in den fiir die Uberexpression
genutzten F. coli-Stamm BL21 transformiert. Auf dem Vektor pRARE sind tRNA-Gene fiir
alle in E. coli selten genutzten Aminosdurecodons kodiert. Durch deren Expression vom Vektor
wird eine Beeintrédchtigung der heterologen Expression durch Héufungen solcher rare codons im
zu exprimierenden Gen vermieden. Doch auch diese Mafinahme resultierte in keiner gesteiger-
ten Uberexpression, es gestaltete sich im Gegenteil recht schwierig, den fiir die Uberexpression
genutzten E. coli-Stamm mit beiden Plasmiden (pPRARE und pASK-IBA3 lon2-tag) zu kulti-

vieren. Um dies zu umgehen, wurde ein Versuch mit einem speziell entwickelten E. coli-Stamm
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(Rosetta) von der Firma Novagen gestartet. Dieser Stamm beinhaltete bereits das zuvor be-
schriebene Plasmid pRARE. Doch auch mit dieser Methode konnte das Wachstumsproblem der
Uberexpressionkulturen nicht gelost werden. In Zusammenhang mit pPRARE war in allen Fillen
ein deutliches Wachstumsproblem der Uberexpressionskulturen zu beobachten.

Letztendlich bleibt neben der erfolgreichen Klonierung des lon2-Gens in den pASK-IBA44-
Vektor noch die Moglichkeit, ein anderes, eventuell auch eukaryotisches Expressionssystem zu

verwenden sowie ein Austausch der rare codons.



5 Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Grundstock fiir weitere Arbeiten zur Stickstoffregulation in
So cebb6 gelegt, indem die verschiedenen stickstoffregulierten Gene identifiziert, die Modifikation
des Prr-Proteins in So ceb6 gekléirt und eine Beteiligung der Lon-Proteasen im Stickstoffmetabo-
lismus gezeigt wurde. Es ist noch einige Aufkldrungsarbeit beziiglich der Rolle der Lon-Proteasen
im Stickstoffmetabolismus von S. cellulosum So ceb6 vonnoten, und auch die Untersuchung der
Regulation des Stickstoffmetabolismus von So ceb6 bedarf noch einiger Forschungsarbeit.

Eine Isolierung der Proteasen unter nativen Bedingungen wiire eine gute Voraussetzung fiir
eine Funktions- und genaue Strukturanalyse der Enzyme. Neben dem Nachweis einer ATP-
abhéngigen Proteolyse sollte dann auch eine mogliche ATPase-Aktivitét untersucht werden. Vor
allem aber wére eine Isolierung der Lon-Proteasen Lonl und Lon2 von grofler Wichtigkeit, um
eventuelle Interaktionen mit den identifizierten Substraten zu iiberpriifen. In Anbetracht der
Tatsache, dass fiir Lonl und Lon2 etwaige Interaktionspartner schon identifiziert wurden, wére
es wiinschenswert, die potenziellen Substrate der anderen drei Lon-Proteasen ebenfalls zu iden-
tifizieren und deren Spezifitdt zu tiberpriifen. Neben diesen elementaren Untersuchungen zum
Versténdnis der Funktion der Lon-Proteasen in So ce56 sollte auch der Stickstoffmetabolismus
weiterfithrenden Analysen unterworfen werden. So sollte vor allem die Rolle des NtcA-Proteins
aus So ceb6 genauer untersucht werden. Weiterhin sollte die Funktion des Pjr-Proteins genauer
untersucht werden, da bisher weder bekannt ist, welcher Aminoséurerest durch P;; phosphory-
liert wird, noch ob P;; in So ce56 als Kohlenstoff- oder Stickstoffsignal fungiert.

Mit der Etablierung eines Differenzierungsassays fiir S. cellulosum So ceb6 ist ebenfalls wei-
terhin die Moglichkeit gegeben, die Differenzierung von So ce56 néher zu charakterisieren sowie

weitere an der Differenzierung beteiligte Genprodukte zu identifizieren.
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6 Zusammenfassung

Die komplexe Lebensweise von S. cellulosum So ceb6 in Form eines vegetativen Lebenszyklus so-
wie der Fahigkeit zur multizelluldren Differenzierung wirft unweigerlich die Frage auf, welche Sig-
nale fiir die Entscheidung zwischen vegetativem Wachstum und Differenzierung verantwortlich
sind. Die vorliegende Arbeit sollte zur Charakterisierung der morphologischen Differenzierung
in So ceb6 und beteiligter Proteine beitragen. Fiir die Charakterisierung der morphologischen
Differenzierung von So ceb6 war zunéchst die Etablierung eines geeigneten Néhrstoffmangel-
mediums notwendig. Ferner wurden fiir die weitere Untersuchung der Differenzierung Mutanten
konstruiert, die einen Defekt in der Differenzierung aufwiesen. Im Laufe der Arbeit verschob sich
der Schwerpunkt auf die Beteiligung der Lon-Proteasen im Stickstoffmetabolismus von So ce56

und deren spezifischer Substrate.

Die Ergebnisse der Arbeit zeigten, dass die Differenzierung von S. cellulosum So ce56 von
einer drastischen Reduzierung der Né#hrstoffe sowie von einer bestimmten Zelldichte abhingig
ist. Hohere Néahrstoffkonzentrationen sowie eine geringere Zelldichte konnten die Differenzierung
von So ceb6 nicht initiieren. Zur weiteren Untersuchung der Differenzierung von So ce56 wur-
den differenzierungsdefekte Mutanten konstruiert. Analysen des Genoms von So ceb6 ergaben
Ubereinstimmungen zu den aus M. zanthus bekannten und fiir die Differenzierung notwendigen
Genen asgA und bsgA (£ lonD). Es wurden ein asgA-homologes und fiinf lon-homologe Gene
identifiziert. Anhand von Expressionsstudien wurde fiir das asgA-Gen von So ce56 gezeigt, dass
dessen Expression positiv unter Differenzierungsbedingungen reguliert wird. Weiterhin zeigte
sich durch Expressionsstudien, dass die asgA-Expression abhéngig von der stringenten Kontrolle
ist. Fiir die Expression der Gene loni1-4 wurde unter Differenzierungsbedingungen eine negative
Regulation der Expression ermittelt, wohingegen lon5 konstitutiv exprimiert wird. Morpholo-
gische Differenzierungsstudien der entsprechenden Mutanten ergaben, dass alle einen Defekt in
der Differenzierung aufwiesen und die entsprechenden Genprodukte in der Differenzierung von
So ceb6 beteiligt sind. Untersuchungen dieser differenzierungsdefekten Mutanten hinsichtlich der
Produktion der Sekundéirmetabolite ergaben, dass Lon2 in der Chivosazol-Biosynthese und Lon4

in der Etnangien-Biosynthese involviert sind.

Im Verlauf der Untersuchungen wurden potenzielle Substrate der Lon-Proteasen Lonl und
Lon2 identifiziert, die allesamt im Stickstoffmetabolismus bekannter Bakterien, wie z. B. E. coli
oder S. elongatus, involviert sind. Unter anderem konnte das Prr-Protein (GInB) als potenzielles
spezifisches Substrat der Lon2-Protease ermittelt werden. Analysen der Aminoséuresequenz von
GInB aus So ceb6 ergaben, dass sowohl der fiir die Uridylylierung in E. coli wichtige Aminosdure-

rest Tyr51 als auch der fiir die Phosphorylierung in Cyanobakterien wichtige Aminosiurerest
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Ser49 in So ceb56 vorhanden sind. Genauere Untersuchungen der P;; Modifikationen in So ce56
ergaben eine Modifikation in Form einer Phosphorylierung des Pjr-Proteins, womit die Modi-
fikation der in Cyanobakterien gleicht. Durch die Identifizierung stickstoffregulierter Proteine
als mogliche Substrate der Lon-Proteasen konnten erste Hinweise auf eine Beteiligung der Lon-
Proteasen am Stickstoffmetabolismus gefunden werden. Vergleichende Wachstumsstudien mit
den zwei untersuchten lon-Mutanten Slonl und Slon2 mit viel und wenig Stickstoff zeigten
einen Wachstumsdefekt unter Stickstofflimitierung. Die gesammelten Ergebnisse lassen vermu-
ten, dass die Lon-Proteasen entweder direkt iiber das moégliche Substrat oder aber indirekt in

den Stickstoflmetabolismus von So ceb56 involviert sind.



Abkiirzungsverzeichnis

A Adenin, Ampere

aa amino acids; Aminosduren
Abb. Abbildung

ad auffiillen auf

AHT Anhydrotetrazyklin
APS Ammoniumpersulfat
ATP Adenosintriphosphat
bp Basenpaar(e)

BSA Rinderserumalbumin
bzw. beziehungsweise

C Cytosin

°C Grad Celsius

Ca Calcium

cm Zentimeter

Da Dalton

ddH20O bidestilliertes Wasser (hier: Reinstwasser)
d.h. das heif3t

DMF Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsédure

dNTP  Desoxyribonukleotid-5 “-triphosphat
ds doppelstrangig

DTT Dithiothreit

E. Escherichia

E. coli  FEscherichia coli
EDTA  Ethylendiamintetraacetat

et al. et alteri (und andere)



150 Abkiirzungsverzeichnis
EtBr Ethidiumbromid
EtOH Ethanol
F Farad
g Gramm; Erdbeschleunigung, Gravitationskonstante
G Guanin
ggf. gegebenenfalls
h Stunde
i.d.R. in der Regel
IPTG Isopropyl-3-D-thiogalaktopyranosid
k Kilo
K Kalium
kb Kilobasenpaare
Km Kanamycin
1 Liter
lacZ O-Galaktosidase-Gen
LB Luria-Bertani
Lsg. Losung
I Mikro
m Meter, Milli
M. Myzxococcus
M. zanthus Muyxococcus xanthus
M Molar (Mol pro Liter)
Mbp Megabasenpaare
MCS multiple cloning site
Mg Magnesium
min Minute
mol Mole (6,023 - 10%3)
MOPS Morpholinopropansulfonséure
mRNA messenger RNA
n Nano
Na Natrium
nm Nanometer
nt Nukleotid



151

OD

p

PAGE
PCR

pH
(p)ppGpp

ppGpp
Rb

RNA
RNase
rpm

S

SDS

S.

S. cellulosum
T

t

Tab.
TBE
TEMED
Tet

Tris

optische Dichte

Pico

Polyacrylamidgelelektrophorese
polymerase chain reaction

negativer dekadischer Logarithmus der H30"-Konzentration
Guanosin-5’-triphosphat-3’-diphosphat
Guanosin-5’-diphosphat-3’-diphosphat
Rubidium

Ribonukleinsédure

Ribonuklease

Umdrehungen pro Minute (revolution per minute)
Sekunden

Natriumdodecylsulfat

Sorangium

Sorangium cellulosum

Thymin

Zeit

Tabelle

Tris-Borat-EDTA
N,N,N”,N"-Tetramethyldiamin
Tetrazyklin
Tris-(hydroxymethyl)-aminoethan
Unit

Ultraviolett

Volt

Volumen

Volumen pro Volumen

Watt

Gewicht pro Volumen

zum Beispiel

zum Teil



152 Abkiirzungsverzeichnis




Literaturverzeichnis

Altschul, S. F., Madden, T. L., Schaffer, A. A., Zhang, J., Zhang, Z., Miller, W. & Lipman,
D. J. (1997), ‘Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein database
search programs’, Nucleic Acids Res. 25, 3389-3402.

Arcondéguy, T., Jack, R. & Merrick, M. (2001), ‘P signal transduction proteins, pivotal players
in microbial nitrogen control’, Microbiol. Mol. Biol. Rev. 65, 80—105.

Bennett, P. M., Grinsted, J. & Richmond, M. H. (1977), ‘Transposition of TnA does not generate
deletions’, Mol. Gen. Genet. 154, 205-211.

Beyer, S., Kunze, B., Silakowski, B. & Miiller, R. (1999), ‘Metabolic diversity in myxobacteria:
identification of the myxalamid and the stigmatellin biosynthetic gene cluster of Stigmatella
aurantiaca Sg alb and a combined polyketide-(poly)peptide gene cluster from the epothilone
producing strain Sorangium cellulosum So ce90’, Biochim. Biophys. Acta 1445, 185-195.

Bibb, M. J. (2005), ‘Regulation of secondary metabolism in streptomycetes’; Curr. Opin.
Microbiol. 8, 208-215.

Birnboim, D. & Doly, J. (1979), ‘Rapid alkaline extraction procedure for screening recombinant
plasmid DNA’, Nucleic Acids Res. 6, 1513-1522.

Bradford, M. M. (1976), ‘A rapid and sensitive method for quantification of microgram of protein
utilizing the principle of protein’, Anal. Biochem. 72, 248-254.

Bretz, J., Losada, L., Lisboa, K. & Hutcheson, S. W. (2002), ‘Lon protease functions as a
negative regulator of type III protein secretion in Pseudomonas syringae’, Mol. Microbiol.
45, 397-4009.

Burbulys, D., Trach, K. A. & Hoch, J. A. (1991), ‘Initiation of sporulation in B. subtilis is
controlled by a multicomponent phosphorelay’, Cell 64, 545-552.

Campos, J. M. & Zusman, D. R. (1975), ‘Regulation of development in Myzococcus zanthus:
effect of 3’ : 5’-cyclic AMP, ADP, and nutrition’, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 72, 518-522.

Chandu, D. & Nandi, D. (2004), ‘Comparative genomics and functional roles of the ATP-
dependent proteases Lon and Clp during cytosolic protein degradation’, Res. Microbiol.
155, 710-719.

Chin, D. T., Goff, S. A., Webster, T., Smith, T. & Goldberg, A. L. (1988), ‘Sequence of the lon
gene in Escherichia coli’, J. Biol. Chem. 263, 11718-11728.



154 Literaturverzeichnis

Cho, K. & Zusman, D. R. (1999), ‘AsgD, a new two-component regulator required for A-
signalling and nutrient sensing during early development of Myzococcus zanthus’, Mol.
Microbiol. 34, 268—-281.

Christensen, S. K., Maenhaut-Michel, G., Mine, N., Gottesman, S., Gerdes, K. & Van Melde-
ren, L. (2004), ‘Overproduction of the Lon protease triggers inhibition of translation in
Escherichia coli : involvement of the yefM-yoeB toxin-antitoxin system’, Mol. Microbiol.
51, 1705-1717.

Damerau, K. & St John, A. C. (1993), ‘Role of Clp protease subunits in degradation of carbon

starvation proteins in Escherichia coli’, J. Bacteriol. 175, 53—63.

Davis, J. M., Mayor, J. & Plamann, L. (1995), ‘A missense mutation in rpoD results in an
A-signaling defect in Myxococcus zanthus’, Mol. Microbiol. 18, 943-952.

Degenkolb, J., Takahashi, M., Ellestad, G. A. & Hillen, W. (1991), ‘Structural requirements of
tetracycline-Tet repressor interaction: determination of equilibrium binding constants for

tetracycline analogs with the Tet repressor’, Antimicrob. Agents Chemother. 35, 1591-1595.

Demain, A. L. (1998), ‘Induction of microbial secondary metabolism’, Internatl. Microbiol.
1, 259-264.

Detsch, C. & Stiilke, J. (2003), ‘Ammonium utilization in Bacillus subtilis: transport and regu-
latory functions of NrgA and NrgB’, Microbiology 149, 3289-3297.

Dower, W. J., Miller, J. F. & Ragsdale, C. W. (1988), ‘High efficiency transformation of E. coli
by high voltage electroporation’, Nucleic Acids Res. 16, 6127-6145.

Downard, J., Ramaswamy, S. V. & Kil, K. S. (1993), ‘Identification of esg, a genetic locus involved
in cell-cell signaling during Myzococcus xanthus development’, J. Bacteriol. 175, 7762-7770.

Dunmire, V., Tatar, L. D. & Plamann, L. (1999), ‘Genetic suppression analysis of an asgA

missense mutation in Myzococcus zanthus’, Microbiology 145, 1299-1306.

Dworkin, M. (1996), ‘Recent advances in the social and developmental biology of the myxobac-
teria’, Microbiol. Rev. 60, 70-102.

Ebel, W., Skinner, M. M., Dierksen, K. P., Scott, J. M. & Trempy, J. E. (1999), ‘A conserved
domain in Escherichia coli lon protease is involved in substrate discriminator avtivity’, J.
Bacteriol. 181, 2236-2243.

Fisher, P. R. (2005), Microbial development, in ‘Encyclopedia of Molecular Cell Biology and
Molecular Medicine’, Wiley-VCH.

Flett, F., Mersinias, V. & Smith, C. P. (1997), ‘High efficiency intergeneric conjugal transfer
of plasmid DNA from FEscherichia coli to methyl DNA-restricting streptomycetes’, FEMS
Microbiol. Lett. 155, 223-229.




Literaturverzeichnis 155

Forchhammer, K. (1999), The PII protein in Synechococcus PCC 7942 senses and signals 2-
oxoglutarate under ATP-replete conditions, in ‘The Phototrophic Prokaryotes’, Kluwer
Academic/Plenum Publishers, Nwe York.

Forchhammer, K. (2004), ‘Global carbon/nitrogen control by Py signal transduction in cyano-
bacteria: from signals to targets’, FEMS Microbiol. Lett. 28, 319-333.

Forchhammer, K. & Hedler, A. (1997), ‘Phosphoprotein PII from cyanobacteria: analysis of
functional conservation with the PII signal-transduction protein from FEscherichia coli’,
Eur. J. Biochem. 244, 869-875.

Forchhammer, K. & Tandeau de Marsac, N. (1994), ‘The P;; protein in the cyanobacterium
Synechococcus sp. strain PCC 7942 is modified by serine phosphorylation and signals the
cellular N-status’, J. Bacteriol. 176, 84-91.

Forchhammer, K. & Tandeau de Marsac, N. (1995), ‘Functional analysis of the phosphoprotein
Prr (ginB gene product) in the cyanobacterium Synechococcus sp. strain PCC 7942°, J.
Bacteriol. 177, 2033—-2040.

Fukui, T., Eguchi, T., Atomi, H. & Imanaka, T. (2002), ‘A membrane-bound archaeal Lon pro-
tease displays ATP-independent proteolytic activity towards unfolded proteins and ATP-
dependent activity for folded proteins’, J. Bacteriol. 184, 3689-3698.

Gabain, A. V., Belasco, J. G., Schottel, J. L., Chang, A. C. Y. & Cohen, S. N. (1983), ‘Decay
of mRNA in Escherichia coli: Investigation of the fate of specific segments of transcripts’,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80, 653-657.

Garcia-Dominguez, M., Reyes, J. C. & Florencio, F. J. (1999), ‘Glutamine synthetase inactiva-
tion by protein-protein interaction’, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96, 7161-7166.

Garza, A. G., Harris, B. Z., Greenberg, B. M. & Singer, M. (2000), ‘Control of asgE expression
during growth and development of Myzococcus ranthus’, J. Bacteriol. 182, 6622—-6629.

Gerth, K., Bedorf, N., Hofle, G., Irschik, H. & Reichenbach, H. (1996), ‘Epothilons A and B: an-
tifungal and cytotoxic compounds from Sorangium cellulosum (Myxobacteria). Production,

physico-chemical and biological properties.’, J. Antibiot. 49, 560-563.

Gerth, K., Pradella, S., Perlova, O., Beyer, S. & Miiller, R. (2003), ‘Myxobacteria: proficient
producers of novel natural products with various biological activities - past and future

biotechnological aspects with the focus on the genus Sorangium’, J. Biotechnol. 106, 233—
253.

Gill, R. E. & Bornemann, M. C. (1988), ‘Identification and characterization of the Myzococcus
xzanthus bsgA gene product’, J. Bacteriol. 170, 5289-5297.

Gill, R. E. & Cull, M. G. (1986), ‘Control of developmental gene expression by cell-to-cell

interactions in Myxococcus ranthus’, J. Bacteriol. 168, 341-347.



156 Literaturverzeichnis

Gill, R. E., Karlok, M. & Benton, D. (1993), ‘Myzococcus xanthus encodes an ATP-dependent
protease which is required for developmental gene transcription and intercellular signaling’,
J. Bacteriol. 175, 4538—-4544.

Glick, B. R. (1995), ‘Metabolic load and heterologous gene expression’, Biotechnol. Adv. 13, 247—
261.

Goff, S. A. & Goldberg, A. L. (1987), ‘An increased content of protease La, the lon gene pro-
duct, increases protein degradation and blocks growth in FEscherichia coli’, J. Bacteriol.
262, 4508-4515.

Goldberg, A. L. (1992), ‘The mechanism and functions of ATP-dependent proteases in bacterial
and animal cells’, Eur. J. Biochem. 203, 9-23.

Gottesman, S. (1996), ‘Proteases and their targets in Escherichia coli’, Annu. Rev. Genet.
30, 465-506.

Gottesman, S. & Maurizi, M. R. (1992), ‘Regulation by proteolysis: energy-dependent proteases
and their targets’, Microbiol. Rev. 56, 592—-621.

Gottesman, S. & Maurizi, M. R. (2001), ‘Surviving starvation’, Science 293, 614-615.

Gottesman, S. & Zipser, D. (1978), ‘Deg phenotype of Escherichia coli lon mutants’, J. Bacteriol.
133, 844-851.

Gray, W. D. (1949), ‘Initial studies on the metabolism of Hansenula anomala (Hansen) Sydow’,
Am. J. Bot. 36, 475-480.

Hanahan, D. (1983), ‘Studies on transformation of Escherichia coli with plasmids’, J. Mol. Biol.
166, 557-580.

Herrero, A., Muro-Pastor, A. M. & Flores, E. (2001), ‘Nitrogen control in cyanobacteria’, J.
Bacteriol. 183, 411-425.

Hesketh, A., Fink, D., Gust, B., Rexer, H.-U., Scheel, B., Chater, K., Wohlleben, W. & Engels, A.
(2002), ‘The GInD and GInK homologues of Streptomyces coelicolor A3(2) are functionally
dissimilar to their nitrogen regulatory system counterparts from enteric bacteria’, Mol.
Microbiol. 2, 319-330.

Higgins, D. G., Bleasby, A. J. & Fuchs, R. (1992), ‘CLUSTAL V: improved software for multiple
sequence alignment’, Comput. Appl. Biosci. 8, 189-191.

Hoch, J. A. (2000), ‘Two-component and phosphorelay signal transduction’, Curr. Opin.
Microbiol. 3, 164—170.

Howard-Flanders, P., Simson, E. & Theriot, L. (1964), ‘A locus that controls filament formation
and sensitivity to radiation in Escherichia coli K-12’, Genetics 49, 237-246.



Literaturverzeichnis 157

Hovel, S. (2002), Isolation und Charakterisierung der sporulationsspezifischen Protease LonB

von Bacillus subtilis, PhD thesis, Philipps-Universitiat Marburg.

Irmler, A. & Forchhammer, K. (2001), ‘A PP2C-type phosphatase dephosphorylates the PII
signaling protein in the cyanobacterium Synechocystis PCC 6803’, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 98, 12978-12983.

Jaggi, R., van Heeswijk, W. C., Westerhoff, H. V., Ollis, D. L. & Vasudevan, S. G. (1997), ‘The
two opposing activities of adenylyl transferase reside in distinct homologous domains, with
intramolecular signal transduction’, EMBO J. 16, 5562-5571.

Jiang, F., Mannervik, B. & Bergman, B. (1997), ‘Evidence for redox regulation of the trans-
cription factor NtcA, acting both as an activator and a repressor, in the cyanobacterium
Anabaena PCC 7120°, Biochem. J. 327, 513-517.

Jiang, P., Peliska, J. A. & Ninfa, A. J. (1998a), ‘Enzymological characterization of the signal-
transducing uridylyltransferase/uridylyl-removing enzyme (EC 2.7.7.59) of Escherichia coli
and its interaction with the PII protein’, Biochemistry 37, 12782-12794.

Jiang, P., Peliska, J. A. & Ninfa, A. J. (1998b), ‘Reconstitution of the signal-transduction bi-
cyclic cascade responsible for the regulation of Ntr gene transcription in Escherichia coli’,
Biochemistry 37, 12795-12801.

Kaiser, D. (2004), ‘Signaling in myxobacteria’, Annu. Rev. Microbiol. 58, 75-98.

Kamberov, E. S., Atkinson, M. A. & Ninfa, A. J. (1995), ‘The Escherichia coli signal transducti-
on protein is activated upon binding 2-ketoglutarate and ATP’, J. Biol. Chem. 270, 17797—
17807.

Kegler, C., Gerth, K. & Miiller, R. (2006), ‘Establishment of a real-time PCR protocol for
expression studies of secondary metabolite biosynthetic gene clusters in the G/C-rich my-

xobacterium Sorangium cellulosum So ceb56’, J. Biotechnol. 121, 201-212.

Kessler, P. S., Daniel, C. & Leigh, J. A. (2001), ‘Ammonia switch-off of nitrogen fixation in the
methanogenic archacon Methanococcus maripaludis: Mechanistic features and requirement
for the novel GInB homologues, Nifl; and Nifly’, J. Bacteriol. 183, 882—-889.

Knauber, J. M. (2004), Untersuchungen zum genetischen Potential der Sekundérstoffbildung von
Sorangium cellulosum So ce90 und Identifizierung des Spirangienbiosynthesegenclusters,

PhD thesis, Technische Universitét Carolo-Wilhelmina Braunschweig.

Knauber, T. (2006), Der Einfluss der stringenten Kontrolle auf die morphologische und phy-
siologische Differenzierung in Sorangium cellulosum So ceb6, PhD thesis, Justus-Liebig-

Universitat Gieflen.



158 Literaturverzeichnis

Kopp, M., Irschik, H., Gross, F., Perlova, O., Sandmann, A., Gerth, K. & Miiller, R. (2004),
‘Critical variations of conjugational DNA transfer into secondary metabolite multiprodu-
cing Sorangium cellulosum strains So cel2 and So ceb6: development of a mariner-based

transposon mutagenesis system’, J. Biotechnol. 107, 29-40.

Kuner, J. M. & Kaiser, D. (1982), ‘Fruiting body morphogenesis in submerged cultures of
Myzococcus zanthus’, J. Bacteriol. 151, 458-461.

Kuroda, A. (2006), ‘A polyphosphate-Lon protease complex in the adaptation of Escherichia

coli to amino acid starvation’, Biosci. Biotechnol. Biochem. 70, 325-331.

Kuroda, A., Nomura, K., Ohtomo, R., Kato, J., Ikeda, T., Takiguchi, N., Ohtake, H. & Kornberg,
A. (2001), ‘Role of inorganic polyphosphate in promoting ribosomal protein degradation
by the Lon protease in E. coli’, Science 293, 705-708.

Kuspa, A. & Kaiser, D. (1989), ‘Genes required for developmental signalling in Myzococcus
zanthus: Three asg loci’, J. Bacteriol. 171, 2762-2772.

Kuspa, A., Plamann, L. & Kaiser, D. (1992), ‘Identification of heat-stable A-factor from Myzo-
coccus ranthus’, J. Bacteriol. 174, 3319-3326.

Laemmli, U. K. (1970), ‘Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of
bacteriophage T4’, Nature 227, 680-685.

LaRossa, R., Kuner, J., Hagen, D., Manoil, C. & Kaiser, D. (1983), ‘Developmental cell inter-

actions of Myzococcus xanthus: analysis of mutants’, J. Bacteriol. 153, 1394-1404.

Lengeler, J. W., Drews, G. & Schlegel, H. G. (1999), Biology of the prokaryotes, Thieme, Stutt-
gart, chapter 27, pp. 627-651.

Li, Y. & Plamann, L. (1996), ‘Purification and in vitro phosphorylation of Myzococcus zanthus
AsgA protein’, J. Bacteriol. 178, 289-292.

Ludwig, W., Schleifer, H. H., Reichenbach, H. & Stackebrandt, E. (1983), ‘A phylogenetic ana-
lysis of the myxobacteria Myzococcus fulvus etc.”, Arch. Microbiol. 135, 58-62.

Lukat, G. S., McCleary, W. R., Stock, A. M. & Stock, J. B. (1992), ‘Phosphorylation of bacterial
response regulator proteins by low molecular weight phospho-donors’, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 89, 718-722.

Luque, 1., Flores, E. & Herrero, A. (1994), ‘Molecular mechanism for the operation of nitrogen
control in cyanobacteria’, EMBO J. 13, 2862-2869.

MacNeil, D. J., Gewain, K. M., Ruby, C. L., Dezeny, G., Gibbons, P. H. & MacNeil, T. (1992),
‘Analysis of Streptomyces avermitilis genes required for avermectin biosynthesis utilizing a

novel integration vector’, Gene 111, 61-68.

Magasanik, B. (2000), ‘PII: a remarkable regulatory protein’, Trends Microbiol. 8, 447-448.




Literaturverzeichnis 159

Maheswaran, M. & Forchhammer, K. (2003), ‘Carbon-source-dependent nitrogen regulation in
FEscherichia coli is mediated through glutamine-dependent GInB signalling’, Microbiology
149, 2163-2172.

Marahiel, M. A., Nakano, M. M. & Zuber, P. (1993), ‘Regulation of peptide antibiotic production
in Bacillus’, Mol. Microbiol. 7, 631-636.

Maurizi, M. R. (1992), ‘Proteases and protein degradation in Escherichia coli’, Experientia
48, 178-201.

Maurizi, M. R. & Rasulova, F. (2002), ‘Degradation of L-glutamate dehydrogenase from Fscheri-
chia coli: Allosteric regulation of enzyme stability’, Arch. Biochem. Biophys. 397, 206—-216.

Meeks, J. C. & Elhai, J. (2002), ‘Regulation of cellular differentiation in filamentous cyanob-
acteria in free-living and plant-associated symbiotic growth states’, Microbiol. Mol. Biol.
Rev. 66, 94-121.

Merrick, M. J. & Edwards, R. A. (1995), ‘Nitrogen control in bacteria’, Microbiol. Rev. 59, 604~
622.

Mizusawa, S. & Gottesman, S. (1983), ‘Protein degradation in FEscherichia coli: the lon gene
controls the stability of the SulA protein’, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80, 358-362.

Miiller, R. & Gerth, K. (2005), ‘Development of simple media which allow investigations into
the global regulation of chivosazol biosynthesis with Sorangium cellulosum So ceb6’, J.
Biotechnol. 121, 192-200.

Moore, B. S. & Hertweck, C. (2002), ‘Biosynthesis and attachment of novel bacterial polyketide
synthase starter units’, Nat Prod Rep 19, 70-99.

Moorhead, G. B. G. & Smith, C. S. (2003), ‘Interpreting the plastid carbon, nitrogen, and energy
status. A role for PII’, Plant Physiol. 133, 492—-498.

Mori, E., Fulchieri, M., Indorato, C., Fani, R. & Bazzicalupo, M. (1996), ‘Cloning, nucleotide
sequencing, and expression of the Azospirillum brasilense lon gene: involvement in iron
uptake’, J. Bacteriol. 178, 3440-3446.

Nariya, H. & Inouye, S. (2006), ‘A protein Ser/Thr kinase cascade negatively regulates the DNA-
binding activity of MrpC, a smaller form of which may be necessary for the Myzococcus
zanthus development’, Mol. Microbiol. 60, 1205-1217.

Ninfa, A. J. & Jiang, P. (2005), ‘PII signal transduction proteins: sensors of a-ketoglutarate that
regulate nitrogen metabolism’, Curr. Opin. Microbiol. 8, 168-173.

Novy, R., Drott, D., Yaeger, K. & Mierendorf, R. (2001), ‘Overcoming the codon bias of E. coli

for enhanced protein expression’, inNovations 12, 1-3.



160 Literaturverzeichnis

Pahel, G., Rothstein, D. M. & Magasanik, B. (1982), ‘Complex glnA-ginL-ginG operon of Esche-
richia coli’, J. Bacteriol. 150, 202-213.

Palinska, K. A., Laloui, W., Bédu, S., Loiseaux-de Goer, S., Castets, A. M., Rippka, R. &
Tandeau de Marsac, N. (2002), ‘The signal transducer PII and bicarbonate acquisition in
Prochlorococcus marinus PCC 9511, a marine cyanobacterium naturally deficient in nitrate
and nitrite assimilation’; Microbiology 148, 2405-2412.

Pfaffl, M. W. (2001), ‘A new mathematical model for relative quantification in real-time RT-
PCR’, Nucleic Acids Res. 29, 2002—-2007.

Plamann, L., Davis, J. M., Cantwell, B. & Mayor, J. (1994), ‘Evidence that asgB encodes a DNA-
binding protein essential for growth and development of Myzococcus zanthus’, J. Bacteriol.
176, 2013-2020.

Plamann, L., Kuspa, A. & Kaiser, D. (1992), ‘Proteins that rescue A-signaling-defective mutants
of Myzxococcus xzanthus’, J. Bacteriol. 174, 3311-3318.

Plamann, L., Li, Y., Cantwell, B. & Mayor, J. (1995), ‘The Myxococcus zanthus asgA gene enco-
des a novel signal transduction protein required for multicellular development’, J. Bacteriol.
177, 2014-2020.

Pope, M. K., Green, B. & Westpheling, J. (1998), ‘The bldB gene encodes a small protein
required for morphogenesis, antibiotic production, and catabolite control in Streptomyces
coelicolor’, J. Bacteriol. 180, 1556—1562.

Pradella, S., Hans, A., Sproer, C., Reichenbach, H., Gerth, K. & Beyer, S. (2002), ‘Characteri-
sation, genome size and genetic manipulation of the myxobacterium Sorangium cellulosum
So ceb6’, Arch Microbiol 178, 484-492.

Rachid, S., Gerth, K., Kochems, I. & Miiller, R. (2007), ‘Deciphering regulatory mechanisms
for secondary metabolite production in the myxobacterium Sorangium cellulosum So ceb6’,
Mol. Microbiol. 63, 1783-1796.

Reichenbach, H. (1974), ‘Die Biologie der Myxobakterien’, Biologie in unserer Zeit 4, 33-45.

Reichenbach, H. (1993), ‘Biologically active secondary metabolites from myxobacteria’, Biotech.
Adv. 11, 219-277.

Reichenbach, H. (2001), ‘Myxobacteria, producers of novel bioactive substances’, J. Ind.
Microbiol. Biotechnol. 27, 149-156.

Reichenbach, H. & Dworkin, M. (1991), The Prokaryotes, Springer-Verlag, chapter 118,
pp- 3416-3488.

Rosenberg, E., Vaks, B. & Zuckerberg, A. (1973), ‘Bactericidal action of an antibiotic produced
by Myzococcus xanthus’, Antimicrob. Agents Chemother. 4, 507-513.




Literaturverzeichnis 161

Sambrook, J., Fritsch, E. F. & Maniatis, T. (1989), Molecular Cloning: a Laboratory Manual,
2nd edn, Cold Spring Harbor.

Sarao, R., McCurdy, H. D. & Passador, L. (1985), ‘Enzymes of the intermediary carbohydrate
metabolism of Polyangium cellulosum’, Can. J. Microbiol. 31, 1142-1146.

Schmidt, R., Decatur, A. L., Rather, P. N., Moran Jr, C. P. & Losick, R. (1994), ‘Bacillus
subtilis Lon protease prevents inappropiate transcription of genes under the control of the

sporulation transcription factor ¢, J. Bacteriol. 176, 6528-6537.

Schoemaker, J. M., Gayda, R. C. & Markovitz, A. (1984), ‘Regulation of cell division in Esche-
richia coli: SOS induction and cellular location of the SulA protein, a key to lon-associated
filamentation and death’, J. Bacteriol. 158, 551-561.

Seeburg, P. H., Matrial, J. A., Baxter, J. D. & Goodman, H. M. (1977), ‘Nucleotide sequence and

amplification in bacteria of structural gene for rat growth hormone’, Nature 270, 486-494.

Serrano, M., Hovel, S., Moran Jr, C. P., Henriques, A. O. & Vélker, U. (2001), ‘Forespore-
specific transcription of the lonB gene during sporulation in Bacillus subtilis’, J. Bacteriol.
183, 2995-3003.

Shigekawa, K. & Dower, W. J. (1988), ‘Electroporation of eukaryotes and prokaryotes: A general

approach to the introduction of macromolecules into cells’, BioTechniques 6, 742-751.

Shimkets, L. J., Dworkin, M. & Reichenbach, H. (2006), The Myxobacteria, in ‘The Prokaryotes’,
Springer New York.

Silakowski, B., Kunze, B. & Miiller, R. (2001), ‘Multiple hybrid polyketide synthase/non-
ribosomal peptide synthetase gene clusters in the myxobacterium Stigmatella aurantiaca’,
Gene 275, 233-240.

Simon, R., O’Connell, M., Lables, M. & Piihler, A. (1986), ‘Plasmid vectors for the genetic
analysis and manipulation of Rhizobia and other Gram-negative bacteria’, Meth. Enzymol.
118, 643-659.

Singer, M. & Kaiser, D. (1995), ‘Ectopic production of guanosine penta- and tetraphosphate can
initiate early developmental gene expression in Myzococcus zanthus’, Genes Dev. 9, 1633—
1644.

Singh, B. N. (1947), ‘Myxobacteria in solis and composts; their distribution, number and lytic

action on bacteria’, J. Gen. Microbiol. 1, 1-10.

Skerra, A. (1994), ‘Use of the tetracycline promotor for the tightly regulated production of a
murine antibody fragment in Escherichia coli’, Gene 151, 131-135.

Smith, C. S., Morrice, N. A. & Moorhead, G. B. G. (2004), ‘Lack evidence for phosphorylation of
Arabidopsis thaliana PII: implications for plastid carbon and nitrogen signalling’, Biochim.
Biophys. Acta. 1699, 145-154.



162 Literaturverzeichnis

Sogaard-Andersen, L., Overgaard, M., Lobedanz, S., Ellehauge, E., Jelsbak, L. & Rasmussen,
A. A. (2003), ‘Coupling gene expression and multicellular morphogenesis during fruiting

body formation in Myzococcus xanthus’, Mol. Microbiol. 48, 1-8.

Son, H. S. & Rhee, S. G. (1987), ‘Cascade control of Escherichia coli glutamine synthetase’, J.
Biol. Chem. 262, 8690-8695.

Stadtman, E. R., A., G., Ciardi, J. E., Yeh, J., Hennig, S. B. & Shapiro, B. M. (1970), ‘Multiple
molecular forms of glutamine synthetase produced by enzyme catalyzed adenylylation and

deadenylylation reactions’, Adv. Enzyme Regul. 8, 99-118.

Stewart, B. J., Enos.Berlage, J. L. & McCarter, L. L. (1997), ‘The lonS gene regulates swarmer
cell differentiation of Vibrio parahaemolyticus’, J. Bacteriol. 179, 107-114.

Stirnberg, M., Fulda, S., Huckauf, J., Hagemann, M., Krdmer, R. & Marin, K. (2007), ‘A
membrane-bound FtsH protease is involved in osmoregulation in Synechocystis sp. PCC
6803: the compatible solute synthesizing enzyme GgpS is one of the targets for proteolysis’,
Mol. Microbiol. 63, 86—102.

Strosser, J., Liidke, A., Schaffer, S., Krdmer, R. & Burkovski, A. (2004), ‘Regulation of GInK
activity: modification, membrane sequestration and proteolysis as regulatory principles in

the network of nitrogen control in Corynebacterium glutamicum’, Mol. Microbiol. 54, 132—
147.

Sun, H. & Shi, W. (2001), ‘Genetic studies of mrp, a locus essential for cellular aggregation and
sporulation of Myzococcus zanthus’, J. Bacteriol. 183, 4786-4795.

Takaya, A., Kubota, Y., Isogai, E. & Yamamoto, T. (2005), ‘Degradation of the HilC and HilD
regulator proteins by ATP-dependent Lon protease leads to downregulation of Salmonella

pathogenicity island 1 gene expression’, Mol. Microbiol. 55, 839-852.

Takaya, A., Tomoyasu, T., Tokumitsu, A., Morioka, M. & Yamamoto, T. (2002), ‘The ATP-
dependent Lon protease of Salmonella enterica serovar Typhimurium regulates invasion and
expression of genes carried on Salmonella pathogenicity island 1°, J. Bacteriol. 184, 224—
232.

Thompson, J. D., Higgins, D. G. & Gibson, T. J. (1994), ‘CLUSTAL W: improving the sensitivity
of progressive multiple sequence alignment through sequence weighting, position-specific

gap penalties and weight matrix choice’, Nucleic Acids Res. 22, 4673—-4680.

Tojo, N., Inouye, S. & Komano, T. (1993), ‘The lonD gene is homologous to the lon gene
encoding an ATP-dependent protease and is essential for the development of Myzococcus
zanthus’, J. Bacteriol. 175, 4545—4549.

Torres-Cabassa, A. S. & Gottesman, S. (1987), ‘Capsule synthesis in Escherichia coli K-12 is
regulated by proteolysis’, J. Bacteriol. 169, 981-989.



Literaturverzeichnis 163

Tsilibaris, V., Maenhaut-Michel, G. & Van Melderen, L. (2006), ‘Biological roles of the ATP-
dependent protease’, Res. Microbiol. 157, 701-713.

Ueki, T. & Inouye, S. (2002), ‘Transcriptional activation of a heat-shock gene, lonD, of Myzococ-
cus zanthus by a two component histidine-aspartate phosphorelay system’, J. Biol. Chem.
277, 6170-6177.

Ueki, T. & Inouye, S. (2006), ‘A novel regulation on developmental gene expression of fruiting
body formation in Myxobacteria’, Appl. Microbiol. Biotechnol. 72, 21-29.

Vega-Palas, M. A., Flores, E. & Herrero, A. (1992), ‘NtcA, a global nitrogen regulator from
the cyanobacterium Synechococcus that belongs to the Crp familiy of bacterial regulators’,
Mol. Microbiol. 6, 1853—-1859.

Vega-Palas, M. A., Madueno, F., Herrero, A. & Flores, E. (1990), ‘Identification and cloning of
a regulatory gene for nitrogen assimilation in the cyanobacterium Synechococcus sp. strain
PCC 7942’, J. Bacteriol. 172, 643-647.

Wallace, D. M. (1987), ‘Large- and small-scale phenol extractions’, Methods Enzymol. 152, 33—
41.

Weichart, D., Querfurth, N., Dreger, M. & Hengge-Aronis, R. (2003), ‘Global role for ClpP-
containing proteases in stationary-phase adaptation of FEscherichia coli’, J. Bacteriol.
185, 115-125.

Wickner, S., Maurizi, M. R. & Gottesman, S. (1999), ‘Posttranslational quality control: folding,
refolding, and degrading proteins’, Science 286, 1888—-1893.

Wieser, M., Denner, E. B. M., Kdampfer, P., Schumann, P., Tindall, B., Steiner, U., Vybiral,
D., Lubitz, W., Maszenan, A. M., Patel, B. K. C., Seviour, R., Radax, C. & Busse, H.-J.

(2002), ‘Emended descriptions of the genus Micrococcus, Micrococcus luteus (Cohn 1872)
and Micrococcus lylae (Kloos et al. 1974)’, Int J Syst Evol Microbiol 52, 629-637.

Wilhelm, J. & Pingoud, A. (2003), ‘Real-Time Polymerase Chain Reaction’, Chembiochem
4, 1120-1128.

Wright, R., Stephens, C., Zweiger, G., Shapiro, L. & Alley, M. R. (1996), ‘Caulobacter Lon
protease has a critical role in cell-cycle control of DNA methylation’, Genes Dev. 10, 1532—
1542.

Yang, C. & Kaplan, H. B. (1997), ‘Myzococcus zanthus sasS encodes a sensor histidine kinase
required for early developmental gene expression’, J. Bacteriol. 179, 7759-7767.

Yanisch-Perron, C., Vieira, J. & Messing, J. (1985), ‘Improved M13 phage cloning vectors and
host strains: nucleotide sequences of the M13mp18 and pUC19 vectors’, Gene 33, 103-119.



164 Literaturverzeichnis




Veroffentlichungen und Beitrage

Eigene Veroéffentlichungen

e Do}, S., Groger, C., Knauber, T. and Treuner-Lange, A. (2005), Comparative genomic
analysis of signal transduction proteins in clostridia, Handbook on Clostridia, edited by

Peter Diirre

e Knauber, T., Dof}, S., Gerth, K., Perlova, O. , Miiller, R. and Treuner-Lange, A., Mu-
tation in the rel gene of Sorangium cellulosum affects morphological and physiological

differentiation. Zur Veroffentlichung eingereicht, in Revision

Teilnahme an Kongressen mit eigenem Beitrag (Vortrage und

Posterprasentationen)

e Dof}, S. and Treuner-Lange, A. (2002), ,, Expression analysis of the pphl-gene in Myzo-
coccus xanthus®, Tagungsband des 24.ten Symposiums ,,Mechanisms of Genregulation in

Microorganisms* auf Schloss Rauischholzhausen, Marburg, Posterprisentation

e Dof}, S. and Treuner-Lange, A. (2003), ,,Investigation of pphl-expression under different
conditions and its dependence on the C-factor®, Biospektrum Sonderausgabe 2003 zur

Jahrestagung der VAAM, Berlin, Posterpréisentation

e Knauber, T., Do}, S. and Treuner-Lange, A. (2004), ,,Physiological and morphological
differentiation in the bacterium Sorangium cellulosum®, Tagungsband der BioPerspectives
2004 (DECHEMA), Wiesbaden, Posterpréasentation

e Dof, S. and Treuner-Lange (2004), ,,Analysis of morphological differentiation processes in
Sorangium cellulosum®, Tagungsband der ,,31nd International Conference on the Biology

of the Myxobacteria®, Lo-Skolen, Danemark, Vortrag

e DoB, S. and Treuner-Lange, A. (2005), ,,Investigation of the morphological and physiolo-
gical differentiation in Sorangium cellulosum®, Tagungsband des 25.ten Symposiums ,,Me-

chanisms of Genregulation in Microorganisms®, Blaubeuren, Vortrag

e Dof, S., Knauber, T. and Treuner-Lange (2005), ,, Lon-proteases in Sorangium cellulosum*,
Tagungsband der ,,32nd International Conference on the Biology of the Myxobacteria®,
Harrison Hot Springs, Kanada , Vortrag



166 Veréftentlichungen und Beitréige

e Dof}, S., Knauber, T. and Treuner-Lange (2005), ,, Differentiation processes in Sorangium
cellulosum®, Tagungsband der ASM Conference ,,Congress on Prokaryotic Development®,

Vancouver, Kanada, Posterprisentation

e DoB, S. and Treuner-Lange, A. (2006), ,,Lon-proteases in Sorangium cellulosum*, Tagungs-
band des ,,European Myxo-Meeting (EMM)“, Marburg, Vortrag

e Dof}, S. and Treuner-Lange, A. (2006), ,,The function of Lon proteases in Sorangium cel-

lulosum*, Biospektrum Sonderausgabe 2006 zur Jahrestagung der VAAM, Jena, Vortrag

e Do}, S. and Treuner-Lange, A. (2007), , Characterization of Lon protease mutants of

Sorangium cellulosum®, Biospektrum Sonderausgabe 2007 zur Jahrestagung der VAAM,
Osnabriick, Vortrag



Danksagung

Mein Dank gilt allen, die mich auf meinem Weg zur Dissertation unterstiitzt haben

und allen, die zum Gelingen meiner Arbeit beigetragen haben.

e Mein besonderer Dank gilt Frau Prof. Dr. Gabriele Klug, die mir die Anfertigung dieser
Arbeit ermoglichte und jederzeit fiir Fragen, Anregungen und konstruktive Kritik zur

Verfiigung stand.

e Meinem Zweitgutachter Herrn Prof. Dr. Alfred Pingoud danke ich herzlich fiir die spontane
Bereitschaft zur Ubernahme der Zweitkorrektur, der Co-Betreuung im Graduiertenkolleg

und fiir die lehrreichen Diskussionen im Rahmen des Graduiertenkollegs.

e Mein besonderer Dank gilt ferner meiner Arbeitsgruppenleiterin Frau Dr. Anke Treuner-
Lange, fiir die fachkompetente Unterstiitzung in wissenschaftlichen Fragen und fiir die

wertvollen Anregungen, ohne die diese Arbeit nicht moglich gewesen wire.

e Mein personlicher Dank gilt Herrn Prof. Dr. Karl Forchhammer fiir die fachkompetenten
Diskussionen in Zusammenhang mit meiner Arbeit und die Bereitstellung des anti-GInB

E. coli IgG Konjugats.

e Mein ganz personlicher Dank gilt auflerdem meinen zwei herzallerliebsten ,,Chefkorrekteu-
sen“ Nicole und Tanja, die mir mit Rat und Tat beiseite standen und fiir das kritische

Korrekturlesen dieser Arbeit. Ganz, ganz lieben Dank!

e Ein weiteres ,,Dankeschén“ geht an meine (ehemaligen) Laborkollegen Antje, Carolin
und Tina. Antje mochte ich fiir die Versorgung mit allerlei Gummibérchen sowie fiir die
Einfithrung in den s#chsischen Sprachschatz (Plaste!) in der Anfangszeit meiner Promotion
danken. Meiner Leidensgenossin Carolin mdchte ich fiir die vielen kleinen hilfreichen An-
regungen und Tips danken sowie fiir die vielen aufmunternden Worte iiber Skype wiahrend
der langen Einsamkeit am Schreibtisch. Tina mo&chte ich vor allem dafiir danken, dass sie
immer wieder ein offenes Ohr fiir mich hatte, wenn So ce56 mal wieder nicht das tat, was es
tun sollte. Des Weiteren mo6chte ich mich nicht nur fiir die oben erwidhnte Hilfen und Auf-
merksamkeiten, sondern auch fiir die netten und leckeren Abende in trauter ,, Viersamkeit*
bedanken.

e Danke an das Graduiertenkolleg ,,Biochemie von Nukleoproteinkomplexen® fiir die fi-
nanzielle Unterstiitzung in Form eines Promotionsstipendiums sowie fiir die Reisekos-
tenzuschiisse. Ein ,,Dankeschén® geht auch an Jamilah fiir das Management der tollen
Aufenthalte auf Schloss Rauischholzhausen.



168

Danksagung

Mein Dank gilt natiirlich auch der AG Forchhammer, die mich immer wieder gerne in

ihrem Labor ,aufgenommen® hat, wenn ich mal wieder Fragen hatte.

Ein ,Dankeschén“ auch an die AG Klug, die immer wieder wertvolle Tipps fiir mich
bereithielt. Danke Sonja, fiir deine tolle Methode, RNA zu isolieren, die sogar bei So ce56
gut funktionierte. Danke auch an Pamela fiir den interessanten Austausch von Neuigkeiten

(Skype sei gedankt) wihrend des Zusammenschreibens.

Meinen Eltern mdochte ich fiir die unermiidliche Unterstiitzung wahrend dieser Jahre dan-
ken. Sie haben mich in allen Umbriichen und Verdnderungen gestidrkt und mir vieles
moglich gemacht, das ohne ihre Hilfe nicht moglich gewesen wire. Ebenfalls danken moéchte
ich meiner Oma Mariechen fiir die finanzielle Unterstiitzung vor allem in der letzten Phase

meiner Promotion sowie meiner Oma Erna fiir die entspannenden Tage zwischendurch.

Danke auch an meine ,,Schwiegerfamilie“ Helga, Uli, Caro, Kerstin und Opa FErich fiir die

vielen offenen Ohren.

Meiner Katze Valentine (Maus) gebiihrt ebenfalls Dank, da sie es mit vielen kleinen und
nur allzu oft erfolgreichen Ablenkungsmanovern geschafft hat, mich vom Schreibtisch weg-

zulocken und so eine Pause erzwang, die spater manchen Gipfel zu erklimmen half.

Abschlieflen mochte ich mit einem ganz grof3en ,,Dankeschon® an meinen Schatz Joachim.
Ihm mochte ich vor allem fiir die Hilfe bei meinen Computerproblemen danken und dafiir,
dass er es iiberhaupt schon so lange mit mir ausgehalten hat. Er hat fiir meine Sorgen
und Probleme immer ein offenes Ohr und hat mir mit Rat und Tat zur Seite gestanden.
Ich rechne es ihm hoch an, dass er sich durch diese Arbeit gekdmpft und trotz des fiir
ihn verwirrenden Dschungels an Fremdwoértern und exotischen Formulierungen noch zu

konstruktiver Kritik fihig war.



	Einleitung
	Myxobakterien
	Sorangium cellulosum

	Physiologische und morphologische Differenzierung
	Physiologische Differenzierung
	Morphologische Differenzierung

	Proteasen
	Lon-Proteasen

	Stickstoffregulation in Myxobakterien
	Stickstoffmetabolismus
	PII-Proteine

	Zielstellung

	Material und Methoden
	Plasmide und Organismen
	Zellanzucht
	Nährmedien
	LB-Medium
	Minimalmedium
	M-Medium
	M-Diff-Medium
	P-Medium
	P-Diff-Medium
	S-Medium
	MYC-Medium
	Produktionsmedium
	Medienzusätze

	Stammhaltung und Reinheitskontrolle
	Anzuchtbedingungen
	Statische Kultur
	Plattenkulturen
	Messung der optischen Dichte
	Messung des Klettwertes
	Zellzahlbestimmung
	Erstellung einer Wachstumskurve von S. cellulosumBakterienkulturen
	Bestimmung der Verdopplungszeit td einer S. cellulosum-Bakterienkultur

	Methoden zur Charakterisierung des Phänotyps
	Differenzierungsassay von S. cellulosum
	Qualitativer Nachweis der Produktion von Sekundärmetaboliten mittels Bioassay


	Transformation
	Transformation von E. coli durch Elektroporation
	Herstellung von elektro-kompetenten E. coli-Zellen
	Elektroporation von elektro-kompetenten E. coli-Zellen
	Herstellung von kompetenten E. coli-Zellen zur Hitzeschock-Transformation
	Hitzeschock-Transformation von E. coli-Zellen

	Konjugation von Plasmiden nach S. cellulosum
	Der Konjugationsvektor pSUPHyg


	Standardtechniken für das Arbeiten mit Nukleinsäuren
	Behandlung von Geräten und Lösungen
	Plasmid-Isolierung
	Plasmid-Minipräparation
	Plasmid-Minipräparation nach Peqlab

	Isolierung chromosomaler DNA aus S. cellulosum
	Isolierung von Gesamt-RNA aus S. cellulosum
	Reinigung und Konzentrierung von Nukleinsäuren
	Phenol-Chloroform-Extraktion
	Ethanolpräzipitation

	Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren
	Agarosegel-Elektrophorese
	Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen


	Enzymatische Modifikationen von Nukleinsäuren
	Restriktion von DNA
	Dephosphorylierung von DNA
	Herstellung von blunt-end-Fragmenten
	Ligation von DNA
	Ligation von PCR-Fragmenten via TOPO PCR Cloning
	Radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten durch nick translation

	Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)
	Oligonukleotide
	PCR-Schnelltest zur Selektion rekombinanter E. coli-Klone
	PCR-Schnelltest zur Charakterisierung von S. cellulosum-Mutanten
	Real-time RT-PCR

	Überexpression von Fremdproteinen in E. coli
	Aufreinigung rekombinanter Proteine

	Proteinanalysen
	Herstellung von Proteinextrakten
	Zellaufschluss im RiboLyser
	Zellaufschluss mittels Ultraschall

	Bestimmung von Proteinkonzentrationen nach Bradford
	Dialyse von Proteinlösungen
	Fällung von Proteinen durch Aceton
	Proteinfraktionierung durch Ultrazentrifugation
	Gelelektrophorese unter denaturierenden Bedingungen
	Gelelektrophorese unter nicht-denaturierenden Bedingungen
	Färbemethoden für Polyacrylamidgele
	Coomassie-Färbung
	Silberfärbung

	Demodifikationsassay

	Immunologische Methoden
	Western Blot-Analyse von Proteinen (Western Blot)
	Detektion des Antikörper-Enzym-Konjugats


	Enzymaktivitätstests
	Bestimmung der enzymatischen Aktivität der Glutaminsynthetase

	Säulenchromatographische Methoden
	Affinitätschromatographie
	Heparinsäule


	Geräte, Chemikalien und Enzyme
	Spezielle Artikel und Geräte
	Chemikalien

	Molekularbiologische Kits
	Größenstandards DNA/Proteine
	Enzyme
	Antikörper
	Verwendete Software

	Ergebnisse
	Morphologische Differenzierung
	Entwicklung eines Differenzierungsmediums für S. cellulosum
	Vorbehandlung der Zellen für den Differenzierungsassay

	Einfluss von asgAauf die Differenzierung in S. cellulosumSo ce56
	Potenzielle asgAkodierende Gene in S. cellulosumSo ce56
	Die asgA/D-Regionen im Genom von S. cellulosum und M. xanthus

	Konstruktion der S. cellulosumSo ce56 asgA-Mutante
	Klonierung des Konjugationsplasmids pSUPHyg asgAund Konjugation nach S. cellulosumSo ce56

	Phänotypische Charakterisierung der asgA-Mutante von So ce56, SasgA
	Wachstum in Komplexmedium
	Morphologische Differenzierung von SasgA
	Physiologische Differenzierung von SasgA
	Degradation von Cellulose durch SasgA

	Differenzierungsabhängige Expression von asgAin S. cellulosumSo ce56
	Die asgA-Expression steht unter stringenter Kontrolle

	Einfluss der Lon-Proteasen auf die Regulation des Metabolismus von S. cellulosumSo ce56
	Lon-Protease-Homologe im Genom von S. cellulosumSo ce56
	Die lon-Regionen im Genom von S. cellulosum und weiteren Organismen

	Konstruktion der S. cellulosumSo ce56 lon-Mutanten
	Klonierung der Konjugationsplasmide pSUPHyg lon1-5und Konjugation nach S. cellulosumSo ce56

	Phänotypische Charakterisierung der lon-Mutanten von S. cellulosumSo ce56
	Wachstum unter vegetativen Bedingungen
	Morphologische Differenzierung der verschiedenen lon-Mutanten von So ce56
	Bestimmung des physiologischen Phänotyps der Slon-Mutanten
	Degradation von Cellulose durch Slon1-5

	Bestimmung der relativen Expression der lon-Gene von S. cellulosumSo ce56

	Identifizierung potenzieller Substrate von Lon1 und Lon2 aus S. cellulosum So ce56
	Präparation von Proteinfraktionen von Slon1 und Slon2 mit nachfolgender MALDI-TOF-Analyse
	Heparinsäule zur Konzentrierung bzw. Isolierung DNA-bindender Proteine
	Verifizierung des Ergebnisses der MALDI-TOF-Analyse


	PII (GlnB) in S. cellulosumSo ce56
	Die glnB-Region im Genom von S. cellulosumSo ce56
	Effekt verschiedener Kohlenstoffquellen auf die GlnB-Akkumulation
	Modifikation des PII-Proteins aus So ce56 durch Phosphorylierung
	Auswirkung der Stickstofflimitierung auf das Wachstum von So ce56 und Slon2

	In Slon2 ist nur die phosphorylierte PII-Form detektierbar
	Nutzung von unterschiedlichen Stickstoffquellen

	Glutaminsynthetase-Test
	Überexpression von Lon2

	Diskussion
	Morphologische Differenzierung
	Einfluss von asgA auf die Differenzierung in S. cellulosum So ce56
	Konstruktion von SasgA 
	Phänotypische Charakterisierung von SasgA 
	Regulation des asgA-Gens in So ce56


	Einfluss der Lon-Proteasen auf die Regulation des Metabolismus von S. cellulosum So ce56
	Phänotypische Charakterisierung der lon1-5-Mutanten von So ce56
	Regulation der lon-Expression in So ce56

	Spezifische Substrate der Proteasen Lon1 und Lon2 und deren Rolle im Stickstoffmetabolismus
	PII (GlnB) in So ce56
	Phosphorylierung des PII-Proteins in So ce56
	Stickstoffregulation in E. coli und So ce56
	Erhöhte Glutaminsynthetaseaktivität in Slon1und Slon2 unter Stickstofflimitierung
	NtcA: ein weiteres potenzielles Substrat der Lon2-Protease?
	Einfluss von Lon1 und Lon2 auf die Stickstoffregulation in S. cellulosum So ce56

	Überexpression von Lon2


	Ausblick
	Zusammenfassung
	Abkürzungsverzeichnis
	Veröffentlichungen und Beiträge
	Danksagung

