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1 Zusammenfassung

Die am haufigsten vorkommende Fortbewegung bei Bakterien ist die durch Flagellen vermittelte
Motilitat. Flagellen sind Multiproteinkomplexe, deren Grundaufbau zwischen Bakterienarten sehr
konserviert ist. Diese bestehen aus den drei strukturellen Einheiten: Basalkorper, Haken und Filament.
Die Positionierung, Anzahl und Zusammenbau der Flagellen erfordert eine komplexe raumliche-zeitliche
Kontrolle. In vielen polar flagellierten o-Proteobakterien liegen der Expression, Produktion und dem
Aufbau des Flagellums eine vierstufige Transkriptionshierarchie zugrunde. Die transkriptionellen
Hierarchien werden durch mehrere Regulatoren vermittelt. Allerdings zeigten bisherige Untersuchungen
von in silico- und Promotoranalysen eine abweichende Regulation in Shewanella oneidensis.

In dieser Arbeit wurde die Regulation der Flagellengene in dem monopolar flagellierten Shewanella
putrefaciens als allgemeiner Modellorganismus durch den RpoN (G5%4)-abhangigen Hauptregulator FIrA
und Sigmafaktor FliA ((28) auf mRNA- und Proteinlevel untersucht. Der Hauptregulator FIrA und RpoN
aktivieren die Transkription der Basalkorper-Bausteine und des Flagellen-spezifischen Typ-IlI-
Sekretionssystems. Bemerkenswert ist, dass nur wenige der friih benétigten Flagellenkomponenten auf
Proteinebene reguliert sind, wahrend die meisten auch in Abwesenheit der Hauptregulatoren in
normalen Mengen vorhanden sind. Mit Hilfe von Promotoranalysen konnten (17°-abhangige Promotoren
identifiziert werden, die die konstitutive Expression einiger frihen Gene des Basalkdrpers und der
Regulatoren SRP-ahnliche GTPase FlhF, MinD-ahnliche ATPase FIhG und FliA ermdglichen. Dies
deutet drauf hin, dass fur den Aufbau der Flagelle nur wenige Schlisselkomponenten auf
Transkriptions- als auch auf Proteinebene streng kontrolliert werden.

In vielen Bakterienarten ist die MinD-ahnliche ATPase FIhG ein zentraler Faktor fir die numerische
Kontrolle der Flagellen. Die Deletion von flhG in polar flagellierten Bakterien fihrt zu einer polaren
Hyperflagellierung. Wir fanden heraus, dass ein konstantes Level an FIhG durch die G7%-abhangigen
Promotoren fur die monopolare Flagellierung in S. putrefaciens essenziell ist. Der genaue molekulare
Mechanismus von FIhG war nicht verstanden und wurde mit biochemischen Analysen und
entsprechenden Mutationsstammen in S. putrefaciens untersucht. FIhG teilt die gleiche Bindungsstelle
fur die Interaktion mit dem C-Ring-Protein FliM und dem Hauptregulator FIrA. Das FIhG-Monomer wird
von FliM an den Zellpol transportiert und nur das ATP-gebundene FIhG-Dimer ist in der Lage mit FIrA
zu interagieren. Die Bindung von FIhG an FIrA fihrt zur Hemmung der FIrA-abhéngigen Genexpression
und durch diese negative Riuckkopplung werden keine weiteren Flagellen produziert. Die Bindung von
FIrA an FIhG stimuliert die ATPase-Aktivitat, das zur Hydolyse von ATP sowie der Dissoziation des
FIhG-Dimers fuhrt und die Produktion eines polaren Flagellums starten kann. Bei Mutationen, die einen
Einfluss auf das FIhG-Monomer haben, kann eine polare Hyperflagellierungen beobachtet werden.
Uberraschenderweise &ndert sich der Phanotyp zu einer lber den ganzen Zellkrper verteilten
Hyperflagellierung, die einer peritrichen Flagellierung ahnelt, wenn Mutationen eingebracht wurden, die
eine Rolle bei dem FIhG-Dimer spielen. Die delokalisierte Hyperflagellierung kommt vermutlich durch
einen bisher unbekannten Faktor zustande, der die Flagellenassemblierung und Zellteilung synchroni-
sieren konnte. Mogliche Faktoren wie MinD, eine Komponente des Min-Systems zur Zellteilung, zeigten
allerdings keinen Einfluss auf FIhG als auch auf die Flagellenassemblierung.

Der Transport von FIhG an den Zellpol sowie die anschlieBende Hemmung der FIrA Transkriptions-
aktivitat findet wahrscheinlich kontinuierlich statt. Daher wurden ebenfalls Transkriptionsaktivatoren
bzw. -repressoren fur den Promotor des Hauptregulators flrA versucht zu identifizieren, da diese das
Gleichgewicht zwischen FIrA und FIhG verandern kénnten und die Produktion des Flagellums induziert.
Allerdings wurden Anderungen der flrA Promotoraktivitat durch z. B. dem Zwei-Komponenten Trans-
kriptionsregulator ArcA ermittelt, aber diese hatten keinen Einfluss auf die Flagellenassemblierung.

Die erzielten Ergebnisse zeigen, dass nicht nur die zellulare Kopienzahl von FIhG, sondern auch seine
subzellulare Lokalisierung entscheidend fir seine Funktion bei der numerischen Regulation der
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Flagellen ist. Dies zeigt eine weitere Ebene der regulatorischen Komplexitat, die der raumlich-
numerischen Regulation der Biosynthese von Flagellen zugrunde liegt und deutet darauf hin, dass der
Zusammenbau der Flagellen durch die Transkription sowie Produktion der ersten Flagellenbausteine
reguliert wird.
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2 Abstract

The most common locomotion among bacteria is flagella-mediated motility. Flagella are multiprotein
complexes whose underlying structure is highly conserved among bacterial species. They consist of the
three structural units: basal body, hook and filament. The positioning, number and assembly of flagella
requires complex spatiotemporal control. In many polar flagellated o-proteobacteria, a four-class
transcriptional hierarchy underlies the expression, production, and assembly of the flagellum. The
transcriptional hierarchies are mediated by multiple regulators. However, previous studies of in silico
and promoter analyses revealed divergent regulation in Shewanella oneidensis.

In this work, the regulation of flagellar genes in the monopolar flagellated Shewanella putrefaciens was
investigated as a general model organism by the RpoN ({%4)-dependent master regulator FIrA and sigma
factor FliA (G028) at the mRNA and protein levels. FIrA and RpoN activate transcription of the genes
coding for the basal body building blocks and the flagella-specific type Ill secretion system. Remarkably,
few of the early required flagellar components are regulated at the protein level, whereas most are
present at normal levels in the absence of the master regulators. Promoter analysis identified 7°-
dependent promoters that enable constitutive expression of some early basal body genes and the
regulators SRP-like GTPase FIhF, MinD-like ATPase FIhG, and FIliA. This suggests that for the
assembly of the flagellum, only a few key components are tightly controlled at the transcriptional level
as well as at the protein level.

In many bacterial species, the MinD-like ATPase FIhG is a central factor in the numerical control of
flagella. Deletion of flhG in polar flagellated bacteria leads to polar hyperflagellation. We found that a
constant level of FIhG through the (7°-dependent promoters is essential for monopolar flagellation in
S. putrefaciens. The exact molecular mechanism of FIhG was not understood and was investigated with
biochemical analyses and corresponding mutation strains in S. putrefaciens. FIhG shares the same
binding site for interaction with the C-ring protein FliM and the master regulator FIrA. The FIhG monomer
is transported to the cell pole by FliM and only the ATP-bound FIhG dimer is able to interact with FIrA.
Binding of FIhG to FIrA leads to inhibition of FIrA-dependent gene expression, and this negative
feedback leads to cessation of flagella production. Binding of FIrA to FIhG stimulates ATPase activity,
which causes the hydrolysis of ATP as well as the dissociation of the FIhG dimer and can start the
production of a polar flagellum. Polar hyperflagellation can be observed with mutations that have an
effect on the FIhG monomer. Surprisingly, the phenotype changes to hyperflagellation distributed over
the cell body, resembling peritrichous flagellation, when mutations that play a role in the FIhG dimer
were introduced. The delocalized hyperflagellation likely results from a previously unknown factor that
may synchronize flagellar assembly and cell division. However, possible factors such as MinD, a
component of the Min system for cell division, showed no effect on FIhG as well as on flagellar assembly.

Transport of FInG to the cell pole and subsequent inhibition of FIrA transcriptional activity probably
occurs continuously. Therefore, attempts were made to identify transcriptional activators or repressors
for the promoter of flrA, as they could alter the equilibrium between FIrA and FIhG and induce the
production of the flagellum. However, changes in flrA promoter activity by, for example, the two-
component transcriptional regulator ArcA were determined, but these did not affect the flagellar
assembly.

The obtained results indicate that not only the cellular copy number of FIhG, but also its subcellular
localization, is crucial for its function in the numerical regulation of flagella. This reveals another level of
regulatory complexity underlying the spatial numerical regulation of flagellar biosynthesis and suggests
that flagellar assembly is regulated by transcription as well as by production of the first flagellar building
blocks.
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3 Einleitung

Antonie van Leeuwenhoek entdeckte im Jahr 1683 zum ersten Mal Bakterien und beobachtete bei
diesen eine Bewegung (Leewenhoeck 1684). Ein Merkmal des Lebens ist die Eigenschaft der aktiven
Bewegung von Organismen. Die aktive Bewegung spielt eine ausschlaggebende Rolle in der
Uberlebensfahigkeit von Lebewesen, da sie sich mit Nahrstoffen versorgen, aber auch Toxinen und
Fressfeinden entkommen missen (Wadhwa und Berg 2021). Um bei diesen variierenden Umgebungs-
bedingungen Uberleben zu kénnen, wird die Genexpression u. a. fiir die bakterielle Bewegung
entsprechend der externen Stimuli reguliert (Soutourina und Bertin 2003).

3.1 Motilitat von Bakterien

Bislang sind bei Prokaryoten drei Gibergeordnete Arten der aktiven Bewegung beschrieben, die zur Fort-
bewegung in Flussigkeiten oder auf Oberflachen dienen (Wadhwa und Berg 2021). Eine héaufig
verbreitete Oberflachen-assoziierte Bewegung ist das Twitching, welches durch den Typ-IV-Pilus
vermittelt wird. Durch das sequentielle verlangern, anheften und verkirzen des Typ-IV-Pilus bewegen
sich viele Bakterien wie z. B. Myxococcus xanthus oder Pseudomonas aeruginosa tber Oberflachen
(Bradley 1980; Skerker und Berg 2001; Jin et al. 2011; Wadhwa und Berg 2021). M. xanthus ist in der
Lage neben der Typ-IV-Pili vermittelten Bewegung auch eine weitere Art der Oberflachen-assoziierten
Fortbewegung zu verwenden. Diese Bewegung ohne das Antreiben durch einen Pili oder einer Flagelle
wird als Gleiten bezeichnet. Beim Gleiten heften sich Proteinkomplexe, welche am vorderen Zellpol
sitzen, an die Substratoberflache an und wandern dann zum hinteren Zellpol. Durch die Bewegung des
Proteinkomplexes schiebt sich das Bakterium nach vorne (Spormann 1999; Wadhwa und Berg 2021).
Eine weitere Fortbewegungsart ist das Schwarmen. Schwarmen bezeichnet die schnelle Bewegung in
Gruppen Uber Oberflachen und wurde bei vielen Bakterienspezies wie Escherichia, Pseudomonas und
Vibrio beschrieben. Diese Art der Motilitat ist bei flagellierten Bakterien auf feuchten, nahrstoffreichen
Oberflachen zu beobachten. Die Differenzierung zu einer Schwarmerzelle flhrt zu einer Elongation der
Zelllange und/oder vermehrten Bildung von Flagellen (Fraser und Hughes 1999; Wadhwa und Berg
2021). Die am besten untersuchte Fortbewegungsart bei Prokaryoten ist das Schwimmen mit Hilfe eines
rotierenden korkenzieher-férmigen Zellanhangsels, der bakteriellen Flagelle.

3.2 Bakterielle Flagelle
Flagellen kommen bei mehr als 80 % der bekannten Bakterienspezies vor (Soutourina und Bertin 2003)
und gehdrt zu den komplexesten Proteinstrukturen bei Bakterien. Neben der Fortbewegung spielt der
Flagellenapparat auch eine wichtige Rolle beim Wechsel des planktonischen zu einer sessilen Lebens-
weise, die auch als Biofilm bezeichnet wird (Pratt und Kolter 1998). Fur die Wahrnehmung von Ober-
flachen kdnnen Flagellen auch als Mechanosensoren dienen (Belas 2014).

Der Grundaufbau von Flagellen ist zwischen Bakterienarten sehr konserviert (Terashima et al. 2017).
Alle im Folgenden angegebenen Anzahlen an Proteineinheiten stammen von neuen Aufnahmen mittels
Kryo-Elektronenmikroskopie des Salmonella Flagellenmotors aus den Verdéffentlichungen von Johnson
et al. (2020), Deme et al. (2020), Kuhlen et al. (2020), Johnson et al. (2021), Hu et al. (2021) und Tan
et al. (2021). Flagellen werden von drei strukturellen Hauptkomponenten aufgebaut: dem Basalkorper,
Haken und Filament (Abb. 1). Der Basalkérper mit einem maximalen Durchmesser von ca. 50 nm ist
der komplexeste Teil der Flagelle (Nord und Pedaci 2020). Dieser besteht bei Gram-negativen Bakterien
im Wesentlichen aus folgenden Strukturen: C (cytoplasmic)-Ring, MS (membrane/ supramembrane)-
Ring, P (peptidoglycan)-Ring, L (lipopolysaccharide)-Ring sowie einem Stab (Minamino und Imada
2015). In der Zytoplasmamembran ist der MS-Ring lokalisiert, der aus 34 FliF-Proteinen mit unter-
schiedlichen Symmetrien zu einer Ringstruktur aufgebaut ist (Johnson et al. 2020). Der MS-Ring ist in
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einer 1:1 Stéchiometrie mit dem zytoplasmatischen C-Ring verbunden, der sich aus FIliG, FliM und FIiN
in einer Stochiometrie von 1:1:3 aufbaut (Hu et al. 2021). Der C-Ring spielt eine wichtige Rolle bei der
Erzeugung des Drehmoments sowie bei dem Wechsel der Rotation zwischen im Uhrzeigersinn und
gegen den Uhrzeigersinn (Yamaguchi et al. 1986; Sockett et al. 1992; Nord und Pedaci 2020). Der Stab
setzt sich aus den proximal liegenden 6 FliE-, 5 FIgB-, 6 FIgC- und 5 FlgF-Proteinen sowie dem distalen
Stabchenprotein FIgG mit 24-26 Kopien zusammen (Tan et al. 2021; Johnson et al. 2021). Die je
26 Proteine FIgH und FIgl assemblieren um den Stab und bilden die L- und P-Ringe (Karlinsey et al.
1997; Tan et al. 2021; Johnson et al. 2021). Diese Ringe Uben elektrostatische Krafte aus, um die
Drehung des Stabes zu unterstiitzen (Tan et al. 2021). Allerdings sind die LP-Ringe nur bei Gram-
negativen und nicht bei Gram-positiven Bakterien vorhanden (Kubori et al. 1997). Alle weiteren
Flagellenproteine, die Uber die Zellmembran transportiert werden mussen, nutzen das Flagellen-
spezifische Typ-lll-Sekretionssystem (fT3SS). Das fT3SS bendtigt sieben Membranproteine (FlhAg,
FIhB1, FliFz4, FliO, FliPs, FliQs und FliR1), welche sich im Innern des Basalkdrpers befinden. Der
ATPase-Komplex des fT3SSs mit den zytoplasmatischen Proteinen Flils, FliHi2 und FliJ1 sorgt fur eine
effiziente Sekretion der ungefalteten bzw. teilweise ungefalteten Proteine (Minamino und Macnab 1999;
Chevance und Hughes 2008; Kinoshita et al. 2021).

. Filament
Filament (FlaAB)

Haken

H-Ring
(FIgTO)

Basalkorper

Stator
(PomAB)

C-Ring
(FiIGMN)

fT3SS
(FIhAB, FliIHIJPQR)

Abb. 1: Aufbau der bakteriellen Flagelle. Schematische Darstellung der Flagellenstruktur anhand einer
Aufnahme mittels Kryo-Elektronentomographie von Shewanella putrefaciens. CM: Zellmembran; PG:
Peptidoglykan; OM: &uRere Membran; fT3SS: Flagellen-spezifische Typ-IlI-Sekretionssystem. Die Abbildung ist
modifiziert aus Kuhn et al. (2018) und Pecina et al. (2021).

Der flexible Haken ist aus mindestens 120 Monomeren des Hakenproteins FIQE aufgebaut (Chevance
und Hughes 2008). Das Filament besteht aus mindestens 20.000 Proteinen, welche als Flagelline
bezeichnet werden. Einige Bakterienspezies wie Pseudomonas besitzen nur ein Flagellin (FIiC;
Bouteiller et al. 2021), aber andere Spezies wie Vibrio weisen 5-6 verschiedene Flagelline (FlaABCDE)
in ihrem Filament auf (Echazarreta und Klose 2019). Das Filament kann mit einer Lange von 5-20 pm
die Zelllange mehrfach tUberschreiten (Doetsch und Sjoblad 1980; Hu et al. 2021). Allerdings mit einem
Durchmesser von 20 nm sind die Filamente zu dinn, um mit einem Lichtmikroskop wahrgenommen
werden zu kdnnen (Yonekura et al. 2003; Wadhwa und Berg 2021).

Das Drehmoment der Flagelle wird Uber einen Protonen- oder Kationengradienten durch Stator-
komplexe erzeugt, die in einer variablen Anzahl um den MS-Ring angeordnet sind. Zwei Typen an
Statoren werden unterschieden: die H*-abhangigen aus den zwei Transmembranproteinen MotA und
MotB sowie die Na*-abhéngigen Statoren aus PomA und PomB (Manson et al. 1977; Wadhwa und Berg
2021; Hu et al. 2021). Die Statorkomplexe PomAsB: liegen inaktiv und frei diffundierend in der Membran
vor und tauschen bereits aktive Statoren am Flagellenmotor aus. Die Interaktion von PomA und dem C-
Ring Protein FliG induziert eine Konformationséanderung der Statoreinheit, welche ein nach innen
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gerichteten lonenfluss generiert. Die Energie des lonenflusses wird in Rotationsenergie umgewandelt
und somit das Drehmoment des Rotors erzeugt (Berg 2003; Paulick et al. 2015; Ito et al. 2021). Das
Drehmoment wird vom C-Ring Uber den MS-Ring, Stab, Haken an das Filament weitergegeben (Berg
1995). Einige Bakterienspezies, wie Vibrio besitzen bei Na*-angetriebenen Motoren zusatzliche
Flagellenkomponenten, die T- und H-Ringe, welche die LP-Ringe umgeben. Fur das Durchdringen der
auReren Membran wahrend dem Flagellenaufbau ist vermutlich der H-Ring zusténdig, der aus den
Proteinen FIgT und FIgO aufgebaut ist (Zhu et al. 2018). Der T-Ring besteht aus den Proteinen MotX
und MotY (Zhu et al. 2017), die den Statorkomplex MotAB stabilisieren (Terashima et al. 2006). Der
Flagellenmotor von Vibrio alginolyticus besitzt TH-Ringe und kann eine maximale Geschwindigkeit von
1700 Umdrehungen pro Sekunde generieren (Magariyama et al. 1994). Im Vergleich besitzen
Flagellenmotoren von z. B. Escherichia coli, die keine TH-Ringe aufweisen, eine maximale Rotations-
geschwindigkeit von 270 Umdrehungen pro Sekunde (Kudo et al. 1990). Eine wesentlich héhere
Rotationsgeschwindigkeit kdnnen Flagellenmotoren mit TH-Ringen aufbauen (Terashima et al. 2017).

Der Rotor und Stator im Flagellenmotor sind variabel in der Struktur als auch Stéchiometrie (Nord und
Pedaci 2020). Bei einem hohen Rotationswiderstand werden mehr Statoreinheiten an den Motor
rekrutiert (Lele et al. 2013; Nord und Pedaci 2020). Nicht nur bei den Statoren ist ein Austausch zu
beobachten, sondern auch bei den C-Ring Proteinen FliM und FIiN (Delalez et al. 2010; Nord und Pedaci
2020). Die Dynamik des FIiIMN-Austauschs hangt von der Drehrichtung des Motors ab (Lele et al. 2012;
Nord und Pedaci 2020). Die genaue Anzahl von FIiIMN-Einheiten ist bisher unklar. Bisherige Analysen
zeigen aber, dass immer mehr Kopien bei einer Rotation im Uhrzeigersinn als gegen den Uhrzeigersinn
vorhanden sind (Lele et al. 2012; Armitage und Berry 2020). Die dritte C-Ring Komponente FIliG zeigt
dagegen keinen Austausch der Proteine und bildet sozusagen einen festen inneren Kern mit den
wechselnden aulReren Komponenten FliMN. Der Austausch von FliM und FIliN findet vermutlich in einer
Stéchiometrie von 1:3 statt (Armitage und Berry 2020). Die Dissoziation der FliMNs-Untereinheiten wird
durch die Bindung der phosphorylierten Chemotaxiskomponente CheY induziert und die
Rotationsrichtung des Flagellenmotors wechselt (Yuan und Berg 2013; Nord und Pedaci 2020). Das
Chemotaxissystem kann Umwelteinflisse wahrnehmen und reguliert daraufhin die Motorfunktion der
Flagelle (Sourjik und Wingreen 2012).

3.2.1 Assemblierung eines Flagellums

Der erste Schritt bei dem Aufbau eines Flagellums ist die Bestimmung des Assemblierungsortes. Die
Lokalisierung eines Flagellums kann entweder zuféllig durch Diffusion oder mit Hilfe von landmark
Proteinen erfolgen (Schuhmacher et al. 2015b). In V. cholerae ist eines der ersten Proteine am
Assemblierungsort das MS-Ring Protein FliF, das von dem landmark Protein signal recognition particle
(SRP)-adhnliche GTPase FIhF an den Zellpol rekrutiert wird (Green et al. 2009; Pandza et al. 2000).
Wohingegen bei dem peritrich flagellierten E. coli zuerst die Oligomerisierung des fT3SS Proteins FIhA
eingeleitet und anschlieRend FliF rekrutiert wird (Li und Sourjik 2011; Morimoto et al. 2014). Der MS-
Ring dient als Gerust fir FliG, FliM und FIiN, die den C-Ring bilden und gleichzeitig wird auch das fT3SS
aufgebaut.

Die Membrankomponenten des fT3SS sowie die der L- und P-Ringe werden mit Hilfe des Sec-Systems
Uber die Zytoplasmamembran sekretiert (Chevance und Hughes 2008). Die zytoplasmatischen
membranassoziierten Teile und der Stab bilden zusammen eine Pore, die durch die gesamte Zellhille
reicht. Sie ermdglicht die Sekretion und Zusammenbau der FIgE-Einheiten zum Haken sowie weiteren
hakenassoziierten Komponenten (Cohen und Hughes 2014; Diepold und Armitage 2015). Die Lange
des flexibel gebogenen Hakens wird von FIliK kontrolliert (Hirano et al. 1994; Chevance und Hughes
2008). Nach Erreichen der Hakenlange von ca. 55 nm ist das fT3SS Protein FIhB bei der Umschaltung
der Spezifitdt der Sekretionskomponenten zustandig (Williams et al. 1996; Kutsukake et al. 1994).
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Ebenso wird bei bestimmter Hakenlange die Hakenkappe FlgD abgeworfen und durch die Verbindungs-
proteine FIgK und FIgL ersetzt. FIgKL verbinden den flexiblen Haken und die starre Filamentstruktur
(Homma et al. 1990; Chevance und Hughes 2008). Die Flagellinmonomere binden an das Flagellin-
spezifische Chaperon und der Export erfolgt Giber das fT3SS (Auvray et al. 2001). Mit Hilfe des distal
liegenden Filamentkappenproteins FliD wird die Polymerisation der Flagelline an der Spitze ermdglicht
(Ikeda et al. 1985).

Einige Flagellenstrukturen wie der MS-Ring, C-Ring, Haken sowie das Filament sind zur Selbst-
assemblierung fahig (Macnab 2004). Allerdings muss bei so einem grof3en Proteinkomplex die
Assemblierung, als auch die Genexpression reguliert sein, um einen sequenziellen und korrekten
Aufbau zu gewahrleisten. Fir die Produktion von Flagellenkomponenten verbraucht E. coli in etwa 2 %
der fur die Biosynthese bereitgestellten Zellenergie (Martinez-Garcia et al. 2014).

3.2.2 Transkriptionelle hierarchische Regulierung

Bei polar flagellierten Bakterien sind in etwa 60 Gene in der Produktion eines funktionalen Flagellums
involviert (Bouteiller et al. 2021). Die Anzahl der einzelnen Flagellenproteine variieren von wenigen bis
zu mehreren zehntausend Exemplaren (Morimoto und Minamino 2021). Um eine korrekte
Assemblierung des Flagellums gewahrleisten zu koénnen, muss eine strenge Regulation der
Transkription als auch des Zusammenbaus vorliegen. Die Regulation der Transkription ist in einer
Hierarchie organisiert, dass die Flagellenkomponenten erst dann produziert werden, wenn die
vorangegangene Zwischenstufe abgeschlossen ist (McCarter 2006). Die Gene, die den Aufbau und die
Funktion der Flagelle gewdhrleisten, sind in mehreren Operons angeordnet. Die transkriptionelle
hierarchische Regulation zur Flagellenassemblierung ist bei E. coli und Salmonella typhimurium am
besten untersucht (McCarter 2006).

Die meisten Bakterien mit lateralen/peritrichen Flagellen wie E. coli und S. typhimurium regulieren ihre
Flagellengene uber eine dreistufige Hierarchie, die auf verschiedenen Promotoren und Regulatoren
beruht (Bouteiller et al. 2021). Die Gene der Klasse | sind die Flagellenhauptregulatoren flnDC. Die
Expression von flhDC ist abhingig von dem housekeeping-Faktor 070 sowie einige weitere
Transkriptionsregulatoren, die in der ca. 200 bp langen Promotorregion des flnDC-Operons eine Binde-
stelle aufweisen und auf die Transkription bei entsprechenden Umweltreizen Einfluss nehmen. FIhD4C:
interagiert mit dem RNA-(7°-Holokomplex und aktiviert als Komplex die Expression der Klasse |l Gene
(Osterman et al. 2015). Die Klasse Il Gene codieren strukturelle Komponenten des Basalkérpers, der
Ringe, Haken und weitere Regulatoren. Zu den wichtigsten Regulatoren der Klasse || Gene gehéren
der alternative Sigmafaktor fliA ((28) und der Anti-Sigmafaktor flgM. FliA und FIgM liegen solange als
inaktiver Komplex im Zytoplasma vor (Sorenson et al. 2004; Osterman et al. 2015), bis der Haken
assembliert ist und der Anti-Sigmafaktor FIgM Uber das fT3SS exportiert werden kann. Der freie
Sigmafaktor FliA aktiviert durch die Bindung der RNA-Polymerase die Expression der Klasse 11l Gene,
die fur die spéaten Bestandteile der Flagelle codieren. Zu diesen Komponenten gehdren das Filament,
die Statorproteine und Proteine des Chemotaxissystems (Osterman et al. 2015; Bouteiller et al. 2021).
Bei den Klasse Il Genen werden weitere Regulatoren FliZ und FIiT exprimiert. FliZ aktiviert die FIhDC-
abhéangige Genexpression der Klasse 1l Gene und hemmt indirekt den FIhDC-Abbau durch die Protease
ClpXP. Als negativer Feedback der FIhDC-abhéngigen Transkription dient das Chaperon FIiT, das mit
FIhD4C: interagiert und die Genexpression reprimiert (Kutsukake et al. 1999; Bouteiller et al. 2021).

Polar flagellierte Bakterien der o-Proteobakterien wie die Spezies von Pseudomonas und Vibrio
kontrollieren die Genexpression Uber eine vierstufige Transkriptionshierarchie (Abb. 2). Bei dieser
vierstufigen Regulation wird ein weiterer Kontrollpunkt der Assemblierung nach der Montage des Stabes
eingebaut (Dasgupta et al. 2003; McCarter 2006). Die Regulatoren der nachfolgenden Transkriptions-
stufe werden meist in der vorhergehenden Klasse exprimiert. In der Klasse | werden die RpoN (054)-
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abhangigen Hauptregulatoren FleQ in Pseudomonas und sein Homolog flagellar regulatory protein A
(FIrA) in Vibrio produziert. FleQ/FIrA aktivieren die Transkription von den ersten Komponenten des
Basalkorpers und weitere Regulatoren (fleSR/flrBC und fliA). Die Zwei-Komponentensysteme FleSR in
Pseudomonas und FIrBC in Vibrio sind fur die Genexpression der Klasse Il Gene essenziell. Die
zytoplasmatische Sensorkinase FleS/FIrB registriert intrazellulare Signale, induziert die eigene
Phosphorylierung und Ubertrégt das Phosphat an den Response-Regulator FleR/FIrC. AnschlieRend
aktiviert der RpoN-abhangige phosphorylierte Response-Regulator FleR/FIrC die Expression der Klasse
Il Gene, die fur den Basalkorper, Haken und Nebenflagellin codieren. In V. cholerae wurde ein FIrA-
und RpoN-unabhangiges Membranprotein FIrD identifiziert, das vermutlich mit dem FIrBC-Komplex
interagiert, um die Transkription der Gene von den Klassen Il und IV zu aktivieren (Moisi et al. 2009).
Nach Assemblierung des Hakens kann der Anti-Sigmafaktor FIgM sekretiert werden und der
Sigmafaktor FliA ((28) liegt frei im Zytoplasma vor. FliA ist fiir die Transkription der spaten Flagellengene
der Klasse IV zustandig. Zu diesen spaten Genen gehoéren die Motorkomponenten und Flagelline
(Soutourina und Bertin 2003; Dasgupta et al. 2003; Bouteiller et al. 2021).

Klasse | Klasse I Klasse Il Klasse IV
570 FIrA FIrC FIiA
RpoN RpoN
firA ——>  frBC _ flaA T flaB
flhA flalG flaD
flnFG T flgBCDEFG flaE
AIEFGHIJ figHlJ Fight flgM
fliA (028) FIrD flgkL sekretiert figN
flgOPT motAB
flnB motX
fliDS
lIKLMNOPQ
motY
Haupt- —>  fr3ss e Basalkorper S Flagelline
regulator MS-Ring Haken Motor
C-Ring Nebenflagellin Regulator

Regulatoren

Abb. 2: Vierstufige transkriptionelle Hierarchie der Flagellenassemblierung bei Vibrio cholerae. Ubersicht
der hierarchischen Regulation fur die Flagellenassemblierung. Oben sind die entsprechenden Sigma- und
Transkriptionsfaktoren fiir die jeweilige Klasse gekennzeichnet. In der Mitte sind die regulierten Gene und unten
die produzierten Flagellenstrukturen aufgelistet. Die Regulatoren FIrA, FIrBC, FIiA und FIgM sind fett markiert.
Beschreibung der Regulation siehe Text. Die Abbildung ist modifiziert aus McCarter (2006), Moisi et al. (2009) und
Echazarreta und Klose (2019).

Die transkriptionelle Regulation der Flagellenassemblierung des polar flagellierten Caulobacter
crescentus unterscheidet sich von den bisher beschriebenen Regulationen. Die Expression der friihen
Flagellengene ist abhangig von der Phosphorylierung des Zellzyklusregulators CtrA und somit eng mit
der Steuerung des Zellzyklus verbunden. Die transkriptionelle Hierarchie ist bei C. crescentus in vier
Klassen aufgebaut. CtrA aktiviert die (73-abhangige Transkription der Klasse Il Gene, die fir friihe
Komponenten des Basalkdrpers wie dem MS-Ring sowie fT3SS und weitere Regulatoren (rpoN, flbD)
codieren. Der Regulator FIbD und RpoN ((54) aktivieren die Transkription der nachsten Flagellengene,
die fur weitere Bestandteile des Basalkdrpers als auch fur die Hakenstruktur codieren. Nach
Assemblierung des Basalkorpers und Hakens werden von FIbD und RpoN die drei Flagellin-
Untereinheiten der Klasse 1V exprimiert (Wu und Newton 1997; Soutourina und Bertin 2003).
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3.3 Diversitat von Flagellierungsmuster

Der Flagellenaufbau ist sehr konserviert, aber das Erscheinungsbild der Flagellen hinsichtlich ihrer
genauen Position sowie definierten Anzahl ist charakteristisch fur jede Bakterienspezies (Schuhmacher
et al. 2015b). Im Jahr 2005 waren schon Uber 30.000 Bakterienarten beschrieben, die in Reinkultur
gehalten sowie deren Physiologie untersucht wurden (Dykhuizen 2005). Allerdings sind im Gegensatz
zu so vielen Bakterien nur wenige Flagellierungsmuster bekannt. Die Lokalisation von Flagellen kann
sich auf den Zellpol bzw. die Zellpole begrenzen oder Uber die laterale Seite des Zellkérpers verteilen
(Abb. 3; Schuhmacher et al. 2015b). Die Anzahl der Flagellen variiert von eins bei V. cholerae, tber 25
bei Bacillus subtilis bis hin zu sehr vielen bei schwarmenden Zellen (Shinoda und Okamoto 1977;
Schuhmacher et al. 2015b). Eine Ubersicht der bekannten Flagellierungsmuster und entsprechende
Beispiele an Bakterien ist in Abb. 3 dargestellt. Eines der am haufigsten vorkommenden Muster ist die
monotriche Flagellierung, bei den Bakterien wie Pseudomonas aeruginosa, Schwanella oneidensis,
Caulobacter cresentus, aber auch Vibrio cholerae, die eine polare Flagelle zahlen. Viele polare Flagellen
zeigen Pseudomonas putida und Helicobacter pylori bei einer lophotrichen Flagellierung.
Campylobacter jejuni weist je eine Flagelle an beiden Zellpolen auf. Laterale Flagellierungsmuster bei
den die Geil3eln Uber den ganzen Zellkdrper verteilt sind, besitzen z. B. E. coli und Bacillus subtilis
(Schuhmacher et al. 2015b). Rhodobacter sphaeroides weist eine medial angeordnete Flagelle auf
(Armitage und Macnab 1987; Schuhmacher et al. 2015b).

monotrich lophotrich amphitrich

S
° . .
o Pseudomonas aeruginosa Pseudomonas putida Campylobacter jejuni

Shewanella oneidensis Helicobacter pylori

Caulobacter cresentus

Vibrio cholerae
peritrich medial
: @: Q\\
B
[
)
©
-
Salmonella thyphimurium Rhodobacter sphaeroides

Escherichia coli
Bacillus subtilis

Abb. 3: Bakterienspezies unterscheiden sich in ihren Flagellenmustern. Die polare und laterale Position als
auch die Anzahl von einer bis sehr viele Flagellen variiert bei Bakterien. Die polaren Flagellierungen monotrich,
lophotrich, amphitrich als auch die lateralen peritrich sowie medial sind mit bekannten Vertretern schematisch
dargestellt.

Einige Bakterienspezies, wie Vibrio, Aeromonas, Rhodospirillum besitzen zwei unabhéngige
Gencluster, die jeweils fur ein polares oder laterales Flagellensystem codieren. Die Ausbildung von
polaren oder lateralen Flagellen sind eine Anpassung an die entsprechenden Umweltbedingungen
(McCarter 2004; Schuhmacher et al. 2015b). Polare Flagellensysteme ermdéglichen ein besonders
schnelles schwimmen. Dagegen unterstitzen laterale Flagellen das Schwimmen in viskosen
Umgebungen als auch das Oberflachen-assoziierte schwarmen (McCarter 2001; McCarter 2004).
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3.4 Regulation der Flagellierungsmuster

Die Gram-negativen Bakterien E. coli und S. typhimurium sind peritrich flagelliert und besitzen finf bis
sechs Flagellen (Leifson 1960). Die Anzahl an Flagellen sind bei einigen Bakterien abhangig von den
Umgebungsbedingungen und Zellzyklus, da nach Oberflachenkontakt eine erhéhte Anzahl an Flagellen
zum Schwarmen produziert werden (Schuhmacher et al. 2015b; Harshey und Matsuyama 1994). Diese
Oberflachen-assoziierte Produktion von Flagellen wird allerdings nicht bei Salmonella beobachtet
(Partridge und Harshey 2013; Schuhmacher et al. 2015b). Die Positionierung der Flagellen kann tber
landmark-Proteine gesteuert werden. Bei E. coli und S. thyphimurium wurden bisher keine landmark-
Proteine identifiziert (Schuhmacher et al. 2015b). Allerdings sind bei einigen peritrich flagellierten
Bakterien landmark-Proteine bekannt. Das gram-positive Bakterium B. subtilis besitzt ca. 25 Flagellen,
die um den Zellkérper verteilt sind, aber an den Zellpolen nicht vorhanden sind. Die Anordnung der
Flagellen ist nicht zuféllig, sondern ist in einem gitterartigen Muster angeordnet. Die Positionen sowie
Anzahl der Basalkdrper werden durch die signal-recognition-particle (SRP)-ahnliche GTPase FIhF
sowie MinD-ahnliche ATPase FIhG reguliert (Guttenplan et al. 2013). Die Deletion von flhF in B. subtilis
fuhrt zu einer vermehrten Flagellenbildung an den Zellpolen (Guttenplan et al. 2013; Mukherjee und
Kearns 2014). Dagegen ist bei einer Deletion von flhG eine Reduzierung an verteilten Basalkdrpern zu
beobachten, die aber an den Positionen viele Flagellen, also sozusagen Flagellenbiischel, ausbilden
(Guttenplan et al. 2013; Schuhmacher et al. 2015b). Aber auch bei vielen polar flagellierten Bakterien
spielen die zwei Regulatoren FIhF und FIhG eine wichtige Rolle bei der Lokalisation und Anzahl von
Flagellen (Schuhmacher et al. 2015b).

Das UProteobakterium H. pylori besitzt zwei bis sechs Flagellen an einem Zellpol. Die Deletion von ylxH
(lnG Homolog) fihrt zum Verlust der Flagellen (van Amsterdam und van der Ende 2004). Dagegen
wurde FIhF mit dem fT3SS-Protein FIhA als funktionelle Aquivalente zu Hauptregulatoren in H. pylori
charakterisiert und zeigt bei deren Deletion eine Reduktion der Expression von Flagellengene (Niehus
et al. 2004; Schuhmacher et al. 2015b).

Das U-Proteobakterium C. crescentus ist ein gut untersuchter Modellorganismus fiir die Regulation des
Zellzyklus, da es eine einzigartige Lebensweise mit einer gestielten Zelle und einer polar flagellierten
Tochterzelle aufweist. Einige polare landmark-Proteine sind in C. crescentus identifiziert, die auch bei
der Flagellenassemblierung involviert sind. Eines dieser Proteine ist das Transmembranprotein TipN,
das die Position der Flagelle durch die Markierung des neuen Zellpols signalisiert (Lam et al. 2006;
Schuhmacher et al. 2015b). TipN rekrutiert ein weiteres Transmembranprotein TipF, das zyklisches
dimeres Guanosinmonophosphat (c-di-GMP) binden kann, zum Zellpol. C-di-GMP st ein wichtiger
second messenger, der viele molekulare Prozesse in der Zelle wie Biofilmbildung, Motilitat,
Zellsignalisierung und Differenzierung reguliert (Hengge 2009; Soutourina und Bertin 2003; Echazarreta
und Klose 2019). In C. crescentus variiert der c-di-GMP-Level wahrend dem Zellzyklus und steigt in der
Zellteilung beim Ubergang zur S-Phase an. Die Bindung von c-di-GMP an TipF fuhrt zur Stabilisierung
und ermdglicht die polare Lokalisierung, an dem bereits TipN vorhanden ist. TipF rekrutiert frihe
Komponenten des Basalkdrpers an den Zellpol (Davis et al. 2013; Schuhmacher et al. 2015b). Dieses
Tip-System von C. crescentus zeigt eine rAumliche und zeitliche Kontrolle der Flagellenassemblierung
zum Zellzyklus (Schuhmacher et al. 2015b).

3.4.1 Einfluss der Regulatoren FIhF und FIhG auf polar flagellierte Bakterien

Die Regulatoren FIhF und FIhG sind fir einige Bakterienspezies essenziell, um die Flagellierung
hinsichtlich der Lokalisation sowie Anzahl der Flagellen korrekt aufzubauen (Schuhmacher et al. 2015b).
Die bei vielen Bakterienspezies konservierten Flagellenregulatoren flhFG werden immer als eine
Transkriptionseinheit codiert (Bange et al. 2011; Schuhmacher et al. 2015b). Das amphitriche
Flagellierungsmuster von C. jejuni ist abhangig von FIhF und FIhG. Eine Deletion von flhF fihrt meist
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zur Abwesenheit der Flagellen oder zur Delokalisation (Balaban et al. 2009). FIhG reguliert die Anzahl
der Flagellen, allerdings spielt hierbei die ATPase-Domane von FIhG wie bei den meisten anderen
Bakterienspezies keine Rolle (Gulbronson et al. 2016). C. jejuni fehlt das Min-System, das bei der
Zellteilung bzw. Positionierung des FtsZ-Rings, eine wichtige Rolle spielt (siehe Kapitel 3.4.3). Diese
Funktion kann bei C. jejuni FIhG Gbernehmen. FIhG unterdriickt die Einleitung der Zellteilung durch FtsZ
und verhindert die Zellteilung an den Zellpolen zusammen mit Komponenten des Motors und C-Rings
(Balaban und Hendrixson 2011). Somit Ubernimmt FIhG eine wichtige Funktion in der Regulation der
Flagellenanzahl sowie bei der Zellteilung in C. jejuni.

In 9 -Proteobakterien wie Pseudomonas, Vibrio und Shewanella findet die Assemblierung der Flagelle
immer am alten Zellpol statt (Arroyo-Pérez und Ringgaard 2021). Bei diesen monopolar flagellierten
Bakterien sind die Regulatoren FIhF und FIhG an der raumlichen und zeitlichen Regulation der
Flagellenassemblierung beteiligt. Die Deletion von flhG fiihrt zu einer Hyperflagellierung (Schuhmacher
etal. 2015b; Schuhmacher et al. 2015a; Kusumoto et al. 2006; Dasgupta et al. 2000). Dagegen resultiert
die Deletion von flhF bei Spezies von Pseudomonas zu einer Delokalisation der Flagelle (Pandza et al.
2000; Arroyo-Pérez und Ringgaard 2021). Bei C. jejuni, S. putrefaciens und Vibrio sp. sind die meisten
Zellen nicht flagelliert oder bilden eine delokalisierte Flagelle in der Abwesenheit von FIhF aus (Arroyo-
Pérez und Ringgaard 2021; Rossmann et al. 2015; Balaban et al. 2009; Correa et al. 2005). Bei
V. alginolyticus und P. putida generiert eine Uberproduktion von FIhF eine Hyperflagellierung, sowie bei
vermehrter Produktion von FIhG sind die Zellen nicht mehr in der Lage eine Flagelle zu assemblieren
(Kojima et al. 2020; Pandza et al. 2000; Kusumoto et al. 2008). Die meisten Zellen von V. alginolyticus
sind ebenfalls nicht in der Lage ein Flagellum zu assemblieren oder wenige Zellen produzieren viele
laterale Flagellen, wenn beide Regulatoren FIhNFG abwesend sind (Kusumoto et al. 2008; Kojima et al.
2020).

FIhG fungiert als negativer Regulator, der die Flagellenanzahl steuert. Dagegen dient FIhF als positiver
Regulator der Flagellensynthese und kontrolliert die Positionierung der Flagelle (Schuhmacher et al.
2015b; Kojima et al. 2020). Einige Bakterienspezies besitzen die gleichen Faktoren, die das
Flagellierungsmuster regulieren, aber das resultierende Muster ist variabel. Die genauen molekularen
Mechanismen fir die FIhFG-abhéngigen Flagellierungsmuster sind bisher noch nicht bekannt
(Schuhmacher et al. 2015b).

3.4.2 Signal-Recognition-Particle dhnliche GTPase FIhF

FIhF ist eine SRP-ahnliche GTPase und zeigt eine Ahnlichkeit zum Signalsequenzprotein Ffh und dem
SRP-Rezeptor FtsY (Schuhmacher et al. 2015b). Ffh und FtsY haben eine wichtige Funktion bei der
cotranslationalen Insertion von Membranproteinen (Przemyslaw Grudnik et al. 2009; Schuhmacher et
al. 2015b). Die SRP-ahnlichen GTPasen besitzen eine konservierte NG-Doméane (Abb. 4). Die C-
terminale G-Doméne besitzt eine GTPase-Aktivitat und die N-Domaéne ist eine regulatorische Doméne
(Bange et al. 2007; Bange et al. 2011). Die ungefaltete und hauptséachlich basische N-terminale B-
Domaéne von FIhF zeigt bei Bakterienspezies die grofite Varianz in Gré3e sowie Konservierung und ist
vermutlich fur die spezifische Funktion bei den unterschiedlichen Bakterienspezies verantwortlich
(Bange et al. 2007; Kusumoto et al. 2006; Schuhmacher et al. 2015b). FIhF kann als Monomer oder als
GTP-gebundener Homodimer vorliegen. Die GTPase-Aktivitat von FIhF kann durch die MinD-&hnliche
ATPase FIhG stimuliert werden. Die Hydrolyse des gebundenen GTPs flihrt zur Dissoziation des FIhF-
Dimers (Bange et al. 2007; Bange et al. 2011; Schuhmacher et al. 2015b) .
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Abb. 4: Ubersicht der Doméanen von einigen regulatorischen Proteinen. Ubersicht der Proteine SRP-ahnliche
GTPase FIhF, MinD-ahnliche ATPase FIhG, Flagellenhauptregulator FIrA, landmark Protein HubP und das C-Ring
Protein FliM. Die entsprechenden Molekulargewichte sowie die Aminosaureldngen der Proteine sind von
Shewanella putrefaciens angegeben.

3.4.3 MinD-ahnliche ATPase FIhG

Die MinD-ahnliche ATPase FIhG ist in vielen Bakterien fiir die monopolare (Schuhmacher et al. 2015a),
lophotriche (van Amsterdam und van der Ende 2004), amphitriche (Balaban und Hendrixson 2011) und
peritriche Flagellierung essenziell. FIhG spielt bei der Flagellierung vor allem bei der Anzahl an Flagellen
eine wichtige Rolle (Schuhmacher et al. 2015b; Guttenplan et al. 2013). Neben FIhG in Vibrio- und
Shewanella-Spezies sind noch weitere Namen wie FleN in Pseudomonas und YIxH in B. subtilis sowie
H. pylori bekannt (Schuhmacher et al. 2015b).

FIhG ist ein Homolog der MinD/ParA-ahnlichen ATPase und besitzt konservierte Regionen (Abb. 4), die
an der Bindung von ATP und Magnesium, sowie an der ATP-Hydrolyse beteiligt sind (Schuhmacher et
al. 2015a; Schwan et al. 2020). Dieser konservierte Bereich ist auch fir die ATP-abhangige
Dimerisierung von FIhG verantwortlich (Abb. 5). Das ATP-gebundene FIhG-Homodimer kann Uber die
C-terminale amphipathische Helix, die auch membrane-targeting sequence (MTS) bezeichnet wird, an
Lipide bzw. der Zellmembran binden. Die Hydrolyse von ATP lasst FIhG in die Monomere dissoziieren
(Schuhmacher et al. 2015a).

Fur die MinD-ahnliche ATPase FIhG sind bisher einige Interaktionspartner beschrieben. Der N-
Terminus von FIhG, der als Aktivator Helix bezeichnet wird (Abb. 4), kann mit FIhF (siehe Kapitel 3.4.2)
interagieren. Die Aktivator-Helix mit dem konservierten DQAxXLR-Motiv von FIhG stimuliert die
GTPase-Aktivitat von FIhF, die zur Dissoziation des FlhF-Homodimers fuhrt (Bange et al. 2011).
Allerdings ist bisher unbekannt zu welchem Zeitpunkt FIhG und FIhF interagieren (Schuhmacher et al.
2015b). Ein weiterer Interaktionspartner von FIhG ist das C-Ring Protein FliM (Schuhmacher et al.
2015a), das drei Doménen aufweist (Abb. 4). Die C-Doméne von FliM zeigt eine starke Homologie zu
dem C-Ring Protein FIiN. Fir die Interaktion mit dem C-Ring Protein FIiG ist die M-Doméne
verantwortlich (Lam et al. 2013). Das konservierte N-terminale EIDAL-Motiv von FliM ist fur die
Interaktion mit FIhG essenziell. In vitro-Analysen koordiniert FIhG von Geobacillus thermodenitrificans
vermutlich die Bindung von FliM an FIliG in einer ATP- und Lipid-abh&ngigen Weise (Schuhmacher et
al. 2015a). In P. aeruginosa bindet FleN, das FIhG Homolog, an den Flagellenhauptregulator FleQ
(siehe Kapitel 3.4.4), das zu einer reduzierten FleQ-abhangigen Promotoraktivitat fiihrt (Dasgupta und
Ramphal 2001).
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Abb. 5: Modell des ATPase-Mechanismus von FIhG. Die MinD-&hnliche ATPase FIhG kann als Monomer und
ATP (T)-gebundener Homodimer vorliegen. Das FIhG-Dimer kann Uiber die membrane-targeting sequence (MTS)-
Doméne an die Zellmembran binden. Durch die ATP-Hydrolyse dissoziiert FIhG und das ADP (D) kann aus-
getauscht werden. Die Abbildung ist modifiziert aus Schuhmacher et al. (2015a).

In V. cholerae, V. parahaemolyticus und S. putrefaciens ist das polare landmark Protein HubP fur die
Rekrutierung von FIhG an den Zellpol verantwortlich (Rossmann et al. 2015; Yamaichi et al. 2012). Eine
direkte Interaktion von FIhG zu HubP wurde in V. cholerae gezeigt (Yamaichi et al. 2012). HubP spielt
nicht nur eine Rolle bei der polaren Rekrutierung von FIhG, sondern in V. cholerae auch von ParA
(Chromosomensegregation) und ParC (Chemotaxisapparat; Yamaichi et al. 2012). In P. aeruginosa ist
die FimV-Domane fir die polare Lokalisation des Typ-IV Pilis sowie eine Adenylatzyklase zur Regulation
fur die Oberflachen-assoziierte Bewegung Twitching verantwortlich (Altinoglu et al. 2019). HubP besitzt
ein N-terminales Signalpeptid, eine Peptidoglykan-bindende LysM-Doméne, zwei Transmembran-
doménen, eine zytoplasmatische Region mit Repeats, die aus vielen sauren Aminosauren bestehen,
und einer C-terminalen FimV-Doméne (Abb. 4).

FIhG ist ein strukturelles Homolog von der GTPase MinD (Schuhmacher et al. 2015a). MinD ist ein Teil
des Min-Systems, das bei der Zellteilung von stabchenférmigen Bakterien in zwei gleich grof3e Tochter-
zellen eine wichtige Rolle spielt. Das Min-System in E. coli besteht aus den drei Proteinen MinCDE.
Durch das oszilierende Min-System von Zellpol zu Zellpol wird die Positionierung des Tubulin-Homologs
FtsZ in der Teilungsebene gesteuert (Ramm et al. 2019). Der FtsZ-Ring ist an der Koordinierung der
Zellteilungsmaschinerie involviert. MinD ist eine ATPase der ParA-Familie und kann tber eine MTS-
Doméne als ATP-gebundenes Dimer an die Zytoplasmamembran binden. Das Effektorprotein MinC
bindet als Dimer an das Membran-gebundene MinD. Das ATPase aktivierende Protein MinE verdrangt
MinC und interagiert mit MinD. MinE stimuliert die ATPase-Aktivitat von MinD und die ATP-Hydrolyse
fuhrt zur Monomerisierung sowie Ablésung von der Membran. Die Oszillation wird durch MinD und MinE
angetrieben, aber MinC ist fur die korrekte Positionierung des FtsZ-Rings verantwortlich (Ramm et al.
2019; Lackner et al. 2003; Hu et al. 2002). MinC inhibiert die Assemblierung von FtsZ (Hu et al. 1999;
Ramm et al. 2019). Durch die Oszillation entsteht ein MinC Proteingradient mit maximaler Konzentration
an den Zellpolen. Die minimale MinC-Konzentration in der Zellmitte ermdglicht dort die Assemblierung
des FtsZ-Rings (Ramm et al. 2019; Meinhardt und Boer 2001).

3.4.4 FIrAT Hauptregulator fur die Transkription der Flagellengene

Einer der wichtigsten Schritte zur Regulation der Genexpression ist die Initiation der Transkription. Die
Transkription kann u. a. durch Sigmafaktoren, die eine Untereinheit der RNA-Polymerase bilden,
beeinflusst werden. Der Sigmafaktor RpoN ((54) ist weit verbreitet und ist an der Genexpression von
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vielen physiologischen Prozessen beteiligt. Das Holoenzym aus RNA-Polymerase und RpoN erkennt
die -12 und -24 Elemente des Promotors und binden in einem inaktiven Zustand. Dieser wird auch als
geschlossener Zustand bezeichnet, bei dem die DNA als Doppelstrang vorliegt. Fir die Aktivierung ist
ein Aktivator oder Enhancer-Bindeprotein (EBP) notig. Die EBPs setzen sich zu aktiven Hexameren
zusammen, die Adenosintriphosphat (ATP) hydrolysieren und mit dem Holoenzym interagieren. Dies
fuhrt zu einigen Konformationsanderungen wie der Bildung der Transkriptionsblase und die Initiierung
der Transkription kann erfolgen (Mejia-Almonte et al. 2020; Chanchal et al. 2021).

Die polar flagellierten o-Proteobakterien P. aeruginosa und V. cholerae besitzen den Flagellenhaupt-
regulator FleQ bzw. das Homolog FIrA. FIrA fungiert als EBP und gehért zur NtrC-Familie der (54-
assoziierten Transkriptionsfaktoren. FIrA ist an der Regulation der Transkription von Genen, die am
Flagellenaufbau, als auch an der Biofilmbildung beteiligt (Prouty et al. 2001; Hickman und Harwood
2008; Soutourina und Bertin 2003). Die Funktion, Aktivitat sowie das DNA-Bindemotiv von FIrA wurde
hauptséachlich bei FleQ in P. aeruginosa untersucht. In P. aeruginosa spielt FleQ eine wichtige Rolle bei
der Vermittlung zwischen planktonischer und biofilmbasierter Lebensweise (Baraquet und Harwood
2016; Chanchal et al. 2021).

Der Hauptregulator FIrA besteht aus drei Doménen, der N-terminalen Empfanger (Rec)-, AAA+
ahnlichen ATPase- und C-terminalen Helix-Turn-Helix (HTH)-Domane (Abb. 4). Die HTH-Domane
ermoglicht FIrA/FleQ die Bindung an die DNA, um die Transkription aktivieren zu kénnen (Dasgupta und
Ramphal 2001). Die Rec-Domane ist an der Vermittlung der Dimerisierung beteiligt. Andere EBPs
aktivieren die Assemblierung zu einem aktiven Hexamer Uber die Phosphorylierung der Rec-Domane.
Allerdings weisen FIrA/FleQ nicht diese konservierten Asparaginsaurereste zur Phosphorylierung auf
(Su et al. 2015). Die AAA+ ATPase-ahnliche Doméne dient der ATP-Hydrolyse und ist an der Interaktion
zur Hexamerisierung beteiligt (Matsuyama et al. 2016). Zudem ist die ATPase-Domaéne die Bindestelle
von c-di-GMP (Su et al. 2015). Die Bindung von c-di-GMP an die ATPase-Domane stort die FIrA-
Bindung an die Promotoren der Klasse Il Flagellengene und die Aktivierung der Genexpression kann
nicht erfolgen. Hohe c-di-GMP Level fordern den biofilmbasierten Lebensstil (Srivastava et al. 2013;
Echazarreta und Klose 2019). Nicht nur c-di-GMP zeigt einen Einfluss auf FIrA, sondern auch die MinD-
ahnliche ATPase FIeN/FIhG. In P. aeruginosa ist die ATPase-Aktivitat von FleQ/FIrA in der Anwesenheit
von c-di-GMP und/oder FleN/FIhG inhibiert (Baraquet und Harwood 2013). FIeN/FIhG ist ein direkter
Interaktionspartner von FleQ/FIrA. Diese Interaktion verhindert nicht die Bindung von FleQ an die
entsprechenden Promotoren, aber die FleQ-abhangige Expression ist reprimiert (Dasgupta und
Ramphal 2001).

Die Regulation des Hauptregulators erfolgt nicht nur Giber direkte Interaktion mit diesem, sondern auch
andere Mechanismen kénnen einen Einfluss nehmen. Die Regulation der Genexpression des Flagellen-
hauptregulators ist in dem peritrich flagellierten E. coli bisher am besten untersucht. Die Regulatoren
flnDC besitzen einen (7°-abhangigen Promotor, der fir eine konstitutive Expression der Gene sorgt
(Keseler et al. 2011; Osterman et al. 2015). Zu einer Aktivierung der Expression von flnDC fihrt die
Bindung von u.a. Proteine des Quorum-Sensing-Systems (QseB und QseC; Sperandio et al. 2002) und
der Komplex aus Katabolismus Rezeptorprotein CRP und cAMP (Crombrugghe et al. 1984; Osterman
et al. 2015). Zudem sind einige Repressoren fir die flhDC Transkription bekannt. Hierzu gehoren u. a.
der Aktivator von den Anheftungspili Fimbrien (MatA; Lehti et al. 2012) und weitere verschiedenste DNA-
bindende Proteine wie OmpR (Shin und Park 1995), HdfR (Lee und Park 2013) und DksA/ppGpp
(Lemke et al. 2009; Osterman et al. 2015). Aber nicht nur Transkriptionsregulatoren beeinflussen die
flhDC Expression, sondern auch eine gro3e Anzahl an kleinen RNAs. Die kleinen nicht-codierenden
RNAs ArcZ, OmrAB und OxyS reprimieren die flhDC Transkription (Thomason et al. 2012; Osterman et
al. 2015). Neben der Regulation der Transkription, kann auch die Stabilitdt der Transkripte beeinflusst
werden. Das RNA-bindende Protein CsrA verhindert den mRNA-Abbau durch die Bindung des
Transkripts und dadurch wird die Expression des flhDC-Operons verstarkt (Yakhnin et al. 2013;
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Osterman et al. 2015). Ein weiterer regulatorischer Effekt ist die Proteinstabilitdt. Die Hitzeschock-
proteine DnaKJ und GrpE beeinflussen die FIhD4C»-Aktivitat positiv (Shi et al. 1992; Osterman et al.
2015). Als letzten Schritt der Regulation kann der Abbau des FIhD4Cz2-Komplexes durch die Protease
ClpXP erfolgen (Kitagawa et al. 2011).

3.5 Modellorganismus Shewanella putrefaciens CN-32

Die gram-negativen Bakterien der Gattung Shewanella sind 2-3 pm lange und 0,4-0,7 um breite
Stabchen (Venkateswaran et al. 1999) und gehdéren zur Klasse der o-Proteobakterien. Shewanella ist
ein Modellorganismus fiir Bioremediation, Metallreduktion und energieerzeugende Biokatalyse. Sie
zeichnen sich durch eine grol3e respiratorische Vielfalt aus und sind in der Lage in Abwesenheit von
Sauerstoff ein breites Spektrum an organischen und anorganischen terminalen Elektronenakzeptoren
zu nutzen (Hau und Gralnick 2007). Zu diesen Komponenten zahlen auch toxische Elemente und
unlésliche Metalle wie z. B. Eisen, Mangan, Schwefel, Chrom und sogar Plutonium und Uran (Tiedje
2002; Hau und Gralnick 2007; Fredrickson et al. 1998; Fredrickson et al. 2000; Nealson und Saffarini
1994). Diese Fahigkeiten bieten Shewanella die Mdglichkeit in unterschiedlichsten Lebensrdumen
Uberleben zu kénnen. Die in Meer- und Suldwasser hauptsachlich vorkommenden Bakterien spielen als
lebensmittelverderbender Organismus, Symbiont, Epibiont als auch opportunistischer Pathogen eine
Rolle (Hau und Gralnick 2007; Holt et al. 2005; Haddad et al. 1995). In den letzten Jahren wurden die
leicht zu kultivierenden und genomisch zu veranderten Bakterien S. oneidensis sowie S. putrefaciens
ebenfalls als Modellorganismen fiir die Untersuchung der Motilitét verwendet (Paulick et al. 2015;
Bubendorfer et al. 2012; Schuhmacher et al. 2015a; Kihn et al. 2017). Der in dieser Arbeit verwendete
Modellorganismus S. putrefaciens CN-32 wurde urspriinglich bei Bohrungen aus anaeroben Schiefer-
Sandstein-Sedimenten in einer Tiefe von 250 m in der Morrison-Formation im Nordwesten New Mexikos
isoliert (Fredrickson et al. 1998).

3.5.1 Motilitat von Shewanella

Shewanella sp. besitzen ein durch Natriumionen angetriebenes polares Flagellum (Abb. 6 A;
Venkateswaran et al. 1999; Paulick et al. 2009). AulRerdem besitzt S. putrefaciens ein zweites distinktes
Flagellensystem, das fir die Ausbildung von protonengetriebenen lateralen Flagellen dient
(Bubendorfer et al. 2012; Paulick et al. 2009). Unter bestimmten Bedingungen kann S. putrefaciens bis
zu funf laterale Flagellen ausbilden, die die Schwimmfahigkeit in viskosen Medien oder auf Oberflachen
verbessern (Bubendorfer et al. 2014). Die polaren und lateralen Flagellenkomponenten weisen eine
hohe Sequenzéahnlichkeit auf. Dennoch unterscheiden sich die beiden Flagellensysteme (Bubendorfer
et al. 2012). Die lateralen Flagellenmotoren interagieren nicht mit der phosphorylierten Chemotaxis-
komponente CheY, um auf entsprechende Umwelteinflisse zu reagieren und die Anderung der
Drehrichtung der Flagelle auszuiiben. Ebenso sind im lateralen Gencluster die fir das monopolare
Flagellierungsmuster essenziellen Regulatoren flnFG nicht codiert. Aul3erdem interagiert FIhG auch nur
mit dem polaren und nicht lateralem C-Ring Protein FliM. Der Fokus dieser Arbeit liegt auf der
Regulation des polaren Flagellums und daher wurden bei einigen Experimenten die lateralen Flagelline
deletiert. Die Deletion der Flagelline fihrt zum Verlust der lateralen Filamente, aber die allgemeine
Regulation und Funktion des polaren Flagellensystems ist nicht beeinflusst (Bubendorfer et al. 2012).

Das polare Flagellengencluster von S. putrefaciens CN-32 (Abb. 6 B) codiert insgesamt 57 Gene
(Sputcn32_2556 bis Sputcn32_2605), die bei allen Shewanella Spezies vorhanden sind. Dieses
Gencluster enthalt die meisten Struktureinheiten, Regulations- und Assemlierungskomponenten der
polaren Flagelle, sowie Teile des Chemotaxissystems. Einige Komponenten des Motors PomAB
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(Sputcn32_1278/1279) und MotXY (Sputcn32_0748/1601) sind nicht Teil des polaren Flagellenclusters,
sondern sind an anderen Stellen des Chromosoms lokalisiert (Bubendorfer et al. 2012).
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Abb. 6: Polares Flagellum von S. putrefaciens. A Schematische Darstellung eines Flagellums anhand von
Aufnahmen mittels Kryo-Elektronentomographie. Die Abbildung ist modifiziert aus Kiihn et al. (2018) und Pecina et
al. (2021). B Ubersicht des polaren Flagellengenclusters von S. putrefaciens. Die farbliche Markierung der Gene
entspricht den Farben der Bestandteile im Flagellenschema. Die Promotoren sind mit Pfeilen markiert und wurden
aus S. oneidensis Ubernommen (Wu et al. 2011a). Die Abbildung ist modifiziert aus Bubendorfer et al. (2012).

Die transkriptionelle Regulation zur Assemblierung eines polaren Flagellums ist bisher nicht in
S. putrefaciens analysiert. Bei einer weiteren Spezies innerhalb der gleichen Gattung S. oneidensis sind
bereits Promotoraktivitaten fur verschiedene Flagellenregulatoren untersucht. Fur S. oneidensis ist wie
bei dem am néachsten verwandten Bakterium Vibrio (Abb. 2) eine vierstufige transkriptionelle
hierarchische Regulation beschrieben (Wu et al. 2011a; Shi et al. 2014). Der RpoN-abhéngige
Hauptregulator FIrA aktiviert auch hier die Klasse Il Gene, zu denen wie bei Vibrio frihe Komponenten
des fT3SS, MS-Ring, C-Ring und weitere Regulatoren wie das Zwei-Komponentensystem flrBC und fliA
gehdren. Dagegen aktiviert das Zwei-Komponentensystem FIrBC in S. oneidensis nicht wie in
V. cholerae die Flagellengene der Klasse Ill. In V. cholerae ist FIrBC essenziell fir die Produktion einer
Flagelle und bei S. oneidensis wird die Motilitdt bei Deletion von fIrBC nicht beeinflusst. Vermutlich
bindet der Response-Regulator FIrC an die DNA und fiihrt zu einer Aktivierung bzw. Repression der
Genexpression. Fast alle Gene der Klasse Il werden wahrscheinlich durch FIrBC reprimiert und nur das
Nebenflagellin flaA wird durch FIrC aktiviert (Shi et al. 2014). Nach der Assemblierung des Hakens wird
der Anti-Sigmafaktor FIgM exportiert und FliA aktiviert die spaten Flagellengene wie Komponenten des
Motors und Filaments. Einige Flagellenbestandteile FIgA, FIrD, MotAB, FlaG und FIliDTS sind
unabhéngig von den Regulatoren FIrA/RpoN und FliA (Shi et al. 2014).
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Auch in S. putrefaciens wie bei anderen monopolar flagellierten Bakterien ist die MinD-ahnliche ATPase
FIhG fir die Anzahl der Flagellen verantwortlich (Schuhmacher et al. 2015a). Bei der Rekrutierung von
FIhG an den flagellierten Zellpol ist vermutlich das landmark Protein HubP beteiligt (Rossmann et al.
2015). Ebenso kann FIhG mit dem C-Ring Protein FliM interagieren und erméglicht die polare Lokali-
sierung von FliM (Schuhmacher et al. 2015a). FIhG kann die GTPase-Aktivitat von FIhF in
S. putrefaciens stimulieren (Rossmann et al. 2015). Jedoch ist der molekulare Mechanismus in
Bakterien, die ein FIhFG reguliertes Flagellierungsmuster aufweisen, bisher nicht verstanden.

3.6 Zielsetzung
Flagellen bendtigen eine komplexe raumliche und zeitliche Kontrolle, um deren Positionierung, Anzahl
und Zusammenbau zu regulieren. Die monopolare Flagellierung ist mit etwa 90 % der beweglichen
Bakterien in Meeren eines der am haufigsten vorkommenden Muster (Leifson 1960). Allerdings ist bis
heute noch nicht die genaue Regulation zur Assemblierung eines polaren Flagellums in Bakterien
geklart. In dieser Arbeit wurde der molekulare Mechanismus hinsichtlich der numerischen Kontrolle der
Flagellen in S. putrefaciens CN-32 als allgemeinen Modellorganismus untersucht.

Fur die Assemblierung eines Flagellums muss eine strenge transkriptionelle Regulation stattfinden.
Bekannte Flagellenregulatoren wurden auf ihren Einfluss auf die Motilitat von S. putrefaciens untersucht
und neben dem Transkriptom auch zum ersten Mal bei einem monopolar flagellierten Bakterium das
Proteom der entsprechenden Deletionsmutanten analysiert. Neben den regulierten Flagellenproteinen
wurden auch nicht zur Flagelle gehtérende Proteine identifiziert und mit Western Blot Analysen verifiziert,
die durch die untersuchten Regulatoren eine verénderte Produktion aufweisen. Einige Flagellen-
bestandteile werden nicht durch die Regulatoren in ihrer Expression verandert. Diese Gene wurden auf
bisher unbekannte Promotoren sowie deren Rolle bei der Flagellenassemblierung untersucht.

In vielen Bakterien spielt die MinD-ahnliche ATPase FIhG eine zentrale Rolle bei der numerischen
Kontrolle der Flagellen. Bei der polaren Lokalisation von FIhG ist das landmark Protein HubP wahr-
scheinlich beteiligt (Rossmann et al. 2015). Ebenso wurde in den Dissertationen von Florian Rossmann
und Devid Mrusek sowie in der Veroéffentlichung von Schuhmacher et al. (2015a) gezeigt, dass FIhG mit
dem C-Ring Protein FliM interagiert und so an den Pol transportiert wird. Zudem wurde eine Interaktion
von FIhG und FIrA in S. putrefaciens nachgewiesen. Die Interaktionen von FIhG und deren Interaktions-
partner wurden mit biochemischen Methoden von der AG Bange (Marburg) analysiert. Diese Kenntnisse
zur Interaktion wurden genutzt, um mit in vivo-Analysen die Anzahl und Position der Flagellen sowie
Lokalisation von FIhG zu untersuchen. Daruber hinaus wurde die Auswirkung der FIhG und FIrA
Interaktion auf die transkriptionelle Regulation analysiert. Mit entsprechenden Substitutionsmutanten
von FIhG als auch der Interaktionspartner wurde ein besseres Verstandnis des FIhG-Mechanismus
hinsichtlich der Lokalisation und Abfolge von Ereignissen untersucht, die die numerische Kontrolle der
Flagellierung erzielt.

Neben der Anzahl an Flagellen muss auch die Initiierung der Transkription von Flagellengene reguliert
sein. In C. jejuni Ubernimmt FIhG die Funktion das fir die Zellteilung wichtige Min-System und
synchronisiert somit die Zellteilung und Assemblierung der Flagellen (Balaban und Hendrixson 2011).
Die gegenseitige Beeinflussung des Min-Systems und FIhG bzw. der Flagellierung wurde mit
entsprechenden Deletionsstdmmen und Fluoreszenzfusionen hinsichtlich der Motilitat und Zellteilung in
S. putrefaciens analysiert. Jedoch misste die Produktion eines Flagellums initiiert werden. Dies kann
durch einen DNA-bindenden Aktivator oder Repressor an der Promotorregion des Hauptregulators flrA
stattfinden, der einen Einfluss auf die Transkription nimmt. Dieser Promotorbereich wurde in vitro auf
DNA-Protein-Interaktionen untersucht und mit entsprechenden Deletionsmutanten auf den Einfluss der
Motilitéat und Flagellierung verifiziert.
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4 Ergebnisse

Viele Bakterien besitzen zur Fortbewegung Flagellen, mit deren Hilfe sie sich auf Oberflachen und durch
Flussigkeiten bewegen kdnnen. Die Anzahl und Lokalisierung der Flagellen unterscheiden sich bei
verschiedenen Spezies und die korrekte Aushildung des Flagellierungsmusters ist essenziell fir deren
Motilitét. Eine der am haufigsten vorkommende Flagellierung ist die monopolare Begeil3elung. Flagellen
stellen eine der komplexesten Strukturen in Bakterien dar. Die Assemblierung, sowie Anzahl und
Lokalisierung der Flagellen unterliegt einer komplexen Regulation. Die Regulation der korrekten
Flagellierung findet sowohl auf transkriptioneller Ebene statt, als auch durch Proteine, wie der SRP-
ahnlichen GTPase FIhF und MinD-ahnlichen ATPase FIhG (Schuhmacher et al. 2015b).

4.1 Regulation des polaren Flagellenclusters in S. putrefaciens
4.1.1 FIrA, RpoN und FliA regulieren die Expression der Flagellengene

Polar flagellierte Bakterien wie V. cholerae und S. oneidensis organisieren die Transkription der
Flagellenkomponenten in vier Stufen. Der RpoN-abhéngige Hauptregulator FIrA aktiviert die
Transkription der Klasse-lI-Gene. Die Klasse-lI-Gene codieren fir Komponenten des Basalkorpers,
flagellaren Typ-lll-Sekretionssystems (fT3SS), sowie das Zwei-Komponentensystem FIrBC, alternativer
Sigmafaktor FliA ((028) und die Regulatoren FIhF sowie FIhG fir die Flagellenlokalisierung und -anzahl
(Prouty et al. 2001; McCarter 2001; Shi et al. 2014). In S. oneidensis werden die FIrA-abhangigen
Klasse-llI-Gene, die fiur weitere Komponenten des Basalkorpers, fT3SS, Haken sowie das Neben-
flagellin codieren, ebenfalls von dem RpoN-abhéngigen Transkriptionsregulator FIrC reguliert (Shi et al.
2014). Nach der Assemblierung des Hakens wird der Anti-Sigmafaktor FIgM exportiert und der
alternative Sigmafaktor FliA kann die Transkription der spéaten Flagellenkomponenten, wie dem
Filament und Motorproteine aktivieren (Osterman et al. 2015).

Frihere Studien von Kiihn et al. (2018) wiesen darauf hin, dass der Verlust des Zweikomponenten-
systems FIrBC keine Auswirkung auf die Flagellensynthese in S. putrefaciens unter den verwendeten
Anzuchtbedingungen hat. Um dies zu bestatigen und die Regulation der monopolaren Flagellierung
weiter untersuchen zu kénnen, wurde Uberprift, ob die Regulatoren FIrA, FIrC und FIliA eine Rolle bei
der Transkription der Flagellenkomponenten in S. putrefaciens spielen. Hierzu erfolgte eine
chromosomale Deletion der Regulatoren fIrA, rpoN, flrBC und fliA in S. putrefaciens. Die Deletions-
stamme wurden im Vergleich zum WT mit Hilfe von Weichagarplatten und ihrem Ausbreiungsradius auf
das Schwimmverhalten analysiert (Abb. 7 A, B). Zusatzlich erfolgte ein Western Blot zur Untersuchung
der Produktion von Flagellinen in der exponentiellen Phase (Abb. 7 C). In der Abwesenheit des
Hauptregulators flrA sind die Zellen nicht in der Lage zu schwimmen. Im Western Blot wird deutlich,
dass die beiden Flagelline FlaA und FlaB nicht produziert werden. Ebenso sind die Flagelline in
S. putrefaciens grpoN nicht mittels Western Blot nachweisbar und entsprechen einem S. putrefaciens
oflrA Phanotyp. In der Abwesenheit des Sigmafaktors RpoN ((15%) kann keine FIrA-abhangige
Transkription stattfinden, da FIrA abhangig von RpoN ist (Osterman et al. 2015). Der Deletionsstamm
des alternativen Sigmafaktors fliA zeigt im Vergleich zum WT noch eine geringe Motilitat von 33,7%.
Trotz der Abwesenheit von fliA kann das Nebenflagellin FlaA, aber nicht das Hauptflagellin FlaB
produziert werden (Abb. 7 C). S. putrefaciens ist in der Lage zu schwimmen, auch wenn das Filament
nur aus einem kurzen Stiick des Nebenflagellins FlaA besteht (Kihn et al. 2018).

Die Deletion des Zwei-Komponentensystems fIrBC in S. putrefaciens weist im Vergleich zum WT kein
veréandertes Schwimmverhalten (99,5%) auf. Ebenfalls ist keine Verdnderung der Flagellinproduktion
im Western Blot zu beobachten. Auch bei S. oneidensis besitzt die Deletion der Gene fIrBC keinen
Einfluss auf die Flagellenregulation (Shi et al. 2014). Allerdings fiihrt die ektopische Produktion des
Transkriptionsregulator FIrC des Zwei-Komponentensystems zu einer peritrichen Hyperflagellierung
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(Shi et al. 2014). Diese uber den Zellkérper verteilte Hyperflagellierung durch eine ektopischen
Expression von flrC mit Hilfe des Plasmids pBTOK FIrC wurde in S. putrefaciens nicht beobachtet. Eine
Produktion von FIrC fuhrte bei den meisten Zellen zu einer nicht flagellierten Zelle oder eine polare
Hyperflagellierung wurde beobachtet (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 7: Einfluss von Regulatoren auf die Motilitat von S. putrefaciens. A Das Schwimmverhalten der Deletions-
stamme des Flagellenhauptregulators (flrA), Zwei-Komponentensystems (firBC) und Sigmafaktor (28 (fliA) wurden
im Vergleich zu S. putrefaciens WT mit Hilfe von LB-Weichagarplatten untersucht. B Quantifizierung des
Schwimmverhaltens durch die prozentualen Ausbreitungsradien der untersuchten Deletionsstamme aus A im
Vergleich zum WT. Die Experimente wurden in biologischen Triplikaten durchgefuhrt. Die Sternchen zeigen an,
dass die Unterschiede zum WT signifikant sind (einfaktorielle ANOVA). Die p-Werte sind <0,0001 fiir pflrA sowie
nfliA und 0,8986 fiir pflrBC (ns: nicht signifikant). C Western Blot Analyse zur Regulation der Flagelline (U-FlaAB)
und der MinD-ahnlichen ATPase FIhG (U-FIhG) bei den Deletionsstammen aus A und des Sigmafaktors 05* (rpoN)
im Vergleich zum WT. Die untere Abbildung zeigt das Coomassie geféarbte SDS-Polyacrylamidgel als Ladekontrolle.
Das Zwei-Komponentensystem FIrBC weist keinen Einfluss auf die Motilitat. Die vollstandigen Blots sind im Anhang
in Abb. S 1 A gezeigt.

Neben dem Vorhandensein der Flagelline FlaA und FlaB wurde auch die Proteinmenge der MinD-
ahnlichen ATPase FIhG in den Deletionsstammen der Regulatoren flrA, rpoN, firBC und fliA untersucht.
Die MinD-dhnliche ATPase FIhG dient als Faktor, welcher die Anzahl der Flagellen reguliert
(Schuhmacher et al. 2015a) und zeigt eine FIrA-abhéngige Transkription in S. oneidensis (Gao et al.
2018). Die FIhG-Level der untersuchten Deletionsstimmen zeigen keine Verénderung der Protein-
mengen (Abb. 7 C). Im Vergleich von S. putrefaciens zu bisher beschriebenen monotrich flagellierten
Bakterien zeigt sich, dass nicht alle Flagellenproteine wie z. B. FIhG von den Regulatoren FIrA, FIrBC
oder FIliA reguliert werden. Da von den untersuchten Deletionsstdmmen fir die Aktivierung der
flagellaren Genexpression nur die Sigmafaktoren FIrA, RpoN und FIliA eine Rolle spielen, wurden
weitere Experimente zur Flagellenregulation nur mit diesen drei Regulatoren durchgefihrt.

4.1.2 Einfluss der Flagellenregulatoren auf das Proteom

Bisher wurde der Einfluss von Flagellenregulatoren bei monopolar flagellierten Bakterien nur auf das
Transkriptom, aber nicht auf das Proteom untersucht (Syed et al. 2009; Niehus et al. 2004; Dasgupta
et al. 2003; Fitzgerald et al. 2014). Daher wurden die De | et i o n s f#A, @ muguNeund cgfliA im
Vergleich zum WT auf ihr Transkriptom und Proteom in der exponentiellen Wachstumsphase in
Triplikate analysiert (Abb. 8, Abb. 10). Die Proben zur Analyse der mRNA-Levels wurden von Florian
Rossmann vorbereitet und die RNA-Sequenzierung erfolgte durch Ariane Khaledi (AG Susanne
HauBler, HZI Braunschweig). Das Proteom der untersuchten Stamme wurde mit Hilfe von Massen-
spektromet ri e ( MS) dur c MasdS$pectroméinry and Préteomicsii i ¥ g n Ti mo

Marburg) analysiert. Zur vereinfachten Darstellung der Transkript- und Proteomanalysen wurden die
Werte logarithmiert. Somit besitzt ein Gen oder Protein ein Logz-Verhéltnis von 1 bzw. -1, wenn diese
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2-fach hoher bzw. niedriger abundant sind. Die Genregulation wurde als signifikant angenommen, wenn
der p-Wert kleiner als 0,05 ist (Abb. 8). Bei insgesamt 4098 analysierten Transkripten sind bei
S. putrefaciens gflrA im Vergleich zum WT 50 Gene héher und 54 Gene niedriger abundant. Die grof3te
nderung ist bei dmoNinDverigleich zum Vs mit 263rhahergp und 285 niedrigerer
Transkriptmenge zu beobachten. Bei der Deletionsmutante des alternativen Sigmafaktors fliA sind die
MRNA-Mengen von 102 Genen stéarker und 80 Genen niedriger abundant (Abb. 8 A, Tab. S 1).
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Abb. 8: Regulation des Transkriptoms und Proteoms durch FIrA, RpoN und FliA in S. putrefaciens. A, B Die
Volcano-Plots zeigen die Verteilung aller Gene (A) oder Proteine (B) hinsichtlich ihrer verdnderten Abundanz (log-
fache Anderung) und ihrer Signifikanz (-log p-Wert). Die farblich gekennzeichneten Datenpunkte sowie
gestrichelten Linien zeigen die signifikant veranderten mRNA- bzw. Proteinmengen an. Als Signifiant wurde eine
logz-fache Anderung von -1 bzw. 1 sowie ein p-Wert von 0,05 angenommen. Das verdnderte Transkriptom und
Proteom wurde bei den Deletionsstammen gflrA (oben, blau), rpgiN (mitte, gelb), fligp(unten, lila) im Vergleich
zum S. putrefaciens WT analysiert. C Absolute Anzahl der Gene (links) und Proteine (rechts), die in ihrer Abundanz
signifikant verandert sind, beim Vergleich von S. putrefaciens und der Deletionsstamme odIrA (FIrA), grpoN (RpoN)
und ofliA (FliA).
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Die Analyse des Proteoms mittels MS detektierte nur 2205 Proteine von S. putrefaciens. Bei der MS
wurden die Anderungen der Proteinmenge als signifikant angenommen, wenn ebenfalls der p-Wert
kleiner als 0,05 ist (Abb. 8 B; Tab. S 2). Im Vergleich zur RNA-Sequenzierung sind deutlich weniger
Proteine durch die untersuchten Transkriptionsfaktoren reguliert (Abb.8C). Di e Del et flrA
zeigt nur bei 8 Proteinen eine htéhere und bei 35 eine niedrigere Abundanz (Abb. 8 B). Bei der
Del et i on sflidsindlid Preteingostarker und 18 niedriger abundant. Der gro3te Unterschied zur
RNA-Sequenzierung wei st drpodl mb eur eiher bohesem bzwa nigdigerem
Abundanz von 12 und 59 Proteinen auf. Einige Kandidaten sind nur auf mRNA- oder Proteinlevel in der
Abundanz verandert und wurden nicht weiter untersucht.

4.1.3 Flagellenregulatoren beeinflussen die bpfA-Operon Transkription

Die Transkriptionsfaktoren FIrA, RpoN und FliA zeigen eine Anderung auf Transkript- als auch Protein-
level bei sieben Genen, die nicht fur Flagellenbestandteile codieren (Abb. 9 A). Diese sieben Gene
Sputcn32_3591 bis Sputcn32_3597 codieren fir das bpfA-Operon (Wu et al. 2013). Der biofilm
promoting factor A (BpfA) ist ein wichtiges Zelloberflachenprotein fur die Anheftung an Oberflachen
sowie Biofilmbildung (Theunissen et al. 2010; Cheng et al. 2017). Neben dem repetitiven Adhasin BpfA
sind in dem Operon ebenso Komponenten fiir das entsprechende Typ-I-Sekretionssystem (TISS) wie
z. B. AggA (Sputcn32_3594) und AggC (Sputcn32_3592) codiert (Wu et al. 2013). Cheng et al. (2017)
zeigten bereits, dass in S. putrefaciens die Transkription des bpfA-Operons Uber den Flagellenhaupt-
regulator FIrA reguliert wird.
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Abb. 9: Die Transkription des bpfA-Operons wird von FIrA gehemmt und FliA aktiviert. A Analyse der
Deletionsstamme flrA, rpoN und fliA mittels RNA-Sequenzierung (Transkriptom) und Massenspektrometrie
(Proteom). Angegeben sind die Logz-fachen Anderungen der mRNA- bzw. Proteinmenge der Deletionsstamme im
Vergleich zu S. putrefaciens WT. Die Werte wurden aus unabhangigen Triplikaten ermittelt. B Western Blot
Analysen von Komponenten des bpfA-Operons AggC-FLAG und AggA-FLAG in S. putrefaciens Deletionsstammen
odIrA, grpoN oder dliA. Als Ladekontrolle dient das Coomassie gefarbte SDS-Polyacrylamidgel. Die vollsténdigen
Blots sind im Anhang Abb. S 1 B gezeigt.

S. putrefaciens gflrA zeigt auf Transkript- und Proteomlevel eine erhdhte Menge an mRNAs bzw.
Proteine des bpfA-Operons (Abb. 9 A). Bereits Cheng et al. (2017) konnten zeigen, dass der flagellare
Hauptregulator FIrA die Transkription des bpfA-Operons hemmt. Allerdings ist bei den Deletions-
stammen qypoN u n d fliAgeine Reduzierung der Transkript- als auch Proteinmengen bei den
Bestandteilen des bpfA-Operons zu beobachten. Um diese gegenlaufige Regulation zu verifizieren,
wurde bei S. putrefaciens in den entsprechenden Hintergrundstémmen aggA und aggC chromosomal
mit einem 3xFLAG fusioniert und mit einem Western Blot analysiert (Abb. 9 B). Hierbei bestétigt sich
die hdhere Abundanz von AggAC in der Abwesenheit von flrA. Im Gegensatz dazu sind die Protein-
mengen von AggAC bei Deletion von rpoN und fliA verringert. Cheng et al. (2017) beschrieben die
Bindung von FIrA an den Promotorbereich des bpfA-Operons, die die G7%-abhangige Transkription
reprimiert. Weitere Bindemotive fur Transkriptionsfaktoren sind bisher nicht bekannt. Daher wurden
gezielte Analysen fur RpoN- und FliA-Bindemotive in dem Promotorbereich des bpfA-Operons mittels

nsmut a
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der webbasierten Software Pattern Locator (Mrazek und Xie 2006) durchgefuihrt. Allerdings konnten
keine Bindemotive fiir RpoN als auch FIliA vorhergesagt werden und es wurden keine weiteren Analysen
des bpfA-Operons durchgefihrt.

4.1.4 Nicht alle Flagellengene werden durch Flagellenregulatoren beeinflusst

Die Transkriptionsregulatoren FIrA, RpoN und FliA zeigen neben einer Regulation des bpfA-Operons
auch die der Flagellengene. Bei den regulierten Flagellenkomponenten zeigen alle FIrA-abhangigen
Genexpressionen auch durch RpoN eine Anderung der mRNA- sowie Proteinmenge. Dies bestétigt,
dass der Flagellenhauptregulator FIrA, wie bereits in anderen Organismen beschrieben, auch in
S. putrefaciens RpoN-abhéngig ist. FliA-abhangige Genexpressionen weisen a u ¢c h i nfrAdidn o
grpoN Stammen niedrige Transkript- und Proteinlevel auf. Da bei den Deletionen von flrA und rpoN
keine Flagellengene transkribiert werden, kann keine Flagellenassemblierung stattfinden und somit kein
Haken aufgebaut werden. Uber den fertig assemblierten Haken wird der Anti-Sigmafaktor FigM
exportiert und der freie Sigmafaktor FliA kann die Genexpression der spaten Flagellengene aktivieren
(Osterman et al. 2015). Die Deletionsmutante nfliA flhrt zu einer Reduktion der Transkriptmenge von
wenigen Bestandteilen des polaren Flagellensystems sowie zu einer Zunahme der mRNA-Level von
Genen des lateralen Flagellensystems (Daten nicht gezeigt). Bubendorfer et al. (2012) haben diese
Kreuzregulation des polaren und lateralen Flagellensystems in S. putrefaciens bereits beschrieben.

Zur Verifizierung der RNA-Sequenzierung wurde eine quantitative Real-Time-PCR durchgefihrt (Abb.
10 B). S. putrefaciens WT und di e fIrAt fpghNnued gifpA wurden auf ihre mRNA-Menge der
frihen Flagellenkomponenten fliF und fliM untersucht. Das fur den MS-Ring codierende fliF zeigt eine
starke Reduktion von Log:z -3,4 bzw. -5,0 der mRNA, wenn die Sigmafaktoren flrA oder rpoN deletiert
wurden. Der spate Flagellenregulator FliA besitzt keinen Einfluss auf die Genexpression von fliF.
Dagegen zeigt der C-Ring Bestandteil fliM keine Anderung der mRNA-Menge bei den Deletions-
stammen der untersuchten Regulatoren im Vergleich zum WT. Dass die Genexpression von fliF, aber
nicht von fliM FIrA- und RpoN-abhangig ist, wurde auch bei den Transkriptom- und Proteomanalysen
beobachtet (Abb. 10 A).
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Abb. 10: Regulation der polaren Flagellenkomponenten von S. putrefaciens. A Analyse der Deletionsstamme
flrA, rpoN und fliA mittels RNA-Sequenzierung (Transkriptom) und Massenspektrometrie (Proteom). Angegeben
sind die Log-fachen Anderungen der mRNA- bzw. Proteinmenge der Deletionsstimme im Vergleich zum
S. putrefaciens WT. Die Logz-Werte wurden aus unabhangigen Triplikaten ermittelt. B Quantitative Real-Time PCR
zur Verifizierung der RNA-Sequenzierung. mRNA-Menge der Flagellengene fliF und fliM der Deletionsstimme aus
A im Vergleich zum WT. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus technischen Duplikaten
und biologischen Triplikaten.
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Fur einige Proteine sind keine Daten der MS-Analyse vorhanden. Bei diesen Proteinen handelt es sich
meist um Membranproteine. Es ist nach wie vor schwierig Membranproteine zu untersuchen, da diese
in der Lipiddoppelschicht eingelagert sind und bei der Probenvorbereitung fir die MS nur schwer aus
der Membran gel6st werden. Zur Verifizierung der MS-Daten sowie weitere Analyse der Regulation aller
frihen Flagellenbestandteile wurden einige Flagellenproteine (FIliE, FliF, FIiG, FliH, Flil, FliJ, FIiK, FIiL,
FliM, FIiN, FliP, FliQ, FIhA, FIhB, FIhF, FIhG, FIliA, FIrB, FIrC, FlgK, FIgM und MotY) mit einem
chromosomalen C- oder N-terminalen 3xFLAG fusioniert und mit Hilfe eines Western Blots analysiert
(Abb. 11 A). Die Proteine FliO und MotX konnten nicht mit einem FLAG-Anhang im Western Blot
detektiert werden. Zum Nachweis von FliO wurde das Protein C-terminal mit sfGFP fusioniert und fir
MotX war bereits eine geeignete N-terminale mCherry-Fusion etabliert.
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Abb. 11: Einige Flagellenkomponenten sind in der Abwesenheit von Flagellenregulatoren vorhanden. Rot
markierte Flagellenkomponenten sind auch in den Deletionsmutanten der Regulatoren flrA, rpoN und fliA préasent.
Blau markierte Komponenten sind FIrA- sowie RpoN-abhéngig und violett markierte Bestandteile sind FliA-
abhangig. A Western Blot Analysen einiger Flagellenkomponenten in Deletionsstammen des flagellaren Haupt-
regulator flrA oder der Sigmafaktoren rpoN bzw. fliA. Die entsprechenden Proteine wurden chromosomal mit
3XFLAG, sfGFP (FliO) oder mCherry (MotX) fusioniert. Die vollstandigen Blots sowie als Ladekontrolle dienenden
Coomassie gefarbten SDS-Polyacrylamidgele sind im Anhang Abb. S 2 und Abb. S 3 gezeigt. B Schematische
Darstellung der Flagelle (modifiziert nach Pecina et al. (2021)). OM, aufRere Membran; PG, Peptidoglykan, CM,
Zellmembran. C Polares Flagellengencluster und abseitsliegende Flagellengene. Die Pfeile repréasentieren die aus
S. oneidensis bekannten FIrA/RpoN- bzw. FliA-abhangigen Promotoren (Wu et al. 2011a). Die Zahlen zeigen die
Basenposition im Chromosom.
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Die meisten Fusionsproteine wurden stabil produziert und unterstiitzen die Flagellen-vermittelte Motilitat
(Abb. S 4). Die mit FLAG fusionierten Proteine FIliE, FliK, FliN, FIiQ und FIgK sind nicht mehr in der Lage
zu schwimmen. Auch die Proteine FliG- und FliP-FLAG zeigten einen negativen Einfluss auf den
Ausbreitungsradius. Allerdings ermdglichten die stabilen Produktionen der Flagellenproteine unter-
schiede in der Anwesenheit festzustellen. Die Ergebnisse der Western Blots bestétigen die Daten der
MS.

Bei den untersuchten Omik-Datenséatzen (Abb. 10 A) sowie den Western Blots (Abb. 11 A) ist zu
beobachten, dass die Basalkdrperbestandteile FIIEFG und das fT3SS-Protein FIhA der friihen
Flagellenbestandteile von den Transkriptionsfaktoren FIrA- und RpoN-abhangig sind. Die Omik-
Datensatze der weiteren Flagellenbestandteilen wie das Kontrollprotein zur Hakenlange FIliK, das Zwei-
Komponentensystem FIrBC sowie weitere Bestanteile des Basalkorpers, Haken und Filament (FIiDTS,
FlaA, FIgBCDEFGHIJKLOPT) zeigen eine Abhangigkeit von FIrA und RpoN. Die spaten Flagellen-
komponenten, zu denen die Filamentbestandteile FlaBG sowie die Motorkomponente (MotY) gehoren,
sind FliA-abhangig. Allerdings sind bei einigen Flagellenbestandteilen weder Anderung der Transkript-
noch Proteinmengen durch die untersuchten Flagellenregulatoren zu beobachten. Die zum Basalkorper
gehorenden Komponenten FIiIJLMNOPQR-FIhB, Stator (PomAB), Motorbestandteil (MotX), Anti-
Sigmafaktor FIgM, Chaperon FIgN sowie die Flagellenregulatoren FIhFG und FIiA werden nicht durch
die untersuchten Transkriptionsfaktoren reguliert. In der schematischen Abbildung der Flagelle (Abb.
11 B) wird deutlich, dass die nicht FIrA/RpoN- und FliA-abhangigen Bestandteilen zu den in der friihen
Assemblierung wichtigen Flagellenkomponenten gehoren.

Die Proteine FliF, FIhA und FIiG, welche vermutlich Schlisselkomponenten fiir die Assemblierung sein
kénnen, wurden weiter untersucht. Dabei wurde analysiert, ob in der Anwesenheit dieser Proteine sowie
den nicht regulierten Proteinen eine Initierung der Flagellenassemblierung stattfinden kann. Dafur
wurden die Gene fliIEFG mit einer anschlieBenden Ribosomen-Bindestelle (RBS) und flhA mit einem C-
terminalen 3xFLAG-Anhang Uber die EcoRI Schnittstelle in den Expressionsvektor pBBR1-MCS2
integriert. Mit Hilfe dieses Konstruktes erfolgte eine konstitutive ektopische Expression von fliEFG und
flhA-FLAG in einem S. putrefaciens Stamm, bei dem der Hauptregulator flrA deletiert wurde. Zudem
wurde das C-Ring Protein FliM mit sfGFP fusioniert, um eine mogliche Assemblierung der frihen
Komponenten des Basalkorpers in der Abwesenheit von FIrA detektieren zu kénnen. Allerdings wurde
keine Lokalisierung von FliM-sfGFP bei Produktion der Schlisselkomponenten FIIEFG-FIhA beobachtet
(Daten nicht gezeigt). Die erfolgreiche Produktion der Komponenten wurde iber den 3xFLAG-Anhang
bei FIhA mittels Western Blot nachgewiesen (Daten nicht gezeigt). Somit reichen die ektopisch
produzierten Flagellenk o mponent en FIl i EFG s oflnAapwesehdan®Proteinedir eine
Initiation der Flagellenassemblierung nicht aus.

Die Aktivierung der Genexpression einiger Flagellenbestandteile erfolgt nicht tiber die Transkriptions-
faktoren FIrA/RpoN und FIliA. Bei der Betrachtung des polaren Flagellengenclusters (Abb. 11 C) wird
deutlich, dass die Operons von flhA, fliE und fliK nicht zur Regulation durch die untersuchten
Transkriptionsfaktoren passen. Alle drei Operons zeigen eine FIrA- und RpoN-abhéangige Transkription
des ersten bzw. der ersten Gene und danach weisen die folgenden Gene keine Anderung bei der
Transkript- als auch Proteinmenge auf.

e
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415 (7-abhangige Promotoren sorgen fir eine konstitutive Genexpression einiger
Flagellenbestandteile

Die beobachtete Regulation einiger Flagellenoperons ist nicht erklarbar mit den bisher bekannten
Promotoren. Diese verénderte Regulation innerhalb eines Operons kdénnte durch weitere Promotoren
erklart werden. Die Operonstrukturen (Abb. 11 C) wurden von S. oneidensis tbernommen (Wu et al.
2011a). S.oneidensis und S. putrefaciens sind nahe verwandte Organismen aus dem Genus
Shewanella und die Flagellengenorganisation ist stark konserviert (Wu et al. 2011a). Zur Identifizierung
weiterer Promotoren wurden in silico-Analysen nach dem RpoN-Bindemotiv mit Hilfe der webbasierten
Software Pattern Locator (Mrazek und Xie 2006) bei den fliEKL- und flhA-Operons durchgefiihrt. Die
konservierte Sequenz des RpoN-Bindemotivs (TGGCA Ne TTGCTT) wurde bereits fir S. oneidensis
beschrieben (Shao et al. 2014). Die Promotoren der frihen Flagellengene fliE, fliK und flhA wurden
mittels in silico-Analysen auch in S. putrefaciens bestétigt (Abb. 12). Allerdings wurden keine weiteren
Promotoren in dem Clusterbereich der frihen Flagellengene von fliE bis fliA vorhergesagt, die die
Regulation von nur einzelner Gene erklaren kénnte. Zudem erfolgte auch eine in silico-Analyse nach
dem FIrA-Bindemotiv (GTCAAT N2 ATTGAC), die von dem FleQ Homolog aus P. aeruginosa bekannt
ist (Baraguet und Harwood 2016). Allerdings wurden keine FIrA-Bindestellen mit Hilfe der webbasierten
Software Pattern Locator (Mrazek und Xie 2006) bei mdglichen Promotorbereichen vorhergesagt und
es wurde nur mit den RpoN-Bindestellen weitergearbeitet.

fiE,, GGT TTT ARA CTT GGC CAT TAT TTT GCA TAT TCC TCA TTA TCG ATA TTT TG
fliK ,, AAC TTT CAT GTT GGC ATT TTA TTT GCT TGA TTT CAT ACA CAA CAT TGC TG
flhA,, AAG TGT CCT CTT GGC GCG ATT TTT GCT TTT CCG CTT TTA TAC GTC AAA GT

RpoN-Bindemotiv TT GGC ANN NNN NTT GCT TNN NNN NNN NNA

Abb. 12: Vorhersage von RpoN-Bindemotive. In silico-Analyse der fliEK- und flhA-Operons mittels der
webbasierten Software Pattern Locator. Die -24 und -12 Region sowie der vermutliche Transkriptionsstart wurden
fett markiert. Die tiefgestellte Zahl zeigt die Basenpaare vom Anfang der Sequenz bis zum Translationsstart an.

Um das Vorhandensein von weiteren Promotoren mit weniger konservierten Bindemotiven zu
Uberprifen, wurde ein transkriptionelles lux-Reportersystem verwendet. Hierfur erfolgte zuerst die
Erstellung des Kanamycin-resistenten Reporterplasmids pBBR1-MCS2-TT-RBS-lux. Die Insertion von
zwei Terminatoren (TT) gewahrleistet den Abbruch einer vorhandenen Transkription. Nach diesen
Terminatoren kdnnen Uber die Schnittstellen Xbal und BamHI die zu untersuchenden DNA-Fragmente
kloniert werden. AnschlieRend folgt zur Sicherstellung der Translation eine Ribosomen-Bindestelle
(RBS) und die Reportergene luxCDABE aus Photorhabdus luminescens. Mit diesem Konstrukt kann in
S. putrefaciens ohne weitere Substratzugabe bzw. Lichtanregung eine Promotoraktivitat Uber das
emittieren von Licht bei 490 nm mit Hilfe eines Plattenlesegerats (Tecan) detektiert werden (Meighen
1993; Craney et al. 2007). Zur Analyse auf Promotoraktivititen wurden 400 bp Fragmente, welche
upstream der entsprechenden Translationsstarts liegen, in das Reporterkonstrukt inseriert.
AnschlieBend wurden die Reporterkonstrukte in S. putrefaciens konjugiert und in biologischen und
technischen Triplikaten auf ihre Promotoraktivitat untersucht (Abb. 13).

Die Promotorbereiche der Gene flIAEFGKL sowie flnAFG des untersuchten Flagellenclusters zeigen im
Vergleich zur Negativkontrolle (EVC) eine Luciferase-Aktivitat (Abb. 13, Tab. S 3, Tab. S 4). Die Gene
flig, fliKk und flhA mit der Vorhersage eines RpoN-Bindemotivs (Abb. 12) weisen nur eine
Promotoraktivitat in der Anwesenheit von FIrA auf. Dies bestétigt die FIrA- bzw. RpoN-abhéngige
Genexpression. Die weiteren Promotoren der Gene fliF, fliG, fliL, flhF, flhnG und fliA besitzen keine
Abhéngigkeit des Hauptregulators FIrA sowie des Zwei-Komponentensystems FIrBC. Das fliE-Operon
zeigt eine Veranderung der FlrA-abhangigen Regulation der einzelnen Gene bei flil und fliH (Abb. 11).
Allerdings weisen die Reporterkonstrukte der Promotoren von fliH sowie flil keine Promotoraktivitaten
auf (Tab. S 3). Zur Identifizierung der Lokalisierung der Promotoren wurden Trunkierungen mit
unterschiedlichen Fragmentlangen der Promotorbereiche untersucht (Tab. S 3, Tab. S 4). Die
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Messungen der Luciferase-Aktivitat der trunkierten Promotorbereiche erfolgten alle in S. putrefaciens
WT. Die Vorhersage des RpoN-Bindemotivs von fliE sowie flhA (Abb. 12), die ca. 80 bzw. 60 bp vor
dem Translationsstart liegen, wurden mit Hilfe von Trunkierungen des Promoters bestétigt.
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Abb. 13: Einige Promotoren der frihen Flagellenbestandteile sind nicht Abhé&ngig von FIrABC.
Untersuchung der transkriptionellen Aktivitdt von Promotoren mittels Luciferase Reportersystem. Die 400 bzw.
500 bp Fragmente upstream des Translationsstarts wurden an die Reportergene luxCDABE aus Photorhabdus
luminescence auf dem Plasmid pBBR1-MCS2-TT-RBS-lux fusioniert. Diese Reporterplasmide mit den zu
untersuchenden Promotorbereichen wurden in S. putrefaciens WT, Deletion des Hauptregulators flrA (gfirA) sowie
Deletion von flrA und dem Zwei-Komponentensystem flrBC (qflrABC) analysiert. Die blau hinterlegten Promotoren
sind FIrA-abhéangig und die rot hinterlegten sind aktiv in der Abwesenheit von FIrABC. Dargestellt sind die
Mittelwerte und Standardabweichungen aus biologischen und technischen Triplikaten. Die Mittelwerte und
Standardabweichungen sind in Tab. S 3 und Tab. S 4 aufgelistet.

Zur Ermittlung der Transkriptionsstarts von den identifizierten Promotoren erfolgten 5-RACE-PCRs
(Abb. 14 A). Hierfir wurden die Luciferase-Reporterstamme verwendet, die das entsprechende
Reporterplasmid pBBR1-MCS2-TT-RBS-lux mit dem zu analysierenden Promotorbereich besitzen.
Somit konnten bei allen zu untersuchenden Stammen die gleichen spezifischen Oligonukleotide gegen
das lux-Operon verwendet werden, um das 5'-Ende der transkribierten mRNA zu identifizieren. Die
Transkriptionsstarts konnten bei der Analyse der Sequenzierungen teilweise nicht auf eine Base
bestimmt werden und daher wurden bei einigen 5'-Enden zwei Basen als mogliches Transkriptionsstart
angegeben. Die Reporters t 2 mme wur den bei all en Promot orfleAn
sowie bei den Promotoren fliK (Psik) und flhF (Psne) im Wildtyphintergrund durchgefiihrt. Der Trans-
kriptionsstart des Gens fliF liegt laut der 5'-RACE-PCR 160 bp upstream des Translationsstarts. Dies
bestétigen auch die Trunkierungen des Luciferase-Reportersystems, die eine Promotoraktivitat bei fliF
zwischen 100 und 200 bp upstream des Translationsstarts zeigen (Tab. S 3). Auch fir die Gene fliG,
fliK und fliL konnten die Transkriptionsstarts bei ca. 86, 77 bzw. 91 bp upstream des Translationsstarts
ermittelt und mit Hilfe des Luciferase-Reportersystems bestétigt werden. Bei den Genen zur Regulation
des Flagellenmusters flhF und flhG wurden je zwei Transkriptionsstarts identifiziert (Abb. 14 A, E).

Mit Hilfe der Transkriptionsstarts konnen Bindemotive von Transkriptionsfaktoren in den Promotor-
bereichen identifiziert werden. Fur S. oneidensis sind einige Sequenzen von Bindemotive der
Transkriptionsfaktoren beschrieben (Abb. 14 B-D; Shao et al. 2014). Die konservierte Sequenz TGGCA
Ne TTGCTT zur RpoN-Bindung (Abb. 14 B) wurde bei den Genen fliK, fiA und bei dem
Transkriptionsstart 255 bp upstream von flhF identifiziert. Bei allen anderen identifizierten
Promotorbereichen wurde keine stark konservierte Sequenz gefunden (Abb. 14 A). Der housekeeping
Transkriptionsfaktor @70 bindet in E. coli eine konservierte Sequenz (TTGACA Nis.1s TATAAT; Hawley
und McClure 1983). Allerdings ist das Bindemotiv des (7°-Faktors in S. oneidensis (Abb. 14 D) nicht
stark konserviert (Shao et al. 2014). Es wurden die Promotorbereiche mit weiteren Bindemotive von
Transkriptionsfaktoren u. a. dem stark konservierten Motiv von FliA (TAAAG Ni2 TGCCCGATA; Abb.
14 C) verglichen (Shao et al. 2014), aber keine Ubereinstimmung mit den neu identifizierten Promotoren
der frihen Flagellengene gefunden. Daher handelt es sich vermutlich bei den Promotoren der Gene

mi
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fliF, fliG, fliL, flnF und fInG um die sehr gering konservierten &7°-abhangigen housekeeping Promotoren.
Die neu entdeckten housekeeping Promotoren liegen bis auf den Py alle im offenen Leserahmen des

upstream liegenden Gens (Abb. 14 E).

A TSS
-40 -30 20 -10 r
fliF ,, GA GATGGGTGAC ACGACAGTGA GCTTGTCGGA TACTGTGATT GC
fliG,, CT TATCCCTAAT CTTCATAAAG ATGATGATAT GATTAAAGCT AT
fliL ,, CA AACTACTAGT CTGCATTCTG GTATAGATTA TTACGCTTAA GC o™
flhF,, GA GACTTGCGTA CAATAGTACA AACTTTGTTA GAATACGGCA CT
flnG ,, GC GCCTATGAGC AATTAGCGAC CTATGGCAAA ATAATGGGCT GT
flnG,,, GC AGAATACCTA TTCGCAGTTA TCTGGTACTG TCTGCCACAG G
-35 -10
fliA,,, GT TTACGCGAAG GGATGGAATT ATTTGCTAAA CTCAGTAAAG TG
fliK, ~ TA TAACTTTCAT GTITGGCATTT TATTTGCTTG ATTTCATACA C RpoN
flhF ,,, TT TGGCGCCAGA GTTGGAACAG ATGTTGCATC AGTCAATGCA AG
-24 -12
B RpoN (o%) c FIiA (0%%) D RpoD (0™)

2.980.298 bp

2.998.425 bp

Abb. 14: Nachweis von 07°-abhangige Promotoren. A Identifizierung von Transkriptionsstarts (TSS) mittels
5"RACE-PCR. Rot markierte Basen sowie der gebogene Pfeil zeigen den TSS. In der vom TSS upstream liegenden
DNA-Sequenz wurden die Bindemotive der Transkriptionsfaktoren von (7° (-10 und -35 Region) und RpoN (-12 und
-24 Region) fett hervorgehoben. Die Zahlen bei den Genen zeigen die Basenpaare fir den Abstand des TSS bis
zum Translationsstart an. B-D Bindemotive der Transkriptionsfaktoren RpoN (B), FliA (C) und @7 (D) von
S. oneidensis (aus Shao et al. 2014). E Schematische Ubersicht der Promotorpositionen. Diinne Pfeile stellen
RpoN-abhangige Promotoren und dicke Pfeile (i"°-abhangige Promotoren dar.

Die fur die Regulation des Flagellierungsmuster wichtige Gene flhF und flhG besitzen je zwei
Promotoren (Abb. 14 A, E). Der fir die Flagellenlokalisierung wichtige Faktor flhF wird durch einen FIrA-
abhangigen Promotor (255 bp upstream des Translationsstarts) sowie (7°-abhiangigen Promotor
(403 bp upstream des Translationsstarts) transkribiert. Dagegen wird der Regulator fur die Anzahl der
Flagellen flnG von zwei (7°-abhangigen Promotoren, welche 297 sowie 486 bp upstream des
Translationsstarts liegen, codiert. Um den Einfluss der (7°-abh&ngigen Promotoren bei der Flagellen-
assemblierung zu untersuchen, wurden die housekeeping Promotoren der Regulatoren flhF sowie flhG
weiter analysiert. Eine Veranderung der Proteinmenge von FIhF und FIhG beeinflusst das monopolare
Flagellierungsmuster (Schuhmacher et al. 2015b). Die Deletion von flhF bei S. putrefaciens fuhrt zur
Abwesenheit bzw. Delokalisierung der polaren Flagelle (Rossmann et al. 2015). Dagegen fuhrt eine
flnG Deletion zur polaren Hyperflagellierung (Schuhmacher et al. 2015a). Zuerst sollten die G7°-
abhangigen Promotoren in ihrer Aktivitat stillgelegt werden. Eine Deletion dieser Promotorbereiche ist
nicht moglich, da die Promotoren im offenen Leserahmen der Gene flhA bzw flhF lokalisiert sind (Abb.
14 E, Abb. 15 A). Daher kann nur die Nuklein-, aber nicht die Aminosduresequenz substituiert werden.
Fur eine stille Mutation wurde die codon usage in den Sequenzen der (7°-Bindemotive geandert. Zur
Uberpriifung der Promotoraktivitat wurden je die nativen bzw. substituierten Sequenzen in das
Reporterplasmid pBBR1-MCS2-TT-RBS-lux integriert. Anschlieend wurden diese Reporterplasmide in
S. putrefaciens WT konjugiert und in der exponentiellen Phase die Luciferase-Aktivitdt mittels
Plattenlesegerat (Tecan) detektiert (Abb. 15 A). Der (7°-abhangige Psnr (P1) zeigt durch die Substitution
im Bindemotiv (NPM, no promoter motif) von 070 keine Luciferase-Aktivitit mehr. Ebenso der 486 bp
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upstream des Translationsstarts lokalisierte Psing (P2) weist keine Promotoraktivitat in der NPM Variante
auf. Beim zweiten (7%-abhangigen Psg NPM (P3), der 297 bp upstream des Translationsstarts liegt, ist
nur eine Reduktion der Promotoraktivitdt von ca. 72 % zu beobachten. Die Promotoraktivitat von P3
wurde nochmals versucht mit einer anderen codon usage des Bindemotivs zu verringern, aber diese
Anderung zeigte keine starker reduzierte Luciferase-Aktivitat im Vergleich zu der vorherigen NPM
Variante (Daten nicht gezeigt). Die zwei Substituierten P (P2+3) zeigen in Kombination die gleiche
Luciferase-Aktivitat wie P3 alleine. Schlussfolgernd konnten die housekeeping Promotoren durch stille
Mutationen stillgelegt bzw. in ihrer Aktivitat verringert werden.
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Abb. 15: Basale Expression der Flagellierungsregulatoren flhF und flhG ist wichtig fur die monopolare
Flagellierung. A Oben ist zur Ubersicht das flhnA-Operon mit der Regulation der Genexpression (blau: FIrA/RpoN-
abhéangig, rot: bei oflrA, grpoN, ofliA anwesend) sowie alle Promotoren (diinner Pfeil: FIrA/RpoN-abhéngiger
Promotor, dicker Pfeil: (i7°-abhangige Promotoren) dargestellt. Unten sind die Messungen der Promotoraktivitaten
mittels des Luciferase Reportersystems. Die codon usage der Sequenzen der (i7°-abhangigen Promotoren von flhF
(P1) und flnG (P2, P3, P2+3) wurden substituiert (NPM, no promoter motif), um eine mdglichst geringe
Promotoraktivitéat zu erhalten und mit der nativen Promotorsequenz (WT) verglichen. Dargestellt sind die Mittelwerte
und Standardabweichungen aus biologischen und technischen Triplikaten. B Oben sind die Ausbreitungen des
S. putrefaciens WT und der chromosomalen Mutante NPM (Pisre NPM), welche eine mdglichst geringe
Promotoraktivitat aller drei G7°-Promotoren von fIhFG zeigen, auf Schwimmplatten abgebildet. Unten ist der
prozentuale Ausbreitungsradius von diesen beiden Stammen quantifiziert. Der prozentuale Ausbreitungsradius von
Pinre NPM wurde auf den WT normalisiert. Die Sternchen zeigen an, dass der Unterschied zum WT mit einem p-
Wert von <0,0001 signifikant ist (Zweistichproben-t-Test). Das Experiment wurde in biologischen Triplikaten
durchgefiihrt. C Quantifizierung der Anzahl an Flagellen pro Zelle. Die Flagelline wurden uber einen
Cysteinaustausch mittels dem Fluoreszenzfarbstoff Maleimide-CF488 markiert und mikroskopiert. Die
Quantifizierung erfolgte mit je 400 Zellen in biologischen Triplikaten. D Darstellung der Flagellenfarbung des NPM
Stammes im Vergleich zum WT. Die Skalen entsprechen 5 um. E Western Blot zur Uberpriifung der Proteinmengen
von FIhF und FIhG bei Deletion des Hauptregulators flrA (cdirA), geringe G7° Promotoraktivitat der Gene flhFG (Piinre
NPM), sowie die Kombination Psnrc NPM odirA. Als Ladekontrolle dient das Coomassie gefarbte SDS-
Polyacrylamidgel. Die vollstandigen Blots sind im Anhang Abb. S 1 C gezeigt.

Um den direkten Einfluss der housekeeping Promotoren auf das Schwimmverhalten und die
Flagellierung zu untersuchen, wurden die zuvor mittels Luciferase-Aktivitat analysierten stillen
Mutationen in den (7°-Bindemotiven chromosomal in S. putrefaciens (Pinee NPM) eingefligt. Dieser
Stamm wurde im Vergleich mit dem S. putrefaciens WT auf Weichagarplatten aufgetropft und nach
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Inkubation Gber Nacht bei RT das Schwimmverhalten ausgewertet. Der Stamm Panee NPM zeigt im
Vergleich zum WT eine Reduktion von 12 % des Ausbreitungsradius (Abb. 15 B). Um die Ursache fir
die reduzierte Schwimmfahigkeit zu identifizieren, wurde eine Flagellenfarbung durchgefihrt. Hierzu
wurde das Filament mittels einem Cysteinaustausch der polaren Flagelline FlaAti7ac und FlaBrissc
(Kthn et al. 2017) mit dem grun fluoreszierenden Farbstoff Maleimide CF488 gefarbt und mikroskopiert
(Abb. 15 C, D). Der WT als auch Psrc NPM besitzen zu 24 bzw. 25 % der Zellen keine Flagellen. Eine
monopolare Flagellierung zeigen beim WT 76 % der Zellen und die Mutante Pmec NPM dagegen nur
bei 51 %. Die restlichen 25 % der Pinre NPM Mutante weisen mindestens zwei Flagellen pro Zelle auf.
Demnach sind die housekeeping Promotoren wichtig fir ein korrektes Flagellierungsmuster. Die
Proteinmengen von FIhF und FIhG sind in der Abwesenheit von flrA nicht verandert (Abb. 11). Im
Folgenden wurden die FIhNFG Proteinmengen bei den stillgelegten (7° Promotoren von flhFG untersucht.
Hierfur erfolgte ein Western Blot mit Zellen von S. putrefaciens WT, Deletion des Hauptregulators flrA
(odIrA), Prinre NPM, sowie die Kombination aus Pinrc NPM und gfirA (Abb. 15 E). Der Nachweis der FIhF
und FIhG Proteinmengen wurde mit Direktantikbrpern durchgefuhrt. Es ist kein Unterschied bei den
Proteinmengen von FIhF und FIhG beim WT, oflrA sowie Pinrc NPM zu beobachten. Erst wenn bei
S. putrefaciens der Hauptregulator flrA deletiert und die stillen Mutationen zur Reduktion der
Promotoraktivitaten bei Pinee eingeflgt wurden, ist eine Verringerung der Proteinmenge von FIhF sowie
FIhG nachzuweisen.

4.1.6 Ektopische Expression von flrA steigert Proteinmenge von (7° Promotor abhangigen
Flagellenbestandteilen

Der Flagellenhauptregulator FIrA beeinflusst nicht die Regulation aller Flagellenkomponenten (Abb. 11),
sondern einige Gene werden von einem 07°-abh&ngigen Promotor transkribiert. Um den Einfluss von
FIrA auf die Flagellierung zu beobachten, erfolgte eine Flagellenfarbung bei S. putrefaciens gfirA und
ektopischen Transkription von flrA (pBTOK FIrA; Abb. 16 A). S. putrefaciens odIrA ist nicht in der Lage
eine Flagelle zu assemblieren. Dagegen kommt es zur polaren Hyperflagellierung bei einer
Uberproduktion von FIrA (Schwan et al. 2020). Die Flagellenbestandteile, welche eine FIrA-abhéngige
Regulation zeigen (Abb. 11) werden vermutlich durch pBTOK FIrA vermehrt transkribiert. Im nachsten
Schritt wurde der Proteingehalt der Flagellenkomponenten untersucht, die trotz Deletion von flrA
exprimiert wurden. Daher wurden die FIrA-abh&ngigen Komponenten FIhA sowie FliH und die nicht FIrA-
abhangigen Komponenten Flil sowie FIiM mit je einem chromosomalen 3xFLAG fusioniert und in die
entsprechenden S. putrefaciens Stammen konjugiert. Anschlieend erfolgte die Detektion der
Proteinmengen von FIhA, FliH, Flil und FliM mit Hilfe eines Western Blots (Abb. S 1 D) und die
Proteinlevel im Vergleich zu den entsprechenden Kontrollen wurden quantifiziert (Abb. 16 B).

Die relativen Proteinlevel von FIhA-FLAG sowie FliH-FLAG zeigen deutlich die Abwesenheit bzw. nur
geringe Menge an Proteinen bei gflrA im Vergleich zum WT. Im Vergleich der Leervektorkontrolle
(pPBTOK EVC) und S. putrefaciens pBTOK FIrA weisen FIhA und FliH einen signifikanten Proteinanstieg
um das 3,2- bzw. 2,2-fache auf (Abb. 16 B). Das zum fT3SS gehérende flil liegt direkt downstream im
gleichen Operon wie fliH (Abb. 5.3). Trotzdem zeigt Flil-FLAG keine Reduktion der Proteinmenge in der
Deletionsmutante gflrA im Vergleich zum WT. Auch das C-Ring Protein FIiM-FLAG weist keine
Anderung bei der Abwesenheit von fIrA auf. Allerdings steigen die Proteinmengen von Flil-FLAG und
FliM-FLAG signifikant um das 3,4- bzw. 2,2-fache bei einer ektopischen Expression von flrA an. Somit
sind die Proteinkomponenten, welche in der Abwesenheit von flrA keine veranderten Transkript- als
auch Proteinlevel aufweisen, trotzdem von FlrA-abhéngig, da FIrA die Proteinlevel steigern kann.
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Abb. 16: Ektopische Produktion von FIrA steigert Proteinmenge der (7° Promotor-abhangigen Flagellen-
bestandteilen. A Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der mit Alexa Fluor 488 Maleimide gefarbten Filamente
FlaABcys. S. putrefaciens oflrA assembliert keine Flagellen und pBTOK FIrA fihrt zu einer polaren Hyper-
flagellierung (Schwan et al. 2020). Die Skalen entsprechen 5 um. B Quantifizierung der relativen Proteinlevel
anhand von Western Blots bei FIhA-FLAG, FliH-FLAG, Flil-FLAG sowie FliM-FLAG. Die Deletion von flrA (gflrA)
und ektopische Produktion von FIrA (pBTOK FIrA) wurden relativ zu den Kontrollen S. putrefaciens WT sowie
Leervektor (pBTOK EVC) berechnet. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von je
technischen Duplikaten und biologischen Triplikaten. Die Sternchen zeigen an, dass die Unterschiede zur Kontrolle
signifikant sind (zweifaktorielle ANOVA,; p-Werte: **** <0,0001; *** <0,001; ** <0,01; ns nicht signifikant > 0,05). Die
Western Blots sind im Anhang abgebildet (Abb. S 1 D).

4.1.7 Induktion der Genexpression des Hauptregulators fIrA

Um die hierarchische Flagellenregulation weiter zu untersuchen, wurde der Hauptregulator flrA induziert
und einige Flagellenproteine sowie die Schwimmfahigkeit der Bakterien Uber die Zeit analysiert. Fir die
induzierbare chromosomale Genexpression wurde das zur Verwertung von L-Arabinose araBDAX-
Operon verwendet. In den Deletionsstamm S. putrefaciens gmaraAD, welcher nicht in der Lage ist L-
Arabinose abzubauen, wurde downstream von araB der Hauptregulator flrA mit einem FLAG-Anhang
(firA-FLAG) integriert. Zudem wurde das native chromosomale flrA deletiert. Zur Uberprifung der
Proteinmengen mittels Western Blot wurde das friihe Flagellengen flhA sowie ein spateres Gen flgL mit
einem chromosomalen 3xFLAG fusioniert. Dieser Stamm wurde von einer Ubernachtkultur mit einer
ODesoo 0,02 inokuliert, bis zu einer ODsoo 0,5 bei 30 °C kultiviert und anschlieRend mit 2 % L-Arabinose
induziert. Nach Zugabe von L-Arabinose wurden Proben zum Zeitpunkt O min und alle 20 min
entnommen zur Bestimmung der ODsoo, Western Blot Analyse sowie Lichtmikroskopie. Die ODeoo-
Messung diente fur die Western Blot Probennahme und der Bestimmung der Generationen. Die
Ermittlung der Generationen erfolgte tber die Verdoppelung der ODesoo-Messwerte. Beim Immunoblot
wurden die Proteinmenge des induzierten FIrA-FLAG sowie die Flagellenbestandteile FIhA-FLAG und
FIgL-FLAG mittels einem U-FLAG-Antikérper ermittelt. Mit dem Direktantikrper U-FlaAB wurden die
polaren Flagelline detektiert. Bei der Lichtmikroskopie wurde beurteilt, ob die Bakterien in der Lage sind
zu schwimmen (Abb. 17).
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Abb. 17: Nach Induktion des Hauptregulators flrA benétigt S. putrefaciens eineinhalb Generationszyklen
bis zur Fahigkeit zum Schwimmen. Zur Untersuchung der hierarchischen Regulation der Flagellenbestandteile
wurde S. putrefaciens mit einer Deletion des chromosomalen flrA sowie araAD, Integration von flrA-FLAG in das
Arabinose-Operon und chromosomale FLAG-Anhénge an die Flagellengene flhA und flgL verwendet. Die Induktion
des Hauptregulators flrA erfolgte mit 2 % L-Arabinose bei einer ODeoo von 0,5. Alle 20 min wurden Proben zur
Western Blot Analyse sowie zur Lichtmikroskopie entnommen. Mittels Western Blot Analysen wurden das induzierte
FIrA, sowie die flagellaren Proteine FIhA und FlgL mit U-FLAG-Antikdrper sowie die Flagelline FlaAB mit einem
Direktantikorper detektiert. Die Sterne markieren die Zeitpunkte des Nachweises bzw. ansteigen der Proteinlevel.
Als Ladekontrolle dient das Coomassie gefarbte SDS-Polyacrylamidgel. Die Schwimmféhigkeit wurde Licht-
mikroskopisch ermittelt. Unbewegliche (-) sowie motile Bakterien (+) wurden uber dem Western Blot
gekennzeichnet. Die Generationen wurden Uber die Verdoppelung der ODesoo-Werte ermittelt.

Mit dem chromosomale L-Arabinose Genexpressionssystem wurde erfolgreich der Hauptregulator FIrA-
FLAG induziert. Allerdings wurde trotzt Induktion mit 2 % L-Arabinose das native FIrA Proteinlevel nicht
erreicht (Daten nicht gezeigt). Bereits nach 20 min Induktion kann der Hauptregulator FIrA-FLAG mittels
Western Blot nachgewiesen werden. Das zum fT3SS zugehorige Protein FIhA ist auch schon in der
Abwesenheit von FIrA zu detektieren, aber nach 60 min Induktion zeigt sich eine Erh6hung des FIhA-
FLAG Proteinlevels. Ebenso wurden nach 60 min das zum Haken assoziierten Protein FIgL-FLAG sowie
das Nebenflagellin FlaA beobachtet. Der Nachweis des Hauptflagellins FlaB erfolgte nach 140 min
Induktion. Bei der Uberprifung der Schwimmfahigkeit mittels Lichtmikroskopie wurde nach ca. 100 min
bei einigen Bakterien ein Schwimmen beobachtet. Die Induktionszeit von 100 min entspricht in etwa
eineinhalb Generationszyklen bis die Bakterien eine funktionale Flagelle produziert haben.

4.1.8 Rho-unabhéangige Terminatoren der frihen Flagellengene

Eine klassische Operonstruktur besitzt neben dem Promotor und der Gene auch einen Terminator,
welcher die Transkription beendet. Die transkriptionellen Terminatoren werden in zwei Klassen
unterteilt. Die Rho-abhéngigen Terminatoren, welche Uber Proteinfaktoren beeinflusst werden, sowie
die Uber RNA-Strukturen wirkenden Rho-unabhangigen Terminatoren. Die Rho-unabhéngigen
Terminatoren stoppen die Transkription Uber haarnadelférmige Sekundarstrukturen der mRNA. Diese
Haarnadelstrukturen besitzen eine 8-10 bp langen, GC-reichen Nukleotidsequenz, gefolgt von einem
Abschni tt a u s nter descRNA-Franskripts. Ar\jlerEDNA-Sequenz entspricht das einem
umgekehrten Palindrom und anschlieender Thymin-reichen Sequenz (Farnham und Platt 1981; Naville
et al. 2011). Diese Nukleinsduresequenzen kénnen mittels in silico-Analysen vorhergesagt werden.

Auf solche Rho-unabhangigen Transkriptionsterminatoren wurde die Nukleinsduresequenz in dem
Bereich der friihen Flagellengene von fliE bis fliA untersucht. Mit Hilfe der webbasierte Software ARNold
wurden sieben Rho-unabhéangige Terminatoren mit einer freien Energie von mindestens 5 kcal/mol als
Konfidenzwert vorhergesagt (Abb. 18 A). Die blau markierten Bereiche sind die palindromischen GC-
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reichen Nukleotidsequenzen, welche durch komplementare Basenpaarung den Stamm der Haarnadel-
schleife bilden. Die Rot markierten Sequenzen stellen die Schleife des Rho-unabhéngigen Terminators
dar. In dem untersuchten Sequenzbereich von fliE bis fliA wurden in den folgenden sechs Genen Haar-
nadelschleifen fur das mRNA-Transkript vorhergesagt: fliH, flil, fliL, fliO, fliR und flhA. Bei fliR wurden
zwei Rho-unabhdngige Terminatoren direkt nebeneinander prognostiziert. Alle vorhergesagten
Terminatoren liegen nicht am Ende eines Operons, sondern meist zentral in einem translatierenden
Bereich (Abb. 18 B). Daher wurden im Folgenden analysiert, ob die vorhergesagten Terminatoren auch
die Eigenschaft zum Transkriptionsabbruch besitzen. Hierfiir wurden mittels einer einfachen homologen
Rekombination zur Sicherstellung der Translation eine Ribosomen-Bindestelle gefolgt von den
Reportergenen luxCDABE aus Photorhabdus luminescens up- und downstrem der jeweiligen vorher-
gesagten Terminatoren inseriert. Die untersuchten Rho-unabhangigen Terminatoren zeigen alle eine
Reduktion der Luciferase-Aktivitdét downstream der Haarnadelschleife (Abb. 18 C). Durch den
Terminator im Gen flhA ist der geringste Einfluss auf die Transkription mit einer Verringerung um 25 %
zu beobachten. Die weiteren Terminatoren in den Genen fliH (-38 %), flil (-60 %), fliL (-54 %), fliO
(-47 %) und fliR (-44 %) zeigen einen etwas grolleren Effekt bei der Reduzierung der Luciferase-
Aktivitat.

A freie Energie

Gen Terminatorsequenz (kcal/mol)
fliH CCTTACAACTTCTCGATGGTGACATTGAGTTATCTTTAATG -8.00

flil TTGGGTGAAAAGGGGCGAGCTCGCTCCGTTGTTATTGCGG -10.00

fliL GGTGTACTCGTTGCACTATTGATTGGTGGTGCATTATGGTTTTTT -9.40

flio ATTGCTTATCTTCGCCTTAGCCTATTTGTTAAGGCGATTTAATTTAGTT -10.10
fliR CTATTGGTTTTCCTATCACTATGATTGGTGGGCTTTTAATCCTTT -6.10
fliR GCTAACGCTGACGCCAGTAATGGCGCcaTTTTGACGAAGT -7.90
flhA TTATGATCTTAGTCATCAACATCCTCGGTGGCTTTATTATTGGT -5.10

Promotor Promotor i
q (FIrA/RpON-abhangig) q (Sigma 70-abhangig) Bt ngig)
(o3 D

4x105+
® upstream TT

3%105- ‘ * A downstream TT

2x105
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e, AN AR A B

fliH flil fliL flio  fliR  flhA

Luciferase-Aktivitat [RLU]

Abb. 18: Rho-unabhéngige Transkriptionsterminatoren der frihen Flagellengene. A Vorhersage der Rho-
unabhangigen Terminatoren mit dem webbasierten Tool ARNold (Naville et al. 2011). Abgebildet sind die
prognostizierten Terminatorsequenzen, welche in Rot die Sequenz der Schleife sowie in Blau des Stammes
darstellen. Als Konfidenzwert dient die freie Energie der Haarnadelschleife. B Ubersicht der friihen Flagellengene
mit Lokalisierung der vorhergesagten Rho-unabhéngigen Terminatoren. Alle Terminatoren liegen im offenen
Leserahmen. C Bestimmung der Auswirkung von den Terminatoren auf die Transkription mittels des Luciferase-
Reportersystems. Die Reportergene luxCDABE aus Photorhabdus luminescens wurden up- und downstrem der
jeweiligen vorhergesagten Rho-unabhangigen Terminatoren (TT) mittels einfacher homologer Rekombination
integriert. Die Luciferase-Aktivitat wurde bei einer ODesoo von 0,5 bis 0,6 ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte
und Standardabweichungen aus biologischen und technischen Triplikaten. D Immunoblot Analyse zum Einfluss der
Termintoren auf die Proteine FIhA und FliL. Mittels C- und N-terminalen 3xFLAG-Fusionen wurde das
Vorhandensein von trunkierten Proteinen untersucht. Als Ladekontrolle dient das Coomassie gefarbte SDS-
Polyacrylamidgel.
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Die vorhergesagten Rho-unabhangigen Terminatoren besitzen alle einen negativen Einfluss auf die
Transkription, aber die downstream liegende Expression findet weiterhin mit einer geringeren Aktivitat
statt. Ein Abbruch der Transkription fiihrt zu verkirzten mRNA Transkripten. Im Weiteren wurde
untersucht, ob mittels Western Blot solche trunkierten Proteinvarianten nachgewiesen werden kénnen
(Abb. 18 D). Hierfur wurden die Proteine FliL sowie FIhA mit einem 3xFLAG C- und N-terminal fusioniert,
um maogliche Veranderungen in den Proteingrof3en detektieren zu kénnen. Falls der Terminator Einfluss
auf FI hA nehmen w¢r de, sol | te zRklhAbedeBNtermiralBraFusipn
ein zusatzlichekD&i gaahgéwi esi@B, erden k°©°nnekPa
auch ein 14,9 kDa FLAG Signal bei der N-terminalen 3xFLAG-Fusion zu beobachten sein. Bei beiden
Proteinen FIhA sowie FliL wurden bei der Immunoblot Analyse keine weiteren Signale detektiert, die auf
Trunkierungen der Proteine hinweisen.

Da am Ende der bisher bekannten Operons keine Rho-unabhangigen Terminatoren identifiziert wurden,
kénnten dort Rho-abhéngige Transkriptionsterminatoren lokalisiert sein. Daher erfolgte auch fir die
Rho-abhéangigen Terminatoren eine in silico-Analyse mit Hilfe der Software RhoTermPredict (Di Salvo
et al. 2019). Jedoch wurden fur den Genomabschnitt von flrA bis fliA mit 22 Genen insgesamt
94 Terminatoren auf dem Plus- und Minus-Strang vorhergesagt (Daten nicht gezeigt). Diese vorher-
gesagten Rho-abhéngigen Terminatoren wurden nicht weiter untersucht.

oCen
Bei
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4.2 Regulation der monopolaren Flagellenassemblierung durch die MinD-

ahnliche ATPase FIhG

Die im folgenden Kapitel zum Teil gezeigten Ergebnisse wurden bereits in Schwan et al. (2020)
verdffentlicht. Die MinD-ahnliche ATPase FIhG als auch die Homologe FleN, YIxH und MinD2
begrenzen in polar flagellierten Bakterien die Anzahl der Flagellen. Die Deletion von flnG bzw. die
Homologe fithren zur polaren Hyperflagellierung in Pseudomonas aeruginosa (Dasgupta et al. 2000),
Vibrio cholerae (Correa et al. 2005), V. alginolyticus (Kusumoto et al. 2006) als auch S. putrefaciens
(Schuhmacher et al. 2015a; Schwan et al. 2020). S. putrefaciens codiert flhG im polaren Flagellencluster
und zeigt auch keinen Einfluss auf das laterale Flagellensystem (Schuhmacher et al. 2015a). Daher
wurde der Fokus aller folgenden Experimente auf das polare Flagellensystem gelegt und die lateralen
Flagelline flaABiat in S. putrefaciens deletiert, um den regulatorischen Einfluss des lateralen
Flagellensystems auszuschlie3en.

4.2.1 FIhG lokalisiert kurze Zeit am Zellpol

Die C-terminale membrane targeting sequence (MTS)-Doméne der MinD-ahnlichen ATPase FIhG kann
mit Lipiden interagieren (Schuhmacher et al. 2015a). In V. parahaemolyticus zeigt FIhG bei 18 % der
Zellen eine Lokalisierung am flagellierten Zellpol (Arroyo-Pérez und Ringgaard 2021), aber auch in
S. putrefaciens ist neben einer diffusen zytoplasmatischen auch eine polare Lokalisierung zu
beobachten (Rossmann et al. 2015). Zur besseren Sichtbarkeit der Lokalisierung von FIhG in
S. putrefaciens erfolgte in Kooperation mit Benjamin Mayer (AG Graumann, Marburg) Aufnahmen mit
einem konfokalen Fluoreszenzmikroskop (Abb. 19). Hierfur wurde FIhG mit dem superfolder grin
fluoreszierenden Protein (sfGFP) fusioniert und die Funktionalitat iber das Schwimmverhalten bestatigt.
S. putrefaciens flnG-GFP besitzt auf Weichagarplatten einen Ausbreitungsradius von 97 % im Vergleich
zum WT (Abb. 19 B).

A Hellfeld FIhG-sfGFP B

WT

FIhG-
sfGFP

Abb. 19: FIhG verweilt nur kurz an flagellierten Pol. A FIhG-sfGFP Lokalisierung in S. putrefaciens mit dem
konfokalen Mikroskop ELYRA PS.1 (Zeiss). Die Aufnahme erfolgten in Kooperation mit Benjamin Meyer (AG
Graumann). MinD-ahnliche ATPase FIhG lokalisiert im Zytosol als auch bei wenigen Zellen am Zellpol (weil3er
Pfeil). Die Skala entspricht 5 pm. B Ausbreitungsradien von S. putrefaciens flnG-1xGS-sfGFP (FIhG-sfGFP) im
Vergleich zum WT auf Weichagarplatten. Die C-terminale GFP-Fusion von FIhG ist aktiv und besitzt keinen
Schwimmphénotyp.

Die konfokalen Fluoreszenzaufnahmen von FIhG-sfGFP zeigen bei einigen Zellen eine polare
Lokalisierung. Aber FIhG-sfGFP zeigt auch einige Spots an unterschiedlichen Positionen sowie diffuse
Lokalisierungen im Zytoplasma. FIhG scheint nur kurz bzw. in bestimmten Zellteilungsphasen am Zellpol
zu lokalisieren. Fir die polare Lokalisierung scheinen das landmark-Protein HubP sowie das flagellare
C-Ring Protein FliM eine Rolle zu spielen (Rossmann et al. 2015; Schuhmacher et al. 2015a).
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4.2.2 Landmark-Protein HubP besitzt keinen Einfluss auf FIhG und Flagellierung

Die raumliche und zeitliche Regulierung der Zellpolaritat ist bei vielen Bakterien entscheidend fur
grundlegende zellulare Prozesse, wie z. B. Chromosomensegregation und Zellteilung, aber auch die
Motilitét (Treuner-Lange und Sggaard-Andersen 2014). In S. putrefaciens existiert das landmark-Protein
HubP, welches eine wichtige Rolle bei der Rekrutierung von Bestandteilen an den Zellpol spielt. HubP
ist bei der Chromosomensegregation, Chemotaxis System sowie Motilitat beteiligt. HubP besitzt bei der
Motilitat von S. putrefaciens Einfluss auf das Typ-IV Pili vermittelte twitching als auch die richtige
Funktion der polaren Flagelle. Eine Deletion von hubP in S. putrefaciens fuhrt zu einer reduzierten
Schwimmgeschwindigkeit, Delokalisierung der MinD-ahnlichen ATPase FIhG und Reduzierung der
Anzahl an Zellen mit einer polaren Flagelle (Rossmann et al. 2015). Das landmark-Protein HubP besteht
aus einer N-terminalen Signalsequenz, LysM-Domane, welche Peptidoglykan bindet, sowie
Transmembrandoméanen und einem zytoplasmatischen Teil. Der zytoplasmatische Bereich besitzt eine
C-terminale FimV-Doméane und neun saure wiederholende Aminoséuresequenzen, die im Folgenden
Repeats genannt werden (Rossmann et al. 2015).

In weiteren Analysen sollte die Rolle von HubP auf die Lokalisierung von FIhG untersucht werden. Daflr
wurde S. putrefaciens flnG-sfGFP flaAB.ys gflaABiat verwendet, da so die Lokalisierung von FIhG sowie
eine Flagellenfarbung mit einem Stamm analysiert werden kann. S. putrefaciens mit den Deletionen von
hubP bzw. den Domanen hubPrepeats 1-0 0der hubPrimv wurden bei einer ODeoo von ca. 0,3 mikroskopiert,
um die Lokalisierung von FIhG-sfGFP zu analysieren (Abb. 20 A, B). AnschlieRend bei einer ODsoo VOn
ca. 0,6 erfolgte eine Flagellenfarbung von diesen Stdmmen (Abb. 20 A). Die Flagellenfarbung zeigt
keine Anderung der Flagellierung von S. putrefaciens ghubP, ghubPrepeats 1-0 sowie ghubPeimv im
Vergleich zum WT. Bei allen Stammen besitzen ca. 70 % der Zellen eine monopolare Flagelle und die
restlichen ca. 30 % sind nicht flagelliert (Abb. 20 B). Auch die Mikroskopie von FInG-sfGFP zeigt keine
starke Anderung von S. putrefaciens qhubP, qhubPrepeats 1-0 Sowie qhubPeimv im Vergleich zum WT.
Die MinD-ahnliche ATPase FIhG weist bei diesen untersuchten S. putrefaciens Stdmmen trotz Deletion
von hubP sowie den Domanen hubPrepeats 1-9 und hubPrimv eine polare Lokalisierung auf. Die Anzahl an
polaren Lokalisierungen in den Deletionsmutanten ist zwar etwas geringer als im WT, aber nicht
signifikant reduziert (Abb. 20 B). Die deutliche verringerte Ausbreitung auf Weichagarplatten von
S. putrefaciens ghubP wurde wie auch bei Rossmann et al. (2015) beobachtet (Abb. 20 D). Die Repeat-
Domane von HubP zeigt mit einer Reduktion von 25 % einen deutlicheren Schwimmphéanotyp als die
FimV-Domane mit einem um 11 % verringerten Ausbreitungsradius. Mit den neu erstellten Stammen
S. putrefaciens ghubP, ghubPrepeats 1-0 und ghubPrimv konnte der Einfluss des landmark-Proteins HubP
auf die FIhG Lokalisierung nicht bestatigt werden und wurde nicht weiter untersucht.
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Abb. 20: HubP =zeigt keinen Einfluss auf Flagellierung sowie FIhG Lokalisierung. A Fluoreszenz-
mikroskopische Aufnahme der mit CF 488 Maleimide gefarbten Filamente FlaABcys (oben) und die Lokalisierung
von FIhG-sfGFP (unten) sowie die entsprechenden Phasenkontrastaufnahmen. Alle Stamme besitzen folgenden
Hintergrund S. putrefaciens flaABcys flnG-sfGFP oflaABia. S. putrefaciens ghubP sowie die Deletionen der
Doménen hubPrepeats 1-9 und hubPrimv besitzen wie der WT eine monopolare Flagellierung. Der Maf3stab entspricht
5 um. B Quantifizierung der Flagellenfarbung. In biologischen Triplikaten wurden pro S. putrefaciens Stamm
400 Zellen ausgezéhlt. C Quantifizierung der FIhG Lokalisierung. In biologischen Triplikaten wurden pro
S. putrefaciens Stamm 400 Zellen ausgezahlt. FIhG kann in allen untersuchten Stammen am Zellpol lokalisieren.
D Oben sind die Ausbreitungsradien der in A und B analysierten S. putrefaciens Stdmmen auf Weichagarplatten
dargestellt. Unten ist der prozentuale Ausbreitungsradius von diesen Stammen quantifiziert. Die Deletionsmutanten
wurden auf den WT normalisiert. Das Experiment wurde in vier biologischen Replikaten durchgefiihrt. Die
Sternchen zeigen an, dass die Unterschiede zur Kontrolle signifikant sind (ANOVA, p-Werte: **** <0,0001; ns nicht
signifikant > 0,05).
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4.2.3 FIhG st kein integrierter Bestandteil der Flagelle

In der Studie von Schuhmacher et al. (2015a) wurde gezeigt, dass FIhnG mit dem N-terminalen EIDAL-
Motiv des C-Ring Proteins FIiM interagiert. Welchen Einfluss FIhG auf die polare Flagellen-
assemblierung vor allem auf den C-Ring besitzt, wurde mittels Kryo-Elektronentomographie ermittelt.
Die Kryo-Elektronentomographie wurde von Florian Rossmann (AG Beeby, Imperial College London)
durchgefuhrt. Es wurden die Stdmme S. putrefaciens WT und der polar hyperflagellierte Stamm oflhG
verwendet (Abb. 21).

WT AfinG

Abb. 21: MinD-&hnliche ATPase FIhG ist kein integrierter Bestandteil der Flagelle. Kryo-Elektronen-
tomographie Aufnahmen des polaren Flagellenmotors von S. putrefaciens WT (links) und oflhG (rechts).
Aufnahmen wurden von Florian Rossmann (AG Beeby) zur Verfligung gestellt (Schwan et al. 2020).

Im Vergleich der Kryo-Elektronentomographie von S. putrefaciens WT und gflhG ist kein Unterschied
in der C-Ring- sowie Flagellenstruktur zu beobachten (Abb. 21). Daher kann ausgeschlossen werden,
dass FIhG ein integrierter Bestandteil oder fur die Assemblierung der Flagelle essenziell ist (Schwan et
al. 2020).

4.2.4 C-Ring Protein FliM transportiert FIhG an den flagellierten Zellpol

Die Rolle der Interaktion von FIhG und dem C-Ring Bestandteil FIiM wurde nicht mit Hilfe der Kryo-
Elektronentomographie geklart. Daher wurden das Filament sowie der Haken mit Fluoreszenzfarbungen
und die Lokalisierung von FIhG-sfGFP in verschiedenen S. putrefaciens Stdmmen untersucht, die die
Interaktion von FIhG und FliM verhindern. Zum einem wurde das N-terminale EIDAL-Motiv von FliM
(FliMgepaL) deletiert sowie bei FInG eine Punktmutation K175E (FIhGkirse) eingebracht (Abb. 22).
Schuhmacher et al. (2015a) konnten bereits zeigen, dass FliM trotz Deletion des EIDAL-Motivs am
flagellierten Zellpol lokalisiert.

Die MinD-ahnliche ATPase FIhG zeigt bei S. putrefaciens keine polare Lokalisierung, wenn die
Interaktion zwischen FIhG und FliM durch die Mutationen FliMgpe o aind FlhGkizse verhindert wird.
Zudem ist eine polare Hyperflagellierung in diesen Mutanten wie bei einer flhG Deletion zu beobachten
(Abb. 22). Da die Interaktion von FIhG mit dem C-Ring Protein FliM zur polaren Lokalisierung nétig ist
wird vermutet, dass FIhG mit FliM zum wachsenden C-Ring der Flagelle transportiert wird (Schwan et
al. 2020).
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Abb. 22: Interaktion des C-Ring Proteins FliM und MinD-ahnlichen ATPase FIhG ist wichtig fur die FIhG
Lokalisierung sowie monopolare Flagellierung. Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der mit Alexa Fluor 488
Maleimide geféarbten Filamente FlaABcys (0ben; Schwan et al. 2020) und Haken FIgEcys (mitte), die Lokalisierung
von FIhG-sfGFP (unten) sowie die entsprechenden DIC- bzw. Phasenkontrastaufnahmen. Die Mutanten FliMgpe | paL
und FIhGkai7sg, welche die Interaktion von FIhG und FliM verhindern, zeigen wie bei der Deletion von flhnG (qflhG)
eine polare Hyperflagellierung und FIhG lokalisiert nicht am Zellpol. Die Skalen entsprechen 5 pm.

425 ATP-abhéangiges FIhG Homodimer interagiert mit Flagellenhauptregulator FIrA

Um den Mechanismus der MinD-ahnlichen ATPase FIhG bei der Regulierung der Anzahl an
monopolaren Flagellen zu identifizieren, sollten weitere Interaktionspartner von FIhG ermittelt werden.
In P. aeruginoasa interagiert das FIhG Homolog FleN mit dem flagellaren Hauptregulator FleQ
(Dasgupta und Ramphal 2001). FleQ reguliert in P. aeruginosa u. a. die Flagellengenexpression und
Produktion der Exopolysaccharide (Arora et al. 1997). Mogliche Interaktionspartner von FIhG aus
S. putrefaciens wurden mit Hilfe eines Yeast-Two-Hybrid Assays von Devid Mrusek (AG Bange,
Marburg) untersucht (Daten nicht gezeigt). Hierbei wurde neben der Interaktion von FIhG mit dem C-
Ring Protein FliM (Schuhmacher et al. 2015a) und der Signalerkennungpartikel (SRP)-ahnlichen
GTPase FIhF (Bange et al. 2011) eine Interaktion mit dem Flagellenhauptregulator FIrA (Homolog von
FleQ) beobachtet (Schwan et al. 2020).

S. putrefaciens besitzt neben dem polaren Flagellensystem auch ein unabhéangiges zweites Flagellen-
system, welches fiir die Assemblierung von lateralen Flagellen zustandig ist. Beide Flagellengencluster
codieren den Hauptregulator flrA (Bubendorfer et al. 2012). Ein Alignment des polaren Hauptregulators
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(FIrApor) sowie laterale Flagellenregulator (FIrAia) zeigt bei BLAST eine Aminosauresequenzahnlichkeit
von 48,4 % (Abb. S 5). Zur Untersuchung ob die Interaktion von FIhG ausschlieBlich mit FIrApo oder
auch mit FIrAiat stattfindet, wurden Bacterial-Two-Hybrid Assays durchgefiihrt (Abb. 23 A). Hierbei
werden Fragmente der Adenylatzyklase (T18 und T25) aus Bordtella pertussis an die moglichen
Interaktionspartner fusioniert. Bei Interaktion der zu testenden Proteine gelangen die T18 und T25
Fragmente in raumliche Nahe und bilden eine funktionale Adenylatzyklase. Die daraus resultierende
erhohte R-Galaktosidase-Aktivitat fihrt zur Umsetzung des Substrats X-Gal und zur Blaufarbung der
Kolonien. Dagegen bleiben die Kolonien weil3, wenn die zu untersuchenden Proteine nicht miteinander
interagieren und dadurch keine funktionale Adenylatzyklase aus den T18 und T25 Fragmenten bilden.
Bei der Untersuchung der Protein-Protein-Interaktion mittels Bacterial-Two-Hybrid Assay wurde nur eine
Blaufarbung bei Kolonien mit den zu untersuchenden Proteinen FIhG und FIrApa aber nicht FlrAja
beobachtet (Abb. 23 A). Daher wird im Folgenden Teil die Interaktion des polaren Hauptregulators FIrA
und der MinD-&hnlichen ATPase FIhG genauer analysiert.

FIrA besteht aus folgenden drei Doméanen: Receiver (Rec), AAA+-dhnliche ATPase (AAA+) und der
DNA-bindenden Helix-Turn-Helix (HTH)-Doméne (Abb. 23 B). Zum Nachweis welche FIrA Doméne mit
FIhG interagiert wurde von Vitan Blagotinsek (AG Bange, Marburg) in vitro Pulldown-Assays
durchgefuhrt. Hierfir wurden die FIrA-Doménen Rec, AAA+-HTH oder HTH mit Glutathion-S-
Transferase (GST) fusioniert. Die an GSH-Beads gebundenen Fusionsproteine wurden in der
Anwesenheit von ATP mit FIhG inkubiert, anschlieBend gewaschen und mit Glutathion eluiert. Die
Analyse der Eluate erfolgte tlber Coomassie gefarbte SDS-Polyacrylamidgele. FIhG interagiert mit den
untersuchten FIrA Fragmenten AAA+-HTH und HTH (Abb. 23 C). Zur besseren Identifikation des Binde-
bereichs der FIrA HTH-Doméne an FIhG wurden von der AG Bange in silico-Analysen durchgefihrt
(Abb. 23 B). Die in silico-Analysen zeigten, dass vermutlich am N-Terminus der HTH-Doméane eine
kurze U-Helix und ungeordnete Schlaufe vorhanden sind. Diese kurze U-Helix und ungeordnete
Schlaufe wurden zusammen Linker benannt. Das Alignment der Aminosauresequenz von FlrApo und
FlIrAit zeigen eine nicht konservierte Sequenz in diesem Linkerbereich (Abb. S1). Die GST-Pulldowns
von FIhG und der FIrA HTH-Domaéane enthielten genau diesen Linkerbereich. Um die Funktion dieses
Bereiches genauer zu untersuchen, wurden mit N-terminalen Trunkierungen von 16 (gN16) bzw. 36
Aminosauren (qN36) der FIrA HTH-Domane und FIhG weitere Pulldowns von Vitan Blagotinsek (AG
Bange, Marburg) durchgefiihrt (Abb. 23 D).

Der Pulldown-Assay zeigt in der Anwesenheit von ATP eine Interaktion von FIhG mit der trunkierten
GST-HTHq1e Variante sowie die als Kontrolle dienende komplette HTH-Domé&ne. Jedoch ist bei der
kirzeren GST-HTHqnss Trunkierung keine Interaktion zu FIhG zu beobachten (Abb. 23 D). Dies
bestatigt, dass FIhG mit der N-terminalen ungeordneten Schlaufe zwischen der AAA+ und HTH-
Doméne von FIrA (Abb. 23 B, roter Bereich) interagiert. Zudem findet die Interaktion von FIhG mit FIrA
nur in der Anwesenheit von ATP statt (Daten nicht gezeigt; Schwan et al. 2020).

Die MinD-ahnliche ATPase FIhG ist in der Lage ATP zu hydrolysieren (Schuhmacher et al. 2015a). Um
den Einfluss der FIrA Interaktion auf die ATP-Hydrolyse von FIhG zu untersuchen, fihrte Wieland
Steinchen (Serviceabteilung Massenspektrometrie und Elementanalytik) ATP-Hydrolyse Assays durch
(Abb. 23 E). Hierfur wurde die ATPase Aktivitat von FIhG alleine sowie in der Anwesenheit der FIrA
HTH-Domé&ne bei unterschiedlichen ATP-Konzentrationen untersucht. Fir die Bestimmung der
ATPase-Aktivitait wurde die Michaelis-Menten-Konstante (Km) und die maximale Reaktions-
geschwindigkeit (Vmax) ermittelt. Die ATPase-Aktivitat von FIhG alleine ist mit einer Km von 0,45 + 0,34
mM ATP und Vmax von 0,08 = 0,02 pM ATP-Hydrolyse pro Minute pro pM FIhG gering. In der
Anwesenheit der FIrA HTH-Doméne steigt Vmax um das Funffache auf 0,48 £ 0,04 uM ATP-Hydrolyse
pro Minute pro pM FIhG und einer unveranderten Km (0,36 £ 0,12 mM ATP). Dies deutet darauf hin,
dass die Stimulierung der FIhG ATPase-Aktivitat durch die Interaktion mit FIrA zum Wechsel vom FIhG-
Homodimer zum Monomer fiihrt (Schwan et al. 2020).
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Abb. 23: Der polare Flagellenhauptregulator FIrA interagiert mit der MinD-&hnlichen ATPase FIhG.
A Bacterial-Two-Hybrid System zur Untersuchung der Protein-Protein-Interaktion von FIhG mit FIrA des polaren
(FIrApo) bzw. lateralen (FlrAat) Flagellensystems. Als Positivkontrolle (+) dienten Fusionen von miteinander
Interagierenden Leucin-Zipper an die T18 und T25 Fragmente der Adenylatzyklase, welche eine Blaufarbung der
Kolonie verursacht. Fir die Negativkontrolle (-) wurden die Leervektoren mit den T18- und T25-Fragment
verwendet. B Oben: Ubersicht der drei FIrA-Domé&nen: Receiver (Rec), AAA+-dhnliche ATPase (AAA+) und Helix-
Turn-Helix (HTH)-Doméne. Unten: Strukturelle Details der FIrA Linkerregion und HTH-Domane. C Pulldown-Assay
zur Analyse der Proteininteraktion zwischen FIhG und trunkierten FIrA-Doméanen in der Anwesenheit von 1 mM
ATP. FIhG interagiert mit der HTH-Doméane von FIrA in der Anwesenheit von ATP. D Pulldown-Assay zwischen
FIhG und der FIrA HTH-Domane in der Anwesenheit von 1 mM ATP. FIhG interagiert mit der FIrA HTH-Doméane
bei Deletion von 16 Aminosduren am N-Terminus (giN16), aber nicht bei einer Deletion von 36 Aminosauren am N-
Terminus (qN36). E ATP-Hydrolyse Assay von FIhG in der Ab- bzw. Anwesenheit der FIrA HTH-Domé&ne mit einer
Reihe von verschiedener ATP Konzentrationen. Dargestellt sind die Mittelwerte mit der Standardabweichung von
technischen Triplikaten. B-E Die Experimente und Zusammenstellung der Abbildungen wurden von Vitan
Blagotinsek (AG Bange) und Wieland Steinchen (Serviceabteilung Massenspektrometrie und Elementanalytik)
durchgefihrt und zur Verfigung gestellt (Schwan et al. 2020).

4.2.6 FliMund FIrA teilen sich die gleichen FIhG-Bindestellen

Die MinD-ahnliche ATPase FIhG interagiert u. a. mit dem C-Ring Protein FliM und Flagellenhaupt-
regulator FIrA. Die Bindestellen von FliM (EIDAL-Motiv; Schuhmacher et al. 2015a) und FIrA
(ungeordnete Schlaufe der HTH-Doméne; Schwan et al. 2020) zur FIhG Interaktion sind bekannt. Mit
Hilfe der Wasserstoff-Deuterium-Austausch (HDX)-Massenspektrometrie (MS) wurde von Wieland
Steinchen (Serviceabteilung Massenspektrometrie und Elementanalytik, SYNMIKRO, Marburg) die zur
Interaktion mit FIrA (Abb. 24 A) und FliM (Abb. 24 B) wichtigen Aminosaureresten von FIhG analysiert
(Schwan et al. 2020). Bei HDX-MS wird das zu untersuchende Protein (FIhG) einmal mit und ohne
Interaktionspartner (FIrA/FliM) in deuterierten Losungen inkubiert. Dadurch findet bei Peptidbindungs-
amiden ein Austausch mit schwerem Wasserstoff (Deuterium) statt und diese veranderte Peptidmasse
kann nach einem Pepsinverdau von FIhG mit Hilfe von MS ermittelt werden. Durch Deuterium
verénderte Peptidmassen bei der Probe mit Interaktionspartner im Vergleich zur Kontrolle ohne
Interaktionspartner deuten auf eine Bindungsflache oder Konformationsdnderung hin. Die HDX-MS
Analysen der Interaktionen von FIhG mit FliM sowie FIrA zeigen beide u. a. in den Helices U6 und U7
eine Reduzierung von HDX (Abb. 24 A, B). Diese HDX-Reduktion lasst vermuten, dass es bei den
Helices U6 und U7 von FIhG um die Bindungsflache von FliM sowie FIrA handelt (Schwan et al. 2020).
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Vitan Blagotinsek und Devid Mrusek (AG Bange, Marburg) identifizierten in der Bindungsstelle
Aminosaurereste (K175, K205 und F213), die fir die Interaktion mit FIliM und/oder FIrA wichtig sein
konnten (Abb. 24 C). Diese Bindestellen wurden mittels Pulldown-Assay ebenfalls von Vitan Blagotinsek
und Devid Mrusek (AG Bange) verifiziert. Die Aminoséuren K175E, K205E und F213S von FIhG wurden
substituiert und die Interaktion mit FIrA GST-HTH (Abb. 24 D) sowie GST-FIiIMN (Abb. 24 E) untersucht.
Keiner dieser FIhG Mutanten kann mit der FIrA HTH-Domé&ne oder mit FliM interagieren. Dies zeigt,
dass FIhG die gleiche Bindestelle mit FIrA und FliM teilt (Schwan et al. 2020).
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Abb. 24: C-Ring Protein FliM und flagellarer Hauptregulator FIrA teilen gleiche Bindestelle der MinD-
ahnlichen ATPase FIhG. A Identifizierung der Interaktionsstelle von FIhGopssa (FING liegt als ATP-gebundenes
Homodimer vor) und der HTH-Doméane von FIrA mittels HDX (Links). Das FIhG-Dimer ist als FIhG-FIhG™ dargestellt
(rechts). B Identifizierung der Interaktionsstelle von FIhG und FIiIMN mittels HDX. A, B Die Daten und Abbildungen
wurden von Wieland Steinchen (Serviceabteilung Massenspektrometrie und Elementanalytik) durchgefiihrt und zur
Verfligung gestellt (Schwan et al. 2020). C Die Aminosauren K175, K205 und F213 sind wichtig fiir die Interaktion
von FIhG mit FIliM und FIrA. D Pulldown-Assay zur Analyse der Proteininteraktion von FIhG und FIrA (GST-HTH) in
der Anwesenheit von 1 mM ATP. E Pulldown-Assay zur Analyse der Proteininteraktion von FIhG und FliM (GST-
FIIMN) in der Abwesenheit von ATP. C-E FIhG Mutanten (K175E, K205E und F213S) verhindern eine Interaktion
mit FIrA und FliM. Die Experimente und Zusammenstellung der Abbildungen wurden von Devid Mrusek (AG Bange)
durchgefihrt und zur Verfligung gestellt (Schwan et al. 2020).

FliM und FIrA teilen sich die gleichen Bindestellen an FIhG. Um den Unterschied dieser Interaktionen
zu quantifizieren, wurden die Bindungsaffinitdten von FIhG-FliM und FIhG-FIrA mittels mikroskaligen
Thermophorese (MST) von Sven Freibert (AG Lill, Marburg) untersucht (Schwan et al. 2020). Die
Dissoziationskonstanten (Kp) der Interaktion von FIhG und FliM (3,1 £ 0,3 uM) sowie von FIhG und FIrA-
HTH (1,6 = 0,1 pM) sind sehr &hnlich (Schwan et al. 2020). Neben den identischen Bindestellen von
FliM und FIrA an FIhG sind auch die Bindungsaffinitaten beider Interaktionen sehr ahnlich. Der einzige
Unterschied beider Interaktionen ist, dass bei den Analysen von FIrA nur in der Anwesenheit von ATP
eine Bindung mit FIhG nachzuweisen war. Die Interaktion von FIhG und FliM dagegen ist unabhéngig
von ATP (Daten nicht gezeigt; Schwan et al. 2020).
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4.2.7 FIhG hemmt die FIrA-abhangige Transkription

FIrA aktiviert die Genexpression einiger Flagellenbestandteile, wie z. B. den MS-Ring fliF (Abb. 10, Abb.
11). Ob die Interaktion von FIrA mit FInG einen Einfluss auf die FIrA-abhangige Genexpression besitzt,
wurde mit einer quantitativen Real-Time-PCR untersucht (Abb. 25 A). Hierbei erfolgte die
Quantifizierung der mRNA-Menge des FIrA-abhéngigen Gens fliF. Als Kontrolle diente die mRNA-
Menge von flrA, da der Hauptregulator nicht seine eigene Expression reguliert (Wu et al. 2011a). Die
Transkriptlevel wurden in S. putrefaciens gflhG, Uberproduktion von FIhG (pBTOK FIhG), sowie in der
flrALs00e Mutante, welche nicht mehr mit FIhG interagieren kann, gegen die entsprechenden Kontrollen
S. putrefaciens WT bzw. Leervektorkontrolle (pBTOK EVC) analysiert.
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Abb. 25: FIhG-FIrA Interaktion beeinflusst negativ die FIrA-abhdngige Genexpression. A Quantitative Real-
Time PCR zeigt die Transkriptmengen von fliF (FIrA-abhéngig) und als Kontrolle flrA in verschiedene
S. putrefaciens FIhG und FIrA Mutanten. Die mRNA-Level der Deletionsmutante qflhG und FIrA Mutante (FIrALsoog),
die nicht mehr mit FIhG interagieren kann, wurden mit S. putrefaciens WT verglichen. Bei der ektopischen
Transkription von flnG (pBTOK FIhG) wurde die Verédnderung der Transkriptmenge entsprechend mit
S. putrefaciens Leervektor (bBTOK EVC) berechnet. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen
aus biologischen und technischen Triplikaten (Schwan et al. 2020) . B Western Blot Analyse der Proteinmenge von
FliF-FLAG in S. putrefaciens gdflhG, pBTOK FIhG, oflrA, flrAswoe und die entsprechenden Kontrollen. Als
Ladekontrolle dient das Coomassie gefarbte SDS-Polyacrylamidgel. Transkript- als auch Proteinlevel des FIrA-
abhéangigen fliF zeigen in der Abwesenheit von flhG sowie bei FIrALiooe einen starken Anstieg, sowie bei pBTOK
FIhG eine Reduzierung der mRNA- bzw. Proteinmenge (Schwan et al. 2020).

Die zur Kontrolle analysierte mMRNA-Menge des Hauptregulators flrA zeigt keine Verénderung in den
untersuchten Mutanten im Vergleich zu den Kontrollen (Abb. 25 A). Die FIrA-abhéngige Transkript-
menge von fliF ist im Vergleich zum WT bei gflhG erhéht und bei der ektopischen Expression von flhnG
verringert. Wenn die Interaktion von FIrA und FIhG bei der Mutante FlrAcLacoe verhindert ist, kann wie bei
oflhG eine Steigerung der fliF mRNA-Menge detektiert werden. Zum Bestatigen der veranderten
Transkriptlevel erfolgte die Bestimmung der Proteinlevel von FliF mittels Western Blot (Abb. 25 B).
Hierfir wurde chromosomal ein 3xFLAG C-terminal an fliF fusioniert und in diversen Hintergrund-
stammen mit verschiedenen FIhG und FIrA Mengen analysiert. S. putrefaciens qflhG sowie flrALso0e
zeigen im Vergleich zum WT Hintergrund eine funffach erhdhte Menge an FliF-FLAG bei der
Quantifizierung des Western Blots. Dagegen sind bei pBTOK FIhG als auch gflrA keine Mengen an FliF-
FLAG zu detektieren. Diese Beobachtungen stimmen mit den veranderten Transkriptmengen tberein.
Die Interaktion von FIhG und FIrA besitzt einen negativen Einfluss auf die FIrA-abhéngige
Genexpression.
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4.2.8 FIhG-Bindestelle bei FIrA beeinflusst Flagellenlokalisierung und -anzahl

Die Mutante FIhGkai7se, welche u. a. nicht mehr mit dem Hauptregulator FIrA interagieren kann, zeigt
eine polare Hyperflagellierung (Abb. 22). Jedoch kann FIhGki7se neben FIrA auch keine Interaktion mit
dem C-Ring Protein FliM aufweisen (Abb. 24 D, E). Um den Flagellierungsphéanotyp bei S. putrefaciens
bei Verhinderung der FIhG-FIrA Interaktion zu verifizieren, wurde die FIhG-Bindestelle bei FIrA deletiert.
Mittels Pulldown-Assays konnte Vitan Blagotinsek (AG Bange) die Interaktionsstelle auf den
Linkerbereich der FIrA HTH-Domane (Aminosauren 389 bis 409) eingrenzen (Abb. 23 B-D). Dieser
Bereich von 20 Aminosauren (FIrAgsse-400) wWurde in einem S. putrefaciens Stamm deletiert, der durch
Cysteinausstausche bei den Flagellinen FlaAB eine Flagellenfarbung ermdglicht (Abb. 26 A).
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Abb. 26: Deletion der FIhG Interaktionsstelle bei FIrA beeinflusst Flagellierungsmuster. A Flagellenfarbung
mit Hilfe eines Cysteinausstausches der Flagelline (FlaABcys) und dem griin fluoreszierenden Farbstoff Alexa Fluor
488 Maleimide. Die Deletion der FIhG-Interaktionsstelle bei FIrA (FlrAqsso-409) fUhrt bei S. putrefaciens zu einer
Hyperflagellierung bei der die Flagellen tGber den gesamten Zellkdrper verteilt sind. Die Skala entspricht 5 pm
(Schwan et al. 2020). B Western Blot Analyse der Proteinlevel von FIrA und FlrAgsse-400 mit je einem C-terminalen
FLAG-Anhang. Als Ladekontrolle dient das Coomassie gefarbte SDS-Polyacrylamidgel. Die FIrA-Mutante zeigt im
Vergleich zum nativen FIrA keine veranderte Proteinmenge (Schwan et al. 2020).

S. putrefaciens WT weist eine monopolare Flagelle auf und die Mutante FIhGki7se eine polare Hyper-
flagellierung. Die Flagellenfarbung von S. putrefaciens flrAqsso-400 zeigt ein anderes Flagellierungs-
muster. Die Mutante besitzt viele Flagellen, die nicht polar lokalisieren, sondern um den ganzen
Zellkorper verteilt sind (Abb. 26 A; Schwan et al. 2020). Eine verénderte FIrA-Menge kann Einfluss auf
die Flagellierung nehmen. Die Deletionsmutante gflrA ist nicht mehr in der Lage eine Flagelle
aufzubauen und die ektopische Expression von flrA zeigt eine polare Hyperflagellierung (Abb. 16 A).
Daher wurde untersucht, ob eine veranderte FIrA-Proteinmenge bei der FlrAgsse-400 Mutante vorliegt.
Hierfur erfolgte eine C-terminale FLAG Fusion von FIrA bzw. FlrAqsse-400 Und eine anschlieRende
Analyse mittels Western Blot (Abb. 26 B). Im Vergleich der FIrA-Mutante zur nativen FIrA-Menge ist kein
Unterschied im Proteinlevel zu beobachten.

Der deletierte Bereich FlrAgsso-409 liegt direkt neben der HTH-Doméane. Die HTH-Doméne interagiert mit
der DNA und FIrA kann dadurch die Transkription aktivieren. Um auszuschliel3en, dass die Deletion des
Linkerbereiches einen Einfluss z. B. durch veranderte Proteinfaltung auf die Aktivitat von FIrA besitzt,
wurde dieser Linkerbereich weiter untersucht. Mégliche Aminosauren (E393, R397, D398, L400 und
E408), die eine Rolle bei der Interaktion von FIrA und FIhG spielen kdnnen, wurden von der AG Bange
identifiziert. Daraufhin erfolgte ein chromosomaler Austausch von flrA zu den Substitutionsmutanten
E393R, R397E, D398R, L400E und E408R. Die Flagellierungsphanotypen wurden mittels Flagellen-
farbungen analysiert (Abb. 27).
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Abb. 27: Aminos&ure L400 von FIrA ist flr Interaktion mit FIhG essenziell. Flagellenfarbung mit Hilfe eines
Cysteinausstausches der Flagelline (FlaABcys) und dem griin fluoreszierenden Farbstoff Alexa Fluor 488 Maleimide.
Nur Aminoséaure L400 von FIrA zeigt eine delokalisierte Hyperflagellierung bei den untersuchten Aminosaureresten,
welche fiur die Interaktion mit FIhG wichtig sein kénnten. Die Skala entspricht 5 um (Schwan et al. 2020).

Die Flagellenfarbungen zeigen eine WT ahnliche monopolare Flagellierung bei den FIrA-Mutanten mit
folgenden Substitutionen E393R, R397E, D398R und E408R. Diese scheinen keine Rolle bei der
Interaktion von FIrA und FIhG zu spielen. Nur die Mutante FlrAisoe weist wie FIrAgsse-409 €ine
delokalisierte Hyperflagellierung auf (Abb. 27). Die Aminosaure L400 ist essenziell fur die FIrA-FIhG
Interaktion.

Bei der quantitativen Real-Time-PCR (Abb. 25 A) wurde die Hemmung der FIrA-abhangigen Gen-
expression durch die Interaktion von FIhG mit FIrA beobachtet. Dies kann auch tber die Flagellierungs-
phéanotypen gezeigt werden. Die Deletion von flnG (Abb. 22) als auch die Uberproduktion von FIrA (Abb.
16 A) weisen eine polare Hyperflagellierung auf. Dagegen zeigt S. putrefaciens bei Deletion von flrA
(Abb. 16 A) sowie bei ektopischer Expression von flhG (pBTOK FIhG) keine bzw. nur sehr wenige
flagellierte Zellen (Abb. 28). Die Eigenschaft der variablen Flagellierungsphanotypen wurde im
Folgenden genutzt, um den Einfluss von FIhG auf die FIrA-abhé&ngige Genexpression zu verifizieren.
Die S. putrefaciens flrALs00e Mutante kann nicht mehr mit FIhG interagieren und sollte auch bei einem
hohen FIhG-Level weiterhin eine delokalisierte Hyperflagellierung besitzen. Daher wurde in die Mutante
flrALa00e das Plasmid pBTOK FIhG zur ektopischen Expression von flnG konjugiert (Abb. 28).
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Abb. 28: Ektopische Produktion von FIhG besitzt keinen Einfluss auf Flagellierung bei FlrAL40e Mutante.
Flagellenfarbung mit Hilfe eines Cysteinausstausches der Flagelline (FlaABcys) und dem griin fluoreszierenden
Farbstoff Alexa Fluor 488 Maleimide. Bei ektopischer Expression von flhG (pBOTK FIhG) ist S. putrefaciens nicht
mehr in der Lage eine Flagelle zu bilden. Allerdings in der FIrALso0e Mutante zeigt pBTOK FIhG keine Anderung der
Flagellierung im Vergleich zur Leervektorkontrolle (pBTOK EVC). Die Skalen entsprechen 5 um (Schwan et al.
2020).

Die Leervektorkontrolle pBTOK EVC als auch pBTOK FIhG in S. putrefaciens flrALsoe weisen beide
eine delokalisierte Hyperflagellierung auf. Die FIrALso0e-Mutante, welche keine Interaktion von FIrA und
FIhG besitzt, hat auch durch ein hohes Level an FIhG keine verdnderte Flagellierung. Dies bestétigt
auch nochmals die Bindestelle von FIhG an FIrA, da sonst eine nicht flagellierte Zelle wie bei einer



Ergebnisse 49

Uberproduktion von FIhG im WT Hintergrund beobachtet worden sein miisste. Zudem fiihrt die
Interaktion von FIrA und FIhG zu einer Inhibition der FIrA-abhéngigen Transkription (Schwan et al.
2020).

4.2.9 Erhohte Proteinlevel von FIhF und FIhG bei S. putrefaciens flrALaooe

Die MinD-ahnliche ATPase FIhG ist ein wichtiger Faktor fir die Regulation der Flagellenanzahl (Abb.
22; Schuhmacher et al. 2015a). Fir die Lokalisierung der Flagelle in S. putrefaciens ist die SRP-GTPase
FIhF verantwortlich (Rossmann et al. 2015). Die FIrALsoe Mutante besitzt viele Flagellen die um den
Zellkorper lokalisiert sind und somit eine Kombination aus Deletionsphé&notypen von flhG und flhF.
Daher wurden im nachsten Schritt in S. putrefaciens beide wichtige Regulationsfaktoren flhF und flhG
(odIhFG) deletiert und die Flagellierung tberprift (Abb. 29A).
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Abb. 29: Einfluss von FIhF und FIhG auf die Flagellierung von S. putrefaciencs. A Flagellenfarbung mit Hilfe
eines Cysteinausstausches der Flagelline (FlaABcys) und dem griin fluoreszierenden Farbstoff Alexa Fluor 488
Maleimide. Eine Deletion der SRP-GTPase flhF und MinD-ahnlichen ATPase flnG (qflhFG) zeigt eine delokalisierte
Hyperflagellierung. S. putrefaciens Stamm mit ektopischer Expression von flhFG (pBTOK FIhFG) sind nicht in der
Lage Flagellen auszubilden. Die Skala entspricht 5 um (Schwan et al. 2020). B Western Blot Analyse der
Proteinmengen von FIhF und FIhG in S. putrefaciens Stémmen mit Deletion (qflrA, flpG) bzw. ektopischer
Expression (pBTOK FIrA-FLAG, pBTOK FIhFG) des Hauptregulators flrA sowie flhF und flhG. Ebenso wurden die
Proteinmengen von FIhF und FIhG bei den Mutanten flrAqsss-400 und flrALsooe untersucht. Als Ladekontrolle dient
das Coomassie gefarbte SDS-Polyacrylamidgel. FlrAgsss-a09 und FlrAiscoe zeigen auch im Vergleich mit der
ektopischen Produktion von FIrA eine erhdhte FIhF- und FIhG-Menge (Schwan et al. 2020). C Fluoreszenz-
mikroskopische Aufnahme von FIhF-mVenus in S. putrefaciens WT und flrAgsse-400. FIhF zeigt auch eine polare
Lokalisierung bei dem Stamm mit der delokalisierten Hyperflagellierung. Die Skalen entsprechen 5 um.

S. putrefaciens gflhFG besitzt viele Flagellen, die um den ganzen Zellkorper verteilt sind (Abb. 29 A).
Dieser peritriche Flagellierungsphéanotyp ist identisch mit der FlrALsooe-Mutante, die ebenfalls eine
delokalisierte Hyperflagellierung aufweist (Abb. 27). Um zu Uberprifen, ob die Flagellierung der
FlIrALs00e-Mutante auf eine nicht vorhandene Genexpression von flnFG zuriickzufuhren ist, wurden die
Proteinmengen von FIhF und FIhG bei verschiedenen Mutanten mittels Western Blot analysiert (Abb.
29 B). Die Proteinmengen von FIhFG sind bei S. putrefaciens gflrA im Vergleich zum WT wie auch in
Abb. 11 nicht verandert. Allerdings sind bei den Mutanten S. putrefaciens flrALsoe und flrAgssoe-400 die
Proteinlevel von FIhFG dreifach erhéht. Ebenfalls ist die FlhFG-Menge bei einer ektopischen Expression



Ergebnisse 50

von flrA (pBTOK FIrA-FLAG) im Vergleich zur Leervektorkontrolle (pBTOK EVC) erhéht. Allerdings fihrt
eine ektopische Transkription von flhFG (pBTOK FIhFG) bei S. putrefaciens zu einer nicht flagellierten
Zelle (Abb. 29 A). Dies ist auch bei einer ektopischen Produktion von nur FIhG zu beobachten (Abb.
28), da FIhG die FIrA-abhéngige Genexpression negativ beeinflusst (Schwan et al. 2020). Im n&chsten
Schritt wurde Uberprift, ob FIhF eine Rolle bei der delokalisierten Hyperflagellierung spielt. Hierfur
wurde FIhF mit dem gelb fluoreszierenden Fluorophor mVenus fusioniert und in S. putrefaciens flrAgsso-
409 konjugiert (Abb. 29 C). Bei der polaren FIhF-mVenus Lokalisierung ist kein Unterschied von
S. putrefaciens flrAqsso-400 im Vergleich zum WT zu beobachten. Somit spielt FIhF keine Rolle bei dem
Phanotyp der delokalisierten Hyperflagellierung.

4.2.10 S. putrefaciens Mutanten kénnen bis zu acht Flagellen ausbilden

Die S. putrefaciens Mutanten FlrAgsse-a09, FIrALs00e und gqflhFG besitzen alle eine delokalisierte Hyper-
flagellierung. Zur besseren Betrachtung der Lokalisierung sowie Flagellenanzahl wurde das
Hakenprotein FIgE mit dem fluoreszierenden Farbstoff Alexa Fluor 488 Uber einen Cysteinaustausch
markiert (Abb. 30 A).
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Abb. 30: Delokalisierte Hyperflagellierung beeinflusst das Schwimmverhalten. A Hakenfarbung mit Hilfe eines
Cysteinausstausches bei dem Hakenproteins (FIgEcys) und dem griin fluoreszierenden Farbstoff Alexa Fluor 488
Maleimide. Alle untersuchten Mutanten FlrAqsse-409, FIrALscoe U n d flhF3 zeigen eine delokalisierte Hyper-
flagellierung. Die Skala entspricht 5 um (Schwan et al. 2020). B Quantifizierung der Anzahl an Haken pro Zelle bei
S. putrefaciens WT (n=100) und den Mutanten (n=300) FIrAqsse-409, FIrALsooe U n dflhF. Die Mutanten weisen bis
zu 8 Haken pro Zelle auf (Schwan et al. 2020). C Ausbreitungsradien der S. putrefaciens Stamme von A sowie als
Negativkontrolle eine Deletion der Flagelline (gflaAB) auf Weichagarplatten. S. putrefaciens ist nicht in der Lage
effizient mit einer peritrichen Flagellierung auf Weichagarplatten zu schwimmen.

S. putrefaciens WT weist nur einen polaren Haken auf. Alle drei Mutanten FlrAqsse-a09, FIrALacoe und
oflhFG zeigen Uber den Zellkérper verteilte Haken (Abb. 30 A). Die meisten Zellen der Mutanten
besitzen 2 bis 4 Haken pro Zelle, aber die Anzahl kann bis auf acht Haken pro Zelle steigen (Abb. 30 B;
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Schwan et al. 2020). Welchen Einfluss diese delokalisierte Hyperflagellierung auf das Schwimm-
verhalten hat, wurde mit Hilfe von Weichagarplatten untersucht (Abb. 30 C). Alle drei Mutanten FlrAqsso-
409, FIrALso0e und gflhFG zeigen im Vergleich zum WT eine geringe Ausbreitung auf Weichagarplatten.
Aber die Stamme sind noch in der Lage zu schwimmen im Vergleich zur Negativkontrolle, bei der die
Flagelline (qflaAB) deletiert wurden.

4.2.11 FIhG-FIrA-Komplex lokalisiert vermutlich in der Teilungsebene

Zur besseren Untersuchung der Lokalisierung von Proteinen wurde in Kooperation mit Benjamin Mayer
(AG Graumann, Marburg) eine mikroskopische Einzelpartikelverfolgung (single molecule tracking) in
Echtzeit fur S. putrefaciens durchgefuhrt. Hierfur erfolgte die Fusion der MinD-ahnlichen ATPase FIhG
und dem Flagellenhauptregulator FIrA mit einem gelb fluoreszierenden Protein mVenus. Die Proteine
FIhG-mVenus und FIrA-mVenus wurden in der exponentiellen Phase in Echtzeit mikroskopisch verfolgt.
Die Auswertung erfolgte von Benjamin Mayer (AG Graumann) mit der Software SMTracker (Rdsch et
al. 2018). Zur Visualisierung der FIhG-mVenus und FIrA-mVenus Lokalisierungen wurde eine Heatmap
erstellt (Abb. 31).
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Abb. 31: FIhG-FIrA Komplex verweilt vermutlich in Teilungsebene. Mikroskopische Einzelpartikelverfolgung
von S. putrefaciens flhG-mVenus und S. putrefaciens flrA-mVenus in der exponentiellen Phase. Eine hohe Anzahl
an Lokalisierungen sind in Dunkelrot (1) und keine bzw. eine geringe Wahrscheinlichkeit an Proteinaufenthalten
sind in weil3/gelb (0) dargestellt. Die Auswertung erfolgte mit der Software SMTracker (Rdsch et al. 2018). Die
Daten wurden von Benjamin Mayer (AG Graumann, Marburg) zur Verfiigung gestellt.

Die Einzelpartikelverfolgung von FInG-mVenus zeigt eine Lokalisierung in der Mitte der Zelle, welche
der Teilungsebene entspricht, ein weiteres Cluster befindet sich Richtung Zellpol. Am Zellpol direkt
lokalisiert FIhG-mVenus nur wenig. Dagegen zeigt FIrA-mVenus eine fast gleichméRige zyto-
plasmatische Verteilung und direkt an den Polen sind kaum Lokalisierungen von FIrA zu beobachten.
Eine starke Lokalisierung von FIrA-mVenus ist wie bei FIhG-mVenus in der Zellteilungsebene sichtbar.
Da die Lokalisierung von FIhG und FIrA nicht zusammen, sondern einzeln in je einem Stamm analysiert
wurden, kann die Lokalisierung des FIhG-FIrA-Komplexes nicht bestimmt werden.

4.2.12 Einfluss von FIhG Mutanten auf FIhG Lokalisierung und Flagellierung

Die MinD-ahnliche ATPase FIhG scheint neben dem negativen Einfluss auf die FIrA-abhangige Gen-
expression noch andere Funktionen zu besitzen. Mit einigen S. putrefaciens Stdmmen sollten weitere
FIhG-Mutanten hinsichtlich der Flagellierung durch Filament- und Hakenfarbung sowie FIhG
Lokalisierung untersucht werden. Ein weiterer Interaktionspartner von FIhG ist die SRP-GTPase FIhF
(Bange etal. 2011). Die ersten 20 N-terminalen Aminosauren von FIhG (FIhGgnzo) sind fiir die Interaktion
mit FIhF verantwortlich. Diese Interaktion fuhrt zur Stimulation der FIhF GTPase-Aktivitat (Rossmann et
al. 2015). Die Verhinderung der Interaktion von FIhG und FIhF bei dem Stamm S. putrefaciens flnGgnzo
fuhrt zu einer polaren Hyperflagellierung, wie bei einer flhnG Deletion (Rossmann et al. 2015). Zum
Uberpriifen, ob FInGgnz20 Uberhaupt noch eine polare Lokalisierung aufweist, wurde die FIhG Variante
C-terminal mit sSfGFP fusioniert (Abb. 32). FInGqn20-sfGFP zeigt im Vergleich zum nativen FIhG-sfGFP
(320 %) eine etwas starkere polare Lokalisierung von 36 % (Abb. S 7). In diesem N-terminalen Bereich
ist die 5. Aminosaure (FIhGgs), welche fir Glutamin codiert, fur die Stimulation der FIhF GTPase-
Aktivitat verantwortlich (Bange et al. 2011). Auch diese FIhGgsa-sfGFP Mutante weist mit 48 % eine
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starkere polare Lokalisierung als der WT. Ebenso ist bei der FlhGgosa Variante eine polare
Hyperflagellierung zu beobachten (Abb. 32, Abb. S 6).

FIhG Lokalisierung Flagellenfarbung Hakenfarbung
Phasenkontrast FIhG-sfGFP Phasenkontrast FIaABc Phasenkontrast FIgE
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Abb. 32: FIhG Mutanten beeinflussen die Flagellenanzahl und -lokalisierung. Fluoreszenzmikroskopische
Aufnahme der mit CF 488 Maleimide geféarbten Filamenten FlaABcys (mitte) und Haken FIgEcys (rechts), die
Lokalisierung der FIhG-sfGFP Mutanten (links) sowie die entsprechenden Phasenkontrastaufnahmen. Die
Quantifizierung der Fluoreszenzaufnahmen bezlglich der Anzahl und / oder Lokalisierung von FIhG-sfGFP,
Flagellen und Haken sind im Anhang (Abb. S 6, Abb. S 7) zusammengestellt. Die Skalen entsprechen 5 pum.

FIhG kann sowohl als Monomer, als auch als ATP-gebundenes Homodimer vorliegen (Schuhmacher et
al. 2015a). Die Mutante FIhGkzea ist nicht mehr in der Lage ein Dimer zu bilden sowie ATP zu hydro-
lysieren (Schuhmacher et al. 2015a). S. putrefaciens flnGkzoa-SfGFP zeigt neben polar lokalisierten auch
Uber den Zellkérper verteilte FIhG Fluoreszenzspots (Abb. 32). Bei 22 % der Zellen existieren zwei oder
mehr FIhG Lokalisierungen (Abb. S 7). Dagegen kann die Mutante FIhGpssa einen ATP-gebundenen
Homodimer bilden, aber keine ATP-Hydrolyse durchfiihren (Schwan et al. 2020). Diese FIhGpssa-sfGFP
Variante zeigt hinsichtlich der Lokalisierung keinen Unterschied zum nativen FIhG-sfGFP. Allerdings
sind die meisten S. putrefaciens flhGossa Zellen nicht mehr in der Lage eine Flagelle zu assemblieren.
Nur 11 % der Zellen besitzen ein polares Flagellum und bei ca. 4 % der Zellen wurden mindestens zwei
polare Flagellen beobachtet (Abb. S 6).

Die physiologische Funktion der C-terminalen membrane targeting sequence (MTS)-Doméane der MinD-
ahnlichen ATPase FIhG wurde ebenfalls analysiert. In Schuhmacher et al. (2015a) wurde bereits flr
S. putrefaciens beschrieben, dass die konservierten Phenylalanine 275 und 276 (F2) der MTS von FIhG
fur die Membranassoziation verantwortlich sind. Zur weiteren Untersuchung der MTS-Domane erfolgte
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auch hier die Fusion von FIhGrza mit sfGFP zur Bestimmung der Lokalisierung sowie Flagellen- und
Hakenfarbung (Abb. 32, Abb. S 6, Abb. S 7). Bei Verhinderung der Lipidinteraktion von FIhG sind bei
50 % der Zellen mindestens zwei FIhGrza-sfGFP Spots zu erkennen, die auch Uber den ganzen
Zellkdrper verteilt sind. Auch die Haken- und Flagellenfarbungen zeigen viele Flagellen bzw. Haken, die
Uber den ganzen Zellkorper lokalisiert sind.

4.2.13 FIhG MTS-Domaéane wichtig fir eine monopolare Flagellierung

Mutationen in der MTS-Domane der MinD-ahnlichen ATPase FIhG fiihren bei dem monopolar
flagellierten S. putrefaciens zu einer peritrichen Flagellierung. Um diesen Phénotyp weiter zu
untersuchen, wurden Doppel- und Dreifachmutanten generiert und diese auf die FIhG Lokalisierung,
sowie Flagellenanzahl als auch Flagellenlokalisierung mikroskopisch analysiert (Abb. 33, Abb. S 6, Abb.
S 7). Zuerst wurden die Doppelmutanten S. putrefaciens flhGrzaki7se sowie S. putrefaciens flnGrza
fliMgeipaL, welche neben der MTS-Mutation keine Interaktion von FIhG und dem C-Ring Protein FliM
besitzen. Beide Stamme zeigen in der FIhG Positionierung unterschiedliche Lokalisierungen auf. Bei
der Doppelmutante FIhGroaki7se kann keine polare FIhG-Lokalisierung beobachtet werden. Zudem
zeigen die Zellen hauptséachlich eine polare Hyperflagellierung. Jedoch weil3t S. putrefaciens flnGrza
fliMgeibaL eine polare, aber auch zufallige lokalisierte FIhGr2a-sfGFP Lokalisierung auf. Bei ca. 30 %
dieser Zellen ist auch eine delokalisierte Hyperflagellierung zu beobachten. Somit &hnelt die FINGr2a-
kizse-Mutante den S. putrefaciens Stdmmen, die keinen FIhG Transport durch FliM an den Zellpol
besitzen (Abb. 22) und S. putrefaciens flnGeza fliMqeipaL zeigt mehr Ahnlichkeit mit S. putrefaciens
flnGroa.

FIhG Lokalisierung Flagellenfarbung Hakenfarbung
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Abb. 33: Einfluss MTS-Domé&ne von FIhG auf die Flagellenassemblierung. Fluoreszenzmikroskopische
Aufnahme der mit CF 488 Maleimide gefarbten Filamenten FlaABcys (mitte) und Haken FIgEcys (rechts), die
Lokalisierung der FIhG-sfGFP Mutanten (links) sowie die entsprechenden Phasenkontrastaufnahmen. Die
Quantifizierung der Fluoreszenzaufnahmen beziglich der Anzahl und / oder Lokalisierung von FIhG-sfGFP,
Flagellen und Haken sind im Anhang (Abb. S 6, Abb. S 7) zusammengestellt. Die Skalen entsprechen 5 um.

Die FIhGrza-pssa Variante kann keine ATP-Hydrolyse durchfiihren und auch nicht mehr mit Lipiden inter-
agieren. Diese FIhG Mutationen weisen in etwa den gleichen Phanotyp wie FIhGr2a auf. Ca. 35 % der
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Zellen mit FInGr2a-pssa-SfGFP zeigen delokalisierte und zum Teil mehrere FIhG Lokalisierungen (Abb. S
7). Auch die Flagellierung ist bei diesem Stamm delokalisiert und Gber den ganzen Zellkdrper verteilt.
Allerdings ist bei der Dreifachmutante FInGrza-pssa-k17se wieder ein @hnlicher Phénotyp wie bei FIhGki7se
zu beobachten. Diese FIhG Dreifachmutante lokalisiert nur diffus im Zytoplasma und besitzt eine polare
Hyperflagellierung. Die Doppelmutation von FIhGrza sowie die Substitution des Hauptregulators FIrA
(FIrALs00E), der nicht mehr mit FIhG interagieren kann, weist eine delokalisierte Hyperflagellierung sowie
mehrere und Uber den Zellkdrper verteilte Lokalisierungen von FIhGr2a-sfGFP auf. Diese Analysen zur
Flagellierung zeigt, dass je nach Mutationen unterschiedliche Phanotypen von nicht flagelliert, Gber
lophotrich bis zur peritrichen Flagellierung vorkommen kénnen. Wenn FIhG den Zellpol nicht erreicht,
aber auch keine Interaktion von FIhG und FIhF stattfinden kann, ist eine polare Hyperflagellierung zu
beobachten. Erst wenn FIhG keine Homodimere bildet, mit der Zellmembran oder mit dem Haupt-
regulator FIrA interagiert, kommt es bei S. putrefaciens zu einer delokalisierten Hyperflagellierung.

4.2.14 Delokalisierte Hyperflagellierung ist in S. putrefaciens flnGgza und flrALso0e 0hne Muster

Der monopolar flagellierte S. putrefaciens kann bei entsprechenden Mutationen eine peritriche
Flagellierung erhalten. Im Folgenden wurde untersucht, ob die Lokalisierung der Flagellen geordnet
oder doch zuféllig stattfindet. Zum Erkennen, ob ein Muster der Flagellenplatzierung ersichtlich ist,
wurde eine mehrfarbige Hakenféarbung bei S. putrefaciens flnGr2a sowie S. putrefaciens flrALaooe durch-
gefihrt (Abb. 34). Hierzu erfolgte die Fluoreszenzfarbung von FIgEcs zuerst mit dem grin
fluoreszierenden Farbstoff CF488 Maleimide. Anschlielend wurden die Zellen in LB Medium auf-
genommen und fir weitere 20 min bei 30°C kultiviert. Daraufhin erfolgte eine zweite Hakenfarbung mit
dem rot fluoreszierenden Farbstoff Alexa Fluor 568 Maleimide, um alle neu assemblierten Flagellen
bzw. Haken zu identifizieren (Abb. 34).
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Abb. 34: Delokalisierte Hyperflagellierung ist eine zuféllige Anordnung der Flagellen. Fluoreszenz-
mikroskopische Aufnahmen der zuerst mit dem Griin fluoreszierenden Farbstoff (CF 488 Maleimide) und nach
weiterem Wachstum mit Rot fluoreszierendem Farbstoff (Alexa Fluor 568 Maleimide) gefarbten Haken FIgEcys bei
S. putrefaciens flnGr2a sowie S. putrefaciens flrALaooe. Die Skalen entsprechen 5 pm.
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Die peritrichen S. putrefaciens Mutanten zeigen bei den polar lokalisierten Haken griine und rote
Fluoreszenzspots. Auch alle weiteren Haken, die tber den Zellkdrper verteilt sind zeigen sowohl rote
als auch grine Fluoreszenzspots. Einige Zellen besitzen auch nur an lateralen Stellen Flagellen. Es
lasst sich kein Muster fur die Lokalisierung der Flagellen erkennen, z. B. immer zuerst ein gruner
Fluoreszenzspot am Zellpol und weitere griine/rote Spots, die Uber den Zellkoérper verteilt sind. Daher
muss angenommen werden, dass die Lokalisierung der Flagellen in diesen Mutanten zuféllig erfolgt.



Ergebnisse 56

4.3 Synchronisation von Flagellenassemblierung und Zellteilung?
In Bakterien ist die Flagelle eines der komplexesten Systeme und die Assemblierung der Gber
30 Proteine muss koordiniert werden. Die Koordination muss einmal wahrend der Assemblierung
erfolgen, dass der Flagellenaufbau auch korrekt stattfinden kann, aber auch der Zeitpunkt zum Start der
Genexpression muss abgestimmt sein. Bei S. putrefaciens dauert der Aufbau einer funktionalen Flagelle
eineinhalb Generationen (Abb. 17). Im folgenden Kapitel wurde versucht eine Verbindung der Flagellen-
assemblierung sowie der Zellteilung zu identifizieren.

4.3.1 MinD-ahnliche ATPase FIhG und MinD beeinflussen sich nicht gegenseitig

Der fur die Flagellenanzahl wichtige Faktor FIhG ist ein strukturelles Homolog der ATPase MinD
(Schuhmacher et al. 2015a). MinD ist ein Teil des Min-Systems, das die Zellteilung durch die korrekte
Positionierung des Z-Rings reguliert. Die MinCDE Proteine bilden einen oszillierenden Zyklus, der von
Zellpol zu Zellpol wandert. Die C-terminale MTS-Domane von MinD interagiert als ATP-gebundenes
Homodimer mit der Zellmembran und rekrutiert MinC. Das Effektorprotein MinC inhibiert die
Polymerisation von FtsZ. Somit findet die Assemblierung des FtsZ-Rings nicht an den Zellpolen sondern
in der Zellmitte statt und die Teilung des Bakteriums kann in zwei gleich grof3e Tochterzellen erfolgen
(Lutkenhaus 2007; Ramm et al. 2019; Schwan et al. 2020).

Das UProteobakterium Campylobacter jejuni besitzt kein Min-System, aber FIhG spielt eine Rolle bei
der Kontrolle des Flagellierungsmusters sowie Regulation der Zellteilung (Balaban und Hendrixson
2011; Schwan et al. 2020). Ob in S. putrefaciens das Min-System und/oder FIhG einen gemeinsamen
Einfluss auf die Flagellenassemblierung bzw. Zellteilung haben wurde im Folgenden untersucht. Zuerst
erfolgte die Deletion von minD in S. putrefaciens WT sowie qflhG. Die Deletionsmutante gminD sowie
die Doppeldeletionsmutante gminD gflhG zeigten keine starke Beeintrachtigung auf das Zellwachstum
(Bachelorthesis Dorian Fischer). Die Zellmorphologie wurde mittels Lichtmikroskopie betrachtet (Abb.
35 A). Wenige S. putrefaciens Zellen besitzen nicht mehr in der Zellmitte ihre Teilungsebene. Daher
kommt es zur Bildung von Minizellen, aber die Gberwiegende Anzahl an Zellen zeigen keine veranderte
Position der Teilungsebene und es entstehen meist zwei gleich grol3e Tochterzellen. Das
Schwimmverhalten der Deletionsmutanten wurde mit Hilfe von Weichagarplatten tberprtft (Abb. 35 B).
Die Ausbreitungsradien zeigen keine Veranderungen von gminD zum WT. S. putrefaciens gflhG und
gminD gflhG sind nicht mehr in Lage auf semisoliden Oberflachen zu schwimmen. AuRerdem wurde
die Lokalisierung von FIhG-sfGFP in der Abwesenheit von minD mikroskopisch ermittelt (Abb. 35 C).
Die MinD-ahnliche ATPase FIhG kann in S. putrefaciens gminD weiterhin am Zellpol lokalisieren. Auch
bei einer Flagellenfarbung ist bei Deletion von minD eine monopolare Flagellierung wie beim WT (Abb.
14) zu beobachten. In der Abwesenheit von minD und flhG kommt es wie bei der Deletion von flhnG
(Abb. 22) zu einer polaren Hyperflagellierung. Die Flagellenassemblierung ist in Abwesenheit von minD
nicht beeintrachtigt.

Um den Einfluss von FIhG auf das oszillierende Min-System zu Uberprifen, wurde MinD N-terminal mit
sfGFP fusioniert. Die funktionale sfGFP-MinD Fusion wurde in S. putrefaciens WT sowie gflhG uber
eine Zeitspanne mikroskopiert (Abb. 35 E). Beide S. putrefaciens Stdmme benétigen ca. 65 s bis sSfGFP-
MinD wieder am Ausgangspunkt lokalisiert. Die Oszillation von MinD ist in An- und Abwesenheit von
flnG unveréndert.
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Abb. 35: MinD und FIhG beeinflussen sich nicht gegenseitig. A Phasenkontrastaufnahmen zur Bestimmung
der Zellmorphologie von S. putrefaciens WT sowie den Einfach- und Doppeldeletionsmutanten minD und flhG.
B Oben sind die Ausbreitungsradien der in A analysierten S. putrefaciens Stammen auf Weichagarplatten gezeigt.
Unten sind die prozentualen Ausbreitungsradien der auf den WT normalisierten Deletionsmutanten dargestellt. Das
Experiment wurde in vier biologischen Replikaten durchgefiihrt. Die Sternchen zeigen an, dass der Unterschied zur
Kontrolle signifikant ist (ANOVA; p-Werte:*** <0,001; ns nicht signifikant >0,05). C Fluoreszenzmikroskopische
Aufnahmen der Lokalisierung von FIhG-sfGFP sowie die entsprechenden Phasenkontrastaufnahmen.
D Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der mit CF 488 Maleimide gefarbten Filamenten FlaABcys sowie die
entsprechenden Phasenkontrastaufnahmen. E Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von S. putrefaciens sfGFP-
minD und S. putrefaciens sfGFP-minD gflhG sowie die Phasenkontrastaufnahmen. Die Aufnahmen von sfGFP-
MinD wurden Uber einen Zeitraum von 1 min 35 s (95 s) durchgefuhrt und alle 5 s ein Bild aufgenommen. Die
Skalen entsprechen 5 pm.
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4.3.2 Identifizierung von Aktivatoren und Repressoren der flrA Expression

Eine weitere Mdglichkeit zur Synchronisation der Flagellenassemblierung und Zellteilung ist das
aktivieren oder reprimieren der Genexpression des Flagellenhauptregulators flrA. Durch Interaktion von
FIrA und FIhG kommt es zur Hemmung der FIrA-abh&ngigen Genexpression. Um eine neue Flagelle
aufzubauen, muss die Konzentration an FIrA sozusagen tber den Schwellenwert der inaktivierten FIrA-
FIhG-Komplexe steigen. Um eine hohere Konzentration an FIrA zu erhalten, konnte ein Aktivator die
Genexpression von flrA induzieren. Aktivatoren und Repressoren binden an die DNA und verandern die
Genexpression.

Bei in silico-Analysen mit der webbasierten Software NovoPro Repeats Finder des flrA Promotor-
bereichs wurde 160 und 190 bp upstream des Startcodons eine sich wiederholende Nukleotidsequenz
TGGCATAAA (Repeats) identifiziert. An diese Repeats konnte ein DNA-bindendes Protein, welches als
Aktivator oder Repressor fungiert, binden. Um solche Aktivatoren oder vielleicht auch Repressoren fir
die flrA Transkription zu identifizieren, wurde mit dem Promotorbereich von flrA ein DNA-Pulldown Assay
durchgefuhrt. Hierfir wurde der Promotorbereich von flrA 246 bp upstream des Translationsstarts
verwendet. Das Ende des Promotorbereichs wurde von einem upstream liegenden Rho-unabhangigen
Terminator festgelegt. Bei dem DNA-Pulldown wurde der flrA Promotorbereich Gber eine PCR mit dem
forward oder reverse Primer biotinyliert. Es wurden beide DNA-Enden biotinyliert, um auszuschliel3en,
dass ein Protein durch sterische Hinderung nicht binden kann. Als DNA-Negativkontrolle wurde der
Promotorbereich des Flagellengens flhA (240 bp) verwendet. Die biotinylierte DNA wurde an
Streptavidin-Kugeln gebunden und anschlieRend mit Zelllysat von S. putrefaciens inkubiert. Mit
steigender NaCl Konzentration wurden die gebundenen Proteine eluiert und mittels einem kolloidalen
Coomassie gefarbten SDS-Polyacrylamidgel ausgewertet (Abb. 36).
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Abb. 36: Identifizierung eines moglichen Aktivators bzw. Repressors der flrA Expression. Die kolloidalen
Coomassie gefarbten SDS-Polyacrylamidgele zeigen die sechs Eluate (E) mit aufsteigender NaCl-Konzentration
des DNA-Pulldown Assay. Als DNA-Fragmente diente der 246 bp Promotorbereich von flrA sowie als Negativ-
kontrolle der 200 bp Promotorbereich von flhA. Die Biotinylierung erfolgte mit Hilfe einer PCR Uber die forward (fwd)
bzw. reverse (rev) Oligonukleotide. Als weitere Negativkontrolle wurde ein Ansatz ohne DNA (w/o DNA) mitgefihrt.
Die mit einem schwarzen Punkt markierten Proteinsignale wurden mittels MS-Analyse als der Zwei-Komponenten
Transkriptionsregulator ArcA (Sputcn32_0678) identifiziert.

Die DNA-Pulldown Negativkontrolle ohne DNA zeigt einige eluierte Proteine, die unspezifisch an die
Strepdavidin-Kugeln binden. Die eluierten Proteine der Promotorbereiche von flhA sowie den an beiden
Enden biotinylierten Promotorbereich von flrA sind im Vergleich fast identisch. Nur bei den ersten vier
Elutionsschritten der flrA Promotorbereiche ist im Vergleich zu den Kontrollen bei ca. 27 kDa ein
zusatzliches Protein vorhanden. Weitere mdgliche DNA-bindende Proteine des flrA Promotors wurden
nicht auf diese Weise detektiert. Zur Identifizierung des unbekannten Proteins wurden die zwei Signale
bei ca. 27 kDa der Elution 3 mit 300 mM NaCl der flrA Promotorbereiche mit der forward sowie reverse
Oligonukleotid-Biotinylierung zur MS geschickt. Die MS erfolgte bei der AG Proteinanalytik von Prof. Dr.
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Gunter Lochnit (Biochemisches Institut, JLU). Beide Proben wurden als der 27,2 kDa groRRe Zwei-
Komponenten Transkriptionsregulator ArcA (Sputcn32_0678) identifiziert.

4.3.3 ArcA beeinflusst nicht Flagellenassemblierung

ArcA ist der Transkriptionsregulator des Zwei-Komponentensystems Anoxische Redoxkontrolle (Arc).
Dieses Zwei-Komponentensystem ist in S. oneidensis beschrieben und besteht neben dem Antwort-
regulator ArcA, aus der Sensorkinase ArcS und dem Phosphotransferprotein HptA. Es spielt eine Rolle
an der Regulation des Ubergangs von aeroben zu anaeroben Bedingungen und in der Bildung sowie
Dynamik von Biofilmen (Gralnick et al. 2005; Thormann et al. 2005; Lassak et al. 2010). Das 15 bp
lange Bindemotiv des Transkriptionsregulators ArcA ist in S. oneidensis konserviert (Gao et al. 2008).
Das ArcA-Bindemotiv (GTTAATTAAATGTTA,; Abb. 37 B) wurde in dem Promotorbereich von flrA mit
Hilfe der webbasierten Software Pattern Locator vorhergesagt (Abb. 37 A).
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Abb. 37: Einfluss der ArcA und FliA Bindestelle sowie der sich wiederholenden Nukleotidsequenz im flrA
Promotorbereich auf die Motilitdt. A Der flrA Promotorbereich ist vom Startcodon (ATG) bis zum upstream
liegenden Rho-unabh&ngigen Terminator dargestellt. Die Vorhersage der Repeats (TGGCATAA) erfolgte mit der
webbasierten Software NovoPro Repeats Finder. Das ArcA-Bindemotiv (GTTAATTAAATGTTA) wurde mit der
webbasierten Software Pattern Locator identifiziert. Das Bindemotiv des alternativen Sigmafaktors FliA (TAAAG
N14 GCCGATA) wurde in S. oneidensis vorhergesagt (Song et al. 2007). Der gestrichelte graue Pfeil zeigt die
Position des TSS bei P. aeruginosa an (Dasgupta et al. 2002). B Bindemotiv des Transkriptionsfaktors ArcA in
S. oneidensis (aus Gao et al. 2008). C Messungen der Promotoraktivitaten von flrA sowie der Leervektorkontrolle
(EVC) mittels des Luciferase Reportersystems. Die Luciferase-Aktivitat der 246 bp Promotorsequenz (flrA) sowie
der trunkierte Bereich ohne die Repeatsequenzen (flrAgrepeats) Wurden in S. putrefaciens WT untersucht. Die
Messung der flrA Promotoraktivitat erfolgte auch in den Deletionsstammen garcA sowie gfliA. Dargestellt sind die
Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei bzw. funf biologischen Replikaten. D Prozentuale Ausbreitungs-
radien von S. putrefaciens garcA und flrAqrepeats Normalisiert auf den WT. Das Experiment wurde in technischen
Duplikaten und biologischen Triplikaten durchgefiihrt. E Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der mit CF 488
Maleimide gefarbten Filamenten FlaABcs sowie die entsprechenden Phasenkontrastaufnahmen. Die Skalen
entsprechen 5 um.
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Den Einfluss von ArcA auf die Promotoraktivitat von flrA wurde mittels dem transkriptionellen luxCDABE-
Reportersystem untersucht. Der Promotorbereich von flrA wurde wie zuvor beim DNA-Pulldown Assay
als der 246 bp Sequenzbereich upstream des Translationsstarts angesehen. Dieser Promotorbereich
wurde in das Reporterplasmid pBBR1-MCS2-TT-RBS-lux inseriert. Die Messung der Luciferase-
Aktivitat des flrA Promotors erfolgte im S. putrefaciens WT sowie garcA in der exponentiellen Phase bei
ODsoo von 0,5 mit Hilfe des Plattenlesegerats Tecan (Abb. 37 C). Im Vergleich zur Kontrolle ist eine
signifikante Reduzierung der flrA Promotoraktivitat bei S. putrefaciens garcA auf 11 % zu beobachten.
Welche Auswirkung diese stark verringerte flrA Promotoraktivitat auf die Flagellenassemblierung hat,
wurde mit der Schwimmfahigkeit sowie Flagellenfarbung bei S. putrefaciens garcA untersucht (Abb.
37 D, E). Der Ausbreitungsradius von S. putrefaciens garcA istim Vergleich zum WT um 5 % verringert.
Allerdings ist die Flagellierung unverandert monopolar und auch die Anzahl an flagellierten Zellen
scheint gegentiber dem WT nicht verandert zu sein. Unter den analysierten Bedingungen besitzt ArcA
wohl keinen Einfluss auf die Flagellenassemblierung in S. putrefaciens.

ArcA besitzt ein Bindemotiv (Abb. 37 B), welches nicht der zuvor entdeckten Repeatsequenz entspricht.
Ein bisher unbekanntes Protein, das nicht mit Hilfe des DNA-Pulldowns identifiziert wurde (Abb. 36),
koénnte dort seine Bindestelle haben. Die Auswirkung dieser Repeats auf die flrA Promotoraktivitéat sowie
Flagellenassemblierung wurde im Folgenden untersucht. Die Promotoraktivitat wurde mit dem bereits
verwendeten transkriptionellen lux-Reportersystem detektiert. Hierfur erfolgte die Insertion des 246 bp
langen Promotorbereich von flrA bzw. ein trunkierter Bereich von 160 bp, welcher nur den flrA Promotor-
bereich vom Startcodon bis zu den Repeats umfasst (flrAgrepeats), in das Reporterplasmid pBBR1-
MCS2-TT-RBS-lux. Die Messung der Luciferase-Aktivitat zeigt, dass das Fehlen der Repeatsequenz
oder dieses Promotorbereichs mit u. a. der -35-Region der FliA-Bindestelle im Vergleich zur Kontrolle
zu einer signifikanten Reduktion um ca. 70 % fiihrt (Abb. 37 C). Zum Uberpriifen welchen Einfluss diese
Repeatsequenz auf die Flagellenassemblierung hat, wurde dieser Sequenzbereich in S. putrefaciens
(flrAqrepeats) deletiert. Der Ausbreitungsradius von flrAqgrepeats Zeigt keine Veranderung im Vergleich zum
WT (Abb. 37 D). Auch bei der Flagellenfarbung ist eine WT-&hnliche monopolare Flagellierung zu
beobachten (Abb. 37 E). Die Repeatsequenz des flrA Promotorbereichs scheint unter den getesteten
Bedingungen keine Auswirkung auf die Flagellenassemblierung zu haben.

Song et al. (2007) haben in S. oneidensis fur flrA einen FliA-abh&ngigen Promotor vorhergesagt. Die
Bindestelle von FIliA ist sehr stark konserviert (Abb. 14 C). Jedoch ist im flrA Promotor nur die -35-
Region, aber nicht die -10-Region der moglichen FliA Bindestelle konserviert (Abb. 37 A). Um den
Einfluss von FliA auf die Genexpression von flrA zu untersuchen, wurde mit Hilfe des Luciferase-
Reportersystems in der Deletionsmutante ofliA die Promotoraktivitdt analysiert (Abb. 37 C). Die
Promotoraktivitat von flrA ist in der Abwesenheit von fliA um 52 % reduziert. Allerdings ist der mRNA-
sowie Proteinlevel von FIrA nicht verdndert bei der Deletionsmutante gfliA im Vergleich zu
S. putrefaciens WT (Abb. 10 A).
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5 Diskussion

Flagellen sind eine der komplexesten Strukturen in Prokaryoten. Deren Assemblierung benétigt eine
raumliche und zeitliche Kontrolle, um die Positionierung, Anzahl und den Zusammenbau zu regulieren
(Schuhmacher et al. 2015b). Diese Regulation kann durch verschiedenste Mechanismen erfolgen.

5.1 Initilerung der Genexpression des Flagellenhauptregulators flrA

Bei der Assemblierung eines Flagellums ist der erste Schritt die Initierung der Genexpression des
Hauptregulators flrA (Abb. 38 B). In P. aeruginosa ist die Transkription von fleQ (flrA Homolog) von dem
Housekeepingfaktor " 7° abhangig (Dasgupta et al. 2003). Allerdings kann eine konstitutive Expression
von flrA nicht die Produktion von nur einem Flagellum erklaren, da nur zu einem spezifischen Zeitpunkt
die Transkription der Flagellengene stattfinden muss, um die Komponenten zu synthetisieren. Die
Produktion eines schwimmfahigen Flagellums dauert ca. 1,5 Generationen (Abb. 17) und die Gen-
expression muss entsprechend aktiviert werden.

5.1.1 ArcA beeinflusst nicht die Flagellenassemblierung unter aeroben Bedingungen

Die Aktivierung oder Repression der Genexpression kann durch DNA-bindende Proteine reguliert
werden. Solche Aktivatoren bzw. Repressoren in dem flrA Promotorbereich sollten mit Hilfe des DNA-
Pulldowns (Abb. 36) identifiziert werden. Hierbei wurde nur der Antwortregulator ArcA des Zwei-
Komponentensystems Arc nachgewiesen. Arc spielt eine Rolle in der Regulation des Ubergangs von
aeroben zu anaeroben Bedingungen in S. oneidensis und in weiteren o-Proteobakterien (Gralnick et al.
2005; Lassak et al. 2010; Xie et al. 2021). Der Transkriptionsregulator ArcA besitzt eine N-terminale
Empfanger (Rec)-Doméne und C-terminale DNA-bindende HTH-Domé&ne (luchi und Lin 1988).
Wahrend einer Signalubertragung wird die Rec-Doméne von ArcA von der Histidinkinase ArcS
phosphoryliert. Diese Phosphorylierung aktiviert ArcA als Transkriptionsregulator und ermdglicht die
Bindung an Promotorregionen von Zielgenen sowie die Regulation der Transkriptionsaktivitat (Jeon et
al. 2001; Gralnick et al. 2005; Lassak et al. 2010).

Unter aeroben Wachstumsbedingungen ist eine signifikant reduzierte Schwimmféhigkeit um 5 % (Abb.
37 D) zu beobachten, aber vermutlich ist dieser Phanotyp durch ein verringertes Wachstum ausgelost.
In S. oneidensis wurde bereits beschrieben, dass das Arc-System entscheidend flr das aerobe
Wachstum und an der Regulation von 8209 Operons beteiligt ist (Lassak et al. 2010; Xie et al. 2021;
Gao et al. 2008). Der Transkriptionsregulator ArcA scheint einen positiven Einfluss auf die Transkription
des ribosomalen Proteins S1 zu nehmen (Xie et al. 2021). Das ribosomale Protein S1 ist ein Teil der
kleinen Untereinheit und spielt eine wichtige Rolle bei der Initiierung der Translation (Boni et al. 1991).
In der Abwesenheit von ArcA kommt es zu einer reduzierten Produktion von Ribosomen in
S. oneidensis. Die daraus resultierende verringerte Translationseffizienz ist wahrscheinlich die
Hauptursache fur den Wachstumsphanotyp (Xie et al. 2021). Einen Einfluss von ArcA auf die
monopolare Flagellierung in S. putrefaciens wurde unter aeroben Bedingungen nicht beobachtet (Abb.
37 E). Allerdings bei der Deletionsmutante garcA wurde eine stark reduzierte Promotoraktivitat von flrA
verzeichnet (Abb. 37 C). Zudem wurde das von Gao et al. (2008) beschriebene ArcA-Bindemotiv 117 bp
upstream des Translationsstarts von flrA in S. putrefaciens vorhergesagt (Abb. 37 A). Auch wurde diese
Nukleinsauresequenz fur das mdgliche ArcA-Bindemotiv in S. oneidensis an der gleichen Position
identifiziert (Daten nicht gezeigt). Gao et al. (2008) analysierte mit Hilfe von Microarrays die
Veranderungen der Transkriptlevel von S. oneidensis garcA im Vergleich zum WT unter aeroben und
anaeroben Bedingungen. Unter allen untersuchten Wachstumsbedingungen wurden keine signifikanten
Anderungen der mMRNA-Menge von flrA oder weiteren Flagellenkomponenten beobachtet. Nur am Typ-
IV-Pilus beteiligte Komponenten wie die ATPase pilU (SO_3350) und das Pilin pilE (SO_3524) zeigen
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eine hdhere Abundanz der Transkriptmengen in der An- bzw. Abwesenheit von Sauerstoff bei der
Deletionsmutante garcA. Auch die Sensorkinase ArcS des Zwei-Komponentensystems Arc zeigt bei
einer Deletion in S. oneidensis unter aeroben Bedingungen keine veradnderte Abundanz der mRNA-
Mengen von Komponenten der Flagelle (Lassak et al. 2010). Unter den bisher untersuchten
Bedingungen scheint das Arc-System bzw. ArcA keinen Einfluss auf die Regulation von flrA bzw. den
weiteren Flagellengene in S. putrefaciens zu haben. S. typhimurium parcA Deletionsmutanten sind
unter anaeroben Bedingungen nicht motil und besitzen keine Flagellen (Evans et al. 2011). Dagegen
wird unter aeroben Bedingungen in V. cholerae die Moatilitdt von ArcA unterdriickt. Li et al. (2022)
identifizierten, dass in V. cholerae bei Abwesenheit von ArcA direkt die flrA Expression verstarkt und ein
ca. 175 % groRerer Ausbreitungsradius auf semisoliden Oberflachen im Vergleich zum WT zu
beobachten ist.

Das ArcA-Bindemotiv wurde 4 bp upstream des Transkriptionsstarts von flrA in S. putrefaciens
vorhergesagt und Gberlappt mit der -10-Region der (7°-Bindestelle (Abb. 37). Um die DNA-Bindung von
ArcA an der vorhergesagten Position des flrA Promotors zu verifizieren, misste ein electrophoretic
mobility shift assay (EMSA) mit entsprechenden trunkierten Promotorbereichen durchgefiihrt werden.
Der Transkriptionsregulator ArcA bindet nur in seiner phosphorylierten Form an Promotoren (Gao et al.
2008). Daher konnten Mutationen erstellt werden, die die Phosphorylierung der Rec-Doméne von ArcA
beeinflussen. Diesen Einfluss auf die Flagellierung durch phosphoryliertes bzw. dephosporyliertes ArcA
kann mit Hilfe von Schwimmplatten und Flagellenfarbung Gberprift werden. Eventuell kdnnte
phosphoryliertes ArcA unter bestimmten Umweltbedingungen als Repressor an den flrA Promotor
binden und somit den Flagellenaufbau verhindern. Dies kdnnte wertvolle Energie sparen, die bei
Umwelteinflissen eventuell an anderer Stelle benétigt wird. Bei Nahrstoffmangel werfen o-Proteo-
bakterien wie Shewanella ihr Filament und Haken des polaren Flagellums ab, um die kostspielige Fort-
bewegung zu stoppen und Energie zu sparen (Ferreira et al. 2019). Die molekularen Details dieses
Mechanismus sind bisher nicht geklart, aber sehr wahrscheinlich werden auch hier Repressoren die
Genexpression des Hauptregulators flrA unterdriicken. Um diese Theorie der flagellaren ArcA-
Regulation bei Umweltreizen zu verifizieren, kdnnte die Flagellierung der Deletionsmutante garcA bei
verschiedensten Stress- und Umweltbedingungen analysiert werden.

5.1.2 Weitere Regulatoren fir die Genexpression von flrA

Die Genexpression des Flagellenhauptregulators wird durch viele Faktoren beeinflusst (Soutourina und
Bertin 2003; Khan et al. 2020). Eine Veranderung der Genexpression kann z. B. durch Transkriptions-
faktoren erfolgen, die spezifische DNA-Bindestellen erkennen. Diese Proteine binden Uber Wasser-
stoffbriicken und hydrophobe Wechselwirkungen zwischen Aminosaureresten und DNA-Basen an die
Zielnukleotidsequenz. Proteine kdnnen mit verschiedenen Mechanismen wie der HTH-, Zink-Finger-,
Leucin-Zipper- u n d-Fafiblatt-Doméanen an spezifische Nukleotidsequenzen binden (Harrison 1991; Al-
Zyoud et al. 2016).

Bei in silico-Analysen wurde eine sich wiederholende 9 bp lange Nukleotidsequenz (Repeats) 160 und
190 bp upstream des Translationsstarts von flrA identifiziert. Diese Repeatsequenz (TGGCATAA)
wurde noch weitere 118-mal im S. putrefaciens Genom gefunden, aber nicht in so einem kurzen
Abstand hintereinander (Daten nicht gezeigt). Zwischen den beiden direkten Repeats liegt eine 21 bp-
Sequenz und somit liegen die Repeats genau 30 bp auseinander (Abb. 37). Eine Windung der DNA-
Helix betragt 10 bp (Levitt 1978) und so missten die Repeats auf einer Seite der DNA-Helix-Oberflache
exponiert sein. Dies ware eine mdgliche Bindungsstelle von DNA-bindenden Proteine, die z. B. als
Homodimere agieren. Ein Transkriptionsfaktor, der mit einer Briicke von 29 bp zwischen zwei direkten
Repeats mit seiner HTH-Doméne als Dimer bindet, ist z. B. GabR in B. subtilis. GabR ist an der
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Regulation der Biosynthese von Glutamat beteiligt und einen Einfluss auf die Motilitat wurde bisher nicht
beschrieben (Al-Zyoud et al. 2016).

Bisher bekannte DNA-Bindemotive von Proteinen wurden mit der Repeatsequenz verglichen und keine
Ubereinstimmung fur einen mdglichen Kandidaten zur Regulation der flrA Expression gefunden (Li et
al. 2002; Leuze et al. 2012). Bei Untersuchungen der flrA Promotoraktivitat in Abwesenheit dieses
Sequenzbereiches mit den Repeats wurde eine Reduzierung der Promotoraktivitdt um 70 % verzeichnet
(Abb. 37 C). Dieses unbekannte Protein oder ein anderes Protein, das in diesem Promotorbereich 161
bis 246 bp upstream des Translationsstarts bindet, scheint ein Aktivator der Genexpression zu sein.
Allerdings ist nur eine Auswirkung auf die Promotoraktivitat, aber nicht auf das Schwimmverhalten (Abb.
37 D) und der Flagellierung (Abb. 37 E) zu beobachten. Jedoch wurden die Untersuchungen nur unter
aeroben Bedingungen durchgefiihrt. Es kénnte sein, dass die Regulatoren nur unter bestimmten
Umweltbedingungen z. B. veranderte Sauerstoff- oder Nahrstoffverfligbarkeit an den Promotorbereich
binden.

Viele aul3ere Faktoren wie die Temperatur, Osmolaritat und pH-Wert kdnnen auf die Transkription des
Flagellenregulators Einfluss nehmen (Soutourina und Bertin 2003; Khan et al. 2020). In pathogenen
Bakterien wie die monopolar flagellierten Bakterien V. cholerae und P. aeruginosa werden oft Gene der
Motilitdt und Virulenzfaktoren von einem Regulationssystem gesteuert (Soutourina und Bertin 2003).
Dies kénnen z. B. die beiden Komponenten ToxR (Gardel und Mekalanos 1996) und SirA (Goodier und
Ahmer 2001) aus je einem Zwei-Komponentensystem sein. Allerdings werden Homologe dieser Zwei-
Komponentensysteme nicht in S. putrefaciens codiert. In E. coli bindet der Komplex aus dem second
messenger zyklisches Adenosinmonophosphat (cCAMP) und katabolisches Rezeptorprotein (CRP) an
den flIhDC Promotorbereich und aktiviert die Biosynthese der Flagellen. Deletionen der Adenylat-
zyklasen, die cCAMP synthetisieren, oder des CRPs flihren zu nicht motilen Zellen (Soutourina und Bertin
2003; Yokota und Gots 1970). In P. aeruginosa wurde ein CRP Homolog (Vfr) identifiziert, das auch am
fleQ (flrA) Promotorbereich bindet, aber zu einer Inhibierung der Genexpression fuhrt (Dasgupta et al.
2002). Dagegen ist in S. putrefaciens bei der Deletion als auch ektopischer Expression verschiedener
Adenylatzyklasen (cyaA, cyaB, cyaC, ygiF) als auch von CRPs (Sputcn32_1951, Sputcn32_0652) kein
starker Einfluss auf das Schwimmverhalten auf semisoliden Oberflachen zu beobachten (Bachelor-
thesis Svenja Thonebd6hn).

Ein weiterer Regulator fur die Flagellenassemblierung ist das DNA-bindende und Nukleoid-assoziierte
Protein H-NS (Soutourina und Bertin 2003). In E. coli wird bei der Deletion von hns die Expression von
etwa 5% der Gene verédndert und viele dienen der Anpassung an diverse Umweltbedingungen
(Hommais et al. 2001; Jian et al. 2016). Bei dem polar flagellierten Bakterium V. cholerae als auch bei
peritrich flagellierten Enterobakterien besitzen H-NS als auch deren Homologe eine positive Kontrolle
auf die Flagellensynthese (Soutourina und Bertin 2003; Jian et al. 2016). Bei Shewanella piezotolerans
reprimiert H-NS vor allem das laterale Flagellensystem und besitzt kaum Einfluss auf das polare
Flagellum. Allerdings zeigen die Microarray-Analysen keine signifikante Veranderung der flrA
Expression beider Flagellensysteme (Jian et al. 2016). Daher bindet vermutlich H-NS nicht direkt an
den flrA Promotor, sondern reguliert Gber einen anderen bzw. indirekten Mechanismus die Flagellen-
synthese in Shewanella.

In S. oneidensis wurde eine FliA-Bindestelle fir den flrA Promotor vorhergesagt (Song et al. 2007) und
diese wurde auch in S. putrefaciens identifiziert (Abb. 37 A). In der Abwesenheit von FliA ist eine um
die Halfte reduzierte Promotoraktivitat zu verzeichnen (Abb. 37 C). Auch wenn FIliA keinen Einfluss auf
das Transkript- bzw. Proteinlevel von FIrA besitzt (Abb. 10), kénnte es als Aktivator unter bestimmten
Umweltbedingungen fir die Flagellensynthese fungieren. Die Bindung von FliA an den Promotor misste
mit Hilfe von EMSAs verifiziert werden. Zudem sollte die Funktion von FliA als Aktivator der flrA
Expression mit einem induzierbaren System uberpruft werden. Hierzu kdnnte das chromosomale
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Arabinose-Operon (Kapitel 6.2.3) verwendet werden, um gezielt die Expression von fliA zu induzieren
und zeitgleich die flrA Promotoraktivitat mit Hilfe des Luciferase-Reportersystems oder auf Proteinlevel
mittels Western Blot zu analysieren.

Viele regulatorische Proteine der Motilitat, die die Expression des Flagellenhauptregulators steuern,
sind in den peritrich flagellierten Bakterien E. coli und S. typhimurium beschrieben. Einige Homologe
dieser Regulatoren sind zwar in weiteren Bakterien identifiziert, aber deren Rolle bei der Fortbewegung
muss noch untersucht werden. Zudem existieren nicht bei allen Bakterien die Homologe dieser
Regulatoren und so Uibernehmen vermutlich andere Proteine deren Funktionen (Soutourina und Bertin
2003). Monopolar flagellierte Bakterien wie Shewanella passen ihre Regulation zur Flagellensynthese
auch nach den auf3eren Umweltbedingungen an. Vermutlich werden auch einige dieser Regulatoren an
den Promotorbereich von flrA binden und die Genexpression entsprechend verandern. Daher ist es
Uberraschend, dass bei dem DNA-Pulldown (Abb. 36) nur ArcA als mdglicher Regulator identifiziert
werden konnte. Vielleicht waren fir weitere Regulatoren u. a. die verwendeten Puffer- und
Kulturbedingungen oder die exponentielle Wachstumsphase von S. putrefaciens nicht optimal, um eine
Interaktion mit dem Promotorbereich zu ermdglichen. Aber nicht nur Proteine kdnnen eine
regulatorische Funktion auf die Genexpression nehmen, sondern z. B. auch kleine nicht-codierende
RNAs. In E. coli zeigen 10von 99 untersuchten sRNAs eine signifikante Anderung des
Schwimmphénotyps (Bak et al. 2015). Bisher wurde der Einfluss von sRNAs in monopolar flagellierten
Bakterien nicht untersucht, aber diese werden vermutlich auch dort eine regulatorische Funktion
innehaben.

Allerdings scheint die Initiierung der Transkription von flrA nicht allein essenziell fir die Assemblierung
von Flagellen zu sein. Kim et al. (2020) untersuchten in E. coli die Promotoraktivitat des Hauptregulators
flnDC auf Einzelzellebene. Hierbei wurde beobachtet, dass die Expression von flhDC von einem
konstitutiven Promotor mit einer gleichmaRigen Expression und nur kleinen zufélligen Schwankungen
um den Mittelwert abhéngig ist. Dagegen zeigen Promotoren der Flagellengene aus Klasse Il und Il
eine stochastische pulsierende Aktivitat, die nur in entsprechenden zeitlichen Abstéanden aktiv sind (Kim
et al. 2020). Bei dem peritrich flagellierten Bakterium E. coli mussen 5-10 Flagellen pro Zellkdrper
produziert werden (Pratt und Kolter 1998). Dagegen besitzt S. putrefaciens nur ein polares Flagellum
und die Expression der Flagellengene muss entsprechend unterschiedlich reguliert werden. Kim et al.
(2020) nehmen an, dass in E. coli die Aktivierung der flhDC-abhéngigen Genexpression nicht auf eine
Aktivierung der Expression von flhDC, sondern auf einen Wechsel zwischen aktiven und inaktiven
Zustand von FIhD4C:2 zurickzufuhren ist. Diese konstitutive Expression kdénnte auch bei flrA in
S. putrefaciens vorzufinden sein und erst auf Proteinebene durch den Wechsel von einem inaktiven
zum aktiven Zustand von FIrA wird die Flagellenproduktion initiiert. Fir die Inaktivierung von FIrA ist die
MinD-ahnliche ATPase FIhG verantwortlich (Abb. 25). Allerdings ist bisher nicht im Detail verstanden,
wie das Gleichgewicht des konstitutiv produzierten FIrA und FIhG zur Aktivierung der FIrA-abhangigen
Genexpression fuhrt (siehe Kapitel 5.4.3)

5.2 Einfluss der Flagellenregulatoren auf das Transkriptom und Proteom
Fur die Flagellenproduktion sind die Regulatoren FIrA, RpoN und FliA essenziell (Wu et al. 2011a; Gao
et al. 2018). Deren Einfluss auf das Transkriptom und Proteom wurde in S. putrefaciens untersucht.
FIrA, RpoN und FliA nehmen auf Transkript- als auch Proteomebene neben der Regulation der Motilitat
auch Einfluss auf das bpfA-Operon (Abb. 9). Der Hauptregulator FIrA reprimiert und RpoN sowie FliA
aktivieren die Transkription des bpfA-Operons. Cheng et al. (2017) haben bereits fiir S. putrefaciens die
Regulation der Transkription des bpfA-Operons durch FIrA sowie den c-di-GMP-Level beschrieben. Der
second messenger c-di-GMP verhindert die Bindung von FIrA an den bpfA-Promotor (Cheng et al.
2017). In S. putrefaciens ist fur die c-di-GMP-Synthese unter aeroben Bedingungen hauptsachlich die
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Diguanylatzyklase DosD zustandig (Wu et al. 2013). Dagegen ist die Phosphodiesterase PdeB fiir den
Abbau von c-di-GMP hauptverantwortlich (Rossmann et al. 2019). Durch die Regulation des c-di-GMP-
Levels nehmen DosD sowie PdeB Einfluss auf die Transkription des bpfA-Operons (Wu et al. 2013;
Rick et al. 2021). Hohe c-di-GMP-Level foérdern den biofilmbasierten Lebensstil (Srivastava et al. 2013;
Echazarreta und Klose 2019). Die Aktivierung der bpfA-Expression in der Abwesenheit von RpoN und
FliA wurde bisher noch nicht beschrieben. Bei in silico-Analysen konnten keine Bindemotive von RpoN
und FIliA bei dem Promotorbereich des bpfA-Operons vorhergesagt werden. Eventuell kdnnte durch die
Deletion von rpoN und fliA indirekt der c-di-GMP-Level verringert worden sein. Dieser niedrige c-di-
GMP-Level fiihrt zur Bindung von FIrA an den bpfA-Promotor und reprimiert die Genexpression. Dies
misste zu einer reduzierten Biofilmbildung fuhren. Der Einfluss von RpoN und FIliA auf die
Genexpression des bpfA-Operons sollte mit Luciferase-Reporterassays sowie mit Analysen zur Biofilm-
bildung verifiziert werden.

Neben der Regulation der Flagellengene sowie des bpfA-Operons, werden auch wenige weitere Gene
bzw. Operons von FIrA, RpoN und/oder FliA in S. putrefaciens beeinflusst (Tab. S 1, Tab. S 2). FIrA
zeigt eine Aktivierung des Prozesses der Biosynthese von Kohlenhydraten (Sputcn32_2625-2630).
Dagegen reprimiert FIrA die Genexpression von Bestandteilen des Hamin-Imports sowie ABC-
Transporters (Sputcn32_0960/0969) und eines Phosphat-Bindeproteins (Sputcn32_1298). Allerdings
weisen alle dieser Gene bzw. Proteine nur auf Transkript- oder Proteinebene eine signifikante
Regulation auf. Daher kann eine direkte Regulation von FIrA auf die Transkription und anschlie3ender
Translation nicht eindeutig bestatigt werden und sollte mit weiteren Analysen wie z. B. Western Blots
verifiziert werden. Der regulatorische Einfluss auf das Proteom des RpoN-abhangigen Transkriptions-
aktivators FIrA wurde bisher nur bei dem phytopathogen Xanthomonas oryzae pv. oryzae untersucht
(Bae et al. 2018). X. oryzae pv. oryzae ist ein monopolar flagelliertes o-Proteobakterium. Es werden
wesentlich mehr Proteine durch FleQ (FIrA Homolog) in X. oryzae pv. oryzae (246 Proteine) als in
S. putrefaciens (43 Proteine) in ihrer Abundanz verdndert. Allerdings wurde bei diesem Proteom-
datensatz von X. oryzae pv. oryzae nur ein Flagellenprotein von FleQ signifikant veréandert und die
Homologe des BpfA-Adhésins sowie Komponenten des TISSs wurden nicht identifiziert. Nach Bae et
al. (2018) spielt FleQ in X. oryzae pv. oryzae eine Rolle bei der Flagellen-vermittelten Motilitat und bei
anderen Mechanismen wie Twitching, Exopolysaccharid- sowie Siderophorproduktion, Biofilmbildung
und der Symptomentwicklung. FIrA reguliert neben den Flagellengene auch Mechanismen, die bei der
Virulenz eine wichtige Funktion ibernehmen. Da Bakterien sich in ihrem Lebensstil unterscheiden, ist
auch die FIrA-abhangige Regulation neben der Matilitat in Bakterien entsprechend angepasst.

Neben dem Hauptregulator FIrA sind die Sigmafaktoren RpoN und FliA fur die Flagellensynthese
essenziell. Der alternative Sigmafaktor RpoN ist an der Regulation von ca. 20 % der Gene in
P. aeruginosa beteiligt (Damron et al. 2012). In S. putrefaciens zeigt RpoN eine Anderung der Abundanz
von 543 mRNAs im Transkriptom (Tab. S 1), aber nur bei 71 Proteinen wurde eine verénderte
Proteinmenge detektiert (Tab. S 2; Abb. 8 C). Neben der Beteiligung an der Regulation der Motilitat
wurde eine RpoN-abhangige Aktivierung der Genexpression von Operons fur Komponenten der
Elektronentransportkette der Atmung (Sputcn32_0335-0348), Sulfat-Assimilation (Sputcn32_3062-
3064) und Biosynthese von Mo-Molybdopterin-Kofaktoren (Sputcn32_3879-3882) beobachtet. Somit
scheint RpoN in S. putrefaciens eine Rolle bei der Motilitdt sowie Metabolismus zu spielen.
Transkriptom-Analysen in Shewanella baltica zeigen, dass RpoN ein zentraler Regulator fur das
Uberleben und das Verderbnispotential von Fischen ist. Die Expression von insgesamt 143 Genen, die
Funktionen in der Flagellenassemblierung, Stressantwort, Stickstoff- und Aminosduremetabolismus
sowie Quorum sensing innehaben, werden durch RpoN in S. baltica beeinflusst. Somit spielt RpoN in
S. baltica bei physiologischen Prozessen wie Biofilmbildung, Motilitéat, Stress- und Antibiotikaresistenz
eine wichtige Rolle (Feng et al. 2021). RpoN scheint in S. baltica im Vergleich zu S. putrefaciens eine
gréRere Funktion in der Virulenz zu Gbernehmen.
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Der Sigmafaktor FliA beeinflusst die Abundanz von nur 35 Proteinen in S. putrefaciens (Abb. 8, Tab. S
2). Neben der Regulation der Motilitdt und des bpfA-Operons scheint es sonst nur die Genexpression
eines Operons fur den Import sowie Verwertung von Ham (Sputcn32_0960/0967) zu aktivieren. Um den
Einfluss von FIliA auf den Ham-Metabolismus zu verifizieren, missten weitere Analysen wie Western
Blots durchgefuhrt werden. In S. putrefaciens scheint FliA hauptséachlich nur die Motilitat zu regulieren.
In S. oneidensis wurden 169 FliA-abhangige Gene vorhergesagt, aber diese wurden nicht validiert (Wu
et al. 2011a). Fur den Sigmafaktor FliA sind bisher keine Analysen des Proteoms bei weiteren
Prokaryoten beschrieben.

Die Transkriptmenge kann auch durch RNA-bindende Proteine wie CsrA reguliert werden. In
V. cholerae bindet CsrA direkt die mMRNA der Regulatoren rpoN und flrC. Eine Bindung von CsrA an das
Transkript fihrt in E. coli zum Schutz des mRNA-Abbaus und dadurch zur verstarkten Expression dieses
Operons (Yakhnin et al. 2013; Liu et al. 2021). Bei dem monopolar flagellierten V. cholera fiihrt dies zur
positiven Regulation der Matilitat (Butz et al. 2021). Allerdings besitzt CsrA in V. alginolyticus nur einen
aktivierenden regulatorischen Einfluss auf das laterale Flagellensystem, das zum Schwarmen dient, und
nicht auf das polare System (Liu et al. 2021). In S. putrefaciens wird dieser Translationsregulator CsrA
(Sputcn32_2743) codiert, aber die Funktion ist bisher nicht beschrieben.

5.3 Transkriptionelle Regulation der Flagellenassemblierung

S. putrefaciens besitzt ein polares und laterales Flagellensystem. Bubendorfer et al. (2012) zeigte, dass
sich die beiden Flagellensysteme gegenseitig reprimieren. Bei der Analyse des Proteoms ist zu sehen,
dass die polaren Regulatoren FIrA sowie RpoN aktivierend und FIliA reprimierend auf einige laterale
Flagellenkomponenten (FlIFGILPDS, FIQED und FlaAB) wirken (Tab. S 2). Allerdings sind in der
Abwesenheit der polaren Regulatoren die lateralen Flagellenregulatoren FlrAa: und FliAie nicht in der
Abundanz verandert. Somit nehmen die polaren Regulatoren nicht direkt auf die Genexpression der
lateralen Flagellenregulatoren Einfluss. Der Regulationsmechanismus der polaren Regulatoren auf das
laterale Flagellensystem ist bisher nicht geklart, aber eventuell kbnnen die Transkriptionsfaktoren direkt
an die entsprechenden Promotoren der lateralen Komponenten binden und die Genexpression
verandern. Allerdings musste dies mit weiteren Analysen z. B. die Promotoraktivitditen mit Hilfe des
Luciferase-Reportersystems untersucht werden.

5.3.1 Weitere moégliche Faktoren zur Regulation von Flagellengene

Bei der polaren Flagellensynthese in S. putrefaciens sind nur die Regulatoren FIrA, RpoN und FliA
beteiligt. Das Zwei-Komponentensystem FIrBC zeigt in der Abwesenheit keine Verdnderungen
gegenuber des WTs bei Promotoraktivitatsuntersuchungen (Abb. 13), Proteinabundanzen (Abb. 7 C)
sowie Schwimmverhalten (Abb. 7 A, B). Somit ist FIrBC nicht essenziell fir die Assemblierung des
Flagellums in S. putrefaciens. Dies wurde auch schon von Kiihn et al. (2018) beobachtet. Welche Rolle
das FIrA-abhéngige FIrBC in S. putrefaciens spielt ist bisher nicht verstanden. In vielen anderen polar
flagellierten Bakterien stellt FIrBC bzw. deren Homologe ein Kontrollpunkt der Assemblierung des
fT3SS, MS-Ring und Rotor dar. Erst wenn der Aufbau dieser friihen Flagellenbestandteile erfolgte, wird
das Zwei-Komponentensystem aktiviert und die Genexpression der Klasse Il Gene (Stab, Haken) findet
statt (Abb. 2; Burnham et al. 2020; Soutourina und Bertin 2003). Klose und Mekalanos (1998)
beschrieben in V. cholerae, dass der Response-Regulator FIrC vermutlich an der Zellteilung beteiligt
ist, da bei flrC Mutanten eine veranderte Morphologie festgestellt wurde.

Nicht nur FIrBC aktiviert die Klasse 11l Gene bei der Flagellensynthese in V. cholerae, sondern auch das
Transmembranprotein FIrD (Abb. 2). FIrD ist in vielen 2 -Proteobakterien konserviert und besitzt eine
HAMP-Domaéne, die oft zur Signalweitergabe durch integrale Proteine vom Peri- zum Zytoplasma dient
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(Moaisi et al. 2009; Aravind und Ponting 1999). Moisi et al. (2009) stellten die Hypothese auf, dass FIrD
nach der Assemblierung des MS-Ring/C-Ring/fT3SS-Komplexes fir die Aktivierung von FIrB durch
Phosphorylierung zusténdig sein konnte. Eine direkte Interaktion von FIrD und FIrBC wurde nicht
untersucht. Ein weiteres Protein, das in dieser Aktivierung eine Rolle spielen konnte, ist die SRP-
ahnliche GTPase FIhF (Moisi et al. 2009). In S. putrefaciens konnte eine Interaktion von FIhF und dem
FIrD Homolog Sputcn32_2550 nachgewiesen werden. Allerdings ist Sputcn32_2550 fir die polare
Lokalisation von FIhF verantwortlich (unverdffentlicht, John Hook). In vielen Bakterien wie
Pseudomonas und Vibrio fungiert FIhF als positiver Regulator der Klasse Il Gene bei der Flagellen-
assemblierung (Li et al. 2020; Schuhmacher et al. 2015b). FIhF besitzt keine typische DNA-
Bindedomane (Abb. 4), jedoch wurde bei dem amphitrich flagellierten Bakterium C. jejuni eine direkte
Bindung von FIhF an den flgl Promotor (P-Ring Komponente), sowie an die Promotoren der
Flagellenregulatoren fliA, rpoD (G7°) und figS (Homolog zu FIrB) mit Hilfe von EMSA und Chromatin-
Immunoprézipitation (ChIP)-gPCR nachgewiesen (Li et al. 2020). Eine in silico-Analyse nach mdglichen
FIhF-Bindestellen in dem Genombereich des polaren Flagellengenclusters in S. putrefaciens
identifizierte sieben Bindestellen (Abb. S 8). Allerdings liegen die vorhergesagten FIhF-Bindestellen
downstream der Transkriptionsstarts von den Genen fliA (-249 bp) sowie flrA (-112 bp). Fir die Gene
fliM und fliH wurden in S. putrefaciens keine Promotoren identifiziert. Alle spaten Komponenten der
Flagellenassemblierung wie flaG, flaA und flgL wurden nicht auf Promotoren analysiert. Jedoch besitzen
FIhF als auch die MinD-ahnliche ATPase FIhG in C. jejuni eine etwas andere regulatorische Funktion
als im monotrich flagellierten S. putrefaciens (siehe Kapitel 3.4.1). Ob ein direkter Einfluss von FIhF an
der Regulation der Genexpression bei dem monotrich flagellierten S. putrefaciens vorliegt, missten
z. B. entsprechende Reporterassays oder zur Verifizierung der FIhF-Bindung EMSAs durchgefuhrt
werden. Weitere Untersuchungen kdnnen Hinweise liefern, ob FIhF oder bisher unbekannte Proteine
bei der Aktivierung der Genexpression von Bestandteilen des spaten Basalkorpers eine Rolle spielen.

5.3.2 (7%-abhangige Genexpression essenziell fiir die monopolare Flagellensynthese

Der Housekeepingfaktor (70 ermdglicht eine konstitutive Genexpression. Neben der wahrscheinlich
konservierten (79-abhangigen Transkription des Hauptregulators flrA zeigten Promotoranalysen einiger
frihen Flagellenkomponenten sowie Regulatoren ebenfalls einen (17°-abhangigen Promotor (Abb. 38 A,
B). Die identifizierten Promotormotive von fliFGL und flhFG besitzen keine konservierten Bindemotive
von bisher bekannten Transkriptionsfaktoren (Abb. 14). Bei Gber 70 % der potentiellen TSS existiert ein
G7°-Bindemotiv. Jedoch ist die Konservierung der G7°-Bindestelle nur sehr gering in S. oneidensis (Shao
et al. 2014). Bis auf den Promotor von fliL befinden sich alle identifizierten (7°-Promotoren innerhalb
des upstream liegenden Gens (Abb. 38 E). Solche Promotoren, die innerhalb eines codierenden
Bereichs liegen, kommen bei ca. 12 % der TSS in S. oneidensis vor und weisen meist ein (7°-
Bindemotiv auf (Shao et al. 2014). Ebenfalls wurde fur flhF, das fir die Flagellenlokalisation eine
wichtige Rolle spielt, ein weiterer Promotor (Psne) innerhalb des kodierenden Bereichs von flhA
identifiziert, der RpoN abhangig ist (Abb. 14). Diese RpoN- und (7°-abhangigen P wurden auch in
P. putida identifiziert (Navarrete et al. 2019; Kim et al. 1995). Bei den Analysen der Promotoraktivitaten
mit Hilfe des Luciferase-Reportersystems zeigt der 07°-abhangige Pme eine starkere Aktivitat im
Vergleich zu den FIrA- und RpoN-abhéngigen Pane und Prna (Abb. 13). Diese Beobachtung wurde
ebenfalls in P. putida beschrieben (Navarrete et al. 2019). Der G7°-abhangige Psnr scheint hauptséchlich
fur die Transkription von flhF, flnG und fliA verantwortlich zu sein (Navarrete et al. 2019). Allerdings
zeigten sich bei Western Blot Analysen keine veranderten Proteinmengen von FIhFG, wenn in
S. putrefaciens die (7°-abhangigen Panre (Pinre NPM) stillgelegt oder der Hauptregulator flrA deletiert
wurde. Daher scheinen die 07°- und FlrA-abhangigen Expression von flhnFG auf Proteinlevel keinen
unterschiedlich starken Einfluss zu haben.
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Bei einer ektopischen Produktion des Hauptregulators FIrA ist bei S. putrefaciens eine polare Hyper-
flagellierung zu beobachten (Abb. 16 A). Bei einer Hyperflagellierung werden auch von den (7°-
abhangigen Flagellengene mehr Komponenten benétigt. Dies ist bei der ektopischen Produktion von
FIrA zu beobachten, da die Analyse der konstant produzierten Proteine FlilM sowie FIhFG mit Hilfe von
Western Blots, eine signifikant erhdhte Produktion dieser Proteine zeigt (Abb. 16 B, Abb. 29 B). Dies
wird vermutlich durch die upstream liegenden FIrA-abhéngigen Promotoren ermdglicht. Das konstant
transkribierte Operon fliLMNOPQR-flhB wird wahrscheinlich auch von dem FlrA-abhangigen Prik
exprimiert. Dies kdnnte mit Hilfe einer cDNA-Synthese und anschlieRender PCR nach Gupta (1999) zur
Untersuchung der Transkriptlangen analysiert werden.

Der Promotor des Sigmafaktors fliA zeigt keine FIrA-abhangige Aktivitat (Abb. 13), aber bei der
Identifizierung des TSSs mittels 5’"RACE-PCR wurde eine RpoN-Bindestelle identifiziert (Abb. 14).
Daher konnte fliA einen (7°- und einen RpoN-abhangigen Promotor an dem gleichen TSS besitzen.
Verschiedene Sigmafaktoren kdnnen die Transkription Uberlappender Promotoren eines TSSs initiieren
(Mejia-Almonte et al. 2020; Reichenbach et al. 2009). Auch die fT3SS-Bestandteile Flil und FliJ sind in
der Abwesenheit der Flagellenregulatoren auf mRNA- und Proteinlevel anwesend (Abb. 10, Abb. 11).
Jedoch wurden bei den Genen fliHI keine Promotoren identifiziert (Tab. S 3), die im Gegensatz zum
restlichen upstream liegenden Operon eine FIrA/RpoN-unabhangige Expression erméglichen. Eventuell
befinden sich weitere (17°-abhéangige Promotoren mehr als die bisher untersuchten 600 bp upstream des
TSSs und wurden somit nicht bei den Analysen detektiert.

Die identifizierten Promotoren von fliIFGLA und flhFG sind aktiv in der Abwesenheit der
Flagellenregulatoren (Abb. 13) und erméglichen die kontinuierliche Produktion einiger Proteine des
Basalkorpers (FIILMN), fT3SSs (FIiIJOPQR, FIhB), Stators (PomAB), Motors (MotX) und der
Regulatoren (FINFG, FliA, FIgM). Diese 07%-abhangigen Flagellenkomponenten gehdren zusammen mit
FIrA in die Klasse | der transkriptionellen Hierarchie (Abb. 38 A, B). Auch bei dem lophotrich flagellierten
P. putida wurde beobachtet, dass neben dem Hauptregulator FleQ der ATPase-Komplex des fT3SS
fliHIJ nicht von den Flagellenregulatoren reguliert sind und zur Klasse | gehéren (Leal-Morales et al.
2021). Ebenso bei dem monopolar flagellierten Vibrio campbellii gehéren neben dem Hauptregulator
flrA weitere Komponenten (flgA, fiIEFGHIJ, flrABC) zu den konstitutiv exprimierten Bestandteilen
(Petersen et al. 2021). Die Autoren Petersen et al. (2021) stellten die Hypothese auf, dass ein bisher
unbekannter Regulator die Expression dieser Klasse | Gene in V. campbellii kontrolliert. Die konstitutive
Expression dieser Flagellenprodukte wirde Ressourcen verschwenden und so zu einem Wettbewerbs-
nachteil fuhren, obwohl die Zellen das Schwimmen aktuell nicht bendtigen.

Fur das monopolar flagellierte Bakterium P. aeruginosa ist eine strikte vierstufige transkriptionelle
Hierarchie beschrieben, bei der alle Flagellengene von FleQ, RpoN, FleR und FIliA reguliert werden
(Dasgupta et al. 2003). Allerdings wenn die Anderungen der Abundanzen der mRNA-Menge betrachtet
werden, zeigt sich, dass das Operon fliLMNOPQR-flhB sowie fleN-fliA nur sehr gering von den
Regulatoren beeinflusst sind. Dasgupta et al. (2003) untersuchten nur das Transkriptom und nicht das
Proteom. Daher kénnten auf Proteinlevel diese Flagellenkomponenten wie bei S. putrefaciens
konstitutiv produziert sein.
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Die konstant produzierten Flagellenproteine sind bei monopolar flagellierten Bakterien essenziell, da die
Struktur und Stéchiometrie des Rotors und Stators im aktiven Flagellenmotor variabel sind (siehe Kapitel
3.2; Nord und Pedaci 2020). Durch die Bindung der phosphorylierten Chemotaxiskomponente CheY
wird der Wechsel der Rotationsrichtung induziert und die C-Ring Proteine FliM und FIiN dissoziieren
(Nord und Pedaci 2020; Yuan und Berg 2013). Die Anzahl an FIiMN-Untereinheiten h&ngt von der
Drehrichtung des Motors ab (Lele et al. 2012; Nord und Pedaci 2020). Neben der variablen C-Ring-
Struktur ist auch die Anzahl der Statoreinheiten (PomAsB2) von dem Rotationswiderstand abhéangig
(Nord und Pedaci 2020; Lele et al. 2013). Zudem werden die Statoreinheiten durchschnittlich alle 30 s
ausgetauscht (Leake et al. 2006). Auch die fT3SS-ATPase Flil wird mehrmals pro Minute am Basal-
korper ausgewechselt. Der FliHzFlil-Komplex fungiert als Shuttle der Substrate wie den Flagellinen zum
fT3SS fir den Export (Bai et al. 2014; Kinoshita et al. 2021). Aber das fT3SS exportiert nicht nur
Flagellenkomponente sondern auch Proteine, die bei der Bakterien-Wirts-Interaktion eine Rolle spielen
(Young et al. 1999; Young und Young 2002). Diese Prozesse bendtigen eine konstitutive Produktion
der Flagellenkomponente, da sie stéandig bei der aktiven Flagelle ausgetauscht werden.

Neben den Flagellenkomponenten werden auch der Regulator FliA fur die spaten Flagellenkomponente
sowie der korrespondierende Anti-Sigmafaktor FIgM konstitutiv produziert (Abb. 11). Dies ermdglicht
die Aktivierung der FliA-abhangigen Genexpression nach der Assemblierung des Hakens und den
Export von FIgM (Abb. 38 D). Durch die konstante Prasenz von FliA kénnte auch eine Aktivierung der
Genexpression des Hauptregulators flrA erfolgen (siehe Kapitel 5.1.2). Ebenfalls sind weitere
regulatorische Proteine FIhF und FIhG abhangig von G7° (Abb. 38). Diese (7°-abhangigen Promotoren
von flhFG wurden Uber Substitutionen der Bindemotive in ihrer Aktivitat stillgelegt bzw. verringert. Durch
die fehlende bzw. reduzierte konstitutive Expression von flhFG ist bei 25 % der Zellen eine Hyper-
flagellierung zu beobachten (Abb. 15 C, D). Fir eine monopolare Flagellierung ist die konstante
Produktion der MinD-&hnlichen ATPase FIhG essenziell und im Kapitel 5.4.3 wird auf den zugrunde
liegenden Mechanismus eingegangen. Die Produktion einiger Flagellenkomponente und -regulatoren
durch den Housekeeping-Sigmafaktor stellt sicher, dass zum einen der Flagellierungsphénotyp als auch
vermutlich die Funktionalitat der Flagelle sichergestellt ist.

5.3.3 FIrA/RpoN-und FliA-abhangige Regulation der polaren Flagellensynthese

Nach der Initiierung der Genexpression des Hauptregulators flrA (siehe Kapitel 5.1) werden die FIrA-
abhéngigen Gene aktiviert (Abb. 38 A, C). FIrA fungiert als Enhancer-Bindeprotein zur Aktivierung des
Holoenzyms aus RNA-Polymerase und RpoN (siehe Kapitel 3.4.4). Diese Initierung der FIrA-
abhangigen Expression fuhrt zur Produktion von Komponenten des Basalkorpers (fiEFGH,
flgBCDFGHIJOPT), Haken (flggEKL) und Filament (flaA, fliDTS). In S. putrefaciens scheinen diese
Proteine zeitgleich produziert zu werden (Abb. 17) und nicht wie bei anderen monopolar flagellierten
Bakterien wie V. cholerae, die eine weitere Regulationsebene aufzuweisen. Durch die Produktion von
FliF, FIhA und FIliG sollte mit den konstitutiv exprimierten Flagellenkomponenten die Assemblierung des
Basalkorpers automatisch erfolgen. Allerdings konnte bei der ektopischen Produktion dieser FIrA-
abhéangigen Schlisselkomponenten keine Lokalisation des C-Ring-Proteins FliM-sfGFP beobachtet
werden (Daten nicht gezeigt). Dies deutet daraufhin, dass fur die frihe Flagellenassemblierung noch
eine bzw. mehrere zusatzliche Komponenten bendtigt werden. Wenn der Haken seine entsprechende
Lange erreicht hat, &ndert das fT3SS seine Spezifitdt und exportiert den Anti-Sigmafaktor FlgM
(Soutourina und Bertin 2003). Durch den Export von FIgM wird der alternative Sigmafaktor FliA frei und
kann die Genexpression der Komponente des Filaments (FlaB) und Motors (MotY) aktivieren (Abb. 38
A, D). Die Produktion des Hauptfilaments und Motorbestandteil findet im Vergleich zu den FIrA-
abhangigen Komponenten erst ein Generationszyklus spéater statt (Abb. 17). Diese spaten Flagellen-
gene sind wahrscheinlich die einzigen Bestandteile, die von der hierarchischen Aktivierung der
Transkription durch die fertige Assemblierung eines Teils der Flagelle reguliert sind.
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Im Vergleich zur Assemblierung der Flagelle ist die Synthese des homologen Typ Il Sekretionssystems
(T3SS), das zur Injektion von Effektorproteinen in eukaryotische Wirtszellen dient, nicht von einer
hierarchischen Transkription abhéangig. Unter anderem nach Wirtskontakt wird die Genexpression der
Injektisomkomponenten gleichzeitig aktiviert. Alle T3SS-Bestandteile sind so zur gleichen Zeit vor-
handen und die Assemblierung erfolgt weitestgehend anhand von den Affinitdten und der Kinetik der
Protein-Protein-Wechselwirkungen (Diepold und Wagner 2014; Diepold und Armitage 2015; Diepold et
al. 2010). Solch eine automatische aufeinanderfolgende Assemblierung des Basalkérpers kdnnte auch
ohne weitere strikte hierarchische Regulation der Genexpression bei der Flagellensynthese erfolgen.
Die selbststandige Assemblierung einzelner Flagellenkomponente wie der MS-Ring wurde schon in vitro
nachgewiesen (Terashima et al. 2020; Apel und Surette 2008). Daher scheint eine strikte Regulation
mit mehreren Zwischenschritten nicht noétig, da die Assemblierung der Komponenten anhand der
Protein-Protein-Wechselwirkungen erfolgreich stattfinden kann.

5.3.4 Regulation der Anzahl an Flagellenkomponenten

Ein klassisches Operon besteht neben dem Promotor und den Strukturgenen auch aus einem
Terminator, der flr den Abbruch der Transkription zustéandig ist. Da fir das polare Flagellengencluster
weitere Promotoren identifiziert wurden (Abb. 14, Abb. 38 E), erfolgte auch eine Analyse auf
Terminatoren. Die in silico-Analysen als auch Verifizierungen mit Hilfe von Reporterassays zeigten
sieben Rho-unabhéngige Transkriptionsterminatoren in dem Genombereich der Flagellengene von fliE
bis fliA (Abb. 18). Allerdings befinden sich diese Rho-unabhé&ngigen Terminatoren innerhalb des
translatierenden Bereichs und nicht am Ende eines Operons. Durch den friihzeitigen Abbruch der
Transkription kdnnte dies zu trunkierten Proteinen fihren. Jedoch wurden solche trunkierten FIhA- und
FliL-Fragmente nicht mit Hilfe von Western Blots nachgewiesen (Abb. 18 D). Die identifizierten Rho-
unabhangigen Terminatoren, die meist zentral innerhalb eines Gens liegen, haben keinen Einfluss auf
die ProteingréfRen und die Funktionen sind nicht bekannt. Die Flagelle ist eines der komplexesten
Strukturen in Prokaryoten. Fur den Aufbau werden von einigen Komponenten nur sehr wenige Proteine
bendtigt, aber von anderen Bestandteilen mehrere Tausend. Auch Flagellenbestandteile, die in einem
Operon codiert sind, werden in unterschiedlichen Mengen ben6étigt. Die identifizierten Terminatoren
fuhren nicht zu einem vollstdndigen Abbruch der Expression, sondern reduzieren nur die
Transkriptmengen. Am Anfang eines Operons sind die Gene der Flagellenkomponenten codiert, die in
groBeren Mengen z. B. 434 Proteine von FliM bendétigt werden, und am Ende des Operons befinden
sich die Gene der Bestandteile, die z. B. wie FIhB nur als eine Kopie in der Flagelle integriert werden
(Kuhlen et al. 2020; Hu et al. 2021). Daher konnten die Rho-unabh&angigen Terminatoren die
Transkriptmenge und daraus folgend auch die Proteinmenge regulieren. Diese Abnahme der
Transkriptmenge kann auch bei den Transkriptomdaten von P. aeruginosa beobachtet werden. Die logz-
fache Anderung der mRNA-Level bei den Deletionsstammen gfleQ (Homolog von firA) und grpoN
nimmt innerhalb des Operons fliIEFGHIJ im Vergleich zum WT ab (Dasgupta et al. 2003). Die
Reduzierung der Transkriptmenge der einzelnen Gene innerhalb des Operons kénnte auch durch
Terminatoren verursacht worden sein. Diese Art der Regulation zur Anzahl an Flagellenkomponenten
scheint daher nicht nur in S. putrefaciens vorzukommen.

Die Regulation der Proteinmenge kann auch durch den Abbau von Proteinen durch Proteasen
beeinflusst werden. In Vibrio vulnificus spielt die Protease DegQ eine Rolle bei den Stabilitaten der
Flagellinuntereinheiten. Die post-translationale Regulation der Flagelline bestimmt die
unterschiedlichen zellularen Mengen der vier Untereinheiten. Dies ermoglicht den korrekten Export der
Flagelline fir den hierarchischen Aufbau des Filaments (Jung et al. 2021). In S. putrefaciens wird
ebenfalls die Protease degQ (Sputcn32_0742) codiert. Allerdings besitzt der Deletionsstamm ndegQ
keinen Einfluss auf die Motilitat bei Untersuchungen der Schwimmfahigkeit auf semisoliden Oberflachen
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(Daten nicht gezeigt). Vielleicht besitzt eine andere Protease solch eine regulatorische Funktion in
S. putrefaciens.

5.4 MinD-a&hnliche ATPase FIhG reguliert die Flagellenanzahl

Bakterien miissen die Produktion der friihen Flagellenkomponente nach kurzer Zeit wieder stoppen, um
nur ein Flagellum zu assemblieren. Als Regulator der Flagellenanzahl kommt die MinD-ahnliche ATPase
FIhG bei unterschiedlichen Flagellierungsmustern vor (siehe Kapitel 3.4). Eine Deletion von flhG flhrt
zu einer erhéhten Flagellenanzahl und einer dadurch verringerten Motilitat (Schuhmacher et al. 2015a;
Schuhmacher et al. 2015b; Dasgupta et al. 2000; Correa et al. 2005; Gulbronson et al. 2016; Guttenplan
et al. 2013). Bisher bekannte Interaktionspartner von FIhG sind das C-Ring Protein FliM, landmark-
Protein HubP, die SRP-ahnliche GTPase FIhF und der Flagellenhauptregulator FIrA (Schuhmacher et
al. 2015a; Kusumoto et al. 2008; Bange et al. 2011; Yamaichi et al. 2012; Rossmann et al. 2015;
Dasgupta und Ramphal 2001; Schwan et al. 2020). Die genaue Funktion von FIhG in der Kontrolle der
Flagellenbildung ist bisher weitestgehend nicht verstanden.

5.4.1 Funktion der Interaktion von FIhG und HubP bisher nicht bekannt

Eine Beteiligung des landmark-Proteins HubP an der Rekrutierung von FIhG zum flagellierten Zellpol
wurde in S. putrefaciens wie auch in verschiedenen Vibrio Spezies beschrieben (Rossmann et al. 2015;
Yamaichi et al. 2012). Allerdings wurde diese HubP-abhangige polare Lokalisierung von FIhG nicht in
den erstellten S. putrefaciens Stammen beobachtet (Abb. 20 A, C). Eine veranderte FIhG-Menge oder
Lokalisierung resultiert nicht mehr in einem monopolaren Flagellierungsmuster (siehe Kapitel 5.4.3).
Daher bestatigt die monopolare Flagellierung bei allen HubP-Mutanten (Abb. 20 A, B), dass HubP
keinen Einfluss auf die Lokalisierung von FIhG in S. putrefaciens besitzt. Bei den FIhG-sfGFP
Mikroskopie-Aufnahmen von Rossmann et al. (2015) ist eine viel starkere polare FIhG-Lokalisierung im
WT-Hintergrund zu beobachten, als bei den neu erstellen S. putrefaciens Stdmmen. Eventuell
akkumulierte FIhG am Zellpol durch eine Mutation in diesem Stamm und die im Vergleich sehr schwache
polare Lokalisierung im ghubP Deletionshintergrund wurde nicht mehr wahrgenommen.

Auch wenn HubP nicht fir die polare Lokalisierung von FIhG verantwortlich ist, interagiert die C-
terminale FimV-Domé&ne von HubP direkt mit FIhG in Bacterial-Two-Hybrid Assays (Bachelorthesis Lisa
Fauerbach). Welche Funktion die Interaktion von HubP und FIhG besitzt, ist bisher nicht bekannt.
Al l erdings zeigt wie schon b éauk éineistark reduziedeeSchwibe-l et i on s
fahigkeit auf semisoliden Oberflachen (Abb. 20 D; Rossmann et al. 2015). Auch die Mutanten
ghubPrepeatsi-o U N d huliBrimv sind negativ in ihrer Motilitat beeinflusst. Rossmann et al. (2015)
beobachteten eine reduzierte durchschnittliche Schwimmgeschwindigkeit (ghubP: 30 pm/s; WT:
53 pm/s) in Flussigkulturen. Dieser Phanotyp ist bisher nicht bei HubP in V. cholerae bekannt. Dies
scheint auch nicht durch die fehlende polare Rekrutierung des Chemotaxissystems, das dadurch eine
eingeschrankte Fahigkeit zur Richtungsanderung des Motors besitzt, erklart werden zu kdnnen
(Yamaichi et al. 2012; Rossmann et al. 2015). HubP bzw. das Homolog FimV in P. aeruginosa scheint
auch bei Twitching, der Typ IV-Pili vermittelten Fortbewegung, eine wichtige Rolle zu spielen (Semmler
et al. 2000; Rossmann et al. 2015). Allerdings welche genaue Rolle HubP und die entsprechenden
Domaénen bei der Motilitat in S. putrefaciens spielt ist bisher nicht verstanden. Vermutlich scheint HubP
im Vergleich zu anderen Bakterienspezien andere bzw. weitere Funktionen in S. putrefaciens zu
besitzen und mit weiteren Proteinen, die an der Motilitat beteiligt sind, zu interagieren.
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5.4.2 ATP-abhangiger Partnerwechsel der MinD-ahnlichen ATPase FIhG

Die Interaktion von FIhG mit dem N-terminalen EIDAL-Motiv des C-Ring Proteins FliM wurde bereits
von Schuhmacher et al. (2015a) beschrieben (Abb. 39 A). An diese N-terminale Doméane von FliM bindet
auch die phosphorylierte Chemotaxiskomponente CheY bei dem fertig assemblierten und aktiven
Flagellum, um den Wechsel der Rotationsrichtung fir eine Richtungsénderung herbeizufihren (Bren
und Eisenbach 1998; Welch et al. 1993).

In P. aeruginosa interagiert der transkriptionelle Flagellenregulator FleQ (FIrA Homolog) mit dem FIhG
Homolog FleN (Dasgupta und Ramphal 2001). Weitere Interaktionsstudien von FIhG mit FIiM und FIrA
von S. putrefaciens wurden in Kooperation mit Devid Mrusek und Vitan Blagotinsek (AG Bange,
Marburg) durchgefiihrt. Bei HDX-MS-Experimenten und Pulldown-Assays wurde der Linkerbereich
zwischen der AAA+ ATPase- und DNA bindende HTH-Domé&ne von FIrA als Interaktionsstelle mit FIhG
identifiziert (Abb. 23; Abb. 39 F; Schwan et al. 2020). Der Flagellierungsphanotyp zeigte, dass in diesem
Linkerbereich die Aminosaure Leucin an Position 400 von FIrA essenziell fir die Interaktion mit FIhG ist
(Abb. 27). Alignments der Aminosauresequenz des polaren und lateralen FIrAs zeigen, dass der C-
terminale Linkerbereich die geringste Sequenzahnlichkeit im Vergleich zu den restlichen Doméanen
aufweist (Abb. S 5). Auch ein Alignment der Flagellenregulatoren von weiteren Bakterien mit polaren
Flagellensystemen wie P. aeruginosa und V. cholerae zeigen eine geringe Sequenzhomologie der N-
terminalen Region und des Linkerbereichs (Soutourina und Bertin 2003). Obwohl der Linkerbereich
variabel ist, schein FIhG auch in diesen polar flagellierten Bakterien mit FIrA zu interagieren und nimmt
somit auf den Flagellierungsphanotyp Einfluss.

Die Analysen der AG Bange identifizierten, dass FliM und FIrA Uberlappende Bindestellen an den
Helice s U6 u n dFIh® Besitzen (Abb. 24; Schwan et al. 2020). Auch die Bindungsaffinitaten
zwischen FIhG-FliM und FIhG-FIrA sind &hnlich im niedrigen mikromolaren Bereich (Schwan et al.
2020). Nur die Abhangigkeit von ATP unterscheidet die Interaktion von FIiIM/FIrA und FIhG. FIhG kann
als Monomer oder ATP-gebundener Homodimer vorliegen (Abb. 5; Schuhmacher et al. 2015a). Die
Interaktion von FliM mit FIhG ist Nukleotid-unabhangig und FIhG kann als Monomer vorliegen (Abb.
39 A; Schuhmacher et al. 2015a). Dagegen findet nur in Anwesenheit von ATP die Interaktion zwischen
FIrA und dem ATP-gebundenen Homodimer FIhG statt (Abb. 23; Abb. 39 F; Schwan et al. 2020). Somit
bestimmt der monomere bzw. dimere Zustand von FIhG den mdglichen Interaktionspartner.

5.4.3 Mechanismus von FIhG zur monopolaren Flagellierung

Schuhmacher et al. (2015a) zeigten bereits, dass die Interaktion von FIhG mit dem C-Ring Protein FliM
essenziell fir die monopolare Flagellierung ist. Eine polare Hyperflagellierung bei flhG Deletion und den
entsprechenden Mutanten (FliMpe 1 paklhGkizse), die die Interaktion von FIhG und FliM verhindern,
wurden mittels fluoreszierender Flagellen- und Hakenfarbung nochmals bestatigt (Abb. 22; Abb. S 6).
Diese Interaktion ist fiir das Erreichen von FIhG an den flagellaren Zellpol wichtig (Abb. 39 B), da FIhG
ohne diese Interaktion keine polare Lokalisierung in S. putrefaciens aufweist (Abb. 22, Abb. S 7; Schwan
et al. 2020). Dies spricht dafir, dass FIhG passiv mit FliMN an den flagellierten Zellpol transportiert wird
und nicht als Marker fiir den Zellpol fungiert (Schwan et al. 2020). Der Mechanismus fur den Einbau von
FliM zur Assemblierung des C-Rings am Zellpol ist bisher nicht bekannt. Schuhmacher et al. (2015a)
lieferten Hinweise, dass FIhG die Interaktion von FIIMN mit dem C-Ring Protein FliG fordert. Allerdings
zeigten die Kryo-Elektronenaufnahmen der Basalkérper von S. putrefaciens WT  u nfthG kpine
strukturellen Unterschiede (Abb. 21). Daher besitzt FIhG keinen Einfluss auf die Assemblierung des C-
Rings und ist auch kein integrierter Bestandteil der Flagelle. Der Einbau von FIliMN in den C-Ring fihrt
vermutlich zu einer Konformationsanderung und gleichzeitig zur Freisetzung von FIhG (Schwan et al.
2020). Weitere Mechanismen von FIhG direkt am Zellpol sind bisher nicht identifiziert. In B. subtilis
verweilt FIhG fir ca. 30 s an einer Flagelle (Schuhmacher et al. 2015a). Es ist weiterhin aus B. subtilis
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bekannt, dass FIhG mit der SRP-ahnlichen GTPase FIhF interagiert und dies die GTPase-Aktivitat von
FIhF stimuliert (Kusumoto et al. 2008; Bange et al. 2011). Die Hydrolyse von GTP fiihrt zur Dissoziation
des FIhF-Homodimers (Bange et al. 2011; Schuhmacher et al. 2015b). Die Interaktion von FIhG und
FIhF ist GTP aber nicht ATP abhangig und somit bindet FIhG als Monomer den GTP gebundenen FIhF-
Homodimer (Abb. 39 C; Bange et al. 2011). FIhG Mutanten (FIhGpn 2,0FlhGgsa), die fur die Interaktion
oder Stimulierung der GTPase-Aktivitat von FIhF verantwortlich sind, akkumulieren FIhG am Zellpol und
besitzen eine polare Hyperflagellierung (Abb. 32, Abb. 39 C).
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Abb. 39: ATP-abhéngiger Partnerwechsel von FIhG zwischen FIiM und FIrA ist fur die monopolare
Flagellierung essenziell. A MinD-&hnliche ATPase FIhG (rot) interagiert als Monomer mit dem EIDAL-Motiv
(schwarz) des C-Ring Proteins FliM (orange). B FIIMN transportiert FInG passiv an den Zellpol. C FIhG interagiert
mit der SRP-&hnlichen GTPase FIhF (griin), das zu einer Stimulierung der GTPase-Aktivitat (Pfeil) von FIhF flhrt.
Das FIhF-Dimer hydrolysiert das gebundene GTP und dissoziiert in seine Monomere. D AnschlieBend wechselt
FIhG vermutlich vom Monomer zum ATP-gebundenen Homodimer. E Das FIhG-Dimer interagiert mit seiner
membrane targeting sequence (MTS) an Lipide der Zellmembran. F Der Flagellenhauptregulator FIrA (tlrkis)
interagiert mit der Linkerregion der Helix-Turn-Helix (HTH)-Domaéne (blau) mit dem ATP-gebundenen FIhG-Dimer.
Der FIhG-FIrA-Komplex inhibiert die FIrA-abhangige Genexpression. G FIrA stimuliert die ATPase-Aktivitat von
FIhG, das zur Hydrolyse von ATP und der Dissoziation des FIhG-Homodimers fiihrt. Das freie FIrA kann die
Transkription der Flagellengene aktivieren. In grau sind alle Mutationen aufgelistet, die den entsprechenden Schritt
des FIhG-Mechanismus verhindert. Die Deletion von flnG (gflhG), Hemmung der FIhG-FIiM- und FIhG-FIhF-
Interaktionen fuihren zu einer polaren Hyperflagellierung (gelber Hintergrund). Alle weiteren FIhG-Mutanten, die bei
dem ATP-gebundenen FIhG-Homodimer durchgefiihrt wurden, bildeten eine delokalisierte Hyperflagellierung aus
(blauer Hintergrund). In den schematischen Ubersichten der Flagellierung ist in Rot die Lokalisation von FIhG-
sfGFP markiert. Weitere Erklarungen siehe Text.

Die genauen Mechanismen von FIhG am flagellierten Zellpol sind bisher nicht verstanden. Daher ist
nicht bekannt, ob nach dem passiven Transport von FIhG an den Zellpol und der wahrscheinlichen
Interaktion von FIhG und FIhF noch weitere Interaktionspartner oder Mechanismen am Zellpol
vorhanden sind. Auch der Ausldser des ATP-abhéangigen Wechsels vom Monomer zum Homodimer von
FIhG ist nicht bekannt (Abb. 39 D). Eventuell kénnte die Interaktion mit FlhF zu einer
Konformationsénderung von FIhG flihren oder generell die ATP-Bindung fordern. Daraufhin wird
vermutlich die Anderung des Zustands von FIhG zum ATP gebundenen Dimer induziert. Die zur FIhF
Interaktion defizienten Stammen FIhGen 2 tind FIhGgsa zeigen eine Akkumulation von FIhG am Zellpol,
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das auf eine Hemmung des Ubergangs zum FIhG-Dimer deuten kann (Abb. 32). Somit kann keine
Interaktion von FIhG mit FIrA erfolgen und die Transkription der Flagellengene inhibiert werden.

Den Einfluss auf die Flagellierung durch die Verhinderung der Dimerisierung von FIhG wurde bereits
von Schuhmacher et al. (2015a) untersucht. Die Autoren identifizierten eine Hyperflagellierung.
Allerdings erfolgte die Flagellenfarbung der Mutanten nach Heimbrook et al. (1989) mit Ryu-
Farbeldsungen. Hierbei ist im Vergleich zu in dieser Arbeit verwendeten Flagellenfarbung mit
Fluoreszenzfarbstoff die Sichtbarkeit sowie die Lokalisierung der Flagellen durch den geringen Kontrast
schwerer zu ermitteln. Wenn FIhG nicht mehr in der Lage ist einen ATP gebundenen Homodimer zu
bilden (FIhGkz9a), entsteht eine Hyperflagellierung bei der die vielen Flagellen Uber den gesamten
Zellkorper verteilt sind (Abb. 32, Abb. 39 D). Diese delokalisierte Hyperflagellierung ist auch bei der
FIhGr2a Mutante zu beobachten, die nicht mehr mit der Zellmembran interagieren kann (Abb. 32, Abb.
39 E). Die Bindung an die Zellmembran der membrane targeting sequence (MTS) von FIhG findet nur
in Anwesenheit von ATP statt. Die Dimerisierung von FIhG fihrt zu einer Konformationsanderung. Die
MTS (HelliixxgddlOnun nicht mehr in der hydrophoben Furch
wird, und assoziiert mit den Lipiden (Schuhmacher et al. 2015a; Zhou und Lutkenhaus 2003). Die
Bindung an Lipiden stimuliert die ATPase-Aktivitit von FIhG. Die Hydrolyse von ATP fuhrt zur
Dissoziation des Dimers als auch zur Ablésung von der Zellmembran (Schuhmacher et al. 2015a).
Allerdings findet die Interaktion zwischen dem Flagellenregulator FIrA und FIhG nur im ATP gebundenen
Homodimer statt (Abb. 23; Abb. 39 F). Zudem zeigen mikroskopische Untersuchungen zur Lokalisierung
von FIhG und FIrA mittels single molecule tracking bei beiden Proteinen eine hohe Wahrscheinlichkeit
zum zytosolischen Aufenthalt in der Teilungsebene (Abb. 31). Dies lasst vermuten, dass der FIhG-FIrA-
Komplex in der Zellmitte verweilt. Es ist bisher nicht bekannt wo die Interaktion zwischen FIhG und FIrA
stattfindet. Zum einem konnte die Interaktion im Zytoplasma stattfinden, aber nach der Dissoziation von
FIhG in seine Monomere missten sich zuerst wieder ATP-gebundene FIhG-Dimere bilden. Was diese
Anderung des Zustandes von FIhG auslésen kénnte ist nicht bekannt. Eine andere Maglichkeit ist, dass
FIrA direkt am Zellpol mit dem membrangebundenen FIhG-Dimer interagiert. In P. aeruginosa wurde
gezeigt, dass die Interaktion mit FIrA zu einer Konformationsdnderung von FIhG fihrt (Chanchal et al.
2021). Diese Konformationsénderung konnte eine Dissoziation von der Zellmembran induzieren. Das
FIhG Homolog in P. aeruginosa zeigt bei Strukturanalysen vor allem an der MTS am C-Terminus von
FleN als Monomer, Dimer und FIrA/FleQ-gebundene Form strukturelle Anderungen auf. Im FleN-Dimer
weist die MTS eine ungeordnete Struktur. Dagegen entstehen durch die Bindung mit FleQ zwei helikale
Wi ndungen (U12 und U13), milFle® wiahtigesind (Ehgnchalkei ae 2021p Zuer a kt i or
Identifizieren des  Lokalisierungsort der FIhG-FIrA Interaktion, koénnte ein  Forster-
Resonanzenergietransfer (FRET) zum Nachweis von Protein-Protein-Interaktionen durchgefihrt
werden. Durch die Fusion mit je einem Fluorophor CFP und YFP sollten die Lokalisierungen der FIhG-
FIrA Komplexe am Zellpol und/oder im Zytoplasma an der Teilungsebene nachgewiesen werden
kénnen.

FIhG ist eine MinD-ahnliche ATPase (Schuhmacher et al. 2015a). MinD weist wie FIhG auch einen ATP-
abhangigen Wechsel zwischen Monomer und Dimer auf (siehe Kapitel 3.4.3). Die Dissoziation des
MinD-Homodimers als auch die Ablésung von der Membran wird durch die Stimulation der ATP-
Hydrolyse durch MinE induziert (Hu et al. 2002; Ramm et al. 2019). Ein MinE-Dimer bindet nur an eine
Untereinheit des ATP-gebundenen MinD-Dimers und verursacht eine Konformationsénderung von
MinD. Daraufhin wird die ATPase-Aktivitat in beiden MinD-Untereinheiten stimuliert. Die Hydrolyse von
ATP induziert die Dissoziation in MinD-Monomere und die Ablésung von der Membran (Ramm et al.
2019; Park et al. 2012; Hu und Lutkenhaus 2001). Neben den fir die Oszillation wichtigen Proteinen
MinDE besitzt das Min-System noch das Effektorprotein MinC, das die Assemblierung des FtsZ-Rings
inhibiert. MinE und MinC interagieren an Uberlappenden Bindestellen des MinD-Dimers. Beide Proteine
binden Aminosaurereste der Helix 7 von MinD (Ramm et al. 2019; Wu et al. 2011b). Die
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Proteinstrukturen von MinD und der MinD-ahnlichen ATPase FIhG sind sehr ahnlich (Schuhmacher et
al. 2015a). DasC-Ri ng Protein Fli M und der Haupt r6e g ddvah
FIhG (Schwan et al. 2020). Auch wenn FIhG und MinD &hnliche Bindestellen fir Interaktionspartner
besitzen, scheint der Mechanismus von der Rekrutierung zum Zellpol bis zur Ablésung von der
Membran unterschiedlich zu sein.

Die Interaktion mit dem Regulator FIrA und FIhG ist ATP-abhéngig. Die Bindung des FIhG-Dimers an
FIrA fahrt zur Unterdriickung der Flagellenassemblierung durch die Hemmung der FIrA-abhéngigen
Genexpression. Dies wird durch die Analyse der Transkript- als auch Proteinmenge der FIrA-
abhangigen MS-Ring Komponente FliF deutlich (Abb. 25). Die Deletion von flhG und die FlrALso0e
Mutante, welche nicht mehr mit FIhG interagieren kann, zeigen einen starken Anstieg der mRNA- und
Proteinmenge von FliF. Dagegen fiihrt die ektopische Produktion von FIhG zur stark reduzierten
Expression und Produktion von FliF, da kein freies FIrA die Transkription der Flagellengene aktivieren
kann (Schwan et al. 2020). Allerdings kann der FIrA-FIhG-Komplex weiterhin in S. putrefaciens und
deren Homologe in P. aeruginosa an die FIrA-abhé&ngigen Promotoren binden (Mrusek 2018; Navarrete
et al. 2019; Dasgupta und Ramphal 2001). Den negativen Effekt von FIhG auf die FlrA-abh&ngige
Transkription wurde bereits auch in P. aeruginosa beschrieben (Baraquet und Harwood 2013; Chanchal
et al. 2017; Dasgupta und Ramphal 2001). Jedoch waren die Bindungsstellen der Interaktionen als auch
der Mechanismus der Inaktivierung von FIrA/FleQ zu dem Zeitpunkt unserer Veréffentlichung Schwan
et al. (2020) nicht bekannt.

Der RpoN-abhangige Aktivator FIrA/FleQ kann von inaktiven EBP-Dimeren zu ringférmigen aktiven
Hexameren bzw. umgekehrt wechseln (Matsuyama et al. 2016; Gao und Stock 2010; Carlo et al. 2006;
Bush und Dixon 2012). Dieser EBP-Hexamer bindet typischerweise >100 Nukleotide upstream des
TSSs eines Promotors und interagiert dann durch die Bildung einer DNA-Schleife mit dem Holoenzym.
Durch ATP-Hydrolyse katalysiert das EBP die Bildung der Transkriptionsblase und somit die Initiierung
der Transkription (Baraquet et al. 2012; Mejia-Almonte et al. 2020). Nach der Veréffentlichung von
Schwan et al. (2020) charakterisierten Chanchal et al. (2021) mit hochauflosenden Kristallstrukturen
den Mechanismus der Inhibierung der FIrA/FleQ-abhéngigen Genexpression durch FIhG/FleN in
P. aeruginosa. Hierbei erfolgte die Identifizierung der Doménen und Aminoséureresten, die an der
Interaktion von FleQ und FleN beteiligt sind. In P. aeruginosa und S. putrefaciens sind die fur die
Interaktion wichtigen Aminosauren von FleN/FIhG im C-terminalen Bereich (Abb. S 9 B). Die
Aminosauren K175, K205 und F213 von FIhG, welche fir die Interaktion mit FIrA in S. putrefaciens
essenziell sind (Abb. 24 E), sind in P.aeruginosa nicht direkt an der Interaktion beteiligt. In
P. aeruginosa ist in FleQ die AAA+ ATPase-Domane wichtig fur die Interaktion mit FleN (Chanchal et
al. 2021). Dagegen ist in S. putrefaciens die Linkerregion zwischen der AAA+ ATPase- und der HTH-
Domaéne von FIrA an der FIhG-Bindung beteiligt (Abb. 23; Abb. S 9 A; Schwan et al. 2020). Allerdings
wurde diese Linkerregion von FleQ in P. aeruginosa nicht bei den Messungen der Bindungsaffinitaten
mit FleN bericksichtigt. Chanchal et al. (2021) zeigten, dass die Bindestellen zwischen FIrA/FleQ und
FIhG/FleN innerhalb der monopolar flagellierten Bakterien anhand von Sequenzvergleichen konserviert
sind. Diese Aminosauresequenzen sind auch in S. putrefaciens konserviert, aber die Pulldown-Assays
zeigten keine Beteiligung der AAA+ ATPase-Doméne von FIrA an der Interaktion mit FIhG (Abb. 23 C).

Die stark konservierte AAA+ ATPase-Domane besitzt zwei an der Oberflache exponierte Schlaufen L1
und L2. RpoN-abhéngige Aktivatoren besitzen in der L1-Schlaufe das GAFTGA-Motiv, das eine wichtige
Rolle bei der Wechselwirkung zwischen EBP und RpoN wahrend der ATP-Hydrolyse spielt (Zhang et
al. 2002). Somit sind bei EBPs die Schlaufen L1 und L2 entscheidend fur die direkte Interaktion mit
RpoN und dem Promotor. Diese Interaktion ist essenziell fir die Trennung des DNA-Doppelstrangs und
dient zur Initiilerung der Transkription (Zhang et al. 2002; Chanchal et al. 2021). Durch die Bindung von
FleN an FleQ finden Konformationsdnderungen statt. Zum einen wird durch die Interaktion die L1-
Schleife von FleQ in einer Konformation gehalten, die eine Wechselwirkung mit RpoN und der RNA-
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Polymerase nicht férdert. Zum anderen wird das aktive Zentrum von FleQ allosterisch moduliert, indem
es von einer aktiven zu einer inaktiven Konfiguration wechselt und zeitgleich das ATP freisetzt. Somit
verhindert die Bindung von FleN an FleQ die Interaktion mit RpoN als auch die Hydrolyse von ATP, das
die Bildung der Transkriptionsblase inhibiert und daher die Transkription nicht initiiert werden kann
(Chanchal et al. 2021). Allerdings unterscheidet sich der Einfluss von FIhG/FleN auf die ATPase-
Aktivitat von FIrA/FleQ in S. putrefaciens und P. aeruginosa. FleQ/FIrA besitzt eine deutlich héhere
intrinsische ATPase-Aktivitét als FleN/FIhG. Die Hydrolyse von ATP durch FleQ wird Uber die Protein-
Protein-Interaktion mit FleN in P. aeruginosa reguliert. In der Anwesenheit von FleN ist FleQ nicht mehr
in der Lage ATP zu hydrolysieren (Chanchal et al. 2017). Dagegen zeigt die ATPase-Aktivitat von FIrA
aus S. putrefaciens keine signifikante Veranderung in der Anwesenheit von FIhG (Blagotinsek 2021).
Dieser Unterschied auf den Einfluss der ATPase-Aktivitat von FIrA/FleQ in S. putrefaciens und
P. aeruginosa koénnte auf die verschiedenen Bindestellen von FIrA/FleQ bei der Interaktion mit
FIhG/FleN zuriickzufuhren sein. Um diese Unterschiede besser verstehen zu kénnen, sollten weitere
Analysen von FIrA und FIhG stattfinden. Hierfur kdnnen Kristallstrukturanalysen von FIhG als Monomer,
Dimer und in FIrA-gebundener Form durchgefiihrt werden, um die Unterschiede des Mechanismus von
FIhG auf die Inhibierung der FIrA-abhangigen Transkription zwischen Pseudomonas und Shewanella
verstehen zu kénnen.

Die reversible Dimerisierung von FIhG ermdglicht die transkriptionelle Regulation der FIrA-abhéangigen
Expression von Flagellengene. Diese feine Abstimmung der Transkription dient der Verhinderung der
Bildung vieler Flagellen und stellt sicher, dass nur ein polares Flagellum produziert wird. Diese
Regulation wird auch bei der Betrachtung der Flagellierung sichtbar. Eine ektopische Produktion von
FIrA flhrt zu einer polaren Hyperflagellierung, die einem flIhG Deletionsphanotyp entspricht (Abb. 16 A).
Dagegen sind Zellen nicht mehr in der Lage ein Flagellum zu assemblieren, wenn FIhG vermehrt
produziert wird und somit kein freies FIrA mehr vorliegt (Abb. 28). Auch die FIhGpssa Mutante, die kein
ATP hydrolysieren kann und somit kontinuierlich mit FIrA interagiert, kann Uberwiegend keine Flagelle
produzieren (Abb. 32; Abb. S 6). Bei Stérung der Interaktion von FIhG und FIrA Uber die FIhGki7se
Mutante, die auch nicht mehr mit dem C-Ring Protein FliM interagieren kann, ist eine polare
Hyperflagellierung zu beobachten. Allerdings unterscheidet sich dieser Phanotyp bei Zerstérung der
FIhG-Bindungsstelle an FIrA. Hier ist bei FIrAqsse-a00 und FlrALacoe eine delokalisierte Hyperflagellierung,
wie bei einer peritrichen Flagellierung, festzustellen (Abb. 26, Abb. 27). Die Doppel- und
Dreifachmutanten FIhGpssa-ki7se, FINGr2a-k175se und FInGr2a-pssa-ki7se, die alle keine Interaktion mit FliM
sowie FIrA durch die Substitution K175E aufweisen, kdnnen nicht mehr am Zellpol lokalisieren und dies
resultiert in einer polaren Hyperflagellierung (Abb. 32, Abb. 33). Dies bestétigt nochmals, dass FIhG von
FliM an den Zellpol transportiert werden muss (Abb. 39).

Nicht nur die ATPase-Aktivitdt von FIrA kann beeinflusst werden, sondern auch die von FIhG. Diese
wird bei dem ATP-gebundenen FIhG-Dimer von der HTH-Doméane von FIrA stimuliert (Abb. 23 E,
Schwan et al. 2020). Die Stimulation der ATPase-Aktivitat fuhrt zur Hydrolyse von ATP und daraufhin
zur Dissoziation von FIhG. Die FIhG-Monomere sind nun wieder frei und kdnnen den Zyklus von vorne
beginnen. Jedoch ist unklar, ob dies kontinuierlich geschieht oder doch noch ein weiterer Faktor die
Dissoziation des FIhG-FIrA-Komplexes initiiert. Zum verifizieren, dass dieser FInG-Zyklus kontinuierlich
stattfindet, koénnte zum Nachweis der Protein-Protein-Interaktionen von FIhG-FliM und FIhG-FIrA je
FRET-Analysen in Kombination mit single molecule tracking zur Lokalisierung durchgefiihrt werden. Mit
dieser Kombination misste ermittelt werden kénnen, ob der FIhG-Zyklus in allen Zellteilungsphasen
aufrechterhalten bleibt. Fur die Regulation der monopolaren Flagellierung ist es wichtig, dass die
Proteinmengen von FIrA und FIhG sich im Gleichgewicht befinden. Eine veranderte Proteinmenge durch
Deletion oder ektopische Produktion von flrA oder flhG ist direkt im Phanotyp der Flagellierung sichtbar.
Florian Rossmann stellte mit Hilfe von Western Blots fest, dass ein deutlicher Proteinliberschuss von
FIhG gegenliber FIrA und FliM in den Zellen existiert. Die dreifache Menge an FIhG wurde im Vergleich
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zu FIrA und FliM beobachtet (Daten nicht verdffentlicht). Die vorhandenen Mikroskopiedaten des single
molecule trackings von FIhG in Kooperation mit der AG Graumann (Marburg) kénnen weiterhin genutzt
werden, um die Anzahl der FIhG-Proteine pro Zelle zu kalkulieren. Die Verhéaltnisse an Proteinmengen
und weitere Daten beziiglich Bindungsaffinitadten und Flagellierungsphanotypen kénnen dazu dienen,
um mit Hilfe von mathematischen Modellen (AG Frey, Minchen) den Mechanimus zur monopolaren
Flagellenassemblierung aufzuklaren. Dieses Modell kénnte auch weitere Hinweise liefern, an welchen
Stellen des Mechanismus beteiligte Komponenten fehlen, oder wie robust das Regulationsnetzwerk ist.

Uberraschenderweise besitzen die S. putrefaciens Mutanten FlhGkzea, FINGr2a und FlrALscoe und die
Doppelmutanten FIhGrza-pssa und FIhGraa-FIrALscoe alle eine Hyperflagellierung bei der die Flagellen
Uber den gesamten Zellkorper verteilt sind (Abb. 32, Abb. 33). Diese peritriche Flagellierung wurde
bisher in S. putrefaciens nicht beobachtet. Dagegen beschreiben Chanchal et al. (2021) bei
Verhinderung der FleQ-FleN-Interaktion in P. aeruginosa eine polare Hyperflagellierung, aber es wurde
nicht die Lokalisierung der Flagellen mit Hilfe von Farbung der Haken mit einem Fluoreszenzfarbstoff
ermittelt. Bei der Betrachtung von Flagellen ist es oft schwierig zu ermitteln, welchen Ursprungsort diese
besitzen. S. oneidensis zeigt eine delokalisierte Hyperflagellierung bei der Deletion von flhFG (Gao et
al. 2015) und dies wurde auch in S. putrefaciens beobachtet (Abb. 29 A; Schwan et al. 2020). Die SRP-
ahnliche GTPase FIhF ist an der Regulation der Lokalisierung des Flagellums involviert (Rossmann et
al. 2015). Daher wurde zuerst eine weitere Regulation auf der Ebene von FIrA, an der auch FIhF beteiligt
ist, vermutet. Dies hat sich jedoch nicht bestatigt, da FIhF trotz der delokalisierten Flagellierung weiterhin
eine polare Lokalisierung zeigt und somit wohl keinen Einfluss auf die Delokalisierung besitzt (Abb.
29 C). Auch ist eine erhthte Proteinproduktion von u. a. FIhF und FIhG bei den peritrich flagellierten
Stdmmen wie S. putrefaciens flrALsooe zu beobachten (Abb. 29 B). Dies ist jedoch nicht die Ursache fur
den Flagellierungsphanotyp, da eine ektopische Produktion von FIhFG zu nicht flagellierten Zellen fuhrt
(Abb. 29 A). Die vermehrte Produktion von FIhG fiuhrt zur Hemmung der FIrA-abhangigen
Genexpression. Bei einer ektopischen Produktion von nur FIhF in S. putrefaciens ist eine polare
Hyperflagellierung zu beobachten (Rossmann et al. 2015). Die hohen Proteinmengen an FIhFG sowie
die Hemmung der FIrA-abhangigen Genexpression bei der FlrALsooe Mutante lassen somit nicht die
delokalisierte Hyperflagellierung erklaren. Die héheren Proteinlevel von FIhFG entstehen durch die
vermehrte Transkription von flhFG, da FIrA nicht von FIhG inhibiert wird. Dies ist auch bei der
ektopischen Produktion von FIrA bei Flil und FliM zu sehen, die auch in der Abwesenheit von FIrA
produziert werden (Abb. 16 B). Bei den verschiedenen S. putrefaciens Mutanten, die eine delokalisierte
Hyperflagellierung zeigen, sind meist zwei bis vier aber auch bis zu acht Haken pro Zelle zufallig Gber
den Zellkorper verteilt (Abb. 30, Abb. 34). Eine Gemeinsamkeit dieser Mutanten ist, dass die Mutationen
alle eine Rolle bei dem ATP-gebundenen FIhG-Dimer spielen (Abb. 39). Das FIhG-Dimer kdnnte einen
weiteren bisher unbekannten Interaktionspartner besitzen, der eventuell die Flagellenassemblierung
und Zellteilung synchronisiert (siehe Kapitel 5.5). Durch den nicht vorhandenen negativen Effekt von
FIhG auf die FIrA-abhéngige Genexpression werden viele Flagellen produziert und die fehlende
Synchronisation der Zellteilung kdnnte eventuell zu der Delokalisierung der Flagellen fuhren.

5.5 Synchronisation von Flagellenassemblierung und Zellteilung
S. putrefaciens benétigt von der Initiierung der Genexpression von flrA bis zu einer schwimmféhigen
Zelle ca. 1,5 Generationen (Abb. 17). Daher sollte eine feine Abstimmung existieren, die die Flagellen-
assemblierung und Zellteilung zueinander anpassen. Die urspriingliche Uberlegung, dass die
Produktion eines Flagellums mit der Initierung der Genexpression des Hauptregulators flrA startet
(siehe Kapitel 5.1), ist eventuell nicht ganz korrekt. Kim et al. (2020) stellten die Hypothese auf, dass
der Hauptregulator FIhD4Cz nur zwischen einem aktiven und inaktiven Zustand wechselt. Die
Inaktivierung von FIrA erfolgt durch die Bindung der MinD-ahnlichen ATPase FIhG in S. putrefaciens
und auch in weiteren monopolar flagellierten Bakterien (Schwan et al. 2020; Dasgupta und Ramphal
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2001). Vor allem FIhG Mutationen, die einen Einfluss auf das ATP-gebundene Dimer nehmen, besitzen
einen peritrichen Flagellierungsphéanotyp (Abb. 39). Die SRP-ahnliche GTPase FIhF spielt eine Rolle in
der Lokalisierung der Flagelle in S. putrefaciens. Allerdings ist FIhF weiterhin am Pol lokalisiert (Abb.
29) und ist somit nicht an der Delokalisierung der Flagelle beteiligt. Daher kénnte ein bisher unbekannter
Faktor zu einem spezifischen Zellteilungszeitpunkt vorhanden sein, der mit dem FIhG-Dimer interagiert
und sozusagen als Antagonist wirkt. Daraufhin kann FIhG nicht an FIrA binden und zu keiner weiteren
Hemmung der Flagellensynthese flhren. Dieser Zellzyklus abhéngige Faktor wirde somit die FIrA-
abhangige Genexpression indirekt initiieren und die Flagellensynthese starten. Allerdings muss es nicht
direkt eine Komponente des Zellteilungssystems sein, sondern kann auch eine Rolle bei der ZellgréRe
bzw. Zytoskelett spielen oder als Verbindungsprotein zwischen den komplexen Systemen fungieren.
Um diesen Interaktionspartner zu identifizieren, kénnte ein Pulldown-Assay mit gereinigtem FIhG als
Dimer (FIhGpssa) gegen das Zelllysat von S. putrefaciens durchgefuihrt werden.

C.crescentusb e s i t zt -Rroteolakteriénkondérvierten Regulator MadA, der die Zellteilung und
Flagellenassemblierung verbindet. Der Zellzyklusregulator CtrA reguliert direkt die madA Transkription.
MadA bindet am Basalkérper an das fT3SS-Protein FIhA und dient als Kontrollpunkt des
Assemblierungsstatus der frihen Flagellenbestandteile. Anschlieend aktiviert MadA die Expression
der FlbD-abhangigen Klasse Ill Flagellengene, um die Produktion des Flagellums fertigstellen zu
kénnen. Zudem beeinflusst MadA die Transkription der spaten Zellteilungskomponenten, die die
Abundanz des Hauptzellteilungsproteins FtsZ beeintrachtigt. Durch diese Verbindung von
Flagellenassemblierung und Zellteilung Uber MadA sind die beiden komplexen Mechanismen
miteinander synchronisiert (Siwach et al. 2021; Popp und Erhardt 2021).

FIhG ist ein strukturelles Homolog der ATPase MinD (Schuhmacher et al. 2015a). In C. jejuni ibernimmt
FIhG neben der Flagellenregulation auch die Funktion des Min-Systems. Bei den Untersuchungen des
Einflusses des Min-Systems auf FIhG und umgekehrt sind keine Anderungen der Flagellensynthese
und Zellteilung in S. putrefaciens zu beobachten (Abb. 35). Allerdings ist im Vergleich zu E. coli (40 s;
Raskin und Boer 1999) der Oszillationszyklus von sfGFP-MinD (65 s; Abb. 35) langsamer. Der zeitliche
Unterschied kdnnte durch verschiedene Temperaturen bei Wachstum und Mikroskopie zustande
kommen, da die MinD-Oszillation temperaturabhéngig ist (Touhami et al. 2006). Auch wenn MinD nicht
direkt eine Funktion in der Flagellensynthese hat, kdnnen weitere Zellteilungskomponenten in der
Synchronisation involviert sein. MinD interagiert neben den Min-Proteinen MinCE auch direkt mit FtsZ
in E. coli. Dabei inhibiert FtsZ die ATPase-Aktivitat von MinD (Taviti und Beuria 2017). Eventuell kénnte
FtsZ ein mdglicher Interaktionspartner von FIhG sein, der die Synchronisation zwischen Zellteilung und
Flagellenassemblierung Ubernimmt. Dieser Einfluss kann bei der Abwesenheit von MinD nicht
identifiziert werden, da die Zellen von S. putrefaciens weiterhin in der Lage sind den FtsZ-Ring meist
mittig in der Zelle zu positionieren (Bachelorthesis Dorian Fischer). Der direkte Einfluss auf die
Flagellierung kdnnte mit einer ftsZ Depletionsmutante untersucht werden.

In E. coli inhibiert das Signalmolekill Guanosin-Tetraphosphat (ppGpp) die Transkription des Haupt-
regulators flnDC der Flagelle (Lemke et al. 2009). ppGpp ist ein Schllusselfaktor zur Koordination der
ZellgroRe und Wachstum (Buke et al. 2021). Daher kénnte auch ppGpp eventuell eine Rolle in der
Synchronisation der Zellteilung und Flagellenassemblierung spielen. Bei S. putrefaciens Stammen mit
dem Expressionsplasmid pBTOK sind elongierte Zellen zu beobachten. Diese Elongation ist
unabhéngig in der Leervektorkontrolle und bei einer ektopischen Produktion zu beobachten. Allerdings
zeigen diese keine Anderung des Phanotyps hinsichtlich einer Hyperflagellierung. Somit kann ppGpp
als direkter Regulator zur Produktion von nur einem polaren Flagellum ausgeschlossen werden. Jedoch
einen negativen Einfluss konnte ppGpp auf die Transkription von Flagellengene besitzen, da die
elongierten Zellen mit dem Plasmid pBTOK einen geringeren Anteil an flagellierten Zellen aufweisen.
Weitere Untersuchungen auf die Transkription und Flagellierung miissen klaren, ob der beobachtete
Effekt wirklich auf die ZellgroRe sowie ppGpp und nicht der Einfluss von Antibiotika oder dem Induktor
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zurlickzufiihren ist. Hierfir sollten unterschiedliche Konzentrationen an ppGpp analysiert werden. Diese
kann durch die Produktion des ppGpp Syntheseenzyms RelA aus E. coli bzw. Hydrolyseenzym Mesh1
aus Drosophila melanogaster variiert werden (Bike et al. 2021).

Bactofiline sind Filamentproteine, die ein wichtiger Bestandteil des bakteriellen Zytoskeletts sind und
vielfaltige Funktionen Glbernehmen (Kihn et al. 2010; Koch et al. 2011; Lin et al. 2017; Deng et al. 2019).
In M. xanthus spielen Bactofiline eine Rolle bei der Chromosomenaufteilung (Lin et al. 2017), Erhaltung
der Zellform (Koch et al. 2011) und der Typ-IV-Pili vermittelten Motilitat (Bulyha et al. 2013; Lin et al.
2017). Dagegen sind in B. subtilis die Bactofiline essenziell fir die Assemblierung der Haken- und
Filamentstruktur der Flagellen (El Andari et al. 2015). Die Bactofiline zeigen eine artspezifische zellulare
Verteilung (Koch et al. 2011). In S. oneidensis lokalisiert das Bactofilin (SO_1662) an der Position der
Zellteilung (Kuhn et al. 2010). Die Deletion des einzigen Bactofilins (Sputcn32_1382) in S. putrefaciens
fuhrt zu keiner Beeintrachtigung der Motilitat auf semisoliden Oberflachen (Daten nicht gezeigt). Somit
kann Bactofilin als mdglicher Faktor zur Synchronisation der Flagellenassemblierung und Zellteilung in
Shewanella ausgeschlossen werden.

In Vibrio Spezies fuhrt eine Deletion von flnFG zu einer nicht flagellierten Zelle (Kusumoto et al. 2008).
Bei zusatzlicher Abwesenheit von dem DnaJ-ahnlichen Protein SIfA ist eine peritriche Flagellierung zu
beobachten. SIfA inhibiert die Bildung von lateralen Flagellen, um die Assemblierung des monopolaren
Flagellums zu férdern. Allerdings ist das Transmembranprotein SIfA spezifisch fur Vibrio Spezies und
existiert nicht in Shewanella (Kojima et al. 2020; Kitaoka et al. 2013; Shi et al. 2014; Inaba et al. 2017).

5.6 Fazit

Die Ergebnisse dieser Thesis tragen dazu bei, das komplexe Regulationsnetzwerk der Flagellen-
assemblierung bei monopolar flagellierten Bakterien besser zu verstehen. In S. putrefaciens sind nur
der Hauptregulator FIrA mit dem Sigmafaktor RpoN und der alternative Sigmafaktor FIIA an der
transkriptionellen Regulation der Flagellengene beteiligt. Die urspringlich beschriebene transkript-
ionelle Regulation einiger friher Flagellenkomponente sowie -regulatoren ist nicht so strikt reguliert wie
angenommen. Die konstitutive Expression mit Hilfe von ° 7°-abhangigen Promotoren dieser Gene ist
essenziell fur die Assemblierung und Funktionalitdt des monopolaren Flagellums. Die MinD-ahnliche
ATPase FIhG ist eines dieser kontinuierlich produzierten Bestandteile und dient zur Bestimmung der
Flagellenanzahl. FIhG wird passiv von dem ebenfalls konstitutiv produzierten C-Ring Protein FIliM zum
flagellierten Zellpol transportiert. Diese polare Lokalisierung von FIhG ist essenziell fir die Fahigkeit der
Regulation der Flagellenanzahl. Jedoch ist bisher nicht genau verstanden, welche weiteren Funktionen
FIhG direkt am Pol besitzt. Durch die polare Lokalsierung kann FIhG den Wechsel vom Monomer zum
ATP-gebundenen FIhG-Dimer durchfihren. Das FIhG-Dimer interagiert mit dem Hauptregulator FIrA
und inhibiert die Transkription der frihen Flagellengene. Dieser FIhG-Zyklus findet vermutlich
kontinuierlich statt. Die C-Ring Untereinheiten FIIMN werden wahrend der Flagellenrotation
ausgetauscht und somit wird wahrscheinlich auch FIhG konstant an den Zellpol transportiert. Die
durchgehende Mdglichkeit von FIhG mit FIrA zu interagieren ist fir die Produktion von nur einem
Flagellum essenziell. Dieser negative Mechanismus zeigt, wie eine makromolekulare Maschine die
Produktion ihrer eigenen Komponenten reguliert.
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6 Material und Methoden

6.1 Materialien
6.1.1 Chemikalien

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden, sofern nicht anders erwéhnt, von den Firmen
Roth (Karlsruhe), AppliChem (Darmstadt), Sigma-Aldrich (Steinheim) und Merck (Darmstadt) bezogen.

6.1.2 Bakterienstamme und Plasmide

Die Tab. 1 fasst die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstamme zusammen.

Tab. 1: Bakterienstamme

Stamm Relevanter Genotyp oder Beschreibung Referenz

Escherichia coli

DH5U o ° 8 0adZ oM 1 5 laapYA-argF)U169 recAl hsdR17 deoR thi-l supE44 gyrA96 Miller und

relAl/ apir Mekalanos 1988
W. Metcalf,
WM3064 thrB1004 pro thi rpsL hsdS lacZ giM15 RP4.4360 ¢p araBAD) 567qdapA University of
1341::[erm pir(wt)] lllinois, Urbana-
Champaign
, Euromedex,
BTH101 F-, cya-99, araD139, galE15, galK16, rpsL1 (Str), hsdR2, mcrAl, mcrB1 Frankreich

Shewanella putrefaciens

S271 Wildtyp Fredrickson et

al. 1998
S3139 olrA; S p ut c nid 2ame Bekktdn von firA Kihn et al. 2018
S3142 gpoN; @S p ut c nidf2am® Deletion von rpoN Kihn et al. 2018
S2673 odliA; S p ut c nid 2ame Bektbn von fliA Kihn et al. 2018
S5119 fliE-FLAG, Sputcn32_2577; Insertion von fliE mit einem C-terminalen 3xFLAG- diese Arbeit
Anhang
fliE-F L A dlrAgsputen32_2577, Sputcn32_2580; Insertion von fliE mit einem . .
S5120 C-terminalen 3xFLAG-A n h a n dflrAi(S813@) Hintergrund diese Arbeit
fliE-F L A Grpobp, Sputcn32_2577, Sputcn32_0715; Insertion von fliE mit . .
S5121 einem C-terminalen 3XFLAG-A n h a n grpoN (83142) Hintergrund diese Arbeit
fliE-F L A dliAgsputcn32_2577, Sputcn32_2559; Insertion von fliE mit einem . .
S5122 C-terminalen 3xFLAG-A n h a n dfliAi(S2673pHintergrund diese Arbeit
fliF-FLAG, Sputcn32_2576; Insertion von fliF mit einem N-terminalen 3xFLAG- Schwan et al.
S4295
Anhang 2020
S4296 fliF-F L A GlrAgssputcn32_2576, Sputcn32_2580; Insertion von fliF mit einem Schwan et al.
N-terminalen 3xFLAG-A n h a n ¢flrAi(S813@) Hintergrund 2020
fliF-F L A QGpobp, Sputcn32_2576, Sputcn32_0715; Insertion von fliF mit einem . .
S5234 N-terminalen 3xFLAG-A n h a n grpoN (63142) Hintergrund diese Arbeit
fliF-F L A GliAgsputcn32_2576, Sputcn32_2559; Insertion von fliF mit einem . .
S5235 N-terminalen 3xFLAG-A n h a n dfliAi(S2673pHintergrund diese Arbeit
fliG-FLAG, Sputcn32_2575; Insertion von fliG mit einem N-terminalen 3xFLAG- Florian
S4681
Anhang Rossmann
S4682 fliG-F L A GlIrAgSputcn32_2575, Sputcn32_2580; Insertion von fliG mit einem Florian
N-terminalen 3xFLAG-A n h a n ¢flrAi(S813@p Hintergrund Rossmann
fliG-F L A Qpobp, Sputcn32_2575, Sputcn32_0715; Insertion von fliG mit . .
S5282 einem N-terminalen 3xFLAG-A n h a n grpoN {83142) Hintergrund diese Arbeit
fliG-F L A (liAgSputcn32_2575, Sputcn32_2559; Insertion von fliG mit einem . .
S5283 N-terminalen 3xFLAG-A n h a n dfliAi(S2673pHintergrund diese Arbeit
fliH-FLAG, Sputcn32_2574; Insertion von fliH mit einem C-terminalen 3xFLAG- . .
S7191 diese Arbeit

Anhang
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Stamm Relevanter Genotyp oder Beschreibung Referenz
fliH-F L A GirAgBputcn32_2574, Sputcn32_2580; Insertion von fliH mit einem . .
S7193 C-terminalen 3XFLAG-A n h a n ¢flrAi(S813¢) Hintergrund diese Arbeit
fliH-F L A QGpobtd, Sputcn32_2574, Sputcn32_0715; Insertion von fliH mit . .
S7231 einem C-terminalen 3xFLAG-A n h a n grpoN {83142) Hintergrund diese Arbeit
fliH-F L A GliAgSputcn32_2574, Sputcn32_2559; Insertion von fliH mit einem . .
S7192 C-terminalen 3XFLAG-A n h a n d¢fliAi(S2673pHintergrund diese Arbeit
S6126 QLE;_%G Sputcn32_2573; Insertion von flil mit einem C-terminalen 3xFLAG- diese Arbeit
flil-F L A drAgSputcn32_2573, Sputcn32_2580; Insertion von flil mit einem C- . .
S6171 terminalen 3XxFLAG-A n h a n ¢flrAi(S813@) Hintergrund diese Arbeit
flil-F L A Gpobp, Sputcn32_2573, Sputcn32_0715; Insertion von flil mit einem . .
S6176 C-terminal 3XFLAG-A n h a n grpoN {83142) Hintergrund diese Arbeit
flil-F L A GliAgSputcn32_2573, Sputcn32_2559; Insertion von flil mit einem C- . .
S6170 terminalen 3xFLAG-t a g fliA (S2633) Hintergrund diese Arbeit
S6125 ,fAl\Iihljal;gG Sputcn32_2572; Insertion von fliJ mit einem C-terminalen 3XxFLAG- diese Arbeit
fliJ-F L A GlrAgSputcn32_2572, Sputcn32_2580; Insertion von fliJ mit einem . .
S6169 C-terminalen 3xFLAG-A n h a n dflrAi(S813) Hintergrund diese Arbeit
fliJ-F L A Qpotp, Sputcn32_2572, Sputcn32_0715; Insertion von fliJ mit einem . .
S6175 C-terminalen 3xFLAG-A n h a n grpoN (§3142) Hintergrund diese Arbeit
fliJ-F L A GliAgsputcn32_2572, Sputcn32_2559; Insertion von fliJ mit einem . .
S6168 C-terminalen 3xFLAG-A n h a n dfliAi(S2673pHintergrund diese Arbeit
S5186 fAI:rlth;th Sputcn32_2571 Insertion von fliK mit einem C-terminalen 3xFLAG- diese Arbeit
fliK-F L A GlrAgSputcn32_2571, Sputcn32_2580; Insertion von fliK mit einem . .
S5187 C-terminalen 3xFLAG-A n h a n dflrAi(S813@) Hintergrund diese Arbeit
fliK-F L A QGpobp, Sputcn32_2571, Sputcn32_0715; Insertion von fliK mit . .
S5188 einem C-terminalen 3XFLAG-A n h a n grpoN (83142) Hintergrund diese Arbeit
fliK-F L A GliAgSputcn32_2571, Sputcn32_2559; Insertion von fliK mit einem . .
S5189 C-terminalen 3xFLAG-A n h a n dfliAi(S2673pHintergrund diese Arbeit
S5123 XrI;hI;IHGG Sputcn32_2570; Insertion von fliL mit einem C-terminalen 3xFLAG- diese Arbeit
fliL-F L A dlrAgBputcn32_2570, Sputcn32_2580; Insertion von fliL mit einem . .
S5124 C-terminalen 3xFLAG-A n h a n dflrAi(S813@) Hintergrund diese Arbeit
fliL-F L A Gpobtp, Sputcn32_2570, Sputcn32_0715; Insertion von fliL mit einem . .
S5125 C-terminalen 3xFLAG-A n h a n grpoN (53142) Hintergrund diese Arbeit
fliL-F L A GliAgsputcn32_2570, Sputcn32_2559; Insertion von fliL mit einem . .
S5126 C-terminal 3XFLAG-Anhang in gfliA (S2673) Hintergrund diese Arbeit
fliM-FLAG, Sputcn32_2569; Insertion of fliM mit einem C-terminalen 3xFLAG- Florian
S4166
Anhang Rossmann
S7145 fliM-F L A GlrAgSputcn32_2569, Sputcn32_2580; Insertion von fliM mit einem Florian
C-terminalen 3XFLAG-A n h a n ¢flrAi(S813¢) Hintergrund Rossmann
fliM-F L A QGpobd, Sputcn32_2569, Sputcn32_0715; Insertion von fliM mit . .
S7146 einem C-terminalen 3xFLAG-A n h a n grpoN {83142) Hintergrund diese Arbeit
fliM-F L A GliAgSputcn32_2569, Sputcn32_2559; Insertion von fliM mit einem . .
S7147 C-terminalen 3XFLAG-A n h a n d¢fliAi(S2673pHintergrund diese Arbeit
S5114 Q\Ir’:lr;ZrI;gG’ Sputcn32_2568; Insertion von fliN mit einem C-terminalen 3xFLAG- diese Arbeit
fliN-F L A JlrAgSputcn32_2568, Sputcn32_2580; Insertion von fliN mit einem . .
S5115 C-terminalen 3XFLAG-A n h a n dflrAi(S813¢) Hintergrund diese Arbeit
fliN-F L A Gpotp, Sputcn32_2568, Sputcn32_0715; Insertion von fliN mit . .
S5116 einem C-terminalen 3xFLAG-A n h a n grpoN {83142) Hintergrund diese Arbeit
fliN-F L A JliAgsputcn32_2568, Sputcn32_2559; Insertion von fliN mit einem . .
S5117 C-terminalen 3XFLAG-A n h a n d¢fliAi(S2673pHintergrund diese Arbeit
S5278 er(])r;snI;P, Sputcn32_2567; Insertion von fliO mit einem C-terminalen sfGFP- diese Arbeit
flio-G F P flr&p Sputcn32_2567, Sputcn32_2580; Insertion von fliO mit einem . .
S5279 C-terminalen sfGFP-A n h a n ¢flrAi(S813&) Hintergrund diese Arbeit
flio-F L A Gpobp, Sputcn32_2567, Sputcn32_0715; Insertion von fliO mit . .
S5280 einem C-terminalen sfGFP-A n h a n grpoN (63142) Hintergrund diese Arbeit
55281 flio-F L A GliAgSputcn32_2567, Sputcn32_2559; Insertion von fliO mit einem diese Arbeit

C-terminalen sfGFP-A n h a n dfliAi(S2673pHintergrund
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Stamm Relevanter Genotyp oder Beschreibung Referenz
S5190 ,fll\lrF:hghQG Sputcn32_2566; Insertion of fliP mit einem C-terminalen 3xFLAG- diese Arbeit

fliP-F L A dlrAgSputcn32_2566, Sputcn32_2580; Insertion of fliP mit einem C- . .
S5191 terminalen 3xFLAG-A n h a n ¢flrAi(S813@) Hintergrund diese Arbeit
fliP-F L A Grpobp, Sputcn32_2566, Sputcn32_0715; Insertion of fliP mit einem . .
S5192 C-terminalen 3XxFLAG-A n h a n grpoN (83142) Hintergrund diese Arbeit
fliP-F L A dliAgsputcn32_2566, Sputcn32_2559; Insertion of fliP mit einem C- . .
S5193 terminalen 3XxFLAG-A n h a n dfliAi(S2673pHintergrund diese Arbeit
S6124 ’fAI\lr?hng]_QG Sputcn32_2565; Insertion von fliQ mit einem C-terminalen 3xFLAG- diese Arbeit
fliQ-F L A GlrAgSputcn32_2565, Sputcn32_2580; Insertion von fliQ mit einem . .
Sé178 C-terminalen 3xFLAG-A n h a n dflrAi(S813@) Hintergrund diese Arbeit
fliQ-F L A Gpobp, Sputcn32_2565, Sputcn32_0715; Insertion von fliQ mit . .
Se6174 einem C-terminalen 3xFLAG-A n h a n grpoN (83142) Hintergrund diese Arbeit
fliQ-F L A dliAgsputcn32_2565, Sputcn32_2559; Insertion von fliQ mit einem . .
S6167 C-terminalen 3xFLAG-A n h a n dfliAi(S2673pHintergrund diese Arbeit
S4623 flhnB-FLAG, Sputcn32_2563; Insertion von flhB mit einem C-terminalen diese Arbeit
3XFLAG-Anhang
flhB-F L A GlrAgSputcn32_2563, Sputcn32_2580; Insertion von flhB mit . .
54625 einem C-terminalen 3XFLAG-A n h a n dflrAi(S8138) Hintergrund diese Arbeit
flhB-F L A Gpobyh, Sputcn32_2563, Sputcn32_0715; Insertion von flhB mit . .
S5248 einem C-terminalen 3XFLAG-A n h a n grpoN (83142) Hintergrund diese Arbeit
flhB-F L A GliAgsputcn32_2563, Sputcn32_2559; Insertion von flhnB mit einem . .
S5249 C-terminalen 3xFLAG-A n h a n dfliAi(S2673pHintergrund diese Arbeit
flhA-FLAG, Sputcn32_2562; Insertion von flhA mit einem C-terminalen . .
54298 3XFLAG-Anhang diese Arbeit
flhA-F L A GlirAgBputen32_2562, Sputcn32_2580; Insertion von flhA mit . .
S4299 einem C-terminalen 3XFLAG-A n h a n dflrAi(S8139) Hintergrund diese Arbeit
flhA-F L A Gpobp, Sputcn32_2562, Sputcn32_0715; Insertion von flhA mit . .
S5232 einem C-terminalen 3XFLAG-A n h a n grpoN (83142) Hintergrund diese Arbeit
flhA-F L A GliAgsputecn32_2562, Sputcn32_2559; Insertion von flhA mit einem . .
S5233 C-terminalen 3xFLAG-Anhang in  flof (S2673) Hintergrund diese Arbeit
S5197 flhF-FLAG, Sputcn32_2561; Insertion von flhF mit einem C-terminalen diese Arbeit
3xFLAG-Anhang
flhF-F L A dlrAgSputcn32_2561, Sputcn32_2580; Insertion von flhF mit einem . .
S5198 C-terminalen 3XFLAG-A n h a n dflrAi(S813¢) Hintergrund diese Arbeit
flhF-F L A Gpobp Sputcn32_2561, Sputcn32_0715; Insertion von flhF mit . .
S5199 einem C-terminalen 3xFLAG-A n h a n grpoN {53142) Hintergrund diese Arbeit
flhF-F L A dliAgSputcn32_2561, Sputcn32_2559; Insertion von flhF mit einem . .
S5200 C-terminalen 3XFLAG-A n h a n dfliAi(S2673pHintergrund diese Arbeit
S5570 flhnG-FLAG, Sputcn32_2560; Insertion von flhnG mit einem C-terminalen Schwan et al.
3XFLAG-tag 2020
S5571 flhnG-F L A dlrAgSputcn32_2560, Sputcn32_2580; Insertion von flhnG mit Schwan et al.
einem C-terminalen 3xFLAG-t a g fliA§S31p9) Hintergrund 2020
S5572 flhnG-F L A Gpobph, Sputcn32_2560, Sputcn32_0715; Insertion von flhnG mit Schwan et al.
einem C-terminalen 3xFLAG-t a g rpoN (S&t42) Hintergrund 2020
S5573 flhnG-FLAG dfliA, Sputcn32_2560, Sputcn32_2559; Insertion von flhG mit Schwan et al.
einem C-terminalen 3xFLAG-t a g fliA (S2633) Hintergrund 2020
fliA-FLAG, Sputcn32_2559; Insertion von fliA mit einem C-terminalen 3xFLAG- Florian
S4622
Anhang Rossmann
Sa624 fliA-F L A dlrAgSputcn32_2559, Sputcn32_2580; Insertion von fliA mit einem Florian
C-terminalen 3xFLAG-A n h a n dflrAi(S813@) Hintergrund Rossmann
fliA-F L A Gpobp, Sputcn32_2559, Sputcn32_0715; Insertion von fliA mit . .
S5178 einem C-terminalen 3xFLAG-A n h a n grpoN (83142) Hintergrund diese Arbeit
S6127 er?hgrl]_g\G Sputcn32_2579; Insertion von flrB mit einem C-terminalen 3xFLAG- diese Arbeit
firB-F L A (GlrAgSputcn32_2579, Sputcn32_2580; Insertion von flrB mit einem . .
S6173 C-terminalen 3XxFLAG-A n h a n ¢flrAi(S813¢) Hintergrund diese Arbeit
firB-F L A Gpobp, Sputcn32_2579, Sputcn32_0715; Insertion von flrB mit . .
S6179 einem C-terminalen 3xFLAG-A n h a n grpoN {83142) Hintergrund diese Arbeit
S6172 firB-F L A (liAgSputcn32_2579, Sputcn32_2559; Insertion von flrB mit einem diese Arbeit

C-terminalen 3XFLAG-A n h a n d¢fliAi(S2673pHintergrund
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Stamm Relevanter Genotyp oder Beschreibung Referenz
S5182 'fl\rr?h-grl]_;\G, Sputcn32_2578; Insertion von flIrC mit einem C-terminalen 3xFLAG- diese Arbeit

firC-F L A drAgSputcn32_2578, Sputcn32_2580; Insertion von flrC mit einem . .
S5183 C-terminalen 3xFLAG-A n h a n dflrAi(S813¢) Hintergrund diese Arbeit
firC-F L A Gpobyh, Sputcn32_2578, Sputcn32_0715; Insertion von flrC mit . .
S5184 einem C-terminalen 3xFLAG-A n h a n grpoN {83142) Hintergrund diese Arbeit
flrC-F L A GliAgSputcn32_2578, Sputcn32_2559; Insertion von flrC mit einem . .
S5185 C-terminalen 3xFLAG-A n h a n dfliAi(S2673pHintergrund diese Arbeit
S5417 flgK-FLAG, Sputcn32_2588; Insertion von flgK mit einem C-terminalen diese Arbeit
3xFLAG-Anhang
flgK-F L A GlrAgSputcn32_2588, Sputcn32_2580; Insertion von flgK mit . .
S5418 einem C-terminalen 3xFLAG-A n h a n dfirAi(S8139) Hintergrund diese Arbeit
flgKF L A Qpobd, Sputcn32_2588, Sputcn32_0715; Insertion von flgK mit . .
S5419 einem C-terminalen 3xFLAG-A n h a n grpoN (83142) Hintergrund diese Arbeit
flgK-F L A GliAgsputcn32_2588, Sputcn32_2559; Insertion von flgK mit einem . .
S5420 C-terminalen 3xFLAG-A n h a n dfliAi(S2673pHintergrund diese Arbeit
S4710 flgM-FLAG, Sputcn32_2601; Insertion von flgM mit einem C-terminalen Florian
3XFLAG-Anhang Rossmann
s4711 flgM-F L A dlrAgSputcn32_2601, Sputcn32_2580; Insertion von flgM mit Florian
einem C-terminalen 3XFLAG-A n h a n dflrAi(S8138) Hintergrund Rossmann
flgM-F L A Gpobp, Sputcn32_2601, Sputcn32_0715; Insertion von flgM mit . .
S5195 einem C-terminalen 3XFLAG-A n h a n grpoN (83142) Hintergrund diese Arbeit
flgM-F L A JdliAgSputcn32_2601, Sputcn32_2559; Insertion von flgM mit . .
S5196 einem C-terminalen 3XFLAG-A n h a n dfliAi(S2673pHintergrund diese Arbeit
motX-mCherry, Sputcn32_0748; Insertion von motX mit einem C-terminalen Bubendorfer et
S2150
mCherry-Anhang al. 2012
motX-m C h e r firA; Spagicn32_0748, Sputcn32_2580; Insertion von motX mit . .
S5973 einem C-terminalen mCherry-A n h a n ¢flrAi(S813@) Hintergrund diese Arbeit
motX-m C h e r npoN, Sputcn32_0748, Sputcn32_0715; Insertion von motX . .
S5974 mit einem C-terminalen mCherry-A n h a n grpoN (83142) Hintergrund diese Arbeit
motX-F L A GliAgsputcn32_0748, Sputcn32_2559; Insertion von motX mit . .
S5975 einem C-terminalen mCherry-Anha n g fliAn(S2673) Hintergrund diese Arbeit
S5228 motY-FLAG, Sputcn32_1601; Insertion von motY mit einem C-terminalen diese Arbeit
3XFLAG-Anhang
motY-F L A GlrAgSputcn32_1601, Sputcn32_2580; Insertion von motY mit . .
S5229 einem C-terminalen 3XFLAG-A n h a n dflrAi(S8139) Hintergrund diese Arbeit
motY-F L A Gpobp, Sputcn32_1601, Sputcn32_0715; Insertion von motY mit . .
S5230 einem C-terminalen 3XFLAG-A n h a n grpoN (83142) Hintergrund diese Arbeit
motY-F L A GliAgsputcn32_1601, Sputcn32_2559; Insertion von motY mit . .
S5231 einem C-terminalen 3XFLAG-A n h a n dfliAi(S2673pHintergrund diese Arbeit
S7703 lapB-FLAG, Sputcn32_3592; Insertion von lapB mit einem C-terminalen Vanessa
3XFLAG-Anhang Kreiling
lapB-F L A dlrAgSputcn32_3592, Sputcn32_2580; Insertion von lapB mit . .
S7630 einem C-terminalen 3xFLAG-A n h a n dfirAi(S8139) Hintergrund diese Arbeit
lapB-F L A Gpobh Sputcn32_3592, Sputcn32_0715; Insertion von lapB mit . .
S7631 einem C-terminalen 3xFLAG-A n h a n grpoN (83142) Hintergrund diese Arbeit
lapB-F L A dliAgSputcn32_3592, Sputcn32_2559; Insertion von lapB mit . .
S7632 einem C-terminalen 3xFLAG-Anh a n g fliA (626@8) Hintergrund diese Arbeit
S7699 aggA-FLAG, Sputcn32_3594; Insertion von aggA mit einem C-terminalen Vanessa
3XFLAG-Anhang Kreiling
aggA-F L A dIrAgBputcn32_3594, Sputcn32_2580; Insertion von aggA mit . .
S7633 einem C-terminalen 3xFLAG-A n h a n dfirAi(S8139) Hintergrund diese Arbeit
aggA-F L A Gpobyp, Sputcn32_3594, Sputcn32_0715; Insertion von aggA mit . .
S7634 einem C-terminalen 3xFLAG-A n h a n grpoN (83142) Hintergrund diese Arbeit
aggA-F L A dliAgsSputcn32_3594, Sputcn32_2559; Insertion von aggA mit . .

S7635 einem C-terminalen 3xFLAG-A n h a n dfliAi(S2673pHintergrund diese Arbeit
S3174 pf |l T BOSputcn32_ 2579 @Sputcn32 flBBurddrC Kihnetal 2018
S5250 pf | r;ABiESputcn32_2580 @Sput cn3idfratéed 79 diese Arbeit

Deletion von fIrA, firB und flrC
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Stamm

Relevanter Genotyp oder Beschreibung

Referenz

S4401

S7761

S7796

S7842

S7236

S7824

S7825

S7826

S7827

S7828

S7829

S7830

S7831

S7832

S7833

S7834

S7835

S7878

S7879

S4028

S7995

S8007

flaABic y sflaAddz; Sputcn32_2586-T174C Sputcn32_2585-T166C
Sputcn32_ 3456 @Sput cn32_ 3-hdbkiertes ladisSenr
in gflaA1 und Cystein-markiertes flaBi1 Ge n  iflaB1 ugw Deletion der lateralen
Flagellingene flaA2 und flaB2

gflhAF flaABi-c y s opf; $Spatea®_2562 Sputcn32_2561; Deletion von flhnA
und flhF in flaAB1 ¢ y sflaAd®2 (S4401) Hintergrund

PflhFG NPM; Sputcn32_2561 Sputcn32_2560; Insertion von substituierten
Sigma 70 Promotorregionen von flhF und flhnG i nflnAfF flaABl-c y s of | «¢
(S7761) Hintergrund

PfInFG N P M flrgg Sputcn32_2561 Sputcn32_2560 Sputcn32_2580; in frame
Deletion von fIrA in PflnFG NPM (S7796) Hintergrund

Ara ind. flrA-FLAG garaAD flhA-FLAG flgL-FLAG; Sputcn32_2580
Sputcn3d32_ 2067 @Sput cn 3 BpukriBp B587Sip fuatme n
Deletion von araAD, Insertion von flrA-FLAG in Arabinose-Operon nach araB,
Insertion von flhA und flgL mit je einem C-terminalen FLAG-Anhang

Terminator flhnA AS181 Lux, Sputcn32_2562; in frame Insertion von luxCDABE
aus Photorhabdus luminescence mit einfacher homologer Rekombination
upstream des flhA Terminators, Kan'

Terminator flnA AS279 Lux, Sputcn32_2562; in frame Insertion von luxCDABE
aus Photorhabdus luminescence mit einfacher homologer Rekombination
downstream des flhA Terminators, Kan'

Terminator fliH AS54 Lux, Sputcn32_2574; in frame Insertion von luxCDABE
aus Photorhabdus luminescence mit einfacher homologer Rekombination
upstream des fliH Terminators, Kan"

Terminator flnA AS202 Lux, Sputcn32_2574; in frame Insertion von luxCDABE
aus Photorhabdus luminescence mit einfacher homologer Rekombination
downstream des fliH Terminators, Kan'

Terminator flil AS2184 Lux, Sputcn32_2573; in frame Insertion von luxCDABE
aus Photorhabdus luminescence mit einfacher homologer Rekombination
upstream des flil Terminators, Kan"

Terminator flil AS297 Lux, Sputcn32_2573; in frame Insertion von luxCDABE
aus Photorhabdus luminescence mit einfacher homologer Rekombination
downstream des flil Terminators, Kan'

Terminator fliL AS6 Lux, Sputcn32_2570; in frame Insertion von luxCDABE aus
Photorhabdus luminescence mit einfacher homologer Rekombination upstream
des flil Terminators, Kan'

Terminator fliL AS86 Lux, Sputcn32_2570; in frame Insertion von luxCDABE
aus Photorhabdus luminescence mit einfacher homologer Rekombination
downstream des flil Terminators, Kan"

Terminator fliO AS21 Lux, Sputcn32_2567; in frame Insertion von luxCDABE
aus Photorhabdus luminescence mit einfacher homologer Rekombination
upstream des fliO Terminators, Kan'

Terminator fliO AS110 Lux, Sputcn32_2567; in frame Insertion von luxCDABE
aus Photorhabdus luminescence mit einfacher homologer Rekombination
downstream des fliO Terminators, Kan'

Terminator fliR AS169 Lux, Sputcn32_2564; in frame Insertion von luxCDABE
aus Photorhabdus luminescence mit einfacher homologer Rekombination
upstream des fliR Terminators, Kan"

Terminator fliR AS252 Lux, Sputcn32_2564; in frame Insertion von luxCDABE
aus Photorhabdus luminescence mit einfacher homologer Rekombination
downstream des fliORTerminators, Kan'

FLAG-flhA, Sputcn32_2562; Insertion von flhA mit einem N-terminalen
3XFLAG-Anhang

FLAG-fliL, Sputcn32_2570; Insertion von fliL mit einem N-terminalen 3xFLAG-
Anhang

flhnG-sfGFP, Sputcn32_2560; Insertion von flnG mit dem Linker GS und einem
C-terminalen sfGFP-Anhang

flnG-sfGFP flaAB1-cys qflaAB2, Sputcn32_2560; Insertion von flhG mit dem
Linker GS und einem C-terminalen sfGFP-Anhang in flaAB1 ¢ y sflaAd®:
(S4401) Hintergrund

ghubP flhnG-sfGFP flaAB1-cys gqflaAB2, Sputcn32_2442 Sputcn32_2560; in
frame Deletion von hubP in flnG-sfGFP flaAB1 ¢ y sflaAd®2 (S7995)
Hintergrund

Kihn et al. 2017

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

Rossmann et al.
2015

diese Arbeit

diese Arbeit
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Stamm Relevanter Genotyp oder Beschreibung Referenz
ghubPRepeats 1-0 fING-sfGFP flaAB1-cys gqflaAB2, Sputcn32_2442-AS468-968
S8005 Sputcn32_2560; in frame Deletion von hubPrepeats 1-9 in flnG-sfGFP flaAB1 cys diese Arbeit
gflaAB2 (S7995) Hintergrund
ghubPrimv lnG-sfGFP flaAB1-cys qflaAB2, @S p ut ¢ RAS269-20874 2
S8006 Sputcn32_2560; in frame Deletion von hubPrimv in flnG-sfGFP flaAB:1 cys diese Arbeit
gflaAB2 (S7995) Hintergrund
Schuhmacher et
S3133 gflhG, @Sputcn32_2560, mihGkerl ess del e al. 2015a
S4964 dhGi n S4401, @S pioframeBeRtior2VvBrefldG in flaAB:1 cys Schwan et al.
gflaAB2 (S4401) Hintergrund 2020
flgEl-T1 83 C mcl uster I-T18 3P upITmBt2c IO 43 ¢ Schwan et al
S5910 Sputcn32_3485; Insertion von Cystein-markiertes flgEs1 Ge n  flgR1 ung in 2020 '
frame Deletion vom lateralen Flagellengencluster
S6939 gdlhGi n S5910, S pioframeCBe@tior2VvBrefldG in flgEs cys Schwan et al.
gpcl uster 11 (S5910) Hintergrund 2020
FliMpe | pintS7995, Sputcn32_2569-pN 28; in frame Deletion der N- . .
7818 terminalen AS2-28 von FIiM in flhnG-sfGFP flaAB1-c y sflaA@®2 Hintergrund diese Arbeit
FliMpe 1 pinS5910, Sputcn32_2569-pN 28; in frame Deletion der N- . .
S7905 terminalen AS2-28 von FliM inflggl-T1 8 3 C @c |l uster I 1 (¢ diese Arbeit
FIhGki7se in S4964, Sputcn32_2560-K175E; in frame Insertion von flhG-K175E . .
S5984 in qfIhG flaAB1-c y sflaAf2 Hintergrund diese Arbeit
FIhGki7se in S6939, Sputcn32_2560-K175E; in frame Insertion von flhG- . .
S7877 K175E-GS-SfGFP in qfnG figEL-T 18 3C cl uster 11 (S5 dJieseArbei
S3783 pBTOK EVC, stabile Integration von Uberproduktionsvektor pBTOK als Kiihn et al. 2017
Leervektor Kontrolle :
S5917 pPBTOK flhG, pBTOK-Sputcn32_2560; stabile Integration von Schwan et al.
Uberproduktionsvektor pBTOK zur Produktion des Proteins FIhG 2020
S6000 f lirnA S4401; S pinframe eRtior2versfiA;im flaAB1 Cys Schwan et al.
of | a(84301) Hintergrund 2020
S6021 frA-p3 8009 in S6000; ¢38%940% Insertol vor fBAB03 & 9 Schwan et al.
409inflaAB1 Cy s qdpf Ir 8&R00) Hintergrund 2020
S4175 flrA1-FLAG; Sputcn32_2580; Insertion von flrA mit einem C-terminalen FLAG- Schwan et al.
Anhang 2020
S6149 flrA-p3 84M9-FLAG; Sputcn32_2580-p3 84M9; Insertion von flrA-qp3 8409 Schwan et al.
mit einem C-terminalen FLAG-Anhang 2020
S6570 flrA-L400E in strain S6000; Sputcn32_2580-L400E; Insertion von flrA-L400E in Schwan et al.
flaAB1Cy s of | r2AS6aP0) Hiatekgsund 2020
S6564 flrA-E393R in strain S6000; Sputcn32_2580-E393R; Insertion von flrA-E393R Schwan et al.
inflaAB1Cy s of | r2AS6G00) Hiatekgdund 2020
S6566 flrA-R397E in strain S6000; Sputcn32_2580-R397E; Insertion von flrA-R397E Schwan et al.
inflaAB1Cy s of | r2AS6ap0) HiatekgBund 2020
S6568 flrA-D398 in strain S6000; Sputcn32_2580-D398R; Insertion von flrA-D398R in Schwan et al.
flaAB1Cy s opf | r2AS6aP0) Hiatekgsund 2020
S6572 flrA-E408R in strain S6000; Sputcn32_2580-E408R; Insertion von flrA-E408R Schwan et al.
inflaAB1Cy s of | r2AS6ap0) HiatekgBund 2020
S6054 dlhFGi n S4401; @Sput cn32_ 2ibfeahe DpiStipruvonc n: Schwan et al.
flhFGinflaAB1 Cy s ot (S4@LBHintergrund 2020
S5180 flhF-mVenus; Sputcn32_2561, Insertion von flhF mit einem C-terminalen John Hook
mVenus-Anhang
S5675 flhF-mV e n uflsA; $putcn32_2561 Sputcn32_2580, Insertion von flhF mit John Hook
einem C-terminalen mVenus-Anhang und in frame Deletion von flrA
S6052 flhF-mVenus flrA-L400E; Sputcn32_2561, Insertion von flrA-L400E in flhF- diese Arbeit
mYV e n ufsA Hiptergrund
S6180 gfirAzi n S5910; S pinframenCERtior2vBrafloAjin flgEl Cys Schwan et al.
pf | a(89910) Hintergrund 2020
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S6188 flrA--p3 8H09 i n S6180; qus3p84l9;dnsedtidn vanFiA@p3 8 9 Schwan et al.
409 in flgEa Cys gflaAB2 ofirA (S6180) Hintergrund 2020
S6216 pf | MG S5910; @Sputcn32_ 2i6feamhe DplStipruvorc n ©  Schwan et al.
flhFGinflges Cy s ot (SE9X0PBHintergrund 2020
S6571 flrA1-L400E in S6180; Sputcn32_2580-L400E; Insertion von flrA-L400E in flggx ~ Schwan et al.
Cy s qdpfl Ir &A@E80) Hintergrund 2020
S5181 fIhG-mVenus; Sputcn32_2560; Insertion von flhG mit einer C-terminalen John Hook
mVenus Fusion
FIhG-sfGFP in S4964, Sputcn32_2560; Insertion von flnG-GS-s f GF PflhG n . .
S7995 flaAB1-c y sflaAd®2 Hintergrund diese Arbeit
FInGpn 2-6fGFP in S4964, Sputcn32_2560-pN 2 0 ; I ns &hGipIN@-BS-v . .
S7936 sfGFP i nflh@flaAB1-c y sflaAd®2 Hintergrund diese Arbeit
FIhGgn 2 0 S6939, Sputcn32_2560-pN 2 th frame Insertion von flhG-qpN 2 0 . .
S7997 qfihG figEL-T1 83 C c | us t Mimtergluhd ( S591 0 ) diese Arbeit
FIhGagsa-sfGFP in S4964, Sputcn32_2560-Q5A; Insertion von flnG-Q5A-GS- . .
S7897 sfGFP i nflh@flaABl-c y sflaAd®2 Hintergrund diese Arbeit
FIhGagsa in S6939, Sputcn32_2560-Q5A,; in frame Insertion von flnG-Q5A in . .
S6997 GfhGAIgELT183C cl uster |11 (S5910) Hint  deseAbei
FIhGkaoa in S4964, Sputcn32_2560-K29A,; Insertion von flnG-K29A-GS-sfGFP . .
S7489 i nflh@flaABl-c y sflaAd@2 Hintergrund diese Arbeit
FIhGkaoa-sfGFP in S6939, Sputcn32_2560-K29A,; in frame Insertion von flhG- . .
S7875 K29A-GS-sfGFP i nflh@fAgELI-T 183 C cl uster |1 (ss5¢ deseAmel
FIhGpssain S4964, Sputcn32_2560-D58A,; Insertion von flnG-D5 8 A flhG ¢ . .
S7490 flaABl-c y sflaAd®2 Hintergrund diese Arbeit
FIhGpssa-sfGFP in S6939, Sputcn32_2560-D58A; in frame Insertion von flhG- . .
S7876 D58A-GS-s f GF PAINGfigEIT 183 C qc | uster |1 (s5¢ dieseAmel
FIhGpssa-k175e-SfGFP in S4964, Sputcn32_2560-D58A-K175E-GS-sfGFP; . .
S7493 Insertion von flnG-D58A-K 1 7 5 E flhiG flaABi-c y sflaAd®2 Hintergrund diese Arbeit
FIhGpssa-k17se in S6939, Sputcn32_2560-D58A-K175E; in frame Insertion von . .
S7904 finG-D58A-K 1 7 5 E flnGfigETsT 18 3C qc | uster 11 (S5 dieseArbei
FIhGr2a-sfGFP in S4964, Sputcn32_2560-F2A; Insertion von flhnG-F2A-GS- . .
S7819 s f GF PflhG fiaARf-c y sflaAd®2 Hintergrund diese Arbeit
FIhGrzain S6939, Sputcn32_2560-F2A; in frame Insertion von flnG-F2A in . .
S6955 ofInG figEL-T 1 8 3 C  qpc (SEAAQ) Kintergruhd diese Arbeit
FIhGrza-k17se in S4964, Sputcn32_2560-F2A-K175E; Insertion von flnG-F2A- . .
56928 K175 E flhGflaABi-c y sflaA®2 Hintergrund diese Arbeit
FIhGr2a-k17se-SFTGFP in S6939, Sputcn32_2560-F2A-K175E; in frame Insertion
S6956 von flhG-F2A-K175E-GS-s f GF PfIhnG figElgTy 1 83 C @c |l ust er diese Arbeit
Hintergrund
FIhGF2a-ps8a-STGFP in S4964, Sputcn32_2560-F2A-D58A,; Insertion von flhG- . .
S6951 F2A-D58A-GS-s f GF PflhG flaARp-C y sflaA®2 Hintergrund diese Arbeit
FIhGF2a-ps8ain S6939, Sputcn32_2560-F2A-D58A,; in frame Insertion von flhG- . .
S6960 F2AD58 A flnGifigep-T 1 83 C pc | us t intergruhd ( S59 10 dleseAmei
FIhGF2a-pssa-k175E IN S4964, Sputcn32_2560-F2A-D58A-K175E; Insertion von . .
56929 flhG-F2A-D58A-K 1 7 5 E flhG flaABd-c y sflaAd2 Hintergrund diese Arbeit
FIhGF2a-pssa-k175e-SFGFP in S6939, Sputcn32_2560-F2A-D58A-K175E; in frame
S6957 Insertion von flnG-F2A-D58A-K175E-GS-s f GF PflIhnG figElgY 1 8 3 C c  diese Arbeit
11 (S5910) Hintergrund
S7741 gminD; @S p ut c nidfamd Deltibn von minD diese Arbeit
gminD in S3133; S p ut ¢ n 3 2n_franke ®dletion von minDi nflh@ . .
S7742 (S3133) Hintergrund diese Arbeit
flnG-s f GFMRinDgp Sput cn32_2560 @8anme Daletiod von 1 ° . .
S7743 minD in flhG-sfGFP (S4028) Hintergrund diese Arbeit
S7794 gminD in S4401; S p u t ¢ n 3 2n_frank ®dletion von minD in flaAB1-cys diese Arbeit

agflaAB2 Hintergrund
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Stamm Relevanter Genotyp oder Beschreibung Referenz
S7608 sfGFP-minD; Sputcn32_1764; Insertion von minD mit N-terminaler sfGFP diese Arbeit
Fusion
sfGFP-minD gflhG; Sputcn32_1764 Sputcn32_2560; in frame Deletion von . .
S7607 flhG in sfGFP-minD (S7608) Hintergrund diese Arbeit
garcAi n S4401; oS pinframe[ERtiorOver7agA in flaAB1-cys . .
S7482 aflaAB2 Hintergrund diese Arbeit
gfirARepeatsi n S4401; S pinframeDERtiorRder8 0O ;
S8101 Repeatsequenzen (166 bis 214 bp upstream des Translationsstarts) im flrA diese Arbeit
Promotorbereich in flaAB1-c y sflaAd®2 Hintergrund
Die Ubersicht der verwendeten Plasmide sind in Tab. 2 aufgelistet.
Tab. 2: Plasmide
Name Beschreibung Referenz
Plasmide
Suizidplasmid fiir in-frame Deletionen und Insertionen: Lassak et al
pNPTS138-R6KT mobRP4+, ori-R6K, sacB, beta-galactosidase fragment 2010 ’
alpha, Kan’
i Expressionsvektor: oriV pBBR1, pBBR1 Rep, beta- Kovach et al.
PBBR1-MCS2 galactosidase fragment alpha, Kan' 1995
Uberproduktionsplasmid induzierbar mit
Anhydrotetrazyklin: pPBBR1-MCS2 Hintregrund (pBBR Rossmann et
pBTOK origin, Kan"); TetR, Promotor und multiple cloning site al. 2015
von pASK-IBA3plus und E. coli rrnB1 T1 und lambda ’
phage TO Terminator
pUT18 Ori-ColE1, Amp', Plasmid zur C-terminalen Fusion des Euromedex
T18-Fragments an das Zielgen
pUT18C Ori-ColE1, Amp', Plasmid zur N-terminalen Fusion des Euromedex
T18-Fragments an das Zielgen
pKT25 Ori-p15a, Amp', Plasmid zur N-terminalen Fusion des Euromedex
T25-Fragments an das Zielgen
pKNT25 Ori-p15a, Amp', Plasmid zur C-terminalen Fusion des Euromedex
T25-Fragments an das Zielgen
Konstrukte flr in-frame Deletionen
pNPTS138-R6KT-fIrA-KO qfirA (Sputcn32_2580) K“ggfg al.
pNPTS138-R6KT-flrABC-KO ofirABC (Sputcn32_2578 - Sputcn32_2580) diese Arbeit
pPNPTS138-R6KT-fInAF-KO ofIhAF (Sputcn32_2560, Sputcn32_2561) diese Arbeit
PNPTS138-R6KT-flag-clusterll-KO  qflagl (Sputcn32_3444 - Sputcn32_3485) Be”tbjnggrlfjr
pNPTS138-R6KT-flaAi-KO-ext qflaA: (Sputcn32_2586) K“ggf; al.
PNPTS138-R6KT-flaB1-KO-ext oflaB: (Sputcn32_2585) K eral.
pNPTS138-R6KT-flgE1-KO oflgE1 (Sputcn32_2594) Rozlsnz‘g;‘g et
pNPTS138-R6KT-flrA1-KO ofirA: (Sputcn32_2580) K”hzrc‘)le;a"'
Schuhmacher
pNPTS138-R6KT-flnG-KO oflhG (Sputcn32_2560) et al 2015a
pNPTS138-R6KT-flhFG-KO qfhFG (Sputcn32_2561, Sputcn32_2560) Florian
Rossmann
PNPTS138-R6KT-hubP-KO qhubP (Sputcn32_2442) RO;S"Z‘S‘;‘Q et
pNPTS138-R6KT-minD-KO gminD (Sputcn32_1764) diese Arbeit
pNPTS138-R6KT-arcA-KO garcA (Sputcn32_0678) diese Arbeit
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Konstrukte fur in-frame Insertionen mit 3x-FLAG Anh&angen
pNPTS138-R6KT-fliE-FLAG fliE-FLAG (Sputcn32_2577) diese Arbeit
DNPTS138-R6KT-liF-FLAG FLAGHIIF (Sputcn32_2576) Schyan etal
pNPTS138-R6KT-fliG-FLAG fliG-FLAG (Sputcn32_2575) Florian

- Rossmann
pNPTS138-R6KT-fliH-FLAG fliH-FLAG (Sputcn32_2574) diese Arbeit
pNPTS138-R6KT-flil-FLAG flil-FLAG (Sputcn32_2573) diese Arbeit
pNPTS138-R6KT-fliJ-FLAG fliJ-FLAG (Sputcn32_2572) diese Arbeit
pNPTS138-R6KT-fliK-FLAG fliK-FLAG (Sputcn32_2571) diese Arbeit
pNPTS138-R6KT-fliL-FLAG fliL-FLAG (Sputcn32_2570) diese Arbeit
pNPTS138-R6KT-fliM-FLAG fliM-FLAG (Sputcn32_2569) R Florian

ossmann

pNPTS138-R6KT-fliN-FLAG fliN-FLAG (Sputcn32_2568) diese Arbeit

pNPTS138-R6KT-fliP-FLAG fliP-FLAG (Sputcn32_2566) diese Arbeit

pNPTS138-R6KT-fliQ-FLAG fliQ-FLAG (Sputcn32_2565) diese Arbeit
Florian

pNPTS138-R6KT-fInB-FLAG flnB-FLAG (Sputcn32_2563) Rosemann
Florian

pNPTS138-R6KT-fInA-FLAG flInA-FLAG (Sputcn32_2562) Rosemann

pNPTS138-R6KT-FLAG-flhA FLAG-fInA (Sputcn32_2562) diese Arbeit

pNPTS138-R6KT-flhF-FLAG flInF-FLAG (Sputcn32_2561) diese Arbeit

pNPTS138-R6KT-fING-FLAG fInG-FLAG (Sputcn32_2560) Blagotinsek
. . Florian

pNPTS138-R6KT-fliA-FLAG fliA-FLAG (Sputcn32_2559) Rosemann

pNPTS138-R6KT-flrC-FLAG flrC-FLAG (Sputcn32_2578) diese Arbeit

pNPTS138-R6KT-flgK-FLAG flgk-FLAG (Sputcn32_2588) diese Arbeit

PNPTS138-R6KT-figM-FLAG flgM-FLAG (Sputcn32_2601) Florian

Rossmann
pNPTS138-R6KT-motY-FLAG motY-FLAG (Sputcn32_1601) diese Arbeit
pNPTS138-R6KT-lapB-FLAG lapB-FLAG (Sputcn32_3592) \@25%’"
pNPTS138-R6KT-aggA-FLAG aggA-FLAG (Sputcn32_3594) \@25%’"
pNPTS138-R6KT-flrA-p3 84D9- flrA-gp3 84D9-FLAG (Sputcn32_2580), Deletion von diese Arbeit

FLAG
pNPTS138-R6KT-flrA-FLAG

Aminoséuren 389-409, C-terminaler FLAG-Anhang
flrA-FLAG (Sputcn32_2580), C-terminale 3xFLAG Fusion diese Arbeit

Konstrukte fur in-frame Insertionen mit Fluoreszenzproteinfusionen

pNPTS138-R6KT-fliO-GFP

pNPTS138-R6KT-motX-mCherry

pNPTS138-R6KT-flnG-sfGFP

pNPTS138-R6KT-fInG-cpN 2-§fIGFP
pNPTS138-R6KT-fInG-Q5A-sfGFP
pNPTS138-R6KT-flnG-K29A-sfGFP
pNPTS138-R6KT-flnG-D58A-sfGFP
pNPTS138-R6KT-fInG-K175E-sfGFP

pNPTS138-R6KT-flhnG-D58A-K175E-

sfGFP

pNPTS138-R6KT-flnG-F2A-sfGFP

pNPTS138-R6KT-flnG-F2A-K175E-

sfGFP

fliO-GS-sfGFP (Sputcn32_2567) diese Arbeit
Bubendorfer

motX-mCherry (Sputcn32_0748) ot al 2012
Rossmann et

flnG-GS-sfGFP (Sputcn32_2560) al 2015

fIhQ-opl}_l 2-BS-sfGFP, De_Ietlon der ersten 20 diese Arbeit

Aminosauren am N-Terminus

flnG-Q5A-GS-sfGFP; Glutamin 5 substituiert mit einem di bei

Alanin iese Arbeit

flnG-K29A-GS-sfGFP; Lysin 29 substituiert mit einem . .

. diese Arbeit
Alanin
flnG-D58A-GS-sfGFP; Asparaginsédure 58 substituiert mit diese Arbeit

einem Alanin

flnG-K175E-GS-sfGFP; Lysin 175 substituiert mit einer Schwan et al.
Glutaminséaure 2020

flnG-D58A-K175E-GS-sfGFP; Asparaginséure 58

substituiert mit einem Alanin und Lysin 175 substituiert diese Arbeit

mit einer Glutaminséure

flnG-F275A-F276A-GS-sfGFP; Phenylalanine 275 und . .
o e . diese Arbeit

276 substituiert mit je einem Alanin

flnG-F275A-F276A-K175E-GS-sfGFP; Phenylalanine

275 und 276 substituiert mit je einem Alanin und Lysin diese Arbeit

175 substituiert mit einer Glutaminsaure
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flnG-F275A-F276A-D58A-GS-sfGFP; Phenylalanine 275
PNPTS138-REKT-iNG-F2A-DSBA- {576 substituiert mit je einem Alanin und diese Arbeit
sfGFP S - e .
Asparaginsaure 58 substituiert mit einem Alanin
flnG-F275A-F276A-D58A-K175E-GS-sfGFP;
pNPTS138-R6KT-flnG-F2A-D58A- Phenylalanine 275 und 276 substituiert mit je einem diese Arbeit
K175E-sfGFP Alanin und Asparaginséure 58 substituiert mit einem
Alanin
pNPTS138-R6KT-sfGFP-minD sfGFP-GS-minD (Sputcn32_1764) diese Arbeit
Konstrukte fur in-frame Insertionen
PNPTS138-R6KT-flaA,-T174C fIa_A17T17AC (Sp_utcn32_2586), Threonin 174 substituiert Kihn et al.
mit einem Cystein 2017
PNPTS138-R6KT-flaB1-T166C fla_LBlel66C (Sp_utcn32_2585), Threonin 166 substituiert Kihn et al.
mit einem Cystein 2017
PNPTS138-R6KT-flgE;-T183C fIgEl._Tl83C (Spptcn32_2594), Threonin 183 substituiert Rossmann et
mit einem Cystein al. 2019
PNPTS138-R6KT-PINFG NPM fslﬁlc);stltwerte Sigma 70 Promotorregionen von flhF and diese Arbeit
pNPTS Terminator AS181 flhA luxCDABE aus Photorhabdus luminescence fir einfache diese Arbeit
Lux_single homologe Rekombination bei flhA AS181
pNPTS Terminator AS279 flhA luxCDABE aus Photorhabdus luminescence fir einfache diese Arbeit
Lux_single homologe Rekombination bei flhA AS279
pNPTS Terminator AS54 fliH luxCDABE aus Photorhabdus luminescence fir einfache diese Arbeit
Lux_single homologe Rekombination bei fliH AS54
pNPTS Terminator AS202 fliH luxCDABE aus Photorhabdus luminescence fir einfache diese Arbeit
Lux_single homologe Rekombination bei fliH AS202
pNPTS Terminator AS184 flil luxCDABE aus Photorhabdus luminescence fir einfache diese Arbeit
Lux_single homologe Rekombination bei flil AS184
pNPTS Terminator AS297 flil luxCDABE aus Photorhabdus luminescence fir einfache diese Arbeit
Lux_single homologe Rekombination bei flil AS297
pNPTS Terminator AS6 fliL luxCDABE aus Photorhabdus luminescence fir einfache diese Arbeit
Lux_single homologe Rekombination bei fliL AS6
pNPTS Terminator AS86 fliL luxCDABE aus Photorhabdus luminescence fir einfache diese Arbeit
Lux_single homologe Rekombination bei fliL AS86
pNPTS Terminator AS21 fliO luxCDABE aus Photorhabdus luminescence fir einfache diese Arbeit
Lux_single homologe Rekombination bei fliO AS21
pNPTS Terminator AS110 fliO luxCDABE aus Photorhabdus luminescence fir einfache diese Arbeit
Lux_single homologe Rekombination bei fliO AS110
pNPTS Terminator AS169 fliR luxCDABE aus Photorhabdus luminescence fir einfache diese Arbeit
Lux_single homologe Rekombination bei fliR AS169
pNPTS Terminator AS252 fliR luxCDABE aus Photorhabdus luminescence fir einfache diese Arbeit
Lux_single homologe Rekombination bei fliR AS252
) A flrA-op3 849 (Sputcn32_2580), Deletion von Schwan et al.
PNPTS138-R6KT-fIrA-cp3 84D9 Aminoséuren 389 bis 409 2020
) A flrA-E393R (Sputcn32_2580), Glutaminsaure 393 Schwan et al.
PNPTS138-REKT-frA-E393R subsitutiert mit Arginin 2020
PNPTS138-R6KT-frA-R197E fIrA-RlQ?E" (Sputcn32_2580), Arginin 197 subsitutiert mit Schwan et al.
Glutaminsaure 2020
PNPTS138-R6KT-flrA-D398R fIrA-IZ_)39_8R (S_putcr_13_2_2580), Asparaginsaure 398 Schwan et al.
subsitutiert mit Arginin 2020
PNPTS138-R6KT-fIrA-L400E fIrA-L4(_)0E"(Sputcn32_2580), Leucin 400 subsitutiert mit ~ Schwan et al.
Glutaminsaure 2020
) A flrA-E408R (Sputcn32_2580), Glutaminsaure 408 Schwan et al.
PNPTS138-R6KT-frA-E408R subsitutiert mit Glutaminsure 2020
PNPTS138-R6KT-hG-pN 2 0 fll_r;?mclfulj\ISZ Meletion der ersten 20 Aminoséauren am N- diese Arbeit
pNPTS138-R6KT-flnG-Q5A flnG-Q5A; Glutamin 5 substituiert mit einem Alanin diese Arbeit
pNPTS138-R6KT-flhnG-K29A flnG-K29A,; Lysin 29 substituiert mit einem Alanin S(ecth:Ihr;gfgaer
PNPTS138-R6KT-fIhG-D58A flnG-D58A; Asparaginsaure 58 substituiert mit einem diese Arbeit

Alanin
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NPTS138-R6KT-fING-K175E flnG-K175E; Lysin 175 substituiert mit einer Schwan et al.
P Glutaminsaure 2020
flnG-D58A-K175E; Asparaginsaure 58 substituiert mit
pNPTS138-R6KT-flhnG-D58A-K175E einem Alanin und Lysin 175 substituiert mit einer diese Arbeit
Glutaminsaure
flnG-F275A-F276A; Phenylalanine 275 und 276 Schuhmacher
PNPTS138-R6KT-fihG-F2A substituiert mit je einem Alanin etal. 2015a
flnG-F275A-F276A-K175E; Phenylalanine 275 und 276
pPNPTS138-R6KT-flhnG-F2A-K175E substituiert mit je einem Alanin und Lysin 175 substituiert  diese Arbeit
mit einer Glutaminsaure
flnG-F275A-F276A-D58A; Phenylalanine 275 und 276
pNPTS138-R6KT-flnG-F2A-D58A substituiert mit je einem Alanin und Asparaginsaure 58 diese Arbeit
substituiert mit einem Alanin
flnG-F275A-F276A-D58A-K175E; Phenylalanine 275 und
ETE;ESBS'RGKT'HhG'FZA'D58A' 276 substituiert mit je einem Alanin und Asparaginsaure  diese Arbeit
58 substituiert mit einem Alanin
i AL odIrA-Repeatssequenz im Promotor, 166 bis 2114 bp . .
PNPTS138-R6KT-frA-Repeats KO upstream des Translationsstarts (Sputcn32_2580) diese Arbeit
Konstrukte fiir Uberproduktionen
RBS-flhG- (Sputcn32_2560), Ribosomenbindestelle . .
PBTOK finG AGG AGG, Uberproduktion von FIhG diese Arbeit
RBS-flrA-FLAG (Sputcn32_2580), Ribosomenbindestelle
pBTOK flrA-FLAG AGG AGG, Uberproduktion von FIrA-FLAG, C-terminale  diese Arbeit
3x-FLAG Fusion
RBS-flhFG- (Sputcn32_2561, Sputcn32_2560),
pBTOK flhFG Ribosomenbindestelle AGG AGG, Uberproduktion von diese Arbeit
FIhF und FIhG
Konstrukte fur transkriptionelle Fusionen mit luxCDABE
Transkriptionelle Terminatorkassette, Godeke et al
pBBR1-MCS5-TT-RBS-lux Ribosomenbindestelle (AGG AGG) und 2011 '
luxCDABE Operon von Photorhabdus luminescens, Gen'
Transkriptionelle Terminatorkassette,
pBBR1-MCS2-TT-RBS-lux Ribosomenbindestelle (AGG AGG) und diese Arbeit
luxCDABE Operon von Photorhabdus luminescens, Km'
PBBRL-MCS2-TT-PAiEA00-RBS-Aux  F1omotor IE 400 bp, 400 bp Fragment upstream vom — gjese Arpeit
ranslationsstart
PBBR1-MCS2-TT-PiF400-RBS lux  romotor fli 400 bp, 400 bp Fragment upstream vom oo A peit
Translationsstart
PBBR1-MCS2-TT-PHiG400-RBS-lux  romotor fliG 400 bp, 400 bp Fragment upstream vom o o A et
Translationsstart
PBBR1-MCS2-TT-PfiH400-RBS-lux  Hromotor fiH 400'bp, 400 bp Fragment upstream vom — yioq0 arpeit
Translationsstart
PBBR1-MCS2-TT-Pflil400-RBS-lux Promoto_r flil 400 bp, 400 bp Fragment upstream vom diese Arbeit
Translationsstart
PBBR1-MCS2-TT-PfliK400-RBS-lux Promoto_r fliK 400 bp, 400 bp Fragment upstream vom diese Arbeit
Translationsstart
PBBR1-MCS2-TT-PfliL400-RBS-lux Promoto_r fliL 400 bp, 400 bp Fragment upstream vom diese Arbeit
Translationsstart
PBBR1-MCS2-TT-PfihA400-RBS-lux Promoto_r flhA 400 bp, 400 bp Fragment upstream vom diese Arbeit
Translationsstart
PBBR1-MCS2-TT-PfihF400-RBS-lux Promoto_r flhF 400 bp, 400 bp Fragment upstream vom diese Arbeit
Translationsstart
PBBR1-MCS2-TT-PflhG400-RBS-lux Promotor flhnG 400 bp, 400 bp Fragment upstream vom diese Arbeit
Translationsstart
PBBR1-MCS2-TT-PfiiA400-RBS-lux - omotor fliA 400 bp, 400 bp Fragment upstream vom o Arpeit
Translationsstart
PBBR1-MCS2-TT-PfliES6-RBS-ux  ~romotor fiE 86 bp, 86 bp Fragment upstream vom diese Arbeit
Translationsstart
PBBR1-MCS2-TT-PfliF100-RBS-lux Promotor fliF 100 bp, 100 bp Fragment upstream vom diese Arbeit

Translationsstart
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PBBR1-MCS2-TT-PfiiF200-RBS-lux - omotor fliF 200 bp, 200 bp Fragment upstream vom o Apeit

Translationsstart
PBBR1-MCS2-TT-PfliG100-RBS-lux - romotor fiG 100 bp, 100 bp Fragment upstream vom o6 Arpeit
Translationsstart
PBBR1-MCS2-TT-Pflil600-RBS-ux - romotor flil 600 bp, 600 bp Fragment upstream vom o Apeit
Translationsstart
PBBR1-MCS2-TT-Pfli116-RBS-lux - romotor fli 116 bp, 116 bp Fragment upstream vom o Arpeit
Translationsstart
PBBR1-MCS2-TT-PfiL100-RBS-lux - romotor flil- 100 bp, 100 bp Fragment upstream vom o Arpeit
Translationsstart
PBBR1-MCS2-TT-PfliL200-RBS-lux - romotor flil- 200 bp, 200 bp Fragment upstream vom o Arpeit
Translationsstart
i e i ) Promotor flhA 80 bp, 80 bp Fragment upstream vom . .
pBBR1-MCS2-TT-PflnA80-RBS-lux Translationsstart diese Arbeit
i e ) ) Promotor flhF 100 bp, 100 bp Fragment upstream vom . .
pBBR1-MCS2-TT-PflnF100-RBS-lux Translationsstart diese Arbeit
i e ) ) Promotor flhF 200 bp, 200 bp Fragment upstream vom . .
pBBR1-MCS2-TT-PflnF200-RBS-lux Translationsstart diese Arbeit
i e ) ) Promotor flhF 300 bp, 300 bp Fragment upstream vom . .
pBBR1-MCS2-TT-PflnF300-RBS-lux Translationsstart diese Arbeit
i e ) ) Promotor flhF 550 bp, 550 bp Fragment upstream vom . .
pBBR1-MCS2-TT-PflnF550-RBS-lux Translationsstart diese Arbeit
pBBR1-MCS2-TT-PflhF284-550- Promotor flhF -284 to -550 bp, Fragement von 284 bis diese Arbeit
RBS-lux 550 bp upstream vom Translationsstart
Promotor flhG 100 bp, 100 bp Fragment upstream vom . .
pBBR1-MCS2-TT-PflnG100-RBS-lux Translationsstart diese Arbeit
PBBR1-MCS2-TT-PflnG200-RBS-lux ~romotor flnG 200 bp, 200 bp Fragment upstream vom  yioqe Apeit
Translationsstart
PBBR1-MCS2-TT-PfihG300-RBS-lux Fromotor flnG 300 bp, 300 bp Fragment upstream vom 050 arpeit
Translationsstart
PBBR1-MCS2-TT-PfihG550-RBS-lux  -romotor flnG S50 bp, 550 bp Fragment upstream vom 050 arpeit
Translationsstart
pBBR1-MCS2-TT-PflnG100-400- Promotor flnG -100 to -400 bp, Fragment 100 bis 400 bp . .
. diese Arbeit
RBS-lux upstream vom Translationsstart
pBBR1-MCS2-TT-PflnG400-550- Promotor flnG -400 to -550 bp, Fragment 400 bis 550 bp . .
; diese Arbeit
RBS-lux upstream vom Translationsstart
PBBR1-MCS2-TT-PfiAL00-RBS-lux  -romotor fliA 100 bp, 100 bp Fragment upstream vom 050 arpeit
Translationsstart
PBBR1-MCS2-TT-PfiA200-RBS-lux  -romotor fliA 200 bp, 200 bp Fragment upstream vom 050 arpeit
Translationsstart
PBBR1-MCS2-TT-PfiA300-RBS-lux  -romotor fliA 300 bp, 300 bp Fragment upstream vom 050 Arpeit
Translationsstart
P1: Promotor flhF -284 bis -550 bp mit veranderter
PBBR1-MCS2-TT-PfinF284- condon usage (no promoter motif = NPM), Fragment 284  diese Arbeit
550 NPM_-RBS-lux . .
bis 550 bp upstream vom Translationsstart
P2: Promotor flnG -400 bis -550 bp mit veranderter
PBBR1-MCS2-TT-PfhGA400- codon usage (no promoter motif = NPM), Fragment 400  diese Arbeit
550 _NPM-RBS-lux . .
bis 550 bp upstream vom Translationsstart
P3: Promotor flhG -100 bis -400 bp mit verénderter
PBBR1-MCS2-TT-PfhG100- codon usage (no promoter motif = NPM), Fragment 100  diese Arbeit
400 _NPM_RBS-lux . .
bis 400 bp upstream vom Translationsstart
P2+3: Promotor flhnG 550 bp mit verénderter codon
PBBR1-MCS2-TT-PIRG550_NPM- usage (no promoter motif = NPM), 550 bp Fragment diese Arbeit
RBS-lux .
upstream vom Translationsstart
Konstrukte fur Bacterial-Two-Hybrid Assay
PUTI18-FIrAno Sputcn32_2580; C-terminale Fusion des T18-Fragments diese Arbeit
an FlrApol
PUT18C-FIrApo Sputcn32_2580; N-terminale Fusion des T18-Fragments diese Arbeit
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PKT25-FIrApol irﬁ)l::tﬁ23zl_2580; C-terminale Fusion des T25-Fragments diese Arbeit

pol
PKNT25-FIrApol irﬁ)l::tﬁ23zl_2580; N-terminale Fusion des T25-Fragments diese Arbeit
pol
PUT18-FIrAs Sputcn32_3478; C-terminale Fusion des T18-Fragments diese Arbeit
an FlrAiat
pUT18C-FrAu Sputcn32_3478; N-terminale Fusion des T18-Fragments diese Arbeit
an FlrAiat
KT 25-FIrAuat Sputcn32_3478; C-terminale Fusion des T25-Fragments diese Arbeit
an FlrAiat
PKNT25-FIrAn Sputcn32_3478; N-terminale Fusion des T25-Fragments diese Arbeit
an FlrAiat
i Sputcn32_2560; C-terminale Fusion des T18-Fragments Florian
pUT18-FIhG an FIhG Rossmann
i Sputcn32_2560; N-terminale Fusion des T18-Fragments Florian
pUT18C-FIhG an FIhG Rossmann
i Sputcn32_2560; C-terminale Fusion des T25-Fragments Florian
pKT25-FIhG an FIhG Rossmann
PKNT25-FING Sputcn32_2560; N-terminale Fusion des T25-Fragments Florian
an FIhG Rossmann
6.1.3 Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden von der Firma Sigma Aldrich (Steinheim) bzw.

synthetisiert und sind in Tab. 3 aufgelistet.

Tab. 3: Oligonukleotide

Merck (Darmstadt)

Nr. Name Sequenz 5'-3' Beschreibung
GCC AAG CTT CTC TGC AGG AT CGC ACT TGT
JH213 EcoRV-flrABC1-KO-fwd ACC GTC GCT TC
JH214 OL-flrABC1-KO-rev GAA TGA TGC GCT CGT ATG CGA GAT ATG GGG Deletionsplasmid
CAT ACG AGC GCATCA TTC AGT AGG CCG TAA pNPTS138-R6KT-
JH215 OL-flrABC1-KO-fwd AG fIrABC-KO
GCG AAT TCG TGG ATC CAG AT GCG ATC GGT
JH216 EcoRV-flrABC1-KO-rev ATT ATT ACG GGT T
FR138 Check-flrBC1-KO-fwd GCA GAT TGC CAA CGC AAG GAT C . .
Checkprimer fur flrABC
JH217 Check-flrABC1-KO-rev =~ GCT ATC CCT GCC GAT AAG CAT A
GCG AAT TCG TGG ATC CAG ATA AGC CTG AAG
MS597 EcoRV PflhA fwd TTA AAG GAC GCG
MS715 OL FIhAF KO rev -CI—:GC ACA GGC AGC CGC TTT AAC ATC CAT TCA Deletionsplasmid
pNPTS138-R6KT-flhAF-
MS716 OL EIhAE KO fwd _IA_\AA GCG GCT GCC TGT GCA TTT GAG TAG AGT KO
GCC AAG CTT CTC TGC AGG ATT AGG CTC GTC
MS717 EcoRV-FIhAF rev ACA TAC AAC GAC
MS601 Check FIhA fwd GAC ACA GAA GGT AAG CCT GAA G

JH153

Check-FIhF-FLAG-rev

GCACGG ATT AATCCAGCATGCT

Checkprimer fur flnAF
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Nr.

Name

Sequenz 5'-3'

Beschreibung

JH 110

JH133

JH134

JH 113

EcoRV-fliE1 KO-fwd

OL FliE1 FLAG rev

OL FliE1 FLAG fwd

EcoRV-fliIE1 KO-rev

GCG AAT TCG TGG ATC CAG AT GCT AAG CAT
GCA AAG GCT CTC A

AAT ATC ATG ATC TTT ATAATC GCC ATC ATG
ATC TTT ATA ATC AAC AGG CAT ACT CAT TAT
TTCTTT ATAAGCTTC G

ATT ATA AAG ATC ATG ATATTG ATT ATA AAG
ATG ATG ATG ATA AATAG GCC CGA GAA TAA
CCC AATCAGC

GCC AAG CTT CTC TGC AGG AT GTATTG ATA
ACCACG GTTGCGC

Insertionsplasmid
pPNPTS138-R6KT-fliE-
FLAG

JH 114
JH 115

Check-fliE1-KO-fwd
Check-fliE1-KO-rev

CGT GTATTG GCG ACC TCAAATC
CTAATT CGAGTTCTCTACGCGC

Checkprimer fur fliE

MS613

MS614

MS615

MS616

EcoRV-FliH1 FLAG-fwd

OL-FliH1 FLAG-rev

OL-FliH1 FLAG-fwd

EcoRV-FliH1 FLAG-rev

GCG AAT TCG TGG ATC CAG ATT TAATGA CCT
TAG CGA TGG CGC

AAT ATC ATG ATC TTT ATAATC GCC ATC ATG
ATC TTT ATAATC CTC AGC AGC TGG TGT TGA
CGG

ATT ATA AAG ATC ATG ATATTG ATT ATA AAG
ATG ATG ATG ATA AAT GAATGC AAAACC GTC
AAC ACC AGC TGC

GCC AAG CTT CTC TGC AGG ATC TGACCT TTA
CCA ACG GTC AAC

Insertionsplasmid
pNPTS138-R6KT-fliH-
FLAG

MS617
MS331

Check-FliH1 FLAG-fwd
Check_Flag C-term

TAG TAC CAC GGG TCATCATACC
GAT CAT GAT GGC GAT TAT AAAGAT C

Checkprimer fur fliH

MS318

MS319

MS320

MS321

EcoRV-Flill FLAG-fwd

OL-Flil1 FLAG-rev

OL-Flil1 FLAG-fwd

EcoRV-Flil1 FLAG-rev

GCG AAT TCG TGG ATC CAG ATC CTG TGA AAC
GTC AAC GCG TAT

AAT ATC ATG ATC TTT ATAATC GCC ATC ATG
ATCTTT ATAATC TTT ACACTG TGC AGC GAG
TTG AGC

ATT ATA AAG ATC ATG ATATTG ATT ATA AAG
ATG ATG ATG ATA AAT AAT CGA GGC CAT GAT
GGC GAATG

GCC AAG CTT CTC TGC AGG ATG ATT TAC GAA
AGC GCG TAT CGG

Insertionsplasmid
pNPTS138-R6KT-lil-
FLAG

MS322
MS253

Check-Flil1 FLAG-fwd
Check-gyrA FLAG-rev

ACA GGC TATTTATGTCGGCGG T
ATT ATA AAG ATC ATG ATATTG

Checkprimer fur flil

MS313

MS314

MS315

MS316

EcoRV-FliJ1 FLAG-fwd

OL-FliJ1 FLAG-rev

OL-FliJ1 FLAG-fwd

EcoRV-FliJ1 FLAG-rev

GCG AAT TCG TGG ATC CAG ATC CTT CTT AAG
GCA AAC CAT GCG

AAT ATC ATG ATC TTT ATAATC GCC ATC ATG
ATCTTT ATAATC TTT ATG TCG GCG GTA AAA
CTGTTG

ATT ATA AAG ATC ATG ATATTG ATT ATA AAG
ATG ATG ATG ATA AAT AGC CTG TAT TTG CGC
CGATAC

GCC AAG CTT CTC TGC AGG ATC GCA GGT GAC
GGA TCA ACT AAT

Insertionsplasmid
pNPTS138-R6KT-fliJ-
FLAG

MS317
MS253

Check-FIliJ1 FLAG-fwd
Check-gyrA FLAG-rev

GTC GGG TAAGTT AGT GGC ATC A
ATT ATA AAG ATC ATG ATATTG

Checkprimer fur fliJ

GCC AAG CTT CTC TGC AGG AT GAT GGC GAA

JH84  EcoRV-fliK KO-fwd TGC AGATCC CTT A
AAT ATC ATG ATC TTT ATA ATC GCC ATC ATG
JH135 OL FliK1 FLAG rev ATCTTT ATAATC AGC GTAATAATCTATACC |0 mid
AGAATG CAG AC PNPTS138-R6KT-fliK-
ATT ATA AAG ATC ATG ATATTG ATTATAAAG P\
JH136 OL FliK1 FLAG fwd ATG ATG ATG ATA AA TAA GCA GGT AAC CTA
TAG GAT TAA ATA GCA TTG
. GCG AAT TCG TGG ATC CAG AT CCT TAA CCT
JHB7  EcoRV-iK KO-rev CTT TAA GGT ACT GAA ATT ACG
JHIT Ll fw GCG ATG AAT GCC TTC TTA AGG C

JH88

Check-fliKk KO-rev

TCAAGATCATCATCG TCATCG ACG

Checkprimer fur fliK
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GCG AAT TCG TGG ATC CAG ATA GAT GCA GGA

MS1 EcoRV-fliL1 KO-fwd GAT GAT CCA ACG
AAT ATC ATG ATC TTT ATAATC GCC ATC ATG
MS13 OL FliL1 FLAG rev ATC TTT ATAATC TTG CAT CAC AAA ACC GGT . .
Insertionsplasmid
GAATAG C NPTS138-R6KT-fliL-
ATT ATA AAG ATC ATG ATATTG ATT ATA AAG IF:)L AG
MS14 OL FliL1 FLAG fwd ATG ATG ATG ATA AAT AAC CCG TAATTT CAG
TAC CTT AAAGAG G
. GCC AAG CTT CTC TGC AGG ATC GAATTC GAC
MS4 EcoRV-fliL1 KO-rev ATC CAT GAC TGG
MS5 Check-fliL1-KO-fwd CAT CTT GGC TAG CAG CAT CAAG Checkprimer fir flil
MS6 Check-fliL1-KO-rev GGC GAA AGT AAC GGT TCT GGA A P
. GCG AAT TCG TGG ATC CAG ATC CAG TCA TGG
MS15 EcoRV-FliN1 C-term-fwd ATG TCG AAT TCG
AAT ATC ATGATC TTT ATAATC GCC ATC ATG
MS16 OL FIiN1 FLAG rev ATCTTT ATAATC TTT AAGCTT TTT AAT TCG . .
CTC AG Insertionsplasmid _
ATT ATA AAG ATC ATG ATA TTG ATT ATA AAG g'EAP(TBSBS'%KT'f"N'
MS17 OL FliN1 FLAG fwd ATG ATG ATG ATA AAT AAT AGA TGC ACA TGA
GTT GGT ATA TG
. GCC AAG CTT CTC TGC AGG ATG AAT ACT CTG
MS18 EcoRV FIiN1 C-term rev TCG AAC CAT CGG
MS19 Check-fliN1-FLAG-fwd GGC AAG TTGAGATGG TTCTGAC Checkorimer far fliN
MS20 Check-fliN1-FLAG-rev TGA ACT CCAATT AGT GAC GCG C P
. GCG AAT TCG TGG ATC CAG ATT TAG TGA CGC
MS48 EcoRV-fliO1 KO-fwd GCA AAG GCA AAG
. GAAAAG TTCTTCTCCTTT GCT GCT GCC TTG
MS54  OL-FIiO1 GFP-rev TTT TAA TTT CGC CTG ACG erionsplasmid
i nsertionsplasmi
FR393 OL_-m_gfp_fw AGC AAA GGA GAA GAA CTT TTC ONPTS138 REKT-fiO-
FR412 OL_gfp_rv G GAT CCT TTG TAG AGC TCA TCC GEP
. GGA TGA GCT CTA CAA AGG ATC CTA AGG CGA
MSS5  OL-FIiO1 GFP-fwd AAT TAA AAC AAT GAC AAA G
. GCC AAG CTT CTC TGC AGGATG GTG CCT CTT
MS51 EcoRV-fliO1l KO-rev CTG GCG AAT TAA
MS52  Check-fli01-KO-fwd GTC AAT GGG ACACTTATT GCC C . .
. Checkprimer fur fliO
MS53 Check-fliO1-KO-rev GCTTGC TGT AGC GTCAGTTGT T
. GCG AAT TCG TGG ATC CAG ATC CAT GGC GAA
MS7 EcoRV-fliP1 KO-fwd GTG GTT GTA GTA
AAT ATC ATG ATC TTT ATAATC GCC ATC ATG
MS21 OL FliP1 FLAG rev ATC TTT ATA ATC ACC AAA ACT ATT GGC TAA . .
Insertionsplasmid
GGT GCC NPTS138-R6KT-fliP-
ATT ATA AAG ATC ATG ATATTG ATT ATA AAG IF:)L AG
MS22 OL FliP1 FLAG fwd ATG ATG ATG ATA AAT AAT CGT ACT AGG AAT
TGT TAT GAC TCC
. GCC AAG CTT CTC TGC AGG ATC CCC ATC GCA
MS10 EcoRV-fliP1 KO-rev ACG CCA ATA ATA
MS11 Check-fliP1-KO-fwd GAA GTG GCA GCT TGA AACACT G Checkorimer fir fliP
MS12 Check-fliP1-KO-rev GAA CCATCT CAACTT GCCACTG P
. GCG AAT TCG TGG ATC CAG ATT TAATTC GCC
MS308 EcoRV-FliQl FLAG-fwd AGA AGA GGC ACC
AAT ATC ATGATC TTT ATAATC GCC ATC ATG
MS309 OL-FliQl FLAG-rev ATC TTT ATAATC ACC TAT CAC TTG GGG AAT . .
ACG G Insertionsplasmid _
ATT ATA AAG ATC ATG ATATTG ATT ATA AAG g'\;I'ZTSBS'R(aKT'ﬂ'Q'
MS310 OL-FliQl FLAG-fwd ATG ATG ATG ATA AAT AAG GCT ATG GAG CTG
TTG CTC
. GCC AAG CTT CTC TGC AGG ATG ATC GCC GAA
MS311 EcoRV-FliQl FLAG-rev ATT GAC ATG GTC
MS312 Check-FliQl FLAG-fwd ATATTC AAC TGT GGT GCG GCAC Checkprimer fiir fiQ
MS253 Check-gyrA FLAG-rev ATT ATA AAG ATC ATG ATATTG P
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JH148

JH149

JH150

JH151

EcoRV FlhF C-term fwd

OL FIhF FLAG rev

OL FIhF FLAG fwd

EcoRV FIhF C-term rev

GCG AAT TCG TGG ATC CAG AT GCA AGA AAT
GGT TGGACAGCCT

AAT ATC ATG ATC TTT ATAATC GCC ATC ATG
ATC TTT ATA ATC CTC AAATGC ACA GGC CAT
ATT ATC TG

ATT ATA AAG ATC ATG ATATTG ATT ATA AAG
ATG ATG ATG ATA AATAA AGT TAT GAC CCT
GGA TCA AGC AAG

GCC AAG CTT CTC TGC AGG AT GCC ACATCT
AAA AAT CGG TCG G

Insertionsplasmid
pNPTS138-R6KT-flhF-
FLAG

JH152
JH153

Check-FIhF-FLAG-fwd
Check-FIhF-FLAG-rev

GCA TCA GTC AAT GCAAGC AACC
GCA CGG ATT AATCCAGCATGCT

Checkprimer fur flhnF

GCG AAT TCG TGG ATC CAG ATG CCT ATG AGC

MS29 EcoRV FIhG C-term fwd AAT TAG CGA CCT
AAT ATC ATG ATC TTT ATAATC GCC ATC ATG
MS30 OL FIhG FLAG rev ATCTTT ATAATCTTCACTCGTTTT TTC CTC . .
TG Insertionsplasmid
ATT ATA AAG ATC ATG ATA TTG ATT ATA AAG E'EAP(TSSBS'RESKT'ﬂhG'
MS31 OL FIhG FLAG fwd ATG ATG ATG ATA AAT AAG TGA ATA AAG CCG
CAG CGT ATAC
GCC AAG CTT CTC TGC AGG ATG GAA TGA AAC
MS32 EcoRV FIhG C-term rev TGA GTC TCA GCG
MS33 Check-FInG-FLAG-fwd GCA GTC TGG CGA GTA AAT GAT G Checkprimer fiir fInG
MS34 Check-FIhG-FLAG-rev. = GAA CGT TTA GTC CAACGA CCA G
GCG AAT TCG TGG ATC CAG AT GGC GAG TTA
JH116 EcoRV-flrC1 KO-fwd GTT TCC CTG AAT G
AAT ATC ATG ATC TTT ATAATC GCC ATC ATG
MS35 OL FIrC1 FLAG rev ATC TTT ATA ATC ACT GGG TAATTG AAT CCC . .
CAT A Insertionsplasmid
ATT ATA AAG ATC ATG ATATTG ATT ATA AAG Et‘:gSlS&RGKT_ﬂrC_
MS36 OL FIrC1 FLAG fwd ATG ATG ATG ATA AAT AAC TTC AGT AAA AAT
GCATGT TAG C
GCC AAG CTT CTC TGC AGG AT CTT GTA CCG
JH119 EcoRV-flrC1 KO-rev TCG CTT CAA ATG C
JH120 Check-flrC1-KO-fwd GCG GCCTTG TTATAT GCCTCT A Checkprimer fiir firC
JH4 fliIEL-fliF1 rev ACA AAA ACG GCT AGG GCT AAG C
JH137 EcoRV FIgK1 C-term GCG AAT TCG TGG ATC CAG AT CGA GAA GAG
fwd TTTTTG GCGACCT
AAT ATC ATG ATC TTT ATAATC GCC ATC ATG
JH138 OL FlgK1 FLAG rev ATC TTT ATA ATC ACG CAC TGA AGT TAATAG . .
GGT G Insertionsplasmid
ATT ATA AAG ATC ATG ATA TTG ATT ATA AAG l":"C'APgSBS'%KT'ﬂgK'
JH139 OL FIgK1 FLAG fwd ATG ATG ATG ATA AATAG GAG ATT TAATCA
TGC GAC TATC
GCC AAG CTT CTC TGC AGG AT CAT AAATGC
JH140 EcoRV FIgK1 C-term rev ACT ATC GCC AGG G
JH141 Check-FIgK1-FLAG-fwd GCA AAC TCA GTG AGC TCG ATC A Checkprimer fur flgk
JH142 Check-FIgK1-FLAG-rev GAT CTT TAT AAT CGC CAT CAT GAT C
GCG AAT TCG TGG ATC CAG AT GGG CCA CAA
JH127 EcoRV-motY KO-fwd TAA TAC AGC GAT G
AAT ATC ATGATC TTT ATAATC GCC ATC ATG
MS44  OL-motY FLAG-rev ATC TTT ATAATC CATTGG TTT ACT TAT CCT . .
Insertionsplasmid
GATCAC G PNPTS138-R6KT-motY-
ATT ATA AAG ATC ATG ATATTG ATT ATA AAG FLAG
MS45  OL-motY FLAG-fwd ATG ATG ATG ATA AAT AGT CAG CAA GAC ATT
TTG TAT GGG G
GCC AAG CTT CTC TGC AGG AT GCG ACT AGC
JH130 EcoRV-motY KO-rev AAA CCT TGC TTT G
JH131 Check-motY-KO-fwd GCG TGT TTG CTT CAA GAT GAC G

JH132

Check-motY-KO-rev

CGCTGAGTG GGC TTCTTTATT G

Checkprimer fiir motY
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GCC AAG CTT CTC TGC AGG ATT AGG CTC GTC
MS717 EcoRV-FIhAF rev ACA TAC AAC GAC
CAT CCG CAG CTA CCT GGT GCT CAG CGC CAC
MS724 OL PflnG-297 NBS fwd AGG ACA GCG CCG AGT GT
ACC AGG TAG CTG CGG ATG GGG ATC CGG
MS725 OL PflhG-297 NBS rev CTA TTT GCA GTT AAA TTA TCA AG
CGA GCA GCT GGC GAC CTA CGG CAA GAT CAT . .
MS707 OL PflnG-484 NBS rev GGG CTG TCC GGT TAA GCA AGC Lnsg;t_ggglfgg
CGT AGG TCG CCA GCT GCT CGT AGG CGC
MS708 OL PflnG-484 NBS fwd CAA TGC GAT AAT GAT C PflIhFG NPM
CAT CGT GCA GAC TTT GCT GGA GTA CGG CAC
MS709 OL PflhF-400 NBS_rev TAA GAG CAA TGA TAC
CCA GCA AAG TCT GCACGA TGG TAC GTAGGT
MS710 OL PflhF-400 NBS_fwd CTC TGA CAG AAA CGC CTT C
GCG AAT TCG TGG ATC CAG ATA AGC CTG AAG
MS597 EcoRV PflhA fwd TTA AAG GAC GCG
MS601 Check FIhA fwd GAC ACA GAA GGT AAG CCT GAA G Checkorimer fiir fInAF
JH153 Check-FIhF-FLAG-rev GCA CGG ATT AATCCAGCATGCT P
MS541 Sacl_Term_fwd AGG GCG AAT TGG AGC TC Reporterplasmid
MS542 Kpnl_Lux_rev AAC AAA AGC TGG GTA CC PBBR1-MCS2-TT-RBS-

Lux

CCT ATT CCG AAG TTC CTATTC TGT CTG AGC

MS480 Xbal-FIliE-fwd CAG AAG GGT TAG GT Rgggﬁ:ﬁlggr;i?ﬁ

MS481 BamHI-FIiE-rev ATC GAATTC CTG CAG CCC GGG GGC TGAGCT Biaon'red i
CCC AGT CGT CGA ATT

MS526 BamHI-EliF-fwd CCT ATT CCG AAGTTC CTATTC TCG TCTTTC Reporterplasmid
GGT ATC TCA CCG AA BBR1-MCS2-TT-

MS527 Xhol-FliF-rev ATC GAATTC CTG CAG CCC GGG GTT CTG TGC EfIiF400-RBS-qu
TCACGATTC GTACC

MS528 BamHI-EliG-fwd CCT ATT CCG AAG TTCCTATTC TCC TTT TAT Reporterplasmid
GGA TCA ACT GAT GGA AG BBR1-MCS2-TT-

MS529 Xhol-FliG-rev ATC GAATTC CTG CAG CCC GGG GTG TCT TGT gfIiG400-RBS-qu
AAC CAGTTT TTC ACG AC

MS589 BamHI-FliH 400-fwd CCTATT CCG AAG TTC CTA TTC TGC GAA AAT Reporterplasmid

MS590

Xhol-FliH 400-rev

GGG TGG CTT AAA AGC
ATC GAATTC CTG CAG CCC GGG GCG CCA
CCA CCG CCG CCT AACATA

pBBR1-MCS2-TT-
PfliH400-RBS-lux

CCTATT CCGAAG TTC CTATTC TCC CAT CCT

MS534 BamHI-Flil-fwd GAA CAA ATA CTT TC Rgg%rie_:':/ﬁ)(l?ggw_i_?_r_

MS535 Xhol-Flil-rev ATC GAATTC CTG CAG CCC GGG GCTTGATCT EfIiI400-RBS-qu
CCATTC GTT TGG AG

MS494 Xbal-FliK-fwd CCTATT CCG AAG TTC CTATTC TCA GCA AGG Reporterplasmid
TCA AGC GATTAG C PBBRI1-MCS2-TT-

MS495 BamHI-FliK-rev ATC GAATTC CTG CAG CCC GGG GAT CAG CTC PfliK400-RBS-lux

CCAAAC CACCCCAGTT

CCT ATT CCG AAG TTC CTATTC TAT TCG TCT

MS496 Xbal-FliL-fwd TGA TCC ACC TGA GC Rgg;rﬁ:ﬁ(lggw_l_?_r_

MS497 BamHI-FliL-rev ATC GAATTC CTG CAG CCC GGG GTC ACT GTG IgfIiL400-RBS-qu
CTC TTC AAT TTA GAC

MS492 Xbal-FIhA-fwd CCTATT CCGAAGTTC CTATTC TGT GAT TGT Reporterplasmid
CGT CAATCCTGAGC pBBR1-MCS2-TT-

MS493 BamHI-FIhA-rev ATC GAATTC CTG CAG CCC GGG GTC ACT ATT PflnA400-RBS-lux

ACC TAAACT TTG ACG TAT

CCT ATT CCG AAG TTC CTATTC TAG AGC AAT

MS520 BamHI-FIhF-fwd GAT ACA GAA GTG TTG ACC Rgggrﬁsl)lc?gggr_

MS521 Xhol-FIhF-rev ATC GAATTC CTG CAG CCC GGG GTT ATG CGT IgfIhF400-RBS-qu
CCT CTACTG GCC GA

MS522 BamHI-FIhG-fwd CCTATTCCGAAGTTCCTATTCTGC TGG TAT Reporterplasmid

GGG GCAACG AGATA

ATC GAATTC CTG CAG CCC GGG GAACTC TAC

pBBR1-MCS2-TT-

MS523 Xhol-FIhG-rev TCA AAT GCA CAG GC PflnG400-RBS-lux

MS524 BamHI-FliAfud CCT ATT CCG AAG TTC CTATTCTGT TGTATG oo
TGA CGA GCC TAC CT PBBR1MGS2.TT-

MS525 Xhol-FliA-rev ATC GAATTC CTG CAG CCC GGG GTC GTTTTT - pijing00-RBS-lux

TCC TCT TGAAAATCT G
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MS554 Xbal-FIiE 86-fwd CCTATTCCGAAG TTCCTATTC TGG CTG GTT Reporterplasmid
TTAAAC TTG GCC AT BBRLMCS2-TT-

MS481 BamHI-FliE-rev ATC GAATTC CTG CAG CCC GGG GGC TGA GCT EfIiESG-RBS-qu
CCC AGT CGT CGAATT

MS582 Xbal-FliF 100-fwd CCTATT CCG AAG TTC CTA TTC TGT GCG TAA Reporterplasmid
TAA ACT TGT CGA AGC BBR1MGS2-TT-

MS527 Xhol-FliF-rev ATC GAATTC CTG CAG CCC GGG GTT CTG TGC EfliFlOO-RBS-qu
TCACGATTC GTACC

MS588 Xbal-FliF 200-fwd CCTATT CCG AAG TTC CTA TTC TCT TGG CAA Reporterplasmid
CGC GAT TAG AGA TG BBR1-MCS2-TT-

MS527 Xhol-FliF-rev ATC GAATTC CTG CAG CCC GGG GTT CTG TGC EfIiFZOO-RBS-qu
TCACGATTC GTACC

MS583 Xbal-FIiG 100-fwd CCTATT CCG AAG TTC CTATTC TCA GTT ATG Reporterplasmid
CCG ATG ATG GCT CA BBR1MGS2-TT-

MS529 Xhol-FliG-rev ATC GAA TTC CTG CAG CCC GGG GTG TCTTGT - By i oy
AAC CAGTTT TTC ACG AC

MS726 BamHI-Flil600-fwd CCTATT CCG AAG TTC CTATTC TGA ACA AGG Reporterplasmid
CTT AGA AAC GGG TC BBR1-MCS2-TT-

MS535 Xhol-Flil-rev ATC GAATTC CTG CAG CCC GGG GCT TGATCT EfIiIGOO-RBS-qu
CCATTC GTT TGG AG

MS555 Xbal-FliK 116-fwd CCTATT CCG AAG TTC CTATTC TAA CTT TCA Reporterplasmid
TGT TGG CAT TTT ATT TGC BBR1MCS2-TT

MS495 BamHI-FliK-rev ATC GAA TTC CTG CAG CCC GGG GAT CAG CTC B 1o pod
CCAAACCACCCCAGTT

MS584 Xbal-FliL 100-fwd CCTATT CCG AAG TTC CTATTC TCG CTT AAG Reporterplasmid
CAG GTA ACC TAT AGG DBBRI1-MCS2-TT-

. ATC GAATTC CTG CAG CCC GGG GTC ACT GTG .

MS497 BamHI-FliL-rev CTC TTC AAT TTA GAC PfliL100-RBS-lux

MS705 Xbal-FliL200-fwd CCT ATT CCG AAG TTC CTA TTC TGA AAG TAA Reporterplasmid
CGG TTC TGG AAG CAC BBR1MGS2-TT-

MS497 BamHI-FliL-rev ATC GAATTC CTG CAG CCC GGG GTC ACT GTG b 00'res ux
CTCTTC AAT TTA GAC

MS550 Xbal-FIhA 80-fwd CCTATT CCGAAGTTCCTATTCTCACTCTTC Reporterplasmid
AAATTT TAA GTG TCC TC BBRLMCS2-TT-

MS493 BamHI-ElhA-rev ATC GAATTC CTG CAG CCC GGG GTC ACT ATT EfIhABO-RBS-qu
ACC TAAACT TTG ACG TAT

MS551  Xbal-FIhF 100-fwd CCTATT CCG AAG TTC CTATTC TCA TAC TAT Reporterplasmid
TCC TAATCT CAG AGT G OBBR1-MCS2-TT-
ATC GAATTC CTG CAG CCC GGG GTT ATG CGT

MS521 Xhol-FIhF-rev CCT CTA CTG GCC GA PflhnF100-RBS-lux

MS585 Xbal-FIhF 200-fwd CCTATT CCG AAG TTC CTATTC TAT TGG CTG Reporterplasmid
ATG CGG CTC AAA AG BBRLMGCS2-TT-

MS521 Xhol-FIhE-rev ATC GAATTC CTG CAG CCC GGG GTT ATG CGT gfIhFZOO-RBS-qu
CCT CTACTG GCC GA

MS642 Xbal-FIhF 300-fwd CCTATT CCG AAG TTC CTATTC TCT TTG GCG Reporterplasmid
CCA GAG TTG GAA CA PBBR1-MCS2-TT-
ATC GAATTC CTG CAG CCC GGG GTT ATG CGT

MS521 Xhol-FIhF-rev CCT CTA CTG GCC GA PflhnF300-RBS-lux

MS698 BamHI-FIhF550-fwd CCTATT CCGAAG TTC CTA TTC TGC TTG CTA Reporterplasmid
AGC ATT CTC CTA AGC BBRLMCS2-TT-

MS521 Xhol-FIhF-rev ATC GAATTC CTG CAG CCC GGG GTT ATG CGT IgfIhFSSO-RBS-qu
CCT CTA CTG GCC GA

MS698 BamHI-FIhF550-fwd CCT ATT CCG AAG TTC CTATTC TGC TTG CTA Reporterplasmid
AGC ATT CTC CTA AGC DBBR1-MCS2-TT-
ATC GAATTC CTG CAG CCC GGG GAC TCT GGC

MS696 Xhol-FIhF-284-rev GCC AAA GTA ATG AC PflhF284-550-RBS-lux

MS552 Xbal-FIhG 100-fwd CCTATT CCG AAG TTC CTA TTC TAT GTT AGC Reporterplasmid
GCA GCA GGC GCT TG BBRLMCS2-TT-

MS523 Xhol-FIhG-rev ATC GAA TTC CTG CAG CCC GGG GAACTCTAC e o0 peic 1o
TCA AAT GCA CAG GC

MS586 Xbal-FIhG 200-fwd CCTATT CCG AAG TTC CTATTC TCG CTG AGT Reporterplasmid
GTG TTG ATC CAA AG OBBR1MCS2-TT-

MS523 Xhol-FIhG-rev ATC GAA TTC CTG CAG CCC GGG GAACTC TAC b Go00-RBS-lux

TCA AAT GCA CAG GC
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MS662

MS523

Xbal-FIhG 300-fwd

Xhol-FIhG-rev

CCT ATT CCG AAG TTC CTATTC TAC AGG ACA
GCG CCGAGTGTTG

ATC GAATTC CTG CAG CCC GGG GAA CTC TAC
TCA AAT GCA CAG GC

Reporterplasmid
pBBR1-MCS2-TT-
PflnG300-RBS-lux

MS687

MS523

BamHI-FIhG550-fwd

Xhol-FIhG-rev

CCT ATT CCG AAG TTC CTATTC TCC ACA GAT
CAT TAT CGC ATT GGC

ATC GAATTC CTG CAG CCC GGG GAACTC TAC
TCA AAT GCA CAG GC

Reporterplasmid
pBBR1-MCS2-TT-
PflhG550-RBS-lux

MS522

MS706

BamHI-FIhG-fwd

Xhol-FIhG-100-rev

CCTATT CCG AAG TTC CTATTC TGC TGG TAT
GGG GCAACG AGATA

ATC GAATTC CTG CAG CCC GGG GCA AGC
GCC TGC TGC GCT AAC AT

Reporterplasmid
pBBR1-MCS2-TT-
PflnG100-400-RBS-lux

MS687

MS697

BamHI-FIhG550-fwd

Xhol-FIhG-400-rev

CCT ATT CCG AAG TTC CTATTC TCC ACA GAT
CAT TAT CGC ATT GGC

ATC GAATTC CTG CAG CCC GGG GTATCT CGT
TGC CCC ATACCAGC

Reporterplasmid
pBBR1-MCS2-TT-
PflnG400-550-RBS-lux

MS553

MS525

Xbal-FIliA 100-fwd

Xhol-FliA-rev

CCTATT CCGAAGTTC CTATTC TAATCATGA
GTT GGC CTG TAC CG

ATC GAATTC CTG CAG CCC GGG GTC GTT TTT
TCCTCTTGAAAATCT G

Reporterplasmid
pBBR1-MCS2-TT-
PfliA100-RBS-lux

MS587

MS525

Xbal-FliA 200-fwd

Xhol-FliA-rev

CCT ATT CCG AAG TTC CTATTC TGC ACT TGA
GCT CGT TGC AAC

ATC GAATTC CTG CAG CCC GGG GTC GTT TTT
TCCTCTTGAAAATCT G

Reporterplasmid
pBBR1-MCS2-TT-
PfliA200-RBS-lux

MS643

MS525

Xbal-FliA 300-fwd

Xhol-FliA-rev

CCT ATTCCGAAG TTC CTATTC TGT AGT TTA
CGC GAA GGG ATG GA

ATC GAATTC CTG CAG CCC GGG GTC GTT TTT
TCCTCTTGAAAATCT G

Reporterplasmid
pBBR1-MCS2-TT-
PfliA300-RBS-lux

MS269

MS270

MS271

MS272

EcoRV-flrA-fwd

OL FIrA 389-409KO rev

OL FIrA 389-409KO fwd

EcoRV-flrA-rev

GCG AAT TCG TGG ATC CAG AT GTT TGA ACA
TGG ATG AAG GCG G

AAT TTC AAC TAC GCAGTATTC GGG CAC ATC
A

TAC TGC GTA GTT GAA ATT CCT GAA ACA CGT
TTT CC

GCC AAG CTT CTC TGC AGG ATG GGC TTG CTA
AGT TAG AGG CAT

Insertionsplasmid
pNPTS138-R6KT-flrA1-
p3 849

MS273

MS274

Check FIrA 389-409KO
fwd
Check FIrA 389-409KO
rev

ATCTTGACGGCCTTTTGC CATC

ATATCG CCATAT TGATGT GCC CG

Checkprimer fur flrA

MS269

MS396
MS397

MS272

EcoRV-flrA-fwd

OL FIrA L400E-rev
OL FIrA L400E-fwd

EcoRV-flrA-rev

GCG AAT TCG TGG ATC CAG ATG TTT GAA CAT

GGA TGA AGG CGG

CGA AAA AAT GGA CGC CTC GGC ATC ACG CTC
GAG CGT GAT GCC GAG GCG TCCATT TTT TCG
GCC AAG CTT CTC TGC AGG ATG GGC TTG CTA
AGT TAG AGG CAT

Insertionsplasmid
pNPTS138-R6KT-fIrA:-
p3 84D9

MS269

FRA458

FR459

MS272

EcoRV-flrA-fwd

OL FIrA1 FLAG C rv

OL FIrAl1 FLAG C fw

EcoRV-flrA-rev

GCG AAT TCG TGG ATC CAG ATG TTT GAA CAT
GGA TGA AGG CGG

AAT ATC ATG ATC TTT ATAATC GCC ATC ATG
ATC TTT ATAATCGCT GCCTTC TTT TGT CAT
TCCGTATTTCCGC

ATT ATA AAG ATC ATG ATATTG ATT ATA AAG
ATG ATG ATG ATAAAT AGT CTTTTG CAT TTT
TAG TTATAT TATTGATTT TA

GCC AAG CTT CTC TGC AGG ATG GGC TTG CTA
AGT TAG AGG CAT

Insertionsplasmid
pNPTS138-R6KT-flrA1-
P 3 84MI-FLAG

AAT GAA TAG TTC GAC AAA AAT AGG AGG GCA

MS229  Xbal-FInG_fwd AAT ATG ACC CTG GAT CAA GCA AGT G Uberproduktionsplasmid
GGA GTC CAA GCT CAG CTAATG TTATTC ACT  pBTOK-fIhG
MS230 Xbal-FIhG_rev CGT TTT TTC CTC TTG
AAT GAA TAG TTC GAC AAA AAT AGG AGG GCA
MS467 Xbal-FIhFG fwd AAT GTG AAG ATT AAACGATTT TTT GCC Uberproduktionsplasmid
MS468 PSPOMI-EIhEG-rev GGA GTC CAA GCT CAG CTAATG TTAGGC TTT  pBTOK-fIhFG

ATTCACTCGTTTTTTCCTC
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Nr.

Name

Sequenz 5'-3'

Beschreibung

MS328

MS329

Xbal-FIrA-Flag fwd

PSPOmi-FIrA-Flag-rev

AAT GAA TAG TTC GAC AAA AAT AGG AGG GCA
AAT ATG ATG CAA ACA GAT CAACGAATTTTAC
GGA GTC CAAGCT CAG CTAATG CTATTT ATC
ATC ATC ATC TTT ATAATC

Uberproduktionsplasmid
pBTOK-flrA1-FLAG

GCG AAT TCG TGG ATC CAG ATG CCT ATG AGC

MS29 EcoRV FIhG C-term fwd AAT TAG CGA CCT | . | y
MS254 OL-flhG K175E rev CAC GGC TGA GAA TTT CAA TTA ACG C ”ﬁgg‘g?ggfg&_ﬂh ..
MS255 OL-flhG K175E fwd GCG TTA ATT GAA ATT CTC AGC CGT G ﬁﬂSE
MS32  EcoRV FIhG Cterm rey  GCC AAG CTT CTC TGC AGG ATG GAA TGA AAC
TGA GTC TCA GCG
MS33 Check-FIhG-FLAG-fwd GCA GTC TGG CGA GTA AAT GAT G Checkorimer fir fIhG
MS256 Check-FIhG K175E-rev  GGT CAG ATA ATA TGG CCT GTG C P
. GCG AAT TCG TGG ATC CAG ATT TCT GGA CAA
MS303 EcoRV-FIRL FLAG-wd  2C Ao oot 616
AAT ATC ATG ATC TTT ATA ATC GCC ATC ATG
MS304 OL-FliR1 FLAG-rev ATC TTT ATA ATC TAT CAA GCC ATC GGC TTG . .
ACA TTG Insertionsplasmid .
ATT ATA AAG ATC ATG ATATTG ATT ATA AAG E'C‘AP?BS'RGKT"(“R'
MS305 OL-FliR1 FLAG-fwd ATG ATG ATG ATA AAT AAG GTT ATA GGA ACT
CAG TAT GGC
. GCC AAG CTT CTC TGC AGG ATA GCC GAA AAA
MS306 EcoRV-FliR1 FLAG-rev GCA ACT ACG GAG
MS307 Check-FIiR1 FLAG-fwd AAC GCG TCC TTT AAC TTC AGG C Checkorimer fiir iR
MS253 Check-gyrA FLAG-rev  ATT ATA AAG ATC ATG ATATTG P
. GCG AAT TCG TGG ATC CAG ATT TAATTC GCC
MS308 EcoRV-FliQ1l FLAG-fwd AGA AGA GGC ACC
AAT ATC ATG ATC TTT ATA ATC GCC ATC ATG
MS309 OL-FliQ1l FLAG-rev ATC TTT ATA ATC ACC TAT CAC TTG GGG AAT . .
ACG G Insertionsplasmid i
ATT ATA AAG ATC ATG ATA TTG ATT ATA AAG g'EAP(T;SBS'RGKT' Q-
MS310 OL-FliQ1 FLAG-fwd ATG ATG ATG ATA AAT AAG GCT ATG GAG CTG
TTG CTC
. GCC AAG CTT CTC TGC AGG ATG ATC GCC GAA
MS311 EcoRV-FliQl FLAG-rev ATT GAC ATG GTC
MS312 Check-FliQ1 FLAG-fwd ATA TTC AAC TGT GGT GCG GCAC Checkprimer fir iQ
MS253 Check-gyrA FLAG-rev  ATT ATA AAG ATC ATG ATATTG P
. GCG AAT TCG TGG ATC CAG ATC CTT CTT AAG
MS313 ECcoRV-FIJ1FLAG-fwd S 0 1\~ ~aT Gog
AAT ATC ATG ATC TTT ATA ATC GCC ATC ATG
MS314 OL-FliJ1 FLAG-rev ATC TTT ATA ATC TTT ATG TCG GCG GTA AAA . .
CTG TTG Insertionsplasmid _
ATT ATA AAG ATC ATG ATA TTG ATT ATA AAG E'C‘:(ESBS'RGKT"("J'
MS315 OL-FliJ1 FLAG-fwd ATG ATG ATG ATA AAT AGC CTG TAT TTG CGC
CGA TAC
. GCC AAG CTT CTC TGC AGG ATC GCA GGT GAC
MS316 EcoRV-FliJ1 FLAG-rev GGA TCA ACT AAT
MS317 Check-FliJ1 FLAG-fwd GTC GGG TAA GTT AGT GGC ATC A Checkorimer fiir fii]
MS253 Check-gyrA FLAG-rev  ATT ATA AAG ATC ATG ATATTG P
. GCG AAT TCG TGG ATC CAG ATC CTG TGA AAC
MS318 ECORV-FHIL FLAG-fwd S\~ 526 TAT
AAT ATC ATG ATC TTT ATA ATC GCC ATC ATG
MS319 OL-Flil1 FLAG-rev ATC TTT ATA ATC TTT ACA CTG TGC AGC GAG . .
TTG AGC Insertionsplasmid _
ATT ATA AAG ATC ATG ATATTG ATT ATA AAG E’EAPESBS'RGKT"(“"
MS320 OL-Flil1 FLAG-fwd ATG ATG ATG ATA AAT AAT CGA GGC CAT GAT
GGC GAA TG
. GCC AAG CTT CTC TGC AGG ATG ATT TAC GAA
MS321 EcoRV-Flil1l FLAG-rev AGC GCG TAT CGG
MS322 Check-Flill FLAG-fwd  ACA GGC TAT TTATGTCGG CGG T . .
Checkprimer fur flil
MS253 Check-gyrA FLAG-rev  ATT ATA AAG ATC ATG ATATTG







































































































































































































