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Zusammenfassung

Der Modellorganismus Shewanella putrefaciens CN-32 besitzt zwei distinkte Flagellencluster, die ein
polares Flagellum und bis zu funf zusitzliche laterale Flagellen ausbilden kénnen. Beide
Flagellensysteme sind dabei voll funktional und voneinander unabhingig. Es ist eine Vielzahl an
posttranslationalen Regulationsmechanismen bekannt, die den Flagellenmotor beeinflussen, um
die Flagellenleistung zu steigern oder herabzusetzen. Hiufig handelt es sich dabei um
Motorbremsen oder molekulare Kupplungen, die in Abhingigkeit der intrazelluliren c-di-GMP-
Konzentration in ihrer aktiven oder inaktiven Form vorliegen und ihre regulatorische Funktion
tbernehmen. Der Botenstoff c-di-GMP spielt also eine wichtige Rolle bei der Regulation der
Motilitat und reguliert unter anderem die Transition von motil zu sessil.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass das PilZ-Dominenprotein Motl. (SputCN32_34406) in
S. putrefaciens CN-32 als negativer Regulator des lateralen Flagellensystems agiert und die Funktion
des polaren Flagellensystems nicht beeinflusst. Dies wird deutlich, da eine Deletion von mozl.
lediglich in dem Stamm AflagP, der nur noch laterale Flagellen ausbildet, zu einer Steigerung der
Ausbreitungseffizienz auf Weichagarplatten fihrte, wihrend die Deletion von mofl. die
Ausbreitungseffizienz im Wildtyp und dem Stamm Aflagl ., der nur noch polare Flagellen ausbildet,
nicht beeinflusste.

Desweiteren konnte gezeigt werden, dass MotL mittels des konservierten Aminosiduremotivs
RxxR_DxSxxG c-di-GMP bindet und dadurch von einer inaktiven Form in eine aktive Form
tbergeht. MotLLAAx, eine c-di-GMP-insensitive Variante von MotL, zeigte auch nach einer
Uberproduktion keinen negativen Effekt auf die Ausbreitungseffizienz auf Weichagarplatten. Die
Uberproduktion von MotL in seiner nativen Form hingegen fithrte zu einer stark verringerten
Ausbreitungseffizienz auf Weichagarplatten und auch zu einer deutlich herabgesetzen
Schwimmgeschwindigkeit in Flissigmedium.

Dieser Effekt wurde durch die gleichzeitige Uberproduktion von Motl. und einer
Diguanylatzyklase (DgcA) beziehungsweise einer Phosphodiesterase (PdeH) noch deutlicher. Bei
einem artifiziell erhohten intrazelluliren c-di-GMP-Spiegel, also bei einer Uberproduktion von
DgcA, resultierte die Uberproduktion von Motl in einer noch stirkeren Reduktion der
Ausbreitungseffizienz und der Schwimmgeschwindigkeit im Vergleich zur alleinigen
Uberproduktion von MotL.. Umgekeht fiihrte die Uberproduktion von MotL bei einem artifiziell
erniedrigten c-di-GMP-Spiegel, durch gleichzeitige Uberproduktion von PdeH, zum Verlust des
negativen Effekts, da es hier zu einer Erhohung des Ausbreitungsradius und der
Schwimmgeschwindigkeit im Vergleich zur Uberproduktion von MotL alleine kam.

In dieser Arbeit konnte ebenfalls gezeigt werden, dass sowohl MotL als auch MotLAAx in der
Zelle an einer lateralen oder subpolaren Position lokalisieren und mit dem lateralen Rotorprotein
FliM; und dem Statorprotein MotB kolokalisieren. Weitere Interaktionsstudien zeigten fir MotL
und MotlLAAx auch eine Interaktion mit diesen und weiteren Proteinen des lateralen
Flagellenmotors.

Somit stellt MotL in S. putrefaciens CN-32 eine c-di-GMP-abhingige sterische Bremse mit einer
Spezifitat fiir das laterale Flagellensystem dar.
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ABKURZUNGSVERZEICHNIS

aa = amino acids = Aminosiuren

bp = Basenpaare

CCW = counter clockwise = im Gegenuhrzeigersinn

cdg = ¢-di-GMP = cyclisches Diguanosinmonophosphat
CM= gytoplasmic membrane = Zytoplasmamembran

CW = dlockwise = im Uhrzeigersinn

eve = empty vector control = Leervektorkontrolle

GDP = Guanosindiphosphat

GTP = Guanosintriphosphat

IM = inner membrane = innere Zellmembran

imf = don motive force = lonengradient

mCherry = monomeric Cherry = monomeres rot fluoreszierendes Protein
MCP = Methyl-akzeptierende Chemotaxisproteine

n = Anzahl der Einheiten

ODgo = Optische Dichte bei der Wellenlinge 600 nm
OM = outer membrane = duliere Zellmembran

PG = Peptidoglykan

pmf = proton motive force = Protonengradient

tpm = revolutions per minute = Umdrehungen pro Minute
RT = Raumtemperatur

stGEP = superfolder green fluorescent protein = grun fluoreszierendes Protein
uN = tber Nacht

UT = dber Tag

v/v = volume per volume = Volumen pro Volumen

w/v = weight per volume = Gewicht pro Volumen

wt = Wildtyp

A = Deletion



1 EINLEITUNG

1.1 Motilitat von Bakterien

Prokaryotische Zellen haben im Laufe der Evolution verschiedene Mechanismen zur Fortbewegung
in Flissigkeiten oder auf Oberflichen entwickelt. Diese erlauben es ihnen, sich aktiv aus einer
Umgebung mit ungeeigneteren Voraussetzungen, wie zum Beispiel Nihrstoffmangel oder zu hohem
Salzgehalt, fortzubewegen und sich aktiv in eine optimalere Umgebung zu begeben [198]. Zur
Bewegung entlang fester Oberflichen kénnen Bakterien verschiedene Formen des Schwirmens,
Gleitens oder mitching nutzen. Hierzu dienen den Bakterien spezielle Zellfortsitze wie Flagellen [17],
Typ-4-Pili (T4P) [85] oder weniger gut charakterisierte Nanomotoren. Unter Schwirmen versteht
man weitldufig das schnelle Fortbewegen in Gruppen tber Oberflichen das durch zahlreiche
Flagellen angetrieben wird [92,120]. Dabeti fihrt der Kontakt der Zellen mit einer festen Oberfliche
zu einem Wechsel von schwimmenden zu schwirmenden Zellen. Dieser Wechsel 16st ebenfalls eine
Verinderung in der Zellmorphologie aus, welcher zu einer Elongation der Zellen fihrt [191]. Auch
kann es zu einer vermehrten Produktion von Biotensiden kommen, wie es zum Beispiel von
Psendomonas aeruginosa bekannt ist [52,71,71,99,220]. Proteus mirablis ist ein Beispiel fir ein peritrich
flagelliertes Bakterium, das seine Flagellen unverindert sowohl zum Schwimmen als auch zum
Schwirmen benutzt [165]. Vibrio parahaemolyticus hingegen besitzt zwet distinkte Flagellensysteme fiir
die jeweilige Art der Fortbewegung, wobei das polare Flagellum zum Schwimmen und das
induzierbare laterale Flagellensystem zum Schwirmen genutzt wird [122]. Gleiten bendtigt im
Gegensatz zum Schwimmen oder Schwirmen keine antreibenden Strukturen wie Flagellen oder Pili
und beschreibt eine Art der Fortbewegung tiber Oberflichen in diitnnen wissrigen Filmen [137]. Die
genauen Mechanismen auf denen das Gleiten beruht, sind nicht vollstindig aufgeklart. Fur
Myxococcns  xanthus  zum  Beispiel konnte eine Beteiligung von  vorriibergehenden
Zelladhisionskomplexen, sogenannten focal adbesion points, nachgewiesen werden [124|. Twitching ist
eine Art der Fortbewegung tGber feuchte Oberflichen bei der nicht die Flagelle, sondern spezielle
Strukturen, sogenannte Typ-4-Pili (T4P), genutzt werden. Dabei werden zunichst polare T4P
verlingert und an die Oberfliche angebunden. Durch das Zurtickziehen der T4P wird dann die Zelle
dhnlich wie mit einer Seilwinde oder einem Greifhaken in ruckenden Bewegungen vorwirts gezogen
[85,118,123,194]. Die flagellenvermittelte Fortbewegung in Form des Schwimmens ist die wohl am
weitesten verbreitete und schnellste Art der bakteriellen Fortbewegung. Das Schwimmverhalten und

die Funktion der Flagelle werden in den folgenden Kapiteln expliziter behandelt.

1.1.1 Flagellierungsmuster

Bereits frith in der mikrobiellen Forschung wurde festgestellt, dass Bakterienspezies sich in der
Anzahl und Position ihrer Flagellen unterscheiden [109]. Generell kann man zwischen polaren und
lateralen Flagellen unterscheiden. Trotz der Vielzahl an verschiedenen Bakterienarten ist die Anzahl
an Flagellierungsmustern begrenzt. Abbildung 1 zeigt die am hiufigsten vorkommenden bakteriellen
Flagellierungsmuster und die bekanntesten Vertreter, die diese aufweisen. Obwohl die Anordnung
der Flagellen sich auf die Zellpole (polare Flagellen) oder die gesamte Oberfliche (laterale Flagellen)
beschrinkt, unterscheidet sich ihre Anzahl stark und variiert von einer einzigen Flagelle iber



maximal 25 Flagellen bei Bacillus subtilis bis hin zu tber hundert Flagellen bei schwirmenden Zellen
von VVibrio parabaemolyticus [191].
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Abbildung 1: Hiufig vorkommende Flagellierungsmuster und bekannte Vertreter. Bakterien unterscheiden sich
in der Anzahl und Anordnung ihrer Flagellen [109]. Abgebildet sind elektronenmikroskopische Aufnahmen von
verschiedenen Bakterien. Zu den Vertretern der polar flagellierten Bakterien geh6ren die monotrich flagellierten Spezies
Psendomonas aernginosa und Caunlobacter crescentus, das lophotrich flagellierte Bakterium Helicobacter pylori und das amphitrich
flagellierte Bakterium Campylobacter jejuni. Zu den Vertretern der lateral flagellierten Spezies zdhlen unter anderem die
peritrich flagellierten Bakterien Bacillus subtilis und Escherichia coli. Die schematischen Abbildungen in den eingefiigten
Kistchen sollen die jeweiligen Anordnungen der Flagellen veranschaulichen. Aus Schuhmacher e a/. (2015) in FEMS
Microbiology Reviews [187].

Zu den hiufig vorkommenden polaren Flagellierungsmustern zihlen monotrich flagellierte
Bakterien wie manche Arten von Pseudomonas, Shewanella, 1'ibrio und Canlobacter, die an einem Zellpol
eine einzelne Flagelle aufweisen, sowie die amphitrich flagellierten Bakterien wie Campylobacter, die
an beiden Polen je eine Flagelle aufweisen. Andere Bakterienspezies, wie zum Beispiel Helicobacter,
sind lophotrich flagelliert und besitzen mehrere Flagellen an einem Pol. Laterale
Flagellierungsmuster zeigen zum Beispiel Bacillus und Escherichia, die peritrich flagelliert sind und
mehrere einzelne Flagellen auf der gesamten Zelloberfliche zeigen [187]. Ebenfalls zu den lateral
flagellierten Bakterien zdhlt Rhodobacter, der eine einzelne medial angeordnete Flagelle besitzt [6]. Das
jeweilige Flagellierungsmuster dient dazu, die Bewegung der Zelle innerhalb ihrer speziestypischen
Umgebung optimal zu unterstitzen. So eignen sich zum Beispiel polare Flagellen besonders zum
schnellen Schwimmen in flissigen Medien und ein peritriches Flagellierungsmuster bietet Vorteile
bei der Bewegung in viskosen Medien oder tiber Oberflichen [3,92]. Einige Bakterienspezies wie
Agzospirillum oder 17ibrio besitzen duale Flagellensysteme und sind dazu in der Lage, ihr
Flagellierungsmuster an die jeweils vorherrschenden Umweltbedingungen anzupassen [120]. So
produziert . parahaemolyticus stindig ein polares Flagellum, welches ausreichend fir das Schwimmen
in Flissigmedium ist. Fir das Schwimmen in stark viskosem Medium oder das Schwirmen tber
Oberflichen wird ein zusitzliches laterales Flagellensystem induziert, wodurch eine Vielzahl an
lateralen Flagellen auf der gesamten Zelloberfliche gebildet werden [3,191].
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1.1.2 Schwimmverhalten und Chemotaxis

Flagellen sind lange diinne helikale Filamente, die sich in drei strukturelle Einheiten unterteilen
lassen: den Basalkorper als Drehmotor, den Haken als universelle Verbindung und das Filament als
molekulare Schraube [17]. An dem Aufbau und der Funktion einer Flagelle sind mehr als 60 Gene
beteiligt [129,127,212]. Der bakterielle Flagellenmotor wird durch einen transmembranen
elektrochemischen Ionengradienten, die sogenannte zon motive force (IMF), angetrieben und rotiert das
Flagellenfilament, wodurch Schub generiert und der Zellkérper vorwirts getriecben wird. Die
Motorleistung eines Flagellums variiert stark innerhalb der verschiedenen Spezies. In E. co/i erreicht
der Motor seine Hochstgeschwindigkeit mit 300 Umdrehungen pro Sekunde, wohingegen der Motor
des marinen Bakteriums 1. alginolyticus bis zu 1700 Umdrehungen pro Sekunde schafft [38,113]. Der
Flagellenmotor besteht aus mehreren ringférmig angeordneten Rotor- und Stator-Einheiten. Dabei
fungiert jede Statoreinheit als Ionenkanal, der Kationen wie Protonen (H") oder Natriumionen (Na")
leitet und dadurch Kraft auf den Rotor ausiibt [130,135]. Die Flagellenmotoren von E. ¢/i drehen,
wie die Mehrheit der Flagellenmotoren, bidirektional also sowohl im Uhrzeigersinn (CW, clockwise)
als auch gegen den Uhrzeigersinn (CCW, counterclockwise) [198,199]. E. coli als peritrich flagelliertes
Bakterium kann seine linkshandigen helikalen Flagellenfilamente, wenn alle CCW drehen, hinter dem
Zellkorper bundeln um gerade nach vorne zu schwimmen (r#7). Wenn ein oder mehrere Motoren
die Richtung der Rotation nach CW dndern, wird das Bundel aufgelost, was die Zelle zum Taumeln
(tumbling) bringt und den Wechsel der Schwimmrichtung ermdglicht. Die Frequenz, mit der die
Rotationsrichtung der Flagelle dabei gedndert wird, wird durch Stimuli von au3en wie Nihrstoffe
oder  Signalmolekiile bestimmt. Transmembrane Chemorezeptoren und intrazellulire
Phosphotransferasesysteme nehmen Umweltsignale auf und wandeln sie in intrazelluldre Signale um.
Diese werden dann entlang einer intrazelluliren Signaltransduktionskette zum Flagellenmotor
geleitet, um dort die Rotationsrichtung von CCW zu CW zu wechseln. Die Zellen wiederholen dieses
run-tumble Muster, welches auch als random walk bezeichnet wird, um besser geeignete
Umweltbedingungen fiir ihr Uberleben zu entdecken [16,18,19]. In Abwesenheit von Gradienten
tuhrt der random walk zu einer uniformen Ausbreitung in der Umgebung. In Gradienten aus
Umwelteinflissen wird der random walk einheitlich, wobei die Zellen die Stimulusstirke stindig
Uberprifen und die Reorientierung, also das #umbling, unterdriicken, solange sie in eine bevorzugte
Richtung schwimmen. Dieses Verhalten wird durch ein oder mehrere Chemotaxissysteme
kontrolliert, die die Umwelteinfliisse wahrnehmen und dementsprechend die Motorfunktion der
Flagelle regulieren [198].

Viele Bakterienspezies sind anders als E. co/i polar flagelliert, weshalb sie wihrend des Schwimmens
andere Fortbewegungsmuster aufweisen. Fur . alginohyticus zam Beispiel wurde gezeigt, dass die
Rotation der polaren Flagelle im Gegenuhrzeigersinn zum Vorwirtsschwimmen fihrt und der
Wechsel der Rotationsrichtung in den Uhrzeigersinn zu einem Zuriickziehen des Zellkérpers fithrt.
Die Reorientierung der Zelle findet hierbei durch eine schnelle Neuausrichtung des Zellkorpers
(flick) statt, welche durch eine Knickinstabilitit des Hakens wihrend der Reorientierung zurtick nach
CCW autftritt. Diese run-reverse-flick-Neuausrichtung findet dabei in einem Winkel von etwa 90° statt
und ermoglicht so ein effizientes Ausbreiten und die Chemotaxis [161,197,230]. Einige
Bakterienspezies wie Aeromonas, Vibrio spp. und  Shewanella besitzen zusitzlich zu einem primiren
polaren Flagellensystem auch ein distinktes sekundires Flagellensystem [120,122]. Bei I7brio wird
die polare Flagelle fir schnelles Schwimmen unter planktonischen Bedingungen genutzt, wihrend
das Set an lateralen Flagellen zum Schwirmen tber Oberflichen oder dem Schwimmen in viskosen

Medien induziert wird um bessere Leistungen zu erméglichen [8,181]. Auch kann ein zusitzliches
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laterales Flagellensystem, wie zum Beispiel bei Shewanella putrefaciens CN-32, wihrend der
Richtungsneuorientierung beim Schwimmen in planktonischen Medien die Ausbreitungseffizienz
erhohen, indem es den Winkel in dem sich der Zellkorper reorientiert verringert und so zu einer
hoheren Richtungsbeibehaltung (directional persistance) beitrigt [32].

Zusitzlich besitzen Flagellen eine Vielzahl an weiteren Funktionen, die dber ihre Rolle als
Motilitatsstrukturen hinausgehen. Sie scheinen zur Biofilmbildung beizutragen [158], welche zum
Beispiel fir B. subtilis, die ibliche Art des Wachstums in der Umwelt zu sein scheint [1]. In E. co/-
Makrokolonien scheinen Flagellen eine architektonische Rolle zu tibernehmen, die nicht mit der
Motilitit in Verbindung zu stehen scheint [189]. Des weiteren stellen Flagellen wichtige
Virulenzfaktoren dar und ermoglichen es Pathogenen, ihre primire Infektionsstelle zu finden und
so einen ersten Schritt in Richtung einer Infektion zu machen [133,145].

1.1.3 Struktur der bakteriellen Flagelle

Flagellen messen durchschnittlich 20 nm im Durchmesser und etwa 5 bis 20 um in der Linge und
konnen somit das mehrfache einer Zelllinge erreichen [53]. Die Flagelle besteht aus annahernd 30
Proteinen und ihr Aufbau ldsst sich in den Basalkorper, den flexiblen Haken und das Filament
unterteilen [40,112]. Der Basalkorper verankert das Flagellenfilament in der Zellmembran, bildet den
Exportapparat fur die auB3en liegenden Flagellenstrukturen und sorgt fir die Flagellenrotation. Er
spannt sich bei gramnegativen Bakterien von der inneren zur dulleren Membran [18]. Der
konservierte MS-Ring besteht aus etwa 26 Kopien von FliF [207] und steht tber den C-Ring durch
cine funktionelle Interaktion mit den Statorproteinen MotA und MotB in Verbindung [215].
Abbildung 2 zeigt den schematischen Aufbau eines flagellaren Basalkorpers. Der in die Zellmembran
eingebettete Motorkomplex nutzt transmembrane Ionenegradienten, um die Rotation der Flagelle
zu betreiben. Wihrend Details der Architektur des Flagellenmotors zwischen den Spezies variieren
[37], bleibt der Kernaufbau gleich. Der Motor ist aus mindestens 13 verschiedenen Proteinen
zusammengesetzt, die jeweils in mehrfachen Kopien vorliegen. Der flagellare Motor ist eine
molekulare Nanomaschine, die um die 38 Proteine fir Expression, Struktur und Assemblierung
benotigt [128,199]. Wie bei allen rotierenden Motoren bedarf es eines Stators und eines Rotors.
Grundsitzlich besteht der Flagellenmotor aus mehreren Ringkomplexen, die in die Zellmembranen
und die Zellwand eingebettet sind. Das Drehmoment wird zwischen den beiden Hauptbestandteilen
des Motors, dem Rotor und dem Stator, erzeugt. Der Rotor besteht aus zwei Ringsystemen, dem
MS-Ring in der zytoplasmatischen Membran und dem C-Ring oder Switchkomplex im Zytoplasma
[18]. Letzterer trigt den Namen aufgrund der Interaktion mit dem Chemotaxissystem der Zelle,
welche eine Modulation der Motorfunktion, z.B. die Anderung der Drehrichtung (switch), und damit
eine gerichtete Bewegung erlaubt [28] (siche auch Kapitel 1.2 Schwimmverhalten und Chemotaxis).
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Abbildung 2: Schematischer Aufbau eines

flagellaren Basalkérpers. Die Statorkomplexe
£as bilden einen Ring in der inneren Zellmembran. Jede

of detail Statoreinheit besteht aus vier MotA Proteinen und

Flook zwei MotB  Proteinen, die zusammen je zwei

Tonenkanile pro Einheit bilden. MotB verankert die

Rod Statoreinheit in der Peptidoglykanschicht wihrend

oM \ &\_{—L-ring 7 MotA iiber elektrostatische Interaktionen mit dem
- { B— [ B———— 1 C—ngpr?tem FliG die Energie der ion motive f()@ (hl'er
LRt St e e el & T 7 durch einen Protonenfluss dargestellt) in ein
Y — MotB | MotAB= Drehmoment tibersetzt, das die Rotation der Flagelle

IM \ , MotA antreibt. Die Abkirzung OM steht fir outer membrane
Cyioplasm\ MS-ring ! (duBlere Membran); PG steht fir Peptidoglykan und

| H*e oy FiG IM steht fir innere Membran. Der C-Ring wird auch

S : haufig als Switchkomplex bezeichnet. Die Pfeile sollen

die Richtung des Ionenflusses bezichungsweise die

Rotationsrichtung der Flagelle veranschaulichen. Aus
Baker und O “Toole (2017) in Journal of Bacteriology [12].

Der C-Ring ist zusammengesetzt aus 26 FliG-Proteinen [60], die der Interaktion mit den
Statorproteinen dienen, 34 Kopien FliM [237] und tber 100 Kopien von FliN [238]. Diese Anzahl
an Kopien der Proteine entspricht der von Salmonella typhimurinm und kann in anderen Organismen
variieren. Der C-Ring ist mit dem Filament iiber den MS-Ring verbunden, der aus bis zu 26 Flil-
Proteinen besteht [222]. Der zweite wesentliche Bestandteil des Flagellenmotors, der Stator, besteht
aus einem Ring von Proteinkompexen, den Statoreinheiten, die in der zytoplasmatischen Membran
um den MS-Ring oberhalb des C-Rings angeordnet sind. Bei E. co/ besteht dieser Ring aus bis zu 11
Statorkomplexen [166]. Jeder dieser Komplexe ist aus vier A- und zwei B-Untereinheiten aufgebaut,
zumeist MotAsMotB; (bei vielen protonenabhingigen Motoren wie zum Beispiel in E. e/ [22]) oder
PomAsPomB; (bei den meisten durch Natriumionen betriebenen Motoren wie zum Beispiel in 1.
alginohticus [236]). Die A-Untereinheiten weisen jeweils vier Transmembrandominen auf und
interagieren elektrostatisch mit dem darunterliegenden C-Ring. Die B-Untereinheiten besitzen
ebenfalls eine Transmembrandomine und eine periplasmatische Peptidoglykan-Bindedomaine.
Letztere ermdglicht eine feste Bindung an die Zellwand und erlaubt damit die Funktion als statisches
Element zur Erzeugung des Drehmoments. Je zwei A- und eine B-Untereinheit bilden einen
ionenspezifischen Kanal. Der Ionenfluss bewirkt eine Konformationsinderung des Stators dhnlich
einer Kolbenbewegung, die iiber den C-Ring an den Rotor weitergegeben wird [31,128,199].

Der Statorring in E. co/7 ist nicht wirklich starr, sondern tiberraschend dynamisch. Es befindet sich
ein Reservoir von inaktiven Statorkomplexen, die frei diffundierenden kénnen in der
Zytoplasmamembran. Aus diesem Reservoir wird etwa alle 30 Sekunden eine Statoreinheit gegen
eine aus dem Statorring des Motors ersetzt [107,148]. Diese neue Einheit wird erst durch den Einbau
in den Motor aktiviert, sodass der Komplex an die Zellwand bindet und der Ionenfluss erméglicht
wird. Dieser Austausch findet statt, ohne dass die Flagellenrotation dabei unterbrochen wird [148].
Auch FliM-Proteine aus dem C-Ring unterlaufen einem solchen Austausch [50,62]. Dieser
Austausch von Motorproteinen kénnte entweder notwendig sein, da es durch die Rotation zu einem
physikalischen Schaden an den Proteinen kommt und diese somit ihre Funktionalitit verlieren oder
aber der Austausch ist nicht zwingend notwendig um die Motorfunktion aufrecht zu erhalten, aber
bietet einen Vorteil in Hinblick auf den Energieverbrauch oder ermdglicht eine bessere Interaktion
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mit regulatorischen Systemen wie dem Chemotaxissystem (siche Kapitel 1.1.2 Schwimmverhalten
und Chemotaxis) und anderen regulatorischen Systemen (siche Kapitel 1.1.4 Regulation des
Flagellenmotors) [31,148]. Auch ermdglicht dieser Proteinaustausch eine hohe Flexibilitit in Bezug
auf das genutzte Ion, das zum antreiben des Motors genutzt wird. S. oneidensis MR-1 zum Beispiel
besitzt eine einzelne polare Flagelle, die durch einen einzelnen Rotor angetrieben wird, verfiigt aber
tber zwei distinkte Statorsysteme. Eines dieser beiden Statorsysteme, PomAB, wird durch
Na'-Ionen angetrieben, wohingegen das zweite Statorsystem, MotAB, durch Protonen angetrieben
wird und vermutlich Gber lateralen Gentransfer von einer anderen Spezies erworben wurde. Beide
Statorsysteme, PomAB und MotAB, sind in S. oneidensis MR-1 zeitgleich im Statorring vorhanden
und funktionell. Dies entspricht einem bakteriellen Hybridmotor, der sowohl Natriumionen- als
Protonengradienten gleichzeitig nutzt [147,148,217]. Auch P. aeruginosa besitzt zwei unterschiedliche
Statorsysteme, um eine polare Flagelle zu betreiben, allerdings dienen diese beiden Systeme der
Anpassung an dullere Bedingungen und tbernehmen verschiedene Funktionen. So dient das
Statorset MotAB dem Schwimmen in fliissigen und viskosen Medien, aber es ermoglicht nicht das
Schwirmen iber Oberflichen. Fir das Schwirmen tiber Oberflichen wird das zweite Statorset
MotCD benétigt [11,55].

Der Haken ist etwa 55 nm lang und stellt eine universelle Verbindung zwischen dem Rotorstab und
dem Filament dar. Er besteht aus dem Strukturprotein FlgE und das Haubenprotein FlgD wird fiir
den Aufbau benétigt [17,58,179,192]. Am distalen Ende des Hakens bilden die beiden Proteine FlgK
und Flgl. zwei Zonen, um die Flexibilitit und die Stirke der Verbindung zwischen dem Haken und
dem Filament zu erhéhen [112]. Mit FlgL ist zundchst auch das Haubenprotein FliD assoziiert,
welches spiter die Assemblierung der Flagellinmonomere zum Filament vermittelt [234].

Das Filament ist der lingste Teil des bakteriellen Flagellums und besteht aus mehr als 20.000 Kopien
eines einzigen Proteins, dem sogenannten Flagellin. Die Flagelline ordnen sich in einem helikalen
Muster aus 11 Untereinheiten pro Windung an und bilden so das Filament [235].

1.1.4 Regulation des Flagellenmotors

Der Phinotyp einer flagellierten Zelle, die sich schwimmend fortbewegen kann, scheint gegeniiber
dem einer nicht-motilen Zelle von Vorteil. Jedoch sind die Kosten fiir die Bildung einer Flagelle sehr
hoch, da Flagellen aus tber 20 strukturellen Proteinen aufgebaut werden, deren Kopienzahl pro
Zelle zwischen 10 und tiber 10.000 liegen. Zusatzlich kann die Anzahl an Flagellen pro Zelle je nach
Spezies zwischen einer und bis zu Dutzenden variieren. Ein Teil der Kosten fiir die Assemblierung
von Flagellen ist nahrstoftbedingt. Um diesen méglichst gering zu halten, ist die Genexpression stark
reguliert [40] und die am meisten ben6tigten Proteine haben sich so entwickelt, dass sie moglichst
keine energetisch kostbaren Aminosiduren benétigen [195]. Ein weiterer wichtiger Kostenfaktor ist
die Zeit. Es dauert etwa eine Stunde, um eine funktionsfihige Flagelle aufzubauen [68,91] und dieser
Zeitfaktor konnte einer unflagellierten Population, der die Nihrstoffe ausgehen, zum Verhingnis
werden. Manche Bakterien verfolgen eine sogenannte ber-hedging-Strategie, bei der ein Teil der
Population nicht-motil und ein anderer motil ist um, diese Kostenfaktoren und Risiken innerhalb
einer Population aufzuteilen und so moglichst gering zu halten. Wenn die Kosten zur Ausbildung
einer funktionalen Flagelle einmal aufgebracht wurden, gibt es Méglichkeiten, die Flagellenleistung
zu steigern oder herabzusetzen, um zum Beispiel den Ubergang vom motilen zum sessilen Lebensstil
zu ermoglichen oder einen geeigneteren Lebensraum zu besiedeln. Der am besten verstandene
Mechanismus ist die Interaktion von CheY-P aus dem chemosensorischen Signalweg in E. co/,
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welches an FliM bindet und den Rotor dazu bringt, die Richtung der Rotation von CCW zu CW zu
indern. Hierbei kommt es nicht zu einem sofortigen Drehrichtungswechsel des gesamten 45 nm
durchmessenden Rings aus FliM-Proteinen, sondern, wie experimentell gezeigt werden konnte,
breitet sich der Richtungswechsel als conformational spreadvon einem oder mehreren Ausgangspunkten
im Ring aus [10]. Mit dem Thema Chemotaxis befasst sich Kapitel 1.1.2 Schwimmverhalten und
Chemotaxis genauer. Auch der metabolische Zustand einer Zelle kann die Motorfunktion
beeinflussen [31]. So konnte fir Fumarat, einem Intermediat des Zitronensaurezyklus, gezeigt
werden, dass dieses die Wahrscheinlichkeit einer CW Rotation durch die Bindung der
Fumaratreduktase FRD an FlLG erhoht [13,14,46,156]. Nachfolgend werden weitere
posttranslationale Regulationsmechanismen, die den Flagellenmotor beschleunigen, verlangsamen
oder stoppen kénnen, genauer beschrieben und in Abbildung 3 sind die ihnen zu Grunde liegenden
Mechanismen veranschaulicht.
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Abbildung 3: Mechanismen funktionaler Regulatoren der bakteriellen Flagelle. Die molekulare Bremse EpsE aus

CheY-P

B. subtilis (rot) bindet an den Rotor und entkoppelt ihn so vom Stator [23]. Motl aus B. su#btilis (dunkelblau) hingegen
bindet in seiner c-di-GMP-gebundenen Form an die Statoreinheit und entkoppelt diese vom Rotor [204]. FlgZ (griin)
aus P. aernginosa bindet, ebenfalls in seiner c-di-GMP-gebundenen Form, an die Statoreinheit und entkoppelt diese vom
Rotor [115]. Allerdings besitzt P. aeruginosa zwei verschiedene Statoreinheiten. MotAB wird zum Schwimmen in
Flissigkeiten genutzt und MotCD fiir das Schwirmen tiber Oberflichen [55]. FlgZ bindet spezifisch an die Statoreinheit
MotCD und reguliert so die Fahigkeit des Schwirmens [11,103]. Zu den molekularen Bremsen zihlt die phosphorylierte
Form von CheY (gelb) aus R. sphaeroides, welche an den C-Ring bindet, wodurch dieser stirker mit der Statoreinheit
interagiert, was einen Rotationsstop bedingt [154,155]. YcgR (orange) aus E. ¢o/i bindet in seiner c-di-GMP-gebundenen
Form gleichzeitig an den Rotor und an den Stator des Flagellenmotors, wodurch zum einen die
Schwimmgeschwindigkeit reduziert und zum anderen die Ausrichtung der Rotation im Gegenuhrzeigersinn gehalten
wird [25,59,78,149] (siche auch Kapitel 1.2.3 PilZ-Dominenproteine). FliL. (violett) aus 1. parahaemolyticus fungiert als
Stabilisator und erh6ht das Drehmoment, indem es eine Inhibierung des Protonenflusses durch den Stator verhindert
[146]. SwrD (rosa) aus B. subtilis erh6ht ebenfalls das Drehmoment indem es die Interaktion zwischen den Rotoren und
den Statoren stabilisiert. Allerdings ist der genaue Mechanismus dazu noch nicht aufgedeckt [70]. Aus Subramanian und
Kearns (2019) in Annual Reviews of Microbiology [205].
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1.1.4.1 Motorbremsen
Chemotaxis-Bremse CheY:

Der unidirektionale Motor von R. sphaeroides |6] wird durch den phosphorylierten Chemoeffektor
CheY-P als Chemotaxisbremse reguliert. Hierbei fiithrt das Binden von CheY-P an den Motor nicht
wie bei dem bidirektionalen Motor von E. /i zu einer Richtungsinderung der Rotation, sondern zu
einem Anhalten der Rotation. Dies geschieht durch eine Unterbrechung des Energieflusses zwischen
Rotor und Stator analog einer elektrostatischen oder sterischen Bremse. Der Stopp des
Energieflusses wird dabei durch eine Konformatiosinderung des Rotorproteins FliG bedingt, die
dieses nach der Bindung von CheY-P unterlauft [154,155].

Zelladhisions-Bremse YcgoR:

Der scheinbar zufillige Prozess des cel/ surface attachments, also des Anniherns und erstmaligen
Anhaftens der Zelle an einer Oberfliche, der eine Vorstufe zur Biofilmbildung darstellt, ist ein stark
reguliertes Ereignis [159]. In vielen Bakterienspezies wird dieser Prozess durch erhchte
Konzentrationen an c-di-GMP in der Zelle ausgelost [73,184]. Wihrend mehrere c-di-GMP-
bindende Effektoren in einer einzigen Spezies vorkommen koénnen [73] ist YcgR der einzige
derartige identifizierte Effektor in E. coli und Salmonella enterica (siche auch Kapitel
1.2.3 PilZ-Dominenproteine). YcgR ist dazu in der Lage, an den Flagellenmotor zu binden und
dadurch die Motorleistung zu verindern [25,59,78,149]. In E. ¢o/i wird der c-di-GMP-Spiegel durch
vier Proteine, 3 Diguanylatzyklasen (DGC’s) und eine Phosphodiesterase (PDE), PdeH, reguliert
[25]. Wenn die Zellen die stationire Phase erreichen, stellen sie die Expression von pdeH ein [153],
wodurch der intrazellulire c-di-GMP-Spiegel steigt. YcgR, das c-di-GMP gebunden und so seine
aktive Form angenommen hat, bindet an den Motor, wodurch dieser eine extreme CCW Ausrichtung
annimmt [25,149], welche die Anhaftung an Oberflichen erméglicht [59]. YcgR bindet in seiner
aktiven Form mit der N-terminalen YcgR-N-Domine an das Statorprotein MotA [25,78] wihrend
die C-terminale PilZ-Domine zeitgleich an weitere Motorproteine bindet [59,78,149]. Die Bindung
von YcgR fihrt zur Reorientierung des an der Generierung des Drehmoments beteiligten
C-Terminus von FliG [149], was in einer Reduktion der Motorgeschwindigkeit resultiert und der
Funktion einer Bremse entspricht [25] und zeitgleich die Wahrscheinlichkeit fiir das Verbleiben der
Rotationsrichtung in CCW erhoht [149].

1.1.4.2 Kraftverstirker (power enhancers)

Rotationsstabilisator HN-S:

Eine interessante Konsequenz aus der Arbeit zu YcgR ist, dass die Signifikanz von HN-S wieder
etabliert wurde [101]. HN-S ist ein DNA-Bindeprotein, dass die Expression vieler voneinander
unabhingiger Gene steuert [54]. Aber unabhingig von seiner DNA-bindenden Funktion interagiert
es auch direkt mit FliG und stabilisiert die Rotation der Flagelle [21,1106]. Experimente legen nahe,
dass YcgR und HN-S antagonistisch wirken und durch die Stabilisierung der Rotation, durch die
Bindung von HN-S an FliG, die Effektivitit von YcgR negativ beeinflusst wird [101].
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Flil,

FIil. ist ein Protein mit einer einzelnen Transmembrandomine, das in vielen verschiedenen
Bakterienspezies gefunden wurde und mit Bestandteilen der Flagelle koexprimiert wird [81,163,186].
Die Anwesenheit von Flil. beeinflusst die Flagellenaktivitit in allen untersuchten Spezies positiv,
jedoch variiert die Stirke dieses Einflusses zwischen den Spezies. Wihrend eine Deletion von f/L in
C. crescentus dazu fihrt, dass die Flagelle nicht mehr rotiert [81], resultiert sie in E. coli, S. enterica,
V. parahaemolyticus und Borrelia burgdorferi in einem verringerten Ausbreitungsradius in Weichagar und
einer geringeren flagellaren Rotationsrate und einem verringerten Drehmoment [1306,146,163,239].
Flil. lokalisiert zwischen den Statorkomplexen und dem Basalkérper [136] und scheint die
Antriebskraft der Flagelle durch direkte Interaktion mit dem Rotor und dem Stator zu erhéhen [146].

1.1.4.3 Motorkupplungen
EpsE:

In B. subtilis wurde ein einzelnes Protein, EpsE, entdeckt, das wie eine Kupplung funktioniert und
so die Rotation des Motors anhalten kann. Indem EpsE an FliG bindet, wird eine
Konformationsinderung bedingt, durch die die Statoren von den Rotoren entkoppelt werden und
so der Energietransfer verhindert wird [23].

Motl

Neben EpsE wurde in B. subtilis noch eine weitere Kupplung, Motl, gefunden. Diese ist ein PilZ-
Dominenprotein und agiert als solches abhingig vom der c-di-GMP-Konzentration in der Zelle.
Anders als EpsE interagiert Motl nicht mit dem Rotorprotein FliG, sondern direkt mit dem
Statorprotein MotA. Ein Phinotyp von Motl ldsst sich allerdings nur dann ausmachen, wenn der
c-di-GMP-Spiegel innerhalb der Zelle stark erhoht ist und zusitzlich Motl Gberproduziert wird.
Unter diesen Bedingungen konnte allerdings gezeigt werden, dass Motl direkt mit MotA interagiert,
wodurch die Interaktion der Rotoren mit den Statoren verhindert wird und die Statoren sogar
abgekoppelt werden [39,204].

FlgZ

FlgZ ist ein PilZ-Domanenprotein aus P. aeruginosa, das die Fahigkeit zum Schwirmen inhibiert aber
keinen Einfluss auf das Schwimmverhalten in fliissigen Medien zeigt. Die polare Flagelle von
P. aeruginosa besitzt zwei verschiedene Statorsets, MotAB und MotCD, die beide ausreichen um das
Schwimmen in fliissigen Medien zu erméglichen aber nur MotCD ermdglicht das Schwirmen tGber
feste Oberflichen [55,103]. FlgZ unterbindet das Schwirmen, indem es bei hoher intrazelluldrer
c-di-GMP-Konzentration, also in seiner c-di-GMP gebundenen Form, direkt an MotC bindet und
das Statorset MotCD von dem Flagellenrotor entkoppelt, sodass nur das Statorset MotAB, mit
welchem FlgZ nicht interagiert, weiterhin zur Erzeugung eines Drehmoments genutzt werden kann
[11,103].

Diese Kontrollmechanismen erhéhen die Komplexitit der Regulation fiir den Flagellenmotor und
die Anpassung der Flagellenleistung in Bezug auf multizellulire Verhaltensweisen, wie das
Schwirmen tber Oberflichen oder die Bildung eines Biofilms. Auch der zeitliche Aspekt sowie die
Stirke des Einflusses, mit denen diese verschiedenen Kontrollmechanismen greifen, sind interessant.
So stoppt die Bremse CheY-P in R. sphaeroides den Flagellenmotor schnell und komplett, wobei dieser
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Effekt unter physiologischen Bedingungen nur eine sehr kurze Zeit anhilt (<1s) [154]. Die Bremse
YcgR aus E. /i hingegen verringert die Leistung des Flagellenmotors vermutlich iiber die Dauer
von Stunden [25]. Und die Kupplung EpsE aus B. subtilis stoppt den Motor zwar auch komplett,
aber es dauert circa 15 Minuten bis dies eintritt [23]. Die Alternative dazu wire allerdings das
Einstellen der Expression der Motorgene, sodass der Motor ohne neue Proteine tber die Zeit
unfunktional wird, was zeitaufwendiger und weniger schnell reversibel wire. Die oben genannten
Kontrollmechanismen bieten der Zelle also eine Méglichkeit, die Motorleistung und die Haufigkeit
ihrer Richtungswechsel an den aktuellen Zustand ihres Stoffwechsels anzupassen [31].

1.1.4.4 ZomB

Die durch das Chemotaxissystem induzierten Richtungswechsel einer Zelle werden durch die
Phosphorylierung des Chemoeffektors CheY ausgelost [74]. Phosphoryliertes CheY (CheY~P)
bindet an ein konserviertes Motiv am N-Terminus von FliM, wodutch dieses nicht meht mit FIiN
interagieren kann [28,108,218,228]. Dadurch kommt es zu einer rdumlichen Verinderung in der
Anordnung von FliM und FliN im C-Ring, welche sich auch auf FliG ubertrigt. Dies fihrt zu einer
Neuorientierung der Interaktionsfliche zwischen FliG und dem Stator, welche den Wechsel der
Rotationsrichtung von CCW zu CW bedingt [150]. In . putrefaciens CN-32 und . parabaemolyticus
wird neben den Chemotaxisproteinen ein weiteres Protein, ZomB, zur Regulation der
Richtungswechselfrequenz bendtigt. ZomB ist einTransmembranprotein, welches in enterischen
Bakterien, wie zum Beispiel E. co/, nicht vorkommt [29]. Durch eine Deletion von zo7B vetlieren
S. putrefaciens CN-32 und V. parahaemolyticus die Fihigkeit die Richtung der Flagellenrotation zu
indern vollstindig. ZomB scheint die Konformationsinderungen im C-Ring und die damit
einhergehende, zum Richtungswechsel der Rotation notwendige, Neuorientierung von FliG zu
ermoglichen und/oder die Interaktion von CheY ~P mit dem C-Ring zu unterstiitzen [29]. Wihrend
die Deletion von zomB in S. putrefaciens CN-32 keinen Einfluss auf die Ausbreitungseffizienz von
Zellen, die nur das laterale Flagellensystem nutzen, zeigt, sind Zellen, die sich nur mittels des polaren
Flagellums fortbewegen nicht mehr dazu in der Lage sich durch Weichagarplatten auszubreiten. Der
Verlust dieser Ausbreitungseffizienz wird nicht durch einen fehlerhaften Aufbau der Flagelle oder
eine Misslokalisation dieser begrindet. Auch wird die Schwimmgeschwindigkeit, mit der sich die
Zellen mittels der polaren Flagelle in Flussigmedium fortbewegen, durch eine Deletion von zo7B
nicht herabgesetzt [29]. Allerdings andert der Wildtyp periodisch (etwa alle 1,9 Sekunden) die
Schwimmrichtung, wihrend fiir AzomB keine Richtungswechsel mehr festgestellt werden konnten.
Zellen, in denen gomB deletiert wurde, verlieren also die Fahigkeit die Rotation der Flagelle von CCW
zu CW zu dndern und verbleiben so in einem arretierten Zustand des Vorwirtsschwimmens. Dies
deutet auf einen Einfuss von ZomB auf die Interaktion der C-Ringproteine mit dem
Chemotaxissystem hin. FEine direkte Interaktion zwischen ZomB wund den mdglichen
Bindungspartnern FliF, FliM, FliN und CheY konnte jedoch nicht gezeigt werden [29].

In 8. putrefacies CN-32 ist das wegweisende Protein (landmark protein)y HubP fur die korrekte
Lokalisation des Chemotaxissystems, der Chromosomensegregation und anderer zelluldrer Prozesse,
die am Zellpol stattfinden verantwortlich [172,208,232]. Auch ZomB lokalisiert abhingig von HubP
am Zellpol und die Interaktion mit HubP schiitzt ZomB zusitzlich direkt oder indirekt vor einer
Degradation. ZomB beeinflusst weder die Assemblierung noch die Lokalisation der
Chemotaxismaschinerie und beeintrichtigt auch nicht die Signaltransduktion bis zum
Regulationsprotein CheY~P, welches direkt an den Flagellenmotor bindet [29]. Damit ergibt sich
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tiir ZomB ein hypothetischer Regulationsmechanismus, in dem es die korrekte Interaktion zwischen
CheY~P und FLM/FILN, welche den Wechsel der Rotationstrichtung auslost, vermittelt. Eine
mogliche Alternative dazu wire eine Interaktion mit FliG, welche die Position der Interaktionsfliche
zwischen FliG und dem Stator verandert. Da ZomB keinen Einfluss auf das laterale Flagellensystem
zeigt und weder ZomB noch CheY~P an FliM, binden [29,33], welches die geringste strukturelle
Ubereinstimmung zwischen den Motorkomponenten des polaren und lateralen Flagellensystems
zeigt [32], ist FliM der naheliegenste Kandidat fir eine Interaktion mit ZomB. Durch die
Notwendigkeit des Vorhandenseins von ZomB um die Rotationsrichtung zu wechseln, ergibt sich
tir die Zelle eine Moglichkeit die Effizienz der Chemotaxis in Abhingigkeit von intrazellulidren oder
extrazelluliren Signalen zu steuern. So kann etwa tiber einen Stimulus, wie die Bindung intrazellulirer
Molekiile, die direkete Interaktion von ZomB mit dem Motor oder CheY ausgelost werden.
Alternativ kann auch die Menge an ZomB reguliert werden, zum Beispiel tiber den aktuellen Zustand
der Zelle in Bezug auf Nihrstoffe und das Energielevel, die Verfiigbarkeit von Sauerstoff oder das
Vorhandensein oder Fehlen bestimmter Metabolite. Auf der anderen Seite fithrt eine stochastische
Verteilung von ZomB bei gleichen Umweltbedingungen zu einer heterogenen Population in Bezug
auf das chemotaktische Verhalten, was die Ausbreitungseffizienz der Gesamtpopulation in Folge
dieser bet-hedging-Strategie maximieren wurde [29,223].

1.2 Cyclisches Diguanosinmonophosphat (c-di-GMP)

Bereits Mitte der 1980iger Jahre entdeckte die Arbeitsgruppe um Moshe Benziman bei der
Erforschung des Biosynthesewegs der Zellulose in Gluconacetobacter xylinus (spater Acetobacter xylium
und aktueller Name Komagataeibacter xylinus) ein ungewohnliches Guanyloligonucleotid. Dieses
Oligonucleotid wurde als Aktivator der Zellulosesynthase identifiziert und als bis 3°-5"-cyclische
Diguanylsiure (c-di-GMP) charakterisiert und synthetisch produziert. Durch reversible Bindung von
c-di-GMP an eine regulatorische, sich abseits der katalytisch aktiven befindlichen Bindestelle der
Zellulosesynthase wird deren Aktivitit allosterisch reguliert [174,176]. Seither wurden neben
Diguanylatzyklasen (DGC’s) und Phosphodiesterasen (PDE’s), die der Synthese und Hydrolyse von
c-di-GMP dienen (siche 1.2.1 Regulation des intrazelluliren c-di-GMP-Spiegels), auch weitere
regulatorische Proteine mit c-di-GMP-abhingiger Funktion beschrieben. Insgesamt wurden in einer
Vielzahl an Mikroorganismen verschiedene Mechanismen identifiziert und analysiert, bei denen der
ubiquitire Botenstoff c-di-GMP, auch als second messenger bezeichnet, eine wichtige Funktion besitzt.
So werden der Wechsel zwischen Virulenz und Resilienz, das Fortschreiten des Zellzyklus bzw. die
Differenzierung und das Anpassen des Lebensstils an dullere Bedingungen, also der Wechsel
zwischen einem sessilen und einem motilen Lebensstil, und weitere Prozesse abhingig von
c-di-GMP reguliert [49,82,83,169,168,210]. In den folgenden Kapiteln werden beispielhaft einige
Proteine und Regulationsmechanismen beschrieben, die in den Experimenten zu dieser
Doktorarbeit Anwendung fanden und zum grundlegenden Verstindnis beitragen.

1.2.1 Regulation des intrazelluliren c-di-GMP-Spiegels

Die Arbeitsgruppe um Benziman hat nicht nur c-di-GMP entdeckt und beschrieben sondern auch
die Enzyme, die fiir die Synthese und Hydrolyse von c-di-GMP verantwortlich sind. So etablierten
sie den biochemischen Reaktionsweg, der der Synthese und Hydrolyse zugrunde liegt. Sie reinigten
die erste Diguanylatzyklase (DGC) und die erste c-di-GMP-abhingige Phosphodiesterase (PDE) auf.
Die DGC aus G. xylinus synthetisiert aus zwei Molekilen GTP tber das Zwischenprodukt
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Diguanosintetraphosphat Gp4G ein Molekdl cyclisches di-GMP. Die Hydrolyse von c-di-GMP
durch die Phosphodiesterase A (PdeA) erfolgt in zwei Stufen. Zunichst wird eine einzelne
3’-5"-Phosphodiesterbindung gespalten, wobei ein inaktives lineares Dinukleotid pGpG entsteht,
welches anschlieSend durch ein zweites Enzym, eine nicht spezifische PDE (PdeB), zu 5-GMP
umgesetzt wird [174-176]. Spiter wurden Genomstudien durchgefithrt und die Sequenzen der
gefundenen Enzyme genauer analysiert. Sie identifizierten hierbei sowohl die GGDEF- als auch die
EAL-Domine in den beiden Enzymen DGC und PdeA [209]. Durch weitere Genomstudien und

Untersuchungen postulierten sie, dass Proteine, die die GGDEF-Domine tragen, als

Diguanylatzyklasen fungieren und die EAL-Domine fir diese Aktivitit nicht bendtigt wird [9].
Uberproduktionsstudien mit GGDEF- und EAL- Dominenproteinen zeigten spiter, dass die
Proteinfunktion von EAIL-Dominenproteinen entgegengesetzt zu der Funktion von GGDEF-
Dominenproteinen ist und dieser entgegenwirkt. EAL-Dominenproteine konnen also
Phosphodiesteraseaktivitit besitzen und ebenfalls unabhingig von einer GGDEF-Domine
funktional sein [193]. Dabei stellte die Tatsache, dass die DGC, die die Synthese von c-di-GMP aus
zweil Molekiilen GMP Kkatalysiert, und die PdeA, die die Hydrolyse der Phosphodiesterbindung
katalysiert, dieselbe Anordnung an GGDEF- und EAL-Domainen zeigen, ein Ritsel dar. Theoretisch
gibt es zwei mdgliche Szenarien, die dies erkliren konnten. Zum einen kénnte immer nur eine
Domine in den GGDEF-EAL-Tandemproteinen aktiv sein, wihrend die andere inaktiv ist. Es gibt
zahlreiche Beispiele die zeigen, dass im Laufe der Evolution enzymatische Dominen ihre katalytische
Funktion eingestellt und dafiir alternative Funktionen tibernommen haben. Dazu zihlen haufig das
Wahrnehmen (sensing) von fritheren Substraten und Produkten oder aber das Einnehmen einer
Funktion in einer neuen Protein-Protein- oder Protein-Polynukleotid-Interaktion. In dem zweiten
Szenario sind beide Dominen des GGDEF-EAL-Tandems katalytisch aktiv, werden aber je nach
dulleren Einflissen oder intrazelluliren Signalen unterschiedlich reguliert, sodass unter bestimmten
Bedingungen die eine Aktivitit sich gegentiber der anderen durchsetzt [67]. Obwohl fast die Halfte
aller bisher beschriebenen GGDEF-EAL-Tandemproteine intakte aktive Zentren (active sites)
besitzen [190], sind nur wenige Beispiele fur wirklich bifunktionale DGC’s/PDE’s bekannt. Eine
solche bifunktionale Diguanylatzyklase-Phosphodiesterase ist zum Beispiel das Bacteriophytochrom
BphG1 aus Rhodobacter [211]. Neben der méglichen Bifunktionalitit und dem hédufig gemeinsamen
Auftreten von GGDEF- und EAL-Dominenproteinen, wirft auch die schiere Anzahl dieser
Proteine in manchen Organismen Fragen zu deren Regulation und der Steuerung von c-di-GMP-
abhingigen zelluliren Prozessen auf. P. aeruginosa zum Beispiel besitzt 17 GGDEF-,
16 GGDEF-EAL- und 5 EAL-Dominenproteine [5]. Ein nahe verwandter Organismus zu
Shewanella putrefaciens CN-32, Shewanella oneidensis, besitzt 30 GGDEF-, 22 GGDEF-EAL- und
5 EAL-Dominenproteine [5]. Das Vorkommen der Gene, die fiir die Enzyme zur Synthese und
Hydrolyse von c-di-GMP oder Effektoren codieren, in diesen und weiteren Modellorganismen,
deren Genom komplett sequenziert wurde, werden in Tabelle 1 aufgefiihrt.
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Tabelle 1: Vorkommen der Gene, die fir GGDEF-, GGDEF-EAL-, EAL-, HD-GYP- und PilZ-
Dominenproteine codieren in ausgewiahlten Modellorganismen, deren Genom komplett sequenziert ist.

Stamm Gesamtproteine ~GGDEF GGDEF-EAL EAL/HD-GYP PilZ

Colwellia psychrerythraea 4910 34 25 8 7
Escherichia coli K12 4.242 12 7 10 2
Pseudomonas aeruginosa 5.567 17 16 8 8
Rhodobacter spheroides 4.126 9 7 0 1
Shewanella oneidensis 4.467 30 22 14 4
Shewanella putrefaciens 3.949 20 21 10 5
CN-32

Vibrio cholerae 3.835 31 10 21 4

Ausgewihlte Beispiele aus Supplement zu [5], erginzt um S. putrefaciens CN-32.

Neben den Enzymen zur Synthese und Hydrolyse von c-di-GMP, spielen auch die Rezeptorproteine
eine wichtige Rolle bei der Regulation c-di-GMP-abhingiger Mechanismen. Diese Proteine kénnen
c-di-GMP binden und als Effektoren agieren, welche dann mit dem finalen Zasget interagieren,
wodurch es zu einer Verinderung in der Zelle kommt. Bereits die Gruppe um Benziman
identifizierte das erste c-di-GMP zarget als Untereinheit der Zellulosesynthase und konnte einen
engen Zusammenhang zwischen c-di-GMP-Bindeprotein und der Aktivitit der Zellulosesynthase
erkennen [174,176]. Dieses c-di-GMP-Bindeprotein wurde spiter als C-terminale Domine der
BesA-Untereinheit der Zellulosesynthase identifiziert. Diese Domine wurde nach einem nur aus
dieser Domine bestehenden Protein, das zur Assemblierung der Pili in P. aeruginosa benétigt wird
und Teil des pi-Operon ist, PilZ benannt [2,5]. PilZ besteht aus einer einzigen Domine aus
118 Residuen und zeigt eine signifikante Sequenzihnlichkeit zum C-Terminus von BcesA [5].
Effektorproteine kommen in vielen Organismen ebenfalls in héherer Anzahl vor. So besitzt
P. aeruginosa zum Beispiel acht und S. oneidensis vier Proteine, die eine PilZ-Domine aufweisen. Neben
der PilZ-Domine existieren noch weitere Domanen, die fiir c-di-GMP-abhingige Signalwege eine
Rolle spielen, wie enzymatisch inaktive GGDEF- und FEAL-Dominen [57,131],
Transkriptionsaktivatoren wie FleQ [76] oder Riboswitches [206]. In Abbildung 4 ist eine Ubersicht
eines solchen Netzwerks zur c-di-GMP-abhingigen Regulation der Motilitit in einer hypothetischen
Zelle schematisch dargestellt.
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Abbildung 4: C-di-GMP-abhingige Signalwege zur Regulation der Motilitit. Schematische Darstellung
verschiedener c-di-GMP-abhingiger Regulationsmechanismen in einer hypothetischen Zelle. Wolken um PDE'’s,
DGC'’s, Effektorproteine und fargess stellen lokale c-di-GMP-Gradienten dar. Die Blitze stellen ein Umweltsignal dar,
das die Aktivitit der Pde’s und DGC's reguliert. Die dadurch entstehenden lokalen c-di-GMP-Gradienten werden von
Effektorproteine, hier durch PilZ-Dominenproteine reprisentiert, wahrgenommen. Die Effektorproteine interagieren
anschlieBend mit den eigentlichen zargefs, hier der Flagelle und dem Pilus, wodurch diese positiv oder negativ reguliert
werden. Ein Riboswitch und der Transkriptionsfaktor FleQ sollen eine mégliche Regulation der Transkription von
Flagellengenen veranschaulichen. Aus Gomelsky (2009) in The second messanger cyclic di-GMP [67].

Damit ergibt sich fiur c-di-GMP-abhingig regulierte Signalwege innerhalb der Zelle die
Notwendigkeit einer strikten zeitlichen und rdumlichen Trennung der verschiedenen regulatorischen
Netzwerke, um eine mogliche Uberschneidung und somit Fehlleitung der Signale aufgrund der
Vielzahl an beteiligten Enzymen, Effektoren und Zielen zu vermeiden. Eine spezielle Gruppe der
c-di-GMP-Rezeptoren wird in Kapitel 1.2.3 PilZ-Dominenproteine genauer beschrieben.

1.2.2 Einfluss von c-di-GMP auf den Lebensstil

Bakterien kénnen zwischen einem motilen und einem sessilen Lebensstil wechseln. Je nach dueren
Bedingungen ist einer der Lebensstile im Vergleich zum anderen von Vorteil. Die Fihigkeit motiler
Bakterien in wissrigen Medien zu Schwimmen bietet einen groflen Vorteil in Anbetracht ihrer
Fitness. Denn motile Bakterien kénnen sowohl auf chemische Lockstoffe als auch auf Abwehrstoffe
reagieren und damit die Nihrstoffversorgung sicherstellen und nicht optimale Umgebungen
vermeiden, indem sie neue Lebenstriume kolonisieren. Auch das Leben in einem Biofilm bietet
Vorteile. Ein charakteristisches Merkmal eines Biofilms ist zum Beispiel seine Toleranz gegeniiber
verschiedenen Arten von antimikrobiellem Stress. So koénnen in einem Biofilm eingebettete
Bakterien eine bis zu 1000fach héhere Toleranz gegeniiber einer antimikrobiellen Substanz zeigen
als in planktonischer Kultur [65,202]. Die Prisenz einer langsam wachsenden Subpopulation im
Inneren des Biofilms, das erschwerte Eindringen der antimikrobiellen Substanzen in den Biofilm
und biofilmspezifische Genexpressionsmuster scheinen zur antimikrobiellen Toleranz im Biofilm

beizutragen [114,202,203]. Auch die Toleranz gegentiber physikalischem Stress ist im Biofilm erh6ht.
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Zum Beispiel speichert der Biofilm Feuchtigkeit und verringert so die Gefahr einer Austrocknung
der Zellen [35]. In Multispezies-Biofilmen kénnen auch Nihrstoffvorteile entstehen, da sich Spezies
mit unterschiedlichen Stoffwechseln zusammen tun und sich so gegenseitig durch Koprodukte, die
dem anderen als Substrat dienen, versorgen kénnen. Zum Beispiel kommen in Abwissern hiufig
Biofilme aus nitrifizierenden Bakterien vor, wobei ammoniumoxidierende Bakterien Nitrit
produzieren, welches von nitritoxidierenden Bakterien als Substrat genutzt wird [4,94,182]. Auch die
Effizienz von horizontalem Gentransfer kann im Biofilm deutlich erhoht werden. So wurde gezeigt,
dass die ortliche Stabilitit den Austausch von Plasmiden per Konjugation etleichtert. Dies konnte
sowohl fur Plasmide mit Resistenzen gegen Antibiotika als auch fiir katabolische Gene gezeigt
werden [134,138]. Zusammenfassend lassen sich also viele Vorteile sowohl fiir das Leben in einem
Biofilm als auch fiir freischwimmende Zellen feststellen. Freischwimmende Bakterien konnen besser
neue Umgebungen entdecken, besiedeln und somit die Ausbreitung sicherstellen, wihrend Zellen
im Biofilm besser nicht optimale Bedingungen tolerieren koénnen und somit eine hoéhere
Wahrscheinlichkeit zum Ubetleben aufweisen. Ein Faktor, der bei der Transition zwischen diesen
beiden Lebensstilen eine wichtige Rolle spielt, ist c-di-GMP. Die Biofilmformation ist ein
Entwicklungsprozess, der aus mehreren Stufen besteht und bei vielen verschiedenen Spezies gleich
ablauft. Diese Stufen bestehen aus der Anhaftung an einer Oberfliche, der Bildung von
Zellaggregaten, sogenannten Mikrokolonien, und dem aktiven Austritt von Zellen aus dem Biofilm,
auch Dispersion genannt [143,183]. Die Bildung eines strukturierten Biofilms von P. aeruginosa setzt
zunichst die Bildung eines Zellaggregates auf einer Oberfliche voraus. Dabei migrieren Zellen aus
der motilen Subpopulation an die Oberfliche einer nicht-motilen an einer Oberfliche sitzenden
Population (sza/k) und formen so eine pilzihnliche Struktur [97]. Fir viele Oberflichenstrukturen
verschiedener Bakterien konnte gezeigt werden, dass sie eine Rolle beim Anhaften an Oberflichen
und somit bei der Biofilmbildung spielen. Wihrend der initialen Phasen der Biofilmbildung kénnen
Zellen ihr Anhaften an der Oberfliche von einem reversiblen in einen irreversiblen Zustand andern.
Dieser Wechsel wird durch alternative Oberflichenstrukturen bedingt. Die Flagelle zum Beispiel
trigt bei E. coli, P. aeruginosa, 1. cholerae und weiteren motilen Spezies zum initialen reversiblen
Anhaften an eine Oberfliche bei [157]. Es wird vermutet, dass die Flagelle die Oberfliche des
Bakteriums vergrof3ert, wodurch die Interaktionsfliche maximiert wird. Fiir manche Spezies wie
E. coli und P. aeruginosa konnte auch gezeigt werden, dass sie mit der Spitze ihrer Flagellen an
abiotische Oberflichen anhaften kénnen [144,157,227]. Auch verschiedene Fimbrien und Pili tragen
zur Anheftung an Oberflichen bei. So spielen die Typ4-Pili in P. aeruginosa, curli in E. coli und der
mannosesensitive Pilus in /. cholerae eine wichtige Rolle als Adhiésionsfaktoren [96,158,220].

Die intrazellulire c-di-GMP-Konzentration reguliert eine Vielzahl an zelluliren Prozessen wie die
Motilitat, die Pilusausbildung, die Biofilmbildung und auch die Photosynthese [79,95,193,214].
Wihrend in verschiedenen Organismen diverse biochemische Prozesse in Abhidngigkeit von
unterschiedlichen extrazelluliren Signalen durch c-di-GMP reguliert werden, je nach ihrer
physiologischen und umwelttechnischen Nische, so kontrolliert dieser second messenger generell den
Ubergang von motilem zu sessilem Wachstum [168]. Hohe intrazellulire c-di-GMP-Spiegel 16sen
die Biofilmbildung aus, wihrend niedrige c-di-GMP-Spiegel die Motilitit férdern. So resultiert zum
Beispiel eine Mutation im Gen des Antisigmafaktors WspF in P. aeruginosa in der Bildung einer rauen
kleinen Kolonievariante auf festem Medium [75]. Diese Mutation fihrt zu einer Stimulation der

DGC WspR und somit zu einem erhchten intrazelluliren c-di-GMP-Spiegel [48]. Diese wiederrum
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induziert eine gesteigerte Biofilmbildung und eine Induktion von Biofilmmatrixkomponenten wie
Pel- und Psl-Polysacchariden [196]. Zusammenfassend ist die Biofilmbildung eng mit c-di-GMP-
Signalwegen verbunden. Dabeti spielt die positive Kontrolle der Eps-Bildung eine grof3e Rolle sobald
die Zellen an eine Oberfliche angeheftet sind. Die c-di-GMP-Signalwege regulieren gleichzeitig
wichtige planktonische Phinotypen und tragen dazu bei, dass Zellen einen Biofilm verlassen und
wieder zum planktonischen Lebensstil ibergehen konnen. Bakterien zeigen bemerkenswerte
Fahigkeiten, alternative Mechanismen zu nutzen, um sich passiv oder unterstitzt durch Flagellen
und Pili [86,111] in verschiedenen Umgebungen zu bewegen [80]. Nachdem Bakterien eine neue
Nische entdeckt haben, muss die Zelle dies schnell erkennen und in einen sessilen Lebensstil
tibergehen, um diesen neuen Lebensraum effektiv zu besiedeln. Bei diesem Ubergang spielt
c-di-GMP durch die Kontrolle der Motilitit eine wichtige Rolle. Dabei verlduft die Transition in
mehreren Schritten. Alle motilen Objekte mit einem Motor kénnen folgende Zustinde haben: i) in
eine bestimmte Richtung in Bewegung sein (rw#), ii) stationdr aber mit laufendem Motor (tumbles or
reversals), 1ii) frei beweglich aber mit Motor aus, iiii) stationdr mit ausgeschaltetem Motor [42]. Fir
c-di-GMP konnte bereits ein Einfluss auf die Expression und Funktion von Flagellen- und
Pilussystemen gezeigt werden. So sind die Hauptregulatoren der Flagellenexpression, die
Transkriptionsfaktoren und alternativen Sigmafaktoren ein potentieller Eingriffspunkt fir die
c-di-GMP-Signalwege [42]. Das wohl am besten charakterisierte Beispiel hierfir stellt der flagellare
Hauptregulator Sigmafaktor54 FleQ in P. aeruginosa 7] und seine Homologe FlrA und FlaK in
Vibrio spp. [119] dar. FleQ reguliert in P. aeruginosa die Flagellenbiosynthese positiv und die
Produktion von Pel-Polysacchariden negativ, solange FleQ kein c-di-GMP gebunden hat [76]. Ein
weiterer Angriffspunkt fir die c-di-GMP-Signalwege zur Regulation der Flagellenfunktion ist der
Flagellenmotor. Hierzu werden einige Beispiele in Kapitel 1.1.4 Regulation des Flagellenmotors
genannt und im nichsten Kapitel 1.2.3 PilZ-Dominenproteine zwei Beispiele fir eine solche
Regulation anhand der PilZ-Domainenproteine YcgR aus E. co/f und FlgZ aus P. aeruginosa genauer

beschrieben.

1.2.3 PilZ-Dominenproteine

C-di-GMP ist ein weitverbreiteter second messenger, der eine Vielzahl an zellulidren Prozessen reguliert,
darunter DNA-Reparatur, Transkription, mRNA-Abbau, Motilitit, Protein- und Polysaccharid-
sekretion, Zellentwicklung und Biofilmbildung [47,84,170,213]. Die zelluliren Antworten auf
c-di-GMP-Signale werden durch spezifische Regulatoren vermittelt, zu welchen zwei Sorten von
Riboswitches und eine gro3e Anzahl von c-di-GMP-bindenden Proteinen gehoren. Die Strukturen
und Fihigkeiten zur Ligandenbindung von solchen c-di-GMP-Bindeproteinen, die bereits
experimentell charakterisiert wurden, sind in mehreren Reviews zusammengefasst [36,43,126]. In
den letzten Jahren kamen weitere neue c-di-GMP-Bindeproteine hinzu, von denen einige wie
MshEN weitverbreitet sind [167,225] und andere eine relative enge phylogenetische Verteilung
aufweisen [56,141]. Der erste c-di-GMP-Rezeptor der identifiziert wurde, ist der C-Terminus der
Zellulosesynthase BscA aus G. xylium (aktueller Name Komagataeibacter xylinus) [5]. Studien zu diesem
Protein fihrten erst zur Entdeckung von c-di-GMP [171,176]. Diese Arbeit beschrieb weitere PilZ-
Dominen-besitzende Proteine mit unterschiedlichen Strukturen, darunter PilZ-Dimere, Fusionen
von PilZ-Domainen mit einer N-terminalen PilZN-Domine (auch als YcgR-N-Domine bezeichnet,
PF07317) und PI1ZNR (YcgR_2,PF12945), eine Fusion mit einem HlyD-Familien-Sekretionsprotein
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in dem Alginatbiosyntheseprotein Alg44 und auch Fusionen von PilZ-Dominen mit REC-,
GGDEF-, EAL-, HD-GYP-Dominen, Chemorezeptoren aus dem MCP-Signalweg und CheC-
Signaldomanen [5]. AnschlieBende Studien von mehreren PilZ-Dominenproteinen bestitigten die
Fahigkeit dieser Domine, c-di-GMP zu binden und eine Vielzahl an c-di-GMP-regulierten
Funktionen zu tbernehmen [15,142,177,178]. Verschiedene PilZ-Domanenproteine konnen
c-di-GMP mit einer groBen Spanne von Affinititen binden, was zu einer groflen Diversitit an
c-di-GMP-Signalwegen beitrigt [160]. Kurioserweise ist das namensgebende Protein PilZ aus
P. aernginosa nicht dazu in der Lage c-di-GMP zu binden [2,121]. Uber die Jahre wurden die
Strukturen einiger PilZ-Dominenproteine wie zum Beispiel PlzD aus 1. cholerae, MapZ. aus
P. aeruginosa und Motl aus B. subtilis aufgeklirt [15,164,204]. Dadurch konnten wichtige Riickschlisse
Uber die c-di-GMP-Bindefihigkeit und die Rollen der konservierten RxxxR und (D/N)xSxxG
c-di-GMP-Bindemotive abgeleitet werden [36,43]. Vergleichende Analysen von PilZ-Sequenzen und
Strukturen ermdglichten die Identifikation weiterer konservierter Merkmale in PilZ-Dominen und
die Klassifikation in drei Hauptklassen von PilZ-Dominenproteinen. Dabei entwickelten sich
Multidominenfusionsproteine mit kanonischen PilZ-Dominen, tetramere PilZ-Dominenproteine
und Zwei-Dominen-PilZ-Proteine aus diversen N-terminalen Dominen mit C-terminalen
kanonischen PilZ-Dominen [63]. In Abbildung 5 sind Kiristallstrukturen verschiedener PilZ-
Dominenproteine dargestellt.

In der konstant wachsenden Liste von c-di-GMP-Bindeproteinen besitzen PilZ-Dominenproteine
eine einzigartige Position, nicht nur als der erste c-di-GMP-Rezeptor der identifiziert und
charakterisiert wurde [5,15,164,178], sondern auch, weil sie zusammen mit den kurzlich
beschriebenen MshEN [167,225] und den inaktivierten GGDEF- und EAL-Domainen die einzigen
wirklich weit innerhalb der Bakterien verbreiteten c-di-GMP-Bindedominen darstellen. Andere
c-di-GMP-Rezeptoren hingegen haben nur relativ enge phylogenetische Verteilungen und viele von
thnen haben die Fihigkeit, c-di-GMP zu binden, vermutlich als spezifische zusitzliche Adaptionen
innerhalb ihrer Proteinsuperfamilien erlangt. Beispiele hierfiir sind eine Histidinkinase und ein CheY

dhnliches Protein in C. ¢rescentus und der Transkriptionsfaktor FleQ in P. aeruginosa [56,117,141].
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Abbildung 5: Struktureller Aufbau verschiedener PilZ-Dominenproteine. PilZ-Dominen bestehen aus sechs
B-Faltblittern, die ein B-barre/ formen, und einer C-terminalen a-Helix [63]. Der strukturelle Aufbau der Proteine wurde
der Proteindatenbank PDB [20] entnommen und wird durch einen Farbverlauf von blau (N-Terminus) nach rot
(C-Terminus) veranschaulicht. A) Kristallstruktur von MapZ aus P. aeruginosa [164]. MapZ ist ein kanonisches PilZ-
Dominenprotein mit einer langen C-terminalen a-Helix [63]. B) Kristallstruktur der PilZ-Domine von YcgR aus E. co/i
mit gebundenem Liganden (c-di-GMP) [78]. Die PilZ-Domine von YcgR weist eine kiirzere C-terminale a-Helix auf als
kanonische PilZ-Dominenproteine. C) Kristallstruktur von YcgR aus E. co/ mit gebundenem Liganden (c-di-GMP)
[78]. YcgR ist ein PilZ-Dominen-Fusionsproteinen und weist neben der C-terminalen PilZ-Domine noch eine
N-terminale YcgR-N-Domaine auf. Durch die Bindung von c-di-GMP unterlduft YcgR einer Konformationsinderung,
wodurch die beiden Dominen in engere rdumlichere Nihe gebracht werden [78]. D) Kristallstruktur der beiden PilZ-
Dominen von Alg44 aus P. aeruginosa mit gebundenen Liganden (c-di-GMP) [41]. Alg44 weist N-terminale PilZ-
Dominen auf, die eine Tandemduplikation einer kanonischen PilZ-Domaine darstellt. Als solche besitzen diese PilZ-
Dominen auch eine lange C-terminale a-Helix, die sich durch eine hohe Anzahl an geladenen Aminosduren auszeichnet
und zur Protein-Protein-Interaktion, in diesem Fall zur Bildung eines Homodimers, genutzt wird [63]. E) Kristallstruktur
der PilZ-Dominen eines tetrameren PilZ-Dominenproteins (tPilZ) aus Xanthomonas campestris pv. campestris (Xec) [110].
Vier Protomere von XCCG6012 bilden tiber starke hydrophobe Wechselwirkungen ein stabiles, symmetrisches Tetramer
[110].

PilZ-Dominen bestehen aus sechs 3-Stringen und einer C-terminalen a-Helix und finden sich in
den Genomen vieler Bakterienstimme. Die 3-Stringe sind dabei als zwei antiparallele 3-Faltblatter
angeordnet, die ein B-barre/ formen. Die grofiflichige Verteilung innerhalb der Stimme und ihr
Vorkommen in sehr frih entstandenen Stimmen wie Aguificae und Thermotggae legen nahe, dass diese
Form von PilZ-Dominenproteinen die urspriingliche Form ist, weshalb sie auch als kanonisch
bezeichnet wird [63]. Strukturvergleiche zeigen das Vorkommen derselben kanonischen Variante
von PilZ-Domainen in Proteinen wie BesA, YcgR, Motl und MrkH, bei denen die PilZ-Domine die
C-terminale Domine darstellt. In Alg44 stellt die PilZ-Domine die N-terminale Domine dar. Die
kanonische PilZ-Domine unterscheidet sich durch eine lange C-terminale a-Helix, die in den
X-PilZ-Domainen-Fusionsproteinen fir gewohnlich nicht vorkommt [63]. Diese Helix ist allerdings
in den PilZ-Fusionsproteinen BesA, Alg44 und PilZ-Dimeren, die eine Tandemduplikation der

kanonischen PilZ-Domaine reprasentieren, konserviert und zeichnet sich durch eine hohe Anzahl an
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geladenen Aminosduren, besonders Arginin und Lysin, aus, die vermutlich fiir Protein-Protein-
Interaktionen genutzt werden [63]. So fithren Mutationen in dieser Helix in DgrA in C. crescentus zu
einem abgeschwichten Phinotyp [44] und in YcgR in E. co/i zum Verlust der Interaktion mit FliM
[149]. Wihrend manche alleinstehenden PilZ-Dominenproteine Verdnderungen in den
konservierten c-di-GMP-Bindemotiven zeigen und teilweise sogar die Fihigkeit zur c-di-GMP-
Bindung komplett verloren haben [2,121], zeigen PilZ-Domainen in Fusion mit anderen Dominen
diese Verinderungen nicht. Es scheint, als hitten sich die PilZ-Dominen in BscA, Alg44, YcgR,
Motl und dhnlichen Proteinen unter strikter Selektion entwickelt und die Fihigkeit c-di-GMP zu
binden ihre Funktion in den jeweiligen c-di-GMP-Signalwegen garantiert [63]. Bis auf eine kurze
N-terminale a«-Helix und die beiden a-helikalen Insertionen in tPilZ, die tetramerbildende Version
der PilZ-Dominen, ist diese der kanonischen Version ebenfalls sehr dhnlich. Durch die Interaktion
einer dieser zusitzlichen o-Helices bilden vier PilZ-Protomere tiber starke hydrophobe
Wiederholungen ein sehr stabiles Tetramer [110]. Kiurzlich wurden durch Sequenz- und
Strukturanalysen weitere Varianten von PilZ-Dominen entdeckt, die allerdings nur innerhalb
einzelner Phyla, einer Klasse, einer Familie oder sogar nur in einem einzelnen Genus vorkommen.
So kommen die Varianten Pi1ZN3 und PilZN4 nur in Spirochiten und Mitgliedern der Aquificae
und Fibrobacteres vor, PilZN5 nur in Actinomyceten, PilZNG in Deltaproteobakterien und PilZN7
in zelluloseabbauenden Clostridien [63]. Im Folgenden werden die beiden PilZ-Dominenproteine

YcgR aus E. co/i und FlgZ aus P. aernginosa und ihr Effekt auf die Motilitit genauer beschrieben.

1.2.3.1 YcgR

Ein friher Schritt der Transition von einem motilen zu einem sessilen Lebensstil muss darin
bestehen, die Motilitit der Zelle zu inhibieren. Die Verknipfung zwischen c-di-GMP und der
Motilitat Gber die Kontrolle der Transkription von Flagellengenen ist bekannt, lduft aber relativ
langsam ab und ist deshalb fur die Transition unzureichend [76]. Durch die Deletion der
Phophodiesterase PdeH bedingte erhohte intrazellulire c-di-GMP-Spiegel fithren zur Inhibition der
Migration von E. coli und Salmonella enterica in semisolidem Agar. Dieser Phinotyp kann partiell
durch eine Inaktivierung des ygR Gens umgekehrt werden [66,101,178]. YcgR besteht aus einer
N-terminalen YcgR-N-Domine und einer C-terminalen PilZ-Domine. Diese beiden individuellen
Doémanen bilden jeweils ein B-barre/ und sind tber einen /ogp, der das konservierte c-di-GMP-
Bindemotif RxxxR enthilt, miteinander verbunden [78]. Das Binden von c-di-GMP [6st eine starke
Konformationsinderung aus, welche die YcgR-N-Domine und die PilZ-Domine in grofere
rdumliche Nihe bringt [15,78,101,178]. Es gibt mehrere Méglichkeiten, wie der Mechanismus mit
dem YcgR die Flagelle beeinflusst, aussehen konnte. Da kein Unterschied in der Menge an Flagellin
oder in der Schwimmgeschwindigkeit der Zellen zwischen dem Wildtyp und der Deletionsmutante
von yggR festgestellt werden konnte, wird weder die Stabilitit der Flagelle noch die Effizienz des
Motors signifikant beeinflusst. Allerdings konnte eine starke CCW-Ausrichtung bei hohem
intrazellulirem c-di-GMP-Spiegel (ApdeH) festgestellt werden. Die zusitzliche Deletion von ygR
stellte aber wieder das fiir den Wildtyp bekannte Verhiltnis der Rotationsfrequenzen zwischen CCW
und CW her, was auf YcgR als alleinigen Vermittler dieser verstirkten CCW-Ausrichtung hindeutet
[59]. YcgR wird in einer anderen Studie als backstop brake, also Ricklaufbremse, beschrieben, da dort
ebenfalls die starke CCW-Ausrichtung gezeigt, aber zusitzlich auch ein negativer Effekt auf die
Schwimmgeschwindigkeit nachgewiesen wurde [149]. Die Frage wie YcgR in seiner c-di-GMP-
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gebundenen Form mit dem Flagellenmotor interagiert, wurde bereits 2010 in drei voneinander
unabhingigen Studien untersucht, wobei diese zu unterschiedlichen Erkenntnissen fithrten. Es
konnte eine Interaktion von YcgR mit den Motorproteinen MotA [25], FliG und FliM [149] oder
nur FliG [59] nachgewiesen werden. Dementsprechend wurden zwei verschiedene Modelle fiir die
YcgR-abhingige Regulation der Motorfunktion postuliert, wonach die Bindung von YcgR an den
Motor entweder die Interaktion zwischen den Rotorproteinen FliM und FliG [59] oder dem
Rotorprotein FliG und dem Statorprotein MotA [25,149] beeintrichtigt.

Flagellum

O MotA binding site activation ’
© Domain reorientation

@ c-di-cmP

YcgR w’

XX/XK  inactivated/activated MotA
interacting patch

[ inferred FliG interacting region

Abbildung 6: Méglicher Regulationsmechanismus von YcgR. Ubersicht iiber die Anordnung des Rotors (rot) und
des Stators (blau) im Flagellenmotor. YcgR (griin) unterlduft durch die Bindung von c-di-GMP (gelb) eine
Konformationsinderung und geht von einem inaktiven in einen aktiven Zustand iiber. Diese Konformationsinderung
resultiert in einer Anniherung der N-terminalen YcgR-N-Domaine an die C-terminale PilZ-Domine und der Freigabe
der MotA-Interaktionsfliche. Im aktiven Zustand kann YcgR an das Statorprotein MotA binden, wobei es die
Interaktionsfliche zwischen MotA und FliG iiberspannt. Uber eine weitere Interaktionsfliche bindet das aktive YcgR
zeitgleich an weitere Motorproteine, wobei FLiG der bevorzugte Interaktionspartner ist, und interagiert mit diesen. Aus
Hou ez al. (2019) in Journal of Biological Chemistry [78)].

In einer aktuellen Studie konnte der Regulationsmechanismus nun genauer beschrieben werden,
wonach YcgR in seiner c-di-GMP-gebundenen (aktiven) Form sowohl mit dem Stator als auch mit
dem Rotor interagiert. Durch die Bindung von c¢-di-GMP an YcgR kommt es zu einer
Konformationsinderung und einer Neuausrichtung der beiden Dominen, wodurch die inaktive
Form von YcgR in eine aktive Form ibergeht. Diese aktive Form von YcgR bindet iber die
C-terminale PilZ-Domine an das Statorprotein MotA, wobei es die Interaktionstliche zwischen
MotA und FliG iiberspannt. Die N-terminale YcgR-N-Domine tragt iiber eine weitere konservierte
Region zur Interaktion mit weiteren Motorproteinen, wahrscheinlich FliGG, bei. Da sowohl die YcgR-
N-Domine als auch die PilZ-Domine notwendig sind, um den Energietransfer zwischen Stator und
Rotor zu verringern und so die Schwimmgeschwindigkeit herabzusetzen, interagieren beide
Dominen vermutlich zeitgleich mit dem Flagellenmotor [78]. In Abbildung 6 ist der postulierte
Mechanismus tber den YcgR die Flagellenfunktion reguliert dargestellt. Dieser YcgR-c-di-GMP-
Mechanismus scheint von E. o/ wihrend der frihen Stadien in der Transition von einem motilen
zu einem sessilen Lebensstil genutzt zu werden, wenn rotierende Flagellen noch benétigt werden.
Es wurde bereits gezeigt, dass E. co/i Zellen mit paralysierten Flagellen signifikant schlechter an
abiotische Oberflichen anheften konnen, als Zellen mit normal funktionierenden oder CCW-
ausgerichteten Flagellen [157]. Es konnte gezeigt werden, dass YcgR fir die Transition von motil zu

sessil in semisoliden Medien sogar noch wichtiger ist als bei Zellen aus planktonischer Kultur, was
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cher dem natirlichen Habitat dieses Enterobakteriums, also Schleimhiuten des eukaryotischen

Verdauungstrakts und Fakalien, entspricht [59].

1.2.3.2 FlgZ

Auch in den Pseudomonaden gilt das Paradigma, das ein hoher c-di-GMP-Spiegel mit einem sessilen
Lebensstil in Form eines Biofilms und ein niedriger c-di-GMP-Spiegel mit einem motilen Lebensstil
assoziiert ist [45,170]. Auch besitzen sie mehrere PilZ-Dominenproteine, wovon das im Folgenden
genauer beschriebene FlgZ in allen bisher sequenzierten Pseudomonadengenomen zu finden ist
[115]. FlgZ aus P. putida konnte aufgereinigt und seine Kristallstruktur bestimmt werden. So konnte
auch gezeigt werden, dass FlgZ zwei Molekiile c-di-GMP binden kann und dass diese Bindung den
Ubergang von einer dimeren zu einer monomeren Form bedingt. Die aktive Form von FlgZ scheint
dabei das Monomer zu sein [100]. FlgZ zeigt Homologien zu YcgR, welches die Motilitit beeinflusst
und als flagellare Riicklaufbremse fungiert [59,101,149,178] und bereits in 1.2.3.1 YcgR beschrieben
wurde. FlgZ und YcgR weisen mit einer C-terminalen PilZ-Domaine und einer N-terminalen YcgR-
N-Domine dieselbe Dominenarchitektur auf [63]. Das Gen fgZ ist im Flagellenoperon lokalisiert
und wird zusammen mit fgMN in Abhingigkeit der flagellaren Regulatoren FleQQ und FLA
kotranskribiert [115]. Eine Mutation bzw. Deletion von f/gZ fihrt nicht zu einer Verdnderung der
Schwimmfihigkeit in P. putida. Bine ektopische Uberexpression von flgZ resultiert hingegen in einer
eingeschrinkten Motilitit. Auch eine Lokalisation von FlgZ unter hohen intrazelluliren c-di-GMP-
Spiegeln am flagellierten Zellpol deutet auf eine Interaktion mit dem Basalkorper der Flagelle hin
[115]. Fur P. aeruginosa konnte bereits ein Zusammenhang zwischen der c-di-GMP-abhingigen
Repression der Schwirmfahigkeit und den flagellaren Statorproteinen MotCD gezeigt werden [103].
P. aernginosa und seine Verwandten unterscheiden sich von vielen anderen flagellierten Bakterien
dadurch, dass sie zwei verschiedene Sitze an protonenabhingigen Statoren MotAB und MotCD
besitzen [55,219]. Diese beiden Statorsets tibernehmen verschiedene Aufgaben, wobei MotCD das
Schwirmen tber Oberflichen und MotAB das Schwimmen in Flussigkeiten unterstiitzt. Das
Schwirmverhalten wird durch ein c-di-GMP-Signal angeregt, welches zu einem Austausch der
Statoren von MotAB zu MotCD fihrt [103]. FlgZ interagiert direkt mit der Statoruntereinheit MotC
und interagiert nicht mit MotA, da die Lokalisation am flagellierten Pol von der Anwesenheit von
MotC abhingt. Sowohl die Interaktion mit MotC als auch die Repression des Schwirmens sind
davon abhingig, dass FlgZ c-di-GMP gebunden hat, da ein Aminosdureaustausch in dem
konservierten c-di-GMP-Bindemotiv in demselben Phinotyp resultiert wie eine Deletion von flgZ.
Durch die Interaktion von FlgZ mit MotC wird dessen Zusammenarbeit mit dem Rotor verhindert
und ermdoglicht so eine schnelle Anpassung des Schwirmverhaltens der Zelle an sich verindernde
duflere Bedingungen [11]. In Abbildung 7 ist der Regulationsmechanismus von FlgZ schematisch
dargestellt.
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Abbildung 7: Regulationsmechanismus von FlgZ. Links) Ubersicht iiber die Anordnung des Rotors und des
Stators. P. aeruginosa besitzt zwei verschiedene protonengetriecbene Statorsets: MotAB (blau) zum Schwimmen und
MotCD (gold) zum Schwirmen. Diese beiden Statorsets kénnen zu variablen Anteilen zur selben Zeit in dem
Motorkomplex der polaren Flagelle vorkommen. Unter niedrigen c-di-GMP-Spiegeln diffundiert FlgZ (rot) in seiner
c-di-GMP-ungebundenen Form frei im Zytoplasma. Rechts) In seiner c-di-GMP-gebundenen Form bindet FlgZ
spezifisch an die Statoreinheit MotCD und entkoppelt diese nicht nur vom Rotor, sondern lisst diese aus dem Motor in
die umliegende Zellmembran diffundieren, sodass bei hohen c-di-GMP-(cdG)-Spiegeln nur die MotAB-Statoreinheiten
die Flagelle antreiben und dadurch das Schwirmverhalten unterdriickt wird. Aus Tusk et al. 2018 in Journal of Molecular
Biology [221].

1.3 Shewanella putrefaciens CN-32

Mitglieder des Genus Shewanella bilden eine diverse Gruppe aus fakultativ anaeroben Bakterien die
weltweit verbreitet und sowohl im Salzwasser als auch, im Falle von S. oneidensis, im Stillwasser zu
finden sind [72,224]. Kennzeichnend fir viele Shewanellen ist ihre Fihigkeit, bei der Abwesenheit
von Sauerstoff eine Vielzahl an verschiedenen finalen Elektronenakzeptoren nutzen zu kénnen, was
es ihnen ermoglicht in diversen Habitaten zu tiberleben [72]. So wurden Shewanellen aus einer Reihe
von Umgebungen mit verschiedenen Salzkonzentrationen, Temperaturen und barischem Druck
isoliert [72]und sie spielen verschiedene Rollen als opportunistisches Pathogen [77], Symbiont [69],
Epibiont und lebensmittelverderbender Organismus [140]. Generell sind Shewanellen Mitglieder der
y-Proteobakterien und gramnegative Stibchen von 2-3 um Linge und 0,4-0,7 pm Durchmesser
[224]. Der Genus Shewanella weist die groB3te Bandbreite an respiratorischen Organismen auf. Die
annihernd 20 organischen und anorganischen Komponenten, die von Shewanella als terminale
Elektronenakzeptoren genutzt werden konnen, beinhalten auch einige toxische Elemente und
unl6sliche Metalle wie zum Beispiel Uranat [34], Chromat [229], Schwefel [152] und Manganoxide
[105]. Des Weiteren zeichnet sich die Gattung durch ihr schnelles Wachstum und ihre Fihigkeit,
auch bei geringen Temperaturen um die 4°C zu wachsen und sich zu teilen, aus [26,27,224].
Shewanellen sind meist motil und nutzen eine einzelne polare durch Natriumionen angetriebene
Flagelle [98,147]. Shewanella putrefaciens, der Vertreter der Gattung der in dieser Arbeit als
Modellorganismus genutzt wird, wurde erstmals 1931 von ranziger Butter isoliert [51].
S. putrefaciens zeichnet sich ebenfalls durch seine vielseitigen respiratorischen Fihigkeiten und
Habitate aus, so wurde zum Beispiel eine Beteiligung an der Biomineralisierung von in Sandstein
vorkommenden Uranvorkommen belegt [132] und es konnte auch in humanen klinischen Proben
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nachgewiesen werden [77,93]. AulBerdem besitzt S. putrefaciens CN-32 zwei distinkte Flagellensysteme
und kann so neben einer natriumionengetriebenen polaren Flagelle auch mehrere
protonengetriebene laterale Flagellen ausbilden [147].

1.3.1 Motilitit in S. putrefaciens CN-32

Ahnlich zu anderen bakteriellen Spezies kann . putrefaciens CN-32 ein komplettes sekundires
Flagellensystem mit einem dazugehorigen Statorsystem MotAB ausbilden. Das sekundire
Flagellensystem dieser Spezies ist homolog zu dem fur . parabaemolyticus beschriebenen. Dieser
nutzt unter planktonischen Bedingungen eine einzelne natriumionengetriebene polare Flagelle zum
Schwimmen, wohingegen er sein induzierbares protonengetriebenes laterales Flagellensystem zum
Schwirmen tber Oberflichen oder zum Schwimmen in viskosen Medien nutzt [122]. Beide
Flagellensysteme in S. putrefaciens CN-32 bilden unabhingig voneinander funktionale Flagellen, wobei
dynamische Komponenten des Basalkorpers, wie das Rotorprotein FliM oder die Statoren MotAB,
des sekundiren Systems, und PomAB, des primiren Systems, hoch spezifisch fir ihren jeweiligen
Flagellenmotor sind. Auch hier ist die polare Flagelle durch die Statoreinheit PomAB
natriumionengetrieben und die lateralen Flagellen nutzen einen Protonengradienten durch die
Statoreinheit MotAB [32]. Obwohl die Operonstrukturen nahe legen, dass das sekundire
Flagellensystem aus einer Duplikation des primiren hervorgegangen ist, sind beide Systeme in
Hinblick auf die Homologien auf Proteinebene sehr unterschiedlich. So liegen etwa die
Identititslevel durchschnittlich bei 40 %, wobei FILiL. mit 60 % die hochste und FliM mit 17 % die
niedrigste Ubereinstimmung zeigen [32]. Auch fehlen im sekundiren Flagellengencluster (c/uster II)
einige Gene, die im primiren Flagellengencluster (¢/uster I) vorkommen, wie zum Beispiel die Gene,
die fur das Chemotaxissystem codieren. Deshalb wurde das sekundire Flagellengencluster in diesem
Organismus vermutlich bereits frither erworben und entstand nicht durch eine Duplikation des
eigenen primiren Genclusters [32]. Das Fehlen der Gene fir ein Chemotaxissystem deutet bereits
darauf hin, dass das laterale Flagellensystem von S. putrefaciens CN-32 nicht durch Chemotaxis
beeinflusst wird, was auch experimentell gezeigt werden konnte [172] und die Drehrichtung
dementsprechend dauerhaft im Gegenuhrzeigersinn ist [33]. Die Abwesenheit eines sekundiren
Flagellensystems in einigen Shewanellen deutet darauf hin, dass dieses im Gegensatz zu dem
primiren Flagellensystem nicht zwingend bendétigt wird, da eine einzelne natriumgetriebene polare
Flagelle fir das Schwimmen in marinen Umgebungen, also dem typischen Habitat der meisten
Vertreter dieses Genus [72], ausreichend ist. Dies legt nahe, dass das zusitzliche laterale
Flagellensystem eher eine unterstiitzende Funktion unter bestimmten Umweltbedingungen
tbernimmt. So konnen sich Vertreter von S. putrefaciens CN-32, die beide Flagellensysteme
exprimieren zum Beispiel in Weichagar weiter radial ausbreiten als solche, die nur das polare
Flagellensystem exprimieren. Es konnte bislang keine Fihigkeit zum Schwirmen fir
S. putrefaciens CN-32 gezeigt werden [32]. Da diese Fihigkeit jedoch von vielen speziesspezifischen
Faktoren abhingt [92], wire es moglich, dass die dazu nétigen Faktoren noch nicht identifiziert
wurden. Es gibt eine Verbindung zwischen dem Metabolismus und der Expression des lateralen
Flagellensystem in S. putrefaciens CN-32, da dieses bereits wihrend des planktonischen Wachstums in
Komplexmedium, nicht aber in Minimalmedium, exprimiert wird [32] und auch nicht erst nach
Kontakt mit einer Oberfliche wie zum Beispiel bei 1. parabaenolyticus [120,122]. Das zusitzliche
laterale Flagellensystem trigt nicht zu einer Erh6éhung der Schwimmgeschwindigkeit bei aber es
verindert das Schwimmmuster indem es das chemotaktische Verhalten der Zellen begiinstigt [32].
Wihrend Zellen mit einer einzelnen polaren Flagelle, die durch den run-reverse-flick-Mechanismus
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navigieren, ihre Neuorientierung anschlieend in einem 90° Winkel beginnen ([161,197,230] und
Kapitel 1.1.2 Schwimmverhalten und Chemotaxis), ist der Winkel bei S. putrefaciens CN-32 Wildtyp-
Zellen, die beide Flagellensysteme exprimieren und zusitzlich zu der einzelnen polaren Flagelle noch
ein bis drei laterale Flagellen besitzen, im Durchschnitt geringer. Dieser geringere Winkel fihrt zu
einer hoheren Richtungsbeibehaltung wodurch die Ausbreitungseffizienz in der Umgebung
gesteigert wird [33].

1.3.2 C-di-GMP in S. putrefaciens CN-32

Auch in Shewanellen spielt der intrazellulire c-di-GMP-Spiegel eine wichtige Rolle bei der Transition
des Lebensstils von motil zu sessil. Im Genom von §. putrefaciens CN-32 sind zehn Gene lokalisiert,
die fir putative Phosphodiesterasen (PDE’s) und 20 Gene, die fur putative Diguanylatcyclasen
(DGC’s) codieren. Weiter 21 Gene codieren fiir potenziell bifunktionale Proteine, die sowohl eine
EAL-Domine als auch eine GGDEF-Domine aufweisen [173]. Bisher konnte jedoch erst eines
dieser Enzyme identifiziert und charakterisiert werden, das einen Effekt auf die Motilitit in
S.  putrefaciens CN-32  zeigt. Das Multidominenprotein PdeB ist eine transmembrane
Phoshodiesterase, welche in Abhingigkeit der Nihrstoffbedingungen die flagellenbasierte Motilitat
reguliert. Deletionsmutanten von pdeB zeigen einen erhohten intrazelluliren c-di-GMP-Spiegel und
eine deutlich geringere radiale Ausbreitung in Weichagar im Vergleich zum Wildtyp [173]. Obwohl
PdeB am flagellierten Zellpol lokalisiert beeinflusst es das sekundire Flagellensystem. Zum einen
fihrt die Deletion von pdeB zu einer geringeren Expression des sekundiren Flagellensystems und
hat somit eine regulatorische Funktion auf transkriptionaler Ebene. Zum anderen beeinflusst PdeB
die Schwimmfihigkeit der beiden Flagellensysteme auch posttranslational [173]. In
S. putrefaciens CN-32 sind finf Proteine als PilZ-Domiénenproteine annotiert, die als Effektoren fiir
solche posttranslationalen Regulationen dienen kénnten.

Zielsetzung  dieser  Arbeit  war  die  Charakterisierung  des  posttranslationalen
Regulationsmechanismus, durch den die Schwimmfihigkeit von Zellen, die nur laterale Flagellen
besitzen (AflagP), negativ beeinflusst wird.
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2 ERGEBNISSE

2.1 Regulation der Motilitit in S. putrefaciens CN-32

Shewanella putrefaciens CN-32 besitzt zwei distinkte zusammenhingende Genregionen, die beide unter
nihrstoffreichen Bedingungen wihrend logarithmischem Wachstum in planktonischer Kultur und
auf Oberflichen exprimiert werden. Die Beiden Flagellencluster werden als custer]
(Sputen32_2556Sputcn32_2605) und dusterl] (Sputcn32_3447-Sputcn32_3485) bezeichnet [33].
Cluster I beinhaltet die Gene, die fiir die fiir den Aufbau einer polaren Flagelle benotigten Proteine
codieren. Die Expression von ¢uster]] fihrt zur Bildung von ein bis fiinf lateralen Flagellen pro Zelle.
Diese beiden Flagellensysteme arbeiten synergistisch jedoch ist jedes einzelne alleine voll funktional.
Das polare System ist fiir den Hauptantrieb und damit die Schwimmgeschwindigkeit der Zelle
verantwortlich. Das laterale System unterstiitzt die Richtungsbeibehaltung indem es den Drehwinkel
nach einem Richtungswechsel herabsetzt und so zu einer héheren Richtungsbestindigkeit beitrigt
[33]. Unter nahrstoffarmen Bedingungen wird nur das polare Flagellensystem exprimiert was
vermutlich mit der Aktivitit der Phosphodiesterase PdeB zusammenhingt. PdeB ist nur unter
nihrstoffreichen Bedingungen aktiv und hydrolysiert c-di-GMP, wodurch der intrazellulire
c-di-GMP-Spiegel sinkt und die Expression der lateralen Flagellengene aktiviert wird. Im
Umkehrschluss kommt es bei hohen intrazelluliren c-di-GMP-Spiegeln kaum zur Bildung von
lateralen Flagellen [173]. Wurden diese aber erst einmal komplett ausgebildet, so verbraucht die
stindige Rotation der Flagellen viel Energie. Aus diesem Grund muss es weitere posttranslationale
Regulatoren zur Kontrolle der Flagellenaktivitit geben, sodass die Zelle bei ungiinstigeren dul3eren
Bedingungen diese Energie einsparen kann. Derartige regulatorische Elemente, die posttranslational
die Aktivitit von Flagellen regulieren, sind haufig PilZ-Dominenproteine, die als Kupplung oder als
Bremse agieren konnen (siche Kapitel 1.2.3 PilZ-Domanenproteine). In Shewanella putrefaciens CN-32
sind funf solcher PilZ-Domainenproteine im Genom annotiert (SputCN32_1553, SputCN32_2212,
SputCN32_2813, SputCN32_2815 und SputCN32_3446). Das folgende Kapitel befasst sich mit
dem Gen bzw. dem Genprodukt von SputCN32_3446 MotL. Im Rahmen meiner Arbeit konnte ich
zeigen, dass Motl. c-di-GMP-abhingig als negativer Regulator spezifisch auf das laterale
Flagellensystem wirkt.

Teile der in diesem Kapitel prasentierten Daten wurden gemeinsam mit Patrick Kliiber und Tabea
Leonhard als Teil ihrer Bachelorarbeiten unter meiner Betreuung erarbeitet.

2.1.1 Das PilZ-Dominenprotein MotL

Das Gen motl. (SputCN32_3446) liegt im Gencluster, welches fiir die lateralen Flagellen codiert
(SputCN32_3445 bis SputCN32_3485) direkt im Anschluss an die Gene motA (SputCN32_3448)
und 7otB (SputCN32_3447). Dieser Aufbau des Genclusters mit homologen Proteinen ldsst sich
auch bei weiteren Vertretern des Genus Shewanella mit putativen dualen Flagellensystemen finden
(Abbildung 8). Dies deutet darauf hin, dass es sich bei der Art der Regulation der Flagellenaktivitit
mittels MotL um einen hiufig vorkommenden und vermutlich konservierten Mechanismus handelt.

33



Shewanella_sp_W3_18_1_NC_008750
—————— —- - - —— D < ——— e — -—p— - —

522677... sizemr |
motA motB motlL

Shewanella_psychrophila_strain_WP2_NZ_CP014782

— ‘ - - 4ems  -Emm——e—— - =
8722, .-.107322
motL motB motA

Shewanella_baltica_0S183_NZ_CM001435
—af—— —_ = — <3 - - - e —d——

4502501... ...4522501
motL motB motA

Shewanella_sediminis_HAW_EB3_NC_009831
> — <@ - - - g e mm

51801... 71601
motl motB motA

Shewanella_denitrificans_0S217_NC_007954

—-—.—:;,—— -’———_— — ‘ -~ - _ G
4341860... ...4361800
motlL motB motA

Abbildung 8: Ergebnis der mit EDGAR durchgefiihrten multiplen Sequenzanalyse. Gesucht wurde nach dem
PilZ-Dominenprotein MotL (SputCN32_3446) in allen in der Datenbank (EDGAR [24]) hinterlegten Genomen des
Genus Shewanella. Homologe Gene wurden mit zwei Ausnahmen (5. pealeana und S. balifaxensis) in allen Stimmen
gefunden, die ebenfalls ein putatives duales Flagellensystem besitzen. Die Anordnung der Gene in diesen Genclustern
folgt immer demselben Muster und das homologe Gen zu motL (rot) folgt immer auf die Gene fiir die Statoren mozA
(dunkelgrau) und »otB (rosa). Downstream von motl. liegt noch ein weiteres Gen, bevor custer IT endet. Dieses Gen codiert

fiir ein konserviertes hypothetisches Protein, bei welchem es sich um ein Transmembrandoméinenprotein handelt.

MotL. weist in seiner Aminosduresequenz das fir PilZ-Dominenproteine typische und stark
konservierte Motiv RxxxR_D/NxSxxG auf [36,43] (Abbildung 9). Von dem bereits charakterisierten
PilZ-Dominenprotein YcgR aus E. co/i und §. enterica ist bekannt, dass es als Dimer vorliegt und
durch die Bindung von c-di-GMP eine Konformationsinderung durchliuft, wodurch es von einer
inaktiven in eine aktive Form wechseln kann [15]. FlgZ aus P. aeruginosa hingegen liegt in seiner
inaktiven Form als Dimer vor und die aktive Form entspricht dem Monomer [100]. Fir MotL konnte
in einem bacterial-two-hybrid-assay gezeigt werden, dass es mit sich selbst interagieren kann (siche
Kapitel 2.1.7.2 Bacterial Adenylate Cyclase Two-Hybrid (BACTH)-System) und dass das besagte PilZ-
Dominenmotiv RxxxR und (D/N)xSxxG fiir die Bindung von c¢-di-GMP benétigt wird, da
MotLAAx, eine Variante in der die konservierten Aminosiauren des Bindemotivs durch Alanine
ausgetauscht wurden, nicht mehr dazu in der Lage ist, in einem membranbasierten
Ligandenbindungstest c-di-GMP zu binden (Abbildung 9). MotLLAAx wird im Folgenden als
c-di-GMP insensitive Variante von MotL bezeichnet und als solche in Experimenten verwendet.
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Abbildung 9: C-di-GMP-Bindung von MotL bedarf des konservierten Aminosduremotivs
RxxxR_(D/N)xSxxG. A) Sequenzlogo einiger bekannter PilZ-Dominenproteine (modifiziert aus Galperin und
Chou (2019) [63]). Die durch Pfeile hervorgehobenen konservierten Aminosduren wurden durch Alanine ausgetauscht,
um eine c-di-GMP-insensitive Variante von MotL, MotLLAAx, zu generieren. B) Diese c-di-GMP-insensitive Variante
MotLAAx wurde neben sfGFP und sfGFPMotl. iberproduziert (in  AflagPAmorl. mit pBTOKsfgfp,
pBTOKsfgfpmotl,_pdeH bzw. pBTOKsgpmotl AAx_pdeH) und mittels sfgfp-zag aufgereinigt. C) Die Fihigkeit der
aufgereinigten Proteine c-di-GMP zu binden wurde in einem membrangebundenen Ligandenbindungstest mittels
radioaktiv markiertem c-di-GMP dberprift [201]. Weder sfGFP noch sfGFPMotLLAAx sind im Gegensatz zu
sfGFPMotL dazu in der Lage c-di-GMP in einem membranbasierten Ligandenbindungstest zu binden.

2.1.2 Einfluss von MotL auf die Motilitit

Die Lokalisation von ol im lateralen Flagellencluster legt einen Einfluss von MotL auf die laterale
Flagelle und damit auf die Motilitit nahe. Das Schwimmverhalten von . putrefaciens CN- 32 wurde
zunichst Uber die radiale Ausbreitung auf Weichagar und anschlieBend tber die Messung der
Schwimmgeschwindigkeit einzelner Zellen in planktonischer Kultur bestimmt. Hierzu wurde auf
eine Platte mit geringer Weichagarkonzentration je ein Tropfen des zu untersuchenden Stammes
aufgebracht, welcher sich anschlieBend durch Wachstum und Schwimmen der Zellen kreisférmig in
und auf dem Agar ausbreitet. Dieser Ausbreitungsradius wurde anschlieBend ausgemessen und gibt
Auskunft tber die Schwimmfihigkeit des jeweiligen Stammes auf semisoliden Oberflichen.
Zunichst wurde die Auswirkung einer zn-frame-Deletion von motl. (Amotl) in verschiedenen
Hintergrundstimmen untersucht: Wildtyp (schwimmt mit Hilfe beider Flagellen), AflagP (schwimmt
nur durch laterale Flagellen), Aflagl. (schwimmt nur durch polare Flagellen) und AflagPAflagl.
(exprimiert keine Flagelline und ist nicht-motil). Des Weiteren wurde eine Komplementation mit
stopmotl. in AflagPAmorl. auf ihr Schwimmverhalten getestet, um so Ruckschlisse auf die
Funktionalitit der GFP-markierten Variante von MotL ziehen zu kénnen (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Radiale Ausbreitung auf Weichagar nach Deletion und Komplementation von MotL. Die
Deletion von motl. (liniert) hat keinen Einfluss auf die radiale Ausbreitung des Wildtyps (grau). Ebenso zeigt die
zusitzliche Deletion von zotL (liniert) in den Stimmen Aflagl. (hellgrau) und AflagPAflagl. (schwarz) keinen Effekt, was
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hingegen fithrt zu einem 10 % groBeren Ausbreitungsradius im Vergleich zu dem von AflagP (dunkelgrau), wodurch ein
negativer Effekt von Mot auf das laterale Flagellensystem gezeigt werden konnte. Die Komplementation von
AflagPAmotl. mit sfgfpmotl. (dunkelgrau schraffiert) zeigt, dass die sfGFP-getagte Variante funktional ist und den
Ausbreitungsradius wieder in etwa auf den von AflagP (dunkelgrau) reduziert. Angegeben sind jeweils die Mittelwerte +
Standardabweichung aus drei unabhingigen Experimenten. Ein reprisentatives Ergebnis dieser Experimente ist im
Appendix in Abbildung 26 zu sehen. Zur statististischen Auswertung wurde ein t-Test durchgefiihrt und signifikante
Unterschiede (p < 0,05) sind durch Sternchen (*¥) verdeutlicht.

Die Deletion von ozl hat keinen Einfluss auf die Ausbreitungsradien des Wildtyps, des Stammes
der nur funktionale polare Flagellen besitzt (Aflagl)) oder des Stammes ohne funktionale Flagellen
(AflagPAflagl ). Ein Effekt zeigt sich einzig fur den Stamm, der nur funktionale laterale Flagellen
bildet (AflagP). Hier fihrt die zusitzliche Deletion von motl. zu einem 10 % grofleren
Ausbreitungsradius als im Hintergrundstamm AflagP. Die Komplementation von AflagPAmor]. mit
Sfgfpmotl. fuhrt zu einem Ausbreitungsradius vergleichbar mit dem von AflagP, was darauf schlieSen
lasst, dass die GIFP-markierte Variante von MotL (stGFPMotL) voll funktional ist. Diese GFP-
markierte Variante wird aufgrund ihrer Funktionalitit in weiteren Experimenten als nachweisbare
und aufzureinigende Variante von MotL genutzt. Von einigen PilZ-Dominenproteinen wie Motl
aus B. subtilis ist bekannt, dass sie anders als MotL erst durch eine Uberproduktion einen Phinotypen
zeigen [39,204]. Um den Effekt einer Uberproduktion von Motl. auf die verschiedenen
Flagellensysteme von S. putrefaciens CN-32 zu Gberpriifen, wurde eine sfGFP-markierte Variante von
MotL mittels pBTOKsfgfpmotl. ektopisch im Wildtyp, AflagP und Aflagl. tiberproduziert und die
Stimme wurden auf ihre Fihigkeit zur Ausbreitung auf Weichagar untersucht. In allen drei Stimmen
fithrt die Uberproduktion von sfGFPMotL nach Induktion verglichen mit den basalen Werten zu
einer Differenz in der radialen Ausbreitung. Die Verringerung des Ausbreitungsradius fir Aflagl.
pBTOKfgfpmotl. betrigt lediglich 4 %, wohingegen die Ausbreitung beim Wildtyp durch die
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Uberproduktion von sfGFPMotl. um 15 % und bei AflagP sogar um 27 % verringert wurde
(Abbildung 11). Folglich wirkt sich auch eine Uberproduktion von MotL in Form von sfGFPMotL.
hauptsichlich negativ auf die Funktion der lateralen Flagellen und nicht auf die der polaren Flagelle
aus.
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Abbildung 11: Differenz der radialen Ausbreitung auf Softagar nach ektopischer Uberproduktion von
sfGFPMotL. Die Uberproduktion von sftGFPMotL fiihrt zu einer Verringerung der Ausbreitungsradien verglichen zu
der Ausbreitung der nicht induzierten Kontrollen von 15 % fiir den WT' (hellgrau), 27 % fiir AflagP (schwarz) und 4 %
fir Aflagl. (dunkelgrau). Angegeben sind jeweils die Mittelwerte * Standardabweichung aus drei unabhingigen
Experimenten. Ein reprisentatives Ergebnis dieser Experimente ist im Appendix in Abbildung 27 zu schen. Zur
statististischen Auswertung wurde ein t-Test durchgefiihrt und signifikante Unterschiede (p < 0,05) sind durch Sternchen
(*) veranschaulicht.

Neben dem Effekt auf die Ausbreitungsradien auf semisoliden Oberflichen wurde auch der Einfluss
einer Uberproduktion von sfGFPMotl. auf die Schwimmgeschwindigkeit einzelner Zellen in
planktonischer Kultur bestimmt. Hierzu wurden Schwimmvideos aufgenommen und mit der
Trackmate Software von fiji [185] ausgewertet. Sowohl fir den Wildtyp als auch fir AflagP zeigen
sich im Vergleich zur Leervektorkontrolle eine Anhdufung von Zellen mit geringerer
Schwimmgeschwindigkeit und eine Reduktion an Zellen mit hohen Schwimmgeschwindigkeiten,
nachdem sfGFPMotL ektopisch tiberproduziert wurde (Abbildung 12). Fir Aflagl. pBTOKsfgfpmeotl.
zeigt sich jedoch kein Unterschied in der Verteilung der Zellen mit einer bestimmten
Schwimmgeschwindigkeit im Vergleich zur Leervektorkontrolle (Abbildung 12). MotL hat somit
keinen Einfluss auf die Funktion der polaren Flagellen sondern zeigt spezifisch auf die Funktion der
lateralen Flagellen einen negativen Effekt.
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Abbildung 12: Schwimmgeschwindigkeiten nach Uberproduktion von sfGFPMotL. Dargestellt in Histogrammen
fir den A) Wildtyp, B) AflagP und C) Aflagl.. Vereinfachte Darstellung derselben Daten als Kurven fiir D) den Wildtyp
und E) AflagP. Die Uberproduktion von sfGFPMotl. im Wildtyp und in AflggP fiihrt im Vergleich zur
Leervektorkontrolle zu einer Reduktion der Schwimmgeschwindigkeiten, was sich in einer héheren Anzahl an Zellen
mit einer geringeren Geschwindigkeit und einer geringeren Anzahl an Zellen mit einer hohen Geschwindigkeit zeigt.
Die Uberproduktion von sfGFPMotL in Aflagl. zeigt keinen Unterschied in der Verteilung der Anzahl an Zellen mit
einer bestimmten Schwimmgeschwindigkeit verglichen mit der Leervektorkontrolle. Die Schwimmgeschwindigkeiten
wurden fiir jeweils 312 Zellen des Wildtyps (n=312), 422 Zellen des Stamms Aflagl. (n=422) und 207 Zellen des Stammes
AflagP bestimmt (n=207). Zur statististischen Auswertung wurde ein Mann-Whitney-Wilcoxon-Test durchgefiihrt und
signifikante Unterschiede sind durch Sternchen (¥) dargestellt.
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Da sowohl die Deletion von mofl. als auch die Uberproduktion von sfGFPMotL lediglich einen
Effekt auf Zellen zeigt, die das laterale Flagellensystem besitzen, werden im folgendem nur noch die

in dem Hintergrundstamm Af/agP generierten Ergebnisse gezeigt.

Um zu {iberpriifen ob die Uberproduktion der c-di-GMP-insensitiven Variante sfGFPMotLAAx
(siche 2.1.1 Das PilZ-Dominenprotein MotL) einen vergleichbaren Effekt wie die Uberproduktion
von sfGFPMotL hat, wurden die Ausbreitungsradien auf Weichagarplatten (jeweils basal und
induziert) der folgenden Stimme miteinander verglichen: AflagPAmotl. pBTOKeve (empty vector control),
AflagPAmotl. pBTOKsfgpmotl. und AflagPAmotl. pBTOKsfgfpmotl AAx (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Radiale Ausbreitung auf Softagar nach Uberproduktion von MotL und MotLAAx. Die
Uberproduktion von sfGFPMotL in AflagPAmot]. (hellgrau) fithrt zu einer Reduktion des Ausbreitungsradius um 35 %
in Bezug auf die Leervektorkontrolle (ez;, schwarz), wohingegen die Uberproduktion der c-di-GMP-insensitiven Variante
sfGFPMotLAAx (dunkelgrau) in einem um etwa 10 % erhéhten Ausbreitungsradius resultiert. Angegeben sind jeweils
die Mittelwerte * Standardabweichung aus drei unabhingigen Experimenten. Ein reprisentatives Ergebnis dieser
Experimente ist im Appendix in Abbildung 28 zu sehen. Zur statististischen Auswertung wurde ein t-Test durchgefiihrt
und signifikante Unterschiede (p < 0,05) sind durch Sternchen (*) dargestellt.

Die Uberproduktion von sftGFPMotL. fiihrt zu einer Verringerung des Ausbreitungsradius von 35 %
im Vergleich zur Leervektorkontrolle (pBTOKerr) und hat somit einen negativen Einfluss auf die
Funktion der lateralen Flagellen. Die Uberproduktion von sfGFPMotl.A Ax hingegen fiihrt zu einer
VergroBerung des Ausbreitungsradius um 10 %. Dies zeigt, dass die Bindung von c-di-GMP fir den
negativen Effekt von MotL notwendig ist. Des Weiteren deutet das Ergebnis fiir stGFPMotLAAx
darauf hin, dass MotL auch einen positiven Einfluss auf die Flagellenfunktion haben kann solange
der c-di-GMP-Spiegel in der Zelle niedrig ist und MotL kein c-di-GMP gebunden hat.

Um auch den Einfluss von sftGFPMotlLAAx auf die Schwimmgeschwindigkeit einzelner Zellen in
planktonischer Kultur zu bestimmen wurden Schwimmvideos aufgenommen und ausgewertet. Die
daraus erhaltenen Schwimmgeschwindigkeiten fiir die Stimme AflagPAmorl. pBTOKeu,
AflagPAmotl. pBTOKsfgfpmotl. und AflagPAmotl. pBTOKsfgfpmotl AAx  sind Abbildung 14 zu

entnehmen.
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Abbildung 14: Schwimmgeschwindigkeiten nach Uberproduktion von MotL und MotLAAx. Dargestellt in Form
von A-C) Histogrammen und D) vereinfacht als Kurven. Die Uberproduktion von sfGFPMotL. in AflagPAmotl. fithrt
im Vergleich zur Uberproduktion von sfGFP und sfGFPMotLAAx zu einer Reduktion der Schwimmgeschwindigkeiten,
was in einer héheren Anzahl an Zellen mit einer geringeren Geschwindigkeit und einer geringeren Anzahl an Zellen mit
ciner hohen Geschwindigkeit resultiert. Die Schwimmgeschwindigkeiten wurden fir jeweils 529 Zellen bestimmt
(n=529). Zur statististischen Auswertung wurde ein Mann-Whitney-Wilcoxon-Test durchgefithrt und signifikante
Unterschiede sind durch Sternchen (*) dargestellt.
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Die Uberproduktion von sfGFPMotL fiihrt zu einer Anhiufung von langsamen Zellen und einer
geringeren Anzahl an schnelleren Zellen im Vergleich zur Uberproduktion von sfGFP und
stGFPMotLAAx. Dies zeigt, dass MotL nicht nur den Ausbreitungsradius auf semisoliden
Oberflichen (Weichagarplatten) beeinflusst, sondern auch einen direkten negativen Effekt auf die
laterale Flagelle und damit deren Schwimmgeschwindigkeit ausiiben kann.

2.1.3 Einfluss des c-di-GMP-Spiegels auf die Motilitit

Um den Einfluss der intrazelluliren c-di-GMP-Konzentration auf das Schwimmverhalten von
S. putrefaciens CN-32 zu untersuchen, wurden Plasmide in verschiedene Hintergrundstimme
eingebracht, die entweder die Gensequenz einer Phosphodiesterase aus E. co/, PdeH (vormals
YhjH), oder einer Diguanylatzyklase aus . cholera, DgcA (VCA0956), tragen. Die Uberproduktion
von PdeH fithrt zu einem vermehrten Abbau von c-di-GMP und resultiert in einer geringeren
intrazelluliren Konzentration. Die Uberproduktion von DgcA hingegen fiihrt zu einer gesteigerten
Synthese von c-di-GMP und somit zu einer erhohten intrazelluliren Konzentration. Eine ektopische
Uberproduktion dieser beiden Proteine wurde bereits erfolgreich in S. oneidensis MR-1 verwendet um
den intrazelluliren c-di-GMP-Spiegel artifiziell zu senken oder zu steigern [216].

Auf Weichagarplatten zeigt sich fur AflagPAmotl. im Vergleich zur Leervektorkontrolle ein um 30 %
groBBerer Ausbreitungsradius, wenn das Plasmid pBTOKpdeH exprimiert wird und somit der
intrazellulire c-di-GMP-Spiegel herabgesetzt ist. Umgekehrt zeigt sich fiir AflagPAmotl. im Vergleich
zur Leervektorkontrolle ein um 20 % verminderter Ausbreitungsradius auf Weichagarplatten, wenn
das Plasmid pBTOKdgA exprimiert und der intrazellulire c-di-GMP-Spiegel erhoht ist
(Abbildung 15).
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Abbildung 15: Radiale Ausbreitung auf Weichagar bei artifiziell modifizierten intrazelluliren
c-di-GMP-Spiegeln. Die Uberproduktion von PdeH in AflagPAmotl. (schwarz) fithrt zu einem reduzierten
intrazelluliren c-di-GMP-Spiegel und resultiert in einem etwa 30 % groBeren Ausbreitungsradius in Bezug auf die
Leervektorkontrolle (eze, hellgrau). Die Uberproduktion von DgcA (dunkelgrau) hingegen fithrt zu einem erhéhten
intrazelluliren c-di-GMP-Spiegel und zeigt einen um circa 20 % geringeren Ausbreitungsradius als die
Leervektorkontrolle. Angegeben sind jeweils die Mittelwerte F Standardabweichung aus drei unabhingigen
Experimenten. Ein reprisentatives Ergebnis dieser Experimente ist im Appendix in Abbildung 29 zu sehen. Zur
statististischen Auswertung wurde ein t-Test durchgefihrt und signifikante Unterschiede (p < 0,05) sind durch Sternchen
(*) dargestellt.
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Abbildung 16: Schwimmgeschwindigkeiten bei artifiziell modifizierten intrazelluliren c-di-GMP-Spiegeln.
Dargestellt in Form von A-C) Histogrammen und D) vereinfacht als Kurven. Die Uberproduktion von PdeH in
AflagPAmot] fihrt im Vergleich zur Uberproduktion von DgcA und der Leervektorkontrolle zu einer Erhéhung der
Schwimmgeschwindigkeiten, was in einer groeren Anzahl an Zellen mit einer héheren Schwimmgeschwindigkeit und
einer geringeren Anzahl an Zellen mit einer geringeren Schwimmgeschwindigkeit resultiert. Die Schwimm-
geschwindigkeiten wurden fiir jeweils 529 Zellen bestimmt (n=529). Zur statististischen Auswertung wurde ein
Mann-Whitney-Wilcoxon-Test durchgefiihrt und signifikante Unterschiede sind durch Sternchen (*¥) dargestellt.
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Die Schwimmgeschwindigkeiten einzelner planktonischer Zellen von AflagPAmotl. zeigen im
Vergleich zur Leervektorkontrolle ebenfalls eine Erhéhung der Anzahl an Zellen mit hoher
Schwimmgeschwindigkeit, wenn der intrazellulire c-di-GMP-Spiegel durch pBTOKpdeH
herabgesetzt ist. Die Erhchung des intrazelluliren c-di-GMP-Spiegels durch pBTOKdgeA fihrt
jedoch nicht zu einer signifikanten Veranderung der Schwimmgeschwindigkeiten im Vergleich zur
Leervektorkontrolle (Abbildung 16).

2.1.4 Einfluss des c-di-GMP-Spiegels auf den Effekt von MotL

Um zeitgleich den Effekt einer Uberproduktion von MotL bzw. der c-di-GMP insensitiven Variante
MotlLAAx und einem artifiziell modifizierten intrazelluliren c-di-GMP-Spiegel zu untersuchen,
wurden die Plasmide pBTOKsfgpmotl, pdeld und pBTOKSsfgfpmotl._dgeA generiert und in
AflagPAmotl. eingebracht. Diese Plasmide erméglichen eine gleichzeitige Uberproduktion von
stGFPMotL und der Diguanylatzyklase DgcA beziehungsweise der Phosphodiesterase PdeH, sodass
der Effekt einer Motl. Uberproduktion unter artifiziell erhéhten beziehungsweise erniedrigten
intrazelluliren c-di-GMP-Spiegeln untersucht werden kann.
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Abbildung 17: Radiale Ausbreitung auf Softagar bei artifiziell modifizierten intrazelluliren c-di-GMP-Spiegeln
und gleichzeitiger Uberproduktion von MotL. Die kotranslationale Uberproduktion von PdeH und sfGFPMotL in
AflagPAmot] (hellgrau) fithrt zu einem fast 100 % groBeren Ausbreitungsradius in Bezug auf die Uberproduktion von
sfGFPMotL. alleine (schwarz). Die kotranslationale Uberproduktion von DgcA und sfGFPMotL. (dunkelgrau) resultiert
hingegen in einem um etwa 30 % geringeren Ausbreitungsradius als in der Leervektorkontrolle. Angegeben sind jeweils
die Mittelwerte * Standardabweichung aus drei unabhingigen Experimenten. Ein reprisentatives Ergebnis dieser
Experimente ist im Appendix in Abbildung 30 zu sehen. Zur statististischen Auswertung wurde ein t-Test durchgefiihrt
und signifikante Unterschiede (p < 0,05) sind durch Sternchen (*) veranschaulicht.

Die Uberproduktion von sfGFPMotL bei einem gleichzeitig artifiziell erniedrigten intrazelluliren
c-di-GMP-Spiegel fithrt zu einer Vergréflerung des Ausbreitungsradius um 100 % im Vergleich zur
Uberproduktion von sfGFPMotL. (Abbildung 17). Damit ist der Ausbreitungsradius hier um 70 %
héher, als wenn PdeH alleine tiberproduziert wird. Dies bestitigt den bereits in 2.1.2 Einfluss von
MotL auf die Motilitit vermuteten positiven Effekt von Motl. auf die Funktion der lateralen
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Flagellen wenn kein c-di-GMP gebunden ist. Die gleichzeitige Uberproduktion von sfGFPMotL.
unter einem erhohten intrazelluliren c-di-GMP-Spiegel fihrt zu einer Verringerung des
Ausbreitungsradius von 30 % im Vergleich zur Uberproduktion von sfGFPMotL und ist somit um
weitere 10 % geringer als bei der Uberproduktion von DgcA alleine (Abbildung 17).

Neben der Ausbreitungseffizienz auf semisoliden Oberflichen wurden auch fir die
kotranslationalen Uberproduktionen von sfGFPMotL. und PdeH bzw. DgcA in AflagPAmotl. die
Schwimmgeschwindigkeiten einzelner planktonischer Zellen bestimmt (Abbildung 18). Diese
Schwimmgeschwindigkeiten zeigen ebenfalls einen starken Effekt der kotranslationalen
Uberproduktion von PdeH und sfGFPMotL. Hierbei kommt es zu einer starken Hiufung von
Zellen mit sehr hohen Schwimmgeschwindigkeiten und wenigen Zellen mit geringen
Schwimmgeschwindigkeiten im Vergleich zur alleinigen Uberproduktion von sfGFPMotL, und
einem noch deutlicheren Effekt im Vergleich zur kotranslationalen Uberproduktion von DgcA und
sfGFPMotL. (Abbildung 18). Bei der kotranslationalen Uberproduktion von DgcA und sfGFPMotL.
zeigen sich hingegen nicht vermehrt Zellen mit geringen Schwimmgeschwindigkeiten und nur
wenige Zellen mit hohen Schwimmgeschwindigkeiten im Vergleich zur Uberproduktion von
sfGFPMotL. alleine. Stattdessen zeigen sich nach der alleinigen Uberproduktion von sfGFPMotL.
signifikant mehr Zellen mit geringeren Schwimmgeschwindigkeiten im Vergleich zur
kotranslationalen Uberproduktion von DgcA und sfGFPMotL. (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Schwimmgeschwindigkeiten bei artifiziell modifizierten intrazellulidren c-di-GMP-Spiegeln und
gleichzeitiger Uberproduktion von MotL. Dargestellt in Form von A-C) Histogrammen und D) vereinfacht als
Kurven. Die kotranslationale Uberproduktion von PdeH und sfGFPMotL. in AflagPAmotl. fithrt im Vergleich zur
alleinigen Uberproduktion von sfGFPMotl. zu einer starken Erhohung der Schwimmgeschwindigkeiten, was in einer
héheren Anzahl an Zellen mit einer hohen Geschwindigkeit und weniger Zellen mit einer geringeren Geschwindigkeit
resultiert. Umgekehrt fithrt die kotranslationale Uberproduktion von DgcA und sfGFPMotl. im Vergleich zur alleinigen
Uberproduktion von sfGFPMotL nicht zu einer Anhiufung von Zellen mit einer geringeren Schwimmgeschwindigkeit
und schr wenigen Zellen mit einer hohen Geschwindigkeit, sondern die alleinigen Uberproduktion von sfGFPMotL
zeigt hier ecine signifikant hohere Anzahl an Zellen mit einer geringeren Schwimmgeschwindigkeit. Die
Schwimmgeschwindigkeiten wurden fiir jeweils 529 Zellen bestimmt (n=529). Zur statististischen Auswertung wurde
ein Mann-Whitney-Wilcoxon-Test durchgefithrt und signifikante Unterschiede sind durch Sternchen (*) dargestellt.
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2.1.5 Lokalisation von MotL in der Zelle

Neben der funktionalen Charakterisierung von Mot und dem Einfluss auf das Schwimmverhalten
sollte auch die intrazellulidre Lokalisation von MotL untersucht werden. Hierzu wurden zunichst die
bereits erwihnten sfGFP-markierten Varianten von Motl. und MotLAAx genutzt. Sowohl die
Expression von pBTOKfgfpmorl. als auch pBTOKsfgpmotl AAx in Amotl. resultierte trotz
Induktion in einer heterogenen Population in Bezug auf das Lokalisationsverhalten von MotL bzw.
MotlLAAx. In manchen Zellen wurde kein sfGFP-markiertes Protein exprimiert, in vielen Zellen
wurde sfGFPMotL bzw. stGFPMotLLA Ax exprimiert und lokalisierte zytoplasmatisch und in einigen
Zellen konnte man deutliche Fluoreszenz-Foci ausmachen, die lateral oder subpolar lokalisierten.
Um zu tuberpriifen, ob es sich bei diesen Foci um inaktive Proteinaggregate (inclusion bodies) oder eine
mogliche Lokalisation an den lateralen Flagellen handeln kénnte, wurde das Experiment im
Hintergrundstamm  Ac/usterl] wiederholt. In diesem Stamm sind die Gene des lateralen
Flagellenclusters (c/usterll) komplett deletiert, und es kommt zu keiner Ausbildung von Teilen der
lateralen Flagelle. In Abbildung 19 sind Ubersichtsaufnahmen dieses Experiments zu sehen.

pBTOK sfgfpmotL pBTOK sfgfpmotLAAx
DIC GFP

Aclusterll

Wildtyp

Abbildung 19: Ubersichtsaufnahme zur intrazelluliren Lokalisation von sfGFPMotL bzw. stGFPMotLAAx. In
der oberen Reihe sind die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen der Uberproduktion von sfGFPMotL (links) und
sfGFPMotLAAx (rechts) in Adusterll dargestellt. In beiden Fillen resultiert die Uberproduktion in einer
zytoplasmatischen Lokalisation der sfGIP-markierten Proteine aber nicht in Foci. In der unteren Reihe ist die
Uberproduktion im Wildtyp dargestellt. Hier lassen sich fiir sSfGFPMotL (links) und sftGFPMotLLAAx (rechts) trotz der
geringeren Zellzahl neben der zytoplasmatischen Lokalisation auch deutliche subpolate und/oder laterale Foci etkennen,
die durch Pfeile hervorgehoben werden. Der Maf3stabsbalken stellt 10 pm dar.

In der unteren Reihe ist das Ergebnis der Uberproduktion von sfGFPMotL (links) bzw.
stGFPMotLAAx (rechts) nach Induktion von pBTOKyfgfpmotl. bzw. pBTOKsfgfpmotl AAx im
Wildtyp abgebildet. Es lassen sich sowohl fiir stGFPMotl. (links) als auch fir stGFPMotLAAx
(rechts) Zellen mit zytoplasmatischem sfGFP-Fluoreszenzsignal erkennen als auch mit Pfeilen
gekennzeichnete laterale und subpolare Foci. In der oberen Reihe ist das Ergebnis der
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Uberproduktion von sfGFPMotL (links) bzw. sfGFPMotLLAAx (rechts) nach Induktion von
pBTOKfgfpmotl. bzw. pBTOKsfgfpmotl AAx in Acluster]l dargestellt. Hier lassen sich trotz der
deutlich hoheren Zellzahl weder fir sftGFPMotL noch fir sfGFPMotLLAAx Foci erkennen.
Stattdessen lassen sich nur verschiedene Fluoreszenzintensititen fiir die zytoplasmatische
Lokalisation ausmachen.

Da fiir die ektopische Uberproduktion von sfGFPMotl. und sfGFPMotLLAAx eine laterale
und/oder subpolare intrazellulire Lokalisation gezeigt werden konnte, wurde auch der Stamm
AflagPAmotl. KI sfgfpmotl, der bereits zur Komplementation genutzt wurde und eine chromosomal
integrierte sfGFP-markierte Variante von MotL codiert, mikroskopisch untersucht. Hierbei lieBen
sich zunichst keine Foci feststellen, weshalb zusitzlich die Plasmide pBTOKevs, pBTOKpdeH und
pBTOKdgeA in diesen Stamm eingebracht wurden, um den intrazelluliren c-di-GMP-Spiegel
artifiziell zu erh6hen oder herabzusetzen. In AflagPAmotl. KI sfgfpmotl. pBTOKdgeA zeigten sich nach
Induktion, also bei einem hohen intrazellulidren c-di-GMP-Spiegel, deutlich subpolare und laterale
Foci (Abbildung 20). In den Stimmen AflagPAmotl. KI  sfgfpmotl. pBTOKere und
AflagPAmotl. KI sfgfpmotl.  pBTOKpdeH, also bei “normalen” und erniedrigten intrazelluliren
c-di-GMP-Spiegeln, lie3 sich hingegen nur zytoplasmatisches Fluoreszenzsignal erkennen.
Allerdings war die Intensitit der Fluoreszenzsignale in AflagPAmotl. Kl sfgfpmotl. pBTOKpdeH
durchschnittlich um 80 % hoéher als die in AflagPAmor]l. KI sfgfpmotl. pBTOKere (Data not shown).

DIC GFP DIC GFP

AmotL KI sfGFPmotL
pBTOKdgcA

Abbildung 20: Intrazellulire Lokalisation von sfGFPMotL bei erhohtem c-di-GMP-Spiegel. In
AflagPAmotl KI sfgfpmotl. pBTOKdgeA sind nach Induktion, also bei einem artifiziell erhéhten intrazelluliren c-di-GMP-
Spiegel deutlich subpolare und laterale Foci zu erkennen. Der MafB3stabsbalken stellt 2 um dar.

2.1.6 Einfluss von MotL auf die Bildung der lateralen Flagelle

Der grofere radiale Ausbreitungsradius von AflagPAmotl. auf semisoliden Oberflichen im Vergleich
zu AflagP kénnte neben einem direkten negativen Einfluss von MotL auf die Funktion der lateralen
Flagelle auch auf eine verminderte Ausbildung dieser bei Anwesenheit von MotL zurtickzufiihren
sein. Um sicherzustellen, dass es sich bei dem durch MotL. bedingten Einfluss auf die radiale
Ausbreitung auf Weichagar um einen Effekt auf die Funktion und nicht die Ausbildung der lateralen
Flagellen handelt, wurde die Anzahl an Zellen mit lateralen Flagellen in planktonischer Kultur zum
Zeitpunkt des exponentiellen Wachstums fir den Wildtyp und Amofl. prozentual bestimmt
(Abbildung 21). Hierzu wurden spezielle Stimme genutzt, in deren lateralem Hakenprotein (FlgE,)
ein exponiertes Threonin (T) an der Position 242 durch ein Cystein (C) ausgetauscht wurde. Dieses
exponierte Cystein ermoglicht es, den Haken der Flagelle mit einem fluoreszenzmarkierten
Maleimidfarbstoff zu firben und so in mikroskopischen Aufnahmen sichtbar zu machen [104,188].
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Einfuss von MotL auf die Bildung lateraler Flagellen
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Abbildung 21: Anzahl an Zellen mit ausgebildeten lateralen Flagellenhaken im Wildtyp und in AmotL. Die
Deletion von ot (hellgrau) resultiert im Vergleich zum Wildtyp (dunkelgrau) in einer um 7 % geringeren Anzahl an
Zellen mit ausgebildeten lateralen Flagellen. Gezihlt wurden mit Maleimid fluoreszenzgefirbte laterale Haken in
planktonischen Kulturen in LB-Medium, die sich im exponentiellen Wachstum befanden. Angegeben sind jeweils die
Mittelwerte + Standardabweichung aus drei unabhingigen Experimenten. Zur statististischen Auswertung wurde ein
t-Test durchgefithrt und signifikante Unterschiede (p < 0,05) sind durch Sternchen (¥) veranschaulicht.

Der prozentuale Anteil an Zellen im Wildtyp, die zum Zeitpunkt der Messung eine oder mehrere
laterale Flagellen ausgebildet hatten, betrdgt 33 %. Fiir Anotl. hingegen betrigt der Anteil nur 26 %
und liegt somit sogar um 7 % unter dem des Wildtyps. Somit hat die Deletion von MotL einen
negativen und keinen positiven Effekt auf die Ausbildung der lateralen Flagellen in
S. putrefaciens CN-32.

2.1.7 Potentielle Interaktionspartner von MotL

Da die c-di-GMP-gebundene Form von MotL nachweislich einen negativen Effekt auf die Funktion
der lateralen Flagellen austbt (siche 2.1.2 Einfluss von MotL auf die Motilitit und 2.1.4 Einfluss der
c-di-GMP-Konzentration auf den Effekt von MotL), muss es zu einer direkten oder indirekten
Interaktion mit der Flagelle kommen. Die meisten regulatorischen Proteine, die die Flagellenaktivitat
kontrollieren, binden direkt am Motor. So bindet das Chemotaxisprotein CheY-P aus E. ¢/ an das
Rotorprotein FliM [28], die Kupplung EpsE aus B. subtilis an das Rotorprotein FLiG [23], die
Kupplung FlgZ aus P. aeruginosa an das Statorprotein MotC [11,120]Jund die Rucklaufbremse YcgR
aus E. co/i vermutlich tber FliG, FliM und MotA sowohl am Stator als auch am Rotor [25,59,78,149]
(siche auch Kapitel 1.1.4 Regulation des Flagellenmotors, 1.2.3.1 YcgR und 1.2.3.2 FlgZ). In diesem
Kapitel werden mogliche Interaktionen von Mot mit den Proteinen des Rotors und des Stators
tberpruft und mogliche Interaktionspartner durch mikroskopische oder proteinbiochemische
Methoden untersucht.

2.1.7.1 Mikroskopische Untersuchungen

Da fiir die ektopische Uberproduktion von sfGFPMotL und sfGFPMotLLAAx eine laterale und
subpolare intrazellulire Lokalisation gezeigt werden konnte, wurde versucht sich diese bei der Suche
nach moglichen Interaktionspartner zunutze zu machen und iiber eine Kolokalisation einen ersten
Hinweis auf eine mégliche Interaktion zu finden. Hierzu wurden die Plasmide pBTOKfgpmzotl. oder
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pBTOKfofpmotl AAx in die Stamme AfliM; KI fliMomcherry und AmotB KI mcherrymotB eingebracht.
In AfliM> KI fliMomcherry wurde chromosomal eine funktionale mCherry-markierte Variante des
C-Ring Proteins FliM, integriert, wodurch die Position der lateralen Flagellen in den zu
untersuchenden Zellen determiniert werden kann. In AmofB KI mcherrymotB wurde chromosomal eine
funktionale mCherry-markierte Variante des Statorproteins MotB integriert, wodurch die Position
der Statoren der lateralen Flagellen, welche nicht statisch an die laterale Flagelle gekoppelt sind,
sondern durch die Membran diffundieren koénnen [148], in den zu untersuchenden Zellen
determiniert werden kann. In Abbildung 22 sind exemplarische Aufnahmen dieser Experimente zu

sehen.
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Abbildung 22: Kolokalisation von sfGFPMotL und sfGFPMotLAAX mit mCherryMotB und FliM;mCherry. In
AmotB KL mcherrymotB pBTOKsfgpmorl. (A) und in AmorB KI mcherrymotB pBTOKs/gpmotl AAx (B) zeigen sich
Fluoreszenz-Foci fiir das mit mCherry-markierte Statorprotein MotB (rot) und sfGFPMotL beziehungsweise
stGFPMotLAAx (griin) die teilweise kolokalisieren. In den Stimmen AfZM, KI fliM2mcherry pBTOKsfgfpmotL. (C) und
AfliM; K1 fliMomcherry pBTOKsfgfpmotl AAx (D) zeigen sich ebenfalls Fluoreszenz-Foci fiir das mit mCherry-markierte
C-Ring Protein FliM; der lateralen Flagelle (rot) und stGFPMotL beziechungsweise stGFPMotLLAAx (griin) die teilweise
kolokalisieren. Der MaB3stabsbalken stellt 2 um dar.

AfliM: Ki fliMmCherry

pBTOKsfgfpmotLAAx

AfliM: Ki fliM.mCherry

In der oberen Reihe (A) sind die intrazelluliren Lokalisationen von mCherryMotB und stGFPMotL
dargestellt. Es lassen sich ein polar lokalisierter Focus fir mCherryMotB im mCherry-Kanal
erkennen und zwei Foci fir stGFPMotL, die polar und lateral liegen, im GFP-Kanal. Legt man die
beiden Kanile nun iibereinander (merge mCherry/ GFP), so lisst sich eine Uberlagerung der beiden
Signale an der polaren Stelle erkennen. In der zweiten Reihe (B) lassen sich fir mCherryMotB ein
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Focus in subpolarer Position und zwei Foci mit unterschiedlicher Fluoreszenzintensitit fiir
sfGFPMotlLAAx in subpolarer und lateraler Position erkennen. Uberlagert man diese beiden Bilder,
so lasst sich auch fur stGFPMotLAAx und mCherryMotB anhand der subpolar lokalisierten Foci
eine Kolokalisation erkennen. In der dritten Reihe (C) sind die intrazelluliren Lokalisationen von
FliM;mCherry und sfGFPMotL zu sehen. Hier sind zwei lateral und subpolar positionierte Foci fiir
FliM,mCherry im mCherry-Kanal und zwei Foci fur stGFPMotL im GFP-Kanal zu erkennen. In
der Uberlagerung zeigt sich, dass die FliM;mCherry und die sfGFPMotL. Foci kolokalisieren. Die
unterste Reihe (D) zeigt die intrazellulire Lokalisation von FliMomCherry und die stGFPMotLAAx.
Es sind drei laterale Foci fur FliMomCherry zu sehen. Fir stGFPMotLLAAx sind ein Focus in
subpolarer und zwei weitere Foci mit unterschiedlicher Fluoreszenzintensitit in lateraler Position
auszumachen. Die Uberlagerung der Bilder zeigt eine Kolokalisation fiir die beiden eher mittig
liegenden lateral positionierten Foci. Es zeigten sich also mikroskopisch Kolokalisationen fur
stGFPMotL. und sfGFPMotLAAx mit mCherryMotB und FliMomCherry allerdings waren auch
immer wieder Foci zu finden, die ohne Kolokalisation auftraten.

Wenn das laterale Flagellencluster komplett deletiert ist (Ac/usterll), bilden sich keine stGFPMotL
oder stGFPMotLAAx Foci mehr sondern die Proteine liegen ausschlieSlich homogen im
Zytoplasma verteilt vor. Sollte also ein zur Lokalisation notwendiger Interaktionspartner von
sfGFPMotl. bzw. sfGFPMotlLAAx fehlen, so wirde man auch hier erwarten, dass es zu keinen
Fluoreszenzfoci mehr kommt. Abbildung 23 zeigt das Ergebnis der mikroskopischen Untersuchung
der Deletionsstaimme AfiM, KI fliMomcherry, AfliGs, AfliMs, AfliN: und AmotBAmotA mit den
Plasmiden pBTOKfgfpmotl. oder pBTOKsfgfpmotl AAx. In AfliM, KI fliMomcherry pBTOKsfgfpmrotl.
liegen durchschnittlich etwa in 28 % der Zellen sftGFP-Foci vor und in AfliM, KI fliMomcherry
pBTOKfgfpmotl AAx kommt es mit 27 % in etwas weniger Zellen zur Lokalisation. Diese Werte
gelten als “Normalwerte” fiir dieses Experiment, da hier die lateralen Flagellen vollstindig und
funktional ausgebildet werden. In AfZG; zeigt sich eine deutliche Reduktion an Foci fiir stGFPMotL
auf 8 % und fir stGFPMotLLAAx auf 10 %. Die Deletion von fiM. fihrt zu einer Reduktion an
Zellen mit sftGFPMotL-Foci auf 18 % und 16 % mit stGFPMotlLAAx-Foci. Die Deletion von f/IIN
zeigt unter den getesteten Deletionen den hochsten prozentualen Anteil an Zellen mit
Fluoreszenzfoci von 22 % fir sfGFPMotL. und 21 % fir stGFPMotlLAAx. Die Deletion der
Statoren fithrt zu einer deutlichen Abnahme an Zellen in denen sich sfGFP-Foci finden lassen auf
13 % in AmotBAmotA pBTOKfagfpmorl. und 15 % in AmotBAmotA pBTOKsfgfpmotl AAx. Somit
scheinen das Rotorprotein FliG; und die Statorproteine MotAB fir die Lokalisation von MotL. und
MotLAAX nétigt zu sein.
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Lokalisation in verschiedenen Deletionshintergrinden
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Abbildung 23: Lokalisation von sfGFPMotL und sfGFPMotLAAx in verschiedenen Deletionshintergriinden.
Die Uberproduktion von sfGFPMotL. bzw sfGFPMotLAAx fiihrt zu lateralen und subpolaren intrazelluliren
Lokalisationen, deren prozentuale Haufigkeit in den Hintergrundstimmen AfiM; KI fliMomcherry, AfliGa, AfliMz, AfliN.
und AmotBAmotA variieren. AfliM; KI fliMomcherry dient hierbei als Kontrolle und reprisentiert die Anzahl an Zellen mit
stGFP-Foci bei vollstindig und funktional ausgebildeten lateralen Flagellen. Es wurden pro Stamm mindestens
414 Zellen (n=414) auf ihre Hakenbildung untersucht. Angegeben sind jeweils die Mittelwerte & Standardabweichung
aus drei unabhingigen Experimenten. Zur statististischen Auswertung wurde ein t-Test durchgefithrt und signifikante
Unterschiede (p < 0,05) sind durch Sternchen (*¥) veranschaulicht.

2.1.7.2 BACTH (Bacterial Adenylate Cyclase Two-Hybrid System)

Eine weitere Moglichkeit zur Identifikation mdglicher Interaktionspartner von MotL bzw.
MotLAAX ist das Bacterial Adenylate Cyclase Two-Hybrid BACTH)-System. Hierbei werden Fragmente
der Adenylatzyklase aus Bordtella pertussis (T18 und T25) an mogliche zu untersuchende
Interaktionspartner fusioniert. Die beiden Fragmente T18 und T25 sind, wenn sie sich in
ausreichender rdumlicher Nihe zueinander befinden, dazu in der ILage, eine funktionale
Adenylatzyklase zu bilden. Dadurch wird die 3-Galaktosidase-Aktivitit der Zellen gesteigert und es
kommt durch eine Umsetzung des Substrats X-Gal zur Bildung eines blauen Farbstoffs. Anhand der
Blaufirbung der Kolonie lisst sich auf eine Interaktion der beiden an die Fragmente T18 und T25
fusionierten Proteine schlieBen. Sollten die beiden Fragmente nicht in ausreichend enge raumliche
Nihe gebracht werden, so bildet sich kein aktives Enzym und die Kolonien bleiben farblos [87—89].
Als Positivkontrolle wurde hierbei jeweils eine Hilfte eines Leucin-zzppers an das T18- und an das
T25-Fragment fusioniert. Die beiden Fragmente T18 und T25 kénnen jeweils an den C-Terminus
oder an den N-Terminus der zu untersuchenden Proteine fusioniert werden. Getestet wurden so
jeweils MotL. und MotLLA Ax gegen sich selbst, die Rotorproteine des polaren Flagellensystems FliGy,
FliM;, FliN;, die Rotorproteine des lateralen Flagellensystems FliG,, FliM,, FliN> und das laterale
Statorprotein MotB. Abbildung 24 zeigt die wichtigsten Resultate.
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Abbildung 24: BACTH-Assays von MotL und MotLAAx gegen sich selbst und verschiedene Flagellenproteine. Im
BACTH-Assay zeigte sich (erkennbar durch Blaufirbung der Kolonien) eine Interaktion von MotL und MotLAAx mit
den C-Ring Bestandteilen FliG», FliM,, FliN2 und dem Statorprotein MotB des lateralen Flagellensystems. Als
Negativkontrolle dienten zwei Leervektoren (T18 und T25) und als Positivkontrolle je eine Hilfte eines Leucin-zippers
gekoppelt an das T18 bzw. T25 Fragment.

Sowohl MotL als auch MotLAAx interagieren mit sich selbst, wobei Mot nur mit sich selbst
interagiert, wenn sich das T18-Fragment an seinem C-Terminus und das T25-Fragment an seinem
N-Terminus befinden. MotLAAx hingegen interagiert zusatzlich noch mit sich selbst, wenn sich das
T18-Fragment an seinem N-Terminus und das T25-Fragment an seinem C-Terminus befinden, was
nahe legt, dass es durch die Bindung von c-di-GMP zu einer Konformationsinderung in MotLL
kommt. Weder MotL. noch MotLLAAx zeigen eine Interaktion mit Bestandteilen der polaren Flagelle,
also FliGy, FliMy, FliN; (nicht gezeigt). Eine Interaktion mit den Bestandteilen der lateralen Flagelle
konnte fir beide Varianten von MotL bestitigt werden. Demnach binden sowohl MotL als auch
MotLLAAx an den N-terminus MotB unabhingig davon, ob sie selbst C-terminal oder N-terminal an
die Fragmente T18 oder T25 fusioniert wurden. Fir FliG,, FliM, und FliN; lasst sich sowohl fiir den
N-Terminus als auch den C-Terminus eine Interaktion mit dem N-Terminus und dem C-Terminus
von Motl. und MotlLAAx ausmachen.
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3 DISKUSSION

Shewanella putrefaciens CN-32 weist zwei distinkte Flagellensysteme auf. Ein einzelnes polares durch
Natriumionen angetriebenes Flagellum, dessen Gene in einen Gencluster (¢/uster I) zusammen mit
den Genen fur das Chemotaxissystem codiert sind, bestimmt die Schwimmgeschwindigkeit der
Zellen in planktonischer Kultur und ermoglicht die gerichtete Bewegung entlang von Gradienten
mittels Chemotaxis. Das zweite Flagellensystem besteht aus bis zu finf stochastisch angeordneten
zusatzlichen lateralen Flagellen, welche der Zelle eine hohere Richtungsbeibehaltung ermdglichen,
sodass diese sich in der gleichen Zeit weiter ausbreiten konnen, als nur polar flagellierte Zellen [33].
Eine Besonderheit des dualen Flagellensystems von S. putrefaciens CN-32 ist, dass die zusitzlichen
lateralen Flagellen bereits wihrend des exponentiellen Wachstums in planktonischer Kultur unter
nihrstoffreichen Bedingungen exprimiert werden [33]. Andere Organismen mit einem dualen
Flagellensystem, wie zum Beispiel 1. parahaemobticus, induzieren die Expression der lateralen
Flagellengene erst nach dem Kontakt mit einer Oberfliche oder in viskosem Medium, wenn die
einzelne polare Flagelle nicht mehr genug Drehmoment liefert. Sie nutzen also ihre polare Flagelle
zum Schwimmen in flissigen Medien und ihr zusitzliches laterales Flagellensystem hauptsichlich
zum Schwirmen tiber Oberflichen [122]. Ein solches Schwirmverhalten tber Oberflichen konnte
bei . putrefaciens CN-32 bislang nicht beobachtet werden. Die Expression des lateralen
Flagellensystems ist nahrstoffabhidngig. Dies beruht vermutlich auf der Aktivitit der
Phosphodiesterase PdeB, welche ebenfalls nur in Komplexmedium aktiv zu sein scheint. In der
Deletionsmutante ApdeB ist die Expression des lateralen Flagellensystems stark herunterreguliert,
was dem beobachteten Phianotyp von . putrefaciens CN-32 Zellen, die in Minimalmedium angezogen
wurden, gleicht. Ein erhohter intrazellulirer c-di-GMP-Spiegel 16st allerdings nicht nur auf
transkriptionaler Ebene Regulationsmechanismen aus, sondern auch auf posttranslationaler Ebene,
da auch die Flagellen, die bereits gebildet wurden, durch den erhéhten c-di-GMP-Spiegel in ihrer
Funktion eingeschrinkt werden [173]. Bei den Effektoren, die an solchen c-di-GMP-abhingigen
posttranslationalen Regulationsmechanismen beteiligt sind, handelt es sich hidufig um sogenannte
PilZ-Dominenproteine (siche Kapitel 1.2.3 PilZ-Domanenproteine und Kapitel 1.1.4 Regulation
des Flagellenmotors). In S. putrefaciens CN-32 sind fiinf Proteine als PilZ-Dominenproteine annotiert
(SputCN32_1553, SputCN32_2212, SputCN32_2813, SputCN32_2815 und SputCN32_3446). Das
Gen, das fir das PilZ-Dominenprotein SputCN32_3446, im Folgenden als Motl. bezeichnet,
codiert, liegt im Gencluster des lateralen Flagellensystems direkt downstreamr der Gene, die fur die
Statoreinheiten MotA (SputCN32_3448) und MotB (SputCN32_3447) codieren. Auf das Gen fir
MotL folgt in dem Gencluster lediglich ein weiteres Gen (SputCN32_3445), welches fur ein
konserviertes  hypothetisches =~ Membranprotein ~ codiert, bevor ein  gegenliufiges,
flagellenunabhingiges Gencluster beginnt. Im Folgenden wird der Einfluss von MotL auf das
Schwimmverhalten von S.  putrefaciens (CN-32  nidher erldutert und ein moglicher
Regulationsmechanismus fiir den negativen Effekt, den dieses Protein auf die Funktionalitit der
lateralen Flagelle zeigt, beschrieben.

3.1 Einfluss von MotL auf die Motilitit in S. putrefaciens CN-32

PilZ-Dominenproteine, die einen Einfluss auf die Funktion der flagellenvermittelten Motilitdt
besitzen, tiben diesen meist auf zwei unterschiedliche Weisen aus. Entweder agieren sie als eine Art
Kupplung und entkoppeln den Rotor komplett vom Stator, wodurch der Energietransfer zwischen
ihnen aufgehoben und die Generierung eines Drehmoments und somit die Rotation der Flagelle
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vollstindig unterbunden wird [205]. Oder sie funktionieren als eine Art sterische Bremse, wobet sie
den Energiefluss zwischen Rotor und Stator nur partiell unterbinden, sodass es zu einem geringeren
Drehmoment kommt und somit die Schwimmgeschwindigkeit verringert wird. Dabei sinkt die
Rotationsgeschwindigkeit der Flagelle mit zunehmender Anzahl an Effektorproteinen die zwischen
dem Rotor und dem Stator binden [205]. Beispiele fiir molekulare Kupplungen sind EpsE [23] und
Motl [39,204] aus B. subtilis. Beide Proteine entkoppeln den Rotor komplett vom Stator und fithren
so zu einem Rotationsstopp der Flagelle. Allerdings binden sie an unterschiedlichen Stellen innerhalb
des Motors. EpsE bindet direkt an das Rotorprotein FliG, wodurch dieses eine
Konformationsinderung durchliuft, die die Interaktionsfliche zwischen FLG und der
Statoruntereinheit verindert und so den Energietransfer zwischen diesen verhindert [23]. Motl
hingegen bindet direkt an die Statoruntereinheit MotA und verhindert so die Interaktion zwischen
Stator und Rotor. Fur Motl konnte allerdings bisher nur dann ein Phianotyp gezeigt werden, wenn
der intrazellulire c-di-GMP-Spiegel artifiziell ethoht und Motl zeitgleich tberproduziert wurde
[39,204]. Eine weitere molekulare Kupplung FlgZ [11] aus P. aeruginosa bindet ebenfalls an die
Statoruntereinheit und entkoppelt diese dadurch vom Rotor. Die Besonderheit hierbei liegt darin,
dass P. aeruginosa zwei verschiedene Statorsets besitzt, die zur selben Zeit gemeinsam in den Motor
eingebaut werden konnen. Das Statorset MotAB wird zum Schwimmen in flissigen Medien genutzt
und das Statorset MotCD wird zum Schwirmen tber Oberflichen verwendet [55,219]. FlgZ
interagiert spezifisch mit der Statoruntereinheit MotC, wodurch es nur die Schwirmfihigkeit und
nicht die Schwimmfihigkeit reguliert [11].

Eine dhnliche Spezifitit bei der Bindung an eine bestimmte Motorkomponente zeigt das PilZ-
Dominenprotein MotL aus S. putrefaciens CN-32 ebenfalls. MotL hat nur einen Effekt auf die durch
die lateralen Flagellen vermittelte Schwimmféhigkeit und hat keinen Einfluss auf die Funktion der
polaren Flagelle. Eine Deletion von morfl. fihrt zu einem grofleren Ausbreitungsradius auf
Weichagar, wenn die Zellen lediglich das laterale Flagellensystem zur Fortbewegung nutzen kénnen,
zeigt aber keinen Phinotyp in Zellen die nur das polare Flagellensystem nutzen. Somit zeigt MotL
einen spezifischen negativen Einfluss auf die Funktion des lateralen Flagellensystems. Im Gegensatz
zur molekularen Kupplung Motl zeigt sich also fiir MotL bereits ein Phinotyp durch die Deletion
von motl. Dieser negative Effekt wird allerdings nach einer Uberproduktion von MotL durch eine
starke Inhibierung der radialen Ausbreitung auf Weichagar von Zellen, die beide Flagellensysteme
exprimieren, und eine noch stirkere Verringerung der Ausbreitung fiir Zellen, die nur das laterale
Flagellensystem nutzen, noch deutlicher. Eine Uberproduktion von MotL hat keinen Einfluss auf
die Funktion der polaren Flagelle. Dieser Effekt kénnte sowohl durch eine Kupplung als auch durch
eine sterische Bremse hervorgerufen werden.

Die am besten charakterisierte flagellare Bremse ist YcgR aus E. co/i. YcgR besitzt eine N-terminale
YcgR-N-Domine und eine C-terminale PilZ-Domine und bindet als Dimer an den Rotor der
Flagelle [59,63,78,149]. Durch die Bindung von c-di-GMP an YcgR unterliuft dieses einer
Konformationsinderung, welche zu einer Neuorientierung der beiden Dominen im Molekil und
somit zum Ubergang von einer inaktiven in eine aktive Form fiihrt. Aktives YcgR bindet iiber die
C-terminale PilZ-Domine an das Statorprotein MotA und zeitgleich Giber die N-terminale YcgR-N-
Domine an den Rotor, wobei es die Interaktionsfliche zwischen MotA und FliG tiberspannt und
dadurch  den  Energietransfer zwischen Stator und Rotor herabsetzt und die
Schwimmgeschwindigkeit verringert [78]. Eine weitere Folge der Bindung von aktivem YcgR an den
Motor, ist eine Blockade der Bindestelle fir das Chemotaxisprotein CheY. Dadurch wird die
Rotation der bidirektionalen Flagelle von E. w/ in einer dauerhaften Rotation im
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Gegenuhrzeigersinn gehalten, dies fiihrt zu einem ausschlieBlichen Vorwirtsschwimmen der Zellen,
weshalb YcgR auch als Ricklaufbremse bezeichnet wird [59,149]. Da die lateralen Flagellen von
S. putrefaciens CN-32 nicht mit dem Chemotaxissystem interagieren und stets im Gegenuhrzeigersinn
rotieren [33], ist eine Rolle von MotL als Ricklaufbremse auszuschlieBen. Allerdings zeigt die
Uberproduktion  von  Motl.  einen  signifikanten  negativen  Einfluss auf  die
Schwimmgeschwindigkeiten von Zellen, die nur die laterale Flagelle zum Schwimmen nutzen. Die
Uberproduktion von Motl. fiihrt zu einem starken Anstieg von Zellen mit einer geringeren
Schwimmgeschwindigkeit im Vergleich zu Zellen, die kein MotL exprimieren. Auch ist dieser
negative Effekt davon abhingig, ob MotL c-di-GMP gebunden hat oder nicht. Zum einen, da die
Uberexpression einer c-di-GMP-insensitiven Variante von Motl, MotLLAAx, keinen signifikanten
Unterschied in den Schwimmgeschwindigkeiten im Vergleich zur Deletionsmutante von oL zeigt.
Und zum anderen zeigen die gleichzeitige Uberproduktion von MotL. und ein artifiziell erzeugter
hoher c-di-GMP-Spiegel eine noch deutlichere Akkumulation von Zellen mit geringen
Schwimmgeschwindigkeiten als die Uberproduktion von MotL alleine.

Interessanterweise zeigt die gleichzeitige Uberproduktion von MotL bei einem artifiziell erzeugten
niedrigen  c-di-GMP-Spiegel eine vermehrte Anzahl an Zellen mit einer hoheren
Schwimmgeschwindigkeit im Vergleich zur Deletionsmutante von mofl. bei einem artifiziell
erzeugten niedrigen c-di-GMP-Spiegel. Auch die c-di-GMP-insensitive Variante MotLAAx zeigt
diesen Effekt. Die Uberproduktion von MotLLAAx fiihrt bei einem artifiziell erzeugten hohen
c-di-GMP-Spiegel sogar zur Akkumulation von Zellen mit hohen Schwimmgeschwindigkeiten, im
Vergleich zur Deletionsmutante von motl. unter denselben Bedingungen. Dies deutet darauf hin,
dass MotL. im nicht-c-di-GMP-gebundenen Zustand ecinen positiven Effekt auf die
Rotationseffizienz der lateralen Flagellen austibt. Ein solcher positiver Effekt ist zum Beispiel bereits
fir die Rotationsstabilisatoren FliL. und HN-S bekannt. FliL. beeinflusst die Flagellenaktivitit in allen
untersuchten Spezies positiv. Die Deletion von fZL. in E. coli fihrt zu einer geringeren
Ausbreitungsfihigkeit in Weichagar und zu einer herabgesetzten Rotationseffizienz im Vergleich
zum Wildtyp [136,146,163,239]. In C. crescentus hingegen resultiert die Deletion von f/[. sogar in
Flagellen, die nicht mehr rotieren [81]. FLL lokalisiert zwischen den Statorkomplexen und dem
Basalkorper [136] und scheint die Antriebskraft der Flagelle durch direkte Interaktion mit dem Stator
zu erhohen, indem es eine Inhibierung des Protonenflusses verhindert [146,205]. Das DNA-
Bindeprotein HN-S interagiert direkt mit dem Rotorprotein FliG und wirkt als Rotationsstabilisator
[21,116]. In E. co/i wirkt HN-S antagonistisch zur sterischen Motorbremse YcgR und verringert
durch die Stabilisierung der Rotation die Effektivitit von YcgR [101]. MotL. tibernimmt also in
S. putrefaciens CN-32 die Funktionen der beiden Proteine HN-S und YcgR aus E. cw/ fir die
Regulation der lateralen Flagellen zeitgleich. In seiner c-di-GMP-ungebundenen Form tbernimmt
MotL die Funktion eines Rotationsstabilisators und in seiner c-di-GMP-gebundenen Form die Rolle
einer sterischen Bremse, die die Rotationseffizienz herabsetzt.

Der signifikante Unterschied in der radialen Ausbreitung auf Weichagar und in den
Schwimmgeschwindigkeiten in planktonischer Kultur zwischen der Deletionsmutante von 7ot und
der Leervektorkontrolle unter artifiziell verinderten c-di-GMP-Spiegeln ldsst sich teilweise durch
den fehlenden positiven Effekts als Rotationsstabilisator erkliren. So zeigen unter niedrigem
c-di-GMP-Spiegel mehr Zellen eine hoéhere Schwimmgeschwindigkeit, wenn sfGFPMotL oder
stGFPMotLAAx zeitgleich Gberproduziert werden im Vergleich zur Deletionsmutante von ozl
Unter hohen c-di-GMP-Spiegeln hingegen ldsst sich kein signifikanter Unterschied in den
Schwimmgeschwindigkeiten zwischen der Deletionsmutante von zo#l.und der Uberproduktion von
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MotL. erkennen. Dies deutet auf die Beteiligung weiterer c-di-GMP-abhingiger Effektoren mit
Beteiligung an der Regulation der lateralen Flagellenfunktion hin.

3.2 Potentielle Interaktionspartner von MotL

Da MotL sowohl einen rotationsstabilisierenden Effekt in seiner c-di-GMP-ungebundenen Form als
auch einen negativen Effekt auf die Rotationseffizienz in seiner c-di-GMP-gebundenen Form
aufweist, muss es in einer direkten oder indirekten Form zur Interaktion mit dem Flagellenmotor
kommen. Die Uberproduktion von sfGFP-markierten Varianten von MotL und MotLAAx zeigte
fur beide Varianten eine subpolare und/oder laterale intrazellulire Lokalisation. Diese Lokalisation
ist allerdings davon abhingig, dass das laterale Flagellensystem vorhanden ist. In einer
Deletionsmutante, in der das custerll, welches fiir das laterale Flagellensystem codiert, fehlt, kommt
es zu keiner Lokalisation von stGFPMotL oder stGFPMotLLAAx. Folglich ist die Lokalisation von
stGFPMotL und sfGFPMotLLAAx direkt vom lateralen Flagellenmotor abhingig. Weitere
Lokalisationsstudien mittels stGFPMotL und sfGFPMotLLAAx zeigten sowohl eine Kolokalisation
mit dem Rotor tiber eine mCherry-markierte Variante von FliM; als auch mit dem Stator tiber eine
mCherry-markierte Variante von MotB. In diesen Studien zeigten sich allerdings auch immer Foci
fir stGFPMotL beziehungsweise stGFPMotLLAAx, die keine Kolokalisation zeigten. Es wire
moglich, dass diese Foci sich an dem jeweils nicht-markierten Teil eines Flagellenmotors befinden.
In E. coli befindet sich in der Zytoplasmamembran ein Reservoir von inaktiven, frei diffundierenden
Statorkomplexen, die in den Motor eingebaut werden kénnen ohne dabei die Rotation zu behindern
und auch FliM-Proteine aus dem C-Ring unterlaufen einen solchen Austausch [50,62,107,148]. Dies
lasst vermuten, dass auch der Motor der lateralen Flagelle von S. putrefaciens CN-32 nicht statisch,
sondern dynamisch ist und es zu einem stetigen Austausch von Proteinen kommt. Die
Kolokalisationsstudien weisen also darauf hin, dass MotL sowohl mit Teilen des Rotors als auch mit
Teilen des Stators interagieren kann. Eine weitere mogliche Erklarung wire die Notwendigkeit eines
weiteren Proteins, das an der Interaktion mit dem Flagellenmotor beteiligt ist. Ein potentielles
Protein, das diese Funktion tibernehmen konnte, wire SputCN32_3445. Dabei handelt es sich um
cin kleines hypothetisches Transmembranprotein, dessen Gen direkt downstream von motl. im
lateralen Flagellencluster lokalisiert ist. Da dieses Protein in allen Shewanellen vorkommt, die auch
motl. besitzen, konnte es fur die Regulation der Flagellenfunktion durch Motl. durchaus eine
konservierte Funktion besitzen, die allerdings in dieser Arbeit aus zeitlichen Grinden nicht niher
untersucht werden konnte. Neben einer Kolokalisation mit Teilen des Flagellenmotors wurde auch
das Lokalisationsverhalten von sfGFPMotL und sfGFPMotLAAx in Abwesenheit bestimmter
Proteine des Rotors oder des Stators untersucht. Interessanterweise zeigte sich dabei stets ein
signifikanter Unterschied in der Hiufigkeit der Lokalisationsereignisse zwischen stGFPMotL und
stGFPMotLAAx, obwohl beide die gleichen Tendenzen aufwiesen. Das Fehlen des Rotorproteins
FliN, zeigte dabei die geringste Verdnderung im Lokalisationsverhalten im Vergleich zum Wildtyp.
Die Deletion von fZM, fuhrte hingegen schon zu einer deutlich geringeren Lokalisation, aber das
Fehlen von FliG; und den Statorproteinen MotAB zeigte den stirksten Effekt. Dies legt nahe, dass
sowohl sftGFPMotL als auch stGFPMotLAAx hauptsichlich mit den Proteinen FliG, und MotAB

interagieren.

Neben Lokalisationsstudien durch fluoreszenzmarkierte Proteine wurde auch das BACTH-System
zur Identifikation moglicher Interaktionspartner von MotL genutzt. Hierbei werden Fragmente einer
Adenylatzyklase (T18 und T25) an die zu untersuchenden Proteine fusioniert, die bei einer
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Interaktion der Proteine ein funktionales Enzym bilden. Die Enzymaktivitit zeigt sich durch die
Umsetzung des Substrates in einen blauen Farbstoff. Diese Studien unterstiitzen die bereits durch
die Lokalisationsstudien erhaltenen Ergebnisse. Es konnten weder fiir MotL noch fur MotLAAx
Interaktionen mit Bestandteilen des polaren Flagellensystems nachgewiesen werden. Es zeigte sich
hier ebenfalls eine potenzielle Interaktion mit allen getesteten Bestandteilen des lateralen
Flagellensystems (FliG», FliM», FliN> und MotB). Auch hier sind die Interaktionen zwischen MotL
und MotLAAx mit dem Rotorprotein FliG; und der Statoruntereinheit MotB am stirksten, weshalb
diese vermutlich die Hauptinteraktionspartner darstellen. Dies entspricht den Ergebnissen von
Interaktionsstudien die zur Riicklaufbremse YcgR angefertigt wurden. Hier konnte eine Interaktion
mit dem Statorprotein MotA [25,78] und den Rotorproteinen FLiG [59,78,149] und FLiM [149]
nachgewiesen werden. Fiir YcgR ergibt sich dadurch folgender Regulationsmechanismus: YcgR
bindet in seiner aktiven c-di-GMP-gebundenen Form mit seiner C-terminalen PilZ-Domine an den
Stator und zeitgleich mit seiner N-terminalen YcgR-N-Domine an den Rotor, wobei die
Interaktionsfliche zwischen MotA und FliG dberspannt und schlieBlich der Energietransfer
zwischen Rotor und Stator verringert wird [25,59,78,149]. Eine dhnliche Interaktion zwischen Rotor,
Stator und MotL wire denkbar, wobei MotL nur Uber seine PilZ-Domine an den Motor binden
kann, da es keine N-terminale YcgR-N-Domane aufweist.

Interessanterweise interagieren sowohl MotL als auch MotLAAx mit sich selbst, wobei es in der
c-di-GMP-insensitiven Variante MotLAAx im Gegensatz zur nativen Variante von MotL zu einer
weiteren Interaktion kommt. Dass diese Struktur nur im c-di-GMP-ungebundenen Zustand entsteht,
deutet darauf hin, dass MotL, genau wie FlgZ [100] und YcgR [15], durch die Bindung von c-di-GMP
eine Konformationsinderung durchliuft. In FlgZ fihrt die Bindung von c-di-GMP dazu, dass die
molekulare Kupplung von ihrer inaktiven Form als Dimer in ihre aktive Form als Monomer tibergeht
[100]. Da MotL in seiner c-di-GMP-gebundenen und auch in seiner c-di-GMP-ungebundenen Form
mit sich selbst interagiert, liegt es vermutlich sowohl in seiner aktiven als auch in seiner inaktiven
Form als Dimer vor. Dies ist bereits von der Rucklaufbremse YcgR aus E. co/f und S. enterica bekannt.
Hier fihrt die Bindung von c-di-GMP zu einer Konformationsinderung, wodurch die N-terminale
YcgR-N-Domine und die C-terminale PilZ-Domine in groBere rdumliche Nihe gelangen
[15,78,101,178]. Diese Konformationsinderung bedingt den negativen Effekt von YcgR auf die
Rotationseffizienz der Flagelle, da durch die zeitgleiche Bindung beider Dominen an den Rotor und
den Stator, der Energiefluss zwischen Rotor und Stator inhibiert wird [25,59,78,149]. MotL ist im
Gegensatz zu FlgZ und YcgR, ein kanonisches PilZ-Dominenprotein und besteht als solches nur
aus der PilZ-Domine, wodurch eine Bindung einer speziellen N-Terminalen Domine an den Rotor
nicht fur den Effekt von Motl. verantwortlich sein kann. Ein weiteres kanonisches
PilZ-Dominenprotein, welches einen Einfluss auf die Motilitit zeigt, ist MapZ aus P. aeruginosa [231].
MapZ interagiert in seiner aktiven c-di-GMP-gebundenen Form direkt mit der Methyltransferase
CheR1, wodurch die Signaltransduktionskette des Chemotaxissystems inhibiert und die Anzahl der
Richtungswechsel des Flagellenmotors deutlich gesenkt wird. Durch die Bindung von c-di-GMP
unterlduft MapZ eine Konformationsinderung, wodurch die beiden C-terminalen a-Helicen [233],
die sich durch eine hohe Anzahl an geladenen Aminosiduren auszeichnen [63], sich so anordnen, dass
sie an CheR1 binden und dessen enzymatische Aktivitit inhibieren kénnen [233]. Da das laterale
Flagellensystem von S. putrefaciens CN-32 nicht mit dem Chemotaxissystem interagiert [33] und MotL
keinen Einfluss auf das polare Flagellensystem, welches mit dem Chemotaxissystem interagiert,
besitzt, kann derselbe Mechanismus nicht fur den Effekt von MotL verantwortlich sein. Es ist
allerdings naheliegend, dass die Bindung von c-di-GMP an MotL ebenfalls zu einer Neuorientierung
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der a-Helicen im C-Terminus fiithrt, wodurch die Interaktion mit einem weiteren Motorprotein
ermoéglicht wird und somit der Energietransfer zwischen Stator und Rotor inhibiert werden kann.

3.3 Hypothetischer Regulationsmechanismus fiir MotL

Die Deletion von mofl. hat keinen positiven Einfluss auf die Bildung der lateralen Flagellen in
S. putrefaciens CN-32. Somit kénnen der negative Effekt einer Uberexpression von Mot und der
erhohte Ausbreitungsradius in Weichagar nach Deletion von ol auf einen posttranslationalen
Regulationsmechanismus zuriickgefithrt werden. Anhand der durchgefithrten Lokalisations- und
Interaktionsstudien konnte eine Bindung von Mot an den Flagellenmotor der lateralen Flagellen
von S. putrefaciens CN-32 gezeigt werden. Die Interaktion beruht dabei hauptsichlich auf dem
Rotorprotein FliG; und dem Statorprotein MotB und ist spezifisch fiir das laterale Flagellensystem.
Die Lokalisation von MotL. am Motor der lateralen Flagelle findet nach Uberproduktion unabhingig
von einer c-di-GMP-Bindung statt. Eine Bindung von c-di-GMP ist allerdings fiir den negativen
Effekt von MotL auf die Rotationseffizienz des Flagellenmotors notwendig. Vermutlich wird der
negative Effekt erst durch eine Konformationsinderung und eine damit einhergehende strukturelle
Verinderung  ermdéglicht.  Abbildung 25  zeigt den  postulierten  hypothetischen

Regulationsmechanismus von MotL.
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Abbildung 25: Regulationsmechanismus von MotL. Schematische Darstellung der c-di-GMP abhingigen
Regulation der Rotationseffizienz einer lateralen Flagelle in S. putrefaciens CN-32. C-di-GMP (rot) und die Wolke um die
Phosphodiesterase PdeB sollen den lokalen c-di-GMP-Gradienten verdeutlichen A) Der Blitz stellt ein Umweltsignal
dar, das die Aktivitit von PdeB reguliert und zu einem niedrigen intrazelluliren c-di-GMP-Spiegel fithrt. Unter diesen
Bedingungen kann MotL (blau) bereits tGber eine direkte Interaktion mit Bestandteilen des Rotors und des Stators an
den Motor der lateralen Flagelle binden, beeinflusst dessen Funktion allerdings nicht negativ. B) Ist PdeB inaktiv, so
steigt der intrazellulire c-di-GMP-Spiegel an und MotL bindet c-di-GMP. In seiner aktiven c-di-GMP-gebundenen Form
bindet MotLL vermehrt an den lateralen Flagellenmotor und entkoppelt dadurch die Statoren von den Rotoren. Dies
fithrt zu einer verminderten Rotationseffizienz und einer geringeren Drehmomenterzeugung. Je mehr Rotoren durch
die Interaktion mit Motl-c-di-GMP von den Statoren entkoppelt werden, desto geringer werden die
Schwimmgeschwindigkeit und der Ausbreitungsradius, die durch diese Flagelle bedingt werden.
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In seiner c-di-GMP-freien, also in der inaktiven, Form ist MotL bereits dazu in der Lage mit den
Rotorproteinen FliG; und FliM, aber auch mit dem Statorprotein MotB zu interagieren. Vermutlich
tberspannt das Dimer oder sogar ein grofleres Multimer die Interaktionsfliche zwischen Rotor und
Stator, ohne die Motorfunktion negativ zu beeinflussen. Im Gegenteill konnte fur die
Uberproduktion von MotL bei einem artifiziell niedrigen c-di-GMP-Spiegel sogar eine Steigerung
der Rotationseffizienz und somit ein positiver Effekt gezeigt werden. Dieser wird vermutlich durch
eine Stabilisierung der Interaktion zwischen dem Rotorprotein FliG; und dem Statorprotein MotB
erzeugt. In S. putrefaciens CN-32 wird der intrazellulire c-di-GMP-Spiegel maf3geblich tiber die
Aktivitit der polar lokalisierten Phosphodiesterase PdeB reguliert. Die Aktivitit von PdeB wird
durch Umweltsignale gesteuert. Solange PdeB aktiv ist, ist der intrazellulire c-di-GMP-Spiegel recht
gering aber ohne diese Aktivitat steigt er deutlich an [173]. Durch den Anstieg des intrazelluliren
c-di-GMP-Spiegels kommt es zur Bindung von c-di-GMP an MotL. Diese Bindung 16st vermutlich
eine starke Konformationsinderung und den Ubergang von der inaktiven zur aktiven Form aus.
Durch diese Konformationsinderung wird die Interaktion zwischen dem Rotorprotein FliG; und
dem Statorprotein MotB plotzlich nicht mehr stabilisiert sondern die beiden Proteine werden
voneinander entkoppelt und so der Energietransfer zwischen ihnen verhindert. Der Flagellenmotor
besteht aus mehreren Ringen, die ibereinander angeordnet sind und jeder dieser Ringe besteht aus
mehreren Untereinheiten [18]. So besteht der Statorring aus E. ¢o/i zum Beispiel aus durchschnittlich
11 Statorkomplexen [166]. Auch der Statorring in S. putrefaciens CN-32 bildet sich aus mehreren
Statorkomplexen. Dies hat zur Folge, dass die Inhibierung einer Statoruntereinheit durch c-di-GMP-
gebundenes MotL nicht zu einem Rotationsstopp fiihrt sondern in einer stufenweisen Abnahme der
Rotationsgeschwindigkeit resultiert. Ein Rotationsstopp wird erst dann erreicht, wenn alle
Statoruntereinheiten vom Rotor entkoppelt wurden. Interessanterweise zeigen sich in Zellen, in
denen sfgfpmotl. chromosomal integriert wurde, nur unter artifiziell erh6hten c-di-GMP-Spiegeln
laterale und subpolare stGFPMotL-Foci. Dies legt die Vermutung nahe, dass MotL unter nativen
Bedingungen in seiner c-di-GMP-ungebundenen Form grof3tenteils frei im Zytoplasma diffundiert
und erst ein Anstieg des intrazelluliren c-di-GMP-Spiegels zu einer vermehrten Lokalisation am
lateralen Flagellenmotor fihrt, wo es als sterische Bremse agiert und die Rotationseffizienz der
Flagelle herabsetzt.
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4 MATERIAL UND METHODEN

4.1 Chemikalien und Materialien

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und Materialien wurden, sofern nicht anders erwihnt,
von den Firmen Bioline (Luckenwald), Roth (Karlsruhe), Merck (Darmstadt), Sarstedt (Numbrecht),
Thermo Fisher Scientific (Langenselbold) und Sigma-Aldrich (Steinheim) geordert.

4.1.1 Bakterienstamme und Plasmide

Die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstimme sind in Tabelle 2 aufgelistet. Alle Stimme wurden
als Gefrierkulturen mit 10 % (v/v) DMSO bei -80°C gelagert. Die verwendeten und konstruierten
Plasmide sind in Tabelle 3 aufgefihrt.

Tabelle 2: Bakterienstimme, die in dieser Arbeit verwendet wurden

Stamm Genotyp Referenz

FEscherichia coli

DH50 Anir D80dlacZAM15 A(lacZY A-argl) U196 recAl hsdR17 [125]

P deoR thi-1 supE44 gyrA96 relAl/Apir W. Metcalf,
University of
llinois

WM3064 hrB1004 pro thi rpsL hsdS lacZAM15 RP4-1360A(araBAD)567 [125] W. Metcalf,
AdapA1341:[erm pir(wt)] University of
llinois
BTH101 F-, cya-99, araD139, galE15, galK16, rpsL1 (Strr), hsdR2, merAl, [88] Eu.romedex,
mcrB1 Frankreich
Invitrogen™,
BL21star (DE3) thuA2 [lon] ompT gal (A DE3) [dem] AhsdS A DE3 = A sBamHIo Thermo Fischer
AEcoRI-B int:(lacl::PlacUV5::T7 genel) i21 Anin5 Scienti
cientific
Shewanella putrefaciens CN-32
WT Wildtyp [61]
— Deletion des lateralen Flagellenclusters (ASputcn32_3444- [32]
ASputcn32_3480)
AflagP Deletion der polaren Flagelline (Af/aAB;) [33]
(ASputcn32_2585-ASputcn32_2586)
Aflagl. Deletion der lateralen Flagelline (Af/aAB.) [33]

(ASputcn32_3455-ASputcn32_3456)
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AflagPAflagl. Deletion der polaren und lateralen Flagelline unpubliziert
(AflaAB1AflaABy)

Amotl. Deletion der sterischen Bremse MotL (A Sputcn32_3446) diese Arbeit

AflagPAmot]. Deletion der polaren Flagelline (Af/aAB;) und Awmotl. diese Arbeit

Aflagl Amotl. Deletion der lateralen Flagelline (AflaAB2) und Amotl. diese Arbeit

AflagPAflagl Amot]. Deletion der polaren und lateralen Flagelline diese Arbeit
(AflaABiAflaAB2) und Amotl.

AflagPAmotl. K1 sfgfpmotl. Insertion von GFP-markiertem MotL zur diese Arbeit
Komplementation in AflagPAmotL

AfIiMz K1 fliMomicherry Insertion von mCherry-markiertem FliM» [32]

AmotB K1 mcherrymotB Insertion von mCherry-markiertem MotB [32]

AfliG, Deletion des lateralen Rotorproteins FliG (Sputcn32_3475)  diese Arbeit

AfliM Deletion des lateralen Rotorproteins FliM» unpubliziert
(Sputcn32_3479)

AV/NE Deletion des lateralen Rotorproteins FIiN, unpubliziert
(Sputecn32_3480)

AmotBA Deletion der lateralen Statorproteine MotB und MotA [32]
(Sputcn32_3447- Sputcn32_3448)

flgh,T242C Insertion des lateralen Hakenproteins FlgH, mit [188]
substituiertem Threonin zu Cystein an Position 242

Tabelle 3: In dieser Arbeit verwendete Plasmide

Plasmid Genotyp Referenz

pNPTS138-ROKT Or1i-R6K, sacB, Kmr, Suizidplasmid fiir die Erstellung der [106]
in-frame-Deletionen

pBTOK Plasmid zur ektopischen Uberproduktion von Proteinen, [172]
Anhydrotetracyclin induzierbarer Promotor, Kmr

PET21-gfif Schnell faltendes (super folder) griin fluoreszierendes Protein  [151]

(Gfp)
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putl8 Ori-ColE1, Amprt, Plasmid zur C-terminalen Fusion des [87-89]
T18-Fragments an das Zielgen Euromedex
put18C Ori-ColE1, Ampr, Plasmid zur N-terminalen Fusion des [87-89]
T18-Fragments an das Zielgen Euromedex
K25 Ori-p15a, Ampr, Plasmid zur N-terminalen Fusion des —[87-89]
P T25-Fragments an das Zielgen Euromedex
Ori-pl5a, Ampr, Plasmid zur C-terminalen Fusion des 157757
pKNT25 ri-p15a, Ampr, Plasmid zur C-terminalen Fusion des . 1
T25-Fragments an das Zielgen uromedex
pet24c Plasmid zur ektopischen Uberproduktion von Proteinen, EMD
Laktose induzierbarer Promotor, Kmr tosciences
Konstrukte fiir Deletionen
PNPTS_KO_SputCN32_3446 MotL (SputCN32-3446) Deletionsfragment in diese Arbeit
pNPTS138-R6KT
PNPTS_KO_SputCN32_3475 FliG, (SputCN32-3475) Deletionsfragment in diese Arbeit
pNPTS138-R6KT
Konstrukte fiir Insertionen
pNPTS_KI_ sfgfpmotl. stGfp markiertes MotL in pNPTS138-ROKT zur diese Arbeit
Komplementation der Deletion und Uberpriifung der
Markierung auf Funktionalitdt
Konstrukte zur Uberproduktionen
pBTOKL_ sfgfpmotl. stGfp markiertes MotL in pBTOK zur induzierbaren diese Arbeit
Uberproduktion
pBTOK _sfgfpmotl AAx stGfp-markierte, c-di-GMP-insensitive Variante von diese Atbeit
MotL in pBTOK zur induzierbaren Uberproduktion
pBTOK _pdeH Enzymatisch aktiver Teil der Phophodiesterase PdeH aus  diese Arbeit
E. coli in pBTOK zur induzierbaren Uberproduktion
pBTOK _dgeA Enzymatisch aktiver Teil der Diguanylatzyklase DgcA aus  diese Arbeit
V. cholera zur induzierbaren Uberproduktion
pBTOK _sfgfpmotl_pdeH Konstrukt zur zeitgleichen induzierbaren Uberproduktion diese Arbeit

von sfGFPMotL und PdeH
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pBTOK _sfgfpmotl,_dgeA

Konstrukt zur zeitgleichen induzierbaren Uberproduktion
von sftGFPMotL und DgcA

diese Arbeit

PBTOK_sfefpmorl AAx_pdeH fionnz;r(l}lllz; ;l/[li :Eﬁ?i:; Ii)r(lic:;{zierbaren Uberproduktion  diese Arbeit
PBTOK_fyfmorl AAx_dgeA fionnz;?}lll;;) zMu(r) :Eﬁ?i}:;l S;:;ierbaren Uberproduktion  diese Arbeit
pec2ic e S v
Konstrukte fiir BACTH

pUT18_morl. C-terminale Fusion des T18-Fragments an MotL diese Arbeit
pUT18C_morl. N-terminale Fusion des T18-Fragments an MotL diese Arbeit
pKT25_ motl. N-terminale Fusion des T25-Fragments an MotL diese Arbeit
pKINT25_ motl. C-terminale Fusion des T25-Fragments an MotL diese Arbeit
pUT18_ motl AAx C-terminale Fusion des T18-Fragments an MotLAAx diese Arbeit
pUT18C_ motl AAx N-terminale Fusion des T18-Fragments an MotLAAx diese Arbeit
pKT25_ motl AAx N-terminale Fusion des T25-Fragments an MotLAAx diese Arbeit
pKNT25_ motl AAx C-terminale Fusion des T25-Fragments an MotLAAx diese Arbeit
pUT18_fiiM: C-terminale Fusion des T18-Fragments an FliM» diese Arbeit
pUT18_ fiiM> N-terminale Fusion des T18-Fragments an FliM, diese Arbeit
pKT25_ fliM> N-terminale Fusion des T25-Fragments an FliM, diese Arbeit
pKNT25_ fiiM> C-terminale Fusion des T25-Fragments an FliM» diese Arbeit
pUT18_fiiN: C-terminale Fusion des T18-Fragments an FliN» diese Arbeit
pUT18C_ f#iN> N-terminale Fusion des T18-Fragments an FliN, diese Arbeit
pKT25_ fliN, N-terminale Fusion des T25-Fragments an FliN, diese Arbeit
pKNT25_ fZN> C-terminale Fusion des T25-Fragments an FliN» diese Arbeit
pUT18_fiiG, C-terminale Fusion des T18-Fragments an FliG» diese Arbeit
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pUT18C_ fliG> N-terminale Fusion des T18-Fragments an FliG» diese Arbeit

pKT25_ fliG. N-terminale Fusion des T25-Fragments an FliG. diese Arbeit

pKNT25_ /iG> C-terminale Fusion des T25-Fragments an FliG» diese Arbeit

pUT18C_moB N-terminale Fusion des T18-Fragments an MotB diese Arbeit

pKT25_mortB N-terminale Fusion des T25-Fragments an MotB diese Arbeit
4.1.2 Oligonukleotide

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Sigma-Aldrich
(mittlerweile Merck) bezogen. Tabelle 4 enthilt eine vollstindige Liste der in dieser Arbeit
verwendeten Oligonukleotide.

Tabelle 4: In dieser Arbeit verwendete Oligonukleotide

Name Sequenz (5°-3")

Deletion von motL

NheI_Sputcn32_3446_fW GTA GCT AGC CAG GGT ATC CGT ATTTTG ATC C
OL_SputCN32_344()_KO_rV TGC CCT ATA TCT CTT CAT ACA TAT TCA TAG TCA TACC
OL_SputCN32_344()_KO _fw GTA TGA AGA GAT ATA GGG CAT GCA ATG GCT GC
PspOMI_Sputcn32_3446_rV TCC GGG CCC GTA TCA ACC GTG GTA CTC TGC

Check_3446_KO_fw TGG TGC TAA GCG AAG TAG AAG C
Check_3446_KO_rev CTG TTT TAG CAA GGC AAT TGA ATC G

Deletion von 1iG;

EcoRV_FIliG_up_fw
OL_FliG_up_rv
OL_FliG_down_fw
EcoRV_FIiG_down_rv

Check_fliG2 KO_fw
Check_fliG2 KO_rev

CAA GCT TCT CTG CAG GAT GCG GAT TTT ATC CTC AGC CAG
GGA TAA TTA CGTC GTT GTC TAA TGG AAA ACA AGC

AGA CAA CGA CGTA ATT ATC CAT CTT AAT TTC GAT TGA G
GAA TTC GTG GAT CCA GAT GTC TCA GTA CTC ATC AAT AGC
G

ATC TGC AAT CAG ATT CCA GCC G

GAA CCA GGATCACCTTTAACG G

Insertion von sfgfpmotL

EcoRV_3446_up_fw
OL_3446_up_rv
OL_up_sfGFP_fw
OL_down_3446_rv
OL_3446_down_fw
EcoRV_3446_down_rv

Check_3446_KO_fw
Check_3446_KO_rev

CAA GCT TCT CTG CAG GAT GGC GGA GAATAT CACTGT CAC
CTT TGC TCA T AGT CAT ACC TAA CAA ATG AGT ACA AG
AGG TAT GAC T ATG AGC AAA GGA GAA GAA CTT TTC

ATT GCATGC CTTATAT TTT GGC TCG TAA TTT AAT TGC G
CAA AAT ATA A GGC ATG CAATGG CTG CAT CTT

GAATTC GTG GAT CCA GAT CAT CAT GCA ACA CACTCG TGG

TGG TGC TAA GCG AAG TAG AAG C
CTG TTT TAG CAA GGC AATTGA ATC G
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Uberproduktion von sfGFPMotL
Xbal-nC_sf_GFP_fw

OL__stGFP_Sputcn32_3446_rv
OL_sfGFP_Sputcn32_3446_fw

PspOMI-nC_Sputcn32_3446_rev

AAT GAA TAG TTC GAC AAA AAT AGG AGG CTT AGT CCA T
ATG AGC AAA GGA GAA GAACTTTTC ACT G

CAT ACA TAT T CGA GCC GGA TCC TTT GTA GAG CTC ATC
CATC ATC CGG CTC G AAT ATG TAT GAA GAG TTT GTA CAT
TC

GGA GTC CAA GCT CAG CTAATG TTATAT TTT GGC TCG TAA
TTT AAT TGC GTC

Uberproduktion von sfGFPMotLAAx
Xbal-nC_sf_ GFP_fw

OL__stGFP_Sputcn32_3446_rv
OL_sfGFP_Sputcn32_3446_fwt
erste Bindestelle nach Anfang rv OL zu zweite

zweite Bindestelle nach Ende fw OL zu erste

PspOMI-nC_Sputcn32_3446_rev

AAT GAA TAG TTC GAC AAA AAT AGG AGG CTT AGT CCA' T
ATG AGC AAA GGA GAA GAA CTT TTC ACT G

CAT ACA TAT T CGA GCC GGA TCC TTT GTA GAG CTC ATCC
ATC CGG CTC G AAT ATG TAT GAA GAG TTT GTA CAT TC

CGT TGA TAA ATT AAC CGT TAA GCC ATC ACA GGC AAA CGC
TAATGG CACTCT TTT ATC ATG TCG TAG GCT GAG TGC CTG
ATG AGT TGC CCG ATT

TTA ACG GTT AAT TTA TCA ACG ACT CGT TGG TTT ATC CTC
ACG CCA CTC GGT ACC GCG AAC ATA AAA GCA ATT GCA ATT
GGC

GGA GTC CAA GCT CAG CTAATG TTATAT TTT GGC TCG TAA
TTT AAT TGC GTC

Uberproduktion von sfGFPMotL(AAx)_PdeH

Xbal-nC_sf GFP_fw
3446_rv_OL_RBS2

OL_3446_PdeH_fw

PspOMI_PdeH_rev

AAT GAA TAG TTC GAC AAA AAT AGG AGG CTT AGT CCA T
ATG AGC AAA GGA GAA GAA CTT TTC ACT G

TAA GCC TCC TTG CTA GCC TTA TAT TTT GGC TCG TAA TTT
AAT TGC GTC

AAG GCT AGC AAGG AGG CTT AGT CCAT ATG ATA AGG CAG
GTT ATC CAG CG

GGA GTC CAA GCT CAG CTAATG TTA TAG CGC CAG AACCGC
CG

Uberproduktion von sfGFPMotL(AAx)_DgcA

Xbal-nC_sf GFP_fw

3446_rv_OL_RBS2

OL_3446_VdcA_fw

PspOMI_VdcA_rev

AAT GAA TAG TTC GAC AAA AAT AGG AGG CTT AGT CCA T
ATG AGC AAA GGA GAA GAACTTTTC ACT G

TAA GCCTCCTTG CTA GCCTTA TAT TTT GGC TCG TAATTT
AAT TGC GTC

AAG GCT AGC A AGG AGG CTT AGT CCAT GTG ATG ACA ACT
GAA GAT TTC AAA AAATC

GGA GTC CAA GCT CAG CTAATG TTA GAG CGG CAT GACTCG
ATT G

Uberproduktion von WspR

Ndel his WspR fw TTA ACT TTA AGA AGG AGA TAT ACA ATG CAC AAC CCT CAT
GAG AGC AAG ACC

OL R242A v CCG AGG AGC CAC TGC AGC CCT CGC CGA TGG

OL R242A fw CCA TCG GCG AGG GCT GCA GTG GCT CCT CGG

Xhol WspR rv GTG GTG GTG GTG GTG GTG C TCA ATG GTG ATG GTG ATG
GTG GCC CGC CGG GGC TGG CGG CAC

BACTH MotL

FlgZ fwPrimerREV

FlgZ rvPrimerREV

CTG CAG GTC GACTCT AGA GAT GAA TAT GTA TGA AGA GTT
TGT ACATICT

GAG CTC GGT ACC CGG GGT ATT TTG GCT CGT AAT TTA ATT
GCG TC
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FlgZ fwPrimerpKT
FlgZ rvPrimerpKT

CAG GGT CGA CTCTAG AGATGA ATATGT ATG AAG AGTTTG
TAC ATT CT

TTA GTT ACT TAG GTA CCC GGG GTATTT TGG CTC GTA ATT
TAATTG CGT C

BACTH FliG;

L7062 B2H_3475_fwREV
L7063 B2H_3475_rvREV
L7064 B2H_3475_fwpKT

L7065 B2H_3475_rvpKT

CTG CAG GTC GACTCT AGA GAT GGA TAA TTA CGC CCA AGC
AGC

GAG CTC GGT ACC CGG GGG ACA ACG ACCTGC TCT TCA AAT
A

CAG GGT CGA CTCTAG AGATGG ATA ATT ACG CCC AAG CAG
C

TTA GTT ACT TAG GTA CCC GGG GGA CAA CGA CCT GCT CTT
CAA ATA

BACTH FliM,

LZ066 B2H_3479_ftwREV

L7067 B2H_3479_rvREV
L7068 B2H_3479_twpKT

L7069 B2H_3479_rvpKT

CTG CAG GTC GACTCT AGA GAT GAA GAT AAC CGC AAAAGC
TCG

GAG CTC GGT ACC CGG GGG CCAATG TCG TTCTCC TCA TAC
CAG GGT CGA CTCTAG AGATGA AGA TAA CCG CAAAAG CTC
G

TTA GTT ACT TAG GTA CCC GGG GGC CAATGT CGT TCT CCT
CAT AC

BACTH FliN;

L7070 B2H_3480_fwREV
L7071 B2H_3480_rvREV
L7072 B2H_3480_ftwpKT

L7073 B2H_3480_rvpKT

CTG CAG GTC GAC TCT AGA GAT GAG GAG AAC GAC ATT
GGCTG

GAG CTC GGT ACC CGG GGT TCG TTA ATT GTC CCA TCC AGC
G

CAG GGT CGA CTC TAG AGA TGA GGA GAA CGA CAT TGG
CTG

TTA GTT ACT TAG GTA CCC GGG GTT CGT TAA TTG TCC CAT
CCA GCG

BACTH MotB

L7058 B2H_3447_twREV
L7059 B2H_3447_rvREV
L7060 B2H_3447_fwpKT

L7061 B2H_3447_rvpKT

CTG CAG GTC GACTCT AGA GAT GCT CCA TAA AAATGA GCC
GATTATT

GAG CTC GGT ACCCGG GGATGC GCGATA GTCTGT CGTTTT
ATA

CAG GGT CGA CTCTAG AGATGC TCC ATA AAA ATG AGC CGA
TTATT

TTA GTT ACT TAG GTA CCC GGG GAT GCG CGA TAG TCT GTC
GTTTTATA

BACTH check

pKT25-for
pKT25-rev
pUT18-for
pUT18-rev
pKINT25-for
pKINT25-rev
pUT18C-for
pUT18C-rev

CACTGA CGG CGG ATATCG ACATGT T
CCG CCG GAC ATCAGC GCCATTC

CCA GGCTTT ACA CTT TAT GCT TCC
GAC GCG CCT CGG TGC CCACTG C
CCCAGG CITTACACT TTATGCTTCC
GTT TTT TTC CTT CGC CAC GGC CTT G
CGG CGT GCC GAG CGG ACG TTC G
TCA GCG GGT GTT GGC GGG TGT C
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4.1.3 Nahrmedien

Die in dieser Arbeit verwendeten Niahrmedien sind in Tabelle 5 augelistet.

Tabelle 5: In dieser Arbeit verwendete Nihrmedien

Bezeichnung Zusammensetzung

Lysogeny Broth (LB) Trypton 10 g/1

pH7 Hefeextrakt 5¢/1
Natriumchlorid 10 g/1

LB-Agar Agar-Agar 15 g/1
LB Medium 25¢/1

Weich-Agar Select Agar 2,5¢/1
LB Medium 25 ¢/1

4.1.4 Antibiotika und Medienzusitze

Die in dieser Arbeit eingesetzten Medienzusitze und Antibiotika sind in Tabelle 6 aufgelistet.

Tabelle 6: Antibiotika und Medienzusitze

Zusatz Stammkonzentration Endkonzentration  Lésungsmittel
Ampicillin-Natriumsalz 100 mg/ml 100 pg/ml ddH,O
Kanamycinsulfat 50 mg/ml 50 pg/ml ddH,O
Anhydrotetracyclin 2 mg/ml 100ng/ml ddH>O
Diaminopimelinsiure (DAP) 60 mM 300 uM ddH>O
Laktose 20 % (w/v) 1,25 % ddH>O
Saccharose 80 % (w/v) 12 % ddH.O
X-GAL 80 mg/ml 80 pg/ml ddH,O
IPTG 100 mM 0,1 mM ddH>O
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4.1.5 Enzyme

In dieser Arbeit wurden die in Tabelle 7 aufgelisteten Enzyme der jeweiligen Hersteller verwendet.

Tabelle 7: In dieser Arbeit verwendete Enzyme

Bezeichnung

Hersteller

Tag-Polymerase

Witd selbst hergestellt

Phusion-DNA Polymerase

Thermo Scientific

T5 Exonuklease

Invitrogen

T4 DNA Ligase Biozym Scientific
Taq DNA Ligase Invitrogen
EcoRYV fast digest Thermo Scientific

Xbal fast digest

Thermo Scientific

Bsp1201 (PspOMI) fast digest

Thermo Scientific

DNase

Invitrogen

Thermosensitive alkalische Phosphatase

Thermo Scientific

4.1.6 Kits

Fir diese Arbeit wurden die in Tabelle 8 aufgelisteten kommerziell erhiltlichen Kits verwendet.

Tabelle 8: In dieser Arbeit verwendete Kits

Bezeichnung und Hersteller

Verwendung

E.Z.N.A. Plasmid DNA Mini Kit I (Omega Bio-Tek) Isolierung von Plasmiden

E.Z.N.A. Gel Extraction Kit (Omega Bio-Tek)

Isolation von DNA aus einem Agarosegel

E.Z.N.A. DNA Probe Purification Kit (Omega Bio-Tek) Aufreinigung von PCR Produkten

E.Z.N.A. Bacterial DNA Kit (Omega Bio-Tek)

Isolierung chromosomaler DNA
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4.1.7 Puffer

Die in dieser Arbeit verwendeten Puffer fiir die Arbeiten mit Nukleinsauren und Proteinen sind
den Tabellen 9 und 10 aufgelistet.

Tabelle 9: Pufferlésungen fiir die Arbeit mit Nukleinsiduren

in

Bezeichnung Zusammensetzung

10x TBE-Puffer Tris-Borat 1M

pH 8,3 EDTA 20 mM

5x DNA-Ladepuffer 10x TBE-Puffer 1 ml
Bromphenolblau 1 ml
Glycerol 5ml
ddHO 3ml

Tabelle 10: Pufferlésungen fiir die Arbeit mit Proteinen

Bezeichnung Zusammensetzung

2x SDS-Ladepuffer Bromphenolblau 0,02 % (w/v)

pH 6,8 B-Mercaptoethanol 10 % (w/v)
Glycerol 20 % (w/v)
SDS 4% (w/v)
Tris-HClI 0,125 M

4x Trenngelpuffer SDS 0,4 % (w/v)

pH 8,8 Tris-HCl 1,5M

4x Sammelgelpuffer SDS 0,4 % (w/v)

pH 6,8 Tris-HCl 0,5M

10x SDS-Laufpuffer Tris 0,25 M

pH 8,3 Glycin 1,92 M

10x Western Transfer Puffer Tris 0,25 M
Glycin 1,92 M

1x Western Transfer Puffer 10x Western Transfer Puffer 100 ml
Methanol 100 ml
ddHO 800 ml
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137 M

10x PBS NaCl
pH 7,4 KCl 27 mM
NazHPO4 66 mM
KHLPO, 18 mM
1x PBST 10x PBS 100 ml
TWEEN 20 1 ml
ddH.O 899 ml
Blocklésung PBST 100 ml
Milchpulver 5% (w/v)
Detektionslésung Tris-HCl 0,1 M
pH 9,5 NaCl 0,1 M
Lysepuffer Tris-HCl 10 mM
pH 75 NaCl 150 mM
EDTA 0,5 mM
3-(IN,IN-Dimethylmyristylammonio)- 1%
propanesulfonat
Waschpuffer Tris-HClI 10 mM
pH 7,5 NaCl 150 mM
EDTA 0,5 mM
Glycin-Elutionspuffer Glycin 200 mM
pH 25
c-di-GMP-Synthesepufferkomponenten Tris-HCI (pH 7,0) 1M
NaCl 1M
MgCl, 1M
c-di-GMP-Bindepuffer Tris-HCI (pH 7,06) 20 mM
pH 7.8 Na(Cl 50 mM
MgCl» 10 mM
Puffer A HEPES 20 mM
pH 8,0 Na(Cl 200 mM
Kd 20 mM
MgCly 20 mM
Immidazol 40 mM
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Puffer B HEPES 20 mM
pH 8,0 NaCl 200 mM
KCl 20 mM
MgCly 20 mM
Immidazol 500 mM
4.1.8 Gerite
Die in dieser Arbeit verwendeten Gerite sind in Tabelle 11 aufgelistet.
Tabelle 11: In dieser Arbeit verwendete Gerite
Gerit Typ Hersteller

Agarose Gel Photokammer

Intas Photo Imager

Intas science imaging

Fluoreszenzmikroskop Leica DM1600 B Leica
Heizblock Eppendotf® Thermomixer Compact Merck
Immunoblot Fotokammer Fusion SIL4 Peqlab
NanoDrop NanoDrop 1000 Spectrophotometer Peqlab
PCR-Thermocycler Mastercycler nexus gradient Eppendorf AG
Biometra TPersonal Biometra
Photometer WPA CO8000 Biochrom
Ultrospec 2100 pro Amersham Biosciences
Scanner Epson Perfection V700 Photo Epson

SDS-Page Elektrophoresekammer

Mini-PROTEAN® Tetra Vertical
Electrophoresis Cell

Bio-Rad Medical Diagnostics
GmbH

Tischzentrifuge

Heraeus FRESCO 21

Themofisher Scientific

Western Blot Apparatur

TE77 ECL Semi-Dry Transfer Unit

Amersham Bioscience

Phosphoimager and Screens

personal molecular imager FX

Bio-Rad Medical Diagnostics
GmbH

Sonifier Sono Puls Bandelin
peristaltische Pumpe Masterflex C/L Cole Parmer
magnetic beads rack magnetic separation rack NEB Biolabs
vertikal Schiittler programmable Rotator-Mixer PEQLAB
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4.2 Methoden

4.2.1 Kultivierung von Bakterienstimmen

Die in dieser Arbeit verwendeten Stimme sind in Tabelle 2 aufgefiihrt. S. putrefaciens CN-32 wurde
standardmaBig aerob in LB-Medium bei 30°C und E. ¢/ bei 37°C kultiviert. Zur Kultivierung des
Stammes E. cofi WM3064 wurde das Medium mit 300 uM DAP versetzt. Kulturen von

S. putrefaciens CN-32 die zur Mikroskopie genutzt wurden, wurden bei Raumtemperatur angezogen.
Die Langzeitlagerung der Stimme erfolgt in Cryo.S GefiBen als Geftierkultur in 10 % DMSO (v/v)
bei -80°C.

4.2.2 Konstruktion rekombinanter Bakterienstimme

Priaparationen von genomischer DNA, Plasmiden und PCR-Produkten wurden anhand der
Herstelleranweisungen mit den in Tabelle 8 aufgelisteten Kits durchgefiihrt.

4.2.2.1 Gibson Assembly

Zur Konstruktion von Plasmiden wurde das Gibson Assembly [64], eine Variante der isothermalen
DNA-Amplifikation genutzt. Hierzu wurden zunichst mittels PCR DNA-Inserts erzeugt, die an
einem Ende 10 bp Uberhinge mit zueinander homologen Bereichen aufweisen und am jeweils
anderen Ende homologe Bereiche zu dem linearisierten Plasmid aufweisen. Anschliefend wurden
die erzeugten DNA-Fragmente in dquimolaren Mengen, mit dem zuvor linearisierten Plasmid in den
Gibson Assembly-Ansatz gegeben und bei 50°C fiir eine Stunde inkubiert. Enthalten in dem
Gibson Assembly-Ansatz ist eine 5’-Exonuklease, eine DNA-Polymerase und eine DNA-Ligase. Im
ersten Schritt verdaut die 5’-Exonuklease die 5° Enden der doppelstringigen DNA, sodass die nun
zueinander komplementiren 3’-Enden hybridisieren kénnen. Die DNA-Polymerase schlie3t die
durch die 5“Exonuklease entstandenen Liicken auf und die DNA-Ligase verbindet die Enden
miteinander. AnschlieBend koénnen die so hergestellten Plasmide mittels Transformation in
kompetente Zellen eingefiihrt werden.

4.2.2.2 Transformation

Zur Transformation von Plasmid-DNA mittels Hitzeschock wurden 20-100 ng des isolierten
Plasmids oder der gesamte Ansatz eines Gibson Assemblys mit 50 pl chemisch kompetenten
E. coli DH50 Apir Zellen fiir 10 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend erfolgte ein Hitzeschock bei
42°C fir 45 Sekunden. Bei diesem Schritt kann die Plasmid-DNA von den Zellen aufgenommen
werden. Dann wurde der Ansatz fur eine Minute auf Eis gestellt. Die anschlieBende Regeneration
erfolgte nach Zugabe von 750 pl LB-Medium schiittelnd fir 60 min bei 37°C. Nach erfolgter
Regeneration wurden je 100 ul des Ansatzes direkt und der pelletierte Rest des Ansatzes nach
erneutem Resuspendieren auf Agarplatten mit entsprechendem Antibiotikum ausplattiert und
anschlieBend tiber Nacht bei 37°C inkubiert.
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4.2.2.3 Konjugation

Mittels konjugativer Paarung auf LB-Agar wurden das Suizidplasmid pNPTS oder das
Uberproduktionsplasmid pBTOK in S. putrefaciens CN-32 eingebracht. Als Donorstamm wurde in
dieser Arbeit der Stamm E. co/i WM3064 verwendet, welcher auxotroph fiir DAP ist. DAP ist ein
wichtiger Baustein des Peptidoglykans, weshalb die Zugabe von DAP fiir die Zellen essentiell zur
Bildung der Zellwand ist. Mittels Transformation wird in einem vorherigen Schritt das gewtinschte
Plasmid in den E. co/i Stamm gebracht. Als Rezipient wurde jeweils der gewiinschte Shewanella
Zielstamm verwendet. Zur Konjugation wurde je 1 ml einer Kultur der entsprechenden Stimme
geerntet und 2-mal mit LBpap-Medium gewaschen. AnschlieBend wurden Donor- und
Rezipientenstamm in 200 pl LBpap-Medium vereinigt und in 5-6 Tropfen auf LBpap-Agarplatten
gegeben. Die Konjugationsplatten wurden fiir mindestens 6 Stunden bei 30°C inkubiert. Wihrend
dieser Inkubationszeit bindet die Donorzelle mithilfe des Sexpilus an die Empfingerzelle und es
bildet sich eine Zytoplasmabriicke, tiber welche das Plasmid in die Empfingerzellen transferiert
werden kann. Nach der Inkubation wurden die Konjugationsplatten mit 2 ml LB-Medium
abgeschwemmt und anschlieBend dreimal gewaschen. Final wurden die Zellen in 1 ml LB-Medium
aufgenommen und in einer 1:10 und 1:100 Verdinnung auf LBx..-Agarplatten ausplattiert und bei
30°C tber Nacht inkubiert, wodurch auf die Bakterien mit integriertem Plasmid selektiert wurde.

4.2.2.4 Herstellung von in-frame-Deletionsmutanten

Hierzu wurden in einer ersten PCR stromaufwirts und stromabwirtsgelegene Gensequenzen
(jeweils ca. 500 bp) des zu deletierenden Gens amplifiziert, mittels Gzbson Assembly fusioniert und als
Insert in das Suizidplasmid pNPTS138-R6KT eingeftigt. Dieses kann nur in Zellen amplifiziert
werden, welche die Pir Proteine exprimieren. Das Plasmid trigt neben einer Kanamycinresistenz
das Gen sacB. Das Gen sacB codiert fur das Enzym Levansucrase, welches in Anwesenheit von
Saccharose fur die Zelle toxisches Levan synthetisiert. Der resultierende Vektor wurde mittels
Transformation in E. co/f DH5a A pir eingebracht und nach erfolgter Plasmidpriparation in einer
zweiten Transformation in den Konjugationstamm E. co/z WM3064. Mittels Konjugation erfolgte
die Einschleusung des Suizidvektors in . putrefaciens CN-32. Shewanella Spezies exprimieren keine
Pir Proteine, weshalb das eingefiihrte Plasmid nicht amplifiziert werden kann. Aufgrund der
homologen Bereiche zu der chromosomalen DNA kommt es zu einer ersten homologen
Rekombination und somit zur ortsspezifischen Insertion des gesamten Plasmids in die
chromosomale DNA. Die Selektion der Bakterien mit chromosomal integriertem Plasmid erfolgt
durch Wachstum auf LBr.-Agarplatten. Im nichsten Schritt wurden Kanamycin-resistente und
Saccharose-sensitive Einzelkolonien ohne Selektionsdruck fir etwa zehn Replikationszyklen in
LB-Medium inkubiert. Dieser Schritt erméglicht die zweite homologe Rekombination, da der
Selektionsdruck nicht mehr vorhanden ist. Die Selektion auf Bakterien, die das Plasmid vetloren
haben erfolgt durch das Wachstum auf LBs.- und LBr..-Agarplatten. Im letzten Schritt wurden
Saccharose-resistente aber Kanamycin-sensitive Stimme mittels Kolonie-PCR auf die Deletion des
gewiinschten Genabschnitts untersucht.

4.2.2.5 Herstellung von in-frame-Insertionen

Hierzu wurde ebenfalls eine Konjugation analog zur #n-frame-Deletion durchgefihrt, wobei eine
Kopie des zuvor deletierten Gens fusioniert an ein Fluoreszenzprotein (stGFP) in seinen
genetischen Kontext im Genom reintegriert wird (knock-in).
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4.2.3 Mikroskopie

Zur Mikroskopie wurden die entsprechenden Stimme in Ubernachtkulturen bei Raumtemperatur
angezogen. Am nachsten Morgen wurden die Kulturen in frischem Medium auf eine ODgo von 0,02
eingestellt und gegebenenfalls mit 100 ng/ml AHT induziert. Fur Lokalisationsstudien wurden
jeweils 3 pl der Kultur auf 1 %ige Agaroseplittchen aufgetropft und so immobilisiert. Es wurden
mindestens 250 Zellen pro Ansatz ausgezahlt. Zur Bestimmung der Schwimmgeschwindigkeit
wurden Videos einer Flussigkultur bei einer ODyo von ca. 0,15- 0,2 mit einer Belichtungszeit von
50 ms und mindestens 120 Bildern aufgenommen. Dazu wurden Objekttriger genutzt, auf denen
vier Silikontropfen aufgebracht wurden, worauf im Anschluss ein Deckglischen (60 X 24 mm)
aufgelegt und gleichmiflig angedriickt wurde. Diese wurden mindestens einen Tag vor der
Mikroskopie vorbereitet, sodass das Silikon bei Raumtemperatur komplett trocknen konnte. Die
Zellen wurden unter Verwendung des 100x/1.4 Obijektivs mikroskopiert. Die nachfolgende
Auswertung und Bildbearbeitung erfolgte mit Hilfe der Software Image] [185].

4.2.4 Maleimidfirbung

Zur Visualisierung von Flagellenhaken wurden diese mittels Alexa Fluor 488-maleimide (Molecular
Probes, Life Technologies) angefirbt. Hierzu wurden 500 pl der zu untersuchenden Kultur bei einer ODeoo
von 0,5 geerntet und fir 5 min bei 3000 rpm zentrifugiert. AnschlieBend wurde das Pellet sehr vorsichtig
unter Verwendung einer geschnittenen Spitze in 50 ul PBS-Alexa (2.5 pl. Alexa Fluor 488 maleimide
(Img/ml in DMSO) per 500 uL. PBS) resuspendiert und fiir 5 min bei RT inkubiert. Nach erneuter
Zentrigugation fir 5 min bei 3000 rpm wurden die Zellen einmal mit 500 pl PBS gewaschen und in 500 pl
PBS aufgenommen (vorsichtig pipettieren). SchlieBlich wurden 3 pl der Zellsuspension auf Agarosepads
mikroskopiert.

4.2.5 Motilitits-Assays

Zur Untersuchung der Schwimmfihigkeit auf semisoliden Oberflichen wurden 4 ul einer Kultur des
zu untersuchenden Stamms von . patrefaciens CN-32 mit einer ODgo von etwa 0,4 auf
LB-Weichagarplatten (gegebenenfalls versetzt mit Antibiotika und AHT) aufgetropft. Nach einer
Inkubationszeit von 24 h bei Raumtemperatur wurde die radiale Ausbreitung gemessen und dariiber
der Motilititsgrad bestimmt.

4.2.6 Uberproduktion und Aufreinigung rekombinanter Proteine

RR242A

Wsp

Zur Uberproduktion der Diguanylatzyklase WspR aus P.  aeruginosa, die durch den
Aminosaureaustausch von Arginin (R) an Position 242 zu Alanin (A) nicht mehr durch ihr Produkt
(c-di-GMP) gehemmt wird und dementsprechend dauerhaft aktiv ist [180], wurde der entsprechende
Genabschnitt mit einem 6xHis-tag fusioniert in das Uberexpressionsplasmid pet24c eingebracht und
anschlieBend in E. co/i BL.21star Gberproduziert. Die Anzucht erfolgte schittelnd in LBkan bei 37°C.
Nach dem Erreichen der logarithmischen Wachstumsphase (ODewo von 0,3) wurde zur Induktion
der Proteiniiberproduktion Laktose in einer finalen Konzentration von 1,25 % zugesetzt. Nach der
Induktion erfolgte weiteres Wachstum bis zu einer ODgw von 0,8 und anschlieBend wurden die
Zellen bei 5.000 X g fur 20 min bei 4°C geerntet. Fir die Aufreinigung des rekombinanten
Fusionsproteins wurden die Zellen in 30 ml Puffer A mit 1 mM AEBSF resuspendiert. Der
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Zellaufschluss erfolgte durch Sonifikation (3 x 1 min, 7 x 10 %) und die Fraktion durch
Zentrifugation bei 20.000 X g fir 25 min bei 4°C. Das zuvor filtrierte Zelllysat wurde anschlieBend
mittels einer peristaltischen Pumpe mit einer Dutrchflussrate von 1 ml/min tber eine mit Puffer A
dquilibrierte HisTrapHP 1 ml Sdule (GE Healthcare) gegeben. Nach mehrmaligem waschen der
Sdule (15 ml Puffer A) wurde das Fusionsprotein mit Puffer B eluiert und in Fraktionen von je 1,5 ml
bei einer Durchflussrate von 1 ml/min aufgefangen, wobei sich der GrofSteil des Proteins fur
gewohnlich in der zweiten Fraktion befindet. Zur Uberpriiffung der Aufreinigung auf das
Vorhandensein des Fusionsproteins, wurden Teile der Proben mit 2-fachem Protein-Ladepuffer
versetzt und mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) aufgetrennt.

sfGFPMotL bzw. stGFPMotlLAAx

Zur Uberproduktion der sfGFP-markierten Varianten von MotL und sfGFP als Negativkontrolle
wurden die Stimme von . putrefaciens CN-32 mit dem Uberproduktionsplasmid pBTOK genutzt,
die bereits fir die Motilititsassays verwendet wurden. Die Anzucht erfolgte schiittelnd in
LBxax-Medium mit AHT (100 ng/ml) bei Raumtemperatur. Nach dem Etrreichen einer ODgo von
0,8 wurden die Zellen bei 8.000 X g fiir 15 min bei 4°C geerntet. Zur Aufreinigung der
rekombinanten Fusionsproteine wurden die Zellen in 2 ml Lysepuffer mit Lysozym (100 pg/ml) und
1 ul DNase (207,5 U/pl) resuspendiert und mehrere Minuten inkubiert, bis das Lysat schlieBlich klar
wurde. Die Fraktionierung fand anschlieBend durch Zentrifugation bei 20.000 X ¢ fiir 10 min bei
4°C statt. Der Uberstand wurde dann zu den entsprechend der Anweisung des Herstellers
(Chromotek) dqulibrierten GFP-Trap®_MA beads gegeben und tiber Nacht auf einem vertikal
Schiittler bei 4°C inkubiert und anschlieBend nach Herstelleranweisung gewaschen und mit Glycin-
Elutionspuffer eluiert. Zur Uberpriifung der Aufreinigung wurden auch hier Teile der Proben mit
2-fachem Protein-Ladepuffer versetzt und mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-
PAGE) aufgetrennt und per Western Blot-Analyse auf die Proteinstabilitidt Gberprift. Die Kurzzeit-
Lagerung der aufgereinigten Proteine fand bei 4°C unter Zugabe von 1 mM AEBSF statt.

4.2.7 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die SDS-PAGE (sodinm dodecy! sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) ist eine Methode zur Trennung
von Stoffgemischen entsprechend ihres Molekulargewichts in einem elektrischen Feld. Proteine
lassen sich hierbei unabhingig von ihrer FEigenladung oder Faltung auftrennen, da sie durch die
Zugabe des anionischen Detergenz SDS denaturiert werden und eine negative Ladung proportional
zu ithrer Masse erhalten, welche ihre Eigenladung tberdeckt. Durch die Inkubation der Proben fiir
5 min bei 95°C in 2-fachem Protein-Ladepuffer, welcher 3-Mercaptoethanol enthilt, welches die
Ausbildung von Disulfidbriicken unterbindet, kommt es zu einer vollstindigen Denaturierung. Das
vertikal orientierte Gel weist eine Zweiteilung in das Sammelgel, welches einen sauren pH und eine
niedrige Polyacrylamidkonzentration (5 %) besitzt, wodurch sich die Proben in einer feinen Bande
ansammeln und das Trenngel, welches einen basischen pH und eine hohere
Polyacylamidkonzentration (12,5 %) aufweist, wodurch die Proteine ihres Molekulargewichts
entsprechend aufgetrennt werden, auf. Als Gréenmarker wurde in dieser Arbeit der Protein Marker
VI prestained (AppliChem) verwendet. Nach erfolgter Auftrennung wurde das Polyacrylamidgel fur
eine Western Blot-Analyse weiterverwendet oder direkt mit Coomassie-Blau gefirbt.
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4.2.8 Western Blot-Analyse

Um Proteine spezifisch nachzuweisen und die Stabilitit von Fusionsproteinen zu tberpriifen, eignet
sich die Analyse mittels Western Blot. Dieser besteht aus zwei wesentlichen Teilen, dem Elektroblot
und dem Immunoblot. Im ersten Schritt werden mittels einer SDS-PAGE aufgetrennte Proteine mit
einem Semi-Dry-Electroblotter in einem elektrischen Feld auf eine PVDF-Membran tbertragen.
Nach erfolgreicher Ubertragung wurde die PVDF-Membran bei Raumtemperatur fiir 45 min
schwenkend in Blocklésung inkubiert, um die verbleibenden Proteinbindestellen abzusittigen.
AnschlieBend wurde die Membran mit dem primiren AntikGrper iiber Nacht bei 4°C schwenkend
inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBST, um den nicht gebundenen primaren Antikérper
zu entfernen, wurde die Membran fir 1,5 Stunden bei Raumtemperatur mit dem sekundiren
Antikorper inkubiert. Der sekundire Antikorper ist an eine Alkalische Phosphatase gekoppelten und
bindet an den primir gebundenen Antikérper, wodurch es zu einer Signalverstirkung kommt. Zur
Detektion wird CDP-Star (Roche) als Substrat der alkalischen Phosphatase genutzt. Nach
Abspaltung des Phosphates emittiert die dephosphorylierte Form Licht einer Wellenlinge von
466 nm. Dieses Signal wurde mit Hilfe der Immunoblot Fotokammer detektiert. Zum Nachweis der
stGFP-Fusionsproteine wurde als Primarantikorper der Anti-GEP from mouse 1gG1x (118144600017)
von Sigma-Aldrich in einer Verdiinnung von 1:5000 und als Sekundirantikrper der Anti-Mouse 3G
(whole molecule) A3562 Alkaline Phosphatase coupled von Sigma-Aldrich in einer Verdiinnung von 1:5000
verwendet. Zum Nachweis von 6xHisWspR"***** wurde der direkt an die Peroxidase HRP (horse radish
peroxidase) gekoppelte Primarantikorper An#i-His A7058 von Sigma-Aldrich in einer Verdinnung
von 1:2000 verwendet. Hier wurden zur Detektion die Substratlosungen Western Lightning™
Chemiluminescence Reagent Plus (PerkinElmer™) nach Herstellerangaben verwendet.

4.2.9 C-di-GMP Bindungsassay

Synthese von radioaktiv-markiertem c-di-GMP

Zunichst wurde mittels der aufgereinigten Diguanylatzyklase WspR"***** [180] radioaktiv-markiertes
[032-P]-GTP (Hartmann Analytik) zu [032-P]-c-di-GMP umgesetzt [200]. Hierzu wurde ein 50 pl
Ansatz aus 2,05 ul NaCl (1 M), 1,2 ul Tris (1 M, pH 7,6), 0,25 ul MgCl, (1 M), 10 ul [«32-P]-GTP und
36,5 ul WspR®™?** {iber Nacht bei 30°C inkubiert und die Reaktion durch Zugabe von 1 ul
thermosensitiver alkalischer Phosphatase fiir 30 min mit anschlieBendem aufkochen der Probe bei
100°C fir 10 min abgestoppt. Die ausgefallenen Proteine wurden durch Zentrifugation bei
13.000 X g fir 15 min von der [032-P]-c-di-GMP-Losung getrennt.

Ligandenbindungsassay

Zum Nachweis einer Bindung von c¢-di-GMP durch sftGFPMotL, aber nicht durch stGFP und
sfGFPMotLAAx, wurde ein membrangebundener Ligandenbindungstest durchgeftihrt [201]. Hierzu
wurden je 1,5 uM des zu testenden aufgereinigten Proteins zusammen mit 2 pl [o’>-P]-c-di-GMP
oder [0*-P]-GTP in einem 50 ul Ansatz mit c-di-GMP-Bindepuffer fiir 5 min bei Raumtemperatur
inkubiert. AnschlieBend wurden in Triplikaten je 10 ul des Ansatzes auf eine Nitrozellulosemembran
aufgetropft. Nach dreimaligem Waschen mit c-di-GMP-Bindepuffer und komplettem Trocknen der
Membran wurde diese auf einen Phophoimagerscreen aufgelegt und nach 1-24 h eingescannt. Die
Analyse erfolgte mittels der Quantity One-1D software von Bio-Rad [162].
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4.2.10 Bacterial Adenylat Cyclase Two-Hybrid (BACTH)-System

Dieses System eignet sich zur Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen in vivo. Es basiert
auf der Adenylatzyklase von B. pertussis, welche in zwei Fragmente, T18 und T25, aufgeteilt wurde.
Durch riumliche Nihe der beiden Fragmente, T18 und T25, kommt es zur Ausbildung einer
katalytisch aktiven Adenylatzyklase und somit zur Synthese von zyklischem Adenosin-
monophosphat [87-89]. Fur diese Untersuchungen wird der Bakterienstamm E. ¢/ BTH101
verwendet, da dieser keine funktionale Adenylatzyklase besitzt. Es werden Plasmide verwendet,
welche das T18-Fragment und eine Ampicillinresistenz (pUT18/pUT18C) oder das T25-Fragment
und eine Kanamycinresistenz (pKIN'T25/pKT25) tragen. Die zu untersuchenden Proteine werden
an die jeweiligen Fragmente T18 bzw. T25 fusioniert, sodass es zu einer N-terminalen oder
C-terminalen Fusion kommt [87-89]. Fir jedes zu untersuchende Protein wurden jeweils alle vier
Plasmide erstellt. Je zwei dieser Plasmide, eines mit dem Gen fiir Protein X und dem T25-Fragment
und eines mit dem Gen fir Protein Y und dem T18-Fragment, wurden in den Zielstamm
E. ¢0/i BTH101 kotransformiert. Dies wurde in allen erwigenswerten Kombinationen durchgefiihrt.
Das Wachstum und die Selektion erfolgten nach der Regeneration tber Nacht schiittelnd in
LBampxann-Medium bei 30°C. Es wurden je 3 pl der Kulturen auf LBampkanniprex.ca-Agarplatten
aufgetropft und tber Nacht bei 30°C inkubiert. Als Negativkontrolle dienten die Leervektoren
pKT25 und pUTI18C, als Positivkontrolle zwei Hilften eines Leucinzippers (pKT25-zip und
pUT18C-zip). Bei Interaktion zweier Proteine kommt es durch die Ausbildung einer funktionalen
Adenylatzyklase zur Aktivierung der 3-Galaktosidase und somit zu einem Umsatz des Substrats
(X-Gal) zu einem blauen Farbstoff und einer Blaufirbung der Kolonie [87-89].

4.2.11 Bestimmung der Topologie des Membranproteins ZomB

Die in silico Analyse mittels TMHMM [102] sagt fiir ZomB eine N-terminale Transmembranregion
(Aminosiduren 4-23) vorher und der restliche Teil des Proteins sollte sich im Zytoplasma befinden.
Um diese Topologie-Vorhersage zu Gberprifen wurden verschiedene Ansitze verfolgt:

SCAM-Assay

Das SCAM-Assay funktioniert ohne die Fusion an ein Enzym und ermdglicht es so ein
Membranprotein moglichst in seiner nativen Faltung zu erhalten. Hierbei werden wie auch bei der
Maleimidfirbung (4.2.4) frei zugingliche Cysteine genutzt, die mittels eines Fluoreszenzfarbstoffs
angefirbt und anschlieBend detektiert werden kénnen [139]. Hierzu wurden drei S. putrefaciencs CN 32
Stimme (a-c) erstellt, in denen ZomB mit einem N-terminalen 6xHis-Zag fusioniert wurde und a) kein
Cystein mehr (ZomB“™), b) ein N-terminales Cystein ZomB“"® " ¢ oder c) ein C-terminales

BTlZOC

Cystein (Zom ) in ZomB vorhanden war. Diese Stimme wurden uUN schiittelnd bei
Raumtemperatur in 10 ml LB angezogen und am nichsten Tag wurden mit diesen Vorkulturen je
200 ml frisches LB-Medium auf eine ODgw von 0,02 angeimpft und die Kulturen schiittelnd bei
30°C bis zu einer finalen ODg von 0,6 inkubiert. Die Zellernte erfolgte anschlieBend bei 8.000 X g
fir 15 min bei 4°C und die Pellets wurden in je 10 ml Puffer A resuspendiert und in jeweils drei
Aliquots a 3 ml aufgeteilt, sodass je drei Aliquots des Stammes a, drei Aliquots des Stammes b und
drei Aliquots des Stammes c, vorhanden waren. Diese drei Aliquots wurden so behandelt, dass in
Aliquot 1 periplasmatische Cysteine (P), in Aliquot 2 zytoplasmatische Proteine (C) und in Aliquot 3
sowohl periplasmatische als auch zytoplasmatische Proteine (P+C) markiert wurden. Zu Aliquot 1
wurden je 40 um Alexa Fluor 488-maleimide (Molecular Probes, Life Technologies) hinzugegeben

und die Reaktion wird nach 15 min Inkubation bei RT durch Zugabe von 1 mM B-Mercaptoethanol
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abgestoppt. Aliquot 2 wird mit 2 mM MTSET fir 15 min bei RT inkubiert. Die Aliquots 1 und 2
wurden anschlieBend zwei mal mit Puffer A gewaschen. Dann wurden alle drei Aliquots pelletiert
und in 2 ml PufferA mit 5 mM EDTA, 20 % Sucrose und Lysozym (100 pg/ml) resuspendiert. Nach
15 min Inkubation bei RT wurden 18 ml kaltes ddH»O und in die Aliquots 2 und 3 je 40 um Alexa
Fluor 488-maleimide (Molecular Probes, Life Technologies) hinzugegeben. AnschlieBend wurden
alle drei Aliquots auf Eis sonifiziert (3 x 10 s mit je 10 s Pause dazwischen) und fur weitere 15 min
bei RT inkubiert, bevor die Reaktionen in den Aliquots 2 und 3 mit je 1 mM B-Mercaptoethanol
abgestoppt wurden. Nach Zentrifugation bei 15.000 X g fiir 15 min bei 4°C wurden die Uberstinde
tberfihrt und erneut bei 100.000 X g far 30 min bei 4°C zentrifugiert. AnschlieBend wurden die
Pellets 4N bei 4°C auf einem vertikalen Schiittler in je 1 ml Puffer A mit 1 % SB3-14 (w/v)
solubilisiert. Am nachsten Tag wurden die Aliquots bei 16.000 X g fiir 10 min bei 4°C zentrifugiert
und der Uberstand auf eine HisTrapHP 1 ml Siule (GE Healthcare) gegeben und ZomB, wie
WspR®¥*?* (siche Kapitel 4.2.6 Uberproduktion und Auftreinigung rekombinanter Proteine)
aufgereinigt, nur dass der Waschpuffer 0,05 % SB3-14 und der Elutionspuffer 1 % SDS zum
solubilisieren/stabilisieren des Membranproteins beinhalten sollten. Die Eluate wurden danach mit
SDS-Probenpuffer versetzt und in zwei 15 %igen SDS-Gelen aufgetrennt. Ein Gel wurde danach
zunichst auf einem UV-Tisch auf das Fluoreszenzsignal von Alexa Fluor 488-maleimide untersucht
und anschlieBend mit Coomassie-Blue eingefirbt. Das zweite Gel wurde fir einen Western Blot
genutzt und das 6xHis-7zg mit dem direkt HRP-gekoppelten Primirantikorper Anti-His A7058 von
Sigma-Aldrich in einer Verdinnung von 1:2000 detektiert. Als Positivkontrolle fiir die Farbung der
Cysteine wurde ein Stamm verwendet, der im Flagellenhaken ein Cystein besitzt (siche Kapitel
4.2.4 Maleimidfirbung).

Hierbei konnte ZomB weder nach der Coomassie-Farbung noch im Western Blot detektiert werden,
weshalb die jeweiligen ZomB-Konstrukte a) kein Cystein mehr (ZomB“™), b) ein N-terminales
Cystein ZomB“*® "¢ und c) ein C-terminales Cystein (ZomB™*") iiber das Plasmid pBBRa7zC in
S. putrefaciens CN-32 iiberproduziert wurden. Allerdings konnte auch nach einer Uberproduktion kein
aufgereinigtes ZomB nachgewiesen werden, weshalb weitere Methoden zur Bestimmung der
Topologie von ZomB tber Fusionen an verschiedene Enzyme durchgefihrt wurden.

B-Lactamase-Fusions-Assay

Zunachst wurde die B-Lactamase in S. putrefaciens CN-32 (SputCN32_3157) deletiert um einen
Ampicillin-sensitiven Stamm zu erzeugen. In diesem Stamm wurden dann mittels pBBRaraC
N-terminale oder C-terminale Fusionen von ZomB bzw. ZomB. (nur die ersten 40 Aminosiuren
von ZomB) an eine aktive 3-Lactamase produziert. Diese Stimme wurden GN in LBgen-Medium
angezogen und am nichsten Tag auf LBgen, amp-Agarplatten mit 1 % Arabinose aufgetropft und fiir
24 h bei Raumtemperatur inkubiert. Da die B-Lactamase nur im Periplasma aktiv ist, kénnen auf
diesen Platten nur die Stimme anwachsen, in denen die B-Lactamase ins Periplasma gelangte und
somit lassen sich iiber das Wachstum Riickschlisse auf die Topologie des Fusionsproteins ziehen
[30]. Als Positivkontrolle wurde der Ampicillin-resistente Wildtyp von S. putrefaciens CN-32
verwendet und als Negativkontrolle diente der Ampicillin-sensitive Stamm ASputCN32_3157. Ein
reprisentatives Ergebnis dieser Experimente ist im Appendix in Abbildung 32 zu sehen.
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PhoA /LacZa-Fusions-Assay

Dieses System nutz die Fusion zweier Enzyme an das zu untersuchende Transmembranprotein.
Zum einen eine Phosphatase (PhoA), die nur im Periplasma aktiv ist und zum anderen eine
B-Galaktosidase (ILacZ), die nur im Zytoplasma aktiv ist. Die Aktivitit des jeweiligen Enzyms lasst
sich auf Indikatorplatten mit X-Phos (5-Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat) und Red-Gal
(6-Chlor-3-indolyl-3-D-galactopyranosid) nachweisen. Die Aktivitit der Phosphatase zeigt sich auf
diesen Indikatorplatten durch eine Blaufirbung der Kolonien und die Aktivitit der 3-Galaktosidase
durch eine Rotfirbung der Kolonien [90]. Beide Enzyme wurden mittels des Plasmids pKTOP an
den C-Terminus von ZomB bzw. verkirzte Varianten von ZomB (ZomBiss und ZomBi.i0)
fusioniert und somit zeitgleich in E. ¢/ DHb5x exprimiert. Als Positivkontrolle fir die
Phosphataseaktivitit wurde eine Fusion an den C-Terminus von NapE, einem
Transmembranprotein, welches Teil des Nitratreduktase-Komplexes in S. putrefaciens CN-32 ist,
genutzt. Als Positivkontrolle fir die B-Galaktosidaseaktivitit wurde der Leervektor pKTOP
verwendet. Und als Negativkontrolle wurde der Leervektor pBTOK verwendet. Die
Indikatorplatten (LBx.n-Agarplatten mit 80 pg/ml X-Phos (Sigma Aldrich) und 100 png/ml Red-Gal
(Sigma Aldrich) und 50 mM Phosphatpuffer (pH 7,0)) wurden mit den zu testenden Stimmen fir
18 h bei 37°C inkubiert. Ein reprisentatives Ergebnis dieser Experimente ist im Appendix in
Abbildung 33 zu sehen.
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6. Appendix

Wildtyp NflagP Aflagl.

Amorl.

AflagPAnofl AflagLAmotL.
AflagP
AflagP K1 sfafpmorl KT mCherrymotL.

I AflagPAflagl. ‘

Abbildung 26: Schwimmverhalten verschiedener Deletions- und Insertionsmutanten. Jeweils 4 ul einer Kultur
mit einer ODgoo von etwa 0,4 wurden auf einer LB-Weichagarplatte mit 0,25 % Softagar fiir 24 h bei RT inkubiert. Die
Deletion von ot hat keinen Einfluss auf die radiale Ausbreitung des Wildtyps und Aflagl.. Die Deletion von motL in
AflagP hingegen fiihrt durchschnittlich zu einem 10 % gréBeren Ausbreitungsradius im Vergleich zu dem von AflagP.
Die Komplementation von AflagPAmotL. mit sfgfpmotl. zeigt, dass die stGFP-gefagte Variante von MotL funktional ist und
den Ausbreitungsradius wieder auf in etwa den von AflagP reduziert wohingegen die Komplementation mit #CherrymotL
eine Beeintrichtigung der Funktion zeigt.

AVildtyp pBTOK _eze Aflagl. pBTOK _eve

AflagP pBTOK _gfyfpmofl.

Wildtyp pBTOK_sfgfpmorL Aflagl. pBTOK_sfufpmotl.

AflagP pBTOK _eve

Abbildung 27: Schwimmverhalten verschiedener Stimme nach Uberproduktion von sfGFPMotL. Jeweils 4 ul
einer Kultur mit einer ODgoo von etwa 0,4 wurden auf einer LB-Weichagarplatte mit 0,25 % Softagar und Kan und AHT
(100 ng/ml) fiir 24 h bei RT inkubiert. Die Uberproduktion von sfGFPMotL im Wildtyp fiihrt zu einer Verringerung
des Ausbreitungsradius von durchschnittlich 15 % im Vergleich zur Leervektorkontrolle (ex). Die Uberproduktion von
stGFPMotL in AflagP hingegen fiithrt zu einer durchschnittlichen Reduktion des Ausbreitungsradius um 27 % im
Vergleich zur Leervektorkontrolle. In Aflagl. resultiert die Uberproduktion von sfGFPMotL. lediglich zu einer
durchschnittlichen Reduktion des Ausbreitungsradius um 4 % im Vergleich zur Leervektorkontrolle.
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pBTOK_sfofpmorL.
pBTOK _sfofpmotl AAx

pBTOK _eue

Abbildung 28: Schwimmverhalten der Uberproduktionsstimme von sfGFPMotL und sfGFPMotLAAx. Jeweils
4 ul einer Kultur mit einer ODgoo von etwa 0,4 wurden auf einer LB-Weichagarplatte mit 0,25 % Softagar und Kan und
AHT (100 ng/ml) fiir 24 h bei RT inkubiert. Die Uberproduktion von sfGFPMotL in AflagPAmotl. fiihrt zu einer
Verringerung des Ausbreitungsradius von durchschnittlich 35 % im Vergleich zur Leervektorkontrolle (ex). Die
Uberproduktion von sfGFPMotLLAAX in AflagPAmotl. fithrt hingegen zu einer durchschnittlichen Steigerung des
Ausbreitungsradius von 10 % im Vergleich zur Leervektorkontrolle.

AflagPAmotl AflagPAsmot] AflagPAmotL
pBTOK. docA pBTOK. pdeH pBTOK. eve

Abbildung 29: Schwimmverhalten bei artifiziell modifizierten c-di-GMP-Spiegeln. Jeweils 4 ul einer Kultur mit
einer ODgoo von etwa 0,4 wurden auf einer LB-Weichagarplatte mit 0,25 % Softagar und Kan und AHT (100 ng/ml) fur
24 h bei RT inkubiert. Die Uberproduktion von DgcA in AflagPAmotL. fithrt zu einem erhdhten intrazelluliren c-di-
GMP-Spiegel und zu einer Verringerung des Ausbreitungsradius von durchschnittlich 20 % im Vergleich zur
Leervektorkontrolle (ex). Die Uberproduktion von PdeH in AflagPAmotl. hingegen fiihrt zu einer Reduktion des
intrazelluliren c-di-GMP-Spiegels zu einem durchschnittlichen Anstieg des Ausbreitungsradius um 30 % im Vergleich
zur Leervektorkontrolle.
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pBTOK_ pBTOK_
Sfafpmotl._pdeH Stafpmot AAX_ pdeH

Abbildung 30: Schwimmverhalten der Uberproduktionsstimme von sfGFPMotL und sfGFPMotLAAx bei
artifiziell modifizierten c-di-GMP-Spiegeln. Jeweils 4 pl einer Kultur mit einer ODgoo von etwa 0,4 wurden auf einer
LB-Weichagarplatte mit 0,25 % Softagar und Kan und AHT fir 24 h bei RT inkubiert. Die kotranslationale
Uberproduktion von PdeH und sfGFPMotL in AflagPAmotl. fihrt zu einem durchschnittlich 100 % groBeren
Ausbreitungsradius in Bezug auf die alleinige Uberproduktion von sfGFPMotL. Die kotranslationale Uberproduktion
von DgcA und sfGFPMotL resultiert hingegen in einem um durchschnittlich 30 % geringeren Ausbreitungsradius als
bei der Uberproduktion von sftGFPMotL unter nativem c-di-GMP-Spiegel. Die kotranslationale Uberproduktion von
PdeH und stGFPMotLAAx in AflagPAmotL. resultiert in einem um durchschnittlich 9 % gréBeren Ausbreitungsradius
als bei der Uberproduktion von sfGFPMotLLAAx alleine. Die kotranslationale Uberproduktion von DgcA und
stGFPMotLAAx hingegen fithrt zu einem etwa 18 % geringeren Ausbreitungsradius im Vergleich zur alleinigen
Uberproduktion von sftGFPMotLAAx.
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Abbildung 31: Geldokumentation zur Aufreinigung der Diguanylatzyklase WspRR242A, Zur Synthese von
radioaktiv markiertem c-di-GMP wurde die Diguanylatzyklase WspRR?2A (37 kDa) aufgereinigt, wie in Kapitel
4.2.6 Uberproduktion und Aufreinigung rekombinanter Proteine beschrieben. Das Protein befand sich meist in der
Elutionsfraktion II.
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AzomBA3157 A3157

Abbildung 32: B-Lactamase-Fusions-Assay zur Bestimmung der Topologie von ZomB. In den
Hintergrundstimmen AgomB, AzomBA3157 und A3157 wurden mittels pBBRaraC jeweils die Fusionen aus
1) 3157_ZomByo, 2) ZomB_3157 (ohne Signalsequenz der B-Lactamase), 3) ZomB_3157 (mit Signalsequenz der
B-Lactamase), 4) 3157_ZomB (ohne Signalsequenz der B-Lactamase), 5) 3157_ZomB (mit Signalsequenz der
B-Lactamase) und 6) ZomBg4_3157 uberproduziert. Der Stamm AgzomB ist Ampicillin-resistent und dient als
Positivkontrolle. In den beiden Stimmen AzozBA3157 und A3157 ist die B-Lactamase deletiert und die Stimme kénnen
nur auf den LBGen, Amp-Agarplatten mit 1 % Arabinose wachsen, wenn die 3-Lactamase ins Periplasma gelangt. Mit
seiner Signalsequenz gelangt die B-Lactamase stets ins Periplasma und in diesen Stimmen ldsst sich auch Wachstum
feststellen. Ohne die Signalsequenz gelangt die 3-Lactamase nur in den Fusionen, in denen sie sich am C-Terminus bzw.
nach den ersten 40 Aminosiduren von ZomB befindet ins Perisplasma, sodass sich hier leichtes Wachstum feststellen
lasst.

A B C

PhoA Lacz PhoA/LacZ

Abbildung 33: PhoA/LacZa-Fusions-Assay zur Bestimmung der Topologie von ZomB. In E. co/i DH50 wurden
mittels des Plasmids pKTOP folgende C-terminale-Fusionen der beiden Enzyme PhoA und LacZ an 1) NapE, 2) ZomB,
3) ZomBi.100, 4) ZomBi.4s exprimiert. 5) exprimiert den Leervektor pKTOP, welcher als Positivkontrolle fir die
B-Galaktosidase dient und 6) exprimiert den Leervektor pBTOK als Negativkontrolle. A) Diese Indikatorplatte enthalt
X-Phos, welches als Substrat durch die Phosphatase PhoA umgesetzt wird. B) Diese Indikatorplatte enthilt Red-Gal,
welches als Substrat durch die B-Galaktosidase LacZ umgesetzt wird und C) enthilt beide Substrate. Die Aktivitit der
Phosphatase zeigt sich auf diesen Indikatorplatten durch eine Blaufirbung der Kolonien, welche auf eine
petiplasmatische Lokalisation des Fusionsproteins hindeutet und die Aktivitit der 8-Galaktosidase zeigt sich durch eine
Rotfirbung der Kolonien, welche auf eine zytoplasmatische Lokalisation des Fusionsproteins hindeutet [90]. Alle
Fusionsproteine zeigten eine Aktivitit der 3-Galaktosidase, was darauf hin deutet, dass der C-Terminus zumindest zu
cinem gewissen Teil im Zytoplasma vorliegt. Eine deutliche Phosphataseaktivitit zeigte nur die dafiir vorgesehene
Positivkontrolle NapE. Die Platten wurden fiir 18h bei 37 °C inkubiert.
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