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Abstract

Abstract

Copper is an important trace element for many organisms, but toxic at elevated
concentrations. This thesis covered three issues of copper homeostasis in Corynebacterium
glutamicum, a Gram-positive soil bacterium serving as a model organism in microbial biotechnology.
The first subject aimed at the structure determination of the sensor kinase CopS. CopS is a
membrane-bound histidine kinase with two transmembrane helices and part of the two-component
signal transduction system CopSR, which is required for sensing elevated copper concentrations and
activating transcription of a set of genes involved in the copper stress response. It is assumed that
CopS senses the extracellular copper concentration via a very short extracytoplasmic domain located
between the two transmembrane helices. Two different approaches were pursued for CopS structure
elucidation. On the one hand, the complete CopS protein was overproduced in Escherichia coli,
purified and crystallized. However, the crystals showed inner asymmetry and therefore could not be
used for X-ray structure determination. On the other hand, attempts were made to apply solid-state
NMR for structure determination. As the complete CopS was too large for this approach, a series of
14 C-terminally shortened CopS derivatives were constructed and tested with respect to
overproduction and purification. One of the variants turned out to be suitable for further analysis,
termed NgywCopSi0s. The methods for overproduction, purification, and reconstitution into
proteoliposomes of this derivative were carefully optimized to achieve the maximal protein yield.
The solid-state NMR measurement of the resulting proteoliposomes showed that the mobility of the

sample was too high and only the amino acids of the two transmembrane helices were detectable.

The second subject of this thesis dealt with the definition of the copper starvation stimulon
of C. glutamicum. For this purpose, a transcriptome comparison was performed with wild-type cells
cultivated under copper starvation and copper sufficiency. Of the 46 genes with a more than 2-fold
altered mRNA level (p-value <0.05) under copper starvation, 25 and 21 genes showed increased and
decreased expression, respectively. The cydABDC genes encoding cytochrome bd oxidase and a
functionally related ABC-type exporter showed the strongest increased mRNA levels, whereas the
ctaE-qcrAB genes encoding subunits of the cytochrome bc;-aas supercomplex showed decreased
mRNA levels. This indicated a switch from a copper-dependent to a copper-independent terminal

oxidase.

Cytochrome aas oxidase is currently the only known copper-dependent protein of C.
glutamicum and contains two copper centres, Cu, in subunit Il (CtaC) and Cug in subunit | (CtaD).
Bioinformatic analysis indicated that some of the genes with an elevated mRNA level under copper

starvation might be involved in targeting copper ions to Cu, or Cus. Two of these were studied in
1



Abstract

more detail in the third part of this thesis. The Cg2699 protein is an integral membrane protein with
16 putative transmembrane helices. Based on its composition of an N-terminal CopD domain and a C-
terminal CtaG domain, Cg2699 might be a bifunctional protein acting as copper importer and as
assembly protein for the Cu, or Cug centre. The properties of a Acg2699 deletion mutant strongly
supported this assumption: (i) its growth behaviour on BHI agar plates resembled that of a ActaD
deletion mutant lacking subunit | of cytochrome aa; oxidase: (ii) its global gene expression under
copper sufficiency was comparable to that of the wild type under copper starvation; (iii) it showed a
higher resistance against elevated copper concentrations than the wild type; (iv) the assembly of
cytochrome aa; oxidase and of the cytochrome bc;-aas supercomplex was disturbed, as shown by
the failure to co-purify the corresponding subunits. Cg1881 is a periplasmic protein anchored to the
membrane by a C-terminal transmembrane helix. It shows similarity to CopC, a blue copper protein
that sequesters one copper ion per protein molecule. Like the Acg2699 mutant, a AcopC mutant grew
slowly on BHI agar plates, was more resistant towards elevated copper concentrations, and was
disturbed in the assembly of the cytochrome bc;-aas supercomplex. In contrast to the Acg2699
mutant, the AcopC mutant showed no growth defect in copper-sufficient glucose minimal medium.
These characteristics support a role of CopC as a copper chaperone required for assembly of a
functional cytochrome aas; oxidase, possibly by targeting copper to Cg2699 or to the periplasmic Cu,

centre in subunit Il.



Zusammenfassung

Zusammenfassung

Kupfer ist fur viele Organismen ein wichtiges Spurenelement, jedoch wirkt es bei erhéhten
Konzentrationen toxisch. In dieser Arbeit wurden drei Aspekte der Kupfer-Homdéostase in
Corynebacterium glutamicum, einem Gram-positiven Bakterium, welches als Modelorganismus in der
mikrobiellen Biotechnologie fungiert, untersucht. Im ersten Teil dieser Arbeit sollte die
Strukturaufklarung der Sensorkinase CopS erfolgen. CopS ist eine membrangebundene Histidinkinase
mit zwei Transmembranhelices. Als Teil des Zweikomponenten-Signaltransduktionssystems CopSR ist
CopS fir die Erkennung erhohter Kupferkonzentrationen und die Transkriptionsaktivierung einer
Reihe von Genen verantwortlich, die an der Kupfer-Stress-Antwort beteiligt sind. Es wird
angenommen, dass CopS Kupfer-lonen Uber eine sehr kurze extrazytoplasmatische Doméne
detektiert, die zwischen den beiden Transmembranhelices liegt. Zwei unterschiedliche Ansatze
wurden fir die Strukturaufklarung von CopS verfolgt. Zum einen wurde das komplette CopS Protein
in Escherichia coli Giberproduziert, aufgereinigt und kristallisiert. Die Kristalle zeigten jedoch eine
innere Asymmetrie und konnten daher nicht fiir eine Rontgenstrukturanalyse verwendet werden.
Zum anderen wurden Versuche unternommen, die Proteinstruktur mittels Festkdrper-NMR
aufzuklaren. Da das vollstandige CopS-Protein fiir diesen Ansatz zu grofl war, wurde eine Reihe von
14 C-terminal verkiirzten CopS-Derivaten konstruiert und beziglich der Moglichkeit zur
Uberproduktion und Aufreinigung getestet. Es stellte sich heraus, dass ein Konstrukt, genannt
NaumCopSags, flir weitere Analysen geeignet war. Die Methoden fiir die Uberproduktion, Aufreinigung
und Rekonstitution in Proteoliposomen wurden fiir dieses Derivat sorgfdltig optimiert, um eine
maximale Proteinausbeute zu erlangen. Die Festkorper-NMR-Messungen der resultierenden
Proteoliposomen zeigten, dass die Mobilitdt der Probe zu hoch war und nur die Aminosauren der

beiden Transmembranhelices detektiert werden konnten.

Der zweite Teil dieser Arbeit befasste sich mit der Bestimmung des Kupfer-Mangel-Stimulons
in C. glutamicum. Zu diesem Zweck wurde ein Transkriptomvergleich zwischen dem C. glutamicum
Wildtyp unter Kupfer-Mangel-Bedingungen und dem Wildtyp bei reguldaren Kupferkonzentrationen
durchgefiihrt. Insgesamt wiesen 46 Gene einen mehr als zweifach verdanderten mRNA-Spiegel (p-
Wert < 0,05) bei Kupfer-Mangel auf, davon zeigten 25 Gene eine erhdhte und 21 Gene eine
verringerte Expression. Die Gene cydABDC, die fir die Cytochrom-bd-Oxidase und einen funktionell
dazugehorigen ABC-Typ-Exporter kodieren, zeigten die am starksten erhohten mRNA-Spiegel,
wohingegen die ctaE-qcrAB-Gene, kodierend fir Untereinheiten des Cytochrom-bci-aas-
Superkomplexes, verringerte mRNA-Spiegel zeigten. Dies deutet auf einen Wechsel von der Kupfer-

abhangigen zur Kupfer-unabhangigen terminalen Oxidase.



Zusammenfassung

Die Cytochrom-aas-Oxidase ist derzeit das einzige bekannte Kupfer-abhangige Protein in C.
glutamicum. Es enthdlt zwei Kupfer-Zentren, Cu, in der Untereinheit Il (CtaC) und Cug in der
Untereinheit | (CtaD). Bioinformatische Analysen zeigten, dass manche Gene mit einem veranderten
mRNA-Spiegel unter Kupfer-Mangel fiir Proteine kodieren, die an der Bereitstellung von Kupfer-
lonen zu Cu, oder Cug beteiligt sein konnten. Zwei dieser Gene wurden im dritten Teil der Arbeit
ndher untersucht. Das (Cg2699-Protein ist ein integrales Membranprotein mit 16
Transmembranhelices. Aufgrund seiner Zusammensetzung aus einer N-terminalen CopD-Domadne
und einer C-terminalen CtaG-Domane kdnnte Cg2699 eine doppelte Funktion als Kupfer-Importer
und Assemblierungsprotein fiir das Cua- oder Cug-Zentrum ausitiben. Die Eigenschaften einer
Acg2699-Deletionsmutante unterstiitzten diese Annahme stark: (i) das Wachstumsverhalten auf BHI-
Agarplatten dhnelte dem der ActaD-Deletionsmutante, der die Untereinheit | der Cytochrom-aas-
Oxidase fehlt; (ii) die globale Genexpression unter reguldren Kupferkonzentrationen war vergleichbar
mit der des Wildtyps bei Kupfer-Mangel; (iii) die Acg2699-Mutante zeigte eine bessere Resistenz
gegenliber erhohten Kupferkonzentrationen als der Wildtyp; (iv) die Bildung der Cytochrom-aas-
Oxidase und des Cytochrom-bc;-aas-Superkomplexes war gestort, was anhand der erfolglosen Ko-
Reinigungsversuche entsprechender Untereinheiten gezeigt werden konnte. Cgl881 ist ein
periplasmatisches Protein, das in der Membran mit einer C-terminalen Transmembranhelix verankert
ist. Das Protein zeigt Ahnlichkeiten zu CopC, einem blauen Kupferprotein, welches pro
Proteinmolekiil ein Kupfer-lon bindet. Ahnlich wie die Acg2699-Mutante wuchs die AcopC-
Deletionsmutante langsam auf BHI-Agarplatten, war resistenter gegeniiber erhohten
Kupferkonzentrationen und wies eine fehlerhafte Assemblierung des Cytochrom-bc;-aas-
Superkomplexes auf. Im Gegensatz zur Acg2699-Mutante zeigte die AcopC-Mutante keinen
Wachstumsdefekt in  Glucose-Minimalmedium mit regularer Kupferkonzentration. Diese
Eigenschaften unterstiitzen die Rolle von CopC als Kupfer-Chaperon, welches fiir die Assemblierung
eines stabilen Cytochrom-bc;-aas-Superkomplexes bendtigt wird, indem es moglicherweise Kupfer-

lonen zu Cg2699 oder zum periplasmatischen Cua-Zentrum der Untereinheit Il transportiert.
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1 Rolle von Kupfer in biologischen Systemen

Die Bedeutung von Kupfer fir Zellen ist zweiseitig. Einerseits ist Kupfer wegen der
Maglichkeit, zwischen den Oxidationsstufen Cu* und Cu®* zu wechseln, ein essentieller Kofaktor fiir
eine Reihe von Enzymen, wie Cytochrom-Oxidasen, Superoxid-Dismutasen, Monooxygenasen und
Dioxygenasen (Karlin, 1993, Solioz et al., 2010). Andererseits kann Kupfer durch Katalyse einer
Fenton-dhnlichen Reaktion fiir Zellen toxisch sein. Bei dieser Reaktion entstehen hochreaktive
Hydroxyl-Radikale, die Schaden an DNA, Proteinen und Lipiden verursachen (Yoshida et al., 1993,
Magnani and Solioz, 2007, Imlay, 2003). Fur Escherichia coli wurde darlUber hinaus gezeigt, dass
Kupfer die Dehydratasen mit einem Eisen-Schwefel-Zentrum inaktivieren kann, wobei Eisen aus dem
Fe-S-Zentrum verdrangt wird (Macomber and Imlay, 2009). Aufgrund dieser Eigenschaften wird die
Kupfer-Homoostase in allen Organismen sehr streng reguliert. Dabei spielen Proteine fiir Kupfer-

Erkennung, -Transport und -Einbau eine sehr wichtige Rolle (Rensing and McDevitt, 2013).

2 Regulation der Kupfer-Homoostase in Bakterien

In Bezug auf die Regulation der Kupfer-Homoostase sind E. coli und Enterococcus hirae die
am besten untersuchten Modellorganismen unter den Gram-negativen bzw. Gram-positiven
Bakterien. In E. coli wird Cu* im Periplasma mit Hilfe der Multikupfer-Oxidase CueO zu weniger
schadlichem Cu®* oxidiert. Gelangt Cu® in die Zelle, wird es von dem Transkriptionsregulator CueR
erkannt, was zu einer Uberexpression des Gens fiir die Kupfer-exportierende ATPase CopA fiihrt.
Kupfer wird aber nicht nur intrazelluldr detektiert, sondern auch im periplasmatischen Raum durch
die Sensorkinase CusS des Zweikomponentensystems CusRS. Der korrespondierende
Antwortregulator CusR aktiviert daraufhin die Transkription der Gene cusCFBA, welche fir einen
Kupfer-exportierenden Protein-Komplex kodieren (Rensing and Grass, 2003) (Abb. 1A). Manche E.
coli-Stamme besitzen auBerdem ein episomal vorliegendes Gencluster pcoABCDRSE. Die Regulation
dieser Gene erfolgt Gber ein weiteres Zweikomponentensystem PcoRS, welches ebenfalls auf dem
Episom kodiert ist. Die Expression dieser Gene erlaubt E. coli unter extrem hohen
Kupferkonzentrationen zu (berleben (Brown et al.,, 1995, Mills et al., 1993). Im Gram-positiven
Bakterium E. hirae werden Kupfer-lonen, sobald sie in die Zelle gelangen, vom Chaperon CopZ
gebunden und zum Transkriptionsregulator CopY transportiert. In Anwesenheit von Kupfer-lonen
werden die von CopY gebundenen Zink-lonen durch Kupfer verdrangt. Dadurch wird die Repression

des copYZAB-Operons aufgehoben, die Kupfer-exportierenden ATPasen CopA und CopB werden
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verstarkt gebildet und sorgen fir die Entfernung der (iberschiissigen Kupfer-lonen aus der Zelle

(Solioz and Stoyanov, 2003, Solioz et al., 2010) (Abb. 1B).
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Abbildung 1: Kupfer-Homdostase in Gram-negativen und Gram-positiven Bakterien am Beispiel von
E. coli (A) und E. hirae (B). Genaue Beschreibung s. Text. Quelle: Rademacher and Masepohl, 2012.

In beiden Modellorganismen sind keine Kupfer-importierenden Mechanismen bekannt. Im
Gegensatz dazu wurde in dem Gram-negativen Bakterium Pseudomonas syringae das Gencluster
copABCD beschrieben, welches die Gene copC und copD enthilt, deren Genprodukte fiir den Kupfer-
Import verantwortlich sind (Cha and Cooksey, 1993, Puig et al., 2002). Im Gram-positiven Bakterium
Bacillus subtilis sind die beiden Proteine CopC und CopD durch die gleichnamigen Domanen in dem
Ycnl-Protein reprasentiert und sind ebenfalls fur den Import der Kupfer-lonen verantwortlich

(Chillappagari et al., 2009).

3 Kupfer-Homoostase in Corynebacterium glutamicum

Corynebacterium glutamicum ist ein Gram-positives Bodenbakterium, das bei der Suche nach
Glutamat-sekretierenden Bakterien gefunden wurde (Kinoshita et al., 1957). C. glutamicum wird fiir
die Produktion von Aminosauren industriell eingesetzt (Eggeling and Sahm, 2001, Eggeling and Bott,
2005). Als Bodenbakterium ist C. glutamicum unter anderem auch Kupfer-Stress ausgesetzt,
einerseits in Form von erhohten, toxischen Kupferkonzentrationen, andererseits in Form von Kupfer-
Mangel. Eine in silico-Analyse des Kupfer-Proteoms in C. glutamicum hat ergeben, dass es zwei
Kupfer-exportierende ATPasen CopB und CtpA, zwei Multikupfer-Oxidasen CopO und Cg1080 und
einige Kupfer-Chaperone gibt (Schuplezow, 2009, Schelder, 2011). Die Regulation der Stress-Antwort
gegentiber erhdhten Kupferkonzentrationen erfolgt Uber das Zweikomponentensystem CopSR und
dem intrazellularen Regulator CsoR (Schelder, 2011, Teramoto et al., 2012). Dariiber hinaus wurden
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bei Transkriptomanalysen Gene ermittelt, welche bei Kupfer-Mangel bzw. Kupfer-Uberschuss einen
veranderten mRNA-Spiegel zeigten. Diese Gene kdnnten auch direkt oder indirekt an der Kupfer-

Homoostase in C. glutamicum beteiligt sein (Schuplezow, 2009, Schelder et al., 2011).

3.1 Das Zweikomponentensystem CopSR

Zweikomponentensysteme bestehen in der Regel aus einer membrangebundenen
Sensorkinase, die fir Signalerkennung und -weiterleitung verantwortlich ist, und einem
Antwortregulator, der die Expression seiner Zielgene aktiviert oder reprimiert. Eine klassische
Sensorkinase ist modular aufgebaut und besteht aus einer variablen Sensor-Domane und einer
konservierten katalytischen Doméane oder Kinase-Domane (Gao and Stock, 2009, Szurmant et al.,
2007). Die Sensor-Domane ist oft im extrazelluldren oder periplasmatischen Raum lokalisiert und
wird von zwei Transmembranhelices flankiert. Dadurch kann sie Umgebungssignale wahrnehmen,
indem z. B. Liganden an das Protein gebunden werden. Zwischen der katalytischen Domane einer
Sensorkinase und der zweiten Transmembranhelix befindet sich oft eine HAMP-, PAS- oder GAF-
Domane, die an der Signalweiterleitung beteiligt ist. Die katalytische Doméane besteht aus der HisKA-
Domane, die an einem konservierten Histidin-Rest phosphoryliert wird und bei einer Dimerisierung
des Proteins eine wichtige Rolle spielt und der HATPase_c-Doméne, die das fur die
Autophosphorylierung benétigte ATP bindet (Gao and Stock, 2009). Der klassische Antwortregulator
besteht aus einer variablen Effektor-Domane und einer konservierten Empfanger-Domaéane. Der
Phosphat-Rest der phosphorylierten Sensorkinase wird auf einen konservierten Aspartat-Rest der
Empfanger-Domane des Antwortregulators Gbertragen. Dies fihrt zu einer Konformationsanderung
des Antwortregulators, der dann in der Regel an seine Zielpromotoren binden und die Expression
seiner Zielgene beeinflussen kann (Stock et al., 2000, Gao and Stock, 2009).

Das Zweikomponentensystem CopSR aus C. glutamcium entspricht einem klassischen
Zweikomponentensystem und besteht aus der membrangebundenen Sensorkinase CopS und dem
cytosolischen Antwortregulator CopR. Als Signal werden erhéhte Kupferkonzentrationen in der
Umgebung der Sensorkinase CopS erkannt. Daraufhin erfolgt eine Autophosphorylierung von CopS
gefolgt von der Ubertragung des Phosphat-Restes vom Histidin-Rest an Position 153 auf den
Aspartat-Rest D63 des Antwortregulators CopR. Dies fiihrt zu einer Aktivierung der Genexpression
des cop-Operons (Abb. 2). Als Folge bildet die Zelle Proteine, die einen Schutz vor hohen

Kupferkonzentrationen bieten (Schelder et al., 2011, Bott and Brocker, 2012).
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Abbildung 2: Das Zweikomponentensystem CopSR aus C. glutamicum. Die Signalkaskade, die bei der
postulierten Bindung von Kupfer-lonen ausgelost wird, fiihrt zur Phosphatiibertragung von der
Sensorkinase CopS auf den Antwortregulator CopR. Daraufhin wird die Expression der Gene cg3286,
copO, cg3288, cg3289, copR, copS, cg3283, cg3282 und copB aktiviert. Die Multikupfer-Oxidase CopO

und die Kupfer-exportierende ATPase CopB sorgen fiir die Oxidation von Cu® zu weniger toxischem

Cu® im extrazelluldren Raum bzw. fiir den Export der Kupfer-lonen aus der Zelle. Quelle: Bott and

Brocker, 2012.

3.1.1 Die Sensorkinase CopS

Eine in silico Untersuchung der Sensorkinase CopS hat gezeigt, dass CopS, wie ein Grofteil
der Sensorkinasen, aus zwei Transmembranhelices, einer HAMP-, einer HisKA- und einer HATPase_c-
Domane besteht (Kocan et al., 2006). Die postulierte Sensor-Domane von CopS umfasst ca. 31
Aminosaurereste, die zwischen den beiden Transmembranhelices auBerhalb  der
Cytoplasmamembran lokalisiert sind und vermutlich fiir die Erkennung von Kupfer-lonen
verantwortlich sind. Es wurden zwei Histidin-Reste H41 und H56 identifiziert, die an der Kupfer-
Bindung beteiligt sein konnten (Abb. 3). Die Mutationen CopS-H41A und CopS-H56A flhrten zu einer
erhohten Sensitivitdt gegeniiber Kupfer in einem Agar-Diffusionstest und verursachten eine starke
Reduzierung der relativen Aktivitdit des Antwortregulators CopR (Schelder, 2011). Fur die
Sensorkinase CinS aus Pseudomonas putida wurde gezeigt, dass zwei Histidin-Reste H37 und H147 im

periplasmatischen Bereich zwischen zwei Transmembranhelices eine Kupfer-Bindestelle bilden
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konnten (Quaranta et al., 2009). Die Sensor-Doméanen der Kupfer-erkennenden Sensorkinasen aus
anderen Organismen sind mit ca. 130 Aminosauren (126 aa bei CinS aus P. putida, 126 bei CopS aus
Synechocystis sp. und 151 aa bei CusS aus E. coli) deutlich langer als der extrazytoplasmatische
Bereich von CopS aus C. glutamicum mit 31 Aminosauren. AuBer den beiden Histidin-Resten H41 und
H56, die sich wie die konservierten Histidin-Reste H37 und H147 bei CinS aus P.putida genau 7
Aminosduren nach der ersten Transmembranhelix und 10 Aminosduren vor der zweiten
Transmembranhelix befinden, gibt es keine Ubereinstimmungen zu den Sensor-Doménen anderer
bekannter Kupfer-detektierender Sensorkinasen. Zwischen der Sensor-Domadne und der Kinase-
Doméne befindet sich bei CopS eine HAMP-Domane, die an der Signaltransduktion beteiligt sein soll.
Die HAMP-Domane besteht aus zwei parallel zueinander positionierten a-Helices, die durch einen
langen Konnektor miteinander verbunden sind (Hulko et al., 2006). Die Kinase-Doméne katalysiert
die Ubertragung der y-Phosphorylgruppe von ATP, das von der HATPase_c-Domine gebunden wird,
auf den konservierten Histidin-Rest der HisKkA-Doméne (Marina et al., 2005, Casino et al., 2009). Die
Domanenzusammensetzung von CopS sowie die gelosten Strukturen der HAMP-Domane des Af1503-
Proteins aus Archaeoglobus fulgidus (Hulko et al., 2006) und des cytosolischen Teils der Sensorkinase
HK853 aus Thermotoga maritima (Marina et al., 2005) sind in Abbildung 3 dargestellt.

Der Mechanismus der Autophosphorylierung von  Sensorkinasen und der
Phosphatibertragung auf die korrespondierenden Antwortregulatoren ist dank der strukturellen
Studien an der katalytischen Doméne der Sensorkinase HK853 aus T. maritima relativ gut untersucht
(Casino et al., 2009, Casino et al., 2010). Die Mechanismen der Signalerkennung unterscheiden sich je
nach Signal, welches von der Sensorkinase detektiert wird. Verschiedene Studien sind publiziert, die
auf den gelosten Strukturen periplasmatischer Sensordomanen mit und ohne den jeweiligen Effektor
basieren, z. B. von CitA aus Klebsiella pneumoniae (Sevvana et al., 2008, Reinelt et al., 2003), Dcu$S
aus E. coli (Pappalardo et al., 2003) oder PhoQ aus Salmonella typhimurium (Cho et al., 2006). Bei der
Untersuchung der Signalweiterleitung tber die Membran fehlen die Strukturen des betreffenden
Proteinbereichs oder einer kompletten Sensorkinase und der Mechanismus der Signallbertragung
von der Sensordomane zur Kinase-Domane ist bisher unbekannt (Szurmant et al., 2007, Gao and
Stock, 2009). Hierzu wurden jedoch mehrere Mechanismen vorgeschlagen wie (i) ein Kolbenhub-
ahnliches Modell der SignalUbertragung (iber die Membran (Ottemann et al., 1999), (ii) eine
Rotationsbewegung der beiden Transmembranhelices und der HAMP-Domanen (Stewart, 2010,
Albanesi et al., 2009, Hulko et al., 2006, Ferris et al., 2011) und (iii) eine Scheren-dhnliche Bewegung
der Transmembranhelices, die durch die Signalerkennung aktiviert wird (Lowe et al., 2012).

Die strukturelle Untersuchung der Sensorkinase CopS mittels Rontgenstrukturanalyse und
Festkorper-NMR kdnnte zum Verstandnis des Signalweiterleitungsmechanismus beitragen, indem die

Struktur der kompletten Sensorkinase oder des membrangebundenen Proteinteils rekonstituiert in
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Proteoliposomen geldst wird. Die vorangegangenen Studien an der Sensorkinase CopS haben eine
Reihe von vorteilhaften Eigenschaften des Proteins fir strukturelle Untersuchungen gezeigt: (i) das
vollstandige Protein lasst sich gut heterolog in E. coli Uberproduzieren, (ii) nach der Aufreinigung
kann ein hoher Reinheitsgrad und eine hohe Homogenitat der Proteinlosung erreicht werden und (iii)
das vollstandige Protein kann erfolgreich in Proteoliposomen rekonstituiert werden (Schelder, 2008,

Schuplezow, 2009).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Domanenstruktur der Sensorkinase CopS (oben) und
Struktur-Beispiele der HAMP-Domadne (unten links, aus Hulko et al., 2006) sowie der Kinase-Doméane
aus HisKA- und HATPase_c-Domaéne (unten rechts, aus Marina et al., 2005). Die Histidin-Reste H41
und H56 im extrazelluldren Bereich zwischen den Transmembranhelices sind rot hervorgehoben. Die
Lage der einzelnen Domaénen ist mit den Aminosdurepositionen bzgl. des N-Terminus angegeben
(Bott and Brocker, 2012). Die Lage der Transmembranhelices wurde mit Hilfe der Software Protter
ermittelt (http://wlab.ethz.ch/protter).

3.2  Die Atmungskette in C. glutamicum

In der verzweigten Atmungskette von C. glutamicum werden die Elektronen von den
Dehydrogenasen auf Menachinon und entweder Uber den Cytochrom-bc;-aas-Superkomplex oder
Uber die Cytochrom-bd-Oxidase weiter auf Sauerstoff Gbertragen. Die Cytochrom-bd-Oxidase wird
aus den beiden Untereinheiten CydA und CydB gebildet, der Cytochrom-bc;-aas-Superkomplex
besteht aus den Untereinheiten QcrB, QcrA und QcrC (Cytochrom-bc;-Komplex) und CtaF, CtaC, CtaD
und CtaE (Cytochrom-aas-Oxidase) (Abb. 4). Die beiden terminalen Oxidasen unterscheiden sich in

der Effizienz der Protonentranslokation, der Sauerstoffaffinitdt und der Abhdngigkeit von Kupfer-
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lonen (Bott and Niebisch, 2003). Wahrend die Cytochrom-bd-Oxidase weniger effizient als der
Cytochrom-bc;-aas-Superkomplex ist, besitzt sie eine hohere Affinitdt zu Sauerstoff und ist damit
vorteilhaft unter mikroaeroben Bedingungen (Kabus et al., 2007). Der Cytochrom-bc;-Komplex
enthalt ein ungewohnliches Diham-Cytochrom c;, wobei die zweite Himgruppe von QcrC Elektronen
vom bc;-Komplex direkt auf das Cus-Zentrum der Untereinheit Il der Cytochrom-aas-Oxidase (CtaC)
Ubertragt (Niebisch and Bott, 2001, Niebisch and Bott, 2003). Vom Cu,-Zentrum der Untereinheit Il,
das aus zwei Kupfer-lonen besteht, werden Elektronen Uber das Hdm a zum Cug-Zentrum der
Untereinheit | (CtaD) weitergeleitet. Im Cug-Zentrum bildet ein Kupfer-lon zusammen mit Hdm a; das

katalytische Zentrum, in dem Sauerstoff zu Wasser reduziert wird (Bott and Niebisch, 2003) (Abb. 4).

Cytochrom-bd-Oxidase Cytochrom-bc;-aas-Superkomplex

Abbildung 4: Die terminalen Oxidasen der Atmungskette von C. glutamicum, bestehend aus der
Cytochrom-bd-Oxidase (links) und dem Cytochrom-bc;-aas-Superkomplex (rechts). Die
Untereinheiten sind entsprechend beschriftet, die Hime sind mit schwarzen Quadraten dargestellt
und entsprechend beschriftet, die Kupfer-lonen im Cus- und Cug-Zentrum sind als tirkisfarbene
Kreise gekennzeichnet. Quelle: Bott and Niebisch, 2003.

4 Ziele der Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit sollten Einblicke in die 3D-Struktur und die Dynamik der
SignallUbertragung der Sensorkinase CopS gewonnen werden. Dazu sollten das vollstandige CopS-
Protein sowie ausgewahlte Derivate kristallisiert und einer Rontgenstrukturanalyse unterzogen
werden. Um CopS in einer Membranumgebung untersuchen zu kdénnen, sollte das Protein auch
mittels Festkorper-NMR analysiert werden. Da die ProteingroBe bei dieser Methode eine wichtige
Rolle spielt, sollte zundchst ein geeignetes verkiirztes CopS-Derivat identifiziert werden, welches
erfolgreich in E. coli-Proteoliposomen rekonstituiert werden kann. Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte
die transkriptionelle Antwort von C. glutamicum auf Kupfer-limitierende Bedingungen untersucht
werden. Damit sollten auch Proteine identifiziert werden, die an der Kupfer-Versorgung der Zelle
generell und speziell der Cytochrom-aas-Oxidase beteiligt sein kdnnten. Die potentiellen Kandidaten
sollten anhand der Eigenschaften von Mutanten analysiert werden, in denen die entsprechenden

Gene deletiert wurden.
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Material und Methoden

1 Material

1.1 Bakterienstimme

Tabelle 1: Die in dieser Arbeit

verwendeten Bakterienstamme.

Stamm

Relevante Charakteristika

Referenz

Corynebacterium glutamicum
C. glutamicum ATCC13032

C. glutamicum ActaD

C. glutamicum ActaDAcg2699

C. glutamicum Acg2699

C. glutamicum AcopC

Wildtyp-Stamm, Biotin-auxotroph

Derivat von C. glutamicum ATCC13032, in-
frame-Deletion des ctaD-Gens

Derivat von C. glutamicum ATCC13032, in-
frame-Deletion der ctaD- und cg2699-Gene

Derivat von C. glutamicum ATCC13032, in-
frame-Deletion des cg2699-Gens

Derivat von C. glutamicum ATCC13032, in-
frame-Deletion des copC-Gens (cg1884)

Abe et al., 1967

Niebisch and Bott,
2001
Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Escherichia coli

E. coli DH5a

E. coli BL21(DE3)

F ¢80dlacA(lacz)M15 A(lacZYA-argF) U169
endA1 recAl hsdR17 (ri, mg')deoR thi-1 phoA
supE44 N gyrA96 relAl

F ompT hsdSg(rs, mg) gal dcm (DE3);
Wirtsstamm fiir die Uberproduktion der pET-
kodierten rekombinanten Proteine; enthalt
den lysogenen Phagen ADE3, der das T7-
Phagen-RNA-Polymerase-Gen

Kontrolle des lacUV5-Promotors tragt

unter der

Bethesda Research
Laboratories

Studier and
Moffat, 1986

1.2 Plasmide

Tabelle 2: Die in dieser Arbeit verwendeten und konstruierten Plasmide. Schnittstellen fir die TEV-
Protease sind unterstrichen, Thrombin-Schnittstellen sind kursiv dargestellt.

Plasmid

Relevante Charakteristika

Referenz

pET28b

12

Kan®; Py, lacl, Vektor zur Uberproduktion von

Genen in E.coli, der das Anfiigen eines

abspaltbaren N-terminalen Tags aus sechs Histidin-
Resten ermoglicht

Novagen
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pET28b-NHise-TEV-CopS

PET28b-NHise-TEV-Cops-
H153A

pET28b-NHise-TEV-CopS-
H153E

pPET28b-CopS-TEVgs

pET28b-CopS-TEV.4,

PET28b-CopS-TEV:10

PET28b-NHise-TEV-CopSsg

PET28b-NHise-TEV-CopSss

Kan®; pET28b-Derivat zur heterologen
Uberproduktion der Sensorkinase CopS aus C.
glutamicum, die am N-Terminus 31 zusatzliche
Aminosaure-Reste enthalt
(MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMTENLYFQGHM)

KanR; PET28b-NHisg-TEV-CopS-Derivat zur
heterologen Uberproduktion der Sensorkinase
CopS aus C. glutamicum, die einen Austausch des
His153 gegen Ala tragt

Kan®; PET28b-NHise-TEV-CopS-Derivat zur
heterologen Uberproduktion der Sensorkinase
CopS aus C. glutamicum, die einen Austausch des
His153 gegen Glu tragt

Kan®; pET28b-Derivat zur heterologen
Uberproduktion der Sensorkinase CopS aus C.
glutamicum, mit einer eingefiihrten Schnittstelle
fiir eine TEV-Protease nach der 88. aa und einem
Hexahistidin-Tag am C-Terminus

Kan®; pET28b-Derivat zur heterologen
Uberproduktion der Sensorkinase CopS aus C.
glutamicum, mit einer eingefiihrten Schnittstelle
fir eine TEV-Protease nach der 142. aa und einem
Hexahistidin-Tag am C-Terminus

Kan®; PET28b-NHisg-TEV-CopS-Derivat zur
heterologen Uberproduktion der Sensorkinase
CopS aus C. glutamicum, mit einer eingefiihrten
Schnittstelle fur eine TEV-Protease nach der 210.
aa und einem Hexahistidin-Tag am C-Terminus

KanR; pET28b-NHisg-TEV-CopS-Derivat zur
heterologen  Uberproduktion des C-terminal
verkiirzten Sensorkinasederivats NHisg-TEV-CopS
(aa: 1-89 bzgl. der nativen CopS-Sequenz) aus C.
glutamicum

KanR; pET28b-NHisg-TEV-CopS-Derivat zur
heterologen  Uberproduktion des C-terminal
verkiirzten Sensorkinasederivats NHisg-TEV-CopS
(aa: 1-94 bzgl. der nativen CopS-Sequenz) aus C.
glutamicum

Schuplezow,
2009

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit
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PET28b-NHise-TEV-CopSige

PET28b-NHiss-TEV-CopS110

PET28b-NHiss-TEV-CopS11

PET28b-NHisg-TEV-CopS;s4

PET28b-NHise-TEV-CopSisg

pPET28b-NHiss-TEV-COpS17s5

PET28b-NHiss-TEV-CopSiss

pEngb-N HiSs-TEV-COpSZOG

14

Kan®; PET28b-NHisg-TEV-CopS-Derivat zur
heterologen  Uberproduktion des C-terminal
verkiirzten Sensorkinasederivats NHisg-TEV-CopS
(aa: 1-105 bzgl. der nativen CopS-Sequenz) aus C.
glutamicum

KanR; PET28b-NHisg-TEV-CopS-Derivat zur
heterologen  Uberproduktion des C-terminal
verkiirzten Sensorkinasederivats NHisg-TEV-CopS
(aa: 1-109 bzgl. der nativen CopS-Sequenz) aus C.
glutamicum

KanR; pET28b-NHisg-TEV-CopS-Derivat zur
heterologen  Uberproduktion des C-terminal
verkiirzten Sensorkinasederivats NHisg-TEV-CopS
(aa: 1-118 bzgl. der nativen CopS-Sequenz) aus C.
glutamicum

Kan®; pET28b-NHise-TEV-CopS-Derivat zur
heterologen  Uberproduktion des C-terminal
verkiirzten Sensorkinasederivats NHise-TEV-CopS
(aa: 1-153 bzgl. der nativen CopS-Sequenz) aus C.
glutamicum

Kan®; PET28b-NHisg-TEV-CopS-Derivat zur
heterologen  Uberproduktion des C-terminal
verkiirzten Sensorkinasederivats NHisg-TEV-CopS
(aa: 1-158 bzgl. der nativen CopS-Sequenz) aus C.
glutamicum

Kan®; pET28b-NHise-TEV-CopS-Derivat zur
heterologen Uberproduktion des C-terminal
verkiirzten Sensorkinasederivats NHisg-TEV-CopS
(aa: 1-174 bzgl. der nativen CopS-Sequenz) aus C.
glutamicum

KanR; PET28b-NHisg-TEV-CopS-Derivat zur
heterologen  Uberproduktion des C-terminal
verkiirzten Sensorkinasederivats NHisg-TEV-CopS
(aa: 1-187) aus C. glutamicum

Kan®; PET28b-NHise-TEV-CopS-Derivat zur
heterologen  Uberproduktion des C-terminal
verkiirzten Sensorkinasederivats NHisg-TEV-CopS
(aa: 1-205 bzgl. der nativen CopS-Sequenz) aus C.
glutamicum

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit
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PET28b-NHise-TEV-CopS;10

PET-TEV1

pET-TEV-Hs-CopS

PET-TEV-H3-CopS-H153A

pET-TEV-H;-CopS-H153E

pPET-NHis;o-TEV-CopR

pK19mobsacB

pK19mobsacB-Acg2699

pK19mobsacB-AcopC

Kan®; pET28b-NHise-TEV-CopS-Derivat zur
heterologen  Uberproduktion des C-terminal
verkiirzten Sensorkinasederivats NHisg-TEV-CopS
(aa: 1-209 bzgl. der nativen CopS-Sequenz) aus C.
glutamicum

Kan®; pET-Derivat, Vektor zur Uberproduktion von
Genen in E. coli, der das Anfligen eines mittels TEV-
Protease abspaltbaren N-terminalen Decabhistidin-
Tags ermoglicht

Kan®;  pET-TEV1-Derivat  zur  heterologen
Uberproduktion des cytosolischen Teils der
Sensorkinase CopS (aa: 89-399 bzgl. der nativen
CopS-Sequenz) aus C. glutamicum; enthalt am N-
Teminus zusatzliche 29 Aminosduren
(MGSSHHHHHHHHHHDYDIPTTENLYFQGH)

Kan®; pET-TEV-Hs-CopS-Derivat zur heterologen
Uberproduktion des N-terminal verkiirzten
Sensorkinasederivats H3-CopS (aa: 89-399 bzgl. der
nativen CopS-Sequenz) aus C. glutamicum, die
einen Austausch des His153 gegen Ala tragt

Kan®; pET-TEV-Hs-CopS-Derivat zur heterologen
Uberproduktion des N-terminal  verkiirzten
Sensorkinasederivats Hi-CopS (aa: 89-399 bzgl. der
nativen CopS-Sequenz) aus C. glutamicum, die
einen Austausch des His153 gegen Glu tragt

Kan®; pET-TEV1-Derivat zur heterologen
Uberproduktion des Antwortregulators CopR aus C.
glutamicum der am N-Terminus zuséatzliche 29
Aminosauren enthalt
(MGSSHHHHHHHHHHDYDIPTTENLYFQGH)

Kan®; mobilisierbarer E. coli-Vektor fir die
Konstruktion von Insertions- und
Deletionsmutanten von C. glutamicum

Kan®; pK19mobsacB-Derivat mit einem 1178 bp
overlap-extension PCR-Fragment (Pstl/EcoRl), das
die flankierenden Bereiche des Gens ¢g2699
umfasst

Kan®; pK19mobsacB-Derivat mit einem 914 bp
overlap-extension PCR-Fragment (HindllI/EcoRl),
das die flankierenden Bereiche des Gens copC
(cg1884) umfasst

Diese Arbeit

Bussmann et al.,
2010

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Schelder,
unveroffentlicht

Schafer et al.,
1994

Diese Arbeit

Diese Arbeit
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pJC1

pJC1-CtaDs;

pJC1-QcrBs;

PEKEX2

pEKEX2-cg2699

pEKEx2-cg2699-eCFP

pVWEx2

pVWEx2-CtaDyp-mCitrine

Kan®; E. coli-C. glutamicum Shuttle-Vektor

Kan®; pJC1-Derivat zur Expression von Strep-
getagtem CtaD aus C. glutamicum, das am C-
Terminus 10 zusdtzliche Aminosduren enthélt
(AAWSHPQFEK), die ctaD-Expression steht unter
der Kontrolle des nativen Promotors

Kan®; pJC1-Derivat zur Expression von Strep-
getagtem QcrB aus C. glutamicum, das am C-
Terminus 10 zusatzliche Aminosduren enthalt
(AAWSHPQFEK), enthalt die ctaEqcrCAB-Gene, die
Expression steht unter der Kontrolle des nativen
Promotors

Kan®; E. coli-C. glutamicum Shuttle-Vektor

Kan®; pEKEx2-Derivat, enthidlt ein 2166 bp
Fragment mit dem C. glutamicum cg2699-Gen, der
RBS (AAGGA) und dem Linker (GGGGC) vor dem
Startcodon

Kan®, pEKEx2-cg2699-Derivat, enthilt ein 686 bp
Fragment mit dem eCFP-Gen nach dem cg2699-
Gen ohne Stoppcodon. Zwischen den beiden
Genen befindet sich ein Linker aus 18 bp, welche
fir die Aminosduren EFDPGR kodieren

Tet®, E. coli-C. glutamicum-Shuttle-Vektor mit IPTG-
induzierbarem tac-Promotor (P, lacl?, pHM1519
oriVcg., pUC18 oriV..)

Tet®, pVWEx2-Derivat, enthdlt ein 1931 bp
Fragment mit dem ctaD-Gen aus C. glutamicum
inklusive der nativen Promotor-Sequenz () und
ein 720 bp Fragment mit dem mCitrine-Gen nach
dem ctaD-Gen ohne Stoppcodon. Zwischen den
beiden Genen befindet sich ein Linker aus 15 bp,
die fiir die Aminosauren EGDIH kodieren

Cremer et al.,
1990

Niebisch and
Bott, 2003

Niebisch and
Bott, 2003

Eikmanns et al.,
1991

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Wendisch et al.,
1997

Diese Arbeit
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1.3  Oligonukleotide

Tabelle 3: Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide. Alle Oligonukleotide wurden von
Eurofins MWG Operon synthetisiert. Die Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen, die Start- und
Stoppcodons fettgedruckt gekennzeichnet. Komplementéare Sequenzen der Overlap-extension PCR-
Nukleotide und die In-Fusion-Sequenzen sind kursiv dargestellt. Triplets zum Austausch bei der
ortsgerichteten Mutagenese sind kleingeschrieben. Die Restriktionsendonukleasen sind in Klammern
genannt.

Name 5-3‘ Nukleotidsequenz (5 — 3‘) und Eigenschaften

DNA-Sequenzierung

M13-for CGCCAGGGTTTTCCCAGTCAC

M13-rev AGCGGATAACAATTTCACACAGGA

pET-Promotor CGAAATTAATACGACTCACTATAGG

pET-Terminator TATGCTAGTTATTGCTCAGCGGTG

pEKEx2-for GATATGACCATGATTACGCCAAGC

pPEKEX2-rev CGGCGTTTCACTTCTGAGTTCGGC

pVWEx2-for CAAGGCGCACTCCCGTTCTGG

pVWEX2-rev GCTACTGCCGCCAGGCAAATTC

Konstruktion und Uberpriifung der Acg2699-Deletionsmutante

Acg2699-1-fw TATACTGCAGCAATCCATAAGGTAGAGGCTATATG (Pstl)
Acg2699-2-rv CCCATCCACTAAACTTAAGTAGAGAAGAAACTCCACCAGAACCC
Acg2699-3-fw TACTTAAGTTTAGTGGATGGGCTACCAGGAAACCTTCGAGCCC
Acg2699-4-rv TATAGAATTCTGTAGTGGTTCATGTCAATGCCGA (EcoRl)
Acg2699-out-fw GGAGTTTCAGGATGGAGCTCGC

Acg2699-out-rv CTGAACCTGCTCCCACACCAG

Konstruktion und Uberpriifung der AcopC-Deletionsmutante

Acg1884-1-fw TATAAAGCTTGATCCACCACAAACCAGGCTGG (Hindlll)
Acgl1884-2-rv CCCATCCACTAAACTTAAGTATTTTAGATTCTTCTCTGAAGCCACAT
Acg1884-3-fw TACTTAAGTTTAGTGGATGGGGCAAAGAATCGTAACCAGAAATAAG
Acg1884-4-rv TATAGAATTCCTCGATTGGGTTCGCAAGCCC (EcoRlI)
Acg1884-out-fw AGGTCATTCAGGCGGCTGG

Acgl1884-out-rv ATGTCGCTCCTTATATATAGTGG

Konstruktion von pET-CopS-Derivaten

H153A-s CTCTCTGATCTGGCCGCCGAAATGGGCACCCC

H153A-as GGGGTGCCCATTTCGGCGGCCAGATCAGAGAG

H153E-s TCTCTGATCTGGCCGAGGAAATGGGCACCCC

H153E-as GGGGTGCCCATTTCCTCGGCCAGATCAGAGA

TEV-fw TATATCTAGAAAGGACAGCCATGAATCACAGACCCGGCCTGACCTT (Xbal)
TEV-rv TATACTCGAGTGGGGTATTGTCAAGGGGTTGATA (Xhol)
TEV88-fw GAGAACCTGTATTTTCAGGGCCGTCGCCTGCGCACCCCCC
TEV88-rv GCCCTGAAAATACAGGTTCTCCGATAACCACAGGCTGGCCAG
TEV142-fw GAGAACCTGTATTTTCAGGGCGTCCGCCGCCAGATGCTCTC
TEV142-rv GCCCTGAAAATACAGGTTCTCCTGTTCGGTGTGTTCCAGCCG
TEV210-fw GAGAACCTGTATTTTCAGGGCTTGGACCTGGCGGAGGAAGGG
TEV210-rv GCCCTGAAAATACAGGTTCTCGCCCTGAAAATACAGGTTCTC
Stop90-s GTTATCGCGTCGCtagCGCACCCCCCTG
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Stop90-as
Stop95-s
Stop95-as
Stop106-s
Stop106-as
Stop110-s
Stop110-as
Stop119-s
Stop119-as
Stop154-s
Stop154-as
Stop159-s
Stop159-as
Stop175-s
Stopl75-as
Stop188-s
Stop188-as
Stop206-s
Stop206-as
Stop210-s
Stop210-as
H3-fw
H3-rv

CAGGGGGGTGCGctaGCGACGCGATAAC
CGCACCCCCCTGtagGATCTCACCC
GGGTGAGATCctaCAGGGGGGTGCG
CGCTACCAGCCTGACGtagGGCAACTACCGTATCC
GGATACGGTAGTTGCCctaCGTCAGGCTGGTAGCG
ACGGCCGGCAACTACtagATCCGCGTGCCCGCC
GGCGGGCACGCGGATctaGTAGTTGCCGGCCGT
CGTGCCCGCCGGAGAAGCAtagCCCGAGGTCA
TGACCTCGGGctaTGCTTCTCCGGCGGGCACG
CTCTGATCTGGCCCACGAAtagGGCACCCCC
GGGGGTGCCctaTTCGTGGGCCAGATCAGAG
ATGGGCACCCCCTTAtagGTGCTCACGG
CCGTGAGCACctaTAAGGGGGTGCCCAT
CAGGACGGGGTCGTGtagTGGAATAATGCCACC
GGTGGCATTATTCCActaCACGACCCCGTCCTG
CCCACACGATCATGGCTGACCAAtagACCCGCCTGACC
GGTCAGGCGGGTctaTTGGTCAGCCATGATCGTGTGGG
TCCCGGGCCCAGtaaCACCGGATCG
CGATCCGGTGttaCTGGGCCCGGGA
CAGGAACACCGGATCtagTTGGACCTGGCGGAG
CTCCGCCAGGTCCAACctaGATCCGGTGTTCCTG
TATACATATGTCGCGTCGCCTGCGCACC (Ndel)
TATAGAATTCCTATGGGGTATTGTCAAGGGG (EcoRl)

Konstruktion von pEKEx2- und pVWEx2-Derivaten

pEKEx2-cg2699
cg2699-fw
€cg2699-rv
€g2699-seqg-1-fw
€g2699-seq-2-fw
PEKEx2-cg2699-eCFP
cg2699-eCFP-fw
cg2699-eCFP-rv
€g2699-Stop-s
€g2699-Stop-as
CFP-seg-1-rv
CFP-seq-2-fw
CFP-seqg-3-rv
pVWEx2-CtaDy,-mCitrine
IF-ctaD-YFP-1-fw
IF-ctaD-YFP-2-rv
IF-ctaD-YFP-3-fw
IF-ctaD-YFP-4-rv
CtaD-seq-1-fw
CtaD-seq-2-fw
CtaD-seq-3-fw

TATACTGCAGAAGGAGATCAATGGATGAGCAGGTCGTTGC (Pstl)
TATAGAATTCTTATTCTTTGTCTTTGTCTTTGTCT (EcoRl)
CCGGTATCGCTGGTCTGTTTTG

TCCGGCATCGGCATGAATATGC

TATAGAATTCGATCCGGGCCGCATGGTGAGC (EcoRl)
TATACATGGGGAGACCTTACCCGGCGGCGGTCAC (Bsal)
AAGACAAAGACAAAGACAAAGAAEcaGAATTCGATCCGGGCCG
CGGCCCGGATCGAATTCtgcTTCTTTGTCTTTGTCTTTGTCTT
TGTCCTACTCAGGAGAGCGTTC

ACCAGTGGCTTCGGCGCG

AGGCCGTTGCGCCTGGAG

GCAGGTCGACTCTAGAGGCAGCGACCTCATGAATTGTTTG
ATGTATATCTCCTTCGCGGCTGGAGTCAGATGCAAGG
GAAGGAGATATACATATGGTGAG
CCGGGGATCCTCTAGATTACTTGTACAGCTCGTCCATGCCG
TTCCTGACCCCGGGTGGTGC
TTCTGAGATCATTCCTGTGTTCTC
CACACTGGACATCACGATGATATT
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1.4 Medien
1.4.1 Nihrmedien

SOC-Medium: 20 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 0,6 g/l NaCl, 0,2 g/l KCl, nach dem
(Hanahan, 1983) Autoklavieren 1 g/l MgCl, - 4 H,O (sterilfiltriert) und 4 g/I Glucose (separat

autoklaviert) zugeben

LB-Medium: 10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 10 g/I NaCl; LB-Ndhrboden: 15 g/| Agar-

(Bertani, 1951) Agar (Bacto) zugeben

BHI-Medium: 37 g/ BHI (Bacto); BHI-N3hrboden: 104 g/ BHI-Agar (Bacto)
(Rosenow, 1919)

CGXII-Medium: 20 g/l (NH,4),S0,, 5 g/l Harnstoff, 1 g/l KH,PO,, 1 g/I K,HPO,, 0,25 g/l MgSO,

(Keilhauer et al, 1993) . 74,5 10 mg/I CaCl,, 42 g/l MOPS, 0,2 mg/l Biotin, pH 7 (mit KOH-

Platzchen einstellen), nach dem Autoklavieren 1 ml/l Protokatechusdure

(30 g/l in verd. NaOH geldst, sterilfiltriert), 1 ml/l Spurensalzlésung und 40

g/l Glucose zugeben

Spurensalzlésung fur CGXII-Medium: 10 g/l FeSO, - 7 H,0, 10 g/l MnSO, - H,0, 1 g/l ZnSO, - 7 H,0, 0,2
g/l CuSO, - 5 H,0, 20 mg/I NiCl, - 6 H,0, zum L&sen mit HCl ansduern (pH

1), fur die Spurensalzlésung ohne Cu®* wurde CuSO, - 5 H,O weggelassen

M9-Medium: 6 g/l Na,HPO,, 3 g/l KH,PO,4 0,5 g NaCl, 1 g NH,Cl, pH 7, nach dem

(Miller, 1992) Autoklavieren 1 ml/l 1 M MgSO,4;, 1 ml/l 0,1 M CaCl, (beide separat

sterilfiltriert) und 50 ml 40% (w/v) Glucose (autoklaviert) (sterilfiltirert),

gef. auch 1 ml/I Spurensalzlésung und 1 ml/I Vitaminlésung zugeben

Spurensalzldsung fur M9-Medium: 3,7 mg/l (NH,4),Mo00, - 6 H,0, 24,73 mg/l H3BO3, 7,1 mg/I CoCl, -
6 H,0, 2,5 mg/l CuSO, - 5 H,0, 15,8 mg MnCl, - 4 H,0, 2,9 mg ZnSO, - 7
H,0, 2,78 mg FeSO, - 7 H,0, sterilfiltrieren

Vitaminlésung fir M9-Medium: 0,4 g/l Cholinchlorid, 0,5 g/l Folsaure, 0,5 g/l Pantothens&ure, 0,5 g/l
Nicotinamid, 1 g/l Myo-Inositol, 0,5 g Pyridoxin, 0,5 g/l Thiamin, 0,05 g/I
Riboflavin, 1 g/l Biotin

Zur Herstellung von Kupfer-Mangelmedien wurden alle GlasgefaBe vor dem Gebrauch mit 0,1 M HCI
flr mindestens 24 h inkubiert, danach mit VE-Wasser ausgespult und anschlieBend autoklaviert.
Wenn benoétigt, wurde der spezifische Kupfer(l)-Chelator BCS (Bathocuproindisulfonat, Sigma-

Aldrich) zu einer Endkonzentration von 150 uM BCS und 1 mM Ascorbat zum Medium zugegeben.
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Wenn erforderlich, wurde den Nahrmedien Kanamycin oder Tetracyclin zu einer Endkonzentration

von 50 pg/ml bzw. 10 ug/ml (E. coli) oder 25 mg/ml bzw. 3 pg/ml (C. glutamicum) zugegeben.

1.4.2 Puffer und Stammlésungen

Wenn nicht anders angegeben, wurden die Losungen mit bidest. Wasser angesetzt

APS
AP-Puffer
Ascorbat

BCS

Biotin
CaCl,-Losung
CuSO,4-L6sung
Glucose (40 %)
DDM

IPTG
Kanamycin
Tetracyclin

10 x PBS-Puffer

Proteaseinhibitormix

Protekatechusaure

5 x SDS-Ladepuffer

10 x SDS-Laufpuffer

Strip-Puffer

50 x TAE-Puffer

20

Ammoniumpersulfat, 10% (w/v)

100 mM Tris-HCI, 100 mM NacCl, 10 mM MgCl,, pH 9,5
1 M (sterilfiltriert, frisch angesetzt)

150 mM (sterilfiltriert)

200 mg/| (sterilfiltriert)

1% (w/v) (sterilfiltriert)

100 mM CuSO,

40% (w/v) (autoklaviert)

n-Dodecyl-B-D-Maltosid, 10% (w/v) (frisch angesetzt)
Isopropyl-Thio-B-D-Galactopyranosid , 1 M (sterilfiltriert)
50 mg/ml oder 25 mg/ml (sterilfiltriert)

10 mg/ml in Ethanol (sterilfitriert)

1,37 M NacCl, 27 mM KCl, 43 mM Na,HPO,, 14 mM KH,PQ,, pH 7,3
(Sambrook, 1989)

100 mM PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid), 100 mM DFP
(Diisopropylphosphat) in getrocknetem Ethanol gelost

30 mg/ml (sterilfiltriert, zum Lésen wurden 1-2 Tropfen NaOH
zugegeben)

0,225 M Tris-HCl, pH 6,8, 50% (v/v) Glycerin, 5% (w/v) SDS, 0,05%
(w/v) Bromphenolblau, 0,25 M DTT (Dithiotreitol) (Laemmli, 1970)

0,25 M Tris, 1,92 M Glycin, 1% (w/v) SDS (Laemmli, 1970)

20 mM Tris-HCl, 500 mM NacCl, 100 mM EDTA, pH 7,9 (Porath et al.,
1975)

37,2 g/l Na,EDTA - 2 H,0, 242 g/I Tris, mit Eisessig ad pH 8,5
(Sambrook, 1989)
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TNIx-Puffer 20 mM Tris-HCl, pH 7,9, 300 mM NaCl, x mM Imidazol (Porath et al.,
1975)

TE-Puffer 10 mM Tris-HCl, pH 8,0, 1 mM Na,EDTA (Sambrook, 1989)

TG-Puffer 1 mM Tris-HCI, pH 7,5, 10% (v/v) Glycerin (autoklaviert)

(Sambrook, 1989)

Towbin-Puffer 25 mM Tris-HCl, 192 mM Glycin, 20% (v/v) Methanol (Towbin, 1979)
Puffer Wx 100 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, x mM NaCl, pH 8,0 (Towbin, 1979)
Puffer E Puffer W + 300 mM NaCl + 15 mM Desthiobiotin (Towbin, 1979)
Puffer R 100 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, 1 mM HABA, 500 mM NaCl, pH 8,0

(Towbin, 1979)

2 Methoden

2.1 Stammbhaltung von Bakterienstammen

Die Kultivierung von Bakterien zur Stammhaltung erfolgte in Reagenzglasern mit 5 ml LB-
Medium (E. coli) oder 5 ml BHI-Medium + 2% (w/v) Glucose (C. glutamicum), die Giber Nacht mit 170
Upm bei 37 °C (E. coli) bzw. 30 °C (C. glutamicum) geschittelt wurden. AnschlieRend wurden 500 pl
der GN-Kulturen mit 500 pl sterilem Glycerin gemischt und in zwei Aliquots aufgeteilt. Beide Aliqots
wurden bei -70°C gelagert. Die Methodenbeschreibung wurde aus Brocker (2006) Gibernommen.
Wenn noétig wurden die relevanten Parameter entsprechend der Versuchsdurchfiihrung geandert

und ggf. erganzt.

2.2 Kultivierung von C. glutamicum

C. glutamicum wurde standardmaRig in 500 ml-Erlenmeyerkolben mit zwei seitlichen
Schikanen kultiviert, die 50 ml CGXII-Minimalmedium mit 4% (w/v) Glucose (222 mM) enthielten und
bei 30 °C und 120 Upm inkubiert wurden. Zum Animpfen der Vorkulturen wurden Einzelkolonien von
Agarplatten verwendet, die nicht dlter als 4 Tage waren. Die Vorkultivierung erfolgte zunachst fiir 8 h
in 5 ml BHI-Medium mit 2% (w/v) Glucose und anschlieRend fiir 16 h in 20 ml CGXlI-Minimalmedium
mit 4% (w/v) Glucose, bevor die 50 ml Hauptkultur zu einer ODgy von 1 inokuliert wurde. Bei
Kultivierungen unter Kupfer-limitierenden Bedingungen wurden die Zellen nach der ersten
Vorkultivierung in 5 ml BHI-Medium zweimal in CGXllI-Minimalmedium ohne Kupfer gewaschen
(jeweils 7 min bei 5467 g) und im Kupfer-Mangelmedium + 4% (w/v) Glucose wie oben beschrieben
kultiviert. Fur die Vorkultivierung und anschlieRende Hauptkultivierung wurden die mit 0,1 M HCI
vorbehandelten Kolben verwendet (vgl. 1.4.1). Zu den Hauptkulturen wurde 150 uM BCS und 1 mM

Ascorbat (frisch angesetzt) zugegeben. Bei Kultivierungen zur Gesamt-RNA-Isolierung wurde wie
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oben beschrieben verfahren. Die Zellen fiir die RNA-Isolierung wurden bei einer ODgy von ca. 20
geerntet. Bei Hochdurchsatz- Kultivierungen wurde die BioLector-Technologie (Samorsky et al., 2005,
Kensy et al., 2009) genutzt. Die Hauptkulturen wurden nicht in Kolben, sondern in Mikrotiter-Platten
(48-well flower-paltes, m2p-labs) im BioLector® (m2p-labs) bei 1200 Upm und 30 °C inkubiert. Das
Volumen der Kulturen betrug 800 pl. Die Zunahme der Biomasse wurde {liber die steigende
Rlckstreuung in den Kulturen detektiert und in Absorptionsunits in 15-minitigen Abstanden
gemessen. Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte mittels der Software BiolLection 2.2.0.0 (m2p-
labs). Die Methodenbeschreibung wurde aus Brocker (2006) tbernommen. Wenn nétig wurden die

relevanten Parameter entsprechend der Versuchsdurchfiihrung gedndert und ggf. erganzt.

2.3 Kultivierung von E. coli

Far die Kultivierung von E. coli wurde routinemaRig LB-Medium verwendet (Sambrook,
1989). Nur zur Regeneration der Zellen nach einer Transformation bzw. bei der Kultivierung zur
Herstellung kompetenter Zellen wurde SOC-Komplexmedium (Sambrook, 1989) eingesetzt. Zur
Uberexpression der Proteine fiir Festkdrper-NMR wurde M9-Medium mit Zusatzen (Spurensalz- und
Vitaminlosung) verwendet (Miller, 1992). Alle E. coli-Stamme wurden in Schittelkolben, in Réhrchen
bzw. auf Agarplatten bei 37 °C kultiviert. Fiir Plasmid-Uberexpression wurden 500 ml LB-Medium
oder M9-Medium mit 2% (w/v) Glucose und 50 pg/ml Kanamycin mit 5 ml einer iN-Kultur des E. coli-
Stammes mit dem gewiinschten Expressionsplasmid angeimpft. Die Kulturen wurden zunéachst bei 37
°C und 120 Upm inkubiert, bis sie eine ODgy von ca. 0,6 erreicht hatten. Die Expression des Zielgens
wurde durch Zusatz von 0,5 mM IPTG (Endkonzentration) induziert. Danach wurden die Zellen bei RT
und 120 Upm 4 h oder UN weiter inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Zellernte durch Zentrifugation
(30 min, 5467 g, 4 °C). Die sedimentierten Zellen wurden einmal in 30 ml Aufschlusspuffer TNIS
gewaschen und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert. Vor Induktion sowie 1, 2, 3, 4 und
gef. 20 h danach wurde die ODgy bestimmt sowie 150 pl Proben entnommen und abzentrifugiert.
Die sedimentierten Zellen wurden in (ODggo X 30) ul 2 x SDS-Ladepuffer aufgenommen und bis zur
Analyse durch SDS-PAGE bei -20 °C gelagert. Zur Uberproduktion von isotopenmarkiertem Protein
wurde M9-Medium ohne NH,Cl verwendet, stattdessen wurde 1 g/I N-NH,CI (Cambridge Isotope
Laboratories) zugesetzt, als C-Quelle wurde uniform markierte **C-Glucose (0,5% (w/v)) (Cambridge
Isotope Laboratories) genutzt. Die Methodenbeschreibung wurde aus Gebel (2006) ibernommen.
Wenn nétig wurden die relevanten Parameter entsprechend der Versuchsdurchfiihrung geandert

und ggf. erganzt.
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2.4  Bestimmung des Wachstums von Bakterienkulturen

Das Wachstum von Bakterien in Flissigkultur wurde anhand der optischen Dichte bei einer
Wellenldange von 600 nm mit einem Ultrospec 1100 pro Spectrophotometer (Amersham Biosciences)
bestimmt. Eine lineare Abhdngigkeit zwischen der Zelldichte und der optischen Dichte ist bis zu einer
Extinktion von 0,4 gegeben. Lag die gemessene Extinktion hoher als 0,4, wurde die Probe mit Wasser
verdiinnt. Die Methodenbeschreibung wurde aus Gebel (2006) libernommen. Wenn nétig wurden

die relevanten Parameter entsprechend der Versuchsdurchfiihrung gedndert und ggf. erganzt.

2.5  Bestimmung der Glucosekonzentration mittels HPLC

Die quantitative Bestimmung der Glucosekonzentration in Kulturiiberstanden erfolgte durch
lonen-Ausschlusschromatographie an einer Kationenaustauschersaule (Organic acid, 300 x 8 mm;
Chromatographie GmbH) durch isokratische Elution innerhalb von 38 min mit 100 mM H,SO, bei
einer Flussrate von 0,4 ml/min und einer Temperatur von 30 °C mit Hilfe eines Agilent Technologies
1100 LC Systems. Die eluierte Glucose wurde mit einem Refractive Index-Detektor detektiert. Die
Quantifizierung erfolgte durch Vergleich der Signalflaichen mit zuvor erstellten Kalibriergeraden aus
externen Standards. Die Methodenbeschreibung wurde aus Otten (2012) tibernommen. Wenn nétig
wurden die relevanten Parameter entsprechend der Versuchsdurchfiihrung geandert und ggf.

erganzt.

2.6 Herstellung und Transformation kompetenter E. coli-Zellen

Durch eine RbCl,-Behandlung erhielten logarithmisch wachsende E. coli-Zellen die
Kompetenz, freie DNA aus dem Medium aufzunehmen. Die Prdparation der kompetenten Zellen
erfolgte nach Hanahan (Hanahan, 1983, 1985). Einige 2-3 mm groRe Kolonien wurden von einer
frischen LB-Platte in 5 ml LB-Medium resuspendiert und bei 37 °C und 170 Upm N inkubiert. Am
nachsten Tag wurden 50 ml LB-Medium mit 1 ml von der GN-Vorkultur inokuliert und bis zu einer
ODgpo von ca. 0,5 bei 37 °C und 120 Upm inkubiert. Danach wurden die Zellen in ein 50 ml-Falcon
Uberfihrt und 15 min auf Eis inkubiert. Auch alle weiteren Schritte erfolgten auf Eis. Die Zellen
wurden 15 min bei 5467 g und 4 °C geerntet, in 15 ml eiskalter RF;-Lésung (100 mM RbCl,, 50 mM
MnCl, - 4H,0, 30 mM K-Acetat, 10 mM CaCl,- 2H,0, 15% (v/v) Glycerin, mit 0,2 M Essigsaure auf pH
5,8 eingestellt) resuspendiert und 15 min auf Eis inkubiert. Nach erneutem Zentrifugieren wurden die
Zellen in 4 ml eiskalter RF,-Losung (10 mM Morpholinopropansulfonsaure, 10 mM RbCl,, 75 mM
CaCl,- 2H,0, 15% (v/v) Glycerin, mit 6 M NaOH auf pH 6,8 eingestellt) resuspendiert, nochmals 15
min auf Eis inkubiert und dann in 50 bzw. 100 pul Aliquots in vorgekihlte Eppendorf-Reaktionsgefalle
verteilt, die sofort in flissigem Stickstoff schockgefroren wurden. Die Zellen wurden bis zur

Verwendung bei -70 °C gelagert. Zur Transformation chemisch kompetenter E. coli-Zellen wurden
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100 pl der Zellen mit bis zu 10 pl Ligationsansatz oder 1 pug Plasmid-DNA fiir 30 min auf Eis inkubiert.
Nach einem Hitzeschock fir 90 s bei 42 °C wurden 500 pl SOC-Medium (auf 37 °C erwdrmt)
zugegeben und der Ansatz wurde fiir weitere 45 min unter leichtem Schiitteln bei 37 °C inkubiert.
Entsprechend dem Resistenzgen des transferierten Plasmids wurden 100 pl des Ansatzes auf LB-
Platten mit 50 pg/ml Kanamycin ausplattiert. Die Methodenbeschreibung sowie die Puffer-
Zusammensetzung wurden aus Brocker (2006) ibernommen. Wenn nétig wurden die relevanten

Parameter entsprechend der Versuchsdurchfiihrung gedndert und ggf. erganzt.

2.7  Herstellung und Transformation kompetenter C. glutamicum-Zellen

Die Herstellung und Transformation von kompetenten C. glutamicum-Zellen erfolgte nach
der Methode von van der Rest et al. (1999). Von einer frisch ausgestrichenen BHI-Agarplatte wurde
eine 20 ml BHI-Vorkultur mit einer Einzelkolonie angeimpft und 16 h bei 30 °C kultiviert. Eine 500 ml
BHI-Hauptkultur wurde mit 10 ml der UGN Kultur inokuliert. Bei einer ODgy von 1,75 wurden die Zellen
zunéachst fir 20 min auf Eis gelagert, bevor sie geerntet wurden (30 min, 5467 g, 4 °C). Die Zellen
wurden je zweimal mit 20 ml TG-Puffer und 10%-igem (v/v) Glycerin gewaschen. AnschlieRend
wurden die Zellen in 1 ml 10%-igem (v/v) Glycerin resuspendiert und in 100 pl Aliquots im flussigen
Stickstoff schockgefroren und bis zur Verwendung bei -70 °C gelagert.

Die Transformation der kompetenten C. glutamicum-Zellen wurde mittels Elektroporation
durchgefiihrt. Dazu wurden 100 pl kompetente Zellen mit etwa 100 ng Plasmid (1-2 pg bei
gewlinschter Insertion ins Genom) in einer eisgeklhlten Elektroporationskiivette gemischt. Die Zellen
wurden dann mit 900 pl eiskaltem 10%-igem (v/v) Glycerin Uberschichtet. Die Elektroporation (Gene
Pulser, BioRad) erfolgte mit einer Kapazitdt von 25 uF, einem Widerstand von 200 Q und einer
Spannung von 2,5 kV. Im Anschluss an die Elektroporation wurden die Zellen in 4 ml BHI-Medium
(auf 46 °C vorgewarmt) suspendiert, einem Hitzeschock unterzogen (6 min bei 46 °C) und
abschlieRend 1 h bei 30 °C inkubiert. Danach wurden die Zellen auf BHI-Agarplatten mit 25 pg/mi
Kanamycin ausplattiert. Die Methodenbeschreibung sowie die Puffer-Zusammensetzung wurden aus
Brocker (2006) libernommen. Wenn noétig wurden die relevanten Parameter entsprechend der

Versuchsdurchfiihrung gedndert und ggf. erganzt.

2.8 DNA-Techniken

2.8.1 Isolierung von Plasmid-DNA

Zur lIsolierung von Plasmid-DNA aus E. coli wurde das QlAprep-Spin Miniprep-Kit (Qiagen)
nach den Angaben des Herstellers verwendet. Dieses Kit basiert auf der alkalischen Lyse von Zellen

(Birnboim and Doly, 1979). Eluiert wurde mit 50 pl bidest. Wasser.
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2.8.2 Isolierung von RNA

Gesamt-RNA aus C. glutamicum wurde mit dem RNeasy Mini-Kit (Qiagen) isoliert. Die
Methode beruht auf einer Lyse der Bakterien in Gegenwart von Guanidinisothiocyanat und DTT, die
zu einer sofortigen Inaktivierung der RNasen fuhrt und somit die Isolierung intakter RNA
gewdhrleistet. AnschlieRend wird die RNA in Gegenwart von Ethanol und einer speziellen,

hochkonzentrierten Salz-Puffer-Losung (RNeasy, Qiagen) an eine Silica-Gel-Membran adsorbiert, die
selektiv einzelstrangige RNA-Molekiile ab einer GroRRe von 200 Basen bindet.

Ca. 20 ml einer C. glutamicum-Kultur (ODgg von 20) wurden in -20 °C vorgekiihlte, mit 10 g
Eis beladene 50 ml-Falcon gefllt und abzentrifugiert (5 min, 5467 g, 4 °C). Die sedimentierten Zellen
wurden eingefroren und bei -70 °C gelagert. Fiir den Aufschluss wurden die Zellen in 350 pl eiskaltem
RLT-Puffer (RNeasy, Qiagen) mit 10 mM DTT (Endkonzentration) resuspendiert und in Gegenwart von
250 mg Zirkonium/Silica-Perlen (Durchmesser 0,1 mm, Roth) 15 s und dann nochmals 30 s in einem
Amalgamator (Silamat, Vivadent) mechanisch aufgeschlossen. Ab hier fanden alle Schritte bei RT
statt. Nach Abtrennen von Zelltrimmern und intakten Zellen durch Zentrifugation (2 min, 15700 g)
wurde der Uberstand mit 250 pl Ethanol abs. (eiskalt) vermischt, auf die RNeasy-Sdulchen
aufgetragen und 15 s bei 15700 g zentrifugiert. Die Membran wurde mit 350 pul RW1-Puffer (RNeasy-
Kit, Qiagen) gewaschen (15 s, 15700 g) und anschlieRend wurde ein Mix aus 10 ul DNase | (RNase-
free DNase-Set, Qiagen) und 70 pl RDD-Puffer (RNase-free DNase-Set, Qiagen) auf die
Saulchenmembran gegeben und 15 min bei RT inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt mit
350 pl RW1-Puffer wurde die S&ule in ein frisches SammelgefaR Gberfiihrt und mit 500 pl RPE Puffer
(RNeasy-Kit, Qiagen) gewaschen. Die Saulchen wurden 15 s bei 15700 g zentrifugiert und erneut mit
500 pl RPE-Puffer gewaschen (2 min, 16100 g). Nach einer weiteren Zentrifugation (30 s, 15700 g) zur
Entfernung von Ethanol-Resten wurde die RNA mit 50 ul Nuklease-freiem H,O eluiert (1 min,
15700 g). Die RNA-Konzentration wurde photometrisch bestimmt. Die Lagerung der isolierten RNA
erfolgte bei -20 °C. Die Methodenbeschreibung wurde aus Brocker (2006) ibernommen. Wenn nétig
wurden die relevanten Parameter entsprechend der Versuchsdurchfiihrung geandert und ggf.

erganzt.

2.8.3 Reinigung von PCR-Produkten
Um PCR-Produkte sowie geschnittene DNA von Nukleotiden, Oligonukleotiden und Enzymen
zu reinigen, wurde das PCR-Purification-Kit nach Angaben des Herstellers (Qiagen) verwendet. Die

DNA wurde mit 50 pl bidest. Wasser.
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2.8.4 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen
Die Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte mit dem QIAEX |l
GelExtraction-Kit (Qiagen) nach dem Protokoll des Herstellers. Die DNA wurde mit 50 pl bidest.

Wasser eluiert.

2.8.5 Bestimmung von Nukleinsdurekonzentrationen

Die Konzentration von Nukleinsduren wurde durch die Messung der Extinktion bei 260 nm
(NanoDrop 1000 Spectrophotometer, peglab Biotechnologie) bestimmt. Dazu wurde 1 ul der Probe
zwischen zwei optische Fasern pipettiert. Die Reinheit der Nukleinsduren wurde anhand des
Quotienten OD,6,/OD,g bestimmt, wobei der Wert zwischen 1,8 und 2,0 liegen sollte. Niedrigere
oder hohere Quotienten lassen auf Verunreinigungen mit Protein, Phenol oder anderen
Kontaminanten schlieBen, die ebenfalls bei 280 nm eine hohe Absorption aufweisen. Es wurde mit
folgenden Umrechnungsfaktoren gearbeitet (Sambrook, 1989):
doppelstrangige DNA: 0D, = 1 entspricht einer Konzentration von 50 ng/ul,
einzelstrangige DNA und RNA: 0D, = 1 entspricht einer Konzentration von 40 ng/ul.

Die Methodenbeschreibung wurde aus Brocker (2006) ilbernommen.

2.8.6 DNA-Agarose-Gelelektrophorese

Gelelektrophoretische Auftrennungen von DNA fir analytische und préaparative Zwecke
erfolgten in horizontalen Elektrophoresekammern (BioRad). Fir die Gele wurde 1%-ige (w/v) Agarose
(Invitrogen™ life technologies Agarose electrophoresis grade ultra pure) in 1 x TAE-Puffer verwendet,
der gleichzeitig auch als Elektrophorese-Puffer diente. Die zu analysierende DNA wurde mit 1/5 Vol.
6 x DNA-Loading Dye (Fermentas) versetzt. Die Auftrennung erfolgte mit einer Spannung zwischen 90
und 110 V. Die Anfarbung der DNA erfolgte durch 30-miniitige Inkubation des Gels in wadssriger
Gelred-Losung (1 pg/ml). Durch Belichtung mit UV-Licht wurden die DNA-Banden sichtbar gemacht.
Die Dokumentation der Gele erfolgte mit einem Image Master VDS System (Amersham Biosciences).
Zur GréRenbestimmung der DNA wurde GeneRuler™ 1kb DNA Ladder Plus, ready-to-use (Fermentas)
verwendet. Die Methodenbeschreibung wurde aus Brocker (2006) tUbernommen. Wenn nétig
wurden die relevanten Parameter entsprechend der Versuchsdurchfiihrung gedndert und ggf.

erganzt.

2.8.7 Polymerasekettenreaktion (PCR)
Die PCR (Mullis und Faloona, 1987) wurde sowohl fir analytische (Kontrolle von
Transformanden) als auch préaparative Zwecke (in vitro Amplifizierung von DNA-Fragmenten) genutzt.

Falls im Text nicht anders vermerkt, wurde fiir praparative PCR-Ansdtze das Expand High Fidelity Kit
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(Roche Diagnostics), fiir analytische PCR-Ansdtze die Tag-DNA-Polymerase (Qiagen) verwendet. Die
fur die PCR verwendeten Oligonukleotiden sind in Tab. 3 dargestellt. Die Reaktionen wurden in
einem Thermal cycler (Eppendorf) oder in einem Primus Thermocycler (MWG Biotech) durchgefihrt.
Die Reaktionsbedingungen fiir die PCR wurden entsprechend den Angaben des Herstellers wie folgt
gewahlt: Reaktionen in einem Gesamtvolumen von 100 pl enthielten 0,2 - 0,3 pug Matrizen-DNA, je
600 nM der beiden Primer, 5 U High Fidelity DNA-Polymerase sowie je 200 uM dATP, dGTP, dCTP und
dTTP. Nach einem Denaturierungsschritt fir 5 min bei 95 °C wurden 35 Zyklen mit folgenden
Parametern durchlaufen: 30 s Denaturierung bei 95 °C, 30 s Annealing bei T, - 5 °C und x s Elongation
bei 72 °C. Die Annealing-Temperatur wurde Ublicherweise 5 °C unter der Schmelztemperatur T, der
Primer gewdhlt. Die Schmelztemperatur T,, der DNA kann mit der Formel T, [°C] = [(G+ C) - 4] + [(A +
T) - 2] abgeschatzt werden. Als Elongationszeit wurde 1 min pro 1 kb des zu amplifizierenden
Fragments verwendet. Zur Kontrolle von E. coli-Transformanden wurden einzelne Kolonien mit einer
sterilen Pipettenspitze gepickt und als Matrize direkt in die PCR-Ansatze gegeben. Bei der Kontrolle
von C. glutamiucm-Transformanden erfolgte der erste Denaturierungsschritt fiir 10 min. Zur Analyse
wurden Aliquots der PCR-Ansdtze mittels Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt. Die
Methodenbeschreibung wurde aus Brocker (2006) tibernommen. Wenn nétig wurden die relevanten

Parameter entsprechend der Versuchsdurchfiihrung gedndert und ggf. erganzt.

2.8.8 Restriktionsverdau

Die verwendeten Restriktionsendonukleasen wurden von New England Biolabs, Fermentas
oder Roche Diagnostics bezogen. Der Verdau von DNA erfolgte in 20 ul (fiir PCR-Produkt) und 100 pl
(fur Vektor-DNA) Ansdtzen unter Verwendung eines geeigneten Puffers (SuRE/Cut Buffers for
Restriction Enzymes, Boehringer) und mit 5-10U des entspreschenden Enzyms. Die
Restriktionsansatze mit Plasmid-DNA oder PCR-Fragmenten wurden 4 h bei 37 °C inkubiert. Die
Methodenbeschreibung wurde aus Kabus (2006) ibernommen. Wenn nétig wurden die relevanten

Parameter entsprechend der Versuchsdurchfiihrung gedndert und ggf. erganzt.

2.8.9 Ligation

Fur Ligationen wurde das Rapid DNA Ligation Kit (Roche Diagnostics) nach Angaben des

Herstellers verwendet. Die Ansatze wurden 30 min bei RT inkubiert.

2.8.10 DNA-Sequenzanalyse
Fir DNA-Sequenzierungen wurden die zu testenden Plasmide mit einer Konzentration von
100 ng/ul zu Eurofins MWG Operon geschickt. Das dort praktizierte Barcode Sequencing nutzt die

Kettenabbruchmethode (Sanger et al, 1977). Jeder Probe wurde zusatzlich 15 pmol
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Sequenzierprimer (Tab. 3) zugesetzt. Die Auswertung der Sequenzen erfolgte mit dem Programm
Clone Manager 9 fur Windows XP (Professional Edition, Scientific & Educational Software), sowie
BLAST (http://hcbi.nIim.nih.gov). Die Methodenbeschreibung wurde aus Otten (2008) Gibernommen.
Wenn nétig wurden die relevanten Parameter entsprechend der Versuchsdurchfiihrung geandert

und ggf. erganzt.

2.8.11 Klonierung mittels In-Fusion™ Advantage PCR Cloning Kit

Das In-Fusion™ Advantage PCR Cloning Kit (Clontech) bietet die Maéglichkeit
Restriktionsendonukleasen zu benutzen, die innerhalb des zu klonierenden Gens schneiden. Die
Klonierung erfolgt hierbei Ligase- und Phosphatase-unabhdngig und basiert auf der homologen
Rekombination zwischen Vektor und PCR-Produkt bzw. mehreren PCR-Produkten. Fiir diese Methode
wurden Primer konstruiert, die 15 bp lange zum Vektor bzw. zueinander homologe Uberhinge
aufweisen. Die Oligonukleotide IF-ctaD-YFP-1-fw, IF-ctaD-YFP-2-rv, IF-ctaD-YFP-3-fw und IF-ctaD-YFP-
4-rv (Tab. 3) wurden in silico konstruiert (http://bioinfo.clontech.com/infusion/convertPcr-
Primersinit.do). Die amplifizierten PCR-Produkte (mit den Oligonukleotiden IF-ctaD-YFP-1-fw und IF-
ctaD-YFP-2-rv bzw. IF-ctaD-YFP-3-fw und IF-ctaD-YFP-4-rv) wurden nach Angaben des Herstellers mit
dem In-Fusion Cloning Enhancer behandelt und mit dem linearisierten Vektor durch 30-mindtige
Inkubation bei unterschiedlichen Temperaturen (15 min bei 37°C und 15 min bei 50°C) in
Anwesenheit des In-Fusion Enzyms vereinigt. Es folgte eine Transformation in E. coli und eine
Antibiotikum-Resistenz-bedingte Selektion. Die Methodenbeschreibung wurde aus Schuplezow
(2009) Ubernommen. Wenn notig wurden die relevanten Parameter entsprechend der

Versuchsdurchfiihrung gedndert und ggf. erganzt.

2.8.12 Ortsgerichtete Mutagenese

Die ortsgerichtete Mutagenese wurde mit dem QuikChange® Lightning Site-Directed
Mutagenesis Kit von Stratagene nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Fir die Mutation
wurden zwei komplementdre Oligonukleotide ausgewahlt, die im zentralen Bereich die gewlinschte
Mutation enthielten. Die Mutagenesereaktion wurde im Mastercycler engradient (Eppendorf)
durchgefiihrt, anschlieRend erfolgte ein 5-minltiger Inkubationsschritt bei 37 °C mit dem
Restriktionsenzym Dpnl aus dem Kit. Danach wurde der Ansatz direkt fir die Transformation
kompetenter E. coli DH5a verwendet. Uberpriifung der erfolgreichen Mutagenesereaktion wurde bei

einer Sequenzierung der aus E. coli isolierten Plasmide festgestellt.
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2.8.13 Plasmidkonstruktion

2.8.13.1 Konstruktion von pET-Derivaten

Fur die Konstruktion des pET-Expressionsplasmids pET-TEV-H3;-CopS (Tab. 2) wurde der
kodierende Bereich des copS-Gens zwischen den Codons 89 und 399 mit den Oligonukleotiden H3-fw
und H3-rv (Tab. 3) und chromosomaler DNA von C. glutamicum amplifiziert. Das aufgereingte PCR-
Produkt wurde mit den Restriktionsenzymen Ndel und EcoRI verdaut und mit dem entsprechend
geschnittenen pET-TEV1-Vektor ligiert. Der Ligationsansatz wurde in E. coli DH5a transformiert und
auf LB-Platten mit 50 pg/ml Kanamycin ausplattiert. Die Transformanden wurden mittels Kolonie-PCR
mit den Oligonukleotiden pET-Promotor und pET-Terminator (Tab. 3) Uberprift. Das Plasmid wurde
aus den positiven Klonen isoliert. Vor der Transformation des Uberexpressionsstamms E. coli
BL21(DE3) mit dem Plasmid wurde die Sequenz, die fir das Hs;-CopS-Derivate kodiert, einer

Sequenzanalyse mit den Oligonukleotiden pET-Promotor und pET-Terminator unterzogen.

Die pET-Expressionsplamide pET28b-CopS-TEVgs, pET28b-CopS-TEVy,, und pET28b-CopS-
TEV,10 (Tab. 2) wurden mit Hilfe von overlap-extension PCR konstruiert. Hierzu wurden fir jedes
Konstrukt zwei PCR-Fragmente mit den Oligonukleotiden TEV-fw und TEV88-rv bzw. TEV88-fw und
TEV-rv flir pET28b-CopS-TEVgs, TEV-fw und TEV142-rv bzw. TEV142-fw und TEV-rv fir pET28b-CopS-
TEV14, und TEV-fw und TEV210-rv bzw. TEV210-fw und TEV-rv flr pET28b-CopS-TEV,;, amplifiziert
(Tab. 3). Als Template fur die einzelnen Fragmente diente chromosomale C. glutamicum DNA.
AnschlieBend erfolgte erneut eine PCR mit den Oligonukletiden TEV-fw und TEV-rv. Als Template
dienten die zuvor erhaltenen PCR-Produkte. Es entstanden Fusionsprodukte, die im Vergleich zu der
nativen copS-Sequenz neben dem Hexahistidin-Tag am C-Terminus eine Schnittstelle fiir die TEV-
Protase an Position 88, 142 bzw. 210 aufwiesen (bezogen auf die aa-Position in dem nativen CopS-
Protein). Die Oligonukleotide TEV-fw und TEV-rv beinhalten Schnittstellen fir die Restriktionsenzyme
Xbal und Xhol, welche einen Einbau in den pET28b-Vektor ermdglichen. Nachdem die GroRe des
jeweiligen Fusionskonstrukts auf einem Agarose-Gel iberpriift wurde, erfolgte ein Restriktionsverdau
mit Xbal und Xhol, anschlieBend wurden die PCR-Produkte mit dem linearisierten pET28b (mit Xbal
und Xhol) ligiert. Der Ligationsansatz wurde in E. coli DH5a transformiert und auf LB-Platten mit 50
pug/ml Kanamycin ausplattiert. Die Transformanden wurden mittels Kolonie-PCR mit den
Oligonukleotiden pET-Promotor und pET-Terminator Uberprift, aus den positiven Transformanden

wurden die Plasmide isoliert und mit den gleichen Oligonukleotiden einer Sequenzierung unterzogen.

Die Konstruktion der Expressionsplasmide pET28b-NHisg-TEV-CopSgy, PET28b-NHiss-TEV-
CopSys, PET28b-NHisg-TEV-CopSigs, PET28b-NHisg-TEV-CopSi19, PET28b-NHisg-TEV-CopS;19, PET28b-
NHiSG-TEV-COp5154, pETZSb-NHiSG-TEV-COpslsg, pETZSb-NHiSG-TEV-COpsl75, pETZSb—NHiSG—TEV—COpSBg,
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PET28b-NHisg-TEV-CopS,05, PET28b-NHisg-TEV-CopS,;, erfolgte mittels ortsgerichteter Mutagenese,
indem ein Triplet fir eine Aminosdure an einer bestimmten Position gegen ein Stoppcodon
ausgetauscht wurde (Tab. 2). Die Nummer am Ende jedes Plasmidnamens gibt an, an welcher
Position ein Stoppcodon eingefiihrt wurde. Hierzu wurden die Oligonukleotidpaare Stop90-s und
Stop90-as, Stop95-s und Stop95-as, Stopl106-s und Stopl106-as, Stop110-s und Stop110-as, Stop119-s
und Stop119-as, Stop154-s und Stop154-as, Stop159-s und Stop159-as, Stop175-s und Stopl75-as,
Stop188-s und Stop188-as, Stop206-s und Stop206-as, Stop210-s und Stop210-as verwendet (Tab. 3).

Bei den Expressionsplasmiden pET28b-NHisg-TEV-CopS-H153A, pET28b-NHise-TEV-CopS-
H153E, pET-TEV-H;-CopS-H153A und pET-TEV-H;-CopS-H153E (Tab. 2) wurde der konservierte
Histidin-Rest von CopS an Position 153 gegen Alanin oder Glutamat mit Hilfe ortsgerichteter
Mutagenese ersetzt. Der Austausch erfolgte in den Plasmiden pET28b-NHisg-TEV-CopS und pET-TEV-
H3-CopS mit den Oligonukletidpaaren H153A-s und H153A-as fiir Alanin und H153E-s und H153E-as
fur Glutamat (Tab. 3). Nach den Mutagenesereaktionen wurden die Plasmide in E. coli DH5a
transformiert und auf LB-Platten mit 50 pg/ml Kanamycin ausplattiert und tGber Nacht bei 37 °C
inkubiert. Danach wurde die Plasmid-DNA aus den Transformanden isoliert und einer Sequenzierung

unterzogen.

2.8.13.2 Konstruktion von pEKEx2- und pVWEx2-Derivaten

Zur Konstruktion des pEKEx2-cg2699 Plasmids wurde das Gen ¢g2699 mit den
Oligonukleotiden cg2699-fw und cg2699-rv (Tab. 3) und chromosomaler DNA von C. glutamicum
amplifiziert. Das 2166 bp groRe PCR-Produkt mit dem cg2699-Gen, einer RBS (AAGGA) und
einem Linker (GGGGC) vor dem Startcodon, welche mit Hilfe des Primers cg2699-fw eingefiihrt
wurde, wurde mit den Restriktionsenzymen Pstl und EcoRI verdaut und mit dem entsprechend
linearisierten pEKEx2-Vektor ligiert. Der Ligationsansatz wurde in E. coli DH5a-Zellen
transformiert und auf LB-Platten mit 50 pug/ml Kanamycin ausplattiert. Die Richtigkeit der Gber
Nacht gewachsenen Transformanden wurde mittels Kolonie-PCR mit den Oligonukleotiden
pPEKEx2-for und pEKE2-rev Uberprift. AnschlieRend wurden positive Klone mit den Primern
pEKEx2-for, pEKEx2-rev, cg2699-seql-fw und cg2699-seq2-rv einer Sequenzierung unterzogen
(Tab. 3).

Flr die Konstruktion des pEKEx2-cg2699-eCFP Plasmids, welches fiir ein Cg2699-eCFP
Fusionsptrotein kodiert, wurde pEKEx2-cg2699 als Ausgangsplasmid verwendet. Das eCFP-Gen
wurde mit den Primern cg2699-eCFP-fw und ¢g2699-eCFP-rv amplifiziert und mit dem pEKEx2-

€g2699-Plasmid (linearisirt mit den Restriktionsenzymen EcoRIl und Bsal) ligiert, sodass eCFP
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nach dem Stoppcodon von Cg2699 und einem Linker aus 18 bp (GAATTCGATCCGGGCCGC)
eingefligt wurde. AnschlieRend wurde das Stoppcodon gegen ein Alanin durch ortsgerichtete
Mutagenese mit den Oligonukleotiden cg2699-Stop-s und cg2699-Stop-as ersetzt (Tab. 3). Das
Plasmid wurde mit den Oligonukleotiden CFP-seq-1-rv, CFP-cg2699-seq-2-fw, CFP-3-rv, cg2699-
seg-1-fw, cg2699-seq-2-rv, pEKEx2-vor und pEKEx2-rev mittels Sequenzierung auf die Richtigkeit

der Sequenz Uberpriift.

Das Plasmid pVWEx2-CtaDyp-mCitrine wurde mittels in-Fusion Klonierung konstruiert.
Dabei wurden zwei PCR-Produkte mit ctaD und mCitrine (amplifiziert mit IF-ctaD-YFP-1-fw und
IF-ctaD-YFP-2-rv und mit IF-ctaD-YFP-3-fw und IF-ctaD-YFP-4-rv) in einer in-Fusion Reaktion mit
dem mit Xbal verdautem pVWEXx2-Vektor fusioniert (s. 2.8.11). Das resultierende Plasmid wurde
mit den Oligonukleotiden CtaD-seq-1-fw, CtaD-seg-2-fw, CtaD-seq-3-fw, pVWEx2-vor und

pVWEx2-rev auf die Richtigkeit des eingebauten Inserts liberprift.

2.8.13.3 Konstruktion von pK19mobsacB-Deletionsplasmiden

Zur Konstruktion der C. glutamicum-Deletionsmutanten Acg2699, AcopC (oder Acg1884) und
ActaDAcg2699 wurden die Plasmide pK19mobsacB-Acg2699 und pK19mobsacB-Acg1884 konstruiert
(Tab. 2). In einer ersten PCR wurden zwei etwa 400 bp groRe Fragmente, die stromaufwarts und
stromabwarts von dem zu deletierenden Gen liegen, mit den Oligonukleotiden Acg2699-1-fw und
Acg2699-2-rv bzw. Acg2699-3-fw und Acg2699-4-rv fir pK19mobsacB-Acg2699 und Acgl884-1-fw
und Acg1884-2-rv bzw. Acg1884-3-fw und Acg1884-4-rv fir pK19mobsacB-Acg1884 amplifiziert (Tab.
3). Die Oligonukleotide Acg2699-1-fw und Acg2699-4-rv bzw. Acgl884-1-fw und Acgl884-4-rv
wurden fiir die Klonierung in das Plasmid pK19mobsacB (Schéafer et al., 1994) mit Schnittstellen flr
die Restriktionsenzyme Pstl und EcoRI bzw. Hindlll und EcoRl ergédnzt. Die Oligonukleotide Acg2699-
2-rv und Acg2699-3-fw bzw. Acgl884-2-rv und Acgl884-3-fw besitzen eine 21 bp lange
komplementdre Sequenz. In einer Overlap-extension PCR mit den Oligonukleotiden Acg2699-1-fw
und Acg2699-4-rv bzw. Acgl884-1-fw und Acgl884-4-rv sowie den beiden ca. 400 bp groRRen
Fragmenten der ersten PCR als Matrize konnten die komplementaren Sequenzen hybridisieren und
verlangert werden. Die so erhaltenen Fusionsprodukte wurden mit Pstl und EcoRI bzw. Hindlll und
EcoRI verdaut, aufgereinigt und in den entsprechend geschnittenen Vektor pK19mobsacB kloniert
und auf Fehlerfreiheit mittels DNA-Sequenzierung mit den Oligonukleotiden M13-for und M13-rev
(Tab. 3) Gberpruft.
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2.8.14 Konstruktion der Deletionsmutanten mit Hilfe des pK19mobsacB-Systems

C. glutamicum-Deletionsmutanten wurden nach Niebisch and Bott (2001) in Anlehnung an
die von Link et al. (1997) beschriebene Methode mit dem Vektor pK19mobsacB konstruiert (Schafer
et al., 1994). Dazu wurden die in Tab. 2 beschriebenen pK19mobsacB-Derivate verwendet, die mittels
Elektroporation in C. glutamicum Wildtyp oder ActaD-Deletionsmutante transferiert wurden. Die
transformierten Zellen wurden auf BHI-Agarplatten mit 25 pug/ml Kanamycin ausplattiert. Der Vektor
pK19mobsacB kann in C. glutamicum nicht repliziert werden. Daher sollte bei Kanamycin-resistenten
Klonen das Plasmid durch homologe Rekombination am entsprechenden Genlocus in das
Chromosom integriert worden sein. Zur Selektion auf ein zweites Rekombinationsereignis wurden
Kanamycin-resistente Klone zunichst Gber Nacht in 5 ml BHI-Medium mit 0,5% (w/v) Glucose
kultiviert bevor die Zellen in 5 ml CgXll-Medium mit 0,5% (w/v) Glucose (ohne N- und P-Quelle)
gewaschen, in 5 ml resuspendiert und fir 6 h bei 30 °C und 170 Upm inkubiert wurden. AnschlieRend
wurden jeweils 100 pl einer 1:200, 1:500 und 1:1000-Verdinnung der Kulturen auf BHI-Agarplatten
mit 10% (w/v) Saccharose ausplattiert. Das sacB-Gen des pK19mobsacB-Plasmids codiert fiir das
Enzym Levansaccharase, das Saccharose in ihre Monosaccharide Fructose und Glucose spaltet und
Fructose zu oligomerem Levan umsetzt. Es konnte gezeigt werden, dass die sacB-Expression in
Anwesenheit von Saccharose letal fur C. glutamicum ist (Jager et al.,, 1992). Daher sollte bei
Saccharose-resistenten Klonen das Plasmid durch ein weiteres Rekombinationsereignis wieder aus
dem Chromosom entfernt worden sein, wobei entweder die Wildtyp-Situation wiederhergestellt
oder die gewiinschte Deletion erzeugt wird. Klone, die sowohl Saccharose-resistent als auch
Kanamycin-sensitiv waren, wurden durch Kolonie-PCR mit den Oligonukleotiden Acg2699-out-fw und
Acg2699-out-rv fur die Deletion des cg2699-Gens bzw. Acgl884-out-fw und Acgl884-out-rv fir die
Deletion des cg1884-Gens (Tab. 3), analysiert. Die Methodenbeschreibung wurde aus Brocker (2006)
Ubernommen. Wenn nétig  wurden die relevanten Parameter entsprechend der

Versuchsdurchfihrung geandert und ggf. erganzt.

2.9 Proteinbiochemische Methoden

2.9.1 Zellaufschluss

Fur den Aufschluss von C. glutamicum- und E. coli-Zellen wurden diese in ca. 4 ml
Aufschlusspuffer (TNI5-Puffer oder Puffer W) pro 1 g Zellen (Nassgewicht) resuspendiert und 100 pl
Proteaseinhibitor-Mix pro 1 g Zellen hinzugefiigt. Der Zellaufschluss erfolgte durch viermalige
Passage durch eine French-Press-Zelle (SLM AMINCO Spectronic Instruments) bei einem Druck von
108 MPa (E. coli) oder 172 MPa (C. glutamicum). Alternativ wurden die E. coli-Zellen mit Ultraschall

(Sonifier® 250, Branson Ultrasonics) in Rosettenzellen (Branson Ultrasonics) aufgeschlossen. Der
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Zellaufschluss erfolgte fiir 5 x 2 min mit einer Pulslange von 50%, einer Beschallintensitat von 8 und
einer Pause von 1 min zwischen den Beschallungen. AnschlieBend wurden intakte Zellen sowie
Zelltrimmer durch Zentrifugation (20 min bei 5467 g, 4 °C) abgetrennt. Danach erfolgte eine
Ultrazentrifugation des zellfreien Uberstandes (60 min bei 180000 g, 4 °C), die zur Sedimentierung
der Membranen fiihrte. Die Methodenbeschreibung wurde aus Brocker (2006) tlbernommen. Wenn
notig wurden die relevanten Parameter entsprechend der Versuchsdurchfiihrung gedndert und ggf.

erganzt.

2.9.2 Solubilisierung von Membranproteinen

Fir die Solubilisierung von Membranproteinen wurde die Membranfraktion im
Ausgangsvolumen Aufschlusspuffer (Puffer W oder TNI5) resuspendiert und die Proteinkonzentration
mittels Bradford-Methode bestimmt. Die Suspension wurde langsam auf Eis gerihrt und dabei eine
10%-ige DDM-L6sung (Biomol) zugetropft, bis eine Endkonzentration von 2 g DDM pro g Protein
erreicht war. Bei der Solubilisierung mit Empigen BB (N-N-Dimethyl-N-dodecyl-betain, 35%-ig in
Wasser, Sigma-Aldrich) oder Digitonin (Sigma-Aldrich) wurde das Detergenz ebenfalls langsam
zugefugt, bis die Endkonzentration von 2% (v/v) Empigen BB bzw. 1 g Digitonin pro g Protein erreicht
wurde. Die Probe wurde anschlieBend 45 min auf Eis unter Rihren inkubiert. Nach 20-min(tiger
Ultrazentrifugation bei 180000g und 4°C wurde der Uberstand mit den solubilisierten
Membranproteinen fiir die Aufreinigung mittels Ni-NTA-Affinitatschromatographie (s. 2.9.6) oder
Strep-Tactin-Chromatographie (s. 2.9.7) weiter verwendet. Die Methodenbeschreibung wurde aus
Schelder (2008) libernommen. Wenn notig wurden die relevanten Parameter entsprechend der

Versuchsdurchfiihrung gedndert und ggf. ergadnzt.

2.9.3 Bestimmung von Proteinkonzentration
Bradford-Methode:

Fur die Proteinbestimmung nach der Bradford-Methode (Bradford, 1976) wurden 50 pl Probe
mit 1 ml Bradford-Reagenz (Coo Protein Assay, Uptima) versetzt, fiir 10 min bei Raumtemperatur
inkubiert und die Extinktion bei 595 nm gemessen. Als Standard wurde Rinder-Serumalbumin (BSA)

verwendet. Die Methodenbeschreibung wurde aus Schelder (2008) libernommen.

UV-Absorption:

Bei den Standard-Proteinkonzentrationsbestimmungstests wirken Detergenzien storend,
deswegen wurde die Konzentration von solubilisierten Proteinen durch die Messung der Extinktion
unter Verwendung des berechneten Extinktionskoeffizienten (¢) bei 280 nm (NanoDrop 1000

Spectrophotometer, peqglab Biotechnologie) bestimmt. Hierzu wurde der Extinktionskoeffizient

33



Material und Methoden

basierend auf der Aminosduresequenz mit Hilfe des Programms ,ProtParam” (www.expasy.ch)
ermittelt. Fir die CopS-Derivate NHisg-TEV-CopS, NHisg-TEV-CopS-H153A und NHisg-TEV-CopS-H153E
betrug der Extinktionskoeffizient 22,92 M™tem™, fur die CopS-Derivate NgymCopS-TEV, NgymCopS-
TEV-H153A und NgywCopS-H153E war € = 21,43 Mtem™, fur die verkiirzten CopS-Derivate NHisg-TEV-
CopSy0s und NgumCopSies War € = 16,96 M -cm™bzw. 15,47 M .cm™. Die Methodenbeschreibung
wurde aus Schuplezow (2009) Ubernommen. Wenn noétig wurden die relevanten Parameter

entsprechend der Versuchsdurchfiihrung gedandert und ggf. erganzt.

2.9.4 SDS-Polyacrylamid-Gelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Auftrennung l6slicher und membrangebundener Proteine nach ihrer Masse wurde die
SDS-PAGE (Laemmli, 1970) in vertikalen Gelkammern (MiniProtean-ll-Apparatur, BioRad)
durchgefiihrt. Es wurden 15%-ige Trenngele und 8%-ige Sammelgele bzw. 12%-ige Trenngele und 6%-
ige Sammelgele genutzt. Die Proben wurden mit 1/4 Volumen fiinffach konzentriertem SDS-
Ladepuffer (0,225 M Tris-HCl, pH 6,8, 50% (v/v) Glycerin, 5% (w/v) SDS, 0,05% (w/v) Bromphenolblau,
0,25 M DTT) gemischt und 10 min bei 95 °C denaturiert. Als GroBenstandard wurde fir Coomassie-
gefarbte Gele der Precision Plus Protein Unstained Standard (BioRad) und fiir Westernblot-Analysen
der Dual Color Standard (BioRad) verwendet. Die Auftrennung erfolgte bei konstanter Stromstéarke
(0,02 A pro Gel) und einer maximalen Spannung von 200 V. Um gréRere Mengen Protein
nachzuweisen, erfolgte eine Farbung routinemaRig mit kolloidalem Coomassie (Nachweisgrenze: 50
bis 200 ng). Hierfur wurde die Fertigldsung Rapid Stain™ (Bioscience) entsprechend der Anweisung
des Herstellers verwendet. Die Gele wurden zunachst 3 x 10 min mit bidest. Wasser gewaschen, eine
Stunde gefarbt und dann mindestens eine Stunde mit bidest. Wasser wieder entfarbt. Zum Nachweis
geringerer Proteinmengen (Nachweisgrenze: 0,1 bis 1 ng) wurde die Silberfarbung genutzt (Blum et
al., 1987). Hierfur wurden die Gele mindestens 30 min in Fixierl6sung (40% (v/v) Ethanol, 10% (v/v)
Eisessig und 500 pl 37% (v/v) Formaldehyd pro Liter) inkubiert und dann 2 x 10 min in 30% (v/v)
Ethanol und 1 x 10 min mit bidest. Wasser gewaschen. Es folgte eine Inkubation fir 1 min in
Thiosulfatlosung (0,02% (w/v) Na,S,0; - 5H,0) und anschlieBendes Waschen fiir 3 x 20 s in bidest.
Wasser. Als nichstes wurde das Gel 20 min in frisch angesetzter Silbernitratlésung (0,2% (w/v)
AgNOs, 75 pl 37% (v/v) Formaldehyd pro 100 ml) inkubiert und wieder 3 x 20 s mit bidest. Wasser
gewaschen. Die Entwicklung erfolgte in 3% (w/v) Na,COs, 0,0004% (w/v) Natriumthiosulfat und 500
ul 37% (v/v) Formaldehyd pro Liter. Nach ausreichender Farbung wurden die Gele 2 x kurz mit VE-
Wasser gesplilt und dann 10 min in Stopp-Lésung (50 mM EDTA) geschittelt. Zuletzt wurde noch
dreimal kurz mit VE-Wasser gewaschen. Die Methodenbeschreibung sowie die Puffer-
Zusammensetzung wurden aus Brocker (2006) und Krug (2004) ilbernommen. Wenn noétig wurden

die relevanten Parameter entsprechend der Versuchsdurchfiihrung gedndert und ggf. erganzt.
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2.9.5 Westernblot-Analyse

Fir den Nachweis vom CtaD-Protein mit einer Strep-Tag IlI-Sequenz (CtaDs) mittels
Westernblot-Analyse wurde ein Strep-Tactin-Alkalische-Phosphatase-Konjugat (IBA) verwendet. Der
Transfer von Proteinen aus SDS-Polyacrylamidgelen auf Membranen erfolgte durch Elektroblotting in
einer Transblot Semi-Dry Transfer Cell (BioRad). Die Proteine wurden auf Nitrocellulose-Membranen
(Protran, Whatman) mit Towbin-Blotpuffer (25 mM Tris, 192 mM Glycin, 20% (v/v) Methanol)
(Towbin et al., 1979) libertragen. Dazu wurden 4 Whatman-Papiere, das Gel und die Membran
zunachst in Towbin-Blotpuffer inkubiert. Fir den Blot-Aufbau wurden 2 Whatmanpapiere, die
Membran, das Gel und 2 Whatmanpapiere in der angegebenen Reihenfolge luftblasenfrei auf die
Anode gelegt und anschlieRend die Kathode aufgesetzt. Der Transfer erfolgte 60 min (+ 15 min pro
weiteres Gel) bei einer Stromdichte von 1 mA/cm®. Nach dem Blotten wurde die Membran iiber
Nacht in 1 x PBST-Puffer mit 3% (w/v) Rinderserumalbumin (BSA) geschittelt und anschlieRend
dreimal 10 min mit PBST-Puffer gewaschen. Zur Maskierung biotinylierter Proteine wurde die
Membran 30 min in 1 x PBST-Puffer mit 4 ug/ml Avidin (aus HiihnereiweiR, Sigma) geschiittelt, bevor
sie nach Zugabe eines Strep-Tactin-Alkalische-Phosphatase-Konjugat (IBA) in einer 1:4000-
Verdiinnung eine weitere Stunde geschiittelt wurde. Nach zweimaligem Waschen der Membran fiir 5
min mit PBST und 1 x5 min mit PBS (PBST ohne Tween 20) erfolgte die Detektion. Dazu wurde die
Membran in 25 ml Alkalische-Phosphatase-Puffer (100 mM Tris-HCl, pH 9,5, 100 mM NaCl, 10 mM
MgCl,) mit je 250 pl 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolylphosphat (20 mg/ml in H,0) und 250 pl Nitroblau-
Tetrazoliumchlorid-Lésung (30 mg/ml in 70% (v/v) Dimethylformamid) inkubiert. Nach ausreichender
Farbung wurde die Reaktion durch Uberfilhrung der Membran in VE-Wasser gestoppt. Die
Methodenbeschreibung sowie die Puffer-Zusammensetzung wurden aus Schelder (2008)
Ubernommen. Wenn noétig  wurden die relevanten Parameter entsprechend der

Versuchsdurchfihrung gedndert und ggf. erganzt.

2.9.6 Ni-NTA-Affinitatschromatographie

Die Proteinreinigung der verschiedenen Polyhistidin-getaggten Proteine erfolgte uber
separate 5 ml-Polypropylen-Saulen (Qiagen), die luftblasenfrei mit je 4 ml suspendierter Ni-NTA-
Agarose (Qiagen) gefillt wurden, was einem Bettvolumen von 2 ml entsprach. Das Material wurde
mit einer Fritte abgedeckt. Die Saule wurde zunachst mit 40 ml TNI5-Puffer dquilibriert. AnschlieRend
wurde der Rohextrakt zweimal auf die Sdule gegeben. Schwach bzw. unspezifisch gebundene
Proteine wurden durch Waschen mit 40 ml TNI50-Puffer entfernt. Spezifisch gebundenes Protein
wurde mit 6 x 1 ml TNI200- oder TNI400-Puffer eluiert. Proteine, die immer noch an Ni** gebunden
waren, wurden durch Entfernen der Ni**-lonen mit 10 ml des EDTA enthaltenden Strip-Puffers

entfernt. Die Sdule wurde entweder bis zum nachsten Gebrauch bei 4 °C gelagert oder mit 4 ml 100
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mM NiSO, fiir eine neue Chromatographie vorbereitet. Bei der Reinigung von Membranproteinen
wurde jeder Puffer mit 0,05% (w/v) DDM versetzt. Die Proteinaufreinigung wurde mittels SDS-PAGE
Uberpriift. Die Methodenbeschreibung sowie die Puffer-Zusammensetzung wurden aus Brocker
(2006) Ubernommen. Wenn notig wurden die relevanten Parameter entsprechend der

Versuchsdurchfiihrung gedndert und ggf. erganzt.

2.9.7 Strep-Tactin-Chromatographie

Proteine mit einem C-terminalen Strep-Tag Il (Sequenz: WSHPQFEK) wurden durch
Affinitatschromatographie mit Strep-Tactin-Sepharose gereinigt (Skerra and Schmidt, 2000). Die
|6sliche Proteinfraktion wurde zundchst zur Absattigung von biotinylierten Proteinen mit 60 pl
Avidin-Lésung (5 mg/ml, aus HihnereiweiB, Sigma) versetzt. AnschlieRend wurde die Proteinlésung
auf eine Saule mit Strep-Tactin-Sepharose (2 ml Bettvolumen, IBA) gegeben, die zuvor mit einer Fritte
abgedeckt und mit 10 ml Puffer W150 &dquilibriert worden war. Nach Waschen mit 2 x 10 ml Puffer
W300 wurde spezifisch gebundenes Protein mit 6 x 1 ml Puffer E eluiert. Die Sdule wurde durch
dreimaliges Waschen mit 10 ml Puffer R regeneriert und bei 4 °C gelagert. Die eluierten Fraktionen
wurden qualitativ auf ihren Proteingehalt untersucht, indem je 10 pl mit jeweils 100 pl Bradford-
Reagenz (Coo Protein Assay, Uptima) gemischt wurden. Die Blaufarbung der Losung zeigte an, ob die
Fraktion Protein enthielt oder nicht. Die Eluatfraktionen mit Protein wurden vereinigt und bis zur
weiteren Verwendung bei 4 °C gelagert. Die Proteinaufreinigung wurde durch SDS-PAGE (iberprift.
Die Methodenbeschreibung sowie die Puffer-Zusammensetzung wurden aus Schelder (2008)
libernommen. Wenn noétig wurden die relevanten Parameter entsprechend der

Versuchsdurchfiihrung gedndert und ggf. erganzt.

2.9.8 TEV-Protease-Verdau

Die TEV-Protease ist ein 28 kDa groRes Nuclear Infusion a (Nla) Protein aus tobacco etch virus
(TEV), deren Erkennungssequenz ENLYFQG ist. Die TEV-Protease schneidet zwischen Q und G in
dieser Sequenz und wird fiir die Abspaltung der Tags in den Fusionsproteinen eingesetzt. Vor dem
Verdau wurde die Substrat-Proteinlosung, die mittels Ni-NTA-Chromotographie aufgereinigt wurde
(s. 2.9.6) aufkonzentriert (s. 2.9.10) und anschlieBend 1:40 mit TN-Puffer verdinnt, um eine
Imidazolkonzentration von 5 mM zu erreichen. Es wurde 1 mg der TEV-Protease pro 10 mg des
Substrats eingesetzt. Nach der Inkubation mit der TEV-Protease fir max. 22 h wurde die
Proteinlésung erneut einer Ni-NTA-Chromatographie unterzogen. Alle His-Tag-haltigen Fragmente
sowie die TEV-Protease, die ebenfalls ein His-getagtes Protein ist, banden an das Sdulenmaterial und
die saubere Proteinlésung wurde aufgefangen. Um auch das gewtinschte Protein ohne His-Tag, das

unspezifisch gebunden wurde, von der Saule zu entfernen, wurde mit 20 ml TNI20-Puffer gewaschen.
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Dabei wurde der Proteingehalt in allen aufgefangen Fraktionen quantitativ untersucht, indem 100 pl
Bradford-Reagenz (Coo Protein Assay, Uptima) mit 10 ul der aufgefangenen Fraktion versetzt
wurden. Soweit eine Farbentwicklung festzustellen war, enthielten die Proben noch das gewiinschte
Protein. Die Imidazolkonzentration von 20 mM reichte aus, um die unspezifisch gebundenen Proteine
von der Sdule zu entfernen, war aber fir die Elution der His-Tag-haltigen Proteine bzw.
Proteinfragmente zu niedrig. Alle Fraktionen mit Tag-freiem Protein (der Durchlauf und die
Fraktionen nach dem Waschschritt mit TNI20) wurden vereint und fir weitere Anwendungen
aufkonzentriert. Die His-Tag-haltigen Fragmente wurden von der Ni-NTA-Sdule mit Strip-Puffer
entfernt. Die Sdule wurde bei 4°C gelagert. Die Methodenbeschreibung sowie die Puffer-
Zusammensetzung wurden aus Schuplezow (2009) Gibernommen. Wenn nétig wurden die relevanten

Parameter entsprechend der Versuchsdurchfiihrung geandert und ggf. erganzt.

2.9.9 GroRenausschlusschromatographie

Die Homogenitdt und Reinheit von Proteinen, die fur Kristallisationsansdtze eingesetzt
werden sollten, wurden durch GroRenausschlusschromatographie analysiert. Hierfir wurde
aufgereinigtes Protein mittels einer HiLoad 16/60 Superdex™ 200 prep grade-Siule (Amersham
Biosciences), welche an ein Akta Explorer-System (Amersham Biosciences) angeschlossen war, der
GroRe nach aufgetrennt. Die Saule wurde zuvor mit 20 mM Tris-HCI-Puffer + 0,05% (w/v) DDM, pH
7,0 flr CopS-Derivate in voller Lange oder 20 mM Tris-HCI-Puffer + 50 mM NacCl, pH 7,0 fiir NgyCopR
und I6sliche CopS-Derivate aquilibriert. Fiir die Bestimmung der Homogenitat der Probe wurden 3 bis
12 mg Protein in 1 ml des jeweiligen Puffers auf die Sadule aufgetragen und bei 4 °C mit einer
Flussrate von 1 ml/min von der Saule mit demselben Puffer, der auch fiir die Aquilibrierung der Siule
verwendet wurde, eluiert. Die Sdule wurde zuvor mit einem Protein Molekulargewichtsmarker
(MWGF-200, Sigma) kalibriert. Dafiir wurden 20 mg Albumin, 10 mg der Alkohol-Dehydrogenase, 8
mg Amylase, 6 mg Carboanhydrase und 4 mg Cytochrom c in je 1 ml 20 mM Tris-HCI-Puffer, pH 8,0
gelost und einzeln chromatographisch aufgetrennt. Die Methodenbeschreibung sowie die Puffer-
Zusammensetzung wurden aus Schuplezow (2009) libernommen. Wenn nétig wurden die relevanten

Parameter entsprechend der Versuchsdurchfiihrung gedndert und ggf. erganzt.

2.9.10 Aufkonzentrierung von Proteinlésungen

Zur Aufkonzentrierung wurden die Proteinlosungen mittels Amicon Ultra 4 bzw. 15
(Millipore) mit einem MWCO von 100000 fiir CopS-Derivate in DDM-Micellen und 10000 fir I8sliche
CopS-Derivate und NgyCopR durch 10- bis 40-miniitige Zentrifugation bei 4 °C und 3363 g auf das

gewlinschte Volumen reduziert.
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2.9.11 Proteinidentifizierung mittels MALDI-ToF-MS Analyse

FUr Peptidmassen-Fingerprint-Analysen wurden Proteinbanden aus Coomassie-gefarbten
SDS-Acrylamidgelen ausgeschnitten und die Proteine im Gel mit Trypsin verdaut (Fountoulakis and
Langen, 1997). Hierzu wurden die Gelstlickchen zweimal 10 min mit 750 pl 0,1 M
Ammoniumbicarbonat in 30% (v/v) Acetonitril gewaschen, 20 min in einer Vakuumzentrifuge
getrocknet und anschlieRend in 6 pul 3 mM Tris-HCl-Puffer, pH 8,8 mit 10 ng/ul Trypsin (Promega)
rehydratisiert. Nach 30 min wurden weitere 6 pl 3 mM Tris-HCI, pH 8,8 ohne Trypsin zugegeben und
die Proben N bei RT verdaut. Die Peptide wurden durch Zugabe von 10 ul bidest. Wasser und
15 min Inkubation bei RT, sowie Zugabe von 10 pl 0,2% (v/v) Trifluoressigsaure in 30% (v/v)
Acetonitril und 10 min Inkubation bei RT eluiert. Gegebenenfalls wurden die Peptide mittels ZipTip
C18 standard bed (Millipore) nach Angaben des Herstellers entsalzt und konzentriert. AnschlieRend
wurden die Proben auf eine Prespotted AnchorChip- Platte (Bruker Daltonics), die bereits eine a-
Cyano-4-hydroxyzimtsaure (HCCA)- Matrix und einen Kalibrierungsstandard enthalt, aufgetragen. Die
MALDI-ToF-MS/MS-Messungen wurden mit einem Utraflex MALDI-ToF/ToF-Massenspektrometer 11I
(Bruker Daltonics) im positiven Reflektormodus und einem Beschleunigungspotential von 26,3 kV
durchgefiihrt. Die erhaltenen Peptidmassen wurden mit Hilfe des Programms BioTools 3.1 des
MASCOT-Servers (Matrix Science) und der MASCOT-Software (Perkins et al., 1999) mit der NCBI-C.
glutamicum-Protein-Datenbank verglichen. Beim Peptidmassenvergleich mittels der MASCOT-
Software sowie mittels des MS-Fit-Programms wurden ein missed cleavage beim Trypsinverdau, eine
Carbamidomethylsubstitution am Cystein als feste Modifikation, eine Oxidation von Methionin sowie
Phosphorylierungen von Serin- und Threonin-Resten als variable Modifikationen und eine
Abweichung von 200 ppm zugelassen. Von einer sicheren Identifizierung wurde ausgegangen, wenn
ein MOWSE-Score (Molecular Weight Search, Molmassensuche) > 50 erhalten wurde (Pappin et al.,
1993). Weiterhin konnten mit dem Ultraflex MADLI-ToF/ToF-Massenspektrometer Il mittels MS/MS-
Methode einzelne tryptische Peptide selektiert und weiter fragmentiert werden, um die
Aminosauresequenz des ausgewdhlten Peptids (parent ion) abzuleiten. Dazu wurde die
entsprechende Probe mit hoher Laserenergie verdampft und ionisiert. Nach Beschleunigung der
ionisierten tryptischen Peptide wurden diese Uber eine kurze Strecke aufgetrennt und im Anschluss
konnte mit Hilfe eines kurzzeitig aussetzenden Gegenfeldes das parent ion selektiert werden.
Aufgrund der hohen Laserenergie, die zum Verdampfen der Probe verwendet wurde, zerfallen die
tryptischen Peptide wahrend des Fluges (Laser-Induced-Dissociation, LID). Um diese entstandenen
lonen voneinander zu trennen, folgte anschlieBend deren Beschleunigung in der LIFT-Einheit (Lift-
Technik = Post-Akzeleration von fragmentierten lonen) (Suckau et al, 2003). Die
lonisierungsspannung betrug in diesen Fallen 8,0 kV, die Lift-Spannung 19 kV und die
Reflektorspannung 29,5 kV. Bei der Zuordnung und Bewertung der erhaltenen Spektren wurde eine
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MS/MS-Toleranz von 0,5 Da zugelassen. Ein Protein galt als identifiziert, wenn die MASCOT-
Datenbanksuche einen Kandidaten als signifikant (p<0,05) betrachtete. Die Methodenbeschreibung
sowie die Puffer-Zusammensetzung wurden aus Krawczyk (2011) ibernommen. Wenn nétig wurden

die relevanten Parameter entsprechend der Versuchsdurchfiihrung gedndert und ggf. erganzt.

2.9.12 Bestimmung der Proteinstabilitdt von CtaDs,

Um die Proteinstabilitdt von CtaDs; zu bestimmen, wurden die Stamme C. glutamicum
ActaD/pJC1-CtaDs, und ActaDAcg2699/pJC1-CtaD, GN in BHI-Medium mit 2% (w/v) Glucose mit 25
pg/ml Kanamycin bei 30 °C und 170 Upm geschittelt. Am nichsten Tag wurden mehrere 50 ml-
Hauptkulturen im gleichen Medium zu einer ODgy von 0,1 angeimpft. Die Synthese von
plasmidkodiertem CtaDs; unterlag der Kontrolle des nativen Promotors und bedarf keiner Induktion.
Nach 5 h Kultivierung wurde sowohl die Transkription mit 250 ug/ml Rifampicin als auch die
Translation mit 100 pg/ml Tetracyclin in allen Kulturen gehemmt. Bis 100 min nach Zugabe der
Hemmstoffe wurden im 30-min-Takt je eine 50 ml-Kultur geerntet (20 min bei 5467 g, 4 °C) und bei -
20 °C gelagert. Am darauf folgenden Tag wurden die Zellen auf Eis aufgetaut, in je 8 ml TE-Puffer
resuspendiert und mittels French-Press-Zelle (SLM AMINCO Spectronic Instruments) aufgeschlossen.
Danach folgte eine Zentrifugation fiir 20 min bei 5467 g, 4 °C, der Uberstand wurde bei der
Ultrazentrifugation (1 h, 180000 g, 4 °C) in zwei Fraktionen getrennt: die sedimentierten
Membranproteine und cytosolische Proteine im Uberstand. Die Membranproteinfraktion wurde in
500 pl TE-Puffer resuspendiert. Die Proteinkonzentration wurde mittels Bradford-Methode bestimmt
und darauf basierend wurden Proben fiir SDS-PAGE hergestellt, die alle ungefdhr die gleichen
Proteinmengen enthielten. Die Denaturierung der Proteine vor der SDS-PAGE-Analyse erfolgte
schonend bei 50 °C fir 30 min, anschlieBend wurden die Proben auf zwei SDS-PAGE-Gele geladen,
ein Gel wurde nach der SDS-PAGE mit kolloidalem Coomassie (Rapid Stain™, Bioscience) gefarbt, um
die Menge der geladenen Proteinlosungen untereinander vergleichen zu kénnen, das zweite Gel
wurde einer Westernblot-Analyse unterzogen. Die Detektion des CtaDs.-Proteins erfolgte mit dem
Strep-Tactin-Alkalische-Phosphatase-Konjugat (IBA) (2.9.5). Die Methodenbeschreibung wurde aus
Schweitzer (2007) ibernommen. Wenn nétig wurden die relevanten Parameter entsprechend der

Versuchsdurchfiihrung gedndert und ggf. erganzt.

2.10 DNA-Microarray-Technologie

Die DNA-Microarray-Technik dient dazu, die relativen mRNA-Spiegel von tausenden Genen
gleichzeitig bestimmen zu kénnen. Die hierbei verwendeten DNA-Microarrays sind Glas-Objekttrager,
auf denen entweder PCR-Produkte oder synthetisch hergestellte Oligonukleotide gespottet werden

kénnen, an denen dann cDNA hybridisieren kann. Die in dieser Arbeit verwendeten C. glutamicum
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DNA-Microarrays wurden von der Firma Operon Biotechnologies hergestellt. Auf einem DNA-
Microarray werden neben 3057 Protein-kodierenden Genen 1294 intergenische Regionen, 60 tRNA-
Gene, 15 rRNA Gene und 140 Oligonukleotide fiir positive und negative Kontrollen gespottet. Die

Methodenbeschreibung wurde aus Brocker (2006) tbernommen.

2.10.1 Synthese fluoreszenzmarkierter cDONA-Sonden

FUr den Vergleich genomweiter Genexpressionsmuster wurden fluoreszenzmarkierte cDNA-
Sonden ausgehend von gleichen Mengen (25 pg) der zu vergleichenden RNA-Proben synthetisiert
(Wendisch et al., 2001). Als Fluoreszenzfarbstoffe wurden die dUTP-Analoga Cy3-dUTP (Aabsorption max
550 NM, Aiyoreszenz max 570 nm, griin, Amersham Biosciences) und Cy5-dUTP (Aapsorption max 649 Nm,
Afluoreszenz max 670 Nm, rot, Amersham Biosciences) verwendet. Die RNA (25 pg Gesamt-RNA in 14 pl
Wasser gel6st) wurde mit 1 pl einer 500 ng/ul Zufallshexanukleotid-Primer-Losung (in bidest. Wasser
gelost, Amersham Biosciences) inkubiert (65 °C, 10 min) und anschlieBend 2 min auf Eis abgekiihlt.
Die reverse Transkription wurde in einem Puffer durchgefiihrt, der 0,1 mM Cy3-dUTP oder Cy5-dUTP,
50 mM Tris-HCl, pH 8,3, 75 mM KCI, 3 mM MgCl,, 10 mM DTT, 0,5 mM dATP, 0,5 mM dGTP, 0,5 mM
dCTP, 0,2 mM dTTP und 400 U Superscript-Il Reverse Transcriptase (Invitrogen) enthielt (Wendisch et
al., 2001). Der 30 pl Ansatz wurde 10 min bei RT und anschlieBend 110 min bei 42 °C inkubiert. Nach
der reversen Transkription wurde die RNA durch Zusatz von 10 pl NaOH (0,1 N) 10 min bei 65 °C
hydrolysiert. Die Lésung wurde mit 10 ul HCI (0,1 N) neutralisiert. Die Abtrennung nicht eingebauter
Nukleotide erfolgte durch Ultrazentrifugationseinheiten (Microcon YM-30, Millipore). Der 50 ul
Ansatz wurde mit Wasser auf 500 pl aufgefillt und durch Zentrifugation (10 min, 13800 g) zweimal
auf etwa 20 pl eingeengt. Danach wurden die fiir eine Hybridisierung vorgesehenen Cy3- bzw. Cy5-
markierten Sonden vereinigt und es erfolgte, wie oben beschrieben, eine weitere
Ultrafiltrationszentrifugation (10 min, 13800 g). Die so erhaltene cDNA-Sonde (5 ul) wurde sofort fir
die DNA-Chip-Hybridisierungen eingesetzt. Die Methodenbeschreibung wurde aus Brocker (2006)
Ubernommen. Wenn noétig  wurden die relevanten Parameter entsprechend der

Versuchsdurchfiihrung gedndert und ggf. erganzt.

2.10.2 Prahybridisierung

Es wurde zuerst getestet, ob der Chip Mangel in Form von Kratzern oder schlechtem Spotting
aufwies. Dafiir wurde der Chip bei Wellenlangen von 532 nm und 635 nm mit einer Verstarkung von
je 600 PMT mit dem GenePix™ 4000 B Laser Scanner (Axon Instruments) gescannt. Die SDS-
enthaltende Prahybridisierungslésung (Hybridisierungs-Kit, Operon) wurde auf 42 °C vorgewarmt,
50 ml dieser Lésung wurden in ein Falcon steril filtriert und der Chip 1 h in der Lésung geschwenkt.

Die Prahybridisierung ist notwendig, um auf dem Chip unspezifische Bindungsstellen abzusattigen.
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Nach 1 h wurde der Chip 5 min in Wash 1 (1,25 ml OpArray Wash B, Operon) in 50 ml bidest. Wasser,
sterilfiltriert) bei 37 °C geschwenkt. AnschlieRend wurde der Chip 5 min im vorgewarmten bidest.
Wasser gewaschen, um die Prahybridisierungslosung mit SDS zu entfernen. Nach dem Schwenken im
Wasser musste der Chip schnellstmoglich in ein 50 ml-Falcon Uberfiihrt und durch Zentrifugieren
getrocknet werden. Dazu wurde 5 min bei 521 g zentrifugiert. Nun wurde der Chip wiederum
gescannt, wobei der Hintergrund kleiner 600 sein sollte und maoglichst keine griinen Schlieren vom
SDS mehr vorhanden sein sollten. Bis zur Hybridisierung wurde der Chip in einem Exikator gelagert.
Die Methodenbeschreibung wurde aus Brocker (2006) Ubernommen. Wenn nétig wurden die

relevanten Parameter entsprechend der Versuchsdurchfiihrung gedndert und ggf. ergédnzt.

2.10.3 Hybridisierung

Zu den vereinigten und aufgereinigten Cy3- bzw. Cy5-markierten cDNA-Sonden (5 ul) wurden
50 ul Hybridisierungspuffer (OpArray Hyb Solution, Operon) hinzugeflgt, fir 3 min bei 95 °C
denaturiert und auf 42 °C abgekiihlt. AnschlieBend wurden die Chips auf dem DC-Mixer fixiert und
die Sonden aufgetragen. Die Hybridisierung erfolgte in einer speziellen Hybridisierungskammer
(MAUI®, BioMicro® Systems) fir 16 - 17 Stunden bei 42 °C. Die Methodenbeschreibung wurde aus
Brocker (2006) libernommen. Wenn noétig wurden die relevanten Parameter entsprechend der

Versuchsdurchfiihrung gedndert und ggf. erganzt.

2.10.4 Posthybridisierung

Um die Probenlosung und unspezifisch gebundene fluoreszenzmarkierte ¢cDNA nach der
Hybridisierung zu entfernen, erfolgte ein stringentes Waschen der DNA-Chips fiir 10 min bei 42 °C in
Wash 2 (5 ml OpArray Wash A und 2,5 ml OpArray Wash B, Operon, ad. 50 ml bidest. Wasser),
10 min bei 37 °C in Wash 3 (10 ml OpArrayWash A, ad 50 ml bidest. Wasser) und 5 min bei RT in
Wash 4 (100 ul OpArrayWash A ad 50 ml bidest. Wasser), jeweils unter Ausschluss von Licht. Durch
Zentrifugation (5 min, 521 g, RT) wurde der DNA-Chip getrocknet und anschlieBend die Fluoreszenz
auf der DNA-Chip-Oberfliche bestimmt. Die Methodenbeschreibung wurde aus Brocker (2006)
libernommen. Wenn noétig  wurden die relevanten Parameter entsprechend der

Versuchsdurchfiihrung gedndert und ggf. erganzt.

2.10.5 Messung und Quantifizierung der Fluoreszenz von Hybridisierungssignalen

Um die relativen mRNA-Spiegel der zu vergleichenden Proben zu bestimmen, wurde die Cy3-
und die Cy5-Fluoreszenz der Spots gemessen. Da das Verhaltnis von Cy3- und Cy5-Fluoreszenz eines
Spots unter geeigneten Bedingungen direkt mit dem Verhaltnis der Anzahl der mRNA-Molekiile in

den verglichenen RNA-Proben korreliert, ist es ein MaR fiir den relativen mRNA-Spiegel (Shalon et al.,
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1996). Zum Messen der ortsaufgeldsten Fluoreszenz auf den DNA-Chips wurde der GenePix 4000 A
Laser Scanner (Axon) verwendet. Die DNA-Chip-Oberflache (10 x 10 um Raster) wurde zum Anregen
der fluoreszierenden Molekiilgruppen mit monochromatischem Licht zweier verschiedener
Wellenldangen bestrahlt, eine zur Anregung von Cy3-dUTP (532 nm) und die andere fiir Cy5-dUTP
(635 nm), und die daraufhin emittierte Fluoreszenz wurde mit lichtempfindlichen Kathoden bei
570 nm (Cy3-Fluoreszenz) und bei 670 nm (Cy5-Fluoreszenz) registriert. Diese wandeln die Cy3- und
Cy5-Fluoreszenz in elektrischen Strom um, der weiter verstdrkt wird. Die gemessene Stromstarke
korreliert direkt mit der Cy3- bzw. Cy5-Fluoreszenz. Mit Hilfe der Software wurde die ortsaufgeloste
Information fur die Cy3- und Cy5-Fluoreszenz anhand der numerischen Werte als Fluorogramm
bildlich dargestellt und im 16 bit-TIFF-Format elektronisch gespeichert (GenePix Pro 6.0 Software).
Hierdurch wurden die Roh-Fluoreszenz-Daten erhalten. Die GenePix Array List (erstellt von Dr. T.
Polen) erlaubte eine Zuordnung jedes einzelnen detektierten DNA-Spots zu dem entsprechenden
C. glutamicum-Gen bzw. zu den entsprechenden Hybridisierungskontrollen (genomische
C. glutamicum-DNA, A-DNA und PCR-Produkte von Genen aus E. coli). Die Methodenbeschreibung

wurde aus Brocker (2006) tibernommen.

2.10.6 Normierung und statistische Analyse von DNA-Microarray-Daten

Die Berechnung des Verhdltnisses von Signal zu Rauschen fir Cy3- und Cy5-
Fluoreszenzsignale erfolgte durch Bildung des Quotienten Signalintensitatsyor /
Signalintensitétsyothintergruna- Wenn das Signal/Rausch-Verhiltnis sowohl fiir die Cy3- als auch fir die
Cy5-Fluoreszenz kleiner als finf war, wurden die Signale als zu schwach angenommen, um
zuverlassig ausgewertet werden zu kénnen und in weiteren Analysen nicht beriicksichtigt (Khodursky
et al., 2000). Um die durch die Cy5-/Cy3-Fluoreszenz-Verhiltnisse reprasentierten relativen mRNA-
Spiegel verschiedener DNA-Microarray-Experimente besser miteinander vergleichen zu konnen,
wurden die numerischen Werte normalisiert (Eisen et al., 1998). Die Normalisierung erfolgte fiir
jeden DNA-Chip anhand des Cy3-/Cy5-Fluoreszenz-Verhiltnisses von chromosomaler C. glutamicum-
DNA. Dazu wurde aus den Cy5-/Cy3-Fluoreszenz-Verhidltnissen aller auswertbaren Spots mit
genomischer DNA (insgesamt 196) der Mittelwert bestimmt. Der Kehrwert dieses Mittelwerts diente
als Korrekturfaktor zur Normalisierung. Bei Multiplikation des Korrekturfaktors mit dem
experimentellen bestimmten Mittelwert fir das Fluoreszenz-Verhaltnis von chromosomaler DNA
ergibt sich das theoretisch erwartete Verhaltnis von 1 (Eisen et al., 1998). Die Verhéltnisse aller Gen-
spezifischen Spots wurden dann mit diesem Korrekturfaktor multipliziert (Khodursky et al., 2000).
Beruhend auf einem von W.S. Gosset (1876-1937) entwickelten statistischen Verfahren zur
Berechnung von Wahrscheinlichkeiten beziiglich Ubereinstimmung oder Verschiedenheit zweier

Datensatze, erfolgte fiir Gene, deren relativer mRNA-Spiegel mehrfach bestimmt wurde, die
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Berechnung von p-Werten mit dem t-Test (TTEST-Tabellenfunktion, EXCEL 2000, Microsoft). Dabei
wurde die Streuung der mehrfach gemessenen und normalisierten Cy3-/Cy5-Fluoreszenzverhaltnisse
eines Gens mit der Streuung der normalisierten Cy3-/Cy5-Fluoreszenzverhiltnisse genomischer DNA
verglichen (Khodursky et al., 2000). Veranderte relative mRNA-Spiegel von Genen mit p-Werten
>0,05 wurden als statistisch nicht signifikant verdndert betrachtet. Die Methodenbeschreibung

wurde aus Brocker (2006) tibernommen.

2.10.7 Archivierung von DNA-Microarray-Daten

Zur Verwaltung und Archivierung von DNA-Microarray-Daten wurde die fiir das Computer-
Betriebssystem Linux frei erhdltliche relationale Datenbank mySQL verwendet (MySQLAB
http://www.mysgl.com). Die DNA-Microarray-Daten, Fluorogramme sowie die relevanten
Informationen zur Kultivierung der Zellen, RNA-Isolierung etc. wurden entsprechend des MIAME-
Standards erfasst und auf dem Linux- Zentralrechner des Instituts in einer mySQL-Datenbank
hinterlegt, so dass sie tUber das institutsinterne Netzwerk fiir weitere Analysen zur Verfligung stehen

(Polen and Wendisch, 2004). Die Methodenbeschreibung wurde aus Krug (2004) ilbernommen.

2.11 Analyse von Cytochromspektren

Zur Analyse von Cytochromspektren wurden Spektren intakter C. glutamicum-Zellen unter
reduzierenden Bedingungen bzw. reduziert-minus-oxidiert Differenzspektren isolierter C.
glutamicum-Membranen zwischen 540 und 650 nm bei Raumtemperatur mit einem Jasco V560
(Jasco) Spektrophotometer aufgenommen. Die Gerateeinstellungen waren: 40 nm/min
Scangeschwindigkeit, 1 nm Bandbreite, slow response. Zur Messung triiber Proben (intakte Zellen
und Membranen) in Kivetten mit 5 mm Schichtdicke wurde ein spezieller
Siliziumphotodiodendetektor (Castiglioni et al., 1997) eingesetzt. Die Aufnahme von reduziert-
Spektren intakter Zellen erfolgte bei einer ODgy von 100 nach Zugabe von einigen Kristallen
Natriumdithionit. Fir die Analyse von Cytochromen in den isolierten Membranen wurde zunachst
das reduziert-Spektrum nach Zugabe von einigen Kristallen Dithionit aufgenommen und
anschlieRend das oxidiert-Spektrum nach Zugabe von festem Kaliumhexacyanoferrat(lll). Die
Methodenbeschreibung wurde aus Niebisch (2002) Ubernommen. Wenn nétig wurden die

relevanten Parameter entsprechend der Versuchsdurchfiihrung gedndert und ggf. erganzt.

2.12 Fluoreszenzmikroskopie

Bei der Fluoreszenzmikroskopie der Stamme ActaD/pVWEx2-CtaDyy-mCitrine und
Acg2699/pEKEX2-cg2699-eCFP wurden die Zellen auf mit Agarose beschichtete Objekttrager (ca. 1

mm Agarose-Schicht) pipettiert und mit dem entsprechenden Filter fiir CFP- oder YFP-Fluoreszenz
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mikroskopiert. Die Mikroskopie erfolgte fur ActaD/pVWEx2-CtaDyp-mCitrine am Zeiss Axio Imager
M2 Mikroskop (Zeiss) und fir Acg2699/pEKEx2-cg2699-eCFP wegen einer besseren Auflésung am
Nikon Eclipse Ti Mikroskop (Nikon).

2.13 Rontgenstrukturanalyse der Sensorkinase CopS

2.13.1 Proteinkristallisation

Die Kristallisationsversuche wurden am Institut fir Biochemische Pflanzenphysiologie der
Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf in Kooperation mit Prof. Dr. Georg Groth unter der Anleitung
von Mariana Grieben und Dr. Daniel Schlieper durchgefiihrt. Die Proteinkristallisation ist ein Prozess,
bei dem die Proteine kontrolliert aus der Losung abscheiden und die einzelnen Proteinmolekdle sich
in eine geordnete Kristallstruktur einordnen. Dabei sind duRere Bedingungen kritisch, denn fir die
Proteinkristallisation ist es essenziell, dass die Proteine nicht als Prazipitat ausfallen, sondern ihre
physikalischen und chemischen Eigenschaften beibehalten und in einer klar geordneten Struktur
gepackt werden. Zur Kristallisation diverser CopS-Derivate wurden verschiedene Methoden mit
kommerziell erworbenen Kits getestet. Hierzu wurde das Protein auf eine Konzentration von
3,5 mg/ml bis 24 mg/ml aufkonzentriert und wenn nicht anders angegeben in 20 mM Tris-HCl, pH 7,0
+ 0,05% (w/v) DDM fir die Kristallisationsansitze eingesetzt. Die Proteinlésung wurde vor der
Verwendung fur die Kristallisationsansatze abzentrifungiert und mit 0,01% (w/v) Natriumazid und
0,001% (w/v) PMSF versetzt zum Vermeiden von Pilz-Bewuchs bzw. von Protein-Abbau durch

Proteasen.

Microbatch:

Bei dieser Kristallisationsmethode wird das Protein mit der Kristallisationslosung gemischt
und unter einer Olschicht inkubiert. Dies erlaubt minimale bis keine Wasser-Verdunstung (Chayen et
al., 1990). Hierzu wurden Greiner IMP@CT 96-well-Platten oder Greiner 72-well Microbatch-Platten
(Hampton Research) verwendet. Die Kristallisationslosungen aus den Kits JBScreen Membrane 1 -3
(Jena Bioscience), MemStart™&MemSys™ HT-96 (Molecular Dimensions) und MbClass and MbClass
Il Suit (Qiagen) fir membrangebundene CopS-Derivate und die Kits Classics Suite, Classics Suite I,
PEGs Suite und PEGs Il Suite (Qiagen) fir l6sliche CopS-Derivate wurden getestet, indem 1 ul
Kristallisationsldsung mit 1 pl Proteinlésung gemischt und mit einem Olfilm (Mineralél, Sigma)
Uberschichtet wurden, sodass eine Verdunstung kaum moglich ist. Die Platten wurden in 4 °C-,
15 °C- und 25 °C- Inkubatoren (Molecular Dimensions) gelagert und in regelmaRigen Abstanden auf
die Kristallbildung (iberprift. Sobald eine geeignete Bedingung gefunden wurde, um darin
Proteinkristalle zu zlichten (initiale Bedingung), erfolgten weitere Optimierungen. Es wurden pH-

Werte (in 0,2 Schritten), Proteinkonzentration und PEG-Konzentration (in 1% Schritten) systematisch
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verdandert. Die Proteinkonzentration wurde wenn moglich erhoht. Dariiber hinaus wurde die
geeignete initiale Bedingung mit diversen Additiven aus dem Additive Screen (Hampton Research)

getestet.

Evaporationsmethode:

Im Gegensatz zu Microbatch-Kristallisationsmethode basieren die Methoden sitting drop und
hanging drop auf dem Prinzip der Evaporation. Dabei wird Wasser aufgrund der unterschiedlichen
Konzentrationen aus dem Kristallisationsansatz (die Kristallisationslésung wird mit der Proteinlosung
verdiinnt) verdrangt. Die Proteinlosung wird dadurch eingeengt, sodass auf die Proteine Krafte
wirken, die die einzelnen Molekiile in rdaumliche Nahe bringen und somit eine geordnete
Kristallbildung beglnstigen (McPherson, 1985). Die beiden Methoden unterscheiden sich in der
Position des Protein-haltigen Tropfens: bei der sitting drop-Methode wird der Tropfen auf einem
Podest ,sitzend” positioniert und bei der hanging drop-Methode hangt der Tropfen am Deckel lber
dem Reservoir mit Kristallisationslésung. Fur die Kristallisation als sitting drop wurden die 96-well
NeXtal Evolution Platten verwendet (Qiagen). Dabei betrug die Reservoir-Losung 70 pl, wobei 1 pl
der Reservoir-Losung mit 1 pl der Proteinlésung auf dem Podest gemischt wurde. Die Platten wurden
anschlieRend mit einer Schutzfolie abgeklebt, um eine unkontrollierte Verdunstung zu verhindern.
Die Platten wurden bei 15 °C und 25 °C inkubiert und in regelméaRigen Abstdnden beobachtet. Hierbei
wurden folgende Kits verwendet: JBScreen Membrane 1-3 (Jena Bioscience),
MemStart™&MemSys™ HT-96 (Molecular Dimensions) und MbClass and MbClass Il Suit (Qiagen) fiir
membrangebundene CopS-Derivate und die Kits Classics Suite, Classics Suite I, PEGs Suite und PEGs
Il Suite (Qiagen) fiir 16sliche CopS-Derivate. Sobald eine geeignete Kristallisationsbedingung gefunden
wurde, erfolgten Optimierungen der jeweiligen Parameter (pH, PEG-Konzentration,
Proteinkonzentration und Zugabe von Additiven). Fiir die hanging drop-Methode wurden die
EasyXtal 15-well Platten verwendet (Qiagen), die Reservoir-Losung betrug 400 pl, 1 ul der Reservoir-
Losung wurde mit 1 pl der Proteinlésung auf dem Deckel vermischt und behutsam umgedreht und an
das Reservoir angeschraubt. Die Platten wurden bei 15 °C inkubiert und in regelmaRigen Abstdnden
beobachtet. Aufgrund des geringeren Durchsatzes mit den 15-well Platten wurde diese
Kristallisationsmethode nur bei den Optimierungsschritten der initialen Bedingungen als eine

Variation der Kristallisationsparameter verwendet.
Lipidic sponge phase:

Diese Methode wurde von der lipidic cubic phase-Kristallisationsmethode fir
Membranporteine abgeleitet. Dabei imitiert die Lipid-haltige Kristallisationsldsung die biologischen

Membranen und begiinstigt die Kristallisation von Membranproteinen (Landau and Rosenbusch,
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1996). Die lipidic sponge phase-Kristallisationsmethode ist aufgrund des erhohten Anteils an
aquatischen Poren in der Lipid-haltigen Umgebung besonders gut fiir Membranproteine mit grofRen
I6slichen Doménen geeignet (Engstrom et al., 1998). Es wurde das Kit Lipidic-Sponge Phase™ Screen
MD (Molecular Dimensions) nach Angaben des Herstellers und Entwicklers (Wohri et al., 2008),
verwendet. Dazu wurden die EasyXtal 24-well Platten (Qiagen) fiir hanging drop-Ansdtze genutzt, die
Reservoir-Lésung betrug 400 ml, der Tropfen enthielt 1 ul Proteinlésung und 1 pl der kurz davor auf
50 °C erwarmte und abgekiihlte lipidic sponge phase-Losung. Die Platten wurden bei 21 °C lber
mehrere Wochen inkubiert und in regelmaRigen Abstanden auf Phasentrennung bzw. Kristallbildung

mikroskopisch untersucht.

Verwendung der Lipopeptid-Detergenzien:

Aufgrund der hohen Hydrophobizitit der Transmembranhelices konnen die
Membranproteine ohne die Anwesenheit von Detergenzien, die die hydrophoben Bereiche schiitzen
und eine Protein-Detergenz-Micelle (hier: Protein-DDM-Micelle) bilden, nicht in Losung gebracht
werden. Bei der Kristallisation kann das Detergenz jedoch storend sein, und es konnen die Protein-
Protein-Wechselwirkungen durch die Micelle gestort sein, die fiir eine Kristallpackung notwendig
sind. Um dies zu umgehen, wurde das Detergenz in den Protein-DDM-Micellen gegen ein Lipopeptid-
Detergenz LPD-12 (Calbiochem/EMD, Millipore) ausgetauscht. Die sowohl hydrophoben als auch
hydrophilen Eigenschaften des LPD-12 erlauben es, die Integritdt der Membranproteine zu erhalten
und gleichzeitig die Micellen-Hille gegen eine LPD-Micelle (23 kDa) zu ersetzen (McGregor et al.,
2003, Prive, 2009). Die aufgereinigten Proteine in DDM-haltigen Puffern wurden in den
Aufkonzentratoren Amicon Ultra 4 (Millipore) mit einem MWCO von 10000 bei 4 °C und 3363 g mit
dem LPD-haltigen Puffer (20 mM Tris-HCI, 50 mM NacCl, pH 7,0) auf 1 ml eingeengt. Dabei betrug das
LPD: Protein-Verhaltnis 20:1. Der Vorgang wurde zweimal durchgefiihrt und anschlieRend wurde die
Protein-LPD-L6sung erneut mit einem Detergenz-freien Puffer aufgefillt und aufkonzentriert (5 Mal,
20 mM Tris-HCI, 50 mM NaCl, pH 7,0). Dadurch wurden alle restlichen DDM-Detergenzien aus der
Lésung entfernt (Prive, 2007). Die Proteine in den LPD-Micellen wurden auf eine gewliinschte

Konzentration eingeengt und direkt fur die Kristallisationsansetze eingesetzt.

2.13.2 Messung der Rontenbeugungsmuster von Proteinkristallen

Die gezlichteten Kristalle wurden daraufhin Uberpriift, ob es sich um Proteinkristalle handelt
oder nicht. Hierzu wurde meistens der lzit-Farbstoff (Hampton Research, 1:10 verdiinnt mit der
Kristallisationslésung) verwendet. Wenn eine intensive Blaufarbung im Kristall beobachtet wurde,
handelte es sich um ein Proteinkristall. Wenn die Kristallpackung sehr dicht war, konnten keine

Farbstoff-Molekile in das Kristall eindringen. Dies deutete darauf hin, dass es sich um ein Salzkristall
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handelt. Eine andere Methode, die Kristalle zu tberprifen war, diese mit einer sehr diinnen Nadel zu
picken. Wenn ein Kristall sehr leicht nachgab und bei der ersten Berlihrung zerstért wurde, war das
ein Hinweis, dass dieser Kristall ein Proteinkristall war. Wenn der Kristall jedoch erst nach mehreren
Versuchen zerstort wurde und dabei ein lautes Gerdusch zu horen war, deutete es auf einen
Salzkristall hin. Die Proteinkristalle wurden zur ESRF (European Synchrotron Radiation Facility) in
Grenoble, Frankreich mitgenommen und an der Beamline ID14-4 mit dem Detektor ADSC Q315r CCD
gemessen. Die Montierung der Kristalle in die Cryo-Loops und Messung am ESRF wurden von Dr.
Astrid Hoppner durchgefiihrt, die Auswertung der gesammelten Daten erfolgte durch Dr. Daniel

Schlieper.

2.14 Festkérper-NMR mit rekonstituierter Sensorkinase-CopS

2.14.1 Rekonstitution von NgymCopSaoe in E. coli-Liposomen

Zur Praparation der Liposomen wurden zundchst E. coli-Phospholipide (polar lipid extract,
20 mg/ml in Chloroform, Avanti polar lipids) im Rotationsverdampfer eingedampft. AnschlieRend
wurde die Probe liber Nacht lyophillisiert und in 100 mM Kaliumphosphat-Puffer, pH 7,5 auf eine
Endkonzentration von 20 mg/ml eingestellt. Die Proben wurden in 500 pl Aliquots separiert, mit
Stickstoff Uberschichtet und in fliissigem Stickstoff schockgefroren (Moker et al., 2007). Die
Liposomen wurden bei -80 °C gelagert. Das gereinigte CopS-Derivat NgywCopS,es (His-Tag-freies
NHisg-TEV-CopS,06) wurde wie im Folgenden beschrieben rekonstituiert (Rigaud et al., 1995, Etzkorn
et al, 2008, Ostuni et al., 2010). Die E. coli-Liposomen wurden durch schrittweise Zugabe von
20% (v/v) Triton X-100 (in 100 mM Kaliumphosphat-Puffer, pH 7,5) solubilisiert. Dabei wurde ein
Lipid : Triton X-100 Verhaltnis (R.i-Koeffizient, Rigaud et al., 1995) von 1,3 eingehalten. Direkt
nachdem die Liposomen-Suspension klar wurde, wurden die Liposomen 30 min bei RT geschuttelt
(300 Upm). Nach der Inkubation wurde die Sensorkinase (12 mg) in einem Verhdltnis von Lipid zu
Protein von 5: 1 (w/w) hinzugetropft und 1 h bei RT geschuttelt. Zum Entfernen der Detergenzien
wurden Bio-Beads (BioRad) in einem Verhiltnis von 5:1 (Bio-Beads : Triton X-100 (w/w))
hinzugegeben. Das Gemisch wurde bei leichtem Schitteln 1 h bei RT inkubiert bevor die zweite
Zugabe der gleichen Menge an Bio-Beads erfolgte und die Probe eine weitere Stunde bei RT bei
leichtem Schiitteln inkubiert wurde. Anschliefend folgte eine Inkubation Giber Nacht bei 4 °C unter
leichtem Schitteln. Am nachsten Tag folgte eine weitere Zugabe der fiinffachen Menge an Bio-Beads
und Inkubation fiir 1 h bei RT. Nach dem Entfernen der Bio-Beads wurden die Proteoliposomen
50 min bei 4°C und 180000g durch Ultrazentrifugation sedimentiert. Die sedimentierten
Proteoliposomen wurden zweimal mit Membranpuffer (50 mM Tris-HCl, pH 8,0, 10% (v/v) Glycerin)

gewaschen (180.000 g, 4 °C, 40 min) und anschliefend in 400 ul Membranpuffer resuspendiert. Vor
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der Lagerung bei -80 °C wurden die Proteoliposomen im flissigen Stickstoff schockgefroren und bei
RT aufgetaut. Dieser Frieren-und-Tauen-Vorgang, der zu Stabilisierung der Proteoliposomen dienen
sollte, wurde dreimal wiederholt. Vor der Festkérper-NMR-Messung wurden die Proteoliposomen
aufgetaut, durch Ultrazentrifugation (180000g, 4°C, 40 min) sedimentiert, der Uberstand
abgenommen und die sedimentierten Proteoliposomen wurden mit einem kleinen Spatel direkt in
den Rotor gegeben. Die Methodenbeschreibung sowie die Puffer-Zusammensetzung wurden aus
Schelder (2008) libernommen. Wenn notig wurden die relevanten Parameter entsprechend der

Versuchsdurchfiihrung gedndert und ggf. erganzt.

2.14.2 Bestimmung von DDM-Konzentration

FUr eine Bestimmung der Abnahme der DDM-Konzentration bei der Rekonstitution von
NeHmCopS,0s Wurde die Eigenschaft des Detergenz genutzt, eine farbliche Reaktion bei Mischung mit
Bradford-Losung hervorzurufen. Daher eignet sich die Bradford-Methode nicht zur Bestimmung der
Proteinkonzentration in DDM-haltigen Losungen. Fiir die Ermittlung der Wellenlange, bei der die
DDM-Konzentration messbar ist, wurde ein Spektrum von DDM-Konzentrationen zwischen 0 pg/ml
und 5 pg/ml im gewiinschten Puffer zwischen 200 und 800 nm aufgenommen (Jasco V560, Jasco).
Dabei wurde die Wellenlange von 610 nm ermittelt, bei welcher die groRten Unterschiede fir

verschiedene Konzentrationen zu erkennen waren (Abb. 5A).
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Abbildung 5: Spektren der DDM-haltigen Proben zur Ermittlung einer Wellenldnge, bei der der
Unterschied in der Absorption am starksten ist. 1 ml Bradford-Reagenz wurde mit verschiedenen
Volumina an 10% (w/v) DDM-Lésung versetzt, sodass die Endkonzentrationen zwischen 0 und 5
ug/ml lagen (A). Die Ausgleichgerade zur Bestimmung der DDM-Konzentration im linearen Bereich
zwischen 0,7 pg/ml und 2 pug/ml DDM wurde fir die Absorptionswerte bei der Wellenlédnge von
610 nm erstellt (B).
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Eine lineare Abhédngigkeit zwischen der Detergenzkonzentration und der gemessenen
Absorption wurde fiir den DDM-Konzentration-Bereich zwischen 0,7 und 2 pg/ml festgestellt (Abb.
5B). Zur Bestimmung der DDM-Konzentration in Proteoliposomen-Proben wurde das Protein mit
Methanol gefillt und abzentrifugiert (Ostuni et al., 2010). Der Uberstand wurde fiir 10 min mit
Bradford-Reagenz inkubiert und anschieRend die Absorption bei 610 nm gemessen. Zu Erstellung
einer Kalibriergerade dienten frisch angesetzte DDM-Lésungen mit Konzentrationen zwischnen 0 und

2 ug/ml.

2.14.3 Saccharose-Dichtegradient

Die Uberpriifung einer erfolgreichen Rekonstitution von NgymCopS,es in die E. coli-Liposomen
erfolgte mittels eines diskontinuierlichen Saccharose-Dichtegradienten. Es wurden sterilfiltrierte
Saccharose-Lésungen (400 pl von 45%-iger und je 200 pl von 20%-, 10%- und 5%-iger (v/v)
Saccharose-Losung in 50 mM Tris-HCl, pH 8,0) in 2 ml UZ-Réhrchen in Schichten mit abnehmender
Konzentration vorbereitet. Dabei wurde darauf geachtet, dass die einzelnen Schichten sich nicht
miteinander vermischen. Die triibe Probe mit Proteoliposomen wurde auf die obere 5%-ige
Saccharose-Schicht gegeben und 2 h bei langsamer Beschleunigung und Abbremsung bei 4 °C und
180000 g ultrazentrifugiert. Dabei wurden spezielle Keramik-Einsatze mit Deckel fiir 2 ml-Réhrchen
fir den 70.1 Ti-Rotor (Beckman Coulter) verwendet. Nach der Zentrifugation wurde der Inhalt des
Rohrchens mit der Pipette vorsichtig abgenommen und aliquotiert, die Fraktionen mit einer triben
Farbung wurden notiert. Alle Fraktionen wurden einer SDS-PAGE-Analyse unterzogen (s. 2.9.4) und
auf Proteingehalt untersucht. Eine erfolgreiche Rekonstitution konnte dann festgestellt werden,
wenn die Fraktionen mit einer sichtlichen Tribung (Lipide) mit den Protein-haltigen Fraktionen

korrelierten.

2.14.4 Festkérper-NMR-Spektroskopie

Die Festkorper-NMR-Spektroskopie wurde im Rahmen einer Kooperation mit Prof. Dr.
Henrike Heise, ICS-6, Forschungszentrum Jiilich durchgefiihrt. Dazu wurden Proteoliposomen mit 23C-
und ®N-markiertem NsHmCopSaes eingesetzt. Die Proteoliposomen wurden mit einem kleinen Spatel
in einen 4 mm Rotor gefillt, wobei zwischendurch kurze Zentrifugationsschritte erfolgten, um eine
moglichst grolRe Menge der gelartigen Probe in den Rotor zu fillen. Membrangebundene Proteine
kénnen in einer Membranumgebung nicht mit einer herkdmmlichen NMR-Spektroskopie untersucht
werden, weil Proteine in der Membran nicht mit hinreichend hoher Geschwindigkeit rotieren kénnen
und daher die orientierungsabhangigen Wechselwirkungen wie dipolare Kopplungen zwischen den
Kernen und die chemische Verschiebungsanisotropie nicht ausgemittelt werden kénnen. Bei der

Festkorper-NMR-Spektroskopie wird das Problem der Anisotropie umgangen, indem der Rotor in
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einem ,,magischen“ Winkel von 54,7° bezlglich des duReren Magnetfelds positioniert und rotiert
wird (MAS, magic angle spinning) (Mehring, 1983). Die Festkorper-MAS-NMR-Messung erfolgte
bei -30°C und einer Feldstdarke von 14,1 T, was einer Protonen-Larmorfrequenz von 600 MHz
entspricht. Es wurden C-Spindiffusions- und Doppelquantum-Korrelations-Experimente
durchgefiihrt. Der Magnetisierungstransfer beider Methoden basiert auf den dipolaren Kopplungen
zwischen Spins und erlaubt es, Wechselwirkungen zwischen rdaumlich benachbarten Kernen zu
beobachten. Bei der Doppelquantum-Korrelation werden nur die stark gekoppelten Spins direkt
gebundener Kohlenstoffatome innerhalb einer Aminosdure, wie Ca-Cp oder CB-Cy miteinander
korreliert. Eine Kombination der beiden Experimente liefert eine Maoglichkeit, zwischen den
intraresidualen und interresidualen NMR-Signalen zu unterscheiden. Dariber hinaus wurde die
Probe bei exakt 9375 Hz rotiert, diese Rotationsgeschwindigkeit wurde aufgrund der Unterschiede in
der chemischen Verschiebung zwischen den ausgemittelten Ca- und CO-Signalen bestimmt und
ermoglicht eine Ubertragung der Magnetisierung zwischen den interresidualen Spins
(Rotationsresonanz) (Seidel et al., 2004). Damit konnen Abstandsmessungen zwischen einzelnen
Kernen durchgefiihrt und Sekundarstrukturelemente analysiert werden. Die Messungen und die
Auswertung der Ergebnisse wurden von Dr. Santhosh Ayalur-Karunakaran und Prof. Dr. Henrike Heise

durchgefihrt.
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1. Strukturelle Untersuchungen der Sensorkinase Cop$S

Die Sensorkinase CopS aus dem Zweikomponentensystem CopSR ist fiir die Erkennung von
erhohten Kupferkonzentrationen und die Weiterleitung dieses Signals tber die Membran in C.
glutamicum verantwortlich (Schelder et al., 2011). Es ist nicht bekannt, wie dieser Mechanismus
ablauft und welche strukturellen Anderungen in der Sensorkinase CopS dazu filhren, dass die
Autophosphorylierung an dem konserviertem Histidin-Rest an Position 153 stattfindet. Die
Sensorkinasen fungieren als Dimere, wobei der Phosphat-Rest von der HATPase_c-Domane eines
Monomers auf den konservierten Histidin-Rest der HisKA-Domdne des anderen Monomers
Ubertragen wird (Gao and Stock, 2009). Eine Strukturaufklarung des CopS-Proteins konnte dazu
beitragen, den Mechanismus der Signallibertragung zu verstehen. Die Sensorkinase CopS weist eine
Reihe von Vorteilen auf, die bei den strukturellen Studien nutzlich sind: (i) das Protein lasst sich
relativ gut heterolog Uberproduzieren, (ii) in groBen Mengen reinigen und (iii) die Proteinlésung
weist nach der Reinigung eine hohe Homogenitat auf (bei der Gelfiltration erfolgt die Elution in
einem einzigen Peak, Schuplezow, 2009). Mit Hilfe der Rontgenstrukturanalyse kdnnte die Struktur
der vollstindigen CopS-Sensorkinase aufgeklart werden. Eine mégliche Anderung der Struktur in
Anwesenheit des putativen Effektors Kupfer kdnnte zum Verstandnis der Dynamik innerhalb des
Proteins beitragen, die bei der Signalerkennung bzw. Signalweiterleitung stattfindet. Bei der
Festkorper-NMR-Analyse kann ebenfalls die Dynamik der Weiterleitung des Signals Uber die
Membran erforscht werden. Dazu wird das in Proteoliposomen rekonstituierte CopS-Protein in An-
und Abwesenheit des Effektors auf die Verschiebung von Aminosauren in der Membran bzw. in den
angrenzenden Domaénen untersucht. In den vorherigen Studien konnte bereits gezeigt werden, dass
CopS sich erfolgreich in Proteoliposomen rekonstituieren lasst (Schelder, 2008, Schuplezow, 2009).
Fur die Festkorper-NMR-Analyse ist jedoch die vollstandige Sensorkinase CopS mit 399 Aminosauren
zu groB. Um eine Signallberlappung der einzelnen Aminosauren zu verhindern, sollte ein verkirztes

CopS-Derivat identifiziert und eingesetzt werden, welches den membrangebundenen Teil enthalt.

1.1 Kristallisation von CopsS fiir R6ntgenstrukturanalyse

1.1.1 Kristallisation von NgyuwCopS

Fur die Kristallisation der kompletten Sensorkinase CopS wurden zunachst grolRe Mengen von
Histidin-getaggtem CopS (NHisg-TEV-CopS) in E. coli lberproduziert und Uber eine Ni-NTA-
Chromatographie aufgereinigt. Nach der Aufreinigung wurde der His-Tag mittels der TEV-Protease

abgespalten und das Tag-freie NgymCopS-Protein erneut aufgereinigt. Im Anschluss daran wurde das
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Protein mit Hilfe einer GroRenausschlusschromatographie auf Homogenitdt untersucht und
gleichzeitig in 20 mM Tris-HCI, pH 7,0 + 0,05% (w/v) DDM umgepuffert (flr Details s. Material und
Methoden 2.9.6, 2.9.8, 2.9.9 und 2.9.10). Nachdem das Protein von der Gelfiltrationssaule eluiert
wurde, wurde die Proteinlésung auf eine Konzentration zwischen 3,5 mg/ml und 24 mg/ml
eingeengt, in 50 pl-Aliquots in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert. Kurz vor
den Kristallisationsansdtzen wurde die bendtigte Anzahl an Proteinaliquots schnell und schonend

aufgetaut.

Die ersten Kristallisationsscreens  (JBS-Membrane 1 - 3 (Jena Biscience),
MemStart™&MemSys™ HT-96 (Molecular Dimensions) und MbClass and MbClass Il Suit (Qiagen))
mit NgywCopS ergaben vier initiale Bedingungen, in denen Kristalle gewachsen waren (genaue
Zusammensetzung der Bedingungen s. Anhang, Tab. 6). AnschlieRende Optimierungsversuche dieser
Kristallisationsbedingungen hinsichtlich bspw. der Pufferzusammensetzung, Zugabe von Additiven
und einer anderen Kristallisationsmethode waren nur fir eine Bedingung erfolgreich (A6 aus JBS-
Membrane 1-3 Kristallisationskit (Jena Biosciense) in Microbatch, Abb. 6A-a). Die
Ausgangskomposition der Kristallisationslésung war: 20% (w/v) PEG550 MME, 10 mM Tris-HCl, pH
7,5. Variationen in der Inkubationstemperatur (15 °C, 20 °C, 25 °C), PEG-Konzentration (16 - 30%) und
Proteinkonzentration (3, 5 und 10 mg/ml), pH (6,8 - 8,3) (fir mehr Details s. Material und Methoden
2.13.1) fuhrten zu keiner Verbesserung der anfangs beobachteten Kristalle. Die Zugabe des Additivs
Dextransulfat (Endkonzentration in der Kristallisationslésung 0,075% (v/v), Additive-Kit, Hampton-
Research) fuhrte hingegen zu einer Verbesserung der Kristallform (Abb. 6A-b). Eine weitere
Verbesserung der Kristallisation konnte durch Anderung der Kristallisationsmethode von Microbatch
zu hanging drop erzielt werden. Dabei konnten am Rand des Kristallisationstropfens relativ grofRe

Einkristalle beobachtet werden (Abb. 6A-c).

Es wurde beschrieben, dass die Kristallisation phosphorylierbarer Proteine durch Zugabe von
ATP, ADP oder dem nicht hydrolysierbaren ATP-Analog AMP-PNP (Adenylyl-Imidodiphosphat)
verbessert werden kann (Marina et al., 2005 und Albanesi et al., 2009). Die Zugabe von AMP-PNP zu
der bereits optimierten Kristallisationsbedingung fiihrte zur Bildung von Doppelkonus-formigen
Kristallen, welche bis zu 100 um groR waren (Abb. 6A-d). Die genaue Zusammensetzung der

optimierten Kristallisationsbedingungen (A6-b, -c und -d) ist im Anhang, Tab. A1 zusammengefasst.

Parallel zu den oben beschriebenen Screens und Optimierungen wurden alle Ansdtze auch
mit Kupfer (CuSO,) als potentiellem Liganden von CopS durchgefiihrt (zweifacher molarer Uberschuss
gegenliber dem Protein). Dabei konnten keine geeigneten Kristallisationsbedingungen fir weitere
Optimierungen gefunden werden, da in Anwesenheit von Kupfer keine Proteinkristalle gewachsen

waren.
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Abbildung 6: Kristallbilder von den Optimierungsschritten der Kristallisation von NgywCopS (A) und
Beugungsmuster (B, rechts) des Kristalls aus der Bedingung ,,d“ (B, links) an der ID14-4 Beamline in
ESRF, Grenoble, Frankreich (B). Die Kristallisationsbedingungen bei denen die Kristalle a - ¢
gewachsen sind, sind wie folgt zusammengesetzt: 20% (w/v) PEG550 MME, 10 mM Tris-HCl, pH 7,5 in
Microbatch (a) + 0,075% (v/v) Dextransulfat in Microbatch (b) + 0,075% (v/v) Dextransulfat in
hanging drop (c) + 0,075% (v/v) Dextransulfat, + 0,25 mM AMP-PNP in hanging drop (d).

Ein Doppelkonus-formiger Kristall wurde in Grenoble untersucht und an der ID14-4 Beamline
in ESRF (European Synchrotron Radiation Facility) gemessen. Die Montierung und Vermessung des
Kristalls erfolgte durch Dr. Astrid Hoppner und die anschlieBende Auswertung der Ergebnisse wurde
von Dr. Daniel Schlieper durchgefiihrt. Der Kristall wurde dazu in den Winkeln ¢ = 46° und ¢ = 92°
um 1° gedreht. Die Beugungsmuster sowie der gemessene Kristall sind in Abb. 6B dargestellt. Die
Spots bis zu 12 A bei ¢ = 46° - 47° verschwinden nach der Drehung des Kristalls um 45° und es sind
nur Ringe anstelle von Spots zu erkennen (¢ = 92° - 93°). Dieses Ergebnis deutet daraufhin, dass der
gemessene Kristall eine innere Asymmetrie in einer Dimension aufweist. Somit ist es unmoglich, von

diesem Kristall Daten zu sammeln, die fir die Strukturberechnungen verwendet werden kénnen.

Parallel zu den oben beschriebenen klassischen Ansdtzen zur Kristallisation des
Membranproteins NgymCopS wurden auch unkonventionelle Methoden ausprobiert, wie die lipidic
sponge phase-Methode und das Verwenden von Lipopeptid-Detergenzien (Engstrém et al., 1998,
McGregor et al., 2003, Details zur Durchfiihrung s. Material und Methoden 2.13.1). Die lipidic sponge
phase-Methode wurde fir die Kristallisation von Membranproteinen entwickelt. Dabei wird die Lipid-

haltige Umgebung der biologischen Membranen durch lipophile Bereiche und dazwischen liegende
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aquatische Poren imitiert. Die Membranproteine werden in Detergenz-Micellen zu den
Kristallisationsansatzen dazugegeben. Wenn die Bedingungen glinstig fir die Kristallisation des
Proteins sind, wandern die Membranproteine aus den Detergenz-Micellen in die schwammartige
Umgebung und werden dadurch im Idealfall zu einem Proteinkristall angereichert (Wohri et al.,
2008). Bei der Kristallisation von NgyCopS mittels der lipidic sponge phase-Methode wurde in
einigen Ansdtzen eine Phasentrennung beobachtet, die ein Hinweis fiir eine ansetzende
Kristallisation sein konnte. Jedoch fiihrten die Optimierungen dieser Bedingungen zu keiner
erfolgreichen Kristallbildung. Alternativ wurden Lipopeptid-Detergenzien (Calbiochem, Millipore) zur
Kristallisation von Membranproteinen verwendet. Hierbei wurden die DDM-Micellen des NguwCopS-
Proteins vor den Kristallisationsansatzen durch Lipopeptid-Detergenzien ersetzt. Die
Transmembranhelices des Proteins sollten von den Lipopeptid-Detergenzien abgedeckt werden,
sodass die Peptidkomponente nach auRen zeigt und das Protein keine Hydrophobizitdit mehr
aufweist. Demnach konnte das NgywCopS in Lipopeptid-Detergenzien bei den Kristallisationsansatzen
wie ein l6sliches Protein behandelt werden. Es wurden die Kristallisationskits Classics Suite, Classics
Suite Il, PEGs Suite und PEGs Il Suite (Qiagen), die nicht speziell fiir Membranproteine, sondern
primar fir l6sliche Proteine geeignet sind, getestet. Es konnten allerdings keine geeigneten initialen

Bedingungen gefunden werden, die zu einer Kristallbildung fiihrten.

1.1.2 Kristallisation verschiedener CopS-Derivate

Die Schwierigkeiten, NgywCopS zu kristallisieren, kénnten darin begriindet sein, dass das
Protein nicht stabil in Losung vorliegt. Eine mogliche Ursache kdonnte eine Phosphorylierung oder
Dephosphorylierung der Sensorkinase CopS sein. Um dies zu vermeiden, wurden Versuche
unternommen CopS-Derivate zu kristallisieren, die nicht mehr phosphoryliert werden kénnen. Dazu
wurden die Plasmide pET28b-NHisg-TEV-CopS-H153A und pET28b-NHiss-TEV-CopS-H153E durch
ortsgerichtete Mutagenese von pET28b-NHisg-TEV-CopS konstruiert (s. Material und Methoden
2.8.13.1). Die von diesen Plasmiden kodierten CopS-Derivate haben anstelle des phosphorylierbaren
Histidin-Restes an Position 153 einen Alanin- (NgymCopS-H153A) bzw. einen Glutamat-Rest
(NgumCopS-H153E). Die Uberexpression, Aufreinigung und GréRenausschlusschromatographie
erfolgten wie fir NgywCopS. Die Reinheit sowie die Homogenitat beider neuen Derivate
unterschieden sich nicht von denen des Ngyy,CopS-Proteins. NgywCopS-H153A und NgpwCopS-H153E
wurden nach der Reinigung und Umpufferung in 20 mM Tris-HCI-Puffer, pH 7,0 + 0,05% (w/v) DDM
fur die Kristallisationsscreens in Microbatch und sitting drop eingesetzt (fiir Details s. Material und
Methoden 2.13.1). Dazu wurden folgende Kits verwendet: JBScreen Membrane 1-3 (Jena Bioscience),
MemStart™&MemSys™ HT-96, Molecular Dimensions) und MbClass and MbClass Il Suit (Qiagen).

Daruber hinaus wurden auch die Kristallisationsscreens Classics Suite, Classics Suite I, PEGs Suite und
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PEGs Il Suite (Qiagen) verwendet. Dazu wurden die DDM-Micellen zunachst gegen Lipopeptid-
Detergenzien wie oben beschrieben ersetzt. AuRerdem wurde versucht, die CopS-Derivate
NgHmCopS-H153A und NgpwmCopS-H153E in der bereits optimierten Kristallisationsbedingung fiir
NeumCopsS (s. oben) zu kristallisieren. In allen getesteten Ansatzen konnte keine geeignete Bedingung

gefunden werden, in der Proteinkristalle wuchsen.

Da es sich als schwierig erwies, das vollstandige CopS-Protein bzw. dessen Derivate zu
kristallisieren, wurde im Folgenden versucht, nur den cytoplasmatischen Teil von CopS zu
kristallisieren. Die Kristallisierung I6slicher Proteine verlduft allgemein erfolgreicher (White, 2004).
Hierzu wurde das Uberexpressionsplasmid pET-TEV-H;-CopS konstruiert, welches fiir ein CopS-
Derivat ohne die beiden Transmembranhelices mit einem abspaltbaren Dekahistidin-Tag kodiert
(TEV-H;-CopS). Bezogen auf die native CopS-Sequenz umfasst das Hs;-CopS-Derivat die Aminosduren
89-399. Um die mogliche Flexibilitdt des Proteins zu minimieren, die durch eine Phosphorylierung
oder Dephosphorylierung ausgelost werden konnte, wurden dariber hinaus die beiden
Uberexpressionsplasmide pET-TEV-H3-CopS-H153A  und pET-TEV-H3-CopS-H153E mittels
ortsgerichteter Mutagenese ausgehend von pET-TEV-H;-CopS konstruiert. Dabei wurde der
konservierte Histidin-Rest an Position 153 (bezogen auf die native CopS-Sequenz) gegen einen
Alanin- (TEV-H;-CopS-H153A) bzw. einen Glutamat-Rest (TEV-H;-CopS-H153E) ausgetauscht. Die
Uberproduktion, Aufreinigung, Abspaltung des Tags mittels der TEV-Protease sowie die
GroRenausschlusschromatograhpie waren fiir alle drei |6slichen CopS-Derivate erfolgreich (Daten
nicht gezeigt). AnschlieRende Kristallisationsversuche mit den Kits fur I6sliche Proteine in Microbatch
und sitting drop (s. Material und Methoden 2.13.1) blieben fiir alle drei Proteine erfolglos. Alle CopS-

Derivate, die fur die Kristallisation eingesetzt wurden, sind in der Abb. 7A schematisch dargestellt.

Eine wahrscheinliche Ursache fiir die erfolglose Kristallisation von CopS kénnte die Flexibilitat
bzw. Beweglichkeit des Proteins sein. Sowohl die Zugabe von AMP-PNP zu den
Kristallisationsansatzen als auch der Austausch des konservierten Histidin-Restes gegen einen

Alanin-, bzw. Glutamat-Rest haben das Wachstum der Kristalle nicht begiinstigt.

In einem weiteren Ansatz wurde versucht, die losliche Doméane von CopS mit dem
zugehorigen Antwortregulator CopR co-zu-kristallisieren. Dadurch erhoffte man sich eine verringerte
Flexibilitat der Proteine. Dass diese Strategie erfolgreich sein kann, konnte durch die Kristallisation
von HK853 mit RR468 aus Thermotoga maritima bereits gezeigt werden (Casino et al., 2009). Um
eine mogliche Flexibilitdt der Proteine zu reduzieren und das Problem der Hydrophobizitat der
Transmembranhelices zu umgehen, wurde das I6sliche CopS-Derivat Hs-CopS-H153A ausgewabhlt. Fir

den Antwortregulator wurde das NgyCopR-Derivat ausgewahlt, das einen abspaltbaren Dekahistidin-
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Tag tragt und von dem Plasmid pET-NHis10-TEV-CopR kodiert wird. Die erfolgreiche Uberproduktion
und Aufreinigung von NgyCopR konnte bereits gezeigt werden (Schelder, unveréffentlicht). Hs-CopS-
H153A und NgyCopR wurden aufgereinigt, mittels TEV-Protease verdaut und die Tag-freien Proteine
wurden nach einem kurzen Inkubationsschritt mittels GroRenausschlusschromatographie auf eine

mogliche Komplex-Bildung hin untersucht (Abb. 7B).
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Abbildung 7: Schematische Darstellung der fir die Kristallisation verwendeten CopS- und CopR-
Derivate (A) und das Elutionsprofil von H;-CopS-H153A und NgyCopR einzeln (gestrichelte Linien in
rot bzw. blau) und zusammen (schwarze durchgezogene Linie) mit anschlieRender SDS-PAGE-Analyse
ausgewahlter Fraktionen aus dem Lauf mit den beiden Proteinen zusammen (B). Bei den CopS-
Derivaten sind die Transmembranhelices blau, die HAMP-Doméne griin, die HisKA-Domane violett
und die HATPase_c-Domane orange dargestellt. Der Austausch des Histidin-Restes an der Position
153 (bezogen auf das native CopS-Protein) ist mit einem roten Stern gekennzeichnet. Die Empfanger-
Domane des Antwortregulators ist gelb, die Transmitter-Domaéne hellblau dargestellt.

Das Elutionsprofil beider Proteine zusammen (schwarze Linie) zeigte abgesehen von dem
Peak mit den aggregierten Proteinen bei 45 ml nur einen weiteren Peak bei 68 ml. Der CopR-Peak bei
87 ml war nicht mehr erkennbar. In den Elutionsfraktionen zwischen 60 und 80 ml konnten beide
Proteine H3-CopS-H153A und NgyCopR mittels SDS-PAGE nachgewiesen werden (Abb. 7B). Es konnte
somit ein Komplex zwischen dem Idslichen Teil der Sensorkinase CopS mit dem korrespondierenden
Antwortregulator CopR identifiziert werden. Die Elutionspeaks von NgyCopR und Hs;-CopS-H153A
einzeln und beider Proteine zusammen waren bei 87,18 ml, 68,05 ml bzw. 67,71 ml detektierbar. Fiir
NgHCopR entspricht dies einer Proteingrée von 31,4 kDa, was der berechneten Monomer-GréRe von
27 kDa nahekommt. Fiir H3-CopS-H153A entspricht der Elutionspeak einer GroRe von 150,8 kDa, die
berechnete GroRe von Hs;-CopS-H153 betragt dagegen nur 33,8 kDa. Dies wiirde bei einem

globuldren Protein auf ein Tetramer hindeuten. Die beiden Proteine zusammen weisen eine
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apparente GroRe von 155 kDa auf. Eine Interaktion zwischen CopS und CopR kdnnte dazu fiihren,
dass CopS nicht mehr als ein Tetramer vorliegt, sondern ein CopS-CopR-Dimer mit einer berechneten
GrofRe von 122,6 kDa entsteht. Wenn das I6sliche CopS-Derivat jedoch ein nicht globuldres Dimer
bildet, kdnnten die gleich groBen Elutionsmaxima fiir H;-CopS-H153A allein und im Komplex mit
NenCopR dadurch erklart werden, dass bei einer Interaktion der beiden Proteine der Stokes-Radius

von H;-CopS-H153A nicht verandert wird.

Der H;-CopS-H153A-NgyCopR-Komplex wurde mit den Kristallisationskits fiir 16sliche Proteine
in Microbatch mit und ohne AMP-PNP als Additiv gescreent. Es konnten jedoch keine geeigneten

Kristallisationsbedingungen gefunden werden.

1.2 Festkdrper-NMR mit der Sensorkinase Cop$S

1.2.1 Probenvorbereitung fiir Festkérper-NMR

Festkorper-NMR-Studien erlauben es, die Wechselwirkungen eines Proteins mit seinem
Liganden und die Rolle der einzelnen daran beteiligten Aminosauren zu untersuchen. Mit Hilfe dieses
Ansatzes sollte die Dynamik der Signalibertragung von CopS, die durch die Ligandenbindung
hervorgerufen wird, dargestellt und die Struktur des membrangebundenen Teils der Sensorkinase
CopS bestimmt werden. Allerdings sind die Anforderungen an die Probenvorbereitung fur die
Festkorper-NMR-Messung sehr hoch. Erstens sollte das Protein in Proteoliposomen vorliegen. Hierzu
sollte fir jedes zu analysierende CopS-Derivat ein Protokoll ausgearbeitet werden, welches einen
maximalen Einbau in Proteoliposomen ermdoglicht. Zweitens sollte das Protein in hohen Mengen (5 -
10 mg) eingesetzt werden, damit die Signalintensitdt hoch genug ist, um diese detektieren zu
kénnen. Gleichzeitig darf das Protein nicht zu grof sein, um eine Auswertung der NMR-Spektren zu
erméglichen. Bei einem zu groRen Protein kénnte die Uberlagerung der Signale dazu fiihren, dass die
Spektren zu tiberladen und somit nicht lesbar sind. Drittens erfolgt die Messung an *C- und *N-
markierten Proteinen, was eine entsprechende Markierung der zu untersuchenden Proteine
wihrend der Uberproduktion erfordert. Dabei sollte die Uberproduktion der Proteine in
Minimalmedium stattfinden, welches mit **C- Glucose und N-Ammoniumchlorid supplementiert
wurde. In den vorangegangenen Studien konnte gezeigt werden, dass die vollstdndige Sensorkinase
CopS erfolgreich in E. coli-Proteoliposomen eingebaut werden konnte (Schelder, 2008, Schuplezow,
2009), allerdings ist das vollstandige Protein mit seinen 399 Aminosauren zu groR fiir die Festkorper-
NMR-Messung. Daher sollte zunachst ein C-terminal verkirztes CopS-Derivat gefunden werden,
welches beide Transmembranhelices besitzt und in groRen Mengen Ulberproduziert und gereinigt

werden kann.
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1.2.2 Suche nach einem geeigneten C-terminal verkiirzten CopS-Derivat

Um ein geeignetes verkiirztes CopS-Derivat zu identifizieren, wurden diverse
Uberexpressionsplasmide konstruiert, welche fiir verschiedene C-terminal verkiirzte CopS-Derivate
kodieren oder fiir CopS-Derivate, denen an definierten Stellen eine TEV-Schnittstelle eingefugt
wurde, sodass nach einem Verdau mit der TEV-Protease verkiirzte CopS-Derivate entstehen sollten.
Alle CopS-Derivate, die fiir die anschlieRenden Festkérper-NMR-Studien getestet wurden, sind in der

Abb. 8 schematisch dargestellt.
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Abbildung 8: Schematische Darstellung der CopS-Derivate, die fur die Festkdrper-NMR-Studien auf
Uberproduktion, Solubilisierung und Rekonstitution in Proteoliposomen getestet wurden. Der
Hexahistidin-Tag ist als roter Kreis, die TEV-Schnittstelle als griner Rhombus und die
Transmembranhelices als blauer Quader dargestellt. Die Doméanen der Sensorkinase sind beschriftet
und farblich (griin fir HAMP-, violett fir HisKA- und gelb fir HATPase_c-Domaéne) hervorgehoben.

Es konnte gezeigt werden, dass eine Verkiirzung der Sensorkinase CopS am C-Terminus zu
einer Instabilitdt des Proteins fiihrt (Schuplezow, 2009). Aus diesem Grund wurde versucht, ein
Stoppcodon, sowie die Sequenzen fiir die TEV-Schnittstelle gezielt an die Positionen in der
Aminosauresequenz einzubringen, an denen Sekundarstrukturen wie a-Helices und B-Faltblatter mit

geringster Wahrscheinlichkeit zu erwarten waren. Zu Analyse der Sekundarstruktur von CopS wurden
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frei zugdngliche Programme benutzt: DISTILL (http://distill.ucd.ie/distill/), GOR4 (http://npsa-
pbil.ibcp.fr), APSSP2 (http://www.imtech.res.in/raghava/apssp2) und NetSurfP
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetSurfP/). Die Uberexpressionsplasmide, die fiir die C-terminal
verkiirzte CopS-Derivate, bzw. fiir die CopS-Derivate mit einer eingefligten TEV-Schnittstelle kodieren
(Tab. 2), wurden in E. coli BL21(DE3) transferiert. Zunichst erfolgte eine Uberpriifung aller Derivate
auf (i) Uberproduktion, (ii) Solubilisierung und wenn erforderlich (i) auf TEV-Protease-Verdau. Die
Derivate NHisg-TEV-CopSi0s, NHisg-TEV-CopS;19, NHisg-TEV-CopSi19, NHisg-TEV-CopSis4, NHisg-TEV-
CopSise, NHisg-TEV-CopS;75, und NHisg-TEV-CopSigs konnten nicht erfolgreich liberproduziert werden.
Die Derivate NHisg-TEV-CopSgy und NHisg-TEV-CopSgs konnten in E. coli BL21(DE3) zwar
Uiberproduziert werden, die Solubilisierung der beiden Proteine aus den Zellmembranen war jedoch
nicht moglich. Die Derivate CopS-TEV,;, CopS-TEVis; und CopS-TEVgs konnten liberproduziert,
solubilisiert und in geringen Mengen gereinigt wurden, der finale TEV-Verdau zum Erhalten der
verkiirzten CopS-Derivate war aber nicht erfolgreich. Moglicherweise waren die TEV-Schnittstellen
fir die TEV-Protease nicht zugdnglich. Schliefllich wurden zwei C-terminal verkiirzte CopS-Derivate
gefunden, welche sowohl lberproduziert als auch solubilisiert werden konnten, ndmlich NHisg-TEV-
CopS,10 und NHisg-TEV-CopS,0s. Aufgrund der kiirzeren Aminosauresequenz wurde das NHisg-TEV-
CopS,gs flr die weiteren vorbereitenden Studien fiir die Festkorper-NMR ausgewahlt. Es war
auffallend, dass nur die beiden Derivate stabil waren, die sowohl die HAMP- als auch die HisKA-
Domane enthalten. Vermutlich sind beide Doméanen fiir die Stabilitdt der Sensorkinase CopS und

deren Derivate notwendig.

1.2.3 Uberproduktion, Reinigung und TEV-Verdau von NHisg-TEV-CopSao6

Nachdem ein geeignetes C-terminal verkiirztes CopS-Derivat gefunden wurde, erfolgten
Optimierungen zur (i) Uberproduktion von NHisg-TEV-CopSs0s in Minimalmedium, (i) Solubilisierung
des Proteins aus der E. coli-Membran, (iii) Aufreinigung (iv) sowie zur Abspaltung des Histidin-Tags
mit der TEV-Protease. Alle Optimierungen wurden auf eine maximale Proteinausbeute ausgerichtet.
Die Uberproduktion von NHisg-TEV-CopS,es erfolgte in M9-Minimalmedium, um eine *C- und N-
Isotopenmarkierung fur die Festkorper-NMR-Analyse zu ermdoglichen. Hierzu wurden zunéichst
unterschiedliche Medien-Zusammensetzungen bzw. Kultivierungsbedingungen getestet: M9-
Minimalmedium ohne Zusdtze, M9-Minimalmedium mit Spurensalzen, M9-Minimalmedium mit
Spurensalzen und Vitaminen und ,,aufkonzentriertes” M9-Minimalmedium. Als Referenz diente LB-
Medium. Bei dem ,aufkonzentrierten” M9-Minimalmedium handelt es sich um eine bei Ostuni et al.
(2010) beschrieben Kultivierungsmethode, wobei die Zellen zunachst in 1 | LB-Medium kultiviert
wurden, bei einer ODgyy von 0,6 sedimentiert und dann in 0,5 | M9-Minimalmedium resuspendiert

wurden. Die Zellen wurden 1 Stunde bei 37 °C im neuen Medium inkubiert und anschlieBRend mit
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0,5 mM IPTG induziert; die Proteintberproduktion erfolgte wie bei anderen Kultivierungen tber
Nacht bei RT. Wahrend der Kultivierungen wurde neben der Uberproduktion auch der Glucose-
Verbrauch bestimmt, um die Zugabe der isotopenmarkierten Glucose dem tatsachlichen Verbrauch
anzupassen. Dazu wurde am Anfang der Kultivierung, zum Zeitpunkt der IPTG-Zugabe und am Ende
der Kultivierung die Glucosekonzentration im Medium mittels HPLC bestimmt (Material und
Methoden 2.5). Die aus jedem Kultivierungsansatz geernteten Zellen wurden aufgeschlossen und
nach der Solubilisierung wurde das Protein  NHisg-TEV-CopS,0s  mittels  Ni-NTA-
Affinitdtschromatographie aufgereinigt (Material und Methoden 2.9.6). Ein Vergleich der Protein-
Ausbeuten zeigte, dass die Menge vom gereinigten N-Hisg-TEV-CopS,0s aus E. coli-Zellen, die im M9-
Minimalmedium mit Spurensalzen kultiviert wurden, im Vergleich zu anderen Kultivierungsansatzen
fast doppelt so groR war. Dabei blieb der Glucose-Verbrauch bei allen Kultivierungsansatzen bis auf
das ,aufkonzentrierte” M9-Minimalmedium konstant. Bei Letzterem war der Glucose-Verbauch
deutlich héher. Demnach war das M9-Minimalmedium mit Spurensalzen fiir die Uberproduktion von
NHisg-TEV-CopS,06 am besten geeignet. In allen Ansdtzen war die Glucosekonzentration nach
Beendigung der Kultivierung sehr hoch. Fir die weiteren Kultivierungen wurde deswegen die

eingesetzte Glucosekonzentration von 2% (w/v) auf 0,5% (w/v) reduziert.

Bei der Aufreinigung von Membranproteinen ist die Solubilisierung ein kritischer Schritt.
Deswegen wurde als Nachstes die Solubilisierung fiir das NHisg-TEV-CopS,g6-Protein optimiert, indem
bei der Solubilisierung der Membranproteine aus E. coli-Zellmembranen drei Detergenzien
miteinander verglichen wurden. Neben dem routinemaRig eingesetzten DDM wurde Digitonin und
Empigen BB getestet. Nachdem die Zellmembranen aus E. coli BL21(DE3)/pET-NHisg-TEV-CopS,¢s mit
dem jeweiligen Detergenz inkubiert worden waren (fir mehr Details s. Material und Methoden
2.9.2), wurden die Proben ultrazentrifugiert und sowohl die Pellets mit den nicht solubilisierten
Proteinen als auch die Uberstinde mit den solubilisierten Membranproteinen einer SDS-PAGE-
Analyse unterzogen. Das NHisg-TEV-CopS,ps-Protein (apparente Masse 26 kDa) konnte bei der
Solubilisierung mit Digitonin nur im Pellet nachgewiesen werden, deswegen schied dieses Detergenz
aus. Bei den beiden anderen Detergenzien konnte kein direkter Vergleich erfolgen, denn Empigen BB
wirkte stérend auf das Laufverhalten der Proteine bei der SDS-PAGE (Abb. 9A). Daher wurden in
einem weiteren Versuch die mit Empigen BB bzw. DDM solubilisierten Proteine einer erneuten Ni-
NTA-Affinitatschromatographie unterzogen, bei der allen Puffern 0,05% (w/v) DDM zugesetzt wurde,
was einen Austausch von Empigen BB gegen DDM ermoglichte (Kneuper, 2005, Kramer, 2008). Die
anschlieRende Bestimmung der Proteinausbeuten ergab, dass bei der Solubilisierung mit DDM 1 mg
NHisg-TEV-CopS,os gereinigt werden konnte, bei der Solubilisierung mit Empigen BB dagegen 6 mg,

ausgehend von der gleichen Zellmenge aus 500 ml Kulturvolumen. Aufgrund der sechsfach hoheren
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Protein-Ausbeute wurde bei der Probenvorbereitung fir die Festkérper-NMR-Messung Empigen BB

als Detergenz fur die Solubilisierung verwendet.
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Abbildung 9: SDS-PAGE-Analysen der Solubilisierung von Membranproteinen zur Aufreinigung von
NHisg-TEV-CopS,06 mit DDM, Empigen BB und Digitonin (A). Durch eine Ultrazentrifugation wurden
die solubilisierten Proteine (a) von der nicht solubilisierten Membranfraktion (b) getrennt.
Uberproduktion, Aufreinigung, TEV-Verdau und zweite Aufreinigung des Bc- und ®N-markierten
Proteins fiir die Rekonstitution in Proteoliposomen und anschlieBende Festkérper-NMR-Messung (B).
S: Proteinstandard.

Nach den erfolgten Optimierungen zur Uberexpression und Solubilisierung folgte die
Ermittlung der optimalen Inkubationsdauer fir den TEV-Verdau. Eine vollstandige Abspaltung des
Histidin-Tags mit Hilfe der TEV-Protease (10 ug Protease pro 1 mg Substrat) erfolgte nach ca. 60
Stunden bei 4 °C. Die apparente Masse von NHisg-TEV-CopS,0s betragt 26 kDa, die des Tag-freien
NeHmCopS,0s-Proteins, welches nach dem Verdau entsteht, 23 kDa (Abb. 9B). Nach dem Verdau
wurden nicht gespaltene Proteine, abgespaltene Histidin-Tags, sowie die Histidin-getaggte TEV-
Protease in einem erneuten Ni-NTA-Affinitatschromatographie-Schritt von dem NgumCopS;os
abgetrennt. Das gereinigte NgywCopS,s Wurde fiir die Rekonstitution in die Proteoliposomen fiir die

anschlieRende Festkérper-NMR-Messung eingesetzt.

Fir die Rekonstitution von *C- und **N-markiertem NeHmCopS,0s Wurden alle Ergebnisse aus
den Optimierungsschritten beriicksichtigt und ein Protokoll zur Uberexpression, Aufreinigung,
Solubilisierung und den TEV-Verdau erarbeitet. Das Plasmid pET28b-NHise-TEV-CopS;0s Wurde in E.
coli BL21(DE3) in M9-Minimalmedium mit Spurensalzen Uberexprimiert. Die Expression wurde bei

einer ODgy von 0,6 mit 0,5 mM IPTG induziert und erfolgte Gber Nacht bei RT (Abb. 9B). Die
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sedimentierten Zellen aus 1 | Kultur wurde in TNI5-Puffer resuspendiert und mittels Ultraschall
aufgeschlossen. Nach dem Zellaufschluss erfolgte ein Zentrifugationsschritt bei 5467 g, um die
Zelltrimmer abzutrennen. Danach wurde der Zellextrakt durch Ultrazentrifugation in die cytosolische
und in die Membranfraktion aufgetrennt. Die Membranproteine wurden mit Empigen BB solubilisiert
und erneut ultrazentrifugiert. Die solubilisierten Proteine wurden einer  Ni-NTA-
Affinitdtschromatographie unterzogen, wobei alle dazu verwendeten Puffer 0,05% (w/v) DDM
enthielten, um Empigen BB gegen DDM auszutauschen. Das Histidin-getaggte NHisg-TEV-CopS;s-
Protein wurde mit TNI200-Puffer von der Sdule eluiert und in den Aufkonzentrierungsrohrchen
(MWCO 10000) durch wiederholte Zentrifugation mit TN-Puffer solange verdinnt, bis die Imidazol-
Konzentration in der Probe ca. 5 mM betrug (Abb. 9B, Aufreinigung 1). Danach erfolgte der Verdau
mit der TEV-Protease (10 pg Protease/1 mg Substrat) bei 4 °C fur 60 Stunden (Abb. 9B, TEV-Verdau).
AnschlieBRend wurde die Probe erneut einer Ni-NTA-Affinitatschromatographie unterzogen. In diesem
Fall wurde der Durchfluss mit den ungetaggten Proteinen aufgefangen (Abb. 9B, Aufreinigung 2).
Nach diesem Protokoll gereinigtes *C- und ®N-markiertes Protein wurde fiir die Rekonstitution in E.

coli-Proteoliposomen eingesetzt.

1.2.4 Rekonstitution von NgyvCopS;oe fiir Festkérper-NMR

Fur die Festkorper-NMR sollte das NgymCopS,ps-Protein rekonstituiert in Proteoliposomen
vorliegen. Beim Einbau von Proteinen in Liposomen werden die solubilisierten Membranproteine
zunachst mit destabilisierten Lipiden bzw. Lipid-Vesikeln vermischt. AnschlieBend werden die
Detergenzien aus diesem Gemisch entfernt. Dabei gehen die Membranproteine aus den Detergenz-
Micellen in die Lipid-haltige Umgebung tber und werden so zu Lipid-Vesikeln assembliert (Rigaud et
al.,, 1995, Ostuni et al., 2010). Da es fir die Rekonstitution von Membranproteinen kein
allgemeingiltiges Protokoll gibt, wurden die einzelnen Schritte speziell fiir NgymCopS,es Optimiert.
Der Prozess der Rekonstitution kann in drei Stadien unterteilt werden, (i) Vorbereitung der Lipid-
Suspension, inklusive der Vorbehandlung der Lipide fir die Bildung von Vesikeln und eine
anschlieRende Destabilisierung der Lipide mit einem Detergenz, (ii) Ermittlung eines optimalen
Protein-zu-Lipid-Verhaltnisses, um eine maximale Effektivitdt der Rekonstitution zu erzielen und
Proteinverluste zu vermeiden, und (iii) Entfernung der Detergenzien aus dem Protein-Lipid-Detergenz
Gemisch mit Hilfe von BioBeads (BioRad). Bei der Ermittlung der erfolgreichen Entfernung der
Detergenzien mit BioBeads wurde eine modifizierte Bradford-Messung verwendet (s. Material und
Methoden 2.14.2). Die Effektivitdt jedes einzelnen Optimierungsschrittes wurde mittels eines
diskontinuierlichen Saccharose-Dichtegradienten ermittelt. Dabei wurde nach vollstandiger
Rekonstitution mit jeweils nur einem geanderten Parameter die Proben mit NgywCopS;os-

Proteoliposomen in einem Saccharose-Dichtegradienten von den Lipiden und nicht assemblierten
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Proteinen getrennt (s. Material und Methoden 2.14.3). Eine Bestimmung des Protein-Gehaltes in den
so erhaltenen Proteoliposomen war ein Anhaltspunkt fir eine erfolgreiche Optimierung: je dichter
die Proteoliposomen mit Protein gepackt sind, desto besser eignen sie sich fiir die anschliefende
Festkorper-NMR-Messung. Das fiir NgumCopS;es ermittelte Protokoll zum Einbau in Proteoliposomen
ist in Material und Methoden 2.14.1 beschrieben. Die finale Effizienz des Einbaus von NgumCopS,es in
die E. coli-Liposomen betrug 50%, d.h. nur die die Halfte des eingesetzten Proteins konnte erfolgreich

in die Proteoliposomen eingebaut werden.

Nachdem die Optimierungen des Rekonstitutionsprotokolls abgeschlossen waren, wurde *C-
und ®N-markiertes NeHmCopSaos in Liposomen eingebaut und fir die erste Festkorper-NMR-Messung
eingesetzt. In Abb. 10 ist das Festkorper-NMR-Spektrum nach der ersten Messung der NgumCopSos-
Probe dargestellt, die identifizierten Aminosduren sind gekennzeichnet. Die Messung und
Auswertung erfolgte durch Dr. Santhosh Ayalur-Karunakaran und Prof. Dr. Henrike Heise (ICS-6,
Forschungszentrum Jilich). Aus diesem Spektrum konnte abgeleitet werden, dass nur die
Aminosauren der Transmembranhelices des Proteins sichtbar sind; insbwesondere die Reste S, T, I, L,
V und A sind klar identifizierbar und weisen Sekundarverschiebungen auf, die fiir alpha-helikale
Sekundarstrukturen typisch sind. Anscheinend liegt der Rest der Probe mobil vor, sodass die
dipolaren Kopplungen durch schnelle Bewegungen ausgemittelt werden und so kein
Magnetisierungstransfer zwischen den entsprechenden Spins stattfinden kann und diese Bereiche

unter den gewahlten Bedingungen im Spektrum nicht erfasst werden kénnen.
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Abbildung 10: Ein exemplarisches Spektrum aus der ersten Festkdrper-NMR-Messung des
rekonstituierten *C- und *N-markierten NguwmCopS,cs-Proteins. Die Messung erfolgte bei -30 °C und
einer Protonenfrequenz von 600 MHz. Dargestellt ist das Spindiffusionsspektrum mit einer Mischzeit
von 20 ms bei einer Rotationsresonanz von 9375 Hz.
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2. Funktionelle Untersuchungen zu Kupfer-Mangel in C. glutamicum

Vorangegangene Studien zur Kupfer-Mangel-Antwort von C. glutamicum zeigten, dass
Kupfer-lonen wahrend des Wachstums von den Zellen konsumiert werden und dass fiir solche
Untersuchungen die Verwendung des Kupfer-spezifischen Chelators BCS notwendig ist. Fir den
Wildtyp konnte ein leichter Wachstumsdefekt unter Kupfer-limitierenden Bedingungen in der
spatexponentiellen Phase beobachtet werden. Bei der Untersuchung des Wachstumsverhaltens der
AcydAB-Deletionsmutante konnte ein deutlich starker beeintrachtigtes Wachstum unter Kupfer-
limitierenden Bedingungen beobachtet werden. Dies deutete darauf hin, dass die Kupfer-
unabhangige Cytochrom-bd-Oxidase (kodiert von den Genen cydA und cydB) unter Kupfer-
limitierenden Bedingungen eine wichtigere Rolle bei der Respiration und Energiegewinnung

libernimmt als die Cytochrom-aa;-Oxidase mit ihren beiden Kupfer-Zentren Cu, und Cug.

2.2 Auswirkungen der Kupfer-limitierenden Bedingungen auf C. glutamicum WT

In dieser Arbeit wurden die Untersuchungen zur Kupfer-Homoostase in C. glutamicum in
Bezug auf Kupfer-Mangel fortgesetzt. Als erstes wurde der Transkriptomvergleich C. glutamicum
Wildtyp (WT) kultiviert in Standard-CGXIl Medium vs. C. glutamicum WT kultiviert unter Kupfer-
limitierenden Bedingungen wiederholt. Dabei wurde die Kupfer-Limitierung durch die Zugabe des
spezifischen Kupfer-Chelators Bathocuproindisulfonat (BCS, 150 uM) und des Reduktionsmittels
Ascorbat (1 mM) zum Medium erzeugt. Die Anzahl der Gene mit einem mehr als zweifach
verdanderten mRNA-Spiegel betrug 46, wobei 11 davon bereits im Transkriptomvergleich ohne BCS
und Ascorbat erfasst wurden (Schuplezow, 2009). Im Gegensatz zu den vorherigen Versuchen waren
die mRNA-Verhaltnisse fiir die jeweiligen Gene starker verandert. Ein Ausschnitt der Gene mit einem
veranderten mRNA-Level (mehr als dreifach) beim Vergleich WT vs. WT unter Kupfer-Mangel (mit
150 uM BCS und 1 mM Ascorbat) ist in der Tab. 4 dargestellt, die komplette Liste mit allen Genen aus
dem Kupfer-Mangel-Stimulon befindet sich im Anhang, Tab. A2. Das am starksten verdanderte mRNA-
Verhaltnis wiesen die Gene aus dem cydABDC-Operon auf (10,54- bis 27,79-fach). Wahrend die
cydAB-Gene fiir die Untereinheiten | und Il der Cytochrom-bd-Oxidase kodieren, sind die cydCD-
Genprodukte an der Assemblierung der funktionsfahigen Cytochrom-bd-Oxidase beteiligt (Kabus et
al., 2007). Daruber hinaus zeigten die Gene ctaA und ctaB einen stark erhohten mRNA-Spiegel (2,75-,
bzw. 8,49-fach). Sie kodieren die Hdm a-Synthase und die Hdm o-Synthase und sind damit essentiell
fur die Bildung einer aktiven Cytochrom-aas-Oxidase (Eggeling and Bott, 2005). Die Funktion weiterer
Gene mit einem erhéhten mRNA-Spiegel (cg1884/copC, cg1883/pcuC und cg2699) kann aufgrund der
Homologien der Genprodukte zu Proteinen aus anderen Organismen mit der Regulation der Kupfer-
Homoostase zusammenhangen (s. 2.3). Im Gegensatz zu den Genen ctaA und ctaB zeigte das ctaE-
qcrCAB-Operon, das fiir die Untereinheit Ill der Cytochrom-aas-Oxidase sowie die Untereinheiten
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QcrA, QcerB und QcrC des Cytochrom-bci-Komplexes kodiert, einen verringerten mRNA-Spiegel (0,31-
bis 0,35-fach). Auch die Gene ctaC und ctaF fiir die Untereinheiten 1l und IV der Cytochrom-aas-
Oxidase zeigten ca. 2-fach erniedrigte mRNA-Spiegel, jedoch lag der p-Wert tber 0,05. Das CtaD-Gen
fir Untereinheit | der Cytochrom-aas-Oxidase zeigte dagegen einen nahezu unveranderten mRNA-

Spiegel unter Kupfer-Mangel (Anhang, Tabelle A2).

Tabelle 4: Auswahl an Genen mit einem mindestens 3-fach verdnderten mRNA-Spiegel in einem der
Transkriptomvergleiche WT unter Kupfer-Mangel vs. WT oder Acg2699 vs. WT (unter
Standardbedingungen). Beide Transkriptomvergleiche wurden mit Zellen aus der spaten
exponentiellen Phase (ODgy = 20) durchgefiihrt. Die Stamme wurden in Standard-CGXll-Medium +
4% (w/v) Glucose bzw. in CGXII-Medium + 4% (w/v) Glucose + 150 uM BCS + 1 mM Ascorbat (Kupfer-
Mangelmedium) kultiviert. mRNA-Verhaltnisse reprasentieren Mittelwerte aus je drei unabhangigen
Versuchen, die von verschiedenen Kultivierungen ausgehen. Werte mit einem p-Wert tGber 0,05 sind
mit einem Stern gekennzeichnet.

Locus Gen- . WT Cu-Mangel/ Acg2699
Beschreibung
tag Name wrt /WT
cg0133 p-Aminobenzoyl-Glutamat-Transporter 0,27* 0,25
cg0316 Putatives sekretiertes Protein 2,07* 4,09
cg0569 Kation-transportierende ATPase 4,74 4,19*
cg0899 Glutamin-Amidotransferase, beteiligt an der 0,45 0,33
Pyridoxin-Biosynthese
cg0924 Sekretiertes Siderophor-Bindeprotein 0,27 0,18*
cg0952 Putatives integrales Membranprotein 0,31 0,23
cg0953 Monocarboxylat-Transporter 0,31 0,23
cgl291 Hypothetisches Protein 2,15 3,06
cgl293 Putatives sekretiertes Protein 0,32 0,43
cgl298 cydC ABC-Typ Transportsystem, ATPase Komponente 27,79 8,79
cgl299 cydD ABC-Typ Transportsystem, ATPase Komponente 10,54 16,09
cgl1300 cydB Cytochrom-bd-Oxidase, Untereinheit Il 14,55 12,55
cgl301 cydA Cytochrom-bd-Oxidase, Untereinheit | 14,99 14,03
cgld24  lysE Lysin-Efflux-Permease 3,30 2,16
cgl744  pacl Kation-transportierende ATPase 4,01 3,27
cgl769 ctaA Hém-a-Synthase, Him-o-Monoxygenase 2,75 5,90
cgl773 ctaB Ham-o-Synthase, Protoham IX-Farnesyl- 8,49 5,83
Transferase
cgl1832 Permease eines ABC-Transporters 6,69 1,58
cg1833 ABC-Typ Cobalamin/Fe**-Siderophor-Transport- 8,56 2,51
System, sekretierte Komponente
cg1836 Sekretierte Solut-bindendes Protein 0,33 0,67*
cg1881 Vorhergesagte Eisen-abhangige Peroxidase, 12,84 15,37
sekretiertes Protein
cgl883 pcuC Putatives sekretiertes Protein 12,01 16,49
cgl884  copC Hypothetisches Protein 12,94 16,99
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cg2403  qcrB Cytochrom-bc;-Komplex, Cytochrom b Unterheit 0,31 0,58
cg2404  qcrA Cytochrom-bc;-Komplex, Rieske Eisen-Schwefel 0,34 0,63
Protein
cg2405 qcrC Cytochrom-bc;-Komplex, Cytochrom c; 0,35 0,66
Untereinheit
cg2406  ctaE Cytochrom-aas-Oxidase, Untereinheit Il 0,31 0,66
cg2438 Hypothetisches Protein 0,47 0,30
cg2556 Eisen-reguliertes Membranprotein 10,04 6,49
cg2557 Vorhergesagter Na*-abhingiger Transporter 0,29 0,43
cg2699 Membranprotein 4,94 0,05
cg2750 Hypothetisches Protein 6,88 6,28
cg2837  sucC Succinyl-CoA-Synthetase B-Untereinheit 1,03* 0,22
cg3138 Putativer membrangebundener Protease- 1,20* 4,83
Modulator
cg3139 Hypothetisches Protein 1,33* 3,57
cg3195 Flavin-haltige Monooxygenase 0,58* 0,23

Um zu Uberprifen, ob sich die beobachteten Verdanderungen im mRNA-Spiegel der
Atmungskettengene auch auf Proteinebene widerspiegeln, wurde die Cytochrom-Zusammensetzung
in C. glutamicum WT kultiviert unter Kupfer-limitierenden Bedingungen mit WT kultiviert in
Standard-CGXII-Medium verglichen. Hierzu wurden sowohl die Reduziert-Spektren der ganzen Zellen,
als auch reduziert-minus-oxidiert-Differenzspektren der isolierten Membranen aufgenommen und
analysiert (s. Material und Methoden 2.11). Aufgrund der mRNA-Spiegel der Gene cydA, cydB, qcrB,
gcrC und ctaD wurden ein erhéhter Gehalt an Cytochrom d, ein unverdnderter Gehalt von Cytochrom
a und ein verringerter Gehalt an Cytochrom c¢; erwartet. Im Fall von Cytochrom b war eine
Vorhersage schwierig, da einerseits ein erhéhter Gehalt an Cytochrom-bd-Oxidase und andererseits
ein verringerter Gehalt an Cytochrom-bc;-Komplex erwartet wurde. In Abb. 11 sind die Reduziert-
Cytochromspektren der C. glutamicum WT-Zellen (Abb. 11A) und die Reduziert-minus-oxidiert-
Spektren der isolierten Membranen (Abb. 11B) aus einer Kultivierung in Standard-CGXII-Medium
(schwarz) und in Kupfer-Mangelmedium (blau) dargestellt. In beiden Féallen kann unter Kupfer-
limitierenden Bedingungen kein Cytochrom ¢ (552 nm) mehr detektiert werden, die Mengen an
Cytochrom b (circa 560 nm) und Cytochrom a (circa 600 nm) sind nahezu unverdndert und der Peak
fr Cytochrom d (circa 630 nm) ist nur unter Kupfer-Mangel erkennbar. Diese Ergebnisse zeigen, dass
die Cytochrom-Zusammensetzung in der Atmungskette von C. glutamicum unter Kupfer-Mangel
verdndert ist. Die Verdnderungen entsprechen denen, die aufgrund der Transkriptom-Daten erwartet
wurden. Auffallig war, dass die Maxima der Peaks von Cytochrom b und Cytochrom a unter Kupfer-

limitierenden Bedingungen um 2 - 3 nm in den kurzwelligen Bereich verschoben waren.
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Abbildung 11: Cytochromspektren von intakten Zellen (A) und isolierten Membranen (B) der C.
glutamicum-Stamme WT (durchgezogene Linien) und Acg2699 (gestrichelte Linien), kultiviert unter
Standard-CGXIll-Bedingungen (schwarz) und unter Kupfer-Mangel-Bedingungen (CGXII-Medium +
150 uM BCS + 1 mM Ascorbat) (blau). Die Untersuchung erfolgte flr Zellen in der stationédren Phase.
Die Peaks fir Cytochrome ¢ (552 nm), b (562 nm), a (600 nm) und d (630 nm) sind entsprechend
gekennzeichnet. Die Cytochromspektren der intakten Zellen sind reprasentiert durch ein
beispielhaftes Spektrum aus vier unabhangigen Messungen, die Differenzspektren der isolierten
Membranen wurden einmal gemessen.

2.3  Charakterisierung von ausgewdhlten Genen aus dem Kupfer-Mangel-Stimulon von
C. glutamicum

Die Kupfer-Mangel-Antwort von C. glutamicum legt nahe, dass Kupfer von den Zellen
benodtigt wird und es Transportmechanismen zur Beforderung von Kupfer-lonen zu Kupfer-
abhangigen Proteinen gibt. In C. glutamicum ist bisher nur die Cytochrom-aas-Oxidase als Kupfer-
abhangiges Protein bekannt. Bei den Untersuchungen der Effekte des Kupfer-Mangels auf den C.
glutamicum WT konnten Auswirkungen auf die Atmungskette beobachtet werden, welche einen
Zusammenhang zwischen der Kupfer-Bereitstellung und der Funktionsfahigkeit der Cytochrom-aas-
Oxidase und damit des Cytochrom-bc;-aas-Superkomplexes vermuten lieRen. Auf der Suche nach
Proteinen, die am Kupfer-Import oder der Kupfer-Assemblierung beteiligt sein konnten, wurden die
Transkriptomdaten aus dem Vergleich C. glutamicum WT unter Kupfer-Mangel vs. WT in Standard-
CGXIlI-Medium (s. oben) nach Proteinen untersucht, deren Homologe in anderen Organismen an der
Kupfer-Homoostase beteiligt sind. Dabei wiesen die Proteine, die von den Genen cg1883 und copC
(cg1884) kodiert werden, Homologie zu PcuC aus Bradyrhizobium japonicum bzw. CopC aus
Pseudomonas syringae auf. Das PcuC-Protein soll am Einbau von Kupfer in das Cus-Zentrum der
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Cytochrom-aas-Oxidase involviert sein (Serventi et al., 2012), wahrend CopC zusammen mit CopD am
Kupfer-Import beteiligt sein soll (Puig et al., 2002). Die Suche nach einem CopD-homologen Protein in
C. glutamicum ergab, dass es eine CopD-Doméne in dem von cg2699-kodierten Protein gibt. Das
€g2699-Gen gehodrt neben cg1883 und copC auch zum Kupfer-Mangel-Stimulon von C. glutamicum.
Neben der CopD-Domadne am N-Terminus wurde im Cg2699-Protein eine C-terminal lokalisierte
CtaG-Doméane gefunden (Analyse mit SMART- und PFAM-Proteindatenbanken; http://smart.embl-
heidelberg.de und http://pfam.sanger.ac.uk/). In Bacillus subtilis ist das CtaG-Protein an der
Assemblierung der Cytochrom-caas-Oxidase beteiligt (Bengtsson et al., 2004). Aufgrund seiner
Domanen-Zusammensetzung konnte das Cg2699-Protein von C. glutamicum eine doppelte Funktion
besitzen: als Kupfer-Importer (moglicherweise zusammen mit CopC) und als Assemblierungsfaktor
fir den Einbau von Kupfer in die Cytochrom-aas-Oxidase. Hierfiir kimen sowohl das Cua-Zentrum in
Untereinheit Il (CtaC) als auch das Cug-Zentrum in Untereinheit | (CtaD) in Frage. Das Gen cg2699
kodiert fiir ein Membranprotein mit 16 postulierten Transmembranhelices, wobei die N-terminale
CopD-Doméane die Transmembranhelices 3 - 9 und die C-terminale CtaG-Domidne die
Transmembranhelices 10 - 16 umfasst (Sequenzanalyse mit Hilfe der SMART-Datenbank,
http://smart.embl-heidelberg.de). Die Protein-Topologie ist in Abb. 12 dargestellt (ermittelt mit der
Software Protter, http://wlab.ethz.ch/protter/). Fir eine experimentelle Analyse der Funktion des
Cg2699-Proteins wurde die Acg2699-Deletionsmutante konstruiert (s. Material und Methoden

2.8.13.3) und einer detaillierten Charakterisierung unterzogen.
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Abbildung 12: Anordnung der Gene cg1881-cg1884 und cg2699 im Genom von C. glutamicum (A)

und die vorhergesagte Topologie der Genprodukte Cg1881, Cgl1883 (PcuC), Cg1884 (CopC) und

Topologien

Die

(B).

Cg2699

(http://wlab.ethz.ch/protter/). Putative Signalpeptide, die im nativen Protein fehlen, sind rot

gekennzeichnet, die Tansmembranhelices sind durchnummeriert.

70


http://wlab.ethz.ch/protter/

Ergebnisse

2.3.1 Wachstumsverhalten der Acg2699-Deletionsmutante

Bereits bei der Konstruktion von Acg2699 war auffillig, dass die Kolonien deutlich kleiner
waren als die des Wildtyps (Abb. 13A). Die Untersuchung des Wachstumsverhaltens sollte zunachst
in flissigem Vollmedium (BHI + 2% (w/v) Glucose) durchgefiihrt werden, um den beobachteten
Wachstumsdefekt auf festem Nahrboden zu bestadtigen. Neben dem WT diente als Kontrolle der
ActaD-Stamm, der eine Deletion des ctaD-Gens fir die Untereinheit | der Cytochrom-aas-Oxidase
tragt. Im aktiven Zentrum von CtaD (Cug-Zentrum, gekoppelt an Cytochrom a3) erfolgt die
Ubertragung der Elektronen auf Sauerstoff (Bott and Niebisch, 2003). Bei einer unterbrochenen
Elektronen-Transferkette, die durch eine unzureichende oder véllig fehlende Beladung der Kupfer-
Zentren (Cu, und Cug) mit Kupfer hervorgerufen wird, sollte der dadurch erzeugte Wachstumsdefekt
vergleichbar mit dem des ActaD-Stammes sein. Das Wachstum der Acg2699-Deletionsmutante
sowohl auf Agarplatten als auch im flissigen BHI-Medium + 2% (w/v) Glucose war tatsachlich
vergleichbar mit dem der ActaD-Deletionsmutante (Abb. 13). Die Wachstumsraten der
Deletionsmutanten Acg2699 und ActaD waren identisch (Acg2699: 0,44 + 0,00 h™, ActaD: 0,44 + 0,02
h™) und kleiner als die des Wildtyps (0,62 + 0,02 h™). Alle drei untersuchten Stimme erreichten nach
30 Stunden Kultivierung eine End-ODgy von ca. 40 (WT: 41,53 + 1,79, Acg2699: 37,43 + 3,45 und
ActaD: 39,40 + 1,91) (Abb. 13B).

A B

Acg2699

—=— WT
—O0— ACg2699
—— ActaD

5 10 15 20 25
Zeit (h)

Abbildung 13: Wachstum der C. glutamicum-Stamme WT, Acg2699 und ActaD auf BHI-Agarplatten
(A) und im BHI-Vollmedium + 2% (w/v) Glucose (B). Die BHI-Agarplatten wurden nach zweitagiger
Inkubation bei 30 °C fotografiert. Die Kultivierung der Stimme in BHI-Vollmedium erfolgte in 50 ml-
Kolben bei 120 Upm und 30 °C. Die Hauptkulturen wurden von 5 ml Ubernachtkulturen (BHI + 2%
(w/v) Glucose) auf ODgy = 0,1 angeimpft. Dargestellt sind Mittelwerte aus drei unabhingigen
Kultivierungen.
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Als nachstes wurde das Wachstumsverhalten der Acg2699-Mutante in CGXII-Minimalmedium
mit unterschiedlichen Kupferkonzentrationen getestet. Fiir einen Kupfer-Uberschuss wurde dem
Medium 100 uM CuSO, zugefigt, fir den Kupfer-Mangel erfolgte keine Zugabe von Kupfer und das
Medium wurde zusatzlich mit 150 pM BCS und 1 mM Ascorbat supplementiert (s. oben). Als
Referenzstamm konnte bei den Wachstumsversuchen nur C. glutamicum WT verwendet werden, da
der ActaD-Stamm in CGXII-Glucose-Medium ein extrem schlechtes Wachstum zeigt, das

moglicherweise durch Lipidperoxidation verursacht wird (Niebisch, 2002; Koch-Kérfges, 2011).

In Standard-CGXII-Medium + 4% (w/v) Glucose zeigte Acg2699 im Vergleich zum C.
glutamicum WT einen leichten Wachstumsdefekt, vergleichbar mit dem Wachstumsverhalten des
WTs unter Kupfer-limitierenden Bedingungen. Der Kupfer-Mangel hatte auf das Wachstum von der
Acg2699-Mutante kaum einen Einfluss, bei erhohten Kupferkonzentrationen erwies sich die
Deletionsmutante dagegen deutlich resistenter als der Wildtyp (Abb. 14A). Neben dem Wachstum in
Gegenwart von 100 pM CuSO, wurden auch andere Kupfer-Uberschiisse (5, 10, 20, 50 und 200 pM)
getestet. Es konnte eine Verbesserung des Wachstumsverhaltens der Acg2699-Mutante im Vergleich
zum Wildtyp ab einer Konzentration von (iber 50 uM festgestellt werden. Fir die Kupfer-
Assemblierungsproteine YpmQ aus B. subtilis und PcuC aus B. japonicum wurde beschrieben, dass
leichter Kupfer-Uberschuss im Medium den Phinotyp der jeweiligen Deletionsmutante supprimieren
konnte (Mattatall et al., 2000, Serventi et al., 2012). In C. glutamicum konnte der Wachstumsdefekt
der Acg2699-Mutante bei den Kupferkonzentrationen von 5 und 10 pM nicht behoben werden
(Anhang, Abb. A1).

Um die beobachteten Wachstumsunterschiede der Acg2699-Mutante zum WT auf die
Deletion von ¢g2699 zuriickfiihren zu kdnnen, wurde das Komplementationsplasmid pEKEx2-cg2699
konstruiert (s. Material und Methoden 2.8.13.2). Die Stamme C. glutamicum WT und Acg2699
wurden mit dem Leerplasmid pEKEx2 und pEKEx2-cg2699 transformiert und in einem
Mikrofermenter-System (BioLector, m2p-Labs) in Standard-CGXIl-Medium und in Kupfer-Uberschuss-
Medium kultiviert. Allen Kultivierungsansatzen wurden 100 uM IPTG zur Induktion der Expression
des cg2699-Gens zugegeben. Die Komplementation wurde sowohl fiir den Wachstumsdefekt der
Acg2699-Mutante in Standard-CGXII-Medium (Abb. 14B) als auch fur die bessere Kupfer-Resistenz in

Anwesenheit von 100 uM CuSO, im Medium beobachtet (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 14: Wachstumsverhalten von C. glutamicum WT (gefillte Symbole) und Acg2699 (offene
Symbole) in Standard-CGXII-Medium + 4% (w/v) Glucose (schwarz), in CGXII-Medium + 4% (w/v)
Glucose + 150 uM BCS + 1 mM Ascorbat (blau) und in CGXII-Medium + 4% (w/v) Glucose + 100 uM
CuSO; (rot) (A) und Komplementierung des Wachstumsdefekts von Acg2699 (rot) durch eine Plasmid-
basierte Expression von cg2699 (B). Fiir die Untersuchungen des Wachstumsverhaltens von C.
glutamicum mit unterschiedlichen Kupferkonzentrtionen (A) erfolgte die Kultivierung der Stamme bei
120 Upm und 30 °C fiir 30 Stunden in 50 ml Medium in 500 ml Schiittelkolben. Dargestellt sind
Mittelwerte aus drei unabhangigen Wachstumsversuchen. Bei den Komplementationsversuchen (B)
erfolgte die Kultivierung in CGXII-Medium + 4% (w/v) Glucose + 100 mM IPTG + 25 pg/ml Kanamycin
im BioLector-System in 800 ul Medium bei 1200 Upm und 30 °C. Die Vorkultivierung der Stamme
erfolgte in 100 ml Schiittelkolben mit 20 ml CGXII-Midium + 4% (w/v) Glucose + 25 pg/ml Kanamycin.
Dargestellt sind Mittelwerte aus einer Dreifachbestimmung.

2.3.2 Transkriptomvergleich Acg2699-Deletionsmutante vs. WT

Die beobachteten Ahnlichkeiten zwischen dem Wachstum des C. glutamicum WTs unter
Kupfer-Mangel und Acg2699 in Standard-CGXII-Medium kodnnten gleiche Ursachen haben, darunter
mégliche Anderungen in der Atmungskette von C. glutamicum. Um das zu Uberpriifen, wurde ein
Transkriptomvergleich zwischen C. glutamicum WT und Acg2699 in Standard-CGXII-Medium
durchgefiihrt. Dabei wurden die Zellen fir die DNA-Microarray-Analyse bei ODgy = 20 geerntet,
damit ein Vergleich zu der Transkriptom-Analyse C. glutamicum WT unter Kupfer-limitierenden
Bedingungen vs. WT in Standard-CGXII-Medium (s. oben) méglich war. Die Auswertung der Daten aus
dem Transkriptomvergleich C. glutamcum Acg2699 vs. WT ergab, dass 85 Gene einen mindestens
zweifach verdanderten mRNA-Spiegel zeigten (p-Wert < 0,05). Eine Auswahl dieser Gene ist in Tab. 4
gezeigt, eine Auflistung aller veranderten Gene ist im Anhang Tab. A2 dargestellt. Fast die Halfte der
Gene mit einem verdanderten mRNA-Spiegel in der Acg2699-Mutante gehorte zum Kupfer-Mangel-

Stimulon, auch die mRNA-Verhiltnisse dieser Gene waren mit denen aus dem Transkriptomvergleich
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des WTs Kupfer-Mangel/reguldre Kupferkonzentration vergleichbar. Die am starksten verdnderten
Gene bei dem Transkriptomvergleich C. glutamicum Acg2699 vs. WT waren die Gene aus dem cyd-
Operon (8,79- bis 16,09-fach vergroRerter mRNA-Spiegel), Gene aus dem putativen cg1881-1884-
Operon (15,37- bis 16,99-fach vergroRerter mRNA-Spiegel) und die beiden Gene ctaA und ctaB (5,90-
und 5,83-fach vergroRerter mRNA-Spiegel), deren Genprodukte an der Bildung von Cytochrom a
beteiligt sind. Wie erwartet, war der mRNA-Spiegel des cg2699-Gens in der Acg2699-Mutante 20-
fach erniedrigt. Die Ahnlichkeiten der Resultate aus den beiden Transkriptomvergleichen (C.
glutamicum WT unter Kupfer-Mangel vs. WT bei Standard-CGXIl und C. glutamicum Acg2699 vs. WT)
lassen vermuten, dass das cg2699-Genprodukt an der Bereitstellung von Kupfer fiir die Cytochrom-

aas-Oxidase beteiligt sein kdnnte.

2.3.3 Cytochromspektren der Acg2699-Deletionsmutante

Wie fur den Wildtyp unter Kupfer-Mangel wurde fir die Deletionsmutante Acg2699
erwartet, dass sich die veranderten mRNA-Spiegel der Atmungsketten-Gene in einem verdnderten
Gehalt an den verschiedenen Cytochromen widerspiegeln. Aufgrund der &ahnlichen mRNA-
Verhaltnisse der relevanten Gene wurden dieselben Erwartungen wie fir den Wildtyp bei Kupfer-
Mangel aufgestellt (s. oben). Es wurden wiederum Reduziert-Cytochromspektren der intakten Zellen
als auch Reduziert-minus-oxidiert-Differenzspektren der isolierten Membranen aufgenommen (Abb.
11). Fir die Reinigung der Membranen und fiir die direkte Analyse der Cytochrome wurden Zellen
aus der stationdren Phase eingesetzt, die in Standard-CGXll-Medium oder und in Kupfer-
Mangelmedium kultiviert worden waren. Bei beiden Messansatzen unterschieden sich die Spektren
der Acg2699-Deletionsmutante aus Standard-CGXII-Medium und Kupfer-Mangelmedium nur
geringfligig voneinander. Bei den Cytochromspektren der intakten Zellen lag der einzige Unterschied
in einem hoheren Peak bei 552 nm (Cytochrom c) unter Kupfer-limitierenden Bedingungen,
ansonsten sahen die Spektren fast identisch aus. Die Reduziert-minus-oxidiert-Spektren der isolierten
Membranen waren gleich, die Unterschiede in der Peak-Hohe bei 562 nm (Cytochrom b) beruht
moglicherweise in der Durchfihrung der Messung. In einem direkten Vergleich der
Cytochromspektren der Acg2699-Mutante mit den Spektren des Wildtyps unter Kupfer-Mangel fallt
auf, dass die Spektren untereinander sehr dhnlich sind. Dies stellt ein weiteres Indiz dar, dass das
Cg2699-Protein bei der Versorgung der Zelle mit Kupfer eine wichtige Rolle einnimmt, als moglicher
Kupfer-Importer und/oder als Assemblierungsprotein der Kupfer-abhdngigen Cytochrom-aas-

Oxidase.
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2.3.4 Nachweis von CtaDs; in ActaDAcg2699/pJC1-CtaDs;

Die bisherigen Untersuchungen der Acg2699-Deletionsmutante deuten darauf hin, dass
durch die Abwesenheit des Cg2699-Proteins bereits unter Standard-Bedingungen eine Kupfer-
Mangel-Reaktion ausgelost wird. Aufgrund der Domanen-Zusammensetzung wurde fir Cg2699
neben einer Kupfer-importierenden Funktion (CopD-Doméne) auch eine assemblierende Funktion fir
die Cytochrom-aas;-Oxidase (CtaG-Domadne) postuliert (s. oben). Um zu untersuchen, ob Cg2699
tatsachlich an der Assemblierung der Cytochrom-aas-Oxidase bzw. am Einbau von Kupfer in das Cug-
Zentrum verantwortlich ist, sollte der Zusammenhang zwischen CtaD und Cg2699 naher untersucht
werden. Als erstes sollte Gberprift werden, ob die Deletion des cg2699-Gens einen Einfluss auf die
Menge an CtaD-Protein in der Zellmembran hat. Hierzu wurde die Mutante ActaDAcg2699
konstruiert, in der sowohl ctaD als auch cg2699 deletiert sind (s. Material und Methoden 2.8.13.3).
AnschlieBend wurde dieser Stamm mit dem Plasmid pJC1-CtaDs; (Niebisch and Bott, 2001)
transformiert, um die Bildung eines CtaD-Proteins mit einem C-terminalen Strep-Tag-ll zu
ermoglichen. Somit kdnnen die Auswirkungen der cg2699-Deletion auf die Menge an CtaDs-Protein
mittels einer Westernblot-Analyse gegen den Strep-Tag wahrend des Wachstums verfolgt werden.
Als Kontrolle diente der Stamm ActaD/pJC1-CtaDs; ohne die cg2699-Deletion. Die beiden Stamme
wurden in BHI-Medium + 2% (w/v) Glucose kultiviert, in 5-stindigen Abstdnden geerntet, die
Zellmembranen isoliert und die Membranproteine einer Westernblot-Analyse unterzogen (s.
Material und Methoden 2.9.1 und 2.9.5). Die berechnete Masse von CtaDs; betragt 66,3 kDa, es
wurde allerdings zuvor gezeigt, dass die apparente Masse nach einer SDS-PAGE bei ca. 50 kDa liegt
(Niebisch, 2002). Zu Beginn der Kultivierung konnte das CtaDs-Protein mit einer apparenten Masse
von 50 kDa in beiden Stammen nachgewiesen werden. Nach 15 Stunden konnte aber im Stamm
ActaDAcg2699/pJC1-CtaDs; kein CtaDs; mehr detektiert werden. Das zum Westernblot
korrespondierende Coomassie-gefarbte SDS-Gel zeigte, dass dieser Unterschied spezifisch fir CtaD

war, da die Proteinmengen pro Spur vergleichbar waren (Abb. 15).
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Abbildung 15: Westernblot-Analyse von Strep-getaggtem CtaD in den Stammen ActaD/pJC1-CtaDs;
(A) und ActaDAcg2699/pJC1-CtaDs, (B). Die Kultivierung der Stamme erfolgte in BHI-Medium + 2%
(w/v) Glucose + 25 pg/ml Kanamycin bei 30 °C und 120 Upm. Die Zellen wurden nach 5, 10, 15 und
20 Stunden geerntet. AnschlieBend wurden die Membranen isoliert und nach einer SDS-PAGE (12%-
iges Trenngel) entweder einer Westernblot-Analyse mit einem Strep-Tactin-Alkalische Phosphatase-
Konjugat (links) oder einer Coomassie-Farbung (rechts) unterzogen. Als Proteinstandards dienten
Dual Color Standard fiir die Westernblot- bzw. Precision Plus Protein Unstained Standard (BioRad) fiir
das Coomassie-gefarbte SDS-Gel.

Dieses Ergebnis zeigt, dass die cg2699-Deletion die Menge an CtaDs; in der stationdren Phase
drastisch reduziert. Die Ursache hierfiir kann entweder ein schnellerer Abbau oder eine fehlende
Neusynthese sein. Um der Frage bzgl. der Stabilitdt des CtaDs-Proteins nachzugehen, wurde den
Kulturen von ActaD/pJC1-CtaDs; und ActaDAcg2699/pJC1-CtaDs; nach 5 Stunden Inkubation der
Transkriptionshemmestoff Rifampicin und der Translationshemmstoff Tetracyclin zugegeben. Vor
Zugabe und 30, 60 und 100 min danach wurde die Menge an CtaDs-Protein durch eine Westernblot-
Analyse untersucht. Wie in Abb. 16 dargestellt, nahm die Menge an CtaDs-Protein im Stamm mit der
cg2699-Deletion relativ rasch ab, wahrend im Stamm mit cg2699 die Menge deutlich héher war und
relativ konstant blieb. Dies deutete darauf hin, dass die Abwesenheit von Cg2699 zu einem

schnelleren Abbau von CtaD fiihrt.
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Abbildung 16: Westernblot-Analyse (links) und das korrespondierende Coomassie-gefarbte SDS-Gel
(rechts) zur Untersuchung der CtaDs-Stabilitdt in den Stammen ActaDAcg2699/pJC1-CtaDs; (B) und
ActaD/pJC1-CtaDs, (A). Der Transkriptions- bzw. Translationsstopp wurde durch Zugabe von 100 uM
Rifampicin, bzw. 50 uM Tetracyclin eingeleitet. Die Zellernte erfolgte vor sowie 30, 60 und 100
Minuten nach Zugabe der Antibiotika. Die Membranen wurden isoliert und die Membranproteine in
einer SDS-PAGE (12%-iges Trenngel) aufgetrennt. Eines der Gele wurde zur Detektion von CtaDs,
mittels Westernblot-Analyse verwendet, das andere zur Coomassie-Farbung. Als Proteinstandards
dienten Dual Color Standard fiir die Westernblot-Analyse bzw. Precision Plus Protein Unstained
Standard (BioRad) fiir das Coomassie-gefarbte SDS-Gel.

2.3.5 Ko-Reinigungsexperimente mit CtaDs; und QcrBs;

Um zu Uberprifen, ob die Deletion von ¢g2699 nicht nur die CtaD-Untereinheit der
Cytochrom-aas;-Oxidase, sondern den Zusammenhalt des ganzen Cytochrom-bc;-aas-Superkomplexes
beeinflusst, sollte eine Ko-Reinigung der Komplex-Untereinheiten in dem Acg2699-Deletionsstamm
mittels Strep-getaggter Untereinheiten erfolgen. Hierzu wurden die Ko-Reinigungsexperimente mit
CtaDs; und QcrBs; in den Stammen ActaDAcg2699/pJC1-CtaDs; und Acg2699/pJC1-QcrBs, nach
Niebisch and Bott, 2003 wiederholt. Als Referenzstimme dienten ActaD/pJC1-CtaDs, und WT/pJC1-
QcrBs;. Die beiden Stamme ActaDAcg2699/pJC1-CtaDs; und ActaD/pJC1-CtaDs, enthielten nur die
Strep-getaggte Variante des CtaD-Proteins. Die Stamme Acg2699/pJC1-QcrBs; und WT/pJC1-QcrBs;
besallen dagegen neben dem Strep-getaggten QcrBs; auch das native QcrB-Protein. Das Plasmid
pJC1-QcrBs; enthdlt das Operon ctaE- qcrCABs, unter der Kontrolle des nativen Promotors, so dass
alle diese Gene in ca. 30-fach erhohter Kopienzahl in der Zelle vorlagen (Niebisch and Bott, 2003). Da
CtaDs; in der stationdren Wachstumsphase in der Acg2699-Mutante nicht mehr nachweisbar war (s.
oben), erfolgte die Zellernte aller vier Stamme bei einer ODgy = 2,5. Nach dem Zellaufschluss und der
Isolation der Membranen wurden die Strep-getaggten Proteine mittels Strep-Tactin-
Chromatographie aufgereinigt. Die Proteine in den Elutionsfraktionen wurden durch SDS-PAGE

aufgetrennt, mit Coomassie gefarbt und die Proteinbanden nach tryptischen Verdau anhand ihres
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Peptidmassenfingerprints durch MALDI-ToF-MS identifiziert. Um einen sensitiveren Protein-

Nachweis zu erméglichen, wurden die SDS-Gele parallel einer Silberfarbung unterzogen.

In den Elutionsfraktionen der Referenzstimme entsprach das Bandenmuster dem Ko-
Reinigungsprofil von CtaDs; und QcrBs, in den Studien von Niebisch and Bott, 2003. Die Proteine mit
niedriger apparenter Masse konnten zwar nicht identifiziert werden, aber die Untereinheiten QcrB,
CtaD, QcrA, CtaC und QcrC waren nachweisbar. In der Spur mit den durch Strep-Tactin-
Affinitdtschromatographie gereinigten Proteinen aus dem Stamm ActaDAcg2699/pJC1-CtaDs konnte
nur das CtaD-Protein und in der Spur mit Acg2699/pJC1-QcrBs; nur die Proteine QcrA und QcrB
identifiziert werden (Abb. 17). Dieses Ergebnis zeigt, dass das Fehlen von cg2699 nicht nur zu einem
schnelleren Abbau von CtaD fiihrt, sondern auch die Bildung des Cytochrom-bc;-aas-Superkomplexes
verhindert. Diese Resultate unterstiitzten stark die Hypothese, dass das Cg2699 Protein an der
Reifung der Cytochrom-aas-Oxidase beteiligt ist. Eine fehlerhafte Assemblierung der Cytochrom-aas-

Oxidase fiihrt anscheinend zu einer Instabilitat des ganzen bc;-aas-Komplexes.
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Abbildung 17: Ko-Reinigungsexperimente mit CtaDs; und QcrBs; aus den Stdmmen ActaD/pJC1-CtaDs,,
ActaDAcg2699/pJC1-CtaDs, WT/pJC1-QcrBs; und Acg2699/pJC1-QcrBs; (von links nach rechts). Nach
der Strep-Tactin-Chromatographie wurden die Elutionsfraktionen vereint und aufkonzentriert. Je ca.
10 ug Protein wurden in einer SDS-PAGE (12%-iges Trenngel) aufgetrennt. Das Gel wurde
anschlieRend silbergefarbt. Als Proteinstandard wurde Precision Plus Protein Unstained (BioRad)
verwendet. Parallel dazu wurden dieselben Proben auf ein weiteres SDS-Gel geladen, welches nach
der Elektrophorese Coomassie-gefarbt wurde. Die angefarbten Proteinbanden wurden
ausgeschnitten und nach tryptischem Verdau einer Peptidfingerprint-Analyse mittels MALDI-ToF-MS
unterzogen. Die dabei identifizierten Proteine sind entsprechend beschriftet.
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2.3.6 Vorbereitungen fiir FRET zum Nachweis einer Interaktion zwischen CtaD und
Cg2699

Der Nachweis einer direkten Interaktion zwischen den Proteinen Cg2699 und CtaD wiirde die
Hypothese weiterstarken, dass Cg2699 am Einbau von Kupfer in das CuB-Zentrum von CtaD beteiligt
ist. Eine direkte Interaktion beider Proteine konnte moglicherweise durch Forster-
Resonanzenergietransfer (FRET)-Experiment nachgewiesen werden. Dazu sollten als Donor ein
Fusionsprotein aus Cg2699 und eCFP und als Akzeptor ein Fusionsprotein aus CtaD und mCitrine
verwendet werden. Hierzu wurden die Plasmide pEKEx2-cg2699-eCFP und pVWEx2-CtaDyp-mCitrine
konstruiert (s. Material und Methoden, 2.8.13.2), welche fiir die Fusionsproteine Cg2699-eCFP und
CtaD-mCitrine kodieren. Fiir die Konstruktion von pEKEx2-cg2699-eCFP wurde das eCFP-Gen nach
dem Stoppkodon von cg2699 im pEKEx2-cg2699-Plasmid eingefligt. AnschlieBend wurde das
Stoppcodon mittels ortsgerichteter Mutagenese verdndert, sodass die Gene cg2699 und eCFP
zusammen transkribiert werden und das Fusionsprotein Cg2699-eCFP gebildet werden kann. Die
Expression von Cg2699-eCFP steht unter der Kontrolle des tac-Promotors und kann durch IPTG-
Zugabe induziert werden. Das Plasmid pVWEx2-CtaDy,-mCitrine wurde mit Hilfe der In-Fusion-
Klonierungsmethode konstruiert, wobei die Gene ctaD und mCitrine in einer Reaktion mit dem
Vektor pVWEx2 vereint wurden. Die Expression von CtaDy,-mCitrine kann Uber den nativen
Promotor vor dem ctaD-Gen erfolgen. Die Funktionalitdt der Fusionsproteine wurde durch
Komplementation des Wachstumsdefektes, den die Stimme ActaD und Acg2699 in BHI-Medium +
2% (w/v) Glucose zeigen, nachgewiesen. Sowohl ActaD/pVWEx2-CtaDye-mCitrine als auch
Acg2699/pEKEX2-cg2699-eCFP  wuchsen wie der WT (nicht gezeigt). Eine mikroskopische
Untersuchung der beiden Stamme konnte die erfolgreichen Synthese der Fusionsproteine CtaDNP-
mCitrine und Cg2699-eCFP sowie ihre Lokalisation in der Membran bestatigen (Abb. 18). Damit sind
die Voraussetzungen fiir die FRET-Messungen erfiillt. Flr die spatere FRET-Messung wurden beide

Plasmide in den Stamm ActaDAcg2699 transformiert.
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Abbildung 18: Mikroskopische Aufnahmen (100-fache VergréRerung) der Stamme ActaD/pVWEx2-
ctaDyp-mCitrine und Acg2699/pEKEx2-cg2699-eCFP. Die Kultivierung der Zellen erfolgte in BHI-
Medium + 2% (w/v) Glucose + 25 pg/ml Kanamycin + 100 uM IPTG fiir Acg2699/pEKEx2-cg2699-eCFP
bzw. + 3 uM Tetracyclin fir ActaD/pVWEx2-ctaDyp-mCitrine.

2.3.7 Charakterisierung der AcopC-Deletionsmutante

Bei den Transkriptomvergleichen wurde ein erhdhter mRNA-Spiegel fiir die Gene aus dem
Operon cg1881-cg1884 beobachtet. Das Gen cg1884 kodiert fir ein Protein, welches homolog zu
CopC-Proteinen aus anderen Organismen ist. Die Sequenzanalyse des CopC-Proteins ergab, dass sich
am N-Terminus ein Signalpeptid befindet, welches eine Sekretion des Proteins vermuten lasst. Am C-
Terminus von CopC wurde eine Transmembranhelix vorhergesagt, die fiir eine Verankerung in der
Cytoplasmamembran zustandig sein konnte (Abb. 12C). Das Protein Cg2699 besteht aus zwei
Domaénen, CopD und CtaG, wobei die CopD-Domédne bzw. das CopD-Protein in anderen Organismen
als Bestandteil eines Kupfer-importierenden Systems beschrieben wurde. Sowohl in P. syringae als
auch in B. subtilis ist ein funktioneller Zusammenhang der beiden Proteine bzw. Domanen CopC und
CopD beschrieben worden (s. Einleitung 2). In C. glutamicum liegen die Gene, die fur CopC und
Cg2699 kodieren, im Gegensatz zu anderen Organismen nicht in unmittelbarer Ndhe im Genom (Abb.
12A). Da beide Gene im Kupfer-Mangel-Stimulon einen stark erh6hten mRNA-Spiegel zeigten, ist ein
funktioneller Zusammenhang trotzdem moglich. Um dies zu Uberprifen, wurde die AcopC-
Deletionsmutante konstruiert und auf Wachstum unter Kupfer-limiterenden Bedingungen und unter

Kupfer-Stress  sowie in  Vollmedium untersucht. Darlber hinaus wurden die Ko-
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Reinigungsexperimente mit CtaDs; in den Stammen AcopC/pJC1-CtaDs; und WT/pJC1-CtaDs;

durchgefihrt.

Ebenso wie bei der Konstruktion der Acg2699-Deletionsmutante wurden bei der copC-
Gendeletion auffallig kleine Kolonien nach der zweiten Rekombination beobachtet (Abb. 19A). Auf
den BHI-Agarplatten dauerte es ca. zwei Tage bis die Kolonien gewachsen waren und in den
Flussigkulturen dhnelte das Wachstum der AcopC-Deletionsmutante dem der Stamme ActaD und
Acg2699 (Abb. 19B). Die AcopC-Deletionsmutante (Wachstumsrate 0,45 + 0,00 h™') wuchs langsamer
als der WT (Wachstumsrate 0,63 + 0,01 h™') und erreichte eine geringere End-ODgq als der WT (27 £ 6
vs. 41 + 4). Aufgrund der Wachstumsergebnisse in Vollmedium wurde erwartet, dass die AcopC-
Deletionsmutante im Standard-CGXIl-Minimalmedium, wie der Acg2699-Stamm, den Kupfer-Mangel-
Phanotyp des Wildtyps zeigt. Jedoch wuchs die AcopC-Mutante unter diesen Bedingungen wie der
WT (Abb. 19C). Auch unter Kupfer-limitierenden Bedingungen wurden keine Unterschiede zum
Wildtyp festgestellt, nur bei einer Kultivierung mit einem Kupfer-Uberschuss wurde ein verbessertes
Wachstum im Vergleich zum WT beobachtet (Abb. 19C). Die AcopC-Mutante konnte mit dem Kupfer-
Stress besser umgehen als der WT, &dhnlich wie es auch fur die Acg2699-Deletionsmutante
beobachtet wurde. Die bessere Kupfer-Stress-Resistenz konnte ein Indiz dafiir sein, dass das CopC-
Protein am Kupfer-Import beteiligt ist und moéglicherweise aufgrund der vorhergesagten Topologie
Kupfer fiir den Transport bereitstellt. Als nachstes wurde der Ko-Reinigungsversuch mit der AcopC-
Deletionsmutante durchgefiihrt, um evtl. Ahnlichkeiten zum Acg2699-Stamm zu detektieren. Hierzu
wurde das Plasmid pJC1-CtaDs, in die Stamme AcopC und WT transferiert. Die Strep-Tactin-
Chromatographie zur Reinigung von CtaDs, ergab fiir den Wildtyp das typische Ko-Reinigungsmuster
mit den Proteinen QcrB, CtaD, QcrA, CtaC und QcrC (s. oben). Dagegen konnte im Eluat der AcopC-
Mutante nur CtaD identifiziert werden. AuBer CtaD war auch eine Bande auf der Hohe von CtaC
schwach erkennbar, diese konnte aber mittels MALDI-ToF-MS-Analyse nicht identifiziert werden.
Allerdings war deutlich zu sehen, dass die Proteine QcrA und QcrB in der AcopC-Mutante nicht mit
CtaDs, ko-gereinigt wurden (Abb. 19D). Demnach verhindert die Deletion des copC-Gens ebenso wie

die cg2699-Deletion die Bildung eines stabilen Cytochrom-bc;-aas-Superkomplexes.

Die Ergebnisse aus der Charakterisierung der AcopC-Deletionsmutante fiihren zu
unterschiedlichen Schlussfolgerungen: im Gegensatz zur Acg2699-Mutante zeigt der AcopC-Stamm
keinen Kupfer-Mangel-Phanotyp, ist aber wie die Acg2699-Mutante resistenter gegenuber Kupfer-
Stress. Dariiber hinaus ist CopC essentiell fiir die Assemblierung eines stabilen Cytochrom-bc;-aas-
Superkomplexes. Das CopC-Protein konnte zusammen mit Cg2699 sowohl fiir den Kupfer-Import als

auch fir die Reifung der Cytochrom-aas;-Oxidase verantwotlich sein.
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Ergebnisse
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Abbildung 19: Wachstum der AcopC-Deletionsmutante auf BHI-Agarplatten (A), in BHI-Vollmedium +
2% (w/v) Glucose (B), in CGXII-Medium + 4% (w/v) Glucose + 100 uM CuSO, bzw. + 150 uM BCS +
1 mM Ascorbat (C) und Ko-Reinigungsexperiment mit CtaDs, aus der AcopC-Deletionsmutante (D).
Die BHI-Agarplatten wurden zwei Tage bei 30 °C inkubiert, die Kultivierung in BHI-Medium erfolgte in
500 ml-Kolben bei 30 °C und 120 Upm. Das Wachstum in CGXIl-Medium bei Kupfer-Uberschuss und
Kupfer-Mangel-Bedingungen wurde mittels des BiolLector-Systems verfolgt. Dabei wurden die
Kulturen in 800 pl-Ansatzen in 48-well-Flower-Platten bei 30 °C und 1200 Upm im Biolector
kultiviert. Die Strep-Tactin-Affinitatschromatographie zur Ko-Reinigung mit CtaDs; wurde fir die
Stamme WT/pJC1-CtaDs; und AcopC/pJC1-CtaDs; durchgefiihrt. Es wurden ca. 10 ug Protein aus den
vereinigten und aufkonzentrierten Elutionsfraktionen auf das 12%-iges SDS-Gel aufgetragen, welches
nach der Elektrophorese silbergefarbt wurde. Als Proteinstandard wurde Precision Plus Protein
Unstained (BioRad) verwendet. Parallel dazu wurden dieselben Proben auf ein weiteres SDS-Gel
geladen, aus welchem nach Coomassie-Farbung die Proteinbanden ausgeschnitten und nach
tryptischem Verdau einer MALDI-ToF-MS-Analyse unterzogen wurden. Die dabei identifizierten

Proteine sind entsprechend beschriftet.
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1. Strukturelle Untersuchungen der Sensorkinase CopS

Trotz intensiver Forschung in den letzten Jahren konnte bisher keine Struktur einer
kompletten Sensorkinase gel6st werden. Die strukturellen Untersuchungen einzelner oder mehrerer
Domédnen von verschiedenen Sensorkinasen haben zum Verstindnis des Wirkmechanismus
beigetragen, es ist jedoch nicht gelungen, ein umfassendes Modell zur Signalibertragung einer
membrangebundenen Sensorkinase zu postulieren. In dieser Arbeit sollte durch Kristallisation der
Sensorkinase CopS und Festkdrper-NMR eines in Proteoliposomen rekonstituierten verkirzten CopS-
Derivats versucht werden, Einblicke in den Signaltransduktionsmechanismus dieser Histidinkinase zu
gewinnen. CopS aus dem Zweikomponenten-System CopSR von C. glutamicum ist fur die Erkennung
toxischer Kupferkonzentrationen und die Auslosung einer entsprechenden Stress-Antwort

verantwortlich.

Bei dem Versuch, die Struktur der Sensorkinase CopS mittels Rontgenstrukturanalyse zu
I6sen, konnte das vollstindige CopS-Protein mit drei zusatzlichen N-terminalen Aminosduren
(NgumCopS) zwar kristallisiert werden, aber die Kristalle waren unzureichend fir eine
Strukturauflosung. Andere membrangebundene als auch 16sliche CopS-Derivate konnten trotz vieler
Ansatze nicht erfolgreich kristallisiert werden. Moglicherweise besitzt CopS eine zu hohe Mobilitat,
welche auf der modularen Domé&nen-Zusammensetzung und deren Bewegungen bei der
SignallUbertragung basiert. Alle Versuche diese Flexibilitdt zu reduzieren, namlich (i) durch Zugabe
von AMP-PNP zu den Kristallisationsansatzen, (ii) durch die Kristallisation von nicht
phosphorylierbaren CopS-Derivaten NgumCopS-H153A, NgumCopS-H153E, Hs-CopS-H153A und Hs-
CopS153E oder (iii) durch den Versuch, die I6sliche Domé&ne von CopS mit CopR ko-zu-kristallisieren,
flhrten auch nicht zur Bildung von Kristallen. Mdoglicherweise kdnnte eine Modifizierung der
Proteinoberflache zu einer erfolgreichen Kristallisation von CopS fuihren. Es wurde beschrieben, dass
eine Reduzierung der Oberflachenentropie mit Hilfe eines gezielten Austauschs von Glutamat-, Lysin-
und auch Glutamin-Resten gegen einen Alanin- oder in seltenen Fallen einen Arginin-Rest den
Kristallisationsprozess begiinstigen kann (Derewenda and Vekilov, 2006). Eine Untersuchung der
CopS-Aminosduresequenz mit dem Programm SERp (Surface Entropy Reduction prediction,
http://services.mbi.ucla.edu/SER) hat ergeben, dass drei Cluster von Punktmutationen zu einer
Reduzierung der Oberflachenentropie von CopS fiihren kdnnten: (i) E215A und E216A, (ii) Q367A und
E368A, und (iii) EA8A. Bei dem SERp-Programm wird zunachst eine Vorhersage zur Sekundarstruktur
einer Aminosauresequenz gemacht, das Entropie-Profil der Seitenketten berechnet und mit den

bekannten homologen Sequenzen verglichen. AnschlieRend werden die potentiellen Kandidaten
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unter den Aminosauren ausgewahlt, die vorzugsweise nicht konserviert sind, hohe Entropie-Werte
besitzen und in einer Oberflachen-exponierten, Entropie-reichen Region liegen (Goldschmidt et al.,
2007). Daruber hinaus konnten die Erfolgschancen bei der Kristallisation von CopS durch eine
Methylierung von exponierten Lysin-Resten erhéht werden. Hierbei werden die Kontakte zwischen
den Proteinmolekilen beglinstigt, die fir eine Kristallbildung notwendig sind (Walter et al., 2006,
Sledz et al., 2010). Allerdings ist das CopS-Protein mit nur zwei Lysin-Resten in der Sequenz (K236

und K336) fiir diese Methode nicht gut geeignet.

Die postulierte hohe Mobilitdit des Proteins wirkte sich auch auf die Festkdrper-NMR-
Messung der Proteoliposomen mit dem rekonstituierten CopS-Derivat NgumCopSys aus. Im
gemessenen Spektrum konnten nur die Aminosauren aus den Transmembranhelices identifiziert
werden. Die 16slichen Teile des Proteins konnten nicht erfasst werden. Um auch die Idslichen
Komponenten der Probe im Spektrum sichtbar zu machen, sollte die Mobilitdt der Proteine in
Proteoliposomen verringert werden. Dies konnte durch eine Absenkung der Messtemperatur oder
durch Nutzung von kompatiblen Soluten wie Betain oder Trehalose erreicht werden. Das Einsetzen
von Trehalose kénnte dazu fuhren, dass bei der gegebenen Messtemperatur die Proteinmobilitat
herabgesetzt wird (Tang et al., 2007). Wenn die Messung des rekonstituierten CopS-Derivats
erfolgreich ist, kdnnte die Anordnung der Transmembranhelices in der Membran geklart werden.
Desweiteren kénnte man Uber eine Zugabe von Kupfer-lonen, die als Reiz fiir CopS postuliert
werden, die Dynamik der Signaliibertragung, bzw. die dynamische Verschiebung der beiden
Transmembranhelices, Giber die Membran beobachten. Hierzu sollten die Spektren mit und ohne

Kupfer-lonen miteinander verglichen werden.

Es konnte bisher jedoch nicht experimentell nachgewiesen werden, dass Kupfer-lonen
tatsachlich direkt von CopS gebunden werden und die Autophosphorylierung auslésen (Schelder,
Schuplezow, nicht gezeigte Daten). Einige Kupfer-detektierende Sensorkinasen wie CinS aus
Pseudomonas putida, CusS aus E. coli und CopS aus Pseudomonas syringae (Quaranta et al., 2009,
Gudipaty et al., 2012, Mills et al., 1993) weisen Sequenzdhnlichkeiten in deren Sensor-Doméanen auf
und besitzen konservierte Histidin- und Methionin-Reste, die an der Kupfer-Bindung beteiligt sein
kénnten. Fir CinS aus P. putida sind das die Histidin-Reste H37 und H147 (Quaranta et al., 2009). Fur
die Kupfer-detektierende Sensorkinase CopS aus Synechocystis sp. PCC 6803 wurde gezeigt, dass die
gereinigte Sensor-Domaéne, die keine Sequenzdhnlichkeit zu den anderen Kupfer-detektierenden
Sensorkinasen aufweist, in vitro mit hoher Affinitat Cu(ll) binden kann (Ko = 2,3-10™) (Giner-Lamia et
al., 2012). Dies deutet auf eine Diversitat der Kupfer-Erkennungsmechanismen unter den Kupfer-
detektierenden Sensorkinasen hin. Die Sensor-Domaéne von CopS aus C. glutamicum kann aufgrund

ihrer geringen Lange nicht direkt mit den anderen Sensor-Domanen der Kupfer-detektierenden
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Sensorkinasen verglichen werden (s. Einleitung 3.1.1.). Die Histidin-Reste H41 und H56, die an der
Signalerkennung beteiligt sind, haben gleiche Entfernungen zu der ersten bzw. der zweiten
Transmembranhelix wie die Histidin-Reste H37 und H147 von CinS aus Pseudomonas putida und
konnten ebenfalls eine Kupfer-Bindestelle bilden. Eine direkte Kupfer-Bindung von CopS konnte
jedoch nicht nachgewiesen werden (Schelder, 2011). Fir mehrere Sensorkinasen aus
Zweikomponentensystemen wurde beschrieben, dass die Signalerkennung mit Hilfe anderer Proteine
stattfinden kann (Zhou et al., 2011, Appia-Ayme et al., 2011, Moore and Hendrickson, 2012). Oft sind
es Transporter-Proteine, die durch eine Interaktion mit den entsprechenden Sensorkinasen eine
Signalerkennung auslosen (Gebhard and Mascher, 2011, Witan et al., 2012). Fir CopS aus C.
glutamicum kann die Moglichkeit einer Interaktion mit einem anderen Protein, welches die
Signalerkennung unterstitzt, nicht ausgeschlossen werden. Als potentielle Kandidaten kamen
zunachst Proteine infrage, die von den Genen aus dem cop-Operon in unmittelbarer Nachbarschaft
zum copS-Gen kodiert werden. Diese wurden einzeln deletiert und es wurde untersucht, ob eine der
Deletionen einen Einfluss auf die relative Aktivitdt des Antwortregulators CopR und somit auf die
Signal-Erkennung durch die Sensorkinase CopS austlibt. Alle Deletionsmutanten zeigten im Vergleich
zum Wildtyp keinen Unterschied in der Aktivierung der Transkription der CopR-Zielgene. Somit
konnte ausgeschlossen werden, dass ein potentieller Interaktionspartner von CopS von einem der
Gene aus dem cop-Operon kodiert wird (Schelder, 2011). Dariber hinaus konnte bei einer Reinigung
des CopS-Proteins aus C. glutamicum-Zellen kein Interaktionspartner ko-gereinigt werden (Schelder,
2008). Dies ist zwar ein Indiz, dass kein weiteres Protein an der Signalerkennung von CopS beteiligt
ist, aber wenn ein potentieller CopS-Interaktionspartner ebenfalls ein membranstandiges Protein ist,
kénnte eine Interaktion beider Proteine wahrend der Solubilisierung gestért oder durch die
Anwesenheit der Detergenzien an hydrophoben Proteinoberflichen verhindert werden. Ein
potentieller Interaktionspartner konnte das in der Membran verankerte CopC-Protein sein. In P.
syringae liegt das copC-Gen im selben Operon mit den copSR-Genen fiir das Zweikomponenten
System CopSR und kénnte nicht nur den Kupfer-Importer CopD, sondern auch den Kupfer-Exporter
CopB, die Multikupfer-Oxidase CopA und die Sensorkinase CopS mit Kupfer-lonen belieferen (Zhang
et al., 2006). Wenn das CopC-Protein in C. glutamicum an der Signalerkennung von CopS beteiligt ist,
kénnte eine in vitro Analyse der extracytoplasmatischen Doméane von CopC mit CopS eine Interaktion
zwischen den beiden Protein zeigen. AuRerdem konnten weitere Proteine aus dem Kupfer-Proteom
in C. glutamicum als Interaktionspartner von CopS fungieren (Schuplezow, 2009, Schelder, 2011). Die
Fragen nach der Signalerkennung von CopS und der anschlieBenden Weiterleitung des Signals liber

die Membran bleiben weiterhin spannend.
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2. Bedeutung von Kupfer-Mangel fiir C. glutamicum

Die Kupfer-Homoostase ist flr Organismen von groRer Bedeutung und wird daher streng
reguliert, so dass die Zellen sowohl mit Kupfer-Uberschuss als auch mit Kupfer-Mangel umgehen
kénnen. Bei erhéhten Konzentrationen wirkt Kupfer toxisch, indem es zur Bildung von reaktiven
Sauerstoff-Spezies fiihrt. Um der Toxizitdat von Kupfer entgegenzuwirken, haben Mikroorganismen
eine Reihe an Resistenz-Mechanismen entwickelt, wie bspw. einen verstarkten Kupfer-Export oder
den Einsatz von Multikupfer-Oxidasen oder Kupfer-Chaperonen (Rensing and Grass, 2003, Arglello et
al., 2013, Solioz et al., 2010). Bei Kupfer-Mangel werden Kupfer-abhdngige Enzyme wie die
Cytochrom-c-Oxidase nicht ausreichend mit Kupfer-lonen versorgt, wodurch Beeintrachtigungen fiir
das Wachstum entstehen konnen (Rensing and McDevitt, 2013). Die Anpassung von Bakterien an
Kupfer-limitierende Bedingungen ist bisher wenig untersucht (Frangipani et al., 2008, Serventi et al.,
2012). Als Bodenbakterium kann C. glutamicum sowohl Kupfer-Uberschuss als auch Kupfer-
limitierenden Bedingungen ausgesetzt sein. Die Bedeutung von Kupfer-Stress fir C. glutamicum
wurde in mehreren Studien gezeigt (Zaade, 2007, Schelder, 2008, Schelder 2011, Schelder et al.,
2011, Teramoto et al., 2012). Erste Studien zur Untersuchung von Kupfer-Mangel in C. glutamicum
zeigten, dass Kupfer-lonen aus dem Medium wahrend des Wachstums aufgenommen und in
Biomasse eingebaut werden (Schuplezow, 2009). Der Kupfergehalt der Biotrockenmasse von C.
glutamicum betragt 0,056 mg/g bei Zellen aus einem synthetischen Ndhrmedium und 0,003 mg/g bei
Zellen aus einem Komplexmedium (Liebl, 2005). Eine Kupfer-Limitierung verursachte eine leichte
Beeintrachtigung des Wachstums des C. glutamicum WT und einen starkeren Wachstumsdefekt bei
der AcydAB-Mutante ohne die Kupfer-unabhdngige Cytochrom-bd-Oxidase (Schuplezow, 2009). In
dieser Studie wurden die Untersuchungen zur Charakterisierung der Kupfer-Mangel-Antwort bzw.

des Kupfer-Mangel-Phanotyps von C. glutamicum fortgefihrt.

Das Kupfer-Mangel-Stimulon des C  glutamicum WT wurde durch einen
Transkriptomvergleich vom C. glutamicum WT unter Kupfer-limitierenden Bedingungen (mit BCS zur
spezifischen Komplexierung von Kupfer-lonen) vs. C. glutamicum WT ermittelt. Dabei zeigte sich,
dass unter Kupfer-Mangel viele Gene, die flr Proteine von Atmungskettenkomponenten bzw. deren
Assemblierung kodieren, einen verdanderten mRNA-Spiegel aufweisen. Eine unzureichende
Versorgung der Kupfer-abhangigen Cytochrom-aas-Oxidase mit Kupfer-lonen fiihrt anscheinend
dazu, dass die Funktion des Cytochrom-bc;-aas-Superkomplexes beeintrachtigt ist und die Kupfer-
unabhangige Cytochrom-bd-Oxidase unter Kupfer-Mangel eine groRere Rolle spielt. Dies wurde auch
durch die Ergebnisse der Cytochromspektren-Analyse unterstiitzt, wobei unter Kupfer-limitierenden
Bedingungen mehr Cytochrom d nachgewiesen wurde, welches nur in der Cytochrom-bd-Oxidase

vorkommt. Ein dhnliches Ergebnis wurde fiir Pseudomonas aeruginosa beobachtet: eine Kupfer-
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unabhangige Oxidase wurde unter Kupfer-limitierenden Bedingungen essentiell fiir das Wachstum,
wahrend die Gene fiir die Untereinheiten einer von vier Kupfer-abhdngigen Oxidasen im
Transkriptomvergleich Kupfer-Mangel vs. Standard-Bedingungen verringert exprimiert wurden
(Frangipani et al., 2008). In einer weiteren Studie mit Bradyrhizobium japonicum wurden ebenfalls
durch Kupfer-Mangel ausgeldste Anderungen auf der Transkriptomebene untersucht (Serventi et al.,
2012). Dabei wurde ein durch Kupfer-Mangel induziertes Operon entdeckt, dessen Genprodukte an
der Bereitstellung von Kupfer fir die Kupfer-abhdngigen Enzyme beteiligt sind. Insbesondere das
Protein PcuC, kodiert vom pcuC-Gen aus dem genannten Operon, soll unter Kupfer-Mangel fiir den
Einbau von Kupfer in das Cua-Zentrum der Cytochrom-aas-Oxidase und méglicherweise auch in das
Cug-Zentrum der Cytochrom-cbbs-Oxidase zustdndig sein (s. unten). Bei der Analyse des Kupfer-
Mangel-Stimulons von C. glutamicum wurde ein Fokus auf die Gene mit stark verandertem mRNA-
Spiegel gelegt. Neben dem cydABDC-Operon wiesen folgende Gene den am stérksten erhohten
mRNA-Spiegel auf: cg1881, kodierend fiir eine vorhergesagte Eisen-abhangige Peroxidase, cg1883,
kodierend fiir ein putatives sekretiertes Protein (homolog zu PcuC aus B. japonicum) und cg1884,
kodierend flr ein vorhergesagtes Membranprotein (homolog zu CopC aus Pseudomonas syringae).
Diese Gene bilden vermutlich ein Operon und unterliegen der Kontrolle des Transkriptionsregulators
LexA und gehoren somit zum SOS-Regulon von C. glutamicum (Jochmann et al., 2009). Das
Genprodukt von cgl881 weist eine Sequenzadhnlichkeit zu einer Eisen-abhangigen Dyp-Typ-
Peroxidase auf (Sugano, 2009), die Funktion des Proteins im Zusammenhang mit der Kupfer-
Homoostase ist jedoch unklar. Moglicherweise ist Cg1881 als Peroxidase an einer Stress-Reaktion
beteiligt, was eine Regulation der Expression des ganzen putativen Operons cg1884-cg1881 durch
LexA erklaren wiirde. Ein weiteres Gen, cg2750, mit einem erhohten mRNA-Spiegel unter Kupfer-
Mangel gehort ebenso zum SOS-Regulon von C. glutamicum und kodiert flr ein hypothetisches
Membranprotein ohne bekannte oder vorhergesagte Funktion. Weitere Gene mit erhohtem mRNA-
Spiegel sind moglicherweise an der Eisen-Homdostase von C. glutamicum beteiligt, hierunter cg2556,
kodierend fir ein Eisen-reguliertes Membranprotein, cg0924, kodierend fiir ein sekretiertes
Siderophor-Bindeprotein, und cg0569, kodierend fiir eine Kation-transportierende ATPase aus dem
DtxR-Regulon, sowie die Gene cg1832 und cgl1833, kodierend fir Komponenten eines putativen
Siderophor-Transporters (Frunzke and Bott, 2008). Ein Zusammenhang zwischen Eisen- und Kupfer-
Homoostase wurde bereits fir andere Organismen gezeigt (Frangipani et al., 2008, Kerschaw et al.,
2005, van Bakel et al., 2005). Es stellte sich die Frage, wie die Versorgung von Zellen bzw. der Kupfer-
abhangigen Cytochrom-aas-Oxidase mit Kupfer in C. glutamicum erfolgt und ob potentielle
Assemblierungsproteine oder Kupfer-Chaperone im Kupfer-Mangel-Stimulon erfasst wurden. Dazu
wurden die Gene ¢g2699, cg1883 und cg1884, die einen stark erhéhten mRNA-Spiegel aufwiesen,

naher untersucht.
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2.1 Evidenzien fiir eine duale Funktion von Cg2699 beim Kupfer-Import und -Einbau
Eine Sequenzanalyse von Cg2699 zeigte, dass es sich um ein integrales Membranprotein mit
16 Transmembranhelices und zwei vorhergesagten Doméanen handelt: eine CopD-Domane im N-
terminalen Bereich und eine C-terminal lokalisierte CtaG-Domadne. Die CtaG-Domadne wies eine
Sequenzahnlichkeit von 22% zu CtaG aus Bacillus subtilis auf (Anhang, Abb. A2). In B. subtilis
verursachte die ctaG-Deletion sowie eine C-terminal verkirzte CtaG-Variante einen Aktivitatsverlust
der Cytochrom-caas-Oxidase, die dhnlich wie in C. glutamicum sowohl ein Cua-Zentrum als auch ein
Cug-Zentrum in den Untereinheiten Il und | hat. Dagegen wurde die Aktivitat der Cytochrom-aas-
Oxidase ohne ein Cus-Zentrum in der Untereinheit Il in der ActaG-Mutante nicht beeintrachtigt. Die
Proteinmenge der Untereinheiten Il und | der Cytochrom-caas-Oxidase war kaum verandert und es
wurde keine starke Abnahme von Cytochrom a und Cytochrom c in der Deletionsmutante
beobachtet. Die Autoren schlussfolgerten, dass CtaG an der Bildung des Cua-Zentrums in der
Untereinheit Il der Cytochrom-caas-Oxidase verantwortlich sein kdonnte (Bengtsson et al., 2004).
Neben der CtaG-Domédne wurde im Cg2699-Protein bei einer Sequenzanalyse eine CopD-Domane
vorhergesagt, die eine 25%-ige Sequenzidentitdt zum CopD-Protein aus Pseudomonas syringae
(Anhang, Abb. A2) und eine 28%-ige Sequenzidentitdt zu der CopD-Domane des YcnJ-Proteins aus B.
subtilis aufwies. In P. syringae verlieh eine Plasmid-basierte Expression der Gene copD und copC aus
dem Kupfer-Resistenz-Operon copABCD dem Stamm eine Hypersensitivitat gegeniiber Kupfer, d. h.
das Wachstum der Zellen wurde im Vergleich zum Referenzstamm bei sehr viel niedrigeren
Kupferkonzentrationen gehemmt. AuBerdem wurde 40% mehr Kupfer in den Zellen akkumuliert,
wenn copC und copD (berexprimiert wurden. Diese Befunde fiihrten zu der Annahme, dass das
periplasmatische Protein CopC und das integrale Membranprotein CopD fiir den Kupfer-Import in die
Zelle verantwortlich sind (Cha and Cooksey, 1993). In B. subtilis wurde fir das CopC-CopD
Fusionsprotein Ycn) ebenso eine Rolle als Kupfer-lmporter vorgeschlagen. Das Gen ycnJ wies unter
Kupfer-Mangel einen stark erhhten mRNA-Spiegel auf, die ycnJ-Gendeletion verursachte einen
Wachstumsdefekt unter Kupfer-limitierenden Bedingungen und einen verringerten intrazelluldren
Kupfer-Gehalt im Vergleich zum WT (Chillappagari et al., 2009). Aufgrund der Ergebnisse aus der
Sequenzanalyse wurde eine duale Funktion fir das Cg2699-Protein postuliert: als Kupfer-

assemblierendes und -importierendes Protein.

Um beide postulierten Funktionen von Cg2699 naher zu untersuchen, wurden Experimente
durchgefiihrt, die Riickschliisse auf die jeweilige Funktion erlauben. Fir die importierende Funktion
des Proteins sprechen die Ergebnisse, dass (i) unter Kupfer-limitierenden Bedingungen der mRNA-
Spiegel des cg2699-Gens steigt, (ii) die Acg2699-Deletionsmutante in Standard-CGXII-Medium den

gleichen Phanotyp bzgl. des Wachstums, der Cytochromspektren und des Transkriptoms aufweist wie
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der WT bei Kupfer-Mangel, und (iii) die Acg2699-Deletionsmutante eine hohere Kupferresistenz
aufweist als der WT. Als Kupfer-Importer wird Cg2699 unter Kupfer-Limitierung verstarkt benétigt
und daher verstarkt exprimiert. Bei einer Deletion des cg2699-Gens kommt es zu einer Kupfer-
Mangel-Antwort, obwohl im Medium geniigend Kupfer zur Verfligung steht, da der Import von
Kupfer gehemmt ist und der Zelle daher nicht genug Kupfer zur Verflgung steht. Bei der
Cytochromspektren-Analyse der Acg2699-Mutante und des WTs unter Kupfer-Limitierung konnte
eine Verschiebung der Maxima der Peaks fiir Cytochrom b und Cytochrom a in den kurzwelligen
Bereich festgestellt werden. Im Fall von Cytochrom b setzt sich der Peak aus mindestens drei bis vier
unterschiedlichen Komponenten zusammen: der Cytochrom-b-Untereinheit des Cytochrom-bc;-
Komplexes (QcrB), den Untereinheiten | und Il der Cytochrom-bd-Oxidase (CydA, CydB), der
Membranuntereinheit der Succinat-Dehydrogenase (SdhC) sowie aus der Membranuntereinheit der
Nitrat-Reduktase (Narl). Insofern konnte sich die Verschiebung des Maximums aus einer veranderten
Zusammensetzung dieser Komponenten ergeben. Die Transkriptomanalysen zeigten, dass der mRNA-
Spiegel der cydAB-Gene 15-fach erhoht war, der mRNA-Spiegel der qcrCAB-Gene dagegen 3-fach
erniedrigt. Fir den Cytochrom a-Peak ist ausschlieBlich die Untereinheit | der Cytochrom-aas-Oxidase
(CtaD) verantwortlich (Bott and Niebisch, 2005). Die Verschiebung des Maximums des Peaks kann
hier also nicht auf einer veranderten Zusammensetzung von Komponenten beruhen, sondern auf
einer veranderten Struktur der CtaD-Untereinheit. Bratton et al. (2000) gelang es, die Untereinheit |
aus einer unvollstandig assemblierten Cytochrom-aas-Oxidase ohne die Untereinheiten Il und Il aus
Rhodobacter sphaeroides zu untersuchen. Dabei war nur das Hdm a, nicht aber das as-Cug-Zentrum
im gereinigten Protein nachweisbar. Das Cytochromspektrum der isolierten Membranen mit der
fehlerhaften Untereinheit | zeigte den Peak fir Cytochrom a (bei der intakten Cytochrom-aas-
Oxidase bei 605 nm) mit einer Verschiebung um 4 - 6 nm in den kurzwelligen Bereich. Dies war ein
Indiz fir eine entartete Ham-Umgebung, denn die Peak-Position wird von der Stdrke einer
Wasserstoffbriicke zwischen einem Arginin in der Untereinheit | und der Formylgruppe des Hams a
stark beeinflusst. Das EPR-Spektrum dieses Proteins zeigte auch eine strukturelle Heterogenitat der
Ham-Bindestelle. Eine &hnliche Peak-Verschiebung bei Cytochrom a wurde auch bei den
Untersuchungen der ctaG-Mutante aus B. subtilis (Bengtsson et al., 2004) und von Scolp aus
Saccharomyces cerevisiae (Dickinson et al., 2000) beobachtet, die moglicherweise an der Bildung des
Cup-Zentrums in der Untereinheit Il beteiligt sind, sowie von Cox11p aus Rhodobacter sphaeroides
(Hiser et al., 2000), das als Assemblierungsfaktor fiir das Cug-Zentrum in der Untereinheit | fungiert.
Womdglich fihrt eine nicht vollstindige Beladung des Cug-Zentrums zu einer entarteten Ham-
Umgebung in der Untereinheit |, die sich in einer Verschiebung des Peaks fiir Cytochrom a auswirkt.
Da das Cug-Zentrum vermutlich erst nach der Assemblierung des Cu-Zentrums mit Kupfer-lonen

beladen wird (Hiser et al., 2000, Bratton et al., 2000), kénnte eine unvollstandige Beladung des Cu,-
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Zentrums durch eine Unterbrechung der Enzym-Reifung ebenfalls zu einer entarteten Ham-
Umgebung in der Untereinheit | fihren. In der C. glutamicum Acg2699-Mutante kdnnte sowohl eine
Unterbrechung der generellen Kupfer-Versorgung der Zelle und somit der Kupfer-abhangigen
Cytochrom-aas-Oxidase als auch ein fehlendes Assemblierungsprotein fiir die Beladung des Cup-
Zentrums in der Untereinheit || oder des Cug-Zentrums in der Untereinheit | fir die beobachtete
Peak-Verschiebung verantwortlich sein. Eine Cytochromspektren-Analyse der isolierten Membranen
aus der Acg2699-Mutante sollte allerdings erneut durchgefiihrt werden. Bei Kultivierungen in BHI-
Medium wurde ein etwas beschleunigter Abbau von CtaD in der exponentiellen Phase beobachtet, in
der stationdren Phase war das CtaD-Protein nicht mehr nachweisbar. In kiinftigen Untersuchungen
sollte geklart werden, ob die Menge an CtaD in der Membran auch wahrend der Kultivierung in
CGXIl-Medium mit der Zeit abnimmt und wie die Cytochromspektren zu unterschiedlichen

Zeitpunkten der Kultivierung aussehen.

Die Assemblierungsfunktion von Cg2699 fir die Cytochrom-aas;-Oxidase wurde durch
Experimente mit Strep-getaggtem CtaD naher untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass (i)
CtaDs; in der Acg2699-Mutante in der stationdren Wachstumsphase nicht mehr nachweisbar ist und
(ii) die Ko-Reinigung der Untereinheiten des Cytochrom-bc;-aas-Superkomplexes mit CtaDs, und
QcrBs; vollstandig bzw. teilweise fehlschlug. Bei den Ko-Reinigungsexperimenten mit den Stammen
WT/pJC1-QcrBs, und Acg2699/pJC1-QerBs; kann nicht ausgeschlossen werden, dass das native QcrB
einen Einfluss auf die Ergebnisse hat. Daher sollte der Versuch mit den Stimmen AgcrAcg2699/p)C1-
QcrBs; und Agcr/pJC1-QcrBg; als Kontrolle wiederholt werden. Bei der Isolation von CtaDs; mittels
Strep-Tactin-Affinitatschromatographie konnte in der Acg2699-Deletionsmutante keine weitere
Untereinheit des Superkomplexes ko-gereinigt werden, bei der Isolation von QcrBs; konnte nur das
QcrA-Protein ko-gereinigt werden. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Abwesenheit des
€g2699-Gens bzw. dessen Genprodukts zur Folge hat, dass die Assemblierung sowohl der Cytochrom-
aas-Oxidase als auch des Cytochrom-bc;-aas-Superkomplexes verhindert wird. Wenn Cg2699 eine
Kupfer-inserierende Rolle fiir die Cytochrom-aas;-Oxidase ausilibt, konnte eine unvollstandige
Beladung der Kupfer-Zentren Cugin CtaD und Cu, in CtaC dazu fihren, dass diese Untereinheiten in
einer préafinalen Struktur fixiert sind, welche die korrekte Interaktion mit den anderen Untereinheiten

verhindert und ggf. auch zu einem Abbau der nicht-funktionellen Proteine fiihrt.

In den Mitochondrien wird Kupfer durch das Kupfer-Chaperon Cox17 zu Scol und Cox11
geliefert, die dann das Cua-Zentrum bzw. das Cug-Zentrum der Cytochrom-c-Oxidase mit Kupfer
beladen (Cobine et al., 2006a). Die Beladung der Cu-Zentren findet zwar im Intermembranraum der
Mitochondrien statt, jedoch werden die Kupfer-lonen hierfiir vermutlich aus der Matrix geliefert. In

S. cerevisiae konnte gezeigt werden, dass Kupfer in der Matrix in einem proteinfreien Ligand-
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Komplex gespeichert und nach Bedarf in den Intermembranraum transportiert wird (Cobine et al.,
2004, Cobine et al., 2006b). Eine Fusion aus einem Importer- und Assemblierungsprotein kénnte in C.
glutamicum eine raumliche Nadhe des intrazellularen Kupfers zum Zielprotein ermoglichen. Das Cu,-
Zentrum liegt 8 A tber und das Cug-Zentrum 13 A unter der Membranoberfliche (Tsukihara et al.,
1995). Wahrend das Cus-Zentrum vermutlich im periplasmatischen Raum mit Kupfer beladen wird,
koénnte der Kupfer-Einbau in das Cug-Zentrum direkt in der Membran stattfinden. Cg2699 kénnte fir
den Einbau sowohl vom Cu,- als auch vom Cug-Zentrum verantwortlich sein. Moglicherweise konnte
eine Messung von Kupfer nach Bratton et al. (2000) und Hiser et al. (2000) im gereinigten CtaC oder
CtaD aus der Acg2699-Mutante Hinweise darauf geben, ob Cg2699 an der Beladung des Cu,- oder
des Cug-Zentrums beteiligt ist. In diesen Studien wurde der Gehalt an Eisen und Kupfer in gereinigten
Proteinen bzw. Proteinkomplexen mittels ICP-AES (inductively coupled plasma atomic emission
spectroscopy) gemessen. Aus einem Kupfer-Eisen-Koeffizienten hatten die Autoren Riickschliisse auf
die Menge von Kupfer-lonen pro Oxidase-Einheit ermittelt. Eine genauere Methode zur
Untersuchung der Cu-Zentren wiare die EPR-Spektroskopie (electron paramagnetic resonance
spectroscopy). Damit konnte man sowohl die Cux-Zentrum-Umgebung untersuchen als auch eine
Abwesenheit von Kupfer im Cug-Zentrum feststellen (Aasa et al., 1976, Hiser et al., 2000). Darliber
hinaus konnten weitere Untersuchungen des Cg2699-Proteins mehr Aufschluss geben, wie die
Assemblierung der Cytochrom-aas-Oxidase mechanistisch ablauft. Wenn Cg2699 fir die Beladung
des Cug-Zentrums verantwortlich ist, sollten die beiden Proteine Cg2699 und CtaD miteinander
interagieren. Um dies zu untersuchen, wurden Expressionsplasmide konstruiert, die Fusionsproteine
mit fluoreszierenden Proteinen kodieren. Eine anschlieRende FRET-Messung kdnnte eine potentielle
Interaktion zwischen den beiden Proteinen verifizieren. Wenn Cg2699 an dem Kupfer-Einbau in das
Cupx-Zentrum beteiligt ist, sollte eine Interaktion zwischen Cg2699 und CtaC getestet werden. FRET-
Messungen koénnten desweiteren auch fiir den Nachweis weiterer potentieller Interaktionen von

Cg2699 genutzt werden, z. B. mit CopC.

Das Cg2699-Protein ist aus den Domanen CopD und CtaG zusammengesetzt. Die Fusion der
beiden Domédnen in einem Protein konnte eine optimale Kopplung zwischen Kupfer-Import
und -Einbau in die Cytochrom-aas;-Oxidase ermoglichen. Die Ergebnisse, die in dieser Arbeit erzielt
wurden, unterstiitzen eine duale Rolle des Proteins als Kupfer-Importer und Cytochrom-aas-Oxidase-
Assemblierungsfaktor. Deswegen wird ein neuer Name fir das Protein Cg2699 vorgeschlagen: CtiP

fir ,,copper transport and insertion protein®.
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2.2 Beteiligung der Proteine CopC und PcuC an der Kupfer-Homdostase in C.
glutamicum

Neben dem Cg2699-Protein wurden in dieser Studie zwei weitere Proteine CopC und PcuC
identifiziert, die an der Kupfer-Homdoostase in C. glutamicum beteiligt sein konnten. In P. syringae ist
CopC zusammen mit CopD am Kupfer-Import beteiligt, wobei CopC als periplasmatisches Protein
Kupfer bindet und zum membranintegralen CopD zwecks Import in die Zelle weiterleitet (Cha and
Cooksey, 1993, Puig et al., 2002). CopC aus P. syringae besitzt hochaffine Kupfer-Bindestellen sowohl
fur Cu(l) (107 2 Kp 2 10™) als auch fir Cu(ll) (Kp = 10™) und kénnte die lonen nicht nur fiir CopD,
sondern auch fir andere Proteine wie die Multikupfer-Oxidase CopA oder den Kupfer-Transporter
CopB bereitstellen (Arnesano et al., 2003, Zhang et al., 2006). Die Cu(l)-Bindestelle wird aus einem
Histidin und mindestens 2 von 4 in Frage kommenden Methionin-Resten (H48, M40, M43, M46 und
M51) gebildet, fur die Cu(ll)-Bindestelle werden zwei Histidin-Reste, ein Glutamat- und ein Aspartat-
Rest bendtigt (H1, H91, E27 und D89) (Arnesano et al., 2003). Wahrend der Austausch H1F eine
Kupfer-Bindung verhindert, fiihrt der Austausch H91F zu einer niedrigeren Cu(ll)-Affinitdt und E27G
zu einer etwas hoheren Cu(ll)-Affinitat (Zhang et al., 2006). Bei der Sequenzanalyse des CopC-CopD-
Fusionsproteins Ycnl) aus B. subtilis konnten in der N-terminal lokalisierten CopC-Domane alle vier
Aminosauren identifiziert werden, die an der Cu(ll)-Bindung beteiligt sind (Chillappagari et al., 2009).
In C. glutamicum wird das CopC-homologe Protein vom copC-Gen (cg1884) kodiert und weist eine
Sequenzidentitat von 30% zu CopC aus P. syringae und von 25% zur CopC-Domaéne des YcnJ-Proteins
aus B. subtilis auf. Allerdings sind nur drei der vier Aminosauren fir die Cu(ll)-Bindung in der
Aminosauresequenz von CopC aus C. glutamicum vorhanden: H1, D85 und H87 (s. Anhang, Abb. A3).
Anstelle eines Glutamat-Restes befindet sich an Position 28 ein Glycin-Rest, dadurch sollte die
Kupfer-Bindung jedoch nicht beeintrachtigt werden (s. oben). Sowohl in Ycn) aus B. subtilis als auch
in CopC aus C. glutamicum konnte keine Methionin-reiche Region gefunden werden, die fiir die Cu(l)-
Bindung bendotigt wird. Aufgrund der Daten aus P. syringae und B. subtilis wurde vermutet, dass CopC
in C. glutamicum zusammen mit Cg2699 fiir den Kupfer-Import verantwortlich sein kdnnte. Eine
Charakterisierung der AcopC-Deletionsmutante hat ergeben, dass diese eine hohere Resistenz
gegenliber Kupfer-Stress aufweist, aber in Standard-CGXII-Medium keinen Wachstumsdefekt wie die
Acg2699-Mutante zeigt. Dies deutet darauf hin, dass CopC in C. glutamicum am Kupfer-Import zwar
beteiligt ist, aber vermutlich eine zweitrangige Rolle spielt. Moglicherweise kann in der AcopC-
Mutante der Kupfer-Import unter Standard-Bedingungen allein durch Cg2699 bewerkstelligt werden,
wodurch keine Kupfer-Mangel-Antwort ausgeldst wird. Im Vollmedium zeigte die AcopC-Mutante
Uiberraschenderweise ein dhnlich gehemmtes Wachstum wie die Acg2699-Mutante. Eine mogliche
Erklarung ist, dass es im Vollmedium nicht genug Kupfer gibt und die Zellen unter Kupfer-Mangel-

Bedingungen wachsen. Der Kupfergehalt in der C. glutamicum-Biotrockenmasse von Zellen aus
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Komplexmedium war um ein vielfaches niedriger im Vergleich zu Zellen aus einem synthetischen
Medium (s. oben). CopC wird anscheinend nur unter Kupfer-Mangel-Bedingungen benétigt, indem es
die wenigen zur Verfligung stehenden Kupfer-lonen bindet und an Cg2699 weiterleitet. Bei der
Affinitatsreinigung von CtaDs; aus Membranen des Stammes AcopC/pJC1-CtaDs, gab es keine Ko-
Reinigung von weiteren Untereinheiten des Cytochrom-bc;-aas-Superkomplexes. Dies ist ein Hinweis
darauf, dass CopC ebenso wie Cg2699 an der Assemblierung des Superkomplexes beteiligt ist.
Allerdings sollte noch (berprift werden, ob dieses Ergebnis nicht auf Kupfer-Mangel im BHI-
Vollmedium beruht. Wenn CopC nur eine Helfer-Rolle fiir Cg2699 unter Kupfer-Mangel-Bedingungen
auslibt, sollte eine Ko-Reinigung der Untereinheiten des Cytochrom-bc;-aas-Superkomplexes aus der

AcopC-Mutante bei einer Kultivierung in Standard-CGXII-Medium wie beim Wildtyp mdglich sein.

Ein weiteres Protein, welches zum Kupfer-Mangel-Stimulon gehort und an der Kupfer-
Homoostase in C. glutamicum beteiligt sein kdnnte, ist das PcuC- bzw. PCu,C-homologe Protein
Cgl1883. Mit Hilfe von NMR-Studien wurde gezeigt, dass PCu,C aus Thermus thermophilus (37%
Sequenzidentitat zu PcuC aus C. glutamicum) in vitro das Cus-Zentrum der Untereinheit Il mit Kupfer
beladen kann. PCu,C bindet ein Cu(l)-lon (Kp = 2,2:10" M) und kann in einem Verhiltnis zum
unbeladenen Cua-Zentrum von 2:1 beide Kupfer-lonen fiir das Cus-Zentrum liefern. Die Kupfer-
Bindung wird durch die Reste H46, M61, H83 und M85 koordiniert (Abriata et al., 2008). In B.
japonicum verursachte eine Deletion von pcuC einen Aktivitdtsverlust der Cytochrom-aas-Oxidase,
der durch einen Kupfer-Uberschuss im Nahrmedium aufgehoben werden konnte. In der
symbiotischen Form von B. japonicum beeintrachtigte die pcuC-Deletion die Aktivitat der Cytochrom-
cbb;-Oxidase, die kein Cua-Zentrum, sondern nur das Cug-Zentrum enthalt. Daraus haben die Autoren
geschlossen, dass PcuC an der Beladung sowohl des Cua-Zentrums der Cytochrom-aas-Oxidase, als
auch des Cug-Zentrums der Cytochrom-cbbs-Oxidase beteiligt sein konnte (Serventi et al., 2012).
Thompson et al. (2012) zeigten sogar, dass PCu,C aus Rhodobacter sphaeroides zum Teil auch Kupfer
fur die Beladung des Cug-Zentrums der Cytochrom-aas-Oxidase bereitstellen kann, obwohl das
Assemblierungsprotein Cox11 vorhanden war. In R. sphaeroides beeintrachtigte die pCu,C-Deletion
die Aktivitdit sowohl der Cytochrom-aas-Oxidase als auch der Cytochrom-cbbs;-Oxidase bei
ausreichenden Kupferkonzentrationen, unter Kupfer-Mangel war der Anteil der vollstandig
assemblierten Cytochrom-Oxidasen in der Membran stark minimiert im Vergleich zum Wildtyp. EPR-
Spektren der isolierten Cytochrom-aas-Oxidase aus der ApCu,C-Mutante zeigten, dass die Menge an
Cup um 15% im Vergleich zur Cytochrom-aa;-Oxidase aus dem Wildtyp abgenommen hatte.
Ausserdem konnten Signale detektiert werden, die auf eine Abwesenheit von Cug hindeuten. Ein
Vergleich mit einem anderen Assemblierungsprotein PrrC, das einen dhnlichen Effekt auf die beiden
Cytochrom-Oxidasen auslbt, hat ergeben, dass die Rolle von PCu,C zweitrangig war. Es wurde

vermutet, dass PCu,C als Kupfer-Chaperon in vivo nicht direkt an der Beladung des Cus- oder Cug-
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Zentrums beteiligt ist, sondern Kupfer zu den Assemblierungsproteinen PrrC und Cox11 liefert, die
anschlieBend Kupfer in das Cua- bzw. das Cug-Zentrum einbauen (Thompson et al., 2012). In C.
glutamicum kodiert das pcuC-Gen fiir ein sekretiertes Protein, welches drei von vier Aminosduren
aufweist, die an der Cu(l)-Bindung beteiligt sind: H77, H107 und M109 (s. Anhang, Abb. A4). An Stelle
von Methionin befindet sich an Position 86 ein Glutamat-Rest, jedoch kdnnte stattdessen Methionin
an Position 84 an der Kupfer-Bindung mitwirken. Moglicherweise fungiert PcuC in C. glutamicum
unter Kupfer-limitierenden Bedingungen als ein Assemblierungsprotein fiir die Beladung vom Cu,-
oder Cug-Zentrum der Cytochrom-aas-Oxidase oder als Kupfer-Chaperon fiir Cg2699 oder andere
Kupfer-Assemblierungsproteine. Allerdings lbt PcuC wahrscheinlich eine zweitrangige Rolle aus,

denn die ApcuC-Mutante zeigte keinen Wachstumsdefekt auf BHI-Agarplatten (Daten nicht gezeigt).

Die Gene copC und pcuC gehoren zum putativen Operon cg1884-cg1883 und zeigten einen
gleich stark erhohten mRNA-Spiegel in beiden Transkriptomvergleichen, die in dieser Arbeit
durchgefiihrt wurden. Bei den Untersuchungen der AcopC-Mutante konnten Defekte im Wachstum
und der Assemblierung des Superkomplexes nur in BHI-Medium beobachtet werden, wobei in BHI-
Medium wahrscheinlich eine Kupfer-Limitierung vorliegt. Fiir die PcuC-Homologen aus anderen
Organismen wurde auch gezeigt, dass diese unter Kupfer-Mangel verstarkt benétigt werden (Serventi
et al., 2012 Thompson et al., 2012). Dies fiihrt zu der Annahme, dass in C. glutamicum die Proteine
CopC und PcuC auch nur unter Kupfer-Mangel eine wichtige Rolle als Kupfer-Lieferanten fiir Cg2699

und/oder Cytochrom-aas-Oxidase spielen.

2.3 Méoglicher Mechanismus des Kupfer-Imports und der Kupfer-Insertion in die

Cytochrom-aas-Oxidase

Aufgrund der in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse und der Sequenzanalysen der Proteine
Cg2699, CopC und PcuC wird ein Modell zur Rolle dieser Proteine bei der Kupfer-Homéostase in C.
glutamicum vorgeschlagen, das davon ausgeht, dass (i) die CtaG-Domane von Cg2699 fiir den Einbau
von Kupfer in das Cua- oder Cug-Zentrum der Cytochrom-aas-Oxidase verantwortlich ist, (ii) der
Kupfer-Import in die Zelle ausschlieBlich mit Hilfe von Cg2699 erfolgt und (iii) die Proteine PcuC und
CopC als Kupfer-Chaperone fungieren, die primar unter Kupfer-Mangel-Bedingungen bendtigt
werden (Abb. 20). Bei ausreichenden Kupferkonzentrationen im Nahrmedium ist Cg2699 sowohl fiir
den Kupfer-Import als auch fiir die Assemblierung der Cytochrom-aas;-Oxidase durch Einbau von
Kupfer-lonen in das Cua- oder Cug-Zentrum zustandig. Nachdem Kupfer in die Zelle importiert wird,
werden die Kupfer-lonen vermutlich von einem intrazellularen Kupfer-Chaperon gebunden. Im
Genom von C. glutamicum wurden sechs Gene fur putative Kupfer-Chaperone ohne ein
vorhergesagtes Signalpeptid gefunden (cg1328, cg3282, cg3292, cg3300, cg3402 und cg3411,
Schuplezow, 2009). Der Einbau der Kupfer-lonen in das Cus-Zentrum erfolgt vermutlich im
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periplasmatischen Raum und das Cug-Zentrum kdnnte nach einem Kupfer-Transport in die Zelle von
der cytoplasmatischen Seite aus beladen werden. Die Domanen-Zusammensetzung von Cg2699
ermoglicht es, Kupfer-lonen mit Hilfe der CopD-Domane in die Zelle zu importieren, damit diese
anschlieRend von der CtaG-Doméne in das Cua- oder Cug-Zentrum eingebaut werden. Alternativ
konnte Kupfer direkt von der CopD-Domaéne an die CtaG-Domane weitergegeben werden. Kiinftig
sollte untersucht werden, welches Cu-Zentrum unter Beteiligung von Cg2699 beladen wird (s. oben).
AuRerdem sollte noch geklart werden, ob die Cu-Zentren der Cytochrom-aas-Oxidase tatsachlich
nach dem Imort in die Zelle mit Kupfer-lonen beladen werden, wie es bei dem Modell dargestellt ist.
Die Funktion von CopC und PcuC besteht moglicherweise darin, unter Kupfer-Mangel Kupfer-lonen
einzufangen und zu Cg2699, CtaC oder CtaD zu befordern. Allerdings sollte die Rolle der beiden
Proteine noch genauer untersucht werden. CopC konnte unter Kupfer-Mangel-Bedingungen nicht
nur Kupfer-lonen zu Cg2699 liefern, sondern auch direkt am Einbau von Kupfer in eines der Cu-
Zentren der Cytochrom-aas-Oxidase mitwirken. Zu PcuC aus C. glutamicum gibt es bisher keine
experimentellen Daten, die seine Funktion als Kupfer-Chaperon oder Assemblierungsprotein

bestatigen.

- -

Cytochrom-aa,-Oxidase

Abbildung 20: Schematische Darstellung des moglichen Mechanismus des Kupfer-Imports und der
Assemblierung der Cytochrom-aas;-Oxidase aus dem Cytochrom-bc;-aas-Superkomplex. Freies Kupfer
ist in hell-blau gezeigt, Kupfer-Transportwege sind mit Pfeilen gekennzeichnet. Unterbrochene Linien
zeigen die Kupfer-Transportwege unter Kupfer-Mangel-Bedingungen. Die Kupfer-bindenden Proteine
CopC, PcuC, CtaC und CtaD sind mit einem hell-blauen Kreis innerhalb des Proteins gekennzeichnet.
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Anhang

1. Initiale Kristallisationsbedingungen fiir Ng,;,,CopS

Tabelle A1: Initiale Bedingungen und erfolgreiche Optimierungen fir Kristallisation von NgywCopS.

Bed. Screen Zusammensetzung Additiv Methode

A6 JBScreen1  20% (w/v) PEG 550 MME, Microbatch
10 mM Tris-HCl, pH 7,5

A6-b - 20% (w/v) PEG 550 MME, 0,075% (w/v) Dextransulfat Microbatch
10 mM Tris-HCl, pH 7,5

A6-c - 20% (w/v) PEG 550 MME, 0,075% (w/v) Dextransulfat hanging drop
10 mM Tris-HCl, pH 7,5

A6-d - 20% (w/v) PEG 550 MME, 0,075% (w/v) Dextransulfat,  hanging drop
10 mM Tris-HCl, pH 7,5 0,025 mg/ml AMP-PNP

Cc6 JBScreen2  30% (w/v) PEG 4000

ca JBScreen2  22% (w/v) PEG 4000, 50 mM
Tricine, pH 8,0

B2 JBScreen1  35% (w/v) PEG 600

2. Transkriptomvergleiche C. glutamicum WT unter Kupfer-Mangel vs. WT
und Acg2699 vs. WT

Tabelle A2: Liste der Gene mit einem mindestens 2-fach verdnderten mRNA-Level in den
Transkriptomvergleichen WT  kultiviert unter Kupfer-Mangel vs. WT kultiviert unter
Standardbedingungen oder Acg2699 vs. WT (beide kultiviert unter Standardbedingungen). Wenn die
Werte in einem Transkriptomvergleich weniger als 2-fach verdndert wurden, wurden diese
aufgefillt. Beide Transkriptomvergleiche wurden fir die Zellen aus der spaten exponentiellen Phase
(ODgoo = 20) durchgefiihrt. Die Stdamme wurden in Standard-CGXII-Medium + 4% (w/v) Glucose (=
Standardbedingung) bzw. in CGXII-Medium + 4% (w/v) Glucose + 150 uM BCS + 1 mM Ascorbat
(Kupfer-Mangel) kultiviert. mRNA-Verhaltnisse reprasentieren Mittelwerte aus je drei unabhdngigen
Versuchen (n = 3), die von verschiedenen Kultivierungen ausgehen. n. b.: p-Wert konnte nicht
bestimmt werden (n = 1).

Locus Gen- . WT Cu-Mangel/WT Dcg2699/WT
Beschreibung . -

tag Name Mittelwert p-Wert Mittelwert p-Wert

cg0133 p-Aminobenzoyl-Glutamat 0,27 0,07 0,25 0,00
Transporter

cg0175 Putatives sekretiertes 2,03 0,05 2,02 0,02
Protein

cg0197 iolC Carbohydrat-Kinase 0,49 0,04

cg0198 Hypothetisches Protein 0,18 n. b. 0,42 0,04

cg0199 msmA Aldehyd-Dehydrogenase 0,38 0,06 0,46 0,02

cg0303 leuA  2-lsopropyl-Malat-Synthase 0,72 0,01 0,49 0,00

cg0316 Putatives sekretiertes 2,07 0,07 4,09 0,02

107



Anhang

cg0405

cg0508
cg0569

cg0706
cg0759

cg0760
cg0762
cg0898
cg0899
cg0924

cg0927

cg0933
cg0952

cg0953
cg0957
cg1083

cgl1085
cg1090

cg1092

cgllol

cgl2l4a

cgl215

cgl216
cgl1218

cg1289
cgl290
cgl291

cgl1292

cgl293

108

prpD2

prpB2
prpC2

fas-IB
cgtS10

ggtB

nadC

nadA

metE

Protein
Cobalamin/Fe*'-Siderophor-
Lipoprotein

Sekretiertes Lipoprotein
Kation-transportierende
ATPase

Membranprotein
Hypothetisches Protein,
Propionat-Katabolism
Methylisocitrat-Lyase
2-Methylcitrat-Synthase
Hypothetisches Protein,
Pyridoxin-Biosynthese
Glutamin-Amidotransferase,
Pyridoxin-Biosynthese
Sekretiertes Siderophor-
Bindeprotein
Siderophor-ABC-Transporter,
Permease-Komponente
DNA- oder RNA-Helikase
Putatives integrales
Membranprotein
Monocarboxylat-Transporter
Fettsdure-Synthase
Putative Sensorkinase,
Zweikomponenten-System
Hypothetisches Protein
Gamma-Glutamyl-
Transpeptidase

Putatives sekretiertes
Protein

ABC-Typ
Multidrug/Protein/Lipid
Transportsystem, Membran-
komponente
Cystein-Sulfinat-
Desulfinase/Cystein-
Desulfurase
Nicotinatnucleotid-
Pyrophosphorylase
Guinolinat-Synthetase
ADP-Ribose-
Pyrophosphatase
Permease
5-Methyltetrahydropteroyl-
triglutamat-Homocystein
Methyltransferase
Hypothetisches Protein
Flavin-haltige
Monooxygenase

Putatives sekretiertes
Protein

0,35
4,74

1,47
4,66

6,11
9,45
0,53
0,45
0,27

0,45

2,03
0,31

0,31
0,42
2,32

0,50
0,42

1,85

2,28

1,05

1,10

1,78

1,64

0,45

2,15

0,41

0,32

0,03
0,04

0,02
n. b.

0,02

0,05

0,04
0,03

0,05
0,01
0,09

0,03
0,16

0,05

0,03

0,29

0,18

0,02

0,02

0,23

0,00

0,04

0,01

0,49

0,44
4,19

2,58
0,12

0,15
0,15
0,35
0,33
0,18

0,37

1,72
0,23

0,23
0,98
1,92

0,43
0,46

2,85

1,65

2,36

2,30

2,41
2,51

0,40
0,37
3,06

0,50

0,43

0,03

0,00
0,06

0,05
0,00

0,00
0,00
0,01
0,01
0,08

0,10

0,11
0,00

0,00
0,44
0,01

0,00
0,01

0,01

0,03

0,01

0,00

0,00
0,02

0,01
0,01
0,04

0,02

0,00
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cgl298

cg1299

cgl1300

cgl301

cgld24
cgl6el2
cgl6l3
cgl626
cgl628
cgl744
cgl769
cgl773

cg1809

cgl832

cgl833

cgl836

cgl1881

cg1883

cgl884
cg2094
cg2403

cg2404

cg2405

g2406

cg2407

cydC

cydD

cydB

cydA

lysE

sseA2

pacl
ctaA

ctaB

qcrB

qcrA

qcrC

ctaE

ABC-Typ Transportsystem,
ATPase Komponente
ABC-Typ Transportsystem,
ATPase Komponente
Cytochrom-bd-Oxidase,
Untereinheit Il
Cytochrom-bd-Oxidase,
Untereinheit |
Lysin-Efflux-Permease
Acetyltransferase
Rhodanase-verwandte
Sulfurtransferase
Hypothetisches Protein
Hydrolase
Kation-transportierende
ATPase

Ham-a-Synthase, Hdm-o-
Monooxygenase
Ham-o-Synthase, Protoham
IX-Farnesyl-Transferase
DNA-abhangige RNA-
Polymerase, Omega-
Untereinheit

Permease eines ABC-

Transporters

ABC-Typ Cobalamin/Fe®-
Siderophor-Transport-
System, sekretierte
Komponente
Sekretiertes Solut-bindendes
Protein

Vorhergesagte Eisen-
abhangige Peroxidase,
sekretiertes Protein
Putatives sekretiertes
Protein

Hypothetisches Protein
Hypothetisches Protein
Cytochrom-bc;-Komplex,
Cytochrom b Unterheit
Cytochrom-bc;-Komplex,
Rieske Eisen-Schwefel
Protein
Cytochrom-bc;-Komplex,
Cytochrom c; Untereinheit
Cytochrom-aas-Oxidase,
Untereinheit Il
Hypothetisches Protein

27,79

10,54

14,55

14,99

3,30
0,77

1,12
1,19
4,01

2,75

8,49

2,13

6,69

8,56

0,33

12,84

12,01

12,94

0,31

0,34

0,35

0,31

1,35

0,01

0,02

0,03

0,01

0,01

0,29

0,36
0,33
0,09

0,01

0,07

0,01

0,00

0,00

0,09

0,02

0,02

0,01

0,01

0,01

0,02

0,00

0,13

8,79

16,09

12,55

14,03

2,16
0,49
0,44
2,36
2,90
3,27
5,90
5,83

1,13

1,58

2,51

0,67

15,37

16,49
16,99
2,19
0,58

0,63

0,66

0,66

1,97

0,00

0,00

0,00

0,00

0,01
0,00
0,01
0,02
0,03
0,01
0,01
0,00

0,34

0,01

0,03

0,12

0,00

0,00
0,00
0,03
0,03

0,04

0,01

0,02

0,04
109



Anhang

cg2408
cg2409

cg2438
cg2467

cg2468

cg2470
cg2545
cg2546
cg2556
cg2557
cg2560

cg2636
cg2677

cg2678

cg2687
cg2697
cg2699
cg2748
cg2750
cg2780

cg2782
cg2836

cg2837
€g2890
cg2929

€g2958

€g2962
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ctaF
ctaC

aceA
catAl

metB

ctaD

ftn

such

sucC

nagAl

butA

Hypothetisches Protein
Cytochrom-aas-oxidase,
Untereinheit Il
Hypothetisches Protein
ABC-Transporter, ATP-
Bindeprotein
ABC-Transportsystem fir
verzweigkettige
Aminosauren, Permease-
Komponente
ABC-Transporter, Substrat-
Bindeprotein

Putatives sekretiertes
Protein oder
Membranprotein
Hypothetisches Protein
Eisen-reguliertes
Membranprotein
Vorhergesagter Na*-
abhangiger Transporter
Isocitrat-Lyase

Catechol 1,2-Dioxygenase
ABC-Typ
Dipeptid/Oligopeptid/Nickel
Transportsystem, Permease-
Komponente

ABC-Typ
Dipeptid/Oligopeptid/Nickel
Transportsystem, sekretierte
Komponente
Cystathionin-Gamma-
Synthase

Einzelstrag-DNA
Bindeprotein
Membranprotein
Hypothetisches Protein
Hypothetisches Protein
Cytochrom-aas-Oxidase,
Untereinheit |
Ferritin-dhnliches Protein
Succinyl-CoA-Synthetase, a-
Untereinheit
Succinyl-CoA-Synthetase, -
Untereinheit

Putatives Aminosauren-
Processorprotein
pN-Acetylglucosamin-6-
Phosphat- Deacetylase
L-2,3-Butandiol-
Dehydrogenase/Acetoin-
Reduktase

Hypothetisches Protein,

0,45
0,58

0,47
0,43

0,43

0,42
0,02
0,03
10,04
0,29
0,56

0,58
0,99

0,80

0,38

4,94
1,87
6,88
0,91

2,43
6,58

1,03
2,46
2,15

2,75

1,72

0,23
0,2

0,01
0,04

0,04

0,04
0,16
0,08
0,03
0,01
n. b.

0,09
0,44

0,33

0,13

0,01
0,04
0,01
0,40

0,03
n. b.

0,48

0,03

0,03

0,09

0,18

1,44
1,35

0,30
0,46

0,47

0,44
0,39
0,34
6,49
0,43
0,39

0,49
2,19

2,11

0,47
12,37
0,05
2,37
6,28
1,45

3,53
0,26

0,22
2,03
1,80

2,16

2,19

0,24
0,17

0,00
0,05

0,01

0,00
0,01
0,00
0,00
0,02
0,00

0,02
0,02

0,02

0,01
0,00
0,01
0,02
0,00
0,11

0,08
0,00

0,01
0,01
0,00

0,04

0,02
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cg3022
cg3096
cg3138

cg3139
cg3140

cg3141
cg3195

cg3227
cg3267
cg3335
cg3367

cg3368

cg3372
cg3374

ald

tagAl

IdA

Biosynthese von
extrazellularen
Polysacchariden
Acetyl-CoA-Acetyltransferase
Alcohol-Degyhdrogenase
Putativer
membrangebundener
Protease-Modulator

Hypothetisches Protein
DNA-3-Methyladenin-
Glycosylase
Flavohdmoprotein
Flavin-haltige
Monooxygenase

Putative L-
Lactatdehydrogenase
Hypothetisches Protein
Malat-Dehydrogenase
ABC-Transporter, ATPase-
Komponente
ABC-transporter, Permease-
Komponente
Hypothetisches Protein
Putative NADH-abhangige
Flavin-Oxidoreduktase

0,63
1,20

1,33
1,10

0,48
0,58

0,51
0,45
0,35
2,18

2,55

0,59
0,12

0,08
0,21

0,09
0,33

0,05
0,12

0,06
0,03
0,02
0,00

0,03

0,18
0,20

0,26
0,48
4,83

3,57
3,50

1,15
0,23

0,48
0,74
0,11
2,57

2,45

0,46
0,44

0,01
0,03
0,00

0,01
0,00

0,04
0,00

0,02
0,13
0,00
0,01

0,01

0,00
0,02
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3. Wachstum der Acg2699-Mutante bei leichtem Kupfer-Uberschuss

1000

—=— WT + 1,25 yM CuSO,
—o— WT + 5 pM CuSO,
—A— WT + 10 pM CuSO,
A2699 + 1,25 uyM CuSO,
—<—A2699 + 5 UM CuSO,
A2699 + 10 uM CuSO,

100

Backscatter (AU)

0 5 10 15 20 25
Zeit (h)

Abbildung A1: Wachstum von C. glutamicum WT und Acg2699-Mutante in Standard-CGXII-Medium
(1,25 pM CuSQy,), in CGXII-Medium mit 5 uM CuSO,4 und mit 10 uM CuSO,. Die Kultivierung erfolgte in
CGXII-Medium + 4% (w/v) Glucose im BioLector-System in 800 ul CGXII-Medium + 4% (w/v) Glucose
bei 1200 Upm und 30 °C. Die Vorkultivierung der beiden Stamme erfolgte in 100 ml Schiittelkolben

mit 20 ml CGXll-Medium + 4% (w/v) Glucose. Dargestellt sind Mittelwerte aus einer
Dreifachbestimmung.
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4. Sequenzvergleiche

1 10 20 30 40 50
T e e S e
Cg2699 MDEQVVAEGSGGVSSPVNKSQVKSSKVRITWPFYVLFAFVAGLVGVILAWG
60 70 80 90 100 110 120
B I T B I T e e I P I I
Cg2699 FLSESLAALGIPDPGPMTTAGLPFLRAVGWIVAALSAGSFMATTFFISPREIKRSAEDGPQKASYLNRSY
CopD_P.s. MHTALIVCRLVHFWTVLMLFGLCLARMLPGLSLE
140 150 160 170 190
I R I T L. | . <.
Cg2699 LSYDGSIYANTGSFAATICEFGE IVMIPMVMSD QPFTEALKLQNWAIAFEQVAL W bFAFI
CopD_P.s. PREIGYNIT TPALCLVALMSIWVGWLLLTAAS IN-WADGFDRDTLLLVLGNTSFG J LELNLL
20 210 22 230 240 260
Sl
Cg2699 TG AGLFCRTWLAQP GSIIMTVP G AGG——DHDYGTNSL VLMLL IAHA
CopD_P.s. LLMI-LAAADTPSPLMRLILAFSLLAT) MEDGLSGQLMILNQ® CAVG. LSQL
270 280 300 310 330
. B R Iy |
Cg2699 ———PNWDMAV [YSITTIATY IGMAIS ALLRMD ————— TTNY LVF VVG
CopD_P.s. P E€AVAADNRATILLINFESLGYLLYALI IAT] V———RAl WPQPALSGF@ ILGT LCML
40 350 O 380 390 400
.. BN IR I
Cg2699 MFEQ] TFTIPKLEK PKNS IVEVL G AIS PPAPEIQDLSVMALEMGYSLE
CopD_P.s. AL INLMLN-—--RRINLPTGV| IFESLFG —Lj I5LOAG
410 420 450 460 470
. . B I I
Cg2699 RFD MLGTI@ GLVAL QAK M———RTFWWVLGCIT VVTVSH
CtaG_B.s. SPYIRFCILLE YL ————— VS SIPINRT TGKEMVCEFLSAMLFI@YAAEGH
480 490 520 530 540
Sl I IR
Cg2699 GIGMNMPAT AHM LS IMEAVAPGEPG GLHEWAAVMTDN L IMH
CtaG_B.s. PVDLLGHI WEKVIF-—--- M-——————-=
560 80 590 600 610
\....\ \ R I N I
Cg2699 AVNTIQ IFN IMVSEHAG FVISGYVYY EMIGPDPKPEERTHVS WLTF
CtaG_B.s. LIALLL|NGISg-S| I TVKTDSLY[gl IFVLAFLMWYPLVHKVERLRQLSGLMKMGY IMA
620 630 640 650 660 670 680
B L N o I e O ISR I [P I TR TT I P PR
Cg2699 SMPFHLFFGVYLNOLOVIAEDFYTKLNLPWEVDIBAYDQLVGEGIAWAS-GSPLIVVEGYLF FREE
CtaG_B.s. DGMLLTPACALIMFSGAP@YATYTDPSAWAEAMKMCVPADMMEOVPLTGPEMENTLPLLEDQQLEAVMMK
690 700 710 720 730

Cg2699 QARAEATGYADAEEYNRMLA HDMHGD FEPKDKDKDKE
CtaG_B.s. I Q VMGTFLAIVFFQWVKKE-—-—— KDbQEEP PM

Abbildung A2: Sequenzvergleich zwischen Cg2699 aus C. glutamicum und CopD aus P. syringae
(CopD_P.s.) bzw. CtaG aus B. subtilis (CtaG_B.s.). Die Sequenzen von Cg2699 und CopD_P.s. waren zu
25%, von Cg2699 und CtaG_B:.s. zu 22% identisch (NCBI BLAST,
http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.com).
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-30 -20 -10 1 10 20 30
BN I I IR I I .. .
CopC_C.g. MASEKNLKLRTLAAAAGVLGVG POl D E F“VVDEF EF GIPQD
CopC_P.s. —————————- MLLNRTSFVTLFIQ SALIORNEPKT| EESIE - GA. SIE - —— N
40 50 6O 70 80 90 1OO
- T L PN .
CopC_C.g. VALSNADSGEVLTSG LSYE D —————————————— ILGFQIT
CopC_P.s. FS-—-—--- GAKLVMTA! SPMAw GDPKTMVITPASPLT“;T KVDWRAV%S PIT
110 120 130 140 150 160 170
\ e e e T I T |
CopC_C.g TGSAETTTETTAETTTESAATTDTSETTEAETTETADETSGIPAPWNWVLSIVAVLVVASAIV
CopC_P.s. BVTREKYK-———————————————~———————— -~
180
P I
CopC_C.g. MMIAKNRNQK
CopC_P.s. -———————---

Abbildung A3: Sequenzvergleich zwischen CopC aus C. glutamicum (CopC_C.g.) und CopC aus P.
syringae (CopC_P.s.). Die Proteine weisen 30% Sequenzidentitdt auf (NCBI BLAST,
http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.com). Blau ist die putative Bindestelle fiir Cu(l) dargestellt und rot
fur Cu(ll) (Zhang et al., 2006). Die Durchnummerierung der Aminosauren fangt nach dem putativen
Signalpeptid fur CopC aus C. glutamicum an (ermittelt mit Protter, http://wlab.ethz.ch/protter/).

-10 1 10 20 30 40 50
e e I T I e
PcuC_C.g. MKKFFVAGAVLSSALVMAACSPANQSDSTSTSVETTSSSSTQVSDAVITTENAVVIRASVEDSDMTAVEA
PCu,C T.t.  -———-——— - - - oo GSFTEGWVRFSPG--PNAAAYL
PcuC_B.j. ——--MNKLSRIFALAALSAVVFAAPASADDVKAGDLVISQAWSIATPGGAKVAGGYL
PCuyp,C_R.s. = -—=———=—==—=——————--- MTPFQAILAAAAVTFALPAFAD----SELAVTDAY. ASPAAQSGAIFM
60 70 80 90 100 110 120
S e e T I I
PcuC _C.g. TLVNSDDEINVSGFTADVDIRASE] EV----VDG--VMOEKPGGFV--IPAGESIELAPEEDET MTMG
PCu,C_T.t. TLENPGDLPLRLVGARTPV-IRERVIZLEIETFMREVEGKKVEGMRPVP-FLEVPPKGRVELKPElE YRIFMIT.I.G
PcuC_B.j. TIENKGTVADKLVSVSADI - EMAMDNG----VMKMRQLDKGLVIEPGKTVKFAPEEYRTMI.OF
PCu,C_R.s. VIENHGASDDRLVSAATDA-RARVEILETHLAGODG---VNMOMVEVKEGEFPVPAHGSHALA. Dl VEILMG
130 140 150 160 170
F S S O e e e e T T I
PcuC C.g. NEIE DEVTVTLELADGSEVKLDPIPARTIAAGDEDYGDLGTEGHEGH————
PCu,C T.t. IKRIFLKACGEEVELD@LEFAGGKVLKVVLPVEAR-——————————————————————
PcuC_B.j. KGIEFKQEDKVPVTIMOFEKAGKVAVSLDVQGVGAQAPGDGGHMMKEMPDHSGMKM
PCu,C R.s. TKILKEEDEIALTTFESGKVLEVAAPVDTSREAPMGDHMKGMTHGN - - —————

Abbildung A4: Sequenzvergleich zwischen PcuC aus C. glutamicum (PcuC_C.g.), PCu,C aus Thermus
thermophilus (PCusC_T.t.), PcuC aus Bradyrhizobium japonicum (PcuC_B.j.) und PCu,C aus
Rhodobacter sphaeroides (PCu,C_R.s.). PcuC_C.g. weist eine Sequenzidentitdt von 37% zu PCu,C_T.t.,
von 33% zu PcuC_Bj. und wvon 37% zu PCu,C_R.s. auf (NCBI  BLAST,
http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.com). Rot ist die putative Bindestelle fir Cu(l) dargestellt (Abriata
et al.,, 2008, Serventi et al., 2012). Die Durchnummerierung der Aminosduren fangt nach dem
putativen  Signalpeptid flir PcuC aus C. glutamicum an (ermittelt mit Protter,
http://wlab.ethz.ch/protter/).
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