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| Abstract

The membrane-bound sensor kinase MtrB and the response regulator MtrA form one of 13
two-component systems in the gram-positive soil bacterium Corynebacterium glutamicum.
The MtrAB system is highly conserved in actinomycetes and therefore presumably plays an
important role in the adaptation of these bacteria to the environment. In this work the function
of the MirAB system was studied by the analysis of different mutant strains and by the
identification of direct target genes of MirA. The following results were obtained:

1. Cells of a AmitrAB mutant showed an abnormal morphology and an altered antibiotics
susceptibility. They were more sensitive to penicillin, vancomycin and lysozyme but more
resistant to ethambutol. A comparable phenotype was observed for AmtrA and AmirB
mutants. Only the sensitivity of AmirB to ethambutol was comparable to that of the wild type.

2. Transcriptome comparisons with DNA microarrays disclosed genes with an altered
MRNA level in the AmirAB and the AmtrA mutant. Amongst others, the mRNA concentration
of mepA and nipC, encoding cell wall peptidases, was increased whereas the mRNA level of
betP and proP, encoding importers for betaine and proline, respectively, was decreased.

3. Deletion of mepA or ppmA in the AmtrAB mutant resulted in strains with the same
morphology, growth behaviour and antibiotics susceptibility as AmirAB. Thus, elevated
expression of mepA or ppmA alone is not responsible for the phenotype of the AmirAB strain.

4. To identify direct target genes of the response regulator MtrA, ChlIP-to-chip-analysis,
DNA affinity chromatography and gel retardation assays were performed. With latter method,
the MirA binding sites in the promoter regions of nipC, mepA, proP and betP were
determined. The binding sites upstream of the repressed genes mepA and nipC overlap with
the “-10” region, whereas those upstream of the activated genes betP and proP are located
more than 40 bp upstream of the transcriptional start sites. The in vitro affinity of
unphosphorylated MtrA to repressed genes was twofold higher compared to activated genes.

5. The identified binding sites in the promoter regions of mepA, nipC, betP and proP were
used to derive a consensus motif. A search for this motif within the C. glutamicum genome
and further gel retardation assays revealed 12 additional promoter regions to which MtrA
binds, e.g. the promoter region of ppmA (putative protease-modulator), csbD (putative stress
induced protein), katA (catalase), rpf2 (growth factor) and dnaA (replication initiation protein).

6. The majority of genes activated by MtrA are involved in different types of stress, e.g.
betP and proP in hyperosmotic stress or katA in oxidative stress. Genes repressed by MtrA
encode, among others, three putative cell wall peptidases (mepA, nipC, mepB) and a growth
factor (rpf2). Moreover MtrA binds to some genes (e.g. dnaA) that showed no altered
expression in the microarray experiments. These observations suggest that the MirAB
system may play a role in the coordination of stress responses, cell division and growth.
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Il Zusammenfassung

Die Sensorkinase MirB und der Antwortregulator MtrA bilden eines von 13
Zweikomponentensystemen in dem Gram-positiven Bodenbakterium Corynebacterium
glutamicum. Das MirAB-System ist in Actinomyceten hoch konserviert und spielt daher
vermutlich eine wichtige Rolle bei der Anpassung dieser Bakterien an ihre Umwelt. In dieser
Arbeit wurde die Funktion des MtrAB-Systems in C. glutamicum durch Analyse von Mutanten
und die ldentifizierung direkter MirA-Zielgene untersucht und dadurch folgende Resultate
erhalten:

1. Zellen einer AmtrAB-Mutante zeigten eine abnormale Morphologie und eine verénderte
Antibiotika-Sensitivitat. Sie waren sensitiver gegentber Penicillin, Vancomycin und Lysozym,
aber resistenter gegenliber Ethambutol. Ein &hnlicher Ph&notyp konnte auch fir AmirA- und
AmtrB-Mutanten beobachtet werden, mit Ausnahme der Ethambutol-Sensitivitat der AmirB-
Mutante, die ahnlich der des Wildtyps war.

2. Durch Transkriptomanalysen mit DNA-Microarrays wurden Genen mit veranderter
Expression in der AmtrAB und der AmirA-Mutante identifiziert. Unter anderem zeigten mepA
und nipC, die fir Zellwandpeptidasen kodieren, eine erhdhte mRNA-Konzentration, betP und
proP, die Importer fir Betain und Prolin kodieren, dagegen eine erniedrigte mRNA-
Konzentration.

3. Die Deletion von mepA bzw. ppmA in der AmtrAB-Mutante resultierte in Stdmmen, die
sich bzgl. Morphologie, Wachstum und Antibiotika-Sensitivitdit wie die AmtrAB-Mutante
verhielten. Die erhbhte Expression von mepA bzw. von ppmA alleine ist also nicht flr den
Phéanotyp der AmitrAB-Mutante verantwortlich.

4. Um die direkten Zielgene des Antwortregulators MtrA zu identifizieren, wurden ChlP-
to-chip-Experimente, DNA-Affinitadtschromatographie und Gelretardationsstudien
durchgefuhrt. Mit letztgenannter Methode konnten die MirA-Bindestellen in den
Promotorregionen von nipC, mepA, proP und betP identifiziert werden. Bei den reprimierten
Gene mepA und nipC Uberlappten sie mit der “-10“-Region, wahrend sie bei den aktivierten
Genen betP und proP mehr als 40 bp stromaufwarts der Transkriptionsstartpunkte lagen. Die
in vitro-Affinitdt von unphosphoryliertem MtrA zu mepA und nipC war etwa zweifach héher
als zu betP und proP.

5. Von den identifizierten Bindestellen aus mepA, nipC, betP und proP wurde ein
Konsensusmotiv abgeleitet und zur Suche nach Bindungsstellen im C. glutamicum-Genom
eingesetzt. So konnten 12 weitere Promotorregionen identifiziert werden, an die MtrA bindet,
darunter die Promotorregionen von ppmA (putative membrangebundene Protease-
Modulator), c¢sbD (putatives stressinduziertes Protein), katA (Katalase), rpf2
(Wachstumsfaktor) und dnaA (Replikationsinitiations-Protein).
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6. Die Mehrzahl der durch MtrA aktivierten Gene sind an der Antwort auf verschiedene
Arten von Stress beteiligt, z.B. betP und proP an hyperosmotischem Stress oder katA an
oxidativem Stress. Die durch MitrA reprimierten Gene kodieren u.a. drei putative
Zellwandpeptidasen (mepA, nlpC, mepB) sowie einen Wachstumsfaktor (rpf2). Darlber
hinaus gibt es eine Reihe von Genen (u. a. dnaA), an deren Promotorregion MtrA bindet, die
aber in Microarray-Experimenten keine veranderte Expression zeigten. Dies deutet
daraufhin, dass das MitrAB-System eine Ubergeordnete Funktion bei der Koordination von
Stressantwort, Zellteilung und Wachstum haben kénnte.
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i Einleitung

Bakterien sind in der Lage, Anderungen in ihrer Umwelt wahrzunehmen und darauf zu
reagieren. Die zunachst in Eubakterien identifizierten Zweikomponentensysteme, die
inzwischen auch in Archaea (z. B. Methanobacterium thermoautotrophicum (Smith et al.,
1997)) und einigen Eukaryonten (z. B. Candida albicans (Chauhan et al., 2003) und
Arabidopsis thaliana (Mizuno, 2005; Oka et al., 2002)) nachgewiesen werden konnten,
spielen dabei eine entscheidende Rolle. Im Gegensatz zu Eukaryonten sind
Zweikomponentensysteme in Bakterien weit verbreitet, jedoch nicht ubiquitar. In Escherichia
coli z. B. wurden 62 Gene flir Proteine von Zweikomponentensystemen identifiziert, in
Streptococcus pneumoniae 27, in Bacillus subtilis 70, in Mycoplasma genitalium jedoch
keines (Robinson et al., 2000).

Zweikomponenten-Regulationssysteme bestehen im typischen Fall aus zwei modularen
Proteinen: einer membrangebundenen Sensorkinase, die als Homodimer vorliegt, und einem
cytoplasmatischen Antwortregulator. Die Sensorkinase ist aus einer variablen Sensor-
Domane und einer konservierten Kinase-Domane zusammengesetzt. Der Antwortregulator
besteht ebenfall aus zwei Domé&nen: der konservierten Regulator-Doméane sowie der
variablen Effektor-Doméne (Robinson et al., 2000; Stock et al., 2000).

’ l Phosphorylgruppentransfer
//\v
7. o > |
Sensor- Kinase- Regulator-  Effektor-
Domane Domane Domane Doméne
- = N l5
2 4

Sensorkinase

Antwortregulator

Abb. 1: Funktionsweise eines prototypischen Zweikomponentensystems. Die Erkennung eines
bestimmten Stimulus durch die Sensor-Domé&ne der Sensorkinase (1) 16st die Phosphorylierung an
einem spezifischen Histidin-Rest eines Monomers durch das andere Monomer des Sensor-Dimers
aus (2). Die Phosphorylgruppe wird dann auf einen Aspartat-Rest des Antwortregulators Ubertragen
(8), der durch eine Konformationsanderung die Effektor-Doméane aktiviert (4), welche wiederum die
Antwort auslést (5), meistens die Regulation der Expression von spezifischen Zielgenen.

Die Erkennung eines spezifischen Signals durch die Sensorkinase fihrt zu einer

Phosphorylierungskaskade (vgl. Abb. 1). Zuerst wird die y-Phosphorylgruppe von ATP auf



6 Einleitung

einen konservierten Histidin-Rest der Sensorkinase ubertragen. Dies geschieht durch
Transphosphorylierung eines Monomers durch das andere. Im Anschluss daran katalysiert
der Antwortregulator den Transfer der Phosphorylgruppe vom Histidin-Rest der Kinase-
Domane auf einen konservierten Aspartat-Rest innerhalb der eigenen Regulator-Domane.
Die daraus resultierende Konformationsanderung des Antwortregulators flhrt zu einer
Aktivierung der Effektor-Doméne, welche wiederum die Antwort auslést. Bei der Antwort
handelt es sich meistens um eine Regulation der Expression spezifischer Zielgene.
SchlieBlich wird die Phosphorylgruppe vom Aspartat-Rest auf Wasser Ubertragen. Fir die
Autophosphorylierung, den Phosphotransfer und die Dephosphorylierung sind divalente
Metallionen, wie z. B. Mg®*, nétig (Robinson et al., 2000; Stock et al., 2000).

1 Zweikomponenten-Signaltransduktionssysteme in C. glutamicum

Corynebacterium glutamicum ist ein apathogenes, Gram-positives, schnell wachsendes
Bodenbakterium. Es ist unbeweglich und bildet keine Sporen. Seinen Namen (koryne
bedeutet ,Keule®) verdankt es seiner stdbchen- bis keulenartigen Form. Es wurde 1956 bei
der Suche nach Glutamat-produzierenden Bakterien von Dr. Shukuo Kinoshita und
Mitarbeitern von der Firma Kyowa Hakko Kogyo in Japan isoliert und charakterisiert
(Kinoshita et al., 1957). In der Industrie Ubernimmt es seither eine entscheidende Rolle in der
biotechnologischen Produktion von L-Aminosauren, insbesondere von L-Glutamat und L-
Lysin (Eggeling and Sahm, 2001; Eggeling and Bott, 2005). Darlber hinaus dient C.
glutamicum als Modellorganismus fur seine pathogenen Verwandten wie z. B.
Corynebacterium diphtheriae, Mycobacterium tuberculosis und Mycobacterium leprae.
Sowohl die Mycobakterien als auch die Corynebakterien gehéren zur Unterordnung
Corynebacterineae innerhalb der Ordnung Actinomycetales.

Im Genom (3,7 Mbp) von C. glutamicum konnten Gene fir 13 Sensorkinasen und 13
Antwortregulatoren identifiziert werden, wobei jeweils ein Sensorkinase-Gen unmittelbar
neben einem Antwortregulator-Gen lokalisiert war (Kocan et al, 2006). Alle
Antwortregulatoren besitzen ein helix-turn-helix-Motiv in ihrer Effektor-Domane, was
vermuten lasst, dass es sich um DNA-bindende Proteine handelt, die wahrscheinlich als
Transkriptionsregulatoren fungieren. Uber die Funktion der Zweikomponenten-Systeme von
C. glutamicum, die von ihnen detektierten Signale und die von ihnen regulierten Zielgene ist
relativ wenig bekannt. Das CitA/CitB-System aktiviert Gene fir den Citrat-Transport in die
Zelle (Schaffer, Mack und Bott, unveréffentlicht). Das PhoS/PhoR-System ist beteiligt am
Auslésen der Phosphatmangel-Antwort (Kocan et al., 2006). Fir das CgtS4/CgtR4-System
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gibt es ebenfalls Hinweise auf eine Funktion bei der Phosphatmangel-Antwort sowie bei der
Antwort auf oxidativen Stress (Wessel, 2003; Wingens, 2004). Das CgtS9/CgtR9-System
spielt vermutlich eine Rolle bei der Regulation der Kupfer-Homdbostase (Brocker und Bott,
unverodffentlicht). Im  Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit steht das MtrA/MtrB-
Zweikomponentensystem, fir das es Hinweise auf eine Funktion bei der Regulation von
Osmostress-Genen sowie von Genen des Zellwandmetabolismus gibt (Brocker, 2003;
Brocker and Bott, 2006; Mdker et al., 2004).

2 Das MirAB-Zweikomponentensystem

Das MtrAB-Zweikomponentensystem wurde in M. tuberculosis identifiziert, wobei MtrAB fur
Mycobacterium tuberculosis regulator A bzw. B steht. Wie bei einem prototypischen
Zweikomponentensystem ist sowohl die Sensorkinase MirB als auch der Antwortregulator
MtrA modular aufgebaut. Die Tatsache, dass die Effektor-Doméane von MtrA ein helix-turn-
helix-Motiv enthalt, lasst vermuten, dass es sich dabei um ein DNA-bindendes Protein
handelt, das als Transkriptionsregulator fungiert. MtrAB war das erste in M. tuberculosis
vollstandig sequenzierte und biochemisch untersuchte Zweikomponentensystem. Zahrt und
Deretic konnten durch transkriptionelle Fusion des mtrA-Promotors mit dem gfp-Gen (kodiert
fur das grunfluoreszierende Protein GFP) zeigen, dass mirA in M. bovis BCG konstitutiv aktiv
ist, wohingegen das mirA-Gen in dem pathogenen Stamm M. tuberculosis H37Rv wahrend
der Infektion von Makrophagen induziert wird. Der Antwortregulator MirA scheint in M.
tuberculosis H37Rv essentiell zu sein, da die Deletion des chromosomalen mtrA-Gens nur in
Anwesenheit einer plasmidkodierten mirA-Kopie moglich war. ,Primer-Extension“-Analysen
deuten darauf hin, dass das 5-Ende der mRNA mit dem Translationsstart fir MtrA
zusammenfallt (Haydel and Clark-Curtiss, 2004; Via et al., 1996; Zahrt and Deretic, 2000).
Die Uberproduktion von MtrA, aber nicht die Uberproduktion von MtrA und MtrB zusammen,
inhibiert die Zellteilung von M. tuberculosis in Makrophagen. Vergleiche des mRNA-Levels
von dnaA, einem essentiellen Replikationsgen, zeigten, dass auch die Expression von dnaA
nur durch die Uberproduktion von MtrA alleine stark induziert wird. Chromatin-
Immunoprazipitation (ChlP) mit MtrA-spezifischen Antikdrpern bestatigte, dass MtrA in vivo
an den Promotor von dnaA bindet und somit dnaA ein Zielgen von MtrA sein kénnte. Die
Tatsache, dass nur die Uberproduktion von MtrA alleine die Zellteilung in Makrophagen
inibierte und zu einem erhéhten mMRNA-Level von dnaA fihrte, deutet an, dass das
Verhéltnis von phosphoryliertem zu unphosphoryliertem MtrA, das durch MtrB kontrolliert
wird, eine entscheidene Rolle bei der Regulation der Transkription durch MtrA spielt (Fol et
al., 2006).
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Kurzlich wurde eine Mycobacterium avium—Mutante beschrieben, in der das mtrB-Gen durch
Insertion einer Kanamycin-Kassette inaktiviert wurde. Diese Mutante ist sensitiver gegeniber
Penicillin, Ciprofloxacin (ein  Gyraseinhibitor) und Clarithromycin  (inhibiert die
Proteinbiosynthese) und zeigt eine erhéhte Zellwand-Permeabilitat. Darlber hinaus sind die
Zellen dieser Mutante verlédngert. Verglichen mit dem Wildtyp konnte die Mutante nicht in
THP1-Zellen Uberleben und eine Reihe von Genen, die fir Mce-Proteine (mce steht fir
,mammalian cell entry) kodieren, zeigten einen erniedrigten mMRNA-Level. Mce—Proteine
sind auf der AuBenseite der mycobakteriellen Zellen lokalisiert und stehen mit der Virulenz in

Zusammenhang (Cangelosi et al., 2006).

Die Gene fur den Antwortregulator MtrA und die Sensorkinase MirB in Corynebacterium
glutamicum liegen wie in Abb. 2 gezeigt unmittelbar benachbart zueinander und werden
durch eine intergene Region von 87 bp getrennt. Die mirAB-Gene von C. glutamicum sind
innerhalb der Actinomycetales und somit auch in den Corynebakterien und Mykobakterien
bzgl. Genanordnung (Abb. 2) und Sequenz hochkonserviert (Brocker, 2003; Moéker et al.,
2004). Das gleiche gilt far ihre Proteinsequenzen (vgl. Anhang A1, Abb. 32 und Anhang A2,
Abb. 33).

Corynebacterium glufamicum ] ' ﬂ} -’ 5 @j\}
Corynebacterium efficiens ‘_ZMZD 5 B s >
Corynebacterium diphtheriae ﬂ} -> 5 ED%B—D—

Mycobacterium tuberculosis 5 ﬂ}
Mycobacterium bovis —q 2] >»4 4 y EW
Mycobacterium leprae - 2| S-S ) o— 8| -

Abb. 2: Vergleich der mirAB-Genregion in verschiedenen Actinomyceten. 1, Gen fur die S-
Adenosylhomocysteinase (sahH); 2, Gen fir die Thymidylatkinase (tmk); 3, Gen fir den
Antwortregulator MtrA (mtrA); 4, Gen fir die Sensorkinase MirB (mirB); 5, Gen fir das Lipoprotein
LpaB (IpgB); 6, Gen fir ein cytosolisches Protein unbekannter Funktion; 7, Gen fir eine AAA-ATPase;
8, Gen firr das ribosomale Protein S30.

(3]

Im Gegensatz zu M. tuberculosis war es in C. glutamicum mdglich mitrA zu deletieren
(Brocker, 2003; Moker et al, 2004). Dies und die Tatsache, dass das MtrAB-
Zweikomponentensystem in den Actinomycetales hoch konserviert ist, macht C. glutamicum
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zu einem idealen Modellorganismus, um das MirAB-Zweikomponentensystem zu
untersuchen.

Erste Hinweise auf die Funktion des MtrAB-Zweikomponentensystems aus C. glutamicum
wurden durch Vergleiche einer AmirAB-Deletionsmutante mit dem Wildtypstamm erzielt. In
dieser Mutante sind die fiir MtrA und MtrB kodierenden Genregionen bis auf die ersten sechs
mitrA-Codons und letzten 12 mtrB-Codons deletiert (Brocker, 2003; Moker et al., 2004). Die
Zellen der AmtrAB-Mutante sind im Vergleich zum Wildtyp deutlich verlangert und an den
Enden keulenférmig verdickt (vgl. Abb. 3). Darlber hinaus war die AmtrAB-Mutante
verglichen mit dem Wildtyp sensitiver gegentber Penicillin, Vancomycin und Lysozym, aber
resistenter gegenliber Ethambutol. Bei Wachstum der AmtrAB-Mutante auf CGXII-
Minimalmedium kam es zu einer starken Ansauerung des Mediums. Diese hatte zur Folge,
dass das Wachstum der Mutante vollstdndig gehemmt wurde, obwohl noch Glucose im

Medium vorhanden war.

Genomweite Transkriptomanalysen mittels DNA-Microarrays zeigten, dass drei Gene einen
mehr als 3-fach erhéhten mRNA-Level in der Mutante aufwiesen, namlich jpgB, mepA und
ppmA. Das [pgB-Gen, das unmittelbar stromabwarts von mtrB lokalisiert ist (siehe Abb. 2),
kodiert fir ein putatives Lipoprotein mit unbekannter Funktion, mepA fir eine putative
membrangebundene Zellwand-Metalloprotease, deren carboxyterminale Metallopeptidase-
Domane extracytoplasmatisch lokalisiert zu sein scheint und ppmA fir ein Membranprotein,
das mdglicherweise die Aktivitdt von Proteasen moduliert. Darlber hinaus zeigten unter
anderem zwei Gene einen mehr als 3-fach erniedrigten mRNA-Level in der AmtrAB-Mutante,
namlich proP und betP. Sie kodieren sekundére Transporter fir den Import von Prolin bzw.
Betain und Ectoin. lhre Aktivitdt wird bei hyperosmotischem Stress induziert, was zu einer
Aufnahme der oben genannten osmotisch aktiven Substanzen fihrt (Peter et al., 1998). Dot-
blot-Experimente zeigten auBerdem, dass auch der mRNA-Level von mscL und IcoP
verandert war. mscL kodiert flr einen mechanosensitiven Kanal und zeigte einen erhdhten
mRNA-Level in der AmirAB-Mutante, wohingegen IcoP einen weiteren Transporter fur die
Aufnahme kompatibler Solute kodiert und einen erniedrigten mRNA-Level in der AmtrAB-
Mutante aufwies. Im Gegensatz dazu war der mRNA-Level von proB, das fir ein Protein aus
dem Prolin-Biosyntheseweg sowie otsA, treS und treY, die fir Enzyme aus der Trehalose-
Biosynthese kodieren, unverandert.

Die veranderte Zellmorphologie zusammen mit der unterschiedlichen Antibiotika-Sensitivitat
deutet darauf hin, dass das MtrAB-Zweikomponentensystem im Zellwandmetabolismus eine
Rolle spielt. Die Ergebnisse des genomweiten Transkriptomvergleichs lassen darlber hinaus
vermuten, dass das MtrAB-Zweikomponentensystem auch an der Regulation ausgewahlter
Osmostress-Gene beteiligt ist (Brocker, 2003; Moker et al., 2004).
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C. glutamicum Wildtyp C. glutamicum AmtrAB
§ St

Abb. 3: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von C. glutamicum Wildtyp und C. glutamicum
AmtrAB. Die Zellen wurden 15 Stunden bei 30 °C auf MMI-Minimalmediumplatten kultiviert. Der weiB3e
Balken hat eine Lange von 10 um.

Mit Hilfe der DNA-Microarray-Experimente wurden Gene identifiziert, die in Abwesenheit von
MtrAB eine veranderte Expression zeigten. Es konnte jedoch nicht unterschieden werden,
welche dieser Gene unter der direkten Kontrolle von MtrA stehen und welche indirekt durch
MtrA reguliert werden. Aus diesem Grunde wurden folgende drei Varianten der MtrAB-
Funktion diskutiert (Mbdker et al.,, 2004): (1) MtrAB spielt direkt bei der Regulation der
Zellwandsynthese eine Rolle und die veranderte Expression der Gene, die an der
Osmoregulation beteiligt sind, ist ein indirekter Effekt. (2) MtrAB ist direkt in die
Osmoregulation involviert und der Effekt auf die Expression der Zellwand-Gene ist indirekt.
(3) MtrAB ist direkt an der Regulation der Zellwandsynthese und der Osmoregulation
beteiligt. Um zu entscheiden, ob und wenn ja, welche dieser Mdglichkeiten in vivo zutrifft, ist
die Identifizierung der direkten Zielgene von MirA mittels DNA-MtrA-Interaktionsstudien
notig.
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3 Das Thema der Arbeit

Im Rahmen dieser Doktorarbeit sollte das Zweikomponentensystem MitrAB aus C.
glutamicum funktionell charakterisiert werden. Wie oben erlautert deuten die bisherige
phanotypische Charakterisierung einer mirAB-Deletionsmutante sowie genomweite
Transkriptomvergleiche zwischen dem Wildtyp und der AmirAB-Mutante darauf hin, dass
MtrAB direkt oder indirekt am Zellwandmetabolismus und an der Osmostressregulation
beteiligt ist. Zundchst sollte der Phanotyp der AmtrAB-Mutante in weitergehenden
Experimenten detaillierter charakterisiert werden und, um sicherzugehen, dass dieser
Phanotyp auf die Deletion der mirAB-Gene zurlckzuflihren ist, sollte Gberprift werden, ob
durch die Anwesenheit einer plamidkodierten Kopie der mirAB-Gene eine Komplementation
maoglich ist. Durch Konstruktion und phanotypische Charakterisierung von AmtrA- und AmtrB-
Mutanten sowie genomweite Transkriptomvergleiche der AmirA-Mutante mit dem Wildtyp
sollten die bereits erhaltenen Ergebnisse Uberprift und bestatigt werden. Die Konstruktion
und phanotypische Charakterisierung von AmtrABAlpgB-, AmtrABAmepA- und
AmitrABAppmA-Mutanten sollte Aufschluss dartber geben, ob die erhdhte Expression von
lpgB, mepA oder ppmA in der AmtrAB-Mutante fUr den pleiotropen Phanotyp verantwortlich
ist.

Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte zwischen direkten und indirekten Zielgenen von MtrA
unterschieden werden. Dazu wurden verschiedene DNA-MtrA-Interaktionsstudien
durchgefuhrt, namlich ChlP-to-chip-Experimente, DNA-Affinitdtschromatographie und
Gelretardationsstudien. Mit Hilfe der Gelretardationsstudien sollte auBerdem die Bindestelle
von MtrA in verschiedenen Zielpromotoren identifiziert und untersucht werden, ob die
Phosphorylierung des Antwortregulators eine veranderte Affinitdt zu seinen Zielgenen zur
Folge hat.
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v Material und Methoden

1 Pufferlésungen und Antibiotika (Stammlésungen)

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

Biotin:
BS-Puffer

Calciumchlorid:

Glucose:
Kanamycin:
SDS:
20xSSC:
“Strip”-Puffer:

50xTAE-Puffer:
10xTBE-Puffer:

TE-Puffer:
TGED-Puffer:

TKMD-Puffer:

TNIx-Puffer:

2 Nahrmedien

SOC-Medium:

LB-Medium:

BHI-Medium:

BHIS-Medium:

100 mg/| (sterilfiltriert), 0,4 mM

50 mM Tris-HCI, 50 mM KCI, 10 mM MgCl,, 0,5 mM Na,EDTA, 10 %
(v/v) Glycerin, pH 7,5

10 g/l (sterilfiltriert), 68 mM

50 % (w/v) (autoklaviert), 2,8 M (550 g/I Glucose -H,0)

50 mg/ml (sterilfiltriert)

10 % (W/v)

88,23 g/l Na;Citrat - 2H,0, 175,32 g/l NaCl, pH 7,0

20 mM Tris-HCI pH 7,9, 500 mM NaCl, 100 mM Na,EDTA,
autoklaviert, entgast mit einer Vakuumpumpe bei einem Vakuum von
ca. 840 mbar (Vacuum Pump XF 5423050 von Millipor, Eschborn)

37,2 g/l Na,EDTA - 2H,0, 242 g/l Tris, mit Eisessig ad pH 8,5

55 g/l Borséaure, 7,44 g/l Na,EDTA - 2H,0, 108 g/l Tris

10 mM Tris-HCI pH 8,0, 1 mM EDTA

20 mM Tris-HCI pH 7,5, 1 mM EDTA, 10 % (v/v) Glycerin, 0,01 % (v/v)
Triton X-100, 100 mM NaCl und 1 mM DTT (frisch zusetzen)

50 mM Tris-HCI pH 7,5, 200 mM KCI, 5 mM MgCl,, 5 mM DTT (frisch
zusetzen), entgast

20 mM Tris-HCI pH7,9, 300 mM NaCl, 5 % (v/v) Glycerin, x mM
Imidazol, sterilfiltriert, entgast

20 g/l Trypton (Difco), 5 g/l Hefeextrakt (Difco), 0,6 g/| NaCl (Merck),
0,2 g/l KCI (Merck), nach dem Autoklavieren 1 g/l MgCl, (Merck)
(sterilfiltriert) und 4 g/l Glucose (Merck) (separat autoklaviert) zugeben

10 g/l Trypton (Difco), 5 g/l Hefeextrakt (Difco), 10 g/l NaCl (Merck)
37 g/l BHI (Difco)

37 g/l BHI (Difco) und 182 g/l Sorbitol (Merck) (separat autoklaviert)
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CGXIIl-Medium: 20 g/l (NH4)2.SO, (Merck), 5 g/l Harnstoff (Merck), 1 g/l KH.PO,
(Merck), 1 g/l K.HPO, (Merck), 0,25 g/l MgSQO, - 7H,O (Merck), 10 mg/I
CaCl, (Merck), 42 g/l MOPS (Roth), 0,2 mg/l Biotin (Merck), pH 7 (mit
NaOH einstellen), nach dem Autoklavieren 1 ml/l Protokatechusaure
(30 g/l in verd. NaOH geldst, sterilfiltriert), 1 ml/l Spurensalzlésung und
40 g/l Glucose (Merck) zugeben

MMI-Medium 5 g/l (NH,).SO, (Merck), 5 g/l Harnstoff (Merck), 2 g/l KH.PO,4 (Merck),
2 g/l K;HPO, (Merck), 0,25 g/l MgSO, - 7H,O (Merck), 10 mg/I CaCl;
(Merck), 0,2 mg/I Biotin (Merck), pH 7 (mit NaOH einstellen), nach dem
Autoklavieren 1 ml/l Spurensalzlésung und 40 g/I Glucose (Merck)
zugeben

Spurensalzlésung: 10 g/l FeSO, - 7H,0O (Merck), 10 g/l MnSO, - H,O (Merck), 1 g/l ZnSO, -
7H.O (Merck), 0,2 g/l CuSO, - 5H,O (Merck), 20 mg/l NiCl, - 6H,0O
(Merck), zum Lésen mit HCI ansauern (pH 1)

Fir entsprechende Nahrbdden wurde den Medien 15 g/l Agar-Agar (Difco) zugesetzt. Wenn
erforderlich wurde den Nahrmedien Kanamycin zu einer Endkonzentration von 50 pg/ml (E.
coli) oder 25 pg/ml (C. glutamicum) bzw. Amipicillin zu einer Endkonzentration von 100 pg/ml
(E. coli) zugesetzt.

3  Oligonukleotide

Tabelle 1: In dieser Arbeit verwendete Oligonukleotide. Die mit den Oligonukleotiden eingeflihrten
Schnittstellen flir Restriktionsendonukleasen sind unterstrichen. Komplementdre Sequenzen der
,,Crossover"-PCR-Oligonukleotide sind kursiv dargestellt. Die fettgedruckten Sequenzen sind
identisch zu der des Biotin-Primers. Die mit Oligonukleotiden eingefiihrten Mutationen sind fett und
unterstrichen dargestellt. Das ,*“-Symbol kennzeichnet Oligonukleotide, die am 5-Ende IRD800-
markiert sind. Die hier aufgefiihrten Oligonukleotide wurden von Operon Biotechnologies oder MWG
Biotech bezogen. IRD-800 markierte Oligonukleotide wurden ausschlieBlich von MWG Biotech
bezogen.

Name Sequenz (5 — 3’) und Eigenschaften

Konstruktion und Uberpriifung der AmtrA -Mutante:

Delta mtrAB-1 GCG CCC CGG GTG GTG CTG CTC GAC CGA TAC G (Xmal)

Delta mtrAB-2 CCC ATC CAC TAAACT TAA ACAGAG AAT TTT CTG TGA CAT GAG AAT C
Delta mtrA-3 TGT TTAAGT TTA GTG GAT GGG GTC CGC GGT GTT GGC TAC AAA AC
Delta mtrA-4 CAA TTC TAG ACA CAG GTC ATC GTT GTT CAC CAA C (Xbal)

Delta mtrAB-out-fw CCGCCACTTCGC GATTGATGACTT
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Name

Sequenz (5 — 3’) und Eigenschaften

Delta mtrAB-out-rv

GTT CCG CAT TCG TCG AAC CTG GCA

Konstruktion und Uberpriifung der AmtrB-Mutante:

Delta mtrB-1

Delta mtrB-2

Delta mtrAB-3

Delta mtrAB-4

Delta mtrAB-out-fw

Delta mtrAB-out-rv

GCG CCC GGG GCT GAG ATT TCC TTG ACC CCA C (Xmal)

CCC ATC CAC TAA ACT TAA ACA GAG CAC GCG AAC CTG CAG TG
TGT TTAAGT TTA GTG GAT GGG ATC GCT CCA GAG ACACCGTGG G
CAA TTC TAG ACA AAA TAC GAG TCG ACG CAG CCG G (Xbal)

CCG CCACTT CGC GAT TGATGACTT

GTT CCG CAT TCG TCG AAC CTG GCA

Konstruktion und Uberpriifung der AmtrABAmepA -Mutante:

Delta mepA-1
Delta mepA-2
Delta mepA-3
Delta mepA-4
Delta mepA-out-fw

Delta mepA-out-rv

GCG CCC GGG CCT TAA AGC CTC AGG CAA GTC C (Xmal)

CCC ATC CAC TAA ACT TAA ACA GCG TGC GAT GTT TAG CAT GAG AATC
TGT TTAAGT TTA GTG GAT GGG CCA CAG GCA TGG CTC GCA AAC

CAA TTC TAG ACT GGA ATC TTG ACC ACT GCC AC (Xbal)

CAT TTT GCG CTA TAC GTT CGT CGG

GGT TTT GGA AAG TTC CAG ACC CG

Konstruktion und Uberpriifung der AmtrABAppmA -Mutante:

Delta ppmA-1
Delta ppmA-2
Delta ppmA-3
Delta ppmA-4
Delta ppmA-out-fw

Delta ppmA-out-rv

GCG CCC GGG CTT GCT GCC ATA GAG GAC TAA TAG (Xmal)

CCC ATC CAC TAAACT TAAACACTC TTC TAT GGT GCT CAT GGT GG
TGT TTA AGT TTA GTG GAT GGG GCT CAG CCA ATC GTC AAC GCC
CAA TTC TAG ACT GCG CGG AAA CTATCG CGC TTG (Xbal)

GGT CTA GTG CTG GAT AGG CTC C

TGC GAC TAATTC CGG ATC AAACTG

Konstruktion und Uberpriifung der AmtrABAlpgB -Mutante:

Delta IpgB-1
Delta IpgB-2
Delta IpgB-3
Delta IpgB-4
Delta mtrAB IpgB-1
Delta mtrAB IpgB-2

Delta mtrAB IpgB-3

GCG CCC CGG GTG GTG CTG CTC GAC CGA TAC G (Xmal)

CCC ATC CAC TAAACT TAAACA CGT CGA AATTTT ACT CAC TGC TGC
TGT TTAAGT TTA GTG GAT GGG TTG CTG GGC ACG CGT GCG GC
CAATIC TAG ACC TGT TGC GCA GTT TGA CCG ACG (Xbal)

GCG CCC CGG GTG GTG CTG CTC GAC CGA TAC G (Xmal)

CCC ATC CAC TAAACT TAAACA GAG AAT TTT CTG TGA CAT GAG AAT C

TGT TTAAGT TTA GTG GAT GGG TTG CTG GGC ACG CGT GCG GC
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Name

Sequenz (5 — 3’) und Eigenschaften

Delta mtrAB IpgB-4
Delta IpgB-out-fw

Delta IpgB-out-rv

CAATIC TAG ACC TGT TGC GCA GTT TGA CCG ACG (Xbal)
CCG CCACTT CGC GAT TGATGACTT

GGT TGT CGG ACT AAC TCC ACT CG

Kolonie-PCR und Sequenzierung verschiedener pEKEx2-Derivate

pEKEx2-fw

pPEKEx2-rv

ChIP-to-chip-Experimente

Primer A

Primer B
Affinitatsreinigungen
betP_ Promotor_fw
betP_ Promotor rv
proP_ Promotor_fw
proP_ Promotor_rv
mepA_ Promotor_fw
mepA_ Promotor_rv
nlpC _Promotor_fw
nlpC_Promotor_rv
nrdH_Promotor_fw
nrdH_Promotor_rv

icd _Promotor_fw
icd_Promotor_rv
odhA_Promotor_fw
odhA_Promotor_rv
sucCD _Promotor_fw
sucCD_Promotor_rv
sdhCAB _Promotor_fw
sdhCAB_Promotor_rv

biotin primer

CGG CGT TTC ACT TCT GAG TTC GGC

GAT ATG ACC ATG ATT ACG CCA AGC

GTT TCC CAG TCA CGA TCN NNN NNN NN

GTT TCC CAGTCACGATC

GAG GAG TCG TCG ATG TGG AGA CC T TGG CAG AAT GGG CAC AAG ATG G

CTC TGG CTG AGC ATC CTC CAC

GAG GAG TCG TCG ATG TGG AGA CC T TGG AGC AAAATC CGATTC TTG CC

TCA TCG ACT GTT AGT CTT GGT TCG

GAG GAG TCG TCG ATG TGG AGA CC C AGA GAC ATC CGA AAA CCG TGC

ACG AAA GCA GCA ATT GCT AGT CG

GAG GAG TCG TCG ATG TGG AGA CC A TGT CAC ATA GTG AGA TCATTG CTG

CTG CTACAG CCTTGC GAGTTGC

GAG GAG TCG TCG ATG TGG AGACCC TGG TTG TTT TTATGC ATG CGA AAG

GTG GCATTG CAC TGG ACG CAAG

GAG GAG TCG TCG ATG TGG AGA CC G CGT CCA GCG AGT GAA ATG TCC

CAC GTT CAG GCG ACT ACT ACT GG

GAG GAG TCG TCG ATG TGG AGA CC T CTG GAACTG CTG GAACATCTC G

GCA ACC TGT CAT CCG GAC AGC G

GAG GAG TCG TCG ATG TGG AGA CC C GCC TCT GGT GTT GAT GCC AC

GTC GCA GCA ATG TGA TAA CAG AGG

GAG GAG TCG TCG ATG TGG AGA CC G CCATGG TCA GCTTCATTG CCC

AAC TAT AGC GTG ATC ACC ATC ACC

GAG GAG TCG TCG ATG TGG AGA CC
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Name

Sequenz (5 — 3’) und Eigenschaften

Konstruktion von pET28b-mirA+NHis6

mtrA-Ndel

mtrA-stop-rv

TAT ACA TAT GTC ACA GAA AAT TCT CGT GGT TG (Ndel)

TAT ACT CGA GTT AAT CGT TGT GGC CAG TTT TGT AGC C (Xhol)

Konstruktion von pMalc-mtrBK

mtrB-pMal_BamHI-fw

mtrB-pMal_BamHI-rv

“Primer extension”- Analyse
PE_nIpC_1

PE_nlIpC_2

nlpC _Prom_fw2
Prom_nlpC_rv2
5'-RACE-Experimente
nlpC_RACE_1
nlpC_RACE_2
nlpC_RACE_3
Gelretardationsexperimente
nlpC_1_fw

nlpC_1_rv

nlpC_2_rv

nlpC_3_fw

nlpC_3_rv

nlpC_4_fw

nlpC_5_fw

nlpC_5_rv

nlpC_6_fw

nlpC_6_rv

nlpC_7_rv

nipC_8_fw

mepA_1_fw
mepA_1_rv
mepA_2_fw
mepA_2_rv

mepA_3_fw

TAT AGG ATC CTT GGA GGA ATA CGG CAA TCT GCA ACG (BamHI)

TAT AGG ATC CTC ACT GCT GCT CCC CTT CCC ACG G (BamHI)

*GTT TGC TGA CCG AGT TAG CTG TCG GGT TCG GAG CGG
*CTC ACC CCAGGA ACACGT TTG GTT CCC CGG CTC GC
ATG TCA CAT AGT GAG ATCATT GCT G

TGG GGA GGC GAT AGC TGC GG

CTG CAT CAACGA TTG CCT GAC CG
GTG CTT GCT GCA GGT GCA GCC

CTG CAG GTG CAT CAATGACGG C

ATG TCA CAT AGT GAG ATCATT GCT G
CTG CTACAG CCTTGC GAGTTG C
TTATCG CGG ATT AAT TTG ACC GAG
CGG TTC GAT AAC GACCAATTTTITC
CAG GAACACGTTTGG TTC CCC G
CGG GGA ACC AAACGTGTTCCT G
GTC ATC TAG CCT TCT CAG GGT TC
GCT GGC GGA AAT TCG GTG TCC

GGA CAC CGA ATT TCC GCC AGC

TAG CTG TCG GGT TCG GAG CGG

GAA AAA ATT GGT CGT TAT CGAACC G
TTG GGC TAG ACAAGT GTT GTT GC
CAG AGA CAT CCG AAAACCGTG C
ACG AAA GCA GCA ATT GCT AGT CG
CGA GCT CAT AGC CCG GGATCG

CAC GCC GTG CTA GGG GTG TC

GAC ACC CCT AGC ACG GCG TG
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Name Sequenz (5 — 3’) und Eigenschaften

mepA_4_fw GTT CGG CAT GCA CAT CCG CTAC

mepA_4_rv GCC ATT TAT TAA CCA GTC CGT TAT C

proP_1_fw TTG GAG CAA AAT CCG ATT CTT GCC

proP_1_rv TCA TCG ACT GTT AGT CTT GGT TCG

proP_2_rv GAG CTG GAA GAA TGC AAA AAG ACC

proP_3_fw GGT CTT TTT GCA TTC TTC CAG CTC

proP_4_rv GGG AAA GTT ACT GTT TTC GGT GCC

proP_5_fw GGC ACC GAA AAC AGT AAC TTT CCC

proP_6_rv CAT TTC CAG ATC TGT CTG AAA AAT C

proP_7_fw GAT TTT TCA GAC AGA TCT GGA AAT G

betP_1_fw T TGG CAG AAT GGG CAC AAG ATG G

betP_1_rv CTC TGG CTG AGC ATC CTC CAC

betP_2_fw GTT GAA AGC GGT GTG CGC AGA C

betP_2_rv GGT CTT TTA CAT AGC TGT TAC TTA AG

betP_3_fw CTT AAG TAA CAG CTA TGT AAA AGA CC

betP_4_fw CGA TGC GGT TAT TTC TGC CAG GG

betP_4_rv CTG GAA AGC AAA CCG AAA AAT GGG

betP_5_fw CGT CGA TTC GCT TAT CGA CGC C

betP_5_rv CCC TGG CAG AAA TAA CCG CAT CG

nipC1_M_fw GTC ATC TAG CCT TCT CAG GGT TC

nipC1_M_rv AAA AAT TGG TCG TTA TCG AAC CGT TAT CGC GGA TTA ATT TGA CCG AGA CGC
nipC1_M1_rv AAA AAT TGG TCG TTA TCG AAC CGT TCG ATC GGA TTA ATT TGA CCG AGA CGC G
nipC1_M2_rv AAA AAT TGG TCG TTA TCG AAC CTG GAT CGC GGA TTA ATT TGA CCG AGA C
nipC1_M3_rv AAA AAT TGG TCG TTA TCG ACA AGT TAT CGC GGA TTA ATT TGA CCG AG
nipC1_M4_rv AAA AAT TGG TCG TTA TAT CAC CGT TAT CGC GGA TTA ATT TGA C
nipC1_M5_rv AAA AAT TGG TCG GGC GCG AAC CGT TAT CGC GGA TTAATT TG
nipC1_M6_rv AAA AAT TGT GAT TTA TCG AAC CGT TAT CGC GGATTA A

nipC1_M7_rv AAA AAG GTG TCG TTA TCG AAC CGT TAT CGC G

nlpC2_M_rv CAG GAACACGTTTGGTTC CCC G

nlpC2_M_fw AGT GTT GTT GCG GTT TCG TAA CCT TAT TGA GAC ATT GCG GGA CGG ACA CC
nipC2_M1_fw AGT GTG TGT GCG GTT TCG TAA CCT TAT TGA GAC

nipC2_M2_fw AGT GTT GTG TAT GTT TCG TAA CCT TAT TGA GAC ATT G

nipC2_M3_fw AGT GTT GTT GCG TGG GCG TAA CCT TAT TGA GAC ATT GCG G

nipC2_M4_fw AGT GTT GTT GCG GTT TAT GAA CCT TAT TGA GAC ATT GCG GGA C

nlpC2_M5_fw

AGT GTT GTT GCG GTT TCG TCC ACT TAT TGA GAC ATT GCG GGA CGG
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Name Sequenz (5 — 3’) und Eigenschaften

nipC2_M6_fw AGT GTT GTT GCG GTT TCG TAA CAG GAT TGA GAC ATT GCG GGA CGG AC
nipC1_M7_fw AGT GTT GTT GCG GTT TCG TAA CCT TCG GTA GAC ATT GCG GGA CGG ACA CC
nipC1_M8_fw AGT GTT GTT GCG GTT TCG TAA CCT TAT TGC TCC ATT GCG GGA CGG ACA CCG AAT
mepA_M_rv CTA GTC GAC GCT TCA TGT TGC GG

mepA_M_fw GTG GTC ACA ACT TGA TAA CGG AC

mepA_M1_fw CCC CTACTT TGG TCA CAA CTT GAT AAC GGA CTG

mepA _M2_fw GGT TTC ACA ACT TGA TAA CGG ACT GGT TAATAAATG G

mepA _M3_fw GTG GGA CCA ACT TGA TAA CGG ACT GGT TAATAAATG G

mepA _M4_fw GTG GTC AAC CCT TGA TAA CGG ACT GGT TAATAAATG G

mepA _M5_fw GTG GTC ACA AAG TGA TAA CGG ACT GGT TAA TAA ATG GCC AAT C

mepA _M6_fw GTG GTC ACA ACT GTA TAA CGG ACT GGT TAA TAA ATG GCC AAT C

mepA _M7_fw GTG GTC ACA ACT TGC GAA CGG ACT GGT TAATAA ATG GCC AATC

mepA _M8_fw GTG GTC ACA ACT TGA TCC CGG ACT GGT TAATAA ATG GCC AAT C

mepA _M9_fw GTG GTC ACA ACT TGA TAA ATG ACT GGT TAATAA ATG GCC AATC

mepA _M10_fw GTG GTC ACA ACT TGA TAA CGT CCT GGT TAA TAAATG GCC AAT C

mepA _M11_fw GTG GTC ACA ACT TGA TAA CGG AAG GGT TAA TAA ATG GCC AAT CT
proP_M_rv TGT TAACTT CTT CCT GTAAGA CTC C

proP _M_fw ATC TGG AAATGT GAC CAATTT GTAAC

proP _M1_fw GAT TTT TCA GAC AGA TCT TTC CAT GTG ACC AAT TTG TAACCC ACC C

proP _M2_fw ATC TGG AAC GTG GAC CAATTT GTAACC CAC CCCC

proP _M3_fw ATC TGG AAATGT TCA AAATTT GTA ACC CAC CCC CGC TC

proP _M4_fw GAT TTT TCA GAC AGA TCT GGA AAT GTG AAA CCT TTG TAA CCC ACC CCC GCT CAC
proP _M5_fw ATC TGG AAA TGT GAC CAA GGG GTA ACC CAC CCC CGC TCA CC

proP _M6_fw ATC TGG AAA TGT GAC CAATTT TGC CCC CAC CCC CGC TCA CCT GC

proP _M7_fw ATC TGG AAATGT GAC CAATTT GTA AAA ACC CCC CGC TCACCT GCATGAG
proP _M8_fw ATC TGG AAATGT GAC CAATTT GTA ACC CAA AAC CGC TCACCT GCATGAGTG TG
betP_M_fw GTT GAA AGC GGT GTG CGC AGA C

betP _M_rv CGG GAG CAT CAC AAT GAC ATAAC

betP _M1_rv CGG GAG CAT CAC AAT GAC ATAACG ATGCGG TTT CCC TGG CAG AAATAA CC
betP _M2_rv CGG GAG CAT CAC AAT GAC ATA AAT CGT AAT TTT CCC TGG CAG AAATAA CC
betP _M3_rv CGG GAG CAT CAC AAT GAC CGC CCG ATT AAT TTT CCC TGG CAG AAATAA CC
betP _M4_rv CGG GAG CAT CAC ACG TCC ATAACG ATT AAT TTT CCC TGG CAG AAATAA CC
betP _M5_rv CGG GAG CAT ACA CAT GAC ATAACG ATT AAT TTT CCC TGG CAG AAATAA CC
betP _M6_rv CGG GAG ACG CAC AAT GAC ATAACG ATT AATTTT CCC

betP M7 rv

CGG TICT CAT CAC AAT GAC ATAACG ATT AATTTT CCC
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Name

Sequenz (5 — 3’) und Eigenschaften

nadE-nrdH_fw
nadE-nrdH_rv
NCgl0381_fw
NCgl0381_rv
csbD_fw
csbD_rv
katA_fw

katA_rv

NCgl1291/1290_fw

NCgl1291/1290_rv

NCgl1368_fw
NCgl1368_rv
dps_fw
dps_rv
IcoP_fw
IcoP_rv
mtrA_fw
mtrA_rv
IpgB_fw
IpgB_rv
ppmA_fw
ppmA_rv
mscL_fw
mscL_rv
dnaA_1_fw
dnaA 1 rv
dnaA 2 fw
dnaA 2 rv
dnaA_3 fw
dnaA 3 rv
NCgl2561_fw
NCgl2561_rv
NCgl0532_fw
NCgl0532_rv

rpf2_fw

CCA CGT TTC AAG GCT CGC CAG

GTC ATT TAC GCAGTT CGC CAC C

TCT GAG GCG AATTTACCC TCC G

GCG GAT CCC GTG AGA GCA ACG

ACC GAATTT TTC GAA CTT CAC AGG

TTC TTT AGC CTT ACC TGT GAG GTC

GCC AGC TCG GTG ACG TGG GC

TGG ACG CAT TCC GCG ATC TAC G

TCATCG AAG GGC TCCCAATCT G

TTC CTC ATG TCA CAT TCC AAT CGG

GGA CGAAGT TAC TTT AAG AGAAGT C

CAG TGA GCG GTACGAGGATCAG

CCC AGC TAG TCG ATG AAT CAC G

CTT TGC GTC ATT CTC GTT GAT TCC

CAT CCG TGA ATA CTA GGG AGT CC

GGG TGACTCTTGGGATTC AGG C

CGT GGT TGC CCCTGATGAAGAC

CGG GAT CAT CAT CAACCACGAG

CAT GGA AAT TAT CGT GAA GCA CCG

GTC ACA GAC AGC ACC GCG GTG

GTG GTG AGA ATT TGA TCA GCA ACC

ACT GGT TCT GTG GCG ACA GCT C

CGG AGA CAG AGC AGATAATTA CAC

AGT TCAATG ACATTT CCG CGA AGG

CCC TTT GCC ATG TGA AAC ACT CC

TGT TTT CGC AGG TCG TTT TCC CG

ACG GGA AAA CGA CCT GCG AAA AC

CCT CAAATT CGC TCT CACCTG C

GCA GGT GAGAGC GAATTITGAG G

CGC CAG GTT TCG AGC AAA GAA G

CTT GAT CGC GAAGTCTTTTTG GAG

TTTTTG AAATCATTT CAG AAA ATG CAC

GAC ACT TAT CCT CCT GGC CTC C

GCT TTT CGC ACC TAT GAT GCG TC

CGT GAG GTA GCT CAC AGT CAATC
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Name Sequenz (5 — 3’) und Eigenschaften
rpf2_rv GTT GAT CCG TGA CTT CTG ATG GG
yggB_fw GAC GAC TTG GAA GGC CGT TAC G
yggB_rv ATG GGT ACG CCT AAA ATC ATG AGC
NCgl0717_fw GGG CTCGTCGAGTTTCTGTTT TC
NCgl0717_rv TGC ATC GTC CCA TGC ACC CAT G
NCgl0825_fw CGC AGC AACTTT GAT TGC TGA GC
NCgl0825_rv GCT TCT GCAATT TCG CCT GCTTC

NCgl0103/0102_fw
NCgl0103/0102_rv
Mt_dnaA_1_fw
Mt_dnaA 1 rv
Mt_dnaA 2 fw
Mt_dnaA_2_rv
Mt_dnaA_ 3 fw
Mt_dnaA 3 rv
Mt_Rv0867c_fw
Mt_Rv0867¢c_rv
Mt_Rv0951_fw

Mt_Rv0951 rv

GGT GGA TGAATG TGG AGC GTG C
CCA ACACAGTCC GTT CAGGCT G
GGT CCTTTT GCC CTT GGT CAC G
GGC GCG TAA GTA CCC TCG AAC
GTT CGA GGG TAC TTA CGC GCC
GCTTGATTG TCG AGT GCC GTT TC
GAA ACG GCA CTC GAC AAT CAAGC
CCT GAACCG GGG TCATCG GTC
TAC CCC CTT TCG CCG GCG GC
TCATTIT TGG GTT AGG TTG ACG AGC
TAC GGT GAT GAT GCG GCC AAC G

GAT CCA ACT CAC AAT CAC AGC CG

4 Plasmide

Tabelle 2: In dieser Arbeit verwendete Plasmide.

Plasmid

Relevante Charakteristika

Herkunft/Referenz

pCR2.1-TOPO

pCR2.1-TOPO-mtrAB

pCR2.1-TOPO-RACE-nipC

pEKEX2

Amp”, Kan®™; Klonierungsvektor fir PCR-Produkte mit 3'-Adenosin-
Uberhangen

pCR2.1-TOPO-Derivat, enthalt ein 2342-bp-PCR-Fragment mit den
mtrAB-Genen aus C. glutamicum

pCR2.1-TOPO-Derivat, enthalt die Produkte der 2. PCR bei der
Bestimmung des Transkriptionsstartpunktes von njpC mittels der 5’-
RACE-Methode (vgl. unten)

Kan®; E.
Genexpression (Piac, lacP, pBL1 oriVcg, pUC18 oriVec), MCS im

col-C. glutamicum-Shuttle-Vektor fir die regulierte

Vergleich zum pEKEXx1 invertiert

Invitrogen, Karlsruhe

Diese Arbeit

Diese Arbeit

(Eikmanns et al.,
1991)
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Plasmid

Relevante Charakteristika

Herkunft/Referenz

pEKEx2-mtrAB

pK19mobsacB

pK19mobsacB-AmtrA

pK19mobsacB-AmtrB

pK19mobsacB-AmepA

pK19mobsacB-AppmA

pK19mobsacB-AlpgB

pK19mobsacB-
AmtrABAlpgB

pET28b

pET28b-mtrA+NHisg

pET224b

pET224b-MtrA+CHis1o

pMalc

Kan®™; pEKEx2-Derivat, enthalt ein 2324-bp-BamHI-Fragment aus
pCR2.1-TOPO-mirAB  mit den C. glutamicum mitrAB-Genen
einschlieBlich der mtrA-RBS

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

Kan®; pK19mobsacB-Derivat mit einem 871-bp-Crossover-PCR-

Fragment, das die mitrA flankierenden Bereiche umfasst und mittels
der Xbal- und Xmal-Schnittstellen kloniert wurde

Kan®; pK19mobsacB-Derivat mit einem 707-bp-Crossover-PCR-

Fragment, das die mirB-flankierenden Bereiche umfasst und mittels
der Xbal- und Xmal- Schnittstellen kloniert wurde

Kan®; pK19mobsacB-Derivat mit einem 925-bp-Crossover-PCR-

Fragment, das die mepA-flankierenden Bereiche umfasst und mittels
der Xbal- und Xmal- Schnittstellen kloniert wurde

Kan®; pK19mobsacB-Derivat mit einem 883-bp-Crossover-PCR-

Fragment, das die ppmA-flankierenden Bereiche umfasst und mittels
Xbal- und Xmal- Schnittstellen kloniert wurde

Kan®; pK19mobsacB-Derivat mit einem 982-bp-Crossover-PCR-

Fragment, das die JpgB-flankierenden Bereiche (in der AmtrAB-
Mutante) umfasst und mittels Xbal- und Xmal- Schnittstellen kloniert
wurde

Kan®; pK19mobsacB-Derivat mit einem 908-bp-Crossover-PCR-

Fragment, das die mirABIpgB-flankierenden Bereiche umfasst und
mittels Xbal- und Xmal- Schnittstellen kloniert wurde

Kan®; Py, lacl, Vektor zur Uberproduktion von Genen in E. coli, der das
Anfligen eines abspaltbaren N-terminalen Tags aus sechs Histidin-
Resten erméglicht.

Kan®; pET28b-Derivat fiir die heterologe Uberproduktion des
Antwortregulators MtrA aus C. glutamicum, der am N-Terminus 20
zusétzliche Aminosdure-Reste enthalt

(MGSSHHHHHHSSGLVPRGSH).

Kan®; P lacl, Vektor zur Uberexpression von Genen in E. coli, der das
Anfiigen eines C-terminalen Tags aus 6 Histidin-Resten an das
Protein ermdglicht; pET24b-Derivat, bei dem das pBR322-Replikon
durch das p15A-Replikon aus dem Plasmid pACYC184 ersetzt

wurde.

Kan®; pET224b-Derivat  zur
Antwortregulators MirA aus C. glutamicum mit 12 zusétzlichen
Aminosaure-Resten am C-Terminus (HHHHLEHHHHHH).

heterologen  Uberproduktion  des

Amp®; Vektor mit tac-Promotor zur Uberexpression von Genen in E. coli,
der die Konstruktion eines Fusionsproteins mit dem Maltose-
Bindeprotein aus E. coli ohne dessen Signalpeptid ermdglicht.

Diese Arbeit

(Schéfer et al., 1994)

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Novagen, Darmstadt

Diese Arbeit

(Schneider et al.,
2000)

(Brocker, 2003)

New England Biolabs,
Frankfurt am Main
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Plasmid

Relevante Charakteristika

Herkunft/Referenz

pMalE-CitAC

pMalE-MtrBK

Amp"; pMalc-Derivat zur Uberproduktion eines Fusionsproteins aus der
Kinase-Doméne (Aminosduren 357-547) von CitA aus K
pneumoniae und dem Maltose-Bindeprotein aus E. coli ohne dessen
Signalpeptid.

Amp"; pMalc-Derivat zur Uberproduktion eines Fusionsproteins aus der
Kinase-Doméane (Aminosauren 250-503) von MtrB aus C. glutamicum
und dem Maltose-Bindeprotein aus E. coli ohne dessen Signalpeptid.

(Kaspar et al., 1999)

(Brocker, 2003)

5 Bakterienstamme

Tabelle 3: In dieser Arbeit verwendete Bakterienstamme.

Stamm

Relevante Charakteristika

Herkunft/Referenz

C. glutamicum

ATCC 13032

ATCC 13032AmtrAB

ATCC 13032AmtrA

ATCC 13032AmtrB

ATCC 13032AmtrABAppmA

ATCC 13032AmitrABAmepA

E. coli

DH5a

BL21(DE3)

TOP10

Wildtyp-Stamm, Biotin-auxotroph

Derivat von ATCC 13032, ,in-frame“-Deletion der mirAB-Gene

Derivat von ATCC 13032, ,in-frame“-Deletion des mtrA-Gens
Derivat von ATCC 13032, ,in-frame“-Deletion des mtrB-Gens

Derivat von ATCC 13032, ,in-frame“-Deletion der mtrAB-Gene und des
ppmA-Gens

Derivat von ATCC 13032, ,in-frame*“-Deletion der mtrAB-Gene und des
mepA-Gens

F thi-1 endA1 hsdR17 (r', m’) supE44 AlacU169 (©80/acZAM15) recA1
gyrA96 relA1; Stamm fir Klonierungen

F ompT hsdSs(rs- ms-) gal dem (Aclts857 ind1 Sam7 nin5 lacUV5-T7
gene 1); Wirtsstamm fiir die Uberproduktion der pET-kodierten
rekombinanten Proteine; enthalt den lysogenen Phagen ADE3, der
das T7-Phagen-RNA-Polymerase-Gen unter der Kontrolle des
lacUV5-Promotors tragt.

F* mcrA A(mrr-hsdRMS-mcBC) ®80/acZAM15 AlacX74 deoR recA1
araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG

(Abe et al., 1967)

(Brocker, 2003)

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Bethesda
Research
Laboratories

(Studier and

Moffatt, 1986)
Novagen Inc.,
Madison, USA

Invitrogen,

Karlsruhe

6  Stammhaltung von Bakterienstimmen

Die Kultivierung von Bakterien zur Stammhaltung erfolgte in Reagenzglasern mit 5 ml BHI-
Medium, die 12-15 h mit 170 Upm bei 30 °C (C. glutamicum) bzw. bei 37 °C (E. coli)
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geschittelt wurden. AnschlieBend wurden die Zellen geerntet, in 1 ml BHI-Medium
resuspendiert, mit 1 ml sterilem Glycerin gemischt und in zwei Aliquots aufgeteilt. Ein Aliquot
wurde bei -20 °C, das andere bei -75 °C gelagert.

7 Kultivierung von Corynebacterium glutamicum

C. glutamicum wurde standardméaBig in 500-ml Erlenmeyerkolben mit zwei seitlichen
Schikanen kultiviert, die 60 ml CGXII-Minimalmedium mit 4 % (w/v) Glucose (222 mM)
enthielten und bei 30 °C und 150 Upm inkubiert wurden. Zum Animpfen der Vorkulturen
wurden Einzelkolonien von Agarplatten verwendet, die nicht alter als 4 Tage waren. Die
Vorkultivierung erfolgte zunachst fir 8 h in 5 ml LB-Medium mit 2 % (w/v) Glucose und
anschlieBend fir 16 h in 60 ml CGXIll-Minimalmedium mit 4 % (w/v) Glucose, bevor die 60-
ml-Hauptkultur zu einer ODggo von 1 inokuliert wurde. Bei Kultivierungen zur Gesamt-RNA-
Isolierung wurde wie oben beschrieben verfahren, die Hauptkultur enthielt jedoch nur 2 %
(w/v) Glucose. Die Zellen fur die RNA-Isolierung wurden bei einer ODgyo vOn ca. 6 geerntet.

Far die Affinitédtsreinigungen wurden die Zellen unter drei verschiedenen
Bedingungen kultiviert. In Bedingung A wurden 600 ml CGXII-Medium mit 4 % (w/v) Glucose
in einem 2-1 Erlenmeyerkolben mit zwei seitlichen Schikanen auf eine ODgg von 1 angeimpft
und die Zellen bei einer ODgy von ca. 6-8 geerntet. In Bedingung B wurden die Zellen in
einem 7,5-1 Fermenter mit 5 | modifiziertem CGXII-Medium kultiviert. Das Medium enthielt
kein MOPS, aber 1 ml Antifoam-204 (Sigma, Taufkirchen). Der Fermenter wurde mit 0,3 |
Luft/min begast und eine Sauerstoffsattigung von 70 % wurde durch Variation der
Rihrergeschwindigkeit erreicht. Durch Zugabe von 2 N NaOH bzw. 2 N HCI wurde der pH
konstant auf 7 geregelt. Die Zellen wurden bei einer ODggo vOn ca. 6 geerntet. In Bedingung
C wurden die Zellen aerob in einem 30-I Fermenter mit 20 | modifiziertem CGXII-Medium und
anfangs 4 % (w/v) Glucose kultiviert. Der pH wurde durch Zugabe von 25 %iger
Ammoniumlésung bzw. 20 %iger Phosphorsaure auf 7,5 geregelt. Nach 7,5 Stunden
Kultivierung wurde eine Glucosefiitterung von 70 g/h gestartet, die nach 23 Stunden auf 105
g/h erhéht wurde. Die Zellen wurden bei einer ODgoo von 121 geerntet. Die Zellen hatten eine
mittlere Wachstumsrate von 0,1 h™.

8 Expressionskulturen

100 ml LB-Medium mit 50 pg/ml Kanamycin bzw. 100 pg/ml Ampicillin wurde mit 1 ml einer
UN-Kultur des E. coli-Stammes (BL21(DE3) bzw. DH5a) mit dem gewiinschten
Expressionsplasmid angeimpft. Die Kulturen wurden zunéchst bei 37 °C und 140 Upm



24 Material und Methoden

inkubiert, bis sie eine ODgy von ca. 1,0 erreicht hatten. Die Expression des Zielgens wurde
durch Zusatz von 1 mM IPTG (Endkonzentration) induziert. Danach wurden die Zellen bei
30 °C und 130 Upm 3 bis 4 Stunden weiter inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Zellernte
durch Zentrifugation (10 min, 5300 g, 4 °C). Die sedimentierten Zellen wurden einmal in 50
ml Aufschlusspuffer (TNI5 fir pET-Derivate, TKMD flr pMalc-Derivate) gewaschen und bis
zur weiteren Verwendung bei —20 °C gelagert. Vor Induktion sowie 1, 2, 3 und 4 Stunden
danach wurde die ODgg bestimmt sowie 150-pl-Proben entnommen und abzentrifugiert. Die
sedimentierten Zellen wurden in (ODgyo x 30) pl 1x SDS-Ladepuffer aufgenommen und bis
zur Analyse durch SDS-PAGE bei —20 °C gelagert.

9  Molekularbiologische Methoden
9.1 DNA-Isolierung

Zur Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli wurde der QlAprep-Spin Miniprep-Kit (Qiagen,
Hilden) nach den Angaben des Herstellers verwendet. Dieser Kit basiert auf der alkalischen
Lyse von Zellen (Birnboim and Doly, 1979). Die Isolierung von Plasmid-DNA aus C.
glutamcium erfolgte ebenfalls mit dem QlAprep-Spin Miniprep-Kit (Qiagen, Hilden). Aufgrund
des im Vergleich zu E. coli dickeren Mureinsacculus wurden die C. glutamicum-Zellen
zunachst 1-2 h mit 15 mg/ml Lysozym im Puffer P1 (Qiagen, Hilden) unter Schitteln bei
37 °C inkubiert (Schwarzer and Pihler, 1991).

Zur Isolierung chromosomaler DNA aus C. glutamicum wurden Zellen einer 5-ml-LB-
Ubernachtkultur mit 2 % (w/v) Glucose vollstandig sedimentiert, in 400 pl Lysispuffer (2,42 g/l
Tris, 0,74 g/l Na,EDTA, 1,2 % Triton X-100, pH 8,0) mit 20 mg/ml Lysozym (frisch zugesetzt)
resuspendiert und 1 h unter Schitteln bei 37 °C inkubiert. Daraufhin wurden 80 pl 10 % (w/v)
SDS und 25 pl Proteinase K (20 mg/ml in TE-Puffer) zugegeben, kurz gevortext und 30 min
bei 70 °C inkubiert. Nach Zugabe von 500 pl Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (Verhéltnis
25:24:1; pH 7,5 - 8,0) und vortexen wurden die Phasen durch 3 min Zentrifugation bei 16100
g getrennt, die obere wassrige Phase abgenommen, mit 1 ml eiskaltem abs. Ethanol
versetzt, gevortext und 10 min bei 16100 g und 4 °C zentrifugiert. Die prazipitierte DNA
wurde mit 70 % (v/v) Ethanol gewaschen, erneut zentrifugiert, das Ethanol vollstédndig
abgenommen, die DNA luftgetrocknet und in 250 pl EB-Puffer (Qiagen, 10 mM Tris-HCI, pH
8,5) geldst. Die Ausbeute bei dieser Methode betragt ca. 0,5 mg DNA. Fir die Isolierung von
chromosomaler DNA im groBen MaBstab wurden Zellen aus einer 200-ml-Ubernachtkultur
eingesetzt. Alles wurde wie oben beschrieben durchgefihrt. Die Volumina der verwendeten
Lésungen wurden der Zellmenge angepalft (40-fach).
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9.2 DNA- bzw. RNA-Konzentrationsbestimmung

Die Nukleinsdure-Konzentration wurde durch die Messung der Extinktion bei 260 nm
bestimmt. Dabei wurde mit folgenden Umrechnungsfaktoren gearbeitet (Sambrook, 1989):
doppelstrangige DNA: ODyg = 1 entspricht einer Konzentration von 50 ng/pl.
einzelstrangige DNA und RNA: ODyg = 1 entspricht einer Konzentration von 40 ng/ul.
Die Reinheit der DNA wurde anhand des Quotienten OD.,/OD,gy bestimmt, der zwischen
1,8 und 2,0 liegen sollte. Bei starker Verunreinigung der DNA mit Proteinen liegt der Wert
unter 1,8.

9.3 Agarose-Gelelektrophorese

Gelelektrophoretische Auftrennungen von DNA fir analytische und préparative Zwecke
erfolgten in horizontalen Elektrophoresekammern. Fir die Gele wurde 1-2 %-ige (w/v)
Agarose (GibcoBRL Ultra Pure Agarose) in 1xXTAE-Puffer verwendet, der gleichzeitig auch
als Elektrophorese-Puffer diente. Die Auftrennung erfolgte mit einer Spannung zwischen 120
und 160 V. Die Anfarbung der DNA erfolgte durch mindestens 10-minltige Inkubation des
Gels in wassriger Ethidiumbromidlésung (1 pg/ml) mit anschlieBendem Waschen in bidest.
H,O. 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 GrdéBenbestimmung der DNA wurde je nach zu erwartender GrdBe der
DNA-Fragmente der DNA-L&ngenstandard XIV' von Roche Diagnostics oder ein Gemisch
aus Hindlll- und Hindlll/EcoRlI-verdauter A-DNA? verwendet.

9.4 Rekombinante DNA-Techniken

Die verwendeten Restriktionsendonukleasen wurden von New England Biolabs oder Roche
Diagnostics bezogen. Der Verdau von DNA erfolgte standardmaBig in 20 pl-Ansatzen unter
Verwendung eines geeigneten ,,SuRE/Cut Buffers for Restriction Enzymes" (Boehringer
Mannheim) und 5 U Enzym. Die Restriktionsansatze mit Plasmid-DNA oder PCR-
Fragmenten wurden mindestens 2 h, chromosomale DNA Uber Nacht bei 37 °C inkubiert.

! Der DNA-L&ngenstandard XIV enthalt Fragmente folgender GréBen: 100 bp, 200 bp, 300 bp, 400 bp, 500 bp, 600 bp, 700 bp,
800 bp, 900 bp, 1000 bp, 1100 bp, 1200 bp, 1300 bp, 1400 bp, 1500 bp und 2642 bp

Der A-DNA Langenstandard ist ein 1:1 Gemisch der Molecular Weight Marker Il und Il (beide Roche Diagnostics) mit
folgenden Fragmentgr6Ben: 564 bp, 831 bp, 947 bp, 1375 bp, 1584 bp, 1904 bp, 2027 bp, 2322 bp, 3530 bp, 4268 bp, 4361
bp, 4973 bp, 5148 bp, 6557 bp, 9416 bp, 21226 bp und 23130 bp
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Far Ligationen wurde in der Regel der ,,Rapid DNA Ligation-Kit" (Roche Diagnostics,
Mannheim) verwendet. Die Anséatze wurden dabei 30 min bei RT inkubiert. Alternativ wurde
der ,,TOPO TA Cloning-Kit" (Invitrogen) nach Angaben des Herstellers verwendet. Der im
,TOPO TA Cloning-Kit* enthaltene linearisierte Vektor pCR2.1 TOPO besitzt singulare 3’-
Thymidiniberhdnge, deren 3’-Phosphatgruppe kovalent Uber einen Tyrosylrest mit dem
Enzym Topoisomerase | verknlpft ist. PCR-Produkte mit singularen 3’-Adenosiniberhangen,
die durch die Template-unabhéngige terminale Transferase-Aktivitat der Taqg-DNA-
Polymerase erzeugt werden, kénnen effektiv mit dem Vektor ligieren. Durch Angriff der 5'-
Hydroxylgruppe des PCR-Produktes auf die Phosphotyrosyl-Bindung kommt es unter
Freisetzung der Topoisomerase | zur Verknipfung des PCR-Produktes mit dem Vektor
(Shuman, 1994). Zur Erzeugung singularer 3’-Adenosiniiberhdnge an den PCR-Produkten
wurden die gereinigten PCR-Fragmente in 20-pl-Ansatzen mit Tag-DNA-Polymerase, dNTPs
und geeignetem Puffer 20 min bei 72 °C inkubiert. Dieser Schritt war nétig, da das zur
Erzeugung der PCR-Fragmente verwendete Gemisch aus Tag- und Tgo-DNA-Polymerase
nur wenige 3'-Adenosiniiberhdnge erzeugt. Zur Ligation wurden 4 pl des modifizierten PCR-
Produktes mit jeweils 1 pl Salzlésung (1,2 M NaCl und 0,06 M MgCl,) und pCR2.1 TOPO-
Vektor gemischt und 20 min bei RT inkubiert. Fiir die Transformation der ,One Shot®
Chemically Competent TOP10* E. coli-Zellen wurden 2 pl des Ligationsansatzes verwendet.

9.5 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 Praparation der kompetenten
Zellen erfolgte nach Hanahan (Hanahan, 1983, 1985). Einige 2 - 3 mm groBe Kolonien
wurden von einer frischen LB-Platte in 1 ml SOC-Medium resuspendiert. Damit wurden 50 ml
SOC-Medium inokuliert und bis zu einer ODgy von ~0,5 bei 37 °C und 160 Upm inkubiert.
Danach wurden die Zellen in 50-ml-Falcontubes Gberfuhrt und 15 min auf Eis inkubiert. Auch
alle weiteren Schritte erfolgten auf Eis. Die Zellen wurden 15 min bei 16000 g und 4 °C
geerntet, in 1/3 Kulturvolumen eiskalter RF1-L6sung resuspendiert und 15 min auf Eis
inkubiert. Nach erneutem Zentrifugieren wurden die Zellen in 1/12,5 Kulturvolumen eiskalter
RF2-Lésung resuspendiert, nochmals 15 min auf Eis inkubiert und dann in 50- bzw. 100-pl-
Aliquots in vorgeklhlte Eppendorf-ReaktionsgefaBe verteilt, die sofort in flissigem Stickstoff
schockgefroren wurden. Die Zellen wurden bis zur Verwendung bei -75 °C gelagert.

RF1-Lésung
RbCl, 100 mM
MnCl,-4H,0 50 mM

K-Acetat 30 mM
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CaC|2'2HQO 10 mM
Glycerin 15 %

mit 0,2 M Essigsaure auf pH 5,8

RF2-Lésung

Morpholinopropansulfonsaure 10 mM
RbCl, 10 mM
CaC|2'2HQO 75 mM
Glycerin 15 %

mit 6 M NaOH auf pH 6,8

Zur Transformation chemisch kompetenter E. coli-Zellen wurden 50 pl der Zellen mit bis zu
10 pl Ligationsansatz fir 45 min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock fur 90 s bei 42 °C
wurden 440 pl SOC-Medium (auf 37 °C erwarmt) zugegeben und der Ansatz fir weitere 45
min unter leichtem Schitteln bei 37 °C inkubiert. Entsprechend dem Resistenzgen des
transferierten Plasmids wurden 20 pl und 100 pl des Ansatzes auf LB-Platten mit 50 pg/mi
Kanamycin oder 100 pg/ml Ampicillin ausplattiert. Ggf. wurde den Nahrbéden 40 pl X-Gal
(20 mg/ml X-Gal in Dimethylformamid) pro Platte zugesetzt.

9.6 Herstellung und Transformation kompetenter C. glutamicum-Zellen

Die Herstellung und Transformation von kompetenten C. glutamicum-Zellen erfolgte nach
der Methode von van der Rest (van der Rest et al., 1999). Aus einer Ubernacht-Vorkultur in
LB-Medium mit 2 % (w/v) Glucose wurde die Hauptkultur in 200 ml EPO-Medium (2 g
Trypton, 2 g NaCl, 1 g Hefeextrakt, in 160 ml H,O Iésen und autoklavieren, 800 mg
Isonicotinsdure-Hydrazid, 5 g Glycin und 0,2 ml Tween 80 in 40 ml H,O I6sen, sterilfiltrieren
und zum Medium hinzugeben) auf ODgqo = 0,3 angeimpft. Die Kultivierung erfolgte bei 18 °C
far 28 h. Die Kulturen wurden 30 min auf Eis inkubiert, die Zellen anschlieBend dreimal mit
eiskaltem 10 %-igem (v/v) Glycerin gewaschen und dann in 2 ml 10 %-igem (v/v) Glycerin
resuspendiert. 200 ul Aliquots wurden bei -75 °C gelagert.

Die Transformation der kompetenten C. glutamicum-Zellen wurde mittels
Elektroporation durchgefihrt. Dazu wurden 100 pl kompetente Zellen mit etwa 1 pug Plasmid
in einer eisgekihlten Elektroporationsklvette gemischt. Die Elektroporation (Gene Pulser,
BioRad, Munchen) erfolgte mit einer Kapazitat von 25 pF, einem Widerstand von 600 Q und
einer Spannung von 2,5 kV. Im Anschluss an die Elektroporation wurden die Zellen in 800 pl
BHIS-Medium (auf 46 °C vorgewarmt) suspendiert, einem Hitzeschock unterzogen (6 min bei
46 °C) und abschlieBend 1 h bei 30 °C inkubiert. 20 pl und 100 pl des Ansatzes sowie der
Rest wurden auf BHIS-Platten mit 25 pg/ml Kanamycin ausplattiert.
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9.7 Konstruktion von Deletionsmutanten

C. glutamicum-Deletionsmutanten wurden nach Niebisch und Bott (Niebisch and Bott, 2001)
in Anlehnung an die von (Link et al, 1997) beschriebene Methode mit dem Vektor
pK19mobsacB (Schafer et al., 1994) konstruiert. Hierbei wurden in einer ersten PCR zwei
etwa 500 bp groBe Fragmente, die den 5'- und den 3'-flankierenden Bereich des/der zu
deletierenden Gens/Gene enthalten, mit den Primern A...1-fw und A...2-rv bzw. A...3-fw und
A...4-rv amplifiziert. Die Primer A...1-fw und A...4-rv wurden fir die Klonierung in das Plasmid
pK19mobsacB mit 5'-terminalen Restriktionsschnittstellen ergénzt. Die Primer A...2-rv und
A..3-fw besitzen am 5'-Ende eine 21 bp lange komplementdre Sequenz. In einer
anschlieBenden Crossover-PCR mit den Primern A...1-fw und A...4-rv sowie den beiden
~500 bp groBen Fragmenten der ersten PCR als Matrize konnten die komplementéren
Sequenzen hybridisieren und verlangert werden. Die so erhaltenen Fusionsprodukte (~1 kb)
wurden mit Xmal und Xbal verdaut, aufgereinigt und in den entsprechend geschnittenen
Vektor pK19mobsacB kloniert. Nach Sequenzierung des klonierten Crossover-PCR-Produkts
(vgl. Kapitel 9.10) wurden fehlerfreie Plasmide mittels Elektroporation in C. glutamicum
transferiert und auf BHIS-N&hrbéden mit 25 pg/ml Kanamycin ausplattiert. Der Vektor
pK19mobsacB wird in C. glutamicum nicht repliziert. Daher sollte bei kanamycinresistenten
Klonen das Plasmid durch homologe Rekombination in das Chromosom integriert worden
sein. Zur Selektion auf ein zweites Rekombinationsereignis wurden kanamycinresistente
Klone zun&chst Uber Nacht in 5 ml BHI-Medium mit 2 % Glucose und 25 pg/ml Kanamycin
kultiviert und danach mindestens 6 h in 5 ml CGXIll-Medium ohne N- und P-Quelle inkubiert.
AnschlieBend wurden jeweils 100 pl einer 1:10- und 1:100-Verdinnung der Kulturen auf
BHIS-Nahrbdden mit 10 % (w/v) Saccharose ausplattiert. Das sacB-Gen des pK19mobsacB-
Plasmids kodiert fir das Enzym Levansucrase, 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 lethal fir C.
glutamicum ist (Jager et al, 1992). Daher sollte bei saccharoseresistenten Klonen das
Plasmid durch ein weiteres Rekombinationsereignis wieder aus dem Chromosom entfernt
worden sein. Bei diesem zweiten Rekombinationsereignis kann entweder die Wildtyp-
Situation wiederhergestellt oder die gewilinschte Deletion erzeugt werden. Klone, die sowohl
saccharoseresistent als auch kanamycinsensitiv waren, wurden durch Kolonie-PCR mit den
Primern A...out_fw und A...out_rv analysiert. Klone der AmirA- und AmtrB-Mutanten, die
aufgrund der Kolonie-PCR-Analyse die gewiinschte Deletion enthielten, wurden auBerdem
durch Southern-Blot-Analyse mit dem Biotin-markierten Crossover-PCR-Produkt als Sonde
Uberprtift.
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9.8 Polymerasekettenreaktion

Die PCR (Mullis and Faloona, 1987) wurde sowohl fir analytische (Kontrolle von
Transformanden und Deletionsmutanten) als auch praparative Zwecke (in-vitro-
Amplifizierung von DNA-Fragmenten) genutzt. Falls im Text nicht anders vermerkt wurde far
praparative PCR-Ansatze der Expand High Fidelity Kit (Roche Diagnostics) verwendet, der
neben Tag-DNA-Polymerase auch Tgo-DNA-Polymerase mit 3’-5’-Exonucleaseaktivitat
beinhaltet. Durch Kombination der beiden Polymerasen und die 3’-5’-Exonucleaseaktivitat
der Tgo-DNA-Polymerase wird die Fehlerrate der DNA-Synthese um den Faktor 3 reduziert.
Fir analytische PCR-Ansatze wurde Tag-DNA-Polymerase verwendet. Die fur die PCR
verwendeten Primer sind in Tabelle 1 dargestellt. Die Reaktionen wurden in einem Primus
Thermocycler (MWG Biotech) durchgefihrt. Die Reaktionsbedingungen fir die PCR wurden
bei Verwendung des Expand High Fidelity Kit entsprechend den Angaben des Herstellers
wie folgt gewahlt: Reaktionen in einem Gesamtvolumen von 50 ul enthielten 0,1 - 0,75 ug
Matrizen-DNA, je 300 nM der beiden Primer, 2,6 U Taqg/ Tgo-DNA-Polymerase sowie je 200
puM dATP, dGTP, dCTP und dTTP. Nach einem Denaturierungsschritt fir 5 min bei 95 °C
wurden 30 Zyklen mit folgenden Parametern durchlaufen: 30 s Denaturierung bei 95 °C, 30 s
»2Annealing“ bei T, - 5°C und x s Elongation bei 72 °C. Die Annealing-Temperatur wurde
Ublicherweise 5 °C unter der Schmelztemperatur T, der Primer gewéhlt. 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 1,5 kb des zu amplifizierenden
Fragments verwendet. Zur Kontrolle von C. glutamicum-Transformanden wurden einzelne
Kolonien mit einem sterilen Zahnstocher zunachst auf eine neue Agarplatte ausgestrichen
und der am Zahnstocher verbliebene Rest der Zellen als Matrize direkt in die PCR-Ansétze
gegeben. Zur Analyse wurden Aliquots der PCR-Anséatze mittels Agarose-Gelelektrophorese
aufgetrennt. Zur Reinigung wurden die PCR-Fragmente aus dem Gel mit dem QIAEX Il Gel
Extraction-Kit (Qiagen) eluiert und gereinigt oder alternativ mit dem QIAquick PCR
Purification-Kit (Qiagen) gereinigt, wenn die Gelelektrophorese keine Nebenprodukte

erkennen lieB.

9.9 Southern-Blot-Analyse

Bei der Southern-Blot-Analyse (Southern, 1975) der AmtrA- und AmirB-Mutanten wurde
genomische DNA (~10 pug pro Spur), die mit Hincll bzw. Ncol (AmtrA) und Mfel bzw. Narl
(AmtrB) Gber Nacht verdaut worden war, Uber ein 1,2 %-iges Agarosegel aufgetrennt und wie
im Folgenden beschrieben mittels Vakuumblot auf eine Nylonmembran (Hybond N+,
Amersham Biosciences, Freiburg) transferiert. Nylonmembran, Maske und Agarosegel
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wurden luftblasenfrei auf der Blotting-Apparatur (Amersham Biosciences LKB VacuGene XL)
positioniert. Das Gel wurde mit Depurinierungslésung (0,2 N HCI) vollstandig beschichtet,
und nach Anlegen des Vakuums (etwa 50 mbar; Pumpe: Bromma LKB 2016 Vacugene
Vacuum Blotting Pump) wurde der Aufbau auf Dichtigkeit Gberprift. Nach etwa 20 min
(Farbumschlag nach Gelb) wurde das Gel fur weitere 20 min mit Denaturierungslésung (0,5
N NaCl, 0,5 N NaOH) inkubiert (Farbumschlag nach Blau). Im Anschluss erfolgte nochmals
eine 20-mindtige Inkubation mit Neutralisationslésung (1,5 N NaCl, 1 M Tris-HCI, pH 7,5) und
daraufhin 1 h Inkubation mit Transferpuffer (20xSSC). AbschlieBend wurden die auf die
Nylonmembran transferierten DNA-Fragmente durch 3 min Bestrahlung mit UV-Licht
kovalent an der Membran fixiert. Die Markierung des Standards (A-DNA-Langenstandard)
und des als Sonde eingesetzten ,,Crossover"-PCR-Fragments mit Biotin erfolgte mit dem
BiotinULS Labeling Kit (Fermentas GmbH) nach Angaben des Herstellers. Die
Prahybridisierung erfolgte flir 2 — 4 Stunden bei 68 °C in 2 ml Prahybridisierungslésung pro
10 cm? Nylonmembran und die Hybridisierung mit 50 ng Sonde/ml Prahybridisierungslésung
Uber Nacht bei 68 °C. AnschlieBend wurde die Membran 2 x 5 min mit 100 ml 2xSSC mit
0,1 % (w/v) SDS bei RT und 2 x 15 min mit 100 ml 0,5xSSC mit 0,1 % (w/v) SDS bei 68 °C
gewaschen. Die Detektion erfolgte mit dem CPD-Star, ready-to-use-Kit (Roche Diagnostics)
nach Angaben des Herstellers mit der Ausnahme, dass Streptavidin-alkalische Phosphatase
Konjugat an Stelle von anti-digoxygenin-AP verwendet wurde.

9.10 DNA-Sequenzierung

Fir DNA-Sequenzierungen wurde die Kettenabbruchmethode (Sanger et al., 1977) durch
Zugabe von ddNTP's verwendet. Hierfir wurde das ,,BigDyeTerminator Kit V3.1" (Applied
Biosystems), das ,DyeEx-Kit“ (Qiagen) sowie ein ABI PRisM® 3100 Avant-
Kapillarsequenziergerat (Applied Biosystems) nach Angaben der Hersteller genutzt. Es
wurde eine 50 cm lange Kapillare mit dem Polymer POP-6 verwendet. Vergleiche der in
dieser Arbeit ermittelten DNA-Sequenzen mit DNA-Sequenzen aus Datenbanken wurden mit
Hilfe des Programmes ,,Blast-Blast 2 Sequences" (www.ncbi.nlm.nih.gov) durchgefiihrt. Die

weitere Bearbeitung der erhaltenen Sequenzen erfolgte mit dem Programm ,,Clone Manager
7" fur Windows XP (Version 7.03, Scientific & Educational Software).
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10 Genexpressionsanalysen mittels DNA-Microarrays
10.1 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 f3-
Mercaptoethanol, die zu einer sofortigen Inaktivierung der RNasen fuhrt und somit die
Isolierung intakter RNA gewabhrleistet. AnschlieBend wird die RNA in Gegenwart von Ethanol
und einer speziellen, hochkonzentrierten Salz-Puffer-Lésung (RNeasy, Qiagen) an eine
Silica-Gel-Membran adsorbiert, die selektiv einzelstrangige RNA-Molekile ab einer GréBe
von 200 Basen bindet.

Ca. 20 ml einer C. glutamicum-Kultur (ODgoo zwischen 5 und 6) wurden in —20 °C
vorgekUlhlte, mit 10 g Eis beladene 50-ml Falcon-GeféBe gefiillt und abzentrifugiert (3 min,
5500 g, 4 °C). Die sedimentierten Zellen wurden sofort in 350 pl eiskaltem RLT-Puffer
(RNeasy, Qiagen) mit 4 % (v/v) B-Mercaptoethanol resuspendiert und in Gegenwart von 250
mg Zirkonium/Silica-Perlen (& 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 Zelltritmmern und intakten Zellen durch Zentrifugation (2
min, 16100 g) wurde der Uberstand mit 250 ul Ethanol abs. (eiskalt) vermischt, auf die
RNeasy-Saulchen aufgetragen und 15 s bei 11200 g zentrifugiert. Die Membran wurde mit
350 pl RW1-Puffer (RNeasy-Kit, Qiagen) gewaschen (15 s, 11200 g) und anschlieBend
wurde ein Mix aus 10 pl 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 ul RW1-Puffer wurde die Saule in ein
frisches SammelgefaB Uberfihrt und mit 500 pl RPE Puffer (RNeasy-Kit, Qiagen)
gewaschen. Die Sdulchen wurden 15 s bei 11200 g zentrifugiert und erneut mit 500 ul RPE-
Puffer gewaschen (2 min, 16100 g). Nach einer weiteren Zentrifugation (30 s, 16100 g) zur
Entfernung von Ethanol-Resten wurde die RNA zwei Mal mit 40 ul Nuklease-freiem H,O
eluiert (1 min, 11200 g). Die RNA-Konzentration wurde photometrisch bestimmt (vgl. Kapitel
9.2). Die Lagerung der isolierten RNA erfolgte bei -20 °C.

10.2 Synthese fluoreszenzmarkierter cDONA-Sonden

Far den Vergleich genomweiter Genexpressionsmuster wurden fluoreszenzmarkierte cDNA-
Sonden ausgehend von gleichen Mengen (20-25 pg) der zu vergleichenden RNA-Proben
synthetisiert (Wendisch et al., 2001). Als Fluoreszenzfarbstoffe wurden die dUTP-Analoga
Cy3-dUTP  (Aapsorption max 950 NM, Aryoreszenz max 970 nm, griin, Amersham Biosciences) und
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Cy5-dUTP  (Aapsorption max 649 NM,  Afiyoreszenz max 670 Nnm, rot, Amersham Biosciences)
verwendet. Die RNA (20-25 ug Gesamt-RNA in 14 ul H,O geldst) wurde mit 1 pl einer 500
ng/ul Zufallshexanukleotid-Primer-Lésung (in bidest. H,O gelést, Amersham Biosciences)
inkubiert (65 °C, 10 min) und anschlieBend 2 min auf Eis abgekihlt. Die reverse
Transkription wurde in einem Puffer durchgefihrt, der 0,1 mM Cy3-dUTP oder Cy5-dUTP, 50
mM Tris-HCI, 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-ll 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 pl HCI (0,1
N) neutralisiert. Die Abtrennung nicht eingebauter Nukleotide erfolgte durch
Ultrazentrifugationseinheiten (Microcon YM-30, Millipore). Der 50-pl-Ansatz wurde mit
Wasser auf 500 pl aufgefillt und durch Zentrifugation (7 min, 13000 g) auf etwa 20 pl
eingeengt. Danach wurden die fir eine Hybridisierung vorgesehenen Cy3- bzw. Cy5-
markierten Sonden vereinigt und es erfolgten, wie oben beschrieben, zwei weitere
Ultrafiltrationszentrifugationen (8 min, 13000 g). Die so erhaltene cDNA-Sonde (14 pl) wurde
sofort fur die DNA-Chip-Hybridisierungen eingesetzt.

10.3 DNA-Chip-Hybridisierung

Auf den in diesen Experimenten verwendeten DNA-Chips waren 3530 PCR-Produkte (ca.
300-500 bp) gespottet, die offene Leseraster (ORFs) im C. glutamicum-Genom
reprasentieren. Als Matrize fir die Amplifizierung dieser ORF-Fragmente mittels PCR diente
C. glutamicum 13032. Zusatzlich zu diesen ORF-Sonden wurden Hybridisierungskontrollen
(Lambda-DNA, PCR-Produkt eines Gens aus E. coli, welches kein Homolog in C.
glutamicum besitzt und genomische DNA aus E. coli) sowie 196-mal genomische DNA von
C. glutamicum an verschiedenen Stellen auf dem Chip angeordnet. Alle in dieser Arbeit
verwendeten Chips wurden freundlicherweise von der Arbeitsgruppe von Dr. Volker
Wendisch zur Verfligung gestellt.

Zur Bestimmung relativer mRNA-Spiegel wurden die aus den beiden zu
vergleichenden RNA-Proben erhaltenen Cy3- und Cy5-fluoreszenzmarkierten cDNA-Sonden
gleichzeitig auf einem DNA-Chip hybridisiert. Zu den vereinigten und aufgereinigten Cy3-
bzw. Cy5-markierten cDNA-Sonden (14 pl) wurden 20 pg PolyA, 3 ul 20xSSC, 0,48 ul 1 M
HEPES (pH 7,0) und 0,45 ul 10 % (v/v) SDS hinzugefiigt, und mit H,0 auf 20 pl aufgefillt.
Dieser Ansatz wurde 2 min bei 100 °C denaturiert und anschlieBend 5-10 min bei RT
inkubiert (Zimmer et al., 2000). PolyA diente als Kompetitor zur Verringerung unspezifischer
Hintergrundfluoreszenz und die Endkonzentration von 3xSSC sicherte stringente
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Hybridisierungsbedingungen (Zimmer et al., 2000). Vor der Hybridisierung wurde auf dem
DNA-Chip Uber dem Bereich mit immobilisierter DNA (2 cm x 2 cm) ein Spezialdeckglaschen
(LifterSlip, Erie Scientific) gelegt, um eine gleichmaBige Verteilung der Probenlésung Utber
der DNA-Chip-Flache sicherzustellen. Damit die Probenlésung wahrend der Hybridisierung
bei 65 °C nicht austrocknet, wurden zur Gewahrleistung einer ausreichend hohen
Feuchtigkeit in der Kammer mehrfach kleine Tropfen 3xSSC-Lésung am Rand des DNA-
Chips aufgetragen, dann die vorbereitete Probenlésung unter das Deckglas pipettiert und der
DNA-Chip in einer wasserdichten Hybridisierungskammer (Die Tech Inc.) Uber Nacht bei
65 °C im Wasserbad inkubiert (Zimmer et al., 2000). Um die Probenlésung und unspezifisch
gebundene fluoreszenzmarkierte cDNA nach der Hybridisierung zu entfernen, erfolgte ein
stringentes Waschen des DNA-Chips fir je 5 min in 1xSSC/0,03 % (w/v) SDS und danach in
0,05xSSC bei Raumtemperatur (Zimmer et al., 2000). Durch Zentrifugation (5 min, 50 g (500
Upm), RT, Zentrifuge 4K15, Rotor 11150, Einséatze 13220 von Sigma) wurde der DNA-Chip
getrocknet und anschlieBend die Fluoreszenz auf der DNA-Chip-Oberflache bestimmt.

10.4 Bestimmung der Fluoreszenz von DNA-Chips

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-Molekile in den verglichenen RNA-Proben korreliert, ist es ein MaB fir
den relativen mRNA-Spiegel (Shalon et al, 1996). Zum Messen der ortsaufgelésten
Fluoreszenz auf den DNA-Chips wurde der GenePix 4000 A Laser Scanner (Axon Inc.)
verwendet. Die DNA-Chip-Oberflache (10 x 10 um Raster) wurde zum Anregen der
fluoreszierenden Molekulgruppen mit monochromatischen Licht zweier verschiedener
Wellenlangen 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 verstarkt
wird. Die gemessene Stromstéarke korreliert direkt mit der Cy3- bzw. Cy5-Fluoreszenz. Mit
Hilfe der Software wurde die ortsaufgeldste Information fir die Cy3- und Cy5-Fluoreszenz
anhand der numerischen Werte als Fluorogramm bildlich dargestellt und im 16-bit-TIFF-
Format elektronisch gespeichert (GenePix Pro 3.0 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).
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10.5 Auswertung der DNA-Microarray-Experimente

Die Berechnung des Verhaltnisses von Signal zu Rauschen fir Cy3- und Cy5-
Fluoreszenzsignale erfolgte durch Bildung des Quotienten Signalintensitétsye: /
Signalintensitatsyotnintergrund- Wenn das Signal/Rausch-Verhaltnis sowohl fir die Cy3- als auch
fir die Cyb5-Fluoreszenz kleiner als drei 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-
Verhéltnisse reprasentierten relativen mRNA-Spiegel verschiedener DNA-Chip-Experimente
besser miteinander vergleichen zu kdnnen, wurden die numerischen Werte normalisiert
(Eisen et al., 1998). Die Normalisierung erfolgte fiir jeden DNA-Chip anhand des Cy3-/Cy5-
Fluoreszenz-Verhaltnisses von chromosomaler C. glutamicum-DNA. Dazu wurde aus den
Cy5-/Cy3-Fluoreszenz-Verhaltnissen aller auswertbaren Spots mit genomischer DNA
(insgesamt 196) der Mittelwert bestimmt. Der Kehrwert dieses Mittelwerts diente als
Korrekturfaktor zur Normalisierung. Bei Multiplikation des Korrekturfaktiors mit dem
experimentellen bestimmten Mittelwert flr das Fluoreszenz-Verhaltnis von chromosomaler
DNA ergibt sich das theoretisch erwartete Verhéltnis von 1 (Eisen et al., 1998). Die
Verhaltnisse 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 beziglich
Ubereinstimmung oder Verschiedenheit zweier Datensétze, erfolgte fiir Gene, deren relativer
mRNA-Spiegel mehrfach bestimmt wurde, die 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-Fluoreszenzverhéltnisse genomischer DNA verglichen
(Khodursky et al., 2000). Veranderte relative mRNA-Spiegel von Genen mit p-Werten >0,05
wurden als statistisch nicht signifikant verandert betrachtet.

11 Bestimmung des Transkriptionsstartpunkts

11.1 ,,Primer-Extension“-Experimente

Zur Bestimmung des Transkriptionsstartpunkts von dem Gene nlpC (NCgl2108) wurden
,Primer-Extension®-Experimente durchgefuhrt. Zunachst erfolgte die Hybridisierung eines
IRD800-markierten Oligonukleotids mit Gesamt-RNA. Die Oligonukleotide (PE_nlpC_1 und
PE_nlpC_2, vgl. Tab. 1)) wurden so gewahlt, dass sie nahe des Translationsstartpunkts im
kodierenden Bereich des nlpC-Gens binden. Dazu wurden 2 ul 5 x Annealing-Puffer (50 mM
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Tris-HCI, pH 7,9, 4,25 M KCI) mit 1 pl markiertem Oligonukleotid (2 pmol/ul) und 10 ug RNA
gemischt und auf 10 ul mit bidest. H,O aufgeflllt. Der Ansatz wurde im Thermo-Cycler
(Primus 25 von MWG-Biotech) zundchst 5 min bei 65 °C inkubiert, um RNA-
Sekundarstrukturen zu denaturieren und anschlieBend langsam auf 42 °C abgekuihlt (0,5 °C
pro 2 Minuten). Zur Synthese des komplementaren cDNA-Strangs wurden folgende
Komponenten als Gemisch dem Ansatz zugegeben: 10 ul 5 x Reverse-Transkriptase-Puffer
(250 mM Tris-HCI, pH 7,0, 125 mM KCI, 15 mM MgCly), 5 ul DTT (100 mM; GIBCO/BRL Life
Technologies GmbH), 1 ul dNTP-Gemisch (je 25 mM; von GIBCO/BRL Life Technologies
GmbH), 0,5 pl Actinomycin D (5 mg/ml in Ethanol), 23 pl bidest. H,O und 1 ul Reverse-
Transkriptase (200 U, Superscript 1, GIBCO/BRL Life Technologies GmbH). Nach
einstindiger Inkubation bei 42 °C wurden 120 ul RNase I-Reaktionsmix (10 mM Tris-HCI, pH
7,9, 1 mM EDTA, 100 mM NaCl, 100 pg/ml Lachssperma-DNA ,sonicated, 0,24 ul RNase A
(100 mg/ml, DNase-frei, frisch zugegeben)) hinzugefiigt und 30 Minuten bei 37 °C inkubiert.
Nach Zugabe von 17 pl 3 M Natriumacetat (pH 5,2) wurde die DNA mit 380 pl eiskaltem
Ethanol Gber Nacht bei —20 °C gefallt. AnschlieBend wurde die DNA durch Zentrifugation (30
min, 16100 g, 4 °C) sedimentiert, mit eiskaltem 70 %-igem (v/v) Ethanol gewaschen,
luftgetrocknet, in 2 pul Wasser geldst und mit 2 ul Formamid-Ladepuffer (aus dem DYEnamic
Direct Cycle Sequencing Kit, Amersham Biosciences) versetzt. 1 pl der Reaktion wurde dann
mittels denaturierender PAGE mit Hilfe eines LiCor DNA sequencer 4200 (MWG Biotech)
nach Angaben des Herstellers analysiert. Um den Transkriptionsstartpunkt bestimmen zu
kdnnen, wurde neben den ,Primer-Extension“-Proben als Referenz eine DNA-
Sequenzierung aufgetragen. Um einen mdglichst einfachen Vergleich zu haben, wurde die
DNA-Sequenzierung mit dem Primer durchgefuhrt, der auch fur die ,Primer-Extension®-
Analyse verwendet wurde, sowie einem PCR-Produkt, das die nlpC-Promotorregion
abdeckte. Fir die DNA-Sequenzierung wurde die Kettenabbruchmethode (Sanger et al.,
1977) durch Zugabe von ddNTP's verwendet. Hierfir wurde das ,Thermosequenase
fluorescent sequencing“-Kit (Amersham Biosciences) nach Angaben des Herstelles genutzt.

11.2 5'-RACE

Der Transkriptionstartpunkt von njpC wurde auch mit der 5’-RACE-Methode bestimmt. Das
5’-RACE-Kit (Roche Diagnostics) wurde gréBtenteils nach Herstellerangaben verwendet. Die
einzelstrangige cDNA wurde ausgehend von 1 ug RNA aus C. glutamicum AmtrA mit dem
Primer nlpC_RACE_1, reverser Transkriptase und dNTPs synthetisiert. Dazu wurde der
Reaktionsansatz 1 h bei 55 °C inkubiert. Direkt nach Aufreinigung der einzelstrangigen DNA
wurde durch eine terminale Transferase das 3'-Ende der einzelstrangigen cDNA durch eine
PolyA-Sequenz verlangert und damit das 5-Ende bzw. der Transkriptionsstart der
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entprechenden mRNA markiert. Die verlangerte cDNA wurde dann mit dem Primer
nlpC_RACE_2 und dem oligo-dT-anchor-Primer (5-RACE kit, Roche Diagnostics) mittels
PCR amplifiziert. Das erhaltene PCR-Produkt wurde mit dem PCR purification-Kit (Qiagen)
aufgereinigt und mit den Primern nlpC_RACE_3 und PCR anchor primer (5-RACE Kkit,
Roche Diagnostics) und der Tag-Polymerase reamplifiziert. Das erhaltene PCR-Produkt
wurde erneut aufgereinigt und mit Hilfe der A-Uberhdnge in den Vektor pCR2.1 TOPO
(Invitrogen) kloniert und sequenziert. Die Base, die nach dem Poly-A-Schwanz folgt, stellt
das 5'-Ende der entprechenden mRNA dar, es sei denn, das 5 -Ende der mRNA beginnt mit
einem oder mehreren Adeninen. In diesem Fall kann der Transkriptionsstart nicht
basengenau festgelegt werden.

12 Transmissionselektronenmikroskopie

Zellen aus 5 ml Ubernacht-Kultur wurden abzentrifugiert und in 1 ml 1 M
Natriumphosphatpuffer (pH 7,2) mit 3 % (v/v) Glutardialdehyd resuspendiert. AnschlieBend
wurden die Zellen in 3 % (w/v) Agarose eingebettet und nachfolgend mit 1 % OsQO, fixiert,
entwassert und in Epoxydharz eingebettet. Ultradiinnschnitte wurden auf ein Kupfer-Gitter
aufgebracht, mit Uranylacetat und Bleicitrat gefarbt und mit einem Philips EM 400

Transmissionselektronenmikroskop untersucht.

13 Bestimmung der minimalen inhibitorischen Konzentration (MIC)

Zur Bestimmung der minimalen inhibitorischen Antibiotika-Konzentrationen wurden Etest-
Streifen (AB Biodisk) verwendet, die Penicillin, Vancomycin oder Ethambutol enthielten.
Zunachst wurden die entsprechenden C. glutamicum-Stamme in 5 ml LB-Medium, falls
erforderlich mit 25 pg/ml Kanamycin und 1 mM IPTG, Uber Nacht vorkultiviert. Am néchsten
Morgen wurden 5 ml des gleichen Mediums mit der Ubernacht-Kultur auf eine ODgyo von
0,25 angeimpft und bei 30 °C bis zu einer ODgy von 1,5 bis 2 kultiviert. 100 pl der
Zellsuspension (bzgl. einer ODgy von 2) wurden auf BHIS-Agarplatten (ggf. mit den
entsprechenenden Zuséatzen) ausplattiert und anschlieBend sofort ein Etest-Streifen
aufgelegt. Die Platten wurden 19 h bei 30 °C inkubiert und anschlieBend wurde sofort die
MIC bestimmt.
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14 Proteinbiochemische Methoden
14.1 Zellaufschluss mit einer French-Press-Zelle und Zellfraktionierung

Fir den Aufschluss von E. coli- bzw. C. glutamicum-Zellen wurden diese in ca. 10 ml
Aufschlusspuffer (TNI5-, TKMD- oder TGED-Puffer) resuspendiert und 100 pl
Proteaseinhibitor-Mix (100 mM Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) und 100 mM
Diisopropylfluorophosphat (DFP) in wasserfreiem Ethanol) hinzugefigt. Der Zellaufschluss
erfolgte durch dreimalige Passage durch eine French-Press-Zelle (SLM AMINCO®
Spectronic Instruments, Rochester) bei einem Druck von 108 MPa (E. coli) bzw. durch fanf-
bis zehnmalige Passage bei einem Druck von 172 MPa (C. glutamicum). AnschlieBend
wurden intakte Zellen sowie Zelltrimmer durch Zentrifugation (20 min, 5500 g, 4 °C)
abgetrennt. Danach erfolgte eine Ultrazentrifugation des zellfreien Uberstandes (60 min,
180000 g, 4 °C), die zur Sedimentierung der Membranen fihrte. Fir die Proteinreinigung und
die Affinitatsreinigungen wurde der Uberstand der Ultrazentrifugation (= “Rohextrakt”)
eingesetzt.

14.2 Affinitaitschromatographie mittels ,,Ni**-Nitrilotriacetic acid“ (NTA)-Agarose

Die Proteinaufreinigung der verschiedenen Polyhistidin-,getaggten” Proteine erfolgte tber
separate 15-ml-Polypropylen-Saulen (Qiagen), die luftblasenfrei mit je 2 ml suspendierter
Ni**-NTA-Agarose (Qiagen) geflillt wurden, was einem Bettvolumen von 1 ml entsprach. Das
Material wurde mit einer Fritte abgedeckt. Die Saule wurde zunachst mit 25 ml TNI5-Puffer
aquilibriert. AnschlieBend wurde der Rohextrakt (vgl. Kapitel 14.1) auf die S&ule gegeben.
Schwach bzw. unspezifisch gebundene Proteine wurden durch Waschen mit 20 ml TNI20-
Puffer entfernt. Spezifisch gebundenes Protein wurde mit 10 x 0,5 ml TNI400-Puffer eluiert.
Proteine, die immer noch an Ni%* gebunden waren, wurden durch Entfernen der Ni2*-lonen
mit 10 ml des EDTA enthaltenden "Strip"-Puffers entfernt. Die Saule wurde nun entweder bis
zum nachsten Gebrauch bei 4 °C gelagert oder mit 5 ml 100 mM NiSO, flr eine neue
Chromatographie vorbereitet. Die eluierten Fraktionen wurden qualitativ auf ihren
Proteingehalt untersucht, indem je 20 ul mit jeweils 100 pl Bradford-Reagenz (Coo Protein
Assay, Uptima, Frankreich) gemischt wurden. Die Blaufarbung der Lésung 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 Uberpruft.
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14.3 Affinitatschromatographie mittels Amylose-Harz

Mit dieser Affinitdtschromatographie konnten Proteine, die als Fusion mit dem Maltose-
Bindeprotein vorlagen, aufgereinigt werden. Eine 15 ml-Polypropylensaule wurde mit 10 ml
einer Amylose-Chromatographiematerial-Suspension (Amylose gebunden an Agarose; New
England Biolabs, Schwalbach) gefillt, was einem Bettvolumen von 5 ml entsprach. Die
Séule wurde mit 25 ml TKMD-Puffer aquilibriert und mit dem Rohextrakt (vgl. Kapitel 14.1)
beladen. AnschlieBend erfolgte ein Waschschritt mit 3 x 10 ml TKMD-Puffer. Die spezifisch
gebundenen Proteine wurden mit 10 x 1 ml TKMD-Puffer, der 10 mM Maltose enthielt,
eluiert. Die eluierten Fraktionen wurden qualitativ auf ihren Proteingehalt untersucht (vgl.
Kapitel 14.2) und die Eluatfraktionen mit Protein wurden vereinigt und bis zur weiteren
Verwendung bei 4 °C gelagert. Die Proteinaufreinigung wurde durch SDS-PAGE Uberpriift.

14.4 Pufferaustausch durch Gelfiltration mit Hilfe von PD-10-Saulen

Der Pufferaustausch von Proteinldsungen erfolgte durch Gelfiltration mit Sephadex-G25-
Material. Dazu wurden PD-10-S&ulen von Amersham Biosciences, Freiburg verwendet. Von
der Saule wurde die Kappe entfernt und die Ausflussspitze abgeschnitten. Die Saule wurde
mit 25 ml des gewunschten neuen Puffers aquilibriert. AnschlieBend wurden bis zu 2,5 ml
Proteinlésung aufgetragen. Dann wurde das Protein mit 10 x 0,5 ml des gewlnschten
Puffers eluiert. Die Fraktionen wurden qualitativ auf ihren Proteingehalt untersucht (vgl.
Kapitel 14.2) und die Fraktionen mit den hdéchsten Proteinkonzentrationen vereinigt.

14.5 Proteinverdau mittels Thrombin

Die Abspaltung des Histidin-,Tags” von MtrA+NHises wurde mit Hilfe des ,Thrombin Cleavage
Capture-Kits® (Merck) durchgefiihrt. Dazu wurden pro mg gereinigtem MtrA+NHisg (in BS-
Puffer) 8 U biotinyliertes Thrombin zugegeben und Uber Nacht bei RT inkubiert. Die
Entfernung des biotinylierten Thrombins erfolgte nach Angaben des Herstellers mit 256 pl
»otreptavidin Agarose Kugelchen® (32 pl/U).

14.6 Proteinkonzentrationsbestimmung

Proteinkonzentrationen wurden mit dem Bicinchoninsaure (BCA)-Test (Smith et al., 1985) mit
Rinder-Serumalbumin als Standard bestimmt. Das Prinzip des BCA-Assay beruht auf der
Reduktion von Cu®-lonen zu Cu*-lonen durch Proteine in alkalischer Lésung (Biuret-
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Reaktion). Durch die anschlieBende Chelatbildung von zwei Molekilen BCA wird ein blau-
violetter Komplex gebildet, der stark bei 562 nm absorbiert. Die Absorption bei dieser
Wellenlange ist innerhalb eines bestimmten Konzentrationsbereiches linear zur
Proteinkonzentration. Es wurde je 50 pl Probe mit 1 ml BCA-Reagenz (BCA™ Protein
Assay-Kit, Pierce Biotechnology Inc.) versetzt, 30 min bei 37 °C inkubiert, 10 min bei RT
abgekuhlt und die Extinktion bei 562 nm gemessen (Ultrospec 500 pro Visible
Spectrophotometer, Amersham Biosciences).

14.7 Aufkonzentrierung und Entsalzung von Proteinen

Proteinlésungen wurden mit %2 Volumen 100 % (w/v) TCA versetzt, 30 Minuten auf Eis
inkubiert und anschlieBend die prazipitierten Proteine 15 min bei 16100 g und 4 °C
sedimentiert. Der Uberstand wurde abgenommen und die préazipitierten Proteine in 0,5 ml
Aceton gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation (15 min, 16100 g, 4 °C) wurde der
Uberstand verworfen, das Pellet luftgetrocknet und die Proteine in der gewiinschten Lésung
gelbst.

14.8 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung l6slicher und membrangebundener Proteine nach ihrer Masse wurde die
SDS-PAGE (Laemmli, 1970) in vertikalen Gelkammern (MiniProtean-1l-Apparatur, BioRad)
durchgeftihrt. Es wurden 12 %-ige Trenngele und 4 %-ige Sammelgele bzw. 15 %-ige
Trenngele und 6 %-ige Sammelgele genutzt. Die Proben wurden mit 1/5 Volumen sechsfach
konzentriertem Ladepuffer (350 mM Tris, 10 % (w/v) SDS, 6 % B-Mercaptoethanol, 30 %
(v/v) Glycerin, pH 6,8) gemischt und 10 min bei 95 °C denaturiert. Als GréBenstandard wurde
der Protein Marker Broad Range (New England Biolabs, Schwalbach) verwendet. Die
Auftrennung erfolgte bei konstanter Stromstarke (0,02 A pro Gel) und einer maximalen
Spannung von 200 V.

RoutinegemaB wurden die Gele mit kolloidalem Coomassie Blau gefarbt. Dazu
wurden die Gele dreimal 10 min mit bidest. H,O gewaschen, mind. 1 h in ca. 20 ml
GelCode®Blue Stain Reagent (Pierce) gefarbt und Uberschiissige Farbeldsung durch
Waschen in bidest. H,O (mindestens 1 h) entfernt. Flr die Silberfarbung wurden die SDS-
Gele zunachst mindestens 30 min in Fixierlésung (40 % (v/v) Etanol), 10 % (v/v) Eisessig,
500 pl 37 %iges (v/v) Formaldehyd pro Liter) und dann zwei Mal 10 min in 30 % (v/v) Ethanol
inkubiert. Es folgten ein einminttiges Waschen in 0,02 %-iger (w/v) Thiosulfatlésung und drei
Mal 20 s in bidest H,O. AnschlieBend wurden die Gele 20 min in Silbernitratiésung (0,2 %
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(w/v) Silbernitrat, 75 pl 37 %iges (v/v) Formaldehyd pro 100 ml) geschwenkt und drei Mal
kurz mit bidest. HoO gewaschen. Die Entwicklung erfolgte in 3 % (w/v) Natriumcarbonat,
0,0004 % (w/v) Natriumthiosulfat und 500 ul 37 %iges (v/v) Formaldehyd pro 1000 ml. Nach
ausreichender Farbung wurden die Gele kurz mit VE-Wasser gespult und dann 10 min in
Stopp-L6sung (50 mM EDTA) geschiuittelt.

14.9 Western-Blot

Fir den Nachweis von MirA mittels Western-Blot wurden anti-MtrA-Antikérper hergestellt.
Dazu wurden 2 mg MtrA+CHiso wie in Brocker (2003) beschrieben gereinigt und in 1xPBS
(137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 4,3 mM Na,HPO,, 1,4 mM KH,PQO,, pH 7,4) umgepuffert. Zwei
Kanichen wurden mit dieser Proteinlésung nach Standardprotokoll
(http://www.biogenes.de/index.php?mid=217&vid=&lang=en) der Firma Biogenes
immunisiert. Die dadurch erhaltenen Antikdrper waren spezifisch gegen MtrA. Darlber
hinaus wurden mittels AffinitAtschromatographie Uber an CNBR-aktivierte Sepharose
gebundes MtrA+CHiso aus 50 ml Serum monospezifische Antikdrper isoliert.

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 (Hybond C Extra, Amersham Biosciences) mit Towbin-
Blotpuffer (25 mM Tris, 192 mM Glycin, 20 % (v/v) Methanol) (Towbin et al., 1979)
Ubertragen. Dazu wurden 4 Whatman-Papiere, das Gel und die Membran zunéchst 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 anschlieBend die Kathode aufgesetzt. Der Transfer erfolgte 45 — 60 min
bei einer Stromdichte von 1 mA/cm?.

Die Detektion von MtrA erfolgte mit polyklonalen, affinitatsgereinigten anti-MtrA-
Antikérpern (Biogenes). Dazu wurde die Membran 1 h in Blockierungspuffer (TTBS mit 5 %
(w/v) Magermilchpulver) geschittelt und anschlieBend 10 min in TTBS (20 mM Tris-HCI pH
7,5, 500 mM NaCl, 0,05 % (v/v) Tween 20) gewaschen. Fir die spezifische Detektion von
MtrA wurden die gewaschenen Membranen 2 h in Blockierungspuffer mit dem anti-MtrA-
Antikdrper (1:5000 verdinnt) inkubiert. Nach zweimaligem Waschen der Membranen far
5 min mit TTBS wurden sie 1 h in Blockierungspuffer mit dem sekundéren Antikérper (Goat
Anti-Rabbit IgG(H+L)-AP Conjugate, Biorad) in einer 1:3000-Verdinnung geschuttelt. Vor
der Detektion wurden die Membranen 2 x 5 min mit Blockierungspuffer, 2 x 5 min mit TTBS
und 1 x 5 min mit TBS (TTBS ohne Tween 20) gewaschen. Die Detektion erfolgte alternativ
mit zwei verschiedenen Methoden. Bei der einen wurde die Membran in 25 ml Alkalische-
Phosphatase-Puffer (100 mM Tris-HCI pH 9,5, 100 mM NaCl, 10 mM MgCl,) mit je 250 pl 5-
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Bromo-4-chloro-3-indolylphosphat (20 mg/ml H,O) und 250 pl Nitroblau-tetrazoliumchlorid-
Lésung (30 mg/ml 70 % Dimethylformamid) inkubiert. Nach ausreichender Farbung wurde
die Reaktion durch Uberfiihrung der Membran in H,O gestoppt. Bei der anderen Methode
wurde als Substrat der alkalischen Phosphatase CPD-Star (Roche Diagnostics)
entsprechend den Angaben des Herstellers verwendet. Zur Detektion der
Chemolumineszenz-Reaktion wurde die Membran fir etwa 1 h unter einer CCD-Kamera
(Fuji-Film LAS-1000) inkubiert.

14.10 MALDI-TOF-Massenspektrometrie

Fir Peptidmassen-,,Fingerprint'-Analysen wurden Gelstlickchen aus Proteinbanden in
silbergefarbten SDS-Polyacrylamidgelen ausgeschnitten, mit Hilfe der Destainer A- und B-
Lésungen des ,ProteoSilver™ Plus Silver Stain-Kits* (Sigma-Aldrich) nach Angaben des
Herstellers entfarbt und die Proteine im Gel mit Trypsin verdaut (Fountoulakis and Langen,
1997). Hierzu wurden die Gelstlickchen nach 2 x 10 min Waschen mit 350 pl 0,1 M
Ammoniumbicarbonat in 30 % (v/v) Acetonitril 20 min in einer Vakuumzentrifuge getrocknet
und anschlieBend in 4 pl 3 mM Tris-HCI-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 Uber Nacht bei RT verdaut. Die Peptide wurden durch Zugabe
von 12 ul Wasser, 15 min Inkubation bei RT, Zugabe von 10 pl 0,1 % (v/v) Trifluoressigsaure
in 30 % (v/v) Acetonitril und nochmals 10 min Inkubation bei RT eluiert. AnschlieBend
wurden die Peptide mittels ,ZipTip® Cis standard bed“ (Millipore) nach Angaben des
Herstellers aufkonzentriert, mit gesattigter a-Cyano-4-hydroxyzimtsdure in 50 % (v/v)
Acetonitril/ 0,25 % (v/v) Trifluoressigséure eluiert und auf die Probenplatte aufgetragen. Eine
externe Kalibrierung erfolgte fir jede Probe mit Hilfe der Calibration Mixtures 1 und 2 des
»Sequazyme Peptide Mass Standard Kits" (Applied Biosystems). Die Proben wurden in einer
Voyager-DE STR Biospectrometry Workstation (Applied Biosystems) im positiven Reflektor-
Modus mit 20kV Beschleunigungsspannung, 63 % Gitterspannung und einer
Verzégerungszeit von 125 ns analysiert. Zur Steuerung des Gerats und zur Datenanalyse
wurde die Voyager Control Panel Software 5.0 und die Voyager Data Explorer Software 3.5
(Applied Biosystems) verwendet. Die erhaltenen Peptidmassen wurden zur Suche in einer
lokalen Datendank mit 3312 C. glutamicum-Proteinen (Degussa) mit Hilfe des MS-Fit-
Programms (Clauser et al, 1999) genutzt. Von einer sicheren Identifizierung wurde
ausgegangen, wenn mindestens vier der experimentell bestimmten Peptidmassen mit den
vorhergesagten Massen Ubereinstimmten oder mehr als 25 % des Proteins mit den
identifizierten Peptiden abgedeckt werden konnte, wobei die Unterschiede zwischen
gemessener und theoretischer Masse maximal 100 ppm betragen durften und die Fehler der
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einzelnen Peptide einem Muster folgten, das auf eine ungenaue Kalibrierung zurlickgefihrt

werden konnte.

15 Phosphorylierungsexperimente

Um die Autokinase-Aktivitat  verschiedener  Sensorkinase-Derivate und  den
Phosphoryltransfer auf MtrA zu zeigen, wurde 12 pM Sensorkinase mit 80 pM y-[**P]-ATP
(6,25 Ci/mmol) in einem Gesamtvolumen von 40 pl gemischt. Die Reaktion wurde durch die
Zugabe von y-[**P]-ATP gestartet und der Ansatz bei RT inkubiert. Zu verschiedenen
Zeitpunkten wurden 7 pl Probe entnommen und mit dem gleichen Volumen 2xSDS-
Ladepuffer versetzt, um die Reaktion zu stoppen. Nach 20 min wurde zu 22,5 pl
Reaktionsansatz 22,5 pl einer 24 pM MirA+Ngsy—LOsung hinzugeflgt, was zu einer
Verdinnung der Sensorkinasen auf 6 uM, des ATPs auf 40 uM und des Antwortregulators
auf 12 pM fuhrte, und ebenfalls zu verschiedenen Zeitpunkten 14 pl Probe enthommen und
mit 1/5 Volumen 6xSDS-Ladepuffer versetzt. Um eine Phosphorylierung des
Antwortregulators in Abwesenheit der Sensorkinase-Derivate auszuschlieBen, wurde auch
ein Reaktionsansatz (12 pM MtrA+Nggsy in 15 ul) ohne Sensorkinase, mit 40 uM y-[**P]-ATP
inkubiert und nach 60 min eine 14 pl-Probe entnommen. Ohne vorheriges Aufkochen der
Proben wurden dann jeweils die gesamte Probe auf ein 15 %-iges SDS-Polyacrylamidgel
aufgetragen und die Proteine elektrophoretisch aufgetrennt. Nach der Elekirophorese wurde
die Lauffront der Gele abgetrennt, die so zurechtgeschnittenen Gele auf Whatman-3MM-
Papier transferiert, mit Saranfolie bedeckt und 45 - 60 min bei 80 °C unter Vakuum auf einem
Geltrockner getrocknet. Die getrockneten Gele wurden anschlieBend mit dem Whatman-
3MM-Papier unten liegend in einer ,Even-Pressure“-Kassette fixiert und ein Phosphorimage-
Screen (Fuji Imaging Plates BAS-MS, 20 x 25 cm) aufgelegt. Die Screens erméglichen die
Detektion der in den Gelen vorhandenen **P-Beta-Strahlung. Hierbei werden durch die B-
Strahlung Elektronen des Eu*, in dem mit bivalenten Europiumionen dotierten
Bariumfluorobromid Kristall (BaFBr:Eu®*) der photostimulierbaren-phosphor Schicht der
.imaging plate®, in das Leitungsband des Kristalls freigesetzt. Diese Elektronen werden in
den Fehlstellen des Bromidionen-Kristallgitters in einem metastabilen Zustand ,gefangen®,
wodurch die Information Uber die rdumliche Verteilung der Radioaktivitdt gespeichert wird.
Durch Excitation der Elektronen mittels Laserlicht einer Wellenlange von 633 nm kann die
gespeicherte Information abgelesen werden. Durch die Excitation wird den Elektronen
Energie zugeflhrt, die es ihnen ermdglicht, die Energiesenke ihres ,gefangenen® Zustands
zu verlassen und auf das Energieniveau des Valenzbandes zurlckzukehren. Die hierbei
freiwerdende Energie wird in Form von Lumineszenz abgegeben und kann bei einer

Wellenlange von 390 nm detektiert werden. Nach 16 h Inkubation der Kassetten bei RT
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wurden die Screens mit einem Phosphorlmager (Fuji BAS 1800) ausgewertet. Die
quantitative  Auswertung der ausgelesenen Screens erfolgte mit Hilfe des
Softwareprogramms Aida 2.11 (Raytest Straubenhardt).

16 DNA-Protein-Interaktionsstudien
16.1 ChIP-to-chip

C. glutamicum Wildtyp und C. glutamicum AmtrA bzw. nur C. glutamicum WT wurden wie in
dem Kapitel ,Kultivierung von C. glutamicum* beschrieben kultiviert. Bei einer ODgqo von ca.
8 wurden die Zellen aus 300 ml bzw. 600 ml Kultur mittels Zentrifugation (10 min, 11325 g,
4 °C) geerntet, mit 50 ml CGXIl Medium ohne MOPS gewaschen und in 10 ml CGXIl ohne
MOPS resuspendiert. Nach Zugabe von Formaldehyd (1 % (v/v) Endkonzentration) und 20-
minUtiger Inkubation bei RT wurde Glycin zu einer Endkonzentration von 125 mM zugefigt
und die Kulturen erneut 5 min bei RT inkubiert. Dann wurden die Zellen geerntet, 2 x in 50 ml
Puffer A (100 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0) gewaschen, in 10 ml Puffer A mit 1 mM
Phenylmethylsulfonylflourid (PMSF) und 1 mM Diisopropylfluorophosphat (DFP) und 5 mg
RNase A resuspendiert und mittels finf Passagen durch eine French-Press-Zelle (SLM
AMINCO® Spectronic Instruments) bei einem Druck von 172 MPa aufgeschlossen. Die
chromosomale DNA wurde mit Ultraschall (2 x 30 s, Pulslange 40 %, Intensitat 1; Branson
sonifier 250) geschert, um eine mittlere FragmentgréBe von 200 bis 1500 bp zu erhalten.
AnschlieBend wurden intakte Zellen sowie Zelltrimmer durch Zentrifugation (20 min, 5300 g,
4 °C) abgetrennt. Zur Immunoprazipitation von MirA und MirA-DNA-Komplexen wurde der
Uberstand der darauf folgenden Ultrazentrifugation (60 min bei 180000 g, 4 °C) mit 400 pl
affinitatsgereinigten polyklonalen Antikdrpern gegen Histidin-,getaggtes MtrA fir 2 h bei
4 °C (leicht schitteln) und anschlieBend fir eine Stunde bei 4 °C (ebenfalls leicht schitteln)
mit 800 pl 50 %-iger Protein A-Agarose-Suspension (Pierce) inkubiert. Danach wurde die
Protein A-Agarose je 2 x mit Puffer B (50 mM HEPES pH 7,5, 150 mM NacCl, 1 % (v/v) Triton
X-100, 0,1 % (w/v) Natriumdesoxycholat), Puffer C (Puffer B mit 400 mM NacCl), Puffer D
(10 mM  Tris-HCI pH 8,0, 250 mM LiCl, 0,5 % (v/v) Nonidet P-40, 0,5 % (w/v)
Natriumdesoxycholat, 1 mM EDTA) und Puffer A gewaschen, bevor sie 2 x in 500 pl
Elutionspuffer (50 mM Tris-HCI pH 8,0, 10 mM EDTA, 1 % (w/v) SDS) resuspendiert, 10 min
bei 65 °C inkubiert und anschlieBend zentrifugiert (3 min, 2500 g, RT) wurde. Die
Uberstande wurden lber Nacht bei 65 °C inkubiert, anschlieBend mit Proteinase K
(Endkonzentration 400 ug/ml) versetzt und weitere 3 h bei 55 °C inkubiert. Die DNA wurde
mittels Phenol-Chloroform-Extraktion gereinigt, mit Ethanol geféallt, mit 70 %-igem (v/v)
Ethanol gewaschen, luftgetrocknet und in 50 pl bidest. H,O resuspendiert. Die DNA beider
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Elutionsschritte wurde vereinigt. Die anschlieBende PCR-Amplifikation der co-
immunoprazipitierten DNA wurde wie unter http:/derisilab.ucsf.edu/pdfs/Round A B C.pdf

in den Protokollen A und B beschrieben durchgefiihrt. In Runde A wurde mit Hilfe von
Sequenase und dem Primer A (GTT TCC CAG TCA CGA TCN NNN NNN NN) Template fur
die anschlieBende PCR generiert. In Runde B wurde der spezifische Primer B (GTT TCC
CAG TCA CGA TC) verwendet, um die DNA in einer PCR zu amplifizieren. Die Anzahl der
PCR-Zyklen wurde so gewahlt, dass gerade ein DNA-Schmier auf einem Agarosegel zu
erkennen war. Die Fluoreszenzmarkierung der amplifizierten DNA wurde wie unter
http://derisilab.ucsf.edu/pdfs/GenomicDNALabel A.pdf Punkt 1 bis 6 beschrieben
durchgefthrt. Dabei wurde die amplifizierte DNA mit Hilfe von Zufallsoktanukleotid-Primern,

Klenow-Polymerase und einem Nukleotidmix, in dem ein Teil der dTTPs durch Cy3-dUTP
bzw. Cy5-dUTP ersetzt wurde, markiert. Die markierte DNA wurde mit Hilfe des ,Nucleotide
Removal-Kit* (Qiagen) nach Angaben des Herstellers gereinigt und in 50 pl Ho0 eluiert. Das
Eluat wurde dann in einer Vakuumzentrifuge auf 14,5 pl eingeengt. Hybridisierung und
Auswertung der DNA-Chips erfolgten wie unter 10.3 — 10.5 beschrieben.

Die ChIP-to-chip-Experimente wurden in zwei Variationen durchgefiihrt. In Variante A
wurde die immunoprazipitierte DNA vom Wildtyp mit der immunopréazipitierten DNA der
AmtrA-Mutante verglichen. In Variante B wurde immunoprazipitierte DNA vom Wildtyp mit
der ebenfalls aus dem Wildtyp préazipitierten DNA ohne anti-MtrA-Antikérper verglichen.
Beide Variationen der ChlP-to-chip-Analysen wurden drei Mal ausgehend von separaten
Kulturen durchgefihrt und die Ergebnisse wurden gemittelt. Der Anreicherungsfaktor fiir ein
Gen oder eine Genregion entspricht dem Fluoreszenz-Verhéltnis von immunoprazipitierter
DNA des Wildtyps vs. immunoprazipitierter DNA der AmtrA-Mutante bzw. zwischen der
immunoprazipitierten DNA des Wildtyps vs. der immunoprazipitierten DNA der
Negativkontrolle.

16.2 DNA-Affinitatsreinigungen

Um DNA-Bindeproteine, die an die stromaufwarts liegenden Regionen von mepA, nipC,
betP, proP, NCgl0102/0103, nrdH-nadE und anderer Gene binden, zu identifizieren, wurden
zunéachst die entsprechenden Genregionen (vgl. Tab. 7) mit den Primern mepA_Promotor_fw
und mepA_Promotor_rv, nlpC_Promotor_fw und nlpC_Promotor_rv, usw. (vgl. Tab. 1)
amplifiziert. Dabei enthielten die fw-Primer am 5-Ende vor der genspezifischen Sequenz
eine zusatzliche Sequenz von 23 Nukleotiden. Zur Biotinylierung der PCR-Produkte wurden
die gereinigten PCR-Produkte mit dem Biotin-Primer, der komplementar zu den 23
Nukleotiden der fw-Primer und am 5°-Ende Biotin-markiert ist, und den entsprechenden rv-
Primern erneut amplifiziert. Diese nun biotinylierten PCR-Produkte wurden mittels
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Gelfiltration aufgereinigt. Eine 15-ml-Polypropylensaule wurde mit 12 ml eines Gemisches
aus Sephacryl S-400 HR-Suspension (Amersham Biosciences) und TE-Puffer pH 8,0 mit
150 mM NaCl (Verhéltnis 3:1) geflllt, was einem Bettvolumen von ca. 7 ml entsprach. Die
Saule wurde mit 12 ml TE-Puffer pH 8,0 mit 150 mM NaCl, aquilibriert. AnschlieBend wurden
die PCR-Ansétze aufgetragen und die DNA mit 20 x 0,4 ml TE-Puffer pH 8,0, 150 mM NaCl
eluiert. Die Fraktionen wurden qualitativ auf ihnren DNA-Gehalt untersucht, die Fraktionen die
DNA enthielten auf ein Agarosegel aufgetragen und die Fraktionen, die das PCR-Produkt
enhielten, vereinigt. Je 220 pmol dieser DNA-Fragmente wurden an 5 mg Dynabeads®
Streptavidin M-280 (Deutsche Dynal) nach Angaben des Herstellers gekoppelt. Fir jeden
Bindungsassay wurde Proteinrohextrakt (vgl. Kapitel 14.1) von 6 - 8 g C. glutamicum-Zellen
(Feuchtgewicht) eingesetzt, wunter Verwendung von TGED-Puffer mit 1 mM
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) und 1 mM Diisopropylfluorophosphat (DFP).
Zellaufschluss und Fraktionierung erfolgte wie unter 14.1 beschrieben, jedoch erfolgte die
erste Zentrifugation bei 16000 g anstatt bei 5300 g. Der gesamte Proteinrohextrakt (ca. 20
ml) wurde in einem 50-ml Falcon-Réhrchen mit der an die paramagnetischen ,Beads”
gekoppelten DNA und 500 ug chromosomaler C. glutamicum-DNA (ca. 3 mg/ml in TE) als
Kompetitor 45 min bei RT inkubiert (leicht schitteln, um Sedimentation der ,Beads® zu
vermeiden). AnschlieBend wurden die ,Beads” in 2 ml-Eppendorf-ReaktionsgefaBe Uberfihrt,
2 x mit 500 pl TGED, 2 x mit 500 pul TGED mit 400 pg chromosomaler DNA und erneut 1 x
mit 500 pl TGED gewaschen. Die gebundenen Proteine wurden 2 x mit 350 ul Elutionspuffer
(TGED mit 2 M NaCl) eluiert. Die Eluate wurden vereinigt, mittels TCA-Fallung (vgl. Kapitel
14.7) aufkonzentriert und entsalzt und in 20 pl TE-Puffer (10 mM Tris-HCI pH 8,0, 1 mM
EDTA) gel6st. Je 10 pl wurden auf zwei 15 %igen SDS-Gelen aufgetrennt, von denen eines
fir einen Western-Blot mit anti-MtrA-Antikdrpern eingesetzt wurde, wahrend das andere
silbergeféarbt wurde. Aus diesem Gel wurden dominante Proteinbanden ausgeschnitten und
die Proteine einer Peptidmassen-,fingerprint“-Analyse unterzogen.

16.3 Gelretardationsexperimente

Um zu untersuchen, ob gereinigtes MtrA an putative Zielgene binden kann, wurden die
Promotorregionen dieser Gene oder Teile davon (Anhang A4, Tab. 10) durch PCR
amplifiziert und mittels ,PCR-Purification-Kit“ aufgereinigt. Je 100 ng des PCR-Prokukts
wurden zusammen mit verschiedenen molaren MtrA+Ngsu-Uberschiissen (0 - 72-fach) in
BS-Puffer (50 mM Tris-HCI, 50 mM KCI, 10 mM MgCl,, 0,5 mM Na,EDTA, 10 % (v/v)
Glycerin, pH 7,5) 20 min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurden die Ansatze mit 4 pl
Ladepuffer (0,1 % (w/v) Xylencyanolblau, 0,1 % (w/v) Bromphenolblau, 20 % (v/v) Glycerin in
1xTBE) versetzt und auf einem 15 %-igen nativen Gel (Acrylamid:Bisacrylamid 75:1) (1,33 ml
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40 % (w/v) Acrylamid, 0,5 ml 2 % (w/v) Bisacrylamid, 0,5 ml 10xTBE, 2,12 ml H20 bidest., 50
pl 10 % (w/v) APS und 5 pl TEMED) aufgetrennt. Als Gel- und Elektrophoresepuffer diente
1XTBE. Die Elektrophorese erfolgte ca. 90 min bei RT und einer konstanten Spannung von
170 V. Nach 20-miniitigem Schwenken der Gele bei RT in einem SYBR® Green-Farbebad
(10 pl Sybr®Green /100 ml TAE-Puffer) wurden die DNA-Banden durch Belichtung mit UV-
Licht sichtbar gemacht. Die Dokumentation der Gele erfolgte mit einem Image Master VDS
System (Amersham Biosciences).

17 Bestimmung von Aminosauren mittels reversed-phase HPLC

Zur |dentifizierung und quantitativen Bestimmung von Aminosauren im Kulturiiberstand
wurden von der jeweiligen Kultur zum gewinschten Zeitpunkt 1-ml-Proben entnommen und
die Zellen sedimentiert (10 min, 16100 g, 4 °C). Die Aminosaure-Analyse des Uberstandes
erfolgte unter Verwendung eines Agilent Technologies 1100 LC Systems (Agilent
Technologies, Waldbronn, Germany) mit einer ODS Hypersil 120 x 4 mm Trennséaule (CS
Chromatographie Service GmbH, Langerwehe, Germany) mit 5 um Partikelgr6Be und einer
40 x 4 mm Vorsaule. Die Aminosaure-Bestimmung erfolgte mittels reversed phase-HPLC
nach Derivatisierung der Probe mit o-Phthaldialdehyd (OPA) nach (Lindroth and Mopper,
1979). Dies erfolgte durch eine automatisierte Derivatisierung, bei der 1 pl der zu
analysierenden Probe mit 20 yl OPA/2-Mercaptoethanol-Fertigreagenz (Pierce Europe BV,
Oud-Beijerland, Niederlande) gemischt und eine Minute bei RT im Probenraum inkubiert
wurde. Die Derivatisierung beruht auf der Reaktion der primaren Aminogruppe mit OPA und
2-Mercaptoethanol in alkalischem Medium, wobei ein 1-Mercaptoethanol-2-alkylisoindol
entsteht, das fluoresziert (Jones and Gilligan, 1983). Die Substanzen wurden entsprechend
ihrer Hydrophobizitit mit einer Flussrate von 0,35 ml min” innerhalb der ersten Minute und
von 0,6 ml min™" innerhalb der folgenden 15 min bei 40 °C mit einem Gradienten (Abb. 4) aus
0,1 M Natriumacetat (pH 7,2) als polarer Phase und Methanol als unpolarer Phase eluiert.
Die Fluoreszenz der Aminosaure-lsoindol-Derivate wurde nach Excitation bei einer
Wellenlange von 230 nm bei einer Emissionswellenldange von 450 nm detektiert. Die
Identifizierung von  Aminosauren erfolgte anhand ihrer Retentionszeit. Die
Aminosdurekonzentration in der analysierten Probe wurde Uber einen Vergleich mit
Asparagin als internen Standard und einer Kalibriergraden aus externen Standards (Alanin)
berechnet.
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Abbildung 4: Zeitliche Gradientenzusammensetzung, fiir die Elution von derivatisierten Aminosauren
bei der HPLC-analytischen Bestimmung.
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Vv Ergebnisse

1 Die AmtrAB-Mutante zeigt einen pleiotropen Phanotyp

Um den Phéanotyp der AmtrAB-Mutante im Vergleich zum Wildtyp genauer zu
charakterisieren und zu quantifizieren wurden transmissionselekironenmikroskopische
Aufnahmen gemacht, das Wachstum auf CGXII-Minimalmedium mit 4 % (w/v) Glucose und
gleichzeitig der pH-Verlauf der Kulturen miteinander verglichen sowie die minimal
inhibitorischen Konzentrationen gegenuber Penicillin, Vancomycin und Ethambutol bestimmt.
Die transmissionselektronenmikroskopischen Aufnahmen (Abb. 5) unterstliitzen die in der
Einleitung beschriebene abnormale Morphologie von AmirAB-Zellen, da einige Zellen der
AmtrAB-Mutante eine untypische Septumbildung aufwiesen. Diese untypische
Septumbildung deutet dartber hinaus darauf hin, dass die AmirAB-Mutante einen Defekt bei
der Zellteilung hat. Obwohl die AmtrAB-Mutante und der Wildtyp gleiche Wachstumsraten
aufwiesen, trat die AmirAB-Mutante deutlich friher in die stationdre Phase ein als der
Wildtyp (Abb. 6) und erreichte mit einer ODgy von 31 eine im Vergleich zum Wildtyp um die
Halfte reduzierte End-ODgoy (ODgo=59, Tab. 4). Bei der Suche nach den Griinden fiir diesen
Defekt wurden der pH-Verlauf der Kulturen und die Glucosekonzentration in der stationaren
Phase bestimmt. In den Abb. 6 und 11 ist zu erkennen, dass der pH-Wert der Wildtyp-Kultur
zunachst leicht auf pH 7,7 ansteigt, dann bis auf pH 6,5 sinkt und nach ca. 25 h wieder auf
pH 7,3 steigt. Der pH-Wert der AmirAB-Kultur hingegen féllt kontinuierlich von pH 7 auf pH
4,5 ab, obwohl CGXII-Minimalmedium mit 200 mM MOPS, 83 mM Harnstoff und 13 mM
Phosphat eine hohe Pufferkapazitat hat. In der Wildtyp-Kultur war die Glucose in der
stationdren Phase komplett verbraucht, wohingegen die AmirAB-Kultur noch 70 mM von
anfénglich 222 mM Gilucose enthielt. Dies zeigt deutlich, dass das verminderte Wachstum
nicht auf eine Kohlenstoff-Limitierung zurtickzufihren ist. Wiedereinstellung des pH-Wertes
der AmtrAB-Kultur auf pH 7 wahrend des Wachstums fuhrt dazu, dass diese Kultur die
gleiche End-ODgq, erreicht wie der Wildtyp (Abb. 6). Das zeigt, dass die Ansauerung des
Mediums fir den frihzeitigen Eintritt der AmirAB-Mutante in die stationdre Phase
verantwortlich ist. Die Substanz, die fir die Ansduerung des Mediums verantwortlich ist,
konnte bisher nicht identifiziert werden. In vorangegangenen Arbeiten konnten jedoch schon
Aminosauren und die organischen S&uren Oxalacetat, Pyruvat, Malat, Succinat, Lactat,
Fumarat und Acetat als Verursacher des pH-Abfalls ausgeschlossen werden (Brocker, 2003;
Mboker et al., 2004). Im Uberstand der AmtrAB-Kultur konnte nach ca. 50 h bis zu 14 mM
Alanin nachgewiesen werden. Dies kann jedoch die Ansduerung des Mediums nicht

erklaren.
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Abb. 5: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen (VergréBerung 1:23000) von C.
glutamicum Wildtyp (A) und AmtrAB-Mutante (B) nach Wachstum auf LB-Medium (24 h, 30 °C, 120
Upm).
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Abb. 6: Wachstum von C. glutamicum Wildtyp (A) und der AmirAB-Mutante (B) in CGXII-
Minimalmedium mit 4% (w/v) Glucose. Neben der optischen Dichte bei 600 nm (ODgg9, Quadrate) ist
auch der pH-Verlauf (Dreiecke) der Kulturen gezeigt. In B wurden zwei AmirAB-Kulturen kultiviert.
Sobald die Wachstumsrate kleiner wurde, wurde der pH-Wert einer Kultur (offene Symbole) von pH 5
auf pH 7 titriert.

In vorherigen Arbeiten konnten wir schon zeigen, dass die AmirAB-Mutante sensitiver
gegeniber Vancomycin und Lysozym, aber resistenter gegeniiber Ethambutol ist (Brocker,
2003). Um diese Unterschiede =zu quantifizieren, wurden minimal inhibitorische
Konzentrationen flr Penicillin, Vancomycin und Ethambutol mit Hilfe von Etest-Streifen (AB
Biodisk) bestimmt. Penicillin und Vancomycin inhibieren beide den gleichen Schritt in der
Peptidoglycan-Synthese, namlich die Quervernetzung des Peptidoglykans durch
Transpeptidasen. Penicillin bindet an das katalytische Zentrum der Transpeptidasen und
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inaktiviert somit das Enzym, wohingegen Vancomycin an die Substrate der Transpeptidasen,
also an die terminalen D-Ala-D-Ala-Reste des Peptidoglykans und des Lipids Il, bindet und
somit eine Interaktion des Enzyms mit seinen Substraten verhindert (Hubbard and Walsh,
2003). Im inhibiert ~ Ethambutol  die
Arabinosyltransferase und hemmt somit die Synthese des Arabinogalaktans der Zellwand

Gegensatz  dazu membrangebundene
(Belanger et al., 1996). Fir die AmirAB-Mutante konnte eine um den Faktor drei erhéhte
Empfindlichkeit gegentber Penicillin, eine um den Faktor zwei erhdéhte Empfindlichkeit
gegeniber Vancomycin, aber eine um das mehr als 150-fache erhdhte Resistenz gegentber

Ethambutol beobachtet werden (vgl. Tab 4).

Tab. 4: Phéanotypische Merkmale verschiedener C. glutamicum-Stamme, die in dieser Arbeit
untersucht wurden.

Stamm Wachstt:msrate Maximale Zelllange® MICE [ug/mi]
M ODgoo”

(h™ (um) Penicillin  Vancomycin Ethambutol
13032 0,40 + 0,03 59+4* 1,5+0,2 0,45+0,07 0,92+0,14 1,7+0,27
AmtrAB 0,42 + 0,05 3114~ 3,7+0,3 0,15+0,07 0,45+0,19 >256
AmtrABAmepA 0,40 £ 0,01 34 +8 2,9+0,8 0,13+ 0,08 0,55 + 0,26 >256
AmtrABAppmA 0,38 + 0,02 33+8 2,8+04 0,17+0,09 0,47 £0,06 >256
AmtrA 0,45 + 0,06 43+6 2,1+0,6 0,20+0,16 0,53 +0,14 >256
AmtrB 0,44 + 0,02 40t6 1,8+0,4 0,26 £0,07 0,50+0,00 4,33+1,53
13032-pEKEx2 0,31 £ 0,00 610" 1,6+0,2 0,50+0,14 0,91+030 3,21+1,58
13032- 0,24 + 0,00 62+2* 1,56+0,2 0,32+0,07 0,89+0,32 1,57+0,35
pEKEx2-mirAB
AmitrAB- 0,27 £ 0,02 36+5* 3,0+0,8 0,06 = 0,01 0,43+0,16 >256
pPEKEXx2
AmirAB- 0,31 £ 0,02 39+4* 1,6+0,3 0,52 + 0,21 0,86 £0,31 5,00 £2,29

pEKEx2-mirAB

4 Wachstumsrate und maximale ODgo wurde fiir mindestens drei unabhingige Kultivierungen in
CGXII-Minimalmedium mit 4% (w/v) Glucose bestimmt und gemittelt.

b Zelllangen wurden fur Zellen, die in MMI-Medium kultiviert worden waren, bestimmt.

¢ Minimal inhibitorische Konzentrationen (MICs) wurden mit Hilfe von Etest-Streifen ermittelt.
Mittelwerte und Standardabweichungen wurden aus mindestens drei unabhangigen Experimenten
bestimmt.

* Diese Werte wurden auf Grund der Verwendung zwei verschiedener Photometer mit einem
Umrechnungsfaktor von 1,6 aneinander angepasst.

Um zu zeigen, dass die Eigenschaften der AmitrAB-Mutante auf die Deletion der mtrAB-Gene
zurickzufuhren ist, wurde der Phanotyp einer komplementierten Mutante, in der die mtrAB-

Gene plasmidkodiert vorlagen, bzgl. Morphologie, Wachstum, pH-Verlauf und

Antibiotikasensitivitdt analysiert. Dazu wurde zunachst das Plasmid pEKEx2-mtrAB
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konstruiert. Die mirAB-kodierende Region inklusive 31 Basenpaaren stromaufwarts von mirA
wurde mit den Primern MtrA_BamHI_fw und MtrB_BamHI_rv (vgl. Tab. 1), mit deren Hilfe
gleichzeitig BamHI-Schnittstellen eingefthrt wurden, chromosomaler C. glutamicum-DNA als
Matrize und PfuTurboC, Hotstart DNA-Polymerase amplifiziert. Nachdem mit Hilfe der Tag-
Polymerase Adenosin-Uberhange hinzugefiigt wurden, wurde das 2,3-kb-PCR-Produkt in
den pCR2.1-TOPO-Vektor (Invitrogen) kloniert. Nach BamHI-Verdau von pCR2.1-mtrAB (vgl.
Anhang A3, Abb. 34) wurde das mirAB-Fragment in den ebenfalls mit BamHI geschnittenen
pEKEx2-Vektor kloniert und in E. coli DH5a transferiert. In dem daraus resultierenden
Plasmid pEKEx2-mtrAB (vgl. Anhang A3, Abb. 35) steht die Expression der mtrAB-Gene
unter der Kontrolle eines IPTG-induzierbaren tac-Promotors. Die Sequenzierung von
isolierten Plasmiden dreier unterschiedlicher Klone (bei AGOWA) ergab, dass keines der
klonierten mirAB-Fragmente eine Abweichung von der publizierten Sequenz enthielt. Eines
dieser Plasmide und als Kontrolle pEKEx2 wurden mittels Elektroporation in den Wildtyp und
in die AmirAB-Mutante transferiert und die resultierenden Stamme anschlieBend
phanotypisch charakterisiert. Wachstumsexperimente in CGXII-Minimalmedium mit 4 % (w/v)
Glucose ergaben, dass die Ansduerung des Mediums und der daraus resultierende
Wachstumsstopp nicht komplementiert wurde (Abb. 8), unabhangig von einer Induktion der
mirAB-Expression mit 1 mM IPTG. Im Gegensatz dazu war die Morphologie der
komplementierten Zellen in Gegenwart von 1 mM IPTG wieder vergleichbar der des Wildtyps
(Abb. 7) und auch die Empfindlichkeit gegentiber den verschiedenen Antibiotika war bei
Induktion mit 1 mM IPTG vergleichbar der des Wildtyps (Tab. 4). Zusammenfassend lasst
sich sagen, dass die Komplementation bzgl. Morphologie und Antibiotikasensitivitat
erfolgreich war, bzgl. der Ansauerung des Kulturmediums jedoch nicht.
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Abb. 7:  Zellmorphologie von C. she.'" r "
glutamicum/pEKEx2 (A), C.
glutamicum/pEKEx2-mtrAB (B),
AmirAB/pEKEx2 (C) und AmirAB/pEKEx2- C - b D
mitrAB (D) nach 16 h Wachstum in MMI- -
Minimalmedium mit 2 % (w/v) Glucose, 25
pg/ml Kanamycin und 1 mM IPTG. Die
Fotos wurden mit Hilfe eines Leica ( 3
Mikroskops DM-LB (Leica Microsystems,
Wetzlar, Germany), das mit einer CallCam- | <
Videokamera (Phase, Libeck, Germany) p < . 3
ausgestattet ist, aufgenommen und zwar bei o ﬂ\ 10 pm
einer 1000-fachen VergréBerung. . s e
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Abb. 8: Wachstum (A) und pH-Verlauf (B) von C. glutamicum/pEKEx2 (e) und C.
glutamicum/pEKEx2-mtrAB  (V¥), C. glutamicum AmirAB/jpEKEx2 (o) und C. glutamicum
AmtrAB/pEKEx2-mtrAB (V) in CGXII-Minimalmedium mit 4% (w/v) Glucose, 25 pg/ml Kanamycin und
1 mMIPTG.

2  Konstruktion und Charakterisierung der AmtrA-, AmtrB-, AmitrABAmepA-
und AmtrABAppmA-Mutanten

Die Analyse der globalen Genexpression von C. glutamicum AmtrAB ergab, dass drei Gene
einen mehr als dreifach erhdhten mRNA-Level im Vergleich zum Wildtyp hatten, namlich
mepA, ppmA und [pgB. mepA kodiert eine membrangebundene Metallopeptidase, ppmA
einen moglichen membrangebundenen Proteasemodulator und /pgB ein Lipoprotein
unbekannter Funktion. Das [pgB-Gen ist direkt stromabwarts des mtrB-Gens lokalisiert (vgl.
Abb. 2) und wird vermutlich mit diesem zusammen transkribiert (Brocker and Bott, 2006;
Moker et al., 2004). Wenn die erhbéhte Expression eines dieser drei Gene fir den Phanotyp
der AmirAB-Mutante verantwortlich ist, sollte durch Deletion dieses Gens der Wildtyp-
Phanotyp revertiert werden. Daher sollten die Stamme C. glutamicum AmirABAmepA, C.
glutamicum AmtrABAppmA und C. glutamicum AmitrABAIpgB konstruiert werden. Im Falle
der AmtrABAlpgB—Mutante sollte zum einen versucht werden JpgB in der AmtrAB-Mutante zu
deletieren, und zum anderen mtrAB und [pgB gemeinsam im Wildtyp zu deletieren. Dartber
hinaus sollten auch AmtrA- und AmtrB-Einzelmutanten konstruiert werden. Ein Vergleich der
Einzelmutanten mit der AmtrAB-Mutante und dem Wildtyp kénnte Hinweise darauf geben, ob
MtrA in seiner unphosphorylierten oder in seiner phosphorylierten Form aktiv ist.

Fir die Einfihrung dieser Deletionen wurde das jeweilige Gen bis auf die sechs 5'-
terminalen und die 12 3'-terminalen Codons durch eine 21-bp-Sequenz ersetzt (vgl. Material
und Methoden). Dazu wurden zunachst die Plamide pK19mobsacB-AmepA, pK19mobsacB-
AppmA, pK19mobsacB-AlpgB, pK19mobsacB-AmirABAIpgB, pK19mobsacB-AmtrA und
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pK19mobsacB-AmtrB (vgl. Anhang A3, Abb. 36—41) konstruiert und diese anschlieBend
durch Elektroporation in die AmirAB-Mutante (pK19mobsacB-AmepA, pK19mobsacB-AppmA
und pK19mobsacB-AlpgB) oder in den C. glutamicum Wildtyp-Stamm (pK19mobsacB-
AmtrABAIpgB, pK19mobsacB-AmtrA  und pK19mobsacB-AmtrB) transferiert. Nach
Durchfihrung des zweiten Rekombinationsschritts wurden Klone, die sowohl saccharose-
resistent als auch kanamycin-sensitiv waren, durch Kolonie-PCR mit Primern, die auBerhalb
des zu deletierenden Bereichs binden, analysiert.

Bei der Deletion des mepA-Gens wurden vier saccharose-resistente und kanamycin-
sensitive Klone getestet. Einer dieser mittels PCR getesteten Klone besaB3 die
chromosomale Deletion des mepA-Gens. Bei der Deletion des ppmA-Gens wurden 19
saccharose-resistente und kanamycin-sensitive Klone getestet. Unter den PCR-Produkten
entsprachen 14 der erwarteten GréBe von 938 bp. D. h., dass die Konstruktion der
AmtrABAmepA- und der AmtrABAppmA-Mutante erfolgreich war. Die Konstruktion von C.
glutamicum AmtrABAIpgB hingegen konnte weder durch die Deletion von /pgB in der
AmtrAB-Mutante noch von mtrAB und [pgB zusammen in C. glutamicum Wildtyp erreicht
werden. In beiden Fallen wurde der zweite Rekombinationsschritt dreimal durchgefuhrt, da
nur wenige saccharose-resistente und kanamycin-sensitive Klone erhalten werden konnten.
Insgesamt wurden 48 der in Frage kommenden Klone untersucht. Dabei konnte kein Produkt
der erwarteten GrdBe erhalten werden (1 kb). Stattdessen wurde in allen Fallen ein 4,9-kb-
Wildtyp-Fragment amplifiziert. Dies deutet darauf hin, dass /pgB eine essentielle Funktion
haben kénnte. Bei der Deletion des mirA- bzw. des mirB-Gens wurden einer bzw. 9
saccharose-resistente und kanamycin-sensitive Klone durch Kolonie-PCR Uberprift. Dabei
konnten ein Produkt bzw. sechs Produkte der erwarteten GréBen erhalten werden (2428 bp
bzw. 1595 bp). In den anderen Fallen wurde das Wildtyp-Fragment (3052 bp) oder gar kein
Fragment amplifiziert.

Im Falle der AmtrA- und AmtrB-Mutanten wurde die Deletion auBerdem durch Southern-Blot-
Analyse bestéatigt (Abb. 9). Mit dem Biotin-markierten Insert aus pK19mobsacB-AmtrA
(entspricht dem Produkt der Crossover-PCR mit dem Primerpaar Delta mtrA-1/Delta mtrA-4)
als Sonde wurden in Ncol- bzw. Hincll verdauter chromosomaler Wildtyp-DNA Fragmente
von 1,7 bp (Ncol) bzw. von 2,0 kb und 1,3 kb (Hincll) detektiert. In der AmirA-Mutante wurde
hingegen Fragmente von 1,1 kb (Ncol) bzw. 2,6 kb (Hincll) nachgewiesen. Durch die
Deletion des mirA-Gens wurde eine Hincll-Schnittstelle entfernt. Diese GréBen stimmen gut
mit den aufgrund der Genomsequenz erwarteten FragmentgréBen Uberein. Bei der 3,2 kb-
Bande und den anderen Banden grdBer als 2,6 kb in Abbildung 9 handelt es sich vermutlich
um Hybridisierungen der Sonde mit unvollstandig verdauter DNA.

Mit dem Biotin-markierten Insert pK19mobsacB-AmtrB (entspricht dem Produkt der

Crossover-PCRs mit dem Primerpaar Delta mtrB-1/Delta mtrB-4) als Sonde wurden in Mfel-
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bzw. Narl-verdauter chromosomaler DNA des Wildtyps Fragmente von 5,3 kb (Mfel) bzw.
von 2,7 kb und 1,6 kb (Narl) detektiert. In der AmtrB-Mutante wurden dagegen Fragmente
von 3,8 kb (Mfel) bzw. 2,9 kb (Narl) nachgewiesen. Durch die Deletion des mirB-Gens wurde
eine Narl-Schnittstelle entfernt. Diese GréBen stimmen gut mit den aufgrund der
Genomsequenz erwarteten FragmentgréBen tberein. Bei den gréBeren Banden in Abbildung
9 handelt es sich vermutlich um Hybridisierungen der Sonde mit unvollstdndig verdauter
DNA.

Hincll Ncol Mfel Narl
kb SAAWtAAWtS AB Wt AB S Wit S

Abb. 9: Southern-Blot-Analyse einer C. glutamicum AmtrA- und einer C. glutamicum AmirB-
Mutante. Genomische DNA aus C. glutamicum Wildtyp (Wt), C. glutamicum AmtrA (AA) und C.
glutamicum AmirB (AB) wurde mit Hincll oder Ncol (Wildtyp und AmtrA) bzw. mit Mfel oder Narl
(Wildtyp und AmirB) geschnitten und nach Agarosegelelektrophorese und Blotten mit dem Biotin-
markierten AmirA-Insert aus pK19mobsacB-AmirA bzw. mit dem Biotin-markierten AmirB-Insert aus
pK19mobsacB-AmtrB hybridisiert. S, A-DNA Langenstandard.

Die phéanotypische Charakterisierung der AmtrABAmepA- und AmtrABAppmA-Mutanten
zeigte, dass sie die gleichen Wachstumsraten auf CGXII-Minimalmedium mit 4 % (w/v)
Glucose wie der Wildtyp und die AmirAB-Mutante aufwiesen und wie die AmtrAB-Mutante
auf Grund der Ansauerung des Mediums bei einer niedrigeren ODg in die stationdre Phase
eintraten (Tab. 4 und Abb. 11). Die Zelllange der Dreifachmutanten war leicht reduziert im
Vergleich zur AmtrAB-Mutante (Abb. 10 und Tab. 4) und die Sensitivitat gegeniber Penicillin,
Vancomycin und Ethambutol war sehr ahnlich zu der der AmirAB-Mutante. Das bedeutet,
dass die erhdhte Expression von mepA bzw. ppmA alleine nicht fir den pleiotropen
Phanotyp der AmtrAB-Mutante verantwortlich ist. Im Gegensatz zu den Dreifachmutanten
unterschied sich der Phanotyp der AmirA- und AmtrB-Mutanten von dem der AmtrAB-
Mutante. Das Wachstum der AmtrA- und der AmtrB-Mutante in CGXII-Minimalmedium fihrte
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nicht zu einer Ansauerung des Mediums (Abb. 11) und die Glucose wurde vollstandig
verbraucht. Nachdem die Einzelmutanten die stationdre Phase erreicht hatten fiel die ODgg
wieder ab, was auf eine teilweise Lyse der Zellen hindeutete. Die Zellen der AmtrA- und
AmtrB-Mutanten waren verlangert verglichen zu den Wildtyp-Zellen, jedoch deutlich kirzer
als die Zellen der AmtrAB-Mutante (Abb. 10 und Tab. 4). Bzgl. der Sensitivitdt gegenlber
den getesteten Antibiotika verhielten sich die Einzelmutanten wie die AmirAB-Mutante, bis
auf eine Ausnahme: Die Sensitivitadt der AmirB-Mutante gegeniber Ethambutol war &hnlich
der des Wildtyps und somit viel gréBer als die der anderen Mutanten (Tab. 4).

Abb. 10: Zellmorphologie von C. glutamicum Wildtyp (A) und den Mutanten AmtrA (B), AmirB (C),
AmtrAB (D), AmtrABAmepA (E) and AmirABAppmA (F) nach 16 h Wachstum in MMI-Minimalmedium
mit 2 % (w/v) Glucose. Die Fotos wurden bei einer 1000-fachen VergréBerung mit Hilfe eines Leica
Mikroskops DM-LB (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) aufgenommen, das mit einer CallCam
Videokamera (Phase, Libeck, Germany) ausgestattet ist.
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Abb. 11: Wachstum (A) und pH-Verlauf (B) von C. glutamicum Wildtyp (e), C. glutamicum AmitrAB (o),
C. glutamicum AmtrABAmepA ( V), C. glutamicum AmtrABAppmA (V), C. glutamicum AmirA (m) und
C. glutamicum AmirB (o) in CGXII-Minimalmedium mit 4% (w/v) Glucose als Kohlensstoffquelle.

3  Vergleichende Transkriptomanalyse von AmirA und C. glutamicum
Wildtyp

Um den Einfluss der mtrA-Deletion auf die globale Genexpression zu untersuchen, wurden
die mRNA-Level der AmirA-Mutante und des Wildtyps mit genomweiten DNA-Microarrays
miteinander verglichen. Dazu wurden die beiden Stdmme auf CGXII-Minimalmedium mit 2 %
(w/v) Glucose kultiviert, bei einer ODgoo zwischen 5 und 6 geerntet und die RNA aus diesen
Zellen isoliert. Nach Umschreibung in ¢cDNA und Fluoreszenzmarkierung wurden gleiche
Mengen der beiden Proben gemischt und zur Hybridisierung eingesetzt. Der Vergleich
wurde, ausgehend von unabhangigen Kulturen, drei Mal durchgefihrt. In Tabelle 5 sind alle
Gene aufgelistet, deren gemitteltes mRNA-Verhéltnis (AmitrA-Mutante/Wildtyp) =2 oder <0,5
war und deren p-Wert kleiner 0,05 war. Der mRNA-Level von sechs Genen war mehr als
zweifach erhéht in der AmirA-Mutante, namlich von mepA, nlpC, NCgl1251, NCgl0689,
NCgl0382 und NCgl0381. Das mepA-Gen kodiert ein vermutlich membrangebundenes
Protein mit einer carboxyterminalen Metallopeptidase-Doméane, die extracytoplasmatisch
lokalisiert ist (Brocker, 2003; Moker et al., 2004). nlpC kodiert ein sekretiertes Protein mit
einem N-terminalen Signalpeptid (vermutliche Schnittstelle nach Alanin-35) und einer
carboxyterminalen Doméne, die zur NIpC/P60-Superfamilie (Anantharaman and Aravind,
2003) gehort und vermutlich ebenfalls als Zellwand-Peptidase fungiert. NCgl1251 kodiert fur
ein Protein unbekannter Funktion, NCgl0689 far eine mogliche
Dehydrogenase/Oxidoreduktase und NCgl0382 sowie NCgl0381 fir Proteine, die in die
Ham-Verwertung involviert sein kénnten (Wennerhold and Bott, 2006).
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Der mRNA-Level von 14 Genen (ohne mitrA) war mehr als zweifach erniedrigt in der AmtrA-
Mutante. Einige dieser Gene spielen eine Rolle bei der Antwort auf oxidativen Stress, wie
dps, katA und oxyR. Das dps-Gene kodiert fir ein DNA-Bindeprotein, das DNA vor
oxidativen Schaden schiitzen kann, indem es unspezifisch an DNA bindet und Fe?* zu Fe*
Eisen oxidiert, welches im Zentrum des Dps-Dodecamers gespeichert wird. Das katA-Gen
kodiert fir das Hamprotein Katalase und oxyR kodiert fir einen Transkriptionsregulator, der
Gene reguliert, die bei der Bewaltigung von oxidativem Stress eine Rolle spielen. Darlber
hinaus hat auch ftn, welches das Eisen-Speicherprotein Ferritin kodiert, einen erniedrigten
mRNA-Level in der AmtrA-Mutante. NCgl0226 kodiert ein Protein, das mit dem Stressprotein
CsbD von Bacillus subtilis verwandt ist, das von ¢® kontrolliert wird, dessen Funktion
allerdings unbekannt ist (Akbar et al., 1999). Die Gene betP und proP kodieren sekundare
Transporter fir kompatible Solute. ProP katalysiert die Aufnahme von Prolin und Ectoin
(Peter et al., 1998) und BetP die Aufnahme von Betain (Peter et al., 1996). AuBerdem zeigen
Gene fir eine putative Acetyltransferase (NCgl1368), fur die Aconitase (NCgl1482) fir ein
Protein mit einer Flavin-enthaltenen Monooxygenase &hnlichen Doméane (NCgl1096) sowie
fur vier integrale Membranproteine (NCgl1837, NCgl0752, NCgl2434 und NCgl1097) einen
mehr als zweifach erniedrigten mRNA-Level in der AmirA-Mutante.

Sechs der Gene (neben mtrA) die einen mehr als zweifach verdnderten mRNA-Level in der
AmtrA-Mutante aufwiesen, hatten auch in der AmirAB-Mutante einen mehr als zweifach
veranderten mRNA-Level, namlich mepA, nipC, betP, proP, csbD und NCgl1837 (Brocker,
2003; Moker et al., 2004). Die anderen Gene zeigten nur in der AmirA-Mutante einen mehr
als zweifach verdnderten mRNA-Level. Wie in der Diskussion noch naher erlautert wird,
kénnte die An- bzw. Abwesenheit der Sensorkinase MirB fir diesen Unterschied

verantwortlich sein.

Tab. 5: Ergebnisse von drei DNA-Microarray-Experimenten, in denen der mRNA-Level der AmtrA-
Mutante mit dem des Wildtyps verglichen wurde?. Dariiber hinaus wurden Ergebnisse von drei DNA-
Microarray-Experimenten, in denen der mRNA-Level der AmirAB-Mutante mit dem des Wildtyps
verglichen wurde, ergénztb.

NCgl Gen Postulierte oder mRNA-Verhéltnis mRNA-Verhaltnis
-Nr. nachgewiesene Funktion des AmtrAIWT AmitrAB/WT
Genprodukts
NCgl2411 mepA Put. sekretierte 6,19 14,51*
Metalloendopeptidase
NCgl0381 Put. am H&m-Transport 3,67 1,69
beteiligtes Protein
NCgl0382 Put. am Ham-Transport 2,74 1,29

beteiligtes Protein
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NCgl Gen Postulierte oder mRNA-Verhaltnis mRNA-Verhiltnis
-Nr. nachgewiesene Funktion des AmtrA/WT AmirAB/WT
Genprodukts
NCgl0689 Put. 2,41 1,65
Dehydrogenase/Oxidoreductase
NCgl1251 Hypothetisches Protein 2,38 0,91
NCgl2108 nipC Put. Zellwand-Peptidase 2,26 2,7F
NCgl2897 dps Dps-Protein 0,19 0,74
NCgl0251 katA Katalase 0,28 0,84
NCgl2961  proP Prolin/Ectoin 0,29 0,12*
Aufnahmetransporter
NCgl1368 Put. Acetyltransferase 0,33 0,64
NCgl1097 Membranprotein 0,35 0,71
NCgl0226 csbD Put. Stressantwort-Protein 0,39 0,33*
NCgl0856 betP Betain-Aufnahmetransporter 0,39 0,17
NCgl1850 oxyR Transkriptionsregulator 0,40 0,96
NCgl1096 Put. Flavin-enthaltene 0,42 0,35
Monooxygenase
NCgl2434 Membranprotein 0,43 0,39
NCglo721 mtrA  Antwortregulator MtrA 0,44 0,27*
NCqgl0752 Membranprotein 0,49 1,09
NCgl2439 ftn  Ferritin 0,50 1,02
NCgl1482 acn Aconitase 0,50 1,03
NCqgl1837 Membranprotein 0,50 0,50*

@ Der Vergleich wurde drei Mal durchgefiihrt, ausgehend von unabhangigen Kulturen, die in
CGXII-Minimalmedium mit 2 % (w/v) Glucose kultiviert wurden. In dieser Tabelle sind die Gene
aufgelistet, deren gemitteltes mRNA-Verhaltnis (AmirA-Mutante/Wildtyp) 22 oder <0,5 war und deren
p-Wert kleiner 0,05 war.

® Der Vergleich wurde drei Mal durchgefiihrt, ausgehend von unabhingigen Kulturen, die in
CGXIll-Minimalmedium mit 2 % (w/v) Glucose kultiviert wurden. Die mit einem ,* gekennzeichneten
Werte haben einen p-Wert kleiner 0,05.

4 In-vitro Charakterisierung von MtrA+NgsH

In vorherigen Arbeiten wurde bereits versucht, die in der Einleitung beschriebenen
Phosphorylierungsreaktionen von Zweikomponentensystemen, also die
Autophosphorylierung der Sensorkinase und der Phosphorylgruppentransfer auf den
Antwortregulator, fir das MirAB-System zu zeigen. Dabei konnte eine schwache
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Autophosphorylierung eines MirB-Derivats, aber kein Phosphorylgruppentransfer auf das
verwendete MtrA-Derivat erreicht werden (Brocker, 2003). Es blieb offen, ob es zu keiner
Phosphorylierung des Antwortregulators kam, weil die Sensorkinase nur zu einem sehr
geringen Anteil phosphoryliert war, oder ob der C-terminale Histidin-,Tag“ des
Antwortregulators die Transphosphorylierung hemmte.

Um dennoch eine Phosphorylierung des Antwortregulators zu erreichen, sollte dieses Mal
ein aminoterminal ,getaggtes® Derivat des Antwortregulators, dessen ,Tag“ mittels einer
Protease abgespalten werden kann, in E. coli Uberproduziert und mittels
Affinitatschromatographie gereinigt werden. AuBerdem sollte nicht nur versucht werden den
Antwortregulator mit Hilfe eines Derivats der zugehérigen Sensorkinase, sondern auch mit
Derivaten fremder Sensorkinasen zu phosphorylieren. Dazu sollte ein Derivat der
Sensorkinase PhoS aus C. glutamicum (von Sarah Schaaf zur Verfigung gestellt) und ein
Derivat der Sensorkinase CitA aus Klebsiella pneumoniae (Kaspar, 2001) verwendet

werden.

4.1 Heterologe Uberproduktion, Reinigung und Verdau von MtrA+NHis

Fur die Uberproduktion und Reinigung des Antwortregulators wurde das Plasmid pET28b-
MtrA+NHise konstruiert, das ein Derivat von MtrA mit einem aminoterminalen Histidin-,Tag®
kodiert. Dieser ,Tag“ erlaubt die Reinigung des Proteins durch Ni?*-Chelat-
Affinitatschromatographie. In Brocker, 2003 konnte gezeigt werden, dass mit Hilfe des
Plamids pET16b-MtrA+NHis;, keine sichtbare Uberproduktion des MtrA-Derivats mogliche
war und nur geringste Mengen des Proteins gereinigt werden konnten. Daher wurde das
Plasmid pET28b-MtrA+NHise konstruiert. Daflir wurde das bereits vorhandene Plasmid
pET16b-MtrA+NHis;o (Brocker, 2003) Ndel/Xhol verdaut, das Insert aus einem Agarosegel
gereinigt und mit dem ebenfalls mit Ndel/Xhol geschnittenen pET28b ligiert und in E. coli
transferiert. In dem daraus resultierenden Plasmid pET28b-MtrA+NHiss (vgl. Anhang AS,
Abb. 42) steht die Expression des Zielgens unter der Kontrolle eines T7-Promotors, der nicht
von der E. coli-RNA-Polymerase, sondern von der T7-RNA-Polymerase erkannt wird. Die
Sequenzierung der Plasmide von zwei Klonen ergab, dass die klonierten mirA-Fragmente
keine Mutationen enthielten. Das von pET28b-MtrA+NHisg kodierte Protein MirA+NHisg (246
Aminosauren, 27,1 kDa) enthalt im Vergleich zum Wildtyp-Protein am aminoterminalen Ende
20 zusétzliche Aminosaure-Reste (MGSSHHHHHHSSGLVPRGSH) einschlieBlich einer
Thrombin-Schnittstelle (LVPRGS). Das rekombinante Plasmid wurde in den E. coli-Stamm
BL21(DES3) transferiert, der den lysogenen Phagen ADE3 enthélt, der das Gen fir die T7-
RNA-Polymerase unter der Kontrolle des /ac-Promotors tragt. Um die Funktionalitéat des
Expressionsplasmids pET28b-MirA+NHiss zu testen und um Zellmasse fur die
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anschlieBende Proteinreinigung zu erhalten, wurde der mit diesem Plasmid transformierte E.
coli BL21(DE3)-Stamm in 100 ml LB-Medium bis zu einer ODggo von circa 1,5 kultiviert, dann
die Expression des Zielgens durch Zugabe von 1 mM IPTG induziert, die Kulturen noch
weitere 3 h inkubiert und abzentrifugiert. Vor und stiindlich nach der IPTG-Zugabe wurden
Proben entnommen, die Zellen durch Erhitzen auf 95 °C in SDS-Ladepuffer lysiert und die
Gesamtzellextrakte durch SDS-PAGE analysiert. Wie in Abb. 12 A zu erkennen ist, war 1 h
nach IPTG-Zugabe eine dominante Bande mit einer apparenten Masse von etwa 27 kDa
sichtbar, dessen Anteil am Gesamtprotein in der folgenden Stunde noch zunahm. Diese
Bande entspricht héchstwahrscheinlich dem Protein MirA+NHiss, das eine berechnete
Masse von 27,1 kDa besitzt.

Zur lIsolierung des Proteins wurden die geernteten Zellen resuspendiert, mit Hilfe einer
French-Press-Zelle aufgeschlossen und die Zellbestandteile mittels zwei aufeinander
folgender Zentrifugationsschritte (bei 5500 g und 180000 g) fraktioniert. Die SDS-PAGE-
Analyse der verschiedenen Fraktionen ergab, dass der weitaus Uberwiegende Teil des
Proteins wie gewunscht in I6slicher Form vorlag (Abb. 12 B). Die I8sliche Proteinfraktion (UZ-
Uberstand) wurde auf eine Ni-NTA-Agarose-Saule mit einem Bettvolumen von 1 ml
gegeben. Die Saule wurden mit 20 Bettvolumen TNI20-Puffer gewaschen und die Proteine
mit 6 x 1 ml TNI400-Puffer eluiert. Wie in Abb. 12 B zu erkennen ist, konnte das MtrA+NHisg-
Protein ohne erkennbare Verunreinigungen (bei Coomasie-Farbung) und in groBen Mengen
isoliert werden. Aus 100 ml Kultur mit einer ODgoo von 3,9 wurden mehr als 7 mg reines
MtrA+NHisg isoliert. Um zu verhindern, dass der Histidin-Tag die Aktivitdt von MtrA in
weiterfihrenden Versuchen beeintrachtigt, wurde dieser mittels Thrombin abgespalten.
Thrombin spaltet innerhalb seiner Erkennungsstelle (LVPRGS) zwischen den Aminosaure-
Resten Arginin und Glycin, so dass das entstandene MtrA-Derivat nur noch drei (GSH) der
zuvor 20 zusatzlichen Aminosaure-Reste enthalt. Dieses Protein wird mit MtrA+Ngsy
bezeichnet und hat ein Molekulargewicht von 25,2 kDa. Der Thrombin-Verdau wurde mittels
SDS-PAGE auf Vollstandigkeit Gberprift und war erfolgreich (vgl. Abb. 12 C).
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Abb. 12: Analyse von Uberproduktion, Reinigung und Thrombin-Verdau von MtrA+NHisg durch
SDS-PAGE. (A) Uberproduktion von MtrA+NHisg aus E. coli BL21(DES). 1, Zellen unmittelbar vor
Induktion mit 1 mM IPTG; 2, Zellen 1 h nach Induktion mit 1 mM IPTG; 3, Zellen 2 h nach Induktion
mit 1 mM IPTG; 4, Zellen 3 h nach Induktion mit 1 mM IPTG; S, Standard. (B) Reinigung von
MtrA+NHisg aus E. coli BL21(DES3). 1, Proteinrohextrakt nach Zellaufschluss; 2, 5500-g-Uberstand; 3,
5500-g-Sediment; 4, Ultrazentrifugations-Uberstand; 5, Ultrazentrifugations-Sediment; 6, Durchlauf
der Ni**-NTA-Saule nach Beladung mit dem Proteinrohextrakt; 7, Waschfraktion mit TNI20; 8,
Durchlauf der Ni**-NTA-S&ule nach waschen mit dem Strip-Puffer; 9, Eluat der Ni®*-NTA-Saule
(TNI400); S, Standard. (C) Thrombin-Verdau von MirA+NHis6. 1, MtrA+NHisg; 2, Thrombin-verdautes
MtrA+NHisg (MtrA+Ngsn); S, Standard.

4.2 Bestimmung des nativen Molekulargewichts

Um zu Uberprifen, ob MtrA in Lésung als Monomer oder Dimer vorliegt, sollte die native
Masse von MtrA+Ngsn mit Hilfe nativer Gelelektrophorese und
GrdBenausschlusschromatographie bestimmt werden. Dazu wurde MtrA+Ngsy zundchst wie
oben beschrieben gereinigt und 3 pg des Proteins auf einem 10 %-igen sowie auf einem 15
%-igen nativen Acrylamidgel aufgetrennt. Die in Abb. 13 dargestellten Gele zeigen, dass
MtrA+Ngns auf dem 15-igen Gel (A) eine apparente Masse zwischen 45 kDa und 67 kDa hat,
was der Masse eines Dimers entspricht (50,4 kDa), aber auf dem 15 %-igen Gel (B) eine
apparente Masse von kleiner 45 kDa hat. Dies entspricht weder der berechneten Masse
eines Monomers (27,1 kDa) noch der eines Dimers (54,2 kDa).
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Abb. 13: 10 %-iges (A) bzw. 15 %-iges (B) natives
Acrylamidgel. 1, Standard; 2, MtrA+Ngsh.
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Bei der nativen Gelelektrophorese werden die Proteine nach Masse und Ladung getrennt.
Um den Ladungsfaktor auszuschlieBen, wurde in einem weiteren Experiment eine
GréBenausschlusschromatographie durchgefuhrt. Dazu wurde je 1 ml MtrA-Lésung (2 mg
MtrA+Ngsy/ml 100 mM Tris-HCI pH 7,5, 50 mM NaCl) Uber eine Superdex 200-Saule
(prepgrade; 34 uM PartikelgréBe; 16 mm Durchmesser; 60 cm Lange; Bettvolumen 120 ml)
mit 1 ml/min Flussrate (100 mM Tris-HCI pH 7,5, 50 mM NaCl) aufgetrennt. Die Eichung
erfolgte mit Cytochrom ¢ (12,4 kDa), Carboanhydrase (29 kDa), Albumin (66 kDa), Alkohol-
Dehydrogenase (150 kDa) und B-Amylase (200 kDa). Die Gelfiltration wurde drei Mal
durchgefthrt und jedes Experiment ergab eine leicht unterschiedliche molekulare Masse fur
MtrA+Ngsn, nédmlich 31,3 kDa (Abb. 14), 35,6kDa und 33,5 kDa. Der Mittelwert von 33,5 kDa
liegt zwischen den berechneten Massen fur die monomere Form (27,1 kDa) und die dimere
Form (54,2 kDa). Wie in der Diskussion dargestellt, resultiert dieses Elutionsverhalten
vermutlich aus einer nicht globuldren Struktur von MtrA und es wird postuliert, dass MtrA in
Lésung als Monomer vorliegt.

250}
B-Amylase

Alkohol-Dehydrogenase

Albumin=

Carbo-

o5 L _anhydrase

Molekulare Masse (kDa)
n
o

Cytochrom c
10 " L 1 L " L L | L L " L 1 L " L L 1 L L L L L
1,4 1,6 1,8 2,0 2,2

VeV

Abb. 14: GréBenausschlusschromatographie zur Bestimmung der nativen molekularen Masse von
MtrA. MtrA+Ngsy und funf Standardproteine wurden Uber eine HiLoad 16/60 Superdex 200 ,prep
grade“-Saule aufgetrennt. Als Elutionspuffer diente 100 mM Tris-HCI pH, 7,5, 50 mM NaCl. V,
entspricht dem Ausschlussvolumen (44,58 ml) der Saule, das mit Dextranblau (2.000 kDa) bestimmt
wurde. Vg entspricht dem Elutionsvolumen der verschiedenen Proteine.

In einem weiteren Experiment wurde die Masse von MirA+Ngsy massenspekirometrisch
bestimmt. MtrA+Ngsn (3 mg/ml 100 mM Tris-HCI, pH 7,5, 50 mM NaCl) wurde zunachst mit
Vivaspin-Konzentratoren (Vivascience) entsalzt und 1 pl der entsalzten Proteinlésung wurde

mit 1 ul gesattigter Sinapinsaure (trans-3,5-Dimethyl-4-hydroxyzimtsaure, 98 % trans-Form)
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in 50 % (v/v) Acetonitril/0,1 % (v/v) Trifluoressigsaure auf die Probenplatte pipettiert. Die
Probe wurden in einer Voyager-DE STR Biospectrometry Workstation (Applied Biosystems)
im positiven Linearmodus mit 25 kV Beschleunigungsspannung, 93 % Gitterspannung und
einer Verzdégerungszeit von 320 ns analysiert. Als Standard wurde der Standard 3 aus dem
Sequazyme™ Peptide Mass Standards Kit (Applied Biosystems), verwendet, der Peptide
und Proteine mit Massen zwischen 900 Da und 17 kDa enthalt. Abb. 15 zeigt das
Massenspektrum von MtrA+Ngsy. Darin sind vier Peaks mit den Massen 8,410 kDa, 12,615
kDa, 25,228 kDa und 50,484 kDa zu erkennen. Verglichen mit der molaren Masse eines
MtrA+Nusg-Monomers (25,2 kDa) bzw. eines MirA+Ngsy-Dimers (50,4 kDa) und unter
Bericksichtigung der Tatsache, dass die Proteine nach ihrem Masse-zu-Ladungsverhaltniss
getrennt werden, kénnte der erste Peak z. B. dreifach geladenem MtrA-Monomer, der zweite
Peak zweifach geladenem Monomer, der dritte Peak einfach geladenem Monomer oder
zweifach geladenem Dimer und der vierte Peak einfach geladenem Dimer zugeordnet
werden. Diese Ergebnisse zeigen, dass zumindest ein kleiner Teil von MirA auch

mindestens als Dimer vorliegt.
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Abb. 15: Massenspektrum von MtrA+Ngsh-

4.3 In-vitro-Phosphorylierung von MtrA+Ngsy durch verschiedene Sensorkinase-

Derivate

Die Fahigkeit verschiedener Sensorkinase-Derivate zu autophosphorylieren und die
Phosphorylgruppe auf MtrA zu Ubertragen sollte in vitro getestet werden. Dazu wurden drei
Derivate verschiedener Sensorkinasen verwendet, namlich MalE-MtrBK (Brocker, 2003),
MalE-PhoSK und MalE-CitAC (Kaspar et al., 1999). Diese Proteine haben gemeinsam, dass
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sie Fusionsproteine aus dem Maltosebindeprotein von E. coli (ohne dessen Signalpeptid)
und der Kinase-Domane der Sensorkinasen MtrB, PhoS (aus C. glutamicum) bzw. CitA (aus
Klebsiella pneumoniae) sind. Das Zweikomponentensystem bestehend aus der
Sensorkinase CitA und dem Antwortregulator CitB ist essentiell fiir die Expression der Citrat-
Verwertungsgene in K. pneumoniae (Bott et al., 1995; Kaspar et al., 1999). PhoS zusammen
mit dem zugehdrigen Antwortregulator PhoR sind in die Phosphatmangel-Antwort von C.
glutamicum involviert (Kocan et al, 2006). MalE-CitAC (Kaspar et al., 1999) und
vergleichbare Fusionsproteine von anderen Kinase-Doméanen mit MalE wie z.B. VanS aus
Enterococcus faecium (Wright et al., 1993), zeigen eine konstitutive Autokinase-Aktivitat.
Durch Entfernen der Sensordoméne mit den Transmembranhelices wurde zudem die
Léslichkeit des Proteins erhdht. Die Fusion mit MalE ermdglicht eine Affinitatsreinigung
mittels einer Amylose-Séaule.

Wie MalE-CitAC lie sich MalE-MtrBK hervorragend reinigen, aber im Gegensatz zu MalE-
CitAC besaB MalE-MtrBK nur eine sehr schwache Autophosphorylierungsaktivitat (Brocker,
2003).

Fur die Uberproduktion und Reinigung der Sensorkinase-Derivate wurden die Plasmide
pMalc-MtrBK (Brocker, 2003) und pMalC-CitAC (Kaspar et al., 1999) in E. coli DH5a
transferiert. Das gereinigte Protein MalE-PhoSK wurde freundlicherweise von Sarah Schaaf
zur Verflgung gestellt. Wie schon in (Brocker, 2003; Kaspar, 2001) gezeigt produzieren die
Zellen von E. coli DH5a/pMalc-MtrBK und E. coli DH5a/pMalc-CitAC nach IPTG-Induktion
groBe Mengen von Proteinen mit einer apparenten Masse von ca. 70 bzw. 65 kDa. Diese
Massen entsprechen ungefédhr den berechneten Massen von MalE-MtrBK (69,2 kDa) und
MalE-CitAC (66,8 kDa). Die Uberproduktion beider Proteine verlief erfolgreich (Daten nicht
gezeigt).

Die Reinigung von MalE-MtrBK und MalE-CitAC erfolgte Uber AffinitAtschromatographie an
Amylose-Harz-Saulen mit je 5 ml Bettvolumen. Eine SDS-PAGE-Analyse der mit Maltose
eluierten Proteine (Abb. 16) zeigte, dass die Reinigungen erfolgreich waren. Im Fall von
MalE-CitAC waren ein paar schwache zusatzliche Banden mit kleinerer apparenter Masse
erkennbar, bei denen es sich mit groBter Wahrscheinlichkeit um Abbauprodukte von MalE-
CitAC handelt. Insgesamt konnte aus 100 ml Kultur ca. 6 mg MalE-MtrBK und ca. 8 mg
MalE-CitAC gereinigt werden.
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Abb.: 16: Coomassie-gefarbtes SDS-Gel zur Kontrolle der Reinigung von MalE-CitAC und MalE-
MtrBK Uber Amylose-Affinitdtschromatographie. 1, Eluat der Amylose-Saule (MalE-CitAC); 2,
Eluat der Amylose-Séaule (MalE-MtrBK); S, Standard.

Um die Autokinase-Aktivitdt von MalE-MtrBK, MalE-PhoSK und MalE-CitAC und den
Phosphoryltransfer auf MtrA zu zeigen, wurden je 12 pM Sensorkinase mit 80 uM y-[*P]-
ATP (6,25 Ci/mmol) in einem Gesamtvolumen von 40 pl inkubiert. Die Reaktion wurde durch
die Zugabe von y-[**P]-ATP gestartet und der Ansatz bei Raumtemperatur inkubiert. Zu
verschiedenen Zeitpunkten wurden 7 pl Probe entnommen und mit dem gleichen Volumen 2
x SDS-Ladepuffer versetzt, um die Reaktion zu stoppen. Nach 20 min wurde zu 22,5 pl
Reaktionsansatz 22,5 pul einer 24 uM MirA+Ngsy—Ldsung hinzugefligt, was zu einer
Verdiinnung der Sensorkinasen auf 6 uM, des Antwortregulators auf 12 uM und des ATP auf
40 uM fuhrte. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden dann je 14 pl Probe entnommen und
mit 1/5 Volumen 6 x SDS-Ladepuffer versetzt. Um eine Phosphorylierung des
Antwortregulators in Abwesenheit der Sensorkinase-Derivate auszuschlieBen, wurde auch
ein Reaktionsansatz (12 pM MtrA+Nggsy in 15 pl) ohne Sensorkinase, aber mit 40 pM y-[*2P]-
ATP (vgl. oben) inkubiert und nach 60 min eine 14 pl-Probe entnommen. Ohne vorheriges
Aufkochen wurden dann jeweils das gesamte Probevolumen auf ein 15 %-iges SDS-
Polyacrylamidgel aufgetragen und die Proteine elektrophoretisch aufgetrennt. Nach dem
Trocknen des Gels flr eine Stunde bei 80 °C wurde es 18 h auf einem Phosphorscreen (Fuiji
Photo Film (Europe) GmbH, Dusseldorf) exponiert. Die daraus resultierenden
Autoradiogramme zeigt Abb. 17. Im Fall von MalE-PhoSK (C, D) und MalE-CitAC (B) ist eine
Minute nach ATP-Zugabe schon eine starke Autophosphorylierung der Sensorkinase-
Derivate zu erkennen, die innerhalb der nachsten 20 Minuten wieder abnimmt. Im Falle von
MalE-MtrBK (A) ist, wie schon in Brocker (2003) gezeigt, nur eine ganz schwache
Autophosphorylierung sichtbar, die auch nicht verbessert werden konnte, wenn man die
ATP-Konzentration verzehnfachte (Daten nicht gezeigt). 30 Minuten nach Zugabe von
MtrA+Ngsn (A-C) konnte eine Phosphorylierung des Antwortregulators beobachtet werden,
wobei die Phosphorylierung von MirA+Ngsy durch MalE-MtrBK (A) am schwéachsten ist, was
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vermutlich auf die extrem schwache Autophosphorylierungsaktivitdt der Sensorkinase
zurickzufuhren ist. Vergleicht man die Phosphorylierung von PhoRynis1o, dem zu PhoS
zugehorigen Antwortregulator (von Sarah Schaaf zur Verfigung gestellt) durch MalE-PhoSK
(D) mit der von MirA+Ngs durch MalE-PhoSK, so sieht man, dass PhoR wie erwartet starker
phosphoryliert wurde als MtrA. Die Tatsache, dass MtrA+Ngsy in Anwesenheit von ATP
alleine nicht phosphoryliert wird (E), zeigt, dass die beobachteten Phosphorylierungen von
MtrA+Ngsy auf die Anwesenheit der entsprechenden Sensorkinase und somit auf
Phosphorylgruppentransferreaktionen zurickzufihren sind. Fir weitere Experimente wurde
MtrA+Ngsy durch MalE-PhoSK phosphoryliert, da auf diese Weise die starkste
Phosphorylierung von MtrA+Ngsh erreicht werden konnte. Die
Phosphorylierungsexperimente wurden auch mit MtrA+NHiss anstelle von MirA+Ngsn
durchgefthrt und fihrten zum gleichen Ergebnis (Daten nicht gezeigt). Fir weiterfUhrende
Versuche ist es wichtig zu erwahnen, dass die Phosphorylierungsexperimente zeigen, mit
dem Derivat welcher Sensorkinase die beste Phosphorylierung von MirA erreicht werden
konnte, dass sie jedoch keinen Aufschluss dariber geben, welcher Anteil von MirA
insgesamt phosphoryliert wurde.
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Abb. 17: Autophosphorylierung von MalE-MirBK (A), MalE-CitAC (B) und MalE-PhoSK (C and D) und
Phosphorylgruppentransfer auf MirA+Ngsy (A, B and C) bzw. PhoRnyis1o (D). 12 pM Sensorkinase
wurde fir 20 Minuten (A-C) oder 1 Minute (D) mit ca. 80 uM y—[32P]-ATP (6,25 Ci/mmol) inkubiert,
bevor 12 uM MirA+Ngsy (Endkonzentration) hinzugefiigt wurde, was zu einer 1:1 —Verdinnung der
Sensorkinase und des ATP fihrte. Der Reaktionsansatz wurde fir weitere 60 Minuten bei RT
inkubiert. E, 12 pM MtrA wurde mit 40 uM y-[**P]-ATP (vgl. oben) inkubiert. Zu den angegebenen
Zeitpunkten wurden vor Zugabe des Antwortregulators 7-pl-Aliquots und nach Zugabe des
Antwortregulators 14-pl-Aliquots entnommen. Der Pfeil gibt an, wann der Antwortregulator zum Ansatz
hinzugegeben wurde. Die Proben wurden nach Entnahme sofort mit SDS-Ladepuffer versetzt, auf Eis
aufbewahrt und dann mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Die getrockneten Gele wurden mit einem
Phosphorlmager analysiert.
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5 DNA-Protein-Interaktionsstudien mit MtrA

Die oben beschriebenen Transkriptomvergleiche geben an, welche Gene durch die Deletion
der mirAB-Gene bzw. des mirA-Gens in ihrer Expression beeinflusst werden, sie erlauben
aber keine Unterscheidung zwischen Genen, die direkt oder indirekt durch MtrA kontrolliert
werden. Um die direkten Zielgene des Antwortregulators MtrA zu identifizieren, wurden
ChlP-to-chip-Analysen als ein globaler Ansatz und DNA-Affinitatsreinigungen sowie
Bandshift-Experimente mit spezifischen Promotorregionen als lokaler Ansatz durchgefihrt.
Anhand der direkten Zielgene sollte dann die Bindestelle von MtrA in den entsprechenden
Promotorregionen identifiziert werden, um mit einem daraus abgeleiteten Konsensusmotiv

nach weiteren Zielgenen im Genom suchen zu kdnnen.

5.1 ChlP-to-chip-Experimente

Bei den ChlIP-to-chip-Experimenten wird MtrA in vivo mittels Formaldehyd mit seinen DNA-
Bindungsstellen kovalent verbunden und dann mit anti-MtrA-Antikérpern immunoprazipitiert.
Die co-prazipitierte DNA wird aufgereinigt, amplifiziert, mit fluoreszenzmarkierten
Nukleotiden markiert und auf einen C. glutamicum Genomchip hybridisiert. Zwei Variationen
dieses Experiments wurden je drei Mal ausgehend von separaten Kulturen durchgefthrt. In
Variante A wurde DNA, die aus Wildtyp-Zellen co-prazipitiert worden war mit DNA aus
AmtrA-Zellen kompetitiv hybridisiert. In Variante B wurde DNA, die aus Wildtyp-Zellen mit
anti-MtrA-Antikdrpern isoliert worden war, verglichen mit DNA, die aus Wildtyp-Zellen in einer
Kontrollprazipitation ohne Anti-MtrA-Antikérper isoliert worden war. Die Ergebnisse der drei
Wiederholungen von einem Typ Experiment wurden jeweils gemittelt. Insgesamt waren die
daraus resultierenden Anreicherungsfaktoren sehr niedrig und nur drei Genomregionen
waren mehr als zweifach in beiden Experiment-Typen angereichert (Tab. 6), namlich nipC,
die Region um NCgl0102 und NCgl0103 und die Region zwischen den divergent
organisierten Genen nrdH und nadE. Die Gene NCgl0102 und NCgl0103 kodieren kleine
Membranproteine (13,3 kDa und 9,0 kDa) mit unbekannter Funktion, nrdH kodiert ein
Glutaredoxin-ahnliches Protein, das in den Elektronentransport zur Ribonukleotidreduktase
(das entsprechende Gen NCgl2443 ist in unmittelbarer N&he lokalisiert) involviert sein
kénnte und nadE kodiert eine NAD*-Synthetase. In den vergleichenden Transkriptomstudien
zeigte von diesen Genen nur nlpC einen mehr als zweifach erhéhten mRNA-Level in den
Mutanten AmtrAB und AmtrA, was darauf hindeutet, dass die Transkription von nlpC durch
MtrA inhibiert wird. Das mRNA-Verhéltnis AmtrAB/Wildtyp bzw. AmtrA/Wildtyp der Gene
NCqgl0102, NCgl0103, nrdH und nadE lag zwischen 0,5 und 1,5. Der Einfluss von MtrA auf
die Expression dieser Gene bleibt daher unklar. Viele Gene, die einen veranderten mRNA-
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Level in den Transkriptomstudien zeigten, hatten in den ChIP-to-chip-Experimenten einen
Anreicherungsfaktor zwischen 1,0 und 1,7 (Tab. 6).

Tab. 6: Ergebnisse der ChIP-to-chip-Experimente. DNA, die aus Wildtyp-Zellen co-prézipitiert worden
war wurde mit DNA aus AmitrA-Zellen kompetitiv hybridisiert bzw. DNA, die aus Wildtyp-Zellen mit
anti-MtrA-Antikdrpern isoliert worden war wurde mit DNA verglichen, die aus Wildtyp-Zellen in einer
Kontrollprazipitation ohne Anti-MtrA-Antikdrper isoliert worden war.?

NCgl Gen (Mégliche) Funktion des Genprodukts  Anreicherungsfaktor®
-Nr.
Wt/ AmtrA  Wt/Wt

a)
NCgl2445 nrdH Glutaredoxin &hnliches Protein 3,7 3,0*
NCgl2446 nadE NAD'-Synthetase 3,7 3,0*
NCgl2108 nlpC Put. Zellwand-Peptidase 3,2* 3,4*
NCglo102 Membranprotein unbekannter Funktion 2,3* 2,2*
NCgl0103 Membranprotein unbekannter Funktion 2,3* 2,2*
b)
NCgl2411 mepA Put. sekretierte Metalloendopeptidase 1,5 1,5
NCgl2961 proP Prolin/Ectoin-Aufnahmetransporter 1,0 1,0
NCgl0856 betP Betain-Aufnahmetransporter 1,17 1,3*
NCgl0226 csbD Put. Stressantwort-Protein 1,77 1,5
NCgl1837 Membranprotein 1,2 1,1
NCgl2251  IcoP Betain/Ectoin-Aufnahmetransporter 1,4* 1,1
NCgl0843 mscL Mechanosensitiver Kanal 1,3* 1,3

? Die Vergleiche wurden je drei Mal ausgehend von unabhangigen Kulturen, die in CGXII-
Minimalmedium mit 2 % (w/v) Glucose kultiviert worden waren, durchgefihrt. In a) sind die Gene
aufgelistet, deren gemittelter Anreicherungsfaktor in beiden Experiment-Typen 22 war und deren p-
Wert kleiner 0,05 war. In b) sind die Gene aufgelistet, die in den Transkriptomvergleichen AmirAB vs.
Wildtyp und AmtrA vs. Wildtyp einen mehr als zweifach verdnderten mRNA-Level zeigten, sowie /coP
und mscL, die beide an der Osmostressantwort beteiligt sind und in der AmirAB-Mutante einen
veranderten mRNA-Level aufwiesen.

b Werte, die mit einem Stern gekennzeichnet sind, haben einen p-Wert <0,05.

5.2 Affinitatsreinigungen

Wahrend die ChIP-to-chip-Ergebnisse darauf hindeuten, das nipC und evtl. einige weitere
Gene direkte Zielgene von MtrA sind, bleibt offen, ob andere mégliche Zielgene, wie z.B.
mepA, betP und proP auch direkt durch MtrA kontrolliert werden. Um dieser Frage
nachzugehen wurde eine alternative Methode zum Nachweis von DNA-Protein-Interaktion
durchgefiihrt, ndmlich DNA-Affinitdtschromatographie. Dazu wurden die Promotorregionen
von mepA, nipC, betP, proP, nrdH-nadE, NCgl0102/0103 und der Negativkontrollen icd,



Ergebnisse 69

odhA, sucCD und sdhCAB mittels PCR ampilifiziert und gleichzeitig mit Biotin markiert (vgl.
Tab. 7). icd kodiert fir die Isocitrat-Dehydrogenase, odhA fir die E1-Untereinheit der 2-
Oxoglutaratdehydrogenase, sucCD fir die Succinyl-CoA-Synthetase und sdhCAB fir die
Succinatdehydrogenase. Die markierten PCR-Produkte wurden an magnetische ,Beads*
gekoppelt, die mit Streptavidin beschichtet waren und dann mit Proteinrohextrakt aus C.
glutamicm-Zellen inkubiert. Nachdem die nicht oder nur schwach gebundenen Proteine
durch Waschen mit TGED-Puffer entfernt worden waren, wurden die stark gebundenen
Proteine mit einem Puffer mit hoher Salzkonzentration (TGED-Puffer mit 2 M NaCl) eluiert,
geféllt, in TE-Puffer, pH 8,0 gelést und je zur Halfte auf zwei SDS-Gelen aufgetrennt. Ein
SDS-Gel wurde silbergefarbt, um dann dominante Proteinbanden aus dem Gel zu eluieren
und mittels Peptidmassen-,fingerprints® zu identifizieren. Das zweite SDS-Gel wurde
geblottet und mittels Western-Blot mit affinitdtsgereinigten polyklonalen anti-MtrA-Antikérpern
analysiert. Der Proteinrohextrakt fur die DNA-Affinitatschromatographie wurde von Zellen
prapariert, die unter drei verschiedenen Bedingungen kultiviert worden waren. In Bedingung
A) wurden die Zellen in Schittelkolben bis zu einer ODggo von ca. 6-8 kultiviert, in Bedingung
B) wurden die Zellen in einem 7,5-I-Fermenter bis zu einer ODgy ca. 6 kultiviert und in
Bedingung C) wurden die Zellen in einem 30-I-Fermenter mit Glucosezufitterung bis zu einer
ODggo von 121 angeziichtet. Die Zellen aus Bedingung C, die in groBer Menge zur Verfligung
standen, wurden verwendet, um einen ersten Eindruck zu gewinnen, ob der experimentelle
Ansatz funktioniert. Die Bedingung B wurde gewahlt, weil es so mdglich war schnell groBe
Mengen an Zellen zu gewinnen, die unter dhnlichen, aber nicht identischen Bedingungen
kultiviert worden waren wie die Zellen fir die vorangegangenen ChlP-to-chip- und
Transkriptomchip-Experimente. Die Zellen aus Bedingung A wurden genauso kultiviert wie
die Zellen fir die ChIP-to-chip- und die Transkriptomchip-Experimente. Als Beispiel zeigt
Abb. 18 die silber-gefarbten Polyacrylamidgele, die zur Auftrennung der Hochsalz-Eluate
ausgehend von Zellen aus Schiittelkolben verwendet wurden. Eine Reihe verschiedener
Transkriptionsregulatoren konnte mit den Promotorregionen von mepA, nipC, betP, proP,
nrdH-nadE und NCgl0103/0102 eluiert und anhand ihres Peptidmassen-,fingerprints*
identifiziert werden. MtrA konnte in den Elutaten der Promotorregionen von mepA, nipC,
proP und nrdH-nadE, nicht aber in den Eluaten von betP, NCgl0103/0102 und allen
Negativkontrollen (nicht gezeigt) identifiziert werden. Die Gele, die mittels Western-Blot-
Analysen auf die Anwesenheit von MtrA analysiert wurden (Abb. 19), zeigten, dass MtrA
nicht nur in den Eluaten mit den Promotorregionen von mepA, nlpC, proP und nrdH-nadE
vorhanden war, sondern auch in dem Eluat mit der Promotorregion von betP. In den
Hochsalz-Eluaten der Promotorregion von NCgl0102/0103 und allen Negativkontrollen war
MtrA auch mittels Western-Blot-Analyse nicht nachweisbar. Da betP und proP in der AmtrAB
und AmtrA-Mutante einen erniedrigten mRNA-Level aufwiesen, scheint deren Transkription
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durch MtrA aktiviert zu werden, wohingegen mepA und nipC einen erhéhten mRNA-Level in
den Mutanten aufwiesen und die Transkription dieser Gene vermutlich durch MtrA inhibiert
wird. Bei den silbergefarbten Gelen fiel auf, dass mit den Promotorregionen von nipC und
mepA wesentlich gréBere Mengen an MtrA angereichert wurden als mit den
Promotorregionen von betP und proP. Dies deutet auf eine hdhere Affinitat von MtrA zu den
reprimierten Genen hin.

Abb. 18: Silbergefarbte 15 %ige SDS-Gele der Hochsalz-Eluate aus den DNA-Affinitatsreinigungen
mit den Promotorregionen von nlpC, betP, mepA, proP, nrdH-nadE und NCgl0103/0102. Der
Proteinrohextrakt fur die Affinitditschromatographie wurde von Zellen gewonnen, die in Schittelkolben
bis zu einer ODgyy von ca. 5-6 kultiviert worden waren. S, Standard; die Zahlen 1-4 stehen an
Proteinbanden, die aufgrund des Peptidmassen-,fingerprints identifiziert wurden: 1, NCgl1388; 2,
NCgl1855; 3, NCgl1650; 4, NCgl2440; die Pfeile zeigen Proteinbanden, die aufgrund des
Peptidmassen-,fingerprints“ als MtrA identifiziert wurden.

Tab. 7: PCR-Fragmente, die fur Affinitatschromatographie verwendet wurden

Gen Position des PCR-Fragments in Lange des PCR-
Bezug auf den Translationsstart Fragments
mepA -511 bis +59 570 bp
nipC -496 bis +52 548 bp
betP -378 bis +54 432 bp
proP -506 bis +59 565 bp
NCglo102 -155 bis +420 575 bp
nradH -500 bis +50 550 bp
icd -229 bis +135 364 bp

odhA -389 bis +127 516 bp
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Gen Position des PCR-Fragments in Lange des PCR-
Bezug auf den Translationsstart Fragments
sucC -426 bis +168 594 bp
sdhC -446 bis +155 601 bp
NCgl
nrdH 0102

nipC betP mepA proP nadE 0103 icd odhA sucC sdhC

Abb. 19: Western-Blot-Analyse mit affinitats-gereinigten anti-MtrA-Antikérpern und den Hochsalz-
Eluaten der DNA-Affinitéatsreinigungen mit den Promotorregionen nlpC, betP, mepA, proP, nrdH-nadE,
NCgl0102/0108, icd, odhA, sucCD und sdhCAB.

Tab. 8.: Transkriptionsregulatoren, die durch die DNA-Affinitdtschromatographie mit den
Promotorregionen von mepA, nipC, betP, proP, nrdH-nadE oder NCgl0103/0102 angereichert und
identifiziert wurden. C. glutamicum Wildtyp-Zellen wurden entweder in Schittelkolben bis zu einer
ODggo von 5-6 (a) oder in einem 5-I-Fermenter bis zu einer ODgyo von 5-6 (b), oder in einem 30-I-
Fermenter bis zu einer ODgoo von 121 (c) kultiviert. Fiir Details siehe Material und Methoden 2.

NCgI - Cg' Annotierte Funktion PmepA PnIpC PbetP Ppmp PnrdH- PNCgIO103
Nr. Nr. nadE /0102
0721 0862 MitrA a*,b,c a*b,c ab,c a.b a*, c

0110 0146 DeoR-Typ
0154 0196 GntR-Typ
0839 0996 CgtR2

1388 1633 MerR-Typ as c
1650 1935 GntR-Typ b a*

1850 2109 OxyR

1855 2114 LexA b a5, b as, c
2199 2500 ArsR-Typ c
2440 2783 GntR-Typ a*, b,c b

2886 3315 MarR-Typ c b, c c

@ die mit einem ,** gekennzeichneten Transkriptionsregulatoren sind in Abb. 18 gekennzeichnet.
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5.3 Gelretardationsexperimente

Durch die DNA-Microarray-Analysen, die ChlP-to-chip-Experimente und die DNA-
Affinitatsreinigungen wurde eine Reihe von Genen identifiziert, deren Expression direkt oder
indirekt durch das Zweikomponentensystem MirAB reguliert wird. Mit Hilfe von
Gelretardationsexperimenten sollte nun die MirA-Bindestelle in den relevanten
Promotorregionen lokalisiert und die relative Lage dieser Bindestellen zum
Transkriptionsstart betrachtet werden. Anhand der identifizierten Bindestellen sollte ein
Konsensusmotiv abgeleitet und mit dessen Hilfe im Genom von C. glutamicum nach
weiteren Bindestellen und somit nach weiteren Zielgenen gesucht werden. Die
Promotorregionen dieser potentiellen Zielgene und weiterer Gene, die in den
Transkriptomanalysen einen veranderten mRNA-Level aufwiesen, sowie die Promotorregion
von dnaA, einem direkten Zielgen des Antwortregulators MtrA aus M. tuberculosis sollten in
Bandshift-Experimenten eingesetzt werden, um eine mdgliche Bindung nachzuweisen und
damit weitere direkte Zielgene zu identifizieren. AuBerdem sollte die Affinitdt von
unphosphorylietem und phosphoryliertem MtrA zu verschiedenen Promotorregionen

miteinander verglichen werden.

5.3.1 Identifizierungen von MtrA-Bindestellen und Herleitung eines Konsensusmotivs

Bisher konnte gezeigt werden, dass mindestens vier Gene direkt durch MirA reguliert
werden, namlich die zwei durch MtrA aktivierten Gene betP und proP, die sekundare
Transporter fir kompatible Solute kodieren, und die zwei durch MtrA reprimierten Gene
mepA und nipC, die beide vermutlich Zellwandpeptidasen kodieren. Diese entgegengesetzte
Regulation durch MtrA kdnnte mit einer unterschiedlichen Lage der MtrA-Bindestellen bzgl.
der Transkriptionsstartpunkte korrelieren. Im Falle von mepA, betP und proP wurden die
Transkriptionsstartpunkte bereits bestimmt (Brocker, 2003; Mbker et al., 2004), aber der
Transkriptionsstart  von  nlpC war noch unbekannt. Zur Bestimmung des
Transkriptionsstartpunktes von njpC wurden zum einen ,Primer-Extension®- und zum
anderen 5 -RACE-Experimente durchgefuhrt. Die Kultivierung der Zellen und die Isolierung
der RNA erfolgte wie bei den DNA-Microarray-Experimenten: Die RNA wurde aus Zellen
isoliert, die in der exponentiellen Wachstumsphase bei einer ODgoo von 5 — 6 aus 20 ml einer
C. glutamicum AmitrA-Kultur geerntet wurden. Die ,Primer-Extension“-Experimente wurden
mit den Oligonukleotiden PE_nlpC_1 und PE_nlpC_2 durchgeflhrt (vgl. Tab. 1), mit deren
Hilfe der Transkriptionsstartpunkt 244 bp stromaufwérts des GTG-Startkodons von nlpC
identifiziert werden konnte (Abb. 20). Die Identifizierung des Transkriptionsstartpunktes mit
Hilfe der 5°-RACE-Methode ergab einen um 2 bp in Richtung des njpC-Gens verschobenen
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Startpunkt, der ebenfalls in Abb. 20 gekennzeichnet ist. Alle folgenden Angaben beziehen
sich auf den mittels Primer-Extension identifizierten Transkriptionsstartpunkt, da bei dieser
Methode das léangere Transkript erhalten wurde. Die mdgliche -35-Region im Promotor von
nipC (TAGACA) deckt sich gut mit dem Konsensus aus C. glutamicum (ttGcca), wohingegen
die -10-Region (TAACCT) stark von dem Konsensusmotiv aus C. glutamicum (TA(c/t)aaT)
abweicht (Patek et al., 2003).

ACGT T ACGT
- . * ﬁ ™ 2 -
3 S
. d C - =
z 28 T* T =4
- C -
E
- T *a
¥ " & G ] x
PE_nlpC_1 T PE_nlpC_2
-35 -10 .
GCTTGGGCTAGACAAGTGTTGTTGCGGTTTCGTAACCTTATTGAGACATTGCGGGAC-230bp-GTG

Abb. 20: ,,Primer-Extension“-Analyse der C. glutamicum nipC-mRNA. 10 ug Gesamt-RNA, isoliert
aus C. glutamicum 13032 AmirA, wurde einer ,Primer-Extension“-Analyse mit den Oligonukleotiden
PE_nlpC_1 und PE_nlpC_2 unterworfen. Die Sequenzierungsreaktionen mit den entsprechenden
Primern erlauben eine basengenaue Bestimmung des 3’-Endes des ,Primer-Extension“-Produkts und
damit i.d.R. des Transkriptionsstarts. Die unten dargestellte Sequenz gibt den Abstand des
identifizierten Transkriptionsstartpunkts vom GTG-Startcodon von nlpC an. Dabei ist der mit Hilfe der
~Primer-Extension“-Methode identifizierte Transkriptionsstart mit * gekennzeichnet und der mit Hilfe
der 5-RACE-Methode identifizierte Transkriptionsstart unterstrichen. Die -10-Region und die -35-
Region sind grau hinterlegt.

Um die MirA-Bindestellen in den Promotorregionen von nlpC, mepA, betP und proP zu
identifizieren, wurden Bandshiftassays mit MirA+Ngsy und verschiedenen DNA-Fragmenten
durchgefthrt. Zunachst wurden die intergenischen Regionen dieser Gene mit zwei
verschiedenen MirA+Ngsy-Konzentrationen inkubiert und mittels nativer Gelelektrophorese
aufgetrennt (Fragmente 1 in Abb. 21 A-D). Wie in Abb. 21 zu erkennen, liegen diese vier
DNA-Fragmente bei einem 75-fachen molaren Proteinliberschuss vollstandig als DNA-MtrA-
Komplex vor. Um nun die Bindestellen weiter einzugrenzen, wurde anschlieBend die
Bindung von MirA an Subfragmente dieser Promotorregionen (Fragmente 2-8 in Abb. 21 A-
D) getestet. Welche Subfragmente eingesetzt wurden und die Ergebnisse der zugehérigen
Gelretardationsexperimente zeigt Abb. 21 A-D. Es ist zu erkennen, dass im Falle von nipC
eine MtrA-Bindestelle von -69 bp bis -44 bp sowie von -41 bp bis +25 bp, im Falle von mepA
in der Region von -62 bis +31, im Falle von proP von -133 bis -54 und im Falle von betP von
-177 bis -91 bzgl. der entsprechenden Transkriptionsstartpunkte lokalisiert sein muss.
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Da in Abb. 22 D auch Fragment 3 von MtrA gebunden wird, scheint in der Promotorregion
von betP eine zweite Bindestelle lokalisiert zu sein. Zu dieser Bindestelle scheint MtrA
jedoch eine deutlich schwéachere Affinitat zu haben (Fragment 3 in Abb. 21 D).
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Abb. 21: Bindung von MtrA an die Promotorregionen von nipC (A), mepA (B), proP (C) und betP
(D). Im oberen Teil von A-D sind die DNA-Fragmente (umkreiste Nummern), die zur Untersuchung der
MtrA-Bindung mittels Gelretardation verwendet wurden, dargestellt. Die Nummern an den Fragmenten
geben die Enden der Fragmente bzgl. des Transkriptionsstarts (+1) an. Oligonukleotide, die fir die
Amplifikation der Fragmente mittels PCR verwendet wurden, sind in Tabelle 1 aufgelistet. Die
hellgrauen Boxen reprasentieren die im weiteren Verlauf der Arbeit identifizierten Bindestellen (vgl.
Abb. 22 und Abb. 23). Rechts der DNA-Fragmente ist angegeben, ob das Fragment geshiftet wurde
(+) oder nicht (-). Die Gele im unteren Teil der Boxen zeigen die Bindung von MtrA (25- and 75-facher
molarer Uberschuss) zu je 100 ng Fragment (80 — 565 bp, Endkonzentration 13 — 93 nM). Das 20-ul-
DNA-Protein-Gemisch  wurde 30 min bei RT inkubiert, bevor es mittels nativer
Polyacrylamidgelelekrophorese (15 %) aufgetrennt und mit SybrGreen | gefarbt wurde.

Um ein MirA-Konsensus-Bindemotiv zu identifizieren, wurden zunédchst die funf zuvor als
Bindestellen-enthaltenen-DNA-Bereiche mit der MEME-Software
(http://meme.sdsc.edu/meme/meme.html) analysiert. Dabei wurde dem Programm
vorgegeben, dass in jedem Fragment exakt eine Bindestelle lokalisiert sein soll und, dass die



Ergebnisse 75

Bindestellen aus mindestens acht Basen bestehen sollen. Mehrere mdégliche Motive wurden
mit diesen Einstellungen vorgeschlagen wobei ich mich in den weiteren Arbeiten auf das mit
dem hdchsten Score beschrankt habe.

Die Bedeutung dieses Motivs fir die DNA-Bindung wurde durch Mutationsanalysen
Uberprift. Dabei wurden in jedem der vorgeschlagenen Bindemotive je zwei bis vier
Basenaustausche gleichzeitig mittels PCR eingefiihrt und diese Fragmente in Bandshift-
Experimente eingesetzt. Zur Amplifikation der Fragmente wurde jeweils einer der beiden
Primer so gewahlt, dass er mit der putativen Bindestelle und einigen Basen stromauf- und
stromabwarts davon hybridisierte. Die Bindestellen hatten dabei mindestens drei Basen
Abstand zum 5°-Ende des entsprechenden Primers, so dass die Bindestellen nicht ganz am
Rand der Fragmente lokalisiert waren. Mit Hilfe dieser Primer konnten dann an
verschiedenen Positionen in und auBerhalb der Bindestellen Mutationen eingefihrt werden.
Die Ergebnisse dieser Analysen sind in Abb. 22 zusammengefasst. Sie zeigen, dass
Mutationen in den vorhergesagten Bindestellen die Bindung von MitrA hemmen oder
vermindern, wohingegen Mutationen auBerhalb dieser Sequenzen keinen Einfluss auf die
MtrA-Bindung haben. Bei der vorhergesagten Bindestelle nlpC2 ergab die Mutationsanalyse,
dass die Mitte der tatsachliche Bindestelle um 6 Basen gegenlber der vorgeschlagenen
verschoben ist. Die Bindestelle stromaufwarts von mepA und eine Bindestelle stromaufwarts
von nipC Uberlappen mit der -10-Region (Abb. 23). Diese Position der Bindestellen passt zu
der Tatsache, dass MirA als Repressor dieser Gene fungiert. Im Falle der durch MtrA
aktivierten Gene betP und proP liegen die Bindestellen mehr als 100 bp stromaufwarts der
Transkriptionsstartpunkte (-147,5 bp bzw. -112,5 bp).

Mit Hilfe der finf experimentell verifizierten Bindestellen konnte ein erstes Konsensusmotiv
(VRTHASRDHDHSRWMMCR) abgeleitet werden (Abb. 23), das fir die Bindung von MitrA

wichtig zu sein scheint.
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Abb. 22: Mutationsanalysen von mdéglichen MirA-Bindestellen in verschiedenen
Promotorregionen. Mutationen innerhalb und auBerhalb der von MEME vorgeschlagenen putativen
MtrA-Bindestellen in den Promotorregionen von nipC (A), mepA (B), betP (C) and proP (D) sind
unterhalb der Wildtyp-Sequenzen aufgelistet. Fragmente, die diese Mutationen enthalten, wurden mit
den Primerpaaren nlpC1_M_fw/ nlpC1_Mx_rv, mepA_M_rv/ mepA_Mx_fw, proP_M_rv/ proP_Mx_fw
und betP_M_fw/ betP_Mx_rv (vgl.Tab. 1) amplifiziert. Rechts ist angezeigt, ob ein Fragment wie das
Wildtyp-Fragment (++), etwas schlechter (+), kaum (-) oder gar nicht (--) ,geshiftet® wurde. Die
unterstrichene Sequenz gibt die potentielle Bindestelle an, die in weil auf schwarzem Hintergrund
Basen sind fir die MtrA-Bindung wichtig. Im Falle von proP sind auch die Ergebnisse der zugehdrigen
Bandshift-Experimente gezeigt. Die Gele zeigen die Bindung von MtrA (25- and 75-facher molarer
Uberschuss) zu je 100 ng Fragment (157 bp, Endkonzentration 48 nM). Das 20-ul-DNA-Protein-
Gemisch wurde 30 min bei RT inkubiert, bevor es mittels nativer Polyacrylamidgelelekrophorese (15
%) aufgetrennt und mit SybrGreen | gefarbt wurde.
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Gen Sequenz der MtrA-Bindestelle Position  Orientierung
nipC-1 -64,5 +
nipC-2 -10,5 -
mepA -3,5 +
proP -112,5 -

betP -147.5 -
Konsensus VRTHASRDHDHSRWMMCR

Abb. 23: Identifizierte MtrA-Bindestellen und Herleitung eines Konsensusmotivs. Die fiinf in
dieser Arbeit identifizierten MtrA-Bindestellen wurden ,aligned®. Die Position der Mitte der Bindestellen
bzgl. der Transkriptionsstartpunkte ist durch die Nummer in der “Position”-Spalte und die Orientierung
der Bindestellen durch ein Plus- bzw. Minuszeichen angegeben. Schwarz hinterlegte Basen kommen
in mindestens drei der funf MtrA-Bindestellen vor. Die ersten und die letzten zwei Basen sind
vermutlich nicht wichtig fir die Bindung. Die Basen, die die MtrA-Bindung stéren, sind in Abb. 22
gezeigt. V, Adenin, Cytosin oder Guanin; R, Adenin oder Guanin; H, Adenin, Cytosin oder Thymin; S,
Cytosin oder Guanin; D, Adenin, Guanin oder Thymin; W, Adenin oder Thymin; M Adenin oder
Cytosin.

5.3.2 Vergleich der Affinitit von unphosphoryliertem und phosphoryiertem
MtrA+NgsH zu verschiedenen Promotorregionen

Um zu untersuchen, ob MtrA unterschiedliche Affinitdten zu verschiedenen Bindungsstellen
besitzt, wurden Gelretardationsexperimente mit den Subfragmenten nlpC5, mepA3, proP5
und betP4 (Abb. 21) mit neun verschiedenen molaren MirA+Ngsy-Uberschiissen
durchgefthrt. Im Falle von mepA3 und nlpC5 wurden 50 % der eingesetzten Fragmente
schon bei einem ca. 24-fachen molaren MtrA-Uberschuss ,geshiftet*, wohingegen im Falle
von betP4 und proP5 ein ca. 40-facher molarer Uberschuss nétig war, um 50 % der
Fragmente zu binden (Abb. 24). Dies deutet darauf hin, dass die in vitro-Affinitat von
unphosphoryliertem MtrA zu den Promotorregionen von reprimierten Genen ca. 2-fach hdéher
ist als zu denen von aktivierten Genen. Dies korreliert mit dem Ergebnis der DNA-
Affinitdtschromatographie, dass mit den Promotorregionen von nipC und mepA wesentlich
gréBere Mengen MirA angereichert wurden als mit den Promotorregionen von proP und
betP.
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Abb. 24: Vergleich der Affinitat von MtrA+Ngsy zu den DNA-Fragmenten nlpC5, mepA3, proP5
und betP4. Verschiedene Konzentrationen MtrA+Ngsy (8 — 72-facher molarer Uberschuss) wurden
mit 100 ng nlpC5 (A), mepA3 (B), proP5 (C) oder betP4 (D), die eine bzw. zwei (betP4, nlpC5) MtrA-
Bindestellen enthalten (vgl. Abb. 21) in 20 pl gemischt. Die Proben wurden 30 min bei RT inkubiert
und dann auf einem 15 %-igen nativen Polyacrylamidgel aufgetrennt und die DNA anschlieBend mit
SybrGreen | gefarbt.

Um zu untersuchen, welchen Effekt eine Phosphorylierung von MirA auf seine DNA-
Bindungsaffinitdt hat, wurden vergleichende Bandshift-Experimente mit den Fragmenten
nlpC5 und proP5 (vgl. Abb 21) und phosphoryliertem sowie unphosphoryliertem MtrA+Ngsy
durchgefihrt. Dazu wurde MtrA+Ngsy zundchst 30 min mit MalE-PhoSK und 80 uM ATP
inkubiert, um zumindest eine partielle Phosphorylierung von MtrA zu erreichen. Wie in Abb.
25 zu sehen ist, hat phosphoryliertes MtrA eine nur geringfligig héhere Bindungsaffinitat zu
den getesteten Promotorregionen als unphosphoryliertes MtrA. Dieses Resultat konnte drei
Mal unabhangig reproduziert werden. Dass der Unterschied so klein ist kénnte darauf
zurtckzufuhren sein, dass nur eine geringfligige Menge MtrA in der phosphorylierten Form
vorlag. Das Resultat dieses Experiments deutet darauf hin, dass in vivo phosphoryliertes
MtrA fur die Repression von nipC und mepA und fir die Aktivierung von betP und proP

verantwortlich ist.
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Abb. 25: Vergleich der Bindungsaffinitat von unphosphoryliertem (A+C) und phosphoryliertem
MtrA+Ngsy (B+D) an die DNA-Fragmente nlpC5 und proP5. Verschiedene Konzentrationen von
unphosphoryliertem bzw. phosphoryliertem MtrA+Ngsy (8— bis 72-facher molarer Uberschuss) wurden
mit 100 ng nlpC5 (A+B), bzw. proP5 (C+D) (vgl. Abb. 21) in 20 pl inkubiert. Die Proben wurden 30 min
bei RT inkubiert, dann auf einem 15 %-igen nativen Polyacrylamidgel aufgetrennt und anschlieBend
die DNA mit SybrGreen | geféarbt.

5.4 Identifizierung weiterer direkter Zielgene von MtrA

Im Weiteren wurde auf verschiedene Weisen nach zusétzlichen Zielgenen bzw. Regionen,
an die MtrA bindet, gesucht. Um die Bindung von MirA an die in Frage kommenden
(Promotor-) Regionen zu testen, wurden die entsprechenden DNA-Regionen mittels PCR
amplifiziert und in einem Bandshift-Assay mit MtrA+Ngsn eingesetzt (vgl. Abb. 26).

Durch die Transkriptomvergleiche mit den DNA-Microarrays und die ,Dot-Blot“-Experimente
(Brocker, 2003; Mbker et al., 2004) wurden neben nipC, mepA, betP und proP eine ganze
Reihe weiterer Gene identifiziert, die als mdgliche direkte Zielgene von MtrA in Frage
kommen, da ihr mRNA-Level in der AmtrAB- und/oder in der AmtrA-Mutante verglichen mit
dem Wildtyp verandert war. Um zu Uberprtiifen, ob es sich bei den Genen, die entweder in
der AmirAB- oder in der AmirA-Mutante einen mehr als dreifach veranderten mRNA-Level
aufwiesen und bei denen die einen veranderten mRNA-Level in den Dot-Blot-Experimenten
zeigten, um direkte Zielgene des Antwortregulators handelt, sollte die Bindung von MtrA an
die Promotorregionen dieser Gene getestet werden. Bei diesen Genen handelt es sich um
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csbD (NCgl0226), dps (NCgl2897), katA (NCglo251), NCgl1368, NCgl0381/0382, mtrA,
NCgl1291/1290, ppmA (NCgl2737), IpgB (NCgl0723), mscL (NCgl0843) und IcoP
(NCgl2251). Dabei scheinen NCgl1291 und NCgl1290, sowie NCgl0381 und NCgl0382
jeweils ein Operon zu bilden, da die Gene benachbart zueinander liegen sowie nur durch
eine 20 bzw. null Basenpaar-umfassende intergene Regionen voneinander getrennt sind und
gleichermaBen reguliert werden. Wie in Abb. 26 A und B gezeigt bindet MirA an die
Promotorregionen von sechs dieser Gene bzw. Operons, ndmlich an csbD, katA, NCgl1368,
NCgl0381/0382, ppmA und NCgl1290/1291. Der mRNA-Level von csbD, katA und NCgl1368
war erniedrigt in mindestens einer der beiden Mutanten, was darauf hindeutet, dass MtrA
diese Gene aktiviert, wohingegen der mRNA-Level von NCgl0381/0382, ppmA und
NCgl1290/1291 erhdéht war und MirA somit die Transkription dieser Gene vermutlich
inhibiert.

Die ChlIP-to-chip-Ergebnisse deuten an, dass MtrA neben nipC auch an die intergenische
Region zwischen nadE und nrdH und an die Promotorregion von NCgl0102/0103 bindet. Die
Affinitatsreinigungen bestéatigten diese Bindung allerdings nur im Falle der intergenischen
Region von nadE und nrdH. Daher sollte die Bindung von MirA an diese beiden Regionen
mit Hilfe von Bandshift-Experimenten noch einmal untersucht und mit den bisherigen
Ergebnissen verglichen werden. Wie in Abb. 26 F gezeigt bindet MtrA in den Bandshift-
Experimenten an die intergenische Region nadE-nrdH, nicht aber stromaufwarts von
NCgl0102/0103. Dies bestatigt die Ergebnisse der Affinitétsreinigungen und spricht dafdr,
dass die Anreicherung der NCgl0103/0102-Region in den ChlP-to-chip-Experimenten ein
falsch-positives Resultat darstellt. Welchen Einfluss MtrA auf die Transkription von nadE
und/oder nrdH hat ist unklar, da keins der beiden Gene einen veréanderten mRNA-Level in
den Microarray-Experimenten zeigte.

Die Identifizierung des Konsensusmotivs (VRTHASRDHDHSRWMMCR, vgl. Abb. 23)
ermdglichte die Suche nach weiteren Zielgenen im Genom von C. glutamicum. Dazu wurde
im C. glutamicum-Genom nach diesem Konsensusmotiv ohne Zulassung von Insertionen
oder Deletionen mit Hilfe der ERGO-Software (Integrated Genomics) gesucht. Dabei konnte
das Motiv 27-mal identifiziert werden, aber nur acht der Bindestellen, einschlieBlich
derjenigen stromaufwarts von nlpC, mepA, proP und betP, waren in intergenischen
Regionen bis maximal 500 bp stromaufwarts des Startcodons des benachbarten Gens bzw.
der benachbarten Gene lokalisiert. Die drei verbleibenden putativen MtrA-Bindestellen liegen
zwischen den divergent angeordneten Genen NCgl2561 und NCgl2562 zwischen NCgl0531
und NCgl0532 sowie stromaufwérts von rpf2 (NCg0872). NCgl2561 kodiert fir einen
Transkriptionsregulator der GntR-Familie, NCgl2562 fiur ein extracytoplasmatisches
Bindeprotein aus der flinften Gruppe der Bindeproteine (Tam and Saier, 1993), NCgl0532 flir
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die SecY-Untereinheit der Sec-Translokase, NCgl0531 fir einen Transkriptionsregulator der
IcIR-Familie und rpf2 fiir ein Protein, das Ahnlichkeiten zu dem ,resuscitation factor von
Micrococcus luteus zeigt (Hartmann et al., 2004). Die Bandshift-Experimente zeigen (Abb. 26
D), dass MtrA an die intergenische Region von NCgl0531 und NCgl0532 und stromaufwarts
von rpf2 bindet. Rpf2 wies einen 2,25-fach erh6hten mRNA-Level in der AmirAB-Mutante auf
(vgl. Anhang A5, Tab. 11). Dies lasst vermuten, dass die Transkription von rpf2 durch MtrA
reprimiert wird. Ob und welchen Einfluss MtrA auf die Transkription von NCgl0531 und/oder
NCgl0532 hat ist unklar, da keins der beiden Gene einen veranderten mRNA-Level in den
Microarray-Experimenten zeigte.

Dartber hinaus wurde ein zweites Konsensusmotiv abgeleitet (GATNACAATTNGATAACG),
in dem Positionen mit G, A, T oder C belegt wurden, wenn die entsprechende Base in
mindestens drei der funf bisher identifizierten Bindestellen vorkam. Die Suche im Genom von
C. glutamicum nach Sequenzen, die sich in maximal vier Basen von diesem Bindemotiv
unterscheiden und weder Insertionen noch Deletionen beinhalten, ergab 146 Treffer. Von
diesen Treffern liegen 35 bis maximal 500 bp vom benachbarten Gen bzw. von den
benachbarten Genen entfernt. Um einen Eindruck zu gewinnen, ob es sich bei diesen
Motiven tatsachlich um MirA-Bindestellen handelt, sollte zundchst einmal die Bindung von
MtrA an drei der 35 Motive mittels Bandshift-Experimenten getestet werden. Diese drei
Bindestellen liegen alle zwischen je zwei divergent angeordneten Genen: yggB (NCgl1221)-
NCgl1222, NCgl0717-NCgl0718 und NCgl0824-NCgl0825. yggB kodiert fir einen
mechanosensitiven Kanal, NCgl1222 fiur eine putative Thiaminpyrophosphat-abhangige
Acetolactat-Synthase, NCgl0717 und NCgl0718 fir Proteine mit unbekannter Funktion,
NCgl0824 fir eine putative membrangebundene Peptidase und NCgl0825 fir einen
Transporter. Die anschlieBenden Bandshift-Experimente ergaben (Abb. 26 E), dass MtrA
zwischen NCgl0717 und NCgl0718 sowie zwischen NCgl0824 und NCgl0825 bindet. Davon
wies NCgl0717 einen 2,8-fach erhdhten mRNA-Level in der AmitrAB-Mutante und NCgl0824
einen 1,4- bzw. einen 1,5-fach erhdhten mRBNA-Level in der AmirAB- bzw. AmirA-Mutante
auf (vgl. Anhang A5, Tab. 11). Daraus kann man schlieBen, dass die Bindung von MtrA an
die intergenische Region NCgl0717-0718 die Transkription von NCgl0717 inhibiert, jedoch
keinen Einfluss auf NCgl0718 und die Bindung von MirA an die intergenische Region
NCgl0824-0825 die Transkription von NCgl0825 inhibiert, jedoch keinen Einfluss auf
NCqgl0718 hat.

Da der Antwortregulator MtrA aus C. glutamicum in Corynebakterien und Mykobakterien
hoch konserviert ist (vgl. Anhang A1, Abb.32) liegt die Annahme nahe, dass MtrA aus C.
glutamicum und M. tuberculosis ein &hnliches, wenn nicht sogar gleiches Bindemotiv und

(zumindest teilweise) identische Zielgene haben. Fir M. tuberculosis wurde vor kurzem das
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essentielle Replikationsgen dnaA als ein direktes Zielgen von MirA beschrieben (Fol et al.,
2006). Obwohl in unseren Transkriptomanalysen mit der AmirAB-Mutante (Brocker, 2003;
Moker et al., 2004) und der AmtrA-Mutante von C. glutamicum kein veranderter mRNA-Level
von dnaA festgestellt wurde, sollte die Bindung von MirA an die Promotorregion von dnaA
aus C. glutamicum mittels Bandshift-Experimenten tberprift werden. Dazu wurde die Region
von -575 bp bis +38 bp bzgl. des Translationsstartpunktes von dnaA in zwei Teilen
amplifiziert. Abb. 26 C zeigt deutlich, dass MirA an beide Fragmente von dnaA bindet. Der
Promotor von dnaA scheint somit mindestens zwei MtrA-Bindestellen zu beinhalten. Der
Einfluss von MtrA auf die Expression von dnaA ist jedoch noch unklar, da dnaA keinen
veranderten mRNA-Level in den Mutanten verglichen mit dem Wildtyp aufwies.

Dartber hinaus wurde Uberprift, ob MtrA aus C. glutamicum auch an die Promotorregion
von dnaA aus M. tuberculosis bindet. Des Weiteren wurde im Genom von M. tuberculosis
H37Rv nach dem oben identifizierten Bindemotiv (vgl. Abb. 23,
VRTHASRDHDHSRWMMCR) ohne Zulassung von Fehlern gesucht. Dabei konnten 27
mogliche MtrA-Bindestellen identifiziert werden, von denen sechs in intergenischen Region
bis maximal 500 bp stromaufwérts des Startcodons des benachbarten Gens bzw. der
benachbarten Gene lagen. Auch hier sollte an Hand von zwei dieser Genregionen die
Relevanz dieser moglichen Bindestellen getestet werden. Diese zwei mdglichen MitrA-
Bindestellen liegen zwischen Rv0951 und Rv0950c bzw. stromaufwarts von Rv0867c.
Rv0951 kodiert fur die B-Untereinheit der Succinyl-CoA-Synthetase, Rv0950c fiir eine
putative Metallopeptidase und Rv0867c fur Protein mit unbekannter Funktion. Dei Bandshift-
Experimente in Abb. 27 zeigen, dass MtrA an die intergenische Region Rv0951-Rv0950c
und stromaufwarts von Rv0867c, jedoch nicht von dnaA bindet.



Ergebnisse

83

A csbD aps katA NCgl1368 IcoP mitrA
molarer 0 25 75 0 25 75 0 25 75 0 25 75 0 25 75 0 25 75
Uber-
schuss
I
y N "
-
e b el 4
B NCgl0381/ lpgB ppmA_1 ppmA_2 NCgl1291/ mscL
0382 1290
molarer 0 25 75 0 25 75 0 25 75 0 25 75 0 25 75 0 25 75
Uber-
schuss
kd | J
} ‘
ol o S W
ad L
C dnaA_1 dnaA_2 D NCgl2561-  NCgl0532- rpf2
NCgl2562 NCgl0531
molarer 0 25 75 0 25 75 molarer 0 25 75 0 25 75 0 25 75
Uber- Uber-
schuss schuss
\
o/ | &
~ | o | W
(=
bt bt ‘
o b st |Vt e
E yggB- NCglo717-  NCgl0824- F nadE NCgl0103/
NCqgl1222 NCglo718 NCgl0825 - nrdH 0102
molarer 0 25 75 0 25 75 0 25 75 molarer 0 25 75 0 25 75
Uber- Uber-
schuss schuss
J v
| - [y
|
bl ] ™ b

Abb. 26: Bindung von MtrA an verschiedene Promotorregionen. DNA-Fragmente (120 bis 400 bp
lang, Endkonzentration 20 bis 60 nM), die Promotorregionen teilweise oder vollstandig abdeckten,
wurden 30 min bei RT ohne bzw. mit einem 25- oder 75-fachen MtrA+Ngsy-Uberschuss inkubiert. Die
Proben wurden dann auf einem 15 %-igen nativen Polyacrylamidgel aufgetrennt und die DNA mit
SybrGreen | gefarbt. In A bzw. B sind die Bandshifts der Gene zusammengefasst, deren mRNA-Level
in der AmtrAB- oder der AmirA-Mutante erniedrigt bzw. erhéht war, in C die Bandshifts mit zwei
Fragmenten der Promotorregion von dnaA, in D mit Fragmenten, die das Konsensusmotiv
VRTHASRDHDHSRWMMCR enthalten, in E mit Fragmenten, die das Konsensusmotiv
GATNACAATTNGATAACG (mit maximal 4 Fehlern) enthalten und in F) mit den Promotorregionen
von nadE-nrdH und NCgl0103/0102, die in den ChiP-to-chip-Experimenten angereichert worden
waren.
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Abb. 27: Bindung von MirA an verschiedene Promotorregionen aus M. tuberculosis. DNA-
Fragmente (200 — 260 bp; Endkonzentration 30 — 40 nM), die je ca. 1/3 der Promotorregion von dnaA
oder Teile der Promotorregionen mit einer identifizierten MtrA-Bindestelle abdeckten, wurden 30
Minuten ohne bzw. mit einem 25- oder 75-fachen molaren MtrA+Ngsy Uberschuss inkubiert. Die
Proben wurden dann auf einem 15 %-igen nativen Polyacrylamidgel aufgetrennt und die DNA mit
SybrGreen | gefarbt.

Die Suche nach einem gemeinsamen Sequenzmotiv mit Hilfe der MEME-Software
(http://meme.sdsc.edu/meme/meme.himl) in den neu und schon zuvor beschriebenen

Promotorregionen aus C. glutamicum, an die MtrA bindet, ergab die in Tab. 9 dargestellten
Sequenzen. Ob diese tatséchlich die MtrA-Bindestellen reprasentieren, muss jedoch noch
experimentell ~ GUberprift werden. Mit Hife des Programms Weesloco
(http://weblogo.berkeley.edu/) wurden ausgehend von den 18 in Tab. 9 dargestellten

Sequenzen ein Konsensusmotiv abgeleitet. Dabei werden die Basen, die an einer Position
des Bindemotivs vorkommen, gestapelt. Die H6he des ganzen Stapels gibt an, wie
konserviert die Sequenz an dieser Position ist, und die Héhe der einzelnen Buchstaben gibt
die relative Haufigkeit der entsprechenden Base an dieser Position an (Crooks et al., 2004).
Setzt man die mit MEME identifizierten Sequenzen als MirA-Bindestellen voraus, dann
besteht das daraus resultierende Konsensusmotiv aus einem ,direct repeat” von je acht bp,
die durch drei beliebige Basen getrennt wurden (vgl. Abb. 28). Die Bindung an direkte
Sequenzwiederholungen ist typisch fir OmpR-Typ-Regulatoren (He et al., 2006).
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Tab. 9: Ubersicht Giber die identifizierten MtrA-Bindestellen?

Gen oder NCgl-Nummer

MtrA-Bindestelle

mepA

nipC-1

nipC-2

betP

proP

csbD

katA

NCqgl1368
NCgl0381/0382
ppmA
NCgl1291/1290
dnaAf

dnaA2
NCgl0532-NCgl0531
rpf2
NCgl0717-NCgl0718
NCgl0824-NCgl0825
nadE-nrdH

GT
GC
TC
AG
TG
CA
GA
TA
TC
CT
GA
TT
TG
ccC
TT
AA
TA
AA

GGTCACAACTTGATAACGG
GATAACGGTTCGATAACGA
AATAAGGTTACGAAACCGC
CATCACAATGACATAACGA
GGTTACAAATTGGTCACAT
GGTAACGGATTTATATCAA
AGTCAAAAGAGCGTAACGA
GGTCACAAAATGATTTCAG
GATAACGCAATAAAAACTA
AGTCACAAAATGGACACTC
CGAAACAATGCCAAAACAA
GATCTCAAGGTGAACATTA
GACAACATTGTGGAAACAA
GATTACAAATCGGACACGA
AGTCACAATACGGTAACAA
AATAACAAGTCAATAACAA
GATAACAAGATGGTICTCAA
TGTAACGATTCTGTAACGG

AC
CcC
AA
TA
TT
TT
CG
TC
GA
TC
AA
CcC
TG
TT
AC
AC
TT
AC

? Die hier dargestellten Bindestellen wurden bei der Suche nach gemeinsamen Bindemotiven in
allen DNA-Fragmenten, an die MtrA in Bandshift-Experimenten gebunden hat, identifiziert. Die ersten
zwei und die letzten zwei Basen sind vermutlich nicht wichtig fir die Bindung.

A
<
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m
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Abb. 28: Konsensusmotiv, das sich mit Hilfe des Programms Weblogo aus den in Tab. 9
zusammengefassten (mdglichen) MtrA-Bindestellen ergibt.
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Vi Diskussion

Das MirAB-Zweikomponentensystem bestehend aus der Sensorkinase MtrB und dem
Antwortregulator MtrA ist in allen bekannten und sequenzierten Mitgliedern der Ordnung
Acinomycetales, zu der auch die Corynebakterien und Mykobakterien gehdéren, hoch
konserviert (vgl. Anhang A1, Abb. 32 und Anhang A2, Abb. 33). Diese Tatsache l&sst
vermuten, dass es eine wichtige Rolle bei der Anpassung dieser Organismen an ihre Umwelt
spielt. Die Méglichkeit, das mirA-Gen in C. glutamicum zu deletieren, steht im Gegensatz zu
den Arbeiten in M. tuberculosis, wo eine Deletion nicht mdglich war, es sei denn eine
plasmidkodierte Kopie von mirA war anwesend (Zahrt and Deretic, 2000). Die Tatsache,
dass mitrA und mtrB in C. glutamicum deletiert werden konnten, macht C. glutamicum zu

einem idealen Modellorganismus fiir Untersuchungen an diesem Zweikomponentensystem.

1 Phanotypische Charakterisierung verschiedener C. glutamicum-Mutanten

Der Vergleich einer AmirAB-Mutante mit dem Wildtyp deutete darauf hin, dass das MtrAB-
Zweikomponentensystem eine Rolle im Zellwandmetabolismus und in der Osmoregulation
spielt (Moker et al., 2004). Hinweise auf eine Rolle im Zellwandmetabolismus waren die
radikal verdnderte Morphologie der AmtrAB-Zellen (Abb. 3) und ihre veranderte Sensitivitat
gegenlber verschiedenen Inhibitoren der Zellwandsynthese (Tab. 4). Die untypische
Septumbildung der AmtrAB-Mutante im Vergleich zum Wildtyp (vgl. Abb. 5) deutet zusatzlich
darauf hin, dass auch die Zellteilung der Mutante gestért sein kénnte. Die Zellen der AmitrAB-
Mutante waren sensitiver gegentber Penicillin, Lysozym und Vancomycin (Brocker, 2003;
Moker et al., 2004). Wahrend Penicilin und Vancomycin die Quervernetzung des
Peptidoglykans verhindern, katalysiert Lysozym die Hydrolyse der B-1,4-glycosidischen
Verknipfung zwischen N-Acetylglucosamin und N-Acetylmuraminsdure. Der gemeinsame
Angriffspunkt dieser Substanzen ist also das Peptidoglykan. Die Tatsache, dass die AmirAB-
Mutante sensitiver gegenlUber diesen Substanzen ist, lasst vermuten, dass das
Peptidoglykan der Mutante veréndert bzw. geschwécht ist. Auf der anderen Seite sind die
AmtrAB-Zellen resistenter gegenuber Ethambutol. Ethambutol ist ein Medikament gegen
Tuberkulose, das die membrangebundenen Arabinosyltransferasen (kodiert durch die emb-
Gene) inhibiert, die in die Synthese der Arabinogalaktan-Schicht, die in der Zellwand aller
Mykobakterien und Corynebakterien vorkommt, involviert sind (Belanger et al., 1996). Eine
erhdhte Expression des einzigen C. glutamicum-Gens flr eine Arabinosyltranferase (emb,
NCgl0184), die nachgewiesenermaBen zu einer erhdhten Resistenz gegenliber Ethambutol
fuhrt (Radmacher et al., 2005), konnte in der AmtrAB-Mutante jedoch nicht festgestellt
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werden. Da der Phanotyp der AmtrAB-Mutante bzgl. Ethambutolresistenz komplementiert
werden konnte, ist dieser Phanotyp auf die Abwesenheit der mtrAB-Gene zurlckzufiihren.
Somit scheint die verénderte Expression eines oder mehrerer anderer Gene fir die erhéhte
Resistenz der AmirAB-Mutante gegenlber Ethambutol verantwortlich zu sein.

Die Wachstumsvergleiche zeigten, dass der Wildtyp und die AmirAB-Mutante die gleiche
maximale Wachstumsrate aufwiesen, die AmtrAB-Mutante allerdings nur etwa die Halfte der
maximalen ODgoo des Wildtyps erreichte (Tab. 4, Abb. 6), wobei noch Glucose im Medium
vorhanden war. Dieser frihzeitige Wachstumsstopp war auf eine Ansduerung des Mediums
durch die Mutante zuriickzufihren. Die Substanz(en), die fir diese Ansauerung
verantwortlich sind, konnten noch nicht identifiziert werden. Die Bildung von Aminosduren
sowie der organischen Sauren Oxalacetat, Pyruvat, Malat, Succinat, Lactat, Fumarat und
Acetat konnte als Verursacher der Ansauerung ausgeschlossen werden (Brocker, 2003;
Moker et al., 2004).

Komplementationsstudien zeigten, dass der Phanotyp bzgl. Morphologie und Sensitivitat
gegentiber den getesteten Antibiotika auf die Deletion der mtrAB-Gene zurlckzufiihren ist.
Durch Einfihrung plasmidkodierter Kopien der mtrAB-Gene in die AmirAB-Mutante konnten
die genannten Veranderungen vollstandig revertiert werden (Tab. 4). Eine Komplementation
bzgl. der Ansduerung des Mediums und des daraus resultierenden Wachstumsstopps
konnte jedoch nicht erreicht werden (Abb. 8). Diese Eigenschaft kdnnte daher das Ergebnis
einer weiteren Mutation sein, die bei der Deletion der mirAB-Gene oder als Konsequenz der
Deletion aufgetreten sein kénnte.

Ein Vergleich der Transkriptome des Wildtyps und der AmtrAB-Mutante mit Hilfe von DNA-
Mikroarrays ergab eine Reihe von Genen, deren mRNA-Level mindestens dreifach veréndert
war (Brocker, 2003; Moker et al., 2004). Neben mitrA war in der AmirAB-Mutante der mRNA-
Level von vier Genen erniedrigt. Bei diesen Genen handelte es sich um proP, betP,
NCgl1290 und csbD. proP und betP kodieren Transporter fir kompatible Solute, deren
Aktivitat bei hyperosmotischen Stress induziert wird (Peter et al., 1996; Peter et al., 1998),
NCgl1290 ein Protein unbekannter Funktion und csbD ein Protein, das Ahnlichkeit zu einem
Stressprotein von Bacillus subtilis aufweist, dessen Funktion allerdings unbekannt ist (Akbar
et al., 1999). Der mRNA-Level von mtrB war in der AmtrAB-Mutante 2,2-fach erniedrigt. Drei
Gene wiesen in der AmirAB-Mutante einen mehr als dreifach erhdhten mRNA-Level auf:
mepA, ppmA und [pgB. mepA kodiert eine membrangebundene Metallopeptidase, ppmA
einen moglichen membrangebundenen Proteasemodulator und /pgB ein Lipoprotein
unbekannter Funktion (Brocker, 2003; Moker et al., 2004). Das /pgB-Gen ist direkt

stromabwarts von mtrB lokalisiert und wird evtl. mit mirAB zusammen transkribiert (Brocker,
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2003; Moker et al, 2004). Diese Daten weisen darauf hin, dass das MirAB-
Zweikomponentensystem nicht nur im Peptidoglykanmetabolismus, sondern auch bei der
(Osmo-)Stress-Regulation eine Rolle spielen kénnte.

Um zu Uberprifen, ob die erhdhte Expression eines der Gene mepA, ppmA und IpgB fir die
veranderte Morphologie der AmirAB-Mutante verantwortlich ist, sollten die Mutanten
AmitrABAmepA, AmitrABAppmA und AmirABAlpgB konstruiert und  phanotypisch
charakterisiert werden. Die Tatsache, dass die Deletion von IpgB nicht méglich war, kdnnte
ein Hinweis darauf sein, dass dieses Gen eine essentielle Funktion in C. glutamicum hat.

Die Dreifachmutanten AmirABAmepA und AmtrABAppmA wiesen das gleiche
Wachstumsverhalten auf CGXII-Minimalmedium mit 4 % (w/v) Glucose wie die AmirAB-
Mutante auf. D.h. sie hatten die gleiche Wachstumsrate in der exponentiellen Phase wie der
Wildtyp und stellten das Wachstum auf Grund einer Ansduerung des Mediums friihzeitig ein
(Abb. 11), obwohl noch Glucose im Medium vorhanden war. Die Zellldngen der
Dreifachmutanten waren gegenlber denen der AmirAB-Zellen leicht reduziert, jedoch
deutlich langer als die des Wildtyps. Die Sensitivitat gegenlber den getesteten Antibiotika
Penicillin, Vancomycin und Ethambutol war ebenfalls sehr ahnlich zu der der AmitrAB-
Mutante (Tab. 4). Daraus kann man schlieBen, dass der erhéhte mRNA-Level von mepA
bzw. von ppmA alleine nicht fir den Phanotyp der AmtrAB-Mutante verantwortlich ist.

Die Bindungsaffinitit von DNA-bindenen  Antwortregulatoren wird Uber ihren
Phosphorylierungsstatus reguliert. Dabei kann nicht vorhergesagt werden, ob die
unphosphorylierte oder die phosphorylierte Form an die DNA bindet. In Abb. 29 sind diese
verschiedenen Mdglichkeiten fir das MirAB-Zweikomponentensystem in Modell A und B
zusammengefasst. Um nun unterscheiden zu kénnen welche dieser Varianten fur das
MtrAB-Zweikomponentensystem  zutrifft, wurden AmtrA- und AmirB-Einzelmutanten
konstruiert und der Phanotyp dieser Mutanten mit dem des Wildtyps und der AmtrAB-
Mutante verglichen. Da in der AmirA-Einzelmutante kein MtrA anwesend ist, sollte sich diese
Mutante wie die AmirAB-Mutante verhalten. In der AmirB-Mutante kann MtrA nicht mehr
durch MtrB phosphoryliert werden. Ist die unphosphorylierte Form von MirA die DNA-
bindende, so sollte sich AmitrB-Mutante wie der Wildtyp verhalten, bindet jedoch die
phosphorylierte Form von MtrA an seine Zielgene, so sollte der Phanotyp gleich dem der
AmtrAB-Mutante sein.

Das Wachstum der Einzelmutanten auf CGXII-Minimalmedium mit 4 % (w/v) Glucose war
vergleichbar mit dem des Wildtyps. D.h. es erfolgte keine Ansduerung des Mediums, die
Mutanten erreichten die gleiche maximale ODgyy wie der Wildtyp und die Glucose wurde
vollstéandig verbraucht. Nach Erreichen der stationdren Phase jedoch sank die optische
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Dichte friher und schneller als die des Wildtyps, was auf eine schnellere partielle Lyse der
Zellen hindeutet (Abb. 11). Die Zellen der Einzelmutanten waren verlangert verglichen mit
den Wildtyp-Zellen, aber kirzer als die Zellen der AmirAB-Mutante (Tab. 4). Bezlglich der
Sensitivitdt gegenlber den getesteten Antibiotika wiesen die Einzelmutanten den gleichen
Phanotyp wie die AmirAB-Mutante auf, jedoch mit einer Ausnahme: Die Sensitivitat der
AmtrB-Mutante gegenlber Ethambutol war &hnlich zu der des Wildtyps und somit deutlich
niedriger als die der anderen Mutanten (Tab. 4). Ohne Berlcksichtigung des
Wachstumsverhaltens, ist der Phanotyp der AmirA- mit dem der AmirAB-Mutante
vergleichbar. Wie bereits erwahnt, kann dies damit erklart werden, dass in beiden Stammen
kein MtrA vorhanden ist, um an seine Zielgene zu binden. Phanotypische Unterschiede (mit
Ausnahme der Ansauerung) sollten darauf zurtickzufthren sein, dass in der AmirA-Mutante
immer noch die Sensorkinase MirB anwesend ist, die in Abwesenheit von MtrA evtl. auch
andere Antwortregulatoren phosphorylieren kénnte. Die Phosphorylierung eines
Antwortregulators durch eine ,fremde” Sensorkinase wird als ,Cross-talk” bezeichnet. Dass
zumindest in vitro Phosphorylgruppentbertragungen zwischen Sensorkinasen und ,fremden®
Antwortregulatoren in C. glutamicum méglich sind, zeigen die Phosphorylierungsexperimente
dieser Arbeit mit PhoS und MtrA (vgl. unten).

Die AmtrB-Mutante zeigte ebenfalls einen Phanotyp vergleichbar zu dem der AmirAB-
Mutante. Dies deutet an, dass MtrA seine regulatorische Funktion in der phosphorylierten
Form ausubt. MtrA scheint dennoch die Expression eines oder mehrerer Gene zu regulieren,
die daflir sorgen, dass sich die AmtrB-Mutante bzgl. der Ethambutol-Sensitivitat wie der
Wildtyp verhalt. Eine Erklarungsmdglichkeit ware, dass MtrA an einige Promotorregionen in
seiner phosphorylierten Form bindet und an andere in seiner unphosphorylierten Form. Dies
entspricht einer Kombination von Modell A und B (Abb. 29). Eine weitere Moglichkeit ware,
dass MtrA durch andere Sensorkinasen oder niedermolekulare Phosphordonor-Molekile wie
z. B. Acetylphosphat phosphoryliert wird und, dass diese Phosphorylierung ausreicht, um an
die Promotorregionen einiger Zielgene zu binden. Um zu Uberprifen, welche Gene in der
AmtrB-Mutante einen veranderten mRNA-Level aufweisen, kénnte man die Genexpression
der AmtrB-Mutante mit der des Wildtyps vergleichen. Darlber hinaus kénnte Uberprift
werden, ob zumindest in vitro eine Phosphorylierung von MtrA durch Acetylphosphat erreicht
werden kann.

Die Inaktivierung des mirB-Gens in M. avium durch Insertion einer Kanamycinkassette fihrte
zu einer erniedrigten Resistenz gegentber Penicillin, Ciprofloxacin und Clanthromycin, zu
einer erhdhten Permeabilitdt und zu verlangerten Zellen. Darliber hinaus war der mRNA-
Level der mce-Gene (mce steht flir mammalian cell entry) erniedrigt (Cangelosi et al., 2006).
Mce-Proteine sind Invasin-ahnliche exportierte Proteine, die vermutlich beim Eintritt und
beim Uberleben von M. tuberculosis in Makrophagen eine Rolle spielen (Gioffre et al., 2005).
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Dieser Phéanotyp ahnelt in einigen Aspekten (erniedrigte Resistenz gegeniber Penicillin,
verlangerte Zellen) dem der AmtrB-Mutante aus C. glutamicum und deutet somit an, dass
das MirAB-Zweikomponentensystem in C. glutamicum und M. avium teilweise gleiche
Aufgaben erflllt.

Modell A Modell B
MtrA-P fungiert als Transkriptionsregulator MtrA fungiert als Transkriptionsregulator
Stress kein Stress Stress kein Stress
Sensorkinase MtrB Sensorkinase MtrB Sensorkinase MtrB Sensorkinase MtrB
aktiv inaktiv inaktiv aktiv

’ b b )

MtrA ist phosphoryliert || MtrA ist unphosphoryliert MtrA ist unphosphoryliert || MtrA ist phosphoryliert

’ b b )

MtrA bindet an DNA MtrA bindet nicht an DNA MtrA bindet an DNA MtrA bindet nicht an DNA
und fungiert als und fungiert nicht als und fungiert als und fungiert nicht als
Transkriptionsregulator || Transkriptionsregulator Transkriptionsregulator || Transkriptionsregulator
Stressantwort Stressantwort

Abb. 29: Modell der méglichen Arbeitsweisen des MtrAB-Zweikomponentensystems als Antwort auf
Stressbedingungen. In Modell A fungiert die phosphorylierte Form von MtrA und in Modell B die
unphosphorylierte Form von MtrA als Transkriptionsregulator.

Ein genomweiter Vergleich der mRNA-Level der AmirA-Mutante mit denen des Wildtyps
mittels DNA-Microarrays zeigte, dass 21 Gene (einschlieBlich mtrA) einen mehr als zweifach
veranderten mRNA-Level aufwiesen. Sieben dieser Gene hatten ebenfalls einen mehr als
zweifach veradnderten mRNA-Level in der AmtrAB-Mutante verglichen mit dem Wildtyp.
Dabei handelt es sich neben mirA zum einen um die Gene mepA und nlpC, die einen
erh6hten mRNA-Level in den Mutanten aufwiesen und somit evil. durch MtrA reprimiert
werden und zum anderen um die Gene betP, proP, csbD und NCgl1837, die einen
erniedrigten mRNA-Level in den Mutanten aufwiesen und somit evtl. durch MirA aktiviert
werden. In den Fallen, in denen Unterschiede im mRNA-Level nur in der AmirA- oder in der
AmtrAB-Mutante festgestellt werden konnten, kénnte die An- bzw. Abwesenheit von mtrB
eine Rolle spielen. In der AmtrA-Mutante ist MtrB noch anwesend und kénnte evtl. auf Grund
des  fehlenden zugehorigen Phosphorylgruppenakzeptors vermehrt  fremde
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Antwortregulatoren phosphorylieren, die daraufhin ihrerseits die Transkription ihrer Zielgene
verandern. Im Wildtyp sind solche ,Cross®“-phosphorylierungen prinzipiell auch mdglich,
treten aber vermutlich nicht so haufig auf, da die Phosphorylgruppentbertragung von
Sensorkinasen auf den zugehérigen Antwortregulator effektiver sein sollte als auf fremde
(vgl. unten). DarlUber hinaus kdnnen sekundare Mutationen in der AmtrAB-Mutante (vgl.
oben), die wahrend oder als Folge der Deletion stattgefunden haben kdénnten, nicht als
Ursache ausgeschlossen werden.

2 Identifizierung direkter Zielgene von MtrA

Zur Identifizierung von direkten Zielgenen des Antwortregulators wurden verschiedene DNA-
MtrA-Interaktionsstudien durchgefihrt, namlich (1) Chromatin-Immunoprézipitationen
gekoppelt mit DNA-Microarray-Analysen zur ldentifizierung der isolierten DNA-Fragmente
(ChlIP-to-chip-Methode) als ein globaler Ansatz, sowie (2) DNA-Affinitdtschromatographie
und (3) Gelretardationsexperimente als genspezifische Ansétze.

Bei den ChlIP-to-chip-Experimenten waren die ermittelten Anreicherungsfaktoren im
Allgemeinen sehr gering, nur drei Genregionen waren mehr als zweifach angereichert (Tab.
6). Eine dieser Regionen umfasst die Promotorregion von nipC, einem der méglichen
Zielgene von MtrA. Die anderen beiden angereicherten Regionen liegen stromaufwarts des
maoglichen Operons NCgl0102/0103 bzw. zwischen den divergent angeordneten Genen nrdH
und nadE. NCgl0102 und NCgl0103 kodieren Membranproteine unbekannter Funktion, nrdH
ein Glutaredoxin-ahnliches Protein und nadE eine NAD*-Synthetase. Die Gene in der Nahe
dieser beiden angereicherten Regionen zeigten keinen signifikant veranderten mRNA-Level
(vgl. Anhang A5, Tab. 11) in den Mikroarray-Experimenten und von daher ist nicht Klar,
welchen Einfluss MtrA auf diese Gene hat. Die ChlP-to-chip-Experimente deuten an, dass
nipC ein direktes Zielgen von MtrA ist, aber wegen der niedrigen Anreicherungsfaktoren
erwies es sich als schwierig weitere direkte Zielgene zu benennen. Um zu versuchen hdhere
Anreicherungsfaktoren zu erreichen, kénnte man in weiteren ChlP-to-chip Experimenten
mehr Zellen, Antikbrper und/oder Protein A-Agarose einsetzen. Darlber hinaus besteht auch
noch die Mdglichkeit die Wachstumsbedingungen der Zellen so zu verandern, dass mehr
MtrA an seine Zielgene bindet. Dabei waren z. B. hyperosmotische Bedingungen oder eine
Kultivierung der Zellen in Anwesenheit von Ethambutol oder Penicillin denkbar. Da aber die
Ergebnisse der ChIP-to-chip-Experimente mit denen der DNA-Mikroarray-Experimente
vergleichbar sein sollten, wurden die Zellen fir diese Experimente unter den gleichen
Bedingungen kultiviert.
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Da mit Hilfe der ChIP-to-chip-Experimente eine Bindung von MtrA an die Promotorregionen
von mepA, betP und proP nicht klar gezeigt werden konnte, wurden als nachstes DNA-
Affinitatsreinigungen mit den Promotorregionen von mepA, nlpC, betP, proP, nrdH-nadE,
NCgl0102/0103 und einer Reihe von Kontrollpromotoren durchgefiihrt. Dabei konnte mit den
Promotorregionen von mepA, nlpC und nrdH-nadE MtrA in den Hochsalz-Eluaten als eine
der dominanten Proteinbanden identifiziert werden (vgl. Abb. 18). Auch mit den
Promotorregionen von proP und betP konnte MirA im Hochsalz-Eluat identifiziert werden,
obwohl in diesem Fall die entsprechenden Proteinbanden deutlich schwécher waren. Im
Falle der Promotorregion von betP konnte MtrA nur mit Hilfe einer Western-Blot-Analyse mit
MtrA-spezifischen Antikérpern identifiziert werden. MitrA konnte jedoch mit keiner der
Negativkontrollen (Promotoren von icd, odhA, suCD und sdhCAB) angereichert und weder
mittels MALDI-TOF-MS noch durch Western-Blot-Analyse nachgewiesen werden. Das
beweist, dass dieser experimentelle Ansatz zumindest bzgl. MtrA spezifisch ist, auch wenn
auf den silbergeféarbten Gelen viele weitere Proteinbanden zu erkennen sind, die evil.
vermuten lassen, dass dieser experimentelle Ansatz unspezifisch sein kénnte. Neben MtrA
konnten noch eine Reihe anderer Transkriptionsregulatoren mit den Promotorregionen von
mepA, nlpC, betP, proP und nrdH-nadE angereichert und identifiziert werden. Welche Rolle
diese Transkriptionsregulatoren bei der Regulation der entsprechenden Gene spielen, muss
in weiteren Experimenten untersucht werden.

Fasst man die Ergebnisse der bisherigen MtrA-Bindungsstudien mit den Transkriptomdaten
zusammen, wird deutlich, dass mindestens vier Gene unter der direkten Kontrolle von MtrA
stehen. Die Gene mepA und nipC werden durch MtrA reprimiert, wohingegen betP und proP
durch MtrA aktiviert werden. Die Tatsache, dass MtrA effizienter mit den Promotoren der
reprimierten Gene angereichert wurde, deutet darauf hin, dass MirA unter den gewahlten
Bedingungen zu diesen Promotoren eine hdhere Affinitdt hat als zu den Promotoren der
aktivierten Gene. Im Fall der divergent angeordneten Gene nrdH und nadE zeigen sowohl
die ChlP-to-chip-Experimente, als auch die Affinitdtsreinigungen, dass MtrA an die
intergenische Region bindet und somit zumindest eines dieser beiden Gene durch MtrA
reguliert wird. Mit Methoden, die sensitiver als die DNA-Microarray-Analyse sind (z. B.
quantitative real-time-PCR), kénnten evil. Unterschiede im mRNA-Level dieser Gene in der
AmtrA oder AmirAB-Mutante verglichen mit dem Wildtyp detektiert werden. Im Fall der
Promotorregion von NCgl0102/0103 deuten nur die ChIP-to-chip-Experimente auf eine
Bindung von MtrA hin, wohingegen die Affinitatsreinigungen diese Bindung nicht bestatigten
und die Transkriptomdaten nicht auf eine Expressionskontrolle dieser Gene durch MtrA

hinwiesen.
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Die Repression von Genen wird meistens dadurch bewerkstelligt, dass der Regulator in der
Nahe des Transkriptionsstartpunktes bindet und somit die RNA-Polymerase daran hindert,
mit der DNA zu interagieren, wahrend Aktivatorproteine in der Regel weiter stromaufwarts
binden (Babu and Teichmann, 2003). Der Transkriptionsstart der MtrA-Zielgene mepA, betP
und proP war bereits bekannt (Brocker, 2003; Moker et al., 2004). Der Transkriptionsstart
von nipC wurde in dieser Arbeit 244 bp (Primer-Extension Methode) bzw. 242 bp (5 -RACE-
Methode) stromaufwérts des Startcodons identifiziert. Wodurch der 2-bp-Unterschied
zustande kam ist unklar. In beiden Experimenten wurde RNA der AmtrA-Mutante, die unter
gleichen Bedingungen kultiviert worden war, verwendet. Da bei der ,reversen Transkriptase*-
Reaktion kein Transkript synthetisiert werden kann, das Uber die mRNA hinaus geht, wurde
sich im Weiteren auf den Transkriptionsstart, der mit Hilfe der Primer-Extension-Methode
ermittelt wurde, bezogen, da damit das langere Fragment erhalten werden konnte.

Um die genaue Position der Bindestellen von MirA in den Promotorregionen von mepA,
nipC, betP und proP zu bestimmen, wurden Bandshift-Experimente mit den vollstandigen
und mit Teilen der zugehdrigen Promotorregionen durchgefiihrt. Die Tatsache, dass MtrA an
alle Fragmente 1 in Abb. 21 gebunden hat, bestatigt die Ergebnisse der DNA-
Affinitatsreinigungen. Mit Hilfe der subfragmentierten Promotorregionen konnten die
Bindestellen in den Promotorregionen weiter eingegrenzt werden. Im Fall von mepA und
proP konnten jeweils eine Region und im Fall von nipC und betP jeweils zwei Regionen
identifiziert werden, in denen sich eine MirA-Bindestelle befinden muss. Anhand des
schwachen Shifts des Fragments 3 der Promotorregion von betP (Abb. 21 D) kann man
vermuten, dass die Affinitdt von MtrA zu der darin enthaltenen Bindestelle deutlich geringer
ist als zu den finf anderen mdglichen Bindestellen. Eine weitere Erklarung fir den
schwachen Shift kbnnte sein, dass das Fragment 3 nicht die vollstdndige Bindestelle enthalt
oder aber die Bindestelle so nah an einem Ende des Fragments lokalisiert ist, dass der DNA-
Uberhang an der einen Seite nicht fiir eine gute Bindung von MtrA an das Fragment
ausreicht.

Die Suche nach é&hnlichen Sequenzmotiven mit Hilfe der MEME-Software
(http://meme.sdsc.edu/meme/meme.html) und den Fragmenten, in denen eine MirA-
Bindestelle vorhanden sein muss (ohne Fragment 3 aus Abb. 21 D), ergab bis auf eine
Ausnahme die exakten Bindemotive. Dies bestatigten die anschlieBenden Mutationsstudien,
in denen jeweils zwei bis vier Basen der moglichen Bindestellen ausgetauscht wurden und
untersucht wurde, ob sich die Affinitdt von MirA zu der entsprechenden Bindestelle auf
Grund der Mutationen anderte (vgl. Abb. 22). Bei der Ausnahme handelt es sich um eine der
beiden Bindestellen stromaufwarts von nipC, ndmlich um die Promotor-proximale. Hier lag
die tatséachliche Bindesequenz sechs Basen neben der von MEME vorgeschlagenen. Die
Lage der Bindestellen (Abb. 23) passt gut zu der Funktion des Antwortregulators als
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Repressor von mepA und nlpC und als Aktivator von betP und proP, da im Falle von mepA
und nipC zumindest eine Bindestelle mit der -10-Region Uberlappt, wohingegen die
Bindestellen in den Promotorregionen von betP und proP mehr als 100 bp vom
Transkriptionsstart  entfernt liegen. Die Bedeutung der zweiten MtrA-Bindestelle
stromaufwarts von nlpC, die mehr als 60 bp vom Transkriptionsstartpunkt lokalisiert ist, ist
noch unklar. Es ware denkbar, dass nlpC unter verschiedenen Bedingungen durch MirA
reprimiert bzw. aktiviert wird und diese entgegengesetzte Regulation durch zwei
unterschiedliche Bindestellen vermittelt wird. Moglich wére auch, dass in vivo nur eine der
beiden Bindestellen eine physiologische Rolle spielt. Da die Transkription von nipC durch
MtrA reprimiert wird, ware in diesem Fall vermutlich die néher an nipC gelegene Bindestelle
die physiologisch relevante.

Die DNA-Affinitatsreinigungen deuteten an, dass die Affinitdt von unphosphoryliertem MtrA
zu den Promotoren der reprimierten Gene (mepA, nipC) héher ist als zu denen der
aktivierten Gene (betP, proP). Diese Beobachtung wurde durch vergleichende Bandshift-
Experimente mit den Fragmenten nlpC5, mepA3, proP5 und betP4 (Abb. 24) bestétigt. 50%
der DNA-Fragmente nlpC5 und mepA3 wurden bei einem ca. 20-fachen MirA-Uberschuss
geshiftet, wohingegen im Fall von betP4 und proP5 ein ca. 40-facher MtrA-Uberschuss nétig
war. Da die Fragmente betP4 und nlpC5 jeweils zwei MtrA-Bindestellen enthalten, sollen
weitere Bandshift-Experimente mit Fragmenten durchgefihrt werden, die nur eine
Bindestelle enthalten, wie z. B. betP2 und nlpC7 und 8 (Abb. 21).

Da durch die Phosphorylierung des Antwortregulators seine Aktivitat reguliert wird, erwartet
man in vivo unterschiedliche Bindungsaffinitaten zwischen unphosphorylietem und
phosphoryliertem Antwortregulator. Dabei kann nicht vorhergesagt werden, ob die
Phosphorylierung einen positiven oder negativen Einfluss auf das Bindungsverhalten hat.
Um dies in vitro zu untersuchen, wurden Phosphorylierungsexperimente mit gereinigtem
MtrA und gereinigten Derivaten verschiedener Sensorkinasen durchgefuhrt. Die dabei
erhaltenen Ergebnisse waren unabhangig davon, ob der Histidin-,Tag” des MtrA-Derivats
zuvor abgespalten wurde oder nicht. Alle drei in diesem Experiment verwendeten
Sensorkinase-Derivate (MalE-MtrBK, MalE-PhoSK und MalE-CitAC) waren in der Lage, nach
Autophosphorylierung den Phosphat-Rest auf MirA zu Ubertragen (Abb. 17). Die sehr
schwache Phosphorylierung von MtrA durch MalE-MtrBK ist vermutlich auf die schlechte
Autophosphorylierung des MirB-Derivats  zurtckzufihren. Eine deutlich bessere
Phosphorylierung von MtrA konnte durch MalE-PhoSK (ebenfalls aus C. glutamicum) und
durch MalE-CitAC (aus K. pneumoniae) erreicht werden. Wie erwartet ist der
Phosphorylgruppentransfer von PhoSK auf den zugehdrigen Antwortregulator PhoR jedoch
wesentlich effektiver als der auf MirA. Diese Ergebnisse zeigen deutlich, dass
Transphosphorylierungen von Antwortregulatoren durch fremde Sensorkinasen (,Cross-talk®)
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zumindest in vitro nicht nur innerhalb einer Spezies, sondern auch zwischen verschiedenen
Spezies mdglich sind. Ob ,Cross-talks® in C. glutamicum auch in vivo eine Rolle spielen ist
nicht klar. Solch ein ,Cross-talk“ konnte in E. coli fir die Sensorkinase ArcB und den nicht
zugehorigen Antwortregulator OmpR gezeigt werden. Dabei scheint jedoch die Interaktion
von der Histidin-Phosphoryl-Transfer-Doméane von ArcB abhangig zu sein (Matsubara et al.,
2000). Diese Doméane besitzt MtrB nicht, dennoch kénnen ,Cross®-phosphorylierungen nicht
ausgeschlossen werden.

Die Bindungsaffinitat von phosphoryliertem MtrA zu den getesteten Fragmenten proP5 und
nlp5 (vgl. Abb. 21) ist in vitro kaum gegentber unphosphoryliertem MirA (Abb. 25) erhdht.
Ob die Bindungsaffinitdt von MirA in vivo ebenfalls so geringfigig durch die
Phosphorylierung beeinflusst wird, oder ob der minimale Affinitdtsunterschied darauf
zurickzufuhren ist, dass nur ein sehr geringer Teil des Antwortregulators phosphoryliert
wurde, ist noch offen. Méglicherweise kdnnte eine effizientere Phosphorylierung durch ein
aktiveres MtrB-Derivat oder durch niedermolekulare Phosphorylgruppendonoren wie z. B.
Acetylphosphat erreicht werden. Da bei der Kristallisation von MtrA aus M. tuberculosis ein
Calcium-lon in der Empfanger-Domane co-kristallisiert wurde (vgl. Abb. 30), ist es denkbar,
dass fiir eine effiziente Phosphorylierung die Anwesenheit von Ca*-lonen nétig ist.
Wabhrscheinlicher ist jedoch, dass das in der Kristallstruktur vorhandene Ca*-lon das
iblicherweise in der Regulator-Domane enthaltene Mg®*-lon ersetzt. Dennoch deuten die
Ergebnisse an, dass durch die Phosphorylierung die Affinitdt von MirA zu den

Promotorregionen von sowohl reprimierten als auch aktivierten Genen erhéht wird.

Mit Hilfe weiterer Bandshift-Experimente konnten neben den Promotorregionen von mepaA,
nipC, betP und proP 12 zusétzliche identifiziert werden, an die MtrA bindet (Abb. 26). Die
Ergebnisse der Transkriptomchips, mit denen genom-weit die mRNA-Level von AmirAB bzw.
AmtrA mit denen des Wildtyps verglichen wurden, geben Hinweise darauf, dass acht der
maoglichen Gene bzw. Operons unter den getesteten Bedingungen durch MtrA reprimiert und
finf aktiviert werden (vgl. Anhang A5, Tab. 11).

Bei den reprimierten Genen bzw. Operons handelt es sich neben mepA und nipC um die
Gene NCgl0824, ppmA, NCgl0381/0382, rpf2, NCgl0717 und NCgl1290/1291. Wie mepA
und nipC scheint auch NCgl0824 fir eine mdgliche Zellwandpeptidase zu kodieren.
NCgl0824 besitzt im N-Terminus eine Transmembranhelix und ist somit vermutlich
membrangebunden. Der C-Terminus weist mit 67 % Sequenzidentitét eine starke Ahnlichkeit
zu dem C-Terminus von MepA auf. Er befindet sich voraussichtlich ebenfalls auf der
extracytoplasmatischen Seite und enthélt eine Metallopeptidasedomane der M23-Familie.
Damit gehdrt NCgl0824 in die gleiche Familie der Peptidasen wie MepA und wird MepB
genannt. NCgl0381 und NCgl0382 kodieren fur putative am H&am-Tansport beteiligte
Proteine (Wennerhold and Bott, 2006) und das rpf2-Gen fiir ein Protein, das Ahnlichkeit zu
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Rpf (,resuscitation-promoting factor) aus Micrococcus luteus aufweist. In C. glutamicum
verklrzt Rpf2 zusammen mit Rpf1 die ,Lag“-Phase und erniedrigt die Verdopplungszeit von
Zellen die lange gelagert wurden, bevor sie zum Inokulieren einer frischen Kultur verwendet
wurden (Hartmann et al., 2004). NCgl0717, NCgl1290 und NCgl1291 kodieren fir Proteine
unbekannter Funktion.

Bei den aktivierten Genen handelt es sich neben proP und betP um csbD, katA und
NCgl1368. csbD kodiert fiir ein mdgliches stressinduziertes Protein, katA fir das Hamprotein
Katalase und NCgl/1368 fiir eine mégliche Acetyltransferase.

Die verbleibenden drei MtrA-Bindestellen liegen stromaufwérts von dnaA bzw. in den
intergenischen Regionen NCgl0532-NCgl0531 und nadE-nrdH. Der mRNA-Level dieser fiinf
Gene war in den Transkriptomchip-Experimenten unveréndert (vgl. Anhang A5, Tab. 11).
Daher ist noch unklar, ob diese Bindestellen in vivo flr die Expression der benachbarten
Gene relevant sind und wenn ja unter welchen Bedingungen. dnaA kodiert das essentielle
und hoch konservierte Replikationsinitiationsprotein, das vermutlich auch als
Transkriptionsregulator fungieren kann (Messer, 2002), NCgl0532 die SecY-Untereinheit der
Sec-Translokase, NCgl0531 einen Transkriptionsregulator, nrdH ein Glutaredoxin-ahnliches
Protein und nadE eine NAD*-Synthetase. Dass MtrA auch an die Promotorregion von dnaA
bindet deutet an, dass dnaA ein direktes Zielgen von MirA ist. Dies stimmt mit den
Beobachtungen in M. tuberculosis Uberein, wo dnaA ein direktes Zielgen des
Antwortregulators MtrA zu sein scheint (Fol et al., 2006). Damit ist das erste gemeinsame
Zielgen von MtrA aus C. glutamicum und MtrA aus M. tuberculosis (mMtrA) identifiziert. Dies
unterstitzt die Vermutung, dass MtrA in allen Organismen ein zumindest teilweise
Uberlappendes Spektrum an Zielgenen hat und somit teilweise die gleichen physiologischen
Funktionen. Auf der anderen Seite scheint die Erkennungssequenz von MtrA nicht mit der
von mMtrA identisch zu sein, da MirA unter den gewahlten Bedingungen nicht an die
Promotorregion von dnaA aus M. tuberculosis bindet. Daher kann man aus der Tatsache,
dass MtrA aus C. glutamicum stromaufwarts von Rv0867 und zwischen den divergent
lokalisierten Genen Rv0951 und Rv0950c bindet, nicht zwangslaufig schlieBen, dass auch
mMtrA dort bindet. Rv0951 kodiert fir die B-Untereinheit der Succinyl-CoA-Synthetase,
Rv0950c fur eine putative Metallopeptidase und Rv0867c fur Protein mit unbekannter
Funktion.

In allen Fragmenten, an die MtrA bindet, konnte mittels der MEME-Software eine Sequenz
identifiziert werden (Tab. 9), die dem mittels Mutationsanalysen verifizierten Bindemotiv
(Abb. 23) ahnlich ist. Dieses Bindemotiv (Abb. 28) besteht aus 19 Basen bzw. aus einer
direkten Wiederholung aus je acht Basen, die durch drei beliebige Basen getrennt sind (8-3-
8-Form). Die Bindung von OmpR-Typ-Antwortregulatoren an ,direct repeats® ist typisch
(Martinez-Hackert and Stock, 1997). So binden z. B. auch MprA aus M. tuberculosis und
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PhoP aus Bacillus subtilis an ,direct repeats”. Im Falle von MprA besteht die Bindestelle
ebenfalls aus der 8-3-8-Form (He et al, 2006), wohingegen PhoP an eine direkte
Wiederholung aus je sechs Basen bindet, die durch finf beliebigen Basen getrennt werden
(Liu et al., 1998). Die Tatsache, dass ein DNA-Bindemotiv etwa finf Basen erkennt (Muller-
Hill, 1996) lasst vermuten, dass MtrA als Dimer an die DNA bindet. Die Untersuchungen, in
welcher Form MtrA in Lésung vorliegt, ergaben kein eindeutiges Ergebnis. Sowohl in nativen
Acrylamidgelen als auch bei der Gelfiltrationschromatographie konnte flir MtrA ein
Molekulargewicht zwischen dem eines Monomers (27,1 kDa) und dem eines Dimers (54,2
kDa) bestimmt werden. Um dieses Laufverhalten erklaren zu kdénnen, kann man sich die
bereits geldste Kristallstruktur von mMtrA zu nutze machen. MtrA aus C. glutamicum und aus
M. tuberculosis gehdren zur OmpR-Familie der Antwortregulatoren, die sich durch ein
,winged Helix-turn-Helix* (wHTH)-Motiv auszeichnet (Kenney, 2002). Die Sequenzidentitat
zwischen MtrA und mMtrA betragt 72 %, so dass man von der mMtrA-Struktur auf die MtrA-
Struktur aus C. glutamicum ruckschlieBen kann. Der Antwortregulator MtrA aus M.
tuberculosis konnte als Calcium-Komplex mit einer Auflésung von 2,1 A kristallisiert werden
(http://www.ncbi.nIm.nih.gov/Structure/mmdb/mmdbsrv.cgi?form=6&db=t&Dopt=s&uid=3948
0). Dabei war ein Ca**- anstelle eines Mg®*-lon in der Regulator-Domane lokalisiert (pinker
Teil in Abb. 30). Dieser Austausch kénnte auf die Abwesenheit von Mg®*-lonen im
Kristallisationsansatz zurlickzufiihren sein. Die nahezu vollstandig geldste Kristallstruktur
macht deutlich (Abb. 30), dass MirA eine fir Antwortregulatoren typische Zwei-Doméanen-
Struktur besitzt und als Monomer vorliegt. Diese Struktur kénnte das Laufverhalten in der
GrodBenausschlusschromatographie erklaren. MtrA verhalt sich vermutlich wie ein Protein mit
gréBerem Molekulargewicht, da kugelige Proteine und somit auch alle Standardproteine ein
gréBeres Masse-zu-Volumen-Verhéltnis haben. Somit deutet die experimentell bestimmte
Masse (31,3 kDa) an, dass MtrA in Losung als Monomer vorliegt. Vermutlich begunstigt die
Bindung von MirA an die DNA und/oder seine Phosphorylierung die Dimerisierung von MtrA.
Dies ist z.B. fir OmpR aus E. coli gezeigt worden. OmpR liegt in Lésung als Monomer vor
und seine Dimerisierung wird sowohl durch Phosphorylierung als auch durch Bindung an die
DNA stimuliert (Maris et al., 2005).
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Abb. 30: Kristallstruktur des MtrA-Ca**-Komplexes aus M. tuberculosis. Die N-terminale Regulator-
Domane ist in pink dargestellt und die C-terminale Effektor-Doméane in blau. N- und C-Terminus sind
in gelb hervorgehoben.

3  Funktion des MirAB-Zweikomponentensystems

Die Funktionen der durch die Zielgene von MirA kodierten Proteine lassen sich auf den
ersten Blick nicht in eine gemeinsame Klasse einordnen. Einige spielen z. B. eine Rolle bei
verschiedenen Stresssituationen. So werden BetP und ProP bei der hyperosmotischen
Stressantwort benétigt, KatA bei oxidativem Stress, MepA, MepB, NIpC und PpmA
vermutlich in ,cell envelope“-Stress und CsbD evil. bei bisher unbekannten
Stresssituationen. In Bacillus subtilis gehért csbD zu dem Regulon der o®-abhangigen
allgemeinen Stressantwort (Pragai and Harwood, 2002). Ob csbD in C. glutamicum neben
MtrA auch noch durch ¢® oder einen anderen Sigmafaktor reguliert wird, ist bisher nicht
bekannt. Die Funktionen dieser Zielgene lassen vermuten, dass das MirAB-
Zweikomponentensystem auf eine Reihe verschiedener Stresssituationen  wie
,cell envelope“-Stress, hyperosmotischen Stress und oxidativen Stress reagiert und eine
allgemeine zellulare Stressantwort auslést. Die putativen Peptidasen MepA, MepB und NIpC
kénnten dardber hinaus auch bei der Zellwandsynthese oder beim Zellwand-,turnover® eine
Rolle spielen, so dass es ebenfalls denkbar ist, dass MtrA einen regulatorischen Einfluss auf
diese Prozesse innerhalb der Zelle hat. Die mégliche Regulation der Transkription von dnaA
durch MtrA zeigt, dass das MirAB-Zweikomponentensystem auch bei der Regulation der
Replikation und zusammen mit MepA, MepB und NIpC bei der Zellteilung eine Rolle spielen
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kénnte. Da MtrA auch einen Einfluss auf die Transkription von rpf2 hat, kébnnte das MtrAB-
Zweikomponentensystem in die interzellulare Kommunikation von C. gutamicum involviert
sein (Hartmann et al., 2004). MtrA kdnnte z. B. daflr sorgen, dass unter bestimmten
Stressbedingungen das Wachstum eingestellt wird. In E. coli scheint der Zellzyklus bzw. die
Zellteilung unter anderem ebenfalls durch verschiedene Stresssituationen, wie z. B. die
SOS- oder Hitzeschockantwort, beeinflusst zu werden (Donachie, 1993; Wick and Egli,
2004). Daher ist die gleichzeitige Regulation von Genen, die an der Stressantwort und an der
Zellteilung beteiligt sind, nicht verwunderlich. In M. tuberculosis konnte gezeigt werden, dass
mtrA unter der Kontrolle von SigC, einem alternativen RNA-Polymerase Sigmafaktor, der in
der exponentiellen Wachstumsphase transkribiert wird, steht (Sun et al.,, 2004). Dieser
Sigmafaktor gehért zur Gruppe der ECF-Sigmafaktoren (ECF steht fir ,extracytoplasmatic
function®), die in der Regel Prozesse regulieren, die nach ,auBen“ gerichtet sind, wie z. B.
Transport und Sekretion. Der ECF-Sigmafaktor o= spielt z. B. bei periplasmatischem oder
,cell envelope*- Stress und bei Hitzestress eine Rolle (Helmann, 2002; Wick and Egli, 2004).
Ob die Transkription von mtrA in C. glutamicum ebenfalls durch SigC oder einen anderen
Sigmafaktor reguliert wird, ist unbekannt. Dass jedoch Sigmafaktoren und
Zweikomponentensysteme zusammen auf eine Art von Stress reagieren, ist schon in E. coli
gezeigt worden. Dort ist z. B. die ,cell envelope“-Stressantwort abhangig von dem ECF-
Sigmafaktor 6 und den Zweikomponentensystemen CpxA/CpxR und BaeS/BaeR, wobei die
generelle Stressantwort in E. coli in erster Linie nur durch o° reguliert wird (Wick and Egli,
2004). Ob die Acetyltransferase (kodiert durch NCg/1368), die mdglicherweise am Ham-
Transport beteiligten Proteine (kodiert durch NCgl0381 und NCgl0381) und die Proteine,
denen bisher keine Funktion zugeordnet werden konnte, in der Stress-Antwort, beim
Zellwandmetabolismus oder beim Zellzyklus eine Rolle spielen oder ob das MirAB-
Zweikomponentensystem noch andere Aufgaben erflllt, in die diese Proteine involviert sind,
ist noch nicht klar.

Da das Gencluster, das MirA, MirB und LpgB kodiert, in fast allen sequenzierten
Actinobacteria hoch konserviert ist, vermuten Hoskisson und Hutchings, dass das
Lipoprotein LpgB eine wichtige Rolle bei der Signaltransduktion durch das MitrAB-
Zweikomponentensystem spielt. LpgB kdnnte mit der Sensorkinase MtrB interagieren und
dadurch die Aktivitdt von MtrB modulieren (Hoskisson and Hutchings, 2006). Ob diese
Hypothese zutrifft und welche Rolle LpgB in C. glutamicum spielt, muss in weiterfihrenden
Experimenten noch geklart werden.

Die Tatsache, dass einige der direkten Zielgene einen verdnderten mRNA-Level in der
AmtrAB- bzw. der AmtrA-Mutante verglichen mit dem Wildtyp aufwiesen, zeigt, dass MitrA
unter den von uns verwendeten Standardbedingungen als Transkriptionsregulator aktiv ist
und evtl. schon verschiedenen Stressbedingungen ausgesetzt zu sein scheint.
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Fasst man die Ergebnisse aus C. glutamicum zusammen (vgl. Abb. 31), so scheint es, dass
MtrAB eine generelle Stressantwort auslést. Darlber hinaus kénnte MirA sowohl bei der
Regulation der Zellwandsynthese oder des Zellwand-,turnover” als auch bei der Regulation
der Zellteilung und des Zellzyklus eine Rolle spielen.

betP
proP
katA
csbD
> aligemelne Stressantwort
nipC | )
Stress == MrB== M{trA O, ,mepA| | + Zeliwandsynthese oder -"tumover”
ppmA ’ lung/Zelizykius

B ORI

Abb. 31: Modell zur regulatorischen Funktion des MtrAB-Zweikomoponentensystems aus C.
glutamicum.
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VIl Anhang

A1 Alignment von MtrA aus verschiedenen Corynebakterien und
Mykobakterien

Abb. 32: Sequenzalignment des MtrA-Proteins aus C. glutamicum (Cgl), C. efficiens (Cef), C.
diphtheriae (Cdi), C. jeikeium (Cje), M. microti (Mmi), M. leprae (Mle), M. marinum (Mar), M.
tuberculosis (Mtu), M. bovis (Mbo), M. avium (Mav), M. smegmatis (Msm), Rhodococcus (Rho),
Nocardia farcinica (Nfa), Streptomyces coelicolor (Sco), Streptomyces avermilitis (Sav) Thermobifida
fusca (Tfu), Brevibacterium linens (Bli) und Leifsoniy xyli (Lxy). Die mdgliche Phosphorylierungsstelle
in C. glutamicum ist mit einem * gekennzeichnet.

Empféanger-Doméne

Cgl
Cef
Cdi
Cje
Mmi
Mtu
Mbo
Mle
Mma
Mav
Msm
Rho
Nfa
Sco
Sav
Tfu
Bli
Lxy
Cgl
Cef
Cdi LLDLMLPGMNGIDECREIROESAVP IVMLTAKTDTVDVVLGLESGADDYINKPFKPKELE
Cje LLDVMLPGMNGIDVCKEIRETSEVPIVMLTARTDTVDVVLGLESGADDY BIKPFKPKELYV]
Mmi LLDLMLPGMNGIDVCRVERADSGVPIVMLTAKTDTVDVVLGLESGADDYIMKPFKPKELYV
Mtu LLDLMLPGMNGIDVCRVERADSGVPIVMLTAKTDTVDVVLGLESGADDYIMKPFKPKELYV
Mbo LLDLMLPGMNGIDVCRVERADSGVPIVMLTAKTDTVDVVLGLESGADDYIMKPFKPKELYV
Mle LLDLMLPGMNGIDVCRVERADSGVPIVMLTAKTDTVDVVLGLESGADDYIMKPFKPKELYV
Mma LLDLMLPGMNGIDVCRVERADSGVPIVMLTAKTDTVDVVLGLESGADDYIMKPFKPKELYV
Mav LLDLMLPGMNGIDVCRVERADSGVPIVMLTAKTDTVDVVLGLESGADDYIMKPFKPKELYVY
Msm LLDLMLPGMNGIDVCRVERADSGVPIVMLTAKTDTVDVVLGLESGADDYMMKPFKPKELYV
Rho LLDLMLPGMNGIDVCRVERADSGVPIVMLTAKTDTVDVVLGLESGADDYIMKPFKPKELYV
Nfa LLDLMLPGMNGIDVCRVERADSGVPIVMLTAKTDTVDVVLGLESGADDYIMKPFKPKELYVY
Sco LLDLMLPGERWGIEVCRELIRAESGVPIVMLTAKSDTVDVVMGLESGADDY IMKPFKPKELY
Sav LLDLMLPGERWGIEVCRELIRAESGVPIVMLTAKSDTVDVVMGLESGADDY IMKPFKPKELYVY
Tfu LLDLMLPGENGIDVCROERAESGVPIVMLTAKSDTVDVVLGLESGADDY IMKPFKPKELYVY
Bli LLDLMLPGKDGLEVCREIRE!SEVPIIMLTAKSDTVDVVLGLESGADDYVEKPFKPKELI

Lxy
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Effektor-Doméne

VETRERLLEGYWWGYRHADTRLVNVHVORLRAKEEKDPENP@IVLTVRGVGY KNG\
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FTREBLLOINVWGYRNABIDTRLVNVHVORLRSKEEKDPENPEIIVLTVRGVGY KING @)
FSREELLEQVWGYRKSSDTRLVNVHIQRLRSKVERDPDEPKII@TVRGIGYKTGE**
VETRDVLLEQVWGYRHIZSADTRLVNVHVQRLRAKVEKDPENPIVVLTVRGVGYKAGPP

VETRDVLLEQVWGYRHIZSADTRLVNVHVQRLRAKVEKDPENPIVVLTVRGVGYKAGPP

VETRDVLLEQVWGYRHIZSADTRLVNVHVQRLRAKVEKDPENPIVVLTVRGVGYKAGPP
FTRDVLLEQVWGYRHIZQADTRLVNVHVQRLRAKVEKDPENPIVVLTVRGVGYKAGPP

FTRDVLLEQVWGYRHIZQADTRLVNVHVQRLRAKVEKDPENPIVVLTVRGVGYKAGPP

VETRDVLLEQVWGYRHIZSADTRLVNVHVQRLRAKVEKDPENPIVVLTVRGVGYKAGPP

VETRDVLLEQVWGYRHIZSADTRLVNVHVQRLRAKVEKDPENPOVVLTVRGVGYKAGPP

VFTREVLLEQVWGYRHAADTRLVNVHVQRLRAKVEEDPENPE VLTVRGVGYKAGPPgg
FTREVLLEQVWGYRHAADTRLVNVHVQRLRAKVEKDPENPERIVLTVRGVGYKAGPP
FTREVLLEQVWGYRHAADTRLVNVHVQRLRSKVEKDPEISPR I VMTVRGVGYKAGPSH
VETREVLLEQVWGYRHAADTRLVNVHVORLRKVEKDPERPIRIVMTVRGVGYKAGPSE
VETREVLLEQVWGYRHAADTRLVNVHVORLRAKEEKDPERIPIIVMTVRGVGYKAGS P
VFSREELLEEVWGYRHAADTRLVNVHVQRLREKIERDPEKPDIIVTVRGVGYKAGRAA
FTREMLLEQVWGY|s8NADTRLVNVHVORLRAKVERDPDNPISIVMTVRGVGYRAGIW:NN
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A2 Alignment von MtrB aus verschiedenen Corynebakterien und
Mykobakterien

Abb. 33: Sequenzalignment des MirB-Proteins aus C. glutamicum (Cgl), C. efficiens (Cef), C.
diphtheriae (Cdi), C. jeikeium (Cje), M. microti (Mmi), M. leprae (Mle), M. marinum (Mar), M.
tuberculosis (Mtu), M. bovis (Mbo), M. avium (Mav), M. smegmatis (Msm), Rhodococcus (Rho),
Nocardia farcinica (Nfa), Streptomyces coelicolor (Sco), Streptomyces avermilitis (Sav) Thermobifida
fusca (Tfu), Brevibacterium linens (Bli) und Leifsoniy xyli (Lxy). Die mdgliche Phosphorylierungsstelle
in C. glutamicum ist mit einem * gekennzeichnet.
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Cgl
Cef
Cdi
Cje
Mbo
Mmi
Mtu
Mma
Mle
Mav
Msm
Rho
Nfa
Sco
Sav
Tfu
Bli
Lxy

Cgl
Cef
Cdi
Cje
Mbo
Mmi
Mtu
Mma
Mle
Mav
Msm
Rho
Nfa
Sco
Sav
Tfu
Bli
Lxy

141
126
139
208
178
178
178
178
178
177
177
156
198
170
226
195
176
167

196
181
194
263
233
233
233
233
233
232
232
211
252
230
286
249
232
225

Sensor-

Domane

AROVVIEPERSASRIA
RIA

Transmembranhelix

SAHL

LIVVVLLG TARL

NLELYLIFPL‘NEQATITLVRGTMATGELVLLVLLAGIALL
INLELYLEFPLIMNEGAT TLVRGTMATGGMVLLVLLEGIALL
NLELYLIFPLKNEQ‘TIQLVRGTMETGGEVLLVLLAGIALL
NLELYLIFPLNNEESTI‘LVRGTMATGGVVLLELLAAIAL
it AL IVGTPTINS B INMN E 1Y LVEFPLINGEENT LSLVRGTEINY
"\ [ T T GSPSHEEEN TISUNT F 1Y T VE P LN

EERSL LMRGTM

GAEVL LVLLAATNSNIT
GGLVLLVLLAATWAL

READGINLINERMPVRGEDDMARLAMSENEMAESLSROQIWOLEEF
READGINLINERM] RGE DDMARLAFNEMAE SLSNOIMOLEEFE

WGEDD IARLGFN
IGEDD IARLGFN




Anhang

113

Cgl
Cef
Cdi
Cje
Mbo
Mmi
Mtu
Mma
Mle
Mav
Msm
Rho
Nfa
Sco
Sav
Tfu
Bli
Lxy

Cgl
Cef
Cdi
Cje
Mbo
Mmi
Mtu
Mma
Mle
Mav
Msm
Rho
Nfa
Sco
Sav
Tfu
Bli
Lxy

256
241
254
323
293
293
293
293
293
292
292
271
312
290
346
309
292
285

316
301
314
383
353
353
353
353
353
352
352
331
372
350
406
369
352
345

Kinase-Domane

>
GNLQRQFTSDVSHELRTPLTTVRMAADLI‘DSEDELSEGARR‘SQLMNRELDRFESLLSD

GNLQRRFTSDVSHELRTPLTTVRMAADLIYDHS‘DLDPTLERSTELMVﬁELDRFESLLND
N

LRRSEELMV ELDRFETLLiD

GNLQKRFTSDVSHELRTPLTTVRMAADLIHDGSDELDPSLKRESELLVTELDRFESLLGD

ELLVTELDRFEELLND

Kinase-Domane

LLEISRHDAGVAELSMER
LLEISRHDAGVAELSMER
LLEISRHDAGVAELSMER
LLEISRHDAGVAELSNMER
LLEISRHDAGVAELSMER

LLEISRHDAGVAELSMER




114 Anhang
Kinase-Doméne
Cgl 376
Cef 361 B~ vAL TVIBDEIGYGLERCEEEL vENRFWRA
cdi 374 EAVEVEg
Cje 443 l
Mbo 413 AVTVRDMGVGLRPGEEKLVF SREWRE
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A3 Restriktionskarten der konstruierten Plasmide

pCR2.1-mtrAB

/3

lacZo™
v mtrA
6000

e

10

** pCR2.1-mtrAB
6273 bps

00
mitrB
2000

'IacZoc

Abbildung 34: Plasmid pCR2.1-mirAB mit einem 2,3 kbp PCR-Fragment (Primer MtrA_BamHI_fw
und MtrB_BamHI_rv), das die mirAB-Gene inkl. der putativen RBS aus C.
glutamicum enthalt.

pEKEx2-mitrAB

.BamHI

P
tac N
mirA
facld '

10000

mitrB

-
2000

PEKEx2-mtrAB
10485 bps

_.BamHI

8000

Abbildung 35: Plasmid pEKEx2-mirAB mit einem 2,3 kbp PCR-Fragment, das die mirAB-Gene
inkl. der putativen RBS aus C. glutamicum enthélt und zuvor aus dem pCR2.1-
mtrAB mittels BamHI herausgeschnitten wurde, in der BamHI-Schnittstelle.
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pK19mobsacB-AmepA
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Abbildung 36: Plasmid pK19mobsacB-AmepA mit einem 925 bp ,Crossover‘-PCR-Fragment
(Primer Delta mepA-1, Delta mepA-2, Delta mepA-3, Delta mepA-4) in den Xmal-
und Xbal-Schnittstellen, das die mepA-flankierenden Bereiche aus C. glutamicum

enthalt.

pK19mobsacB-AppmA

Xmaj

\
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Abbildung 37: Plasmid pK19mobsacB-AppmA mit einem 883 bp ,Crossover‘-PCR-Fragment
(Primer Delta ppmA-1, Delta ppmA-2, Delta ppmA-3, Delta ppm-4) in den Xmal- und
Xbal-Schnittstellen, das die ppmA-flankierenden Bereiche aus C. glutamicum

enthalt.
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pK19mobsacB-AlpgB
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Abbildung 38: Plasmid pK19mobsacB-AlpgB mit einem 982 bp ,Crossover‘-PCR-Fragment
(Primer Delta IpgB-1, Delta IpgB-2, Delta IpgB-3, Delta IpgB-4) in den Xmal- und

Xbal-Schnittstellen, das die lpgB-flankierenden Bereiche aus C. glutamicum AmtrAB
enthalt.

pK19mobsacB-AmirABAIpqgB
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Abbildung 39: Plasmid pK19mobsacB-AmtrABAIpgB mit einem 908 bp ,Crossover“-PCR-Fragment
(Primer Delta mtrAB IpgB-1, Delta mirAB IpgB-2, Delta mtrAB IpgB-3, Delta mtrAB
IpgB-4) in den Xmal- und Xbal-Schnittstellen, das den 5'- flankierenden Bereich von
mirA und den 3’ -flankierenden Bereich von [pgB aus C. glutamicum enthalt.
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pk19mobsacB-AmirA
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Abbildung 40: Plasmid pK19mobsacB-AmirA mit einem 871 bp ,Crossover‘-PCR-Fragment
(Primer Delta mtrA-1, Delta mirA-2, Delta mtrA-3, Delta mtrA-4) in den Xmal- und
Xbal-Schnittstellen, das die mtrA-flankierenden Bereiche aus C. glutamicum enthalt.
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Abbildung 41: Plasmid pK19mobsacB-AmirB mit einem 707 bp ,Crossover‘-PCR-Fragment
(Primer Delta mtrB-1, Delta mtrB-2, Delta mirB-3, Delta mtrB-4) in den Xmal- und
Xbal-Schnittstellen, das die mtrB-flankierenden Bereiche aus C. glutamicum enthalt.
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pPET28b-MtrA+NHisg
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Abbildung 42: Expressionsplasmid pET28b-MtrA+NHise fir den Antwortregulator MtrA aus C.
glutamicum. Es kodiert ein MtrA-Derivat, das zuséatzliche 20 aminoterminale
Aminosaure-Reste enthalt (MGSSHHHHHHSSGLVPRGSH).
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A4 PCR-Fragmente fiir Gelretardationsexperimente

Tab. 10: Liste der PCR-Fragmente, die fir Bandshift-Experimente verwendet wurden.

Gen Position des PCR-Fragments in Léange des PCR-
Bezug auf den Translationsstart Fragments

C. glutamicum

nipCH -496 bis +53 549 bp
nlpC2 -496 bis -313 184 bp
nlpC3 -313 bis -129 185 bp
nlpC4 -129 bis +53 182 bp
nlpC5 -405 bis -220 186 bp
nlpC6 -220 bis -39 182 bp
nlpC7 -496 bis -288 209 bp
nipC8 -285 bis -39 247 bp
mepA1 -511 bis +59 570 bp
mepA2 -322 bis -130 193 bp
mepA3 -130 bis +59 189 bp
mepA4 -223 bis -38 186 bp
proP1 -507 bis +58 565 bp
proP2 -507 bis -218 290 bp
proP3 -218 bis +58 276 bp
proP4 -507 bis -374 134 bp
proP5 -374 bis -218 157 bp
proP6 -374 bis -297 78 bp

proP7 -297 bis -218 80 bp

betP1 -373 bis +59 432 bp
betP2 -234 bis -88 147 bp
betP3 -88 bis +59 147 bp
betP4 -174 bis -21 154 bp
betP5 -296 bis -174 123 bp
nlpC1_M -404 bis -290 116 bp
nlpC2_M -273 bis -119 155 bp
mepA_M -75 bis +43 118 bp
proP_M -293 bis -85 209 bp
betP_M -250 bis -135 116 bp
nadE-nrdH -631 bis -282 (bzgl. nadE) 350 bp

-597 bis -248 (bzgl. nrdH)
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Gen Position des PCR-Fragments in Lange des PCR-
Bezug auf den Translationsstart Fragments

NCgl0381/NCgl0382 -170 bis +47 217 bp

csbD -153 bis + 26 179 bp

katA -247 bis +51 (bzgl. katA) 298 bp
-254 bis +44 (bzgl. NCgl0250)

NCgl1291/1290 -380 bis +20 400 bp

NCgl1368 -265 bis +49 (bzgl. NCgl1368) 314 bp

dps -187 bis +45 (bzgl. dps) 232 bp

IcoP -140 bis +48 (bzgl. IcoP) 188 bp

mtrA -97 bis + 37 134 bp

lpgB -68 bis +53 121 bp

ppmA -252 bis +50 (bzgl. ppmA) 302 bp

mscL -119 bis +50 169 bp

dnaA1-NCgl2993 -575 bis -262 (bzgl. dnaA) 314 bp
-587 bis -274 (bzgl. NCgl2993)

dnaA2-NCgl2993 -283 bis +38 (bzgl. dnaA) 321 bp
-886 bis -566 (bzgl. NCgl2993)

NCgl2561-NCgl2562 -168 bis +32 (bzgl. NCgl2561) 200 bp
-330 bis -131 (bzgl. NCgl2562)

NCgl0532-NCgl0531 -195 bis +5 (bzgl. NCgl0532) 200 bp
-381 bis -182 (bzgl. NCgl0531)

rpf2 -170 bis +30 200 bp

NCgl0718-NCqgl0717 -268 bis +21 (bzgl. NCgl0718) 289 bp
-264 bis +25 (bzgl. NCgl0717)

yggB-NCgl1222 -211 bis +20 (bzgl. yggB) 231 bp
-457 bis -227 (bzgl. NCgl1222)

NCgl0824-NCqgl0825 -363 bis +10 (bzgl. NCgl0824) 373 bp
-365 bis +8 (bzgl. NCgl0825)

NCgl0102/0103 -131 bis +45 176 bp

M. tuberculosis

dnaA1-Rv3924c -624 bis -424 (bzgl. dnaA) 201 bp
-180 bis +21 (bzgl. Rv3924c)

dnaA2-Rv3924c -444 bis -214 (bzgl. dnaA) 231 bp
-390 bis -160 (bzgl. Rv3924c)

dnaA3-Rv3924c -236 bis +23 (bzgl. dnaA) 259 bp
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Gen Position des PCR-Fragments in Lange des PCR-
Bezug auf den Translationsstart Fragments
-626 bis -368 (bzgl. Rv3924c)
Rv0867 -470 bis -246 225 bp
Rv0951-Rv0950c -358 bis -161 (bzgl. Rv0951) 198 bp

-149 bis +49 (bzgl. Rv0950c)
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A5 Auflistung aller méglichen Zielgene und die zugehorigen Ergebnisse aus
den Transkriptomchip- und den ChiP-to-chip-Experimenten

Tab. 11: Zusammenstellung aller Fragmente, an die MtrA bindet und die méglichen Zielgene. Darlber
hinaus sind die Daten aus den Transkriptomchip- und den ChlP-to-chip-Experimenten fiir die
mdglichen Zielgene aufgefihrt.

MtrA-Bindestelle Mégliche(s) Gen Mogliche Funktion  Transkriptomchip- ChIP-to-chip-

Zielgen(e) Daten Daten
NCgl-Nr.
AmtrAB/  AmtrA/  WT/ +AK/
WT WT AmtrA  -AK
mepA NCgl2411 mepA  Metallopeptidase 14,5* 6,2*
NCgl2410 Protein unbekannter  (1,0) 1,0 1,5 1,5
Funktion
nlpC1 und nlpC2  NCgl2108 nipC  Zellwandpeptidase 2,7* 2,3* 3,2* 3,4*
betP NCgl0856 betP Importer fir Betain 0,2* 0,4* 1,1* 1,3*
proP NCgl2961 proP Importer fir Proline  0,1* 0,3* 1,0 1,0
csbD NCgl0226 csbD  Stressantwortprotein  0,3* 0,4* 1,7* 1,5
katA NCgl0251 katA Katalase 0,8 0,3*
NCgl0250 sicC ECF-Typ (0,7) - 1,0 1,0
Sigmafaktor
NCgl1368 NCgl1368 Acetyltransferase (0,6) 0,3* X X
NCgl1369 Schwefeltransferse 1,1 0,8* 14 12
NCgl0381/0382 NCgl0381 Am Ham-Transport  (1,7) 3,7* 13 13
beteiligtes Protein
NCgl0382 Am Ham-Transport  (1,3) 2,7*
beteiligtes Protein
ppmA NCgl2737 ppmA  Proteasemodulator 3,9* 0,9
NCgl2736 Nukleosid- 1,0 1,0 1,3* 1,4*
Hydrolase
NCgl1291/1290 NCgl1291 Protein unbekannter  0,4* (0,6) 1.5 »
Funktion
NCgl1290 Protein unbekannter  0,3* 0,6*
Funktion
dnaA1 und dnaA2 NCgl0001 dnaA  Replikations- 1,0 1,1* 1,1 1,7

Initiierungs-Protein




Anhang 125
MtrA-Bindestelle Mégliche(s) Gen Mogliche Funktion  Transkriptomchip- ChIP-to-chip-
Zielgen(e) Daten Daten
NCgl-Nr.
AmtrAB/  AmtrA/  WT/ +AK/
WT WT AmirA  -AK
NCgl0532- NCgl0532 secY  Kanalbildende 1,0 1,1
NCgl0531 Untereinheit der
Sec-Translokase 1,5 1,1%
NCgl0531 Transkriptionsregula  (0,8) 0,9
tor
rpf2 NCgl0872 rpf2 Wachstumsfaktor 2,25 1,3 1,4* 1,6”
NCgl0717- NCglo717 Protein unbekannter 2,8* 1,8*
NCgl0718 Funktion 12 12
NCgl0718 Protein unbekannter 0,7* 0,8*
Funktion
NCgl0824- NCgl0824 mepB  Metallopeptidase 1,4* 1,5*
NCgl0825 1,4* 1,6
NCgl0825 Transporter 1,0 0,7
nadE-nrdH NCgl2446 nadE  NAD+-Synthetase 1,2 1,1
NCgl2445 nrdH  Glutaredoxin- 0,9 0,9 3,7 3,0

ahnliches Protein
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