Regulation der Phosphatmangelgene von
Corynebacterium glutamicunadurch das

Zweikomponenten-System PhoRS

Inaugural-Dissertation
zur
Erlangung des Doktorgrades der
Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat

der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf

vorgelegt von
Sarah Schaaf

aus Henstedt-Ulzburg

Juni 2007






Die vorliegende Arbeit wurde am Institut fur Biotewlogie | der Forschungszentrum Jilich

GmbH unter Anleitung von Herrn Prof. Dr. M. Bottrdhgefthrt.

Gedruckt mit der Genehmigung der Mathematisch-Nassenschaftlichen Fakultat der

Heinrich-Heine-Universitat Diusseldorf

Referent: Prof. Dr. M. Bott
Institut fur Biotechnologie |
Arbeitsgruppe Biochemie

Forschungszentrum Jilich GmbH

Korreferent: Prof. Dr. R. Wagner
Institut fur Physikalische Biologie
Arbeitsgruppe Molekularbiologie der Prokaryoten

Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf

Tag der mindlichen Prifung:  26.06.2007






Teile dieser Arbeit erschienen in der folgendenliRation:

Schaaf, S. and Bott, M. (2007) Target genes and bM#ing sites of the response regulator

PhoR fromCorynebacterium glutamicum. J Bacteriol 189 5002-5011.






Inhaltsverzeichnis I

Inhaltsverzeichnis
| ADSIACT ... . i 1
I ZuSammenfasSSUNQG ........ovivivuiiiieii et v e e e e e e e e e eeeean 2
I T 1= (U o P 3
1 Anpassung an verschiedene Umweltbedingungen..............ccccccviviiieeceeeeeee 3
1.1 Das klassische Zweikomponenten-Signaltrangahddystem...........cccccceevvieviiveicennnen. 3
111 Zweikomponenten-Signaltransduktionssysten@ glutamicum.............ccccoeeeeeeeeennnnnn. 6
1.2 Regulation der PhosphatmangelantwWort................eeiiiiiiieeeeeee s 7
1.2.1 Phosphatmangelantwortincoli, B. subtilis, M. tuberculosis und
S (1 0100] .Y (07=-S T 0= 4 = 7
1.2.2 PhosphatmangelantwortGnglutamiCum..............oouiiiiiiiiiiiiieiiiieiiieieeeeeeeeee e e eeeeeee 11
2 L-Lysinbiosynthese inC. glutamiCUNML..........oiiiiiiiee e 12
3 Das Thema der ArDEiIt............uviii e 14
IV Material und Methoden ...........coooiiiiiiii i, 15
1 Pufferldsungen und Antibiotika (StammIOSUNGEN).........uuueuiiiiiiiiiiieie e 15
2 AN gL =T = o P PPPPPPP PP 15
3 BaKIEIENSIAIMIME ...ttt e e e e e s s n e e e e e e s e bbb e e e e aeeeas 17
4 PIASMIAE ... e 17
4.1 Konstruktion der Expressionsplasmide pET16b-Rh@fund pMalE-PhoSK .......... 18
5 Stammhaltung von BaKterienStamMEN ...........meeeriiiiieeeiieeiiiin e e e eeeeeeeeeeenes 19
6 Kultivierung von BaKterienStammMEN ............uciiiiii i eeeeear s 20
6.1 Kultivierung VOnNESscherichia Coli...........coiiiiiiiiiiiiii e 20
6.2 Kultivierung vonCorynebacterium glutamiCum..............ceeeriieeiiveiiiiin e eeeeevveeenn 20
7 Molekularbiologische MethOden............oo i 21
7.1 Isolierung von NUKIEINSAUIEN..........coii i 21
7.2 Bestimmung der Nukleinsdurekonzentration .............cccevvviiiiii i e 22
7.3 DNA-Agarose-Gelelektrophorese ...........ooo e 22



Il Inhaltsverzeichnis

7.4 Rekombinante DNA-TechniKen ... 23
7.5 Herstellung und Transformation kompeteriecoli-Zellen.................ccooooeeei . 23
7.6 Herstellung und Transformation kompeter@eglutamicum-Zellen........................... 24
7.7 Konstruktion von Deletionsmutanten mit Hilfe dé€l®mobsacB-Systems................. 25
7.8 Polymerasekettenreaklion..............uveiieeeeeeniee e 26
7.9 Loverlap extension“-Polymerasekettenreaktion.............ceevvveeeiiiiiiiiiiiiieeee s 27
7.10 DNA-SEQUENZIEIUNG ...ttt e ettt e et e e e e e e s e e e e e essnnreeeeeeeas 27
8 Proteinbiochemische MethOden ..............uiceemiiii i 28
8.1 Zellaufschluss und ZellfraktioNIErUNG ... .eevriiriiieieiiiiieieeee e 28
8.2 Affinitatschromatographie mittels ,RfiNitrilotriacetic acid* (NTA)-Agarose............ 28
8.3 Affinitatschromatographie mittels Amylose-Harz...............ooovvvvvviviviviiiiniiieniiinnnns 29
8.4 Pufferaustausch durch Gelfiltration mit Hilfe vBID-10-S&ulen............cccccoevvviiivinnnen. 30
8.5 Proteolytischer Verdau mittels Faktor Xa ......ccccccvuvviiumiiiiiiiiiiccsesssssnnees 30
8.6 ProteinkonzentrationsSheStimmUNQG ..........cooiiiiiiiii e e e e eeeeeeens 30
8.7 Aufkonzentrierung und Entsalzung von Proteinen.........ccccccceeeiiieeivveeiicen e, 31
8.8 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese...........ccceeivieiiiieiiii e e 31
8.9 Native Polyacrylamid-GelelektrophOreSe. cummmm o oovveeeiiiiiiiieeeiieeeieee e eeeeeeeeiann 32
8.10 Gelfiltrationschromatographie zur Bestimmualeg nativen Grol3e von PhoR.............. 32
9  Phosphorylierungsexperimente Mit[>2PI-ATP .....coovivieeeeieeeeeeeeeeee e eeenee e 33
10 DNA-Protein-INteraktioNSSIUIEN .........cc.uuviiiiiiieeiiiiiiieee e 34
10.1 Radioaktive GelretardationSeXPeriMENT . vrreeeeeeiaiiiiiiiiieeee e e e e eireeeee e e 34
10.2 Nicht-radioaktive GelretardationSeXperimente. .........cooovvuuvviiieieeeeeniiniiieeeeen s 35
10.3 DNase I-FOOLPriNt-ANGIYSEN .....coovieiiiee et e e e 36
11  Chloramphenicol-Acetyltransferase-ENzymtestS ............uuuuuummeiiniiiiiiiiiiieeeseee e s eneees 37
12 Enzymatisch-photometrische Glukose-BeStimmuNG c........ccovvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee, 38
13 Bestimmung von Aminosauren mittelseversed-phaselPLC...........ccccccooiiviiriiiiiiieneeen, 40
V'  ErgeDNISSE ..o 41
1 DNA-Protein-Interaktionsstudien mit PhoRAL-125 ... 41
1.1 Radioaktive Gelretardationsexperimente mit PRHDR25............ccccvvieviiiieiiiiiiiiiiiee, 41
1.2 DNase I-,Footprint“-Analysen mit PRaRL-125..........ccoiiiiiiiiiii e e 43
2 DNA-Protein-Interaktionsstudien mit PhOR ... 45
2.1 Uberproduktion, Reinigung und Verdau VON PRORLG......veovreevreirieeceeireeceeeeieeeeenes 45

2.2 Bestimmung des nativen Molekulargewichtes von PhoR..............cccccccooiiiiirinnnnnnnn, 46



Inhaltsverzeichnis 11

2.3 Uberproduktion und Reinigung von MalE-PhOSK ....c.cc.c..ooieiieiieceeeciecee e, 49
2.4 Autophosphorylierung der Kinase-Doméne von PhoSRimasphorylgruppentransfer
auf den Antwortregulator PhOR ... 50
2.5 Untersuchungen zum Einfluss der Phosphorylierurydes N-terminalen His-,tags"”
auf die DNA-Bindungsaffinitat von PROR ............ccoiiiiiiiiiii e, 52
2.6 Direkter Vergleich der Bindungsaffinitaten von Ryg zu den Promotorregionen von
PSESUNANUCH ...t e e e e e e e eennee e 54
2.7 Identifizierung weiterer Promotoren, an die PhoRektibindet.................ccccoooiiiinnnn. 55
2.8 Identifizierung von PhoR-Bindestellen in den Proongionen vompstS undphoR .. 57
2.9 Mutationsanalysen der PhoR-Bindestelle innerhattPdemotorregion vopsts........ 58
2.10 Mutationsanalysen der PhoR-Bindestelle innerhatliPdemotorregion vophoR...... 61
2.11 Herleitung und Uberpriifung eines moglichen PhoRgémsus-Bindemotivs ............. 62
2.12 Nachweis derm vivo-Relevanz der identifizierten PhoR-Bindestelle imadb der
Promotorregion VOPNOR ..........oouiiiiii it eee s e e e s e et e e e e e e e eraan e e e e 65
3. Einfluss von unterschiedlichen Phosphatkonzerdtionen und von PhoRS auf die
Lysinproduktion von Corynebacterium glutamicunDM1730 ........cccooeiiiieiiiiiiiieee. 76
3.1 Konstruktion der Deletionsmutan@ glutamicum DM173AphoRSpEKEX2 sowie
der Komplementationsmutan@e glutamicum DM173AphoRSpEKEX2phoRS....... 67
3.2 Einfluss der Phosphatkonzentration im Medium as Wachstumsverhalten und die
Lysinbildung des Stammes DM1730/PEKEX2....coeeeiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeieeeeen 68
3.3 Einfluss der Phosphatkonzentration im Medium as Wachstumsverhalten und die
Lysinbildung des Stammes DM1786hoRSpEKEX2PhoRS.............cccoiiiiviiiiiiiinns 69
3.4 Zusammenfassende Darstellung des Einflusses d&$Rkiverproduktion und der
Phosphatkonzentration im Medium auf das Wachstarhglten und die Lysinbildung
des StamMMES DMLT730 .. .uuuuueeieeiiiriieiiieeeeeaeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesreeerrrenrrerrrerrrrrnereeeeeereeees 71
VI DISKUSSION......uuiiiiii et et 75
1 Regulation der Phosphatmangelgene durch das Zvkemponenten-System PhoRS...... 75
1.1 Das PhoRS-System, ein RNEOSLAL? ..........commmeeeiieeeiieeiieeeeeeeeeeeeeeee e 77
1.2 PhoR, ein bifunktionaler AntwortregulatQr2...............evvveeveievieiiiiiiriieiiieeeeeeeeeeeee.. 79
1.3 Aktivierung von PhoR durch Phosphorylierung..............eeeeeeiieiiieeiiees e 80
1.4 PhoR bindet an einen fir OmpR-Regulatoren typisgh&ect repeat:..................... 81
15 Zusammenfassende Darstellung der Regulation despghltmangelgene durch das
Zweikomponenten-System PhoRS ¥@rglutamiCum.............ccceeevvieervveiiiiin e 58
2. Einfluss von PhoRS und unterschiedlichen Phosptkonzentrationen auf die

Lysinproduktion von C. glutamicumDMZL730........ccouiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 87



Inhaltsverzeichnis

VI
VIl

.......................................................... 90
ANNANG oo e e 103

OlIGONUKIBOTITE. ...ttt e e e e e e e e e e s e r e e e e e e e e e e 103

PCR-Fragmente fur GelretardationSexXperimente ...........cooovviiiiiiieieeeee s 111

Restriktionskarten der konstruierten Plasmide



Abkurzungen

Abktrzungen
°C

U
Q

A

Abb.
ATP/ADP
Amp?
ATCC
BCA
BHI
BHIS
bidest.
bp
BSA
bzw.

C

ca.

Grad Celsius

mikro (10°) oder Wachstumsrate
Ohm

Ampere oder Adenin

Abbildung
Adenosintriphosphat/Adenosindiphosphat
Ampicilinresistenz

American Type Culture Collection
Bicinchoninsaure

Brain Heart Infusion

Brain Heart Infusion + Sorbitol
bidestilliert

Basenpaar(e)
Rinderserumalbumin
beziehungsweise

Cytosin

circa

Curie

Dalton
Didesoxynucleosidtriphosphat
Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribonuklease
Desoxynucleosidtriphosphat
Dithiothreitol

et alii (und andere)

siehe NgEDTA

Farad

Gramm

-fache Erdbeschleunigung (9,81 fj/s
Guanin

Stunde(n)

High Performance Liquid Chromatography
Hertz
Isopropyl-thio3-D-galactopyranosid
Kilo (10%

Kanamycinresistenz
Kilobasenpaar(e)



Vi Abkirzungen

I

LB

m

M
max.
min
MOPS
n
NAD*/NADH
NTA
ODsoo
orf
PAGE
PCR
pH
PMSF
RBS
RT

S

SDS

T

TAE
TBE
TE
TEMED
TNI
Tris
Triton X-100
U
Upm
uz
UN

Vv

val.
Vol.
viv
WT
wiv

Liter

Luria Bertani

milli- (10°)

molar (mol/l) oder mega- (2p

maximal(e)

Minute(n)

3N-Morpholinopropansulfonséure

nano (10)

Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid, oxidiert/retiert
nitrilotriacetic acid

optische Dichte bei einer Wellenlange von 600 nm
open reading frame
Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Polymerase chain reaction (Polymeraseketktioa)
negativer dekadischer Logarithmus der Protakivitat
Phenylmethylsulfonylfluorid
Ribosomenbindungsstelle

Raumtemperatur

Sekunde(n)

Sodiumdodecylsulfat

Thymin

Tris base - Acetic acid - EDTA

Tris base - Boric acid - EDTA

Tris base — EDTA
N,N,N,N-Tetramethylethylendiamin

Tris base — NaCl - Imidazol
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
4-Octylphenolpolyethoxylat

Unit (1 Unit = 1pmol/min)

Umdrehungen pro Minute

Ultrazentrifugation

uber Nacht

Volt

vergleiche

Volumen

Volumen pro Volumen

Wildtyp

Gewicht pro Volumen



Abstract 1

I Abstract

The Gram-positive soil bacteriu@orynebacterium glutamicum possesses 13 two-component
signal transduction systems. Among these the meredvaund sensor kinase PhoS and the
response regulator PhoR are involved in the phdegRa starvation response. To analyse the
binding of unphosphorylated and phosphorylated PhoRhe promoters of phosphate
starvation-induciblefsi) genes, this response regulator and the kinaseidooi its cognate
sensor PhoS were overproduced and purified. Thaskindomain showed constitutive
autophosphorylation activity and a rapid phosphagydup transfer from phosphorylated
kinase domain to PhoR was observed. Gel mobilifg absays revealed that phosphorylation
increases the DNA-binding affinity of PhoR aboubtd. The affinity of PhoR~P to different
promoters varied and decreased in the gpeSCAB > phoRS > phoC > ushA > porB > ugpA

> pitA > nucH, phoH1 > glpQ1. The binding sites in front gbstSCAB and phoRS were
localized at positions -194 to -176 and -61 to e3tream of the transcriptional start sites,
respectively. Using mutational analysis these t@df binding sites were analysed in detail
and an alignment revealed a high identity in théeBminal part, but not the 3’-terminal part.
As many OmpR-type response regulators bind to tiegaeats, the 19-bp sequence might be
interpreted as a loosely conserved 8-bp directatepeparated by three bp. This idea was
supported by the fact that the highest bindinghéffiwas observed with a perfect 8-bp direct
repeat of the sequence CCTGTGAAaatCCTGTGAA. Inspeaf the other target promoters
revealed sequences with some similarity to thislibign motif, which represent putative PhoR
binding sites. Theén vivo relevance of the PhoR-binding site within {i#f®RS promoter was
supported by reporter gene studies.

C. glutamicum is used industrially for the production of morarthtwo million tons of amino
acids per year, mainly L-glutamate and L-lysinetHa second part of this work the influence
of phosphate limitation and the overproductionh&f PhoRS-system on the lysine production
of DM1730 were analysed. Interestingly, cultivatiomder phosphate limitation resulted in an
increased productivity of DM1730/pEKEx2 of about 3% to 0,045+ 0,001

g lysine-1h' compared to cultivation under phosphate excesergboduction of PhoRS
under phosphate limitation even led to an incregseductivity of about 60 % in comparison

to DM1730/pEKEX2 cultivated under phosphate excess.



2 Zusammenfassung

I Zusammenfassung

Das Gram-positive BodenbakteriunCorynebacterium glutamicum besitzt 13 Zwei-
Komponenten-Signaltransduktionssysteme. Daruntéinden sich die Sensorkinase PhoS
und der Antwortregulator PhoR, die bei der Phosphagelantwort eine zentrale Rolle
spielen. Durch Transkriptomanalysen konnten diesPhatmangelgene identifiziert werden.
Ein Ziel dieser Arbeit war die Analyse der Wechsdtung des Transkriptionsregulators
PhoR mit seinen Zielgenen. Mittels Gelretardatiapseimenten konnte die direkte Bindung
von PhoR an die Promotorregion von 10 postulie@églgenen, u. apstSCAB (ABC-
Transporter fir Phosphat) uptloRS, nachgewiesen werden. Dabei deutet die Bindung von
PhoR an seine eigene Promotorregion auf Autoreguldéiin. Phosphorylierungsexperimente
zeigten die fur ein Zwei-Komponentensystem typiscAaitophosphorylierung der
Sensorkinase und den effektiven Phosphorylgrupaester von der Sensorkinase auf den
Antwortregulator. Gelretardationsexperimente miphuwsphoryliertem PhoR und PhoR~P
zeigten, dass PhoR eine etwa b5-fach gesteigerte -BiNdungsaffinitat durch die
Phosphorylierung aufwies. Des Weiteren konntenrsokeedliche Bindungsaffinitdten von
PhoR gegeniber den getesteten Promotorregionergeaigdsen werdenp$tS > phoR >
phoC > ushA, porB > ugpA > pitA > nucH, phoH1 > glpQl). Um ein Konsensusmotiv
abzuleiten, wurden die PhoR-Bindestellen innerltldb Pomotorregion vopstS und phoR
eingegrenzt und durch Mutationsanalysen genaueersutht. Das abgeleitete PhoR-
Bindemotiv, bestehend aus einem fir OmpR-Typ Regrda charakteristischen ,direct
repeat’, konnte durch Mutationsanalysen bestatigrden. Hierbei konnte die beste
Interaktion von PhoR~P mit dem optimierten 8bp gkm ,direct repeat*
CCTGTGAAaatCCTGTGAA festgestellt werden. Die 8 lmden Sequenzwiederholungen
werden dabei durch 3 bp separiert. Dartiber hinauslevexemplarisch die vivo-Relevanz
der PhoR-Bindestelle innerhalb  der  Promotorregionon v phoR  mittels
Transkriptionsfusionsanalysen verifiziert.

C. glutamicum ist fur die industrielle Aminosaureproduktion, ai. des Futtermitteladditivs
L-Lysin, von grof3er Bedeutung. In dem zweiten Dedser Arbeit wurde daher der Einfluss
von Phosphatmangel und des PhoRS-ZweikomponentserB8y auf die Lysinbildung
untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dassrdi@uRtivitdt von DM1730/pEKEX2 durch
Kultivierung unter Phosphatmangel um etwa 12,59% @045 +0,001 g Lysin‘th®
gegenuber der Kultivierung bei Phosphatiiberschesgigert wurde. Durch Uberproduktion
von PhoRS unter Phosphatiiberschussbedingungeneksogr eine Produktivitatssteigerung
von ca. 60 % auf 0,064 + 0,003 g LysihH! gegeniiber DM1730/pEKEx2 ohne IPTG bei
Phosphatiiberschuss erreicht werden.
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1 Einleitung

1 Anpassung an verschiedene Umweltbedingungen

Mikroorganismen mussen in der Lage sein, sich agfeende Umweltbedingungen, z. B.
pH-Wert, Osmolaritat, Temperatur und Nahrstoffkorie&tionen, moglichst effizient

einzustellen. Dazu muss die Zelle die Veranderwrginweltbedingung detektieren kénnen
und dementsprechend z. B. ihren Metabolismus rexguli Dieses adaptive Verhalten wird
durch unterschiedliche Regulationsmechanismen gésisiiet, u. a. durch das klassische

Zweikomponenten-Signaltransduktionssystem (Sebek., 2000).

1.1 Das klassische Zweikomponenten-Signaltransduktiongstem

Zweikomponenten-Signaltransduktionssysteme (2-K)nnken bislang nicht nur in
Prokaryoten, sondern auch in Eukaryoten nachgewieseden (Stoclet al., 2000). In fast
allen sequenzierten bakteriellen Genomen konntere éflehrzahl von Genen, die fir
2-KS kodieren, identifiziert werden. Die Anzahl deene reicht dabei von 0 Mycoplasma-
Spezies bis hin zu 80 iBynechocystis-Spezies (Stoclet al., 2000). Der Modellorganismus
Escherichia coli besitzt 30 Gene, die fur Histidin-Kinasen kodierand 32 Gene, die fur
Antwortregulatoren kodieren (Mizuno, 1997). In d&enom vonBacillus subtilis konnten
70 Gene identifiziert werden, die fur 2-KS kodier@mabretet al., 1999). Im Gegensatz zu
dieser Vielzahl an 2-KS in Prokaryoten finden sialr wenige 2-KS in einer begrenzten
Anzahl an Eukaryoten (Maschet al., 2006). In Saccharomyces cerevisae kommt ein
erweitertes 2-KS, ein so genanntes ,Phosphorelggtesn, vor, das an der Osmoregulation
beteiligt ist (Keteleet al., 1998; Maedat al., 1994; Ota and Varshavsky, 1993; Postaal .,
1996). In dem pathogenen PiCandida albicans konnten zwei Sensorkinasen identifiziert
werden, die sowohl bei der Osmoregulation wie abeh der Entwicklung der Hyphen
involviert sind (Alexet al., 1998; Chauhaet al., 2003; Nagahastlet al., 1998). In Tieren,
wie z. B. der Fliege, dem Wur@aenorhabditis elegans (C.elegans consortium, 1998) oder
aber auch dem Menschen, konnten bislang keine gefi$xden werden. Dagegen finden sich
2-KS-Proteine in Pflanzen, wie z. Brabidopsis thaliana und der Tomate, bei der die
Ethylen-vermittelte Fruchtreifung durch Proteinie denen des prokaryotischen 2-KS &hneln,
reguliert zu sein scheint (Wilkinsabal., 1995; Yeret al., 1995).
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Das klassische 2-KS besteht aus einer Histidineftkinase und einem Antwortregulator-
Protein. Die Mehrheit der Sensorkinasen sind mengeibbundene, homodimere Proteine mit
einer N-terminalen periplasmatischen Sensor-Domaoed einer C-terminalen
cytoplasmatischen Kinase-Doméne. Dabei weisen diens@-Doménen geringe
Sequenzahnlichkeiten zueinander auf, was im Eigkiait den unterschiedlichen Signalen
steht, die sie erkennen (West and Stock, 2001). $#@sor-Domane wird von zwei
Transmembranhelices flankiert und ist Uber ein®migsmatische ,Linker-Region* mit der
Kinase-Doméane verbunden (Maschkeal., 2006). Die Kinase-Doméne, auch als Transmitter-
Doméane bezeichnet, kann wiederum in zwei Subdomaneterteilt werden, der
Phosphorylierungs-Subdomane mit dem konserviertistidih-Rest (als H-Box bezeichnet)
und der katalytischen oder ATP-bindenden Subdonfifascheret al., 2006). Die Kinase-
Domane enthélt charakteristische konservierte Seaipggeiche, die als H-, N-, F-, G1- und
G2-Box bezeichnet werden (Parkinson and Kofoid,2)9fh 2005 konnte das erste Mal die
Kristallstruktur der gesamten cytoplasmatischen idtegeiner Sensorkinase beschrieben
werden (Marinaet al., 2005). Die Kinase-Domane katalysiert eine ATPéagige trans-
Autophosphorylierung, d. h. eine Untereinheit dasm@&s phosphoryliert den spezifischen
Histidin-Rest der anderen Untereinheit (West amti§t2001).

Die Mehrheit der Antwortregulatoren fungiert alsaifiskriptionsregulatoren und wird
aufgrund ihrer Struktur in verschiedene ,Typen“, endauch Subfamilien genannt,
untergliedert. Diese Subfamilien wurden nach regwttiven Mitgliedern benannt.
Transkriptionsregulatoren des OmpR-, NarL- und NIgps stellen mit 60 % die Mehrheit
aller Antwortregulatoren dar (Galperin, 2006). Aonttvegulatoren vom OmpR- und NarL-
Typ bestehen aus einer konservierten N-terminalguRtor-Doméne (auch als Empfanger-
Doméne bezeichnet) und einer variablen C-termin&&aktor-Domane (West and Stock,
2001). Diese Effektor-Domane enthalt im Fall von gR¥lyp-Regulatoren ein ,winged
helix-turn-helix“-Motiv, im Fall von NarL-Typ-Regulatoren einhglix-turn-helix*-Motiv
(Galperin, 2006). Die N-terminale Regulator-Domabesitzt mehrere Aktivitaten. Sie
interagiert mit der phosphorylierten Sensorkinased wkatalysiert den Transfer der
Phosphorylgruppe auf den konservierten Aspartat-Regrhalb der Regulator-Doméne des
Antwortregulators. Weiterhin reguliert die RegulaBoméane auch die Aktivitat der
assoziierten Effektor-Doméne (Stoetkal., 2000).

Zusammenfassend lasst sich das klassische 2-Ké&niddgmalRen darstellen (Abb. IIl. 1.): Ein
externer Stimulus wird von der periplasmatischens8eDomane der Sensorkinase erkannt

und fahrt zur Aktivierung der cytoplasmatischen &e-Domane. Dig-Phosphorylgruppe
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von ATP wird von der ATP-bindenden Subdoméne aui Henservierten Histidin-Rest
innerhalb der Phosphorylierungs-Suboméane Ubertrdg@raufhin interagiert die N-terminale
Regulator-Doméane des Antwortregulators mit der phosylierten Sensorkinase und
katalysiert den Transfer der Phosphorylgruppe auf kbnservierten Aspartat-Rest innerhalb
der Regulator-Domane. Dies fiihrt zu einer Konforamanderung und zu einer Aktivierung
der Effektor-Doméne. Diese Aktivierung kann u. ar zZRegulation der Expression
spezifischer Gene fuhren. Zur Dephosphorylierungs dentwortregulators wird die
Phosphorylgruppe des Aspartat-Restes auf Wassetraden (Parkinson and Kofoid, 1992;
Stock et al., 2000). Die Dephosphorylierung kann autokatalytisd. h. durch den
Antwortregulator selbst, oder aber durch Phospbkatasrfolgen. Ein Beispiel fiur die
Dephosphorylierung durch eine Phosphatase stelltTdenskriptionsfaktor SpoOA auB.
subtilis dar, der durch die SpoOE-Phosphatase dephospgroryhd damit deaktiviert wird
(Ohlsenet al., 1994; Pereget al., 1994).

Stimulus Antwort

1 /Z\ 6
¥ 3 N\

N{ J—LHis }C Nr Asp ﬂl-C

Phosphory- Kata-

lierungs-  lytische-
IO ) Regulator- Effektor-
Sensor-Domine Kinase-Doméne Domaéne Domine
\_2/ \_5/
| , J ' . '
Sensorkinase Antwortregulator
Abb. Ill. 1: Schematische Darstellung des modularenAufbaus von Sensorkinasen und

Antwortregulatoren sowie Funktionsweise des klassthen 2-KS. 1, Erkennung des Signals; 2,
Konformationsanderung; 3trans-Autophosphorylierung; 4, Phosphorylgruppentransien dem
Histidin-Rest auf den Aspartat-Rest innerhalb dexgiator-Doméane des Antwortregulators; 5,
Aktivierung der Effektor-Doméane durch Konformatiénslerung; 6, Auslésung der Antwort
(Parkinson and Kofoid, 1992; Wagner, 2000).
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1.1.1 Zweikomponenten-Signaltransduktionssystema iC. glutamicum

Corynebacterium glutamicum ist ein biotechnologisch bedeutendes Bakteriurs, waltweit
zur industriellen Produktion von Aminosauren, irsfpedere von L-Glutamat und L-Lysin,
verwendet wird (Eggelingt al., 2001; Eggeling and Bott, 2005). Auf der Suchehneinem
Glutamat-produzierenden Bakterium wurde es 1957 Wm Shukuo Kinoshita und
Mitarbeitern von der Firma Kyowa Hakko Kogyo in dapisoliert und charakterisiert
(Kinoshita et al., 1957).C. glutamicum ist ein apathogenes, stdbchen- bis keulenférmiges
(,coryne® bedeutet im Griechischen ,Keule®), Grarmosgtives Bakterium, das keine Sporen
bildet. Es gehort zu der Klasse déctinobacteria, in welcher es der Ordnung
Actinomycetales und der Unterordnung déorynebacterineae zugeordnet wird (Liebl, 1991;
Stackebrandet al., 1997). Darlber hinaus dieft glutamicum als Modellorganismus fur
seine pathogenen Verwandten wie z. @orynebacterium diphtheriae, Mycobacterium
tuberculosis und Mycobacterium leprae, die auch zu der Unterordnur@prynebacterineae
gehoren.

Mit Hilfe von Sequenzvergleichen konnten 13 Zweilpmmenten-Signaltransduktionssysteme
in dem 3,28 Mbp groRen Genom (Kalinowskial., 2003) vonC. glutamicum identifiziert
werden. Analysen dieser 13 2-KS ergaben, dass die @ir die Sensorkinasen und fur die
Antwortregulatoren unmittelbar benachbart im Chreom vorliegen (Kocamt al., 2006).
Weiterhin konnte festgestellt werden, dass verclutiille Sensorkinasen membrangebunden
sind und alle Antwortregulatoren aus einer ReguBimane und einer Effektor-Doméane
mit helix-turn-helix-Motiv bestehen. Dies deutet auf eine DNA-binderielenktion der
Antwortregulatoren hin, die daher wahrscheinlich Blanskriptionsregulatoren fungieren.
Bislang konnten funf der 13 2-KS va@ glutamicum néher charakterisiert werden. Demnach
konnte das MtrA/MtrB-System eine Ubergeordnete Eaonkbei der Koordination von
Stressantwort, Zellteilung und Wachstum haben (Benc2006). Das CitA/CitB-System
aktiviert Gene fur den Citrat-Transport in die 2elind das CgtS9/CgtR9-System spielt
vermutlich eine Rolle bei der Regulation der Kugfamoostase. Das CgtS4/CgtR4-System
scheint bei der Antwort auf oxidativen Stress dRudle zu spielen (Wessel, 2003; Wingens,
2004). Daneben gibt es auch Hinweise auf eine kamKtei der Phosphatmangelantwort
(Sorger-Herrmann, 2006; Wessel, 2003), die prineimutlich durch das PhoS/PhoR-System
reguliert wird (Kocanret al., 2006). Auf die Regulation der Phosphatmangelaritwad in

dem folgenden Abschnitt detaillierter eingegangen.
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1.2 Regulation der Phosphatmangelantwort

Phosphor ist ein essentieller Nahrstoff fir alldefeund wird z. B. fur die Biosynthese von
Nukleotiden, DNA und RNA bendtigt. Dartiber hinass Phosphor fiir die Regulation von
Proteinaktivitdten durch Phosphorylierung von Histi, Aspartat-, Serin-, Threonin- oder
Tyrosin-Resten essentiell. Bakterien haben daherchsl@smen zur Akquisition,
Assimilierung und Speicherung von Phosphor entwickie zellularen Speicherformen von
anorganischem Phosphat)(ist Polyphosphat (polyP). Unter Phosphatmangétigeshgen
induzieren viele Bakterien die Synthese von Pretgirdie es ihnen erlauben, verbliebenes
Phosphat effizienter zu nutzen und alternative pthajuellen zuganglich zu machen. Die
Regulation der Transkription dieser Gene wird seftrdurch 2-KS gesteuert und wurde
intensiv inE. coli (Wanner, 1996) unB. subtilis (Hulett, 2002) untersucht.

1.2.1 Phosphatmangelantwort inE. coli, B. subtilis, M. tuberculosisund

StreptomycesSpezies

Das PhoR-PhoB 2-KS steuert die Phosphatmangelanimwé&t coli (Wanner, 1996). Dieser
Prozess beinhaltet die Kontrolle der Expression mahr als 38 Genen (als Phosphatregulon
bezeichnet), die die Aufnahme vony Bt hoherer Affinitdt ermdglichen sowie die
Verwendung von organischem Phosphat oder Phos@ho(ahinagawat al., 1983; Wanner,
1993; Wanner, 1996). Das Phosphatregulon enthalbeme Genen, die fur die
Phosphoraufnahme bzw. den Phosphormetabolismudiggen@rden, auch Gene, die z. B.
eine Rolle bei dede novo-Biosynthese von NAD(Hove-Jensen, 1996) und bei der Initiation
der Chromosomenreplikation (Haa al., 1999) spielen. Erst kirzlich wurden drei weitere
durch PhoB regulierte Gene identifizieainn (AMP Nukleosidase)yibD (kodiert ein Protein,
dass bei der Schwermetallantwort beteiligt ist) ytid (hypothetisches Protein), die diesen
Antwortregulator als globalen Regulator charakieren (Baek and Lee, 2006). Unter
Phosphatmangelbedingungen autophosphoryliert drebrengebundene Sensorkinase PhoR
und phosphoryliert den Antwortregulator PhoB (Bllisand McCleary, 2000; Making al.,
1989; Parkinson, 1993; Stoekal., 1989). PhoB ist ein Mitglied der OmpR-Subfamilied
besteht aus einer N-terminalen Regulator-Doméneeimer C-terminalen Effektor-Domane
mit ,helix-turn-helix*-Motiv (Sola et al., 1999). Phosphoryliertes PhoB bindet an die
sogenannte PHO-Box, ein Bindemotiv bestehend awesrei,direct repeat” von je 7 bp mit
der gut konservierten Sequenz CTGTCAT separiertidem 4 bp langes Segment (Wanner,
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1996). Wie bei den meisten 2-KS ist der Vorgang @&gnalerkennung durch die
Sensorkinase, so auch im Fall von PhoR, noch uéagekbie Phosphorylierung von PhoR
erfolgtin trans und eine Phosphorylgruppe wird an den Aspartat-Bes Antwortregulators
Ubertragen. Durch Phosphorylierung erfahrt Pho® diktivierung, die sich in einer 150-fach
hoheren DNA-Bindungsaffinitat ausdrickt (Wanner,930 Durch Interaktion mit der
o'°-Untereinheit der RNA-Polymerase wird die Transkaip gesteigert (Makinet al., 1989;
Makino et al., 1996; McCleary, 1996). Bei der Dephosphoryliermogn PhoB scheint ein
drittes Protein, PhoU, involviert zu sein (ArribBsesacomaet al., 2007; Oganesyad al.,
2005). PhoB liegt sowohl im phosphorylierten algraim unphosphorylierten Zustand als
Dimer vor (Bachhawatt al., 2005; McCleary, 1996). Zudem zeigten biochemisshalien,
dass bei unphosphoryliertem PhoB die N-terminalguReor-Doméne inhibitorisch auf die
C-terminale Effektor-Doméne wirkt (Allest al., 2001; Ellison and McCleary, 2000). Zur
Aufklarung des Aktivierungsmechanismus, den mah als eine Konformationsanderung der
Regulator-Domane durch Phosphorylierung und der tékgabe dieser
Konformationsanderung auf die Effektor-Domane duhateraktion der beiden Doménen
vorstellt, wurden Studien mit konstitutiv aktiveindB-Proteinen durchgefihrt. Dabei fand
man heraus, dass der Austausch von nur zwei Amimesa(Mutante 1: AsplOAla/
Asp53Glu; Mutante 2: Asp53Ala/ Tyrl02Cys) zu ein&onstitutiv aktiven Protein fihrte
(Arribas-Bosacomaet al., 2007). Gleiches konnte fir den Transkriptionstaign OmpR
nachgewiesen werden. Hier reichte der Austausar éiminosdure aus (Tyrl102Cys), um ein
konstitutiv aktives Derivat zu erhalten (Kanamand &izuno, 1992).

Die Regulation der Phosphatmangelantwort verlduR. isubtilis komplexer als irk. coli ab,
da in dieser Spezies drei 2-KS, namlich PhoPR, Eesid SpoOA, involviert sind (Hulett,
2002; Sunet al., 1996). Unter Phosphatlimitierung, die wahrscheiml durch die
Sensorkinase PhoR erkannt wird, erfolgt deren Autsphorylierung und die
Phosphorylierung des Antwortregulators PhoP, deedaium die Transkription der
Phosphatmangelgene aktiviert bzw. reprimiert (Hul#996; Liu and Hulett, 1997). Dabei
bindet PhoP an multiple Wiederholungen des SequetinzsnT T(A/T/C)ACA, die durch ca.
5 bp separiert sind (Liu and Hulett, 1998). Das dpihatmangelstimulon besteht aus Genen,
die einen hoch-affinen Phosphattransporter (Eymetnal., 1996; Qiet al., 1997) und
alkalische Phosphatasen und Phosphodiesterasealr@amnet al., 2000; Kappet al., 1990)
kodieren. Es enthalt aber auch Gene fiir die Bid®gd von Zellwandpolymeren (Lahooti
and Harwood, 1999; Mullest al., 1997), bei deren Transkriptionsregulation Phathtnnur
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als  Aktivator, sondern auch als Repressor agiert.o Serfolgt unter
Phosphatmangelbedingungen eine Induktion t&ABCDEFGH-Operons, das fur die
Biosynthese von Teichuronséauren kodiert, und eiepré&ssion detagAB- und tagDEF-
Operons, die fur die Biosynthese von Teichonsauwetieren. Bei Phosphatmangel werden
dadurch die phosphathaltigen Teichonsauren gegeospphtfreie Teichuronsauren
ausgetauscht (Antelmareh al., 2000; Pragai and Harwood, 2002; Pragiaal., 2004). Wie
bereits erwahnt kommen neben dem PhoPR-System,erdegsimare Rolle die
Phosphatmangelantwort ist (Birkey al., 1998; Hulett, 2002), auch Spo0A, notwendig fur
die Initialisierung der Sporulation (Burbulgs al., 1991) und das 2-KS ResDE, spielt eine
Rolle bei der Atmung (Nakanet al., 2000; Paukt al., 2001), inB. subtilis vor. Dabei wird
das PhoRP-System positiv durch das ResDE-SystemdendRegulator AbrB reguliert,
wahrend das SpoOA-System eine reprimierende Wirlauigeide Systeme ausibt (Eldakak
and Hulett, 2007; Suset al., 1996). Unter Phosphatmangelbedingungen wirkt PéelBst
aktivierend auf das ResDE-System, was zu einettipesi Riickkopplung zwischen diesen
beiden 2-KS fuhrt (Birkewt al., 1998). Demnach ist die Konzentration arzWar essentiell
zum Ausldsen der Phosphatmangelantwort, aber dikeé&tder Phosphatmangelantwort ist
abhangig von ResD und/oder AbrB (Eldakak and HUR&D7).

In Mycobacterium tuberculosis, einem pathogenen Mitglied d€orynebacterineae, konnten

11 2-KS identifiziert werden (Colet al., 1998), darunter das PhoRP-System (Pete.,
2001). PhoP vom. tuberculosis weist die hochste Sequenzibereinstimmung (65 %@r un
den Mycobacterium Spezies z(C. glutamicum PhoR auf. PhoP scheint fur das intrazellulare
Wachstum in Mausmakrophagen essentiell zu seiniligarhinaus konnte dighoP-Mutante
nicht in Medium mit einer geringen MgKonzentration wachsen (Waltegsal., 2006). Das
durch Transkriptomanalysen bestimnhe tuberculosis PhoP-Regulon enthalt Gene, die an
der Biosynthese von Sulphatiden, Polyacyltrehalosed Diacyltrehalosen beteiligt sind
(Gonzalo Asensi@t al., 2006; Walterset al., 2006). Biochemische Analysen einavoP-
Mutante, durch Insertion einer Kanamycin-Resistaszktte erhalten, zeigten, dass diese die
wichtigen Lipid-Komponenten der Zellwand nicht mehenthielt, wodurch der
Wachstumsdefekt verursacht sein konnte (Gonzalogiset al., 2006; Walterst al., 2006).
Demnach scheint das PhoPR 2-KS an der Regulatiphkadeplexen Lipid-Biosynthese in
M. tuberculosis involviert zu sein (Walterst al., 2006). Eine direkte Interaktion von PhoP
mit einem Zielgen konnte bislang nur fiir die Proonatgion vonphoP nachgewiesen

werden. PhoP interagiert dabei mit einer Regiontdbesid aus drei 9 bp langen
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Wiederholungen mit der Konsensussequenz AC(T/G)(TIG)(C/T)AA/G)C und
reprimiert dadurch seine eigene Expression (Getdh, 2006).

Interessanterweise konntenhh tuberculosis drei pst-Operons identifiziert werden (Braibant
et al., 1996a; Braibanit al., 1996b; Coleet al., 1998), die mdglicherweise eine fein
abgestimmte Anpassung des Mikroorganismus an Phtsphgel wahrend des
Infektionszyklus ermdglichen (Lefevr al., 1997). Es konnte gezeigt werden, dass PstS1
ausM. tuberculosis in der Lage ist Phosphat mit einer ahnlich hohd&imiéat, wie fur PstS
ausE. coli beschrieben, zu binden (Chaeigal., 1994; Vyaset al., 2003). Zudem scheint die
Produktion der verschiedenen PstS-Proteine untesgPtatmangel erhdht zu sein (Andersen
et al., 1990; Lefevreet al., 1997). Nicht nur fupstSl, sondern auch f{pstS2 konnte gezeigt
werden, dass sie hoch-affine Phosphatbindeproteidéeren (Peirst al., 2005). Darlber
hinaus konnte nachgewiesen werden, dass sowohpsti®-Mutante, als auch dipstS2-
Mutante eine stark abgeschwéchte Virulenz zeigimiech scheintM. tuberculosis sehr
wahrscheinlich wahrend seiner intrazellularen Lablener Phosphatlimitierung zu erfahren
(Peirset al., 2005).

Die Phosphatmangelantwort in den Antibiotika-pradtenden BakterienStireptomyces
coelicolor, S lividans undS. natalensis wird durch das 2-KS PhoRP reguliert (Mendeal.,
2007; Sola-Landat al., 2003). Bei der Sensorkinase PhoR handelt eswsiehhei den zuvor
dargestellten 2-KS, um ein membrangebundenes Rroted der Antwortregulator PhoP
gehort zu der OmpR-Familie der DNA-bindenden Antwegulatoren (Sola-Landet al.,
2003). Fur dieS codlicolor-GenepstS und phoRP-phoU konnte eine direkte Interaktion von
phosphoryliertem PhoP mit den Pho-Boxen gezeigtermerBei der Pho-Box handelt es sich
um eine 11 bp lange Sequenz mit dem Konsensusmotiv
G(G/T)TCA(CI/T)(CIT)(CIT)(AIG)(G/C)G. Dieses Motivdnnte in beiden Promotorregionen
als direkte Sequenzwiederholung identifiziert ward&ola-Landaet al., 2005). Auch in

S natalensis konnte eine Bindung des Antwortregulators PhoP dieses
Konsensusbhindemotiv innerhalb der Promotorregi@ptdeRP-phoU-Operons nachgewiesen
werden (Mendest al., 2007).

Interessanterweise finden sich bei den dargesteBtieeptomyces-Spezies Zusammenhange
zwischen dem PhoRP 2-KS und der Biosynthese vomrEkmetaboliten (Martin, 2004);
Mendeset al., 2007; Sola-Landat al., 2003). Die Expression von Genen, die Enzyme iiir d
Biosynthese von Sekundarmetaboliten kodieren, wiréer Phosphattiberschussbedingungen

reprimiert (McDowallet al., 1999). InS. lividans phoP- und phoRP-Mutanten konnte ein
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Anstieg der Sekundarmetabolite Actinorhodin und &bydprodigiosin nachgewiesen werden,
was eine Beteiligung des PhoRP-Systems bei der |&egu der Biosynthese von
Sekundarmetaboliten vermuten lasst (Sola-Lastdd., 2003). Jedoch konnten bislang keine
Pho-Boxen in den Promotorregionen der Biosyntheszgeler Sekundarmetabolite
Actinorhodin und Undecylprodigiosin identifiziert enden, wodurch eher eine indirekte
Regulierung durch PhoRP vermutet wird (Martin, 2008ine indirekte Beteiligung von
PhoRP wird auch bei der Regulierung der Primarfgimsynthesegene irs. natalensis
vorgeschlagen (Mendes al., 2007). Bei einer Phosphatkonzentration von caaM. ist die
Expression aller Primaricin-Biosynthesegene staduriert, wahrend deren Expression bei
einer Phosphatkonzentration von 10 mM dagegen téaolisy reprimiert ist. InphoP- und
phoRP-Mutanten ist die Primaricin-Produktion dagegen bis zu 80 % gesteigert, jedoch
finden sich in den Promotorregionen der PrimarBiosynthesegene keine Pho-Boxen
(Mendeset al., 2007).

1.2.2 Phosphatmangelantwort irC. glutamicum

In Corynebacterium glutamicum wurde das Phosphatmangelstimulon mit Hilfe der BNA
Chip-Technologie identifiziert (Ishiget al., 2003). Ein Vergleich der mRNA-Level vor und
zu verschiedenen Zeitpunkten nach einem Wechsel Wiosphatuberschuss zu
Phosphatmangel fiihrte zur Identifikation von 92 &emmit einer> 4-fach veranderten
Expression. Darunter finden sich 25 Gene, die & Ehosphataufnahme und dessen
Metabolismus eine Rolle spielen. Diese Gene weiderFolgendenpsi-Gene phosphate
starvationinducible) genannt. Dazu gehort gesSCAB-Operon, das einen hochaffinen ABC-
Transporter fur die Aufnahme von Phosphat kodidds ugpABCE-Operon das einen
hochaffinen ABC-Transporter fir die Aufnahme vory€arin-3-phosphat kodiertj pQ1, das
eine Glycerinphosphoryldiester-Phosphodiesteraskekp ushA, das ein Enzym mit UDP-
Zuckerhydrolase- und 5-Nukleotidase-Aktivitat kedi (Rittmannet al., 2005); nucH, das
eine putative extrazellulare Nuklease kodiphpC (NCgl2959¢£g3393), das eine Zellwand-
assoziierte Phosphatase kodiert (Wendisch and BR&®5); phoH1, das eine ATPase
unbekannter Funktion kodiert und dpstABCD Operon, das ein ABC-Transportsystem
kodiert, das mdoglicherweise fur die Aufnahme einech unbekannten phosphorhaltigen
Komponente kodiert (Ishiget al., 2003).

Zur ldentifizierung eines 2-KS, das an der Phogsphagelantwort irC. glutamicum beteiligt

sein kénnte, wurden Wachstumsexperimente mit Desthutanten durchgefihrt (Kocan
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al., 2006). Insgesamt wurden 12 glutamicum-Mutanten untersucht, in denen jeweils die
Gene flr ein bestimmtes 2-KS deletiert waren. HEgteesich, dass eine Mutante unter
Phosphatmangelbedingungen, nicht aber bei ausrelené”hosphatversorgung, signifikant
schlechter wuchs als d&/T. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass dapeahende 2-KS
an der Regulation der Phosphatmangelantwort bgtedi (Kocanet al., 2006). Aufgrund
dessen wurden die Gene fir dieses 2pK&S (kodiert die Sensor-Kinase) uphoR (kodiert
den Antwortregulator) genannt.

Mittels DNA-Microarray-Analysen wurde die Rolle dB6oRS-Systems bei der Anpassung
an Phosphatmangelbedingungen bestétigt. Es zadtedass digsi-Gene, mit Ausnahme
des pstSCAB Operons, in der\phoRS Mutante bis zu 60 min nach einem Wechsel von
Phosphatiiberschuss zu Phosphatmangel nicht melziendwurden (Kocaret al., 2006).
Die Induktion despstSCAB-Operons unter Phosphatmangelbedingungen inAgboRS
Mutante deutet auf mindestens einen weiteren Regufeben PhoRS hin (Kocan, 2005).
Mittels Gelretardationsexperimenten konnte einekd@ Interaktion der beiden Regulatoren
des Acetat-Stoffwechsels, RamB (Gerstneeal., 2004) und GIXR (Kinet al., 2004) mit der
Promotorregion vompstS nachgewiesen werden. Dies deutet auf eine in vegitArbeiten zu
untersuchende  Verbindung zwischen der Regulationn vdlohlenstoff- und

Phosphorstoffwechsel hin (Sorger-Herrmann, 2006).

2 L-Lysinbiosynthese inC. glutamicum

L-Lysin ist eine essentielle Aminosaure, die alsttémmitteladditiv zur Steigerung der
Fleischproduktivitat vor allem in der Schweine- uadfliigelzucht eingesetzt wird (Kelé
al., 2005). Jahrlich werden mehr als 750.000 Tonndwydin produziert (Wittmann and
Becker, 2007). Die Biosynthese von L-Lysin erfolggi Ammonium-Mangel Uber den
energetisch ,kostspieligen* Tetrahydrodipicolinatsinylase-Weg und bei Ammonium-
Uberschuss tiber die energetisch weniger ,kostggieDiaminopimelatdehydrogenase (Abb.
lll. 2; Eggeling and Sahm, 1999). Zur Steigerung dRroduktivitdit wurden in den
vergangenen Jahren Gene, die die L-Lysin-Biosyethdgekt betreffen, aber auch
Stoffwechselwege, die zu Nebenprodukten fihren wgotthe, die der Synthese von
Vorstufenmolekilen dienen, genetisch verandert ritd@n, 2003; Pfefferlest al., 2003;
Sahmet al., 2000).
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Abb. Ill. 2: Darstellung der L-Lysin Biosynthese in C. glutamicum(nach Kelleet al, 2005).

Basierend auf diesen Erkenntnissen wurde ein Defea C. glutamicum ATCC13032
konstruiert, der Modellstamm DM1730 (B. Bathe, Degp). Dieser Stamm enthalt
Punktmutationen in den GendgsC (T311l; Aspartatkinase)hom (V59A; Homoserin-
Dehydrogenase) ungyc (P458S; Pyruvat-Carboxylase). Dartiber hinaus wdedeGempck,
das die Phosphoenolpyruvat-Carboxykindsaediert, in diesem Stamm deletiert. Die
Aspartatkinase LysC wird durch L-Lysin und auchdtut-Threonin kumulativ ,feedback*
inhibiert (Kalinowskiet al., 1991; Shiio and Miyajima, 1969). DigsC-Genregion besteht
aus zwei ,in-frame"“ Uberlappenden GengsC alpha undysC beta. Der Austausch einer

einzelnen Aminoséaure (T311l) innerhalb der betaeumhheit der Aspartatkinase fuhrte zu
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einer feedback"” resistenten Aspartatkinase (Kaliski et al., 1991). Zur Verringerung der
Nebenproduktbildung in Form von L-Threonin wurdes d@m Gen mutiert. Durch die
eingefuhrte Mutation zeigt die Homoserin-Dehydraggen eine geringere Aktivitat, so dass
weniger Homoserin und damit L-Threonin aus Aspattaemialdehyd entsteht, sondern
mehr Dihydrodipicolinat durch die Dihydrodipicolindynthase gebildet wird. Gleichzeitig
wird dadurch die ,feedback“-Inhibition durch L-Tlmein verringert (Eikmannet al., 1991b;
Follettie et al., 1988). Die eingefihrte Mutation in demyc Gen fuhrt zu einer
Aktivitatssteigerung und damit dazu, dass die Pgr@arboxylaseaktivitat gesteigert wird.
Dadurch kommt es zu einer erhbhten Synthese voraCetat, der Vorstufe von Aspartat,
was zu einer erhdhten Lysinbildung fuhrt (Petersatechet al., 2001). Eine verbesserte
Bereitstellung von Oxalacetat und der damit erhdhtgsinproduktion konnte auch durch
Deletion des Genpck, das die Phosphoenolpyruvat-Carboxykinkediert, die die Reaktion
von Oxalacatat zu Phosphoenolpyruvat bei der Gle&ganese katalysiert, erreicht werden
(Riedelet al., 2001).

3 Das Thema der Arbeit

Im Rahmen dieser Doktorarbeit sollte die Regulatidar Phosphatmangelgene von
C. glutamicum durch das Zweikomponenten-System PhoRS weitersutdet werden. Dazu
sollte die fur Zweikomponentensysteme typische pbtsphorylierung der Sensorkinase
PhoS sowie der Phosphorylgruppentransfer auf detwdktregulator PhoR analysiert
werden. Zum Nachweis der direkten Regulation dan3kription dempsi-Gene durch PhoR
sollten Gelretardationsexperimente durchgefuhrt, Bafluss der Phosphorylierung von
PhoR auf dessen DNA-Bindungsaffinitat untersuchtl @in PhoR-Bindemotiv abgeleitet
werden. Neben diesem vitro-DNA-PhoR-Interaktionsstudien sollte die Relevaner d
identifizierten PhoR-Bindestellen aucln vivo mittels Transkriptionsfusionsanalysen
verifiziert werden.

Im zweiten Teil der Arbeit sollte der Einfluss vdPhosphatmangel und des PhoRS-
Zweikomponentensystems auf die Lysinbildung untrswerden. Dazu sollten dgoRS-
Gene in dem Lysin-Modellstamm DM1730 deletiert umd Anschluss die Stamme
DM1730/pEKEx2, DM173BphoRSpEKEX2 und DM173BphoRYpEKEX2phoRS
hinsichtlich Wachstum und Lysinbildung unter Phasdfiberschuss und Phosphatmangel

analysiert werden.
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\Y/ Material und Methoden

1 Pufferlosungen und Antibiotika (Stammldsungen)

Wenn nicht anders angegeben, wurden die Lésungeideist. Wasser angesetzt.

Ampicillin
ATP
Biotin
BS-Puffer

Calciumchlorid
Glukose
Kanamycin
SDS
“Strip”-Puffer

50 x TAE-Puffer
10 x TBE-Puffer

100 mg/ml (sterilfiltriert)

100 mM

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

50 mM Tris-HCI, 50 mM KCI, 10 mM Mgg&l0,5 mM NaEDTA,
10 % (v/v) Glycerin, pH 7,5

10 g/l (sterilfiltriert), 68 mM

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

50 mg/ml (sterilfiltriert)

10 % (w/v)

20 mM Tris, 500 mM NaCl, 100 mM MaDTA, pH 7,9, autoklaviert,
entgast mit einer Vakuumpumpe bei einem Unterdrvck ca.
840 mbar (Vacuum Pump XF 5423050 von Millipor, Hsmim)

37,2 g/l N&EDTA 2H,0, 242 g/l Tris, mit Eisessigd pH 8,5

55 g/l Borsaure, 7,44 g/l JBBTA 2H20, 108 g/l Tris

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

TKMD-Puffer 50 mM Tris-HCI, 200 mM KCI, 5 mM MgG] 5 mM DTT (frisch
zusetzen), pH 7,5, entgast

TNI x-Puffer 20 mM Tris, 300 mM NaCl, 5 % (v/v) Glgrin, x mM Imidazol,
pH 7,9, sterilfiltriert, entgast

2 Nahrmedien

SOC-Medium: 20 g/l Trypton (Difco), 5 g/l HefeexitgDifco), 0,6 g/l NaCl (Merck),

0,2 g/l KCI (Merck), nach dem Autoklavieren 1 g/Igkl, (Merck)
(sterilfiltriert) und 4 g/l Glukose (Merck) (sepautoklaviert) zugeben
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LB-Medium:
BHI-Medium:
BHIS-Medium:

CGllI-Medium:

CGXII-Medium:

Spurensalzlésung:

10 g/l Trypton (Difco), 5 g/l Hefeexkt(Difco), 10 g/l NaCl (Merck)
37 g/l BHI (Difco)
37 g/l BHI (Difco) und 182 g/l SorbltMerck) (separat autoklaviert)

2,5 g/l NaCl, 10g/l Bacto-Pepton (Baf), 10 g/l Hefeextrakt (Difco),
pH 7,4, nach dem Autoklavieren 20 g/l Glukose (Mgrseparat

autoklaviert) zugeben

20 g/l (NH).SO, (Merck), 5 g/l Harnstoff (Merck), 1 g/l KO,
(Merck), 1 g/l KHPO, (Merck), 0,25 g/l MgS® - 7H,O (Merck),
10 mg/l Cad] (Merck), 42 g/l MOPS (Roth), 0,2 mg/l Biotin (Méd¢
pH 7 (mit NaOH einstellen), nach dem Autoklavierdn ml/|
Protokatechusaure (30 g/l in verd. NaOH gelGst;liteiert), 1 ml/l

Spurensalzlésung und 40 g/l Glukose (Merck) zugeben

10 g/l FeSO 7H,O (Merck), 10 g/l MnS® - H,O (Merck),
1 g/l ZnSQ - 7H,0O (Merck), 0,2 g/l CuS® 5H,0O (Merck), 20 mg/l
NiCl,- 6H,O (Merck), zum Losen mit HCI ansauern (pH 1)

Fur entsprechende Nahrbéden wurde den Medien 1Agg#-Agar (Difco) zugesetzt. Wenn

erforderlich wurde den N&hrmedien Kanamycin zu reigedkonzentration von 50 pg/ml

(E. coli) oder 25 pg/ml . glutamicum) bzw. Ampicillin zu einer Endkonzentration von

100 pg/ml E. coli) zugesetzt.



Material und Methoden 17

3 Bakterienstamme

Tab. IV.1: Bakterienstamme, die in dieser Arbeit ¥rwendet wurden.

Stamm Relevante Charakteristika Herkunft/Referenz
E. coli
DH5a F thi-1 endAl hsdR17 (r , m) supE44 AlacU169 | Invitrogen
(@p80lacZAM15) recAl gyrA9%6 relAl; Stamm fur| (Hanahan, 1985a)
Klonierungen
BL21(DE3) F ompT hsdB(rg” mg) gal decm (Aclts857 indl | Novagen Inc.,
Sam7nin5 lacUV5-T7 gene 1); Wirtsstamm fir djfeMadison, USA
Uberproduktion der pET-kodierten rekombinanfen
Proteine; enthélt den lysogenen PhalBi3, der
das T7-Phagen-RNA-Polymerase-Gen unter |der
Kontrolle des lacUV5-Promotors tragt.
C. glutamicum
ATCC13032 Wildtyp, Biotin-auxotroph Abet al., 1967
DM1730 pyc™#%8S hom"*%* lysC™* Apck, Derivat von| B. Bathe, Degussa
ATCC13032
DM173MphoRS | Derivat von DM1730 mit Deletion dephoRS | Diese Arbeit
Gene
4 Plasmide
Tab. IV.2:  Plasmide, die in dieser Arbeit verwendetvurden.
Plasmid Merkmale Referenz
PEKEX2 Karf; E. coli-C. glutamicum-Shuttle-Vektor fiil Eikmannset
die regulierte Genexpression P laci®, pBL1 | al., 1991a
oriVcg, PUC18 ori\kc), MCS im Vergleich zun
pEKEX1 invertiert
PEKExX2phoRS Karf; pEKEx2-Derivat, enthalt 2466-bp-Fragmen€ocanet
mit denphoRS Genen au€. glutamicum al., 2006
pET2 Kar¥, Promotor-Testvektor Vasicowh

al., 1998
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Fortsetzung Tabelle 1V.2:

Plasmid Merkmale Referenz

pPET2phoR1 Kan™; pET2-Vektor mit einem 233-bp-Fragmdriese Arbeit
desphoR-Promotors

pET2phoR2 Kan®; pET2-Vektor mit einem 200-bp-Fragmdribiese Arbeit
desphoR-Promotors

PET2phoR3 Kan™; pET2-Vektor mit einem 180-bp-Fragmdrbiese Arbeit
desphoR Promotors

pPET16b AP Pry, lacl, oriV aus pBR322, Vektor zUrNovagen

PET16bphoRA1-125

pET16bphoR

pK19mobsacBAcgtSR3

pMal-c

pMalE-PhoSK

Uberexpression von Genen i&. coli, der das
Anfugen eines N-terminalen ,tags® aus
Histidin-Resten ermdglicht

PET16b-Derivat fiir die heterologe Uberproahrki
von PhoR\1-125 mit N-terminalem His ,tag"
(PhoRA1-125)

PET16b-Derivat furr die heterologe Uberprodukt
von PhoR mit N-terminalem Hig,tag” (PhoR\.uis

10)

KarT; pK19mobsacB-Derivat, dass dascgtSR3
Deletionskonstrukt tragt

AmpY; P, lacl?, ColE1 oriV, E. coli Vektor zu
Konstruktion und Uberexpression %
Fusionsproteinen, die das Maltose-Bindepro
(MalE) aus E.coli, ohne dessen Signalpept
enthalten

Amp; pMal-c Derivat zur Uberproduktion ein
Fusionsproteins aus der  Kinase-Dom
(Aminosauren 247-485) von PhoS au€.
glutamicum und MalE ausk. coli ohne desse
Signalpeptid

10

Kocan,
2005

dbiese Arbeit

Kocanet
al., 2006

New
piEEngland
[eBmolabs
d,

bPiese Arbeit
Hne

4.1 Konstruktion der Expressionsplasmide pET16b-PbRy.isio und

pMalE-PhoSK

Fur die Konstruktion des Plasmides pET16b-Rh@Ro wurde phoR mittels der

OligonukleotidephoR-Ndel-fw und phoR-bin1/2-Xhol-rv amplifiziert und tGber das QIAquick
PCR Purification-Kit (Qiagen) aufgereinigt. Im Aimdgss an die Aufreinigung wurde das
767 bp grol3e Insert sowie der Vektor pET16b (N-teaher 10fach His-,tag”; Faktor Xa
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Schnittstelle) mitNdel und Xhol verdaut. Zur Aufreinigung der Proben wurde eine
Gelextraktion durchgefuhrt und anschlie3end eréoltje Ligation vorNdel/Xhol verdautem
phoR mit Ndel/Xhol verdautem pET16b (Plasmidkarte siehe Abb. VII. B. coli DH5a
wurde mit pET16kphoR transformiert und die erfolgreiche Transformatiomurde via
Kolonie-PCR uberpruft. Nachfolgend wurde eine DNég8enz-Analyse durchgefuhrt und es
fanden sich Plasmide ohne Mutationen in den kloemgshoR-Fragmenten, mit denen dann
E. coli BL21(DE3) transformiert wurde.

Die Kinase-Doméane wurde mit dem C-Terminus des d4alBindeproteins voR. coli, dem
das Signalpeptid fehlt, fusioniert. Dazu wurde BNA-Region, welche die Kinase-Doméne
kodiert (Aminosauren 247-485), mit den Oligonukigen phoSK-EcoRI-fw (fligt eine EcoRl
Schnittstelle vor die Aminoséure 247 ein) upltbSK-Pstl-rv (fugt eine Pstl Schnittstelle
hinter das Stoppcodon ein) amplifiziert und Ubes d@lAquick PCR Purification-Kit
(Qiagen) aufgereinigt. Nach Verdau des aufgereamigPCR Fragmentes mit EcoRI und Pstl,
wurde dieses mit dem Vektor pMal-c (New Englandi&s, Frankfurt, Germany), der zuvor
ebenfalls mit den Restriktionsendonucleasen Ecofdl Rstl geschnitten wurde, ligiert. Das
resultierende Expressionsplasmid pMalE-PhoSK (Ridlsmte siehe Abb. VIII. 5) wurde auf
Richtigkeit durch eine DNA-Sequenz-Analyse Uberprid. coli BL21(DE3) wurde mit

Plasmiden ohne Mutationen in den klonienpboSK-Fragmenten transformiert.

5 Stammhaltung von Bakterienstammen

Die Kultivierung von Bakterien zur Stammhaltungodgfe in Reagenzglasern mit 5 ml BHI-
Medium, die 12-15 h mit 170 Upm bei 30 °C. (glutamicum) bzw. bei 37 °C E. coli)
geschuttelt wurden. AnschlieBend wurden die Zelggrerntet, in 1 ml BHI-Medium
resuspendiert, mit 1 ml sterilem Glycerin (70 %)nigcht und in zwei Aliquots aufgeteilt.
Ein Aliquot wurde bei -20 °C, das andere bei -759¥agert.
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6 Kultivierung von Bakterienstammen

6.1 Kultivierung von Escherichia coli

Fur die Kultivierung vonE. coli wurde routinemaf3ig Luria-Bertani-Medium (LB-Mediym
verwendet (Sambrooket al., 1989). Nur zur Regeneration der Zellen nach einer
Transformation bzw. bei der Kultivierung zur Helistieg kompetenter Zellen wurde SOC-
Komplexmedium (Sambroolet al., 1989) eingesetzt. AlleE. coli-Stamme wurden in
Schittelkolben, in Réhrchen bzw. auf Agarplatten 3% °C kultiviert. Die Kultivierungen
zur Plasmid-Isolierung erfolgten im Allgemeinen Reagenzglasern mit 5 ml LB-Medium,
die fur 15-20 h mit 170 Upm geschuttelt wurden.

Expressionskulturen:

Fur die Uberproduktion von Proteinen i coli BL21(DE3) bzw. DH& wurden 2 | LB-
Medium mit 50pg/ml Kanamycin oder 100 pg/ml Ampicillin mit einBbernacht-Kultur des
E. coli-Stammes, der das gewinschte Expressionsplasngd auf eine Oy, von 0,1
angeimpft. Die Kulturen wurden bei 37 °C und 130nUmkubiert. Bei einer O, von 0,3
wurde die Expression des Zielgens durch Zusatz YomM IPTG (Endkonzentration)
induziert. AnschlieRend wurden die Zellen bei 30 w€itere 3-4 Stunden inkubiert. Die
Zellernte erfolgte durch Zentrifugation (10 min,083g, 4 °C), die sedimentierten Zellen
wurden einmal in 50 ml Aufschlusspuffer (TNI5 fUuEp-Derivate, TKMD fir pMal-c-
Derivate) gewaschen und bis zur weiteren Verwendcaig-20 °C gelagert. Vor Induktion
sowie 1, 2, 3 und 4 Stunden danach wurde digygli@stimmt sowie 1 ml Proben entnommen
und abzentrifugiert. Die sedimentierten Zellen vemd in (O x 150) pl

1x SDS-Ladepuffer aufgenommen und bis zur AnalyseldSDS-PAGE bei -20 °C gelagert.

6.2 Kultivierung von Corynebacterium glutamicum

Kultivierung fur die Chloramphenicolacetyltransfera se-Enzymtests (CAT-Enzymtests):

Fir die CAT-Enzymtests wurden zum Animpfen der \aikren Einzelkolonien von
Agarplatten verwendet, die nicht alter als 4 Tageen. Die Vorkultivierung erfolgte in 5 ml
BHI-Medium fir ~8 h bei 30 °C und 170 Upm. DiessterVorkultur wurde zum Animpfen
von 50 ml CGXII-Minimalmedium mit 4 % (w/v) Glukoseerwendet. Diese zweite
Vorkultur wurde tber Nacht bei 30 °C und 120 Upriuiiert und zum Animpfen der
Hauptkultur verwendet. Die Hauptkultur (300 ml CG&Xledium mit 4 % (w/v) Glukose in
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1L Kolben mit seitlichen Schikanen) wurde auf e®igsoo von ~1 angeimpft und bis zu einer
ODgoo Von 4-5 bei 30 °C und 120 Upm inkubiert. Zu dieséeitpunkt wurden 30 ml Kultur
durch Zentrifugation auf Eis geerntet und bei -20is zur weiteren Verwendung gelagert.
Die Zellen aus 200 ml der verbleibenden Kultur vesr@dweimal mit phosphatfreiem CGXII-
Minimalmedium ohne Kohlenstoffquelle gewaschen umadschlieBend in 200 mi
phosphatfreiem CGXII-Minimalmedium mit 4 % (w/v) @Wdose resuspendiert und weiter bei
30 °C und 120 Upm inkubiert. 10, 30, 60, 90 und 1Bth nach dem Transfer in
phosphatfreies Medium wurden jeweils 30 ml Kulturah Zentrifugation auf Eis geerntet
und bei -20 °C bis zur weiteren Verwendung gelagglie Kulturen enthielten 25 pg/mi

Kanamycin.

Kultivierung von DM1730-Stammen

Zum Animpfen der ersten Vorkultur wurden 5 ml LB-tiem mit 4 % (w/v) Glukose und
eine Einzelkolonie von Agarplatte verwendet. Diesste Vorkultur wurde fiir ~9 h bei 30 °C
und 170 Upm inkubiert und zum Animpfen der zweitéorkultur verwendet. Diese,
bestehend aus 50 ml CGlII-Medium mit 4 % (w/v) Glak, wurde Uber Nacht bei 30 °C und
120 Upm inkubiert. Bei Kultivierung unter Phosphatigelbedingungen wurde eine dritte
Vorkultivierung eingeschoben. Hierzu wurden 50 n@>3I-Minimalmedium mit 4 % (w/v)
Glukose und Phosphatmangel (0,6 mM Phosphat) aef @0 von ~1 angeimpft und fur
24 h bei 30 °C und 120 Upm inkubiert. Dieser Sthst zur Verringerung der internen
Phosphatspeicher, z. B. Polyphosphat, notwendig. Hauptkultur, bestehend aus 50 ml
CGXIlI-Minimalmedium mit 4 % oder 8 % (w/v) Glukosad Phosphatiberschuss (13 mM
Phosphat) bzw. Phosphatmangel (0,065, 0,13 odem®&Phosphat) wurde auf eine @p
von ~1 angeimpft. Zur Induktion von pEKEx2-Derivatenthielt die Hauptkultur IPTG in
einer Endkonzentration von 1 mM. Generell wurde deiedium 25 pg/ml Kanamycin

hinzugeflgt.

7 Molekularbiologische Methoden
7.1 Isolierung von Nukleinséuren

Zur Isolierung von Plasmid-DNA aus coli wurde der QIAprep-Spin Miniprep-Kit (Qiagen,
Hilden) nach den Angaben des Herstellers verwemeser Kit basiert auf der alkalischen

Lyse von Zellen (Birnboim and Doly, 1979). Die lsoung von Plasmid-DNA aus
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C. glutamicum erfolgte ebenfalls mit dem QIAprep-Spin Miniprejt-KQiagen, Hilden).
Aufgrund des im Vergleich z&. coli dickeren Mureinsacculus wurden die glutamicum-
Zellen zunachst 1-2 h mit 15 mg/ml Lysozym im Pufd (Qiagen, Hilden) unter Schutteln
bei 37 °C inkubiert (Schwarzer and Puhler, 1991).

Zur Isolierung chromosomaler DNA au8. glutamicum wurden Zellen einer 5-ml-
Ubernachtkultur vollstandig sedimentiert, in 400 lysispuffer (2,42 g/l Tris, 0,74 g/l
NaoEDTA, 1,2 % (v/v) Triton X-100, pH 8,0) mit 20 mgimysozym (frisch zugesetzt)
resuspendiert und 1 h unter Schutteln bei 37 °Ghrdt. Daraufhin wurden 80 pul 10 % (w/v)
SDS und 25 pl Proteinase K (20 mg/ml in TE-Pufiergegeben, kurz gevortext und 30 min
bei 70 °C inkubiert. Nach Zugabe von 500 pl Phegtdiroform/Isoamylalkohol (Verhaltnis
25:24:1; pH 7,5 - 8,0) und vortexen wurden die Bhadurch 3 min Zentrifugation bei
14000 Upm (Sigma Zentrifuge 2K15) getrennt, dierebgéssrige Phase abgenommen, mit
1 ml eiskaltem abs. Ethanol versetzt, gevortext a@dmin mit 15300 Upm bei 4 °C
zentrifugiert (Sigma Zentrifuge 2K15). Die prazipite DNA wurde mit 70 % Ethanol
gewaschen, erneut zentrifugiert, der Ethanol \éiidiy abgenommen, die DNA
luftgetrocknet und in 250 ul EB-Puffer (Qiagen, &M Tris-HCI, pH 8,5) geldst. Die
Ausbeute nach dieser Methode betragt ca. 0,5 mg.DNA

7.2 Bestimmung der Nukleinsaurekonzentration

Die Konzentration von Nukleinsauren wurde spektodpimetrisch am Nanodrop
(Spectrophotometer ND-1000 PeQLab BiotechnologioB)rdurch Messung der Extinktion
bei einer Wellenlange von 260 nm bestimmt. Dabeideunit folgendem Umrechnungsfaktor
gearbeitet (Sambrook, 1989). Doppelstrangige DNAD»§ = 1 entspricht einer
Konzentration von 50 ngl. Die Reinheit der DNA wurde anhand der Quotierf260/E280
(Verunreinigung mit Proteinen) und E260/E230 (Veeumgung mit Kohlenhydraten)
bestimmt, welche beide zwischen 1,8 und 2,0 liesygiten.

7.3 DNA-Agarose-Gelelektrophorese

Gelelektrophoretische Auftrennungen von DNA fir lgtische und praparative Zwecke
erfolgten in horizontalen Elektrophoresekammernr Bigé Gele wurde 1-2 %-ige (w/v)

Agarose (GibcoBRL Ultra Pure Agarose) in 1XTAE-Ruferwendet, der gleichzeitig auch
als Elektrophorese-Puffer diente. Die Auftrennuriglgte mit einer Spannung zwischen 120
und 160 V. Die Anfarbung der DNA erfolgte durch ohstens 10-mindtige Inkubation des
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Gels in wassriger Ethidiumbromidlésung (1 pg/mlY emschlieRendem Waschen in bidest.
H,O. Durch Belichtung mit UV-Licht wurden die DNA-Bden sichtbar gemacht. Die

Dokumentation der Gele erfolgte mit einem Image telasvDS System (Amersham

Biosciences). Zur GréRenbestimmung der DNA wurde @¥A-Langenstandard XI¥von

Roche Diagnostics verwendet.

7.4 Rekombinante DNA-Techniken

Die verwendeten Restriktionsendonukleasen wurdenNew England Biolabs oder Roche
Diagnostics bezogen. Der Verdau von DNA erfolgedardmafig in 20 pl-Ansatzen unter
Verwendung eines geeigneten ,,SURE/Cut BuffersRestriction Enzymes" (Boehringer
Mannheim) und 5 U Enzym. Die Restriktionsansatze Rlasmid-DNA oder PCR-
Fragmenten wurden 1- 3 h, chromosomale DNA GbehNaei 37 °C inkubiert.

Die alkalische Phosphatase katalysiert die hydsulie Abspaltung der Phosphatgruppe von
den 5’-Enden der DNA. Da die Ligase nur 5-Phosgfralen mit 3’-OH-Enden verkntpfen
kann, wurde durch Behandlung linearer Vektor-DNAt ralkalischer Phosphatase eine
Rezirkularisierung des Vektoranteils bei der Ligatireaktion vermieden. Hierdurch wurde
der Anteil rekombinanter Plasmide im Ligationsansath6ht. Zur Dephosphorylierung der
5'-Strange wurde das Plasmid mit 0,5 U alkaliscli®rosphatase (,Shrimp alkaline
phosphatase”, Roche Diagnostics, Mannheim) versetet 1 h bei 37 °C inkubiert.
Anschliel3end erfolgte eine Hitzeinaktivierung détahschen Phosphatase fur 15 min bei
65 °C.

Fur Ligationen wurde in der Regel der ,,Rapid DNAgdtion Kit" (Roche Diagnostics)

verwendet. Die Ansatze wurden dabei 15 min bei Bdr diber Nacht bei 16 °C inkubiert.

7.5 Herstellung und Transformation kompetenterk. coli-Zellen

Durch eine RbGIBehandlung erhielten logarithmisch wachsenfe coli-Zellen die

Kompetenz, freie DNA aus dem Medium aufzunehmere Bidparation der kompetenten
Zellen erfolgte nach Hanahan (Hanahan, 1983, 198Gh)ige 2-3 mm grofRe Kolonien
wurden von einer frischen LB-Platte in 1 ml SOC-Mea resuspendiert. Damit wurden 50
ml SOC-Medium inokuliert und bis zu einer @pvon ~0,5 bei 37 °C und 160 Upm

! Der DNA-Langenstandard XIV enthélt Fragmente folgemler GréRen: 100 bp, 200 bp, 300 bp, 400 bp,
500 bp, 600 bp, 700 bp, 800 bp, 900 bp, 1000 bpP@bp, 1200 bp, 1300 bp, 1400 bp, 1500 bp und 2642
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inkubiert. Danach wurden die Zellen in 50-ml-Faledres tberfihrt und 15 min auf Eis
inkubiert. Auch alle weiteren Schritte erfolgterf &is. Die Zellen wurden 15 min bei 16000
g und 4 °C geerntet, in 1/3 Kulturvolumen eiskaf#1-Losung resuspendiert und 15 min
auf Eis inkubiert. Nach erneutem Zentrifugieren deuwr die Zellen in 1/12,5 Kulturvolumen
eiskalter RF2-Losung resuspendiert, nochmals 15amirEis inkubiert und dann in 50- bzw.
100-ul-Aliquots in vorgekiuhlte Eppendorf-Reaktioekifde verteilt, die sofort in fllissigem

Stickstoff schockgefroren wurden. Die Zellen wurdeis zur Verwendung bei -75 °C

gelagert.

RF1-L6sung

RbCh 100 mM
MnCl,-4H,0 50 mM
K-Acetat 30 mM
CaCb-2H,0 10 mM
Glycerin 15 %

mit 0,2 M Essigsaure auf pH 5,8

RF2-LOsung

Morpholinopropansulfonsaure 10 mM
RbChL 10 mM
CaCb-2H0 75 mM
Glycerin 15 %

mit 6 M NaOH auf pH 6,8

Zur Transformation chemisch kompetengercoli-Zellen wurden 50 pl der Zellen mit bis zu
10 pl Ligationsansatz fur 45 min auf Eis inkubié¥ach einem Hitzeschock fir 90 s bei
42 °C wurden 0,5 ml SOC-Medium (auf 37 °C erwarmigegeben und der Ansatz flur
weitere 45-60 min unter leichtem Schitteln bei 32 ihkubiert. Entsprechend dem
Resistenzgen des transferierten Plasmids wurdepl2€hd 100 pl des Ansatzes auf LB-
Platten mit 50 pg/ml Kanamycin oder 100 pg/ml Anipicausplattiert.

7.6 Herstellung und Transformation kompetenterC. glutamicumZellen

Die Herstellung und Transformation von kompeter@eglutamicum-Zellen erfolgte nach der
Methode von (van der Restal., 1999). Aus einer Ubernacht-Vorkultur in LB-Mediumit
2 % (w/v) Glukose wurde die Hauptkultur in 200 ni*@&-Medium (2 g Trypton, 2 g NaCl,
1 g Hefeextrakt, in 160 ml 4 I6sen und autoklavieren; 800 mg Isonicotinsauydrkeizid,

5 g Glycin und 0,2 ml Tween-80 in 40 ml,® l6sen, sterilfiltrieren und zum Medium
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hinzugeben) auf eine QB von 0,3 angeimpft. Die Kultivierung erfolgte be8 £C flr
28 h. Die Kulturen wurden anschlieBend 30 min asfiBkubiert, die Zellen abzentrifugiert
(20 min 4000 rpm), dreimal mit eiskaltem 10 %-igértv) Glycerin gewaschen und dann in
2 ml 10 %-igem (v/v) Glycerin resuspendiert. 200Aliquots wurden in vorgekuhlte
Eppendorf-ReaktionsgefalRe verteilt, die sofort lidsdigem Stickstoff schockgefroren
wurden. Die Zellen wurden bis zur Verwendung bé&i *Z gelagert.

Die Transformation der kompetenté€h glutamicum-Zellen erfolge mittels Elektroporation.
Dazu wurden 100 pl kompetente Zellen mit maximaghdlL Plasmid in einer eisgekihlten
Elektroporationskiivette gemischt. Die Elektropanati(Gene Pulser, BioRad, Munchen)
erfolgte mit einer Kapazitat von 25 pF, einem Watand von 60@ und einer Spannung von
2,5 kV. Im Anschluss an die Elektroporation wurdks Zellen in 800 pl BHIS-Medium (auf
46 °C vorgewarmt) suspendiert, einem Hitzeschocterangen (6 min bei 46 °C) und
abschlieBend 1 h bei 30 °C inkubiert. Jeweils 3D8gs$ Ansatzes wurden auf BHIS-Platten

mit 25 pg/ml Kanamycin ausplattiert.

1.7 Konstruktion von Deletionsmutanten mit Hilfe ces pK19mobsacB

Systems

C. glutamicum-Deletionsmutanten wurden nach Niebisch und Boteljidch and Bott, 2001)
in Anlehnung an die von Lin&t al. (Link et al., 1997) beschriebene Methode mit dem Vektor
pK19mobsacB (Schéafer et al., 1994) konstruiert. Dazu wurde das Plasmid
pK19mobsacBAcgtSR3 (Kocan et al., 2006)) verwendet, das mittels Elektroporation in
C. glutamicum DM1730 transferiert wurde. Die transformierten I&elwurden auf BHIS-
Nahrbdden mit 25 pg/ml Kanamycin ausplattiert. Déektor pKl9mobsacB wird in

C. glutamicum nicht repliziert. Daher sollte bei kanamycinresnten Klonen das Plasmid
durch homologe Rekombination in das Chromosom ri@gg worden sein.
Kanamycinresistente Klone wurden zunachst tber Nactb ml BHI-Medium mit 2 %
Glukose und 25 pg/ml Kanamycin kultiviert und arigfend wurden jeweils 100 pl einer
1:100- und 1:200-Verdiinnung der Kulturen auf BHI&hRKbdden mit 10 % (w/v) Saccharose
ausplattiert. DasacB-Gen des pK1®obsacB-Plasmids kodiert fir das Enzym Levansucrase,
das Saccharose in Fructose und Glukose spalteFwadose zu oligomerem Levan umsetzt.
Es konnte gezeigt werden, dass sheB-Expression in Anwesenheit von Saccharose lethal
fur C. glutamicum ist (Jageret al., 1992). Daher sollte bei saccharoseresistentendfl das

Plasmid durch ein weiteres Rekombinationsereignesder aus dem Chromosom entfernt
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worden sein. Bei diesem zweiten Rekombinationseigigann entweder die Wildtyp-

Situation wiederhergestellt oder die gewilnschteefdm erzeugt werden. Klone, die sowohl
saccharoseresistent als auch kanamycinsensitimywanerden durch Kolonie-PCR mit den
PrimerncgtRS3-out-fw und cgtRS3-out-rv Gberpruft.

7.8 Polymerasekettenreaktion

Die PCR (Mullis and Faloona, 1987) wurde sowohl fémalytische (Kontrolle von
Transformanden und Deletionsmutanten) als auch giiparative Zwecke irf-vitro-
Amplifizierung von DNA-Fragmenten) genutzt. Falia iText nicht anders vermerkt, wurde
fur praparative PCR-Ansatze der Expand High Fige{itt (Roche Diagnostics) verwendet,
der neberTag-DNA-Polymerase auchigo-DNA-Polymerase mit 3’-5’-Exonucleaseaktivitat
beinhaltet. Durch Kombination der beiden Polymemased die 3’-5-Exonucleaseaktivitat
der Tgo-DNA-Polymerase wird die Fehlerrate der DNA-Synthesn den Faktor 3 reduziert.
Fur analytische PCR-Ansatze wurdag-DNA-Polymerase verwendet. Die fur die PCR
verwendeten Primer sind in Tabelle VIII. 1 darghtst®ie Reaktionen wurden in einem
Primus Thermocycler (MWG Biotech) durchgefiihrt. Reaktionsbedingungen fir die PCR
wurden bei Verwendung des Expand High Fidelity Kiitsprechend den Angaben des
Herstellers wie folgt gewéahlt: Reaktionen in ein€m@samtvolumen von 50 pl enthielten 0,1 -
0,75 ng Matrizen-DNA, je 300 nM der beiden Prim2% U Tag/Tgo-DNA-Polymerase
sowie je 200 uM dATP, dGTP, dCTP und dTTP. Naclemibenaturierungsschritt fir 5 min
bei 95 °C wurden 30 Zyklen mit folgenden Parametirrchlaufen: 30 s Denaturierung bei
95 °C, 30 s ,Annealing” bei J — 5 °C und x s Elongation bei 72 °C. Die Annealing
Temperatur wurde Ublicherweise 5 °C unter der Sétteraperatur F, der Primer gewahlt.
Die Schmelztemperatur,pfder DNA kann mit der Formel,J[°C] = 4(G + C) + A + T)
abgeschéatzt werden. Als Elongationszeit wurde 400s1000 bp des zu amplifizierenden
Fragments verwendet. Zur Kontrolle va@h glutamicum-Transformanden wurden einzelne
Kolonien mit einem sterilen Zahnstocher zunachéeme neue Agarplatte ausgestrichen und
der am Zahnstocher verbliebene Rest der ZellenMalgize direkt in die PCR-Ansétze
gegeben. Zur Analyse wurden Aliquots der PCR-Aresatittels Agarose-Gelelektrophorese
aufgetrennt. Zur Reinigung wurden die PCR-Fragmangedem Gel mit dem QIAEX Il Gel
Extraction-Kit (Qiagen) eluiert und gereinigt odatternativ mit dem QIAquick PCR
Purification-Kit (Qiagen) gereinigt, wenn die Gelelrophorese keine Nebenprodukte

erkennen liel3.
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7.9 ~overlap extension“-Polymerasekettenreaktion

Fur die Herstellung von mutierten DNA-Fragmenten BINA-Protein-Interaktionsstudien
wurden diese via ,overlap extension“-PCR konsttulerw. amplifiziert. Dazu wurde die
PhoR-Bindestelle (19 bzw. 22 bp) bzw. mutierte {2&e zwischen zwei nicht retardierende
Fragmente aus depstSCAB-Promotorbereich inseriert (Fragment 1 umfasstRigion von
-72 bis +162 bezlglich dgsstS Transkriptionsstarts, Fragment 2 die Region vas9-Bis
-283). Zur Amplifikation des Fragments 1 wurden Er@mer Bss rev(+162 bis +140, bezogen
auf den Transkriptionsstart (+1) v@stS) und ein 49-mer Oligonukleotid verwendet. Der
5-Terminus dieses 49-mer Oligonukleotides enthigdt 19 bp oder 22 bp lange mutierte
PhoR-Bindestelle und der 3'-Terminus die Sequemz-V@ bis -45 depstS-Promotors. Zur
Amplifikation des Fragments 2 wurden die Primggdiw (-369 bis -347, bezogen auf den
Transkriptionsstart (+1) vopstS) und ein weiteres 49-mer Oligonukleotid verwend2er
5-Terminus dieses 49-mer Oligonukleotides enthiik komplementare Sequenz der
mutierten PhoR-Bindestelle und der 3'-Terminus S&guenz von -283 bis -310 aus dem
pstS-Promotor. Die beiden so erhaltenen PCR-Fragment@lem mit dem QlAquick PCR
Purification Kit (Qiagen, Hilden) aufgereinigt. Biner anschliel3enden ,overlap extension®-
PCR mit den PrimernBs w und Rsts revWurden je 50 ng der Fragmente 1 und 2 als Template
verwendet. Dabei Uberlappen die Einzelstrange degrirente 1 und 2 im Bereich der PhoR-
Bindestelle und die beiden Fragmente konnen aiudedWeise fusioniert und amplifiziert
werden. Das daraus resultierende PCR-Produkt wuvide zuvor beschrieben, aufgereinigt

und fur Gelretardationsexperimente eingesetzt.

7.10 DNA-Sequenzierung

Fir DNA-Sequenzierungen wurde die Kettenabbruchoaeth(Sangeet al., 1977) durch
Zugabe von ddNTP's verwendet. Hierfir wurde dagDieTerminator Kit V3.1" (Applied
Biosystems), das ,DyeEx-Kit* (Qiagen) sowie ein ABPRISM® 3100 Avant-
Kapillarsequenziergerat (Applied Biosystems) naclg@ben der Hersteller genutzt. Es wurde
eine 50 cm lange Kapillare mit dem Polymer POP-Bveadet. Vergleiche der in dieser
Arbeit ermittelten DNA-Sequenzen mit DNA-Sequenaeis Datenbanken wurden mit Hilfe
des Programmes ,,Blast-Blast 2 Sequences" (wwwnahmbnih.goy durchgefihrt. Die

weitere Bearbeitung der erhaltenen Sequenzen &falg dem Programm ,,Clone Manager
7" fur Windows XP (Version 7.03, Scientific & Ecatonal Software).
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8 Proteinbiochemische Methoden

8.1 Zellaufschluss und Zellfraktionierung

Fur den Aufschluss voR. coli-Zellen wurden diese in ca. 4 ml AufschlusspuffENIB) pro

g Feuchtzellen resuspendiert und 10 pl ProteaswiohiMix (100 mM
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) und 100 mM Dimopylfluorophosphat (DFP) in
wasserfreiem Ethanol) pro 1 ml Aufschlusspufferzhigefigt. Der Zellaufschluss erfolgte
durch drei- bis fiinfmalige Passage durch eine Fréhress-Zelle (SLM AMINCS
Spectronic Instruments, Rochester) bei einem Dnmk 108 MPa. AnschlieBend wurden
intakte Zellen sowie Zelltrimmer durch Zentrifugati(20 min bei 5500 g, 4 °C) abgetrennt.
Danach erfolgte eine Ultrazentrifugation des zeifn Uberstandes (60 min bei 180000 g,
4 °C), die zur Sedimentierung der Membranen flitite. die Proteinaufreinigung wurde der
Uberstand der Ultrazentrifugation filtriert (0,22 mp Millex®GP-Filter;  Millipore,
Carrigtwonhill, Irland), bevor er als Rohextrakt gasetzt wurde.

Fir die Bestimmung der CAT-Aktivitaten wurden diagefrorenen Zellen von 30 ml Kultur
in 40 ml 0,08 M Tris-HCI-Puffer (pH 7,0) resuspesrdiund fur 5 min bei 5422 x g und 4 °C
abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 1 ml ddeichen Puffers resuspendiert und in ein
2 ml Eppendorf-Gefal3 tberfuhrt. Die Zellen wurdén % min bei 30 Hz in einer Retsch
mixer mill MM200 (Retsch, Haan, Germany) aufgesshém und anschlieRend wurden die
Zelltrummer fur 1 h bei 13000 x g und 4 °C abzdugyiert. Mit dem Uberstand wurden die
CAT-Enzymtests durchgeflhrt.

8.2 Affinitatschromatographie  mittels  ,Ni**-Nitrilotriacetic  acid"
(NTA)-Agarose

Die Proteinaufreinigung der verschiedenen Polytiistigetaggten® Proteine erfolgte tber
separate 15-ml-Polypropylen-Saulen (Qiagen), ditblasenfrei mit je 2 ml suspendierter
Ni?*-NTA-Agarose (Qiagen) gefiillt wurden, was einemt@stimen von 1 ml entsprach. Das
Material wurde mit einer Fritte abgedeckt. Die $awlirde zunéchst mit 25 ml TNI5-Puffer
aquilibriert und der Rohextrakt (vgl. Kapitel IV18.auf die Saule gegeben. Das Eluat des
Rohextrakts wurde nochmals auf die Saule gegelemrine moglichst vollstandige Bindung
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des Histidin-,getaggten” Proteins zu erreichen. vi@ath bzw. unspezifisch gebundene
Proteine wurden stufenweise durch nacheinandeerolg Waschschritte mit 20 ml TNI5-
Puffer, 15 ml TNI20-Puffer, 15 ml TNI50-Puffer ud® ml TNI70-Puffer entfernt. Spezifisch
gebundenes Protein wurde mit 8 x 1 ml TNI200-Puéfieriert. Proteine, die immer noch an
Ni?* gebunden waren, wurden durch Entfernen def-Nhen mit 10 ml des EDTA
enthaltenden "Strip"-Puffers entfernt. Die Saulerdeu nun entweder bis zum néchsten
Gebrauch bei 4 °C gelagert oder mit 5 ml 100 mM @|i&ur eine neue Chromatographie
vorbereitet. Die eluierten Fraktionen wurden qadit auf ihren Proteingehalt untersucht,
indem je 10-20 pl mit jeweils 100 pl Bradford-Reage(Coo Protein Assay, Uptima,
Frankreich) gemischt wurden. Die Blaufarbung desuriy zeigte an, ob die Fraktion Protein
enthielt oder nicht. Die Eluatfraktionen mit Protevurden vereinigt und bis zur weiteren
Verwendung bei -20 °C gelagert. Die Proteinaufgaing wurde durch SDS-PAGE uberpruft.

8.3 Affinitatschromatographie mittels Amylose-Harz

Durch die Affinitatschromatographie mittels Amyledarz konnten Proteine, die als Fusion
mit dem Maltose-Bindeprotein vorlagen, aufgereinigirden. Eine 15 ml-Polypropylensaule
wurde mit 10 ml einer Amylose-Harz-Suspension (NEwgland Biolabs, Schwalbach)

geflllt, was einem Bettvolumen von 5 ml entsprabia. die Aufreinigung entweder mit

TKMD-Puffer (eingesetzt bei radioaktiven Phospheryingsexperimenten) oder mit BS-
Puffer (eingesetzt bei nicht-radioaktiven Phosph@myngen) erfolgte, wird bei der weiteren
Beschreibung der Methode nur der Begriff Pufferwsardet. Die Saule wurde mit 25 ml

Puffer aquilibriert und mit dem Rohextrakt (vgl. pieel I1V.8.1) beladen. Auch hier wurde das
Eluat des Rohextaktes nochmals auf die Saule gaegebe eine mdglichst vollstandige

Bindung des ,getaggten Proteins an die Sé&ule zeidren. Anschlie3end erfolgte ein
Waschschritt mit 3 x 10 ml Puffer. Die spezifisatbgndenen Proteine wurden mit 10 x 1 mi
Puffer, der 10 mM Maltose enthielt, eluiert. Dieiieiten Fraktionen wurden qualitativ auf
ihren Proteingehalt untersucht (vgl. Kapitel 1V)3.@roteinhaltige Fraktionen vereinigt und
bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelageré Bioteinaufreinigung wurde durch SDS-
PAGE Uberprift.
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8.4 Pufferaustausch durch Gelfiltration mit Hilfe von PD-10-Saulen

Der Pufferaustausch von Proteinldsungen erfolgtehdGelfiltration mit Sephadex-G25-

Material. Dazu wurden PD-10-Saulen von GE Healthddreiburg) verwendet. Von der

Saule wurde die Kappe entfernt und die Ausflusgspitbgeschnitten. Die Saule wurde mit
25 ml des gewiinschten neuen Puffers &quilibriertschlieBend wurden bis zu 2,5 mi
Proteinlésung aufgetragen. Daraufhin wurde daseRranit 10 x 0,5 ml des gewiinschten
Puffers eluiert. Die Fraktionen wurden qualitatiuf ahren Proteingehalt untersucht (vgl.
Kapitel 8.2) und die Fraktionen mit den héchsteaténkonzentrationen vereinigt und bei

-20 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

8.5 Proteolytischer Verdau mittels Faktor Xa

Die Abspaltung des Histidin-,tags“ von Ph@Rio erfolgte mit Hilfe des Faktor Xa-Kits
(Novagen). Dazu wurden pro 50 pug gereinigtem Rh@k, vorliegend in BS-Puffer, 1 U
Faktor Xa zugegeben und tber Nacht bei RT inkubizg Entfernung des Faktor Xa erfolgte
nach Angaben des Herstellers mit 50 pl Xarrest-8sgipro 4 U Faktor Xa. Allerdings wurde
die Aaquilibrierte ,Xarrest-Agarose” nicht mit einenBettvolumen 1x Faktor Xa
.Cleavage/Capture“-Puffer resuspendiert, sondert aeim verdauten Ansatz. Hierdurch
wurde die Verdiunnung der Proteinldsung so gering mvoglich gehalten. Nach Abspaltung
des His-,tags” enthélt das Protein nur noch eingsétzlichen Histidin-Rest am N-Terminus

und wird als PhoRy bezeichnet.

8.6 Proteinkonzentrationsbestimmung

Proteinkonzentrationen wurden mit dem Bicinchonime&BCA)-Test (Smith et al., 1985)
mit BSA als Standard bestimmt. Das Prinzip des B&&ay beruht auf der Reduktion von
CU?*-lonen zu Cirlonen durch Proteine in alkalischer Lésung (BitRRegktion). Durch die
anschlieBende Chelatbildung von zwei Molekilen B@#&d ein blau-violetter Komplex
gebildet, der ein Absorptionsmaximum bei 562 nm. hate Absorption bei dieser
Wellenlange ist innerhalb eines bestimmten Konatioinsbereiches linear zur
Proteinkonzentration. Es wurde je 50 ul Probe minllBCA-Reagenz (BCA™ Protein
Assay-Kit, Pierce Biotechnology Inc.) versetzt, ri8ih bei 37 °C inkubiert, 10 min bei RT
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abgekihlt und die Extinktion bei 562 nm gemessendtrdgspec 500 pro Visible
Spectrophotometer, Amersham Biosciences).

Neben dem BCA-Test wurde die Bradford-Methode (Brat] 1976) zur
Proteinkonzentrationsbestimmung angewandt. Dazwevub0 pl Probe mit 1 ml Bradford-
Reagenz (Coo Protein Assay, Uptima, Frankreichyatet, fir 5 min bei Raumtemperatur

inkubiert und die Extinktion bei 595 nm gemessels. $tandard wurde BSA verwendet.

8.7 Aufkonzentrierung und Entsalzung von Proteinen

Nach der proteolytischen Abspaltung des N-termimatis-,tags* war des Ofteren eine
Aufkonzentrierung der Proteinproben notwendig. Biesrfolgte nach Angaben des
Herstellers mit Hilfe von Vivaspin-Saulen (Vivasocte AG, Hannover). Darlber hinaus

wurden Vivaspin-Séaulen auch zur schnellen Umpuffgruon Proteinen verwendet.

8.8 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung léslicher und membrangebundeneitdifte nach ihrer Masse wurde die
SDS-PAGE (Laemmli, 1970) in vertikalen GelkammevhinjProtean-1l-Apparatur, BioRad)
durchgefuhrt. Es wurden 12 %-ige Trenngele und i§é&oc-Sammelgele bzw. 15 %-ige
Trenngele und 8 %-ige Sammelgele genutzt. Die Prebgden mit 1/5 Volumen sechsfach
konzentriertem Ladepuffer (350 mM Tris, 10 % (WBPS, 6 %p-Mercaptoethanol, 30 %
(v/v) Glycerin, pH 6,8) gemischt und 10 min bei €5 denaturiert. Als GroRenstandard
wurde der Precision Plus Protein Prestained Stdn@io-Rad) verwendet. Die Auftrennung
erfolgte bei konstanter Stromstarke (0,02 A pro)Geld einer maximalen Spannung von
200 V. Routinegemald wurden die Gele mit kolloidal€@oomassie-Blau gefarbt. Dazu
wurden die Gele dreimal 10 min mit bidest,(Hgewaschen, mind. 1 h in ca. 20 ml
GelCodé&Blue Stain Reagent (Pierce) gefarbt und iibersapéigsirbeldsung durch Waschen
in bidest. HO (mindestens 1 h) entfernt.
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8.9 Native Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur Bestimmung der nativen Gro3e von PhoR wurde@&olyacrylamid-Gelelektrophorese
durchgefuhrt. Die zu untersuchenden Proteinprobefgereinigtes PhaRuisio UNd prorn-+
wurden mit 2 ul 6-fach konzentriertem Ladepufferl(®@ (w/v) Xylencyanolblau, 0,1 %
(w/v) Bromphenolblau, 20 % (v/v) Glycerin in 1xXTBE@rsetzt und auf 15 %-ige native Gele
(Acrylamid:Bisacrylamid 75:1) (1,33 ml 40 % (w/v)chlamid, 0,5 ml 2 % (w/v)
Bisacrylamid, 0,5 ml 10xTBE, 2,12 ml H20 bidesD,d 10 % (w/v) APS und 5 pl TEMED)
aufgetrennt. Als Gel- und Elektrophoresepuffer thebxTBE-Puffer und als Standard der
.Native Molecular Weight Marker* MW-100 der Firmar&lipore (Wasserburg).

8.10 Gelfiltrationschromatographie zur Bestimmungder nativen GroR3e
von PhoR

Neben der nativen Polyacrylamid-Gelelektrophoresede die native GrofRe von PheR
durch GroRRenausschlusschromatographie analysieetfUH wurde aufgereinigtes Protein
mittels einer HiLoad 16/60 Superdex 200 ,prep gtedidule (Amersham Biosciences) nach
GroRRe aufgetrennt. Fir die Bestimmung wurden 1 mére~1 mg/ml-PhoR-Lésung in
100 mM Tris-HCI pH 7,5, 50 mM NaCl auf die mit dagieichen Puffer zuvor aquilibrierte
Saule aufgegeben und bei 4 °C mit einer Flussrmatelvml/min (100 mM Tris-HCI pH 7,5,
50 mM NaCl ) von der Saule eluiert. Die Eichungolgfe mit Cytochromc (aus dem
Pferdeherz; 12,4 kDa), Carboanhydrase (aus Rindhrereyten; 29 kDa), Albumin (aus
Rinderserum; 66 kDa), Alkohol-Dehydrogenase (ausige, 150 kDa) unfl-Amylase (aus
SuRkartoffeln, 200 kDa) (Sigma-Aldrich, Staint LEUUSA).

8.11 MALDI-TOF-Massenspektrometrie

Zur Bestimmung der nativen Grof3e von PhoR durch IALOF-MS wurde aufgereinigtes
PhoR..y mittels ,ZipTip® Cis standard bed“ (Millipore) nach Angaben des Helets!
konzentriert, mit 2-3 pl Sinapinsaurematrixafs-3,5-Dimethyl-4-hydroxyzimtsaure, 98 %
trans-Form) in 50 % (v/v) Acetonitril/0,1 % (v/v) Trifloressigsaure auf die Probenplatte
pipettiert. Die Probe wurden in einer Voyager-DE RSBiospectrometry Workstation
(Applied Biosystems) im positiven Linearmodus nit R/ Beschleunigungsspannung, 93 %
Gitterspannung und einer Verzdgerungszeit von 32@malysiert. Als Standard wurde der
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Standard 3 aus dem SequazythePeptide Mass Standards Kit (Applied Biosystems),
verwendet, der Peptide und Proteine mit Massencheis 900 Da und 17 kDa enthalt

9 Phosphorylierungsexperimente miy-[**P]-ATP

Um die Autophosphorylierungs-Aktivitat von MalE-F$i$ zu untersuchen, wurden 12 uM
MalE-PhoSK mit 0,17 pM-[*?P]-ATP (3000 Ci/mmol, 10 mCi/ml, Amersham Biosciehc
und 80 puM nicht-radioaktivem ATP in einem Gesamiwoén von 60 pl gemischt. Die
Reaktion wurde durch die Zugabe wff’P]-ATP gestartet und der Ansatz bei RT inkubiert.
Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden Aliquots entmem, mit dem gleichen Volumen
2xSDS-Ladepuffer versetzt, um die Reaktion zu stoppnd auf Eis gelagert.

Zum Nachweis des Phosphoryltransfers von MalE-PhéSEuf PhoR wurde ein zweifacher
molarer Uberschuss an aufgereinigtem PhoR dem Reakhsatz mit MalE-PhoSK
hinzugefiigt, und zwar 5 min nachdem die Autophosgiasung von MalE-PhoSK mit ATP
gestartet worden war. Zu verschiedenen Zeitpunkiemlen wiederum Aliquots entnommen,
wobei berucksichtigt wurde, dass durch Zugabe vioboRPdie MalE-PhoSK-Konzentration
verandert wurde. Die Proben wurden mit dem gleicielumen 2xSDS-Ladepuffer versetzt
und auf Eis gelagert. Am Ende der Inkubation wurdienProben ohne vorheriges Aufkochen
auf ein 15 %-iges SDS-Polyacrylamidgel aufgetraged die Proteine elektrophoretisch
aufgetrennt. Nach der Elektrophorese wurde die ftantf der Gele abgetrennt, die so
zurechtgeschnittenen Gele auf Whatman-3MM-Papaesteriert, mit Saranfolie bedeckt und
45 - 60 min bei 8CC unter Vakuum auf einem Geltrockner getrocknete Betrockneten
Gele wurden anschlielRend mit dem Whatman-3MM-Papnten liegend in einer ,Even-
Pressure“-Kassette fixiert und ein Phosphorimage&sc(Fuji Imaging Plates BAS-MS, 20 x
25 cm) aufgelegt. Die Screens ermdglichen die Detekler in den Gelen vorhandenen 32P-
Beta-Strahlung. Hierbei werden durch dieStrahlung Elektronen des Eu2+, in dem mit
bivalenten Europiumionen dotierten BariumfluorobromKristall (BaFBr.Eu2+) der
photostimulierbaren-phosphor Schicht der ,Imagiteggd, in das Leitungsband des Kristalls
freigesetzt. Diese Elektronen werden in den Feldstales Bromidionen-Kristallgitters in
einem metastabilen Zustand ,gefangen“, wodurch ldiormation Gber die réumliche
Verteilung der Radioaktivitat gespeichert wird. BClurExcitation der Elektronen mittels
Laserlicht einer Wellenlange von 633 nm kann dispgeherte Information abgelesen

werden. Durch die Excitation wird den Elektronerekgie zugefihrt, die es ihnen erméglicht,
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die Energiesenke ihres ,gefangenen” Zustands zlassen und auf das Energieniveau des
Valenzbandes zurlickzukehren. Die hierbei freiwedderEnergie wird in Form von
Lumineszenz abgegeben und kann bei einer Wellealéiog 390 nm detektiert werden. Nach
16 h Inkubation der Kassetten bei Raumtemperaturdevu die Screens mit einem
Phosphorlmager (Fuji BAS 1800) ausgewertet. Diengtaive Auswertung der ausgelesenen
Screens erfolgte mit Hilfe des Softwareprogramna/d.11 (Raytest, Straubenhardt).

10 DNA-Protein-Interaktionsstudien

10.1 Radioaktive Gelretardationsexperimente

Fur Gelretardationsexperimente mit radioaktiv-mamien DNA-Fragmenten wurden die
Promotorregionen der putativen ZielgempstS pitA, ugpA, nucH, ushH und porB mittels
PCR amplifiziert, anschlieRend aus dem Agarosegfgleaeinigt und miy-[**P]-ATP mittels
T4-Polynukleotidkinase radioaktiv markiert. Hierbgurde die Markierung nach Angaben
des Herstellers durchgefihrt (USB Corporation, Elawvd, USA).

Markierung des 5’-Terminus:

x gl (1 pmol) aufgereinigtes PCR Produkt

5 ul 10x T4-PNK-Puffer (0,5 M Tris-HCI, pH 7,6,00 mM MgCb,
100 mM 2-Mercaptoethanol (USB Corporation))

0,6 pl (2 pmol)  y-[**P]-ATP (3000 Ci/mmol, 10 mCi/ml, Amersham Biosciehc

(20-x) pul bidest. KD

3 ul T4-Polynukleotidkinase (1:10 verdinnt auf WBul mit T4 PNK
,dilution buffer* (50 mM Tris-HCI, pH 8)

Der Reaktionsansatz wurde fir 30 min bei 37 °C It und anschlie3end wurde ADP und
nicht umgesetztes ATP mit Hilfe des PCR-Purificatiit von Qiagen entfernt. Die DNA
wurde mit BS-Puffer eluiert. Das aufgereinigte PA@GRL25 wurde erst unmittelbar vor dem
Experiment in den BS-Puffer umgepuffert. Der 20R€daktionsansatz enthielt 2 pg poly-
(dI-dC) als Kompetitor-DNA, 2 nM der markierten DN&Aagmente und verschiedene
PhoRA1-125-Konzentrationen. Nach einer Inkubation vonMi@uten bei RT wurden 10 pl

der Ansatze mit 1 ul einer 0,1 %-igen Xylencyanobkung auf ein 10 %-iges natives
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Polyacrylamidgel (Acrylamid:Bisacrylamid 75:1 (wiw) aufgetragen. Als
Elektrophoresepuffer wurde gekihlter 1 x TBE-Pufferwendet. Nach der Elektrophorese
auf Eis bei einer konstanten Spannung von 180 Waltden die Gele auf Whatman 3MM
Papier unter Vakuum getrocknet und mittels einesspholmagers ausgewertet (Details siehe
V.9).

10.2 Nicht-radioaktive Gelretardationsexperimente

Zum Nachweis, dass PhoR an die Promotorregioneatipert Zielgene bindet, wurden die
Promotorregionen dieser Gene oder Teile davon (894- bp) durch PCR amplifiziert und
mittels des QIAquick PCR Purification Kit (Qiagdtilden) aufgereinigt. Jeweils 100 ng des
PCR-Prokuktes wurde zusammen mit verschiedenenremldberschiissen an Phofio
oder PhoR.y4, entweder unphosphoryliert oder durch vorherigaibation mit MalE-PhoSK
und ATP phosphoryliert (siehe 1V.9), fir 30 min BT inkubiert. Fir die Phosphorylierung
wurde ein zweifacher molarer Uberschuss an Rh@R oder PhoR.y mit MalE-PhoSK und

5 mM nicht-radioaktivem ATP fur 60 min inkubierte\or die DNA zugegeben wurde. Der
Reaktionsansatz hatte ein Gesamtvolumen von 20 ndl die Proteine lagen jeweils
umgepuffert in BS-Puffer (50 mM Tris-HCI, 50 mM KAI0 mM MgC}, 0,5 mM NaEDTA,

10 % (v/v) Glycerin, pH 7,5) vor. Anschlielend wenddie Anséatze mit 4 ul Ladepuffer
(0,1 % (w/v) Xylencyanolblau, 0,1 % (w/v) Bromphdlau, 20 % (v/v) Glycerin in 1XTBE)
versetzt und auf einem 15 %-igen nativen Gel (Aaryt:Bisacrylamid 75:1) aufgetrennt.
Fir ein Gel wurden 1,33 ml 40 % (w/v) Acrylamid50nl 2 % (w/v) Bisacrylamid, 0,5 ml
10xTBE, 2,12 ml HO bidest., 50 pul 10 % (w/v) APS und 5 pl TEMED gschit. Als Gel-
und Elektrophoresepuffer diente auf 4 °C gekuhli&fBE-Puffer. Die Elektrophorese
erfolgte fur ca. 90 min auf Eis und bei einer kangtn Spannung von 170 V. Nach 20-
miniitigem Schwenken der Gele bei RT in einem SY®Reen-Farbebad (10 pl SYiBreen

| (Sigma)/100 ml TAE-Puffer) wurden die DNA-Bandeirch Belichtung mit UV-Licht
sichtbar gemacht. Die Dokumentation der Gele eréahgit einem Image Master VDS System

(Amersham Biosciences).
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10.3 DNase I-Footprint-Analysen

Zur Identifizierung der Bindungsstellen des Traigkonsregulators PhoR im
Promotorbereich putativer Zielgene wurden DNasedtprint-Analysen durchgefihrt, wobei
der vor dem Abbau durch DNase | geschitzte Ber@e@hDNA-Sonden die Bindungsstelle
des Proteins anzeigt. Fur die Herstellung der DNAd®e wurde die Promotorregion der
Zielgene zunéchst in einer PCR mit unmarkierterg@iukleotiden amplifiziert, die PCR-
Produkte aus dem Gel eluiert und als Template ifte ®CR eingesetzt, bei der eines der
Oligonukleotide am 5’-Ende eine IRD800-Markierunggt Die IRD800-markierten PCR-
Produkte wurden mit $0 auf ein Gesamtvolumen von 500aufgefillt und anschliel3end mit
Microcon YM-30 Mikrokonzentratoren (Millipore) agh. 20ul aufkonzentriert.

In einem Gesamtvolumen von 2(0wurden 1,5 - 3 nM IRD800-markierte DNA-Sonde mit
0,5 u poly(dl-dC) (10 pg/ul, Sigma), 20 pl BS-Puffer und verschiedenen
Proteinkonzentrationen gemischt und 30 min bei RRubiert. Im Anschluss wurden dem
Reaktionsansatz 10l Footprinting-Salzlésung (100 mM Mg£I150 mM CaCld) zugefigt.
Durch Zugabe von @l 0,125 - 0,25ug/ml DNase | in DNase I-Puffer (10 mM Tris-HCI
pH 8, 0,5 mM MgCJ, 5 mM CaC}, 50 mM KCI, 1 mM DTT (frisch zugegeben)) und 2 min
Inkubation bei RT wurde die Sonde partiell fragnmt Die Reaktion wurde durch Zugabe
von 700ul eiskalter Stopplosung (644 96 %-iges (v/v) Ethanol, 10l Lachssperma-DNA
(,sonicated®, 2 - 4ug/ul), 50 ul gesattigte Ammoniumsulfatlosung) gestoppt und DINA
tber Nacht bei -20 °C gefallt. Anschlie3end wurdeRINA 30 min bei 16100 x g und 4 °C
sedimentiert, mit 50Qul 70 % (v/v) Ethanol gewaschen und in je 2}bWasser und
Formamid-Ladepuffer (Thermosequenase-Kit, AmersPdrarmacia) gelost. Vor der
Auftrennung wurde der Ansatz 5 min bei 70 °C inlanbi 1,2 pl Probe wurde auf ein
Sequenziergel (66 cm; 4,6 % (w/v) Long Ranger; $mz Hamburg, Deutschland)
aufgetragen und bei 2200 V, 37 mA, 50 W und 45 °€ Irilfe eines ,LiCor DNA
sequencer* 4200 (MWG Biotech) aufgetrennt und asialy. Die Sequenzzuordnung des
geschutzten Bereiches erfolgte mittels einer parallifgetragenen Sequenzierungsreaktion.
Dazu wurde das der Sonde entsprechende, unmarl@€feProdukt als Matrize fur die
Sequenzierungsreaktion mit dem entsprechenden |&D&0kierten Oligonukleotid

eingesetzt.
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11 Chloramphenicol-Acetyltransferase-Enzymtests

Zur Konstruktion und Charakterisierung transkripgbler Fusionen mit dercat-Reportergen
wurde der autonom replizierende ,Shuttle“-Vektar ¢oli — C. glutamicum) pET2 verwendet
(Vasicovaet al., 1998), der zur Analyse von PromotoraktivitaterCirglutamicum eingesetzt
werden kann. Dabei ist zu beachten, dass der ectsggmde Promotor dann in mehrfacher
Kopie pro Zelle vorliegt. Die transkriptionelle Akitat von spezifischen Promotoren kann
durch Messung der Aktivitat der Chloramphenicol-#dteansferase-Aktivitat getestet
werden, dem Enzym, das durch d¢asReportergen kodiert wird. Drei unterschiedlichdan
Fragmente dephoR-Promotors au€. glutamicum wurden mit Hilfe der PrimephoR-75 fw,
phoR-42 fw, phoR+22 fw undphoR+158 rv amplifiziert. Nach Aufreinigung der genetén
PCR-Fragmente erfolgte der Verdau der Fragmentelesa®s Vektors pET2 mit den
Restriktionsendonukleasen Sall und BamHI. Es fotiéeKlonierung der Fragmente in den
Vektor pET2 und die resultierenden Plasmide ppBh@Rl, pET2phoR2 und pET2phoR3
wurden mittels Elektroporation i@. glutamicum WT transferiert. Die Stamm@. glutamicum
pET2phoR1-3 wurden dreimal unabhangig voneinander Kkultivierte{e 1V.6.2). Die
Expression des cat-Reportergens unter Kontrolle des vorgeschaltetphoRS
Promotorfragments wurde durch Messung der CAT-Aféivuntersucht. Dazu wurden die
eingefrorenen Zellpellets mit 40 ml 0,08 M Tris-H@H 7) gewaschen und in 1 ml des
gleichen Puffers resuspendiert. Die Zellen wurderein 2-ml Eppendorf-Reaktionsgefafl?
uberfihrt und fuar 5 min bei 30 Hz in einer Retscixan mill MM200 (Retsch, Haan)
aufgeschlossen. AnschlieRend wurden intakte Zslsvie Zelltrimmer durch Zentrifugation
abgetrennt (1 h, 1300af) 4 °C) und der Uberstand bis zur Bestimmung deT-@&tivitat auf
Eis gelagert. Die CAT-Aktivitdt wurde photometrischmit einem UV-Visible
Spectrophotometer (UV-160 1PC, Shimadzu) bei 412unch 37 °C nach der Methode von
Shaw et al. (1975) bestimmt. Die Chloramphenicot#liransferase katalysiert dabei die
Acetylierung von Chloramphenicol mit Acetyl-CoA. ®dreigesetzte CoA reagiert mit
5,5'-Dithiobis-2-nitrobenzoesaure (DTNB) Zu Dithibnbenzoyl-CoA und
5-Thio-2-nitrobenzoesaure.  Letzteres besitzt bei 2 41nm einen  molaren
Extinktionskoeffizienten von 13,6 mtemi* und kann photometrisch bestimmt werden.
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Die Durchfihrung erfolgte in einem 1 ml Ansatz néalgendem Schema:

100 pl 0,9 M Tris-HCI, pH 7,8
100 pl 0,9 mM Acetyl-CoA
100 pl  10x DNTB (3,6 mg/ml, frisch angesetzt)
X Ml Rohextrakt
ad 900 pl  bidest. HO

Nach Vorwarmen der Proben auf 37 °C (ca. 3 min)dewlie Messung durch Zugabe von
100 pl Chloramphenicol (2,5 mM) gestartet und disn@ahme der Absorption bei 412 nm
Uber die Zeit verfolgt. Aus der Umsetzungsrate ude€r Proteinkonzentration des
Rohextraktes (bestimmt mit der Bradford-Methodeshsi IV.8.6), wurde die spezifische

CAT-Aktivitat in nmol miri* mg Proteiff berechnet.

12 Enzymatisch-photometrische Glukose-Bestimmung

D-Glukose wurde nach einer Methode von Bergmesterl. (Bergmeyeret al., 1974)
enzymatisch mit Hexokinase (HK) und Glukose-6-Phas{pehydrogenase (G-6-P-DH)

bestimmt. Dieser Test beruht auf den in Gleichur@jeand (II) dargestellten Reaktionen.

HK

Glukose + ATP ——> Glukose-6-Phosphat + ADP ()
G-6-P-DH
G-6-P+NAD ——m> 6-Phospha@-gluconolacton + NADH + H (D)

Die wahrend der Reaktion gebildete NADH-Menge ist dmgesetzten D-Glukose-Menge
aquivalent und wurde anhand der Absorption bei 340n (Extinktions-
koeffizientesso = 6,4 mM* cmi) bestimmt. Fir den Test wurden Mikrotiterplattdir 96
Proben (Wellplates, VWR International, Wien, Ostarin) verwendet. Es wurden jeweils
40 pl Probe bzw. Glukose-Standards unterschiedliKbezentrationen (0,1- 2,5 mM) in die
Probenvertiefungen pipettiert (jeweils Doppelbestumgen) und 260 pl der Reaktionslésung
(siehe unten) zugesetzt. Danach erfolgte eine 9@Hige Inkubation bei RT unter leichter

Bewegung auf einem Mikrotiterplattenschuttler (Héoh Polymax 1040).
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AnschlieRend wurde die Extinktion bei 340 nm m#teines Mikrotiterplattenphotometers
(ThermoMax microplate reader, MWG) bestimmit.
Die Umrechnung der gemessenen Extinktionen in dikdsekonzentration erfolgte anhand

der mit den Glukose-Standards erstellten Kalibaeaden.

A: 50 mM Tris-Maleat-Puffer pH 6.8:

Tris 12,19
Maleinsaure 116¢g

NaOH (konz.) pH 6,8 einstellen
bidest. HO ad 1000 ml

B: 100 mM Magnesiumchlorid-Lésung:

MgCl; x 6 H,O 1,017 g
Tris-Maleat-Puffer (siehe A) ad 50 ml

C: NAD/ATP-Mix (24 Ansatze):

ATP 367,5 mg
NAD 477,0 mg
MgCl,-Lsg. (siehe B) 25,0 ml
Tris-Maleat-Puffer (siehe A) ad 600 ml

D: Enzym-L6sung:

Hexokinase (3000 U/ml; Isoliert aus Hefe; Rochegbistics GmbH, Mannheim) 55 ul
Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase (1000 U/ml; id@igsLeuconostoc

mesenteroides; Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) 55 ul
bidest. HO 4290 pl

E: Reaktionsldsung:
Probe 40 pl
Gesamte Enzym-Lsg. (siehe D) mit 1 Ansatz des NAMixes (siehe C) 260 pl




40 Material und Methoden

13 Bestimmung von Aminosauren mittelseversed-phaselPLC

Zur ldentifizierung und quantitativen BestimmungnvAminosauren im Kulturiberstand
wurden von der jeweiligen Kultur zum gewinschtentptenkt 1 ml Proben entnommen und
die Zellen sedimentiert (10 min, 16100 g, 4 °C)e Biminosaure-Analyse des Uberstandes
erfolgte unter Verwendung eines Agilent Technolegi#@1l00 LC Systems (Agilent
Technologies, Waldbronn, Germany) mit einer ODS étgjp 120 x 4 mm Trennséaule (CS
Chromatographie Service GmbH, Langerwehe, Germaniyp pum Partikelgr63e und einer
40 x 4 mm Vorsaule. Die Aminosaure-Bestimmung et®Imittelsreversed phase-HPLC
nach Derivatisierung der Probe notPhthaldialdehyd (OPA) nach (Lindroth and Mopper,
1979). Bei der automatisierten Derivatisierung veuddpl der zu analysierenden Probe mit
20 ul  OPA/2-Mercaptoethanol-Fertigreagenz  (Piercaurope BV, Oud-Beijerland,
Niederlande) gemischt und eine Minute bei RT imberoaum inkubiert. Die Derivatisierung
beruht auf der Reaktion der primaren Aminogruppé @®PA und 2-Mercaptoethanol in
alkalischem Medium, wobei das fluoreszierende lddptoethanol-2-alkylisoindol entsteht
(Jones and Gilligan, 1983). Die Substanzen wurdgspeechend ihrer Hydrophobizitat mit
einer Flussrate von 0,35 ml rfitnnerhalb der ersten Minute und von 0,6 ml fhinnerhalb
der folgenden 15 min bei 40 °C mit einem Gradieraga 0,1 M Natriumacetat (pH 7,2) als
polarer Phase und Methanol als unpolarer Phaserelllie Fluoreszenz der Aminoséaure-
Isoindol-Derivate wurde nach Excitation bei einereli®nlange von 230 nm bei einer
Emissionswellenlange von 450 nm detektiert. Dientifizierung von Aminoséauren erfolgte

anhand ihrer Retentionszeit.
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V Ergebnisse

1 DNA-Protein-Interaktionsstudien mit PhoRA1-125

Zur Beantwortung der Frage, ob ¢is-Gene psi = phosphatestravationinducible) direkt
durch den Transkriptionsregulator PhoR reguliertrdea, wurden in vorangegangenen
Arbeiten radioaktive Gelretardationsexperimente dnéi unterschiedlichen PhoR-Derivaten
durchgefuhrt (Kocan, 2005). Hierbei konnte keineidaktion zwischen einem PhoR-Derivat
mit C-terminalem His-,tag“ und den Promotorregiondar GeneugpA, pstS und phoR
beobachtet werden. Auch die Phosphorylierung vooRRhis durch Inkubation mit der
Sensorkinase PhoS und ATP oder durch Inkubation Acgtylphosphat hatte keinen
positiven Einfluss auf das DNA-Bindungsvermodgen vBhoR.nis. Daraufhin wurden
Gelretardationsexperimente mit PhoR-Derivaten dyetihrt, denen die N-terminale
.Receiver‘-Domane fehlte. Fur einige andere Antwegtilatoren wurde gezeigt (Mol al.,
2003), dass solche Derivate eine konstitutive DNAdBngsaffinitat besitzen. Die Derivate
PhoRA1-139 und PhoR1-125 zeigten eine Interaktion mit den postulieiZéspromotoren.
Da mit dem Derivat PhaRL-139 nur eine sehr schwache Interaktion deteldreriar,
wurden weitere Experimente mit dem Derivat PA&@RL.25 durchgefuhrt. Unter Verwendung
eines 150- bis 1000-fachen molaren UberschussdzhaR\1-125 konnte eine Retardation
der Promotorregionen der GengpA, pstS, phoR undpitA beobachtet werden. Der Nachweis
der spezifischen Interaktion erfolgte durch Zugabees 20-fachen Uberschusses an nicht-
radioaktiv markierter DNA. Darlber hinaus wurde dteomotorregion vorclpP1P2 als

Negativkontrolle verwendet (Kocan, 2005).

1.1 Radioaktive Gelretardationsexperimente mit PhBA1-125

In dieser Arbeit wurden weitere Gelretardationsexpente mit PhoR1-125 durchgefihrt.
Diese Experimente zeigten eine Interaktion von RXIGR25 mit den Promotorregionen der
GenepstS, pitA, ugpA, nucH, ushA undporB. Dabei konnten keine signifikanten Unterschiede
der DNA-Bindungsaffinitdt von PhaRl-125 gegenlber den eingesetzten Promotorregionen

beobachtet werden. Ein ca. 200-facher molarer RheR25 Uberschuss war notwendig, um
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die Halfte der eingesetzten DNA zu binden. Exenigptar wird hier nur das
Gelretardationsexperiment unter Verwendung der Btomregion von nucH gezeigt
(Abb. V. 1).

0O 02040608 1 2 4 ® pMPhoR1-125

s e gt

(-
-—

Abb. V. 1: Gelretardationsexperiment mit der DNA-bindenden Domane des Antwortregulators
PhoR (PhoRA1-125) und der Promotorregion vonnucH. Unterschiedliche Konzentrationen an
PhomA1-125 (0- 8 uM) wurden mit 2 nM markierter DNA u@dug poly-(dl-dC) als Kompetitor-
DNA fur 20 min bei RT inkubiert, anschlieend Ubsin 10 %-iges natives Polyacrylamidgel

aufgetrennt und mittels eines Phospholmagers awstgtw

Zum Nachweis der spezifischen Interaktion von PhbR25 mit den Promotorregionen der
Phosphatmangelgene wurden Gelretardationsexpeemahntien Promotorregionen der Gene
acn, mepA, clpP1P2, clpC sowie einer kodierenden Region aus dem @@ durchgefuhrt.
Wider Erwarten wurden diese Fragmente auch durdRRh-125 retardiert und es gab keine
signifikanten Unterschiede beziglich der Bindunfysaft zwischen den postulierten
Zielpromotoren und den Negativkontrollen. DaheresigchPhoR\1-125 relativ unspezifisch
an DNA zu binden. Auch Veranderungen hinsichtlidr g@erwendeten Kompetitor-DNA
fuhrten nicht zu einer hoheren Spezifitdt der DNMeGRA1-125-Interaktion. Dabei wurde die
Konzentration an poly-(dl-dC) in Gelretardationsesimenten verdreifacht bzw.
versechsfacht oder Lachssperma-DNA anstelle vory-@hdC) verwendet. Um eine
unspezifische Aggregation von PR 125 auszuschliel3en, die die Ursache der Interakti
von PhoR\1-125 mit jeglicher DNA sein kdnnte, wurde dem BS&fér 0,25 % (v/v)
Tween-20 zugefugt. Doch auch die Zugabe diesesripatees bewirkte keine Veranderung
des Bindungsverhaltens von PhdR125, so dass PhaR-125 unter den hier gewdahlten

Bedingungen anscheinend unspezifisch an DNA bindet.
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1.2 DNase I-,Footprint“-Analysen mit PhoRA1-125

Parallel zu den Gelretardationsexperimenten mitRAle125 wurden DNase I-,Footprint“-
Analysen mit PhoR1-125 zur ldentifizierung eines PhoR-Bindemotivasctigefihrt. In
vorangegangenen Arbeiten konnte ein geschutztegi®ein der Promotorregion vgustS
identifiziert werden (Position -170 bis -205 bez¢igl des pstSTranskriptionsstartes).
Dagegen konnten keine geschitzten Bereiche in demd®orregionen der GengpA und
pitA nachgewiesen werden (Kocan, 2005). Zur Bestatigleg PhoR-Bindestelle in der
Promotorregion vonpstS sowie zur ldentifizierung weiterer PhoR-Bindedrllin den
Promotorregionen der Gep&A, ugpA und phoR wurden DNase I-,Footprint“-Analysen mit
PhoRA1-125 durchgefiihrt. Dabei konnten innerhalb einegewdhnlich groRen Bereiches
(147 bp bis 273 bp) vor DNase I-Verdau geschitzéseBfolgen sowie hypersensitive
Bereiche identifiziert werden (Tab. V. 1). Exempmah werden hier nur die DNase I-
.Footprint“-Analysen unter Verwendung der Promoggiion vonpstS dargestellt (Abb. V. 2).
Diese Ergebnisse waren, wie am Beisp&b gezeigt (Abb. V. 2), fir jede Promotorregion
reproduzierbar, jedoch konnte anhand der gescmissenfolgen kein PhoR-Bindemotiv
abgeleitet werden. Die Ergebnisse der Gelretanasgixperimenten und der DNase I-
.Footprint*-Analysen deuten darauf hin, dass digboay-terminale Domane von PhoR
maoglicherweise unspezifisch an DNA bindet. Aus éiesGrund wurden keine weiteren

Experimente mit dem Derivat PhaR-125 durchgefihrt.

Tab. V. 1. Ergebnisse der DNase I-Footprint Analyse mit PhoRA1-125 und den
Promotorregionen von pstS pitA, ugpA und phoR Dargestellt sind die vor DNase I|-Verdau

geschiitzten Bereiche (angegeben in bp), sowie dRasition in Bezug auf den Transkriptionsstart.

Promotorregion | Lange des geschiitzter] Lokalisierung des geschitzten
des Gens Bereiches in bp Bereiches in Bezug auf den
Transkriptionsstart (+1)
pstS 273 bp -306 bis -34
pitA 232 bp -177 bis +55
UgpA 248 bp -225 bis +23
phoR 147 bp -168 bis -22
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+ PhoRA1-125 + PhoRA1-125
4
ACGT123456 ACGT123456

+ PhoRA1-125

4
ACGT123456

Abb. V. 2: DNase I-,Footprint‘-Analysen mit der DNA-bindenden Doméne des
Antwortregulators PhoR (PhoRA1-125) und der Promotorregion vonpstS.2 nM IRD800-
markierte pstS-Sonde (A+B: kodierender Strang; C: nicht-kodieen&trang) wurde mit O,
poly(dI-dC) (10ug/ul), 20 ul BS-Puffer und verschiedenen PhtR125-Konzentrationen (1: 0 uM,;

2: 0,2 uM; 3: 1,9 uM; 4: 3,9 uM; 5: 7,8 uM; 6: 1548/1) in einem Gesamtvolumen von 2QD
inkubiert. Die geschitzten Bereiche sind mit einesthwarzen Balken gekennzeichnet, die
hypersensitiven Bereiche mit einem Pfeil. Die Sequdieser Bereiche kann anhand der daneben
aufgetragenen Sequenzierungsreaktion bestimmt werdgie Position in Bezug auf den

Transkriptionsstart ist links neben der Sequennigsteaktion angegeben.
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2 DNA-Protein-Interaktionsstudien mit PhoR

2.1 Uberproduktion, Reinigung und Verdau von PhoR.4is10

Da die DNA-Bindungsversuche mit PhaR125 auf eine mdglicherweise unspezifische
Bindung dieses Proteins an DNA hinwiesen und ddistéiadige PhoR-Protein mit einem
C-terminalen His-,tag“ keine Bindung an drei detgiiven Zielpromotoren zeigte, sollte bei
den folgenden Interaktionsstudien mit einem moglichativen PhoR-Protein gearbeitet
werden. Dazu wurde das Expressionsplasmid pET1&Phao konstruiert (vgl. IV. 4.1),
das fur ein PhoR-Derivat mit einem aminotermindbatahistidin-,tag” kodiert, der mittels
der Endoproteinase Faktor Xa abgespalten werden. Kaas daraus resultierende PhoR-
Protein enthdlt nur noch einen zusatzlichen HistRest am N-Terminus. Zur
Uberproduktion wurde pET16-PhQRisio in E. coli BL21(DE3) transferiert und 2 |
Expressionskulturen gezlichtet (vgl. IV. 6.1). Vowge 1, 2, 3 und 4 h nach Induktion des
phoR-Gens mit 1 mM IPTG wurden Proben entnommen, dile@edurch 15-minttige
Inkubation bei 95 °C in SDS-Ladepuffer lysiert tamtschlieRend die Zellextrakte durch SDS-
PAGE analysiert. Wie in Abb. V. 3A gezeigt, ist eidominante Bande mit einer apparenten
Masse von ~28 kDa bereits 1 h nach IPTG-Zugabetbgich Diese Bande entspricht
hochstwahrscheinlich dem des PRaRic-Protein, das eine berechnete Masse von 28,54 kDa
besitzt. Das Maximum an PhQRisio im Zellextrakt wurde 3 h nach IPTG-Induktion ecti
(Abb. V. 3A).

Die Aufreinigung von PhoRuisio erfolgte mittels Ni*-Chelat-Affinitatschromatographie wie
im Material und Methoden Teil (vgl. IV. 8.1 und 8.Beschrieben. Wie in Abb. V. 3B
gezeigt, konnte PhaRyis10 ohne erkennbare Verunreinigungen (bei Coomasibtirgy)
erfolgreich aufgereinigt werden. Nach einem Pufistausch tber Gelfiltration mit Sephadex
G-25 (PD-10 Saulen, Amersham Pharmacia), bei deti2NPuffer durch BS-Puffer ersetzt
wurde, wurde aufgereinigtes PheRs10 bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert,
oder es erfolgte die proteolytische AbspaltungMdsrminalen His-,tags“. Das Ph@Risic
Protein enthalt 21 zusatzliche Aminosauren (MGHHHHHHHHSSGHIEGRH) an seinem
N-Terminus, darunter die Faktor Xa-Schnittstell&SEBEGR). Nach erfolgreichem Verdau
mit Faktor Xa besitzt das PhoR-Protein nur nocle easatzliche N-terminale Aminosaure,
namlich einen Histidin-Rest. Dieses PhoR Derivatler folgenden Arbeit PheR genannt,
hat eine berechnete Masse von 26,49 kDa. Der FXl@orerdau wurde mittels SDS-PAGE
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Uberpruft und war erfolgreich (Abb. V. 3B). Aliqwotles aufgereinigten PhqR-Proteins

wurden bis zur Verwendung bei -20 °C gelagert.

A B
kDa 1 2 3 4 5 kbDa 6 7 8
75 75| -
50 50
37 A ol
25 |sse
20 T —
25| -
- - 20

Abb. V. 3: Analyse der Uberproduktion, der Reinigurgy und des Faktor Xa-Verdaus von
PhoRy.iszo durch SDS-PAGE. A: Uberproduktion von PhaRiisio in E. coli BL21(DE3)/pET16b-
PhoR. Spur 1 und 6, Proteinstandard (Precision Pitatein Prestained Standard, Bio-Rad); Spur 2,
Zellen unmittelbar vor Induktion mit 1 mM IPTG; Sp8, 4 und 5, Zellen 1, 2 und 3 h nach Induktion
mit 1 mM IPTG.B: Reinigung von PhofR4isio @uUsE. coli BL21(DE3)/pET16b-PhoR. Spur 7, 1,3 ug
aufgereinigtes PhaRisio; Spur 8, 1,3 g PhoR nach Verdau mit Faktor Xa.

2.2 Bestimmung des nativen Molekulargewichtes vonh®R

Die native molekulare Masse von gereinigtem Rh@Ro und PhoR.4 wurde zunachst durch
native Polyacrylamid-Gelelektrophorese bestimmt.ziDawurden jeweils ~3 pg des

aufgereinigten Proteins auf einem 15 %-igen natierylamidgel aufgetrennt (Abb. V. 4).

kDa 1 2
Abb. V. 4: 15 %-iges natives Polyacrylamidgel zur Analyse der
67 1 nativen GrolRe von PhoR.1, Proteinstandard (Native Molecular
- Weight Marker MW-100, Gradipore); 2, ~3 ug aufgeigies
45 u PhoR His1g, 3, ~ 3ug aufgereinigtes PhR
37 —
14,2 -
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Anhand der Abbildung V. 4 zeigt sich, dass PhoR eine apparente Masse von etwas mehr
als 45 kDa hat. Dies entspricht eher der Massesebimers (~57,08 kDa) als der eines
Monomers (~28,54 kDa). Fur Ph@R konnte eine starke Bande zwischen 14,2 - 37 kDa
beobachtet werden und eine schwache Proteinbandeham 45 - 67 kDa. Damit scheint ein
grof3er Teil von Pholry als Monomer (~26,49 kDa) und nur ein ganz gerifigglrals Dimer
(~52,98 kDa) vorzuliegen. Eine Erklarung fur deolimchteten Unterschied bzgl. der nativen
GroRRe der beiden PhoR-Derivate gibt es nicht, dexide Derivate lagen in BS-Puffer vor.
DarlUber hinaus wirde man eine dimere Form eheddryainativeren PhoR-Derivat, PhoR
erwarten. Da mithilfe der nativen Polyacrylamid-&ektrophorese kein eindeutiges Ergebnis
erhalten werden konnte, wurden Groéf3enausschlussaographien durchgefuhrt. Dazu
wurde 1 ml einer PhaRy-Ldsung (ca. 1 mg/ml; vorliegend in 100 mM Tris-H&H 7,5 und

50 mM NacCl) uber eine Superdex 200-Saule mit 1 ml/Fussrate aufgetrennt (vgl. IV.
8.10). Die Gelfiltration wurde dreimal durchgefiluid es ergaben sich molekulare Massen
von 37 kDa, 41 kDa und 43 kDa (Abb. V. 5; Mittelwef0 kDa; Abb. V. 6).
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Abb. V. 5: Elutionsprofil von PhoRy.4 nach Grol3enausschlusschromatographiel mg PhoR.
1 wurde Uibeeine HiLoad 16/60 Superdex 200 ,prep grade“-Saeteegint. Als Elutionspuffer
diente 100 mM Tris-HCI pH, 7,5, 50 mM NaCl. Ein Rdzei 82,01 Ve [ml], entspricht der

molekularen Masse von 42,61 kDa, konnte beobaclgaten.
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Abb. V. 6: GréRenausschlusschromatographie zur Bestmung der nativen molekularen Masse
von PhoRypisio PhORHisio Und fiinf Standardproteine wurden separat Uber elit@ad 16/60
Superdex 200 ,prep grade“-Saule aufgetrennt. Algi&hspuffer diente 100 mM Tris-HCI pH, 7,5, 50
mM NacCl. \p entspricht dem Ausschlussvolumen (44,58 ml) dedeSaas mit Dextranblau (2.000

kDa) bestimmt wurde. ¥entspricht dem Elutionsvolumen der verschiedenetefe.

Diese Werte lieferten wiederum keine definitive sage Uber die native Form von PhoR, da
sie weder der Masse eines Dimers (~52,98 kDa) mecheines Monomers (~26,49 kDa)
entsprachen. In einem weiteren Schritt wurde dietivea GroRe von PhoRy
massenspektrometrisch bestimmt (siehe IV. 8.11% Massenspektrum von Ph@R zeigt
zwei Peaks mit den Massen 26,485 kDa und 53,057skige einen kleinen Peak bei 79,576
kDa (Abb. V. 7). Vergleicht man die Massen der Beak den theoretischen molaren Massen
eines PhoRy-Monomers (~26,49 kDa) und eines Dimers (~52,98)kBa kdnnte der erste
Peak dem eines einfach geladenen Monomers odes aeweifach geladenen Dimers
entsprechen und der zweite Peak dem eines einieldenen Dimers oder eines zweifach
geladenen Tetramers. Diese Ergebnisse deuten damufass zumindest ein geringer Anteil

von PhoR.y als Dimer vorliegt.
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Abb. V. 7: MALDI-TOF-Massenspektrum von PhoRy.4. Dabei konnten drei Peaks bei 26485,
53057 und bei 79576 m/z beobachtet werden.

2.3 Uberproduktion und Reinigung von MalE-PhoSK

Um den Einfluss der Phosphorylierung von PhoRitro testen zu kénnen, wurde, basierend
auf Erfahrungen mit anderen Histidinkinasen, di@ase-Domane der Sensorkinase PhoS
(Aminosauren 247-485) als Fusion mit dem MaltosedBprotein vork. coli Uberproduziert
und gereinigt. Im Gegensatz zum vollstandigen PRafein, das zwei Transmembranhelices
besitzt und nur eine sehr schwache Autophosphouylgsaktivitat im solubilisierten Zustand
zeigte, sollte das Fusionsprotein l6slich sein etk konstitutive Autophosphorylierungs-
aktivitat besitzen. Dazu wurde das ExpressionspthgivalE-PhoSK konstruiert (vgl. 1V.
4.1; VIII. 3) und inE. coli BL21(DE3) transferriert.

Die Uberproduktion des MalE-PhoSK Proteins (624 Aesiéuren, 67,7 kDa) erfolgte wie fur
PhoR\.uis10 beschrieben (siehe V.2.1). Auch in diesem Fallnkerdas Maximum an MalE-
PhoSK-Protein im Zellextrakt drei Stunden nach IPIh@uktion beobachtet werden
(Abb. V. 8).

MalE-PhoSK wurde mittels Affinitatschromatograph@a Amylose-Harz (New Egland
Biolabs) aufgereinigt (vgl. 1V. 8.3). Die Proteirfeeinigung wurde durch SDS-PAGE
Uberpruft, bei der man einige zusatzliche Bandenkieinerer apparenter Masse erkennen
konnte. Hierbei handelt es sich mit gro3ter Walesdlthkeit um Abbauprodukte von MalE-
PhoSK (Abb. V. 8).
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kba 1 2 & 4 &
75 ..- \ } g o Abb. V. 8: SDS-PAGE zur Analyse der Uberproduktionund
{ . S Aufreinigung von MalE-PhoSK. Spur 1 und 4, Proteinstandard
| = L (Precision Plus Protein Prestained Standard, Bu:RSpur 2
37 a und 3, Proteinrohextrakte vdh coli BL21(DE3)/pMalE-PhoSK
vor und 3 h nach Induktion mit 1 mM IPTG; Spur 5,u8
25 - aufgereinigtes MalE-PhoSK.
20 |}

Die Fraktionen, die MalE-PhoSK enthielten, wurdeereinigt und es erfolgte eine
Umpufferung in TKMD-Puffer oder in BS-Puffer. Aufigenigtes und umgepuffertes MalE-
PhoSK wurde bis zur Verwendung in Phosphorylierergsrimenten bei -20 °C gelagert.

2.4 Autophosphorylierung der Kinase-Doméane von PhoS und

Phosphorylgruppentransfer auf den Antwortregulator PhoR

Zum Nachweis der fir ein Zweikomponenten-Systenraitiaristischen Phosphorylierungs-
Aktivitaten, d. h. der Autophosphorylierungsaktéit der Sensorkinase und des
Phosphorylgruppentransfers auf den Antwortregulateiurden radioaktivein vitro-
Phosphorylierungsstudien  durchgefuhrt. Die  Autophosylierungsaktivitat  wurde
analysiert, indem 12 pM MalE-PhoSK mit 0,17 uM-*fP]-ATP (~3000 Ci/mmol,
10 mCi/ml) und 80 puM nicht-radioaktivem ATP bei Ratemperatur in einem
Gesamtvolumen von 60 pul inkubiert wurden. 1, 5,ud@ 60 min nach Zugabe von ATP
wurden 7 pl Proben entnommen, mit SDS-Ladepuffesetet, um die Reaktion zu stoppen,
und auf Eis gelagert. Am Ende des Experiments wudie Proben ohne Aufkochen auf ein
12 %-iges SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen und tedpkoretisch aufgetrennt. Im
Anschluss wurde das Gel eine Stunde bei 80 °C getst und fir 18 h auf einem
Phosphorscreen (Fuji Photo Film (Europe) GmbH, Bldssf) exponiert. Das daraus
resultierende Autoradiogramm zeigt die Abb. V. 9.



Ergebnisse 51

1 5 20 60 min

S e s [+ PhoSK

Abb. V. 9: Autophosphorylierung von MalE-PhoSK. MalE-PhoSK (12 puM) wurde mit 0,17 pM

[y-**P]-ATP (~3000 Ci/mmol, 10 mCi/ml) und 80 uM niclagioaktivem ATP bei Raumtemperatur
inkubiert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurdahijé Aliquots entnommen, mit SDS-Ladepuffer
versetzt, auf Eis aufbewahrt und anschlieRend InitBDS-PAGE aufgetrennt. Das Gel wurde

getrocknet und mit einem Phospholmager BAS-180(if{lf) analysiert.

Anhand der Abb. V. 9 ist deutlich zu erkennen, dadalE-PhoSK seine eigene
Phosphorylierung katalysiert. Ein Anstieg an autgphoryliertem MalE-PhoSK konnte
innerhalb der ersten 5 Minuten beobachtet werdehgeivdieser Anstieg gering ausfiel, denn
bereits einer Minute nach Inkubation mit ATP scheim groRRer Anteil an MalE-PhoSK
phosphoryliert vorzuliegen. Die Menge an phospherigm MalE-PhoSK nimmt nach 5 min
wieder ab. Daher wurde fur den nachfolgenden Vérsumum Nachweis des
Phosphorylgruppentransfers auf PhoR das MalE-Phe®kein (12 uM) wie in dem zuvor
beschriebenen Versuch 5 min mit 0,17 pM3¥P]-ATP und 80 pM nicht-radioaktivem ATP
bei Raumtemperatur in einem Gesamtvolumen von 6ikubiert und nach 1 und 5 min
7 ul Proben entnommen, mit SDS-Ladepuffer gemisciot auf Eis gelagert. Anschliel3end
wurden 30 ul dieser Losung mit 30 pl einer 25,8 PMoR.4-Losung gemischt. Zu
verschiedenen Zeitpunkten wurden 14 pl Proben emimen, mit SDS-Ladepuffer versetzt
und auf Eis gelagert. Am Ende des Versuchs wurdesedProben dann mittels SDS-PAGE
aufgetrennt und die getrockneten Gele mit einenspth@mager analysiert (Abb. V. 10). Wie
in Abb. V. 10 gezeigt, fuhrte die Zugabe von PhoRu phosphoryliertem MalE-PhoSK zu
einem raschen Phosphorylgruppentransfer von deaseibomane auf den Antwortregulator.
Bereits nach 1 min ist Ph@R signifikant phosphoryliert (Abb. V. 10, Spur 3)ine
maximale Phosphorylierung wird nach 30 bis 60 nmkubationszeit erreicht (Abb. V. 10,
Spur 5 und 6). Um eine Autophosphorylierung dessantregulators auszuschlie3en, wurde
PhoR. (Endkonzentration 12,9 pM) mit 0,17 pM-$P]-ATP und 80 pM nicht-
radioaktivem ATP in einem Gesamtvolumen von 150ul@0 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Hierbei konnte kein phosphoryliertes Rh@ detektiert werden, so dass der

Phosphorylgruppentransfer nur Uber MalE-PhoSK~BIggh kann (Daten nicht gezeigt).
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Ahnliche Ergebnisse konnten auch unter Verwendumy RhoR nis1o erzielt werden. Ein
effizienter Phosphorylgruppentransfer von MalE-PKeB auf PhoR nisio fand auch hier
innerhalb von 40 min statt (Daten nicht gezeig)r Bie folgenden DNA-Bindungsstudien
wurde die Phosphorylierung von Phoksio und PhoR.y mit nicht-radioaktivem ATP
durchgefuihrt. Dazu wurde MalE-PhoSK mit 5 mM ATP kubiert, nach
5 min die 2-fach molare Menge an PRaR10 bzw. PhoR.4 hinzugeflgt und nach weiteren
60 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wurde die untersuchende DNA-Probe

hinzugeflgt.

- MalE-PholE

-m FhoRys

Abb. V. 10: Autophosphorylierung von MalE-PhoSK und Phosphorylgruppentransfer von
MalE-PhoSK~P auf PhoR.. MalE-PhoSK (12 pM) wurde mit 0,17 uMy-{?P]-ATP
(~3000 Ci/mmol, 10 mCi/ml) und 80 pM nicht-radioakim ATP in einem Gesamtvolumen von 60 pl
bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 1 Minute (Spuurdd 5 Minuten (Spur 2) wurden jeweils 7 pl
Probe entnommen. Nach 5 Minuten wurden 30 pl e®8 puM PhoRy-Losung zu 30 pl der
bestehenden MalE-PhoSK-Ldsung hinzugefiigt und mesdgesamt 6 Minuten (Spur 3), 11 Minuten
(Spur 4), 26 Minuten (Spur 5) und 66 Minuten (SPujeweils 14 pl Probe entnommen. Die Proben
wurden sofort mit 2xSDS-Ladepuffer versetzt, aus Bufbewahrt und ohne vorheriges Aufkochen
mittels SDS-PAGE (12 % Gel) aufgetrennt. Das Geldewetrocknet und mit einem Phospholmager
BAS-1800 (Fujifilm) analysiert.

2.5 Untersuchungen zum Einfluss der Phosphoryliemg und des

N-terminalen His-tags" auf die DNA-Bindungsaffinit a von PhoR

Zur Uberpriufung, ob der Phosphorylierungszustand. der N-terminale Histidin-,tag“ die
Interaktion der PhoR-Derivate Ph@R bzw. PhoR.xisi0 mit den vermuteten Zielpromotoren
beeinflusst, wurden vergleichende Gelretardatiopsamente sowohl mit PhaRyis10 und
PhoR\-uis10~P, als auch mit PhgRy und PhoR.4w~P durchgefihrt (Abb. V. 11). Es konnte

eine Interaktion der verschiedenen PhoR-Derivaté aer Promotorregion dephoRS
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Operons nachgewiesen werden, nicht jedoch mit demdétorfragmenten der Geried
(Isocitrat-Dehydrogenase) uradn (Aconitase), die als Negativkontrollen verwendetraan
(Abb. V. 11A-D). Phosphorylierung durch Vorinkulmti mit MalE-PhoSK und ATP fuhrte
sowohl bei PhoRu#is10 als auch bei Phaliy zu einer deutlich erhéhten Bindungsaffinitat. Die
molaren Proteinlberschisse, die fur die Retardationca. 50 % der DNA-Sonde bendtigt
wurden, betrugen fur Ph@Ris1o ca. 300, fir PhoRuisio~P ca. 150, fir PhqRy ca. 300 und
fur PhoR.4~P ca. 30 — 60. Die retardierten Banden waren fiaRR.1is10, fUr PhoR-nisio~P

und fur PhoR.4 sehr diffus, fir PhoRy~P dagegen distinkt. Aus diesen Daten ergibt sich,
dass der N-terminale Histidin-,tag“ die DNA-Bindusgark stort und dass PhoR vermutlich

im phosphorylierten Zustand aktiv ist.
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Abb. V. 11: Gelretardationsexperimente mit der Pronotorregion von phoR und PhoRy.xis10 (A),
PhoRy.hisio~P (B), PhoR.y (C) sowie PhoRuy~P (D) zur Analyse des Einflusses der
Phosphorylierung und des N-terminalen His-tags" adi die DNA-Bindungsaffinitat.

Verschiedene Konzentrationen an unphosphorylierterw. phosphoryliertem PhRisio und
PhoR.4 (0-bis 350-facher molarer Uberschuss) wurden nm@0 Ing eines 317-bpphoR-
Promotorfragments (-79 bis -238 bezilglich des Tkapsonsstarts) sowie 100 ng einer als
Negativkontrolle verwendeten Promotorregided(oder acn) fir 30 min bei RT inkubiert. Im
Anschluss wurden die Proben auf einem 15 %-igeiveraPolyacrylamidgel aufgetrennt und das Gel
anschlieRend SybrGreen | gefarbt. Fiir die Phosfieaumg wurde ein 2-fach molarer Uberschuss an
PhoR\.kisio bzw. PhoRR.4 mit MalE-PhoSK und 5 mM ATP 60 min bei RT inkulijebevor es dem

DNA-enthaltenden Reaktionsansatz zugefligt wurde.
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2.6 Direkter Vergleich der Bindungsaffinitditen von PhoRyy zu den

Promotorregionen vonpstSund nucH

In einem weiteren Gelretardationsexperiment wungeBindungsaffinitdt von PhaR; und
PhoR.x~P zu den Promotorregionen dessSCAB-Operons und desucH-Gens verglichen,
wobei die beiden Promotorregionen zusammen mit zwEgativkontrollen, den
Promotorregionen voacn undgpmA (NCgl0390/cg0482; Phosphoglycerat-Mutase), inrine

einzigen Reaktionsansatz eingesetzt wurden (Abk2Y.

A 0 032063 0,951,26 1,58 2,10 2,63 315uMPh0RNH

““ ]—PhoRN_“-pstS-KompleX

pszs—'llilluhwuan~q

S~~~ ~=1~1=1=]~

Por = el i s e el i e i et

B 0 0,32 0,630,951,26 1,58 2,10 2,63 3,15 uM PhoRy_;~P

‘ u g G “ ol ‘ ]—PhoRN_H -pstS-Komplex

P s = vt Wl D
pstS ]— PhoRyj; -nucH-Komplex

2 e e e

Far — vl o i i i e

Abb. V. 12: Direkter Vergleich der DNA-Bindungsaffinitdt von unphosphoryliertem (A) und
phosphoryliertem (B) PhoRy.y zu den Promotorregionen vonpstS und nucH. Unterschiedliche
Konzentrationen an Ph@kR und PhoR.y~P (0 bis 3,15 uM) wurden mit 100 ng.R (547 bp) und
Posts (531 bp) fur 30 min bei RT inkubiert. Als Negatorkrollen wurden jeweils 100 ng der
Promotorregion voracn (311 bp) undgpmA (347 bp) dem Reaktionsansatz zugefiigt. Die Proben
wurden auf einem 15 %-igen nativen Polyacrylamidggigetrennt und anschlieend die DNA mit
SybrGreen | angefarbt. Fir die Phosphorylierungdeugin 2-fach molarer Uberschuss an RhoR
mit MalE-PhoSK und 5 mM ATP 60 min bei RT inkubijetievor es dem DNA-enthaltenden
Reaktionsansatz zugefiigt wurde.
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Wie in Abb. V.12A zu erkennen ist, fand eine Inkdi@n zwischen unphosphoryliertem
PhoR.4 und dempstSPromotor statt. Die Halfte dgrstS-Promotorfragmente wurde bei
einer PhoR.y-Konzentration von 2,1 uM PhoR retardiert. Die Bidg eines Komplexes mit
Pt SOwie den Negativkontrollen,® und Ryma konnte dagegen selbst bei einer PhgR
Konzentration von 3,15 puM nicht beobachtet werd&hb( V. 12A). In einem parallelen
Ansatz wurde PhoRRqy 1 h bei Raumtemperatur mit MalE-PhoSK und 5 mM ATP
vorinkubiert, bevor es zu den DNA-enthaltenden Aresd zugefligt wurde. Anhand der Abb.
V. 12B kann man wieder den positiven Einfluss dé&odphorylierung auf die DNA-
Bindungsaffinitat von Phoky erkennen. Bereits bei einer PhpRKonzentration von
0,63 pM liegt ein vollstandiger PhaR-P,sssKomplex vor. Das bedeutet, dass durch
Phosphorylierung von Ph@R dessen Affinitat um ca. das 5-Fache gesteigert.vididse
Affinitatssteigerung fiuihrt dazu, dass auch eineaRation deswcH-Promotors stattfindet.
Eine Retardation von 50 % deucH-Promotorfragmente konnte jedoch erst bei der hier
maximal eingesetzten PhgR~P-Konzentration von 3,15 uM beobachtet werden. iz
besitzt PhoR unterschiedlich starke Bindungsaéiteit gegeniber den Promotorregionen von
pstS und nucH. Mit den als Negativkontrollen eingesetzten Pranagionen voracn und
gpmA konnte auch unter Verwendung von PR@RP keine Interaktion beobachtet werden.

Somit ist die Bindung von Ph@R; bzw. PhoR.x~P an Byscag und Rycr spezifisch.

2.7 Identifizierung weiterer Promotoren, an die Ph& direkt bindet

Nachdem erfolgreich nachgewiesen werden konnte, BasR. bzw. PhoR.y~P spezifisch
an die vorhergesagten Zielpromotorregionen pboRS, pstSCAB und nucH bindet, wurden
Gelretardationsexperimente mit weiteren postulieiZéelpromotorregionen (Ubersicht der
verwendeten PCR-Fragmente siehe Tabelle VIII. 2¢ltyeftihrt. Dabei wurde jedoch jeweils
nur eine Zielpromotorregion und die Promotorregioron acn, verwendet als
Negativkontrolle, dem Reaktionsansatz hinzugeflyyie bei den zuvor beschriebenen
Gelretardationsexperimenten wurden parallele Amséatmit PhoR.y und PhoR.y~P
durchgefuhrt. Anhand der Abb. V. 13A ist deutlich erkennen, dass Ph@R~P an alle
getesteten Promotorregionen bindet, dp$iSCAB, phoRS phoC, ushA, porB, ugpAEBC,
pitA, nucH, phoH1 undglpQ1. Auffallig dabei ist die bereits angesprocheneeststhiedliche
Bindungsaffinitdt von PhoR gegeniber den verschiedd’romotorregionen, die jedoch fir
jede Promotorregion reproduzierbar ist. So zeigth stdie hdchste Affinitat zu der

Promotorregion vorpstS (~35x), gefolgt vonphoR (~45x) > phoC (~50x) > ushA, porB
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(~60x) >ugpA (~70x) >pitA (~90x) >nucH, phoH1 (~120x) >glpQ1l (>120x). Dabei geben
die Werte in den Klammern den ungefahren molareoRRh~P-Uberschuss an, der
notwendig ist, um 50 % der DNA-Fragmente zu retaeh.

A: PhoR . ~F
pstS phoR phoC ushA por B
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Abb. V. 13: Gelretardationsexperimente zum Nachweigler Interaktion von PhoRy.y~P und
PhoRyy mit den postulierten Zielpromotorregionen. A DNA-Fragmente (14 — 38 nM) der
Promotorregionen vomstS, phoR, phoC, ushA, porB, ugpA, pitA, nucH, phoH1, glpQl1 und acn
(Negativkontrolle) wurden mit einem 0- bis 120-fanhmolaren PhoR~P-Uberschuss fir 30
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschlwasrden 20 pl der Reaktionsansatze mittels
nativer Polyacrylamidgelelekrophorese (15 % Gefyewennt und die DNA mit SybrGreen | geféarbt.
B, Gleiche Ansatze wie in A, jedoch wurden die DNigimente mit einem 0- bis 300-fachen
molaren Uberschuss an unphosphoryliertem RhgRkubiert.
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Die Promotorregion vomcn, verwendet als Negativkontrolle, wurde in keineer Ansatze
retardiert. Unphosphoryliertes Ph@R zeigte gegeniber allen getesteten Promotorregionen
eine um ca. 5-fach geringere Bindungsaffinitat i@rdleich zu PhoRRy~P (Abb. V. 13B).
Damit lasst sich die Aussage treffen, dass die BAdungsaffinitdit von PhoR durch

Phosphorylierung generell erhéht wird.

2.8 Identifizierung von PhoR-Bindestellen in den Rsmotorregionen von
pstSund phoR

Die Identifizierung eines PhoR-Bindemotivs erwigshsals schwierig. Alignments der
Promotorregionen vopstS, phoR, ushA, ugpA, pitA undnucH gaben keinen Hinweis auf eine
konservierte DNA-Sequenz. Um die PhoR-Bindungssteleinzugrenzen, wurden
Gelretardationsexperimente mit PholR-P und Subfragmenten vonp£ und Rnor
durchgefuhrt (Abb. V. 14). Diese Promotorregionaurden gewahlt, da sie gemalf den zuvor
durchgefuhrten Experimenten die héchste AffinitiPhoR.4 bzw. PhoR.4~P besitzen.

Im Fall von pstS deuten die Ergebnisse auf mindestens zwei PhoReBiellen hin, von
denen eine im Bereich von -175 bis -201 bezogerdanfTranskriptionsstart (+1) lokalisiert
ist, die andere im Bereich zwischen -99 und -13@b(AV. 14A). Innerhalb der
Promotorregion vophoR kommt dagegen sehr wahrscheinlich nur eine Phaiditelle vor
(Abb. V. 14B), und zwar im Bereich von -40 bis -B&zogen auf den Transkriptionsstart
(+1). Zur Ableitung eines PhoR-Bindemotivs wurdde &equenzen der drei postulierten
PhoR-Bindungsregionen miteinander verglichen, jad&onnte auch dabei kein klares,

konserviertes Motiv identifiziert werden.
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Abb. V. 14: Eingrenzung der PhoR-Bindestellen inndralb der Promotorregionen vonpstSund
phoR Es wurden Gelretardationsexperimente mit Subfrageme(14 - 55 nM) der Promotorregionen
und phosphoryliertem Ph@RR durchgefihrt. Die Nummern an den Fragmenten gdleRosition der
Enden der Fragmente bzgl. des Transkriptionsstatisan. In der rechten Spalte sind die Ergebnisse
der Gelretardationsexperimente zusammengefasstBDigungsaffinitat wurde in finf Kategorien
eingeteilt: “+++”, 50 % der Fragmente wurde bisetnem 30-fachen molaren PhR-P-Uberschuss
retardiert, “++”, 50 % der Fragmente wurde bei @in80-fachen molaren PhqR~P-Uberschuss
retardiert, “+”, 50 % der Fragmente wurde bei ein8® bis 60-fachen molaren PhoR-P-
Uberschuss retardiert, “(+)”, 20 — 50 % der Fragmmemurde bei einem 60- bis 90-fachen molaren
PhoR,~P-Uberschuss retardiert und “-”, 0 — 20 % der Fragte wurde bei einem 120-fachen

molaren PhoRy~P-Uberschuss retardiert.

2.9 Mutationsanalysen  der  PhoR-Bindestelle innerhal  der

Promotorregion von pstS

Um die PhoR-Bindestelle inpstSCAB-Promotor weiter einzugrenzen und zu definieren,
wurden jeweils 22 bp aus der Region -175 bis -2@fels ,overlap extension“-PCR (vgl. IV.
7.9) zwischen zwei Fragmente von 87 bp bzw. 234l denpst-Promotor inseriert, die in
vorangegangenen Experimenten keine Interaktion RoR gezeigt hatten. Mit den
artifiziellen 343 bp Fragmenten und PhoRP wurden Gelretardationsexperimente
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durchgefuhrt. Dabei zeigte sich die beste Inteoakinit dem Fragment, das die 22 bp Region
von -176 bis -194 enthielt (Daten nicht gezeigt).

Um eine Aussage Uber die Relevanz der einzelnererBé$ die Interaktion mit dem
Antwortregulator PhoR zu erhalten, wurden Mutateoredysen durchgefihrt. Dabei wurden
zunachst in dem 22 bp langen Fragment (Abb. V.Fragment 1) je drei (Abb. V. 15,
Fragmente 2 - 7) bzw. vier Basenaustausche (Allb,\Fragment 8) gleichzeitig eingefluhrt.
Wie zuvor beschrieben wurden die mutierten 22 pgfrente mittels ,,overlap extension‘-
PCR zwischen zwei nicht bindende Fragmente (87 b@ B34 bp) inseriert und die
resultierenden 343 bp langen Fragmente in die @Gettationsexperimente eingesetzt. Wie
anhand von Abb. V. 15 zu erkennen ist, hatten digaibnen in den Fragmenten 3 und 8
einen stark negativen Einfluss auf die Bindung #AtoR.4~P, wahrend die Mutationen in
den Fragmenten 2, 4, 5, 6 und 7 die DNA-PlgRP-Interaktion weniger stark verminderten.
In einem zweiten Ansatz wurde jede Base einzelnemuDa die Mutation der ersten drei
Basen zusammen jedoch keinen Einfluss auf das Bgsierhalten von PheR~P zeigte
(Abb. V. 15, Fragment 2), wurden nur die Basenst2# im Folgenden analysiert (Abb. V.
15, Fragmente 9-27). Die Mutationen in den Fragewer&t, 13, 15, 16, 19 und 25 fihrten
dabei zu keiner verminderten Interaktion mit PReRP, wahrend die Mutationen in den
Fragmenten 10, 14, 17, 23 und 24 die Bindung vooRRh~P an die DNA geringfligig
verschlechterten. Eine starkere Hemmung der Intierakonnte durch die Mutationen in den
Fragmenten 18, 22, 26 und 27 erzielt werden. Di¢alibnen in den Fragmenten 11 und 12
zeigten den starksten Effekt auf die Interaktion RhoR.4~P. In diesen beiden Fallen war
ein 60- bis 90-facher Ph@R~P-Uberschuss notwendig, um die Halfte der Fragenent
retardieren. Da ohne eingeflhrte Mutationen dieftelader Fragmente bereits bei einem
30-fachen PhoRy~P-Uberschuss retardiert wurden (Abb. V. 15, Fragmg, bedeutet dies
eine Verschlechterung der Interaktion um das 23Hiache. Interessanterweise fihrten die
Mutationen in den Fragmenten 20 und 21 zu einebleem Affinitat von PhoRy, da diese
Fragmente bereits bei einem 30-fachen RhefP-Uberschuss fast vollstandig retardiert
wurden. In einer weiteren Serie von Experimentendemn die Mutationen, die den starksten
negativen Einfluss auf die PhoR-Bindung gezeigtematzusammen in einem Fragment
mutiert (Abb. V. 15, Fragmente 28 bis 30). Dabegteesich ein additiver Effekt, so dass die
Interaktion von PhoRy~P mit dem untersuchten 22-bp-Fragment durch Martation nur
zwei Basen fast komplett verhindert werden konkt#.Hilfe der Mutationsanalysen konnte
die postulierte PhoR-Bindestelle im Bereich -176 94 depstS-Promotorregion verifiziert
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werden. Dartber hinaus konnten Basen identifizieerden, die entscheidend fir die

Interaktion mit PhoR sind.

1) 030456090 2) 030456090 3) 030456090 4) 030456090

shift Wy W
o
1) AAACCTGTGAGAATAATAAGAA +++ (W]} HL"-' ! HHﬁdH UHHH
%g CCCAA(_} ———————————————— Z‘_:i 5) 030456090 ©) 030456090 7) 030456090 8) 0 30456090
4) —————- TGT=======—————— + HHH HH
5§ ————————— Qe + UHHHH ¥ “ UHH- UHHHH
gg ::::::::::::g?gaéa:::: +++ 9) 030456090 10)0;0456090 11) 0 30456090
8) —=m———m——mm— - cree | (4 H HUUU
9) S L S R 4+ UHH‘ N U Li\ UL uuwuh
%8) ____AC_S ________________ i::; 12) 30456090 13) 030456090 14) 030456090
12) " .qu EUHU AUU
1) --oooTomm-——--——-——- |+ |udB8F) WBRTT (WEETT
14) ———————— | ++ 15)0304560;0 16) 0 30456090 17)030451i)9u0
15) ————————- C-————— = +++ I\
%g) ---------- Tom e +++++ UBHH uHHHN eI
18; :::::::::::?g::::::::: + 18) 0 30456090 19) 030456090 20)0 30456090
19) ~--mmmmmm s G 4 HHHN H}JW FELL
20) ——————————— ——— C——————- ++++ ™ ! bd bl |11 o -1
%% ; ——————————————— C(—} ————— ++++ 21)0 30456090 22) 030456090 23) 030456090
_____________________ +
23— C———- ++ HUUN . UUU WUUH
24) mmmmmmmmmmm o + (WU ]S WININ i bd 1/
) I e T—— +++ 24)0 30456090 25)03045i90 26) 0 30456090 27)030456w09~0
26)———mmmmm e C- + HHU H Sl W
D c + AP uH I lu e Lo UHH| I
28) ___AAG ____________ CTCC (+) 28) 29) 30)
29) —mmmm R o (+) 030456090 030456090 030456090
30) ————- G e C (+) o e b bl ] HHUWH (W[W[2]<] )

Abb. V. 15: Mutationsanalysen der PhoR-Binderegiorinnerhalb der Promotorregion von pstS
Vorangegangene Experimente deuteten darauf hirs dmse mogliche PhoR-Bindestelle in dem
Bereich -176 bis -194, in Bezug auf den Transkuipgstart, vorkommt. Zur Bestéatigung dieser
Bindestellte sowie zur Bestimmung der Relevanz elarelnen Basen fur die Interaktion wurden
Gelretardationsexperimente mit Mutationen innerhd#y 22 bp durchgefuhrt. Die eingefiihrten
Mutationen sind unterhalb der Wildtyp-Sequenz (Rregt 1) dargestellt (Fragmente 2-30). Die
dazugehorenden Abbildungen sind auf der rechtete @eigeordnet. Die Gelretardationsexperimente
wurden mit einem 0, 30, 45, 60 und 90-fachen Rhgf® Uberschuss durchgefiihrt und analysiert.
Die Klassifizierung der beobachteten Retardatiorefolgte anhand der beobachteten DNA-
Bindungsaffinitdat von PhoR4~P: “++++", hbhere Bindungsaffinitat als zu Fragmen “+++”
gleiche Bindungsaffinitat wie zu Fragment 1, ++"dufw+”, niedrigere Bindungsaffinitat als zu

Fragment 1 und “(+)”, viel niedrigere Bindungsaif#t als zu Fragment 1.
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2.10 Mutationsanalysen  der  PhoR-Bindestelle  innerdla  der

Promotorregion von phoR

Weitere Gelretardationsexperimente zur Eingrenzuieg PhoR-Bindestelle inphoRS
Promotor ergaben, dass die Region von -43 bis i&hathste Affinitdt zu PhaRy~P besal}
(Daten nicht gezeigt). Mit diesen 19 bp wurden, wiger Abschnitt V. 2.9 beschrieben,
Mutationsanalysen durchgefihrt (Abb. V. 16).

1) 030456090 2) 030456090 3) 030456090 4) 030456090

shift wlal N | }J
1) ACTGTGAATGTACTGAAAG | ++ uum' HHNEH Uhtﬂﬁﬁ uumﬂ N
%g CAG%(_}E‘ ————————————— EI; 5) 0 3045;0@) 6) 030456090 7) 030456090
] A IV AN ] gl
gg ::::::::::::%??EEEE‘ EI; 8) 0304560a 9) ¢ 30456000 19 030456090
S I ——— 4+ UHHH UUﬁEH e
O e e i +
1())) S —— E_,.; 11) 030456090 12) 030456090 13) 0 30456090

N ™

) assssnassnan WL I
13) ==~ Tommmmmmmm - (+) 14) 030456090 ') 030456090 18) 0 30456090
IR e e oo (+) ' | ‘
[} J— G (+) uﬁHSH‘ Lﬂdbﬁh uDUHH
1)) et G +
17 ; _________ P m +++ 17) ¢ 30456090 18 , 304560i 19 4 304560:
e | ) T
19) mm—m e Cmmm + i al 11 el o o N -[-[al
%8; ::::::::::::%é::::: EI; 20) ¢ 30456090 2) 0 30456090 22) 0 30456090
22) —mmmmmmm oo o e | | e e wau;”‘
28))) S e e === (+)
A e e e C—- (+) 23) 30456090 . 0 30456090 = 0 30456090 %8) ) 30456090
) C- | () f | H
26) —m=mmmmmmmmm - T | 4 UHEEH uHHHH uudH Ll

Abb. V. 16: Mutationsanalysen der PhoR-Binderegiorinnerhalb der Promotorregion von phoR

Mit Hilfe von vorangegangenen Gelretardationsexpernten konnte gezeigt werden, dass Rhpf®

die hochste Affinitat zu dem Fragment 1 (-43 big)-6esitzt. Zur Bestatigung dieser Bindestellte
sowie zur Bestimmung der Relevanz der einzelnen emadir die Interaktion wurden
Gelretardationsexperimente mit Mutationen innerhd#y 19 bp durchgefihrt. Die eingefiihrten
Mutationen sind unterhalb der Wildtyp-Sequenz (Rregt 1) dargestellt (Fragmente 2-26). Die
dazugehorenden Abbildungen sind auf der rechtete @eigeordnet. Die Gelretardationsexperimente
wurden mit einem 0, 30, 45, 60 und 90-fachen Rhef® Uberschuss, wie zuvor beschrieben,
durchgefuhrt und analysiert. Die Klassifizierung téeobachteten Retardationen erfolgte anhand der
beobachteten DNA-Bindungsaffinitdt von PRgRP: “++++”, hohere Bindungsaffinitat als zu
Fragment 1, “+++", gleiche Bindungsaffinitat wie zZ@ragment 1, ++" und “+”, niedrigere

Bindungsaffinitat als zu Fragment 1 und “(+)", vieédrigere Bindungsaffinitat als zu Fragment 1.
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Dabei zeigte sich, dass der gleichzeitige Austawschdrei oder vier Basen fast immer zu
einer signifikanten Hemmung der PhoR-P-Bindung fihrte (Abb. V. 16, Fragmente 2-7).
Daraufhin wurden auch hier Gelretardations-Expent@enit Einzelmutationen innerhalb der
19 bp durchgefihrt (Abb. V. 16, Fragmente 8-26)clAdie Einzelmutationen fuhrten in fast
allen Fallen zu einer Hemmung der PReRP-Bindung. Nur die Mutationen in den
Fragmenten 8 und 17 fuhrten zu einer Steigerung PleoR-Bindungsaffinitat. Eine
Verbesserung der Affinitat wurde zuvor auch bei Migin von zwei Basen innerhalb der
PhoR-Bindestelle in der Promotorregion yastS beobachtet (Abb. V. 16, Fragmente 20 und
21), worauf im Abschnitt V. 2. 11 noch néher eirgggen wird.

2.11 Herleitung und Uberpriifung eines mdglichen PHR-Konsensus-

Bindemotivs

In Abb. V. 17 ist ein Alignment der beiden zuvoenmdifizierten und mutierten 19 bp PhoR-
Bindungsstellen aus depstSCAB- und denphoRS-Promotor gezeigt. Dabei ist zu beachten,
dass die Bindungsstelle aus de@moRS-Promotor eine umgekehrte Orientierung aufweist.
Wahrend der 5'-terminale Bereich eine gute Ubetammaung zeigt, ist der 3’-terminale

Bereich schlecht konserviert.

-194to -176 Regionvon Ppgts CCTGTGAGAATAATAAGAA

-43to -61 Region von Pppor ACTGTGAATGTACTGAAAG
—— ———

Abb. V. 17: Alignment der PhoR-Bindestellen aus derPromotorregionen von pstSund phoR
Konservierte Basen in beiden Sequenzen sind fetfedtellt, Basen, die wichtig fir die Interaktion
mit PhoR sind, wurden unterstrichen. Die Intergretadieser Bindestellen als eine Wiederholung von

8 bp, die durch einen ,spacer” von 3 bp getrennther, ist durch die beiden Pfeile angedeutet.

Da OmpR-Typ-Regulatoren, zu denen auch PhoR zahiff an direkte

Sequenzwiederholungen binden (leeal., 2006a), konnte man die beiden identifizierten
PhoR-Bindungsstellen als eine sehr schwach koresésviWiederholung aus 8 bp
interpretieren, die durch einen ,spacer® von 3 lgrennt werden. Um diese Interpretation
experimentell zu testen, wurde die Bindung von RheHP an eine 19 bp Sequenz

untersucht, die eine perfekte Wiederholung der &bguenz ACTGTGAA enthélt, getrennt
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durch den 3 bp langen ,spacer* AAT (Abb. V. 18, direent 1). Wie zuvor beschrieben wurde
diese 19 bp Sequenz via “overlap extension“-PCRsawan zwei nicht-bindende Fragmente
aus dempstSCAB-Promotorbereich inseriert. Die Gelretardationsexpente wurden mit
einem 26-fachen molaren PhaR-P-Uberschuss sowie als Kontrolle ohne RhgR
durchgefuhrt. Wie in Abb. V. 18 gezeigt, besall RheRP eine hohere Affinitdt zu dem
artifiziellen 19 bp Fragment als zu der bis datehsfaffinen PhoR-Bindestelle, der 19 bp
Region aus denpstSCAB-Promotor. Bei einem 26-fachen molaren PhgRP-Uberschuss
lag die eingesetzte DNA fast vollstandig als Kompiat PhoR..x~P vor, wahrend bei einem
30-fachen molaren Ph@R~P-Uberschuss dasstSCAB-Fragment (-176 bis -194) nur zu
~50 % als Komplex vorlag (Abb. V. 15, Fragment Eine weitere Steigerung der
Bindungsaffinitdt wurde erreicht, wenn der 5-temale Adenin-Rest gegen einen Cytosin-
Rest ausgetauscht wurde (Abb. V. 18, Fragmentr8B)ié¢sem Fall reichte ein 26-facher
molarer PhoRy~P Uberschuss aus, um die gesamte DNA zu retandidderch den
Austausch des 3'-terminalen Adenin-Restes gegegne@uanin-Rest wurde die Bindung an
PhoR.4~P verschlechtert (Abb. V. 18, Fragmente 2 und4). Austausch von 5 der 8 Basen
innerhalb der ,direct repeats” fihrte zur fast stilhdigen Hemmung der Interaktion (Abb. V.
18, Fragment 5).

1) ACTGTGAA AAT ACTGTGAA 1) 2) 3) 4) 5) )

2) ACTGTGAG AAT ACTGTGAG 226 0 26 0 26 0 26 0 26 O 26
3) CCTGTGAA AAT CCTGTGAA H

4) CCTGTGAG AAT CCTGTGAG U d

5) CATATAAG AAT CATATAAG |\l /| |\d - (W) (W)W .

6) ACTGTGAA AA ACTGTGAA
7) ACTGTGAA A ACTGTGAA g 25 Vg 258 Vg 28 9o 26 Vo 26
8) ACTGTGAA AATAAT ACTGTGAA
9) ACTGTGAA AAT CCCCCCCC

11(13; ccccececece  AAT - ACTGTGAA (M1 |k o b Um ol i

CCCCcccc  AAT  ccccecececce

Abb. V. 18: Gelretardationsexperimente zur Verifizierung und weiteren Analyse eines
mdoglichen PhoR-Bindemotivs.Ein putatives 19 bp PhoR-Bindemotiv aus zwei Wikdkingen der

8 bp Sequenz ACTGTGAA, die durch einen 3 bp langeacer* mit der Sequenz AAT getrennt sind,
wurde zwischen zwei nicht-bindende Fragmente iegewind ohne bzw. mit einem 26-fachen molaren
PhoR.4~P Uberschuss inkubiert (Fragment 1). Ausgehend diesem Motiv wurden 10 mutierte
Derivate hergestellt und ebenfalls beziglich deerbktion mit PhoRy~P getestet. Die Ansatze
wurden auf einem nativen 15 %-igen Polyacrylamidggfigetrennt und die DNA mit SybrGreen |

gefarbt.
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In weiteren Experimenten wurde der Einfluss dedydiesten ,spacers” auf die Interaktion
mit PhoR.4~P untersucht. Die Verkirzung des ,spacers* um nue éase hatte zur Folge,
dass bei einem 26-fachen molaren PlgRP Uberschuss fast keine Retardation der DNA
mehr stattfand (Abb. V. 18, Fragment 6). Die Vegkiirg auf eine Base zeigte einen
vergleichbaren Effekt (Abb. V. 18, Fragment 7). &Merdopplung der ,spacer“-Lange auf
6 bp fuhrte ebenfalls zu einem fast vollstandigearlvst der PhoRy~P-Bindung (Abb. V.
18, Fragment 8). In einer letzten Versuchsreihedeudie Notwendigkeit der Wiederholung
der 8 bp Sequenz fur die PhoR-Bindung getesteteDadigte sich, dass der ,direct repeat”
absolut essentiell fir die Wechselwirkung ist, dden Austausch entweder des 5’-terminalen
oder des 3’-terminalen 8 bp ,repeats” gegen Cyt&gste flhrte fast zur vollstandigen
Inhibierung der Interaktion (Abb. V. 18, FragmeBteind 10). Als Kontrolle wurde sowohl
der 5-terminale als auch der 3'-terminale 8 bppgat* gegen Cytosin-Reste ausgetauscht
(Abb. V. 18, Fragment 11). Dieses Fragment zeiyie, zu erwarten, keinerlei Bindung an
PhoR.4~P. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass diebelehriebenen Resultate die
Annahme unterstitzen, dass PhoR an eine 19 bp ®eguelet, die aus einer Wiederholung

eines 8 bp Motivs sowie einem ,spacer” von exakpdesteht.

A: ) B: )

shift shift
1) AAACCTGTGAG AAT AATAAGAA +++ 1) ACTGTGAA TGT ACTGAAAG ++
20) ———m——————— — ——— ES = ++++ 8) Cmmmmmmm mmm o +++
21)——m——mmmm - ——— - C-—---- ++++ || 17)———————- - T- ———————- +Ht
M) CCTGTGAA NNN CCTGTGAA M) CCTGTGAA NNN CCTGTGAA

Abb. V. 19: Vergleich der Mutationen in Bsisund Pphor, die einen positiven Effekt auf die DNA-
Bindungsaffinitdt von PhoRyy~P in den Mutationsanalysen zeigten, mit dem artifiellen
Bindemotiv, das die hdchste Affinitdt zu PhoR zeigt Dargestellt sind Ausziige aus den
Mutationsanalysen der PhoR-Bindestelle innerhalbRitemotorregion vopstS (A; vgl. Abb. V. 15)
undphoR (B; vgl. V. 16) sowie das artifizielle PhoR-Bindetiv mit der hdchsten Affinitéat (Fragment
M; vgl. Abb. V. 18, Fragment 3). Ein Vergleich deingefiihrten Mutationen mit der Sequenz des
Fragments M zeigt, dass drei der vier Mutationeragfmente 20, 21 und 8) zu einer hdheren

Ubereinstimmung mit dem artifiziellen Bindemotiwhfien.

Auch die zuvor durchgefuhrten Mutationsanalyseeh@iV. 2.9 und V. 2.10) stehen im
Einklang mit dieser Annahme. Dabei zeigten vierzElImutationen einen positiven Effekt auf
die DNA-PhoR\.y~P-Interaktion, d. h. die mutierten Fragmente besaine hohere

Bindungsaffinitdt zu PhoRy~P als das Wildtyp-Fragment. Vergleicht man diese
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Basenaustausche mit dem artifiziellen DNA-Bindemotilas die hdchste Affinitat zu
PhoR.4~P zeigte (Abb. V. 18, Fragment 3), so fuhrte in ddgr vier Fallen der
Basenaustausch zu einer gréBeren Ubereinstimmungemi optimalen Bindemotiv (Abb.
V. 19).

2.12 Nachweis derin vivo-Relevanz der identifizierten PhoR-Bindestelle

innerhalb der Promotorregion von phoR

Die PhoR-Bindungsstellen innerhalb der PromotoiibbeeevonpstSCAB und phoRS wurden
durchin vitro-Studien identifiziert. Um nachzuweisen, dass d@s&\-Bereiche aucln vivo

fur die PhoR-abhangige Induktion voostSCAB und phoRS notwendig sind, wurden
transkriptionelle Fusionen der entsprechenden Pranpereiche mit dem promotorloseat-
Gen (kodierte fur Chloramphenicol-Acetyltransfedaaralysiert. Die Untersuchungen zum
pstSCAB-Operon wurden von Ulrike Sorger-Hermann im Rahmhbrer Doktorarbeit
durchgefuhrt (Sorger-Herrmann, 2006), die zphoRS-Operon im Rahmen dieser Arbeit.
Dazu wurden Transkriptionsfusionsanalysen mit  drainterschiedlich  langen
phoR-Promotorfragmenten durchgefuhrt (Abb. V. 20), deg dascat-Gen in dem Plasmid
PET2 (Vasicoveet al. 1998) kloniert wurden. Das Plasmid pEpl®R1 enthélt die gesamte
Promotorregion vorphoR mit der identifizierten PhoR-Bindestelle sowie d&f und -35
Region. Das Plasmid pET#w0oR2 enthalt eine verkirzte Promotorregion, in der diemR-
Bindestelle fehlt, aber die -10- und -35-Region mamrhanden sind. In dem Plasmid
PET2phoR3 ist die Promotorregion vophoR so stark verkurzt, dass weder die postulierte
PhoR-Bindestelle noch die -10- und -35-Region dtehasind (Abb. V. 20A). Die Plasmide
wurden durch Elektroporation i@. glutamicum ATCC 13032 transferiert und die Expression
descat-Gens vor und nach Auslosung des Phosphatmangetsifiziert. Dazu wurden die
drei Stdmme in CGXII-Minimalmedium mit 4 % (w/v) @ose bis zur mittleren
exponentiellen Wachstumsphase @ ~5) kultiviert, anschlieend zweimal in
phosphatfreiem CGXII-Minimalmedium gewaschen und phosphatfreiem CGXII-
Minimalmedium mit 4 % (w/v) Glukose resuspendi@&irekt vor dem Transfer sowie 10, 30,
60, 90 und 120 Minuten nach dem Transfer in phas@ias CGXII-Minimalmedium wurde
die CAT-Aktivitdt bestimmt. Bei der Analyse der Ghamphenicol-Acetyltransferase-
Aktivitat, die ein Mal3 fur die Promotoraktivitat déellt, wurde deutlich, dass der Stamm
C. glutamicum pET2phoR1 unter Phosphatiberschuss eine spezifische Aktiwta
300 mU/mg zeigte, die 60 Minuten nach Phosphaikmihg ca. 1,7-fach auf ~500 mU/mg
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anstieg (Abb. V. 20B). Das bedeutet, dass eine vigdting unter Phosphatmangel-
bedingungen stattfindet. In dem Stam@. glutamicum pET2phoR2 wurde unter
Phosphattiberschuss eine 3-fach niedrigere spdmfis&tivitat (100 mU/mg) gemessen, die
unter Phosphatmangelbedingungen unverandert bldib.(V. 20C). In dem Stamm
C. glutamicum pET2phoR3 konnten nur extrem geringe CAT-Aktivitaten gemesaenden
(Abb. V. 20D). Unklar bleibt, warum unter Phosphmischuss der Stam@ glutamicum
pET2phoR2 eine 3-fach geringere CAT-Aktivitat zeigte als detamm C. glutamicum
pET2phoR1. Eine mdgliche Erklarung ware, dass eine unvaitdige -35 Region vorliegen
konnte, oder aber PhoR selbst unter Phosphatihessimbdingungen dighoRS Expression
geringfugig aktiviert. Die Beobachtung, dassCnglutamicum pET2phoR2 keine Induktion
der phoRS-Expression unter Phosphatmangel stattfindet, tigstdie Relevanz der PhoR-
Bindestelle an Position -43 bis -61 fir die Transkonsaktivierung dephoRS-Operons.

A: 76 -61 -43 +1 +43 C: C. glutamicum pET2-phoR 2
I phoR > E"
phoR1 T - ’ :1‘22 :',;300
phoR 2 I /) — = 200
+22 +158 8
phoR 3 P z
= 1001
B: C. glutamicum pET2-phoR 1 2 0
600+ ] I 3 o 10 30( _ gso 9 120
- = t (min
E’J 5004 I ]: l
é 4004 l l ]2_: C. glutamicum pET2-phoR 3
:}E 300 T T ?ED
£ I | z 4
< 200 5
£ 100- 2
“ 0 T r T T T T £ 0
0 10 30 60 90 120 g_ 0 10 30 60 90 120
t (min) Z t (min)

Abb. V. 20: Nachweis der in vivo-Relevanz der postulierten PhoR-Bindestelle in der
Promotorregion von phoR durch Transkriptionsfusionsanalysen. (A) Schematische Darstellung
derphoR-Promotorfragmente, die vor das promotorlose Chhgf@enicolacetyltransferase-Gen in dem
Plasmid pET2 kloniert wurden. Die Zahlen geben Rlisitionen der Fragmentenden beziglich des
Transkriptionsstartes an. (B-D) Spezifische Chlgrhanicolacetyltransferase-Aktivitat als Maf3 fur
die Expression der TranskriptionsfusionenGn glutamicum ATCC 13032 mit pET2hoR1 (B),
pPET2phoR2 (C) und pET2shoR3 (D) vor sowie 10, 30, 60, 90 und 120 Minuten ndeim Transfer

in phosphatfreies CGXII-Minimalmedium. Alle Wertend Mittelwerte aus drei unabhangigen

Kultivierungen und die Streuung ist als Standardagblung angegeben.
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3. Einfluss von unterschiedlichen Phosphatkonzerdtionen und
von PhoRS auf die Lysinproduktion von Corynebacterium
glutamicumDM1730

Mit Hilfe des Lysin-Modellstamme£. glutamicum DM1730 der Degussa AG sollte die
Beziehung zwischen der Phosphatversorgung und geinproduktion untersucht werden.
Um die Auswirkungen einer Deletion sowie der Ubeduktion von PhoRS auf die
Lysinbildung zu testen, wurden die Stamme DM1738/pE2, DM173M\phoRSpEKEX2
und DM173@AphoRSpEKEXx2phoRS konstruiert. Wachstum, Glukoseverbrauch und
Lysinbildung der Stamme DM1730/pEKEx2 und DM1ABoRSpEKEx2phoRS wurden
unter Phosphatiiberschuss (13 mM Phosphat) und phtsphatlimitierenden Bedingungen
(0,6 mM Phosphat) analysiert. Da die DeletionsmigtadM173A\phoRSpEKEX2 einen
signifikanten Wachstumsdefekt zeigte, konnten kekwperimente mit diesem Stamm

durchgefuhrt werden.

3.1 Konstruktion der Deletionsmutante C. glutamicum
DM1730AphoRSpEKEX2 sowie der Komplementationsmutante
C. glutamicumDM1730AphoRSpEKEX2-phoRS

Zur chromosomalen Deletion dginoRS-Gene in dem Lysinproduktionsstan@nglutamicum
DM1730 wurde das Plasmid pKiBbsacBAcgtRS3 (Kocanet al., 2006) verwendet. Nach
Transformation von DM1730 mit pKib®bsacBAcgtRS3 wurde die Integration des Plasmids
in das Bakteriengenom durch homologe Rekombinationttels Selektion auf
Kanamycinresistenz Uberprift. Nach zwei erfolglo§gansformationen konnten mehrere
kanamycinresistente Klone erhalten werden. Zur Kdele auf das zweite
Rekombinationsereignis, aus dem entweder der Wildtgder die gewilnschte
Deletionsmutante hervorgehen kann, wurde je eirak@ginresistenter Klon in 5 ml LB-
Medium mit 4 % (w/v) Glukose Uber Nacht bei 30 f&ubiert. Im Anschluss wurden die
Zellen geerntet und jeweils 100 pl einer 1:100- Un200-Verdinnung der Kulturen auf
BHIS-N&hrbéden mit 10 % (w/v) Saccharose ausplattié0 saccharoseresistente und
kanamycinsensitive Klone wurden durch Kolonie-PCR daen PrimerncgtRS3-out-fw und
cgtRS3-out-rv Uberprift. Dabei zeigte sich, dass 12 Klone dierigeschtephoRS-Deletion

aufwiesen. Von vier dieser Klone wurden Glycerinkiiten angelegt. Fur die folgenden



68 Ergebnisse

Untersuchungen wurde eine der Deletionsmutanten T3@IphoRS mit pEKEx2 (Eikmanns
et al., 1991a) sowie parallel mit pEKEX#0RS (Koc¢anet al., 2006) transformiert.

3.2 Einfluss der Phosphatkonzentration im Medium af das
Wachstumsverhalten und die Lysinbildung des Stammes
DM1730/pEKEX2

Um den Einfluss von Phosphatmangel auf die Lysidpkton des Stammes
DM1730/pEKEX2 zu analysieren, wurde der Stamm sdwolter Phosphatiberschuss wie
auch unter Phosphatmangel kultiviert. Dabei ertoldie erste Vorkultivierung fir ~9 h bei
30 °C in 5 ml LB-Medium mit 4 % (w/v) Glukose un& ig/ml Kanamycin und die zweite
Vorkultivierung Uber Nacht bei 30 °C in 50 ml CGXWinimalmedium mit 4 % (w/v)
Glukose und 25 pg/ml Kanamycin. Bei KultivierungemPhosphatmangel wurde eine dritte
Vorkultivierung ftir 24 h bei 30 °C in 50 ml CGXIlI-kimalmedium mit 8 % (w/v) Glukose,
25 pg/ml Kanamycin und 0,6 mM Phosphat (entspritisphatmangel) zur Reduktion der
intrazellularen Phosphatspeicher (Polyphosphaghdiefihrt. Der Stamm DM1730/pEKEXx2
wurde nach der Vorkultivierung wiederum in 50 ml XiGMinimalmedium mit 8 % (w/v)
Glukose, 25 pg/ml Kanamycin und 13 mM Phosphatsfeitht Phosphatiberschuss) oder
0,6 mM Phosphat (entspricht Phosphatmangel) kaltiviBei diesen Experimenten wurde
eine Phosphatkonzentration von 0,6 mM gewahlt, wohneine ausreichende Biomasse-
Bildung zu ermdglichen. In vorangegangenen Expartere hatten Zellen mit 0,065 mM
Phosphat eine maximale @f@von ~3 erreicht, mit 0,13 mM Phosphat eine maxé@D;oo
von ~6 (Daten nicht gezeigt). Dies deutete daraof Hdass innerhalb eines bestimmten
Konzentrationsbereichs ein linearer Zusammenharigchen der Phosphatkonzentration im
Medium und der maximal erreichten @ besteht. Um eine Qfgy von ~20 fir die
Kultivierungen zur Lysin-Bildung zu erreichen, werceine Phosphatkonzentration von
0,6 mM gewahlt. Diese Kultivierungen wurden sowdhl Abwesenheit als auch in
Anwesenheit von 1 mM IPTG durchgefihrt und dabeirdea das Wachstum, die
Lysinbildung und der Glukoseverbrauch analysiert.

Anhand der in Abb. V. 21 dargestellten Wachstumainirwird deutlich, dass die Kulturen
des Stammes DM1730/pEKEx2 unter Phosphatmangel a@ndich niedrigere Ofo am
Ende der Kultivierung erreichten als unter Phogjiberischuss. So lag die @ bei
Phosphatiiberschuss bei 40, wahrend unter Phospigeiradiglich eine halb so hohe @p
erreicht wurde (Abb. V. 21A und B; Tab. V. 2). Eeutlicher Einfluss des Phosphatmangels
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zeigte sich auch bei dem Glukoseverbrauch der Kantwes Stammes DM1730/pEKEX2
(Abb. V. 21C und D). Wahrend unter Phosphatiiberssidie Glukose bereits nach 24 h
vollstandig aus dem Medium aufgenommen war, zesith unter Phosphatmangel eine
wesentlich langsamere Glukoseverbrauchsrate beihannd gleicher Wachstumsrate (Tab.
V. 2). Bei Kultivierung unter Phosphatmangel lagmd70 h noch ca. 30 mM Glukose im
Medium vor. Das Vorhandensein von Glukose am Engkekdltivierung kann durch die

geringere Biomassebildung bei Phosphatmangel nagin Kultivierung begriindet werden.
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Abb. V. 21: Wachstum (A und B), Lysinbildung und Glukosevetdmta (C und D) der Kulturen des
Stammes DM1730/pEKEx2. Die Kultivierung erfolgte @GXII-Minimalmedium mit 8 % (w/v)
Glukose, 25 pg/ml Kanamycin und 13 mM Phosphet) (eder 0,6 mM PhosphatA-). Dabei wurde
die Kultivierung ohne IPTG (A und C) oder mit 1 miMITG (B und D) durchgefihrt. Alle Werte sind
Mittelwerte aus zwei (Kultivierung mit 13 mM Phogth bzw. drei (Kultivierung mit 0,6 mM

Phosphat) unabhangigen Kultivierungen und die 8trgust als Standardabweichung angegeben.

Die Kultivierung bei Phosphatmangel hatte nicht rainen positiven Einfluss auf die
erreichteEndkonzentration an Lysin, sondern audhda Produktivitat der Kulturen des
Stammes DM1730/pEKEx2 (Abb. V. 21C und D; Tab. Y. 20 konnte durch Kultivierung
bei Phosphatmangel die Gesamt-Produktivitdt um 13)@gentber Kultivierung bei
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Phosphatiiberschuss gesteigert werden. Bei derhildiing fiel auf, dass im Unterschied zu
der Lysinbildung unter Phosphatmangelbedingungea, parallel zum Glukoseverbrauch
erfolgte, die Lysinbildung bei Phosphatiberschussn zgrof3ten Teil erst nach der
vollstandigen Aufnahme der Glukose aus dem Meditatifand. Generell konnte auch eine
Steigerung der Lysin-Ausbeute (g L-Lysin/ g GluKosen ca. 34 % durch Kultivierung bei
Phosphatmangel beobachtet werden (Tab. V. 2).

3.3 Einfluss der Phosphatkonzentration im Medium af das
Wachstumsverhalten und die Lysinbildung des Stammes
DM1730AphoRSpEKEX2-phoRS

Im Wesentlichen zeigten die Kulturen des StammeslEBM phoRSYpEKEx2phoRS bei
Kultivierung unter Phosphatmangel ohne IPTG einichles Verhalten wie der Stamm
DM1730/pEKEx2 (Abb. V. 23E und G). Auch DM1786hoRSpEKEX2phoRS erreichte
unter Phosphatmangel und ohne Induktion mit 1 mVdRine geringere End-QR, zudem
zeigte sich eine langsamere Glukoseverbrauchsoatée ine hohere Lysin-Ausbeute und
Gesamt-Produktion (Abb. V. 22A und C; Abb. V. 23mduG; Tab. V. 2). Unter
induzierenden Bedingungen konnte sowohl unter Rfaiperschuss wie auch unter
Phosphatmangel eine geringere Wachstumsrate derturml des Stammes
DM1730AphoRSpEKEX2phoRS beobachtet werden (Abb. V. 22B; Tab. V. 2). Darube
hinaus zeigten die Kulturen mit IPTG, die PhoS &R vermutlich stark Gberproduzieren,
eine hohere End-Ofa,, eine erhohte Lysin-Ausbeute und auch eine gesteigGesamt-
Produktivitat im Vergleich zu den Kulturen ohne (PTAbb. V. 22B und D; Tab. V. 2). Nach
170 h Kultivierung konnte die héchste Gesamt-Prdiditéit bei Induktion mit IPTG unter
Phosphatiiberschuss beobachtet werden. Diese waenigsy Kultivierung bei
Phosphatiiberschuss ohne IPTG um ca. 65 % gestéigest V. 2). Die hdchste Lysin-
Ausbeute konnte hingegen bei Kultivierung unter $piatmangel und Induktion mit IPTG
beobachtet werden. Vermutlich wirde auch unter etieBedingungen die hodchste
Lysinkonzentration erreicht werden, denn nach 1Wahnoch 160 mM Glukose im Medium
vorhanden (Abb. V. 22D).
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Abb. V. 22: Wachstum (A und B), Lysinbildung und Glukosevetma (C und D) der Kulturen des
StammesDM1730AphoRSpEKEX2phoRS. Die Kultivierung erfolgte in CGXIlI-Minimalmedium
mit 8 % (w/v) Glukose, 25 pg/ml Kanamycin und 13 rosphat @-) oder 0,6 mM Phosphat/A-).
Dabei wurde die Kultivierung ohne IPTG (A und C)eodnit 1 mM IPTG (B und D) durchgefihrt.
Alle Werte sind Mittelwerte aus zwei (Kultivierumgit 13 mM Phosphat) bzw. drei (Kultivierung mit
0,6 mM Phosphat) unabhéngigen Kultivierungen und 8treuung ist als Standardabweichung

angegeben.

3.4 Zusammenfassende Darstellung des Einflusses dePhoRS-
Uberproduktion und der Phosphatkonzentration im Medum auf das

Wachstumsverhalten und die Lysinbildung des StammeBM1730

Sowohl die Uberproduktion von PhoRS als auch didtierung unter Phosphatmangel

zeigten einen Einfluss auf das Wachstumsverhaltesh die Lysinbildung des Stammes

DM1730 (Abb. V. 23; Tab. V. 2). Die Uberproduktimon PhoRS bei Phosphatiiberschuss
wie auch bei Phosphatmangel fuhrte zu einer 2 HmclBB niedrigeren Wachstumsrate im

Vergleich zu der von DM1730/pEKEX2 bei Kultivierungter Phosphattiberschuss.
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Abb. V. 23: Wachstum (A, B, E und F), Lysinbildung und Glukesdorauch (C, D, G und H) der
Kulturen des Stammes DM1730/pEKExa-} und des Stammes DM1786hoRSpEKEX2phoRS
(-A-). Die Kultivierung erfolgte in CGXII-Minimalmedim mit 8 % (w/v) Glukose, 25 pg/ml
Kanamycin und 13 mM Phosphat (A - D) oder 0,6 mMogtihat (E - H). Dabei wurde die
Kultivierung ohne IPTG (A, C, E, G) oder mit 1 mM®TG (B, D, F, H) durchgefuhrt.
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Fortsetzung der Legende von Abb. V. 23:

Alle Werte sind Mittelwerte aus zwei (Kultivierumgit 13 mM Phosphat) bzw. drei (Kultivierung mit
0,6 mM Phosphat) unabhéngigen Kultivierungen und 8treuung ist als Standardabweichung
angegeben.

Zugleich fuhrte die Uberproduktion von PhoRS aheriner erhohten End-QB (Abb. V.
23B und F; Tab. V. 2). Unter Phosphatmangelbediggarerfolgte sowohl in den Kulturen
des Stammes DM1730/pEKEx2 als auch in denen desn$ta DM1730phoRSYpEKEX2-
phoRS eine langsame Aufnahme der Glukose, die durch Wbeugktion von PhoRS
nochmals verringert werden konnte (Abb. V. 23G #hdDie hdchste Lysin-Ausbeute zeigte
sich bei Kultivierung unter Phosphatmangel undaiegitiger Uberproduktion von PhoRS.
Diese war im Vergleich zu DM1730/pEKEXx2 bei Kuleyung unter Phosphatiiberschuss und
ohne IPTG-Zugabe doppelt so hoch (Tab. V. 2). Dudtierproduktion von PhoRS bei
Phosphatiiberschuss konnte hingegen nicht nur dieste Lysin-Endkonzentration (Abb. V.
23D), sondern auch die hochste Gesamt-Produktiagiibachtet werden. Die Gesamt-
Produktivitat war um ca. 60 % gesteigert gegeniden Kulturen des Stammes
DM1730/pEKEx2 ohne IPTG bei Phosphatiiberschuss. Iab).
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VI Diskussion

1 Regulation der Phosphatmangelgene durch das

Zweikomponenten-System PhoRS

In vorangegangenen Arbeiten konnte das Phosphagtstingulon vonC. glutamicum mit
Hilfe der DNA-Chip-Technologie identifiziert werdefishige et al., 2003). Dieses enthalt
u. a. 25psi-Gene psi = phosphatestarvationinducible), die bei der Phosphatversorgung eine
Rolle spielen. Dazu gehoren folgende Gene bzw. @ysepstSCAB (ABC-Transporter fur
die Phosphataufnahme)phoRS (Zweikomponenten-SignaltransduktionssystenphoC
(NCgl2959£93393; Zellwand-assoziierte Phosphatase (Wendisch anid, BO05), ushA
(Enzym mit UDP-Zuckerhydrolase- und 5’-Nukleotidasdivitat (Rittmannet al., 2005),
ugpABCE (ABC-Transporter fur die Aufnahme von Glycerin-Be3phat),nucH (putative
extrazellulare Nuklease), phoH1 (ATPase unbekannter Funktion) undjlpQl
(Glycerinphosphoryldiester-Phosphodiesterase) déslet al., 2003). Die Regulation der
Transkription der Phosphatmangelgene, deren Geoki®des dem Bakterium erlauben,
verbliebenes Phosphat effizienter zu nutzen urelradtive Phosphatquellen zuganglich zu
machen, erfolgt in Bakterien ublicherweise uber Kkaenponenten-
Signaltransduktionssysteme (2-KS). Bislang am du8@insten untersucht ist das PhoRB-
System vork. coli (Wanner, 1996) und das PhoRP-System Bosubtilis (Hulett, 2002). In
C. glutamicum konnte ebenfalls ein 2-KS identifiziert werdens dahr wahrscheinlich bei der
Phosphatmangelantwort eine Rolle spielt. Die Geased 2-KS wurdephoS (Sensorkinase)
und phoR (Antwortregulator) benannt. Ein€. glutamicum AphoRS-Mutante zeigte im
Gegensatz zum Wildtyp und einAphoRS-Mutante mit einenphoRSExpressionsplasmid
einen Wachstumsdefekt bei Kultivierung unter Pha#phitierung, aber nicht unter
Phosphatiiberschuss. Daraus wurde die Hypothesdedbgedass diepsi-Gene in der
AphoRS-Mutante nicht mehr bzw. langsamer oder wenigaksteduziert werden (Kocast

al., 2006). Diese Annahme konnte mittels DNA-Microgsrdestatigt werden, die zeigten,
dass digpsi Gene, mit Ausnahme d@stSCAB Operons, in deAphoRS Mutante innerhalb
einer Stunde nach einem dem Wechsel von Phosphstiioss zu Phosphatmangel nicht
mehr induziert wurden (Kocaat al., 2006).
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Um zu untersuchen, ob dpsi Gene direkt oder indirekt durch den Transkriptregsilator
PhoR induziert werden, wurden DNA-PhoR-Interaktgindien durchgefuhrt. In
vorangegangenen Arbeiten konnte keine Bindung dthe&R-Derivats mit C-terminalem His-
.ag” an die Promotorregionen der GeaugpA, pstS und phoR nachgewiesen werden (Kocan,
2005). Dieses negative Resultat kénnte durch des-,tdg“ verursacht werden, der
mdglicherweise eine Interaktion des PhoR-Proteins aer DNA verhindert. Weitere
Bindungsstudien wurden mit einem verkirzten PhoRyae (PhoR\1-125) mit einem N-
terminalen His-tag” durchgefiihrt, dessen N-ternfenRegulator-Domane deletiert worden
war (Kocan, 2005). Mit einem 150- bis 1000-facheolaren Uberschuss konnte eine
Bindung dieses Proteins an die PromotorregionerGaeeugpA, pstS, phoR undpitA gezeigt
werden. Darlber hinaus wurde die Bindung von RYIbR25 an die Promotorregion vpatS

in einem DNase-I-,Footprint“-Experiment nachgewieg&ocan, 2005). Die Versuche, die
Bindungsstudien mit PhaR-125 in der vorliegenden Arbeit zu reproduziermrten zu
dem Ergebnis, dass dieses Protein in Gelretardatiqperimenten einen Komplex mit allen
getesteten DNA-Fragmenten bildete, also auch nmtNiegativkontrollen (vgl. V. 1.1). Eine
spezifische Interaktion zwischen PMER125 und den Promotorregionen der GegpA,
pstS, phoR und pitA konnte in Gelretardationsexperimenten jedoch nidtatigt werden
(vgl. V.1.1). Bei DNase I-,Footprint“-Analysen miRhoRA1-125 und den Promotorregionen
von pstS, pitA, ugpA und phoR konnte in einem grofR3en Bereich (147 bp bis 273sighe
V.1.2) ein Wechsel von geschiitzen und DNase-I-lpgesitiven Basen detektiert werden.
Der zuvor von Kocan (2005) gefundene geschitzteiBlervon 36 bp (-170 bis -205, bezogen
auf den Transkriptionsstart) innerhalb der Pronretgion vonpstS konnte in diesen Studien
nicht bestatigt werden. Es zeigten sich ledigliedr genen DNase |-Verdau geschiitzte Basen
in dem Bereich -193 bis -196, bezogen auf den krgneonsstart. Ein eindeutiger Grund far
die Unterschiede in den DNase-I-,Footprint“-Analgdeonnte bisher nicht gefunden werden.
Die Gelretardationsexperimente deuten darauf himssd unter den gewahlten
Versuchsbedingungen PhaR-125 eine unspezifische Bindung an die DNA zedahher
wurden weitere Experimente mit einem PhoR-Derivatdgefuhrt, das mit Ausnahme eines
zusatzlichen N-terminalen Histidin-Restes keinedustthiede zu dem aus der DNA-Sequenz

abgeleiteten PhoR-Protein zeigte.
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1.1 Das PhoRS-System, ein Rheostat?

In der vorliegenden Arbeit konnte eine Interaktmmischen aufgereinigtem PhoR mit N-
terminalem His-,tag” (PhoRuis19) und der Promotorregion von u. phoR mit Hilfe von
Gelretardationsexperimenten beobachtet werden (XbA1A). Das deutet einerseits darauf
hin, dass das PhoRS-System direkt an der ReguldéioRhosphatmangelantwort beteiligt ist,
und unterstutzt die postulierte positive Autoregala der Expression vophoRS (Kocan et

al., 2006). Diese Art von Regulation ist weit verbeeibei 2-KS und es werden verschiedene
Funktionen postuliert (Bijlsma and Groisman, 2008)toregulation kénnte notwendig sein
bei 2-KS, die eine Vielzahl an Zielgenen regulierBie Menge an Antwortregulator, die
durch einen konstitutiven Promotor gebildet wirdinkte in diesem Fall eventuell nicht
ausreichen, um an die Promotoren aller Zielgenebinden. Darlber hinaus kodnnte
Autoregulation notwendig sein, um eine hierarchéscBrganisation des Regulons zu
ermdoglichen. Das wirde bedeuten, dass einige Geratd bei einer niedrigen zellularen
Konzentration des Antwortregulators durch diesayuliert werden, wahrend andere Gene
erst bei einer erhéhten Konzentration des Antwgtti@ors von ihm kontrolliert werden.
Diese erhtéhte Konzentration kann durch positiveofegulation des Regulatorgens erreicht
werden (Bijlsma and Groisman, 2003; Cotter and 2iR2000). Die genannten Unterschiede
zwischen den Zielgenen kénnten sich in einer uakeéeslichen Kinetik der Genexpression
zeigen, wie sie z.B. fur das BvgAS-System vBordetella pertussis, dem Erreger des
Keuchhustens, beschrieben wurde (Deeral., 2001; Scarlatoet al., 1990). Es konnte
gezeigt werden, dass fur die Expression von Vizgenen eine stark erhohte BvgA
Konzentration notwendig ist, wahrend fur die Expres einer weiteren Gruppe von Genen,
darunter das Antigen kodierende GapA, eine geringere BvgA Konzentration notwendig
ist. Dies wird durch niedrig-und hochaffine phosfwgA-Bindestellen ermoéglicht (Deoet

al., 2001; Mishra and Deora, 2005). Demnach kénnteBdg#\S-System irB. pertussis eher
als Rheostat als ein An/Aus-Schalter bezeichnetlere(Deoraet al., 2001). Im Fall des
PhoRS-Systems voi€. glutamicum koénnten beide oben beschriebenen Funktionen der
positiven Autoregulation eine Rolle spielen. DiesHarigen Ergebnisse deuten darauf hin,
dass PhoR mindestens 10 Zielpromotoren regulst, (phoR, phoC, ushA, porB, ugpA, pitA,
nucH, phoH1 und glpQl, siehe V. 2.7), so dass die Basalkonzentration WiOR
maoglicherweise nicht ausreicht, um bei Aktivierundes PhoRS-Systems unter
Phosphatmangel alle Zielpromotoren parallel zu lregen. Darliber hinaus konnte auch eine
hierarische Organisation des Regulons beobachtetewedenn PhoR wies unterschiedliche

Bindungsaffinitaten zu den verschiedenen Promagaoren auf (siehe V. 2.7). Die hdchste
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Affinitat zeigte sich zu der Promotorregion vpstS, gefolgt vonphoR > phoC > ushA, porB

> ugpA > pitA > nucH, phoH1 > glpQ1. Es gibt eine, wenn auch nicht perfekte, Korrelati
zwischen denn-vitro-Bindungsaffinitdten und der im Zuge der DNA-Micragy-Analysen
(Ishigeet al., 2003) bestimmten Induktionskinetiken der versgéreenpsi-Gene nach einem
Wechsel von Phosphatiberschuss zu PhosphatmangekrBen Gene, deren Promotor eine
hohe Affinitat zu PhoR~P aufweist, innerhalb von hih nach dem Wechsel induziert,
wahrend Gene wiaucH und phoH1, deren Promotor eine schwéachere Affinitdt zu PHOR~
aufweist, erst spater induziert werden. Die Induidkinetik derpsi-Gene kbnnte demnach
durch die DNA-Bindungsaffinitat der Promotorregiangu PhoR~P bestimmt werden.
Wahrend die Basalkonzentration an PhoR vermutlicdreachend ist, um nach Aktivierung
des PhoRS-Systems die hochaffinen Promotorenpst&§AB-Operons und vomphoRS zu
induzieren, wird fur die Induktion der Gene mit arigaffinen Promotoren, wigitA, nucH
oder phoH1, die durch die positive Autoregulation bereitgbtse erhdhte PhoR-
Konzentration benoétigt. Diese Uberlegungen sprectadiir, dass das PhoRS-System @n
glutamicum vermutlich als Rheostat und nicht als An/Aus-Sthdlingiert.

Die unterschiedlichen Induktionskinetiken dqes-Gene erlauben der Zelle vermutlich eine
schnelle und effiziente Anpassung an Phosphatmiedelgungen. Bei ausreichender
Phosphatversorgung nimn@. glutamicum Phosphat wahrscheinlich Gber den sekundéren
niedrigaffinen Transporter PitA auf. Unter Phospheatgelwird als erstes dapstSCAB-
Operon undphoRS induziert, deren mRNA-Konzentration innerhalb éesten 10 Minuten
nach einem Wechsel von Phosphatiiberschuss zu Ritoepigel bis zu 8-fach erhoht ist
(Ishige et al., 2003). Der durch dasstSCAB-Operon kodierte hochaffine ABC-Transporter
fur Phosphat erlaubt efer Zelle, die verbliebenen geringen Phosphatmezgenutzen, die
durch das niedrigaffine PitA-System nicht mehr auafgmmen werden kdnnen. Die
Autoinduktion vonphoRS verursacht ein@ositive Rickkopplung und ermdglicht damit die
schnelle Anpassung an Phosphatmangelbedingungen.Geéne, deren Promotoren eine
niedrigere Affinitat zu PhoR haben als destSCAB- und derphoRS-Promotor, kodieren
Transporter fiur die Aufnahme von Glycerin-3-phogpb@der extracytoplasmatische Enzyme
wie PhoC, UshA (Rittmanet al., 2005) und NucH. Die drei letztgenannten Enzynieese
Phosphat aus Organophosphaten frei, das dann wraddurch das Pst-System in die Zelle
transportiert werden kar(fWendisch and Bott, 2005).
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1.2 PhoR, ein bifunktionaler Antwortregulator?

Neben der zuvor dargestellten Funktion von PhoRTasmskriptionsaktivator gibt es auch
Hinweise, dass PhoR als Transkriptionsrepressoer uPhosphatmangelbedingungen wirkt
(Kocan, 2005). Transkriptomanalysen zeigten 60 Mkinunach einem Wechsel von
Phosphatiiberschuss zu Phosphatmangel einen 24tzatigaren mRNA-Level vompitA im
Wildtyp verglichen mit deAphoRS Mutante (Kocan, 2005). Da dpitA-mRNA Level in der
AphoRS-Mutante nach einem Wechsel von PhosphatibersctrussPhosphatmangel
unverandert blieb, muss detA-mRNA Level im Wildtyp vermindert sein. Eine erneute
Betrachtung der Ergebnisse von Ishaj@l. (2003) zeigte, dass im Wildtyp dpitA-mRNA
Level 60 Minuten nach einem Wechsel von Phosphatsihass zu Phosphatmangel 2- bis 8-
fach reduziert war. Diese Ergebnisse wurden jedoicht publiziert, da das gemittelte
MRNA-Verhéltnis unterhalb des vorgegebenen ,cut-efin >2 oder<0,5 lag. In der
vorliegenden Arbeit konnte eine Interaktion von Rhmit der Promotorregion vopitA
nachgewiesen werden (siehe V. 2.7), die daraufelited, dass PhoR fur die Repression von
pitA unter Phosphatmangel verantwortlich ist. Demnattteisit es sich bei PhoR um einen
bifunktionalen Antwortregulator zu handeln. Im Gegatz zuC. glutamicum pitA wird daskE.

coli pitA-Gen konstitutiv exprimiert (Harrigt al., 2001). Eine doppelte Funktion des
Antwortregulators als Aktivator und Repressor wurdech fur PhoP aud®. subtilis
beschrieben (Liu and Hulett, 1998). In dieser Sgeaverden unter Phosphatmangel die
phosphathaltigen Teichonsauren in der Zellwand ldupbhosphatfreie Teichuronsauren
ersetzt. Dieser Wechsel erfolgt durch eine InduktlestuaABCDEFGH-Operons, das flr die
Biosynthese der Teichuronsduren verantwortlich usil eine Repression dé&gAB- und
tagDEF-Operons, die fir die Biosynthese von Teichonsabenotigt werden (Antelmaret

al., 2000; Hulettet al., 1991; Pragai and Harwood, 2002; Pragjaal., 2004). Erst kirzlich
konnten auch fur den Antwortregulator MtrA vdd. glutamicum Hinweise auf eine
bifunktionale Rolle erhalten werden (Brocker and ttBo2006). Das MtrAB-
Zweikomponentensystem spielt mdglicherweise eineergdordnete Funktion bei der
Koordination von Stressantwort, Zellteilung und \Wstam (Mokeret al., 2004). MtrA
aktiviert dabei die Transkription von Genen, dievanschiedenen Stressantworten beteiligt
sind, z.B.betP und proP an hyperosmotischem Stress od@tA an oxidativem Stress.
Gleichzeitig reprimiert MtrA Gene, die u. a. fur IeandpeptidasenniepA, nlpC, mepB)
sowie fUr einen Wachstumsfaktopf2) kodieren (Brocker and Bott, 2006).
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1.3 Aktivierung von PhoR durch Phosphorylierung

Die Aktivitat von Antwortregulatoren wird Uber ihtrdPhosphorylierungsstatus reguliert. Wie
einleitend fUr das klassische 2-KS beschriebenytfdie Erkennung eines spezifischen
externen Stimulus durch die Sensorkinase zu eihesphorylierungskaskade, wodurch ein
Phosphorylgruppentransfer vom Histidin-Rest derasatDomane des Sensors auf einen
konservierten Aspartat-Rest innerhalb der Regulatiméne des Antwortregulators erfolgt
(siehe 111. 1.1, Stockt al., 2000). Die Phosphorylierung l6st eine Konformasiénderung des
Antwortregulators aus, die zu einer Aktivierung defektor-Domane fuhrt. Eine erhéhte
DNA-Bindungsaffinitat nach Phosphorylierung konnte B. fir CitB aus Klebsiela
pneumoniae (Meyer et al., 1997) und NarL aug&. coli (Zhanget al., 2003) nachgewiesen
werden. Durch Rontgenstrukturanalysen konnte fgreda&oli NarL-Protein gezeigt werden,
dass es durch Phosphorylierung eine Strukturandereriahrt, die in einer offenen
Konformation resultiert. Wahrend im nicht-phospH@ngem Zustand eine geschlossene
Konformation vorliegt, d. h. N- und C-terminale Dane von NarL liegen eng beieinander,
fuhrt die Phosphorylierung zu einer ,Trennung“ déé&rund C-terminalen Doméne, so dass
Schlisselelemente der C-terminalen Effektor-Domi@malie Interaktion mit der DNA frei
vorliegen (Zhangt al., 2003).

Zum Nachweis der Regulation d€x glutamicum PhoR-Aktivitat durch Phosphorylierung
wurdenin vitro-Phosphorylierungsstudien mit gereinigtem PhoR dedgereinigten Kinase-
Doméne der Sensorkinase PhoS, als PhoSK bezeiauretgefihrt (siehe V. 2.4). Dabei
zeigte PhoSK wie eine Reihe anderer isolierter g@Boméanen eine konstitutive
Autophosphorylierungsaktivitat (siehe Abb. V. 9in Maximum an phosphoryliertem PhoSK
konnte nach 5 Minuten Inkubationszeit beobachtetrdere wahrend danach eine
Dephosphorylierung zu verzeichnen war. Einige HistKinasen zeigen eine
Autophosphataseaktivitdt gegeniber ihrer eigenes-PHbsphatgruppe (Maschet al.,
2006), doch wirden weitere Experimente notwendig, 3em dies fur PhoS nachzuweisen.
Nach Zugabe von PhoR zu dem Phosphorylierungsangatmte ein effizienter
Phosphorylgruppentransfer auf den Antwortregulaesbachtet werden (siehe Abb. V. 10).
Dabei zeigte der N-terminale His-,tag" keinen stiten Effekt auf die
Phosphorylierungsreaktion, denn sowohl PhgRo (Daten nicht gezeigt), als auch PhaR
lagen bereits nach 1 Minute phosphoryliert vori{giébb. V. 10).
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Vergleichende Gelretardationsexperimente mit unphoyliertem PhoRisio und PhoR-4
sowie PhoR uis10~P und PhoRy~P zeigten, dass PhoR durch Phosphorylierung et
Bindungsaffinitdt zu seinen Zielpromotoren erlangsleichzeitig konnte mit diesen
Experimenten nachgewiesen werden, dass der N-talenirHis-tag® die DNA-
Bindungsaffinitdt von PhoR vermindert (siehe Abb.1\l). Durch proteolytische Abspaltung
des N-terminalen His-,tags“ sowie durch die ansfbdinde Phosphorylierung konnte die
DNA-Bindungsaffinitat von PhoR ca. 10-fach gesteigeerden. Die Steigerung der DNA-
Bindungsaffinitdt von PhoR durch Phosphorylierungea. den Faktor 5 konnte fir jedes der
bisher bekannten Zielgene einzeln bestatigt we(dieme Abb. V. 12 und 13). Da man keine
Aussage dariber machen kann, wieviel Prozent degesetzten PhoR-Proteins unter den
gewahlten experimentellen Bedingungen tatsachliasphoryliert vorlag, stellt der Faktor 5
einen Minimalwert dar. Fur PhoP aBssubtilis konnte durch Phosphorylierung eine ca. 10-
fache Steigerung dén vitro-DNA-Bindungsaffinitdt beobachtet werden (leual., 1998a).

1.4 PhoR bindet an einen fur OmpR-Regulatoren tyischen ,direct

repeat”

Zur Lokalisierung der Bindestellen von PhoR in d&omotorregionen der Zielgene und zur
Ableitung eines PhoR-Bindemotivs wurden Gelretaotaexperimente mit PheR~P und
Subfragmenten der Promotorregionen vastSCAB und phoRS durchgefihrt, zu denen
PhoR.4~P in den vorangegangenen Experimenten die hod@isiungsaffinitat aufwies
(Abb. V. 14). Im Fall vonpstS konnten zwei Regionen (-176 bis -194 und -99 bis
-136) und im Fall vorphoR eine Region (-43 bis -61) identifiziert werdennenhalb derer
sich eine PhoR-Bindestelle befinden muss (siehe2.8). Eine bioinformatische Analyse
dieser drei DNA-Regionen gab keinen eindeutigenndis auf ein konserviertes Bindemotiv,
so dass davon auszugehen ist, dass die PhoR-Bilidestne hohe Sequenzvariabilitat
aufweist. Daher wurde die promotordistale Bindéstdm pstS-Promotor sowie die
Bindestelle imphoR-Promotor durch Mutationsanalysen weiter charagient (Abb. V. 15
und 16). Basierend auf diesen Analysen wurden zW@ibp-Regionen als PhoR-
Bindungsstellen definiert (Abb. V. 17).
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Dieses Konsensusmotiv besteht aus zwei schwaclekoegen 8 bp langen ,direct repeats”,
die durch 3 bp getrennt werden. Die Bindung an egtirrepeats” ist fir OmpR-Typ-
Antwortregulatoren mit einem ,winged Helix-turn-ieMotif, zu denen der
Transkriptionsregulator PhoR gehort, typisch (Mees-Hackert and Stock, 1997). Dabei ist
die Nukleotidsequenz, aber auch die Anzahl an Semyuederholungen und die Anzahl der
Basen, die die Sequenzwiederholungen trennen berigin 8-3-8 Motiv wurde auch fur den
Regulator MprA audV. tuberculosis (He and Zahrt, 2005; Het al., 2006) und karzlich fur
den Antwortregulator MtrA au€. glutamicum (Brocker, 2006) beschrieben. PhoP &us
subtilis bindet dagegen an eine direkte Wiederholung ause¢ghs Basen, die durch funf
Basen getrennt werden (Letial., 1998b).

Es gibt mehrere Griinde fur die Vermutung, dass PhERDimer an die 19 bp lange
Bindestelle bindet. Zum einen konnte flr ein DNAd®ndes Protein nachgewiesen werden,
dass es ca. funf Basen erkennt (Muller-Hill, 19%6)n anderen besteht das Motiv aus einer
Sequenzwiederholung. Fur einige AntwortregulatoeerB. fur E. coli PhoB (Bachhawadt

al., 2005; Fiedler and Weiss, 1995; McCleary, 1996) trC (Fiedler and Weiss, 1995)
sowie fur B. subtilis SpoOA (Asayameet al., 1995) konnte eine Oligomerisierung durch
Phosphorylierung nachgewiesen werdBn.subtilis PhoP dimerisiert dagegen sowohl im
phosphoryliertem als auch im unphosphoryliertem tau$ (Liu and Hulett, 1997).
Gelfiltrationsanalysen zeigten, dass PhoP in Ldsualg Dimer vorliegt und die
Dimerisierungsdoméne am N-Terminus liegt (Liu andett, 1997).

Native Polyacrylamid-Gelelektrophorese, GroRRenduasschromatographie und
massenspektrometische Untersuchungen zur Bestimmengativen Grol3e von PhQR
deuteten darauf hin, dass PRQRin Losung vorwiegend als Monomer vorliegt und eur
geringer Anteil eventuell als Dimer vorkommt (V. 2). Auch Gelfiltrationsanalysen mit
phosphoryliertem PhaRy gaben keinen Hinweis auf eine vorwiegend dimeremFgon
PhoRy.4. Eine monomere Form konnte auch fur MprA dustuberculosis sowie fir OmpR
auskE. coli nachgewiesen werden (He and Zahrt, 2005; Martitezkert and Stock, 1997).
Im Fall von OmpR wird die Dimerisierung sowohl darBhosphorylierung, als auch durch
Bindung an die DNA stimuliert (Maris et al., 2005¢tzteres kdnnte man sich daher auch im
Fall von PhoR au€. glutamicum vorstellen.

Die Bestatigung dieses nur schwach konserviertemddBnotivs erfolgte mit Hilfe von
Mutationsanalysen (Abb. V. 18). Dabei konnte geizeigrden, dass nicht nur die Lange des
~spacer” mit 3 bp notwendig fur die Interaktion ®hoR,.4~P ist (Abb. V. 18; Fragmente 6
bis 8), sondern auch die direkte Sequenzwiederlgodumsich (Abb. V. 18; Fragmente 9 bis
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11). Ahnliche Ergebnisse wurden fiir den RegulatprMausM. tuberculosis publiziert (He
and Zahrt, 2005). Auch hier zeigte sich, dass digddderung der Lange des ,spacers” sowie
der Austausch von vier der acht Basen der Sequedewiolung zu einer kompletten
Inhibierung der Interaktion fihrten. Der Austausder ersten Base innerhalb der
Sequenzwiederholung des abgeleiteten Bindemotitab.(X. 18, Fragment 1) flihrte zu einer
Optimierung des PhoR-Bindemotivs, d h. ein 26-fachelarer PhoRy~P Uberschuss war
ausreichend, um eine vollstandige Retardation oheyesetzten DNA zu erreichen (Abb. V.
18, Fragment 3). Eine erhohte Bindungsaffinitat vBhoR.y~P konnte auch durch
Austausch von einzelnen Basen innerhalb der Birlesn dempstS- und phoR-Promotor
beobachtet werden (Abb. V. 15 und 16). Vergleichnndiese eingeflihrten Mutationen mit
dem optimierten PhoR-Bindemotiv (Abb. V. 18, Fragin&), so erkennt man, dass die
eingefuhrten Mutationen zu einer Angleichung an dpsmierte PhoR-Bindemotiv flihren
(Abb. V. 19). Diese Ergebnisse unterstitzen dietybeste, aber von den beiden
experimentell bestimmten Bindungsstellen nicht ey abzuleitende Struktur des
postulierten PhoR-Bindemotivs als ,8-bp direct @panit einem 3-bp-,spacer”. Darlber
hinaus konnte die Relevanz der identifizierten RBaRlestelle innerhalb dephoR-
Promotorregion (V. 2.12) und dpstS-Promotorregion (Sorger-Herrmann, 2006) airctivo
mittels Transkriptionsfusionsanalysen nachgewiesemen.

Die Suche nach dem optimierten PhoR-Bindemotiv (A¥b 1, Nr. 3) in den weiteren
Promotorregionen, an die PhaoR vitro bindet (Abb. V. 13), ergab, dass in allen Regionen
mindestens eine Sequenz mit Ahnlichkeit zu dem Whatrkommt (Abb. VI. 1, Nr. 4 bis 15).
In der Region -99 bis -136 destSCAB-Promotors, die aufgrund der Bindungsexperimente
eine PhoR-Bindestelle beinhaltet (Abb. V. 14), kemn zwei mogliche Sequenzen
identifiziert werden (Abb. VI. 1, Nr. 4 und 5). Biei zeigten acht Ubereinstimmungen in den
beiden ,direct repeats”, jedoch enthielt nur disteiSequenz die gut konservierte TGTGA-
Sequenz im ersten ,repeat. Um die Relevanz dergasmhlagenen Bindestellen zu
verifizieren, wirde es weiterer Experimente bedtirfanerhalb der Promotorregion vpiiA
konnte nur eine Sequenz mit sechs Ubereinstimmuzgem vorgeschlagenen Konsensus-
Motiv identifiziert werden, obwohl man basierendf aer Affinitat von PhoR zu diesem
Promotor eine gréRRere ldentitat erwartet hattee Bwiche Proportionalitat zwischamvitro-
Bindungsaffinitit und Ubereinstimmung der potefgiel Bindungsstellen mit dem
Konsensusmotiv gibt es jedoch auch nicht bei demlern Promotoren. In der
Promotorregion vomglpQ1l1 z. B., zu der PhoR die niedrigste DNA-Bindungsatifihaufwies

(Abb. V. 13), konnte eine Sequenz mit 10 Uberemstungen identifiziert werden. Wenn die
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postulierten PhoR-Bindestellen (Abb. VI. 1, Nr. 4 d5) richtig sind, so musste die
unterschiedliche PhoR-Affinitat andere UrsachenenalEine Mdglichkeit ware, dass auch
die Struktur der DNA bei der Interaktion mit PhoilResRolle spielt.

Nr. | Gen Sequenz (5 2 3) Position
1 | pstS CCTGTGAGAATAATAAGAA -194 bis -176 TS
2 | phoR | ACTGTGAATGTACTGAAAG -43  bis -61 TS
3 | Motiv | CCTGTGAANNNCCTGTGAA
4 | pstS TTTGTGATTAGAGTCTCCA -135 bis -117 TS
5 | pstS CATTTGGAGACTCTAATCA -113 bis -131 TS
6 | phoC | AATGTGAACGCCTTAAAAC -159 bis -141 TL
7 | ushA | TGGGTGAACAGTACATAAA -80 bis -62 TS
8 | porB | TATGTGAATGCTCTACTAA -147 bis -165 TL
9 |ugpA | ACTGGGAGCAGCCTTCCAA | -148 bis -130 | TS
10 | pitA TTGGGGCTATAGCTATTAT -6 bis -24 TL
11 | nucH | CCTATTAGCTGACCTTTAT -90 bis -108 TS
12 | phoH1 | ACTAGCAATGGT TTGTGGG -242 bis -260 TL
13 | phoH1 | AGTGTGAAGCATATGAACC -132 bis -114 TL
14 | glpQ1 | TCACTGAATCCGCTGCGCGA -248 bis -266 TL
15 | glpQ1 | CCGITGAAGCAGCTGICGC -203 bis -221 TL

Abb.VI.1: Sequenzvergleich der verifizierten und pgtulierten PhoR-Bindestellen. Die
Bindestellen 1 und 2 wurden durch Gelretardatiopsgmente identifiziert und daraus ein
hypothetisches PhoR-Bindemotiv (Nr.3) abgeleitetssgtn Relevanz durch weitere experimentelle
Daten gestitzt wird. Dieses Bindemotiv wurde ans@nd in den Promotorregionen der anderen
Ziegene gesucht (Nr. 4 bis 15). Die Position dajugezen ist in Bezug auf den Transkriptionsstart
(TS, +1) angegeben, oder, wenn dieser nicht bekasint in Bezug auf den postulierten

Translationsstart (TL, +1).

Ob ein Transkriptionsregulator aktivierend oderilrend wirkt, ist oft abhéangig von der
Lokalisation der Regulator-Bindestellenerhalb der Promotorregion des Zielgens. So lninde
Antwortregulatoren, die als Transkriptionsaktivatoragieren, meistens in dem Bereich weit
stromaufwarts de$ranskriptionsstartpunktes, Transkriptionsrepremsa@lagegen meistens in
der Nahe oder stromabwarts des Transkriptionsstaktps, so dass sie die RNA-Polymerase
an der Interaktion mit der DNA direkt hindern (Balamd Teichmann, 2003). In der
Promotorregion vonpstSCAB konnte eine PhoR-Bindestelle im Bereich -194 i36-
identifiziert werden, wahrend die PhoR-BindestéatkephoRS-Promotor zwischen -43 bis -61
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liegt (Abb. V. 2.14). Wahrend die Lokalisierung dBhoR-Bindestelle in denphoRS
Promotor eine direkte Interaktion mit derUntereinheit der RNA-Polymerase erlauben
wurde, liegt die PhoR-Bindestelle in der Promotgioa vonpstSCAB so weit stromaufwarts,
dass eine Biegung der DNA fir eine Interaktion aeit RNA-Polymerase notwendig ist. Eine
solche Biegung konnte, wie im Fall des H-NS-Praesusk. coli, mittels ,atomic force
microscopy” nachgewiesen werden (Daebal., 2000). Die Position der identifizierten und
postulierten PhoR-Bindestellen in Bezug auf dem3kaptionsstart steht im Einklang mit
der vorhergesagten Funktion von PhoR als Transénigaktivator bzw. Repressor. So finden
sich bei Genen, deren Transkription durch PhoR aktiwert, Sequenzen mit den meisten
Homologien in denBereich -43 bis -194 (bezogen auf den Transkrigstart), wahrend die
postulierte PhoR-Bindestelle in der Promotorregioon pitA, dem bislang einzigen
vermuteten Gen, dessen Transkription durch PhoRPhesphatmangel reprimiert wird, in
dem Bereich von -6 bis -24 (bezogen auf den Trénsksstart) liegt (Abb. VI. 1, Nr. 10).

1.5 Zusammenfassende Darstellung der Regulation der
Phosphatmangelgene durch das Zweikomponenten-SystePhoRS

von C. glutamicum

Zusammenfassend lasst sich die Regulation der Bhtmpngelgene durch das PhoRS-
System inC. glutamicum folgendermal3en darstellen (Abb. VI. 2): Phosphatyelwird tGber
einen bislang unbekannten Mechanismus erkannt, iWdiersuchungen ausstehen, ob die
Sensorkinase PhoS diesen Stimulus detektiert. tedgerine Autophosphorylierung von
PhoS und ein effizienter Phosphorylgruppentranatérden Antwortregulator PhoR. Durch
Phosphorylierung erfahrt PhoR eine mindestens B-faarhohte Bindungsaffinitat.
Phosphoryliertes PhoR bindet sehr wahrscheinlich \Gariationen des Bindemotivs
CCTGTGAAWNCCTGTGAA, das eine direkte Sequenzwiederholung jeo8 bp, getrennt
durch 3 bp, darstellt. Vermutlich agiert PhoR~P abMals Transkriptionsaktivator wie auch

als Transkriptionsrepressor.
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Phosphatmangel
Phosphorylgruppentransfer

MT s e MR e
\_/

Autophosphorylierung Steigerung der DNA- Interaktion
Bindungsaffinitit mit dem
' . ' . Bindemotiv
PhoS PhoR
CCTGTGAANNNCCTGTGAA

pstSCAB: Hochaffiner ABC-Transporter fiir die Aufnahme von Phosphat
PhoRS: Antwortregulator und Sensorkinase des Zweikomponentensystems
phoC: Zellwand-assoziierte Phosphatase

ushA: Enzym mit UDP-Zuckerhydrolase- und 5°Nukleotidase-Aktivitit
porB: Anion-spezifischer Porin-Vorl dufer Aktivator
ugpAEBC: ABC-Transporter fiir die Aufnahme von Glycerin -3-Phosphat
nucH: Putative extrazelluldre Nuklease

phoH]I: ATPase unbekannter Funktion

2IpQ: Glycerinphosphoryldiester-Phosphodiesterase

PpitA: Niedrigaffiner Transporter fiir die Aufnahme von Phosphat M

Abb. VI. 2: Modell der Regulation der Phosphatmanglgene in C. glutamicum durch das
Zweikomponenten-System PhoRS
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2. Einfluss von PhoRS und unterschiedlichen
Phosphatkonzentrationen auf die Lysinproduktion von C.
glutamicumDM1730

L-Lysin ist als essentielle Aminoséaure sowie alstéfmitteladditiv von groRer Bedeutung
und wird biotechnologisch durch verander@ glutamicum-Stamme produziert. Der
Modellstamm DM1730 (von der Degussa AG erhaltenydeuausgehend vom Wildtyp
ATCC13032 konstruiert und enthalt drei gezielt eitigprte PunktmutationlysC-T311l,
hom-V59A, pyc-P458S) sowie eine Deletion dpsk-Gens, das fur die PEP-Carboxykinase
kodiert.

Mit diesem Lysin-Modellstamm wurde sowohl der Eis# des PhoRS-Systems wie auch die
Beziehung zwischen der Phosphatversorgung und gsinfiroduktion untersucht. Dabei
zeigte sich, dass der Stamm DM1730/pEKEx2 unterspietmangelbedingungen (0,6 mM
Phosphat) eine um ca. 13 % gesteigerte Lysin-Ptodidk besald als unter
Phosphattiberschuss (13 mM Phosphat). Neben demul®notit war auch die Lysin-
Ausbeute unter Phosphatmangel gesteigert, wahramdr udiesen Bedingungen eine
niedrigere End-OByo erreicht wurde (Abb. V. 21; Tab. V. 2). Auffallendei der
Lysinproduktion bei Phosphatiiberschuss war, dassedierst nach der vollstdndigen
Aufnahme der Glukose aus dem Medium erfolgte (AWb21C und D). Demnach bildet
DM1730 entweder Nebenprodukte, die bei Glukosemamrg@nsumiert werden und fur die
Lysin-Bildung verwendet werden, oder die Glukosedwn Form von Glykogen in der Zelle
gespeichert. I'C. glutamicum konnte eine schnelle Anhaufung von Glykogen (bi©9@ mg
pro g Zelltrockengewicht) in der frihen exponemtnl Wachstumsphase und dessen
Degradation bei Glukoselimitierung beobachtet wer&eiboldet al., 2007). Zum Nachweis,
ob DM1730/pEKEX2 Glukose speichert, kdnnte manGlikogenkonzentration enzymatisch
bestimmen (Parrou and Francois, 1997).

Die erhohte Lysin-Ausbeute und Gesamt-Produktivititer Phosphatmangel kdnnte man
durch den Wachstumsdefekt von DM1730/pEKEx2 begeiindUnter Phosphatmangel
erreichte DM1730/pEKEx2 lediglich eine halb so hoRed-ODyo im Vergleich zu
Kultivierung bei Phosphatiiberschuss (Abb. V. 214 &), so dass die Glukose, die nicht fur
die Biomassebildung verwendet wird, flr die Produkivon Lysin eingesetzt werden konnte.
Das wirde bedeuten, dass die Steigerung der Lyikiowi®) nicht auf den Phosphatmangel an
sich zurlckzufuhren ist, sondern auf die Wachstunisition. Um diese Hypothese zu



88 Diskussion

Uberprifen kénnten Wachstumsexperimente mit DM178@ter einer anderen
Wachstumslimitation durchgefiihrt und die Lysinbiiguanalysiert werden.

Wahrend es keine ausfiuhrlichen Daten Uber den Zusawmang der Produktion von
Primarmetaboliten und der Phosphatversorgung wilnile der Zusammenhang zwischen der
Phosphatversorgung und der Biosynthese von Sekmedkboliten vielfach beschrieben
(Liras et al., 1990; Masumeet al., 1986; Sola-Landa&t al., 2003). Die Biosynthese von
Sekundarmetaboliten erfolgt gewdhnlich als Antwarif Kohlenstoff- oder Stickstoff-
Limitierung, aber auch im Zusammenhang mit dem ¥&roh von Phosphat (Doull and
Vining, 1990; Martin and Demain, 1980; McDowatlal., 1999). Dabei ist der molekulare
Mechanismus der Regulation der Produktion von Sé#wumetaboliten unter
phosphatlimitierenden Bedingungen weitestgehen@karimnt (Chouayekh and Virolle, 2002;
Martin et al., 1994). Die Kontrolle der Biosynthese der Sekunw#abolite erfolgt auf
Transkriptionsebene, dies konnte fir die Biosyrghger Sekundarmetabolite Candicidin und
Oxytetracycline (McDowalkt al., 1999) und fur die Primaricin-BiosyntheseSnnatalensis
(Mendeset al., 2007) gezeigt werden, sowie auf posttranskrigtien Ebene (Liragt al.,
1990; Martin et al.,, 1994). Die umfangreichsten Untersuchungen zwiscloer
Phosphatversorgung und der Biosynthese von Sekmeddboliten wurden fur die
ActinomyceterS. coelicolor undS. lividans (Doull and Vining, 1990; Hobbat al., 1992) und
kirzlich fur S natalensis (Mendeset al., 2007) beschrieben. I8 lividans konnte ein
signifikanter Anstieg der Sekundarmetabolite Acatimamlin und Undecylprodigiosin in der
AphoP- und AphoRP-Mutanten verzeichnet werden, wahrend durch Komepteation die
Repression der Transkription der Sekundarmetabwiielerhergestellt werden konnte (Sola-
Landaet al., 2003). Demnach scheint das PhoRP-System beieatpiliedrung der Biosynthese
der Sekundarmetabolite Actinorhodin und Undecylmiodin involviert zu sein (Sola-Landa
et al., 2003). Da bislang keine PhoP-Bindestellen in deromotorregionen der
Biosynthesegene der Sekundarmetabolite Actinorhadioh Undecylprodigiosin identifiziert
werden konnten, wird jedoch eher eine indirektetRegung durch PhoRP vermutet (Martin,
2004). Demnach konnte die Aktivierung der Biosyst#ugene durch einen spezifischen
Regulator des Stoffwechselweges erfolgen, dessetivitk wiederum durch den
vorherrschenden Phosphatlevel kontrolliert wird (fila 2004). Eine indirekte Beteiligung
von PhoRP wurde auch bei der Regulierung der PigmaBiosynthesegene i8. natalensis
vorgeschlagen (Mendes al., 2007). Hier wurde die Primaricin-Produktion uns au 80 %

in einerAphoP- und AphoRP-Mutante gesteigert (Mendesal., 2007).
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Um den Einfluss des PhoRS-Systems &usglutamicum auf die Lysinproduktion zu
untersuchen, wurde die Deletionsmutante DMMBORSpEKEx2 sowie die
Komplementationsmutante DM178phoRSYpEKEx2phoRS konstruiert (V. 3.1).
Uberraschenderweise  zeigte die Deletionsmutante ocfed einen  signifikanten
Wachstumsdefekt bei der Vorkultivierung in Flissggium, so dass keine
Wachstumsexperimente  mit  diesem  Stamm  durchgefihsterden  konnten.
Wachstumsexperimente mit der Komplementationsmeataonter nicht-induzierenden
Bedingungen zeigten, dass die Kulturen des Stanidht730AphoRYpEKEX2phoRS ein
ahnliches Verhalten wie der Stamm DM1730/pEKEx2véegen (Abb. V. 23A und E; Tab.
V. 2). Sehr wahrscheinlich findet auch ohne IPT@uktion von pEKEX23hoRS eine basale
Expression dephoRS-Gene statt, so dass dadurch die Wildtyp-Situatibr). die Situation
von DM1730, wiederhergestellt ist. Unter induzieten Bedingungen bei Kultivierung mit
13 mM Phosphat zeigte sich jedoch ein anderes terhAbb. V. 22B; Abb. V. 23B). So
zeigten die Kulturen des Stammes DMI1ZXBBORSpEKEX2phoRS zum einen eine sehr
niedrige Wachstumsrate (Tab. V. 2). Neben diesefakE&zeigte sich eine erhthte Lysin-
Ausbeute und auch die Gesamt-Produktivitat war u® % im Vergleich zu
DM1730/pEKEx2 kultiviert unter Phosphatiiberschussstgigert. Ob die beobachteten
Effekte spezifisch auf die Uberproduktion von PhoR&lickzufiihren sind misste in
weiteren Experimenten untersucht werden. Denkbaremvézum einen vergleichende
Transkriptomanalysen mit den Stammen DM1730/pEKErE DM173QAphoRSpEKEX2-
phoRS, zum anderen konnte man durch Uberproduktion eiaederen 2-KS ausC.
glutamicum nachweisen, ob der beobachtete Effekt auf PhoR&kzufiihren ist.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass durch iKultig bei Phosphatmangel die
Produktivitat von DM1730/pEKEx2 um etwa 13 % gedwsaru der Kultivierung bei
Phosphatiiberschuss gesteigert werden konnte. Ddhriitaais zeigte die Uberproduktion von
PhoRS unter Phosphatiiberschussbedingungen eingnegroginfluss auf die Lysinbildung,
so dass eine Produktivitatssteigerung von ca. Gfegeniuber DM1730/pEKEXx2 ohne IPTG
bei Phosphattiberschuss erreicht werden konnte. B®btledarf weiterer Experimente um den
molekularen Mechanismus, der hinter den beobachitekten steht, aufzuklaren.
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VI Anhang

1 Oligonukleotide

Tab. VIII. 1:  Oligonukleotide, die in dieser Arbeit verwendet wurden. Die hier aufgefiihrten
Oligonukleotide wurden von Operon Biotechnologiedero MWG Biotech bezogen. IRD-800

markierte Oligonukleotide wurden ausschlief3lich WWG Biotech bezogen.

Name Sequence (5> 3)

Oligonukleotide verwendet fiir die Konstruktion délasmide pET16b-PhoBnd pMalE-
PhoSK:

phoR-Ndel-fw CGGGCCCCATATGGACAACCAGTCTGACGGACA
phoR-Xhol-rv ATATATCTCGAGTTAGCTACGTGGGGTGCGCAGAAC

phoSK-EcoRlI- TATATGAATTCAATATCATGTTGGAGCAGCTCC
fw

phoK-Pstl-rv ATATACTGCAGTTAAGAAACCGCCGGCAAGGTG

Oligonukleotide verwendet fur die Konstruktion ¢&T2-Derivate:

phoR-75 fw ATATATGTCGACTCCCAATTTCAACTCTTTCAGTACATTC
phoR-42 fw ATATATGTCGACTAGTATTCAGTGGTGTTGAAGTTCC
phoR+ 22 fw ATATATGTCGACGGACACCAATGGAAGAGATAAAAATGG

phoR+158 rv ATATATGGATCCGGCGGTCATCACTGCGAAGCCTTG
Oligonukleotide verwendet fur die Konstruktion @#v11730/pEKEX2 Derivate:
COtRS3-out-fw GGAGGATTTTCAGAGGGCGAAAG

COtRS3-out-rv GTCGAGCCAATACAGTTTGATCAG

PEKExX2-fw GATATGACCATGATTACGCCAAGC

PEKEX2-rv CGGCGTTTCACTTGTGAGTTCGGC

Oligonukleotide verwendet fur die Interaktionssardimit PhoR1-125

PrucH fw CGTCGTACTGATTTTGCGCGAAAGC
PrucH rv CCGGCAGGATTAGCTGTTTGCTGC
Posistw GGAGATCCGCTTGTTCGCCTCG

Ppsisrv GTCGGAGCAAGCTACAAGAGCG

Ppita fw ATGAAGTTAAAAACATTTTCCGTGAAGC

Pritarv CAATGGATGTGGCCATCGCATTGC
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Pugoarv

Poita fw

Pusharv

PugpAfw

PoorB fw

Poorg rv

Pacn fw

Pacn rv

Peipc fw

Papc rv

pstS fw IRD800
pstSrv IRD800

pstR fw IRD800
pstRrv IRD800

pitA fw IRD800
pitA rv IRD800

ugpA fw IRD800

ugpA rv IRD800

ACCCAATGAAGGTTGATGTGGGCGA

ATGAAGTTAAAAACATTTTCCGTGAAGC

TGCGAGTGCGCTGAAGCTAACTGC

TTGAGCCCTAGGGGAGTGGTCGG

GCGCCCATCCAACAAATGAGATCACC

GAAGTCGGATGCGGAAGCAGGTGC

ACATCACGCACGTACCCATTTCG

GCCGGCGTGAGAAAAACATCGG

CCTGAACACGGCAAGGGTACCTC

GCGTGCACGATCGGTAAACCTCTC

TCCAGAATTACAAGAGATTTACGTAGTTGG

GTAACTGCGCCCACAAGGGCGATGG

CGGTCAGTGGTACACCGTGAGTG

GAATTTAAGGCTTACGGTGAGCAGCT

ATGAAGTTAAAAACATTTTAAGTGAAGCTTTA

CCTAAAAAGCGTAGAAACCAAATGTCGATT

AATAAAGGGGAGTCAGTGAACATGGAG

CCATTCTGTCCGCCTTGATCTCTTGG

Oligonukleotide verwendet fur die Gelretardatiornzsimente:

Poststw
PpstS rv
I%WHM
I:)nucH rv
Rmnm
Pacn rv
Pgoma fw
ngmA rv
IDphoR fw

IDphoR rv

GGAGATCCGCTTGTTCGCCTCG

GTCGGAGCAAGCTACAAGAGCG

CGTCGTACTGATTTTGCGCGAAAGC

CCGGCAGGATTAGCTGTTTGCTGC

ACATCACGCACGTACCCATTTCG

GCCGGCGTGAGAAAAACATCGG

TCTTGGACGATGACGAAACGCGC

GAGGAGTCGTCGATGTGGAGACCGACGCCTGCCTCGACGAGGAG

ATAATCCCAATTTCAACTCTTTCAGTACA

ATTCTTGGCATCATGACATCGAGGAT



Anhang

105

IDphoC fw
IDphoC rv
Pusha fw
Pusharv
IDugpA fw
I:)ugpA rv
Poita fw
I:)pitA rv
IDphoH 1fw
IDphoH 1rv
Pgipo1 fw
I:)gl pQlrv
I:)porB fw

IDpor Brv

TGTACGGGAAATTCTTGAAGGTTCTG

GTGGACGCAAAATGGCAAAAGCTAA

GCGATTGCCGCAAAGGAAAAGAGG

TGCGAGTGCGCTGAAGCTAACTGC

TTGAGCCCTAGGGGAGTGGTCGG

ACCCAATGAAGGTTGATGTGGGCGA

ATGAAGTTAAAAACATTTTCCGTGAAGC

CAATGGATGTGGCCATCGCATTGC

CTCCGCCGATCCATAGTGTTGCG

AAGTAACAGAGACTTCCTGCGCACC

AAAGCGCAAAAATGCCCGTGGTGG

CGTCAGCGGGCGCGGCAGCC

GCGCCCATCCAACAAATGAGATCACC

GAAGTCGGATGCGGAAGCAGGTGC

Oligonukleotide verwendet fur die Fragmentierung Beomotors vopstS undphoR:

Ppsts 90 fw

Posts-99 fw

Posts-120 fw
Posts-132 fw
Posts-136 fw
Posts-140 fw
Posts-373 1w
Posts+1611v
Posts +100rv
PpstS +7rv

Posts-175rv
Posts-184 rv
Posts-201 rv

Posts-222 rv

GTGGGTAGTGGCAGAATTTGCCG
GGCAGAATTTGCCGAACGATAGC
TCCAAATGTTACGAGTGAGATGTGG
GTGATTAGAGTCTCCAAATGTTACGA
TTTTGTGATTAGAGTCTCCAAATGTTAC
CGATTTTTGTGATTAGAGTCTCCAAAT
siehe Bysiw

siehe Bysiw
GCTTAAGAGTGAGGTTCACGGGG
GCTCACGACTTAAAAACCTAAGACC
TTCTTATTATTCTCACAGGTTTTTAGC

ATTCTCACAGGTTTTTAGCAAGTCTC

GCAAGTCTCTTTTTTACTTTTCGTAAAC

CGTAAACTACGTGGCTTTCCGCG
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Pphor -19 fw CCAGGGTGTTCACTAGTGGGAAG
Pphor -40 fw GTATTCAGTGGTGTTGAAGTTCCAG
Pohor -61 fw CTTTCAGTACATTCACAGTTAGTATTC
Pohor -65 fw AACTCTTTCAGTACATTCACAGTTAG
Ppohor -305 fw GCATCGCGCCCGGCTCTGCAGA

Pohor +238 v

Pohor-60 v

IDphoR -81lrv

Pohor -120 rv

ATTCTTGGCATCATGACATCGAGGAT

AGAGTTGAAATTGGGATTATTCCC

CCCACTCCACATTCTCCAAGTC

GCCAATGCTTCAATAAGTGTTAAAAG

Oligonukleotide verwendet fur die ,Overlap extemsi® CR/ Mutationsanalysen:

PpstS co-
PpstS co-
PpstS co-
PpstS co-
PpstS co-
PpstS co-
PpstS co-
PpstS co-
PpstS co-
PpstS co-
PpstS co-
PpstS co-
PpstS co-
PpstS co-
PpstS co-
PpstS co-
PpstS co-
PpstS co-

PpstS co-

PCR 1 fw

PCR1rv

PCR 2 fw

PCR2rv

PCR 3 fw

PCR3rv

PCR 4 fw

PCR4rv

PCR5 fw

PCR5rv

PCR 6 fw

PCR6 v

PCR7 fw

PCR7rv

PCR 8 fw

PCR8rv

PCR 9 fw

PCR9rv

PCR 10 fw

AAACCTGTGAGAATAATAAGAAATAGCCCAGAGTTCATAAGTTGTTAAC

TTCTTATTATTCTCACAGGTTTAGTGTTGCCAGCTTCCACATAAAG

CCCCCTGTGAGAATAATAAGAAATAGCCCAGAGTTCATAAGTTGTTAAC

TTCTTATTATTCTCACAGGGGGAGTGTTGCCAGCTTCCACATAAAG

AAAAAGGTGAGAATAATAAGAAATAGCCCAGAGTTCATAAGTTGTTAAC

TTCTTATTATTCTCACCTTTTTAGTGTTGCCAGCTTCCACATAAAG

AAACCTTGTAGAATAATAAGAAATAGCCCAGAGTTCATAAGTTGTTAAC

TTCTTATTATTCTACAAGGTTTAGTGTTGCCAGCTTCCACATAAAG

AAACCTGTGCTCATAATAAGAAATAGCCCAGAGTTCATAAGTTGTTAAC

TTCTTATTATGAGCACAGGTTTAGTGTTGCCAGCTTCCACATAAAG

AAACCTGTGAGACGCATAAGAAATAGCCCAGAGTTCATAAGTTGTTAAC

TTCTTATGCGTCTCACAGGTTTAGTGTTGCCAGCTTCCACATAAAG

AAACCTGTGAGAATACGCAGAAATAGCCCAGAGTTCATAAGTTGTTAAC

TTCTGCGTATTCTCACAGGTTTAGTGTTGCCAGCTTCCACATAAAG

AAACCTGTGAGAATAATACTCCATAGCCCAGAGTTCATAAGTTGTTAAC

GGAGTATTATTCTCACAGGTTTAGTGTTGCCAGCTTCCACATAAAG

AAAACTGTGAGAATAATAAGAAATAGCCCAGAGTTCATAAGTTGTTAAC

TTCTTATTATTCTCACAGTTTTAGTGTTGCCAGCTTCCACATAAAG

AAACATGTGAGAATAATAAGAAATAGCCCAGAGTTCATAAGTTGTTAAC
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PpstS co-
PpstS co-
PpstS co-
PpstS co-
PpstS co-
PpstS co-
PpstS co-
PpstS co-
PpstS co-
PpstS co-
PpstS co-
PpstS co-
PpstS co-
PpstS co-
PpstS co-
PpstS co-
PpstS co-
PpstS co-
PpstS co-
PpstS co-
PpstS co-
PpstS co-
PpstS co-
PpstS co-
PpstS co-
PpstS co-
PpstS co-
PpstS co-

PpstS co-

PCR10rv

PCR 11 fw

PCR11rv

PCR 12 fw

PCR12rv

PCR 13 fw

PCR13rv

PCR 14 fw

PCR 14 rv

PCR 15 fw

PCR15rv

PCR 16 fw

PCR16rv

PCR 17 fw

PCR17rv

PCR 18 fw

PCR18rv

PCR 19 fw

PCR19rv

PCR 20 fw

PCR20rv

PCR 21 fw

PCR21rv

PCR 22 fw

PCR22rv

PCR 23 fw

PCR23rv

PCR 24 fw

PCR 24 rv

TTCTTATTATTCTCACATGTTTAGTGTTGCCAGCTTCCACATAAAG

AAACCGGTGAGAATAATAAGAAATAGCCCAGAGTTCATAAGTTGTTAAC

TTCTTATTATTCTCACCGGTTTAGTGTTGCCAGCTTCCACATAAAG

AAACCTTTGAGAATAATAAGAAATAGCCCAGAGTTCATAAGTTGTTAAC

TTCTTATTATTCTCAAAGGTTTAGTGTTGCCAGCTTCCACATAAAG

AAACCTGGGAGAATAATAAGAAATAGCCCAGAGTTCATAAGTTGTTAAC

TTCTTATTATTCTCCCAGGTTTAGTGTTGCCAGCTTCCACATAAAG

AAACCTGTTAGAATAATAAGAAATAGCCCAGAGTTCATAAGTTGTTAAC

TTCTTATTATTCTAACAGGTTTAGTGTTGCCAGCTTCCACATAAAG

AAACCTGTGCGAATAATAAGAAATAGCCCAGAGTTCATAAGTTGTTAAC

TTCTTATTATTCGCACAGGTTTAGTGTTGCCAGCTTCCACATAAAG

AAACCTGTGATAATAATAAGAAATAGCCCAGAGTTCATAAGTTGTTAAC

TTCTTATTATTATCACAGGTTTAGTGTTGCCAGCTTCCACATAAAG

AAACCTGTGAGCATAATAAGAAATAGCCCAGAGTTCATAAGTTGTTAAC

TTCTTATTATGCTCACAGGTTTAGTGTTGCCAGCTTCCACATAAAG

AAACCTGTGAGACTAATAAGAAATAGCCCAGAGTTCATAAGTTGTTAAC

TTCTTATTAGTCTCACAGGTTTAGTGTTGCCAGCTTCCACATAAAG

AAACCTGTGAGAAGAATAAGAAATAGCCCAGAGTTCATAAGTTGTTAAC

TTCTTATTCTTCTCACAGGTTTAGTGTTGCCAGCTTCCACATAAAG

AAACCTGTGAGAATCATAAGAAATAGCCCAGAGTTCATAAGTTGTTAAC

TTCTTATGATTCTCACAGGTTTAGTGTTGCCAGCTTCCACATAAAG

AAACCTGTGAGAATACTAAGAAATAGCCCAGAGTTCATAAGTTGTTAAC

TTCTTAGTATTCTCACAGGTTTAGTGTTGCCAGCTTCCACATAAAG

AAACCTGTGAGAATAAGAAGAAATAGCCCAGAGTTCATAAGTTGTTAAC

TTCTTCTTATTCTCACAGGTTTAGTGTTGCCAGCTTCCACATAAAG

AAACCTGTGAGAATAATCAGAAATAGCCCAGAGTTCATAAGTTGTTAAC

TTCTGATTATTCTCACAGGTTTAGTGTTGCCAGCTTCCACATAAAG

AAACCTGTGAGAATAATACGAAATAGCCCAGAGTTCATAAGTTGTTAAC

TTCGTATTATTCTCACAGGTTTAGTGTTGCCAGCTTCCACATAAAG
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Posts co- PCR 25 fw
PpstS co- PCR25rv
Posts co- PCR 26 fw
PpstS co- PCR26 rv
Postsco- PcR 27 fw
Postsco- PCR27 1v
Postsco- PcR 28 fw
PpstS co- PCR28rv
Postsco- PcR 29 fw
PpstS co- PCR29rv
Postsco- PcR30 fw
Postsco- PcR30 v
PohoR co- PCR 1 fw
Pohor co- PCR 1 v
PohoR co- PCR 2 fw
Pohor co- PCR2 rv
IDphoR co- PCR 3 fw
Pohor co- PCR3 v
PohoR co- PCR 4 fw
Pohor co- PCR 4 rv
IDphoR co- PCR5 fw
Pohor co- PCR5 rv
IDphoR co- PCR 6 fw
Pohor co- PCR6 v
PohoR co- PCR 7 fw
Pohor co- PCR7 rv
IDphoR co- PCR 8 fw
Pohor co- PCR8 rv

IDphoR co- PCR9 fw

AAACCTGTGAGAATAATAATAAATAGCCCAGAGTTCATAAGTTGTTAAC

TTATTATTATTCTCACAGGTTTAGTGTTGCCAGCTTCCACATAAAG

AAACCTGTGAGAATAATAAGCAATAGCCCAGAGTTCATAAGTTGTTAAC

TGCTTATTATTCTCACAGGTTTAGTGTTGCCAGCTTCCACATAAAG

AAACCTGTGAGAATAATAAGACATAGCCCAGAGTTCATAAGTTGTTAAC

GTCTTATTATTCTCACAGGTTTAGTGTTGCCAGCTTCCACATAAAG

AAAAAGGTGAGAATAATACTCCATAGCCCAGAGTTCATAAGTTGTTAAC

GGAGTATTATTCTCACCTTTTTAGTGTTGCCAGCTTCCACATAAAG

AAACCGGTGAGAATAATAAGCAATAGCCCAGAGTTCATAAGTTGTTAAC

TGCTTATTATTCTCACCGGTTTAGTGTTGCCAGCTTCCACATAAAG

AAACCGGTGAGAATAATAAGACATAGCCCAGAGTTCATAAGTTGTTAAC

GTCTTATTATTCTCACCGGTTTAGTGTTGCCAGCTTCCACATAAAG

ACTGTGAATGTACTGAAAGATAGCCCAGAGTTCATAAGTTGTTAAC

CTTTCAGTACATTCACAGTAGTGTTGCCAGCTTCCACATAAAG

CAGGTGAATGTACTGAAAGATAGCCCAGAGTTCATAAGTTGTTAAC

CTTTCAGTACATTCACCTGAGTGTTGCCAGCTTCCACATAAAG

ACTTGTAATGTACTGAAAGATAGCCCAGAGTTCATAAGTTGTTAAC

CTTTCAGTACATTACAAGTAGTGTTGCCAGCTTCCACATAAAG

ACTGTGCCGGTACTGAAAGATAGCCCAGAGTTCATAAGTTGTTAAC

CTTTCAGTACCGGCACAGTAGTGTTGCCAGCTTCCACATAAAG

ACTGTGAATTGCCTGAAAGATAGCCCAGAGTTCATAAGTTGTTAAC

CTTTCAGGCAATTCACAGTAGTGTTGCCAGCTTCCACATAAAG

ACTGTGAATGTAAGTAAAGATAGCCCAGAGTTCATAAGTTGTTAAC

CTTTACTTACATTCACAGTAGTGTTGCCAGCTTCCACATAAAG

ACTGTGAATGTACTGCCCTATAGCCCAGAGTTCATAAGTTGTTAAC

AGGGCAGTACATTCACAGTAGTGTTGCCAGCTTCCACATAAAG

CCTGTGAATGTACTGAAAGATAGCCCAGAGTTCATAAGTTGTTAAC

CTTTCAGTACATTCACAGGAGTGTTGCCAGCTTCCACATAAAG

AATGTGAATGTACTGAAAGATAGCCCAGAGTTCATAAGTTGTTAAC
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Pohor co- PCR9 rv

PohoR co- PCR 10 fw
PohoRr co- PCR 10 1v
PohoR co- PCR 11 fw
PohoRr co- PCR 11 1v
PohoR co- PCR 12 fw
Pohor co- PCR 12 1v
PohoR co- PCR 13 fw
Pohor co- PCR131v
PohoR co- PCR 14 fw
PohoRr co- PCR 14 1v
PohoR co- PCR 15 fw
PohoRr co- PCR 15 1v
PohoR co- PCR 16 fw
PohoRr co- PCR 16 1v
PohoR co- PCR 17 fw
PohoRr co- PCR 17 1v
PohoR co- PCR 18 fw
PohoRr co- PCR 18 1v
PohoR co- PCR 19 fw
PohoRr co- PCR 19 1v
PohoR co- PCR 20 fw
Pohor co- PCR20 1v
PohoR co- PCR 21 fw
Pohor co- PCR 21 1v
PohoR co- PCR 22 fw
Pohor co- PCR 22 1v
PohoR co- PCR 23 fw

Pohor co- PCR 23 1v

CTTTCAGTACATTCACATTAGTGTTGCCAGCTTCCACATAAAG

ACGGTGAATGTACTGAAAGATAGCCCAGAGTTCATAAGTTGTTAAC

CTTTCAGTACATTCACCGTAGTGTTGCCAGCTTCCACATAAAG

ACTTTGAATGTACTGAAAGATAGCCCAGAGTTCATAAGTTGTTAAC

CTTTCAGTACATTCAAAGTAGTGTTGCCAGCTTCCACATAAAG

ACTGGGAATGTACTGAAAGATAGCCCAGAGTTCATAAGTTGTTAAC

CTTTCAGTACATTCCCAGTAGTGTTGCCAGCTTCCACATAAAG

ACTGTTAATGTACTGAAAGATAGCCCAGAGTTCATAAGTTGTTAAC

CTTTCAGTACATTAACAGTAGTGTTGCCAGCTTCCACATAAAG

ACTGTGCATGTACTGAAAGATAGCCCAGAGTTCATAAGTTGTTAAC

CTTTCAGTACATGCACAGTAGTGTTGCCAGCTTCCACATAAAG

ACTGTGACTGTACTGAAAGATAGCCCAGAGTTCATAAGTTGTTAAC

CTTTCAGTACAGTCACAGTAGTGTTGCCAGCTTCCACATAAAG

ACTGTGAAGGTACTGAAAGATAGCCCAGAGTTCATAAGTTGTTAAC

CTTTCAGTACCTTCACAGTAGTGTTGCCAGCTTCCACATAAAG

ACTGTGAATTTACTGAAAGATAGCCCAGAGTTCATAAGTTGTTAAC

CTTTCAGTAAATTCACAGTAGTGTTGCCAGCTTCCACATAAAG

ACTGTGAATGGACTGAAAGATAGCCCAGAGTTCATAAGTTGTTAAC

CTTTCAGTCCATTCACAGTAGTGTTGCCAGCTTCCACATAAAG

ACTGTGAATGTCCTGAAAGATAGCCCAGAGTTCATAAGTTGTTAAC

CTTTCAGGACATTCACAGTAGTGTTGCCAGCTTCCACATAAAG

ACTGTGAATGTAATGAAAGATAGCCCAGAGTTCATAAGTTGTTAAC

CTTTCATTACATTCACAGTAGTGTTGCCAGCTTCCACATAAAG

ACTGTGAATGTACGGAAAGATAGCCCAGAGTTCATAAGTTGTTAAC

CTTTCCGTACATTCACAGTAGTGTTGCCAGCTTCCACATAAAG

ACTGTGAATGTACTGCAAGATAGCCCAGAGTTCATAAGTTGTTAAC

CTTGCAGTACATTCACAGTAGTGTTGCCAGCTTCCACATAAAG

ACTGTGAATGTACTTAAAGATAGCCCAGAGTTCATAAGTTGTTAAC

CTTTAAGTACATTCACAGTAGTGTTGCCAGCTTCCACATAAAG
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Pohorco- Pcr24afw  ACTGTGAATGTACTGACAGATAGCCCAGAGTTCATAAGTTGTTAAC
Pohor co- PCR 24 rv CTGTCAGTACATTCACAGTAGTGTTGCCAGCTTCCACATAAAG
Pohorco- Pcr25fw ~ ACTGTGAATGTACTGAACGATAGCCCAGAGTTCATAAGTTGTTAAC
Pohor co- PCR 25 rv CGTTCAGTACATTCACAGTAGTGTTGCCAGCTTCCACATAAAG
Pohorco- Pcr26fw ~ ACTGTGAATGTACTGAAATATAGCCCAGAGTTCATAAGTTGTTAAC

Pohorco-Pcr26rv  ATTTCAGTACATTCACAGTAGTGTTGCCAGCTTCCACATAAAG

motif 1 fw ACTGTGAAAATACTGTGAAATAGCCCAGAGTTCATAAGTTGTTAAC
motif 1 rv TTCACAGTATTTTCACAGTAGTGTTGCCAGCTTCCACATAAAG
motif 2 fw ACTGTGAGAATACTGTGAGATAGCCCAGAGTTCATAAGTTGTTAAC
motif 2 rv CTCACAGTATTCTCACAGTAGTGTTGCCAGCTTCCACATAAAG
motif 3 fw CCTGTGAAAATCCTGTGAAATAGCCCAGAGTTCATAAGTTGTTAAC
motif 3 rv TTCACAGGATTTTCACAGGAGTGTTGCCAGCTTCCACATAAAG
motif 4 fw CCTGTGAGAATCCTGTGAGATAGCCCAGAGTTCATAAGTTGTTAAC
motif 4 rv CTCACAGGATTCTCACAGGAGTGTTGCCAGCTTCCACATAAAG
motif 5 fw CATATAAGAATCATATAAGATAGCCCAGAGTTCATAAGTTGTTAAC
motif 5 rv CTTATATGATTCTTATATGAGTGTTGCCAGCTTCCACATAAAG

motif 6 fw ACTGTGAAAAACTGTGAAATAGCCCAGAGTTCATAAGTTGTTAAC
motif 6 rv TTCACAGTTTTTCACAGTAGTGTTGCCAGCTTCCACATAAAG

motif 7 fw ACTGTGAAAACTGTGAAATAGCCCAGAGTTCATAAGTTGTTAAC
motif 7 rv TTCACAGTTTTCACAGTAGTGTTGCCAGCTTCCACATAAAG

motif 8 fw ACTGTGAAAATAATACTGTGAAATAGCCCAGAGTTCATAAGTTGTTAAC
motif 8 rv TTCACAGTATTATTTTCACAGTAGTGTTGCCAGCTTCCACATAAAG
motif 9 fw ACTGTGAAAATCCCCCCCCATAGCCCAGAGTTCATAAGTTGTTAAC
motif 9 rv GGGGGGGGATTTTCACAGTAGTGTTGCCAGCTTCCACATAAAG
motif 10 fw CCCCCCCCAATACTGTGAAATAGCCCAGAGTTCATAAGTTGTTAAC
motif 10 rv TTCACAGTATTGGGGGGGGAGTGTTGCCAGCTTCCACATAAAG
motif 11 fw CCCCCCCCAATCCCCCCCCATAGCCCAGAGTTCATAAGTTGTTAAC

motif 11 rv GGGGGGGGATTGGGGGGGGAGTGTTGCCAGCTTCCACATAAAG
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2 PCR-Fragmente fur Gelretardationsexperimente
Tab. VIII. 2: Liste der PCR-Fragmente, die fir Bandshift-Experimente verwendet wurden.

Gen Position des PCR-Fragments in Bezug auf deange des PCR-Fragmentes
Transkriptionsstart (TS)/Translationsstart (TL) (bp)
Abb. IV. 1:
nucH -414 bis +133 (TS) 547
Tab. IV. 1 und Abb. IV. 2:
pstS -430 bis +128 (TS) 558
pitA -354 bis +96 (TL) 460
ugpA -377 bis +76 (TS) 453
phoR -247 bis +134 381
Abb. IV. 11:
phoR -79 bis +238 (TS) 317
acn -260 bis +51 (TL) 311
Abb. IV. 12:
pstS -369 bis +162 (TS) 531
nucH -414 bis +133 (TS) 547
gpmA -197 bis +150 (TL) 347
acn -260 bis + 51 (TL) 311
Abb. IV. 13:
pstS -369 bis +162 (TS) 531
phoR -79 bis +238 (TS) 317
phoC -400 bis +70 (TL) 470
ushA -379 bis +129 (TS) 508
porB -395 bis +90 (TL) 485
ugpA -198 bis +208 (TS) 396
pitA -354 bis +210 (TL) 564
nucH -414 bis +133 (TS) 547
glpQ1 -385 bis +85 (TL) 470
acn -260 bis +51 (TL) 311
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3 Restriktionskarten der konstruierten Plasmide

pPET2-phoR1

Sall BamHI

7000 4
1000

rep = pET2-phoR1

6000
2000 —

7736 bps

300(\

HindlIl

Abb. VIII. 1: Plasmidkarte pET2- phoR1 Promotor-Testvektor pET2 mit einem 233 bp PCR-
Fragment desphoR Promotors (PrimerphoR-75 fw und phoR+158 rv), das die gesamte
Promotorregion vorphoR mit der identifizierten PhoR-Bindestelle sowie d&f und -35 Region

kodiert. Das Fragment wurde Uber die Sall-und BasBttnittstellen in den Vektor kloniert.

pPET2-phoR2

Sall

7000 4
1000

rep = __ pET2-phoR2

6000

7703 bps

SOOC\

Hindlll

Abb. VIII. 2: Plasmidkarte pET2- phoR2 Promotor-Testvektor pET2 mit einem 200 bp PCR-
Fragment desphoR Promotors (PrimerphoR-42 fw und phoR+158 rv), das eine verkirzte
Promotorregion vomphoR, in der die PhoR-Bindestelle fehlt, aber die -Ldxd -35-Region noch

vorhanden sind, kodiert. Das Fragment wurde UbeiSaill-und BamHI-Schnittstellen in den Vektor

kloniert.
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PET2-phoR3

Sall BamHI

Xbal

\

7/
1000

\6000 pETZ-phOR3
7640 bps

7000

2000—

300C\

IAOOO

Hindlll

Abb. VIII. 3: Plasmidkarte pET2- phoR3 Promotor-Testvektor pET2 mit einem 137 bp PCR-
Fragment dephoR Promotors (PrimephoR+22 fw und phoR+158 rv), das eine stark verkirzte

Promotorregion vonphoR, in der weder die PhoR-Bindestelle noch die -1@d u35-Region
vorhanden sind, kodiert. Das Fragment wurde UberSaill-und BamHI-Schnittstellen in den Vektor

kloniert.

pPET16b-phoR

1000

~ o PET16b-phoR

6416 bps

300%

Abb. VIII. 4: Plasmidkarte pET16b-phoR Zur Uberexpression von PhoR mit einem

N-terminalen Hiso-,tag”.
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pMalE-PhoSK

N\

6000 4

1000

pMalc-PhoSK

— 5000

6832 bps 2000~

malE-phoSK

Pstl

Abb. VIII. 5: Plasmidkarte pMalE-PhoSK: Zur Uberexp ression der Kinase-Doméane von PhoS.
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