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Zusammenfassung

Die Phytase aus Bacillus amyloliquefaciens gehort zur Klasse der B-Propeller-
Phytasen. Obwohl das Protein selbst bereits naher charakterisiert und dessen
Kristallstruktur als erste dieser Klasse aufgeklart wurde, hat man sich bislang in der
Literatur nicht mit der Regulation der B-Propeller-Phytasen aus Bacillus Spezies
befasst. Diese Arbeit stellt als erste ein Modell der Regulation von phyC in Bacillus vor.

In dieser Arbeit wurden zwei Regulatoren des phyC-Gens identifiziert. Eine
hemmende Wirkung durch AbrB Uber zwei Bereiche, die ,upstream’ von -147 und
,downstream’ von +29 liegen, konnte nachgewiesen werden. Ein weiterer Regulator
PhoP, der die Phosphatmangelantwort in Bacillus initiiert, ist fir die Aktivierung des
Phytasegens zustandig. Als héher geschalteter Regulator vermittelt PhoP die Bindung
der RNA-Polymerase an die -10 Region uber das ungewdhnlich grofle Fenster
zwischen den Promotorstrukturen, indem es an zwei PhoP-Boxen bei -35 und -45
bindet. Daruber hinaus konnte eine duale Rolle von PhoP in der phyC-Regulation
gezeigt werden, denn es hemmt gleichzeitig das Gen durch Bindung an die —10 Region

und senkt so die Transkriptionsrate.
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EINLEITUNG

1 Einleitung

Phytasen (myo-Inositolhexakisphosphat-Phosphohydrolasen) sind  spezielle
Phosphatasen, denn sie katalysieren die Hydrolyse von myo-Inositolhexakisphosphat
(Phytat) zu niedrigeren Phosphatestern des myo-Inositols und Orthophosphaten. Sie
wurden in zahlreichen Mikroorganismen wie auch bei hoheren Organismen
nachgewiesen. Obwonhl viele dieser Proteine néher charakterisiert wurden, befasst sich

die Literatur nur wenig mit der Regulation der Phytasegene.

1.1 Phytasen

Phytat und die Bedeutung von Phytasen

Phytat kommt als haufigste Speicherform von Phosphaten in Samen hdherer
Pflanzen vor. Insbesondere in Getreide und Leguminosen, die zu den wichtigsten
Nahrungsmitteln fur Mensch und Tier gehdren, macht es bis zu 80 % des
Gesamtphosphors aus (Reddy et al., 1982). Auf Grund der hohen negativen Ladung
der Phosphatgruppen ist Phytat ein starker Chelatbildner und bindet divalente
Metallionen wie Zink (LOnnerdal et al., 1988), Eisen (Brune et al., 1992) und Calcium
(Heaney et al., 1991). Es komplexiert ebenfalls Aminosauren und Proteine (Reddy et
al., 1982). Da monogastrische Tiere nicht Uber Phytat spaltende Enzyme verfugen,
kdbnnen sie das Phytat nicht verdauen (Common, 1989), was einen
nahrstoffentziehenden Effekt mit sich bringt (Mega, 1982, Torre et al., 1991). Damit
ist auch das im Phytat gebundene Phosphat nicht zuganglich, weshalb beim Verfuttern
von phytatreicher Nahrung z. B. in der Massentierhaltung, diese mit Phosphaten
angereichert werden muss. Dies hat zu Folge, dass nicht adsorbiertes Phosphat und
Phytat Uber die Exkremente ins Grundwasser gelangen kdnnen. Mikroorganismen, die
das Phytat spalten, setzen zusatzliche Phosphate frei. Gelangt Phosphat ins
Oberflachenwasser, wird es organisch gebunden und tragt zu Eutrophierung bei
(Yanke et al., 1998, Pen et al., 1993). Deshalb gilt das Hauptinteresse dem Einsatz
von Phytasen in der Tierernahrung. Damit lassen sich die O6kologischen Folgen der
,Phosphatverschmutzung’ in Grenzen halten, auRerdem muss das Futter nicht mehr so
stark mit anorganischen Phosphaten angereichert werden, was die Kosten senkt. Der
Entzug von Mineralien und wichtigen Aminosauren aus dem Futter wird ebenfalls
gemindert (Broz et al., 1994, Sandberg, 1996, Pen et al., 1993).
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Phytasen sind nicht nur wegen wirtschaftlicher und 6kologischer Bedeutung
interessant. Einige Isomere der Zwischenprodukte des Phytatabbaus sind Bestandteile
des Phosphatidylionsitol-Cyclus und spielen intrazelluldr eine wichtige Rolle als
sekunddre Messenger (Berridge und Irvine, 1984), anderen wird eine
pharmazeutische Wirkung zugesprochen (Siren et al.,, 1991). Unléangst wurde
festgestellt, dass sowohl Phytat als auch niedrigere Phosphatester des myo-Inositols
eine wichtige Rolle in der eukaryotischen Zellphysiologie spielen. Es wurde eine
Wirkung von Phytat und InsPs bei der Neurotransmission (Sasakawa et al., 1995)
sowie bei der Endo- und Exocytose (Efanov et al., 1997) gezeigt. Phytat hat auflerdem
einen Einfluss auf die Regulation des Zellwachstums und der Zelldifferenzierung und
ist deshalb als Antikarzinogen (Baten et al., 1989, Shamsuddin et al., 1997 und 2002)
neben anderen biologisch aktiven Naturverbindungen von grofem medizinischen
Interesse. Auch eine Pflanzenwachstum stimulierende Wirkung durch Phytasen, die
wahrscheinlich auf der Mobilisierung von Phosphaten beruht, konnte nachgewiesen

werden (Findenegg und Nelemans, 1993, Idriss et al., 2002).

Phytaseklassen bei Mikroorganismen und Phytatabbau

Phytasegene wurden in einer Vielzahl von Mikroorganismen gefunden und deren
Zahl wachst weiter. Zu den Gram-positiven Vertretern gehoéren unter anderem B.
subtilis (Kerovuo et al., 1998) und Bacillus amyloliquefaciens (Kim et al., 1998, Idriss
et al., 2002), unter den Gram-negativen Vertretern sind E. coli (Dassa et al., 1990),
Klebsiella terrigena (Greiner et al., 1997), Pseudomonas sp. (Richardson und
Hadobas, 1997) und Enterobacter sp. (Yoon et al., 1996) zu nennen. Auch in
probiotischen Mikroorganismen, wie Lactobacillus plantarum (Zamudio et al., 2001)
und Bifidobacterium spp. (Haros et al., 2005) wurden Phytaseaktivitaten gemessen.
Auch Pilze bilden Phytasen, hier sind vor allem Aspergillus niger und Aspergillus
fumigatus zu erwahnen (Wodzinski und Ullah, 1996, Pasamontes et al., 1997, Wyss et
al., 1998).

Phytasen kénnen auf Grund ihrer chemischen und morphologischen
Eigenschaften in vier Klassen eingeteilt werden: saure Histidinphosphatasen, saure
Purpurphosphatasen, B-Propeller-Phytasen und Cystein-Phytasen (Mullaney und Ullah,
2003). Innerhalb der Phytasen zeigen die B-Propeller-Phytasen keinerlei Ahnlichkeiten
zu den Ubrigen, sowohl strukturell als auch biochemisch. Sie besitzen die hdchsten

Aktivitaten bei neutralen bis basischen pH-Werten und Temperaturen von 50°C,
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wohingegen die anderen Phytasegruppen im sauren Bereichen und bei 37°C aktiv
sind. Sie hydrolysieren Phytat nur bis zum myo-Inositoltrisphosphat (InsPs). Die
Hydrolyse erfolgt schrittweise, dabei werden die Phosphatgruppen an alternierenden
C-Atomen abgespalten: Ins(1,2,4,5,6)Ps — Ins(2,4,5,6)Ps — Ins(2,4,6)Ps (Greiner
personliche Mitteilung, Artikel im Druck). E. coli und Aspergillus Spezies, deren
Phytasen zu den sauren Histidinphosphatasen gehoéren (Mitchell et al., 1997), bauen
Phytat vorzugsweise bis zum myo-Inositol-2-monophosphat (Ins(2)P1) ab. Der
Abbauweg der E. coli Phytase wurde ebenfalls aufgeklart: Ins(1,2,3,4,5)Ps —
Ins(2,3,4,5)P2— Ins(2,4,5)Ps — Ins(2,5)P2 = Ins(2)P (Greiner et al., 2001).

oth blage

4th blade

Abbildung 1.1: Rontgen-Kristallstrukturen der Phytasen aus B. amyloliquefaciens und E.
coli; (A) B. amyloliquefaciens Phytase weist eine 7-schneidige Propellerstruktur auf, N-
terminal befindet sich das Signalpeptid (rot), die einzelnen ,Schneiden’ bestehen aus -
Faltblattern und sind mit unterschiedlichen Farben dargestellt, in dem aktiven Zentrum
(Mitte) befinden sich 4 Calciumionen (rosa, Ca3, Ca4, Ca5 und Cab6), zwei weitere
Calciumionen sind an der sechsten ,Schneide’ gebunden (grau, Cal und Ca2). (B) Die E.
coli Phytase ist eher ein globulares Protein mit 11 a-Helices und 7 B-Faltblattstrukturen,
hier die Kristallstruktur mit Quecksilberionen und Phytat im aktiven Zentrum (rot). (A) nach
Shin et al.,2001, (B) nach Lim et al., 2000.

Die Bezeichnung B-Propeller-Phytasen bezieht sich auf die auffallige
Proteinstruktur. Die Kristallstruktur der Phytase aus B. amyloliquefaciens wurde als
erste ermittelt (Ha et al., 2000 und Shin et al., 2001), sie ahnelt, abgesehen von dem
N-terminalen Signalpeptid, einem Propeller mit sechs Schneiden. Jede dieser
Schneiden besteht aus vier bis funf antiparallelen B-Faltblattern, die miteinander in
topologisch identischer Weise verbunden sind. Dabei ist jeweils das letzte B-Faltblatt
der einen Schneide mit dem ersten der nachsten verbunden (Abbildung 1.1 A). Die
Kristallstrukturen der E. coli Phytase (Abbildung 1.1 B), wie auch der Aspergillus

Phytase weisen hingegen eher eine globulare Form auf.
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Bis vor kurzem wurde angenommen, dass die B-Propeller-Phytasen nur bei Gram-
positiven Bakterien vorkommen. Unléangst wurde aber ein Vertreter der Gram-
negativen Bakterien (Shewanella oneidensis) entdeckt, dessen Phytasesequenz bis
zur 30 % Homologie zur der B-Propeller-Phytase aus B. amyloliquefaciens aufweist
(Cheng und Lim, 2006). Das legt die Vermutung nahe, dass die B-Propeller-Phytasen

doch weiter verbreitet sein konnten, als bis lang angenommen.

1.2 phyC-Genstruktur in Bacillus Spezies

Obwohl so viele Phytasen untersucht wurden, ist erstaunlich wenig Uber die
Regulation der Phytasegene bekannt. Bislang wurden vor allem einige Phytasegene
der Gram-positiven Vertreter erforscht. Fir das E. coli appA Gen (Phytase) wurde
gezeigt, dass es von zwei Promotoren transkribiert wird: Pappa, das vor dem appA-
Strukturgen liegt und Pgyx. Dieser Promotor liegt vor dem Operon cyxAB, das wiederum
befindet sich ,upstream’ von appA und kodiert flir Untereinheiten der
Cytochromoxidase d (Dassa et al., 1991). Pgx wird durch Sauerstoff- und
Phosphatmangel, sowie den globalen Regulator AppY aktiviert. Die Regulation des
Pappa ist noch unklar (Atlung und Bregndsted, 1994). Eine Abhangigkeit vom
Phosphatregulon wurde nicht festgestellt (Touati und Danchin, 1987).

Uber die Regulation in Gram-positiven Bakterien ist nichts bekannt. Die
Organisation des phyC aus Bacillus Spezies ist anders als bei E. coli. Das Gen ist
monocistronisch. In Bacillus subtilis 168 liegt das phyC-Gen (yzxA) zwischen den
Operon cgeAB (downstream) und yodU (upstream), wobei yzxA zu den beiden anderen
,coding sites’ entgegengesetzt kodiert (siehe auch Abbildung 7.7). Die Funktion der
umgebenden Gene ist nicht geklart, wobei cgeAB und das divergente Operon cgeCDE
unter der Kontrolle von GerE stehen. Es wird angenommen, dass diese Gene fur die
Reifung der auflersten Sporenschicht zustandig sind (Roels und Losick, 1995). YodU
zeigt Homologien zur UDP-Glukoseepimerase aus B. subtilis, damit konnte des
Genprodukt mit der Katalyse von alternativen C-Quelle zusammenhangen. Die
genetische Umgebung der Phytase aus B. amyloliquefaciens FZB45 scheint homolog
zu der von B. subtilis zu sein (siehe Anhang). Im Rahmen der Genomsequenzierung
von B. amyloliquefaciens FZB42, einem engen Verwandten von FZB45 (Idriss et al.,
2002), wurde festgestellt, dass 60 % bis 70 % der Gene kolinear mit B. subtilis sind
(Koumoutsi et al., 2004). Der ORF des phyC-Gens aus B. subtilis ist mit 1146 bp um
eine Aminosaure kurzer, als der aus B. amyloliquefaciens FZB45 (1149 bp lang). Die

Homologie der Nukleinsduresequenzen der Phytasen betragt trotzdem 71 %, die der
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Aminosauren ebenfalls 71 %, einschlieflich der ahnlichen Aminosauren sogar 82 %
(http://www.ncbi.nIm.nih.gov/BLAST/, siehe auch Abbildung 7.8 und Abbildung 7.9).
Am  starksten unterscheiden sich die ,upstream’-Bereiche voneinander.
Interessanterweise konnte keine Phytaseaktivitat bislang in B. subtilis 168
nachgewiesen werden. Auch in Experimenten, in denen der phyC-Promotor aus 168
mit lacZ fusioniert wurde, konnten unter keinen Bedingungen nennenswerte
Promotoraktivitaten festgestellt werden (Diplomarbeit, 2001). Das phyC-Gen in B.
subtilis 168 scheint kryptisch zu sein. Im Gegensatz zur B. subtilis 168, zeigt B.
amyloliquefaciens FZB45 mit ca. 0,2 U/ml (Medium) durchaus messbare
Phytaseaktivitaten. Aus einem Sequenzvergleich der phyC-Gene mit anderen Bacillus-
Vertretern ist deutlich zur erkennen, dass sich der Promotor aus B. subtilis 168 stark
von den anderen unterscheidet (Anhang, 7.2.1). Die Entscheidung B. subtilis als Wirt
fr die Untersuchungen des Phytasepromotors aus B. amyloliquefaciens zu nutzen,
war trotzdem berechtigt. Zum einen sind diese Stamme eng verwandt und es ist davon
auszugehen, dass sich so wichtige Proteine, wie globale Regulatoren kaum von
einander unterscheiden. Zum anderen waren fur die Untersuchungen keine Mutanten
von FZB45 vorhanden und da er nicht gut transformierbar ist, auch nicht einfach
herzustellen. B. subtilis 168 hingegen lasst sich sehr gut manipulieren und es steht

eine grofRe Palette an Mutanten zur Verfigung.

1.3 Welche Regulatoren kommen in Frage fur die phyC-Regulation?

Da das Phytat theoretisch, sowohl eine Kohlenstoffquelle, als auch eine
Phosphatquelle fur Bacillus sein kdnnte, lag die Vermutung nahe, die Expression der
Phytase (phyC) sei an einen oder gar beide Stoffwechselwege gekoppelt. Der
Phosphathaushalt der Zelle wird durch das Pho-Regulon Uberwacht. Fallt die
Phosphatkonzentration in der Umgebung, werden die Gene des Pho-Regulons
angeschaltet. Die Verwertung von Kohlenstoffen, wie Zuckern oder Carbonsauren, wird
unter anderen im Rahmen der Katabolitrepression kontrolliert. Einige der alternativen
C-Quellen kénnen aber auch ihren eigenen Abbau beeinflussen, wie z. B. Inositol.
Hinzu kommt noch die Regulation durch so genannte globale Regulatoren, wie AbrB
und SpoOA oder CodY. Diese kontrollieren direkt oder indirekt sehr viele (wenn nicht

fast alle) Prozesse in der Zelle.
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1.3.1 Inositolstoffwechsel

Wie bereits oben erwahnt, bauen [-Propeller-Phytasen das Phytat zu myo-
Inositoltrisphosphat ab. Der weitere Abbau ist allerdings noch vollig unklar. Bekannt ist
jedoch wie myo-Inositol abgebaut wird, das ebenfalls als haufiger Nahrstoff im Boden
vorkommt und als einzige C-Quelle fur Bacillus dienen kann. Dabei wird myo-Inositol
zuerst in die Zelle transportiert. Diese Aufgabe Ubernehmen zwei Transporter (codiert
durch jolT und iolF) (Yoshida et al, 2002). Dann wird das myo-Inositol durch eine
Dehydrogenase zur 2-Ketoinosose und weiter Uber D-2,3-Diketo-4-desoxy-epi-inositol,
2-Desoxy-5-ketoglukonat und 2-Desoxy-5-keto-6-phosphoglukonat zur
Semialdehydmalonat und Dihydroxyacetonphosphat abgebaut. Das
Semialdehydmalonat wird dann durch eine Dehydrogenase zu Acetyl-CoA Uberfihrt

und das Dihydroxyacetonphosphat mundet im Pentosephosphatweg.
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Abbildung 1.2: Das iol-Divergon und der Abbau von Inositol; (A) Das iolABCDEFGHIJ Operon
wird von Promotor Py bis zum Terminator Tis gelesen. Die Gene iolRS werden
wahrscheinlich vom Piors bis zum Tiors kotranskribiert. Die Gene iolF und iolT codieren fur
Inositoltransporter und sind monocistronisch.  Mit weier Schrift sind die
Inositoldehydrogenase lolG (1.1.1.18) und der iol-Repressor IolIR markieret deren
Funktionen bereits nachgewiesen sind. (B) Die Funktionen der anderen Genprodukte
wurden an Hand von Sequenzvergleichen mit bekannten Proteinen vorgeschlagen und so
ein  Modell des |Inositolabbaus entwickelt. (nach Yoshida et al., 1997,
http://www.genome.ad.jp/ kegg/pathway/map/map00031.html )
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Die Enzyme, welche den Abbau bewerkstelligen, werden in dem Operon
iolABCDEFGHIJ codiert. Als dazu divergentes Operon steht iolRS, welches fur einen
Repressor (loIR) der Deo-Familie codiert. In B. subtilis und in B. amyloliquefaciens ist
der IolR-Repressor stark homolog (siehe auch Abbildung 7.11). Ein Modell der
Regulation des Divergons wurde 1999 (Yoshida et al., 1999) vorgeschlagen: In
Abwesenheit von Inositol bindet IolR ahnlich eines Histons an den Promotor und
verhindert deren Transkription. In Anwesenheit von Inositol wird die I0IR-DNA-Bindung
durch ein noch nicht identifiziertes Abbauprodukt des Inositols geldost und das
iolABCDEFGHIJ Operon wird abgelesen. Glukoseanwesenheit unterdruckt zusatzlich
die Expression des iol-Operons (Katabolitrepression) (Yoshida et al., 1997). IoIR
hemmt auflerdem den iolT- und den eigenen Promotor (Yoshida et al., 2002). Die
Funktion des lolS-Proteins ist nicht bekannt. Es zeigt Strukturhomologie zu Aldo-Keto-
Reduktasen, die eine reversible Reduktion von Carbonyl- zu Hydroxylgruppen
katalysieren und oft in Verbindung mit der stressinduzierten Antwort gebracht werden.

Was geschieht aber nun zwischen dem myo-Inositoltrisphosphat (Abbauprodukt
der Bacillus-Phytase) und den Inositol? Wird InsPs Uberhaupt ins Inositol UGberfihrt,
wird es direkt als C-Quelle genutzt oder Uberhaupt nicht weiter von Bacillus
verwendet? Eine Nichtnutzung wiederspricht jeder Logik, da in der Natur potentielle

Nahrstoffe nicht verschwendet werden.

1.3.2 Die Katabolitrepression

Wie fur die meisten Mikroorganismen, ist auch fur Bacillus Glukose die
bevorzugte Kohlenstoffquelle. In Anwesenheit von Glukose werden deshalb
Stoffwechselwege, die flr den Abbau alternativer C-Quellen dienen, unterdrickt, was
unter dem Begriff Katabolitrepression zu verstehen ist. Bei E. coli ist diese recht gut
bekannt und in zahlreichen Lehrbuchern beschreiben. Glukose wird bereits wahrend
der Aufnahme in die Zelle durch das Phosphortransferase-System (PTS) phosphoryliert
(Abbildung 1.3 A). Die Phosphatgruppe, die dabei Ubertragen wird stammt von
Phosphorenolpyruvat (PEP), was dabei zu Pyruvat umgesetzt wird. Die Phosphatgruppe
nimmt dann ihren Weg vom EI-Protein, Gber HPr bis zum EIIAGlc. Hier entscheidet sich
nun was mit der Phosphatgruppe geschieht. Ist Glukose vorhanden, wird die P-Gruppe
uber EIIB und EIIC auf Glukose uUbertragen, wahrend diese in die Zelle aufgenommen
wird. Ist nicht genug Glukose vorhanden, wird die P-Gruppe auf die Adenylatcyclase
(AC) Ubertragen, die dann ATP zu cAMP umsetzt. Das cAMP verbindet sich mit dem
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CAP-Protein, beide sind nun im Stande, Gene fir den Abbau alternativer C-Quellen zu
aktivieren (Abbildung 1.3 A).
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Abbildung 1.3: Mechanismus der Katabolitrepression bei E. coli (A) und Bacillus subtilis (B).
(A) In E. coli ist aktiviert cAMP das CAP, das seinerseits nun als ein Aktivator von Genen fur
den Abbau alternativer C-Quellen fungiert. Bei Glukoseanwesenheit wird kein cAMP gebildet
und so bleibt das CAP inaktiv, damit handelt es sich hier um eine 'Inducerexclusion'. (B) bei B.
subtilis wird bei Glukoseanwesenheit CcpA durch Hpr~P(Ser) (oder Crh~P(Ser)) aktiviert und
hemmt dann Gene des alternativen C-Stoffwechsels und aktiviert Genen der Glykolyse.
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Bacillus subtilis verflgt nicht Uber cAMP. Hier ist das Protein CcpA flr die globale
Kontrolle des Kohlenstoffmetabolismus zustandig. In Gegenwart von Glukose bindet
CcpA an die zu regulierenden Operone und reprimiert oder aktiviert die Expression der
Gene. Die Katabolitrepression ist dennoch an das PTS gekoppelt, aber das zentrale
Protein hier ist nicht ElIA, sondern das HPr. Das paraloge Protein Crh besitzt die
gleiche Funktion wie HPr, ist aber kein Bestandteil des PTS (Deutscher et al., 1995,
Galinier et al., 1997, Stulke und Hillen, 2000). Beide Proteine werden durch die HPr-
Kinase am Ser-Rest phosphoryliert und kbnnen dann an CcpA binden (Abbildung 1.3
B). HPr~P(Ser) und Crh~P(Ser) sind positive Effektoren flr das CcpA-Protein, das nun
als Repressor der Gene fUr den Abbau alternativer C-Quellen, aber auch fur Gene des
Tricarbonsaure-Cyclus dient. Insgesamt werden ca. 200 Gene durch CcpA reprimiert
(Yoshida et al., 2001, Moreno et al., 2001). Zu den Genen, die durch CcpA aktiviert
werden, gehdren Gene des Glukosestoffwechsels, wie der Glykolyse, und Gene fur die
Biosynthesen verschiedener Aminosauren (Moreno et al. 2001, Blencke et al., 2003).
Die Erkennungssequenz von CcpA wird als cre (catabolite responsive element)
bezeichnet und wurde mit dem Konsensus WWTGNAARCGNWWWCAWW (-1 bis +17)
beschrieben (Miwa et al., 2000).
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1.3.3 Die Phosphatmangelantwort

Unter Phosphatmangel (Konzentrationen unter 0,1 mM) wird in B. subtilis die
Pho-Antwort induziert (Qi et al., 1997). Das Ziel ist die Mobilisierung von Phosphaten
aus organischen Verbindungen. Unter anderen wird die Synthese der phosphathaltigen
Teichonsaure eingestellt. Stattdessen werden Teichuronsaure und andere
phosphatfreie Polymere produziert (Liu und Hulett, 1998), sowie verschiedene
alkalische Phosphatasen, Phosphordiesterasen und andere hydrolytische Enzyme
sekretiert. Das freigesetzte anorganische Phosphat wird sehr effizient durch das
hochaffine Phosphat-Transport-System in die Zelle gebracht (Qi et al., 1997). In diese
Prozesse ist das Pho-Regulon involviert. Die Genprodukte von phoP und phoR, PhoP
und PhoR, spielen dabei die Schlusselrolle. Sie gehdéren zum Zwei-Komponenten-
System, welches als erstes in der Signaltransduktionskaskade angeschaltet wird
(Abbildung 1.4). PhoP ist der DNA-bindende Responseregulator (RR), PhoR die
Histidinkinasen (HK). Unter Phosphatmangel kommt es zur Autophosphorylierung des
membrangebundenen PhoR, das wiederum Ubertragt die Phosphatgruppe an PhoP. In
dieser Form kann PhoP~P an eine Vielzahl von Promotoren binden und diese hemmen
oder aktivieren. Die Bindungsstelle weist eine TTAACA-ahnliche Sequenz auf, wobei
haufig zwei Paar solcher Sequenzen fur die effiziente PhoP-Bindung vorhanden sein
mussen. Diese werden als PhoP-Boxen bezeichnet (Liu und Hulett, 1998). Je
nachdem, ob ein Promotor reprimiert oder aktiviert wird, unterscheiden sich die

Bindungsstellen in ihrer Position und Anzahl.
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Abbildung 1.4: Durch Phosphatmangel induzierte Signalkaskade; Proteine sind als Ovale,
Gene als Rechtecke mit Promotor () dargestellt. Mit durchgehenden Linien sind die
nachgewiesenen direkten Auswirkungen auf die Expression dargestellt. Die unterbrochenen
Linien stellen Interaktionen dar, die moglicherweise Uber Zwischenschritte ablaufen.
Positive Regulation ist mit —, negative mit - angezeigt. (Abb. nach Hulett, 1996)
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Das pho-Operon wird durch PhoP~P selbst stimuliert und durch SpoOA~P indirekt
gehemmt, indem es die Expression zweier Aktivatoren, ResD und AbrB unterdrickt.
Diese beiden Aktivatoren erhdhen jeweils die phoPR-Expression. Mutanten in resD
verlieren 80 % und Mutanten in abrB 20 % der phoPR-Expression. Doppelmutanten in

resD und abrB sind nicht in der Lage auf Phosphatmangel zu reagieren.

1.3.4 Das regulatorische Netzwerk der transienten Phase bei B. subtilis

Sowohl B. subtilis als auch B. amyloliquefaciens sind bodenlebende Gram-
positive Bakterien. In ihrem natlrlichen Habitat sind sie sich standig andernden
Umweltbedingungen ausgesetzt, wie Temperaturschwankungen, Nahrstoffangebot
und Sauerstoffverfugbarkeit, aber auch Humiditat, osmotischer Druck und pH-Wert
des Bodens. Solche Wachstumsbedingungen, wie sie im Labor in einer Bakterienkultur
simuliert werden, sind in der Natur utopisch, weshalb die Generationszeit von Bacillus
im Boden 50 bis 100 Stunden betragt und nicht wie im Labor nur 20 bis 30 min
(Hecker und Volker, 1990). Deshalb hat Bacillus eine Vielzahl von Mechanismen
entwickelt um auf veranderte Umweltbedingungen zu reagieren. Dazu gehort die
Synthese von degradativen Enzymen, um Makromolekile als Nahrstoffe verfugbar zu
machen. Durch Antibiotikaproduktion kénnen Konkurrenten unschadlich gemacht
werden. Sind die Nahrstoffe aufgebraucht und die Bedingungen lebensbedrohlich,
kann Bacillus auf Chemotaxis umschalten und so den Standort wechseln. Als
Alternative entwickelt Bacillus eine natlrliche Kompetenz, um frei DNA aufzunehmen
und sie ins eigene Genom zu rekombinieren, was einen Uberlebensvorteil bringen
kann. Wenn alle anderen Mdglichkeiten ausgeschdpft sind, ist die Sporulation die
letzte Antwort auf Stress. Ist dieser Weg einmal eingeschlagen kann er nicht mehr
unterbrochen werden. Dabei entsteht eine hitze- und stressresistente
Uberdauerungsform (Spore), die sogar Jahrhunderte tberleben kann. (Review von
Msadek, 1999).

Ein komplexes und hochsensitives regulatorisches Netzwerk bewerkstelligt die
Aufgaben, die Umweltbedingungen wahrzunehmen und schnell und gezielt darauf zu
reagieren. Eine Schlusselrolle hierbei spielen die Zwei-Komponentensysteme. Sie
bestehen im einfachsten Fall aus einer Histidinkinase (HK), die Umweltsignale
wahrnimmt und nach einer Autophosphorylierung den entsprechenden
Responseregulator (RR) phosphoryliert. Dieser wiederum bindet an das Targetgen um
es zu aktivieren bzw. zu reprimieren, je nach Spezifitdit. Die Zwei-

Komponentensysteme sind unter allen Bakterien zufinden und wurden auch in
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Eukaryoten nachgewiesen. Eine weitere Gruppe von Mitspielern bilden die globalen
Regulatoren. Es sind meist kleinere Proteine die zwischen den einzelnen Systemen
schalten kdénnen, in dem sie z. B. die Expression von Zwei-Komponentensystemen
regulieren. Responseregulatoren konnen selbst auch global interagieren. In
Prokaryoten wird auflerdem die Expression durch alternative Sigmafaktoren
kontrolliert. So werden wahrend der logarithmischen Wachstumsphase vor allem oc*-
und cH-abhangige Gene abgelesen. Je nach Umweltbedingung verandert sich das
Spektrum an Sigmafaktoren in der transienten und stationaren Phase. Bei
Stresseinwirkungen, wie hohem Salzgehalt oder niedrigem pH-Wert und Hitze, werden
z. B. oB-abhangige Gene transkribiert (Hecker und Vodlker, 1998). Die Gene fur die
Chemotaxis sind cP-abhangig (Mirel et al., 2000). Insgesamt kennt man 18 oc70-
verwandte Sigmafaktoren bei Bacillus. Streptomyces coelicolor, ebenfalls ein Gram
positiver Sporenbildner besitzt sogar 63 (E. coli hat nur 6!) (Review von Gruber und
Gross, 2003). Viele von diesen, wie z. B. oB werden durch s. g. Antisigmafaktoren
kontrolliert, die den jeweiligen Sigmafaktor binden und so der RNA-Polymerase

entziehen (Review von Hughes und Mathee, 1998).

Der Masterregulator SpoOA
In B. subtilis kontrolliert SpoOA, ein DNA-bindendes Protein, den Ubergang der

Zelle in die Sporulation. Uber 500 Gene wurden ermittelt, die durch SpoOA wéhrend
der Sporulationsinitiation beeinflusst werden. In Studien mit der ChiP (chromatin
immunoprecipitation)-on-chip-Analyse wurden 121 Gene identifiziert, an die SpoOA
bindet. Darunter befanden sich 30 einzelne Gene und 24 Operons, davon wurden 40
Gene positiv und 81 negativ reguliert (Molle et al.,, 2003). Zu dem SpoOA-Regulon
gehoren unter anderem Gene flr metabolische Enzyme und Effluxpumpen, Gene der
Replikationsmaschinerie und Chemotaxis, aber auch Gene, die fur andere Regulatoren
kodieren (Molle et al., 2003). So wirkt SpoOA auf eine Vielzahl von Genen indirekt
durch die Kontrolle verschiedner Transkriptionsregulatoren, wie z.B. AbrB und Sinl
(Strauch et al., 1990, Gaur et al., 1988).

Durch die Phosphorylierung des Masterregulators SpoOA in der vegetativen Zelle,
wird die Initiation der Sporulation eingeleitet. Diese Aufgabe Ubernehmen flnf
Histidinautokinasen (KinA, KinB, KinC, KinD und KinE) und zwei weitere Proteine
(SpoOF und SpoOB) (Jiang et al, 2000). Dabei Ubertragen die Kinasen
Phosphatgruppen auf das SpoOF. SpoOF~P seinerseits Ubertragt diese Phospatgruppe

11
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auf SpoOB, welches wiederum SpoOA zu SpoOA~P phosphoryliert (Burbulys et al.,
1991). Die Menge an SpoOA~P in der Zelle hangt ebenfalls von der Aktivitat
bestimmter Phosphatasen ab, wie RapA und SpoOE (Grossman, 1995), welche die

Phosphatgruppen von SpoOF~P und SpoOA~P wieder abspalten (Abbildung 1.5).

Spo0B Spoop

QBOOA L—4{;&)00?

TN

_1 g’.‘egseeder vegefaﬁverL Gene der Sporulation 1

Abbildung 1.5: Die Aktivierung von SpoOA; Die Phosphatgruppe wird von ATP Uber mehrere
Histidinkinasen (KinA, KinB, KinC, KinD und KinE) Uber SpoOF und SpoOB auf SpoOA
Ubertragen. So aktiviertes SpoOA~P stimuliert die Expression von Sporulationsgenen und
hemmt gleichzeitig die Gene des vegetativen Wachstums ( =Promotoren). Die
Phosphatgruppen koénnen durch Phosphatasen wieder entfernt werden, dabei
dephosphoryliert RapA das SpoOF~P und SpoOE das SpoOA~P.

Das aktivierte SpoOA~P bindet an sogenannte ,0A“-Boxen mit der
Konsensussequenz 5 -TGTCGAA-3~ (Strauch et al., 1990, Baldus et al., 1994) und
vermittelt so den Kontakt zwischen der o*- (bzw. c"-) assoziierten RNA-Polymerase und
der DNA. SpoOA fungiert als Repressor fur vegetative Gene und als Aktivator fur Gene
der frihen Sporulationsphase (z.B. spollE- und sigF-Gene, das spollG- und spollA-
Operon; Review von Piggot und Losick, 2002). SpoOA-orthologe Proteine wurden in

allen bis jetzt sequenzierten Endsporenbildnern, des Genus Bacillus gefunden.

Der globale Regulator AbrB

Das AbrB Protein aus Bacillus subtilis reguliert die Expression von Uber 100
Genen, die fur die Adaptation der Zelle auf Nahrstoffmangel sorgen. AbrB spielt eine
zentrale Rolle als Regulator bei der Produktion von Antibiotika (Marahiel et al., 1993,
Philips und Strauch, 2002), bei der Bildung von Biofilmen und Fruchtkérpern (Branda
et al., 2001, Hamon et al., 2004), der Ausbildung von Kompetenz (Hahn et al., 1995),
der Sporulation (Perego und Hoch, 1991, Zuber und Losick, 1987), der Bildung von

Proteasen und degradativen Enzymen (Philips und Strauch, 2002) und bei vielen
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weiteren Prozessen in der Zelle. Bei Bacillus anthracis ist AbrB sogar an der
Expression von Toxinen (Saile und Koehler, 2002) beteiligt. Es wirkt hauptsachlich als
Repressor. Wahrend der log-Wachstumsphase ist die Konzentration an AbrB in der
Zelle hoch, dadurch werden Gene der transienten und stationdren Phase gehemmt.

Abbildung 1.6 stellt eine Ubersicht der Prozesse, an denen AbrB beteiligt ist, dar.
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Abbildung 1.6: Einfluss von AbrB auf die Prozesse in der Zelle wahrend der transienten und
stationdren Wachstumsphase; In den meisten Fallen ist AbrB ein Transkriptionsrepressor
(wie fur SigmaH, SigmaW oder ComK), eine Aktivatorfunktion konnte nur fir die
Phosphatmangelantwort (PhoPR-Operon, Sun et al., 1996) und die Flagelinsynthesegene
(Mirel et al., 2000) nachgewiesen werden. Positive Regulation ist mit —, negative mit 1
gekennzeichnet, gestrichelte Linien stellen indirekten Einfluss dar.

Das Protein bindet als ein Homotetramer an Promotoren mit niedriger Affinitat
und als Homotetramer oder Homodimer an Promotoren mit hoher Affinitat (Vaughn et
al., 2001). Die DNA-Bindedomane ist N-terminal lokalisiert und zeigt hohe Homologie
mit zwei weiteren Bacillus-Proteinen: Abh und SpoVT (Benson et al., 2002, Vaughn et
al. 2001, Bobay et al., 2005). Die Proteinstruktur weist keinerlei Ahnlichkeiten zu
anderen bekannten DNA-Bindeproteinen auf und stellt eine neue Klasse der DNA-
Bindemotive dar: ,Looped-hinge Helix’. Orthologe und paraloge Proteine findet man in
allen sequenzierten Bacillen, Clostridien und Listerien. Sequenzvergleiche mittels Blast
weisen Homologien bei weiteren Vertretern, wie Oceanobacillus, Geobacillus,
Ruminococcus, Thermoanaerobacter, Moorella, Desulfitobacterium und
Exiguobacterium, auf. Es wurden Uber 40 verschiedene Erkennungsmotive flr AbrB
gefunden, aber ein Konsensus lasst sich nicht ableiten. Allerdings konnte kein
bevorzugtes Sequenzmotiv gefunden werden (Xu et al., 1996, Xu und Strauch, 1996,
Vaughn et al., 2000 und 2001), woraus sich ableiten lasst, dass AbrB eher

dreidimensionale DNA Strukturen erkennt, als spezielle Sequenzmotive.
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1.4 Zielsetzung

Im Rahmen dieser Arbeit, sollten die Mechanismen der phyC-Regulation
untersucht sowie die daran beteiligten Regulatoren und deren Bindungsstellen in
Promotor gefunden werden.

Dazu wurde der phyC-Promotor aus Bacillus amyloliquefaciens FTB45 in dem
pDG268-Plasmid mit dem Reportergen lacZ (aus E. coli) fusioniert. Reporteraktivitaten
sollten anschliefend unter verschiedenen Einflissen in dem Wirt Bacillus subtilis 168
untersucht werden. Den ersten Einblick in die Verknupfungen an bestimmte
Stoffwechselwege, sollten die Expressionsversuche in unterschiedlichen Medien und
unter verschiedenen &ufleren Einflussen bieten. Das sollte die Wahl der
Regulatormutanten erleichtern, in denen die weiteren Untersuchungen vorgenommen
werden sollten. Fir die Expressionsversuche musste erst ein Grundmedium ermittelt
werden, in dem das phyC exprimiert wird, gemessen an der Aktivitat des Reporters (3-
Galaktosidase).

Nach nahere Charakterisierung der beteiligten Regulatoren, sollten die
Bindungsstellen in dem phyC-Promotor ausfindig gemacht und die durch diese
vermittelten Mechanismen der Regulation aufgeklart werden.. Fur die Analyse der
Bindungsstellen wurden die Promotorverkirzungen sowie die Basensubstitutionen
und Deletionen im Promotor angewandt. Weitere Untersuchungen, fur die auch die
entsprechenden Proteine kloniert und gereinigt werden mussten, wurden mittels der
Gelretardationsanalyse, der DNasel-Footprinttechnik sowie der in vitro Transkription

vorgenommen.
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2 Ergebnisse

2.1 Expressionsversuche

Ein 495 Basenpaar phyC-Promotorfragment aus B. amyloliquefaciens FZB45,
dass die Region von -287 bis +208 umfasst, wurde mit lacZ fusioniert und in Bacillus
subtilis 168 gebracht. Die phyC-Expression konnte so an Hand der B-Galaktosidase
(Reporter) untersucht werden. Da in den Versuchen auch der Einfluss von Phosphat
auf die Expression untersucht wurde, war die Verwendung eines Reporters notwendig,
denn die Bestimmung der extrazelluldaren Phytaseaktivitdt beruht auf dem Nachweis
von freien Phosphaten. Mit dieser phyC-lacZ-Fusion wurden der Einfluss verschiedener
Mediumbedingungen sowie unterschiedlicher Mutationen in bestimmten Regulatoren

auf die phyC-Expression untersucht.

2.1.1 Expression von phyC unter verschiedenen Wachstumsbedingungen

Um erste Erkenntnisse Uber mogliche Einflisse auf die Phytaseexpression zu
erlangen, wurden zuerst verschiedene Wachstumsbedingungen getestet. Dabei
wurden der Einfluss der Phosphatkonzentration und der Anwesenheit von Glukose als
katabolitreprimierende C-Quelle, sowie die phyC-Expression nach Stressinduktion und

in Anwesenheit von Inositol oder Phytat untersucht.

Bacillus subtilis als Wirt fur die Untersuchungen der phyC-Expression

Da die Experimente in einem heterologen System durchgefihrt wurden, war es
wichtig zu Uberprufen, ob der phyC-Promotor aus B. amyloliquefaciens FZB45 im B.
subtilis Stamm OM61 exprimiert wird und wie das Expressionsverhalten ist. Der
korrespondierende phyC-Promotorbereich (-393 bis +180) aus B. subtilis 168 wurde
ebenfalls im Stamm OM21 auf seine Reporteraktivitat untersucht. Als Kontrollstamm
wurde der Stamm OMK mitgefuhrt, dieser enthielt nur das Ausgangsplasmid pDG268
und diente als Kontrolle fur die Hintergrundaktivitdt der endogenen B-Galaktosidase

(Errington und Vogt, 1990).
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Abbildung 2.1: Wachstumsabhangige Expression des Reportergens (3-Galaktosidase) unter
der Kontrolle des Phytasepromotors aus B. subtilis 168 (OM21) und B. amyloliquefaciens
FZB45 (OM61). pB-Galaktosidase Aktivitdt wurde mit durchgehenden Linien und
geschlossenen Symbolen und die optische Dichte mit gestrichelten Linien und offenen
Symbolen dargestellt. Da der Kontrollstamm OMK bei den beschriebenen Experimenten
keine B-Galaktosidase aufwies, wurde auf eine graphische Darstellung dieser Mutante
verzichtet.

Wie der Abbildung 2.1 zu entnehmen ist, zeigten nur die Mutanten mit dem phyC-
Promotor aus B. amyloliquefaciens FZB45 (OM61) B-Galaktosidase Aktivitat. Diese
stieg mit zunehmender Zellzahl und erreicht ihr Maximum in der stationaren Phase.
Wobei die Expression des Reportergens am starksten wahrend der transienten Phase,
(zwischen der vierten und sechsten Stunde nach Umsetzen der Kultur ins LPM)
zunahm. Nach 14 stindiger Inkubation fiel die Reporteraktivitat auf ca. 30 % der
maximalen Aktivitat (8 Stunden). Im Gegensatz dazu, zeigten die OM21-Mutanten
keine Reporteraktivitaten, was bestatigt, dass der phyC-Promotor aus B. subtilis 168
nicht funktionell ist. Da die Kontrolimutante OMK (ohne Promotor) ebenfalls keine
[-Galaktosidase Aktivitat zeigte, konnte eine Verfalschung der Ergebnisse durch die
Hintergrundaktivitdt ausgeschlossen werden (hier nicht dargestellt). Damit wurde
sichergestellt, dass B. subtilis ein geeignetes Expressionssystem fur die

Untersuchungen der phyC-lacZ-Expression bietet.

Die phyC-Expression in Abhangigkeit vom Phosphatangebot

Die  Untersuchungen der Abhangigkeit der phyC-Expression vom
Phosphatangebot wurden in Medien mit unterschiedlichen Phosphatkonzentrationen
(0,38 mM = LPM, 0,5 mM, 0,75 mM und 1mM) vorgenommen. Da wahrend des
Wachstums der Phosphatgehalt in den Kulturen sehr schnell abnahm, mussten jede
Stunde die Phosphatkonzentrationen bestimmt und auf die entsprechenden Werte
wieder titriert (durch Zugabe vom K-Phosphatpuffer) werden. Die niedrigste

Phosphatkonzentration (0,38 mM Ausgangskonzentration im LPM) wurde nicht titriert,
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hier war nach 4 Stunden fast kein freies Phosphat mehr nachweisbar (unter 0,05
mM).
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Abbildung 2.2: Einfluss der Phosphatkonzentration auf die phyC-lacZ-Expression; (A)
Wachstum und B-Galaktosidase Aktivitdt in Medien mit unterschiedlichem Phosphatangebot
(mM). Durchgehende Linien und geschlossene Symbole = Reporteraktivitat, gestrichelte
Linien und offene Symbole = OD600; (B) Darstellung der Reporteraktivitdt nach 8 Stunden in
Abhéangigkeit von der tatsachlich gemessenen Phosphatkonzentration des Mediums, als 100
Prozent wurde die Aktivitat nach 8 Stunden im LPM (Ausgangskonzentration 0,38 mM)
gesetzt. Durch die Titration schwankten die Phosphatkonzentrationen wahrend des
Wachstums, dies hat zu Schwankungen in den p-Galaktosidasewerten und hohen
Standardabweichungen gefuhrt, deshalb wurden nur die Werte aus einer Messung dargestellt
und die Standardabweichungen nicht eingeflgt, auch wenn das Experiment zwei mal
unabhangig voneinander durchgefuhrt wurde

Aus diesem Experiment wurde deutlich, dass die phyC-Expression stark abhangig
von dem Phosphatgehalt des Mediums war (Abbildung 2.2 A). Je niedriger die
Phosphatkonzentration, desto starker war die Reporteraktivitat, wobei die Aktivitat ein
negatives exponentielles Verhalten aufwies (Abbildung 2.2 B). Im LPM (Phosphatgehalt
< 0,38 mM) war die Reporteraktivitat fast 100 mal héher als in dem Medium mit 1
mM Phosphat. Dies liefl auf eine Kopplung an die Phosphatmangelantwort schlief3en,
weshalb in den folgenden Versuchen die Bestimmung der APase-Aktivitat parallel
durchgefihrt wurde. Die APasen (Alkalische Phosphatasen) PhoB und PhoA, kodiert
durch phoB und phoA, gehbéren zum Pho-Regulon (Liu und Hulett, 1997 und Liu et al.,
1998) und machen den Hauptanteil (ca. 98 %) an APasen in B. subtilis aus. Sie
werden hauptsachlich bei Phosphatmangel exprimiert (Brookstein et al., 1990, Kapp
et al., 1990) und oft als Indikator fur die PhoP-aktivierte Phosphatmangelantwort
eingesetzt. Bei Expressionsversuchen in LPM konnte dabei ein 1:1-Verhaltis der
Aktivitdten beider Enzyme (B-Galaktosidase/APase) beobachtet werden (Anhang,
Abbildung 7.1), wobei die B-Galaktosidase wahrend der transienten Phase ca. 1,5-fach

starker exprimiert wurde als die Vergleichsaktivitdt der APasen. Dies kdnnte ein
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Hinweis auf zusatzliche regulatorische Faktoren sein, die bei phyC aktiv sind aber
keinen Einfluss auf die APase-Aktivitat oder gar auf das PhoP-System haben.

Um zu zigen, dass dieses Resultat auch auf das urspringliche System in B.
amyloliquefaciens FZB45 Ubertragbar ist, wurde gesamt-RNA von FZB45 aus LPM- und
HPM-Kulturen fur eine RT-PCR eingesetzt. Die RT-Reaktionen wurden mit je 5 ug
gesamt-RNA und dem OmO9 Primer und die anschlieBende PCR mit 5 ul der RT-
Ansatze mit den Primern OmO9 und Om10 durchgefuhrt. Hier war ebenfalls nur ein
amplifiziertes DNA-Fragment von 205 bp GrofRe bei Verwendung der RNA aus der LPM-
Kultur nachweisbar. Es wurde kein Amplifikat unter Verwendung der RNA aus der
HPM-Kultur gewonnen (Abbildung 2.3). Die Bandenstarke des Amplifikates nahm von
4 Stunden nach 8 Stunden stark zu. Dieses Verhalten konnte auch bei der
Reporteraktivitat im B. subtilis-Modell beobachtet werden, wo die Expression wahrend
der transienten Phase stark zunahm. Man kann somit davon ausgehen, dass sich der

phyC-Promotor aus FZB45 in B. subtilis ahnlich verhielt wie in B. amyloliquefaciens.

bo M LPM HPM
500

400

300
200 phyC

Abbildung 2.3: RT-PCR-Nachweis der phyC-Expression in LPM und HPM bei
B. amyloliquefaciens FZB45; Ein PCR-Produkt nach der RT-Reaktion konnte nur fur die
LPM-Kultur nachgewiesen werden.

Einfluss der C-Quelle auf die phyC-Expression

Wahrend des Wachstums auf Glukose wird die Expression vieler Gene im
Rahmen der Katabolitrepression unterdrickt. Wachsen die Zellen auf einer
alternativen C-Quelle (wie Inositol) kommt es nicht zur Katabolitrepression, sondern
zur Stimulation der Gene, welche fur die Nutzung der jeweiligen C-Quelle bendtigt
werden. Die Induktion erfolgt meist durch die C-Quelle selbst oder deren
Abbauprodukte. Phytat, als Substrat der Phytase, stellt eine alternative C-Quelle dar.
Da das C-GrundgerUst ein Inositolring ist, kdonnten dessen Abbauprodukte im
Inositolstoffwechsel miunden. Um den Einfluss von Glukose, Inositol und Phytat als C-
Quellen zu untersuchen, wurden die OM61-Mutanten in Medien mit diesen C-Quellen
angezogen. Dabei wurde LPM als Grundmedium (0,5 % Glukose) verwendet und die
Glukose durch die anderen Kohlenstoffquellen ersetzt (Inositol oder Phytat) bzw. auf 5
% erhoht.
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Die Kulturen wuchsen ungefahr gleich gut. Wurden die 0,5 % Glukose durch
0,5 % Inositol ausgetauscht, hatte dies keinen Einfluss auf die APase- Aktivitat. Die [3-
Galaktosidase Aktivitat war um 35 % niedriger im LPM+Inositol gewesen, zeigte aber
einen ahnlichen Verlauf wie im LPM. Inositol scheint damit eher einen negativen
Einfluss auf die phyC Expression auszutben.

Im LPM+Phytat waren erst nach 6 Stunden Wachstum [B-Galaktosidase und
APase- Aktivitaten Uberhaupt messbar. Dies lief sich darauf zurtckfuhren, dass das
handelsubliche Phytat stark mit freien Phosphaten (bis zu 30 %, nach Sigma)
verunreinigt ist und es so zu einem Eintrag von Phosphat ins LPM gekommen war. Die
Phosphatkonzentration des Mediums am to wurde mit 0,62 mM bestimmt. Deshalb
konnte man erst Aktivitaten der beiden Enzyme messen, nachdem das Phosphat
verbraucht war. Da sich hier der Phosphateffekt so stark ausgepragt hat, liefd sich
keine Aussage daruber treffen, ob Phytat oder deren Abbauprodukte einen Effekt auf

die phyC-Expression haben.
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Abbildung 2.4: Einfluss der Kohlestoffquelle auf die phyC-lacZ-Expression; (A) B-Galaktosidase
Aktivitaten in Medien mit unterschiedlichen C-Quellen, sowie (B) der Wachstumsverlauf
(OD600, gestrichelte Linien) und die APase- Aktivitdten (durchgehende Linien); LPM (Low
Phosphate Medium mit 0,5 % Glukose), in den restlichen Medien wurden die 0,5 % Glukose,
wie in der Graphik aufgeflihrt ersetzt durch: Ins = Inositol, IP6 = Phytat, Glu =Glukose.

Ein Uberraschendes Ergebnis ergaben die Kulturen im LPM mit 5 % Glukose. Hier
sollte eine Katabolitrepression durch den hohen Glukosegehalt erzielt werden. Beide
Enzyme zeigten jedoch stark erhohte Aktivitdten. Die APase zeigte sogar noch hohere
Aktivitdten (bis 2000 U) als B-Galaktosidase (bis 1300 MU). Damit kann eine
Katabolitrepression auf phyC und auf die APasen ausgeschlossen werden. Der
Glukoseeinfluss kbnnte auf eine direkte, induzierende Wirkung von CcpA sowohl auf
phyC, als auch phoA und/oder phoB zurlckzuflihren sein, oder auf einen anderen,

reprimierenden Regulator, welcher der Katabolitrepression unterliegt. Da das
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Wachstum in Gegenwart hoher Glukosekonzentrationen sogar etwas schwéacher war,
als in der LPM-Kontrollkultur, kann ein Effekt des Wachstums auf die erhdhten

Aktivitaten ausgeschlossen werden.

Die phyC-Expression nach Stressinduktion

Phosphatmangel induziert nicht nur das Pho-Regulon, sondern auch das oB-
Regulon. Da die phyC-Expression in den vorhergehenden Experimenten durch
Phosphatmangel induziert werden konnte, war es wichtig zu prifen, ob dies mit der
Stressantwort in Verbindung seht. Wahrend der allgemeinen Stressantwort werden
tber 200 Gene angeschaltet (Peterson et al., 2001, Price et al., 2001). Die oB-
vermittelte Stressantwort wird durch Zugabe von Ethanol oder bei hohem Salzgehalt
und niedrigen pH-Werten des Mediums induziert (Boylan et al., 1993, Volker et al.,
1995). Bei diesen Versuchen wurden die OMG61-Kulturen beim Erreichen der
transienten Phase, verschiedenen Stresssituation ausgesetzt: 0,5 M Natriumchlorid
oder 1,5 M Ethanol im Medium oder pH-Wert des Mediums 5,0.

A B

450 1
—X— Kontrolle 450

—&—NaCl 0,5M 400
EtOH 1,5 M
m pH5

<]
o
[S]
o

o

[S]
o

N
o
o

B-Galaktosidase Aktivitat [Miller U]

S NN Wow
o oo a & &
o O ©o o o o
APase Aktivitat [U]

N

a

o

009 O

a
(=}

0 — 0 0,1
4 2 0 2 4 6 4 2 0 2 4 6
Dauer der Stressinduktion [h] Dauer der Stressinduktion [h]

Abbildung 2.5: Stressinduzierte phyC-lacZ-Expression; (A) Aktivitat des Reportergens und (B)
der APase, sowie das Zellwachstum nach Induktion von verschiedenen Stresssituationen. Aus
einer UN-Kultur wurde eine LPM-Kultur angeimpft und 4 Stunden inkubiert. Diese Zeit
entsprach dem Zeitpunkt der transienten Phase (to). Danach wurde diese zu 8 ml Portionen
pelletiert und zu gleichen Volumen in den unterschiedlichen Medien aufgenommen: LPM
(Kontrolle), LPM + NaCl (0,5 M), LPM + Ethanol (1,5 M) und LPM mit pH 5. Die Kontrollkultur
in LPM wurde nicht induziert.

Bis zum Zeitpunkt to zeigten alle drei Kulturen vergleichbare B-Galaktosidase und
APase- Aktivitdten und ahnliches Wachstum. Nach der Umsetzung in die
verschiedenen Medien fiel die optische Dichte (OD) der stressinduzierten Kulturen,
was nicht ungewdhnlich war, da sich die Zellen den neuen Bedingungen erst anpassen

mussten. Da die Zellen in ein frisches Medium umgesetzt wurden, stieg die OD bei den
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Kulturen mit NaCl und Ethanol bald wieder. Die Kultur mit niedrigem pH-Wert wuchs
dagegen nur langsam wieder hoch.

Die B-Galaktosidase sowie die APase-Aktivitaten fielen in allen Stressinduzierten
Kulturen, wahrend sie sich in der Kontrollkultur, wie Ublich verhielten. Das spricht
daflr, dass das phyC-Gen nicht unter der Kontrolle des oB-Regulons steht, sonst waren

die Reporteraktivitdten wahrend der Stressinduktion gestiegen.

2.1.2 Abhangigkeit der phyC-Expression von verschiedenen Regulatoren

Um den Einfluss einiger Regulatoren auf die phyC-Expression zu untersuchen,
wurde das phyC-lacZ-Fusionsprodukt in B. subtilis Regulationsmutanten gebracht:
OM62 = phoP, OM64 = spo0A13, OM67 = ccpA, OM12 = abrB, OM13 = abrBspoOA. In

diesen genetischen Hintergrinden wurden dann die Reporteraktivitdten gemessen.

Einfluss von PhoP auf die phyC-Expression

Das phoP-Gen kodiert flr den Responseregulator PhoP, der bei Phosphatmangel
aktiviert wird und die Expression von Genen induziert, die den Abbau alternativer
Phosphatquellen bewerkstelligen (naheres siehe 1.3.3). Da bereits der Nachweis Uber
die Abhangigkeit der phyC-Expression vom Phosphatangebot erbracht werden konnte,

lag die Vermutung nahe, dass das phyC-Gen durch PhoP direkt reguliert sein kdnnte.
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Abbildung 2.6: Einfuf der phoP-Mutation auf die phyC-Promotoraktivitdt; Eine phoP Mutation
unterdruckt die Expression des Reporters (A), sowie der APase (B) vollstandig. Das Wachstum
(B) wird ebenfalls beeinflusst, die Kultur geht sehr frih in die stationare Phase Uber. OD600 =
gestrichelte Linien, Enzymaktivitaten = durchgehende Linien.

Die APasen PhoB und PhoA gehdren zum Pho-Regulon (Liu und Hulett, 1997 und
Liu et al., 1998), demzufolge war in dem phoP-Hintergrund (OM62) keine APase-

Aktivitat zu erwarten, was sich auch bestatigte (Abbildung 2.6 B). Es konnten auch nur
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sehr geringe B-Galaktosidase Aktivitat nachgewiesen werden (unter 5 MU, Abbildung
2.6 A). Das zeigt, dass die Expression des Phytasegens ebenfalls von PhoP abhangig
ist. Die OM62-Mutanten erreichten friher die stationare Phase. Auch dies kann auf die
fehlende Phosphatmangelantwort zurickgefuhrt werden. Die Zellen konnten keine
gebundenen Phosphate mobilisieren, dadurch wechselten sie in die stationare Phase

Uber, sobald das freie Phosphat aufgebraucht war.

Auswirkungen der ccpA-Mutation auf die phyC-Promotoraktivitat

In den Versuchen mit 5 % Glukose im Medium wurden erhohte
Reporteraktivitaten gemessen. Um festzustellen, ob dieser Effekt in Zusammenhang
mit CcpA steht, wurde die phyC-Expression in einer ccpA negative Mutante untersucht.
Das Genprodukt von ccpA (CcpA) ist ein DNA-bindendes Protein, das die
Katabolitrepression in B. subtilis vermittelt. Zusammen mit Hpr~P(Ser) hemmt es die
Expression von Genen flr den Abbau alternativer C-Quellen, gleichzeitig stimuliert es

auch viele Gene des Glukosestoffwechsels (genaueres siehe 1.3.2).
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Abbildung 2.7: Einfuf8 der ccpA- Mutation auf die phyC-Promotoraktivitat; Eine ccpA-Mutation
hat einen starken negativen Effekt auf die B-Galaktosidase (A) und die APase- Aktivitat (B),
wahrend das Zellwachstum (OD600, gestrichelte Linien) nicht gestort wird. Enzymaktivitaten
sind mit durchgehenden Linien dargestellt.

In dem ccpA-negativen Hintergrund konnten nur niedrige Reporteraktivitaten
gemessen werden (unter 20 %, Abbildung 2.7). Allerdings war auch die APase-
Expression wesentlich beeintrachtigt, erst nach 5 Stunden Wachstum begann die
Aktivitdt zu steigen und erreichte nach 7 Stunden 70 % der APase-Aktivitat des
Wildtyps. Interessanterweise wurde kirzlich eine reprimierende Wirkung von CcpA auf
das phoPR-Operon nachgewiesen. Entsprechend war die Expression von phoPR in

einer ccpA-Mutante im LPM 8 mal hoher im Vergleich zum Wildtyp (Puri-Taneja et al.,
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2006). Damit steht die niedrige B-Galaktosidase- und APase-Aktivitat in der ccpA-
Mutante in keinem Zusammenhang zu PhoP, sonst héatten diese auf Grund der
verstarkten phoPR-Expression eher steigen mussen. Diese Ergebnisse passen
ebenfalls recht gut zu den beobachteten erhéhten Reporter- und APase-Aktiviaten im
LPM + 5% Glukose. Bei hohen Glukosekonzentrationen steigt die HPr~P(Ser)-
Konzentration und das CcpA wird verstarkt aktiviert. Unter diesen Bedingungen war
auch die Reporter- und APase-Expression starker (Abbildung 2.4). In den ccpA-
Mutanten fielen die Aktivitaten endsprechend. Daraus kann man schlussfolgern, dass
CcpA entweder ein direkter oder indirekter Aktivator oder ein Repressor flr einen
weiteren Repressor beider Gene sein kdnnte. Mit Bestimmtheit kann aber eine
Katabolitrepression auf phyC ausgeschlossen werden. Der spate Anstieg der APase-
Aktivitat kann moglicherweise auf eine stimulierte Expression der APasen wahrend der

Sporulationsinduktion zurtck gefuhrt werden (Chesnut et al., 1991).

Vergleich der phyC-Expression in spoOA-, abrB- und abrBspoOA- Mutanten

Die beiden Proteine AbrB und SpoOA sind Antagonisten und kontrollieren den
Ubergang der Zelle in die stationdre Wachstumsphase. Wahrend des exponentiellen
Wachstums ist die Konzentration von AbrB hoch und die von SpoOA niedrig: Das
Verhaltnis kehrt sich wahrend der transienten Phase um. SpoOA (in seiner aktiven,
phosphorylierten Form) ist ein Repressor flr abrB und AbrB ist ein indirekter Repressor
fir spoOA. Damit kommt es zu einer Uberexpression von AbrB in spoOA- Mutanten. Die
Wirkung solcher Mutanten kann durch eine abrB-Mutation teilweise aufgehoben
werden (Strauch, 1993). Die phyC-lacZ-Expression wurde in abrB-, spoOA- und
abrBspoOA- Mutanten getestet um die Wirkung beider Proteine zu analysieren.

Die APase-Aktivitat verhielt sich, wie in der Literatur beschrieben. Das phoPR-
Operon, dessen Produkt PhoP~P die APase-Expression induziert, bendtigt AbrB zur
vollen Expression (Guofu et al., 1996, Sun et al., 1996). In der abrB-Mutante (OM13)
sank die Aktivitat auf 85 % und stieg auf 112 % in der spoOA-Mutante (OM64). In der
Doppelmutante lag die Aktivitat der APase sogar bei 150%.
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Abbildung 2.8: Einfluss der abrB-, spoOA- und abrBspoOA-Mutationen auf die phyC-
Promotoraktivitat; (A) Die Expression von phyC-lacZ war 5 mal héher in der abrB- Mutanten
(grun) als im Wildtyp (schwarz), in der spoOA-Mutante (gelb) wurde die Expression unterdrickt
und in der abrBspoOA-Doppelmutante (blau) erreichte die Promotoraktivitat beinnahe die
Wildtyp-Aktivitaten. (B) Die APase-Aktivitat (durchgehende Linien) sank nur wenig in der abrB-
und stieg in spoOA-Mutanten und Doppelmutanten. Die optische Dichte wurde ebenfalls
gemessen (gestrichelte Linien).

In der abrB-Mutante (OM13), war der phyC-Promotor sehr aktiv, die B-
Galaktosidase Aktivitat war 5 mal hdher (500 %) als im Wildtyp. In der spoOA-Mutante
(OM64) war die Reporteraktivitat 10 mal niedriger (unter 10 %) als im Wildtyp (100 %).
In der spoOA-Mutante, wo das AbrB Uberproduziert wird, wurde phyC gleichzeitig
unterdrickt. In der Doppelmutante abrBspoOA (OM12) erreichte die Reporteraktivitat
wieder 75 % der urspringlichen Wildtypaktivitat. Damit unterliegt phyC einer direkten
oder indirekten negativen Kontrolle durch AbrB. SpoOA scheidet als phyC-Aktivator
aus, denn in der Doppelmutante wirde immer noch der Aktivator fehlen und es
durften keine Aktivitaten auftreten. Fehlt aber nur der Repressor (AbrB) und sein
Repressor (Spo0A), so sollte die Reporteraktivitat wiederhergestellt und messbar sein,

wie es hier der Fall war.

2.2 Organisation des phyC-Gens aus B. amyloliquefaciens FZB45

Das phyC-Gen

Ein Northern-Blot wurde angefertigt, um festzustellen, ob phyC aus Bacillus
amyloliquefaciens FZB45 ein monocistronisches Gen ist, oder in einer Operonstruktur
organisiert ist. Leider war das Ergebniss dieses Experimentes nicht sehr
zufriedenstellend, denn die hybridisierte Bande zeigte eine Groéfle von unter 1000

Basen (Abbildung 2.9 A). Nach langerer Entwicklung, nachdem sich bereits die
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Membran zu farben begann, konnte man allerdings direkt Uber der phyC-Bande ein
grofien helleren Bereich erkennen (in der Abbildung oval markiert), der eine Gréf3e von
ca. 1500 Basen aufwies. Da diese Grofle der 16S rRNA entspracht, lag die Vermutung
nahe, dass die 16s RNA die phyC-Bande nach unter verdrangte. Die rRNA macht einen
enormen Anteil an der gesamt-RNA aus. Um die phyC-Bande sichtbar zu machen
wurden fur den Northern immerhin 60 ug gesamt-RNA eingesetzt, damit befand sich
sehr viel rRNA in den Proben. Dadurch war die 16S rRNA-Bande entsprechend sehr
stark. So lasst sich Uber die Grofe des phyC-Transkriptes nur die Aussage treffen,
dass es kleiner als die 16S rRNA und damit unter 1500 Basen liegt. Eine Analyse der
,open reading frames’ (ORFs) in der Nachbarschaft von phyC aus FZB42 (Koumoutsi et
al., 2004) zeigte keine ORFs direkt hinter phyC (Abbildung 2.9 B). Deshalb kann man
davon ausgehen, dass phyC in B. amyloliquefaciens ein monocistronisches Gen ist, so

wie in anderen verwandten Bacillen.

A B
S0P PR O 00 B0 0
P - m 5000 I Cg? L
4 B 1500 =16sRNA -2 [HRHHHHREE ORI 1
“.. . gm 1000 T—
phyC =3 AU HARAMRERFEER OO ERE—ERAt
= 500 —
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Abbildung 2.9: Northern-Blot-Analyse; (A) Die phyC-RNA Bande (roter Pfeil) lief nicht ihrer
GroRe entsprechend, da sie durch die 16s RNA (gestricheltes Oval) nach unten gedrickt
wurde. (B) Analyse der Sequenz hinter phyC (rot) aus FZB42 zeigten keine ORFs in der
direkten Nachbarschaft.

Ermittlung des Transkriptionsstarts

Um den Transkriptionsstart zu ermitteln und so die -10 Region zu bestimmen,
wurde eine 5’'RACE (rapid analysis of cDNA ends) und eine Primerextension
angewandt. Dazu wurde die gesamt-RNA aus jeweils einer LPM und HPM-Kultur des B.
amyloliquefaciens FZB45 nach 8 Stunden Wachstum isoliert.

Die 5’'RACE wurde wie unter 5.2.9 beschrieben durchgefihrt. Dabei wurde die
RNA erst mit einer Pyrophosphatase (TAP) dephosphoryliert, anschlieffend das Linker-
RNA-Oligonukleotid an das 5-Ende ligiert und eine RT-PCR mit dem Primer OmQ09
durchgefuhrt. Mit der erzeugten c-DNA (223 Nukleotide) wurde eine PCR durchgefuhrt
unter Verwendung eines Vorwartsprimers, der dem Linker-Oligonukleotid (Om15)

entsprach und eines Reversprimers (Om16) der 5’-warts versetzt zum RT-PCR-Primer
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passte. Wie Abbildung 2.10 A zeigt, konnte ein Fragment von 124 Nukleotiden
amplifiziert werden, dass nur in der Probe unter Verwendung der gesamt-RNA aus den
LPM zu finden war. Dieses Fragment wurde dann in pGEMT kloniert und in DH5a
vermehrt. Aus 20 Klonen wurden die Plasmide isoliert und sequenziert. Die
Sequenzdaten ergaben einen Transkriptionsstart (+1), der mit einem G anfangt und

27 Basepaare vom Translationsstart entfernt liegt.
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Abbildung 2.10: Bestimmung des Transkriptionsstarts; A) Das PCR-Ergebnis der PCR der 5’
RACE unter der Verwendung der Primer Om15 und Om16 und der c-DNA aus der RT-PCR
mit OmO9 Primer. 1 = vollstandige 5" RACE mit gesamt RNA aus der LPM-Kultur und 2 =
HPM-Kultur, Kontrollreaktion ohne Pyrophosphatasebehandlung (LPM) = 3 und (HPM) = 4,
Kontrollreaktionen mit CIAP- statt Pyrophosphatasebehandlung (LPM) = 5 und (HPM) = 6,
Kontrollreaktionen mit DNA 7 (Pyrophosphatase) und 8 (CIAP), M = Lambda DNA EcoRI und
Hindlll geschnitten. B) Primerextentionanalyse; Die reverse Transkription wurde mit 10 ug
gesamt RNA aus der LPM-Kultur und 5’[y32 P]-Om16 Primer durchgefuhrt. Die oben
angefuhrten Buchstaben stellen die Nukleotide des codierenden Stranges dar.

—

Die Primerextension wurde mit 10 ug gesamt-RNA und dem Om16 Primer nach
dem Protokoll von Fermentas (MulLV-Reverse Transcriptase) durchgefuhrt. Die
Sequenzierungsreaktion wurde mit dem Thermo Sequenase Cycle Sequencing Kit
durchgefuhrt. Die erhaltene c-DNA entsprach ebenfalls dem 27 Basenpaare vom
Translationsstart entfernten G (Abbildung 2.10 B). Daraus lief sich die -10 Region mit
der Sequenz TACAAT ableiten. Allerdings befand sich keine dem Konsensus
entsprechende -35 Region in der ublichen 17 bp Entfernung, daftr aber eine 21 bp
entfernte Sequenz, die mit der Sequenz TTAACA dem Konsensus (TTGACA) recht nahe
kommt. Ausgehend von dieser vermeintlichen -35 Regjon lag die Sequenz TATTTT 16

bp entfernt, was dem -10 Konsensus auch nahe kommt.

Analyse des Terminators

Um das 3’-Ende des Phytasegens zu analysieren wurde ein 297 bp Fragment mit
den Primern Om13 und Om33 amplifiziert, in pGEMT kloniert und in E. coli DH5a

vermehrt. Der Primer Om13 passte zur kodierenden phyC-Region und wurde an Hand
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der vorhandenen Sequenzdaten entworfen. Der Om33 Primer wurde an Hand der
Genomsequenzierungsdaten von B. amyloliquefaciens FZB42, der eng verwandt mit
dem FZB45 Stamm ist, ermittelt. Er alignte zwischen +1403 und +1435 relativ zum
+1 des phyC-Gens, und damit 260 bp hinter dem Stoppkodon. Nach der
Sequenzierung wurden die Daten mit denen aus verschiedenen Bacillus Spezies, unter
anderen B. amyloliquefaciens FZB42, verglichen und eine Faltungsvorhersage des

Terminators durchgefuhrt (http://www.bioinfo.rpi.edu/applications/mfold/old/rna/).
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Abbildung 2.11: Vorhersage der Terminatorstruktur des phyC-Gens von B. amyloliquefaciens
FZB45 (A) und B. subtilis 168 (B); erstellt unter
http://www.bioinfo.rpi.edu/applications/mfold/old/rna/.

Im Rahmen einer digitalen Analyse an 463 verschiedenen experimentell als
terminierend bekannten Sequenzen und 567 nicht terminierenden Sequenzen aus
Bacillus subtilis 168, haben de Hoon und Mitarbeiter (de Hoon et al., 2005) den phyC-
Terminator als Rho-unabhangig eingeordnet. Ein Vergleich mit anderen Sequenz- und
Literaturdaten lasst darauf schliefen, dass der phyC-Terminator aus B.
amyloliquefaciens FZB45 ebenfalls Rho-unabhangig ist. Ein Alignment mit eng
Verwandten Bacillus Spezies (Anhang) zeigte deutlich, dass die Sequenz des
Terminators von FZB45 eine ausgepragte palindromische Struktur aufweist, die
starker innerhalb der Bacillus Spezies konserviert ist, als die von B. subtilis 168
(Anhang, 7.2.1). Die Vorhersage der RNA-Faltung ergab eine sehr symmetrische
Terminationsschleife fur die B. amyloliquefaciens FZB45 und eine rechts gekrimmte
Hairpin-Struktur fUr die B. subtilis 168 phyC-RNA (Abbildung 2.11). Die freie Enthalpie
wurde fUr B. subtilis 168 mit dG= -15,7 kcal/mol und fur B. amyloliquefaciens FZB45
mit dG= -12,4 kcal/mol ermittelt. Damit ist die Terminationsstruktur von B.

amyloliquefaciens FZB45 auch stabiler als die von B. subtilis 168.
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2.3 In vivo Untersuchungen der Bindung von PhoP, RNA-Polymerase und
AbrB an den phyC-Promotor

In den vorhergehender Experimenten konnte gezeigt werden, dass die phyC-
Expression von PhoP abhangig ist. Weitere Untersuchungen ergaben, dass ein
negativer Regulator, AbrB auch an der Regulation von phyC beteiligt sein kdnnte. Aus
diesen Versuchen ging aber nicht hervor, wo diese Regulatoren an die DNA binden, um
ihre Wirkung zu entfalten. Deshalb wurden weitere Expressionsversuche in B. subtilis
mit veranderten phyC-Promotoren vorgenommen. Dabei wurden verkUrzte, sowie

mutagenisierte Promotorsequenzen, die mit lacZ fusioniert wurden, eingesetzt.

2.3.1 Effekt von Promotorverkirzungen auf die Reporteraktivitat

Um die Stellen, an die Regulatoren binden kdonnten, im phyC-Promotor
einzugrenzen, wurden folgende Mutanten hergestellt: a) Wildtyp-Hintergrund Mutanten
OM145 (phyC -9 bis +208), OM245 (phyC -44 bis +208), OM345 (phyC -77 bis
+208), OM445 (phyC -105 bis +208), OM545 (phyC -147 bis +208) und OM71 (phyC
-287 bis +29); b) spoOA-Hintergrund Mutanten OM64-3 (phyC -77 bis +208),
OM64-4 (phyC -105 bis +208), OM64-5 (phyC -147 bis +208) und OM64-7 (phyC -
287 bis +29) (siehe auch Abbildung 2.12).

35 <10 +1
PhoPiPhoP—iPh 4
phy' - lacZ
Plasmid wt | spo0A
-287 I -208 pOM6 |[OM61  OM6b4

-147 I +208 pCUT5 | OM545 OM64-5

-105 I 208 PCUT4 OM445 OM64-4
-77 I 208 pCUT3 OM345 OM64-3
-4/ I 208 pCUT2 |OM245 OM64-2

-0 I 208 pCUT1 |OM145 Oméb4-1
287 | m— +-29 POM7| OM71 | OMé4-7

Abbildung 2.12: Darstellung der verkiirzten Promotorbereiche, die mit lacZ (blauer Pfeil)
fusioniert wurden; Der unverklrzte phyC-Promotor OM61 ist ebenfalls dargestellt; Oben
sind die Promotorstrukturen (-10 und -35 unterstichen) und die vermeintlichen PhoP-
Boxen (gelb) sowie die 75 Basenpaare der kodierenden Region (rot) gekennzeichnet. Die
Bezeichnungen der Plasmide und der damit hergestellten Mutanten im Wildtyp- und spoOA-
Hintergrund sind in der Tabelle rechts zusammengefasst. Die Positionen der Fragmente in
phyC-Promotor sind links und rechts angegeben.
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Expression im Wildtyp-Hintergrund

In der ,upstream’ Region von phyC wurde eine -10 Region zwischen -7 und -12
und eine -35 Region zwischen -34 und -39 vermutet. Diese -10 Region wird
Uberlagert von einer moglichen PhoP-Bindungsstelle, die sich zwischen -8 und -13
befindet. Zwei mdgliche PhoP-Boxen befinden sich bei -42 bis -47 und -34 bis -39
(diese deckt genau die -35 Region). Die Mutante OM145 beinhaltete keine dieser
Strukturen, OM245 besafd beide Promotorsequenzen (-10 und -35) und nur die ersten
zwei PhoP-Boxen. OM345 enthielt beide Promotorstrukturen und alle PhoP-Boxen, die
OM445 und OM545 waren um jeweils ca. 30 bp langer.

Die Mutanten OM145 und OM245, zeigten keine Reporteraktivitaten, auch wenn
OM245 sowohl die -10, als auch die -35 Region enthielt (Abbildung 2.13 A). Das
bedeutet, dass die Promotorstrukturen allein nicht ausreichend fir die Expression von
phyC waren. Die Mutante OM345 zeigte fast drei mal so hohe Aktivitaten (269 %), wie
der unverkurzte Pomotor (OM61). Da erst ab dieser VerklUrzung Aktivitdt messbar war,
stellte der Bereich bis -77 den kurzesten funktionsfahigen Promotor dar. Die
Aktivitdten des Reporters nahmen mit langeren Promotorbereichen schrittweise ab,
mit 190 % bei OM454 und 146 % bei OM545. Dies konnte darauf hinweisen, dass
weitere Faktoren an der Regulation des Phytasegens beteiligt sind, deren
Bindungsstellen oberhalb von -77 liegen. Die Wirkung dieser muss demnach

reprimierender Natur sein.
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Abbildung 2.13: Expression des Reporters unter der Kontrolle von verkirzten phyC-
Promotorfragmenten im Vergleich zu dem ungekirzten Promotor (OM61); B-Galaktosidase
Aktivitdt und Wachstum (OD600) in den Mutanten mit (A) 5~ Verkurzungen und (B) 3-
Verklrzung. Aktivitdten sind mit durchgehenden Linien und geschlossenen Symbolen und
Wachstum mit gestrichelten Linien und offenen Symbolen dargestellt.

Eine 3’-Verkurzung des phyC-Promotors wurde ebenfalls in der OM71 Mutante

vorgenommen und untersucht. Bis zur sechsten Stunde Wachstum unterschied sich
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die Reporteraktivitdt kaum von der OM61 (unverkurzter Promotor) (Abbildung 2.13 B).
Nach 6 Stunden zeigte OM61 die maximale Aktivitat, die dann bei langerer Inkubation
(7 und 8 Stunden) fiel, wogegen die Aktivitat bei OM71 weiter stieg. Dies kdonnte auf
die Interaktion eines Regulators unterhalb von +29 hindeuten, der die Expression der
Phytase in der stationdren Phase negativ reguliert.

Wahrend des Wachstums dieser verschiedenen Mutanten im HPM wurden, so
wie auch bei OM61, nur sehr niedrige -Galaktosidase Aktivitaten gemessen (unter 10
%). Damit wurde bei keiner Verklrzung eine Entkoppelung des phyC-Promotors von der

Phosphatmangelantwort erreicht.

Expression im spoOA- Hintergrund

Da bereits in den vorhergehenden Tests ein Zusammenhang mit AbrB hergestellt
werden konnte, wurde die Aktivitat der verkirzten phyC-Promotoren in dem spoOA-
Hintergrund getestet, wo AbrB Uberexprimiert wird. Da die klrzesten Promotoren keine
Aktivitaten im Wildtyp-Hintergrund (OM145 und OM245) zeigten, wurden diese hier
nicht mitgefuhrt.
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Abbildung 2.14: Aktivitat der verkirzten phyC-Promotorfragmenten in der spoOA-Mutanten
(gelb) im Vergleich zu der Expression im Wildtypmutanten (blau) und dem ungekurzten
Promotor in wt und spoOA- Hintergrund. An der X-Achse wurden die Plasmide aufgefiihrt,
mit denen die Mutanten transformiert wurden. Die Mutantenbezeichnungen sind in den
Saulen dargestellt.
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Die verschiedenen Promotorfragmente zeigten ein anderes Verhalten in der
spoOA-Mutante als im Wildtyp. Wie in der Abbildung 2.14 zu erkennen ist, zeigte die
OM64-Mutante (transformiert mit pOM6) weniger als 10 % der Aktivitat im Vergleich
zum gleichen Fragment im Wildtyp (OM61). Das spricht fir die Wirkung des AbrB-

Repressors. Wurde der Promotor 5’-warts um 140 Basenpaare verkirzt (-147 bis 208,
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transformiert mit pOMb5), stieg die Aktivitat in der OM64-5- Mutante sowie der
vergleichbaren Wildtypmutante OM445 auf ca. 150 %. Daraus lasst sich
schlussfolgern, dass eine Bindungsstelle fur einen Repressor oberhalb von -147
liegen muss. Wurde der Promotor weiter 5’-warts verklrzt (pCUT4->0M64-4 und
pCUT3=>0M64-3), anderte sich die Reporteraktivitdit nicht, wahrend sie im
Wildtyphintergrund stieg. Das AbrB, welches im spoOA-Hintergrund uberexprimiert
wurde, hat nach Entfernen der Sequenz oberhalb von -147 die Promotoraktivitat auf
einem konstanten Level von 150 % gehalten. Der 3’-verkurzte Promotor (-87 bis +29)
in der OM64-7-Mutante (transformiert mit pPOM7) exprimierte fast 6 mal starker als in
OM71. Bei dieser Verkurzung koénnte eine AbrB-Bindungsstelle unterhalb von +29
entfernt worden sein. Diese wlrde auch erklaren, warum die phyC-Expression nach der
5’-Verkurzung nicht wie im Wildtyp stieg, sondern konstant blieb. Andererseits ist die
Aktivitat nicht vollstandig ausgefallen beim Entfernen der ,upstream’-liegenden
moglichen AbrB-Bindungsstelle. AbrB ist ein Aktivator des Pho-Regulons. Durch die
verstarkte phoPR-Expression in der AbrB-konstitutiven spoOA-Mutante liefle sich die

verstarkte phyC-Expression in OM64-7 (im Vergleich zu OM71) erklaren.

2.3.2 Auswirkung von Basensubstitutionen auf die Reporteraktivitat

Da aus den vorhergehenden Experimenten mit verklrzten Promotorbereichen
der Bereich bis -77 als Target fir PhoP eingegrenzt werden konnte, wurden innerhalb
dieser phyC-Sequenz einzelne oder mehrere Basen mittels der ,site directed’
Mutagenese ausgetauscht. Die generierten Mutanten wurden entsprechend der
Mutationsposition bezeichnet: MUT49 - Basensubstitution an Position -49 etc.
Durch dieses Mutantensceening sollten die Stellen bzw. einzelne Basen ausfindig

gemacht werden, die an der PhoP und / oder der RNAP-Bindung beteiligt sind.

Die -10 Region

In der ,upstream’ Sequenz von phyC befinden sich zwei Sequenzmotive die der -
10 Region ahneln: 1. TATTTT von -17 bis -12, 2. TACAAT von -12 bis -7. Um zu
klaren, welcher dieser Motive die -10 Funktion inne hat, wurden die
Basensubstitutionen an den Positionen -17 (T:C), -11 (A:G) und -7 (T:Q)
vorgenommen. Die Austausche an -11 und -7 fUhrten zu einem totalen Ausfall der

Promotoraktivitdt, wogegen die Transition an -17 immer noch 83 % der
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Reporteraktivitat zeigte. Damit konnte die Sequenz TATTTT als -10 Region
ausgeschlossen und die Sequenz TACAAT als die -10 Region ermittelt werden.

Da die Aktivitat in MUT17 um immerhin fast 20 % gesunken war, stellte sich hier
die Frage, ob dieser Bereich trotzdem eine fur die Expression wichtige Struktur enthalt.
In der Literatur wurde bereits 1995 fur Gram-positive Bakterien eine -16 Region
beschrieben, die das Motiv TRTG(n) ausweist (Voskuil et al., 1995, Voskuil und
Chambliss, 1998). Im phyC-Promotor befinden sich zwei solcher Motive,
21TGTA TGTA16, allerdings nicht exakt bei -16. Das -16 Motiv, auch ,extended’-10
Region genannt, stabilisiert den offenen Initiationskomplex. Mutationen an -15 (G:C)
im amy-Gen von B. subtilis fuhrten zur einer fast vollstandigen Inaktivierung der
Transkription, Basensubstitutionen in den anderen Basen senkten die
Transkriptionsrate signifikant (Voskuil und Chambliss, 1998). Die hier durchgefihrte
Basensubstitution T:C (-17) hat mdglicherweise ein solches -16 Motiv getroffen, was

die niedrigere Reporteraktivitat erklaren kdnnte.

Die PhoP-Box an der -10 Region

Die -10 Region Uberschneidet sich um eine Base mit einer maglichen PhoP-
Bindungsstelle TTACAA von -13 bis -8. Damit hatte die Substitution an -11 nicht nur
die -10 Region, sondern auch eine PhoP-Bindungsstelle getroffen und machte die
Aussage uber die Funktion dieser Base nicht moéglich. Deshalb wurde eine
Transversion an -13 (T:G) vorgenommen um das PhoP-Motiv zu entfernen. Diese Base
gehort nicht zur -10 Region, sondern nur zum PhoP-Motiv. Dieser Austausch fuhrte zu
einer fast 7 mal héheren Reporteraktivitat, die sogar in Anwesenheit von Phosphat mit
150 % messbar war. Dies war der Beweis, dass das PhoP-Motiv an der —-10- Region
die phyC-Expression stort. Die Substitution an -11 wirkte sich nur auf die -10
Funktion aus. Da PhoP-Erkennungssequenzen Ublicherweise in zwei Tandem-Motiven
(also 4 Bindungsstellen) vorkommen (Liu and Hulett, 1997, Liu et al., 1998a), wurde
eine Sequenz, die dem HKonsensus (TT(T/A/C)ACA) mit den ersten vier Basen
entspricht (TTCCTG) und sich zwischen -27 und -22, an der Position -27 (T:A)
substituiert. Auch diese Transversion erhdhte die Reporteraktivitat auf ca. 170 %,
allerdings nur unter Phosphatmangel. Damit konnte ausgeschlossen werden, dass
dieses Motiv eine PhoP-Box darstellt, welche die Expression stimuliert. Falls hier eine

PhoP-Interaktion stattfindet, hat diese eher einen negativen Einfluss.
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Die -35 Region und das PhoP-Tandemmotiv

Drei Basensubstitutionen wurden in den zwei méglichen PhoP-Bindungsstellen
zwischen -34 und -50 durchgefuhrt. Die Transversion T:A an -49 hatte eine
Verringerung der Reporteraktivitat auf 65 % und die Transition A:G an -47 auf 17 %,
zur Folge. Diese PhoP-Bindungsstelle ist demnach wichtig fur die phyC-Expression,
wobei das A an Position -47 eine starker konservierte Base zu sein scheint als das T
an -49. Die Sequenz von -34 bis -39 kdénnte neben der PhoP-Bindungsstelle,
ebenfalls eine mogliche -35 Position sein, hier weicht lediglich das A (-37) vom
Konsensus TTGACA der RNA-Polymerase ab. Der Austausch von A nach G an der
Position -37 stellte den -35 Konsensus wieder her, zerstorte aber die PhoP-Box und

fuhrte zum Verlust der Reporteraktivitat.
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Abbildung 2.15: Expression des Reporters unter der Kontrolle der mutagenisierten phyC-
Promotoren; Die Bezeichnungen der Mutanten beinhalten die Positionen der Mutationen,
die Basensubstitutionen sind unten aufgefuhrt. Die Kulturen wurden in LPM (blau) und
HPM (gelb) inkubiert.

Um auszuschliefen, dass die PhoP-Box zwischen -44 und -50 die RNAP-
Bindung an die -35-Konsensusregion (MUT37) stort, wurde eine weitere Mutation an
der Position -47 vorgenommen. Durch die Transitionen an -47 (A:G) und -37 (A:G)
sollte eine konservierte -35 Region erzeugt und gleichzeitig die PhoP-Motive aufgeldst
werden. Diese Mutante (MUT3747) zeigte allerdings keine Reporteraktivitaten mehr.
Auch die zweite Doppelmutante MUT1337 sollte durch die Transition A:G (-37) den -
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35 Konsensus beinhalten und die -10 Region, durch die Transversion T:A (-13), von
der stérenden PhoP-Bindungsstelle befreien. So sollte Uberprift werden, ob der Ausfall
der Aktivitat in MUT3747 nur durch die PhoP-Box an der -10 Regjon verursacht wurde.
Auch diese Mutante besafl keine Reporteraktivitdt. Ein konstitutiver, PhoP-
unabhangiger phyC-Promotor konnte durch die Doppelmutationen nicht hergestellt
werden. Damit konnte bestatigt werden, dass die Funktion der -35 Region als PhoP-

Bindungsmotiv fur die phyC-Expression unerlasslich ist.

2.3.3 Reporteraktivitat in Deletionsmutanten

Durch die Substitutionsmutagenese konnte die Position der -10 Region und der
PhoP-Boxen identifiziert werden. Auch die Funktionen der PhoP-Bindungsstellen
konnte gut zugeordnet werden, aber die Rolle der vergroflerten Entfernung zwischen
der -10 und -35 Position wurde damit noch nicht geklart. Zu diesem Zweck wurde in
den Promotor eine 4 Basendeletion zwischen -27 und -24 (Mutante DEL1) sowie
auch Basensubstitutionen eingefuhrt: DEL13 hat eine zusatzliche Mutation T:G (-13);
DEL37 A:G (-37), DEL1337 T:G (-13) und A:G (-37), DEL3747 A:G (-37) und A:G (47).
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Abbildung 2.16: Expression des Reporters unter der Kontrolle der deletierten und
mutagenisierten phyC-Promotoren; Alle DEL-Mutanten besaf3en eine Deletion zwischen -27
und -24; DEL1 wurde nicht Substituiert, DEL13 hat eine Mutation T:G (-13); DEL37 A:G (-
37), DEL1337 T:G (-13) und A:G (-37), DEL3747 A:G (-37) und A:G (47), OM61 beinhaltet
den unveranderten phyC-Promotor. Die Kulturen wurden in LPM (blau) und HPM (gelb)
inkubiert.

Wie der Abbildung 2.16 zu entnehmen ist, zeigte die DEL1-Mutante, die nur eine
4 bp-Deletion (-27 bis -24) trug, sowohl in LPM, als auch in HPM nur sehr geringe
Reporteraktivitaten. Damit war allein die Verklrzung des Fensters zwischen -10 und -
35 nicht ausreichend, um die phyC-Expression zu aktivieren. Die Mutante die neben

der Deletion auch noch eine Basensubstitution A:G an der Position -37 trug, und
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damit den perfekten Konsensus fur die RNA-Polymerase besafd (DEL37), zeigte 50 %
der Promotoraktivitat im LPM und 20 % im HPM. Damit schien diese zusatzliche
Basensubstitution die Expression zu verstarken und umgekehrt. Denn vergleicht man
die DEL37- mit der MUT37-Mutante, die nur die Transition A:G (-37), aber keine
Deletion besaf® und unter keinen Bedingungen Reporteraktivitat zeigte (vergleiche
Abbildung 2.15) verbesserte die Deletion den Promotor ebenfalls. Allerdings scheint
auch bei dem verkiurzten und damit optimalen Fenster von 17 Basenpaaren, PhoP
eine aktivierende Rolle zu spielen. Denn obwohl nur noch eine PhoP-Box bei -45 bis -
50 vorhanden war, waren die Aktivitaten in LPM hoher als im HPM. Dafur spricht auch
die Tatsache, dass nach der Mutagenese beider ,upstream’-liegender PhoP-Boxen
(DEL3747) keine Promotoraktivitat mehr messbar war, trotz des verkurzten Fensters.

Die Doppelmutation (-13 T:G und -37 T:A) und gleichzeitige Verkirzung des
Fensters bei DEL1337 flhrte zu einer phyC-Expression mit 20 % Aktivitat im LPM und
15 % im HPM. Im Vergleich zur Mutante MUT1337 (vergleiche Abbildung 2.15), die
keine Deletion besafd und keine Aktivitat in beiden Medien zeigte, erhohte die Deletion
hier die Promotoraktivitat. Vergleicht man aber DEL37 mit DEL1337, so wirkte sich die
Transversion A:T an -13 bei gleichzeitiger Transition A:G an -37 eher negativ auf die
phyC-Expression in den Deletionsmutanten aus. Es ware denkbar, dass in dem starker
konservierten Promotor die veranderte -13 Base (G) ungunstig fur die RNAP-Bindung
war. Es scheint, dass die PhoP-Box an der —10 Region nicht mehr entscheidend fir die
phyC-Expression gewesen ist, wenn die -35 Region dem Konsensus entsprach.

Mutante DEL13, die neben der Deletion auch eine Transversion A:T an der -13
Position besaf}, exprimierte 4,2 mal starker im LPM und 4,8 mal starker im HPM, als
der unveranderte Promotor. Das kOnnte darauf hinweisen, dass die intakten PhoP-
Boxen (zwischen -50 bis -34) bei hoher PhoP~P-Konzentration (LPM), die phyC-
Expression sogar etwas storen im Vergleich zur niedrigen PhoP~P-Konzentration (im
HPM).

Durch das Entfernen der PhoP-Box bei -10 und gleichzeitiger Verklrzung des
Fensters auf 17 bp (DEL13) wurde ein konstitutiver phyC-Promotor erzeugt. Bei
weiterer Transition A:G bei -37 war die Expression zwar weiterhin konstitutiv in LPM
aber wesentlich héher als im HPM. PhoP~P schien im LPM, wo dessen Konzentration
hoch ist, die Promotoraktivitat trotz der fehlenden PhoP-Box an -35, zwar nur wenig,
aber doch messbar zu férdern: Unterschied der Aktivitdten in HPM zum LPM bei
DEL1337 von 5 % und bei DEL37 von 30 %. Da DEL13, trotz der PhoP-Box an -35, die

hochsten Aktivitdt zeigte, wirde dies die Annahme stutzen, dass die PhoP-
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Bindungsstelle wesentlich wichtiger fur die phyC-Transkription zu sein schien, als eine
konservierte -35 Region. Moglicherweise stutzte sich hier die PhoP-vermittelte phyC-
Expression nur auf die erste PhoP-Box (-45 bis -50), da alle DEL-Mutanten mit
Substitutionen an -37 Aktivitat aufwiesen, ausgenommen DEL3747, wo die erste

PhoP-Box ebenfalls mutagenisiert wurde.

2.4 In vitro Untersuchungen der Bindung von PhoP, RNA-Polymerase und

AbrB an den phyC-Promotor

Fur die in vitro Untersuchungen der Wechselwirkungen zwischen der phyC-
Promotor DNA und Proteinen, wurden zuerst die Proteine PhoP und PhoR231 gereinigt
(Abbildung 7.4 A und B). Hierbei war die Funktionalitdt von PhoP und PhoR231
besonders wichtig, deshalb wurden sie in einem radioaktiven Phosphorylierungsassay
Uberpriift. Die Ubertragung der Phosphatgruppe von PhoR231~P auf PhoP konnte
erfolgreich nachgewiesen werden (Anhang, Abbildung 7.4). Wie der Abbildung 7.4 C zu
entnehmen ist, wurde bereits nach 90 Sekunden das PhoR231 autophosphoryliert.
Bei der Transphosphorylierung war die Phosphatgruppe bereits nach 30 Sekunden
fast vollstandig vom PhoR231 auf PhoP Ubertragen worden. Auch die RNA-Polymerase
assoziiert mit o* wurde gereinigt und in einer SDS-PAGE Uberpriuft Abbildung 7.5),
sowie das AbrB (Daten nicht gezeigt).

2.4.1 Bindung der Proteine an phyC in Gelretardations-Assays

Fur die Gelretardationsanalyse (auch EMSA genannt) wurde das radioaktiv
markierte 511 bp lange phyC-Promotorfragment, korrespondierend zum ungekurzten
phyC-Promotor bei den in vivo Analysen, verwendet. Dieses wurde im Bindungspuffer
mit unterschiedlichen Konzentrationen von PhoP, PhoR231 und RNAP mit 5 mM ATP,
bzw. mit AbrB ohne ATP inkubiert. (genaueres in 5.2.12).

Bindung von PhoP und PhoP~P an den Promotor

Die mit PhoP inkubierten phyC-Promotor-Fragmente zeigten bis zu einer
Konzentration von 1,6 yM PhoP kein verzogertes Laufverhalten (Abbildung 2.17 A).
Damit hatte unphosphoryliertes PhoP nicht an die DNA gebunden. Fur PhoP-induzierte

Promotoren, wurde die Bindung sowohl von PhoP~P, als auch PhoP beschrieben,
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allerdings mit unterschiedlichen Affinitaten, wobei PhoP~P wesentlich starker an die
Promotoren bindet (Liu und Hulett, 1997). Mdglicherweise war die hier verwendete
Konzentration von 1,6 uyM zu niedrig, um die DNA zu binden. Die mit phosphoryliertem
PhoP~P inkubierten DNA-Fragmente zeigten eine konzentrationsabhangige
Laufverzdogerung. Dabei ,shifteten’ die DNA-Proben um so starker, je mehr PhoP~P
darin enthalten war. Das kénnte ein Indiz fur mehrere Bindungsstellen fur PhoP~P
sein, die konzentrationsabhangig gesattigt werden. Bei sehr hohen PhoP~P-
Konzentrationen (1,6 uM) ist aber eine unspezifische Bindung nicht auszuschlieflen.
Somit kann man sagen, dass phosphoryliertes PhoP (PhoP~P) an den phyC-

Promotor bindet.

Bindung der RNA-Polymerase an den Promotor

Die RNA-Polymerase allein war nicht im Stande, das Laufverhalten der DNA zu
verandern. In der Abbildung 2.17 B sind links die Proben, welche nur mit RNAP
inkubiert wurden, zu sehen. Bis zu einer Konzentration von 0,04 uM war keine
Bindung der RNAP an den phyC-Promotor sichtbar. In weiteren Versuchen wurden bis
zu 0,78 yM RNAP mit dem phyC-Promotor inkubiert, erst hier kam es zu einem
schwachen ,Shift’ (nicht dargestellt). Ein ,Supershift’ wurde beobachtet nach der
Inkubation des phyC-Promotors in Anwesenheit von 0,2 yM PhoP~P und 0,02 uM
RNAP (Abbildung 2.17 B, rechts). Links daneben beladen, sieht man den Promotor mit
der gleichen PhoP~P-Menge ohne RNAP, diese DNA-Bande wurde wesentlich weniger
,geshiftet’. Es reichten schon geringe Konzentrationen von PhoP~P aus, um die RNAP
an die DNA zu binden. Wurden den Reaktionen, bei konstanter RNAP-Menge von 0,02
MM, steigende PhoP~P-Konzentrationen zugesetzt, wurde der Shift erst schwacher (bei
0,4 uM PhoP~P), dann wieder starker (0,8 yM PhoP~P). Wurde die PhoP~P-Menge auf
0,8 uM erhéht, so gleichen sich die beiden Banden, aus den Proben mit und ohne
RNAP, fast in ihrer Retardation. Das konnte auf eine Verdrangungsreaktion der RNAP
durch hohere PhoP-Konzentrationen hindeuten, denn binden beide Proteine, wird die
geshiftete Masse durch die RNAP (340 kDa) sehr grof3. Wird die RNAP verdrangt und
PhoP~P (29 kDa) bindet verstarkt an die DNA, so ist die geshiftete Masse geringer und
der Shift schwécher.

Das bedeutet, dass phosphoryliertes PhoP~P die Bindung der RNAP an den

phyC-Promotor fordert und bei hohen Konzentrationen stort.
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A B
PhoP - 0204 0816 - 02040816 PhoP - - - - 08080404 0202
PhoR- - - - - 0101010101 PhoR - - - - 01010101 0101
RNAP - 0.010.02004 - 002 - 002 - 0.02

Abbildung 2.17: Gelretardations-Assay mit PhoP und RNAP; (A) Der 32P-markierte phyC-
Promotor wurde mit PhoP und PhoP~P (PhoP + PhoR231) inkubiert. (B) Der phyC-Promotor
wurde mit PhoP~P (PhoP + PhoR231) und RNA-Polymerase (RNAP) inkubiert. Die
Proteinkonzentrationen sind oben aufgefuhrt [uM]. Die schwarzen Pfeile zeigen durch
PhoP~P verursachte Shifts, die grauen Pfeile die durch RNAP verursachten Shifts. Die
Proben wurden in einer nativen Acrylamid-Gelelektrophorese getrennt. Als Kontrolle wurde
eine Reaktion mit PhoR allein angesetzt, diese zeigte keine Retardation.

Bindung von AbrB den phyC-Promotor

AbrB war im Stande den phyC-Promotor konzentrationsabhangig zu ,shiften’. Bei
Konzentrationen von 1 uM und 1,4 uM konnten nur sehr schwache Laufverzégerungen
verzeichnet werden. Wurde die AbrB-Menge auf 1,7 uM erhoht, konnte man deutlich
eine Retardation erkennen, die wesentlich sichtbarer bei hoheren AbrB-
Konzentrationen war. Ab 2,4 yM AbrB wurde die gesamte phyC-DNA ,geshiftet’. Bei
diesem Protein schmierte die ,geshiftete’ Bande, was aber nicht ungewohnlich fur
AbrB ist. Dies ist die Folge der Bildung von grofleren Aggregaten durch AbrB, was
bereits friher in Gelretardationsanalysen beschrieben wurde (Strauch et al., 1989 a
und b).

AbrB: 0 03 07 10 14 1,7 2 24 27

Abbildung 2.18: Gelretardations-Assay mit AbrB; Der 32P-markierte phyC-Promotor wurde
mit unterschiedlichen AbrB-Mengen inkubiert. Die Konzentrationen in pM sind oben
aufgeflhrt.

Damit bindet auch AbrB an den phyC-Promotor, allerdings erst bei hohen
Konzentrationen. Wobei dies relativiert werden muss, da nicht bekannt ist ob AbrB hier
in einer multimeren Form, z. B. als Tetramer bindet. Damit ware die Konzentration an

wirkendem Protein vier mal niedriger und lege somit bei ca. 0,6 yM.
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2.4.2 In vitro Transkription von phyC

Die in vitro Transkription (5.2.14) des 511 bp Wildtyp-Fragmentes wurde mit
unterschiedlichen RNAP- und PhoP~P- Konzentrationen durchgefihrt. Dabei wurden
die Transkriptionsreaktionen mit steigenden RNAP-Konzentrationen (30 nM - 120 nM)
mit und ohne PhoP~P (60 nM), sowie mit konstanter RNAP-Menge (60 nM) und
steigender PhoP~P-Konzentration (30 nM - 300 nM) angesetzt. Die Transkription des
MUT13-Fragmentes wurde nur mit steigenden RNAP-Konzentrationen, sowie mit
steigenden PhoP~P-Konzentrationen bei konstanter RNAP-Konzentration durchgefihrt.

Das erwartete Transkript hatte eine Grof3e von 221 bp.

Aktivierung der Transkription durch PhoP

Wie der Abbildung 2.19 zu entnehmen ist, war keine Transkription unter
Verwendung der RNA-Polymerase allein (aus B. subtilis 168) nachweisbar, sowohl bei
der OM61 Mutante (Promotor unverandert) als auch bei der MUT13 Mutante
(Basensubstitution an -13 T:G). Bei konstanten PhoP~P-Konzentration von 60 nM
stieg die Transkriptmenge proportional mit der eingesetzten RNAP-Konzentration.
Unerwartet war die Tatsache, dass fur die Transkription des mutagenisierten
Promotors aus MUT13, der eine 6,6 mal hdhere Expression des Reporters in LPM und
1,5 mal hdhere Expression in HPM zeigte, die RNAP allein nicht genugte. Auch dieser

Promotor bendtigte PhoP~P.

Transkriptionsrate bei hohen PhoP~P-Konzentrationen

Die Transkription des wt-Promotors bei konstanter RNAP-Menge (60 nM) und
steigender PhoP~P-Konzentration zeigte ein interessantes Verhalten (Abbildung 2.19
A). Bei einem Verhaltnis von 60 nM RNAP und 30 nM PhoP~P war nur ein schwaches
Transkript zu erkennen. Wurde die PhoP~P-Konzentration weiter erhoht bei konstanter
RNAP-Menge (60 nM), so stieg auch anfanglich die Transkriptmenge und erreichte bei
120 nM PhoP~P die starkste Transkriptbande. Bei weiterer Erhohung der PhoP~P-
Konzentration wurde die Bandenstarke schwacher und blieb konstant bis zur 300 nM
PhoP~P. Dies zeigte, dass die Transkription bei hoher PhoP~P-Konzentration gehemmt
wurde. Die Transkription des MUT13-Promotors zeigte bei den geringsten
Konzentrationen von RNAP (60 nM) und PhoP~P (30 nM) ein ahnlich schwaches

Transkript wie der wt-Promotor. Mit steigender PhoP~P-Konzentration, allerdings nahm
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die Bandenstarke bei hohen PhoP~P-Konzentration (bis 300 nM) nicht ab, sondern
nahm sogar etwas zu. Dies spricht dafur, dass die hemmende Wirkung der PhoP-Box
an der -10 Region aufgehoben wurde. Interessanterweise taucht bei der Mutante eine
zweite  Transkriptbande unterhalb der Ublichen Bande auf. Durch die
Basensubstitution an -13 wurde moglicherweise die Promotorstruktur so verandert,
dass nun ein alternativer Transkriptionsstart entstanden ist. Dieser musste wenige

Basenpaare unterhalb von +1 (G) liegen.

A B

PhoP-P - - - - 60 60 60 60 30 60 120 180 240 300 - - - - 30 60 120180300
RNAP 30 60 90 120 30 60 90 120 60 60 60 60 60 60 M 30 60 90 120 60 60 60 60 60

- e - o e D -

bp
& 200

Abbildung 2.19: In vitro Transkriptions-Assay; (A) Als Template wurde die DNA aus der
OM®61 oder (B) aus der MUT13 (-13 T:G) Mutante verwendet. Das Assay wurde mit 10 nM
phyC-DNA (511 bp) und unterschiedlichen PhoP~P und RNA-Polymerase-Konzentrationen
durchgefuhrt. Als GroRenmarker (M) wurde der ,Low range’-RNA-Marker (mit [y32]P gelabelt)
verwendet. Proteinkonzentrationen (Uber den Gelen) sind in nM angegeben.

Hemmung der Transkription durch AbrB
Die Transkription wurde mit dem 511 bp Wildtyp-Fragment durchgefuhrt. In allen
Reaktionen wurden konstante RNAP- (60 nM) und PhoP~P-Konzentrationen (60 nM)
eingesetzt, die AbrB Konzentration variierte. Die DNA wurde in 11 pl Volumen (~2 x
Transkriptionspuffer inkl. ~0,2 mg/ml poly-dldC) mit AbrB far 10 min bei RT
vorinkubiert, dann wurden die Ubrigen Proteine zugesetzt (Endvolumen 20 pl). Der

weitere Verlauf kann 5.2.14 entnommen werden.

AbrB - 0,851,7 26 3.4
- .

Abbildung 2.20: In vitro Transkription unter Einfluss von AbrB; Die AbrB-Konzentrationen
sind in yM angegeben, die Reaktionen wurden mit 60 nM PhoP~P und 60 nM RNAP
durchgefihrt.

AbrB reprimierte die Transkription des phyC-Promotors. Allerdings war der

hemmende Effekt bei 1,7 uM und 2,6 yM AbrB auf die Transkription vergleichbar und
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die Transkriptmengen gleich stark. Erst bei 3,4 uM AbrB war die Transkriptmenge sehr
schwach (Abbildung 2.20). Im Vergleich zu PhoP~P ( mit 30 nM), dessen Funktion die
Transkriptionsaktivierung ist, waren die AbrB-Konzentrationen, die hier ein Einfluss
zeigten, sehr hoch. Wurde der gleiche Versuch so durchgefuhrt, dass die DNA mit
PhoP~P und RNAP vor AbrB versetzt wurde, konnte kein hemmender Einfluss durch
AbrB beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Der phyC-Promotor wird demnach
schon bei niedrigen PhoP~P-Konzentrationen aktiviert, die Repression durch AbrB

erfolgt anscheinend erst bei hbheren Konzentrationen.

2.4.3 DNasel-Footprints zur Analyse der Bindemotive

Die Footprints wurden mit unterschiedlichen radioaktiv markierten
Promotorfragmenten durchgefuhrt: PhoP-Bindungen wurden am F1 = 159 bp
Amplifikat (Primer Fifor und Filrev) und F2 = 145 bp Amplifikat (Primer F2for und
F2rev) untersucht, RNAP-Bindung wurde am F3 = Amplifikat (Primer OmO1 und F3rev)
analysiert (Abbildung 2.21). Dabei wurden jeweils die markierten kodierenden und die
nicht-kodierenden Strange fur die Reaktionen mit den Proteinen eingesetzt. Hierzu
muss erwahnt werden, dass bei dieser Methode keine Aussage getroffen werden
kann, an welchen der DNA-Strange die Proteine gebunden haben, denn die DNasel
schneidet immer beide Strange, auch wenn das Protein an nur eines davon gebunden
hat. Die Analyse beider DNA-Strange ermdglicht aber eine genauere Aussage Uber die

Position der Bindung.

F2

F3

Fi1 phyC

-289 -234 -104 -75 +41 +131

yodU

Abbildung 2.21: Schematische Darstellung der markierten phyC-Bereiche, die in den
Footprint-Assays verwendet wurden, F1 war das PCR Produkt von Fifor und Flrev, F2 von
F2for und F2rev und F3 von OMO1 und F3rev.
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Bestatigung der PhoP-Bindemotive

Das 145 Basenpaare lange DNA-Fragment F2 aus dem phyC-Promotor (-104 bis
+41) wurde mit steigenden PhoP-Konzentrationen (0,5 yM 1,0 yM und 1,5 yM) mit
oder ohne PhoR231 (0,4 pM) angesetzt. Als Kontrolle wurde die DNasel-verdaute
markierte DNA, ohne Proteinzugabe (K) und als Marker eine Maxim-Gilbert-Reaktion

(A+G-Sequenzierungsreaktion = M) (5.3.2) beladen.

A B

PhoP~P PhoP PhoP.  PhoP~
Kb = KM
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F2For
AAATATTTGCTCACGTCAATTTTTTTTCTCCGTAAATTCTCACATGCGG

ATAAACGAGTGCAGTTAAAAAAAAGAGGCATTTAAGAGTGTACGCC

-35
(i o e
ACAATCTTCACAAAAACTTAACACTGAACTTCCTGTATGTATTTTACAATT
TGTTAGAAGTGTTTTTGAATTGTGAXTT?AA&GACATACATAAAATGTTAA
)

+1 Met
RBS

AAAGTE;:tGTTCATTAAAAGGAGGAAGGAAAATGAATCATTCAAAAACA
TTTCACTTGCAAGTAATTTTCCTCCTTCCTTTTACTTAGTAAGTTTTTGT
F2Rev

Abbildung 2.22: DNasel-Footprint des phyC-Promotors gebunden mit PhoP und PhoP~P; (A)
kodierender Strang und (B) nicht-kodierender Strang. Die Bindungsreaktion wurde mit 0,5
UM, 1 M und 1,5 uyM PhoP mit oder ohne PhoR231 (PhoP~P) angesetzt. (C) Darstellung
der korrespondierenden Sequenz des phyC-Promotors (beide Primer sind eingetragen). Die
geschutzten Bereiche sind mit roten Linien, die sensitiven Stellen mit roten und die
hypersensitiven Stellen mit schwarzen Pfeilen dargestellt. Die PhoP-Boxen sind gelb
unterlegt und die  Promotor-Strukturen  schwarz  unterstrichen; M=  A+G-
Sequenzierungsreaktion, K-Proteinfreie DNA-Probe

Wie in der Abbildung 2.22 zu sehen ist, hatte phosphoryliertes PhoP (PhoP~P)
bestimmte Regionen auf den phyC-Promotor wesentlich besser vor dem DNasel-
Verdau geschutzt als unphosphoryliertes PhoP. Dabei wurden jeweils drei geschitzte
Bereiche auf dem kodierenden (-51 bis -45, -43 bis -30 und -17 bis -6; Abbildung
2.22 A) und dem nicht-kodierenden Strang (-80, -59 bis -34, und -21 bis -8§,
Abbildung 2.22 B) gefunden. Insgesamt kann man sagen, dass PhoP~P folgende

42



ERGEBNISSE

Bereiche geschutzt hat: 1) eine oder 2 Basen an der -80 Position; Da diese Stelle
keine Ahnlichkeiten zu PhoP-Bindungsstellen aufweist und die Bindung nur auf dem
nicht-kodierenden Strang zu sehen war, handelte es sich vermutlich um eine nicht
spezifische Reaktion; 2) einen groferen Bereich von -59 bis 30, in diesem befinden
sich die beiden ,upstream’ liegenden PhoP-Boxen und die -35 Region; 3) einen
kurzeren Bereich von -21 bis -6, hier befindet sich ebenfalls eine PhoP-Box sowie die
-10 Region. Zwischen den spezifischen geschitzten Bereichen konnten drei
hypersensitive Stellen fur den DNasel-Verdau nachgewiesen werden. Zwei der Stellen
(-31 und -28) befanden sich auf dem nicht-kodierenden Strang und eine (-25) auf
dem kodierenden Strang, wobei diese Position auf dem nicht-kodierenden Strang als
sensitiv einzustufen war. In der Abbildung 2.22 C sind die zusammengefassten Daten
auf der phyC-Sequenz dargestellt.

Ein aquivalenter Versuch wurde ebenfalls mit den phyC-Fragment F1 (-234 bis -

75) durchgefuhrt. Hier wurden keine PhoP-Bindungsstellen gefunden (Daten nicht

gezeigt)

Bindungseffizienz der RNAP

Die Vermutung lag nahe, dass die RNA-Polymerase mit ihren 340 kDa einen
grofleren Sequenzbereich abdecken konnte, deshalb musste eine langere Sequenz
markiert werden. Da die Markierung mit dem 32P-F1for-Primer im ,upstream’ Bereich
keine gute Auflosung lieferte, wurden der Primer 32P-OmO1 mit F3rev verwendet. Die
markierte DNA hatte damit eine Lange von 420 bp (-289 bis -131). Die Footprints
wurden mit PhoP~P (0,05 uM, 0,1 uM, 0,25 uM und 0,5 uM) allein und mit den
gleichen Konzentrationen in Anwesenheit von 0,04 yM RNAP, sowie der RNAP allein
(0,02 uM, 0,04 pM, 0,08 uM und 0,1 uM), durchgefihrt.

Auch an diesem langen phyC-Promotorfragment konnte die Bindung von PhoP~P
in den Regionen zwischen -59 und -34, sowie -21 und -8 bestatigt werden
(Abbildung 2.23 A, links). Die Bindung an die -80 Position war hier nicht erkennbar,
moglicherweise auf Grund der schlechteren Auflésung der langen Sequenz. PhoP~P
zeigte keine weiteren Schutzzonen auf der Promotorsequenz.

Die RNA-Polymerase allein zeigte zwei wenig geschutzte Bereiche von ungefahr
-59 bis -8 und von +2 bis ca. +49 (Abbildung 2.23 A und B). Ab 0,1 yM RNAP wurden
die geschutzten Zonen sehr deutlich: von ca. -118 bis -67, -59 bis -8, sowie +2 bis

+44. Die gleichen Bereiche wurden in Anwesenheit von 0,05 yM PhoP~P und 0,04 uM
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RNAP geschutzt. Wurde die PhoP~P-Konzentration bei gleichbleibender RNAP-
Konzentration erhdht, so wurde der Bereich -118 bis -67 schon bei 0,1 yM PhoP~P
wieder DNasel-sensitiv. Der Bereich von +2 bis +44 wurde mit steigender PhoP~P-
Menge starker verdaut und der von -59 bis -8 glich mehr dem Bandenmuster von
PhoP~P allein (Abbildung 2.23 A). Allerdings waren in Gegenwart beider Proteine die

Basen zwischen -34 und -21 nicht hypersensitiv.
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Omoo
Abbildung 2.23: Footprint-Analyse des phyC-Promotors gebunden von PhoP~P und RNA-
Polymerase; (A) PhoP~P wurde in den Konzentrationen von 0,1 uM, 0,25 pM, 0,5 uyM und
1,0 yM und RNAP in 0,04 uM, 0,08 pM und 0,1 pM verwendet. Rot markiert wurden die
PhoP-Bindungsstellen; (B) RNAP wurde den Konzentrationen 0, 02 uM, 0,04 uM und 0,08
MM verwendet und PhoP~P wie unter (A). beschrieben. Die griinen Linien zeigen geschutzte
Regionen in Anwesenheit von RNAP; M= A+G-Sequenzierungsreaktion, K-Proteinfreie DNA-
Probe.

Diese Footprints lassen sich nur schwer deuten, da die Bindung der RNA-
Polymerase sehr schwach war. Dies kdnnte zum einen daran liegen, dass die RNAP

mit nur geringer Affinitdt an den phyC-Promotor bindet, oder dass die

44



ERGEBNISSE

Bindungsbedingungen nicht optimal fur die RNAP waren. Moglicherweise ware hierbei
die Initiation eines offenen DNA-RNAP-Komplexes gunstiger gewesen. Diesen kann
man durch Zugabe von Nukleotiden oder durch Inkubation bei 37°C erreichen. Die
hier gezeigten Footprints wurden bei RT durchgefuhrt, dies fordert eher den

geschlossenen Komplex, dieser ist nicht so stabil, wie der offene Komplex.

PhoP-Interaktion mit mutagenisierten Promotorstrukturen

Die phyC-Promotorbereiche von -104 bis +41 aus den Plasmiden pMUT37 und
pMUT13 wurden mit dem 32P-F2for Primer markiert (F2for/F2rev-Fragmente). Das
Plasmid pMUT37 enthielt die Transition A:G an der -37 Position und pMUT13 die

Transversion T:G an -13. Die Footprints wurden nur mit PhoP~P durchgefuhrt.
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Abbildung 2.24: Footprint-Analyse der mutagenisierten phyC-Promotoren gebunden mit
PhoP~P; MUT37 entspricht der Transition an der -37-Stelle (A:G) und MUT13 der
Transversion an -13 (T:G). PhoP~P wurde in den Konzentrationen von 0,1 uM, 0,25 uM,
0,5 uM and 1,0 uM verwendet. Gelb markiert sind die PhoP-Bindungsstellen, mit roten
Linien sind die PhoP~P-geschutzten Regionen dargestellt, die Pfeile zeigen die
mutagenisierten Basen; M= A+G-Sequenzierungsreaktion, K-Proteinfreie DNA-Probe.

Nach der Basensubstitution an der -37 Stelle (MUT37), war die durch PhoP~P-
geschuitzte Zone (-59 bis -45) kirzer als im wt-Promotor (-59 bis -34) (Abbildung
2.24). Die Mutation hat die PhoP-Box an der -35 Region verandert, so dass hier keine
Bindung durch PhoP~P erfolgen konnte. Dies war insofern unerwartet, als dass

PhoP~P in Dimerform an zwei Konsensuswiederholungen (PhoP-Boxen) bindet (Eder et
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al., 1999). Damit sollte, nach dem Entfernen der PhoP-Box an der -35 Regijon, die
Position -59 bis -45 wesentlich schlechter geschiutzt werden als beim wt-Promotor,
was hier aber nicht der Fall war. Moglicherweise reicht eine konservierte PhoP-Box fur
die Bindung von PhoP~P doch aus. Bei dieser Mutation wurde der Bereich um die -10
Region (-21 bis -7), wo sich eine dritte PhoP-Box befindet, ebenfalls geschutzt.

Der an der -13 Position mutagenisierte phyC-Promotor zeigte, wie bereits beim
wt-Promotor beobachtet, einen Schutzbereich von -59 bis -34, wo die beiden ersten
PhoP-Boxen liegen. Allerdings konnte keine geschutzte Zone um die -10 Region mehr
beobachtet werden. Durch die Transversion an der -13 Position wurde damit die

PhoP-Box aufgeldst und das Protein konnte nicht an die DNA binden.
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3 Diskussion

In dieser Arbeit konnten zwei Proteine identifiziert werden, die an der Regulation
des phyC-Gens mafgeblich beteiligt sind: PhoP und AbrB. Dabei ist PhoP in diesem
System der Ubergeordnete Aktivator, ohne dessen Einfluss keine phyC-Expression
moglich ist. AbrB wirkt als ein Repressor zweiter Ordnung. Die Wirkung und die
hypothetische Interaktion von AbrB mit dem phyC-Promotor soll zuerst diskutiert
werden. Anschliessend soll die ungewdhnliche Wirkung von PhoP auf phyC vorgestellt

und dessen Bindungsstellen im Promotor, sowie deren Funktionen diskutiert werden.

3.1 Wie interagiert AbrB mit phyC?

AbrB reprimiert die phyC-Expression

Die hier erzielten Ergebnisse sprechen fur eine hemmende Wirkung von AbrB auf
den phyC-Promotor aus B. amyloliquefaciens FZB45. In den ersten, hier nicht
dargestellten Versuchen in einem Low-Phosphat-Medium, das nicht durch TrisHCI
gepuffert war, konnte gezeigt werden, dass die Reporteraktivitat mit abfallendem pH-
Wert ebenfalls gesunken ist. Wurde der pH-Wert auf 7,5 gebracht stieg die
Reporteraktivitat wieder (Abbildung 7.2). Da die AbrB-Konzentration bei niedrigen pH-
Werten hoch und bei neutralen pH-Werten niedrig ist (Cosby und Zuber, 1997), war
dies der erste Anhaltspunkt einer méglichen Wirkung von AbrB auf den phyC-Promotor.

Die Antagonisten AbrB und SpoOA kontrollieren den Ubergang der Zelle in die
stationare Wachstumsphase, sowie spater in die Sporulation. Wahrend des
exponentiellen Wachstums ist die AbrB-Konzentration hoch. AbrB kann hier die Menge
an SpoOA niedrig halten, indem es die Expression von o hemmt (Weir et al., 1991),
somit ist nur der of-abhangige spoOA-Promotor aktiv (Chibazakura et al., 1991,
Predich et al., 1992). Wahrend der transienten Phase wird SpoOA phosphoryliert. In
seiner phosphorylierten Form besitzt SpoOA~P eine hoéhere Affinitat zum abrB-
Promotor und kann diesen effizienter hemmen (Strauch et al., 1990). Dadurch sinkt
die Konzentration von AbrB beim Ubergang in die stationdre Phase und die Gene, die
durch AbrB reprimiert wurden, kdnnen exprimiert werden. Eine spoOA-Mutation bewirkt
damit die Uberexpression von AbrB, diese kann durch gleichzeitige abrB-Mutation
teilweise ausgeglichen werden (Strauch, 1993).

Die durchgefluhrten Versuche mit den abrB-, spoOA und abrBspoOA-Mutanten
zeigen deutlich, dass die phyC-Expression durch AbrB gehemmt wird (Abbildung 2.8).
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Das AbrB-Protein war zudem im Stande das Laufverhalten des 511 bp langen phyC—
Fragments in der Gelretardationsanalyse zur verzdgern (Abbildung 2.18). Damit konnte
gezeigt werde, dass AbrB an den phyC-Promotor bindet. Leider Iasst sich an Hand der
Sequenz keine genauere Vorhersage Uber die Bindungsstellen treffen, da das Protein
kein konserviertes Sequenzmotiv zu erkennen scheint. Vielmehr wird angenommen,
dass es eine dreidimensionale DNA-Struktur erkennt (Xu und Strauch, 1996). Die
reprimierende Wirkung von AbrB konnte auch in der in vitro Transkription bestatigt
werden (Abbildung 2.20). Da die hemmende Wirkung erst bei recht hohen
Konzentrationen von AbrB zu beobachten war, kdnnte es darauf deuten, dass AbrB mit
eher niedriger Affinitdt bindet. Aus den Experimenten mit verklrzten
Promotorfragmenten konnten die phyC-Promotorbereiche, an welche AbrB bindet,
eingegrenzt werden. Dabei muissen die Bindungsstellen unterhalb von +29 und
oberhalb von -147 liegen (Abbildung 2.14). Da die phyC-Expression nach dem
Entfernen des Bereiches bis +29 wesentlich starker war als nach Verkurzung bei -
147, kann man zusatzlich schlussfolgern, dass die Repressorwirkung an der
,downstream’-Region starker ausgepragt sein muss, als an der ,upstream’-Region und

dass beide kumulativ sind.

Modell der Repression durch AbrB: eine Wechselwirkung mit benachbartem

yodU-Gen?

Einen interessanten Aspekt lieferten die Expressionsversuche mit hoher
Glukosekonzentration und der ccpA-Mutante. Obwohl das Phytasegen Kkeiner
Katabolitrepression unterliegt, hat CcpA einen positiven Effekt auf deren Expression
(Abbildung 2.4 und Abbildung 2.7). Vielleicht liegt die Erklarung in der naheren
Umgebung des phyC-Promotors. Da das Genprodukt des ,upstream’ liegenden,
divergenten Gens yodU Homologie zur UDP-Glukoseepimerase zeigt, ist es
wahrscheinlich am C-Katabolismus beteiligt, und kénnte damit einer negativen
Kontrolle durch CcpA unterliegen. Tatsachlich befindet sich zwischen -185 und -168
auf dem nicht-kodierenden Strang ein mogliches zum phyC divergentes cre (siehe
Anhang 7.3). Fisher und Mitarbeiter haben einen Zusammenhang zwischen AbrB und
den Genen fur alternative C-Quellen gefunden. Sie haben festgestellt, dass viele Gene
die der Katabolitrepression unterliegen durch AbrB positiv stimuliert werden. Flr zwei
der Gene wurde eine kompetetive Wirkung durch AbrB beschrieben, indem es um die
gleiche Bindungsstelle wie CcpA konkurriert (Fischer et al., 1994, Strauch, 1995). Es
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ware moglich, dass yodU in der gleichen Weise durch CcpA und AbrB reguliert wird. Es
ware damit auch vorstellbar, dass sich die ,upstream’-liegende Bindungsstelle auf
beide Gene auswirkt. An dieser Stelle konnte AbrB das CcpA verdrangen und dadurch
yodU aktivieren, gleichzeitig aber phyC hemmen (Abbildung 3.1 A). Bei hohem
Glukoseangebot sinkt die AbrB-Konzentration (Cosby und Zuber, 1997) und CcpA wird
aktiviert, dadurch wird yodU reprimiert und die hemmende Wirkung von AbrB auf phyC
schwacher (Abbildung 3.1 B). Andererseits scheint AbrB phyC durch Bindung an die
Region unterhalb von +29 ebenfalls zu hemmen. Hier stellt sich die Frage, ob beide
Bindemotive miteinander in Wechselwirkung stehen? Binden Dimere oder Tetramere

oder sogar beide Formen von AbrB an phyC?
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Abbildung 3.1: Ein mégliches Modell der Interaktion von AbrB mit phyC; (A) AbrB wirkt als
Repressor auf phyC und als Aktivator auf yodU, dabei bindet ein Tetramer an beide
Erkennungssequenzen und beugt dabei die DNA. (B) In Anwesenheit des yodU-Aktivators
CcpA wird die Bindung von AbrB gestort und es kommt nur zur Hemmung von phyC durch
die Bindung an die ,downstream’-liegende Erkennungssequenz.

Das AbrB bindet z. B. an den sinIR-Promotor nur als Tetramer, an den spoOE
kann auch ein Dimer binden (Benson et al., 2002, Vaughn et al., 2000). Wirken auf
den phyC-Promotor zwei verschiede AbrB-Multimere durch separate Bindung an die
beiden Regionen oder handelt es sich um ein Multimer, das beide Bereiche, die
immerhin ca. 180 bp entfernt voneinander liegen, gleichzeitig bindet? AbrB bindet in
den meisten AbrB-reprimierten Promotoren innerhalb der Initiationsregion und
verhindert so die Interaktion der RNAP mit dem Promotor (Strauch, 1999). Kéonnte
AbrB phyC ahnlich dem CAP aus E. coli beugen? Es ist bekannt, dass die N-terminale
Domane von AbrB (AbrBN53), die DNA-bindende Domane darstellt (Furbass und
Marahiel, 1991, Xu et al., 2001). Die Dimerisierung erfolgt aber sowohl Uber die N- als
auch die C-terminalen Domanen (Fude und Strauch, 2005), deshalb wird ein Modell
des AbrB-Tetramers vorgeschlagen in dem zwei, durch N-Termini assoziierte Dimere
Uber die C-Termini das Tetramer bilden (Abbildung 3.1) (Cavanagh et al., 2002).
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Dadurch einstehen zwei gegenluber liegende DNA-Bindungsbereiche die zwei
verschiedene Stellen an der DNA erkennen konnten (Abbildung 3.1 D). Es gibt ein
weiteres Indiz fur eine mogliche Schleifenbildung. Die hemmende Wirkung von AbrB
konnte in der in vitro Transkription nur dann beobachtet werden, wenn AbrB vor PhoP
und RNAP mit der DNA inkubiert wurde. Wurde die Reihenfolge umgedreht, konnte
keine Hemmung mehr beobachtet werden. Scheinbar behindert die PhoP-vermittelte
Bindung der RNA-Polymerase sterisch die AbrB-Interaktion an dem Promotor. Es wurde
zwar noch kein solches Beispiel der AbrB-Wirkung beschrieben, aber es wurden auch
nur wenige AbrB-abhangige Promotoren so detailliert untersucht, wie sinIR, comK oder
spoOE. Um dieses Verhalten genauer zu analysieren und um die stérende Wirkung von
PhoP zu umgehen, wurden sich in vitro Transkriptions-Assays mit einem konstitutiven
phyC-Promotor, wie aus der Mutante DEL13 anbieten.

Das oben vorgeschlagene Modell ist natarlich rein spekulativ. Die
Bindungsmotive im phyC fur AbrB wurden bislang nicht eindeutig identifiziert. Dies
sollte die nachste Aufgabe sein. Dazu eignet sich die Footprinttechnik besonders gut.
Hierbei kdonnten gleichzeitig die vermeintlichen Bindemotive beider Gene untersucht
werden. Moglicherweise handelt es sich sogar um mehrerer Bindestellen in beiden
Bereichen. Es ware auch denkbar, dass diese separat AbrB binden und sich eine
gebeugte  DNA-Struktur gar nicht ausbildet. Hierzu wulrden Vvielleicht
Gelretardationsexperimente mit den verkuirzten Promotoren aufschlussreich sein. Falls
die AbrB-Bindung keine Schleifenstruktur zu Folge hat, sollten die verklrzten
Fragmente die DNA ahnlich hoch shiften, wie der unverkirzte Promotor, andernfalls
wurde man ein ,Supershift’ erwarten.

Weiterhin sollte CcpA und Hpr kloniert und gereinigt werden, um in Footprint-
Assays zu prufen, ob das cre von yodU wirklich CcpA bindet und mit AbrB um die
Bindungsstellen konkurriert. In vitro Transkriptions-Assays mit CcpA und AbrB kdnnten

aufdecken, ob CcpA tatsachlich die AbrB-Hemmung aufhebt.

Wie wird yodU reguliert?

Es ist durchaus denkbar, dass sich zwei benachbarte, divergente Promotoren
beeinflussen. Immerhin befinden sich beide kodierende Bereiche (vom ATG gesehen)
in nur 329 bp Entfernung. Deshalb ware es auch interessant, der Frage nachzugehen,
wie der yodU-Promotor reguliert wird. Hierzu bietet sich das gleiche System, wie in

dieser Arbeit schon beschrieben, an. Der Promotor musste ins pDG286 kloniert und
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unter verschiedenen Wachstumsbedingungen, wie auch in verschieden Mutanten

getestet werden.

3.2 Der phyC-Promotor

phyC besitzt einen untypischen oA- abhangigen Promotor

Bacillus subtilis und seine Verwandten verfugen uber eine Vielzahl von o-
Faktoren. Wahrend des vegetativen Wachstums ist o der Haupt-Sigmafaktor der Zelle,
er bewerkstelligt die Expression der meisten Gene (,housekeeping genes’). Seine
Erkennungssequenz (TTGACA-17.-TATAAT) ist identisch mit der von ¢7° aus E. coli.
Nicht nur das: die mit 670 assoziierte E. coli Polymerase ist im Stande o*-abhangige B.
subtilis Promotoren zu transkribieren. Neben o" und oB sind drei weitere, weniger
haufige Sigmafaktoren nachgewiesen worden: o€, dessen Funktion nicht geklart ist
und der nur in einer sehr geringen Konzentration in der Zelle vorliegt; oP ist vor allen
an der Expression der Flagellinproteine beteiligt; ot, dessen Genprodukte fur die
Verwertung einiger Aminosauren und Zucker zustandig sind; o8B ist vor allen fir die
Stress induzierte Genexpression zustandig (Review von Haldenwang, 1995); of
hingegen ist an der Expression von Genen der transienten und der spaten
exponentiellen Phase (wie spoOA oder Kompetenzgene) aber auch des vegetativen
Wachstums beteiligt.

Eine Promotorstruktur der oH-abhangigen Promotoren wurde 2002 von Britton
und Mitarbeitern vorgeschlagen: (RXAGGAWWW(N)11-12(RXXGAATWW) (Britton et al.,
2002). Zwei Sequenzmotive, die entfernte Homologien zum o"-Konsensus aufweisen,
liegen im phyC-Promotor von B. amyloliquefaciens FZB45 vor -123 (siehe Anhang). Es
ist aber eher unwahrscheinlich, dass diese Motive funktionell sind, denn wére es der
Fall, so hatten die promotorverkirzten Mutanten OM445 und OM545 eher schlechtere
Reporteraktivitaten, als der ungekurzte Promotor aufweisen mussen. Dies war jedoch
nicht der Fall, die Aktivitaten waren sogar hdher (Abbildung 2.13). Wie bereits oben
erwahnt, flhren Stresssituationen zur Expression oB-abhangiger Genen. Solchen
Stresssituation wurde auch der phyC-Promotor ausgesetzt, eine erhéhte Expression
konnte jedoch nicht gezeigt werden. Im Gegenteil, die phyC-Expression ist sogar stark
gefallen (Abbildung 2.5). Damit kann eine oB-abhangige Phytaseexpression ebenfalls
ausgeschlossen werden.

Im Rahmen der hier durchgefihrten Experimente, konnte gezeigt werden, dass

das Phytasegen von einem of-abhangige Promotor exprimiert wird. Bei in vitro
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Transkriptions-Assays wurde phyC erfolgreich mit der 070-gesattigten RNA-Polymerase
aus E. coli (Daten nicht gezeigt) und der Eo* aus B. subtilis transkribiert. Der
Transkriptionsstart wurde mit einem G bestimmt und befindet sich 27 Basenpaare
vom Translationsstart entfernt. Der cA-abhangige Promotor weist eine nicht typische
Struktur auf. Die -10 Region mit der Sequenz TACAAT befindet sich zwischen -7 bis -
12 und die -35 Region zwischen -34 bis -39, damit weicht das Fenster mit 21 bp von
dem Konsensus (17 bp) ab. Eine mdégliche, ebenfalls dem o*-abhangigen -10-
Konsensus ahnliche Sequenz (TATTTT) die zwischen -12 und -17 liegt, und damit ein
Fenster von 17 bp aufweist, konnte in Versuchen mit Substitutionsmutanten
wiederlegt und die TACAAT-Sequenz als -10 Region bestatigt werden.

Neben der -10 und -35 Regionen werden zwei weitere Strukturen fur bakterielle
Pomotoren beschrieben: die -16 Region und ein UP-Element. Die -16 Region liegt ca.
zwischen -15 und -18 und besteht aus einer TRTG(n)-ahnlichen Sequenz (Voskuil et
al., 1998). Sie ist vergleichbar mit der ,extended’ -10 Region bei E. coli. Allerdings
kommen diese bei E. coli hauptsachlich in Promotoren vor, die keine konservierte -35
Region besitzen. Hier sind sie wichtig flir die Promotorerkennung durch die RNA-
Polymerase (Keilty und Rosenberg, 1987). Bei Bacillus subtilis wurde gezeigt, dass
Promotoren, die eine -16 Region aufweisen sogar recht stark konservierte -35 und
-10 Regionen besitzen (Voskuil und Chambliss, 1998). Mutationen in der -16 Region
flhren zu niedrigeren Transkriptionsraten bis hin  zum Totalausfall der
Pomotoraktivitat. Einen Hinweis auf eine solche Region in dem phyC-Promotor lieferten
die Basensubstitutionsversuche. Interessanterweise liegt hier ein Tandemmotiv
TGTATGTA vor, das dem Konsensus ahnlich ist. Die Funktion dieses Motivs ist aber
weiterhin unklar. Promotoren die eine -16 Region zeigen, besitzen eine konservierte
,upstream’-Region zwischen -54 und -40, die ahnlich dem UP-Element von E. coli ist.
Sie besteht aus einer T, und eine A, Abfolge direkt vor der -35 Regjion. Dieses Motiv
stellt die Erkennungssequenz fur die a-Untereinheit der RNA-Polymersee dar. Es
konnte gezeigt werden, dass ein konserviertes UP-Element eine fast 300 Fach hdhere
Transkriptionsrate bewirken kann (Estrem et al., 1998). Im phyC-Promotor findet man
zwar eine A, Wiederholung vor -40 aber keine T, Abfolge vor -50. Dies konnte eine
Erklarung fuar die niedrigen Promotoraktivitaten in den Deletionsmutanten sein
(Abbildung 2.16). Hier wurde versucht einen moglichst konservierten Promotor mit
einer perfekten -35 Region, einem 17 bp Fenster und fehlender PhoP-Box an der -10
herzustellen. Auch wenn die phyC-Expression danach zwar konstitutiv, und damit auch

bei hohen Phosphatkonzentrationen messbar war, waren die phyC-Aktivitaten
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insgesamt nicht sehr hoch. Im Vergleich dazu waren die Aktivitaten des Wildtyp-
Promotors unter Einfluss eines Aktivators (PhoP) wesentlich starker. Das spricht dafUr,
dass ein starker konstitutiver Promotor doch mehr enthalten muss, als eine
konservierte -35 Region und ein Fenster von 17 bp. Im Fall des Phytasegens kdnnte

PhoP das fehlende UP-Element Uberbrickten und so die Transkription férdern.

Kann man einen starken konstitutiven phyC-Promotor erzeugen?

Fur industrielle Anwendungen ware es interessant die Phytase in einem
naturlichen, nicht induzierbaren System in grofleren Mengen zu exprimieren. In
Uberexpressionssystemen, wo E. coli als Wirt dient, wird die Phytasegewinnung durch
mehrere Faktoren erschwert. Die Zellen mussen geerntet werden. Bei Verwendung
eines Systems mit einem E. coli Signalpeptid wird das Enzym dann aus dem
Periplasma isoliert, ansonsten muss es aus dem Cytosol gereinigt werden. Bacillus
hingegen sekretiert Phytase direkt ins Medium. Das bietet die Maoglichkeit einer
kontinuierlichen Produktion. Durch Klonierung des Gens in einen probiotischen
Stamm, kdonnte man diesen direkt in der Tierernahrung einsetzen. Daflr musste aber
der phyC-Promotor wesentlich starker exprimiert werden, als im Wildtyp. In dieser
Arbeit konnte ein konstitutiver phyC-Promotor hergestellt werden, der bereits 5 Fach
héhere Expression aufweist. Um die Expression weiter zu steigern, sollten die nachsten
Veranderung des Promotors, auf die Generation eines UP-Elementes zielen. Es
konnten zeigt werden, dass ein kunstliches UP-Element mit der Sequenz -59 5-
GGAAAATTTTTTTAAAAAAAGA-3 -38 die Transkriptionsrate bis zur 340 Fach verstarkt
(Estrem et al., 1999). Bei phyC befindet sich direkt hinter -40 eine Abfolge von As, die
scheinbar nicht ausreichend fur die optimale Aktivierung ist. Moglicherweise kdnnte

eine Insertion von einigen Thyminbasen die Promotorstarke erhéhen.

3.3 Wie wird phyC durch PhoP aktiviert?

Phytase ist Teil des Pho-Regulons

In den ersten Versuchen, konnte gezeigt werden, das phyC aus B.
amyloliquefaciens FZB45 nur unter Phosphatmangel exprimiert wurde.
Phosphatmangel induziert bei Bacillus subtilis zum einen das spezifische Pho-Regulon,

zum anderen die oB-abhangige Stress-Antwort. Wie bereits oben beschrieben, ist das
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Phytasegen nicht oB-abhangig, damit war es wahrscheinlich, dass es Teil des Pho-
Regulons ist. Die beiden SchlUsselproteine des Pho-Regulons sind der
Responseregulator PhoP und die Histidinkinase PhoR. Dieses Zwei-Komponenten-
System setzt in der Zelle Prozesse in Gang, die fUr eine effizientere Nutzung des
Phosphors notwendig sind. Die Targets des PhoP sind unter anderen Gene fur Enzyme,
die Phosphate aus organischen Verbindungen hydrolysieren und fur den
Zellstoffwechsel wieder verfugbar machen, wie fur die zwei alkalischen Phosphatasen,
phoA und phoB (Bookstein et al., 1990, Hulett et al., 1994, Chesnut et al., 1991,
Hulett et al., 1991), sowie fur die Phosphordiesterasen phoD (Eder et al., 1996) und
glpQ (Antelmann et al., 2000). Auch das hochaffine Phosphattransportsystem (pstS)
wird aktiviert (Qi et al., 1997), um das freie Phosphat effizient in die Zelle zu bringen.
Die Phytase spaltet ebenfalls Phosphatgruppen von Phytat ab. Im Fall von B.
amyloliquefaciens, werden so insgesamt drei Mol Phosphat aus 1 Mol Phytat
freigesetzt. Expressionsversuche in einer phoP-negativen Mutante zeigten einen
Totalausfall der Reporteraktivitaten (Abbildung 2.6). Daraus kann man schlieflen, dass
PhoP die phyC-Expression aktiviert. In Gelretardationsanalysen konnte zudem die
Bindung von phosphoryliertem PhoP (PhoP~P) an den phyC-Promotor nachgewiesen
werden (Abbildung 2.17), damit gehort phyC zum Pho-Regulon.

Ein Verbindung zum Inositolstoffwechsel konnte nicht bestatigt werden. Die
Expression der Gene, die fir den Inositolabbau zustandig sind, wird durch den loIR-
Repressor kontrolliert. In Anwesenheit von Inositol wird die Repressorwirkung von lolR
unterdrickt und das iol-Operon wird exprimiert (Yoshida et al., 1999). Auch wenn die
Moglichkeit besteht, dass der weitere, noch nicht bekannte Abbau von
Inositoltrisphosphat, dem Produkt der Phytase, in den Inositolstoffwechsel mindet,
induziert die Anwesenheit von Inositol (als einzige C- Quelle) nicht die phyC-Expression.
Damit ist es unwahrscheinlich, dass ein Zusammenhang zwischen der phyC-

Expression und der Expression des iol-Operons besteht.

PhoP hat eine duale Rolle in der phyC-Regulation

An Hand der bis jetzt untersuchten Pho-Regulon-Gene wurde von Hulett und
Mitarbeitern ein Modell der PhoP~P Interaktion vorgeschlagen. Demnach aktiviert
PhoP~P die Expression durch Bindung an hochaffine ,upstream’ Stellen, die aus
mindestens vier TT(A/T/C)ACA Wiederholungen bestehen, diese sind durch weniger als

11 Basenpaare von einander getrennt (Liu and Hulett, 1997, Liu et al. 1998a). Dabei
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bindet jeweils ein PhoP~P-Dimer (Eder et al., 1999) an eine Tandemsequenz. Um zu
klaren, wo PhoP in dem phyC-Promotor bindet, wurden zum einem Experimente mit
verkurzten sowie mutagenisierten Promotoren, zum anderen DNasel-Footprints
durchgefuhrt. Dabei konnte gezeigt werden, dass sich die Bindungsstellen innerhalb
der Positionen -77 und +29 befinden (Abbildung 2.22). In den Footprint-Experimenten
konnten zwei PhoP-Bindungsstellen zwischen -34 und -50 identifiziert werden, die
durch 5 bp getrennt sind. Weitere Bindungsmotive, sowohl ,upstream’ als auch
,downstream’ von diesem Tandem, die sich in einer Entfernung unter 11 bp befinden
sollten, wurden nicht gefunden. Daflir aber ein Motiv, das die -10 Region um eine
Base Uberlagerte und damit bei -8 bis -13 lag. Die PhoP~P-Bindung an dieser Region
wies eine Schutzzone von -8 bis -21 auf. Durch die Bindung eines PhoP~P-Dimeres
an diese Stelle, wurde vielleicht ein etwas grofierer Bereich vor dem DNasel-Verdau
geschitzt, auch wenn oberhalb von -13 keine PhoP-Box existiert. Alle drei Motive
zeigten starke Ahnlichkeit mit dem Konsensus TT(A/T/C)ACA. Eine vierte Sequenz
zwischen der ersten (bei -10) und zweiten (bei -35) PhoP-Box konnte nicht
identifiziert werden. Eine Basensubstitution (T:A) an der einzigen mdglichen Stelle
(-27), an der sich das vierte Motiv (TTCCTG) hatte befinden kdnnen, zeigte 169 % der
Reporteraktivitat und in Footprint-Experimenten wurde dieses Motiv als hypersensitive
und damit exponierte und nicht geschutzte Stelle sichtbar. Dies schliefft die
Moglichkeit einer PhoP-Box an dieser Stelle aus. Basensubstitutionen in den beiden
PhoP-Boxen bei -35 bewiesen, dass diese essentiell fur die phyC-Expression sind. Die
Basensubstitutionen A:G bei -35, sowie A:G bei -35 und A:G bei -47, fuhrte zum
Totalausfall der Promotoraktivitat, obwohl damit der Konsensus fur die RNA-
Polymerase geschaffen wurde. Wurde hingegen nur die ,upstream’-liegende PhoP-Box
mutagenisiert (-44 bis -50), sank die phyC-Expression auf 17 %, fiel aber nicht
vollstandig aus (Abbildung 2.15). Bei den Deletionsmutanten wurde ebenfalls sichtbar,
dass diese PhoP-Boxen fur die phyC-Expression wichtig sind. Denn obwohl der
Promotor durch die Verkurzung der Entfernung zwischen -10 und -35 auf 17
Basenpaare, nun dem Konsensus naher kam, war die Expression besser wenn die
PhoP-Boxen intakt waren (DEL13). Hier war sogar nur eine PhoP-Bindungsstelle, die
zwischen -44 und -50 (DEL37), immer noch vorteilhafter als wenn beide fehlten
(DEL3747), auch wenn der phyC-Promotor dann dem Konsensus der RNAP sehr nahe
kam.

PhoP ist nicht nur ein Transkriptionsaktivator fur Gene, die der

Phosphatmobilisierung dienen, es hemmt zum Beispiel die Gene der
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Teichonsauresynthese, tagAB und tagDEF (Liu et al., 1998), damit soll der
Phosphatverbrauch der Zelle unter Phospatmangel niedrig gehalten werden. Fur
Promotoren, die durch PhoP~P gehemmt werden, wurde beobachtet, dass sie nur zwei
Erkennungsstellen besitzen, an die ein PhoP~P-Dimer bindet (Liu et al., 1998b). Ein
interessantes Beispiel fur eine duale Rolle von PhoP bei der Expression von phoB
wurde 2005 vorgestellt (Abdel-Fattah et al.,, 2005). Wahrend des vegetativen
Wachstums unter Phosphatmangel, wird die phoB-Expression durch die Bindung von
PhoP an den o*-abhangigen Promotor aktiviert. Bindet PhoP an den of-abhangigen
Promoter, der wahrend des 2. Sporulationsstadiums aktiv ist, kommt es zur
Repression. In den hier durchgefuhrten Gel-Shift-Experimenten konnte nicht nur
gezeigt werden, dass PhoP~P dem phyC-Promotor bindet, sondern daruber hinaus die
Bindung der RNA-Polymerase an den Promotor fordert, allerdings nur bei niedrigen
Konzentrationen von PhoP~P. Bei hoheren PhoP~P-Konzentrationen wurde die RNAP
wieder verdrangt (Abbildung 2.17). Dieses Verhalten wurde in der in vitro Transkription
bestatigt. Die Transkriptmenge stieg anfanglich mit hdherer PhoP~P-Konzentration
und fiel dann auf ein konstantes Level, wurde die PhoP~P-Menge weiter erhdht. Diese
hemmende Wirkung konnte auf die Bindung von PhoP~P an der -10 Region
zuruckgefuhrt werden, denn die in vitro Transkription des MUT13 Promotors, der eine
Transversion an -13 und damit keine PhoP-Box mehr besaf, zeigte dieses Verhalten
nicht mehr (Abbildung 2.19). Der Footprint dieser Mutante wies keine Bindung von
PhoP~P an die -10 Region auf (Abbildung 2.24). Diese Mutante zeigt 6 mal hdhere
Promotoraktivitaten in Low-Phosphat-Medium (LPM) als der  Wildtyp.
Interessanterweise war die Reporteraktivitat im High-Phosphat-Medium (HPM) auch
1,5 Fach hdéher als im Wildtyp unter Phosphatmangel (LPM) (Abbildung 2.15).
Wahrend der Phosphatsattigung ist die PhoP-Konzentration sehr niedrig (Puri-Taneja et
al.,, 2006), allerdings schien die Bindung von den wenigen PhoP-Molekullen
ausreichend zu sein, um den phyC-Promotor zu aktivieren, wenn die PhoP-Box an der -
10 Region nicht vorhanden war. Damit konnte gezeigt werden, dass phyC aus Bacillus
amyloliquefaciens nicht nur Teil des Pho-Regulons, sondern auch der erste o*-
abhangige Promotor ist, der einer dualen Kontrolle durch PhoP~P unterliegt. Denn der
Responseregulator wirkt hier als Aktivator durch Bindung an die PhoP-Boxen bei -34/-
39 und -45/-50 und als Repressor durch Bindung an die Box bei -13/-8. Diese
Strukturen weichen von den beschriebenen Pho-Regulon-Genen ab, denn die
Aktivierung erfolgt nicht Uber vier, sondern Uber zwei Erkennungsstellen und die

Repression Uber eine, statt Uber zwei.
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Modell der Aktivierung des phyC-Promotors durch PhoP~P

Der phyC-Promotor aus B. amyloliquefaciens FZB45 weist starke strukturelle
Ahnlichkeiten zum spollG-Promotor aus B. subtilis auf (Kumar et al., 2004). Beide
besitzen recht stark konservierte -35 und -10 Bereiche mit einem Fenster von 21 bp
bzw. 22 bp. Beide werden nur in Anwesenheit eines phosphorylierten
Transktiptionsaktivators, PhoP~P bzw. SpoOA~P, transkribiert. Beide Proteine binden
als Dimere an eine Tandemsequenz auf dem nicht kodierendem Strang, bestehend
aus ca. 6 Basenpaaren, die durch wenige Basenpaare getrennt sind. Bei beiden
Proteinen befindet sich eine Erkennungsstelle an der -35 Region und die andere
,upstream’ davon. Die Abhangigkeit des spollG von SpoOA~P wird auf das vergrofierte
Fenster zwischen -35 und -10 zurlckgefuhrt. Moran und Mitarbeitern schlagen fur
die Aktivierung des spollG-Promotors eine direkte Protein-Protein-Interaktion zwischen
SpoOA~P und der o*-assoziierten RNA-Polymerase (Eo* ) (Kumar et al., 2004).
Entsprechend dieses Modells ist es eher unwahrscheinlich, dass beide Proteine zur
selben Zeit die selbe Bindungsstelle besetzten. Vielmehr wird angenommen, dass die
Bindung der RNAP an der -10 Region durch SpoOA~P gefdrdert wird, indem es selbst
an der -35 Region bindet und damit das Eo* ,downstream’ schiebt. Dabei verankert
SpoOA~P das Ec” an der -35 Region. Ein weiterer SpoOA-abhangiger Promotor, spollE,
weist ahnliche Strukturen wie spollG auf (Guzman et al., 1988). Hier ist das Fenster 21
bp grofd und die SpoOA-Box Uberlagert ebenfalls die -35 Region (York et al.,1992).
Ausgehend von den aufgefithrten Ahnlichkeiten, die auch bei dem phyC-Promotor
vorzufinden sind, ist es nicht abwegig davon auszugehen, dass auch die Aktivierung
durch PhoP~P den gleichem Prinzip, wie bei SpoOA~P folgt. Die -35-Regjon ist die
,Recognition site’ fir die RNAP, damit erfolgt der erste Kontakt zwischen der RNAP und
Promotor hier. Die o* -assoziierte RNAP (Ec?) erkennt die -35 Region und bindet
daran, kann aber durch die zu grofRe Entfernung nicht an -10 binden (Abbildung 3.2
A). Durch die Bindung von PhoP~P an die -35 Region und an Ec”* , wird die RNAP
,downstream’ vorgeschoben und die Entfernung zur -10 Uberbrickt (Abbildung 3.2 B).

Durch die Bindung von PhoP~P an die -10 Region wird die RNA-Polymerase
wahrscheinlich sterisch an der Transkription gestért und moglicherweise dessoziiert
sie sogar von der DNA (Abbildung 3.2 C). Darauf deutete in
Gelretardationsexperimenten die Tatsache, dass der DNA-Protein-Komplex in
Gegenwart von RNAP und einer niedrigen PhoP~P-Konzentration zum Supershift
fuhrte, dann aber mit steigender PhoP~P-Konzentration erst kleiner wurde und spater

dem Komplex mit nur PhoP~P entsprach (Abbildung 2.17). Auch der Footprint mit
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RNAP und PhoP~P zeigte eine ausgepragte geschutzte Zone (> -118 bis 43) bei
niedriger PhoP~P-Konzentration, die wesentlich kleiner wurde und immer mehr den
Bandenmuster der PhoP~P Bindung entsprach (Abbildung 2.23), stieg die PhoP~P-
Konzentration weiter an. Diese Verhalten sollte aber genauer untersucht werden.
Hierzu konnten Experimente in der BIACORE aufschlussreich sein. Dazu musste an ein
Chip gebunden Promotor-DNA mit den Proteinen bestuckt werden. Da bei dieser
Methode die Anderungen in der Lichtbrechung detektiert werden, kénnte man so
feststellen, ob die RNAP bei einer bestimmten PhoP~P-Konzentration den Komplex

verlasst oder nicht.
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Abbildung 3.2: Modell der Wechselwirkung von RNAP und PhoP~P mit dem phyC-Promotor;
(A) Die RNA-Polymerase bindet zu erst die -35 Region, kann aber die Transkription nicht
beginnen, da sie die 21 bp entfernte -10 Region nicht erreicht; (B) Durch die Bindung von
PhoP~P an die PhoP-Boxen, welche die -35 und die daruber liegende Sequenz (-44 bis -
50) bedeckten, wird die RNAP um 4 Basenpaare vorgeschoben und kann nun die -10
Region binden: die Transkription findet statt; (C) Bei héheren Konzentrationen kann
PhoP~P an die PhoP-Box ahnliche Bindungsstelle an der -10 Region binden und verhindert
so die Transkription von phyC. Der Transkriptionsstart (+1) und Translationsstart (Met) sind
mit Pfeilen gekennzeichnet, unterhalb der Sequenz (C) sind die durch PhoP~P vor DNasel-
Verdau geschutzten Bereiche mit unterbrochenen Pfeilen und die hypersensitiven Stellen
durch Pfeilkdpfe dargestellt.
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Wie interagieren PhoP und RNAP miteinander?

In dieser Arbeit lag der Schwerpunkt vor allem bei der Erforschung der PhoP- und
RNAP-Bindung an den Promotor. Es konnte gezeigt werden, dass die Bindung der RNA-
Polymerase an den phyC-Promotor stets von PhoP~P abhangig ist. Wie interagieren
aber diese Proteine miteinander? Beruht die Interaktion nur auf Protein-Protein-
Wechselwirkungen oder ist die Anwesenheit der DNA wichtig? Hierzu wurde sich ein
eher einfaches Experiment anbieten: Die einzelnen Komponenten (RNAP, PhoP~P und
32P-DNA) mulsste man miteinander in verschiedenen Kombinationen reagieren lassen.
Da die hier verwendete RNA-Polymerase einen His-Tag an der B’-Untereinheit tragt,
kdnnte man nun Uber eine Ni-Agarose-Reinigung diese wieder aus dem
Reaktionsansatz angeln. Eine Analyse in der SDS-PAGE wurde dann zeigen, ob mit der
RNAP auch das PhoP~P und die DNA (z.B. radioaktiv markiert) eluiert werden konnten.

Hulett und Mitarbeiter hatten bereits 2004 Bereiche identifiziert die fur die PhoP-
RNAP und PhoP-DNA-Wechselwirkungen zustandig sein konnten (Chen et al., 2004).
Sie konnten zeigen, dass in der C-terminalen Transaktivatordomane Aminosauren, die
sich in der a3-Helix und der benachbarten Schleife befinden, fur diese Interaktionen
zustandig sind (Abbildung 3.3). So zum Beispiel sind die Aminosauren l2os, H20s, L2og,
und R210 fur die DNA-Bindung zustandig (orange). PhoP-Varianten mit
Alaninsubstitutionen an diesen Stellen wurden zwar phosphoryliert und dimerisierten
auch, konnten aber nicht an die DNA binden. PhoP mit Mutationen in V204 und H2os
(blau) wurde ebenfalls phosphoryliert und dimerisierten, aber konnten nur bei hohen
Konzentrationen in phosphorylierter Form die DNA binden. Die Mutationen in V202 und
D20z (grun) senkten die Phosphorylierungsrate von PhoP, auch wenn es zur
Dimerbildung kam. Dieses mutagene PhoP konnte die DNA nicht binden. Interessant
aber waren die Mutationen in der Schleife zwischen Helix a2 und a3. Diese (rot)
zeigten keine Defekte in der Phosphorylierung sowie in der DNA-Bindung, fUhrten aber
zum Ausfall der Transkription. Diese Aminosauren sind Kandidaten flur Interaktionen
zwischen PhoP und RNA-Polymerase (Chen et al., 2004).

Die Untersuchungen aus denen diese Aussagen hervorgingen, beruhrten auf in
vivo Experimenten mit mutagenisierten PhoP und auf Gelretardationsanalysen sowie
in vitro Transkriptionen. Eine detaillierte Aussage kdénnten hier Experimente mit
Peptidbibliotheken liefern. Zum Beispiel kénnten synthetische Peptide der
Transaktivatordomane mit RNAP inkubiert und so die Bindungskonstanten ermittelt
werden. Daraus liefle sich feststellen, welche der AS besonders wichtig flir die

Interaktion sind. Eine Untersuchung der Aminosauren in der a-Untereinheit der RNA-
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Polymerase, die an der PhoP-Bindung beteiligt sein konnten, ware ebenfalls
aufschlussreich. Da die RNAP auch mit anderen Regulatoren, wie SpoOA interagiert,
stellt sich hier die Frage, ob die daran beteiligten Stellen in der RNAP stets die selben
sind oder je nach Reaktionspartner variieren. Um diesen Fragen nachzugehen eignen
sich ebenfalls Peptidbibliotheken, allerdings dann von der a-Untereinheit der RNAP,

die man mit PhoP und anderen Regulatoren testen kdnnte.

190 210
XVDVHISHLRDKIESNTKK

|

FZB45: LIS

168 : IL.L.S ITVDVHESHERDKIENNTKK
e a3 —

Abbildung 3.3: Vergleich der AS-Sequenz der C-terminalen Effektordomane von PhoP aus B.
subtilis und B. amyloliquefaciens FZB45. Die AS-Positionen sind oben angegeben, unten sind
die 2-D-Strukturen dargestellt. Der Bereich von 190 bis 214 (gelb) wurde in einer Alanin-
Mutagenesestudie verwendet (Chen et al., 2004). Die farbige Markierung ist im Text erklart.
Nur die Aminosaure an der Position 201 (lies = Xas) ist bei FZB45 noch nicht geklart und
erfordern eine weitere Sequenzierung. Die Position 215 (N1es = Sas5) weist eine andere AS
auf. Da diese Stellen innerhalb der Doméane keine besondere Rolle zu spielen scheinen,
durften die Unterschiede nicht besonders ins Gewicht fallen

Weiterhin ware es interessant zu erfahren, ob die RNAP durch die Bindung von
PhoP an die -10 Region von der DNA abgel6st, oder nur an der Transkription
gehindert wird. Auch die Reihenfolgen der Proteinbindung an den Promotor ist unklar.
Bindet nun die RNAP oder PhoP zuerst an die -35 Region. Um diese Fragen zu klaren

eignet sich ebenfalls eine BIACORE-Analyse mit Chip-gebundener phyC-DNA..

3.4 Lasst sich das Modell der phyC-Regulation auf andere Bacillus

Spezies erweitern?

In DNA ,Microarray’-Analysen des Pho-Regulons von Bacillus subtilis (Ogura et al.,
2001), wurde das Phytasegen nicht gefunden. Die Proteom- und Transkriptions-
Analyse, der unter Phosphatmangel induzierten Proteine von B. subtilis, ergab
ebenfalls keine Phytase (Antelmann et al., 2000). In den Versuchen mit der OM21-
Mutante, die eine Fusion zwischen phyC aus B. subtilis 168 und lacZ besaf}, konnte
unter Phosphatmangel auch keine Reporteraktivitat gemessen werden (Abbildung
2.1). Dies kann auf den veranderten Promotorbereich bei dem Stamm zurtickgefihrt
werden. Im Sequenzvergleichen mit anderen Bacillus-Vertretern (Anhang, 7.2.1) wird
erkennbar, dass dieser Laborstamm, und damit wahrscheinlich alle seine
Abkommlinge, einen degenerierten phyC-Promotor besitzen, auch wenn die

kodierende Sequenz stark konserviert blieb (Abbildung 7.8). Dies kdnnte ein Effekt der
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vielen Generationen, die der Stamm unter unnaturlichen Laborbedingungen durchlebt
hat. Da die Phytase scheinbar nicht zum lebensnotwendigen Proteinrepertoire der
Zelle unter diesen Bedingungen gehort, degenerierte der phyC-Promotor.

Bei solchen wichtigen Proteinen wie PhoP, AbrB oder gar der RNAP kann man
allerdings davon ausgehen, dass die Proteinsequenzen in verwandten Spezies recht
stark konserviert sind. Die beiden PhoP-Proteine von B. amyloliquefaciens FZB45 und
B. subtilis 168 unterscheiden sich zum Beispiel nicht sehr von einander (siehe auch
Anhang 7.2.2). Wie der Abbildung 3.3 zu entnehmen ist, sind die
Transaktivatordomanen fast identisch. Die Helices und die B-Faltblattstrukturen sind
insgesamt sehr konserviert, nur der Linker zwischen den beiden Domanen, der keine
bekannte Funktion hat, zeigt weniger Homologie (Anhang, Abbildung 7.12). Auch der
Promotor von phyC scheint unter freilebenden Bacillus-Spezies konserviert zu sein.
Der Grund, dass dies nicht fur B. subtilis 168 gilt, wurde bereits oben erwahnt. In dem
B. subtilis Stamm AF029053 (VTT E-68013), der dem Wildtyp eher entspricht, ist der
phyC-Promotor wiederum sehr ahnlich denen von B. amyloliquefaciens.

Aus dem Sequenzvergleich der phyC-Gene verschiedener Bacillusvertreter
(Anhang 7.2.1), lasst sich sagen, dass die Regulation GUber PhoP, sowohl die positive
als auch die negative, in B. subtilis und in B. amyloliquefaciens identisch sein durfte,
denn die PhoP-Boxen kommen in allen Spezies vor. Bei B. licheniformis liegen zwei
PhoP-dhnliche Motive 62 bp von ATG entfernt. Diese kdnnten die fUr Aktivierung des
phyL zustandig sein. Hier fehlt aber das dritte Motiv in der Nahe von -10, was
bedeuten kdnnte, dass PhoP diesen Pomotor nicht zusatzlich hemmt. Die Repression
durch AbrB lasst sich schon schwerer auf die anderen Bacillen Ubertragen. Vor allem
ist die Hemmung Uber die ,upstream’ liegende Sequenz nicht klar. Die B.
amyloliquefaciens Stamme FZB42, FZB45 und DS11 zeigen hier fast identische
Sequenzbereiche, Stamm AF453255 weicht hier etwas mehr ab. Leider fehlen die
Sequenzdaten von dem B. subtilis Stamm AF029053 an dieser Stelle und Stamm 168
ist aus dem oben genannten Grund nicht aussagekraftig fur seine Spezies. Fur B.
licheniformis kann dartuber auch keine Aussagen getroffen werden. Dieser Promotor
unterscheidet sich starker von den anderen. Allerdings zeigt er ein sehr konserviertes
divergentes cre ,upstream’ des Promotors, das zwar nicht mit dem aus B.
amyloliquefaciens identisch ist, aber sich ebenfalls auf das benachbarte Gen
auswirken kénnte. Da die Sequenzen unterhalb von +29 jedoch recht stark konserviert
sind, konnte eine AbrB vermittelte Repression in diesem Bereich bei allen Spezies

stattfinden.
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Letztendlich kann man davon ausgehen, dass die Phytase in Bacillus Teil des Pho-
Regulons ist und durch PhoP induziert wird. Die duale Funktion von PhoP mag sich
vielleicht nur auf die Phytasegene aus B. subtilis und B. amyloliquefaciens Vertretern
beschranken. Es ist jedoch nicht ausgeschlossen, dass sich noch weitere Spezies
finden werden, in denen die Phytase und vielleicht auch andere PhoP-abhangige Gene,

durch PhoP in der selben Art und Weise reguliert werden, wie hier beschrieben.
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4 Material

4.1 Nukleotide und Oligonukleotide (Primer)

Tabelle 1: phyC-Primer

Bezeichnung Sequenz5'>3’ Schnittstelle 'I::)asr:gﬁ?ipztlijgssta rt
omo1 ATGAATTCCTCCAAGTCTCGTTTCTCTACCATGC EcoRl 20009237
Omo02 AATGGCAAGCTTATCTGCTGCATCATCGC Hindlll +172 bis +200
Omo08 CAATTAAAGTGAAGCTTCATTAAAAGGAGG Hindlll -2 bis +19
OmO09 ATTCTTGGGATCCAGCCAAATCG BamHI +199 bis +221
OM10 ATACTAGTCATATGAATCATTCAAAAACAC +16 bis +45
Om13 GGTTGACCCGAGAAAACTGACC +1138+ bis 1259
Om14 TGTTTTTGAAGGATCCATTTTCCTTCCTCC BamHI +14 bis +43
Om16 GGATCAGACAGCTTATGCTTGCCC +101 bis +124
Om33 CGTACGGCTTAGACATTGCGGCTTGTCAGGCC +1403 bis +1435 **
Cutl TATGTATTTTAGAATTCAAGTGAACG EcoRl -21 bis +5

Cut2 TTCACGAATTCTTAACACTGAACTTCC EcoRl -50 bis -23
Cut3 TCTCCGTGAATTCTCACATGC EcoRl -81 bis -58
Cut4 TATTCATTTGAATTCTTTGCTCACG EcoRl -115 bis -90
Cutb TCCGATTAATAGAATTCAAATCAC EcoRI -158 bis -135
Fifor GCGAGTTAATGAAAGAAACC -234 bis -215
Flrev GGAGAAAAAAAATTGACGTGAGC -97 bis -75
F2for AATATTTGCTCACGTCAATTTTTTTTCTCC -104 bis -75
F2rev GTGTTTTTGAATGATTCATTTTCCTTCC +13 bis +41
F3for CCTGTATGTATTTTACAATTAAAGTGAACG -25 bis +5
F3rev GTGATAAGGATCAGACAGCTTATGC +106 bis +131
Mut37for gGGACAATCTTCACAAAAACTTQACACTGAACTTC

Mut49for gGGACAATCTACACAAAAACTTAACACTGAACTTC 58 bis -23
Mut3747for 8gGACAATCTACACAAAAACTTQACACTGAACTT

Mut47for ACAATCTTCGCAAAAACTTAACACTGAAC 47 bis 27
MUT47rev AGTGTTAAGTTTTTGCGAAGATTGTCCG

Mut27for CACTGAACATCCTGTATGTATTTTAC -35 bis -10
MutF11 TTCCTGTATGTATTTTGCAATTAAAGTGAACG -27 bis +4
Delifor AACTGTATGTATTTTACAATTAAAG -30# bis -2
Del13for gTTACACTGAACTGTATGTATTQTACAATTAAAGT

Del37for gTTQCACTGAACTGTATGTATTTTACAATTAAAGT 40 bis +1
Del1337for gTTQCACTGAACTGTATGTATTQTACAATTAAAGT
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Mut7for
Mutl17for
Mut13for

Mut37rev

Mut49rev

Mut3747rev
Mut27rev
Mut11rev
Mut7rev
Mut17rev
Mut13rev
Dellrev

Del2rev

Del13rev

Del37rev

Del1337rev

CTTCCTGTATGTATTTTACAAGTAAAGTGAACG
CTTCCTGTATGCATTTTACAATTAAAGTGAACG

TGTATGTATTGTACAATTAAAGTGAACG
GAAGTTCAGTGTCAAGTTTTTGTGAAGATTGTCC
GC
GAAGTTCAGTGTTAAGTTTTTGTGTAGATTGTCCG
C
GAAGTTCAGTGTCAAGTTTTTGCGAAGATTGTCC
GC

TACATACAGGATGTTCAGTGTTAAG
CGTTCACTTTAATTGCAAAATACATACAGG
GAACGTTCACTTTACTTGTAAAATACATACAGG
GAACGTTCACTTTAATTGTAAAATGCATACAGG
TTCACTTTAATTGTACAATACATACAGG
CATACAGTTCAGTGTTAAGTTTTTGTG

TTGTACAATACATACAGTTCAGTGTTAAGTTTTTG
TG
TTGTAAAATACATACAGTTCAGTGTCAAGTTTTTG
TG
TTGTACAATACATACAGTTCAGTGTCAAGTTTTTG
TG

-28 bis +5

-19 bis +4

-61 bis -22

-40 bis -16
-25 bis +4

-25 bis +8

-25 bis +3
-48 bis -18

-48# bis -8

*Position zum Transkriptionsstart bei B. subtilis 168; ** Position zum Translationsstart bei B.
amyloliquefaciens FZB42; # Position auf dem wt-Promotor, 4 Basen kurzer auf dem deletierten Promotor

Tabelle 2: Primer zur Klonierung der Expressionsplasmide

Bezeichnung Sequenz 5’23’

Schnittstelle

Position zum
Transkriptionsstart

AbrB3
AbrB4
PhoP4
PhoP5
R231For
R231Rev

GGAGGAGAATGCATATGAAATCTACTGG
GAAGTGTACGATGGGATCCATATTAAGC
GGCACCATATGAACAAAAAAATTTTAGTTG
CGCACTCGAGCTTTATTCATTCATT
GGTGGTCTCCCATGCAGCGGGATCGGCTGCTGAC

Ndel
BamH|

Ndel
Xhol

Bsal

CTCCTCGAGGGCGGACTTTTCAGCGGCCCGTTTCAG  Xhol

-9 bis +19

+344 bis +371
-8 bis +21

+710 bis 734
+679 bis +712
+1710 bis +1745

Tabelle 3: Weitere Oligonukleotide

Bezeichn

ung Sequenz 5’23’ Bemerkung/Position Hersteller
Cy3- GGATTCTTGGGAGCCAGCCAAA +201 bis +23 Biotez
Fang3 TC

RNA- GAUAUGCGCGAAUUCCUGUAGAACGAACACU CureVac
Linker AGAAGAAA

Om15 ATATGCGCGAATTCCTGTAGAACGAACACTAG  homolog zum RNA-Linker ~ Sigma ARK
OmO03 TAAATGTGAGCGAGTAACAACCC +369 bis +347 im lacZ  Sigma ARK
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Tabelle 4: Nukleotide

Arbeitslésungen Hersteller
dNTP (A/T/C/G) 2 uM, 10 pM und 20 uM Fermentas
dNTP (A/C/G) 2 uM Fermentas
NTP-Lsg. 400 yM ATP, CTP und GTP + 0,6 uM UTP Fermentas
DIG-dUTP 1mM Boehringer Mannheim

. . General Electrics (General
32p.,
Yy32P-ATP 10 pCi/pl, 30 pCi/ul Electrics)
. General Electrics (General
32P_|

o32P-UTP 10 uCi/ul Electrics)
dTTP-Lsg. 2 uM Fermentas
ATP 100 uM Roth
4.2 Plasmide
Tabelle 5: Ausgangsplasmide fur Klonierungen
Bezeichnung Genotyp Referenz
pDG268 amyE::(cm" spoVG-lacZ) Ap" Antoniewski et al., 1990
pET28b Aprlacl Novagen
pET15b Ap' lacl Novagen
pGEMT® Ap’ lacZo Promega
pECE73 Cmr::Nmr Steinmetz und Richter, 1994

Tabelle 6: Derivate des pDG268- Plasmids mit unveranderten Promotorbereichen

Bezeichnung

Insert

Position relativ zum

Transkriptionsstart
phyC aus B. subtilis 168, Amplifikat OmO01 und .
POM2 0m02, Klonierung iiber EcoRl und Hindlll -366 bis +193
phyC aus B. amyloliquefaciens FZB45,
pOM6 Amplifikat OmO1 und OmMO9, Klonierung Uber -287 bis 208

EcoRI und BamHI

Zu dem pOM®6-Plamid siehe auch Abbildung 7.6

Tabelle 7: Derivate des pDG268- Plasmids mit verkirzten phyC-Promotorbereichen

Position relativ zum

Bezeichnung Insert Transkriptionsstart
pCUT145 Amplifikat mit Om09 und Cutl -9 bis +208
pCUT245 Amplifikat mit OmO09 und Cut2 -44 bis +208
pCUT345 Amplifikat mit OmO09 und Cut3 -77 bis +208
pCUT445 Amplifikat mit OmO09 und Cut4 -105 bis +208
pCUT545 Amplifikat mit OmO09 und Cutb -147 bis +208
pOM7 Amplifikat mit Om0O1 und Om14 -287 bis +29
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Tabelle 8: pOM6-Derivate mit Basensubstitutionen im Promotorbereich

Bezeichnung

Bemerkung

pMUT7
pMUT11
pMUT13
pMUT17
pMUT27
pMUT37
pMUT47
pMUT49
pMUT1337
pMUT3747

Transversion an -7 T2>G
Transition an -11 A>G
Transversion an -13 T>G
Transition an -17 T>C
Transversion -27 T>A
Transition -37 A>G
Transition -47 A>G
Transversion -49 T>G

Transversion an -13 TG, Transition -37 A>G

Transition -37 A=>G, Transition -47 A=>G,

Tabelle 9: pOM6-Derivate mit 4 bp-Deletionen im Promotorbereich

Bezeichnung

Bemerkungen

Deletion -27 bis -24 in pOM6

PDEL1 SOE-PCR mit Primern Del1for, Dellrev, OmO1 und Om09
Deletion -27 bis -24 in pMUT3747

PDEL3747 SOE-PCR mit Primern Del1for, Del2rev, OmO1 und OmO9

pDEL13 -13 T=>G, Deletion -27 bis -24

pDEL37 -37 A>G, Deletion -27 bis -24

pDEL1337 -13 T>G, 37 A>G, Deletion -27 bis -24

Tabelle 10: Expressionsplasmide

Bezeichnung Ausgangsvektor Bemerkung

pPHOP pET15b Hise-Tag N-terminal, Thrombinschnittstelle
pPHOR231 pET28b Hise-Tag C-terminal

pABRB pET15b Hise-Tag N-terminal, (Thrombinschnittstelle)
4.3 Stamme

Tabelle 11: Ausgangsstamme die als Rezipienten verwendet wurden

Genotyp

Referenz

Escherichia coli

SupE hsdR17 recAl AlacU169(980lacZAM15)

DH5a. gyrA96 thi-1 endAl Maniatis et al. (1989)
BL21 (C43) F- ompT hsdSs(rs- ms-) gal dcm (DE3) Novagen
Tetr A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173
XLGold endA1 supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac Hte Stratagene
[F’ proAB lacliZAM15 Tn10 (Tet") Amy Cam']
Bacillus subtilis
168 trpC2 BGSC
1A254 troC2 pheAl phoP BGSC
MF1 troC pheA1l Km' rpoChise Fuiita, M. (personliche

Sammlung)
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1813 trpC2 spoOA13 lonesco et al. (1970)
1S34 trpC2 spollE61 Piggot (1973)
GM1038 CCpA::Tn917 (derm-lacZ)::phi sacA321 sacBA231

H12586 pheAl trpC2 abrB::cm’ Perego et al., 1998

B. amyloliquefaciens

FZB45 wt FZB
Tabelle 12: E. coli-Expressionsstamme
GVO Rezipient Vektor
ECPHOP BL21 (C43) pPHOP
ECPHOR BL21 (C43) pPHOR231
ECABRB BL21 (C43) pABRB
Tabelle 13: E. coli-Klonierungsstame
GVO Rezipient Vektor
ECOM2 DH5a pOM2
ECOM6 DH5a pOM6
ECCUT1 bis 5 DH5a. pCUT1 bis pCUT5
ECCUT7 DH5a. pCUT7
ECMUT7 bis 49 XLGold pMUT3 bis pMUT49
ECMUT1337 XLGold pMUT1337
ECDEL1 DH5a. pDEL1
ECDEI13 XLGold pDEL13
ECDEL37 XLGold pDEL37
ECDEL1337 XLGold pDEL1337
ECDEL3747 XLGold pDEL3747

Tabelle 14: Weitere B. subtilis Stamme

Ausgangs- Integrierter

GVo stamm Vektor Genotyp

OMK 168 pDG268 trpC2 amy::(Cm" lacZ)

1AK 1A254 pDG268 trpC2 pheAl phoP amy::(Cm" lacZ)
1S13K 1S13 pDG268 trpC2 spoOA amy::(Cm' lacZ)

OM64KM omMme4 trpC2 spoOA amy::(Km' lacZ)

pECE73

OM61KM OomM61 trpC2 amy::(Km' lacZ)
Tabelle 15: B. subtilis Stamme zur Untersuchung der phyC-lacZ-Expression
GVO ifasrﬁﬁgs :;ﬁ;grlerter Vektor/ Genotyp

OM61 168 pOM6 trpC2 amy::(Cmr phyC"- lacZ)
OoM13 OMG1KM chromosomale DNA  t/pc2 amy::(Km" phyCw- lacZ) abrB::Cm’

ALie LUI4DE0R
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OM12 OMB4KM
OM67 GM1038 pOM6
OM64 pOM6
OM64-3 pCUT3
OM64-4 1813 pCUT4
OM64-5 pCUT5
OM64-7 pCUT7
OM62 1A254 pOM6
OM145 pCUT1L
OM245 pCUT2
OM345 pCUT3
0M445 pCUT4
OM545 pCUT5
oM71 pOM7
MUT? pMUT7
MUT11 pPMUT11
MUT13 pPMUT13
MUT17 168 pPMUT17
MUT27 pPMUT27
MUT37 pPMUT37
MUT48 pPMUT48
MUT50 PMUT50
MUT3 pPMUT3
DEL1 pDEL1
DEL13 pDEL13
DEL37 pDEL2
DEL1337 pDEL1337
DEL3747 pDEL3

trpC2 spoOA amy::(Kmr phyCwt- lacZ) abrB::Cm"

CcCcpA::Tn917 (Aderm-lacZ)::phi sacA321
sacBA231 amy::(Cmr phyCw- [acZ)

trpC2 spoOA amy::(Cm" phyC*- lacZ)

trpC2 spoOA amy::(Cmr phyC 54 -77-lacZ)
trpC2 spoOA amy::(Cmr phyC 54 -44-|acZ)
trpC2 spoOA amy::(Cm’ phyC54-9-lacZ)
trpC2 spoOA amy::(Cmr phyC3“+29-JacZ)
trpC2 pheAl phoP amy::(Cmr phyC*-lacZ)
trpC2 amy::(Cmr phyC54-9-lacZ)

trpC2 amy::(Cm" phyC54-44-lacZ)

trpC2 amy::(Cm" phyC54-77-lacZ)

trpC2 amy::(Cmr phyC 54 -105.|5cZ)

trpC2 amy::(Cmr phyC5“-147-|acZ)

trpC2 amy::(Cmr phyC34+29-JacZ)

trpC2 amy::(Cmr phyCT:6(7) - |acZ)

trpC2 amy::(Cmr phyCA:G(11)- JacZ)

trpC2 amy::(Cm" phyCT:G(13)- JacZ)

trpC2 amy::(Cm" phyCT-¢(17)- JacZ)

trpC2 amy::(Cmr phyCTA27)- [acZ)

trpC2 amy::(Cmr phyCAG(37)- lacZ)

trpC2 amy::(Cmr phyCAG48)- [acZ)

trpC2 amy::(Cmr phyCTA(50)- [acZ)

trpC2 amy::(Cmr phyCTA(50A:G(48)A:G(-37)- |acZ)
trpC2 amy::(Cmr phyC274-24- |acZ)

trpC2 amy::(Cm" phyC-27A 2 T6(13)- JacZ)
trpC2 amy::(Cm" phyC-27A 24 AG(37)- acZ)
trpC2 amy::(Cmr phyC274-24 TG(13)AG(37 |gcZ)
trpC2 amy::(Cm" phyC274-24: AG-4TIAG(37)- |acZ)

4.4 Enzyme und andere Proteine

Tabelle 16: Restriktionsenzyme

Enzym Konzentration Hersteller/Protokoll
EcoRI 10 U/ul Fermentas
BamHI 10 U/ul Fermentas
Ndel 10 U/ul Fermentas
Hindlll 10 U/ul Fermentas
Sacl 10 U/ul Fermentas
Apal 10 U/ul Fermentas
Xhol 10 U/ul Fermentas
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Tabelle 17: Weitere Enzyme

Enzym Konzentration Hersteller/Protokoll
Benzonuclease 25 U/ul Merck
RNase H 100 mg/mi Qiagen
RNase A 10 mg/ml Fermantas
Calf Intestine Alkaline Phosphatase (CIAP) 1 U/ul Fermentas
Ez_l.e <r:]<())lviV PFc:ﬁ,glrgfgrtlatfragment) 5 U/ UsB
M-MuLV-Reverse Transcriptase 20 U/ul Fermentass
Proteinase K 20 mg/ml TE Qiagen
RNA-Ligase 10 U/ul Epicentre

E. coli RNA-Polymerase, Holoenzym 1U/ ul Epicentre
RNase 100 mg/ ml TE Roth
RNase-Inhibitor 40 U/l Fermentas
T4-DNA-Ligase 1 U/ul USB
Tabacco Acid Pyrophosphatase (TAP) 10 U/l Epicentre
Taq-DNA-Polymerase 5 U/ul Bioron
Pfu-DNA-Polymerase 2,5 U/ul Fermentas
Pwo-DNA-Polymerase 2,5 U/ ul Genaxxon
DNasel 500 U/ml Worthington
T4-Polynukleotidkinase (PNK) 10 U/l Fermentas
Lysozym 135000 U/ mg Serva
Tabelle 18: Verwendete Antikorper

Antigen IgG Konjugat Hersteller
Hise-Tag Kaninchen Santa Cruz
FZB45-Phytase Kaninchen, Dr. J. Pineda

total Periplasma

Alkalische Phosphatase

Digoxygenin (Dig) Kaninchen Roche-Applied-Sciences

(AP)
Kaninchen IgG Ziege (AAIE?“SChe Phosphatase Sigma
4.5 Antibiotiker und Substrate
Tabelle 19: Verwendete Antibiotika
Antibiotikum Stocklgsung Endkonzentration Hersteller
Ampicillin 20mg/ml 20 pg/ml Roth
Chloramphinicol 5mg/ml 5 pg/ml Merck
Kanamycin 5mg/ml 5 pg/ml Serva
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Tabelle 20: Verwendete Enzymsubstrate

Substrat Reaktionsldsung Hersteller
BCIP 50 mg/ mlin 70 %-igen Formaldehyd Roth

NBT 50 mg/ mlin 70 %-igen Formaldehyd

ONPG 4 mg/ mlin Z-Puffer Serva
PNPP 1 mg/ mlin 1 M TrisHCI, pH Fulka
X-Gal 20 mg/ ml in Dimethylformamid Roth

4.6 Puffer und Losungen

Tabelle 21: Verwendete Puffer und Gemische

Bezeichnung Zusammensetzung
Enzymtests:
APase-Puffer 1 M TrisHCI (pH 8), 0,2 mg/ ml Lysozym, 0,5 U/ ml Benzonuclease,

100 pg/ ml Chloramphinicol, 0,0005 % SDS

Phytase-Puffer

in 50 mM TrisHCI (pH7) + 5 mM CaCl2 + 1mM MgCl2

10 ml Ammoniunmolybdatlsg., 10 ml Ammoniumvanadatlsg., 6,6 ml

Phytase-Stoppreagenz HNOs (65%), ad 40 ml A. bidest.
60 mM NazHPOs, 40 mM NaH2P0s, 10 mM KCI, 1 mM
Z-Puffer MgS0ax7H20, 50 mM DTT, 0,3 mg/ ml Lysozym, 100 pg/ ml
Chloramphinicol, 0,005 % TritonX100, 0,5 U/ ml Benzonuclease
DNA / RNA-Arbeiten:

1 X TE-Puffer

10 mM TrisHCI (pH 7,5), 1 mM EDTA

5 X Binding-Puffer

100 mM TrisHCI (pH 7,5), 5 mM DTT, 50 % Glycerin, 500 mM,
500 mM KCI

5 X Transkriptionspuffer

100 mM TrisHCI, pH8, 50 mM NaCl, 50 mM MgCl2, 250 mM KCl, 5
mM CaClz, 100 uM EDTA,5 mM DTT, 10 % Glycerin

DNasel-Stopp

0,4 M NaAcetat, 50 pg/ml Calf Thymus-DNA, 2,5 mM EDTA

DNasel-Verdiinnungs-Lsg

10 mM MgClz, 5 mM CaCl2

Elektrophorese:
TAE-Puffer 40 mM Tris, 1,1 ml/ | Eisessig, 1 mM EDTA, 0,5 yg/I Ethidiumbromid
10 X TG-Laufpuffer 250 mM TrisHCI, 1,92 M Glycin, pH 8,8
10 X TBE 890 mM Tris, 890 mM Borsaure, 20 mM EDTA

10 X MEN-Puffer

200 mM MOPS, 50 mM NaAcetat, 10 mM EDTA

Trenngel : 10 % oder 12 % AA/BAA (29 :1) in 0,375 mM TrisHCI (pH
8,8), 0,1 % SDS, 0,075 % APS, 0,05 % TEMED

SDS-Acrylamidgele Sammelgel : 4 % AA/BAA (29 :1) in 0,19 mM TrisHCI (pH 6,8), 0,15
% SDS, 0,075 % APS, 0,075 % TEMED

DNA-Agarosegel 0,8%, 1,2% und 1,5% in 1 x TAE-Puffer

RNA-Agarosegel 1 % und 1,5 % in 1x MEN-Puffer, 5,6 % Formaldehyd

Urea-Acrylamidgel

6 % AA/BAA (19:1), 1,2 X TBE, 8 M Harnstoff, 0,08 % APS, 0,01 %
TEMED

Natives DNA-
Acrylamidgel

6 % AA/BAA (29:1), 1 X TBE, 0,03 % Glycerin, 0,08 % APS, 0,01 %
TEMED

SDS-Laufpuffer

1X TG-Puffer, 1 % SDS

Trenngelpuffer

1,5 M TrisHCI (pH 8,8)

Sammelgelpuffer

0,5 M TrisHCI (pH 6,8)

Blot-Puffer

1X TG-Laufpuffer, 20 % Methanol
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Zellmanipulation:

Lysispuffer

20 mM TrisHCI (pH 8,0), 50 mM NaCl, 10 mM EDTA, 4 mg/ml
Lysozym (Zugabe kurz vor Gebrauch)

Resuspensionspuffer

10 mM TrisHCI (pH 8,0), 150 mM NaCl, 10 mM EDTA

Sonifikationspuffer

50 mM TrisHCI (pH 7,5), 5 mM MgS0a4, 1 M NaCl

|-Puffer

10 mM TrisHCI (pH 8,0), 0,4 M KCI, 1 B-Mercaptoethanol, 10%
Glycerin

Transformationspuffer

1 X SSM, 1 mM EGTA, 0,5 % Glukose, 20 mM MgCl2

Blotting-und Entwicklugslsg.:

Denaturierungslésung

0,5 M NaOH, 1,5 M NaCl

Neutralisierungspuffer

1 M TrisHCI (pH 8), 1,35 M NaCl

20X SSC 175 g/ I NaCl, 88,2 g/ | Na-Citrat-Dihydrat

Northern- 5 x SSC, 20 mg/ ml Blockingreagenz, 0,1 % N-Laurylsarkosin, 0,02
Hybridiesierungspuffer % SDS, 50 % Formamid (deionisiert)

P1-Dig-Puffer 100 mM Maleinsaure (pH 7,5), 150 mM NaCl

P2-Dig-Puffer 1 % Blockingreagenz in P1-Puffer

AP-Puffer 100 mM TrisHCI (pH 9,5), 50 mM MgCl2, 100 mM NaCl

10 X TBST 100 mM Tris pH 8,0, 1,5 M NaCl, 0,5% Tween 20

Proteinfarbungslsg.

0,2 % Coomassie R250, 0,05 % Coomassie G250, 42,5 % A. bidest,
42,5% Ethanol, 10 % Essigsaure, 5 % Methanol

Entfarber

1 v/ v konz. Essigsaure, 1 v/ v Ethanol (96 %), 5 v/ v A. bidest

Nickel-Agarose-Séule:

B-Puffer

50 mM TrisHCI (pH 8), 20 % Glycerin, 300 mM NaCl, 10 mM -
Mercaptoethanol

|-Puffer

10 mM TrisHCI (pH 8,0), 20 % Glycerin

Ni-Waschldsung

0,2 % Essigsaure, 10 % Glycerin

Ni-Restore-Lésung

30 % Ethanol, 10 % Glycerin

Imidazol-Lésungen

1M, 6 M in TrisHCI-Puffer 1 M, (pH 7,59

Sonstige Puffer

Na-Phosphatpuffer

1 M Na2HPO4 / NaH2PO4 pH 7,0

K-Phosphatpuffer

1 M K2HPO4 / KH2PO4 pH 7,0

TrisHCI-Puffer

1M, 50mM pH 7,5 und 1 Mund 3 M pH 8

10 XTE

100 mM TrisHCI (pH 7,5), 10 mM EDTA (pH 8)

Ladepuffer :

6 X DNA-Ladepuffer

30 % Gycerin, 10 mM EDTA (pH 8), 0,25 % Bromphenolblau

Stopp-Solution

95 % deionisiertes Formamid, 20 mM EDTA (pH 8), 0,05 %
Bromphenolblau, 0,05 % Xylencyanol

1,6 X RNA-Ladepuffer

0,75 x MEN, 28,5 % deionisiertes Formamid, 3 % Formaldehyd, 16
ug / ml Ethidiumbromid

5 X SDS-Ladepuffer

0,125 TrisHCI (pH 6,8), 20 % Glycerin, 4 % SDS, 1,4 M b-
Mercaptorethanol, 0,1v% Bromphenolblau

Salzlésungen:
10 X SSM ZQ g/ I'(NH4)2SO4, 140 g/ | K2 HPO4, 60 g/ | KH2PO4 , 10 g/ | Na-
Citrat-Dihydrat
10 X Salzlésung 14 mM MgS0a4, 17 mM MgCl2, 4,7 mM KCI, 3 mM CaClz
0, H i [0)
10 X Peptonldsung 1% Pepton aus Casein (pankreatisch verdaut), 0,45% Pepton aus

Soja (papainisch verdaut), 5% NaCl
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Tabelle 22: Weitere Losungen

Lésung Konzentration der Arbeitslosungen Hersteller
Fruktose 20 % Merck
Inositol 20 % Merck
Glukose 20 % und 50 % Merck
NaPhytat
(phytic acid sodium salt hydrate 20 % Sigma
CeH18024PexNa* yH20)
I6sliche Amylose 20 % Merck
NaOH 2M Merck
CaCOs 1M Serva
APS 10 % Merck
SDS 10 % Roth
CaCla-Lsg 100 mM Serva
MgCla.Lsg. 100 mM Roth
Formiat 4% Merck
Piperidine 1M Merck
Ethanol (reinst) 70 % Merck
FeCl 4 mg/ ml VWR
NaAcetat 3M,pH5 Roth
PMSF 100 mM Serva
4.7 Medien

Alle Festmedien wurden mit 1,5% Agar-agar angesetzt. Je nach Bedarf wurden zu den Medien
zusatzliche Aminosauren, Antibiotika und andere Zusatze in den oben aufgefuhrt Endkonzentrationen

zugegeben.

Tabelle 23: Volimedien

Bezeichnung

Zusammensetzung

LB
2XTBY

SOC

NZY+

10 g/ | Casein (tryptisch verdaut), 5 g/ | Hefeextrakt, 10 g/ | NaCl, pH 7,5

0 g/ | Casein (tryptisch verdaut),10 g/ | Hefeextrakt, 5 g/l NaCl, pH 7,5

20 g/ | Bacto-Trypton, 5 g/ | Hefeextrakt, 0,5 g/ | NaCl, 2,5 mM KCI, 10 mM
MgClz2, 20 mM Glukose

10 g/1 Caseinhydrolysat, 5 g/I Hefeextrakt, 5 g/I NaCl, 12,5 mM MgCl2, 12,5 mM
MgS04, 20 mM Glucose, pH 7,5

Tabelle 24: Minimalmedien

Bezeichnung

Zusammensetzung

1X SMM, 100 mM MgSO04, 0,5 % Glukose, 0,04 % Casamino-Acids, 0,04 mg/ml L-

KM1
Tryptophan
KM2 1X SMM, 100 mM MgSO0a4, 0,3 % Glukose, 0,005 % Casamino-Acids, 0,04 mg/ml
L-Tryptophan, 0,5 mM CaCl2
1X Pepton, 1X Salzlésung, 50 mM TrisHCI (pH 7,5), 0,05 % Na-Glutamat (pH 7),
LPM
0,5 % Glukose
HPM wie LPM, 10 mM K-Phosphatpuffer
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4.8 Sonstiges

Tabelle 25: Fertigreagenzien und weitere Chemikalien

Bezeichnung Hersteller
29:1 Acrylamid / Bisacrylamid, 40% Roth

19:1 Acrylamid / Bisacrylamid, 40% Roth
Bradfordreagenz Roth
Ni-Agarose Qiagen
Fixirer und Farber Elmar-Perkin
Phenol (TE gesattigt) Roth
Saures Phenol, pH 4 Roth

30% N-Laurylsakrosin-Losung Serva
Formamid, deionisiert Roth
TEMED Roth
Formaldehyd Merck
konzentrierte HCL Merck
konzentrierte Salpetersaure Merck
Harnstoff ICN
Agar-agar Serva
Agarose Roth
Isopropanol Merck
B-Mercaptoethanol Merck
Tween 20 Biorad
Ethanol (reinst) 96 % Merck
Lugolsche Losung Merck
Tabelle 26: Molekular-Marker

Bezeichnung Hersteller
Lambda DNA/ EcoRI+HindlIll Marker Fermentas
O’RangeRuler™ 100bp+500bp DNA Ladder Fermentas
RiboRuler™ RNA Ladder, Low Range Fermentas
PageRuler™ Prestained Protein Ladder Fermentas
Tabelle 27: Kommerzielle Kit-Systeme

Bezeichnung Hersteller
QIAquick Nukleotide Removal Kit Qiagen
QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen
QIAquick PCR Purification Kit Qiagen
pGEM®-T Vector System Promega
QIAprep Spin Miniprep Kit Qiagen
QIAprep Midiprep tip100 und tip20 Qiagen
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Protino Ni-TED 1000 packed columns kit
QuikChange® Il XL Site-Directed Mutagenesis Kits
Sigma Thrombin CleaveClean Kit

NucleoSpin RNA L

Thermo Sequenase Cy5 Dye Terminator Kit
DYEnamic Direct Cycle Sequencing Kit

Thermo Sequenase Cycle Sequencing Kit
Ready-to-go-Kit

Machery-Nagel
Stratagene
Sigma
Machery-Nagel
General Electrics
General Electrics
General Electrics

Roche-Applied-Sciences

Tabelle 28: sonstige Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Hersteller

Eppendorf Reaktionsgefafie (1.5 ml; 2 ml)
Elektroporationskuvetten

Quarzkivette

Kuvetten

Petrischalen

Kunststoffpipettenspitzen mit Filter
Kunststoffpipettenspitzen

Combitips

PCR-Reaktionsgefafie
Polyethylenréhrchen (15 ml und 50 ml)
14-ml BD Falcon polypropylene round-bottom tubes
Nylonmembran positive charged
Nitrozellulose

Whattman Papier

Rontgenfilmkassetten

Réntgenfilme Hyperfilm™ MP
Réntgenfilme BioMax MR

Sterilfilter (0,45 um Porengrofie)

sonstige Glas- und Kunsstoffmaterialien

Eppendorf, Hamburg
Eurogentec

Hellma

Sarstedt

Greiner, NUrtingen

Sorenson

Greiner, Nurtingen
Eppendorf

Biozym

Roth

BD Biosciences
Roche-Applied-Sciences
Machery-Nagel
Machery-Nagel

General Electrics Biosciences
General Electrics Biosciences
Kodak, England

Schleicher & Schull

Roth

49 Gerate

Es wurden folgende Gerate verwendet, soweit sie unter den jeweiligen Methoden nicht aufgefihrt

sind:

e Pipettiert wurde mit automatischen Eppendorf-Pipetten.

Die Kulturen wurden im Schuttler von HT inkubiert und Zellaufschlisse mittels XXX vorgenommen.

Sterilisiert wurde im Trockenschrank von Heraeus und im Dampfsterilisator Varioklav von H+P.

Zum Abwiegen wurden die Prazisionswaage MC1 und PT13100 von Sartorius verwendet.

Der pH-Wert wurde am pH-Meter 761 Calimatric von Knick und die Radioaktivitat am Beta-Counter

(Packard) gemessen.

e Die PCRs wurde im Thermocycler von MJ Research Inc, Modell PTCL00™ und GeneAmp®PCR
System 2700 von Applied Biosystems durchgefuhrt.

e Eppendorf-GefaBe wurde in der Biofuge picolo von Heraeus zentrifugiert, fur grofere Volumina
wurde die Sorvell RC5B verwendet.

e Zum Temperieren wurde der Thermoblock von Grant, Modell QBT2 benutzt
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Die Agarose-Gelelektrophorese wurde in der Apparatur von Biomertra (Modell S2) durchgefiihrt,
geblottet wurden die Gele mit dem Vakuumblotter von BioRad, Modell 785

Gele wurden in Gel Dryer 583 (BioRad) getrocknet. Zum Trocknen und Einengen von Flissigkeiten
wurde der Concentrator 5301 von Eppendorf benutzt.

Digitalisierung von Gelen wurde am Imager Gene Geniun von Bio Imaging Systems (Merck)
vorgenommen. Radioaktive Images wurden mit dem Molecular Imager FX pro plus (BioRad)
eingelesen und die Filme in Kodak X -Omat entwickelt.

Photometrische Messungen erfolgten am Ultraspec200 von General Electrics Biotech sowie an
Multiscan Ascent von Labsystems.

Fur die Protein-Gelelektrophorese sowie DNA-Elektrophorese (EMSA) wurde die Apparatur Protean 3
Minicell (Biorad) benutzt.

Primerextension-, Footprint- und in vitro Transkription-sreaktionen wurden im SequiGen™
Sequencing gel von Biorad elektrophoretisch getrennt.
Fur Western-Blots wurde der Trans-blot-SD Semi Dry- Transfer Cell von BioRad verwendet.

Hybridisierungen wurden im Rolloffen von Biometra vorgenommen.
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5 Methoden

5.1 Mikrobiologische Methoden

5.1.1 Stammhaltung von Kulturen

Die Zellen wurden in Volimedium Uber Nacht angezogen und als 10%ige Glycerinkonserven bei -
80°C angelegt.

5.1.2 Kultivierung

Selektion der Transformanten

Fir die Selektion aller Transformanten wurde LB-Agar als Grundmedium benutzt und mit den
endsprechenden Antibiotika (Endkonzentrationen siehe Tabelle 19) versetzt. Die Integration der
pDG268-Dervate ins amy-Gen bei Bacillus subtilis wurde zusatzlich auf Amylose-LB-Platten Uberpruift.
Dabei wurden die Kolonien auf den Platten Uber Nacht inkubiert und anschlieend die Platten mit
Lugolscher Lésung beschichtet. Bei positiven Klonen konnte man dabei keinen hellen Hof um die
Kolonie erkennen, da die Zellen die Amylose nicht abbauen konnten.

Zellkulturen fur Enzym-Assay

Von den Klonen wurden Standkulturen in 10 ml LB-Cm angeimpft und tber Nacht bei 37°C
inkubiert. Am morgen wurde die ODeoo gemessen und 20 ml verschiedener Varianten von
Minimalmedium-Kulturen wurden zu einer ODesoo von 0,1 angeimpft. Inkubation erfolgte bei 37°C und
200 rpm. Die ODsoo wurde verfolgt. Stindlich wurden Proben von je 0,5 ml entnommen.

Zellkulturen fir Proteinreinigung

Fur die Reinigung von PhoP und PhoR231 sowie AbrB wurden 50 ml LB-Ap-Kulturen Ubernacht bei
37°C und 200 rpm geschuttelt. Daraus wurden dann 500 ml Kulturen in 2xTBY-Ap zu einer ODesoo vOn
0,1 angeimpft und bei 37 °C und 200 rpm geschuttelt. Beim Erreichen der ODeoo von 0,5 wurde IPTG zu
einer Konzentration von 1 mM zugesetzt und die Kulturen weitere 3 - 4 h inkubiert, danach Erfolgte
eine Pelletierung bei 5000 rpm und 4°C im Sorvell GS3 Rotor.

Fur die Reinigung von RNAP wurde MF1 in 20 ml LB-Km angeimpft und Gbernacht bei 37°C und
200 rpm inkubiert. 200 ml der LB-Km-Hauptkultur wurde zu einer ODso von 0,1 angeimpft und bis zu
einer ODeoo von 1 bei 37°C und 200 rpm weiter inkubiert. Die Zellen wurden bei 5000 rpm im Sorvell
GS3-Rotor pelletiert. Der Zellaufschluss wurde wie von Fujita und Sadaie (1998) beschrieben
durchgefuhrt .

5.1.3 Herstellung kompetenten Zellen und Transformation

Ca2+-kompetente E. coli-Zellen

(nach Sambrook1989)

Aus einer UN-Kultur (5 ml LB, 37°C) wurde durch 1:100 Verdinnung eine frische Kultur in 100
ml LB angeimpft und bis zur ODesoo von 0,5 bei 37 °C und 200 rpm inkubiert. Danach wurden die Zellen
bei 4°C und 4000 rpm 10 min im GS3-Rotor abzentrifugiert (Sorvell RC5B). Ab hier wurden alle Schritte
auf Eis und mit vorgekuhlten Lésungen durchgefluhrt. Das Pellet wurde in 30 ml MgCl> (0,1 M)
gewaschen und wie oben zentrifugiert, danach in 5 ml CaCl2 (0,1 M) resuspendiert, 20 min auf Eis
inkubiert, und bei 4°C und 3500 rpm 1 Omin im SS34-Rotor abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 4,3 ml
kaltem CaCl2 (0,4 M) resuspendiert und 0,7 ml Glycerinlésung (87%) wurden zugegeben. Die
Zellsuspension wurde in vorgeklhlte Tubes zu 200 pl aligoutiert und bei -80°C schockgefrorenen. Die
CaCl>-kompetenten E. coli-Zellen wurden auf Eis aufgetaut. Zu 100ul Zellen wurden steril 5-10 ul des
Ligationansatzes pipettiert. Die Ansatze wurden 30 min auf Eis inkubiert und anschliefend fir 90 s
einem Hitzeschock bei 42°C unterzogen. Danach wurden die Zellen 2 min auf Eis gestellt. Nach Zugabe
von 800 ul LB wurde der Ansatz fur 1 h im Schattler bei 37 °C inkubiert. 200 pl des Ansatzes wurden
auf selektiven Platten ausplattiert und bei 37 °C bebrutet.
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Elektrokompetente E. coli-Zellen und Elektroporation

Aus einer UN-Kultur des Stammes BL21 (C43) wurden 100 ml LB zu einer ODsoo von 0,1
angeimpft und bei 37 °C und 200 rpm inkubiert bis die Kultur eine ODsoo von 0,8 erreicht hat. Die Zellen
wurden bei 4°C und 5000 rpm im Sorvell GS3 Rotor pelletiert, zwei mal mit 100 ml eiskaltem A. bidest
gewaschen und in 1 ml eiskaltem A. bidest aufgenommen. Die Zellsuspension wurde in vorgekuhlte
Tubes zu 50 pl aligoutiert und bei -80°C schockgefrorenen.

Die Aliquots wurden auf Eis aufgetaut und in vorgekuhlte Elektroporationskivetten Uberfuhrt.
Nach Zugabe von ca. 100 ng Plasmid-DNA wurden die Ansatze 10 min auf Eis inkubiert, dann einem
Elektroschock mit 1,7 kV 25 pF und 200 Q fur 1 Sekunde ausgesetzt und sofort geklhlt. Dann wurden
800 pl vorgewarmtes (37 °C) SOC-Medium zugegeben und die Zellen fir 1,5 h bei 37°C im Schuttler
inkubiert. Aliquots von 200 ul wurden auf endsprechende LB-Platten ausplattiert.

Transformation von XL2-Blue Ultrakompetenten E. coli-Zellen

Die Transformation erfolgte streng nach Herstellerprotokoll (Stratagene).
Transformiert wurden die mutagenisierten pOM6-Derivate. Die Selektion erfolgte auf LB-Ap-Agar.

Herstellung und Transformation naturlich-kompetenter B. subtilis-Zellen

(nach Harwood, 1990)

Aus einer UN-Kultur (10 ml KM1, 37°C) wurde durch 1:10 Verdiinnung eine frische Kultur in
50ml KM1-Medium angelegt, und bis zum Eintritt in die Stationare Phase (ca. 4 h) bei 37 °C geschuttelt.
Dann wurden die Zellen 1:5 im KM2-Medium verdinnt und 75 min inkubiert. Anschlieend wurde die
Kultur in 2 ml Tubes Uberfiihrt und fiir 2min bei 6000rpm abzentrifugiert. 5 ml der Uberstédnde wurden
steril vereint und mit 50 pl Glucose (50 %-ig) und 500 ul Glycerin (87 %-ig) versetzt. Die Zellpellets
wurden in 200 pl dieses Uberstandes vorsichtig resuspendiert und bei -80°C schockgefroren. Die
eingefrorenen kompetenten Zellen wurden bei 37 °C rasch aufgetaut. Anschliefiend erfolgte die Zugabe
von 0,5 ml KM2. Fur jeden Transformationsansatz wurden 200 ul Zellsuspension in ein 25 ml
Zentrifugenglas pipettiert und mit 1-5 ug DNA* fir 20min bei 37 °C und 75 rpm inkubiert. Dann wurden
500 ul vorgewarmten LB + 0,1 ug / ml Antibiotikum zugegeben und die Transformationsansatze fur 1,5
h bei 37°C und 200 rpm weiter inkubiert. 200 ul und 400 pl wurden auf Selektionsplatten ausplattiert
und bei 37 °C bebritet.

* Bei Transformationen von pDG268-Derivaten wurden diese erst mit Xhol linearisiert. Anschliefend
wurden ca. 1-5 pg der DNA im Restriktionsgemisch direkt transformiert.

5.1.4 Zellaufschluss

Sowohl E. coli als auch Bacillus Zellen wurden mittels Ultraschall aufgeschlossen. Dabei wurden
die Zellsuspensionen auf Eis gekuhlt und bei einer Intensitat von bis zur 80% und mit einem Cyclus von
50 beschallt. Nach jeweils 30 Bursts wurde eine 30 seklindige Pause eingelegt. Dies wurde so lange
wiederholt, bis die Zellsuspension eine graulich opalisierende Farbe aufwies. Um der proteolytischen
Verdau zur unterbinden wurde vor dem Aufschluss PMSF zu einer Konzentration von 10 mM zugegeben.
Bei Bacillus-Zellen wurde zusatzlich Lysozym (1 mg/ml) zugesetzt.

5.2 Gentechnische Methoden

5.2.1 Stammbhaltung von Nukleinsauren

Chromosomale DNA aus Bakterien wurde in 1 X TE-Puffer bei 4°C, Plasmid-DNA in A. bidest bei -
20°C und gesamt-RNA in RNase-freiem A. bidest bei -80°C gelagert.

5.2.2 Amplifikation

Kolonie-PCR

Es wurde etwas Material mit einen sterilen Zahnstocher von frischen Kolonien der Mutanten in
den PCR-Ansatz uberfuhrt und dann deine Standard-PCR mit 20-25 Zyklen durchgefihrt. 10 pl der
Ansatzes wurden im analytischen Agarosegel untersucht.
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Standard-PCR

Die Temperatur fir das Annealing (50-55°C) in der PCR wurde je nach Sequenz und Homologie
der Primer berechnet:

4°CfurjedesG=C
2°Cfirjedes A=T
-20°C

Die Dauer der Polymerisation ergab sich aus der Lange der zu amplifizierenden DNA: min/kb.

Konzentrationen der Komponenten: Ablauf der PCR:
1x Pfu-Puffer (+MgCl2) Temperatur [°C] Dauer [min]
200 uM dNTP’s 94 2

0,4 -1uM Primer —
0,4 -1uM Primer «

Matrize-: 7 3k? 94 05
10-50 ng Plasmid oder freie DNA yKien 50-60 05
0,1-0,5ug chromosomale DNA ) '
0,2 U/ul Pfu- DNA- Polymerase ;g 0:4581:15

Nach Beendigung der PCR wurde 1/10 des PCR-Ansatzes zur Kontrolle auf einem Agarosegel
untersucht.

SOE-PCR

Um eine 4 bp-Deletion im phyC-Promotor einzufiigen, wurden zuerst Standard PCRs
durchgefuhrt: (1) mit OmO21 und Dellrev als Primer und pOM6 als Matrize (bzw. Del2rev und pMUT3747
als Matrize),(2) mit Om09 und Delifor als Primer und pOM6 bzw. pMUT3747. Die entstandenen
Fragmente wurden aus dem Gel mittels QIAGENE Gel Extraction Kit gereinigt und als Matrizen in der
SOE-PCR zusammen mit OmO1 und OmO9 eingesetzt. Entscheidend hierfir waren die niedrigen
Konzentrationen mit 1 ng je Matrize in 100 ul Ansatzen und 400 nM Primer. Die anderen Komponenten
wurden Entsprechend der Standard-PCR verwendet. Die 507 bp Fragmente wurde ebenfalls aus dem
Gel extrahiert.

RT-PCR

Die Reverse Transkription wurde nach Protokoll von Fermentas durchgefuhrt.

,Site directed’ Mutagenese

Die,Site directed’ Mutagenese wurde mit dem QiuckChange XL-Kit von Stratagene strikt nach
Herstellerprotokoll durchgefuhrt.

5.2.3 Ligationen

Standard-DNA-Ligation

Ligationen wurden meist in 10 yl Ansatzen durchgefuhrt. Das Verhaltnis von Vektor und Insert
variierte zwischen 1:3 und 1:6, je nach Vektor- und Insert-Grof3e. Die Legationsansatze wurden bei
16°C Uber Nacht inkubiert.

Konzentrationen in dem Reaktionsansatz:

1x T4-Lig.-Puffer
50 ng Vektor

50- 300 ng Insert- DNA

1U T4- DNA- Ligase
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Ligation in pGEMT

(Modifiziert nach PROMEGA)
Der Vektor pGEMT® wurde fir Klonierungen von PCR-Produkten verwendet, sowie zur
Sequenzierung. Die Ligationsansatze wurden bei 16°C Uber Nacht inkubiert.

Pipettierschema flr den Reaktionsansatz:

1x Lig.-Puffer

50 ng pGEMT-Vektor
3,75 pl Insert- DNA
0,75 ul DNA- Ligase

5.2.4 DNA-Fallungen

NaAcetat/Ethanol-Fallung

Diese Fallung wurde nach enzymatischer Behandlung der DNA verwendet. Der Ansatz wurde mit
A. bidest auf 100 ul aufgefullt. Dazu wurden 10 pl NaAcetat (3 M, pH 5) und 300 ul Ethanol (98%)
zugegeben. Die DNA wurde fur mindestens 30 min bei —-20°C gefallt, danach bei 13000 rpm fur 10 min
zentrifugiert und der Uberstand entfernt. Das Pellet wurde mit kaltem 70%igem Ethanol gewaschen,
und wie oben zentrifugiert. Nach Entfernung des Uberstandes wurde die DNA bei 37°C bzw. RT
getrocknet und in A. bidest aufgenommen.

Ethanol-Fallung

Diese Methode wurde zur Fallung von praparativ-gewonnener DNA benutzt (Plasmid-
Minipraparationen, Isolierung chromosomaler DNA).
Die Ansatze wurden mit 3 Volumenteilen kalten 98%igen Ethanol bei -20°C fir mind. 30 min gefallt
und wie oben zentrifugiert, gewaschen und getrocknet. Die DNA wurde in A. bidest oder 1xTE-Puffer
aufgenommen.

Isopropanol-Fallung

Diese Methode wurde ebenfalls zur Fallung von praparativ-gewonnener DNA benutzt (Plasmid-
Midipraparation). Die Ansatze wurden mit 0,7 Volumenteilen Isopropanol versetzt und fur mind. 10 min
bei RT gefallt. Nach der Zentrifugation wurden die Pellets mit 70%igem Ethanol gewaschen und
getrocknet. Die DNA wurde in A. bidest oder 1xTE-Puffer aufgenommen.

5.2.5 Isolierung von Nukleinsauren

Isolierung chromosomaler DNA

Eine 10 ml LB-Kultur wurde 10 min bei 6000 rpm im SS34-Rotor zentrifugiert (Sorvell RC5B) und
der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in 1,5 ml Resuspensionspuffer gewaschen und in 700 ul
Lysispuffer resuspendiert, dann 10min auf Eis und anschlieBend 10min bei 37°C inkubiert. Nach
Zugabe von 25 pl N-Laurylsakrosyl (30%) und 4 ul ProteinaseK (20 mg/ml) erfolgte die Inkubation bei
70°C fir 20 min. AnschlieRend wurden die Ansatze 2 min auf Eis kuhlt. Mit 700 uyl Phenol wurden die
Ansatze gemischt, bei 13000 rpm fur 5 min zentrifugiert und die wassrige Phase in ein neues Tube
Uberfuhrt. (Dieser Schritt wurde 1-2 mal wiederholt bis die Interphase nicht vorhanden war.) Die
wassrige Phase wurde mit 700 pl Chloroform-Isoamylalkohol (24:1) gemischt, 5min bei 13000rpm
zentrifugiert und in ein neues Tube Uberfuhrt. Nach Zugabe von 5 pl RNase wurden die Ansatze 15 min
bei 37°C inkubiert, die DNA mit 1 ml Ethanol (96%) 10min auf Eis gefallt und 10 min bei 13000 rpm
pelletiert. Das Pellet wurde mit 70%igem Ethanol gewaschen, und luftgetrocknet. Die DNA wurde in 100
ul AXTE-Puffer bei RT Uber Nacht gelost.

Isolierung von gesamt-RNA

(Modifiziert nach Machery-Nagel)

Aus 20 ml FZB45-Kulturen wurde die gesamt-RNA nach Protokoll von Machery-Nagel unter
Verwendung des RNA-L-Kits durchgefiihrt. Die Lysozymbehandlung und die DNase-Behandlung wurde
auf 30 min verlangert. Wurde noch rest-DNA festgestellt (PCR-Test) erfolgte ein DNase-Verdau nach
Herstellerprotokoll (Fermentas).
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Plasmidpraparationen

a Mini- Plasmidpraparation

Je 1,5 ml von UN-Kulturen wurden pelletiert (2min, 13000rpm). Das Pellet wurde in 100 ul Pufferl
resuspendiert mit 200 ul Pufferll versetzt und bis zur Klarung vorsichtig geschwenkt. Nach Zugabe von
150 pl Pufferlll wurde der Ansatz geschwenkt und 10min auf Eis inkubiert. Der SDS-Niederschlag wurde
10 min bei 13000 rpm abzentrifugiert und der Uberstand in ein neues Tube {berfiihrt. Die DNA wurde
mit Ethanol gefallt (s.0.) und das Pellet in 50 pl A. bidest resuspendiert.

b Spin- Plasmidpréparation
Die Spin-Praparation wurde nach Vorschrift mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit durchgefuhrt.

c Midi- Plasmidpraparation

Je nach gewinschter Menge der zu isolierender DNA wurden die QlAprep Midiprep Kits TIP 100 oder TIP
20 verwendet.

Reinigung von Nukleinsaren

d Extraktion aus Agarose-Gelen

(nach Qiagen)

QIlAquick Gel Extraction Kit wurde fur Reinigung von DNA nach PCRs und Restriktionen verwendet. Dabei
wurde die DNA in einen 0,8 %-igem Agarosegel getrennt und die zu reinigende Bande unter schwachem
UV-Licht () ausgeschitten und die DNA nach Protokoll des Herstellers gereinigt.

e Reinigung aus wassrigen Lésungen

QlAquick PCR-Purifikation Kit wurde zur Aufreinigungen der PCR-Produkte fir Sequenzierungsreaktionen
und zur Entfernung von kleinen DNA-Fragmenten benutzt, wie Primern oder nach Restriktionen von
Inserts. QIAquick Nukleotide Removal Kit wurde zum Entfernen der radioaktiven Nukleotide nach der
Markierung verwendet. Beide Reinigungen wurden streng nach Herstellerangaben durchgefuhrt.

f Phenol-Chloroform-Extraktion

Diese Methode wurde zur Reinigung der DNA und RNA nach enzymatischen Reaktionen verwendet.
Dazu wurde das Ansatzvolumen auf 100 ul gebracht und mit 100 ul Phenol*/ Chloroform (1:1-Lésung)
geschwenkt, anschliefend bei 4°C und 13000 rpm zentrifugiert. Die obere Phase wurde in ein neues
Tube Uberfuhrt und mit einem Chloroform-lsoamylalkohol-Gemisch (24:1) geschwenkt. Nach
wiederholter Zentrifugation wurde die obere Phase mit Ethanol/ NaAcetat (0) gefallt.

* FUr Fallungen von RNA wurde saures Phenol (Roth) benutzt

5.2.6 Bestimmung der DNA- und RNA-Konzentration

Die DNA- bzw. RNA-Konzentration wurde am UV-Photometer von General Electrics (Modell: Gene
Quant 1) gegen A. bidest bestimmt. Daflr wurden die Proben 1:50 bzw. 1:100 verdinnt und die
Absorption bei 280 nm und 260 nm gemessen. Die Berechnung der Konzentrationen beruht auf
folgenden Annahmen:

Fiir RNA - Azeo x Verdiinnungsfaktor x 40ug/ml

Fir DNA = Axeo x Verdiinnungsfaktor x 50ug/ml

5.2.7 Dephosphorylierung der DNA

Um die Religation von geschnittenen Vektoren zu verhindern, wurden die 5’-Enden mit
Alkalischer Phosphatase (CIAP) dephosphoryliert. Die Reaktion erfolgte 1 Stunde bei 37°. Danach
wurde die Reaktion bei 65°C (15 min) gestoppt und auf Eis gekuhlt. Die DNA wurde mit Ethanol und
NaAcetat gefallt (s. oben).

Konzentrationen in dem Reaktionsansatz:
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1x CIAP-Puffer
10U CIAP
1-2 pg Vektor- DNA

5.2.8 Restriktionen

Restriktionen wurden mit Enzymen von Qbiogene oder Fermentas nach Herstellerprotokoll
durchgefuhrt. Die eingesetzte Menge an DNA variierte je nach Bedarf, fir praparative Restriktionen
wurde mindestens 1 pg DNA verwendet.

5.2.9 5'RACE

a Dephosphorylierung der RNA

(Modifiziert nach Epicentre)

Fir die 5'RACE wurden die 5-Enden der gesamt-RNA mit einer Pyrophosphatase dephosphoryliert. Die
Reaktion erfolgte eine Stunde bei 37°. Danach wurde die RNA Phenol/Chloroform extrahiert und
anschlieffend mit Ethanol und NaAcetat Gber Nacht bei -20°C gefallt (s. oben).

Konzentrationen in dem Reaktionsansatz:

1x TAP-Puffer

10U TAP

5-10 pg gesamt RNA
b Ligation des Linkers

(Modifiziert nach Epicentre)
Die dephosphorylierte gesamt-RNA (Pellets aus (a)) wurde zuerst in 58 ul RNase-freiem A. bidest
aufgenommen. Die Ligationen erfolgten in 100 pl Ansatzen fur eine Stunde bei 37 °C. Danach wurde die
RNA Phenol/ Chloroform extrahiert und anschlieBend mit NaAcetat und Ethanol Gber Nacht bei -20°C
gefallt.

Konzentrationen in dem Reaktionsansatz:

1x RNA-Ligase-Puffer
80U RNase-Inhibitor
5-10 pg gesamt-RNA

10 pMol Linker

20U RNA- Ligase

c RT-PCR

(Modifiziert nach Fermentas)

Die gefallten Ansatze aus (b) wurden in 20 pl A. bidest aufgenommen und 5 uyl wurden anschlieRend fur
die RT-PCR verwendet. Die Amplifikation erfolgte sonst nach Herstellervorgaben. Es wurde der Om09
Primer verwendet.

d Nested-PCR

Als Matrize fur die folgende PCR wurden 5 ul der RT-PCR Ansatze verwendet und die Primer Om15 und
Om16 (5’ versetzt zu OmO09). Die PCR wurde wie unter O beschrieben durchgefihrt.

5.2.10 Northern-Blot

(nach Roche-Applied-Sciences)

20 pg gesamt-RNA wurden in einem 1% denaturierendem Agarose Gel fur 1-2 Stunden bei 60 V
getrennt. Zwei Stick 3mm-Whatmann-Pappier und die Nylonmembran (positiv geladen) wurden in 2 X
SSC aquilibriert. Geblottet wurde fur 4 Stunden mit 10 X SSC bei RT durch Kapillarwirkung. Die RNA
wurde danach an die Membran durch 3 minutige UV-Bestrahlung gebunden. Die Hybridisierung im
Rolloffen (Biometra) erfolgte bei 50°C Uber Nacht im RNA-Hybridisierungspuffer unter Zugabe einer
nichtradioaktiven DNA-Sonde (PCR-Produkt von Om0O8 und Om09). Die Hybridisierungslésung wurde
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danach samt Sonde bei -20°C bis zur Wiederverwendung aufbewahrt. Die Waschschritte der Membran
waren wie folgt: zwei mal 5 min mit 50 ml 2XSSC+0,1% SDS bei RT und danach zwei mal 15 min mit
0,5XSSC+0,1 SDS bei 50°C. Die Membran wurde anschliefend in 10 ml P2-Dig-Puffer fir 30 min
geblockt, danach erfolgte die Zugabe von 1ul Anti-Dig-Antikdrper und eine Inkubation von 1 h bei RT. Die
Membran wurde dann zwei mal 15 min mit 50 ml P1-Dig-Puffer gewaschen und 1 mal 5 min mit 20 ml
APase-Puffer aquilibriert. Die Entwicklung erfolgte in 10 ml APase-Puffer mit jeweils 45 pl der NBT- und
BCIP-Losungen im dunkeln bis die Blaufarbung gut sichtbar wurde. Die Reaktion wurde mit 10XTE
gestoppt.

5.2.11 Markierung der DNA

Nichtradioaktive Markierung mit Dig-dUTP

Die nichtradioaktive Markierung erfolgte nach Protokoll von Roche-Applied-Sciences fur die
Markierung mit [a32P]-dCTP mittels der Ready-To-Go DNA Labelling Beats. Dabei wurden die Beats mit
50 pl eines Gemisches aufgenommen, welches aus 50 uM Did-11-dUTP, 150 yM dTTP und 200 uM
dATP/dCTP/dGTP bestand. Die Reaktion wurde bei 37 °C fur 1 Stunde inkubiert.

Radioaktive Markierung mit [y32-P]dATP

Am 5’-Ende eines Primers wurde mittels der Polynukleotidkinase (PNK) ein radioaktives Phosphat
angehangen (nach Vorschrift von Fermentas). Dazu wurde 20 pmol Primer und 40 uCi [y32-P]JATP im 10
pl Ansatz verwendet. Mit dem gesamten Markierungsansatz und dem endsprechenden
korrespondierenden kaltem Primer (20 pmol) wurde dann eine Standard-PCR durchgefihrt unter
Verwendung von 50 ng gereinigter Matrize. Das DNA-Fragment wurde mit dem QIAGEN PCR-Purifikation
Kit gereinigt und die radioaktive Quantitat bestimmt. Dazu wurde 1 ul der gereinigten DNA in 4 ml
SzintillationsflUssigkeit (Zinsser Analytik) aufgenommen und die radioaktiven Zerfalle/ min gezahlt. Die
DNA wurde auf 50000 cpm/ul verdunnt. Proben mit weniger als 100000 cpm wurden als ungeeignet
verworfen und entsorgt.

5.2.12 Gelretardations-Assay

Es wurden 511 bp-lange radioaktiv markierte Promotorfragmente (PCR-Produkte von OmO1 und
32P-0m09) aus pOMG6 verwendet. Fur die Bindungsreaktion wurde die DNA in der Starke von je 25000
cpm pro Ansatz und Proteine in verschiedenen Konzentrationen verwendet: 200 nM- 1600 nM PhoP,
100 nM PhoR231, 20 nM- 40 nM RNAP und 300 nM- 2700 nM AbrB. Um unspezifische Reaktionen zur
minimieren wurde 0,1 pg/ul poly(dl-dC) in jeder Reaktion verwendet. Die Bindung erfolgte bei RT fur 20
min. Um PhoP zu phosphorylieren wurden die Ansatze zuerst mit PhoR231 und 5 mM ATP fur 20 min
bei RT inkubiert und danach die DNA zugesetzt. Die Phosphorylierung- und Bindungsreaktion erfolge im
Binding-Puffer. Die Ansatze wurden in 6 %-igen TBE-Acrylgel bei 80 V fur 3-4 Stunden getrennt. Die Gele
wurden danni h unter Vakuum bei 80°C getrocknet, UN am Phosphorschirm (Kodak) exponiert und im
FX-ProPhosphorimager (BioRad) entwickelt.

5.2.13 DNasel-Footprinting

Die Reaktionen wurden in 50 ul Volumina angesetzt, die Ansatze enthielten jeweils radioaktiv
markierte DNA von 50000 cpm/ul Starke. Die Proteinkonzentrationen wurden wie folgt eingesetzt: 0,05
UM -1,5 uM PhoP, 0,2 uM oder 0,4 uM PhoR231, 0,02- 0,2 yM RNAP. Um PhoP zu phosphorylieren
wurden die Ansatze zuerst 20 min bei RT mit 5 mM ATP und PhoR231, ohne RNAP und DNA inkubiert.
Die Bindungsreaktion wurde ebenfalls bei RT fur 20 min durchgefihrt. Danach wurden die Proben 1 min
lang mit 0,005 U DNasel (verdinnt in DNasel-Verdunungslsg) inkubiert, mit 140 pyl DNasel-Stopplésung
versetzt und mit 300 pl EtOH (100%) 20 min bei -20 °C gefallt. Die gefallte DNA wurden bei 13000
rom und 4°C pelletiert, mit 70 %-igem EtOH gewaschen und vakuumgetrocknet. Die Pellets wurden in 5
ul Sequenzierungspuffer aufgenommen und 5 min bei 85°C denaturiert. Danach wurden die gesamten
Ansatze in einem 6%igen TBE-Harnstoff-Acrylamidgel bei 50 Watt getrennt. Das Gel wurde auf
Whatmann-Papier abgezogen und 1 h unter Vakuum und 80°C getrocknet (Gel Dryer von Biorad). Die
Exposition erfolgte auf Kodak MR -Filmen lber Nacht bei -80°C und die Entwicklung in X-OMAT
(Kodak).

Konzentrationen in der Bindungsreaktion:
1x Bindungs-Puffer
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5l poly dldC (1 mg/ml)
1l BSA (1 mg/ml)

S.0. Proteine

50000 cpm [P32]DNA

ad 50 ul A. bidest

5.2.14 In vitro Transkription

Im Vorfeld wurde PhoP phosphoryliert. Dazu wurden 10 pl PhoP mit 1 ul PhoR231 und 1 ul ATP
(100 mM) und 4 pl 5x Bindungs-Puffer in 20 pl Gesamtvolumen gemischt und 20 min bei RT inkubiert.
Fur die Transkriptionsreaktion wurde DNA verwendet, die mittels PCR mit Om01 und OmQ09 amplifiziert
und mit dem PCR-Purification-Kit (Qiagen) gereinigt wurde. Die Reaktion wurde mit 100 ng DNA (~10
nM), 1 X Transkiptionspuffer, 0,1 mg/ml poly-dldC und RNAP in Konzentrationen 30 nM -120 nM, sowie
60 nM- 300 nM PhoP~P (aus der Phosphorylierungsreaktion) zuerst in 16 ul Volumen angesetzt. Die
Ansatze wurden 10 min bei 37 °C inkubiert. Die Transkription wurde dann mit 4 yl des NTP-Gemisches
(0,45 yM UTP, 3 uM ATP/GTP/TTP und 2 pCi [a32P]UTP) gestartet und lief 20 min bei 37°C. Die
Reaktion wurde mit 5 ul Stopp-Solution gestoppt und auf ein 6 %- Harnstoff-Acrylamid-Gel beladen. Der
Gellauf wurde mit 50 Watt fur ca. 3 Stunden durchgefuhrt, dann das Gel auf Filterpapier abgezogen,
getrocknet und auf einen Kodak-Phosphor-Sceen uber Nacht exponiert. Die Detektion erfolgte im X-Pro-
Imager (BioRad).

5.2.15 Primerextension

Zuerst wurde der OmO9 Primer mit [y32P]ATP durch die T4-Polynukleotidkinase (PNK, Fermentas)
nach Herstellerprotokoll phosphoryliert und damit radioaktiv markiert ([P32]J0m09). Die
Sequenzierungsreaktion wurde mit dem Thermo Sequenase Cycle Sequencing Kit nach
Herstellerprotokoll mit dem 32P-Om09 Primer angesetzt. Dabei wurde das gereinigte, mit OmO1 und
OmO09 amplifizierte phyC-Fragment benutzt. Bei die RT wurde die gesamt-RNA von FZB45 (aus LPM-
Kultur) verwendet. Die Reaktion wurde ebenfalls mit dem [P32]J0MO9-Primer und der M-MuLV-Reversen-
Transkriptase (Fermentas) nach dem Protokoll von Fermentas angesetzt. Die Reaktionen wurden in
einem 6 %-igen Harnstoff-Acrylamid-Gel bei 60 Watt getrennt, dann das Gel auf Whatmann-Papier
abgezogen, getrocknet, auf dem Kodak-Phosphorscreen Uber Nacht exponiert und in FX-Pro-Plus Imager
detektiert.

5.2.16 Konstruktion von Plasmiden und Stammen

pOM-Plasmide

Fur die Konstruktion wurde als Ausgangs-Vektor der pDG268 benutzt, welcher das komplette
lacZ-Gen besitzt vor dem sich die cloning site’ befindet und eine Chloramphinicolresistenz. Diese
werden von amyront - Und @amypack —Regionen eingeschlossen, dartuber erfolgte spater die Integration ins
Genom. Die Inserts wurden in die EcoRIl und BamHI bzw. Hindlll ,cloning site’ ligiert. Dazu wurden diese
vorher aus der chromosomale DNA von B. amyloliquefaciens FZB45 mit den Primern OmO1 und OmQ09
bzw. mit OmO01 und OmO2 aus Bacillus subtilis 168 mit der Pfu-Polymerase amplifiziert. Die PCR-
Fragmente wurde mit NaAcetat und EtOH gefallt, und anschlieRend mit den EcoRIl und BamHI bzw.
Hindlll verdaut. Die Ligation wurde mit je 25 ng Vektor und 150 ng Insert durchgefuhrt. Die Klonierung
erfolgte in DH5a.. Die erhaltenen Transformanten wurden zur Kontrolle mit EcoRl und BamHI verdaut. Je
ein Klon wurde fir die Midi-Plasmidpraparation ausgewahlit. Die gewonnene Plasmid-DNA wurde mit
OmO3 unter Verwendung des Terminator-Kits (General Electrics) sequenziert. (Darstellung des pOM6-
Plasmides siehe Abbildung 7.6)

pCUT-Plasmide

Zum Konstruieren der pCUT-Plasmide wurden die Inserts nach der Standard-PCR aus
chromosomaler DNA von B. amyloliquefaciens FZB45 mit der Pfu-Polymerase amplifiziert. Fur die 5'-
Verklrzung wurden dabei als Revers-Primer OmO9 und als Vorwarts-Primer Cutl bis Cutb, fur die 3'-
Verklrzung der OmO1 und Om14 Primer verwendet. Die erhaltenen PCR-Produkte wurden geféllt, dann
mit EcoRIl und BamHI geschnitten und in pDG268 ligiert. Die Klonierung wurde in DH5a durchgefihrt.
Von einigen Transformanten wurden die Plasmide isoliert und mit OmO03 sequenziert.
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pMUT-Plasmide

Um die pMUT-Plasmide zu erhalten wurde das pOM6-Plasmid mit dem QiuckChange XL-Kit von
Stratagene in einer ,Site directed’ Mutagenese nach Herstellerprotokoll verandert. Dabei wurden in die
Primersequenzen Basensubstitutionen eingefihrt und damit das gesamte Plasmid in beide Richtungen
(jeweils ein Vorwarts- und Reversprimer) amplifiziert. Die Primer sind der Tabelle 1, die Plasmide der
Tabelle 8 zu entnehmen, wo auch die Mutationen aufgelistet sind. Die Bezeichnungen beziehen sich auf
die Positionen der Basensubstitutionen. Von einigen E. coli-Transformanten wurden die Plasmide isoliert
und mit Cy3-Fang3 sequenziert.

pDEL-Plasmide

Um 4 bp Deletionen in dem phyC-Promotor einzufligen wurde eine SOE-PCR durchgefihrt. Die
erhaltenen PCR-Produkte wurden ebenfalls Uber Agarose gereinigt, mit EcoRl und BamHI geschnitten
und in pDG268 ligiert. Die Klonierung wurde in DH5a durchgefiihrt. Von einigen Transformanten wurden
die Plasmide isoliert und mit Cy3-Fang3 sequenziert.

Die Basensubstitutionen wurden dann mit dem QiuckChange XL-Kit von Stratagene in einer ,Site
directed Mutagenese’ nach Herstellerprotokoll durchgefiihrt. Die Primer sind der Tabelle 1, die Plasmide
der Tabelle 9 zu entnehmen.

pPHOP-Plasmid

Die phoP-kodierende Region von B. subtilis 168 wurde mit den Primern PhoP4 und PhoP5 mit der
Tag-Polymerase amplifiziert. Das PCR-Produkte wurde mit dem QIAGEN PCR-Purification Kit gereinigt, in
pGEMT ligiert und in DH5a kloniert. Die Transformanten wurden mittels Mini-Praparation und
Kontrollrestriktion mit Ndel und Xhol auf die Richtigkeit der Plasmide Uberprift. AnschlieBend wurde
aus einem der positiven Klone das pGEMTphoP-Plasmid in einer Midi-Praparation gewonnen und das
Ndel/ Xhol- Fragment ausgeschnitten und Uber Agarose gereinigt. Das gereinigte Fragment wurde dann
in pET15b in die Ndel und Xhol ,cloning site’ ligiert und DH5a kloniert. Auch hier erfolgte eine Kontrolle
der Transformanten mittels Mini-Praparation und Ndel/ Xhol-Restriktion. Aus einer der positiven
Transformante wurde das Plasmid in einer Midi-Praparation isoliert und in elektrokompetente E. coli
BL21 (C43)-Zellen transformiert.

pPHOR231-Plasmid

Aus B. subtilis 168 wurde die C-terminale Domane von PhoR mit den Primern R231For und
R231Rev mit der Tag-Polymerase amplifiziert. Das PCR-Produkte wurde mit dem QIAGEN PCR-
Purification Kit gereinigt, in pGEMT ligiert und in DH5a kloniert. Die Transformanten wurden nach einer
Mini-Praparation mit Ndel und BamHI auf die Richtigkeit des Inserts Uberprift. Anschliessend wurde aus
einem der positiven Klone Bsal / Xhol - Fragment ausgeschnitten, Gber Agarose gereinigt und in pET28b
in die Ncol und Xhol ,cloning site’ ligiert und DH5a kloniert. Auch hier erfolgte eine Kontrolle der
Transformanten mittels Mini-Praparation und Xbal / Xhol-Restriktion. Aus einer der positiven
Transformante wurde das Plasmid in einer Midi-Praparation isoliert und in elektrokompetente E. coli
BL21 (C43)-Zellen transformiert.

pABRB-Plasmid

Mit den Primern AbrB3 und AbrB4 wurde aus B. subtilis 168 mit der Tag-Polymerase die
kodierende Region von abrB amplifiziert. Das PCR-Produkte wurde mit dem QIAGEN PCR-Purification Kit
gereinigt, in pGEMT ligiert und in DH5a kloniert. Die Transformanten wurden wie oben beschrieben mit
Ndel und BamHI auf die Richtigkeit der Plasmide Uberprift. Anschliessend wurde aus einem der
positiven Klone mit Ndel und BamHI das abrB-Fragment ausgeschnitten, Uber Agarose gereinigt und in
pET15b in die Ndel und BamHI ,cloning site’ ligiert und in DH5a kloniert. Auch hier erfolgte eine
Kontrolle der Transformanten mittels Mini-Praparation und Ndel und BamHI-Restriktion. Aus einer der
positiven Transformante wurde das Plasmid in einer Midi-Praparation isoliert und in elektrokompetente
E. coli BL21 (C43)-Zellen transformiert.

OM-Stéamme

Die OM-Stamme sind der Tabelle 15 zu entnehmen. Sie wurden generiert durch die
Transformation der pDG268-Derivate (pOM6, pOM2 und pCUT-Plasmide) in Bacillus subtilis 168 bzw.
deren Regulationsmutanten (1A254, 1S13 und GM1038).

84



METHODEN

MUT-Stamme

Die MUT-Stamme sind ebenfalls der Tabelle 15 zu entnehmen. Sie entstanden durch die
Transformation der pMUT-Plasmide in Bacillus subtilis 168.

DEL-Stamme

Die DEL-Stamme sind auch in der Tabelle 15 aufgelistet. Sie entstanden durch die
Transformation der pDEL-Plasmide in Bacillus subtilis 168.

Herstellung der abrB und abrBspoOA-Mutnaten

Da abrB Mutanten nicht transformierbar sind, konnte hier pOM6 nicht tbertragen werden und.
Deshalb wurde in Stamm OM61 die Cm-Resistenz durch die Transformation mit dem Plasmid pECE73
erst mal gegen eine Km-Resistenz ausgetauscht. Der so erzeugte Stamm OM61Km wurde dann mit
chromosomaler DNA aus dem Stamm H12586 transformiert. So konnte das abrB-Gen durch eine Cm-
Resistenz unterbrochen werden. Die gleiche Prozedur wurde auch durchgefihrt, um die Doppelmutante
abrBspoOA zu erhalten. Der Ausgangsstamm hierfur war OM64. Der abrB::cat-Phenotyp wurde mittels
PCR bestatigt mit den Primerpaar AbrB3 und AbrB4. Das resultierende PCR-Produkt bei positiven
Transformanten war um das cat-Gen (Cm-Resistenz) gréf3er.

5.3 Sequenzierung von DNA

5.3.1 Sequenzierungsreaktion zur Bestatigung der Genotypen

(nach General Electrics General Electrics Biotech)

Die Reaktionen wurden je nach Bedarf nach folgenden Vorschriften angesetzt:

1. DYEnamic Direct Cycle Sequencing Kit;

2.  Thermo Sequenase Cy5 Dye Terminator Kit
Das Gel wurde mit den Repro Gel™-System angefertigt. Die Auftrennung der Sequenzen erfolgte im ALF
expressll und die Aufzeichnung im ALFwin™ Squence Analyser (Version 2.10).

5.3.2 G+A Maxam und Gilbert Sequenzierungsreaktion

Bei dieser Reaktion wurden die Purinbasen zuerst formyliert. Dazu wurde eine Mischung aus 13
pl H20 und 4 pl radioaktiv markierter DNA (50000 cpm/ul) und 0,5 pl CT-DNA (4 mg/ ml) 5 min auf Eis
inkubiert, dann erfolgte die Zugabe von 5 yl Formiat (4 %) und eine 20 min Inkubation bei 37°C. Die
Proben wurden anschlieBend mit 200 ul DNasel-Stopp und 300 ul EtOH (100 %) bei —-20°C Ubernacht
gefallt. Danach wurden die Proben bei 13000 rpm fur 20 min zentrifugiert, mit 70 %-igen EtOH
gewaschen und weitere 10 min zentrifugiert. Die Uberstdnde wurden entfernt und die DNA
vakuumgetrocknet. Die Pellets wurden in 100 ul Piperadin (1 M) aufgenommen und 30 min bei 90°C
inkubiert um formylierten Stellen zu apurinieren und die DNA-Struktur zur brechen. So entsteht eine
Sequenzierung der Adenylin und Guanidinreste. Die DNA wurde dann wieder vakuumgetrocknet und die
Piperidinreste mit zwei mal 10 pyl H20 gewaschen und getrocknet. Die Pellets wurden in 20 ul
Sequenzierungspuffer aufgenommen, 2-3 ul dieser wurden als molekulare Marker fur die Footprints
verwendet.

5.4 Biochemische Methoden

5.4.1 Reinigung der Proteine

Reinigung von PhoP

Das phoP-Gen wurde N-terminal mit einer Hise-Tag fusioniert. Dieses Konstrukt (pPHOP) wurde in
E. coli BL21 (C43) in 2xTBY bei 37°C und 200 rpm Utberexprimiert. Die Zellen wurden nach weiteren 4
Stunden Induktion geerntet, im Sonifikationspuffer aufgenommen und aufgeschlossen (5.1.4). Nach
Pelletierung der Zelltrimmer wurde der Uberstand mit der Ni2+-Agarosematrix (Qiagen) fiir 2 h inkubiert.
Gewaschen wurde mit 50 mM Imidazol und eluiert mit 300 mM Imidazol im Sonifikationspuffer.
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Ausgewahlte Fraktionen wurden in einer SDS-Elektrophorese mit anschlieBender Coomassie-Farbung
Uberprift (Abbildung 7.4 A). Das Hise-PhoP-Protein besafl die GroRe von 30 kDa. Die Dialyse wurde
schrittweise gegen Dialysepuffer durchgefuhrt: erst fur 3 Stunden gegen 20 % Glycerin, dann Uber
Nacht gegen 50 % Glycerin. Anschliessend wurde der His-Tag Uber eine Thrombin-Matirx-Saule (Sigma)
(5.4.7) streng nach Herstellerprotokoll entfernt. Der Erfolg des Thrombinverdaus wurde im Westernblott
bestatigt (Daten nicht gezeigt). Die Starke der His-Tag-Bande nahm mit Dauer der Inkubation auf der
S&ule ab, und war bereits nach 6 Stunden nicht mehr zu erkennen. Die Proteinkonzentration wurde mit
72 pg / ml nach Bradford (BioRad) bestimmt. Das entsprach der Konzentration c= 2,6 uM.

Reinigung von PhoR231

Die cytoplasmatische, 16sliche Domane von PhoR (pPHOR231) wurde in E. coli BL21 (C43)
Uberexprimiert. Nach dem Zellaufschluss und Abtrennung der Zelltrimmer, erfolgte die Reinigung Uber
eine Ni2*-Agarosesaule (Qiagen) im B-Puffer. Eluiert wurde mit 300 mM Imidazol im B-Puffer.
Ausgewahlte Fraktionen wurden in einer SDS-Elektrophorese und anschlieBender Coomassie-Farbung
Uberprift (Abbildung 7.4 B). Das PhoR231-Protein besaf die Gréfle von 42 kDa. Die saubersten
Elutionsfraktionen wurde gegen 1 Liter Dialysepuffer Gber Nacht dialysiert und die Proteinkonzentration
mit 170 yg / ml nach Bradford (BioRad) bestimmt. Das entsprach der Konzentration c= 4 yM.

Reinigung der RNA-Polymerase

Der Bacillus subtilis Stamm MF1 wurde in 2xTBY bis zu einer ODsoo von 1,2 bei 37 °C und 200
rom geschuttelt. Danach wurden die Zellen geerntet, im I-Puffer gewaschen und im 1/100 Volumen I-
Puffer aufgenommen und aufgeschlossen. Nachdem die Zelltrimmer pelletiert wurden, erfolgte die
Reinigung Uber eine Ni2*-Agarosesaule (Qiagen), gewaschen wurde mit I-Puffer und eluiert mit 200 mM
Imidazol im |-Puffer. Da die RNA-Polymerase bereits bei niedrigen Konzentrationen sich von der Matrix
|oste, waren die Eluate stark mit anderen Proteinen verunreinigt, was in der SDS-PAGE zur erkennen war
(Abbildung 7.5 A). Deshalb wurden die Eluate gesammelt und in der Amicon (8050) Uber ein Filter mit
Ausschlussgréfe 100 kDa gewaschen, da die RNAP (Holoenzym) eine GroRe von 340 kDa besitzt. Dazu
wurde die Probe 3 mal mit Dialysepuffer beschichtet. Nach diesem Waschschritt war die Proteinprobe
ausreichend sauber (Abbildung 7.5 B). In der SDS-PAGE konnte man die einzelnen Komponenten
erkennen: B- und B’-Untereinheiten mit 150 kDa, o- Untereinheit mit 53 kDa und den assoziierten o -
Faktor mit 55 kDa. Da die RNAP-Konzentration dieser Reinigung mit 35 pg / ml (~ 0,1 uM) fur die in
vitro Transkription nicht ausreichend war, wurde eine zweite Praparation mit einem grofReren
Kulturvolumen und einer Einengung von 1/400 im |-Puffer durchgeflhrt. Hierbei wurden 450 ug / ml
(~1,2 yM) RNAP gewonnen. Die in der ersten Reinigung gewonnene RNAP, wurde fir die EMSA- und
Footprintstudien verwendet.

Reinigung von AbrB

Das AbrB-Protein (pABRB) wurde in E. coli BL21 (C43) Uberexprimiert. Nach dem Zellaufschluss
und Abtrennung der Zelltrimmer, erfolgte die Reinigung Uber eine Ni2+-TED-Saule (Machery-Nagel) nach
Herstellerprotokoll. Dabei wurden die Puffer mit 10 mM B-Mercaptoethanol und 20 % Glycerin versetzt.
Ausgewahlte Fraktionen wurden in einer SDS-Elektrophorese und anschlieRender Coomassie-Farbung
Uberprift (Daten nicht gezeigt). Das AbrB-Protein besafl die GrofRe von 11 kDa. Die saubersten
Elutionsfraktionen wurden gegen 1 Liter Dialysepuffer GOber Nacht dialysiert und die
Proteinkonzentration mit 37 pg/ ml nach Bradford (BioRad) bestimmt. Das entsprach der
Konzentration ¢c= 3,4 uM. Leider sind wahrend der Dialyse 75 % des Proteins verloren gegangen,
moglicherweise hat es an die Membran des Dialyseschlauchs gebunden.

5.4.2 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Konzentrationen der Proteine wurden mit dem Bradford Reagenz von Roth nach
Herstellervorgaben bestimmt. Dazu wurde ein Eichung mit bekannten BSA-Konzentrationen
vorgenommen und der Extinktionskoeffizient ermittelt. Gemessen wurde in Ascent-Plattenreader bei
595 nm. Die Differenz der Extinktionen (Probe und Nullwert) wurde durch den Extinktionskoeffizienten
geteilt um die Konzentration zu erhalten.

5.4.3 Phosphatbestimmung

Flr die Phosphatbestimmung wurden 1ml Zellsuspension bei 1000 rpm fir 5 min pelletiert. 100
ul des Uberstandes wurden dann mit 400 ul Phytase-Stoppreagenz versetzt (Probe). Dadurch bildeten
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sich gelbe Farbkomplexe zwischen freiem Phosphat und dem Vanadat und Molybdat aus, die bei 410
nm gemessen wurden. Dazu wurden je 100 pl der Lésung in Titerplatten gegen den Nullwert, der aus
den endsprechenden Verhaltnis von A. bidest. und dem Phytase-Stoppreagenz bestand. Die Differenz
der Extinktionen wurde gebildet und die Konzentration an Hand eines Extinktionskoeffizienten aus der
Eichreihe mit bekannten Phosphatkonzentrationen wie folgt errechnet:

c= (EProbe - ENuIIwert) / €

5.4.4 Enzym-Assays

B-Galaktosidase-Assay

(Modifiziert nach Miller, 1977)

100 ul Zellensuspensionen (Kultivierung 0) wurden im 800 ul Z-Puffer aufgenommen und bei
30°C fur 10 min inkubiert. Reaktion wurde durch Zugabe von 200 pl ONPG gestartet, und lief bei 30°C.
Gestoppt wurden die Reaktion mit 400 ul Na2COs (1 M) nach dem eine gelbliche Farbung auftrat. Die
Zelltrimmer wurden bei 13000rpm fiir 2 min zentrifugiert. Die Extinktion des Uberstandes wurde bei
420 nm und die Trabung bei 550 nm gemessen. Die B-Galaktosidase-Aktivitat wurde in Miller Units
angegeben:

MU = 1000 *(E420 - 1,755 * Ess0) / (t * V *ODs00)

APase-Assay

80 pl Zellensuspensionen (Kultivierung 0) wurden im 300 pl APase-Puffer aufgenommen und bei
30°C fur 10 min inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 300 pyl PNPP gestartet, und lief bei
30°C. Beim Auftreten einer Gelbfarbung wurde die Reaktion durch Zugabe von 400 pyl NaOH (2 M)
gestoppt. Die Zelltrimmer wurden bei 13000 rpm fiur 2 min zentrifugiert. Die Extinktion des
Uberstandes wurde bei 410 nm gemessen. Die APase-Aktivitat wurde in Units angegeben:

U= (E410 *235 * Vgesamt) / (t * Vprobe *OD600)

Phosphorylierungsassay von PhoP

Die Phosphorylierung von PhoP wurde in einem 80 ul Ansatz in 1 x Bindungs-Puffer angesetzt.
Dabei wurden 1,2 ug PhoR231 mit 8 ul [y32]P ATP (5 mM) versetzt und 5 min bei RT inkubiert
(Autophosphorylierung). Danach wurde die Transphosphorylierung mit 1,2 ug PhoP gestartet und in
Abstanden von 10 s, 30 s und 90 s Proben von 20 yl entnommen und mit SDS-Ladepuffer die
Reaktionen gestoppt. Als Kontrolle wurden 0,3 pg PhoR231 und 0,3 pg PhoP unter gleichen
Bedingungen in 20 pl Volumen 90 s inkubiert. Alle Proben wurden anschlieBend in einer SDS-PAGE
getrennt. Die Gele wurden getrocknet, dann auf einem Kodak-Phosphor-Screen exponiert und die
Images im Molecular Imager FX-Pro plus (Biorad) entwickelt.

5.4.5 SDS-PAGE

Die SDS-Gele wurden mit Tris-Glycin-Puffer (TG-Puffer) nach Maniatis angefertigt. Fir die
Elektrophorese von PhoP und PhoR wurden 12 %-ige Gele, fur AbrB 14 %-ige Gele und fur RNAP 10 %
Gele benutzt. Die Elektrophorese wurde bei 150 bis 200 Volt durchgefihrt. Die Gele wurden
Anschliessend 10 min im Entfarberlésung gewaschen, dann 20 min in der Farbelésung gefarbt und im
Entfarber so lange entfarbt bis die Banden gut erkennbar waren.

5.4.6 Western-Blot

Nach der SDS-Elektrophorese wurden die Gele 15 min im Blotting-Puffer gewaschen. Zwei
Whatmann-Papierstiicke und die Nitrozellulose-Membran (Machery Nagel) wurden ebenfalls in Blotting-
Puffer aquilibriert. Anschliessend wurden die Gele auf die Membran zwischen dem Whatmann-Papier in
Semi-Dry-Botter (Biorad) fur 20 min bei 15 Volt geblottet. Die Membran wurden 1 h im 5 %-iger
Magarmilch-TBST-Losung geblockt, dann wurde der His-Tag-Antikérper (Santa Cruz) zu einer
Verdlnnung von 1:20 000 zugegeben. Die Inkubation mit dem Antikorper erfolgte Uber Nacht bei 4°C.
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Danach wurden die Membran 2 mal fur 20 min mit TBST gewaschen und 1 Stunde mit dem 2.
Antikérper (Anti-Kaninchen 1gG) im TBST inkubiert. Nach nochmaligen Waschen wurde die Membran mit
10 ml AP-Puffer + 50 pl BCIP + 50 ul NBP entwickelt. Die Reaktion wurde mit 10 TE-Puffer gestoppt.

5.4.7 Thrombinverdau zur Entfernung des His-Tag

Um das His-Tag von PhoP zu entfernen wurde das ThrombinCleavage-Kit von Sigma nach
Herstellervorgaben verwendet.

5.5 Software

e Der Text wurde im Microsoft Word2000 verfasst, die Diagramme und Tabellen wurden im Microsoft
Excel2000 angefertigt.

e Die digitale Bilddokumentation und Auswertung wurden mit dem SynGene von Merck durchgefuhrt.
Radioaktive Images wurden mit QuantityOne (BioRad) ausgewertet. Weiter Bildbearbeitung erfolgte
im CorelPHOTO-PAINT10, PhotolmpactSE und Adobe Photoshop6.

e  Graphische Darstellungen wurden im Microsoft Exel2000 und CorelDRAW10 erstellt.

e Die Auswertung der Sequenzen und Anfertigung der Alignments erfolgte im DSGene, sowie Uber
NCBI Blast (www.ncbi.gov.com) und ClustalW (www.ebi.ac.uk/clustalw).
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7 Anhang

7.1 Weitere Abbildungen
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Abbildung 7.1: Das Verhaltnis der Enzymaktivitdten B-Galaktosidase [MU]/APase [U]; Wie man
erkennen kann lag das Verhaltnis der beiden Enzymaktivitdten meist bei 1, nur wahrend derv
transienten Phase (4. bis 6. Stunde) stieg die B-Galaktosidase-Aktivitat um das 1,5-fache der APase-
Aktivitat an.
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Abbildung 7.2: pH-Shift; Eine ungepufferte LPM-Kultur wurde bis zum Erreichen der transienten
Phase angezogen, dann wurde eine Halfte in ein gepuffertes Medium (pH-Shift) umgesetzt und die
andere Halfte unverandert weiter inkubiert. Wie der linken Abbildung zu entnehmen ist, stieg die -
Galaktosidase-Aktivitat in der ,geshifteten’-Kultur sofort an, wahrend sie in der ungepufferten Kultur
fiel. In der Rechten Abbildung ist die Veranderung des pH-Wertes in dem ungepufferten Medium
dargestellt. Nach 8 Stunden ist dieser um 0,5 pH-Einheiten (von pH 6,5 auf pH 6) gefallen.

PhoP-P:  / 60 120 240 480nM
RNAP : 0,3 03 03 03 03U

s & s - s

Abbildung 7.3: In vitro Transkription von phyC durch die E. coli RNA-Polymerase (Holoenzym, o7°-
gesattigt);im Gegensatz zur B. subtilis RNAP konnte mit der E. coli RNA-Polymerase auch in
Abwesenheit von PhoP~P ein Transkript erzeugt werden. PhoP~P-Anwesenheit erhdhte die
Transkriptrate auch hier bei niedrigen konzentrationen (60 nM), héhere PhoP~P-Konzentrationen (ab
120 nM) konnten hier ebenfalls die Transkription auf einem konstanten niedrigeren Level halten.
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Abbildung 7.4. Reinigung von PhoP (A) und PhoR231 (B) und Phosphorylierungsassay von
PhoP durch PhoR231 (C). Auf die SDS-Gele (A und B) wurden ausgewahlte Fraktionen

Beladen: ZE = Zellextrakt, DL = Durchlauf, 1 = 1. Waschschritt, 2 = 2. Waschschritt, ab 3
=Elutionsfraktionen). Weitere Angaben in dem Texte.
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Abbildung 7.5: Reinigung der RNA-Polymerase aus B. subtilis 168; (A) SDS-PAGE der
Reinigung Uber Ni-Agarose und (B) nach der Amicon; DL= Durchlauf, 1= 1. Waschschritt,

2= 2. Waschschritt, ab 3-7=Elutionsfraktionen, 8= Filtertiberstand nach dem Waschen, 9=
Filtrat; M= Grossen-Marker.
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Abbildung 7.6: Das pOM6-Plasmid; Der phyC-Promotor wurde aus B. amyloliquefaciens FZB45 mit
den Primern OmO1 und Om09 amplifiziert und nach einer Restriktion mit EcoRl und BamHl in die
entsprechenden Schnittstellen ins pDG268-Plasmid ligiert. Vor der Transformation in B. subtilis
wurde das pOM-Plasmid mit Xhol linearisiert. Die Sequenz zwischen der Amy-Kassette (amy’front-
amy’back) integrierte ins amy-Gen, wo es zum ,Gen displacement’ kam. Der amy-negative Phanotyp
konnte auf Amyloseplatten durch Farbung des Mediums mit Lugolscher Losung Uberprift werden.
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Abbildung 7.7: Die Umgebung von phyC aus B. amyloliquefaciens FZB42. Die Analyse der ORFs
beider Strange wurde in DS Gene erstellt.

7.2 Alignments

7.2.1 CLUSTAL W (1.82) Multiples Sequenz-Alignment

168 AF029053 AF453255 USS068 FZB45  FZB42
BS BS BA Bsp BA BA

w0203

wrisss| g o6

Ufs?fs 67 92 91

P8 | se %0 90 97

FEB32 | 5o 01 90 07 o7

AFICI936| a8 63 66 53 56 55

Abbildung 7.8: Paarweises Alignment; BS = Bacillus subtilis, BA = Bacillus

amyloliquefaciens, Bsp = Bacillus sp., BL = Bacillus licheniformis

Sequence 1: 168 BS 1847 bp
Sequence 2: AF029053 BS 1290 bp
Sequence 3: AF453255 BA 1417 bp
Sequence 4: U85968 DS11 1677 bp
Sequence 5: FZB45 BA 1658 bp
Sequence 6: FZB42 BA 1703 bp
Sequence 7: AF469936 BL 1473 bp

FzZB45 BA = —ommm oo oo AAACGGTTGTAGCTCTACTGCTTGCTGTTTA 32

FZB42 BA
U85968 DS11
AF029053 BS
AF453255 BA
168 BS

AF469936 BL

CCTGTGACGAGAACAGTTTTATCGTGAAAAAACGGTTGTAGCTCTACTGCTTGCTGTTTA 60
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FZB45_BA
FZB42 BA
U85968 DsS11
AF029053 BS
AF453255 BA
168_BS
AF469936 BL

FZB45 BA
FZB42 BA
U85968 DS11
AF029053 BS
AF453255 BA_
168 BS
AF469936 BI,

FZB45_BA
FZB42 BA
U85968 DS11
AF029053 BS
AF453255 BA
168 BS
AF469936 BL

FZB45 BA
FZB42 BA
U85968 DS11
AF029053 BS
AF453255 BA
168 _BS
AF469936 BL

FZB45 BA
FZB42 BA
U85968 Ds11
AF029053 BS
AF453255 BA
168 BS
AF469936 BL

FZB45 BA
FZB42 BA
U85968 DS11
AF029053 BS
AF453255 BA
168 _BS
AF469936 BL

FZB45 BA
FZB42_ BA
U85968 DS11
AF029053 BS
AF453255 BA
168 BS
AF469936 BL

FZB45 BA
FZB42 BA
U85968 DS11
AF029053 BS
AF453255 BA
168 BS
AF469936 BL

& Met
GGCATGGCTTATCCTCCAACTCTCGTTTCTCTACCATGCATCATATGTTGAACAATTTCA
GG GGCTTATCCTCCAACTCTCGTTTCTCTACCATGCATCATATGTTGAACAATTTCA
————————————————————————————————————————— CATATGTTGAACAATTTCA

GG GGCTTATCCTCCAACTCTCGTTTCTCTACCATGCATCATATGTTCAACTTTGTAA
—————— CCTGAAGTGACTTATCAAAAAGTATATCAATGGATCAAAGATCAAGGTCTTCGT

GCGAGTTAATGAAAGAAACCAATAAATCAAAAATTA---GAGAAA--AACAT-TAATCTG
GCGAGTTAATGAAAGAAACCAATAAATCAAAAATTA---GAGAAA--AACAT-T
GCGAGTTAATGAAAGAAACCAATAAATCAAAAATTA---GAGAAA--AACAT-T
GCGAGTTAATGAAAGAAACCAATAAATCAAAAATTA---GAGAAA--ATCAT-T
TCGAATTAATGAAAGCAACCAATAAAACAAAATTTA---GGGGAATGATCATGTCACAAA
TTAAATTG-TGACGCTTTTACACAATTGGAATTTTACCCGATGGATGGGGATTTAAACGA

cre?

ATGCGCTTTCATATCGCTTTATCCGA-———=———— TTAATAGAATAGAA-ATCACAAATA
TCGCTTTACCCGA-———————— TTAATAGAATAGAA-ATCACAAATA
TCGCGTTACCCGA-———==——~ TTAATAGAATAGAA-ATTACAAATA
TCGCTTTACTTGA-———————— TTAATAGAAAGTAA-ATTACTAACA

GTGTTCTTTTTTAATAGAAAATGGAAAAACGGACGTAACTAGGGAAAAACAAAACTAAAT

ACTTGCGTTTGAGAT GAGAGATAGCGATGTTAAAG

cre?

AAACATTGTACTAAATATTCA---—-- TTTTAAAT---—————————————— ATTTGCTCA
AAACATTGTACTAAATGTTCA----- TTTTAAAT-—-——————————————— ATTTGCTCA
AAACATTGTACTAAATATTCA---—- TTTTAAAT---—————————————— ATTTGCTCA
AAACAATGTACTAAATATTCA----- TTTATAAT---——————————————— TTTGCTCC
AAATAATGTACTAAATATTCAACATATTTTTATTTCGCTCCGCAAAAGTAAATCTGGCAA
GCAGCCCCCGGAAAAAATTCCGGGGGTTTTCTTTGGGTTT-——————————— CGTACTCT

PhoP
CGTCAATTTTTT--TTCTCC----GTAAATTCTCACATGCGG-ACAATCTTCACAAAAA-
CGTCAATTCTTT--CTCTTC----ATAAATTCTCACATGCGG-ACAATC AAAA-
CGTCAATTTTTT--CTCTTC----ATAAATCCTCACATTCGG-ACAATC AAAA-
————————————————————————————————— CACATTTG--ACAATT AAAA-
CGTCCTTTTTTC--TTCCTCCATCAAAAATTTACACATTCG--ACAATT AAAA-
AGTCATCTCACCACCTCTTTGGGGAATAAGTTGTTTATGAGTCAGAAACCCTATAAAAAA
AGAGTATCGGCGGTCTTTTT-————— TAGCCGTCACTT —AAAGT AC--

PhoP? PhoP?

-35/PhoP -10 +1
————————— CTTAACACTGAACTT-CCTGTATGTATTTTACAATTAAAGTGAACGTTCAT

————————— C CTGACATT-CCTGTATGTATTT TAAAGTACACTTTCAT

————————— C CTGAACTT-CCTGTATGTATTT TAAAGTGCACGTTCAT

————————— C CTGACAAT-CATGTATATATGT TGAAGTCGCACGTTCAT

————————— ¢ CTGACAAT-CATGTATGTATTT TGAAGTGCACGTTCAT

AGGTTCATTTTCCTCACGGTAATCACCTGTATATATTT AGTAGTCTTAGTGATA

————————— CCTCAAATGATAATT-TTCATTGGTTTGCTAGGATAAATGT-——————-TAT
RBS Met—>

TAAAAGGAGGAAGGAAAATGAATCATTCAAAAACACT---TTTGTTAACCGCGGCAGCCG

—AAA AAGGAAA AATCATTCAAAAACACT---TTTGTTAACCGCGGCAGCCG

—AAA ATGGAAA AATCATTCAAAAACACT---TTTGTTAACCGCGGCAGCCG

—-AAA AAGTAAA AATCATTCAAAAACACT---TTTGTTAACCGCGGCGGCCG

—AAA AAGTAAA AATCATTCAAAAACACT---TTTGTTAACCGCGGCGGCCG

AAAG GTACCAA AAGGTTCCAAAAACAAT---GCTGCTAAGCACTGCCGCGG

GAAA TTAATAT AACTTTTACAAAACGCTCGCTTTATCAACACTCGCAGCAT
* kK kk * * kK kk * * * x * Kk Kk Kk

GATTGATG-CTCACATGCGGTGCGGTTTCTTCCCAGGGCAAGCATAAGCTGTCTGATCCT
GATTGATG-CTCACATGCGGTGCGGTTTCTTCCCAGGCCAAGCATAAGCTGTCTGATCCT
GATTGATG-CTCACATGCGGTGCGGTTTCTTCTCAGGCCAAACATAAGCTGTCTGATCCT
GACTGATG-CTCACATGCGGTGCGGTGTCTTCCCAGGCAAAGCATAAGCTGTCCGATCCT
GACTGATG-CTCACATGCGGTGAGGTGTCTTCCCAGGCAAAACATAAGCTGTCTGATCCT
GTTTATTG-CTTA---GCCTGACAGCAACCTCGGTGTCGGCTCATTATGTGAATGAGGAA
CCTTATGGTCTCCCTCATGGAGCAGTCTCCCCCATAACGAAGCTGCGGCTCACAAAG———

* * Kk * * * * * *

92
120
19

120
54

146
174
73

54
177
113

196
224
123

104
237
165

238
262
lel

141
297
213

286
314
213
24

196
357
264

336
364
263
74

246
417
307

393
420
319
130
302
474
367

452
479
378
189
361
530
424
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FZB45_BA
FZB42 BA
U85968 DS11
AF029053 BS
AF453255 BA
168_BS
AF469936 BL

FZB45_BA
FZB42 BA
U85968 DS11
AF029053 BS
AF453255 BA
168
AF469936 BL

FZB45 BA
FZB42 BA
U85968 DS11
AF029053 BS
AF453255 BA
2078

168 BS
AF469936 BL

FZB45_BA
FZB42 BA
U85968 DsS11
AF029053 BS
AF453255 BA
168_BS
AF469936 BL

FZB45 BA
FZB42 BA
U85968 DS11
AF029053 BS
AF453255 BA
168 BS
AF469936 BL

FZB45 BA
FZB42 BA
U85968 DS11
AF029053 BS
AF453255 BA
168 _BS
AF469936 BL

FZB45 BA
FZB42 BA
U85968 DS11
AF029053 BS
AF453255 BA
168
AF469936 BL

FZB45 BA
FZB42 BA
U85968 DS11
AF029053 BS
AF453255 BA
168 BS
AF469936 BL

FZB45_BA
FZB42 BA
U85968 DS11
AF029053 BS
AF453255 BA
168_BS
AF469936 BL

TATCACTTTACCGTGAATGCGGCGGCGGAAACGGAGCCGGTTGATACAGCCGGTGATGCA
TATCATTTTACCGTGAATGCGGCGGCGGAAACGGAACCGGTTGATACAGCAGGTGATGCA
TATCATTTTACCGTGAATGCGGCGGCGGAAACGGAGCCGGTTGATACAGCCGGTGATGCA
TATCATTTTACCGTGAATGCAGCGGCGGAAACGGAACCGGTTGATACGGCCGGTGACGCG
TATCATTTTACCGTGAATGCGGCGGCGGAAACGGAACCGGTTGATACGGCCGGTGACGCG
CATCATTTCAAAGTGACTGCACACACGGAGACAGATCCGGTCGCATCTGGCGATGATGCA
——-—--AATTCACGGTGACTGCCGATGCAGAGACAGAGCCGGTGGATACCCCTGACGACGCG

*  kx X% Kk kK KKk Kk * kK kK kK kKKK Kk Kk * * * Kk Kk k

GCTGATGATCCTGCGATTTGGCTGGCTCCCAAGAATCCTCAGAACAGCAAATTGATCACA
GCTGATGATCCTGCGATTTGGCTGGACCCCAAGAATCCTCTGAACAGCAAATTGATCACA
GCTGATGATCCTGCGATTTGGCTGGACCCCAAGAATCCTCAGAACAGCAAATTGATCACA
GCTGATGATCCTGCGATTTGGCTGGACCCCAAGACTCCTCAGAACAGCAAATTGATTACG
GCTGATGATCCTGCGATTTGGCTGGACCCCAAGACTCCTCAGAACAGCAAATTGATTACA
GCAGATGACCCGGCCATTTGGGTTCATGAAAAACACCCGGAAAAAAGCAAGTTGATTACA
GCAGATGACCCGGCGATTTGGGTTCATCCGAAGCAGCCTGAGGATAGCAGGCTCATCACC

KKk Kk kAkKk KAk KAk KAk AkAkKk K * Kk * x * Kk k ok Kk *  kk kK

ACCAATAAAAAATCAGGCTTAGTCGTGTACAGCCTAGAGGGAAAGACGCTTCATTCCTAT
ACCAATAAAAAATCAGGCTTAGTCGTGTACAGCCTAGAGGGAAAGATGCTTCATTCCTAT
ACCAATAAAAAATCAGGCTTAGCCGTGTACAGCCTAGAGGGAAAGATGCTTCATTCCTAT
ACCAATAAAAAATCAGGTTTAGTCGTTTACAGCCTTGATGGTAAGATGCTTCATTCCTAT
ACCAATAAAAAATCAGGTTTAGTCGTTTACAGCCTCGATGGTAAGATGCTTCATTCCTAT
ACCAATAAAAAATCAGGTTTAGTCGTTTACAGCCTCGATGGTAAGATGCTTCATTCCTAT
ACAAATAAGAAGTCAGGGCTCGTTGTGTATGATTTAGACGGAAAACAGCTTCATTCTTAT
ACAAACAAAAAGTCGGGCTTAATCGTCTATGATTTGAAGGGAAAACAGCTTGCGGCCTAT

kK kk kK kK kK KKk * KKk kK * * kK kK * Kk kK * ok k ok

CATACCGGGAAGCTGAACAATGTTGATATCCGCTATGATTTTCCGTTGAACGGAAAAAAA
CCTACCGGGAAGCTGAACAATGTTGATATCCGCTATGATTTTCCGTTGAACGGAAAAAAA
CATACCGGGAAGCTGAACAATGTTGATATCCGATATGATTTTCCGTTGAACGGAAAAAAA
AATACCGGGAAGCTGAACAATGTCGATATCCGTTATGATTTTCCGTTGAACGGCAAAAAA
AATACCGGGAAGCTGAACAATGTCGATATCCGTTATGATTTTCCGTTGAACGGAAAAAAA
GAGTTTGGCAAGCTCAATAATGTCGATCTGCGCTATGATTTTCCATTGAACGGCGAAAAA
CCGTTTGGCAAATTAAACAATGTCGACCTGCGCTACAATTTTCCGCTCGATGGCAAAAAA

* Kk Kk * kK Kk kKK kK *  kkx k% * Kk Kk kK kKk * * k% * Kk Kk Kk Kk

GTCGATATTGCGGCGGCATCCAATCGGTCTGAAGGAAAGAATACCATTGAGATTTACGCC
GTCGATATTGCGGCGGCATCCAATCGGTCTGAAGGAAAGAATACCATTGAGATTTACGCC
GTCGATATTGCGGCGGCATCCAATCGGTCTGAAGGAAAGAATACCATTGAGATTTACGCC
GTCGATATCGCGGCAGCATCCAATCGGTCTGAAGGAAAAAATACCATTGAGATTTACGCT
GTCGATATCGCGGCAGATCCCAATCGCTCTGAAGGAAAAAACGCCATTGAGATTTACGCC
ATTGATATTGCTGCCGCATCCAACCGGTCCGAAGGAAAAAATACAATTGAAGTATATGCA
ATTGATATTGCCGGGGCCTCAAACCGGTCAGACGGCAAAAACACGGTTGAAATTTACGCC

* kk kKK kKk Kk * * kk kk kk kk kk kKk kK * * Kk k x *  kkx Kk x

ATTGACGGGAAAAACGGCACATTACAAAGCATTACAGATCCAGACCGCCCGATTGCATCA
ATTGACGGGAAAAACGGCACATTACAAAGCATTACGAACCCAGACCGCCCGATTGCGTCA
ATTGACGGGAAAAACGGCACATTACAAAGCATTACGGATCCAAACCGCCCGATTGCATCA
ATTGATGGAAAAAACGGCACATTACAAAGCATGACAGATCCAGACCATCCGATTGCAACA
ACTGACGGGAAAAACGGCACATTGCAAAGCATAACAGATCCAGACCATCCGATTGCATCA
ATAGACGGGGATAAAGGAAAATTGAAAAGCATTACAGATCCGAACCATCCTATTTCCACC
TTTGACGGCGAAAAAAGCAAGCTGAAGAACATCGTCAATCCTCAAAAACCTATTCAAACC

KKk kK R * ok * RS S 3 * kK * Kk kKK *

GCAATTGATGAAGTATACGGTTTCAGCTTGTACCACAGTCAAAAAACAGGAAAATATTAC
GCAATTGATGAAGTATACGGTTTCAGCTTGTACCACAGTCAAAAAACAGGAAAATATTAC
GCAATTGATGAAGTATACGGTTTCAGCTTGTACCACAGTCAAAAAACAGGAAAATATTAC
GCAATTAATGAGGTATACGGTTTTACCTTATACCACAGTCAAAAAACAGGAAAATATTAC
GCAATTAATGAGGTATACGGTTTTACCTTATACCACAGTCAAAAAACAGGAAAATATTAC
AATATTTCTGAGGTTTATGGATTCAGCTTGTATCACAGCCAGAAAACAGGAGCATTTTAC
GATATCCAGGAGGTATATGGCTTCAGCCTGTATCACAGCCAGAAAACCGGCAAGTTCTAC

* * *k kk kK kK kk ok ok k kk kkkkk kk kkkkk Kkk * * * %

GCGATGGTGACAGGGAAAGAAGGCGAATTTGAACAATACGAATTAAATGCGGATAAAAAT
GCGATGGTGACAGGGAAAGAAGGCGAACTTGAACAATACGAATTAAATGCTGATAAAAAT
GCGATGGTGACAGGAAAAGAAGGCGAATTTGAACAATACGAATTAAATGCGGATAAAAAT
GCGATGGTGACAGGAAAAGAGGGTGAATTTGAACAATACGAATTAAAGGCGGACAAAAAT
GCGATGGTGACAGGAAAAGAGGGTGAATTTGAACAATACGAATTAAAGGCGGACAAAAAT
GCATTAGTGACAGGCAAACAAGGGGAATTTGAGCAGTATGAAATTGTTGATGGTGGAAAG
GCCATGGTGACCGGAAAGAACGGCGAATTCGAGCAATATGAACTGTTTGACAACGGAAAA

* K *k kkkkk KKk kK *k kK kkKk kK kK kK kK kk Kk Kk * * Kk Kk

GGATACATATCCGGCAAAAAGGTAAGGGCGTTTAAAATGAATTCTCAGACAGAAGGGATG
GGATACATATCCGGCAAAAAGGTAAGGGCGTTTAAAATGAATTCTCAGACAGAAGGGATG
GGATACATATCCGGCAAAAAGGTAAGGGCGTTTAAAATGAATTCTCAGACAGAAGGGATG
GGATACATATCCGGCAAAAAGGTACGGGCGTTTAAAATGAATTCCCAGACGGAAGGGATG
GGATACATATCCGGCAAAAAGGTACGGGCGTTTAAAATGAATTCCCAGACGGAAGGGATG
GGTTATGTAACAGGGAAAAAGGTGCGTGAATTTAAGTTGAATTCTCAGACCGAAGGCCTT
GGACAAGTCGAGGGCAAAAAGGTCCGCTCATTCAAAATGAGCTCTCAAACAGAAGGGCTT

* x * * Kk kKKK KKk KKk * * Kk Kk Kk * Kk x * Kk kK kK kKK kK *

512
539
438
249
421
590
480

572
599
498
309
481
650
540

632
659
558
369
541
279
710
600

692
719
710
429
601
770
660

752
779
678
489
661
830
720

812
839
738
549
721
890
780

872
899
798
609
781
950
840

932
959
858
669
841
1010
900

992
1019
918
729
901
1070
960
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FZB45_BA
FZB42 BA
U85968 DS11
AF029053 BS
AF453255 BA
168_BS
AF469936 BL

FZB45
FZB42 BA
U85968 DS11
AF029053 BS
AF453255 BA
168 BS
AF469936 BIL

FZB45 BA
FZB42 BA
U85968 DS11
AF029053 BS
AF453255 BA
168 _BS
AF469936 BL

FZB45 BA
FZB42 BA
U85968 DS11
AF029053 BS
AF453255 BA
168 BS
AF469936 BL

FZB45 BA
FZB42 BA
U85968 DS11
AF029053 BS
AF453255 BA
168 BS
AF469936 BL

FZB45_BA
FZB42 BA
U85968 DS11
AF029053 BS
AF453255 BA
168_BS
AF469936 BL

FZB45_BA
FZB42 BA
U85968 DS11
AF029053 BS
AF453255 BA
168 BS
AF469936 BL

FZB45 BA
FZB42 BA
U85968 DS11
AF029053 BS
AF453255 BA
168 _BS
AF469936 BL

FZB45 BA
FZB42 BA
U85968 DS11
AF029053 BS
AF453255 BA
168 _BS
AF469936 BL

GCAGCAGACGATGAATACGGCAGTCTTTATATCGCAGAAGAAGATGAGGCCATCTGGAAG
GCAGCAGACGATGAATACGGCAGTCTTTATATCGCAGAAGAAGATGAGGCCATCTGGAAG
GCAGCAGACGATGAATACGGCAGTCTTTATATCGCAGAAGAAGATGAGGCCATCTGGAAG
GCAGCAGACGATGAATACGGCAGGCTTTATATCGCAGAAGAAGATGAGGCCATTTGGAAG
GCAGCAGACGATGAATACAGCAGGCTTTATATCGCAGAAGAAGATGAGGCCATTTGGAAC
GTTGCGGATGATGAGTACGGAAACCTATACATAGCAGAGGAAGATGAGGCCATCTGGAAA
GCGGCAGATGATGAATACGGCAAAATGTACATCGCCGAAGAAGACGTTGCGATTTGGTCT

* kK kK kKKK Kk KKKk Kk Kk * kK kK kK kK kKKK Kk Kk * Kk kK Kk k Kk

TTCAGCGCTGAGCCGGACGGCGGCAGTAACGGAACGGTAATCGATCGTGCCGACGGCAGG
TTCAGCGCTGAGCCGGACGGCGGCAGTAACGGAACGGTTATCGATCGTGCCGACGGCAGG
TTCAGCGCTGAGCCGGACGGCGGCAGTAACGGAACGGTTATCGATCGTGCCGATGGCAGG
TTCAGCGCCGAGCCGGACGGCGGCAGTAACGGAACGGTTATCGACCGTGCCGACGGCAGG
TTCAGCGCCGAGCCGGACGGCGGCAGTAACGGAACGGTTTTCGACCGTGCGGACGGCAGG
TTTAACGCTGAGCCCGGCGGAGGGTCAAAGGGGCAGGTTGTTGACCGTGCGACAGGAGAT
TTCAGCGCCGAGCCGGACGGCGGAGATAAAGGAAAAATCGTCGATCGTGCCGACGGACCG

Kk kK kkk kkkAkKk kK kkk kK Kk kK * *  kk kkkk Kk * K

CATTTAACCCCTGATATTGAAGGACTGACGATTTACTACGCTGCTGACGGGAAAGGTTAT
CATTTAACCCCTGATATTGAAGGACTGACGATTTACTACGCTGCTGACGGGAAAGGTTAT
CATTTAACCCCTGATATTGAAGGACTGACGATTTACTACGCTGCTGACGGGAAAGGCTAT
CATTTAACTCGTGATATTGAAGGATTGACGATTTACTACGCTGCTGACGGGAAAGGCTAT
CATTTAACTCCTGATATTGAAGGDTTGACGATTTATTACGCTGCTGACGGGAAAGGCTAT
CATTTGACAGCTGATATTGAAGGACTGACAATCTATTATGCACCAAATGGCAAAGGATAT
CATCTAACTTCTGATATTGAAGGGCTGACGATTTACTACGGAGAAGACGGAGAAGGGTAC

*KkKk Kk kK B KKKk Kk kK KKk Kk R KKKk K kK

CTGCTTGCATCAAGCCAGGGTAACAGCAGCTACGCGATTTATGAAAGACAGGGACAGAAC
TTGCTTGCATCAAGCCAGGGTAACAGCAGCTACGCGATTTATGAAAGACAGGGACAGAAC
CTGCTTGCCTCAAGCCAGGGTAACAGCAGCTATGCGATTTATGAAAGACAGGGACAGAAC
CTGATGGCATCAAGCCAGGGAAACAGCAGCTACGCCATTTATGACAGACAAGGAAAGAAC
CTGATGGCCTCAAGCCAAGGCAACAACAGCTACGCCATTTATGACAGACAAGGAAAGAAC
CTCATGGCTTCAAGTCAAGGAAATAACAGCTATGCAATGTATGAACGGCAGGGGAAAAAT
TTGATCGCGTCCAGTCAGGGCGATGACCGCTATGCCATCTATGACCGGCGCGGGAAAAAC

* * kk kk kk kKX kK * * kkkk kk kk Kk Kk kK *  x * * * k%

AAATATGTGGCGGACTTTCAGATAACAGACGGGCCTGAAACAGACGGCACAAGCGATACA
AAATATGTTGCGGACTTTCAGATAACAGACGGGCCTGAGACAGACGGCACAAGCGATACA
AAATATGTTGCGGACTTTCAGATAACAGACGGGCCTGAAACAGACGGCACAAGCGATACA
AAATATGTTGCGGATTTTCGCATAACAGACGGTCCTGAAACAGACGGGACAAGCGATACA
AAATATGTTGCGGATTTTCGCATAACAGACGGTCCTGAAACTGACGGCACAAGCGATACA
CGCTATGTAGCCAACTTTGAGATTACAGATGGCGAGAAGATAGACGGTACTAGTGACACG
GACTACGTCACTGCTTTTTCAATTGAGGACGGCAAAGAAATCGACGGGACAAGCGATACC

KKk kK * * kK * K KKk kK * Kk *hkhkkhkk kk kk Kk kK

GACGGAATTGACGTTCTGGGTTTCGGGCTGGGGCCTGAATATCCGTTCGGCCTTTTTGTC
GACGGAATTGACGTTCTGGGTTTCGGGCTGGGACCTGAATATCCGTTCGGCCTTTTTGTC
GACGGAATTGACGTTCTGGGTTTCGGGCTGGGGCCTGAATATCCGTTCGGTCTTTTTGTC
GACGGAATTGACGTTCTGGGTTTCGGACTGGGGCCTGAATATCCGTTCGGTATTTTTGTC
GACGGAATTGACGTTCTGGGTTTCGGACTGGGGCGTGAATATCCGTTCGGTATTTTTGTC
GATGGTATTGATGTTCTCGGTTTCGGACTTGGCCCAAAATATCCGTACGGGATTTTTGTG
GATGGAATCGACGTCATCGGCTTCGGCCTCGGCAAAACATATCCATACGGCATCTTTGTC

*k kK kK kK kK * kK kKX KkKkKk kK kK RR R Rk Ik S S * kK Kk k Kk

GCACAGGATGGAGAAAATATAGATCACGGCCAAAAAGTGAATCAAAATTTTAAAATGGTG
GCACAGGACGGAGAAAATATAGATCACGGCCAAAAGGCCAATCAAAATTTTAAAATGGTG
GCACAGGACGGAGAGAATATAGATCACGGCCAAAAGGCCAATCAAAATTTTAAAATGGTG
GCACAGGACGGTGAAAATATAGATCACGGCCAAAAGGCCAATCAAAATTTTAAAATCGTG
GCACAGGACGGTGAAAATATAGATCACCGCCAAAAGGCCAATCAAAATTTTAAAATCGTG
GCGCAGGACGGCGAAAATATTGATAACGGACAAGCCGTCAATCAAAATTTCAAAATTGTA
GCCCAAGACGGCGAAAATACGGAAAATGGGCAACCGGCCAATCAGAACTTCAAAATTGTC

kK kK kk kK KKk KkKkK * K * R * *hkkkhkk kk kk kkhkkk kK

CCTTGGGAAAGAATCGCCGATAAAATCGGCTTTCACCCGCAGGTCAATAAACAGGTTGAC
CCTTGGGAAAGAATCGCTGATAAAATCGGCTTTCACCCGCAGGTCAATAAACAGGTTGAC
CCATGGGAAAGAATCGCTGATAAAATCGGCTTTCACCCGCAGGTCAATAAACAGGTCGAC
CCATGGGAAAGAATTGCTGATCAAATCGGTTTCCGCCCGCTGGCAAATGAACAGGTTGAC
CCGTGGGAAAGAATTGCTGATCAAATCGGTTTCCGCCCGCTGGCAAATGAACAGGTTGAC
TCGTGGGAACAAATTGCACAGCATCTCGGCGAAATGCCTGATCTTCATAAACAGGTAAAT
TCCTGGGAAARAATCGCCGACGCGCTGGACGACARAACCTGATATCGATGATCAGGTCGAT
* ok k ok k ok ok * kkx  Kk Kk * *  x * % * Kk ok kkkkx *
Stopp Terminator

CCGAGAAAACTGACCGACAGAAGCGGAAAATAAACATAAAAAAAGGAGCTTATCCAAGCT
CCGAGAAAACTGACTGACAGAAGCGGAAAA A

CCGAGAAAAATGACCGACAGAAGCGGAAAA A

CCGAGAAAACTGACCGACAGAAGCGGAAAA A

CCGAGAAAACTGACCGACAGAAGCGGAAAA GGA==—====—————m————————————
CCGAGGAAGCTGAAAGACCGTTCTGACGGC
CCCCGAAAACTGAARAAACCGAGCCAAA GGA-———=———— == ————

* x * Kk Kk * kK * Kk K

1052
1079
978
789
961
1130
1020

1112
1139
1038
849

1021
1190
1080

1172
1199
1098
909

1081
1250
1140

1232
1259
1158
969

1141
1310
1200

1292
1319
1218
1029
1201
1370
1260

1352
1379
1278
1089
1261
1430
1320

1412
1439
1338
1149
1321
1490
1380

1472
1499
1398
1209
1381
1550
1440
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FZB45_BA
FZB42 BA
U85968 DS11
AF029053 BS
AF453255 BA
168_BS
AF469936 BL

FZB45 BA
FZB42 BA
U85968 DS11
AF029053 BS
AF453255 BA
168 _BS
AF469936 BL

FZB45 BA
FZB42 BA
U85968 DS11
AF029053 BS
AF453255 BA
168 _BS
AF469936 BL

FZB45 BA
FZB42 BA
U85968 DS11
AF029053 BS
AF453255 BA
168 BS
AF469936 BL

GTTTTTTTGATG-——————————————————— TGAAGAGCGTTTCATGAGAAAGTCCTGG
———————————————————— TGAAGAGCGTTTCATGAGAAAGTCTTGG
———————————————————— TGAAGAGCGTTTCATGAGAAAGTCTTGG

AACGGATAGCCGCAAGCACAGCCGGCAGCCGGTCATACGTGTACGCCGGTACTGTCTCTT
AACGGATAGCCGAAAGCACAGCCGGCAGCCGGTCATACGTGTACGCCGGTACTGTCTCTT
AACGGATAGCCGTAAGCACAGCCGGCAGCCGGTCATACGTGTACGCCGGTACTGTCTCTT

GGTAATTAAGCGCCGCGATTTGTTTACGTTCACCCGGGTTTGTCATATAAAAATGGATCT
GGTAATTAAGCGCCGCGATTTGTTTACGTTCACCCGGGTTTGTCATATAAAAATGGATCT
GATAATTAAGCGCCGCGATTTGTTTACGTTCACCCGGGTTTGTCATATAAAAATGGATCT

TATCCGCAAAATCCGCAAGCCCGCTGTAAGAAACAAAGGATGAAAACGGGGGCGCGGAAG
TATCCGCAAAATCCGCAAGGCCGCTGTAAGAAACAAAGGATGAAAATGGGGGCGCGGGAG
TATCCGGAAAATCCGCAAACCCGCTGTAAGAAACAAATGTTGAAAACGGGGGCGCGGGAG

1572
1598
1497
1290

1667

1632
1658
1557

1727

1692
1718
1617

1787

1752
1778
1677

1847
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7.2.2 Vergleiche der Proteinsequenzen aus B. subtilis und B.

10 Signalpeptid 20 30 40 50
PhyC B.amyFzB45 M NHSK TLLLTAAAGLMLTCGAVSSQGKHKLSDPYHFTVNAAAETEPVDTAG
PhyC B. sub168 MKVPKTMLLSTAAGLLLSLTATS-VSAHYVNEEHHFKVTAHTETDPVASGD
0000000909090
60 70 80 90 100
PhyC B.amyFzB45 DA ADDPA IWLAPKNPQNSKL I TTNKKSGLVVYSLEGKTLHSYHTGKLNNVD
PhyC B. sub168 DAADDPAIWVHEKHPEKSKL I TTNKKSGLVVYDLDGKQLHSYEFGKLNNVD
110 120 130 140 150
PhyC B.amyFZB45 | RYDFP LNGKKVD I AAASNRSEGKNTIEIYAIDGKNGTLQS I TDPDRPIAS
PhyC B. sub168 LRYDFPLNGEKIDIAAASNRSEGKNTIEVYAIDGDKGKLKSITDPNHPIST
160 170 180 190 200
PhyC B.amyFZB45 A I DEVYGFSLYHSQKTGKYYAMVTGKEGEFEQYELNADKNGY I SGKKVRAF
PhyC B. sub168 NISEVYGFSLYHSQKTGAFYALVTGKQGEFEQYEIVDGGKGYVTGKKVREF
|
210 220 230 240 250
PhyC B.amyFZB45 KM NS QTEGMAADDEYGSLY | AEEDEAIWKFSAEPDGGSNGTV IDRADGRHL
PhyC B. sub168 KLNSQTEGLVADDEYGNLY I AEEDEAIWKFNAEPGGGSKGQVVDRATGDHL
260 270 280 290 300
PhyC B.amyFZzB45 TP D | EGLTIYYAADGKGYLLASSQGNSSYAIYERQGQNKYVADFQITDGPE
PhyC B. sub168 TADIEGLTIYYAPNGKGYLMASSQGNNSYAMYERQGKNRYVANFEI TDGEK
. |
310 320 330 340 350
PhyC B.amyFZB45 T DG TSDTDGIDVLGFGLGPEYPFGLFVAQDGENIDHGQKVNQNFKMVPWER
PhyC B.sub168 IDGTSDTDGIDVLGFGLGPKYPYGIFVAQDGENIDNGQAVNQNFKIVSWEAQ
360 370 380
PhyC B.amyFZB45 | ADK I GFHPQVNKQVDPRKLTDRSGK
PhyC B. sub168 IAQHLGEMPDLHKQVNPRKLKDRSDG

Abbildung 7.9: Vergleich der PhyC-Aminosauresequenzen der Phytasen aus B. amyloliquefaciens
FZB45 und B. subtilis 168. Identische AS sind rot dargestellt; AS die sich im aktiven Zentrum
befinden sind blau gekennzeichnet (nach Shin et al., 2001). Oberhalb der Sequenz sind die
Bereiche, welche die einzelnen Schneiden der B-Propeller-Struktur bilden farbig dargestellt. Das
Signalpeptid ist grau markiert. Wie man hier erkennen kann, sind die AS des aktiven Zentrums
konserviert. Beide Proteine zeigen eine 71 %-ige Homologie.

BS MEFMKSTGIVRKVDELGRVVIPIELRRTLGIAEKDALEIYVDDEKIILKKYKPNMTCQVTG 60
FZB42 --MKSTGIVRKVDELGRVVIPIELRRTLGIAEKDALEIYVDDEKIILKKYKPNMTCQVTG 58
BS EVSDDNLKLAGGKLVLSKEGAEQIISEIQNQLONLK 96
FZB42 EVSDDNLKLAGGKLVLSKEGAEQIISEIQNQLQONOK 94

Abbildung 7.10: Vergleich der AbrB-Sequenzen aus B. subtilis 168 und B. amyloliquefaciens FZB42,
einem engen Verwandten von FZB45. Das AbrB-Protein scheint sehr stark konserviert zu sein,
deshalb kann davon ausgegangen werden, dass dieses Protein auch in B. amyloliquefaciens FZB45
sich nicht sonderlich von diesen beiden unterscheiden sollte.
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BS168 MKLMRIQEMEEYILSHGTVSLDELCQVENVSKNTVRRDINKLTEKGAIEKVYGGVTSIEK 60
FZB42 MKLMRIQEMEEYILKHGATSLDELCEVENVSKNTVRRDINKPAEKGVIKKVYGGVTSAEK 60
BS168 TALVPFENRTIQHQODEKTKIAHYASRFIEDHDLVFIDSGTTTKSILDTLDPAKNVTILTN 120
FZB42 SVLVPFENRTIQHQDDTIKIARYASRFIEDHDLVFIDSGTTTKSMLETLDPDKNVTVLTN 120
BS168 SLDIINAASALKNINLIIIGNNYKRKTRSFVGMDDPAMLDKYNINKAFMSATGTTLTHGL 180
FZB42 SLDIINAASSMKNIDLIIIGNNYKRKTRSFVGIDDPSTLNKYNINKAFMSATGTTITHGL 180
BS168 TNSDLLEYEIKKRISEKAKEVYLLADHSKFGKSTLLTYAPFDRLHCIVTSQPLDDEYTQY 240
FZB42 TNSDLLEYEVKKRISEKANEVYLLADHSKFGKSTLLTYAPFDRLHSIVTSQQLDEEYTKY 240
BS168 CNEHQIGIHLA 251

FZB42 CQEHQIDIHLA 251

Abbildung 7.11: Vergleich der loIR-Sequenzen aus B. subtilis 168 und B. amyloliquefaciens FZB42,
einem engen Verwandten von FZB45.

A

L B Sy S B B B B S B B B S By B S B B By N B B B S B B B B B B B S B B S Sy N e

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240

Identities = 177/209 (85%), Positives = 186/209 (89%), Gaps = 1/209 (0%)

—)— )y ————

Signal receiver domain Transregulator domain
[ 1

FZB45: 2 .. .EPSIVTLLQYNLERSGYDVITASDGEEALELAENENPDLIVLDVMLPKVDGIDVCKQLRQ 181
FzZB42: 1 MNKKILVVDDEQSIVTLLQYNLERSGYDVITASDGEEALELAENENPDLIVLDVMLPKVDGIDVCKQLRQ 70
168 : 1 MNKKILVVDDEESIVTLLQYNLERSGYDVITASDGEEALKKAETEKPDLIVLDVMLPKLDGIEVCKQLRQ 70

—)— —

FZB45: 182 QKMMVPILMLTAKDEEFDKVLGLELGADDYMTKPFSPREVTARVKAILRRADISS-LSQGREEEKDGQIX 368
FZB42: 71 QKMMVPILMLTAKDEEFDKVLGLELGADDYMTKPFSPREVTARVKAILRRADISS-LSQGREEEKDGQIL 140
168 : 71 QKLMFPILMLTAKDEEFDKVLGLELGADDYMTKPFSPREVNARVKAILRRSEIAAPSSEMKNDEMEGQIV 140

FZB45: 369 IGELKILPEHYEAYFKSEQLELTPKEFELLLYLGKHKGRVLTRDLLLSAVWNYDFAGDTRIVDVHISHLR 558
FZB42: 140 IGELKILPEHYEAYFKSEQLELTPKEFELLLYLGKHKGRVLTRDLLLSAVWNYDFAGDTRIVDVHISHLR 209
168 : 141 IGDLKILPDHYEAYFKESQLELTPKEFELLLYLGRHKGRVLTRDLLLSAVWNYDFAGDTRIVDVHISHLR 210

—_—
h—----..’—-l..’_--
FZB45: 559 DKIESNTKK... 625

FZB42: 210 DKIESNTKKPIYIKTIRGLGYKLEEPKMNE 239
168 : 211 DKIENNTKKPIYIKTIRGLGYKLEEPKMNE 240

Abbildung 7.12: Alignment zwischen der PhoP-Sequenz aus B. subtilis 168 und der im Rahmen
dieser Arbeit sequenzierten phoP-Teilsequenz aus B. amyloliquefaciens FZB45 und FZB42. Die
Sequenz wurde mit den PhoP4 und PhoP5-Primern aus der chromosomalen DNA von FZB45
amplifiziert, in pGEMT kloniert und mit dem Thermo Sequenase Cy5 Dye Terminator Kit sequenziert.
Oben ist die Proteinstruktur von PhoP aus B. subtilis mit der Phosphorylierungsdoméane und der DNA-
Bindedomane (Transregulatordomane) dargestellt. Wie hier deutlich zu erkennen ist, sind die
Sequenzen sehr stark homolog, nur in der ,Linkerregion’, zwischen den beiden Doménen,
unterscheiden sich die PhoP-Proteine aus B. amyloliquefaciens und B. subtilis starker von einander.
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7.3 Sequenz des phyC-Gens aus B. amyloliquefaciens FZB45

omot

>

AAACGGTTGTAGCTCTACTGCTTGCTGTTTAGGCATGGCTTATCCTCCAACTCTCGTTTCTCTACCATGCA
R R R R R R R R R R R R R R R R R R RN R RREEEERN
10 20 30 40 50 60 7

yodu

Fifor

TCATATGTTGAACAATTTCAGCGAGTTAATGAAAGAAACCAATAAATCAAAAATTAGAGAAAAACATTAAT

L
80 90 100 110 120 130 140

=

cuts

CTGATGCGCTTTCATATCGCTTTATCCGATTAATAGAATAGAAATCACAAATAAAACATTGTACTAAATAT

L

150 160 170 180 190 200 210
CRE
cuts curs cut2
F2for PhoP
=

TCATTTTAAATATTTGCTCACGTCAATTTTTTCTCTCCGTAAATTCTCACATGCGGACAATCTTCACAAAA

omos
=
o
leutt
-35 PhoP 1
== —
PhoP Fafor RBS
I > M

ACTTAACACTGAACTTCCTGTATGTATTTTACAATTAAAGTGAACGTTCATTAAAAGGAGGAAGGAAAATG

L

290 300 310 320 330 340 350
Farev
D TS,

N H S K T L L L T A A A G L ML T C G A V S s Q

AATCATTCAAAAACACTTTTGTTAACCGCGGCAGCCGGATTGATGCTCACATGCGGTGCGGTTTCTTCCCA

e
0 o 380 300 0 410 20

14

| <

G K H K L § D P Y H F T V N A A A E T E P V D

GGGCAAGCATAAGCTGTCTGATCCTTATCACTTTACCGTGAATGCGGCGGCGGAAACGGAGCCGGTTGATA

Conprrcocoperoocrnlpeconnden pennc oo oo e e
430 440 460 470 480 490
omie
T A G D A ADDP A I W L AP KNUPQN S K L I
CAGCCGGTGATGCAGCTGATGATCCTGCGATTTGGC TGGCTCCCAAGAATCCTCAGAACAGCAAATTGATC
Coprerconcpccocnrpernocn peerocccnrpecnccodolpoorcconnepone oo
500 510 520 530 540 550 560
omos

Fang03

T T N K K S G L V VY S L EG KT L H S Y H TG

ACAACCAATAAAAAATCAGGCTTAGTCGTGTACAGCCTAGAGGGAAAGACGCTTCATTCCTATCATACCGG

580 590 600 610 620 630
K L N NV D I R Y DF P L NG K KV D I A A A

GAAGCTGAACAATGTTGATATCCGCTATGATTTTCCGTTGAACGGAAAAAAAGTCGATATTGCGGCGGCAT

L

650 660 680 690 700 710

s N R S E G K N T | E I Y A I D G K N G T L Q@ S

CCAATCGGTCTGAAGGAAAGAATACCATTGAGATTTACGCCATTGACGGGAAAAACGGCACAT TACAAAGC
e
720 730 740 750 760 70 780

I T o P DR P I A S A I D E V Y G F S L Y H s Q

ATTACAGATCCAGACCGCCCGATTGCATCAGCAATTGATGAAGTATACGGTTTCAGCTTGTACCACAGTCA
L
790 800 810 820 830 840 850

K T 6 K Y Y A M V T 6 K E G E F E Q Y E L N A

6CGG

AAAAACAGGAAAATATTACGCGATGGTGACAGGGAAAGAAGGCGAATTTGAACAATACGAATTAA
RN AR RN GO EEREERREE] R AR ARk
860 870 880 890 900 910 920

phyC
D K N G Y $ G K K V R A F K M N 8§ Q T E G M A

ATAAAAATGGATACATATCCGGCAAAAAGGTAAGGGCGTTTAAAATGAATTCTCAGACAGAAGGGATGGC A
O
930 940 950 960 970 980 990

A DD E Y G S L Y I A EEDEA I WZKF S A E P

GCAGACGATGAATACGGCAGTCTTTATATCGCAGAAGAAGATGAGGCCATCTGGAAGT TCAGCGC TGAGCC

e
1,000 1010 1,020 1,030 1,040 1,050 1,060
D G 6 S N G T V D R A DG R H L T P D E G

GGACGGCGGCAGTAACGGAACGGTAATCGATCGTGCCGACGGCAGGCATTTAACCCCTGATATTGAAGGAC

L
1,070 1,080 1090 1,100 1110 1120 1130

L T I Y Y A ADG K G Y L L A S S Q@ G N S S Y A

TGACGATTTACTACGCTGCTGACGGGAAAGGTTATCTGCTTGCATCAAGCCAGGGTAACAGCAGCTACGCG

R R R R R R R R R R R R R N R R R R N RN R RN EEERREE]
1140 1150 1160 1470 1180 1190 1200
Y E R Q G Q N K Y V ADGF a1 T D G P E T D G

ATTTATGAAAGACAGGGACAGAACAAATATGTGGCGGACTTTCAGATAACAGACGGGCCTGAAACAGACGG

RN R R RN R R R RN R RN R RN RN RN R R RN REEERREE]

1210 1220 1230 1,240 1.250 1260 1270

T s b T D G D VLG F G L G P E Y P F G L F

CACAAGCGATACAGACGGAATTGACGTTCTGGGTTTCGGGCTGGGGCCTGAATATCCGTTCGGCCTTTTTG

L IREEE]
1200 1,300 1310 1,320 1,330 1340

V A Q D G E N I D H G Q K V N Q N F KMV P W E

TCGCACAGGATGGAGAAAATATAGATCACGGCCAAAAAGTGAATCAAAATTTTAAAATGGTGCCTTGGGAA

AR R RN RN R RN ARl g
1360 1370 1380 1390 1,400 1.410 1.420

omi13

AGAATCGCCGATAAAATCGGCTTTCACCCGCAGGTCAATAAACAGGT TGACCCGAGAAAACTGACCGACAG
RN R R R R R R R R N R R RN
1430 1440 1450 1.460 1.470 1,480 1490

steem loop

s 6 K >

AAGCGGAAAATAAACATAAAAAAAGGAGCTTATCCAAGCTGTTTTTTTGATGTGAAGAGCGTTTCATGAGA
L

1,500 1510 1520 1530 1540 1550 1,560

AAGTCCTGGAACGGATAGCCGCAAGCACAGCCGGCAGCCGGTCATACGTGTACGCCGGTACTGTCTCTTGG
U
1570 1,580 1500 1,600 1610 1620 1630

TAATTAAGCGCCGCGATTTGTTTACGTTCACCCGGGTTTGTCATATAAAAATGGATCTTATCCGCAAAATC
L
1640 1650 1660 1670 1,680 1690 1700

CGCAAGCCCGCTGTAAGAAACAAAGGATGAAAACGGGGGCGCGGAAGAAAGGTCTGTCAGCTGAAAGGCCT

L [
1710 1720 1,730 1,740 1,750 1760 1770

GACAAGCCGCAATGTCTAAGC
RN RN REREEE
1780 1790

Abbildung 7.13: Sequenz des phyC-Gens aus B.
amyloliquefaciens FZB45. Die Primerpositionen
sind als graue Pfeile eingetragen, fir die Cut-
Primer sind die Schnittstellen gekennzeichnet,
Uber welche die Klonierung der verkurzten
Promotorregionen erfolgte. Die kodierende phyC-
Region ist in die Aminosauresequenz Ubersetzt
und der Anfang der kodierenden yodU-Region
als blauer Pfeil dargestellt. Promotormotive sind
mit grinen, PhoP-Boxen mit roten und das cre
mit einem gelben Rechteck markiert. Der
Transkriptionsterminator ist mit einem roten
Doppelpfeil dargestellt.
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